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家蚕生长调控因子的初步筛选和RNA表达分析①
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摘要:昆虫生长调控机制是一个基础的生物学问题．不同器官和组织间的信号转导对协调昆虫身体生长速率和确

定不同器官大小十分重要．在家蚕中,胰岛素类似多肽家蚕素的分泌受营养信号调控,并对成虫盘的生长和细胞增

殖有促进作用,然而更多的生长调控因子尚待研究．为了鉴定家蚕中的生长调控因子,基于 GO 注释方法的预测,

筛选和克隆了具有调控功能的１３个选择信号基因组区域基因,并通过 ClustalW２分析了其与果蝇同源基因蛋白水

平上的一致性．对其中６个基因通过 RealTimePCR做了 RNA水平上的时期表达分析,实验结果显示其中部分基

因在蛹期和成虫期的 RNA表达水平较高,而BmBtk２９A在５龄第１d有较高表达,提示了该基因可能在５龄生长

初期有重要作用．
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生物体中组织器官大小和个体生长的调控机制是生物学研究的一个基本问题．多细胞生物的个体生长

受远程信号分子的调控,各个器官分别生长却又互相影响．以双翅目昆虫果蝇为例,幼虫体质量的营养依

赖性增长多是由于多倍体细胞大小的增加,这些多倍体细胞构成了脂肪体和唾液腺等多种组织,而脑和成

虫盘被包围在这些多倍体细胞组织中．不同组织器官间的信号转导对整个幼虫的生长速率和身体大小的调

控十分重要,其中有两类已知的关键因子———胰岛素和胰岛素样生长因子(insulinandinsulinＧlikegrowth
factors,IIS)以及甾类激素蜕皮激素(moltinghormone,２０E)．

无脊椎动物中的胰岛素样多肽兼具胰岛素和胰岛素样生长因子的生理功能,例如果蝇,存在８种不同

的果蝇胰岛素样多肽(DILP)[１－３],分别在果蝇从幼虫到蛹的不同发育时期和位置表达[１,４],是个体系统性

生长的重要调节分子．家蚕中的胰岛素相关多肽被称为家蚕素,其释放与投喂密切相关[５],实验结果显示

家蚕素对鳞翅目昆虫蝴蝶翅成虫盘[６－７]的生长和家蚕造血器官的细胞增殖[８]有促进作用．蜕皮激素是调节

昆虫纲、甲壳纲等动物蜕皮的主要激素．幼虫期甾类激素蜕皮激素(E)主要由前胸腺分泌,释放到血淋巴后

被催化为活性形式２０ 羟基蜕皮激素(２０E)[９],进而结合核受体和启动多种基因表达引发蜕皮和变态．果蝇

蜕皮激素在脂肪体中拮抗IIS[１０],一方面会抑制 DILP６的自分泌效果,另一方面将促进脂肪体的自我吞

噬,通过供给能量和营养间接支持了成虫盘的增殖;蜕皮激素还通过诱导Crol转录因子更为直接地促进成

虫盘增殖和分化[１１]．这样,通过脂肪体和成虫盘对蜕皮激素信号的不同响应形成了这些组织间动态的协调

生长．尽管已知IIS和２０E对昆虫系统性生长调控十分重要,但仍有更多未知的因子需要鉴定,我们希望在
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家蚕中对生长调控机制做出一些探索．
家蚕由野外祖先野桑蚕驯化而来,形成了诸多不同的品系．人工选择提高了家蚕的经济性状,如蚕茧

大小、生长的速率等,提示了家蚕基因组中的某些基因由于人工选择作用发生了变化[１２－１３]．２００９年西南大

学家蚕基因组研究团队选取不同家蚕品系和中国野桑蚕品系进行了全基因组重测序与序列比较,绘制完成

了基因组水平上的单碱基遗传变异图谱,鉴定了１０４１个驯化相关的选择信号基因组区域(genomicregions
ofselectivesignals,GROSS)[１３]．在GROSS中共包含了３００多个蛋白质编码基因作为驯化的候选基因,这

