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英文缩写说明 

 

5’flanking region: 5’FR 

Bm: Bombyx mori 

Bmand: Bombyx mandarina 

BmandHSC70-4: Bombyx mandarina heat shock 

cognate 70-4 protein gene 

BmandHSC70-4: Bombyx mandarina heat shock 

cognate 70-4 protein 

BmandLSP: Bombyx mandarina larval serum 

protein gene 

BmandLSP: Bombyx mandarina larval serum 

protein 

BmHSC70-4: Bombyx mori heat shock cognate 

70-4 protein gene 

BmHSC70-4: Bombyx mori heat shock cognate 

70-4 protein 

BmLSP: Bombyx mori larval serum protein gene 

BmLSP: Bombyx mori larval serum protein 

BmNPV：Bombyx mori nucleopolyhedrovirus  

cpm: counts per minute  

FBS: fetal bovine serum 

hpt:  hours post transfection 

hr3：homologous region-3 

HSF: heat shock factor 

HSP70: heat shock protein 70 

ie-1: immediate-early gene-1 

JH: juvenile hormone  

JHA: juvenile hormone analogue 

LUC: luciferase activity  

luc: luciferase gene  

MH: molting hormone  

MTL: mariner-like element 

PBS: phosphate buffered saline  

PCR: polymerase chain reaction 

Sf: Spodoptera frugiperda  

β-gal：β-galactosidase 
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摘    要 
 

从家蚕、野桑蚕基因组 DNA克隆了 LSP和 HSC70-4基因启动子调控区，以 luc为报告基因，

构建了系列报告质粒，经脂质体转染昆虫细胞或蚕体内瞬时表达，对BmLSP和Bm/Bmand HSC70-4

基因启动子的功能特性进行了分析研究，为进一步阐明 LSP、HSC70-4基因的表达调控分子机理

奠定了基础，同时为 HSC70-4基因启动子实际应用进行了探索研究。本论文的主要研究内容如下： 

一、Bm/Bmand LSP5'FR克隆与 BmLSP启动子功能特性分析 

克隆的 Bm和 Bmand LSP5'FR片段经测序分析，涵盖了 LSP的第一内含子，第一外显子、核

心启动子区及其 5'上游区四部分；在启动子区域内有经典的 TATA盒，脂肪体内组织特异性表达

基因的共有序列和推定的激素响应元件，5'上游区发现了与家蚕丝素轻链基因第一内含子区域的

高度同源序列和失活的部分水手转座子元件（MLE）。采用 PCR法和限制性内切酶法获得了系列

缺失 BmLSP基因启动子，在 BmN细胞瞬时表达系统考察了第一内含子（I）、含丝素轻链基因第

一内含子区域同源序列（S）以及 MLE 对 BmLSP 基因启动子的转录活性的影响，结果表明 I 能

显著增加启动子的转录活性达 5.4-5.8倍，S增加启动子转录活性 4.42倍，暗示在 I、S中可能存

在类似增强子的元件。而 MLE 则抑制启动子的转录活性。昆虫激素 JHA 对 BmLSP 启动子转录

活性影响呈现剂量依赖效应，1μg/ml处理增加 2.97倍，2-6 μg/ml处理不影响，8μg/ml处理显

著降低转录活性 2.85倍；而MH处理对其活性没有显著影响。 

二、Bm/Bmand HSC70-4 5'FR克隆及启动子功能特性分析 

克隆的 BmandHSC70-4、BmHSC70-45'FR经测序分析涵盖了部分第一外显子和启动子区；推

测了可能存在的顺式作用元件有 6个 GATA盒、2个 CAAT盒和 2个热激响应因子（HSF）结合

元件，但没有发现经典的 TATA 盒与 GC 盒。在常态下 BmHSC70-4 启动子、BmandHSC70-4 启

动子在 BmN细胞、sf21细胞和五龄蚕体内都呈现高转录活性；37℃热激处理 BmN、Sf21细胞和

四龄蚕体能增加启动子的转录活性，且在 sf21细胞中热激效果更为明显，而在五龄家蚕体内热激

处理却抑制其转录活性；在五龄家蚕体内，JHA不影响 BmHSC70-4启动子转录活性，低剂量MH

处理显著提高转录活性，而高剂量（5μg MH/头）处理没有显著影响；在家蚕五龄蚕体内不同发

育阶段 BmHSC70-4 启动子的转录活性有所波动，到熟蚕期达到最高。以上结果表明 Bm、

BmandHSC70-4启动子既具有组成型特征，又有一定的诱导型特征。 

三、BmNPVhr3对 Bm/Bmand HSC70-4启动子活性的增强功能 

hr3 是来源于 BmNPV 同源序列，具有 BmNPV 复制起始位点和增强子的双重功能。结果表

明 hr3能增强 Bm/Bmand HSC70-4启动子活性，在 BmN细胞内增强 16-18倍，且与 hr3接入方

向无关；在蚕体内分别增强 190.57倍, 242.19倍；在五龄家蚕体内，JHA不影响 BmHSC70-4/hr3

组合转录活性，不同剂量 MH 处理显著提高转录活性；在家蚕五龄蚕体内不同发育阶段

BmHSC70-4/hr3 启动子组合的转录活性有所波动，到熟蚕期达到最高，这与 BmHSC70-4 启动子

一致，说明 hr3只是增强转录活性，并不改变特性。以上结果显示 HSC70-4/hr3启动子组合更适

合在细胞稳定表达系统或转基因家蚕中驱动目的蛋白基因的转录表达。 

 

关键词：家蚕，野桑蚕，幼虫血清蛋白基因，热激同源蛋白 70-4基因，BmNPVhr3，启动子功能

特性分析 
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Abstract 
 

The regulation promoter region of LSP and HSC70-4 are cloned from genomic DNA from B. mori 

and B. mandarina. A series of luciferase reporter plasmids, driven by LSP and HSC70-4 promoters, are 

constructed, respectively. Via the transient expression system in BmN cells or silkworm transfected by 

lipofectin, the functional and characterestic analysis of the promoter are investigated. This will be 

helpful to further elucidate the regulation mechanism of LSP and HSC70-4 expression and to apply of 

the promoters in stable transformation cell system or transgenic silkworm.   

 

1. The Cloned BmandLSP and BmLSP 5'FR and Functional analysis of BmLSP promoter 

The Cloned BmandLSP and BmLSP 5'FR, consisting of the first intron, the first exon, the core 

promoter region and 5'-upstream region, harbor the classic TATA box, sequences commonly found in 

insect genes that were specifically transcribed in fat body and the deduced ERE. The 5'-upstream region 

contains the homologous sequence with the first intron of Fib-L (S) and the inactive mariner like 

element (MLE). Using PCR and restriction endonuclease methods, a series of luciferase reporter 

plasmids, driven by different length of BmLSP promoters, are constructed. Via the transient expression 

system in BmN cells, the effects of the regulation elements and foreign insect hormones on the BmLSP 

promoter activity are investigated. The results show that the BmLSP promoter activity is enhanced by 

the intron with 5.4-5.8 folds, and by S with 4.42 folds, suggesting that the intron and S harbor the 

enhancer-like element. However, MLE in 5'-upstream region presents a negative effect on promoter 

activity. The effects of juvenile hormone analogue (JHA) on the BmLSP promoter activity appear the 

typical dose-dependent manner, that is, low concentration treatments increase the BmLSP promoter 

activity and high concentration treatments decrease it. Meanwhile, insect ecdysone (MH) treatment 

present no significant effect  

 

2. The Cloned BmandHSC70-4 and BmHSC70-4 5'FR, and Characterestic and functional analysis 

of BmandHSC70-4 and BmHSC70-4 promoters  

The Cloned BmandHSC70-4 and BmHSC70-4 5'FR, consisting of the partial first exon, the central 

promoter region and 5'-upstream region, harbor six GATAs, two CAATs and two HSFs, but no TATA 

and GC box. Under normal condition, transcriptional activities of BmandHSC70-4 or BmHSC70-4 

promoter are high in BmN, Sf21 cells and the 5th instar larvae. By heat-shock treatment at 37℃ for 2hr, 

the enhancements of BmandHSC70-4 or BmHSC70-4 promoter activity are achieved in BmN cells, sf21 

cells and 4th instar silkworm larvae, respectively. But heat-shock treatment for 5th instar silkworm larvae 

lead to a drastically decrease of the promoters’ activity. In 5th instar silkworm larvae, JHA treatments 

have no significant effect, and injection of low level of MH (1-3μg  per os) can increase BmHSC70-4 

promoter activity, while high level of MH (5μg  per os) presents no effect. Transcriptional activity of 

promoter is changed with the different developmental stages and reaches the highest level at the 

wandering stage in 5th instar. From the above results obtained from in vitro and in vivo, we can deduce 
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that BmandHSC70-4 or BmHSC70-4 promoter is both constitutive and inducible promoter, suggesting 

that its potential application in cell stable expression system or transgenic Bombyx mori. 

 

3. BmNPV hr3 enhancing BmHSC70-4 and BmandHSC70-4 promoter transcriptional activity 

BmNPV hr3, derived from B. mori Nucleopolyhedrovirus, functions as replication initiation site in 

viral DNA and enhancer for several promoters’ transcription. Here, hr3 also can increase the 

transcriptional activiy of the BmHSC70-4 and BmandHSC70-4 promoter by 16-18 folds in BmN cells 

and 190.57-242.19 folds in 5th instar larvae. The hr3-mediated enhancement is orientation-independent. 

In the 5th instar larvae, MH treatments enhance the transcriptional activity of the promoter 

combination. The maximum stimulating effect, by 5µg MH per os treatment, is achieved about 17.54 

times, compared with the control. And the JHA treatments have no significant effects on it. The 

transcriptional activity of promoter combination is changed with the different developmental stages and 

reached the highest level at the wandering stage. This pattern of promoter combination is consistent 

with that of BmHSC70-4 promoter, suggesting that hr3 only enhances the promoter activity and can’t 

change its character. From the above results, the promoter combinations of BmHSC70-4/hr3 and 

BmandHSC70-4/hr3 are the ideal ones for transgenic silkworm or stable transformation cell system due 

to their higher transcriptional activity. Moreover, it is changed with the development stages and 

hormone titer. To get higher productivity of expressed gene in the transgenic silkworm by this promoter 

combination in future, we can harvest the foreign gene product at wandering stage or administrate 

certain dose ecdysone with larva before harvest.  

 

Keywords:   Bombyx mori, Bombyx mandarina, Larval serum protein gene, Heat-shock-cognate 70-4 

protein gene, BmNPVhr3, Functional and characteristic analysis of silkworm promoter 

 

 IV



中国农业科学院博士学位论文                                                       第一章 文献综述 

 
第一章 文献综述 

 
在成千上万的真核生物基因中，在特定的时间，只有 15%左右的基因能在特定的细胞中表达。

根据机体的不同发育阶段，不同的组织及不同的功能状态，选择性、程序性地在特定数量的特定

基因被激活(Liang et al,1992)，表达有功能的 RNA与蛋白质等产物，从而使生物的组织与器官在

一定的环境条件下保持正常的功能。这一系列的过程称为基因表达的调控。基因的表达调控根据

其在同一事件中发生的先后次序，可分为转录水平调控（Transcriptional regulation），转录后水平

调控（Post-transcriptional regulation），翻译水平调控（Translational regulation），蛋白质加工水平

的调控（Protein maturation）等。而转录水平调控被认为基因表达最重要的调控方式之一。基因

的转录受特定的顺式作用元件（cis-acting element）的影响，如启动子，增强子等功能元件，同时

还受到反式作用因子（trans-acting factor）的调控，如蛋白质分子、激素蛋白质的复合物等一些

具有可扩散特性的物质。一般来说，转录水平上基因的表达调控是通过顺式作用元件与反式作用

因子间复杂的相互作用来实现的。 

昆虫是地球上最多的物种，包括一些有益经济昆虫（如蜜蜂、家蚕等）和大量的有害昆虫。

昆虫基因表达调控机理的解析是了解包括杀虫剂与抗病性、行为、进化和发育等在内的昆虫相关

的重大问题的重要组成部分。运用现代分子生物学手段，相关的结构基因已经可以得到阐明，而

这些基因的表达调控却知之甚少。顺式作用元件 DNA 序列引导与转录相关的蛋白质（反式作用

因子）的装配与否或效率高低直接影响到基因转录水平。另外，与编码区相比，顺式作用元件的

变异更为频繁以适应环境条件的变化，而这些变异被认为是昆虫形态学多样性与发育机理进化等

方面的主要驱动力（Mackay, 2001; Tautz, 2000）。 

 

1.1 基因转录水平调控的顺式作用元件 
 
1.1.1核心启动子（Basal promoter）：是指一个基因转录起始位点 5'端紧邻的 DNA序列，一

般由 TATA盒（TATA Box）、起始区（Initiator Region，Inr）和下游启动子元件（Downstream Promoter 

Element，DPE）组成。核心启动子的碱基序列、位置与功能上具有高度的保守性。单一的核心启

动子元件能使基因在一个较为恒定的低水平上表达。 

TATA盒：核心启动子区通常包含一段富含 AT碱基对的 TATA碱基序列基序，称为 TATA盒

（又称 Hogness盒）。TATA盒的功能受到与转录起始位点相对应的方向、序列及位置的限制，一

般位于帽位点上游-20- -30bp。与 TATA结合蛋白质（TATA Binding Protein，TBP）结合，后者充

当其它转录因子和 RNA 聚合酶的互作点。因而 TATA 盒的主要功能是参与转录的起始，从而影

响基因的转录水平。 

起始区（Inr）：在无脊椎动物中，与转录起始位点相邻的一段保守的 DNA序列构成的调控元

件称为起始区。结合TBP相关因子(TBP-associate protein, TAFs)与RNA聚合酶（Chalkley et al, 1999; 

Purnell et al, 1994）。 

下游启动子元件（DPE）：一般位于+30bp，具有保守的 A/GGA/TC/TGT 序列，可以与 TAF

结合，是 TFIID因子另外的锚定位点（Burke et al, 1998）。 
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上述的三种元件并不是存在于所有的核心启动子中。对果蝇的 205个启动子调查表明，将近

50%启动子存在可识别的 TATA序列，50%启动子存在 DPE，大约三分之一的启动子两者都不存

在（Kutach et al, 2000）。四分之一节肢动物基因启动子存在 Inr（Cherbas et al,1993）。 

 

1.1.2启动子上游序列（Upstream promoter）：在 RNA聚合酶 II控制转录的基因的 5'端上游

区常发现一些特征调控序列，如 CAAT、OCT或富含 GC的启动子元件，这些调控序列统称为启

动子上游序列。如八体序列（The octamer sequence，OCT），ATGCAAAT与基因表达的时序性、

组织特异性有关。启动子上游序列的位置一般比较固定，距帽位点上游-80 - -220bp，但方向却不

定。它对启动子高活性是必需的。 
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大小一般在

或绝缘子（

 

1.1.3 增
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 Boundary/Insulator   Enhancer   Basal Promoter 
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       -30                    +30 
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图 1.1 转录调控的顺式作用元件示意图 

录启动子（Basal Promoter）包括转录起始位点（Inr）上下 100bp，结合普通的转录因子。增强子（Enhancer）

50bp-数百 bp，位点不固定，与特殊的转录因子结合，控制基础转录的水平。边界元件（Boundary ）

Insulator）是指阻止临近的调控元件对其所界定的基因的启动子起增强或抑制作用的一类边界序列。 

强子（Enhancers）： 增强子是一种参与基因转录激活的顺式作用的调节元件，最早

启动子中发现的，现已在多种生物的基因启动子中找到了增强子元件。增强子可以在远

的位置，无论是在其上游或下游，无论何种取向，均可发挥其功能(Banerji et al, 1981; 

d et al,1998)。 

增强子自己并不能启动自己进行转录，但却能以不同的效率等级，增强启动子的表达活

基础转录速率增加 1-1000倍左右。如果增强子含有组成型表达的转录因子的结合位点，

可以在所有类型的细胞中发挥作用；而如果增强子含有参与基因调节的组织特异的转录

合位点，那么它则只能是在特定的组织中发挥作用，或是对特殊的信号刺激作出反应

2003)。 

子具有下列的一般特性： 

子不具有启动子的专一性，同一增强子可以对多种启动子起作用，如家蚕杆状病毒

2
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（BmNPV）基因的增强子同源重复区 hr3，对自身的 ie-1、gp64、p10 等启动子具有增强功能，

对外源启动子 hsp70，CMV等也有增强的功能(Xiao et al, 2001; Lo et al, 2002; Chen et al, 2004)。 

增强子的功能作用与方向无关，不管是正向插入还是反向插入，都具有正激活的功能效应，

也就是说存在于双链 DNA 任一条链上的增强子都是有活性的；增强子的功能与位置无关，无论

位于基因的 5'上游，还是基因的 3'下游，抑或是处于基因内含子序列内部，都能够发挥增加转录

活性的功能效应；增强子可以超远距离地发挥功能作用。现已知道大多数真核基因的增强子都是

位于帽位点上游 100-500bp处，但位于距帽位点数千 bp的 5'上游的增强子也能发挥功能。还发现

有超远距离的增强子，如白蛋白基因的增强子位于帽位点 5'上游 10kb 处，同样可以发挥促进转

录活性的功能(Blackwood et al,1998)。 

除了上述的一般特性外，有些增强子具有寄主或组织的特异性，它们只能在特定类型的细胞

中发挥功能作用，称为细胞专一性增强子。如免疫球蛋白基因的增强子只能在 B淋巴细胞中有功

能。这是由于细胞专一性增强子只有当细胞中含有相关激活蛋白的条件下才发挥其促进基因转录

水平的功能；还有一些增强子只有在特定条件的刺激下才有功能作用，称之为调节型增强子，如

类固醇激素诱导基因表达，生理休克，尤其是热休克诱导的基因表达(Arnosti, 2003)。 

 

1.1.4绝缘子（Insulator）：是指阻止临近的调控元件对其所界定的基因的启动子起增强或抑制
作用的一类边界序列。因此绝缘子既是基因表达的调控元件，又是一种边界元件(Gerasimova et al, 

2001)。果蝇中绝缘子 SCS 和 SCS'分别位于果蝇多线染色体 87A7 座位 hsp70 基因旁侧近端和远

端的核酸酶高度敏感区，它们是一种具有顺式调控作用的边界元件，能使其界定的染色体结构域

上的基因免受区域外两端正调控与负调控信号的影响(Kellum et al. 1991)。果蝇基因组中的另一个

绝缘子 su蛋白结合序列，位于逆转录转座子 gypsy中，长约 340bp，共有 12个与 su锌指蛋白结

合位点。它能阻止任何被它所隔离的增强子的功能。绝缘子抑制增强子的功能是有极性的，只能

抑制处于绝缘子所在边界另一侧的增强子的作用，而对处于同一结构域的增强子没有抑制作用

(Cai et al, 1995)。绝缘子对基因表达的调控是一个非常复杂的过程，它是通过细胞内特定的蛋白

质因子相互作用而产生调控效应的(Gerasimova et al, 2001)。 

 
1.1.5 时序与组织特异性调控序列（Temporal control and tissue-specific regulatory 
sequence）：这些序列与生物体内不同时间和位置表达的因子互作，调控基因的转录表达。如家
蚕 P25基因上游有两个特异性调控序列，位于-37- -45bp 的 CATAACAAG 为 PSGF因子的结合

位点，位于–71- -59bp的 CTATTTATTTAAC为 SGFB因子的结合位点。SGFB因子是丝腺特有的

调控因子，存在于后部丝腺和中部丝腺，而 PSGF因子是后部丝腺特有的调控因子，中部丝腺没

有该因子。只有在 PSGF因子作用下，SGFB因子才能稳定有效地结合到调控序列，从而 P25基

因只在后部丝腺表达（Horard et al,1997）。 

 

1.1.6 性别控制与同源异型盒（Sex-determination and the homebox）：这些特异性的 DNA

调控序列控制着生物体的基本进程，包括细胞分裂、性别控制、发育分化，同时还控制与这些基

本进程间接相关的基因的表达。 

性别决定因子结合位点（Sex determination factor binding sites），果蝇的性别决定方式由调控
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基因表达的级系（Hierarchy）构成。在级系的低层，一种两性蛋白的转录因子 dsx的 mRNA可以

不同方式剪接产生雌、雄特异性因子，它们决定性别，并控制着性别特异性体细胞中基因的表达。

如在果蝇卵黄蛋白基因 1与 2（Abrahamsen et al,1993; Burtis et al,1991），埃及伊蚊（A. aegypti）

卵黄原蛋白 A1基因中，在非编码区都发现了两性的结合位点（Romans et al, 1995）。家蚕的性别

决定方式虽然与果蝇有所不同，发现了与果蝇同源性较高的 dsx基因，基因结构不同，但其转录

产物呈现性别依赖型，dsxF是雌果蝇的 dsx 基因转录翻译产物，在脂肪体细胞内与贮藏蛋白 SP1

基因的调控序列结合，增强其表达，还与其他性别末端分化基因如卵黄原蛋白基因，卵特异性蛋

白基因 ESP1，对雄性性信息素结合蛋白基因的表达有抑制作用（Ohbayashi et al, 2001;  Suzuki et 

al, 2001, 2003）。 

同源异型盒基因的产物是能识别高保守 DNA序列的转录因子，最早在果蝇中发现，在发育

中起到纽带的作用。其编码的蛋白质是决定胚胎极性、分节与节内发育定型的转录因子调控。果

蝇早期发育的同源异型盒与哺乳动物的在序列、结构和功能上部分保守(Graham et al,1989)。家蚕

的 E复对等位基因群也是由同源异型盒控制转录的，其同源异型盒与果蝇几乎完全相同（Ueno et 

al,1992）。 

 

1.1.7 响应元件（Response elements）：许多基因含有特异性或非特异性的响应元件的 DNA

序列，能对环境因子或激素信号作出应答，从而诱导或抑制该基因的转录与表达。 

在一定的范围内，环境响应元件能够刺激基因的表达。如在所有生物体内都存在的热激响应

元件与金属响应元件。还有 cAMP、氧化胁迫、毒素、微生物侵染与饥饿等环境响应元件。 

蜕皮激素与其受体蛋白结合形成激素蛋白质复合体，进入细胞核与蜕皮激素响应元件

（Ecdysone response element, EcRE）的 DNA 序列相结合，从而诱导或抑制目的基因的表达。

Riddihough（1987）在果蝇 HSP27 启动子区第一次发现了 EcRE, 其序列与哺乳动物的雌激素响

应元件相似。而且 EcRE增加 2个碱基可以转变成有功能的雌激素元件(Martinez et al, 1991)。 

 

1.2 反式作用因子 
 
   由启动子、增强子、响应元件等 DNA序列与特定的功能基因连锁在一起，组成基因转录的调

控区。在转录调控过程中，除了需要调控区外，还得需要反式因子的作用，来执行基因的转录调

控（Burke et al, 1998）。 

体外转录研究表明，RNA 聚合酶 II 转录起始需要一些可扩散性的转录因子，这些因子由其

他基因编码（表 1）。一般认为，如果某个蛋白是体外转录系统中起始 RNA合成所必需的，它就

是转录复合体的一部分。根据各个蛋白质成分在转录中的作用，可将整个转录复合体分为 3部分：

参与所有或某些转录阶段的 RNA 聚合酶亚基，不具有基因特异性；与转录的起始与终止有关的

辅助因子，也不具有基因特异性；与特异调控序列结合的因子，它们中有些被认为是转录复合体

的一部分，因为大多数基因启动子区含有这一特异序列，如 TATA区和 TF II D，更多的是基因或

启动子特异性结合调控蛋白，它们是起始某个或某类基因转录所特有的因子（Lee et al，2000；

Naar et al，2001）。 
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    反式作用因子对基因表达的调控主要有两种方式，一是转录起始复合物形成过程受到控制，

二是通过专一因子的结合，提高 RNA聚合酶起始转录活性（Lee et al，2000）。 

表 1  部分转录因子及其所结合的 DNA位点 

因子 种属 启动子 识别位点 

SP1 人 启动子 GC区 

G         GGC 

GGGCGG 

T         AAT 

B 果蝇 启动子 TATA区 TATA区或起点 

TF II D 人 腺病毒 TATA区 

CTF/NF1 人 腺病毒、珠蛋白、TK TATA区 

OCT1 人 组蛋白 H2B ATTTGCAT 

OCT2 人 免疫球蛋白 ATGCAAAT 

GCN 酵母 氨基酸生物合成基因 TGACTCA 

GAL 酵母 基因簇上游激活序列 CGG（N11）CCG 

Coup 鸡 血清蛋白基因启动子 GGTGTCAAAGGTCAAACT 

cPcf 人 原癌基因 C-ψ启动子 AGAAAGGGAAAGAA 

TRIO 家蚕 丝素 P25、H链启动子 AAGGGA/TC 

UB2a 家蚕 丝素 P25、H链启动子 CCCGCC 

BMFA 家蚕 丝素 P25、H链启动子 AAAATGGCG 

SGFB 家蚕 丝素 P25、H链启动子 CTATTTATTTAAC 

PSGF 家蚕 丝素 P25 CATAACAAG 

                                                                                                 

1.3 昆虫基因表达的激素调控 
 

昆虫激素按照化学成分可分为三类，即神经肽类(neuropeptides)，甾体类(steroids)和类萜类

(terpenoids)。神经肽类激素按其生物功能可分为两类，一类是调节昆虫发育分化的激素，主要包

括促前胸腺素、促咽侧体激素、羽化激素、滞育激素、性外激素激活神经肽等，另一类是维持昆

虫生理状态恒定性的激素，主要有利尿激素、脂质动员激素、促肌激素、FMRF胺基神经肽等。

在昆虫幼虫期发育起主要作用的是蜕皮激素和保幼激素，它们分别为甾体类和萜类化合物。现已

经研究比较透彻的有促前胸腺素、促咽侧体激素、羽化激素、滞育激素、蜕皮激素和保幼激素。

这些激素相互作用构成昆虫内分泌的调控网络体系，协调控制着昆虫正常发育与变态等生命活

动。 

 

1.3.1 几种主要昆虫激素的生物学功能 
1.3.1.1滞育激素（DH） 
滞育是一种特殊的发育状态，其特点是代谢水平降低，形态发生暂停。滞育作为一种遗传特

性是在昆虫进化过程中发生与形成的。地球上昆虫生活的环境条件，如温度、日照、雨量、饲料
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植物的生长期等，都呈现周期性的剧烈变化。在不利的环境条件下，昆虫为了个体与种族的生存，

不得不在某一阶段停止生长发育与生殖活动，同时降低代谢强度，发生一系列复杂的生理生化变

化，产生某些适应不良环境的物质与结构，以便度过不良环境的阶段。经过漫长的进化历程，昆

虫对环境周期性变化的反应，即在某一特定发育阶段停止生长发育的特点，逐渐固定下来成为一

种遗传性状。根据滞育发生的虫态可将滞育分为四种类型：卵滞育、幼虫滞育、蛹滞育与成虫滞

育。不同种类的滞育的机理不尽一致，经过多年的研究，普遍认为外界环境条件通过影响昆虫体

内的神经内分泌系统而对滞育起到调控作用。目前对基于 DH诱导的模式昆虫—家蚕卵滞育机理

研究较为透彻。 

家蚕 DH由咽下神经节的神经分泌细胞分泌。蛹期第三天分泌的 DH作用于发育中的卵巢，

导致次代产下的卵在胚子发育期停止发育进入滞育。1995年 Xu et al克隆了家蚕 DH的基因，推

测了 DH多肽前体的氨基酸组成。并从分子水平推断家蚕的滞育与否，不在于蛹期是否合成分泌

DH，而在于合成分泌 DH的数量（徐，1999）。 

DH 除了调节卵是否进入滞育之外，还能在家蚕的卵巢内引起几个明显的代谢反应。这些代

谢反应并不影响卵是否进入滞育状态，但它们通过代谢的调节来提高滞育卵的存活率。DH 可以

促进 3-羟基犬尿氨酸从血淋巴运输进卵巢，它在卵巢中积累并被转化成滞育卵的浆膜上所发现的

眼色素，从而使卵的颜色变暗；DH 也能提高海藻糖酶的活性，导致脂肪体中糖原贮存减少而在

卵巢中大量积累。糖原在滞育卵中起初被转变成可抗冻的山梨醇，这对于滞育的胚子来说起到了

保护作用；DH对酯酶 A起抑制作用，这种酶可影响卵黄流通，是完成胚子发生所必需的一种关

键酶，因而通过阻断酯酶 A，DH可使卵的滞育能力得到加强。 

 

