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摘要: 在室内控温条件下测定了定向选育获得的刺参(Apostichopus japonicus)耐高温群体子一代高温

胁迫下的存活率及热休克蛋白(Hsp90 和 Hsp26)基因表达特征, 从生理及分子水平分析了刺参耐高温群

体子一代对高温胁迫的响应特征, 确定高温耐受性的可遗传性。结果表明: 与野生刺参群体子一代相

比, 定向选育刺参群体子一代在高温胁迫下表现出较高的存活率, 32℃高温刺激下定向选育群体和野

生群体稚参的存活率分别为 80%和 56.67%。高温胁迫下两个群体子一代的热休克蛋白 90 及 26 基因表

达特征也存在差异, 定向选育刺参群体子一代在高温刺激条件下热休克蛋白基因表达水平低于野生群

体, 且表达出现滞后现象。结果表明定向选育刺参群体子一代对高温具有一定的耐受能力, 一定程度

上验证了高温耐受性的可遗传性, 该实验所获得的结果可以为后续刺参良种培育提供一定的理论依据

和技术支撑。 
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刺参 (Apostichopus japonicus)隶属于棘皮动物

楯门、海参纲、 手目、刺参科。其富含蛋白质, 黏多

糖和微量元素, 具有很高的营养和药用价值[1-2]。近

年来随着刺参的药用和保健价值逐步得到全球化认

识 , 刺参需求量不断增加 , 刺参的苗种繁育和养殖

业迅速发展 , 养殖规模不断扩大 , 养殖产量日益提

高。2011年我国刺参的养殖面积约为 15万 hm2, 产

量约 11万 t, 产值约为 200亿元人民币, 刺参已经成

为我国北方沿海主要的海水养殖经济种类。 

刺参属于温带种类, 主要分布于西太平洋北部, 

包括中国黄渤海海域、俄罗斯东部海岸、日本和韩

国沿岸等区域。水温对刺参的生长影响显著, 刺参生

长的适宜温度为 5~20℃, 最适生长温度为 10~16℃[3], 

当水温升高到一定温度, 刺参会停止活动, 进入“夏

眠”状态。随着纬度的增加刺参进入夏眠的时间而

推迟, 刺参的夏眠期最短 2 个月, 最长 4 个月, 一般

在 100 d左右。在夏眠期间刺参消化道萎缩, 靠消耗

自身的能量维持生存, 体重明显减轻。这一特殊习性

延缓刺参生长速度 , 延长养殖周期 , 影响刺参养殖

业的效益。近年来养殖业摸索出刺参南移养殖模式[4], 

一定程度上加速刺参生长 , 获得较好的结果 , 但是

由于春末到秋末的高温限制, 养殖周期一般为冬季。

为此利用育种技术培育具有高温耐受性的刺参是缩

短刺参养殖周期, 提高刺参养殖业经济效益的有效

途径之一, 也是刺参良种培育的重要方向之一。本实

验室近年来利用高温选育和定向培育获得具有耐高

温性状的群体, 对其高温耐受性状进行了初步检测, 

确定其对于高温的耐受性与普通群体相比提高 1℃。 

温度是影响刺参生长、发育、繁殖的重要因素

之一, 刺参对温度变化响应机理的研究已逐步开展。

Yang 等[5]研究发现在一定恒温(10~30 )℃ 范围内, 随

温度的升高 , 刺参耗氧率呈上升趋势 ; 随着温度的

升高刺参体内能量分配发生变化, 呼吸能显著增加

而生长能下降; 温度变化会引起刺参消化酶及抗氧

化酶等生理活性发生改变[6-7]。随着刺参分子生物学

的展开, 已经建立了温度胁迫下刺参的消减文库并

对热刺激下刺参热休克蛋白表达量差异进行分析[8-9]。

通过上述研究初步建立了温度胁迫对刺参影响的生
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理生化及分子生物学研究方法, 但目前尚未见将这

