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Молекулярная инженерия – это метод инженерии «снизу вверх» для создания функциональ-

ных материалов и устройств с использованием молекул и атомов в качестве строительных бло-
ков. В 2000 г. Япония стала первой страной в мире, которая генетически модифицировала ту-
тового шелкопряда (Bombyx mori, далее B. mori). Последующее за этим развитие исследований 
в области разработки новых материалов расширили возможности использования продукции 
шелководства, характеризуя эту ситуацию как «революция в шелководстве». В Российской Фе-
дерации молекулярная инженерия в науках о жизни направлена на решение задач по разработке 
технологических платформ мирового уровня с целью создания инструментов для получения 
новых молекул (биополимеров, белков, ферментов), биопродуктов, клеток и организмов. Изу- 
чены основные подходы «снизу вверх», применяемые на этапе восходящего процесса (USP) 
в шелководстве для улучшения производственно-экономических показателей и качественных 
характеристик сырья. Разнообразие способов улучшения включает: использование искусствен-
ной питательной среды; молекулярную инженерию, основанную на методах транзиентной 
экспрессии или стабильной трансформации зародышевой линии; генетические методы селек-
ции; управление размножением и др. Преимущества тутового шелкопряда (B. mori): низкая 
стоимость разведения, значительно более высокий выход продукции по сравнению с други-
ми системами экспрессии белка – способствуют его использованию в качестве эффективно-
го продуцента рекомбинантных белков, антимикробных пептидов и биологически активных 
веществ. Биотехнологии этапа USP позволяют получать новые виды сырья для последующего 
преобразования в нисходящем процессе (DSP) для получения широкого спектра продуктов, 
способствующих улучшению качества жизни людей. Комплекс биотехнологических решений 
составляет современный базис  биоиндустриальной платформы тутового шелкопряда.
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Molecular engineering is an upstream engineering method for creating functional materials and 

devices using molecules, and atoms as building blocks. In 2000, Japan became the first country to 
genetically modify silkworms (Bombyx mori, hereinafter referred to as B. мori). The subsequent 
research in the development of new materials expanded the possibilities of using sericulture products, 
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characterizing this situation as a "sericulture revolution". In the Russian Federation, molecular 
engineering in life sciences is aimed at solving the tasks of developing world-class technological 
platforms to create tools to produce new molecules (biopolymers, proteins, enzymes), bioproducts, 
cells and organisms. The main "bottom-up" approaches applied in the upstream process (USP) stage 
of silk production to improve the production and economic performance and quality characteristics 
of raw materials have been studied. The variety of improvement methods includes: the possibility of 
using artificial nutrient medium, molecular engineering based on transient expression techniques or 
stable germline transformation, genetic selection methods, breeding management, etc. The advantages 
of the mulberry silkworm (B. mori) such as low breeding costs, significantly higher production yield 
compared to other protein expression systems, favor its use as an effective producer of recombinant 
proteins, antimicrobial peptides and biologically active substances. USP stage biotechnologies enable 
the production of new raw materials for downstream processing (DSP) to produce a wide range of 
products that contribute to improving the quality of human life. A set of biotechnological solutions 
forms the modern basis of the mulberry silkworm bioindustrial platform.
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ВВЕДЕНИЕ

Будучи единственным полностью одо-
машненным видом беспозвоночных, B. mori 
потенциально помогает понять сходство и 
различие многочисленных процессов, в том 
числе одомашнивания у позвоночных и рас-
тений. Одомашнивание тутового шелкопряда 
повлияло на различные характеристики, на-
пример, на массу оболочки кокона: у В. mori – 
0,5 г, что в 10 раз больше, чем у B. mandarina 
(дикий тутовый шелкопряд) – 0,04–0,07 г1[1].

В 2004 г. было представлено сообщение 
о предварительной последовательности ге-
нома одомашненного тутового шелкопряда2. 

Анализ проекта генома тутового шелкопряда 
впервые систематически продемонстрировал 
ключевые гены хозяйственных признаков, 
роста и развития, регуляции пола и устойчи-
вости к болезням тутового шелкопряда. Меж-
дународная исследовательская группа туто-
вого шелкопряда, возглавляемая Юго-Запад-
ным университетом (Государственная клю-
чевая лаборатория биологии генома тутового 
шелкопряда, Чунцинский центр технологий 
инженерии новых материалов из шелкового 
волокна, Чунцин 400716), завершила точную 
карту генома в 2008 г.3 и карту генетической 
информации изменчивости 40 геномов шел-

1Ômura S. Research on the behavior and ecological characteristics of the wild silkworm, Bombyx mandarina // Bull. Seric. Exp. 
Sta. Jpn. 1950. Vol. 13. Р. 7–130.

2Xia Q. et al. A draft sequence for the genome of the domesticated silkworm (Bombyx mori) // Science. 2004. DOI: 10.1126/
science.1102210.

3International Silkworm Genome Consortium et al. The genome of a lepidopteran model insect, the silkworm Bombyx mori // 
Insect biochemistry and molecular biology. 2008. Vol. 38. N 12. С. 1036–1045. DOI: 10.1016/j.ibmb.2008.11.004.
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копряда в 2009 г.4 в рамках транснациональ-
ного сотрудничества соответственно, реали-
зовав «Трехэтапный проект генома тутового 
шелкопряда».

Трансгенная технология широко исполь-
зовалась в фундаментальных теоретических 
исследованиях тутового шелкопряда и в соз-
дании промышленных материалов, особенно 
в улучшении производства и качества шел-
ка, улучшении антивирусных генетических 
характеристик, а также в исследованиях и 
разработках биореакторов, которые ускорили 
внедрение генетически модифицированных 
материалов [2].

Дизайн материалов «снизу вверх» откры-
вает большие возможности для создания 
предсказуемых функциональных результа-
тов. Технология рекомбинантной ДНК обе-
спечивает систематический подход к по-
вторению, изменению и оценке пептидных 
комбинаций сердцевинной структуры шелка, 
а затем к биосинтезу полимеров на основе 
шелка по заданному дизайну. Обработка по-
сле биосинтеза позволяет использовать дру-
гое измерение дизайна материала путем кон-
тролируемой или вспомогательной сборки. 
Интеграция биосинтеза, обработки, много-
масштабного моделирования и эксперимен-
тальной проверки обеспечивает путь к созда-
нию de novo материалов на основе шелка с 
индивидуальными свойствами [3].

