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摘要 克隆家蚕动力蛋白轻链 8(dynein light chain 8, Dlc8)基因开放阅读框架并对其序列进行分析．探讨 Dlc8基因在家蚕胚
胎、头、丝腺、中肠、皮肤、血液、脂肪和马氏管等组织中的分布．在细胞水平，应用 RT-PCR和实时定量 RT-PCR方法分
析大梯度强磁场(large gradient high magnetic field, LGHMF)重力模拟环境(0 g、1 g、2 g)对家蚕 Dlc8基因表达的影响．在整体
水平，应用实时定量 RT-PCR方法分析 Dlc8基因在家蚕胚胎反转期和整个胚胎期对 LGHMF模拟失重环境的响应．克隆的
家蚕 Dlc8 基因开放阅读框架长度为 270 bp，编码 89 个氨基酸．家蚕 Dlc8 基因推导的氨基酸序列与拟南芥(Arabidopsis
thaliana)、果蝇(Drosophila melanogaster)、线虫(Caenorhabditis elegans)、热带爪蟾(Xenopus tropicalis)、小鼠(Mus musculus)、人
类(Homo sapiens)等 6个物种 Dlc8基因的氨基酸序列同源性分别为 67%、96%、91%、95%、92%、92%．信号肽分析结果显
示，该蛋白质为非分泌蛋白，不存在糖基磷脂酰肌醇锚定位点．家蚕 Dlc8分子质量与等电点分别为 10.34 ku和 6.81．Dlc8
基因在家蚕的胚胎、头、丝腺、中肠、皮肤、血液、脂肪、马氏管中稳定表达．在细胞水平，家蚕 Dlc8基因表达对重力变
化较敏感，对磁场变化不敏感．在整体水平，Dlc8 基因在家蚕胚胎发育的不同时期对重力的响应不同．整个胚胎发育期
Dlc8基因在模拟失重条件下表达量与对照组接近．家蚕 Dlc8基因可以作为重力生物学效应研究的分子靶标．该研究为深入
探讨家蚕 Dlc8基因重力生物学效应机制奠定了基础．
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从地球表面出现原始生命至今已有 35亿年的
历史，在这一历史进程中，生物的演化都是在 1 g
重力场下完成的，机体的结构、功能和行为已经完

全适应这种重力环境，一旦失去这种重力环境，机

体会发生怎样的改变，对这个问题的回答将有助于

揭示重力对生物的作用机制．研究过程中涉及两方

面的问题：一方面是选择合适的重力环境，目前多

数研究集中在失重环境，包括空间失重环境和模拟

失重环境；另一方面是选择合适的研究对象，包括

各种层次结构的生物体，如细胞、植物、微生物和

小动物等．由于真实空间实验条件的限制，在地面

上进行模拟失重实验是非常重要的研究内容．已应

用的模拟装置有：回转器[1]、旋转细胞培养系统[2]、

随机回转器[3]等．对于高等生物，可以通过尾吊大

鼠模型[4]和人体-6毅头低位卧床模型[5]等方法来模拟

失重环境产生的特定生物效应．可产生大梯度强磁

场的超导磁体是近几年出现的新型模拟失重环境装

置之一[6]，已有研究表明，这种装置能在一定程度

上较好地模拟空间重力环境[7～9]．

在各种模式动物中，家蚕的繁殖力强，世代周

期短，遗传背景清楚，而且家蚕基因组框架图已经

完成[10]．科学家曾利用卫星成功进行了家蚕的搭载

实验，获得了重要研究数据[11, 12]．家蚕的这些特点

使之很适合作为空间生命科学研究的材料．

动力蛋白轻链 8 (dyein light chain 8，Dlc8)，又
名神经元一氧化氮合酶抑制剂 (proteineous inhibitor
of neuronal nitric oxide synthase，Pin) [13]，是一种高

度保守的动力蛋白轻链亚单位，在动力蛋白的装配

和待运细胞器的募集过程中起主要作用[14]．模拟失

重能引起一氧化氮合酶表达上调[15]，而动力蛋白轻

链 8是一氧化氮合酶的抑制剂．用离心机进行超重
训练时发现 Dlc8基因表达有下调趋势[16]．以上结
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果表明，动力蛋白轻链 8是一个重力相关基因，有
必要开展深入研究．

