
 

海藻糖对高温胁迫龙须菜的生理及基因表达的影响

陈文康，  张莹莹，  卢    俊，  徐年军，  孙    雪*

(宁波大学海洋学院，浙江省海洋生物工程重点实验室，浙江 宁波　315832)

摘要：为了探讨海藻糖在大型藻类抗逆中的作用及其机制，实验利用生理生化分析、高效
液相色谱-串联质谱 (LC-MS/MS)、荧光定量 PCR (qRT-PCR)方法分析了外源海藻糖对高温
胁迫下大型海藻龙须菜生长、抗逆相关物质和酶活性、植物激素及相关基因表达的影响。
结果发现，外源添加 10 mmol/L海藻糖使龙须菜的相对生长速率和脯氨酸含量分别升高
0.34倍 (3 d)和 0.30倍 (24 h)，叶绿素荧光参数、超氧化物歧化酶和海藻糖-6-磷酸合成酶活
性升高，但丙二醛含量和脂氧合酶 (LOX)活性降低。同时，海藻糖激活了龙须菜中水杨酸
代谢关键酶——异分支酸合成酶的活性及其基因表达，促进了水杨酸的积累 (2.05倍)。此
外，海藻糖可以使热激蛋白 70基因表达稳定升高、lox2基因表达下调 (12 h)。可见，外源
海藻糖可以通过清除活性氧自由基，降低膜脂过氧化，促进渗透保护物质和抗逆植物激素
水杨酸的积累等来促进高温下龙须菜的生长。本研究证明了海藻糖在龙须菜抗高温胁迫中
具有重要作用，为龙须菜的抗逆育种工作提供了参考。
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龙须菜 (Gracilariopsis  lemaneiformis)为红藻

门 (Rhodophyta)、江蓠目 (Gracilariales)的一种大

型海洋红藻。龙须菜不仅是琼胶提取的主要原料，

也是鲍养殖的饵料。野生型龙须菜的最适生长温

度为 10~23 ℃，耐高温龙须菜 981的最适生长温

度为 12~26 ℃[1]。在我国南方海域，夏季海水温度

过高导致龙须菜无法成功度夏，因而限制了龙须

菜的栽培周期、产量和经济效益。

海藻糖是一种非还原性二糖，广泛存在于细

菌、真菌、昆虫、无脊椎动物和高等植物中。目

前已知的海藻糖合成途径有 5条，其中 OtsA-
OtsB途径是高等植物中唯一的海藻糖合成途径。

在此合成途径中，首先由海藻糖 -6-磷酸合成酶

(TPS)催化尿苷二磷酸-葡萄糖与葡萄糖-6-磷酸反

应生成海藻糖-6-磷酸 (T6P)，然后由海藻糖磷酸

磷酸酶 (TPP)催化 T6P脱磷酸形成海藻糖[2]。研究

表明，海藻糖及其代谢物 T6P是调控植物生长发

育和逆境响应的信号分子[3-4]。

生物在面临盐度、干旱、低温等非生物胁迫

时，海藻糖可作为渗透保护剂来稳定生物结构，

因而在对抗逆境胁迫中发挥了重要作用 [5]。研究

表明，15 mmol/L海藻糖可提高甘草 (Glycyrrhiza
uralensis)幼苗的抗氧化酶活性和渗透调节物质含

量等，促进盐胁迫下幼苗的生长 [6]。海藻糖与生

物干燥失水的耐受力极度相关，其含量的增加可

使酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)从极端干燥

敏感性转变为高干燥耐受性 [7]。海藻糖对热非常

稳定，如有研究发现，50 mmol/L海藻糖提高了
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酿酒酵母在 53 ℃ 高温下的存活率，可能与海藻

