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摘 要：海藻糖作为柞蚕体内的血糖，能够与蛋白质形成稳定复合物，越冬期保护机体蛋白质免受损伤，并参与营养储

存与代谢过程，对柞蚕滞育-越冬生理进程具有重要意义。测定了柞蚕蛹解除滞育后海藻糖含量、相关酶活力及基因

表达量，比较不同保存温度对柞蚕越冬蛹海藻糖含量的影响，旨在通过改变环境条件，增加育种选择压，获得海藻糖含

量更高的育种材料。结果表明：“J”材料在低温保存的海藻糖含量高于常规保存，表明“J”的海藻糖受温度变化影响更

大，而“D”材料变化不明显，雄蛹海藻糖含量大于雌蛹；海藻糖酶活性在低温保存环境高于常规保存环境，“D”材料在不

同保存环境下表现出雄蛹海藻糖酶活力大于雌蛹的规律。“J”材料正好相反，不同保存环境下表现出雌蛹大于雄蛹的规

律；ApTreh1A，ApTreh1B和 ApTreh2和ApTPS这 4种基因表达量测定结果显示，低温保存环境下，只有“D”材料的雄蛹体

内ApTreh1A的表达量和雌蛹的ApTreh1B较其他处理有差异，其他基因差异不显著，但“D”相对表达量更高。试验结果

证明改变保存温度能够影响海藻糖等物质的含量，达到提高育种选择压的目的，有利于筛选海藻糖含量高的柞蚕材料

及亲本组配形式，为柞蚕新品种选育提供技术辅助。
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Abstract：Trehalose, as the blood sugar in tussah (Antheraea pernyi), can form a stable complex with protein, protect the
body protein from damage during the overwintering period, and participate in nutrient storage and metabolism, which is of
great significance for the physiological process of diapause and overwintering of Tussah In this study, we measured
trehalose content, related enzyme activity, and gene expression of tussah silkworm pupae after the termination of diapause,
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and compared the effects of different preservation temperatures on trehalose content of tussah overwintering pupae, aiming
to increase the selection pressure of breeding by changing the environmental conditions, and to obtain breeding materials
with higher trehalose content. The results showed that the trehalose content of "J" material in a low-temperature
preservation environment was higher than that of conventional material, which indicated that the trehalose content of "J"
material was more affected by temperature change. In contrast, the change of "D" material was not obvious, the trehalose
content of male pupae was higher than that of female pupae. Both materials showed higher trehalase activity in the cold
environment than in the conventional environment. The "D" material showed that trehalase activity in male pupa was higher
than that in female pupa under different preservation environments. On the contrary, the "J" material showed that female
pupae were larger than male pupae under different preservation conditions. The expression of four genes, ApTreh1A,
ApTreh1B, ApTreh2, and ApTPS, showed that the expression of ApTreh1A in male pupae and ApTreh1B in female pupae of
"D" material in comparison with other treatments under the cold environment. The differences of other genes were
insignificant, but the relative expression of "D" was higher. In conclusion, changing the preservation temperature could
affect the content of trehalose and other substances，and achieve the purpose of improving the breeding selection pressure
which is conducive to screening the materials with high trehalose content and the form of parental combinations, and
providing technical assistance for the breeding of new varieties of tussah.
Key words：Antheeraea pernyi; trehalose; enzyme activity; expression level

