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摘  要 : 通过家蚕组织芯片数据筛选得到家蚕血细胞特异表达基因 Bm04862，并首次对该基因进行了克隆与

鉴定。应用 RACE 技术获得该基因全长，并对其进行生物信息学分析。Bm4862 基因开放阅读框 819 bp，共编

码 273 个氨基酸残基，预测其为跨膜蛋白；通过 qRT-PCR 技术对其时空表达情况进行分析；结果显示 Bm04862

基因在家蚕血细胞中特异高表达，并在 4 龄眠期和预蛹 2 d 时达到表达高峰；构建 Bm04862 真核表达载体，

转染 Sf9 细胞分析其蛋白的亚细胞定位情况，结果表明其定位于细胞核膜和部分细胞质中。此外，用大肠杆菌

刺激蚕体 24 h 后，Bm04862 基因表达水平显著上调，表明大肠杆菌可以诱导该基因的表达，由此推测该基因

可能参与家蚕的免疫应答。这为深入研究该基因在家蚕免疫反应中的功能提供了参考。 

关键词 : 家蚕，血细胞特异基因，Bm04862，表达特征，亚细胞定位  

Identification and characterization of a novel hemocyte 
specific gene Bm04862 in silkworm, Bombyx mori 

Shuang Yu, Jingjing Su, Man Xu, Kui Zhang, and Hongjuan Cui 
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Abstract:  Bm04862 is a novel hemocyte-specific gene, which has been identified and cloned through the microarray data 

in silkworm, Bombyx mori. Initially, we successfully obtained the full-length cDNA sequence of Bm04862 via the rapid 

amplification of cDNA ends (RACE). The sequence consists of an open reading frame (ORF) with 819 bp, which could 

encode 273 amino acid residues. The bioinformatics analysis predicted that Bm04862 was a transmembrane protein. 

生物技术与方法
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Furthermore, qRT-PCR analysis revealed that the expression of Bm04862 was specifically detected in hemocyte and 

reached a peak at L4M and PP2 stage. Bm04862 was overexpressed in Sf9 insect cells, and the cellular localization 

indicated that Bm04862 was specifically located in cytoplasm and nuclei membrane. Interestingly, the expression of 

Bm04862 increased dramatically after challenged with Escherichia coli for 24 hours, which predicted its potential role in 

the innate immune system. Overall, this study could provide the fundamental knowledge for further research. 

Keywords:  Bombyx mori, hemocyte-specific gene, Bm04862, expression feature, subcellular localization 

