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摘　 要　 为了研究家蚕ｍｉＲＮＡ 对丝素蛋白基因表达的调控作用，采用生物信息学方法筛选获得对家蚕丝素轻链基因（ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ）
和 Ｐ２５ 蛋白基因（ＢｍＰ２５）有潜在调控作用的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗。 利用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术分析 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其靶基因

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ、ＢｍＰ２５ 在家蚕 ４～５ 龄期幼虫后部丝腺和 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫不同组织器官中的表达水平，结果显示三者在后部丝腺组织中

的表达水平都较高，呈现严格的时空特异性。 以 ｐｃＤＮＡ３ 质粒为载体，构建 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃
ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗⁃ＳＶ４０］；以 ｐＧＬ３􀆰 ０⁃Ｂａｓｉｃ 质粒为载体，分别构建 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′ＵＴＲ、ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 与荧光素酶报告基因 ｌｕｃ 融合的

重组报告质粒 ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］和 ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｐ２５⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］。 以海肾荧光素酶表达载体 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ
为内参，分别将构建的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组表达载体和 ２ 个重组报告质粒共转染 ＢｍＮ 细胞，通过检测细胞中的荧光素酶活

性，明确 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗可显著下调 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 基因的表达，并能上调 ＢｍＰ２５ 基因的表达，但上调作用未达显著水平。 上述结

果为研究家蚕 ｍｉＲＮＡ 的功能和阐明蚕丝蛋白基因表达调控分子机制提供了新的实验数据。
关键词　 ｍｉＲＮＡ； 家蚕； Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗； 丝素轻链基因； Ｐ２５ 基因； 表达调控
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微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类内源性的具有调控功

能的非编码 ＲＮＡ，其长度为 １９ ～ ２２ 个核苷酸。
成熟的 ｍｉＲＮＡ 是由较长的初级转录物经过一系列

核酸酶的剪切加工而成，随后组装进 ＲＮＡ 诱导的沉

默复合体，通过碱基互补配对的方式识别靶 ｍＲＮＡ，
并根据互补程度调控沉默复合体降解靶 ｍＲＮＡ 或

阻遏其翻译［１－４］。 ｍｉＲＮＡ 大多以基因簇的形式存在

于基因组中［５］，而且绝大部分位于基因间隔区

（ＩＧＲ），说明它们的转录独立于其他基因，具有自身

的转录调控机制。 研究表明，动物与植物 ｍｉＲＮＡ 的

作用位点在靶 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 和 ５′ＵＴＲ 区［６－８］。
ｍｉＲＮＡ 具有较高的时序性、组织特异性和保守

性［９］；ｍｉＲＮＡ 对 ３０％以上的基因具有调控作用，其
通过与转录本的相互作用，关闭或抑制基因的表

达，参与多种生理和病理过程［１０－１１］。 家蚕（Ｂｏｍｂｙｘ
ｍｏｒｉ）是研究动物发生、分化、生长发育及免疫调节、
遗传和变异的重要模式生物之一［１２］。 家蚕丝腺具

有高效、特异地合成丝蛋白的能力，长期以来都是

研究的重点和热点。 家蚕丝腺包括前部丝腺、中部

丝腺和后部丝腺 ３ 个部分，丝蛋白主要在后部丝腺

合成［１３－１４］。 本实验室 Ｈｕａｎｇ 等［１５－１６］ 的研究证实

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 能够抑制家蚕丝素蛋白基因（ＢｍＰ２５）
的表达，Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃９６５ 和 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃１９２６ 能够抑制家

蚕丝素轻链基因（ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ）的表达；宋菲等［１７］ 的研

究证实 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 能上调家蚕丝素重链基因

（ＢｍＦｉｂ⁃Ｈ）的表达。 最近，我们利用 Ｓｏｌｅｘａ 测序技

术对家蚕品种 ｐ５０ 的 ４ 龄 ２ ｄ 和 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫后部

丝腺（ＰＳＧ）ｓＲＮＡ 进行测序，获得 ２９ 个差异表达的

已知 ｍｉＲＮＡ，推测这些 ｍｉＲＮＡ 可能与丝蛋白合成

相关［１８］。 通过生物信息学方法预测筛选出在

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 基因上存在靶位点，并且在家蚕

４ 龄和 ５ 龄幼虫丝腺中表达差异较大的一个 ｍｉＲＮＡ
（Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗）。 为了验证 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗对

