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　　摘要：分析家蚕δ－鸟氨酸转氨酶基因Ｂｍｏａｔ序列信息，明确其组织转录规律，结合家蚕感染ＢｍＮＰＶ对其表达的
影响，初步探索该基因功能。克隆家蚕δ－鸟氨酸转氨酶基因 ＢｍｏａｔＯＲＦ序列，对该基因编码区的氨基酸序列、分子
量、结构域等进行生物信息学分析；利用ＧｅｎｅＤｏｃ与ＭＥＧＡ５．０软件对ＢｍＯＡＴ与其他物种δ－鸟氨酸转氨酶进行多序
列比对和系统进化分析；利用半定量ＲＴ－ＰＣＲ对其组织和时期转录情况进行分析；实时荧光定量ＰＣＲ检测家蚕添食
ＢｍＮＰＶ后Ｂｍｏａｔ的表达情况。Ｂｍｏａｔ编码４０７个氨基酸，属非分泌型蛋白，预测分子量为４４．７ｋｕ，等电点为 ６．３６。
氨基酸序列同源性比较发现，ＢｍＯＡＴ与棉铃虫转氨酶同源性最高，为８４．３％。组织和时期转录特征分析表明，该基因
在家蚕幼虫的各个组织均表达，且在家蚕整个幼虫时期持续性表达。Ｂｍｏａｔ在家蚕感染ＢｍＮＰＶ３ｈ表达量基因明显
上调，而在１２、２４ｈ呈现下调，表明Ｂｍｏａｔ的表达受到ＢｍＮＰＶ感染的诱导。家蚕δ－鸟氨酸转氨酶Ｂｍｏａｔ在家蚕感染
ＢｍＮＰＶ后发生响应，推测该基因参与家蚕免疫应答，进而形成一定的机体能量补偿机制。
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　　家蚕能量代谢过程中，精氨酸在精氨酸酶的作用下水解
成鸟氨酸和尿素［１－２］，其中δ－鸟氨酸转氨酶（ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ－δ－
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，δ－ＯＡＴ）作为鸟氨酸代谢途径中的关键酶，
对脯氨酸合成起着重要作用［３］，而脯氨酸参与机体的能量代

谢［４］；家蚕感染ＢｍＮＰＶ以后新陈代谢明显加快，家蚕体内能
量代谢水平会高于或低于未感染家蚕［５］，因此研究 Ｂｍｏａｔ基
因对了解其参与家蚕感染ＢｍＮＰＶ后免疫应答功能和能量供
应的一些补偿机制具有重要意义。

δ－鸟氨酸转氨酶是１种线粒体基质酶，它主要在生物机
体合成脯氨酸过程中发挥关键作用［６－７］，其 ｃＤＮＡｓ从酵母到
人的多种物种中得到分离，δ－ＯＡＴ几乎在动物各种组织中
表达，当外界生理刺激侵入机体时该酶能在特异组织产生应

答［８］。果蝇δ－鸟氨酸转氨酶基因与哺乳动物相比具有较高
的同源性，其编码４７ｋｕ大小的蛋白，该基因在果蝇的脂肪体
内高效表达［９］。在植物拟南芥体内，δ－ＯＡＴ蛋白氨基酸序
列同样与酵母、哺乳动物等序列高度同源，在土壤盐分高浓度

胁迫条件下，δ－ＯＡＴ蛋白活性和ｏａｔ基因ｍＲＮＡ水平显著高
于正常条件下培养的植株［１０］，再者转基因烟草体内过量表达

δ－ＯＡＴ蛋白能够增加植株的抗逆性［１１］。Ｙｏｕ等研究发现通

过转基因使小鼠过量表达 δ－ＯＡＴ蛋白，小鼠在干旱和高渗
透压环境下抗逆性增强［１２］。与哺乳动物相比，关于昆虫

δ－ＯＡＴ基因相关研究较少；δ－鸟氨酸转氨酶参与了家蚕能
量代谢，至今鲜有相关 Ｂｍｏａｔ基因在免疫应答机理方面的报
道。本研究克隆δ－鸟氨酸转氨酶编码基因，对该基因进行
生物信息学及转录情况分析，并结合 ＢｍＮＰＶ侵染明确其表
达规律对防御ＢｍＮＰＶ的免疫应答机制，为探索基因在家蚕
免疫方面的功能和防御应答模式提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料及主要试剂
家蚕品种Ｐ５０和ＢｍＮＰＶ，均由云南省农业科学院蚕桑蜜

