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草地贪夜蛾的冷识别温度及低温胁迫下Hsp70和Hsp90
基因的响应
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摘　要: 为了探明草地贪夜蛾（Spodoptera frugiperda）幼虫和蛹的抗寒能力，室内测定了草地贪夜蛾1 ~ 6龄幼

虫和蛹在低温条件下的死亡率，拟合线性回归方程，统计各发育阶段的冷识别温度，得到1 ~ 6龄幼虫和蛹的

冷识别温度分别为-7. 80 ℃、-9. 70 ℃、-9. 61 ℃、-8. 78 ℃、-8. 29 ℃、-8. 05 ℃和-9. 51 ℃。通过实时荧光定

量PCR对常温饲养和低温处理的草地贪夜蛾的Hsp 70基因（GenBank登录号：NC_064223. 1）和Hsp 90基因

（GenBank登录号：MN832694）进行表达分析，结果表明2种处理的草地贪夜蛾的Hsp 70基因和Hsp 90基因在

不同发育阶段表达量均不同，经过低温处理后，Hsp70基因在1龄幼虫中表达量显著降低（P < 0. 05），在2 ~ 6
龄幼虫和蛹中表达量极显著增加（P < 0. 01）；Hsp90基因在1 ~ 6龄幼虫中表达量极显著增加（P < 0. 01），在

蛹中表达量极显著降低（P < 0. 01）。
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草地贪夜蛾（Spodoptera frugiperda）属鳞翅目

夜蛾科，是一种迁飞性农作物害虫，原产于美洲热

带及亚热带地区。2018年12月11日，在中国云南

西部地区首次发现有草地贪夜蛾迁入［1］，其寄主广

泛，幼虫可为害多种粮食作物，并且具有适生区域

广、迁飞速度快、繁殖能力强、防控难度大的特点，

不防治或防治不及时，可造成30% ~ 50%的产量损

失，目前逐步在我国定殖，对我国粮食安全生产威

胁巨大［2］。根据草地贪夜蛾的发生规律和防控需

要，将其发生区分为周年繁殖区、迁飞过渡区和重

点防范区，黄淮海地区作为草地贪夜蛾的重点防

范区，面临着巨大的防控压力。

环境胁迫是影响草地贪夜蛾生命活动的重

要因素之一，在环境中的分布和丰度取决于该虫

对环境变化的适应能力。草地贪夜蛾在冬季没

有滞育特性，在中国北方大部分地区无法越冬［3］，

近年来对草地贪夜蛾越冬情况的研究结果表明，

我国草地贪夜蛾周年繁殖区位于 28°N 以南，即

1月份平均温度 10 ℃等温线以南区域；越冬区在

28°~ 31°N之间，即 1月份平均温度 6 ~ 10 ℃等温

线之间［4］。草地贪夜蛾具有一定的耐低温能力，

但连续 10 d 左右的 10 ℃以下环境可使其幼虫全

部死亡［5］，连续 35 d 7 ℃的低温环境可使其幼虫、

蛹、成虫全部死亡［6］。昆虫在长期的进化过程中，
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形成了对突然和不可预测的温度变化的迅速冷

