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家蚕 BmRpt4 基因在翅膀发育中的功能研究* 
孙  霞 1, 2**  张  静 1  印  锦 1  秦  笙 1, 2  张国政 1, 2  李木旺 1, 2*** 

（1. 江苏科技大学生物技术学院，镇江 212018；2. 中国农业科学院蚕业研究所，镇江 212018） 

摘  要  【目的】 研究分析编码蛋白酶体调控复合物亚基基因 BmRpt4（Regulatory particle triple-A 
ATPase4，BGIBMGA010794）在家蚕翅膀发育过程中的功能。【方法】 利用 CRISPR/Cas9 基因组编辑技
术，将 BmRpt4的 gRNAs和 Cas9 mRNA直接注射到家蚕胚胎中，观察 G0代家蚕个体雏翅率，并分析雏

翅个体中 BmRpt4 基因突变情况。【结果】 经统计，对照组 G0代家蚕个体均表现为正常翅，而实验组注

射 BmRpt4的 gRNAs和 Cas9 mRNA后，G0代约 66.7%家蚕个体表现出小翅表型。在分子水平上对小翅表
型个体进行检测，发现 BmRpt4基因在两个 gRNA及其之间位置均有不同长度片段的缺失或者插入，说明
在这些突变个体中 BmRpt4基因被不同程度的敲除，从而其功能缺失，导致出现小翅表型。【结论】 该研
究结果表明编码蛋白酶体调控亚基的 BmRpt4基因在家蚕翅膀发育中具有重要作用，为蛋白酶体在生物组
织器官发育中调控作用研究提供重要实验依据。 
关键词  雏翅；蛋白酶体；CRISPR/Cas9技术；基因组编辑；家蚕 

Functional analysis of the BmRpt4 gene during wing  
development in the silkworm, Bombyx mori 
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Abstract  [Objectives]  To study and analyze the function of the BmRpt4 gene (Regulatory particle triple-A ATPase 4, 

BGIBMGA010794) during wing development in the silkworm Bombyx mori. [Methods]  BmRpt4 gRNAs and Cas9 mRNA 

were directly injected into silkworm embryos using the CRISPR/Cas9 genome editing technique. Phenotypes of G0 adults were 

observed and the proportion of adults with minute wings was statistically analyzed. Mutation of BmRpt4 was detected in adults 

with minute wings. [Results]  All G0 adults in the control group had normal wings whereas 66.67% of G0 adults in the 

experimental group had minute wings. The BmRpt4 gene was deleted, or inserted, in different length fragments at the two 

gRNAs locii in G0 individuals with minute wings. These results indicate that individuals developed minute wings due to 

knock-down of the BmRpt4 gene. [Conclusion]  The BmRpt4 gene plays an important role in wing development in the 

silkworm, and in regulating proteasome in the development of biological tissues and organs. 

Key words  minute wing, proteasome, CRISPR/Cas9, genomic editing, silkworm 

家蚕 Bombyx mori作为鳞翅目的模式生物代
表，一生经历卵、幼虫、蛹和成虫四个阶段，属

于完全变态昆虫。在变态时期，幼虫的某些组织

发生特异性退化，如丝腺、上颚、腹足等，而某

些组织发生重组再建或者由成虫盘（Imaginal 
disc）进一步分化，如脂肪体、气管、翅原基（Wing 
disc）等（Belles，2011）。家蚕翅原基形成于胚
胎期，幼虫期时位于第 2、第 3环节，为未分化
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的胚胎细胞群，在幼虫早期发育缓慢，直到化蛹

前发育加快，蛹期分化完成，最终在成虫期形成

翅。家蚕翅膀在经历数千年人工驯化的选择压力

下，已丧失飞行功能，但在交配行为中仍具有一

定的作用。目前，与家蚕翅发育相关基因的研究

并不多，2004 年研究发现了 300 个家蚕中与翅
发育相关的基因，约占果蝇翅发育基因的 90%
以上（Xia et al.，2004）。在对家蚕幼虫、蛹和
成虫翅原基的蛋白质组表达谱的研究分别鉴定

了 241、218和 223个蛋白，其中三个时期共表
达的蛋白有 139 个，而三个时期特异表达蛋白
分别有 55、37、43个（Zhang et al.，2013）。
家蚕幼虫-蛹变态发生期翅原基的转录组测序
分析发现 5 287个基因表达具有差异（Ou et al.，
2014）。  
家蚕中存在多种自然发生的翅突变体，其中

与翅型相关的突变性状较多，如无翅（Wingless，
fl）、痕迹翅（Vestigial，Vg）、雏翅（Minute wing，
mw）、小翅（Micropterous，mp）、鳌虾蛹（Crayfish，
cf）、卷翅蛹（Cw）、皱翅（Wrinkled wing，wri）、
不全翅（Tiny wing，tyw）、伴性无翅（Rudimentary 
wing，rw）等，这些突变体均为家蚕翅发育的研
究提供了宝贵资源，但是这些翅突变体发生机制

