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摘要: 为克隆家蚕 Bombyx mori Piwi 亚家族蛋白基因 cDNA 全长序列，分析其分子特征和表达模式，探究 Piwi 亚

家族蛋白在家蚕中的生理功能，本研究利用已知物种的 Piwi 亚家族蛋白搜索家蚕基因组，预测获得家蚕 Piwi 亚

家族蛋白基因 siwi1 和 siwi2，采 用 ＲACE 技 术 克 隆 siwi1 和 siwi2 的 全 长 cDNA 序 列，利 用 OＲFfinder、Gene-
Explorer、InterPro 等分析其分子特征; 其次，利用已知的所有物种 Piwi 蛋白及其类似物 Piwil 构建系统发育树;

最后，通过荧光定量 PCＲ 技术检测了 siwi1 和 siwi2 在丝腺、马氏管、中肠、头部、卵巢和精巢以及不同发育时

期 ( 卵、1 ～ 5 龄幼虫、蛹、成虫) 的表达水平，结果显示，克隆获得了 siwi1 cDNA 全长 3 277 bp，包含部分

5'UTＲ、完整的开 放 阅 读 框 OＲF 和 3' UTＲ，获 得 了 siwi2 的 部 分 序 列，其 中 siwi1 对 应 BmPiwi，siwi2 对 应

BmAgo3。系统 发 育 结 果 显 示，家 蚕 Piwi 亚 家 族 蛋 白 与 乳 草 长 蝽 Oncopeltus fasciatus、黑 腹 果 蝇 Drosophila
melanogaster、橘小实蝇 Bactrocera dorsalis、优雅蝈螽 Gampsocleis gratiosa、斯氏按蚊 Anopheles stephensi、褐飞虱

Nilaparvata lugens 的 PIWI 蛋白以及东亚飞蝗 Locusta migratoria 的 PIWI2 和 PIWI3 蛋白亲缘关系最近，和三疣梭子

蟹 Portunus trituberculatus 的 PIWI2 和 PIWI3 同为一支。家蚕 AGO3 蛋白与小菜蛾 Plutella xylostella 的 AGO3 亲缘关

系最近，与西方玉米根虫 Diabrotica virgifera virgifera、白蜡窄吉丁 Agrilus planipennis 的 AGO3 及东亚飞蝗 Locusta
migratoria 的 PIWI1 同属一支，与橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 的 AGO3 同属一总支。组织表达结果表明 BmPiwi 在

精巢表达水平显著高于其他组织，其次是卵巢及头部，而 BmAgo3 在头部表达水平显著高于其他组织。BmPiwi
和 BmAgo3 在卵期表达量最高，但在初孵幼虫中表达量迅速下降，并在整个幼虫时期都维持低表达状态，直至蛹

期开始表达量出现大幅回升，并维持高水平表达至成虫期。本研究发现 BmPiwi 和 BmAgo3 在家蚕中的表达具有

明显的时空特异性，在生殖组织以及需要进行大量细胞活动的时期，家蚕 Piwi 亚家族蛋白基因的表达均发生了

明显的变化，为进一步探测家蚕 Piwi 亚家族的生理功能提供了研究方向和理论基础。
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Abstract: To explore the physiological function of the Piwi subfamily protein in the silkworm，the full-
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length cDNA of Bombyx mori Piwi subfamily protein gene was cloned，and the molecular characteristics
and expression patterns were analyzed. First，we searched the B. mori genome using the Piwi subfamily
proteins of known species and obtained the B. mori Piwi subfamily protein genes siwi1 and siwi2. The
full-length cDNA sequences of siwi1 and siwi2 was cloned using ＲACE technology. Then the molecular
characteristics were analyzed using OＲFfinder，Gene-Explorer，InterPro etc. Secondly，the phylogenetic
tree was constructed using all known species Piwi protein and the analogue Piwil. Finally，the expression
levels of siwi1 and siwi2 in silk gland，malpighian tubes，midgut，head，ovary and testis were detected
by quantitative real-time PCＲ technology，as well as the expression levels of siwi1 and siwi2 at different
developmental stages ( eggs，1 ～ 5 instar larvae，pupae，and adult ) . The full length of siwi1 was
3 277 bp，containing part of 5'UTＲ，complete open reading frame ( OＲF) and 3'UTＲ，but we just got a
partial of siwi2 with 823 bp，and siwi1 corresponded to BmPiwi，siwi2 corresponded to BmAgo3.
Phylogenetic trees showed that the silkworm Piwi subfamily protein was closely related to the PIWI
proteins of Oncopeltus fasciatus，Drosophila melanogaster，Bactrocera dorsalis，Gampsocleis gratiosa，

Anopheles stephensi，Nilaparvata lugens，as well as the PIWI2 and PIWI3 proteins of Locusta migratoria，

and was clustered to one clade with PIWI2 and PIWI3 of Portunus trituberculatus. The BmAgo3 protein
had the closest relationship with the Plutella xylostella AGO3，and clustered to one clade with AGO3 of
Diabrotica virgifera virgifera，Agrilus planipennis，and PIWI1 of Locusta migratoria. And clustered to a
general clade with AGO3 of Bactrocera dorsalis. The expression level of BmPiwi in testis was significantly
higher than other tissues，followed by ovaries and head，while the expression level of BmAgo3 in head
was significantly higher than other tissues，followed by testes and ovaries. The expression levels of
BmPiwi and BmAgo3 were the highest in the egg stage，but the expression level in the newly hatched
larvae decreased rapidly and maintained a low expression level state during the whole larval period，until
the pupa stage，the expression level raised sharply and maintained a high level expression to the adult
stage. The expression of BmPiwi and BmAgo3 in B. mori had obvious spatial and temporal specificity.
During the period of reproductive tissues and the period of a lot of cell activities，the expression of Piwi
subfamily gene in B. mori changed a lot. Our research provided research direction and theoretical basis
for further detecting the physiological function of the B. mori Piwi subfamily.
Key words: Bombyx mori; Piwi subfamily protein gene; molecular cloning; phylogenetic analysis;
expression profile