识别的能力有助于其低温生存，特别是在春季和

秋季，季节适应性不完全或消退时，几分钟内可

被低温诱导，提高存活率，并保护其免受冷休克

造成的伤害，在草地贪夜蛾中是否有这种现象目

前尚未见报道。

目前对草地贪夜蛾抗寒能力的研究多为过冷

却点及结冰点的测定、不同环境或生长条件对其

过冷却点及结冰点的影响。过冷却点和结冰点能

够反映昆虫的耐寒性强弱，在昆虫的耐寒性研究

方面具有重要意义［7−8］，但越来越多的研究结果发

现，当环境温度或昆虫体温高于其过冷却点时也

会出现大量的死亡，昆虫的耐寒能力并不能仅依

赖过冷却点判断，一种昆虫的耐寒性强弱最终取

决于其低温存活率［9］。目前，草地贪夜蛾在河南省

不能越冬，本课题组于2020年10月25日在河南省

新乡市新乡县小冀镇张后线东段晚播青贮玉米田

玉米嫩穗部和2021年11月2日在河南省太康县小

麦田小麦根部均发现了 6龄幼虫活虫，因此，还需

要进一步测定其冷识别温度。

昆虫是一种变温动物，易受外界环境影响，气

象因素中温度对昆虫的影响最显著，在昆虫的生

长发育、生存、生殖和行为等多方面都具有重要影

响［10］。昆虫对极端温度胁迫的响应包括行为上的

躲避和分子水平上的基因调控等。热激蛋白（heat 
shock proteins，Hsp）又称热休克蛋白，早期研究认

为是生物在高温胁迫时表达提高的一类蛋白质，

随后发现Hsp基因可被高温、低温、高盐和紫外线

等多种因素诱导，Hsp的高表达是生物抵抗不良环

境的一种方法［11］。Hsp70和Hsp90蛋白具有应激

诱导表达特性，其表达量和昆虫应对环境胁迫的

能力密切相关，低温下，这两个基因的应激表达反

应如何，目前尚未见报道。

本研究在实验室条件下测定了草地贪夜蛾1~
6龄幼虫和蛹的冷识别温度，并进一步利用荧光定

量 PCR 技术研究了在冷识别温度下处理 3h 后的

Hsp70基因和Hsp90基因的体外表达以明确草地贪

夜蛾幼虫和蛹的冷识别温度，Hsp70基因和Hsp90
基因在响应低温环境胁迫中的表达，为探究草地

贪夜蛾适应低温环境胁迫的机理，制定科学的防

治策略提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　供试昆虫　草地贪夜蛾 5 龄幼虫于 2021 年

10月25日采自河南省新乡市新乡县小冀镇张后线

东段（113.876 105° E，35.220 885° N），在温度为

（26 ± 1）℃，光周期为L/D=14 h/10 h的实验室内使

用人工饲料继代饲养［12］。

1.2　草地贪夜蛾幼虫和蛹的冷识别温度测定　将

供试昆虫在低温环境中处理 3 h，温度从正常饲养

温度 26.0 ℃逐步降低，致使供试昆虫死亡率为

80％的温度即为冷识别温度［13］。根据预实验的结

果，在一定温度范围内，草地贪夜蛾幼虫和蛹的死

亡率随着温度的降低而升高，当温度为-11 ℃及以

下时，幼虫和蛹的死亡率均达到 100%，据此，温度

设置为-3 ℃、-4 ℃、-5 ℃、-6 ℃、-7 ℃、-8 ℃、

-9 ℃、-10 ℃和-11 ℃，测定时将试虫直接放置在

养虫盒内，再放进低温冷光源人工气候箱（LEDR-
400A，宁波扬辉仪器有限公司）进行处理，为防止

幼虫自残，在养虫盒（下底直径×上口直径×高=
28 mm × 38 mm × 30mm）内放入人工饲料及滤纸条

制造隔离障碍，蛹则直接放入养虫盒内。每个处

理20头供试昆虫，各处理重复3次，各处理对照组

为人工气候箱中正常饲养的对应虫态的草地贪夜

蛾。处理结束后在温度为 26 ℃，湿度为 70％的人

工气候箱中正常饲养，72 h后统计存活状况，用毛

笔轻触，不能协调运动的试虫记录为死亡［13］，计算

校正死亡率。供试草地贪夜蛾蛹为群养化蛹，从

观察到有化蛹现象之后的第3天开始用于试验，随

机挑选发育正常的蛹供试。

校正死亡率（%）=（处理死亡率-对照死亡率）/
（100-对照死亡率）×100
1.3　草地贪夜蛾 Hsp70 和 Hsp90 基因的表达

分析　选取草地贪夜蛾1 ~ 6龄幼虫、蛹，按照100 mg
上述组织放入装有 1 mL Invitrogen TRIzol，加适量

液氮迅速充分研磨，按照说明书提取得到总RNA，

用DNase I酶消化后，用NanoDrop™检测并记录其

浓度，保证OD260/OD280比值在1.8 ~ 2.0之间。用1%
琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的质量，以上处理重