柞蚕(Antheraea pernyi)是鳞翅目大蚕蛾科经济昆虫。柞蚕以蛹的形式进行滞育，可分为一化性和

二化性，通常以北纬 35 °为分界[1]。二化性柞蚕在秋季随着光照、温度等条件的改变进入滞育阶段，这

个阶段柞蚕机体的各项生理指标均向着有力生存的方向发展。但进入冬季后又随着气温等条件改变

终止滞育，进入柞蚕蛹越冬阶段。因此，育种人员会在这个时间将柞蚕茧置于-2~2 ℃的环境中，抑制

滞育蛹发育，同时将未解除滞育蛹继续解除滞育[2]。
昆虫滞育发生前，通过提前贮存营养物质和降低代谢这两种方式保证滞育期间的能量需求和滞

育解除后生长发育所需的能量来源[2-3]。柞蚕也不例外，柞蚕蛹在滞育起始时，会出现呼吸速率急剧下

降；而滞育终止时则显著升高的现象[4]。二化性秋柞蚕化蛹时脂肪体糖原含量呈“U型”的变化趋势，

血淋巴中海藻糖含量在化蛹后逐渐增加，而后缓慢下降[5]。因此，海藻糖等物质的变化能够反映柞蚕

从滞育到越冬过程机体的营养和能量代谢行为。

海藻糖是昆虫通过葡萄糖在脂肪体内半缩醛羟基结合而形成，存在于血淋巴及其他组织中，在昆

虫生长、发育、蜕皮等正常生理活动中起着重要的作用[6-7]。作为逆境下合成最多的二糖，海藻糖能够

保证在不利条件下维持细胞和蛋白质的稳定性，可以作为生物体蛋白质的稳定剂[8]。因此，越冬储藏

期海藻糖能够对柞蚕蛹体内蛋白质起到相应的保护，避免蛋白质遭受损伤，保证柞蚕生理过程稳步有

序进行。

海藻糖酶（trehalase，Tre)是昆虫体内降解海藻糖的酶类，能够通过调节昆虫体内海藻糖及其他糖

类物质的浓度变化达到抗低温、干燥和农药等逆境胁迫的作用[9]。海藻糖酶基因主要以两种形式存

在，根据特性分为可溶型海藻糖酶(soluble trehalase，Treh1或 TrehS)和膜结合型海藻糖酶(membrane-
bound trehalase，Treh2 或 TrehM)，Tre1存在于细胞质中，Tre2存在于细胞膜上[10]。在海藻糖的浓度动

态平衡过程中，不仅需要海藻糖酶的作用，同时也有海藻糖合成酶 ( trehalose-6-phosphatesynthase，
TPS)的影响[11]。TPS是生物体5,种海藻糖合成途径中最主要的TPS/TPP途径的核心关键酶[12-13]。该途径

由尿苷二磷酸葡萄糖与 6-磷酸葡萄糖在TPS的催化作用下合成 6-磷酸海藻糖，然后在海藻糖-6-磷酸

磷酸酯酶( trehalose-6-phosphate phosphatase，TPP )的催化作用下发生去磷酸化生成海藻糖[14]。因此，测

定柞蚕海藻糖酶活力及相关基因的表达量能够反映柞蚕滞育到越冬过程中海藻糖浓度的变化。

海藻糖是柞蚕蛹越冬过程重要的稳定剂，维持机体生理活性，保证细胞与蛋白长时间保存的稳定性，

有利于柞蚕蛹发挥优质蛋白源的效用。为了更好发挥柞蚕特点，本研究通过改变蛹越冬期保存温度，增

大育种选择压，以海藻糖含量、相关酶活力及基因表达量为指标，筛选海藻糖含量更多的育种材料，初探

保存温度对柞蚕蛹海藻糖等物质的影响及相关机理，为柞蚕新品种选育提供备选材料及选育手段。
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1 材料与方法

1.1 供试昆虫处理及取样

供试二化性柞蚕材料为“D”和“J”，均由辽宁省蚕业科学研究所选育。材料“D”为前期经过蛹期

海藻糖含量、氨基酸成分组成与含量测定筛选出优良育种材料，“J”为以营养食味为创新点，具有优良

经济性状育种材料。分别取 2种柞蚕材料 100粒（50雌、50雄）越冬蛹，一半置于-2~2 ℃的保种库，命

名为“D”CK、“J”CK，另一半置于冬季自然环境（平均温度-8 ℃），进行柞蚕越冬蛹低温保存处理,命名

为“D”和“J”。经历长时间保存的柞蚕蛹会消耗体内各类营养物质，能够反映出不同柞蚕材料的营养

水平。春季柞蚕蛹羽化加温前期随机选取经历不同环境保存的 2种柞蚕材料，分别取 15只雌、雄蛹脂

肪体及血淋巴组织，5只为 1组混合，共计 3组，以液氮速冻，于-80 ℃冰箱储存用于后续研究，剩余蛹

加温羽化，用于交配、继代。

1.2 海藻糖含量测定

在加温羽化前分别测定冬季经历不同保存环境的 2种柞蚕材料的雌蛹和雄蛹血淋巴中海藻糖含

量。海藻糖含量依照试剂盒说明书进行测定（酶联生物，上海），每份样品进行3个生物学重复。

1.3 海藻糖酶活力测定

以 1.1节得到的脂肪体为材料，按照海藻糖酶试剂盒（酶联生物，上海），测定不同保存环境下柞蚕

雌蛹、雄蛹的海藻糖酶活力变化，每份样品进行3个生物学重复。

1.4 海藻糖相关基因表达量测定

本研究所需海藻糖相关基因序列及引物参考王德意等[15-16]获得的柞蚕 ApTreh1A、ApTreh1B、Ap⁃
Treh2、ApTPS基因( GenBank登录号分别为: KU977455，KU977456和 KU977457，KU977454)。实时荧

