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家蚕CBombyx mori) 5 龄幼虫丝腺染色质在核基质上的组构

用丛照钱信果刘兵李振则

〈中国科学技术大学生命科学学院 合肥 230027) 

家蚕 (Bombyx mori)丝腺是研究真核基因

表达调控的理想模型之一。家蚕幼虫发育至 5

龄，丝腺的生长速度加快，但其细胞数量自胚胎

期停止分裂后一直保持不变，而只是发生核内

有丝分裂，形成多倍体，此时丝腺细胞核呈高度

分枝状态而充满整个细胞。较蚁蚕而言， 5 龄第

6 日的中丝腺 (middle silkgland , MSG)和后丝

腺 (posterior silkgland , PSG) 的大小分别增长

/ 邸， 000 倍和 57 ， 000 倍，核内 DNA 达到 105 至

106 个拷贝(单位体积内的 DNA 量提高约 10

倍)。尽管丝腺中丝蛋白 (silk proteins)基因进

行组织特异性高效表达，并不存在其组织特异

性扩增，而是整个基因组同步大量复制[IJ 。这些

高度多线化的染色体组构如何?由于大量的基

因正在活跃表达，因此它们所在的染色质区域

应处于松弛状态，这些染色质如何保持有条不

紊地高效复制和转录?

核基质是广泛存在于真核细胞中的一种三

维网架体系，它不仅参与了真核生物的 DNA

复制、 RNA 的合成和调控以及 hnRNA 的加

工，而且与染色体的功能构建、有丝分裂、面类

激素作用、病毒复制和致癌作用有关[2J 0 MAR 

( matrix association regions) 通过与核基质上

的一些 MAR 结合蛋 白 (MAR-binding pro­

teins)特异性紧密结合而将染色质分隔成拓扑

学限制性的区域(DNA loop) 。这些 DNA loop 

的大小从 -lkb 至 300kb 不等问，而且在不同的

真核生物中大小不同。 Marilley 和 Gassend­

Bonnet 在非洲爪瞻 (Xeno户us lae't心) 中发现，

rRNA 基因所在的一个复制子既是一个转录单

位，又是一个 DNA loop 区 【415 酵母的复制起点

ARS (artificial replication sequences) 就是

MAR[5J;这说明 DNA loop 不仅是真核染色体

包装的一个结构单位，同时也与复制子和转、录

单位之间存在某种对应关系。

材料与方法

1. 家蚕解剖及细胞核的分离纯化

家蚕品种〈苏春〉由安徽省农业科学院蚕桑研究所

提供，在本实验室人工饲养至 5 龄第三天，沿背部解剖

后分别取出中丝腺和后丝腺(由于前丝腺太小，而且与

丝蛋白基因的合成和表达无关，因此未加研究) .去除

内脏及杂物，回收剩下的蚕体作为丝腺的参照组.于

25mmol/L 拧橡酸中玻璃匀浆后依次经 RSB-O. 25mol/ 

L N-、糖 (RSB: 10mmol / L NaCl. 10mmol/L Tris. pH 

7.4.3mmol / L MgCl, .lmmol / L PMSF )和 RSB-2mol/

L 煎糖密度梯度离心后即得细胞核，以 RSB-0.25

mmol /L 煎糖洗涤数次而纯化之.

2. 核基质结合 DNA 片段的分离及其电泳

高度纯化的细胞核重悬于 IS buffer (1 00mmo1/L 

NaCL.50mmol/L KCL. 5mmo1/L MgCl, . 20mmol/L 
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Tris , pH7. 2 , 0. 5mmol/ L PMSF , O. 02mmol / L DTT ) , 

加入 1% NP-40 ，玻璃匀浆 10 次 ， 7 50g 离心 5min ，沉淀

以 2-3X10./ml 的浓度重悬予 IS buffer 中 ，加入等体

积的 TMPD/S (4mmol/ L NaCI , 20mmol / L Tris , pH 

7. 2 , 5mmol/L MgCI" O. 5mmol/ L PMSF , O. 02mmol/ 

L DTT) , 1500g 离心 10min ，沉淀悬于含 4%甘泊的 HS

buffer (2mmol / L t、laCI ， 5mmol/ L MgCI" 20mmol/ L 

Tris ， pH7.2) 中，铺子含有 60%甘泊的 HS buffer 上，

1500g 离心 15min ，回收位于夹层的沉淀加入 20 - 40

倍体 积 的 TMB buffer (100mmol / L Tris , pH7. 2, 

5mmol / L MgCl" 2mmol/ L ß 流基 乙醇) ，加入 EcoRI

(20-40unit /m])或 MboI (10-20unit /m]) .3 7 'C 消化 1

- 2hr .10000g 离心 20min ，分别抽提上清和沉淀中的

DNA，以紫外分光光度计测定各自 的 DNA 量，琼脂糖

凝胶电泳测定核基质结合 DNA 的大小 .

