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摘要：为了研究南极冰藻的热胁迫应答机制，本文根据转录组测序得到的冰藻 Chlamydomonas sp. ICE-
L 过氧化氢酶 CiCAT 基因分析了其编码蛋白的特征，同时研究了 CiCAT 基因表达和过氧化氢酶活性

在培养温度升高时的响应变化情况。结果表明：CiCAT 基因序列全长为 2 066 bp，编码 492 个氨基

酸。在过氧化氢酶的系统进化树中，南极冰藻与其他绿藻聚类为一个分支。CiCAT 编码的蛋白序列

与盐藻和红球藻的过氧化氢酶序列相似性较高，分别为 80.5% 和 78.9%。当南极冰藻处于热胁迫条件

下，CiCAT 基因的相对表达量和过氧化氢酶活均呈现出先上升后下降的趋势，但在胁迫 24 h 时 Ci-
CAT 基因的表达量变化不明显，而实验组的酶活显著高于对照组。在胁迫 72 h 时，基因表达量和酶活

均达到最高值。研究初步表明，与在常温藻类和高等植物中的功能相似，在经受热胁迫的情况下，南

极冰藻中的抗氧化酶系统也发挥着重要作用。
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1　引言

热胁迫会导致植物细胞内活性氧（ROS）的过度

产生和积累，使细胞内的生物大分子以及生物膜受

损，从而降低细胞活性甚至导致细胞产生不可逆的损

伤 [1]。生物体内的抗氧化酶系统，作为重要的防御机

制，能够有效降低细胞内活性氧的积累，减小热胁迫

对有机体造成的伤害 [ 1 – 2 ]。过氧化氢酶（CAT，EC

1.11.1.6）是生物抗氧化酶系统的重要组成，普遍存在

于动物、植物、微生物中，对于维持细胞内的氧化还

原平衡具有重要作用 [3– 4]。CATs 能够清除逆境胁迫

细胞光呼吸、线粒体电子传递及脂肪酸 β-氧化等过

程中产生的 H2O2，将其分解为氧气和水，从而避免因

H2O2 浓度过高对生物体造成的过氧化损伤[5–6]。

大量的研究表明，在植物经受高温、低温、高盐

和干旱等各种环境条件胁迫时，CAT 都能够被诱导

表达。人参中的 PgCat1 在叶片、茎、根中均有不同

程度的表达，且重金属、植物激素、渗透剂、强光照

射等非生物胁迫对 PgCat1 有显著的诱导作用，PgCat1

可能有助于保护人参免受活性氧胁迫 [7]。从黄瓜分

离出来的 CsCat 3 的表达受热、聚乙二醇、冷和 NaCl

等多种非生物胁迫以及脱落酸（ABA）和 H2O2 等信号

分子的诱导，在黄瓜的非生物胁迫耐受性中起重要作

用 [8]。异源表达西蓝花的 BoCAT 基因能够降低拟南
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芥细胞的 H2O2 浓度，增强植株的热耐受性 [9]。在莱

茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）中，非胁迫条件下

的 ROS 信号分子具有调节 CAT 活性的功能 [10]。另

外，在重金属汞胁迫下，伴随着 ROS 浓度增加，莱茵

衣藻 CAT 的活性和基因表达量均有提高，但当汞浓

度过高时 CAT 的活性和基因表达则会被抑制[11]。

南极冰藻是生活在海冰中的浮游植物，是南极海

域中初级生产力的重要组成，对海冰极端环境具有良

好的适应能力。近年来的全球气候变化使得极地生

物面临着日益复杂、与以往不同的气候和环境条

件。气候变暖导致南极周边海域的海水逐渐升温，进

而使海冰覆盖面积减小。迄今为止，这些变化给生活

在海冰生物圈中的浮游植物所带来的影响还知之甚

少。研究南极冰藻对热胁迫的响应，能够使我们更好

地了解气候变暖条件下极地海冰浮游植物的适应性。

2　材料与方法

2.1    实验材料

实验藻种 Chlamydomonas sp. ICE-L 采集于南极

中山站（69.8°S，77.8°E）海域的浮冰样品中。由自然

资源部第一海洋研究所生物活性物质重点实验室分

离，并保存于 4℃ 光照培养箱中。采用普鲁瓦索里

（Provasoli）培养基 [12]，光强 40 μmol/（m2·s），光照周期

12L∶12D 条件进行培养。

2.2    实验方法

2.2.1    序列分析及系统树构建

CiCAT 基因序列编码蛋白的等电点和分子量用

ProtParam（http://web.expasy.org/protparam/）软件完

成。蛋白活性位点由 NCBI 的保守结构域数据库（ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）和
InterPro（http://www.ebi.ac.uk/interpro/）预测。蛋白的

