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摘要：【目的】家蚕核型多角体病毒(Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV) lef-11基因作为杆状病

毒高度保守的晚期表达因子之一，对病毒晚期基因的表达极其重要。因此对lef-11基因进行有效RNA干

扰将提高宿主细胞对BmNPV的抗性。【方法】本文基于经典的sh-RNA-loop骨架及家蚕内源性的

miRNA骨架，构建以BmNPV lef-11基因为靶标的干扰载体pIZ-shRNA1、pIZ-shRNA2和pIZ-DsRed-
amiR279；分别构建基于A4、IE1、IE1-295、IE2、IE2-339、hr3A4和hsp70启动子驱动的干扰载体，用以

评价不同启动子驱动的干扰载体的抗病毒效果，并对干扰载体进行优化。【结果】首先，本文通过比较

miRNA-based和shRNA-based RNAi载体对同一靶基因同一位点的干扰效率，发现pIZ-DsRed-amiR279对
BmNPV lef11基因的干扰效率超过90%，远优于shRNA-based RNAi载体的干扰效果；其次，通过对干扰

载体进行优化，发现IE1启动子的效果最优，由其驱动的pIZ-DsRed-milef11干扰载体也是本研究中的最

优干扰载体，对病毒的增殖抑制效果最为明显。【结论】对目的基因的干扰效果并非启动子的活性越

高、miRNA积累得越多就越好，只有综合考虑干扰片段的选择、启动子的活性以及靶基因自身的功能等

多方面的因素，才能提高干扰效率，达到干扰目的。
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蚕丝业作为我国传统的优势产业，在国际市

场上具有主导地位。然而，蚕病的发生每年都会

给蚕丝业造成巨大的经济损失。其中，家蚕核型

多角体病毒(Bombyx mori nucleopolyhedrovirus，

BmNPV)是蚕业生产上危害最严重的病原微生物

之一，其引起的家蚕核型多角体病占蚕病损失

70%左右。因此，如何提高家蚕对BmNPV的抗性

备受科研工作者关注。目前R N A干扰 ( R N A

interference,RNAi)技术作为一种有效的基因操

纵手段已被广泛应用于动物抗病毒治疗和品种

遗传改良等多个方面，为解决这一难题带来了希

望[1–3]。
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将转基因技术与RNAi技术有效结合，以

BmNPV病毒复制增殖必需基因为靶标，构建稳定

表达的RNAi转基因系统，抑制病毒复制增殖必需

基因的表达，是防控家蚕核型多角体病的一种有

效策略，具有重要的应用价值。2004年Isobe等

第1次报道了以BmNPV晚期表达因子lef-1为靶基

因，利用RNAi技术提高了家蚕对病毒的抗性[4]。

此后，RNAi被快速应用于家蚕抗病毒研究中。

Kanginakudru等以ie-1基因为靶基因，构建表达ie-
1双链RNA的载体，在转基因家蚕中进行RNAi，

同样表现出了较强的病毒抵抗力[5]。Javaregowda

等以病毒的ie-1，lef-1，lef-3和p74为靶基因，构

建了针对多个病毒基因的RNAi抗病毒系统，并成

功的导入家蚕实用品种中，该转基因家蚕对

BmNPV的抗性提高了75%[6]。张军等利用成熟的

人工miRNA 在细胞水平上靶向沉默BmNPV中的

lef-11基因，发现病毒的扩散受到抑制[7]。Zhou等

以ie-1，lef-1，lef-2和lef-3为靶基因对RNAi系统进

行了优化，有效提高了家蚕抗BmNPV的能力[8]。

虽然RNAi技术已广泛应用于家蚕抗病毒策

略，但是如何提高RNAi效果与干扰稳定性仍然是

亟待解决的问题。为此，本文以BmNPV晚期表达

因子11 (late expression factor 11，lef-11)为靶基因比

较了不同干扰载体骨架和不同启动子驱动的干扰载

体的干扰效果，进而优化lef-11基因RNAi策略，

为广泛高效应用RNAi提供了一定的理论依据。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    细胞和病毒：家蚕卵巢细胞系BmN-SWU1