复3次，样品于-20 ℃保存。

以草地贪夜蛾总 RNA 为模板，使用 Prime⁃
Script™ RT reagent Kit with gDNA（TaKaRa）反转录

试剂盒，按照说明书合成 cDNA第一链。通过比对
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已知同源昆虫棉铃虫（Helicoverpa armigera）、斜纹

夜 蛾（Spodoptera litura），甜 菜 夜 蛾（Spodoptera 
exigua）的 Hsp70 和 Hsp90 基因序列及已发表文

献［14］，在保守区采用Primer 5.0软件设计引物（表1），
使用 SYBR® Premix Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）
（TaKaRa）按照说明进行RT-qPCR反应。RT-qPCR

反应：荧光定量PCR采用 20 µL PCR反应体系：2×
SuPerReal PreMix Plus 10 µL、正向和反向引物各

0.4 µL、cDNA 模 板 2 µL、ROX Reference Dye 
（50x） 0.4 µL、RNase-free ddH2O 6.8 µL；反应条件：

95 ℃预变性 1 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，
共40个循环。

1.4　数据分析　分析死亡率与处理温度的关

系，得到死亡率与处理温度的关系方程，采用

线性回归函数拟合死亡率与温度的关系，并计

算达到 80% 死亡率时的温度，即为冷识别温

度。Hsp70 和 Hsp90 基因的相对表达量以草地

贪夜蛾雌蛾 Actin 基因的表达量为基准［15］，利用

2-△△Ct 方法分析 Hsp70 和 Hsp90 基因表达的差

异［16］，实验数据结果参考田彩红等统计学分析

方法［17］，采用 3 次生物学实验重复，取 3 次实验

重复的标准差作为误差；使用独立样本 t 检验

进行两组数据间的差异显著性分析，同一处理

不同数据间差异显著性采用单因素方差分析，

采用 SPSS 24.0 软件中的 Duncan 氏多重比较对

数据进行统计分析。

2　结果与分析

2.1　草地贪夜蛾幼虫和蛹的冷识别温度　冷识别

温度测定结果表明，在一定温度范围内，草地贪夜

蛾幼虫和蛹的死亡率随着温度的降低而升高，当

温度为-11 ℃时，幼虫和蛹的死亡率均可达到

100%。线性回归分析结果表明，处理温度与死亡

率之间存在显著线性相关性，通过线性回归方程

计算死亡率为 80%时的处理温度，即为草地贪夜

蛾在该发育阶段的冷识别温度（图 1）。1 ~ 6龄草

表 1　草地贪夜蛾实时荧光定量PCR引物信息

Tab.  1　Quantitative real-time PCR primers information of S.  frugiperda

引物名称 Primers
Hsp70-F
Hsp70-R
Hsp90-F
Hsp90-R
Actin-F
Actin-R

引物序列 Sequences of Primers
CTGCCGTCGAGAAGTCTACC
AGTCCTGTACTTCTCGGCCT
CGTCTTCATCACCGACGAGT
TCACGACTCTCGTTTAGCGG
TACTCCTAAGCCTGTTGATG
TTATGTCATGGTGCCGAAT

引物用途 Usage of Primers
实时荧光定量PCR
Quantitative Real-time PCR
内参基因
Reference gene

-10 -  9 - 8 - 7 - 6 - 5 - 4

温度 Temperature/℃

温度 Temperature/℃

1龄幼虫 1st instar larvaA

-12 -10 -8 -6 -4

-12 -10 - 8 - 6 - 4 -12 -10 - 8 - 6 - 4

2龄幼虫 2nd instar larvaB

温度 Temperature/℃

3龄幼虫 3rd instar larvaC

温度 Temperature/℃

4龄幼虫 4th instar larvaD
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地贪夜蛾幼虫和蛹的冷识别温度分别为-7.80 ℃、

