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一种适于意大利蜜蜂中肠总蛋白提取方法的建立和应用
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摘要:依次采用不锈钢珠破碎结合IPG裂解液法、液氮研磨结合IPG裂解液法、液氮研磨结合PBS裂解液法和不锈钢珠

结合PBS裂解液法提取意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica,Ap)中肠总蛋白,并通过SDS-PAGE对获得的总蛋白进行

质量检测。结果显示,与其他3种方法相比,利用不锈钢玻璃珠破碎处理结合PBS裂解液法能够提取并获得丰度较高的

Ap中肠总蛋白,蛋白质种类较多,分子量大小为18.4~116kD,样品的电泳条带清晰可见。应用该方法还开展了 Ap感

染东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae,Nc)后中肠组织蛋白质的差异表达分析,结果显示感染Nc的Ap中肠出现了蛋白

质的上调表达;同时SDS-PAGE结果显示该方法也适用于中华蜜蜂(ApisceranaceranaFabricius)中肠总蛋白的提取。
利用不锈钢玻璃珠破碎处理结合PBS裂解液法提取Ap中肠总蛋白方法的建立将有助于对蜜蜂中肠蛋白进行鉴定分析,
为深入研究蜜蜂中肠蛋白质组成、功能及其肠道免疫机制奠定基础。
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蜜蜂(Apismellifera)是一类重要的经济昆虫,在人类发展、维持自然生态系统和农业生产过程中扮演重要

的角色[1]。蜜蜂的生存受到多种生物与非生物因素的影响,其中以病原微生物和农药为代表的环境变量因素直

接威胁着蜜蜂的生存[2]。由蜜蜂微孢子虫(Nosemaapis)引起的蜜蜂微粒子病能导致蜜蜂出现飞行能力下降、
下痢等症状,也导致蜂群采集力下降、成蜂寿命缩短和泌腊产浆能力降低,从而给蜂业生产带来巨大的经济损

失。蜜蜂微孢子虫对蜜蜂的感染始于蜜蜂中肠上皮细胞,成熟的孢子在中肠内发芽并将具有侵染性的胞原质注

入宿主细胞,在其中完成大规模增殖[3]。因此,蜜蜂的肠道上皮免疫可能是宿主抵抗微孢子虫入侵的最初防线。
在对果蝇(Drosophilamelanogaster)的研究中,随食物进入果蝇肠道的细菌能引起中肠上皮细胞产生两种应答

方式即局部的抗菌肽应答[4]和活性氧自由基(ROS)释放[5],这也是肠道细胞的两种主要应答方式。在家蚕

(Bombyxmori)中,参与肠道免疫的抗菌肽免疫和活性氧应答的相关基因已得到鉴定[6]。由此可见,深入探讨

蜜蜂中肠免疫方式,获得并鉴定蜜蜂中肠在抵抗蜜蜂微孢子虫侵染过程中的关键因子,对于揭示蜜蜂抵御微孢

子虫侵染的分子机制具有重要的意义。
近些年来,蛋白质以及蛋白质组学研究技术在生命科学领域得到了飞速的发展,在昆虫生物学、昆虫免疫学

等研究中也得到了广泛的应用。2007年王林玲利用蛋白质双向电泳技术分析了柞蚕微孢子虫(Nosemaan-
theraeae)感染家蚕后宿主中肠蛋白质的变化[7]。2010年,陈洪松等人研究了微粒子病家蚕中肠组织蛋白质的变

