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南极冰藻 Chlorophyceae L4抗氧化 

酶活性对温度升高的响应 

郝林华 孙丕喜 王能飞 沈继红 
(国家海洋局第一海洋研究所 ，青岛 266061) 

摘要 为了阐明南极冰藻 C z0r0声 cPn8 L4抗氧化酶活性对温度升 高的响应 以及 了解冰藻细胞 

内抗氧化酶系统对活性氧 自由基的清除作用，对不同温度下(包括最适温度 6℃、高于最适温度 1O℃ 

和 15。C)Chlorophyceae L4细胞 中自由基的产生速率、丙二醛含量的变化和相应的抗氧化酶 系统活 

性的变化进行 了测定。结果表明，在环境温度 高于最适生长温度 的初期(24～72 h)，Chlorophyceae 

L4中自由基产生速率 、丙二醛含量迅速提 高，但随后(96～144 h)很快降低 ，恢复到细胞能容忍的水 

平。各种抗氧化酶 SOD、POD和 CAT活性在初期显著降低 ，但 随后响应温度的变化很快升 高，明显 

比对照组的高，而且温度越高酶活性增幅越高。 
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Response of antioxidant enzymes activity in antarctic ice microalgae 

Chlorophyceae L4 to temperature increment 
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ABSTRACT In order to understand antioxidant enzymes activities in response to temperature 

increment and the active oxygen free radical clearing function of antioxidant enzymes in antarctic 

ice mircoralgae C Z0r0 f g L4，the free radical generation rate，the malonaldehyde(MDA) 

content changes and the corresponding antioxidant enzymes activities changes in C Z0r0 f 以 

L4 at different temperatures were determined．The results showed that the free radical genera— 

tion rate and MDA content in C Z0r0 f 以 L4 increased rapidly in early time(24 to 72 hours) 

of temperature increment，then decreased rapidly，and could return to tolerable level at the end 

of time．Under the stress of high temperature，the superoxide dismutase(SOD)，peroxidase 

(POD)and catalase(CAT)activities in C矗Z0r0 f 以 L4 slowed down sharply in early time， 

then increased obviously，which were much higher than those in the control，and their activities 

became higher at higher temperatures．In a word，the antioxidant enzymes system plays an im— 

portant role in the adaptation of antarctic ice microalgae to high temperature environment． 
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南极具有独特的地理位置和气候特征，开展极地生物研究对于揭示极端环境下的生命活动特征具有重大 

