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日本龟蜡蚧雌成虫越冬前后耐寒性

及相关生化物质含量的变化

刘兆良! 袁忠林! 罗9兰!
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摘要! !目的"了解日本龟蜡蚧 K0.'=)$2#02U$='&+"52U%LL# 越冬前后对低温的耐受性和低温生存对

策# !方法"采用热电偶法测定了日本龟蜡蚧雌成虫越冬前%)( 月'&越冬期%) 月'及越冬后%? 月'

的过冷却点和冰点(采用生理生化方法测定了其体内的水分&脂肪&甘油&总糖&糖原以及海藻糖的

含量# !结果"日本龟蜡蚧越冬期的过冷却点和冰点最低$分别为 ,)21*?f和 ,)(1)2f$与越冬

前%分别为 ,)212(f和 ,@1@:f'差异不显著$但显著低于越冬后的 %分别为 ,))1--f和

,*1)'f'#体内含水量在越冬期最低$为 ))1'-g$显著低于越冬前%'-1-?g'和越冬后%'@1+(g'

的含水量# 脂肪含量在越冬前和越冬期较高$分别为 -+12-g和 -:1**g$且显著高于越冬后的

%**1+2g'# 甘油含量在越冬前&后和越冬期均无显著差异# 总糖含量在越冬前和越冬期均显著

高于越冬后的# 糖原含量在越冬前&越冬期和越冬后分别为 ?1(2$ :1?: 和 )1*+

"

O3GO$三者差异

显著$越冬后糖原含量显著降低# 海藻糖含量在越冬前最高为 )?1*'

"

O3GO$显著高于越冬期

%+1-:

"

O3GO'和越冬后%*1@'

"

O3GO'$但越冬期和越冬后差异不显著# !结论"本研究结果明确

了日本龟蜡蚧在越冬前后&越冬期的抗寒能力及与抗寒相关物质含量的变化情况$可为正确评价日

本龟蜡蚧低温适应性&预测地理分布和种群变化提供理论依据#
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99昆虫是一类变温动物!极端高温和低温都会影

响其正常的生长发育和生存* 昆虫耐寒性是其度过

寒冷冬季的重要方式!其对低温的适应能力直接决

定着其种群的生存+分布与扩散"李庆等! '((-#*

因此!昆虫耐寒性是昆虫研究中的热点之一

"_�GGL! )@@@% c"HL! '(('% _0#6H"0%0#$)K! '((2#*

昆虫过冷却点"M$NL%6//H0#ON/0#P! _<;#是衡量昆虫

耐寒性的一个重要指标"景晓红和康乐! '((?% 陈

豪等! '()(#* 随着越冬代昆虫种群数量动态+迁飞

转移规律与栖息地微环境气候和区域性景观格局特

征等关系的研究!为了更加全面地了解昆虫类群的

抗寒策略或耐寒机制!诸多学者将过冷却点密切地

关联到昆虫种群地理分布+生态环境的入侵以及翌

年种群繁衍和传播等生态学方面"孙绪艮等! '(()%

陈兵和康乐! '((2! '((:% 孔锋等! '((*% 许益镌

等! '((@#*

日本龟蜡蚧 K0.'=)$2#02U$='&+"52U%LL# 属半翅

目"TLG0NPL%"# 蚧科"</660."L# 蜡蚧属 K0.'=)$2#02!

在我国发生普遍且严重地毁坏树木枝干!在新疆和

贵州属于高度和中度危险性林业有害生物"阿衣夏

木6亚库甫等! '()2% 邱宁宏等! '()?#!近年来在

青岛街道行树冬青等植物上危害也十分严重* 日本

龟蜡蚧具有繁殖能力强+发育速度快+危害性大+易

随苗木转移等特点!由于其以受精雌成虫在 ) ,' 年

生枝条上越冬"王永祥等! '((-#!冬季低温对其越

冬存活率的影响很大* 目前已知日本龟蜡蚧分布于

亚美尼亚+保加利亚+法国+意大利+俄罗斯+日本+中

国等地"iLP&5r"#. Z/Q{%! '()'#!在我国广分布于

华东+华中+华南+华北+西南+东北等广大地区"任

斌! '()+#!严重危害冬青+梅+月季+白兰+芍药+石

榴+女贞+柿子等 ?) 科+百余种植物 "邱宁宏等!

