
书书书

杨伟克，唐芬芬，刘增虎，等．１－脱氧野尻霉素对家蚕中肠ＢｍＳｕｃ１基因表达及其酶活性的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１１）：２９０－２９２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１１．０８７

１－脱氧野尻霉素对家蚕中肠 ＢｍＳｕｃ１基因表达
及其酶活性的影响

杨伟克，唐芬芬，刘增虎，钟　健，董占鹏
（云南省农业科学院蚕桑蜜蜂研究所，云南蒙自６６１１０１）

　　摘要：为研究１－脱氧野尻霉素（１－ｄｅｏｘｙｎｏｊｉｒｉｍｙｃｉｎ，简称ＤＮＪ）对家蚕中肠ＢｍＳｕｃ１基因表达及其酶活性的影响，
以５龄第３天家蚕为试验材料，经口添食不同剂量的生物碱ＤＮＪ，采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测中肠ＢｍＳｕｃ１的表
达情况，同时测定β－呋喃果糖苷酶的活性。结果表明，添食不同剂量的 ＤＮＪ均能引起 ＢｍＳｕｃ１基因在添食６、９ｈ出
现上调表达，但相对表达量有一定差异，添食４μｇ／头的处理组在添食６、９ｈ基因的相对表达量分别是对照组的１．９、
２．９倍，添食２μｇ／头的处理组在添食６、９ｈ基因的相对表达量分别仅为对照组的１．５、１．８倍。另外，添食４μｇ／头的
处理组β－呋喃果糖苷酶活性在添食６、９、１２ｈ显著高于对照组，而添食２μｇ／头的处理组酶活性仅在添食６、９ｈ显著
高于对照组。由结果可知，酶活性变化与基因的转录表达规律基本一致。
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　　１－脱氧野尻霉素（１－ｄｅｏｘｙｎｏｊｉｒｉｍｙｃｉｎ，简称 ＤＮＪ）属于
哌啶类多羟基生物碱，它能够抑制α－葡萄糖苷酶，具有一定
的降血糖功能［１］。研究发现，多种植物、微生物中均有 ＤＮＪ
及其类似物存在［２－３］，其中桑树中生物碱 ＤＮＪ的含量远高于
其他植物［４－５］。

蔗糖是包括昆虫在内的动物非常喜好的主要糖营养来

源，分解蔗糖的水解酶有 ２种：一种是催化葡萄糖侧基的
α－葡萄糖苷酶（α－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ），另一种是催化果糖侧基的
β－呋喃果糖苷酶（β－ｆｒｕｃｔｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ）［６］。ＤＮＪ能够抑制
α－葡萄糖苷酶活性，而对 β－呋喃果糖苷酶没有抑制作用。
ＤＮＪ能够通过抑制昆虫肠道 α－葡萄糖苷酶活性，阻止其分
解和吸收蔗糖营养，使其不能正常生长发育，甚至死亡［７］。

已有研究表明，生物碱 ＤＮＪ对非食桑昆虫卷心菜蛾、蓖麻蚕
具有强烈的毒害作用［８－９］。

Ｄａｉｍｏｎ等率先在家蚕基因组中发现了β－呋喃果糖苷酶
同源基因ＢｍＳｕｃ１，其编码的中肠蛋白酶具有蔗糖水解酶功
能，且活性不受ＤＮＪ的抑制［１０］。桑树的叶片、枝条和根茎等

部位富含 ＤＮＪ［１１］，寡食性昆虫家蚕一生以桑叶为食物来
源［１２－１３］，它能够克服生物碱毒性，正常吸收桑叶中的糖营养，

主要依赖β－呋喃果糖苷酶充分分解吸收桑叶中的蔗糖营
养，从而成功地避开桑叶生物碱 ＤＮＪ对 α－葡萄糖苷酶活性

的抑制作用［１０］。

本研究通过添食外源ＤＮＪ，利用实时荧光定量 ＰＣＲ对家
蚕中肠ＢｍＳｕｃ１基因的表达进行定量检测和分析，同时测定
β－呋喃果糖苷酶的变化规律，探讨外源ＤＮＪ对ＢｍＳｕｃ１基因
表达及其酶活性的影响，为深入研究家蚕回避桑叶生物碱

