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摘要：通过荧光差异显示技术，分析了家蚕 -’(./0 (’1+ 对 K5/LM 抗性品系 /K、感性品系 *&1 和近等基因系 *&1//NN 添毒和

未添毒处理区的基因表达的差异。根据差异显示的结果克隆了一条 +&% O: 长度的 ?P/A 片段，并用 /@DBC$D# O8@B 进行了验证。

该序列经过 /QK- 4.R 库的同源性比较获得了电子延伸。延伸后的序列用特异引物进行 IR0LQI 扩增获得了一条 +)% O: 的序

列，拼接后基因 ?P/A 序列全长为 )%+ O:，推导的氨基酸序列与草地夜蛾 ,2’3’2#41$ 516*+2413$ .*A 同源性最高达 2+>+S；其次是

烟芽夜蛾 74)+’#8+9 :+149"4&9 .*A，同源性为 2(>&S；与黑腹果蝇 ;1’9’28+)$ (4)$&’*$9#41 .*A 同源性为 +’>*S。比较结果显示这是

一个新的家蚕基因，定名为家蚕 9*$ 基因。本实验获得的 9*$ 基因在家蚕感性和抗性品系以及添毒处理和未添毒处理中都

具有差异表达，其中在抗性品系和近等基因系中的表达高于感性品系，在添毒处理中的表达高于未添毒组。因此推测它是一

个与家蚕抗 K5/LM 相关的新基因。
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家 蚕 核 型 多 角 体 病 毒（ -’(./0 (’1+ #"?8$6D
:@8]C$GD@F7F J7D"F，K5/LM）是昆虫病毒史上首先发现

的病毒（吕鸿声，322)），它是一种环状双链 P/A 的

核型多角体病毒。由 K5/LM 引起的家蚕核型多角

体病毒病是养蚕业三大病毒病中危害最为严重的一

种，该病在世界养蚕国家时有暴发，传染极强，难以

控制。家蚕抗 /LM 品种间存在较大的差异，经典的

遗传学实验表明家蚕对 /LM 抗性受常染色体上一

对显性主基因和性染色体上微效修饰基因控制（陈

克平等，3223，3221）。尽管多年来对家蚕抗 /LM
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研究有了一些进展，选育出了几个抗性的品系，找到

了家蚕抗 !"# 的相关分子标记（$%& !" #$ ’，())*；

+,-. !" #$ ’，())*）。/0!"# 在家蚕体内感染的途径

也有报道（1%,0%. !" #$ ’，())2），最近有报道从家蚕

中肠消化液中分离出丝氨酸蛋白酶和脂肪酶并证明

其具有抗病毒活性，找到了 %!&’(! 和 $’)"!#%! 基因

（"&..34-5 !" #$ ’，())*；!%6%7%8% !" #$ ’，())2）。但

是，由于家蚕对 !"# 的抗性是由主效基因和微效基

因的协同作用，确定家蚕对 /0!"# 的抗性主基因仍

然是一个崭新的课题。因此，我们通过组配近等基因

系，利用荧光差异显示（953&:-;<-.<- =>99-:-.?>%5 =>;@5%A，
BCC）的方法继续寻找与抗性相关的家蚕新基因。

! 材料和方法

!"! 家蚕品系及近等基因系的组配

选择家蚕对 /0!"# 抗性品系 !/（D+E) F GH(E
个多角体I0D）、感性品系 *)J（D+E) F 2HKE 个多角体I
0D），并以 *)J 为轮回亲本，以 !/ 为抗性基因供体

