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家蚕中肠特异启动子 Ｐ５６的克隆及活性分析
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摘要　中肠是家蚕的消化器官，也是抵御外界病源入侵的生理屏障。为克隆和鉴定新的家蚕中
肠特异启动子，首先利用ＲＴＰＣＲ检测家蚕组织特异表达候选基因ＢｍＰ５６的表达特性，发现该基
因只在中肠组织表达。进一步克隆该基因上游调控序列Ｐ５６，构建由该序列驱动红色荧光蛋白基
因ＤｓＲｅｄ表达的转基因载体ｐＢａｃ［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］，经显微注射和荧光筛选获得转基
因家蚕。表达分析显示，报告基因ＤｓＲｅｄ只在转基因家蚕中肠组织表达，与ＢｍＰ５６的表达特征一
致，说明克隆的上游调控序列Ｐ５６是有活性的家蚕中肠特异启动子。
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　　家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ）是重要的经济昆虫，蚕病每年

都会引起养蚕业很大经济损失。中肠是家蚕的消化器

官，也是病原入侵蚕体的一道生理屏障，研究者将家蚕

中肠特异启动子ＢｍＡＰＮ和Ｐ２与家蚕免疫抗性研究相

结合［１７］，为借助启动子选育高抗病蚕品种提供了

参考。

　　为克隆新的家蚕中肠特异启动子，本研究在进一

步分析家蚕基因芯片数据［８］的基础上，利用 ＰＣＲ和转

基因技术鉴定家蚕中肠特异表达候选基因ＢｍＰ５６的上

游调控序列Ｐ５６，以期获得新的中肠特异启动子。功能

注释ＢｍＰ５６是一个编码几丁质去乙酰化酶的基因，钟

晓武等［９１０］曾通过蛋白质谱在家蚕中肠围食膜中鉴定

到几个几丁质去乙酰化酶，家蚕中该酶的启动子还未

见报道。上游调控序列 Ｐ５６的鉴定，可为家蚕免疫应

答和抗病育种研究提供新的工具。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　供试家蚕品种为大造 Ｐ５０。质粒 ｐＢａｃ［３×

Ｐ３ＤｓＲｅｄ］、ｐＢａｃ［３×Ｐ３ＥＧＦＰ］和辅助质粒由本实验室

保存或构建。ＡｓｃⅠ购自ＮＥＢ，ＬＡＴａｑ、ＮｃｏⅠ和ＢａｍＨⅠ购自

宝生物工程有限公司，ｐＥＡＳＹＴ１ｓｉｍｐｌｅ、ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐ

ＰｌｕｓＲＮＡＫｉｔ、ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＩＩＯｎｅＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ购自 ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ。家蚕

基因组数据和基因芯片数据源自 ＳｉｌｋＤＢ数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｓｉｌｋｗｏｒｍ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ／）［１１１２］。

１．２　方　法

１．２．１　ＢｍＰ５６基因的组织表达特征分析　抽提家蚕

各组织ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ。以此 ｃＤＮＡ为模板，利

用引物ＢｍＰ５６Ｆ和ＢｍＰ５６Ｒ（表１）进行 ＰＣＲ扩增，检

测ＢｍＰ５６基因在家蚕各组织中的表达情况。

１．２．２　克隆ＢｍＰ５６的上游调控序列 Ｐ５６　提取家蚕

基因组ＤＮＡ，以基因组 ＤＮＡ为模板，利用上下游引物

Ｐ５６Ｆ１和Ｐ５６Ｒ１进行ＰＣＲ扩增，扩增条件为：９４℃预

变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５２℃退火３０ｓ、７２℃延伸２ｍｉｎ

共３０个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物

经切胶回收，与 ｐＥＡＳＹＴ１ｓｉｍｐｌｅ连接，克隆并测序验

证。以此Ｔ克隆质粒为模板，用引物Ｐ５６Ｆ２和Ｐ５６Ｒ２

扩增Ｐ５６片段，回收备用。

１．２．３　转基因载体的构建　设计 ＤｓＲｅｄＳＶ４０片段特

异引物 ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｆ和 ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｒ，以 ｐＢａｃ［３×

Ｐ３ＤｓＲｅｄ］质粒为模板，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ条件为：
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表１　引物列表

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒｔｙｐｅ Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢｍＰ５６ ＢｍＰ５６Ｆ ＣＣＴＧＧＡＧＧＡＴＴＡＣＧＡＧ