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 是否具有调控作用，我们在分析

三者在家蚕幼虫体内组织器官的表达水平的基础

上，构建三者的表达载体，利用 ＢｍＮ 细胞瞬时表达

系统检测 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗对 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 基

因转录表达的调控作用，为深入研究家蚕 ｍｉＲＮＡ 的

功能和阐明蚕丝蛋白基因表达调控分子机制提供

新的实验数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料及主要试剂和仪器

家蚕品种 ｐ５０ 由本实验室保存，孵化后的幼虫

用新鲜桑叶室温常规饲养。
ＢｍＮ 细胞、大肠杆菌受体菌株 Ｔｏｐ１０、ｐＧＬ３􀆰 ０

［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃ＳＶ４０］质粒和 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］质粒

由本实验室保存。 ｐＭＤ１８⁃Ｔ、限制性内切酶和其他

ＰＣＲ 相关试剂购自 ＴａＫａＲａ 公司，ＴＣ⁃１００ 培养基、胎
牛血清（ＦＢＳ）和转染试剂购自 ＵＣａｌｌＭ 公司，荧光素

酶检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 其他常用生化试

剂购自国药集团、上海生工生物工程技术服务有限

公司等。
ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ５１ 荧 光 倒 置 显 微 镜 （ 日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司），ＷＶ⁃ＢＰ３３０ ／ ＣＨ 凝胶成像系统（江

苏捷达科技发展有限公司），ＬｕｍｉｎｏＭｅｔｅｒ ２０ ／ ２０ 荧

光光度计（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）。
１􀆰 ２　 家蚕幼虫组织器官的总 ＲＮＡ 提取

按照 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）说明

书中的方法，分别提取家蚕 ４ 龄 ２ ｄ、３ ｄ，５ 龄 １ ｄ、２
ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ、６ ｄ 和 ７ ｄ 幼虫的后部丝腺的总

ＲＮＡ，以及 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫的表皮、气管、脂肪体、马氏

管、中肠、前部丝腺、中部丝腺、后部丝腺和头部等 ９
个组织器官的总 ＲＮＡ，并电泳检测其质量。
１􀆰 ３　 家蚕 ｍｉＲＮＡ 的预测

利用前期试验以家蚕品种 ｐ５０ 的 ４ 龄、５ 龄幼虫后

部丝腺 Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序所得到的差异表达ｍｉＲＮＡ，
从 ＮＣＢＩ 数据库下载 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ、ＢｍＰ２５ 基因的 ３′ＵＴＲ 核
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酸序列，应用靶基因在线预测软件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ（ｈｔｔｐ：∥
ｂｉｂｉｓｅｒｖ．ｔｅｃｈｆａｋ．ｕｎｉ⁃ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ ／ ｒｎａｈｙｂｒｉｄ）预测获得 １
个在 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 基因 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 都有靶位

点的 ｍｉＲＮＡ———Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗。
１􀆰 ４　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的 ＰＣＲ

根据文献［１９］的方法设计 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的

特异性反转录引物，以家蚕 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫后部丝腺

总 ＲＮＡ 为模板，按照反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）
说明书的步骤进行反转录合成 ｃＤＮＡ，再以此 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃变

性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３０ 个循

环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 ４％琼脂糖凝胶电泳

检测，回收目的片段，连接 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体，１６ ℃ 连

接过夜。 将连接产物转化进 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感受态细

胞，抽提重组质粒 ＤＮＡ，测序验证，测序结果通过

ＣｌｕｓｔａｌＸ１􀆰 ８３ 软件进行比对。
１􀆰 ５　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其预测靶基因在蚕体表达

