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摘要  家蚕核型多角体病毒(Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV)病是世界养蚕

业一种重大的传染疾病, 该病引起的蚕茧损失占蚕病引起损失总数的60%以上, 长期以

来对这种病毒病的防治还没有很好的解决方法. 各国研究人员在寻找抗性基因、阐述抗

性机制以及通过传统育种或者转基因构建抗BmNPV家蚕等方面进行了很好的尝试, 也

取得了一定的成果. 本文将最新的家蚕抗BmNPV的研究结果进行归纳和整理, 尝试对

其可能的分子机制进行探讨, 并对现有的研究结果进行深入挖掘, 希望有助于家蚕抗病

分子机制的深入研究.  
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昆虫与脊椎动物相比缺少获得性免疫系统 , 但

其拥有与哺乳动物类似的固有免疫系统 , 并且也已

经成为固有免疫研究的良好模型. 此外, 昆虫还进化

出了一些特殊的方式来应对外源微生物的入侵 [1~7]
. 

昆虫对于细菌和真菌的感染研究得较为深入 , 近年

来对病毒的免疫机制研究也取得了一些进展 , 但了

解还比较有限. 家蚕是重要的经济昆虫. 随着家蚕基

因组的公布和基因组精细图的完善 , 家蚕也越来越

成为一种重要的模式昆虫[8~10]
. 家蚕核型多角体病毒

(Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV)是一种

基因组为128 kb左右的双链环状DNA病毒 , 家蚕感

染BmNPV后表现为体躯肿胀 , 最后化脓而死 , 整个

过程十分剧烈且迅速, 传染性极强. 家蚕核型多角体

病毒病 (俗称血液型脓病 )一直是养蚕业危害最严重

的病害 , 引起的蚕茧损失占蚕病引起损失的60%以

上 [11]
, 尤其是在世界热带和温带地区以及我国夏秋

蚕期, 该病影响尤为严重, 目前还没有较好的方法和

药物可以对该病毒病进行控制.  

20世纪50~60年代对BmNPV的发病机制有过一

些争论 [11]
, 日本学者首先提出了BmNPV的―病毒自

生论‖, 认为家蚕基因组的突变形成含有病毒原的基

因组, 在一定条件下诱发开始合成病毒粒子, 这一理

论也得到了其他学者的支持 . 我国研究人员在进一

步研究人工诱发BmNPV发病机制过程中 , 提出极端

环境或人工诱发使得家蚕处于一种应激状态从而感

染微量病毒后发病的结论 , 从而打破了病毒自生论

的论断 , 提出了科学的养蚕防病措施 , 拉开了家蚕

BmNPV抗性研究的新纪元 . 从BmNPV抗性家蚕的

筛选 , 到家蚕抗BmNPV分子机制的研究逐渐深入 , 

其中尤以陈克平研究组的研究最为广泛 . 本文将目

前对家蚕抗BmNPV的研究进行总结, 对RNA、蛋白

等水平的研究结果进行梳理 , 并探讨其可能的分子

机制.  

1  家蚕对BmNPV的水平抗性 

在人们逐渐统一BmNPV发病机制的认识后 , 家

蚕对BmNPV的抗性研究逐渐展开 . 人们的生产实践

和研究表明家蚕对BmNPV的感受性受到多种内外部
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因素的影响[11~13]
.  

(ⅰ) 发育抗性.  同一品种的家蚕在幼虫不同发

育龄期所表现出的对BmNPV的抗性是不同的 . 一般

来说 , 稚蚕对BmNPV的抗性最弱 , 抗性随龄期增长

而变强; 同一龄期起蚕的抗病能力较弱, 食桑叶后逐

渐增强 ; 四龄眠前一天会出现一个抗性突然下降的

阶段.  

(ⅱ) 温度.  家蚕的胚胎发育环境与发育状态明

显影响胚后状态, 胚胎发育期(催青期)温度过高, 则

幼虫对BmNPV的抗性会显著降低 . 而如果在稚蚕期

也在不适合的温度中生长 , 在三龄时BmNPV对家蚕

的半致死剂量(LD50)也会成倍提高.  

(ⅲ) 桑叶质量.  不同的桑叶质量也会影响家蚕

对BmNPV的感染性 . 通常来说 , 相同条件下 , 三龄

起蚕食用极嫩叶的发病率与对照相比明显升高 ; 桑

叶中如果还原糖含量高则会降低BmNPV的发病率.  

(ⅳ) 光照.   光照条件不仅能够影响家蚕生长

发育和眠性变化 , 而且跟BmNPV的感受性也相关 . 

全暗条件下饲养的家蚕对BmNPV的感受性明显高于

全明条件下的家蚕 , 这可能与家蚕中肠的红色荧光

蛋白有关.  

2  家蚕对BmNPV的遗传抗性 

在 BmNPV发病机制确认的基础上 , 家蚕对

BmNPV抗性的认识逐渐达成共识 , 即家蚕对

BmNPV的感受性虽然受多种内外部因素影响 , 但最

主要的还是由遗传因素决定的.  

