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家蚕化学诱变剂及诱导突变体的筛选
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摘要：在家蚕 -’(./0 (’1+ 基因组计划完成之后，其功能基因组研究成为该领域的最重要课题。突变体是功能基因
组学研究的重要材料，因此，通过人为诱导获取大量的突变系统是及其重要的手段。本研究用化学诱变剂 8-P、

!-P、48,、’.2P、8!,诱导处理家蚕标准品种 13%7，筛选获得了非滞育红卵，长圆筒茧、小茧、丝胶茧及绵茧突变体，
致死突变体及无鳞毛蛾翅突变体。结果还表明：!-P、48,诱变家蚕的突变效率高，注射翅原基比腹部更方便且效
果好，化学诱导雄体比雌体的效果好；在时期上，注射蛹和蛾都有诱导效果。上述突变体大多为致死性突变，推测

其可能与致死性基因突变有关。同时，本研究为应用 K+QQ+-R技术鉴定家蚕更多目的基因突变体提供了有效的材
料。
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随着果蝇、小鼠、斑马鱼等模式动物全基因组测

序的相继完成，功能基因组研究成为基因组发展的

趋势和热点，而功能基因组研究需要大量的突变资

源作为支撑。在果蝇、斑马鱼、拟南芥等主要模式生

物中，通过人为诱导获取大量的突变系统受到了高

度重视。到目前为止，人们已经获得果蝇、斑马鱼等

模式动物的突变资源数千种（]:<[;BH 3# $) A，$%%’；
4"F9 "<C RB:>;BH，$%%/），其中甲基磺酸乙酯（8!,）
化学诱导获得的果蝇突变基因就多达 ) )$) 份
（]:<[;BH 3# $) A，$%%’
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）。家蚕作为鳞翅目的模式昆



虫，其全基因组测序已成功完成（!"# !" #$ $，%&&’），
其功能基因组研究工作也已启动，建立足够规模的

突变体资源也将成为家蚕功能基因组研究中最重要

的工作之一。

目前全世界保存的家蚕突变体约 (&&多个系统
数（鲁成，%&&)），这些突变资源中的大多数是收集的
自然突变资源，很少部分是通过人工诱导突变筛选

所获得。例如通过物理方法获得突变系统，如用 !
射线、!射线诱导出斑纹限性系统、卵色限性系统、
黄茧限性系统、性连锁平衡致死系统、蚁蚕色限性系

统、无选择食性突变蚕（*+）和广食性蚕（,-）等。而
广部和村地等人通过化学诱变剂诱导得到的突变体

有多倍体、缺失型突变蚕；./(% 年田岛和小林用
&0&.1 2 &01’"3的 45溴去氧尿核苷和 &0% 2 &06("3
的 45溴5尿嘧啶（45,7）给蚕添食，得到了多数 89 斑
油突变；以甲基磺酸甲酯（::;）、<:;和丝裂霉素
=等诱变剂注射蛹体，诱发了显性致死突变（向仲
怀，.//’）；用硫酸二乙酯（><;）和甲基亚硝基脲
（:*7）处理后分别获得了 %&"（白妙卵）（?@A"B#C# !"
#$ $，.//(）、’!$（红色死卵）（DEF"G8H#，./66）、(!"（长
胴蚕）（D#C#3@IJ" !" #$ $，.//4）、C5%’（红眼第 % 白
卵）、)*（丰油蚕）、+,5-（K不眠蚕）和 ./5(0（丝胶茧

>）（L#BE" !" #$ $，./1’）、1)$（软体蚕）、1"’（链蚕）突变
品种（向仲怀，%&&4）。
我国拥有世界上最多的家蚕突变资源，但对大

规模的功能基因组研究来说还远远不够，因此，通过

不同途径获得更多的突变体，为功能基因研究提供

丰富的材料，是当前的重要工作之一。本研究以可

产生点突变的化学试剂乙基亚硝基脲（<*7）、:*7、
><;、45,7、<:;作为诱变剂，对家蚕标准品系 =.&1
进行处理，以探索这些试剂的化学诱变效应，寻求适

