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家蚕二化性品种(品系)转基因用蚕卵的预处理技术研究
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摘　要　家蚕为卵滞育昆虫 ,二化性家蚕品种(品系)的化性由上代卵期温度与光照等调控。将若干个二化性家蚕

品种(品系)以 17 ～ 18 ℃温度催青诱导子代蚕卵非滞育 , 筛选出 1个经济性状较优的实用品种 “秋丰”、 1个突变品

系 P33, 二者非滞育卵圈比例分别达到 96.4%和 89.6%,正常催青的良卵实用孵化率分别达到 96.11%和 98.58%,

解决了采用显微注射法以家蚕实用品种构建转基因系统过程中因蚕卵滞育不能及时孵化的难题。另对利用 20%

盐酸-2%甲醛混合液刺激解除蚕卵滞育的方法以及非滞育蚕卵表面用 70%乙醇消毒的方法进行了尝试 , 前者可以

获得 96%以上的孵化率 , 后者可以缩短蚕卵预处理时间。
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Abstract　Thesilkworm, Bombyxmori, isaspeciesofinsectwithdiapauseduringeggstage.Thevoltinismof

bivoltinesilkwormvariety(strain)isregulatedbytemperatureandilluminationinitsparentaleggstage.Froma

numberofbivoltinevarieties(strains)ofwhicheggswereinducedtobecomenon-diapausebycontroloftem-

peratureat17 ～ 18 ℃ duringeggincubation, onepracticalsilkwormvarietyQiufengwithexcellenteconomic

charactersandonemutantstrainP33wereselected.Theirnon-diapauseeggbatchpercentageswere96.4%

and89.6%, andpracticalhatchingabilitiesofgoodeggsundernormalincubationconditionwere96.11% and

98.58%, respectively.Theseresultshaveresolvedthedifficultythatdiapauseeggscannothatchdirectlyafter

micro-injectionintransgenicstudies.Inaddition, theefficiencyofdippingeggsinmixtureof20% hydrochloric

acidand2%formaldehydesolutionsforactivatingdiapauseeggsandtheeffectofsurfacedisinfectionwith70%

ethanolfornon-diapauseeggsbeforemicro-injectionwereinvestigated.Theresultsshowedthattheformer

couldprovideahatchingabilityhigherthan 96%,

andthelattercouldshortentheeggpretreatment

durationsignificantly.

Keywords　Bombyxmori;Voltinism;Incubation
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　　自 20世纪 70年代以来 ,家蚕(Bombyxmori)转

基因技术取得了重要进展 ,建立了精子介导法
[ 1-3]

、
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基因枪法
[ 4-5]

、显微注射法
[ 6-8]

、病毒介导法
[ 9]
、孤

雌生殖法
[ 10-12]

等多种外源基因导入方法 ,并利用同

源重组原理进行了转基因尝试。最近的研究发现 ,

从昆虫中鉴定出的 piggyBac转座子对家蚕也有基

因转座功能 ,已经利用该转座子通过显微注射方法

获得了稳定遗传的转基因系统
[ 8, 13 -15]

。

　　由于现行生产上推广应用的家蚕品种基本为二

化性品种 ,产卵后需要采用盐酸浸渍等人工处理方

法才能孵化 ,而且大多数品种的卵壳比较坚硬 ,难以

直接构建以提高和改进蚕丝产量和品质为目标的转

基因家蚕系统 ,制约了实用家蚕品种转基因的研究

进展。多化性品种尤其是无滞育期的多化性品种 ,

在胚胎发育早期(2 ～ 8 h)经过转基因显微注射后 ,

不需要进行盐酸刺激处理就可以直接催青孵化 ,这

也是迄今构建的转基因家蚕大多采用 Nistari等多

化性品种的原因 。然而 ,家蚕多化性品种除了抗性

强外 ,茧丝质性状却较差 ,应用于家蚕转基因的研究

其实用化价值很低。如果能够建立一种简单易行的

蚕卵解除滞育的处理方法 ,使用于转基因的家蚕实

用品种的蚕卵在进行显微注射后不经过盐酸刺激就

可以直接孵化 ,无疑将对转基因实用家蚕系统的构

建发挥重要的作用。

　　家蚕为卵滞育昆虫 ,二化性家蚕品种的化性变

化受上代卵期温度与光照诱导调控 , 25 ℃以上高温

催青促进产下滞育卵 , 15 ℃催青促进产下非滞育

卵
[ 16-18]