2.1  抗BmNPV家蚕资源的发现和鉴定 

日本学者荒武义信 [14]对日本生产性品种―秋光×

龙白‖的F1蚕蛹进行病毒注射 , 从中筛选残存个体 , 

经过8代选择育成了一株对BmNPV的抗病品系 , 其

−logLD50达到4.28, 比未选育品系的6.28提高了2个

数量级. 1982年, 张远能等人[15]选取了33个有代表性

的家蚕品种对6种家蚕主要蚕病的抵抗性进行了研

究, 发现了5种对BmNPV抗性极强的家蚕品种, 同时

还发现有一些品种兼抗多种病害.  

20世纪 80年代末 , 陈克平等人 [16]对家蚕抗

BmNPV品种进行了更大范围的筛选 . 对我国家蚕种

质资源库中344个家蚕品种进行了抗BmNPV测试 , 

用品种数占总品种数的百分率作为Y轴, −logLC50作

为X轴作出了调查图 , 结果表明 , 不同品种家蚕对

BmNPV的抗性存在差异 , 呈现出正态分布 , 推测一

定有对BmNPV高抗性的家蚕品系存在 . 随后其对鉴

定出的20种抗性品种进行继续筛选和重复鉴定 , 获

得一个高抗性品系NB
[17]

, 其半致死剂量LC50达到

6.39×10
8
, 比感性品种306高了近1000倍 . 而对接种

病毒后的家蚕血淋巴和中肠中的病毒DNA聚合酶的

荧光定量分析表明 , 病毒在抗性家蚕NB体内出现过

低水平的复制, 但随后便被抑制, 表明病毒能够进入

抗性家蚕的体内 , 但是抗性家蚕存在某种机制使得

病毒的复制被终止[18]
.  

2.2  抗性遗传规律的研究 

从20世纪80年代 , 学术界陆续开始研究家蚕抵

抗BmNPV的遗传规律 . 日本学者Watanabe等人 [19]经

过研究普遍认为 , 杂种一代 (F1)对BmNPV的抵抗性

受母本影响较大 , 存在杂种优势现象 , 受多基因控

制. 印度学者Zafar等人 [20]用他们的抗性家蚕进行的

研究表明 , 对BmNPV的抗性由一个主效基因和多个

位于Z染色体的微效基因控制 . 在中国, 1982年孟智

启 [21]研究表明 , 家蚕对NPV病毒经口感染的抵抗性

遗传方式 , 是受一对主效显性基因和若干微效基因

控制的. 这种抵抗性的遗传父本大于母本, 有偏父遗

传现象, F1代的抗病性表现出杂种优势 , 有超显性现

象 . 陈克平等人 [17]在1996年的研究表明 , 家蚕品系

间存在抗性差异 , 幼虫期的攻毒发病率与全龄虫蛹

率成极显著的负相关, 抗性对感性呈不完全显性, 这

是由2对以上基因控制的, 至少有1对为主效基因, 再

一次证明有偏父遗传现象 . 2013年 , Feng等人 [22]对

BmNPV抗性家蚕NB进行了系统筛选, 并对遗传规律

进行了重新分析 , 发现抗性表现出单基因控制的遗

传规律, 这可能跟抗性品种经过多年的不断筛选, 主

效基因作用更加明显, 微效基因作用被弱化有关.  

2.3  抗BmNPV分子标记的筛选 

2002年 , Yao等人 [23]利用150个RAPD (Random 

amplified polymorphism DNA)随机引物对抗性亲本

NB, 感性亲本306亲本以及正反交的F1代和各回交代

BC1, BC2, BC3, BC4, BC5个体进行筛选, 获得一个在

抗性个体中能够扩增出一条约700 bp特异性条带的

引物OPA-18, 通过F2分离群体的进一步验证证实这

个标记与抗病基因连锁, 是一个有效的分子标记.  

2004年Liu等人[24]用500个随机引物对NB, 306和
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近等基因系BC8进行了扩增 , 发现有461个有扩增产

物 , 其中458个在3个品系中的扩增产物带型基本相

同, 有3个引物出现多态性, 在NB和BC8群体中出现

而在306中缺失. 经过进一步的回交代个体材料的验

证, 发现其中标记OPF-072023在回交代中也得到了验

证. 2013年Feng等人 [25]用重新筛选选育到的BmNPV

抗性家蚕NB, 对OPF-07转换的SCAR标记(序列编号: 

AY380833)进行了验证, 发现此标记在NB与306的F2

群体中表现出3:1, 在BC1中表现出1:1的比例 , 表明

此标记与抗性基因紧密连锁.  

3  家蚕抗BmNPV相关基因/蛋白的筛选 

目前虽然获得了一些与家蚕抗BmNPV相关的分

子标记的信息, 但是还很有限, 所以通过分子标记和

图位克隆的方法定位抗性基因还有一些难度, 但是不

同的研究小组还是通过一系列组学研究方法获得了与

家蚕抗BmNPV相关的基因/蛋白信息. 其中陈克平研

究组利用选育到的家蚕抗BmNPV品系NB和感性品系

306构建了近等基因系BC8, 成为大通量组学方法筛选

家蚕抗BmNPV相关基因/蛋白的良好材料, 因为近等

基因系BC8既有306的遗传背景又具有NB的抗BmNPV

特性, 缩小了与NB的遗传背景差异, 所以如果在NB, 

BC8中表达或高表达, 在306中不表达或低表达的基因

或蛋白就可以被认为是与抗病毒相关.  