1.3.1.2 保幼激素与蜕皮激素： 
节肢动物最明显的特征是它们有一个坚硬的外壳。在昆虫中，这种坚硬的表皮限制了幼虫的

生长，因此，必须在蜕皮的间隙期形成新表皮，脱去旧表皮。在发育完成后即发生变态。那些“不

完全”变态(半变态)的动物，变态是由末期幼虫直接一步变成成虫的过程。而那些“完全”变态(全

变态)的动物，变态期的变化就复杂得多了，并且在末期幼虫和成虫之间插入了一个蛹期。较高等

的双翅目(Diptera)是这种变化的极限，经过变态，幼虫的大部分细胞死亡，成虫是由在幼虫中早

就存在的但不显示功能的未分化的小细胞群(器官芽和成组织细胞)发育而成。 

因为表皮是昆虫生长、发育的明显特征，所以人们一直十分注意蜕皮，即新表皮产生与旧

表皮脱落的过程。在蜕皮过程开始时涉及三种激素：促前胸腺激素(PTTH)，蜕皮激素(moulting 

hormone, ecdysone)和保幼激素(juvenile hormone, JH)。PTTH由脑的神经分泌细胞分泌，并从神经

组织释放到心侧体的细胞内。此激素刺激前胸腺(PTG；又叫腹门腺，蜕皮腺，在高等的双翅目体

内是环腺的一部分)分泌蜕皮激素。然后蜕皮激素作用于真皮，启动产生新表皮的步骤。真皮层和

老皮层分离(溶离作用，apolysis)，蜕皮激素被泵入这个分离的空间。通常，DNA 的合成作用和

细胞分裂就发生在这个时期。新表皮的最外层沉积后，蜕皮液内的消化酶被激活并开始降解老皮

的内层。重新形成的新表皮的类型依赖于咽侧体所分泌的 JH的量，当 JH的浓度高时，产生的是

幼虫的新表皮；当咽侧体不起作用时，JH 的滴定度下降时，就发生变态。蜕皮过程的后期，由

另外两种激素，即羽化激素和催鞣激素进行调节。蛹外皮的脱落至少在某些全变态昆虫体内是由

脑分泌的另外一种激素羽化素发动的。蜕皮后形成的新表皮通常是柔软的，所以它可以被适

 6



中国农业科学院博士学位论文                                                       第一章 文献综述 

当撑大。大多数昆虫围心组织释放的催鞣素使蜕皮后形成的新表皮变硬、变黑（Riddiford, 1985）。 

在大多数昆虫体内，变态后，咽侧体恢复活动，并再次分泌 JH。在饲养的雌性虫体内，这

通常是卵子发生的某个阶段必不可少的。典型的雄虫精子发生是在成虫的发育期，而实际上是随

着成虫的羽化而完成的。但在某些昆虫，雄性附腺的成熟也需要 JH。 

 

1.3.2 昆虫激素对相关基因的表达调控 
1.3.2.1昆虫激素调控基因表达的机理 
蜕皮激素在前胸腺内合成并分泌到血液，经血液可以迅速扩散到全身的各个器官中，进入靶

细胞，与细胞质内的相应受体蛋白结合。受体蛋白分子含有 3个功能区：羧基端激素结合区、中

部 DNA 结合区和氨基酸端转录调控区。在非激活状态时，受体上结合了抑制蛋白复合物。一旦

激素分子结合到受体的激素结合区，便导致抑制蛋白复合物与受体解离，暴露出 DNA 结合区，

受体被激活，形成蜕皮激素-受体蛋白的复合体，并诱导受体三维构象甚至化学性质发生改变，可

促使复合体与 TATA 盒附近的特异性蜕皮激素响应元件的 DNA 序列的结合，诱导染色体疏松区

的发生，从而促进了基因的转录效率（Kiguchi，1981；1986）。 

作为类萜烯类激素的保幼激素 JH 也是在转录水平上调节蛋白质合成，但调节方式和蜕皮激

素 MH有所不同。由咽侧体分泌的亲脂性 JH在昆虫的体液中与载体蛋白 I形成二元复合物一起

被运输，载体蛋白与激素的结合可以阻止 JH 与其他蛋白或亲脂性表面发生非特异性结合，同时

将 JH输送给亲和力比载体蛋白还要高的受体，使 JH具有识别靶细胞的功能（吕，1991）。其调

控基因表达的有多种途径。一是与靶细胞表面的专一受体相结合，激活位于细胞膜上与受体相连

接的效应器，进而向细胞内传递保幼激素所携带的生理信息，并通过对 DNA 的调控最终影响蛋

白质合成，产生相应的生理效应（Yamamoto et al, 1988；Riddiford，1994；1996）。另一种途径是

JH进入靶细胞，与超气门基因(USP)蛋白受体结合，诱导受体的三维构象改变，与特异性的 DNA

序列结合，从而调控相应基因的转录表达（Jones et al, 1995）。 

滞育激素 DH 是一种多肽激素（吕鸿声，1962），分子量较大，到达卵巢组织后不能直接进

入卵母细胞内，而是先与细胞表面的专一受体相结合，激活位于细胞膜上与受体相连接的效应器，

进而向细胞内传递 DH 所携带的生理信号，并通过对 DNA 的转录调控影响蛋白质合成，产生一

定的生理效应，最终导致滞育(Yamashita et al, 1981; Sato et al, 1994 )。 

 

1.3.2.2昆虫激素调控基因表达的实例 
1.3.2.2.1卵黄原蛋白（Vitellogenin，Vg）基因的激素调控 

Vg 在幼虫期表达，是昆虫合成卵黄蛋白的原料。不同昆虫来源的 Vg 有很高同源性

（Blumenthalet al，1987; Spieth et al, 1991）。Chinzei (1981)用摘除咽侧体的成熟期雌飞蝗，添加

外源 JH后能刺激卵巢中 Vg mRNA的大量转录。从飞蝗的基因组中克隆了两个 Vg基因，这两个

Vg 基因在注射 JH 后的五龄雌幼虫体内同步表达。比较了飞蝗 Vg 基因与美洲大蠊（Periplaneta 

americana）卵鞘蛋白基因的 5’侧翼区序列认为可能存在 JH响应元件，为 AAGGGTTC八核苷

酸序列。该序列也存在于果蝇 hsp27基因上游序列中，并与一个蜕皮激素响应元件部分序列有一

定的相似性。Braun（1992）用核抽提物-凝胶阻滞分析法检测了 Vg基因的 5’上游片段，发现含

有 JH AAGGGTTC八核苷酸序列的 DNA片段没有结合蛋白。而在-610- -549 bp区发现了 JH诱导
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因子的结合位点。 

在添加 JH后，飞蝗卵巢内经过一段时间才出现 Vg mRNA。当放菌酮与 JH一起添加时，Vg 

mRNA 滞后时间延长，这说明 JH 首先要刺激转录因子的生物合成，然后作用于 Vg 基因转录

(Edwards et al, 1993)。体外转录体系实验支持了这个结果(Wyatt et al, 1996)。 

家蝇的 Vg 基因表达研究同样证实了 JH 的间接作用，而非直接作用方式。用去头的雌家蝇

注射不同浓度梯度蜕皮激素（MH），经 Northern杂交分析表明，随着MH浓度的增加，Vg mRNA

也逐渐增加。Vg mRNA出现高峰期为注射MH后 8h以内。而 JH处理，也出现上述结果，但在

注射 JH24h后才达到 Vg mRNA高峰期（Agui et al, 1991）。 

 

1.3.2.2.2贮藏蛋白（Storage Proteins, SP）基因的激素调控 
SP 的主要功能是为昆虫的体壁的形成与变态提供蛋白来源，以及为非取食的成虫期提供营

养源。SP基因的表达受到激素、光周期、性别与营养等因素的控制。SP可分为 JH抑制型 SP、

富含蛋氨酸型 SP和芳香族 SP三大类。 

在家蚕与烟草天蛾两种昆虫的 SP基因得到较为彻底的研究。家蚕 SP1基因的上游序列含有

与蜕皮激素响应元件（EcRE）相似的 DNA序列，第一内含子中存在与 SV40增强子相似的基序

（Sakurai et al, 1988）。芳香族型 SP2基因同样含有与 SV40增强子相似的基序和果蝇脂肪体内组

织特异性表达基因的共有序列(Fujii et al, 1989)。幼虫期特有的 30K家蚕血清蛋白（BmLSP）基因

的上游序列中含有 7核苷酸序列，即 TGATAA，其为贮藏蛋白基因所共有的序列（Fujiwara  et al, 

1992）。烟草天蛾的雌性特有贮藏蛋白基因的表达受到 JH的特异性抑制（Webb et al, 1988）。 

大蜡螟（Galleria mellonella）的贮藏蛋白基因的表达及其受内分泌系统的控制进行了一系列

研究(Kumaran et al,1987)。研究表明尽管蜕皮激素对大蜡螟芳香族型 Lhp76贮藏蛋白基因的表达

有抑制作用，但在该基因的上游区未能发现 EcRE DNA 序列(Memmel et al, 1992)。另一种贮藏蛋

白基因 Lhp82在幼虫的前四龄期表达受 JH抑制，而在缺少 JH 的蛹期又受 MH的抑制。对去脑

的蛹期进行核失控分析（Nuclear run-off assay），结果表明 Lhp82基因在缺少 JH与MH时进行转

录。如同 Lhp72一样，Lhp82基因的上游也未能发现 EcRE DNA 序列(Memmel et al, 1994)。 

SP 基因一般应含有 EcRE-like DNA 序列。在卡罗拉多马铃薯甲虫（ Leptinotarsa 

decemlineata）滞育蛋白 1基因（DP1）的 mRNA在变态期消失，在短日照的条件下又重新出现，

这提示该基因的表达受到 JH的控制(De et al, 1994)。DP1基因的上游序列中既含有EcRE-like DNA 

序列，还有贮藏蛋白基因所共有的 TGATAA 7核苷酸序列(Koopmanschap et al, 1995)。 

 

1.3.2.2.3角质层相关基因表达的激素调控 
角质层组织是研究基因顺序表达的理想场所，以烟草夜蛾、惜古比天蚕为代表的鳞翅目昆虫

的角质层基因研究基因转录调控成为一个热点（Riddiford, 1990）。 

在烟草天蛾的生长与变态过程中，MH 和 JH 滴度得到精确的测定，这为研究激素调控角质

层相关基因的工作提供了坚实的基础（Riddiford, 1990;1994）。在这奠基性质的工作中，业已证实

在幼虫非眠期、幼虫眠期、变态期以及蛹期角质层相关基因的表达呈现显著差异。这些基因往往

是激素激活，暂时抑制，而后又被激素信号激活或永久抑制。体外幼虫角质层组织培养技术的成

熟，为基因表达不受内源 MH和 JH影响创造了条件，从而用添加外源 MH和 JH方法来研究特
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定的角质层基因的表达（Hiruma et al，1991）。 

Hiruma等（1993）建立了基于烟草夜蛾真皮的多巴脱羧酶（Dopa decarboxylase，DDC）基

因调控的 JH和MH相互作用的模型。JH诱导长寿正调控转录因子而MH诱导短命负调控转录因

子的假说得以证实。在这一级联事件中，当 MH诱导的转录因子降解后，直到 JH诱导的转录因

子也降解后，DDC 的活性才能瞬时提高。从一般观点来看，转录的负调控在决定基因时空性表

达中起到重要作用（Latchman, 1995）。 

从惜古比天蚕基因组中，涵盖编码软角质层蛋白（HCCP12）基因、硬角质层蛋白（HCCP66）

基因以及 5’非编码区的 DNA片段已经克隆并测序（Binger et al, 1994; Lamp et al, 1994）。经计

算机同源检索法检索表明两基因在+20- +34bp区域存在一个 EcRE的不完全回文区的顺式调控元

件，然而凝胶阻滞分析后发现该区域并没有结合蛋白；HCCP66 基因在-74- -81bp 之间有一个经

典的八核苷酸序列，凝胶阻滞分析该区域结合了核抽提物，但没有组织特异性(Lamp et al, 1994)。

在脊椎动物中 Oct-1 蛋白基因在全身都能表达，而 Oct-2 蛋白基因只在特定类型的细胞中得以表

达。还有 Pit-1转录因子结合到类似八核苷酸序列的 DNA区域，有助于垂体组织特异性基因（如

催乳素基因、生长激素基因等）的表达( Ingraham, et al, 1988; Nelson, et al, 1988)。在家蚕角质层

基因的 5’顺式上游区也发现了类似 Pit-1转录因子的识别序列(Nakata et al, 1992)。 

 

1.3.2.2.4海藻糖酶（Trehalase，TRE）基因表达的激素调控 
TRE能使血液中的海藻糖分解成葡萄糖，葡萄糖进入卵母细胞进一步合成糖元诱导卵滞育，

TRE是滞育激素调控代谢过程中的关键酶。 

家蚕TRE基因表达调控进行了初步研究。体内和体外的生物学分析结果表明, DH能诱导TRE

活性的增加。进一步的研究表明, 将 DH注射进除去咽下神经节（SG）的蛹体, 卵巢内 TRE mRNA

增加 7倍, 不除 SG的蛹 TRE mRNA仅增加 3倍。体外保育卵巢证实 DH能提高 TRE mRNA水

平。以上结果表明 DH是通过促进 TRE基因转录来提高 TRE的数量,从而达到提高酶活性,最终改

变代谢途径,诱导卵滞育(Su et al,1994; Ikeda et al,1993)。 

 

1.4家蚕基因启动子调控序列的研究进展 
 

经过人类数千年的驯化，家蚕成为适应于人工大面积饲养的经济昆虫，提供纯天然的蛋白质

纤维，被誉为“纤维皇后”。为了选育高质量、高产量的蚕品种，其经典遗传学研究较为透彻，

191个突变体标志基因定位于 28个连锁群（吕鸿声，1991）。近十年来，国内外学者先后构建了

基于各种分子标记技术的分子连锁图谱，如 RAPD分子标记、AFLP分子标记（amplified fragment 

length polymorphisms）、RFLP分子标记(Restriction fragment length polymorphisms)、微卫星分子标

记(Microsatellites)等（Promboon et al, 1995; Yasukochi, 1998; Tan et al, 2001;Shi et al, 1995; Reddy et 

al, 1999）。 

近几年，我国科学家向仲怀小组构建了家蚕不同组织、不同发育阶段的 cDNA文库，开展大

规模 EST（expression sequence tag）测序分析，在国际上首次获得 10万条以上的 EST序列。日

本科学家 K. Mita等构建 36个 cDNA文库，获得 35000条 EST序列（Mita et al, 2003）。家蚕基因

组大小，据 DNA解离动力学法估算为 530Mb，而最近用流式细胞计量技术方法估算为 450Mb左
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右(Gage 1974; Mita et al, 2004)，共含有 2万多个基因。2003年年底，向仲怀院士领导的中国科学

家小组运用全基因霰弹法（Whole genome shotgun）完成了 6倍于家蚕基因组的 DNA测序工作，

构建了 95.54%的覆盖率的家蚕基因组框架草图（Silkworm genome work draft map），据初步注释

（Annotation）得到 16948 个完整基因，7285 个基因片段（黄，2004）。2004 年年初，日本科学

家 K. Mita等采用相同的方法完成了 3倍于家蚕基因组的 DNA测序工作，构建了 75-86%的覆盖

率的家蚕基因组框架草图(Mita et al, 2004)。 

随着家蚕基因组的测序完成，进入后基因组时代。通过家蚕基因组的结构与功能的深入研究，

才能从分子水平阐明家蚕生长、发育、分化、性别控制等生命现象，为阐明家蚕的茧丝蛋白合成、

茧丝品质与产量、抗逆性与抗病性等重要经济性状的分子机理打下基础，为用转基因等方法提高

家蚕的经济性状满足人们的需求奠定基础。同时家蚕是鳞翅目昆虫的模式昆虫之一，而鳞翅目昆

虫是农业害虫中最主要的类群，因而家蚕的上述生命现象的解明，为鳞翅目害虫的防治，特别是

生物防治，提供有意义的借鉴作用（黄，2004）。基因的表达调控研究是家蚕基因结构与功能研

究的主要内容，而启动子是控制基因转录表达的调控序列。近二十年来，有关学者采用体外转录

系统、转染系统、转基因系统对一些家蚕基因启动子的调控序列功能特性进行了研究，现简要综

述如下。 

 

1.4.1丝素基因启动子 
家蚕的丝素在后部丝腺表达分泌，由轻链（25kDa）和重链（350kDa）经二硫键连接而成

（Yamaguchi et al，1989）。两条链分别由相应的 Fib-L、Fib-H基因编码，各自位于第 14、25连

锁群上（Kimura et al, 1985）。 

Fib-H 基因部分序列首先由 Tsujimoto 等人（1979）克隆测序。由于第二外显子的结构特殊

性，重复序列特别多，直到 2000 年由 Zhou 等人采用基因霰弹法结合 EST 库才完成完整的基因

结构序列的测序工作。Fib-H 基因是由两个外显子和一个内含子组成。采用体外转录体系，用后

部丝腺细胞的核抽提物对 Fib-H 基因启动子调控区域（-240-+24）进行凝胶阻滞分析表明，体外

转录活性最大时需要 5个区域，即 A、B、C、D、E区，在最接近编码区的 A区发现结合有丝腺

特异因子 SPF1和泛在因子（ubiquitous factor） FBF-A1，而 B区却只能与 SPF1结合，离编码区

较远的 C、D、E区上结合后部丝腺特异因子 SPF2和遍在因子 SPF3、SPF4。与家蚕其他丝蛋白

基因以及天蚕重链基因的调控区域相比较发现，共同存在 SGF-1结合位点，因而推测 SGF-1对丝

物质合成起到重要作用（Hui et al,1990）。另外在 C、D、E区含有 TCAATTAAAT同源异型蛋白

（homeodomain protein）的结合位点，TAAT基序对结合 SPF2、SPF3、SPF4因子十分重要。SGF3

的结合位点也存在于丝胶基因的调控区，推测其对丝胶基因的表达也可能起到调控的作用。 

采用体外转录体系，1997 年 Takiya 等人对 Fib-H 基因的第一内含子调控区的顺式作用元件

进行了检索，发现存在大量八聚体 AT富集区，与 FMBPs（fibroin-modulator-binding proteins）因

子特异性结合。在丝腺中主要有三种 FMBPs，即 FMBP1、FMBP2和 FMBP3。FMBP2属于 Bm Fkh

（Fork head homologue），FMBP3属于 POU-M1（POU-domain protein）。这两种因子在幼虫的后

期以及胚胎发育阶段都有时空特异性表达，与 Fib-H 的表达不存在直接相关性。而 FMBP1 表达

与 Fib-H的时空特异性表达存在正相关。上述因子与 Fib-H上游调控区相关元件也能结合。体外

转录表明，用寡聚核苷酸去竞争这些因子可以抑制顺式作用元件对基因转录的增强功能。上述结
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果暗示在丝腺的发育过程中，Fib-H基因的表达受到这些因子的联合协调调控。 

由于 Fib-H基因的启动子属于松散型启动子(Nony et al, 1995)，离基因很远的区域也可能存在

顺式作用元件。2003年 Zhou等人对 Fib-H基因的 80Kb（包括上游 62Kb）序列进行了测定，发

现 62Kb上游区 30%的序列为重复序列，包括 Bm1，L1Bm，类似水手转座子元件（MLE）。位于

家蚕幼虫血清蛋白基因（Bombyx mori larval serum protein gene，BmLSP）上游调控区的MLE对

其启动子活性有一定的抑制作用（Tang et al，2003）。另外在上游区还富含 MAR 基序（matrix 

association region motifs），共发现 24个，内含子中有一个，可能与染色质拓扑结构有关。推测这

些元件可能形成一个巨大的顺式调控区，对 Fib-H基因的表达时空特异性以及表达效率起到关键

作用（Zhou et al 2003），这有待于进一步阐明。另外，Fib-H基因在丝腺内超常规表达可能还与

丝腺细胞是多倍体，染色质呈现高度超螺旋结构有关（Hirose et al，1988）。 

Fib-L基因结构由 Kikuchi等人在 1992年完成，由 7个外显子和 6个内含子组成，长度共为

13472bp，其中第一内含子占 60%左右。第一内含子中含有大量的重复序列（包括 Bm1，L1Bm、

GTATCA、GTATCA等）和一些同家蚕 P25基因、Fib-H基因、贮藏蛋白 SP2基因等相关序列的

同源性较高的序列。通过体外转录系统以及与 Fib-H相关序列比对表明，在 Fib-L基因的上游区

存在大量同源区，特别是存在顺式作用元件的调控区域。有关 Fib-L启动子中转录调控元件的研

究没有 Fib-H多，有待于进一步的研究。由于 Fib-L基因结构比 Fib-H基因理想，Fib-L基因启动

子在定位转基因家蚕中得到广泛应用。利用第 7外显子两个臂进行同源重组，产生 Fib-L和目的

蛋白的融合蛋白，可以在家蚕分泌的丝物质里获得目的的蛋白（Yamao et al, 1999; Tomita et al, 

2003）。 

 

1.4.2丝胶基因启动子 
丝胶是包裹在丝素外面的一类蛋白质，在家蚕中部丝腺合成（吕鸿声，1991）。目前已经克

隆了两个丝胶基因，即 Sericin-1和 Sericin-2基因(Okamoto,1982; Michaille，1990)。因发育阶段或

组织空间的不同，丝胶 mRNA成熟过程中进行不同剪接，可以形成不同的成熟 mRNA，Sericin-1

基因可以形成四种长度分别为 10.5，9.0，4.0，5.8kb的 mRNA（Matsuno et al，1989），Sericin-2

基因可以形成两种长度分别为 6.4，3.1kb mRNA，（Michaille et al, 1990），因而在家蚕丝物质里存

在多种丝胶。但目前到底有多少种丝胶基因还未完全确定。目前研究较为深入的是 Sericin-1基因。

Sericin-1基因是由至少 5个外显子和 4个内含子组成（Okamoto et al,1982），进一步研究表明其由

9个外显子和 8个内含子组成（Garel et al，1997），核心启动子区含有 TATA盒等元件，启动子调

控区存在与 Fib-H基因的同源序列，如-111—-186bp区与 Fib-H基因相应的区域（Okamoto,1982）。

Matsuno 等人用中部丝腺细胞核抽提物，利用体外转录体系和缺失启动子调控元件的方法进行了

Sericin-1启动子调控区（+165- -1400bp）的研究。结果表明启动子区至少存在 3个转录因子结合

位点，即 SA (-103- -85bp)、 SB (-149- -135bp) 和 SC (-204 –183bp)；缺失 SA和 SB减弱启动子

的活性，与 SA结合的转录因子 SGF1是丝腺特异性的，而与 SC结合的蛋白因子 SGF3在中部丝

腺大量存在；与来自后部丝腺细胞核抽提物相比，中部丝腺的更能增强 SC序列对启动子的活性。

通过点突变 SC区，发现其不再与 SGF3结合。上述结果表明 SC结合因子 SGF3对丝胶基因在中

部丝腺特异表达有举足轻重的作用（Matsuno et al，1989；1990）。 

体外转录研究还表明，SGF3 与 POU-DM1 因子形成复合体后再与 SC 区结合，POU 因子是
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控制发育相关基因表达调控的保守的反式作用因子（Fukuta et al，1993）。而采用免疫组化法和原

位杂交等方法，在胚胎发育阶段以及幼虫阶段，活体内比较 SGF3/POU-DM1因子与 Sericin-1转

录本之间的关系，发现在胚胎 26期，在中部丝腺检测到 Sericin-1转录本，而此时 SGF3/POU-DM

存在于整个丝腺，在中部丝腺却呈下降趋势，整个幼虫期也呈现相同的趋势。尽管在体外转录结

果认为 SGF3/POU-DM是正调控 Sericin-1基因的表达，但活体体内结果与之相反，推测可能还存

在其他作用因子调控 Sericin-1基因的转录（Matsunami et al，1998）。 

 

1.4.3  P25蛋白基因启动子 
P25蛋白是一种糖蛋白，以二硫键与丝素重链蛋白结合，以非共价键与丝素轻链蛋白结合，

三者在后部丝腺的表达摩尔数比为 1：6：6，对丝物质的结构稳定性起到关键作用（Inoue et al，

2000; Tanaka et al, 1999）。在取食时期家蚕丝腺后部丝腺特异性表达。以法国里昂大学 P Couble

研究小组为主对其启动子进行了系列研究。1985年 P Couble等克隆了 P25基因以及启动子调控

区，发现了其上游的调控区与丝素基因的相应区域同源性很高。首先用体外转录体系，用后部丝

腺细胞的核抽提物对 P25基因启动子的凝胶阻滞分析，发现了位于-59—-71序列与丝腺特异蛋白

（SGFB）结合（与丝素重链基因启动子的-166— -154的相似）和位于-133-124序列与家蚕各组

织广泛存在的 BMFA蛋白结合（Durand et al，1992）。1995年又发现了-320、-265、-240、-171，

-155 位点分别与 TRIOa，b，c ，UB2a，UB2b 的蛋白结合（Nony et al，1995）。构建由长度为

1450bp的 P25启动子调控区控制下报告基因 LacZ，通过 P-element转基因体系转到果蝇，结果发

现 Lacz基因只能在转基因果蝇的幼虫唾液腺特异性表达（Bello et al，1990；Nony et al，1995）。

构建由 P25启动子调控区控制下报告基因 LacZ的报告质粒，用基因枪导入到家蚕丝腺，然后再

重新植入家蚕体腔，表达 48小时后，取出进行染色，发现 LacZ只在后部丝腺表达，在中部丝腺

与后部丝腺之间有一条明显的分界线，这表明在启动子区已经包含了 P25基因表达调控所需的所

有元件（Horard et al，1994）。 

为什么 P25只在后部丝腺表达呢？Horard等采用 LMPCR法对 P25所在的染色质区域进行研

究表明，在 P25基础转录启动子区域已经保证其在后部丝腺特异性表达，其中有两个蛋白质因子

参与特异性调控，一个是上述的 SGFB。另外一个是 PSGF（后部丝腺特异性调控因子），它起到

稳定 SGFB 的作用，P25 基因在后部丝腺表达。而在中部丝腺没有 PSGF 因子，SGFB 不稳定无

法启动 P25的表达（Horard et al，1997）。另外发现了 P25基因的主要反式作用因子 fhx，其通过

对染色质的状态的调控来控制 P25的表达，还与 P25只在取食期表达有关（Julien, et al，2002）。 
 
1.4.4贮藏蛋白基因启动子 
家蚕贮藏蛋白在幼虫脂肪体内合成，受体内激素滴度的调控，为蛹期和成虫期贮藏能量。主

要有贮藏蛋白 1（Storage protein，SP1）、SP2和一类 30K小分子量脂蛋白质（Low molecular weight 

Lipoprotein，LP）。 

SP1 是一种性别二态性（sexual dimorphism）蛋白，即在四龄之前，雌雄蚕体内都表达，而

五龄期，只在雌蚕体内大量表达（Izumi et al，1988）。SP1基因由 5个外显子和 4个内含子组成，

核心启动子含有 TATA盒、CAT盒等元件，第一内含子含有类似 SV40增强子的序列，在上游调

控区含有 TTTCCAT----ATCGAAA序列，为蜕皮激素受体复合物的结合位点（Sakurai et al， 1988）。
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用体外转录系统，分别用 BmN细胞核抽提物与五龄雌蚕脂肪体细胞核抽提物对 SP1启动子进行

了研究，结果表明-44— +16 为核心启动子区，能高保真转录报告基因 CAT，但添加 BmN 细胞

核抽提物的启动子转录活性明显低于添加脂肪体细胞核抽提物的（Sakurai et al，1990；Mine et al，

1995）。Suzuki等人用 piggyBac系统将 BmdsxF基因转入家蚕体内，发现在转基因家蚕五龄雌蚕的

脂肪体内 SP1 mRNA比正常雌蚕多 1.5倍左右，雄蚕脂肪体内 SP1 mRNA比正常雄蚕多 10多倍，

这一结果表明 SP1基因启动子上游存在与 BmdsxF的结合的顺式调控元件，转录表达受到 BmdsxF

正调控（Suzuki et al，2003）。 

SP2是一种芳香族的蛋白质，SP2基因由 5个外显子和 4个内含子组成，核心启动子含有TATA

盒等元件，启动子上游调控区存在 SV40增强子的核心序列（GCCGTGGAAAG）、脂肪体组织特

异性表达增强子序列（-160- -238bp）以及糖皮质激素受体结合位点核心区（TGTCC）（Fujii et al，

1989）。 
30KD蛋白在幼虫血液里是一族蛋白，受体内的保幼激素（JH）调控，在五龄第 2天检测到，

而后随着 JH消失，其表达量急剧上升。目前已经克隆 3个基因，即 6G1、21G1 和 19G1，具有
相同的基因结构，都为 1个内含子、1个非编码的外显子和 1个编码区的外显子，推测这些基因
可能由一个共同的祖先进化而来的。核心启动子区都含有典型的 TATA盒，上游区都有蜕皮激素
的响应元件（Mori，et al，1991a；1991b）。 

在幼虫血液里还有另一种 30KD蛋白，幼虫血清蛋白（Larval Serum Protein,  LSP），BmLSP

从蚁蚕开始至五龄第三天之前各个龄期食桑阶段都有转录表达，每个龄期的初期表达量较高，到

四龄眠期停止转录表达，五龄饷食后 BmLSP mRNA虽有转录，但其丰度比四龄食桑期明显减少，

第三天后剧然下降至很低水平，熟蚕时完全消失，在蛹期、成虫期也未检测到 BmLSP mRNA.，

因而 LSP与家蚕幼虫期发育，尤其是与眠、蜕皮相关的血清贮藏蛋白。LSP基因结构为 1个内含

子、1个非编码的外显子和 1个编码区的外显子，核心启动子区-30 ~-24 bp的 TATAAAA为典型

的 TATA盒；-73 ~-67 bp TGATAAA为数种昆虫脂肪体内组织特异性表达基因的共有序列；-70 

~-144 bp之间含有 ATTTTTCTT-27-ACGGCTGAT推定的激素响应元件。启动子上游调控区含有

丝素轻链基因第一内含子区域（7639 ~7933 bp）同源序列，-914~-1383 bp为失活的部分水手转座

子元件 (Fujiwara et al, 1992; 唐等，2003)。 

 

