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催青温度对家蚕二化性品种滞育激素受体基因表达的影响及
基因的结构特征
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摘 要 家蚕二化性品种的卵滞育与否受上代环境影响，25 ℃高温明催青将产滞育卵，而 15 ℃低温暗催青将产非滞育卵。
为探究催青温度调控二化性家蚕滞育的分子机制，对从家蚕卵巢细胞中克隆的家蚕滞育激素受体基因( Bmdhr) 的 5 种 cDNA
进行生物信息学分析，结果表明 Bmdhr基因的 5 种 cDNA由相同的 mRNA 转录本通过不同的剪接方式而来，其中 Bmdhr mR-
NA-1 与 Bmdhr mRNA-2 编码的氨基酸序列相同，Bmdhr mRNA-4 编码的氨基酸序列与家蚕滞育激素 BmDHR-1 的序列相似度
达 99. 2%。将家蚕二化性品种秋丰的蚕卵用蛾区半分法分成 2 组，分别以 15 ℃暗催青和 25 ℃明催青，利用实时荧光定量
PCR分析催青温度对家蚕不同发育时期及蚕体组织中 Bmdhr基因 mRNA转录的影响。结果显示: Bmdhr mRNA-1 主要在蛹期
卵巢中表达，在对滞育激素最敏感的化蛹后 4 d时，其转录水平急速上升至峰值，并且高温催青的转录水平高于低温催青; Bm-
dhr mRNA-4 主要在各发育时期的蚕体血液中表达，特别是在高温明催青条件下，其在蛹期血液中的转录水平是低温暗催青的
7. 7倍，说明 BmDHR-4 可能是决定家蚕二化性品种卵滞育与否的关键因子之一; Bmdhr mRNA-5 在化蛹后 2 ～ 3 d的卵巢中转
录水平高，且低温催青的转录水平高于高温催青，化蛹后 3 d其转录水平开始下降，至化蛹后 4 ～ 5 d 2 种催青处理间的转录水
平无显著差异。研究结果为阐明家蚕滞育的分子机制积累了实验数据。
关键词 家蚕; 滞育激素受体; 序列同源性; 催青温度; 基因表达; 实时荧光定量 PCR
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Abstract Diapause of bivoltine silkworm ( Bombyx mori) eggs is influenced by the living environment of their parental
generation． When bivoltine silkworm eggs ( parental generation) are incubated at 25 ℃ in lightness，the moths will lay
diapause eggs． In contrast，when the eggs are incubated at 15 ℃ in darkness，the moths will lay non-diapause eggs．
For probing into the molecular mechanism of how incubation temperature regulates diapause in bivoltine silkworm，

bioinformatic analysis was carried out on the 5 cDNAs of
diapause hormone receptor gene，namely Bmdhr cDNA-1
to Bmdhr cDNA-5，which were cloned from the ovary of
B． mori． The results showed that these 5 cDNAs of Bmdhr
gene were from the same mRNA transcript through differ-
ent splicing patterns． Among them，Bmdhr cDNA-1 and
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Bmdhr cDNA-2 encoded the same amino acid sequence． Amino acid sequence encoded by Bmdhr cDNA-4 had 99. 2%
identity with that of BmDHR-1． Eggs of bivoltine silkworm strain Qiufeng were divided into two groups with the half-egg-
batch method． One group was incubated at 15 ℃ in darkness and the other at 25 ℃ in lightness，respectively． By using
real-time fluorescent quantitative PCR，the influences of incubation temperature on the transcription of Bmdhr mRNA were
analyzed in different developmental stages and in various tissues． The results showed that: Bmdhr mRNA-1 was ex-
pressed mainly in ovaries of pupae and its mRNA level quickly reached the peak level at day 4 after pupation during
which the pupae were most sensitive to diapause hormone，and the peak mRNA level of the group incubated at 25 ℃
was significantly higher than that incubated at 15 ℃． Bmdhr mRNA-4 was expressed mainly in hemolymph of silkworm at
various developmental stages． Especially，its expression level from incubation at 25 ℃ in lightness was 7. 7 times to that
at 15 ℃ in darkness，implying that BmDHR-4 might be a key factor determining whether the next generation eggs fall into
diapause． Expression level of Bmdhr mRNA-5 was high in ovaries of pupae at 2 ～3 d after pupation，and its mRNA level
in the group incubated at 15 ℃ was higher than that incubated at 25 ℃． Yet from 3 d the expression of Bmdhr mRNA-5
was reduced and up to 4 ～5 d there was no significant difference between the two groups． These results provide experi-
mental data for elucidating the molecular mechanism of silkworm diapause．
Key words Bombyx mori; Diapause hormone receptor; Sequence homology; Incubation temperature; Gene expres-
sion; Real-time fluorescent quantitative PCR

