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降温对刺参免疫酶、可溶性蛋白及可溶性糖
影响的初步研究

王晓燕，常亚青，丁 君，刘 伟

（大连海洋大学/农业部北方海水增养殖重点实验室，辽宁大连 116023）

摘 要：为初步探讨降温对刺参免疫酶、可溶性蛋白和可溶性糖的影响，采用2种降温模式，对刺参进行

室内水温缓降实验和骤降实验。结果表明：（1）2种降温模式下刺参体壁可溶性蛋白有显著的差异(P<

0.05)；骤降过程中，不同的降温幅度(9.5、5.5、3.5℃)对可溶性糖、可溶性蛋白有显著的影响(P<0.05)；缓降

过程中，可溶性糖和可溶性蛋白在 2℃点上变化较明显。（2）2 种降温模式下刺参体腔液中过氧化氢酶

(CAT)和超氧化物歧化酶(SOD)活性有显著的差异(P<0.05)；骤降过程中，不同的降温幅度对CAT、SOD

和碱性磷酸酶AKP活性有显著的影响(P<0.05)；缓降过程中，几种免疫酶的活性随着温度的降低都产生

了较为明显的变化。温度低于2~4℃以及降温幅度为9.5℃都会对刺参的免疫和生理指标产生显著的影

响；缓降对刺参免疫指标的影响比骤降要小。
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A Preliminary Study of Temperature Reduction on Immune Enzymes, Soluble sugars
and Soluble Proteins in Sea Cucumber

Wang Xiaoyan, Chang Yaqing, Ding Jun, Liu Wei
(Dalian Ocean University, Ministry of Agriculture Key Laboratory of the North Marine Aquaculture,

Dalian, 116023, Liaoning, China)
Abstract: The purpose of this study was to investigate the effects of temperature reduction on immune
enzymes, soluble sugars and soluble proteins in sea cucumber (Apostichopus japonicus) preliminarily. Two
temperature reduction modes were adopted. Sea cucumbers were designed to do cooling program including
mild temperature and acute temperature inside. The result showed: (1) there was significant effect of two
temperature reduction modes on the content of soluble proteins in the body wall of sea cucumbers (P<0.05). In
the process of acute temperature reduction, the different magnitudes of temperature reduction (9.5℃ , 5.5℃ ,
3.5℃ ) were significantly affected the soluble sugars and soluble proteins (P<0.05). In the process of mild
temperature reduction, soluble sugars and soluble proteins varied obviously at 2℃. (2) There was a significant
effect of two temperature reduction modes on the activities of CAT and SOD in the coelom fluid of sea
cucumbers; The different magnitudes of temperature reduction significantly affected the activities of CAT, SOD
and AKP in the coelom fluid of sea cucumbers (P<0.05) at the process of acute temperature reduction. The
activities of several immune enzymes changed gradually with the decrease of acclimation temperature at the
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0 引言