Цель исследования – систематизация акту-
альной информации по совокупности улуч-
шений, применяемых на этапе восходящего 
процесса (Upstream Processing – USP), для 
получения новых вариантов сырья и продук-
тов шелководства. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Производными продуктами B. mori (ли-
чинок (гусениц), оболочек кокона, куколок) 
являются антимикробные пептиды (AMP); 
хитин и хитозан; различные варианты шелка: 
с улучшенными характеристиками (комбина-
ция надежных механических свойств и вы-
сокой биосовместимости), рекомбинантный 

шелк (рекомбинантный спидроин), искус-
ственный сверхпрочный шелк (превосходя-
щий натуральный паучий шелк). Сам тутовый 
шелкопряд служит платформой для быстрого 
и экономически эффективного процесса по-
лучения рекомбинантных белков, в том числе 
моноклональных антител и вакцин. Эти про-
дукты найдут широкое применение в России в 
качестве функционального биоматериала  для 
доставки лекарств и генов, доставки лекарств 
при химиотерапии, как средства лечения и 
заживления ран, в качестве материала в тка-
невой инженерии, гибкой электронике, био-
чернилах для 3D-биопечати, в косметике и 
нутрициологии, создании катализаторов и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Способы улучшения
Базисное улучшение – искусственная 

питательная среда
Развитие биотехнологий B. mori в насто-

ящее время невозможно без использования 
искусственной питательный среды (ИПС или 
искусственной диеты), позволяющей нивели-
ровать фактор сезонности при выращивании 
тутового шелкопряда с использованием ли-
стьев шелковицы. Для стран с умеренным кли-
матом, к которым относится и Российская Фе-
дерация (РФ), данное улучшение критически 
важно, так как традиционный способ выкорм- 
ки позволяет осуществлять только 2-кратную 
выкормку шелкопряда в летне-осенний пе-
риод. Плотность выращивания шелкопряда 
на ИПС практически в 2–3 раза больше, чем 
при выращивании на листе шелковицы, что 
значительным образом сокращает общую по-
требную производственную площадь для вы-
ращивания. Существенное снижение трудо-
затрат на выращивание кардинальным обра-
зом улучшает показатели производственного 
процесса, дальнейшее увеличение масштабов 
производства позволяет достигнуть эффекта 
экономии масштаба. В научной сфере ИПС 
позволяет интенсифицировать проведение 
исследовательских работ с последующим вы-
ходом на коммерциализацию их результатов. 

4Xia Q., Guo Y., Zhang Z., Li D., Xuan Z., Li Z., Wang J.  Complete resequencing of 40 genomes reveals domestication events and 
genes in silkworm (Bombyx) // Science. 2009. Vol. 326. N 5951. С. 433–436. DOI: 10.1126/science.1176620.
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В 2023 г. Научно-исследовательская стан-
ция шелководства ведет работу по разра-
ботке собственного состава искусственного 
рациона, который включает в себя порошок 
из листа шелковицы, а также другие компо-
ненты из растительного сырья. Идентифи-
кацию восприимчивости к искусственному 
рациону проводили на более 40 породах де-
вяти географических групп живой коллек-
ции Станции шелководства отечественной 
и зарубежной коллекции. Тестовые выкорм- 
ки гусениц, первоначально планируемые в 
качестве скрининга на восприимчивость к 
ИПС пород шелкопряда и для последующей 
работы с отобранными породами, показали, 
что у большинства пород наблюдается ярко 
выраженный отклик на данный вариант пи-
тательной среды. Высокие показатели жиз-
неспособности при выращивании на ИПС 
показали 60% пород биоколлекции.

Решение одной из базовых ключевых за-
дач по разработке и созданию рабочей ИПС, 
позволяющей уже на данном этапе круглого-
дично проводить научно-исследовательскую 
работу с тутовым шелкопрядом, а при после-
дующей  оптимизации процесса выращива-
ния и масштабировать данный процесс, су-
щественным образом сокращает разрыв РФ с 
ведущими странами в сфере биотехнологий 
тутового шелкопряда: Японией, Китаем и 
США. 

Молекулярная инженерия. Трансгенез B. mori 
Транзиентная (вирусная) экспрессия
Одомашненный шелкопряд B. mori пред-

ставляет собой модель насекомых, имеющую 
большое научное и экономическое значение. 
Помимо установления стабильной транс-
формации зародышевой линии с использо-
ванием вектора PiggyBac, были разработаны 
технически осуществимые способы достав-
ки генов in vivo и транзиторной экспрессии 
генов с использованием векторов на основе 

вирусов, особенно вирусов Синдбис и ба-
куловирусов. Рекомбинантный бакулови-
рус, множественный нуклеополиэдровирус 
Autographa californica (AcMNPV), обычно 
используемый для крупномасштабной про-
дукции белка в пермиссивных клеточных 
линиях или насекомых, использовался для 
переноса чужеродного гена в специфиче-
ские пептидергические клетки B. mori in 
vivo5. Но недостатком применения in vivo 
AcMNPV являются его патогенные эффек-
ты для тутового шелкопряда. Личинки или 
куколки чувствительных штаммов обыч-
но погибают через 1–2 нед после инъекции 
AcMNPV. Эти изменения в развитии личинок 
были предотвращены путем разрушения не-
существенного раннего гена, кодирующего 
ETG6, 7. Поскольку направленная экспрессия 
генов необходима для функционального ана-
лиза генов нейропептидов и их рецепторов, 
бакуловирус-опосредованный перенос генов 
может служить надежным подходом в обрат-
ных генетических исследованиях тутового 
шелкопряда. Методы переноса генов и дру-
гие методы обратной генетики предоставля-
ют мощные инструменты для функциональ-
ного анализа генов и их продуктов, а также 
для выяснения молекулярных механизмов, 
лежащих в основе широкого спектра биоло-
гических процессов. Успешный трансгенез 
дополнительного вида насекомых, B. mori от-
крывает новые перспективы в фундаменталь-
ных и прикладных исследованиях. Одним из 
перспективных подходов к изучению функ-
ций генов является транзиентная экспрессия 
чужеродных генов с использованием вирус-
ных векторов. В этих случаях соматической 
трансформации трансгены не интегрируются 
стабильно в геном хозяина и успешный пе-
ренос гена зависит от способности вируса 
инфицировать ткани-мишени пермиссивного 
хозяина. Простая инъекция вирусной кон-

5Daubnerová I., Roller L., Žitňan D. Transgenesis approaches for functional analysis of peptidergic cells in the silkworm Bombyx 
mori // General and comparative endocrinology. 2009. Vol. 162. N 1. P. 36–42. DOI: 10.1016/j.ygcen.2008.11.028.

