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蚕的基因工程研究概况

吴金美

(中国农业科学院蚕业研究所 )

前 言

据 J浸载
; “

日本专家 已利 用家蚕核型多角

体病毒载休 系统来诊断爱滋病
,

经过对 i洲

名旁滋病患者和 5 0 名健康 人进行血检
,

证实

可以 明硬地区 分病患扦
。

该系统不仅能用干

诊断
,

而 日
_

还 可以用于预防免疫
,

美国政府已

批南
’

其用于爱滋病 人人体免疫注射试验
” 。

另

居亥日刊 工 业新闻 洛报道
,

日本的东丽公司正

花利用 蚕体生产 能治疗猫 的病毒症的干扰

素 重组病毒接种后 4 天
,

提取蚕的体液予以

精制
,

从每条蚕可提取 1 毫克干扰素
。 “

这个

件
:

产 方法和使用大 鼠等动物细胞生产干扰素

的 厅法 {
、

目比
,

生产率提高 10 。 倍以上
” 。

这些

报道表明蚕的生物技术研究正以其独特的优

协得到 r 日益广泛的重视和应用
。

养蚕有着五千年以上悠 久的历史
。

长期

以 来人们为了更好地利用这种吐丝昆虫已对

其遗 传
、

生理
、

生化等方面进 行了深入的研

究 积累了丰富的知识
。

尤其是 70 年代以来
,

随着 分子生物学理论和技术的迅速发展
,

蚕

的生物技 术研究也取得了令 人瞩 目的成就
。

当前
,

基因工程
、

细胞工程和染色体工程的 目

标 是分离对我 们有用的基因
,

然后导入个体

或细胞
.

并使其稳定地表达
。

本文就蚕的基因

表达 系统及从分子生物学角度已进行了深入

研究的
_

几个蚕基因研究现状作一简要介绍
。

二
、

蚕的基因表达系统

王
.

利用杆状病毒载体生产有用物质的基

因表达系统

尽管蚕在个体水平导入异种基因尚未成

功
,

但是用蚕的多角体病毒为载体在蚕体内

表达外源基因已经成功
。

家蚕在核型多角体

病毒 ( N P V )感染的后期
,

会产生大量的多角

体蛋 白
,

这种多角体蛋白的存在与否并不影

响病毒粒子的增殖与复制
。

因此利用其强启

动子而将外源基因取代多角体蛋白结构基因

的全部或 一部分
,

就能使对我们有用的外源

基因得到大量表达
。

因此
,

杆状病毒的转移载

体一 般都是利用多角体蛋白基因与质粒构建

而成
。

在转移载体的合适位点插入外源基因
,

使多角体蛋白基因的 3’
、

5’ 两端侧翼 序列被

外源基因隔开
,

而外源基因则处于多角体蛋

白基因的启动子控制之下
。

该转移载体与野

生型病毒 D N A 共转染昆虫细胞
,

通过体 内

同源重组就 可得到带有 外源 基因的重组病

毒
,

在多角体蛋 白基因启动子驱动下表达外

源基因
。

利用家蚕 N P V 作为外源基因表达的载

体
,

与其它载体系统相比有其独特的优点
:

如

病毒基因组是双链 D N A
,

在 D N A 重组实验

上容易用限制性内切酶处理
;
病毒粒子呈杆

状
,

能插入较长的外源 D N A ( 7
一

sk b ) ; 多角体

蛋 白基因有着非常强有力的启动子
,

在感染

末期多角体蛋 白可达到全部蛋 白质的 20 ~

30 % ;
多角体能够用光学显微镜进行观察

,

可

将此作 为标记 物
,

借 以 区分 不产生 多角体

( O C C
一

)的重组病毒空斑
,

容 易地将重组病毒

筛选出来
,

并进行纯 化
。

利用 B m N P v 作载
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体的蚕体表达系统比之细胞培养系统有着更

大的应用潜力
,

有利于有用物质的工厂化生

产
;