非编码 ＲNA ( non-coding ＲNA，ncＲNA) 一度

被认为在生物体内无功能，随着研究的深入，研

究人员发现 ncＲNA 在生物体内不可或缺，依据其

生物起源、大小、长度和功能等，可将 ncＲNA 分

为 microＲNAs ( miＲNAs) 、小干扰 ＲNA ( siＲNAs) 、
piwi-ＲNAs ( piＲNAs) 等，广泛参与细胞增殖、分

化、发育、繁殖、病毒防御等生理生化过程 ( Seto
et al. ，2007; Ku and Lin，2014; Ponnusamy et al. ，

2017; Ozata et al. ，2019 ) 。Argonaute 蛋白家族是

ＲNA 沉默复合体 ( ＲNA-induced silencing complex，

ＲISC) 的重 要 组 成 部 分，在 生 物 体 内 高 度 保 守

( Carmell et al. ，2002; James et al. ，2005; Hock
et al. ，2007) ，其组织特异性和定向性决定了不同

非编 码 ＲNA 的 表 达 和 功 能 ( Ponnusamy et al. ，

2017) 。依据不同物种间的序列同源性和功能区

域，Argonaute 蛋白家族可分为 AGO 亚家族 ( 与拟

南芥 Arabidopsis thaliana AGO1 同源) 、PIWI 亚家

族 ( 与黑腹果蝇 Drosophila melanogaster Piwi 同源)

和 WAGO 亚家族。在细胞质中，AGO 与 miＲNA 和

siＲNA 相 互 作 用 促 进 转 录 后 基 因 的 沉 默

( Valdmanis et al. ，2012; Voller et al. ，2016 ) 。而

piＲNA 3'端甲基化修饰的 2'-氧基团只与 AGO 家族

的 PIWI 亚 家 族 相 结 合， 沉 默 转 录 元 件 ( Cox
et al. ，1998; Girard et al. ，2006; Klenov et al. ，

2011) ，调控基因表达，在哺乳动物中还可以抑制

逆转录转座子的表达 ( Ponnusamy et al. ，2017 ) 。
piＲNA 与 PIWI 在细胞质中结合后转移至细胞核

( Saito et al. ，2010) ，形成的复合体根据定位以及
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伴侣蛋白的不同而产生不同的功能 ( Ponnusamy
et al. ，2017 ) ， 对 于 受 精 ( Ding et al. ，2013;

Ｒoovers et al. ，2015 ) 、维持生殖干细胞自我更新

( Peter et al. ，2005; Palakodeti et al. ，2008) 、胚胎

发育 ( Mani et al. ，2014; Navarro et al. ，2015;

Ｒoovers et al. ， 2015 ) 、 神 经 突 触 可 塑 性

( Ｒajasethupathy et al. ，2012 ) 、代 谢 过 程 ( Jones
et al. ，2016; Henaoui et al. ，2017 ) 、组织修复及

再生 ( Ｒinkevich et al. ，2010; Ｒizzo et al. ，2014 )

等过程具有重要作用。
PIWI 结构域是 Argonaute 蛋白中重要的功能结

构域，位 于 Argonaute 蛋 白 的 羧 基 端，由 400 ～
600 个 氨 基 酸 残 基 组 成。在 哺 乳 动 物 ( Aravin
et al. ，2006; Girard et al. ，2006; Grivna et al. ，

2006; Lau et al. ， 2006 ) 、线 虫 Caenorhabditis
elegans ( Batista et al. ，2008; Das et al. ，2008 ) 、
斑马鱼 Danio rerio ( Houwing et al. ，2007) 和昆虫

的性腺 ( Saito et al. ，2006; Vagin et al. ，2006) 中

均能检测到 piＲNA 和 PIWI，在哺乳动物的肺、心

脏、肝、肾、脑、胰腺、卵巢、精巢中均有 PIWI
的表 达 ( Seto et al. ，2007; Ku and Lin，2014;

Ponnusamy et al. ，2017; Ozata et al. ，2019) 。在细

胞质中，PIWI 可以不通过 piＲNA 的辅助，直接与

受体或信号分子相互作用，调控转录后修饰进而

调控 靶 标 蛋 白 的 生 物 功 能 ( Zhang et al. ，2012;

Ponnusamy et al. ， 2017; Sivagurunathan et al. ，

2017; Tan et al. ，2017 ) 。Houwing 等 ( 2007 ) 通

过原位杂交发现，斑马鱼中的 Piwi 亚家族成员只

在雌性成鱼的生殖细胞中有表达，在不含有生殖

细胞 的 睾 丸 中 无 Piwi 亚 家 族 的 成 员 的 表 达。
Williams 和 Ｒubin 等 ( 2002 ) 发 现 黑 腹 果 蝇

Drosophila melanogaster 中 3 个 Piwi 亚 家 族 成 员

( Piwi、Aub、Ago3) 也只在生殖细胞中表达，此

外，Saito 等 ( 2006) 通过 Western blot 等相关实验

也同样证明黑腹果蝇中的 3 个 Piwi 亚家族蛋白只在

精巢、卵巢和胚胎中表达，而在 S2 细胞中无表达。
目前对 Piwi 亚家族蛋白的研究主要集中于哺

乳动物或模式生物，如黑腹果蝇、线虫等。昆虫

占已知动物种类的 60% 以上，影响涉及医学、经

济、农业等多个领域。但昆虫 Piwi 亚家族基因的

生 物 学 研 究 大 多 局 限 于 黑 腹 果 蝇 ( Lin and
Spradling，1997; Seto et al. ，2007; Ewen-Campen
et al. ，2013; Ku and Lin，2014; Ponnusamy et al. ，

2017; Ozata et al. ， 2019 ) 。本 文 克 隆 了 家 蚕

Bombyx mori Piwi 亚家族蛋白基因全长，并对全长

转录本进行了生物信息学分析; 研究了 Piwi 亚家

族蛋白基因在家蚕各个发育阶段和组织中的表达

情况，为家蚕 Piwi 亚家族蛋白功能及 piＲNA 的研

究奠定基础，为理解家蚕 piＲNA 和 Piwi 互作对家

蚕生殖调控提供思路。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试虫源: 家蚕 ( 品系: 7091 ) 由中国农业