蜂研究所保存。本试验使用病毒浓度为５．２７×１０６／ｍＬ。
ＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、Ｍ－ＭＬＶ反转录

试剂盒、ＰＣＲ相关试剂、荧光定量 ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒，均为宝生物工程（大连）有限公司
产品；引物、凝胶回收试剂盒及其他化学试剂，均为生工生物

工程（上海）股份有限公司产品。

１．２　试验方法
１．２．１　家蚕样品的采集　家蚕正常条件饲养至５龄３ｄ，收
集家蚕幼虫头部、血液、中肠、脂肪体、马氏管、丝腺、精巢和卵

巢组织样品；在家蚕饲养过程中，收集家蚕蚁蚕至上蔟不同发

育时期个体；在ＢｍＮＰＶ处理的试验中，家蚕按常规方法饲养
至５龄起蚕后分为 ２组，其中试验组每头蚕添食 １０μＬ
ＢｍＮＰＶ多角体悬浮液（５．２７×１０６／ｍＬ），对照组添食等量的
ｄｄＨ２Ｏ。添食后在相同条件下饲养。采集添食 ＢｍＮＰＶ或
ｄｄＨ２Ｏ后３、６、１２、２４ｈ家蚕的中肠组织，采集的样品进行３
次生物学重复，每个重复至少取 ５头蚕，采集的样品置于
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－８０℃ 保存备用。
１．２．２　家蚕总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　家蚕中肠组织用液
氮充分研磨，根据 ＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ总
ＲＮＡ提取试剂盒抽提 ＲＮＡ。在紫外分光光度计上测定组织
ＲＮＡ样品浓度和纯度，保留Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在１．８～２．０之
间的样品，按照Ｍ－ＭＬＶ反转录酶使用说明书将抽提的ＲＮＡ
反转录成ｃＤＮＡ。
１．２．３　ＢｍＯＡＴ序列分析　参照家蚕基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｓｉｌｋｗｏｒｍ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ／）设计Ｂｍｏａｔ的引物（表１）。将提
取的家蚕５龄３ｄ各组织总ＲＮＡ反转成ｃＤＮＡ。以家蚕脂肪
体组织ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，扩增条件：９５℃预变性
４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循
环；最后７２℃终延伸１０ｍｉｎ。胶回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，
纯化后的ＰＣＲ产物连接至 ｐＭＤ１８－Ｔ载体并转化大肠杆菌
Ｔｏｐ１０，利用Ｍ１３引物扩增验证阳性克隆，阳性菌液送生工生
物工程（上海）股份有限公司测序。对 ＢｍＯＡＴ蛋白的分子
量、等电点（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）、信号肽
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）、功能结构域
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）、
蛋白质二级结构（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／ｐｓｉｐｒｅｄ／）和三
级结构（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行在线预测；用
ＧｅｎｅＤｏｃ软件对 ＢｍＯＡＴ与其他物种 δ－鸟氨酸转氨酶进行
多序列比对，用 ＭＥＧＡ５．０软件［１３］中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发生树（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复检验进化树
的可靠性）。

表１　本研究所用引物

引物名称 引物序列（５′－３′） 扩增片段长度

（ｂｐ）

Ｂｍｏａｔ－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＡＡＣＡＡＡＡＴＴＴＧＴＣＡＴＣ １２２６
Ｂｍｏａｔ－Ｒ ＣＧＴＴＡＴＴＴＴＴＧＡＡＡＧＣＴＴＴＧＧＡＡＧ
ＢｍｏａｔＲＴ－Ｆ ＣＣＡＧＧＣＡＣＴＣＡＣＧＧＡＴＣＡＡＣ ２３６
ＢｍｏａｔＲＴ－Ｒ ＣＧＧＡＧＡＣＡＣＡＡＣＴＣＣＧＡＴＧＣ
ＢｍｏａｔｑＰＣＲ－Ｆ ＡＧＣＡＴＴＣＣＡＧＣＡＴＣＧＧＡＧＴＴＧＴＧ １２１
ＢｍｏａｔｑＰＣＲ－Ｒ ＣＴＣＧＴＡＴＣＴＧＴＧＣＣＴＣＴＧＴＧＡＴＧＡＣ
Ｂｍａｃｔｉｎ３－Ｆ ＣＣＧＴＡＴＧＣＧＡＡＡＧＧＡＡＡＴＣＡ １２７
Ｂｍａｃｔｉｎ３－Ｒ ＴＴＧＧＡＡＧＧＴＡＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧ

