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摘 要 【目的】 为了调查激素和限食处理对家蚕幼虫丝氨酸蛋白酶（SPs）与丝氨酸蛋白酶抑制剂

（Serpins）基因表达的影响。【方法】 使用 RT-PCR、实时定量 PCR 以及 Western-blot 的方法研究了部

分 SPs、Serpins 基因在 mRNA 和蛋白质水平上的表达情况，以及 20-羟基蜕皮酮（20-hydroxyecdysone，

20E）、保幼激素类似物（JHA）和限食处理后 SPs 与 Serpins 家族基因的变化。【结果】 调查的基因在

mRNA 和蛋白质水平上的表达情况一致，SPs 基因在中肠中特异表达，5 龄中期达到顶峰，而 Serpins 基

因主要在丝腺中表达，5 龄中后期的表达较高；20E 处理 5 龄 3 日家蚕幼虫，SPs 和 Serpins 基因呈现不同

的调控趋势，JHA 对这两类基因的表达具有类似的正调控作用，激素对基因的调控主要与发育时期及激素

剂量有关；Spi1 基因在幼虫饥饿处理后出现下调比 Spp 晚，暗示 Serpins 受取食的直接影响比 SPs 慢，也

说明了食物供需对丝腺的反应迟于对中肠的影响。SPs 和 Serpins 基因的这种组织表达特异性，为它们参

与相应组织中的特异性转录调控提供了佐证，而发育时期表达差异和激素及限食处理后调控变化体现了基

因执行功能上的时序性和特殊性。【结论】 家蚕丝物质合成效率与 SPs 及 Serpins 基因在 mRNA 和蛋白

水平上的表达有关，这将有助于更好地理解家蚕丝物质形成和积累的调控机理。
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The expression of serine proteinases (SPs) and serine protease
inhibitor (Serpins) genes in silkworms, Bombyx mori, treated with

hormones and subject to food restriction
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Abstract [Objectives] To investigate the effects of hormone treatment and food restriction on the gene expression of serine

proteases (SPs) and serine protease inhibitors (Serpins) in Bombyx mori. [Methods] mRNA expression and protein levels of

SPs and Serpin genes were tested by RT-PCR，Real time PCR and western blot，in silkworms treated with 20-hydroxyecdysone

(20E), juvenile (JHA) hormones and food restriction. [Results] mRNA expression was consistent with protein levels. SPs

were especially expressed in the midgut of mid-fifth instar, however Serpins were mainly expressed in the silk glands,

achieving a higher level in the late fifth instar. SPs and Serpin genes displayed different regulatory trends in the fifth and third

instar silkworm larvae treated with 20E and JHA. Hormone regulatory effect was mainly influenced by developmental stages

and dosage. The expression of the Spi1 gene was down regulated after food restriction, in addition this process occurred later

than for the Spp gene, which implies that food restriction directly affects Serpins. It also illustrates that the silk glands respond

faster to food supply than the midgut. The tissue specificity of SPs and Serpins demonstrates that they participate in
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tissue-specific transcriptional regulation. Both SPs and Serpins were differentially expressed in different developmental stages

in response to either hormone treatment or food restriction. [Conclusion] These findings on the function and specificity of

SP and Serpins further understanding of the mechanism of silk formation and accumulation.

Key words Bombyx mori, serine proteinases (SPs), Serine protease inhibitor (Serpins), hormone and food restriction

treatment, gene expression

昆虫丝氨酸蛋白酶（Serine proteinases，SPs）

及其同系物（Serine proteinase homologs，SPHs）

在动物消化、纤维溶解、细胞与体液免疫、生殖、

胚胎 发育 和组织 重建 方面发 挥着 重要 的功能

（Jiang and Kanost，2000；Kim et al.，2002；

Krem and Dicera，2002；Li et al.，2004）。鳞翅

目昆虫幼虫的中肠中，SPs 在蛋白水解过程中发

挥作用。家蚕有其物种特异性的 SPs，目前在家

蚕 Bombyx mori 中已经鉴定出了 143 个 SPs 和

SPHs 基因，其中 64 个 SPs/SPHs 基因至少在一

个组织中有转录活性，而中肠是表达最高的组

织，部分基因只在中肠表达（Zhao et al.，2010）。

反映了它们独特的食物消化特征以及丰富的合

成丝物质氨基酸的能力，同时还证实了部分基因

与病原菌侵染后的免疫抗性相关。丝氨酸蛋白酶

抑制剂（Serine proteinase inhibitors，Serpins）是

种类最多、分布最广泛的蛋白酶抑制剂超家族

（Sasaki and Kobayashi，1984；Sasaki，1991）。

目前在几乎所有的物种中都发现了 Serpins， 并

已鉴定出了上千个 Serpins 基因。为了防止蛋白

酶对丝蛋白的降解，家蚕丝腺组织特异表达了各

种类型的蛋白酶抑制剂，通过对蛋白酶活性的抑

制，防止蛋白酶对丝蛋白的降解（Kuriora et al.，
1999；Engles，2005；Abrams et al.，2006）。Nirmala
等 （2001） 克 隆 了 两个 家 蚕 丝 腺 特 异 表 达 的

