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催青温度对家蚕二化性品种丙酮酸脱氢酶激酶基因 ( BmPDK)
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摘 要 丙酮酸脱氢酶激酶( PDK) 在生物体的新陈代谢中具有重要的生理功能。为了探讨家蚕( Bombyx mori) PDK基因的表
达特性，用蛾区半分法将二化性家蚕品种的活化越年卵( 丙2期) 分别以常温( 25 ℃ ) 光照和低温( 15 ℃ ) 黑暗催青，通过实时
荧光定量 PCR技术检测分析 2 种温度催青处理后家蚕不同发育阶段和不同组织的 BmPDK表达水平。常温光照催青区 BmP-
DK的表达水平表现出发育时期和组织差异:胚胎发育阶段 BmPDK 在己4期的表达水平最高，其次是戊2、己3和己5期;幼虫发

育阶段 BmPDK的表达水平在蚁蚕期极显著高于其它龄期，5 龄期在卵巢和精巢的表达水平高于其它组织;蛹期 BmPDK 的表
达水平比其它发育时期低;成虫期的表达水平与胚胎发育末期相当，其中雌蛾的脂肪体和卵巢中 BmPDK 的表达水平较高。
推测 BmPDK在家蚕胚胎发育末期及产卵过程中有重要作用。催青温度影响 BmPDK在家蚕各发育时期及卵巢组织中的表达
水平:胚胎发育阶段戊2期 BmPDK的表达水平为常温催青区显著高于低温催青区，己3 ～己5期常温催青区 BmPDK的表达呈低
－高 －低的趋势，而低温催青区则呈上升趋势;蚁蚕期 BmPDK表达水平为低温催青区极显著低于常温催青区;蛹期和成虫期
卵巢中，常温催青区 BmPDK的表达水平极显著高于低温催青区。催青温度对二化性家蚕 BmPDK 的表达的影响主要出现在
胚胎戊2期、胚胎己3期 ～蚁蚕期、蛹期、成虫期。
关键词 家蚕; 丙酮酸脱氢酶激酶; 基因表达; 催青温度; 荧光实时定量 PCR
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Influence of Incubation Temperature on Expression of Pyruvate Dehydrogenase
Kinase Gene in Bivoltine Bombyx mori Varieties
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( 1Jiangsu University of Science and Technology，Zhenjiang Jiangsu 212003，China; 2Key Laboratory of Genetic Im-
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Abstract Pyruvate dehydrogenase kinases ( PDKs) play important physiological roles in metabolism of organisms． To
study the expression patterns of Bombyx mori PDK gene ( BmPDK) ，half-batch method was employed to incubate the
activated over-wintering eggs of bivoltine silkworm strain at normal temperature ( 25 ℃) with illumination and at low tem-
perature ( 15 ℃) in darkness，respectively． Real-time fluorescent quantitative PCR was used to determine the expression
levels of BmPDK gene at different developmental stages and in various tissues． The results showed that，in normal tem-
perature and illuminated incubation group，BmPDK expression levels were varied with different stages and tissues． Dur-
ing embryonic developmental phase，the peak expression level of BmPDK was at head pigmentation stage，followed by

those at late bulge stage，trachea coloring stage and
body pigmentation stage． During larval developmental
phase，the newly hatched larvae showed the highest ex-
pression level which was significantly higher than those of
other stages． In the 5th instar larvae，the expression lev-
els of BmPDK in ovary and testis were higher than other



