
 生 物 工 程 学 报                                                    Chin J Biotech 2009, May 25; 25(5): 761-766           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2009 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: December 3, 2008; Accepted: Feburary 23, 2009 
Supported by: National Key Basic Research and Development Program of China(973 Program)(No. 2005CB121000). 
Corresponding author: Chengliang Gong. Tel: +86-512-65880183; Fax: +86-512-65880183; E-mail: gongcl@suda.edu.cn 
国家重点基础研究发展规划项目(973 项目)(No. 2005CB121000)资助。 

 

生物技术与方法                                                              

家蚕丝素重链启动子驱动 DsRed的瞬时分泌表达 

潘兴亮, 曹广力, 薛仁宇, 贡成良 
苏州大学医学部基础医学与生物科学学院, 苏州 215123 

摘  要: 根据家蚕丝蛋白基因的启动子活性高、丝蛋白具有高效分泌的特性, 克隆了家蚕丝素重链基因(Fib-H)启动子及

其下游的信号肽序列(FibHS), 将 DsRed 基因与信号肽序列融合构建了分泌型瞬时表达载体; 转染细胞实验显示, 该载

体能在家蚕 BmN 细胞中瞬时表达 DsRed; 家蚕注射载体后, 可在丝腺腔中检测到红色荧光, 表明瞬时表达的 DsRed 分

泌到丝腺腔, 推测所克隆的序列具有信号肽的功能。此外, 本研究为家蚕丝腺生物反应器分泌表达外源基因的研究奠定

了基础。 
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Transiently secretory expression of DsRed driven by fibroin 
heavy chain promoter of Bombyx mori 
Xingliang Pan, Guangli Cao, Renyu Xue, and Chengliang Gong 

School of Pre-clinical Medicine and Biological Science, Medical College, Soochow University, Suzhou 215123, China 

Abstract: Based on the character of strong promoter of the fibroin gene and high level secretion of fibroin of Bombyx mori, we 
amplified the promoter of heavy chain gene (Fib-H) and its downstream signal peptide sequence (FibHS) by PCR. After that, we 
cloned the PCR product in pBluescriptII SK (+) to form the vector pSK-FibHS and analyzed its sequence. The sequence identity was 
99% comparable to that of the reported sequence by Blast on line. Then we digested pSk-Ser-DsRed-PolyA with Sal I/Kpn I to get 
DsRed-PolyA DNA fragment and subcloned it into vector pSK-FibHS to generate a transitorily secretory expression vector 
pSK-FibHS-DsRed-PolyA. After identified the recombinant plasmid by restriction enzyme digestion, we transfected pSK-FibHS- 
DsRed-PolyA into BmN cells by liposome. From the cells transfected with the recombinant vector, what the red fluorescence could 
be detected verified that the recombinant vector could express DsRed in BmN cells transiently. Furthermore, when silkworm had 
been injected with the recombinant vector pSK-FibHS-DsRed-PolyA, red fluorescence could be observed in the lumen of silk gland 
of silkworm. The result indicated that DsRed expressed transiently and was secreted into lumen of the silk gland. Therefore, we 
supposed that the cloned sequence (FibHS) possessed signal peptide bio-function. Moreover, this study would lay a foundation for 
the research on secretory expression of exogenous gene by silk gland bioreactor. 

Keywords: fibroin heavy chain promoter, signal peptide, DsRed, Bombyx mori, BmN cell, silk gland 

家蚕(Bombyx mori)是一种具有强大泌丝能力的

昆虫。蚕丝蛋白由丝素(Fibroin, Fib)和丝胶(Sericin, 

Ser)组成。丝素由重链(Heavy chain, Fib-H)、轻链

(Light chain, Fib-L)和 Fhx/P25 (Fibrohexamerin)以摩
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尔比 6:6:1 组成[1]。其中, 丝素蛋白在后部丝腺中合

成。在短短的 4~5 d内, 后部丝腺每个细胞合成丝素

约 300 μg, 亦即 2 条后部丝腺(大约 1000 多个细胞)