3.1  RNA水平抗BmNPV相关基因的筛选 

徐家萍 [26]利用荧光差异展示PCR技术 (Fluore- 

scent differential display PCR, FDD-PCR)展开了对家

蚕抗BmNPV相关基因的筛选工作 . 通过分别对添毒

和不添毒的NB, 306和BC8家蚕的中肠和血淋巴样本

的mRNA表达情况分析 , 在血淋巴样本中发现了18

个差异片段 , 在中肠中发现了 35个差异带 , 通过

Northern blot方法进一步验证 , 发现了2个在NB和

BC8表达水平较高 , 在306表达较低 , 在添毒区表达

水平又高于非添毒区的条带 , 经过测序比对确定为

家蚕核糖体S3A基因(Bms3a)
[27]

. S3A蛋白被认为能够

与Bcl-2共同作用抑制PARP的活性从而抑制细胞凋

亡 , 细胞凋亡正是宿主对抗病毒感染的一种重要机

制 , 所以猜测BmNPV感染促使BmS3A发生高表达 , 

促进了被感染的宿主细胞的凋亡 , 从而抑制了病毒

的复制. 另一个为家蚕肌动蛋白抑制蛋白抑制因子2 

(suppressor of profiling 2, sop2)
[28]

.   

2013年高路等(数据未发布 )又利用抑制性消减

杂交方法(suppression subtractive hybridization, SSH)

分析了BC8和306在添毒后中肠的mRNA表达差异 , 

发现在BC8库中高表达在306中低表达的 , 能通过数

据库比对上的序列有17条 , 通过测序比对发现其中

有一个为家蚕泛素连接酶E2, 还有一个为唾液酸结

合免疫球蛋白样凝集素(sialic acid binding Ig-like 

lectin, siglecs), 这是目前所有的研究中发现的唯一

一种参与家蚕抗BmNPV的模式识别分子 . 2007年 , 

日本学者Iwanaga等人[29]利用SSH方法分析了家蚕细

胞在感染BmNPV后的差异表达基因 , 发现其中有7

个基因表达上调(etrA, Fasciclin I precursor, Cdk7, 

citrate synthase, corksrew protein, proteasome 26S  

subunit和BAAB01012899)和4个表达下调基因(RNA 

polymerase II, Dm-LD46360 homolog, ferritin lower  

subunit和 NRPG0148). Bao等 人 [30,31]也利 用 SSH    

方法分析了BmNPV抗性家蚕品系KN与感性家蚕  

306在经口感染BmNPV 12 h后 , 中肠和脂肪体的  

差异基因表达情况 , 获得了一系列表达上调的基因

(表S1).  

2010年 , Sagisaka等人 [32]利用基因芯片技术

(DNA microarray)分析了家蚕细胞在感染BmNPV 12 h

后的基因表达情况 , 发现只有少数基因出现了显著

性的表达上调, 分别是BmEts和BmToll10-3. 2013年, 

Zhou等人 [33]利用芯片技术对家蚕抗BmNPV的差异

表达基因进行了分析 , 利用已知的22987个核苷酸探

针我们对添毒12 h后的家蚕BC8和306中肠的基因表

达进行了检测 , 结果发现92个差异基因 . 通过NB, 

BC8和306的荧光定量PCR进一步分析 , 发现了10个

在添毒后发生上调的基因 , 包括2种蛋白转运体: 氨

基酸转运蛋白(amino acid transporter, AAT)和钾离子

偶联的氨基酸转运蛋白 (K
+
-coupled amino acid 

transporter, KAAT).  

3.2  蛋白质水平抗BmNPV相关蛋白的筛选 

在对NB, BC8和306模型的蛋白质组分析中 , 发

现NB和BC8添毒后的血淋巴中β-N-乙酰葡萄糖胺酶2 

(beta-N-acetylglucosaminidase 2, GlcNACase 2)表达

升高 [34]
, 经过进一步酶活测定确定在添毒后的抗性

家蚕中β-N乙酰葡萄糖胺酶2活性显著升高 , 推测该

酶的高表达干扰了BV病毒GP64蛋白的N葡聚糖糖基

化, 从而影响了BV的二次感染 [35]
. 随后赵远 [36]同样
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利用二维电泳的方法先后分别分析了NB, BC8与306

未添毒、添毒后24, 48以及72 h的中肠、血淋巴和脂

肪体的表达差异蛋白 , 进一步丰富了对参与家蚕抗

BmNPV的相关蛋白的认识, 也进一步在蛋白质水平

验证了mRNA水平的结果 . 比如丝氨酸蛋白酶以及

丝氨酸蛋白酶抑制剂在mRNA表达水平与蛋白表达

水平相一致 , 而这些酶与昆虫一种特异性免疫应答

——酚氧化酶级联反应紧密相关 , 表明这种免疫机

制在家蚕抗病毒中起着重要的作用 . Qin等人[37]利用

遗传学原理, 组配杂交F1代正反交群体, 从蛋白质组

学水平分析了亲本和F1代差异表达蛋白 , 发现了在

正反交F1群体中与抗性亲本NB表达同样升高的蛋白, 

如caspase-1和serine proteinase等, 进一步证实细胞凋

亡和酚氧化酶原级联反应在家蚕抗病毒的过程中起

到一定作用.  