第 5 期 宋海韬等:催青温度对家蚕二化性品种丙酮酸脱氢酶激酶基因( BmPDK) 表达的影响 915

tissues． In pupal stage，BmPDK expression level was lower than those of other developmental stages． And in adult
stage，BmPDK gene expression level was close to that at the end of embryonic stage，and was relatively higher in fat
body and ovary of female moths． It is suggested that BmPDK plays important roles during the late stages of embryonic
development and during oviposition of moths． Incubation temperatures influenced the expression of BmPDK gene in all
developmental stages and in ovarian tissue． In late bulge stage of embryo，BmPDK gene expression level was signifi-
cantly higher in normal temperature group than in low temperature group． From trachea coloring stage to body pigmenta-
tion stage，the BmPDK gene showed a low-high-low expression pattern in normal temperature group，while it displayed
an ascendant pattern in low temperature group． But in the newly hatched larvae，BmPDK gene expression level was sig-
nificantly lower in low temperature group than in normal temperature group． In ovaries of pupa and adult，BmPDK gene
expressed at extremely significantly higher levels in normal temperature group than in low temperature group． It was
shown that the influence of incubation temperatures on expression of BmPDK gene occurs mainly at embryonic late bulge
stage，trachea coloring stage to hatching stage，and at pupa and adult stages．
Key words Bombyx mori; Pyruvate dehydrogenase kinase ( PDK) ; Gene expression; Incubation temperature; Fluores-
cent real-time quantitative PCR

家蚕( Bombyx mori) 是经典遗传学研究的优良
实验动物，是除果蝇 ( Drosophila melanogaster) 以外
遗传学研究最为详尽的昆虫。作为鳞翅目昆虫的典
型代表和理想的生物学模型，家蚕的研究成果有助

于我们理解动物生命活动的一般规律。
家蚕在漫长的进化历史中，形成了滞育机制来

度过冬季外界的不利环境。业已明确家蚕的滞育受
遗传和环境调控，二化性家蚕在常温( 25 ℃ ) 光照催
青时产滞育卵，在低温( 15 ℃ ) 黑暗催青时产非滞育
卵
［1 － 5］。子代卵是否发生滞育决定于二化性家蚕蛹
期的咽下神经节 ( subpharyngeal ganglion，SG) 合成
和分泌滞育激素 ( diapause hormone，DH ) 量的多
少
［6］，其分子机制在于 DH 传递的信号改变了卵内
的物质代谢

［7］。家蚕的滞育过程可以分为诱导、决
定、发动、维持和解除 5 个阶段［8］，其中诱导和决定
阶段在亲代完成。滞育诱导阶段是胚胎期的戊3 ～
己5期，此阶段是环境条件诱导子代滞育的敏感时

期。滞育决定阶段是指化蛹后 3 d 到羽化这段时
期，家蚕将滞育诱导阶段感受的环境信号转换为体

内相应信号，体内信号再通过整个幼虫期传递到蛹

期，使 SG 向血液大量分泌 DH，血液将 DH 运送到
卵巢，与卵母细胞膜上的滞育激素受体 ( BmDHR)
结合，进而诱导海藻糖酶基因表达上调，海藻糖酶将

血液中的海藻糖分解为葡萄糖的反应加快，更多葡

萄糖通过细胞质膜进入卵母细胞，在卵母细胞中进

一步合成为糖原，从而使滞育性蚕卵中储存更多糖

原以促进滞育
［7，9 － 10］。在整个滞育过程中，糖代谢

起了重要作用。

本实验室利用蛋白质双向电泳技术，研究了家

蚕二化性品种秋丰的蚕卵在低温和常温催青条件下

胚胎期蛋白质表达差异，发现了一些差异表达蛋白

点
［11］，其中包括在糖代谢中起到重要调控作用的丙

酮酸脱氢酶激酶 ( pyruvate dehydrogenase kinase，
PDK) 。线粒体中的丙酮酸脱氢酶系 ( pyruvate de-
hydrogenase complex，PDC) 是一组限速酶，催化丙
酮酸氧化脱羧生成乙酰 CoA，使糖代谢从糖酵解
进入三羧酸循环并和氧化磷酸化生成 ATP 的过程
紧密地连接起来，在细胞线粒体呼吸链能量代谢

中起到关键作用
［12 － 19］。PDK 通常以二聚体的形

式存在，其有 2 个反向向外的大沟，刚好与 PDC 的
E2 亚基 N端疏水结构域的大小和形状相吻合，它
们相结合后促使 PDK二聚体暴露出中心部位而与
PDC 的 E1 亚基相结合使其磷酸化，导致丙酮酸无
法转化为乙酰 CoA［20］。由此可见，PDK 作为 PDC
的负调控酶，在家蚕体内的糖代谢中起到极其重

