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摘要：为研究家蚕丝氨酸蛋白酶抑制剂（Ｓｅｒｐｉｎｓ）基因Ｓｐｉ１、Ｓｐｉ２与家蚕雌雄丝物质合成差异的

关系，应用ＲＴ－ＰＣＲ、实时定量ＰＣＲ以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ等方法，比较了６个家蚕品种幼虫丝腺中丝

氨酸蛋白酶抑制剂基因ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达情况，并测定茧层率。结果显示，Ｓｐｉ１基因在家

蚕幼虫５龄中后期开始表达，其中在中部丝腺（ＭＳＧ）和后部丝腺（ＰＳＧ）中的表达量都比较高，

Ｓｐｉ１基因在雄蚕的丝腺及中肠中持续表达时间均比雌蚕长，Ｓｐｉ２ 在 ＭＳＧ以及头部和体壁有表

达；Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测显示，ＳＰＩ１蛋白在雄性中从４龄眠期就有表达，而雌性只在５龄末期有表达；

Ｓｐｉ１基因在雄性丝腺中表达和蛋白质翻译的持续时间均比雌性长；品种之间，菁松雌雄茧层率均

较高，与分子水平上其幼虫丝腺中Ｓｐｉ１基因表达量较高、ＳＰＩ１蛋白的表达显著高于其他品种相一

致。表明家蚕丝物质合成效率与Ｓｐｉ基因在ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达量有关。
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　　家蚕是雌雄异体昆虫，雄性蚕茧的茧层率比雌

蚕茧高２％以上，鲜茧出丝率比雌蚕茧高约２０％，茧

丝长显著高于雌蚕茧，雄蚕茧丝的清洁度、茧丝纤度

均方差等性状均显著优于雌蚕茧。专养雄性蚕比目

前的雌雄混养可显著提高经济效益［１］，实施雌雄茧

分别缫丝、分别利用具有巨大的经济价值［２－３］。５龄

是家蚕丝物质生产和积累的主要时期，也是幼虫到

蛹的过渡阶段，９０％的丝蛋白都在这个时期合成。

在丝腺特异表达的基因中有一类基因是丝氨酸蛋白

酶抑制剂（Ｓｅｒｐｉｎｓ）基因［４］。Ｚｏｕ等［５］进行了家蚕

Ｓｐｉ基因进化分析，初步认为Ｓｐｉ基因的蛋白质产

物可能在免疫防御中起到了一定的作用。５龄中后

期，家蚕丝腺开始大量合成丝蛋白，ＳＰＩ开始大量分

泌是维持正常丝腺细胞内环境的重要因素，参与调

控家蚕丝腺组织中蛋白酶的水解过程，对保护丝蛋

白在丝腺细胞中发生意外降解以及促进和保护茧丝

纤维的形成有重要作用，也可能通过抑制入侵昆虫

或微生物所分泌蛋白酶的活性，保护茧壳及蛹

体［６－８］。Ｎｉｒｍａｌａ等［９］克隆了２个家蚕丝腺特异表

达的Ｓｐｉ基因Ｓｐｉ１ 和Ｓｐｉ２，它们分别属于 Ｋａｚａｌ
型和 Ｋｕｎｉｔｚ型。Ｇａｎ等在使用家蚕性别与天然茧

色性状差异系统所构建的家蚕茧色限性品种不同性

别的丝腺与中肠标签文库中发现，Ｓｐｉ１ 和Ｓｐｉ２ 在

雄性中表达量比在雌性中高［１０］。为了研究这类基

因是否和茧层率有一定的关系，本研究应用 ＲＴ－
ＰＣＲ、实时定量ＰＣＲ测定了Ｓｐｉ１与Ｓｐｉ２基因在不

同组织、不同时期的 ｍＲＮＡ水平表达情况，并对比

了６个生产品种中Ｓｐｉ１、Ｓｐｉ２基因在 ｍＲＮＡ水平

和蛋白水平的表达情况，同时与茧层率进行比较，以

期获得该类基因表达水平与家蚕幼虫丝物质生产之

间的相关性，为家蚕的高效养殖提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　供试品种　家蚕 Ｙｓｈ（黄茧限性品种）、７５
新（斑纹限性品种）、锡方、菁松、Ｃ１０８和９２１３共