目前各研究小组通过多种大通量组学方法获得

了一些家蚕抗BmNPV的差异表达基因和蛋白 , 这些

不同方法获得的数据可以相互验证、相互补充. 比如

无论是在蛋白水平还是在mRNA水平 , 家蚕胰蛋白

酶样丝氨酸蛋白酶(trypsin-like serine protease)、家蚕

丝氨酸蛋白酶抑制剂5 (Bmserpin-5)和家蚕胰凝乳蛋

白酶抑制剂CI-8A (Chymotrypsin inhibitor CI-8A)在

添毒后抗性家蚕的中肠和脂肪体表达都显著性升高, 

而在感性品系中则没有 , 表明与这些因子相关的酚

氧化酶级联途径在家蚕抗BmNPV的过程中确实起了

作用; 在以有机试剂提取总蛋白的蛋白质组方法中 , 

对于膜蛋白的检测存在缺陷 , RNA水平的检测就能

对差异膜蛋白的分析起到很好的补充作用 , 而膜蛋

白通常参与细胞活动中多种重要生物学功能 . 目前

筛选到的可能与家蚕抗BmNPV相关的膜蛋白 , 如

siglecs, 氨基酸转运蛋白等就是在RNA水平筛选  

到的.   

由于各个研究小组所使用的抗性家蚕的材料不

同, 以及研究和处理方法的不同, 得到了许多差异基

因/蛋白, 下面对这些分子做一些梳理归纳(表1)和可

能机制的探讨.  

4  家蚕抗BmNPV的可能途径和机制 

4.1  家蚕抗BmNPV的免疫途径 

昆虫同脊椎动物一样拥有高效的先天免疫系统

来应对外源微生物的侵染 , 家蚕作为一种重要的模

式昆虫 , 其对于外源微生物侵染的先天免疫情况及

免疫分子也有了系统的研究 , 家蚕对于外源微生物

的免疫清除分为识别(recognition)、调节(modulation)、

信号传导 (signaling)和效应 (effection)4个阶段 [38]
. 

Iwanaga等人 [29]和Sagisaka等人 [32]在RNA水平的研究

表明 , 只有很少的家蚕基因的表达显著升高或降低

来应答BmNPV的感染 , 所以利用抗性家蚕筛选到的

差异表达的基因/蛋白就显得很重要.  

(ⅰ ) 识别分子 .  在先天免疫中凝集素家族

(lectin family)的C型凝集素分子(C-type lectins)是一

种免疫识别分子 , 而到目前为止在家蚕抗BmNPV研

究中仅发现了一种可能发挥模式识别功能的分子

Siglec. Siglec属于一种I型膜蛋白家族 , 其胞外区有

一个Ig样结构域用来与唾液酸化的糖配体结合 , 可

以识别病原体 . 同时其胞内区多含有免疫受体酪氨

酸抑制基序(immunorecepter tyrosine-based inhibition 

motifs, ITIM)和免疫受体酪氨酸抑制样基序, 可以通

过召集或者激活酪氨酸磷酸酶SHP-1和SHP-2来释放

抑制信号 ; 胞内不含有  ITIM结构的人 siglec-14和

siglec-H则可以和DAP12(deadth asscociated protein 

12)结合发挥信号转导的作用 [39,40]
, 而家蚕死亡相关

蛋白(Death associated protein, BmDAP)
[41]在添毒后

的抗性家蚕中出现高表达 . 另外凝集素通常被认为

在体内能够直接触发酚氧化酶级联反应 [42,43]
.  

(ⅱ) 调节分子.  蛋白酶及相应的抑制剂广泛存

在于所有生物中 , 蛋白酶参与了多种蛋白水解级联

反应 , 是昆虫天然免疫过程中调节酚氧化酶原级联

和黑化的关键分子 . 蛋白酶抑制剂则负责对过度的

级联反应进行调节从而避免对宿主组织的伤害 , 同

时蛋白酶抑制剂还能抑制入侵微生物产生的蛋白酶, 

从而起到保护宿主的作用[44]
. 家蚕Trypsin-like serine 

protease, Bmserpin-5和家蚕 Chymotrypsin inhibitor 

CI-8A在添毒后抗性家蚕的中肠和脂肪体表达都显著

性升高 , 这在 RNA和蛋白水平同时得到验证 . 

Trypsin-like serine protease是一种Clip结构域丝氨酸

蛋白酶 , 这类蛋白酶被认为是一种参与先天免疫的

重要蛋白酶家族 [45]
. 其结构特征为在N端具有一个

Clip结构域, 在SP结构域的活性位点具有H, D和S三

联体特征序列 . 其能通过剪切羧基端的一些特殊氨

基酸从而活化proPO
[46]

. 一些实验室也证实在昆虫里

胰凝乳蛋白酶(Chymotrypsin)也是proPO的激活因子 , 

所以Chymotrypsin inhibitor CI-8A也应该是家蚕针对
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BmNPV的酚氧化酶原级联反应中的一个重要调节因

子[47~49]
.  