和BmNPV (T3株)改造病毒(带绿色荧光)由本实验

室保存。

1.1.2    试剂和仪器：TC-100昆虫细胞培养基(US

Biological)；澳洲胎牛血清(Gibco)；限制性内切

酶(Kpn I、Hind Ⅲ、BspH I、Sal I和Xho I等)、连

接酶、DNA Marker、Protein Marker等分子生物

学操作试剂购自TaKaRa公司；胶回 收试剂盒购

于Omega公司；质粒提取试剂盒(全式金公司)；

16 °C连接仪(Eppendorf)；荧光共聚焦显微镜

(Olympus)；倒置显微镜(NiKON)；多功能荧光酶

标仪(Promega)。

1.2    载体构建

首先本文根据文献报道选择了2个经典的

shRNA loop骨架合成以lef-11为靶标的shRNA-

based RNAi载体，pIZ-shRNA1和pIZ-shRNA2[7–10]。

同时，构建了双荧光素酶miRNA靶标报告系统，

将包含有lef-11基因完整序列的DNA片段插入到本

实验室已经构建成功的pDual-Mir-Luc-Reporter报

告质粒的多克隆位点。pIZ-shRNA1，pIZ-shRNA2

和pIZ-DsRed-amiR279载体的构建参照张军等方

法[7]。

再者，根据已有文献报道，筛选克隆了7个启

动子，A4、 IE1、 IE1-295、 IE2、 IE2-339、

hr3A4和hsp70，参照张军等的方法分别构建相应

载体[7,11–17]。其中，A4启动子的扩增以家蚕基因组

为模板，IE1和IE1-295启动子的扩增以pDual-

IE1prm-Fluc质粒为模板，IE2和IE2-339启动子以

Piz-V5/His质粒为模板，hr3A4启动子以pSL1180-

hr3A4质粒为模板，hsp70启动子以pSL1180-

hsp70质粒为模板。各启动子引物序列见表1，载

体构建如图1和图2所示。

1.3    细胞培养及转染

家蚕BmN-SWU1使用已添加10% FBS的TC-

100培养基，在27 °C恒温培养箱中培养，具体培

养方法参照潘敏慧等方法[18–19]。细胞转染试剂为

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche

公司)，细胞转染参考Roche操作手册进行。

1.4    双荧光素酶活测定

将构建好的由不同启动子驱动的荧光素酶基

因载体质粒和内参载体质粒pIZ-Rluc分别共转染
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表1.  不同启动子的PCR引物

Table 1.  The different primers of promoters

Name Sequence (5′→3′) Tm/°C Length/bp

A4 F: TCATCTTGTCACACCTACATCTTAC 60 749

R: AACCAATCCTCTAACAACCG

IE1 F: ATCAATGTCTTTGTGATGC 64 598

R: GTCGTTTGGTTGTTCACG

IE1-295 F: GCTCCTCGTGTCCCGTT 62 295

R: AGTCGTTTGGTTGTTCACGA

IE2 F: TGATAAACAATGTATGGTGC 63 551

R: TAAATTCGAACAGATGCTG

IE2-339 F: ACGCTCCAAATACACTACC 64 339

R: TAAATTCGAACAGATGCTG

hr3A4 F: GGCGCGCCTAGGCC 63 1747

R: AACCAATCCTCTAACAACCG

hsp70 F: CTAGAATCCCAAAACAAACTG 60 453

R: TATTCAGAGTTCTCTTCTTGTATTC

图 1.  不同启动子驱动的pGL3-Basic载体的构建(改自Promega公司产品说明)
Figure 1.   Schematic of construction of the pGL3-Basic plasmids derived by different promoters (changed from
Promega company product description).
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BmN-SWU1细胞，用pGL3-Basic空载与pIZ-

Rluc共转染的质粒作为阴性对照。转染后48 h收

集细胞，并按Dual-Glo luciferase assay kit (Promega)

