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摘 要 昆虫抗冻耐寒能力因其理论意义和实践价值成为当前生物学和生态学的重要研究内容。尤其昆虫

抗冻耐寒能力的测定与分析是昆虫低温生物学的热点问题。本文从昆虫生态，及生理生化层面阐述了昆虫

抗冻策略和耐寒机制类型。进一步介绍了昆虫抗冻耐寒能力的测定与分析方法：一方面，以昆虫种群为对

象，分析低温对种群存活的胁迫作用，如低温实验中种群的存活率，致死中温度或致死中时间，冷伤害上

限温度，冷害低温总和，以及低温冷伤害的死亡速率等。另一方面，以昆虫个体为对象，测定个体为适应

低温环境而采取响应机制，如昆虫个体过冷却点、含水量、能量物质、抗冻小分子物质和抗冻蛋白含量等。

在未来，从微观上看随着低温生物学拓展到基因组、转录组、蛋白质组及代谢组层次的研究，从宏观上看

随着越冬代昆虫种群数量动态及其迁飞转移行为规律与栖息地微环境气候和区域性景观格局特征等的关

系研究，有利于更全面地和深入地了解昆虫类群的抗冻策略或耐寒机制，从而为更系统地建立昆虫抗冻耐

寒能力的测定与分析方法体系提供可靠指标。
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Abstract The theoretical significance and practical value of insect cold hardiness is increasingly becoming an important part of

current biology and ecology studies and the methodology of measuring and analyzing insect cold hardiness is one of the key issues

in insect cryobiology. In this article, we first summarize ecological, physiological and biochemical strategies and mechanisms of

cold hardiness in insects, then introduce the methodology of measurment and analysis of insect cold hardiness. We describe how to

analyse the stress effects of low temperature on the survival of insect populations, such as survival rate, semilethal temperature,

duration of exposure to low temperature, the upper limit of the chill injury zone and sum of injurious temperature. We also

describe how to measure low temperature adaptive mechanisms of individual insects, for example, supercooling point, moisture

content, energy substance, low-molecular-weight polyols and sugars and antifreeze proteins. In the future, research on low

temperature biology will extend to the genome, transcriptome, proteome and metabolic levels. From the macroscopic perspective,

the relationships between quantitative dynamics, transfer behaviors and migration of overwintering populations and microclimate

and regional landscape patterns are becoming increasingly clear. This will be conducive to a more comprehensive and deeper

understanding of the strategies and mechanisms of insect cold hardiness. This new information and knowledge coming from the
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genome, transcriptome, proteome and metabolic levels to inform research on insect population ecology and landscape ecology will

help establish a more systematic methodology for measuring and analyzing insect cold hardiness.

Key words cold hardiness, supercooling point, semilethal temperature, upper limit of chill injury zone, sum of injufious temperature

1 昆虫抗冻策略与耐寒机制

昆虫是动物界中物种数量最大的类群，其个

体数量、生物量和基因数也十分巨大。昆虫广泛

分布于热带、亚热带、温带以及极地等地区。非

生物环境因子尤其是温度影响昆虫的生存、生

长、繁殖、扩散、分布及种群数量动态 （Sinclair
et al.，2003）。昆虫属于变温动物。外界环境温

度是昆虫个体进行积极生命活动和正常新陈代

谢过程的重要条件，它决定着昆虫生命过程的特

点、趋向和水平。温度的变化可以加速或抑制生

物体的代谢过程。

自然界周期性或季节性的低温成为昆虫生

存的限制因素并直接影响它的存活。同种或不同

物种的昆虫种群在长期进化过程中形成了应对

低温环境的各种抗冻策略或耐寒机制。以鳞翅目

夜蛾科棉铃虫 Helicoverpa armigera HÜbner 种群

为例，在行为生态学上，为应对季节性低温的不

利影响，分布在中国华北区域黄河流域的一部分

第 3 代棉铃虫选择转移迁飞到温度较高的南方

地区，躲避秋冬季节低温的不利影响；另一部分

选择在本地越冬，其在老龄幼虫阶段爬行到地表

面，并在土壤表层作蛹室，为蛹期起到保温作用。

在生理生化上，棉铃虫幼虫在越冬之前，摄取足

够的食物，储存能量物质和抗冻物质。

抗冻耐寒性定义为生物个体在零下低温下

的存活能力（Resh and Cardé，2009）。昆虫的抗

冻耐寒性研究早在 1926 年就有报道（Payne，

1926），近几十年来大量的工作研究了低温冷冻

对 昆 虫 的 影 响 以 及 昆 虫 对 低 温 的 响 应（Salt，
1961；Sinclair et al.，2003；Storey and Storey，