每小时合成丝素 2 mg 左右, 平均每秒钟合成 6×108 

丝素分子, 比肝细胞合成血清白蛋白快 60倍以上[2]。

如此高的蛋白合成强度, 在其他动物细胞内是罕见

的, 因此, 可以认为丝素蛋白启动子是自然界中最

强的启动子之一[3]。它作为家蚕丝腺生物反应器候

选启动子已引起了广泛的关注。 

有关丝心蛋白 H 链基因(fib-H)的结构[4-6]、表达

调控[7,8] 都已有了较为详细的研究。家蚕丝素基因的

表达具有组织特异性, 通常在 5 龄家蚕的后部丝腺

大量表达, 但汪生鹏等 [9]研究发现 fib-H 在家蚕丝

腺的中部丝腺以及脂肪体组织存在渗漏表达。 

为了利用丝素重链基因 fib-H 启动子实现外源

基因的分泌表达, 人们对家蚕丝素重链信号肽序列

(Fib-HS)进行了研究 , 尝试控制引导外源蛋白质分

泌表达的 N 端信号肽的氨基酸数目, 研究重组蛋白

的分泌与信号肽的切割 [10,11]。有研究表明 , 当

Fib-HS长度缩短到 16个氨基酸残基的时候, 仍具有

引导重组蛋白分泌的功能, 且信号肽的切割位点位

于 S16的羧基端
[10]。 

为了进一步探讨 fib-H 启动子的功能及其信号

肽的性能, 本实验利用 fib-H的启动子及其下游的信

号肽序列, 构建了带有 DsRed 报告基因的分泌型瞬

时表达载体 pSK-FibHS-DsRed-PolyA, 初步探讨了

重组蛋白在培养细胞和丝腺组织的分泌表达, 为利

用 fib-H 启动子实现外源基因在家蚕丝腺组织的分

泌表达奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒和菌株 
质粒 pBluescriptII SK (+)、含有 DsRed-PolyA元