的标准步骤测定2种荧光素酶的活性。

1.5    病毒增殖检测

将由不同启动子驱动的干扰质粒和内参质粒

pIZ-Rluc分别与荧光素酶载体质粒pFastBac-Dual-

IE1prm-Fluc-lef11共转染BmN-SWU1细胞，转染

24 h后加入病毒，感染病毒96 h后(hour post infection，

hpi)，利用荧光显微镜观察统计荧光，分析病毒

感染率和细胞中多角体的产量，具体方法参照董

战旗等[20]。

1.6    病毒DNA拷贝数分析

将不同启动子驱动的干扰质粒和内参质粒

pIZ-Rluc分别与荧光素酶载体质粒pFastBac-Dual-

IE1prm-Fluc-lef11共转染BmN-SWU1细胞，转染

24 h后加入病毒，96 hpi，利用Wizard® Genomic

DNA Purification Kit试剂盒提取细胞总DNA，具

体方法参照试剂盒说明书。以病毒基因GP41

(GP41-F：5′-AGCGGTTTGAATCGGAGGAGAC-

3′；GP41-R：5′-TTGAACGGTAACGGAATG

GGAA-3′)作为定量引物，参照先前研究进行绝对

定量PCR，检测病毒DNA复制水平[20]。

2    结果和分析

2.1    miRNA-based与shRNA-based RNAi载体干

扰效果比较

将pIZ-shRNA1、pIZ-shRNA2和pIZ-DsRed-

amiR279分别与pDual-Mir-Luc-Reporter-lef11共转

染BmN-SWU1细胞后，检测Fluc/Rluc相对酶活

性。结果如图3-B所示，同一类shRNA的2个不同

干扰片段对同一靶基因的干扰效果存在明显差

异，pIZ-shRNA2的干扰效果高于pIZ-shRNA1。而

且pIZ-DsRed-amiR279对靶基因的干扰效率超过

90%，显著优于shRNA-based RNAi载体的干扰效

果。这些结果表明miRNA-based RNAi较其它2个

载体的干扰效果更佳。因此，miRNA-based

RNAi可应用于后续实验。

2.2    不同启动子驱动的干扰载体对同一基因的干

扰效果

2.2.1    不同启动子的活性检测：将不同启动子驱

动的荧光素酶基因载体质粒和内参载体质粒pIZ-

Rluc分别共转染BmN-SWU1细胞48 h后，通过酶

活性的测定来检测各个启动子的活性。结果显

示，IE2启动子活性最高，达到60.2；其次是IE2-

339启动子，活性是57.1；IE1启动子和IE1-295启

动子活性分别是2 3 . 1和2 0 . 9；A 4、h r 3 A 4和

hsp70启动子活性较低，分别是1.25、1.71和3.19

(图4)。与pGL3相比，IE2和IE2-339具有极显著性

差异，IE1和IE1-295具有显著性差异，说明本实

验具有统计学意义。

图  2.  不同启动子驱动的干扰载体的构建(改自Life
Technologies公司产品说明)
Figure 2.   Schematic of construction of the miRNA
plasmids derived by different promoters (changed from
Life Technologies company product description).
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2.2.2    不同启动子驱动的干扰载体对同一基因的

干扰效果比较：为了进一步研究启动子活性不同

是否对干扰载体的干扰效果产生影响，本文以

BmNPV lef-11基因为靶基因构建了不同启动子驱

动的干扰载体。将干扰载体转染BmN-SWU1细胞

48 h后，通过酶活性测定检测其对目的基因的干

扰效果。结果显示，以DsRed为对照组，由A4、

IE1、IE1-295、IE2、IE2-339、hr3A4和hsp70等启

动子驱动的干扰载体对lef-11基因的抑制效果分别

是92.6%、97.9%、96.9%、94.8%、95.3%、96.8%

和97.9% (图5)。IE2启动子活性虽然最高，但其对

lef-11基因的抑制效果并非是最好的，而启动活性

较低的IE1和hsp70启动子却对lef-11基因的抑制效

果最好。实验结果表明并非启动子效率越高、干

图 3.  miRNA-based与shRNA-based RNAi载体对靶基因干扰效果比较

Figure 3.   Effects of miRNA-based and shRNA-based RNAi vectors on target gene. Statistically significant. A: the
skeleton of miRNA-based and shRNA-based RNAi interference vectors. B: the relatve interference effect of miRNA-
based and shRNA-based vectors. Differences: *P<0.05, **P<0.01.

图 4.  不同启动子的活性检测

Figure 4.   Detection of different promoter’s activity.
Statistically significant differences. a: P<0.01,
b: P<0.05, c: not significant.