6Shikata M., Shibata H., Sakurai M., Sano Y., Hashimoto Y., Matsumoto T.  The ecdysteroid UDP-glucosyltransferase gene of Au-
tographa californica nucleopolyhedrovirus alters the moulting and metamorphosis of a non-target insect, the silkworm, Bombyx mori 
(Lepidoptera, Bombycidae) // Journal of general virology. 1998. Vol. 79. N 6. P. 1547–1551. DOI: 10.1099/0022-1317-79-6-1547.

7Guo T.Q., Wang J.Y., Guo X.Y., Wang S.P., Lu C.D.  Transient in vivo gene delivery to the silkworm Bombyx mori by EGT-null 
recombinant AcNPV using EGFP as a reporter // Archives of virology. 2005. Vol. 150. P. 93–105. DOI: 10.1007/s00705-004-0383-y.
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струкции хозяину на любой стадии развития 
дает прекрасные возможности для введения 
различных генов или молекулярных марке-
ров в клетки-мишени или ткани и изучения 
функциональных результатов их экспрессии. 
Таким образом, вирусные системы являют-
ся относительно простыми и эффективными 
инструментами для репортерных анализов 
или физиологических и поведенческих ана-
лизов (см. сноску 5).

Альфавирус Синдбис (SINV) в настоящее 
время используется в качестве высокоэффек-
тивного трансдуцирующего агента в био-
логии насекомых. Однако опосредованная 
вирусом Синдбис экспрессия эктопических 
генов/молчание РНКи может быть ограниче-
на ограниченным тканевым тропизмом ви-
русной инфекции. Например, некоторые ор-
ганы B. mori, такие как гонады, мальпигиевы 
канальцы и личиночный эпидермис, устой-
чивы к инфекции SINV8. К недостаткам век-
торов на основе SINV также относится не-
стабильность рекомбинантных клонов после 
многократных пассажей в культивируемых 
клетках9. Наконец, вирус инфицирует клетки 
млекопитающих, и, таким образом, инфек-
ция SINV может быть опасной для человека. 

Первое успешное введение гена в B. mori 
было выполнено с помощью рекомбинант-
ного BmSNPV-опосредованного in vivo, экс-
прессия генов (BmSNPV – вирус ядерного 
полиэдроза B. mori) хориона контролируется 
их собственными регуляторными элемента-
ми. Заражение куколок тутового шелкопряда 
рекомбинантным вирусом вызывало транзи-
ентную и тканеспецифическую экспрессию 
хориона10. I. Daubnerová et al. (2009) исполь-

зовали удобную бакуловирусную экспресси-
онную систему Bac-to-Bac ® (Invitrogen) для 
введения генов и транзиентных генетических 
манипуляций с пермиссивными штаммами 
тутового шелкопряда, чтобы прояснить во-
просы, касающиеся передачи сигналов ней-
ропептидов, необходимых для нормального 
развития и поведения (см. сноску 5).

Личинки B. mori десятилетиями исполь-
зовались в качестве биореактора для произ-
водства рекомбинантных белков. S. Maeda 
et al. в 1985 г. впервые сообщили о продук-
ции интерферона альфа человека (IFN-α) в 
гемолимфе личинок тутового шелкопряда 
с использованием BmNPV (нуклеополи-
эдровирус Bombyx mori), содержащего ген, 
кодирующий альфа-интерферон человека, 
управляемый полиэдриновым промотором11. 
Многие белки эукариот были экспрессирова-
ны в личинках B. mori и очищены. В целом 
уровень экспрессии рекомбинантных белков 
в личинках тутового шелкопряда выше, чем в 
культурах клеток насекомых и животных. 

Бакмидная система BmNPV, сконструи-
рованная Motohashi et al. (2005)12, требует 
только инъекции ДНК бакмиды BmNPV в 
личинки и куколки тутового шелкопряда, что 
обеспечивает быструю экспрессию рекомби-
нантных белков, поскольку исключает при-
готовление бакуловирусного раствора путем 
трансфекции по сравнению с бакуловирус-
ной системой экспрессии с использовани-
ем культивируемых клеток. Кроме того, эта 
бакмидная система BmNPV резко сократила 
время, необходимое для продукции рекомби-
нантного белка путем экспрессии в тутовом 
шелкопряде. Для улучшения экспрессии бел-

8Uhlirova M., Foy B.D., Beaty B.J., Olson K.E., Riddiford L.M., Jindra M. Use of Sindbis virus-mediated RNA interference to 
demonstrate a conserved role of Broad-Complex in insect metamorphosis // Proceedings of the National Academy of Sciences. 2003. 
Vol. 100. N 26. С. 15607–15612. DOI: 10.1073/pnas.2136837100.

9Foy B.D., Myles K.M., Pierro D.J., Sanchez‐Vargas I., Uhlířová M., Jindra M., Olson K.E. Development of a new Sindbis virus 
transducing system and its characterization in three Culicine mosquitoes and two Lepidopteran species // Insect molecular biology. 
2004. Vol. 13. N 1. С. 89–100. DOI: 10.1111/j.1365-2583.2004.00464.x.

10Iatrou K., Meidinger R.G. Tissue-specific expression of silkmoth chorion genes in vivo using Bombyx mori nuclear polyhe-
drosis virus as a transducing vector // Proceedings of the National Academy of Sciences. 1990. Т. 87. N 10. С. 3650–3654. DOI: 
10.1073/pnas.87.10.3650.

11Maeda S., Kawai T., Obinata M., Fujiwara H., Horiuchi T., Saeki, Y., Furusawa M.  Production of human α-interferon in silk-
worm using a baculovirus vector // Nature. 1985. Vol. 315. N 6020. С. 592–594.

