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摘要：利用形态学观察方法、分子生物学检测方法以及 %&1羟基蜕皮酮（%&1<?EG=M?$CE?B=#$）和放线菌酮（C?C:=<$M979E$）体外培养

方法，研究了家蚕 -’(./0 (’1+ 蛹变态期丝腺组织的退化与细胞凋亡特征。显微镜的观察显示家蚕丝腺的逐渐退化发生在吐

丝期间。N03 梯度电泳的分析表明程序性细胞死亡（IG=>G877$E C$:: E$8F<）可能伴随发生在丝腺的退化过程中。在离体培养条

件下，用 %&1羟基蜕皮酮处理 ’ 龄第 2 天幼虫的丝腺，导致的细胞凋亡提前于对照，提示在进入蛹变态期前，%&1羟基蜕皮酮

提早激发了介导家蚕丝腺细胞凋亡与水解机制的遗传调控级联系统。上述结果表明，%&1羟基蜕皮酮能够诱导家蚕丝腺组织

在蛹变态期发生程序性细胞死亡。
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在家蚕 -’(./0 (’1+ 的蛹变态期（即家蚕幼虫吐

丝完毕至成虫羽化阶段，由幼虫1蛹变态期和蛹1蛾
变态期组成），由于蜕皮激素（7=:F9#> <=G7=#$）的信

号启动，虫体内发生着激烈的新旧组织的替换：幼虫

专性组织如前胸腺、丝腺等迅速退化消亡；成虫盘组

织如翅芽、腿芽、生殖腺细胞等迅速增殖生长。对于

家蚕等全变态昆虫在蛹期的这两大类组织呈现完全

不同发育走向的研究，过去一直停留在传统的定性

描述上，认为幼虫专性组织的消亡主要是在内分泌

系统激素诱导下，触发水解酶类活性引起组织消解

的结果（张红卫等，%&&+）。

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

许多动物在变态发育中，幼体器官的缩小和退



化通常伴有程序性细胞死亡（!"#$"%&&’( )’** (’%+,），

即细胞凋亡（%!#!+#-.-）的过程。/%. 和 0.*1’"+（2334，

2333）由烟草天蛾 !"#$%&" ’()*" 变态期前胸腺组织

第一 次 观 察 到 了 体 内 自 然 发 生 的 细 胞 凋 亡 小 体

（%!#!+#+.) 1#(5）和血细胞对凋亡小体的吞噬过程，并

以 末 端 标 记（ +’"&.6%* (’#75*68)*’#+.(5* +"%6-9’"%-’
&’(.%+’(:(;<= 6.)> ’6( *%1’*.6$，<;?@A）法、/?B 梯

度（/?B *%((’".6$）电泳的实验结果加以证实，同时

对体外培养的前胸腺获得了 CD:羟 基 蜕 皮 酮（CD:
,5("#75’)(5-#6’）诱导的凋亡小体和 /?B 梯度的电

泳谱。E’-- 等（CDDD）则用 CD:羟基蜕皮酮对黑腹果

蝇 +,-’-./01" 2(1"#-3"’*(, 卵巢细胞株系诱导获得了

凋亡 小 体 和 得 到 <;?@A 实 验 证 据。<’"%-,.&% 等

（CDDD）和 <-8F8>. 等（CDD2）分别用 CD:羟基蜕皮酮诱

导体外培养的家蚕 G 龄 H I 4 天丝腺细胞，得到 /?B
梯度电泳结果，并克隆到与凋亡有关的 J 个基因新

序列（ (&D2 K DJ）。但是，关于家蚕蛹变态期幼虫专

性组织自然发生细胞凋亡的生物学特征和获取分子

生物学实验证据的研究至今未见报道。

我们参考 <-8F8>. 等（CDD2）体外诱导细胞凋亡

的方法，对家蚕蛹变态期自发的和诱导的细胞凋亡

特征进行研究，希望能够对家蚕变态发育期细胞凋

亡发生的遗传调控研究提供参考。

! 材料与方法

供试家蚕品种为九·芙，由广东省蚕业研究所提

供 G 龄幼虫，于广东省秋季 2D 月中下旬在本实验室

白天 CJL左右的自然室温（无温控条件，昼夜温差

约 H I JL）下小量饲养。取材为 G 龄第 H 天的幼虫

（即 G 龄后期的熟蚕）至化蛹第 C 天的蚕蛹（化蛹第 M
天的丝腺组织已完全消亡）。对 G 龄第 H 天至吐丝

第 2 天（即 G 龄第 3 天）的幼虫每隔 CN ,、吐丝第 C
天（G 龄第 2D 天）的幼虫至化蛹第 C 天的蚕蛹每隔 C
,，由虫体解剖取出丝腺组织，按常规方法进行石蜡

切片，苏木精染色后供光学显微镜和按常规方法进

行透射电镜观察（路名芝等，233J；潘耀谦等，CDD2）。

同时将取出的丝腺组织立即按 O%&1"##> 等（233C）方

法提取 /?B 和进行 /?B 电泳检测，观察家蚕蛹变

态期丝腺组织体内条件下自发的细胞凋亡特征。

将从 G 龄第 H 天幼虫取出的一对丝腺组织放入

0"’’)’ 培养基（培养皿!H )&）中培养。0"’’)’ 培养

基分 N 组：第 2 组只加入 CD:羟基蜕皮酮（O.$&% 公司

产品），终浓度为 DPG"$Q&A；第 C 组加入终浓度为

DPG"$Q&A 的 CD:羟基蜕皮酮和终浓度为 2D &$Q&A
的放线菌酮（)5)*#,’7.&.(’）（O.$&% 公司产品）；第 M
组只加入终浓度为 2D &$Q&A 的放线菌酮；第 N 组为

