
荻草谷网蚜对低温胁迫响应的转录组学分析
王雪芹，蒋月丽，巩中军，王恒亮，武予清*

（河南省农业科学院植物保护研究所，河南省农作物病虫害防治重点实验室，农业部华北南部有害生物治

理重点实验室，郑州 450002）

摘要：对荻草谷网蚜 Sitobion miscanthi可能存在的低温应对机制进行了初步研究，选用 3 龄若蚜，通过转

录组测序对低温处理组（-7℃，3 h，记作 T）和常温对照组（22℃，3 h，记作 CK）样品进行测序分析，

同时利用 qRT-PCR 对随机选择的 6 个耐寒性相关基因表达量进行测定。结果显示，转录组测序、组装后共

获得 28 333 个 unigenes，在 GO 数据库中注释到 8 843 个 unigenes。低温胁迫后差异表达的 unigenes 数量为

936 个，其中 508 个上调，428 个下调。经 GO 功能注释和 KEGG 富集分析发现，差异基因（DEGs）主要

集中在碳代谢、氨基酸生物合成和缬氨酸亮氨酸异亮氨酸降解通路，其中热激蛋白、海藻糖、性决定蛋白

基因显著上调表达，黑芥子酶基因显著下调表达。经 qRT-PCR 验证，随机筛选的 6 个 DEGs 的定量结果与

转录组测序结果趋势一致。综上，本研究结果为进一步挖掘与荻草谷网蚜耐寒性相关基因提供理论基础。
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Abstract: In order to reveal the adaptation mechanisms of Sitobion miscanthi to low temperature,
transcriptome sequencing of S. miscanthi was performed, exposure to low temperature (-7℃) and
normal temperature (22℃) for three hours with high throughput sequencing technology, and key
unigenes of differential expression were screened. The gene function annotation and related
metabolic pathway enrichment analysis were carried out. Meanwhile, six genes related to chill
resistance of S. miscanthi were selected for real-time quantification PCR (qRT-PCR) to verify the
results from transcriptome sequencing. Total 28 333 unigenes were sequenced and assembled, 8
842 unigenes were annotated in GO. Compared with the control, 936 unigenes were differentially
expressed (508 up-regulated and 428 down-regulated). The differentially expressed genes were
mainly involved in carbon metabolism and biosynthesis of amino acids, and valine, leucine and
isoleucine degradation pathway, among which trehalose genes and heatshock protein genes and
sex determination protein genes were up-regulated with myrosinase genes were down-regulated.
The qRT-PCR results of six differentially expressed genes randomly screened were consistent with
the transcriptome sequencing results. It was indicated that the transcriptome analysis results were
reliable. In summary, this study systematically analyzed the related genes of S. miscanthi
confronted by the low temperature, which may provide scientific basis for exploring the cold
tolerane mechanism.
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低温是昆虫生长过程中重要的非生物因素，不仅能影响其正常发育还能引起昆虫地理分

布的改变及越冬区的划分（Bozinovic et al.，2011；Estay et al.，2011；Saeidi et al.，2012；
Colinet et al.，2015）。因此，抗寒能力对于昆虫种群的繁殖和扩散具有重要意义（Bale &
Hayward，2010）。为了应对低温胁迫带来的伤害，当外界温度下降时昆虫将进行生理生化
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反应来应对低温，如通过积累糖原、脂肪、小分子糖类等小分子抗冻保护剂（Behroozi et al.，
2012；Bemani et al.，2012；Nieminen et al.，2013；董亚新，2021），从而提高自身的抗寒

能力（欧阳芳和戈峰，2014；Sun et al.，2014；Lencioni et al.，2015；史彩华等，2016）；

分子水平上，大量存在昆虫体内的基因能帮助其对抗环境温度的变化，如热激蛋白、抗冻蛋

白、水通道蛋白等（Sejerkilde et al.，2003；Philip et al.，2008；Higgins et al.，2015）。Sun
等（2014）发现低温环境中有 3 种热激蛋白在大螟 Sesamia inferens体内会上调表达；Qin
等（2018）也发现西花蓟马 Frankliniella occidentalis雌虫在低温胁迫下，其体内热激蛋白基

