
书书书

! "#$$ 年 $ 月 重庆师范大学学报（自然科学版） %&’( "#$$
第 ") 卷 第 $ 期 %*+,’&- *. /0*’123’1 4*,5&- 6’378,93:;（4&:+,&- <=38’=8） >*-( ") 4*( $

动物科学 ?@A：$#( BCDC E %( A<<4( $DF"G DDCB( "#$$( #$( ##H

双向电泳技术在昆虫研究中的应用
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摘要：随着生命科学进入后基因组学研究时代，蛋白质组学成为其研究热点。双向电泳技术（IJ*GK358’93*’&- 8-8=:,*G
L0*,8939，"G?M）凭借其高灵敏度，高分辨率以及能将数千种蛋白质同时分离等优点，成为蛋白质组学的核心技术之
一，在生命科学研究中发挥着不可替代的作用。近年来，随着黑腹果蝇（!"#$#%&’() *+(),#-)$.+"）、家蚕（/#*012 *#"’）、
意大利蜜蜂（3%’$ *+((’4+")）和冈比亚按蚊（3,#%&+(+$ -)*0’)+）等昆虫基因组测序的基本完成，昆虫的蛋白质组学研
究也迅速展开。本文就双向电泳技术在昆虫遗传学、发育生物学、亚细胞器、免疫学、毒理学、行为学以及媒介学上

的研究进展进行了综述。总结前人的研究结果认为，昆虫突变、发育、抗性、行为等变化与蛋白的差异表达或蛋白亚

型的变化密切相关，并鉴定了相关的蛋白质。这一研究为全面阐明昆虫的生长发育、生理生化等特性具有重要意

义，也对转录水平的研究提供了很好的补充。如何提高双向电泳技术的准确性和重复性，使其在昆虫学上的研究更

广泛、更深入是未来研究的重点。
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! ! 基因是遗传信息的载体，而生命活动的执行者
却是基因的表达产物———蛋白质。基因组是静态

的，而蛋白质组是动态的。蛋白质有其自身特有的

活动规律，如蛋白质的修饰加工、转运定位、结构形

成、代谢等，无法从基因组水平上的研究获知。蛋白

质组学已成为后基因组学时代研究的热点。

蛋白质组学采用大规模、高通量、高灵敏度的技

术手段，从整体水平上研究基因组所表达的所有蛋

白质在不同时间与空间的表达谱和功能谱，更全面

更系统化地揭示生命活动的本质。双向电泳（IJ*G
K358’93*’&- 8-8=:,*L0*,8939，"G?M）凭借其高分辨率、
高灵敏度以及能将数千种蛋白质同时分离与展示的

特点成为蛋白质组学研究的关键核心技术之一［$］。

虽然近年来诸多新兴技术蓬勃发展，如多维液相色

谱G质谱联用、同位素标记G亲和色谱G质谱技术、生物
芯片等，但到目前为止，双向电泳技术仍然在生物学

前沿研究中起着不可代替的作用。已有文献［"GB］对

该技术评价颇高，研究者认为双向电泳作为经典的

生化与分子生物学技术，仍在不断地发展和完善。

研究者也曾想用新技术来取代该技术，但要对细胞

生命活动有全面、深刻的认识，其他技术在分辨率和

灵敏度上与双向电泳尚有一定的差距。目前，双向

电泳技术与质谱鉴定连用是蛋白质组学的有效研究

方法模式。

自从 "##$ 年国际人类蛋白质组提出了人类蛋
白质组计划后，人类蛋白质组研究突飞猛进，已经鉴

定了许多具有重要生理功能和与重大疾病相关的蛋

白质，带来了许多重大的理论突破，同时也给新药的

开发带来了诱人的前景。然而，昆虫的蛋白质组研

究相对迟缓，随着黑腹果蝇（ !"#$#%&’() *+(),#5
-)$.+"）［H］、家蚕（/#*012 *#"’）［P］、意大利蜜蜂（3%’$
*+((’4+")）［D］和冈比亚按蚊（3,#%&+(+$ -)*0’)+）［F］等
昆虫基因组测序的基本完成，昆虫蛋白质组学的研

究进入到一个崭新的发展阶段。

$ 在昆虫遗传学上的应用
在突变体研究上，通过双向电泳技术分离、质谱

鉴定等蛋白质组学方法对差异蛋白进行检测鉴定，

为研究突变背后的生化过程提供有价值的信息。脆

性 Q综合征是由于脆性 Q智力低下蛋白（RSTU）缺
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失引起的一种遗传性疾病。在果蝇中已建立脆性 !
综合征的模型，果蝇中人类 !"#" 同源基因 $!"#" 突
变与人类的脆性 ! 综合征症状非常类似［#$%］。张永
清［"&］等通过双向电泳技术果蝇突变体（$!"#" 基因
缺失）进行研究，质谱结果发现该突变体中苯丙氨