要的作用。但是，BmPDK 是否与家蚕胚胎滞育形
成有关尚不清楚。
本实验将家蚕二化性品种秋丰的蚕卵分别采用

15 ℃黑暗和 25 ℃光照催青，从 RNA 水平分析家蚕
各发育时期和不同组织的 BmPDK 表达差异及催青
温度对 BmPDK表达的影响，为阐明 BmPDK的功能
积累实验数据。

1 材料与方法

1． 1 材料及主要试剂
家蚕二化性品种秋丰由农业部蚕桑遗传改良
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重点开放实验室保存。将即时浸酸解除滞育的蚕
卵，采用蛾区半分法一份于 25 ℃光照条件下催
青，另一份于 15 ℃黑暗条件下催青。卵期每日解
剖蚕卵 2 次，在显微镜下观察确定其胚胎发育时
期。从戊1期到己5期共 8 个时期，对每个时期常
温、低温催青的蚕卵分别取 3 份样( 0. 1 g /份) 。蚕
卵孵化后用桑叶在常规条件下饲养。蚁蚕孵化当
日上午取 3 份样 ( 0. 1 g /份) ，2 ～ 4 龄分别收集起
蚕 3 份( 3 ～ 5 头 /份) ; 解剖 5 龄 3 d 幼虫、化蛹后
2 d的蛹及羽化当日的成虫，分别收集血液、脂肪
体、卵巢和精巢 3 份 ( 0. 1 g /份) 。样品于 － 70 ℃
保存备用。

RNAiso Plus( 产品编号: D9108A) 、PrimeScriptTM

RT reagents Kit( Perfect Real Time，产品编号: DRR037A)
以及 SYBR Premix Ex TaqTM ( Perfect Real Time，产
品编号: DRR041A) 均为宝生物工程( 大连) 有限公
司产品。
1． 2 蚕体及组织的总 RNA提取与反转录反应
按照 RNAiso Plus 试剂盒说明书分别抽提蚕体

及组织样品材料的总 RNA。将各样品材料 0. 1 g 放
在用液氮预冷的研钵中，加入 1 mL RNAiso Plus，冰
上研磨至粉末状，室温静置融化，转移至 1. 5 mL 离
心管中，室温静置 5 min。再加入 0. 2 mL氯仿，振荡
15 s，室温静置 5 min。4 ℃下 12 000 g离心 10 min，
将上清液转移至另一新的 1. 5 mL离心管中，加入等
体积的异丙醇，充分混匀，室温静置 10 min，4 ℃下
12 000 g离心 10 min，弃上清，用 75%乙醇洗 1 次，
4 ℃ 下 12 000 g 离心 5 min，室温吹干沉淀，加入适
量的 RNase-free H2O 溶解沉淀，用凝胶电泳检测
RNA质量，－ 70 ℃保存备用。
采用 PrimeScriptTM RT reagents Kit( Perfect Real

Time) 将各样品材料的总 RNA 进行反转录，获得单
链 cDNA。反应体系( 15 μL) : 5 × PrimeScriptTM buffer
3 μL，RT Enzyme MixⅠ0. 75 μL，2． 5 μmol /L Oligo dT
Primer 0. 75 μL，10 mmol /L each dNTP Mixture 1 μL，
样品总 RNA 0. 5 μL ( 500 ng) ，加 RNase Free H2O
9 μL。反转录反应条件: 37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。
1． 3 引物设计与合成
根据家蚕 BmPDK基因 cDNA序列( GenBank登

录号: NM_001114643. 1 ) ，用 Primer 5. 0 软件设计
RT-PCR 引物 PdkF ( CCCGATGCCCATAGTGTA ) 和
PdkR( TTCCCGTTGACGAGGTTA) 。以家蚕 Bmactin-

A3 基因为内参，引物为 A3F ( CGGAATCGTCACTA-
ACTGG) 和 A3R ( GAGTGCGTATCCCTCGTAG) 。引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1． 4 BmPDK基因表达的 RT-PCR检测
用 SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒，在 Bio-Rad