1.4.5 卵壳蛋白基因启动子 
家蚕卵壳蛋白是在卵形成最后阶段由滤泡细胞合成，卵壳蛋白基因大约有 200个，是一个典

型的超基因家族，位于第二染色体上。从进化上可分为 2个分枝，即α、β（Lecanidou et al，1986）。

按基因的表达先后可分为早期（ErA/ErB）、中期（A/B）、晚期（HcA/HcB）三种类型基因家族。

卵壳蛋白基因都成对出现，中间间隔约 300bp的共同 5’侧翼区，涵盖了基因调控表达顺式作用

元件，具有双向启动子功能。目前对 HcA.12-HcB.12基因对进行了较为详细的研究。 

HcA.12-HcB.12基因之间有长度为 272bp的侧翼区，各自基因上游-30bp、-31bp处存在 TATA

盒，卵巢细胞特异表达基因特有的顺式作用元件（TCACGT），另外还有在多个卵巢表达基因中

含有的序列 EI（TTTTGAAAT）、EII（CAGAATTG）等。分别缺失启动子区 A区（-53- -87bp，

包含 EI、EII区）、B区（-99- -133bp）或 AB区同时缺失，以 CAT作为报告基因，通过 P-element

转基因体系转到果蝇，发现 AB区同时缺失时，双向启动子的活性明显下降，仅缺失 A区时导致
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启动子的特性改变，成为早期启动子特性，说明 B区存在控制基因晚期表达的调控元件（Skeily et 

al， 1993）；采用体外转录系统，对 HcA/B12的基因启动子的顺式作用元件进行了研究，表明在

-56- -64bp，-84- -93bp处有两个结合位点，分别与 BCFI 和 BCFII因子结合。BCFI因子先结合，

对 BCFII 因子结合起到稳定作用，而且两者的复合体又是其他非特异转录因子结合的前提

（Spoerel et al， 1991）。 

将 HcA.12-HcB.12整个基因对导入到家蚕杆状病毒基因组，并使重组病毒多角体蛋白的启动

子失活，获得的重组病毒注射到所有 Hc 基因突变失活的家蚕蛹内，感染包括卵巢组织在内的所

有内在组织器官。在卵巢细胞中发现 HcA.12 和 HcB.12 基因的 mRNA，表明这对基因之间的启

动子片段涵盖了基因表达所需的顺式作用元件（Iatrou，1990）。 

另外，在晚期基因位点上基因发现了属于β分枝的 3个早期家蚕卵壳蛋白基因 6F6.1、6F6.2

和 6F6.3，它们单个基因出现，并没有α分枝的基因对（Lecanidou et al，1992；Kravariti et al， 1995）。

为了确定 6F6.2基因启动子的大小，Kravariti 等人（2001）克隆了约 160bp片段，包括上游 138bp

和第一外显子的非编码区 16bp，以 LacZ作为报告基因构建了报告质粒，采用基因枪法导入到化

蛹第 7 天的卵巢细胞，在 Grace 培养基培养 48h 后，染色后发现只在早期卵着色，而对照 Hc12

在晚期卵着色，这结果表明克隆的启动子片段已经足以使基因的表达呈现时空特性，也就是说涵

盖了启动子特异性表达所需的顺式调控元件。 

最近，Iatrou领导的研究小组正在从事卵巢内基因的表达调控受激素调控途径（Pathway）的

研究，相信不久可以阐明激素对卵壳蛋白基因启动子的调控途径（Swevers et al，2002）。 

 

1.4.6肌动蛋白基因启动子 
    肌动蛋白是存在于所有真核生物的细胞骨架中，进化上具有很高的保守性(Reisler, 1993)。家

蚕肌动蛋白基因有 4 个，其中 2 个为肌肉细胞特有的肌动蛋白基因，Actin1、Actin2。另外两个

为细胞质肌动蛋白基因，即 Actin3、Actin4，在所有的组织内都表达，但表达量有所差异，Actin3

在中肠组织中表达量高，而在表皮、丝腺、脂肪体组织中表达量较低，Actin4恰好相反（Mounier 

et al，1986，1987；Mange et al，1996）。目前对 Actin3、Actin4基因研究较多，其基因结构为 Actin3

为 2个内含子，一个非编码的外显子和 2个编码的外显子，Actin4为 3个内含子，2个非编码的

外显子和 2个编码的外显子。Actin3、Actin4编码区只有两个氨基酸的突变，功能区相同，内含

子区、启动子调控区以及 3’区同源性都很高，这暗示两者是由一个较近的含有第一内含子的共

同祖先基因进化而来的。核心启动子含有 TATA 盒，上游调控区和内含子区含有血清响应元件

（CArG）、激活元件（ActE1）等调控元件。另外还发现 Actin4的第一内含子具有启动子的特性，

即 Actin4可以产生两种 mRNA（Mange et al，1996;1999）。 

Mange 等（1997）人以 Actin3 基因上游 1893bp 和第一外显子区 85bp 的片段，PCR 法缺失

一些上游调控元件的启动子，以 LacZ 作为报告基因构建系列缺失启动子片段的报告质粒，用阳

性脂质体包埋报告质粒 DNA，转染 sf细胞瞬时表达系统，48hpt收集细胞，检测β-gal的活性，

发现缺失-1893- -172bp之间的启动子间的活性没有显著差异，表明这区域不含调控元件，而缺失

-1893- -128bp，启动子活性突然升高 20多倍，这说明在-171- -128bp之间含有抑制 Actin3基因启

动子活性的元件（RA3）；缺失-1893- -97bp时，启动子活性遽然下降 100倍，这同样暗示在-127- 

-97bp区涵盖强激活元件；缺失-1893- -79bp时，-96- -79 bp包含 ActE1元件，启动子活性下降 2
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倍左右，表明其也激活 Actin3的启动子活性；当上游调控区完全删除，只剩下外显子 85bp时，

检测不到β-gal的活性。以上结果表明Actin3基因启动子上游调控区含有两个相邻的调控区（-171- 

-128bp，-127- -97bp），分别正、负调控启动子的活性。 

为了确证-171- -128bp调控区，构建了仅缺失-173- -128bp区域的启动子，发现其活性升高 22

倍，与上述缺失-1893- -128bp结果一致；进一步缺失确定-171- -128bp调控区，构建仅缺失（-173- 

-151bp）、（-150- -141bp）和（-140- -128bp）片段的启动子，发现其活性分别增加 4、2、3倍左右，

这表明该区含有多个负顺式作用元件。以丝腺细胞核抽提物对该区段竞争凝胶阻滞法确定了 10

碱基基序（RAs），即 AAAAGATGCG， 

以丝腺细胞核抽提物，采用竞争凝胶阻滞法，在-127- -97bp 区确定了一个回文序列基序，

（CCATATATGG），在脊椎动物中为血清响应元件（SRE）。构建突变 SRE 基序的 3 个碱基，导

致启动子活性下降 80%，从这推断 SRE 基序结合血清样因子，增强启动子活性。采用 LMPCR

法对后部和中部丝腺的染色质区域进行原位杂交，结果表明至少有 100000个 Actin3基因拷贝与

血清样因子结合，推测该基因在丝腺中表达受到与 RAs基序结合的因子和血清样因子这两种相互

拮抗因子的调控（Mange et al，1997）。 

由于 Actin 基因启动子区域较为紧凑，调控区研究比较透彻，在各种组织器官内都能转录表

达，基于这些优势，Actin3，4 基因的启动子广泛应用于细胞稳定表达系统和转基因家蚕中驱动

外源目的基因（Fatyol et al, 1998; Imamura et al，2003）。 

 

1.5 小结 

基因的表达调控是分子生物学领域的热门课题，特别在人、水稻、家蚕等生物体的基因组全

序列的完成后，在诠释这些由 ATCG 组成“天书”，如何起到生物学功能？控制基因表达的启动

子及其调控序列可以说是起到开关的作用。启动子的功能特性研究，可以解释基因的表达与否的

原因，同时也可以从启动子调控序列的相关性中找出各基因协调表达的机理。 

家蚕基因组测序工作由中国、日本科学家先后独自完成，这为进一步的家蚕分子生物学研究

提供了坚实的基础平台。如前述，启动子及其调控序列的研究是热门课题之一，国外有关学者先

后对部分家蚕基因启动子调控区已经进行了研究，解析了基因表达的调控途径，获得了一些很有

意义的结果，如 Fib-H、Fib-L、P25基因的按比例协调表达的机理等基础研究结果，这不仅丰富

了基础分子生物学的内涵，同时为应用提供了技术支撑，如 Fib-L，Actin3 等启动子研究结果应

用到转基因昆虫中，产生了巨大的经济价值。而我国作为蚕桑大国，在这方面的研究可以说还基

本处于空白状态。因而很有必要在这方面开展一些研究。 

家蚕是一种完全变态的鳞翅目的代表模式昆虫，它的生长发育变态受到体内激素协调调控，

而激素起作用的最终途径是控制基因的表达与否或者效率的高低，因而激素与家蚕基因启动子活

性之间的关系值得探讨研究。 
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第二章 研究目的与内容 

 

2.1.研究目的与意义 

血液蛋白对昆虫的发育、繁殖有重要生理意义。家蚕血液蛋白可分为四类，即载脂蛋白

（Lipophorin）、卵黄原蛋白（Vitellogenin，Vg）、贮藏蛋白质（Storage protein，SP）和 30K小分

子量脂蛋白质（Low molecular weight Lipoprotein，LP）。LP是一组非伴性蛋白，可以分成 15个

种类以上，在雌雄体内都存在。大多数在五龄初期检测不到，第三天后急剧上升，吐丝期达最高，

以后逐渐降低，羽化时消失（朱 等, 1989；Kadono-Okuda et al, 1987）。但有一种分子量约为 30K

幼虫血清蛋白（Larval Serum Protein,  LSP）与之相反，从蚁蚕开始至五龄第三天之前各个龄期

食桑阶段脂肪体组织中都有转录表达，每个龄期的初期表达量较高，到四龄眠期停止转录表达，

五龄饷食后 BmLSP mRNA虽有转录，但其丰度比四龄食桑期明显减少，第三天后剧然下降至很

低水平，熟蚕时完全消失，在蛹期、成虫期也未检测到 BmLSP mRNA。BmLSP被认为是与家蚕

幼虫期发育，尤其是与眠、蜕皮相关的血清贮藏蛋白（Fujiwara et al，1990、1991、1992；Harshman 

et al，1998）。因而 BmLSP基因是从分子水平上研究家蚕幼虫期发育的理想基因（Fujiwara et al，

1992）。 

如第一章所述，基因的表达受多个水平层次的调控，转录调控是最主要的一个环节，而启动

子及其侧翼区的调控元件对基因的表达与否、表达量起到决定性的作用。BmLSP基因的调控序列，

涵盖了第一内含子、第一外显子、启动子区和上游区。上游区还存在与家蚕丝素轻链基因第一内

含子的高度同源区序列、失活的部分水手转座子元件等比较有意义的序列。上述可能的调控元件

对 BmLSP基因表达调控的作用还未进行过研究。家蚕幼虫期的发育是受激素调控，BmLSP基因

与家蚕眠、蜕皮相关，那么昆虫激素对其启动子的转录是否起到调节作用值得探讨。上述问题的

解析有助于阐明 BmLSP 基因的表达调控机理，同时为从分子生物学角度解析家蚕的变态行为提

供借鉴。 

HSC70-4基因是 HSP70热激同源蛋白基因，主要是作为分子伴侣参与了蛋白质的折叠、跨膜

运输、变性蛋白的重折叠、细胞蛋白的降解等细胞生命活动过程（Beckmann, et al, 1990; Deshaies, 

et al, 1988; Shei et al, 1992; Bercovich et al, 1997; Fink，1999），对细胞在常态条件下维持正常的细

胞生命活动、在一定时间的胁迫条件下也能生存下来具有重要生物学意义。一般来说，HSP70在

常态下表达量极低，在胁迫条件下其转录与表达急剧增加。而 HSC70-4在常态下能稳定表达，且

表达量较高，在胁迫条件下表达量提高往往不明显（Craig, et al, 1983, Rybczynski, et al, 2000）。最

近有报道 HSC70-4的表达受到氨基酸类似物、蛋白体抑制剂、20羟基蜕皮酮、双丁酰基 cAMP、

PTTH、保幼激素类似物（JHA）、4-苯基丁酸钠、乙醇等因子的影响，同时还受到各种细胞间信

号影响（Hunt, et al.,1999 ; Rybczynski, et al., 2000; Rubenstein, et al. 2000）。HSP70与 HSC70-4的

表达还受到生物体的发育时期、组织的类型、细胞的周期等因素的影响（Craig, et al., 1983; Hung, 
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et al., 1998; Hunt, et al., 1999 ; Rinehart, et al., 2000 ；Rybczynski, et al., 2000; Karouna-Renier, et al., 

2003）。 

r06家蚕品种的 HSC70-4基因已经克隆，并对其特性进行了初步研究（Lee et al，2003）。但

对其启动子的转录活性是否受到热激处理、冷激处理、发育阶段以及激素等因素影响，目前还未

开展研究。作为血缘关系最近的野桑蚕，与家蚕最大的区别在于生存环境的恶劣，那么它的

HSC70-4基因启动子的功能特性又是如何？与抗逆性是否相关? 同时结合本实验室现有的源于家

蚕杆状病毒超强增强子 hr3，进行了 HSC70-4启动子/hr3增强子表达组合的转录活性的研究。这

些工作的开展旨在解明源于家蚕与野桑蚕的 HSC70-4 基因启动子的功能特性，为 HSC70-4 启动

子在细胞稳定表达系统或转基因家蚕的应用奠定一定的基础。 

2.2 研究内容 

2.2.1家蚕、野桑蚕幼虫血清蛋白基因（LSP）启动子的特性分析 

1、通过 PCR法从家蚕、野桑蚕基因组 DNA中克隆 LSP启动子 5’侧翼区，测序 
2、DNAstar软件分析家蚕、野桑蚕之间的差异 
3、NCBI或MatInspector软件检索，推测可能的顺式调控元件及同源序列 
4、PCR法和限制性内切酶法构建一系列缺失不同调控区 BmLSP启动子 
5、构建上述启动子控制下的 Luc为报告基因的报告质粒 
6、由脂质体介导将报告质粒导入家蚕 BmN细胞，进行瞬时表达 
7、细胞培养基添加外源蜕皮激素（MH）、保幼激素类似物（JHA） 
8、检测 Luc活力，确定不同调控元件、MH、JHA对 BmLSP启动子活性的影响。 

2.2.2家蚕、野桑蚕热激同源蛋白 70-4基因（HSC70-4）启动子的功能特性分析 

1、通过 PCR法从家蚕、野桑蚕基因组 DNA中克隆 HSC70-4启动子 5’侧翼区，测序 
2、DNAstar软件比较家蚕、野桑蚕之间的差异 
3、NCBI或MatInspector软件检索，推测可能的顺式调控元件及同源序列 
4、构建 BmHSC70-4、BmandHSC70-4基因启动子控制下的 luc为报告基因的报告质粒 
5、由脂质体介导将报告质粒导入家蚕 BmN，sf21细胞，四、五龄家蚕进行瞬时表达 
6、热激处理细胞或MH、JHA处理、热激处理、冷激处理家蚕 
7、检测 Luc活力，确定不同处理对 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子活性的影响。 

2.2.3家蚕杆状病毒 hr3对 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子活性的增强功能 

1、由 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子控制下 luc报告基因下游接入 hr3片段 
2、由脂质体介导将报告质粒导入家蚕 BmN细胞，五龄家蚕进行瞬时表达 
3、MH、JHA处理五龄家蚕 
4、确定 hr3对 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子活性的影响，以及不同处理对 HSC70-4/hr3

启动子组合的转录活性的影响。 
5、提出 HSC70-4/hr3启动子组合在细胞稳定表达系统或转基因家蚕应用的可能的途径 
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第三章  一般实验材料和方法 
 

3.1 实验材料 

3.1.1昆虫细胞、家蚕与野桑蚕 
昆虫细胞 Sf-21，Bm-N为农业部家蚕生物技术重点开发实验室保存。 

本实验所采用的家蚕品种有苏· 菊×明· 虎为农业部家蚕生物技术重点开放实验室提供。野

桑蚕采集于江苏省镇江市中国农业科学院蚕研所桑园。 

 
3.1.2 昆虫激素 

昆虫蜕皮激素 20-β-羟基蜕酮(20-β-hydroxyecdysone)由中国农业科学院蚕业研究所研制，保

幼激素类似物 ZR512由山东农业大学崔为正教授惠赠。 

 

3.1.3 质粒和菌种 

受体菌 E. coli TG1，JM109，质粒 Bluescript-SK(M13)，含 BmNPV-ZJ8 同源重复序列

(homologous region)hr3质粒 pSK-hr3及含完整萤火虫荧光素酶基因的质粒 pUL220均为中科院上

海生物化学研究所吴祥甫教授提供。pGEM-3Z购自 Promega公司。 
 

3.1.4 酶试剂及试剂盒 

各种限制性内切酶，T4 DNA 连接酶，Klenow 酶，Taq DNA 聚合酶及其配套缓冲液均为

GIBCO-BRL 公司产品；RNaseA 为上海丽珠东风生物技术有限公司产品；蛋白酶 K 购自 Merck

公司。Geneclean 试剂盒、细胞抽提及荧光素酶检测试剂盒(E4030)为 Promega公司产品。 

 
3.1.5 其它主要试剂 

TC-100昆虫细胞培养基、胎牛血清(FBS)、Lipofectin试剂均为 GIBCO-BRL公司产品；X-gal

为 Boehringer Mannheim公司产品；琼脂糖为 Serva公司产品；SDS为 BDH公司产品；Tris购自

Sigma 公司；蛋白胨、酵母抽提物购自 OXOID 公司；溴化乙锭(EB)、考马斯亮兰 G250、R250

均购自 Fluka公司；dNTPs、10 kD protein ladder为 GIBCO-BRL公司产品；牛血清白蛋白购自东

风丽珠公司；λ DNA/HindIII标准分子量购自华美生物工程公司；丙烯酰胺、N,N’-甲叉双丙烯酰

胺为 Aldrich化学有限公司产品；琼脂粉为日本进口分装；Sepharose 2B购自 Phamarcia公司；阳

离子脂质 DDAB 及中性辅助脂质 DOPE 购自 Sigma 公司。各种寡核苷酸引物均由上海生工生物

工程公司合成。细胞培养用无机试剂如 NaCl、KOH、NaHCO3等购自 GIBCO-BRL公司。细胞培

养用抗生素等购自华北制药股份有限公司。其它试剂和为进口或国产分析纯级。 

 
3.1.6 细菌培养基 

LB液体培养基的配制： 

10 g蛋白胨，5 g酵母抽提物，10 g氯化钠，加去离子水溶解，用 NaOH调 pH至 7.0∼7.5，
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定容至 1 000 ml。 

LB平板：LB液体培养基中加入 1.5％琼脂粉。 
 

3.1.7 昆虫细胞培养基 

1) 1×TC-100培养基的配制： 

按 GIBCO-BRL公司产品说明书进行。 

将 1个包装(1×1 L)TC-100粉剂边搅拌边加到双蒸水中； 

加 0.35 g NaHCO3，缓慢用 5 N KOH调整 pH至 6.1∼6.2； 

补加 1.1 g NaCl调节渗透压； 

补加双蒸水至 900 ml，0.22 µm滤膜过滤除菌； 

使用前添加 10％经 56℃灭活 30 min的胎牛血清、链霉素(终浓度为 100 µg/ml)及青霉素 G

钠盐(终浓度为 100 U/ml)。 

 

2) 1×TNM-FH培养基的配制： 

将 1个包装(1×1 L)Grace粉剂溶于双蒸水中； 

加入 3.3 g水解乳蛋白及 3.3 g酵母抽提物； 

调整 pH6.1∼6.2并补加双蒸水至 900 ml，0.22 µm滤膜过滤除菌； 

使用前添加 10％经 56℃灭活 30 min的胎牛血清、链霉素(终浓度为 100 µg/ml)及青霉素 G

钠盐(终浓度为 100 U/ml)。 

 
3.1.8 常用溶液及缓冲液 

1) TE Buffer 

pH7.4：10 mmol/L Tris-HCl(pH7.4)，1 mmol/L EDTA(pH8.0)。 

pH7.6：10 mmol/L Tris-HCl(pH7.6)，1 mmol/L EDTA(pH8.0)。 

pH8.0：10 mmol/L Tris-HCl(pH8.0)，1 mmol/L EDTA(pH8.0)。 
 

2) 碱法质粒抽提液 

溶液 I(Sol. I)：50 mmol/L葡萄糖，25 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L EDTA(pH8.0)。 

溶液 II(Sol. II)：0.2 mol/L NaOH，1％SDS。 

溶液 III(Sol. III)：3 mol/L NaAc，pH4.8。 

 

3) PPt Buffer 

22倍体积异丙醇，1倍体积 5 mol/L醋酸钾，2倍体积双蒸水。 

 

4) New Wash 

20 mmol/L Tris-Cl pH7.4、1 mmol/L EDTA及 100 mmol/L NaCl与等体积的无水乙醇配制而

成。 
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5) 6 mol/L NaI溶液 

将 0.75 g Na2SO3溶于 40 ml 双蒸水中，加入 45 g NaI并搅拌至完全溶解。用Whatman滤纸

或 NC膜过滤，在暗处保存。 

 

6) 玻璃奶(Glassmilk) 

100 mg/ml的 Silica(Sigma S-5631)。将 10 g Silica溶于 100 ml 1×PBS中，沉淀 2 h，弃上清，

重复该步骤 2∼3次；2 000 g离心 2 min，将沉淀物溶于 3 mol/L的 NaI中，终浓度为 100 mg/ml，

4℃下避光保存。 

 

7) 1×PBS(不含Mg2+和 Ca2+) 

137 mmol/L NaCl，2.7 mmol/L KCl，4.3 mmol/L Na2HPO4，1.4 mmol/L KH2PO4，pH 7.3。 

 

8) 50×电泳缓冲液(TAE) 

242 g Tris，57.1 ml冰乙酸，100 ml 0.5 mol/L EDTA (pH8.0)，定容至 1 000 ml。 
 

9) 10×电泳缓冲液(TBE) 

1.0 mol/L Tris-HCl，0.83 mol/L硼酸，10 mmol/L EDTA (pH8.0)。 
 

10) 凝胶上样缓冲液 

25％甘油或 40％蔗糖，0.25％溴酚蓝，0.25％二甲苯青 FF。 

 

11) 家蚕基因组 DNA抽提液 

A：0.25mol/L Sucrose, 10 mmol/L EDTA, 30mmol/L Tris, pH7.5。 

B：10mmol/L Tris, 10 mmol/L EDTA, 0.15mol/L NaCl, 1% Sarcosyl , pH7.5。 

 

12) 标准蛋白试剂 

牛血清白蛋白(BSA)溶液：用 0.15 mol/L NaCl配制成 0.5 mg/ml，作为标准蛋白。 

 

13) BB buffer 

0.2 mol/L Tris (use 1 mol/L stock, pH7.6 at 4℃ )， 0.2 mol/L NaCl， 0.01 mol/L 

2-mercaptoethanol，5% glycerol。 

 

14) Z buffer 

0.06 mol/L Na2HPO4，0.04 mol/L NaH2PO4，0.01 mol/L KCl，0.001 mol/L MgSO4，0.05 mol/L 

β-巯基乙醇，调节 pH为 7.0。 

 

15) ONPG(邻硝基-β-D-半乳吡喃糖苷) 

溶于 0.1 mol/L磷酸钠(pH7.5)的 4 mg/ml ONPG溶液。 

 20



中国农业科学院博士学位论文                                              第三章 一般实验材料与方法 

 

16) 100×Mg2+溶液 

0.1 mol/L MgCl2，4.5 mol/L β-巯基乙醇。 

 

17) 脂质体的制备 

DDAB/DOPE(Sigma化学公司产品)脂质体(摩尔比为 1:2)按如下方法制备： 

6.6 µmol/L DDAB和 13.4 µmol/L DOPE溶解在 1 ml无水乙醇中； 

取 142 µl在旋涡振荡的情况下迅速注入到 858 µl灭过菌的双蒸水中。终浓度为 2 mg/ml。 

该脂质体在 4℃下可以稳定保存 6个月以上。 

 

18）家蚕基因组 DNA抽提液 

抽提液 A： 

0.25 mol/L Sucrose 

        10 mmol/L EDTA 

        30 mmol/L Tris  pH 7.5 

抽提液 B： 

        10 mmol/L Tris 

        10 mmol/L EDTA  pH 7.5 

        0.15 mol/L NaCl 

        1% Sarcosyl 

配置后在 4℃下可以稳定保存。 

         
3.1.9 所用主要仪器和设备 

SANYO细胞培养箱，无菌操作台，Milli-Q超纯水装置(Millipore公司)，加压不锈钢过滤灭

菌装置，Olympus倒置显微镜，PTC-100TC型 PCR仪(MJ Research Inc., USA)，Beckman L5-65B

超速离心机，日立低温高速离心机，Beckman LS-6000TA液体闪烁计数仪，岛津 UV-260双光束

紫外分光光度计，双波长薄层扫描仪，电泳凝胶干燥系统，多功能电泳图谱数据处理系统，Kodak 

DC120数码成象分析系统，高性能计算机及 PC Gene软件等。 

 
3.2 一般实验方法 

 
3.2.1 细胞的传代 

在待传代的培养于 15 cm2方瓶中，倾去旧培养基，加入新鲜培养基，用弯头吸管吹打贴壁

细胞，使其脱落，按照 1:2∼3 的比例(根据细胞密度)将细胞悬浮液转移至新培养瓶中，补加新鲜

的 TC-100完全培养基使终体积为 3∼4 ml。 

 
3.2.2 细胞的冻存 

取对数生长期的细胞(存活率 97∼98％)，用弯头吸管吹打贴壁细胞，转移入 15 ml离心管中，
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3 000 g离心 5∼6 min，弃上清，加入一定体积的 TC-100培养基重悬细胞，用血球计数板计数，

使细胞密度达到 0.5∼1.0×107 /ml，加入等体积的用于冻存的新鲜培养基(经过滤除菌的含 20％ 

DMSO的完全培养基，使 DMSO的终浓度为 10％)，冰上操作。将细胞悬浮液转移至冻存管中(通

常为每管 1 ml)，然后将冻存管置于塑料泡沫盒中，缓慢冷冻细胞。先放入-20℃冰箱中 2∼3 h，再

转移至-80℃冰箱中过夜，最后将冻存管置于液氮罐中。 

 

3.2.3 细胞的复苏 
迅速取出液氮中冻存的细胞，置于 37℃水浴中，轻轻摇动，待冻存液完全融化后，酒精棉

消毒冻存管外壁，将解冻的细胞转移入至少 5 倍体积的预先加入 15 cm
2
培养瓶中的新鲜的冷(4

℃)的 TC-100完全培养基中，整个操作在 2 min内完成。让细胞在室温下贴壁 1 h，再将之置于

27℃培养箱中培养 2∼3 h，待细胞贴壁后，更换培养基。根据细胞生长状况，进行换液或传代。

以上操作均参照 Summers和 Smith
[20]
操作手册进行。 

 

3.2.4 细胞计数 

用血球计数板作细胞记数，根据细胞密度决定是否用 PBS 稀释，如先稀释，计算时应乘以

稀释倍数。取细胞悬液 0.4 ml，加 0.1 ml台盼蓝染液(0.2％)，混合均匀后在 2 min内将样品加到

血球计数板上，记录计数板上四个大方格内活细胞数和死细胞数(注：活细胞透明发亮，而死细胞

则被染成蓝色)。 

 

3.2.5 功能质粒由脂质体介导在昆虫细胞中的转染 

接种约 0.5∼1×106细胞于 15 cm2培养瓶中，贴壁培养过夜； 

除去含 FBS的培养基，用无血清培养基洗细胞二次，再加 1 ml无血清培养基； 

在100 µl反应体系中加入1 µg质粒DNA和适量的阳离子脂质体DDAB/DOPE或Lipofectin，

轻轻混匀以制成转染液，27℃温育 15 min使 DNA被脂质体包埋后，逐滴加入培养瓶中，边加边

摇匀； 

4 h后倾去含转染液的无血清培养基，补加 3 ml含 FBS培养基； 

27℃培养适当时间收集细胞，用于瞬时表达分析。 

在作转染实验时，若需要用穿梭质粒作校正时，在制备转染液时，按 Lipofectin：质粒 DNA 

= 3∼5 µl:1 µg的比例混合。 

 
3.2.6 功能质粒在细胞和家蚕幼虫中的转染、瞬间表达及激素处理 

按 GIBCO-BRL公司产品说明书进行细胞转染。 

以 0.5∼1×106 cells/ml的密度接种细胞于 15 cm2方瓶(1 ml接种母液/瓶)，27℃培养箱中培养

24 h使细胞完全贴壁生长； 

预先将质粒 DNA和 Lipofectin按比例混合，27℃温育 15 min使 DNA被脂质体包埋； 

倾去已完全贴壁生长细胞的上清，无血清培养基洗二次，再加入 1 ml无血清培养(含已被脂

质体包埋的质粒 DNA)转染细胞 4∼6 h； 

倾去转染液，加入 3 ml含 10％FBS的 TC-100培养基； 
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在 3 ml正常培养基中加入一定量的蜕皮激素或 JHA使终浓度达到文章中所要求的，添加相

应量的超纯水为对照。同时以转染含有 Luc基因无启动子的质粒 pUL220的细胞作空白对照，每

组试验至少重复 3次； 

27℃下培养 48 h后收集细胞，准备进行荧光素酶活性测定。 

 