１．２．４　Ｂｍｏａｔ基因时空转录情况分析　根据 Ｂｍｏａｔ基因序
列设计ＲＴ－ＰＣＲ半定量与ｑＲＴ－ＰＣＲ荧光定量引物，由表１
可知，Ｂｍａｃｔｉｎ３为内参基因，以家蚕５龄３ｄ幼虫各组织器官
及蚁蚕５龄７ｄ幼虫组织器官 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，
ＲＴ－ＰＣＲ扩增条件：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ３０，７２℃ ３０ｓ，共３１
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶检测。
ｑＲＴ－ＰＣＲ反应仪器为 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌ－Ｔｉｍｅｓｙｓｔｅｍ（Ｌｉｆｅ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），参照 ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨ
Ｐｌｕｓ）试剂盒操作说明配制荧光定量反应体系，反应体系为
２０μＬ（ＳＹＢＲ预混液 １０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ上 下游 引物各 ０．４μＬ，模板 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７．８μＬ），反应程序：９５℃预变性３０ｓ；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
４０个循环。每个样品进行３次重复，收集试验组和对照组目
的基因与内参基因的Ｃｔ值进行数据分析。采用２－ΔΔＣｔ计算目
的基因的相对表达量，其中 ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ靶标 －Ｃｔ内参）处理 －（Ｃｔ靶标 －
Ｃｔ内参）对照。同样以ＢｍＡｃｔｉｎ３为内参基因，家蚕蚁蚕５龄７ｄ幼

虫各组织器官的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，对家蚕整个幼
虫时期目的基因转录情况进行分析。

１．２．５　ＢｍＮＰＶ感染家蚕５龄幼虫后Ｂｍｏａｔ的转录分析　设
计Ｂｍｏａｔ的荧光定量ＰＣＲ引物，由表１可知，在ＢｍＮＰＶ处理
的试验中，以不同时间段的２组家蚕中肠组织ｃＤＮＡ为模板，
Ｂｍａｃｔｉｎ３为内参基因进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，反应条件
及目的基因相对表达量的计算方法同“１．２．４”节。

２　结果与分析

２．１　Ｂｍｏａｔ克隆与序列分析
根据家蚕基因组数据库设计 Ｂｍｏａｔ特异性引物，以家蚕

５龄３ｄ中肠组织 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，目的基因片
段经过克隆并测序。结果显示，ＢｍｏａｔＯＲＦ全长为１２２４ｂｐ，
编码４０７个氨基酸，信号肽预测为非分泌型蛋白；通过 ＮＣＢＩ
ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎＳｅａｒｃｈ在线工具发现，８～４０２位氨基酸为
磷酸吡啶依赖酶（ｐｙｒｉｄｏｘａｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）的转氨酶结构域
（Ｔｒｙｓｉｎ－ｌｉｋｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｄｏｍａｉｎ）。预 测 分 子 量 为
４４．７ｋｕ，理论等电点为６．３６。利用ＰＳＩＰＲＥＤＳｅｒｖｅｒ在线软件
预测ＢｍＯＡＴ蛋白质的二级结构（图１－Ａ），预测结果发现，
ＢｍＯＡＴ蛋白由１２个α螺旋、１４个β折叠和一些无规则卷曲
构成；通过ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ同源建模预测 ＢｍＯＡＴ蛋白质三
级结构，构建三维结构图（图１－Ｂ），与其二级结构特征一致。
　　ＢｍＯＡＴ的氨基酸序列（ＢＧＩＢＭＧＡ００３５６４－ＴＡ）与 ＮＣＢＩ
上登录的其他昆虫δ－鸟氨酸转氨酶进行多序列比对。结果
显示，序列中均含有磷酸吡啶依赖酶的转氨酶结构域（图２）；
其中 ＢｍＯＡＴ与 棉 铃 虫 ＯＡＴ（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：ＸＭ＿
０２１３３７８３２）序列同源性最高，为８４．３％。利用 ＭＥＧＡ５．０软
件，采用邻接法对上述鸟氨酸转氨酶构建系统进化树（图３），
进化分析结果显示，不同物种鸟氨酸转氨酶聚为２支（Ｃｌａｄｅ
Ⅰ和 ＣｌａｄｅⅡ），ＢｍＯＡＴ与棉铃虫和小菜蛾氨基转移酶在亲
缘关系上较近。

