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家蚕雌性附腺及其 !" 突变体蛋白质组双向电泳图谱分析

靳远祥 徐孟奎" 陈玉银 姜永煌
（浙江大学动物科学学院，杭州 -/""!5）

摘 要 分别对家蚕（.(3425 3(*# ( E）正常及 61突变体雌蛾性附腺分泌部组织的蛋白质进行提取，并采用双向凝
胶电泳和计算机辅助分析方法，对提取的蛋白质混合物进行分离和比较分析。用银染的方法，平均每张电泳图谱

可以分离约 $""个蛋白质点，其中大部分的蛋白质点分布在 FG # H 2范围内，在分子量上主要集中在 -" H $" ?I区
域。比较分析发现，有 #种蛋白只在正常性附腺组织中特异表达，而有 !种蛋白只在 61 突变体的组织中特异表
达。另外约有 !5种蛋白在正常性附腺分泌部组织中的表达水平明显高于 61突变，而约有 /4种蛋白在 61突变体
的分泌部组织中表达水平较高。这些差异蛋白质可能与 61突变的形成和导致这种突变体的性附腺不能正常分泌
粘性蛋白的性状有关。
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双向电泳是目前蛋白质组研究中最为广泛应用

的蛋白质分析方法，该项技术经过几十年不断的发

展已有很大的进步，可以大通量地研究蛋白质属性，

从而在蛋白质水平上获得对细胞生理和病理状态下

调控系统的认识。但是由于蛋白质组本身的复杂

性，二维电泳的分辨率和重复性一直是困扰蛋白质

组学发展的主要原因。目前，基于固相 FG梯度等
电聚焦（LMN）的二向电泳（!I9）有较高的分辨率和
重复性，可实现大规模的蛋白质组成分析。

同许多昆虫一样，家蚕雌性附腺由分泌部和贮

存部组成，分泌部分泌胶状蛋白并贮存于贮存部中。

昆虫性附腺主要作用是分泌胶状粘液蛋白将产出的

卵粘附于外界的物质上，以保证昆虫在有大风大雨

的自然环境中也能正常继代。然而在家蚕的一些品

种中发现其产下的卵为天然散卵。这些品种的雌体

不能正常分泌胶状粘性物质，命名为 61 突变。已
有一些学者对性附腺及 61 突变进行了一些研究，
O11P7Q7=［/］等对性附腺的发育、蛋白质及 R)K的含
量的变化进行了研究，S&T&?& U7>&［!］等研究认为胶
状粘液蛋白有极强的粘性，是一种很好的生物材料，

但目前尚未检索到有关家蚕性附腺的分泌部组织的

蛋白质或蛋白质组相关文献。本实验以正常家蚕及

其 61 突变体的雌性附腺为材料，对其分泌部组织
的总蛋白进行抽提，并用双向电泳技术对它们的蛋

白质组构成进行比较分析，以发现两者分泌部组织

在蛋白质组水平的差异。

! 材料和方法

!"! 试剂
本实验所用的主要试剂 LMN V+WW1P（FG - H /"），

超纯脲，LMN干胶条（FG X - H /"，!#D:），YIY，I00，
ZGKMY，09S9I，0P;[，丙烯酰胺，甲叉双丙稀酰胺，
甘氨酸，琼脂糖，甘油，低分子量蛋白质标记试剂盒，

样品研磨试剂盒和样品清洗试剂盒均购于 K:1P.
[\7: ];&[D;1=D1[公司；碘乙酰胺和硫脲购自 Y;>:7公
司。

!"# 试验材料
供试蚕品种为本实验室保存品种 952/及其 61

突变系，在冰冷的生理盐水解剖未产卵的处女蛾，取

性附腺的分泌部，置于 ^ $2_的低温中保存。本试
验所用的第一向等电聚焦系统 LMNF\&P 及其附件，
第二向 YIY.MKN9垂直电泳系统 9TT7= I7’T [;8及附