'()+#* 有关日本龟蜡蚧发生规律和防治方面的报

道较多"梁隐泉等! '((+% 王永祥等! '((-% 薛照

文! '()2% 汤留弟等! '()+#!但关于其过冷却点测

定及与抗寒相关的生理生化等研究还尚未见报道*

本研究通过对日本龟蜡蚧越冬前后及越冬期过冷却

点+体内水分+脂肪+甘油+总糖+糖原和海藻糖含量

的测定!以探讨日本龟蜡蚧耐寒能力及抗寒机制!以

期为日本龟蜡蚧的预测预报及分布区形成机制提供

理论依据*

:;材料与方法

:<:;供试虫源

所用虫源均为日本龟蜡蚧雌成虫* 越冬前

"'(): 年 )( 月 ? ,)( 日#和越冬期"'()+ 年 ) 月 ?

,)( 日#的虫源采自山东省青岛市城阳区道路两旁

绿化冬青树上%由于 '()+ 年 ) 月青岛温度很低!越

冬后在原来的采集点活虫数量极少!不足以用于实

验!因此越冬后"'()+ 年 ? 月 ? ,)( 日#虫源采自于

山东省青岛市崂山区枯桃花卉市场附近的冬青树

上* 试虫采回后及时进行过冷却点的测定%相关生

化指标测定在试虫采回后 )( . 内完成!先将试虫从

枝杆上取下后!选择大小基本相同的雌成虫!每 : 头

一组放入 )1: GWFNNL#./%[离心管中! ,-(f超低

温冰箱"青岛海尔#保存待测*

:<=;过冷却点和冰点测定

采用热电偶原理进行 _<;和 i;测定"刘玉娟

等! '()?#* 选取大小一致的日本龟蜡蚧雌成虫!将

待测虫体放入 )1: GWFNNL#./%[离心管中!将过冷
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!鹏程电子有限公司#的热敏电阻感温

探头伸入管中并与虫体腹面接触!高低温试验箱

"b̂ A?(!上海一恒仪器公司#以 )f3G0# 降温!虫体

温度变化通过计算机及其配套软件进行自动记录!

实时绘制虫体温度变化曲线* 每次测定 +( 头*

:<>;水分和脂肪含量测定

分别取 2(头日本龟蜡蚧雌成虫!装入称重的 )1:

GWFNNL#./%[管"F;管#!电子天平"上海豪晟科学仪

器有限公司#称鲜重"[%LM> ]L0O>! î #并记录* 然后

在 +(f恒温烘箱"苏州市豪悦电热设备制造厂#中烘

'? >至恒重!冷却后称干重".%&]L0O>P! b̂ #!重复 :

次!计算日本龟蜡蚧雌成虫含水量!公式为$含水量l

&"î ,b̂ #3î ' j)((g"李娜等! '()?#*

测完干重后!将烘干的虫体研磨!将研磨粉移入

' GWF;管中!称重" b̂ #!加氯仿和甲醇混合液

"'h)! R3R#提取!)' ((( %3G0# 离心 )( G0#!弃上清

液!重复提取 ) 次* 残渣置于 +(f烘箱烘烤 ?- >至

恒重"HL"# .%&]L0O>P! Wb̂ #* 虫体脂肪含量"g#

l&" b̂ ,Wb̂ #3b̂ ' j)((%脂肪重量 lb̂ ,

Wb̂ "李娜等! '()?#* 重复 : 次*

:<A;虫体甘油的测定

测定方法参照仵均祥"'(('#的方法!并作一定

的改进*

:<A<:9标准曲线绘制$取 )+ 支试管!分 ' 组作为 '

个重复* 分别加入 (! (1)! (1'! (12! (1?! (1:!

(1+ 和 (1* GW甘油标准液!然后用蒸馏水补足至 )

GW* 每管中加入氧化剂 ' GW")2( GO高碘酸钠+- O

无水醋酸铵++ GW冰醋酸!全部溶解定容至 )((

GW#摇匀!加入显色剂 ' GW"乙酰丙酮 (1? GW!加

异丙醇溶解定容至 )(( GW#充分混合后!+(f水浴

中加热显色 ): G0#!冰水冷却* 用紫外分光光度

计&让奇"上海#仪器科技有限公司'?'( #G波长

下进行比色分析!记录吸光值* 求回归方程!制作

标准曲线*

:<A<=9甘油含量测定$取日本龟蜡蚧雌成虫 ): 头!

蒸馏水冲洗!吸水纸吸干虫体表面水份!置于已称重

的 ): GWF;管中称重后!加入 ) GW蒸馏水匀浆!?

