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摘要  介绍了家蚕转基因方法、国内家蚕品种选育的现状及国内外转基因家蚕品种选育进展 ,并指出转基因技术是家蚕品种选育的重
要途径。
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Abstract  The transgenic methods of silkworm, the current breeding status of silkwormvarieties in China and the research progress on transgenic silk-
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  转基因技术是指采用基因工程技术中的各种方法将外

源目的基因( 或特定的DNA 片段) 人为地导入目的细胞或生

物个体, 并使其在细胞或生物体内稳定地表达或遗传[ 1] 。它

是细胞生物学、分子生物学、遗传学、基因工程学、胚胎学等

多学科、多技术的综合研究领域, 已成为当今生命科学中十

分活跃的研究课题。利用转基因技术进行的动物育种 ,直接

将外源目的基因引入个体,可克服物种遗传壁垒和有限育种

资源的局限, 对改进育种方法, 获得品质优良、抗逆或抗病品

种有着深远的意义。

随着现代蚕业的发展 ,蚕业生产对家蚕新品种的需求呈

现多元化的趋势, 传统的以杂交育种方法为主的育种技术已

不能完全满足蚕业生产全方位、多层次发展的需要, 探索和

发展新的家蚕育种手段是蚕业生产的迫切要求。现代生物

科技的发展促使转基因技术成为家蚕育种的重要方式。由

转基因技术获得的家蚕新品种或育种素材称之为转基因家

蚕。转基因技术具有短时间内获得拥有目的性状的家蚕纯

合体的特性,因此国内外蚕业科技人员在该领域开展了卓有

成效的研究,创造了不少家蚕新品种和育种素材。蚕业生产

上现已开始使用转基因家蚕新品种。转基因家蚕品种的应

用可以说是常规育种技术的重大突破。

1  家蚕转基因技术方法

家蚕是一种完全变态昆虫, 一生经历卵、幼虫、蛹、成虫

( 蛾) 4 个时期 ,为获得稳定表达的纯合转基因后代,一般以尚

处于单细胞状态的初产2～8 h 内的卵作为外源基因转入对

象( 人工授精法除外) , 也有以幼虫、蛹及家蚕细胞Bm- N 作为

基因转入受体。由于家蚕是一种真核生物, 其基因组结构和

功能比较复杂, 使得家蚕转基因技术面临着诸多问题, 但通

过大量研究找到了多种对家蚕转基因的相对有效模式 ,从而

使外源基因能有效地转入、整合并获得高效表达的新品种和

育种素材成为可能。

1 .1 显微注射方法  动物转基因中使用最多、效果最好的

一种方法。缺点是设备昂贵、技术性强, 不能批量处理蚕卵。

该技术的要点是:3 h 家蚕受精卵, 硅胶干燥, 电解钨丝 ,旋转

钻孔,显微注射。如李振刚等1989 年将天蚕 TCA 显微注射

入家蚕卵,出现卵色变异[ 2] 。

1 .2 病毒介导方法 利用逆转录病毒外源 DNA 整合进宿主

染色体。该病毒能感染细胞并高效地整合到基因组, 且往往

是单拷贝的, 是转基因的良好工具。Mori 等利用 Ac NPV( 核

形多角体病毒) 成功地把果蝇的热休克蛋白基因启动子与萤

光素酶基因导人家蚕基因组[ 3] 。经 PCR、Southern blotting 检

测, 荧光素酶已传至F2 代。

1 .3  电激法( 电击法、电穿孔法)  张峰等采用此法将带有

绿色荧光蛋白基因( GFP) 的同源重组质粒导入早期受精蚕

卵,浸酸后约有50 % 的受精卵孵化,蚕到5 龄时在约5 000 条

蚕中用紫外灯检测到3 条蚕身上带有绿色荧光斑点[ 4] 。利

用电穿孔法对细菌、酵母、细胞株进行外源基因的转移已是

成功的技术。因为细菌、酵母都有细胞壁 ,因此, 该项技术可

能对植物或家蚕卵也是可行的。据张峰等报道, 他们能成功

地把外源DNA 导入蚕卵。

1 .4 基因枪轰击方法  先以氯化钙、亚精胺等沉淀剂促进

DNA 与金属微粒的结合, 然后用基因枪把高速运动的带有外

源DNA 的金属微粒( 钨粉、金粉) 射入受体的细胞中。基因

枪分为火药式、电动式和气动式。对于家蚕来说, 以500 ～

600 m/ s 的速度, 可以穿透卵壳,每一卵内可检到10 粒左右金

属微粒。蚕卵发育正常。DNA 浓度越高, 转化效率越高。但

浓度过高会造成与金属微粒形成凝结,一般采用1 μg/ μl 。钨

粉毒性较大,最好采用金粉[ 5] 。

1 .5 精子载体方法 精子载体法是将外源目的基因DNA 与

精子一起孵育,期望精子能携带外源 DNA, 通过受精过程将

外源DNA 导入受精卵。一般分为直接注射法、人工授精法

和精液孵化法等。精子就像一枚极准确的击向雌原核的导

弹,如果把外源 DNA 与精子一起培育, 希望精子能携带

DNA, 通过受精过程, 把DNA 送进卵核。现在还不知道精子

携带 DNA 的确切机制, 但有试验证明 DNA 可以与精子头部

结合, 也可能进入精子头部。有试验报告指出, 兔、小鼠、猪、

牛、羊、鸡、人等的精子具有吸取外源 DNA 的能力。吸收的

速度在20 min 到1 h 不等。把外源 DNA 用同位素或荧光素

标记DNA 探针后,可以探出 DNA 已进入精子头部。厦门大

学的陈元霖对家蚕的精子介导有比较深入的研究。方法是
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将雄蚕蛾的精液与外源 DNA 混合后 , 注射进处女蛾的交配

