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选育家蚕抗病品种的基因工程研究
’

1
.

家蚕卵D N A在大肠杆菌中无性繁殖

叶志华 叶玉坤 黄自然 方菲芳 唐维六

( 广东省徽生物研 完所 ) ( 妥桑系 )

提 共

从抗病力较强的家蚕多化性金黄茧系品种 “ 白皮淡
”
的卵提取 D N A

,

以质粒 pB R 3 22 为载

体
,

在大肠杆菌中组建了家蚕卵D N A片段的无性繁殖系
。

通 过插人失活和菌落的同位素示踪

原位杂交签定
,

共筛选出cT
只A p s的克隆菌株 16 个

,

定名为p S O :
~

: 。 。

经限制性内切醉降解

及琅脂箱授胶电泳测定
,

这些克隆的蚕卵D N A片段的分子蚤分别为。
.

2~ 6
.

3 x
10

`道尔顿
。

家蚕基因工程的 目标旨在提高茧丝质量和增强抗逆性
。

家蚕丝心蛋 白基因的分离及

其表达的调控历来受到重视
。

S u z u ik 等 〔 ` “ 〕 〔 ’ 7〕鉴定了丝心蛋白的 m R N A是由 18 个核

普酸的重复序列构成
,

通过反转录而获得丝心蛋白的
c D N A片段

。

对于试图利用细菌合

成丝心蛋白的工作有一定的推动作用
。

陈元霖等报道 〔 2〕 〔 3〕 ,

将蓖麻蚕蛹 的 D N A (包

括核蛋白 )注射到家蚕体腔内
,

据说能引起某些变异
。

另一方面是蚕体免疫机理的研究
。

注射大肠杆菌或超声波处理均能诱导惜古比天蚕 ( H , l o p“ o ar e ce r o p l a )〔
, 〕 〔 , , 〕 c , ` 〕 、

柞

蚕 ( A 摊 t触阳
r 。
解m ” ) 〔 ’ 〕 〔 “ 〕 〔 ’ ` 〕及家蚕 ( B o 执 by 尤 机 o r ` ) 〔 . 〕 〔 7〕的血淋巴产生一些抗 菌

肤
。

这些抗菌肤的活性与蚕体抗病力有密切的关系
。

但不同蚕品种之间有明显的差异
。

L ee 等 〔 1 3 〕通过基 因工程手段已获得抗菌肤前体 P
: 、

P 。
在大肠杆菌 K一12 的克隆菌珠

。

本研究首先利用抗病力强的家蚕品种的蚕卵D N A片段克隆于大肠杆菌
,

以 获得无性繁

殖的蚕卵D N A片段
,

以此注射于家蚕期待提高其后代的抗病力
。

材 料 与 方 法

(一 ) 供试家 . 即

用 “
白皮淡

”
品种

,

系多化性越南金黄茧系统
,

具有较强的抗病力
。

以胚胎发育到

最长期的卵作为抽提 D N A的材料
。

(二 ) 家 , 即 D N A的抽组及筑化

按 S u z
ik 等 〔 ’ . 〕及翁醒华等 〔心〕的方法进行

。

提取蚕卵 DN A后
,

将其溶解于 T E级冲

液 ( 1 0 m M T r i s一 H C I
,

l m M E D T A
, pH s

.

o )中
,

分别加人核 糖核酸酶 ( 1 0 0微克 / 毫

升 )和蛋 白酶E ( 1 毫克 / 毫升 )
,

各在 37
O

C处理一小时
。

然后用等体积的抓仿一异戊醉 ( 24

本文承华南农业大学校长卢永根教授审阅
,
深表谢意 , 陈劝伟

、

陈小怜参加邢分工作 ,
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: 1 ,

体积比 )反复抽提至无蛋白层为止取出水相层
,

加人两倍体积的无水乙醇使 D N A沉

淀
。

用玻棒将 D N A 挠出并溶于少量 T E缓冲液中
,

在 4
O

C下用 T E缓冲液进行透析
。

(三 ) 体外贡组

取 5 微克家蚕卵D N A和 1 微克大肠杆菌质粒
PB R 32 2 (南方医院王昌才同志赠予 )

。

分别加人 5 微升 i o x 反应缓冲液 ( s o o m M N a C I
, l o o m M T r i s

一 H C I
, p H 7

.

5 , i o o m

M M g 1C
2 ,

10 m M = 硫代苏糖醇 ) 及 1 0单位的限制 性 内 切 酶 sP lt (上海东风生化试剂

厂 )
。

最后
,

加人无菌水至总体积为 50 微升
。

置37
O

C反应 2 小时 后
,

在 6 5o C处理 5 分

钟以终止反应
。

将以上两种 D N A的酶解液混合
,

加人 10 微升 1 0 x 连接 酶缓冲液 ( 0
。

66

M T r i s
一 H C I

, p H 7
.