亚细胞定位用 CELLO 预测（http://cello.life.nctu.edu.
tw/）。系统进化树构建采用 MEGA6 软件的邻接法，

参数为系统默认，以 1 000 次重复进行[13]。

2.2.2    南极冰藻生长量的测定

将灭菌的培养基分装至 100 mL 三角瓶，每瓶 40 mL，
无菌条件下接入 10 mL 处于对数生长期的南极冰

藻。然后置于 4℃ 和 15℃ 光照培养箱中培养，每个

温度设置 3 个平行。采用分光光度计法测量其生长量，

每隔 3 天测量 1 次藻细胞光密度 OD750（波长 750 nm
处的吸光度）。

2.2.3    藻种的热胁迫处理及 RNA 提取和反转录

取培养至对数生长期的冰藻置于 15℃ 的条件

下，作为热胁迫处理组，分别处理 3 h，6 h，24 h，48 h，

72 h，96 h 和 120 h，每个温度下设 3 个平行，以在 4℃

处理相同时间的样品作为对照组。将处理后的样品

于 4℃，转速 3 500 r/min 离心 5 min，收集的藻体迅速

冷冻于液氮中。然后采用 C T A B 法提取藻样的

RNA[14]。利用微量紫外分光光度计检测 RNA 的浓

度，并取 5 μL RNA 样品进行 1% 琼脂糖凝胶电泳，检

测其质量。质量合格的 RNA 用 Takara 公司的 Primer-

ScriptTM 反转录试剂盒进行反转录。

2.2.4    实时定量 PCR

采用 Takara 公司的 SYBR® Green Premix 试剂盒，

在 Stratagene 公司实时定量荧光 PCR 仪上进行基因

扩增和数据分析。CiCAT 的特异性引物，上游：5’ -

T C C T G C G T G C T C C C G G C G T C - 3 ’；下游 ： 5 ’ -

CCGCGGGGATCGCGGAGTGTC-3’。PCR 反应条件:

95℃，5 min；95℃，10 s；65℃，20 s；72℃，20 s；共 40 个

循环。以核糖体蛋白 RPL19 作为内参基因（核糖体

蛋白 RPL19 的特异性引物，上游：5’-CCAATGAGGT-

C A A C G A G A T T T C C - 3 ’ ； 下 游 ： 5 ’ - A T -

CACAAATCCGTCCTTCACCAG-3’） [15]，基因相对表

达量用 2－ΔΔCt 方法进行计算，如下式[16]

Rel.Quantity =
(1+Ef f )(Ct对照−Ct样品 )

