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摘要:【目的】明确松墨天牛 4龄越冬幼虫响应低温胁迫的生理适应机制，为松墨天牛的科学防治提供理论依据。

【方法】于 2021年 3月中旬于江西省德兴市采集松墨天牛 4龄越冬幼虫，设置 25 ℃（对照）、4 、0 、−5 、−10 、−15 和
−20 ℃ 7个温度梯度和 30 min、1 h和 3 h共 3个时间梯度，分别测定虫体耐寒能力、耐寒物质含量、抗氧化酶活性以及

低温胁迫对中肠损伤情况。【结果】（1）在过冷却点（（−9.27 ± 0.90）℃）附近，50% 致死时间约为 1.9 h（114.97 min），
99% 致死时间约为 2.8 d（4 061.86 min），在低于过冷却点（−15 ℃）的低温胁迫下，50% 和 99% 致死时间约为−10 ℃ 低温

处理下的 1/4。（2）在低温胁迫处理后，4龄越冬幼虫虫体含水率变化不显著，脂肪含量和糖原质量浓度在 0 ℃ 处理 3 h
后显著下降（P < 0.05），山梨醇质量浓度在−5 ℃ 处理 1 h后显著上升（P < 0.05），在−20 ℃ 处理 1 h后显著下降（P <
0.05）。（3）低温胁迫处理后，抗氧化酶（SOD、POD、CAT）活性均呈显著上升趋势（P < 0.05）。（4）松墨天牛 4龄越冬幼虫

中肠在−15 ℃ 处理 3 h后中肠内壁分解，细胞之间出现空泡，−20 ℃ 处理 3 h后中肠细胞破裂，细胞内容物逸散并充满整

个肠腔，空泡消失。【结论】本文明确了松墨天牛 4龄越冬幼虫响应低温胁迫的氧化应激生理反应，可丰富、完善松墨天

牛耐寒机理研究。
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Abstract: [Objective] This paper aims to determine the physiological adaptation mechanism of the 4-age
wintering  larva  of M.  alternatus  to  low  temperature  stress.  [Method]  The  4-age  wintering  larva  of M.
alternatus were  collected  from Dexing,  Jiangxi  Province  of  eastern  China  in  mid-March  of  the  2021,  and
seven temperature gradients of 25 ℃  (control),  4,  0,  −5,  −10,  −15 and −20 ℃ and three time gradients of
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30 min, 1 h and 3 h were set, the cold tolerance, content of cold-resistant substances, activity of antioxidant
enzymes and the  damage of  midgut  under  low temperature  stress  were  determined. [Result]  (1)  Near  the
supercooling point (−9.27 ± 0.90) ℃, the 50% lethal time was about 1.9 h (114.97 min), and the 99% lethal
time was about 2.8 d (4 061.86 min). Under low temperature stress below the supercooling point (−15 ℃),
the lethal time of 50% and 99% was about 1/4 of that under low temperature treatment of −10 ℃. (2) After
low  temperature  stress  treatment,  the  water  content  of  the  4-age  wintering  larvae  did  not  change
significantly, the fat content and glycogen mass concentration were significantly decreased after 3 h at 0 ℃
(P < 0.05), and the sorbitol mass concentration was significantly increased after 1 h at −5 ℃ (P < 0.05), and
significantly  decreased  after  1  h  at  −20 ℃  (P  <  0.05).  (3)  After  low  temperature  stress  treatment,  the
activities of antioxidant enzymes (SOD, POD, CAT) were significantly increased (P < 0.05). (4) The midgut
of the 4-age wintering larvae of M. alternatus was decomposed after −15 ℃ treatment for 3 h, and vacuoles
appeared between cells. After −20 ℃ treatment for 3 h, the midgut cells were ruptured, and the cell vacuoles
escaped  and  filled  the  whole  intestinal  cavity,  and  the  vacuoles  disappeared.  [Conclusion]  This  study
clarified  the  physiological  response  of  oxidative  stress  of  the  fourth  instar  overwintering  larvae  to  low
temperature stress, which could enrich and improve the study on cold tolerance mechanism of M. alternatus.
Key words: Monochamus alternatus; wintering larvae; cold resistant substances; antioxidant enzyme system

