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家蚕丝腺蛋白质组学研究方法的建立
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摘 要 通过高精度的双向电泳技术对家蚕中部丝腺组织的蛋白质进行分离，采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（F,</4TR,@@4@<26 (,@2/ 62@’/;<4’- ‘ 4’-4a,<4’- <4F2 ’E E(4D?< F,@@ @;23</’F2</0，7:WbXR>KHR7G）对其中一些表达量较高的蛋白点进行鉴
定，并利用 _O7:c（_2-2/,( O/’<24-d7,@@ :-,(0@4@ E’/ c4-6’A@）软件结合家蚕基因组预测的蛋白质数据库构建本地的肽质量指纹
图谱数据库，对所得到的肽质量指纹图谱进行分析。研究发现，经过双向凝胶电泳及其图象分析技术，硝酸银染色和考马斯

亮蓝染色分别能分离出 L$$个以上和 #$$个以上的蛋白点。这些蛋白质点主要集中在分子量 #L e 8$Bb区域，等电点 ;Z "fL e
%之间。7:WbXR>KHR7G鉴定的 !L个考染蛋白点中有 9$g以上的 O7H（O2;<462 7,@@ H4-D2/;/4-<）的信号峰较强。在数据库检索
过程中，利用家蚕肽质量指纹数据库所得检索结果与在 7,@3’<的检索结果相比，前者不仅能够准确鉴定出一些已有研究报道
的蛋白，从而验证检索方法的可行性，而且还能够对一些已经被家蚕基因组数据库所预测但未曾报道的新蛋白质进行鉴定，

从而建立了一整套适合于家蚕蛋白质组研究的方法，并为其它绢丝昆虫蛋白质组研究提供了重要参考。
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家蚕基因组框架图的绘制和功能基因组学研究

的开展，有助于我们从分子水平上阐明家蚕的生物

学特性，让家蚕更好地为人类服务［!］。蛋白质组学

研究作为功能基因组学研究的重要手段，在基因功

能的研究中发挥了重要作用。近年来在家蚕蛋白质

组学方面已有一些初步报道。!"""年，钟伯雄等对
家蚕的丝腺等五个组织进行了蛋白质组学的研究，

#$$%年他们又利用双向电泳技术对家蚕不同发育
时期的卵进行了比较研究［#，&］。#$$&年靳远祥等利
用双向电泳和 ’()*+,-./,’0等技术对家蚕的雌性
附腺及其分泌物进行过较为详细的研究［%，1］。#$$1
年张平波等利用干胶挖点质谱鉴定的方法在家蚕蛋

白质组学方面进行了探讨［2］。虽然家蚕蛋白质组学

研究有了较大进展，但大多数研究还集中在双向电

泳分离的水平上。有些研究对家蚕的蛋白点进行了

鉴定，但在数据库检索过程中大多采用果蝇的蛋白

质数据库，这在很大程度上影响了蛋白的鉴定效率。

对于绢丝昆虫而言，丝腺是家蚕在进入蛹期之

前的重要器官，在丝蛋白的分泌和形成过程中起了

很重要的作用。按照家蚕丝腺在丝蛋白合成中的作

用，可将其划分为前部丝腺、中部丝腺和后部丝腺。

前部丝腺不具备合成分泌蛋白质的功能，中部丝腺

主要合成分泌丝胶蛋白质，而后部丝腺主要合成分

泌丝素蛋白质［3］。#$$1 年钟伯雄等曾对家蚕不同
时期中部丝腺的不同区段进行过双向电泳研究，比

较了中部丝腺不同区段丝腺细胞在蛋白质组学上的

差异［4］。同时对家蚕 %眠期与 1龄期后部丝腺细胞
蛋白质组成也进行了分析［"］。#$$1年，张平波等人
将家蚕丝腺分为六个部分进行研究，鉴定了其中 "&
个蛋白点［2］。

本研究以家蚕五龄 &5中部丝腺为材料，采用高
分辨率的蛋白质双向凝胶电泳分离技术，获得了更

为清晰的蛋白质图谱，并利用 ’()*+,-./质谱鉴定
技术，对其中 #1个蛋白点进行了肽质量指纹图谱的
鉴定。在数据库检索的过程中，利用 67’(8软件，
通过家蚕预测的蛋白质数据构建 7’/库并进行检
索，与传统的肽质量指纹图谱的检索方法相比，不仅