糖积累引起的活性氧自由基 (ROS)水平下降和脂

质过氧化损伤的降低相关 [8]。海藻糖还可以通过

增强抗氧化系统、激活光合作用和改善细胞结构

来减轻夏季高温对芍药 (Paeonia lactiflora)的损伤[9]。

尽管海藻糖具有较重要的生物学作用，但是

大多数生物体内的海藻糖含量很低，且在不同物

种中其含量差异较大。在藻类中，紫菜属 (Por-
phyra)中海藻糖含量极低，甚至检测不出 [10]。而

龙须菜中海藻糖丰度较高，可达 1~3 mg/g 干重

(DW)[11]。藻类中关于海藻糖及其生物学功能的研

究较少。因此，本实验拟探究外源海藻糖对高温

胁迫下龙须菜的生长、抗逆相关物质及其代谢

酶活性等生理指标和相关基因转录表达的影响，

以揭示海藻糖对高温胁迫条件下龙须菜的影响，

为今后提高龙须菜抗逆性的育种工作提供理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    材料培养与实验设计

本实验材料龙须菜 981采自福建霞浦龙须菜

栽培基地。首先将龙须菜用海水充分清洗以去除

藻体表面附着的泥沙、附生藻类等，然后取长度

为 10~15 cm的幼嫩藻体再次清洗后放在人工海水

中进行适应性培养，培养温度为 23 ℃，光照强度

约为 40 μmol/(m2·s)，光周期为 12 L∶12 D。

高温胁迫实验在 33 ℃ 培养箱中进行，其他

培养条件同适应性培养。实验设置 5个组，添加

海藻糖至终浓度分别为 0、5、10、20和 40 mmol/L，
每个组设 3个生物学重复。比较各组中龙须菜的

相对生长速率后，选取生长最快的 10 mmol/L用

作后续实验中海藻糖添加浓度 (记为海藻糖组)，
添加 0 mmol/L海藻糖的为对照组。在 0、12、24
和 48 h分别取样进行丙二醛 (MDA)、脯氨酸和水

杨酸 (SA)含量及超氧化物歧化酶 (SOD)等活性测

定。在 0、3、6和 12 h分别取样进行荧光定量

PCR (qRT-PCR)分析。

 1.2    相对生长速率测定和藻体观察

分别在第 1、3和 5天准确称量龙须菜藻体的

鲜重 (FW)，按照以下公式计算龙须菜的相对生长

速率 (RGR，%/d)：RGR=(lnWt–lnW0)/t×100%。式

中，W0 和 Wt 分别为开始培养和培养第 t 天时藻

体鲜重，t 为实验天数 (d)[12]。同时，在培养的第

3天观察藻体状态并拍照。

 1.3    叶绿素荧光参数测定

分别在第 0、24、48和 72小时，取样进行叶

绿素荧光参数的测定。选取 3根幼嫩龙须菜进行

15 min暗处理后，用 AquaPen-C AP-C 100便携式

调制脉冲荧光仪 (FESTO, 捷克)测定 PSⅡ最大光

化学效率 (Fv/Fm)和非光化学淬灭 (NPQ)。

 1.4    MDA和脯氨酸含量测定

准确称取 0.1 g龙须菜样品，在液氮中研磨成

粉末，加入一定体积的提取缓冲液混匀后，以

5 000×g (4 ℃)离心 10 min，上清液即可用于含量

测定。MDA和脯氨酸含量测定分别使用硫代巴比

妥酸法和磺基水杨酸法，其操作步骤均按照南京

建成生物工程研究所的试剂盒进行。

 1.5    SOD和脂氧合酶 (LOX)活性测定

准确称取 0.1 g龙须菜，在液氮中研磨成粉末，

加入 0.9 mL磷酸盐缓冲液 (PBS) (0.1 mol/L，pH
7.4)，混匀后在 4 000×g 离心 10 min (4 ℃)，所得

上清液用于 SOD活性测定 (南京建成生物工程

研究所)。将在液氮中研成粉末的龙须菜样品用

1 mL提取液提取，然后在 16 000×g 离心 20 min
(4 ℃)，上清液用于 LOX活性测定 (苏州科铭生物

技术有限公司)。

 1.6    TPS和异分支酸合成酶 (ICS)活性测定

准确称取 0.1 g龙须菜，在液氮中研磨成粉末，

然后用 50 mmol/L的 Tris-HCl缓冲液 (pH 7.5)进
行提取。将提取液以 13 000×g (4 ℃)离心 5 min，
上清液即为酶的提取液。参考 Hottiger等 [13] 的方

