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摘要：采用实时定量 MNJ技术，以家蚕 -’(./0 (’1+ 第 44号染色体上的 2304-!5基因为参照基因，检测家蚕不同个体间 -( 67+
基因与常染色体上 2304-!5基因的拷贝数之比，雄体 -( 67+ O 2304-!5 P 4L’，雌体 -( 67+ O 2304-!5 P ’L(；并用已经定位于 Q染
色体上的 -( 89##+&基因为参照，检测 -( 67+ 基因的拷贝数与 -( 89##+& 基因的拷贝数之比，雄体 -( 67+ O -( 89##+& P 4L’，雌体
-( 67+ O -( 89##+& P 4L’，证明 -( 67+ 基因在家蚕基因组中的拷贝数与 -( 89##+&基因相同，说明 -( 67+ 基因位于 Q染色体上。
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家蚕 -’(./0 (’1+ 的性染色体属于 QV型，雄性
为 QQ，雌性为 QV；细胞内 Q染色体数与常染色体组
数之比在雌雄间存在差异，雄性为 &Q O &! P 4L’，雌
性为 QO&! P ’L(。如果 Q染色体上基因在雌性中为
4个拷贝，则雄性中为 &个拷贝，雌雄间拷贝数存在
差异，其表达产物是否也不一样？即是否有剂量补

偿现象？."I"]<等（411*，4111）克隆了家蚕的 &个 Q
连锁基因 64(L4*’$ 和-( 89##+&，发现这 &个基因的
:J/!在雄性中的表达量是雌性的 & 倍，这说明家
蚕没有剂量补偿现象。

研究表明，鳞翅目纯蛱蝶属 39)+"’&+:; 昆虫的
67+ 基因位于 Q染色体上，67+ 基因型差异与种内拟
态多样性及种间杂交不育有关，是进行物种隔离研

究的基础（ ^<##<=$ 9# $) 8，&’’4;，&’’4>；T67%C;= 9#
$) 8，&’’&；/;<$><% 9# $) 8， &’’&；Y7;=;#;= 9# $) 8，
&’’)）。我们利用家蚕的 9.5数据库成功克隆了家

蚕 67+ 基 因（简 称 -( 67+，W6=T;=] 序 列 号：
!_32))1’，另文发表），并分析了其基因结构。
为了进一步确定 -( 67+ 基因是否在家蚕的 Q

染色体上，我们采用实时定量 MNJ技术，以家蚕第
44号染色体上的 2304-!5 基因为参照基因，检测
家蚕雌雄不同个体间 -( 67+ 基因与常染色体上
2304-!5 基因的拷贝数之比，将 -( 67+ 基因定位于
Q染色体上；并用已经定位于 Q 染色体上的 -(
89##+&基因为参照，定量 MNJ检测 -( 67+ 基因的拷
贝数与 -( 89##+& 基因的拷贝数之比，验证 -( 67+
基因在家蚕基因组中的拷贝数。

@ 材料与方法

@A@ 材料和仪器
限制酶、5) ‘/!连接酶、5;\ ‘/!
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隆载体 !"#$%为 %&’&(&公司产品；特异性引物、探
针合成、#)* 序列测定委托 %&’&(& 公司进行。宿
主菌 ! + "#$% %,- 为本实验室保存。!./ 家蚕由浙
江省农业科学院蚕桑研究所提供。核酸蛋白质分析

仪为 01234&5 公司 6!12789!:97941718 #; <=/。离心
机为 >!!15?98@公司 .=-A(，定量 BC(仪为美国 *0D
公司生产的 AA// 61EF1521 #1712798 分析仪。
!"# 家蚕个体基因组 $%&的提取及其浓度测定
取每头家蚕蛹的脂肪组织少许，分别放入 - + .