昆虫血细胞在修复组织损伤、清除体内凋

亡组织与细胞以及对抗病原体、微生物等外源

物侵袭的免疫反应中都发挥着至关重要的作 

用[1-4]。昆虫与哺乳动物的先天免疫系统在结构

和功能上十分相似[5-6]，且只具有先天性免疫系

统，这为先天性免疫的研究提供了一个良好的

模型。家蚕作为鳞翅目模式昆虫，研究家蚕血

细胞特异性的表达基因及其功能，对于阐释家

蚕以及哺乳动物血细胞的生长发育分子机理具

有重要意义。鳞翅目昆虫血细胞主要分为 5 种

类型：原血细胞  (Prohemocyte)、浆细胞 

(Plasmatocyte)、颗粒细胞 (Granular cell)、小球

细 胞  (Spherule cell) 以 及 拟 绛 色 细 胞 

(Oenocytoid)[6-8]。每种血细胞都具有并行使其特

有的功能。原血球细胞是一种多潜能的血细胞，

能分化成其他类型的血细胞；颗粒细胞的主要

作用是吞噬微生物、病原体、死细胞以及凋亡

细胞[7]，拟绛色细胞通过调节黑化作用来参与免

疫反应，浆细胞主要对病原体或死细胞进行包

裹，维持内环境的稳定[8-9]。 

近年来，昆虫血细胞相关新基因越来越多

的被研究者发现，这为解析昆虫造血过程的分

子调控机制以及免疫应答通路的研究提供了重

要依据。2000 年 Hori 等在麻蝇属 Sarcophaga

中发现并鉴定了一种具有 18个表皮生长因子样

结构域的新型Ⅰ型跨膜蛋白，该蛋白只在预蛹

期的血细胞中特异性表达，并作为组织重塑清

道夫受体，对变态过程中所产生的凋亡细胞及

组织碎片的识别和消除起着至关重要的作   

用[10]；2003 年 Kurucz 等发现在果蝇中 Hemese

基因编码一种跨膜蛋白，其在 3 种果蝇血细胞

中特异性表达并调控血细胞参与细胞免疫应 

答[11]；2005 年，Levin 等研究表明在烟草天蛾

中血细胞特异表达的整合素异质二聚体亚基 β 

(Integrin β1)，该基因具有刺激浆细胞发生包囊

外源病原物的作用[12]；2007年 Gajewski等在果

蝇中发现黑色细胞基因 (Black cells，Bc) 编码

酚氧化酶 (Prophenoloxidase)，并在成熟后期的

结晶细胞中特异表达，参与黑化作用[13]。家蚕

各组织全基因组芯片表达数据的完成为家蚕血

细胞特异性表达基因的研究奠定了重要基   

础[14]。目前对家蚕血细胞特异表达基因的研究

甚少，本研究针对血细胞特异表达基因

Bm04862，对其组织表达情况以及亚细胞定位特

征进行了研究，并初步探索了其在抵御外来微

生物过程中的功能，我们的工作为深入研究

Bm04862基因的结构及其功能奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

试验所用家蚕品种大造 (P50) 由西南大学

家蚕基因资源库提供，于 25 ℃，湿度 80%−90%

条件下用新鲜桑叶人工饲养；Sf9 细胞系由本实

验室保存；RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒、
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荧光定量 PCR 试剂购自 Promega 公司；Trizol

试剂、GeneRacerTM RACE Ready cDNA Kit购自

Invitrogen公司；细胞转染试剂 X-tremeGENE HP 

DNA Transfection Reagent 购自Roche公司；Grace

昆虫细胞培养基和胎牛血清购自 Gibco公司。 

1.2  基于家蚕组织芯片数据的筛选 

基于本实验室家蚕组织芯片数据库，分析

与预测家蚕基因在 5龄 3 d幼虫各组织基因的表

达情况。对家蚕血细胞特异表达基因进行筛选，

获得一个探针号为 sw04862 的基因，该基因在

血细胞中有较高表达信号值，在其他组织中信

号值较低。SW04862 探针所代表的基因为血细

胞特异表达候选基因，命名为 Bm04862。 

1.3  总 RNA 提取以及 cDNA 的合成 

解剖获得家蚕 5龄 3 d幼虫的血细胞、中肠、

丝腺、马氏管、脂肪体、精巢等各组织，液氮

研磨后，经 Trizol 消化后提取总 RNA，并参照

反转录试剂盒说明书合成第一链 cDNA。 

1.4  RACE 获得 Bm04862 全长 

根据家蚕 Bm04862 探针序列以及家蚕基因

组 EST 数据库序列，设计特异引物，扩增得到

该基因的部分中间序列，最后设计该序列特异

引物，GSP1、NGSP1、GSP2、NGSP2 (表 1)。

按照 RACE 试剂盒说明书分别进行 5′RACE 和

3′RACE，检测到目的条带后，进行 T克隆程序：

回收、连接、转化和阳性克隆筛选，并将阳性

质粒送至华大公司测序，利用 BioEdit 软件对

5′RACE和 3′RACE结果进行拼接，获取其 cDNA

全长。 

1.5  生物信息学分析 

利用在线工具对 Bm04862分子量、等电点 

(http://web.expasy.org/compute_pi/) 、 信 号 肽 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignaIP/)、蛋白保

守结构域 (http://smart. embl-heidelberg.de/)、跨

膜结构域  (http://www.ch.embnet.org/software/ 

TMHMM_form.html) 和蛋白二级结构算法软件

GOR4 软件 (https://prabi.ibcp.fr/htm/index.php) 

