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摘要:在微孢子虫(Microsporidia)侵染宿主的过程中,与侵染相关的蛋白主要分布在30kD左右。本研究分别采用煮沸

法、不同浓度碱处理发芽法提取东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae)蛋白并通过SDS-PAGE电泳进行比较,发现0.1

mol/LKHCO3、K2CO3 混合液(pH值为10.7)发芽法提取出的蛋白条带更丰富。回收30kD左右蛋白进行LC-MS/MS

质谱测定并检索蜜蜂微孢子虫全基因组预测蛋白数据库,共鉴定获得的269个预测蛋白,匹配COG数据库后进行了蛋白

功能分类。结果表明30kD蛋白主要包括翻译转录蛋白、核糖体结构蛋白、修饰蛋白、转化蛋白及分子伴侣等。从中还鉴

定到与侵染相关的7种潜在孢壁蛋白(Sporewallprotein,SWP)和3种极管蛋白(Polavtubeprotein,PTP),并对之进行蛋

白基因的序列分析,进而发现注释到的PTP1、PTP2和家蚕微孢子虫的PTP1、PTP2具有明显的共线性,其中SWP12的

变异度相对较小;结合多重序列比对结果,表明SWP12在东方蜜蜂微孢子虫中是一类较保守的孢壁蛋白。本研究对于蜜

蜂微孢子虫蛋白的提取方法比较和侵染相关的后选靶标蛋白的确定具有重要的参考意义。
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微孢子虫(Microsporidia)可以感染几乎所有的昆虫、鱼类等动物,甚至人类[1]。在发现微孢子虫后的150多

年的历史中,已经发现报道的微孢子虫多达150多个属、1300多个种[2],其中一部分能对经济昆虫造成大的危

害和严重的经济损失,因此微孢子虫是许多生物进出口检验检疫的重要病原物之一。蜜蜂微孢子虫感染蜜蜂主

要通过感染蜜蜂中肠并经过工蜂间相互饲喂等方式诱导爆发大面积病害,给蜜蜂产业化及其副产品生产带来毁

灭性打击,是蜜蜂主要的病原微生物之一。1996年Fries等人[3]基于光学显微镜和超微结构特征以及在核糖体

小亚基RNA编码区的核苷酸序列,在中华蜜蜂(Apiscerana)体内鉴定到一种蜜蜂微孢子虫并将之分支为东方

蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae)。近年来,有研究发现东方蜜蜂微孢子虫对蜜蜂更具危害性:蜜蜂感染该病原

体后中肠组织受到破坏,工蜂寿命缩短,采集能力下降,进而引发细菌病和病毒病的继发感染,导致群势下降,甚

至可跨群感染[4]。欧洲一些国家及美国发现蜜蜂微孢子虫是导致蜜蜂出现衰竭失调(Colonycollapsedisorder,

CCD)现象的主要病原体之一[5-7],染病蜜蜂蜂群出现明显的下降趋势。

蜜蜂微孢子虫在侵染蜜蜂中肠时,它的蛋白与蜜蜂中肠围食膜的接触最为直接[8]。Moore等人[9]于1993
年对7种微孢子虫总蛋白进行SDS-PAGE电泳分析,条带分布在25~30kD。2007年吴正理等人[10]采用不同

方法对家蚕微孢子虫蛋白进行提取分析,主带分布于25~35kD之间,通过质谱分析发现孢壁蛋白(Sporewall

protein,SWP)位于其中,而SWP是一种与侵染有直接关联的蛋白[11-14]。目前对蜜蜂微孢子虫功能蛋白鉴定的

相关研究鲜少报道。本研究拟对东方蜜蜂微孢子虫30kD蛋白进行分离提取,进行LC-MS/MS质谱分析并对

SWP的组成及一些极管蛋白(Polartubeprotein,PTP)的序列结构进行初步分析,期望能为解析蜜蜂微孢子虫

SWP在感染宿主细胞中的作用提供有益的参考。
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1材料与方法

1.1材料

实验用东方蜜蜂微孢子虫采自重庆市酉阳县,并经意蜂工蜂扩繁提纯。材料的分离纯化步骤为:取感染了东方

蜜蜂微孢子虫的意蜂,剪下蜜蜂腹部并收集,加入适量ddH2O研磨,4层纱布过滤,收集滤液。滤液采用500r/min
离心10min后取上清;上清3000r/min离心10min后取沉淀,沉淀用ddH2O。粗提液经Percoll密度梯度离心

