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摘　要：为了探究南移养殖仿刺参在高温胁迫下的应答特征，测定南移仿刺参在不同温度下热休克蛋白基因
ｈｓｐ１０、ｈｓｐ６０、ｈｓｐ７０和ｈｓｐ９０的表达变化，以及不同温度下超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）、过
氧化氢酶（ＣＡＴ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）和溶菌酶（ＬＳＺ）的活性变化。结果发现，实验组（２０、
２４、２８、３２℃）相比于对照组（１６℃），仿刺参热休克蛋白基因的表达量有不同程度的变化，尤其在２８和３２℃
高温组中，各基因的表达量显著提高。其中，ｈｓｐ７０相比与其他基因对热胁迫更为敏感，在２８℃胁迫下，南移
仿刺参群体（Ｓ组）和北方群体（Ｎ组）肠道组织的对比中，Ｎ组表达量随时间增加的变化呈现逐步降低的趋
势，Ｓ组呈现先升高后降低的趋势，且除ｈｓｐ７０外，Ｓ组其他基因在各个时间点的表达量都低于Ｎ组。Ｓ组和Ｎ
组体壁中ＳＯＤ和ＬＳＺ活性随着温度升高呈先升高后降低的趋势，而ＴＡＯＣ、ＣＡＴ、ＡＣＰ和ＡＫＰ的活性随温度
升高呈下降趋势；除２８℃下Ｓ组ＴＡＯＣ和ＣＡＴ的活性低于Ｎ组外，在其他温度下，Ｓ组各个酶的活性都高于
Ｎ组。结果表明，仿刺参南移养殖群体在福建地区经历了一周年的养殖后，表现出了更高的温度耐受能力。
关键词：仿刺参；高温胁迫；热休克蛋白；免疫酶活力
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　　仿刺参（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）隶属于海参纲
（Ｈｏｌｏｔｈｕｒｏｉｄｅａ）辛那参目（Ｓｙｎａｌｌａｃｔｉｄａ）刺参科
（Ｓｔｉｃｈｏｐｏｄｉｄａｅ）仿刺参属（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ），温带种，
主要分布在北太平洋浅海，包括日本、朝鲜、俄罗

斯远东沿海和中国北部沿海，主要栖息地为岩礁

或细沙泥底质的潮间带，主要摄食沉积于海底表

层的藻类碎屑、浮游动植物尸体、微生物以及夹

杂其中的泥沙等颗粒［１２］。仿刺参是食用海参中

品质最好、分布最广、产量最大的品种，仿刺参养

殖是我国水产养殖的重要产业之一。

温度是影响仿刺参生存、生长、繁殖的重要

因子之一，一般适宜的温度为１０～２５℃ ［３］。温

度过高或过低都会抑制仿刺参生长，增加发病

率。另外，在夏季水温升高时，仿刺参为适应高

温环境会进入夏眠，停止摄食、体质量减轻。在

温度升高过程中，仿刺参在生理生化水平上随之

发生改变来适应高温带来的影响。目前关于仿

刺参受温度影响的研究比较广泛。徐冬雪［４］研

究了仿刺参热胁迫响应机制；赵欢［５］研究了仿刺

参温度胁迫下热休克蛋白的表达变化；臧元奇［６］

探究了仿刺参在不同环境胁迫下的生理生态学

响应机制。ＷＡＮＧ等［７］和王方雨［８］研究了夏眠

期间仿刺参体腔液内免疫酶活性变化；ＪＩ等［９］研

究了升温与夏眠过程中仿刺参的免疫生理反应；

ＤＯＮＧ等［１０］研究了在不同温度变化下仿刺参体

内过氧化氢酶（ＣＡＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）
活性变化，探讨了高温驯化下仿刺参的热耐受

性。本研究以南移养殖仿刺参和北方养殖仿刺

参为实验材料，在室内不同温度环境条件，比较

研究南移养殖仿刺参群体和北方养殖仿刺参群

体热休克蛋白基因 ｈｓｐ１０、ｈｓｐ６０、ｈｓｐ７０和 ｈｓｐ９０
在不同温度下的变化情况，以及两个仿刺参群体

抗氧化酶、磷酸酶和溶菌酶活力的变化情况，以

期为南移仿刺参的良种选育和幼苗培育提供参
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考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用南移仿刺参来自福建省水产研究