Serpins是一种结构高度保守的蛋白家族 , 它可

以扮演一个自杀底物的角色将其C端的活性中心螺

旋(reactive center loop, RCL)插入蛋白酶活性位点 , 

从而引起一个构象变化形成一个共价复合体 , 破坏

蛋白酶的活性 [50]
, 通过抑制丝氨酸蛋白酶 (Serine 

protease)的活化从而调节酚氧化酶级联反应 . 另外 , 

丝氨酸蛋白酶1 (BmSP-1), BmSP-33, BmSERPIN-2, 

BmSERPIN-7, BmSERPIN-33和丝氨酸羧肽酶(serine 

carboxypeptidase)也有可能参与到这条级联反应的调

控网络中. 此外, 在添毒后抗性家蚕中有一种推测的

磷脂酶A2 (Predicted phospholipase A2)也出现特异性

高表达 , 而磷脂酶A2能释放出溶血卵磷脂这种强生

物去垢剂从而直接激活酚氧化酶原 [51]
, 所以推测家

蚕抗BmNPV的过程可能存在多种途径引起家蚕体内

的酚氧化酶原级联反应.  

(ⅲ) 信号转导.  免疫信号转导是将对外源病原

体的识别信号放大并与效应因子转录激活作用相连

接的过程, 目前发现的昆虫对病毒的应答主要有3种

信号转导通路: Toll, Imd和Jak-STAT
[52]

.  

对于家蚕抗BmNPV所涉及的信号转导途径有在

芯片分析 中发现的感染 BmNPV后 的 细 胞 中 , 

BmToll10-3的表达发生了显著的上调 . 哺乳动物的

Toll样受体9 (Toll like receptor 9, TLR9)可以识别

AcMNPV的双链DNA基因组并诱导产生抗病毒的干

扰素 [53]
, 所以猜测BmToll10-3可能也参与了家蚕抗

BmNPV的信号转导过程 , 并通过信号转导促使抗菌

肽和一些抗病毒分子的合成. Zhang等人[54]研究发现, 

在细胞水平BmNPV的感染能够上调BmSTAT的表达 , 

暗示家蚕JAK/STAT途径对BmNPV感染有应答, 但是

过表达BmSTAT并没能明显提高细胞对病毒的抵抗能

力, 这可能与其在细胞水平进行实验缺乏相关下游因

子有关.  

(ⅳ) 效应因子.  效应因子通常是在一系列的免

疫识别、调节和信号转导后产生的能消灭侵染微生物

的分子 , 这些分子直接作用于酚氧化酶以来的黑化

作用、消灭感染的微生物、细胞凋亡以及其他免疫相

关机制.  

经口感染的BmNPV随食物进入蚕体 , 在家蚕极

碱性的肠道pH中多角体解离 , 病毒释放并吸附到肠

道柱状上皮细胞进入感染周期 , 所以消化液就成为

家蚕抵抗病毒感染的第一道防线 . 消化液内存在一

些有助于消化的酶类 , 而这些酶可能天然就具有抗

病毒活性, 从20世纪80年代开始, 科学家们就从家蚕

的消化液内分离鉴定出了多种具有抗病毒活性的分

子: 家蚕还原型辅酶Ⅱ氧化还原酶(NADPH-oxidore- 

ductase-like, BmNOX)
[55]、家蚕脂肪酶 (Bmlipase- 

1)
[56]、家蚕丝氨酸蛋白酶2 (BmSP-2)

[57]和多种形式红

色荧光蛋白(RFPs)
[58~61]等. 之前的研究证实, 这些蛋

白都是中肠特异性表达 , 在体外具有强力抗BmNPV

活性, 且不受病毒感染的诱导而组成性的表达. 而从

现有的蛋白质组和SSH结果来看 , 在给抗性家蚕添

毒后, BmNOX, BmSP-2, Bmlipase-1和脱植基叶绿素

A结合蛋白前体(chlorophyllide a binding protein)都呈

现出高表达, 脱植基叶绿素A结合蛋白能在光照条件

下与来自桑叶中的脱植基叶绿素A合成具有强力抗

病毒活性的红色荧光蛋白 [59]
. Jiang等人 [62]通过转基

因的方法将Bmlipase-1转入感性家蚕体内, 使得转基

因家蚕品种的存活率提高了33%, 确定了这种内源

性蛋白的抗BmNPV活性 . 现在普遍认为 , 这些分子

可能通过破坏BmNPV的囊膜结构从而阻断病毒与中

肠上皮细胞的吸附和融合. 此外, 在家蚕天然免疫中

发挥重要作用的免疫球蛋白样蛋白(hemolin), 血淋

巴蛋白 (hymolymph protein)也都在添毒后的抗性家

蚕体内出现高表达.  

抗菌肽是一类由昆虫脂肪体合成的对微生物包

括细菌、病毒、酵母、寄生虫甚至真菌具有防卫活性

的短肽 , 一般150~200个氨基酸左右 [63]
. 研究发现 , 

鳞翅目特有的一些抗菌肽gloverin-1, 2, 3, lebocin, 

attacin和lysozyme在添毒后的感性和抗性家蚕中都出

现高表达, 添毒后6 h出现峰值, 说明这些抗菌肽具

有广谱抗病毒细菌活性 . 而gloverin-4在感性和家蚕

卵巢细胞系BmN中均没有出现高表达, 只在BmNPV

感染后的抗性家蚕中特异性高表达 , 这可能是一种

针对BmNPV感染的特异性抗菌肽 . 有研究证实 , 

gloverin具有抗AcMNPV的活性 , 且这种抗病毒活性

同囊泡内容物的释放有关 [7]
. 进一步分析发现, 这些

抗菌肽基因启动子区都含有保守的κB结合位点 , 暗

示这些基因的表达都受到NF-κB信号通路的调节 . 

