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RNA 干涉 P-Hsp70 基因表达对不同温度 

下方斑瓢虫成虫寿命及繁殖力的影响* 
杨  晴 1, 2**  陆宴辉 1, 3*** 
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2. 沧州职业技术学院，沧州 061001；3. 中国农业科学院西部农业研究中心，昌吉 831100） 

摘   要   【目的】 本研究旨在明确热激蛋白 P-Hsp70 基因表达对不同温度下方斑瓢虫 Propylaea 

quatuordecimpunctata 成虫寿命和繁殖力的影响。【方法】 采用显微注射递送 dsRNA 的方法对方斑瓢虫成

虫的 P-Hsp70 基因进行干涉，利用 qRT-PCR 检测方法计算 P-Hsp70 基因的干扰效率，同时观察 P-Hsp70

基因被干扰后方斑瓢虫成虫暴露在不同温度（32、35 和 38 ℃）下的存活和繁殖情况。【结果】 显微注射

递送 dsRNA 的方法可有效抑制方斑瓢虫成虫 P-Hsp70 基因的表达。显微注射 ds-P-Hsp70 处理组方斑瓢虫

成虫在各个温度下的存活率、寿命和繁殖力均显著低于未注射 dsRNA 的对照组。在 32、35 和 38 ℃下，

显微注射 dsRNA 24 h 后方斑瓢虫成虫存活率较对照组分别降低了 15.5%、16.7%和 56.8%，成虫平均寿命

分别缩短 40.6%、51.2%和 65.8%。在 32 和 35 ℃下，显微注射 dsRNA 成虫繁殖力分别降低了 37.5%和

100.0%；在 38 ℃时，无论注射 dsRNA 与否，成虫均未能产卵。【结论】 热激蛋白 P-Hsp70 基因在方斑

瓢虫成虫抵御高温胁迫过程中具有非常重要的作用。 

关键词  方斑瓢虫；热激蛋白；P-Hsp70；RNAi；耐高温 

RNAi-mediated mediating of P-Hsp70 gene expression affects  
Propylaea quatuordecimpunctata longevity and fecundity 

under different temperatures  

YANG Qing1, 2**   LU Yan-Hui1, 3*** 

(1. State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural  

Sciences, Beijing 100193, China; 2. Cangzhou Technical College, Cangzhou 061001, China; 3. Western Agricultural Research Center,  

Chinese Academy of Agricultural Sciences, Changji 831100, China) 

Abstract  [Aim]  This study aims to investigate the effects of heat shock protein P-Hsp70 gene expression on the longevity 

and fecundity of adult 14-spotted ladybugs, Propylaea quatuordecimpunctata, under different temperatures. [Methods] 

Microinjection delivery of dsRNA was used to interfere with the P-Hsp70 gene of adult P. quatuordecimpunctata. qRT-PCR 

was used to calculate the interference efficiency of the P-Hsp70 gene. The adults were then exposed to different temperatures 

(32, 35, and 38 ) to determine the effect of temperature on their survival and reproduction following℃  P-Hsp70 gene 

interference. [Results]  Our results demonstrate that microinjection delivery of dsRNA can effectively inhibit the expression 

of the P-Hsp70 gene in adult P. quatuordecimpunctata. The survival rate, longevity, and fecundity of adult P. 

quatuordecimpunctata treated with microinjection ds-P-Hsp70 were significantly lower than the control group (without 

injection of dsRNA) under all temperatures. At 32, 35, and 38 , the survival rate of adults decreased by 15.5%, 16.7%, and ℃
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56.8%, respectively. Additionally, the average adult longevity was reduced by 40.6%, 51.2%, and 65.8%, respectively. At 32  

and 35 , the fecundity of adults decreased by 37.5% and 100.0%, respe℃ ctively. At 38 , the adults failed to lay eggs with or ℃

without dsRNA. [Conclusion]  Our findings indicate that the heat shock protein P-Hsp70 gene plays a crucial role in high 

temperature stress resistance in adult P. quatuordecimpunctata.  