件的质粒 pSk-Ser-DsRed-PolyA (带有 DsRed基因和

家蚕丝素轻链基因的 polyA 加尾信号序列)[12]、受体

菌为 Escherichia coli TG1、家蚕 Bm 细胞株为苏州

大学医学部分子生物实验室保存、家蚕高白品种为

广东蚕业研究所吴福泉研究员馈赠; 限制性内切酶

SalⅠ、Hind Ⅲ、EcoRⅠ、XbaⅠ、Taq DNA 聚合酶

为 Gibico BRL 公司产品; T4 DNA 连接酶、TC-100

培养基、胎牛血清(FBS)为 Gibico BRL公司产品; 脂

质体转染试剂 (RNAi-Mate)为 GenePhama 公司产

品。 

1.2  引物设计与合成 
参照 GenBank 中已公开的家蚕丝素重链基因

(Accession No. AF226688)的启动子及其下游序列设

计引物 TS-Fib-H-1: (GCTCTAGAGAATTCGAGAAT 

GTC TGGACAG (下划线表示 Xba I/EcoR I位点, 斜

体部分示 AF226688 序列的 61950位至 61965位的

核苷酸)和 Fib-HS-2:CGAAGCTTGGATCCGACATA 

CTGCAGAGCGCAGCACAAGATCAC(下划线表示

Hind /Ⅲ  BamH I位点, 黑体部分表示 fib-H基因的第

二外显子 5′端起始核苷酸的互补序列, 斜体部分为

AF226688序列的 62456至 62479位的核苷酸的互补

序列), 引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

1.3  pSK-FibHS-DsRed-PolyA 瞬时表达载体的构

建 
按照 Kadono-Okuda 等[13]的方法并参照萨姆布

鲁克 J等《分子克隆实验指南》(第三版)[14]提取家蚕

皓月丝腺组织基因组 DNA, 并以此为模板 , 以

TS-Fib-H-1 和 Fib-HS-2 为引物 PCR 扩增出带有部

分信号肽序列的启动子 Fib-HS(0.55 kb), 将扩增的

Fib-HS 用 Xba I 和 Hind Ⅲ双酶切后定向克隆进用

同样的双酶切的 pBluescriptII SK (+) 载体, 获得重

组质粒 pSK-FibHS, 测序结果证实所克隆的序列为

丝重链基因启动子及其下游序列; 用 Sal  Ⅰ 和 Kpn I 

双酶切质粒 pSk-Ser-DsRed-PolyA, 并回收纯化

DsRed-PolyA (约 1.0 kb)片段, 定向克隆进用同样的

酶切的 pSK-FibHS, 获得 pSK-FibHS-DsRed-PolyA 

载体(图 1)。 

1.4  脂质体介导法细胞转染 
按常规方法[15]培养 BmN 细胞, 以脂质体介导

法进行细胞转染[16]。以 5×106 cells/mL 密度将 BmN 

细胞铺于 12 cm2 的细胞瓶中, 26oC培养过夜。分别

取 2 个 eppendorf 管, A 管加入瞬时表达质粒 pSK- 

FibHS-DsRed-PolyA(5 μg), 以 TC-100 培养基(FBS 

Free)将总体积补至 50 μL, 混匀备用。B 管加入脂

质体转染试剂(Lipofection)8 μL, 以 TC-100 培养基

(FBS Free)将总体积补至 50 μL, 将 A、B 二管混匀, 

室温静置 30 min 备用。取已贴壁的细胞, 弃旧培养

基, 用 TC-100 培养基(FBS Free)洗细胞 2 次, 每次

用 1 mL, 逐滴加入 100 μL 混合转染液, 再加 0.9 mL 
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图 1  瞬时表达载体图谱 
Fig. 1  Map of transient expression vector pSK-FibHS-DsRed-PolyA. 

FibH-ATGAGAGTCAAAACCTTTGTGATCTTGTGCTGCGCTCTGCAGTATGTCGGATCCAAGCTTATCGATACCGTCGACGCCACCATG-DsRed 
M  R  V  K  T  F  V  I  L  C  C  A  L  Q  Y  V  G  S  K  L  I  D  T  V  D  A  T  M-DsRed 

Fib-HS signal peptide nucleotide sequence and its corresponding amino acid sequence was shaded; vector MCS and its corresponding amino 
acid sequence was denoted with wave line; underline shows DsRed sequence. 
 
TC-100 培养基(FBS Free)。4 h 后, 弃掉旧培养基, 
加入 2 mL含有 10% FBS TC-100培养基[17], 24 h 后
用荧光显微镜观察细胞荧光情况。同时设空载体

pSK-FibHS 为对照。经预实验鉴定表明, 家蚕 BmN
细胞未经处理不显示红色荧光。 

1.5  蚕幼虫的注射 
脂质体与 pSK-FibHS-DsRed-PolyA 混合 , 以  

5 μg/头注射进 4 龄幼虫的体腔。1 d后解剖取后部
丝腺, 同时设空载体 pSK-FibHS 为对照。用荧光显
微镜(Nikon; TE2000-U)观察拍照。 

2  结果与分析 

2.1  pSK-FibHS-DsRed-PolyA 的构建与鉴定 
重组载体 pSK-FibHS 用 Xba I/Hind  Ⅲ 酶切, 

电泳检测可见一分子为 0.55 kb 的特异性条带, 序

列测定结果显示, 该片段为所克隆的丝重链基因启

动子及其按设计要求的下游序列(图 1), 表示 fib-H 

启动子及下游的信号肽序列已按要求克隆进

pBluescriptIISK(+)载体; Sal I 和 Kpn I 双酶切质粒

pSk-Ser-DsRed-PolyA, 并回收纯化DsRed-PolyA (约

1.0 kb)片段 , 克隆进用同样的酶切的 pSK-FibHS, 

获得 pSK-FibHS-DsRed-PolyA 载体。该载体用  

Hind Ⅲ、Xba I 酶切可检测到一条大小约为 0.55 kb

的条带。Kpn I、Sal I酶切可显示 1.0 kb同样大小的

带, 与预测值相符, 表明 DsRed-PolyA 已按设计要

求插入到信号肽的下游(图 2)。 

 

图 2  瞬时表达载体 pSK-FibHS-DsRed-PolyA 的酶切鉴

定 
Fig. 2  Identification of transient expression vector 
pSK-FibHS-DsRed-PolyA by enzyme digestion. 1: marker(PCR 
DNA Ladder, M106R); 2: pSK-FibHS(Xba I/Hind Ⅲ), 3: 
pSK-FibHS-DsRed-PolyA(Xba I/Hind Ⅲ); 4: pSK-FibHS- 
DsRed-PolyA(Sal Ⅰ/Kpn I). 
 