图 5.  不同启动子驱动的干扰载体对同一基因的干扰效果

Figure 5.   Detection of RNAi activity of miRNA
plasmids derived by different promoters. Statistically
significant differences: **P<0.01.
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扰片段的量越多对靶基因的干扰效果就越好。

2.3    不同启动子驱动的干扰载体对病毒增殖复制

的影响

为了选择最优干扰载体对病毒基因进行沉

默，将构建的由不同启动子驱动的干扰质粒、内

参质粒pIZ-Rluc、荧光素酶载体质粒pFastBac-

Dual-IE1prm-Fluc-lef11共转染BmN-SWU1细胞，

转染24 h后加入病毒，96 hpi，观察荧光和细胞内

多角体的产量。发现病毒的增殖明显受到抑制，

但是各个启动子驱动的干扰载体之间对病毒增殖

复制的影响没有显著差异(图6-A)阴性对照中用

图 6.  不同启动子驱动的干扰载体对病毒增殖复制的影响

Figure 6.   The influence of the virus replication by miRNA plasmids derived by different promoters in miRNA
expression BmN-SWU1 cells. Statistically significant differences: **P<0.01. A: The results of fluorescence, green
represents virus replication, red represents the expression of interference vector. B: Relative infection rate of virus,
cells transfected PIZ-DsRed-TAA are took as a negative control. That is red fluorescence but not green fluorescent are
regarded as positive cells that uninfected cells. C: Relative polyhedrin yield, cells transfected PIZ-DsRed-TAA are
took as a negative control. That is red fluorescence but not green fluorescent are regarded as positive cells that
uninfected cells.
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pIZ-DsRed-TAA空载体代替干扰载体。

此外，经过生物学统计分析也得到一致的结

果。首先本文统计了有红光无绿光的细胞数，发

现A4、IE1、IE1-295、IE2、IE2-339、hr3A4和
hsp70启动子驱动的干扰载体转染的细胞中，病毒

的感染率分别是18.1%、8.34%、8.41%、11.1%、

11.9%、12.1%和11.8%，病毒的感染率没有显著

的差别，设定转染pIZ-DsRed阴性对照为100%
(图6-B)。其次，统计了有红色荧光细胞中的多角

体数目，发现干扰后细胞中病毒的包涵体产量明

显减少，但是各干扰载体之间没有显著性差异，

分别为32%、26%、26%、25%、24%、19%和

20% (图6-C)。最后，为了更加精确的检测各干扰

载体干扰lef-11后对病毒复制增殖的影响，进一步

通过绝对定量PCR测定了干扰后病毒基因组的拷

贝数，发现各启动子启动的干扰载体对病毒

DNA复制的影响无显著差异，与上述结果一致(图
7)。综合图6和图7可发现A4、IE1、IE1-295、
IE2、IE2-339、hr3A4和hsp70启动子驱动的干扰

载体中IE1启动的干扰载体干扰效果更为明显。

3    讨论

BmNPV是家蚕的主要病原微生物之一，每年

BmNPV引起的病毒病给蚕业造成直接经济损失占

整个蚕病损失的70%左右，因此迫切需要提高家

蚕的抗BmNPV病毒能力。RNAi作为一种基因沉

默工具，能够靶向沉默BmNPV复制增殖关键基

因，将RNAi干扰载体与转基因技术结合可有效提

高家蚕对BmNPV的抗性。先前的研究者主要选择

了BmNPV关键基因ie-1、lef-1、lef-3、gp64、
helicase、lef-11和p47等为靶标基因，发现这些基

因的沉默使BmNPV增殖受到明显的抑制[4–8]。这

不仅为家蚕抗病基因功能研究提供了一种快捷的

研究方法，也为家蚕转基因抗性品系的培育奠定

基础。

但是，目前很难在个体水平达到稳定高效的

干扰效果，干扰系统的影响因素和优化条件都还

有待研究。本文的研究结果为干扰载体干扰效果

影响因素的研究与干扰载体的优化提供了一定依

据。首先，根据张军等的报道比较了miRNA-

based和shRNA-based RNAi载体对同一靶基因的同

一位点的干扰效率，发现pIZ-DsRed-amiR279对靶

基因的干扰效率远远超过shRNA-based RNAi载

体。amiR279能够在家蚕BmN-SWU1细胞中高量

表达成熟的外源miRNA，得到了与张军等相似的

结果(图3)[7]。miRNA作为内源性RNA，避免了在

宿主细胞中产生免疫反应，用于干扰更有优势，而

且高水平表达的shRNA可能具有细胞毒性[10,21–23]。

因此，在后续实验中采用了基于家蚕内源性

miRNA骨架的干扰载体(miRNA-based RNAi载体)