2012）。昆虫的过冷却是指体液温度下降到冰点

以下而不结冰的现象。在温带和寒带地区，冬季

温度通常低于冰点，昆虫可以通过体液过冷却的

方式来避免结冰造成的伤害。因而在许多昆虫耐

寒性的研究中，都以过冷却点（Super-cooling
point）为一个重要指标来界定其耐寒性的强弱

（Somme，1996）。从生理生化角度来看，目前

昆虫的抗冻策略或耐寒机制主要分为 3 大类型

（Sinclair et al.，2003）：第 1 类是避免结冰型

（Freeze avoidance），这类昆虫通过调节自身代

谢作用能降低自身的过冷却点，从而避免体液结

冰而保护细胞膜。如去除冰核剂（Ice nucleators）
以减少体液或细胞液的冻结成冰作用；合成抗冻

蛋白（Antifreeze proteins）减少结晶的成核作用；

积累糖醇类（Sugars and polyols）等抗冻小分子

物 质 以 降 低 结 晶 温 度 （Zachariassen，1985；

Ramlov，2000；Duman，2001；Holmstrup et al.，
2002）。第 2 类是耐结冰型（Freeze tolerance），

此类昆虫一般有较高的零下结晶温度，能够抵抗

结冰。通常促进细胞外液在较高的亚致死温度下

结冰，从而阻止细胞内液的进一步结冰，避免其

造成的更大损伤（Ramlov，2000）。第 3 是防冷

冻脱水（Cryoprotective dehydration），此类昆虫

的体表渗透能力较强，当外界环境温度降低时昆

虫体内发生脱水，体内含水量下降；体内糖原减

少而海藻糖增加；同时昆虫的过冷却点也下降。

因此此类昆虫在变化的环境温度下，调节自身的

水分含量来维持体内水分与外界结冰的平衡状

态，从而减少低温的危害（Coulson et al.，1995；

Holmstrup and Somme，1998）。根据不同的特

征或标准，昆虫的抗冻耐寒性有其他划分类型，

如根据昆虫死亡出现的时间将耐寒性划分为 5 类

（Bale，1996）：1. 耐结冰型（Freeze-tolerance）；

2. 避免结冰型（Freeze-avoidance）；3. 耐受寒冷型

（Chill-tolerance）；4. 寒冷敏感型（Chill susceptible）；

5. 机会主义型（Opportunistic survival）。

昆虫抗冻耐寒能力的测定与分析是昆虫低

温生物学的重要研究内容。本文从昆虫生态，及

生理生化层面介绍昆虫抗冻耐寒能力的测定与
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分析方法。一方面，以昆虫种群为对象，分析低

温对种群存活的胁迫作用，如低温实验中种群的

存活率，致死中温度或致死中时间，冷伤害上限

温度，冷害低温总和，以及低温冷伤害的死亡速

率等。另一方面，以昆虫个体为对象，测定个体

为适应低温环境而采取响应机制，如昆虫个体过

冷却点、含水量、能量物质、抗冻小分子物质和

抗冻蛋白含量等。

2 低温对种群存活的胁迫作用

低温存活率实验，不仅能够定量明确低温对

昆虫种群的危害作用，而且同时可以反映种群在

低温胁迫下的抗冻耐寒能力。

2.1 致死中温度或致死中时间

类似于分析化学农药对昆虫的杀伤作用中

常用的半致死量（LD50）一样，可以利用致死中

温度或致死中时间来定量分析低温对昆虫的伤

害作用，即在特定的时间下导致 50%的个体死亡

的温度（LT50），或在特定的温度下能导致 50%
的个体死亡的时间（Lt50）来表示。

设置一系列的温度和时间梯度组合，测试出

不同组合下昆虫种群的死亡率，再绘制出死亡率

与时间，死亡率与温度的散点图。利用数学模型

方法如逻辑斯蒂（Logistic）回归方程（方程式 1）

拟合出死亡率（S）与时间（t），死亡率（S）与

温度（T）的关系变化曲线即随着时间的延长和

温度降低，其死亡率升高。最后通过拟合的数学

方 程 确 定 致 死 中 温 度 （LT50） 或 致 死 中 时 间

（Lt50）。这样对不耐结冰的昆虫来说，在特定温

度下的致死中时间，和在特定时间下的致死中温

度就可以描述一个昆虫个体的抗冻耐寒能力的

强弱，以及进行不同种或不同地理种群之间的抗

冻耐寒性比较。拟合方程如下：

( )
1

a b x

a b x
eS x
e

 

 