3. DNA 印迹法

上述后丝腺的核晕经 EcoRI 酶解后，将上消和沉

淀中的 DNA 各 30周进一步以 EcoRI 完全酶解后，参

照 (Molecular Cloning >>上的方法进行琼脂糖凝胶电

泳、 DNA 印迹和杂交(.1 (以丝素基因 5' 端序列为探

针).

结 果

1. 部分 DNA 在体内与核基质紧密结合

依次经低盐和高盐抽提细胞核后，组蛋白

被去掉，大部分裸露的 DNA 伸出核外而形成

核晕(nuclea r h alo) ， 它们易于受到核酸酶的攻

击而游离出来，只有与核基质紧密结合的 DNA

仍 然残 留在核基质中 。 从图 1 可以看出，以

5unit/μg DNA 的 EcoRI 消化核晕后，开始时

残留在核基质中的 DNA 明显减少，至 60min

时与核基质结合的 DNA 维持在 20%左右不

变; 但以 luni t/μg DNA 的 MboI 消化核晕 ，

DNA 游离出来的速度明显快于 EcoRI ，而且同

样处理至 60min 时，只有 9%的 DNA 与核基质

结合在一起，至 90min 时，只剩下 3% 。

2. 家蚕 5 龄中丝腺和后丝腺细胞中与核

基质结合的 DNA loop 的平均大小

染色质 DNA 通过 MAR 或其他顺式作用

元件 (c i s-acting e lements )与核基质上的 DNA
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图 1 核基质上残留的 DNA 百分比与限制性内切

酶消化时间的关系

结合蛋白特异性识别并结合而被分割成拓扑学

限制性的功能区域 (DNA loop) ，大量的 DNA

loop 伸出细胞核而形成核晕。将核晕 DNA 以

限制性内切酶消化后，只有结合较紧密的 DNA

残留在核基质上，而大部分伸出的 DNA 被切

开并脱离核基质，离心后即游离于上清中。分别

回收沉淀(与核基质结合的〉与上清(脱离核基

质的)中的 DNA ，并以紫外分光光度计进行定

量，电泳测得与核基质结合的 DNA 的民度，除

以它在核晕总 DNA 中的百分比即可得出

DNA loop 的平均长度。 从表 1 中可以看出，不

仅中丝腺与后丝腺细胞的 DNA loop 长度没有

区别，丝腺与蚕体细胞的 DNA loop 长度也几

乎相同，均为 67kb 左右 。

表 1 家蚕 5 龄中丝眼和后丝腺细胞中与

核基质结合的 DNA loop 的平均大小

组织 酶类核基质结合 核基质结合 DNA loop 
类别 DNA ( %) DNA 平均 平均长度

长度 (Kb) ( K b) 

中丝腺 EcoRI 20 14.0 70.0 

MboI 9 6. 0 66.7 

后丝腺 EcoRI 21 13.5 64. 3 

如1boI 10 6. 7 67.0 

蚕体 EcoRI 24 16.0 66.7 

MboI 4 2. 6 65.0 

总平均长度为 66 . 6士 2 . 0kb ，任意两种组织之间均
满足 P>0. 05(无显著性差异) .
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3. 5 龄家蚕中丝素基因与后丝腺细胞核

基质的特异性结合

DNA 印迹的结果表明，沉淀 DNAC即与核

基质结合的 DNA) 中可检测到 21kb 的 EcoRI

片段，而上清 DNA 的相应位置的杂交信号却

明显较弱〈图 2) ，说明丝素基因富集于核基质

结合 DNA 片段中，即在 5 龄家蚕的后丝腺细

胞中特异性表达的丝素基因与核基质特异性结

合在一起。

A B 

kh 
1 2 3 1 2 3 

图 2 丝素基因与 5 龄家蚕后丝腺核基质的特异性
结合

A. 杂交前的电泳照片 . B. DNA 杂交结果(与 A 完

全对应).

泳道 l 为分子量标记， 2 为核基质结合的 DNA ， 3 为

上清中的 DNA.