类似地，每头家蚕在五龄蜕皮后的不同阶段注射 10-20 µl含 5 µl脂质体和 1 µg DNA的转染

液，使报告质粒能被脂质体导入蚕的血淋巴细胞。在家蚕饲养和蚕丝业生产中，传统的昆虫激素

的使用方法是将一定浓度的蜕皮激素喷洒在桑叶上喂食或将一定浓度的 JHA 体喷蚕体以增加丝

产量。所以本研究采用此法对五龄家蚕幼虫在不同的时间进行激素的不同处理。蜕皮激素的不同

处理：在五龄蜕皮后的不同时期，在 DNA转染前 12 h每头蚕直接注射不同剂量的蜕皮激素；保

幼激素处理：在 DNA转染前 12 h体喷一定浓度 JHA于蚕体表面。无菌水处理作为对照。每个处

理由 3组组成(选择具有相似重量的 3头蚕为一组)，每批实验重复 3次。转染一定时间后，收集

血淋巴，10 000 g离心 5 min，收集血淋巴细胞，待测荧光素酶的活性。 

  
3.2.7 功能质粒在细胞中的转染、瞬间表达及热激处理 

细胞以约 0.5∼1×106 cells/ml的密度接种于 15 cm2的方瓶置于 27℃培养箱中培养，24 h后，

用 100 µl转染液(Lipofectin：质粒 DNA = 3∼5 µl:1 µg)于 1 ml无血清培养基中进行转染 4∼6 h后倾

去上清，然后用 3 ml正常培养基替换，于 27℃培养箱再培养 7 h后，再在 37℃培养箱热激处理

2h。无热激处理为对照，每个转染均以 ie-1 控制下β-gal 表达质粒作穿插质粒。在文中要求的时

间收集细胞，准备荧光素酶活性的测定。 

 
3.2.8 功能质粒转染后的四龄家蚕幼虫的热激处理 

每头四龄家蚕在蜕皮后 24 h注射 10 µl含由脂质体包埋的 1µg质粒 DNA转染液，质粒转染

30 h后，再在 37℃培养箱热激处理 2h。无热激处理为对照，36 hpt后收集血淋巴细胞，经处理后

进行酶活力的测定。 

 
3.2.9 功能质粒转染后的五龄家蚕幼虫的热激处理 

每头五龄家蚕在蜕皮后 24 h注射 20 µl含由脂质体包埋的质粒 DNA转染液，质粒转染 30 h

后，再在 37℃培养箱热激处理 2h，无热激处理为对照，36 hpt后收集血淋巴细胞，经处理后进行

酶活力的测定。 

 

3.2.10 功能质粒转染后的五龄家蚕幼虫的冷激处理 

每头五龄家蚕在蜕皮后 24 h注射 20 µl含由脂质体包埋的质粒 DNA转染液，质粒转染 30 h

后，再在-15℃冷藏箱冷激处理 15 min，无冷激处理为对照，36 hpt后收集血淋巴细胞，经处理后

进行酶活力的测定。 

 
3.2.11 家蚕、野桑蚕基因组 DNA的制备方法 

将约 2g的蚕丝腺或蛹，剪碎，加 10 mL冷抽提液 A； 
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于组织研磨器在冰上充分研碎，用 3层纱布滤去碎片； 

滤液转移到离心管，在 1500g，4℃条件下离心 3min，弃去上清； 

沉淀加适量的抽提液 B悬浮，冰上放置 15 min； 

用等体积的 TE饱和酚抽提 1次； 

10000g离心 7 min，取上清液； 

然后用等体积的氯仿抽提 1次，10000g离心 7 min，取上清液； 

加入 2倍体积的无水乙醇沉淀 DNA； 

沉淀用 75%乙醇洗涤，稍晾干； 

溶于 0.1×TE缓冲液，加 RNA酶消解 RNA后于-20℃保存备用。 

 
3.2.12  DNA浓度测定 

作 DNA定量时，应在 260 nm和 280 nm两个波长下读数。在 260 nm的读数用于计算样品

中的核酸浓度，OD值为 1相当于大约 50 µg/ml双链 DNA或 20 µg/ml的单链寡核苷酸。可根据

在 260 nm以及 280 nm的读数间的比值(OD260/OD280)估计核酸的纯度。DNA纯品的 OD260/OD280

值为 1.8，如果样品中污染有蛋白质或酚，其 OD260/OD280将明显低于此值，此时无法对样品中的

核酸进行精确定量。 

 
3.2.13基因组 DNA的碱变性方法 

用 ddH20稀释基因组 DNA浓度，使 32 μL中含有 1.5-2.0μg； 

加入 8μL 2 mol/L NaOH溶液，轻轻转动试管，稍离心，室温放置 10 min； 

加 7μL 3Μ NaAc （pH 4.8）和 4 μL ddH20，稍放置； 

加入 120μL 无水乙醇，充分混匀，置于冰上 15 min； 

12000g离心 15 min，收集 DNA沉淀，控干； 

用 70%冰乙醇轻轻洗涤沉淀，12000g离心 10 min，收集 DNA沉淀，控干； 

重溶于 10μL 0.1×TE缓冲液，-20℃保存备用。 

 
3.2.14 PCR反应 

1、PCR反应体系总体积：50 μL 

ddH20：         34.5 μL 

10×PCR缓冲液：5 μL 

Mg2+（25mM）：  3 μL 

dNTP（2.5Mm）： 4 μL 

引物 1/2：        1μL/1μL 

模板：           1μL 

Taq酶：          1μL 

充分混匀，稍离心，表面覆盖 50μL石蜡油。 

2、PCR反应条件： 

94℃ 15 s， 53℃  1 min 30 s， 72℃ 2 min 20 s， 循环次数 30，最后在 72℃ 延伸 7 min。
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具体参数有所调整，见文章中。 

热启动 PCR： 反应体系先不加 Taq酶，94℃预变性 2min，在 1 min 45 s，暂停，取出，

迅速放置-40℃ 1min，加 Taq酶，稍离心，放回 PCR仪，按照上述条件继续反应。 

 

3.2.15 碱法少量快速抽提质粒 DNA 

挑取单菌落接种于含 Amp或 Kan(80 µg/ml)的 3 ml LB培养基中，37℃振荡培养过夜； 

取 1.5 ml过夜培养物于 Eppendorf管内，5 000 g离心 5 min收集菌体，弃上清； 

用 100 µl Sol I悬浮沉淀，室温下放置 5 min； 

加 200 µl Sol II，轻轻倒转混匀，再加入 150 µl氯仿，混匀后冰浴 5 min； 

加 300 µl Sol III，倒转混匀后冰浴 5 min； 

12 000 g离心 10 min，取上清，加 0.6倍体积异丙醇，混匀后于 4℃放置 20 min； 

12 000 g离心 10 min，弃上清； 

沉淀溶于 250 µl TER(含 20 µg/ml RnaseA的 TE)中，37℃消化 20 min； 

加入 350 µl PPt沉淀 Buffer，混匀后置 4℃ 20 min； 

12 000 g离心 10 min，弃上清； 

70％乙醇洗一次，真空干燥沉淀； 

用 40 µl 0.1×TE(pH8.0)溶解，-20℃保存备用。 

 
3.2.16 碱法大量制备质粒 DNA 

单菌落接种于 3 ml LB培养基，37℃振荡培养过夜； 

取培养液 100 µl接种于 100 ml LB培养基中(含 80 µg/ml Amp或 Kan)，37℃振荡培养 8-10h； 

5 000 g离心 5 min收集菌体，弃上清； 

加 3 ml Sol I，振荡悬浮沉淀，冰浴 10 min； 

加 6 ml Sol II轻轻倒转混匀，再加 800 µl氯仿，冰浴 15 min； 

加 9 ml Sol III，混匀后冰浴 20 min； 

12 000 g离心 10 min，上清加 0.6倍体积异丙醇，混匀后于 4℃放置 20 min以上； 

12 000 g离心 10 min，沉淀用 1 ml TE(含 20 µg/ml RnaseA)溶解； 

37℃消化 15∼30 min，加等体积的苯酚：氯仿/异戊醇(25:24:1)抽提一次； 

用 Sepharose 2B柱纯化质粒 DNA，在 260 nm处收集第一吸收峰； 

加 1/10体积 3 mol/L NaAc (pH6.5)和 2倍体积的无水乙醇，-20℃沉淀 DNA 1 h以上； 

12 000 g离心 10 min，用 70％乙醇洗涤一次； 

真空干燥沉淀，溶于 300∼500 µl TE 中，测定 OD260和 OD280值，并计算 DNA的浓度。 

 
3.2.17 限制性内切酶反应 

参照产品目录中各种酶的推荐条件，反应体系包含质粒 DNA 1∼2 µg，1/10体积的 10×酶反

应缓冲液，酶量为 2∼4 U/µg DNA，反应体积一般为 20 µl。在合适条件(一般为 37℃)下，反应 1∼2 

h，用琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切是否完全。 
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3.2.18 DNA片段的分离与回收 

1) 冻融法回收 DNA片段 

 根据 DNA片段大小，选择适当浓度的琼脂糖凝胶进行电泳，当准备回收的 DNA片段与其

它片段分开后，在紫外灯下用手术刀切下所需条带，放入小 Eppendorf管中，置于-70℃中 30 min，

然后于 37℃温育 10 min使凝胶融化。重复 1∼3次，12 000 g离心 10 min，吸出上清于-20℃保存。 

2) 低融点胶回收 DNA片段 

选择合适的低融点凝胶电泳(3∼5 V/cm)，切下所需的 DNA条带，置于 Eppendorf管中，加入

3倍体积的 TE，65℃温育 10 min使胶融化，加入等体积的 37℃预热的饱和酚抽提一次，上清再

用酚/氯仿、氯仿各抽提一次，加入 1/10体积的 3 mol/L NaAc(pH6.5)，再加 2倍体积无水乙醇沉

淀回收 DNA。 

3) 玻璃奶法纯化回收 DNA片段 

用普通凝胶进行电泳，切下所需 DNA条带，称重后放入 Eppendorf管中，加入 3倍体积(v/w)

的 6 mol/L NaI，37℃下使凝胶溶解，再加入 10 µl 玻璃奶吸附 DNA，室温下放置 5 min，12 000 g

离心 5 s，去上清，沉淀用 New Wash溶液洗涤 3次，晾干后用 50 µl TE溶解 DNA，离心后取上

清，将 DNA保存于-20℃备用。 
 
3.2.19  DNA的连接 

连接总体积为 10 µl或 15 µl，外源片段与载体的摩尔比一般为 2∼3:1，5×T4 DNA连接缓冲

液 2或 3 µl，若为粘末端连接，加 T4 DNA连接酶 1 µl，12∼14℃连接 8 h以上；若是平头连接，

应加 2 µl T4 DNA连接酶，18∼22℃连接过夜。 

 
3.2.20 质粒 DNA的转化 

1) 感受态细胞的制备 

-20℃冻藏的 TG1甘油菌在 LB平板上复苏； 

用灭菌牙签挑取单菌落，放入 3 ml LB培养基中，37℃振荡培养过夜； 

取 100 µl过夜培养物接种到另一 3 ml LB培养基中，37℃振荡培养 2∼2.5 h，使 OD值在 0.6

左右； 

5 000 g离心 4 min收集菌体，将菌体重悬于 800 µl 75 mmol/L冷 CaCl2中，冰浴 30 min； 

5 000 g离心 4 min，弃上清； 

加入 200 µl 75 mmol/L冷 CaCl2，轻轻敲打管壁，使混合均匀，冰上放 4∼24 h后用于转化。 

 

2) 质粒 DNA的转化 

质粒 DNA 20∼100 ng或连接混合物 5 µl加到 200 µl上述制备的感受态细胞中，轻轻混匀，

冰浴 30 min； 

再进行热休克(42℃保温 2 min或 37℃保温 5 min)，迅速置冰上 1∼2 min，加入 1 ml已温育

至 37℃的 LB培养基； 

37℃振荡培养 1 h，稍离心，去部分上清后涂布于数个含 80 µg/ml Amp的 LB平板上。37℃

倒置培养过夜。 
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3.2.21 重组质粒的鉴定 

1) 快速细胞破碎法 

构建后的质粒与原来的质粒分子量有一定差别时可用此法检出重组子(Beuken et al, 1998)。 

分别挑取多个单菌落转化子接种于 3 ml含 80 µg/ml Amp的 LB培养基中，37℃振荡培养过

夜； 

取 500 µl菌液于 Eppendorf管中，12 000 g离心 10秒，弃上清； 

加入 30 µl缓冲液(6％蔗糖，0.1％溴酚蓝)，再加入 20 µl酚/氯仿(1:1)，将菌体弹起，充分振

荡； 

12 000 g离心 5 min，取上清上样电泳，观察结果。 

 

2) 酶切鉴定 

质粒 DNA的快速抽提见本章 3.2.15。利用合适的限制性内切酶进行酶切反应，琼脂糖凝胶

电泳鉴定 DNA片段大小。 
 

3.2.22 细胞抽提物的制备 
质粒 DNA转染后 48 h的细胞(或规定时间)，冰上收集细胞； 

转移到 1.5 ml离心管中，4℃以 12 000 g离心 5 min，去上清； 

沉淀用 4℃ 1×PBS洗涤后两次； 

加入 500 µl裂解缓冲液(Promega公司，型号为 E4030)冻融一次以充分裂解细胞； 

离心后取上清测定荧光素酶活力。 

 

3.2.23 荧光素酶分析 

取 100 µl荧光素酶分析试剂于测定管中，将方法 3.2.23中制备的细胞抽提物根据要求用无

质粒转染的细胞抽提液或细胞裂解液作适当稀释后，取一定体积放入上述测定管中，用 Tip头快

速抽吸 2∼3次使之混匀，置于液体闪烁仪中测定 cpm值，测定温度为 25℃，荧光素酶活力以 15 s

内所释放的光亮子数表示。将牛血清白蛋白配制成标准浓度的蛋白质(0.5 mg/ml)，用酶标仪进行

蛋白质定量。 

 

3.2.24 蛋白质浓度测定 

取 96孔点样板 1块，按照 1个孔调零孔，2个孔标准蛋白孔，每个待测样品占 2个孔，计

算所需要的孔数，每个孔 G-250染料 50µl； 

在调零孔中加入 20 µl 0.15M NaCl，每个标准蛋白孔中加入 20µl 标准蛋白溶液（0.5µg/µl），

每个样品孔中加入 20 µl 细胞抽提物样品，每次加入后用 Tip头抽吸 2-3下混匀； 

用 DG3022A型酶联检测仪在 590nm下测定蛋白质含量。 
 

3.2.25  β-半乳糖苷酶比活测定 

穿梭载体校正系统 E. coli β-半乳糖苷酶比活测定： 

 27



中国农业科学院博士学位论文                                              第三章 一般实验材料与方法 

1、 份待测样品，混合 100×Mg2+溶液 3 µl，1×ONPG(邻硝基-β-D-半乳吡喃糖苷) 66 µl，细

胞提取物(见 3.2.22) 30 µl，0.1 mol/L磷酸钠(pH7.5) 201 µl； 

2、 37℃温育 30分钟或出现淡黄色； 

3、 每套反应中加入 500 µl 1 mol/L Na2CO3中止反应，在 420 nm波长读取反应混合液的光

密度值； 

4、 在β-半乳糖苷酶测定中，设置下列阳性和阴性对照： 

 

 阳性对照 (µl) 阴性对照 (µl) 

100×Mg溶液 3 3 

1×ONPG 66 66 

β-半乳糖苷酶 (50 U/ml) 1 0 

模拟转染细胞的抽提物 30 30 

0.1 mol/L磷酸钠 201 201 

 
将大肠杆菌β-半乳糖苷酶用 0.1 mol/L磷酸钠(pH7.5)溶解配成 3 000 U/ml的浓度。使用前将

1 µl β-半乳糖苷酶储存液转移至 60 µl 0.1 mol/L 磷酸钠中。在阳性对照中取用 1 µl 稀释液(50 

U/ml)。 1单位大肠杆菌β-半乳糖苷酶定义为在 37℃每分钟水解 1 µmol ONPG所需酶量。 
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昆虫的蜕皮与变态是一系列基因的程序性、组织特异性表达调控的生理行为（Riddiford，

1994）。昆虫血清蛋白具有免疫、转运与贮藏等生理功能。免疫、转运功能的血清蛋白在发育过

程中维持恒定水平，而作为贮藏功能的血清蛋白随着发育阶段的不同呈现有规律的变化，为昆虫

的蜕皮或变态提供能源或原料（Haunerland，1996）。 

家蚕血液蛋白可分为四类，即载脂蛋白（Lipophorin）、卵黄原蛋白（Vitellogenin，Vg）、贮

藏蛋白质（Storage protein，SP）和 30K小分子量脂蛋白质（Low molecular weight Lipoprotein，

LP）。LP 是一组非伴性蛋白，可以分成 15 个种类以上，在雌雄体内都存在。大多数在五龄初期

检测不到，第三天后急剧上升，吐丝期达最高，以后逐渐降低，羽化时消失（朱 等, 1989；

Kadono-Okuda et al, 1987）。在家蚕幼虫血液中，业已发现的主要贮藏蛋白有 SP1、SP2，30kDa

蛋白，在幼虫期末龄后期大量表达，以准备足够的能源完成即将来临的变态(即幼虫变成蛹)，以

及为蛹期、成虫期生命活动贮藏所需的能源（Harshman et al，1998）。家蚕幼虫期一般要经历 4~5

个龄期，新龄期的开始需蜕皮，这个过程可能与分子量约为 30KD 的家蚕幼虫血清蛋白（larval 

serum protein， Bombyx mori， BmLSP）有关（Fujiwara et al，1990）。 BmLSP从蚁蚕开始至五

龄第三天之前各个龄期食桑阶段都有转录表达，每个龄期的初期表达量较高，到四龄眠期停止转

录表达，五龄饷食后 BmLSP mRNA虽有转录，但其丰度比四龄食桑期明显减少，第三天后剧然

下降至很低水平，熟蚕时完全消失，在蛹期、成虫期也未检测到 BmLSP mRNA。BmLSP被认为

是与家蚕幼虫期发育，尤其是与眠、蜕皮相关的血清贮藏蛋白。因而 BmLSP 基因是从分子水平

上研究家蚕幼虫期发育的理想基因（Fujiwara et al，1991；1992）。 

LSP基因结构已经解明，为 1个内含子、1个非编码的外显子和 1个编码区的外显子，与其

他 30KD LP基因结构类似（Fujiwara et al，1992）。本实验从野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎基因

组 DNA中，以 PCR法分别克隆了约 1.9 kb野桑蚕的 LSP基因 5'侧翼区（The 5' flanking region of 

Larval Serum Protein gene, Bombyx mandarina, BmandLSP5'FR）和家蚕苏· 菊×明· 虎的 LSP基因

5'侧翼区（The 5' flanking region of Larval Serum Protein gene, Bombyx mori, BmLSP5'FR

（Suju×Minghu）），进行了测序，序列进行了比较分析，发现一些可能的调控区域，可以供进一

步的启动子功能特性分析研究。 

 
4.1材料与方法 

4.1.1试验材料与试剂 

野桑蚕于 2002 年 8 月在中国镇江中国农业科学院蚕业研究所的桑园内采集，家蚕品种为

苏· 菊×明· 虎；克隆所用的质粒载体为 pSK(+)(AmpR)，宿主菌为 E.coli TG1，均由农业部家蚕

生物技术重点开放实验室保存；主要试剂 XbaⅠ、BamHⅠ、HindⅢ、High fidelity Taq酶、T4DNA

连接酶及其他主要试剂购自 Gibco BRL公司。 
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4.1.2 引物的合成 

根据已报道的家蚕（朝·日×东·海） LSP基因 5'侧翼区序列（Fujiwara et al, 1992），设计

一对引物，分别导入 XbaⅠ、BamHⅠ限制性内切酶的酶切位点，由上海生物工程公司合成。 

Forwards:  5'-ATT CTA GAG AAG GTA GTG AAG CCC CTT-3' 

Reverse:   5'-TTG GAT CCC TGC AAT GCA ATA TAC GGA AA-3' 

 

4.1.3野桑蚕、家蚕基因组 DNA的提取 

   取蚕幼虫后部丝腺约 1.0g，参照文献快速制备基因组 DNA方法提取野桑蚕、家蚕基因组 DNA

（赵等, 2000）。 

 

4.1.4 PCR法克隆野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区片段及其纯化 
   分别以经碱变性后的野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎基因组 DNA为模板，94 ℃预变性 2 min，

94℃ 15 s，53℃ 1 min 45 s，72℃ 2 min 30 s，35个循环，72℃延伸 7 min。 

   PCR产物经凝胶电泳分离目的片段，用 glassmilk法纯化、回收。 

 

4.1.5野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区片段的亚克隆及测序 
   将 pSK和回收的 PCR产物分别用 XbaⅠ/BamHⅠ双酶切后，经 T4 DNA连接酶连接，转化于

E. coli TG1。筛选出重组质粒 pSK-BmandLSP5'FR、pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu），具体克隆

方法参照文献（Sambrook et al, 1989）。经酶切鉴定正确的重组质粒 DNA用于测序。由上海基康

生物技术有限公司测定序列。用 DNASTAR、BLAST和MatInspector软件进行序列分析。 
 

4.2 结果与分析 

4.2.1野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区片段的扩增 
    PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果见图 4.1，获得约 1.9 kb DNA片段，与文献（Fujiwara 

et al, 1992）的相应片段大小一致，表明已经获得目的大小片段。 

 

4.2.2 重组质粒 pSK-BmandLSP5'FR、pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu）的酶切鉴定 
 

    根据朝· 日×东· 海的 BmLSP 5'侧翼区可知，在距 XbaⅠ酶切位点 344bp处有一个 HindⅢ酶

切位点，对构建的重组质粒 pSK-BmandLSP5'FR、pSK-BmLSP5'FR进行 XbaⅠ/BamHⅠ、HindⅢ

酶切鉴定，结果如图 4.2 所示。从图中可以看出，PCR 产物片段已接进 pSK 质粒，并具有 Hind

Ⅲ位点，基本上可以确定已分别克隆 BmandLSP5'FR、BmLSP5'FR 片段，将该重组质粒 DNA 进

行序列测定。 

 

4.2.3 野桑蚕和家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区（BmandLSP5'FR、BmLSP5'FR
（Suju×Minghu））测序结果与序列分析 
 

 30



中国农业科学院博士学位论文                     第四章 野桑蚕、家蚕 LSP基因 5'侧翼区的克隆与序列分析 

BmLSP5'FR（Suju×Minghu）、BmandLSP5'FR经 T7和 T3启动子测序后，再合成一对测序引

物测序，测得完整的序列，长度分别为 1901bp，1886bp。结果见图 4.3。所获得的序列已经登陆

Genebank，序列号分别 AY367064、AY172027；AY172028。 

BmandLSP5'FR与文献（Fujiwara et al, 1992）BmLSP相应序列相比较，同源性较高，达 96.4%。

克隆的片段涵盖了 BmandLSP的第一内含子，第一外显子、启动子区及其 5'上游区四部分。启动

子区及其 5'上游区序列只有个别的碱基突变，同源性高达 98.3%。第一外显子两者完全相同，而

第一内含子由于出现了 22个碱基对缺失，其同源性仅为 91.6%。 

BmLSP5'FR（Suju×Minghu）与文献（Fujiwara et al, 1992）BmLSP相应序列相比较，同源性

很高，达 98.9%。克隆的片段涵盖了 BmLSP的第一内含子，第一外显子、启动子区及其 5'上游区

四部分。启动子区及其 5'上游区序列有个别的碱基突变。而两者的第一外显子与第一内含子完全

相同，同源性达 100%。 

BmandLSP5'FR与 BmLSP5'FR（Suju×Minghu）两者都有以下几种功能元件：-30 ~-24 bp的

TATAAAA为典型的 TATA盒；-73 ~-67 bp TGATAAA为数种昆虫脂肪体内组织特异性表达基因

的共有序列，与朝· 日×东· 海幼虫血液蛋白（Fujiwara et al, 1992）、家蚕贮藏蛋白质 1（Sakurai 

et al, 1988 ）、烟草天蛾 α-芳基载脂蛋白（aryphorin-α）（Willott et al, 1989 ）、食肉蝇（Sarcophaga 

peregrina）贮藏蛋白质（Matsumoto et al, 1986 ）、黑腹果蝇 α-1幼虫血液蛋白 （Delaney et al, 1986）

的基因相对应的序列及其位点的比较见表 1，只有家蚕贮藏蛋白质 1 为 TGATAAT，其它都为

TGATAAA，存在于转录起始位点的上游-70~-90bp（除黑腹果蝇 α-1幼虫血液蛋白位于-436 bp外）；

-70 ~-144 bp之间含有 ATTTTTCTT-27-ACGGCTGAT推定的激素响应元件，与文献（Fujiwara et al, 

1992）BmLSP相比有一个碱基突变，与黑腹果蝇的激素响应元件（Mestril et al, 1986）仅有 2个

碱基的变异。 

经 BLAST检索， BmandLSP5'FR（-304 ~-598 bp）与家蚕 J139的丝素轻链基因第一内含子

区域（7639 ~7933 bp）同源性达 90.6%。BmandLSP5'FR（-914~-1403 bp）为失活的部分水手转座

子元件（Mariner-like Element，MLE），其中-914 ~-941 bp 的 28个碱基为MLE元件一端的反向

重复序列。与相应的 BmLSP、已失活的家蚕水手转座子元件（ Inactive Bmmar1 mariner-like 

element）和推定的具活性家蚕水手转座子元件（Bombyx mori Mariner 1，Bmmar1）比较，同源

性分别为 97.0%，94.7%，93.4%（Fujiwara et al, 1992；Kumaresan et al, 2004；Robertson et al, 1996）。

在 BmLSP5'FR（-303 ~-593 bp）、（-909 ~-1398 bp）区也具有上述同源序列和MLE元件。 

 

4.3 讨论 

本实验所克隆的野桑蚕和家蚕苏· 菊×明· 虎的 LSP基因 5'侧翼区涵盖了核心启动子序列以

及其他一些功能元件，可以供进一步的启动子功能分析。 

比较有趣的是本次实验发现了野桑蚕基因组中失活的部分水手转座子元件（MLE）。MLE属

于Ⅱ型转座子，具有保守的 D，D34~37D（R）阳性离子结合的功能基序，广泛存在于无脊椎动

物，为宿主基因的突变提供了条件，导致其基因组的多样性（Daniel et al, 1997）。在转座子的插

入后，宿主 DNA为了降低因MLE的流动性造成的损害，在转座酶编码区发生碱基突变、缺失或

移码，无法正常编码转座酶，从而使MLE无法转位到基因组其它位点，该突变的MLE在基因组

得以残留并传代（Allan et al, 2000）。因而失活的MLE可以在物种的进化分析上加以利用（Cedric 
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et al, 2002）。从野桑蚕与家蚕的幼虫血液蛋白基因 5'侧翼区共同具有失活的MLE元件来看，转座

事件发生在家蚕与野桑蚕还未分化的共同祖先的年代。另外近来在有花植物、脊椎动物，乃至人，

都发现了MLE，失活MLE元件的有无及其同源性有望广泛应用于分子进化分析领域（Daniel et al, 

1997）。 

一般来说，与基因编码区相比较，内含子及 5'侧翼区在进化角度上属于活跃区域，容易发生

突变，属于中性变异，即在进化上的选择压比较小（Kusuda et al，1986；Martinez et al，2004）。

从本次实验所获得家蚕与野蚕的片段比较也证实这一点，在第一外显子区两者完全相同，而在第

一内含子与启动子上游区同源性分别为 91.6%、98.3%。而家蚕品种朝·日×东· 海与苏·菊×

明· 虎是我国和日本的生产实用品种，经过杂交育种选育出来，选育材料遗传背景比较一致，因

而在克隆的片段区域同源性很高，在内含子、第一外显子区域完全相同。
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图 4.1  PCR产物的电泳鉴定 

Figure 4. 1 Identifications of PCR products by gel electrophoresis  

1. 野桑蚕  2. 家蚕苏·菊×明·虎  3. 标准 DNA分子量Marker:λDNA/ HindⅢ（从上到下分别为 23.1, 9.41, 6.55, 

4.36, 2.32, 2.0, 0.56 kb） 

1.Bombyx mandarina  2. Suju×Minghu，Bombyx mori  3. Marker:λDNA/ HindⅢ, which bands represent 23.1, 9.41, 

6.55, 4.36, 2.32, 2.0, 0.56 kb from above to downward, respectively 

 

 

图 4.2重组质粒 pSK-BmandLSP5'FR 、pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu）限制性内切酶酶切鉴定图谱 

 
Figure 4. 2  Identifications of pSK- BmandLSP 5'FR and pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu） by digestion with 

restriction endonucleases 

1、2 pSK- BmandLSP 5'FR 经 XbaⅠ/BamHⅠ双酶切和 HindⅢ单酶切产物；4、5 pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu）

经 XbaⅠ/BamHⅠ双酶切和 HindⅢ单酶切产物； 6 为 pSK经 HindⅢ单酶切产物；3标准 DNA分子量Marker（从

上到下分别为 3000 bp,  2000 bp, 1500 bp, 1031 bp, 900 bp, 800 bp, 700 bp, 600 bp 和 500 bp） 

pSK- BmandLSP 5'FR was digested by XbaⅠ/BamHⅠ (1) and HindⅢ(2); and pSK-BmLSP5'FR（Suju×Minghu） was 

digested by XbaⅠ/BamHⅠ (4) and HindⅢ (5); pSK was digested by HindⅢ(6); 3 is the Marker which bands represent 

3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1031 bp, 900 bp, 800 bp, 700bp, 600 bp and 500 bp from above to downward, respectively. 
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 (A) 
基因名称 
Gene 

生物名称 
Organism 

位置 
Position 

序列 
Sequence 

野桑蚕 LSP基因 
BmandLSP 

野桑蚕 
Bombyx mandarina, 
  

-73 TGATAAA 

家蚕,苏·菊×明·虎
Bombyx mori, 
Suju×Minghu 

-73 TGATAAA 

家蚕 LSP基因 
BmLSP 家蚕,朝·日×东·海

Bombyx mori, 
Tokai×Asahi 
 

-73 TGATAAA 

家蚕 
B. mori 

-72 TGATAAT 

烟草天蛾 
M. sexta 

-88 TGATAAA 

食肉蝇 
S. peregrina 

-89 TGATAAA 
贮藏蛋白基因 
Storage Proteins 

黑腹果蝇 
D. melanogaster 

-436 TGATAAA 

 
 (B) 

基因名称 
Gene 

生物名称 
Organism 

位置 
Position 

野桑蚕幼虫血液蛋白基

因 BmandLSP 
野桑蚕 
Bombyx mandarina 
 

-114   ATTTTTCTT-27-ACGGCTGAT  -70 

家蚕 ,苏·菊×明·虎
Bombyx mori ，

Suju×Minghu 

-114   ATTTTTCTT-27-ACGGCTGAT  -70 

家蚕幼虫血液蛋白基因 
BmLSP 家蚕 ,朝·日×东·海

Bombyx mori ，

Tokai×Asahi 

-114   ATTTTCCTT-27-ACGGCTGAT  -70 

黑腹果蝇热激蛋白 23 基
因 HSP23 

黑腹果蝇 
D. melanogaster 

-228   ATTTTCCAT-19-ATGGCAGAT  -192 

  
表 4.1野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区与其它昆虫基因的比较 

Table 4.1 Sequence comparisons of the 5'-flanking region of the BmandLSP gene and BmLSP
（Suju×Minghu）gene with the other insect genes. 