囊( 储精囊) 中, 使携带 DNA 的精 子与卵逐个地受精[ 6] 。

Shamila 等将5 龄蚕( 吐丝前48 h) 的背部切开,用一自制的显

微注射器把含有报告基因 CAT( 氯霉素乙酰转移酶) 的 DNA

( 25～30 ng) 注入精巢。该蚕蛾与正常雌蛾交配, 在卵及蚁蚕

中都能测到CAT。说明精子已将含有CAT 的DNA 带入子代

细胞中 ,但检测证明,DNA 主要以染色体外的形式存在[ 7] 。

1 .6 脉冲场电泳方法  脉冲场电泳法介导的基因转移, 最

早见于转基因鱼的研究。方法是将胰酶消化后的裸卵与外

源DNA 溶液同放入特制的电脉冲处理槽中, 然后施加一定

强度的电脉冲。从而使外源DNA 在电脉冲处理下进入受精

卵。蚕卵表面有许多气孔( 5 000～10 000 个/ 粒) , 开口直径约

4 μm的气孔道多呈弯曲漏斗状通往卵内。戎锐等利用脉冲

电场, 使长达9 .5 kb 的外源基因穿过曲折孔道进入蚕卵质中

从而达到转基因的目的 ,转基因卵成活率可达40 % , 分子杂

交检测到卵内外源 DNA 的存在[ 8] 。

1 .7  交变脉冲电泳方法  李振刚等对脉冲场电泳法进行改

进,变直流脉冲场为交变脉冲场开展了转基因蚕的研究。他

将重组质粒pFb- Ay( 含有家蚕Fibrion 基因片断约1 .1 kb 和天

蚕Fibrion 基因片断约6 .8 kb) 和产后2 h 的蚕卵包埋在低熔

点胶( 浓度为1 .0 %) 中或将蚕卵包埋在低熔点胶中 ,而 DNA

置于样品槽内电泳( 缓冲液0 .5×TBE、电压5 V/ c m、脉冲时

间1 s 和2 s ,4 ℃) 3～4 h ,通过遍布卵壳的气孔将外源 DNA

导入卵内。结果以pAy 探针Southern dot blotting 检测显示, 该

种方法可将外源 DNA 导入卵内[ 9] 。

1 .8 压力渗透法 即将蚕卵浸泡于一定浓度的外源DNA 溶

液中, 而后抽真空使卵孔在内压作用下开放, 外源基因在大

气压作用下可由卵孔进入蚕卵。赵昀等采用此法将绿色荧

光蛋白( GFP) 基因导入家蚕卵, 在处理后的3 700 粒卵中到5

龄幼虫时发现10 条蚕在紫外灯下有绿色荧光斑点,PCR 检

测到 GFP 基因[ 10] 。

2  国内家蚕品种选育的现状

2 .1  国内家蚕品种选育的成就  家蚕品种是蚕业生产中最

基本的生产资料, 也是决定蚕茧产量、质量的最基本因素。

在20 世纪,我国蚕业的增长主要靠新品种, 可以说优良品种

的选育和家蚕品种经济性状的改良对促进蚕业发展有巨大

的作用。我国真正意义上的蚕品种选育工作起步于20 世纪

80 年代, 经过20 余年努力,已育成了第4 次更新换代和承担

第5 次更新换代重任的一大批蚕品种 ,如80 年代初期的菁松

×皓月、春蕾×明珠、浙蕾×春晓等和90 年代育成的皖5×

皖6、( 苏·镇) ×( 春·光) 等[ 11] 。我国自主选育的一大批春用

和夏秋用优良品种的推广应用, 极大地促进了国内蚕丝业的

大发展, 为奠定世界蚕丝第一大国的地位做出了重要贡献。

除了选育实用蚕品种外,国内也开展了特殊用途蚕品种的培

育, 并取得了一定的进展 ,如育成了耐氟蚕品种秋丰×白玉、

粗纤度蚕品种C 华×JD、抗NPV 和多食性品种、平面丝实用

蚕品种ZAU2 等。

2 .2  国内家蚕新品种选育存在的问题 尽管国内家蚕新品

种选育水平有了明显提高,但自选的家蚕品种综合经济性状

与同期的日本蚕品种水平相比仍有一定差距,且生产用品种