Key words  Propylaea quatuordecimpunctata; heat shock protein; P-Hsp70; RNAi; thermotolerance 

20 世纪 90 年代以来，新疆逐步发展成为我

国棉花种植的主产区（陆宴辉，2021）。国家统

计局公布数据显示，2022 年新疆棉花种植面积

达 249.7 万 hm2，产量为 539.1 万吨，分别占全

国棉花总面积和总产量的 83.2%和 90.2%。棉蚜

Aphis gossypii （Glover）是世界性重大农作物害

虫，主要通过刺吸取食、分泌蜜露等途径危害棉

花，在我国各棉区均有发生（Wu and Guo，2005； 

姜玉英等，2021）。在生产实践中，对棉蚜的防

控以化学防治为主，往往忽视了瓢虫等天敌昆虫

的生物防治能力（于汉龙等，2014；娄善伟等，

2015），导致棉蚜再猖獗问题严重。2016-2020

年，新疆棉蚜年均发生面积为 45.66 万 hm2，年

均损失高达 12.13 万吨（芦屹等，2022）。 

在 新 疆 ， 方 斑 瓢 虫 Propylaea 

quatuordecimpunctata Linnaeus（鞘翅目：瓢虫科）

是棉田主要天敌种类之一，对棉蚜等害虫有较好

的控制效果。新疆属于典型的温带大陆性干旱气

候，在棉花生长季节环境温度偏高，而高温耐受

性的强弱决定了昆虫在高温下的存活机率

（García-Robledo et al.，2016）。已有研究显示，

在室内恒温条件下，随着温度升高（17 到 30 ℃），

方斑瓢虫幼虫期和成虫期寿命缩短，繁殖力呈

“先升高后降低”趋势，在 25 ℃时繁殖力最高

（Papanikolaou et al.，2013，2014）。田间调查

发现，方斑瓢虫主要分布在温度较低的新疆北疆

棉田，因此前期系统研究了方斑瓢虫对高温胁迫

的适应性。研究结果发现，方斑瓢虫对 32、35

和 38 ℃的适应性不同，随着温度升高，表现为

存活率下降、寿命缩短、繁殖力降低、抗氧化能

力降低和基因的表达量改变等（Yang et al.，

2022a，2022b）。同时还发现，在不同高温处理

的方斑瓢虫中热激蛋白家族基因的表达显著

升高。 

当生物体（昆虫）遭受高温胁迫时，体内会

诱导产生大量热激蛋白（HSPs），避免生物体内

蛋白质和多肽变质（Nollen and Morimota，2002；

King and MacRae，2015）。有研究表明，昆虫的

耐热性强弱与其体内热激蛋白的表达量成正比

（Bourg et al.，2001; Murphy et al.，2003；张永

强等，2004）。Dahlgaard 等（1998）研究报道，

热 激 蛋 白 Hsp70 基 因 的 表 达 与 黑 腹 果 蝇

Drosophila melanogaster Meigen的耐热性呈正相

关，Hsp70 基因的表达量越高其成虫的耐热性越

强；被称为最耐热的陆地动物之一撒哈拉沙漠蚁

Cataglyphis bombycina Roger 和 Cataglyphis 

bicolor Fabricius在 45 ℃时依然可以合成热激蛋

白，而生活在气候比较温和地区的蚂蚁 Formica 

polyctena Foerster 最高在 39 ℃时合成（Gehring 

and Wehner，1995）；当桃蚜 Myzus persicae 

(Sulzer)的 MpHsp70a 基因被敲除后，对 40 ℃高

温的敏感性显著增高（Chen et al.，2022）。已有

研究认为，热激蛋白家族基因的高表达可提高昆

虫对外界环境温度适应性，前期研究同样发现，

随着处理温度的升高（32 到 38 ℃）方斑瓢虫体

内诱导型热激蛋白 P-Hsp70 基因表达量显著升

高。然而，该基因是否提高了方斑瓢虫抗高温

能力以及是否介导对高温环境下的耐受性尚不

清楚。 

本研究将前期筛选的方斑瓢虫抗热相关基

因 P-Hsp70，利用 RNA 干扰（RNAi）技术进行

功能验证。观察和探讨经 RNAi 后的方斑瓢虫在

不同温度（32、35 和 38 ℃）条件下的存活和繁

殖情况，以阐明该基因在方斑瓢虫耐高温中的

作用。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

方斑瓢虫于 2019 年 7 月在新疆石河子大学
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实验棉田（44.32° N，85.92° E）内采集。依照任

