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摘   要：磷脂酶 A2 (phospholipase A2, PLA2)广泛分布于动物、植物和微生物，参与许多生理活

动。本实验室先前鉴定和研究了 1 个家蚕分泌型 PLA2 (Bombyx mori sPLA2-1-1)基因功能。最近，从

家蚕基因组鉴定到 4 个新的 sPLA2 基因(BmsPLA2-1-2、BmsPLA2-2、BmsPLA2-3、BmsPLA2-4)，预

测的氨基酸都具有 sPLA2 超家族结构域、金属离子结合位点和高度保守的催化位点等 sPLA2 的典

型特征。本研究完成了 BmsPLA2-4 基因的克隆、体外表达和表达模式分析。BmsPLA2-4 全长为 585 bp，
体外表达经 Ni 纯化获得重组蛋白大小约 25 kDa。qRT-PCR 分析表明，BmsPLA2-4 在 5 龄第 1 天

的表达量最高。组织表达谱分析表明，BmsPLA2-4 在中肠的表达量最高，其次是体壁和脂肪体。

Western blotting 分析结果与 qRT-PCR 一致。用大肠杆菌和金黄色葡萄球菌感染 5 龄第 1 天幼虫后，

BmsPLA2-4 基因的表达量在 24 h 显著升高。本研究为后续研究提供了理论基础和有价值的实验

数据。 
关键词：家蚕；BmsPLA2-4 基因；基因克隆；组织时期表达谱 
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Abstract: Phospholipase A2 (PLA2) is widely distributed in animals, plants, and 
microorganisms, and it plays an important role in many physiological activities. In a previous 
study, we have identified a secretory PLA2 in Bombyx mori (BmsPLA2-1-1). In this study, we 
further identified four new sPLA2 genes (BmsPLA2-1-2, BmsPLA2-2, BmsPLA2-3, and 
BmsPLA2-4) in B. mori genome. All four genes exhibits the characteristic features of sPLA2, 
including the sPLA2 domain, metal binding sites, and highly conserved catalytic domain. This 
study completed the cloning, in vitro expression, and expression pattern analysis of the 
BmsPLA2-4 gene in B. mori. The full length of BmsPLA2-4 is 585 bp, and the recombinant 
protein obtained through prokaryotic expression has an estimated size of 25 kDa. qRT-PCR 
analysis revealed that the expression level of BmsPLA2-4 reached its peak on the first day of the 
fifth instar larval stage. Tissue expression profiling analysis showed that BmsPLA2-4 had the 
highest expression level in the midgut, followed by the epidermis and fat body. Western blotting 
analysis results were consistent with those of qRT-PCR. Furthermore, after infecting fifth instar 
1-day-old larvae with Escherichia coli and Staphylococcus aureus, the expression level of the 
BmsPLA2-4 gene significantly increased in 24 h. The findings of this study provides a 
theoretical basis and valuable experimental data for future related research. 
Keywords: Bombyx mori; BmsPLA2-4; gene cloning; tissue period expression profile 

 
 

