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其他技术与方法

棉铃虫围食膜蛋白的电泳分离技术#
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摘!要!比较了棉铃虫 O%,#8(;%*/+ +*3#4%*+ "7~V68M#围食膜不同处理方法!不同围食膜数量!在不同电泳下的分

离效果!筛选最佳的围食膜蛋白分离技术% 结果表明$冷冻干燥与非冷冻干燥处理围食膜后进行 E-EGZIJK电泳

分离效果基本相同!建议使用冷冻干燥后处理较好% 取 $&%&& 条围食膜进行 E-EGZIJK电泳!都能将围食膜蛋白

分离!且分离效果基本一致!建议 & 条围食膜最合适!具有可靠性和代表性% 浓缩胶为 &h&分离胶分别为 )h&

$#h和 $"h时棉铃虫围食膜的 E-EGZIJK电泳分离效果差异不大!而分离胶为 $"h时效果较好% 无水三氟利克

酸处理围食膜后进行 HFZIJK电泳!分离出的围食膜蛋白大约 %# 多种!远远超过上述方法分离的 $’ ["# 种!且需

要的围食膜材料少!分离效果最佳!但费用高%

关键词!棉铃虫! 围食膜蛋白! 分离! 电泳技术
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!!昆虫围食膜是抵御随取食时摄入的病原微生
物等不利因子入侵的天然保护性屏障!围食膜主

要由蛋白质和几丁质组成!蛋白质是围食膜的主
要成分!约占围食膜的 %&h [&&h!其中糖蛋白能
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增加围食膜的致密性&坚韧性及半渗透性!蛋白多
糖形成围食膜其余部分!它的多聚糖侧链形成高
度伸展的缠绕结构"a8AA>N%2+,7!$***’相静波等!
"##(#% 蛋白质对于维持围食膜的致密结构至关
重要!对围食膜蛋白的破坏可能会对昆虫的正常
生长发育造成影响!甚至会导致低龄幼虫的死亡
"Z86:%2+,7!$***#% 关于围食膜蛋白的研究比较
少!a8AA>N等"$***#根据围食膜蛋白结合紧密程
度将其分为 ( 类!已鉴定的围食膜蛋白多是属于 %
类的围食膜因子!大部分蛋白结构和功能还不清
楚% 目前研究围食膜蛋白基本方法都是采用单向
E-EGZIJK或双向电泳技术获得的!结果表明围食
膜蛋白质种类较多!$型围食膜中约 "# [(# 种!
%型围食膜中约 (# 种"C8;>68%2+,7!$**’’a8AA>N
%2+,7! $*** #% 由于围食膜的处理方法和 E-EG
ZIJK的分离胶浓度不同!所获得的围食膜蛋白质
种类也有差异% 李帅等""##)#将华北大黑鳃金龟
O(,(2*#8"#+ (9,#2+ X>A98MN>66 围食膜蛋白质的种类
与鳞翅目粉纹夜蛾 M*#8"(/,)&#+ $#"7~V68M#&棉铃
虫 O%,#8(;%*/+ +*3#4%*+ " 7~V68M#& 甜 菜 夜 蛾
C/(0(/2%*+ %J#4)+ " 7~V68M#& 粘 虫 F52"#3$+
&%/+*+2+ "B>Â8M# ( 种昆虫围食膜比较!其围食膜
处理方法是取冻存于 +"#i 的围食膜!加入上样
缓冲液!其中分离胶 )h!浓缩胶 &h!没有说明处
理围食膜的量!但他在研究增效蛋白处理华北大
黑鳃金龟及 ( 种鳞翅目昆虫围食膜蛋白的对比分
析中提出是冻存的围食膜 % 条% 张严峻等""####
研究棉铃虫围食膜蛋白种类时采用冷冻干燥的围
食膜 #0#" :!加入样品溶解液!其中分离胶为
$#h!浓缩胶 &h% 陈涛等""##)#研究棉铃虫&粘
虫和甜菜夜蛾围食膜时是取 & 条冻存的围食膜!
分离胶为 )h和 $"h两种!浓缩胶均为 &h% 李绪
友等""##1#在 $0* :冷冻的甜菜夜蛾围食膜中加
$h荧光增白剂 XS") "0& NC来离解围食膜蛋白!
将所得的上清透析脱去 XS")!以此获得甜菜夜蛾
围食膜蛋白来制备围食膜蛋白% Q>N?V8AA等
""##) # 报道利用无水三氟利克酸 ">6;P9M<F5
@M4OAF<M<N8@;>685FAO<64=>=49!aXUE#可以溶解包括
几丁质在内的全部棉铃虫围食膜组分!获得了几
乎所有的围食膜蛋白% 即使同种昆虫处理方法不
同!获得的蛋白种类也不同!如张严峻等""####和
Q>N?V8AA等""##)#分别在棉铃虫围食膜中发现了
$’ 和 ($ 种蛋白% 其次围食膜取材很不容易!而且