合家蚕点突变的化学诱变剂、最佳的处理方式及处

理时期。另一方面，最近反向遗传学研究手段日益

受到重视，特别是 LMNNM*O（L#F3E-"P3 MP9@IE9 N8I#Q
NER"8PR "P OEP8GER）技术，因其规模化和高效的优势，
在模式生物的功能基因组研究中起到了积极的推动

作用。该技术为定向诱导基因组局部突变技术，可

以从同一遗传背景中筛选和鉴定出形态性状突变

体，并在短时间内构建大量点突变群体。而

LMNNM*O技术的关键在于利用化学诱变方法来产生
一系列的点突变，然后用可以识别并切割错配碱基

的 =<N #酶消化基因扩增产物，并迅速鉴定突变位

点（:I=#QQ@G !" #$ $，%&&&#，%&&&K）。为此，本研究的
另一个主要目的就是建立家蚕人工诱导突变系，为

应用 LMNNM*O技术鉴定家蚕众多突变体奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
家蚕标准品种 =.&1，由西南大学家蚕基因库提

供。

!"# 方法
!"#"! 实验用蚕的准备：将家蚕化蛹后削茧取出
鉴别雌雄，选出化蛹 % 2 )天（精母细胞形成）的雄蛹
和化蛹 4 2 (天或化蛹 6 2 1天（卵壳未充分形成前）
的雌蛹，以及羽化后的雌、雄蚕蛾作为诱导对象。

!"#"# 家蚕的诱导处理：化学诱变剂诱导家蚕突
变的方法和选择诱变剂量都参考 L#S"G# 和 :@F8-#
等人 诱 导 家 蚕 使 用 的 方 案 进 行（:@F8-# #P9
:@F#B#G"，./66； M-8 #P9 D8K#T#RJ"，./61；L#S"G#，
./1&；向仲怀，.//’）。所有的诱变剂均为现配现用，
需诱导的蚕蛹和蛾按照表 .注射方案进行处理，并
对处理后的蚕蛹和蛾置于通风无人处，待交配制种

后，再按蚕种保存要求处理（冯家新，.//)）。
!"#"$ 交配制种：分别按照正常雌蛾与注射了诱
变剂的雄蛾（!正常 U" 诱变）；注射了诱变剂的雌
蛾与正常雄蛾（!诱变 U" 正常）交配制种，再单蛾
区饲养。并将诱导的当代记为 :&，杂交后代记为

:. 代，:. 代同蛾区交配的后代记为 :% 代。

!"#"% 化学诱变剂的无毒害处理：实验剩余的诱
变剂用含有 .&V *#%;%W) 的 %4& GG8QXN *#WY溶液
中和，放置过夜；沾有诱变剂的器具用含有 .&V
*#%;%W) 的 %4& GG8QXN *#WY溶液浸泡过夜处理；实
验操作台用 .& GG8QXN的 *#WY溶液擦洗或喷雾处
理。

!"#"& 筛选化学诱变体：单蛾区饲养诱导后的蚕
种，进行细致的性状调查和比较鉴定。根据遗传系

统的分类方法，记录卵、幼虫、蛹、茧、蛾的各阶段形

态和生理特征等，包括卵形、卵色、卵壳色、蚁色、幼

虫体形、体色、斑纹、体壁、腹肢、茧形、茧色、蛹形、蛹

体色、蛾体色、蛾体形、蛾斑纹、复眼等形态性状，化

性、眠性、食性、产卵等生理性状，从中筛选出突变

体，并分析显隐性。

()’ 昆虫学报 23"# 4+"),)$)5&3# (&+&3# 4&卷



表 ! 注射方案
"#$%& ! ’()&*& +, -)& ./0&(-.+/

注射时期

!"#$ %&
’()$*#’%(

注射部位

+%,’#’%( %&
’()$*#’%(

注射剂量

!%,$ %& ’()$*#’%(（!-）

./0
（1 222!345-）

6789
（16!345-）

!.0
（1 222!345-）

/:9
（122!345-）

.:9
（122!345-）

每种方式注射

的数量（头）

:;5<$= %&
’(>’?’>;"@, &%=
$?$=A ’()$*#’%(

雄 /"@$

化蛹

B C D天
B7D >"A
E;E"