顺祥等（2009）对瓢虫形态特征的描述进行种类

鉴定。采集前，确定采样地棉田未喷施任何药剂。

将采集到的方斑瓢虫带回中国农业科学院廊坊

科研中试基地，在人工气候箱[（32±1）℃、

RH70%±5%、16L︰8D]内继代饲养，每天提供

充足活体棉蚜作为食物。 

1.2  方斑瓢虫总 RNA 提取及 cDNA 和 dsRNA

合成 

采用 TransZol Up Plus RNA Kit 试剂盒提取

方斑瓢虫总 RNA，全过程均在低温条件下进行，

所有离心管和枪头均选用 RNase-free，避免 RNA

降解。待检测其浓度和纯度合格后，根据 FastKing 

gDNA Dispelling RT Supermix 反转录试剂盒合

成 cDNA 第一条链，于﹣80 ℃保存备用。 

将筛选到的方斑瓢虫基因 P-Hsp70 和对照

基因 GFP 分别进行体外 dsRNA 合成。通过线上

Primer3Plus（http://www.primer3plus.com）设计

引物。根据 T7 RiboMAX™ Express RNAi System 

试剂盒要求，每个基因设计 2 对引物：一对在 F

引物 5′端加酶切位点，在 R 引物 5′端添加 T7 启

动子；另一对反向添加。用于后续实验中分别合

成目的基因的正反义链，引物信息见表 1。 
 

表 1  引物信息 

Table 1  Primer information 

引物 
Primers 

引物序列（5′-3′） 
Primer sequences 

用途
Purpose

ds-P-Hsp70 F: CTCCACCTGCGGTCTCAATT RNAi

  R: CAGGGGTACATTGGAGCCAG

ds-P-GFP F: TGGTCCCAATTCTCGTGGAAC

  R: CTTGAAGTTGACCTTGATGCC

q-P-Hsp70 F: CTGCGGTCTCAATTCCCAGT qPCR

  R: AACCCAGACGAAGCAGTAGC

q-P-GFP F: AGCCAACATTACCACTGA 

  R: GTATCCACGACGCAATTC 

 

1.3  dsRNA 干扰处理及干扰效率验证 

选取新羽化的方斑瓢虫成虫（日龄<12 h）

进行 RNAi 实验。将纯化的 dsRNA 上样于显微

注射仪中，注射仪控制注射体积。用显微注射仪

向试虫腹部注射目的基因 dsRNA（ds-GFP 和 ds-

目的基因），每头瓢虫注射 1.536 μg dsRNA。将

注射的试虫进行相应温度胁迫（32、35 和 38 ℃）

处理，饲喂充足的棉蚜。以注射 ds-P-GFP 基因

为阴性对照，不注射 dsRNA 为空白对照。在注

射 24、48 和 72 h 后分别收集 2 头瓢虫作为一个

样本，每个样本 3 次重复。将收集到的瓢虫快速

置于液氮中的离心管中，保存于﹣80 ℃冰箱。 

RNA 提取和 cDNA 合成参照 1.2。对未注射

dsRNA 的试虫、注射 ds-P-GFP 基因的试虫和注

射目的基因 dsRNA 的试虫等通过 qRT-PCR 技术

检测目的基因的表达量。方斑瓢虫内参基因

EF1α用于均一化分析。引物信息见表 1。 

1.4  RNA 干扰后方斑瓢虫存活率与繁殖力评价 

将未注射 dsRNA 的试虫、注射 ds-P-GFP 基

因的试虫和注射目的基因 dsRNA 的试虫在相应

温度（32、35 和 38 ℃）培养箱中进行饲养，每

天提供充足的棉蚜作为食物。每 20 头瓢虫为一

组，每个处理进行 3 次重复。每 24 h 记录瓢虫

的存活和产卵量直到全部死亡，验证 RNAi 前后

方斑瓢虫存活率、寿命和繁殖力等参数的变化。 

1.5  数据分析 

采用单因素方差分析（One-way ANOVA）

对实验数据进行分析。Student’s t 检验 用于确

定同一温度下不同处理间的表达差异（P < 

0.05），对数轶检验 Kaplan-Meier 用于分析生存

曲线。所有统计分析均使用 Excel 2010 和 SPSS 

25.0 软件进行，图片由 OriginPro 9.0 和 SigmaPlot 

12.5 等软件制作生成。 

2  结果与分析 

2.1  dsRNA 干扰效率 

通过显微注射将 dsRNA 递送至方斑瓢虫成

虫腹部，然后在不同温度（32、35 和 38 ℃）下

进行处理，利用 qRT-PCR 技术测定热激蛋白

P-Hsp70 基因在干扰后 24、48 和 72 h 的表达量，

计算可得出干扰效率。研究结果显示，方斑瓢虫 
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图 1  方斑瓢虫成虫基因 P-Hsp70 的干扰效率 

Fig. 1  The gene silence effects of P-Hsp70 in Propylaea quatuordecimpunctata adults 

A. 32 ℃处理下成虫基因 P-Hsp70 的干扰效率；B. 35 ℃处理下成虫基因 P-Hsp70 的干扰效率； 

C. 38 ℃处理下成虫基因 P-Hsp70 的干扰效率。 

A. The gene silence effects of P-Hsp70 in the adults under 32 ℃; B. The gene silence effects of P-Hsp70  

in the adults under 35 ℃; C. The gene silence effects of P-Hsp70 in the adults under 38 ℃。 

对照：未注射 dsRNA，下图同。数据为平均值±SE，不同字母表示在 0.05 水平上差异显著（Tukey 检验）。图 3 同。 

Control: Non-injection dsRNA, the same below. Data are mean ±SE. Different letters above the bars indicate statistically 
significant difference across temperatures within a species (Tukey’s posthoc test; P < 0.05). The same for Fig. 3. 