因和 Fofcc7 显著上调表达。研究昆虫对低温应答的分子机制，能够更好地理解面对环境变

化时，生物体是如何快速适应外界环境压力；并可利用基因工程等相关手段，来阻止或降低

害虫应对低温物质的产生，开发相关的生物制剂，降低害虫在低温下的存活能力，达到治虫

的效果（史彩华等，2016）。

荻草谷网蚜 Sitobion miscanthi作为我国麦区的优势种群（曹雅忠等，2006；马健等，2008；
Jiang et al.，2019），通过刺吸小麦汁液引起小麦减产，传播大麦黄矮病引起小麦品质降低，

严重的影响了我国麦区小麦的产量与品质（徐昭焕等，2012；王雪芹等，2021）。荻草谷网

蚜的耐寒性与其越冬区的划分密切相关，尽管许向利等（2020）、王雪芹等（2021）报道了

该蚜在陕西、河南部分地区的低温适应性特点，然而有关荻草谷网蚜低温胁迫相关转录组水

平的分子适应研究迄今还未见报道。本研究采用高通量转录组测序技术，对常温（22℃，3 h，
对照组记作 CK）和低温胁迫（-7℃，3 h，处理组记作 T）后的荻草谷网蚜进行转录组测序

分析，以期进一步了解荻草谷网蚜对低温的响应机制，为开发新型生物农药提供理论基础（史

彩华等，2016）。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：荻草谷网蚜采集于河南省新乡市平原一体化示范区小麦田，实验室内于

22℃±0.5℃、相对湿度 65%、光周期 16 L∶8 D 的人工气候箱中饲养。

1.2 方法

1.2.1 试虫处理

根据王雪芹等（2021）结果，本研究选择 3 龄荻草谷网蚜在-7℃进行 3 h 低温胁迫作为

处理组（T），22℃下处理 3 h 作为对照组（CK）。选取无翅型荻草谷网蚜 3 龄若虫放于玻

璃管中，每管 30 头，用纱布封好管口，共制备 6 管；分别取 3 管荻草谷网蚜 3 龄若虫于 22℃、

-7℃环境暴露 3 h，然后加入液氮速冻，放入-80℃超低温冰箱待用。

1.2.2 总 RNA 的提取、文库构建及测序

荻草谷网蚜测序工作委托北京诺禾致源科技股份有限公司完成。将收集好的整虫用

trizol（Ambion/Invitrogen，USA）提取样品 RNA，通过 Agilent 2100 bioanalyzer 精确检测

RNA 完整性；用通过质检的总 RNA 构建文库，每个样品设置 3 个重复，每个重复 30 头蚜

虫，共构建 6 个 cDNA 文库。测序平台使用 Illumina NovaSeq 6000（illumina，USA）；对

于无参考基因组的转录组分析，先将测序所得原始数据（Raw reads）进行过滤，测序错误

率检查、GC 含量分布检查，获得后续分析使用的 clean reads，然后采用 Trinity（v2.4.0）拼

接成转录本（Grabherr et al.，2011），再用 Corset（version 4.6）程序对转录本进行层次聚

类，去除冗余转录本后，以聚类后序列为参考，挑选每个基因中最长的转录本（Unigene）进

行后续的功能注释和分析。

1.2.3 基因功能注释及差异基因分析

https://academic.oup.com/gigascience/article/8/8/giz101/javascript:;


使用 BLAST 软件将测序所得的 unigene 序列与 Nr（NCBI non-redundant protein
sequences）、NT（NCBI nucleotide sequences）、Pfam（protein family）、KOG（euKaryotic
ortholog groups）以及 GO（geneontology）共 5 个数据库进行比对并得到功能注释信息。对

