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摘 要 通过高精度的双向电泳技术对家蚕末龄幼虫的脂肪体组织进行了研究，采用基质辅助质量飞行时间质谱对其中一

些表达量较高的蛋白点进行了鉴定，并利用 ]J‘>a软件结合家蚕基因组预测的蛋白质数据库构建了本地的肽质量指纹图谱
数据库，对所得到的肽质量指纹图谱进行了分析。研究发现，经过双向凝胶电泳及其图象分析技术，银染可以分离出 %!!个清
晰蛋白点，这些蛋白质主要集中在分子量 =# b &$ Fc区域，等电点 .V L b @之间。‘>[c\PBW?P‘,鉴定的 L=个蛋白点中都有较
强的肽质量指纹信号峰，其中 "L个蛋白点得到了成功鉴定，其中包括了大量参与代谢的酶类、不同分子量的热激蛋白、重要的
血液蛋白 "$M，>4/5:"等，这一结果对人们进一步认识家蚕脂肪体提供了有利的帮助。
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家蚕作为鳞翅目昆虫的代表，不仅具有极为重

要的经济学价值，而且为人们研究昆虫生理生化和

分子生物学提供了良好的材料。家蚕脂肪体是家蚕

的重要组织器官，它既是营养物质的贮存场所，又是

家蚕体内各种物质代谢的重要器官。它与家蚕体内

循环的血液有着密切的物质交换，为家蚕的生命活

动贮存了能量。

家蚕基因组框架图的完成为人们对家蚕的研究

提供了大量的信息［=］，在此基础上，本实验室对家蚕

的脂肪体进行过较为深入的调查研究。程道军曾对



家蚕不同时期的脂肪体 !"#数据进行过整体分析，
比较了幼虫、蛹、成虫的脂肪体的基因表达差异［$］。

沈以红等人也对五龄 %天的脂肪体的 !"#进行过拼
接和整理［%］。程廷才等人利用细菌感染后的脂肪体

研究了抗菌肽基因表达情况［&］。他们的研究结果都

表明，脂肪体作为家蚕的重要器官，参与了许多重要

的生命活动。

但是，仅在信息分析和 ’()*水平上的研究是
难以全面了解到整个生命过程，很多重要的生物学

反应，如磷酸化、糖基化修饰都是发生在基因的翻译

产物 +蛋白质的水平上，因此，蛋白质组学研究逐渐
成为了后基因组时代研究的热点。目前，有关家蚕

蛋白质组学方面的研究已有相关报道，如：钟伯雄等

对家蚕的丝腺进行了蛋白质组学的研究［,，-］，靳远祥

等对家蚕雌性附腺及其分泌物以及 ).突变体进行
了蛋白质组学研究［/，0］，颜新培等对家蚕胚胎进行了

蛋白质组学研究［1，23］，$33, 年张平波等将家蚕丝腺
分为六个部分进行蛋白组学研究，鉴定了其中 1%个
蛋白点［22］，同年，缪云根等对 , 龄家蚕不同时期血
液进行了蛋白质组的差异研究［2$］。但是有关家蚕

脂肪体的蛋白质组学在国内外的相关报道比较少，

因此，为了进一步了解家蚕脂肪体的重要生理功能，

本研究利用高精度的双向电泳和质量时间飞行质谱

技术对家蚕脂肪体做了初步的研究调查，发现了大

量与代谢和免疫相关的蛋白，这将为人们在蛋白质

水平认识家蚕脂肪体提供有利的参考。

! 材料与方法

!"! 材料
家蚕大造（4,3）品种，由西南大学家蚕基因库提

供。以桑叶添食饲养到五龄第 ,天取材。
!"# 取材
解剖五龄 ,天幼虫，将脂肪体组织置于冰冷的

35/,6生理盐水中洗涤，迅速放置于离心管中，
+ 037保存。
!"$ 蛋白质的抽提
取出 + 037低温保存的脂肪体组织，称取约

352 .于研钵中，加入液氮，迅速研磨至粉状，使脂肪
体细胞充分被破碎。待组织溶解加入裂解缓冲液（0
89:;< =>?@，&6 AB*4"，$3 889:;< #>CD E@D?，%3 889:;
< (##，$6 F4G EHII?>，3526 4J"K）使其充分裂解，
然后在 &7下 &3333 ! 离心 2 L，吸取上清并用
M>@NI9>N法定量蛋白［2%］，然后分装至离心管 + 037
保存备用。