意义。目前，温室效应和全球气候变化已经影响到南极地区，气温升高对极地生物链尤其是生长在极地的浮游 

生物初级生产力、生物链的基础部分产生明显影响。而极地生物链中的南极海冰区藻类，是首先受到影响的群 

体(何剑锋等 2003)。 

南极冰藻是地球上能够在海冰中旺盛生长的罕见的生物群落，是南极生物链极好的生态指示种，在维持南 

大洋食物链中起着至关重要的作用(Legendre 1992)。严酷的极地环境造就了生存于海冰中的南极冰藻某些 

特殊的生物学特征，具有一系列适应该生境所需的复杂的生理和新陈代谢特征，形成了独特的适应机制，因而 

能够在海冰中生长和繁殖，在极地生态系统中起着关键作用。 

温度是限制南极冰藻生长的一个重要因子，南极冰藻在高于生长适宜温度下生长受到抑制，抵抗高温胁迫 

的机制和能力制约着冰藻类群的生存 ，而南极冰藻的生存又威胁到极地生态的生物多样性和极地生物链 的完 

整性。因此，温度适应是决定冰藻种类生存和群落结构的重要因素之一，冰藻对于温度的适应性可能包括体内 

各种代谢相关酶系统活性的改变以及生物膜结构的修饰等。以前诸多研究报道关于南极冰藻冷适应的作用机 

制(丁 炳等 2006；缪锦来等 2002；陈 青等 2006；Zheng et口 ． 2006)，但有关其热适应机制的研究 

较少，尤其是对于高温下南极冰藻活性氧自由基与抗氧化酶系统之间的关系研究目前尚未见报道。因此，研究 

温度升高后冰藻活性氧的产生及抗氧化酶活性的变化具有重要的理论意义和应用价值。本研究对不同温度下 

Chlorophyceae L4细胞中的活性氧及抗氧化酶予以系统的测定，以期从氧化胁迫和抗氧化系统防御的角度， 

探讨南极冰藻适应高温环境的生理生化机制。 

1 材料和方法 

1．1 藻种和培养方法 

以国家海洋局海洋生物活性物质重点实验室于 2001年 10月~2002年 4月在 中国第 18次南极科学考察 

时采集的海冰样品中分离所得的 1株南极绿藻 Chlorophyceae L4(试验室保存)为试验材料 。将冰藻在封 口膜 

封 口的 1 L三角瓶中培养 ，采用 Provasoli培养基(Provasoli 1968)，放在可控温光照的培养箱中，培养温度为 

6 oC，1 000 1 5001x，光照周期为 12 h光／12 h暗。不充气，每日摇动数次。每隔 14 d，将藻体转移到新的培 

养基中来维持细胞的对数生长，以2O％的比例进行接种。当冰藻的生长达到对数生长期时，设置 6、10和 

15℃ 3个温度试验组，将冰藻分别放在 3个不同温度下的可控温光照培养箱中，除温度外其他条件相同，按上 

述方法继续培养，每个温度下设 3个平行组。分别于 24、48、72、96、120和 144 h后取样，在 4。C、6 000 r／rain 

下离心 20 min收集鲜藻体 ，再用 4℃下的蒸馏水漂洗 3～4次 ，以除去藻体表面盐分 ，最后 6 000 r／min离心 10 

min，得不同温度条件下培养的藻体 ，待用。 

1．2 测定方法 

1．2．1 活性氧 自由基产生速率的测定 

取 1．0 g鲜藻体 ，放人预冷的研钵中，加入适量石英砂和 PVP，再加入 5．0 ml的 65 mmol／L pH 7．8 PBS 

缓冲液于冰浴中研磨匀浆 ，将匀浆液于 4℃、10 000 g离心 2O rain，取上清液参照王爱国等(1990)的方法测定 

活性氧 自由基的产生速率 。 

1．2．2 丙二 醛 MDA 含量 的测定 

采用硫代巴比妥酸(TBA)分析法，参照Buege等(1978)方法(略有改进)。取 0．5 g鲜藻体，放人预冷的研 

钵中，加入适量石英砂和PVP，再加入5．0 mI的50 mmol／L pH 7．0 PBS缓冲液于冰浴上研磨匀浆，将匀浆液 

于 4℃、10 000 g离心 20 rain，收集上清液。取样品提取液 1 ml，加入 3 ml 0．5％的 TBA(溶解于 5％ TCA)， 
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混合均匀，在沸水浴中煮沸 30 min，立即冷却，10 000 r／rain下离心 10 rain，取上清液分别在 450、532和 600 