光定量 PCR引物见表１。利用 NanoDrop 2000微量分光光度计( Thermo Fisher Scientific，美国)测定

RNA纯度及浓度。取 D260nm/D280nm为 1.80~2.00的样品，合成 cDNA。以 β-Actin作为内参基因[17]。
利用 SYBR Premix Ex Tap实时定量试剂盒（TAKARA，日本）进行荧光定量 PCR检测。反应体系为：

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 5 μL，cDNA模板 1 μL，10 μmol·L-1 上、下游引物各 0.2 μL，ddH2O 3.6 μL。反

应程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40个循环。基因相对表达量

采用2-ΔΔCT法进行计算，每份样品进行3次生物学重复。

引物
Primers
Treh1 A-F
Treh1 A-R
Treh1 B-F
Trehl B-R
Treh2-F
Treh2 R
TPS-F
TPS-R
Actin-F
Actin-R

引物序列
Primer sequences

CGTAGCGGAACAATGGAGGAG
TGCGTGCTTCTTGAGGAATCTT

TTACGAAGATTACACGACCTCACG
ATTACCTACCGATTCATTGCCG
TGGAGATGATGAACAGGACGG
TCTGATGCCCACTGATGAAACA
GGTTTGGACTGGAGCGAGAG
GAGGAAGCGATGCGGAATG

ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA
RTCTCTCTGTTGGCCTTTGGGTTGA

目的基因
Target gene
ApTreh1A

ApTrehl B

ApTreh2

ApTPS

Apβ-Actin

表1 引物信息

Table 1 Primer information

1.5 数据分析

利用Graph Pad Prism 9软件的 analyze模块中的One-way ANOVA进行平均数的多重比较及差异

显著性分析（p<0.05），并绘图。

2 结果与分析

2.1 不同保存环境海藻糖含量变化

由图 1可知，方差分析后不同环境下 2种柞蚕材料蛹期海藻糖含量表现出显著性变化 F (7, 16) =
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4.726，(p<0.05)，说明不同保存环境对 2种材料的海藻糖合成和代谢产生一定影响。通过多重比较发

现，“J”雌蛹在 2种环境存在显著差异(p=0.045 3)。“J”材料间的海藻糖含量在低温环境更高，对于环境

变化的表现更强烈，而“D”材料变化不明显，不同环境没有引起海藻糖含量明显变化，表现更稳定。此

外，不同的保存环境下 2种柞蚕材料均表现出雄性海藻糖含量大于雌性的规律，说明柞蚕雄蛹和雌蛹

在海藻糖合成与代谢过程可能存在差异。

2.2 不同保存环境海藻糖酶活力变化

不同保存环境下 2种柞蚕材料蛹期海藻糖酶活力没有表现出显著性差异 F (7, 16) = 0.869 4，(p>
0.05)。改变 2种材料越冬蛹保存环境，“D”材料表现出雄蛹海藻糖酶活力大于雌蛹的规律。“J”材料正

好相反，不同环境雌蛹海藻糖酶活力大于雄蛹（图 2）。不同保存环境“D”材料海藻糖酶活力变化幅度

较大，应激反应更强烈。2种材料的整体海藻糖酶活力在低温保存环境高于常规保存环境，说明低温

条件下激发了柞蚕的海藻糖酶活力，抵抗不利的环境因素。

图1 不同处理柞蚕蛹海藻糖含量

Figure 1 Trehalose content of Antheraea pernyi pupae

in different treatments

图2 不同处理血淋巴海藻糖酶活力

Figure 2 Trehalase activity of hemolymph in different

treatments

2.3 不同保存环境海藻糖相关基因的表达变化

基于柞蚕海藻糖相关基因的研究成果，本研究测定了 ApTreh1A，ApTreh1B和 ApTreh2和 ApTPS这
4种基因在不同环境柞蚕脂肪体中表达量。鉴于雌雄个体的差异，将 2种材料的雌、雄蛹分别进行表