单一。造成这种状况的原因,除科学技术积累方面的因素和

拥有种质资源的多少以及对基础品种选育工作的重视程度

外,采用的育种方法是主要原因。我国经典的家蚕品种选育

的方法主要有3 种 :系统选育、杂交育种和诱变育种, 其中杂

交育种起了主导作用[ 12] 。家蚕是利用杂交优势最早的生

物。经过近百年的人工选择,目前可利用的自然突变已经越

来越少 ,新培育的品种基本上大同小异, 优势已不明显。换

言之, 经典的育种手段, 其遗传操纵仅限于该品种所属生物

种的范围内。通过整基因组杂交、独立分配和重组获得有利

的重组体 ,再通过大量多世代的选择才有可能实现。但当有

利基因和不利基因连锁时,这种情况给育种者带来的困难就

更大。此外 ,对家蚕育种中的全茧量、茧层量、丝长、抗性及

一些重要测定性状的选择, 一般只能凭经验、称量或添食试

验来选择,但这些性状常常是由多基因决定的或主基因和修

饰基因协同作用的结果。每个座位的基因对最后的表型只

起较小的正向或负向的贡献。加之遗传和环境因素是以相

同的方式对性状的表型值起增效和减效作用。仅仅依据性

状的表型值无法区分遗传和环境因子的变异作用。实际上 ,

家蚕育种到20 世纪末 ,从经典的育种水平上来说, 几乎达到

了“顶峰”, 一些育种专家要想在现有基础上创造一个新种

质,已处于困难重重的地步[ 13] 。若在育种材料及育种方法

上没有新的突破, 新品种对生产的贡献率将会越来越低。

2 .3  国内家蚕新品种选育的发展方向 现代生物科技和基

因工程技术的发展, 为我国家蚕新品种的选育开辟了新途

径。家蚕转基因技术、分子标记、QTL 等方法的诞生, 填补了

经典家蚕育种进入分子育种之间的鸿沟,起到一份瓶颈效应

的作用。自美国Rhode Island 大学Gold Smith 首先提出了“国

际蚕分子育种计划”( International Silkwom Project) 以来, 国内

外蚕业科技工作者已对家蚕基因组展开全面的研究, 获得了

令人惊喜的成果, 育成了一批综合性状较好的基础品种, 并

从种质资源中整理发掘出了一批极有经济价值的基因 ,如抗

病、广食性、粗细纤度等。近年来, 基因工程技术尤其是转基

因技术的飞速发展为家蚕品种改造和创新提供了一种崭新

的方法。转基因家蚕育种打破常规育种方法遗传信息只能

在近亲或同种间进行交换和自然突变频率低,选择效果差的

限制, 可以大大提高品种选育的效率, 培育出人们所希望的

新品种。应用转基因技术选育家蚕品种已成为国内外蚕业

科研工作的新趋势, 也促使当前国内生产用家蚕品种的单一

局面得以改变,向多元化方向发展 :强健、抗病、抗逆, 适合规

模化、省力化或粗放饲养的蚕品种选育 ;粗纤度、细纤度蚕品

种、荧光茧色判性品种、耐氟品种、生丝高强力品种、多产卵

品种选育; 适合人工饲料养育的多食性蚕品种选育; 作为生

物反应器用的具有高效表达能力的蚕品种选育等[ 14] , 特殊

用途蚕品种的培育方兴未艾。

3  国内外转基因技术在家蚕新品种选育上的研究和应用

家蚕转基因技术自20 世纪70 年代诞生以来, 取得了重

大进展, 特别是近几年来, 随着细胞生物学、分子生物学、分

子遗传学、发育生物学以及其他相关生物技术的发展, 这一

技术在不断完善, 日臻成熟 ,现已成为家蚕新品种选育和品

种改良的重要手段。
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3 .1  天蚕丝质基因转基因家蚕新品种培育 中国科技大学