磷脂酶 A2 (phospholipase A2, PLA2)最早

是从眼镜蛇毒液和响尾蛇毒液中发现的，后来

的研究显示它广泛分布于病毒、细菌、植物和

动物等主要生物类群[1-5]。PLA2 作为催化酶，

从磷脂 sn-2 位水解磷脂，产生溶血磷脂和游离

脂肪酸[1]，这两种代谢物是重要的第二信使前

体，如溶血磷脂可转化为血小板活化因子，花

生四烯酸衍生成前列腺素(prostaglandin, PG)、
白细胞三烯(leukotrienes, LT)和环氧二十碳三

烯酸(epoxy eicosatrienoic acid, EET)等多种 C20
多不饱和脂肪酸类活性物质[6]。因此，PLA2 作

为这些生物活性物质形成的限速酶，被归为各

种内源性和外源性调控因子改变生理状态的分

子靶标[6-8]。临床上，PLA2 与类风湿关节炎、

心血管和神经系统疾病以及肿瘤等有关，具有

重要的医学研究价值[9-14]。 
PLA2 是一个庞大的酶家族，包含 16 个不

同的群和许多亚群[8]。根据结构、酶学性质和

进化关系，可以分为分泌型 PLA2 (secretory 
PLA2, sPLA2)、细胞质 PLA2 (cytosolic PLA2, 
cPLA2)、不依赖 Ca2+的 PLA2 (Ca2+-independent 
PLA2, iPLA2)、血小板活化因子乙酰水解酶

(platelet-activating factor acetylhydrolase, PAF-AH)、
PLA 酰基转移酶(PLA acyltransferase, PLAAT)、
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溶酶体 PLA2 和 α/β 水解酶 (α/β hydrolase 
enzymes, ABHD)[15]。sPLA2 的分子量较小，一

般为 14−18 kDa，含 5−8 个二硫键，有一个结

合 Ca2+的组氨酸活性位点，该位点与天冬氨酸

结合形成 His/Asp 二联体[16-20]。sPLA2 的基因数

目因昆虫种类而异，如黑腹果蝇中有 5 个，长

红猎蝽中有 5 个，赤拟谷盗中有 6 个，而甜菜

夜蛾中仅仅 1 个[21-25]。本课题组先前克隆鉴定

了一个家蚕 sPLA2 基因(BmsPLA2-1-1)，并发现

BmsPLA2-1-1 与免疫黑化有关[26]。本文在家蚕

基因组中鉴定到 4 个新的 sPLA2 基因，并对其

中的 BmsPLA2-4 基因进行了体外表达、蛋白纯

化和表达谱分析，所获结果为后续深入研究提

供了实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究所使用的家蚕为多化性的大造品系

D9L，由本实验室保存。蚕卵在温度 25 ℃，相

对湿度 70%−80%条件下催青。幼虫饲养条件：

温度 28 ℃、 12 h 光照 /12 h 黑暗、湿度

70%−80%。收集不同时期、不同处理组家蚕，

解剖获得马氏管、精巢、卵巢、表皮、丝腺、

脂肪体、中肠和血淋巴等组织，−80 ℃保存。 

1.2  试剂 
大肠埃希菌 BL21(DE3)和质粒 PET-28a(+)

均由本实验室保存。大肠杆菌 DH5α 购自擎科

生物科技有限公司。Trizol、2×Taq Master Mix、
2×super-Fidelity Master Mix 和反转录试剂盒购

自江苏溥博生物科技有限公司。2×SP Qpcr Mix
购自重庆葆光生物技术有限公司。多功能 DNA
纯化回收试剂盒购自博迈德，pMD19-T Vector、
T4 DNA 连接酶和限制性内切酶购自宝生物工

程(大连)有限公司。上样缓冲液 3×Gelstain Red 
Prestain 购自苏州恒宇生物科技有限公司。测序

和所有引物的合成均在擎科生物科技有限公司

完成。RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、一抗稀释液、α-tubulin (TUBA4A)和二抗

购自碧云天生物技术有限公司。PAGE 凝胶快

速制备试剂盒(10%)和三色预染蛋白 Marker 购
自雅酶生物医药科技有限公司。BmsPLA2-4 多

克隆抗体由迅检(重庆)生命科技有限责任公司

制备。 

1.3  家蚕 sPLA2 基因鉴定、进化树构建及

序列比对分析 
将 BmsPLA2-1-1 的序列在 NCBI 中用

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
工具进行氨基酸序列的同源性搜索，使用在线

工具 SMART[27] (http://smart.embl-heidelberg.de/)

对获得序列进行分析，删除不符合 sPLA2 家族

结构域的序列。使用 ClustalX2[28]和 DNAMAN

软件将筛选到的蛋白质序列反复进行多序列比

对，删除多余的重复序列。对鉴定得到的家蚕

sPLA2 蛋白进行多序列比对，利用 MEGA 11[29]

