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摘  要  【目的】 为明确南美斑潜蝇 Liriomyza huidobrensis 经快速冷耐受（Rapid cold hardening，RCH）

处理后的基础耐寒性的变化，以探究南美斑潜蝇 RCH 的生理生化机制。【方法】 根据初步筛选的胁迫温

度和驯化时间的结果，将南美斑潜蝇蛹直接进行低温胁迫（Cold shock，CS）和先进行 RCH 驯化后再进

行低温胁迫（RCH+CS）后，记录南美斑潜蝇蛹的羽化率；利用热电偶方法测定驯化后和未驯化蛹的过冷

却点；分别采用气相色谱-质谱仪联用法（GC-MS）、液相色谱-质谱联用技术（HPLC-MS）及分光光度计

测定不同处理模式下南美斑潜蝇的脂肪酸、糖类以及甘油的含量。【结果】 经 RCH 驯化后再进行低温胁

迫的南美斑潜蝇蛹的羽化率显著增加（由 20.00%增至 45.56%，F4, 10=10.37，P<0.05），但过冷却点（SCP）

却没有明显变化（未驯化﹣19.90 ℃，驯化后﹣20.10 ℃，t=0.703，P>0.05）；RCH 驯化后南美斑潜蝇体

内棕榈油酸含量增加（由 5.96%增至 19.26%，F3, 8=52.717，P<0.05），棕榈酸含量下降（由 24.32%降至

2.94%，F3, 8=65.456，P<0.05），总不饱和脂肪酸和饱和脂肪酸比值升高（由 2.17 增至 10.94，F3, 8=64.347，

P<0.05）；RCH 驯化后南美斑潜蝇体内的海藻糖（由 5.46 μg/mg 增至 7.71 μg/mg，F3, 8=9.912，P<0.05）和

甘油的含量升高（由 1.177 μg/mg 增至 1.314 μg/mg，F3, 8=6.428，P<0.05），而葡萄糖含量下降（由 1.84 μg/mg

降至 1.22 μg/mg，F3, 8=191.298，P<0.05）。【结论】 南美斑潜蝇 RCH 与脂肪酸的不饱和度增加以及海藻

糖、葡萄糖和甘油这 3 种抗冻物质均有关。 

关键词  南美斑潜蝇；快速冷耐受；耐寒性；脂肪酸；抗冻物质 

Physiological and biochemical effects of rapid cold hardening in 
Liriomyza huidobrensis 
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Abstract  [Objectives]  To determine changes in the basic cold tolerance of Liriomyza huidobrensis after undergoing rapid 

cold hardening (RCH), and to investigate the physiological and biochemical effects of RCH in this species. [Methods]  

According to the results of a pilot study of temperature stress and acclimation time, the emergence rate of L. huidobrensis 

pupae was recorded after RCH acclimation and subsequently under low temperature stress (CS). A thermocouple was used to 

determine the supercooling point of acclimated and unacclimated pupae. GC-MS, HPLC-MS and spectrophotometer were used 

to determine the amount of fatty acids, sugars and glycerol in pupae under different temperature treatments. [Results]  The 

emergence rate of L. huidobrensis pupae increased significantly (20.00% to 45.60%)(F4, 10=10.37, P<0.05) after RCH 

acclimation and subsequent exposure to low temperature stress but their supercooling point (SCP) did not change significantly 

(unacclimated: ﹣19.90 ℃, after acclimation: ﹣20.10 ℃)(t=0.703, P>0.05). After RCH, the content of palmitoleic acid 
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increased (from 5.96% to 19.26%) (F3, 8=52.717, P<0.05) whereas the content of palmitic acid decreased (from 24.32% to 

2.94%) (F3, 8=65.456, P<0.05). The ratio of total unsaturated fatty acids to saturated fatty acids increased (from 2.17 to 10.94) 

(F3, 8=64.347, P<0.05). After acclimation, trehalose content increased (5.46 μg/mg to 7.71 μg/mg) (F3, 8=9.912, P<0.05), 

glycerol content increased (from 1.177 μg/mg to 1.314 μg/mg) (F3, 8=6.428, P<0.05) and glucose content decreased (from 1.84 

μg/mg to 1.22 μg/mg) (F3, 8=191.298, P<0.05). [Conclusion]  RCH in L. huidobrensis causes an increase in unsaturated fatty 

acids and cryoprotectants, including trehalose, glucose and glycerin. 

