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摘  要：锈赤扁谷盗是世界范围内重要的储粮害虫之一，通过转录组测序分析，初步研究锈赤扁谷盗

响应低温胁迫的分子机制。采用三代测序结合二代测序技术对锈赤扁谷盗进行转录组测序，共获得锈

赤扁谷盗全长转录本 10 508 个，并对其中 9 523 个转录本进行注释。相较于对照组，低温胁迫后有 477

个基因显著性差异表达，其中 177 个基因上调表达，300 个基因下调表达。进一步 KEGG 分析发现上

述差异表达基因主要富集在代谢途径、脂肪酸生物合成和次生代谢产物的生物合成等通路。基于荧光

定量 PCR（RT-qPCR）技术对热激蛋白、脂肪酸合成酶、几丁质酶、海藻糖转运蛋白、细胞色素 P450

和卵黄蛋白原编码基因 6 个差异表达基因进行表达量分析，结果表明 RT-qPCR 和转录组测序分析结果

趋势一致。初步探究的储粮害虫锈赤扁谷盗适应低温胁迫的分子机制，为低温储粮技术在害虫综合治

理策略中的应用奠定基础。 
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sequencing to investigate its molecular response to low-temperature stress.. Combining PacBio Iso 

Sequencing and Illumina RNA Sequencing, 10,508 full-length transcripts were obtained, with 9,523 

successfully annotated. Compared to the control group, 477 genes exhibited significant differential expressed 

under low-temperature stress, including 177 upregulated and 300 downregulated genes. KEGG analysis 

revealed that differentially expressed genes were primarily enriched in metabolic pathways, fatty acid 

biosynthesis, and secondary metabolite biosynthesis. RT-qPCR was used to analyze the expression levels of 

six differentially expressed genes: heat shock protein, fatty acid synthase, chitinase, trehalose transporter, 

cytochrome P450, and vitellogenin.. The results demonstrated consistency between RT-qPCR and 

transcriptome sequencing analysis. This study offers preliminary insights into the molecular mechanisms of 

C. ferrugineus adaptation to low-temperature stress, forming a foundation for applying low-temperature grain 

storage technology in integrated pest management strategies. 

Key words: Cryptolestes ferrugineus; transcriptome analysis; low temperature stress; differentially expressed 