法进行 TPS活性测定。在与上述相同研磨操作后

的样品粉末中，加入一定量的 PBS进行提取，使

用双抗体夹心法进行 ICS活性测定 (上海科兴生物

科技有限公司)。

 1.7    SA含量测定

将 5 g龙须菜在冷冻干燥机中干燥，然后在

液氮中研磨成粉末，参考 Li等[14] 的方法进行样品

处理。将甲醇/水/甲酸 (15∶4∶1，体积比)提取的

样品用于 HPLC-MS/MS分析。利用 Thermo Sci-
entific Dionex UltiMate 3 000液相色谱仪，其色谱

条件：流动相 A为水 (加入 10 mmol/L乙酸铵 )，
流动相 B为甲醇。进样量为 3 μL，洗脱总时间为

40 min，流动相流速为 0.2 mL/min，柱温 30 ℃。

使 用 Q-Exactive静 电 场 轨 道 阱 高 分 辨 质 谱 仪
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(Thermo Fisher公司，美国)进行质谱分析，其分

析条件为负离子模式，喷雾电压为 3.5 kV，离子

传输管温度为 350 ℃，鞘气压 35 arb，辅助气压

10 arb。

 1.8    qRT-PCR分析

先按照 Plant RNA Kit (OMEGA)说明进行龙

须菜总 RNA的提取，再使用 iScript cDNA Syn-

thesis Kit (BIO-RAD)逆转录试剂盒进行反转录，

合成的 cDNA用作 qRT-PCR的模板。

2−∆∆CT

利用本课题组已使用的龙须菜热激蛋白 70
(hsp70)、lox、ics 基因引物序列 (表 1)，在 Eppen-
dorf mastercycler ep realplex2 PCR仪中进行 PCR扩

增。使用 actin 作为内参，反应体系和程序同孙鹏

等 [15]。根据各基因的循环阈值，使用 法计

算其相对表达量。

 1.9    数据分析

使用 Excel 2020软件进行数据分析和作图，

实验数据以平均值±标准差 (mean±SD)表示 (n=3)。
利 用 SPSS  23软 件 进 行 单 因 素 方 差 (One-Way
ANOVA)和 Tukey检验，P<0.05表示差异显著。

 2    结果

 2.1    海藻糖对龙须菜生长和藻体状态的影响

海藻糖的添加显著影响了高温胁迫龙须菜的生

长 (图 1)。随着海藻糖浓度的升高，其生长速率呈

先上升后下降的趋势。在 5个组中，5和 10 mmol/L

海藻糖处理组龙须菜生长最快，且之间无显著差

异。在第 1、3和 5天时，10 mmol/L海藻糖添加

组龙须菜的相对生长速率分别比对照组升高

27.76%、34.64%和 31.41% (P<0.05)。
海藻糖的添加也影响了藻体的生长状况。在

高温胁迫 3 天时，对照组中藻体部分变白，且有

藻段脱落 (图 2-a)。而 10 mmol/L海藻糖组藻体无

明显变白腐烂现象，且藻体呼吸旺盛，产生大量

气泡 (图 2-b)。

 2.2    海藻糖对龙须菜叶绿素荧光参数的影响

龙须菜中 Fv/Fm在 0~72 h内随时间增加呈现

先降后升再降的趋势在 0~72 h内随时间增加呈现

先降后升再降的趋势 (图 3-a)，在 48和 72 h时，

 

表 1    荧光定量 PCR引物信息

Tab. 1    qRT-PCR primer information

基因名称
gene name

引物名称
primer name

引物序列(5′-3′)
primer sequence(5′-3′)

扩增长度/bp
amplification length

actin actin-F CTGAGGAGTTTGAAAGGGAGA 203

actin-R AATGTCGGCGGTCTTGATAG

hsp70 hsp70-F ATGCTGGTCAGATAGCTGGATTA 199

hsp70-R AAACACCATCTCCGACTTCTA

lox1 lox1-F TGGGCCGATTATTGGGTTCTG 173

lox1-R TGGCGATTGGATTTCAAGTAG

lox2 lox2-F CTTCTACGGAACCTGTCTCATTAA 167

lox2-R CTTTGTCTGGCATCCACTCAT

ics ics-F CGCGGATCCATGACTGAGCAACTTTCTATATCGT 130

ics-R CGCGTCGACTCAAGAGTTTTGGCAGACTTTTCGTGT
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图 1    海藻糖对高温胁迫下龙须菜生长的影响