Key words  Liriomyza huidobrensis; rapid cold hardening; cold tolerance; fatty acids; cryoprotectant 

昆虫在应对自然界中的低温环境时，一般通

过降低其体液结冰点或过冷却点来防止体液结

冰，同时体内产生小分子抗冻物质如甘油、海藻

糖等，防止冰晶产生的抗冻蛋白和相关酶类等

（王宪辉等，2003）。除此之外，昆虫还会通过

增加细胞膜的不饱和度使细胞膜排列错落以增

加流动性，从而防止细胞膜结冰，达到抵御寒冷

的目的（Koštál，2010）。一般来说，很少有昆虫

能够极度耐寒，所以它们需依靠各种低温驯化的

方式来提高耐寒能力。快速冷耐受（Rapid cold 

hardening，RCH）是昆虫应对天气骤变的临时抗

冻策略，它是指昆虫在短暂经历较温和的低温

后，再经历温度胁迫，能够迅速增强其抵抗低温

伤害能力的现象（Lee et al，1987）。而这种抵抗

低温能力的提高，通常只需经历几分钟到几小时

的短暂低温驯化（Lee et al.，1987；张小香等，

2021）。同样的，昆虫在 RCH 过程中，也会产生

生 理 生 化 变 化 ， 在 黑 腹 果 蝇 Drosophila 

melanogaster、棕榈蓟马 Thrips palmi、豆野螟

Maruca vitrata、甜菜夜蛾 Spodoptera exigua 和小

菜蛾 Plutella xylostella 中均发现，RCH 会导致抗

冻物质的积累（Overgaard et al.，2007；Park and 

Kim，2013，2014；Park et al.，2014；Kim et al.，

2017）。并且，RCH 还会导致黑腹果蝇和红尾肉

蝇 Sarcophaga crassipalpis 体内不饱和脂肪酸含

量的增加和不饱和度的总体增加，进而提高细胞

膜在低温下的流动性（Overgaard et al.，2005，

2006；Michaud and Denlinger，2006）。 

南美斑潜蝇 Liriomyza huidobrensis Blanchard

是世界蔬菜上的重要害虫之一，隶属双翅目、潜

蝇科 Agromyzidae，斑潜蝇属 Liriomyza，主要分

布在美洲、亚洲、非洲和欧洲等许多国家。其成

虫舐吸危害叶片，幼虫钻蛀叶片和茎秆形成半透

明蛇形潜道，使得植物光合作用减少。2020 年

春夏，巴西的番茄上南美斑潜蝇的暴发危害，使

得番茄产量降低了 15%（Lopes et al.，2020）。

所以针对南美斑潜蝇的种群分布监测和防治尤

为重要，而低温是决定植食性昆虫地理分布的关

键因素（Bale et al.，2002）。昆虫在冬季的存活

率以及采取的低温驯化策略能够影响其今后的

种群数量水平。已有研究报道，根据不同纬度下

南美斑潜蝇过冷却点数据，推测南美斑潜蝇会逐

渐向北分布扩散（陈兵和康乐，2003）。Chen 和

Kang（2004）在 0、5 和 10 ℃的实验条件下对

南美斑潜蝇的蛹分别进行 1、4、8 和 12 d 的驯

化，然后放入﹣10 ℃胁迫 12 h，使得蛹的羽化

率在直接胁迫的基础上明显提高。以上研究都证

明南美斑潜蝇具有一定低温适应能力，所以探究

其快速冷耐受以及背后的机制有利于害虫的监

测和防治。 

目前昆虫的 RCH 研究大部分集中在模式生

物上，而有关南美斑潜蝇的快速冷驯化的研究尚

未见报道，为此本文对南美斑潜蝇的 RCH 进行

研究，测定经过 RCH 后其体内脂肪酸和抗冻物

质含量的变化，分析其 RCH 的生理生化机制。

这对探讨南美斑潜蝇的低温适应能力及机制具

有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

供试昆虫南美斑潜蝇种群由中国科学院动

物研究所提供。在室内，采用四季豆 Phaseolus 

vulgaris 进行多代饲养后备用。室内饲养温度

（24±1）℃，湿度为 60%-70%，光暗比为 16∶8。

本试验选择 5 日龄蛹作为实验对象。 
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1.2  温度处理 