所东山基地（福建漳州）培育的１龄仿刺参，北方
群体来自山东烟台地区培育的 １龄仿刺参。每
组各随机选取 １００只健康仿刺参，其中，南移仿
刺参平均体质量为（３０．８±３．６）ｇ，北方仿刺参平
均体质量为（２７．８±１．９）ｇ。
１．２　方法
１．２．１　试验设计

仿刺参暂养在实验室的水槽中，水温控制在

１６℃。２０２１年１月８日开始试验，根据南方仿刺
参养殖环境的温度变化设置 ５个温度梯度：１６
（对照组）、２０、２４、２８和３２℃。将南移仿刺参标
记为Ｓ组，北方仿刺参标记为 Ｎ组。Ｓ组和 Ｎ组
两组各设置５个平行，每个平行２０只仿刺参，对
应５个温度梯度。试验采用急性温度胁迫的方
法，提前将海水用控温设备严格控制在相应温

度，温度差控制在±０．５℃。试验持续４８ｈ，分别
在０、３、６、１２、２４和４８ｈ时，每组随机取３只仿刺
参解剖采样，采集仿刺参的体壁和肠道，每组 ３

个重复。在１２ｈ时取体壁组织测定酶活。将样
本组织存放在２ｍＬ的ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管中，放入
液氮冷冻后转移到－８０℃冰箱中保存。
１．２．２　总ＲＮＡ的提取

取混合的组织样品１０～２０ｍｇ用 ＦａｓｔＰｕｒｅ

Ｃｅｌｌ／ＴｉｓｓｕｅＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔＶ２试剂盒（南
京诺唯赞生物科技股份有限公司）提取 ＲＮＡ，用
超微分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）检测ＲＮＡ的纯
度和含量。

１．２．３　ｃＤＮＡ的制备
用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＡｌｌｉｎＯｎｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ （ＯｎｅＳｔｅｐｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖａｌ，北京全式金生物技术有限公司）试剂盒
进行 逆 转 录，反 应 体 系 （共 ２０μＬ）：５×
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＡｌｌｉｎＯｎｅＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ４μＬ，
ｇＤＮＡ去除剂 １μＬ，总 ＲＮＡ２００ｎｇ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ补足２０μＬ。样品混合均匀后在 ＰＣＲ仪上
进行逆转录反应，反应条件为４２℃孵育１５ｍｉｎ，
８５℃反应５ｓ。
１．２．４　引物的选择与合成

查找文献选择相应基因的引物序列（表１），
引物由铂尚生物技术有限公司（上海）合成。

表１　仿刺参实时荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｆｏｒＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

基因 Ｇｅｎｅ 上游引物（５′３′）Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） 下游引物（５′３′）Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

βａｃｔｉｎ［４］ ＧＧＧＣＣＡＧＣＡＴＴＣＣＡＣＴＡＡＴＡ ＴＧＣＣＡＣＧＧＧＡＧＧＴＡＣＴＡＡＡＣ
ｈｓｐ１０［４］ ＧＴＧＴＡＧＧＴＧＡＴＡＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＴ ＧＴＧＴＡＧＧＴＧＡＴＡＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＴ
ｈｓｐ６０［４］ ＴＧＴＴＧＣＡＧＧＧＡＧＴＴＧＡＴＣＴＣＴ ＣＣＡＡＣＡＴＴＣＴＧＣＣＡＴＣＴＧＴＣＴ
ｈｓｐ７０［４］ ＧＴＣＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴＧＡＡＡＣＡＧＣ ＣＴＡＴＣＴＴＡＧＧＡＡＣＧＣＣＴＣＧＴＧ
ｈｓｐ９０［５］ ＣＴＧＡＡＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＣＣＣＡＴＣＴＧ ＣＡＡＧＡＧＴＧＣＡＣＧＧＡＡＣＴＣＣＡＡＣＴ

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ
用 ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公司），在

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６上进行荧光定量 ＰＣＲ。反应体系
（共 ２０μＬ）：２×ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，ｃＤＮＡ
模板４μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ的反应体系。反
应程序：９５℃预变性３０ｓ；９５℃下变性１０ｓ，５６
℃下３０ｓ，７２℃下退火３０ｓ，共进行４５个循环；溶
解曲线阶段 ９５℃下变性 １０ｓ，６５℃下退火 １
ｍｉｎ，９５℃下延伸１５ｓ。每个样品３个平行试验