 
（A）昆虫脂肪体内组织特异性表达基因的共有序列，引用序列分别为家蚕朝· 日×东· 海 LSP（Fujiwara et 

al, 1992）、家蚕贮藏蛋白质 1（Sakurai et al, 1988 ）、烟草天蛾 α-芳基载脂蛋白（aryphorin-α）（Willott et al, 1989 ）、
食肉蝇（Sarcophaga peregrina）贮藏蛋白质（Matsumoto et al, 1986 ）、黑腹果蝇 α-1幼虫血液蛋白（Delaney et al, 
1986）的基因。（B）与家蚕朝· 日×东· 海 LSP基因 Fujiwara et al, 1992、黑腹果蝇热激蛋白 23基因（Mestril et 
al, 1986）推定的激素响应元件序列的比较 

(A) Comparison with sequences commonly found in insect genes that were specifically transcribed in fat body. The 
sequences cited above are BmLSP（Fujiwara et al, 1992）, storage protein 1 of B mori（Sakurai et al, 1988）, aryphorin-α 
of M. Sexta（Willott et al, 1989）, storage protein of Sarcophaga peregrina（Matsumoto et al, 1986） and LSP1-α of D. 
melanogaster（Delaney et al, 1986）. (B) Comparison with the deduced EREs of BmLSP gene Fujiwara et al, 1992 and the 
heat-shock protein 23(HSP23) of D. melanogaster（Mestril et al, 1986）.  
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-1403 Ⅰ                                                                                GAGAAGTAGT GAAGCCCCTT 
-1399 Ⅱ ·········A ·········· ·········· ·········· ·········· ·········T ·········· ·········· 
-1398  Ⅲ·········A ·········· ·········· ·········· ·········· ·········T ·········· ·········· 
 
-1383 Ⅰ AACAACGCCC TGTTCAATAA TCAAGAATGG TCCGTCCAGC AAGACTCGGC GCCAGGTCAC AAAGCTCGGT CTATGCAGTC 
-1379 Ⅱ ·········A ·········· ·········· ·········· ·········· ·········T ·········· ·········· 
-1378  Ⅲ·········A ·········· ·········· ·········· ·········· ·········T ·········· ·········· 

 

-1303 Ⅰ TTGGTTGGAA ACGAACGTTT CGGACTTCAT CAGAGCTGAA AACTGGCCGT CGTCTAGTCC CGATCTTAAT CCGCTGGATT 
-1299 Ⅱ ·········· ·····T···· ·········· ·········· ·····A···· ·········· ·········· ·········· 
-1298  Ⅲ·········· ·····T···· ·········· ·········· ·····A···· ·········· ·········· ·········· 

 

-1223 Ⅰ ATGATTTATG GTCAGTTTTA GAGAGTACGG CTTGCTCTGA ACGCCATGAT AATTTGGAGT CCCTAAAACA ATCCGTACGA 
-1219 Ⅱ ·········· ·····A···· ········C· ········A· ···T······ ·········· ·········· ·········· 
-1218 Ⅲ·········· ·····A···· ·········· ········A· ···T······ ·········· ·········· ·········· 

 

-1143 Ⅰ TTGGCAGTGA AAAATTTTCC CAAGGAAAGA GTGCATGCTT CTATTGATAA CTGGCCTCAA CGTTTAAAGG ACTGTATTGC 
-1139 Ⅱ ·········· ···T······ ··T······· ····G····· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-1138  Ⅲ·········· ···T······ ··T······· ····G····· ·········· ·········· ·········· ·········· 

 

-1063 Ⅰ AGCCAATGGA GACCACTTTG AATAAGCTTT TTATACTTTA AATTGTTTAA TATTTATGTA TTAAACTAAC ACACTGTAAA 
-1049 Ⅱ ·········· ········C· ·········· ·········· ········T· ·········· ·········· ·········· 
-1048  Ⅲ·········· ········C· ·········· ·········· ········T· ·········· ·········· ·········· 

 

-983  Ⅰ AGTAATAAAT GTTATTTCCC ATAGAATTTT TTTTGTTTTC CTTTGTAACA GTATTTATGG CCAGACTAAG TATATTCATA 
-979  Ⅱ ·········· ·······G·· ·····T···· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-978  Ⅲ·········· ·······G·· ·····T···· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 

 

-903  Ⅰ TGCATGTAGT AATAAGCTGC TATTTCAATA TTACAAACAG ACACATCAAT TTTATTTATA TGTATAGATG TTTCAAATAT 
-899   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-898   Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 

 

-823  Ⅰ CACACTATTC GTGGTCACGG ACAACTGGAG TCGTTTTGGT ATGTGAACGT TGTTTCATTT ACATCTACAT ACAGTTCTAA 
-819   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-818   Ⅲ·········· ····G····· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 

 

-743  Ⅰ TGCATTATTA CGTTTTATCT ATATATTAAT ACGTGAAGCA AAAACTTTGT ATCCCTTTTT ACGAAAATTG CGCGGACGGA 
-739   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-738   Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 

 

-663  Ⅰ GGAGTATGAA ATTTTCCACA CTTATAGAGA ATATAGAGAA GTGCACAATG CTAATTTTTT TTTTTAAATA ATGCATAAAA 
-659   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ····A····· ·········· 
-658   Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ····A····· ·········· 

 

-583  Ⅰ GATACATTAG ATCAATAAAG AAAACATTAC ACACACTACA TACCATGTAT TTGACGCACA CATACATGCA TGCATACTAT 
-579   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ···----··· ·········· 
-578   Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ···----··· ·········· 

 

-503  Ⅰ TTATTGTCAA ACTTTTGTTC TTGGCGTCTG TTGTCAAATT GAGAATAGAT TAAATATGGT TTGTCTTTGT TAATATTTTT 
-503   Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
-502   Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········G ·········· ·········· ·-·····G·· ·········· 

 

-423  Ⅰ TATAGTGTAG TCTTGGCGAA ATTTGTGATT ATAGAAGTAT AAAATACAAT CATAAAAGTG TACAAACTTA CAATTCCAAT 
Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
ⅢA····G···· ·········· ···G······ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
 

-343  Ⅰ TAATTATAGT CGAATTCCGA CTACTGCGGG ACCTCTAGTT TATTATTATT ACGTATTAAC TTTTCTCAAA CTACATAATT 
Ⅱ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
Ⅲ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
 

-263  Ⅰ  ACTTCAAAAC ACATTAAAAG TCGCTGTCAA AGACAAAGAC ATAGCCCACT TTCTCTGATA TCAGTGCACA CGGGAAATTC 
Ⅱ ·········· ·········· ·········· ·········· ······A··· ·········· ·G········ ·········· 
Ⅲ ·········· ·········· ·········· ·········· ······A··· ·········· ·G········ ·········· 
 

-183  Ⅰ  AACAAACAAA CATTTCAACT TTCTGTAACA TGTTTGGACA TGCTACAAAA ATTAAACTTG TTTAGCAATA TTTTTCTTAT 
Ⅱ ·········· ·········· ···A······ ·········· ·········· ·········· ·········· ····C····· 
Ⅲ ·········· ·········· ···A······ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
 

-103  Ⅰ  TAGTTATCAG CAACGTTTGA CCTACACGGC TGATAAACTA AGTTTTTTAT GTTCCGAAAA AAAATTCGAA TTGTATAAAA 
Ⅱ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
Ⅲ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
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                                        +1 
-23   Ⅰ  GGCGATGTGT GTGAACAATA TTCATCAAAC ATACCTCGGG TGTCAGCTGC CTAGGTAAGC AATATTTATA CTACTAGACC 

Ⅱ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ···T······ 
Ⅲ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ···T······ 
 

+58   Ⅰ  GTTCAATAAT TACAAATAAG AATTAGCATC GTTCCGATTC AATTTATTCT TTTTTACATC CTCATCATCA TCATCGTCAA 
Ⅱ ·········· ·········· ·········· ·········· ····G····· ·········· A········· ·····A···G 
Ⅲ ·········· ·········· ·········· ·········· ····G····· ·········· A········· ·····A···G 
 

+138  Ⅰ  CAGTCTATAG CAGTCCACTG CTGGACATAG GCCTCTCCAA TTGCTCGCCA CTGAGCACGA TCCTTGGTTT CTCTCATCCA 
+138   Ⅱ ·---······ ·········· ·········· ····T····· ·········· ·········· ·T··C··C·· ·········· 
+138   Ⅲ ·---······ ·········· ·········· ····T····· ·········· ·········· ·T··C··C·· ·········· 

+218  Ⅰ  GCTCCTACTG ACCACTCTGC ACAGATCGTC TCTCCA---- ---------- ACTC------ --GTTTGCCA ATTCGCGGTC  
+215   Ⅱ ········CA ·····C···· ·········· ······CCGA GCCTGAGGGC ·TC·TGCATT AT········ ·········· 
+215   Ⅲ ········CA ·····C···· ·········· ······CCGA GCCTGAGGGC ·TC·TGCATT AT········ ·········· 

 

+276  Ⅰ  TCCACTCAAG AACGCGCTTA CCCCAACGGT TAACGGTTGT CCGGCTAATA TGGCCAGCCC ATTGCCACTT CAGCTTGCTT 
+295   Ⅱ ·········· ······T··· ·········· ·········· ·········· ········A· ·········· ······A··A 
+295   Ⅲ ·········· ······T··· ·········· ·········· ·········· ········A· ·········· ······A··A 

+356  Ⅰ  AACCTCTGTG CTATGATGAT ATCTGATCAC CTCGCTCCGG ATTTGATCCT TCAGAAAACC CTCTCCATAG CTCTTTAAAC 
+375   Ⅱ ·G········ ·········· ·········· ·········· ···C·····A ·········· ·········· ·········· 
+375   Ⅲ ·G········ ·········· ·········· ·········· ···C·····A ·········· ·········· ·········· 

 

+436  Ⅰ  TTGTAGACCA ACATACATAT TACATATTTC CGTATATTGC ATTGCAGGG 
+455   Ⅱ ·········· ·····T···· ·········· ·········· ········· 
+455   Ⅲ ·········· ·····T···· ·········· ·········· ·········  

 

 
图 4.3 野桑蚕 LSP基因 5'侧翼区 （Ⅰ）和家蚕苏·菊×明·虎的 LSP基因 5'侧翼区（Ⅲ）序列

及其与朝·日×东·海 LSP基因序列（Ⅱ）的比较 

 
Fig 4.3  Nucleotide sequence of the BmandLSP5'FR（Ⅰ）, the BmLSP5'FR (Suju×Minghu)（Ⅲ） and 

their alignments with BmLSP5'FR（Ⅱ）（Fujiwara et al, 1992） 
 
短线表示缺失，园点表示与野桑蚕 LSP 基因侧翼区相同，划线处为 TATA 盒， 波浪线为与热激蛋白 23 的

ERE同源序列，方框区为数种昆虫脂肪体内组织特异性表达基因的共有序列，阴影区域为第一外显子，其后为第

一内含子。黑体为失活的部分水手转座子元件，斜体为与家蚕 J139的丝素轻链基因相应区域的同源区。 

Dashes represent deletions. Dots represent the same nucleotide as the BmandLSP5'FR. The TATA box is underlined. 

The wavy lines show the sequences homologous with the HSP23 ERE. The rectangle shows sequences commonly found 

in several insect genes that were specifically transcribed in fat body. The shadow region shows exon1 and the sequence 

following it is the first intron. The bold-face is supposed to be the part of inactive Mariner-like element and the italics 

indicate the sequences similarity to that of the J139 fibrion light-chain gene.  
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第五章 家蚕幼虫血清蛋白基因(BmLSP)启动子特性分析 

 

我们已从家蚕苏· 菊×明· 虎基因组 DNA中克隆了 BmLSP的调控序列，该调控序列涵盖了

第一内含子，第一外显子、启动子区及其上游区。在启动子上游调控区存在可能的顺式元件的序

列，即失活的水手转座子元件和家蚕丝素轻链第一内含子的高度同源序列。 

内含子是真核生物基因 DNA中的间插序列，这些序列被转录成 RNA，但随即被剪辑掉而不

翻译。内含子曾被认为是无意义的序列，但近十几年来越来越多的证据表明它也参与基因的表达

调控。特别是第一内含子，存在有 DNA复制、转录的调控元件 (Xie et al， 2002; Bhattacharyya et 

al，1999 )。Takiya 和Martinez等人根据实验结果推测家蚕丝素重链基因的第一内含子中含有对

启动子转录起增强功能的调控元件（Takiya et al，1990，1997；Martinez et al，2004）。 

在家蚕基因组中大约有上千个水手转座子元件，在丝素重链基因上游区也发现数个水手转座

子元件，推测其参与了丝蛋白基因的表达调控（Mita et al，2004；Zhou et al，2003）。虽然转座

子被认为是自私基因，但最近有证据表明它参与其他正常基因的转录调控（Bushman，2004）。 

为此，通过 PCR 技术与限制性内切酶酶切方法，以荧光素酶（luc）为报告基因，构建了一

系列缺失不同调控元件的启动子报告质粒，在家蚕 BmN 细胞瞬时表达系统中对 BmLSP 的上游

区、第一内含子等调控序列对 BmLSP启动子活性的影响进行了研究。 
如第一章所述，家蚕幼虫的发育受到保幼激素（JH）与蜕皮激素（MH）协调调控，BmLSP

的调控序列中含有可能的蜕皮激素响应元件。为此，在家蚕 BmN 细胞瞬时表达系统中，添加外

源 JHA或MH，考察了激素对 BmLSP启动子活性的影响。 

 

5.1  材料与方法 

 

5.1.1试验材料 

家蚕品种为苏·菊×明·虎，由中国农业科学院蚕业研究所保存；pUL220含 luc基因，由中国

科学院上海生命科学院生物化学与细胞生物学研究所馈赠（雷 等，1992）。克隆所用的质粒载体

为 pSK(+)(AmpR)、pGEM3Z(+)(AmpR)，宿主菌 E. coli TG1和 BmN细胞均由农业部家蚕生物技

术重点开放实验室保存。穿梭质粒 pSK-HSP70-β-gal由本实验室构建保存（Zhou et al，2003）。

蜕皮激素 20-β-羟基蜕皮酮（MH）为中国农业科学院蚕业研究所制备，保幼激素类似物 ZR512

（JHA）由山东农业大学崔为正教授馈赠。各种限制性内切酶、High fidelity Taq酶、T4DNA连

接酶、Lipofectin及其他主要试剂购自 Invitrogen公司。荧光素酶检测试剂盒为 Promega公司产品。 

 

5.1.2报告质粒 pSKBmLSP（I）-luc的构建 

前一章获得的含有 BmLSP全长启动子的质粒 DNA，经 BamH I 酶切，与同样酶切获得的 luc

 37



中国农业科学院博士学位论文                     第五章  家蚕幼虫血清蛋白基因（BmLSP）启动子特性分析 

基因连接，经 Xba I酶切鉴定，获得正确接入的 luc基因的报告质粒 pSKBmLSP（I）-luc。报告质

粒构建流程见图 5.1。 

 

5.1.3缺失不同调控元件的启动子的报告质粒构建 
根据 BmLSP启动子全长序列，设计以下四条引物，用于 PCR法构建缺失第一内含子、缺失

水手转座子元件的启动子。 

Forwards 1:  5'-ATT CTA GAG AAG GTA GTG AAG CCC CTT-3'，  

Reverse 1:   5'-TTG GAT CCC TGC AAT GCA ATA TAC GGA AA-3'， 

Forwards 2:  5'-ATG TCT AGA CTA AGT ATA TTC ATA TGC ATG TAG-3'， 

Reverse 2:   5'-TAG GAT CCT GAC ACC CGA GGT ATG TTT GAT-3'， 

以 pSK-BmLSP（I）为模板，用 Forwards 1，Reverse 2获得缺失第一内含子的 BmLSP启动子，

克隆于 pSK质粒，构建了 pSK-BmLSP（DI）； 

以 pSK-BmLSP（I）为模板，用 Forwards 2，Reverse 1获得缺失水手转座子元件的 BmLSP启

动子，克隆于 pSK质粒，构建了 pSK-BmLSP（DM）。 

利用靠近家蚕丝素轻链基因同源区序列的 3’端的 EcoR I酶切位点，酶切含有相应启动子的

质粒 DNA，获得缺失突变启动子： 

用 EcoR I/BamH I酶切 pSK-BmLSP（I） DNA，获得缺失水手转座子元件与缺失含家蚕丝素

轻链基因同源区序列的启动子 BmLSP（DMS），克隆于 pGEM3Z质粒，构建了 p3Z-BmLSP（DMS）； 

用 EcoR I/BamH I酶切 pSK-BmLSP（DI）DNA获得缺失第一内含子、缺失上游区的水手转

座子元件与缺失含家蚕丝素轻链基因同源区序列的启动子 BmLSP-（DIMS），克隆于 pGEM3Z质

粒，构建了 p3Z-BmLSP（DIMS）。  

缺失不同调控元件的启动子示意图见图 5.3。 

从 pUL220质粒中用 BamH I酶解获得荧光素酶基因（luc），分别亚克隆在上述质粒中，位于

启动子下游，经 Xba I酶切鉴定 luc接入方向正确，获得系列报告质粒。报告质粒构建流程见图

5.1、5.2。 
 
5.1.4质粒的提取、酶切、DNA片段制备、连接与转化 
均参照 Sambrook et al（1989）方法进行。  

 

5.1.5家蚕细胞培养与转染.   

细胞培养方法参考 Summers（1987）。 转染方法：约为 5×105个 BmN细胞接种 12 cm2 培

养瓶，27℃贴壁培养过夜。倾去含 10%胎牛血清 TC-100培养基，用无血清 TC-100培养基洗细胞

2次后，每瓶加 1ml无血清 TC-100培养基. 在 100μl反应体系中加入 1μg 报告质粒 DNA5μl

阳离子脂质体，充分混匀，27℃静置 15min后，逐滴加入培养瓶中，边滴边混匀。细胞在无血清

TC-100培养基 27℃培养 4-6小时后，倾去原培养基，每瓶加 3ml含 10%胎牛血清 TC-100培养基. 

激素处理的试验，换液后立即添加相应量的激素。除激素处理外，每个转染试验都以 0.5μg穿梭

质粒 pSK-HSP70-β-gal作为内对照系统。以转染 pUL220-luc的细胞作为空白对照。以上每种处

理至少重复 3次。 
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5.1.6 瞬时表达测定分析 

 48 hpt，冰上收集细胞于 1.5mL Eppendorf 管中，4℃、10000×g ，离心 5 min，去上清，

沉淀用 1ml 1×PBS洗涤 2次，沉淀用 400µL 1×细胞裂解液裂解；裂解物冻融一次，离心后取上

清测定 Luc活力（Idahl, et al，1986），平行测定穿梭质粒校正系统 β-galactosidase比活（Jeffrey，
1992）和总蛋白浓度（Moos M.，1995），以校正 Luc的 cpm值。 

获得的数据用 SAS软件（SAS software，1990）进行处理统计，用 Sigma Plot 软件制图。 

 

 

 

 

 

 

 
 

                           EcoR I(-326) 
-1399       -908      -593        -303       -67   +1 +31         +502 

 

 

              

 

1 

2 

3 

4 
 

      失活的部分水手转座子元件                   核心启动子区 

5 

 

      第一外显子                          第一内含子 

与家蚕丝素轻链基因第一内含子的同源区           

1、BmLSP（I）   2、BmLSP（DI）   3、BmLSP（DM）   4、BmLSP（DMS）   5、BmLSP（D

 

图 5.3 BmLSP基因启动子与构建缺失突变启动子结构示意图 

Fig 5.3 Schematic diagram of structure of BmLSP promoter and its deletions 
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第一节   

 40
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Fragment from BmLSP(I) or （DI）
4.BmLSP(DMS) 
or 5. BmLSP(DIMS) 
  

EcoR I/BamHI 
 

EcoR I/BamHI  
 
 

BamHI BamHI

 
ligation 

 

pBmLSP (DMS)/(DIMS)-luc 

(~5.4/4.9 kb) 

EcoR I

BamHI

BamHI

LSP 

Luc 

AmpR

Xba I 

Xba I 

 

pUL220 
(~4.49 kb) 

SalI 
BamHI

XbaI

BamHI 
SalI

Luc 

AmpR

pGEM3Z 

(2.74 kb) 

T7 

SP6 

AmpR 

多克隆位点  

EcoRI SalI  

HindIIIPstI  SmaI

BamHI SphI

XbaI  SacI

KpnI

 

pBmLSP (DMS)/(DIMS) 
(~3.6/3.1 kb) 

EcoRI 

BamHI

LSP AmpR

ligation 

BamHI EcoR I 

 

图 5.2 质粒 pBmLSP (DMS)/(DIMS)-luc的构建图解 

Fig 5.2  Diagrammatic representation of the functional constructions pBmLSP (DMS)/(DIMS)-luc  
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5.2  结果和分析 

5.2.1 缺失突变启动子的报告质粒的酶切鉴定 

通过 PCR 法与酶切法获得系列缺失突变启动子及其报告质粒，各过程经酶切鉴定正确（见

图 5.4、5.5），可用于启动子特性研究分析。 

 

5.2.2 BmN 细胞中 BmLSP（I）启动子的转录活性 

经 Lipofectin 包埋的报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc 转染 BmN 细胞，48hpt 收集细胞，经校

正后的 20 微克细胞抽提物的 Luc 活力为 1083.05±205.07 cpm，不含 BmLSP 启动子的空载体

pUL220-luc Luc 活力仅为 16.63±5.20 cpm，这表明来源于卵巢细胞的 BmN细胞可用于 BmLSP

启动子的功能分析。 

 

5.2.3 第一内含子对 BmLSP基因启动子活性影响 

以 pSK-BmLSP（I）-luc、pSKBmLSP（DI）-luc 和 p3Z-BmLSP（DMS）-luc、p3Z-BmLSP

（DIMS）-luc 两组报告质粒分别转染 BmN 细胞，以考察第一内含子对 BmLSP 基因启动子活性

影响。结果见图 5.6（a）。含第一内含子的报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc、p3Z-BmLSP（DMS）

-luc 的 Luc 活力分别为缺失第一内含子相对应的报告质粒 pSK-BmLSP（DI）-luc、 p3Z-BmLSP

（DIMS）-luc 的 5.80±1.10、5.40±1.09 倍(F Value=75.4，Pr>F=0.0001<0.01; F Value=64.67，

Pr>F=0.0002<0.01 )。这一结果暗示 BmLSP基因的第一内含子中含有促进启动子转录活性的类似

增强子的调控序列。 

p3Z-BmLSP（DIMS）-luc的 Luc活力仅为 64.06±5.98cpm，是所构建的报告质粒中活性最低

的，BmLSP（DIMS）启动子仅含有基础转录的元件，推测 BmLSP的主要转录调控元件存在于启

动子侧翼序列。 
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图 5.4  质粒 pSK- BmLSP（DI）、pSK- BmLSP（I）、pSK- BmLSP（DM）、pSK- BmLSP（DI）-luc、pSK- BmLSP

（I）-luc和 pSK- BmLSP（DM）-luc酶切鉴定 
Fig 5.4  Restriction analysis of the pSK- BmLSP（DI）、pSK- BmLSP（I）、pSK- BmLSP（DM）、pSK- BmLSP（DI）

-luc、pSK- BmLSP（I）-luc and pSK- BmLSP（DM）-luc 
 

1、8、13分别为 BmLSP（DI）、BmLSP（I）、BmLSP（DM）PCR片段；2、9、14分别为 pSK- BmLSP（DI）、
pSK- BmLSP（I）、pSK- BmLSP（DM）XbaI/BamHI双酶切；3、5分别为 pSK- BmLSP（DI）-luc（正接）被 BamHI、
XbaI酶切；4、6为 pSK-BmLSP（DI）-luc（反接）被 BamHI、XbaI酶切；10、11分别为 pSK- BmLSP（I）-luc
（正接）被 BamHI、XbaI酶切；15、16分别为 pSK- BmLSP（DM）-luc（正接）被 BamHI、XbaI酶切；17为 luc
片段；7、12为 DNA/Hind III Marker。 

1,8,13 was PCR fragment of BmLSP（DI）,BmLSP（I）,BmLSP（DM）, respectively; pSK- BmLSP（DI） (2), pSK- 
BmLSP（I）(9) and pSK- BmLSP（DM）(14) were digested by XbaI/BamHI; pSK- BmLSP（DI）-luc(cis) was digested 
by BamHI (3) and XbaI (5); pSK- BmLSP（DI）-luc(reverse) was digested by BamHI (4) and XbaI (6); pSK- BmLSP（I）
-luc was digested by BamHI (10) and XbaI (11); pSK- BmLSP（DM）-luc was digested by BamHI (1) and XbaI (16); 
DNA/Hind III Marker(7,12)。 

 
图 5.5  质粒 pSK- BmLSP（DMS）、pSK- BmLSP（DMIS）、pSK- BmLSP（DI）-luc、pSK- BmLSP（I）-luc和 pSK- 

BmLSP（DM）-luc酶切鉴定 

Fig 5.5  Restriction analysis of the pSK- BmLSP（DMS）、pSK- BmLSP（DMIS）、pSK- BmLSP（DI）-luc、pSK- BmLSP

（I）-luc和 pSK- BmLSP（DM）-luc 
 

1、2分别为 pSK-BmLSP（DI）、p3Z-BmLSP（DMIS）被 EcoR I/BamH I双酶切；3、4分别为 p3Z-BmLSP（DMIS）
-luc被 BamH I、Xba I 单酶切；6为 pGEM3Z被 BamH I单酶切；7、8分别为 pSK-BmLSP（I）、p3Z-BmLSP（DMS）
被 EcoR I/BamH I双酶切；9、10分别为 p3Z-BmLSP（DMS）-luc被 BamH I、Xba I 单酶切；5、10为λDNA/Hind 
III Marker。 

pSK-BmLSP（DI）(1) and p3Z-BmLSP（DMIS）(2) were digested by EcoRI/BamHI; p3Z-BmLSP（DMIS）-luc was 
digested by BamHI (3) and XbaI(4); pGEM3Z was digested by BamHI (6);  pSK-BmLSP（I） (7) and p3Z-BmLSP
（DMS）(8) were digested by EcoRI/BamHI; p3Z-BmLSP（DMS）-luc was digested by BamHI (9) and XbaI(10); 
DNA/Hind III Marker(5,10)。 
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图 5.6 调控区对 BmLSP基因启动子活性影响 

Fig 5.6 Effects of the regulation region on the BmLSP promoter activity 
(a). 第一内含子：1，2，3，4分别为 pSK-BmLSP（I）-luc， pSK-BmLSP（DI）-luc， p3Z-BmLSP（DMS）-luc 和 
p3Z-BmLSP（DIMS）-luc. (b). 水手转座子元件：1，2分别为 pSK-BmLSP（I）-luc，、 pSK-BmLSP（DM）-luc. (c). 
含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列： 1，2分别为 pSK-BmLSP（DM）-luc、pSK-BmLSP（DMS）-luc. 
数据经穿梭质粒的β-半乳糖苷酶活力、空载体 pUL220-luc 的 Luc 活力和总蛋白量校正. 数据为至少 3次平行实
验的平均值. 
 