些测定方法用于耐温群体性状分析的报道。为此本

研究利用存活率和功能基因表达两个检测指标, 对

比不同群体子代高温存活率及热休克蛋白基因表达

量的变化, 对定向选育耐温群体子代的耐温性进行

探索 , 初步验证选育群体耐温性状的可遗传性 , 为

刺参耐温良种选育提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

2009 年 6 月在山东烟台东方海洋科技股份有限

公司海参育苗场随机选取定向选育刺参群体子一代

幼参 100 头, 另选取相同数量的同期烟台野生群体

幼参作为对照组, 幼参平均体长为 1~2cm, 体质量

为 1.8 g±1.03 g。其中定向选育刺参为本实验室 2006

年经过高温选育并经 3 年南移池塘养殖获得的耐高

温群体。实验前, 幼参置于 0.5 m3水槽中暂养 7 d, 水

温维持在 23 ±0.5 , ℃ ℃ 每天按时定量投喂自行配制

的人工饵料(由鼠尾藻粉、马尾藻粉、活性干海泥各

1/3组成)。 

1.2  不同群体幼参温度耐受性实验  

从两个群体幼参中随机选择 30只个体混合进行

预实验, 实验在容积为 0.35 m3的水箱中进行, 设置

4个温度, 每个温度设置 3个重复。实验采取缓慢升

温方法, 温度从 23℃缓慢升至 28℃、30℃、32℃、

34 , ℃ 平均升温幅度 0.5℃/h; 到达最高温度后维持

24 h, 后缓慢降温恢复到常温, 另设置常温对照组。

恢复温度后每隔 6 h 观察一次, 并及时捞出死亡幼参, 

待稳定后统计存活幼参数目, 确定正式实验温度。 

于 2009年 7月 6日至 7月 23日进行正式实验。

设置高温实验组(32 )℃ 和对照组(23 ), ℃ 每个处理组

设置 3 个重复, 每个重复放置 10 头幼参。高温实验

组首先快速从 23℃升温至 30 , ℃ 并在 30℃维持 5 d, 

随后以每天升温 0.5℃的速度缓慢升温至达到 32℃

后保持在此温度 8 d(图 1)。水箱温度由实验室温度

控制系统控制, 在温度实验期间各组保持正常饲养、

充气和换水, 水温变化幅度控制在 0.1℃。实验期间

每天进行观测 , 记录并捞出死亡个体 , 实验结束后

记录最后死亡及存活的刺参数量。 

1.3  不同群体幼参热休克蛋白基因表达量

的差异  

在自然水温为 23℃时, 从不同群体中随机选择 

 

图 1  高温刺激实验温度变化趋势 

Fig.1  The trend of temperature variation in this experiment 

 
40 只幼参直接放入 28℃水体中进行急性温度刺激, 

在 1、2、4、10、24、48 h随机取出 5只个体, 迅速

保存于液氮中待测。 

取刺参体壁参照 Trizol说明书进行总 RNA的提

取, 并反转成 cDNA模板。反转反应体系如下: 1 μL

总 RNA, 0.5 μL oligo dT(10mmol/L), 0.25 μL RNase 

Inhibitor(40 U/μL), 0.5μL NTP(2.5mmol/L), 1 μL 
M-MLV反转录酶(200U)加水至 10 μL。反转录条件

如下: 42  1℃  h, 94  90℃  s, 4 10℃  min。 

利用 Real time PCR 扩增反应(Mastercycler® ep 

realplex, Eppendorf)测定 Hsp90 及 Hsp26 基因表达

量。根据 Genebank 中已有的刺参 Hsp90 序列(HQ-

689677), Hsp26序列(HQ689678)及 β-actin序列信息

(EU668024)合成引物(表 1)。反应体系包括 : 12.5 μL 

SYBR Green PCR Master Mix(Takara), 0.5 μL Forward 
primer(10μmol/L), 0.5 μL Reverse primer (10μmol/L), 
2 μL cDNA, 用水补充至终体积 25 μL。反应条件如

下: 95℃变性 10 s, 然后 95℃5 s, 59℃20 s, 72℃ 30 s 

进行 40 个循环。溶解反应的条件为 65~92℃, 每升

0.2℃保持 1 s读板记录荧光量。获得的溶解曲线都为

单一峰 , 确定产物特异性扩增。Hsp90 及 Hsp26

基因表达水平计算以 β-actin 为内参 , 对得到的各

样品 Ct 值进行均一化处理 , 应用 t2 C 确定不同

温度应激时间的 Hsp90 及 Hsp26 基因的相对含量

(表 1)。  

 
表 1  引物序列信息 
Tab.1  Primer information in this experiment 

引物名 序列 

Hsp90F 5′-CTGAACAAAACCAAGCCCATCTG-3′ 

Hsp90R 5′-CAAGAGTGCACGGAACTCCAACT-3′ 

Hsp26F 5′-TCCATCATTTGGCCTTCAGCGTA-3′ 

Hsp26R 5′-CATCAAACTCGTCATCGGCAAGC-3′ 

Actin F 5′- CATTCAACCCTAAAGCCAACA-3′ 

ActinR 5′- TGGCGTGAGGAAGAGCAT-3′ 
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1.4  数据处理 