以减小误差。

１．２．６　免疫指标测定
利用南京建成生物工程研究所试剂盒测定

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、总
抗氧化能力（ＴＡＯＣ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性
磷酸酶（ＡＫＰ）和溶菌酶（ＬＳＺ）。
１．２．７　数据处理

以βａｃｔｉｎ为内参基因，采用 ２－ΔΔＣｔ的方法计
算出各候选基因的相对表达量，用 Ｅｘｃｅｌ软件统
计仿刺参南移群体（Ｓ组）和北方群体（Ｎ组）在
不同温度下的 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＴＡＯＣ、ＡＣＰ、ＡＫＰ和

２６３１



６期 杨福元，等：高温胁迫对南移仿刺参热休克蛋白基因和免疫酶活力的影响

ＬＳＺ酶活力的平均值和标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ），所得
结果用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析，在单因素
ＡＮＯＶＡ方差分析达到显著水平（Ｐ＜０．０５）时，
采用Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较。

２　结果

２．１　高温胁迫下仿刺参的状态变化
在试验过程中发现温度在２８℃以下时，Ｎ组

和Ｓ组仿刺参无明显差异，而在３２℃的高温组
中，Ｎ组从实验开始时仿刺参表现出无附着力的
状态，Ｓ组在胁迫开始３ｈ前无异常现象；温度胁
迫１２ｈ后，Ｎ组出现化皮死亡；胁迫２４ｈ后，Ｎ组
仿刺参全部死亡；而 Ｓ组仿刺参仅出现吐脏现
象；胁迫４８ｈ后，Ｓ组仍有３只存活：见图１。结
果表明，南移仿刺参养殖群体较北方养殖群体具

有更强的温度耐受特性。

２．２　高温胁迫下南移仿刺参热休克蛋白基因的
表达变化

２．２．１　高温胁迫下南移仿刺参 ｈｓｐ１０基因的表
达变化

利用 ｑＲＴＰＣＲ技术检测仿刺参 ｈｓｐ１０的
ｍＲＮＡ在肠道组织中的表达量。结果显示（图
２），随着温度的升高，ｈｓｐ１０的 ｍＲＮＡ表达量在肠
道中有不同程度的提高，和对照组相比，３２℃组
的热休克蛋白基因表达量有极显著性上调（Ｐ＜
０．０５），而在其他温度组中热休克蛋白基因的表
达量都有不同程度的上调。在３２℃条件下，随
着胁迫时间的增长，仿刺参肠道组织中的 ｈｓｐ１０
ｍＲＮＡ表达量呈上升趋势，其中６ｈ前无显著差
异（Ｐ＞０．０５），而在 １２ｈ后呈显著升高（Ｐ＜
０．０５）。

图１　３２℃胁迫条件下南移养殖仿刺参和北方养殖仿刺参的行为变化
Ｆｉｇ．１　Ｂｅｈａｖｉｏｒｃｈａｎｇｅｓａｔ３２℃ ｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｓｏｕｔｈａｎｄｎｏｒｔｈｏｆＣｈｉｎａ

２．２．２　高温胁迫下南移仿刺参 ｈｓｐ６０基因的表
达变化

仿刺参肠道组织中ｈｓｐ６０基因的表达情况与
ｈｓｐ１０基本类似。如图３所示，ｈｓｐ６０的 ｍＲＮＡ在
高温下的表达量有大幅度的上调。其中，３２℃温
度组ｈｓｐ６０基因的ｍＲＮＡ在肠道中的表达量随时
间的延长都呈逐步上升趋势，对照组中 ｈｓｐ６０基
因的ｍＲＮＡ表达量最低。其中，３ｈ和６ｈ组，１２
ｈ和 ２４ｈ组之间，ｈｓｐ６０的表达量无显著差异
（Ｐ＞０．０５），而在２４ｈ和４８ｈ组之间，ｈｓｐ６０的表
达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２．３　高温胁迫下南移仿刺参 ｈｓｐ７０的表达
变化