NF-κB信号通路活化过程中的IKK (IκB kinase)和IκB

的磷酸化以及磷酸化的IκB的降解都与泛素化途径紧

密相关 : IKK蛋白被泛素化后其磷酸化IκB的活性显

著增加, E2泛素连接酶介导的磷酸化IκB的快速泛素
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化使得IκB蛋白被运输到26S蛋白酶体降解, ―释放‖出

NF-κB进入细胞核开启核内相关分子的转录翻译 [64]
, 

而在蛋白和转录水平确实发现家蚕 Ubiquitin-    

conjugating enzyme E2和26S蛋白酶体在添毒后的抗

性家蚕体内出现了高表达 , 加深了对抗菌肽释放途

径的了解.  

酚氧化酶酶原前体 2s (Prophenoloxidase 2s, 

proPO 2s)在添毒后的抗性家蚕中发生高表达 [65]
, 这

是酚氧化酶原级联反应参与了抗BmNPV过程的一个

直接证据. 酚氧化酶酶原(Phenoloxidase, PO)通常以

其非活化状态的前体酚氧化酶酶原 (prophenoloxi- 

dase, proPO)的形式存在于体内 , 经过丝氨酸蛋白酶

等的一个复杂的酶级联反应后形成PO, PO在分子氧

存在的条件下把酚类氧化成醌类毒性物质 , 同时PO

也能通过一系列反应生成黑色素一起沉积在病原物

表面, 通过黑化和包裹作用消灭病原微生物 [66]
.  

细胞凋亡是可遗传的旨在清除损伤的、有害的细

胞的一种细胞程序性死亡过程 , 它不仅在维持机体

内环境稳定、变态发育等过程中发挥重要作用, 也成

为机体对病毒等侵染的一种有效策略 [67]
. 除了前面

提到过的Bms3a, Bmcaspase-1和BmDAP, 还发现了

一些其他在添毒后的抗性家蚕中出现高表达的细胞

凋亡相关分子: 家蚕细胞色素c氧化酶(Cytochrome c 

oxidase)和14-3-3ζ. BmDAP可能与siglec结合直接引

起细胞凋亡 [68,69]
, 14-3-3ζ已经证实能够抑制Bcl-2基

因表达从而促进细胞色素c从线粒体到细胞质的释

放, 细胞色素c的释放则能够引起caspase级联反应活

化效应分子 caspase-1
[70]从而最终导致细胞凋亡事

件 [71]
, 这些涉及抗病毒的细胞凋亡相关分子很有可

能引起了一种主动的细胞凋亡 , 用以抑制病毒的扩

散和复制.  

自由基或自由氧簇, 包括超氧离子(O
2−

)、氢氧根

离子(OH−)和过氧化氢(H2O2), 是体内清除入侵的病

原微生物的一种重要免疫防御措施[72]
. 硫醇抗氧化酶

(thiol peroxiredoxin, TP)能够清除过剩的自由基, 从而

防止宿主受到过剩自由基攻击而损伤 [73,74]
, 研究发现

其在添毒后的抗性和感性家蚕体内都出现高表达. 在

SSH中发现的谷胱甘肽转移酶 (glutathione S-transfe- 

rase, GST)也属于一种酶促抗氧化系统的一员, 能够将

H2O2转换为水和氧气
[75]

, 暗示自由基反应在BmNPV感

染家蚕时可能被激发, 参与清除病毒的感染.  

4.2  其他途径和分子 

(ⅰ) 热休克蛋白.  HSPs是生物体受到物理、化

学、生物、精神等刺激时发生应激反应而合成的一类

高度保守的蛋白质 , 病原微生物的侵染也能诱导

HSPs的合成 . 作为一种分子伴侣 , HSPs不仅可以在

细胞应激状态下稳定细胞结构 , 维护细胞的正常生

理功能, 提高机体相应的适应能力, 而且还参与一些

重要的细胞生理活动 , 如蛋白质转位、折叠和降解. 

昆虫的HSPs主要分成3个家族 : 小热休克蛋白家族

(Small HSPs, sHSPs) 、 HSP70 和 HSP90 家 族 [76]
. 

BmNPV感染家蚕后 , HSP类似蛋白(heat shock cog-

nate protein), HSC70蛋白 (HSP70 cognate, HSC70), 

HSP90 和 HSC70/HSP90 组 织 蛋 白 (hsc70/hsp90-  

organizing protein, HOP)在感性和抗性家蚕体内都能

出现高表达 , HOP是一种不仅能与HSC70/90直接作

用, 成为共分子伴侣发挥作用, 而且还能够调节HSP

的分子伴侣活性的蛋白 [77]
, 推测病毒可能利用这些

蛋白进行转位折叠从而完成病毒的侵染周期 . 其中

值得引起注意的是一种小热休克蛋白HSP19.5, 在感

染BmNPV的家蚕细胞系中不表达 , 只特异的在添毒

后的抗性家蚕中高表达 , 表明它可能参与了家蚕特

异性抗BmNPV的免疫应答反应 . 在对人类的研究中

也发现一种小热休克蛋白HSP27被证实具有抗病毒

活性, 能够在T淋巴细胞中抑制病毒的复制[78]
. HSPs

还有一个很重要的功能就是稳定微管和微丝结构 , 

这让人联想到组学研究中在抗性添毒个体中高表达

的各种肌动蛋白及与之相关的蛋白.  