1.2.1  识别温度和驯化时间筛选  识别温度是

指将昆虫从正常饲养温度直接转移至低温下处

理一段时间（一般为 2 h）后，存活率为 15%-30%

时所对应的温度，这一温度是 McDonald 等

（1997）设置的一个标准冷胁迫温度，以便更好

的比较不同预处理后昆虫的存活率。本文设置了

﹣9、﹣10、﹣11、﹣12 和﹣13 ℃ 5 个温度梯

度，每个温度下处理 2 h，每个温度 3 个重复，

每个重复 30 头蛹。按上述设置将低温处理后的

蛹放入光照培养箱中，观察其羽化情况，并统计

羽化率。根据获得的 5 组数据拟合得出线性回归

方程，选择羽化率为 20%的温度作为识别温度。 

将虫样分别在 0 ℃下处理 0.5、1、2 和 4 h，

再放入识别温度进行低温胁迫。处理结束后放入

光照培养箱中观察并记录其羽化率，最后选择羽

化率最高的胁迫处理时间为驯化时间。实验共设

置 3 个生物学重复，每个重复 30 头蛹。 

1.2.2  RCH 处理和样品保存  温度处理的虫样

分为 4 组（CK：常温状态；RCH：仅 0 ℃驯化；

RCH+CS：0 ℃驯化+低温胁迫﹣12.1 ℃；CS：

直接低温胁迫﹣12.1℃），每组 3 个重复，每个

重复 60 头蛹。将虫样放入 1.5 mL 离心管中，并

称重。按照筛选出的低温胁迫温度和驯化时间，

将虫样放入设定好温度的低温恒温水浴槽中，

对虫样进行 RCH 温度处理。将处理后虫样放入

﹣70 ℃超低温冰箱冷冻保存，用于后续实验。 

1.3  过冷却点测定 

将供试蛹与在热敏电阻（探头）充分接触，

并连接热电偶温度记录仪，然后将探头置入冰箱

中，观察温度变化，在温度一直降低的过程中，

出现突然的回升，此时的温度即为过冷却点，回

弹达到的温度即为结冰点。对常温状态下、RCH

驯化后的 5 日龄蛹分别进行测定，记录未驯化和

驯化后的过冷却点和结冰点，每组处理 30 头蛹。 

1.4  脂肪酸含量测定 

采用气相色谱-质谱法测定常温状态下 CK

和经 RCH、RCH+CS、CS 处理后南美斑潜蝇脂

肪酸的含量，温度处理方法祥见 1.2.2。 

前处理：将收集的南美斑潜蝇蛹放入 0.1 mL

石油醚中研磨匀浆，再加入 0.9 mL 石油醚浸泡

15 h。之后在冷冻离心机中以 10 000 r·min﹣1 离

心 10 min 后取上清液，再加入与上清液等量的

0.4 mol·L﹣1 KOH-甲醇溶液震荡反应进行甲酯

化。静置 10 min 后沿离心管壁加 0.1 mL 蒸馏水

混匀，等下半部分水相液体澄清后，吸取上清液，

通过滤膜加至分析瓶中，然后采用气质联用仪进

行分析。 

GC/MS 条件：毛细管柱为 DB-5MS（25 m× 

0.25 mm），固定相膜厚 0.25 μm。载气（氦气，

纯度 99.99%），流速为 1.0 mL/min，恒馏操作，

分流比为 50∶1，进样口温度为 250 ℃，柱温从

100 ℃（保持 2 min）以 5 ℃/min 升至 280 ℃

（保持 2 min）。GC/MS 接口温度和离子源温度

均为 250 ℃，扫描范围和速度分别为 50-550 m/z

和 1.61 scans/s。溶剂延迟 3 min。实验共设置 3

次重复。 

1.5  糖类抗冻物质含量测定 

采用液相色谱-质谱法测定糖类含量，温度

处理同 1.2.2。将试虫称重后用 80%乙醇研磨，

研磨后在 15 ℃下离心 10 min，取上清液作为小

分子糖来源，将上清液蒸干后加入 0.5 mL 流动

相（30%水+70%乙腈）溶解固体沉淀，用有机

相滤膜过滤，注入 1.5 mL 进样瓶中，用高效液

相测出各物质的出峰时间和峰面积。然后配制海

藻糖和葡萄糖的标准溶液，浓度梯度为 400、200、

160、100 μg·g﹣1。用上述同样方法处理并进样，

测出各物质 4 个浓度的出峰面积，绘制标准曲

线，得到线性回归方程，根据试样的出峰面积算

出对应浓度，再根据公式算出每管虫样的糖类物

质的含量。实验共设置 3 次重复。 

μg / mg



浓度 体积

糖类物质的含量（ ）
蛹的质量

。 

1.6  甘油含量测定 

采用分光光度计测定甘油含量，温度处理同

1.2.2。向样品中加入 100 μL 蒸馏水，用自制的

圆头塑料棒研磨，充分匀浆，用 400 μL 蒸馏水
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分 3 次冲洗塑料棒。12 000 r·min﹣1 室温离心