科学院蚕业研究所提供，在温度 26 ± 1℃，相对湿

度 60% ～75%，光周期 16 L ∶ 8 D 的条件下采用人

工饲料及桑叶交替饲养。人工饲料购自山东省蚕

业研究所烟台绿宝蚕用饲料厂。
试剂: ＲNA 提取试剂 TＲIzol© Ｒeagent，ＲACE

反应 试 剂 GeneＲacer Kit 购 自 Invitrogen ( 美 国 ) ;

Marker、Ex Taq DNA 聚合酶、r-Taq DNA 聚合酶、
oligo ( dT ) 18、EcoＲ I 限 制 性 内 切 酶、Ｒeverse
Transcriptase M-MLV ( ＲNase H-) 、 Universal
Genomic DNA Extraction Kit Ver. 3. 0 以及荧光定量

试剂盒 SYBＲ© Premix Ex Taq ( Prefect Ｒeal Time)

( TakaＲa，中国北京) 均购自宝日医生物技术 ( 北

京) 有限公司; Plasmid Mini Kit I 购自 Omega Bio-
Tek ( 美国) ; AxyPrep DNA Gel Extraction Kit 购自

Axygen ( 美国) ; M-MLV 反转录酶和 pGEM-T easy
载体购自 Promega ( 美国) ; PCＲ 引物及 3'ＲACE 接

头由上海生工生物工程有限公司合成。
1. 2 方法

1. 2. 1 Piwi 亚家族蛋白的预测

从家蚕基因组数据库 SilkDB 下载家蚕的基因

组序列，利用 BioEdit 软件建立本地家蚕基因组数

据库。以“piwi mＲNA，complete cds”为条件检索

NCBI 核酸数据库，筛选所有符合条件的序列并获

取相应的蛋白质序列，通过在线 blastp 检测相似

度。将 13 个已知的 Piwi 蛋 白 序 列 ( BAA93706、
BAA93705、AAN75583、NP_ 899181、ACH96370、
XP_ 344106、AAC97371、BAC81341、BAC81343、
BAC81342、AAD08705、ABO26294、NP_ 476734)

作为检索序列，采用 TBLASTN 分别同源搜索家蚕

基因组，参数保持缺省，E 值小于 1E-20。搜索家

蚕 EST 序列时，匹配的序列必须满足如下的标准:

( 1) 序列相似性超过 95% ; ( 2) 匹配的序列长度

必须大于 160 bp。
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1. 2. 2 总 ＲNA 提取及 cDNA 第 1 链的合成

取 25 ～ 30 mg 家蚕卵 ( 产下 6 h 内) 、新蜕皮
1 ～ 5 龄幼虫、蛹和成虫; 解剖 5 龄幼虫的精巢、
卵巢、马氏管、丝腺、头和中肠共 6 种组织，每

组样本准备 3 个重复。5 min 液氮速冻后在预冷的

匀 浆 器 中 迅 速 研 磨 至 粉 末 状， 采 用 TＲIzol©

Ｒeagent，依据说明书提取总 ＲNA。总 ＲNA 的浓度

及纯度用分光光度计 ( Eppendorf 公司，德国) 检

测，完整性经 1% 琼脂糖凝胶检测。参照 Ｒeverse
Transcriptase M-MLV 方法合成 cDNA 第一链。参照
GeneＲacer Kit 试剂盒合成 5'-ＲACE-Ｒeady cDNA;

参照 M-MLV 反转录酶转录方法，用 3'ＲACE 接头

替换 oligo ( dT) 18，合成 3'-ＲACE-Ｒeady cDNA 第

一链，3' ＲACE 接 头 序 列 同 SMAＲT ＲACE cDNA
Amplification Kit 试剂盒中 3'ＲACE 接头序列 ( 由

上海生工合成) 。
1. 2. 3 引物设计

依据预 测 的 家 蚕 Piwi 蛋 白 基 因 序 列，利 用
primer premier 5. 0 软件设计引物。5'ＲACE 的引物

根据 GeneＲacer kit 要求设计; 3'ＲACE 的引物根据
SMAＲT ＲACE cDNA Amplification Kit 要求设计。本

实验中所用引物序列详见表 1。
1. 2. 4 家蚕 siwi1 和 siwi2 中间片段的克隆

依据预测的家蚕 Piwi 蛋白序列，利用 primer
premier 5. 0 软件设计引物 ( 表 1) 进行 cDNA 片段

克隆，以 1. 2. 2 中反转录 cDNA 为模板，使用 Ex
Taq DNA 聚合酶进行 ＲT-PCＲ 扩增，50 μL 反应体

系: 10 × Ex Taq Buffer 5 μL，dNTPs ( 2. 5 mmol /L)

4 μL，上下游引物 ( 10 mmol /L) 各 2 μL，cDNA
0. 5 μL，Taq 酶 0. 25 μL，ddH2O 32. 25 μL。siwi1
ＲT-PCＲ 反应条件: 94℃ 5 min; 35 cycles × 【94℃
50 s，55℃ 50 s，72℃ 2 min】; 72℃ 10 min。siwi2
ＲT-PCＲ 反 应 条 件: 94℃ 5 min; 3 cycles ( 每 降
1 度) × 【94℃ 50 s，65℃ ～ 53℃ 梯度退火 50 s，
72℃ 2 min】; 20 cycles × 【94℃ 50 s，50℃ 50 s，
72℃ 2 min】; 72℃ 10 min。siwi1 全长 PCＲ 反应条