原始的 read count 进行标准化（normalization），通过统计学模型进行假设检验概率（P-value）
的计算，来评估每个样品的基因表达水平。荻草谷网蚜转录组对照组与处理组样品中表达量

差异达到两倍以上且 P值 padj<0.05 的基因被筛选为差异基因。为进一步揭示荻草谷网蚜响

应低温胁迫的分子机制，对差异基因进行了 GO 和 KEGG 富集分析，本测序工作中 GO 富

集采用 topGO（2.10.0）软件，KEGG 富集采用 KOBAS（v2.0.12）软件。

1.2.4 低温胁迫后荻草谷网蚜转录组测序数据验证

从测序返样中随机挑选 6 个差异表达基因，以 18sRNA 为内参基因进行测序结果的

RT-qPCR 验证（Yang et al.，2014）。使用 Primer5.0 软件对各差异基因进行引物设计（表１），

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成引物。PCR 反应体系为：蒸馏水 6.4 µL，
TOYOBO SYBR®Green Real-time PCR Master Mix（QPC‐201）10 µL，上游引物（10 µM）

0.8 µL，下游引物（10 µM）0.8 µL，样品溶液 2 µL，总体系共 20 µL，每个样品 3 个重复。

qPCR 反应程序：94℃60s，94℃15s，57℃15s，40 个循环。

表 1 引物信息

Table 1 Primer information
转录本号

unigenes ID
引物序列（5'－3'）
Primer sequences

基因描述

Gene description

Cluster-35.0
F: TGTCTTTCTGGCCCAGATTGG
R: CAACCGAGCTCAAATCGAAGT

胰岛素降解酶

Insulin-degrading enzyme

Cluster-6295.17595
F: TCCGTAACCATACCCTCCGT
R: CGGTGGATTCTACGACGAGG

-

Cluster-6295.16402
F: TGTAAAGCTGTTTGGCCCGT
R: GGCTTCGGATCGTGGAGATT

酰基辅酶 A 结合结构域蛋白

Acyl-CoA-binding domain

Cluster-1107.0
F: TCTTGCGCTTCTTGGCCATA
R: ACCAGCAGCGTCTGATCTTC

多聚泛素

Polyubiquitin

Cluster-6295.16242
F: CATGAGCGCGAAAAGACCAG
R: AACGGTTTTCGGTGGTCTCA

ATP 合酶亚基

ATP synthase subunit

Cluster-6295.16222
F: CATCCCTTGTCCGCTTCTGT
R: ACCGCACCATATTGGATGCA

3,4-二羟基-2-丁酮激酶

3,4-dihydroxy-2-butanone kinase

18S rRNA
F: CCGCGAAACCGTCATTAAATC
R: GGAACTCTGTCGGCATGTATTA

内参基因

Housekeeping gene

2 结果与分析

2.1 荻草谷网蚜转录组的测序与组装

对荻草谷网蚜-7℃和 22℃温度处理下质检合格的 RNA 样品进行文库构建，经 Illumina
NovaSeq 6000 平台高通量测序后，获得约 17.5 G 原始数据，对 clean reads 进行拼接后共获

得 28 333 个 unigene，总长度为 41 261 053 bp，平均长度 1 456 bp，N50 长度为 2 699 bp。
2.2 荻草谷网蚜转录组的基因功能注释

通过与 Nr、NT、Pfam、KOG 以及 GO5 大数据库进行比对，有 15 591 个 unigenes 获得

了至少来自一个数据库的功能注释。与 Nr 数据库的比对结果显示，荻草谷网蚜转录组中

57.2% unigenes 的注释信息来自玉米蚜 Rhopalosiphum maidis，其次为豌豆蚜 Acyrthosiphon



pisum（11.1%）、桃蚜 Myzus persicae（7.8%）、高粱蚜 Melanaphis sacchari（7.0%）、棉

蚜 Aphis gossypii（5.1%）等近缘物种。

2.3 荻草谷网蚜注释基因分析

与 KOG 数据库进行比对发现，获得的 unigenes 包含 RNA 加工与修饰、脂类转运、信号

转导等 25 个蛋白类群，比较全面地包含了荻草谷网蚜大部分的生命活动。其中一般功能预

测、信号转导机制的 unigenes 较多，分别为 891 个、719 个，分别占 unigenes 总数的 14.91%
和 12.03%，另外参与翻译后修饰、蛋白质转运、分子伴侣，翻译核糖体结构和生物合成，