些基因的大多数是保守的,而且其同源基因具有重要的调控作用．
我们推测 GROSS中找到的调控性因子可能包含导致家蚕与野蚕以及家蚕不同品系之间个体生长显著

性差异的调控因子．首先通过 AgriGO进行的单项富集分析选出了其中具有生物过程调控、生物学调控和

转录调控活性GO分类的２５个驯化基因,通过PCR克隆了其中１３个基因,进而通过ClustalW２分析其与

果蝇同源基因在蛋白水平上的一致性．RealTimePCR实验结果揭示了６个基因在 RNA 水平上的不同时

期表达特点,显示了Bmbigmax和BmBtk２９A在５龄幼虫生长期有较高量的表达．

１　材料和方法

１１　材　料

１１１　时期特异的样品

家蚕大造品种(P５０)的５龄第１d,５龄第３d的蚕,预蛹期、蛹期第３d的蛹,成虫第１d的蚕蛾．
１１２　试　剂

TotalRNAKitⅡ试剂盒购自 OMEGA公司,MＧMLVReverseTranscriptase试剂盒购自Promega公

司,SYBR PremixExTaqTMII购自 TAKARA公司．
１２　方　法

１２１　家蚕选择信号基因组区域中的调控性基因的选择

将选择信号基因组区域中的３０３个家蚕基因通过 AgriGO(http://bioinfocaueducn/AgriGO/analＧ
ysisphp)对其中１２２个具有 GO标签的基因进行 GO富集分析得到图１,并筛选出具有生物过程调控、生

物学调控和转录调控活性的基因．

图１　选择信号基因组区域基因的单项富集分析

１２２　家蚕基因与果蝇同源基因氨基酸的一致性分析

首先通过 Silkworm GenomeDatabase(http://silkwormgenomicsorgcn/)查找家蚕基因的蛋白

编码序列,然后在 NCBI(http://wwwncbinlmnihgov/)上进行blast,得到该基因编码的氨基酸序

列．再通过 Flybase(http://flybaseorg/)搜索该基因,得到其翻译后的氨基酸序列．将两段氨基酸序

列在 ClustalW２(http://wwwebiacuk/Tools/msa/clustalw２/)中进行一致性分析,得到最终一致性

分数(表１)．
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１２３　模板 DNA 的制备

取得各个时期的样品在液氮中研磨取材．然后使用 TotalRNAKitⅡ试剂盒提取各样品的总RNA．得

到的RNA用 MＧMLVReverseTranscriptase反转录为cDNA[１４]．
１２４　引物的设计

根据 NCBI提供的 mRNA序列,对表１中的６个家蚕基因进行上下游引物的设计．这６个基因和内参

基因的引物序列见表２．
１２５　实时荧光定量PCR

实时荧光定量PCR的反应体系为２０μL,各组分为SYBR PremixExTaqTMII(TliRNaseHPlus)

１０μL,上下游引物(５μmol/L)各１６μL,去离子水４８μL,模板DNA２μL．反应结束后,对获得的信号、
数据进行处理分析,选取BmβＧactin为内参基因．

表１　１３个选择信号基因组区域基因功能预测

基因号 预测分子功能 果蝇或人类同源基因
果蝇和家蚕同源基因

蛋白水平上的一致性

BGIBMGA０００２３５ 腺甙硫酸激酶 无 －

BGIBMGA０００７６２ 转录因子
D melanogaster:CG１７５９４(scarecrow)

Hsapiens:ENSP０００００３４５１４７
５７５３

BGIBMGA０００９７２ 络氨酸激酶
D melanogaster:CG８０４９ (Btk２９A,BtkfamilykiＧ
naseat２９A)

５２５７

BGIBMGA００１９４３
亚砷酸盐跨膜

转运的 ATP酶
D melanogaster:CG１５９８ ７５８２

BGIBMGA００４４９１ 转录因子

D melanogaster:CG７８０７ (TfAPＧ２,Transcription
factorAPＧ２)