松墨天牛（Monochamus alternatus），又名松褐

天牛 、松天牛 ，属鞘翅目 （Coleoptera）、天牛科

（Cerambycidae）、沟胫天牛亚科（Lamiinae）、墨天牛

属（Monochamus）。它是我国松科（Pinaceae）树种的

主要蛀干害虫，并且也是国际公认的重大森林植物

检疫对象——松材线虫（Bursaphelenchus xylophilus）
的重要媒介昆虫之一。在松材线虫的扩散和侵染的

过程中，松墨天牛起着携带、传播和协助病原侵入寄

主的关键性作用[1]。传统观点认为，松墨天牛在我国

主要分布于广西、江苏、江西、浙江、湖南、台湾、四

川、河北、云南、广东、福建、西藏、山东、香港、安

徽、河南、贵州、湖北、陕西 19个省（自治区、特别行

政区）[2−3]。然而，近年来松墨天牛开始向我国北方扩

散。自 2004年 8月吉林通化市首次记录松墨天牛以

来[4]，2016年大连市松材线虫病疫情期间发现了大

量松墨天牛[5]，2018年山西又首次出现了松墨天牛

野外种群。当松墨天牛突破其原有分布区域，在我

国更北部地区定殖后，其越冬虫态必然要适应冬季

更为寒冷的温度，这也表明松墨天牛越冬虫态具有

较强的耐寒能力。

昆虫抗寒性是昆虫生态学研究的热点领域。昆

虫在生长发育过程中经历着复杂的生态环境变化，

其生理功能、基本行为甚至进化途径都受温度的控

制和影响，而冬季低温环境是其生存的直接障碍[6]。

在长期对寒冷气候适应的过程中，昆虫逐渐进化出

两种耐寒策略——耐受型和躲避型，前者可以忍受

细胞结冰而继续存活，后者只能在过冷却点以上存

活[7]。昆虫耐寒能力的高低直接影响其生殖、扩散、

分布及在下一季节的发生动态，决定其种群生存和

发展[8−10]，Jikumaru等[11]发现低温也会导致松墨天牛

传播松材线虫的效率降低。此外，昆虫具有能够在

短时间内快速适应低温胁迫的能力[12−13]。西花蓟马

（Frankliniella occidentalis）[14]、枣椰扁潜甲（Wallacea
dactyliferae）[15]等在低温驯化后，低温存活率均显著

提高。

在低温胁迫等逆境环境下，昆虫体内会发生氧

化应激反应，即昆虫受到胁迫时体内会产生大量活

性氧（ROS）[16]。昆虫体内也有一套抗氧化系统来清

除过量的活性氧，使其保持在较低水平，达成动态平

衡的关系[17]。在这一抗氧化系统中，超氧化物歧化

酶（SOD）可以清除 O2 −，同时产生有害的 H2O2，过氧

化氢酶 （CAT）和过氧化物酶 （POD）则可以分解

H2O2，Fridovich将其称为保护酶系统[18]。耐寒物质

的合成也是昆虫抵御寒冷胁迫的重要途径——提高

细胞液浓度，从而降低冰点 [12]，脂质、糖类、山梨

醇、海藻糖等均是重要的耐寒物质。此外，低温胁

迫处理后，昆虫中肠出现结构松散、细胞坏死等病

理变化 [19]。在高温处理下 ，小金蝠蛾 （Hepialus
xiaojinensis）的超氧化物歧化酶（SOD）活性维持在较

高水平 ，而其过氧化物酶 （POD）、过氧化氢酶

（CAT）、谷胱甘肽硫转移酶（GSTs）和丙二醛（MDA）
活性均显著上升[20]。对于华山松大小蠹（Dendroctonus
armandi），其越冬幼虫的 POD活性在 10月到次年

1月显著上升[21]。Fields等[22]研究发现海藻糖在谷象

（Sitophilus  granaries）冷驯化中起到了重要作用。

红尾肉蝇（Sarcophaga crassipalpis）在经历快速冷驯

化后，山梨醇和甘油含量有所增加[23]；而黑腹果蝇

（Drosophila melanogaster）在快速冷驯化后，其葡萄
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糖和海藻糖含量也有所增加[24]。家蚕（Bombyx mori）
在 4 ℃ 低温连续处理 20 h后中肠细胞结构松散，内