６个家蚕品种，限性品种分雌雄，由苏州大学生命科

学学院遗传与发育生物学实验室保存。

１．１．２　试剂　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、引物合成由上海生工

生物工程技术服务有限公司提供，ＲＮＡ抽提试剂盒

Ｔｒｉｚｏｌ　ｐｌｕｓ、双链ｃＤＮＡ合成试剂盒、ＤＮＡ 少量质

粒抽提试剂盒、ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ

Ｔｉｍｅ）等购自大连宝生物公司（ＴａＫａＲａ）；Ｘ－ 射线

胶片（柯达公司生产）购自碧云天生物技术研究所；

ＳＰＩ１的多克隆抗体（蛋白序列号ＮＰ＿００１０３７０４４．１，多

肽序列：ＮＨ２－ＫＧＳＦＰＲＹＡＹＤＳＳＥＤＫＣ－ＣＯＮＨ２）由

百奇（苏州）生物有限责任公司制备合成；ＨＲＰ标记

的羊抗兔ＩｇＧ抗体购自上海优宁维公司；其他试剂均

为进口或国产分析纯。

１．１．３　仪器　ＰＣＲ仪（Ｔ－ｇｒａｄｉｅｎｔ）由德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ
公司生产，荧光定量ＰＣＲ（ＡＢＩ７３００）由美国应用生物系

统生产，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳仪、半干转膜由Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司

生产，凝胶成像系统（ＧＩＳ－２００７）购自上海天能科技有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２的电子表达谱以及ＲＴ－ＰＣＲ时空

表达模式分析　电子表达谱：利用ａｐＥＳＴ平台［１１］，对

Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２基因进行了以ＥＳＴ丰度为基础的电子表

达谱的查询与分析。ＲＴ－ＰＣＲ时空表达模式：家蚕黄

茧限性品种Ｙｓｈ，全龄２５℃自然光照环境，幼虫桑叶

育。根据幼虫血色，选择５龄第３日雌雄蚕各５头，分

雌雄解剖分离１０个组织，包括体壁（ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ）、头
（ｈｅａｄ）、前部丝腺（ａｎｔｅｒｉｏｒ　ｓｉｌｋｇｌａｎｄ，ＡＭＧ））、中部丝腺
（ｍｉｄｄｌｅ　ｓｉｌｋｇｌａｎｄ，ＭＳＧ）、后部丝腺（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ　ｓｉｌｋｇｌａｎｄ，

ＰＳＧ）、血淋巴（ｈｅｍｏｃｙｔｅ）、中肠（ｍｉｄｇｕｔ，ＭＧ）、马氏管
（ｍａｌｐｉｇｈｉａｎ　ｔｕｂｕｌｅ，ＭＴ）、性腺（ｇｏｎａｄ）和脂肪体（ｆａｔ

ｂｏｄｙ，ＦＢ），进行基因组织表达谱的调查。同时，从３龄

眠期（肉眼能根据脚色分辨雌雄个体）到５龄第７日，分

雌雄分离丝腺、中肠进行时期表达谱调查。按照ＴａＫａ－
Ｒａ公司的Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取所有组织总ＲＮＡ，

以ａｃｔｉｎ３为内参基因，研究Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２基因在不同组

织和不同时期的表达量［１２－１４］。按照双链ｃＤＮＡ合成试

剂盒说明合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增体系和反应程序参照

上海生工生物工程技术服务有限公司ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒

进行，反应体系为２５μＬ。反应程序为：９４℃预变性３

ｍｉｎ；９４℃５０ｓ、５５℃５０ｓ、７２℃５０ｓ，３０个循环；７２℃

０３１ 河南农业科学 第４３卷　



延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２的ＰＣＲ扩增引物

基因名称 序列号 引物序列（５′－３′）

Ｓｐｉ１　 ＮＭ＿００１０４３５７９．１ ＴＴＣＡＣＴＡＡＣＧＣＴＡＡＴＣＣＴＧ

ＴＴＣＡＡＣＧＣＡＴＴＴＧＴＣＣＴ

Ｓｐｉ２　 ＮＭ＿００１０４３５８２．１ ＧＴＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡＡＴＧＴＣＣ

ＧＡＧＧＣＴＣＡＣＴＴＧＧＣＧＴＴＴ

ａｃｔｉｎ　３　 Ｐ０４８２９．３ ＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＴＴＧＧＣ

ＣＧＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＴ

１．２．２　Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２在不同家蚕品种中的实时定量

ＰＣＲ表达　参照１．２．１方法，分离５龄３日家蚕Ｙｓｈ
（黄茧限性品种，分雌雄）、７５新（斑纹限性品种，分雌

雄）、锡方、菁松、Ｃ１０８、９２１３丝腺组织，提取总ＲＮＡ。

采用ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）试剂盒

进行测定，反应体系为２０μＬ。反应程序为：９５℃变性

１ｍｉｎ；９５℃５ｓ、５５℃１０ｓ、７２℃１０ｓ，４５个循环。反

应过程由测定仪软件自动设定，每个样品重复３次。

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的数据用仪器自带的Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１．３．１软件处理，参照Ｓｃｈｅｆｅ的

方法进行扩增效率校正［１５］。以不同稀释浓度的组织

ｃＤＮＡ为模板，制作ｓｐｉ１、ｓｐｉ２及内参ａｃｔｉｎ３基因的

标准曲线。

１．２．３　ＳＰＩ１蛋白的免疫印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ）　分

离Ｙｓｈ品种５龄３日的脂肪体、血淋巴、中部丝腺、

后部丝腺、生殖腺和中肠６个组织的蛋白质样品。

取４龄眠期（４Ｍ）、５龄３日（５Ｌ－３）、５龄７日（５Ｌ－７）

３个时间点雌雄的丝腺检测时期特异性和性别特异

性。一抗为ＳＰＩ１的多克隆抗体，二抗为 ＨＲＰ标记

的羊抗兔ＩｇＧ（１∶１　０００），采用ＥＣＬ发光显色胶片

曝光法进行显色。同时，检测 Ｙｓｈ（分雌雄）、７５新
（分雌雄）、锡方、菁松、Ｃ１０８、９２１３丝腺中ＳＰＩ１蛋白

的表达情况。

１．２．４　茧层率的测定　选取以上所述的６个供试

品种，分雌雄在结茧期取２０个蚕茧称总茧质量，蛹

体取出后，称量茧层质量，计算茧层率。

１．３　数据处理

计算目的基因与内参基因 ｍＲＮＡ产物的电泳

条带的 ＯＤ３００比值，以平均值±标准差表示，用

ＳＰＳＳ软件进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差

异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果与分析

２．１　Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２的电子表达谱及时空表达模式

ａｐＥＳＴ软件检测结果显示，家蚕Ｓｐｉ１ 和Ｓｐｉ２
基因主要在丝腺表达，其中Ｓｐｉ１ 在后部丝腺表达

量比较高，而Ｓｐｉ２只在中部丝腺表达；从表达时期

上看，这２个基因主要在５龄期表达（图１）。

Ａ．Ｓｐｉ１；Ｂ．Ｓｐｉ２

图１　家蚕Ｓｐｉ基因的ａｐＥＳＴ表达谱

　　为了更好地验证Ｓｐｉ１ 和Ｓｐｉ２ 在家蚕各组织

不同发育时期的实际表达情况，检测了其在Ｙｓｈ蚕

品种雌雄１０个组织中的表达谱，并研究了Ｓｐｉ１基

因在不同性别幼虫中从３龄眠期到５龄８日共１４

个时间点的表达量变化。如图２所示，Ｓｐｉ１基因在

ＭＳＧ和ＰＳＧ有高量表达，在中肠中也有比较高的

表达量；Ｓｐｉ２基因在 ＭＳＧ和体壁中表达量最高，其

次为头部（图２Ａ）。Ｓｐｉ１基因在丝腺组织中的时期

表达谱显示，该基因在雌性中从５龄３日开始表达；

雄性从５龄２日开始表达，５龄７日达到峰值并高

于雌性。两者在熟蚕时（５Ｌ－８）表达下调（图２Ｂ）。

在中肠组织中，Ｓｐｉ１在５龄的中后期有表达，雄性

的表达持续时间相对较长，在熟蚕期雌性不表达，而

雄性有一定的表达量（图２Ｃ）。
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Ａ．Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２的组织表达谱；Ｂ．Ｓｐｉ１在丝腺中的时期表达谱；Ｃ．Ｓｐｉ１在中肠中的时期表达谱；
左图是电泳图；右图为换算的相应光密度比值；ａｃｔｉｎ３为内参基因；Ｍ为眠期；４Ｌ－１为４龄１日，其他同