(25%、50%、75%、100%的Percoll溶液各850μL,13000g离心30min),底层沉淀即为纯化孢子,如发现有杂质可

用ddH2O悬浮,10000r/min离心10min,重复几次,再次Percoll密度梯度离心,收集底层沉淀。

1.2试剂

2×样品缓冲液的配制:蔗糖10g,SDS2.3g,Tris0.756g,β-巯基乙醇5mL,加ddH2O溶解后定容至50
mL。3×上样缓冲液的配制:0.3mol/LTris-HCl(pH值为6.8),6%SDS,24%甘油,12%β-巯基乙醇,0.15%
溴酚蓝(BPB)。

1.3东方蜜蜂微孢子虫蛋白的提取方法

1.3.1煮沸法 参照文献[15]的方法。取1管孢子(密度为1×109 个/管),10000r/min离心5min,弃上清;依
次加入100μL2×样品缓冲液,100μL3×上样缓冲液,混匀后煮沸5min,13000g、4℃离心5min,取上清。

1.3.2发芽法 参照文献[16-18]的方法取3管孢子(密度为1×109 个/管),10000r/min离心5min,弃上清;分别

用不同浓度碱液100μL悬浮,在摇床27℃下摇1h,13000g、4℃离心5min,收集沉淀。沉淀中加入100μL2×样

品缓冲液,100μL3×上样缓冲液,混匀后,煮沸5min,13000g、4℃离心5min,取上清。所用碱液分别为:0.1
mol/LKOH、0.05mol/LKOH、0.01mol/LKOH、0.1mol/LKHCO3 与K2CO3 的混合液(pH值为10.7)。

2结果

2.1两种方法处理后的蛋白的SDS-PAGE结果分析

  注:M.蛋白质低分子量 marker;1.煮沸法提取的蛋白;2.0.1

mol/LKHCO3、K2CO3 混合液(pH值为10.7)处理后提取的蛋白;

3.0.01mol/LKOH处理后提取的蛋白;4.0.05mol/LKOH处理

后提取的蛋白;5.0.1mol/LKOH处理后提取的蛋白。

图1 不同法方处理的蜜蜂微孢子虫的蛋白

Fig.1 SDS-PAGEanalysisofN.ceranaeproteins

extractedbydifferentmethods

  两种方法处理的孢子蛋白样品用15%分离胶、6%浓

缩胶进行SDS-PAGE电泳,考马斯亮蓝R-250染色检测。
由图1可见,由煮沸法提取的蛋白条带丰富,在约20、30、

60kD处有3条主带,其中约30kD处条带浓度最高。孢

子经不同碱液处理提取的蛋白的差异比较大。0.1mol/L
KHCO3、K2CO3 混合液提取的蛋白条带最为丰富,在约

20、30、60kD处有3条主带,其中约30kD处条带浓度最

高,与煮沸法的主带位置相同;0.01mol/LKOH 处理的

蛋白条数与浓度较0.1mol/LKHCO3、K2CO3 混合液提

取的蛋白条数和浓度基本一致;0.05mol/LKOH处理的

蛋白条数与前两者相比基本一致,浓度有所减少;而0.1
mol/LKOH处理的蛋白只有20、30kD处有两条主带且

浓度较低。

2.3LC-MS/MS质谱鉴定以及蛋白功能分类

选取图1中2泳道30kD条带,将条带切割回收后送

交北京华大蛋白质研发中心有限公司进行液质联用(LC-
MS)离子阱电喷雾(HCT)质谱分析。得到的短肽序列用

Mascot软件匹配到东方蜜蜂微孢子虫的全基因组蛋白数据库。研究中共检索到269个蛋白基因,并对这些基因

进行COG功能分类。COG分类结果显示,翻译转录蛋白、核糖体结构蛋白含量最多占到25.54%,修饰蛋白、转
化蛋白及分子伴侣含量次之占22.83%(封二彩图2)。值得一提的是,在鉴定结果中包括了与孢子侵染相关的7
个SWP和3个PTP,具体质谱结果见表1。