如图４所示，仿刺参 ｈｓｐ７０基因对温度刺激
更加敏感，在３２℃刺激下，仿刺参肠道组织中的
ｈｓｐ７０的 ｍＲＮＡ表达量显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５），其中在３ｈ时 ｈｓｐ７０ｍＲＮＡ的表达量是对
照组的６９０８．８２倍，在２４ｈ内，随着时间的延长，
其表达量呈现先升高再降低的趋势，但在 ４８ｈ
时，ｈｓｐ７０ｍＲＮＡ的表达量急剧上升，显著高于其
他时间组（Ｐ＜０．０５），是对照组的８９６９．８１倍。
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标有不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞
０．０５）．

图２　不同温度（ａ）和同一温度（３２℃）不同时间（ｂ）胁迫条件下仿刺参肠道ｈｓｐ１０基因的相对表达量
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓｐ１０ｇｅｎｅｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｏｆｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（３２℃）ａｎｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（ｂ）ｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

标有不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞
０．０５）．

图３　不同温度（ａ）和同一温度（３２℃）不同时间（ｂ）胁迫条件下仿刺参肠道ｈｓｐ６０基因的相对表达量
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓｐ６０ｇｅｎｅｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｏｆｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（３２℃）ａｎｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（ｂ）ｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．２．４　高温胁迫下南移仿刺参 ｈｓｐ９０基因的表
达变化

由图５可以看出，随着温度的升高，热休克
蛋白基因 ｈｓｐ９０ｍＲＮＡ的表达量呈逐渐升高趋
势，在温度达到３２℃后，表达量相比于１６、２０、２４

和２８℃温度组显著上升。在３２℃胁迫下，在４８
ｈ时的表达量达到峰值，而在胁迫 ６、１２和 ２４ｈ
时，ｈｓｐ９０ｍＲＮＡ的表达量无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。
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标有不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞
０．０５）．

图４　不同温度（ａ）和同一温度（３２℃）不同时间（ｂ）胁迫条件下仿刺参肠道ｈｓｐ７０基因的相对表达量
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓｐ７０ｇｅｎｅｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｏｆｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（３２℃）ａｎｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（ｂ）ｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

标有不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

图５　不同温度（ａ）和同一温度（３２℃）不同时间（ｂ）胁迫条件下仿刺参肠道ｈｓｐ９０基因的相对表达量
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓｐ９０ｇｅｎｅｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｏｆｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（３２℃）ａｎｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（ｂ）ｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．２．５　南、北方养殖仿刺参群体在高温胁迫下
热休克蛋白基因的表达变化

由图６所示，在２８℃的急性胁迫下，Ｎ组群
体的热休克蛋白基因表达都呈现逐渐降低的趋

势，Ｓ组则呈现先升高后降低的趋势。热休克蛋
白基因 ｈｓｐ１０、ｈｓｐ６０和 ｈｓｐ９０的 ｍＲＮＡ表达量在

肠道中呈现出相似的变化情况，Ｎ组热休克蛋白
基因的ｍＲＮＡ表达量在各个时间点都高于 Ｓ组。
在胁迫３ｈ后Ｎ组热休克蛋白基因的表达量达到
峰值，并随着时间延长而逐步降低，而 Ｓ组基因
峰值出现的时间晚于Ｎ组。
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不同小写字母表示同一群体内不同处理时间热休克蛋白基因的相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示相同处理时间
下Ｎ组和Ｓ组热休克蛋白基因的相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ
ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＮｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＳｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

图６　２８℃下仿刺参肠道中ｈｓｐ１０（ａ）、ｈｓｐ６０（ｂ）、ｈｓｐ７０（ｃ）和ｈｓｐ９０（ｄ）基因相对表达量
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓｐ１０（ａ），ｈｓｐ６０（ｂ），ｈｓｐ７０（ｃ）ａｎｄｈｓｐ９０（ｄ）ｇｅｎｅｓ

ｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓａｔ２８℃

２．３　高温胁迫下仿刺参主要免疫酶活性测定
２．３．１　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）