GW蒸馏水 ? 次冲洗研磨棒* : ((( %3G0# 离心 )(

G0#!取上清液!沉淀加 : GW蒸馏水再离心一次!合

并上清液* 每管中加入氧化剂 ' GW和显色剂 ' GW

充分混和后!+(f水浴 ): G0#!冷却后在紫外分光光

度计上 ?'( #G波长下进行比色分析* 每个处理重

复 2 次*

:<C;虫体含糖量测定

:<C<:9标准曲线绘制$分别取 (1) GO3GW的 bA葡

萄糖溶液 (! (1)! (1'! (1?! (1+! (1- 和 )1( GW加

入 )( GW带塞具刻度的试管中!不足 ) GW者用

)(g三氯乙酸补体积到 ) GW%再加入 (1' g蒽酮试

剂 ? GW!混合均匀* 迅速浸于冰水中冷却!待所有

试管均加完后!一起浸入沸水浴中* 自重新沸腾起

记时间!准确煮沸 )( G0#* 然后取出!用自来水冲

冷!然后于室温中平衡 '( G0#!用紫外分光光度计在

+'( #G波长进行比色分析!记录吸光值* 重复 2

次* 求回归方程!制作标准曲线*

:<C<=9总糖提取和含量测定$取日本龟蜡蚧雌成虫

)( 头!蒸馏水冲洗!吸水纸吸干虫体表面水分并称

重!放入 ): GW试管中!加入 ) GW蒸馏水匀浆!? GW

)(g三氯乙酸溶液冲洗匀浆器!: ((( %3G0# 离心 :

G0#!取上清液!用 ' GW)(g三氯乙酸溶液溶解沉

淀!反复离心 ' 次* 上清液加 )(g三氯乙酸溶液补

足 )( GW* 测定时取 (1) GW样品液经蒽酮法测定

其总糖含量* 重复 2 次*

:<C<>9虫体海藻糖和糖原提取及含量测定$取日本

龟蜡蚧雌成虫 )( 头!蒸馏水冲洗+吸干并称重后!放

入匀浆器中加 )(g三氯乙酸溶液 ) GW匀浆!? GW

)(g三氯乙酸溶液冲洗匀浆器!: ((( %3G0# 离心 )(

G0#!用 ) GW)(g三氯乙酸溶液溶解沉淀!反复离心

' 次* 上清液加入无水乙醇 ? GW后放置 ?f冰箱中

'? >* 测定时取放置 '? >的上清液 ) GW!)( ((( %3

G0# 离心 ): G0#!上清液加入 ) GW(1): G/H3W

T

'

_`

?

溶液!沸水浴水解 ): G0#!冷却后缓慢加入

2(g Z̀ T溶液 ) GW!振荡混合后沸水浴 ): G0#!冷

却后即得到海藻糖测定样品* 离心管中剩余的沉淀

加入 ) GW蒸馏水!待沉淀充分溶解后即为待测糖原

样品* 经蒽酮法后 +'( #G下比色* 重复 2 次*

:<K;数据分析

根据待测液的吸光值!在标准曲线上查出相应

的甘油和糖含量!按下式计算供试虫体各种测试成

分的实际含量$

虫体甘油含量"

"

O3GO# l&从标准曲线查得的甘

油含量"

"

O3GW# j样品稀释量"GW#'3虫重"GO#%

虫体含糖量"

"

O3GO# l&从标准曲线查得的糖含

量"

"

O3GW# j样品稀释量"GW#'3虫重"GO#*

所得数据用F76LH进行计算和做图%使用 _;__

')1( 进行单因素方差分析!用 \$5L&氏法进行差异

显著性分析*
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=;结果

=<:;日本龟蜡蚧越冬前后的过冷却点和冰点

越冬前"'(): 年 )( 月#日本龟蜡蚧雌成虫的过

冷却点和冰点分别为 ,)212(f和 ,@1@:f!并与

'()+ 年 ) 月越冬期的" ,)21*?f和 ,)(1)2f#无

显著差异!但均显著低于 '()+ 年 ? 月越冬后的值

" ,))1--f和 ,*1)'f# "过冷却点$ -l'?1'+*%

1El'!)**% 3m(1(()% 冰点$-l:'1@'@% 1El'!