nm下测定 OD值，计算 MDA含量。 

MDA(t~mol／g)一[6．45×(OD532一OD6o0)一0．56×OD45。]× ／Fw 

式中， 为组织样品提取液总体积(m1)，Fw 为样品鲜重(g)。 

1．2．3 SOD活性 的测 定 

取 1．0 g鲜藻体，放人预冷的研钵 中，加入适量石英砂和 PVP，再加人 5．0 ml的 50 mmol／L pH 7．8 PBS 

缓冲液于冰浴上研磨匀浆，将匀浆液于 4℃、10 000 g离心 20 min，收集上清液，记录体积，上清液即为酶液。 

SOD活性测定采用氮蓝四唑比色法(Beauchamp et a1． 1971)。体系产生的超氧阴离子 自由基还原 

NBT形成蓝色络合物，SOD作为超氧阴离子 自由基的抑制剂清除抑制此反应。以每克样 品鲜重每小时光化 

还原到对照 5O 时的 OD值变化为 1个酶活单位 U。 

1．2．4 CAT活性 的测 定 

取 1．0 g鲜藻体，放入预冷的研钵中，加入适量石英砂和 PVP，再加入 5．0 ml的 62．5 mmol／L pH 7．8 

PBS缓冲液于冰浴上研磨匀浆，将匀浆液于 4℃、10 000 g离心 20 rain，收集上清液，记录体积，上清液即为酶 

液。 

CAT的测定采用紫外分光光度法 (Upadhyaya gt a1． 1985)略有改进 。3 ml反应体系 中依次加入 0．1 

m1样品提取液，1．9 ml 0．05 mol／L pH 7．0 PBS缓 冲液，然后立即加入 1．0 ml 10 mmol／L H O ，开始计时， 

于 240 nm下测定 OD值 ，每隔 2O S读数 1次 ，共测 4次 ，测定反应 1 min时的OD值 ，以 PBS缓冲液加 H。O 为 

对照。以每克样品鲜重每分钟 OD值变化 0．01为 1个酶活单位 U。 

1．2．5 POD 活性 的测定 

取 1．0 g鲜藻体 ，于预冷的研钵中，加入适量石英砂和 PVP，再加入 5．0 ml的 50 mmol／L pH 7．8 PBS缓 

冲液于冰浴上研磨匀浆，将匀浆液于 4℃、10 000 g离心 20 rain，收集上清液，记录体积，上清液即为酶液。 

POD活性测定采用愈创木酚比色法(Chance eta1． 1955)略有改进 。取 1．0 ml样品提取液，加入 3．0 ml 

反应液(gz 0．1 mol／L pH 5．8的PBS缓冲液 50．0 ml，加入愈创木酚 28 l，搅拌溶解，待溶液冷却后加入3O 

H o 19 l，混匀后保存于冰箱 中备用)，立即开始计 时，在 470 nm下测定 OD值 ，每隔 1 rain记录 1次 ，共测 3 

min，以不加酶的反应液为对照。以每克样品鲜重每分钟 OD值变化 0．01为 1个酶活单位 U。 

1．3 数据统计和分析方法 

测定结果均用平均值±标准偏差(Mean±Sd)表示，用 Excel 2003进行统计学分析，不同参数之间利用 

SPSS 12．0进行相关性分析，以 P≤0．05为显著水平差异。 

2 结果 

2．1 不同温度条件对南极冰藻 Chlorophyceae L4生长的影响 

在冰藻的生长过程 中，影响冰藻生长的主要因素包括光、温度 、营养盐和盐度等 。温度是除光照之外影响 

冰藻生长的最主要因素。已有研究表明，冰藻 Ĉ z0r0p ce口P L4的最适生长温度是 6℃(缪锦来等 2004)。 

本试验中 ，6℃时冰藻生长迅速 ，在短时间内能够快速生长 ，获得的藻密度大，藻细胞浓度大 。将冰藻转移到较 

高温度 1O和 15℃下继续培养 ，冰藻能够耐受这样的温度 ，但高温对冰藻生长不利 ，生长速率明显降低 ，镜检观 

察表明，藻细胞不生长，甚至部分藻细胞发生变形，体积增大。当温度高于 15℃，对冰藻来说是致命的，藻密度 
一 直下降，表明细胞开始死亡，最终藻体沉淀在瓶底。因此，本研究的环境温度最高为 15℃。 

2．2 不同温度条件下 Chlorophyceae L4活性氧自由基的测定结果 

不同温度条件下 c z0，一0 cgnP L4活性氧自由基产生速率的测定结果见图 1。从图 1可以看出，在 6℃ 

培养时，Chlorophyceae L4的活性氧自由基产生速率几乎没有变化，维持在 15～16 nmol／g·min。在 10℃培 
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养时，活性氧 自由基产生速率由最初的 15．61 nmol／g·rain在 24 h时迅速上升到 32．57 nmol／g·rain；此后逐 