12Motohashi T., Shimojima T., Fukagawa T., Maenaka K., Park E.Y. Efficient large-scale protein production of larvae and pupae 
of silkworm by Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus bacmid system // Biochemical and biophysical research communications. 
2005. Vol. 326. N 3. С. 564–569.  DOI: 10.1016/j.bbrc.2004.11.060. 
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ка были сконструированы модифицирован-
ные бакмиды BmNPV: BmNPV-CP бакмида, 
бакмида гибридного нуклеополиэдровируса 
(HyNPV)13.

Среди доступных систем экспрессии от-
мечены: система экспрессии Escherichia coli 
(E. coli), эукариотические клетки, включая 
клетки млекопитающих (т.е. человека 293, 
СНО хомяка и т.д.) и дрожжей (т.е. Pichia 
pastoris, Saccharomyces cerevisiae и т.д.); ба-
куловирусная векторная система экспрессии 
(BEVS),  имеющая много преимуществ для 
экспрессии этих белков, включая высокий 
уровень экспрессии с помощью сильных 
промоторов (полиэдрин и Р10); посттрансля-
ционные модификации, подобные тем, кото-
рые генерируются в системах экспрессии на 
основе клеток млекопитающих, и более низ-
кая стоимость в сравнении с ними.

Система экспрессии B. mori представляет 
собой BEVS, в котором шелкопряд вместо 
клеточных линий используется в качестве 
биореактора для производства рекомбинант-
ных белков. Однако конструирование, ампли-
фикация и очистка рекомбинантного вируса 
BmNPV с использованием клеточной линии 
тутового шелкопряда требуют много време-
ни и специальных методов, а также системы 
AcNPV (нуклеополиэдровирус Autographa 
californica, гибридный вирус AcMNPV). В 
качестве решения этой проблемы доступна 
технология трансгенного шелкопряда без об-
работки вирусом для стабильной экспрессии 
рекомбинантных белков14.

A. Usami et al. (2011), используя гибрид-
ную бакуловирусную систему, сравнили экс-
прессию 45 рекомбинантных белков из шести 
категорий, используя две модели: тутовый 
шелкопряд (личинки и куколки) и клеточную 
линию Sf9. Всего было успешно экспресси-
ровано 45 белков; получение гибридного ба-

куловируса оказалось неудачным для одного 
белка, два белка не экспрессировались. Сход-
ный паттерн экспрессии наблюдался как в 
клетках тутового шелкопряда, так и в клетках 
Sf9, с двойными и множественными полоса-
ми, обнаруженными при иммуноблотинге 
преципитата обоих хозяев. Деградированные 
белки были обнаружены только в системе 
тутового шелкопряда (особенно у личинок). 
Получение личинок (гусениц) тутового шел-
копряда являлось более эффективным, один 
шелкопряд продуцировал примерно в 70 раз 
больше белка, чем 106 клеток Sf9 в 2 мл пи-
тательной среды15.

Развитие и совершенствование систем экс-
прессии на основе бакуловируса продолжает-
ся в настоящее время. Так, H. Yagi et al. (2020) 
представили данные по развитию ранее раз-
работанного метода изотопной маркировки 
гликопротеинов для исследований ядерного 
магнитного резонанса (NMR) использовани-
ем личинок тутового шелкопряда, выращен-
ных на искусственной диете [4]. J. Wei et al. 
(2022) представили результаты создания но-
вой системы экспрессии бакуловирус – туто-
вый шелкопряд, в которой была предложена 
инокуляции очищенных окклюзионных тел 
непосредственным распылением их на листья 
тутового дерева, с целью крупномасштабного 
промышленного производства [5].

Стабильная трансформация зародыше-
вой линии (трансгенез)

Вектор на основе транспозона PiggyBac 
был успешно использован для трансформа-
ции B. mori. Трансген стабильно передавался 
следующему поколению посредством нор-
мального менделевского наследования16. По-
пулярным методом получения трансгенного 
тутового шелкопряда является инъекция, по-
лученная из PiggyBac-транспозона плазмиды 
с конструкцией-мишенью в яйца шелкопря-

13Kato T., Kajikawa M., Maenaka K., Park E.Y.  Silkworm expression system as a platform technology in life science //Applied 
microbiology and biotechnology. 2010. Vol. 85. Р. 459–470. DOI: 10.1007 / s00253-009-2267-2.

14Kajikawa M. Silkworm Baculovirus expression system for molecular medicine //Journal of Biotechnology & Biomaterials. 
2012. Vol. 9. N 01. Р. 1. DOI: 10.4172/2155-952X.S9-005.

15Usami A., Ishiyama S., Enomoto C., Okazaki H., Higuchi K., Ikeda M., Nagaya H. Comparison of recombinant protein ex-
pression in a baculovirus system in insect cells (Sf9) and silkworm // The journal of biochemistry. 2011. Vol. 149. N 2. Р. 219–227. 
DOI: 10.1093/jb/mvq138.

16Tamura T., Thibert C., Royer C., Kanda T., Eappen A., Kamba M., Couble P. Germline transformation of the silkworm Bombyx 
mori L. using a PiggyBac transposon-derived vector // Nature biotechnology. 2000. Vol. 18. N 1. Р. 81–84. DOI: 10.1038/71978.
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да. У трансгенного тутового шелкопряда не-
сколько рекомбинантных белков экспресси-
руются в шелковой железе и продуцируются 
в коконах на уровне от одного до нескольких 
сотен миллиграмм/микрограмм массы ко-
кона. Технология трансгенного шелкопряда 
может быть использована для модификации 
штаммов-хозяев для бакуловирусной систе-
мы экспрессии. Существует два различных 
метода использования трансгенного тутового 
шелкопряда. Одним из них является экспрес-
сия полезных генов для производства реком-
бинантных белков, таких как молекулярные 
шапероны и ферменты, модифицирующие 
белок, независимо от их происхождения. Дру-
гой способ – подавление или нокаутирование 
вредных генов с помощью РНК-интерферен-
ции или нацеливания на гены (см. сноску 13).