!"% 脂肪体组织双向电泳分析
按照 F4G OL9>#J等电聚焦系统的方法指南进行

第一向固相 OB梯度等电聚焦。采用 /’8胶条时，上
样量为 -3!.，聚焦总电压时间为 2% 333（P·L）。使
用 20’8胶条时，上样量为 2,3!.，选用梯度升压的
方法：,3 P水化 2$ L，233 P $ L，$33 P 2 L，,33 P %3
8CQ，2333 P $3 8CQ，%333 P $3 8CQ，0333 P &3333 P
·L。聚焦完毕后采用两步平衡法，每步 2, 8CQ，平衡
液为 - 89:;< H>?@，,3 889:;< #>CDRBA:，353/6 "("，
@QN %36 .:S’?>9:，26 (##，第二步平衡时用 25$,6
碘乙酰胺代替 (##。平衡后进行 "("R4*G! 电泳，
采用的胶浓度均为 2$5,6，$R(胶染色方法为银染。
!"& #’图谱分析
蛋白 质 电 泳 图 谱 采 用 *8?>DL@8 公 司 的

F8@.?"’@QQ?>$(进行扫描，用 F8@.? J@DT?>$(分析软
件进行图象分析，检测蛋白斑点，并预测其分子量、

等电点等。

!"( 蛋白点的胶内消化
在 20 ’8双向电泳图谱胶中选取较明显的 &2

个蛋白点，手工取点。分别放置于预先用 8C::CRU和
甲醇润洗过的离心管中，然后加入 ,36 *A);
)B&BAV% OB053溶液 233 W 2,3!<洗涤脱色 %次，至
银的褐色完全褪去后，加入适量 2336 *A)浸泡，进
行脱水处理，直到胶呈现乳白色为止。去掉 *A)，
晾干后加入 2,!<胰蛋白酶（23!.;8<，DC.8@），%/ 7
消化 2- W $&L。用 $,!<的 ,36*A);,6#K*溶液处
理消化产物 %3 8CQ，终止酶切反应，重复 2 次，合并
抽提液后，在真空浓缩仪中进行干燥。用 %!< ,36
*A);,6#K*重新溶解样品后，将 35,!<样品与 35,

!<基质液 ABA* 混合后点样于不锈钢点样板上，置
空气中自然风干。

!") 蛋白质质谱分析
采用 P9S@.?> (! O>9型质量飞行时间质谱仪（西

南大学蚕桑学重点实验室）对处理好的样品进行分

析。离子源加速电压为 $3XP，采用反射模式以提高
质量精度，离子延迟时间 233QD，真空度为 & Y 23+ /

#9>>。收集质量范围在 033 W $,33 (范围内的信号
峰，用胰蛋白酶自切峰作为内标校正。利用软件

(@T@ ?ZO:9>? 对所得到的峰图进行分析。
!"* 蛋白质肽质量指纹图谱的检索
采用标准的检索方法，利用 J*"AV#在线进行

检索，用 )AMFQ> [ $33,53253- 更新的数据库，8CDD
’:?@\@.?D 设置为 2，8@DD T9:?>@Q’? 设置为 35,(。此
外，从 DC:X(M 网站（ ITO：;;ITO [ .?Q98C’D [ 9>. [ ’Q;OHE;

0-0 "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)!2 生物工程学报 $33/，P9:5$%，)95,
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上下载家蚕基因组中预测的基因，构建本地家蚕蛋