(ⅱ) 肌动蛋白及相关蛋白.  研究发现, 肌动蛋

白结合蛋白(actin binding protein)、家蚕肌动蛋白A3 

(Bmactin A3)、家蚕转凝蛋白(Bmtransgelin)和肌动蛋

白解聚蛋白(actin-depolymerizing factor)在添毒后的

抗性家蚕中会出现高表达 , 表明肌动蛋白和相关的

一些分子都参与到了抗BmNPV的过程. AcMNPV在

侵染细胞后, 其p78/83蛋白可以和Arp2/3复合体相互

作用加速病毒通过核孔复合物进入细胞核并开始早

期病毒蛋白的表达[79]
; p78/83蛋白也能促使Arp2/3复

合体转入细胞核诱导核内actin的多聚化 , 这对于后

代病毒粒子的产生和释放是必须的 [80]
, 而AcMNPV

的VP80蛋白也能在此过程中与actin相互作用而使组

装好的病毒粒子移动到核外周最终形成 BV和

ODV
[81]

. Chen等人 [82]研究表明 , BmNPV的ORF67蛋
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白与Bmactin A3有直接相互作用 , 而FDD-PCR分析

中发现 BmSOP2在感性家蚕中出现高表达 [28]
, 

BmSOP2就是Arp2/3复合体的一个主要成分 , 表明

BmNPV与AcMNPV有着类似的入核、复制机制 . 有

研究表明, actin的过表达能够干扰AcMNPV多角体的

合成以及病毒的组装 [83]
, 这有可能帮助解释肌动蛋

白甚至热休克蛋白参与的这一抗病毒过程 , 但这个

过程是如何引发的以及具体的抗病毒机制仍旧需要

进一步研究.  

(ⅲ) 病毒侵染过程中的细胞内环境.  核性多角

体病毒间虽然具有很高的相似性 , 但是也显示出极

高的宿主特异性 . 家蚕的 BmN细胞系在遭到

AcMNPV, SeMNPV, HycuMNPV和SpltMNPV感染时

就会导致rRNA的降解从而引起总蛋白合成的关闭 , 

在其他昆虫细胞系没有这种情况 [84,85]
, 所以认为家

蚕进化出一种独特的抗病毒的机制 . 根据已有的结

果看, BmNPV感染抗性家蚕后一些核糖体蛋白出现

高表达 , 表明抗性家蚕应该没有采用这一策略来抵

抗BmNPV的感染 ; 如果用BmNPV去感染 Sf9或者

High Five细胞, 发现家蚕BV病毒也不能够进入这些

细胞核 , 可能同这些细胞系的内环境有关 , 降低了

BV病毒GP64的膜融合活性导致BV不能进入细胞核

从而导致感染失败 [85]
. 在前期的SSH和蛋白质组分

析中发现一种同pH相关的V-ATPase在抗性家蚕出现

高表达 [86]
, 通过进一步的分析发现过表达V-ATPase 

c亚基的BmN细胞确实增加了抑制BmNPV复制的能

力, 而且此时过表达的C亚基显示在细胞质内一些特

殊的结构上 , 且此时V-ATPase酶的酶活增加 [87]
. 联

系到芯片分析发现的依赖于V-ATPase活性的两个转

运体蛋白AAT和KAAT
[88,89]

, 推测很有可能是内体上

高表达的V-ATPase促使酶活增加导致内体pH、转运

蛋白等一系列的变化 , 从而使得病毒不能正常地脱

壳或者进入细胞核, 最终引起病毒复制的失败. 而在

抗性家蚕添毒后高表达的 Rab7很有可能是引起

V-ATPase表达变化的信号分子[90,91]
.  

5  家蚕抗BmNPV的RNAi研究 

家蚕基因干涉和转基因技术日渐成熟 , 利用这

种方法去解决家蚕核型多角体病毒病也成为一种可

能. 2004年Isobe
[92]首次将能抑制BmNPV lef-1的片段

转入家蚕基因组使得病毒的滴度在转基因家蚕体内

得到很好的控制, 虽然最终家蚕还是感染病毒死亡 , 

但是给出了一个解决家蚕抗 BmNPV新的思路 . 

Kanginakudru等 [93]将BmNPV ie-1作为靶抑制基因构

建了转基因家蚕 , 能达到40%的保护效果 . Jiang等

人[94]将病毒ie-1, helicase, gp64和vp39分别作为靶抑

制基因进行了转基因家蚕构建 , 结果发现 , 抑制了

BmNPV ie-1的转基因家蚕表现出最好的抗病毒效应. 

Xue等人 [95]也在细胞水平构建过能够同时抑制

BmNPV ie-1和 lef-1的稳转细胞株 , 也表现出抗病毒

的特性 . Jiang等人 [62]通过分别转入家蚕内源性的抗

病毒分子Bmlipase-1和美国白蛾和性多角体病毒

(Hyphantria cunea NPV)hycu-ep32基因[96]
, 提高了家

蚕对BmNPV的抗性 . 这些研究都为最终解决家蚕抗

BmNPV的问题进行了很好的尝试.  