Hsapiens:ENSP０００００２６３０４６(Transcriptionfactor
APＧ２)

３７０９

BGIBMGA００５１２７ 转录因子
D melanogaster:CG１２９５２(sage)

Hsapiens:ENSP０００００３４２８６８
２３０８

BGIBMGA００６１２６ 无 无 －

BGIBMGA００６５０６ 转录延伸复合体
D melanogaster:CG６７５５(ElonginA)

Hsapiens:ENSP０００００３６３６６２
３７７９

BGIBMGA００７０２１ GTP酶
D melanogasterOrtholog(s):CG１９００(Rab４０)

Hsapiens:ENSP０００００３６１８１７
７０９８

BGIBMGA００８３３６ 激酶
D melanogaster:CG２６２１(shaggy)

Hsapiens:ENSG０００００２６８６４３
７８２５

BGIBMGA００８４８２ 转录因子

D melanogaster:CG１１６０７(H２０, Homeodomain

protein２０)

Hsapiens:ENSP０００００３５５８７０(HomeodomainproＧ
tein２０)

４３２８

BGIBMGA０１１９６３ E２泛素连接酶
D melanogaster:CG７２２０
Hsapiens:ENSP０００００３５５３８２

７７２７

Bmbigmax 转录因子
D melanogaster:CG３３５０(bigmax)

Hsapiens:MLX(MaxＧlikeproteinX)
５５９８
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表２　实时荧光定量PCR检测中所用的７个基因的引物序列

基因号 前引物 (５′Ｇ３′) 后引物 (５′Ｇ３′)

BGIBMGA０００９７２ GCTAAGCCCAAGGAGAAAC AGAAATCGCCATACCCGT
BGIBMGA００５１２７ GACTCGAATGCGTGACATG GTTGACGCCTTCGCATATC
BGIBMGA００１９４３ GCTATGAGATTGGACAAGGGTG GTTCTACAACTTGCGGGAATG
BGIBMGA００６１２６ ACTGCCTAGGGTACCATCTAAC CATTTTCTCCTTCGACGCTAC
BGIBMGA０１１９６３ AGTACACATGGAAGGCGTAC GTGAGGATCGAAAGGCAGATG

Bmbigmax GTTAAAGCTCAACATTCCGTACCT GTGTGTAGTTCTGATCTCTCAGC
BmβＧactin CTCCCTCGAGAAGTCCTACGAACT GGATGCCGCACGATTCCATAC

２　结果与分析

家蚕个体体形的变化,包括蚕蛹和蚕茧体积的变大,是驯化过程中最为明显的性状变化之一．实

验表明,家蚕中不同品系蛹的大小在驯化过程中得到了人工筛选,在蛹中期时,雄性野蚕蛹质量约为

０２６g,而雄性家蚕大造蛹质量约为０７２g,雄性家蚕品系８７２蛹质量约为０８８g,这显示了驯化过

程中形成的不同家蚕品系的蛹质量有显著变化,也提示我们家蚕选择信号基因组区域的部分基因可

能与蛹质量的变化相关．
通过生物信息学软件AgriGO对选择信号基因组区域基因中１２２个具有GOitem 的基因进行单项富集

分析,我们发现这些基因的富集水平与家蚕全基因差异没有统计学意义,显示了这些驯化基因广泛分布在

各种 GO分类上,暗示了驯化过程包含丰富和较为广泛的生物学变化(图１)．我们选取其中被归类到生物

过程调控、生物学调控和转录调控活性的基因,加上４个激酶和１个预测的转录因子组成２５个调控候选基

因,通过分子克隆成功克隆出其中１３个基因(表１)．
这１３个基因中有１１个基因具有果蝇同源基因(表１),我们通过它们的果蝇同源基因来预测其功能,

其中有６个因子具有转录调控或预测的DNA结合功能．scarecrow(CG１７５９４),其分子可以与特异DNA序

列结合发挥转录因子的功能,scarecrow在胚胎期特定神经元表达,其突变体有轴突成型缺陷[１５]．TfAPＧ２
(TranscriptionfactorAPＧ２,CG７８０７),其分子可与特异的DNA序列结合且具有转录因子的活性,其在果