该表达系统能对表达产物进行正确 的后

于,11毛等等
。

前田等 ( 1 9 9 1 )报道了由重组杆状病毒表

i主的兄虫特异性 神经毒 素 A al T 的杀虫效

采
一

化学农药的使用引起了对哺乳动物的毒

性以 及抗性害虫种类的出现 与扩大
,

因而应

用杆状病毒作为生物杀虫剂 已引起了人们的

一泛兴趣
。

但卞卜状病毒潜 育期较长
,

感染后要

经过相当长的时间才能引起幼虫死亡
。

借适

当外源基 因导入 B m N P V 可以 提高病毒 的

致病性与杀虫效力
。

蝎毒中存在着多种神经

毒素
.

其中除个别小分子多肤成分被证实是

神经细饱膜 上钾 离子通道的阻断剂外
,

绝大
.

部分是一类选择性地影响电压敏感钠离子通

道的 由 6任 7 0 个氨基 酸残基组 成的单链多

饮
。

A 。 I T 就是来 自蝎毒的对昆虫具有特异

性 冲经毒性的一种多肤
,

它选择性地作用于

昆虫钠通 道
。

前田等 ( 1 9 9 1 )在家蚕神经肤 (蚕

素 ) 的分 泌信号 序列之后合成编码 A a I T 的

基因并插八到 由多角体蛋白基因启动子控制

的家蚕 N P V 转移载体 p B K 27 3 中
,

所产生的

重组质粒 与家蚕野 生型 N P V D N A 共转染

家蚕培养细胞
,

筛选出重组病毒
。

当家蚕幼虫

感染 了带 合成 的 A al T 基 因的重组杆状 病

毒
.

月万表达的蛋白分泌到血淋巴 中
,

并产生与

钠 通道阻断一致的症状
,

即在感染后 40 小时

蚕体颤抖
、

停 比食桑
,

在 叨 小时后出现麻痹

及死 亡
。

感染了对照病毒的幼虫在感染后 96

小时死亡
。

这些结果表明外源基因能在重组

杆状病毒中表达
,

提早宿主昆虫中毒死亡
,

以

减少害虫食叶损害程度
.

增强病 毒制剂杀虫

效率
。

K
.

M o r i s h i t a 等 ( 19 9 2 )利用家蚕核型多

角体病毒载体表达了鸟成红细胞增多病病毒

的癌基因 v 一 e br B
。 v 一。 br B 与人的表皮生长

因子 ( E G F )受体有广泛的同源性 用杆状病

毒载体大量表达
v 一

er b B 蛋 白为该蛋白的生

化及物理
一

化学分析打下了基础
。

研究表明
,

多角体蛋 白部分仅 由 8 个 N
一

末端氨基酸组

成的融合蛋 白的表达水平比非融合蛋 白的表

达水平高 10 倍
。

重组的
v 一

er b B 蛋白已被糖

基化
,

并可 自主地使酪氨酸残基发生磷酸化
。

结果证实家蚕杆状病毒载体系统适干
v 一 e r b

B 功能蛋白的大规模生产
。

雷向东等 ( 1 9 9 3 )报道了萤火虫荧光素酶

基因在昆虫细胞
, f

一

21 中的表达
。

萤火虫荧

光素酶在 A T P 和 M g 离子存 在下
,

催化 D

荧光素氧化脱梭
,

产生氧化荧光素
,

发出了可

见光
,

利用构建的 p A c L u
转移载体与野生型

A c N p V D N A 共转染
s f

一

21 细胞
.

