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柞蚕微孢子虫长极丝型孢子总蛋白的鉴定及功能分析*
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摘要:柞蚕(AntheraeapernyiGuerin-Meneville)是中国北方重要的吐丝经济昆虫,柞蚕微孢子虫(Nosemaantheraeae)引
起的柞蚕微粒子病是柞蚕产业毁灭性的病害。本研究采用梯度Percoll-NaCl溶液分离纯化柞蚕微孢子虫,提取柞蚕微孢

子虫总蛋白,胰蛋白酶消化,然后通过LC-MS/MS精确获得各肽段分子量,经数据库比对后共鉴定到610个蛋白。对鉴

定到的蛋白质进行GO蛋白质功能分析,发现孢子时期参与大分子复合物及结构分子活性的蛋白的较多,而参与细胞催

化和绑定功能、细胞过程及代谢过程的表达蛋白的所占的比例明显低于预测基因的的比例。研究认为这一结果主要与孢

子期的微孢子虫脱离宿主细胞,生理不活跃,处于相对静止的时期,没有能量和物质来源有关;微孢子虫通过降低细胞活

动和物质代谢,从而适应所处的环境。
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微孢子虫(Microsporidia)是一类专性寄生于细胞内的原生动物,已报道的微孢子虫有1200多种,分别属于

144个属,可以感染包括昆虫、鱼类和人类在内的几乎所有的动物[1]。微孢子虫由孢子壁、极囊以及双核组成,它
的生活史可分为繁殖期、孢子形成期、侵染期等3个时期;同时微粒子孢子在生活史过程中具有孢子二型性,即
感染早期的短极丝型孢子和感染后期的长极丝型孢子[2]。短极丝型孢子内壁较薄,可在宿主细胞内发芽,形成

二次感染体,感染相邻接的孢子和组织,扩大宿主体内的感染范围;而在感染后期形成的长极丝型孢子则具备有

较厚的孢子壁,即使从宿主脱离后较长时间仍有生活力[3-4],是宿主个体间感染的主要形态。
柞蚕(AntheraeapernyiGuerin-Meneville)是一类以柞树叶为食料的经济类吐丝结茧昆虫,隶属于鳞翅目

(Lepidoptera)大蚕蛾科(Saturniidae),是中国北方重要的经济昆虫。柞蚕主要的病害有柞蚕脓病、柞蚕微粒子

病、空胴病、柞蚕寄蝇病(蝇蛆病)、线虫病等[5-7]。其中由柞蚕微孢子虫(Nosemaantheraeae)引起的柞蚕微粒子

病率逐年上升,严重威胁柞蚕丝产业,被列为蚕种的法定检疫对象。柞蚕微孢子虫呈双核,表现出孢子二型性,
具有典型的Nosema属特征,在蚕体内的发育有5个形态即孢原质、裂殖体、产孢体、孢子母细胞和孢子[8-9];长极

丝型孢子可以脱离柞蚕组织存在于环境中,被柞蚕食入后以孢子发芽的形式弹出极丝,通过极丝将孢原质注入

到柞蚕细胞,从而感染柞蚕,引起柞蚕微粒子病[10]。

SSUrRNA和ITS构建的进化树表明柞蚕微孢子虫和家蚕微孢子虫(Nosemabombycis)具有较近的亲缘关

系[11-12],脉冲电泳试验推断柞蚕微孢子虫细胞核约有15条染色体,分子量为390~960kD,基因组大小约为9.3
Mb[13]。本实验室曾对柞蚕微孢子虫进行了全基因组测序,全基因组大小约为7.6Mb,其中3118个基因预测具

有编码框[14],有功能注释的预测基因有1539个。
本文主要研究柞蚕微孢子虫长极丝型孢子表达的总蛋白质,通过GO分类进行柞蚕微孢子虫孢子时期表达

蛋白的功能分析,以便对柞蚕微孢子虫的相关研究提供蛋白质方面的基础数据。

1材料与方法

1.1柞蚕微孢子虫纯化

取患病柞蚕蛹,在研钵中充分研磨,用Percoll纯化柞蚕微孢子虫孢子[15-17],并做了一些改进,即用Percoll原

* 收稿日期:2014-03-05    修回日期:2014-03-26  网络出版时间:2014-5-8 14:38
资助项目:国家863项目(No.2012AA101301-3);国家自然科学基金 (No.31001037);教育部科学技术重点项目(No.210180)

作者简介:龚娟娟,女,研究方向为动物学,E-mail:ghijackie@126.com;通讯作者:王林玲,E-mail:wanglinling2005@163.com
网络出版地址:http://www.cnki.net/kcms/detail/50.1165.N.20140508.1438.006.html



液与1.5mol/LNaCl溶液按体积比9∶1配制母液,然后用0.15mol/LNaCl溶液按需要稀释母液,采用25%、

50%、75%、90%、100%的Percoll-NaCl溶液不连续密度梯度离心,4℃、15000g持续30min。

Percoll密度梯度铺制方法为:取15mL离心管,将100%的Percoll-NaCl溶液置于离心管底部,然后按上述

密度梯度由高到低逐渐向上缓慢加入离心管铺制而成,每个梯度加2mL溶液。
加样过程为:用移液枪加样,枪头和离心管成50°,慢慢将样品沿管壁铺到梯度离心液液面上,样品量1mL。