达量比较。ApTreh1A基因在不同保存条件2种材料间的雄蛹呈现极显著差异F(3,4) = 272.8，(p<0.000 1)。
表现为“D”与“J”、“D”CK、“J”CK均达到极显著水平，而其余3个处理的雄蛹之间没有显著差异（图3）。

说明在低温保存环境下，“D”材料的雄蛹体内ApTreh1A的表达量因环境的改变表现为高表达，以抵御

不良生存条件，而“J”雄性 ApTreh1A基因则没有因环境改变，表达量发生明显变化。ApTreh1A基因在

不同保存条件 2种材料间的雌蛹没有表现显著差异 F (3,4) = 5.002，(p>0.05)。但在低温保存环境下

“D”材料雌蛹整体表达量更高。综合雄蛹和雌蛹结果，“D”材料在低温环境下 ApTreh1A表达量高于

“J”，并高于2种材料常规保存的表达量结果。

ApTreh1B基因在不同保存条件 2种材料间的雌蛹表现出极显著差异 F(3,4)= 25.81，(p=0.004 50)，
表现为“D”与“J”、“J”CK分别达到显著水平、和极显著水平，“D”CK与“J”CK达到显著水平（图 4）。说

明低温环境促进了“D”材料雌蛹的ApTreh1B的高表达，不同的保存环境“D”材料雌蛹的ApTreh1B均高

于“J”，说明“D”材料雌蛹ApTreh1B基因对于环境的变化表现更敏感。ApTreh1B基因在不同保存条件

2种材料间的雄蛹没有表现显著差异F (3,4) = 2.226，(p>0.05)。“D”雄蛹在 2种环境表现和“D”雌蛹一样

的规律，均高于“J”材料。综合雄、雌蛹的结果，表明“D”材料在不同保存环境下ApTreh1B表达量更高，

对于环境的应激能力更强。

ApTreh2基因在 2种环境下雌蛹和雄蛹中表达量 F(3,4)=0.073 90、F(3,4) =4.393，(p>0.05)均没有显

著差异（图 5）。不同的保存环境 2种材料的 ApTreh2基因均没有呈现出差异，说明环境的改变对于柞
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蚕蛹脂肪体中ApTreh2基因影响较小。

ApTPS基因在不同保存条件 2种材料的雌蛹间没有显著差异F(3,4)= 1.944，(p>0.05)，由图 6可知，

“D”材料在不同环境下表达量变化趋势更明显，“J”在不同滞育环境下变化趋势较小，从ApTPS表达量

变化趋势推测“D”材料雌蛹在不良环境下的应激反应更强烈。

ApTPS基因在不同保存条件 2种材料的雄蛹间没有显著差异 F(3,4)=10.02，(p>0.05)，由图 6可知，

“D”与“J”雄蛹在低温冷凉环境的表达量均高于常规保存环境，说明 2种材料雄蛹在不利环境下均能

表达更多的TPS基因，进行机体自身的防御反应。综合雄蛹和雌蛹结果，“D”材料的脂肪体中TPS基
因表达量高于“J”，反映出“D”材料在逆境下对于海藻糖的调控能力更强。