genes; RT-qPCR 

锈赤扁谷盗是一种常见的世界性储粮害虫[1]，

以幼虫和成虫危害粮食，环境适应能力强、易存活、

繁殖能力强、在粮库中发生频率高，易对粮食及其

加工产品造成危害和严重经济损失 [2-3]。低温储

粮技术是保持粮堆常年平均温度不超过 15 ℃，

局部最高温度不超过 20 ℃的储粮技术，能有效

降低粮食代谢，延缓品质劣变，也具有防虫抑菌

的作用，是一项重要的绿色储粮技术。温度是影

响储粮害虫生命活动最主要的环境因素之一，低

温直接影响昆虫的生存和繁殖能力，限制种群的

动态发生和迁移扩散[4]。通过低温对于锈赤扁谷

盗的生长、发育和产卵繁殖等方面研究，表明锈

赤扁谷盗具有较强的耐寒性[1,5]。 

随着高通量测序技术的发展与成熟，害虫逆

境胁迫进入组学研究阶段，可以解析基因转录调

控规律及分子机制[6]。目前针对储粮害虫转录组

水平的研究多集中在探究磷化氢抗性相关的基因

上[7]，从分子生物学水平上分析低温对锈赤扁谷

盗作用的相关研究还较为缺乏。本文利用转录组

测序技术分析低温条件下差异表达基因，以期发

掘锈赤扁谷盗体内与低温响应相关的基因和代谢

通路，为从分子水平开展锈赤扁谷盗耐寒机制的

研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

本研究用储粮害虫锈赤扁谷盗、赤拟谷盗、

谷蠹、米象、锯谷盗和玉米象均由国家粮食和物

资储备局科学研究院提供，锈赤扁谷盗在最适温

度（35±1）℃，其他 5 种试虫在（28±1）℃培养，

相对湿度均为（70±5）%，锈赤扁谷盗、赤拟谷

盗和锯谷盗采用四合一饲料饲养（全麦粉、燕麦

片、酵母、小麦质量比为 10∶8∶1∶2），谷蠹、

米象、玉米象采用小麦饲养。 

1.2  仪器与设备 

HPP 750 恒温恒湿培养箱：德国美墨尔特有

限公司；Schneider Scientz-48 高通量组织研磨器：

宁波新芝生物科技股份有限公司；5424R 小型高

速冷冻离心机：德国艾本德有限公司；H2O3-100C

金属浴：卡尤迪生物科技宜兴有限公司；OSE- 

MP25 微孔板离心机、DNase/RNase-Free 去离子

水：天根生化科技北京有限公司；9902PCR 仪：

Applied Biosystems；CFX96 Touch 高通量核酸检测

分析仪：伯乐生命医学产品有限公司；RNeasy Plus 

Mini Kit(50)试剂盒：QIAGEN，德国；HiScript Ⅲ

逆转录试剂盒、SYBR GreenⅠ qPCR 试剂盒：诺

唯赞生物科技股份有限公司。 

1.3  低温对不同储粮害虫死亡率的室内生测试验 

分别取 20 头羽化后 1~2 周的锈赤扁谷盗、赤

拟谷盗、谷蠹、米象、锯谷盗和玉米象成虫放入

饲虫板中，每种害虫分别置于 20、15、10 和 5 ℃

培养箱中处理，每个温度设三组平行，观察害虫

死亡情况。 
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1.4  测序样品准备 

为进行全长转录本 PacBio Iso-Seq 三代测

序，挑选 25 头锈赤扁谷盗成虫和 30 头幼虫，混

合为一个样品，液氮速冻，–80 ℃保存，待提取

RNA。 

为进行二代转录组测序分析低温胁迫对锈赤

扁谷盗的影响，挑取羽化后 1~2 周的同日龄锈赤

扁谷盗成虫，分别取 10 只放置于 15 ℃和 35 ℃

恒温恒湿培养箱中处理 24 h。其中，35 ℃处理试

虫为对照组，15 ℃处理试虫为低温处理组，每组

重复 4 次。以上试虫处理完成后迅速装入 2 mL

离心管中，采用液氮速冻，保存至–80 ℃超低温

冰箱待提取 RNA。 

1.5  RNA 提取和转录组测序 

根据 RNeasy Plus Mini Kit 试剂盒说明书提取

样品总 RNA。采用 NanoDrop 2000 分光光度法，

检测 RNA 的浓度和纯度，利用 Agilent 2100 系统

检测 RNA 完整度。三代测序技术利用 Pacbio 公

司的 SequelII 三代测序平台，二代测序技术采用

Illumina NovaSeq6000 测序平台，测序工作由北

京贝瑞和康生物技术有限公司完成。 

1.6  全长转录本数据处理与注释  

对于测序下机的原始数据进行过滤、聚和去

冗余处理后到非冗余的高质量锈赤扁谷盗全长转

录本[8]，作为二代测序的参考序列。为了解锈赤

扁谷盗全长转录本的功能信息，将其序列分别与

公共数据库进行比对，得到功能注释信息。 

1.7  低温胁迫差异表达基因分析 

利用二代转录组测序技术测定不同温度下锈

赤扁谷盗各样品的转录组序列，与对照组（35 ℃）

相比，分析低温处理组（15 ℃）基因表达水平的

差异。利用软件 edgeR 来分析锈赤扁谷盗成虫转

录组在各温度下差异表达的具体情况，计算得到

差异表达的 P-value 值，P-value 经过校正后得到

错误发现率（False discovery rate，FDR），FDR

的值越小也就表示差异越显著，Fold Change（FC）

是指两基因表达值的变化倍数。满足 FDR<0.05

且 log2|FC|>1 时，即为显著差异表达。利用超几

何检验法，对差异表达基因进行 GO 和 KEGG 富

集分析，预测锈赤扁谷盗体内与温度胁迫相关的

差异表达基因的生物学功能和代谢途径等。 

1.8  RT-qPCR 验证转录组测序结果 

本试验选择 ef1α 作为内参基因[9]，根据转录