翅原基4
腹部

F’(3 >’,*4
"<>%5$(

12 B6 62 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 B2

刚化蛾

G=$,H
5%#H

翅原基4
腹部

F’(3 >’,*4
"<>%5$(

12 B6 62 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 B2

雌 G$5"@$
化蛹

6 C I天
6 J I >"A
E;E"

翅原基4
腹部

F’(3 >’,*4
"<>%5$(

12 B6 62 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 B2

化蛹

K C L天
K7L >"A
E;E"

翅原基4
腹部

F’(3 >’,*4
"<>%5$(

12 B6 62 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 B2

刚化蛾

G=$,H
5%#H

翅原基4
腹部

F’(3 >’,*4
"<>%5$(

12 B6 62 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 12 B6 62 B2

注：以注射诱变剂相应体积的 2ML6N :"O@和未经注射的家蚕品种 O12L作为诱导对照。
:%#$,：P()$*#’(3 #H$ *%==$,E%(>’(3 ?%@;5$ %& 2ML6N :"O@ ’( E@"*$ %& 5;#"3$(, "(> #H$ ;()$*#$> (%=5"@ O12L ,#="’( ", #H$ *%(#=%@, %& ’(>;*$> ,’@QR%=5S

1 结果与分析

12! 筛选家蚕化学诱导突变体
本研究通过正向遗传筛选获得了一些可视性家

蚕突变体如表 B，/:9诱导获得了 1个突变体，!.0
诱导获得了 6个突变体，6789诱导获得了 1个不稳
定的突变体。而目前已报道的产生点突变的诱变剂

/:9和 !.0处理家蚕后，分别获得了 !"#（白妙卵）

（G;)’Q"R" $# %& S，1TTI）、’$&（红色死卵）（U$=’5%?"，
1TKK）、($#（长胴蚕）（U"R"3;*H’ $# %& S，1TT6）、R7B’

（红眼第 B白卵）、)*（丰油）、+,7-（<不眠蚕）和 ./7
(0（丝胶茧 !）（V"Q$’ $# %& S，1TLW）、1)&（软体蚕）、1#’
（链蚕）突变品种（向仲怀，B226）。综合分析发现，到
目前为止，用烷化诱变剂 /:9 和 !.0 诱导家蚕获
得的突变体是人工诱导家蚕获得突变体数量中最多

的，从正向遗传筛选来看，/:9和 !.0对家蚕诱导
效果是目前最好的。

表 1 化学诱导可视突变家蚕统计
"#$%& 1 ’-#-.3-.(3 +, ()&*.(#%4./56(&5 7.3.$%& *6-#-.+/3 ./ 3.%89+:*

化学诱变剂

OH$5’*"@ 5;#"3$(
突变体数量

:;5<$= %& 5;#"(#,
表现型

+H$(%#AE$

122!345- /:9 1
非滞育红卵突变体

:%(7>’"E";,’(3 =$> $33, 5;#"(#

1 222!345- !.0 6
幼蚕致死性突变体，长圆筒茧突变体，绵茧突变体，丝胶茧突变体，小茧突变体

-$#H"@ @"=?" 5;#"(#，@%(3 #;<$7,H"E$> *%*%%( 5;#"(#，&@%,,A *%*%%( 5;#"(#，
,$=’*’( *%*%%( 5;#"(#，"(> ,5"@@ *%*%%( 5;#"(#

16!345- 6789 1
无或少鳞毛蛾翅突变体

:% %= @’##@$ ">;@# R’(3 H"’=, 5;#"(#
122!345- .:9 2
1 222!345- ./0 2

2ML6N :"O@ 2
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!"! 化学诱导突变体的分析
通过观察和筛选经 !"#、$"#、%!&、’()#、!$&