昆虫发育过程中，通过某种环境因子刺激亲代
能够使子代适应已经或即将发生的环境变化［1］。
滞育是其中最典型的一种受遗传和环境影响的生理
特性，昆虫滞育的类型较多，其中胚胎滞育是比较典
型的滞育方式［2 － 4］。对昆虫滞育机制的研究有利于
经济昆虫的开发利用和农林害虫的防治，因此，昆虫
滞育的相关研究一直受到国内外研究者的广泛关
注，而家蚕( Bombyx mori) 则是研究滞育生理的重要
模式昆虫。

家蚕是一种卵滞育型昆虫，其滞育发生在胚胎
发育早期，受遗传性和环境的调控［5 － 7］。在环境调
控方面，二化性家蚕品种催青期不同的温度和光照
节律会影响次代卵是否发生滞育，25 ℃高温明催青
将产滞育卵，而 15 ℃ 低温暗催青将产非滞育
卵［5，8 － 10］。已有研究表明，家蚕二化性品种蚕卵 25
℃明催青，孵化幼虫发育至蛹期 3. 5 d 时，咽下神经
节( SG) 细胞大量分泌滞育激素( DH) ，并释放到血
液，最终作用于卵巢中的卵母细胞［3，11］，导致次代蚕
卵胚胎滞育［12 － 16］; 而 15 ℃暗催青的个体发育到蛹
期时 SG分泌的 DH 比较少，血液中的 DH 水平在
化蛹后呈下降趋势，其成虫产非滞育卵［10，12，17 － 18］。
大量的滞育激素与卵巢细胞中的滞育激素受体
( BmDHR) 结合，启动一系列基因的表达，如通过
鸟苷酸环化酶使 cGMP合成受阻，导致卵细胞膜上
的海藻糖酶活性提高等，导致次代卵滞育［17，19 － 22］。
但是，环境因素影响家蚕滞育的分子机制尚未完

全明确。
Homma等［6］发现家蚕滞育激素受体基因( Bm-

dhr) 在卵巢中表达。卵巢细胞内的滞育激素受体是
滞育信号传导过程中的信号接受器，家蚕是否滞育
决定于滞育激素能否成功地将滞育信号传递给滞育
激素受体。因此，本实验对 Bmdhr 基因 5 种 cDNA
序列进行生物信息学分析，同时利用实时荧光定量
PCR方法，分析家蚕二化性品种秋丰的蚕卵分别以
15 ℃低温暗催青和 25 ℃高温明催青后，各发育时
期蚕体组织中 Bmdhr基因 5 种 mRNA 的转录水平，
探讨环境因素对家蚕滞育激素受体基因表达的影
响，为研究家蚕滞育的分子机制提供参考。

1 材料与方法

1． 1 材料及主要试剂
供试家蚕二化性品种秋丰由本实验室保存，供

试蚕卵为滞育活化卵。
主要试剂 RNAiso Plus、PrimeScriptTM RT rea-

gents Kit( Perfect Real Time) 以及 SYBR Premix Ex
TaqTM ( Perfect Real Time) 均为宝生物工程( 大连) 有
限公司产品。
1． 2 家蚕组织的获取及总 RNA的提取