5 , 5 0m M = 硫 代苏糖 醇
, l o m M A T P ) 和 2 0单位 的 T

`
D N A连

接酶 (中国科学院生物物理所 )
,

置 1 2
“

C反应 1 2小时
,

连接的 D N A产物供转化之用
。

(四 ) 转化及克隆菌株的筛选

用大肠杆 菌 H B i o i (
r e e A

一
R
一

M` S m R ) 作为受体 菌
。

按 C o h e n等 〔 ` 。〕方 法 进 行

转化
。

转化后的菌 体先在 37
O

C培养 1 小时
,

使抗药性得以表达
,

然后接种于含四环素

( T c ) 2。微克 / 毫升的 L B固体培养基 (蛋 白陈的 1 %
,

酵母浸膏。
。

5%
,

N a
C l l %

,

琼

脂 2 肠
, p H 7

.

匀 上
,

置 3 7
O

C培 养
。

同 时作受体菌和 D N A 的培养作为对照
。

将选择培养基上生长的 T c R
菌落复印到含氨节青霉素 ( A )P 50 微克 / 毫升的 L B 培

养基上培养
,

挑选 出 T cR A p “
的菌落

。

最后供作原位杂交法以筛选克隆菌株
。

(五 ) P “ “
一标记 D N A 探针的制备及菌落原位杂交

用 N e w E n g la n d N u
d

e
ar 公司的缺口翻译系统及所提供的反应条 件

,

用 P 3 2
一标

记家蚕卵 D N A
。

反应终止后
,

用 5 毫升容积的葡聚糖 G一 75 柱将反应物作凝胶过 滤
,

每管收集 30 0~ 40 0微升的洗脱液
,

用 F Y一 l 辐射仪 ( 国营建安仪器厂 )检 mlJ 其 d p m值
。

收集第一个放射线峰的洗脱液作为探针
,

用于菌落原位杂交
。

菌落原位杂交是参照 G r
su et in 等 〔’ 2〕的方法

。

将长有菌落的硝酸纤维膜作变性处理

后
,

置于 1 0毫升预杂交溶液〔5 0% 甲酞胺
, 5 x D e n h a r d t ` s

溶液
,

s x S S P E溶液 ( 0
.

9

M N a C I
, s m M N a H : P O

4 , p H 7
.

4 ; s m M E D T A
, p H 7

.

4 )
, 0

.

1 % S D S
,

变性的小

牛胸腺 D N A 25 微克 / 毫升〕 中
,

在 4 2
O

C预杂交 6 小时
。

然后加入 1 微克 P 3 2

一标记的蚕

卵D N A (探针 )
,

在 42
O

C杂交 30 小时
。

滤膜经洗涤
,

吸干
,

用X光胶片进行放射自显影
。

(六 ) 皿组质较的醉切及电泳

按 B ir n b io n 等 〔 8 〕的碱性裂解法从克隆菌株中分离重组质粒
,

加入限制性内切酶 P st l

进行降解后
,

作琼脂糖凝胶电泳
。

同时
,

加入经限制性内切酶 E c o R I降解的入D N A (中

山医学院马涧泉同志赠予 ) 作为分子量标就
。

电泳条件
:
琼脂塘。

.

8%
,

电泳缓冲液为

8 9m M T r i s , 8 9 m M 硼酸
,

2 m M E D T A
, p H 7

。

8
。

结 果 与 讨 论

(一 ) 家蚕卵 D N A片段的克隆菌株的组建
:

从 10 克家蚕卵中分离到约 1 毫克D N A
,

紫外吸收 O D
Z。 。 n m / O D

Z 。。 。 m 的比值为 l , 6 ,
可被 限制 性 内 切 酶 P s t l 及 B a m H I降

解
。

见图 1 。
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A : P s t l降解后 的 D N A
;

B :
B a m H I降解后的D N A

;

C :

未经酶解的 D N A
。

图 1 家蚕卵D N A酶切反

应的电泳图谱

A : P st l 降 解 后 的

D N A ; B : B a m H I 降

解后的 D N A ; C
:

未

经酶解的 D N A
。

图 2 P R B 3 2 2 D N A

的酶切反应的电泳 图

谱

用 P s t l限制性内切酶分别降解家蚕卵 D N A 及 p B R 3 22 D N A ( 见图 2 )
,

两者混合后
,

用 T
`
D N A 连接酶连接

。

然后转化到大肠杆菌 H B 1 01 中
。

在 含四环素的培养基中筛选 出

T e R
转化体

,

转化率为 2 火 1 0 一 6
( 2 K 1 0 3

转化子 / 微克 D N A )
。

(二 ) 克株菌隆的筛选及签定
:

根据插人失活的原理
,

将得到的 T c R
转化体复 印 到

含氨节青霉素的培养基上培养
。

从复印的 5 70 个 T c “ 转化体中筛选到 T 。 “ A p S菌株 48 个
。

由

于酶切后载体 D N A 分子间可能互相连接或切 口碱基序列的某些改变也可能使转化 体 具

有 T c 获A p “的表型
。

因此
,

必须用专一性的探针进行 D N A 杂交才能鉴定出真正含有 家 蚕

卵 D N A片段的克隆菌殊
。

通过缺 口翻译使家蚕卵 D N A 为 P
“ “

一所标记
。

标记物凝胶层析分离的结果见图 3
.