运用 SPSS13.0软件统计不同群体刺参幼参存活

率及基因表达相对量的平均值和标准差, 并进行单

因素方差分析(One-Way ANOVA)。P < 0. 05 表示有

差异显著性。所有的结果均以平均值±标准差来表示。 

2  结果 

2.1  不同群体子一代幼参耐高温性能比较 

在预实验中采用 4 个不同的温度梯度对幼参进行

温度刺激, 整个过程及时捞出死亡个体, 记录存活数量, 

计算存活率。结果显示: 28℃和 30℃刺激条件下混合群

体刺参幼参存活率在 95%和 90%以上, 而温度达到

34℃时刺参幼参大量死亡, 在 32℃时刺参幼参的存活

率为 60%, 接近半数致死温度, 故选择 32℃作为刺参幼

参高温存活率检测温度, 进行下一步大规模的实验。 

通过缓慢升温和维持高温的方式进行慢性实验, 

实验结果表明在缓慢升温至 30℃并维持在 30℃这段

时间里各群体子一代幼参没有出现死亡, 但是明显

出现幼参黏附能力弱 , 活动能力差的现象 , 这与预

实验中获得的结果相一致。随着温度逐步升高至

32 , ℃ 两个群体子一代幼参都开始出现不同程度的

个体死亡现象, 存活率不断下降。定向选育群体子一

代幼参在高温胁迫下表现出与其亲体相同的温度耐

受性, 在 30℃至 32℃的温度变化过程中存活率始终

高于野生群体。随着时间的延长, 两个群体不断有幼

参死亡, 待稳定后计算存活率。结果显示, 定向选育

群体子一代幼参存活率为 80.00±10.00, 与野生群体

存活率(56.67±5.77)存在显著性差异(P<0.05, 图 2)。 

 

图 2  高温刺激条件下不同群体存活率变化趋势 

 Fig. 2  Survival trend of different population of A. japon-
icus under heat stress 

2.2  高温刺激下不同群体子一代幼参 Hsp90
及 Hsp26 基因表达量的变化 

利用荧光定量 PCR检测发现在热刺激过程中刺

参 β-actin 基因表达没有明显变化, 故选择其作为内

参基因评价热休克蛋白基因表达量变化。实验结果

显示随着热刺激时间的增加, 各个群体子一代幼参

热休克蛋白基因表达都呈现先升高后下降的趋势 , 

野生群体在热刺激 1 h时 Hsp90及 Hsp26基因表达

达到最高峰 , 而定向选育群体则在热刺激 2 h 时 

Hsp90 及 Hsp26 基因表达达到最大。随着时间的延

长各群体子一代幼参热休克蛋白基因表达逐渐下降, 

24 h时各群体基因的表达量几乎恢复到刺激前水平。

对比不同群体基因表达特征发现 , 在常温状态下 , 

定向选育群体热休克蛋白基因含量略高于野生群体, 

但两个群体差异不显著; 高温刺激诱导两个群体子

一代幼参热休克蛋白基因表达量增加, 但是定向选

育群体子一代幼参 Hsp90 及 Hsp26 基因最大表达量

低于野生群体(P﹤0.05, 图 3)。 

 

图 3  高温刺激下不同群体子代幼参 Hsp90(A)和 Hsp26(B)基因表达量比较 

Fig.3  Comparison of Hsp90 (A) and Hsp26 (B) mRNA expression in different populations of A. japonicus under heat stress 

*代表不同组间差异显著 P<0.05 

* indicates the difference between group P<0.05 
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3  讨论 

为了推进刺参养殖业的健康快速发展, 利用选

育种技术开展优质高产抗逆品种的选育已经受到国

内外学者的广泛关注。目前国内关于刺参选育种的

工作已起步 , 常亚青等获得中俄杂交群体 , 并发现

该群体具有较好的耐低温能力[10]。魏玉峰等[11]对烟

台和青岛海域的野生刺参群体进行选种繁育, 对不

同选育组合稚幼参生长情况进行分析, 表明选育组

合的稚幼参生长率高于自交对照组。 

耐高温群体的选育研究目前已经在鱼类等海洋

经济物种中已广泛开展, Brett 等[12]在高温条件下选

育了虹鳟(Salmo graidneri Richard)群体, 发现其体

长、体重高于对照组。作为中国主要经济养殖品种

之一, 刺参耐温群体选育的研究目前较少。黄大宏等[13]

