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海藻糖酶基因的表达
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摘　要：家蚕滞育激素（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｄｉａｐａｕｓｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＢｍＤＨ）与滞育激素受体（ＢｍＤＨｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＢｍＤＨＲ）结合，调控其信
号通路中的下游基因的表达．在二化性家蚕中，受滞育信号的影响，蛹体卵巢膜上海藻糖酶的活性增强．为了证实 ＢｍＤＨＲ
对家蚕海藻糖酶基因（Ｂｍｔｒｅ）表达的调控作用，以ｐｃＤＮＡ３１为载体，构建了４种由ｉｅ－１启动子驱动的不同Ｂｍｄｈｒ的表达
质粒ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ１、ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ３、ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ４、ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ５和（Ｂｍｔｒｅ启动子驱动的萤
火虫荧光素酶基因（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ｌｕｃ）报告质粒ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ；用脂质体（Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ）包埋１种 Ｂｍｄｈｒ表达质粒或不同摩尔
比的ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ１／ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ５以及报告质粒后，分别共转染源于卵巢的家蚕细胞ＢｍＮ，在ＤＨ作用下体
外检测ＢｍＤＨＲｓ对海藻糖酶基因启动子活性的影响．结果表明，４种滞育激素受体ＢｍＤＨＲ－１、ＢｍＤＨＲ－３、ＢｍＤＨＲ－４和
ＢｍＤＨＲ－５分别表达时，均能上调海藻糖酶基因启动子的活性；不同摩尔比（１∶３，１∶１，３∶１）的ＢｍＤＨＲ－１／ＢｍＤＨＲ－５也均
能上调海藻糖酶基因启动子的活性，由此证明ＢｍＤＨＲ能上调其信号通路中下游基因Ｂｍｔｒｅ的表达．
关键词：家蚕；滞育激素受体；海藻糖酶；基因表达调控
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　　家蚕是一种重要的经济昆虫和模式生物，家蚕
滞育机理研究一直受到学界的关注并取得了重要

进展［１－３］．家蚕滞育是由滞育激素（ＤＨ）与家蚕滞
育激素受体（ＢｍＤＨＲ）结合，通过抑制环鸟苷酸
（ｃＧＭＰ）的合成，上调下游海藻糖酶基因（Ｂｍｔｒｅ）
的表达，从而促进海藻糖转化成葡萄糖，滞育发

生［４－６］．根据生物信息学分析，家蚕滞育激素受体
基因有５种剪接方式，即转录成５种 ｍＲＮＡ，其中
Ｂｍｄｈｒ－１与Ｂｍｄｈｒ－２编码的氨基酸序列相同，因
此共编译 ４种蛋白质 ＢｍＤＨＲ－１，－３，－４，－５
［７］．其中，ＢｍＤＨＲ－１是一种 Ｇ蛋白偶联受体，能
特异性结合滞育激素，偶联 Ｇｑ蛋白，通过钙离子
和蛋白激酶 Ｃ参与激活下游滞育信号，使家蚕卵
巢细胞内的海藻糖酶活性增高［４］．

海藻糖酶（ＥＣ３２１２８）是昆虫体内重要的糖
酶，也是昆虫体内唯一能够水解海藻糖的酶类，它

能专一性地将１分子海藻糖水解为２分子的葡萄
糖［８］，产生的葡萄糖最终作为昆虫细胞进行生命

活动的原料［９－１１］．在二化性家蚕中，受滞育信号的
影响，蛹体表现出激活卵巢海藻糖酶的表达活

性［１２］，促进血液中的海藻糖转化［６，１３－１４］．伴随着
滞育的启动，糖原被转化成多元醇，如具有冷冻保

护作用的山梨醇和甘油［１５］．但是，在分子水平上验
证ＢｍＤＨＲ对下游海藻糖酶基因（Ｂｍｄｈｒ）的调控
作用则尚未见报道．文中以 ｐｃＤＮＡ３１载体为骨架
构建真核表达载体，用家蚕核型多角体病毒的ｉｅ－
１启动子启动 Ｂｍｄｈｒ基因的表达［１６］，利用家蚕细