ＢｍＰ５６Ｒ ＴＴＡＣＴＧＴＣＣＡＡＧＣＧＧＡＴＴＴＣＣＴＡＣＣ

ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｕｐｓｔｒｅａｍｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢｍＰ５６ Ｐ５６Ｆ１ ＣＣＡＴＧＧＡＴＴＴＣＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＣＡＧ

Ｐ５６Ｒ１ ＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＡＴＴＣＧＧＡＡＴＣＴＴＴＧ

ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｕｐｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢｍＰ５６ Ｐ５６Ｆ２ ＧＧＣＧＣＧＣＣＡＧＧＧＴＧＧＧＧＴＡＧＣＣＧＴＴＧＴＡＡＣ

Ｐ５６Ｒ２ ＣＧＴＴＣＴＴＧＧＡＧＧＡＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＧＣＧＡＴＡＴＴＣＧＧＡＡＴＣＴＴＴＧＡＴＣＧ

ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＤｓＲｅｄＳＶ４０ｆｒａｇｍｅｎｔ ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｆ ＧＡＴＴＣＣＧＡＡＴＡＴＣＧＣＧＡＴＧＧＴＧＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＧ

ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｒ ＣＴＡＧＧＣＧＣＧＣＣＧＴＡＣＧＣＧＴＡＴＣＧ

ＰｒｉｍｅｒｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤｓＲｅｄ ＳＶ４０Ｒ ＣＣＴＣＴＡＣＡＡＡＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣ

９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５３℃退火３０ｓ、７２℃延

伸１ｍｉｎ共３０个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。将

ＰＣＲ产物进行凝胶回收。

　　将Ｐ５６和 ＤｓＲｅｄＳＶ４０回收产物混合作为模板，利

用引物 Ｐ５６Ｆ和 ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｒ进行搭桥 ＰＣＲ，ＰＣＲ条

件为：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５０℃退火１ｍｉｎ、

７２℃延伸３ｍｉｎ共３５个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ，４℃保

存。ＰＣＲ产物经切胶回收后与ｐＥＡＳＹＴ１ｓｉｍｐｌｅ载体进

行连接，获得ＴＰ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０。

　　 用 ＡｓｃⅠ 酶 切 ＴＰ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０质 粒，回 收

Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０片段，与经同样酶切并去磷酸化处理的

载体 ｐＢａｃ［３×Ｐ３ＥＧＦＰ］进 行 连 接，构 建 ｐＢａｃ

［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］转基因载体（图１）。

图１　ｐＢａｃ［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］
转基因表达载体示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｖｅｃｔｏｒｐＢａｃ［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］

１．２．４　 显 微 注 射 及 荧 光 筛 选 　 提 取 ｐＢａｃ

［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］质粒，与辅助质粒以１∶１

摩尔比混合，显微注射家蚕早期胚胎［１３］。将处理后的

蚕卵于标准条件下催青直至孵化。孵化的蚁蚕（Ｇ０

代）正常状态下饲养至化蛾，使蚕蛾交配产卵，获得 Ｇ１

代蛾圈。获得的Ｇ１代蛾圈置于荧光显微镜下观察，选

择阳性个体进一步饲养并观察。

１．２．５　ＤｓＲｅｄ的表达检测　在５龄中期时，取转基因

家蚕及非转基因家蚕的中肠组织及非中肠组织，液氮

冷冻，依照ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐＰｌｕｓＲＮＡＫｉｔ说明书分别提取

ＲＮＡ。将 ＲＮＡ 反 转 录 合 成 ｃＤＮＡ，利 用 引 物

ＤｓＲｅｄＳＶ４０Ｆ和ＳＶ４０Ｒ（表１）进行ＰＣＲ扩增，扩增条

件为：９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ、５５℃退火 ３０ｓ、

７２℃延伸 １ｍｉｎ共 ３０个循环，７２℃终延伸 １０ｍｉｎ，４℃

保存。

２　结果与分析

２．１　中肠特异表达基因的鉴定

　　前期分析家蚕基因芯片数据［８］时，发现 ＢｍＰ５６是

１个组织特异高表达候选基因（图２）。进一步分析该

基因在家蚕５龄３天各组织中的表达情况时，发现该基

因只在中肠组织中表达（图３）。

２．２　上游调控序列Ｐ５６的克隆

　　以家蚕基因组 ＤＮＡ为模板扩增 ＢｍＰ５６的上游调

控序列 Ｐ５６，经克隆和质粒酶切检测，发现 １０００与

２０００之间的酶切条带，与目的片段大小一致（图４），测

序验证正确，即成功克隆ＢｍＰ５６的上游调控序列Ｐ５６。

２．３　转基因家蚕的获得

　　为克隆家蚕新的中肠特异启动子，首先构建由上

４１
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图２　家蚕基因芯片中３个中肠特异表达候选基因的表达分布
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图４　ＴＰ５６酶切验证

