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摘  要 : 家蚕 Bombyx mori 是具有重要经济价值的鳞翅目模式昆虫，由家蚕核型多角体病毒  (Bombyx mori 

nucleopolyhedrovirus，BmNPV) 引起的家蚕血液型脓病每年给我国蚕桑产业造成巨大的经济损失。文中拟通过鉴

定目前存在的家蚕抗病毒品系 NC99R 抗性特征，初步解析其抗 BmNPV 机制，以期为家蚕抗病品系分子机制解

析提供一定参考。将对照组大造 (Dazao，DZ) 品系和实验组 NC99R 抗性品系家蚕幼虫分别定量添食 BmNPV 包

涵体 (Occlusion bodies，OB)，计算 DZ 和 NC99R 品系对 BmNPV 的半致死剂量 (Median lethal dose，LD50)，结

果显示 DZ 品系半致死剂量为 1.2×105 多角体/头，抗性品系 NC99R 的半致死剂量为 1.8×106 多角体/头，抗性水平

相比对照组提高 15 倍左右。进一步统计分析 DZ 和 NC99R 品系口服感染 1×106 多角体/头和体腔注射 1×106 粒子

/头出芽型病毒粒子 (Budded virus，BV) 后的死亡率，结果显示 DZ 品系死亡高峰集中在第 4–6 天，NC99R 抗性

品系死亡高峰集中在第 6–8 天，与对照相比延迟 1–2 d。通过 RT-PCR 分析 BmNPV DNA 拷贝数，显示 DZ 在口

服感染和体腔注射后 BmNPV 基因组都快速增殖，抗性品系 NC99R BmNPV DNA 拷贝数缓慢增加。HE 染色分析

显示 DZ 和 NC99R 品系在口服感染前期没有显著差异，感染到 96 h，DZ 中肠细胞核变大，成脱落趋势；而抗性

品系 NC99R，细胞核膨大，但细胞排列仍较整齐。RT-PCR 分析病毒不同时期基因表达显示抗性品系 NC99R 在

口服感染和体腔注射 24 h 后早期基因 ie-1 开始下调表达，其他时期基因随即下调表达；最后维持在较低表达水

平或消失。 

关键词 : 家蚕，家蚕核型多角体病毒，抗性，NC99R 
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Abstract:  Bombyx mori is a lepidopteran insect with important economic value. Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 

(BmNPV) causes huge economic loss to silkworm industry in China every year. The objective of this study is to determine the 

anti-BmNPV mechanism of Bombyx mori strain NC99R, and to provide a basis for understanding the molecular mechanism of 

the silkworm resistance strain. The normal control Dazao (DZ) strain and the NC99R resistant strain were fed with occlusion 

bodies (OB). The median lethal dose (LD50) analysis of the DZ and NC99R showed that the LD50 of DZ was 1.2×105 

OBs/larva, while NC99R was 1.8×106 OBs/larva. The LD50 of the NC99R was about 15 times higher than the DZ. The 

mortality of DZ and NC99R were analyzed, which were fed with 1×106 OBs/larva and injection with 1×106 BVs/larva. The 

results showed that the death peak of DZ was concentrated in the 4th to 6th day. And the death peak of NC99R was 

concentrated in the 6th to 8th day, with a delay of 1–2 days compared with the control. The BmNPV DNA copy number 

showed that the BmNPV genome in DZ proliferated rapidly. The copy number of BmNPV DNA in NC99R were increased 

slowly after oral infection and body injection. HE staining showed that midgut tissue has no significant difference between DZ 

and NC99R in the early stage of oral infection. At 96 h p.i., the nucleus of DZ midgut became larger and shedding. The NC99R 

had enlarged nuclei, but the cells were still arranged neatly. Finally, the expression of virus genes in different periods were 

analyzed by RT-PCR. The results indicated that the immediate early gene ie-1 expression levels began to down-regulate after 

24 h p.i.. The early, late, and extremely late genes were also down-regulated, and finally maintained at a lower expression 

level. 