63 重庆师范大学学报(自然科学版) http://www.cqnuj.cn          第31卷



表1 蜜蜂微孢子虫30kDSWP和PTP的LC-MS/MS肽段的匹配结果

Tab.1 LC-MS/MSanalysisof30kDSWPsandPTPsofN.ceranae

基因编号 肽段
编号

观测
分子量

实验
测定值

数据库
理论值

缺失酶
切位点 分值 排序 肽段

ACOL010000
10_28743_2

49 429.7510 857.4875 857.4858 0 54 1 R.VGLEALEK.A
118 463.7358 925.4571 925.4545 0 25 1 R.FEELFNK.S
1401 651.3303 1300.6460 1300.6452 0 75 1 K.VLEYNVDFFR.V
2289 715.3784 1428.7423 1428.7401 1 70 1 K.KVLEYNVDFFR.V
3646 815.3669 1628.7192 1628.7140 1 21 1 R.EECERFEELFNK.S
3950 831.8938 1661.7730 1661.7685 0 90 1 K.HVNFPEEYIETER.K
4917 597.6310 1789.8711 1789.8635 1 52 1 K.HVNFPEEYIETERK.Y
5295 917.9456 1833.8767 1833.8679 0 78 1 K.VGSSIASLMNYEHGGNAK.K
5433 925.9404 1849.8662 1849.8628 0 80 1 K.VGSSIASLMNYEHGGNAK.K
8317 1212.5824 2423.1502 2423.1461 0 116 1 K.SCVQALSAMNDFLGDDGVQGVLK.K
8380 1220.5796 2439.1446 2439.1410 0 123 1 K.SCVQALSAMNDFLGDDGVQGVLK.K
8784 1276.6342 2551.2538 2551.2411 1 100 1 K.SCVQALSAMNDFLGDDGVQGVLKK.V
8849 1284.6318 2567.2491 2567.2360 1 62 1 K.SCVQALSAMNDFLGDDGVQGVLKK.V
11851 1134.5322 4534.0998 4534.0944 0 50 1 K.LYQGLSIISSVSNLNFLDNHDVFEAMSIICSNFADEDNDK.L
11852 1512.3757 4534.1053 4534.0944 0 64 1 K.LYQGLSIISSVSNLNFLDNHDVFEAMSIICSNFADEDNDK.L

ACOL010000
32_19542_15

2 359.1899 716.3653 716.3646 0 44 1 K.FFFTR.Y
150 475.2416 948.4687 948.4665 0 72 1 R.FNDGLIDR.M
181 487.7550 973.4955 973.4943 0 35 1 R.VTAFVMYK.I
274 518.7950 1035.5754 1035.5713 0 33 1 R.LYSNGTLIR.I
478 566.3094 1130.6043 1130.5985 0 46 1 R.AFFNLVQHR.L
973 623.2903 1244.5660 1244.5642 0 15 1 R.DPCITIGPCGR.N
2093 467.8958 1400.6654 1400.6653 1 42 1 R.RDPCITIGPCGR.N
2614 737.8594 1473.7043 1473.7001 0 60 1 R.DVYLNGSIWDHR.V
4445 872.8621 1743.7096 1743.7086 0 97 1 R.YYFECSYGEIEER.L
6380 1017.9894 2033.9643 2033.9590 0 79 1 R.YVFDYMNILASLPSNCK.I
7645 1141.0438 2280.0731 2280.0674 0 78 1 R.NDGFLLPFTFDCITGFFNR.E
10686 1648.3523 3294.6900 3294.6846 0 124 1 K.LNICSFSGIPSADFLIDPVSILELNLYER.T