能够准确鉴定出一些已有研究报道的蛋白，从而验

证了检索方法的可行性，而且还能够对一些已在家

蚕基因组数据库中预测出但未曾报道的新蛋白质进

行鉴定。通过成功建立家蚕丝腺蛋白质组学研究方

法，不但为家蚕蛋白质组学研究打下了良好基础，而

且为其它绢丝昆虫蛋白质组研究提供了重要参考。

! 材料与方法

!"! 材料
家蚕品种：大造，由西南大学家蚕基因库提供。

#$$1年春季饲养到 1龄 &5取材。
!"# 取材
解剖 1 龄 &5 幼虫，将丝腺组织置于冰冷的

$931:生理盐水中，按丝腺特征将 ;字型中部丝腺
取出放置于离心管中，< 34=保存。
!"$ 蛋白质的提取
取出 < 34=低温保存的 1龄 &5中部丝腺组织，

称取约 $9!>于研钵中，加 !?) 7@0（蛋白质磷酸抽提
缓冲液：&#91??ABC) D#E7.%，#92??ABC) DE#7.%，

%$$??ABC) FGHB）洗 &次，吸干残留的 7@0后，液氮研
磨，加入裂解缓冲液（4??ABC) IJKG，%: HE(70，
#$??ABC) -JLM NGMK，&$??ABC) *--，#: +76 NOPPKJ）室
温振荡 ! Q使其充分溶解，然后在 %=下%$ $$$>离心
!Q，吸取上清并用 @JGR5PAJ5 法定量蛋白，然后分装
至离心管里保存在 < 34=备用或直接使用。
!"% 蛋白质双向电泳
按照 +76 SQAJ-’等电聚焦系统的方法指南进行

第一向固相 SE 梯度等电聚焦。本实验做了两块
胶，一块采用 !4T?干胶条，SE & U !$，蛋白质上样量
为 %$!)，约 !$$!>，聚焦总电压时间为 &2 $$$VQ，采
用硝酸银染色。另一块采用 3T?干胶条，SE & U !$，
蛋白质上样量为 "$!)，约 #1$!>，聚焦总电压时间为
!1 $$$VQ，采用考马斯亮蓝染色。二向 0*0,7(6W的
胶浓度均采用 !#91:。
!"& 蛋白质电泳图谱分析
蛋白质电泳图谱采用 7QGJ?GTLG @LAXKTQ公司的

+?G>K0TGRRKJ#*软件进行扫描，用 +?G>K ’GMXKJ#*分
析软件进行图象分析，从而检测蛋白斑点，并预测其

分子量、等电点等。

!"’ 蛋白质点胶内消化
将考染胶上较明显的 #1个点挖出，分别放置于

预先用 ?LBBL,Y和甲醇润洗过的离心管中，然后加入
1$:(HFCFE%EH.& SE49$溶液 !$$ U !1$!)洗涤，洗
&次（直到胶脱去颜色为止）。除去脱色液后加入适
量 !$$: (HF浸泡，进行脱水处理，直到胶呈现乳白
色为止。然后去掉 (HF，晾干后加入适量胰蛋白酶
（由 #1??ABC)的 FE%EH.& 溶液配制而成，胰蛋白酶

浓度为 !$!>C?)）并在 &3=消化 !2 U #%Q。然后用约
#1!)的 1$:(HFC1:-/(浸泡 &$?LR，并重复 ! 次，
合并抽提液后，在真空浓缩仪中进行干燥。用 &!)
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!"#$%&’!#()$重新溶解样品后，将 "*!!+样品与
"*!!+基质液 %,%$（"-氰基-.-羟基肉桂酸溶于 !"#
$%&’"*"!#()$溶液中所得到的饱和溶液）混合点
样于不锈钢点样板上，置空气中自然风干。

!"# 蛋白质质谱分析
制备好的样品使用 /012345(6质谱仪进行分析，

采用反射模式，正离子谱测定，离子源加速电压为

7"8/，离子延迟提取 9"":;，真空度为 !*<< = 9"> ! ?2。
用基质峰和胰蛋白酶自切峰作为内标校正质谱峰。

质量范围为 @""A B 7!""A。利用软件 C2D24EFG054对
所得到的峰图进行分析。

!"$ 蛋白质肽质量指纹图谱的检索
通过在 &%HI上下载有关家蚕的所有蛋白质数

据，并从 ;JG8AH 网站（ KDF：’’KDF L 34:0MJN; L 053 L N:’FOP’
QJG8AH’R4:4-$::0D2DJ0:’?50D4J:;’QS-3478-HR)L F4F）
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 R?6$S（R4:452G ?50D4J:’62;;
$:2G1;J; K05 SJ:C0T;）软件构建本地家蚕蛋白质的肽
质量指纹图谱数据库。用 R?6$SU*" 软件在本地
蛋白质数据库中进行比较鉴定，同时将肽片段质量