２．２　Ｂｍｏａｔ时空转录情况分析
通过半定量 ＲＴ－ＰＣＲ对 Ｂｍｏａｔ在５龄３ｄ各组织的表

达进行检测。组织转录情况分析发现，Ｂｍｏａｔ在家蚕各个组
织均有转录（图 ４－Ａ１），以精巢相对表达量最高（图 ４－
Ａ２）。对家蚕蚁蚕整个幼虫时期进行表达谱分析发现，Ｂｍｏａｔ
基因在家蚕整个幼虫时期持续性表达（图４－Ｂ）。
２．３　ＢｍＮＰＶ感染家蚕后Ｂｍｏａｔ的转录分析

为了检测 Ｂｍｏａｔ是否参与家蚕的免疫应答，以添食
ｄｄＨ２Ｏ的５龄起蚕作为试验组，ＢｍＮＰＶ处理的起蚕为试验
组，利用实时荧光定量 ｑＲＴ－ＰＣＲ（图４）对 Ｂｍｏａｔ在中肠的
转录水平进行分析。结果显示，与对照组相比，试验组家蚕感

染ＢｍＮＰＶ３ｈ后 ＢｍｏａｔｍＲＮＡ转录水平开始升高，而感染
６ｈ时无明显变化，至感染１２、２４ｈ时开始下调表达，这说明
Ｂｍｏａｔ的表达受病原微生物 ＢｍＮＰＶ入侵的影响，ＢｍＮＰＶ侵
染家蚕的第一道屏障是中肠，再结合其在正常家蚕中 Ｂｍｏａｔ
基因表达水平，认为它在防御 ＢｍＮＰＶ方面发挥着重要的
作用。

３　结论与讨论

δ－鸟氨酸转氨酶是一种线粒体基质酶，它主要参与生物
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机 体 能 量 代 谢。本 研 究 成 功 克 隆 获 得 Ｂｍｏａｔ基 因
（ＢＧＩＢＭＧＡ００３５６４－ＴＡ），其基因序列由９个外显子和８内含
子组成，编码区全长１２２４ｂｐ，编码４０７个氨基酸，属非分泌
性蛋白，预测分子量为４４．７ｋｕ，等电点为６．３６。氨基酸多重
序列比对分析结果表明，ＢｍＯＡＴ与棉铃虫 ＯＡＴ序列同源性
最高（８４．３％）；而系统发育进化树显示，家蚕与鳞翅目昆虫
棉铃虫和小菜蛾转氨酶同聚在ＣｌａｄｅⅠ一个分支上。微生物、
昆虫、植物和动物δ－ＯＡＴ中均含有磷酸吡啶依赖酶 ＰＬＰ的
保守结构域［１４］，ＢｍＯＡＴ与鳞翅目昆虫棉铃虫和小菜蛾 ＯＡＴ
序列具有高度保守的底物特异性位点，因此可利用底物类似