(a). The first intron: 1,2,3,4 were represented as pSK-BmLSP（I）-luc, pSKBmLSP（DI）-luc, p3Z-BmLSP（DMS）-luc 
and p3Z-BmLSP（DIMS）-luc, respectively. (b). The inactive MTE : 1,2 were represented as pSK-BmLSP（I）-luc, 
pSK-BmLSP（DM）-luc, respectively. (c). The EHIF: 1,2 were represented as pSK-BmLSP（DM）-luc, pSK-BmLSP（DMS）
-luc, respectively. The data were normalized by the β-galactosidase activity of normalization plasmids, the luciferase 
activity of pUL220-luc and the amount of protein. The data were from at least three separately experiments. 
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5.2.4 启动子上游区对 BmLSP基因启动子活性影响 

BmLSP基因 5'上游区存在家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区（-304 ~-593 bp）和失活的部

分水手转座子元件（-908~-1399 bp）。用 PCR技术与限制性内切酶酶切方法构建缺失失活的部分

水手转座子元件、缺失含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列的 BmLSP 基因启动子，以

考察上述序列对启动子活性的影响。 

用报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc， pSK-BmLSP（DM）-luc转染 BmN细胞，考察失活的部

分水手转座子元件对 BmLSP基因启动子活性影响。结果见图 5.6（b）。缺失水手转座子元件的启

动子活性比含水手转座子元件的提高 35.27%，经 SAS 软件统计分析，两者差异达极显著水平(F 

Value=42.50，Pr>F=0.0029<0.01)。表明失活的水手转座子元件对 BmLSP 基因启动子活性有一定

的抑制作用。 

用报告质粒 p3Z-BmLSP（DMS）-luc， pSK-BmLSP（DM）-luc 分别转染 BmN 细胞，考察

含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列对 BmLSP 基因启动子活性的影响。含家蚕丝素轻

链基因第一内含子同源区的序列的启动子活性是缺失的启动子活性的 4.42±0.28倍（图 5.6（c））

(F Value=349.87，Pr>F=0.0001<0.01)。表明含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列中存在

增强 BmLSP基因启动子活性的调控序列。 

 

5.2.5 各调控元件对 BmLSP基因启动子活性影响的比较分析 

为了比较分析各启动子的调控元件对 BmLSP 基因启动子活性影响，将五个报告质粒同时分

别转染 BmN 细胞，测 Luc 活力（见表 5.1）。结果与前述单独做的结果相似，以 BmLSP（I）启

动子活性为 100%， BmLSP（DI），BmLSP（DM），BmLSP（DMS），BmLSP（DIMS）启动子活

性分别为 18.07%，121.32%，31.24%和 7.17%。 

 
表 5.1 五种报告质粒在 BmN细胞中的 Luc活性 

Table 5.1 Luciferase activity of the five reporter plasmids in BmN cells 

 

报告质粒 
pSK-BmLSP（I）

-luc 

pSK-BmLSP

（DI）-luc 

pSK-BmLSP

（DM）-luc 

p3Z-BmLSP

（DMS）-luc 

p3Z-BmLSP

（DIMS）-luc

cpm 
1154.28±

140.22 
208.56±45.69

1400.35±

180.46 
360.59±56.36 82.77±10.34 

% 100±12.15 18.07±3.96 121.32±15.63 31.24±4.88 7.17±0.89 

 

注：数据经穿梭质粒的β-半乳糖苷酶活力、空载体 pUL220-luc的 Luc活力（18.26±6.9cpm）和总蛋白量校正，

数据为 3次平行实验的平均值。 

Note：The data were normalized by the β-galactosidase activity of normalization plasmids, the luciferase activity of 

pUL220-luc (18.26±6.9 cpm) and the amount of protein. The data were from at least three separately experiments. 
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5.2.6外源昆虫激素对 BmLSP基因启动子活性影响 

家蚕幼虫的生长发育主要是保幼激素（JH）、蜕皮激素（MH）两种激素相互作用，从而导致

家蚕发生眠、蜕皮以及化蛹（吕鸿声，1991）。BmLSP 为家蚕幼虫期特有，且与蚕的蜕皮有关

（Fujiwara et al，1991）。因此就保幼激素类似物（JHA）、MH两种昆虫外源激素在家蚕 BmN细

胞中对 BmLSP（DM）启动子活性的作用进行了探讨。  

BmN细胞转染换液后添加 JHA，使终浓度分别为 0、1、2、4、6、8μg/ml。在 27℃培养 48h

后收集细胞。1μg/ml JHA 处理，Luc 活力提高到对照的 2.97±0.30 倍(F Value=84.12，

Pr>F=0.0008<0.01)。 而 2、4、6 μg/ml JHA处理的 Luc活力，与对照无显著性差异(F Value=2.03，

Pr>F=0.1844>0.05)，8μg/ml JHA 处理的 Luc 活力仅为对照的 34.72±16.87%，达极显著差异(F 

Value=25.92，Pr>F=0.007<0.01)。表明 JHA对 BmLSP启动子转录活性影响呈现剂量依赖效应（图

5.7（a））。 

BmN细胞转染换液添加MH，使终浓度分别为 0、1、2、4、6μg/ml. 在 27℃培养 48h后收

集细胞。不同剂量的 MH对 BmLSP启动子转录活性的影响见图 5.7(b)。经 SAS软件统计分析，

不同剂量的 MH 对 BmLSP 启动子在 BmN 细胞中转录活性没有显著影响(F Value=0.56，

Pr>F=0.6958>0.05)。
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图 5.7 外源昆虫激素对 BmLSP基因启动子活性影响 
Fig 5.7 Effects of foreign insect hormones on the BmLSP promoter activity 

 
(a) JHA，(b)MH. 数据经空载体 pUL220-luc的 Luc活力和总蛋白量校正，以 0 µg/ml 激素处理的 Luc活力为 1。
数据为至少 3次平行实验的平均值。 
(a) JHA，(b)MH. The data were normalized by the luciferase activity of the pUL220-luc and the amount of 
protein. The data were from at least three separately experiments. 

 47



中国农业科学院博士学位论文                     第五章  家蚕幼虫血清蛋白基因（BmLSP）启动子特性分析 

 

5.3 讨论 
血清蛋白在幼虫的脂肪体细胞内合成，具有组织特异性（Mine et al，1995）。 BmN细胞是

来源于卵巢细胞而建立的细胞系，可能还具有一定程度的全能性。Sakurai（1990）曾用 BmN 细

胞的抽提物在体外对血清蛋白基因转录进行研究，表明基因能够真实有效地转录（Sakurai et al，

1990）。本实验在 BmN细胞中进行 BmLSP基因启动子活性研究，表明 BmLSP启动子能在 BmN

细胞中有效转录。我们曾尝试在家蚕体内进行瞬时表达，但脂质体包埋的报告质粒 DNA 可能无

法进入脂肪体细胞，从而没有检测出活性。 

家蚕幼虫期发育主要受激素的调控（吕，1991; Riddiford，1994）。每龄起蚕时体液中 JH含

量高，随着食桑时间的延伸，JH含量逐渐下降，而 MH含量增加，MH/JH达到一定比例时进入

眠期。人为使用过量的 JHA 或 MH 对蚕体生理有害（吕，1991）。BmLSP 在龄期初期转录本高

（Fujiwara et al，1991），1μg/ml JHA处理增强启动子活性暗示 BmLSP启动子区域内含有 JH的

正响应元件。至于高浓度的 JHA抑制 Luc表达，可能是由于高浓度 JHA对细胞正常生理有一定

的影响或其他不明原因所致。BmLSP启动子区虽然存在一个推定的蜕皮激素的负调控元件，而本

实验中 MH 对启动子的活性并没有影响，这可能是该调控元件不起作用，或者实验所用的 BmN

细胞中缺少MH调控该基因表达的信号传递过程的某个环节所致。 

水手转座子元件属于Ⅱ型转座子，具有保守的 D，D34~37D（R）阳性离子结合的功能基序，

广泛存在于无脊椎动物，为宿主基因的突变提供了条件，导致其基因组的多样性（Daneil et al，

1997）。在转座子的插入后，宿主 DNA为了降低因水手转座子元件的流动性造成的损害，在转座

酶编码区发生碱基突变、缺失或移码，无法正常编码转座酶，从而使水手转座子元件无法转位到

基因组其它位点。因而目前从基因组中发现的水手转座子元件绝大多数是失活的（Allan et al，

2000，Kumaresan et al，2004）。在家蚕基因组中大约有上千个水手转座子元件（Mita et al，2004；

Kumaresan et al，2004）。在丝素重链基因上游区也发现数个水手转座子元件，推测其参与了丝蛋

白基因的表达调控（Zhou et al，2003）。虽然转座子被认为是自私基因，但最近有证据表明它参

与其他正常基因的转录调控（Bushman，2004)。从本研究结果看，失活的水手转座子元件对邻近

的 BmLSP基因的表达有一定的负调作用。 

内含子是不连续基因转录后被剪除的 RNA序列对应的 DNA序列。虽然内含子曾被认为是无

意义的序列，但近年来越来越多的证据表明它也参与基因的表达调控。特别是第一内含子，存在

有 DNA复制、转录的调控元件 (Xie et al 2002; Bhattacharyya et al，1999 )。Takiya 和Martinez

等人根据实验结果推测家蚕丝素重链基因的第一内含子中含有对启动子转录起增强功能的调控

元件（Takiya et al，1990，1997；Martinez et al，2004），本研究中 BmLSP第一内含子、位于 BmLSP

基因 5'上游区的含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列，都能提高 BmLSP 基因启动子转

录表达活性，表明这两部分序列中存在类似增强子的调控序列。但经网上相关的昆虫转录调控元

件数据库检索，没有发现类似增强子序列，表明可能存在新的类似增强子序列，有待进一步研究

来确定。内含子与基因的时序性表达有关（Bhattacharyya et al，1999），BmLSP基因的幼虫期特

异性表达是否与内含子中的调控序列有关值得进一步探讨。 

另外，BmLSP的表达与丝素基因的表达是否存在一些关联呢？从本次实验结果来看，可能有
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存在 JH调控途径这个关联点，即 JH促进 BmLSP的转录表达，而抑制丝素基因的表达，从而出

现两者转录表达时期上相左，即每龄期前段 BmLSP 基因表达量高，而后期表达量少，特别是在

五龄后期，几乎不转录表达，而丝素基因的转录恰好相反，每个龄期末段都表达，五龄前表达量

少，仅供眠蚕固定位置之用，而五龄后期大量表达。另一种可能途径是 BmLSP 与丝素基因的启

动子调控序列中存在共同序列参与了它们协调表达，如水手转座子元件（BmLSP与 Fib-H共有），

BmLSP 上游区的 Fib-L 第一内含子区同源序列。从本实验结果可知，水手转座子元件对 BmLSP

基因表达存在一定抑制作用，而与 Fib-L第一内含子区同源的 BmLSP上游区对 BmLSP基因的表

达调控起增强作用。Zhou等人推测水手转座子元件参与了 Fib-H基因的表达调控（2000），Fib-L

第一内含子区含有大量的重复序列（Kikuchi et al，1992），可能也参与调控 Fib-L基因的表达。

这些序列如何参与基因的调控，以及是否参与了协调调控丝素基因、BmLSP基因有序表达，值得

进一步实验研究予以阐明。 
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第六章 野桑蚕、家蚕 HSC70-4 5'侧翼区的克隆与序列分析 

 
 

从果蝇染色体在热激、化学物质胁迫的条件下导致蓬松响应的现象，发现了编码热激蛋白的

基因家族(Petersen et al,1985)。胁迫诱导的染色体蓬松导致热激蛋白基因（heat shock protein gene，

HSP）的转录与表达，抑制其他正常蛋白的合成。随后发现几乎所有生物体的组织细胞对环境胁

迫都会产生保守的响应，其中主要是几种热激蛋白的合成(Lindquist et al, 1988)。在大多数的物种

中最主要与保守的胁迫响应蛋白是分子量为 70kd 的热激蛋白（HSP70），HSP70 基因是 HSP70

基因家族的一员。HSP70基因家族包括胁迫应急蛋白（HSP70s）和常态发育中也稳定表达的热激

同源蛋白（HSC70s） (Lizabeth et al., 1990; Pelham, 1986; Karouna-Renier, et al, 2003) 。 

HSP70s、HSC70s主要是作为分子伴侣参与了蛋白质的折叠、跨膜运输、变性蛋白的重折叠、

细胞蛋白的降解等细胞生命活动过程(Beckmann, et al, 1990; Deshaies, et al, 1988; Shei et al, 1992; 

Bercovich et al, 1997; Fink, 1999)，对细胞在常态条件下维持正常的细胞生命活动、在一定时间的

胁迫条件下也能生存下来具有重要生物学意义。 

果蝇 HSC70-4基因是一种组成型基因，在所有的组织细胞中大量表达，HSC70-4蛋白主要存

在于细胞核周围胞质纤维的网格中（Lindquist et al, 1988）。Lee et al （2003）从家蚕 r06品种中

克隆了 HSC70-4 基因的编码区与启动子区域，BmHSC70-4 是由 1 个内含子间隔的 2个外显子组

成，编码649个氨基酸残基，与果蝇和烟草天蛾的HSC70-4的同源性分别为89%和96%。用RT-PCR

法检测发现，BmHSC70-4基因在精巢、卵巢、丝腺、脂肪体、中肠以及血液淋巴等细胞组织中都

有高量表达，且在 BmN 细胞中呈现对热激处理不敏感性，并对启动子转录活性进行了检测，发

现其转录活性比杆状病毒 ie-1的启动子高 2倍左右。 

本实验根据 r06 BmHSC70-4基因 5'侧翼区的序列，设计一对引物，PCR法从野桑蚕、家蚕苏·菊

×明·虎基因组 DNA中分别克隆了野桑蚕的 BmandHSC70-4基因 5'侧翼区（The 5' flanking region 

of Heat Shock Cognate 70-4 gene, Bombyx mandarina, BmandHSC70-45'FR）和家蚕苏·菊×明·虎

的 BmHSC70-4基因 5'侧翼区（The 5' flanking region of Heat Shock Cognate 70-4 gene, Bombyx mori, 

BmHSC70-45'FR（Suju×Minghu）），进行了测序比较分析，推测了可能的顺式调控元件，以供进

一步的启动子功能特性分析。 
 
6.1材料与方法 
 

6.1.1试验材料 

见 4.1.1和 3.1。 

 

6.1.2 引物的合成 

根据已报道的家蚕 r06的 BmHSC70-4序列（GenBank Acession NO AB084923）设计一对引物，

分别导入 EcoRI、BamHI限制性内切酶的酶切位点。由上海生物工程公司合成。 
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Forwards:  5'-AAG AAT TCC TGG GTT AGG CGC TCG TCG T-3' 

Reverse:   5'-AAG GAT CCA GTC TTG TTA CTT GTT CTT AAA ACA-3' 

 
6.1.3野桑蚕、家蚕基因组 DNA的提取 
   见 3.2.12。 

 
6.1.4 PCR法克隆野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区片段及其纯
化 
   分别以经碱变性后的野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎基因组 DNA为模板，94 ℃预变性 2 min，

94℃ 15 s，53℃ 1 min 45 s，72℃ 2 min，35个循环，72℃延伸 7 min。 

   PCR产物经凝胶电泳分离目的大小片段，用 glassmilk法纯化、回收。 

 
6.1.5野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区片段的亚克隆与测序 
   将 pGEM3Z和回收的 PCR产物分别用 EcoRⅠ/BamHⅠ双酶切后，经 T4DNA连接酶连接，转

化于 E. coli TG1。筛选出重组质粒 p3Z-BmandHSC70-4、pSK-BmHSC70-4（Suju×Minghu），具体

克隆方法参照文献（Sambrook, et al,1989）。经酶切鉴定正确的重组质粒 DNA用于测序。由大连

宝生物技术有限公司测定序列。 

 
6.1.6 序列分析与可能顺式调控元件的预测 

用 DNASTAR、BLAST和MatInspector软件进行序列分析，同源序列检索与顺式调控元件

的预测。 

 

6.2 结果与分析 
 
6.2.1野桑蚕、家蚕苏·菊×明·虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区片段的扩增 
   

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定（见图 6.1），获得约 1.4 kb DNA片段，与 Lee(2003)报

道的相应片段大小一致，表明已经获得目的大小的片段。经相应的限制性内切酶酶切，亚克隆到

pGEM3Z质粒，进行测序。 

 

6.2.2 野桑蚕和家蚕苏·菊×明·虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区片段的测序结果与序列
分析 

BmandHSC70-45'FR、BmHSC70-4（Suju×Minghu）5'FR经 sp6和 T7测序后，测得完整序列。

结果见图 6.2。所测的序列已经登陆 GenBank，序列号分别为 AY342387、AY339064。长度分别

为 1469bp、1429bp，涵盖了部分第一外显子和启动子区。两者的同源性为 72.8%，与相应家蚕 r06

的 HSC70-4基因序列同源性分别为 76.4%、97.5%。 

家蚕与野桑蚕之间差异主要以片段缺失为主，分别有长度为 3、5、13、21bp 的片段缺失，

从而使家蚕与野桑蚕的 HSC70-4同源性较低。 
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在 MatInspector软件上检索，在启动子区域内推测了可能存在的顺式作用元件有 6个 GATA

盒、2个 CAAT盒和 2个热激响应因子（HSF）结合元件，具体位置见图 6.2。但没有发现经典的

TATA盒与 GC盒。 

所获得的序列在 GenBank 上检索同源序列结果显示，BmandHSC70-4、BmHSC70-4

（Suju×Minghu）与其他热激蛋白基因的 5'侧翼区同源性很低，从而无法检索出来。 

 

6.3 讨论 
   

HSC70-4 基因编码区在物种间的保守性较高（Papadimitriou, et al, 1998），家蚕 Bm HSC70-4

编码氨基酸残基与烟草天蛾 HSC70-4、粉纹夜蛾 HSC70-4，黑腹果蝇 HSC70-4，HSC70-1的同源

性分别高达 97%，96%，89%，82%。甚至与人 HSC70、70-1的同源性达到 85%，82%（Lee et al，

2003）。但其 5'侧翼区往往变化较大，同源性较低（Karouna-Renier, et al, 2003），以致于在网上检

索不到同源性高于 20%的同源序列。野桑蚕与家蚕血缘关系比较近的两个物种，HSC70-4 基因
5'侧翼区同源性也仅为 72.8%，而两者幼虫血清蛋白基因（BmLSP）的 5'侧翼区的同源性高达 96.4%

（唐 等, 2003）。 

一般认为家蚕和野桑蚕是在至少 5000年前从共同祖先原野桑蚕进化而来（吕, 1991；Martinez 

et al，2004），在室内驯化，由于饲养环境的变化，人为地给予较为恒定的适合家蚕生长发育的温

湿度，象“宝宝”一样侍侯，温度骤变的可能性较在野外生长的野桑蚕小，因而作为热激等逆环

境条件的响应蛋白基因的调控区在进化上可能较为频繁，而野桑蚕一直在野外风餐露宿，在高度

恶劣的环境选择压下，可能与原野蚕的保持一致，从而导致家蚕与野桑蚕的 HSC70-4 基因的 5'

侧翼区同源性较低。 

从推测的顺式作用元件来看，在野桑蚕的 1个 GATA处有一碱基的突变，其他的调控元件三

者完全一致。令人不解的是在转录起始位点后非翻译的转录区，第六碱基开始，家蚕苏·菊×明·虎

出现 TTATTG五个碱基插入，而野桑蚕与家蚕 r06完全一致（见图 6.2）。 

本实验所克隆的野桑蚕和家蚕苏· 菊×明· 虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区涵盖了部分第一外显

子、启动子区、HSF以及其他一些功能元件，可以供进一步的启动子功能分析。 
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图 6.1  PCR产物的电泳鉴定 
Figure 6. 1 Identifications of PCR products by gel electrophoresis  

 

1. 标准 DNA分子量Marker:λDNA/ HindⅢ 2. 野桑蚕  3. 家蚕苏·菊×明·虎  

1. Marker:λDNA/ HindⅢ,2 .Bombyx mandarina  3. Suju×Minghu，Bombyx mori  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 6.2 野桑蚕 HSC70-4基因 5'侧翼区（M）和家蚕苏·菊×明·虎的 HSC70-4基因 5'侧翼区（S）序列及其与家

蚕 R06的 HSC70-4基因 5'侧翼区（R）的比较 
Figure 6.2  Nucleotide sequence of the BmandHSC70-45'FR（M）, the BmHSC70-45'FR (Suju×Minghu)（S） and their 

alignments with BmHSC70-45'FR（R07）（R） 
 

短线(-)表示缺失，园点(·)表示与野桑蚕 HSC70-45'FR相同，方框区为推定的顺式作用元件。 
Dashes represent deletions. Dots represent the same nucleotide as the BmandHSC70-4P. The rectangle shows the 
deduced cis-regulation elements. 
见下一页
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1        M CCTGGGTTAG GCGCTCGTCG TTTTAATAAA TTCATGTTTC GTAATCTCTT AATCTCAAAC GATAGTGACT GACAGACAAC 
1        R ·········· ·········· ·········· ···T······ ·········· ·········· ··A···AG·· ·········· 
1        S ·········· ·········· ·········· ···T······ ·········· ·········· ··A···GG·· ·········· 
                                            CAAT BOX 
81       M TTGCATCTGA CGAGGTCATG AATCCAATCC AATAGCTATT GTATAATTTG ATCACTCTGA TTGCGAGCAT GGCAAAAACA 
81       R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········A ·········· ··A······· ··T··----- 
81       S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········A ·········· ··A······· ·····----- 
 
161      M TTTAAGTACG AAAATAAGCC TATAAAGGAT TTGGCTGTAT GAGTTTTGAT CTCTTTCGTT ATTCAGTTGA ACGAGAACAA  
156      R --------·· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
156      S --------·· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
                                                                        GATA.1 
241      M CAAAAAGTCT ATGGCATATG GTGTAGTGTT GTATATAATT TCAAACGATA AATAATTTAA TTTATTTTAC TTTCTTAGCT  
228      R ·········· ·········· -········G ·········G ·········· ···C······ ·········· ·········· 
228      S ·········· ·········· -········· ·········· ·········· ···C······ ·········· ·········· 
 
321      M ACTCACTTAA TTCTTAGTTA CAATCTGAGA CCTTGTTCGT TCACGAAGCC CGCTATAGAA AGCAGAGTAA TAATACACTT  
307      R ·········· ·········· ·······G·· ·········· ·········· ·········· ·········· ··---····· 
307      S ·········· ·········· ·······G·· ·········· ·········· ·········· ·········· ··---····· 
 
401      M GTCACTTGAC ATTGGCGAAA TCTAAAAGGA AACGCCATAA ACCCAATAGA TAGATAGATG TTTTACTTTC AGTAAAGTTC  
384      R ·········· ·········· ·········· ·········· ·····----- ·········· ·········· ·········· 
384      S ·········· ·········· ·········· ·········· ·····----- ·········· ·········· ·········· 
                                       GATA.1               GATA.2                                         HSF.03 
481      M AGATTATTTT GAACTTTTTT CTTGATAAAA TAATGAACTT TGATAAAATA ATGTATGCAG AATGCTAAAG TAGAGACTTC  
459      R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·····C···· ·········· ·········· 
459      S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·····C···· ·········· ·········· 
 
561      M TCCAAATATA GTAATTTACA GGCTACGACT TTATGCTTTC GTGGCTGATA GTTTGTTATT TACCGAAAAA ATATACATTA  
539      R ·········· ·········· ·········· ·········· ········C· ·········· ·····T···· ·········· 
539      S ·········· ·········· ·········· ·········· ········C· ·········· ·C···T···· ····C····· 
 
641      M CCTTACAGGT AAGTTTTAGC GCATTAAATA GTAATATTCA GCCACATTAT TTTTAAAGCA CGGGAAGGTA TAGACATGCG  
619      R A·······-· ·········· ·T········ ·········· ····T····· ······G··· ···A···-·· ·········· 
619      S ····C···-· ······-··· ·T········ ·········· ····T····· ···-··G··· ···A···-·· ·········· 
                       GATA.3 
721      M TAGAAGGCAT AGATATGACT ATACTATACA TATAATTGGT CTATAATGCC TCCAAAGTGG GAGTAATCCA TGAAAACAAG 
697      R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
695      S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
                                 GATA.1 
801      M AAGAACCATA AATTAATTGA TAATATATAA ATGTACATAC ATGTGATAGC ATTTTAGATT TTTTTACTTT GATGATGTTT  
777      R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
775      S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
 
881      M ACATATTTTT TTCTAAAATT ACTTTTGATT CTGATTTGTT TGATTTTGCA ATAAGCAAGT TTAGCTTCAA GGCCAAAACA  
857      R ····T·GG·· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ······---- 
855      S ····T····· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ······---- 
 
961      M GCATTTAACC CTACAAACAA TCCAAAATTC TAGTTACAAT GCCAAAAAAT CCACTTCAGA TAGTACCAAT ATTTGAAATT  
933      R ---------- -------··· ·······C·· ·········· ·········· ·······G·· ·G········ ····T····· 
931      S ---------- -------··· ·······C·· ·········· ·········· ·······G·· ·C········ ····T····· 
 
1041     M TAAAAAAAA- TTGTGAATCG TGTATGTTTT CATATTATTA TACACAGTTT TTATTTAGGT TTACTGTTTT GTCGTAGAAT  
996      R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ···G······ ·········· 
994      S ·········· ·········· ·········· ·········· ······T··· ·········· ···G······ ·········· 
 
1120     M TTAACAACAA TTTAAGAATT TTATGCAAGG TAAATTTTAT TTTGGACTCG ATTAATTAAA ACACGAGGAC ATCACTTTAG  
1076     R ·········· ·····C···· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
1074     S ·········· ·····C···· ·········· ·········· ·····G···· ·········· ·········· ·········· 
                                                                         CAAT BOX 
1200     M ATATTGACGT AGTATTTCGT AATCCATAAT ACGGCAACAG CATTGACCAT CCAACCAATA GCCTTTCACT GCGTCGAGCT  
1156     R ·········· ·-········ ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
1154     S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
                             GATA.1                 HSF.04 
1280     M AGCTGTGTTC TGATTGGATA ATTGACGGAA TGTTCCAGAA TTTCCTAGTG ACGTCTGAGC TAGTGACGCA TCGAGTATGT  
1235     R ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
1234     S ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· ·········· 
                                                           TSP 
1360     M ACTTCATGTA CAAAAACGGA ACTCGACGAT TCGAATTG-- ----AATCAT TTACTGAAGA GAAGCCGTCA ATCGCGCACG  
1315     R ·········· ·········· ·········· ········-- ----······ ·········· ·········· ·········· 
1314     S ·········· ·········· ·········· ········TT ATTG······ ·········· ·········· ·········· 
 
1434     M TTTGTTGAGT TGTTTTAAGA ACAAGTAACA AGACTG 
1389     R ····C····· ·········· ·········· ······ 
1394     S ····C····· ·········· ·········· ······ 
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第七章  家蚕 HSC70-4基因启动子的功能分析 
 

HSC70-4基因是热激蛋白 70（HSP70）的同源基因。一般来说，HSP70在常态下表达量极低，

在胁迫条件下其转录与表达急剧增加，而 HSC70-4在常态下能稳定表达，且表达量较高，在胁迫

条件下表达量提高往往不明显（Craig, et al, 1983；Rybczynski, et al, 2000）。 

Lee 等人（2003）用 RT-PCR半定量法检测发现，BmHSC70-4基因在精巢、卵巢、丝腺、脂

肪体、中肠以及血液淋巴等细胞组织中都有高量表达，且在 BmN 细胞中呈现对热激处理不敏感

性，并对启动子转录活性进行了检测，发现其转录活性比杆状病毒 ie-1的启动子高 2倍左右。  

最近有报道 HSC70-4 的表达受到氨基酸类似物、蛋白体抑制剂、20 羟基蜕皮酮、双丁酰基

cAMP、PTTH、保幼激素类似物（JHA）、4-苯基丁酸钠、乙醇等因子的影响，同时还受到各种细

胞间信号影响（Hunt, et al., 1999 ; Rybczynski, et al., 2000; Rubenstein, et al. 2000）。HSC70基因的

表达还受到生物体的发育时期、组织的类型、细胞的周期等因素的影响（Craig, et al., 1983; Hung, 

et al., 1998; Hunt, et al., 1999 ; Rinehart, et al., 2000 ；Rybczynski, et al., 2000; Karouna-Renier, et al., 

2003）。 

因而本研究采用准确度与灵敏度高的 luc作为报告基因，对 BmHSC70-4基因的启动子功能进

行分析研究，在细胞与家蚕体内瞬时表达系统，考察了热激、冷激、外源昆虫激素处理对启动子

转录活性的影响，以及在五龄家蚕不同发育阶段的启动子活性变化规律。 

 

7.1.材料与方法 
7.1.1材料 
见 3.1。 

穿梭质粒 pSK-ie1-β-gal-hr3由本实验室构建保存(周, 2002)。 

 

7.1.2 方法 
7.1.2.1报告质粒的构建 
 
从质粒 pUL220-luc 中用 BamHI 限制性内切酶切下荧光素酶基因（ luc），亚克隆到

pGEM3Z-BmHSC70-4质粒，位于启动子下游，Xba I酶切鉴定 Luc接入方向正确，获得报告质粒

p3Z- BmHSC70-4-luc。构建流程见图 7.1。 

      

7.1.2.2 质粒的提取、酶切、DNA片段制备、连接与转化 均参照文献（Sambrook et al，

1989）进行。细胞培养方法参考 Summers, et al.( 1987)。 

 

7.1.2.3 报告质粒在细胞内的转染、激素处理、热激处理和瞬时表达 
 
约为 5×105个细胞接种 12 cm2 培养瓶，27℃贴壁培养过夜。倾去含 10%胎牛血清 TC-100
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培养基，用无血清 TC-100 培养基洗细胞 2 次后，每瓶加 1ml 无血清 TC-100 培养基。在 100μl

反应体系中加入 1μg 报告质粒 DNA 和 5μl阳离子脂质体，充分混匀，27℃静置 15min后，逐

滴加入培养瓶中，边滴边混匀。细胞在无血清 TC-100培养基 27℃培转染 4-6 hr后，倾去原培养

基，每瓶加 3 ml含 10%胎牛血清 TC-100培养基。激素处理的试验，换液后立即添加相应的激素。

热激处理的试验，在转染细胞培养 7 hr后，37℃热激 2 hr，转至 27℃培养。除激素处理外的转染

试验都以 0.5μg穿梭质粒 pSK-ie1-β-gal-hr3 DNA作为内对照系统，以转染 pUL220-luc的细胞

作为空白对照。按文中所转染时间收集细胞。以上每种处理至少有 3个重复，每批实验至少重复

3次。 

 

7.1.2.4 报告质粒在家蚕蚕体内的转染、激素处理、热激处理、冷激处理和瞬时表达 
 

在 20μl 反应体系中加入 1μg 报告质粒 DNA 与 5μl 阳离子脂质体，充分混匀，27℃静置

15 min后。选择重量相近的 5头蚕为一组，每头家蚕注射 20 µl DNA脂质体转染液。每个处理 3

个重复，每批实验至少重复 3次。 

激素处理：在五龄饷食后 36 hr，按文中要求剂量，MH直接注射入家蚕体腔，JHA体喷蚕体

体表，处理 12 hr后，进行 DNA转染。蒸馏水处理为对照区。转染 48hpt时收集血淋巴细胞。 

热激处理：每头四/五龄家蚕在饷食后 24 hr，注射 10/20 µl含由脂质体包埋的质粒 DNA转染

液，质粒转染 30 hpt后，再在 37℃培养箱热激处理 2hr，无热激处理为对照，转染 36 hpt时收集

血淋巴细胞。 

冷激处理：每头五龄家蚕在饷食后 24 hr注射 20 µl含由脂质体包埋的质粒 DNA转染液，质

粒转染 30 hpt后，再在-15 ℃冷藏箱冷激处理 15 min，无冷激处理为对照，转染 36 hpt收集血淋

巴细胞，经处理后进行酶活力的测定。 

 