常规 筛选

重组病毒
,

并进行表达的荧光素酶活力跟 踪

测定
。

结果
,

培养细胞中荧光素酶的表达量为

22 产g / 1 0
6

细胞
。

利用家蚕核型多角体病毒作

载体表达该基因也在进行中
。

该研究为建立

简便可行的以荧光素酶基因为标记基因用发

光 自显影法直接筛选重组病毒打下了基础
。

储瑞银等 ( ] 9 8 9 )利 用重组 B m N PV 成

功地在家蚕体 内高效表达了乙肝表面抗原

p er s : 一 s 。

利用杆状病毒表达的外源基因还包

括人促红细胞 生成素 E P O (待发表 )
、

颗粒
-

巨噬细胞集落刺激因子 G M
一

C S F (待发表 )
、

流行性感冒病毒的血凝素 H A 蛋白基因等
。

周乃明等 ( 1 9 9 2) 利用家蚕杆状病毒载体高效

地表达了人乙肝表面抗原基因 H B
s
A g

,

表达

量达 7 52 拌g /条蚕
,

为 H B s A g 的纯化 及大 量

生产打下了良好的基础
。

一 如何进一步从载体构建
、

细胞培养
、

病毒

敏感型蚕品种的选择等方面来进一步提高外

源基因的表达量及表达效率
,

是现在及将来

宜着重研究的问题
。

我国家蚕的基因工程产

品产业化正在加紧研究之中
,

相信不久的将

来会有不少产品相继问世投入应用
。

2
.

体外转录系统

无细胞转录系统的应用
,

是分析组织特
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异性表达基因的转录调控机制以及有关调控

因 户本质的有力手段 `铃木等
,

` ” 8 7 )
。

最匆有
关 体外转录 系统的报道是 M

a
ln e y 等 ( 1 98 0)

用 H e l a 细胞 (子宫颈癌细胞 )作成的
。

而以家

蚕为材料作成的 体外转录系统的首次报道 则

是津 田和铃木在 1 9 8 1 年用后部丝腺作成的
,

它能忠实地转录丝素基因
。

随着不同来源抽

取物数量的增加
,

已经可以获得某种无细胞

系统
,

使组织特异性表达基因以及 同源异形

基因在其中优先选择转录成为可能
。

在家蚕

方面
,

已经发展了几十个不同的无细胞转录

系统
,

都能忠实地转录丝素基因
。

应用这些系

统 已经证明了丝素基 因 与丝 胶
一

1 基 因无细

胞转录的特异性
。

最近
,

在丝腺抽取物中已经

获得 厂丝素基因与丝胶
一

1 基因的差别转录
:

在后部丝腺抽取物 中丝 素基 因被优先地转

录
,

而在 中部丝腺抽取 物中
.

丝胶
一

1 基 因比

丝京基因被更高效地转录
。

利用这些无细胞

系统 已经 鉴定出 了丝素基因与丝胶
一

1 基 因

的顺式作用因子和反式作用因子
,

研究了同

源异形结构域蛋白在丝腺分化过程和丝蛋白

基因表达中的作用
。

这些蛋白因子及其基因

的鉴定将会阐明丝素和丝胶
一

l 基 因的差别

转录 在这些分化 了的组织 中是 如何 被调控

的
,

这将 帮助我们去分析究竟哪一类分子在

分化过程中起作用
。

这些无细胞转录系统是

分析这些分子调控的关键工具
。

3
.

基因的瞬时表达 系统

用磷酸钙法将克隆了的基因导入培养细

胞可表达蚕的基 因
,

把微量 D N A 注射到丝

腺中也能使基因得以表达
。

田村等 ( 1 9 90 )报

道建 立了一种基因导入家蚕早期胚胎的瞬时

表达 系统
,

以检测与 C A T 报告基 因相连的

启动子的活力
。

当胚子注射了超螺旋的含家

蚕 丝 素 基 因 启 动 子 及 C A T 基 因 的 p F b

(
一

8 6 0 /十 1 0) C A T 质粒 D N A 时
,

在产卵后约

3 。 小时可检测出很高的 C A T 活性
。

该高活

性仅在胚胎的早期核分裂结束前 (约在产卵

后 8 小时 )注射质粒 D N A 时才可观察到
。

同

时发现来源于昆虫的启动子
,

如家蚕丝胶
一

1

的启动子等在胚胎 中表 现为强有力 的启动

子 ; 相反
,

来源于哺乳动物病毒基因的启动子

如 S V 4 o 早期基因等仅 有弱的启动子活力
;