图２　Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２基因在Ｙｓｈ品种雌雄幼虫的时空表达谱

　　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果表明，５龄３日，ＳＰＩ１
蛋白只在Ｙｓｈ家蚕中部丝腺有表达（图３）；从３个
时期的丝腺组织检测中发现，雌性在５龄７日有表
达，而雄性在４龄眠期、５龄３日、５龄７日均表达，
以５龄７日表达量最大（图４）。

图３　ＳＰＩ１蛋白在Ｙｓｈ幼虫不同组织中的表达情况

图４　ＳＰＩ１蛋白在Ｙｓｈ幼虫不同时期、
不同性别中的表达情况

２．２　不同家蚕品种中Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２基因的表达情况

Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２在不同家蚕品种丝腺组织中的定
量表达结果显示，Ｓｐｉ１ 基因的表达水平均比Ｓｐｉ２
高。Ｓｐｉ１在９２１３中表达量最高，其次为菁松和锡
方，两者差异显著，均显著高于Ｙｓｈ和Ｃ１０８。Ｓｐｉ２
在菁松和９２１３中表达量最高，与其他品种之间差异
均达到显著水平（图５）。

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同

图５　不同家蚕品种Ｓｐｉ１和Ｓｐｉ２基因的定量表达情况

　　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果表明，ＳＰＩ１蛋白在不同品种
的５龄３日幼虫丝腺中均有表达。其中，在菁松中的
相对表达量显著高于其他品种，而在Ｙｓｈ雌性幼虫中
表达量非常低，与图４中雄性显著高于雌性基本一致。
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图６　不同家蚕品种ＳＰＩ１蛋白的表达情况

２．３　不同家蚕品种的茧层率
从总茧质量来看，每个家蚕品种的雌茧质量均

显著高于雄茧。雌茧中，Ｃ１０８与菁松茧质量高于其
他品种，Ｙｓｈ最低；雄茧中，锡方茧质量最高，显著高

于其他品种，菁松次之。从茧层率来看，剥去较重的
雌蛹，雄性的茧层率显著高于雌性，Ｃ１０８不论是雌
性还是雄性茧层率都最低，菁松、锡方、９２１３相对高
于限性品种（图７）。

图７　不同家蚕品种的茧质量和茧层率

３　结论与讨论

本研究结果表明，Ｓｐｉ１基因的时空表达模式从

分子水平上印证了ＳＰＩ在５龄中后期大量分泌并参

与丝物质的形成，同时在ｍＲＮＡ和蛋白水平都表明

Ｓｐｉ１在５龄雄性幼虫丝腺中高表达，推测与雄蚕丝

物质合成效率较高有一定的关联。家蚕Ｓｐｉ２除了

在 ＭＳＧ高表达之外，在体壁和头部也有表达，由此

推测，其可能还在变态蜕皮过程中执行着某种未知

的功能。王凌燕［１６］对家蚕丝腺特异高量表达的

ＢｍＳＰＩｓ５、ＢｍＳＰＩｓ６、ＢｍＳＰＩｓ８、ＢｍＳＰＩｓｌ３、Ｂｍ－
ＳＰＩｓｌ４　５种丝氨酸蛋白酶抑制剂基因进行了组织特

异性表达验证，发现它们在丝腺之外的其他组织都

有不同表达。家蚕不同时期和组织间所需丝氨酸蛋

白酶抑制剂种类的差异，体现了复杂的丝物质合成

与储藏调控网络。

从不同品种来看，菁松不论雌雄，茧层率均较

高；而在分子水平上，幼虫丝腺中Ｓｐｉ１基因表达量

仅次于９２１３，而该蛋白的表达显著高于其他品种，

初步反应出ＳＰＩ１蛋白质含量与茧层率的正相关性。

但Ｓｐｉ１基因高表达的９２１３品种并未检测出ＳＰＩ１
蛋白的高表达，这可能与取材性别有一定的关系，因

为除了限性品种外，其他４个品种幼虫无法进行雌

雄分辨，未分雌雄进行研究，所以品种之间的蛋白差

异结果还不完善，有待于进一步深入验证。
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