由图７可知，仿刺参体壁ＳＯＤ酶活力受温度
的影响显著（Ｐ＜０．０５），在 Ｎ组和 Ｓ组均呈现先
升高后降低的趋势，在１６、２０、２８和３２℃刺激下，
Ｓ组的ＳＯＤ酶活力均显著高于 Ｎ组，而在２４℃
时两组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。Ｎ组：２０℃时
ＳＯＤ酶活力最高，显著高于１６、２８和３２℃时的
ＳＯＤ酶活力。Ｓ组：２０℃时 ＳＯＤ酶活力最高，且
显著高于其他温度组（Ｐ＜０．０５）。

２．３．２　过氧化氢酶（ＣＡＴ）
仿刺参体壁 ＣＡＴ酶活力变化见图８，随着温

度的升高，Ｎ组和 Ｓ组的 ＣＡＴ酶活力逐渐降低。
除在２８℃外，其余温度组中 Ｓ组仿刺参体壁的
ＣＡＴ酶活力显著高于 Ｎ组（Ｐ＜０．０５）。Ｎ组：随
着温度升高，仿刺参体壁的ＣＡＴ酶活力呈下降趋
势，各个温度组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。Ｓ组：
在２８和３２℃胁迫条件下的仿刺参 ＣＡＴ酶活力
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ
组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图７　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＳＯＤ酶活力变化
Ｆｉｇ．７　ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ
组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图８　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＣＡＴ酶活力变化
Ｆｉｇ．８　ＣＡＴａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３．３　总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）
由图９所示，随着温度的升高，Ｎ组和Ｓ组仿

刺参体壁组织的 ＴＡＯＣ酶活力呈下降趋势。Ｎ
组：在１６℃时 ＴＡＯＣ酶活力最高，且显著高于

２０、２４、２８和３２℃温度组（Ｐ＜０．０５），而在２４、２８
和３２℃温度组之间没有显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
Ｓ组：１６℃下ＴＡＯＣ酶活力显著高于其他温度组
（Ｐ＜０．０５），２８和３２℃之间无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。Ｎ组和Ｓ组在１６、２４和２８℃下的ＴＡＯＣ
酶活力具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），且除２４℃
外，Ｓ组的ＴＡＯＣ酶活力都高于Ｎ组。

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ
组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图９　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＴＡＯＣ酶活力变化
Ｆｉｇ．９　ＴＡＯＣａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３．４　酸性磷酸酶（ＡＣＰ）
由图１０可以看出，随着温度的升高，Ｎ组和

Ｓ组的ＡＣＰ酶活力均呈下降趋势，且温度对两组
仿刺参体壁ＡＣＰ酶活力影响显著（Ｐ＜０．０５）。Ｓ
组在各个温度下ＡＣＰ酶活力均高于 Ｎ组，Ｓ组和
Ｎ组在１６℃下的 ＡＣＰ酶活力差异不显著（Ｐ＞
０．０５），在其他温度下两组具有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。Ｎ组：在１６～３２℃各温度下的ＡＣＰ酶活
力有显著性差异（Ｐ＜０．０５），１６℃时的ＡＣＰ酶活
力最高。Ｓ组：在１６℃和２０℃之间 ＡＣＰ酶活力
无显著性差异（Ｐ＞０．０５），均显著高于２４、２８和
３２℃下的ＡＣＰ酶活力（Ｐ＜０．０５）。
２．３．５　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）

由图１１所示，随着温度升高，Ｎ组和 Ｓ组的
ＡＫＰ酶活力均呈下降趋势，且两组在１６℃和２０
℃的 ＡＣＰ酶活力与其他组之间存在显著差异
（Ｐ＜０．０５），而在２４、２８和３２℃组之间差异不显
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著（Ｐ＞０．０５），Ｎ组和 Ｓ组在１６和２０℃温度下
的ＡＣＰ酶活力有显著性差异（Ｐ＜０．０５），在其他
温度下差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ

组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ

ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图１０　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＡＣＰ酶活力变化
Ｆｉｇ．１０　ＡＣＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ
组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图１１　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＡＫＰ酶活力变化
Ｆｉｇ．１１　ＡＫＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３．６　溶菌酶（ＬＳＺ）
由图１２可以看出，随着温度的升高，Ｎ组和