渐上升，第 72 h达到最大值 42．65 nmol／g·min，近似为 6℃时的 3倍；72 h后有明显的回落，96 h下降至 

29．34 nmol／g·min，此后小幅下降，趋于平稳，接近 6℃时水平。当 15℃培养时，Chlorophyceae L4活性氧 自 

由基产生速率由最初的 15．61 nmol／g·min在24 h时快速升高到 45．86 nmol／g·min，是 6℃时的3倍多；然 

后继续上升，72 h时达到最大值 60．46 nmol／g·min；活性氧自由基产生速率在72～96 h有明显的回落，下降 

至 46．64 nmol／g·min，之后小幅下降，趋于平稳 ，但仍显著高于 6℃时水平 ，约为 6℃时的两倍多(P<O．05)。 

2．3 不同温度条件下 Chlorophyceae L4丙二醛含量的测定结果 

不同温度条件下Chlorophyceae L4丙二醛含量的测定结果见图 2。可以看出，在 6℃培养时，Chloro- 

phyceae L4的丙二醛含量几乎没有变化，维持在 16～17／2mol／g。在 10℃培养时，24 h内丙二醛含量大幅提 

高，迅速上升到 35．32／~mol／g；第 48 h仍小幅升高，并达到最大值 42．36~mol／g；48 h后有明显的回落，并在 

72 h缓慢下降，接近 6。C时的丙二醛水平。当 15℃培养时 ，C z0r0 ̂  fP口e L4丙二醛含量 由最初的 16．69 

／~mol／g在 24 h时快速升高到 46．54 mol／g，约为 6。C时的 3倍；然后继 续小幅上升，48 h时达到最大值 

54．48 mol／g；48 h后有明显的下降，之后小幅下降，趋于平稳，但仍显著高于 6。C时水平，接近 6℃时的两倍 

(Pd 0．05) 
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图 1 不同温度条件下 Chlorophyceae L4 

活性氧 自由基 的产生速率 

Fig．1 Active oxygen free radical generation rate of 

C Z0r0  ̂fP。8 L4 at different temperatures 
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图 2 不同温度条件下 Chlorophyceae L4 

丙二醛的含量 

Fig．2 M DA contents of Chlorophyceae L4 

at different temperatures 

2．4 不同温度条件下 Chlorophyceae L4几种抗氧化酶活性的测定结果 

不 同温度条件下 Ĉ zo，一。 cPae L4抗氧化酶活性的测定结果见图 3。总体来看，6。C下在不同培养时间 

内各种酶的活性变化基本上都较小 ，而其他温度下不同酶的活性随时间变化会发生改变，且呈现一定的动态规 

律。 

当温度升高至 lo和 l5℃时，SOD的活性在 24 h内迅速降低，然后继续小幅降低，并于第 48 h分别达到 

最低值(248．56和 158．59 U／g·min)，此后酶活性急剧升高至 72 h，96 h后继续缓慢升高，至 144 h趋于平 

稳，酶活性分别达到 1 169．66和 1 645．78 U／g·min，明显高于 6。C时的水平(P％0．05)，约为 6℃时的两倍 

左右 。 

当温度升高至 10和 15℃时，Chlorophyceae L4 POD的活性变化趋势基本上与 SOD同步，一开始迅速下 

降，随后缓慢降低，第 48 h均达到最低值，分别为108．06和68．59 U／g·min；此后酶活性急剧升高，至96 h后 

开始趋缓，到 144 h时 POD的活性分别上升为 680．66 U／g·min(约为 6。C时的两倍)和 1 245．78 U／g·min 

(约为 6℃时的4倍)，差异显著(P<O．05)。 

Chlorophyceae L4 CAT活性的变化滞后于SOD和POD。在24 h内迅速降低，然后继续小幅降低在 72 h 
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时达到最低水平(10℃为 109 U／g·rain，15℃为 51 U／g·rnin)，随后在 72~96 h急剧上升，120 h后趋于稳 

定 ，至 144 h CAT的活性分别为 10℃时 301 U／g·min(约为 6℃时的两倍)和 15。C时 414 U／g·min(接近 6 

℃时的 3倍)，存在显著性差异(P<0．05)。 
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图 3 不 同温度条件下 Chlorophyceae L4抗 氧化 酶的活性变化 

Fig．3 Anti—oxidant enzymes activities of Chlorophyceae L4 at different temperatures 