构建进化树，Adobe Illustrator 软件对进化树进

行美化和注释。 

采用在线网站(https://services.healthtech.dtu. 

dk/service/TMHMM-2.0/)[30]预测蛋白跨膜结构

域。运用在线工具 NCBI Conserved Domains[31] 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb. 
cgi) 分 析 结 构 域 ， 使 用 在 线 工 具 SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/)预测信号肽。 
使用 ClustalX2 软件对家蚕、黑腹果蝇、赤拟

谷盗和烟草天蛾的 sPLA2 氨基酸序列比对分析，

序列比对结果的美化利用 Espript (https://espript. 

ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)网站，PowerPoint

软件对结果注释。 

1.4  BmsPLA2-4 基因的克隆及原核表达载

体的构建 
采用 Primer 5.0 软件[32]设计 BmsPLA2-4 基
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因(GenBank 登录号：XM_004928778.4)的 ORF
特异性 PCR 扩增引物“BmsPLA2-4-KL” (表 1)，
进行克隆。 

用 Primer 5.0 软件设计原核表达引物

“BmsPLA2-4-YH” (表 1)，以逆转录合成的 cDNA
为模板，进行 PCR 扩增，条件：94 ℃ 4 min；
94 ℃ 40 s，52 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，共 30 个循

环；72 ℃ 10 min。将 BmsPLA2-4 基因片段进行

纯化，并与 pMD-19 Vector 载体连接，转化挑

选阳性克隆，经过公司测序，最后得到 cDNA
序列，将测序正确的阳性菌液扩大培养，提取重

组质粒“pMD19-T-S4”，−20 ℃保存备用。利用亚

克隆手段在 pMD19-T-S4载体中 BmsPLA2-4片段

两端引入酶切位点 EcoR I 和 Xho I，将引入酶

切位点的载体与 pET28a(+)空载分别进行双酶

切。酶切后的目的片段与线性化载体 pET28a(+)
用 T4 DNA 连接酶在 16 ℃下过夜连接，然后转

化到 DH5α 感受态细胞中，Kan+抗性筛选阳性

克隆，提取质粒送北京擎科生物科技有限公司

进行测序，验证重组载体“pET28a-S4”是否构建

成功。 

1.5  BmsPLA2-4 蛋白的诱导表达和多克隆

抗体的制备 
将测序正确的重组载体 pET28a-S4 转入

BL21(DE3)菌株中，筛选阳性克隆。在阳性

BL21(DE3)菌液中加入异丙基硫代 β-D-半乳糖

苷 (isopropylthio β-D-galactoside, IPTG)进行诱

导，大量表达 BmsPLA2-4 重组蛋白。收集菌体

沉淀后超声破碎，离心后分别收取各诱导条件

下的上清和沉淀，进行 SDS-PAGE 凝胶检测。

然后用 LE buffer 过夜溶解超声破碎后的菌体沉

淀，利用 Ni-NTA 亲和层析柱对目的蛋白进行亲

和层析纯化。将纯化后的蛋白进行 SDS-PAGE
检测。用纯化的重组 BmsPLA2-4 蛋白免疫新西

兰大白兔，获得免疫血清，将血清纯化后，运

用 Western blotting 法鉴定多克隆抗体的特异

性，采用 ELISA 间接法测定抗体的效价。 

1.6  总 RNA 的提取及 cDNA 的合成 
五龄家蚕幼虫血淋巴直接加入 Trizol，其他

组织(马氏管、精巢、卵巢、表皮、丝腺、脂肪

体和中肠)用液氮研磨成粉末后加入 Trizol，提

取总 RNA。最后用 M-MLV 反转录酶系统反转

录 RNA 以获得 cDNA 模板。 

1.7  qRT-PCR 检测 
采用 Primer 5.0 软件设计目的基因 BmsPLA2-4

的qRT-PCR引物qBmsPLA2-4和内参基因Bmactin 
A3  (NCBI 序列号：NM_001126254)的引物

qBmactin A3 (表 1)。以上述 cDNA 为模板进行