ACOL010000
02_58817_30

15 390.7160 779.4174 779.4177 0 29 1 K.TLDYIR.C
54 431.2049 860.3952 860.3963 0 26 2 R.CHFELR.R
90 453.2501 904.4856 904.4841 0 15 1 R.IQCIPFK.V
179 487.2717 972.5288 972.5240 0 27 1 K.EDIINTIR.F
221 504.2366 1006.4587 1006.4576 0 66 1 K.CDAEMILR.I
249 512.2340 1022.4533 1022.4525 0 63 1 K.CDAEMILR.I
302 525.7786 1049.5427 1049.5393 0 44 1 K.EIYEDLLR.R
653 589.8279 1177.6412 1177.6342 1 56 1 R.KEIYEDLLR.R
778 603.8290 1205.6434 1205.6404 1 27 1 K.EIYEDLLRR.Y
827 607.8606 1213.7066 1213.7030 1 55 1 K.LKEDIINTIR.F
998 624.8280 1247.6414 1247.6366 1 54 1 K.IKCDAEMILR.I
1138 632.8248 1263.6351 1263.6315 1 42 1 K.IKCDAEMILR.I
1430 652.3108 1302.6071 1302.6060 0 59 1 R.IIDCNLNGCPK.E
1658 666.2893 1330.5639 1330.5646 0 32 1 K.HSDGTCMPADLK.N
1840 682.3764 1362.7382 1362.7329 0 67 1 R.GLLMINNIANYK.K
1947 690.3726 1378.7306 1378.7278 0 78 1 R.GLLMINNIANYK.K
2749 746.4241 1490.8337 1490.8279 1 80 1 R.GLLMINNIANYKK.L
2858 754.4222 1506.8298 1506.8228 1 61 1 R.GLLMINNIANYKK.L
3080 772.8771 1543.7397 1543.7354 0 53 1 R.LHCNDPFNFKPR.C
3282 789.4143 1576.8139 1576.8106 1 50 1 R.IQCIPFKVPSTCK.V
5989 973.9870 1945.9594 1945.9574 0 117 1 K.EYALFTASALHNTSFFK.Y
8130 1189.0647 2376.1148 2376.1065 0 90 1 R.RPMTFAGMMDALNTVSWGTYK.H
8194 798.3741 2392.1004 2392.1014 0 85 1 R.RPMTFAGMMDALNTVSWGTYK.H
9789 983.4878 2947.4417 2947.4354 0 76 1 R.RPCIETTCIFDIVAADNVKPCEAIR.I
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续表1

基因编号 肽段
编号

观测
分子量

实验
测定值

数据库
理论值

缺失酶
切位点 分值 排序 肽段

ACOL010000
56_15755_13

269 518.3101 1034.6056 1034.6012 0 23 1 R.FLSTVDIIK.T
502 569.3541 1136.6936 1136.6917 1 29 1 R.KIGLSIHELK.G
993 624.7957 1247.5769 1247.5751 0 60 1 K.NELCCAIVNR.A
1150 633.7886 1265.5626 1265.5598 0 27 1 R.IPDQDCDYIK.A
1768 676.3384 1350.6623 1350.6602 0 42 1 R.GNCIQDLYQIK.V
1883 685.8456 1369.6766 1369.6734 0 33 1 K.VCEPPVCAITPK.V
1925 688.8422 1375.6699 1375.6700 1 81 1 R.KNELCCAIVNR.A
3616 814.4179 1626.8211 1626.8109 1 28 1 K.EKVCEPPVCAITPK.V
6285 1007.4746 2012.9347 2012.9215 0 75 1 K.TGSTTSNEYTLSSEYFVK.N
7783 1149.0850 2296.1554 2296.1488 0 75 1 K.VQTQFENGPFGPLTPIGEHTK.G
8802 1279.6615 2557.3084 2557.3098 0 91 0 R.LVIESNDNQFPSLMSLVAPNEIK.N
10630 1642.8153 3283.6161 3283.5972 0 29 1 K.GFCINFFPDEDLIVIVYEASDNGIRPGAR.L
10785 1689.3917 3376.7689 3376.7555 0 88 1 K.NNVAIIETVDPLTGFVNFSIQIFIPGSATDGK.I
11158 1200.9251 3599.7533 3599.7402 0 49 1 K.NNTDITVNGYPLRPVCTPCNTEIWFHQVVR.Y

ACOL010000
05_36805_17

736 598.7990 1195.5835 1195.5795 0 55 1 R.EVYMEVIEGK.I
2288 715.3714 1428.7282 1428.7249 0 57 1 K.IALPNDFSPNDVK.L
3636 814.8989 1627.7833 1627.7770 0 17 1 K.ILVVGEFADYDYPQ.-
3900 829.8926 1657.7706 1657.7658 0 104 1 K.LQVETDGFTVFCDK.E
8344 1215.5647 2429.1148 2429.1057 1 89 1 K.LQVETDGFTVFCDKEQPSDSK.V