4G离心管中，用牙签捣碎，提取过程参照夏庆友等

（-HH<）的方法进行，获得的 #)*溶于 -//!G %>。取
-/!G #)*溶液，用 %>稀释到 -//!G，在核酸蛋白
质分析仪 6!12789!:97941718 #; <=/上测定 I</ 54及
IJ/ 54的 K#值，计算 #)*溶液的浓度。根据所测
定的浓度稀释成 -// 5LM!G 的浓度，作为定量 BC(
反应的模板。

!"’ 引物合成
根据 ,150&53登录的 &’$()*+ 基因（序列号：

#-<IN/）、), -.//%0（序列号：*0/AHJ<.）和 ), 12% 基
因（序列号：*OAN==H/）序列合成引物（表 -）。

表 ! 用于扩增 !" #$%、&’((!)*和 !" +,--%.基因的引物
)*+,- ! $-.*/,0 12 .3- 45/6-50 70-8 215 .3- *64,/2/9*./1: 12 !" #$%，&’((!)* *:8 !" +,--%. ;-:-

基因 ,151 引物 B8P418
扩增产物长度（碱基对）

6PQ1 9@ 7:1 &4!RP@P2&7P95 !89?F27（S!）

), 12%
（*OAN==H/）

), 12%$T .U$,,%,%%CC%,C%*%%%*CC%,%C%$NU
), 12%$( .U$*%,*CC**,%*%**CCC**%%%*C%$NU
探针 B89S1 .U$T*"$C*,**C%,%%,,**,%C%CC*$",0$NU

I<.

&’$()*+
（#-<IN/）

&’$()*+$T .U$***,C,*C*,*,,*,C%C*C*,%,*$NU
&’$()*+$( .U$,,%%C*%C,,C%%,CC%C%C,%$NU
探针 B89S1 .U$VDC$,*%C**%,**,CC*%CC*C%,$",0$NU

IA/

), -.//%0
（*0/AHJ<.）

), -.//%0$T .U$C*%**%C***C,*C%C%%*,,,%**,$NU
), -.//%0$( .U$,*C,C,*%%C,*%%,CC,C,%C*C$NU
探针 B89S1 .U$VDC$,C**,*,*C,%*%,%,C**,*$",0$NU

IH<

!"< 定量 =>?检测 !" #$% 基因拷贝数

!"<"! 标准曲线的制定：以家蚕基因组 #)*为模
板，用 ), 12%$T、), 12%$(引物进行 BC(扩增，回收

BC(产物，与 !"#$%载体（摩尔比为 N W -）连接，挑选
阳性克隆，测序，质粒抽提后用分光光度计分别测定

), 12% 基因克隆的 *I</54值，计算质粒浓度，根据公

式［浓度（!LM!G）X <Y/I X -/ IN Z分子质量 X -/ H］将其

换算为拷贝数。再依次稀释至 I X -/ A、I X -/ <、I X

-/ .、I X -/ =、I X -/ N、I X -/ I 个拷贝M!G，作为制备

定量 BC(检测的标准模板。

BC(的反应体系：不同稀释浓度的 ), 12% 质
粒模板 .!G；), 12% 基因定量 BC(检测引物各 -!G
（I/ !49R）；), 12% 基因探针 -/ !49R；?)%B[ -!G（各

IY. 449RMG）；-/ X反应缓冲液 IY.!G；"LCRI I!G（I.

449RMG）；%&E 聚合酶 - ;，补加水至 I.!G，在定量

BC(仪 AA// 61EF1521 #1712798上进行 #)*扩增和分
析。

BC(反应条件：H=\变性 . 4P5；H=\变性 N/
[，</\退火 N/ [，AI\延伸 N/ [，共 NI 个循环，</\
时采集荧光，检测 T*" 的荧光强度（波长为 .-/

54）。反应结束后用定量 BC(仪的分析软件对实验
结果进行分析，用已知基因拷贝数与 BC(循环域值
（2]2R1 7:81[:9R?，C7）的关系绘制标准曲线。
分别用同样的方法制定 &’$()*+ 基因及 ),

-.//%0基因的定量 BC( 检测标准曲线，检测 VDC 的
荧光强度（波长 .-/ 54）。

!"<"# 家蚕基因组中 ), 12% 基因拷贝数的测定：
取家蚕单蛾基因组 #)* .// 5L（.!G）模板；加入

?)%B[ -!G（各 IY. 449RMG）；-/ X 反应缓冲液 IY.