Percoll密度梯度离心后观察分层现象,用长吸管小心吸取各层溶液置于离心管中,用生理盐水洗涤3次,除去

Percoll液,最后用无菌水悬浮,显微镜检查观察各条带层的微孢子虫情况。

1.2柞蚕微孢子虫计数

将收集的样品经生理盐水洗涤数次后,用无菌水稀释至适当的倍数,充分摇匀,将溶液滴在血球计数板上,
盖上盖片,在640倍光学显微镜下观察、计数。

1.3柞蚕微孢子虫蛋白质提取

取虫体密度为1×109 个/mL的微孢子虫悬浮液,12000g、4℃离心15min,弃上清,于沉淀中加入200μL
SDT溶液(4%SDS,0.1mol/LTris-HCl,pH值为8.0);沸水浴15min,超声裂解,最后4℃、14000g离心45
min,并收集上清。上清即为柞蚕微孢子虫总蛋白。

1.4柞蚕微孢子虫总蛋白SDS-PAGE电泳

将制备好的蛋白样品用12%分离胶、6%浓缩胶进行SDS-PAGE电泳,考马斯亮蓝R-250染色。

1.5柞蚕微孢子虫总蛋白的LC-MS/MS分析

首先对总蛋白进行酶切,即总蛋白样品中加入2.5~10ng/μLTrypsin溶液,于酶解原液中加入100μL抽

提液(60%ACN/0.1%TFA),超声15min,冻干。第二步为毛细管高效液相色谱。配置溶液A(0.1%甲酸的水

溶液)和B(0.1%甲酸的乙腈水溶液,乙腈为84%)。色谱柱以95%的A液平衡后,样品由自动进样器上样至

Trap柱。色谱梯度为:0~50min,B液线性梯度从4%到50%,50~54min;然后从50%到100%,54~60min;
最后维持在100%。最后是质谱数据采集,即多肽和多肽的碎片的质量电荷比按照每次全扫描(Fullscan)后采

集20个碎片图谱(MS2scan)。

1.6柞蚕微孢子虫总蛋白GO分类

采用 Mascot软件在SwissProt蛋白数据库中进行同源检索,利用tBlastn检索柞蚕微孢子虫全基因组数据

库(未公布)的DNA序列,然后进行GO分类。

2结果

2.1柞蚕微孢子虫孢子分离纯化

目前分离纯化微孢子虫孢子的常用方法有差速离心法、蔗糖(CsCl)密度梯度离心法和Percoll密度梯度离

心法。Jouvenaz[15]、Fumarola[17]等人研究认为Percoll是一种有效的微孢子虫孢子纯化介质。周成等人[18]比较

了蔗糖密度梯度离心法和Percoll密度梯度离心法对家蚕微孢子虫孢子的纯化效果,结果显示Percoll法纯化效

果更好,纯化条件为25%、50%、75%、100%的Percoll不连续梯度,12000g离心20min,梯度间形成清晰的条

带层,纯净微孢子虫孢子聚集在管底两层。本文在此基础上加以改进,采用25%、50%、75%、90%、100%的Per-
coll-NaCl溶液进行微孢子虫的分离纯化。

Percoll溶液具有自行分层的特性,样品在非连续密度梯度Percoll-NaCl溶液中,经4℃15000g离心30
min后,在离心管中形成明显条带层(图1A),从上到下依次为25%、50%、75%、90%、100%的Percoll-NaCl溶

液层。对各层沉淀进行镜检发现,图1A中底层黑色箭头所指处的沉淀中微孢子虫浓度高,而且杂质含量少(图
1B)。因此,采用上述方法分离纯化得到浓度及纯度很高的柞蚕微孢子虫。

2.2柞蚕微孢子虫总蛋白SDS-PAGE电泳

图1C所示为柞蚕微孢子虫总蛋白SDS-PAGE电泳图,从图中可以看到15条以上蛋白条带,分子量大小分

布在20~100kD,其中在29~90kD处的蛋白条带清晰可见,且蛋白丰度较高,特别是29kD处蛋白浓度最高。

2.3柞蚕微孢子虫总蛋白的LC-MS/MS质谱鉴定和蛋白功能分析

柞蚕微孢子虫蛋白提取液通过LC-MS/MS质谱分析,质谱数据在西南大学蚕学研究所柞蚕微孢子虫基因

组数据库中搜索,共鉴定到得610个蛋白。将鉴定到的柞蚕微孢子虫孢子时期总蛋白质和基因组预测蛋白进行
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图1 柞蚕微孢子虫纯化、镜检及总蛋白SDS-PAGE电泳

Fig.1 Thepurification,microscopyandtotalproteinSDS-PAGE
electrophoresisofN.antheraeae