qPCR，检测目的基因中的表达情况。扩增条件：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，62 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，共 
 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
BmsPLA2-4-KL-F ATGTATAAAGTCTGTAGTTTATGTAC 585 
BmsPLA2-4-KL-R TCAATAGTTACTCACGTCGAA 
BmsPLA2-4-YH-F CCGGAATTCATGTGGGTGATGACAGACGTAG 522 
BmsPLA2-4-YH-R CCGCTCGAGTCAATAGTTACTCACGTCGAA 
qBmsPLA2-4-F TCTCCACGATGCGAACAGC 135 
qBmsPLA2-4-R CATTTCCTCTTGAACCAACCTCC 
Bmactin A3-F ATGCAAAAGGAAATCACACGTC 99 
Bmactin A3-R GATCGATCCACCGATCCATACG 
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40 个循环；72 ℃ 10 min。以家蚕 Bmactin A3
为内参，用 2−∆∆Ct 法[33]进行数据处理。 

1.8  Western blotting (WB)分析 
取家蚕组织放入提前预冷好的研钵中充分

研磨，加入苯基硫脲抑制黑化，按照 RIPA 裂解

液说明书提取总蛋白，用 BCA 测定总蛋白浓

度。将各样品蛋白稀释到相同浓度后 100 ℃变性

10 min，上样 20 mL (蛋白总量 40 μg)，在 200 mA
恒流下进行 PAGE 电泳，转膜 45 min 至 PVDF
膜，5%脱脂奶粉室温摇床孵育封闭 2 h，TBST
缓冲液漂洗 3 次，每次 15 min (室温摇床)，一

抗和二抗孵育后，ECL 显色液显色。 

1.9  病原微生物制备及蚕体注射 
液体培养基活化大肠杆菌(Escherichia coli)

和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)，分

别取 5 mL 菌液，4 000×g 离心 10 min 后，收集

沉淀，溶解于 PBS (pH 7.4)缓冲液中，调节 OD600

至 0.7。 
用制备的 E. coli 溶液和 S. aureus 溶液分

别注射 5 龄 1 d 健康家蚕，每头蚕注射 5 μL，

注射后于 0、3、6、24 h 收集中肠用于 RNA
提取分析，每个时间点取 10 头家蚕，每组设

置 3 个生物学重复，对照组为同等条件下注射

PBS。 

2  结果与分析 
2.1  部分昆虫 sPLA2 的系统进化及序列比对

分析 
通过 BLAST 比对，本文从家蚕基因组搜索

到 4 个新的 sPLA2 同源物。用 5 个家蚕 sPLA2
基因与黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)、赤

拟 谷 盗 (Tribolium castaneum) 和 烟 草 天 蛾

(Manduca sexta)中已经研究报道的 sPLA2 基因

的氨基酸序列构建进化树(图 1A)。进化分析显

示，17 个 sPLA2 被聚为三大支：果蝇的 3 个

sPLA2 聚为一支，赤拟谷盗的 5 个 sPLA2 聚成

一支，家蚕与烟草天蛾的 sPLA2 聚成一支。在家

蚕与烟草天蛾聚集支中，烟草天蛾的 4 个 sPLA2
和 家 蚕 的 3 个 sPLA2 (XP_012548107.2 、

XP_004929036.2、XP_004929038.1)分别以物种

聚 集 紧 密 相 邻 的 2 个 簇 ， BmsPLA2-3 和

BmsPLA2-4 依次分布在这个聚集支的外围。参

照赤拟谷盗的命名方式[24]，把家蚕这 5 个 sPLA2
分别命名为 BmsPLA2-1-1 (XP_012548107.2)、
BmsPLA2-1-2 (XP_004929036.2) 、 BmsPLA2-2 
(XP_004929038.1)、BmsPLA2-3 (XP_004929039.1)
和 BmsPLA2-4 (XP_004928835.1)。 