的半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

１􀆰 ５􀆰 １　 引物设计与合成　 采用 Ｏｌｉｇｏ ６􀆰 ０ 软件设计

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的 上、 下 游 引 物， Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗和内参照 ＢｍＵ６ 的半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物及

上、下游引物。 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ
引物序列为５′⁃ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡ⁃
ＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＣＡＣＴ⁃３′，Ｆｏｒｗａｒｄ
引物序列为 ５′⁃ＣＴＣＴＣＡＡＧＧＴＧＧＣＣＴＡＧＣＡ⁃３′；ＢｍＵ６
的半定量ＲＴ⁃ＰＣＲ引物序列为５′⁃ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴ⁃
ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣ⁃
ＡＣＧＡＴＴ⁃３′，Ｆｏｒｗａｒｄ 引物序列为 ５′⁃ＣＣＴＧＣＧＣＡＡ⁃
ＧＧＡＴＧＡＣ⁃３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ 引物序列为 ５′⁃ＧＴＧＣＡＧＧＧ⁃
ＴＣＣＧＡＧＧＴ⁃３′；ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 的 Ｆｏｒｗａｒｄ 引物序列为 ５′⁃
ＣＣＧＧＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＣＴＡＴ⁃３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ 引物序列

为 ５′⁃ＧＧＴＴＡＴＧＴＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＧＴ⁃３′； ＢｍＰ２５ 的

Ｆｏｒｗａｒｄ 引物序列为 ５′⁃ＣＣＣＴＧＣＴＡＣＴＴＧＧＡＣＧＡＴ⁃
Ｔ⁃３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ 引物序列为 ５′⁃ＧＡＴＴＡＴＧＧＴＣＧＡＣＧＴ⁃
ＡＧＧＴＧ⁃３′。 引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 合成和半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 将方法

“１􀆰 ２”提取的家蚕幼虫不同发育时期组织器官的总

ＲＮＡ 按照反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）说明书的步

骤，利用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物进行反转录合成用于

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗、ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ、ＢｍＰ２５ 和 ＢｍＵ６ 扩增的

ｃＤＮＡ 模 板。 将 各 样 品 ｃＤＮＡ 浓 度 稀 释 至 ５００

ｎｇ ／ μＬ 作为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件为：
９４ ℃变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，
２８ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ６　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其预测靶基因重组表达载

体的构建

以 ｐＧＬ３􀆰 ０⁃Ｂａｓｉｃ 质粒为载体，将 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′
ＵＴＲ ２８９ ｂｐ 片段和 ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ ４９１ ｂｐ 片段分别

克隆到荧光素酶基因 ｌｕｃ 的下游，并用 Ａ３ 启动子驱

动，构建 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗潜在靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′
ＵＴＲ 和 ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 与 ｌｕｃ 融合的重组表达载体

ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］ 和 ｐＧＬ３􀆰 ０ ［ Ａ３⁃
ｌｕｃ⁃Ｐ２５⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］。

在家蚕基因组数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｉｌｋｄｂ．ｏｒｇ ／ ｓｉｌｋ⁃
ｄｂ ／ ）下载 ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及上、下游各 １００ ｂｐ 的片段，
以 ｐｃＤＮＡ３ 质粒为载体，将包含增强型绿色荧光蛋

白基因 ｅｇｆｐ 和 ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及上、下游各 １００ ｂｐ
的片段克隆到载体中，用 ＢｍＮＰＶ ｉｅ１ 启动子驱动，
构建 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的重组表达载体 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃
ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗⁃ＳＶ４０］。
１􀆰 ７　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗对预测靶基因转录表达调控

作用的细胞转染验证实验

转染前 １ ｄ 将生长状况良好的 ＢｍＮ 细胞接种

于 １２ 孔细胞培养板中，按每孔 １ ｍＬ 加入从培养瓶

中轻缓吹打下来的细胞悬浮液，静置培养使细胞贴

壁。 用于转染实验的细胞密度在 １ × １０５ 个 ／ ｍＬ 左

右，质粒质量浓度约 ４００ ｎｇ ／ μＬ。 用上述 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗的重组表达载体分别与 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′ＵＴＲ 和

ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 的重组表达载体共转染 ＢｍＮ 细胞，
以海肾荧光素酶报告质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ 为内参，同时

以单独转染靶基因 ３′ＵＴＲ 与 ｌｕｃ 融合的重组表达质

粒 ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］、ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃
ｌｕｃ⁃Ｐ２５⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］的 ＢｍＮ 细胞为阳性对照，单
独转染 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组表达质粒 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃
ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗⁃ＳＶ４０］和 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］
的 ＢｍＮ 细胞为阴性对照，未转染的细胞为空白对

照。 在 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中准备 ２ 种溶液。 溶液 Ａ：将
３ μＬ 报告质粒 ＤＮＡ 加入 ５０ μＬ 无抗生素和胎牛血

清的培养基。 溶液 Ｂ：将 １ μＬ 转染试剂 ＵＣａｌｌＭ Ｐｅｒ⁃
ＦｅｃｔＴＭ溶于 ５０ μＬ 无抗生素和胎牛血清的培养基。
将 Ａ、Ｂ ２ 种溶液混匀后，室温孵育 ３０ ｍｉｎ。 吸去 １２
孔板中培养细胞的原培养液，并用 １ ｍＬ 无血清和抗

生素的培养基清洗细胞，移去清洗培养基；在 Ａ、Ｂ
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混合液加入 ８００ μＬ 无抗生素和胎牛血清的培养基，
混匀后加入有细胞的细胞培养孔中，２７ ℃细胞培养

箱培养 ５ ｈ；吸净培养孔中的 Ａ、Ｂ 混合液，加入 １ ｍＬ
含胎牛血清及抗生素的培养基，２７ ℃培养 ７２ ｈ，收集

细胞检测荧光素酶的活性。 每种处理重复 ３ 次。 用

ＬｕｍｉｎｏＭｅｔｅｒ ２０ ／ ２０ 荧光光度计分别测定荧光素酶与

海肾荧光素酶的活性［１７，１９－２１］，测定数据经阴性对照和

空白对照校正后，计算二者的比值，分析 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗对 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 表达的调控作用，并用

ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 软件进行差异显著性分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 家蚕幼虫组织器官总 ＲＮＡ 的质量及 Ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃２７５５∗前体鉴定

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗的成熟体序列已由 Ｌｉｕ 等［２２］

通过测序鉴定得到。 提取家蚕 ４ 龄、５ 龄幼虫后部

丝腺和 ５ 龄 ３ ｄ 各组织器官的总 ＲＮＡ，用 ２％琼脂糖

凝胶电泳检测都有 ３ 条清晰条带（图略），说明提取

的总 ＲＮＡ 质量较好，可用于后续试验。

１—头部，２—表皮，３—气管，４—脂肪体，５—中肠，６—前部丝腺，７—中部丝腺，８—后部丝腺，９—马氏管。
１—Ｈｅａｄ， ２—Ｃｕｔｉｃｕｌａｒ， ３—Ｔｒａｃｈｅａ， ４—Ｆａｔ ｂｏｄｙ， ５—Ｍｉｄｇｕｔ， ６—Ａｎｔｅｒｉｏｒ ｓｉｌｋ ｇｌａｎｄ， ７—Ｍｉｄｄｌｅ ｓｉｌｋ ｇｌａｎｄ，

８—Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｓｉｌｋ ｇｌａｎｄ， ９—Ｍａｌｐｉｇｈｉａｎ ｔｕｂｕｌｅ．

图 ２　 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 在家蚕 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫不同组织中的表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗ ａｎｄ ｉｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ａｎｄ ＢｍＰ２５ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄａｙ ３ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｂｙ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ

以家蚕 ５ 龄 ３ ｄ 幼虫后部丝腺的总 ＲＮＡ 反转

录合成用于扩增的 ｃＤＮＡ 模板，产物电泳检测显示

有一条长度在 ６０ ～ ８０ ｂｐ 之间，与 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗
前体片段长度的理论值相符的条带（图 １）。 回收目