Тутовый шелкопряд обладает способно-
стью синтезировать большое количество 
белков шелка в своей шелковой железе. Ме-
ханизм синтеза белков шелка широко изучен 
на молекулярном уровне17, 18. Шелк состоит 
из двух белков, называемых фиброином и се-
рицином. Фиброин является основным ком-
понентом шелковых волокон, серицин пред-
ставляет собой своего рода клейкий белок, 
покрывающий поверхность волокон. Фибро-
ин составляет около 75% всех белков шелка 
и вырабатывается в задней шелковой железе 
(PSG). Остальные 25% составляют серицин, 
который синтезируется в средней шелковой 
железе (MSG). Фиброин содержит три раз-
ных белка, называемых тяжелой (H) и легкой 
(L) цепями фиброина, а также фиброгексама-
рин (FHX), которые производятся в моляр-
ном соотношении 6 : 6 : 1 соответственно19. 
Характер шелка как волокна определяется 
крупной Н-цепью фиброина, молекуляр-
ная масса которой составляет 350–400  кДа. 
L-цепь фиброина и FHX представляют со-

бой небольшие белки с молекулярной массой 
около 25 кДа.

Система для получения рекомбинантных 
белков у трансгенного тутового шелкопряда 
использует систему синтеза шелка в шел-
ковой железе и гены шелка, которые сильно 
экспрессируются в шелковой железе. До сих 
пор для производства PSG использовались 
системы продукции, использующие L- и 
H-цепи фиброина и гены FHX. В MSG были 
разработаны две разные системы, использу-
ющие ген серицина 1. Каждый из них имеет 
преимущества и недостатки в зависимости от 
цели производства белка. Для надлежащего 
использования трансгенных тутовых шелко-
прядов требуется тщательный выбор произ-
водственной системы продукции рекомби-
нантного белка. Системы подразделяются: 
система продукции рекомбинантного белка с 
использованием гена L-цепи фиброина, систе-
ма экспрессии бинарных трансгенов GAL4/
UAS, система экспрессии гена FHX, систе-
ма продукции с использованием гена Н-цепи 
фиброина, система экспрессии, включающая 
промотор гена серицина 1, ген BmNPV ie1 и 
последовательность энхансера hr320.

Трансгенных тутовых шелкопрядов мож-
но использовать в качестве биореакторов 
для производства рекомбинантных бел-
ков. Их можно легко получить, используя 
ДНК-транспозон PiggyBac в качестве векто-
ра путем инъекции хелперной и векторной 
плазмидной ДНК в яйца сразу после откла-
дывания яиц. Системы производства реком-
бинантного белка были сконструированы с 
использованием генов шелка, экспрессиро-
ванных в шелковой железе. Система экспрес-
сии в ПСГ пригодна для производства гене-
тически модифицированного шелка. Шелк, 
полученный трансгенными шелкопрядами, 
можно использовать для производства тка-

17Mizuno S. Regulation of fibroin gene expression and secretion of fibroin in the silk gland //Seikagaku. The Journal of Japanese 
Biochemical Society. 1987. Vol. 59. N 12. Р. 1308–1320. 

18Julien E. Silk gland development and regulation of silk protein genes //Comprehensive molecular insect science. 2005. Vol. 2. 
Р.  369–384.

19Inoue S., Tanaka K., Arisaka F., Kimura S., Ohtomo K., Mizuno S. Silk fibroin of Bombyx mori is secreted, assembling a high 
molecular mass elementary unit consisting of H-chain, L-chain, and P25, with a 6: 6: 1 molar ratio //Journal of Biological Chemistry. 
2000. Vol. 275. N 51. Р. 40517–40528.  DOI: 10.1074/jbc.M006897200.

20Tatemastu K., Sezutsu H., Tamura T. Utilization of transgenic silkworms for recombinant protein production //J Biotechnol 
Biomaterial S. 2012. Vol. 9. Р. 1–8. DOI: 10.4172/2155-952X.S9-004.
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ней и биоматериалов для медицинских це-
лей. Система в MSG подходит для производ-
ства рекомбинантных белков, которые мож-
но использовать в фармацевтических целях. 
Последняя система может давать до 4 мг ре-
комбинантного белка на одного шелкопряда. 
Трансгенные шелкопряды обладают несколь-
кими важными свойствами, что делает их хо-
рошими кандидатами для использования в ка-
честве биореактора. Шелковые железы пред-
ставляют собой высокоэффективную систему 
для производства большого количества белков 
с производительностью более 500 мг белков 
шелка на одну личинку. Кроме того, жировое 
тело личинки способно синтезировать около 
100 мг белка гемолимфы/личинка. Другие пре-
имущества включают низкую стоимость выра-
щивания тутового шелкопряда в короткое вре-
мя, необходимое для получения трансгенных 
тутовых шелкопрядов (60 дней) [6].

К технологиям генетического манипу-
лирования B. mori относятся технологии на 
основе транспозонов – технологии интегра-
ции трансгенов (транспозоны ДНК-типа от 
насекомых и рекомбинация, специфичная 
для сайта); технологии экспрессии трансге-
нов (индуцируемая нагреванием система экс-
прессии); система экспрессии Gal4/вышеле-
жащих активирующих последовательностей; 
система экспрессии тетрациклин-включе-
ние/тетрациклин-выключение; технология 
сайленсинга генов на основе трансгенной 
РНК-интерференции; технологии ловушек 
генов и энхансеров. Существуют технологии 
редактирования генома: нуклеазы цинковых 
пальцев (ZFN); эффекторные нуклеазы, по-
добные активаторам транскрипции (TALEN); 
короткие палиндромные повторы с регулярно 
расположенными кластерами / CRISPR-ассо-
циированные 9 (CRISPR/Cas9) [7].

Y. Wang et al. (2015) успешно сконструи-
ровали MGES (мультигенная экспрессионная 
система), позволяющую генерировать шелк с 
двумя или более дополнительными ценными 
функциями, такими как ранозаживляющая 

и антибактериальная активность, биосовме-
стимость и способность к регенерации тка-
ней, или высокая прочность и выносливость 
за счет опосредованной MGES коэкспрессии 
нескольких функциональных генов [8]. Z. Li 
et al. (2022) представили данные по созда-
нию целевой системы экспрессии, используя 
целевую вставку, опосредованную активато-
ром транскрипции, эффекторной нуклеазой 
(TALEN), которая позволяет продуцировать 
до 3,1% (масса / масса) белка EGFP в обо-
лочке кокона. С помощью этой стратегии 
дополнительно экспрессировали важный 
с медицинской точки зрения человеческий 
эпидермальный фактор роста (hEGF), выход 
белка как в средних шелковых железах, так и 
в оболочке коконов достиг более чем в 15 раз 
более высокого уровня, чем канонический 
трансгенез на основе PiggyBac [9].