件，二维电泳图谱成像系统及分析软件均为 !"#$%
&’(" )*+&,*#-,#&产品。
!"# 蛋白质的提取
性附腺分泌部组织样本用预冷的磷酸缓冲液

（./ 012）清洗 3次后用滤纸吸干，离心后称取 34"5
放入 617"8 的离心管中，分别用裂解缓冲液 !（9
"+:;8 <$#(，2= >/!?@，3= A?B CDEE#$，F4 ""+: GHH）
和缓冲液 )（0 "+:;8 <$#(，3 "+:;8 H’*+D$#(，2=
>/!?@，3= A?B CDEE#$，24""+:;8 H$*&，24""+:;8 GHH）
抽提组织中的蛋白质，检测两种缓冲液的蛋白质提

取浓度。蛋白质抽提时先加 644!8裂解缓冲液，用
研磨试剂盒（@(".:# 5$*-I*-5 J*K）在冰上进行充分的
研磨，然后加裂解缓冲液至 744!8，轻微混匀，静止
放置冰上 L4"*-，期间每 64"*- 用超声波处理 L4&。
67 444$;"*- 2M离心 L4"*-，转移上清至另一离心管
中。取少量上清液用磷酸缓冲液稀释 64 倍，用
)$(IE+$I法进行蛋白质定量［L］。然后用 @G@电泳，考
马斯亮蓝染色检测蛋白质的提取浓度。蛋白质双向

电泳，根据蛋白质的提取浓度，从蛋白质浓度大的溶

液中约取 344!5的蛋白质，按照清洗试剂盒的操作
说明进行蛋白质样品进行沉淀并进行 3G分析。
!"$ 蛋白质的双向电泳
!"$"! 第一向固相 ./梯度等电聚焦：按照 @(-,’#N
等人［2］改进的胶内加样方法进行。将处理好的蛋白

质沉淀用 274!8（32,"胶条，./ L O 64）溶胀缓冲液
（914"+:;8 <$#(，3=>/!?@，319=GHH，417= A?B 缓
冲液，41443=溴酚蓝）溶解蛋白质沉淀。加样前进
行短暂的离心去气泡和少量未溶解的蛋白质沉淀，

将样品加入干胶条瓷质容器中，胶面朝下小心放入

A?B干胶条，避免产生气泡。在 34M条件下自动进
行溶胀和等电聚焦，溶胀采用低电压 L4P 时间为
63’，总电压时约 92 444JP’。电泳结束后，将等电聚
焦后的胶条放入平衡管中加 67"8 平衡缓冲液
（74""+:;8 H$*&%/>: ./ 919，F"+:;8 尿素，L4=甘油，
3=@G@，41443=溴酚蓝），于摇床上振荡平衡 3 次，
每次 67"*-。第一次平衡缓冲液中 GHH 674 "5，第二
次平衡缓冲液中加 41L075碘乙酰胺。
!"$"% 第二向垂直 @G@%?!BQ及银染：在第一向聚
焦结束 L’前进行灌胶，胶的厚度为 6""，凝胶浓度
为 6317=。胶条平衡结束后，将其转移至凝胶的上
方，避免气泡的产生，用 417=的琼脂糖封闭。电泳
缓冲液 H$*&%B:R,*-#%@G@，电泳开始恒功率 7S;块胶，
电泳 L4"*-，然后调整功率为 67S;块胶，直至溴酚蓝
前沿距玻璃板边缘约 417,"时停止电泳。蛋白质染

色方法为银染［7］。

!"& 凝胶扫描与图像分析
用高分辨率的专业扫描仪（A"(5#@,(--#$，!"#$%

&’(" )*+&,*#-,#&），采用 244G?A的分辨率对银染的凝
胶进行灰度扫描。用 A"(5#T(&K#$ 3G分析软件对图
像进行背景消减、斑点检测、分子量和等电点分析、

蛋白质点量值的标准化分析等。

% 结果

%"! 蛋白质的提取率
用蛋白质裂解缓冲液 !和 )对性附腺的分泌

部组织分别进行了蛋白质抽提，对抽提得到的蛋白

质用 )$(-IE+$I 法进行了浓度定量。用 744!8 的裂
解缓冲液对 34"5的分泌部进行抽提，每 6"5组织可
以获得的蛋白质量见表 6。从表 6中可以看出缓冲
液 )对蛋白质的提取率略高于缓冲液 !的提取率，
但两者的差别不明显。用 @G@ 蛋白质单项电泳，