本项目克隆家蚕 Dlc8基因完整开放阅读框架
并对其序列进行分析，研究 Dlc8基因在不同动物
及家蚕不同组织中的分布特点．在细胞水平研究了

强磁重力环境对家蚕 Dlc8基因表达的影响，在整
体水平探讨超导磁体产生的模拟失重环境对家蚕胚

胎反转期及整个胚胎期 Dlc8基因表达的影响，为
深入研究该基因的重力生物学效应机制奠定基础．

1 材料和方法

1援1 材料

1援1援1 细胞和组织．家蚕 BmN细胞由西南大学潘
敏慧副教授提供．本研究所用家蚕品种为大造

(P50)，由中国农业科学院镇江蚕业研究所李木旺
副教授提供．家蚕五龄幼虫第 5天的头、丝腺、中
肠、皮肤、血液、脂肪和马氏管等组织 cDNA 由
中国科学院植物生理生态研究所黄勇平课题组

提供．

1援1援2 试剂．Grace培养基购自 Gibco公司．胎牛
血 清 购 自 HyClone 公 司 ．TRIzol 试 剂 购 自
Invitrogen公司．菌种 E援 coli DH5琢，由本室保存．
pMD18-T Simple Vector、限制性内切酶、连接酶、
Ex Taq、RT-PCR、实时定量 RT-PCR 等试剂购自
TaKaRa公司 (中国大连)．
1援1援3 仪器设备．低温培养箱为 MIR-253型(日本
SANYO 公司 )，实时荧光定量 PCR 扩增仪为
PTC-200型(美国 MJ公司)，全自动凝胶成像系统
为 Bio-Rad Gel DocTM XR型(美国 Bio-Rad公司)，
电泳仪为 DYY-6C型(北京市六一仪器厂)．
1援1援4 重力模拟环境．大梯度强磁场 (large gradient
high magnetic field, LGHMF) 由西北工业大学自主
设计，日本 JASTEC公司制造的超导磁体 (JMTA-
16T50MF)产生．与磁体配套的生物学实验装置由
本实验室自行研制并已申请国家专利 (申请号：
200610104905.9)．大梯度强磁场能够提供三种强
磁场下的表观重力环境，即 0 g(12 T)、1 g(16 T)、
2 g(12 T)重力环境．家蚕 BmN细胞的模拟重力效
应实验分为 0 g、1 g、2 g和正常对照组．家蚕胚
胎发育期模拟失重效应实验分为 0 g组和正常对照
组(control)．
1援2 方法

1援2援1 细胞培养．在正常地球重力环境下用 Grace
培养基培养 BmN细胞 24 h，培养基中添加 10%的

胎牛血清，培养温度为 27℃．收集细胞(1伊106)并
用 TRIzol 提取总 RNA，用反转录试剂盒合成
cDNA第一链，-20℃保存备用．
1援2援2 引物合成及序列扩增．由于家蚕 Dlc8基因
序列信息未知，用果蝇的 Dlc8 基因序列在
BGI-Silkworm Genome Database中进行 Blast，找到
ID 号为 BP115156 的一段 EST 序列．经过分析，
发现这段 EST序列理论上包含家蚕 Dlc8基因完整
开放阅读框架(270 bp)，依据此序列合成引物，引
物序列为： F, CGCGGATCCATGTGTGATCGCA-
AAGCAG; R, CCCAAGCTTCTAACCGCTCTTAA -
AGAGCAG. 上下游引物中分别含有 BamH玉和
Hind芋酶切位点，引物由上海生工生物工程技术服
务有限公司合成．用 1.2.1中 cDNA第一链作模板
扩增家蚕 Dlc8 基因，扩增条件为： 94℃变性
1 min，49℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 30个
循环．将扩增得到的 Dlc8 基因克隆到 pMD18-T
Simple Vector，经 PCR和酶切鉴定后测序．
1援2援3 序列分析．使用在线工具 http://www.expasy.
ch/cgi-bin/pi_tool计算该蛋白质的分子质量和等电
点.使用 SignalP 3.0 Server在线工具 http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP-3.0/预测蛋白质前体信号肽
和 GPI锚定位点．用 DNAMAN 5.0分析家蚕与几
种常见模式生物 Dlc8 基因推导氨基酸序列的保
守性．