将已解除滞育的越年蚕卵每个卵圈一分为二
( 蛾区半分法) ，其中一份进行 15 ℃暗催青处理，另
一份继续 4 ℃冷藏 20 d后 25 ℃明催青处理。蚕卵
孵化当日上午收集部分蚁蚕，用于总 RNA提取。另
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外，分别饲养对应的 3 个卵圈( 各 1 /2 圈) 经 2 种不
同催青处理的蚁蚕，于 2 ～ 4 龄期依据斑纹将雌雄分
开，分别收集起蚕 3 ～ 5 头，作为蚕体材料;解剖 5 龄
第 3 天幼虫、化蛹后 1 ～ 5 d的蛹及羽化当日的成虫
获取卵巢、血液和脂肪体。按 RNAiso Plus说明书提
取各发育时期蚕体和组织的总 RNA，用 1%琼脂糖
凝胶电泳检测质量，测定 D ( 260 nm) /D ( 280 nm)
值，－ 70 ℃保存备用。
1． 3 Bmdhr基因的生物信息学分析

从美国国家生物技术信息中心( NCBI) 下载家
蚕滞育激素受体基因 Bmdhr 的 5 个 mRNA 序列
Bmdhr mRNA-1 － Bmdhr mRNA-5( GenBank 登录号:

AB164386 － AB164390) 。在家蚕基因组数据库( ht-
tp:∥sgp． dna． affrc． go． jp /KAIKObase / ) 进行基因组
精细图比对，使用 DNAstar ( Lasergene ) 软件进行
ORF( open reading frame) 分析并将其推导为相应的
氨基酸序列;跨膜区用 TMHMM service v． 2． 0( http:∥
www． cbs． dtu． dk /services /TMHMM/ ) 程序搜寻。
1． 4 Bmdhr基因的表达分析
1． 4． 1 PCR引物设计与合成 根据家蚕滞育激素
受体基因 Bmdhr mRNA-1、Bmdhr mRNA-3 － Bmdhr
mRNA-5 的序列，并以 BmactinA3 为内参基因，设计
5 对特异性实时荧光定量 PCR 引物( 表 1 ) ，委托上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。

表 1 家蚕滞育激素受体基因 Bmdhr的实时荧光定量 PCR引物序列
Table 1 Primer sequences of Bombyx mori diapause hormone receptor gene ( Bmdhr) for real-time fluorescent quantitative PCR

引物
Primer

序列( 5' － 3')
Sequence ( 5' － 3')

目标 cDNA
Target cDNA

Tm值 / ℃
Tm value

产物长度 / bp
Product length

1f

1r

TGTTCTTGACTTACATCTCCG

CTTGACGGCGGTATCATTGC
Bmdhr cRNA-1，Bmdhr cRNA-2

60

62
146

3f

3r

TCATCAAAATGTTGGATGAC

AGGTTAGTCTCGTTTCTGAT
Bmdhr cRNA-3

54

56
152

4f

4r

ATGTTGGACGATTGTTTTCA

TTTCTGATCGAGTTGCCTGA
Bmdhr cRNA-4

54

58
146

5f

5r

GCCCAAAGAAATAGCTTACA

AGGGCGGTATGTACTTTCTA
Bmdhr cRNA-5

56

58
157

A3f

A3r

ATGGGACAGAAGGACTCGTA

GACACGCAGCTCATTGTAGA
BmactinA3

60

60
154

1． 4． 2 反转录 PCR 用 PrimeScriptTM RT reagents
Kit( Perfect Real Time) 将各发育时期蚕体和组织总
RNA进行反转录，获得单链 cDNA。以稀释 5 倍的
cDNA为模板，采用表 1 中的各对引物分别进行
PCR扩增，反应条件如下: 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，共 30 个循环; 72 ℃ 5 min。
以 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测产物，并委托上海生
工生物工程技术服务有限公司测序。
1． 4． 3 实时荧光定量 PCR 使用 SYBR Premix
Ex TaqTM ( Perfect Real Time) 试剂盒，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 ℃明催青组为对
照，对 Bmdhr 基因 5 种 mRNA 进行定量分析，每个
样品做 3 次重复实验。由荧光定量 PCR 仪 Chromo
4( BIO-RAD) 自带 Opticon Monitor 3 软件获得 Bmdhr