数据用 62;N0D（VDDF：’’TTTL M2D5JE;NJ4:N4L N0M）进行检
索，利用 &%HI数据库进行蛋白质查询鉴定。

图 < U号蛋白质点的肽指纹图谱
)J3L< ?4FDJC4 M2;; KJ:345F5J:DJ:3 0K F50D4J: ;F0D &0LU

% 结果与分析

%"! 家蚕 &龄 ’(中部丝腺蛋白质双向凝胶电泳图谱
中部丝腺蛋白质双向电泳的银染和考染结果分

别见图 9、图 7。比较图 9 与图 7 可以看出，虽然两
块胶都有较为清晰的效果，但银染的蛋白质点比考

染的较多。用 IM234 M2;D457A软件分析双向电泳图
谱，图 9中可以识别到 !""多个蛋白质点，图 7中可
以识别到 9""个蛋白质点。这些蛋白质点主要分布
在分子量 9! B W"8A，等电点 F,<*! B X的范围内。

图 9 中部丝腺蛋白质双向
电泳银染图谱（9@NM，F, < B 9"）

)J3L9 ?50D4J: M2F 0K DV4 MJCCG4 ;JG8 3G2:C N4GG K50M
DV4 ;JGY45-;D2J:4C P1 7A-ZG4ND50FV054;J;

图 7 标注考染胶上较明显的 7!个点
)J3L7 (V4 7! 0PYJ0O; F50D4J: ;F0D; 0K 34G ;D2J:4C P1

%00M2;;J4 P5JGGJ2:D PGO4 254 G2P4G4C

%"% )*+,-./01.)2质谱分析双向电泳考染图谱
上的部分蛋白质点（图 ’）
将图7中蛋白质点重复性好、可信度高的7!个
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点挖出，经胰蛋白酶降解后，用 !"#$%&’()&!*测出
各点的肽指纹图谱，其中有 +,个蛋白点的指纹图峰
（-./以上）信号较强（如图 0所示 -号蛋白质点的
1!)）。通过肽指纹图谱获得的肽片段质量数据在

家蚕基因组预测的蛋白质肽质量指纹数据库和

234%数据库中进行检索，得到可信度较高的部分
点，其蛋白质检索结果和有关信息如表 +和表 5。

表 ! 中部丝腺部分蛋白质点的鉴定结果
"#$%& ! ’()*&+,- ). /+00%& -+%1 2%#,0 3&%% +0&,*+.+&0 $4 56789:";<:5=

*678 279 1:78;<= =>?; )@=A8<7= 234% ;=8:B C<DE$4 ;=8:B 6% !:（E$）
*;F@;=A;
?>8AG;HI/

+ 3G>6;:7=<= 36=-. !7D;A@D>: AG>6;:7=; =7=; 4?J.0KL-K KM0, -+M.- 0.M-
5 $<C@DN<H; <C7?;:>C; <C7?;:>C; >A8<O<8B P< Q+5.5KRKS 4?J.55-+S RMRK KKMKL 5,MS

0 TU &8:>=C67:8<=P "’1>C;
TU &8:>=C67:8<=P 8V7&C;A87:
"’1>C; >A8<O<8B

=7=; 4?J.+--RR KM+0 KRMSS 5-MS

K *;:6<= ’:B6C<= =7=; 4?J.R+SS0 RMK0 RRM5L 0+M+
- "A8<= 3B87CE;D;87= P< Q++05+- 4?J.+5-+R KM+S R+ML. 5RM,
+R W=E=7V= W=E=7V= =7=; 4?J..5... LMLL 0+M,K R-M5
+, X@O;=<D; G7:?7=; ?;8GBD8:>=CN;:>C; 4<7CB=8G;C<C X@O;=<D; G7:?7=; P< Q0,KS+.0 4?J.5R-LS -M.L 05MKR 5RMK
5. GC65+MR !7D;A@D>: AG>6;:7=; P< QK-0,L05 4?J.+LSL. KM,K 5+MR. 05M-
5+ )<J:7<= D<PG8 AG><= C<DE C8:@A8@:; 6:78;<= P< Q5LS0-0 4?J.0,5-+ RMS0 5,M-K 00M-
50 ’G<7D6;:7Y<:;H7Y<= A7?J<=; :;H@A;H PD@8>8G<7=; P< Q0L5-.K- 4?J..5-S. -M++ 5+MS+ 5SM,

表 > >?号点经过酶解后检测质与理论质比较
"#$%& > @)/A#(+-), ). *B&)(&*+3#% /#--&- #,0 )$-&(C&0 /#--&- 0&(+C&0 .()/ *(4A*+3 0+2&-*- ). -A)* >?