胞瞬时表达系统，在滞育激素的刺激下体外分析海

藻糖酶启动子的活性，验证ＢｍＤＨＲ的功能．

１　实验
１１　材料与主要试剂

家蚕二化性品种“秋丰”，宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０
菌株、ｐｃＤＮＡ３０载体、ｐＭＤ－ｉｅ－１质粒（ｉｅ－１启
动子片段长度为 ６４６ｂｐ，两端分别含 ＢｇｌⅡ和
ＢａｍＨⅠ限制性酶切位点）［１６］、ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ表
达质粒，ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ质粒［１７］，以及包含 Ｂｍｄｈｒ基
因ｃＤＮＡ的各种质粒（ｐＭＤ１８－Ｂｍｄｈｒ）［７］均由本
实验室构建并保存．

各种限制性内切酶、ＥｘＴａｑ酶、Ｔ４ＤＮＡ连接
酶、质粒载体ｐＭＤ１８－Ｔ和ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ载体等购
自宝生物工程（大连）有限公司．ＴＣ－１００昆虫细
胞培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ试剂购自Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；荧光素酶检测试剂盒（Ｅ４０３０）购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司．滞育激素（ＭＷ：２７３１０１）由上海强

耀生物科技有限公司合成［１８］．
１２　ＢｍｄｈｒｃＤＮＡ片段克隆

根据家蚕滞育激素受体基因 ＢｍｄｈｒｍＲＮＡ－
１，ｍＲＮＡ－３，ｍＲＮＡ－４，ｍＲＮＡ－５序列，分别设计
上游引物Ｂｍｄｈｒ－Ｆ：ＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＡＡ
ＣＡＡＴＡＡＡＣＧＡ（含ＢａｍＨⅠ位点）；４个下游引物分
别为：Ｂｍｄｈｒ－１－ＲＡＡＧＣＴＴＧＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴＧＡＧ
ＴＡＧＣ（含 ＨｉｎｄⅢ位点，下同），Ｂｍｄｈｒ－３－Ｒ
ＡＡＧＣＴＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＡＴＣＡＴＴＧ，Ｂｍｄｈｒ－４－Ｒ
ＡＡＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴＧＡＧＴＡＧＣ，Ｂｍｄｈｒ－５
－ＲＡＡＧＣＴＴＣＣＴＡＡＡＴＧＴＡＴＴＧＴＴＴＧＴＡＡＧＣ．其合
成、测序委托生工生物工程（上海）股份有限公司

合成．
分别以各种包含 ＢｍｄｈｒｃＤＮＡ的质粒 ｐＭＤ１８

－Ｂｍｄｈｒ为模板用上述上、下游引物进行 ＰＣＲ扩
增，程序为：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
４５ｓ，共３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ．以１％琼脂糖凝胶
电泳检验ＰＣＲ产物，并委托生工生物工程（上海）
股份有限公司测序．
１３　表达载体构建

将上述测序正确的各种 ＰＣＲ片段经 ＢａｍＨⅠ
－ＢｇｌⅡ双酶解后，分别连接到经同样双酶解的
ｐＭＤ－ｉｅ－１质粒中，在 ｔｏｐ１０菌株中筛选重组质
粒ｐＭＤ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ；再分别经 ＢａｍＨⅠ －ＨｉｎｄⅢ
双酶切后，回收酶切产物片段 ｉｅ－１－Ｂｍｄｈｒ，分别
连接到经同样 ＢａｍＨⅠ －ＨｉｎｄⅢ双酶切的 ｐｃＤ
ＮＡ３０载体中，构建 ＢｍＤＨＲ表达载体 ｐｃＤＮＡ－
ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ，并进行酶切鉴定．
１４　细胞培养与转染

家蚕细胞 ＢｍＮ参照文献［１９］的方法进行细
胞培养传代．细胞用２４孔板培养２４ｈ后用于转染．
在１００μＬ反应体系中，分别用５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎ包埋
１μｇ表达质粒与ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ报告质粒制成转
染液．转染前倾去旧培养基，用无血清培养基轻洗
涤２次，加１ｍＬ无血清ＴＣ－１００培养基，加入１００
μＬ转染液混匀，温育细胞４～５ｈ，除去旧培养基，
加入１ｍＬ含１００ｎｍｏｌ／Ｌ滞育激素浓度和１０％ ＦＢＳ
的ＴＣ－１００培养基．以 ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ报告质粒
转染的细胞为对照，每组试验重复３次．
１５　荧光素酶活性分析