不同小写字母表示相同时间点不同组之间差异显著 (P<0.05)；下同。

Fig. 1　Effects of trehalose on the growth of
G. lemaneiformis under high temperature stress

Different lowercase  letters  indicate  significant  differences  between   dif-
ferent groups at the same time (P<0.05), the same below.
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海藻糖组中藻体 Fv/Fm分别是对照组的 1.03倍和

1.04倍 (P<0.05)。与 Fv/Fm变化趋势不同，在 24 h
时两组藻 NPQ均无明显变化，随后呈上升趋势，

在 48 h时海藻糖组比对照组藻体 NPQ升高 44.44%
(P<0.05) (图 3-b)。

可见，外源添加海藻糖能在一定程度上提高

龙须菜在高温胁迫下的 PSⅡ最大光化学效率和

NPQ参数，以保护龙须菜免受高温胁迫的损伤。

 2.3    海藻糖对龙须菜MDA和脯氨酸含量的影响

高温对龙须菜中 MDA含量的影响结果显示，

在对照组中，高温胁迫对藻体的细胞膜造成一定

损伤，MDA含量呈增长趋势，而海藻糖组仅在

48 h时藻体中 MDA含量增加。但与对照组相比，

海藻糖组藻体 MDA含量降低。在 12~48 h内，海

藻糖组 MDA含量分别比相应时间点的对照组降

低 23.25%、 31.10%和 30.94%(P<0.05)  (图 4-a)。
可见，添加海藻糖可减少高温引起的龙须菜中MDA
的积累和细胞膜受损程度。

高温胁迫显著促进了 2组龙须菜脯氨酸含量

的升高 (图 4-b)。并且海藻糖组藻体的脯氨酸含量

始终高于对照组。在 12、24和 48 h脯氨酸含量

分别是对照组相应时间点的 1.26倍、1.30倍和

1.27倍 (P<0.05)。可见，10 mmol/L海藻糖添加更

进一步促进了高温胁迫下龙须菜中脯氨酸的积累。

 2.4    海藻糖对龙须菜 SOD和 LOX活性的影响

海藻糖的添加促进了龙须菜中 SOD活性升高。

在 12、24和 48 h时海藻糖组 SOD活性分别比对

照组高 6.53%、6.03%和 6.50% (图 5-a)，且均差

异显著。可见，外源海藻糖可激活藻体 SOD活性，

启动抗氧化防御机制来清除高温产生的活性氧自

由基。

海藻糖的添加对龙须菜 LOX活性的影响如

图 5-b所示，在 12和 24 h时，海藻糖组藻的 LOX
活性分别比对照组降低 10.07%和 13.54%，但差

异不显著。到 48 h时，海藻糖组藻的 LOX活性

比对照组降低 17.28% (P<0.05)。该结果表明，海

藻糖可以在一定程度上抑制龙须菜 LOX活性的升高。

 2.5    海藻糖对龙须菜 TPS和 ICS活性的影响

海藻糖的添加对龙须菜中 TPS活性影响比较

显著，随处理时间延长呈先升后降的趋势，但均

 

(a) (b) 
图 2    海藻糖对高温胁迫下龙须菜藻体状态的影响

(a)对照组，白色圈出部分为腐烂变白藻体；(b)海藻糖组，黄色

圈出部分为气泡。

Fig. 2　Effects of trehalose on the thalli of
G. lemaneiformis under high temperature stress

(a) control group, the white thalli are marked in the white circle; (b) tre-
halose group, the air bubbles are marked in the yellow circles.
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图 3    海藻糖对高温胁迫下龙须菜叶绿素荧光参数的影响

(a) PSⅡ最大光化学效率，(b)非光化学淬灭。

Fig. 3　Effects of trehalose on the chlorophyll fluorescence parameters of
G. lemaneiformis under high temperature stress

(a) maximum photochemical efficiency of PSⅡ, (b) non-photochemical quenching.
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高于 0 h。在 12和 24 h时，TPS活性分别是对照