组的测序结果，选择出其中 6 个差异表达基因作

为目的基因并进行 RT-qPCR 验证试验。这 6 个基

因编码包括热休克蛋白 83（cfhsp1：Cfs 1-10k 

transcript/9445）；酶类，如脂肪酸合成酶（cffas1：

Cfs 1-10k transcript/8866）和几丁质酶（cfchit1：

Cfs 1-10k transcript/15488）；其他参与生命活动

的重要组分海藻糖转运体（cftpst1：Cfs 1-10k 

transcript/14140）、细胞色素 P450（cfP450：Cfs 

1-10k transcript/12344）和卵黄蛋白原（cfvg1：Cfs 

1-10k transcript/7247）。利用 Primer Premier 5.0 对

筛选出的 6 个目的基因以及内参基因进行引物设

计，引物具体信息见表 1。 
 

表 1  内参基因和目标基因引物序列 

Table 1  Primer sequences of reference genes and target genes 

引物名称 基因名 引物序列（5′-3′） 退火温度 扩增长度 

EF1α-F CCAGGCATGGTAGTGACCTT[9] 57.5 

EF1α-R 
ef1α 

TTGGAGGGTTGTTTTTGGAG[9] 53.4 
184 

HSP83-F GCTAAATCCGGTACGAAA 51.1 

HSP83-R 
cfhsp1 

GGCTGAGTAGAAACCCACA 52.8 
93 

FAS-F TCAATGACAGCGGTGGAG 54.9 

FAS-R 
cffas1 

GTTATCACCCGAGCGTCT 52.6 
129 

CHIT-F TCTTGCCAGAAGACATCG 51.5 

CHIT-R 
cfchit1 

AAACCGTCTAACTGAACATC 49.0 
121 

TPST-F TTGTCCTGGGATTGCTCT 52.7 

TPST-R 
cftpst1 

TGGTACTGCCAGACATAGAA 51.0 
83 

P450-F TACCGATTGCGGACCAGG 59.7 

P450-R 
cfP450 

CTCGATATGCTTGCGTAGA 52.1 
87 

Vg-F GGTCTTGACTTGGCTGATT 51.8 

Vg-R 
cfvg1 

GCGTTCTTCGCTTCTGTG 54.5 
132 
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试虫处理及 RNA 提取方法同二代测序样品

处理方法。将提取的试虫 RNA 参照 HiScript Ⅲ 

RT SuperMix for qPCR 试剂盒说明书合成 cDNA

第一链，合成后再按照 ChamQ Universal SYBR 

qPCR Master Mix 试剂盒说明书配置 qPCR 反应

体系，每 20 μL 体系由 10 μL 的  2×ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix，1∶20 稀释后

5.0 μL 的 cDNA，各 0.4 μL 的正反向引物和 4.2 μL

的 ddH2O 构成。每组实验 3 个重复并在荧光定量

PCR 仪上进行检测，具体反应条件如下：第一阶

段：95 ℃预变性 30 s；第二阶段循环反应：95 ℃

变性 10 s，60 ℃退火 30 s，共 40 个循环；第三

阶段：熔解曲线。以 ef1α 作为内参基因，采用

2–ΔΔCT 方法分析基因的相对表达水平。通过 Excel

计算平均值和标准差，并利用 SPSS 27.0 进行统

计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同储粮害虫耐低温试验结果 

通过低温对不同储粮害虫成虫的致死情况，

分析各储粮害虫抵御低温的能力，结果如图 1 所

示。从图中可以看出，5 ℃处理 30 d，锈赤扁谷

盗死亡率为 29%、玉米象为 40%、谷蠹为 65%，

米象、赤拟谷盗和锯谷盗的死亡率依次达到

100%，锈赤扁谷盗的死亡率显著低于其他 5 种害

虫；10 ℃下，玉米象、锈赤扁谷盗和米象的死亡

率均低于 5%，显著低于其他 3 种害虫，而谷蠹死

亡率最高；15 ℃下，赤拟谷盗和锈赤扁谷盗的死

亡率均低于 5%，显著低于其他 4 种害虫，而米象

死亡率最高，达到 87.5%；20 ℃下，赤拟谷盗、

锯谷盗和锈赤扁谷盗的死亡率均低于 10%，显著

低于另外 3 种害虫，其中米象死亡率最高，达到

100%。因此，锈赤扁谷盗具有较强的耐寒性。 

 

 
 

注：（A）5 ℃对害虫死亡率的影响；（B）10 ℃对害虫死亡率的影响；（C）15 ℃对害虫死亡率的影响；（D）20 ℃对害虫死亡

率的影响。不同字母表示 Tukey 检验存在显著差异（P<0.05）。 

Note: (A) The effect of 5 °C on pest mortality; (B) The effect of 10 °C on pest mortality; (C) The effect of 15 ℃ on pest mortality;  

(D) The Effect of 20 ℃ on pest mortality. Different letters indicate significant differences (P<0.05) based on the Tukey test. 