的片段，连接至 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体，转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感

受态细胞，抽提重组质粒并测序，其结果与预期的

片段序列吻合。

图 １　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗前体的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ２　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗靶基因的生物信息学预测

从 ＮＣＢＩ 数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／
ｇｅｎｅ ／ ）下载 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ、ＢｍＰ２５ 的 ３′ＵＴＲ 核苷酸序列。
然后利用 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 软件进行 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗与

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ、ＢｍＰ２５ 的 ３′ ＵＴＲ 序列比对。 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗的种子序列（第 ２ ～ ８ 位碱基）与 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′
ＵＴＲ 完全匹配，与 ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 有 ６ 个碱基匹配，
说明 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 有 可 能 都 是 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗的潜在靶基因。
２􀆰 ３　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其靶基因在家蚕体内的时

空表达特征

采用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测家蚕 ５ 龄 ３ ｄ 幼

虫不同组织器官以及 ４ ～ ５ 龄不同时期后部丝腺中

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的

表达水平。 从图 ２ 可以看出，ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 在 ５ 龄 ３ ｄ 幼

虫的表皮、气管、丝腺（前、中、后部分）、中肠、脂肪

体、马氏管和头部中都有表达，而且在丝腺组织中

的表达水平最高；ＢｍＰ２５ 在表皮和头部中的表达水
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平较低，在其他组织中都有较高水平的表达，在丝

腺（前、中、后部分）中的表达水平均较高；Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗在检测的 ９ 个组织器官中都有表达，在后部

丝腺中的表达水平较高。
从图 ３ 可以看出，ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 在幼虫不同时期后

部丝腺的表达水平均较高，并且在 ５ 龄 １ ～ ３ ｄ 呈增

加的趋势，３ ～ ５ ｄ 达到最高水平，其后逐渐下降；

ＢｍＰ２５ 在 ４ 龄期和 ５ 龄前期的表达水平较高，５ 龄

后期表达水平下降；Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗在 ４ 龄后部丝

腺中的表达水平较低，至 ５ 龄期持续表达，其中 ５ 龄

１～３ ｄ 的表达水平较高。
上述结果表明在家蚕 ５ 龄幼虫期丝腺组织中

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗以及 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的表达呈

现严格的时空特异性。

１～２—分别为 ４ 龄 ２ ｄ、３ ｄ，３～９—分别为 ５ 龄 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ、６ ｄ 和 ７ ｄ。
１－２—Ｄａｙ ２ ａｎｄ ３ ｏｆ ｔｈｅ ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ３－９—Ｄａｙ １， ２， ３， ４， ５， ６ ａｎｄ ７ ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ３　 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗及其靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 在家蚕 ４～ ５ 龄期幼虫后部丝腺的表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗ ａｎｄ ｉｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ａｎｄ ＢｍＰ２５ ｉｎ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｓｉｌｋ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ４ｔｈ－５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｂｙ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ

２􀆰 ４　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗对靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５
转录表达的调控作用

２􀆰 ４􀆰 １　 重组表达载体的共转染效果　 将 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗ 重 组 表 达 载 体 ｐｃＤＮＡ３ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗⁃ＳＶ４０］与含有靶基因 ３′ＵＴＲ 序列的重组表达

载体 ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］共转染 ＢｍＮ

细胞，并以 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］ 和 ｐＧＬ３􀆰 ０ ［Ａ３⁃
ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］共转染 ＢｍＮ 细胞为阳性对

照，转染后 ７２ ｈ 在荧光倒置显微镜下观察荧光可知，
重组表达质粒成功转染进 ＢｍＮ 细胞，且转染效果较

好（图 ４）。 用 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗和 ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 的重