要深入研究围食膜蛋白!需要饲养大量昆虫才能
获得!收集材料的工作量很大!给研究带来很大麻
烦% 因此!选择取材量少!分离效果好!具有重复
性的围食膜蛋白分离技术尤为重要!它将为深层
次研究昆虫围食膜蛋白的功能和结构奠定良好的
基础% 棉铃虫是一种世界性分布的重要农业害
虫!棉铃虫对 S@的抗性问题不容忽视"魏纪珍等!
"#$"’张金平和张钟宁!"#$"#!围食膜蛋白在抵御
S@抗性中具有一定的作用% 鉴于此!以棉铃虫围
食膜为材料!比较不同的围食膜处理方法!不同的
围食膜数量!在不同的浓缩胶和分离胶浓度下的
E-EGZIJK电泳分离效果!同时运用 Q>N?V8AA等
""##)#报道利用无水三氟利克酸"aUXE#处理围
食膜!HFZIJK电泳分离!对比其分离效果!最终
筛选出最佳的围食膜蛋白分离技术%

:;材料与方法
:B:;供试昆虫与饲养条件

棉铃虫品系"*’E#$于 $**’ 年采自河南省新
乡棉田!室内用人工饲料饲养至今!从未接触任何
杀虫剂% 饲养条件$在温度""1 r"#i!相对湿度
1&h r$#h!光周期 $(Cn$#-条件下饲养% 幼虫
放在指形管中人工饲料饲养!饲料配方参照梁革
梅等"$***#方法!成虫在产卵笼中用 $#h蜂蜜水
饲养% 上述棉铃虫品系来自于中国农业科学院植
物保护研究所棉花害虫组%

:BA;主要试剂
丙烯酰胺&甲叉双丙烯酰胺为 U8M̂产品’三

羟甲基氨基甲烷"aM45#!十二烷基硫酸钠 " E-E#!
甘氨酸"JAP=468#为 IN8M5=<公司产品’考马斯亮
蓝"Q<<N>5548SM4AA4>6@SAF8#‘"&# 和 J"&#!E4:N>
公司产品’!G巯基乙醇为 IN8M5;>N公司’蛋白标
准 U>M̂8M为 X8MN86@5公司’ " sC<>946:SFOO8M!
X8MN86@5公司’"-QA8>6GD? _4@!JKS4<5=486=85公
司’ JAP=<ZMO4A8aU /\!Q;8N4=>A-8:AP=<5PA>@4<6 _4@!
HFZIJK C-E " A4@;4FN 9<98=PA5FA?;>@8# 5>N?A8
VFOO8M! HFZIJK‘89F=89 I:86@" $# s#!HFZIJK
U.ZE ‘F6646:SFOO8M""# s#!HFZIJK(h [$"h
S45GaM45J8A!$ NN� $#T8AA!HFZIJKI6@4<]49>6@均
为美国 /6R4@M<:86 公司% 其他试剂为国产分析纯%

:B<;主要仪器
控温摇床 -"&#!美国 HSE 公司’凝胶成像仪
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系统 K>:A8KP8EP5@8N!美国 E@M>:868公司’ &($1‘
冷冻离心机!德国艾本德 "K??869<MOQ<M?<M>@4<6#
公司’ E-EGZIJK垂直电泳槽!美国伯乐公司’电
泳仪 -ddG’Q!北京六一仪器厂’冷冻干燥机
"X-&&#) #! 美国 E/U 公司’准微量天平 "IKG
"(#E#!美国 U8@@A8MGa<A89<公司’HFZIJK电泳槽!
美国 E@M>:868公司’超低温冰箱!a;8MN公司%

:BG;棉铃虫围食膜的收集
取健康的棉铃虫 & 龄幼虫!置于冰上 $# N46!