Keywords:  Bombyx mori, BmNPV, resistance, NC99R 

我国是世界第一蚕丝大国，蚕茧和蚕丝产量

分别占世界的 76%和 81%。蚕桑产业的发展对增

加农民收入、解决三农问题和生态建设、环境保

护具有重要作用。但是，每年蚕病给我国蚕桑产

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)

感染引起的家蚕血液型脓病尤为严重[1]。目前，

由中国农业科学院蚕业研究所培育的“华康”系列

和广西壮族自治区蚕业管理总站培育的“桂蚕

N2”都取得了显著的抗 BmNPV 效果[2-3]。其中，

桂蚕 N2 原种是由中系 NC99R 和 NC9C、日系 NJ7

和 NJZ 四元杂交获得，其中 NC99R 是以抗病品

种材料 955 萍和 932 (石) 为母本 (99)，限性品种

CVDAR 为父本 (R) 进行杂交选育的抗性品系，

适宜亚热带蚕区饲养[4]。因此，鉴定其亲本 NC99R

抗 BmNPV 特征及其抗病机制，可为桂蚕 N2 综合

性状改良和家蚕抗病育种研究提供新的思路，也

为家蚕抗 BmNPV 关键基因筛选提供基础支撑。

自 20 世纪 70 年代开始，国内外研究者就通过攻

毒试验筛选对 BmNPV 耐受性较高的家蚕品系，

对抗性品种选育提供了大量基础数据[5-6]。1991 年，

陈克平首次对现存的 344 个家蚕品系进行了抗病

毒耐受性筛选，确定家蚕耐受 BmNPV 呈正态分

布，并发现一株抗 BmNPV 抗性较高的品系 NB；

随后对该品系和其亲本易感品系 306 进行了定位

克隆、重测序、双向电泳、转录组和蛋白组等分

析，鉴定到一些抗 BmNPV 相关基因，为家蚕抗

病育种研究提供了大量素材[6-13]。同时，由中国
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农业科学院蚕业研究所过选育的“华康”系列也具