物、基因定点突变等方式来预防农林害虫。

在对ＢｍＯＡＴ蛋白进行酶活测定时发现［１５］，该蛋白在家

蚕５龄期间、羽化后乃至蛹期仍具有较高活力，加之Ｂｍｏａｔ基
因在家蚕各个组织中均有表达且整个幼虫时期呈持续性表

达，说明该基因在家蚕整个生理周期都表达；脂肪体作为昆虫

氨基酸代谢的重要场所，ｏａｔ基因在双翅目昆虫果蝇脂肪体高
丰度表达［９］，而 Ｂｍｏａｔ基因在家蚕的性腺组织高量表达

（图４－Ａ２），这可能与基因转录的剪切方式和氨基酸代谢有
关，有待近一步验证。

中肠是家蚕防御 ＢｍＮＰＶ等病源微生物的重要免疫场
所，本研究以家蚕中肠作为探索 Ｂｍｏａｔ基因是否参与免疫响
应的对象，家蚕添食ＢｍＮＰＶ病毒粒子后，感染组和对照组目
的基因荧光定量结果表明，Ｂｍｏａｔ基因转录水平在家蚕感染
ＢｍＮＰＶ后发生明显变化，在感染３ｈ时呈上调趋势，在家蚕
感染ＢｍＮＰＶ病毒粒子早期，宿主体内病毒数量较少，ＢｍＮＰＶ
作为免疫刺激因子诱导了 Ｂｍｏａｔ基因的表达，家蚕为防御病
毒入侵而新陈代谢加快，产生更多能量；而在感染６ｈ时基因
表达量无明显变化，感染至１２、２４ｈ时均表现出明显下调，此
时随着ＢｍＮＰＶ感染时间的延长，病毒在宿主体内大量繁殖，
吸收和消耗了大量蚕的养分，使蚕缺乏营养，抑制了目的基因

的表达，进而产生上述的试验结果。
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红景天提取物对西藏高海拔地区肉鸡

生产性能和腹水敏感性的影响

李　龙１，２，刘锁珠２，王宏辉２，张振仓１

（１．杨凌职业技术学院动物工程分院，陕西杨凌７１２１００；２．西藏农牧学院动物科学学院，西藏林芝 ８６００００）

　　摘要：通过日粮中添加不同比例的红景天提取物，研究红景天提取物对西藏高海拔地区肉鸡生产性能和腹水敏感
性的影响。试验选用９００羽１日龄雄性ＡＡ肉仔鸡，随机分为５个处理组，每组重复６个，每个重复３０羽，分别在基础
日粮（对照组）中添加０．１０％、０．１５％、０．２０％、０．４０％红景天水提物干粉，试验期４２ｄ。研究表明，相比于对照组，
０２０％、０．４０％红景天提取物处理组明显提高了肉鸡的平均日增质量和平均日采食量，但对饲料转化率无显著影响。
添加０．２０％、０．４０％红景天提取物显著降低了肉鸡腹水死亡率，而添加０．１５％、０．２０％、０．４０％红景天提取物显著降
低了肉鸡非腹水死亡率。添加０．２０％、０．４０％红景天提取物在１４、２８、４２ｄ显著提高了肉鸡红细胞数量、血红蛋白浓
度和红细胞压积，而添加０．１０％、０．１５％红景天提取物显著提高了４２ｄ时肉鸡红细胞数量、血红蛋白浓度和红细胞压
积。结果提示，日粮中添加红景天提取物能够提高高原缺氧环境下肉鸡的生产性能，减低死亡率和腹水敏感性，但存

在剂量依赖性，以０．２０％添加效果最佳。
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　　目前西藏养禽业发展迅速，尽管西藏本地的藏鸡能很好
地适应高海拔缺氧环境［１］，但其生长仍缓慢，很难满足当地

日益增长的禽肉需求量。因此，当地养殖户开始引进内地生

长速度更快的肉鸡品种，但是这些引入品种不能很好地适应

高海拔地区的缺氧环境，使肉鸡在缺氧条件下表现出生产性

能降低和死亡率高（特别是腹水死亡率）的特点［２］。如何有

效地缓解缺氧对肉鸡饲养的负面影响已成为当地养殖户重点

关心的问题。

红景天主要分布于欧亚的高海拔地区，在我国青藏高原

广泛分布。红景天根茎中含有大量活性成分，如酚酸类、三萜

类、黄酮类、类苯脂类和苯丙脂类，其中红景天苷、罗塞维和酪

醇被认为是红景天中３种主要的活性成分［３－４］。红景天因其

抗缺氧［５］、抗氧化［６］、抗抑郁［７］、调节机体免疫机能［８］和增强

机体适应性［９］等生理功能已在人类医药中广泛应用。笔者

所在课题组前期研究发现饲料中添加红景天对缺氧条件下肉

鸡生产性能无影响，但低剂量的红景天粉（０．５％）能够降低
肉鸡非腹水死亡率、提高肉鸡的抗氧化能力和免疫力，而高剂

量红景天粉会减少肉鸡的采食量从而降低肉鸡的生产性能，

并且红景天粉对肉鸡的腹水敏感性无显著影响［１，１０－１１］，但结

果并不能说明添加红景天对肉鸡腹水症就没有影响，因为中

草药成分复杂，药效相对比较慢，且试验中所添加红景天粉的
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