蝇幼虫期的成虫盘、视神经叶和腹部神经节等处表达,突变体显示昆虫喙和短腿的缺陷[１６]．H２０(HomeＧ
odomainprotein２０),预测其分子在与特异 DNA 序列结合过程中具有转录因子的活性,H２０在胚胎发

育中的中胚层形成和幼虫阶段的脂肪体中发挥作用,其人类同源基因对胎盘滋养层细胞的迁移和增殖具有

重要作用[１７－１８]．Bigmax(CG３３５０),预测其分子具有结合特异 DNA 序列的转录因子活性,其与成虫的摄

食、细胞的自噬死亡、树突形成和肌肉器官发育[１９]等多个过程有关,而BGIBMGA００５１２７的果蝇同源基因

sage(CG１２９５２)是 在 唾 液 腺 具 有 重 要 作 用 的 转 录 因 子．BGIBMGA００６５０６ 的 同 源 基 因 Elongin A
(CG６７５５),预测其分子具有与 DNA 结合的功能并作为转录延伸复合体的成员,在幼虫期多个组织有表

达,突变体分析显示其参与成虫盘翅脉特化过程[２０]．
１３个基因的另外７个基因中,BGIBMGA０００９７２的同源基因 Btk２９A(Btkfamilykinaseat２９A,

CG８０４９),其分子具有结合 ATP的络氨酸激酶活性,Btk２９A在幼虫期的脂肪体、中枢神经系统等处表达,
参与了生殖和呼吸系统发育、寿命控制等过程[２１]．BGIBMGA００７０２１的同源基因Rab４０(CG１９００),预测其

分子具有 GTP酶的活性,可能参与信号转导和囊泡介导的运输过程．BGIBMGA００８３３６的同源基因shagＧ
gy(CG２６２１)其分子具有蛋白质的丝氨酸/苏氨酸激酶活性,是 GSKＧ３亚家族成员;突变体分析显示其参

与翅膀和表皮形成、生理节律调节和蛋白酶体介导的蛋白分解等生物过程．BGIBMGA００１９４３和 BGIBＧ
MGA０１１９６３两个基因的果蝇同源基因CG１５９８和CG７２２０尚未被深入研究,其中CG１５９８被预测具有促进

亚砷酸盐跨膜转运的 ATP酶的活性,而 CG７２２０被预测具有泛素蛋白连接酶的活性,涉及蛋白的水解过

程．另 有 两 个 家 蚕 基 因 BGIBMGA０００２３５ 和 BGIBMGA００６１２６ 未 找 到 果 蝇 同 源 基 因,其 中 BGIBＧ
MGA０００２３５蛋白预测具有腺苷酰基转移酶激酶和 ATP硫酸化酶结构域．

从RNA表达水平上讲,BGIBMGA００１９４３,Bmsage和BGIBMGA００６１２６在家蚕５龄期表达量均较少,
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但在蛹第３d和蛾第１d时表达量显著增加(图２a,b,d)．BGIBMGA０１１９６３在家蚕５龄期、蛹期和蛾第１d
中均有较高表达,其中５龄第３d时表达量有所降低,而进入预蛹期后表达量持续增加(图２c)．Bmbigmax
在５龄有较高量的表达(图３a)．而BmBtk２９A仅在５龄第１d中有较高表达,５龄第３d时表达量急剧下