了GO分类的蛋白质功能分析,结果如图

2所示。柞蚕微孢子虫有功能注释的预

测蛋白有1539个,经质谱鉴定的610个

孢子时期表达了的蛋白。从图中可以看

到,在细胞组成方面,参与了细胞及细胞

部分的基因分别预测到585和569个,分
别占基因组预测数的38%和37%;而参

与这两部分的基因经质谱鉴定,分别鉴定

到了232和226个,分别占质谱鉴定到的

基因数的36%和37%。在分子功能方

面,预测到有1048个基因,质谱鉴定到

300个基因;预测到42%的基因参与细胞

催化功能,质谱鉴定到该部分基因只有

36%;在发 挥 的 分 子 功 能 方 面,预 测 到

924和900个基因分别参与了细胞过程

及代谢过程,分别占该部分预测基因的

59%和50%,而质谱鉴定到参与这两部

分的基因分别为280和244个,分别占质

谱结果的42%和40%,分别比预测的基

因少17%和10%。另一方面,有些基因

质谱鉴定到的比例较基因组预测到的比例要高,如细胞组成中的大分子复合物,基因组预测的基因占16%,而质

谱鉴定到的基因占到了20%;另外,分子功能中参与结构分子活性的基因,质谱鉴定到10%的基因,而基因组预

测到的基因只有5%。

图2 柞蚕微孢子虫孢子时期蛋白质的GO功能分析结果

Fig.2 TheanalysisofGOproteinfunctioninthesporesperiodofN.antheraeae

3讨论

GO分析对实验结果有提示的作用,通过差异基因的GO分析,可以找到富集差异基因的GO分类条目,寻
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找不同样品的差异基因可能和哪些基因功能的改变有关。本研究主要以柞蚕微孢子虫总蛋白为出发点,研究预

测基因与表达蛋白基因之间的关系。由图2可以首先看到,GO注释的大分子复合物基因约占16%,质谱鉴定

到的基因占到了20%,它们的蛋白表达量较高。这主要是由于柞蚕微孢子虫体内的大分子复合物通常以有机物

为多数,例如蛋白质、糖类、脂类等;它们是生物体的重要能源物质,控制着细胞的生命活动。参与绑定及催化活

性的基因分别占GO注释基因的70%和42%,而质谱鉴定到的这两部分基因分别占质谱结果的40%和38%。
参与绑定及催化活性的表达的蛋白占总蛋白的比例比预测蛋白占总预测蛋白的比例低,这是由于孢子寄生在宿

主体内并从中摄取营养,在一个生活周期的孢原质(芽体)、裂殖体(游走体)、产孢体、孢子母细胞和孢子阶段中,
裂殖体、产孢体及孢子母细胞均在蚕的组织细胞内寄生;当孢子处于独立于宿主生活时,孢子体内的变化就会降

到最低,以度过极端环境。所以这时参与绑定及催化活性的基因处于不活跃时期,表达量相对较低。其次,基因

组预测到参与细胞及代谢过程的基因分别为924和900个,分别占基因与预测基因的59%和50%;质谱鉴定到

的这两部分基因分别为280和244个,分别占质谱鉴定结果的42%和40%。这是因为微孢子是严格的胞内寄生

物,在它的各个发育时期本身都不具有线粒体,它营寄生生活的营养来源完全依赖于宿主细胞的线粒体来供给,
必须借助于宿主的代谢系统[20];而分离纯化的微孢子处于孢子期,具备较厚的孢子被膜,孢子处于相对不活跃状

态,因而各部分蛋白的表达相对较低,这也是微孢子虫对环境的一种巧妙适应方式。
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AnimalSciences

IdentificationandFunctionalAnalysisofaLongPoleTussahoftheTotal
ProteinofNosemaantheraeae

GONGJuan-juan,XUJin-shan,LIZhi,DANGXiao-qun,ZHOUZe-yang,WANGLin-ling
(CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:AntheraeapernyiGuerin-MenevilleisaveryimportanteconomicinsectinnorthernChina,pebrinediseasecausedby
Nosemaantheraeaeisadevastatingdisease.Inthisstudy,gradientPercoll-NaClsolutionswereusedtoseparateandpurifytheN.
antheraeae.ThetotalproteinofN.antheraeaewasextractedanddigestedbytrypsin,andthengettheexactsegmentmolecular
weightofeachpeptidebyLC-MS/MS,morethan610proteinswereobtainedagainstdatabase.GOproteinfunctionanalysiswas
carriedout;muchproteinisparticipatingmacromolecularcomplexesandstructure.Theproportionofcatalyticactivity,binding,

cellularprocessandmetabolicprocesswerelowerthantheproportionofpredictedgenes.Weconsideredmainlybecauseitdeparts
fromthehostcellinsporestage,cellphysiologyisinactive.Therefore,N.antheraeaeadaptedtotheharshenvironmentbyreduc-
ingthecellactivitiesandmaterialmetabolism.
Keywords:Nosemaantheraeae;sporestage;protein;functionalanalysis;GOanalysis
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