并未得到完全解析。其中对无翅突变体（fl）研
究发现，fng（fringe）基因在突变体中发生了大
片段序列缺失，该基因编码 Fng糖基转移酶，参
与 Notch信号通路的调控（Sato et al.，2008）。
痕迹翅突变体（Vg）形成是由于 apterous 基因
和推测的蛋白磷酸酶基因发生了缺失（Fujii 
et al.，2011）。家蚕雏翅（mw）突变体由位于第
22 连锁群的隐性基因 mw 控制，该基因经 STS
标记技术被精确定位（马晓等，2013）。近期研
究发现编码棕榈酰转移酶基因 Bm-app的启动子
区域在 mw突变体中存在 10 bp插入，对雏翅的
形成具有重要的作用（Yu et al.，2018）。本课题
组前期对mw突变体 u11和正常翅 p50的翅原基
进行了转录组测序分析，结果发现 628个差异表
达基因，且这些基因经 KEGG 分析富集在蛋白
酶体、Hippo、氨基糖和核酸糖代谢信号通路中
（Zhang et al.，2017）。 

蛋白酶体是一分子量约为 2 000-3 000 ku, 
沉降系数为 26S 的多亚基复合物，主要由 20S
的桶形蛋白水解核心复合物（20S蛋白酶体）和
19S 调控复合物（Regulatory complexes， RCs）
组成（Hölzl et al.，2000），广泛分布在细胞质和
细胞核中，利用 ATP 水解和泛素化引导降解错
误折叠、不需要的蛋白质，主要涉及参与多种生

物学过程，如细胞周期、细胞凋亡、基因转录、

信号转导、神经退行性疾病的发生等（Rousseau 
and Bertolotti，2018）。其中 19S RCs主要识别蛋
白降解信号—泛素化蛋白，进而结合并将其去泛
素化和展开，最终将该蛋白定位到 20S核心复合
物（Hölzl et al.，2000）。本课题组在 u11突变体
翅原基的转录组测序分析中发现，编码 19S RCs
的一个亚基基因 BmRpt4（Regulatory particle 
triple-A ATPase 4，BGIBMGA010794）表达量在
u11突变体中相对于 p50明显下调（Zhang et al.，
2017）该基因在果蝇中主要参与基因转录、ATP
酶活性等（Hölzl et al.，2000），而在家蚕中功能
不清楚。本研究利用 CRISPR/Cas9 基因组编辑
技术，将体外合成的 BmRpt4 gRNA 和 Cas9 
mRNA 注射到家蚕胚胎中，通过 G0代家蚕个体

表型观察及分子水平上相关基因表达检测，进一

步分析 BmRpt4基因在家蚕翅膀发育中的功能，
为蛋白酶体通路在家蚕组织器官发育中的研究

提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

供试家蚕品种为 Nistari （Tan et al.，2005）， 
家蚕幼虫在常规条件下桑叶饲养。显微注射后表

现为雏翅的家蚕成虫个体置于﹣80 ℃保存。 

sgRNA和 Cas9 mRNA分别由MAXIscript® 
T7 kit 和 mMESSAGE mMACHINE T7 kit
（Thermo fisher）体外转录合成。质粒 pTD1-Cas9
和 pJET1.2由中国科学院上海生命科学研究院植
物生理生态研究所黄勇平研究员课题组提供。感

受态细胞 DH5α由本实验室保存。 
T4 DNA连接酶、Taq酶、PCR扩增试剂盒
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等购自 TaKaRa 生物技术有限公司；高保真酶
KOD-Plus 酶购自 Toyobo 生物公司；引物由上
海生工生物工程有限公司合成；胶回收试剂盒购

自 Axygen生物科技有限公司；实验所用其他试
剂均为国产分析纯。 

1.2  BmRpt4 sgRNA 位点选择及其序列检测 

根 据 CRISPR/Cas9 靶 点 的 设 计 原 则

5′-GGNN18NGG-3′，利用在线软件 CRISPR 
direct（http://crispr.dbcls.jp/）对 BmRpt4基因 ORF
区进行特异靶点的设计（Wang et al.，2013；Zhang 
et al.，2013）。共设计两个 sgRNA位点序列，并
在位点上下游约 100 bp 位置各设计一对引物，
将其克隆测序，检测 sgRNA 位点序列在基因组
水平上是否有突变。所用引物序列见表 1，引物
合成和 DNA序列测定均由上海生工生物工程有
限公司完成。 