10 min，将上清液转移至 10 mL 试管中。沉淀加

入蒸馏水 500 μL 摇匀，再离心一次，合并上清

液。每管中加入氧化剂 2 mL（总上清液的两倍），

摇匀，加入显色剂 2 mL 充分混和后，置于 60 ℃

水浴中加热显色 15 min，完成后用流水冷却。用

超微量分光光度计在 420 nm 波长下进行比色分

析，用空白对照溶液调零点，记录吸光度值。然

后配制甘油浓度分别为 400、200、100、50 μg·g﹣1

的标准溶液。按以上方法进行氧化、显色和分析，

以甘油浓度为纵坐标，吸光度值为横坐标绘制出

标准曲线，得到线性回归方程，算出各组虫样的

甘油浓度，再根据公式算出每管虫样的甘油的含

量。实验共设置 3 次重复。 

μg / mg



甘油浓度 体积

甘油含量（ ）
蛹的质量

。 

1.7  数据分析  

采用 SPSS 数据分析软件，使用 One-way 

ANOVA 方法，对不同处理下驯化时间，脂肪酸

组成、含量和抗冻物质含量进行方差分析，然后

采用 LSD 检验法进行多重比较；使用 Student’s 

t-test 方法，对驯化前后的过冷却点和结冰点进

行分析。对于方差分析，分析数据均符合正态分

布的要求，显著性水平取 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  识别温度 

以胁迫温度为横坐标，蛹的羽化率为纵坐

标，对不同胁迫温度下南美斑潜蝇的羽化率数据

做散点图（图 1），并以此进行回归方程拟合，

得到直线方程 y=16.667 x+220.88，决定系数 R2= 

0.981 3，依据该方程绘制出相应的曲线（图 1）。 

由图 1 看出，随着胁迫温度的降低，蛹的羽

化率也逐渐下降，当羽化率为 20%时，依据线性

回归方程计算出的对应温度为﹣12.1 ℃，此温

度即为识别温度。 

2.2  驯化时间 

南美斑潜蝇在 0 ℃条件下，不同驯化时间

蛹的羽化率结果见图 2。方差分析后结果表明，

南美斑潜蝇蛹驯化 1、2 和 4 h 与驯化 0.5 h 和 0 h

相比蛹的羽化率存在显著差异（F4, 10=10.37，

P<0.05），但驯化 0.5 h 与未驯化得到的羽化率差

异不显著（P>0.05）；同时驯化 1、2 和 4 h 后的

羽化率没有显著差异（P>0.05），但驯化 4 h 后

蛹的羽化率最高。因此，在后续试验的处理中选

择 4 h 为驯化时间。驯化 4 h 后再经历胁迫，蛹

的羽化率为 45.6%，显著高于识别温度下（即驯

化 0 h）蛹的羽化率（20%），说明驯化显著提高 
 

 
 

图 1  不同胁迫温度下南美斑潜蝇蛹的羽化率 

Fig. 1  The emergence rate of pupae at  
different stress temperatures 

 

 
 

图 2  不同驯化温度 RCH 后蛹的羽化率 

Fig. 2  The emergence rate of pupae after RCH at   
different hardening temperatures 

图中数据为平均数±标准误，柱上标有不同小写字母表

示经 LSD 多重比较法检验差异显著（P<0.05）。 

Data in the table are mean±SE, and histograms with 
diffrenence lowercase letters indicate significant  

diffrence at the 0.05 level by LSD test. 
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了蛹的羽化率，增强了南美斑潜蝇蛹的低温耐受