讨 论

核晕经限制性内切酶消化后仍有部分染色

质 DNA 结合在核基质上，但剩下的 DNA 所占

的百分比与消化时间、酶量以及所用的酶类有

关。如 EcoRI 是 6 碱基酶，而 MboI 是 4 碱基

酶，理论上核晕 DNA 序列中的 MboI 位点是

EcoRI 位点的 16 倍左右，所以 MboI 能够更加

， 充分地切割核晕上的 DNA。但不同的限制性内

切酶充分消化后仍有部分 DNA 在体内与核基

质紧密结合，这就是玩谓的 MAR 序列，它们将

染色质分隔成拓扑学限制性的 DNA loop. 
尽管 5 龄幼虫丝腺为高度多倍体，而其他

组织中大多为二倍体，但两者之间的染色质在

核基质上的组织却是相近的。 5 龄丝腺细胞中

约 105 至 106 个拷贝的基因组也同样被分隔成

长约 67kb 的 DNA loop 而结合在核基质上，如

此高度多倍化的染色质或许正是借助核基质作

为一个支持框架，从而保证其有序排列。 DNA

印迹的实验结果则进一步暗示核基质可能与丝

素基因的组织特异性高效表达有关。

不同真核生物的 DNA loop 大小是不同

的 F对于某一物种而言，基因组中的 MAR 分子

数是固定的，但并非所有的 MAR 分子都结合

到核基质上，而且活体细胞中还有一些调控序

列也可以与核基质结合而作为 DNA loop 的边

界元件，因此 loop 大小在发育过程中是可变

的。某一发育时期的 DNA loop 是作为一个功

能单位，而不是一个固定的结构单位。在非洲爪

瞻胚胎中，从囊胚到蚓蚂，DNA loop 的平均大

小增加了 60%川，从 50kb 增加到 80kb ，细胞核

中 DNA loop 的总数相应减少，与核基质紧密

结合的活性 MAR 分子(以及其他与核基质结

合的 DNA 序列)减少，说明整个基因组的复制

和表达等一系列生命活动的速度减慢。但在家

蚕 5 龄幼虫中，活跃复制的丝腺组织与复制较

慢的蚕体细胞之间并不存在 DNA loop 大小的

差别，这也许暗示同一真核生物 DNA loop 的

平均大小只与其发育时期有关，而与组织类型

无关。

表 2 几种真核生物 DNA loop 大小的比较

真核生物名称 基因组DNA loop 
(Mb) (kb) 

院母 (Sacchar，οmyces cerevisiae) 13.5 36 

人类(H011W saþiens)HeLa 细胞[8] 3,300 75-86 

果蝇(Dros户hila melanogaster)成体[.] 165 22 

爪蝙 (Xeno户us laevis )胚胎[1] 100 50-80 

家蚕 (Bo77ÚJYx mori)5 龄幼虫 530 67 

摘要

家蚕CBombyx m旷i) 5 龄幼虫丝腺的染色

质高度多倍化，整个基因组达 105 至 106 个拷

贝。依次经低盐和高盐抽提 5 龄幼虫中丝腺、后

丝腺和蚕体的细胞 核 ， 得到其核晕
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(nuclearhalo) ，限制性内切酶消化后还有一部

分 DNA 片段与核基质紧密结合在一起，说明

染色质的组织与核基质有关。 通过测定核基质

上残留的 DNA 片段的平均长度及其在全基因

组 DNA 中所占的百分比计算出，核晕上 DNA

loop 的平均大小在中丝腺、后丝腺以及蚕体细

胞中均为 67kb 左右。 丝腺中高度多倍化的染

色质与二倍体蚕体组织之间并不存在差异，它

们同样被锚定在核基质上而分隔成长约 67陆

的染色质 loop ，从而保证整个基因组的有序排

列。以丝素基因为探针进行 DNA 印迹杂交发

现，在 5 龄后丝腺中丝素基因特异性地和核基

质紧密结合，说明核基质与丝素基因的组织恃

异性表达有关。

关键词 z 家蚕 丝腺核基质染色体组构丝

素基因
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NUCLEAR MATRIX-BASED CHROMOSOMAL ORGANIZATION IN 
THE 5TH INSTAR LARVAE OF THE SILK矶'ORM ， BOMBYX M ORl 

ZHOU Cong Zhao QIAN Xin Guo LIU Bing LI Zhen Gang 

(Schω1 0/ Li/e Science.U刷versity 0/ Sciel1ce al1d Techllology 0/ Ch.i时 .He/ei 230027) 

AßSTRACT 

The chromosomes in the fifth instar larvae of the silkworm.Bombyx mori are amplified to about 10'-10' copies. 
After the nuclei of middle si lkglancls(MSG) .posterior silkglands(PSG) and bodies from the 5th instar larvae were ex­
tracted with low-salt and high-salt solution.the nuclear halos were harvested. There were still some DNA fragments 
associated with the nuclear matrix after complete digestion with a variety of restriction endonucleases. This indicated 
that the chromosomal organization was related to the nuclear matrix. By means of detecting the average length and 

percentage of matrix-binding DNA fragments. the average length of DNA loops in MSG . PSG and body were count­
ed. There is no obvious difference detected among the three parts. The 1∞p size is about 67kb in multineme chromo­
somes of MSG and PSG cells as well as in diploid body cells. Southern blot of nuclear matrix-binding DNAs with the 

fibroin gene suggested tha t the nuclea ,r matrix is also the base for efficient replication and tissue-specific transcription 
of fibroin gene. 

Key words. Bombyx mori SlIkgland Nuclear matrlx Chromosomal organlzation Fibroln gene 
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