白质数据库，并利用 (09,3（()*)1/# 01-.)"*’9/22
,*/#:2"2 ;-1 3"*<-=2）软件构建本地家蚕蛋白质的肽
质量指纹图谱数据库。用 (09,3>?@ 软件在本地
蛋白质数据库中进行比较鉴定［AB］。

! 结果与分析

!"# 家蚕五龄 $天脂肪体双向凝胶电泳图谱
图 A为 CDE，8FG H A@的胶条分离得到的脂肪体

双向电泳图谱。可以看出，蛋白点的分布和聚焦效

果比较理想，通过软件分析可以检测到超过 G@@ 个
较为明显的蛋白点。但是，由于胶条的长度较短，图

中很多蛋白点过于紧凑，这会对蛋白质点的挖取和

鉴定产生比较大的影响。因此，我们用 AIDE，8FG H
A@胶条做了进一步展开分离，硝酸银染色后，发现
扩展后所得到的图谱背景低，蛋白点的分布更为清

晰，经过 G 次重复实验，发现胶之间具有较好重复
性，能够满足 5%分析的要求。通过图象扫描和计
算机软件分析从胶中可以明显检测到 C55 个蛋白
点，它们绝大多数分布在 AJ H K@$%，等电点 8FB H I
之间，其中分子量在 5J H I@$%，等电点 8FB H C之间
蛋白斑点最多，达 BBK个，这为下一步的蛋白鉴定工
作提供了有利的帮助。

图 A 家蚕五龄 J天脂肪体双向电泳图谱（CDE 8FG H A@）
6"47 A L=-M<"E)*2"-*/# )#)D.1-8N-1)2"2 E/8 -; 81-.)"*2

)O.1/D.)< ;1-E ;/. -; 2"#$=-1E "* J.N </: -; .N) ;";.N "*2./1 #/1P/)

!"! %&’()*+,- %.质谱分析
将图 5中较为明显的 BA个蛋白点利用 9,Q%RM

LS6 9!进行了鉴定，结果发现，所得到的肽质量指
纹图谱（096）的信号峰都较为明显，信噪比较低。
将这些峰图利用 %/./ )O8#-1) 软件进行了同位素峰

合并后，在数据库中进行检索，结果发现其中的 GB
个蛋白点匹配到了较好的结果，占鉴定蛋白总数的

IGT，它们得到的序列覆盖度均达到了 5JT 以上。
以点 K为例，可以检测到 5>个明显的肽段峰（图 G），
在数据检索的结果中它的序列覆盖度达到了 J@T，
得分为 I5，预测到的等电点与分子量与图谱中均比
较相符，表 A列出了匹配峰值的氨基酸序列信息。
在成功鉴定的 GB 个蛋白点当中，5B 个已经有

了相关基因序列的报道，同时通过 9,!USL在线检
索结果进一步得到了验证，其中包括大量与代谢相

关的酶类，血液中的重要蛋白 G@V 81-.)"*，不同分子
量的热激蛋白，核糖体蛋白和大量的细胞骨架蛋白。

另外还有一些蛋白，它们的序列未曾报道，但已经被

家蚕基因组数据所预测，例如 /#<)N:<) <)N:<1-4)*/2)
醛氧化酶（点 I），/#<-’$).- 1)<WD./2)醛酮还原酶（点
5@）。表 5 列出了所有鉴定出的蛋白在 XU&R 和
2"#$%&的序列号和预测的功能［AJ］。

图 5 家蚕五龄 J天脂肪体双向电泳图谱（AIDE 8FG H A@）
6"47 5 L=-M<"E)*2"-*/# )#)D.1-8N-1)2"2 E/8 4)# -; AIDE

)O.1/D.)< ;1-E ;/. -; 2"#$=-1E "* J.N </: -; .N) ;";.N "*2./1 #/1P/)

图 G 鉴定的主要蛋白点在双向电泳图中的分布
6"47 G %"2.1"YW."-* -; 28-.2 )OD"2)< ;1-E .N) E/8 -; ;/. -; 2"#$=-1E
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图 ! 蛋白点 "肽质量指纹图谱
#$%&! ’(# )* +,+-$.,/ *0)1 -02+/$3 .$%,/-/ )* /+)- "