能力。 

2.3  过冷却点 

南美斑潜蝇蛹在 0 ℃驯化 4 h和未低温处理

的过冷却点和结冰点如表 1 所示。常温状态下

的南美斑潜蝇蛹的过冷却点为（﹣19.9±0.2）℃，

结冰点为（﹣14.5±1.1）℃；而在 0 ℃下驯化 4 h

后，蛹的过冷却点为（﹣20.1±0.2）℃，结冰点

为（﹣15.3±0.2）℃。方差分析结果表明，未低

温驯化的与经过 0 ℃ 驯化 4 h 的南美斑潜蝇蛹

的过冷却点（ t=0.703 ， P>0.05 ）和结冰点

（t=0.715，P>0.05）无显著差异，这说明短时

间的低温驯化不会改变其固有的过冷却点和结

冰点。 

2.4  各处理组饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸含量 

不同处理后的南美斑潜蝇蛹体内共检测到 5 

种脂肪酸，包括 3 种不饱和脂肪酸（棕榈油酸、

亚油酸和亚麻酸）和 2 种饱和脂肪酸（棕榈酸和

硬脂酸）（表 2）。由表 2 可知，RCH 处理后南美

斑潜蝇体内的棕榈油酸（F3, 8=52.717，P<0.05）、

棕榈酸含量（F3, 8=65.456，P<0.05）；和不饱和

脂肪酸与饱和脂肪酸的比值（F3, 8=64.347，

P<0.05）与其他处理组之间存在显著差异。南美

斑潜蝇蛹在仅 0 ℃驯化后，体内棕榈油酸含量

从常温对照下的 5.96%增加到 19.26%，棕榈酸含

量从 24.32%降低至 2.94%，整体不饱和度从 2.17

增加至 10.94；但驯化后再暴露于识别温度

（RCH+CS），脂肪酸组成结果与 CK 组和 CS 组

无差异；RCH+CS 组与 CS 组脂肪酸组成无差异

说明在胁迫温度前即使经过 4 h 的 0 ℃驯化，其

脂肪酸酸含量也无明显变化；同时直接放入胁迫

温度后与常温状态相比也无显著改变。这表明

RCH 驯化会引发脂肪酸组成的变化，而直接的

低温胁迫则不能。 
 

表 1  未驯化和驯化后过冷却点和结冰点 

Table 1  Unhardened and after hardened supercooling point (SCP) and freezing point (FP) 

过冷却点（℃） Supercooling point (℃) 结冰点（℃） Freezing point (℃) 
不同处理 

Treatments 平均数±标准误  
Mean±SE 

最低至最高  
Range 

平均数±标准误  
Mean±SE 

最低至最高 
Range 

CK ﹣19.9±0.2a ﹣20.7—﹣17.4 ﹣14.5±1.1a ﹣17.5—﹣11.3 

RCH ﹣20.1±0.2a ﹣21.1—﹣17.2 ﹣15.3±0.2a ﹣17.5—﹣12.2 

CK：常温对照组；RCH：仅在 0 ℃下经历 4 h 驯化。同列数据后标有相同字母表示差异不显著（t-test）。 

CK: Normal temperature control group; RCH: Only experienced 4 h at 0 ℃. The data followed by the same lowercase letters 

indicate no significant difference by t-test. 
 

表 2  不同处理间脂肪酸组成和含量 

Table 2  Fatty acid composition and content between different groups 

不同脂肪酸（μg/mg） Fatty acid (μg/mg) 不同处理 

Treatments 棕榈油酸 16∶1（n-7） 亚油酸 18∶2（n-6）亚麻酸 18∶3（n-3）棕榈酸 16∶0 硬脂酸 18∶0 UFA/SFA

CK 5.96±1.50b 5.20±2.04a 56.60±6.90a 24.32±2.04a 7.91±1.57a 2.17±0.32b

RCH 19.26±1.24a 3.46±0.32a 68.80±2.24a 2.94±0.18b 5.55±0.60a 10.94±0.97a

RCH+CS 4.81±0.12b 2.45±0.22a 62.90±1.58a 22.88±1.09a 6.95±0.87a 2.38±0.21b

CS 4.74±0.11b 3.20±0.26a 64.67±1.06a 21.26±0.88a 6.13±0.61a 2.67±0.19b

CK：常温对照组；RCH：仅在 0 ℃下经历 4 h 驯化；RCH+CS：先在 0 ℃下经历 4 h 驯化，再暴露于﹣12.1 ℃的胁

迫温度下；CS：直接暴露于﹣12.1 ℃；UFA/SFA：不饱和脂肪酸总含量/饱和脂肪酸总含量。表中数据为平均数±标

准误，同行数据后标有相同字母表示经 LSD 多重比较法检验差异不显著（P>0.05），标有不同字母表示具有显著差异

（P<0.05）。 

CK: Normal temperature control group; RCH: Only experienced 4 h at 0 ℃; RCH+CS: First exposed to 0 ℃ for 4 h, and 

then exposed to stress temperature of ﹣12.1 ℃; CS: Direct exposure at ﹣12.1 ℃; UFA/SFA: Total content of unsaturated fatty 
acids/total content of saturated fatty acids. Data in the table are mean±SE, and followed by the same letters in a line indicate 
no significant difference, while followed by the different letters indicate significant differences at the 0.05 by the LSD test. 
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2.5  各处理组抗冻物质含量 