对 Bm04862蛋白进行预测。 

1.6  Bm04862 时空表达分析 

基于家蚕 EST数据库，设计 Bm04862的特

异 引 物 Bm04862-1， 选 择 家 蚕 持 家 基 因

BmGAPDH为内参基因，引物序列见表 1。分别

以 5龄 3 d幼虫各组织器官及家蚕不同发育时期

血液 cDNA 为模板，进行 qRT-PCR。反应条件

为：95 ℃变性 30 s；95  3 s℃ ，60  30 s℃ ，共

40 个循环，制备融解曲线，利用 t2 C－ 进行计

算[15]。 

1.7  Bm04862 的亚细胞定位 

通过 PCR扩增得到 Bm04862全长 ORF序 

 
表 1  PCR 引物序列 

Table 1  PCR primer sequences 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

GSP1 
CCTGTATGATTCAGATGTTCAATAG
T 

GSP2 GCCGGACACAAGCCAAGCCCAAT

NGSP1 GGCTTGTGTCCGGCATCTGTAGAA

NGSP2 
CCTTCTGAAGAGGTGCATCTTAGA
AA 

Bm04862-1 F: TTTAAGCTGTTCTACAGATGCC

 R: GAAGGATCATTTGCCCAAC 

Bm04862-cds F: ATGTTACTGAGCTTGCTACTGTT

 R: ATCGCCTTTGGCAATTT 

Bm04862-qPCR F: ACACAAGCCAAGCCCAATG 

 R: TGCTTTATGATGTTCGCCTGTA 

BmGAPDH-qP
CR 

F: CATTCCGCGTCCCTGTTGCTAAT

 R: GCTGCCTCCTTGACCTTTTGC 
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列片段，将该片段限制性内切酶 BamHⅠ酶切链

接到 pSL1180-A4-dsred-SV40载体上，挑选阳性

克隆送至北京华大基因公司进行测序。阳性质

粒命名为 pSL1180-A4-Bm04862-dsred-SV40。

27 ℃条件下，用含 10%胎牛血清的 Grace昆虫

细胞培养基培养 Sf9细胞，转染前将细胞接种于

24 孔板 (1×105)，当细胞生长状态良好，达到

80%密度时进行质粒转染，转染按照转染操作说

明进行，6 h后，换成完全 Grace培养基，转染

72 h后，用 4%多聚甲醛固定 15 min，再用 DAPI

进行细胞核染色 10 min，最后在 Olympus 

FV1000共聚焦荧光显微镜下观察。  

1.8  Bm04862 微生物诱导分析 

大肠杆菌 DH5α 于 LB 培养基中 37 ℃，  

300 r/min 培养 12 h后，在 4 ℃以 1 000 ×g离心

15 min收集菌体，用 PBS清洗 2 次，最后用 PBS

配制大肠杆菌悬液备用。用毛细管对人工饲养 5 

龄 3 d家蚕幼虫腹部第二对气孔注射 10 μL已灭

活的大肠杆菌 (1×106个/头)。对照组注射 10 μL 

PBS。分别收集实验组和对照组注射后 3、6、12、

24、36和 48 h的家蚕血液，于 4 ℃、3 000×g离

心 5 min 收集血细胞，提取 RNA 并反转录为

cDNA，以大肠杆菌诱导后家蚕血细胞的 cDNA

为模板，PBS 处理为对照，以 Bm04862 为定量

引物，BmGAPDH 为内参基因进行 qRT-PCR 反

应，程序如上所述。 

2  结果 

2.1  Bm04862 克隆   

根据家蚕组织芯片数据，分析目前已知家

蚕基因在 5龄 3 d各个组织的表达情况，筛选出

血液特异表达基因 Bm04862，设计 Bm04862基

因特异性引物，以家蚕血细胞 cDNA 为模板进

行 PCR扩增，扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳，

得到 600 bp左右的条带。进一步利用 RACE技

术对 Bm04862的 5′端和 3′端 cDNA进行扩增，

得到 Bm04862基因 cDNA，全长为 936 bp。该

全长包括 23 bp的 5′非编码区，94 bp 3′非编码

区，以及 819 bp开放阅读框，共编码 272个氨

基酸残基 (图 2)，蛋白分子量为 30 kDa，等电

点为 7.87 (图 1B)。该基因位于家蚕 22 号染色

体上，基因全长 20 796 bp，分别含有 8个外显

子，7个内含子 (图 1C)。 

 

