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昆虫激素体外调节家蚕滞育激素受体基因的表达
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摘　要：为了深入研究家蚕滞育的分子机理，从家蚕基因组中扩增了１３９５ｂｐ和９７２ｂｐ２个不同长度的滞育激素受体基因
Ｂｍｄｈｒ启动子片段，以ｐＧＬ３０Ｂａｓｉｃ为载体，分别构建荧光素酶报告质粒，利用家蚕细胞瞬时表达系统分析其转录活性以
及昆虫保幼激素类似物（ＪＨＡ）、蜕皮激素（２０ＯＨｅｃｄｙｓｏｎｅ）和滞育激素（ＤＨ）对其活性的影响．结果表明：１３９５ｂｐ的Ｂｍｄｈｒ
启动子活性显著低于９７２ｂｐ的Ｂｍｄｈｒ启动子，这说明Ｂｍｄｈｒ启动子在－９４１～－１３６４ｎｔ区间存在负调控元件．ＪＨＡ浓度为
２，４，６μｇ／ｍＬ时，极显著地增强启动子活性；浓度为１μｇ／ｍＬ时活性显著减弱，而为８μｇ／ｍＬ时则活性极显著减弱．２０ＯＨ
ｅｃｄｙｓｏｎｅ对Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响具有剂量效应，低浓度（１，２μｇ／ｍＬ）时显著增强启动子活性；浓度为４μｇ／ｍＬ时，启动
子的活性显著减弱；但当浓度继续升高时，启动子活性又极显著增强．ＤＨ对Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响同样具有剂量效应，
其浓度为１０～４０ｎＭ时，显著增强启动子活性；而当其浓度达到６０ｎＭ时，启动子活性变化不显著．
关键词：昆虫激素；家蚕；滞育激素受体；启动子；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］．根据自然条件下１年内发生的世代数可将
家蚕分为一化性（ｕｎｉｖｏｌｔｉｎｉｓｍ）、二化性（ｂｉｖｏｌｔｉｎｉｓｍ）
和多化性品种（ｐｏｌｙｖｏｌｔｉｎｉｓｍ）．不同化性的家蚕发生
滞育的情况也不同，家蚕二化性品种的滞育性由遗

传性决定并受上代环境影响［４－６］．滞育激素（ＤＨ）在
决定家蚕胚胎滞育中有着重要作用［４－５，７］，胚胎期

２５℃光照处理，至蛹期咽下神经节（ＳＧ）合成和分泌
滞育激素 ＤＨ，成虫交配后产滞育卵；相反，胚胎期
１５℃暗催青处理，ＳＧ合成和分泌的ＤＨ少，成虫交
配后产非滞育卵［８］．研究表明：家蚕滞育激素受体基
因Ｂｍｄｈｒ主要在蛹中期卵巢中表达［７］，ＤＨ必须与
滞育激素受体（ＢｍＤＨＲ）结合，通过调控下游基因的
表达变化才能启动滞育［６，９］．但是，目前人们对Ｂｍ
ｄｈｒ表达的调控机制尚不清楚．

为了深入研究家蚕滞育的分子机理，本实验根

据家蚕基因组数据库公布的Ｂｍｄｈｒ上游序列（Ｂｍ－
ｓｃａｆ８４｜ＢＡＢＨ０１０３３４７２１）设计ＰＣＲ引物，以家蚕
二化性品种“秋丰”基因组ＤＮＡ为模板，克隆了１３９５
ｂｐ（－１３６４～＋３１ｎｔ）和９７２ｂｐ（－９４１～＋３１ｎｔ）２个
不同长度的Ｂｍｄｈｒ启动子序列，构建Ｂｍｄｈｒ启动子驱
动的荧光素酶基因报告载体，利用家蚕细胞瞬时表达