ACOL010000
28_19963_4

1591 661.3085 1320.6025 1320.5986 0 47 1 K.ASPYETFTYSR.L

1668 666.8166 1331.6187 1331.6180 0 23 1 K.ASNFFTNMGTVK.A

2765 748.3817 1494.7489 1494.7467 0 64 1 R.LSQWFGTSQNISK.I

2787 750.3500 1498.6855 1498.6834 0 28 1 K.QNVDAIMHAATSNQ.-

5219 912.9965 1823.9785 1823.9669 0 66 1 K.IVSSFYEILNNLVEGK.K

6241 1003.5096 2005.0047 2005.0004 1 57 1 K.NIDEKDIVEAFSDGVNLK.L

ACOL010001
22_9917_5

597 580.7763 1159.5379 1159.5357 0 41 1 K.DSEPLDDTLR.C
676 592.2974 1182.5802 1182.5768 0 90 1 K.YAVESIESASK.S
1483 654.3612 1306.7079 1306.7067 0 68 1 R.YGVQMVTLLQR.Y
2691 743.4235 1484.8325 1484.8351 0 60 1 R.TIGVLWQGIELTR.I
4230 853.9159 1705.8172 1705.8134 0 87 1 K.FVGDCIGSEPGVVGWK.N
4352 863.9790 1725.9434 1725.9414 0 47 1 K.TDNTFIIALNVHLQK.Y
5851 961.5035 1920.9924 1920.9866 0 81 1 K.SSIMEAITGIPNLYLDGK.F
6288 672.0068 2012.9985 2012.9915 0 50 1 K.NQALVQVIHAIPDNSHEE.-
7464 1125.1077 2248.2008 2248.1950 0 99 1 K.ESILSYIGTIVNEINSDLIR.Y
8563 832.1026 2493.2860 2493.2825 1 73 1 K.SSIMEAITGIPNLYLDGKFPAEK.V
8893 860.7314 2579.1723 2579.1573 0 33 1 K.DVYQDNMGLHLFVWTCPQDNK.D
10470 1052.5930 3154.7572 3154.7311 1 73 1 K.LNMILPPKESILSYIGTIVNEINSDLIR.Y
10690 825.1482 3296.5639 3296.5635 1 22 1 K.DVYQDNMGLHLFVWTCPQDNKDFLTIK.I
11350 939.6683 3754.6442 3754.6435 0 29 1 R.EATSTDDFVNHNTSGNDIYEDEYGLFPEYALTK.K

ACOL010001
97_6868_11

31 409.2688 816.5230 816.5222 0 40 1 K.IVFIGLR.T

265 517.7648 1033.5151 1033.5114 0 24 1 R.EGLLSDCIK.Q

929 618.7984 1235.5822 1235.5816 0 39 1 R.TVSNASQECLK.N

4940 897.4585 1792.9024 1792.9002 0 116 1 K.GQQQQHAAINAAVQAMK.M

6680 1045.5116 2089.0086 2089.0085 0 87 1 K.KPYCICPGINDAISQPTR.E

7350 1109.5607 2217.1068 2217.1034 1 84 1 K.KKPYCICPGINDAISQPTR.E

8000 1174.0991 2346.1837 2346.1784 0 88 1 K.VVTDYPFVVVFNEYGEAIASK.T

9573 955.1193 2862.3360 2862.3301 0 121 1 K.QECSGNGIITNILSNATVDVSNDGEGAK.S
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续表1

