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摘要: 昆虫病原线虫已开发成生物农药，广泛应用于多种地下及钻蛀害虫的安全防治。但昆虫病原线虫货架期较
短，对寒冷等极端环境的耐受性较差，影响了其在生物防治方面的商业开发。本文介绍了寒区的昆虫病原线虫资
源，总结了昆虫病原线虫耐寒性的测定方法及增强方法、耐寒性差异的研究进展，并对其耐寒的生理生化机制及
分子机理进行了综述。研究昆虫病原线虫的耐寒性，对于解释种群动态，指导昆虫病原线虫的低温保存，以及拓
展其在生物防治方面的应用具有重要意义。
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Cold tolerance of entomopathogenic nematodes
CHEN Gui-Mei1，2，XIAN Ji-Dong1，YAN Xun2* ( 1. South China Agricultural University，Guangzhou
510640，China; 2. Guangdong Key Laboratory of Animal Conservation and Ｒesource Utilization，
Guangdong Public Laboratory of Wild Animal Conservation and Utilization， Institute of Zoology，
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Abstract: Entomopathogenic nematodes ( EPNs) are biocontrol agents with high efficacy against insect
pests and have been widely used to control different kinds of subterranean and boring pests. The short shelf
life and the week tolerance to extreme temperatures in the environment hindered the large-scale application
of these beneficial nematodes in biological control. In the present paper，EPN resources in cold regions
were summarized. The methods to evaluate and increase the cold tolerance of EPNs，and the difference in
cold tolerance among different species and strains of EPNs are introduced. The research progress in
physiological，chemical and molecular mechanism of cold tolerance is also reviewed. Ｒesearch in cold
tolerance of EPNs is important as it will help to explain the population dynamics and provide basis for the
preservation of EPN germplasm resources，so as to explore the commercial use of EPNs.
Key words: Entomopathogenic nematodes; cold tolerance; physiological and chemical mechanism;
molecular mechanism

昆虫病原线虫 ( Entomopathogenic nematodes，
EPNs) 主要包括斯氏线虫 Steinernema 和异小杆线
虫 Heterorhabditis 两个属，分属于斯氏线虫科
Steinernematidae和异小杆线虫科 Heterorhabditidae。

昆虫病原线虫作为生物防治制剂在害虫防治中具
有重要的研究价值和应用潜力 ( Gaugler，2002;
Shapiro-Ilan et al. ，2002) 。昆虫病原线虫能主动搜
寻寄主害虫，使用方便，在土壤中有较好的生存
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能力和扩散能力，对环境安全，基本上适用于所
有的地面或空中喷洒装置; 昆虫病原线虫便于大
量繁殖，可通过寄主昆虫活体培养、单菌固体培
养基培养和发酵罐培养等方法生产 ( 颜珣和韩日
畴，2016) ; 昆虫病原线虫还可以与化学农药合
用，提高害虫防治效果 ( 赵国玉等，2013 ) 。温度
是影响昆虫病原线虫防治害虫效果的重要因素
( Bedding ＆ Miller， 1982; Kung et al. ， 1991;
Grewal et al. ，1993) ，在极端温度下，昆虫病原线
虫的活力受到较大影响。研究发现昆虫病原线虫
可以通过进入脱水休眠状态来抵抗外部的恶劣环
境 ( 颜珣和韩日畴，2010) ，但昆虫病原线虫耐寒
性机理方面尚未研究清楚。本文综述了目前昆虫
病原线虫耐寒性研究的进展，以期对昆虫病原线
虫耐寒性的研究工作提供参考。

1 寒区昆虫病原线虫资源

昆虫病原线虫种类繁多，资源丰富，遍及全
球 ( Poinar，1990 ) ，目前已鉴定的斯氏属线虫有
87 种，异小杆属线虫有 24 种 ( NCBI数据库) 。昆
虫病原线虫的自然栖息地是土壤，不同的昆虫病
原线虫对栖息地的偏好不同，生态环境也各不相
同 ( Hominick ＆ Ｒeid，1996) ，从森林、牧场、农
田、花园等不同的生态系统中均能分离到昆虫病
原线虫 ( Hominick et al. ，1995; Hominick et al. ，
1996) ，这与特定栖息地能够更好地满足其生态位
要求相关。有些种类能耐受寒冷温度，如在冰岛
附近火山土壤中发现的斯氏属线虫 S. kraussei可在
4℃下存活并且其毒力不受影响 ( Spiridonov et al. ，
2004) ; 苏格兰牧场中发现的 S. feltiae ( Boag et
al. ，1992 ) 、南澳大利亚布雷肯地区采集的 H.
bacteriophora ( Poinar，1975) 及在苏联梁赞地区土
壤中发现的 S. anomali ( Kozodoi，1984) 的最低致
死温度分别为 － 22℃、 － 19℃和 － 14℃ ( Brown ＆
Gaugler，1996) 。