不同处理下南美斑潜蝇蛹体内海藻糖、葡萄

糖和甘油的变化如图 3 所示。海藻糖含量在 CK

组、RCH 组和 RCH+CS 组间差异显著（F3, 8= 

9.912，P<0.05）（图 3：A），经过驯化的以及直

接暴露于胁迫低温的蛹中海藻糖含量均比常温

状态下要高，而且相较于仅进行 RCH 处理，在

RCH 后再次放入识别温度下胁迫会使海藻糖含

量进一步升高；但直接暴露于﹣12.1 ℃（CS）

与仅 0 ℃驯化 4 h（RCH）和 0℃驯化 4 h 后再

暴露于﹣12.1 ℃（RCH+CS）这两组数据之间没

有显著差异。总的来说从图上显示趋势来看，常

温下的蛹，经过 0 ℃、4 h 处理、再经历低温胁

迫，海藻糖含量逐渐升高，在 RCH+CS 后其含

量最高。这表明 RCH 驯化和低温胁迫都能诱发

海藻糖含量上升。 

经不同处理的南美斑潜蝇蛹体内葡萄糖含

量存在显著性差异（F3, 8=191.298，P<0.05）（图

3：B）。常温下的蛹，经历了 0 ℃驯化 4 h（RCH）

和先 RCH 处理、再经历低温胁迫（CS），葡萄

糖含量逐渐降低，并且 RCH+CS 组葡萄糖含量

最低；除此之外，蛹在直接低温胁迫（CS）后，

葡萄糖含量相比对照组有所增加，并且直接低温

胁迫（CS）组的葡萄糖含量最高。这表明 RCH

驯化后会导致葡萄糖含量下降，直接低温胁迫则

能诱导葡萄糖含量的上升，但在胁迫前进行的

RCH，会抵消低温胁迫造成的葡萄糖含量升高的

影响，使最终葡萄糖含量下降。 

RCH 组、RCH+CS 组、CS 组的甘油含量均

与对照组存在显著性差异（F3, 8=6.428，P<0.05），

但不同的温度处理组之间的甘油含量无显著差

异（图 3：C）。与对照相比，3 个低温处理组的

南美斑潜蝇蛹体内的甘油含量均显著提高。这

说明 0 ℃驯化和﹣12.1 ℃胁迫均能导致甘油

含量的增加。 
 

 
 

图 3  不同处理下各抗冻物质含量变化 

Fig. 3  Changes of cryoprotectant content in different treatments 

CK：常温对照组；RCH：仅在 0 ℃下经历 4 h；RCH+CS：先在 0 ℃下经历 4 h， 

再暴露于﹣12.1 ℃的胁迫温度下；CS：直接暴露于﹣12.1 ℃。 

CK: Normal temperature control group; RCH: Only experienced 4 h at 0 ℃; RCH+CS: First exposed to 0 ℃ for 4 h,  

and then exposed to discriminating temperature of ﹣12.1 ℃; CS: Direct exposure at ﹣12.1 ℃. 

 

3  结论与讨论 

曾经的观点认为直接暴露在低温下的这一

急剧变温过程似乎不能作为生态相关的耐受性

指标或参考，因为自然条件下昼夜温度波动不会

如此剧烈。但已有多个试验证明在相对温和的低

温下进行快速冷耐受一样能显著提高昆虫维持

生态功能的能力，包括繁殖能力（Coulson and 

Bale，1992；Kelty and Lee，1999；Rinehart et al.，

2000）。例如，果蝇成虫在 0.1 ℃或 0.05 ℃/min

的速率下从 23 ℃冷却到 0 ℃后，低温耐受性增

强（Kelty and Lee，1999）。低温胁迫导致红尾肉

蝇 S. crassipalpis 雄虫的受精率从（74.8±5.3）%

降至（8.4±3.0）%，但在胁迫前加上 RCH 使得 
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受精率提高到（42.2±3.7）%，RCH 减轻了这种