基因编号 肽段
编号

观测
分子量

实验
测定值

数据库
理论值

缺失酶
切位点 分值 排序 肽段

ACOL010000
03_44937_42

137 467.7675 933.5204 933.5171 0 34 1 R.IPDSVIYK.M
3674 816.9293 1631.8440 1631.8366 1 34 1 K.STGISREEDLPISTK.T
3694 818.9371 1635.8597 1635.8541 1 52 1 K.ALGMEKEDYINLIK.R
3878 828.3843 1654.7540 1654.7475 0 75 1 R.FVSPTNGFTNEEDAK.K
4539 878.9792 1755.9438 1755.9366 1 59 1 R.KAAADLIDETQIINNK.I
5374 920.4990 1838.9835 1838.9738 0 96 1 K.VIPNDASEININNSVIK.F
6332 1013.0142 2024.0139 2024.0076 0 88 1 R.NPGPNPLTSGQVPFNQTTR.A
7772 765.3732 2293.0979 2293.0975 1 62 1 R.HTAEVFNNTLEYVNTEEKR.H
8335 1214.1085 2426.2025 2426.1965 0 124 1 K.QVSSNDISTSNLINYIFNSISK.V
8351 811.0751 2430.2034 2430.1914 0 58 1 K.QLQNDGVLTEPFASDLIDAQEK.S
8389 1222.6244 2443.2342 2443.2231 0 98 1 K.QVSSNDISTSNLINYIFNSISK.V
8918 647.3080 2585.2031 2585.1955 1 61 1 K.MNEYNSDPNKKPTEILDTDFSK.S
8971 868.0725 2601.1957 2601.1904 1 52 1 K.MNEYNSDPNKKPTEILDTDFSK.S
9020 873.7414 2618.2023 2618.1952 1 44 1 K.AAANIANNPETKDDVMQELDNSMK.I
9410 926.4796 2776.4168 2776.4065 0 85 1 K.SPLTGLTQDQVEQILANTPHTSAPMK.Y
11558 1011.2454 4040.9523 4040.9590 0 24 1 R.ASFNTNNPAGNAFGSPSPGINLPNQPRPAGAGANAPNTPQR.R

ACOL010001
97_6868_10

4236 854.3750 1706.7354 1706.7352 0 90 1 K.GGNCDVQSNIECLNK.M

  注:加粗字体表示测序中氨基酸可能被氧化。

蛋白名称

图3 东方蜜蜂微孢子虫7种孢壁蛋白的遗传距离分析

Fig.3 Theaveragedistanceofeachfamilyofspore
wallproteinsinsevenNosemaspecies

2.4孢壁及极管蛋白的定序列结构特征分析

通过COG数据库功能注释分类,共鉴定到7个SWP和

3个PTP;采用Smart软件,对7种SWP结构域进行分析(表

2)。结果发现SWP12有重复序列,SWP25和SWP7有信号

肽,SWPN和假定SWP9有跨膜域。对鉴定到的3种SWP和

4种假设SWP同家蚕微孢子虫(Nosemabombycis)、柞蚕微

孢子虫(Nosemaantheraea)、西方蜜蜂微孢子虫(Nosemaa-
pis)的相应同源蛋白进行遗传距离分析,结果发现这4种微孢

子虫中的7种SWP序列变异度各不相同,其中注释为假设

SWP的变异度最大(图3)。SWP12的变异度相对较小,结合

多重序列比对结果,表明SWP12在微孢子虫中是一类较保守

的SWP(封二彩图4)。对注释到PTP1和PTP2与家蚕微孢

子虫相应蛋白进行共线性分析,结果表明存在明显的共线性,
而临近基因则没有对应关系(封二彩图5)。

表2 东方蜜蜂微孢子虫30kDSWP和PTP的注释结果

Tab.2 Thecharacteristicofputativegenesencoding30kDSWPsandPTPsofN.ceranae

基因编号 注释 分子量/Da 总得分 覆盖度/% 信号肽 跨膜域 GenBank登陆号

ACOL01000010_28743_2 SWP12_NOSBO 29024 2218 51 - - gi|257096789|sp|B3STP6.1|
ACOL01000032_19542_15 SWP32_NOSBO 42959 856 40 - - gi|259511817|sp|B3STN7.1|
ACOL01000002_58817_30 SWP25_NOSBO 32847 6174 61 + - gi|259511814|sp|B3STN6.1|
ACOL01000056_15755_13 假定SWP 56349 1468 44 - + gi|157382914|gb|ABV48892.1|
ACOL01000005_36805_17 SWP8 22223 585 34 - - gi|343409347|gb|AEM23899.1|
ACOL01000028_19963_4 假定SWP9 45201 219 24 - + gi|484855975|gb|EOB13793.1|
ACOL01000122_9917_5 假定SWP7 32882 1513 76 + - gi|484855883|gb|EOB13707.1|
ACOL01000197_6868_11 PTP2 31529 3648 40 + - gi|340764467|gb|AEK69415.1|
ACOL01000003_44937_42 PTP3 157686 1052 24 + - gi|484857316|gb|EOB15062.1|
ACOL01000197_6868_10 PTP1 49073 90 3 - - gi|484852837|gb|EOB11666.1|