Ｓ组的ＬＳＺ酶活力呈现先升高后降低的趋势，温
度对 ＬＳＺ酶活力变化影响显著。Ｎ组：２８℃时
ＬＳＺ酶活力最高，显著高于其他温度下的 ＬＳＺ酶
活力（Ｐ＜０．０５），除２４和３２℃之间差异不显著
（Ｐ＞０．０５）外，其他各组间均具有显著差异（Ｐ＜
０．０５）。Ｓ组：２８℃下的ＬＳＺ酶活力最高，显著高
于其他温度下的ＬＳＺ酶活力，且每个温度下 Ｓ组
的ＬＳＺ酶活力均显著高于Ｎ组（Ｐ＜０．０５）。

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力差

异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示同一温度下 Ｎ组和 Ｓ
组免疫酶活力差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐＮａｎｄＳａｔｔｈｅｓａｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｐ＜０．０５）．

图１２　不同温度胁迫下仿刺参体壁ＬＳＺ酶活力变化
Ｆｉｇ．１２　ＬＳＺａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

３　讨论

３．１　热休克蛋白基因
热休克蛋白基因是一种在受到热刺激后被

激活表达，产生一组特殊蛋白并抑制合成其他蛋

白，所产生的蛋白质称为热休克蛋白。热休克蛋

白是一类结构和功能非常保守的蛋白家族。热

休克蛋白可以加速热胁迫下非正常折叠的蛋白

降解，或者使这些错误构象的蛋白进行重新折

叠，为细胞提供有效保护［１１］。本研究中，高温诱

导仿刺参的 ｈｓｐ１０、ｈｓｐ６０、ｈｓｐ７０、ｈｓｐ９０基因表达
量显著上调。随着温度的升高，４种热休克蛋白
基因的表达均呈上升趋势，尤其在３２℃下，ｈｓｐｓ
基因的表达量相比于１６℃时有极显著的升高。
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在对其他物种的研究中，ＨＵＡＮＧ等［１２］发现凡纳

滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）的 ｈｓｐ６０基因表达
上升。在斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）和中国明
对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）的研究中发现，
ｈｓｐ７０和ｈｓｐ９０的表达被显著诱导上升［１３１５］。在

罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）［１６］及三疣
梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）［１７］的研究中也

有相似的结果。其次，在３２℃刺激下，随着胁迫
时间的延长，热休克蛋白基因的表达量呈上升趋

势。在徐冬雪［４］的研究中，２６℃胁迫下，ＨＳＰｓ的
表达呈现先升高再下降的变化，在４～８ｈ内达到
峰值。这一点与本研究中结果有所区别，热休克

反应的衰减说明之前 ｈｓｐｓ的累积已减轻了细胞
内的蛋白损伤，细胞将更多能量用于其他细胞活

动。而在本研究中，胁迫温度相对较高，对于仿

刺参造成了更为严重的损伤，仿刺参体内的ＨＳＰｓ
不足以修复或减缓细胞内的蛋白损伤，导致随着

胁迫时间的延长，ｈｓｐｓ基因的表达进一步升高。
在３２℃刺激的２４ｈ内，ｈｓｐ７０的表达呈先升高再
降低的趋势，然后在４８ｈ时其表达量又急剧上
升，并且 ｈｓｐ７０的表达量比 ｈｓｐ１０、ｈｓｐ６０和 ｈｓｐ９０
更高。推测其主要原因是不同 ｈｓｐｓ在高温刺激
下发挥的作用不同。例如：ｈｓｐ１０在细胞受到高
温等刺激下大量表达，是调节细胞凋亡的关键信

号通路，通过抑制细胞凋亡的发生，发挥保护细

胞作用；ｈｓｐ６０可参与蛋白折叠、蛋白转运和复杂
蛋白的组装等；ｈｓｐ９０主要参与某些转录因子和
蛋白激酶的构象调节；ｈｓｐ７０在热胁迫下的功能
更为广泛，可以帮助细胞质、线粒体、内质网内的