GOI

(1+Ef f )(Ct对照−Ct样品 )
Norm

, （1）

式中，Rel.Quantity 为目的基因在样品与对照品间的表

达差异倍数；GOI 为目的基因；Norm 为内参基因；

Eff 为 PCR 扩增效率（默认为 100%）；Ct 为每个反应

管内的荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数。

2.2.5    CAT 活力的测定及计算

每隔 24 h 分别取对照组和热胁迫处理组的冰藻

藻液各 50 mL，于 4℃，转速 3 500 r/min 离心 5 min 收

集藻体。CAT 活力用南京建成公司 CAT 试剂盒进行

测定，以每毫克组织蛋白每秒钟分解 1  μ m o l 的

H2O2 的量为一个活力单位，以不加组织匀浆的作为

对照，按以下公式计算组织中的 CAT 活力：

组织中CAT活力 =(
对照OD值−测定OD值

)
×271×

1

60×取样量
÷待测样本蛋白浓度, （2）

式中，组织中 CAT 活力单位为 mg（以蛋白计）；OD 为

吸光度值；待测样本蛋白浓度，单位：mg/mL（以蛋白计）。

2.2.6    数据统计分析

用 SPSS 对南极冰藻生长数据以及 CAT 活力数

据进行统计学分析，通过 t 检验比较对照组与处理组

之间的差异显著性，以 P<0.05 表示差异显著，P<

0.01 表示差异极显著。
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3　结果与讨论

3.1    CiCAT 序列结构特征及蛋白进化分析

CiCAT（NCBI 登录号为 MK563990）cDNA 序列长

为 2 066 bp，包含 219 bp 的 5’非翻译区（UTR）和 368 bp
的 3’UTR，以及一个 1 479 bp 的开放读码框，编码

492 个氨基酸。预测的蛋白序列分子量为 55.98 kDa，
等电点 PI 为 7.06。预测该蛋白的保守结构域，发现

CiCAT 基因编码的蛋白属于类过氧化氢酶超家族。

序列含有一个与原血红素结合的保守结构域和 CAT
活性结构域（图 1）。细胞定位预测发现 CiCAT 定位

于过氧化物酶体上，在碳链末端包含一段过氧化物酶

体靶向信号肽[17]。

根据基因组数据库的搜索发现，在植物中大多存

在 2～3 个 CAT 的同源蛋白序列，例如拟南芥中有

3 条，水稻中有 2 条 CAT 基因。除了在莱茵衣藻中发

现有 2 条相似性较高的 CAT 基因序列，大部分绿藻

中仅有 1 条 CAT 基因序列。将冰藻 CiCAT 基因编码

的氨基酸序列与其他藻类和植物的 CAT 的基因序列

构建系统发育树，结果发现，南极海冰与其他藻类的

聚类，自举值为 98%。相比南极海冰的近源物种—
莱茵衣藻和团藻（Volvox carteri）中的 CAT 序列，Ci-
CAT 编码的蛋白序列与盐藻（Dunaliella salina）和红

球藻（Haematococcus lacustris）的序列相似性更高，分

别为 80.5% 和 78.9%（图 2）。

3.2    热胁迫下南极冰藻生长曲线

不同温度下南极冰藻的生长曲线如图 3 所示。

15℃ 条件下南极海冰的生长速度极显著的低于在

4℃ 下培养的对照组（P<0.01），但是保持缓慢增长。

说明 15℃ 的温度条件下，南极冰藻的生长受到了高

温的抑制，保持低速率的生长。

3.3    热胁迫下 CiCAT 基因表达量的变化

在热胁迫下 CiCAT 的基因表达量变化如图 4 所

示，整体呈现先升高后降低的趋势，在胁迫的前 24 h，
 

检测到的保守结构域

查询序列 血红素结合点
四聚体界面

类过氧化氢酶超家族超家族

1 75 150 225 300 375 450 492

PLN02609

图 1    CiCAT 基因编码蛋白保守结构域分析

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=NTDBEUUU014&mode=all）
Fig. 1    Conserved domain of encoded protein by ice algae CiCAT gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=NT-

DBEUUU014&mode=all)
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图 2    冰藻与其他物种过氧化氢酶氨基酸序列的系统进化树分析

Fig. 2    Phylogenetic tree of catalase amino acid sequences between ice algae and other species
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基因表达量变化不明显，在 48 h 后基因表达量增加，