刺参(Apostichopus japonicus)产于辽宁、山东、河

北等北方沿海地区，是中国食用海参中质量最好的一

种，不仅营养价值最高，而且具有广泛的药用价值，占

海参养殖总量 95%以上[1]。在自然条件下，温度是影

响刺参生存、生长发育和繁殖的重要环境因子之一[2]，

刺参的适宜温度变化范围是10~20℃。在刺参生理水

平上的温度变化，刺参能够进行积极的、快速的响应，

但是超过其生理承受极限的温度变化，会对刺参的生

长及生理状态造成严重的伤害。国内外学者对刺参温

度耐受性方面的研究主要集中在生理生态学及行为学

方面。于明志等[3]研究发现，低温环境下不同群体仿

刺参都出现排脏、化皮和死亡等现象，当温度降到0℃
以下 2天后，小规格刺参先开始出现化皮现象。有些

学者通过研究温度对刺参生长、免疫等方面的影响发

现，温度波动幅度小促进刺参的生长，温度波动幅度大

刺参生长滞后，高温环境对刺参免疫能力的影响要强

于低温和盐度胁迫环境，当温度升高时，SOD、CAT等

免疫酶活性会出现明显的变化[4-6]。Dong等[7]报道，温

度骤升会使机体SOD和CAT的活性升高。纪婷婷[1]研

究发现，刺参在不同季节随着温度的变化，体内的

SOD、CAT、GST、Hsp活性均呈现出显著的符合一定

规律的变化。王方雨[8]对刺参的生态免疫与夏眠做了

详细的基础性研究，认为，刺参体腔液内几种免疫酶类

活性受升温胁迫影响显著；而降温胁迫的影响并不显

著。综上所述，有关刺参耐寒的免疫、生理和生化指标

方面的研究较少。

关于其他水产动物低温方面的研究相对较多，主

要集中于鱼类和虾蟹类。常玉梅等[9-10]、丁雷[11]等报道

了低温胁迫对鲤血清pH、生化指标及鲤红细胞膜表面

结构的影响。马旦梅等[12]探讨了罗非鱼对不同低温胁

迫及其持续期的耐受性。李强等[13]研究发现，温度对

对虾血淋巴中PO、SOD和AKP活力均有显著影响，温

度过高或过低都会导致免疫酶活力的下降。吴丹华

等[14]报道，三疣梭子蟹血清中SOD和AKP活性在低温

胁迫 3 h内有明显下降趋势。孔金辉等[15]通过研究温

度骤降对南美白对虾仔虾抗氧化机能的影响发现，当

温度降幅为 3℃时，SOD、CAT、ACP和AKP活性变化

不明显，降幅为6℃时，免疫指标活性变化明显。

近年来，北方持续降温，冰冻天气影响了中国北方

沿海刺参养殖业，2010年 1、2月间，辽东湾、黄海北部

发生了30年来同期最为严重的低温冰害，据笔者所在

课题组调查，一些地区刺参死亡率达80%以上，存活的

刺参也出现了严重化皮现象。为减少低温冰害对北方

刺参养殖业造成的损失，笔者研究了在不同的降温模

式（骤降、缓降）下刺参几种免疫酶、可溶性蛋白和可溶

性糖的变化情况，根据上述指标的变化来分析其与抗

寒性的关系。同时，该研究对于指导刺参优良品种培

育和养殖，具有重要的理论与实践参考价值。

1 材料与方法

1.1 试验材料和条件

试验用刺参于2010年4月购于大连湾鹤圣丰海产

品养殖场，为自然生长的个体，规格为 20~60 g。将试

验刺参暂养于大连海洋大学农业部北方海水增养殖重

点实验室，每天降温 1℃，换水 1次，连续充气，最后水

温维持在10℃左右。试验用养殖容器为铺有塑料膜与

网片的大槽（体积约为30 L），电子天枰测量刺参体重，

游标卡尺测量刺参体长，大连理工大学提供组合式冷

库（冷库1号压缩机最低工作温度为-18℃）用于控制所

需水温。

1.2 试验方法

实验前将水温缓慢从 10℃降到 8℃，并维持 48 h。

实验开始时，将刺参分为缓降和骤降两个降温模式处

理组，每个处理组6个平行，每个平行7头刺参。缓降

的降温方法为：温度从8℃缓慢降到-1.5℃，降温路线为

8℃→6℃→4℃→2℃→1℃→0℃→-1℃→-1.5℃，每降 1

个梯度后维持1天。并在4℃、2℃、0℃、-1.5℃ 4个温度

点解剖取样，每个处理组随机取样 6头刺参。骤降的

降温方法为：将刺参分为 8℃→-1.5℃，4℃→-1.5℃，

2℃→-1.5℃ 3个处理组，每个处理组 6个平行，每个平

行 7头刺参。每个处理组的刺参在投入-1.5℃水中 1、

3、6、9、24 h后分别解剖取样，每个处理组每次随机取

样6头刺参。

实验所取样品为刺参体腔液和体壁，解剖剪剪取

刺参体壁组织，2 mL 注射器抽取体腔液，分别装入

1.5 mL离心管内，先用液氮冻存，后放入-80℃冰箱保

process of mild temperature reduction. Temperature below 2℃-4℃ and the temperature reduction with 9.5℃
had a significant effect on the immune and physiological indexes of the sea cucumber. Mild temperature
reduction had smaller influence on the immune indexes of sea cucumber than acute temperature reduction does.
Key words: Sea Cucumber (Apostichopus japonicus); Temperature Reduction; Immune Enzymes; Soluble
Proteins; Soluble Sugars
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存，待测，每次取样前先称量各刺参体重。待所有样品