亲本，经过 G 代回交后，再经 * 代自交，隔代 /0!"#
添毒 筛 选，保 留 抗 性 基 因，育 成 了 近 等 基 因 系

*)J!!LL（简写为 !!，D+E) F GH(* 个多角体I0D）。对

* 个品系用人工饲料饲育至 E 龄起蚕，每个品系设

添毒处理组（/0!"#，M* 株）和未添毒对照组（蒸馏

水），分别编号为 !/N 和 *)JN，!!N 和 !/( 及 *)J( 和

!!(。以 E) 头家蚕为一实验区，处理区添毒 量 (

0D，每毫升含 NHG O N)G 个多角体；对照区添食蒸馏

水 ( 0D。添毒后 2G ,，每区分别取 *) 头家蚕的中

肠，以消除遗传背景差异。另设相同的添毒处理组

和未添毒对照组作为 2 天后的发病率调查。

!"# 组织总 $%& 提取

分别提取家蚕抗性品系、感性品系和近等基因系

J 组 材 料 的 中 肠 总 1!P。1!P 抽 提 用 M:>7&5 试 剂

（Q.4>?:&R-.），液氮研磨后，每 N)) 0R 中肠组织加入 N
0D M:>7&5 试剂匀浆后转入 NHE 0D 离心管中，加入 ())

!D 氯仿，())!D 酸性酚，2S N( ))) O R 离心 N) 0>.，

取上清液，加入等体积的异丙醇沉淀 1!P，沉淀后的

1!P 溶于焦碳酸二乙酯（CT"+）水中。 U V)S保存。

!"’ ()%& 第 ! 链合成

取 *E!R 1!P 经 C!%;-WQ（":&0-R%）消化后取 )H(

!R 1!P 反 转 录，反 转 录 和 "+1 反 应 操 作 均 按

X-.Y3.?-: 1!P;@-<?:% 试剂盒说明书进行。反转录

体系：(!0&5ID YWM（NN）P（XI+）锚定引物，E O 1M 缓

冲液 2!D，(E)!0&5ID =!M"; NHJ!D，加 CT"+ 水至

NK!D。进行如下反应：JES E 0>.，立即冰上，加入

N Z [[D#转录酶，*VS J) 0>.，VES E 0>.。

!"* 荧光差异显示

以 * 种荧光锚定引物和 K 种随机引物（YP"K \
YP"NG）作不同组合，进行 "+1 反应，其中荧光锚定

引物与逆转录所用 YWM（NN）! 锚定引物一致，所用

荧光为绿色荧光。在 "+1 体系中依次加入：N) O
"+1 缓 冲 液 (H)!D，(E)!0&5ID =!M"; NHJ!D，(

!0&5ID 荧光锚定引物 (H)!D，(!0&5ID 随机引物 (

!D，逆转录产物 (!D，M%] 酶（^3%R-.）N Z，加水至 ()

!D。反应条件为：K(S *) ;，2)S ( 0>.，V(S N 0>.，

2) 个循环，V(S V 0>.。

!"+ 差异条带的获得与二次扩增

"+1 反应结束后，其产物在 E_变性聚丙烯酰

胺凝胶中电泳 2 ,（N E)) #）。电泳结束后，用荧光

成像扫描仪（B[/Q‘ QQ）对凝胶进行 E)E .0 波段荧光

扫描。依据扫描图像定位切取差异条带，置 E)!D
水中，N))S水浴 () 0>.，取 (!D，用于二次 "+1 扩

增。扩增引物和扩增条件同上。

!", %-./01.2 34-/ 验证差异条带

将 !/N、!/(、*)JN、*)J(、!!N 和 !!( 家蚕中肠

提取的 1!P *)!R 转膜，以"W"*( 同位素标记的差异

<C!P 探针与膜杂交，杂交结果扫描分析。

!"5 序列测定及同源性分析

用低熔点胶法回收的差异片段，克隆入 M%a%1%
公司 @[CWNGM 载体中，转化大肠杆菌 CYE"，提取

质粒，测定序列。应用 /5%;? 程序将所得到的测序

结果与 X-./%.6 数据库和 b>56c%;- 数据库进行同源

性比较，从中选取同源性较高的片段进行序列拼接

表达分析。

!"6 拼接序列设计引物进行 78$ 扩增

杂交阳性条带 +NGV)( 经过同源性比较后拼接，

根据拼接后序列设计引物进行 1MW"+1 再次扩增。

<C!P 合成同前，"+1 体系：N) O "+1 缓冲液 (H)!D，

(HE 0&5ID =!M"; (H)!D，N!0&5ID &5>R&=M（NG）NH)