分析系统分析其转录活性和外源昆虫保幼激素类似

物（ＪＨＡ）、蜕皮激素（２０ＯＨｅｃｄｙｓｏｎｅ）和滞育激素
（ＤＨ）对其活性的影响．

１　实验
１１　实验试剂

家蚕二化性品种“秋丰”、宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｔｏｐ１０、质粒载体ｐＭＤ１８Ｔ和ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ载体（含
有荧光素酶基因 ｌｕｃ）、ＢｍＮ细胞株由农业部蚕桑
遗传改良重点实验室保存．蜕皮激素２０ＯＨｅｃｄｙｓ
ｏｎｅ由中国农业科学院蚕业研究所附属蚕药厂生
产并提供；保幼激素类似物（ＪＨＡ）ＺＲ－５１５购自
Ｓｉｇｍａ公司；滞育激素（ＭＷ：２７３１０１）由上海强耀
生物科技有限公司合成．各种限制性内切酶、Ｔａｑ
酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ等主要试剂购自
ＴａＫａＲａ（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 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司．荧光素酶检测试剂盒（Ｅ４０３０）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司．核苷酸引物的合成、测序委托上海生工生物
有限工程公司完成．
１２　家蚕基因组ＤＮＡ的提取

取家蚕品种秋丰５龄第３日幼虫后部丝腺，参

照文献［１０］的方法提取家蚕基因组 ＤＮＡ，经浓度
和纯度检测后，－２０℃保存备用．
１３　启动子序列扩增

根据家蚕基因组数据库公布的 Ｂｍｄｈｒ序列
（Ｂｍ－ｓｃａｆ８４｜ＢＡＢＨ０１０３３４７２１），使用Ｏｌｉｇｏ６软
件分别在－１４００ｂｐ和 －１０００ｂｐ左右设计上游引
物，在＋１０ｂｐ处设计下游引物，并分别导入ＫｐｎⅠ
和ＢｇｌⅡ酶切位点（下划线部分）：Ｆ１５′－ＧＧ
ＴＡＣＣＣＧＴＣＧＧＡＣＴＴＧＴＣＧＧＡＴＣＴ－３′，Ｆ２５′－ＧＧ
ＴＡＣＣＧＴＧＴＴＧＡＡＧＴＧＣＡＴＧＧＡＣＧＡ－３′，Ｒ５′－
ＡＧＡＴＣＴＧＡＣＣＡＧＣＣＣＴＣＴＣＧＡＣＴＡＣＡＴＴ－３′．

以家蚕基因组 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，
扩增条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃、４５ｓ，６０℃、１
ｍｉｎ，７２℃、２ｍｉｎ，２５个循环后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ．
ＰＣＲ产物经凝胶电泳鉴定和分离，用 ＤＮＡ回收试
剂盒纯化后克隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体中，进行测序验
证．
１４　载体构建

将测序正确的质粒使用ＫｐｎⅠ－ＢｇｌⅡ内切酶
双酶切后电泳，分离纯化获得不同长度的 Ｂｍｄｈｒ
基因启动子片段，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下克隆到
经同样酶消化的ｐＧＬ３０Ｂａｓｉｃ载体中，转化Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｔｏｐ１０，筛选出重组质粒 ｐＧＬＢｍｄｈｒ１３６４ｌｕｃ、ｐＧＬ
Ｂｍｄｈｒ９４１ｌｕｃ，并进行酶切鉴定．
１５　细胞培养、转染与瞬时表达

家蚕细胞系 ＢｍＮ参照文献［１１］的方法进行
细胞培养传代．细胞用２４孔板培养２４ｈ，转染前去
除培养基并用无血清培养基洗涤２次，将１００μＬ
含有５μＬ脂质体和１μｇ报告质粒的转染液与１ｍＬ
无血清ＴＣ１００培养基混匀，温育细胞４～５ｈ，除去
旧培养基，加入 ３００μＬ含有 １０％ ＦＢＳ的 ＴＣ１００
培养基，激素处理组更换培养基时加入不同浓度

ＺＲ５１５、β－蜕皮激素和 ＤＨ，对照组加等体积
ｄｄＨ２Ｏ，以ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ转染的细胞为空白对照，
每组实验重复３次．
１６　荧光素酶分析

细胞转染７２ｈ后，４℃５０００ｒ／ｍｉｎ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的细胞裂解液并混匀，在Ｌｕ
ｍｉｎｏＭｅｔｅｒ２０／２０荧光光度计上测定荧光素酶
（ＬＵＣ）活性（２ｓ延迟，１０ｓ读数），以相对荧光强度
单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｕｎｉｔ，ＲＬＵ）表示［１２］．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［１３］．使用ＳＰＳＳ软件进行差异性分析．
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２　结果与分析
２１　不同长度Ｂｍｄｈｒ启动子活性比较