取完后，测其体腔液的过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧

化酶(SOD)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)等免

疫酶活性，体壁可溶性蛋白的含量，以上指标均采用试

剂盒（南京建成生物工程研究所生产）测定，具体方法

见使用说明，体壁可溶性糖采用苯酚浓硫酸法进行测

定。

1.3 统计分析

利用 Excel 和 SPSS 13.0 对数据进行统计分析。

对不同降温模式下各指标之间的差异采用单因素方差

分析(One-way ANOVA)检测，对不同的降温幅度下各

指标的差异采用双因素（降温幅度、持续时间）方差分

析(Two-way ANOVAs)检测（P<0.05认为差异显著）。

2 结果与分析

2.1 不同降温模式对刺参可溶性糖、可溶性蛋白含量

的影响

在缓降和骤降 2种降温模式下，缓降模式下的可

溶性蛋白含量要显著高于骤降模式(P<0.05)，2种模式

下的可溶性糖没有显著性的差异(P>0.05)（表1）。

骤降过程中，不同的降温幅度（9.5、5.5、3.5℃）与

指标

可溶性糖

可溶性蛋白

缓降均值

3.38

0.79

骤降均值

3.51

0.41

P值

0.988

0.02*

表1 2种降温模式下刺参可溶性糖和可溶性蛋白含量的均值

注：*表示差异显著，**表示差异极显著。

可溶性糖、可溶性蛋白含量变化具有显著的相关关

系。其中，降幅为9.5℃的可溶性蛋白含量要显著高于

其他2组(P<0.05)，而可溶性糖的含量要显著低于其他

2组(P<0.05)。降幅为 5.5℃和 3.5℃2组之间的可溶性

蛋白和可溶性糖没有显著性差异(P>0.05)。可溶性蛋

白含量与刺参在该温度下的维持时间有极强的相关

性，而且其温度变化量与维持时间之间存在极显著的

交互作用（表2）。

从总体看来，缓降过程中，可溶性糖和可溶性蛋白

在2℃变化较明显。可溶性蛋白含量在2℃时达到最大

值，而后减少。可溶性糖含量在2℃时达到最低值，而

后逐渐升高，但是整个过程变化幅度很小（图1）。

2.2 不同降温模式对刺参几种免疫酶活性的影响

在缓降和骤降2种降温模式下，缓降模式下的SOD

活性要显著高于骤降模式(P<0.05)，而骤降模式下的

CAT活性要显著高于缓降模式(P<0.05)，2种模式下的

AKP、ACP活性没有显著性的差异(P>0.05)（表3）。

如表 4 骤降过程中，不同的降温幅度 (9.5、5.5、

指标

可溶性糖

可溶性蛋白

均值

8→-1.5℃

3.07a

0.73b

4→-1.5℃

3.47b

0.37a

2→-1.5℃

3.27ab

0.41a

P值

温度变化幅度

0.012*

0.000**

维持时间

0.617

0.000**

交互作用

0.781

0.000**

表2 不同降温幅度下刺参可溶性糖和可溶性蛋白含量的均值

注：*表示差异显著，**表示差异极显著。表中不同小写字母表示0.05水平差异显著。下同。
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图1 缓降过程中刺参可溶性糖和可溶性蛋白的变化规律
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3.5℃)与CAT、SOD、AKP活性变化均具有显著的相关

关系。其中，降幅为9.5℃的CAT、SOD、AKP活性要显

著高于其他2组(P<0.05)，3组之间的ACP活性没有显

著的差别(P>0.05)。降幅为 5.5℃和 3.5℃ 2 组之间的

CAT和AKP有显著性的差异(P<0.05)，而SOD和ACP

没有显著性差异(P>0.05)。SOD、CAT、AKP和ACP活

性与刺参在该温度下的维持时间有极强的相关性，而

且CAT、AKP、ACP 3个指标降温幅度与维持时间之间

存在极显著的交互作用(P<0.05)。

如图2从总体看来，缓降过程中，各生理指标在4℃
点上变化较明显，SOD和CAT活性在4℃急剧降低之后，

随着温度的进一步降低，变化趋势相反且变化幅度不

大。AKP和ACP活性在4℃升高之后，随着温度的降低

逐渐降低，且当温度降至最低点时，AKP活性升高。

指标

过氧化氢酶(CAT)

超氧化物歧化酶(SOD)

碱性磷酸酶(AKP)

酸性磷酸酶(ACP)

缓降均值

505.37

93.49

0.54

0.76

骤降均值

973.93

32.24

0.12

0.26

P值

0.011*

0.005**

0.869

0.822

指标

过氧化氢酶(CAT)

超氧化物歧化酶(SOD)

碱性磷酸酶(AKP)

酸性磷酸酶(ACP)