构建策略。

机体内miRNA的过量聚集，会造成miRNA不

能正常行使功能，在应用miRNA进行干扰时，

miRNA的量并非积累的越多越好。因此，可通过

不同活性的启动子对miRNA的表达量进行有效的

调控，从而获得高效稳定的干扰载体。本研究通

图 7.  不同启动子驱动的干扰载体对病毒DNA复制的

影响

Figure 7.   The influence on the virus in miRNA
expreesion in BmN-SWU1 cells. Statistically significant
differences. **: P<0.01.
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过检测A4、 IE1、 IE1-295、 IE2、 IE2-339、

hr3A4和hsp70等7个启动子的活性以及它们驱动的

干扰载体对lef-11基因的干扰效果，发现这些启动

子的活性具有显著性差异(图4)，但是活性不同的

启动子驱动的干扰载体之间对lef-11基因的干扰效

果没有显著性差异。这一实验结果表明干扰片段

表达量的高低与干扰效果并非呈正相关，当干扰

片段的表达量达到一定程度时干扰效果就已经最

佳，过高的表达量并不会提高干扰效果，反而会

降低干扰效果。正如结果2.3所示(图6和图7)：高

活性的IE2、IE2-339启动子驱动的干扰载体对lef-

11基因的干扰效果却明显低于低活性的 IE1和

hsp70启动子。Lebbink等也曾报道miRNA干扰时

并非启动子的活性越高，miRNA前体的量积累得

越多，对目的基因的干扰效果就越好 [9 ]。最后，

本文进一步比较了不同干扰效果的干扰载体对病

毒增殖复制的影响，发现不同干扰效果的干扰载

体对病毒增殖复制的影响并不存在显著性差异(图6

和图7)，这可能与干扰的靶基因的功能有关。lef-

11基因被敲除后病毒晚期基因表达明显受到抑

制，但是却不会影响病毒早期基因的表达[7,24–25]。

所以虽然不同启动子驱动的干扰载体对lef-11基因

的干扰效果有差异，但是病毒早期基因并没有受

到影响，这可能是为什么lef-11干扰效率有显著差

异而病毒增殖复制的能力并没有显著差异的原因

之一。当然，其具体原理还有待进一步研究。

本文通过比较分析以家蚕核型多角体病毒lef-

11为靶基因的miRNA的干扰载体，发现IE1启动

子是筛选的7个启动子中最优化的启动子，其驱动

的pIZ-DsRed-milef11干扰载体也是本研究中最优

化的干扰载体，对病毒的增殖抑制效果最为明

显。利用转基因技术将干扰载体注射进蚕卵中用

以筛选培育稳定高效的抗病毒家蚕品系，这虽然

是目前最有效的手段，但是这一技术并不成熟，

还需要进行各方面的优化。本研究结果表明，在

应用miRNA技术时应该综合考虑各类因素，选择

最合适的干扰片段和启动子，构建最优的干扰载

体，才能真正的利用好RNAi技术，为今后家蚕抗

性素材的培育提供依据。
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Optimization of RNA interference strategy for lef-11 gene of Bombyx
mori nucleopolyhedrovirus
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Abstract: [Objective] Gene lef-11 is one of the high conservative late expression factors in Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus (BmNPV), and contributes to virus replication and proliferation. The effective RNA
interference will increase the resistance of host cells to BmNPV. [Methods] Choosing two classical skeleton sh-RNA-
loop and miRNA skeleton based on silkworm endogenous, we constructed targeted-lef-11 interference vectors: pIZ-
shRNA1, pIZ-shRNA2 and pIZ-DsRed-amiR279 and optimized these vectors via different promoters. [Results] First,
comparing the interference efficiency of shRNA-based and miRNA-based RNAi vectors on the same site, we found
the interference efficiency of pIZ-DsRed-amiR279 on target gene was more than 90%, better than that of RNAi
shRNA-based and could be applied for follow-up experiments. Second, we evaluated the antiviral effect of different
interference vectors driven by A4, IE1, IE1-295, IE2, IE2-339, hr3A4 and hsp70 promoters and found that the most
active promoter had less interference effect on the target gene and IE1 was the optimal screening seven promoters,
which demonstrated that the accumulation of pre-miRNA was not contribute to interference. [Conclusion] The results
showed that the interference effect on the target gene depended on kinds of factors, such as the interference skeleton,
the activity of promoter and the function of target gene.
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