图3 不同处理血淋巴ApTreh1A表达量

Figure 3 Expression of ApTreh1A of hemolymph in different treatments

图4 不同处理血淋巴ApTreh1B表达量

Figure 4 Expression of ApTreh1B of hemolymph in different treatments

765



- - 沈 阳 农 业 大 学 学 报 第 55卷

3 讨论与结论

海藻糖最早在麦角菌[Clavieps purpurea (Fr.)Tul.]中被发现，随后在细菌、真菌、昆虫和植物中陆续

得到[18]。海藻糖被称为昆虫“血糖”，在体内发挥重要的作用。海藻糖可以储存能源参与昆虫的能量

代谢，可以为体壁的形成提供结构物质，也可以参与昆虫的生长过程中的物质调控等。当昆虫遭受温

度、饥饿、氧化、营养匮乏等极端逆环境时，海藻糖可以作为应激代谢产物，维持机体的稳定[19-20]。因

此，研究海藻糖含量对于柞蚕在不同环境下的营养、能力消耗以及生存状态具有重要意义。本研究通

过测定不同保存环境的柞蚕越冬蛹海藻糖含量，发现低温环境海藻糖含量相对更高，说明通过改变保

存环境，达到增加育种选择压的目的。此外研究发现昆虫性别在营养成分组成上有一定差异[21-23]。本

研究将 2种材料的雌、雄蛹分别讨论，测定不同材料雌雄蛹间海藻糖等物质含量，减少性别差异对结

果的影响，同时为品种选育过程中亲本组配方式提供方案。

海藻糖酶是降解海藻糖的唯一酶类，它能将细胞内外的海藻糖分解成为葡萄糖，为昆虫的生存提

供能量，并能够通过调节昆虫体内海藻糖及其他糖类物质的浓度变化达到抗低温等逆境胁迫的作

用[14,24]。本研究发现 2种材料在不同保存环境下海藻糖酶活力并没有表现出显著差异，但均在低温冷

凉滞育环境的酶活力更高。因此，当保存温度降低，柞蚕体内海藻糖酶活力会发生改变，利用海藻糖

和糖原的在体内的“镜像”转化关系[5]，调节柞蚕体内海藻糖的浓度，达到抵御低温环境的作用。除此

之外，2种材料表现出了雌、雄蛹之间海藻糖酶活力不同的趋势，“D”材料两个环境雌性高于雄性，“J”
材料相反。因此，可以在育种上可以利用这一现象，利用杂种优势，设置亲本组配方式，将“D”材料的

雌性与”J”材料的雄性进行杂交，发挥各自海藻糖酶活力高，获得更高的逆环境抵御能力。

图5 不同处理血淋巴ApTreh2表达量

Figure 5 Expression of ApTreh2 of hemolymph in different treatments

图6 不同处理血淋巴ApTPS表达量

Figure 6 Expression of ApTPS of hemolymph in different treatments
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本研究对海藻糖相关基因 ApTreh1A，ApTreh1B，ApTreh2和 ApTPS这 4种基因的表达量进行了测

定。对 ApTreh1A和 ApTreh1B基因在脂肪体的表达量测定，得到了“D”材料在的低温环境下雌蛹 Ap⁃
Treh1A，雄蛹 ApTreh1B基因表达量和其他材料之间有显著差异，说明 ApTreh1基因对维持不同环境下

柞蚕脂肪体细胞内海藻糖浓度动态平衡相较于其他基因效果更好。此外在雌、雄蛹之间ApTreh1基因

作用的区段并不相同，推测这一现象是海藻糖酶在雌雄蛹间酶活力有差异的原因之一。Tre1是一种

胞质酶，游离于细胞质之中，负责内源性海藻糖的分解，主要存在于循环系统和消化系统中，如血淋

巴、中肠和马氏管中[25]。Tre2是膜结合型海藻糖酶，其为跨膜蛋白，主要降解食物中的海藻糖，从而为

昆虫的生理运动行为提供能量[26-27]。通过RNAi等技术在赤拟古盗（Tribolium castaneum）等昆虫已经

证明 Tre1、Tre2基因之间有细微分工，作用效果与组织不同[28-30]。本研究中 ApTreh1A、ApTreh1B和 Ap⁃
Treh2同样表现出作用效果不同的现象。推测柞蚕在化蛹期前取食柞叶，以满足化蛹滞育与越冬期间

的能力供应，化蛹后从食物中获得的糖类少，ApTreh2的作用减少。综合4个基因在不同保存环境的表

达量变化趋势，证明“D”材料更符合海藻糖含量高的育种材料。

本研究改变柞蚕蛹保存环境温度，发现低温保存环境海藻糖含量低于常规保存环境，说明低温增

加了海藻糖的消耗，同时海藻糖酶活力和基因表达量的增加，维持机体海藻糖和糖原的浓度平衡，满

足机体的生存需要。通过比较 2种材料海藻糖及相关酶活力与基因表达量，“D”更适宜作为海藻糖含

量高的育种材料，这与“D”材料的背景特性相一致。相关试验结果证明保存环境变化会导致柞蚕越冬

蛹营养的消耗及体内海藻糖浓度改变，增加育种选择压，达到选育目的，为柞蚕品种选育提供了思路

和材料，促进柞蚕品种更新换代，满足柞蚕的市场需求，推动产业提质增效发展。
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