均值

8→-1.5℃

3297.54c

149.51b

0.66c

0.65a

4→-1.5℃

1420.21b

57.66a

0.26a

0.56a

2→-1.5℃

658.29a

65.89a

0.45b

0.52a

P值

降温幅度

0.000**

0.000**

0.000**

0.439

维持时间

0.001**

0.005**

0.013*

0.003**

交互作用

0.000**

0.171

0.000**

0.005**

表3 2种降温模式下刺参几种免疫酶活性的均值

表4 不同降温幅度下刺参几种免疫酶活性的均值
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图2 缓降过程中刺参体腔液几种免疫酶的变化规律

3 讨论

3.1 不同降温模式对刺参可溶性糖及可溶性蛋白的影

响

可溶性蛋白作为调控蛋白，在生理代谢中发挥着

重要作用。而生物体内的可溶性糖主要是为机体提供

能量并保护细胞维持其基本的形态和功能。温度变化

可影响鱼类和虾蟹类组织可溶性糖和可溶性蛋白含量

的变化[16-18]。本实验中，刺参在缓降模式下的可溶性蛋

白含量要显著高于骤降模式，说明这 2种不同的降温

模式对刺参体壁可溶性蛋白代谢有显著的影响。刺参

在受环境胁迫时为了维持自身的生存，会缓慢消耗已

经储存的能量[19-21]，机体内蛋白质的代谢受多种因素的

影响，要深入了解不同降温模式对刺参可溶性蛋白的

作用机理，需做进一步研究。在缓降过程中，可溶性蛋
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白含量在2℃达到峰值后逐渐减少，在2℃之前蛋白含