脂类代谢，转录的 unigenes 较为丰富（图 1）。
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图 1 荻草谷网蚜 unigenes 的 KOG 分类分布图

Fig. 1 KOG functional classification of unigenes of Sitobion miscanthi
对 unigenes 进行 GO 功能数据库比对，注释到序列可以分为 3 大类：分子功能、细胞组

分、生物过程的 42 个 GO 功能二级条目上；其中以生物过程类别包含 25 个二级条目，细胞

过程、代谢过程的 unigenes 数量较多，分别有 5 982 和 5 215 个，划分到节律过程、氮素利

用、生物矿化的较少；细胞组分中注释到的二级条目较少，共有 6个，细胞解剖实体的 unigenes
数量最多，其次为胞内 unigenes 数量，分别为 4 905 个和 2 788 个；分子功能类别以绑定功

能的 unigenes 数量最多，其次为催化活性的 unigenes 数量，分别为 5 601 个和 4 227 个（图

2）。
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图 2 荻草谷网蚜 unigenes 的 GO 分类

Fig. 2 GO classfication of unigenes of Sitobion miscanthi
将荻草谷网蚜低温关联基因序列进行 KEGG 数据库在线分析，共有 7 462 个 unigenes

被成功注释，共映射到 34 个通路，这些 unigenes 主要涉及 5 大类功能，包括生物系统、新

陈代谢、遗传信息处理、环境信息处理、细胞过程；生物系统中 unigenes 主要在内分泌系统、

免疫系统、神经系统、消化系统等富集，新陈代谢中以碳水化合物代谢、脂代谢、氨基酸代

谢能量代谢等通路富集，遗产信息处理中以翻译、折叠整理和降解通路富集，环境信息处理

中以信号转导、互作、膜运输通路富集，细胞过程主要以转运和代谢、细胞生长和死亡等通

路富集；其中以信号转导通路的差异基因数量最多，有 873 个；本试验仅列出前 33 条通路

（图 3）。

图 3 荻草谷网蚜 unigene 的 KEGG 代谢通路分析

Fig. 3 KEGG classfication of unigenes of Sitobion miscanthi



2.4 荻草谷网蚜基因差异表达及功能分析

低温处理对荻草谷网蚜影响较大，-7℃处理 3 h 即可导致荻草谷网蚜大量基因的表达情

况发生显著变化，荻草谷网蚜转录组差异表达的 unigenes 数量为 936 个，其中 508 个上调，

428 个下调，上调的基因多于下调的基因数量。

2.4.1 差异表达基因的 GO 功能富集分析

在-7℃低温胁迫后荻草谷网蚜差异表达基因与 GO 数据库进行比对富集，参与跨膜转运

蛋白活性的 DEGs 数目最多为 56 个，参与跨膜运输的次之为 33 个，参与氧化还原酶活性的

DEGs 数目较少为 28 个。根据 Padj 参数排序的前 20 位荻草谷网蚜低温胁迫差异表达基因的

富集结果可知，显著差异表达基因发生于细胞壁组织，参与碳水化合物物代谢过程、脂类代

谢过程、氧化还原酶活性（图 4）。

图 4 荻草谷网蚜差异表达 unigenes GO 功能分类

Fig. 4 GO functional classification of differentially expressed uigenes of Sitobion miscanthi
2.4.2 差异表达基因的 KEGG 通路富集分析