)**% 3m(1(()#"表 )#*

表 :;日本龟蜡蚧雌成虫越冬前后过冷却点和冰点测定结果

(+64#:;HJ-#.$''4/,3 -'/,%&+,0".##W/,3 -'/,%&'""#I+4#+0J4%&'"B(")6&#-,(-G#6)$'*5-+%0/""#.#,%'2#.9/,%#./,3 &%+3#&

越冬阶段

R̀L%]0#PL%0#OMP"OL

样本数

D$G8L%/[M"GNHLM

过冷却点"f#

_$NL%6//H0#ON/0#P

冰点"f#

i%LLQ0#ON/0#P

越冬前cL[/%L/RL%]0#PL%0#O +( ,)212( e(1)@ 8 ,@1@: e(1'( 8

越冬期b$%0#O/RL%]0#PL%0#O +( ,)21*? e(1)2 8 ,)(1)2 e(1'? 8

越冬后C[PL%/RL%]0#PL%0#O +( ,))1-- e(1': " ,*1)' e(1': "

表中数据为平均值e标准误%同列数据后不同字母表示存在显著性差异"3m(1(:! \$5L&氏检验#* b"P"0# P>LP"8HL"%L%LN%LML#PL. "MGL"# e

,%1b0[[L%L#PHLPPL%M]0P>0# P>LM"GL6/H$G# GL"# M0O#0[06"#P.0[[L%L#6L"3m(1(:! \$5L&,MPLMP#1

=<=;日本龟蜡蚧越冬前后体内含水量和脂肪含量

日本龟蜡蚧雌成虫越冬前"'(): 年 )( 月#和越

冬后"'()+ 年 ? 月#虫体的含水量较高!分别为

'-1-?g和 '@1+(g!且差异不显著%而越冬期的含

水量为 ))1'-g!且与越冬前和越冬后差异显著"-

l--1:+:% 1El'!)'% 3m(1(()#*

日本龟蜡蚧雌成虫体内脂肪含量在越冬前最高

为 -+12-g!越冬期为 -:1**g!两者之间无显著差

异!但显著高于越冬后的"**1+2g#"-l+:1(-'% 1E

l'!)'% 3m(1(()#"图 )#!说明日本龟蜡蚧在越冬

图 )9越冬前后日本龟蜡蚧雌成虫体内水分和脂肪含量

i0O1)9\>L6/#PL#PM/[]"PL%"#. ["P0# [LG"HL".$HPM/[

K0.'=)$2#02U$='&+"52"P.0[[L%L#P/RL%]0#PL%0#OMP"OLM

2 个时间分别对应越冬前+越冬期和越冬后%同一物质柱形图上的

不同字母表示不同时间差异显著"3m(1(:! \$5L&氏检验#%图 '

同* \>%LL."PLM%LN%LML#P8L[/%L! .$%0#O"#. "[PL%/RL%]0#PL%0#O!

%LMNL6P0RLH&1b0[[L%L#PHLPPL%M"8/RL8"%M/[P>LM"GLM$8MP"#6L%LN%LML#P

M0O#0[06"#P.0[[L%L#6L8LP]LL# .0[[L%L#PP0GL"3m(1(:! \$5L&,MPLMP#1

\>LM"GL[/%i0O1'1

之前开始储存大量脂肪以备越冬*

=<>;日本龟蜡蚧越冬前后甘油%总糖%糖原及海藻

糖含量

日本龟蜡蚧雌成虫体内甘油含量在越冬前+越

冬期及越冬后分别为 '1*2! '1'@ 和 '1+*

"

O3GO!差

异不显著"-l)1*2:% 1El'!+% 3l(1':?#* 总糖

含量在越冬前和越冬期差异不显著!越冬后的总糖

含量显著下降"-l@@12--% 1El'!+% 3m(1(()#*

糖原含量在越冬前+越冬期和越冬后 2 个时期分别

为 ?1(2! :1?: 和 )1*+

"

O3GO!差异显著 "-l

2?1+'*% 1El'!+% 3l(1(()#* 海藻糖含量在越冬

前最高!为 )?1*'

"

O3GO!显著高于越冬期和越冬后

图 '9越冬前后日本龟蜡蚧雌成虫体内甘油+

总糖+糖原和海藻糖含量

i0O1'9</#PL#PM/[OH&6L%0#! P/P"HM$O"%! OH&6/OL#

"#. P%L>"H/ML0# [LG"HL".$HPM/[K0.'=)$2#02

U$='&+"52"P.0[[L%L#P/RL%]0#PL%0#OMP"OLM
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的"-l-1(:)% 1El'!+% 3l(1('(#%越冬期和越冬

后海藻糖含量分别为 +1-: 和 *1@'

"

O3GO!两者间

差异不显著*

>;讨论

过冷却点是衡量耐寒性高低的一个重要的指标

"鞠珍等! '((@% 王鹏等! '())% 徐丽荣等! '()'#!