2.2  带有信号肽序列的Fib-H启动子在BmN细胞

中的活性检测 
按照 1.2.2 方法, 用脂质体介导 pSK-FibHS- 

DsRed-PolyA 转染 BmN 细胞, 同设空载体 pSK- 

FibHS 对照。转染 12 h 后, 未见转染细胞呈现明显

红色荧光; 24 h后, 转染 pSK-FibHS-DsRed-PolyA区

约有 25%的细胞表现出红色荧光(图 3A), 而在转染

空载体 pSK-FibHS区(图 3B)未观察到荧光细胞。表

明 DsRed 基因已按要求正确克隆在信号肽序列的下

游, 与信号肽序列在同一读码框下融合, 并在细胞

中正确瞬时表达, fib-H 启动子在家蚕卵巢细胞中具 
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图 3  DsRed 在 BmN 细胞中瞬时表达的荧光检测 
Fig. 3  Detection of transient expression of DsRed in BmN cells under fluorescent microscope. (A) BmN cells tansfected with 
pSK-FibHS-DsRed-PolyA. (B) BmN cells tansfected with pSK-FibHS. 
 
有启动子活性。在转染 36 h、48 h, 仍可观察到荧光, 

而 72 h 后荧光细胞明显减少, 荧光强度显著减弱, 

到 96 h几乎观察不到荧光细胞。 

2.3  带有信号肽序列的 Fib-H 启动子在丝腺组织

中的活性检测 
家蚕品种“高白”饲养至 4龄, 按 1.5方法注射

载体 24 h 后, 解剖取后部丝腺, 用镊子轻轻地扯拉

丝腺管壁, 暴露出丝腺细胞层断面和丝腺腔内容物, 

荧光显微镜下观察。结果显示 ,  在注射载体

pSK-FibHS-DsRed-PolyA 的家蚕的后部丝腺细胞中

可见明显的红色荧光, 从丝腺管腔流出的内容物也

有明显的红色荧光(图 4A); 未注射载体家蚕的丝腺

组织(图 4B)及注射空载体 pSK-FibHS的家蚕的后部

丝腺均未观察到红色荧光。周文林等[18]报道, 用不

含信号肽的丝素重链启动子驱动DsRed瞬时表达时, 

仅观察到丝腺细胞呈红色荧光, 但丝腺腔中的内容

物不显示红色荧光; 而本实验用带有信号肽的丝素

重链启动子驱动 DsRed 的瞬时表达时, 从丝腺腔中

溢出的内容物呈现红色荧光, 因此可以认为在丝腺

细胞中瞬时表达的 DsRed在信号肽的引导下分泌至

丝腺腔内。汪生鹏等[9]研究发现 fib-H 在家蚕中部 

丝腺以及脂肪体存在渗漏表达, 但本研究在注射载

体 pSK-FibHS-DsRed-PolyA的家蚕的前部、中部丝

腺细胞中并没有观察到荧光, 推测与丝素重链启动

子在前部、中部丝腺细胞中的活性低、DsRed 的表

达量少有关。尽管在前、中部丝腺的细胞中未检测

到荧光, 但其丝腺腔的内容物呈现红色荧光, 说明

分泌进后部丝腺腔的 DsRed可与丝素蛋白一起向前

部丝腺腔转运。 

3  讨论 

以瞬时表达分析启动子元件的活性, 是一种很

有效的方法。Takahiro 等[19]以果蝇热休克蛋白基因

(Heat shock protein, hsp)启动子控制的荧光素酶报告

基因(luc)构建质粒载体 pHspLuc, 以基因枪法体外

导入家蚕 5龄幼虫丝腺, 并移植至蚕体, 3 d后检测

到报告基因的表达。陆长德等利用含有启动子控制

报告基因表达元件的重组苜蓿丫纹夜蛾核多角体病

毒 (Autographa californica nucleopolyhedrovirus, 

AcNPV)感染敏感家蚕 , 研究了家蚕丝蛋白基因的

启动子组织特异性和丝蛋白的分泌机制[10,11,20,21], 本 
 

 

图 4  DsRed 在家蚕后部丝腺中的瞬时表达的荧光检测 
Fig. 4  Detection of transient expression of DsRed in posterior silk gland under fluorescent microscope. (A) Posterior silk gland 
injected with pSK-FibHS-DsRed-PolyA. 1: wall of posterior silk gland tube (cellar layer of silk gland); 2: lumen of posterior silk 
gland; 3: overflowed fibrin. (B) Posterior silk gland injected without the vector. 



