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摘　 要　 家蚕核型多角体病毒(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＢｍＮＰＶ)病是蚕业界上最常见、危害比较严

重的病害ꎻ遗传学研究和抗性分析表明ꎬ家蚕对核型多角体病毒抗性由主效基因和微效基因协同控制ꎮ 在蚕病防

治方面ꎬ除了加强消毒以外ꎬ选育抗病毒新品种无疑是更加经济有效的办法ꎮ 近年来ꎬ随着基因组学和新一代测

序技术的迅猛发展ꎬ覆盖深度达 ８. ５ 倍家蚕基因组图谱完成和 ４０ 个家蚕品种和野生种重测序的完成ꎬ为家蚕的抗

核型多角体病毒病育种提供了理论依据和基因资源ꎮ 本文综述了 ＢｍＮＰＶ 基因组研究、家蚕基因组研究以及家蚕

抗性品种培育方面取得的进展ꎮ
关键词　 家蚕ꎬ核型多角体病毒ꎬ抗性ꎬ基因ꎬ育种
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　 　 家蚕病毒病是长期以来对养蚕业危害较为严

重的一类病害ꎬ其中的家蚕核型多角体病是昆虫

病毒病中发现最早的一种病毒病ꎬ早在一千年以

前ꎬ我国古农书对这种蚕病就有过记载ꎮ 直到上

世纪ꎬ科学家才发现家蚕脓病是由病毒引起的ꎬ并
分离纯化了多角体病毒ꎬ发现此种病毒是由多角

体蛋白质和杆状病毒粒子构成的(吕鸿声ꎬ１９９８)ꎮ
家蚕 核 型 多 角 体 病 毒 ( Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｎｕｃｌｅａｒ
ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＢｍＮＰＶ)病在世界养蚕地区常呈

暴发态势ꎬ传染性极强ꎬ占蚕病总损失的 ７０％ ~
９０％ ꎬ目前主要通过化学防治来预防该病的发生ꎮ

然而ꎬ由于化学防治效果有限ꎬ且化学药物危害养

蚕人员身体健康和污染环境ꎬ因此培育抗病品种

是控制家蚕病害最为根本有效的方法ꎮ 家蚕基因

组研究和抗性基因研究、家蚕核型多角体病毒学

的研究ꎬ为家蚕生产上进行病毒防治提供了理论

基础和基因资源ꎮ 家蚕分子标记技术的不断完善

和应用及家蚕转基因技术的日趋成熟ꎬ也为家蚕

核型多角体病毒病抗性品种培育提供了新的方法

(李木旺ꎬ２００９)ꎮ
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１　 家蚕抗核型多角体病毒的遗传学
和基因组学研究

　 　 从育种角度来看ꎬ培育对病毒有较强抗性的

家蚕品种无疑是一种最为有效的途径ꎮ 抗病性鉴

定研究发现ꎬ不同的家蚕品种对家蚕核型多角体

病毒的抗性ꎬ 存在着很大的差异ꎮ 陈克平等

(１９９１)对中国农业科学院蚕业研究所保存的家蚕

品种资源进行了抗性分析ꎬ发现家蚕品种间的抗

性存在差异ꎬ幼虫期的攻毒发病率与全龄虫蛹率

成极显著的负相关ꎮ 利用从中发掘的高抗材料和

敏感材料对抗性的遗传规律进行研究ꎬ发现家蚕

对 ＮＰＶ 的抗性呈不完全显性ꎬ存在一对主效基因ꎮ
朱勇等(１９９８)以 １０ 个家蚕原种和 ２ 个杂交种为

材料ꎬ采用机率分析法研究了不同家蚕品种对

ＮＰＶ 的抗性差异ꎬ研究结果表明ꎬ不同家蚕品种对

ＮＰＶ 的抗性存在极显著差异ꎬ这种差异主要受微

效多基因控制ꎮ 虽然由于研究材料和方法的不

同ꎬ导致了诸多学者的研究结果有所不同ꎬ但是ꎬ
现在公认家蚕对 ＮＰＶ 抗性受位于常染色体上的一

对主效基因和位于性染色体上的微效修饰基因协

同调控的模型ꎬ属于质量￣数量性状(陈克平等ꎬ
１９９６ꎻ钱荷英等ꎬ２００６)ꎮ

２００４ 年西南大学和中国科学院北京基因组研

究所率先绘制完成世界第一张“家蚕全基因组框

架图”(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎬ所获序列覆盖了家蚕基

因组的 ９５. ５％ ꎮ ２００８ 年通过国际合作ꎬ绘制了覆

盖深度达 ８. ５ 倍家蚕基因组图谱 ( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｓｉｌｋｗｏｒｍ Ｇｅｎｏｍｅ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍꎬ２００８)ꎮ ２００９ 年ꎬ深
圳华大基因研究院与西南大学开展合作研究ꎬ绘
制完成了世界上家蚕第一张全基因组单碱基遗传