!G；"LCRI I!G（I. 449RMG）；%&E 聚合酶 - ;，12% 基

因和 &’$()*+ 基因定量 BC( 检测引物各 -!G（I/
!49R）；), 12% 基因和&’$()*+ 基因探针各 -/ !49R；
补加水至 I.!G。BC( 反应条件同 -Y=Y- 节，进行

#)*扩增，</\时采集荧光，同时检测 T*"的荧光
强度（波长为 .-/ 54）和 VDC的荧光强度（波长 .-/
54），并利用标准曲线计算 I个基因各自的拷贝数。
样本重复数为雌雄各 ./头蛾。

!"<"’ ), 12% 基因位于 ^染色体的验证：以同样
的定量 BC(体系和条件，用家蚕 ), -.//%0 基因定量

BC(检测引物代替 &’$()*+ 基因的引物进行检测，
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利用标准曲线计算 !" #$% 基因和 !" &’((%) 基因各自
的拷贝数，验证家蚕 !" #$% 基因在基因组中的位置。

! 结果

!"# 标准曲线的建立
定量 !"#过程中检测到的荧光信号可直接反

映基因扩增的效果，扩增的产物表现为相对荧光强

度（$%&’()*% +&,-$%./%0/% 0,12%$，#0），扩增产物的增
加量表现为相对荧光强度的变量（ 3)++%$%0/% -+
$%&’()*% +&,-$%./%0/% 0,12%$，4#0），当相对荧光强度
的变量达到设定的 !"#循环域值（"(）时，扩增产物
的增加量与 !"#反应管中起始模板中拷贝数有直
接的关系，研究表明 "(与起始模板中拷贝数呈比例
关系，"(越小，起始模板中拷贝数越多，相反，"( 越
大，起始模板中拷贝数越少。

通过用不同拷贝数的家蚕 !" #$% 基因标准品
进行定量 !"#检测，在 567 01波长检测 89:的荧
光强度，获得相对荧光强度的变量曲线（图 6），图中
域值设定为 7;6时，随着拷贝数的递增，各曲线的 "(
值分别为 <7;<=>，<6;>?6，<<;5@>，<>;A<>，<5;?>5 和
<@;@=@。用 "(值与拷贝数作图，获得 !" #$% 基因标
准曲线（图 <）。

图 6 !" #$% 基因标准品定量 !"#不同循环数与相对
荧光强度变化量的检测曲线

8)BC 6 DE% B$’FE. -+ $%’&G()1% H,’0()(’()*% !"# +&,-$%./%0/%
F$-+)&%. ’B’)0.( /I/&% 0,12%$ J)(E (E% 3)++%$%0/% -+
$%&’()*% +&,-$%./%0/% 0,12%$ +-$ (E% (%0G+-&3 +$-1

67 > (- 67 A /-F)%. -+ (E% !" #$%

图 < !" #$%基因拷贝数与定量 !"#循环域值（"(）的关系
8)BC < !" #$% 4K9 ’1F&)+)/’()-0 .(’03’$3 /,$*%.

B%0%$’(%3 2I F&-(()0B (E% 0,12%$ -+ (E% (’$B%( B%0% 4K9
/-F)%. *%$.,. /I/&% (E$%.E-&3（"(）

分别用不同拷贝数的 *+G,!-. 基因和 !"
&’((%) 基因标准品进行定量 !"#检测，在 567 01波
长检测 LM"的荧光强度，获得各拷贝数的 "(值，并
用 "(值与拷贝数作图，分别绘制出 *+G,!-. 基因
和 !" &’((%) 基因的标准曲线（图 >）。

图 > *+G,!-.基因和 !" &’((%)基因的拷贝数与
定量 !"#循环域值（"(）的关系

8)BC > *+G,!-. ’03 !" &’((%) 4K9 ’1F&)+)/’()-0 .(’03’$3
/,$*%. B%0%$’(%3 2I F&-(()0B (E% 0,12%$ -+ (E% (’$B%( B%0%

4K9 /-F)%. *%$.,. /I/&% (E$%.E-&3（"(）

!"! 家蚕基因组中 !" #$% 基因拷贝数的测定及其
染色体定位

取家蚕个体基因组 4K9为模板，在同一 !"#反
应管中同时对基因 !" #$% 和 *+G,!-. 的拷贝数进
行定量 !"#检测。由于从每头家蚕蛾提取的 4K9
中基因拷贝各不相同，检测的 !" #$% 基因和 *+G
,!-. 基因的拷贝数也不一样。但位于第 66号染色
体上的 *+G,!-. 为单拷贝基因，说明在雌雄基因组
中，*+G,!-. 基因的拷贝数都是 <个。这样利用同
一 !"#反应管中 !" #$% 基因拷贝数与*+G,!-. 基
因拷贝数的比值，就可获得家蚕基因组中 !" #$% 基
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因的拷贝数。