表 ! 蛋白点 " 的在本地检索中的结果
#$%&’ ! (’)$*&’+ ,’-.&)- /0 -1/) " *+’2)*0*3$)*/2 %4 &/3$& -’$,35*26 7*)5 -/0)7$,’ /0 89:;<

41$3) 56$. 0,/$.7,/ 89/,0:,. ;5<67<5-,. =$**,0,36, 41$3) 56$. /,>7,36,
"" ? @@A @BCBD"AE @BCBD!!" ? AD!C FG4(=HFIHJKL
@MM ? @!! @MCED"N! @MCEDOC! ? AD!B GGPKGHI’G=IL
MAA ? M@M @!MOD"CN @!MODO"" ? ADME #FQ4HRIKR4JJHL
BE@ ? BNM @!!ADA@E @!M"DCE! ? ADM! K4JFHJFK4IS#L
BAB ? B@! @!OED"EB @!OEDE"E ? AD@E FKJG(IJGPPK4T
BO! ? BCN @CA@D"EC @CA@DN!C ? AD@M K4JKSHQ(PI’’H4L
N! ? "N @CENDABC @CEED"B@ ? AD@@ JKJIK4QUJHIPFKL
M"C ? !@@ @N@BD"B" @N@MDACE AD@! G(=’PGGH4IUSPK4L
BO! ? BEA @NBND"@@ @NB"D@@B ADB K4JKSHQ(PI’’H4L4L
BN! ? B"" @"B@D"! @"BBD@B! AD@N =QIHQ=KJJ#G=PG#L
!OB ? !C" @"CBD"CE @"CMDBBM ADBC #JRQ’#QK4IK#FHU4HT
MEE ? M"O @"NED""M @"NNDBB! ADBM 4G4IJHGS’4K=’J=RFRL
@MM ? @O@ BAECDAO BAECDMEC ADMM GGPKGHI’G=ILH’G’F=T
@@@ ? @MB BB@"DAC" BB@"DOBC AD!C HQ’KJ=RHR’GLG’KH4IFJHL

= 讨论
脂肪体是家蚕体内物质和能量代谢的中心，很

多生物学反应包括磷脂代谢，碳水化合物代谢，氨基

酸代谢等都在脂肪体内有所发生。在幼虫期脂肪体

吸收来自血液中的大量的营养物质，除了用于能量

消耗以外，将其余的转化为脂肪、蛋白质和糖类贮

存，以供应眠期、蛹期和成虫期所需要的能量。早期

的研究表明，在催眠期和眠中，脂肪体内含有大量的

的糖原，在蜕皮前新皮形成的过程中，糖原逐渐减

少，这表明脂肪体在新皮形成过程中起到了重要的

作用。在本次实验中，大量与代谢相关的酶类在脂

肪体中被鉴定出来，如 %<26,05<.,V2.,WMW+V)/+V5-,
.,V2.0)%,35/,（H4’=U 磷酸甘油醛脱氢还原酶），

I3)<5/,（烯醇酶）等，它们都是在糖酵解过程中极为
重要的酶类，例如，果糖W@，CW二磷酸在醛缩酶催化
下裂解生成甘油醛WMW磷酸等物质以后，在 H4’=U
（点 @N）催化下生成 @，MW二磷酸甘油酸，同时使
P4=X还原为 P4=U。而 I3)<5/,（点 B@）负责将生成
的 @，M二磷酸甘油酸转化为磷酸烯醇丙酮酸进而转
化为丙酮酸生成 4F’，从而为生命活动提供了能量，
这些与代谢相关的重要的酶类在脂肪体中都显示了