若注射线性化的 D N A 在胚胎 中则没有表达

活性或很弱
。

因此
,

这种利用 C A T 基因作报

告基因的方法
,

可考虑作为分析启动子活力

的检测系统及研究昆虫基因调节机制的有用

工具
。

另外
,

随着蚕的转座因子研究的深入
,

基

因导入方面利用类似转位子序列已提上议事

日程
。

三
、

几个主要的蚕体基因的研究现状

1
.

与丝蛋叮合成有关的基因

茧丝 由丝素与围在其外的丝胶构成
。

丝

素蛋白分子是 由分子量 35 万的大亚单位 ( H

链 )和分子量 2
.

5 万的小亚单位 ( L 链或 P 25

蛋 白 ) 各 1 分子组成
,

两种亚单位以二硫键相

结合
。

丝素蛋 白 H 链和 L 链的氨基酸组成显

著不同
。

H 链包含结晶区与无定形区
,

前者

占 6 0一 65 %
,

后者占 35 一 40 %
。 一

结晶区的基

本单位 由 59 个氨基酸残基组成
,

即甘
一

丙
一

甘
一

丙
一

甘
一

丝
一

甘
一

丙
一

丙
一

甘
一

( 丝
一

甘
一

丙
一

甘
一

丙
-

甘 )
、 一

酪
。

每 4~ 7 个这样的基本单位 (重复序

列 )构成一个区段
,

每个丝素分子内有这样的

区段 10 个左右
,

因蚕品种而不同
。

区段与区

段之间有一条 1 00 ~ 20 0 个氨基酸残基构成

的无定形部分相连接
。

丝心蛋白 H 链和 L 链

分别 由不同的基因支配
,

丝心蛋 白 H 链基因

与 N d 连续
,

位于第 2 5 连锁群
; 丝心蛋白 L

链与 U 连锁
,

位于第 14 连锁群
。

家蚕丝胶蛋

白包含 4 一 6 种主要 多肤
,

其中一些被糖基

化
,

外观分子量 “ 一 40 k0 d
,

它们有很高的丝

氨酸含量 ( 1 6一 4 2% )
。

蒲生 ( 1 9 7 7 )用聚丙烯

酞胺凝胶 电泳分离了 5 种丝胶蛋白组分
。

目

前已有 5 个丝胶蛋白基因被分离克隆
。

其中



1 9 9 3年第 生期 国外农学一蚕业

月。
,

1基因共有 8 个外显子
,

S er l 基因编码 4

个丝胶 多肤组分
。

eS
r Z 基 因全长 1 6 2 0 0 ~

1 6 40 o b p
,

单拷 贝
。

eS
o Z 基因转录 的初级产

物 m R N A 前体经过不同剪接产生 2 种 m R
-

\ A : 5
.

0一 6
.

4 k b (依等位基囱而不 同 ) 以及

3
.

1 1、 b
。

S e : 2 基因在幼虫第 4 龄表达
,

第 5 龄

大量 合成积 累
.

5 龄后期 只在 中部丝腺前 区

表达
。

除 S 。
一

l 和 S er Z 基因外
,

从家蚕基因

文库 中还分离 克隆到 5
3 、

S
; 、

5
5

三 个丝胶蛋

白基因
,

这三 个基 因分 别为 3 5 0 0 n t
、

2 9 5 O n t

及 4 5 rlt 的 m R N A 编码
。

与丝蛋 白转录控制

有关的蛋白质因子的基因也已克隆
,

如 S G F
-

、
、

S (于F
一

2
、

S G F
一

3
、

S G F
一

4 等
。

非家蚕的丝素蛋白也从分子生物学的角

度进行了深入研究
。

结果表明
,

野蚕的丝素基

因在其 5
’