潘兴亮等: 家蚕丝素重链启动子驱动 DsRed的瞬时分泌表达  765 

 

Journals.im.ac.cn 

研究曾用家蚕丝蛋白启动子控制 DsRed 基因构建瞬

时表达载体 , 在脂质体的介导下 , 通过转染家蚕

细胞或注射家蚕血液 , 研究了丝素重链基因启动

子 [18]、轻链基因启动子[17]、丝胶基因启动子[12]、P25 

基因启动子的组织特异性[22]; 本研究用带有信号肽

序列的家蚕丝素重链启动子控制 DsRed 基因, 实现

了 DsRed 基因在家蚕后部丝腺瞬时分泌表达, 可以

认为这一策略是鉴定信号肽分泌能力的一种快速有

效方法。 

已有研究发现, 丝素轻链基因启动子中 41 bp 

的一段序列与其在后部丝腺中专一表达有关[23]; 也

已经鉴定出了丝胶基因启动子转录起点上游   

−500 bp 到−475 bp 一段与其表达的丝腺专一性有 

关[20]; 刘春等[24]曾通过对大规模的家蚕 EST 序列

分析发现, 丝素蛋白基因 Fhx/P25 不仅在家蚕后部

丝腺高效转录, 而且在卵巢组织及其他组织中也有

转录, 并且还发现 Fhx/P25 基因在卵巢中的转录起

始位点比在丝腺中的至少要提前 115 bp。因此可以

认为丝蛋白基因的表达并不完全表现出组织的特异

性。汪生鹏等研究发现 fib-H 在家蚕中部丝腺以及

脂肪体存在渗漏表达 [9], 本实验结果显示转染表达

载体 pSK-FibHS-DsRed-PolyA 的家蚕细胞也有一

定水平的 DsRed 表达, 表明丝素重链基因的启动子

的组织特异性也不是绝对的。启动子的组织特异性

与启动子的结构有关, 对 fib-H 启动子结构分析表

明 , 在 fib-H 启 动 子 序 列 中 具 有 泛 在 因 子

(Ubiquitous factor)FBF-A1、SGF-3、SGF-4 因子的

结合位点[18], 因此 fib-H 启动子在卵巢细胞中具有

一定的活性, 可能与泛在因子的调控有关, 当然也

不能排除其他未知的调控机制引发的可能。 

丝腺组织合成的丝蛋白具有强大的分泌性能 , 

有研究报道 N-末端的 151 个氨基酸残基被认为是

丝素重链蛋白的信号肽 [25], 但是, 在丝素重链蛋白

前体的氨基酸序列(Accession No. P05790)中指出 , 

Fib-H 的 SP 可能是起初的 21 个氨基酸残基。汪生

鹏等实验证明信号肽的切割位置在 21 与 22 氨基酸

残基之间, 但当 Fib-HS长度缩短到 16个氨基酸残基

时候, 仍具有引导重组蛋白分泌的功能, 且信号肽

的切割位点位于 S16 的羧基端
[10], 且此切割与丝素

重链蛋白 N 端的二个α螺旋、C 端肽段无关[11]。本

研究结果显示 , 分泌型瞬时表达载体 pSK-FibHS- 

DsRed-PolyA 注射家蚕后, 可在丝腺腔中检测到红

色荧光, 表明瞬时表达的 DsRed 分泌到丝腺腔, 证

明具有 16个氨基酸残基的 Fib-HS信号肽就具有引

导重组蛋白分泌到细胞外的功能, 可以利用这一策

略进行家蚕丝腺生物反应器分泌表达外源基因  

研究。 
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