变异图谱ꎬ具有重大基础科学价值与产业价值ꎮ
该研究获得了 ４０ 个家蚕突变品系和中国野桑蚕

的全基因组序列ꎬ共获得 ６３２. ５ 亿对碱基序列ꎬ覆
盖了 ９９. ８％ 的基因组区域(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎮ 桑

蚕大规模基因组重测序和遗传变异图谱构建的完

成ꎬ有助于从全基因组范围研究驯化和人工选择

对家蚕生物学的影响ꎬ阐明家蚕及野桑蚕之间生

物学差异的遗传基础ꎮ 更重要的是ꎬ鉴于与野桑

蚕相比ꎬ家蚕具有更优良的经济性状ꎬ全基因组选

择印记ꎬ特别是那些受到强烈选择的具体基因ꎬ对
家蚕重要性状相关基因克隆及其形成分子机理的

研究至关重要(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎮ Ｚｈａｏ 等(２０１２)
从家蚕全基因组中鉴定了 ８０ 个丝氨酸蛋白酶抑

制因子 ＳＰＩｓꎬ发现在家蚕核型多角体病毒等病原

浸染过程中ꎬ这些因子的表达发生明显变化ꎬ揭示

ＳＰＩｓ 在家蚕免疫中起着非常重要的作用ꎮ

２　 家蚕核型多角体病毒的基因组学
和蛋白质组学研究

　 　 家蚕核型多角体病毒属于昆虫杆状病毒科

( Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｉｄａｅ )ꎬ 核 型 多 角 体 病 毒 属

(Ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ)ꎬ病毒粒子呈杆状ꎮ １９９９ 年

美日科学家合作完成了 ＢｍＮＰＶ 全基因组测序ꎬ全
基因组大小为 １２８ ４１３ 碱基ꎬ通过生物信息学鉴定

出 １３６ 个基因ꎬ其中包括了许多与 ＢｍＮＰＶ 增殖相

关的关键基因ꎬ例如编码 ＤＮＡ 解旋酶、ＤＮＡ 复制

酶和衣壳蛋白的基因(Ｇｏｍｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９９)ꎬ对其中

的一些关键因子已开展功能研究(Ｄｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６ꎻ
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７ꎬ２０１０ꎻＧｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ Ｋａｔｓｕｍａ
等(２００４)通过 ｃＤＮＡ 文库测序ꎬ发现了大量的、新
的转录单元ꎬ包括非编码蛋白的 ＲＮＡꎬ它们源自于

病毒早期或晚期表达基因的启动子区域ꎬ研究结

果表明ꎬＢｍＮＰＶ 病毒基因表达受到复杂的调控ꎮ
病毒的早期表达基因容易受到宿主因子的影

响(Ｏｋａｎｏ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００１)ꎮ ＤＮＡ 解旋酶基因在病毒

侵染家蚕的早期表达ꎬ是病毒的宿主域因子ꎮ 各

种病毒重组试验证明ꎬ只要拥有了对应的宿主域

因子ꎬ就可以在对应的宿主中繁殖ꎬ反之则不能繁

殖(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９８)ꎬ可以作为生产上进行家蚕

核型多角体病毒病的防治靶标基因ꎮ
目前ꎬ家蚕抗 ＮＰＶ 蛋白质组水平研究还处于

刚起步阶段ꎬ也已经取得了令人瞩目的成果ꎮ 蔡

克亚等(２００８)通过杂交和回交的方法ꎬ建立了家

蚕 ＮＰＶ 抗性和感病近等基因系ꎬ利用双向电泳和

飞行时间质谱技术ꎬ从蛋白质组水平上研究家蚕

对 ＮＰＶ 的抗性ꎬ获得了 ５ 龄家蚕的血淋巴液蛋白

质差异表达谱ꎬ鉴定出 １２ 个明显差异蛋白点ꎮ 江

苏大学的研究人员利用高抗性和高感染性亲本家

蚕株系构建具有 ＢｍＮＰＶ 抗性的近等基因系家蚕ꎬ
结合双向电泳和基质辅助激光解吸电离质谱技

术ꎬ分离到两个差异表达的蛋白 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２０１０)ꎮ Ｙｕ 等(２０１２)采用酵母单杂交系统从构建