 
图 1  家蚕 Bm04862 基因的克隆及分析 

Fig. 1  Cloning and analysis of Bm04862. (A) Agar gel analysis of the Bm04862 PCR product. M: DNA marker; 
PCR: the conservative sequence cloning; 5′RACE: fragment of 5′RACE; 3′RACE: fragment of 3′RACE. (B) The 
diagram of the Bm04862 complete cDNA sequence. (C) The diagram of the Bm04862 complete genomic sequence.  : 
extron;     : intron.  
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图 2  家蚕 Bm04862 的全长 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

Fig. 2  The full length cDNA sequence of Bm04862 gene and its deduced amino acid. 
 

 

2.2  Bm04862 蛋白结构分析  

对 Bm04862 信号肽进行预测 (http://www. 

cbs.dtu.dk/services/SignaIP/)，发现在 1−17氨基酸

区域为一个信号肽区域 (图 3B)。利用蛋白保守结

构域预测网址 (http://smart.embl-heidelberg.de/) 

在线分析 Bm04862 蛋白的保守结构域，发现

2−16 氨基酸、61−73 氨基酸两个区域存着低密

度保守区域，238−260 氨基酸区域存在典型跨

膜结构域  (图 3A)。对跨膜结构域  (http:// 

www.ch.embnet.org/software/TMHMM_form.htm

l) 等进行预测，发现该蛋白有 1 个跨膜螺旋区

域 (图 3C)。利用 GORIV 对蛋白二级结构进行

预测，发现该蛋白主要有 3种二级结构：56.25%

无规卷曲  (Random coil)、23.9% α 螺旋结构 

(α-Helix) 以及 19.85%延伸主链  (Extended 

strand) 组成。在家蚕基因组数据库以及 NCBI

中 BLASTp 比对未发现相似性较高的同源蛋

白，这一结果暗示该蛋白为一个未报道过的新

蛋白。 

2.3  时空表达分析 

家蚕基因组数据库前期芯片数据表明

Bm04862 为一个血细胞特异表达基因。利用

qRT-PCR 对该基因时空表达模式进行分析，结

果表明在 5龄 3 d幼虫的不同组织中，Bm04862

基因在血细胞中显著高表达，而在头部、精巢、

卵巢、中肠、马氏管、体壁、丝腺、脂肪体中

均无明显表达；4龄 3 d幼虫到预蛹 2 d蚕体发

育过程血细胞中，检测到 Bm04862 均有表达，

且分别在幼虫 4龄眠期和预蛹 2 d表达量达到峰

值。此结果表明 Bm04862 是一个血细胞特异表

达基因，且可能在眠期和预蛹期的变态发育过

程中发挥着重要的功能 (图 4)。 
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图 3  家蚕 Bm04862 蛋白结构预测与分析 

Fig. 3  Prediction and analysis of the Bm04862 
protein. (A) The prediction of Bm04862 protein 
domain. (B) The prediction of the Bm04862 protein 
signal peptide. (C) The prediction of Bm04862 
transmembrane helices protein. 

 

2.4  Bm04862 基因全长过表达载体构建以及

亚细胞定位分析 

蛋白在细胞中的定位情况往往可以反应蛋

白的功能，为了对 Bm04862的亚细胞定位情况

进行研究。我们采用 PCR 技术克隆得到的

B m 0 4 8 6 2 基因 O R F 片段，将其连接到

pSL1180-A4-dsred-SV40 载体的 BamHⅠ限制性

酶切位点上，得到 pSL1180-A4-Bm04862-dsred- 

SV40 全长过表达载体。Sf9 是一种经典的昆虫 

 
 

图 4  Bm04862 组织与时期表达 

Fig. 4  Tissue and stage expression profile of 
Bm04862. (A) The expression of Bm04862 mRNA in 
the different tissues of the 3rd day of the 5th larvae. He: 
hemocytes; Ha: head; Te: testis; Ov: ovary; Mi: midgut; 
Ma: malpighian tubules; Ep: rpidermis; Si: silk gland; 
Fa: fat body. (B) The expression of Bm04862 mRNA in 
hemocytes from the molting period of the 4th larvae to 
the 1st day of spinning. L4D3: day 3 of the fourth 
instar larval; L4M: molting stage of the fourth instar 
larval; W: wandering stage; PP1: day 1 of prepup. 