件: 94℃ 5 min; 35 cycles × 【94℃ 50 s，53℃
50 s，72℃ 3 min】; 72℃ 10 min。产物采用 2% 琼

脂糖凝胶进行电泳，再对目标产物进行回收，采

用 AxyPrep DNA Gel Extraction Kit 纯化回收 PCＲ 产

物，经连接、转化、提取质粒，酶切和测序双检

测，确定目的基因正确插入质粒并表达，克隆产

物送往南京博亚公司测序。
1. 2. 5 家蚕 siwi1 和 siwi2 末端序列的 ＲACE 扩增

依据获得 siwi1 和 siwi2 中间片段信息，设计特

异性引物 ( 表 1 ) ，进行 ＲACE 扩增，50 μL 反应

体系: 10 ×Ex Taq Buffer 5 μL，dNTPs ( 2. 5 mmol /L)

4 μL，Mg2 + ( 25 mol /L) 4 μL，UPM ( 通用引物，

Universal Primer) 3 μL，GSP ( 10 mmol /L) ( 基因

特异 性 引 物，Gene-specific primer ) 1 μL，ＲACE
cDNA 2 μL，Taq 酶 0. 25 μL，ddH2 O 30. 75 μL。
ＲACE PCＲ 参照 GeneＲacer Kit 试剂盒，ＲACE 巢式
PCＲ 反应体系同前，仅将 UPM 换为 nupm，GSP 换

为 ngsp，反应产物稀释 100 倍作为模板。PCＲ 产

物回收纯化后，按照 1. 2. 4 中方法进行克隆测序。
1. 2. 6 实时荧光定量 PCＲ

取新生卵 ( Egg，产下 6 h 内) 、初孵 1 龄幼虫
( 1 L ) 、新 蜕 皮 2 ～ 5 龄 幼 虫 ( 2 L、3 L、4 L、
5 L) 、蛹和成虫共 8 个时期，以 5 龄期家蚕 Piwi
蛋白基因表达量为参照; 取精巢、卵巢、马氏管、
丝腺、头和中肠共 6 种组织，以丝腺中 siwi2 基因

的表达量为参照。在 1 次反应中，重复 3 次; 制备
2 套 cDNA 模板进行 2 个独立的荧光定量 PCＲ 反

应。参照 SYBＲ© Premix Ex Taq ( Prefect Ｒeal Time)

试剂 盒，按 照 95℃ 预 变 性 10 s; 95℃ 变 性 5 s，
60℃复性延伸 31 s，40 个循环进行定量反应。
1. 2. 7 基因结构、保守结构域

通过 NCBI 中 的 OＲFfinder 分 析 克 隆 获 得 的
Piwi 亚家族蛋白基因的开放阅读框，并用 Gene-
Explorer 软件推导其氨基酸序列; 将 Piwi 亚家族蛋

白基因的核酸序列与家蚕基因组数据库进行比对，

分析其基因结构; 利用推导的氨基酸序列搜索 NCBI
蛋白 质 保 守 结 构 域 数 据 库 ( http: / /www. ncbi.
nlm. nih. gov /Structure /cdd /wrpsb. cgi) ，预测 Piwi 亚

家族蛋白中保守的结构域。利用在线版的 InterPro
软件 ( http: / /www. ebi. ac. uk / interpro / ) 对蛋白序

列进行分析 ( Mitchell et al. ，2019) 。
1. 2. 8 进化分析

利用 “Piwi”为关键词搜索 NCBI，搜集已知

的所 有 物 种 Piwi 蛋 白 及 其 类 似 物 Piwil， 采 用
MEGA 7. 0. 26 软 件 对 获 取 的 蛋 白 序 列 进 行
ClustalW 序列比对，参数为默认值。根据邻接法
( Neighbor-Joining) 构建系统进化树，选择 Poisson
Correction ( 泊松修正) 模型，自举检验 Bootstrap
重复 1 000 次。利 用 在 线 软 件 iTOL ( Interactive
Tree Of Life ) ( http: / / itol. embl. de / index. shtml )
对进化树进行优化处理。
1. 3 数据分析

运用 2 － ΔΔCT法对定量数据进行分析。
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表 1 引物列表

Table 1 List of the primers

方法 Method 引物名 Primer name 序列 Sequence ( 5'-3')