壁褶沟变浅，并出现组织坏死的情况[19]。

松墨天牛越冬幼虫能够度过北方寒冷的冬季并

建立稳定种群，说明其有着强大的耐寒能力。由于

松墨天牛不断向北扩散，对松墨天牛在新增分布区

的基础研究也在持续进行，如发生情况[5]、空间分布

格局[25−26]等。研究表明，越冬幼虫在松墨天牛整个

生活史中的耐寒性最强[27]，人为冷驯化后和冬季采

集的越冬幼虫耐寒性也较适宜温度下生活的幼虫大

幅增强[28−29]。松墨天牛越冬幼虫体内的脂肪、糖原

等耐寒物质在越冬期间均发挥重要作用[30−31]。分子

生物学的发展使得松墨天牛温度胁迫机制的研究得

以深入。在热休克蛋白 70（HSP70s）家族中，部分基

因在松墨天牛温度胁迫中起重要作用。研究发现，

热休克蛋白基因在 3龄幼虫体内经低温胁迫处理后

的表达量会上升，但对高温胁迫更加敏感[32]。李慧

等[33]研究发现，MaltHSP21.20可能在松墨天牛幼虫

的滞育越冬过程中发挥重要作用。此外，Zhang等[34]

发现 miRNAs基因中的 miR-31-5p通过促进蛔虫苷

的产生，有效增强了松墨天牛的耐寒性。同时，

MaltHSP70-2可能与其他 HSP 基因相互作用，共同

在松墨天牛成虫的耐热性中发挥作用 [35]。尽管如

此，目前关于松墨天牛抗氧化应激反应的系统研究

尚未开展。

本研究以松墨天牛 4龄越冬幼虫为试验对象，

在一系列低温胁迫下分别处理不同时间，以检测低

温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫响应低温胁迫的氧

化应激生理反应的影响，具体包括虫体耐寒能力（如

低温存活率）、耐寒物质含量（如含水率、脂肪、糖

原、山梨醇）以及血淋巴抗氧化酶活性（如过氧化物

酶 POD、超氧化物歧化酶 SOD、过氧化氢酶 CAT）
的变化。此外，通过组织切片法研究了松墨天牛

4龄幼虫在低温胁迫下中肠发生的病理变化。本研

究旨在为明确松墨天牛 4龄越冬幼虫响应寒冷胁迫

的耐寒机制提供理论依据。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

2021年 3月中旬于江西省德兴市采集松墨天

牛 4龄越冬幼虫。使用液压劈木机劈开木段，用镊

子取出幼虫后放入带孔的 5 mL离心管中带回实验

室，随机编号，测量基本形态指标后放入 10 mL离心管

中饲养。幼虫鉴定采用形态鉴定和分子鉴定两种方法。

 1.2    试验方法

经前期试验测定，松墨天牛 4龄越冬幼虫在室

温下的的平均过冷却点为（−9.27 ± 0.90）℃，最低为

−11 ℃，最高为−8 ℃；其结冰点为（−3.67 ± 0.30）℃，
最低为−4 ℃，最高为−3 ℃。以松墨天牛 4龄越冬幼

虫为试验对象，以室温（25 ℃）为对照，设置 4、0、
−5、−10、−15和−20 ℃ 6个试验组，每组 6个重复，

每个重复 1头幼虫，分别处理 30 min、1 h和 3 h。
 1.2.1    松墨天牛 4 龄越冬幼虫耐寒能力及抗氧化酶

系活性测定

松墨天牛 4龄越冬幼虫过冷却点和结冰点测定

使用过冷却点仪测定，共测定 3个重复，每个重复 2
头幼虫；含水率、脂肪含量测定参考董亚新等[36]的方

法，糖原质量浓度、山梨醇含量、过氧化物酶（POD）
活性、超氧化物歧化酶（SOD）活性和过氧化氢酶

（CAT）活性测定使用索莱宝公司的试剂盒。

 1.2.2    松墨天牛 4 龄越冬幼虫低温胁迫对肠道损伤情况

以 25 ℃ 为对照组，将松墨天牛 4龄越冬幼虫

分别置于−15、−20 ℃ 低温处理 3 h后解剖出消化

道，每组 3个重复，每个重复 1头幼虫，石蜡切片制

作使用苏木精−伊红染色法[37]染色，置于显微镜下观

察中肠受损情况并拍照。

 1.2.3    数据分析与作图

使用 Excel 2019和 SPSS 24软件进行数据处理

和描述统计；使用 SPSS 24对耐寒物质含量和抗氧

化酶系活性数据进行单变量方差分析，作图均使用

Graph Pad 6.0完成，石蜡切片照片使用显微镜拍摄。

 2   结果与分析

 2.1    松墨天牛 4 龄越冬幼虫耐寒能力测定

 2.1.1    松墨天牛 4 龄越冬幼虫低温存活率

由图 1可知，松墨天牛 4龄越冬幼虫在室温

（25 ℃）、4和 0 ℃ 处理下存活率为 100%；在−5 ℃
处理 30 min和 1 h时，存活率为 80%；在−5 ℃ 处理

3 h以及−15 ℃ 处理 30 min时，幼虫存活存活率为