组相应时间点的 2.48倍和 2.91倍 (P<0.05)；而在

48 h时，2组藻体的 TPS活性无显著差异 (图 6-a)。
在高温条件下，龙须菜 ICS活性随时间变化

呈上升趋势。在 12、24和 48 h，海藻糖组龙须菜

ICS活性分别比对照组升高 37.42%、11.44%和

18.53% (P<0.05) (图 6-b)。可见，海藻糖的补充可

以提高高温胁迫下龙须菜 TPS和 ICS的活性。

 2.6    海藻糖对龙须菜 SA含量的影响

在高温条件下，龙须菜 SA含量变化结果显

示，在 12 h时，海藻糖组龙须菜 SA含量略低于

对照组 (P<0.05)；在 24和 48 h时，海藻糖组 SA
含 量 显 著 增 加 至 对 照 组 的 1.20倍 和 2.05倍

(P<0.05) (图 7)。可见龙须菜中 SA含量变化较慢，

长时间海藻糖处理会促进 SA的积累。

 2.7    海藻糖添加后龙须菜 hsp70和 ics基因表

达的变化

在高温胁迫的 12 h内，对照组龙须菜 hsp70
相对表达量快速上升后下降，在 6 h达到最大值

(为 0 h的 19.93倍)；而海藻糖组 hsp70表达量则

缓慢上升 (图 8-a)。在 3和 6 h时，对照组中龙须

菜 hsp70表达量均高于海藻糖组，分别为其 1.77
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图 4    海藻糖对高温胁迫下龙须菜MDA (a)和脯氨酸 (b)含量的影响

不同小写字母表示相同时间点不同组之间差异显著，不同大写字母表示同组中不同时间点之间差异显著 (P<0.05)，下同。

Fig. 4　Effects of trehalose on the contents of MDA (a) and proline (b) of G. lemaneiformis under
high temperature stress

Different lowercase letters indicate significant differences between different groups at the same time, and different capital letters indicate significant dif-
ferences between different times in the same group (P<0.05), the same below.
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图 5    海藻糖对高温胁迫下龙须菜 SOD (a)和 LOX (b)活性的影响

Fig. 5　Effects of trehalose on the activities of SOD (a) and LOX (b) of G. lemaneiformis under high temperature stress
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倍和 1.87倍 (P<0.05)。在 12 h时，海藻糖组龙须

菜 hsp70的 表 达 量 显 著 高 于 对 照 组 (2.34倍 ，

P<0.05)。以上结果表明，高温刺激可使 hsp70表

达量快速增加，而外源海藻糖能够促使 hsp70表

达量缓慢稳定升高。

在 33 ℃ 胁迫下，对照组和海藻糖组龙须菜

ics 基因表达水平变化趋势基本一致，均随时间延

长而逐渐升高 (图 8-b)。在 3 h时，海藻糖组 ics
表达量比对照组降低 32.44% (P<0.05)；在 6 h时，

两组 ics 基因表达量差异不显著 (P>0.05)；在 12
h时，海藻糖组 ics 基因表达量比对照组升高22.8% (P<
0.05)。该结果表明，长时间海藻糖处理可促进龙