昆虫 sPLA2s 基因的氨基酸序列分析结果

显示：5 个 BmsPLA2 基因的氨基酸都具有 sPLA2
超家族结构域、金属离子结合位点和高度保守

的催化位点等 sPLA2 的典型特征，它们含有

10 个半胱氨酸残基，通常可以形成 5−8 个二硫

键。家蚕 5 个 sPLA2 序列的一致性为 77.65%，

其中首先聚集的 BmsPLA2-1-1 与 BmsPLA2-1-2
的相似度高达 93.72%，而分布位置较远的

BmsPLA2-1-1与BmsPLA2-4 序列相似性为 53.81% 
(图 1B)，结果与进化分析一致。 

BmsPLA2-4 基 因 的 编 码 序 列 (coding 
sequence, CDS)长度为 585 bp 核苷酸序列，编

码 194 个氨基酸，有信号肽结构，无跨膜结构

域，在第 51−174 个氨基酸位有 PA2c 功能结构

域，属于 S 型磷脂酶蛋白家族。本研究进行了

该基因的体外表达、蛋白纯化和表达谱分析。 

2.2  BmsPLA2-4 基因克隆及重组蛋白的表达

纯化 
以 BmsPLA2-4-KL 为引物，提取家蚕中肠

组织 RNA 并立即逆转录合成 cDNA，以该

cDNA 为模板对 BmsPLA2-4 的 ORF 序列进行

PCR 扩增(图 2A)，鉴定发现克隆所得片段与 NCBI
预测序列一致。 
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图 1  昆虫 sPLA2 的系统进化及序列比对分析   A：昆虫 sPLA2 基因的系统发育进化树. B：昆虫 sPLA2
蛋白的多重序列比对分析 
Figure 1  The phylogenetic analysis and sequence alignment of insect sPLA2. A: Phylogenetic tree of insect 
sPLA2 genes. BmsPLA2-1-1: XP_012548107.2, BmsPLA2-1-2: XP_004929036.2, BmsPLA2-2: XP_004929038.1, 
BmsPLA2-3: XP_004929039.1, BmsPLA2-4: XP_004928835.1. B: Multiple sequence alignment analysis of 
insect sPLA2 proteins. The conserved cysteine residues are marked with asterisks, and the yellow dashed 
region represents the conserved region. 
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BmsPLA2-4 蛋白分子量大小为 22.47 kDa，
去掉信号肽片段后为 19.88 kDa，加上 pET28a-S4
重组载体的标签序列，大小约为 26.02 kDa。将

pET28a-S4重组质粒转化到大肠埃希菌BL21(DE3)

内，在不同温度和转速下进行小量诱导表达，

经 SDS-PAGE 凝胶检测，发现 37 ℃条件下沉淀

中重组蛋白表达量最高(图 2B)，说明该蛋白在

包涵体中表达。对 BmsPLA2-4 重组蛋白进行大 
 

 
 