和 BmactinA3 基因 Real-Time PCR 反应的临界循环
数( Ct) 值，以 BmactinA3 为参照基因，按公式 E ( 相
对表达量 ) = 2 － ( CtBmdhr － CtA3) 计算相对表达量，并用
SPSS 16. 0 ( Statistical Program for Social Sciences
16. 0) 软件分析表达差异［23］。

2 结果与分析

2． 1 Bmdhr基因序列分析
将 Bmdhr 基因的 cDNA-1 序列与家蚕基因组精

细图进行比对，结果显示 Bmdhr mRNA-1位于家蚕 12
号染色体( Scaffold: Bm_scaf84) ，全长约 33. 79 kb，包
含 7个外显子和6个内含子( 图1) 。将 Bmdhr cDNA-
2、cDNA-3、cDNA-4、cDNA-5 的序列与家蚕基因组精
细图进行比对，结果显示 4种 cDNA 对应的 mRNA均
与 Bmdhr mRNA-1位于基因组中的相同位置，由同一
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种转录本 mRNA 以不同方式剪接而来。Bmdhr mR-
NA-2与 Bmdhr mRNA-1相比，剪切了第 6 外显子 447
bp末尾的部分和第 7 外显子; Bmdhr mRNA-3 与 Bm-
dhr mRNA-1相比，剪切了第 3 外显子; Bmdhr mRNA-
4也不含第 3 外显子，与 Bmdhr mRNA-3 不同的是没

有剪切掉第 3内含子( GU-AG型) 末端的 14 bp序列，
使第 4外显子增加了 14 bp，但是这个缺少 14 bp 的
“内含子”也属于 GU-AG 型内含子; Bmdhr mRNA-5
包含第 1外显子、第 2 外显子和第 2 内含子、第 3 外
显子、第 3内含子前端的 140 bp序列。

图 1 家蚕滞育激素受体基因 Bmdhr 5 种 mRNA的序列结构特征
Fig． 1 Structural features of 5 mRNAs of Bombyx mori diapause hormone receptor gene ( Bmdhr)

对 Bmdhr基因的 5 个 ORF 分析表明，它们的
5'-UTR相同，起始密码子位于 253 ～ 255 bp，处于
第 2 外显子区域。Bmdhr mRNA-1 的 ORF 全长
1 311 bp，编码 436 个氨基酸的多肽，这与文献［5］
的研究结果一致; Bmdhr mRNA-2 与 Bmdhr mRNA-
1 的 ORF 有 1 个碱基的差别，但是二者编码的氨
基酸序列相同，因此认为二者编码同一滞育激素
受体 BmDHR-1 ; Bmdhr mRNA-3 的 ORF 全长 810
bp，编码 269 个氨基酸; Bmdhr mRNA-4 的 ORF 全
长 1 104 bp，编码 367 个氨基酸; Bmdhr mRNA-5 的
ORF全长 804 bp，编码 267 个氨基酸。将由基因
的各 ORF序列推导的氨基酸序列进行比对，Bm-
DHR-3、BmDHR-4、BmDHR-5 与 BmDHR-1 的相似
度分别为 96. 3%、99. 2%、97. 0%，其中比较特殊
的是，BmDHR-4 与 BmDHR-1 的 C 末端氨基酸序
列完全相同。

跨膜区域分析显示，BmDHR-1 含有 7 个跨膜区
域，其余 3 个滞育激素受体( BmDHR-3、BmDHR-4
和 BmDHR-5) 分别含 5 个跨膜区域。