化,结果表明中肠组织蛋白质的SDS-PAGE图谱中出现的分子量约22.0kD的新增蛋白条带可能是家蚕微孢子

虫(Nosemabombycis)感染后家蚕所产生的抗微生物多肽[8]。2013年,高坤等人利用蛋白质双向电泳技术分析

了家蚕感染质型多角体病毒(BmCPV)后中肠组织的差异蛋白质,结果表明BmCPV感染能够引起中肠阴离子

通道孔蛋白的下调表达以及与细胞凋亡相关的候选肿瘤抑制因子(Tumorsuppressorfactor)和多药耐药蛋白

(Multi-drugresistantprotein)等的上调表达,推测家蚕在BmCPV感染的过程中可能启动了细胞凋亡的抗病毒

机制[9]。由此可见,蛋白质研究成为开展蜜蜂中肠免疫相关研究的重要手段之一,且筛选优化蜜蜂中肠总蛋白
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的提取方式成为开展蜜蜂中肠蛋白质相关分析的前提。至今,蜜蜂中肠蛋白质组学相关研究尚未见报道。本研

究以意大利蜜蜂(Apismelliferaligustica,Ap)中肠为主要生物材料,采用不同的方法提取中肠总蛋白,通过对

样品进行检测分析,筛选和建立了适用、有效的中肠总蛋白提取方法,为深入开展蜜蜂肠道免疫机制研究提供技

术基础。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1试验生物材料 试验用的Ap和中华蜜蜂(ApisceranaceranaFabricius,Api)均来自荣昌畜牧科技学院,
于实验室条件下饲养,温度为27~29℃,相对湿度为55%~60%。东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae,Nc)为
在重庆东南部酉阳县的蜜蜂养殖场收集感染微孢子虫致死的Ap群体并经分离纯化后所得到。
1.1.2主要仪器和试剂 主要仪器:5417R高速冷冻离心机(EPPENDORF公司)、BulletBlenderBlue组织破碎

仪(NEXTADVANCE公司)、涡旋振荡仪(TOMY公司)、DYY-12C型电泳仪(北京六一仪器厂)。主要试剂:丝
氨酸蛋白酶抑制剂(Phenylmenthanesulfonylfluoride,PMSF)购于大连宝生物有限公司,CHAPS和IPGbuffer
购于Sigma公司,二硫苏糖醇(DTT)和SDS购于上海生工。磷酸盐裂解液(PBS裂解液,pH值为7.4。甲液:

0.05mol·L-1Na2HPO4 溶液;乙液:0.05mol·L-1KH2PO4 溶液。将甲乙液分装在棕色瓶内,于4℃冰箱中

保存,用时甲、乙两液按比例8∶2混合即可),IPG裂解液(含8mol·L-1Urea,4%Chaps,20mmol·L-1Tris-
base,30mmol·L-1DTT,0.2%IPGbuffer和0.1%PMSF,其中DTT、IPG和PMSF现用现加)。SDS-PAGE
的相关试剂的选用均参考文献[10]。
1.2方法

1.2.1中肠的收集 在采用各种方法对Ap中肠总蛋白进行提取前,均采用以下方式进行中肠的收集:随机捉取

Ap成年工蜂10只,禁食6h后,分别将每只工蜂头部剪去,用镊子拉出整个消化道,迅速取下中肠并置于冰上预

冷的灭菌蒸馏水中清洗,于灭菌滤纸上轻轻吸干水后迅速置于1.5mL离心管内,-80℃保存或立刻用于组织

蛋白的提取。
1.2.2中肠总蛋白提取方法比较 采用以下4种提取方法进行Ap中肠总蛋白提取。

1)不锈钢珠破碎结合IPG裂解液法。将收集到的中肠放于1.5mL离心管内,加入200μL含终浓度为

1mmol·L-1PMSF的IPG裂解液,再加入约0.4g直径为0.05mm的不锈钢珠,在高速组织捣碎机内剧烈震

荡5min;置于4℃冰箱内裂解1h后于4℃下12000g离心10min,取上清加入蛋白质电泳上样缓冲液,沸水

浴中处理10min后用于SDS-PAGE分析。
2)液氮研磨结合IPG裂解液法。将收集到的中肠置于液氮预冷的研钵内,加入少量石英砂,液氮充分研磨

后将粉末转移至1.5mL离心管内,迅速加入200μL冰预冷的含终浓度为1mmol·L-1PMSF的IPG裂解液,
轻轻颠倒混匀,后正置于4℃冰箱内裂解1h,于4℃下12000g离心10min,取上清加入蛋白质电泳上样缓冲