Ген, который необходимо внедрить в ту-
тового шелкопряда, вводят в яйцо сразу по-
сле откладки яиц бабочкой. При инъекции 
он встраивается в хромосомную ДНК туто-
вого шелкопряда. Личинки, вылупившиеся 
из яиц, размножаются во взрослых особей, 
наследственность появляется в следующем 
поколении после спаривания и откладки яиц, 
инъецированных шелкопрядов. Отобранные 
трансгенные шелкопряды используются для 
воспроизводства новых линий трансгенных 
животных, способных передавать наслед-
ственную информацию. Потомство реком-
бинантных тутовых шелкопрядов возможно 
получать неограниченно. По этой причине 
достаточно первой инъекции в яйца (грену) 
шелкопряда21. N. Yamada et.  al (2023) разра-
ботали метод инъекции генной инженерии 
яиц диапазирующих пород тутового шелко-
пряда с использованием диметилсульфок-
сида (DMSO). Метод прост в исполнении и 
надежен, что позволяет применять его к раз-
личным диапаузирующим породам тутовых 
шелкопрядов, в том числе к гибридным ком-
бинациям японского, китайского, европей-
ского происхождения и мутантным биволь-
тинным и поливольтинным штаммам [10].

21Nobuo Kuwabara. Breeding of Genetically Modified Silkworms by Sericulture Farmers //Bulletin of the" SEKAITO"-Silk 
Powered Innovation Incubator of the Gunma Prefectural World Heritage Center / Gunma Prefectural World Heritage Center "The 
power of raw silk to change the world" Institute. 2022. N 2. P. 25–34. https://www.sbj.or.jp/wp-content/uploads/file/sbj/9306/9306_
tokushu_2.pdf.
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Генетические методы селекции и регу-
ляции пола

Управление размножением B. mori
Используя партеногенетические клоны 

как материнские и скрещивая их с породами, 
меченными по полу, можно получить кло-
нально-породные гибриды со 100%-й чисто-
той. В Узбекистане гибриды пород АПК  × 
С-5, 9ПК  × С-5, 9ПК × С-10, партеногене-
тических клонов и детерминированных по 
полу цветом яиц пород тутового шелкопряда, 
созданные искусственно как средство управ-
ления размножением шелкопряда, по репро-
дуктивным показателям и жизнеспособности 
превышали показатели контрольных гибри-
дов [11].

Абляция
Для генной инженерии тутового шелкопря-

да требуется микроинъекция генетического 
материала в яйца без диапаузы. Помимо того, 
что диапауза может быть полезна для поддер-
жания трансгенных линий, недостатком этой 
технологии является то, что большинство 
стандартных штаммов тутового шелкопря-
да и представляющие интерес эксперимен-
тальные линии производят диапаузирующие 
яйца. N. Yamada et al. (2022) исследовали 
абляцию (удаление биологической структуры 
или функциональности, генетическая абля-
ция – это еще один термин, обозначающий 
подавление экспрессии генов, при котором 
экспрессия генов отменяется посредством 
изменения или удаления информации о гене-
тической последовательности) подпищевод-
ного ганглия (SG) у куколок самок, который 
является источником гормона, необходимого 
для запуска диапаузы яйца как средство от-
мены диапаузы22. Показано, что абляция SG 
является надежным методом получения яй-
цеклеток без диапаузы. Кроме того, пробле-
ма, связанная с более низкой плодовитостью 
самок с абляцией SG, была решена путем 
инъекции пилокарпина спариваемой самке. 
Также исследовали пригодность яиц без ди-
апаузы, отложенных самками с абляцией SG, 
для трансгенеза, направленного мутагенеза 

и индукции партеногенетического развития.  
Результаты продемонстрировали, что SG- 
абляция является полезным и простым мето-
дом для расширения возможностей, связан-
ных с генной инженерией шелкопрядов [12].

Генетическая гибридизация трансген-
ных шелкопрядов

D. Long et al. (2021) предложили страте-
гию, называемую «легкой одеждой», осно-
ванную на обрезке избыточных аддитивных 
структурных доменов, для генетической ги-
бридизации высокоактивного функциональ-
ного слияния POI с материалами на основе 
шелка с использованием трансгенных плат-
форм биосинтеза на основе тутового шел-
копряда. Процесс генетической гибридиза-
ции от трансформации зародышевой линии 
B. mori, генерации, обратного скрещивания, 
скрининга и молекулярной идентификации 
трансгенных тутовых шелкопрядов позволил 
по сравнению с обычными системами экс-
прессии значительно повысить активность 
слитых POI без ущерба для процесса гене-
тической гибридизации. Эта повышенная 
активность слитых POI может быть связана 
с удалением лишних посттрансляционных 
модификаций и увеличением структурного 
сходства с нативными POI. По сравнению с 
прямым включением коммерчески доступ-
ных POI в материалы на основе шелка эти 
генетически гибридизованные материалы на 
основе шелка не только обладают сопостави-
мой активностью POI, но также обеспечива-
ют дополнительные преимущества, в частно-
сти в логистике и при отсутствии необходи-
мости хранения холодовой цепи [13].