 

P-Hsp70 基因在 72 h 内被成功干扰，表达量与对

照组（未注射 dsRNA）相比显著降低，且 24 h

时表达量最低（P < 0.001，图 1：A-C）。在高温

（38 ℃）胁迫下，当 P-Hsp70 基因被干扰后方

斑瓢虫在 48 h 内全部死亡，干扰后 24 h 的表

达量降低了 50.9%（24 h：t = 40.21，P = 0.001，

图 1：C）。 

2.2  RNA 干扰对方斑瓢虫成虫存活和繁殖的

影响 

明确了注射 dsRNA 介导的 RNAi 技术可成

功干扰方斑瓢虫的 P-Hsp70 基因表达，本研究继

续观察方斑瓢虫成虫 P-Hsp70 基因被干扰后在

不同实验温度（32、35 和 38 ℃）下的存活率。

结果显示，方斑瓢虫 P-Hsp70 基因被干扰后，与

对照组（未注射 dsRNA）相比，方斑瓢虫成虫

存活率随着处理时间的延长均逐渐降低（P < 

0.001, 图 2：A-C），这说明 P-Hsp70 基因在方斑

瓢虫抗高温过程中具有非常重要的作用。当

P-Hsp70 基因被干扰 24 h 后，所有实验温度下方

斑瓢虫成虫的存活率均显著降低，存活率分别下

降 15.5%、16.7%和 56.8%（32 ℃: t = 7.07, P =  
 

 
 

图 2  方斑瓢虫成虫 P-Hsp70 基因被干扰后在不同温度下的存活率 

Fig. 2  Adult survival rate of Propylaea quatuordecimpunctata under different  
temperatures after the P-Hsp70 gene was silenced 

A. 32 ℃处理下存活率；B. 35 ℃处理下存活率；C. 38 ℃处理下存活率。 

A. Survival rate under 32 ℃; B. Survival rate under 35 ℃; C. Survival rate under 38 ℃.  

折线上不同字母代表相应颜色曲线与对照组差异显著（P < 0.05，log-rank）。 

Different letters indicates that the corresponding color curve is different from control (P < 0.05, log-rank). 
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0.002; 35 ℃: t = 5.50, P = 0.005; 38 ℃: t = 10.61, 

P < 0.001）。 

当方斑瓢虫成虫 P-Hsp70 基因被干扰后，与

对照组（未注射 dsRNA）相比，在所有实验温 

度下平均寿命显著缩短（图 3：A），分别缩短 40.6%、

51.2%、65.8%（32 ℃：t = 14.97，P< 0.001；35 ℃：

t = 21.07，P < 0.001；38 ℃：t = 14.19，P < 0.001）。 

同时，本研究还观察了 P-Hsp70 基因被干扰后

方斑瓢虫成虫在所有实验温度（32、35 和 38 ℃）

下的繁殖力。结果如图 3（B）所示，当 P-Hsp70

基因被干扰后，方斑瓢虫成虫的产卵量与对照组

（未注射 dsRNA）相比也显著降低（38 ℃除外：

P-Hsp70 基因干扰前后都未能产卵），2 个不同温

度（32 和 35 ℃）处理条件下的产卵量分别降低

37.5%和 100.0%（32 ℃：t = 17.13，P < 0.001；

35 ℃：t = 29.96，P < 0.001）。 
 

 
 

图 3  方斑瓢虫成虫 P-Hsp70 基因被干扰后的平均寿命（A）和繁殖力（B） 

Fig. 3  Adult average longevity (A) and fecundity (B) of Propylaea quatuordecimpunctata under  
different temperatures after the P-Hsp70 gene was silenced 

 