 

细胞系模式，具有转染效率高等优势，因此本

论文选用 Sf9细胞进行细胞定位实验。利用细胞

转染技术将其转染进入 Sf9细胞 72 h后，在共

聚焦显微镜下观察其 dsred 融合蛋白的表达情

况。结果显示空白对照组的 dsred荧光信号在细

胞质中表达 (图 5B)，而实验组 dsred 信号在整

个细胞核膜表达以及在局部细胞质中表达   

(图 5A)。 
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图 5  Bm04862 蛋白在细胞系中的亚细胞表达定位 

Fig. 5  The subcellular localization of Bm04862 in embryonic cell line. (A) The cells transfected with 
pSL1180-A4-Bm04862-dsred-SV40 plasmid. (B) The cells transfected with pSL1180-A4-dsred-SV40 empty plasmid. 

 

2.5  微生物诱导分析  

昆虫血细胞在昆虫代谢、发育变态以及先

天免疫方面承担着重要的作用，Bm04862 在血

细胞中高表达，为研究 Bm04862 是否在免疫过

程中发挥作用，我们用大肠杆菌 Escherichia coli

对家蚕 5龄 2 d幼虫进行了微生物诱导实验。在

大肠杆菌分别诱导 3、6、12、24、36和 48 h后，

利用 qRT-PCR检测了 Bm04862基因在血细胞中

表达量变化情况 (图 6)，结果显示 Bm04862 基

因在大肠杆菌刺激 3−24 h表达量缓慢上调，其

中刺激 24 h 后表达量上升显著，为对照组的 2

倍，之后恢复到正常表达水平。此结果表明大

肠杆菌可以诱导 Bm04862 的表达，表明

Bm04862 基因可能参与到了家蚕抵御外源微生

物侵袭的免疫反应过程，且在此过程中扮演着

重要的角色。 

3  讨论 

昆虫基因在不同时间和空间的表达差异决

定着生物体的发育、分化、细胞周期调控、衰

老、程序性死亡等生理代谢过程[16]。越来越多

的研究表明昆虫造血系统的发育及功能都与脊 

 
 

图 6  微生物诱导后 Bm04862 的表达量分析 

Fig. 6  Expression analysis of Bm04862 after induced 
by microbes. *P<0.05 vs control PBS, **P<0.01 vs 
control PBS, Student’s t-test. n=3.  

 

椎动物的血液系统存在着相似之处[1,17-18]。家蚕

作为昆虫模式生物，对其血液系统相关基因的

研究工作，有利于新的血细胞的类型和谱系的

分子标记鉴定以及分子遗传工具和分析方法的

改进，表达调控机理、免疫应答和应用研究具

有重要的意义。本研究通过家蚕组织芯片数据

库，获得了血细胞特异表达的 Bm04862 基因，

通过各组织表达谱分析证实，该基因为血细胞

特异表达基因，但与其他物种的比对中未发现

相似性较高的同源基因，暗示该基因为一个未
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报道过的基因。血细胞时期表达模式分析表明

该基因在 4龄眠期以及预蛹 2 d时期表达量显著

上调，而眠期是家蚕变态发育中较为特别的时

期，在此期间，其内部进行着大量旧组织衰退、

新组织生成的剧烈过程，且容易受到外界病原

微生物的入侵，该基因的表达特征反映了

Bm04862 基因可能在此过程中扮演着重要的角

色 [19-21]。经过序列分析以及亚细胞定位发现

Bm04862 蛋白拥有一个信号肽结构，一个跨膜

结构并在细胞核膜表达，推测该基因为核膜蛋

白。核膜蛋白对染色质组织、基因调控、信号

转导等方面起着非常重要的作用[22-24]。结合微

生物诱导实验，推测该基因参与对抗外源微生

物的免疫应答中，可能在关键的免疫反应信号

通路中扮演着关键的角色。本文为对血细胞特

异基因 Bm04862 进一步的功能研究提供了数据

参考。 
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