Serpins 基因 Spi1 和 Spi2，并证实其表达存在时

空差异。在丝腺特异表达的基因中有一群基因是

Serpins 基因，这些 Serpins 基因是否都有防止丝

蛋 白 非 正 常 降 解 的 作 用 还 不 能 确 定 （ 刘 春 ，

2006；王凌燕，2009）。在生物体内，SPs 完成

催化反应的使命后，激活的 SPs 需要迅速地被屏

蔽功能，从循环中移除。Serpins 中的许多成员

通过抑制 SPs 的同功酶来参与 SPs 的活性调控，

保持体内环境的平衡（Irving et al.，2000）。了

解它们之间的互做关系，对了解蚕体内代谢平衡

有着重要的价值。

家蚕等鳞翅目昆虫的生长和发育主要由蜕

皮激素（Moulting hormone，MH）和保幼激素

（Juvenile hormone，JH）协调调控（Bitra and
Palli，2009）。MH 与 JH 两者之间的平衡和比例

决定了昆虫不同发育阶段的转换，成百上千的基

因在这个数级网络中表达。昆虫 JH 类似物（JH
analogs，JHA）和 MH 调节家蚕的生长发育和增

产蚕丝的作用已为生产实践所证实。MH 和 JH
在家蚕幼虫不同时期以不同的方式相互配合、相

互制 约地对 丝腺细 胞和脂肪 细胞进 行调节 控

制，从而影响家蚕消化管和丝腺中的丝蛋白质合

成。适度的能量限制（Calorie restriction，CR），

能够延长实验室的啮齿动物的寿命（Guarente，

2005），在家蚕的 CR 影响发育进程的研究，已

经证实一些基因会在过量饲喂时上调表达，而在

限制饲喂时下调表达（Li et al.，2009）。

在 我 们 已 构 建 的 黄 茧 限 性 品 种 幼 虫 雌 雄

SAGE 文库中发现（Gan et al.，2012），有一些

SPs 和 Serpins 基因在雌雄之间出现显著差异表

达。调查在幼虫生长发育过程中这些基因的时序

性表达和组织差异性，以及受激素调控和限食的

调控反应，将有助于更好地理解家蚕丝物质形成

和 积 累 的 调 控 机 理 。 本 文 根 据 已 经 鉴 定 的

SPs/SPHs 基因家族（Zhao et al.，2010），选择中

肠 特 异 表 达 的 10 个 SPs/SPHs 基 因 ， 同 时 在

silkDB 上筛选了丝腺特异表达的 4 个 Serpins 基

因，进行了在 mRNA 和蛋白质水平上的表达情

况以及激素和限食处理后这些基因在 mRNA 水

平上雌雄之间的变化调查，探讨激素处理后个体

表型变化、激素浓度、限食时间及基因调控之间
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的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试品种 家蚕黄茧限性品种 Ysh，全龄

25℃自然光照环境，幼虫桑叶育。由苏州大学生

命科学学院遗传与发育生物学实验室保存饲养。

1.1.2 试剂 DNA Marker、引物合成由上海生物

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，Japan）。X-射线胶片（柯达公司生产）

购自碧云天生物技术研究所。多克隆抗体由百奇

（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， 实

验中所用其它试剂均为进口或国产分析纯级。

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 SPs 与 Serpins在mRNA和蛋白上的表达量
（1）RT-PCR 调查：根据 Ysh 幼虫血色，选择 5
龄第 3 日（5th-instar day-3 larva，5L-3）雌雄蚕

各 5 头，分雌雄解剖分离 10 个组织，包括体壁

（Epidermis，Ed）、头（Head，H）、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，He）、中肠（Midgut，
Mg）、马氏管（Malpighian tubμle，MT）、生殖