诱导处理后的后代各时期的形态特征和生理特点，

本研究在卵、幼虫、茧及成虫（蚕蛾）等不同时期获得

了不同的突变体，具体分述如下。

!"!"# 卵：在蚕卵性状特征调查中，我们发现用 *

!+,头 $"#诱导雄蛾的 $- 代中有非滞育红卵突变

体（图 *）。即在同一蛾圈中既有非滞育红卵，也有
同非滞育卵一样的未转色的卵，其中红色卵与未转

色卵粒数的比例约为 * .*。

图 * $"#诱导家蚕后的 $- 代的非滞育红卵与正常卵比较

/0+1 * 2345670839 3: 939(;0656<809+ 7=; =++8 3: $- +=9=76>039 80?@A374 BC $"#(09;<D=; 4<>6>039 A0>E 93746? =++8

对蚕卵突变体在发育过程中的性状调查显示

（图 -），经 $"#诱导后产生的非滞育红卵，在产卵
一周后，都有明显的颜色差异；当发育到点青期时，

红色卵的胚子仍具有红色，而正常的胚子成黑色；

转青期后，突变的胚子与正常的胚子的颜色达到基

本一致；孵化后的蚁蚕、二眠蚕和卵壳均无明显差

异表现；突变蚕在 F龄和之后各发育时期的表型与
正常蚕也没有明显变化（结果未显示）。$"#诱导
后产生的非滞育红卵突变体与正常标准品种大造杂

交，其 /- 代同蛾区交配制种 FG个蛾圈，仅有 ’蛾圈
蚕卵是非滞育卵，且红色和正常卵混杂；其余的卵

全部转为正常褐色滞育卵，其过渡卵色也同正常的

一样。对 ’蛾圈非滞育卵的卵粒数进行统计，结果
正常卵与红色卵粒的比例为 - FFH . GIJ，!

- 检验结

果为!
- K JLJIM N!JLJ’，* K FL*O 符合 F . *，即基本符

合经典的孟德尔遗传规律，即红色非滞育卵突变体

是隐性非致死性突变，这与已报道的由 $"#诱导产
生的 !"#（红色死卵）（向仲怀，-JJ’）有明显的不同。

图 - 非滞育红卵突变体与正常非滞育家蚕在不同发育时期的比较
/0+1 - 2345670839 3: 939(;0656<809+ 7=; 4<>69>8 A0>E 93746? 939(;0656<809+ =++8 09 ;0::=7=9> ;=P=?354=9>6? 8>6+=8 3: 80?@A374

!"!"! 幼虫：在注射 -’!+,头 %!&诱导雄蛾的 $-

代中，其 - 龄起蚕存在致死性突变体现象如图 F。
调查发现，有 * 蛾圈的幼蚕有 *,F 在 - 龄起蚕时开
始个体干死，身体略发软，表皮与正常蚕的肤色一

致。其症状类似微孢子感染，但经检测未发现有微

孢子感染。这与早年日本学者用诱变剂注射蛹体诱

发的致死突变体结果一致（$<73>6 69; $<76@640，
*IGG），推测其可能是化学诱变引起的致死突变体。
由于在 $- 代中有 *,F的蚕表现致死，遗传分析该突
变体可能是隐性同质型致死突变。
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图 ! "#$诱导的 %& 代家蚕致死突变体