降,后期虽有所增加,但表达量仍较低(图３b)．当然５龄阶段之所以体质量急剧增加,原因还包括丝腺和

丝蛋白快速合成,检测该基因是否参与生长调控尚需更多功能研究上的实验．

１５龄第１d;２５龄第３d;３ 预蛹期;４ 蛹第３d;５ 蛾第１d．

图２　目标基因的RNA时期表达分析

１５龄第１d;２５龄第３d;３ 预蛹期;４;蛹第３d;５ 蛾第１d．

图３　Bmbigmax和BmBtk２９A的RNA时期表达分析

３　讨　论

家蚕在个体大小等性状上经历了人工选择,部分选择基因组区段的基因或许参与个体生长的控制过

程．将上述１３个选择信号基因组区域的家蚕基因和果蝇同源基因的氨基酸序列进行一致性分析,发现有４
个果蝇同源基因在蛋白水平上和家蚕基因有较高的一致性(７０％以上),如CG１５９８,Rab４０(CG１９００),shagＧ
gy(CG２６２１)和CG７２２０,这些基因从功能上归为 ATPase,膜泡运输相关的 GTPase,激酶和泛素连接酶,参

与基本的细胞生物学过程,进化变异较小．另有４个果蝇同源基因在蛋白水平上和家蚕基因的一致性较低
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(低于５０％),如 TfAPＧ２(CG７８０７),sage(CG１２９５２),ElonginA(CG６７５５)和 H２０(CG１１６０７)．这些因子均

为转录因子或者DNA结合因子,在果蝇和家蚕间蛋白水平差异较大,暗示这类基因在昆虫和家蚕进化过

程中有较大变化．
BGIBMGA００５１２７(Bmsage)其果蝇同源基因在唾液腺中高表达,果蝇的唾液腺类似于家蚕的丝腺,

BGIBMGA００５１２７可能是丝腺发育过程中起重要作用并经历选择的一个转录因子,其家蚕同源基因和果蝇

同源基因之间的蛋白水平一致性仅为２３０８％,显示了进化过程中此基因可能发生了较为明显的差异．
BGIBMGA０００９７２(BmBtk２９A)的果蝇同源基因在幼虫期的脂肪体、中枢神经系统等处表达,其分子

具有与ATP结合的络氨酸激酶活性,据报道参与了生殖和呼吸系统发育、寿命控制等过程[２１]．实验结果表

明,BmBtk２９A在５龄１d有较高表达,则该基因可能在幼虫末龄快速生长初期有重要作用．其家蚕同源基

因和果蝇同源基因蛋白水平的一致性为５２５７％,处于中度一致性水平．
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ScreeningandRNAExpressionAnalysisof
PotentialRegulatorsModulatingSilkwormGrowth
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Abstract:Themechanismofinsectgrowthisafundamentalbiologicalquestion．Thesignalingmolecule
communicationbetweendifferentorgansandtissuesisvitalforcoordinatingbodygrowthrateanddetermiＧ
ningorgansizeininsects．ThesecretionoftheinsulinＧlikepeptidebombyxinismodulatedbynutritional
signalsinBombyxmorianditcanpromoteimaginaldiscgrowthandcellproliferation．However,more
growthregulatorsneedtobeidentified．ToidentifygrowthregulatorsinBmoriandelucidatetheirreguＧ
lationmechanisms,thirteenregulatorygeneswereselectedoutandclonedinthegenomicregionsofselecＧ
tivesignalsbasedontheirpredictedGOterms．Then,theproteinidentitybetweenthesesilkwormgenes
andtheirfly(Drosophilamelanogaster)homologswasanalyzed．Finally,theRNAexpressionlevelof６
genesatdifferentdevelopmentalstageswastestedbyrealＧtimePCR．Theresultsindicatedthatmostof
themexhibitedconsiderablyhighrelativeexpressionlevelsatthepupalandtheadultstagesandthatBmBＧ
tk２９Adisplayedahigherexpressiononthefirstdayofthefifthinstarlarvalstage,implyingitspotential
importantfunctionduringtheearlyfifthlarvalgrowthstage．
Keywords:Bombyxmori;bodygrowthcontrol;genomicregionofselectivesignals;RNAexpressionaＧ

nalysis
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