腺（Gonad，Gn）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的调查。按

照 TAKARA 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，调查基

因 SPs 家族基因 Spp 及 Ctlp 和 Serpins 家族基因

Spi1 和 Spi2 在不同组织和时期的表达量（引物

见 表 1）。 按 照 双 链 cDNA 合 成 试 剂 盒 合 成

cDNA，PCR 体系和扩增反应程序参照上海生工

RT-PCR 试剂盒，反应体系为 25 µL，反应程序

为：94℃预变性 3 min，94℃ 50 s、55℃ 50 s、

表 1 家蚕部分 SPs和 Serpins基因及引物
Table 1 Genes of SPs and Serpins of Bombyx mori

基因
Genes

序列号
Accession

基因名

（silkDB）
Gene name
on silkDB

Unigene 号
Unigene

探针
Probe

引物（正向/反向）
Primers (sense/anti-sense)

Serine protease
precursor (Spp) NM_001043361.1 BGIBMGA0

14524-TA Bmo.601 sw22515
GTCACCACCTCCAATGTCC

GAGGCTCACTTGGCGTTT

Chymotrypsin-like
serine protease (Ctlp) NM_001046965.1 BGIBMGA0

10584-TA Bmo.2476 sw03707
CCGTTCAAGGCGGCAGTGTATC

CAAACCGGCGCAGAATTTGTTA

Kazal-type serine
proteinase inhibitor

1 (Spi1)
NM_001043579.1 BGIBMGA0

04832-TA Bmo.143
TTCACTAACGCTAATCCTG

TTCAACGCATTTGTCCT

Silk proteinase
inhibitor 2 (Spi2) NM_001043582.1 BGIBMGA0

11481-TA Bmo.142 GTCACCACCTCCAATGTCC
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72℃ 50 s，30 个循环，终延伸 72℃ 10 min。扩

增结果用琼脂糖凝胶电泳检测。（2）免疫印迹

检测（Western blot）：分离 Ysh 品种 5 龄 3 日的

脂肪体（FB）、血淋巴（He）、中部丝腺（MSG）、

后部丝腺（MSG）、生殖腺（Gn）、中肠（MG）

6 个组织的蛋白样品。取 4 龄 2 日（4L-2），4
眠期（4M），5 龄 3 日（5L-3）和 5 龄 7 日（5L-7）

4 个时间点分雌雄的丝腺和中肠检测时期特异

性和性别特异性(蛋白序列见表 2)。采用 ECL
发光显色胶片曝光法。一抗为多克隆抗体（表

2）。 二抗为 HRP 标记的羊抗兔 IgG，工作浓度

为 1︰1 000。

1.2.2 激素处理与调查方法 家蚕黄茧限性品

种 Ysh，全龄 25℃自然光照环境，幼虫桑叶育。

20-羟基蜕皮酮（20-hydroxyecdysone，20E），纯

度 99.6%。20E 粉末首先以少量无水乙醇配成

20%（w/v）的原液，进一步用 Grace 昆虫培养

液 稀 释 至 浓 度 4 μg/μL 。 保 幼 激 素 类 似 物

Methoprene 由日本大冢化学株式会社购买，原液

浓度 1.25 μg/μL，20℃遮光保存备用。

（1）MH 处理：在 5 龄第 3 日，选择 Ysh
品种体型大小相近的幼虫，分成 3 组，A 组每条

幼虫背面节间膜处注射 5 μL 的灭菌水，B 组每

条幼虫注射 5 μg（5μL）的 20E 溶液，C 组每条

幼虫注射 10 μg（5μL）的 20E 溶液。每组处理

20 头幼虫，重复 3 次。处理后 6、12、24、48 h
分离 中肠和 丝腺组 织迅速加 入液氮 中冷冻 研

磨，提取总 RNA，70℃保存备用。

（2）JHA 处理： 蚕品种和处理时间与 MH

处理相同，处理方法是在每条幼虫的背中线处

涂抹 15 μL（1.25 μg/μL） Methoprene 溶液，

对照为涂抹 15 μL 的灭菌水，处理后取材方法

同（1）。

参 考 silkDB 网 站 ， 选 择 中 肠 特 异 表达 的

SP/SPH 基因 10 个，丝腺特异表达的 Serpin 基因

4 个，用于进行激素处理后的调查（引物见表 3）。

前者在中肠组织中检测，后者在丝腺组织中检

测。调查方法为 Real Time-PCR。采用 SYBR®

Premix Ex Taq™ (Perfect Real Time)试剂盒进行

测定，反应体系为 20 µL。反应程序为：95℃变

性 1 min；95℃ 5 s、55℃ 10 s、72℃ 10 s，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 的结果数据用仪