50%；在−15 ℃ 处理 3 h以及−20 ℃ 处理 30 min、1 h
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图 1    松墨天牛 4龄越冬幼虫低温存活率曲线

Fig. 1    Low temperature survival rate curves of the 4-age wintering
larvae of Monochamus alternatus
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和 3 h时，幼虫存活率为 0%。
 2.1.2    松墨天牛 4 龄越冬幼虫低温致死时间

使用 Probit模型分析松墨天牛 4龄越冬幼虫不

同低温胁迫下的致死时间，由表 1可知，随着处理温

度降低，致死时间呈逐渐降低的趋势。在−10 ℃ 处

理后，50%、90% 和 99% 致死时间分别约为 1.9  h
（114.97  min）、13.7  h（819.27  min）和 2.8  d（4  061.86
min），在−15 ℃ 处理后则分别为 27.75  min、3.3  h
（197.76  min）和 16.3  h（980.48  min）， 50%、 90% 和

99% 致死率均减少了 3倍多，说明松墨天牛 4龄越

冬幼虫在低于过冷却点的温度下无法长时间存活。

 2.2    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫耐寒物质的

影响

 2.2.1    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫含水率的

影响

不同低温胁迫下处理 30 min与 1 h，各试验组

含水率较对照组有所降低但不显著；经过 3 h低温

胁迫处理，−10与−20 ℃ 处理较对照组有所上升但

仍不显著，在−10 ℃ 处理下最高（73%），在 0 ℃ 处理

下最低（65%）（图 2）。
 2.2.2    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫脂肪含量

的影响

经过 30 min低温胁迫处理，−15 ℃ 处理脂肪含

量较对照组显著上升至 15%（P < 0.05），−20 ℃ 处理

较对照组显著下降至 5%（P < 0.05）。低温胁迫处理

1 h后，0 ℃ 与−15 ℃ 处理脂肪含量较对照组显著下

降（P <  0.05），其中 0 ℃ 处理下降至最低，为 6%，
−10 ℃ 处理上升至最高，为 10%。继续处理至 3 h，
0 ℃ 和−5 ℃ 的脂肪含量较对照组显著减少（P <
0.05），其中 0 ℃ 处理下降至最低，为 5%（见图 3）。
 2.2.3    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫糖原质量

浓度的影响

低温胁迫处理 30 min时，各试验组糖原质量浓

度较对照组均有所降低，但不显著；低温胁迫处理 1 h
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图 2    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫含水率的影响

Fig. 2    Effects of low temperature stress on water content of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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图 3    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫脂肪含量的影响

Fig. 3    Effects of low temperature stress on fat content of the 4-age wintering larvae of M. alternatus

 

表 1    松墨天牛 4龄越冬幼虫低温处理下 50%、90%、99% 致死时间

Tab. 1    50%, 90%, 99% leathal time of the 4-age wintering larvae of M. alternatus under low temperature treatment min