现已对黑龙江、辽宁、甘肃、新疆西北部等
地区昆虫病原线虫资源进行调查，我国寒区的主
要昆虫病原线虫种类见表 1。 S. feltiae，H.
bacteriophora，S. ceratophorum，H. megidis 等线虫
是优势品种。我国寒区丰富的昆虫病原线虫资源，
为在低温地区应用昆虫病原线虫防治农业重要害
虫奠定了基础。

表 1 我国寒区昆虫病原线虫资源情况
Table 1 Ｒesources of entomopathogenic nematodes

in cold regions of China

种类 Apecies 地区 Area 文献 Literature

H. bacteriophora-HBN
H. bacteriophora-ZT

黑龙江
Heilingjiang

李春杰等，
2011

S. ceratophorum
辽宁

Liaoning
Jian et al.，

1997

S. feltiae
S. bicornutum

甘肃
Gansu

谷黎娜，
2008

S. affin
S. karil
S. krusse
H. brevicaudis
H. megidis
H. marelatu

甘肃
Gansu

钱秀娟等，
2014

S. riobrave
H. zealandica

凤城 Fengcheng
吉林 Jilin

万航宇，
2007

H. bacteriophora-SN
新疆伊犁

Xinjiang Yili
詹发强等，

2015

S. litorale
哈尔滨
Haerbin

吕洋等，
2014

S. hebeiense
S. longicaudum
S. monticolum

牡丹江 Mudanjang
大庆 Daqing
锦州 Jinzhou

Ma et al.，
2013

2 昆虫病原线虫的耐寒性差异

大多数昆虫病原线虫具有中等的耐寒性，当

周围的环境开始慢慢结冰时，线虫会跟着结冰，

对长时间的低温和冰冻有生理上的适应过程 ( Ma
et al. ，2013) 。昆虫病原线虫耐寒性主要通过两种
方法测定: ( 1) 过冷却点法: 一种是采用热电偶
的方法，将线虫缚在热电偶上，然后以一定的速
率开始降温，当线虫体液结冰时，由于潜热的释
放，虫体的温度会有一个反弹，据此可得知线虫
的过冷却点，用该方法测得 S. carpocapsae 的过冷
却温度为 － 15℃ ( Smith et al. ，2008) ; 另一种是
运用统计学的方法，观察在低温显微镜下线虫结
冰情况来获得过冷却点 ( 戴素明等，2006 ) 。 ( 2 )
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低温存活率测定法: 将线虫低温处理后，常温恢
复不小于 24 h，通过统计活线虫数来得到低温存
活率 ( 戴素明等，2006; 王丽芳等，2011) 。低温
存活率的测定，可用于比较不同昆虫病原线虫的
耐寒性差异。

昆虫病原线虫耐寒性的强弱与品种相关，不
同品种的昆虫病原线虫表现出对低温不同程度的
耐受性。在相同冷冻条件 ( 6 次冻融后 25℃恢复
24 h ) 下 S. feltiae、S. anomali、H. bacteriophora

的存活率分别为 92. 78%、73. 59%和 55. 33%，S.
feltiae 比 H. bacteriophora 具有更高的抗冷冻性
( Brown ＆ Gaugler，1996 ) 。对 S. riobrave、 S.
carpocapsae和 S. feltiae 进行冷冻耐受性试验时发
现，S. carpocapsae 的耐冻性最好 ( Jagdale ＆
Grewal，2002) 。不同昆虫病原线虫在 － 5℃下冷冻
处理 8 h后，H. megidis线虫的耐寒性明显高于 S.
feltiae， S. hebeiense， S. longicaudum 和 S.
monticolum 等 线 虫， H. bacteriophora 和 S.
carpocapsae也表现出良好的耐寒性，H. indica 则
不耐寒，这几种昆虫病原线虫耐寒性差异明显，

其中耐寒性高的 H. megidis采自我国寒区吉林、黑
龙江和辽宁三省 ( Ma et al. ，2010; Ma et al. ，
2013) ，表明线虫对温度的适应性与其原始的地理
位置及气候相关 ( Molyneux，1986; Griffin et al. ，
1999) 。S. feltiae、H. bacteriophora、S. anomali 等
线虫可以通过不同的耐寒对策抵御低温，使得它
们可以在零度以下存活，证实了这 3 种昆虫病原
线虫均是能够适应寒冷的物种 ( Grewal et al. ，
1994; Brown ＆ Gaugler，1996; Ali ＆ Wharton，
2013) ，这 3 种昆虫病原线虫在我国的寒区黑龙
江、甘肃等地均有被发现。