有高抗 BmNPV 能力，对其亲本抗性品系 871C 和

敏感品系 871 进行了大量基础数据分析和机制研

究，目前已经初步定位其抗性基因所在染色体位

置，并对 BmNPV 在该品系中侵染特征进行解析，

确定了其侵染阻断路径在 BmNPV 复制第一轮完

成之后[3, 14-15]。而“桂蚕 N2”自 2006 年选育以来，

对其抗性特征描述和抗性机制解析鲜有报道，对

其抗性特征基础研究更为匮乏。鉴于其在两广地

区推广应用价值，迫切需要确定其亲本 NC99R 抗

性特征和抗性机制[4, 15]。本研究通过分析 BmNPV

入侵家蚕中肠细胞和血液特征，鉴定 BmNPV 在

抗性品系中受抑制机制，是从病毒角度着手解决

家蚕抗性品系抗病机制的重要切入点。通过分析

家蚕抗性品系 NC99R 抗 BmNPV 特征，确定家蚕

抗性品系阻断 BmNPV 入侵特征，可为家蚕抗性

品系抗性机制解析提供借鉴，为家蚕抗病育种研

究提供思路。 

1  材料与方法 

1.1  家蚕品系和病毒 

家蚕大造品系、抗性品系 NC99R 和 BmNPV

病毒为西南大学家蚕基因组生物学国家重点实验

室保存。 

1.2  半致死剂量分析 

正常饲养对照品系 DZ 和抗性品系 NC99R 至

四龄起蚕，挑选叶面平整的新鲜桑叶剪裁成    

1 cm×1 cm，每片桑叶定量添加不同浓度梯度的病

毒悬液 (106 PIBs /mL、l07 PIBs/mL、108 PIBs/mL、

109 PIBs/mL 和 1010 PIBs/mL)，每头家蚕幼虫添加

10 μL，终浓度为 1×104、1×105、1×106、1×107

和 1×108 多角体/头，阴性对照桑叶上添食相同体

积的 ddH2O。每组选择 40 头个体体型相似的健康

的 DZ 和 NC99R 品系幼虫，待桑叶表面风干后，

逐头幼虫进行口服感染喂食病毒粒子，饲养 1–4 h

后，分别挑选完全吃完桑叶的 DZ 和 NC99R 品系

幼虫 30 头进行正常饲养，每天按正常品系进行喂

养，统计喂食后 10 d 内家蚕幼虫死亡个体，并解

剖确定感染 BmNPV，统计每天死亡率，并计算

最终死亡率。利用 SPSS 软件计算半致死剂量。 

1.3  BmNPV DNA 拷贝数分析 

DZ 和 NC99R 品系分别感染 BmNPV 6、12、

24、48、72、96 h 后，每组分别提取中肠组织，

−80 ℃保存。取灭菌后预冷的干净研钵，加入液

氮和中肠组织，研磨成细粉状，收集到 1.5 mL 无

RNA 酶离心管中，利用 Promega 全基因组提取试

剂盒提取中肠组织 BmNPV 基因组 DNA。BmNPV

基因组 DNA 提取步骤为：1) 加 600 µL 核酸裂解

液，剧烈振荡为流动液体；2) 加 200 µL 蛋白质纯

化液，振荡 20 s，置于冰上 5 min，13 400 r/min 离

心 10 min；3) 吸取上清至包含 600 µL 异丙醇的

离心管中，轻轻颠倒混匀，直至出现白色线性

DNA，13 400 r/min 离心 5 min；4) 弃上清后加

600 µL 预冷的 70%乙醇，轻轻颠倒，13 400 r/min

离心 5 min，弃上清；5) 在超净工作台风干酒精

后，加入 30 µL DNA 提取液在 65 ℃溶解 1 h，测

取 DNA 提取浓度，根据所测浓度加水稀释至浓

度为 100 ng/µL，进行定量 PCR，根据 BmNPV 

DNA 标准曲线计算不同样品 BmNPV 拷贝数[16]。

本研究所用引物见表 1。 

1.4  石蜡切片制备和染色 

DZ 和 NC99R 品系分别感染 BmNPV 0、12、

24、48、72、96 h 后，分别将每组干净的中肠组

织取出，放置于 3 倍体积以上的固定液中做好标

记并保存，固定 24 h 后用 70%乙醇换洗样品，直

到淡黄色消失为止，将样品放置于包埋盒中−4 ℃

保存在 70%乙醇中。将包埋盒进行脱水、透明、
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浸蜡、包埋以及切片等一系列的操作后，根据样

