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　　家蚕核型多角体病毒病，俗称“血液型脓病”，是由于家
蚕感染了家蚕核型多角体病毒（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｎｕｃｌｅａｒｐｏｌｙｈｅ
ｄｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＢｍＮＰＶ）而引发的，是目前生产上主要的家蚕病
害，对蚕茧生产造成了很大危害。自１９４７年 Ｂｅｒｇｏｌｄ分离纯
化出家蚕脓病病毒［１］以后，各国科学家对该病毒的结构、侵

染方式和途径、遗传规律，以及针对该病毒提出的各种防病、

抗病措施等进行了研究［２－５］，并取得了一定进展。从育种角

度来说，培育对病原有强抵抗力的品种将是最有效、也是最环

保低碳解决生产问题的途径。近年来，随着分子生物学技术

的进步，各种分子标记的开发和利用在抗病育种中得到了很

好的利用［６－８］。

笔者从保存的家蚕种质资源中获得了一份抗病材料，经

遗传分析所发现的抗病基因为显性主基因遗传模式［９］。以

春用蚕品种８７１、８７２和耐病主基因的载体品种为育种亲本，
采用基因导入、杂交、回交、纯合固定等方法，导入耐病主基因

获得蚕新品种，该品种于２０１１年通过四川省蚕品种审定委员
会审定。

从已育成的抗性品种推广情况看，一般隔若干年后往往

会因为基因漂流、新变异产生［１０］、地理环境的改变等原因造

成品种的抗病能力降低。因此，每隔几年应该对品种的抗病

性做测试，检验抗病能力是否下降，以便及时研究应对措施，

防止因抗病基因的遗失给生产上带来消失。另外，用分子标

记辅助育种的手段，从分子水平（ＤＮＡ）上准确地追踪抗性基
因或者与抗性基因连锁的ＤＮＡ片段，则可以大大缩短育种年
限，提高检测抗病性能的效率［１１］。

通过经口添毒的方法，比较抗病家蚕品种与原系统抗

ＢｍＮＰＶ能力，用分子标记技术开展抗病基因筛选，并用抗病
基因（与抗病基因连锁的分子标记）检测家蚕品种的抗

ＢｍＮＰＶ能力，为培育优质、高产、具长久稳定抗 ＢｍＮＰＶ能力
的实用新品种奠定基础。

１　材料与方法

１．１　家蚕品种
供试的家蚕品种为８７１、８７２、８７１×８７２、８７２×８７１、８７１Ｃ、

８７２Ｃ、８７１Ｃ×８７２Ｃ、８７２Ｃ×８７１Ｃ（带Ｃ为抗 ＢｍＮＰＶ品种），均
由中国农业科学院蚕业研究所品种资源室提供。

１．２　主要试剂及工具酶
蛋白酶Ｋ、ＰＣＲ回收试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＰＣＲ配套

缓冲液、４ｄＮＴ等购自ＴａＫａＲａ公司，ＪＭ１０９感受态细胞、Ｅ．ｃｏｌｉ
菌株等为上海生工生物工程公司产品。

１．３　引物合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ中已经公开的与家蚕ＢｍＮＰＶ抗性基因连

锁的ＤＮＡ序列（ＡＹ３８０８３３．１），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计１对特
异性引物ａｎｔｉＮＰＶ－Ｆ（５′－ＴＣＡＣＡＣＡＧＴＣＡＡＡＡＣＣＣＧＴ－３′）
和ａｎｔｉＮＰＶ－Ｒ（５′－ＴＧＴＡＧＡＡＡＡＴＣＣＴＣＣＣＣＣＴ－３′）。引物
由上海生工生物工程有限公司合成。

１．４　攻毒方法
采用经口添毒的方式，将１×１０９ＮＰＶ多角体／ｍＬ浓度的

病毒逐级稀释成１×１０８、１×１０７、１×１０６、１×１０５多角体／ｍＬ，
共５个浓度梯度；８７１、８７２及其杂交种（正反交）用１×１０５～
１×１０８多角体／ｍＬ这４种病毒浓度添毒，８７１Ｃ、８７２Ｃ及其杂
交种用１×１０６～１×１０９多角体／ｍＬ这 ４种病毒浓度添毒。
取２龄蚕，分别数３０头于二重皿中，然后将不同浓度的病毒
液涂抹于直径为２ｃｍ的桑叶上，每张叶片５０μＬ，稍干燥后
每个试验区给桑叶 ４张（可在二重皿盖上平铺湿纸补湿）。
２４ｈ后饲喂新鲜桑叶，每天２次，统计病蚕头数，用 ＳＰＳＳ１６
计算半致死浓度（ＬＣ５０），调查抗病品种及原系统品种的抗
病性。