!D，逆转录产物 N!D，M%] 酶（M%a%1%）N Z，加水至

(E!D。反 应 条 件 为：K(S *) ;，J(S N 0>.，V(S
N 0>.，*E 个循环，V(S V 0>.。

# 结果与分析

#"! 抗性品系、感性品系和近等基因系的抗性鉴定

!/N、*)JN和 !!N每区以每毫升 NHG O N)G 个多角
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体的浓度添毒 ! "#，对照区采用感性品系 $%& 用蒸

馏水添食，发病率调查结果表明，只有 $%&’区平均发

病率为 ()*，其他各区发病率均为 %，说明取材用的

抗性品系 +,，感性品系 $%& 以及近等基因系 ++ 对

,"+-. 的感受性的确存在很大差异，通过 ) 代回

交，再经 $ 代自交后构建的近等基因系 ++ 已带有

纯合的 +, 抗性基因。

!"! 荧光差异显示结果及 #$%&’(%) *+$& 验证

以 $ 种荧光锚定引物和 ( 种随机引物（/0-( 1
/0-’)）作 !2 个组合，对 +,’、+,!、$%&’、$%&!、++’ 和

++! & 个材料进行 3445-67 研究，获得了 $& 条差异

带，其中 6’)2%!片段为差异带（图 ’：0）。

从所 得 到 的 差 异 片 段 中 选 取 ’) 条，进 行

+89:;<9= >?8: 验证，结果条带（条带大小 2%! >@）显示

与 344 具有一致的结果（图 ’：,）：即抗性品系和近

等基因系（+,’、+,!、++’ 和 ++! ）表达水平较高，而

感性品系（$%&’ 和 $%&!）表达水平较低，其中添毒区

（+,!、++!和 $%&!）表达水平又高于未添毒区（+,’、

++’ 和 $%&’ ）。这一结果暗示家蚕抗 +-. 基因与

6’)2%!表达是密切相关的。

图 ’ 荧光差异显示及 +89:;<9= >?8: 杂交结果

3ABC ’ D;< 9<EF?:E 8G G?F89<EH<=: IAGG<9<=:AJ? IAE@?JK J=I +89:;<9= >?8: ;K>9AIALJ:A8=
0：荧光差异显示结果，6’)2%! 片段为差异带 344 @J::<9=，J=I :;< ?A=< A=IAHJ:<E :;< 6’)2%! G9JB"<=:；,：+89:;<9= >?8: 杂交结果 +89:;<9= >?8:

;K>9AIALJ:A8=C J：杂交信号在 +,’、+,!、$%&’、$%&!、++’ 和 ++! 中的表达 /K>9AIALJ:A8=J? EAB=J?E 8G +,’，+,!，$%&’，$%&!，++’ J=I ++!；>：!)M

97+0E 作为上样量参照 97+0E JE J H8=:98? G89 <NFJ? ?8JIA=BC

图 ! 344 差异条带 6’)2%!再扩增结果

3ABC ! D;< 9<EF?: 8G :;< 9<5J"@?AGAHJ:A8= 8G 344
IAGG<9<=:AJ? >J=I 6’)2%!

O：分子量标准 OJ9P<9；’ C -67 产物 -67 @98IFH:A8= 8G 6’)2%! C

图 $ 特异引物 7D5-67 扩增结果

3ABC $ D;< 9<EF?: 8G 7D5-67 J"@?AGA<I >K E@<HAGAH @9A"<9E
O：分子量标准 OJ9P<9；’C 7D5-67 扩增产物

7D5-67 @98IFH:A8= 8G E@<HAGAH @9A"<9EC

!", 差异片段的序列测定和同源性分析

将条带 6’)2%!进行克隆测序，得到一个长 2%! >@
的序 列（图 !），并 将 该 序 列 与 Q<=,J=P 数 据 库 和

MA?P>JE< 数 据 库 进 行 同 源 性 比 较，结 果 显 示 条 带

6’)2%!在 RMD 数据库中有较高的同源性，其中 6’)2%!
的前 ’ >@ 1 S(% >@ 的序列与 Q<=,J=P 中 0.T%S)%T

(T$$ 期 徐家萍等：利用荧光差异显示技术分离的家蚕抗 +-. 相关基因 !$"