1援2援4 Dlc8基因在家蚕各组织中分布．用 1.2.2中
的家蚕特异引物扩增家蚕胚胎及其五龄幼虫第 5天
的头、丝腺、中肠、皮肤、血液、脂肪、马氏管等

组织的 cDNA，分析该基因在这些组织中的分布
特点．

1援2援5 家蚕 BmN细胞中 Dlc8基因对重力的响应．
分别在 0 g、1 g、2 g强磁重力环境和正常地球重
力环境下培养细胞，培养条件同 1.2.1．收集细胞
(1伊106)并用 TRIzol提取总 RNA，用反转录试剂盒
合成 cDNA第一链，-20℃保存备用．用 RT-PCR
和实时定量 RT-PCR 分析 4 种重力环境下家蚕
Dlc8基因表达异同．其中选择家蚕 18 S基因作内
参，实时定量 RT-PCR扩增条件同 RT-PCR，每个
样品作 3个重复，用 t检验进行统计学分析．
1援2援6 家蚕胚胎发育不同时期 Dlc8基因对重力的
响应．将浸酸处理的家蚕胚胎分别置入超导磁体中

的模拟失重环境(0 g)和正常地球重力环境(control)
中孵化，孵化温度为 25℃，湿度为 80%．每日分
别从强磁重力环境和正常地球重力环境取一个蛾区

365· ·
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2援1援3 家蚕 Dlc8基因推导氨基酸序列与常见物种
Dlc8基因推导氨基酸序列亲缘关系．从 Dlc8基因
推导的氨基酸序列树状图(图 2)可以看出，家蚕与
拟南芥(Arabidopsis thaliana，NP_175635.1)、果蝇
(Drosophila melanogaster， NP_477408.1)、 线 虫

(Caenorhabditis elegans，NP_498422.1)、热带爪蟾

(Xenopus tropicalis，NP_001005077.1)、小鼠 (Mus
musculus， NP_080832.1)、 人 类 (Homo sapiens，
EAW94483.1)等 6个物种的 Dlc8基因氨基酸序列
同源性分别为 67%、96%、91%、95%、 92%、
92%，人与小鼠的亲缘关系最近，相似性接近
100%．家蚕与果蝇相似性大于 95%，与家蚕相似

的家蚕胚胎速冻于液氮中，直至孵化期结束．家蚕

胚胎发育期共 8天，每组收集到 8份样品．用液氮
研磨家蚕胚胎并用 TRIzol提取总 RNA，每个样品
均取 1 滋g总 RNA用反转录试剂盒合成 cDNA 第
一链，-20℃保存备用．用实时定量 RT-PCR分析
超导磁体中的模拟失重环境和正常地球重力环境下

家蚕胚胎发育第 4天和第 5天的样品及等量混合样
品中 Dlc8基因表达异同，实时定量 RT-PCR扩增
条件同 1援2援2．每个样品做 3个重复，用 t检验进行
统计学分析．

2 结 果

2援1 Dlc8基因的克隆与序列分析
2援1援1 Dlc8基因的克隆及核酸序列分析．用反转
录合成的 cDNA第一链为模板，成功扩增到 Dlc8
基因开放阅读框架，产物大小为 270 bp. 用 BamH玉
和 Hind芋酶切质粒，阳性质粒送往上海生工生物
工程技术服务有限公司测序．测序结果显示该开放

阅读框架序列与家蚕基因(GenBank: BP115156)EST

序列同源性为 99%．
2援1援2 家蚕 Dlc8基因推导氨基酸序列分析．
用 SignalP 3.0 Server等在线工具预测蛋白质前

体信号肽，结果显示，该蛋白质为非分泌蛋白，不

存在糖基磷脂酰肌醇(glycosylphophatidylionositol，
GPI)锚定位点．家蚕 Dlc8分子质量与等电点分别
为 10.34 ku和 6.81．
家蚕与拟南芥(Arabidopsis thaliana, NP_175635.1)、

果蝇(Drosophila melanogaster, NP_477408.1)、线虫
(Caenorhabditis elegans, NP_498422.1)、热带爪蟾
(Xenopus tropicalis, NP_001005077.1)、小鼠 (Mus
musculus, NP_080832.1)、 人 类 (Homo sapiens，
EAW94483.1)等 6个物种的 Dlc8基因氨基酸序列
变异程度非常低(图 1)，深色为 7个物种完全相同
的氨基酸．Dlc8基因 C端相对保守，变异主要发
生在 N端．与其他物种相比较，家蚕发生的明显
变异只有一处，即第 84位家蚕为脯氨酸(P)，其他
物种为亮氨酸(L)．

Fig.1 Comparison of deduced amino acid sequences of Dlc8 gene
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Fig. 3 Amplifying Dlc8 gene from different
tissues of silkworm

1: Embryo; 2: Head; 3: Silk gland; 4: Midgut; 5: Cuticle; 6: Blood; 7:

Fat; 8: Tuba Malpighii; 9: DL2000 marker.