蛋白正确折叠等［１１，１８１９］。本研究结果发现，南移

养殖仿刺参在高温胁迫下受损伤程度更低，且其

热休克蛋白基因的表达量显著低于北方养殖仿

刺参群体，这种变化表明，南移仿刺参具有更好

的耐高温能力。

３．２　高温胁迫对南移仿刺参抗氧化能力的影响
环境温度的变化会引起仿刺参机体的生理

免疫等反应发生变化；随着温度升高，会引起仿

刺参代谢水平的变化，增加活性氧的形成，导致

仿刺参体内氧化过程和抗氧化防御系统之间的

失衡，从而引起氧化胁迫，造成机体组织损伤［２０］。

ＳＯＤ是第一个对抗活性氧自由基的抗氧化酶，参
与清除体内超氧阴离子自由基，可以防止机体损

伤和衰老；ＣＡＴ是生物体内过氧化物酶体的标志

酶，能够催化过氧化氢分解；ＴＡＯＣ是生物体对
外来刺激的应激能力，是衡量机体抗氧化系统功

能状态的综合性指标［２１２２］。在本研究中，随着温

度的升高，Ｓ组与Ｎ组体壁中的 ＳＯＤ活性均呈先
升高后降低的趋势，且在２８℃和３２℃的高温胁
迫组中，Ｓ组体壁的 ＳＯＤ酶活力均显著高于 Ｎ
组。南、北方两个群体的仿刺参体壁 ＣＡＴ和 Ｔ
ＡＯＣ酶活力均随温度的升高而降低，这一变化趋
势与刘石林等［２３］研究的高温胁迫下仿刺参耐高

温群体与普通群体抗氧酶活性变化趋势相似，这

表明在急性高温胁迫下，随着温度的提高，仿刺

参体内的活性氧急剧上升抑制了抗氧化酶的活

性，进而导致仿刺参组织受损而死亡，但 Ｓ组由
于长时间生活在较高温度的自然环境中，相对于

Ｎ组，Ｓ组的抗氧化酶活性显著高于Ｎ组。因此，
南移仿刺参在高温胁迫时仍具有较强的保护机

体免受氧化损伤的能力。

３．３　高温胁迫对南移仿刺参磷酸酶活力的影响
酸性磷酸酶，广泛分布于生物界，一般认为

其位于溶酶体内，是溶酶体的标志酶。与碱性磷

酸酶相对应，酸性磷酸酶可以在酸性环境下催化

各种醇和酚的磷酸酯进行水解反应。碱性磷酸

酶在碱性环境下，既可催化各种醇和酚的磷酸酯

进行水解反应，又有磷酸的转移作用，因此在细

胞膜上较为活跃［６，２４］。本研究中，随着温度的升

高，Ｓ组和Ｎ组的ＡＣＰ和 ＡＫＰ呈下降趋势，这与
仿刺参在干露［２５］、饥饿和夏眠［２６］等胁迫条件下

酶活力随时间的变化趋势基本一致；杨东敏等［２７］

研究发现菲律宾蛤仔在高温胁迫条件下 ＡＫＰ同
样出现了降低的趋势。Ｓ组在不同温度下的ＡＣＰ
和ＡＫＰ活力高于Ｎ组，尤其在２０～３２℃，Ｓ组的
ＡＣＰ活力显著高于Ｎ组。这表明，相对于Ｎ组，Ｓ
组常年处于较高的温度下，对高温具有较强的适

应力，在高温胁迫下具有较强的免疫防御能力。

３．４　高温胁迫对南移仿刺参溶菌酶活力的影响
溶菌酶（ＬＳＺ）是一种碱性蛋白酶，广泛存在

于生物体许多组织和体液中，是专门作用于微生

物细胞壁的水解酶，在抵抗外来病原生物入侵中

起重要的作用［２８２９］。本研究发现，随着温度升

高，Ｓ组和Ｎ组体壁的 ＬＳＺ酶活力呈先升高后降
低的趋势。相关研究表明，温度对溶菌酶活力变

化影响显著。曹学顺等［２０］对仿刺参的研究发现，

升温过程中仿刺参体腔液 ＬＳＺ酶活性先升高后
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降低又升高；刘石林等［２３］对仿刺参研究发现，随

着海水温度的上升，ＬＳＺ酶活力也呈先升高后降
低的变化趋势；秦艺铭等［２１］研究发现在急剧升温

方式下，２３、２７℃处理组毛蚶肝胰腺中 ＬＳＺ酶活
性随时间的变化趋势为先升后降。这与本研究

中ＬＳＺ酶活力变化趋势相一致。以上结果表明，
一定程度范围内的温度胁迫可以增强 ＬＳＺ酶活
力，但超过机体的耐受范围就会破坏机体的免疫

系统，导致 ＬＳＺ酶活力降低，最后危及生物的生
命。
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３５１．
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