项目 Item 25 ℃ 4 ℃ 0 ℃ −5 ℃ −10 ℃ −15 ℃ −20 ℃

50%致死时间 50% of the leathal time 15 796.96 20 896.21 920.23 136.77 114.97 27.75 0.32
90%致死时间 90% of the leathal time 112 571.00 148 908.70 6 557.64 974.60 819.27 197.76 2.29
99%致死时间 99% of the leathal time 558 113.00 738 271.30 32 511.98 4 831.96 4 061.86 980.48 11.35
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后，0、−5和−20 ℃ 处理较对照组均显著上升（P < 0.05），
其中−5 ℃ 处理后最高，为（1.25 ± 0.31）mg/mL；处
理 3 h后，只有 0 ℃ 处理较对照组显著上升（P < 0.05），
为（1.38 ± 0.39） mg/mL（见图 4）。
 2.2.4    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫山梨醇质

量浓度的影响

低温胁迫处理 30 min时，0 ℃ 处理山梨醇质量

浓度较对照组显著上升至（1.10 ± 0.14）mg/mL（P <
0.05），−10 ℃ 处理较对照显著下降至（0.56 ± 0.05）
mg/mL（P < 0.05）；处理 1 h后，−5 ℃ 处理较对照组

显著上升至（0.98 ± 0.18）mg/mL（P < 0.05），−20 ℃
处理较对照组显著下降至（0.50 ± 0.03）mg/mL（P <
0.05）；继续低温胁迫 3 h后，0与−5 ℃ 处理较对照

组显著下降（P < 0.05）（图 5）。
 2.3    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫抗氧化酶系

的影响

 2.3.1    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫 SOD 活性

的影响

低温胁迫处理 30 min与 1 h，各试验组 SOD活

性变化与对照组均无显著差异，低温胁迫处理 3 h
后 ， −20 ℃ 处理较对照显著上升 （P  <  0.05），为
（148.92 ± 0.73）U/（mg·min）（图 6）。
 2.3.2    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫 POD 活性

的影响

低温胁迫处理 30 min和 1 h，POD活性在−20 ℃
处理后较对照组显著上升（P < 0.05）；低温胁迫处理
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图 4    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫糖原质量浓度的影响

Fig. 4    Effects of low temperature stress on glucogen mass concentration of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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图 5    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫山梨醇质量浓度的影响

Fig. 5    Effects of low temperature stress on dorbitol mass concentration of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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Fig. 6    Effects of low temperature stress on SOD activity of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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3 h后，−10、−15和−20 ℃ 处理较对照组均显著上升

（P < 0.05），呈随温度降低而上升的趋势（图 7）。
 2.3.3    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫 CAT 活性

的影响

低温胁迫处理 30 min，CAT活性在−15 ℃ 时较

对照组显著提高（P < 0.05），达（1 152.87 ± 120.03）
U/（mg·min）；胁迫 1 h后，−10 ℃ 处理活性较对照组

显著上升（P < 0.05），为（606.4 ± 113.09）U/（mg·min）；
胁迫 3  h后，−5 ℃ 处理较对照组显著下降（P  <
0.05），−10、−15、−20 ℃ 处理较对照组显著上升（P <
0.05），在−20 ℃ 时上升至最高，为（720.29 ± 1.46）
U/（mg·min）（图 8）。
 2.4    低温胁迫对松墨天牛 4 龄越冬幼虫中肠组织的

影响

中肠作为天牛幼虫消化食物的主要器官，在幼

虫遭受寒冷胁迫时，其受损情况直接影响到幼虫能

否存活。松墨天牛 4龄越冬幼虫中肠在受到低温胁

迫时，其外形始终是椭圆形，无明显变化。健康幼虫

中肠（如图 9a、b）的中肠外壁紧贴中肠环肌，中肠环

肌结构紧密，围食膜褶皱明显；−15 ℃ 处理 3 h（如
图 9c、d）后，幼虫中肠的外壁碎裂，与中肠环肌之间

出现空泡，中肠环肌结构松散，出现较多空泡，围食

膜结构破碎消失；−20 ℃ 处理 3 h（如图 9e、f）后，中
肠外壁破碎，中肠环肌及围食膜溶解，出现空泡，细

胞核分布散乱。

 3   讨　　论

外界环境温度变化会显著影响昆虫的生长发

育、代谢与繁殖等生命过程[38]。当环境温度下降时，

昆虫体内会发生一系列物质变化来抵御寒冷胁迫[39]，

不同的昆虫也演化出了不同的耐寒调节机制：光肩

星天牛 （Anoplophora  glabripennis）[40]通过糖原—
低分子糖醇含量的调控抵御低温胁迫，红缘天牛

（Asias halodendri）[41]通过调节血淋巴中氨基酸浓度

越冬，青杨脊虎天牛（Xylotrechus rusticus）[42]的耐寒

调节机制则是糖原、脂肪—甘油、抗冻功能蛋白的相

互转化。

Probit模型分析显示，松墨天牛 4龄幼虫在−10 ℃
的半数致死时间和 99% 致死时间分别为 114.97和
4 061.86 min。当温度下降到−15 ℃ 时，其半数致死时