图 2  BmsPLA2-4 基因克隆及重组蛋白的表达纯化   A：BmsPLA2-4 基因 PCR 扩增. B：重组蛋白的

原核表达. C：不同浓度咪唑流穿液 SDS-PAGE 分析. D：BmsPLA2-4 蛋白的浓缩. E：免疫原 Western 
blotting 验证 
Figure 2  Cloning and expression of the BmsPLA2-4 gene and purification of the recombinant protein. A: 
PCR amplification of the BmsPLA2-4 gene. M: DL2000 marker; 1−4: BmsPLA2-4. B: Prokaryotic expression 
of the recombinant protein. M: 180 kDa marker; 1: pET28a(+) empty vector supernatant; 2: pET28a(+) empty 
vector pellet; 3: Induced supernatant at 16 °C; 4: Induced pellet at 16 °C; 5: Induced supernatant at 28 °C; 6: 
Induced pellet at 28 °C; 7: Induced supernatant at 37 °C; 8: Induced pellet at 37 °C. C: SDS-PAGE analysis of 
the imidazole buffer at different concentrations. M: 180 kDa marker; 1: Protein loading buffer; 2: 
Flow-through; 3: 25 mmol/L imidazole; 4: 50 mmol/L imidazole; 5: 75 mmol/L imidazole; 6: 100 mmol/L 
imidazole; 7: 150 mmol/L imidazole; 8: 200 mmol/L imidazole; 9: 250 mmol/L imidazole; 10: 300 mmol/L 
imidazole; 11: 400 mmol/L imidazole; 12: 500 mmol/L imidazole; 13: 1 mol/L imidazole; 14: Protein loading 
buffer; 15: Flow-through. D: Concentration of the BmsPLA2-4 protein. M: 180 kDa marker; 1: BmsPLA2-4 
protein. E: Validation of the protein through western blotting analysis. M: 90 kDa marker; 1: Validation of the 
immunogen. 
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量表达后，收集菌体沉淀，超声破碎。取上清

过柱，用不同浓度咪唑洗脱并收集各组洗脱液

检测。结果显示，100 mmol/L 的咪唑浓度能将

重组蛋白有效地洗脱下来(图 2C)。浓缩并纯化

100 mmol/L 咪唑洗脱液，BmsPLA2-4 重组蛋白

纯度达到 85%以上，浓度大于 0.5 mg/mL，符

合抗体制备要求(图 2D)。送至重庆迅检生命科

技有限责任公司制备抗体。WB 验证，结果显

示，符合预期条件，可用于后续实验(图 2E)。 
2.3  BmsPLA2-4 基因的表达模式分析 

qRT-PCR 检测 5 龄幼虫各个时期 BmsPLA2-4
基因的表达，结果发现，BmsPLA2-4 基因在各

个时间均有表达，其中 5 龄 1 d 时表达量最高，

表达量至少是 5 龄 2−7 d 的 2 倍以上(图 3A)。   
5 龄 1 d 幼虫各个组织的表达检测结果显示，

BmsPLA2-4 基因在中肠组织中转录水平最高，

其次是体壁和脂肪体(图 3B)。 
提取家蚕免疫组织(血淋巴、脂肪体和中肠)

的蛋白进行 WB 检测，结果显示，条带颜色从

深到浅依次为中肠、脂肪体和血淋巴，表达量

与 mRNA 水平一致(图 3C)。 

2.4  BmsPLA2-4 基因对病原微生物的响应 
分别用 E. coli 和 S. aureus 两种病原微生物

感染 5 龄 1 d 家蚕幼虫，检测 0、3、6、24 h 时

BmsPLA2-4 基因在中肠组织的表达量。结果显

示，与对照组相比，细菌感染 3 h 和 6 h 时，

BmsPLA2-4 表达量出现下调，而在 24 h 时，

BmsPLA2-4表达量显著升高(图4)，表明BmsPLA2-4
基因能够响应病原微生物胁迫。 

3  讨论与结论 
分泌型磷脂酶A2 (sPLA2)是最早鉴定的磷脂

酶 A2[1]。在黑腹果蝇、赤拟谷盗和烟草天蛾等昆

虫中的 sPLA2 已有研究报道[21,24,34]。本实验室先

前从家蚕中克隆了 sPLA2 基因(BmsPLA2-1-1)[26]。

在本研究中，本文从家蚕基因组鉴定了 4 个新

的 sPLA2 基因。序列分析显示，这 4 个 sPLA2
基因的蛋白都具有 PA2c 功能结构域、5−8 个二

硫键、金属离子结合位点以及高度保守的His/Asp
二联体等典型 sPLA2 特征，且它们的分子量介 

 