收集第 1 个放射线峰的产物为 P
3 “

一标记的家蚕 D N A
.

用液体闪烁器测定其放射线强度

为 6 x l o s
d p m / 微克 D N A

.

用制备的探针与 T c R A p S菌侏作原位杂交后
,

再行放射 自显

影
。

从中鉴定出与家蚕卵 D N A杂交阳性的菌株共 16 株
。

见图 4
。

鬓

坪己1086斗乙

日山P。10又T

管 号

图 8 P 3 2

一标记家蚕卵 D N A探针层析回收图谱

呀斗碑种竺甘带价
图 4 cT R A p

,

菌株与 P “ 2

一标
原位杂交的放射自显影图

。

瞿
蚕卵 D N A

斑
:

示 P
3 2

一
D N A 杂交阳性菌落放射自显影 ; 方

:
为对照

;

示大肠杆菌 H B 1 0 1 ( n B R 3 2 2 ) 菌落 ) ,
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(三 ) 重组负粒的酶切分析及分子量测定
:

通过碱性裂解法从克隆菌株中分离
、

纯

化重组质粒 D N A
,

经 P s lt 酶解后
,

作琼脂糖凝胶 电泳
。

从图 3 中可看出 13 株克隆株重组

质粒的酶切电泳图谱之 中
,

除一条相当于 p B R 3 22 质粒的线性分子 带 外
,

均出现另一条

新的区带
,

这是重组进去的家蚕卵D N A片段
。

按电泳迁移率计算
,

这些克隆 D N A分子

量分别为 0
.

2一 6
.

3 火 1 0 6

道尔顿
。

其余 3 株克隆株的重组质粒虽经 P s lt 酶切
,

但 电 泳 图

A : E e o R I酶切后的几D N A
; B

:
p s t l两馨切后的 pB R 3 2 2 D N A ; e

:

未经酶切的 p B R 3 2 2D N A ; i 一 1 3

P s t l酶切后重组质粒 p S O ,
~

, 3
D N A ; i

’

一 1 3
’ :

未经酶切的重组 质 粒 p S 0
1
~

1 3
D N A

。

图 5 亚组质粒酶切后的 电泳图谱

潜上并未出现载体 D N A 及扦人家蚕卵 D N A
,

而只有一条分子量比 p B R 3 22 大的区带 (图

版未列 )
。

这可能是重组后切 口碱基对序列发生改变
,

致使 P s lt 酶无法识别
。

( 四 ) 家蚕印 D N A 在
一

友肠杆菌中建立无性繁殖体系得到确认
,

将 16 个重 组 质 粒 定

名为 p S O
,

_
: 。 .

它们的特性列于表 1
。

可以作为家蚕基因文库的素材
,

可供制备足够数

量而又纯化的家蚕卵 D N A片段
,

为进一步研究家蚕基因的结构与功能创造有利条件
。

目

前
,

已将以上的重组质粒 D N A 注射于不同品种的家蚕或蛹体内
,

以观察对形质
、

生化及

抗病力的影响
。
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表 1 家 蚕 卵 D N A 克 隆 菌 株 的 特 性

… … 菌 抗 株 性 {二二、 、 {D N A 克隆的

菌株编号 } 重 组 质 粒 编 号 一一一

—
「

—
} !分 子 量

一 」 cT 一 A p { S m } 杂 交 }
, , 。 。

, 、 。
、

一 } 一 {
’ 一 r

一 一 }
“ ’

一 }( 100 通尔顿 )

… , 。 1

!
’

R

{
s

}一
一

奋一
一

{
·

!
2 }

n s o ,
I R 】 5 1 R I + 1 1

。

0
{ r

一

1 1
_

l _ 1 1
3 一 。 50 ,

} R 1 5 I R } + 1 4
.

4
一 犷 一

1 1 ! } l

一
p , o `

}
R

}
“

!
R

{
+

!
”

·
8

5 } 。 5 0 ,

{ R 1 5 1 R I + 1 6
。

3
{ 犷 一

} l ! ! l

一 sP o `

I
R

}
s

}
R 】

+

}
通

·

o

… SP o ,

… R
}

s
}

R
}

+

}
。

·

2

{
p , o `

… R
}

s
}

R
}

+

}
`

·

6

一 沪 o ,

】 R
}

s

}
R

}
+

}
1 0 一 。 5 0 , 。

{ R } S } R } + 1 3
。
2

{ r 一 } 1 1
_

} l
1 1 {

n s o : 1
} R } S } R I + 1 5

。
6

一 r } } l
_

} l

` 2 一 沪 o ` ,

… R
}

“

}
R

}
+

}
1 3

’ 。 5 0 : :

} R } S } R } + } 1
.

7
,
一 ! } ! , }

` 4 沪 0 , `

1 R
1

5

…
R

…
+

} 未测

` 5 1 沪 o ` ,

I R 一 S

…
R

;
+

{ 未测

1 6
一

p s o “ 。 R }
S … R l

+

} 未侧

cT
:
四环素 , A p

:

氨千青霉素 , S m :

链霉素 ; R :

抗性 , S :

敏感 , + :

杂交阳性
。
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