cDNA 片段克隆

Cloning of cDNA
siwi1_forward AGCACTGGAGTCCGAAAGGC

siwi1_reverse GCGACCACGTTGAACGAAGA

siwi1_full F GATGTCAGAACCGAGAGGTAGA

siwi1_full Ｒ CTCACGTTATGATTGCGGACTA

siwi2_forward TCAGTTGAATTG CAAACTGGG

siwi2_reverse CACATCTTGTACGTCAAACGCT

Actin A3_forward GCGCGGCTACTCGTTCACTACC

Actin A3_reverse GGATGTCCACGTCGCACTTCA

5' ＲACE 扩增

Amplification of 5' ＲACE
siwi1_5'gsp TTTGCTTCAGGGTCAAAATAATCCCGTC

siwi1_5'ngsp CCATCGGATCAGGATGCAGACGATTTAC

siwi2_5'gsp TTGTACGACAACATAGGTCAGGGTAGGC

siwi2_5'ngsp CGATGCTACAAAACTGCAAACGCTCCG

3'ＲACE 扩增

Amplification of 3' ＲACE
siwi1_3'gsp CTGTAGACCGAGCCGTGCCGACGCAG

siwi1_3'ngsp CCGCGAGAAAAACGGGACCTACCCAG

siwi2_3'gsp GGTGTAGGCGACGGGCAGCTGAAGTT

siwi2_3'ngsp CGTGGTGGTCTACGACGACAGCGGGAT

反转录 PCＲ
ＲT-PCＲ

siwi1_forward AGCACTGGAGTCCGAAAGGC

siwi1_reverse GCGACCACGTTGAACGAAGA

siwi2_forward TCAGTTGAATTG CAAACTGGG

siwi2_reverse CACATCTTGTACGTCAAACGCT

Actin A3_forward GCGCGGCTACTCGTTCACTACC

Actin A3_reverse GGATGTCCACGTCGCACTTCA

荧光定量 PCＲ
qＲT-PCＲ

siwi1_Q forward GTGCGGGTCTGCCTGAGTTG

siwi1_Q reverse GGTGTGCTTGTGAATCTCCTGTTG

siwi2_Q forward AGCCTACCCTGACCTATGTTG

siwi2_Q reverse ACCAGTCCCGTCTCGTTATAC

Ｒp49_Q forward AGGCATCAATCGGATCGCTATG

Ｒp49_Q reverse TTGTGAACTAGGACCTTACGGAATC

GAPDH_Q forward CGCTGGAATTTCTTTGAATGAC

GAPDH_Q reverse CAATGACTCTGCTGGAATAACC

2 结果与分析

2. 1 家蚕 Piwi 亚家族蛋白基因的预测与克隆

利用 13 个已知的 Piwi 亚家族蛋白在家蚕基因

组中进行同源搜索，发现 2 个 Piwi 蛋白基因，分

别命名为 siwi1 和 siwi2。siwi1 共 1 482 bp; siwi2 共

1 530 bp。依据预测的 siwi1 和 siwi2 的基因序列，

设计特异性引物进行 PCＲ 扩增。2% 琼脂糖凝胶电

泳获得 2 条 PCＲ 产 物 条 带 大 小，其 中 1 条 约
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1 800 bp，另 1 条约 600 bp，测序结果与预测的

siwi1 和 siwi2 基因序列比较分析发现，siwi1 条带长

度为 1 835 bp，与预测大小相似，siwi2 条带长度

为 581 bp，与预测结果差异较大 ( 图 1) 。

图 1 家蚕两个 Piwi 亚家族蛋白基因的克隆

Fig. 1 Cloning of two Piwi subfamily genes from Bombyx mori

2. 2 家蚕 Piwi 亚家族基因全长克隆

合成 siwi1 和 siwi2 的 5'及 3'ＲACE 模板，采用

持家基因 Actin A3 进行 PCＲ 反应检测模板质量。
2%琼脂糖凝胶电泳检测显示，5'及 3'ＲACE 模板

均能扩增获得 Actin A3 的阳性克隆产物 ( 图 2-A) ，

表明模板质量可行。依据克隆获得的基因片段，

利用 ＲACE 技术分别扩增 siwi1 和 siwi2 的 5'和 3'末
端，2%琼脂糖凝胶电泳结果以及测序分析结果表

明，成功克隆获得了 siwi1 和 siwi2 基因的 3'末端

cDNA，siwi1 3'末端 cDNA 序列长度为 1 444 bp，

siwi2 3'末端 cDNA 序列长度为 305 bp，而仅有基

因上游特异引物 gsp 或 ngsp、仅有 3'ＲACE 下游通

用引物 upm 或 nupm 以 及 没 有 模 板 的 阴 性 对 照

blank 中均不能检测到条带 ( 图 2-B，C) 。但多次

试验后仍不能克隆获得 siwi1 和 siwi2 的 5'端序列，

可能是合成的 5'ＲACE 模板中，siwi1 和 siwi2 基因

的表达丰度不高。将克隆获得的 siwi1 和 siwi2 基因

序列与 ＲACE 技术扩增获得的 siwi1 和 siwi2 序列分

别进行拼接，拼接后的 siwi1 序列长度为 2 746 bp，

siwi2 序列长度为 823 bp。为获取 siwi1 基因 cDNA
序列全长，利 用 已 知 Piwi 亚 家 族 蛋 白 搜 索 家 蚕

EST 序列，找出所有可能的 siwi1 基因的 EST 序

列，再将拼接获得的 siwi1 序列与搜索出来的 EST
序列比对，拼接出 siwi1 基因 cDNA 序列全长。最

后，对获得的 siwi1 基因序列设计特异性引物进行

PCＲ 扩增，产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测，测序

分析结果显示该条带为目标基因 siwi1，而只有单

引物 F 和 Ｒ 以及无模板的阴性对照中均不能检测

到相同条带 ( 图 2-D) ，该基因 cDNA 全长3 277 bp
( GenBank 登录号: MH780859) ，包含部分 5'UTＲ、
编码 899 个氨基酸的完整开放阅读框和一段 576 bp
的 3'UTＲ，其中 3'UTＲ 包含一段由40 个腺苷酸组

成的 poly A 尾 巴， 比 对 NCBI 发 现 该 基 因 为

BmPiwi。而 siwi2 基因，仅获得了 823 bp 的转录本

序列， 编 码 239 个 氨 基 酸， 其 中 3' UTＲ 区 共

103 bp，含有一段由 30 个腺苷酸组成的 poly A 尾

巴，比对 NCBI 发现该基因为 BmAgo3。
2. 3 家蚕 Piwi 亚家族蛋白的特征分析

与家蚕基因组序列比对发现，BmPiwi 基因含

有 18 个外显子和 17 个内含子，其中第 2 个内含子

跨度最大，共 3 828 bp ( 表 2) 。通过搜索 NCBI 蛋

白 质 保 守 结 构 域 数 据 库 发 现， BmPiwi 含 有

Argonaute 蛋 白 家 族 特 征 性 的 保 守 结 构 域: PAZ
( 位于氨基酸序列的 316 ～ 451 残基) 和 PIWI ( 位

于氨基酸序列的 437 ～ 879 残基 ) ( 图 2-E ) ，在

PAZ 结构域中包含小 ＲNA3'位点，PIWI 结构域中

包含 5'ＲNA 引导链锚定位点和剪切三联体活性位

点 ( DDH: Asp-Asp-Asp /His /Glu /Lys) 。
2. 4 家蚕 Piwi 亚家族蛋白的进化分析

构建不同物种 PIWI 亚家族蛋白系统发生树，

进化分析结果 ( 图 3 ) 显示，PIWI 亚家族蛋白在

进化过程中高度保守，PIWI 亚家族蛋白依据不同

家族 类 别 进 行 聚 集，在 脊 椎 动 物 中 尤 为 明 显。
PIWI 亚家族蛋白主要存在于脊椎动物中，约占已

知 PIWI 蛋白的一半，在鱼类和哺乳动物中存在多

种不同类型的 PIWI-like 蛋白 ( Piwil) ，如人 Homo
sapiens 和猴子 Macaca mulatta 中发现 4 种 Piwil 蛋

白。昆虫已知的 PIWI 蛋白数仅次于脊椎动物。家

蚕 Piwi 亚家族蛋白与乳草长蝽 Oncopeltus fasciatus、
黑腹果蝇、柑橘小实蝇 Bactrocera dorsalis、优雅蝈

螽 Gampsocleis gratiosa、 斯 氏 按 蚊 Anopheles
stephensi、褐飞虱 Nilaparvata lugens 的 PIWI 蛋白以