Chromo 4 上按说明书进行 Real-Time PCR反应。反
应条件: 94 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，40 个循环。
以 25 ℃明催青处理组为对照，对各样品 BmPDK 表
达水平进行定量分析，每个样品做 3 次重复实验。
由仪器自带 Opticon Monitor 3 软件获得 BmPDK 和
BmactinA3 基因 Real-Time PCR 反应的 Ct 值，以
BmactinA3 为参照基因，按公式 E ( 相对表达量) =
2 － ( CtBmPDK － CtA3)计算相对表达量，并用 SPSS 16． 0 ( Sta-
tistical Program for Social Sciences 16. 0) 软件( http:∥
www． ncbi． nlm． nih． gov /pmc/articles /PMC55695/? tool =
pubmed) 分析表达差异［21］。

2 结果与分析

2． 1 胚胎期 BmPDK基因的表达特性
常温 ( 25 ℃，下同 ) 催青条件下，戊1 ～ 己5期

BmPDK的表达水平变化很大，差异显著 ( 以己4和

己2期为例，F = 5. 603，0. 001 = P ＜ 0. 01) ，其中在己4

期的表达水平最高，其次是戊2、己3和己5期，其它时

期的表达水平极低。
常温催青和低温( 15 ℃，下同) 催青处理胚胎发

育不同时期的 BmPDK 表达水平比较显示，催青温
度对 BmPDK的表达水平有显著影响。2 种催青温
度处理戊1、戊3、己1和己2期 BmPDK 的表达水平均
极低，但是戊2期常温催青处理区 BmPDK 的表达水
平大幅上升，极显著高于低温催青区 ( F = 3. 726，
0. 001 = P ＜ 0. 01) ，说明此时催青温度对 BmPDK 基
因表达的调控已经开始。至己3～己5期，不论是常温

催青还是低温催青 BmPDK 的表达均处于较高水
平，但是低温和常温催青之间的差异显著。其中，
己3期常温催青区 BmPDK 的表达水平极显著低于
低温催青区( F = 0. 816，0. 000 4 = P ＜ 0． 01 ) ，前者
是后者的 2 /5; 而己4期则正好相反，常温催青区

BmPDK的表达水平显著高于低温催青区 ( F =
0. 837，0. 045 = P ＜ 0. 05) ，前者是后者的 1． 2 倍;己5

期常温催青区 BmPDK的表达水平极显著低于低温
催青区( F = 8. 129，0. 002 = P ＜ 0. 01 ) ，前者是后者
的 5 /21( 图 1) 。
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1．戊1 2．戊2 3．戊3 4．己1 5．己2 6．己3 7．己4 8．己5

* 为 P ＜ 0. 05，差异显著;＊＊为 P ＜ 0. 01，差异极显著。

图 2 ～ 5 同。

1． Full bulge stage 2． Late bulge stage 3． Shortening stage

4． Reversal stage 5． End reversal stage 6． Teachea colouring stage

7． Head pigmentation stage 8． Body pigmentation stage

* represents significant difference at P ＜ 0. 05 level;

＊＊ represents extremely significant difference at P ＜ 0. 01 level．

The same in Fig． 2 to 5．

图 1 胚胎期不同催青温度下 BmPDK基因表达水平比较
Fig． 1 A comparison on expression levels of BmPDK

gene in embryonic stage under different
incubation temperatures

2． 2 幼虫期 BmPDK基因的表达特性

1．蚁蚕 2． 2 龄幼虫 3． 3 龄幼虫 4． 4 龄幼虫
1． Newly hatched larvae 2． The 2nd instar larvae

3． The 3rd instar larvae 4． The 4th instar larvae

图 2 胚胎期不同催青温度对 1 龄 ～ 4 龄幼虫
BmPDK基因表达水平的影响

Fig． 2 Effect of incubation temperatures in embryonic
stage on expression of BmPDK in larvae from
newly hatched to the 4th instar