ＤＮＪ毒害作用的适应机制提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料与主要试剂
供试家蚕品种为菁松 ×皓月，来自云南省农业科学院蚕

桑蜜蜂研究所。主要试剂：ＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎＫｉｔ和Ｍ－ＭＬＶ反转录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公司），ＦａｓｔＳｔａｒｔ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ公司），生物碱 ＤＮＪ（Ｓｉｇ
ｍａ公司），蛋白定量测试盒和蔗糖水解酶测定试剂盒（南京
建成生物工程研究所），其他试剂为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　添食处理及样品采集　选取发育良好、体质量和大小
相当的家蚕５龄第３天幼虫，采用经口喂食的方法进行生物
碱ＤＮＪ添食，其中Ａ组喂食剂量为２μｇ／头，Ｂ组喂食剂量为
４μｇ／头，以添食灭菌水的家蚕为对照，添食后在同等条件下
饲喂。

取添食后３、６、９、１２、２４ｈ家蚕的中肠组织，对照组同时
取材，每次取样均分成２份，１份用于抽提 ＲＮＡ，另外１份用
于制备酶液，每次取样均设３次重复，每个重复取５头蚕，样
品收集后置于－８０℃保存备用。
１．２．２　总 ＲＮＡ的提取及反转录　按照 ＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌ
ＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ操作说明提取中肠组织 ＲＮＡ。在核酸蛋
白分析仪上测定 Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值，计算 ＲＮＡ样
品浓度，根据Ｍ－ＭＬＶ反转录酶使用说明书将抽提的 ＲＮＡ
反转录成ｃＤＮＡ。另外取Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．８０～２．００之间
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的样品，用于实时荧光定量ＰＣＲ试验。
１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测　利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软
件，按照Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ要求对选取的家蚕内参基因 Ａｃｔｉｎ３
及目标基因 ＢｍＳｕｃ１进行引物设计。Ａｃｔｉｎ３引物序列为 Ｆ：
５′－ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＴＣＧＴＧＡＴ－３′，Ｒ：５′－ＡＣＧＡＧＧＧＴＴＧ
ＧＡＡＧＡＧＧＧ－３′；ＢｍＳｕｃ１引物序列为 Ｆ：５′－ＡＡＴＣＣＡＧＴＣ
ＣＴＣＴＣＣＴＡＣＧＴＧＣ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＣＧＧＴＣＴＧＡＴＡＣＧＴＧＴＴＣＴ－
ＴＧ－３′。

荧光定量 ＰＣＲ方法参照 ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ试剂盒操作说明进行。反应体系 ２０μＬ，反应参数：
９５℃１ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。用 ＡＢＩ公司
ＳｔｅｐＯｎｅ荧光定量 ＰＣＲ扩增仪记录试验结果，每个样品设３
次重复。根据公式 ２－ΔΔＣＴ计算基因的相对表达量［１４］，其中

ΔΔＣＴ＝（ＣＴＢｍＳｕｃ１－ＣＴＡｃｔｉｎ３）处理 －（ＣＴＢｍＳｕｃ１－ＣＴＡｃｔｉｎ３）对照。式
中：ＣＴＢｍＳｕｃ１、ＣＴＡｃｔｉｎ３分别代表靶标基因ＢｍＳｕｃ１、内参基因Ａｃｔｉｎ３
在实时荧光定量ＰＣＲ反应过程中扩增的ＣＴ值。
１．２．４　β－呋喃果糖苷酶活性测定　酶液的制备：取家蚕中
肠样品，加入４℃预冷的１．０ｍＬ磷酸钾缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ值７．０），在冰上匀浆，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心５～８ｍｉｎ，收
集上清。