量的增加，一方面可能是为了补充SOD和CAT活性降

低后刺参机体免疫能力的不足[22]，另一方面可能是机

体对低温应答产生应激蛋白和调控蛋白[23]。由于低温

胁迫下蛋白质合成能力下降，并且随着温度的降低，需

要消耗蛋白维持刺参基本需求，所以2℃之后随着温度

降低可溶性蛋白含量呈下降趋势。体壁中可溶性糖含

量变化波动幅度不是很大，变化规律与可溶性蛋白相

反，在2℃略微降低，而后可溶性糖含量升高，这可能是

由于低温环境下糖代谢相关酶的活性降低，可溶性糖

不能转化成其他物质，导致其含量增加，也可能是在

2℃之后，低温促使刺参应激反应加强，生物体内信号

调控使组织内糖元的释放及合成增加。在2℃之前其

含量略微降低，可能是由于刺参体内蛋白质合成量增

加，所需的能量消耗所致。刺参体壁可溶性糖和可溶

性蛋白的这种变化趋势与孔祥会的研究结果有所不

同，孔祥会等[23-24]认为，经低温驯化的锯缘青蟹其可溶

性蛋白和可溶性糖含量都是随温度降低而降低，而经

温度骤降后其可溶性蛋白和可溶性糖含量在骤降初期

升高，随后呈下降趋势。关于可溶性糖和可溶性蛋白

的研究，在植物中也有报道，一般情况下低温驯化植物

组织可溶性糖含量增加[25]。杨向娜等[26]发现仁用杏的

可溶性蛋白呈先上升后降低的趋势，这与本试验研究

结果相似。因此，在一定范围的低温条件下，刺参体内

的代谢会增强，以此来适应温度的变化，保持正常的生

理状态，但当温度降低到一定范围以后，由于体内相关

酶和其它一些活性因子活力的降低，会使刺参的代谢

减弱，影响刺参正常的生理状态。

3.2 不同降温模式对刺参几种免疫酶的影响

研究表明，不同的温度变化模式能够引起刺参生

长上的显著差异[27]，而不同的温度变化模式是否也会

对刺参的生理状态即生理生化指标产生显著的差异，

本试验对此作了初步研究。SOD、CAT是机体清除氧

自由基的重要抗氧化物酶。AKP和ACP是动物体内

参与免疫防御的 2种重要水解酶，可能参与对外来异

物的修饰，有增强血细胞识别异物的功能，在机体免疫

防御过程中起到重要作用[28]。经研究发现，刺参在缓

降模式下的SOD活性要显著高于骤降模式，而骤降模

式下的CAT活性要显著高于缓降模式。这些与刺参

的免疫能力相关的酶，它们之间对机体的免疫起协同

和互补作用，其中的1种或者2种被抑制后另外2种或

者1种就会显著提高[23]。低温刺激会使刺参体内的活

性氧自由基(ROS)等有害物质增多[1]，因此，相应的2种

降温模式下的 SOD、CAT活性分别增多，以此来清除

体内的有害物质，保护身体不受损伤。但是 2种降温

模式下免疫酶的活性出现了显著的差异，这可能是由

于SOD在刺参体内的作用时间要比CAT长[1,5,29]，短时

间内CAT的活性要比SOD高，在机体防御中起主要作

用，而长时间后，CAT活性降低，SOD活性升高以补充

CAT 的减少。本研究发现 2 种降温模式下 AKP 和

ACP 没有表现出显著的差异，这可能是在试验过程

中，不论是缓降还是骤降，刺参均未表现出病变或化皮

现象，2种降温模式对刺参免疫防御过程的影响没有

明显的区别。关于不同降温模式对刺参免疫酶影响的

研究，尚未见到类似报道，有待于进一步研究。

本研究发现，在缓降过程中，各免疫酶活性在 4℃
变化较明显，而 2~4℃是否是刺参低温耐受性的一个

临界点尚需深入研究。SOD和CAT活性在4℃显著降

低之后趋于稳定，这是由于低温条件下刺参代谢减弱，

产生的有氧代谢废物减少，相应的所需SOD和CAT的

量下降，这是刺参在低温条件下的一个自我保护机

制。孔祥会等[30-31]发现青蟹肝胰腺中抗氧化酶(SOD、

CAT和GPX)活性，随驯化温度的降低而降低，而鳃中

抗氧化酶活性随驯化温度的降低而升高，这可能是由

于鳃生理功能的特殊性所决定的。该研究中ACP活

性在4℃最高，之后随着温度的降低活性逐渐降低。磷

酸酶活性的降低能使组织细胞生理活动维持于较低的

水平以适应极端环境[32]。丁小丰[33]在锯缘青蟹中所观

察到ACP活性随温度降低逐渐降低，与本研究结果有

相似之处。

温度波动幅度不仅会影响刺参的生长状况，而且

还会改变刺参的生理状态。Dong等[34]研究表明，在恒

定温度下，刺参幼参在15℃时的生长率比18℃时要高，

与恒定温度相比，波动温度能提高刺参的最适生长温

度。上述研究只是把平均温度设置在刺参的最适温度

条件下，并没有涉及低于最适温度刺参免疫酶活性的

变化。本研究发现，在同样降温到-1.5℃条件下，不同

的降温幅度所引起的刺参各生理指标的变化有明显的

差异，这与纪婷婷 [1]的研究结果一致。在该研究中，

SOD在降幅为 5.5℃和 3.5℃时差异不显著，这可能是

由于温度骤降的幅度不够大，具体原因有待于进一步

的试验证明。3个处理组之间的ACP活性没有显著性

的差异，可能是不同的降温幅度的刺激不足以激活或

抑制溶酶体中以ACP为主体的一系列的水解酶，机体

没有被异源物质入侵[35]。除了SOD，刺参在-1.5℃条件

下的其他3种免疫酶活性与刺参处在该温度条件下的

时间有很强的相关关系，这与Dong等[7,29]的研究结果

相似，这种变化趋势可能与刺参对环境的适应性及各
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免疫酶自身的生理活性特征有关。由此可见，低温对

于刺参免疫水平的影响与其对代谢水平的影响是相似

的，刺参的免疫能力对低温也具有一定程度的承受能

力，但是温度降低到一定水平以后，由于与免疫相关的

酶等活性被抑制，降低了刺参的机体免疫能力。

4 结论

本试验采用了2种降温模式（缓降和骤降）研究了

刺参免疫酶、可溶性蛋白和可溶性糖含量的变化情况，

前人尚未曾报道过。通过本次研究，认为，温度低于

2~4℃以及降温幅度为9.5℃都会对刺参的免疫和生理

指标产生显著的影响；缓降对刺参免疫指标的影响比

骤降要小。本研究只是对刺参部分生理指标在降温过

程中的变化情况做了初步研究，要想深入了解降温过

程中刺参各生理指标的变化规律及刺参耐寒机制，从

分子水平研究其生长、发育和代谢规律显得尤为重

要。本试验未对刺参致死温度做进一步研究，设定的

温度范围有一定的局限性，最低温度设为-1.5℃，而对

于低于-1.5℃刺参各生理指标的变化情况，也需做进一

步的试验分析。

低温以及较大的温度波动能对刺参的免疫酶、可

溶性蛋白和可溶性糖产生较显著的影响，进而对刺参

的生长和发育产生不利的影响，但刺参对低温环境表

现出了一定的适应性。因此，在刺参养殖过程中要尽

量避免低温以及过大的温度波动给刺参带来的危害，

同时应该通过选择育种等方式把刺参对低温的这种适

应性进行有效的提高和加强，培育出优良的抗低温品

种，以减少低温冰害对刺参养殖业造成的损失。
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