-9.70 ℃、-9.61 ℃、-8.78 ℃、-8.29 ℃、-8.05 ℃和

-9.51 ℃，幼虫阶段抗寒能力呈先增加再减弱趋

势（表2）。

2.2　草地贪夜蛾 Hsp70 和 Hsp90 基因的表达

分析　qRT-PCR结果表明，常温（26 ± 1）℃对照处

理中，Hsp70基因在1龄幼虫中表达量最高，在2龄
幼虫和蛹中表达量最低，Hsp90基因在蛹期表达量

最高，1龄幼虫次之（图 2-A）。各发育虫态的草地

贪夜蛾在冷识别温度处理后，Hsp70基因和Hsp90
基因均在1龄幼虫中相对表达量最高（图2-B）。

不同发育阶段的草地贪夜蛾，以常温（26 ± 1）℃处

理作为对照，在冷识别温度处理下的Hsp70基因和Hsp90
基因体外表达分析结果表明，经过低温处理后，Hsp70
基因在1龄幼虫中表达量显著降低（P < 0.05），在2 ~ 
6龄幼虫和蛹中表达量极显著增加（P < 0.01）；Hsp90基
因在1 ~ 6龄幼虫中表达量极显著增加（P < 0.01），在
蛹中表达量极显著降低（P < 0.01）（图2-C、D）。
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0

5龄幼虫 5th instar larvaE 6龄幼虫 6th instar larvaF

温度 Temperature/℃

温度 Temperature/℃

蛹 PupaG

图 1　草地贪夜蛾1 ~ 6龄幼虫和蛹的低温死亡率

A ~ G 分别为1 ~ 6龄幼虫和蛹的低温死亡率；黑色圆点表示1个重复处理的死亡率，每个温度3次重复，每个重复20头
供试昆虫。

Fig. 1　Mortality of 1st~6th instar larvae and pupae of S.  frugiperda exposed to low temperature
A ~ G are 1st ~ 6th instar larvae and pupae， respectively； black dots represent the mortality rate of 1 replicate treatment， with 

3 replicates per temperature and 20 test insects per replicate.

表 2　草地贪夜蛾1~6龄幼虫冷识别温度

Tab.  2　Discriminating temperatures for 1st~6th instar larvae of S.  frugiperda

虫态
Stage

1龄幼虫 1st instar
2龄幼虫 2nd instar
3龄幼虫 3rd instar
4龄幼虫 4th instar
5龄幼虫 5th instar
6龄幼虫 6th instar

蛹 Pupae

回归方程
Regression equation

y=-0.15x-0.370
y=-0.203 8x-1.176 8
y=-0.177 4x-0.904 8
y=-0.217 1x-1.106 3
y=-0.233 3x-1.133 3
y=-0.197 1x-0.787
y=-0.173 8x-0.852 4

R2

0.968 0
0.960 2
0.979 2
0.906 4
0.890 9
0.940 5
0.972 4

冷识别温度/℃
Discriminating temperature

-7.80
-9.70
-9.61
-8.78
-8.29
-8.05
-9.51
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3　讨 论