2． 2 Bmdhr基因在幼虫期的表达分析
在蚁蚕至 4 龄幼虫期间，不论是高温催青还是

低温催青，蚕体中 Bmdhr基因 5 种 mRNA 表达量都
较低( 数据未列出) ，不同发育时期之间的表达差异
很小( 以低温催青组为例，F = 0. 330，P = 0. 596 ＞
0. 05) ，且高温催青和低温催青无显著差异( 以 4 龄
幼虫中 Bmdhr mRNA-1 的表达为例，F = 0. 133，P =
0. 734 ＞ 0. 05) 。

在 5 龄幼虫期的卵巢、脂肪体和血液中，2 个催
青处理组间 Bmdhr mRNA-1、Bmdhr mRNA-3 和 Bm-
dhr mRNA-5 的表达无显著差异，以 Bmdhr mRNA-1
在 2 个催青处理组的 5 龄幼虫卵巢中的表达差异为
例，F = 0. 107，P = 0. 761 ＞ 0. 05; Bmdhr mRNA-4 在
卵巢和脂肪体中的表达量较低，高温催青组和低温
催青组的差异显著，以该 mRNA 在 2 个催青处理组
卵巢中的表达差异为例，F = 8. 489，P = 0. 044 ＜
0. 05，而该 mRNA在血液中表达量较高( 图 2) ，并且
高温催青组是低温催青组的 7. 8 倍( F = 41. 28，P =
0. 003 ＜0. 01) 。
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图 2 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-4 在 5 龄幼虫期
家蚕不同组织中的表达水平

Fig． 2 Expression levels of Bmdhr mRNA-4 in various
tissues of the 5th instar Bombyx mori larvae
after incubation at different temperatures

2． 3 Bmdhr基因在蛹期的表达分析
化蛹后 2 d，Bmdhr mRNA-1 在卵巢中的表达量

较高，且低温催青组的表达量是高温催青组的 4. 2
倍，差异达极显著水平( F = 252. 329，P = 0. 000 09 ＜
0. 01) ;在脂肪体和血液中，Bmdhr mRNA-1 的表达
量较低( 图 3) 。说明 Bmdhr mRNA-1 主要在蛹期卵
巢中表达，且受催青温度的影响，低温催青的表达量
高于高温催青。

图 3 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-1 在化蛹后 2 d
家蚕不同组织的表达水平

Fig． 3 Expression levels of Bmdhr mRNA-1 in various
pupal tissues at 2 d of pupation after incubation
at different temperatures

Bmdhr mRNA-3 在高温和低温催青条件下的表
达量均处于较低水平，2 种处理间差异很小，以该
mRNA在 2 个催青处理组蛹期卵巢中的表达差异为

例，F = 2. 323，P = 0. 202 ＞ 0. 05。BmDHR-3 表达几
乎不受催青温度影响，说明其在催青温度调控二化
性家蚕品种滞育发生过程中不起主要作用。

Bmdhr mRNA-4 在蛹期卵巢和脂肪体中的表达
量均较低，且高温催青组和低温催青组差异显著，以
该 mRNA 在 2 个催青处理组蛹期卵巢中的表达差
异为例，F = 8. 531，P = 0. 043 ＜ 0. 05;但该 mRNA 在
包括蛹期在内的 3 个发育时期蚕体血液中的表达量
较高，且在蛹期高温催青组是低温催青组的 7. 7 倍
( F = 21. 243，P = 0. 001 ＜ 0. 01) ，高温催青和低温催
青处理组间的差异极显著 ( 图 4 ) 。说明 Bmdhr
mRNA-4 主要在血液中表达，并受催青温度调节，高
温催青后的表达量较高。

图 4 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-4 在 5 龄幼虫、
蛹和雌蛾血液的表达水平

Fig． 4 Expression levels of Bmdhr mRNA-4 in hemolymph
of 5th instar larvae，pupae and female adult after
incubation at different temperatures