3  讨论 

近 20 年来，RNAi 技术被广泛应用于昆虫功

能基因的验证研究（Kennerdell and Carthew，

1998；Li et al.，2013；林妙金等，2021）。普遍

认为，细胞对 dsRNA 的摄取效率是限制 RNAi

过程的重要因素，只要 dsRNA进入细胞内，RNAi

通常都会发生（Yu et al.，2013）。在多种 dsRNA

的递送方式中，直接注射 dsRNA 的递送方式是

最有效的方式之一（Fire et al.，1998）。本研究

中采用 RNAi 技术对热激蛋白 P-Hsp70 基因进行

功能验证，显微注射 dsRNA 后该基因表达量显

著降低，干扰效率为 49.1%-57.5%，这说明本研

究中选用直接注射 dsRNA 的递送方式可显著抑

制目的基因。同样直接注射 dsRNA 可有效抑制

斜纹夜蛾 Spodoptera litura Fabricius 幼虫中氨肽

酶基因 slapn 的表达，但饲喂 dsRNA 却不能实

现 RNAi（Rajagopal et al.，2002）。然而，注射

dsRNA 的递送方式同样不能适用于所有昆虫，

例如，体型较小的昆虫更适合选择机械损伤较小

的饲喂或浸泡 dsRNA 的递送方式（Chen et al.，

2010）。因此，在进行 RNAi 研究时还需综合考

虑，选用合适、有效的递送方式。 

存活曲线可显示种群的生存率随时间如何

变化，方斑瓢虫热激蛋白 P-Hsp70 基因被干扰

后，在所有实验温度下其存活率的下降趋势显著

高于对照组，随着时间推移降低趋势更显著，这

表明热激蛋白 P-Hsp70 基因在方斑瓢虫抗高温

过程中具有一定的保护作用。同样，前期研究中

也发现了热激蛋白 70 家族基因在不同昆虫耐高

温过程有类似的作用。例如，莲草直胸跳甲

Agasicles hygrophila（Selman and Vogt）的 Hsp70

基因被干扰后，高温处理下（36 和 39 ℃）存活

率显著低于对照（未进行 RNAi），并随温度升高

差异更显著（Jin et al.，2020）；棉蚜 Aphis gossypii 

Glover 热激蛋白 70 家族基因 ApHsp70A1-1 和

ApHsp68 被抑制后，成虫的存活和繁殖均显著低

于对照组（Liu et al.，2023）。本研究发现，热
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激蛋白 P-Hsp70 基因在方斑瓢虫抗高温过程中

有一定保护作用，随着温度升高保护作用更  

显著。 

同时发现，在所有实验温度下，当热激蛋白

P-Hsp70 基因被干扰后，方斑瓢虫成虫寿命和繁

殖力也显著下降。因此推断，热激蛋白 P-Hsp70

基因可保护方斑瓢虫，降低高温危害。先前的一

些报道已经证实，热激蛋白可调控昆虫的寿命。

例如，短暂、低水平的诱导黑腹果蝇体内 Hsp70

基因的表达量，就可使其寿命延长（Tatar et al.，

1997）。同时，也有研究表明热激蛋白的合成是

一个消耗能量的过程，在帮助昆虫获取高温耐受

性的同时也会对虫体产生不利影响，过量表达可

能会影响昆虫的生长发育和繁殖能力（Koehn 

and Bayne，1989；Hoffmann，1995；Sejerkilde   

et al.，2003；Morrow et al.，2006）。在 32 和 35 ℃

温度锻炼下，美洲斑潜蝇 Liriomyza sativae 

Blanchard 的 hsp70 和 hsp20 基因表达量显著升

高，虫体耐热性提高，但成虫的取食和繁殖能力

显著降低（Huang et al.，2007）。在前期的研究

结果中发现，高温（38 ℃）虽然提高了方斑瓢

虫 P-Hsp70 基因的表达量，但成虫存活率和繁殖

率大幅度降低，瓢虫对高温的适应性和热激蛋白

基因诱导之间的权衡关系还有待进一步研究

（Yang et al., 2022a, 2022b）。 

本研究证实，热激蛋白 P-Hsp70 基因在方斑

瓢虫抗高温过程中具有重要作用，但昆虫的抗高

温过程十分复杂，还需更深入的探索。前期研究

结果显示，除了热激蛋白 P-Hsp70 基因之外，还

有热激蛋白家族其他基因（P-shsp）、大量的细

胞色素 P450 基因以及一些抗氧化相关基因的表

达量和表达模式随温度升高发生变化（Yang 

et al.，2022a）。这些基因同样在一些昆虫的抗高

温过程中具有重要作用（杨航等，2019；Durak 

et al.，2021；Shen et al.，2021），但它们在方斑

瓢虫的抗高温过程中是否有意义，还需要进一步

证实。 
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