剖取围食膜!用冷却的 #01h H>QA生理盐水冲洗
去掉里面的食物!在滤纸上快速吸干多余液体!一
部分是每 $ 条放入 $ 个 KZ管中!将 KZ管立即放
入液氮中快速冷却!置 +)#i冰箱保存备用% 另
一部分也是每 $ 条放入 $ 个 KZ管中!液氮中快速
冷却!冷冻干燥 () ; 后!置 +)#i冰箱保存备用%

:BP;棉铃虫围食膜蛋白不同处理下的 EDE.
L6]H电泳分离比较

样品处理$将 $&%&& 条冷冻干燥的围食膜与
非冷冻干燥的 $&%&& 条围食膜分别放在一个离心
管中!共 ’ 个处理!每个离心管中各加入 E-EG
ZIJK上样缓冲液"" sC<>946:SFOO8M#$& #C和去
离子水 $& #C!每管反应体系为 %# #C!混匀后
$##i煮沸 & N46!再于 $" ### M2N46&(i下离心 $&
N46!取上清液!准备上样% 该处理可满足 " 块胶
上样量%

将上述处理好的样品在浓缩胶均为 &h!分离
胶为 )h&$#h和 $"h不同浓度下进行 E-EGZIJK
分离比较% 每个浓度做两块胶!一块考染!一块银
染% 每孔上样 $# #C!加蛋白 U>M̂!进行 E-EG
ZIJK电泳!先在 )# \恒压下进行浓缩!当溴酚蓝
到达分离胶位置时!电压升至 $"# [$)# \!当溴酚
蓝移动接近分离胶的底部时!结束电泳% 取出胶
块!染色!拍照%

:BR ; 棉 铃 虫 围 食 膜 蛋 白 的 !?=E处 理 与
a/L6]H电泳分离

样 品 处 理$ 用 JAP=<ZMO4A8aU /\! Q;8N4=>A
-8:AP=<5PA>@4<6 _4@"美国 /6R4@M<:86 公司#试剂盒进
行!具体为$"$#称取冷冻干燥的棉铃虫围食膜样
品 $ N:放到有盖的反应瓶中% ""#加入在 " [)i
下预先冷却的无水三氟利克酸"aXUE#$(# #C及
苯甲醚 $& #C!快速盖上瓶盖!在冰浴上孵育反应
% ;!同时不断在摇床上缓慢摇动% "%#沿着样品

反应瓶内壁加入 ( #C#0"h的溴酚蓝溶液做为指
示剂!并摇匀!溶液的颜色将变为红色% "(#快速
一滴一滴地在样品反应瓶中加入预冷的 ’#h 氮
苯溶液!直到溶液的颜色变成淡紫色或者蓝色!在
加的过程中注意摇动和冷却样品反应瓶% 一般情
况下!将约 %## #C的 ’#h 氮苯溶液加到用 $&#
#C的 aXUE 处理后的样品溶液中时!围食膜蛋白
将完全分解!最后总体积不超过 &## #C!多次重复
实验实际获得体积为 (## #C% 上述需在通风厨中
进行!反应在 " [)i或冰浴上操作%

样品纯化$用 "-QA8>6GD? _4@"JKS4<5=486=85
公司#试剂盒进行!将上述分离获得的围食膜蛋白
溶液分成 " 份!每份 "## #C!分别加到 " NC离心
管中!按操作要求不断用丙酮沉淀!即可获得纯化
的围食膜蛋白%

在上述得到的围食膜沉淀蛋白中分别加入
HFZIJK C-E " A4@;4FN 9<98=PA5FA?;>@8# 5>N?A8
VFOO8M和含有的 HFZIJK‘89F=89 I:86@上样缓冲
液后!在 *&i下加热 $# N46 分钟!使其再溶解%
将预制梯度胶"HFZIJK(h [$"h S45GaM45J8A#
放在 HFZIJK专用电泳槽中! 槽中加入含有
HFZIJKI6@4<]49>6@的 电 泳 缓 冲 液 " HFZIJK
U.ZE ‘F6646:SFOO8M#!接通电泳仪!在持续 "## \
电压下进行 $-GZIJK电泳!大约 &# N46 后即可将
围食膜蛋白分离% 取出胶块!考染!拍照%