性最小的是拟南芥也接近 70%．Dlc8基因推导氨
基酸序列相似程度与物种亲缘关系程度相一致，表

明该蛋白质在不同物种中非常保守．

2援2 Dlc8基因在家蚕各组织中的分布
用家蚕 Dlc8基因特异引物扩增家蚕胚胎及其

五龄幼虫第 5天的头、丝腺、中肠、皮肤、血液、
脂肪、马氏管各组织的 cDNA，都获得 270 bp 左
右的条带，和目标片段相符，表明家蚕 Dlc8基因
在家蚕的胚胎、头、丝腺、中肠、皮肤、血液、脂

肪、马氏管中能稳定表达(图 3)．

2援3 Dlc8基因对重力的响应
2援3援1 家蚕 BmN细胞中 Dlc8基因对不同重力环境
的响应．

2 g重力条件下，家蚕 BmN细胞中 Dlc8基因
表达下调，磁体中 0 g、1 g重力环境和磁体外正常
重力条件下家蚕 Dlc8基因表达差异不明显(图 4)．

实时定量 RT-PCR检测结果如图 5所示，磁体
中的 0 g、1 g、2 g重力条件与正常重力条件相比
较，家蚕 Dlc8基因表达分别下调 33%、上调 10%、
下调 79% (P < 0.01)．磁体中的 2 g与 0 g、1 g重力
条件相比较，家蚕 Dlc8 基因表达下调 66%
(P < 0.01)和 81%(P < 0.01)．

2援3援2 Dlc8基因在家蚕胚胎反转期对模拟失重环境
的响应

提取家蚕胚胎发育至第 4天和第 5天(反转期)
的总 RNA后，用实时定量 RT-PCR分析模拟失重
环境和正常地球重力环境下这两份样品中 Dlc8基
因表达异同．结果如图 6所示．胚胎发育第 4天，
模拟失重组与对照组相比较，Dlc8基因表达量接
近下调 10%(图 6a)．胚胎发育第 5天，即反转期，
模拟失重组与对照组相比较，Dlc8基因表达量上
调 100%(P < 0.01)(图 6b)．

2援3援3 家蚕胚胎发育期 Dlc8基因对模拟失重环境
的响应

提取家蚕胚胎发育不同时期(共 8天)的总 RNA

Fig. 2 Genetic relationships tree of deduced amino
acid sequences of Dlc8 gene
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Fig. 5 Dlc8 gene expression analysis in BmN
cell by real time RT鄄PCR
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Fig. 7 Detection of genes expression in total embryo
period of silkworm by real time RT鄄PCR

P＞ 0.05.

反转录之后等量混合，用实时定量 RT-PCR分析模
拟失重环境和正常地球重力环境下家蚕胚胎发育混

合样品中 Dlc8基因表达异同．结果如图 7 所示，
模拟失重组(0 g mix)与对照组(control mix)相比较，
Dlc8基因表达量接近下调 1%．

3 讨 论

在拟南芥、线虫、家蚕、果蝇、热带爪蟾、小

鼠、人类等 7个物种中，Dlc8基因的氨基酸推导
序列相似性都大于 60%，表明 Dlc8在不同物种高
度保守，这一结果与文献报道有一致性．Githui
等[16]发现恶性疟原虫中 Dlc8基因的序列和功能域
与人类直系同源物有着高度的相似性．Dlc8基因
在家蚕的胚胎、头、丝腺、中肠、皮肤、血液、脂

肪、马氏管中稳定表达，表明 Dlc8基因在家蚕不
同组织中非常保守．不同物种及同一物种不同组织

的保守性说明 Dlc8可能是生命活动的基本构成元
件．在不同物种中比较 Dlc8 基因的结构与功能，
可丰富其生物进化分子机制方面的研究数据，也容

易借鉴到人类．因此深入研究 Dlc8基因的功能，
对于提高航天员对空间重力环境的适应能力及人们

理解重力影响地球表面生命质量的机制有重要

意义．

本研究中，磁体中的 2 g与 0 g重力环境有共
同的磁场强度(12T)，扣除这种共同的磁场因素背
景，观察到的效应可认为是单纯的重力效应．2 g
与 0 g重力环境下的实验结果比较，家蚕 Dlc8基
因表达下调，这一结果与文献报道“用离心机进行