间和 99% 致死时间分别缩短到 27.75和 980.48 min，
较−10 ℃ 缩短了约 3倍。由此可见，温度降低到过

冷却点以下时，松墨天牛的存活时间就会大大缩

短。这也验证了松墨天牛采用的是避免结冰的耐寒

策略[43]。

研究表明，松墨天牛越冬幼虫在越冬期间的不

同月份中，其含水率不断升高[31]。在对光肩星天牛[40]、

红缘天牛 [41]、赤松毛虫（Dendrolimus spectabilis）[44]、
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图 7    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫 POD活性的影响

Fig. 7    Effects of low temperature stress on POD activity of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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Fig. 8    Effects of low temperature stress on CAT activity of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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西藏飞蝗（Locusta migratoria） [45]等昆虫耐寒性的研

究中发现，越冬幼虫均通过消耗脂肪和糖原的方式

越冬，松墨天牛 4龄幼虫冷驯化（4 ℃）7 d后脂肪含

量有所下降 [31]。西藏飞蝗 [45]和玉树蝠蛾（Hepialus
yushuensis）幼虫[46]在低温胁迫一段时间后，山梨醇

含量有所上升。在本研究中，松墨天牛 4龄越冬幼

虫含水率在 30 min和 1 h处理下随温度降低而降

低，处理时间为 3 h时，其含水率呈上升趋势。由此

可以推测，松墨天牛 4龄幼虫在开始受到低温胁迫

时通过降低含水率防止结冰，当胁迫时间超过 3 h
后，含水率随温度降低而上升。松墨天牛 4龄越冬

幼虫在不同暴露时间下，脂肪含量均有所降低，且在

−20 ℃ 处理 30 min后较对照组显著下降（P < 0.05），
0 ℃ 处理 3 h后较对照组显著下降（P < 0.05）。说明

松墨天牛 4龄越冬幼虫会通过降低脂肪含量的方式

应对低温胁迫。糖原含量在 30 min和 1 h处理后均

有所上升，且在−5 ℃ 处理 1 h后较对照组显著上升

（P < 0.05），在处理 3 h后下降，说明松墨天牛 4龄
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treating at −15 ℃ for 3 h; e and f, treating at −20 ℃ for 3 h. Mcm, midgut circle muscle; Pm, peritrophic; Va, vacuole; In, intestinal.

图 9    低温胁迫对松墨天牛 4龄越冬幼虫中肠组织的影响

Fig. 9    Effects of low temperature stress on midgut tissue of the 4-age wintering larvae of M. alternatus
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越冬幼虫在受到低温胁迫会产生糖原，在胁迫 3 h
后消耗糖原。山梨醇含量在 0 ℃ 下处理 30 min和
−5 ℃ 下处理 1 h后均显著上升（P < 0.05），在−10 ℃
处理 30 min，−20 ℃ 处理 1 h后均显著下降，可以推