1.3  BmRpt4 sgRNA与Cas9 mRNA合成与纯化 

利用 KOD酶合成 sgRNA模板，胶回收模板
连接到 pJET1.2载体上，进行克隆测序，检测模
板序列是否发生突变；以测序正确的质粒为模

板，用 KOD 酶扩增，胶回收后用酚/氯仿/异戊
醇纯化；利用 MAXIscript® T7 kit（Ambion）试

剂盒体外转录合成 sgRNA，经纯化后﹣80℃保

存。利用限制性内切酶 NotI 线性化质粒
pTD1-Cas9，经 mMESSAGE mMACHINE T7 kit
体外转录合成 Cas mRNA。Cas mRNA经纯化后
﹣80 ℃保存。 

1.4  家蚕胚胎显微注射 

产下 8 h 内的蚕卵清洗处理备用。将 3 μg 
BmRpt4 sgRNA1、3 μg BmRpt4 sgRNA2与 4.5 μg
的 Cas9 mRNA混合后（15 μL体系）通过显微
注射仪（Narishige, Tokyo, Japan）注射到蚕卵中。
显微注射平台由中国科学院上海生命科学研究

院植物生理生态研究所黄勇平研究员课题组提

供。注射后的蚕卵（G0 代）置于密封保湿的盒

子中，25 ℃恒温保护至孵化，之后在正常条件
下饲养。 

1.5  表型观察与突变分析 

对 G0代家蚕进行孵化率、成虫中雏翅与正

常翅个体统计。在成虫期选取雏翅表型明显的个

体，以对照组正常翅个体为对照，利用异丙醇沉

淀法提取基因组。使用 BmRpt4 gRNA位点上下
游 300 bp 处设计的引物，以雏翅和正常翅个体
基因组为模板分别进行 PCR 扩增，后经克隆   
测序确定雏翅个体中 BmRpt4 基因序列的突变  
情况。 

 
表 1  BmRpt4 sgRNA 位点合成及检测引物 

Table 1  List of primer names and their sequences for the synthesis and detection of BmRpt4 sgRNA 
引物名称 

Primer name 
序列（5′-3′） 

Primer sequence (5′-3′) 
目的 

The purpose 

BmRpt4-sgF1 TAATACGACTCACTATAGGGAGATGTTCAACTACGCGGTTTTAGAGCTAG
AAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCC 合成 sgRNA转录模板

BmRpt4-sgF2 TAATACGACTCACTATAGGGACAGGTGAAGATCATCAGTTTTAGAGCTA
GAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCC 合成 sgRNA转录模板

sgRNA-R AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCT
TATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAA 合成 sgRNA转录模板

pJET1.2-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 菌落 PCR 

pJET1.2-R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG  菌落 PCR 

BmRpt4-F1 CATTACAGGTGGTGTCATCGGC 靶点基因组序列检测 

BmRpt4-R1 TTAGCTACTGGCACTCACCGAT 靶点基因组序列检测 

BmRpt4-F2 AGGTGGGAGACGTTTTTCCGAA 靶点基因组序列检测 

BmRpt4-R2 TCACCTAGCCTGTTCATTGGGC 靶点基因组序列检测 
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2  结果与分析 

2.1  BmRpt4 转基因家蚕获得 

BmRpt4（BGIBMGA010794）基因全长约为
58 kb，包含 7个外显子和 6和内含子（图 1）。
根 据 CRISPR/Cas9 靶 点 的 设 计 原 则

5′-GGNN18NGG-3′，BmRpt4的两个 sgRNA分别
位于第 5 和 6 外显子上（图 1），两者之间相隔
1 076 bp。 
将体外转录合成的 BmRpt4 sgRNAs和 Cas9 

RNA混合后注射 480粒蚕卵（G0），约 20%蚕卵
孵化，在正常条件下用进行桑叶饲养，约 70%
正常发育到成虫（表 2）。经对 G0成虫个体的表

型观察分析，发现与对照组相比，实验组约

66.7%个体表现为雏翅，对照组个体翅膀均正常
（图 2）。G0代成虫自交后代（G1）在 1 龄幼虫
期（蚁蚕期）通过体视荧光显微镜进行筛选。得

到的阳性转基因家蚕在正常条件下用进行桑叶

饲养，在 5龄第 3天和上簇结茧后，分别获取幼
虫丝腺和蚕茧茧层样品进行检测。 

 

 
 

图 1  BmRpt4 基因结构及其 sgRNA 1/2 的位点 
Fig. 1  Schematic diagram of BmRpt4 gene and positions of sgRNA 1/2 

BmRpt4基因含有 7个外显子和 6个内含子。BmRpt4的两个 sgRNA分别位于第 5和 6外显子上。黑色方框表示 
外显子，其之间连接黑线表示内含子；黑色序列为两个 sgRNA位点序列，黑色且粗体序列为 PAM序列。 

BmRpt4 gene contains seven exons and six introns. Two sgRNAs designed are localized on exon 5 and 6 respectively.  
Black boxes are exons and black lines linked are introns. sgRNAs sequences (in black) and PAM  

sequences are shown (in black and bold). 
 