A;结果与分析
AB:;棉铃虫围食膜蛋白不同处理下的 EDE.
L6]H电泳分离比较
AB:B:;浓缩胶 Pd分离胶 Td时的分离结果;$&
%&& 条冷冻干燥的围食膜与非冷冻干燥的 $&%&&
条围食膜共 ’ 个处理!在浓缩胶 &h!分离胶 )h时
的 E-EGZIJK电泳分离结果见图 $!可以看出无论
是考染图 $"I#还是银染图 $"S#!非冷冻干燥的
$&"&% 泳道和冷冻干燥的 (&&&’ 泳道分离效果基
本一致!而且 $&%&& 条"泳道 $&"&% 或 (&&&’#围食
膜数量间的差异不大!都能将蛋白分离开来!并且
银染比考染效果更明显!能够分离出大约 $’ 种围
食膜蛋白% 对大于 %( ^F 的蛋白分离效果好%
AB:BA;浓缩胶 Pd分离胶 :Vd时的分离结果;$&
%&& 条冷冻干燥的围食膜与非冷冻干燥的 $&%&&
条围食膜共 ’ 个处理!在浓缩胶 &h!分离胶 $#h
时的 E-EGZIJK电泳分离结果见图 "!可以看出无
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图 :;棉铃虫围食膜蛋白质 EDE.L6]H电泳图"Td分离胶#

=3*>:;EDE.L6]H&-&09%3%)+1"#(#$31$)("3’,#,7$&-#($)1#3-%)+I-’(0#1-"%) )",(4-") "Td $#%)053-* *#0#

I$ 考染’S$银染’U$ 标准蛋白’ $!%! &$ 非冷冻干燥的 $! %! & 条围食膜’"! (! ’$ 冷冻干燥的 $! %! & 条围食

膜% I$ 9P89 T4@; 54AR8M’ S$9P89 T4@; =<<N>5548VM4AA4>6@VAF8’U$ ?M<@846 N>M̂8M’ $! %! &$ @;8?8M4@M<?;4=N8NVM>68

OM<N$! % >69 & A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>56<@98;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6’ "! (! ’$ $! %! & @;8

?8M4@M<?;4=N8NVM>68OM<N$! % >69 & A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>598;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6,

图 A;棉铃虫围食膜蛋白质 EDE.L6]H电泳图":Vd分离胶#

=3*>A;EDE.L6]H&-&09%3%)+1"#(#$31$)("3’,#,7$&-#($)1#3-%)+I-’(0#1-"%) )",(4-") ":Vd $#%)053-* *#0#

I$ 考染’S$银染’U$ 标准蛋白’ $! %! &$ 非冷冻干燥的 $! %! & 条围食膜’"&(&’$ 冷冻干燥的 $! %! & 条围食膜%

I$ 9P89 T4@; 54AR8M’ S$9P89 T4@; =<<N>5548VM4AA4>6@VAF8’U$ ?M<@846 N>M̂8M’ $! %! &$ @;8?8M4@M<?;4=N8NVM>68OM<N$!

% >69 & A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>56<@98;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6’ "! (! ’$ @;8?8M4@M<?;4=N8NVM>68

OM<N$!% >69 & A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>598;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6,

论是考染图 ""I#还是银染图 ""S#!非冷冻干燥
的 $&"&% 泳道和冷冻干燥后的 (&&&’ 泳道分离效
果基本一致!而且 $&%&& 条"泳道 $&"&% 或 (&&&’#
围食膜数量间的差异不大!都能将蛋白分离开来!
并且银染比考染效果更明显!能够分离出大约 $)

种围食膜蛋白% 对大于 "’ ^F 的蛋白分离效果好%
AB:B<;浓缩胶 Pd分离胶 :Ad时的分离结果;$&
%&& 条冷冻干燥的围食膜与非冷冻干燥的 $&%&&
条围食膜共 ’ 个处理!在浓缩胶 &h!分离胶 $"h
时的 E-EGZIJK电泳分离结果见图 %!可以看出无
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论是考染图 %"I#还是银染图 %"S#!可以看出非
冷冻干燥的 $&"&% 泳道和冷冻干燥后的 (&&&’ 泳
道分离效果基本一致!而且 $&%&& 条"泳道 $&"&%
或 (&&&’#围食膜数量间的差异不大!都能将蛋白
分离开来!并且银染比考染效果更明显!能够分离

出大约 "# 种围食膜蛋白% 对大于 $1 ^F 到 ""# ^F
之间的蛋白分离效果都好!也是胶的特性决定的%
并且对所有蛋白包括大分子量 ""# ^F 的和小分子
量 $# ^F 都能分离出来%

图 <;棉铃虫围食膜蛋白质 EDE.L6]H电泳图":Ad分离胶#

=3*><;EDE.L6]H&-&09%3%)+1"#(#$31$)("3’,#,7$&-#($)1#3-%)+I-’(0#1-"%) )",(4-") ":Ad $#%)053-* *#0#

I$ 考染’S$银染’U$ 标准蛋白’ $! %! &$ 未冷冻干燥的 $! %! & 条围食膜’"! (! ’$ 冷冻干燥的 $! %! & 条围食膜% I$

9P89 T4@; 54AR8M’ S$9P89 T4@; =<<N>5548VM4AA4>6@VAF8’U$ ?M<@846 N>M̂8M’ $! %! &$ @;8?8M4@M<?;4=N8NVM>68OM<N$! % >69

& A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>56<@98;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6’ "! (! ’$ @;8?8M4@M<?;4=N8NVM>68OM<N$!