。据此 ,我们采用蚕种低温催青的方法 ,对

若干个家蚕品种(品系)进行了化性调控试验 ,期望

解决家蚕二化性品种(品系)因蚕卵滞育而不能用

显微注射法构建转基因家蚕系统的难题。

1　材料与方法

1.1　蚕品种与主要试剂

　　家蚕品种(品系):秋丰 、白玉 、芙蓉 、A1、A16、

S16、S17、54A、7532、P33、玉龙 A、玉龙 B、Nistari,由

中国农业科学院蚕业研究所 、农业部蚕桑遗传改良

重点开放实验室保存 。

　　试剂:盐酸 、乙醇和甲醛等试剂均为国产分

析纯。

1.2　蚕卵催青方法

　　取每个供试品种(品系)的越年蚕种 3个卵圈 ,

置于生化培养箱(SPX-250)用 17 ～ 18 ℃的低温和

黑暗催青 ,至转青后第 3日(即孵化前 1 d)转移到

25 ～ 26℃保护 ,催青时间 27d。对照组各供试品种

以常规催青温度与光照条件处理 。孵化后的幼虫采

用桑叶育 ,常规温度 、湿度饲养与保护 ,羽化后同一

饲育区交配制种。

1.3　蚕卵用高浓度盐酸处理的方法

　　将正常催青饲养获得的雌 、雄蛾在光照下交配

8 ～ 9h后拆对 ,雌蛾在室温(25 ～ 26℃)黑暗条件下

产卵;约 50只雌蛾产卵于同一张连纸上 , 每隔 15

min更换 1次连纸 ,并做好标记。产下的卵再经 1 ～

4h室温保护后 ,参照文献 [ 19]的方法用 20%盐酸 -

2%甲醛混合液在室温下浸渍 30 ～ 60 min,然后用清

水脱酸 15 min,蒸馏水冲洗数次后用于孵化试验和

显微注射 。

1.4　蚕卵表面消毒方法

　　为了缩短转基因研究中蚕卵显微注射操作的前

处理时间 ,对在产卵后室温保护 2 h的非滞育蚕卵

先用 70%乙醇进行蚕卵表面消毒 ,再用无水乙醇处

理以除去蚕卵表面水分 。

2　结果与分析

2.1　催青诱导产生高比例非滞育卵的二化性家蚕

品种(品系)筛选

　　在 17 ～ 18℃的低温和黑暗催青条件下孵化的

家蚕 ,有的品种产下的子代几乎全为滞育卵 ,有的品

种产下部分滞育卵和部分非滞育卵(表 1)。在供试

的 12个品种(品系)中 ,非滞育卵发生比例最高的

品种是秋丰 ,达 96.4%;其次是突变品系 P33, 达

89.6%;芙蓉和 A16分别为 58.2%和 31.9%;白玉 、

54A等品种则未发生非滞育卵。对照组各供试品种

经正常温度催青孵化的蚕产下的子代全部为越

年卵 。

　　对秋丰 、P33产下的非滞育卵在 25 ～ 25.5 ℃中

催青 ,第 8天转青 ,第 10天孵化 ,且孵化齐 ,良卵孵

化率分别达到 96.11%和 98.58%(表 2)。由这种

非滞育卵正常温度催青孵化出的蚁蚕仍为二化性 。

　　秋丰为生产上大面积推广的经济性状优良家蚕

品种 。突变品系 P33属于中国系统 ,幼虫具有限性

斑纹 ,发育齐一 ,生命率和抗不良环境能力中等 ,茧

色洁白 ,主要经济性状达到实用品种水平。因此 ,这

2个品种(品系)可以提供家蚕转基因研究应用 。
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表 1　不同二化性家蚕品种(品系)蚕卵 17 ～ 18 ℃催青后子代蚕卵的非滞育卵率调查