细胞转染７２ｈ后，５０００ｇ４℃离心５ｍｉｎ收集
细胞，去上清液，按照 Ｅ４０３０试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）的
说明裂解细胞．加１００μＬ荧光素酶底物于测定管
中，然后加入 ２０μＬ的细胞裂解液混匀，在 Ｌｕｍｉ
ｎｏＭｅｔｅｒ２０／２０荧光光度计上测定荧光素酶（ＬＵＣ）

９９２第３期　　　　　沈兴家，等：家蚕滞育激素受体体外上调下游海藻糖酶基因的表达



活性（２ｓ延迟，１０ｓ读数），以相对荧光强度单位
（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｕｎｉｔ，ＲＬＵ）表示［１８，２０］．平行
测定细胞总蛋白浓度，以校正报告质粒的荧光素酶

活性值［１６］．使用ＳＰＳＳ软件进行差异性分析．

２　结果与分析
２１　Ｂｍｄｈｒ基因ｃＤＮＡ的扩增与表达质粒的构建

家蚕滞育激素受体基因 ｃＤＮＡ的 ＰＣＲ产物用
１％琼脂糖凝胶电泳分离，经测序与报道的基因序
列一致，可用于后续研究．

各重组质粒ｐＭＤ－Ｂｍｄｈｒ经Ｍ１３引物双向测
序后，得到的 ＢｍｄｈｒｃＤＮＡ序列与预期序列一致，
Ｂｍｄｈｒ－１，－３，－４，－５分别为１３１１，８１０，１１０４和
８０４ｂｐ，表明已得到正确的目的片段，可以进行表
达质粒的构建．对构建的表达质粒 ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－
Ｂｍｄｈｒ－１，－３，－４，－５进行 ＢａｍＨⅠ －ＨｉｎｄⅢ双
酶切鉴定，结果正确（图略），可用于真核表达．
２２　ＢｍＤＨＲ对Ｂｍｔｒｅ基因启动子活性的影响

将上述构建的表达质粒 ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍ
ｄｈｒ１，ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ３，ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍ
ｄｈｒ４，ｐｃＤＮＡ－ｉｅ１－Ｂｍｄｈｒ５分别与 ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－
ｌｕｃ报告质粒共同转染ＢｍＮ细胞，以ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－
ｌｕｃ报告质粒转染的细胞为阳性对照，载体 ｐ３Ｚ－
Ｂｍｔｒｅ转染的细胞为空白对照，４～５ｈ后用含１００
ｎＭ滞育激素的培养基替换旧培养基．７２ｈ后检测
ＬＵＣ活性，并经空白对照和总蛋白量矫正．结果如
图１所示，在１００ｎＭ的滞育激素影响下，表达Ｂｍ
ＤＨＲ－１、－３、－４和－５载体共转染分别使海藻糖
酶基因启动子的活性提高２４，２８，１７，２２倍，达
到显著水平（Ｆ＝１２０４１，Ｐ＝００２６＜００５）．

图１　不同ＢｍＤＨＲ对海藻糖酶启动子活性的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＢｍＤＨＲｏｎＢｍｔｒｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ

２３　ＢｍＤＨＲ－１与ＢｍＤＨＲ－５共表达分析
将表达质粒 ｐｃＤＮＡ－ｉｅ－１－Ｂｍｄｈｒ－１，ｐｃＤ

ＮＡ－ｉｅ－１－Ｂｍｄｈｒ－５ＤＮＡ按不同摩尔比（０∶４，
１∶１，３∶１，１∶３，４∶０）与ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ报告质粒共

同转染ＢｍＮ细胞，以ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ报告质粒转
染的细胞为阳性对照，载体 ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ转染的细
胞为空白对照，４～５ｈ后用含１００ｎＭ滞育激素的
培养基替换旧培养基．７２ｈ后检测 ＬＵＣ活性，并经
空白对照和总蛋白量矫正，结果如图 ２所示．在
１００ｎＭ的滞育激素作用下，对照组海藻糖酶启动
子活性为１１５０４３３±５００６７，图２显示不同摩尔
比的Ｂｍｄｈｒ－１／ＢｍＤＨＲ－５（１∶１，３∶１，１∶３）分别使
海藻糖酶启动子的活性提高３１，３５，２３倍，达到
显著水平（Ｆ＝８４６５，Ｐ＝００２９＜００５）．其中，摩
尔比为１∶１和３∶１时，海藻糖酶启动子的活性极显
著高于 ＢｍＤＨＲ－１或 ＢｍＤＨＲ－５单独作用（Ｆ＝
５８９５１，Ｐ＝０００１５５＜００１；Ｆ＝１０７３６４，Ｐ＝
００００４９＜００１；Ｆ＝２９４７２，Ｐ＝０００５５８＜００１；Ｆ
＝６０９８７２，Ｐ＝０００１４５＜００１）；比例为１∶３时与
二者单独作用时相当，差异不显著（以与 ＢｍＤＨＲ
－５单独作用的差异分析为例，Ｆ＝７０９９，Ｐ＝
００５７＞００５）．