酸羟化酶与 ’() 水解酶介导了多巴胺和 *$羟色胺
的合成途径，且活性明显上调；而且神经化学分析发

现在突变体大脑中多巴胺和 *$羟色胺含量也明显增
高。这一研究结果对人类精神疾病的研究提供了可

能的解释。靳远祥［""$"+］等采用双向电泳分别对家

蚕正常及 ,-突变体雌蛾性附腺分泌部组织的蛋白
质进行分离，银染得到的电泳图谱，分离约 .&& 个蛋
白质点。发现有 / 个和 + 个蛋白分别只在正常和
,- 突变体中特异表达。此外，约有+% 种蛋白在正
常性附腺分泌部组织中的表达水平明显高于 ,- 突
变，而约有 "* 种蛋白在 ,- 突变体的分泌部组织中
表达水平较高。进一步对这些差异蛋白进行鉴定和

功能分析，发现肌动蛋白 01 只在化蛹后期正常的
雌性附腺组织特异表达。这些差异可能与 ,- 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。

+ 在昆虫发育生物学上的应用
果蝇是发育生物学研究中非常重要的模式生

物。腹沟的形成是果蝇原肠胚时期一个关键的形态

发生事件。’23-［"1］等采用荧光差异电泳（45’6）方
法对腹侧与单侧胚胎进行比较分析，超过 ** 个蛋白
被鉴定在表达量或是亚型上发生了变化。令人奇怪

的是，这些差异的蛋白质大多数在原肠胚形成前表

现良好，只有少数蛋白质随着原肠胚形成，表达量发

生了改变，表明腹部细胞是细胞形变的根本；而且还

在腹部和侧面胚胎存在 1 种蛋白酶体亚基的差异。
家蚕催青期胚胎发育是蚕体内一系列生理生化反应

的体现，是控制胚胎发育的基因有序表达的结果。

钟伯雄、颜新培［"/$"7］等以连续发育的家蚕胚胎为材

料，采用双向电泳技术，从蛋白质水平对催青期各个

时期的胚胎蛋白质进行分离，发现不同胚胎发育时

期之间的蛋白质图谱相互间存在差异，点青期和转

青期两个胚胎出现的特异蛋白斑点数在整个催青期

胚胎中为最多。与催青前期胚胎出现的特异蛋白斑

点变化规律相似，这些特异蛋白斑点大多也是在随

后邻近的胚胎发育中消失，推测可能与相应胚胎的

形体特征发育有关。对胚胎发育过程中蛋白质变化

的分析，为从分子水平上阐明家蚕胚胎发育的机理

提供了切入点。

1 在昆虫亚细胞器研究上的应用
目前，利用 +$46 技术来研究昆虫不同组织、器

官及亚细胞水平的蛋白质组已有很多报道。亚细胞

蛋白质组学，即针对胞内不同区域及结构功能单位

进行蛋白质组学研究［".］。+&&. 年 89 等［"#］对滞育
的肉蝇（%&#’()*&+& ’#&,,-)&.)-,）蛹脑部蛋白利用双
向电泳技术，分离得到大约 //& 个蛋白点，并对其中
"# 个蛋白点进行质谱鉴定。发现其中热激蛋白类
（热激蛋白 .& 和小分子热激蛋白）在滞育的家蝇脑
部发生了显著的上调；磷酸烯醇丙酮酸合成酶

（):2;<:2=32> <?@ABCD= ;?3D:C;=），脂肪酸结合蛋白
（ECDD? CF9G H93G93- <@2D=93），核酸内切酶（63G23AF>=$
C;=）在滞育的脑部中发生了显著的下调反应。这一
结果与早期从分子水平得到的 IJ,0编码的 :;<在
滞育期脑部表达一致。并且认为这种在滞育上调的

热激蛋白具有抗寒性和抑制其发育的双重功效。这

也给了一个启示，对于从转录水平研究昆虫滞育来

讲，利用双向电泳技术从蛋白水平来研究将是对它

一个很好的补充。柞蚕（/01*2#&2& )2#03-）是一种典
型的野蚕，其丝腺能够合成和分泌丝蛋白。+&&% 年
徐淑荣［"%］对柞蚕五龄幼虫的后部丝腺采用双向电

泳技术进行分离，发现 +1 个蛋白上调。进一步质谱
鉴定和数据比对，其中 . 个蛋白涉及转录，翻译和代
谢的调控。黑森瘿蚊（4&321-(.& $2,1#5’1(#）是全世界
最具破坏性的小麦害虫，它的幼虫通过唾液腺分泌