须菜 ics 基因的表达。

 2.8    海藻糖添加后龙须菜 lox基因表达的变化

在高温条件下，龙须菜 lox1基因表达量随时

间变化缓慢，在 12 h时，对照组和海藻糖组 lox1
表达量分别为 0 h的 2.13倍和 2.84倍 (图 9-a)。并

且在 12 h时，两组龙须菜中 lox1基因表达量均达

最大值，且海藻糖组 lox1相对表达量是对照组的

1.33倍 (P<0.05)。
与 lox1表达量变化幅度不同，lox2受热激胁

迫时上升幅度很大，对照组和海藻糖组在 6 h和

12 h时升高到 0 h的  17.76倍和 28.64倍 (图 9-b)。
在高温胁迫 3和 6 h时，海藻糖组藻的 lox2表达

量分别比对照组增加 31.16%和 50.49% (P<0.05)；
在 12 h时，海藻糖组藻的 lox2表达量有所下降，

比对照组降低 29.62% (P<0.05)。
以上结果表明， lox2较 lox1对高温胁迫更

敏感，同时海藻糖长时间处理会降低 lox2的表

达量。

 3    讨论

高温是影响植物生长发育的一个重要不利因

素，可导致植物光合速率降低、呼吸异常、气孔

闭合等 [16-18]。海藻糖作为一种来源广泛、无毒无

害、效果显著的非生物胁迫保护剂，在抗逆胁迫

方面发挥了重要作用 [19-20]。海藻糖可能是作为一

个中央代谢调节器来协调植物的代谢网络，使多

种代谢通路共同发挥作用以抵御非生物胁迫。

 3.1    海藻糖与植物生长和光合作用

生长速率是评估植物对环境胁迫的耐受性时

的常用参数，高温通常会阻碍植物的生长。如玉

米 (Zea mays)、花生 (Arachis hypogaea)等的生长

速率和产量受热胁迫而降低 [21-22]。外源海藻糖可
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图 6    海藻糖对高温胁迫下龙须菜 TPS (a)和 ICS (b)活性的影响

Fig. 6　Effects of trehalose on the activities of TPS (a) and ICS (b) of G. lemaneiformis under high temperature stress
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图 7    海藻糖对高温胁迫下龙须菜 SA含量的影响

Fig. 7　Effects of trehalose on the SA content of
G. lemaneiformis under high temperature stress
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以保护植物生长免受高温诱导的热损伤。用海藻

糖处理冬小麦幼苗后，其从热胁迫中恢复的幼苗

干重和叶片含水量比未处理组稍有增加[23]。在本

实验中，外源添加 10 mmol/L海藻糖可以促进高

温胁迫下龙须菜生长速率的提高，并且能缓解高

温导致的龙须菜腐烂变白的现象。

在逆境胁迫对植物造成的不利影响中，光合

作用及其相关生命活动是最直观的影响方面之一。

目前，叶绿素荧光参数已经成为植物生理生态领

域研究中广泛使用的技术。在正常生理状态下，

植物体的 Fv/Fm变化较小；而在胁迫条件下，

Fv/Fm下降 [24]。本实验中，添加海藻糖后藻体的

Fv/Fm升高 (48 h和 72 h)，推测海藻糖增强了高

温胁迫下藻体的 PSⅡ最大光化学效率来对抗高温

胁迫。NPQ作为植物的一种自我保护机制，反映

了植物耗散过剩光能转化为热能的能力。本实验

中海藻糖组藻体的 NPQ升高 (48 h)，说明海藻糖

能通过增加散热来保护高温胁迫下的藻体，即光

保护能力增强。

 3.2    海藻糖与植物活性氧自由基清除和膜脂过

氧化

高温胁迫除了可以导致光合作用损伤之外，

还可引起膜脂质过氧化和活性氧自由基产生。

MDA是膜脂质过氧化的最终分解产物，其含量高

表明膜脂质过氧化的程度高，植物细胞膜受损程

度大。SOD是生物体内重要的抗氧化酶之一，可

以清除活性氧自由基[25]。海藻糖可以保护高温等
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图 8    海藻糖对高温胁迫下龙须菜 hsp70 (a)和 ics (b)基因表达的影响

Fig. 8　Effects of trehalose on the expression of hsp70 (a) and ics (b) genes of G. lemaneiformis under
high temperature stress
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图 9    海藻糖对高温胁迫下龙须菜 lox1 (a)和 lox2 (b)基因表达的影响

Fig. 9　Effects of trehalose on the expression of lox1 (a) and lox2 (b) genes of G. lemaneiformis under
high temperature stress
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逆境胁迫引起的膜损伤。如在高温胁迫下，外源