选育获得速生耐温群体, 对其生长性状进行检测。崔

静等[14]研究了刺参南移养殖过程中的各项生理生化

指标的变化, 并构建了南移养殖刺参 cDNA文库。本

实验室在近年来开展了部分高温定向选育工作, 利

用高温胁迫定向选育获得了部分耐高温刺参群体 , 

对该群体的耐温性状亦进行检测, 发现选育群体比

普通群体高温耐受性提高了 1℃。为了验证该群体耐

温性状是否稳定遗传, 本实验对定向选育群体子代

的耐温性进行验证。 

群体耐高温性能的不同会受到内部因素和外部

因素的双重影响, 为了消除外部因素(包括盐度、饲

料的投喂等)对实验的影响, 本实验尽量使养殖条件

达到一致, 从而减少这些环境因子对实验造成的误

差, 以确保实验获得的耐温性能差异主要来自于不

同群体之间的差异。本实验对比两个群体子一代幼

参高温耐受性, 结果发现高温胁迫条件下定向选育

群体子一代幼参存活率高于野生群体幼参, 表现对

高温较好的耐受性。已有研究表明耐热性与驯化温

度有相关性 , 一定范围内 , 提高驯化温度可以提高

其耐热性。在 20℃驯化 0.5 g 的幼参亚致死温度为

30 , ℃ 致死温度为 34℃[8]。在 18℃驯化 2~3 d, 1.8 g

幼参的起始致死温度(TL50)上限为 25 , 190℃  g 成参

为 26.8 , ℃ 成参临界热最大值(CTM)为 29.2℃。在

22℃驯化后幼参 TL50 上限为 27.2 , ℃ 成参为 28 , ℃

成参 CTM为 29.5℃[15]。驯化是可逆的非遗传性的转

变, 其引起的致死温度的改变不能遗传。而定向选育

群体经历了高温选育, 筛选出的亲体是对高温具有

耐受性的个体, 且该群体又经历南移养殖定向培育, 

其不再是简单的驯化, 因此其耐温性状存在遗传的

可能性。 

热休克蛋白(heat shock proteins, Hsps)是生物体

在不利环境因素刺激下应激合成的一类具有重要生

理功能的蛋白质分子伴侣 , 异常温度下生物体内

Hsps 的变化情况及功能研究是研究温度胁迫的一个

重要指标。大量研究表明 Hsps水平的变化可以反映

应激物的存在。温度变化可导致襟疣海葵 Antho-

pleura elegantissima、海胆 Paracentrotus lividus、贝

类 Hsps表达量显著变化[16-18]。刺参遭受温度急性变

化时, Hsps也会做出快速积极响应。骤然升温会导致

刺参 Hsp70 的表达迅速升高, 在 3 h 时达到最大值, 

在 12 h后持续下降, 直到恢复到接近初始水平[19]。

本实验室对定向选育群体在高温及常温条件下

Hsp70的基因表达进行测定, 初步确定了Hsp70基因

表达与群体耐温性能的相关性[20]。前期由于刺参分

子研究背景的缺乏, 温度胁迫应激蛋白的研究主要

集中于Hsp70, 在获得刺参Hsp90和Hsp26基因全长

的基础上, 本实验选取这两个基因作为检测指标来

分析不同群体子一代个体耐温性状。结果表明在高

温刺激下各群体子一代幼参 Hsp90 和 Hsp26 基因表

达量都增加, 变化趋势中的相同性说明在高温刺激

下各群体的生理平衡都受到破坏, 诱导热休克蛋白

基因大量表达 , 修复受损的蛋白质 , 维持机体稳定

性。但不同群体 Hsp90和 Hsp26基因表达存在差异, 

定向选育群体基因表达最高峰出现的时间晚于野生

群体, 并且定向选育群体基因转录水平较野生对照

组低。定向选育群体刺参经过高温选育和南移养殖, 

其体内 Hsps 可能存在一定的积累, 子一代具有同亲

代刺参相同的Hsps组织积蓄性, 因此Hsps合成有滞

后现象。 
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Abstract: The survival rate of the juvenile offspring Apostichopus japonicus in directive breeding population and 

the Hsp90 and Hsp26 gene expression were determined and compared under the condition of indoor temperature 

control. which were used to detect the heritability of thermo-tolerance in directive breeding population. It was found 

that the offspring in directive breeding population exhibited high survival rate compared to wild population with 

exposure to high temperature. The survival rate of offspring in directive breeding population and wild population 

was 80% and 56.67%, respectively when exposured to 32℃. The transcripts of Hsp90 and Hsp26 in these two 

populations were also different. Throughout the experiment, the Hsp90 and Hsp26 gene expressions in directive 

breeding population were lower than those in wild population, and in directive breeding population the maximum 

transcripts of Hsp90 and Hsp26 appeared at 2 h, however the peak of Hsp90 and Hsp26 gene expression reached at 

1 h in wild population. It is indicated that the juvenile offspring of directive breeding population also possess the 

ability of thermo-tolerance. The results of this study will provide information for further research on selective 

breeding of sea cucumber. 
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