在 72 h 表达量达到最高值，为对照组的 4.67 倍，由此

可见，热胁迫能够显著提高南极冰藻中过氧化氢酶的

基因表达量。

南极冰藻的最适生长温度为 2～6℃[18]。在 15℃

热胁迫条件下南极冰藻的生长速度显著低于对照

组。表明高温胁迫下，南极冰藻的生长受到抑制。

在 15℃ 热胁迫下，CiCAT 基因表达量变化在胁迫的

48 h 内响应不明显，甚至出现在 24 h 时实验组低于对

照组的情况，表明 CiCAT 基因表达响应高温胁迫需要

一定的时间。有研究表明 H2O2 诱导过氧化氢酶基因

表达的这一诱导过程有可能受到活性氧的干扰 [19]。

随着胁迫时间的延长，在超氧化物歧化酶（SOD）将细

胞内的活性氧转化为 H2O2 等物质之后，进一步诱导

CiCAT 基因的表达 [20– 21]。因此，在热胁迫初期，冰藻

细胞内产生的活性氧等可能抑制了 CiCAT 基因的表

达。胁迫至 72 h 时，CiCAT 基因的相对表达量上升

4.67 倍。随着胁迫时间的延长，CiCAT 基因相对表达

量有所下降。王升平等 [22] 研究发现烟草中 CAT1 基

因在应对 40℃ 胁迫时，其表达量也呈现了先上升，后

下降的趋势，且实验组约为对照组的 10 倍，这与我们

的研究结果相类似。

3.4    热胁迫下南极冰藻 CAT 活性变化

CAT 活性变化曲线如图 5 所示，4℃ 培养的藻细

胞 CAT 活性随着培养时间的增加没有明显变化（16.07～

24.2 U/mg（以蛋白计）），而在 15℃ 培养的藻细胞，胁

迫 24 h 到 96 h 期间 CAT 活性显著升高（P<0.05），在

72 h 达到峰值 42.11 U/mg（以蛋白计），而后迅速下

降，在热胁迫第 120 h 下降到藻细胞的基础水平。

当植物指处于逆境胁迫（包括干旱、低温、紫外

辐射、高盐分）时，细胞内的 CAT 的活性会上升 [23]。

南极冰藻 CAT 的活性变化基本与 CiCAT 基因表达变

化一致，但是在胁迫的前 24 h，基因表达量的提高较

酶活的增加表现出一定的滞后性，我们认为有可能在

热胁迫时首先提高 CAT 的活性，后续通过合成更多

的 CAT，进一步增强其清除活性氧的能力。另外测得

的 CAT 活性是藻体中 CAT 的总活性，而南极冰藻中

除 CiCAT 基因外，也许还存在其他的过氧化氢酶基

因，从而造成基因表达和酶活的不同步，这有待于进

一步证实。南极冰藻 CAT 的活性在达到最大值后逐

渐下降，并与对照组持平。这可能由 2 种原因造成，

一是清除过程结束，H2O2 含量下降，由于缺乏诱导因

子，因此过氧化氢酶基因表达量下降，同时 CAT 的活

性降低。二是长时间的高温胁迫导致细胞内活性氧

含量过高，而氧自由基与 H2O2 一起与 CAT 反应形成

复合物或分别与 CAT 反应形成复合物，从而抑制

CAT 活力[24]。

4　结论

本文从基因表达和酶活水平上证实，南极冰藻
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图 3    热胁迫下南极冰藻的生长曲线

Fig. 3    Growth curves of Antarctic ice alga under heat stress

OD750 表示波长 750 nm 处的吸光度

OD750 is optical density at wavelength 750 nm
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Fig. 4    The expression of CiCAT gene of Antarctic ice alga un-

der heat stress
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图 5    热胁迫下南极冰藻过氧化氢酶活性变化

Fig. 5    Changes of catalase activity of Antarctic ice alga under

heat stress
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Chlamydomonas sp. ICE-L 的 CAT 与在常温藻类和高

等植物中的功能相似，在经受热胁迫的情况下，南极

冰藻中的抗氧化酶系统也发挥着重要作用。但是高

温胁迫下诱导调节冰藻 CAT 表达的信号分子的产生

和变化情况还不清楚，另外，CAT 与其他抗氧化酶在

冰藻高温胁迫应答中的协同作用还有待于进一步的

研究。
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Response of catalase in Antarctic ice alga Chlamydomonas sp.
ICE-L to heat stress

Yuan Baosheng 1，Zhao Xia 1，Liu Chenlin 2，Zhang Peiyu 1

(1. School of Environmental Science and Engineering, Qingdao University, Qingdao 266071, China; 2. Center for Marine Ecology Re-
search, First Institute of Oceanography, Ministry of Natural Resources, Qingdao 266061, China)

Abstract: To investigate the heat stress responding strategies of Antarctic ice algae, the characteristics of a catalase
gene CiCAT from the transcriptome of Antarctic ice alga Chlamydomonas sp. ICE-L were analyzed. The length of
CiCAT is 2  066  bp  encoding  a  catalase  of  492  amino  acids.  In  the  phylogenetic  tree  of  catalase  amino  acid  se-
quences,  Antarctic  ice  alga is  clustered with green algae.  The amino acid sequence identities  of CiCAT are  about
80.5% and 78.9% to the catalase from Dunaliella salina and Haematococcus lacustris, respectively. The changes of
CiCAT gene expression and catalase activity in Antarctic ice alga were also investigated. Under heat stress, both the
relative expression state of CiCAT gene and catalase activity changed from up-regulation to down-regulation over
time. After heat stress treatment for 24 h, the expression of CiCAT gene was almost unchanged, while the enzyme
activity in the heat treatment group was significantly higher than that in the control group. After 72 h's heat stress
treatment,  both gene expression and enzyme activity  reached the highest  level.  Our preliminary results  show that
antioxidase system plays an important role in Antarctic ice algae responding to heat stress, which is similar to that
in temperate algae and higher plants.

Key words: Antarctic ice alga；heat stress；catalase
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