的家蚕组织 ｃＤＮＡ 文库中筛选与多角体基因启动
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子相互作用的蛋白因子ꎮ 经过多轮筛选后ꎬ共获

得 １２ 个阳性克隆分别属于 ２ 个不同蛋白的 ｃＤＮＡ
克隆ꎬ分别编码宿主来源的核糖体蛋白 ＲＰＳＡ
(ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄꎬＲＰＳＡ) 和 ＢｍＮＰＶ 来源

的核型多角体病毒 ＤＮＡ 结合蛋白(ＤＢＰ)ꎬ瞬时表

达实验和 ＥＭＳＡ 证明 ＤＢＰ 和 ＲＰＳＡ 分别以直接和

间接结合多角体基因的启动子区域的方式ꎬ对其

转录起很重要的调控作用ꎮ

３　 家蚕抗核型多角体病毒育种研究

３. １　 家蚕抗核型多角体病毒传统育种研究

传统的抗 ＮＰＶ 品种选育ꎬ首先通过抗性筛选

找到抗性很强的品种做亲本材料ꎬ然后将抗性基

因导入性状优良的家蚕品种中ꎬ从而获得新的抗

性品种ꎮ 在育种过程中ꎬ必须实行多代连续接种

ＮＰＶ 试验ꎬ以进行抗性鉴定ꎮ 而且配制杂交组合

时ꎬ一般要求中国系统品种、日本系统品种两方都

应有强抗性的亲本ꎮ 刘震等(２００９)对 ６ 个家蚕品

种中肠消化酶活性与家蚕对 ＮＰＶ 病毒抗性进行了

比较与分析ꎬ结果表明ꎬ家蚕中肠消化酶活性越

强ꎬ则家蚕对 ＮＰＶ 抗性越强ꎬ具有显著的正相关关

系ꎬ因此传统的家蚕抗性品种的培育中ꎬ将家蚕中

肠消化酶活性作为选育抗 ＮＰＶ 病毒家蚕品种的一

种辅助方法ꎮ

３. ２　 家蚕抗核型多角体病毒分子标记辅助育种

研究

分子标记辅助选择(ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬ
ＭＡＳ)是随着分子生物学技术的迅速发展而产生