品名称、切片厚度、日期做好相应的标记放置于

展片板在 37 ℃烘箱过夜或 60 ℃烘烤 2 h。将蜡片

经过脱蜡、水化后进行染色，其中苏木精染细胞

核，伊红染细胞质，染色后进行脱水和透明，镜

检检查染色情况是否合格，最后封片，干燥后利

用荧光显微观察不同样品，并记录。 

1.5  荧光定量 PCR (RT-PCR) 分析 

DZ 和 NC99R 品系分别感染 BmNPV 0、12、

24、48、72、96 h 后，进行研磨分装，总 RNA 使

用 TRIzol Reagent (Invitrogen) 提取，检测提取成

功后，使用反转录试剂盒 (Promega) 合成 cDNA，

保存于−20 ℃备用。按照 5 μL iTaqTM Universal 

SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) 定量试剂，  

3.6 μL dH2O，0.2 μL Primer F/R，1 μL cDNA 模板

进行混匀，混匀后加入定量板的孔中，即每个反

应重复 3 次。将分装好的反应产物连同定量 PCR

板 4 ℃、3 000×g 离心 3 min 后，放置在定量 PCR

仪中，反应程序为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 

30 s，循环 40 次，65 ℃以 0.5 ℃每 5 s 梯度增长至

95 ℃。以家蚕真核翻译起始因子 4A (探针号：

sw22934) 为内参基因，相对定量 PCR 的数据处理

用 2-△CT法。本研究所用引物见表 1。 

DZ 和 NC99R 品系中病毒 DNA 拷贝数分析

采用绝对定量方法，将提取的不同样品的病毒基

因组 DNA 稀释到相同浓度 (100 ng/μL) 的家蚕

组织作为 PCR 模板，以病毒 gp41 基因为定量引

物，以不同稀释浓度 (10–1、10–2、10–3、10–4、10–5、

10–6) 的 BmNPV 基因组为标准品，以标准品拷贝

数对数值为横坐标，以测得的 CT 值为纵坐标，

计算标准曲线为 y=16.351–3.970 9x，y 代表荧光

定量的 CT 值，x 代表基因组拷贝数的对数值。采

用上述定量 PCR 体系和条件进行绝对定量检测，

根据不同样品的 CT 值带入标准曲线计算不同样

品病毒基因组拷贝数。 

表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

GP41-F CCTATTCTGTGCTGGTGGTGG  

GP41-R ATGTTGATGTGCGGAAAGC  

IE1-F  CGAGACGGCTGCACAAAA  

IE1-R TGCCCAAAAGAAACCCACA  

GP64-F CACCATCGTGGAGACGGACTAC  

GP64-R ACCTCGCACTGCTGCCTGA  

VP39-F  AGACACCACAAACCCGAACAC  

VP39-R  TTGATCGCCAACACCACCT  

POLY-F GCAGTGTGAAACCCGATACCAT  

POLY-R CCACCTAAGAGCGTGTTGAGC  

SW22934-F TTCGTACTGCTCTTCTCGT  

SW22934-R CAAAGTTGATAGCAATTCCCT  

 

2  结果与分析 

2.1  家蚕品系 DZ 和 NC99R 对 BmNPV 的抗性

鉴定 

选取健康的家蚕品系 DZ 和 NC99R 饲养至四

龄起蚕，经口感染 BmNPV 病毒粒子，正常饲养，

统计其感染后 10 d 内的死亡情况。结果显示 DZ

品系经口添食 1×107 和 1×108 多角体/头时，死亡

率为 100%，经口添食 1×106、1×105、和 1×104

多角体/头时，死亡率分别为 84.56%、42.52%和

26.38%；而抗性品系 NC99R 在添毒剂量为 1×108、

1×107、1×106、1×105 和 1×104 多角体/头时，死亡

率分别为 82.20%、 62.9%、 39.6%、 22.00%和

13.20% (图 1)。统计分析显示在各添食剂量条件

下，NC99R 存活率均显著高于 DZ 品系。根据死

亡率统计结果，利用 SPSS 分析软件计算分析不

同品系家蚕半致死剂量，结果显示家蚕品系 DZ 和

NC99R 的半致死剂量分别为 1.2×105 和 1.8×106 多

角体/头，家蚕品系 NC99R 抗性水平高于 DZ 15 倍，

呈明显抗性 (图 1)。 
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图 1  家蚕品系 DZ 和 NC99R 半致死剂量分析 

Fig. 1  LD50 of BmNPV to DZ and NC99R silkworm 
larvae.  

 

2.2  口服感染和体腔注射家蚕品系 DZ 和

NC99R 死亡率分析 

根据两种家蚕品系 DZ 和 NC99R 死亡率统计

分析，我们鉴定了 NC99R 品系在 1×107 多角体/头

感染时出现大面积死亡，为了确定 NC99R 品系表

现抗性差异的时间特征，我们分别选取 1×106 多

角体/头 口服感染和 1×106 粒子/头 体腔注射两

个品系。结果显示口服感染时，DZ 品系死亡高峰

出现在感染后 5–6 d，而抗性品系 NC99R 死亡高

峰出现在感染后 7–8 d，死亡时间相对于对照组推

迟 2 d 左右，死亡率显著高于对照组 (图 2A)。为

了判断这种抗性差异是否具有组织特异性和侵染

差异，同时体腔注射 1×106 粒子/头 BV 病毒，结

果显示 BV 注射后 DZ 品系在 4–6 d 大规模死亡，

而抗性品系 NC99R 保持较高的抗性，在第 6 天出

现少量死亡，最终呈现显著抗性水平 (图 2B)。 

2.3  BmNPV 在家蚕品系 DZ 和 NC99R 中

DNA 复制分析 

为了在分子水平确定 DZ 和 NC99R 品系在体

腔注射和口服感染后的差异，本研究通过 RT-PCR

分析了不同处理条件下 BmNPV DNA 拷贝数变

化。结果显示在添食 1×106 多角体/头时，DZ 品

系中 BmNPV 拷贝数成对数上升，而抗性品系

NC99R 中在感染后相对 DZ 增加缓慢，在感染  

72 h 后，拷贝数保持在稳定水平，可能是病毒粒

子停止进一步复制 (图 3A)。同理，体腔注射 BV

病毒显示，对照组 DZ 中 BmNPV 拷贝数同样呈

指数增加，而抗性品系 NC99R 中在感染 24 h 后

BmNPV 拷贝数逐渐下降，维持在较低水平 (图

3B)。结合上述结果，说明口服感染后原发感染能

够降低 BmNPV 毒力，但是不能完全抑制 BmNPV

复制，随着 BV 的二次感染，血液等组织对

BmNPV 能够更高效地抑制病毒增殖。 

 
 