器 自 带 的 Sequence Detection Software Version
1.3.1 软件处理，参照 Schefe 等（2006）的方法

进行效率校正。用不同稀释浓度的组织 cDNA 为

模板，制作 Spi1 基因和 Spi2 及内参 Actin3 基因

的标准曲线。所测数据根据以下公式计算：C(T)
= a  lg(copy) + b，a 值根据不同基因和不同 PCR
片段而不同。

1.2.3 限食处理方法 家蚕黄茧限性品种 Ysh，

全龄 25℃桑叶育。从 5 龄 3 日开始，分别在 24、

48、72 h 调查全程饲喂和全程饥饿处理，以及饥

饿 12 h 复喂 12 h、饥饿 24 h 复喂 24 h，饥饿 36
h 复喂 36 h 情况下分雌雄解剖分离丝腺和中肠。

提取总 RNA，70℃保存备用。选择 Spp 基因（中

肠组织中检测）和 Spi1 基因（丝腺组织中检测）

调查，检测方法同 1.2.2。

表 2 家蚕 SPP和 SPI1的多克隆抗体
Table 2 Polyclonal antibody of SPP and SPI1 of Bombyx mori

蛋白名称
Protein

序列号
Accession

多肽序列
Polypeptide sequence

纯度系数
Purity coefficient/

Value (1-5)

分子量
Molecμlar
weight (u)

Serine protease
precursor (SPP) NP_001036826.1 NH2-AEEPIELDYHIKIGC-CONH2 99.7 /4.0 31 977.22

Kazal-type serine
proteinase inhibitor

1 (SPI1)
NP_001037044.1 NH2-KGSFPRYAYDSSEDKC-CONH2 97.86 /4.4 29 721.51
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表 3 10个 SPs/SPHs基因和 4个 Serpins基因及其 Real Time-PCR引物
Table 3 10 SPs/SPHs genes and 4 Serpin genes and primers for Real Time-PCR

家族
Family

名称
Name

NCBI 上的比对结果
Best NCBI BLAST results

引物（正向/反向）
Primers (sense/anti-sense)

SPs/SPHs

Sph4 gb|ABU98624.1|protease [Helicoverpa armigera]
ACATTCCGTAACGCCAGT

GAGCAAGCCATAGGTAGG

Sph10 emb|CAL92020.1|chymotrypsinogen-like protein 1 [Manduca sexta]
GCTTACGGCAGTGCTTTTA

CTTCAGCCTTGCGAATCCT

Sp25 gb|ABR88238.1|chymotrypsin-like protease C8 [Heliothis virescens]
GGCTGAAGGTATTCCCGCT

AGAGGACCCGCACACTGAG

Sp36 gb|AAX39408.1| serine protease [Bombyx mandarina]
TTGCGGTGCCAAGAAGTGT

AATGGGAAGCGGAGACGAC

Sp42 gb|ABU98619.1|protease [Helicoverpa armigera]
ATCATAAGCCGCATCACG

GACGAGACCAGCCACGAA

Sp43 gb|AAC36150.1| chymotrypsinogen-like protein [Plodia interpunctella]
ATCATACGAAGGCACCACA

CTACTAAAGGACCACCCGA

Sph44 gb|AAK81696.1| trypsin-like protein [Galleria mellonella]
GTTCAAGGCGGCAGTGTATC

CCGGCGCAGAATTTGTTAT

Sp66 gb|AAB66878.1| trypsin [Anopheles stephensi]
ACATTCCGTAACGCCAGT

GAGCAAGCCATAGGTAGG

Sph138 ABF51402 Trypsin-like protease
TCCCCAAGCCTGAAGATGA

ACTGAGCCTCCGCAGACAA

Sp141 ref|NP_001040178.1| chymotrypsinogen
GCTTACGGCAGTGCTTTTA

CTTCAGCCTTGCGAATCCT

Serpisns

Spi6 XP_535853.2Protease inhibitor 12) [Canis familiaris]"
CGACTCATACCGCCCGTACAAG

CAAGACGACCGAAATACCACCT

Spi10 AAV91425.1protease inhibitor 3 [Lonomia obliqua]"
GCTTACGAATTATCGGTCTC

CCCATCCGTTTATTGTGTCT

Cpi NM_001113274.1 Carboxypeptidase inhibitor
GCAGGGAAGGTGGTTTGTGT

GCTTCCGACATCTGGTCTCTT

Spi2 NM_001043579.1 Kazal-type serine proteinase inhibitor 1
TTGCTGCCAATAAAGACGGG

