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摘要：本研究探讨了蛋白质提取方法、十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（<?<DHIJK）条件对家蚕卵蛋白分离效

果的影响。分别用裂解液提取法、N/I 沉淀法、冷丙酮沉淀法和 N/ID丙酮沉淀法制备蛋白质样品，然后进行 EO P
$"O、EO P$CO两种梯度胶的 <?<DHIJK，获得了不同提取方法和电泳条件下的电泳图谱用以比较家蚕卵蛋白分离

效果。结果表明用 N/ID丙酮沉淀法除盐，再用含 ) 5*-·Q R$ 尿素、LO /SIH<、$O ?NN 的裂解液重悬，最适合家蚕

卵蛋白提取；EO P$"O梯度胶对家蚕卵蛋白的分离较为适宜。利用这一优化方法对家蚕感染微孢子虫的蚕卵和正

常蚕卵进行了比较研究，在分子量 EE T? 和 GC T? 处找到了与感染微孢子虫相关的蛋白，为进一步进行正常蚕卵和

感染微孢子虫蚕卵的蛋白质组学研究奠定了基础。
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! ! 十二烷基磺酸钠D聚丙烯酰胺凝胶电泳（ <?<D
HIJK），简称 <?< 电泳。该方法操作简单，能在较

短的时间内用于多肽分子量的分析，变性蛋白的分

离等［$］。蛋白质提取是进行蛋白质组学研究的前提

和基础，总蛋白的提取方法有裂解液提取法、N/ID
丙酮沉淀法、N/I 沉淀法、冷丙酮沉淀法等［"］。

家蚕微孢子虫是家蚕主要病原微生物，可导致

蚕业衰败。法国巴斯德院士研究家蚕微粒子病及其

防治方法，结果发现了家蚕微粒子病的病原是微孢

子虫（!"#$%& ’"%’()*# 4&18-，$G)M），同时还发现该

病原可通过胚种传染；由此他提出了实施母蛾检验，

去除病卵的有效防治方法［V］。本研究对家蚕卵蛋白

的提取方法和 <?<DHIJK 条件进行了比较，建立合

适的蛋白提取方法和 <?<DHIJK 条件，并以此对感

染孢子虫的蚕卵和正常蚕卵蛋白进行分析，从而为

找出与微孢子虫相互作用的蛋白质提供一定的思路

和参考。

$ 材料与方法

$( $ 材料与处理

供试家蚕来自西南大学蚕研所。试验组以家蚕

微孢子虫感染 L 龄期家蚕，对照组则添食无菌水，其

余条件相同，收集带毒蚕卵和正常卵。

$( " 提取方法

$( "( $ 裂解液提取法［L］! 取家蚕卵 V# 粒，加液氮后

将其研磨至粉状，加入 "## !Q 含 ) 5*-·Q R$ 尿素、

LO /SIH< 和 $O ?NN 的裂解液，在室温下放置

V 0；以 L W，$" ### 1 条件离心 V# 53’，取上清液；再

次以上述条件离心 V# 53’，取上清液，充分去除不溶

性杂质，上清液即为提取的家蚕卵总蛋白溶液。采

用 X,&Y.*,Y 法测定提取的蛋白质浓度［C］。

$( "( " N/ID丙酮沉淀法［ED)］! 在通过裂解液提取法

获得 家 蚕 卵 总 蛋 白 溶 液 基 础 上，加 入 E 倍 体 积

R "# W预冷的 N/ID丙酮（ 即 将 $#O 三 氯 乙 酸 和

#( #MO巯基乙醇溶于 $##O丙酮）溶液，漩涡震荡后

静置于 R "# W 下，使 蛋 白 沉 淀 并 过 夜；以 L W、

$" ### 1条件离心 $C 53’，弃上清液，沉淀用 R "# W
的含 #( #MO巯基乙醇的丙酮溶液悬浮 V# 53’；再以

L W、$" ### 1 离心 $C 53’，并重复 " P V 次；沉淀静

置于常温，让丙酮挥发。沉淀加入 $ 5Q 裂解液，漩

涡震荡，在 VM W 下 水 浴 $( C 0 以 上，再 以 L W、

$" ### 1条件离心 $C 53’，上清液用于蛋白质电泳分

析。蛋白质浓度测定方法同前。

$( "( V N/I 沉淀法［)］! 利用 "#O N/I 进行蛋白质

沉淀。蚕 卵 在 加 液 氮 后 被 研 磨 至 粉 末 状，加 入

"## !Q裂解液，E 倍体积 "#O N/I 后静置过夜。其
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余步骤同 !"#$丙酮沉淀法。

%& ’& ( 冷丙酮沉淀法［)］* 丙酮代替 !"#$丙酮进行

蛋白沉淀，其余步骤同 !"#$丙酮沉淀法。

%& + ,-,$.#/0 凝胶电泳［%］

%& +& % 凝胶制备及电泳* 试验采用不连续电泳方式

进行电泳，浓缩胶浓度均为 12 ，分离胶浓度则分别

为 %’2 和、%32 。取蛋白质溶液，加入 45 值为 1& 6
的 17 889:·; <% !=>?$5": 上样缓冲液（含 ’2 ,-,、

7& %2 溴酚兰、’32 甘油以及 %(& ( 889:·; <% !$巯
基乙醇），蛋白质溶液与上样缓冲液体积比为 %@ (；

混匀后在沸水中处理 ( 8>A，放入冰盒中冷却。以

%’ 777 B 条件离心 %3 8>A，取上清液上样。

研究采用高低压转换的不连续电泳法，比较了

恒流和恒压两种方式。在点样孔中加入 ’7 "; 蛋白

质混合液，再按表 % 的电泳参数分别进行电泳，直至

溴酚蓝离胶底 % C8 为止，耗时约 ’& 3 D。

%& +& ’ 染色及分析* 电泳结束后，采用可兼容质谱

分析的考马斯亮蓝 E’37 进行染色。染色结束后，

对凝胶进行拍照。

表 %* 不连续电泳参数设定

!FG& %* !DH I>?C9AJ>AK9K? H:HCJ=94D9=HJ>C 4F=F8HJH=? ?HJ
分离胶浓度 L 2 浓缩胶浓度 L 2 分离电压 L M 浓缩电压 L M