１．５　基因组ＤＮＡ的提取
参照夏庆友等的方法［１２］，取试验品种的家蚕蛾子头部放

入加有家蚕基因组 ＤＮＡ抽提缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ值８．０；０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８．０；０．５％ＳＤＳ）的 ＥＰ管
中，用匀浆器研磨；５５℃水浴５～７ｈ后用酚、氯仿抽提，再用
无水乙醇沉淀ＤＮＡ；将样品ＤＮＡ溶解在０．１×ＴＥ（ｐＨ值８～
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１０）中，并用分光光度计检测 ＤＮＡ浓度及纯度（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
在１．８～２．０之间表示纯度较高）；将ＤＮＡ样品－２０℃保存。
１．６　ＰＣＲ扩增及序列分析

以ａｎｔｉＮＰＶ－Ｆ和ａｎｔｉＮＰＶ－Ｒ为引物，分别以８７１、８７２、
８７１Ｃ、８７２Ｃ家蚕基因组ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反
应条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，４９℃５０ｓ，７２℃７０ｓ，３５个
循环；７２℃７ｍｉｎ。反应结束后，ＰＣＲ产物经电泳鉴定，通过
胶回收纯化目的片段，然后将目的片段与 ｐＭＤ１８－Ｔ载体连
接，将其转化ＪＭ１０９感受态细胞，进行测序验证。用 ＢＣＢＩ的
Ｂｌａｓｔ对测序结果进行比对。

２　结果与分析

２．１　抗性品种与原系统品种抗ＢｍＮＰＶ性能差异
由表１可见，２０１２年，家蚕原系统８７１、８７２及其杂交种

经口添饲 ＢｍＮＰＶ病毒后，８７１、８７２、８７１×８７２、８７２×８７１的
ＬＣ５０依次为３．００４×１０

７、７．６５４×１０６、１．８９０×１０７和３．７０１×
１０６多角体／ｍＬ，８７１、８７２杂交种和原种之间没有差异；抗病
系８７１Ｃ、８７２Ｃ×８７１Ｃ在整个添毒过程中没有 １头死亡，
８７２Ｃ、８７１Ｃ×８７２Ｃ则在高浓度病毒攻毒时发病率仅为３．３％。

表１　２０１２年不同家蚕品种对ＢｍＮＰＶ的抵抗力比较

品种名
病毒浓度

（多角体／ｍＬ）
平均发病率

（％）
ＬＣ５０

（多角体／ｍＬ）
８７１ １×１０５ １０．０ ３．００４×１０７

１×１０６ １６．７
１×１０７ ５６．７
１×１０８ ９３．３

８７２ １×１０５ １６．７ ７．６５４×１０６

１×１０６ ２６．７
１×１０７ ６０．０
１×１０８ １００．０

８７１×８７２ １×１０５ ６．７ １．８９０×１０７

１×１０６ １３．３
１×１０７ ２０．０
１×１０８ ８６．７

８７２×８７１ １×１０５ ６．７ ３．７０１×１０６

１×１０６ １３．３
１×１０７ ７０．０
１×１０８ １００．０

８７１Ｃ １×１０６ ０
１×１０７ ０
１×１０８ ０
１×１０９ ０

８７２Ｃ １×１０６ ０
１×１０７ ０
１×１０８ ３．３
１×１０９ ３．３

８７１Ｃ×８７２Ｃ １×１０６ ０
１×１０７ ０
１×１０８ ０
１×１０９ ３．３

８７２Ｃ×８７１Ｃ １×１０６ ０
１×１０７ ０
１×１０８ ０
１×１０９ ０

由于在各个浓度级攻毒时，抗病品种发病率等于（或接近）

零，无法计算出 ＬＣ５０来衡量８７１Ｃ、８７２Ｃ及其杂交种与８７１、
８７２及其杂交种之间抗病力的倍数差异；但是，可以对照相同
数量级病毒攻读时，各品种的发病率来比较它们抗病力的强

弱，抗病品种与原品种之间抗病力存在极显著差异，尤其是高

浓度病毒攻毒时，抗病系几乎不受影响，而原品种全部发病。

对比表１和表２数据可见，抗病蚕品种８７１Ｃ、８７２Ｃ及其
杂交种在用低浓度病毒（１０６～１０７多角体／ｍＬ）攻读时，表现
出对ＢｍＮＰＶ病毒的不感染性，而用高浓度病毒（１０８～１０９多
角体／ｍＬ）攻毒时，２００８年的死亡率呈上升趋势，达４０％，而
２０１２年这些品种依然表现出不感染性。由此可见，８７１Ｃ、
８７２Ｃ及其杂交种对ＢｍＮＰＶ的抵抗性没有随着推广年限的增
加而减弱。