图２　不同摩尔比的ＢｍＤＨＲ－１／ＢｍＤＨＲ－５对海藻
糖酶启动子活性的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭｏｌｅｒａｔｉｏｏｆＢｍＤＨＲ－１／
ＢｍＤＨＲ－５ｏｎＢｍｔｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

３　结论
文中分别构建了家蚕４个滞育激素受体 Ｂｍ

ＤＨＲ－１，－３，－４，－５的表达质粒，利用家蚕细胞

瞬时表达系统，体外分析了家蚕不同滞育激素受体

或其组合对海藻糖酶基因启动子活性的影响．由于
ＢｍＤＨＲ必须与 ＤＨ结合才能调控下游基因的表
达［４－６］，因此在家蚕细胞共转染表达质粒和报告质

粒后的培养基中加入人工合成的家蚕 ＤＨ（１００
ｎＭ）．

在滞育激素作用下，Ｂｍｄｈｒ－１、－３、－４和 －５
分别单独表达时，均上调家蚕 Ｂｍｔｒｅ启动子的活
性，证明 ＢｍＤＨＲ能上调下游基因 Ｂｍｔｒｅ的表达．
但是，４种ＢｍＤＨＲ对Ｂｍｔｒｅ上调倍数存在差异，由

００３ 江苏科技大学学报（自然科学版） ２０１４年



高到低依次为 ＢｍＤＨＲ－３、ＢｍＤＨＲ－１、ＢｍＤＨＲ－
５、ＢｍＤＨＲ－４，生物信息学分析显示４个 ＢｍＤＨＲ
的一级氨基酸序列同源性很高，前５次跨膜结构完
全一致［７］，表明ＢｍＤＨＲ调节海藻糖酶启动子的活
性部位可能在前５次跨膜区域．

Ｇ蛋白偶联受体可以通过组成二聚体发挥作
用，其中包括同源二聚体和异源二聚体两种类

型［２１］．形成二聚体的 Ｇ蛋白偶联受体在功能上的
变化也有不同，有的会增加活性，有的会减弱活性，

甚至会导致受体脱敏或发生内吞作用［２２］．家蚕滞
育激素受体属于 Ｇ蛋白偶联受体，ＢｍＤＨＲ－１和
ＢｍＤＨＲ－５在蛹期血液中相对表达量很高，而其
他几个受体的表达量较低［７］，即 ＢｍＤＨＲ－１和
ＢｍＤＨＲ－５是导致蚕卵滞育的主要受体．因此，本
实验选择 ＢｍＤＨＲ－１与 ＢｍＤＨＲ－５表达载体在
ＢｍＮ细胞中进行同表达．

不同摩尔比（１∶３，１∶１和３∶１）的 ＢｍＤＨＲ－１／
ＢｍＤＨＲ－５表达载体，与 ｐ３Ｚ－Ｂｍｔｒｅ－ｌｕｃ共转染
ＢｍＮ细胞后，荧光素酶活性均呈上调现象，且荧光
素酶活性随着 ＢｍＤＨＲ－５摩尔比的减小，上调倍
数逐渐升高．说明 ＢｍＤＨＲ－１／ＢｍＤＨＲ－５共表达
上调Ｂｍｔｒｅ基因的表达；ＢｍＤＨＲ－５的过量表达对
ＢｍＤＨＲ－１的活性有一定的抑制作用．但是当只
有ＢｍＤＨＲ－１单独表达时，对ｌｕｃ基因上调倍数反
而比ＢｍＤＨＲ－１／ＢｍＤＨＲ－５比例为３∶１时低，这
是否由于 ＢｍＤＨＲ－１大量积累后形成同源二聚
体，导致自身脱敏，从而失去受体作用，还需要进一

步实验研究．
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