液,沸水浴中处理10min后用于SDS-PAGE。
3)液氮研磨结合PBS裂解液法。收集到的中肠被置于液氮预冷的研钵内,样品与少量石英砂混合后在液

氮中充分研磨至呈粉末状,将粉末转移至1.5mL离心管内并迅速加入200μL预冷的含终浓度为1mmol·L-1

PMSF的PBS裂解液,轻轻颠倒混匀后正置于4℃冰箱内裂解1h,在4℃下12000g离心10min,吸取上清用

于SDS-PAGE检测。
4)不锈钢珠结合PBS裂解液处理法。收集到的中肠被置于1.5mL离心管内,加入200μL冰预冷的含终

浓度为1mmol·L-1PMSF的PBS裂解液,称入约0.4g直径为0.05mm的不锈钢珠,在高速组织捣碎机内剧

烈震荡5min;然后在4℃下裂解1h后加入蛋白质电泳上样缓冲液,沸水浴中处理10min;4℃下12000g离心

10min,吸取上清进行SDS-PAGE分析。
SDS-PAGE具体操作参见文献[10],通过比较样品的电泳条带质量筛选最佳提取方法。

1.2.3Nc感染Ap后中肠蛋白质差异表达分析 1)Nc感染Ap实验。密封孵育箱放置在35℃、相对湿度80%
的黑暗湿润环境中至蜂出房。出房3~5d后,对照组和处理组各选取200只Ap,饥饿处理24h。然后处理组饲

喂每毫升含1×105 个Nc的50%的蔗糖溶液,即接种Nc;对照组则饲喂不含Nc的的50%的蔗糖溶液。两组

Ap于温度为27~29℃、湿度为55%~60%的实验室条件下饲养,每隔24h更换1次50%的蔗糖溶液,对死亡

Ap计数并及时清除死亡的蜜蜂。
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2)中肠的收集。在Nc感染Ap后第2d和第4d,分别随机捉取对照组和实验组成年工蜂10只,采用1.2.
1部分的方法进行中肠的收集。

3)中肠总蛋白的提取和SDS-PAGE分析。采用1.2.2部分中提取效果最好的方法对中肠总蛋白进行提

取,并进行SDS-PAGE分析,比较两组Ap中肠蛋白表达差异。
1.2.4Api中肠总蛋白的提取和SDS-PAGE分析 中肠总蛋白的提取同1.2.3部分,用SDS-PAGE分析提取效果。

a 不锈钢珠破碎结合 b 液氮研磨结合   c 液氮研磨结合 d 不锈钢珠结合

  IPG裂解液法   IPG裂解液法     PBS裂解液法  PBS裂解液处理法

  注:M表示蛋白质分子量标准,1~4为样品。

图1 经4种提取方法得到的Ap中肠总蛋白的SDS-PAGE分析

Fig.1 SDS-PAGEanalysisoftotalmidgutproteinsextractedbyfourdifferentmethods

  注:M 表示蛋白质分子量标准;Nc2d、Nc4d
分别表示Ap感染Nc后第2d和第4d的样品;