生育能力的损失（Rinehart et al.，2000）。﹣7 ℃

的亚致死低温胁迫会减少家蝇 Musca domestica

的产卵量，而经历 0 ℃的 RCH 能提高其繁殖力

（Coulson and Bale，1992）。以上研究证明 RCH

有其重要的生态意义。 

因为驯化温度、驯化时间和识别温度的不同

组合会导致驯化程度的不同，为了更好的探究南

美斑潜蝇 RCH 的生态和生理效应，在温度处理

之前，需要选择驯化程度最高的组合，驯化温度

参考了前人（Lee et al.，1987；MacMillan et al.，

2009）在其他昆虫上所采用的温度，即 0 ℃。

通常实验室采用直接降温的温度诱导方案，即将

试虫样直接放入 0 ℃中驯化一段时间，再暴露

于低温胁迫温度下。本研究将蛹的羽化率作为一

个简单易测的指标，用来衡量南美斑潜蝇快速获

得的生态相关低温耐受性的高低。与直接暴露于

﹣12.1 ℃后蛹的羽化率（20%）相比，南美斑潜

蝇蛹经历了 0 ℃驯化 4 h 后再暴露于﹣12.1 ℃，

蛹的羽化率增加到 45.6%。这一结果与 Rinehart

等（2000）的研究结果一致，这说明 RCH 能提

高南美斑潜蝇蛹的低温耐受性。然而 0 ℃驯化

4 h 后的过冷却点和结冰点却无显著变化，推测

可能原因是南美斑潜蝇蛹常温状态下的 SCP

（﹣19.9 ℃）和 FP（﹣14.5 ℃）。低于其它近

缘入侵斑潜蝇（美洲斑潜蝇越冬蛹的 SCP 和 FP

分别为﹣9.5 ℃和﹣9.2 ℃）（董慈祥等，2001），

其本身耐寒性就较高，即使再经过驯化，耐寒性

的增加也是微乎其微。此外过冷却点的大小还与

纬度高低有关，陈兵和康乐（2003）测定了南美

斑潜蝇蛹的昆明种群 SCP 为﹣18.86 ℃，成都种

群为﹣20.45 ℃，西安种群为﹣20.63 ℃，北京

种群为﹣22.57 ℃，赤峰种群为﹣22.38 ℃，基

本上是遵循随纬度变高而递减，过冷却能力随着

纬度升高而增加。正是由于南美斑潜蝇具有极强

的低温适应能力，所以推测南美斑潜蝇自然种群

可能会逐渐向北扩散，因此控制其南方种群向北

扩散分布是我们应当采取的防控措施。 

此前已有 Overgaard 等（2005）以及 Michaud

和 Denlinger（2006）在黑腹果蝇和红尾肉蝇上

发现了 RCH 会导致不饱和脂肪酸含量的增加和

不饱和度的增加。本实验对象南美斑潜蝇蛹在经

历 0 ℃驯化 4 h 后，不饱和脂肪酸棕榈油酸含量

升高，饱和脂肪酸棕榈酸含量降低，从而引起脂

肪酸总体的不饱和度增加。在不同昆虫中，含量

增加的不饱和脂肪酸的种类有所不同，黑腹果蝇

体内显著增加的是亚油酸（从 26.921%升到

27.809%）（Overgaard et al.，2005），红尾肉蝇体

内显著增加的是油酸（从 30% 升到 47% ）

（Michaud and Denlinger，2006），而本试验发现

南美斑潜蝇增加的是棕榈油酸（从 5.96%增加到

19.26%）。除此之外，饱和脂肪酸含量在不同昆

虫中的变化也不尽相同，比如黑腹果蝇体内未发

现饱和脂肪酸含量的改变（Overgaard et al.，

2005），红尾肉蝇除了棕榈酸无变化，其他饱和

脂肪酸均降低（Michaud and Denlinger，2006），

本试验的南美斑潜蝇则是棕榈酸有所降低（从

24.32%降至 2.94%）。除了常温状态和 0 ℃驯化

4 h 后的比较，本文在 Overgaard 等（2005）以

及 Michaud 和 Denlinger（2006）研究的基础上

增加了 RCH+CS 和 CS 这两个处理，结果表明，

这两组处理与常温均无明显差异，说明致死低温

胁迫并不会引发脂肪酸组成的变化，而且还会覆