3 昆虫病原线虫耐寒性的增强

线虫能够耐受寒冷的程度一般取决于时间，

适当的预处理可以提高昆虫病原线虫的耐寒性。

将 S. carpocapsae 和 H. bacteriophora 线虫分别在
22%和 14%的甘油中孵育，于 0℃冷冻可以实现低
温保护，建立了这两种线虫的低温保存方法
( Popiel ＆ Vasquez，1991) ; 在相同的实验条件下，
H. bacteriophora HBN 和 H. bacteriophora NJ 经过

25、10、4℃逐渐降温的预处理后放置 － 4℃冷冻
5 d后，H. bacteriophora NJ 的存活率为 83%，显
著高于直接冷冻的线虫存活率 ( 1. 6% ) ，而 H.
bacteriophora HBN的存活率则可达 95. 2%，与直接
冷冻的线虫存活率 ( 17. 7% ) 差异显著 ( 李春杰
等，2015) 。

低温驯化可以提高昆虫病原线虫的低温存活
率，通过逐渐适应低温可提高耐寒性。H.
bacteriophora 线虫经 25℃→15℃→10℃→5℃的逐
步驯化后，存活率从 25℃的未适应冷冻对照组的
38. 06% ± 6. 92% 显 着 提 高 到 5℃ 驯 化 后 的
90. 69% ± 1. 82% ( Brown ＆ Gaugler，1996 ) ; S.
feltiae 线虫分别以快速冷冻和缓慢冷冻过夜
( － 1℃ ) 处理后，快速冷冻过夜的致死温度为
－ 7℃，而缓慢冷冻过夜记录的致死温度为 － 13℃

且在 － 12℃ 时还有超过 70% 的存活率 ( Ali ＆
Wharton，2013) ; 从我国高寒地区分离得到的 S.
litorale 线虫经 25℃ ( 2 d) →10℃ ( 2 d) →4℃
( 2 d) 的阶段性降温驯化后，与直接于 25、10、
4℃分别降温 6 d相比，于 － 20℃冷冻 36 h 后的存
活率分别为 49. 2%、0. 9%、23. 6%、20. 0%，经
阶段性降温后线虫冷冻后的存活率显著高于直接
降温，阶段性降温提高了 S. litorale 的耐寒能力，

而对侵染力无影响，有助于 S. litorale 的长期储存
( 张旭霞，2018 ) 。S. bicornutum 和 H. zealandica

两种线虫经过 25℃→20℃→15℃→10℃的逐渐降
温后，在 10℃下，S. bicornutum 与未经低温驯化
的线虫相比感染率提高了 14. 3%，H. zealandica

提高了 12. 1%，表明这两种线虫均通过低温驯化
提高了存活率 ( 万航宇，2007) 。

4 昆虫病原线虫耐寒生理生化机制

昆虫病原线虫在抵御寒冷的过程中，体内的
生理生化反应发生了一系列变化。目前较为明确的
是海藻糖与线虫耐寒性增强之间的关系 ( Ogura ＆
Nakashima，1997; Grewal ＆ Jagdale，2002 ) 。H.
bacteriophora体内海藻糖的积累可以提高其在高温
及寒冷环境下的存活率，还可以同时保护由此引
起的蒸发或结冰所造成的干燥损伤 ( Jagdale
et al. ，2005 ) 。在 S. feltiae、S. carpocapsae、S.
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riobrave这 3 种斯氏线虫中发现，冷热驯化都会导
致线虫体内海藻糖含量的增加，但海藻糖的含量
因物种和温度的不同而不同，S. feltiae 仅在 5℃适
应过程中积累海藻糖，而 S. carpocapsae 和 S.
riobrave在 5℃、10℃、15℃都会积累海藻糖; 与
其他温度相比，S. feltiae在 5℃海藻糖的积累达到
最高，在 S. carpocapsae 中为 10℃，在 S. riobrave

中为 15℃ ( Jagdale ＆ Grewal，2003) 。研究耐寒线
虫 S. feltiae冷冻结冰的机理时发现，S. feltiae 在
外界水结冰时，会发生冷冻保护性脱水，产生海
藻糖、甘油、蔗糖等冷冻保护剂，提高体内的渗
透压，从而降低体液的熔点 ( Ali ＆ Wharton，
2014，2015) ; 此外还在 S. feltiae 虫体抽提物中发
现能够抑制重结晶的冰活性物质，该物质热稳定
性相对较高，加热后仍保留了抑制重结晶的活性。