经Ｍ１３引物双向测序后，分别得到长度为
１３９５ｂｐ和９７２ｂｐ的片段．２个启动子片段分别包含
１３６４ｂｐ和９４１ｂｐ的５’上游序列，以及３１ｂｐ的第１
外显子部分序列．比对结果表明：克隆的片段与公布
的 Ｂｍ－ｓｃａｆ８４｜ＢＡＢＨ０１０３３４７２１序列一致，说明
已成功克隆到Ｂｍｄｈｒ启动子片段．

将构建好的报告质粒 ｐＧＬＢｍｄｈｒ１３６４ｌｕｃ、ｐＧＬ
Ｂｍｄｈｒ９４１ｌｕｃ和ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ质粒分别转染ＢｍＮ细
胞，转染４～５ｈ后使用完全培养基替换旧培养基．７２
ｈ后收集细胞，检测ＬＵＣ活性，并经空载体和总蛋白
量矫正，结果见表１．从表中可看出，Ｂｍｄｈｒ９４１启动子
活性明显高于Ｂｍｄｈｒ１３６４启动子，前者是后者的２１
倍，这表明 Ｂｍｄｈｒ基因转录起始位点上游 －９４１～
－１３６４ｎｔ区域可能存在负调控元件．

表１　不同长度的Ｂｍｄｈｒ启动子活性
Ｔａｂｌｅ１　ＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈＢｍｄｈｒｐｒｏｍｏｔｅｒ

Ｂｍｄｈｒ启动子片段长度／ｂｐ 荧光素酶相对活性（ＲＬＵ）
９４１ １４５５±８５６３３
１３６４ ６７７±４６７３３

２２　ＪＨＡ对Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响
将构建好的报告质粒 ｐＧＬＢｍｄｈｒ１３６４和

ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ质粒分别转染ＢｍＮ细胞，转染４～５ｈ
后使用保幼激素类似物（ＺＲ５１５）浓度为０，１，２，４，６
和８μｇ／ｍＬ的完全培养基替换旧培养基．７２ｈ后检
测ＬＵＣ活性，并经空载体和总蛋白量矫正，结果见
图１．当保幼激素类似物浓度为２，４，６μｇ／ｍＬ时，启
动子的活性极显著增强（Ｆ＝２３８２，Ｐ＝０００３＜
００１），分别是浓度为０时的２０，２１和１５倍；而当
保幼激素类似物浓度为１μｇ／ｍＬ时，启动子活性显
著减弱（Ｆ＝０８６７，Ｐ＝００２１＜００５），浓度为
８μｇ／ｍＬ时，启动子的活性则极显著减弱（Ｆ＝００１９，
Ｐ＝０００１＜００１）．

图１　保幼激素类似物对Ｂｍｄｈｒ启动子的活性影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪＨＡｏｎＢｍｄｈｒｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

２３　２０ＯＨｅｃｄｙｓｏｎｅ对Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响
　　将构建好的报告质粒 ｐＧＬＢｍｄｈｒ１３６４和
ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ质粒分别转染ＢｍＮ细胞，转染４～５ｈ
后使用 β－蜕皮激素浓度为 ０，１，２，４，６，８和 １０
μｇ／ｍＬ的完全培养基替换旧培养基．７２ｈ后检测
ＬＵＣ活性，并经空载体和总蛋白量矫正，结果见图
２．当β－蜕皮激素浓度为０时，Ｂｍｄｈｒ基因启动子的
活性为６７７±２４３３；当β－蜕皮激素浓度为１，２，６，
８，１０μｇ／ｍＬ时，启动子的活性增加极显著（Ｆ＝
８５８３１，Ｐ＝０００１＜００１），分别是浓度为 ０时的
１８，２８，１２，２２，２４倍；而浓度为４μｇ／ｍＬ的条件
下，启动子活性明显减弱（Ｆ＝２８０１２，Ｐ＝００１３＜
００５），仅是浓度为０μｇ／ｍＬ时的８０％．