盖 RCH 驯化所产生的效应。但由于条件有限，

本研究仅测定的是南美斑潜蝇体内所有组织上

的脂肪酸总含量，今后需要直接测定细胞膜上磷

脂脂肪酸含量，这样才能进一步阐明磷脂脂肪酸

含量变化导致的细胞膜重组如何影响南美斑潜

蝇的低温耐受能力。 

除了不饱和脂肪酸含量的变化，抗冻物质研

究是 RCH 生理生化机制中另一主要方面。前人

（Lee et al.，1987，Michaud and Denlinger，2007）

报道的抗冻物质包括海藻糖、葡萄糖、甘油和一

些氨基酸等。其中研究发现最多以及变化最显著

的是海藻糖，海藻糖是存在于昆虫血淋巴的主要

糖类，可以保护蛋白和细胞免受逆境胁迫的损害

（冷冻、高温、失水和氧化）。在黑腹果蝇、棕

榈蓟马 T. palmi 和豆野螟 M. vitrata 中均发现

RCH 处理后海藻糖含量的显著升高（Overgaard 

et al，2007；Park et al.，2014；Kim et al.，2017）。
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本试验也得出了相同的结果，即常温下的南美斑

潜蝇蛹，经过 0 ℃、4 h 处理、再经历﹣12.1 ℃

的胁迫，海藻糖含量逐渐升高，说明南美斑潜蝇

在接受驯化时，会产生海藻糖来抵御可能到来的

低温胁迫。而直接放入识别温度下也能使南美斑

潜蝇蛹体内海藻糖含量显著增加，说明昆虫在遭

受急速冷激时也会迅速产生大量海藻糖来抵御

低温逆境的胁迫。葡萄糖同样在本试验中有着显

著变化，但与海藻糖结果相反。常温状态下的蛹，

随着 0 ℃、4 h 处理、再经历胁迫，葡萄糖含量

逐渐降低。MacMillan 等（2009）同样发现 RCH

会导致葡萄糖含量的降低。在此过程中，葡萄糖

含量下降，海藻糖含量却上升，说明在 RCH 过

程中，可能昆虫体内已有的葡萄糖会合成海藻

糖，使海藻糖充当此时主要的糖类抗冻物质。但

直接暴露于胁迫温度下葡萄糖含量反而增加并

且含量最高，说明南美斑潜蝇在遭受快速冷激时

也会产生葡萄糖和海藻糖的增加一样，也是一种

普遍的应激反应。 

除了糖类中的个别物质，甘油也是重要的抗

冻物质之一，在经历过 RCH 后的甜菜夜蛾和小

菜蛾中，血淋巴甘油浓度上升（Park and Kim，

2013，2014）。本研究结果中，凡是放入低温处

理的蛹，甘油含量均增加，但不同的低温处理组

的结果无明显差异，表明无论是在亚致死低温下

（0 ℃）还是致死胁迫低温下（LLT80：﹣12.1 ℃），

甘油含量都会增加。Yoder 等（2006）也发现肉

蝇 Sarcophaga bullata在﹣10 ℃的胁迫下会有甘

油的积累，而且对肉蝇直接注射甘油，然后立即

放入﹣10 ℃中，其存活率会提高。 

本研究发现，南美斑潜蝇的 RCH 生态反应

是显著的，其主要表现在蛹羽化率的提高上，但

过冷却能力并无明显增强。从机制上看，本文发

现南美斑潜蝇的 RCH 驯化与脂肪酸组成有关，

具体表现在棕榈油酸含量的增加、棕榈酸含量的

减少以及总不饱和度的增加上。此外，试验结果

还发现，RCH 后南美斑潜蝇体内存在抗冻物质

的含量变化，如海藻糖和甘油的增加、葡萄糖的

降低。研究南美斑潜蝇快速冷耐受现象对了解害

虫对低温环境变化的适应具有主要意义。近年

来，全球变暖愈发严重，世界各地发生旱涝等极

端天气，气温异常波动频繁，RCH 作为一种快

速耐寒策略，对南美斑潜蝇种群的生存至关重

要。在其耐寒性随着气温波动发生变化的同时，

害虫种群的分布也会随之发生变化，因此掌握南

美斑潜蝇 RCH 特性，为更好地开展该虫的预测

预报提供科学依据。 
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