超重训练时 Dlc8基因表达有下调趋势[17]”有一致

性．研究结果一方面说明大梯度强磁场提供的超重

环境与离心机提供的超重环境有相同的重力生物学

效应，这一推论与文献报道有一致性，如草履虫在

大梯度强磁场与离心机提供的超重环境有相同的游

泳方式[18]．另一方面说明，在细胞水平，家蚕 Dlc8
基因对重力变化较敏感，可以作为重力效应研究的

分子靶标．磁体中 1 g(16T)重力环境与对照(1 g，
正常地球磁场)相比较，表观重力水平相同，磁场
不同，扣除共同的重力因素，可以认为是单纯的强

磁场效应．在这两种环境中，家蚕 Dlc8基因表达
量接近，表明家蚕 Dlc8基因对磁场变化不敏感．
家蚕胚胎发育中的反转期(已 1期，一般为胚

胎发育第 5天)是对各种不良环境条件的敏感期[19, 20].
在模拟失重条件下，胚胎发育第 4天 Dlc8基因表
达量与对照组接近，而第 5天上调．整个胚胎发育
期 Dlc8基因在超导磁体模拟失重条件下表达量与
对照组接近．说明 Dlc8基因在家蚕胚胎发育的不
同时期对重力的响应不同．家蚕胚胎通过对不利环

境的适应性调整，达到了 Dlc8基因总体含量的稳
定．这一现象的机制有待深入研究．Dlc8基因是
细胞分裂和能量运输的关键要素之一[13, 21]．那么模

拟失重条件下，胚胎期内 Dlc8基因表达的变化是
否影响细胞分裂及胚胎发育呢?已有研究证实，失
重影响细胞分裂进程[22]．模拟失重培养条件下，胚

胎体外发育受到明显的抑制，模拟失重不利于小鼠

胚胎的体外发育[23]．模拟失重的作用，影响了鹌鹑

胚胎原始生殖细胞的迁移，使睾丸内的生精小管数

和精原细胞数减少[24]．种种迹象表明，Dlc8基因可
能是打开重力影响胚胎发育机制之门的一把钥匙．

Dlc8基因是重力敏感基因，有深入研究其机理的
必要性．

总之，Dlc8基因在不同物种及家蚕不同组织
中非常保守，该基因在细胞水平和整体水平对重力

变化都敏感，可以作为重力效应研究的分子靶标．
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Cloning and Response to Gravity of The Silkworm
Dynein Light Chain 8 Gene*

TIAN Zong-Cheng, QIAN Ai-Rong, XU Hui-Yun, DI Sheng-Meng,
ZHANG Wei, WENG Yuan-Yuan, SHANG Peng**

(Key Laboratory for Space Biosciences and Biotechnology, Institute of Special Environmental Biophysics, Faculty of Life Sciences,
Northwestern Polytechnical University, Xi’an 710072, China)

Abstract To study the changes of the silkworm dynein light chain 8 (Dlc8) gene expression pattern in different
gravitational environments. The open reading frame sequence of Dlc8 gene was amplified and analyzed. The
distribution of Dlc8 gene was investigated in embryo, head, silk gland, midgut, cuticle, blood, fat, tuba malpighii of
silkworm respectively. The effects of simulated gravitational environments (0 g, 1 g, 2 g) produced by large
gradient high magnetic field (LGHMF) on expression of the silkworm Dlc8 gene were tested by RT-PCR and real
time RT-PCR in BmN cells. Expression of the silkworm Dlc8 gene in simulated weightless environment was tested
by real time RT-PCR in inverse period and in total embryo period of silkworm. The Dlc8 gene with 270 bp coding
323 aa was successfully amplified. The homology rates of amino acid sequences of Dlc8 gene between silkworm
and Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Xenopus tropicalis, Mus musculus,
Homo sapiens were 67%, 96%, 91%, 95%, 92%, 92%, respectively. Signal peptide analysis showed that Dlc8 was
not a secretion protein. There was not glycosyl-phosphatidyl inositol anchor site in Dlc8 amino acid sequence.
Molecular mass and isoelectric point of Dlc8 were 10.34 ku and 6.81, respectively. Dlc8 gene is conservative in
embryo, head, silk gland, midgut, cuticle, blood, fat, tuba malpighii of silkworm. Dlc8 gene is more sensitive to
gravity than magnetic field in BmN cells. There are different responses to gravity on Dlc8 gene expression in
different period of silkworm embryo. There was no significant change of Dlc8 gene expression between simulated
weightless and control groups. The results showed that Dlc8 gene could be the molecular target to study gravity
bioeffect. This research may contribute to reveal the mechanism of gravity bioeffect of the silkworm Dlc8 gene.
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