海藻糖处理后冬小麦中的活性氧积累量和 MDA
含量减少[26]。在低温胁迫下，12 mmol/L海藻糖可

以显著降低玉米幼苗的 MDA含量，增强 SOD等

抗氧化酶活性[27]。本实验结果与以上研究结果一

致，即添加海藻糖后龙须菜中 MDA含量降低、

SOD活性增强，说明海藻糖可以促进活性氧自由

基的清除，降低膜脂质过氧化，从而保护龙须菜

免受高温损伤。

LOX是脂肪酸氧化途径的重要代谢酶，该酶

不仅参与内源性化合物如花生四烯酸的代谢，并

伴有活性氧自由基的产生，还能通过影响细胞间

的信号转导从而激活其他活性氧自由基产生途径
[28]。因此，LOX活性升高可以引起活性氧自由基

增加和膜脂质过氧化。Yang等[29] 对 lox 基因表达

进行分析，结果发现 LOX在非生物胁迫和激素响

应中均发挥了作用。Luo等[26] 研究表明，外源海

藻糖预处理可以显著降低高温胁迫下冬小麦幼苗

中 LOX活性。在本实验中，海藻糖可以降低高温

胁迫龙须菜中 LOX活性，但仅在 48 h差异显著。

与 LOX活性变化不同，编码该酶的 2条基因中

lox1表达上调而 lox2表达下调 (12 h)。已有研究

表明，相比于 lox1，在龙须菜中 lox2在响应高温

胁迫中起主导作用[30]。可见，海藻糖处理可缓慢

降低高温胁迫下龙须菜中 LOX活性及其主要抗逆

响应基因的表达，从而缓解其对膜脂质过氧化的

影响。

 3.3    海藻糖与其他渗透调节物质

脯氨酸是一种重要的渗透调节保护物质，其

在植物细胞内的含量与温度、盐度等变化密切相

关。例如，相比于野生型坛紫菜 (Porphyra haitan-
ensis)，耐高温坛紫菜藻体中藻胆蛋白、脯氨酸、

抗氧化酶活性在高温胁迫下均显著提高[31]。在本

实验中，海藻糖处理后藻体的脯氨酸含量显著升

高，说明添加海藻糖有利于龙须菜积累脯氨酸，

以改善高温胁迫下龙须菜的渗透调节能力。与本

实 验 结 果 不 同 ， Abdallah等 [32] 研 究 表 明 ， 25
mmol/L海藻糖处理的盐度胁迫水稻幼苗中脯氨酸

含量降低，推测其原因可能为同样具有渗透保护

效果的海藻糖的使用降低了对其他渗透物质如脯

氨酸的需求。

作为一种渗透保护物质，海藻糖与其合成关

键酶 TPS在植物响应逆境胁迫中起着重要的作用。

TPS对热应激有积极的反应。如在 37 ℃ 热应激后，

白灵菇 (Pleurotus tuoliensis) 中 TPS基因表达量和

酶活性均被显著诱导[33]。在 40 ℃ 高温处理下，平

菇 (Pleurotus ostreatus)中 TPS活性在 15 h时达到

最高值；同时海藻糖含量也达到最高 (158.88 mg/g
干重)[34]。在藻类中海藻糖相关的研究报道较少。

例如，坛紫菜中 3条 TPS 基因在高温胁迫下的表

达均呈先升后降再上调的趋势 [35]。大型海藻海带

(Saccharina japonica)中 TPS转录水平受干旱诱导

显著上调 [36]。过表达 TPS基因的凯氏拟小球藻

(Parachlorella kessleri)转化藻株中海藻糖含量增

加，同时伴有活性氧自由基、细胞膜的脂质过氧

化的降低，从而改善了高光胁迫对藻体生长的不

利影响 [37]。在本实验中，海藻糖处理组中的 TPS
活性在 12和 24 h显著增加，推测外源海藻糖刺

激了内源海藻糖的产生，以共同抵御高温胁迫。

该结果与 Abdallah等[32] 在水稻 (Oryza sativa)中发

现海藻糖预处理可以刺激内源海藻糖产生的结果

类似。

 3.4    海藻糖与抗逆植物激素水杨酸

植物激素 SA是一种小分子的酚类化合物，

在高等植物体内存在着 2条合成途径，其中 ICS
是分支酸合成 SA途径的关键酶[38]。SA不仅参与

了植物生长发育过程的调控，而且在抵御生物和

非生物胁迫中也发挥了重要作用[39]。SA还可与海

藻糖共同作用，通过增强 SOD、过氧化物酶等抗

氧化酶活性，及增加脯氨酸等的积累来减轻干旱

胁迫对罗勒 (Ocimum  basilicum)的不利影响 [40]。

SA、乙烯和海藻糖在植物高温胁迫中发挥了核心

作用，这三者的信号途径在转录激活因子 MBF1c
的控制之下存在着紧密联系的热激响应代谢网络[41]。

海藻糖还可以影响 SA的合成来对抗生物胁

迫。如海藻糖可以上调青枯病菌感染西红柿中水

杨酸依赖的防御基因表达，并增强了木质部汁液

中 SA的水平 [42]。在本实验中海藻糖促进了 ICS
活性的升高，同时上调了 ics 基因表达量 (12 h)，
导致内源 SA水平升高。可见外源海藻糖还可以

通过影响 SA的积累来共同对抗高温胁迫。

 4    结论

综上，本实验发现 10 mmol/L海藻糖能显著

促进高温胁迫下龙须菜的生长并改善藻体发白的

状态。海藻糖主要通过以下几种方式来发挥其抗
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高温胁迫的作用：①降低 MDA含量、LOX活性

及其基因表达，增强 SOD活性，从而清除活性氧

自由基、降低膜脂过氧化水平。②增加脯氨酸积

累，激活内源海藻糖合成酶的活性，从而促进渗

透保护物质的积累。③促进 SA合成关键酶活性

及其基因转录水平，从而促进抗逆植物激素 SA
的积累。此外，海藻糖还能够提高叶绿素荧光参

数，促进藻体的光合作用，以及维持热激蛋白 70
转录水平稳定升高。因此，海藻糖在龙须菜抗高

温胁迫中发挥了重要作用。未来对于海藻糖在藻

类中的功能、海藻糖与植物激素的关系等方面还

将开展深入研究。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of trehalose on the physiological parameters and gene expression of