（方程式 1）

方程式 1 中，其中 x 可以表示时间 t 或温度

T；S（x）为昆虫种群在一定时间或低温下的死

亡率（%）。当死亡率 S（x）为 50%时，即 ab·x=0，

x=a/b。根据低温存活实验数据，利用数学模拟

方法求出 a 和 b 值。最后得出 x 值即致死中温度

（LT50）或致死中时间（Lt50）。

2.2 冷伤害上限温度和冷害低温总和

冷 伤 害 上 限 温 度 （The upper limit of chill

injury zone，ULCIZ）和冷害低温总和（Sum of

injufious temperature，SIT）两个参数可以用来分

析昆虫的抗冻耐寒能力（Nedved，2000）。冷伤

害上限温度是在持续的低温暴露中开始造成死

亡的那一温度，只有当温度低于此温度点时，才

可能引起有效的冷伤害（Nedved，2000）。冷害

低温总和是导致有效冷伤害的时间和有效冷害

低温共同作用的综合表达，即在一定时间内所获

低温胁迫的累计量（Nedved，2000）。

自然界中季节性低温与时间协同影响昆虫种

群的存活率。在低温存活率的实验中，时间和温

度也存在着交互作用。因此可以利用双变量逻辑

斯蒂（Logistic）回归方程拟合存活率与时间 - 温

度的关系（Nedved et al.，1998）。方程式 2 如下：
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1
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a b t T c
eS t T
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（方程式 2）

方程式 2 中，3 个变量其中 t 表示时间，T

为温度；S（t，T）为昆虫种群在时间 t 和温度 T

条件下的死亡率（%）。a，b，c 为参数。利用双

变量逻辑斯蒂（Logistic）回归方程（方程式 2）

拟合实验数据求出参数 a，b，c。因此在 3 个变

量（S，t，T）中，明确了 2 个变量可以得出第 3

个变量。当明确昆虫种群存活率 S 和低温 T，根

据方程式 3 可以得出时间 t；当明确昆虫种群存

活率 S 和时间 t，根据方程式 4 可以得出低温 T；

 

ln
1
S a
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b T c

    
 

（方程式 3）

ln
1
S a
ST c

b t

     


（方程式 4）

为了简化，一般设定在低温条件下种群死亡

率 S=50%，方程式 3 和 4 分别简化为方程式 5
和方程式 6。
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1at
b T c

  


（方程式 5）

1aT c
b t

   （方程式 6）

a/b 值则是描述冷伤害中时间和温度关系的

重要常数，它的值等于种群死亡率 S（t， T）为

50％ 时的有效冷害低温累积量，即 SIT（相当于

半致死冷害积温），单位为日·度（degree·day）；

而 c 的值则代表 ULCIZ 冷伤害上限温度，单位

是℃。

2.3 低温冷伤害的死亡速率

昆虫的发育速率是重要的生物学参数。方程

式 7 可 用 来 表 示 昆 虫 的 发 育 和 温 度 的 关 系

（Nedved，2000）：

1r
t

 （方程式 7）

方程式 7 中，r 为发育速率，t 为发育时间。

同样可以根据昆虫的发育起点温度（Lower
developmental threshold，LDT）和发育有效积温

（Sum of effective temperature，SET）得出发育

速率 r：
T LDTr
SET


 （方程式 8）

相对于发育速率，昆虫在低温条件下半致死

中时间的死亡速率 'r ：

50

1'r
LD

 （方程式 9）

基于的冷伤害上限温度（The upper limit of
chill injury zone，ULCIZ）和冷害低温总和（Sum
of injufious temperature, SIT）2 个参数的概念，