的李振刚等通过交变脉冲电泳转基因技术将天蚕丝质基因

转移到家蚕基因中, 经过10 多年培育出具有天蚕优良丝质

性状的家蚕新品种[ 15] 。天蚕丝的天然绿色十分悦目 , 被誉

为“钻石纤维”,国际市场价格昂贵。这种转基因家蚕丝呈浅

黄绿色 ,抗酸碱性强,有闪烁光泽 ,手感柔软,富于强伸力, 故

织物坚牢,不皱 ,具有良好的市场前景和经济效益。

3 .2 “蜘蛛丝”蚕品种的选育 中国科学院上海生命科学院

生化与细胞所的陆长德研究员领导的课题组在中国农科院

蚕业研究所黄君霆研究员的协助下, 历经数年攻关, 利用转

基因技术中“电穿孔”的方法,将蜘蛛牵引丝部分的基因注入

只有半粒芝麻大的蚕卵中,使培育出来的家蚕分泌出含有牵

引丝蛋白的蜘蛛丝。从而解决了转基因蚕基因导入、活性基

因鉴定及传代育种难题[ 16] 。

3 .3  彩色茧品种的育成  利用生物工程转基因技术转育新

型家蚕天然彩色茧丝品种,已成为现实。浙江大学动物科学

学院陈玉银教授将原始蚕种优良彩色茧基因转移到高产优

质的白色茧品种, 选育出高产天然彩茧品种有黄、红、绿和肉

色4 种[ 17] 。浙江大学钟伯雄教授利用显微注射法进行了转

基因彩色茧丝家蚕品种的研究, 并且取得了阶段性的成

果[ 18] 。日本东京大学研究人员利用转基因技术将原始的黄

血基因引入到突变的家蚕体内, 转基因家蚕就会产生有功能

的类胡萝卜素捆绑蛋白, 吐出黄色蚕丝。经多次杂交后, 蚕

丝黄色会变得更鲜艳[ 19] 。日本京都技术学院1999 年利用向

桑蚕体内注入一种用基因工程技术处理后的昆虫病毒 ,使丝

蛋白的基因发生变化。当病毒感染了桑蚕害虫细胞后 ,病毒

嵌入蚕体 DNA 中,改变了其中的基因, 使转基因家蚕吐出绿

色荧光纤维[ 20] 。四川成都华神集团资源昆虫生物技术中

心, 利用生物基因技术生产出新蚕种, 使家蚕能吐出五颜六

色的彩色丝。据专家介绍, 这主要是靠家蚕的突变基因, 基

因定位后,利用染色体技术把需要的基因组合输入到家蚕体

内,从而培育出能吐彩色丝的新蚕种。这种由转基因蚕结出

的天然彩色茧, 主要分红、黄、绿3 个色系 , 颜色多达10 几

种[ 18] 。西南农业大学的夏庆友教授已培育出天然绿色蚕茧

品种[ 21] ,这种蚕生产的天然彩色丝市场价格是白色丝的2 倍

以上, 市场前景十分看好。确信在科技工作者的不断努力

下, 不久的将来一定会创造出更理想的新型的天然彩色茧丝

品种。

3 .4 丝胶蚕品种的选育  日本已经有报道, 转基因育成了

“丝胶星”的创新品种素材, 用于高纯度丝胶的生产; 浙江大

学家蚕育种研究组李军等采用杂交育种、系统选育、目的基

因定向导入法等育种手段选育丝胶茧蚕品种[ 22] 。

3 .5  抗菌肽蚕品种的选育 云南农业科学院蚕蜂研究所与

厦门大学合作, 利用家蚕转基因育种的精子载体法将抗菌肽

基因转入家蚕,经检测在1 代幼虫、茧中得到了表达, 获得新

品种[ 23] 。

3 .6  绿色荧光蛋白基因蚕品种的选育 赵昀等用基因枪将