Bmdhr mRNA-5 在蛹期卵巢中的表达量较高，
且低温催青组是高温催青组的 4. 15 倍，差异达极显
著水平( F = 130. 179，P = 0. 000 3 ＜ 0. 01 ) ; 在脂肪
体和血液中表达量较低，且 2 个催青处理组间差异
很小，以该 mRNA 在 2 个催青处理组蛹体血液中的
表达差异为例，F = 4. 285，P = 0. 107 ＞ 0. 05 ( 图 5 ) 。
说明 Bmdhr mRNA-5 主要在蛹期卵巢中表达，且低
温催青组的表达水平比高温催青组高。

在 5 龄幼虫期、蛹期至成虫的发育阶段，2 种催
青条件下家蚕卵巢和血液中 Bmdhr mRNA-1 和 Bm-
dhr mRNA-5 的表达量均表现出在蛹期升至峰值，然
后下降的特点。因此，进一步分析化蛹后 1 ～ 5 d
Bmdhr mRNA-1 和 Bmdhr mRNA-5 在卵巢和血液中
的表达水平。
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图 5 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-5 在化蛹后 2 d
家蚕不同组织的表达水平

Fig． 5 Expression levels of Bmdhr mRNA-5 in various
tissues of pupae at 2 d after pupation after
incubation at different temperatures

从图 6 可见: 在化蛹后 1 d 的卵巢中 Bmdhr
mRNA-1 的表达量很低，低温催青和高温催青处理
无显著差异( F = 0. 160，P = 0. 709 ＞ 0. 05 ) ; 在化蛹
后 2 d的卵巢中 Bmdhr mRNA-1 表达量快速上升，

图 6 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-1
在蛹期卵巢中的表达水平

Fig． 6 Expression levels of Bmdhr mRNA-1 in pupal ovaries
after incubation at different temperatures

至蛹期 4 d达到高峰，蛹期 5 d 又迅速下降，其中在
蛹期 2 d 和 3 d 的卵巢中，Bmdhr mRNA-1 的表达
量低温催青处理组约是高温催青处理组的 4 倍，
差异极显著，以化蛹后 3 d该 mRNA在 2 个催青处
理组蛹体卵巢中的表达差异为例，F = 711. 004，
P = 0. 00 001 ＜ 0. 01 ;至蛹期 4 d时，该 mRNA在卵
巢中的表达水平却是高温催青组高于低温催青
组，且差异显著( F = 9. 221，P = 0. 039 ＜ 0. 05 ) ; 化

蛹后 5 d，该 mRNA在卵巢中的表达水平在低温催
青组和高温催青组之间无显著差异 ( F = 0. 413，
P = 0. 555 ＞ 0. 05 ) 。

从图 7 可见: 在化蛹后 1 d 的蛹体血液中，Bm-
dhr mRNA-1 的表达量在低温催青和高温催青 2 个
处理组均很低; 化蛹后 2 d，Bmdhr mRNA-1 的表达
量在低温催青组快速上升，至蛹期 3 d 时达到高峰，
而在高温催青组的表达量还是很低，2 个催青处理
组间差异显著( 以化蛹后 2 d 该 mRNA 在 2 个催青
处理组蛹体血液中的表达差异为例，F = 12. 686，
P = 0. 024 ＜ 0. 05 ) ，而化蛹后 4 d，该 mRNA 在 2 个
催青处理组蛹体血液中的表达差异不显著 ( F =
4. 328，P = 0. 106 ＞ 0. 05) 。

图 7 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-1
在蛹期血液中的表达水平

Fig． 7 Expression levels of Bmdhr mRNA-1 in
pupal hemolymph after incubation at
different temperatures

Bmdhr mRNA-5 在蛹期卵巢中的表达量高，在
血液中的表达量低。从图 8 可见: 化蛹后 1、2、
3 d，卵巢中 Bmdhr mRNA-5 在低温催青组的表达
量分别是高温催青组的 2. 8 倍、1. 8 倍和 2. 0 倍，
差异极显著，以化蛹后 3 d该 mRNA在 2 个催青处
理组蛹体卵巢中的表达差异为例，F = 28. 714，P =
0. 006 ＜ 0. 01 ; 而 2 个催青处理组在化蛹后 3 d 开
始，该 mRNA表达水平下降，其中低温催青组呈持
续下降趋势，而高温催青组在化蛹后 4 d 时表达量
出现回升。在化蛹后 4 d 和 5 d 的蛹体卵巢中表
达量无显著差异，以化蛹后 4 d该 mRNA在 2 个催
青处理组蛹体卵巢中的表达差异为例，F = 3. 396，
P = 0. 139 ＞ 0. 05。
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图 8 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-5