过冷却点越低!耐寒性就越强!在低温下存活率越高

"WLL"#. bL#H0#OL%! )@-:% DL.RL. 0#$)K! )@@:%

T/.5/R""#. T/.L5! )@@*% 魏永平等! '(()#* 本研

究测得日本龟蜡蚧的过冷却点和冰点的大小依次是

越冬期"'()+ 年 ) 月#和越冬前"'(): 年 )( 月# m

越冬后"'()+ 年 ? 月#!越冬前和越冬期无显著差

异!而与越冬后存在显著差异!说明日本龟蜡蚧通过

降低过冷却点和冰点来提高虫体的耐寒能力* 另

外!日本龟蜡蚧外面有一层厚厚的蜡质外壳!蜡壳对

其抵御外界不良的低温环境有一定的作用* 而在越

冬后的 ? 月气温较高!日本龟蜡蚧开始新一轮的生

命活动!过冷却点和冰点明显升高!这符合一般昆虫

的代谢规律*

本研究测定表明!日本龟蜡蚧在越冬期的过冷

却点平均为,)21*?f!低于此温度其体内细胞就会

结冰而死亡* 实际调查的结果进一步印证了这一结

论* '()+ 年 ) 月 '2 ,'? 日青岛地区的气温为

,)?12f!是自 )@+) 年有气象记录以来的历史最低

温!低于日本龟蜡蚧的过冷却点* '()+ 年 ? 月越冬

后取样调查时发现!青岛城阳区道路两旁冬青树上

日本龟蜡蚧的死亡率达 @-g以上!使越冬后的相关

测定无法进行!然后在青岛市崂山区枯桃花卉市场

附近路旁的冬青树上采集到日本龟蜡蚧活虫!这里

背风向阳!'()+ 年 ) 月份可能小环境的气候不低于

其过冷却点温度而得以存活下来*

昆虫体内含水量的变化与耐寒性之间的关系已

经在许多昆虫中得到证实"^/%H"#.! )@@+% 常志光

等! '((-#* 本实验结果表明越冬期日本龟蜡蚧体

内的含水量明显低于越冬前后* 体内含水量的降

低!使新陈代谢减缓!自由水含量减少!有利于昆虫

过冷却点和冰点的降低!对其度过低温环境有利*

许多昆虫在越冬期会积累甘油+山梨醇+甘露

醇+五碳多元醇"阿拉伯糖醇或核糖醇#和脂肪酸

类+糖或多元醇等小分子抗寒物质!这些小分子物质

可以直接与体内的酶或蛋白质作用!可以穿过细胞

膜防止冰冻伤害!并且可与一些水分相结合!减少水

分的流动!调节体系内渗透压的大小!提高昆虫的耐

寒性"WLL! )@-@#* 本研究结果表明!日本龟蜡蚧脂

肪和总糖含量为越冬前和越冬期 t越冬后!糖原含

量的大小依次是越冬后 m越冬前 m越冬期!甘油在

越冬前后及越冬期无显著变化!海藻糖越冬前 t越

冬期和越冬后* 说明日本龟蜡蚧越冬耐寒策略是通

过积累脂肪+总糖和海藻糖等物质!以降低过冷却点

和冰点而达到提高其耐寒能力* 日本龟蜡蚧体内这

些物质的变化不仅与其生理代谢有关!也与外界温

度变化密切相关* 日本龟蜡蚧与很多昆虫不同之处

是它外面有蜡壳保护!因此其体内相关生化物质的

变化幅度可能会有所不同* 本研究基本揭示了日本

龟蜡蚧在越冬前后耐寒性的变化规律及其耐寒机

理!对分析其地理分布具有一定的理论指导意义*

如前所述!日本龟蜡蚧分布区域较广!有的分布

区年最低温远在,)?f以下!如我国的黑龙江+辽宁

和内蒙古年最低温都在 ,2(f左右!甚至有时可达

,?( n,:(f* 日本龟蜡蚧能在这些地方生存!除

昆虫本身的遗传因素外!与长期生活在此地的适应

性有关!其过冷却点和冰点可能远低于生活在青岛

的日本龟蜡蚧* 陈兵和康乐"'((2#对 : ,* 月生长

期间南美斑潜蝇蛹 : 个地理种群的过冷却点研究也

表明!地理种群的过冷却点与当地气温年较差呈显

著负相关性* 关于不同纬度地区日本龟蜡蚧的耐寒

性的测定与验证还需要进一步研究* 另外!本研究

只测定了脂肪+糖等生化指标!没有涉及到蛋白质在

越冬前后的变化!有些昆虫在寒冷诱导下产生抗冻

蛋白提高昆虫的耐寒性"冯从经等!'((*#!日本龟

蜡蚧的耐寒性与抗冻蛋白的关系也有待进一步

研究*
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