C2d、C4d分别为上述两者的正常对照。

图2 用不锈钢珠结合PBS裂解液法提取感染

Nc后Ap中肠差异表达蛋白的SDS-PAGE分析

Fig.2 SDS-PAGEanalysisofdifferentially

expressedproteinsinmidgutbetweeninfected

anduninfectedhoneybeesusingthemethod

withcrushbyStainlesssteelbeadinPBSbuffer

  注:M表示蛋白质分子量标

准,1为样品。

图3 经不锈钢珠结合PBS裂

解液法提取得到的Api中肠

总蛋白的SDS-PAGE分析

Fig.3 SDS-PAGEanalysis
oftotalmidgutproteinsisolated
fromApiusingthemethodwith
crushbyStainlesssteelbead

inPBSbuffer

2结果与分析

2.1不同蛋白质提取方法的比较

  使用4种方法对 Ap中肠蛋白进

行提取并进行SDS-PAGE分析,结果

显示,用不锈钢珠破碎结合IPG裂解

液法提取到的中肠蛋白种类较少,且蛋

白丰度低,提取获得的蛋白主要集中在

90,45kD,对低分子量蛋白提取效果

较差,样品的电泳条带模糊(图1a)。
使用液氮研磨结合IPG裂解液法提取

获得的蛋白种类也非常少,样品的电泳

条带也不够清晰(图1b)。以上两种提

取方法效果不佳可能因为蜜蜂中肠组

织pH值较高,故IPG裂解液对蛋白的

抽提效果较差。使用液氮研磨结合

PBS裂解液法获取的蛋白种类较为丰

富,提取获得的蛋白质分子量主要分布

于25~116kD,但该方法对分子量小

于25kD的蛋白质提取效果较差;而且

样品的电泳条带总体较为模糊,只有部

分条带清晰可见(图1c)。利用不锈钢

珠结合PBS裂解液处理法获得的蛋白

质种类较多,且丰度较高,分子量大小

为18.4~116kD,对高分子量和低分

子量蛋白质的提取效果均较为理想;样
品的电泳条带清晰可见,可用于挖取条

带并 进 行 蛋 白 质 质 谱 鉴 定 分 析(图

1d)。由此可见,不锈钢珠结合PBS裂

解液处理法比其他3种提取方法更适

合Ap中肠组织蛋白质的提取。

2.2提取方法的初步应用

  Nc是引起西方蜜蜂蜂群衰竭失调

症(Colonycollapsedisorder,CCD)的
重要因素之一,也是一种在世界范围内

流行的寄生虫,在蜜蜂蜂群中呈现出高

患病率[11];该病已成为世界上所有养

蜂国家重要的检疫性病害。通常情况
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下,由被病原污染的食物所引起的消化道感染是病原入侵昆虫的主要方式,昆虫的肠道上皮免疫在抵抗病原入

侵的最早期起到重要的作用。由于Nc主要通过食物经中肠对蜜蜂进行最初的入侵,故而蜜蜂的肠道上皮免疫

可能是宿主抵抗微孢子虫入侵的最初防线。由此可见,比较分析正常蜜蜂中肠与感染Nc后蜜蜂中肠组织的蛋

白质变化,并从中获得Nc诱导后中肠差异表达蛋白,可为研究蜜蜂对Nc侵染的中肠应答机制提供线索。本研

究使用纯化获得的Nc对Ap成年工蜂进行感染,并对感染Nc后第2d和第4d的蜜蜂中肠进行收集,通过不锈

钢珠结合PBS裂解液法对正常对照与感染Nc的Ap中肠总蛋白进行提取并进行SDS-PAGE分析。由图2可

知,在Nc感染Ap后第2d,感染组样品中约42kD附近出现明显的上调表达蛋白条带;在感染后第4d时,有5
个蛋白质条带出现显著的浓度上调,且分子量主要集中在30~60kD。该结果表明在Nc感染Ap后,Ap中肠出

现了蛋白质的上调表达。对这部分蛋白进行进一步的鉴定分析,可为深入探讨蜜蜂中肠对微孢子虫的免疫与代

谢应答方式提供丰富的数据基础。
与Ap相比而言,Api在生产中对微粒子病的抵抗能力更强,它和Ap均为研究微孢子虫侵染机制的理想模

型。深入比较分析Api和Ap中肠感染微孢子虫后的蛋白质表达差异,可以为深入了解二者对微孢子虫入侵的

应答机制提供丰富的数据依据。为验证不锈钢珠结合PBS裂解液法是否也适用于Api的中肠组织蛋白提取,本
研究也用该方法进行了相关试验。结果表明,使用不锈钢珠结合PBS裂解液处理法获得的中华蜜蜂中肠组织蛋