的新技术ꎬ它可以从分子水平上快速准确地分析

个体的遗传组成ꎬ从而实现对基因型的直接选择ꎮ
由于分子标记辅助选择方法相对简单ꎬ可以进行

早期筛选ꎬ因此提高了选择强度和缩短了世代间

隔ꎬ从而提高了选种的效率和准确性ꎮ
目前ꎬ已有多项分子标记技术用于家蚕基因

组的研究ꎬ并构建了几种家蚕分子标记遗传图谱ꎮ
随着分子标记技术的不断完善ꎬ已经迅速地被应

用于家蚕新品种的选育过程中ꎬ在家蚕抗性品种

辅助选育方面也取得了一定的成果ꎮ 刘晓勇等

(２００４)利用家蚕核型多角体病毒高抗品系和高感

品系及其近等基因系ꎬ采用分子标记进行相关性

分析ꎬ获得了与家蚕抗 ＮＰＶ 的 ３ 个分子标记ꎮ 姚

勤等(２００２ꎬ２００５)构建了家蚕抗核型多角体病毒

病近等基因系ꎬ筛选到与抗性主效基因连锁的分

子标记ꎬ并利用分子标记开展了家蚕抗性新品种

的辅助育种选择ꎬ获得了家蚕抗 ＮＰＶ 新品种ꎮ 曹

锦如等(２００８)利用分子标记技术向家蚕实用品种

中导入核型多角体病毒病抗性基因ꎬ获得了 ＮＰＶ
抗性品种ꎮ

３. ３　 家蚕抗核型多角体病毒的转基因 ＲＮＡｉ 技
术研究

转基因技术是指通过分子生物学手段ꎬ将外

源基因(或特定的 ＤＮＡ 片段)导入目的细胞或生

物个体ꎬ并使其在细胞或生物体内稳定地表达或

遗传ꎬ获得预期的性状和产物ꎮ 转基因育种则根

据育种目标ꎬ从供体生物中分离目的基因ꎬ经构建

适合的转基因工程质粒后ꎬ通过转基因技术将其

载入目标个体ꎬ经过筛选获得稳定表达的个体后

形成的育种材料ꎮ 利用转基因技术进行家蚕育

种ꎬ可以克服家蚕和其它物种间的遗传壁垒和家

蚕种质资源的局限ꎬ获得品质优良、抗逆和抗病的

新品种ꎮ 目前在家蚕转基因育种中使用的方法有

显微注射法、基因枪法和电转移法等方法(陈金娥

等ꎬ２００８)ꎬ而应用最多的是显微注射法ꎮ 在卵期

囊胚层前时期ꎬ显微注射法将外源基因导入家蚕

卵细胞ꎬ并使外源基因整合到家蚕染色体ꎬ由于整

合时期较早ꎬ从而能够获得可以稳定遗传的转基

因家蚕品系ꎮ 通过 ２０ 多年的研究ꎬ家蚕转基因技

术已从获得基因瞬时表达的细胞系ꎬ发展到能获

得稳定遗传的生殖系转化ꎮ
家蚕转基因育种一般是利用病毒治病基因反

义核酸来抑制病毒复制基因ꎬ或将基因治疗核酸

或核酶高效结合ꎬ对外源致病基因既能阻止其表

达ꎬ又有切割作用ꎬ从而提高家蚕的抵抗力ꎮ 或者

通过转基因技术把相关的抗病基因导人家蚕体

内ꎮ 获得具有抗病性的转基因家蚕ꎬ再通过常规

育种技术育成抗病品系ꎮ 张峰等(１９９９)将线性化

的含核酶基因和荧光素酶报告基因的重组质粒

ｐＧＬ２Ｒｚ 用基因枪导入家蚕早期受精卵中 ( Ｇ０

代)ꎬ检测了 Ｇ１ 代 ５ 龄蚕血淋巴的荧光素酶活性ꎬ
并且从 Ｇ２ 代开始连续 ３ 代添毒筛选ꎬ在 Ｇ４ 代获

得了 ＮＰＶ 抗性强度比对照组高 １０ 倍的转基因家

蚕ꎮ 通过 ＰＣＲ、ＲＴ￣ＰＣＲ 检测和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交证

明ꎬ核酶基因多拷贝地整合在家蚕染色体上ꎬ即表

明已获得了 ＢｍＮＰＶ 的核酶转基因蚕ꎮ 陈秀等
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(１９９９)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ꎮ Ｊｉａｎｇ 等(２０１２)构建了 ＩＥ１
启动子介导 Ｂｍｌｉｐａｓｅ￣１ 增量表达的转基因载体ꎬ
通过显微注射家蚕大造品种ꎬ筛选得到两个转基

因系统 ＬＩ￣Ａ 和 ＬＩ￣Ｂꎮ 以 １０６ 多角体 /头剂量经口

添食 ４ 龄起蚕ꎬＬＩ￣Ａ 的死亡率比正常大造降低

３３％ ꎬ抗性得到显著提高ꎬ且经济性状未受不良影

响ꎮ
目前有关转基因技术在家蚕抗病品种选育方

面的应用研究报道较少ꎬ这主要是由于家蚕对病

害的抵抗性一般受多基因控制ꎬ而且绝大部分基

因在染色体上的位置尚不清楚ꎬ所以直接进行转

基因抗病育种有较大的难度ꎮ 近年发展起来的

ＲＮＡ 干涉(ＲＮＡｉ) 技术将有望解决这一难题ꎮ
ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬＲＮＡｉ)是 ｄｓＲＮＡ

(ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ)介导的基因表达沉默现象ꎮ
Ｓｕｉ 等(２００２)在研究线虫 ｐａｒｌ 基因功能时ꎬ首次发

现 ｄｓＲＮＡ 能抑制特定基因的功能ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 技
术ꎬ抑制与病毒的宿主细胞识别和基因组复制等