通过对家蚕雌雄各 !"头蛾 !" #$% 基因拷贝数
与&’#(!)* 基因拷贝数的比值研究发现，在雌雄家
蚕基因组中有明显的差异，在雌蚕中 !" #$% 基因拷
贝数与&’#(!)* 基因拷贝数的比值平均为 "$! %
"$&!’，而在雄蚕中该比值平均为 &$" % "$&(!（图 ’：
)），雌雄间存在显著差异（( * "$""&），可见 !" #$%
基因在家蚕雌雄个体中的拷贝数不同，在雌蚕中含

有 &个拷贝，在雄蚕中有 +个拷贝；而家蚕基因组中

,染色体的数目在雌雄间是有差异的，在雌蚕中有 &
个 ,染色体，在雄蚕中有 +个 ,染色体，这说明家蚕
的 !" #$% 基因位于 ,染色体上。
同时，研究发现在雌雄个体中 !" #$% 基因和

!" +,--%. 基因拷贝数的比值都为 &$" % "$&(-（图 ’：
.），可见在家蚕基因组中，!" #$% 基因与 !" +,--%.
基因的拷贝数是相等的，而 !" +,--%. 基因位于 ,染
色体上，在雌蚕中为 & 个拷贝，在雄蚕中为 + 个拷
贝，这也进一步证明了 !" #$% 基因在 ,染色体上。

图 ’ 家蚕雌雄基因组中 !" #$% 基因与 &’#(!)*（)）和 !" +,--%.（.）基因拷贝数之比
/012 ’ 345 678995:1:8;4 <= 945 :890< >59?55@ !" #$% 8@A &’#(!)*（)）8@A

!" +,--%.（.）0@ 945 =5B8C5 8@A B8C5 60CD?<:B 15@<B5

! 讨论

目前人们已在家蚕 ,染色体上获得多个分子标
记，E86FD<740（&GGH）采用 I)JK技术先后获得多个
,染色体上的分子标记连锁图；38@ 等（+""&）利用
)/LJ技术获得 , 染色体分子标记连锁图；M8A<@<#
NDFA8 等（+""+）构建了家蚕 OP3分子标记连锁图，
并将 -个 OP3标记定位在 ,染色体上，这些分子标
记多是采用三点杂交技术确定的，而且这些分子标

记有很大的不确定性，很少具有功能基因。PFQFD0
等（&GGH，&GGG）通过对 -个 ,染色体连锁的 I)JK标
记研究发现，其中 & 个为功能基因，并命名为 #&!，
通过比较杂交发现 #&! 基因在雌雄个体中的表达
有差异；并利用差异显示技术克隆了家蚕 !" +,--%.
基因，采用三点杂交实验将其定位于 ,染色体上，通
过比较杂交发现 !" +,--%. 基因表达 BIR)在雌雄
个体中有明显差异，随后对与 !" +,--%. 基因连锁的
约 -+" D>的 ,染色体片段进行分析，发现有约 &’个
功能基因，其中 &-个基因表达 BIR)在雌雄个体中

有明显差异（M<0D5 ,- /0 2，+""-），说明家蚕没有剂量
补偿现象。

为了能准确检测家蚕基因组中 !" #$% 基因的
拷贝数，我们选用分别位于 && 号染色体上的 &’#
(!)* 基因和位于 ,染色体上的功能基因 !" +,--%.
作为参照基因，通过比较家蚕雌雄个体间 !" #$% 基
因拷贝数与已经定位在 &&号染色体上的 &’#(!)*
基因的拷贝数之比，准确检测到家蚕基因组中 !"
#$%基因的拷贝数与 !" +,--%. 基因的拷贝数相等，
雄体中为 + 个拷贝，雌体中为 & 个拷贝，从而证明
!" #$% 基因位于 ,染色体上。
目前，除家蚕外，长翅蝶、棉铃虫、玉米螟

（K<;B8@ ,- /0 2，+""’）等鳞翅目昆虫的 #$% 基因全
都定位于 ,染色体上，基因结构相似，这说明 #$% 基
因在鳞翅目昆虫中具有相对保守的遗传特性，是在

基因水平进行鳞翅目昆虫种群隔离、种间杂交不育

及物种进化研究的理想候选基因。至于 !" #$% 基
因在 ,染色体上的具体位点，需要进一步进行三点
杂交实验及荧光原位杂交实验进行检验。

!+(’期 牛宝龙等：家蚕 !" #$% 基因 ,染色体定位
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