’()* ! +,-./0 12-/3-4 (3 "#$5(3627,6 12-/-(83
89 %& ),3,:/-(83 4(0;<8:1

!"!"# 茧：对注射 &=!)>头 "#$诱导化蛹 & ? !天
的雄蛹的 %& 代筛选，结果获得了不同茧形状的突

变体（图 @），如突变长圆筒茧、小茧、丝胶茧及绵茧，
但除了小茧突变体可以化蛾制种外，其他 @个突变
体均不能化蛹而死亡。将小茧突变体削茧取蛹观察

（图 =），发现其大小比正常的小很多。化蛾后同蛾
区交配，其所产的蚕卵数量很少，而且卵粒小，一个

卵圈仅有 A!粒蚕卵，且其中有 &&粒死卵，约占总卵
数的 B>!。由传统的遗传分析发现，这些性状可能都
是隐性突变，且同质型致死，其突变与致死基因可能

存在有相关性。本研究获得的长圆筒茧是隐性突

变，与已有关于圆筒茧相对于椭圆形茧是隐性的报

道一致。另外，也有研究者用 "#$诱导获得了 !"5
#$（丝胶茧 "）突变品种（向仲怀，&CC=），与本研究诱
导获得的丝胶茧突变相似。绵茧突变在现有的基因

库中也有保存，但非化学诱导突变产生。

图 @ "#$诱导的家蚕 %& 代茧突变体

’()* @ "(99,:,3- 787883 12-/3-4 89 %& ),3,:/-(83 4(0;<8:1 DE "#$5(3627,6 12-/-(83

图 = 小茧突变体与正常家蚕的比较
’()* = F81G/:(483 89 41/00 787883

12-/3- <(-. 38:1/0 4(0;<8:1

!"!"$ 成虫：对化蛹第 & ? ! 天的雄蛹注射 CH!I=

!)>头 =5JK的 %B 代进行观察，筛选出了无鳞毛蛾翅

突变体（图 A）。该突变体的翅无鳞毛或鳞毛很少，
且略呈油状，其交配能力较差，所产卵有较多的死

卵。该突变体在诱变处理后的杂交 %B 代发现，故

推测可能是显性突变。将 %B 代进行同蛾区交配，

结果无鳞毛突变体性状渐渐减弱，且逐步趋于正常

化，这可能是后代得到了修复，或者因多基因性状后

代选择未能固定所致。

# 讨论

通过观察经化学诱变剂 #LK、%LK、"#$、=5JK、
#%$处理后的家蚕标准品种 FBCM的后代各生长期
的形态特征和生理特点，筛选获得了非滞育红卵突

变体，长圆筒茧、小茧、丝胶茧及绵茧突变体，致死突

变体及无鳞毛蛾翅突变体。这些突变体大部分可能

都为隐性和致死性突变，并可能与致死性基因突变

有关，具体引起这些突变现象的分子生物机理有待

进一步研究。丝胶茧、绵茧、长圆筒茧、小茧、无鳞毛

蛾翅突变体、致死性突变体过去已有报道，在现有突

变库中也有保存，但未见化学诱导获得绵茧、长圆筒

茧、小茧和无鳞毛蛾翅的报道，非滞育红卵突变是首

次报道。

对本研究所用诱变剂诱导进行了正向遗传筛选

N!@=期 林 英等：家蚕化学诱变剂及诱导突变体的筛选



图 ! "#$%诱导的 &’ 代家蚕蛾突变体

()*+ ! ,-./0 1.0230 )3 "#$%#)3-.45- 1.020)63 67 &’ *535820)63 9)/:;681

突变体，并结合已报道的结果分析了各诱变剂的效

果，发现经过 &<%、=>? 诱导后的突变效率较高。
这只是从表现型去筛选分析，还应在核酸分子水平

上分析比较突变效率，即可通过反向遗传研究方法

如 @ABBA<C技术进一步分析研究，以最终确定可有
效应用于家蚕化学诱导的化学诱变剂。对化学诱导

的注射部位即翅原基和腹部进行比较，发现在注射

翅原基时比注射腹部方便且损伤小些。通过本次研

究发现，获得的突变体都是诱导雄体产生的，所以初

步认为注射雄体比雌体效果好；在时期上，注射蚕

蛹和蛾都有诱导效果。

传统的家蚕突变体筛选都是通过与正常个体的

形态特征及生理特点进行比较，从中获得表现异常

的突变体。其工作繁琐费时，且对于发生突变较细

微的点突变体以及不可视的突变体的筛选就更困

难。由于 &<% 和 =>? 为常规点突变烷化剂，诱导
家蚕随机产生点突变，如用常规方法是不能确认这

些突变体性状到底发生了哪些基因或序列的特异点

突变，所以随着家蚕基因组序列的测序完成（D)2 !"
#$ +，EFFG），可借助高通量的反向遗传筛选的检测手
段，快速有效地从化学诱导的突变群体中筛选出兴

趣基因的突变体，其中新兴的 @ABBA<C技术也正是
解决这一难题的有效手段。@ABBA<C技术可以快速
确认这些序列的突变位点，为基因功能鉴定提供了

点突变的序列位点与性状突变之间的联系，所以本

研究获得的这些家蚕人工诱导突变群体，可以为应

用 @ABBA<C技术筛选家蚕重要功能基因突变体和鉴
定基因功能奠定了基础；同时，可极大的丰富家蚕

基因库的遗传资源，为家蚕育种提供原料。
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