较高的表达量。

脂肪体做为重要的免疫反应器官，分泌合成了

多种与分子免疫相关的蛋白，如抗菌肽 6,60)+$3/，
.,*,3/$3/等。同时，许多细胞内的分子机制包括氧
化还原反应等，对于昆虫的免疫系统也起着极为重

要的作用。本次实验所鉴定的谷胱甘肽硫解转移酶
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（点 !"），是一类在众多物种体内都存在的氧化还原
酶系。在昆虫体内，它参与了许多分子的解毒机制，

在保护组织以抵御氧化侵害及氧化压力中起重要的

作用［#$］。热激蛋白是生物体内相当保守的基因家

族，在正常条件下它帮助蛋白折叠运输，参与降解多

余的蛋白，维持细胞正常生命活动。最近的研究表

明，热激蛋白在免疫反应中起到了重要的作用，在生

物体受到外界环境压力时，热激蛋白具有保护细胞

的作用［#%，#&］。’()*+ ,-* ./*+近期的研究表明，用微
生物感染家蚕后，家蚕血液中热激蛋白含量有明显

上调的趋势［#0］。

表 ! 五龄 "天脂肪体蛋白点鉴定表
#$%&’ ! ()*+ ,- ./,+’)0* )1’0+)-)’1 -/,2 -$+ ,- !"#$%& #"’( )0 "+3 1$4 ,- +3’ -)-+3 )0*+$/ &$/5$’

.1/2 3/ 45/267* *-86 96:: ;)*<27/* 39=> 6*25( .7:?@= 6*25( A5（?@-） 1> .6B（C）
# D6-2 ED/<? %F ?@ 15/267* </+*-26 A/:6<):-5 <D-165/*6 +7 G!H"$F"# =8IF##"%H %! JK#! ""
" ,6-2 ED/<? 15/267* </+*-26 A/:6<):-5 <D-165/*6 +7 G"FJ$!#"J =8IFF0!$F %# JK!! "0
! 15/267* L7E):M7L6 7E/865-E6 .256EE 56E1/*E6 +7 G#"F"JHJ0 =8IF""$#0 JJ HKF$ !F
H I62-N2)I):7* E25)<2)5-: 8/:6<):6 -<27O72( +7 G!!00%"H =8IFF&%&0 JF HK%& !"
J I62-N2)I):7* E25)<2)5-: 8/:6<):6 -<27O72( +7 G!!00%"H =8IFF&%&0 JF HK%& !%
$ -:1D-N2)I):7* E25)<2)5-: 8/:6<):6 -<27O72( +7 G$F&$&# =8IFFH0!F JF HK0$ !!
% L7E):M7L6N7E/865-E6 :7?6 15/267* PQ1J% .256EE 56E1/*E6 +7 G$""H#"0F =8IF#J#&J JJ JK"$ "J
& E787:-5 2/ -:L6D(L6 L6D(L5/+6*-E6 R:L6D(L6 L6D(L5/+6*-E6 -<27O72( =8IF"H#%0 J# $K0! !#
0 , S 25-*E1/527*+ E(*2D-E6 I62- E)I)*72 RT4 I7*L7*+ -<27O72( +7 G0J#F"0HF =8IF#$$HH JH JK!" H"
#F , S 25-*E1/527*+ E(*2D-E6 I62- E)I)*72 RT4 I7*L7*+ -<27O72( +7 G0J#F"0HF =8IF#$$HH JH JK!" J&
## M-5*6E/7< -<7L /N862D(:25-*EM65-E6 862-I/:7E8 =8IF"JJ"& "H JKF& H&
#" 6*/:-E6 9-5I/D(L5-26 862-I/:7E8 =8IF#"FJ0 $" HK&0 !%
#! =62-N)567L/15/17/*-E6 4(5787L7*6 862-I/:7E8 =8IF#%$"& HH $K#$ JF
#H 57I/E/8-: 15/267* .25)<2)5-: 15/267* +7 GJH$F0"&# =8IF"&0!! !! HK&% !#
#J R<27* ! <(2/E?6:62/* +7 GJ%H0 =8IF#""#" H" JK# !&
#$ R<27* ! <(2/E?6:62/* +7 GJ%H0 =8IF#""#" H" JK# H$
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"# PE265 D(L5/:-E6 ,(L5/:-E6 -<27O72( =8IF"H0&0 !& $ !&
"" 57I/E/8-: 4F 15/267* </*E272)6*2 /M 57I/E/86 +7 GJH$F0#&% =8IF###!H !H JK$# !H
"! )*?*/U*
"H )*?*/U*
"J !F’ 15/267* D68/:(81D 15/267* +7 G#F0F0 "0 %K$! !J
"$ E787:-5 2/ 1/57* -*7/* 25-*E1/52 =8IF#!!"H "F %K$$ !F
"% !F’ 15/267* D68/:(81D 15/267* =8IF"#H"" !! 0K"& !$
"& P*/(:N9/R D(L5-2-E6 # ;-22( -<7L 862-I/:7E8 =8IF!!%$0 !" &KHH "%
"0 !F’ 15/267* D68/:(81D 15/267* +7 GJ%HF =8IF#0J#0 !F $K"J !J
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!$ 25-*E:-27/*-::( </*25/::6L 2)8/5 15/267* 25-*E:-27/* M-<2/5 -<27O72( =8IF#%!J& "F HKJ# $"
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!& )*?/U*
!0 !F’ 15/267* D68/:(81D 15/267* +7 G&H%0F =8IF#0J#& !F $KH "J
HF !F’ 15/267* D68/:(81D 15/267* +7 G&H%0F =8IF#0J#& !F $KH !F
H# 16127L(:15/:(: 7E/865-E6 = 15/267* M/:L7*+ +7 G0J#F!F$& =8IF!!"0" "" %K&& !$