6  结论与展望 

目前对于家蚕抗BmNPV的遗传规律分析 , 各个

研究小组的结论不甚相同 , 但是普遍认为存在主效

基因的控制. 2013年, 陈克平研究组对早期筛选到的

BmNPV高抗品系NB进行进一步研究发现, 该品系对

于抗BmNPV性状处于杂合状态 , 通过10多代的抗

BmNPV系统筛选, 获得一个抗BmNPV新品种, 遗传

分析发现表现出单基因控制的规律 [25]
. 2007年

Asser-Kaise等人[97]在研究苹果树蛾(Cydia pomonella 

L.)对杆状病毒昆虫杀虫剂的抗性时发现其也是由显

性单基因控制 , 并通过图位克隆的方法将这个基因

定位在Z染色体上. Yao等人[98]利用NB品系成功育成

了家蚕抗BmNPV的新生产品种 , 并开始在安徽省部

分地区进行实验饲养. 2014年中国农业科学院蚕业研

究所的科研人员也利用抗性家蚕品种N和传统育种

方法成功培育出具有BmNPV高度抵抗性的夏秋用家

蚕新品种华康2号(HK2).  

寻找抗性基因的一个有效方法是通过图位克隆

的办法, 目前确认的与抗BmNPV连锁的分子标记只

有陈克平研究组筛选到的AY380833, 这个标记位于

一段768 bp的序列中, 但是没有染色体定位信息. 通

过染色体步移技术在NB和306基因组中进行双向扩

增, 获得了一个近20 kb大小的片段, 但仍旧没能与已

知参考基因组拼接上(数据未发布). 虽然目前家蚕的

精细基因组图谱已经公布 , 但是仍旧存在一些间隙

(gap), 所以这个标记可能就处于这种间隙中, 当然也

有可能由于NB品种的特殊性 , 与参考基因组存在差

异而不能将这个标记在现有基因组数据库中定位.  
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图 1  可能参与家蚕抗 BmNPV的分子和途径的概略图 

Figure 1  A schematic model of molecules and pathways involved in anti-BmNPV 

但是随着第2代甚至第3代测序技术的发展 , 利用高

通量测序技术进行SNP标记的筛选能对图位克隆寻

找抗性基因带来巨大帮助.  

宿主具有多种策略来对入侵的病毒进行抵抗 , 

而在长期的进化过程中 , 病毒也进化出一些方法来

躲避宿主免疫系统的围剿 : 在对病毒泛素的研究中

发现 , 杆状病毒会利用自身编码的泛素蛋白去给宿

主的一些抗菌肽贴上标签(未发布数据). 针对宿主的

细胞凋亡 , 病毒会利用自身编码的凋亡抑制因子

(IAP)
[99]抑制宿主的细胞凋亡过程 , 从而有利于病毒

的复制和繁殖 [100]
. 所以上面分析的某些免疫途径和

分子很有可能对于抵抗BmNPV的侵染是无效的 , 这

种抵抗是一种相互和动态的过程.  

本文对FDD-PCR, SSH, 芯片分析以及蛋白质组

方法得出的数据进行了分析 , 探讨了参与家蚕抗

BmNPV的免疫途径和相关分子 , 对抗菌肽、酚氧化

酶级联、细胞凋亡等可能机制有了一定认识, 但对于

热休克蛋白 , 肌动蛋白等等途径和分子是怎样参与

到抗BmNPV的过程中还不了解 . 同时组学分析中还

有一些数据目前还不能通过数据库鉴定 , 有一些能

够鉴定但是功能还未知 , 这些信息还有待于数据库

信息的进一步完善以及相关功能实验的验证来加深

对家蚕抗BmNPV的认识 , 相信转基因技术结合新出

现的CRISPER/Cas9, TALEN技术对目的基因进行敲

除、干涉, 会对抗病毒分子的功能验证和作用机制的

研究带来帮助. 
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Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) causes an important viral infectious disease in sericulture, and is responsible for 60% of 

the total cocoon production loss caused by various silkworm diseases. Horizontal resistance of silkworms to BmNPV is well known 

but we have identified a local line, named NB, whose LD50 is more than 1000 times higher than that of susceptible strains, and that has 

the highest resistance to BmNPV out of 344 silkworm lines. Through 10 years of crossbreeding and systematic selective breeding 

using line NB, we have constructed a commercial variety of Bombyx mori that is highly resistant to BmNPV. These genetic studies 

indicate the existence of BmNPV resistance genes in silkworm, and a pair of dominant genes has been implicated. Recently, we 

constructed a BmNPV-resistant near-isogenic line (NIL) via interspecific hybridization and backcrossing. Using this model and 

molecular techniques, such as fluorescent differential display-PCR, suppression subtractive hybridization, DNA microarray and 

proteomic analyses, we have identified molecules involved in BmNPV resistance. This review summarizes the current research status 

of BmNPV resistance in silkworms and discusses molecules involved in anti-BmNPV processes. 

Bombyx mori, nucleopolyhedrovirus, resistance, genetic analysis, SSH, proteomic, immune response 
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