来控制宿主的生长和代谢。+&&# 年陈明顺等［+&］分
别从转录和蛋白质上对黑森瘿蚊幼虫的唾液腺进行

了研究，蛋白质组学分析结果显示，很高比例的蛋白

质直接或间接地参与了蛋白的合成，结合高比例的

分泌蛋白转录子可以得出黑森瘿蚊幼虫的唾液腺确

实是为宿主注射蛋白质的专门组织。但 7/ 个蛋白
未能鉴定，在唾液腺中缺乏分泌蛋白的累积，推测很

可能是有些分泌蛋白在合成开始即被分泌。

/ 在昆虫免疫学上的应用
糖蛋白在昆虫生理学中发挥重要作用。近年

来，针对糖蛋白的研究，特别是一些与疾病和免疫有

关的糖蛋白研究已成热点，为认识一些疾病的分子

机理奠定了理论基础，并为通过基因工程手段治疗

这些疾病提供了作用靶标。王楚桃［+"］以感染金龟

子绿僵菌的东亚飞蝗（6(’5,1& "-+#&1(#-&）血淋巴为
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研究对象，首次用高通量、高分辨率的双向电泳技术

在感病昆虫血淋巴中筛选出了 !" 个差异表达糖蛋
白点。通过对差异糖蛋白肽质量指纹图谱和肽段

#$ %&’& 测序分析，鉴定出了其中的 " 个蛋白，分析
推测了这 " 个糖蛋白可能与昆虫的免疫反应有关。

( 在昆虫毒理学上的应用
在昆虫毒理研究上，通过双向电泳技术对蛋白

进行分离鉴定，是寻找抗性相关蛋白的重要途径。

)*+,-+［..］等采用差异蛋白质学方法，利用双向电泳
技术分离经氨基甲酸盐处理后的褐飞虱（!"#$%$&’$(
)$ #*+,-.），比较分析后发现，有 .. 个蛋白表达水平
发生了变化，其中 !/ 个呈现上调表达，0 个下调表
达和 1 个特异表达。经氨基酸序列分析及数据库检
索，这些蛋白分别为丝氨酸蛋白激酶、副肌球蛋白、

2345/、678 酶等，这些蛋白的差异表达反映了经杀
虫剂处理后整个细胞结构和新陈代谢的改变 。昆

虫对拟除虫菊酯类毒素的抗性研究一直使用的是传

统生物化学和分子方法。9:% 等［."］采用蛋白质组学
方法对经拟除虫菊酯类毒素处理不同时间的桔小实

蝇（/$0)&10,&$ 21&.$#".）幼体进行研究，结果发现很多
蛋白在调控水平上发生了改变。在 !( 个蛋白中，5
个蛋白只在经拟除虫菊酯类毒素处理后表达，其余

; 个显示出差异表达。经质谱和肽指纹图谱分析比
对，发现抗性反应与上调的甘油三磷酸脱氢酶

（<=>?$,&=@"@4*&34*+A$ #$*>#,&B$%+3$）和下调的 678@
6C8逆向转运蛋白有关联。它表明增强代谢和能
量确实能抵抗拟除虫菊酯类毒素。这一结果为进一

步研究昆虫抗化学杀虫剂的反应提供依据。8+,D
等［.1］采用蛋白质组学方法，用双向电泳技术对谷蠹

（34561%,&)4$ 217"-"0$）成虫的磷化氢敏感（EC.）和
耐株（FEC"1"）进行了分离。结果发现，!( 个蛋白
下调表达，而 ; 个只在耐磷化氢株（FEC"1"）中表
达；经质谱鉴定，下调的蛋白质鉴定为精氨酸激酶，

二氢脱氢酶，甘油三磷酸脱氢酶等，二氢脱氢酶参与

三羧酸循环途径，而甘油三磷酸脱氢酶和磷酸丙糖

异构酶参与糖酵解过程。鉴定的上调蛋白是谷氨酸

消旋酶，卵黄蛋白等。总结发现，磷化氢影响糖酵解

和三梭酸循环，并且烯醇化酶的诱导可能恢复这种

功能紊乱。

; 在昆虫行为学上的应用
蜜蜂是一种重要的经济动物，同时它也是研究

社会行为和学习记忆导航行为的模式生物。.//;