Заражение патогенами и трансгенез 
для получения антимикробных пептидов 
(AMP) 

Некоторые авторы описали более 30 AMP 
у тутового шелкопряда, классифицирован-
ных в такие группы, как цекропины, аттаци-
ны, морицины, гловерины, лебоцины, энбо-
цины и дефенсины; большинство этих AMP 
эффективны как против грамположительных, 
так и против грамотрицательных бактерий, а 

22Heritage Center "The power of raw silk to change the world" Institute. 2022. N 2. Р. 25–34. https://www.sbj.or.jp/wp-content/
uploads/file/sbj/9306/9306_tokushu_2.pdf.
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также против других микроорганизмов23, 24 

[14]. AMP являются наиболее востребован-
ными терапевтическими соединениями бла-
годаря своим характеристикам, включающим 
низкую токсичность для человека и живот-
ных; высокую специфичность и улучшенную 
эффективность против микробов-мишеней 
по сравнению с обычными антибиотиками; 
и, самое главное, тот факт, что большинство 
микробов не могут выработать резистент-
ность к AMP. M. Mastore et al. (2021) исполь-
зовали B. mori в качестве модельного орга-
низма для проверки пригодности гемолимфы 
в качестве источника AMP. После простых 
этапов очистки плазму анализировали и те-
стировали на различных штаммах грамполо-
жительных и грамотрицательных бактерий. 
Результаты показали, что частично очищен-
ная плазма тутового шелкопряда может быть 
многообещающим источником AMP, которые 
можно использовать в препаратах для мест-
ного применения без дополнительных и до-
рогостоящих стадий очистки. Кроме того, 
проведены предварительные тесты на воз-
можное хранение этих молекул в неохлаж-
денных условиях. Результаты, полученные 
при хранении препаратов при температуре 
выше комнатной (25 °C), не показали суще-
ственной потери эффективности в отноше-
нии E. coli [15].

Тутовых шелкопрядов заражают патогена-
ми, чтобы изолировать AMP во время их пято-
го возраста, продолжительностью 6–8 дней, 
что дает достаточно времени для развития 
инфекции. AMP тутового шелкопряда пред-
ставляют собой низкомолекулярные белки 
(< 50 аминокислотных остатков; < 10 кДа, за 
редким исключением), среди которых боль-
шинство из них проявляют активность широ-
кого спектра в отношении различных микро-
организмов. Кроме того, содержание жира в 
организме тутового шелкопряда достигает 

своего пика в этот возраст, который являет-
ся основным источником AMP25 [16]. После 
заражения иммунокомпетентные ткани лизи-
руют в подходящем буфере для извлечения 
белков и подвергают различным хроматогра-
фическим методам, таким как ионообмен-
ная хроматография, гель-фильтрационная 
хроматография и ОФ (обращенно-фазовая) – 
ВЭЖХ (высокоэффективная жидкостная хро-
матография) для очистки [17].

Трансгенез для получения антимикроб-
ных пептидов (AMP)

Трансгенез тутового шелкопряда был рас-
ширен за счет включения противомикробных 
пептидов в белки шелка. Трансгенный шелк, 
слитый с противомикробным средством CEC 
B или MOR пептиды, ингибировал рост 
E. coli. Кроме того, и шелковая пряжа сохра-
няла антибактериальные свойства в отноше-
нии кишечной палочки. Шелковые волокна 
сохраняют активность и противомикробные 
молекулы MOR после процесса рафинирова-
ния [18].

Прямое введение искусственных доба-
вок. Метод прямого кормления 

Производство флуоресцентного шелка яв-
ляется примером использования как метода 
трансгенеза, так и метода прямого кормле-
ния. Шелковый фиброин, трансгенно-гибри-
дизованный с флуоресцентными белками, 
может быть обработан и регенерирован в 
различные формы с нано- и микрострукту-
рами для применения в оптике, электрони-
ке, оптоэлектронике и медицине, так как он 
прозрачен, механически стабилен, съедобен, 
биосовместим и имплантируем в организм 
человека. Другой способ производства флуо-
ресцентного шелка – использование методов 
прямой подачи, основанных на поглощение 
молекул флуоресцентного красителя в есте-
ственных условиях шелковыми железами. 

23Tanaka H., Ishibashi J., Fujita K., Nakajima Y., Sagisaka A., Tomimoto K., Yamakawa M.  A genome-wide analysis of genes 
and gene families involved in innate immunity of Bombyx mori // Insect biochemistry and molecular biology. 2008. Vol. 38.  N  12. 
Р. 1087–1110. DOI: 10.1016/j.ibmb.2008.09.001. 

24Tanaka H., Yamakawa M. Regulation of the innate immune responses in the silkworm, Bombyx mori // Invertebrate Survival 
Journal. 2011. Vol. 8.  N  1. Р. 59–69.

25Kajiwara H., Itou Y., Imamaki A., Nakamura M., Mita K., Ishizaka M. Proteomic analysis of silkworm fat body // Journal of 
Insect Biotechnology and Sericology. 2006. Vol. 75.  N  2. Р. 47–56. DOI: 10.11416/jibs.75.47.
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Как правило, шелк флуоресцентного цвета 
можно получить, используя модифициро-
ванную диету из листьев шелковицы, содер-
жащую молекулы распространенных в тек-
стильной промышленности красителей: рода-
миновые красители (например, сульфорода-
мин) и азокрасители (например, бриллианто-
вый желтый, конголезский)26. Молекулярная 
масса – фактор, влияющий на поглощение 
молекул красителя биохимическими путями 
тутового шелкопряда. Молекулярная масса 
ниже 400 г/моль необходима для эффектив-
ного транспорта красителей в биохимические 
пути организма тутового шелкопряда и для 
производства естественно окрашенных шел-
ковых волокон [19]. 

H. Xu et al. (2019) продемонстрировали 
улучшение механических характеристик но-
вых шелковых волокон, полученных путем 
скармливания тутовому шелкопряду очи-
щенных и биосовместимых одно- и много-
стенных углеродных нанотрубок (CNTs). 
Повышенное содержание CNTs не только 
способствовало самосборке шелковых во-
локон в буферные узлы, но также повышало 
проводимость графитизированного шелка. 
В целом показано, что данные стратегии по-
крытия и очистки обеспечивают потенциаль-
но простой способ получения натуральных 
шелковых волокон с высокими механически-
ми характеристиками [20].

Непосредственное кормление шелкович-
ных червей или пауков искусственными до-
бавками может быть практичным способом 
производства усиленных шелковых волокон, 
что позволяет легко производить шелк, со-
держащий функционально-аддитивные на-
номатериалы. Это возможно отчасти потому, 
что шелкопряды имеют открытую сердеч-
но-сосудистую систему. Все их органы пла-
вают в гемолимфе, представляющей собой 
смесь лимфы и клеток крови, окружающие 
все ткани. Таким образом, уникальная ана-
томия тутового шелкопряда очень полезна 

для производства функционального шелка 
методами прямого кормления (пероральное 
воздействие и потребление) наноматериалов. 
Наноразмерные добавки могут диффундиро-
вать из пищевого канала в гемолимфу, а за-
тем в железы и другие ткани. В частности, 
если наноматериалы вводятся перорально, 
они всасываются в пищеварительном трак-
те, проходят через пищеварительный тракт, 
мембранный барьер и циркулируют в гемо-
лимфе и клетках [21]. 