及东亚飞蝗 Locusta migratoria 的 PIWI2 和 PIWI3 蛋

白 亲 缘 关 系 最 近， 和 三 疣 梭 子 蟹 Portunus
trituberculatus 的 PIWI2 和 PIWI3 同为一支，与脊椎

动物的 PIWIL2 和刺胞动物的 PIWI 相似性也较高

( 图 3) 。
家蚕 AGO3 蛋白与小菜蛾 AGO3 亲缘关系最

近，与西方玉米 根 虫 Diabrotica virgifera virgifera、
白蜡窄吉丁 Agrilus planipennis 的 AGO3 及东亚飞蝗

Locusta migratoria 的 PIWI1 同属一支，与橘小实蝇
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图 2 家蚕 2 个 Piwi 亚家族蛋白基因的全长克隆及结构分析

Fig. 2 Full lengthcloning and structure analyzing of two Piwi subfamily genes from Bombyx mori
注: ( A) ，PCＲ 扩增持家基因 Actin A3 检测模板质量; ( B) ，ＲACE 扩增 BmPiwi 3'末端; ( C) ，ＲACE 扩增 BmAgo3 3'末
端，分别以精巢、卵、3 龄幼虫、4 龄幼虫的 3'ＲACE 模板进行 ＲT-PCＲ 扩增; ( D) ，PCＲ 扩增 BmPiwi 全长; ( E) ，

BmPiwi 结构与分析。Te，精巢; L，幼虫; － 1，第一组; － 2，第二组; M，Marker; blank，不含模板的阴性对照;

gsp /ngsp，单上游基因特异引物; upm /nupm，单下游 3'ＲACE 通用引物; F，上游引物; Ｒ，下游引物; 金黄色小三角

代表核酸给合位点，绿色小三角代表 5'ＲNA 引导链锚定位点，蓝色小三角代表剪切三联体活性位点 ( DDH: Asp-Asp-
Asp /His /Glu /Lys) 。Note: ( A) ，Check the ＲACE templates with housekeeping gene Actin A3 by PCＲ; ( B) ，3'ＲACE PCＲ of

BmPiwi; ( C) ，3'ＲACE PCＲ of BmAgo3，ＲT-PCＲ performed with 3'ＲACE templates of testis，egg，3rd instar larvae and 4th instar
larvae，respectively; ( D) ，PCＲ amplification of BmPiwi full-length; ( E) ，Structure analysis of BmPiwi. Te，Testis; L，Larvae;

－ 1，First group; － 2，Second group; M，Marker; blank，Negative control without template; gsp /ngsp，Single upstream gene-
specific primer; upm /nupm，Single downstream 3'ＲACE universal primer; F，Upstream primer; Ｒ，Downstream primer; Golden
yellow triangles represented nucleic acid binding sites; Green triangles represented 5' NA guiding strand anchoring sites; Blue
triangles represented shear triplet activity site ( DDH: Asp-Asp-sp /His /Glu /Lys) ．

的 AGO3 同属一总支; 与海绵动物和刺胞动物的

PIWI 蛋白以及栉水母门动物的海醋栗 Pleurobrachia
bachei 的 PIWI 蛋白相似性也较高 ( 图 3) 。AGO 蛋

白 的 种 类 明 显 多 于 PIWI 蛋 白， 丹 参 Salvia
miltiorrhiza 中 AGO 蛋白总数可达 10 种之多，尘螨

Dermatophagoides farinae 和 番 茄 Solanum
lycopersicum 中的 AGO 蛋白也有 8 种，陆 生 植 物

AGO 蛋白种类普遍较多。同一类型的 AGO 蛋白呈

同一聚簇，与 PIWI 蛋白呈现明显的分支，但家蚕

AGO3 蛋白以及锥虫属的 AGO1 蛋白却与 PIWI 蛋

白同属一支 ( 图 3) 。

2. 5 家蚕 Piwi 亚家族蛋白基因的时空表达谱

2. 5. 1 家蚕 Piwi 亚家族蛋白基因的组织表达情况

采用持家基因 Actin A3 进行 ＲT-PCＲ 反应检测

模板质量，2%琼脂糖凝胶电泳检测结果 ( 图 4-A)