 
 
 

图 2  口服感染和体腔注射家蚕品系 DZ 和 NC99R 死亡率分析 

Fig. 2  Survival rate of DZ and NC99R strains of silkworm after oral infection and injection. (A) Survival rate of 
silkworm after oral infection with 1×106 OBs/larva. (B) Survival rate of silkworm after injection with 1×106 
BVs/larva. 
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图 3  家蚕品系 DZ 和 NC99R 中 BmNPV gp41 拷贝数分析 

Fig. 3  The BmNPV gp41 copies analysis of silkworm DZ and NC99R strains. (A) The BmNPV gp41 copies analysis 
after oral infection with 1×106 OBs/larva. (B) The BmNPV gp41 copies analysis after injection with 1×106 BVs/larva. 
 

2.4  家蚕品系 DZ 和 NC99R 感染 BmNPV 后

中肠病理学变化分析 

中肠和血液组织是家蚕免疫防控的主要组

织，中肠组织同样也是 BmNPV 原发感染的场所。

为了进一步探究 BmNPV 在中肠组织增殖情况，

本研究对感染 BmNPV 12、24、48、72、96 h 后

中肠组织进行了组织切片观察。结果显示家蚕品

系 DZ 和 NC99R 在未感染条件下，细胞核和细

胞质排列紧密，没有显著的差异。添食 BmNPV 

48 h 后，DZ 品系上皮细胞分泌物开始增多；72 h

后，DZ 品系细胞核染色变浅、细胞缩小、细胞

核比例增大、往肠腔靠近；96 h 后，DZ 品系上

皮柱状细胞形态紊乱，细胞核继续膨大，部分细

胞核有脱落的趋势，出现大量空泡。而抗性品系

NC99R 在感染 72 h 后才开始往两侧移动，细胞

核逐渐变大；在感染 96 h 后，上皮细胞仍较为

整齐，细胞比例仍正常，但是细胞核出现膨大现

象 (图 4)。 

2.5  BmNPV 不同时期表达基因在 DZ 和

NC99R 品系中转录水平分析 

杆状病毒感染宿主细胞，其基因表达具有级联

调控的特征，早期基因表达转录激活晚期基因的表

达[17]。为了进一步探究BmNPV在抗性品系NC99R

中被抑制表达的特征，本研究选择 BmNPV 立即早

期基因 ie-1、早期基因 gp64、晚期基因 vp39 和极

晚期基因 poly为鉴定不同时期被抑制的标记基因。

RT-PCR 显示 DZ 品系在 BmNPV 感染后，随着感

染时间的增加相应基因表达水平逐步上升。而抗性

品系 NC99R 在口服感染和体腔注射后，不同时期

基因均在 24 h 后开始下调表达，其中立即早期基

因在口服感染 48 h 后几乎检测不到转录，结合体

腔注射后 24 h 就检测不到 ie-1 基因的转录，推测

BmNPV 在个体中完成第一轮复制后，没有开始完

整的生活周期 (图 5)。以上结果初步阐述了是抗性

品系 NC99R 导致了 BmNPV 在侵染后阻断其完整

的生活周期。 
 

 
 

图 4  家蚕品系 DZ 和 NC99R 感染 BmNPV 后中肠病理学变化分析 

Fig. 4  Analysis of midgut tissues slices of DZ and NC99R silkworm strains after infection with BmNPV. 
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图 5  BmNPV 不同时期表达基因在 DZ 和 NC99R 品系中转录水平分析 

Fig. 5  The transcription of each BmNPV viral gene in DZ and NC99R silkworm strains. (A) The transcription of each 
viral gene after oral infection with 1×106 OBs/larva. (B) The transcription of each viral gene after injection with   
1×106 BVs/larva. 