图２　２０ＯＨｅｃｄｙｓｏｎｅ对Ｂｍｄｈｒ启动子的活性影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ２０ＯＨｅｃｄｙｓｏｎｅｏｎＢｍｄｈｒ

ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

２４　滞育激素对Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响
将构建好的报告质粒 ｐＧＬＢｍｄｈｒ１３６４和

ｐＧＬ３０ｂａｓｉｃ质粒分别转染ＢｍＮ细胞，转染４～５ｈ
后用滞育激素浓度为０做对照，１０，２０，４０，６０，８０和
１００ｎＭ的完全培养基替换旧培养基．７２ｈ后收集细
胞，检测ＬＵＣ活性，并经空载体和总蛋白量矫正，结
果见图３，当滞育激素浓度为１０，２０，４０ｎＭ时，启动
子的活性显著增强（Ｆ＝９４４２，Ｐ＝００３７＜００５），分
别是浓度为０的１７，２３和１５倍；而当滞育激素浓
度为６０，８０和１００ｎＭ时，启动子活性变化不显著（Ｆ
＝０４９１，Ｐ＝０５２２＞００５）．

图３　滞育激素对Ｂｍｄｈｒ启动子的活性影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＨｏｎＢｍｄｈｒｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
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３　讨论
家蚕滞育激素受体基因的表达具有时空特异

性，它与家蚕滞育密切相关［６］．本实验克隆了２个
不同长度的 Ｂｍｄｈｒ启动子片段，经对体外细胞瞬
时表达分析，Ｂｍｄｈｒ基因转录起始位点上游
－１３６４～－９４１ｎｔ区间存在负调控元件．在线软件
（ｈｔｔｐ：／／ａｌｇｇｅｎ．ｌｓｉ．ｕｐｃ．ｅｓ／ｒｅｃｅｒｃａ／ｍｅｎｕ－ｒｅｃｅｒｃａ．
ｈｔｍｌ）和ＤＮＡｓｔａｒ软件分析显示，１３６４ｂｐ的 Ｂｍｄｈｒ
启动子片段包含启动子基本元件如ＴＡＴＡｂｏｘ、ＧＡ
ＴＡｂｏｘ，还有多个上游调控元件，如 ＥｃＲＥｓ（ＰｕＧ
（Ｇ／Ｔ）ＴＣＡ）、Ｅｎ（ｅｎｇｒａｉｌｅｄ）元件、Ｚｅｓｔｅ元件、ＡｎｔＰ
元件和ＤＰＥ元件，其中－１３６４～－９４１ｎｔ之间存在
２个ＥｃＲＥ元件、１个Ｅｎ元件和１个ＡｎｔＰ元件．Ｅｎ
元件对果蝇某些基因在转录水平有抑制作用［１４］，

由此可推测 Ｅｎ元件对 Ｂｍｄｈｒ基因的表达也有抑
制作用，但这还需进一步实验证实．

在家蚕发育过程中，蜕皮激素单独作用能引起

幼虫到蛹的变态［１５］．蛹期初期，在家蚕正常雌蛹血
淋巴中蜕皮激素的浓度急骤增加［１６］，并且 Ｂｍｄｈｒ
在此时的转录水平急速上升［６，１７］，这说明蜕皮激

素可能会增强Ｂｍｄｈｒ启动子的活性．但是，当２０－
ＯＨ－ｅｃｄｙｓｏｎｅ为４μｇ／ｍＬ时，Ｂｍｄｈｒ启动子的活性
不但没有增强反而呈下降趋势，其原因则有待进一

步地深入研究．
ＤＨ对 Ｂｍｄｈｒ启动子活性的影响同样具有剂

量效应，其浓度在１０～４０ｎＭ时，可显著增强启动
子活性；当浓度达到６０ｎＭ时，启动子活性变化不
显著．这种剂量效应与滞育激素对海藻糖酶基因启
动子调控作用［１８］是吻合的．

本研究结果为探索 Ｂｍｄｈｒ基因的表达调控和
阐明家蚕滞育的分子机理积累了实验数据．但是，
家蚕体内 Ｂｍｄｈｒ基因的真实表达调控情况，还需
要在个体水平加以深入研究才能揭示．
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