"?<=7 >A<H :;C<H@;C ’G;7:;8<A>D ?>CC（!I "） (JC;:O;H ?>CC（!I "） $<NN;:;=A; 37::;C67=H<=P C;F@;=A;
5R&00 ++5RMK,+ ++5KMRS. .MS+S $%*#*$Z[\[
S.&+.R +K0LML+0 +K0LMR,0 ] .M0R ^\\#\1!2%1#%*$[
+++&+5R +-.SM,-5 +-.SM0-0 ] .MR. $Z\_#$‘‘’\%1)a
+5K&+05 S+SMK.+ S+SMKKL .M.R \#)%%$$[
+0,&+R, +55RM-L0 +55RMKR, ] .M+R ^%’%2$#1_\a
+KK&+-R ++SKM-5R ++SKMK+5 ] .M++ #_^")^)’$[

在鉴定出的 +. 个蛋白质点中，有 R 个（+ 号、0
号、K号、+R号）为新发现的蛋白质，其余 -个点在本
地库和 234%数据库中的鉴定结果具有一致性。对
于新发现的蛋白质，除 +R号点的功能未知外，通过
结构域分析预测出其余三个点分别为：+ 号点为分
子伴侣，0号点为 TU 转运 "’1酶，K 号点为丝氨酸
蛋白酶类。在鉴定出的 -个已知蛋白质中，包括三
种酶类、肌动蛋白、热激蛋白 GC65+MR、蚕丝结构蛋
白。

? 讨论
合适的样品处理条件是双向电泳成功分离蛋白

质的前提和关键。钟伯雄等研究表明，用磷酸缓冲

液抽提、蛋白质溶解缓冲液 ‘溶解是制备家蚕蛋白
质双向电泳样品的良好方法［+.］。本研究中，采用了

丙酮I三氯乙酸沉淀、AD;>= @6样品处理试剂盒等不
同的处理方法对家蚕丝腺组织蛋白质的提取进行研

究，结果发现，本次报道中采用的方法最为合适，该

方法处理步骤较少，方便易行，不但能降低蛋白质的

损失量，而且能得到更为清晰、分辨率更好的蛋白质

图谱，且蛋白质图谱的重复性也较好，为后续的鉴定

工作打下了良好的基础。

肽质量指纹图谱是蛋白质组学中鉴定蛋白最为

常用的手段，在人类、大鼠等基因组测序完成的物种

中，利用肽质量指纹图谱鉴定蛋白的准确性已经相

当高。对于全基因组测序未完成或者研究较少的生

物来说，一般是利用较为接近的模式生物的蛋白质

作为参照，比如，昆虫的肽质量指纹图谱一般利用果

蝇的数据，植物的则一般利用拟南芥的蛋白质预测

数据。但由于所研究的物种与模式生物存在物种间

的差异，细微氨基酸的差异都会导致分子量的剧烈

改变，从而导致蛋白质的鉴定效率大大降低。

家蚕基因组框架图完成以后，我们利用生物信

息学的方法预测出了家蚕的蛋白质数据库，但由于

234%还未将家蚕的蛋白质数据库进行处理，因而无
法在 !"*3(’网站中利用家蚕基因组预测到的蛋白
质进行检索。本研究将家蚕基因组预测到的蛋白数

据库与已报道的家蚕蛋白质序列进行了合并，利用

\1!"b软件构建本地数据库。同时，为了验证该
方法的可行性，利用在线的 !"*3(’工具对得到的

K++刘鸿丽等：家蚕丝腺蛋白质组学研究方法的建立



!"#也进行了检索。经过比较两种检索方法所得
的结果，发现已有报道的家蚕蛋白质在本地库中的

检索结果与 "$%&’(检索结果一致，如 )号点（二硫
化蛋白异构酶）、*号点（肌动蛋白）、)+号点（热激蛋
白 ,-.)/01）和 )/号点（茧丝结构蛋白）等，表明利用
2!"$3软件本地构库检索的方法是可行的。另
外，利用本地检索得到了一些在 "$%&’(中没有检
索结果的蛋白，如 / 号点（分子伴侣），4 号点（丝氨
酸蛋白酶抑制剂）等，将其序列在 5&67检索也未发
现结果，说明利用这种本地检索的方法得到了一些

新蛋白，它们未曾被报道过，但已在家蚕基因组序列

中预测到。

虽然我们已成功地建立了一套适合于家蚕蛋白

质研究的技术方法，但在这一技术体系中还存在一

些有待解决的问题：一方面，由于蛋白的含量较低，

在实验中所挖出的蛋白质点中有一部分的肽信号不

强，无法得到较好的指纹图谱，因而导致进一步鉴定

比较困难［// 8 /*］。另一方面，实验中存在一部分蛋白

!"#的信号峰较强，但在数据库中仍然不能检索到
结果，主要原因在于家蚕的蛋白质数据库不够健全

或者蛋白在实验的过程中受到了修饰等，给鉴定带

来一定困难。我们相信，随着蛋白质组学技术的发

展和家蚕蛋白质数据库的不断完善，其蛋白质的鉴

定效率将不断提高。
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