CCTCAGGAAGGACATGAACA

1.2.4 数据统计与分析 计算目的基因与内参基

因 mRNA 产物的电泳条带的 D（300 nm） 值

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。以 Real-time PCR 统计

出 的 相 对 表 达 值 为 基 础 数 据 ， 用 MATLAB

R2009a 软件进行单向基因聚类。

2 结果与分析

2.1 SPs 与 Serpins 在 mRNA 和蛋白水平上的
表达量

2.1.1 SPs的表达 Spp和Ctlp基因在调查的 Ysh
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的 10 个组织中，只在中肠组织有表达（图 1：A）。

Spp 不同时期的中肠组织表达谱表明，在调查的

14 时间点 Spp 都有表达。3 龄眠期相对较低，而

4 龄起蚕后增高，5 龄起蚕进食到第 3 日表达量

达到了高峰，5 龄中后期开始降低。Spp 在雌性

4 眠以及 5 龄的后期（5L-5 到 5L-8）中的表达量

高于雄性（图 1：B）。

在 5 龄 3 日的 6 个组织中检测到 SPP 蛋白只

在中肠组织中表达（图 2：A）。在 4 个时间点的

中肠组织中的检测结果表明，该蛋白在 4 眠期没

有表达，4 龄 2 日表达量比较高，5 龄 3 日表达

量达到顶峰，5 龄 7 日又降低（图 2：B）。在 4
龄 2 日和 5 龄 3 日分雌雄的中肠组织检测中没有

发现性别间有显著差异（图 2：C）。

2.1.2 SPi的表达量 Spi1 基因在 MSG 和 PSG
有高量表达，在中肠和马氏管也有比较高的表

达量；Spi2 基因在 MSG 和体壁中表达量最高，

其次为头部（图 3：A）。Spi1 基因在丝腺组织

中的时期表达谱表明，该基因在雌性丝腺中从 5
龄第 3 日开始表达，在雄性丝腺中从 5 龄第 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（图注：5L-8）又下调表达（图 3：

B）。而在中肠组织检测也是在 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

期的雌性中不表达，而雄性中还有一定的表达

量（图 3：C）。

图 1 RT-PCR方法检测的家蚕 Spp和 Ctlp基因在 Ysh雌雄幼虫中的时空表达谱
Fig. 1 The spatio-temporal expression profile of Spp and Ctlp was measured by RT-PCR between the sexes in larva of Ysh

A. Spp 和 Ctlp 的组织表达谱；B. Spp 的时期表达谱。左边是电泳图，右边是换算出的密度值。Actin3 为内参基因(A
图中 Ed-体壁；H-头；ASG-前部丝腺；MSG-中部丝腺；PSG-后部丝腺； He-血淋巴；Mg-中肠； MT-马氏管；Gn-
生殖腺；FB-脂肪体。B 图中 L 为龄期；M 为眠期)。
A. Tissues expression profile of Spp and Ctlp; B. Development stage expression profile of Spp. The left is electropherogram
and the right is diagram based on integrated optical density (IOD) from electropherogram. Actin 3 is used as a control. Ed-
Epidermis; H-Head; ASG-Anterior silk gland; MSG-Middle silk gland; PSG-Posterior silk gland; He-Hemocyte; Mg-Midgut;
MT-Malpighian tubule; Gn-Gonad; FB-Fat body. L shows instar of larval; M shows molt.
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图 2 SPP蛋白在 Ysh幼虫不同组织（A）、不同时期
（B）和不同性别间（C）的表达

Fig. 2 SPP protein expression in tissues (A), stage (B)
and between the sexes (C)

A 图中 FB-脂肪体；He-血淋巴；MSG-中部丝腺；PSG-
后部丝腺；Gn-生殖腺；Mg-中肠。B 和 C 图中 L 为龄期，

M 为眠期；括号内的 M 为雄性，F 为雌性。

FB-Fat body; He-Hemocyte; MSG-Middle silk gland; PSG-
Posterior silk gland; Gn-Gonad; Mg-Midgut. L shows
instar of larval, M shows molt; M of brackets shows male,
F of brackets shows female.