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｄｉｇｅｓｔｅｄｍａｐｏｆＴＰ５６

ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ
Ｍ：Ｔｒａｎｓ２ＫｐｌｕｓＩＩＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＴｈｅｄｉｇｅｓｔｅｄｒｅｓｕｌｔｏｆＴＰ５６；

２：ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐｌａｓｍｉｄＴＰ５６

游调控序列 Ｐ５６驱动 ＤｓＲｅｄ表达的转基因载体 ｐＢａｃ

［Ｐ５６ＤｓＲｅｄＳＶ４０，３×Ｐ３ＥＧＦＰ］。将载体注入家蚕早期

胚胎，共注射３００粒，Ｇ０代孵出１５５头。经正常饲养至

化蛾，交配制种，获得Ｇ１代蚕卵，在胚胎期筛选出７个

阳性蛾圈，共８６个阳性个体。

　　将Ｇ１代阳性个体继续饲养至化蛾。蛾期荧光观

察，发现只在转基因蚕蛾眼部有绿色荧光，非转基因蚕

蛾眼部没有绿色荧光（图５），取眼部有绿色荧光的转基

因蚕蛾交配制Ｇ２代种。

图５　转基因阳性个体的荧光观察

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｉｌｋｗｏｒｍ

２．４　报告基因ＤｓＲｅｄ表达检测
　　为验证上游调控序列 Ｐ５６的调控能力及特性，我

们检测了报告基因 ＤｓＲｅｄ分别在转基因及非转基因家
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蚕中肠和剩余组织中的表达情况。结果如图６所示，

ＤｓＲｅｄ只在转基因家蚕中肠组织中有表达，而在转基因

家蚕剩余组织、非转基因家蚕中肠组织及非转基因家

蚕剩余组织中均未检测到 ＤｓＲｅｄ的表达，说明上游调

控序列Ｐ５６能够驱动外源基因在家蚕中肠组织中特异

表达。

图６　ＤｓＲｅｄ基因在不同组织中的表达

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆ

ＤｓＲｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
Ｍ：Ｔｒａｎｓ２ＫｐｌｕｓＩＩＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｍｉｄｇｕｔｔｉｓｓｕｅｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｓｉｌｋｗｏｒｍ；２：Ｍｉｘｅｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｉｌｋｗｏｒｍｅｘｃｅｐｔｏｆｍｉｄｇｕｔ；

３：Ｍｉｄｇｕｔｔｉｓｓｕｅｏｆｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｉｌｋｗｏｒｍ；４：Ｍｉｘｅｄｔｉｓｓｕｅｏｆｎｏｎ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｉｌｋｗｏｒｍｅｘｃｅｐｔｏｆｍｉｄｇｕｔ

３　讨　论

　　家蚕取食时，病原微生物随食物被吞下，进入肠

道，要么排泄掉，要么穿过家蚕中肠围食膜感染上皮细

胞。中肠是家蚕抵御病原入侵的第一道生理屏障，也

是家蚕先天免疫应答及抗病研究的重要靶器官［１４１６］。

家蚕不同组织中存在一些特异表达的基因，这些基因

往往与该组织生理功能相关［８，１７１８］。中肠特异启动子

能控制外源基因在家蚕中肠组织特异表达，辅助提高

家蚕的抗病能力，为中肠生理功能和免疫抗性研究提

供分子工具。

　　本研究鉴定了 １个新的家蚕中肠特异表达基因

ＢｍＰ５６，同时验证了该基因启动子 Ｐ５６可驱动外源基

因在家蚕中肠组织特异表达。本研究结果为家蚕免疫

抗性及中肠生理功能研究提供了新的理论基础。下一

步，我们可利用该启动子构建新的实用蚕品种，以便择

优选择具有更高抗性的家蚕品种，用于蚕业生产。
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