低温胁迫后差异表达的基因显著富集在 219 个 KEGG 通路，与 KEGG 通路相关的基因

为 3 907 个，其中差异表达基因有 223 条；KEGG 功能富集发现低温胁迫下荻草谷网蚜下调

表达基因（135 个）涉及到碳代谢和氨基酸生物合成、缬氨酸亮氨酸异亮氨酸降解、糖酵解

/糖异生通路、脂肪酸的生物合成与降解、葡萄糖分解途径通路等（图 5）。其中黑芥子酶

（Myrosinase，Myr）基因表达量显著下调，海藻糖（Trehalose）、热激蛋白（HSP）、性

别决定蛋白基因表达量上调。

图 5 荻草谷网蚜 KEGG 代谢通路富集分析

Fig. 5 KEGG pathway enrichment of the differently expressed genes of Sitobion miscanthi
2.5 差异表达基因的 qRT-PCR 验证

随机选择 6 个差异表达 unigenes 进行 qRT-PCR 验证，其变化情况与转录组测序结果基



本一致，表明转录组测序得到的数据可靠；低温胁迫后，水解酶活性、代谢与能量产生相关

的基因（unigenes ID 分别为 Cluster-35.0、Cluster-6295.17595、Cluster-6295.16402）表达上

调；与核糖体蛋白质、跨膜转运等相关基因则下调（Cluster-1107.0、Cluster-6295.16242、
Cluster-6295.16222）（图 6）。

图 6 低温胁迫下荻草谷网蚜差异表达基因的实时定量验证

Fig. 6 Real-time quantitative verification of DEGs of Sitobion miscanthi

3 结论与讨论

荻草谷网蚜转录本共拼接得到 28 333 个 unigenes，有 8 843 个 unigenes 在 GO 数据库中

注释，占 unigenes 总数的 31.21%，其中 116 个 unigenes 与已知参与温度胁迫的相关基因序

列高度同源；本转录组测序分析为无参转录组分析，因此在 GO 数据库中能够被成功注释到

的基因数量较少，荻草谷网蚜的转录组学研究目前还处于前期探索阶段，相关的基因功能数

据较少，也无法进行有参转录组分析，这些因素都增加了基因注释的难度。将来应进一步完

善未注释到的其他基因，为荻草谷网蚜的防治提供更多理论基础。

本转录组中 unigenes 经过 GO 数据库注释后，其中在生物过程和分子功能类别中最多的

unigenes 与低温胁迫下西花蓟马的转录组结果相似，都集中在代谢过程、催化活性等方面，

而与西花蓟马的细胞组分类别有较大的不同（袁嘉雯等，2021）。李亦松等（2021）发现梨

小食心虫 Grapholita molesta unigene 序列与 KEGG 数据库比对后，在细胞过程和环境信息处

理两大类中，信号传导和运输与分解代谢通路富集的基因序列最多，本研究也发现荻草谷网

蚜在经过低温胁迫后，在环境信息处理与细胞过程两个类别中以信号传导和运输与分解代谢

通路的基因序列最多。

低温引起荻草谷网蚜糖基水解酶家族 1（Glycosyl hydrolase family1，GH1）表达量下降，

这可能会导致昆虫体内葡萄糖含量的下降，阻止昆虫的生长发育。在本研究中荻草谷网蚜经

过低温胁迫后，进行差异表达基因的 KEGG 分析，结果显示黑芥子酶（Myrosinase，Myr）
基因表达量显著下调；彭媛媛（2021）发现当桃蚜 Myzus persicae体内黑芥子酶降低时，其