7.1.2.5细胞和蚕血淋巴抽提物的制备及 Luc活力的测定 
 
将细胞收集于 1.5mL Eppendorf 管中，4℃、10000g离心 5 min，去上清，沉淀用 1ml 1×PBS

洗涤 2次，沉淀用 400µL 1×细胞裂解液裂解；裂解物冻融一次，离心后取上清测定 Luc活力（Idahl, 

et al，1986），平行测定穿梭质粒校正系统 β-galactosidase比活（Jeffrey，1992）和总蛋白浓度（Moos 

M.，1995），以校正 Luc的 cpm值。每 5头家蚕血淋巴收集于 1.5mL Eppendorf 管中，抽提物的

制备及 Luc活力和总蛋白浓度测定的测定方法同细胞。 

获得的数据用 SAS软件进行处理统计，用 Sigma Plot 软件制图。 
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第一节   
 
 

pGEM3Z 

(2.74 kb) 

T7 

SP6

AmpR 
 
 
 
 
 
 EcoR I/BamHI
 
 
 EcoR I/BamHI

BamH I
BamH I

 
 
 
 
 

 

pBm/Bmand HSC70-4 
(~4.1kb) 

EcoRI 

BamHI 

HSC70-4 AmpR

ligation

EcoRI

多克隆位点  

SalI  

HindIIIPstISmaI

BamHI  SphI

XbaI  SacI

KpnI

 

pUL220 
(~4.49 kb) 

SalI 
BamHI 

XbaI 

BamHI
SalI 

Luc 

AmpR 

ligation

BmHSC70-4/BmandHSC70-4 
PCR fragments 

BamHI EcoR I 

 

pBm/Bmand HSC70-4-luc 

(~5.9 kb) 

EcoRI 

BamHI

BamHI 

HSC70-4 

Luc

AmpR

XbaI

 
图 7.1 质粒 pBm/Bmand HSC70-4-luc的构建图解 

Fig 7.1 Diagrammatic representation of the functional constructions pBm/Bmand HSC70-4-luc 
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7.2. 结果与分析 

7.2.1报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc的酶切鉴定 

通过 PCR法与酶切法构建的报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc，各过程经酶切，都出现预期大小

的目的条带，证明质粒构建过程正确（见图 7.2），可用于启动子功能研究分析。 
 

 

 
 

图 7.2  质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc和 p3Z-BmandHSC70-4-luc酶切鉴定 
Fig 7.2  Restriction analysis of the p3Z-BmHSC70-4-luc and p3Z-BmandHSC70-4-luc 

 
注：1、6分别为为从野桑蚕、家蚕基因组 DNA扩增的 HSC70-4基因启动子 PCR片段，2为 p3Z-MandHSC70-4
被 EcoR I/BamH I双酶切；3、4分别为 p3Z-MandHSC70-4-luc被 BamH I、Xba I 单酶切；5为 pGEM3Z被 BamH 
I单酶切；7为 p3Z-BmHSC70-4被 EcoR I/BamH I双酶切；8、9分别为 p3Z-BmHSC70-4-luc被 BamH I、Xba I 单
酶切；10为λDNA/Hind III Marker。 
Note: 1,6 was PCR fragment of BmandHSC70-4 and BmHSC70-4 promoter from Bombyx mandarina and Bombyx mori,, 
respectively; p3Z-BmandHSC70-4 (2) and p3Z-BmHSC70-4 (7) were digested by EcoR I/BamHI; 
p3Z-BmandHSC70-4-luc was digested by BamHI (3) and XbaI (4); p3Z-BmHSC70-4-luc was digested by BamHI (8) and 
XbaI (9); pGEM3Z was digested by BamHI (5); λDNA/Hind III Marker(10)。 

7.2.2在常态下 BmHSC70-4启动子的转录活性 

在 BmN细胞中，分别在转染换液后 6 hpt、12 hpt、18 hpt、24 hpt、36 hpt、48 hpt、60 hpt、

72 hpt收集细胞，以考察报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc的表达时相，在 6 hpt虽然能检测到 Luc

的活性，但很微弱。随着转染时间的延长依次上升，到 48 hpt时达到最高，60 hpt、72 hpt与 48 hpt

持平。结果见图 7.3。 

在异源的秋粘虫 sf21细胞中，转染后 12 hpt才检测到 BmHSC70-4启动子的转录活性，经校

正后的每微克细胞抽提物的 Luc活力为 80±18.18 cpm，24 hpt为 1401.15±117.97 cpm，48 hpt

为 18367.57±1763.20 cpm分别只有相应时间在 BmN细胞中活力的 4.37%，8.50%和 10.77%。说

明 BmHSC70-4启动子虽然能在异源 sf21细胞中转录，但比同源细胞中的活性低得多。 

家蚕饲养至五龄饷食后 48hr，经阳离子脂质体包埋的 p3Z-BmHSC70-4-luc转染液注射到家蚕
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的体腔，在 48 hpt收集蚕血淋巴细胞，经校正后的每 20微克细胞抽提物的 Luc活力为 7298.63±

1005.76 cpm。 
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图 7.3 报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc在 BmN细胞中的表达时相 

Fig7.3 The profiles of luciferase activity in BmN cells transfected with p3Z-BmHSC70-4-luc. 
 

Y轴数据表示经校正后每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力（每分钟光量子数表示）；X轴数据表示转染时间（hpt）；

每个转染时共转染穿梭质粒；转染 pUL220-luc质粒细胞为空白对照；数据至少来自三次实验的平均值。 

The luciferase activity is indicated on the Y axis as the counts per minute (cpm). The investigating time is presented on X 

axis as hour post-transfection (hpt). The β-gal normalizing system was introduced into each transfection. Each reaction 

contained 1μg of the protein extracted from BmN cells. The cells, transfected with pUL220-luc DNA, served as the 

blank control. The results represented average from three separate transfections. 

 

7.2.3热激处理对 BmHSC70-4启动子在 BmN、Sf21细胞和蚕体内的转录活性的影响 

BmN细胞转染换液后，培养 7hpt，37℃热激 2 hr后移至常温 27℃培养。按热激后 0 hr、3 hr、

9 hr、15 hr收集细胞，以考察热激处理对 BmHSC70-4启动子在 BmN细胞中的转录活性的影响。

结果如图 3所示。BmHSC70-4启动子转录活性热激处理后 0 hr、3 hr比对照增加 4.22±1.08、4.40

±0.57倍。而热激处理后 9 hr、15 hr没有显著差异（F value=0.06, Pr>F=0.8196>0.05）(见图 7.4)。 

在异源的秋黏虫 sf21细胞中，热激效果更明显。热激处理后 0 hr、3 hr、9 hr、15 hr，BmHSC70-4

启动子转录活性分别增加 3.90±0.14、5.05±0.06、11.08±0.57 和 3.90±1.18倍(见图 7.4)。 

在四龄、五龄家蚕饷食后 24 hr转染 DNA，转染后 30 hpt时，37℃热激 2 hr后移至正常条件

下饲养，转染 36 hpt时收集血淋巴细胞。在四龄家蚕体内，热激处理提高 BmHSC70-4启动子的

转录活性达 3.11±0.88倍；而五龄期热激处理后，BmHSC70-4启动子转录活性，仅为对照的 57.24

±3.64%，显著低于对照，显示一定的抑制作用。 
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图 7.4 在 BmN 和 sf21细胞中热激处理对 BmHSC70-4启动子的影响 

Fig 7.4  Effects of heat shock treatment on the transcriptional activity of Bmhsc70-4 promoter in BmN 
cells and Sf 21 cells 

 
Y轴数据表示热激处理增加每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力倍数（对照设为 1.00）；X轴表示转染时间（hpt），

括号内表示热激后的时间（小时）；每个转染时共转染穿梭质粒；转染 pUL220-luc质粒细胞为空白对照；数据至

少来自三次实验的平均值。 
 
The increments of luciferase activity is indicated on Y axis as stimulating folds by heat shock treatment over the cells 
without treatment which was arbitrarily set at 1.00. The investigating time is presented on X axis as hour(s) 
post-transfection (hpt) and hour(s) post-heat-shock in parentheses. The β-gal normalizing system was introduced into 
each transfection. The cells, transfected with pUL220-luc DNA, served as the blank control. Each reaction contained 1μ
g of the protein extracted from cells. The results represented the mean ±S.D. (error bars) from triplicate samples in three 
separate transfections. 
 

7.2.4 冷激处理对 BmHSC70-4启动子在五龄家蚕体内转录活性的影响 

在五龄家蚕饷食后 24hr转染，转染后 30 hpt后，在-15℃冷激 15 min后移至正常条件下饲养，

转染 36 hpt时收集血淋巴细胞。发现冷激处理的 Luc活力与对照的没有显著差异（F value=0.25, 

Pr>F=0.6449>0.05）。 

7.2.5 BmHSC70-4启动子在五龄家蚕不同发育阶段的转录活性 

五龄家蚕饷食后 48hr转染，在转染后 12 hpt、24 hpt、36 hpt、48 hpt、60 hpt、72 hpt、84 hpt、

96 hpt、108 hpt、120 hpt、132 hpt收集蚕血液淋巴细胞，其中转染后 108 hpt为熟蚕，132 hpt为

已经吐出部分蚕丝的蚕。 

在五龄家蚕不同发育阶段，报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc的表达活性见图 7.5。转染 12 hpt

检测到家蚕血淋巴细胞 Luc 的活力，以后逐渐升高至 48 hpt，20μg 细胞抽提物 Luc 的活力达

7298.63±1005.76cpm。48-72 hpt基本保持一致，72 hpt到 96 hpt逐渐升高至 16299.05±2755.68 
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cpm，到 108 hpt（熟蚕）达到顶点,为 37124.44±6237.30 cpm。而吐丝后显著下降,132 hpt（吐出

部分蚕丝）时 7815.05±762.28 cpm。这结果表明 BmHSC70-4启动子在蚕体内的转录活性随发育

时间不同而有所波动，且到熟蚕期达到最高，吐丝后急速下降。 
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图 7.5 家蚕五龄不同发育阶段对 BmHSC70-4启动子转录活性的影响 

 
Fig 7.5 The change pattern of the transcriptional activity of Bmhsc70-4 promoter during 5th instar stage 

in silkworm larvae. 
Y轴数据表示经校正后每 20微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力（每分钟光量子数表示）；X轴表示转染时间（hpt），

括号内表示五龄饷食后的时间（小时）；108hpt时，家蚕进入熟蚕期；转染 pUL220-luc质粒细胞为空白对照；数

据至少来自三个平行实验的平均值。 
 
The luciferase activity is indicated on the Y axis as the counts per minute (cpm). The investigating time is presented on X 
axis as hour(s) post-transfection (hpt) and hour(s) after 5th instar ecdysis in parentheses. At 108 hpt, the larvae enter 
wandering stage and start to spin silk. Three larval hemolymph were collected as a sample. The larva, transfected with 
pUL220-luc DNA, served as the blank control. Each reaction contained 20μg of the protein extracted from larval 
hemolymph cells. The results represented the mean ±S.D. (error bars) from triplicate samples in three separate 
transfections. 

 

7.2.6外源昆虫激素对 BmHSC70-4启动子转录活性的影响 

在五龄家蚕饷食后 36hr用 50mg/kg，100mg/kg，150mg/kg JHA三种浓度体涂蚕体背部，空

白对照用蒸馏水体涂。JHA处理家蚕 12hr后，进行报告质粒 DNA转染，在常规条件下饲养，转

染 48 hpt后，收集蚕血淋巴细胞。经 SAS软件统计分析 JHA处理的 Luc活力与对照没有差异（F 
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value=0.22, Pr>F=0.8796>0.05）（表 7.1）。 

在五龄家蚕体内，每头家蚕分别注射 0（蒸馏水）、1、3、5μgMH，12hr后转染，转染 48 hpt

收集蚕血细胞，结果见图 7.6。低浓度 1、3μg MH处理分别提高启动子转录活性 2.68±0.43倍、

2.05±0.52 倍，高浓度 5μgMH 处理经 SAS 软件统计分析不影响其活性(F value=0.01, 
Pr>F=0.9608>0.05)。 

 

 
JHA Concentrations 

(mg/Kg) Mock(0) 50  100  150 

Luciferase activity 
(cpm) 

15566.14±
1996.36 

15654.36±
2428.79 

15510.64±
1813.58 

16716.75±
2169.13 

 
表 7.1 在五龄家蚕体内不同 JHA浓度对 BmHSC70-4启动子的转录活性的影响 

Table 7.1 Effects of different dose of JHA on the transcriptional activity of Bmhsc70-4 promoter in 5th 
instar silkworm larvae 

经校正后每 20微克细胞抽提液蛋白的Luc活力（每分钟光量子数表示）；48hpt收集蚕血淋巴细胞；转染 pUL220-luc

质粒家蚕为空白对照；数据至少来自三次平行实验的平均值。 
 
Luciferase activity is indicated as counts per minute (cpm). Three larval hemolymph were collected as a sample at 48 hpt. 
Each reaction contained 20μg of the protein extracted from larval hemolymph cells. The larva, transfected with pUL220 
DNA, served as the blank control. The results represented the mean ±S.D. from triplicate samples in three separate 
transfections. 
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图 7.6 在五龄家蚕体内不同剂量MH处理对 BmHSC70-4启动子的转录活性的影响 

Fig 7.6 Effects of different dose of MH on the transcriptional activity of BmHSC70-4 promoter in 5th 
instar silkworm larvae 

 
Y轴数据表示 MH处理增加每 20微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力倍数（对照设为 1.00）；转染 pUL220-luc质粒
家蚕为空白对照；数据至少来自三次实验的平均值。 
The increase of luciferase activity is indicated on Y axis as stimulating folds by MH treatment over the larvae without 
treatment, which was arbitrarily set at 1.00. Each reaction contained 20μg of the protein extracted from larval 
hemolymph cells. The larva, transfected with pUL220-luc DNA, served as the blank control. The results represented 
average from three separate transfections. 
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7.3 讨论 

HSC70-4基因是一种组成型的基因，在常态下表达量比较高，其表达产物参与细胞的生命活

动（Craig, et al, 1983, Rybczynski, et al, 2000），本研究也证实了在常态下 BmHSC70-4启动子有很

高的活性。 

在不同的发育阶段呈现出表达量的变化（Craig, et al, 1983; Hung, et al, 1998; Hunt, et al,1999 ; 

Rybczynski, et al, 2000; Karouna-Renier, et al, 2003）。在五龄期家蚕幼虫中，BmHSC70-4启动子转

录活性随着转染时间有所变动，到熟蚕时活性最高，开始吐丝后遽然下降。另外在虫蛹变态期，

BmHSC70-4启动子的活性虽然能检测到，但很弱。 

这可能有三种原因：一是与蚕体内蛋白质合成特性有关，即五龄后期大量合成丝蛋白（吕, 

1991），需要大量的 BmHSC70-4蛋白作为分子伴侣参与新合成的丝蛋白质的折叠、跨膜运输等生

命过程，而在吐丝期丝蛋白合成几乎停止，因此 BmHSC70-4的表达量也随之下降。 

二是与体内的激素浓度变化有关，五龄期家蚕体内的MH逐渐升高，到熟蚕时达到最高，而

后下降。这从本研究在五龄添加外源昆虫激素MH（1-3μg/头蚕）导致活性显著升高的实验结果

得以证实。  

三是有可能报告质粒 DNA在家蚕体内由于时间偏长而降解，导致吐丝后 Luc活性遽然下降，

为此，我们在五龄饷食后 120 hr（距熟蚕期 36 hr）注射转染报告质粒 DNA，考察熟蚕、吐丝期

的 Luc活性，呈现相一致的结果。因而排除了这种可能性。 

有些物种的 HSC70-4 基因对热激诱导不敏感，也有可能是该基因在常态下表达量高，从而
使热激效果在高背景的条件下不易检测出来（Rybczynski et al, 2000）。在 BmN细胞中，Lee(2003)

采用 RT-PCR半定量法，在 37℃和 42℃热激处理对 BmHSC70-4转录并无影响。本研究用 Luc作

为报告基因，其灵敏度高，在 BmN 细胞和四龄家蚕幼虫体内，热激处理可以提高启动子转录活

性达 3-4倍。而在五龄家蚕幼虫体内，热激对启动子转录活性呈明显的抑制作用。这可能与家蚕

四龄期耐高温性能比五龄期强（吕，1991）有关，其机理有待于进一步研究。 

HSC70-4 基因在物种间的保守性较高（Papadimitriou et al, 1998），在异源的秋黏虫 sf21细胞

中 BmHSC70-4启动子仍有相当的活性。有趣的是，BmHSC70-4启动子在秋黏虫 sf21细胞中热激

效果比 BmN细胞中更显著，高达十几倍。这可能在常态下异源的 sf21细胞中的表达量较低，热

激后激活了热激响应元件的反式作用因子，或者 sf21细胞本身对热激较为敏感，从而提高了启动

子的转录活性。 

有报道冷激对 HSC70-4 基因的表达有诱导作用（Rinehart et al, 2000），本研究也尝试了在家

蚕幼虫（-15 ℃，15min）中冷激处理对 BmHSC70-4启动子转录活性的影响，发现在冷激对其没

有显著的作用。 

HSC70-4参与蜕皮激素的受体初级装配，与蜕皮激素响应元件相结合的受体区域结合，然而

在烟草夜蛾的前胸腺中，MH抑制 HSC70-4的表达（Rybczynski et al, 2000）。在五龄家蚕幼虫体

内，低剂量MH处理（1-3μg/头蚕）提高启动子的转录活性，而高剂量MH处理却没有作用。激

素的作用存在一个阈值，MH 处理高于 3μg/头蚕时对 BmHSC70-4 启动子活性影响不显著。MH

处理的五龄家蚕为饷食后第 36 hr，处于内源 JH下降、MH上升阶段，养蚕生产中一般每头蚕体
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喷外源 1μg JHA或添食 2μg MH均可明显提高茧丝蛋白产量（吕, 1991），这与本实验每头蚕注

射 1、3μg MH处理提高 BmHSC70-4启动子转录活性是否有相关，值得进一步探讨。 
 
 

 64



中国农业科学院博士学位论文                               第八章 野桑蚕 HSC70-4基因启动子的功能分析 

 

第八章  野桑蚕 HSC70-4基因启动子的功能分析 

 

如第六章所述，野桑蚕与家蚕血缘关系比较近的两个物种，HSC70-4 基因启动子区同源性
仅为 72.8%。差异主要以片段缺失为主，分别有长度为 3、5、13、21bp的片段缺失，从而使家蚕

与野桑蚕的 HSC70-4启动子区同源性较低。 

一般认为家蚕是在至少 5000年前从野桑蚕驯化而来（Lu, 1991），随着饲养环境的变化，人

为地给予较为恒定的适合蚕生长发育的温度，温度骤变的可能性较在野外生长的野桑蚕小，因而

作为热激等逆环境条件的响应蛋白基因的调控区在进化上较为频繁，从而导致同源性较低。但它

们的功能是否也有所差异，目前还未查明。 

因此，本研究以 Luc为报告基因，正接于 BmandHSC70-4的启动子下游，构建了报告质粒。

由 lipofectin介导转染细胞和家蚕幼虫，进行瞬时表达分析，考察了热激处理对启动子转录活性的

影响。 
 

8.1材料与方法 

8.1.1材料 

见 7.1.1。 

8.1.2 方法 
8.1.2.1报告质粒的构建 
从 pUL220 质粒中用 BamHI 限制性内切酶切下荧光素酶基因（ luc），亚克隆到

p3Z-BmandHSC70-4质粒，位于启动子下游，Xba I酶切鉴定 luc接入方向正确，获得报告质粒 p3Z- 

BmHSC70-4-luc。构建流程见图 7.1。 

8.1.2.2 其他方法见 7.1.2。 
 

8.2. 结果与分析 

8.2.1报告质粒 p3Z-BmandHSC70-4-luc的酶切鉴定 

通过 PCR法与酶切法构建的报告质粒 p3Z-BmandHSC70-4-luc，各过程经相应的内切酶酶切

鉴定正确（见图 7.2），可用于启动子功能特性研究分析。 

 
8.2.2在常态下 BmandHSC70-4启动子的转录活性 

转染 p3Z-BmandHSC70-4-luc 48 hpt，收集 BmN细胞和 sf21细胞，每微克细胞抽提蛋白 Luc

的活性分别为 186524.7±28365.2 cpm 和 17772.47±2089.5 cpm。BmandHSC70-4 启动子活性在

BmN细胞中比在 sf21细胞中高 10倍，这与 BmHSC70-4启动子转录活性结果一致。就 Luc的绝

对值来说，两者也基本相同。 

 65



中国农业科学院博士学位论文                               第八章 野桑蚕 HSC70-4基因启动子的功能分析 

五龄饷食后 48 hr，经阳离子脂质体包埋的 p3Z-BmandHSC70-4-luc转染液注射到家蚕的体腔。

在转染后 48 hpt收集蚕血液淋巴细胞, 20μg细胞抽提蛋白 Luc的活性为 8797.31±2436.0 cpm。 
 

8.2.3热激处理对 BmandHSC70-4启动子在 BmN、Sf21细胞和蚕体内的转录活性的影

响 

BmN细胞转染换液后，培养 7 hr，37℃热激 2 hr后移至常温 27℃培养。按热激后 0 hr、3 hr、

9 hr、15 hr收集细胞，以考察热激处理对 BmandHSC70-4启动子在 BmN细胞中的转录活性的影

响。结果如图 8.1所示。BmandHSC70-4启动子转录活性热激处理后 0 hr、3 hr比对照增加 3.89

±0.73、3.24±0.37倍。而热激处理后 9 hr、15 hr没有显著差异。 

在秋黏虫 sf21细胞中，热激效果更明显。热激处理后 0 hr、3 hr、9 hr、15 hr，BmandHSC70-4

启动子转录活性分别增加 4.09±0.25、15.77±1.79、10.52±2.41、5.47±2.47 倍（见图 8.1）。这

结果与 BmHSC70-4基因启动子的结果相一致。 

在四龄、五龄家蚕饷食 24 hr后进行转染，转染后 30 hpt，37℃热激 2 hr，然后移至正常条

件下饲养，转染 36 hpt时收集血淋巴细胞。在四龄家蚕体内，热激处理提高 BmandHSC70-4启动

子的转录活性达 2.01±0.23倍；而五龄期热激处理后 BmandHSC70-4启动子转录活性，仅为对照

的 63.74±14.85%，显著低于对照，呈现一定的抑制作用。 
 

8.3 讨论 

家蚕与野蚕的 HSC70-4基因的启动子区域存在一些差异，但在细胞与家蚕体内的转录活性

以及热激处理的响应作用基本一致，说明突变区域不影响启动子的功能。在第 6章推测的启动子

区域可能的顺式作用元件有 6个 GATA盒、2个 CAAT盒和 2个热激响应因子（HSF）结合元件。

其中只有一个 GATA区存在一碱基突变。从本实验结果来说，家蚕与野蚕的 HSC70-4启动子功能

特性是一致的，这一个 GATA突变并不影响启动子特性。这有可能由于启动子区域存在另外 5个

GATA盒，GATA盒是盈余的，一个发生突变后由其他 GATA盒起功能补偿了。相似的补偿现象

在其他一些启动子的增强子类似序列也存在（Ludwiget al，1998；2000）。由于启动子调控区一些

元件是盈余的，同时调控区的功能元件可以比较灵活地自由组合，而且不影响启动子的特征这一

事实，导致了启动子调控区域在进化上变异性比编码区大得多的这一现象（Arnosti，2003）。 

虽然家蚕与野蚕是在 5千年前由共同的祖先进化而来（吕，1991），分离后生存环境有很大

差异，但 HSC70-4基因主要作为组成型基因，其产物在生物体正常的生命活动中起到关键作用，

如分子伴侣的组成部分，参与细胞骨架的运动，以及细胞内运输与胞间转运等(Beckmann, et al, 

1990; Deshaies, et al, 1988; Shei et al, 1992; Bercovich et al, 1997; Fink, 1999)，因而在进化上它的转

录调控的主要元件比较保守。 
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图 8.1 在 BmN 和 sf21细胞中热激处理对 BmandHSC70-4启动子的影响 
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Fig 8.1  Effects of heat shock treatment on the transcriptional activity of BmandHSC70-4 promoter in 
BmN cells and Sf 21 cells 

Y轴数据表示热激处理增加每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力倍数（对照设为 1.00）；X轴表示转染时间（hpt），

括号内表示热激后的时间（小时）；每个转染时共转染穿梭质粒；转染 pUL220-luc质粒细胞为空白对照；数据至

少来自三次实验的平均值。 
The increments of luciferase activity is indicated on Y axis as stimulating folds over the cells without heat shock which 
was arbitrarily set at 1.00. The investigating time is presented on X axis as hour(s) post-transfection (hpt) and hour(s) 
post-heat-shock in parentheses. The β-gal normalizing system was introduced into each transfection. The cells, 
transfected with pUL220 DNA, served as the blank control. Each reaction contained 1μg of the protein extracted from 
cells. The results represented the mean ±S.D. (error bars) from triplicate samples in three separate transfections. 
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第九章 BmNPV hr3对家蚕、野蚕 HSC70-4启动子 

活性的增强功能 
 

昆虫杆状病毒同源区（homologous regions，hr）序列是分散在其基因组中的重复序列，由不

同数目的大约 70bp高度保守的重复序列组成。每个重复区含有以 EcoR I为中心的 30 bp的回文

序列，回文序列的两侧则为约 20bp的直接重复。在苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒 AcMNPV、家蚕

核多角体病毒 BmNPV、云杉卷叶蛾核多角体病毒（Choristoneura fumiferana multiple NPV，

CfMNPV）、舞毒蛾核多角体病毒（Lymantria dispar multiple NPV，LdMNPV）和黄杉毒蛾核多角

体病毒 OpMNPV 等已经研究过的杆状病毒都存在 hr。几乎所有同源区业已证明是病毒 DNA 复

制起始点，同时还对病毒的一些早期基因（如 39K，p35，ie—N等）启动子以及外源 Actin基因

启动子的转录具有增强功能(Guarino et al, 1986; Lu et al, 1997; 吕鸿声 1998；Gomi et al, 1999; Lo 

at al, 2002; Felipe et al, 2002;Viswanathan et al, 2003)。 

张志芳（1995）从家蚕杆状病毒镇江株（BmNPV ZJ8）基因组 DNA PstI-K片段中克隆到 hr3

并进行了序列测定。结果表明 hr3具有杆状病毒同源重复区的结构特点：含有 3个 72 bp 重复序

列，各个片段含有一个为 EcoR I 位点为中心的 30 bp 不完全回文序列，每个回文序列有 2~3bp

不对称碱基，以中心 EcoR I位点计两侧第 8位碱基必不对称；在回文序列的两侧对称位置还有一

段可形成茎环结构的 13 bp保守序列 TTTGAAAAACAAA，且该茎环结构和回文序列的相对位置

亦十分保守；富含 A+T达 70%左右。 

该片段对来源于 AcNPV和 BmNPV的 ie-1、helicase、gp64基因的启动子具有增强功能，同

时也能增强来源于果蝇 HSP70启动子的活性（周，2002；Zhou et al, 2002,2003；Xiao et al, 2001; 

Chen et al, 2004）。 

我们前两章结果证明了 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子是一个组成型与诱导型相结合的

启动子，在细胞和家蚕体内血淋巴细胞具有很高的转录活性。在 BmN细胞中，BmHSC70-4启动

子活性比源于家蚕杆状病毒常用的极早期基因 ie1启动子活性高 2倍左右 (Lee et al, 2003)，因而

BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子可以应用于家蚕转基因和细胞稳定表达体系中驱动目的基因

的启动子。 

如前述 BmNPVhr3对杆状病毒基因启动子和外源启动子具有超强的增强子功能，本文利用瞬

时表达系统，在细胞和家蚕体内，就 BmNPVhr3 是否能增强 BmHSC70-4、BmandHSC70-4 启动

子活性进行了探讨，为 BmHSC70-4/hr3、BmandHSC70-4/hr3 启动子/增强子组合进一步应用打下

基础。 
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9.1 材料与方法 

9.1.1材料 

见 3..1 

9.1.2 方法 

9.1.2.1报告质粒的构建 

从质粒 pSK-hr3中用 Pst I限制性内切酶切下 hr3片段，亚克隆到 p3Z-BmHSC70-4-luc质粒

和 p3Z-BmandHSC70-4-luc，位于 luc下游。根据 hr3片段内的 EcoR I酶切位点和载体上的 Hind III

酶切位点鉴定 hr3 接入方向，获得报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3（cis） /（ reverse），

p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3（cis）/（reverse）。构建流程见图 9.1。 
 

9.1.2.2 质粒的提取、酶切、DNA片段制备、连接与转化 均参照文献（Sambrook，1989）

进行。细胞培养方法参考 Summers, et al.( 1987)。 

 

9.1.2.3 报告质粒在细胞内的转染和瞬时表达 
见 7.1.2.3。 

 

9.1.2.4 报告质粒在家蚕蚕体内的转染、激素处理和瞬时表达 

见 7.1.2.4。 

 

9.1.2.5细胞和蚕血淋巴抽提物的制备及 Luc活力的测定 
见 7.1.2.5。 

获得的数据用 SAS软件进行处理统计，用 Sigma Plot 软件制图。 
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图 9.2  质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3和 p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3酶切鉴定 

Fig 7.2  Restriction analysis of the p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3 and p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3 

 
2为 p3Z-BmHSC70-4-luc Pst I单酶切；3、4分别为 p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3（cis）被 Pst I单酶切，EcoR I/Hind III
双酶切；5、6 分别为 p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3（reverse）被 Pst I 单酶切，EcoR I/Hind III 双酶切；8 为
p3Z-BmandHSC70-4-luc Pst I单酶切；9、10分别为 p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3（cis）被 Pst I单酶切，EcoR I/Hind 
III双酶切；11、12分别为 p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3（reverse）被 Pst I单酶切，EcoR I/Hind III双酶切；1、7
分别为λDNA/Hind III Marker。 
p3Z-BmHSC70-4-luc (2) and p3Z-BmandHSC70-4-luc (8) were digested by Pst I;  p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3(cis) was 
digested by Pst I (3) and EcoR I/Hind III (4);  p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3(reverse) was digested by Pst I (5) and EcoR 
I/Hind III (6); p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3(cis) was digested by Pst I (9) and EcoR I/Hind III (10); 
p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3(reverse) was digested by Pst I (11) and EcoR I/Hind III (12); λDNA/Hind III 
Marker(1,7). 