相关基因的表达ꎬ是目前真核生物病毒病防治的

有效手段ꎬ为家蚕核型多角体病毒抗性品种的培

育提供了新的方法ꎮ Ｉｓｏｂｅ 等(２００４)以病毒 ｌｅｆ￣１
为靶基因ꎬ利用 ＲＮＡｉ 技术ꎬ通过转染或转基因获

得表达 ｌｅｆ￣１ ｄｓＲＮＡ 的细胞系和转基因家蚕ꎬ在转

染细胞及转基因家蚕中均显著抑制 ＢｍＮＰＶ 的增

殖ꎮ 徐颖等(２００４)将体外转录的 ＤＮＡ 解旋酶基

因和 ＤＮＡ 聚合酶基因的不同长度的 ｄｓＲＮＡ 转染

家蚕培养细胞中ꎬ研究其对病毒复制抑制的效果ꎬ
发现 ｄｓＲＮＡ 能够成功抑制病毒 ＤＮＡ 的复制ꎬ在转

染后第 ４ 天效果最佳ꎮ 夏定国等(２００６)以病毒复

制必需的极早期基因 ｉｅ￣１ 和细胞释放型病毒入侵

关键基因 ｇｐ６４ 为靶序列ꎬ分别体外转录 ４３８ ｂｐ 的

ｄｓＲＮＡ Ｉ１ 和 ３３７ ｂｐ 的 ｄｓＲＮＡ Ｇ１ꎬ用家蚕培养细

胞研究其对 ＢｍＮＰＶ 复制和增殖的抑制作用ꎬ结果

表明:ｄｓＲＮＡ Ｉ１ 能有效地抑制 ＢｍＮＰＶ 的增殖而

ｄｓＲＮＡ Ｇ１ 能显著地抑制新形成的病毒粒子的细

胞侵染能力ꎮ 夏定国等(２００７)进一步研究了 ｇｐ６４
基因的不同区域及不同长度与 ＲＮＡｉ 效果的关系ꎬ
发现供试的 ６ 个 ｄｓＲＮＡ 的最大抑制效果相当ꎬ经
ＲＮＡｉ 不同时间点的 ｇｐ６４ 基因表达水平均明显下

调ꎬ并发现一个 ＲＮＡｉ 的较佳靶标位点ꎮ 黄科等

(２００９)将 ＢｍＮＰＶ 的 ＤＮＡ 聚合酶基因、蛋白激酶

基因(ＰＫ１)以及 ｂｒｏ￣ｄ 和 ｏｒｆ１６２９ 基因的片段ꎬ构

建了基于转基因表达载体ꎬ通过显微注射于家蚕

卵中ꎬ攻毒试验结果表明ꎬＢｍＮＰＶ ＤＮＡ 聚合酶基

因和 ＰＫ１ 基因 ｄｓＲＮＡ 对病毒的增殖有抑制作用ꎬ
从而使家蚕对 ＢｍＮＰＶ 具有一定的抗性ꎬ而 ｂｒｏ￣ｄ
和 ｏｒｆ１６２９ 基因片段对病毒的增殖没有抑制作用ꎮ
以上研究结果表明ꎬ利用 ＲＮＡｉ 技术ꎬ通过转基因

家蚕稳定表达 ＢｍＮＰＶ 的复制必需因子的 ｄｓＲＮＡꎬ
能够增强家蚕对 ＢｍＮＰＶ 的抗性ꎬ进而培育抗性的

新品种ꎮ

４　 展望

由于家蚕核型多角体病毒病危害的严重性ꎬ
长期以来ꎬ人们对该病害的病原类型、侵染途径、
预防方法、家蚕抗性遗传规律等诸多方面进行了

研究ꎮ 培育抗性品种一直是家蚕育种工作者的努

力目标ꎬ由于家蚕对 ＮＰＶ 的抗性为不完全显性ꎬ受
主效基因和微效基因的协同作用ꎬ加之环境因素

的影响ꎬ使传统的育种方法难以育出实用性强的

家蚕品种ꎮ 近年来ꎬ生物技术和基因组学的飞速

发展ꎬ特别是 ＲＮＡｉ 技术的发展ꎬ为家蚕抗病育种

提供了理论基础和新的技术途径ꎮ
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