蛋白质含量测定按照蛋白定量试剂盒操作进行。测定原

理是蛋白质分子具有—ＮＨ３＋基团，当棕红色的考马斯亮兰显
色剂加入蛋白标准液或样品中时，考马斯亮兰染料上的阴离

子与蛋白—ＮＨ３＋结合，使溶液变为蓝色，通过测定５９５ｎｍ处
吸光度可计算出蛋白含量。计算公式：待测样品蛋白浓度

（ｇ／Ｌ）＝［（Ｄ５９５ｎｍ试验 －Ｄ５９５ｎｍ对照）／（Ｄ５９５ｎｍ标准 －Ｄ５９５ｎｍ空白）］×
标准品浓度（０．５６３ｇ／Ｌ）。每个样品重复３次，取其平均值，
下同。

酶活测定原理是β－呋喃果糖苷酶能水解相应的底物产
生单糖，该单糖在相应氧化酶的作用下产生过氧化氢，过氧化

氢同显色剂结合产生红色络合物，用分光光度计在５０５ｎｍ处
测定吸光度，根据以下公式计算酶性：酶活性（Ｕ／ｍｇ）＝
［（Ｄ５０５ｎｍ试验 －Ｄ５０５ｎｍ对照）／（Ｄ５０５ｎｍ标准 －Ｄ５０５ｎｍ空白）］×标准品浓
度（５．５５ｍｍｏｌ／Ｌ）÷反应时间（２０ｍｉｎ）÷待测样品蛋白浓
度×１０００。具体操作参照蔗糖水解酶活性测定试剂盒说明
书。酶活力定义：在３７℃、ｐＨ值为７．０的条件下，１ｍｇ蛋白
组织１ｍｉｎ内水解１ｎｍｏＬ蔗糖定义为１个酶活力单位。

２　结果与分析

２．１　添食ＤＮＪ对家蚕中肠ＢｍＳｕｃ１基因表达的影响
利用实时荧光定量ＰＣＲ的方法，对添食不同剂量生物碱

ＤＮＪ后家蚕中肠 ＢｍＳｕｃ１基因的表达进行定量检测和分析。
试验中采取的是相对定量计算方法，将对照组 ＢｍＳｕｃ１基因
的相对表达量设定为１．０，当添食组ＢｍＳｕｃ１基因的相对表达
量大于１．０时即为上调表达，若小于１．０时即为下调表达。
从图１可以看出，添食不同剂量（２、４μｇ／头）的生物碱 ＤＮＪ
均能引起家蚕中肠ＢｍＳｕｃ１表达量在６、９ｈ出现明显上调趋
势，其中处理６ｈ相对表达量最高，而处理３、１２、２４ｈ基因相
对表达量变化不明显，均接近对照组 ＢｍＳｕｃ１基因的相对表
达量１．０。

对比Ａ、Ｂ２个处理组可知，添食剂量越高基因表达量上

调幅度越大，其中添食量４μｇ／头的 Ｂ组，ＢｍＳｕｃ１相对表达
量在６、９ｈ分别是对照组的１．８４、２．９７倍，而添食量２μｇ／头
的Ａ组，在 ６、９ｈＢｍＳｕｃ１的相对表达量分别是对照组的
１５８、２．１９倍（图１）。

２．２　添食ＤＮＪ对家蚕中肠β－呋喃果糖苷酶活性的影响
添食不同剂量生物碱 ＤＮＪ后，由图２可见，不同剂量生

物碱ＤＮＪ处理家蚕，均能引起 β－呋喃果糖苷酶活性出现先
增强后减弱的趋势。添食量４μｇ／头的处理组（Ｂ组），在６、
９、１２ｈ时酶活性与对照组相比，差异均达到显著水平，其中在
处理６ｈ时，酶活性最高。而添食量 ２μｇ／头的处理组（Ａ
组），在处理９ｈ时酶活性最高，并且仅在６、９ｈ时酶活性与
对照组的差异达到显著水平。