将方程式 8 应用到分析低温冷伤害中昆虫的死

亡速率 'r ：

' ULCIZ Tr
SIT


 （方程式 10）

因此，利用昆虫在低温条件下的种群死亡速

率大小可以用来分析不同昆虫种群的抗冻耐寒

能力。

3 个体为适应低温的响应机制

昆虫抗冻耐寒能力是生物体对栖息环境适

应过程中体内生理、生化等方面协调的结果。测

定和分析昆虫个体的抗冻耐寒能力包括以下方面。

3.1 过冷却点

在许多昆虫中，过冷却点被看作是耐寒性的

一个重要指标，昆虫的过冷却点是指随体液温度

逐步的降低，昆虫体内自发的冰核出现，且冰晶

开始增长的那一温度。过冷却能力是指液体的熔

点与过冷却点之间的差异。通常用过冷却点来表

示，当自发结冰时通过潜热的释放，能够准确地

测定昆虫的过冷却点。昆虫中多数死亡发生的过

程都处在体液溶点以下的过冷却状态，因此测

定过冷却点是研究昆虫抗冻耐寒性的一个必要

内容，它有助于全面地理解昆虫的抗冻耐寒性。

测定方法：每实验处理组取若干头昆虫个体

用于过冷却点的测定。将昆虫个体固定在热敏电

阻探头上，另一端与多路昆虫过冷却点测试系统

相连。将固定昆虫个体的探头放入低温冰箱中，

并保证降温速率约 1℃/min，一般设定冰箱最低温

度为﹣30℃。昆虫过冷却点测试系统通过计算机软

件开始记录虫体表温度的变化。开始虫体的温度持

续下降，直到虫体开始结冰，虫体释放潜热，温度

陡然上升，释放潜能的起点处记录的温度即为过冷

却点；虫体温度继续回升，直到再次下降，这个转

折点记录的温度即为冰点（Freezing point）。

3.2 含水量和能量储备物质

昆虫在度过低温或越冬过程中，一般不取

食。虽然昆虫在此过程中的特征是发育极其缓

慢，代谢强度低，但是越冬时间漫长，需要消耗

一定的能量物质来维持生理生化代谢，同时需要

自身体内化学反应产生热量来抵触外界的低温

环境。因此昆虫一般在越冬之前积累大量的能量

物质 。糖 原和脂 肪是 两种重 要能 量储 备物质

（Adedokun and Denlinger，1985）。

3.2.1 体重和含水量的测定 耐寒昆虫在寒冷

适应过程中，体内含水量大大下降，许多昆虫

在越冬时体内含水量几乎下降到致死临界点。

水分的排除增加了体内溶质的浓度，降低了体
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液的冰点和过冷却点。此外，由于含水量的降

低，体内连续较大的整体水相可能被一些组织

或某些高浓度的物质所分离，而有利于昆虫体

液的过冷却。

取各实验处理组昆虫个体若干头，用电子天

平（精度 0.01 mg）鲜重（WW），然后将个体放

60℃的烤箱中 72 h，干重（DW）。含水量根据鲜

重和干重比例计算而得。

3.2.2 脂肪含量的测定

（1）试剂准备：氯仿和甲醇的混合液：（氯

仿︰甲醇=2︰1），100 mL︰50 mL
（2）步骤具体见表 1。

3.2.3 糖原含量的测定

（1）试剂准备：

乙醇（70%）：70 mL 乙醇定容到 100 mL 容

量瓶；

三氯乙酸溶液 10%（v/v）：10 mL 三氯乙酸

+90 mL 蒸馏水，100 mL 容量瓶；

苯酚（5%）：2.5 mL 苯酚定容到 50 mL 容量瓶；

（2）步骤具体见表 2

表 1 脂肪的测定步骤

Table 1 Operation process of fat

步骤 Step 具体操作 Operation process

个体称重
Weighing individual

取测完昆虫个体含水量的干重（DW），加入 2 mL 氯仿和甲醇的混合液（氯仿︰

甲醇=2︰1），研磨匀浆

匀浆
Homogenate

离心 10 min（2 600 g），移去上层清液。残渣再加入 2 mL 氯仿和甲醇的混合液，

重复离心一次

剩余物
Residua

在 60℃的烤箱中烘烤 72 h 至恒重（LDW）

脂肪重
Fat weight

DW-LDW

脂肪含量
Fat content

[(DW-LDW)/DW]×100

表 2 糖原的测定步骤

Table 2 Operation process of glycogen

步骤 Step 类型 具体操作 Operation process

个体称重
Weighing individual

称重

加入 2 mL 的 70%乙醇，研磨匀浆

匀浆
Homogenate

离心 10 min（2 600 g），除去上层清液，重复离心一次

剩余物
Residua

加入 2 mL 10%（v/v）的三氯乙酸，此混合液在沸水中煮沸 15 min，冷却后离

心 15 min（3 000 g）。上层清液用于糖原测定

糖原测定 酚-硫酸方法（Dubois et al.，1956）

Measuring glycogen 样本 0.5 mL

苯酚（5%）0.5 mL

浓硫酸 H2SO4 2.5 mL

静止 10 min-摇匀-加热 20 min-冷却

加入蒸馏水 3 mL，稀释至 14 mL

反应物测定
Measuring reactant

吸收峰在 DU650 紫外分光光度计 490 nm 处测定
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3.3 抗冻耐寒性物质