在蛹期卵巢中的表达水平
Fig． 8 Expression levels of Bmdhr mRNA-5 in

pupal ovaries after incubation at

different temperatures

从图 9 可见: 化蛹后 2 d，蛹体血液中 Bmdhr
mRNA-5 的表达量低温催青组比高温催青组高，但
差异不显著; 化蛹后 3 d，血液中 Bmdhr mRNA-5 的
表达量达到峰值，且低温催青组比高温催青组的表
达量低，差异显著 ( F = 13. 309，P = 0. 022 ＜ 0. 05 ) ;
化蛹后 4 d，血液中 Bmdhr mRNA-5 的表达量下降至
很低水平，且处理间无显著差异。说明 BmDHR-5
主要在化蛹后 1 ～ 4 d 的卵巢中表达，并受催青温度
调节。

图 9 不同温度催青后 Bmdhr mRNA-5

在蛹期血液中的表达水平
Fig． 9 Expression levels of Bmdhr mRNA-5 in

pupal hemolymph after incubation at

different temperatures

2． 4 Bmdhr基因在成虫期的表达分析
Bmdhr mRNA-1 在高温催青和低温催青 2 个处

理组的成虫卵巢、脂肪体和血液中的表达量都较低，
且差异不显著，以该 mRNA 在 2 个催青处理组成虫
卵巢中的表达差异为例，F = 0. 104，P = 0. 763 ＞
0. 05。Bmdhr mRNA-3 在成虫组织的表达量处于较
低水平，2 种催青处理间的差异很小。Bmdhr mR-
NA-4 在成虫卵巢和脂肪体中的表达量较低，且无显
著差异，在高温催青组成虫血液中的表达量是低温
催青组的 11. 5 倍 ( F = 25. 803，P = 0. 007 ＜ 0. 01 )
( 图 4) 。Bmdhr mRNA-5 在高温催青和低温催青 2
个处理组雌蛾 3 种组织中的表达水平都较低，且 2
个催青处理组间无显著差异，以在成虫卵巢中的表
达为例，F = 0. 703，P = 0. 449 ＞ 0. 05。

3 讨论

RNA剪接是从 DNA 模板链转录出的最初转录
产物中除去内含子，并将外显子连接起来形成一个
连续的 RNA分子的过程。在 Bmdhr 基因表达的过
程中，5 种 Bmdhr mRNA 是同一转录本的不同剪接
方式的结果。其中，Bmdhr mRNA-3 与 Bmdhr mR-
NA-4 的序列仅有 14 bp的差别，而且 Bmdhr mRNA-
4 的剪接方式比较特殊，在第 3 内含子末端内部发
生剪接，使第 4 外显子上游增加了 14 bp，使得其开
放阅读框移码，即 BmDHR-4 的 C 末端氨基酸序列
与 BmDHR-1 完全一致，推测其与 BmDHR-1 在蛋白
功能上有一定的相似之处。

本实验中 Real-time PCR 检测的结果显示: Bm-
dhr基因在家蚕幼虫期的表达量都较低，且高温和
低温催青之间无显著差异;蛹期 Bmdhr 则开始大量
表达，2 个催青处理组之间出现显著差异，说明 Bm-
dhr基因不在幼虫期发挥作用，这与在蛹期卵巢细
胞对大量表达的滞育激素最敏感的结论［24］相一致。