生长发育受阻，体型变小；由此推测可能是荻草谷网蚜在遭受低温胁迫时通过降低体内黑芥

子酶含量来减缓自身的生长来抵抗外界不良环境的侵袭。

转录组差异分析结果表明，低温处理后，荻草谷网蚜体内海藻糖基因的表达发生了显著

上调变化。海藻糖是由两个葡萄糖分子组成的的非还原性二糖，广泛存在于各种生物体中

（Elbein et al.，2003），是昆虫血淋巴中最重要的糖类，在昆虫体内主要是通过海藻糖合成

酶（trehalose-6-phosphate synthase，TPS）来催化合成（Meenakshi et al.，2023）。海藻糖不

但能为生物体提供能量，而且能够在高温、高寒等极端温度下在细胞表面形成独特的保护膜，

来维持生物体的生长发育（Crowe et al.，1990）。Jagdale 等（2005）发现，异小杆线虫

Heterorhabditis bacteriophora经过 3 h 1℃低温处理后，与 25℃培养的异小杆线虫相比，处

https://baike.baidu.com/item/%E7%BB%86%E8%83%9E%E8%A1%A8%E9%9D%A2/8627495?fromModule=lemma_inlink


理组线虫的海藻糖含量上升 6 倍；秦资等（2012）利用实时荧光定量 PCR 检测发现，异色

瓢虫在梯度降温诱导下，HaTPS的表达量随着温度的降低而显著升高，在降温和升温处理

条件下，HaTPS的表达量呈现先升高后下降的表达趋势；也有研究显示随着环境温度的降

低，扁桃仁蜂 Eurytoma amygdali体内海藻糖含量逐渐增加（Khanmohamadi et al.，2016）；

这些研究表明，海藻糖代谢在昆虫对抗低温胁迫中起着至关重要的作用，与本文研究结果一

致。海藻糖作为几丁质合成的前体，其含量的变化间接影响着昆虫几丁质的合成，使用海藻

糖酶或几丁质酶抑制剂调控几丁质合成与代谢通路进而影响害虫蜕皮，成为防治害虫的一种

重要手段（王思彤等，2022）。

热激蛋白（HSP）作为一种保守的抗逆蛋白，在低温处理的荻草谷网蚜转录组中也上调

表达，热激蛋白主要包含 4 个家族：HSP90，HSP70，HSP60 以及小热激蛋白 sHSP 基因家

族（King & MacRae，2015），在本转录组中表达最多的是热激 HSP70，在生物体遭受环境

胁迫时，它与其他蛋白结合，可以减少蛋白质的错误折叠记录并降低其不稳定性，阻止或减

少变性蛋白的积累，恢复细胞内肽链功能，维持细胞平衡且能够清除变性的蛋白质（Wallace
et al.，2015；Cheng et al.，2016；Riback et al.，2017；白月亮，2021；李寒等，2022）；

Huang 等（2007）也发现叶蝉在-7.5℃~-5℃低温胁迫下，其 HSP20 及 HSP70 表达量上升来

抵御低温。

荻草谷网蚜大多时间营孤雌生殖，钱幼亭等（1982）在河南省新乡地区秋末冬初发现其

有性生殖阶段；刘健等（2003）通过比较三亚市、北京市、石河子市和越南胡志明市 4 地的

棉蚜对光周期和温度的适应性，发现了不同地理种群的棉蚜对光照和温度的性蚜分化特点，

利用低温胁迫诱导出棉蚜有性蚜。这些结果说明蚜虫在低温诱导下能够完成从雌蚜到雄蚜的

性别转换。在本研究中与性别决定蛋白的相关基因也有上调表达，这也与蚜虫在上述研究低

温胁迫时可以出现性别转化的现象相吻合，为荻草谷网蚜越冬地的划分及其雄蚜可能出现的

地区提供理论依据。

总之，随着分子生物学技术的不断发展，研究麦区主要害虫荻草谷网蚜对低温防御的分

子应对机制，可以更深入的了解该虫的危害特性，可为该虫的测报提供理论参考。本研究结

果指出了荻草谷网蚜在应对极端低温时，其体内的黑芥子酶、海藻糖、热激蛋白等都会出现

显著的变化，这为新农药的开发和利用提供了新的思路。
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