空白对照，不加 CD:羟基蜕皮酮和放线菌酮。每组重

复 M 次。于 CG I CJL培养 NJ , 后取出丝腺组织，按

上述相同方法提取 /?B 及进行 /?B 电泳检测。

" 结果与分析

"#! 丝腺组织发生细胞凋亡的形态学特征

首先观察家蚕丝腺组织外部形态的变化。在本

实验的饲养条件下，供试家蚕幼虫结束吐丝前的丝

腺组织体腔巨大，吐丝完毕后，丝腺组织逐渐萎缩，

到化蛹第 C 天丝腺组织已萎缩至很小，第 M 天则完

全消失（图 2）。利用光学显微镜观察发现，吐丝第

2、C 天的丝腺细胞开始出现皱褶，至化蛹第 2 天皱

褶已很明显，这与凋亡细胞的外部形态特征相吻合

（彭黎明和王曾礼，CDDD），显示家蚕丝腺组织的退化

发生在吐丝期间，但未见典型的凋亡小体（图 C：% I
(）。对不同时期的丝腺组织同时进行透射电镜观

察，结果与光学显微镜的观察相同，至化蛹第 C 天丝

腺细胞皱褶已非常显著（图 C：’ I 9），同时在丝腺组

织腺腔内膜与外膜包被的呈分枝状的丝腺细胞皱褶

附近，发现有许多大小不等的圆球形小体（图 C：$），

有的小体发生解裂，“吐出”的圆形颗粒边缘模糊，似

呈逐渐消解的状态（图 C：, I .）。这些圆球形小体

与在烟草天蛾前胸腺观察到的凋亡小体特征以及它

们逐渐消解的状态非常相似（/%. %6( 0.*1’"+，2334，

2333）。据此推测在家蚕丝腺细胞腔内发现的这些

圆球小体就是凋亡小体。

"#" 丝腺组织发生细胞凋亡的 $%& 电泳检测

从不同时期的丝腺组织中提取 /?B，进行常规

/?B 电泳检测。发现在丝腺组织显著萎缩变化的

化蛹第 C 天时期，出现了凋亡细胞所特有的 /?B 梯

度电泳谱特征（图 M：4），而在其他时序的丝腺组织

的 /?B 电泳呈涂抹拖尾（图 M：2 I H）。表明在丝腺

组织逐渐萎缩退化的过程中，细胞凋亡滞后发生，直

至大部分细胞进入凋亡程序后才能检测到 /?B 梯

度电泳谱，此时已可观察到大量发生的圆球形小体

（凋亡小体）。由此首次证实家蚕在蛹变态期丝腺组

织的退化过程中伴随有逐渐发生的细胞凋亡。

"#’ 体外诱导和抑制的细胞凋亡

从家蚕幼虫 G 龄第 H 天取出丝腺，采用 0"’’)’
培养基，分别按照不同组合加入 CD:羟基蜕皮酮或放
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能是在程序性细胞死亡机制中被激活的半胱天冬酶

（!"#$"#%#）的酶促水解作用的结果。因此在家蚕的

蛹变态期，丝腺组织的退化消亡极有可能是凋亡与

水解两种机制共同作用的结果。采用昆虫蜕皮激素

&’(羟基蜕皮酮可使获得丝腺组织 )*+ 梯度电泳证

据的时序提前（图 ,：,），间接地证实了这一推测。

程序性细胞死亡存在于许多动物的变态发育过

程中。&’ 世纪 -’ 年代后期至今，随着对线虫和哺

乳动物细胞凋亡机制研究的深入，对果蝇等昆虫蜕

皮激素诱导下发生细胞凋亡的遗传调控级联系统的

研究也取得了重要进展，同时促进了对家蚕的相关

研究。./0 等（1--,）检测到家蚕的 23456(41 转录

因子活性，.7%8%9# 等（1--:）和 ;"3<3/9" 等（1--=）分

别检测到家蚕体内的蜕皮激素受体 >!?(21 的活性

并分析了 !"# 基因的序列。@/ 等（1---）以家蚕丝

腺为材料建立了 2+A 文库，并以此研究报道了家蚕

细胞凋亡调控网络中的 2?(A 转录因子。&’’’ 年以

来，国外对家蚕细胞凋亡调控网络中各种转录因子

基因的研究取得重要进展，通过各种分子生物学的

研究方法，先后鉴定到在家蚕中存在的与果蝇细胞

凋亡调控网络中相似的其他级联反应基因 $%&#B
（ C"D#/EF" "0G 4/H<7"9"，&’’’；>I#D"DJ<EI ’( )* K，
&’’1）、!L:（C"D#/EF" "0G 4/H<7"9"，&’’’；.7%8%9# ’(
)* K，&’’&）、$+,-（M/"0N ’( )* K，&’’1）、!L,（C<D" ’(
)* K，&’’B）、$#(.（*<#J<D" "0G 5"F<I"，&’’,；OH<9E ’(
)* K，&’’,；?%P" ’( )* K，&’’,）等和半胱天冬酶成员。

在本实验结果的基础上，我们今后将对家蚕丝腺组

织发生细胞凋亡的级联调控基因进行研究。
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