表 ! 用裂解缓冲液 ’和缓冲液 (对性附腺
组织的蛋白质提取量

)*+,- ! ./01-23 -41/*51203 06 50,,-1-/2*, 7,*389 0/7*39
23 92,:;0/< <01= +> ,>929 +?66-/ 90,?1203 ’ *38 (

@#,$#K+$R $#5*+- +E ,+::#K#$*(: 5:(-I&

8R&*& CDEE#$ ! （662179 U 210L）!5;"5

8R&*& CDEE#$ ) （630139 U 71LV）!5;"5

图 6 家蚕性附腺分泌部组织蛋白质 @G@凝胶电泳图谱
W*5X6 H’# @G@%.+:R(,$R:("*I# 5#: #:#,K$+.’+$#&*&

+E .$+K#*-& E$+" ,+::#K#$*(: 5:(-I& +$5(-&
6：@G@ #:#,K$+.’+$#&*& +E K’# .$+K#*-& #YK$(,K#I CR CDEE#$ !；

3：@G@ #:#,K$+.’+$#&*& +E K’# .$+K#*-& #YK$(,K#I CR CDEE#$ )
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凝胶进行考马斯亮蓝染色对蛋白质丰度进行进一步

检测，结果见图 !。尽管考马斯亮蓝染色的灵敏度
较低，电泳图上的条带也非常丰富，而且缓冲液 "
提取的蛋白质条带略浓于缓冲液 #的条带，这与上
述的蛋白质提取率相一致。

!"! 家蚕正常性附腺分泌部组织及其 !" 突变体
蛋白质组双向凝胶电泳分析

!"!"# 双向电泳的分辨率：双向电泳第一向根据蛋
白质的等电点不同用等电聚焦法分离蛋白质，第二

向按蛋白质的分子量的大小把复杂的蛋白质混合物

在二维平面上分开。本实验用 $%&’的干胶条进行
二向电泳，平均每块胶可平均分离 ())点。
!"!"! 正常性附腺分泌部组织及其 !" 突变蛋白
质双向凝胶电泳图谱：对家蚕性附腺分泌部组织用

*+ , - !)的固相胶条分离蛋白质时，发现大部分的
蛋白集中在约 *+ % - .范围内。用 $% &’的 /01干
胶条对分泌部组织的蛋白质样品进行二维电泳分

离，采用银染方法，两张图谱上均可分辨 ())个以上
的蛋白质点，蛋白质的分离效果好，分辨率高。蛋白

质的分布范围较广，但大多数集中在 ,) - () 23区
域，偏碱性蛋白质较多。本次实验从分泌部组织的

随机获得到样品制备和电泳分析各重复 $次，同一
来源的样品之间蛋白质点的匹配率高，能满足 $3
分析的需要。结果见图 $和图 ,。

图 $ 家蚕正常性附腺分泌部组织双向电泳蛋白质图谱
4567$ 89:;<5’=>?5:>@A =A=&BC:*D:C=?5? *C:B=5> ’@*? :E

?=&C=B:CF C=65:> :E >:C’@A &:AA=B=C5@A 6A@><?

!"!"$ 差异蛋白质分析：从图 $、图 ,中可以看出正
常及 !" 突变体雌性附腺分泌部组织中的蛋白质点

分布非常相似。利用 /’@6=G@?B=C $3 分析软件，以
其中一块胶为参考胶进行两者的匹配，并结合肉眼

观察比较，发现有 %种蛋白只在正常性附腺组织中
有表达，而有 $ 种蛋白只在 !" 突变体的组织中有
表达，详见图 %。为了准确描述图谱上蛋白点的量
值，利用分析软件将其定义为一个蛋白点占该胶内

所有蛋白点的百分比，这是一个相对量，由于这个数

字非常小，在计算程序中被自动乘上一个缩放系数。

在蛋白点量值校正以前先对胶内的背景进行手工消

减，以减少对点量值的影响。这些差异蛋白质的等

电点、分子量和标准化相对含量见表 $。此外还发
现在几种主要蛋白质表达水平基本相同的情况下，

约有 $H种蛋白正常性附腺分泌部组织中的表达水
平有明显的升高，而约有 !I种蛋白在 !" 突变体的
分泌部组织中表达水平显著升高。

图 , 家蚕 !"突变性附腺贮存部织的双向电泳图谱
4567, 89:;<5’=>?5:>@A =A=&BC:*D:C=?5? *C:B=5> ’@*?
:E ?=&C=B:CF C=65:> :E !" ’JB@>B &:AA=B=C5@A 6A@><?