图 ! 家蚕核糖体 !"" #$%& 序列及推导的氨基酸序列

’()* ! #$%&’( %$)* +(,-.-/01 2+-34(5 !"" #$%& .46745#4 058 8487#48 0/(5- 0#(8 .46745#4
起始密码子 03) 和终止密码子 300 用方框标记，加尾信号 00300 和 2-19（&）以下划线标记，箭头指向区域序列（:;<53 = >;?53）是 ’$$ 差异片段

@:>?A;序列。阴影部分为特异引物序列。BC4 D(+.3 #-8-5 058 3C4 .3-2 #-8-5 0+4 845-348 ,9 ,-E* BC4 2-1908459103(-5 .()501，00300，058 3C4 2-19（&）30(1

（:: 0845(54 +4.(874.）(5 3C4 "F 753+05.10348 +4)(-5 -D #$%& 0+4 7584+1(548* BC4 .46745#4 0++-GC408 0+40 D+-/ :;<53 3- >;?53 (. ’$$ .46745#4* BC4 3G-

.C0848 .46745#4. 0+4 .24#(D(# 2+(/4+.*

序列（#$%&’( %$)* G(5) 8(.H @:A> <3CI(5.30+ 809I" 10+J0
#$%&’( %$)* #$%& #1-54 G8K"A;<? B"， /L%&
.46745#4）的 :"A ,2 M ?:N ,2 的序列具有 :AAO的同

源性，进行序列拼接获得 >": ,2 的序列，且有一完

整的开放阅读框。根据此序列设计一对引物：正向

（’-+G0+8）：<FIP&&@&BPP@PPB@PPP&&I"F 和 反 向

（L4J4+.4）：<FIP&&@PPP&PP@B@PB&PI"F，扩增结果

获得一条 ?>; ,2 大小的条带（图 "），再克隆测序，序

列结果表明与电子延伸的序列一致，再加上 "F端差

显的序列共 >;? ,2，序列结果和推导的氨基酸序列

见图 !。该 序 列 已 在 P45Q05H 上 登 录，登 录 号 为

&R?A<N?!，命名为 #%!""，开放阅读框起始于第 < 个

碱基并以第 ?N! 个碱基 B&& 终止。序列包含的多

聚核苷酸加尾信号 &&B&&，以及 :: 个碱基的 S-19
（&）尾巴和 ;A 个碱基的 "F非翻译区序列。从推导的

氨基酸序列来看，它的分子量是 ;N ?<"T!N $，包含

<< 个碱性氨基酸和 "" 个酸性氨基酸，推测的等电

点是 NTUU。

!"# 氨基酸序列同源性比较分析

在 %@QV 数据库中对其翻译的氨基酸序列进行

A<" 昆虫学报 +,-" ./-$%$0$1*," 2*/*," !> 卷



同源性比对，显示与下列核糖体蛋白 !"# 蛋白的同

源 性 分 别 为：##$%&’() （ 草 地 夜 蛾 !"#$#"%&’(
)’*+,"&’$(），)"*；##+’))%(（ 烟 芽 夜 蛾 -&.,#%/,0
1,’&02&30），),*；-##&&.&/（冈 比 亚 按 蚊 43#"/&.&0
+(56,(& ），(,*；0’’.", （ 黑 腹 果 蝇 7’#0#"/,.(
5&.(3#+(0%&’），(,*。应用 12#3456 软件对这 ’ 种同

源性相近物种的 !"# 蛋白的氨基酸序列进行 -783457
9 分析，结果（表 /、图 ’）表明：:;!"# 与 !<!"# 同

源性 最 高 达 )(=(*，其 次 是 >?!"#，同 源 性 为

)@=,*，与 1;!"# 同源性为 (’="*。

表 ! 以 "#$%&’# ( 分析 ) 种同源性相近物种的 *+,
蛋白遗传距离（-）

.’/#0 ! 1’23 42%&’560% 78 95&2&#04 "#$%&’# ( ’:75;
) %<0620%（103605& %2:2#’32&= 25 $<<03 &32’5;#0）

#A!"# >?!"# 1;!"# :;!"# !<!"#
#A!"# B (/=& (@=’ (@=) ("=)
>?!"# B (/=% )@=, )&=,
1;!"# B (’=" (@=&
:;!"# B )(=(
!<：草地夜蛾 !"#$#"%&’( )’*+,"&’$(；>?：烟芽夜蛾 -&.,#%/,0 1,’&02&30；