high-temperature stressed Gracilariopsis lemaneiformis

CHEN Wenkang ,     ZHANG Yingying ,     LU Jun ,     XU Nianjun ,     SUN Xue *

(Key Laboratory of Marine Biotechnology of Zhejiang Province, School of Marine Sciences,
Ningbo University, Ningbo　315832, China)

Abstract: Gracilariopsis  lemaneiformis  is  a  kind  of  cultivated  seaweed  with  the  second  highest  production  in
China, which is mainly used to feed abalone and extract agar, but its yield and cultivated period are limited due to
the high temperature of the summer in the southern coast. As a signaling molecule, non-reducing disaccharide tre-
halose  plays  an  important  role  in  enduring  high  temperature,  drought  and  other  adverse  stresses.  To  explore  the
role and mechanism of trehalose in the stress resistance of G. lemaneiformis, this paper investigated the effects of
exogenous trehalose on the growth, stress resistance-related substances, metabolic enzymes, endogenous salicylic
acid and related genes under high temperature stress using physiological and biochemical test, HPLC-MS/MS and
real-time  fluorescent  quantitative  PCR (qRT-PCR).  The  results  showed  that  application  of  10  mmol/L  trehalose
promoted the  algal  growth and proline  content  of G. lemaneiformis with  0.34-fold  (3  d)  and 0.30-fold  increases
(24 h) compared to the control, respectively. Meanwhile, trehalose significantly activated the chlorophyll fluores-
cence parameters  and  the  activities  of  superoxide  dismutase  and  trehalose-6-phosphate  synthase,  but  malonalde-
hyde content and lipoxidase (LOX) activity were reduced. Moreover, trehalose significantly stimulated the activity
and gene expression of isochorismate synthase, the key enzyme in salicylic acid biosynthesis, and the accumula-
tion of salicylic acid (2.05-fold). Finally, supplementation with trehalose could maintain the stable increase of the
gene expression level of heat shock protein 70, while the lox2 gene expression was downregulated at 12 h. All of
these results revealed that trehalose could promote algal growth through scavenging the reactive oxygen species,
alleviating the  lipid  peroxidation of  the  cell  membrane,  enhancing the  accumulation of  osmolytes  and phytohor-
mones  and  so  on.  This  study  verifies  that  exogenous  trehalose  plays  a  vital  role  in  resisting  high  temperature,
which will provide a reference for future breeding efforts to improve the stress resistance of G. lemaneiformis.
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