年随着蜜蜂基因组测序的完成，对其蛋白质组学研

究也随之展开。蜜蜂的蕈形体（GH3*,&&- I&#>）是
蜜蜂等昆虫原脑的中心部分，也是神经细胞及其神

经纤维的聚集中心，对蜜蜂的社会行为起到重要的

作用。J%&等［.(］对蜜蜂脑部的蕈形体和视叶通过
双向电泳技术分离，图谱比较显示分别有 ( 个和 "
个蛋白在蕈形体或视叶里选择性表达，其中在蕈形

体选择表达的蛋白，. 个经质谱得到鉴定，为 ?6G8
依赖性蛋白激酶（ ?6G8@#$4$%#$%A 4,&A$:% D:%+3$，
8K6）和保幼激素二醇激酶（9H’$%:=$ *&,-&%$ #:&=D:@
%+3$），在视叶里 ! 个得到鉴定为 "@磷酸甘油醛脱氢
酶（<=>?$,+=#$*>#$@"@4*&34*+A$ #$*>#,&B$%+3$），且原
位杂交显示保幼激素二醇激酶上调表达，而 "@磷酸
甘油醛脱氢酶下调表达，这种差异表达可能为研究

蜜蜂的社会行为提供有利线索。紫外灯光放射紫外

线（"./ L 1// %-），已被全球广泛用于诱杀害虫。
G$%B［.;］以在紫外灯下照射 !* 的 " 龄棉铃虫（8,#"(
01’,&%$ $&7"+,&$）为研究对象，采用双向电泳技术分
离，超过 ! .// 个蛋白点被重复检测，其中 !. 个蛋
白表达量上调，.! 个下调表达，质谱鉴定得到 .5 个
差异表达的蛋白质，这些蛋白质涉及信号转导，蛋白

合成，代谢及细胞结构等功能。这也是首次分析趋

光性昆虫在紫外光照射下的差异蛋白表达，这项研

究为研究昆虫在紫外灯照射应急反应的适应机制带

来了新的解释。

M 在媒介昆虫的应用
昆虫往往是某些微生物的寄主，利用蛋白质组

学研究寄主昆虫与病原物间相互关系，可为植物病

害治理及人畜疾病预防与治疗提供基础。蚊子蛋白

质组学研究成为人们寻找和追踪疟疾和其他病原菌

传播的重要方法。媒介昆虫中研究最多的是恶性疟

原虫的寄主冈比亚按蚊。N$O$’,$［.M］等采用差异荧
光双向电泳对被疟疾感染的冈比亚按蚊和未被感染

的蚊子的头部蛋白组进行分离，被感染的蚊子头部

有 !. 个蛋白在表达水平上发生了变化，质谱结果显
示这些差异蛋白与代谢、突触、分子伴侣、信号传导

及细胞骨架相关，同时也鉴定了一些表达量上调和

下调的蛋白质。这些差异蛋白的发现揭示了其行为

修饰的内在分子机制，也为疟原虫与按蚊相互作用

的研究提供了新的见解。蚊子在吸食人血、传播疾

病的时候，唾液腺在这过程中起了关键的作用，在唾

液腺中合成的蛋白对寄生物疟原虫的生活史非常重

要［.0］。.//( 年，K+=H-$［.5］等应用蛋白质组学方法
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对蚊子的唾液腺进行了研究，发现在 !" 个鉴定出的
蛋白中有 #$ 个是新蛋白，生物信息学分析表明其中
许多蛋白已经有了 %&’( 片段的序列，唾液腺蛋白
质组工作为研究按蚊与疟原虫的防治提供了新的研

究思路。)*+,-./,+*［01］等利用蛋白质组学方法，分
离鉴定一些沙蝇（!"#$%&’() *%+,(-)*-(.）唾液腺分泌
蛋白，其中有的与利氏曼原虫（!/(.0&)+() 10),).(）
寄生人体密切相关。这些可以作为利氏曼原虫病的

诊断标记，也应用于疫苗开发。

23 展望
双向电泳以其高分辨率、简单、快速等优点在蛋

白质组学研究领域得到普遍应用。但是样品制备、

电泳和蛋白质检测等方面仍然存在着问题。目前出

现的差异凝胶电泳技术（&456）较之传统的双向电
泳在很大程度上得到改进，极大地提高了结果的准

确性、可靠性和重复性。相信随着技术的进一步提

高，其在蛋白质组学研究中将发挥更大的作用。

昆虫种类繁多、生境复杂、生活史多变，在陆生

动物中占有特殊的地位，对其深入地研究不仅具有

重大科学意义且在生产实践中具有很高的实用价

值。目前，昆虫的体壁、围食膜和卵壳的蛋白质还难

以充分提取；昆虫在发育过程中存在变态现象，这大

大增加了其蛋白质数据库建立的工作量，且昆虫种

类极多，难以建立包含众多种类昆虫的蛋白质数据

库，利用双向电泳技术完善该项工作对阐明昆虫生

长发育、生理生化性质、代谢调控等方面将发挥重大

作用。
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