%’ 1 %’7 17
%’ 1 %77 67
%3 1 %’7 17
%3 1 %77 67

’ 结果与分析

’& % 电泳体系的建立

’& %& % 不同蛋白质提取方法的比较* 本研究比较了

裂解液提取法、!"#$丙酮沉淀法、冷丙酮沉淀法、

!"# 沉淀法等 ( 种提取方法对蚕卵蛋白的提取效

果。表 ’ 和图 % 结果显示这 ( 种提取方法存在较大

的差异，其中 !"#$丙酮沉淀法蛋白质提取效果最

好，蛋白质获得率高，,-,$.#/0 条带清晰；其次是裂

解液提取法获得的蛋白质最高，条带也较其它清晰；

其余两种方法蛋白质获得率低，条带弥散。利用优化

的 !"#$丙酮提取法，提取正常蚕卵和感染微孢子的

蚕卵，蛋白质含量分别为 %’3& (7、’’’& N 8B·8; <%。

表 ’* ( 种提取方法对蛋白质提取的影响

!FG& ’* !DH =H?K:J? 9O 4=9JH>A? HPJ=FCJHI Q>JD O9K= 8HJD9I?

提取方法
蛋白质含量 L

（8B·8; <% ）

蛋白质

条带数
杂质干扰

裂解液提取法 %33& (( %6 较多

!"# < 丙酮沉淀法 %’3& (7 %) 较少

!"# 沉淀法 %7’& +( %% 较少

冷丙酮沉淀法 )6& ’) %% 较多

注：%、’、+、( 依次分别为冷丙酮沉淀法、!"# 沉淀法、!"#$丙酮

沉淀法和裂解液提取法所获蛋白的 ,-,$.#/0 效果。

图 %* ( 种不同家蚕卵蛋白提取方法的 ,-,$.#/0 图谱

R>B& %* !DH ,-,$.#/0 H:HCJ=94D9=H?>? 4FJJH=A 9O 4=9JH>A >A
HBB? 9O !" #$%& HPJ=FCJHI Q>JD O9K= I>OOH=HAJ 8HJD9I?

’& %& ’ 不同电泳方式的比较* ,-,$.#/0 垂直板电

泳分为只有分离胶的连续电泳和有浓缩胶的不连续

电泳。本研究比较了不同胶浓度和电压对分离效果

的影响（图 ’）。结果表明，当不连续电泳的电泳参

数设为浓缩电压 17 M 持续 +7 8>A；分离电压 %’7 M，

持续时间 ’ D 时，蛋白质条带分离效果最好，条带多

而清晰。并且，恒压和恒流两种方式相比较，两者产

生的电泳条带差别不大。在比较不同胶浓度对电泳

效果的 影 响 时，发 现 比 较 适 宜 的 分 离 胶 浓 度 为

%’2 ，浓缩胶浓度为 12 。

注：%、’ 为分离胶浓度为 %32 时的电泳图谱，其中 % 的浓缩 L 分
离电压为 17 L %’7 M，’ 的浓缩 L 分离电压为 67 L %77 M；+、( 为分离胶

浓度 %’2 时的电泳图谱，其中 + 的浓缩 L 分离电压为 17 L %’7 M，( 的

浓缩 L 分离电压为 67 L %77 M。

图 ’* 电泳图谱比较

R>B& ’* !DH C984F=>?9A 9O H:CJ=94D9=H?>? 4FJJH=A

’& ’ 用优化的方法分析蛋白质表达的差异

利用优化的蛋白质提取和电泳方法比较了感染
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微孢子虫以及正常的蚕卵的蛋白质差异。从图 ! 可

以看到，正常和感染微孢子虫蚕卵蛋白条带中有 !
条有差异。

注："、# 分别为正常和感染微孢子虫蚕卵蛋白电泳条带；$、%、&
为差异带。

图 !’ 被感染蚕卵和正常蚕卵蛋白质 ()(*+,-. 电泳图谱

/012 !’ 345 &678$90:6; 6< ()(*+,-. 5=5&>9684695:0: 8$>>59;
6< 896>50;: <967 ;697$= $;? 0;<5&>06; 511: 6< !" #$%&

! 结论

本研究通过比较研究基本确立了家蚕卵的蛋白

质提取、凝胶制备、电泳和染色方法。蚕卵中含有大

量脂类、色素，这些杂质会对 ()(*+,-. 效果造成很

大干扰，使之出现如拖尾、条带弥散等现象。通过对

家蚕卵蛋白质的提取方法以及 ()(*+,-. 方式的比

较，本研究认为 3@,*丙酮沉淀法可以较好地去除样

品中的杂质，避免它们对()(*+,-.效果产生较大

的影响；电泳浓缩胶、分离胶浓度分别为 AB、"#B时分

离效果最好，条带清晰，可以满足蛋白质的凝胶分析。

利用以上优化方法，对感染微孢子虫蚕卵蛋白进行了

初步研究，找到了差异带，为进一步进行正常蚕卵和感

染微孢子虫蚕卵的蛋白质组学研究奠定了基础。
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