端上游的碱基序列几乎是一样的
,

与 家蚕相 比较 几乎没 什么变化 ( k u 、 d a
等

,

1 , 8 6 )
。

属于大蚕蛾科的天蚕
、

柞蚕和蓖麻蚕

的丝素不存在如同家蚕丝素的 L 链 、 分子量

约 抢一 25 万的丝素多肤以二个单体的形式

以 二硫键相结合
。

天蚕的丝素基因已被分离

克隆
,

其 5
`

上游的碱基序列与家蚕丝素基因

相比
,

尽管蛋白质区的氨基酸序列完全不同
,

但其 5
`

端的第 1 个外显子的碱基序列却非常

近似
。

这一碱基序列的相似性说明两者的原

始基因是相 同的
,

推想
,

各种各样的丝素基因

是从共同的祖先型丝素基因衍生而来的
。

乙
.

卵壳基 因

蚕的卵壳具有复杂但规则的膜状构造
。

家蚕的卵壳蛋白基因是一群构成卵壳的结构

蛋白基因
,

它包括早期
、

中期
、

晚期卵壳蛋 白

基因在 内共有 20 0 余个
,

是一个庞大 的基 因

族 这些基因根据其编码蛋白所司功能
,

可分

为 A
、

B
、

c
、

H c 一 A 和 H c 一 B S 个族
。

卵壳基 因

结构的基本单位是基因对
,

二 个不同族的基

因构成一个基 因对
,

反向同步转录
。

表达的功

能单位 可能是基因对或多个同步表达的基因

对的一段染色体 区域
,

成对基 因间的 5 `

侧翼

序列对这种特异性表达调节起重要作用
。

家

蚕卵壳蛋白基因启动子结合因子 已鉴定的有

B C F I 和 B C F I
。

卵壳蛋 白反义 R N A 对卵

壳基因转录控制的研究也在进行
。

3
.

抗菌肤基因

蚕抗菌肤的基因工程研究 已取得了很大

进展
。

注射大肠杆菌
、

聚肌胞核昔酸
、

2’
,

5 ` -

寡腺昔酸
、

菊醋类微量农药
、

超声波
、

热空气

及 7
一

射线等均能诱导柞蚕
、

家蚕
、

蓖麻蚕及

某些昆虫产生各 自的抗菌肤
。

天蚕
、

柞蚕及家

蚕抗菌肤的氨基酸一级结构有很大程度的同

源性
,

按其结构大致可分两群
,

以 ce o or p in D

为主的一群诱导产量多而杀菌活力稍低
; 而

c e c or p in A 为主的一群则诱导量少而活性较

高
。

抗菌肤具有广谱的杀菌作用
。

美国已应

用人工合成的天蚕抗菌肤基因导入酵母中表

达
,

已获得天蚕抗 菌素 ( C ec or m yc in ) 可用于

外伤敷用及食品
、

饲料的保鲜
。

人工合成柞蚕

抗菌肤 D 基因转入根癌农杆菌的试验 已成

功
。

天蚕抗菌肤 B 基因转入马铃薯
,

已获得

抗青枯病的植株
。

抗菌肤基因导入水稻原生

质体选育抗白叶枯病新品种的研究也正在进

行中
。

蚕抗菌肤基因工程可能为选 育抗病的

动植物品种开辟一条新的途径 (黄 自然等
,

1 9 9 2 )
。

4
.

其他基因

其他已克隆分析的蚕 的基 因包括 3 k0 p

基 因
、

丝腺核糖体 R N A 和转移 R N A 基因
、

贮藏蛋白基因
、

滞育激素基 因
、

卵特异蛋白基

因
、

热激蛋白基因
、

肌动蛋 白基 因
、

泛激素基

因
、

溶菌酶基因
、

羽化激素基 因
、

蚕脑肤 (蚕

索 )基因
、

凝集素基因
、

幼虫表皮蛋白基因
、

胸

节基 因
、

促前胸腺素基因等
。

四
、

蚕生物技术其它领域的研究

家蚕卵的核移植技术的开发可作为有用

性状导入的一个有用技术
。

1 9 8 7年小林等还

开发了精母细胞移植的性状导入技术
,

这种
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调控昆虫生长与发育的内分泌体系

顾世红

(台湾中央研 究院动物研究所 )