昆虫抗寒性物质包括两类：抗冻小分子糖醇

物质和抗冻蛋白。

3.3.1 抗冻小分子糖醇物质 目前已知的抗冻小

分子抗寒性物质有甘油、山梨醇、甘露醇、五碳

多元醇（可能是阿拉伯糖醇或核糖醇）、海藻糖、

葡萄糖、果糖，以及个体昆虫体内的氨基酸和脂

肪酸类物质（Salt，1961；Kostal and Simek，1995）。

不同昆虫所积累的物质种类和含量是不同的，但

大多昆虫都用几种物质构成一个物质系统。

采用硅烷化衍生物改进的气象色谱测定方法分

析个体体液中抗冻低分子物质的含量，步骤见表 3。

3.3.2 抗冻蛋白 抗冻蛋白（Antifreeze protein）

是一些植物、寒带鱼类和在极地或温带生活的昆

虫及蜘蛛等在秋、冬季体内产生的一类能提高其

抗冻能力的多肽。产生抗冻蛋白是许多昆虫的一

个重要的越冬抗冻策略。一般认为抗冻蛋白在脂

肪体中合成，然后释放到血淋巴中通过氢键与冰

晶连接阻止冰晶的进一步增长，从而降低体液的

结冰点，增大熔点与冰点之间的差异，这现象被

称为热滞现象。这些蛋白称为抗冻蛋白，由它所

导致的冰点与熔点之差称为热滞温度或热滞活

性（Thermal hysteresis activity）。

近年来，越来越多的越冬昆虫被认为以产生

抗冻蛋白作为其对低温适应的策略，不仅在昆虫

的体液，而且在昆虫的肠液和细胞内液中都有抗

冻蛋白的产生，昆虫体内的热滞蛋白不是作为溶

质来降低体液的结冰点，也不改变体液的渗透

压，这样就避免了渗透压增长所带来的潜在的破

坏作用。而低温下昆虫体内产生的多元醇则会因

提高了体液的渗透压而造成组织受损，这也是抗冻

蛋白作为一种越冬适应策略优于多元醇的地方。

测定方法：首先对生物个体进行研磨，透析，

离心等进行抗冻蛋白的提取，然后双向电泳纯

化，氨基酸末端序列分析，氨基酸组份分析，蛋

白质点杂交等对抗冻蛋白进行分析。

4 讨论

昆虫物种的多样性大，个体数量多以及基因

多样化。因此昆虫类群在长期进化过程中为适应

表 3 抗冻小分子糖醇物质的测定步骤

Table 3 Operation process of low-molecular-weight sugars and sugar- alcohols

步骤 Step 具体操作 Operation process

取样
Sampling

从每个个体取 10 L 血淋巴加入到含有 0.4 mL79%（v/v）乙醇（含 10 g 赤鲜糖做内标）的离心

管中匀浆：0.4 mL 79%（v/v）乙醇（含 10 g 赤鲜糖做内标）1 配置 79%（v/v）乙醇 500 mL：

395 mL 乙醇+105 mL 蒸馏水；2.250 mL 定容 79%（v/v）乙醇，6.25 mg 赤鲜糖

离心
Centrifugation

离心 5 min（10 000 g），上层清液移出，重复离心一次。上层清液置于﹣20℃的冰箱

吹干
Drying

分析前，样液在 40℃的条件下用氮气吹干

水浴
Water bath

在剩余物中分别加入 25 L 二甲基酰胺和含羟胺的吡啶溶液，在 70℃的水浴中加热 15 min

反应
Reaction

在反应混和物中加入 75 L 的二甲基酰胺和 30 L 的三甲基硅烷基咪唑，在 80℃的水浴中加热

15 min 完成硅烷化反应

mailto:gef@ioz.ac.cn
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萃取
Extraction

然后用异辛烷萃取衍生物

分析
Analysis

用微量注射器取 1 L 萃取液注入气相色谱仪（Agilent 7890 GC）进行定量分析。气相色谱所用

载气为氮气，检测器为氢离子焰，检测器温度为 300℃；进样室温度为 280℃；温度程序为 120℃
停留 1 min，上升速率为 10℃/min 到 280℃停留 30 min

多样化的生境条件而从行为、生理生化、以及基

因表达等各个层面形成了应对低温环境的各种

抗冻策略或耐寒机制。本文仅仅从昆虫生态，及

生理生化层面介绍昆虫抗冻策略和耐寒机制以

及昆虫抗冻耐寒能力的测定与分析方法。在未

来，从微观上看随着低温生物学拓展到基因组、

转录组、蛋白质组及代谢组层次的研究，从宏观

上看随着越冬代昆虫种群数量动态及其迁飞转

移行为规律与栖息地微环境气候和区域性景观

格局特征等的关系研究，有利于更全面地和深入

地了解昆虫类群的抗冻策略或耐寒机制，从而为

更系统地建立昆虫抗冻耐寒能力的测定与分析

方法体系提供可靠指标。
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