家蚕 !F’蛋白是家蚕所特有的一类低分子量
脂蛋白，它由脂肪体合成，然后分泌到血液中，成为

家蚕生长发育过程中的重要的贮藏蛋白之一。在 J

龄初期，在脂肪体内几乎检测不到 !F’ 蛋白基因
8Q3R，但在五龄 !天其 8Q3R的活性急剧上升，在
五龄 H天达到最大值，之后逐渐下降，在化蛹时完全

#%&侯 勇等：家蚕脂肪体蛋白质组学研究



消失。家蚕 !"# 家族的成员众多，$%&’ ( 等曾从基
因组中分离到到了 !条序列，分别命名为 )*+，+,*+
和 -+*+［-"］。$./’ 0 等用层析的方法分离了 1 种
!"#蛋白，命名为 23+ 4 1。家蚕基因组完成以后，本
实验室孙全等人利用信息分析和 567895等实验，
得到了 +" 条 !"# 蛋白基因的序列，分别命名为
:;<3+ 4 :;<3+"［-+］。本实验利用蛋白质组学的手段
在 1龄 1天的脂肪体中鉴定出了 :;<3=和 :;<3>蛋白
的存在，并且发现 :;<3=在分子量为 +?/@左右处出
现，这可能是在脂肪体中剩余的 !"#蛋白被体内的酶
类消化降解的结果。它对人们认识家蚕 !"#在脂肪
体中的合成、分泌及降解提供了新信息，也为研究

!"#蛋白家族成员的功能差异提供了新的研究思路。
此外，我们还鉴定出了一些重要的骨架蛋白，如

.<3A.7BCDC<’E，DFB.7BCDC<’E，&’D%G%;.< 3&%BF’E，HIB’E !，它
们对维持细胞正常的生命活动也起到了重要的作

用。

目前，家蚕蛋白质组的工作在国内外已经逐渐

受到重视，并取得了可喜的进展，有理由相信，家蚕

蛋白质组学将在功能基因组研究中发挥越来越重要

的重用。对于家蚕不同组织、器官和不同发育时期

而言，要获得高质量的蛋白质图谱和鉴定结果，其针

对具体样品的实验条件的建立是首先必须解决的关

键问题。本次实验对脂肪体的双向电泳图谱的建立

和蛋白点的鉴定工作将为后续的比较蛋白质组学工

作提供重要参考。
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