该物质有典型的六角晶体结构，具有弱的冰核活
性，浓度较低，可能与通过抑制重结冰使线虫在
冷冻中存活有关 ( Ali ＆ Wharton，2016) 。

改变磷脂和储存脂质中饱和及不饱和脂肪酸
的比例、改变一些重要代谢酶的特异活性、以及
合成合适的同工酶来适应环境温度的变化，是变
温的过程中普遍存在的现象 ( Grewal et al. ，
2006) 。研究发现，随着培养温度的降低，S.
feltiae和 S. carpocapsae的总脂质和磷脂的不饱和指
数升高 ( Jagdale et al. ，1997 ) 。低温下总脂不饱
和度的增加是由多不饱和脂肪酸比例的增加和十
六烷酸、十八酸等饱和脂肪酸比例的降低引起的
( Jagdale ＆ Gordon，1997a) 。昆虫病原线虫体内含
有高水平的中性脂，它们极有可能被用作能量底
物 ( Selvan et al. ，1993) 。昆虫病原线虫是兼性好
氧线虫，有氧条件下依赖于三羧酸循环和糖酵解，

厌氧条件下与富马酸还原酶途径相关 ( Shih et al. ，
1997 ) 。Jagdale et al. ( 1997b ) 对 3 种斯氏线虫
( S. feltiae、S. carpocapsae、S. riobrave ) 中葡萄
糖-6-磷酸脱氢酶和己糖激酶活性的适应性影响研
究中发现，这两种酶在低温环境下明显比高温环
境中活力特异性更高，这两种酶的最低 Km 值
( Michaelis-Menten常数) 都出现在低温诱导的线
虫中，表明线虫可能会改变某些代谢酶的动力学
特性，以适应其栖息地的季节性温度变化。昆虫
病原线虫有合成一些代谢酶的新同工酶的能力，

如苹果酸脱氢酶 ( MDH) 、甘露糖-6-磷酸异构酶
( MPI) 和磷酸葡糖突变酶 ( PGM) 等，有报道表
明 S. feltiae和 S. carpocapsae 这两种线虫都可以合
成同工酶 ( Jagdale et al. ，1998 ) ，而这些酶是适
应环境温度季节变化所必需的。

5 昆虫病原线虫耐寒分子机理

昆虫病原线虫耐寒的分子机制尚不明确，随
着多种线虫基因组测序的完成，热休克蛋白
( Heat shock proteins，hsp) 、脂肪酸脱氢酶 ( Fatty
acid desaturase)、谷胱甘肽过氧化物酶 ( Glutathione
peroxidase)、超氧化物歧化酶 ( Superoxide dismutase，
sod) 等多个基因被证实在昆虫病原线虫耐受环境压
力中起作用 ( Hashmi et al. ，1998; Yaari et al. ，
2016 ) 。将秀丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans 的
hsp70 编码基因转移到 H. bacteriophora 中，将原始
H. bacteriophora和转基因 H. bacteriophora同时暴露
于亚致死温度 ( 35℃ ) 热处理 2 h，再于正常致死
温度 ( 40℃ ) 热处理1 h后，转 hsp70 基因的 H.
bacteriophora 存 活 率 高 于 90%，而 原 始 H.
bacteriophora的存活率仅为2% ～ 3%，表明 HSP70

增强了 H. bacteriophora 的耐热性 ( Hashmi et al. ，
1998) 。热休克蛋白与昆虫病原线虫的耐寒性是否
直接相关有待进一步研究。

对 H. bacteriophora的 cDNA文库进行比较分析
时发现至少存在 HSP-4、HSP-6、SOD-4 等 3 个耐
温蛋白，在其存活中发挥作用 ( Sandhu ＆ Jagdale，
2006) ; Yaari et al. ( 2016 ) 分析了干燥耐性不同
的 S. riobrave、S. feltiae Gvulot 和 S. feltiae Carmiel
3 种线虫的转录组，发现了许多差异表达的抗性相
关基因和代谢途径; 在对昆虫病原线虫寄生寄主
害虫的机制研究中，通过转录组分析在 S.
carpocapsae 中发现抗氧化剂和热休克蛋白 ( Hao
et al. ，2010) ，在 H. bacteriophora中发现了许多参
与蛋白水解、酸性磷酸酶活性以及与核糖体成分
和翻译伸长因子相关的基因序列 ( Vadnal et al. ，
2017) ，这些研究为昆虫病原线虫的固有免疫力和
应激反应、以及对昆虫病原线虫耐寒功能基因的
研发提供了依据，为进一步探索昆虫病原线虫耐
寒的分子机制奠定了基础。
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6 结语

昆虫病原线虫作为活体生防制剂，对寒冷的
低耐受性是限制其在生物防治中广泛应用的重要
因素 ( Georgis，2002) 。昆虫病原线虫耐寒的分子
机理尚不名明确，研究昆虫病原线虫的耐寒性，
了解昆虫病原线虫耐寒的分子机制，对于解释种
群动态，指导昆虫病原线虫的低温保存，以及拓
展其在生物防治方面的应用具有重要意义。分子
技术的新进展，线虫基因组测序的完成，以及生
物信息学和基因组技术的飞速发展，为昆虫病原
线虫耐寒性分子机理的研究取得更大成果提供了
有力的平台。
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