3．1 Chlorophyceae L4活性氧 自由基和丙二醛含量对温度升高的响应 

活性氧自由基与植物的抗逆性有着密切关系。自由基伤害学说认为，在正常情况下，植物细胞中存在着活 

性氧的产生和消除两个过程(Mccord el a1． 1969)。逆 境胁 迫会促进 活性 氧的产生并损伤膜系统 (Chen 

1991)，也就是说在逆境下细胞膜是主要作用靶。过量 的活性氧类则会对植物造成氧化胁迫 ，使细胞产生细胞 

水平和分子水平上的不可逆损伤 ，导致膜流动性 的降低和透性 的增加 、蛋 白质功能丧失及 DNA 的损伤与突 

变 ，从而造成细胞死亡和异常蛋 白质形成 ，最终对植物体造成伤害。活性氧 自由基伤害植物的机理之一在于其 

参与启动膜脂过氧化或膜脂脱脂作用 (吕 庆等 1996)，从而破坏膜结构。 

丙二醛 MDA是植物细胞在逆境下发生膜脂过氧化作用的产物之一，它不仅会损伤细胞膜，降低细胞膜的 

流动性 ，最终导致膜的结构及生理完整性破坏 ；并且还可抑制许多生物体中蛋 白质 的合成 ，抑制光合羧化酶和 

3一磷酸甘油醛脱氢酶的活性。因此，通常将它作为膜脂过氧化作用强弱的一个重要标志。 

研究表明，在环境温度高于最适生长温度的初期(24～72 h)，C z0rop c n L4的活性氧 自由基的产生急 

剧增加 ，尤其 24 h内升幅很大 ，而且温度越高升幅越大。这说明，在高温胁迫的初期 ，各种抗氧化酶的活性并 

没有得到激发，使机体本身的代谢功能的调节突然失去平衡，活性氧 自由基产生和消除系统的平衡遭到破坏， 

过量的活性氧 自由基会对 Ĉ z0r0 ce L4的膜系统产生伤害，导致丙二醛含量的迅速提高 。但 随着时 间的 

延长，各种酶的活性受到激发和诱导 ，酶的合成快速增加 ，在消除活性氧 自由基及修复损伤 的膜系统 中发挥了 

作用，因此活性氧自由基产生的速率也逐渐降下来，从而使丙二醛含量恢复到细胞能容忍的水平。从图1和图 

2可以看出，C zoro cPne L4中的活性氧 自由基的产生和丙二醛含量在后期大幅回落 ，温度 10℃时 ，活性氧 

自由基的产生和丙二醛含量最终降至初始水平 ，15。C时活性氧 自由基的产生和丙二醛含量仍然保持在一个较 

高水平，说明高温胁迫对于 c zoro cea L4具有较大的危害，但南极冰藻能通过自身机体的调节，使其免于 

这种伤害，显示 了其对高温的适应性 。 

3．2 Chlorophyceae L4抗氧化酶活性对温度升高的响应 

超氧化物歧化酶 (sOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(cAT)是植物体内 3种重要的抗氧化酶，能够 

清除活性氧 自由基 ，从而防止活性氧 自由基产生的伤害 ，为此将这些酶称为抗氧化酶系统或保护酶系统(Fri— 

dovich 1975)。已经证明 ，它们的活性与植物抗污染 能力 、抗辐射能力 、耐低温能力 和抗病性等逆境胁迫有 

关。SOD是清除超氧阴离子(o )的特异性专一性酶，在生物体内最先与 O 作用，将其分解为 H O 和 O。， 

是最重要的抗氧化酶之一。P0D和 CAT又可继续分解 H O。，从而降低体内 H O 的浓度，起到保护机体免 
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受活性氧物质伤害的作用。 

研究表明，6℃是南极冰藻 c f0ro c nP L4生长的最适温度 ，在不同培养时间内各种酶活性变化基本上 

都较小，而其他温度下不同酶活性随时间变化会发生改变，且呈现一定的动态规律。在环境温度 10℃时，各种 

酶活性在 24 h内迅速降低，然后小幅降低至最低值，此后酶的活性急剧升高，逐渐缓慢上升，恢复正常水平。 

当环境温度升高到 15℃，远高于 Chlorophyceae L4的最适生长温度时，各种酶的活性也是 24 h内显著降低， 

然后小幅降低，作用一段时间(不同酶作用时间长短不同)后，酶的活性又大幅提高，不同酶类活性增幅大小不 

同，逐渐缓慢，趋于稳定，最高比6℃时酶活性上升 4倍。可见，南极冰藻 c z0r0 矗 fPne L4在环境温度高于 

最适生长温度时各种与代谢相关的抗氧化酶系统的活性大幅度提高，显示出较高的抗高温胁迫能力。可以这 

样解释，南极冰藻在长期的进化过程中已形成稳定的遗传性状，低温成为它最适的生活条件，当它被置于较高 

温度时，对冰藻而言是一种高温胁迫，高温胁迫同样会产生活性氧自由基，各种抗氧化酶活性升高又是对高温 

的适应，从而及时清除体内过剩的自由基，保护细胞膜系统免受伤害。因此，我们说南极冰藻适应环境能力强 

的主要原因之一就是细胞内的多种酶体系对温度变化的敏感性和积极响应。 
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