另外，Spp 基因是在 5 龄前期的中肠中表达

较高，在 4 龄眠期和 5 龄末期都降低（图 1：B），

而 Spi1 基因在 5 龄的前中期的中肠中表达量都

很低，在 5 龄的第 7 日达到了峰值（图 3：C）。

可见，Spp 基因与 Spi1 基因之间的表达存在一定

的消长关系。

在 Ysh 5 龄 3 日的 6 个组织中 West-blot 检

测表明，SPI1 只在中部丝腺有表达（图 4：A），

在 3 个时期的检测结果中发现，SPI1 的表达有

显著的性别差异，在雌性中只有 5 龄 7 日有表达，

而雄性在 4 龄眠期，5 龄 3 日和 5 龄 7 日都有表

达， 5 龄 7 日最显著（图 4：B）。

2.2 激素处理后的基因表达变化

以 Real-time PCR 统计出的相对表达值为基

础数据，用 MATLAB R2009a 软件进行单向基因

聚类。

2.2.1 20E处理对 SPs/SPHs基因和 Serpins基因表
达的影响 注射 20E 后 24 h（5 龄第 4 日），家蚕

幼虫头部出现一个新的眠三角，体侧有 2 条明显

的蜕黑线。

20E 处理后，10 个 SPs 基因在中肠中的表达

结果显示，Sph10，Sp25，Sp36，Sp42，Sp43，

Sp66在处理后 6 h的雌蚕中肠中有短暂的升高表

达趋势，12 h 后在高浓度处理区的雌性中表达量

有了明显的下降。Sph44 和 Sph138 的表达情况

与其它基因不太一样，在 20E 处理后有上升的趋

势，特别是处理后 6 h。Sp141 和 Sph4 没有明显

的规律（图 5：A）。

在 20E 处理后 12 h 和 24 h，Cpi 和 Spi2 基

因在每头注射 2 个浓度的雌蚕和雄蚕的丝腺中

都有比较显著的上调表达，而高浓度 20E 处理，

没有呈现出对 SPs/SPHs 基因表达相似的上调作

用。Spi6 和 Spi10 基因在高浓度 20E 处理 24 h
后的雌雄性幼虫丝腺中，都出现了显著的下调

（图 5：B），20E 呈现抑制效应。

2.2.2 JHA处理对 SPs/SPHs基因和 Serpins基因
表达的影响 涂抹 JHA 的个体没有外型上的变

化，但在对照组正常结茧后处理组还处于幼虫生

长状态，不能正常结茧，5 龄经过了 14 d 后，开

始陆续死亡，最长的 5 龄存活了 23 d。

JHA 处理后 6 h，SPs/SPHs 基因 Sp25，Sp42，

Sp142，Sp4，Sp141 在雄性中肠中有了短暂的

下调表达，24 h 后所有的调查基因在雄性中肠

中 的 上 调 表 达 开 始 占 优 势 。48 h 后 ，Sph44，

Sph10，Sp25，Sp36，Sp42 和 Sp43 6 个基因在

雌雄都有了很显著的上调，但其它基因变化不

显著（图 6：A）。

在 JHA 处 理 6 h 后 ， 雌 雄 丝 腺 组 织 中 4
个 Serpins 基因中都有了上调表达；24 h 后，

Spi6 和 Spi10 表现为下调表达，而 Cpi 基因

和 Spi1 基因表现为上调表达。48 h 后，4 个

基因都出现了上调表达，最显著的为 Spi6（图

mailto:ganmei790717@163.com
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6：B）。

2.3 限食处理后的基因表达变化

在 CR 模型中发现，饥饿处理 36~48 h 后的

个体生长缓慢，复喂刚开始进食缓慢，至少需要

12 h 才能恢复正常进食。超过 5 d 不进食，幼虫

开始死亡。通过 Real -time PCR 结果统计分析，

CR 模型中各种处理的雌雄之间差异不显著，图 7

图 3 RT-PCR方法检测的 Spi1和 Spi2基因在 Ysh品种雌雄幼虫的时空表达谱
Fig. 3 The spatio-temporal expression profile of Spi1 and Spi2 that measured by RT-PCRbetween the sexes in larva of Ysh

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。左边是电泳图，右边

是换算出的密度值。Actin 3 为内参基因。A 图中 Ed-体壁；H-头；ASG-前部丝腺；MSG-中部丝腺；PSG-后部丝腺；

He-血淋巴；Mg-中肠；MT-马氏管；Gn-生殖腺；FB-脂肪体。B 和 C 图中 L 为龄期；M 为眠期。

A. Tissues expression profile of Spi1 and Spi2; B. Stage expression profile in silk gland of Spi1; C. Development stage
expression profile in midgut of Spi1. The left is electropherogram and the right is diagram based on integrated optical density
(IOD) from electropherogram. Actin 3 is used as a control. Ed- Epidermis; H- Head; ASG-Anterior silk gland; MSG-Middle
silk gland; PSG-Posterior silk gland; He-Hemocyte; Mg-Midgut; MT-Malpighian tubule; Gn-Gonad; FB-Fat body. L shows
instar of larval; M shows molt.
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为雌雄平均后的结果，Spp 基因在饥饿 12 h 后开