 

9.2.2在 BmN细胞内 hr3对 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子转录活性的增强作用 

经脂质体包埋的报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc、p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3(cis)、(reverse)， 

p3Z-BmandHSC70-4-luc、p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3 (cis)、(reverse)分别转染 BmN细胞，转染换

液后 24 hpt 收集细胞，测得 Luc 活力。从图 9.3 可以看出，hr3 能显著增加 BmHSC70-4、

BmandHSC70-4启动子的转录活性。正接时，分别提高 16.37±2.00, 17.17±0.75倍；反接时分别

提高 17.06±1.49, 16.69±2.36倍。这说明 hr3增强功能与其接入方向无关。 

 
9.2.3在家蚕体内 hr3对 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子的转录活性增强作用 

五龄饷食后 24 hr，每头蚕注射 20μL 经脂质体包埋的报告质粒到蚕血，常规饲养，48 hpt

收集血淋巴细胞。结果见图 9.3。在蚕体内，hr3增加 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子的转录

活性分别为 190.57±111.36, 242.19±68.75倍，比 BmN细胞中增加倍数更显著。 
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图 9.3 在体内、体外 hr3增强 BmHSC70-4 和 BmandHSC70-4启动子的转录活性 
Fig 9.3  hr3 enhancing the BmHSC70-4 and BmandHSC70-4 promoter activity in vivo and in vitro 

 

Y轴数据表示 hr3增加每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力倍数（无 hr3为对照，设为 1.00）；X轴数据表示： 1, 

pBmHSC70-4p-luc; 2, pBmHSC70-4-luc-hr3（cis）; 3, pBmHSC70-4-luc-hr3（reverse）; 4, pBmandHSC70-4-luc; 5, 

pBmandHSC70-4-luc-hr3（cis）;6, pBmandHSC70-4-luc-hr3（reverse）；每个转染时共转染穿梭质粒；转染 pUL220-luc

质粒细胞为空白对照；数据至少来自 5次不同转染实验的平均值。 

The increase of luciferase activity is indicated on Y axis as stimulating folds by hr3 over the cells/larva transfected with 

pBmHSC70-4-luc or pBmandHSC70-4-luc, which was arbitrarily set at 1.00. The number is presented on X axis as follow: 

1, pBmHSC70-4p-luc; 2, pBmHSC70-4-luc-hr3（cis）; 3, pBmHSC70-4-luc-hr3（reverse）; 4, pBmandHSC70-4-luc; 5, 

pBmandHSC70-4-luc-hr3（cis）;6, pBmandHSC70-4-luc-hr3（reverse）； The β-gal normalizing system was introduced 

into each BmN transfection. The larva, transfected with pUL220-luc DNA, served as the blank control.Each reaction 

contained 1μg of the protein extracted from BmN cells or hemolymph. The results represented average from five 

separate transfections. 
 

9.2.4家蚕五龄不同发育阶段对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性的影响 

为了考察家蚕五龄不同发育阶段对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性的影响，五龄饷食后

24 hr，每头蚕注射 20 μL经脂质体包埋的报告质粒到蚕体腔，12、24、36、48、72、84、96、

108、120、132、144、156 hpt收集血淋巴细胞。结果如图 9.4，12 hpt 1μg细胞抽提液的 Luc活

力为 3110±613.71 cpm，随着转染时间的增加也 Luc活力渐增，至 36 hpt达 35613.33±3541.16 
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cpm，随后 Luc活力在有限范围内波动，基本维持在同一水平，直至 132 hpt，遽然升高，至 71793.33

±23838.13 cpm，此时为熟蚕期即将到来。在熟蚕（144 hpt）时 Luc活力猛增至 534604±258578 

cpm，达最高。随着吐丝时间的延长，Luc活力下降，至吐丝结束（192 hpt），Luc活力仅为 98.67

±29.48 cpm。这与无 hr3的质粒 pBmHSC70-4-luc在五龄家蚕体内的转录活性的变化趋势一致，

说明 hr3只是增强其转录活性，并不改变 HSC70-4启动子的转录特性。 
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图 9.4 家蚕五龄不同发育阶段对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性的影响 

 
Fig 9.4 The change pattern of the transcriptional activity of BmHSC70-4/hr3 promoter combination 

during 5th instar stage in silkworm larvae. 
 
Y轴数据表示经校正后每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力（每分钟光量子数表示）；X轴表示转染时间（hpt）；144hpt

时，家蚕进入熟蚕期；转染 pUL220-luc质粒细胞为空白对照；数据至少来自三次实验的平均值。 

The luciferase activity is indicated on the Y axis as the counts per minute (cpm). The investigating time is presented on X 

axis as hour post-transfection (hpt). At 144 hpt, the larvae enter wandering stage and start to spin silk. Each reaction 

contained 1μg of the protein extracted from larval hemolymph cells. The larva, transfected with pUL220-luc DNA, 

served as the blank control. The results represented average from three separate samples. 
 
 
9.2.5昆虫激素对 BmHSC70-4/hr3启动子组合的活性的影响 

    从 9.2.4 结果可推测该组合与昆虫激素滴度有关，第 8、9 章结果表明 BmHSC70-4、
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BmandHSC70-4 启动子转录活性受到 MH 滴度的影响。为此，我们考察了激素处理对

BmHSC70-4/hr3启动子组合活性的影响。 

五龄饷食后 36小时，用 0（蒸馏水）、50 mg/kg，100 mg/kg，150 mg/kg JHA涂抹蚕的背部，

或者每头蚕注射 1、3、5、7μg MH，12 hr后，注射 20 μl报告质粒包埋液至蚕体腔，48 hpt收

集蚕血淋巴，结果见图 9.5。1-7μg MH的剂量对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性都起到正

调控作用，5 μg 处理 Luc活力提高倍数最大，达到 17.54倍。这与 7.2.6.2结果基本一致，但似

乎对 MH 感受剂量有所差异，原因有待于进一步查明。而 JHA 处理对启动子组合活性没有显著

差异，这与没有 hr3 的 BmHSC70-4启动子的一致。 
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图 9.5 在五龄家蚕体内昆虫激素对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性的影响 

 
Fig 9.5 The effects of insect hormones on the transcriptional activity of BmHSC70-/hr3 promter 

combination in 5th instar larva 
 
Y轴数据表示MH或 JHA处理增加每微克细胞抽提液蛋白的 Luc活力倍数（对照设为 1.00）；X轴表示注射每头
家蚕MH剂量，或体涂蚕体表背部 JHA浓度；的转染 pUL220-luc质粒家蚕为空白对照；数据至少来自三次实验
的平均值。 
The increase of luciferase activity is indicated on Y axis as stimulating folds by MH/JHA treatment over the control 
which was arbitrarily set at 1.00. The dose of ecdysone is presented on X axis as injection per larva. The dose of JHA is 
presented on X axis as JHA concentration solution spreading the dorsal back of the larva. The larva, transfected with 
pUL220-luc DNA, served as the blank control. Each reaction contained 1μg of the protein extracted from larval 
hemolymph cells. The results represented average from three separate samples 
 

9.3讨论 
hr3 是家蚕杆状病毒基因组中的一种重复序列，具有复制起始位点与增强子的双重功能，特
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别其增强子的功能，近来研究表明，不仅对杆状病毒基因启动子，而且对很多非杆状病毒基因的

外源基因启动子具有增强的作用（Chen et al，2004; Lo, et al, 2002; Felipe et al,2002; Viswanathan et 

al, 2003）。本文也证实了 hr3对来源于家蚕、野桑蚕的 HSC70-4启动子具有较强的增强作用。肖

等人比较了 hr3 接在 luc 基因后面和 helicase 启动子前面的两种位置，发现后者的增强能力低于

前者，认为 hr3增强子功能存在位置效应（2001）。本研究比较了在 luc后面的两种不同方向接入，

结果表明接入方向不影响 hr3增强功能。 

HSC70-4启动子由于其较强的转录活性，在所有组织都能表达，比常用于转基因家蚕的源于

家蚕杆状病毒的 ie-1启动子活性高出 2倍（Lee et al，2003），加上它能在家蚕熟蚕期高度表达活

性，受MH正调控，是一个较为理想的转基因家蚕或细胞稳定表达体系的启动子。而从本研究结

果显示 hr3在细胞和家蚕体内都能增强 BmHSC70-4、BmandHSC70-4转录活性，在家蚕体内高达

200倍左右，说明该启动子/增强子组合更适合在细胞稳定表达系统或转基因家蚕中驱动目的蛋白

基因的转录表达。 

BmHSC70-4/hr3启动子组合在蚕体内的表达时相以及昆虫激素对其活性影响结果表明，蜕皮

激素具有显著地提高该启动子组合活性的能力。因而若该组合用于转基因家蚕时，可以添加蜕皮

激素或在熟蚕期收集蚕体提取目的蛋白，以提高目的基因的表达产量。我们目前采用该启动子组

合应用于细胞稳定表达系统和转基因家蚕的探索研究。 
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第十章 结论 

 

本文从家蚕（苏·菊×明·虎） 、野桑蚕基因组 DNA克隆了 LSP和 HSC70-4 基因启动子调

控区，以 luc为报告基因，经脂质体转染昆虫细胞或蚕体瞬时表达，对BmLSP和Bm/Bmand HSC70-4

基因启动子的功能特性进行了分析，以及 Bm/Bmand HSC70-4 /BmNPV hr3启动子组合转录活性

进行了研究，获得以下结果。 

10.1 Bm/Bmand LSP5'FR克隆与 BmLSP启动子功能特性分析结论 

10.1.1 Bm/Bmand LSP5'FR克隆、序列分析结果 

克隆的 Bm和 Bmand LSP5'FR片段经测序分析，分别为 1901bp、1886bp，与朝· 日×东· 海

的 LSP基因的相应序列的同源性分别为 98.9%、96.4%； 

克隆的片段涵盖了 LSP的第一内含子、第一外显子、启动子区及其 5'上游区四部分；第一外

显子区域三者完全相同；与朝·日×东·海的 LSP基因第一内含子相比，BmandLSP5'FR第一内

含子区域出现了 22个碱基对缺失，同源性只有 91.6%，而 BmLSP5'FR的第一内含子区域完全相

同，同源性达 100%。 

Bm/Bmand LSP5'FR都有以下几种功能元件：-30 ~-24 bp的 TATAAAA为典型的 TATA盒；-73 

~-67 bp TGATAAA为数种昆虫脂肪体内组织特异性表达基因的共有序列。-70 ~-144 bp之间含有

ATTTTTCTT-27-ACGGCTGAT推定的激素响应元件。  

经 BLAST检索，Bm/Bmand LSP5'FR上游发现了与家蚕 J139的丝素轻链基因第一内含子区

域（7639 ~7933 bp）同源序列、以及失活的部分水手转座子元件。 

10.1.2 缺失突变 BmLSP启动子的构建 

根据 BmLSP启动子全长序列，用于 PCR法构建缺失第一内含子的 BmLSP（DI）启动子、缺

失水手转座子元件的 BmLSP（DM）启动子。利用靠近家蚕丝素轻链基因同源区序列的 3’端的

EcoR I酶切位点，用 EcoR I/BamH I酶切 pSK-BmLSP（I） DNA，获得缺失水手转座子元件与缺

失含家蚕丝素轻链基因同源区序列的 BmLSP（DMS）启动子、用 EcoR I/BamH I酶切 pSK-BmLSP

（DI）DNA 获得缺失第一内含子、缺失上游区的水手转座子元件与缺失含家蚕丝素轻链基因同

源区序列的 BmLSP（DIMS）启动子。 

从 pUL220质粒中用 BamH I酶解获得荧光素酶基因（luc），分别亚克隆在上述质粒中，位于

启动子下游，经 Xba I酶切鉴定 luc接入方向正确，获得系列报告质粒。 

10.1.3 BmN 细胞可以用于分析 BmLSP（I）启动子的转录活性 

经 Lipofectin包埋的报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc转染 BmN细胞 48 hpt后收集细胞，经校

正后的 20 微克细胞抽提物的 Luc 活力为 1083.05±205.07 cpm，不含 BmLSP 启动子的空载体

pUL220-luc Luc 活力仅为 16.63±5.20 cpm，这表明来源于卵巢细胞的 BmN 细胞可用于 BmLSP

启动子的功能分析。这与 BmN 细胞的抽提物在体外对血清蛋白基因能够真实有效地转录结果一

致（Sakurai et al，1990）。 
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10.1.4 第一内含子增强 BmLSP基因启动子转录活性 

以 pSK-BmLSP（I）-luc、pSKBmLSP（DI）-luc 和 p3Z-BmLSP（DMS）-luc、p3Z-BmLSP

（DIMS）-luc 两组报告质粒分别转染 BmN 细胞，以考察第一内含子对 BmLSP 基因启动子活性

影响。结果表明含第一内含子的报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc、p3Z-BmLSP（DMS）-luc的 LUC

活力分别为缺失第一内含子相对应的报告质粒 pSK-BmLSP（DI）-luc、 p3Z-BmLSP（DIMS）-luc

的 5.80±1.10、5.40±1.09倍(F Value=75.4，Pr>F=0.0001<0.01; F Value=64.67，Pr>F=0.0002<0.01 )。

这一结果暗示 BmLSP基因的第一内含子中含有促进启动子转录活性的类似增强子的调控序列。 

10.1.5 启动子上游区对 BmLSP基因启动子活性的影响 

用报告质粒 pSK-BmLSP（I）-luc，pSK-BmLSP（DM）-luc 转染 BmN 细胞，考察失活的部

分水手转座子元件对 BmLSP 基因启动子活性影响。缺失水手转座子元件的启动子活性比含水手

转座子元件的提高 35.27%，经 SAS 软件统计分析，两者差异达极显著水平(F Value=42.50，

Pr>F=0.0029<0.01)，表明失活的水手转座子元件对 BmLSP基因启动子活性有一定的抑制作用。 

用报告质粒 p3Z-BmLSP（DMS）-luc， pSK-BmLSP（DM）-luc 分别转染 BmN 细胞，考察

含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列对 BmLSP 基因启动子活性的影响。结果表明含家

蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列的启动子活性是缺失的启动子活性的 4.42±0.28 倍 (F 

Value=349.87，Pr>F=0.0001<0.01)，表明含家蚕丝素轻链基因第一内含子同源区的序列中存在增

强 BmLSP基因启动子活性的调控序列。 

10.1.6 JHA对 BmLSP基因启动子活性的影响呈现剂量依赖效应 

1μg/ml JHA处理，Luc活力提高到对照的 2.97±0.30倍(F Value=84.12，Pr>F=0.0008<0.01)。 

而 2、4、6 μg/ml JHA处理的 Luc活力，与对照无显著性差异(F Value=2.03，Pr>F=0.1844>0.05)，

8μg/ml JHA 处理的 Luc 活力仅为对照的 34.72±16.87%，达极显著差异(F Value=25.92，

Pr>F=0.007<0.01)。表明 JHA对 BmLSP启动子转录活性影响呈现剂量依赖效应。 

10.1.7 MH不影响 BmLSP基因启动子活性 

0、1、2、4、6μg/ml MH处理，考察不同剂量的MH对 BmLSP启动子转录活性的影响。结

果经 SAS软件统计分析，不同剂量的 MH对 BmLSP启动子在 BmN细胞中转录活性没有显著影

响(F Value=0.56，Pr>F=0.6958>0.05). 

10.2 Bm/Bmand HSC70-45'FR片段克隆及启动子功能特性分析结论 

10.2.1 Bm/Bmand HSC70-45'FR片段克隆及其序列分析 

BmandHSC70-4、BmHSC70-45'FR片段长度分别为 1469bp、1429bp，涵盖了部分第一外显子

和核心启动子区。两者的同源性为 72.8%，与相应家蚕 r06 的 HSC70-4 基因序列同源性分别为

76.4%、97.5%。家蚕与野桑蚕之间差异主要以片段缺失为主，分别有长度为 3、5、13、21bp 的

片段缺失，从而导致 HSC70-4同源性较低。 

在MatInspector软件上检索，在 5'FR区域内推测了可能存在的顺式作用元件有 6个GATA盒、

2个 CAAT盒和 2个热激响应因子（HSF）结合元件，但没有发现经典的 TATA盒与 GC盒。从
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推测的顺式作用元件来看，野桑蚕中有 1个 GATA处发生一个碱基的突变，其他的调控元件三者

完全一致。 

所获得的序列在 GenBank 上检索同源序列结果显示，BmandHSC70-4、BmHSC70-4 与其他

热激蛋白基因的启动子区同源性很低，从而无法检索出来。 

10.2.2在常态下 BmHSC70-4启动子在细胞和五龄蚕体内都呈现高转录活性 

在 BmN细胞中，分别在转染换液后 6 hpt、12 hpt、18 hpt、24 hpt、36 hpt、48 hpt、60 hpt、

72 hpt收集细胞，在 6 hpt虽然能检测到 Luc的活性，但很微弱。随着转染时间的延长依次上升，

到 48 hpt时达到最高，60 hpt、72 hpt与 48 hpt持平。 

在异源的秋粘虫 sf21细胞中，转染后 12hpt才检测到 BmHSC70-4 启动子的转录活性，经校

正后的每微克细胞抽提物的 Luc活力为 80±18.18 cpm，24 hpt为 1401.15±117.97 cpm，48 hpt

为 18367.57±1763.20 cpm分别只有相应时间在 BmN细胞中活力的 4.37%，8.50%和 10.77%。说

明 BmHSC70-4启动子虽然能在异源 sf21细胞中转录，但比同源 BmN细胞中的活性低得多。 

家蚕饲养至五龄饷食后 48hr，经阳离子脂质体包埋的 p3Z-BmHSC70-4-luc转染液注射到家蚕

的体腔，在 48 hpt收集蚕血淋巴细胞，经校正后的每 20微克细胞抽提物的 Luc活力为 7298.63±

1005.76 cpm。 

10.2.3热激处理 BmN、Sf21细胞和四龄蚕体能增加 BmHSC70-4启动子的转录活性，
而热激处理五龄蚕体却抑制其转录活性 

BmN细胞转染换液后，培养 7 hpt，37 ℃热激 2 hr后移至常温 27℃培养。按热激后 0 hr、3 

hr、9 hr、15 hr收集细胞，以考察热激处理对 BmHSC70-4启动子在 BmN细胞中的转录活性的影

响。BmHSC70-4启动子转录活性热激处理后 0 hr、3 hr比对照增加 4.22±1.08倍、4.40±0.57倍。

而热激处理后 9 hr、15 hr没有显著差异（F value=0.06, Pr>F=0.8196>0.05）。 

在异源的秋黏虫 sf21细胞中，热激效果更明显。热激处理后 0 hr、3 hr、9 hr、15 hr，BmHSC70-4

启动子转录活性分别增加 3.90±0.14、5.05±0.06、11.08±0.57 和 3.90±1.18倍。 

在四龄、五龄家蚕饷食后 24 hr转染 DNA，转染后 30 hpt，37℃热激 2hr后移至正常条件下

饲养，转染 36hpt时收集血淋巴细胞。在四龄家蚕体内，热激处理提高 BmHSC70-4启动子的转录

活性达 3.11±0.88倍；而五龄期热激处理后，BmHSC70-4启动子转录活性，仅为对照的 57.24±

3.64%，显著低于对照，显示一定的抑制作用。 

10.2.4 冷激处理五龄家蚕不影响 BmHSC70-4启动子的转录活性 

在五龄家蚕饷食后 24hr转染，转染后 30 hpt时，在-15℃冷激 15 min后移至正常条件下饲养，

转染 36 hpt时收集血淋巴细胞。发现冷激处理的 Luc活力与对照的没有显著差异（F value=0.25, 

Pr>F=0.6449>0.05）。 

10.2.5 五龄家蚕不同发育阶段影响 BmHSC70-4启动子的转录活性 

转染 12 hpt检测到家蚕血淋巴细胞 Luc的活力，以后逐渐升高至 48 hpt，20μg细胞抽提物

Luc的活力达 7298.63±1005.76cpm。48-72 hpt基本保持一致，72 hpt到 96 hpt逐渐升高至 16299.05

±2755.688 cpm，到 108 hpt（熟蚕）达到顶点，为 37124.44±6237.30 cpm, 而吐丝后显著下降，
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132 hpt（吐出部分蚕丝）时 7815.05±762.28cpm。这结果表明 BmHSC70-4启动子在蚕体内的转

录活性随发育时间不同而有所波动，且到熟蚕期达到最高，吐丝后急速下降。 

10.2.6外源昆虫激素对 BmHSC70-4启动子转录活性的影响 

在五龄家蚕饷食后 36 hr用 50mg/kg，100mg/kg，150mg/kg JHA三种浓度体涂蚕体背部，空

白对照用蒸馏水体涂，或每头家蚕分别注射 0（蒸馏水）、1、3、5μg MH。激素处理家蚕 12hr

后，进行报告质粒 DNA转染，在常规条件下饲养，转染 48 hpt后，收集蚕血淋巴细胞。经 SAS

软件统计分析 JHA处理的 Luc活力与对照没有差异（F value=0.22, Pr>F=0.8796>0.05）；低浓度 1、

3μg MH处理分别提高启动子转录活性 2.68±0.43倍、2.05±0.52倍，高浓度 5μg MH处理不影

响其活性(F value=0.01, Pr>F=0.9608>0.05)。 

10.2.7 在常态下 BmandHSC70-4启动子在细胞和五龄蚕体内都呈现高转录活性 

转染 p3Z-BmandHSC70-4-luc 48hpt，收集 BmN细胞和 sf21细胞，每微克细胞抽提蛋白 Luc

的活性分别为 186524.7±28365.2 cpm 和 17772.47±2089.5 cpm。BmandHSC70-4 启动子活性在

BmN细胞中比在 sf21细胞中高 10倍，这与 BmHSC70-4启动子转录活性结果一致。就 Luc的绝

对值来说，两者也基本相同。 

五龄饷食后 48 hr，经阳离子脂质体包埋的 p3Z-BmandHSC70-4-luc转染液注射到家蚕的体腔。

在转染后 48 hpt收集蚕血液淋巴细胞, 20μg细胞抽提蛋白 Luc的活性为 8797.31±2436.0 cpm。 

10.2.8热激处理 BmN、Sf21细胞和四龄蚕体能增加 BmandHSC70-4启动子的转录活
性，而热激处理五龄蚕体却抑制其转录活性 

BmN细胞转染换液后，培养 7 hpt，37℃热激 2hr后移至常温 27℃培养。按热激后 0hr、3hr、

9hr、15hr收集细胞，以考察热激处理对 BmandHSC70-4启动子在 BmN细胞中的转录活性的影响。

结果如图 8.1所示。BmandHSC70-4启动子转录活性热激处理后 0hr、3hr比对照增加 3.89±0.73、

3.24±0.37倍。热激处理后 9hr、15hr没有显著差异。 

而在秋黏虫 sf21细胞中，热激效果更明显。热激处理后 0 hr、3 hr、9 hr、15 hr，BmandHSC70-4

启动子转录活性分别增加 4.09±0.25、15.77±1.79、10.52±2.41、5.47±2.47 倍。这结果与

BmHSC70-4基因启动子的结果相一致。 

在四龄、五龄家蚕饷食 24 hr后进行转染，转染后 30 hpt，37℃热激 2hr，然后移至正常条

件下饲养，转染 36 hpt时收集血淋巴细胞。在四龄家蚕体内，热激处理提高 BmandHSC70-4启动

子的转录活性达 2.01±0.23倍；而五龄期热激处理后 BmandHSC70-4启动子转录活性，仅为对照

的 63.74±14.85%，显著低于对照，呈现一定的抑制作用。 

以上结果表明，虽然 BmHSC70-4、BmandHSC70-4 启动子区域同源性仅为 72.8%，却呈现

一致的转录活性特征，说明调控启动子转录活性的调控序列存在于共同含有序列，或者是调控序

列的盈余而导致个别突变的调控序列得到补偿。 

10.3 BmNPVhr3显著增强 Bm/Bmand HSC70-4启动子活性 

10.3.1在 BmN细胞内 hr3显著增强 Bm/BmandHSC70-4启动子转录活性，且与其接入

方向无关 
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经脂质体包埋的报告质粒 p3Z-BmHSC70-4-luc、p3Z-BmHSC70-4-luc-hr3(cis)、(reverse)， 

p3Z-BmandHSC70-4-luc、p3Z-BmandHSC70-4-luc-hr3 (cis)、(reverse)分别转染 BmN细胞，转染换

液后 24 hpt收集细胞，测得 Luc活力。hr3能显著增加 BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子的转

录活性。正接时，分别提高 16.37±2.00,17.17±0.75倍；反接时分别提高 17.06±1.49,16.69±2.36

倍。这说明 hr3增强功能与其接入方向无关。 

10.3.2在家蚕体内 hr3更显著地增强 Bm/BmandHSC70-4启动子的转录活性 

五龄饷食后 24 hr，每头蚕注射 20μL经脂质体包埋的报告质粒到蚕血，常规饲养，48hpt后

收集血淋巴细胞。在蚕体内，hr3增加BmHSC70-4、BmandHSC70-4启动子的转录活性分别为190.57

±111.36, 242.19±68.75倍，比在 BmN细胞中增强效果更显著。 

10.3.3 五龄家蚕不同发育阶段影响 BmHSC70-4/hr3启动子组合的转录活性 

五龄饷食后 24 hr，每头蚕注射 20μL经脂质体包埋的报告质粒到蚕血，12、24、36、48、

72、84、96、108、120、132、144、156 hpt收集血淋巴细胞。12 hpt的 1μg细胞抽提物的 Luc

活力为 3110±613.71 cpm，随着转染时间的增加 Luc活力渐增，至 36 hpt达 35613.33±3541.16 

cpm，随后 Luc活力在有限范围内波动，基本维持在同一水平，直至 132 hpt，遽然升高，至 71793.33

±23838.13 cpm，在熟蚕（144 hpt）时 Luc活力猛增至 534604±258578 cpm，达最高。随着吐丝

时间的延长，Luc 活力下降，至吐丝结束（192 hpt），Luc 活力仅为 98.67±29.48 cpm。这与

BmHSC70-4启动子在五龄家蚕体内的转录活性的变化趋势一致，说明 hr3只是增强其转录活性，

并不改变 HSC70-4启动子的转录特性。 

10.3.4外源昆虫激素对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性的影响 

五龄饷食后 36 hr，用 0（蒸馏水）、50 mg/kg，100 mg/kg，150 mg/kg JHA涂抹蚕的背部，或

者每头蚕注射 1、3、5、7μg MH，12 hr后，注射 20μl报告质粒包埋液至蚕血体腔，48 hpt收

集蚕血淋巴。1-7μg MH的剂量对 BmHSC70-4/hr3启动子组合转录活性都起到正调控作用，5 μ

g 处理 Luc活力提高倍数最大，达到 17.54倍。而 JHA处理对启动子组合活性没有显著差异，这

与没有 hr3 的 BmHSC70-4启动子的相一致。 

以上结果显示 BmHSC70-4/hr3、BmandHSC70-4/hr3 启动子组合更适合在细胞稳定表达系统

或转基因家蚕中驱动目的蛋白基因的转录表达。BmHSC70-4/hr3启动子组合在蚕体内的表达时相

以及昆虫激素对其活性影响结果表明，蜕皮激素具有显著地提高该启动子组合活性的能力。因而

若该组合用于转基因家蚕时，可以添加蜕皮激素或在熟蚕期收集蚕体提取目的蛋白，以提高目的

基因的表达产量。我们目前采用该启动子组合应用于细胞稳定表达系统和转基因家蚕的探索研

究。 
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附图 1  测定的 BmLSP5’侧翼区核苷酸序列-1 
Fig 1 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmLSP gene-1 
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附图 2  测定的 BmLSP5’侧翼区核苷酸序列-2 
Fig 2 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmLSP gene-2 
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附图 3  测定的 BmLSP5’侧翼区核苷酸序列-3 
Fig 3 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmLSP gene-3 
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附图 4  测定的 BmandLSP5’侧翼区核苷酸序列-1 
Fig 4 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmandLSP gene-1 
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附图 5  测定的 BmandLSP5’侧翼区核苷酸序列-2 
Fig 5 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmandLSP gene-2 
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附图 6  测定的 BmandLSP5’侧翼区核苷酸序列-3 
Fig 6 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmandLSP gene-3 
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附图 7  测定的 BmHSC70-4 5’侧翼区核苷酸序列-1 
Fig 7  Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmHSC70-4 gene-1 
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附图 8  测定的 BmHSC70-4 5’侧翼区核苷酸序列-2 
Fig 8 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmHSC70-4 gene-2 
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附图 9  测定的 BmandHSC70-4 5’侧翼区核苷酸序列-1 
Fig 9 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmandHSC70-4 gene-1 
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附图 10  测定的 BmandHSC70-4 5’侧翼区核苷酸序列-2 
Fig 10 Nucleotide sequence alignment of the 5’-flanking region of BmandHSC70-4 gene-2 
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