2． 2． 1 不同时期的表达水平及催青温度的影响
1 龄 ～ 4 龄幼虫的 BmPDK 表达水平如图 2 所示: 常
温催青区幼虫发育阶段 BmPDK 的表达水平变化很
大，其中 2 龄 ～ 4 龄幼虫体内 BmPDK的表达水平很

低，蚁蚕期 BmPDK 的表达水平极显著高于其它龄
期( 以蚁蚕和 3 龄幼虫为例，F = 11. 315，0. 001 =
P ＜ 0. 01) 。催青温度对 1 龄 ～ 4 龄幼虫 BmPDK 的
表达水平也有显著影响。蚁蚕 BmPDK 的表达水
平，常温催青区是低温催青区的 2. 7 倍，差异显著
( F = 8. 129，0. 019 = P ＜ 0． 05 ) ; 2 龄 ～ 4 龄幼虫，不
论常温催青区还是低温催青区 BmPDK 的表达水平
均很低。

1． 5 龄雌蚕血液 2． 5 龄雄蚕血液 3． 5 龄雌蚕脂肪体
4． 5 龄雄蚕脂肪体 5． 5 龄雌蚕卵巢 6． 5 龄雄蚕精巢

1． Hemolymph of female larvae of the 5th instar

2． Hemolymph of male larvae of the 5th instar

3． Fat body of female larvae of the 5th instar

4． Fat body of male larvae of the 5th instar

5． Ovary of female larvae of the 5th instar

6． Testis of male larvae of the 5th instar

图 3 胚胎期不同催青温度对 5 龄幼虫组织的
BmPDK基因表达水平的影响

Fig． 3 Effect of incubation temperatures in embryonic
stage on expression of BmPDK gene in larval
tissues of the 5th instar

2． 2． 2 5 龄幼虫雌雄个体不同组织的表达水平及
催青温度的影响 常温催青区，5 龄幼虫精巢和卵
巢中 BmPDK的表达水平极显著高于血液和脂肪体
组织(图 3;以卵巢和脂肪体为例，F = 13. 109，0. 001 =
P ＜ 0. 01) 。胚胎期催青温度对 5 龄幼虫组织 Bm-
PDK基因的表达水平有影响，且影响在雌雄个体间
有差异( 图 3) 。2 种催青温度处理区 5 龄雌蚕血液
中 BmPDK 基因的表达水平，低温催青区是常温催
青区的 5． 5 倍，差异极显著( F = 0. 086，0. 001 = P ＜
0. 01) ; 5 龄雄蚕血液中 2 种催青处理 BmPDK 的表
达水平均很低，且差异不显著。5 龄雌蚕脂肪体中
BmPDK基因的表达水平总体较低，常温催青区是低
温催青区的 1. 7 倍，差异显著; 雄蚕脂肪体中 Bm-
PDK基因表达水平，低温催青区是常温催青区的 31
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倍，差异极显著 ( F = 8. 665，0. 003 = P ＜ 0. 01 ) 。5
龄幼虫卵巢和精巢组织中 BmPDK 的表达水平高于
血液和脂肪体组织，但卵巢和精巢之间差异不显著，

在卵巢和精巢中 2 种催青处理间的差异也不显著
( 以精巢为例，F = 0. 023，0. 888 = P ＞ 0. 05) 。
2． 3 蛹期 BmPDK基因的表达特性
对蛹期血液、脂肪体和生殖腺组织 BmPDK 基

因表达的分析结果显示，其总体表达水平很低，明显

低于其它发育时期( 图 4) 。胚胎期催青温度对蛹期
同一组织的 BmPDK 表达水平有影响，且在雌雄个
体生殖腺组织中的差异最明显。卵巢中 BmPDK 的
表达水平，常温催青区是低温催青区的 8. 4 倍，差异
极显著( F = 6. 019，0. 005 = P ＜ 0. 01 ) ; 精巢中 Bm-
PDK的表达水平，低温催青区是常温催青区的 2. 5
倍，差异显著( F = 1. 306，0. 011 = P ＜ 0. 05) 。