草地贪夜蛾逐步在我国定殖，目前已成为当

地各季玉米的重要害虫，入侵前全玉米生育期只

防治 1 ~ 2次，目前普遍需防治 3 ~ 6次，导致生产

成本增加。明确草地贪夜蛾的冷识别温度尤为重

要，对明确草地贪夜蛾在我国的定殖地具有参考

意义。目前，专家学者通过测定草地贪夜蛾的过

冷却点和结冰点研究草地贪夜蛾的耐寒能力，发

现不同地区、不同温度处理、不同食料饲养的草地

贪夜蛾过冷却点及结冰点在3 ~ 6龄幼虫均为逐渐

升高［18−20］，其中，罗举等［18］的结果表明 2龄幼虫过

冷却点与结冰点低于1龄幼虫，2 ~ 6龄幼虫过冷却

点与结冰点逐渐升高，本研究的冷识别温度变化

趋势与之相吻合，但是这些研究测定的过冷却点

及结冰点结果均偏低，与田间越冬调查情况不

符［5−6］，也有很多昆虫未到达其过冷却点便出现死

亡［21］。因此，过冷却点与结冰点并不能准确反映

昆虫的抗寒能力，冷识别温度更能与田间发生实

际相拟合。

目前在草地贪夜蛾不同发育阶段耐寒能力方

面有较多的研究，但并未见具体的草地贪夜蛾的

冷识别温度的研究。本文不同龄期草地贪夜蛾冷

识别温度变化趋势与张同强等［22］的过冷却点温度

变化相似。Foster和Cherry在低温箱中处理草地贪

夜蛾 3 h，结果表明不同虫态的耐寒力由强到弱依

次为卵>低龄幼虫>蛹>成虫［23］。邱良妙等通过测

定草地贪夜蛾在 0 ℃条件下不同发育阶段存活率

评估其抗寒能力，结果表明抗寒能力由强到弱依

次为 1龄幼虫 > 2龄幼虫 > 蛹 > 3龄幼虫 > 4龄幼

虫 > 5龄幼虫 > 6龄幼虫［24］，均为2 ~ 6龄幼虫抗寒

能力逐渐降低，蛹的抗寒能力强于4 ~ 6龄幼虫，可

能由于供试昆虫来自不同地理种群及实验方法和

处理温度造成一定差异。本研究中，虽然2龄幼虫

和3龄幼虫冷识别温度低于蛹的冷识别温度，邱良

妙等的研究结果表明在 0 ℃以上低温处理条件下

图 2　Hsp70基因和Hsp90基因在不同处理草地贪夜蛾中的表达量

图A、B中大写字母表示不同发育虫态处理间Hsp70基因表达差异显著性，小写字母表示不同发育虫态处理间Hsp90基
因表达差异显著性。

Fig. 2　The expression levels of Hsp70 gene and Hsp90 gene in S. frugiperda at different temperatures
In Figs. A and B， the uppercase letters indicate the significant difference between Hsp70 treatments， and the lowercase letters 

indicate the significant difference between Hsp90 treatments.
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蛹的抗寒能力更强［24］，推测实验中温度变化较快，

会引起一定的误差，蛹较低龄幼虫相比体内积累

了更多的营养物质，因此在长期且缓慢降低温度

的野外条件下更适宜越冬。

Hsp70基因和Hsp90基因属于热激蛋白Hsps，
是生物进化过程中最保守的蛋白家族之一，在面

对多种环境胁迫时，生物会通过热激蛋白的表达

与调控进行自我保护［25］。比如绿豆象（Callosobru⁃
chus chinensis）［26］、马铃薯甲虫（Leptinotarsa decem⁃
lineata）［27］、褐飞虱（Nilaparvata lugens）［28］在高温胁

迫条件下体内的Hsp70基因或者Hsp90基因表达量

会显著提升。同时，诸多研究表明低温胁迫同样

能引起Hsp70基因或Hsp90基因的高表达，比如马

铃薯甲虫［27］、褐飞虱［28］、香梨优斑螟（Euzophera 
pyriella）［29］会提高Hsp70基因或者Hsp90基因表达

量来抵抗低温胁迫。本研究结果表明，经过低温

胁迫后，草地贪夜蛾2 ~ 6龄幼虫和蛹体内Hsp70基
因表达量显著提高，Hsp90基因在1 ~ 6龄幼虫中表

达量显著提高，推测Hsp70基因在幼虫和蛹期抵抗

不良环境中起主要作用，Hsp70基因和Hsp90基因

共同参与幼虫阶段对低温胁迫的反应。

通过 qRT-PCR 检测 Hsp70 基因和 Hsp90 基因

在不同温度处理和不同发育阶段的相对表达量，

常温对照的Hsp70基因、低温处理的Hsp70基因和

Hsp90 基因在幼虫和蛹中均为 1 龄幼虫表达量最

高，显著高于其他龄期和蛹的表达量，与Hsp70在
韭菜迟眼蕈蚊（Bradysia cellarum）不同发育阶段中

的表达模式相同［30］，可能是因为 1龄幼虫体积小，

相对表面积较大，对环境变化敏感，易受环境温度

影响，Hsp基因的高表达有助于提高抵抗不良环境

的能力。而在沙葱莹叶甲（Galeruca daurica）中，

Hsp70基因在卵期表达量高［31］，推测Hsp70基因在

不同物种间的表达模式存在一定差异。Hsp70和
Hsp90基因在2个处理不同发育阶段表达量均存在

一定差异，表明Hsp基因在不同发育阶段表达具有

特异性［32］。

一些昆虫在较低温度下处理一段时间后会提

升耐寒能力，即低温驯化［33］，低温驯化提高耐寒性

在三叶斑潜蝇（Liriomyza trifolii）［34］、梨小食心虫

［Grapholita molesta （Busck）］［35］、油松毛虫（Dendro⁃
limus tabulaeformis Tsai et Liu）［36］、莲草直胸跳甲