Table1　Percentageofnon-diapauseeggsintheoffspringofdifferentbivoltinesilkwormvarieties(strains)ofwhicheggswereincuba-

tedunder17 ～ 18 ℃

品种(品系)
Silkworm
variety(strain)

总卵量 /圈 1)

Numberoftotal
eggbatches

非滞育卵量 /圈
Numberof
non-diapause
eggbatches

兼性卵量 /圈
Numberofdiapause
andnon-diapause
eggbatches

滞育卵量 /圈
Numberofdiapause
eggbatches

非滞育卵圈率 /% 2)

Percentageof
non-diapause
eggbatches

秋丰　Qiufeng 83 80 0 3 96.4

白玉　Baiyu 79 0 0 79 0

芙蓉　Furong 55 32 0 23 58.2

A1 26 2 0 24 7.7

A16 119 38 1 80 31.9

S16 80 0 9 71 0

S17 71 0 0 71 0

54A 108 0 0 108 0

7532 56 1 0 55 1.8

P33 87 78 2 7 89.6

玉龙 A　YulongA 55 0 0 55 0

玉龙 B　YulongB 72 0 0 72 0

　1)低温黑暗催青蚕卵生产的子代蚕种的卵圈数;2)低温黑暗催青蚕卵生产的子代蚕种卵圈数中非滞育卵圈的百分率。

1)Thenumberofoffspringeggbatchesproducedfromtheeggsincubatedunderlowtemperatureanddarkcondition.2)Thepercentageofnon-diapause

eggbatchesintheoffspringeggbatchesproducedfromtheeggsincubatedunderlowtemperatureanddarkcondition.

表 2　二化性品种秋丰 、突变品系 P33非滞育卵的孵化率调查

Table2　Hatchabilityofnon-diapauseeggsfrombivoltinesilkwormvarietyQiufengandmutantstrainP33

品种(品系)
Silkworm
variety(strain)

卵圈序号
No.of
eggbatch

不受精卵量 /粒
Numberof
non-fertilized
eggs

转青死卵量 /粒
Numberof
eggsdied
afterbody
pigmentation

孵化卵量 /粒
Numberof
hatchedeggs

总良卵量 /粒
Totalnumber
ofgoodeggs

良卵孵化率 / %
Hatchability
ofgoodeggs

秋丰
Qiufeng

1 0 16 425 441

2 0 22 614 636

3 0 10 512 522 96.11

4 3 36 523 559

合计　Total 3 84 2 074 2 158

P33

1 0 5 535 540

2 2 13 526 539

3 0 7 471 478 98.58

4 0 4 486 490

合计　Total 2 29 2 018 2 047

　

2.2　用高浓度盐酸处理促使滞育卵发育

　　用高浓度盐酸在室温条件下对二化性家蚕突变

品系 P33和实用品种芙蓉的蚕卵进行处理 ,设置 3

种产卵后保护时间和 3种浸酸时间 , 浸酸后 25 ～

25.6 ℃催青 , 各品种的蚕卵孵化情况见表 3。用

20%盐酸 -2%甲醛混合液浸渍 30 min的孵化率最

高 ,均达到 96%以上;在产卵后 1.5 ～ 2.5 h内 ,不同

保护时间对蚕卵孵化率几乎没有影响 ,而当浸渍时

间延长至 45 min,浸酸死卵数明显增加;浸渍 60 min

的孵化率都很低。因此 ,在制备显微注射法家蚕转
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基因用蚕卵时 ,以产卵后 1.5 ～ 2.5 h用 20%盐酸-