Комбинация методов трансгенеза, пря-
мого кормления и обратного скрещивания

Фиброин шелка, содержащий неприрод-
ные аминокислоты, получен путем скармли-
вания трансгенным B. mori п-хлор-, п-бром- 
и п-азидозамещенных аналогов L -фенила-
ланина (Phe) in vivo, который экспрессиро-
вал мутант фенилаланил-тРНК-синтетазы 
с расширенными возможностями распозна-
вания субстрата в шелковых железах. Азид-
ные группы, включенные в фиброин, были 
активны в качестве химических маркеров 
для клик-химии как в солюбилизированном, 
так и в твердом (волокнистом) состоянии. 
Азиды выдержали дегумирование в кипя-
щем щелочном растворе, необходимое для 
полного удаления слоя серицина. Это де-
монстрирует, что фиброин шелка, содержа-
щий AzPhe (синтетическая аминокислота), 
может быть универсальной платформой для 
производства «кликабельных» шелковых 
материалов в различных формах27. Практи-
ческое применение AzidoSilk было затруд-
нено низкой продуктивностью. Позднее  
Y. Tian et al. (2022) представили данные по 
выведению новой трансгенной линии B. mori 
для массового производства AzidoSilk с ис-
пользованием обычного метода обратно-
го скрещивания. Полученная новая линия 
B.  mori, созданная после пятикратного об-
ратного скрещивания, дала в 2,6 раза боль-
ше AzidoSilk на личинку с увеличением про-
дуктивности на 25% [22].

26Tansil N.C., Li Y., Teng C.P., Zhang S., Win K.Y., Chen X., Han M.Y.  Intrinsically colored and luminescent silk //Advanced 
Materials. 2011. Vol. 23.  N  12. Р. 1463–1466. DOI: 10.1002/adma.201003860. 

27Teramoto H., Kojima K. Production of Bombyx mori silk fibroin incorporated with unnatural amino acids // Biomacromole-
cules. 2014. Vol. 15.  N  7. Р. 2682–2690. DOI: 10.1021/bm5005349.
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Совокупность биотехнологических 
улучшений B. mori

Жизненный цикл B.  mori включает пять 
основных стадий развития: яйцо (грена) (пе-
риод инкубации от 10 до 14 дней); гусеница 
(личинка) – период развития – 20–25 дней 
(для 3-линочных пород) и 24–39 дней (для 
4-линочных пород); кокон (завивки 3–5 дней); 
куколка (продолжительность стадии – от 10 
до 15  дней); бабочка (процесс спаривания 
(папильонаж) проходит в течение нескольких 
часов). Основные улучшения, осуществляе-
мые на различных этапах жизненного цикла, 
и целевые продукты для последующей пере-
работки представлены на рисунке.

Улучшения
Стадия яйца
(1) Трансгенез – для получения рекомби-

нантных белков, включение неприродных 
аминокислот (UAA), для последующей гене-
тической гибридизации, метод инъекции ген-
ной инженерии яиц диапазирующих пород.

(2) Трансгенез для получения антимикроб-
ных пептидов (AMP). 

(3) Искусственное размножение: амейоти-
ческий и мейотический партеногенез, гино-
генез, андрогенез, полиплоидия; методы: фи-
зические и химическое воздействие: нагрева-
ние, ионизирующее излучение, специальные 

яды и др.; микрохирургия, встряхивание и 
др.; клонирование.

Стадия гусеницы
(1) Базисное улучшение – использование 

искусственной питательной среды (ИПС).
(2) Транзиентная система – инъекции ДНК 

бакмиды BmNPV и другие в личинки, экс-
прессия и продуцирование рекомбинантных 
белков в гемолимфе шелкопряда.

(3) Трансгенез – рекомбинантные белки 
экспрессируются в шелковой железе.

(4) Транзиентная и стабильные системы 
экспрессии – инокуляция очищенных окклю-
зионных тел непосредственным распылени-
ем их на ИПС или пероральное заражение.

(5) Заражение патогенами для получения 
антимикробных пептидов (AMP).

(6) Прямое введение искусственных доба-
вок (метод прямого кормления).

Стадия кокона
(1) Трансгенез – продуцирование целевых 

рекомбинантных белков в оболочку кокона: 
слои фиброина и серицина.

(2) Трансгенез – получение рекомбинант-
ных шелковых нитей.

(3) Прямое кормление – получение шел-
ковых нитей с улучшенными механическими 
характеристиками.

Стадия куколки
(1) Транзиентная система – инъекции ДНК 

бакмиды BmNPV и другие в куколки, экс-
прессия  и продуцирование рекомбинантных 
белков.

(2) Абляция – для отмены диапаузы. 
Стадия бабочки
(1) Генетическая гибридизация – для по-

лучения новых линий (пород) с улучшенны-
ми свойствами.

(2) Генетическая гибридизация трансген-
ных шелкопрядов  – обратное скрещивание.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разнообразие биотехнологических ре-
шений, используемых на различных этапах 
жизненного цикла тутового шелкопряда, на-
правлено на качественные и количественные 
улучшения в содержании и размножении, 
получении новых видов сырья и на последу-Жизненный цикл и улучшения B. mori 

 Life cycle and improvements of B. mori
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ющем  нисходящем этапе  – новых продук-
тов. И личинка, и оболочка кокона, и куколка  
B. mori могут использоваться для продуци-
рования рекомбинантных белков. Возмож-
ность комбинирования методов трансгенеза, 
прямого кормления и обратного скрещива-
ния еще более расширяют вариативность и 
эффективность в получении новых целевых 
продуктов. Комплекс улучшений обеспечи-
вает базис биотехнологической платформы 
на основе B. mori, масштабирование которой 
превращает ее в биоиндустриальную плат-
форму для современной фармацевтической 
индустрии, состоящей из функциональных 
биоматериалов для доставки лекарств и ге-
нов, средств лечения и заживления ран, био-
материалов для тканевой инженерии, гибкой 
электроники, биочернил для 3D-биопечати, 
косметики и нутрициологии; для индустрии 
новых улучшенных текстильных материалов.
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