组表达质粒共转染 ＢｍＮ 细胞，获得类似结果（图略）。

图 ４　 ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗⁃ＳＶ４０］与 ｐＧＬ３􀆰 ０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］
共转染 ＢｍＮ 细胞后 ７２ ｈ 的荧光检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｍＮ ｃｅｌｌｓ ａｔ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｃＤＮＡ３［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗⁃ＳＶ４０］
ａｎｄ ｐＧＬ３．０［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｆｉｂ⁃Ｌ⁃３′ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］
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２􀆰 ４􀆰 ２　 基于荧光素酶活性检测的调控作用 　 将

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组表达载体和含有靶基因 ３′ＵＴＲ
序列的重组表达载体共转染 ＢｍＮ 细胞，以 ｐＲＬ⁃
ＣＭＶ 为内参质粒，转染后 ７２ ｈ 检测细胞的荧光素

酶活性。 结果表明：共转染 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组表

达载体和靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′ＵＴＲ 融合报告基因重组

表达载体的细胞，荧光素酶活性受到抑制，较阳性

对照组细胞的荧光素酶活性降低近 ４９％，差异达到

显著水平（图 ５⁃Ａ）；而共转染 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组

表达载体和靶基因 ＢｍＰ２５ ３′ＵＴＲ 融合报告基因重

组表达载体的细胞，其荧光素酶活性较对照组细胞

有所提高，但差异不显著（图 ５⁃Ｂ）。

１—阳性对照组，２—实验组。
１—Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ２—Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗重组表达质粒分别与 ２ 个
靶基因重组表达质粒共转染 ＢｍＮ 细胞后

７２ ｈ 的荧光素酶活性比较

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＢｍＮ ｃｅｌｌｓ
ａｔ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗ ａｎｄ ｔｗｏ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

３　 讨论

目前 ｍｉＲ⁃２７５５∗相关的研究主要集中于对免疫

相关基因的表达调控［２３］，并主要是小菜蛾［２４］、烟草

夜蛾［２５］及棉铃虫［２６］方面的研究报道。 我们选择前

期试验在家蚕中筛选的 １ 个预测有转录调控功能的

ｍｉＲＮＡ（ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗） 进行研究，就 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７５５∗对预测靶基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的转录调

控作用进行生物学实验。 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果表

明，家蚕 ４～ ５ 龄幼虫后部丝腺组织中 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃

２７５５∗及 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的表达水平均较高，呈
现严格的时空特异性。 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果还

显示 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 在家蚕丝腺以外的组织也

有表达，有的组织中（如气管）表达水平还很高，说
明 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 可能还有其他未知的生物学

功能，有研究表明 ＢｍＰ２５ 基因的启动子可以驱动

ｈＩＧＦ⁃Ⅰ基因的表达［２７］。
家蚕 ５ 龄幼虫期蚕丝蛋白大量合成［２８］，我们推

测幼虫体内有上调丝蛋白基因 ＢｍＦｉｂ⁃Ｈ、ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ
和 ＢｍＰ２５ 表达的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲＮＡ，并在细胞水平初步

证实 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 能通过与 ＢｍＦｉｂ⁃Ｈ ３′ＵＴＲ 结合

上调其表达［１７］。 体外试验中，我们也同样获得

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃９６５ 和 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃１９２６ 通过与 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′
ＵＴＲ 结合下调其表达的结果［１６］。 由此说明，ｍｉＲＮＡ
与丝蛋白基因 ３′ＵＴＲ 结合，上调或下调靶基因的表

达。 本试验利用双荧光素酶报告基因检测系统从

细胞 水 平 初 步 证 实， Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗ 能 通 过 与

ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ ３′ＵＴＲ 结合显著下调其表达，符合 ｍｉＲＮＡ
在 ３′ ＵＴＲ 的调控大多为负调控的情况［２９］； Ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃２７５５∗对 ＢｍＰ２５ 的表达具有上调作用，但是调

控作用未达显著水平。 由于体外实验研究模型与

蚕体内基因的表达仍然存在一定的差异，因此，
Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７５５∗对 ＢｍＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＢｍＰ２５ 的调控作用

还需要进一步在家蚕个体水平得到验证。
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