（Agasicles hygrophila）［37］等昆虫中均得到验证。本

研究结果表明，低温处理会使草地贪夜蛾的Hsp70
基因及Hsp90基因高表达，推测低温驯化使昆虫体

内 Hsp 基因高表达，从而提高昆虫的耐寒能力。

Sejerkilde等认为温度驯化诱导热激蛋白的表达是

昆虫温度胁迫耐受性的主要作用机制［38］。

害虫在每年冬季忍受最低温之前，还需要忍

受非常长一段时间的亚低温环境，存在低温驯化

的情况。随着全球气候变化和种植制度的改变，

多数昆虫的越冬线北移，例如大螟（Sesamia infer⁃
ens）［39］和橘小实蝇（Bactrocera dorsalis）［40］等，在草

地贪夜蛾中是否有这种情况，有待于将来进一步

研究。本研究明确了草地贪夜蛾的冷识别温度，

表明草地贪夜蛾Hsp70基因及Hsp90基因在不同发

育阶段表达量不同，低温胁迫会诱导其高表达，在

草地贪夜蛾抵抗低温胁迫时发挥重要作用，初步

为草地贪夜蛾抗寒能力及对低温胁迫的分子机制

奠定前期理论基础。
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Determination of discriminating temperatures for 
Spodoptera frugiperda and the response of Hsp70 and Hsp90 

genes under low temperature stress

TIAN Caihong1,  ZHANG Junyi1,2,  DANG Jing3,  HUANG Jianrong1,  YIN Xinming2,  
LI Guoping1,  FENG　Hongqiang1

(1. Institute of Plant Protection, Henan Academy of Agricultural Sciences/ Henan Key Laboratory of Crop Pest Control/ Key 
Laboratory of Integrated Pest Management on Crops in Southern Region of North China, Ministry of Agriculture and Rural Affairs of 

the People’s Republic of China/ international Joint Research Laboratory for Crop Protection of Henan/Biological Pesticides 
Engineering Research Center of Henan Province, Zhengzhou, Henan 450002; 2. College of Plant Protection/ Henan International 
Laboratory for Green Pest Control, Henan Agricultural University, Zhengzhou, Henan 450002; 3. Yuzhou Science and Technology 

Bureau, Yuzhou, Xuchang, Henan 461670, China)

Abstract: Mortality rates of 1-6 instar larvae and pupae of Spodoptera frugiperda under low temperature 
conditions were measured in the laboratory to explore the cold resistance of the larvae and pupae of S. frugiperda 
(J. E. Smith). The linear regression equation was fitted and the discriminating temperatures at each 
developmental stage were calculated. The discriminating temperatures for 1-6 instar larvae and pupae were 
-7.80 °C, -9.70 °C, -9.61 °C, -8.78 °C, -8.29 °C, -8.05 °C and-9.51 °C, respectively. The expression of Hsp70 
gene (GenBank accession number: NC_064223.1) and Hsp90 gene (GenBank accession number: MN832694 ) of 
S. frugiperda reared at room temperature and treated at low temperature was analyzed by using quantitative real-
time PCR. The results showed that the expression levels of Hsp70 gene and Hsp90 gene of S. frugiperda reared at 
room temperature and treated at low temperature were different at different developmental stages. After low 
temperature treatment, the expression level of Hsp70 gene in the first instar larvae was significantly reduced 
(P < 0.05), while the expression levels in 2nd - 6th instar larvae and pupae were significantly increased 
(P < 0.01). The expression level of Hsp90 gene in 1st-6th instar larvae was significantly increased (P < 0.01), and 
the expression level in pupae was significantly decreased (P < 0.01).
Keywords: Spodoptera frugiperda； cold recognition temperature； Hsp70； Hsp90； quantitative real-time PCR
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