测松墨天牛 4龄越冬幼虫在 0和−5 ℃ 胁迫会大量

累积山梨醇，当温度下降至−10和−20 ℃ 就会逐渐

消耗。

抗氧化系统是清除活性氧以防止其造成后续损

伤的关键 [47]。本研究重点探讨了抗氧化酶 SOD、
CAT和 POD活性在其受到低温胁迫处理后的活性

变化，以证明这 3种抗氧化酶在松墨天牛 4龄越冬

幼虫在寒冷胁迫中起的重要作用。有研究表明，茶

淡黄刺蛾（Darna  trima）在−5 ℃ 低温胁迫 2 h后，
SOD、POD和 CAT活性均显著上升，后随时间增加

又逐渐降低 [48]；琥珀蚕（Antheraea assamensis）SOD
和 CAT活性在 4 ℃ 处理 3 h后上升至最高，后随时

间增加呈下降趋势[49]，均可说明抗氧化酶活性在受

到短时低温胁迫时显著上升，随着胁迫时间增加又

逐渐下降。在本研究中，松墨天牛 4龄越冬幼虫在

受到低温胁迫后，其 SOD活性在−5、−10、−15和
−20 ℃ 处理下，随处理时间增加而下降，在同一处理

时长下，其活性随温度下降而有所上升，且 SOD活

性在低温胁迫后均较对照组有所上升，在−20 ℃ 胁

迫处理 3 h后显著上升（P < 0.05），这一结果说明松

墨天牛 4龄越冬幼虫 SOD活性在短时（3 h以内）低

温胁迫下较对照组有所上升，与上述研究结果一

致。POD活性在−10和−15 ℃ 胁迫下处理 3 h后较

对照组显著上升（P < 0.05），在−20 ℃ 胁迫下，处理

30 min、1 h和 3 h时均较对照组显著上升（P < 0.05）。
这一结果说明松墨天牛 4龄越冬幼虫 POD活性在

低温胁迫初始阶段（低温胁迫 4 ℃ 到−15 ℃ 且处理

时间为 30 min和 1 h）变化不大，当温度降至−20 ℃，
或在−10和−15 ℃ 处理时间达到 3 h时，才显著上

升。CAT活性在−10 ℃ 胁迫处理 30 min和−15 ℃
胁迫处理 1 h后均较对照组显著上升（P < 0.05），处
理 3 h时，在−10、−15和−20 ℃ 胁迫下均较对照组

显著上升（P < 0.05）。以上结果表明，松墨天牛 4龄
越冬幼虫体内 SOD、POD和 CAT活性对低温胁迫

的敏感度有所差异，分别为 CAT对低温胁迫最敏

感，其次是 POD，SOD对低温胁迫的敏感性最弱。

昆虫受到温度低于过冷却点的低温胁迫时，细

胞结构就会因细胞液结冰被冰晶破坏，失去活性[50]。

本研究将松墨天牛 4龄幼虫分别在−15与−20 ℃ 下

处理 3 h，制成石蜡切片以便观察，观察其中肠受损

情况。发现松墨天牛 4龄越冬幼虫在受到−15 ℃ 低

温胁迫 3 h后，其中肠外观上变化不大，但其内部结

构受损伤较严重，具体表现为中肠外壁破碎，外表皮与

中肠环肌之间出现空泡，中肠环肌结构出现松散、空

泡甚至细胞结构破裂，围食膜溶解并消失；在−20 ℃
处理 3 h后，观察到中肠的细胞结构完全消失，细胞

核散乱分布，细胞内容物逸散至中肠内部，空泡消失。

 4   结　　论

本文的创新点在于系统研究了松墨天牛 4龄越

冬幼虫响应低温胁迫的耐寒物质变化与抗氧化应激

反应，明确了耐寒物质与抗氧化酶在松墨天牛 4龄
越冬幼虫受到低温胁迫时的重要作用，提出了脂肪、

糖原、低分子糖醇——抗氧化酶系的耐寒调节机

制。温度下降至过冷却点以下（−15 ℃）时，松墨天牛

越冬幼虫的半数死亡率和 99% 死亡率的死亡时间

缩短至−10 ℃ 低温胁迫处理的 1/4左右。松墨天牛

越冬幼虫受低温胁迫后，会通过调节体内耐寒物质

含量的方式避免体液结冰。在本研究中，松墨天牛

越冬幼虫在受到低温胁迫时，通过消耗脂肪抵御低

温胁迫，同时积累糖原和山梨醇，随着低温胁迫的持

续，脂肪含量持续下降，糖原和山梨醇含量也逐渐消

耗。松墨天牛越冬幼虫血淋巴中 SOD、POD、CAT
活性在低温胁迫处理下均显著上升，其对低温胁迫

的敏感度排序由高到低依次为 CAT > POD > SOD。
通过对松墨天牛越冬幼虫中肠组织的石蜡切片病理

观察发现，在低温胁迫处理后中肠组织结构已完全

破坏，完全丧失功能。
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