图 1  6 种储粮害虫耐低温试验结果 

Fig.1  Low temperature tolerance test results of six stored grain pests 
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2.2  全长转录本测序和功能注释 

锈赤扁谷盗全长转录组三代测序结果产出

10 315 165 条原始序列，平均长度达 2 950 bp，

N50 长度为 3 132 bp，经过过滤、聚类、矫正和 

去冗余后共获得全长转录本 10 508 个。将锈赤扁

谷盗全长转录本与 GO、KEGG、KOG、NR、NT

和 Swiss-Prot 6 个数据库进行比对，得到了相关功

能信息，具体比对结果如表 2 所示。其中 3 519 

个转录本在 6 个数据库中均有注释，7 531 个转录

本在 3 个及以上数据库中均有注释，9 523 个转录

本至少在一个数据库有注释，锈赤扁谷盗全长转

录本在各数据库总注释比例为 90.6%。为了解基

因产物及化合物在细胞内的代谢路径以及基因产

物的功能，对转录本基因进行了 KEGG 注释，共

注释到 6 574 个转录本，其中富集到基因最多的

路径是信号传导，其次分别为分泌系统、运输和

分解代谢等（图 2）。 
 

表 2  各数据库注释结果统计表 

Table 2  Statistical table of annotated results for each database 

注释数据库 注释基因数量
0≤序列 

长度<1 000 

1 000≤序列 

长度<2 000 

2 000≤序列 

长度<3 000 

3 000≤序列 

长度<6 000 

序列 

长度≥6 000 

GO  5 566 415 1 553 1 819 1 640 139 

KEGG  6 574 397 1 703 2 164 2 109 201 

KOG 7 134 405 1 871 2 316 2 311 231 

N 9 476 567 2 431 3 103 3 095 280 

NT  3 519 204 782 1 102 1 274 157 

Swissprot 8 025 442 2 073 2 604 2 651 255 

总 9 523 570 2 446 3 118 3 107 282 

 

 
 

图 2  全长转录本 KEGG 注释图 

Fig.2  KEGG annotations of full-length transcripts 
 

2.3 低温胁迫下差异表达基因 

为了研究锈赤扁谷盗成虫响应低温胁迫的差

异表达基因，分别测定了低温条件（15 ℃）和常

温条件（35 ℃）下害虫的二代转录组数据。以三 

代全长转录本为参考序列，将二代转录组测序中

每个样品的有效数据与之对比，各样品的有效数

据比对到锈赤扁谷盗三代参考基因组的效率在

73.00%~75.21%之间。与常温对照组相比，锈赤 
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扁谷盗成虫经历 15 ℃低温胁迫 24 h 后有 477 个

基因发生了差异表达，其中 177 个上调的基因，

300 个下调的基因（图 3）。 

2.4  差异表达基因功能注释分析 

为进一步分析低温对锈赤扁谷盗的影响情

况，利用 KEGG 数据库对锈赤扁谷盗成虫差异表

达基因参与的信号通路和生物学功能进行分析。

低温差异表达的基因共富集到 229 条信号通路，

其中显著富集（校正 P 值：qvalue<0.05）的有 10

条。富集程度最高的前 5 条信号通路为代谢途径、

脂肪酸生物合成、次生代谢产物的生物合成、脂

肪酸代谢和不同环境中的微生物代谢（图 4），结

果表明低温胁迫条件下锈赤扁谷盗通过调控基因

表达参与多条信号通路。 

 
 

注：上调差异表达基因用红点展示，下调差异表达基因用

绿点展示。 

Note: Red dots indicate upregulated differentially expressed genes, 
and green dots represent downregulated differentially expressed 
genes. 