表 2  注射 BmRpt4 sgRNAs 和 Cas9 RNA 后蚕卵孵化和 G0 成虫表型观察 
Table 2  The hatching percent of eggs injected with BmRpt4 sgRNAs and Cas9 RNA,  

and phenotype observation of G0 adults 
  实验组 

Experimental group 
对照组 

Control group 

注射胚胎（个数）Injected embryos (number) 480 480 
孵化胚胎（个数）Hatched embryos (no.) 98 182 
成虫（个数）Adults (no.) 69 164 
雏翅（个数）Adults with minute wings (number) 46 0 
突变率 Percent of mutation 66.7% 0 

 

 
 

图 2  G0 代正常翅个体（A）和雏翅个体（B） 
Fig. 2  G0 adults with normal wings (A) and minute wings (B)  
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2.2  雏翅个体 BmRpt4 基因突变检测 

将 BmRpt4 sgRNAs和Cas9 mRNA注射到蚕
卵（G0），发育至成虫后，实验组约有 66.7%个
体表现为雏翅。以未被注射的对照组家蚕（Wild 
type, W）为对照，分别提取正常翅和雏翅个体基 

因组 DNA。在雏翅个体中 BmRpt4 基因在两个
gRNA 位点处以及之间位置处均有不同长度片
段的缺失或者插入（图 3），因此该基因的序列
发生突变，可能造成其功能缺失，从而导致家蚕

雏翅表型的出现。 

 

 
 

图 3  CRISPR/Cas9 介导的 BmRpt4 基因不同的突变类型 
Fig. 3  Different mutations of BmRpt4 gene by CRISPR/Cas9 

与野生型家蚕（W）相比，4个雏翅个体（1、2、3、4）中 BmRpt4基因在两个 sgRNA位点 
（下划线标识）间均发生了不同长度片段的插入或者缺失。 

Compared with wild type silkworm, BmRpt4 has different mutations between the two sgRNAs  
(under line) in four (1, 2, 3 and 4) silkworms with minute wings. 

 

3  讨论 

本课题组前期对雏翅突变体 u11 和正常翅
个体 p50的翅原基进行了转录组分析，KEGG富
集分析发现二者间的差异表达基因主要富集在

蛋白酶体、Hippo、氨基糖和核酸糖代谢信号通
路 （ Zhang et al.， 2017）。 基 因 BmRpt4
（BGIBMGA010794）编码蛋白酶体调控复合物
的一个亚基，其表达在 u11 突变体中明显低于
p50 正常个体（Zhang et al.， 2017）。利用
CRISPR/Cas9 基因组编辑技术，BmRpt4 被敲除
后导致 G0代约 66.7%的雏翅表型。 
将 BmRpt4的 gRNAs和 Cas9 mRNA混合注

射到家蚕胚胎后，G0 代胚胎孵化率仅有 20%，
约为对照组的一半，可能是由于该基因 gRNAs
和 Cas9 mRNA同时注射胚胎后，BmRpt4基因即
刻被敲除，从而导致该基因功能缺失，进而可能

对胚胎孵化造成一定影响；果蝇中同源基因 Rpt4
在胚胎 0-6 h内表达水平较高，可能该基因在胚
胎发育阶段具有重要的功能。另外，G0 代个体

雏翅表型率为 66.7%，并不是 100%，可能与
BmRpt4 基因设计的 gRNAs 的效率有关（Ran 
et al.，2013；Wang et al.，2013），研究过程中虽
设计并使用了目的基因的两个 gRNA，但仍不能
保证及量化该两个 gRNA 在生物体内实际均发

挥作用。 
在真核生物中，蛋白酶体主要负责将错误折

叠、不需要的蛋白质降解，以减少细胞内的压力，

进而调控细胞凋亡及分裂周期等生物学过程

（Rousseau and Bertolotti，2018）。Hippo信号通
路是一高度保守的信号通路，对细胞增殖、凋亡

和组织器官发育具有重要的调控作用（Hayashi 
et al.，2015）。蛋白酶体和 Hippo通路调控共同
的生物学过程，且某些基因均参与这两个信号通

路，如 p53（Aylon and Oren，2016；Chai et al.，
2018），由此表明二者间具有重要的相互联系。
本研究中 BmRpt4编码蛋白酶体调控复合物的一
个亚基，将该基因功能缺失后，家蚕个体表现出

较高的雏翅表型，说明蛋白酶体在组织器官发育

中具有重要的调控作用，也进一步为蛋白酶体

和 Hippo 通路间的相互关联提供了一定的实验
证据。 
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