　　由图２还可以看出，添食量４μｇ／头的处理组（Ｂ组），酶
活性上升速度较快，而下降速度较慢，在处理６ｈ就达到最高
值，随后在９、１２ｈ继续维持一个相对较高的水平，在２４ｈ酶
活性仍高于对照组，但差异未达到显著水平。添食量

２μｇ／头的处理组（Ａ组）酶活性上升速度较慢，而下降速度
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较快，在添食９ｈ酶活性升至最高值，随后急剧降低，在１２ｈ
已低于对照组，虽然在２４ｈ的酶活性高于对照组，但差异并
不显著。

３　讨论与结论

桑叶的乳液中含有大量的 ＤＮＪ、１，４－二脱氧 －１，４－亚
氨基－Ｄ－阿拉伯糖醇（简称 Ｄ－ＡＢ１）等糖类似物生物
碱［１１］，其中ＤＮＪ是一种强效的 α－葡萄糖苷酶抑制剂，而动
物体内的蔗糖消化吸收主要依赖于α－葡萄糖苷酶的水解作
用［１５］。研究表明，添食ＤＮＪ能导致一些昆虫丧失吸收和利用
蔗糖的能力，从而对其产生一定的毒害作用［８－９］。β－呋喃果
糖苷酶属于另一类蔗糖水解酶，广泛存在于真菌、细菌、酵母

菌和植物中［６］，它也能催化蔗糖水解产生葡萄糖、果糖，并且

其活性不受ＤＮＪ抑制［１１］。家蚕ＢｍＳｕｃ１是第１个被分子克隆
和功能鉴定的动物β－呋喃果糖苷酶基因［１０］。

家蚕主要依赖β－呋喃果糖苷酶充分分解吸收桑叶中的
蔗糖营养，所以桑叶中高浓度的 ＤＮＪ对家蚕没有毒害作用，
也不影响家蚕的生长发育［１０］。另外家蚕自身具有一定富集

ＤＮＪ的能力，其富集部位主要集中在血淋巴、消化管和体
壁［１６－１８］。但蚕体ＤＮＪ的富集、代谢机制目前还不明确，笔者
推测ＤＮＪ进入蚕体后，一部分被蚕体吸收利用，另一部分随
自身代谢产物排出体外。

家蚕无论是富集吸收ＤＮＪ，还是代谢利用ＤＮＪ，均需要能
量。ＢｍＳｕｃ１编码的β－呋喃果糖苷酶主要是水解家蚕体内
的蔗糖，为机体提供糖源和能量，因此添食外源 ＤＮＪ后，Ｂｍ
Ｓｕｃ１基因在一定时间范围内被上调表达，同时 β－呋喃果糖
苷酶活性显著高于对照组。随着时间的推移，进入蚕体的

ＤＮＪ逐渐被富集及代谢利用，其含量也相应减少，机体不需要
消耗过多能量去应对，ＢｍＳｕｃ１基因表达量及 β－呋喃果糖苷
酶活性恢复至接近对照组水平，维持机体正常的生命活动。

本研究表明，生物碱 ＤＮＪ能诱导家蚕 ＢｍＳｕｃ１基因的表
达，同时增强β－呋喃果糖苷酶的活性，并且基因的表达规律
与酶活性变化趋势一致。本试验中２种添食处理组，基因上
调表达的时间点是一致的，都是在添食后６、９ｈ，但表达量却
有所差异，添食ＤＮＪ的剂量越大，基因表达量越高。β－呋喃
果糖苷酶活性也是在添食６、９ｈ显著高于对照组；另外，添食
量４μｇ／头的处理组（Ｂ组），１２ｈ的酶活性也显著高于对照
组，这表明 ＤＮＪ剂量越大，对酶活性的影响时间越长。ＤＮＪ
对家蚕中肠ＢｍＳｕｃ１基因表达及其酶活性的影响是否与 ＤＮＪ
剂量有一定的相关性，有待进一步研究。
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