3  讨论 

本研究采用半致死剂量、组织切片和荧光定

量等技术，分析了抗性品系 NC99R 和对照组 DZ

在 BmNPV 感染过程中的差异特征，初步阐述了

NC99R 品系抑制 BmNPV 侵染路径，这些研究结

果为进一步阐述抗性品系 NC99R 抑制 BmNPV 复

制机制的解析提供了思路，为家蚕抗病品系抗病

机制解析提供了参考。 

目前，国内外筛选到不同抗性特征的家蚕品

系，其抗病毒能力也不尽相同。对家蚕抗病毒品

系 NC99R 抗病毒能力鉴定，确定其半致死剂量达

1.8×106 多角体/头，相比一般实用品系抗病毒能力

提高 10 多倍，相比敏感品系抗性提高近 1 000 倍。

并且，家蚕抗病毒品系 NC99R 能够显著延迟死亡

时间 1–2 d，在生产中同样能够降低发病率，说明

桂蚕 N2 亲本品系具有较高的育种价值。先前研究

通过 RNAi 干涉、转基因过表达或 CRISPR/Cas9
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基因编辑等技术均能显著提高家蚕品系抗病毒能

力，最高能够提高抗病毒能力近 1 000 倍[18-25]。桂

蚕 N2 在两广地区以其产丝量高、综合性能好，具

有广泛的推广应用市场，如果结合传统育种的优

点，并利用分子育种手段，直接对实用品种进行转

基因操作，这样不仅能够保持实用品系本身的优

点，同样能够进一步提高实用品系的抗病毒能力。 

先前遗传规律进行分析发现，NC99R 可能具有

多个抗性位点，数量性状特征突出，与抗病材料

NB 和 871C 在定位克隆上有显著差异，推测它们

可能由不同的抗病基因控制或不同的调控机制调

控[4,5,15,26-27]。为了确定这一推测，本研究分析了抗

性品系 NC99R 和对照组 DZ 死亡率和 BmNPV 

DNA，结果显示体腔注射和口服感染 BmNPV 都表

现为明显延迟病毒感染和提高抗病毒能力，BmNPV 

48 h 前没有显著的下调，说明 NC99R 品系对病毒

的口服感染和第 1 轮病毒复制增殖过程抑制不显

著，可能在第 2 轮复制过程进行了抑制，结合体腔

注射 24 h 后，BmNPV 就开始显著下调表达，说明

NC99R 品系对 BV 感染过程抑制效果更明显。这和

871C 和 NB 的抗病毒过程并不一样，先前研究表明

871C 和 NB 是口服感染过程直接抑制 BmNPV 复制

的，这可能是 NC99R 品系抗病毒能力不如其他两

个的原因。BmNPV 基因的表达是级联调控模式，

通过鉴定不同时期基因的表达可以准确分析不同

品系中 BmNPV 基因复制情况，RT-PCR 结果说明

BmNPV 早期基因 ie-1 在感染 24 h 后就明显下调表

达，这一结果同先前研究苹果蠹蛾 (Cydia pomonella 

L) 抗 性 品 系 抗 苹 果 蠹 蛾 颗 粒 体 病 毒  (Cydia 

pomonella granulovirus，CpGV) 特征相似，同样是

在病毒复制早期抑制其感染，间接阐述了不同昆虫

抗病毒特征具有相关性[28-29]。 

家蚕抗病毒品系 NC99R 具有显著的抗病毒

能力，半致死剂量达 1.8×106 多角体 /头；从

BmNPV 复制早期就开始抑制病毒 DNA 复制。下

一步将集中研究 BmNPV 第一轮复制结束后，是

否产生缺陷型病毒粒子，筛选抗 BmNPV 关键的

宿主基因，完善家蚕抗病毒品系抗 BmNPV 机制。 

4  结论 

通过半致死剂量分析、组织病理学和荧光定

量分析显示家蚕品系 NC99R 具高抗病毒能力，主

要抑制病毒早期基因表达，为完善家蚕抗病品系

机制研究提供了思路。 
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