始就出现下调表达，在 24，48 和 72 h 的持续饥

饿处理下，正常饲养和饥饿之间的差异比较显

著，复喂时有一定的提高，但饥饿和复喂之间没

有达到显著差异。而 Spi1 的表达在 24 h 内的饥

饿和复喂处理条件下没有明显的变化，在 48 h
和 72 h 后饥饿和复喂都有一定程度的下降，但

它们之间没有差异。

图 4 SPI1蛋白在 Ysh幼虫不同组织（A）、不同时期
与不同性别间（B）的表达

Fig. 4 SPI1 protein expression in tissues (A), stages
and sexes (B)

A 图中 FB-脂肪体；He-血淋巴；MSG-中部丝腺；PSG-
后部丝腺；Gn-生殖腺；Mg-中肠。B 图中 L 为龄期；M
为眠期。

FB-Fat body; He-Hemocyte; MSG-Middle silk gland; PSG-
Posterior silk gland; Gn-Gonad;.Mg-Midgut. L shows
instar of larval; M shows molt.

3 结论与讨论

3.1 SPs 和 Serpins 基因在 mRNA 和蛋白质水
平上的表达一致，性别表达有差异

Spp 基因和 SPP 蛋白都特异性的在中肠表

达。SPP 蛋白在 4 眠期的缺失推测是由于蜕皮激

素上升到一定程度，抑制了丝氨酸蛋白酶的分

泌，而 Spp 基因的 mRNA 翻译成蛋白质的时差

导致了 SPP 蛋白质的检测不能同步，但具体的原

因还有待于进一步分析。Spi1 基因在家蚕后部丝

腺、中部丝腺和中肠中表达，SPI1 蛋白反应主

要在中部丝腺发生，与 Kuriora 等（1999）认为

后部丝腺中 Spi1 基因的转录产物可能未翻译成

有活性的蛋白质形态相关。SPI1 蛋白主要出现

在 5 龄末期幼虫，这印证了丝蛋白质在此时积累

到了最高峰，在吐丝前需要 Serpin 保护不被蛋白

酶降解，而雄性比雌性持续表达时间长，为是否

与雄蚕丝物质的产量和质量具有优势相关提供

了一点线索。

3.2 MH 和 JHA 对 SPs/SPHs 和 Serpins 基因
有不同的调控机制

家蚕的生长发育和丝蛋白的合成受蜕皮激

素的控制。在 5 龄第 3 日进行了 20E 注射家蚕，

调查的大部分 SPs/SPHs 基因，在中肠组织中有

明显的下调表达。表明在 5 龄中期进行 MH 的处

理，丝蛋白合成会受到影响。Serpins 基因在 20E

处理后基因表达情况不同，推测与它们的特异表

达部位丝腺有关，即 20E 处理对不同组织中的基

因表达量的影响不同，而不同类别的基因感受激素

浓度的敏感性也不同。

HA 处理后，家蚕幼虫 5 龄后不能结茧，

最长的存活了 23 d。经 JHA 诱导后永久幼虫

5 龄有存活 30 d 以上的报道，丝腺细胞发育正

常，始终无组织解离迹象（崔为正等，1993），

说明 JHA 有维持丝腺细胞正常结构与功能的

作用。JHA 需在 5 龄中期处理，才能对丝蛋白

合成有关的酶系产生明显的调控作用，并表现

出延长合成丝蛋白的时间。本研究在 5 龄中期

进行 JHA 的刺激，对 SPs/Serpins 基因短期内

有抑制作用，此后呈现上升趋势。与对相关蛋

白 质 的 表 达 一 致 （ 戴 祝 英 等 ，1982） 。 JHA
和 MH 对丝腺生长及 PSG 中的各种物质合成

的影响，主要与发育时期及激素剂量有关，生

产中需根 据饲养的需要确定 激素处理的时间

与剂量。
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3.3 限食对 SPs/SPHs和 Serpins基因的敏感性
不同，暗示对家蚕组织影响有差异