显示样品无基因组污染，模板质量可行，BmPiwi
和 BmAgo3 基因在卵巢中条带稍暗，在精巢中的条

带明显亮于其他组织，表明家蚕 2 个 Piwi 亚家族

蛋白基因在卵巢中的表达弱于精巢组织，在精巢

组织中高表达。此外，在家蚕的消化道、头部也

能检测到 BmPiwi 的表达，但在马氏管和丝腺中表

达量较低。在家蚕头部中也能检测到 BmAgo3 基因

的表达。
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表 2 BmPiwi 在染色体上的定位

Table 2 Chromosome locations ofBmPiwi

基因 Gene 位置 Location 链 Strand
CDS 外显子

CDS exon

位置 Position

起点 Start 终点 End

BmPiwi nscaf2998 +

Exon 1 109 838 110 139

Exon 2 110 265 110 400

Exon 3 114 228 114 389

Exon 4 115 288 115 400

Exon 5 115 620 115 753

Exon 6 115 958 116 064

Exon 7 116 179 116 275

Exon 8 116 359 116 487

Exon 9 116 560 116 823

Exon 10 116 999 117 141

Exon 11 117 457 117 604

Exon 12 118 058 118 173

Exon 13 118 250 118 383

Exon 14 118 720 118 960

Exon 15 119 125 119 204

Exon 16 119 408 119 583

Exon 17 119 951 120 051

Exon 18 120 436 120 600

荧光定量 PCＲ 结果 ( 图 4-B) 显示，在选取的不

同组 织 中，BmPiwi 基 因 的 表 达 量 都 明 显 高 于

BmAgo3 基因 ( 4 ～ 13 倍) 。BmPiwi 和 BmAgo3 两

个基因在丝腺中的表达量最低，在消化道中的表

达量略高于丝腺，但略低于马氏管; 在精巢中的

表达明显高于其他组织，是丝腺中的 10 倍; 在卵

巢中表达仅次于精巢，是丝腺中的 6 倍。BmPiwi
在头部的表达量略低于卵巢，高于丝腺、马氏管

和消化道，但 BmAgo3 基因在头部表达丰度最高。
2. 5. 2 家蚕 Piwi 亚家族蛋白基因不同发育时期表

达情况

荧光定量 PCＲ 检测家蚕 2 个 Piwi 亚家族蛋白

基因在不同发育时期的表达 ( 以 5 龄家蚕 Piwi 表

达量作为参照) ，结果 ( 图 4-C) 显示，家蚕 2 个

Piwi 亚家族蛋白基因在新生卵 ( 产下 6 h 内) 中表

达量最高，分别是 5 龄期的 44 倍 ( BmPiwi ) 和

32 倍 ( BmAgo3 ) 。进入幼虫期，其表达量迅速下

降，整个幼虫期均维持低表达状态，蛹期开始表

达量迅速上升。BmPiwi 在 4 龄期表达量最低，5
龄开始表达量略微回升，成虫期表达量上升至 5
龄期的 15 倍，达到不同发育阶段 BmPiwi 表达量

的第 2 高点。BmAgo3 与 BmPiwi 表达趋势大体相

同，但不同于 BmPiwi 的是，BmAgo3 在 2 龄期表

达量明显高于 1 龄期，且在 5 龄期表达量达到最

低。此外，BmAgo3 在蛹期表达量为 5 龄期 14 倍，

并持续该状态至成虫期。

3 结论与讨论

1997 年在果蝇卵巢中发现了第 1 个 Piwi 亚家

族蛋白 ( Lin and Spradling，1997 ) ，此后发现 Piwi
亚家族蛋白与小 ＲNA 结合形成 piＲNA，作为沉默

复合 体 的 核 心 蛋 白 而 行 使 功 能 ( Aravin et al. ，

2006) 。研究表明 PAZ 和 PIWI 结构域是该家族蛋
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图 3 已知 Piwi 和 Ago 亚家族成员系统发生树

Fig. 3 Phylogenetic tree of known Piwi and Ago subfamily members
注: Piwil，Piwi like protein，Piwi 类似蛋白。Note: Piwil represented Piwi like protein.

白的保守结构域，PIWI 结构域具有与 ＲNaseH 相

似的结构特征 ( Parker et al. ，2004; Song et al. ，

2004; Ｒivas et al. ，2005; Ｒashid et al. ，2007) 。小

鼠 Mus musculus 神经元中的 PIWIL1 结构域分析表

明，PIWIL1 中的 ＲNA 结合 PAZ 结构域和 ＲNA 加

工 PIWI 结 构 域 对 其 在 神 经 元 迁 移 中 不 可 或 缺

( Zhao et al. ，2015 ) 。本研究克隆获得了 BmPiwi
基因的全长，分析发现其包含 PAZ 和 Piwi 结构域。
进化分析结果显示，BmPiwi 与 BmAgo3 在不同物

种中高度保守，但不同类型的 Piwi 及 Piwi 类似物

Piwil 聚集在不同的分支中，可能是因为 Piwi 亚家

族蛋白具有功能多样性。例如生殖干细胞 Piwil2 的

异位表达与肿瘤干细胞的发育相关，同时也是修

复各种遗传毒物诱导的 DNA 损伤过程所必需的

( Yin et al. ，2011 ) ; Piwil3 在各种癌症中过表达，

可以促进胃癌细胞的增值、转移和侵袭; 在生殖

细胞中表达的 PIWIL4，在精子发生的第一阶段起

重要作用，同时也是转录沉默所必需的 ( Munoz
et al. ，2014) 。BmPiwi 与 BmAgo3 在进化树中处于

不同分支，距离相对较远，推测可能是由于功能

不同所致。
早期研究表明 PIWI 蛋白在生殖细胞中表达，

并参与生殖细胞的发育、维持、分裂和分化 ( Cox
et al. ，1998) 。Piwi 突变可以导致果蝇雌雄生殖干

细胞的增殖能力消失 ( Lin and Spradling，1997 ) 。
近期研究显示，Piwi 可以通过激活表观遗传的调

节、沉默转座子和维持染色质结构来保护生殖细

胞，同时也参与包括细胞增殖、分化和生存在内
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图 4 家蚕两个 Piwi 亚家族蛋白基因在不同组织

和不同发育阶段的表达

Fig. 4 Detection of BmPiwi and BmAgo3 expression in different
tissues and different developmental stages of silkworm

注: ( A) ，ＲT-PCＲ 检测 BmPiwi 和 BmAgo3 在家蚕不同组

织中的表达情况; ( B) ，定量 PCＲ 检测 BmPiwi 和 BmAgo3
在家蚕不 同 组 织 中 的 表 达 情 况; ( C ) ，定 量 PCＲ 检 测

BmPiwi 和 BmAgo3 在家蚕不同发育阶段的表达情况。MT，

马氏管; AT，消 化 道; SG，丝 腺; He，头; Te，精 巢;

Ov，卵巢; L，幼虫。Note: ( A) ，Detection of BmPiwi and
BmAgo3 expression in different tissues of silkworm by ＲT-PCＲ;

( B) ，Expression profile of BmPiwi and BmAgo3 expression in
different tissues of silkworm by quantitative real time PCＲ;

( C) ，Expression profile of BmPiwi and BmAgo3 in different
developmental stages of silkworm by quantitative real time
PCＲ． MT，Malpighian tube; AT，Alimentary tract; SG，Silk
gland; He，Head; Te，Testis; Ov，Ovary; L，Larvae.