#A：冈 比 亚 按 蚊 43#"/&.&0 +(56,(&；1;： 黑 腹 果 蝇 7’#0#"/,.(
5&.(3#+(0%&’；:;：家蚕 8#569: 5#’,；图 ’ 同 CDE 35;E <F6 GHAI ’=

图 ’ ’ 种同源性相近物种的 !"# 蛋白系统进化树

GHAI ’ 0DJ7FAEKE4HL 46EE F< !"# 5;FKA ’ MH<<E6EK4 3NELHE3

+ 讨论

!)0"( 和 -10"( 都是从鳞翅目害虫中获得的基

因，家蚕也为鳞翅目昆虫，其基因具有同源相似性。

850"( 推测编码蛋白与 !)0"( 和 -10"( 编码蛋白具

有较高的同源性显示可能是同一类基因。!"# 蛋白

是位于大小核糖体亚基的接触面上，该部位是核糖

体结 合 翻 译 启 动 因 子 %（E7G%），E7G"，EG%，OE4P
4Q2#，0DEP4Q2# 以及 ;Q2# 的位置，!"# 水平的变

化影 响 到 核 糖 体 翻 译 功 能 的 启 动（9E34E6;5KK &%
(. I，/)()；C83DHK3RH 5KM 956KE6，/).%；CF75K &% (. I，
/)."）。有研究表明由于核糖体蛋白 !"# 的降解抑

制核糖体翻译功能的启动，阻碍了参与细胞生命活

动的蛋白的合成，从而导致细胞凋亡（孙阿萍等，

%,,%）。!FKA 等（%,,%）认为人类 !"# 和 :L7P% 共同作

用抑制 0#Q0［NF7J（#10P6HSF3E）NF7J;E653E］的活性从

而抑制细胞凋亡，在缺少 !"# 的情况下，:L7P% 不能

抑制 0#Q0 的活性。细胞凋亡作为利他性自杀行为

是昆 虫 抗 病 毒 感 染 的 重 要 机 制（+FJ5;5 &% (. I，
/)).）。因此，我们推测家蚕在受到 :;20T 攻击后，

由于病毒的感染刺激，家蚕体内出现与之相抗争的

细胞凋亡反应，表现出自身防卫现象。从本实验结

果来看，抗性品种和近等基因系（其遗传背景为感性

品系的 ))=)* 的相似性，唯有抗性基因表达的不

同，也为抗性品系）-/.(,% 具有比感性品种表达量高

的现象，同时添毒后也出现 -/.(,% 表达量升高的现

象，这是一个比较可靠的证据。UV5K5A5 等（%,,,）研

究发现家蚕蛹接种 :;20T 病毒 @. D 后脂肪体出现

程序性死亡的降解现象，即在 @. D 时出现最强 12#
梯度，(% D 后就检测不到这种现象了。我们的实验

取样也是在家蚕接种 :;20T @. D，与细胞凋亡的相

关基因出现高水平的表达现象，与此结果是相互吻

合的。本实验通过荧光差异显示技术，成功地获得

了与家蚕抗 :;20T 相关的 850"( 基因。

另外，在对哺乳动物的研究中，-F6MEH6FPM5P!H7?5
等（%,,/）通过注射 ;&,0/5(3,( 5(<#’ Q0!"5 结合蛋

白到老鼠的体内发现 6$;!"56N 能够优先诱导 : 细

胞的活性，说明 6$;!"56N 通过直接或间接作用于 :
细胞、C 细胞和胞浆分泌，参与免疫调节过程，对

C>/ 和 C>% 免疫反应起平衡作用。这是寄生虫与

脊椎动物宿主研究互作的典型例子，对于昆虫病毒

与宿主的关系可以提供借鉴和参考。

致谢 本研究 2F64DE6K S7F4 部分实验得到中国科技

大学生命科学学院徐卫华教授和魏兆军博士生的指

导和帮助，在此表示感谢！

/’"" 期 徐家萍等：利用荧光差异显示技术分离的家蚕抗 20T 相关基因 0"(
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