白种类较为丰富,分子量大小为16~116kD;且样品的电泳条带清晰可见,显示对蛋白抽提效果较好(图3)。因

此,不锈钢珠结合PBS裂解液法对两种蜜蜂中肠组织蛋白提取效果均较理想,具有较好的适应性。

3结论

本研究采用4种方法对蜜蜂中肠蛋白质进行提取并进行SDS-PAGE分析,其中不锈钢珠破碎结合IPG裂

解液法和液氮研磨结合IPG裂解液法提取获得的中肠蛋白种类少、丰度低,且蛋白质电泳条带较模糊,推测获得

的蛋白在提取过程中可能发生部分降解。液氮研磨结合PBS裂解液法和不锈钢珠结合PBS裂解液处理法获得

的中肠总蛋白较为丰富,但液氮研磨结合PBS裂解液法提取的蛋白质电泳条带仍较模糊,且对低分子量蛋白的

提取效果欠佳;而不锈钢珠结合PBS裂解液处理法获得的蛋白质电泳条带丰度高且较清晰,更适合蜜蜂中肠组

织总蛋白的提取。
本研究建立了适用于Ap和Api中肠总蛋白提取方法,成功开展了蜜蜂微孢子虫诱导蜜蜂中肠蛋白质差异

表达分析,表明该方法具有较好的可应用性,这为后续开展蜜蜂中肠蛋白质的鉴定分析和深入研究蜜蜂中肠蛋

白功能奠定基础。
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AnimalSciences

EstablishmentandApplicationofaMethodSuitableforExtractingMidgutTotal
ProteinsfromHoneybeeApismelliferaligustica

ZHANGSuzhen1,XUJinshan1,MAZhengang1,ZHOUZeyang1,2

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.StateKeyLaboratoryofGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China)

Abstract:Fourmethods,includingcrushbystainlesssteelbeadinIPGbuffer,grindingwithliquidnitrogeninIPGbuffer,grinding

withliquidnitrogeninPBSbufferandcrushbyStainlesssteelbeadinPBSbuffer,weredevelopedtoextractthetotalproteinsfrom

themidgutofApismelliferaligustica(Ap).Then,asuitablemethodwasoptimizedtoestablishanoptimalprocedureforhoneybee

midgutproteinsextraction.SDS-PAGEdetectionrevealedthathoneybeemidgutproteinswithhigherabundancecouldbeobtained

usingthemethodwithcrushbyStainlesssteelbeadinPBSbuffer.Andthenweprecededafurtheranalysisofdifferentiallyex-

pressedproteinsinmidgutbetweeninfectedanduninfectedhoneybeesusingtheestablishedmethod.Ourresultsindicatedthatsome

ofthedifferentiallyexpressedproteinsofApwereup-regulatedafterinfectedbyNosemaceranae.Moreover,theresultofSDS-

PAGEshowedthatthismethodalsocanbeappliedinextractionofhoneybeeApisceranaceranaFabriciusmidgutproteins.Thees-
tablishmentofthemethodwithcrushbyStainlesssteelbeadinPBSbufferforextractingmidguttotalproteinsfromhoneybeeAp,

whichisconductivetoperformtheidentificationofproteinsexpressedinhoneybeemidgut,canbehelpfulforproceedingfunctional

studyofisolatedproteinsfromhoneybeemidgutandunderstandingintestinalimmunityagainsttheinfectionofpathogenicmicroor-

ganisms.

Keywords:honeybee;midgut;totalproteins;extractionmethod

(责任编辑 方 兴)

35Vol.32No.4     JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) http://www.cqnuj.cn