2%甲醛混合液浸渍 30 min为最佳 ,不仅可以获得

较高的孵化率 ,而且可以有较长的适宜转基因注射

时间 。

表 3　蚕卵常温高浓度盐酸刺激孵化的试验结果

Table3　Experimentalresultsofsilkwormegghatchabilityafteractivationwithhighconcentrationofhydrochloricacidatroomtempera-

ture

产卵后

时间 /h
Durationpost
oviposition

浸酸时间 /
min

Durationof
treatmentin
acid

突变品系 P33　MutantstrainP33 实用品种芙蓉　PracticalvarietyFurong

孵化
卵量 /粒
Number
ofhatched
eggs

浸酸死
卵量 /粒
Number
ofdead
eggsfrom

acidtreatment

转青死
卵量 /粒
Numberof
deadeggs
afterbody
pigmentation

实用孵化

率 /%
Practical
hatchability

孵化

卵量 /粒
Numberof
hatchedeggs

浸酸死
卵量 /粒
Numberof
deadeggs
fromacid
treatment

转青死
卵量 /粒
Numberof
deadeggs
afterbody
pigmentation

实用孵

化率 / %
Practical
hatchability

30 231 2 4 97.06 689 10 10 97.18

1.5 45 407 18 10 93.56 48 83 170 15.95

60 242 95 90 56.67 19 170 131 6.13

30 424 0 17 96.15 838 11 16 96.88

2.0 45 424 4 15 95.71 423 31 298 68.72

60 148 135 131 35.75 20 175 238 4.62

30 619 2 2 99.36 1 178 15 6 98.25

2.5 45 434 37 120 73.43 763 20 242 74.44

60 227 102 81 55.37 12 864 70 1.27

　

2.3　用乙醇对蚕卵表面消毒缩短卵预处理时间

　　对无滞育多化性品种 Nistari的蚕卵和由低温催

青获得的秋丰 、P33子代非滞育蚕卵 ,在产卵后经室

温保护 2h即用 70%乙醇进行蚕卵表面消毒 ,再用无

水乙醇处理脱水 , 25 ～ 25.5 ℃催青。结果表明 ,高浓

度乙醇对蚕卵表面消毒不影响蚕卵孵化 ,可以缩短蚕

卵预处理时间 ,从而增加适宜转基因操作的时间。

3　讨论

　　二化性家蚕品种(品系)的化性变化受上代卵

期催青温度与光制等环境条件的调控 , 25 ℃以上高

温催青促进产下滞育卵 , 15 ℃温度催青促进产下非

滞育卵
[ 16-17]

。我们曾将蚕卵置于 15 ～ 16 ℃温度条

件下催青 ,催青经过却长达 35 ～ 40d,而且孵化的蚁

蚕体质虚弱 。因此 ,本试验采用 17 ～ 18℃的温度催

青 ,催青经过为 27 ～ 28 d,从供试的 12个二化性家

蚕品种(品系)筛选出子代蚕卵非滞育的 1个生产

用蚕品种秋丰和 1个突变品系 P33,其子代蚕卵中

的非滞育卵率以卵圈计算达 90%以上 ,且孵化齐

一 。这种非滞育卵的基因组并未改变 ,与其亲本完

全一致 ,其滞育性的改变是亲代卵期对感受低温环

境作出应答的结果
[ 18]
,因此采用正常温度催青 ,孵

化出的蚁蚕继续饲养 ,其后代仍为滞育卵。本试验

建立的方法解决了用显微注射法以家蚕二化性品种

(品系)构建转基因系统中因蚕卵滞育不能直接孵

化的难题 。

　　对蚕卵早期胚胎采用高浓度盐酸室温处理的方

法 ,同样可以达到促使蚕卵孵化的目的
[ 19]
。然而 ,

如果产卵后保护时间过短(1h以内)则发生大量的

浸酸死卵;保护时间过长(3 h以上),虽然孵化率可

以达到 98%以上 ,但适宜转基因注射的时间很短。

本试验表明 ,在室温下浸酸条件以产卵后 1.5 ～ 2.5

h,用 20%盐酸-2%甲醛混合液浸渍 30 min为最佳 ,

不仅可以获得较高的孵化率 ,而且可以获得较长的

适宜转基因操作的时间 。

　　与多化性品种 Nistari相比 ,秋丰等生产实用品

种的蚕卵卵壳较厚 ,不利于显微注射操作 ,因此实用

品种显微注射的操作方法也需要进一步研究改进 。
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