图 % 在 KH.!和 !"突变粘液腺中的差异蛋白质
4567% 8D= <5EE=C=>B5@A *C:B=5> ?*:B? @**=@C=< L=B9==>

BD= KH.! @>< 5B? !" ’JB@>B
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表 ! 家蚕正常和 !"突变性附腺腺分泌部组织蛋白质组的主要差异蛋白质
"#$%& ! "’& (#)* +’#,#+-&,. /0 -’& 1)00&,&*-)#% 2,/-&)* .2/-. $&-3&&* */,(#% #*1 !" (4-#*- /0 +/%%&-&,)#% 5%#*1.

!"#$%&’ ()#$( ’*+,%" )- ."/01
2%34$&5% ’#"+43&64$&#’ 5#3*+% #7 8&77%"%’$&43 #7 )"#$%&’ ()#$(

9%:"%$#"; "%<&#’ #7 ’#"+43 :#33%$%"&43 <34’8( 9%:"%$#"; "%<&#’ #7 !" +*$4’$ :#33%$%"&43 <34’8(

=>?@A@ BCBD> BBCEB EC@FF AAAAA

=>?@AF ?CBG> GFC>> ECFHB AAAAA

=>?@AG DC@@> FHCHD EC@FI AAAAA

=>?@AH BCB?B BHCHH EC@@@ AAAAA

!"A B HCH@ FIC@? AAAAA ECFD?

!"A I HC@?D GEC?F AAAAA ECFH@

6 讨论

678 蛋白质样品制备及双向电泳
双向电泳实验操作链较长，每一个环节的疏忽

都可能对实验结果产生不可预测的结果。本实验采

用 J+%"(K4+ L&#(:&%’:%(公司的 -!M)K#"进行等电聚
焦，胶条的重泡胀和等电聚焦在同一容器中进行，

-!M)K#"内置 ?EEEN电源和恒温装置，是新一代的专
项等电聚焦设备。-!M)K#"系统采用瓷质等电聚焦
槽，具有良好的控温效果。实验采用将样品直接加

入重泡胀液技术，避免了样品杯的使用，从而避免了

在胶面某一点加样所致的蛋白质沉淀［I］。本实验还

用了 J+%"(K4+ L&#(:&%’:%(公司为双向电泳设计的样
本清洁试剂盒对提取的蛋白质样本作进一步的清洗

有助于去除样本中蛋白质以外的成分，使凝胶银染

的背景更加清晰。

67! 家蚕性附腺组织蛋白及分泌的粘液蛋白
已有一些学者对性附腺分泌的胶状粘性物质的

成分和性质进行了研究。根据 O%%"4P4’［@］的研究认
为分泌的胶状粘性物质主要由 ?BQ的水、@@Q的蛋
白质及一些自由氨基酸和一些碳水化合物组成，通

过 919电泳发现了两个主要的分子量较大的蛋白
质。R4$(*&0#［D］等的研究发现，根据日本工业标准
RI?BE，家蚕分泌的这种粘性物质的平均粘性强度为
@@C? 0</:+F。这种胶状物质是一种有趣的生物材

料，其对研究生物粘性的机理非常有意义，并在生物

制药和食品工业等领域上有广阔的应用前景。

然而 !" 突变体家蚕的雌性附腺发育过程中只
分泌极少量的粘性物质，因此产天然散卵。就蛋白

质的合成来说，R4+&S#（@>D?）的研究发现，与正常的
家蚕相比较 !" 突变体性附腺的分泌部 +2TJ 或
"2TJ的降解非常迅速。根据经典遗传学研究，!"
突变基因定位在家蚕第 @F染色体，雌蛾的性附腺异
常，不能形成胶着物质。实验显示化蛾后的正常家

蚕和 !" 突变家蚕的性附腺的分泌部的蛋白质构成
基本一致，但也存在明显差异，主要表现在 FA1=图
谱斑点的缺失和蛋白质表达量的差异，其中有 H种
蛋白质在 =>?@ 中特异表达，而有 F 种蛋白质只在
!" 突变体中特异表达，而且还有一些蛋白质在两
者中的表达量差异很大。生物体中从基因到蛋白质