1．雌蛹血液 2．雄蛹血液 3．雌蛹脂肪体
4．雄蛹脂肪体 5．雌蛹卵巢 6．雄蛹精巢

1． Hemolymph of female pupae 2． Hemolymph of male pupae

3． Fat body of female pupae 4． Fat body of male pupae

5． Ovary of female pupae 6． Testis of male pupae

图 4 胚胎期不同催青温度对蛹期组织的
BmPDK基因表达水平的影响

Fig． 4 Effect of incubation temperatures in embryonic
stage on expression of BmPDK gene in tissues
of pupa stage

2． 4 成虫期 BmPDK基因的表达特性
家蚕成虫期血液、脂肪体和生殖腺组织中 BmP-

DK的表达分析结果如图 5 所示。常温催青区，雌蛾
脂肪体和卵巢中 BmPDK 的表达水平较高，而在血
液中的表达水平较低。胚胎期催青温度对成虫期同
一组织的 BmPDK 表达有影响，且影响程度在雌雄
个体间有差异。雌蛾血液中 BmPDK 的表达水平，
常温催青区是低温催青区的 3 倍，差异显著，但较其

它组织低; 雄蛾血液中 BmPDK 的表达水平很低，2
种催青处理间差异不显著。雌蛾脂肪体中 BmPDK
的表达水平显著高于蛹期的脂肪体，而且常温催青

区的表达水平是低温催青区的 3. 1 倍，差异极显著
( F = 1. 947，0. 004 = P ＜ 0. 01 ) ; 雄蛾脂肪体中 Bm-
PDK的表达水平较低。雌蛾卵巢中 BmPDK 的表达
水平较蛹期有显著提高，常温催青区的表达水平是

低温催青区的 5. 3 倍，差异极显著 ( F = 3. 110，
0. 004 = P ＜ 0. 01) 。

1．雌蛾血液 2．雄蛾血液 3．雌蛾脂肪体
4．雄蛾脂肪体 5．雌蛾卵巢 6．雄蛾精巢

1． Hemolymph of female moth 2． Hemolymph of male moth

3． Fat body of female moth 4． Fat body of male moth

5． Ovary of female moth 6． Testis of male moth

图 5 胚胎期不同催青温度对成虫期组织的
BmPDK基因表达水平的影响

Fig． 5 Effect of incubation temperatures in embryonic
stage on expression of BmPDK gene in tissues
of adult stage

3 讨论

本实验对 BmPDK 的表达特性分析显示，家蚕
二化性品种不同发育时期 BmPDK 的表达水平存在
差异，而且胚胎期催青温度等对 BmPDK 的表达有
显著影响。BmPDK 在胚胎发育阶段己3、己4、己5

期、蚁蚕期和成虫期高水平表达，而在其它发育时期
的表达量均很低，提示 BmPDK 在家蚕胚胎发育末
期及产卵过程中可能有重要生理功能。在胚胎发育
阶段己5期，常温催青区 BmPDK 的表达量大幅下
降，而低温催青区的表达量则大幅上升。但是，至蛹
期和成虫期，常温催青区 BmPDK 在卵巢中大量表
达，低温催青区 BmPDK 在卵巢中表达水平很低，这
与成虫期产滞育卵需要积累大量糖原的现象相吻
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合。由此推测，催青条件 ( 温度、光照) 引起家蚕胚
胎末期 BmPDK 表达水平的变化，这种信号可能传
递到蛹和成虫的卵巢中，出现 2 种截然不同的情况:
常温催青处理后，蛹和成虫卵巢中 BmPDK 的表达
量显著提高，抑制 PDC 活性，阻止葡萄糖进入三羧
酸循环，以保证糖原的合成量，促进子代形成滞育

卵;而低温催青后，蛹和成虫卵巢中 BmPDK 的表达
量极低，没有减少葡萄糖消耗的机制，以致没有原料

形成足够的糖原，使子代卵缺乏进入滞育的物质基

础，即促进子代形成非滞育卵。但是，家蚕 BmPDK
的表达水平变化是否直接影响子代卵滞育形成，还

是由于催青条件诱导滞育( 常温光照) 或非滞育( 低

温黑暗) 引起 BmPDK基因表达水平发生变化，尚需
进一步研究和证实。
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