绿色荧光蛋白基因( GFP) 导入蚕卵,PCR 检测到蚕染色体

DNA 中含有GFP 基因; 张峰等采用电激法和压力渗透法将带

有绿色荧光蛋白基因( GFP) 的同源重组质粒导入早期受精蚕

卵, 获得有绿色荧光蛋白基因蚕品种的育种素材。

3 .7  生物反应器表达系统蚕品种的选育 Maeda 等利用家

蚕NPV 作载体, 在培养细胞和蚕体中表达人的α干扰素

(IFN-α) 获得成功。Marumoto 等报道了利用 Bm- NPV 作载体

在蚕幼虫体内大量制造胰岛素生长因子( IGF-Ⅱ) 。Miyaji ma

等报道利用Bm- NPV 载体在蚕幼虫体内表达IL-3。储瑞银等

利用Bm- NPV 作载体在蚕体内成功表达了 HbsAg 及preS2-s

及天花粉蛋白基因。利用 Bm- NPV 作载体也可制成病毒农

药制剂 ,如东京大学与日本国立卫生防疫研究所进行的蜘蛛

毒蛋白基因与家蚕 NPV- DNA 的体外重组 ; 美国Sumeva 则采

用酯酶的蛋白基因与 NPV- DNA 进行体外重组等[ 24] 。利用

BmNPV 作载体的外源蛋白在家蚕的生物反应器表达系统是

迄今为止唯一能在个体水平大量表达外源基因的系统。其

表达产物分泌到胞外 ,且生物活性高。

3 .8 其他转基因家蚕新品种 钱惠田等用家蚕( ♀) 和蓖麻

蚕( ♂) 人工授精的方法( 精子载体法) , 从获得杂交的后代中

发现了幼虫斑纹变异和表现出抗高温特性的育种素材;De-

odikar 等用蓖麻蚕精液浸泡家蚕处女蛾的卵, 由此孵化出的

个体中, 出现性状的广泛变异, 并育出了具有优良性状的家

蚕新品系;陈元霖等从家蚕( ♀) 和蓖麻蚕( ♂) 经人工授精杂

交的后代中,根据卵色、滞育性状和壮蚕皮斑的差异, 经过20

代以上的选育,获得了3 个稳定的家蚕新品系[ 25] ; 陈秀等用

基因枪法获得新霉素抗性转基因蚕和抗 NPV 核酶转基

因蚕[ 25] 。

4  转基因技术在家蚕新品种选育上应用前景

2003 年11 月, 中国工程院向仲怀院士领导完成了“中国

家蚕基因组计划”并绘制了世界上第一个高质量的鳞翅目昆

虫( 家蚕) 基因组框架图, 确立了我国在家蚕基因组研究领域

的领先地位[ 26] 。目前, 家蚕功能基因组研究在应用研究领

域也取得了关键技术突破:成功构建了转基因家蚕技术体系

和基因功能特异干涉技术体系, 转基因家蚕取得成功; 通过

性别调控基因的克隆和应用, 已经在杂交代种中成功实现家

蚕性别的人为调节, 所培育成功的品种已开始在生产上示范

推广, 将带来巨大的经济效益; 已鉴定出对细菌和真菌这两

大蚕病病原菌具抗性的功能基因 ,将通过转基因系统改造这

些基因的调控序列, 以期达到控制蚕病的目的[ 27] 。可以预

期, 有了这些成果, 一批划时代的转基因家蚕新品种将会展

示在世人的面前, 蚕丝产业的明天将更加美好 ,从中国出发

的“21 世纪新丝绸之路”一定会风光旖旎。
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