是一个及其复杂的生物学过程，基因序列中 @个或
几个碱基发生突变，就有可能导致正常的功能蛋白

不能表达或表达其它性质的蛋白质。本实验发现的

差异蛋白质的产生可能是由于一些基因发生了突

变，从而导致了组织中不能表达一些功能蛋白或表

达一些其它性质的蛋白质，从而直接影响了性附腺

分泌部对胶状粘性蛋白的分泌。本实验通过比较

FA1= 图谱，筛选出一些正常和 !" 突变体性附腺分
泌部组织的差异蛋白质点，进一步结合肽质量指纹

图谱和氨基酸序列分析来鉴定差异蛋白质，了解这

些蛋白质的生物学功能是我们今后的主要工作之

一。
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干细胞与癌症

有“万能细胞”之称的干细胞可用于治疗多种疾病，如心肌梗死、中风、肝硬化、糖尿病、皮肤病、帕金森氏症以及癌症等几

乎所有的常见病，其中干细胞治疗癌症（恶性肿瘤）更引人关注，预示着干细胞疗法将会决定今后医学发展的未来。目前，对

干细胞的研究与应用取得了重要进展。

在我国，解放军 IQ<医院采用异基因造血干细胞治疗晚期肾转移癌取得成功，能使一位双肺多处转移、濒临危亡的晚期肾
癌患者获得新生。所谓异基因指的是患者妹妹的基因造血干细胞、淋巴细胞，表现其相容性。尽管在国外曾于 :;;;年有关这
方面报道，但国内在这方面的应用研究尚属首次。研究者认为，这项研究成果用于临床治疗取得成功的关键在于两方面：（:）
供造血干细胞进入患者体内有很好的相容性，从植入外源异基因造血干细胞的存活而且显现其功能；（>）在此基础上分期向
患者体内输入供体健康的 V3淋巴细胞，利用移植物的抗肿瘤效应，为患者重建健康的造血功能和免疫功能，以达到杀灭癌细
胞的效果。此项干细胞移植技术的应用将为许多常规综合治疗而无效的晚期实体瘤患者开辟一条新的治疗途径。目前该院

用造血干细胞移植治疗淋巴瘤、乳腺癌、卵巢癌、肺癌等实体瘤 >QQ多例，均取得良好效果，使患者延长了生命，提高了生命质
量，有的重返工作岗位；异基因造血干细胞移植治疗白血病（血癌）也取得满意结果；研究者还采用树突状细胞疗法治疗黑色

素瘤取得较好疗效，多名晚期恶性黑素瘤伴多发转移的患者用此疗法进行治疗获得新生。

尽管干细胞移植技术用于治疗某些癌症取得重要突破，确实为癌症患者的康复带来喜讯和希望；但是从另一方面看，又

必须引起研究者的思考。就是说，干细胞与癌细胞有相似之处，即有一种相同的蛋白质控制着干细胞和癌细胞的增生，无限

的细胞分裂。因此，干细胞移植于宿主细胞治疗疾病，是否会激发癌细胞增生呢？这是干细胞功能作用值得关注的另一面。

与此同时，必须调控干细胞增生的“开关”，不致使移植的干细胞变成癌细胞，严防癌细胞攫取干细胞分化成各种组织的特性；

重要的是控制增生细胞的“开关”，那就是细胞中的蛋白质即核酸干素（*04/").’"+(*）和 \=>蛋白质，降低它们的水平，则可减少
其增生，因此，控制这类分子“开关”有着非常重要的意义。

总之，造血干细胞的研究及其应用所取得的成就和突破，将对人类某些致命性重大疾病的救治，以及挽救生命、延续生命

（长寿）具有重大意义，它会不断地创造奇迹。因为这项新型细胞疗法不仅为人类治病包括癌症带来新希望，而且为干细胞特

别是造血干细胞及其功能正反两方面的深入探究提供种种机会，里面大有文章可做。至少目前骨髓宝库及造血干细胞的研

究、开发、利用以及它们的再生修复功能和机制，它们与宿主环境相互关系作用的分子生态学仍需要作深入探究。

（柯 为 供稿）
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