的许多重要生物过程 ( Ponnusamy et al. ，2017 ) 。
本研究检测了家蚕 BmPiwi 与 BmAgo3 的发育表达

谱，发现 BmPiwi 与 BmAgo3 在新生卵中高表达，

在 1 龄幼虫中表达量都显著下降，BmPiwi 表达量

维持下降趋势至 4 龄幼虫达到最低值，而 BmAgo3
在 2 龄时表达量出现回升，但 3 龄开始表达量再次

下降，到 5 龄达到最低值。与 Alfons Navarro 等人

( Navarro et al. ，2015 ) 对 人 肺 胚 胎 发 生 阶 段 的

Piwil mＲNA 表达分析结果相似，PIWIL1 在 7 周胚

胎中高表达，并在随后的 6 ～ 13 周表达量显著下

调，而 PIWIL2 在 8 周时表达水平出现回升持续到
10 周后再次下降。Zhao 等 ( Zhao et al. ，2015) 利

用原位杂交实验分析发育中的小鼠脑中 PIWIL1
mＲNA 表达情况，结果显示 PIWIL1 在胚胎 13 周高

表达，随后表达量显著下调。对果蝇的相关研究

显示，Piwi 是果蝇卵巢生殖干细胞维持和分化必

须的核糖核蛋白，PIWI 可以通过抑制体细胞小生

境 ( 由临近生殖干细胞的细胞组成) 中的 c-FOS
的表达从而调控生殖干细胞功能和卵巢体细胞的

细胞组 织，组 织 形 态 和 产 卵 ( Cox et al. ，1998;

Klein et al. ，2016) 。由此推测家蚕 piwi 亚家族蛋

白基因在卵期高表达对细胞的分裂分化具有重要

作用。
PIWI /piＲNA 的动态表达模式对于哺乳动物卵

子发生以及早期胚胎发生都有着显著的影响，但

即使在相同器官中，发挥功能的 Piwi 也不尽相同。
例如，PIWIL1 和 PIWIL2 在成人卵巢卵母细胞中高

表达， 胚 胎 卵 母 细 胞 中 只 有 PIWIL2 高 表 达
( Ｒoovers et al. ，2015) ，而牛卵巢仅表达 PIWIL1，

但是在提取的牛卵泡卵母细胞中却发现成熟的卵

母细胞特异性强烈表 达 PIWIL3 ( Ｒoovers et al. ，

2015) 。此外，小鼠 MIWI 在新生卵巢中高表达，

随着卵巢的成熟表达量下调，而在成年小鼠的初

级卵泡、次级卵泡以及卵母细胞中都可以检测到

MIWI 的表达，表明 Piwi 在卵细胞中高表达，且与

卵母 细 胞 的 成 熟 与 激 活 息 息 相 关 ( Ding et al. ，

2013) 。本研 究 在 家 蚕 卵 巢 中 检 测 到 BmPiwi 与
BmAgo3 的 高 表 达，BmPiwi 表 达 量 显 著 高 于

BmAgo3，推测是由于 BmPiwi 在家蚕卵巢中起主要

作用。PIWI 对于雄性生殖也具有重要作用，对突

发性非 梗 阻 性 无 精 子 症 患 者 的 研 究 证 实 HIWI2
( PIWIL4) 是 正 常 精 子 发 生 第 一 时 期 所 必 须 的，

HIWI2 基因遗传多态性与精子形成和男性不育密

切 相 关 ( Zeeba Kamaliyan et al. ，2017; Ｒewicz
et al. ，2018) 。对家蚕精巢 Piwi 基因的检测显示，

BmPiwi 的表达量明显高于 BmAgo3，推测其在精巢
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中起主要作用。
除生殖器官精巢和卵巢，Piwi 基因在多个器

官中均有分布，包括脑、心脏、肺、肝脏、肾脏、
胰腺、胃等，除病理情况，Piwi 在生殖器官中表

达量普遍偏高。本研究发现 BmPiwi 在家蚕头部的

表达量仅次于卵巢，而 BmAgo3 在头部表达量最

高，在家蚕预蛹期阶段，BmAgo3 的表达量明显高

于 BmPiwi，家蚕的发育受激素和神经双重调控，

而头部是昆虫感觉中心，故 BmPiwi 和 BmAgo3 在

头部高表达。研究显示，小鼠 PIWIL1 可以通过调

控微 管 相 关 蛋 白 来 调 控 神 经 元 的 极 化 与 迁 移

( Zhao et al. ，2015 ) ，因此，BmAgo3 很可能对家

蚕神经元起调控作用。此外，在家蚕消化道、丝

腺、马氏管均检测到 BmPiwi 和 BmAgo3 基因的表

达，马氏管中的表达量略高于消化道和丝腺，但

在家蚕幼虫期 BmPiwi 和 BmAgo3 的表达量均不高。
已有文献报道，Piwi 家族成员参与代谢活动，例

如，果 蝇 中 Piwi 和 piＲNA 参 与 脂 肪 代 谢 过 程

( Jones et al. ，2016 ) ，小鼠 Piwi 蛋白及其相关的

piＲNA 通过控制 β 细胞调控糖类代 谢 ( Henaoui
et al. ，2017 ) ，但 对 于 消 化 道、丝 腺 和 马 氏 管，

Piwi 基因可能并不发挥主要调控作用。Kawaoka 等

对家蚕 Piwi 情况进行了探究，但其主要关注于精

子发生和卵子形成，且采用的是芯片数据分析 Piwi
家族 的 表 达 谱，未 进 行 ＲT-PCＲ 验 证 ( Kawaoka
et al. ，2008) 。本研究补充了家蚕 Piwi 亚家族基因

从卵至成虫时期表达情况，并探究了 Piwi 基因在

各个组织中的表达情况，对家蚕的后续研究具有

指导作用。
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