图 3  低温差异表达基因火山图 

Fig.3  Volcano plot of differentially expressed  
genes under cold stress 

 

 
 

图 4  差异表达基因富集前 20 的 KEGG 通路 

Fig.4  The top 20 significant enriched KEGG pathways of differentially expressed genes 

 

2.5  RT-qPCR 验证试验结果 

转录组测序结果表明锈赤扁谷盗成虫和幼

虫的热激蛋白、脂肪酸合成酶、几丁质酶、海

藻糖转运蛋白 P450 和卵黄蛋白原编码基因

（cfhsp1、cffas1、cfchit1、cftpst1、cfP450 和 cfvg）

在低温胁迫条件下差异表达。因此，以 ef1α 为

内参基因，采用 RT-qPCR 进一步验证转录组结

果，与对照组 35 ℃相比，低温条件下 cffas1、 

cftpst 1 和 cfP450 显著性下调表达, 而 cfvg1 显

著性上调表达（图 5A），锈赤扁谷盗通过促进

或抑制不同的表达响应低温胁迫，说明害虫应

对低温具有多种适应性调节机制。进一步进行

相关性分析，RT-qPCR 结果与转录组分析（RNA- 

Seq）的相关系数 R2 为 0.807 8（图 5B），结果

表明 RT-qPCR 和转录组测序分析结果的趋势

一致。  
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注：（A）RT-qPCR 验证结果；（B）相关性分析。 

Note: (A) RT-qPCR validation results; (B) Correlation analysis. 

图 5  RT-qPCR 验证转录组结果（RNA-Seq）及相关性分析 

Fig.5  RT-qPCR verification of RNA-Seq results and correlation analysis 

 

3  讨论 

基于转录组测序技术研究低温胁迫与储粮害

虫的相互作用机制，可为低温防控储粮害虫提供

理论支撑，同时为低温储粮技术中储粮害虫综合

治理策略提供理论依据。本研究通过比较 6 种常

见的储粮害虫在 4 种低温条件下的死亡率，表明

锈赤扁谷盗具有较强的耐寒性，这与已有报道结

果一致[1,5]，为更好地了解其耐寒机制及低温对其

影响，本文基于高通量转录组测序技术开展锈赤

扁谷盗低温适应性形成的分子机制。 

低温调控害虫基因表达，影响营养物质合成、

能量产生、代谢途径等，进而影响其活动、取食

和生长发育等行为。差异表达基因 KEGG 分析中

富集程度较高的是代谢途径和脂肪酸生物合成。

这与谷蠹[10]、阿尔泰蝠蛾[11]和二化螟[12]等昆虫在

低温胁迫下的脂肪酸生物合成代谢通路富集的分

析结果类似，低温条件下脂肪酸合成酶活性均下

降，可能是低温条件下昆虫通过脂质为机体提供

能量，以保证昆虫在低温条件下能更好地存活。 

差异表达基因分析显示低温胁迫下锈赤扁谷

盗脂肪酸合成酶的表达量降低，脂肪酸合成酶参

与昆虫脂肪代谢，在低温胁迫下表达量下降可能

是能量供应不足所致，因此，调整表达量以适应

低温环境。昆虫体内的海藻糖含量与昆虫抵抗环 

境胁迫具有相关性[13]，昆虫体内的海藻糖需要由

海藻糖转运体运输到循环的血淋巴中，从而为其

他组织提供能量[15]，本研究中海藻糖转运蛋白编

码基因在低温胁迫下基因的表达量降低，表明海

藻糖代谢途径参与抵御低温胁迫。多项转录组学

分析研究表明温度胁迫影响细胞色素 P450 编码

基因的表达水平[14]，由于细胞色素 P450 广泛存在

于昆虫体内，参与外援有毒物质的代谢，推测低温

对于害虫的抗药性具有一定影响。此外，低温条件

下促进卵黄蛋白原的表达，这与在蜜蜂中的研究结

果一致[16]，这表明卵黄蛋白原可能在低温条件下

对受损细胞起到保护或识别的作用。因此，害虫

通过调节多种基因的表达量响应低温胁迫。 

4  结论 

通过转录组学分析了低温对锈赤扁谷盗基因

表达水平的影响，代谢途径、脂肪酸生物合成和

次生代谢产物的生物合成等多条信号通路参与响

应温度胁迫，脂肪酸合成酶、海藻糖运转蛋白和

卵黄蛋白原等相关编码基因显著性表达，通过调

节锈赤扁谷盗的代谢途径和生长发育抑制害虫爆

发。此外，有关差异表达基因功能的研究仍有待

进一步探索，以期更好地分析储粮害虫的耐寒机

制。本文对锈赤扁谷盗转录组水平的研究为耐寒

性靶标基因寻找提供了基础数据，为低温储粮下

害虫的综合防治策略奠定了基础。 
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