表２　２００８年不同家蚕品种对ＢｍＮＰＶ的抵抗力比较

品种名
病毒浓度

（多角体／ｍＬ）
平均发病率

（％）
ＬＣ５０

（多角体／ｍＬ）
８７１ １×１０５ ２８ ２．７８２×１０５

６×１０５ ６６
３．６×１０６ ９４
２．１６×１０７ １００．０
１．２９６×１０８ １００．０

８７２ １×１０５ １１ ２．７５５７×１０６

６×１０５ ２５
３．６×１０６ ４９
２．１６×１０７ ７７
１．２９６×１０８ １００．０

８７１×８７２ １×１０５ ４８ １．７３４６×１０５

６×１０５ ６１
３．６×１０６ ７５
２．１６×１０７ ９２
１．２９６×１０８ ９８

８７２×８７１ １×１０５ １６ １．３６１１×１０６

６×１０５ ３５
３．６×１０６ ６６
２．１６×１０７ ８５
１．２９６×１０８ ９８

８７１Ｃ １×１０６ ０ １．０１８３×１０１０

６×１０６ ０
３．６×１０７ １１
２．１６×１０８ １７
１．２９６×１０９ ２５

８７２Ｃ １×１０６ ０ ８．１０８×１０９

６×１０６ ０
３．６×１０７ １５
２．１６×１０８ １９
１．２９６×１０９ ２７

８７１Ｃ×８７２Ｃ １×１０６ ０ ３．７２４×１０９

６×１０６ ０
３．６×１０７ ０
２．１６×１０８ ２
１．２９６×１０９ ２２

８７２Ｃ×８７１Ｃ １×１０６ ０ １．８１１２×１０９

６×１０６ ０
３．６×１０７ ０
２．１６×１０８ ７
１．２９６×１０９ ４０

２．２　与ＢｍＮＰＶ抗性基因连锁分子标记的筛选
以ａｎｔｉＮＰＶ－Ｆ和 ａｎｔｉＮＰＶ－Ｒ为引物，分别以 ８７１Ｃ、

８７２Ｃ及其原系统８７１、８７２的基因组 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ
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扩增，结果（图１）表明，８７１Ｃ、８７２Ｃ扩增显示为阳性（第２～７
泳道），８７１、８７２扩增显示为阴性（第８～１３泳道），分子标记
筛选的结果与实际添毒试验结果一致。８７１Ｃ和８７２Ｃ具有与
ＢｍＮＰＶ抗性基因连锁的分子片段，这２个品种在添毒试验中
也表现了很强的抗ＢｍＮＰＶ能力，而８７１和８７２中不能扩增出
与ＢｍＮＰＶ抗性基因连锁的分子片段，对ＢｍＮＰＶ易感。

２．３　序列分析
用１对特异性引物ａｎｔｉＮＰＶ－Ｆ和ａｎｔｉＮＰＶ－Ｒ扩增８７１Ｃ

和８７２Ｃ品种中的抗性片段，将其和 ｐＭＤ１８－Ｔ载体相连接，
转化至ＪＭ１０９感受态细胞，然后挑斑、摇菌，菌液 ＰＣＲ（引物
为Ｍ１３）的结果如图２所示，最后进行测序。测定序列长度为
９９９ｂｐ，与ＡＹ３８０８３３中对应序列的同源性为９９．９０％，仅有１
个不同碱基：ＡＹ３８０８３３序列 ６１１（Ｃ）位点上对应的序列是
５０８（Ｔ），与ＡＹ３８０８３４中对应序列的同源性为１００％。

３　小结与讨论

家蚕对 ＢｍＮＰＶ的抵抗性因品种不同呈现显著性差
异［１３］。通过适当的方法，将抗性基因导入实用品种，可快速

育成对ＢｍＮＰＶ具有高抗性的家蚕品种，并且，经过多年饲养
后，其抗性依然保持不变。２０１２年的试验结果表明，不管是
原系统还是抗病系对ＢｍＮＰＶ的抵抗性都比２００８年增强了，

推测可能是由于所用病毒保存期稍长，致使其致病力降低的

缘故。

结合 已报道 的 ＢｍＮＰＶ抗 性基 因连锁 分子标记
（ＡＹ３８０８３３），利用分子标记技术，检测了实用品种８７１、８７２
及其抗病系８７１Ｃ、８７２Ｃ中与 ＢｍＮＰＶ抗性相关的基因，结果
表明，该分子标记（ＡＹ３８０８３３）在不同品种间表现出差异，并
且与ＢｍＮＰＶ的抗性紧密相关，即添食病毒后易感的品种检
测结果为阴性，具有高抗的品种８７１Ｃ、８７２Ｃ检测结果显示阳
性。８７１Ｃ、８７２Ｃ之所以具有很强的抗 ＢｍＮＰＶ能力，是由于
导入了抗病主效基因，这与笔者以前的研究结果［９］吻合。通

过检测品种是否含有与主效基因连锁这一 ＤＮＡ片段来判断
该品种对ＢｍＮＰＶ的抵抗力强弱，与曹锦如等的研究结果［１１］

不太相同，这可能是家蚕ＢｍＮＰＶ抗性遗传相对复杂，所用研
究材料不同造成的。
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