调控昆虫蜕皮与变态的所谓的中心法则
,

早在近 50 年前就已确立
。

根据这一中心法则
,

昆虫体内蜕皮激素的升高引起蜕皮过程的产生
,

蜕皮后所产生的个体之性质是由保幼激素

(J H )之量所决定 (即 JH 多
,

幼虫蜕皮
; JH 少

,

化蛹蜕皮
;
没有 JH

,

蛹变成虫之蜕皮 )
。

笔者从家

蚕中所产生的一种隐性三眠蚕突变系
一
rt 的内分泌体系之研究中发现

,

蜕皮激素之微量变化

才是幼虫转变成蛹的决定因素
,

低浓度的蜕皮激素引起了最后一龄幼虫期 JH 之下降从而诱

导 了从幼虫到蛹的转变
。

前 言

波 兰 的 一 位 昆 虫 生 理 学 家 K oP ce 在

1 9 1 7年利用一种蛾类昆虫的最后一龄幼虫
,

进行了一系列的结扎实验后发现
,

幼虫的脑

是其进行变态所必须的
,

尽管他的研究在当

时没有受到很大的重视
,

但是在以后的几十

年的研究中
,

终于发现了这一研究结果揭开

才

方法加上生殖 巢的冻结保存
,

就可以实现在

世代不 同的个体 间交配
,

从而开发一种新的

育种技术
。

蚕的遗传资源中保存着多种多样

的性状
,

通过导入新的性状
,

可以创造出具有

新的机能的蚕
·

如具有特细纤度茧丝及广食

性蚕 品种的育成
,

这些蚕 可作 为生物技术研

究素材的重要宝库
。

家蚕的一些转座因子的

发现
,

如类反转录病毒转座因子
、

类
c o p ia 转

座因 子
、

核糖体 D N A 插 入因子
、

Bm l 因子
、

k 1 4 因子等
,

为建立有效的家蚕转基因技术

创造了良好条件
。

五
、

今后的展望

蚕是基础生物学领域的优 良实验昆虫
,

也是一种利用价值很高的经济昆虫
。

随着家

蚕 N P v 载体表送系统研究的进一步深入
,

相信利 用该系统生产的有用蛋白种类将不断

增多
,

达实 用化的程度也将不断扩大
,

并 日益

显示其 重要性
。

家蚕有其几千年人工驯养的

历史
,

现在 已完全具 备工厂化大批饲养的条

件
,

生活周期相对又较短
,

所以作为有用蛋白

生产的大型
“
发酵罐

” 确 实是价廉物美
,

其发

展前景是非常诱人的
。

蚕的生物技术为开发新蚕品种
、

新育种

素材创造了良好条件
。

应用重组 D N A
、

细胞

融合
、

细胞核移植等新技术
,

人为扩大遗传变

异
,

开发新的育种素材
。

如为了扩大新用途
,

要考虑育成适于西服领域的素材
,

育成极粗

纤度
、

粗纤度
、

细纤度
、

极细线度的蚕品种
,

引

入天蚕的丝素基因以改 良家蚕茧丝的性能
,

育成广食性
、

具抗性 (如抗病
、

抗高
、

低温 ) 的

基础蚕品种以及具有特殊生理
、

生态特性的

蚕品种等
。

蚕生物技术的广泛应 用
,

有赖于对生物

学基础理论的进一步研究
,

在细胞生物学和

发生生物学领域要掌握和了解充分的知识
。

蚕基因的表达和调控
、

性状的导入和导入性

状的充分表达技术的研究
,

无疑将会为蚕业

这一古老 的传统产业增添新的内容
,

展示其

崭新的发展前景
。