  注:“+”、“-”分别表示存在和不存在该结构。
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3分析与讨论

本研究对煮沸法、碱溶法提取的蛋白浓度与丰度进行了对比,不同浓度KOH处理后提取的蛋白浓度与丰度

差距明显,高浓度KOH(0.1mol/L)处理只有2条主带,分别在约20、30kD处,和吴正理等人[19]对家蚕微孢子

虫蛋白提取结果相似。0.05和0.01mol/LKOH处理后蛋白条带明显增多且浓度均有提高,有3条主带,比

0.1mol/LKOH处理多出1条在66.2kD处的主带。煮沸法提取的蛋白与0.01mol/LKOH提取的蛋白量相

近,在66.2、30、20kD处也有3条很明显的条带。
在家蚕微孢子虫中有报道SWP5和PTP的互作[20],本研究对30kD处蛋白的质谱分析鉴定的结果中也包

括了PTP,这是否预示在蜜蜂中SWP和PTP也存在互作? 值得一提的是,PTP3的完整分子量大小为130kD
左右,而本研究中在30kD大小的蛋白条带中即鉴定获得了PTP3。这一特征与侯健革等人[21]的研究结果相似,
他们通过双向电泳技术比较家蚕微孢子虫与桑尺蠖(PhthonandriaatrilineataButler)来源微孢子虫的蛋白质组

差异,将发现的13个差异蛋白质点进行质谱鉴定,其中有1个大小约40kD的差异蛋白点被注释为家蚕微孢子

虫PTP3。因此本研究推测蜜蜂微孢子虫PTP3蛋白在碱处理后应发生肽键断裂从而形成相对较小的片段。
致谢:感谢重庆市酉阳县清泉养蜂专业合作社樊贵宜先生对蜜蜂微孢子虫的采集工作提供帮助。
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AnimalSciences

TheLC-MS/MSIdentificationof30kDProteininMicrosporidiaNosemaceranae

HEChao1,WANGRuisheng2,HEQiang1,XUJinshan1,ZHOUZeyang1,3

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.ChongqingAcademyofAnimalSciences,Chongqing402460;

3.StateKeyLaboratoryofGenomeBiology,Chongqing400716,China)

Abstract:ProteinsinvolvedinthecellinvasionofMicrosporidiaweremainlypresentedasamolecularmassofapproximately30kD.
Inthisstudy,wehavecomparedtheeffectofextractionoftotalsporeproteinsfromNosemaceranaebytwomethodsofunitizing
boilingandalkali-germination,whichshowthatthelatterwithsolutionconsistof0.1mol/LKHCO3andK2CO3(pH=10.7)

werepreferredtoberecommendedratherthantheformermethod.Afterthat,proteinbandswithproximately30kDwererecovered
toconductliquidchromatographyandmassspectrometry.ByMascotonlinesearchingforprotein-codinggenesdatabaseofN.cer-
anae,269potentialproteinswerecharacterizedandclassifiedastranslationandtranscriptionproteins,ribosomalstructuralproteins,

modifiedproteins,transformingproteinsandmolecularchaperones,etc.Amongthem,sevensporewallproteinsandthreepolar
tubeproteins,whichwereconsideredtobethekeyfactorduringthecellinvasionofMicrosporidia,havealsobeenidentified.Fur-
therdataanalysisofpolartubeproteinsshowthatPTP1andPTP2genefromN.ceranaesharethecommonsynteniccharacterwith
thatfromotherNosemaspecies.Inaddition,sequencedivergenceofsporewallproteinsrevealedthattheSWP12geneismorecon-
servedthanothersixsporewallgenesinNosemaspecies.Ourstudiesofferthesourcetostudythefunctionoftargetedproteinsin
N.ceranaethatmaytakearoleinaffectingthehostApismellefera.
Keywords:Nosemaceranae;LC-MS/MS;polartubeprotein;sporewallprotein
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