在家蚕卵母细胞中，BmDHR-1 是 G 蛋白偶联
受体，能够特异性识别滞育激素，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［6］。
在蛹期不同时期，分别对产非滞育卵的蛹和在化蛹
时摘除 SG的产滞育卵的蛹注射滞育激素，发现中
期蛹的卵巢对外源滞育激素最敏感［24］。高温催青
组蛹的卵巢中，Bmdhr mRNA-1的表达量在化蛹后 2 d
达到高峰，而低温催青组则在第 3 天达到高峰［6，25］。
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本实验经 Real-time PCR 检测，Bmdhr mRNA-1 主要
在蛹期卵巢中表达，在蛹期 2 d 和 3 d 的表达水平
低，且低温催青组高于高温催青组;但发育至对滞育
激素最敏感的蛹期 4 d 时，该基因的表达水平急速
上升至最高，且高温催青组显著高于低温催青组，这
与蛹期 3. 5 d时 SG 分泌大量滞育激素作用于卵巢
中的卵母细胞的结论［5，12］一致。

Bmdhr mRNA-4 主要在蛹期血液中表达，且高
温催青组的表达量高于低温催青组，而在卵巢中表
达量很低，表明 BmDHR-4 的表达受催青温度调节，
主要在血液中与 DH发生作用。Kitagawa等［17］发现
高温催青组二化性家蚕品种蛹期血液中的 DH水平
较高，而低温催青组则较低，并认为 DH分泌到血液
中的速度是滞育是否发动的关键因素。DH 与滞育
激素受体结合后，海藻糖酶活性提高，使血液中的海
藻糖分解成葡萄糖，葡萄糖进入卵母细胞进一步合
成糖元，最后在滞育卵中转化为山梨醇和甘油［26］。
本实验中，Bmdhr mRNA-4 在 2 个催青处理组蛹期
血液中的表达差异与 DH 在血液中的水平差异相
似，推测 BmDHR-4 具有促进家蚕二化性品种卵滞
育发生的作用，可能是催青温度调控二化性家蚕是
否产滞育卵的关键因子之一。

Bmdhr mRNA-5 主要在蛹期卵巢中表达，且受
催青温度的影响。该 mRNA 在 2 个催青处理组蛹
期 2 d蛹体卵巢中的表达水平达到峰值，且低温催
青组的表达量高于高温催青组; 而在对 DH 最敏感
的蛹期 4 d开始，该 mRNA 在蛹体卵巢中的表达水
平下降，其中低温催青组呈持续下降趋势，但高温催
青组在蛹期 4 d时该 mRNA的表达量出现回升。是
否由于高温催青组在蛹期 4 d 时 BmDHR-5 表达量
的升高决定其所产子代蚕卵为滞育，还是由于低温
催青组蛹期 1 ～ 3 d BmDHR-5 的表达量高，并与滞
育激素结合减少了 BmDHR-1 与滞育激素结合的机
会，从而产生非滞育卵，这些都有待于进一步的实验
研究。

在成虫期，Bmdhr mRNA-4 在血液中表达量较
高，原因尚未清楚;其余 3 种 Bmdhr mRNA在各组织
中的表达量都较低，且 2 个催青处理组间无显著
差异。

本研究比较了家蚕二化性品种秋丰在高温和低
温催青条件下，家蚕滞育激素受体基因的表达谱，为
阐明家蚕滞育的分子机制积累了新的实验数据。
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人员和管理人员。在过去的 10 余年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了蚕业界广大读者的厚爱，与蚕业界的科研院所及
知名企事业单位建立了良好的长期合作关系。

《蚕业科学》设有广告专版。基于《蚕业科学》作为专业学术期刊的权威性，以及期刊拥有广泛读者群的优势，我们诚
邀蚕业界的企事业单位在本刊刊登广告，发布产品、技术和服务信息。我们将会以热忱、周到的服务为贵单位塑造优秀的文
化及产品形象，共同促进蚕业新产品、新技术的推广应用。

本刊除彩色封 2、3、4 外，还有精美彩色与黑白插页供刊登广告选择。需要刊登广告的客户可电话联系我们，洽商确定版
位及价格以后，我们将与您签定正式的刊登合同。
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