 
 
图 3  BmsPLA2-4 基因的表达情况   A：BmsPLA2-4 基因的时期表达谱. B：BmsPLA2-4 基因的组织表

达谱. C：不同组织的 BmsPLA2-4 蛋白表达情况 
Figure 3  Expression profile of the BmsPLA2-4 gene. A: Temporal expression pattern of the BmsPLA2-4 
gene. B: Tissue-specific expression pattern of the BmsPLA2-4 gene. C: The expression of BmsPLA2-4 protein 
in different tissues. 
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图 4  病原微生物刺激后 BmsPLA2-4 基因的表达情况   A：大肠杆菌刺激后 BmsPLA2-4 基因的表达

量. B：金黄色葡萄球菌刺激后 BmsPLA2-4 基因的表达量 
Figure 4  The expression of the BmsPLA2-4 gene in response to pathogenic microbe stimulation was 
investigated. A: The expression level of BmsPLA2-4 gene after stimulation by E. coli was examined. B: The 
expression level of BmsPLA2-4 gene was investigated in response to stimulation by S. aureus. **: P<0.01; 
***: P<0.001. 
 
于 13−19 kDa 之间，拥有 sPLA2 的小分子量特

征。进化分析结果显示，sPLA2 按物种关系聚

集成支。在鳞翅目聚集支中，BmsPLA2-4 分布

在烟草天蛾与家蚕聚集簇的最外围，表明

BmsPLA2-4 氨基酸序列与鳞翅目其他 sPLA2 的

相似性较低，可能存在功能歧化。 
sPLA2 在果蝇中肠和脂肪体组织中高度表

达[35]。在蜱虫(Amblyomma americanum)中，sPLA2

在脂肪体和表皮高表达，经大肠杆菌处理后，

sPLA2 表达量显著上升 [36]。在本实验中，

BmsPLA2-4 在家蚕幼虫中肠高量表达，表达量

至少是其他组织的 2.5 倍，但在血淋巴表达量

较低，与先前报道的 BmsPLA2-1-1 在血淋巴高

量表达不一致[26]，可能是发育时期不同所致。 
在昆虫免疫方面， sPLA2 与烟草天蛾

(Manduca sexta)和甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)
的血细胞结节数和脂肪体体积相关[37-40]。当烟

草天蛾被病原微生物感染后，其脂肪体和血细

胞中的 sPLA2 活性显著升高[41]。注射 PLA2 抑

制剂地塞米松后，舞毒蛾(Lymantria dispar)对病

毒的易感性显著升高[42]。韭菜蛾(Acrolepiopsis 

sapporensis)受到细菌攻击后，sPLA2 基因的表

达水平显著升高，当干涉 sPLA2 基因后，其免

疫反应受到显著抑制[43]。靶向抑制 sPLA2 后，

多种鳞翅目昆虫的免疫反应受到削弱[37]。甜菜

夜蛾的 sPLA2 与细胞免疫反应相关[44]。本实验

室先前研究证明了 BmsPLA2-1-1 参与了家蚕血

淋巴的免疫黑化[26]。本研究用 E. coli 和 S. aureus

两种微生物感染 5 龄 1 d 幼虫，结果显示，革

兰氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌感染都会导致

幼虫中肠组织中 BmsPLA2-4 表达在感染早期

3−6 h 时出现下调，而在感染 24 h 时表达量显

著升高，表明 BmsPLA2-4 与家蚕免疫有关。因此

可以推测，在家蚕感染初期(3−6 h)，BmsPLA2-4

因抵抗病原微生物有所消耗，随后家蚕免疫系

统逐渐启动并增强 BmsPLA2-4 基因的表达，以

对抗病原体。本研究为后续深入研究提供了实验

依据和启示，但相关作用机理需要进一步探究。 
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