Spp 基因的表达水平在饥饿处理的早期（12
h 后）就有了明显的下调，从生理学的角度分析，

进食中断后，中肠中消化蛋白质的丝氨酸蛋白酶

分泌减少（Li et al.，2009），相应的基因转录水

平也有明显的下降。Spi1 基因在饥饿 48 h 和 24 h
饥饿配合 24 h 复喂时，与正常饲喂相比开始有

下调表达。可以认为 Serpins 基因对食物的供

缺反应比较慢，耐受性比较强。对家蚕来说，

超过 1 日的饥饿再复喂，对食物的消化能力的

需要更长时间来弥补。烟草天蛾 Manduca sexta
中 Ctlp 基因在饥饿时表达急速下降，免疫水平

上也证实了饥饿时 CTLP 蛋白不表达（Zhang et
al.，2010）。斜纹夜蛾 S. litura 中 Ctlp2 基因在

饥饿时下调，而复喂时该基因转录的 mRNA 和

翻 译 的 蛋 白 水 平 又 上 调 （ B r o e h a n
et al.，2008）。本研究在时期表达谱中发现 Spp
基因在 3 龄眠期的表达相对比较低，而 4 龄起

蚕后增高，可见进食会迅速刺激蛋白酶分泌，

同时 Spp 基因也激活表达，该基因主要是在幼

虫饲喂过程中参与了食物蛋白的消化过程，受

到食物 供缺的瞬 时调控。丝 腺特异表 达基因

Spi1 感受食物的供缺反应比较慢，可能的原因

是丝腺组织是丝蛋白的储藏组织，处于食物蛋
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图 5 中肠中 10个 SPs/SPHs基因（A）和丝腺中 4个 Serpins基因（B）在 20E处理后的组织表达变化
Fig.5 Tissue expression of 10 SPs/SPHs genes in midgut (A) and 4 Serpins genes (B) in silkgland after treated by 20E

红色、黑色、绿色分别表示基因在高、中、低水平表达，基因横向排列，组织纵向排列。1~6，7~12，13~18 分别为

组织 CK 雌，5 μg /雌，10 μg /雌，CK 雄，5 μg /雄，10 μg /雄，19-22 为 CK 雌，10 μg /雌，CK 雄，10 μg /雄。

The red, black, green colors indicate genes that are expressed at high, middle and low levels, respectively. Genes are aligned
horizontally, and the tissues are shown vertically. 1-6, 7-12, 13-18 showed CK (Female), 5 μg /larva (Female), 10 μg
/larva(Female), CK(Male), 5 μg/one (Male), 10 μg/one (Male), 19-22 showed CK (Female), 10 μg/one (Female), CK (Male),
10 μ /one (Male).

图 6 中肠中 10个 SPs/SPHs基因（A）和丝腺中 4个 Serpins基因（B）在 JHA处理后的组织表达变化
Fig.6 Tissue Expression of 10 SPs/SPHs genes in midgut (A) and 4 Serpins genes (B) in silkgland after treated by JHA

图中红色、黑色、绿色分别表明基因在高、中、低水平表达，基因横向排列，组织纵向排列。1~4，5~8，9~12，13~16
分别为组织 CK 雌，18.75 μg /雌，CK 雄，18.75 μg /雄。

The red, black，green colors indicate genes that are expressed at high, middle and low levels, respectively. Genes are aligned
horizontally, and the tissues are shown vertically.1-4, 5-8 ,9-12,13-16 showed tissue of CK (Female), 18.75 μg/one (Female),
CK (Male), 18.75 μg/one (Male).

白消化转运路径的下游。适当的限食有利于刺

激家蚕的中肠发生应急反应，而较长时间的食

物紧缺对丝物质相关基因的表达有抑制作用，

丝物质合成也顺势会受到影响。
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20E 与 Jh 协同对昆虫生殖发挥调节作用（周

娇等，2013）。20E 诱导昆虫的蜕皮、变态，而

JH 决定昆虫蜕皮的性质（周树堂等，2012）。

尽管昆虫蜕皮激素生物合成途径特别是由 7-脱

氢胆固醇转化为三脱氧蜕皮酮之间的“黑箱”中

的酶促转化步骤有了较为深刻的理解。但昆虫蜕

皮激素生物合成这一研究领域中依然有不少问

题需要澄清（王升和李胜，2012），激素调控与

昆虫内分泌紧密相关，而内分泌干扰效应在害虫

控制中具有较高的应用价值，了解不同昆虫中激

素的分子作用机制，将会为开发生物农药奠定理

论基础。

图 7 限食处理后 Spp（A）和 Spi1（B）基因的表达
Fig. 7 Expression of Spp (A) and Spi1 (B) after food restriction

Feeding 表示饲喂，Starving 表示饥饿，Re-fed 表示复喂。

Feeding shows feeding, Starving shows starving, Re-fed shows re-feeding.
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