% >69 & A>MR>8<OO7+*3#4%*+! M85?8=@4R8AP! @;>@T>598;P9M>@89 VPAP<?;4A45>@4<6,

ABA ; 棉 铃 虫 围 食 膜 蛋 白 的 !?=E处 理 与
a/L6]H电泳分离

aXUE 先处理围食膜后分离蛋白!"-QA8>6GD?
_4@试剂盒纯化蛋白!用 HFZIJK(h [$"h S45G
aM45J8A的预制梯度胶及 HFZIJK电泳槽进行
HFZIJK电泳分离!结果如图 (!重复三次"泳道 $&
"&%#!可以看出分离效果即使考染也很清晰!可以
分离出大约 %# 种围食膜蛋白%

<;讨论

本研究以棉铃虫围食膜为材料!通过比较不
同的围食膜处理方法表明$冷冻干燥与非冷冻干
燥处理后进行 E-E 电泳分离效果基本相同!建议
直接剖取新鲜的或 +)#i保存的围食膜立即进行
E-E 电泳比较好!但如需要贮存一段时间或需要
大量围食膜进行 E-E 电泳!建议使用冷冻干燥后
处理较好!如张严峻等""####&朱蓉等""##%#&张
小霞等""##&#&陈涛等 ""##)#&李帅 ""##)#等均
是使用冷冻干燥后的围食膜进行 E-E 电泳的%

围食膜取材很不容易!选择取材量越少的方
法越受欢迎% 研究通过比较棉铃虫 $&%&& 条围食
膜的 E-E 电泳表明!他们都能将围食膜蛋白分离!
而且分离效果基本一致!也证明 $ 条围食膜的就
可以到达分离效果!大大的降低了取材工作量%
但如果从群体代表性方面考虑!建议 & 条围食膜
最合适!工作量适中!结果具有可靠性和代表性%
陈涛等""##)#研究棉铃虫&粘虫和甜菜夜蛾围食
膜时是取 & 条冻存的围食膜’李帅等""##)#处理
华北大黑鳃金龟及 ( 种鳞翅目昆虫围食膜蛋白的
对比分析中提出是冻存的围食膜 % 条’周洪旭
""##*#取冻存于 +1#i的华北大黑鳃金龟&暗黑
鳃金龟 O(,(2*#8"#+ /+*+,,%,+ U<@5=;FA5̂P&粉纹夜
蛾&棉铃虫和粘虫的围食膜各 $ 条’朱蓉等""##%#
与李绪友等 " "##1 # 研究甜菜夜蛾围食膜 E-EG
ZIJK分析蛋白质种类均取出冻存的围食膜 $#
条% 本研究结果与上述报道基本一致!只是和张
严峻等""####研究棉铃虫围食膜蛋白种类时采用
冷冻干燥的围食膜 #0#" :有些出入%
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图 G;棉铃虫围食膜蛋白质 a/L6]H

电泳图"Gd e:Ad 梯度分离胶#

=3*>G;a/L6]H&-&09%3%)+1"#(#$31$)("3’

,#,7$&-#($)1#3-%)+I-’(0#1-"%) )",(4-")

"Gd f:Ad *$&23#-1$#%)053-* *#0#

U$ 标准蛋白’ $! "! %$围食膜蛋白%

U$ ?M<@846 N>M̂8M’ $! "! %$ ?8M4@M<?;4=

N8NVM>68?M<@8465,

在浓缩胶为 &h&分离胶浓度不同下!对棉铃
虫围食膜蛋白进行 E-EGZIJK电泳分离效果表
明!分离胶分别为 )h&$#h和 $"h时的分离效果
差异不大% 张严峻等""####研究棉铃虫围食膜蛋
白种类的分离胶为 $#h!发现不同分子量的蛋白
质种类很多!分离出比较清晰的 $’ 条带!蛋白质
分子量一般在 *10( ^F 以下!很多蛋白质的分子量
很接近% 张小霞""##&#研究棉铃虫围食膜蛋白质
的种类!分离胶为 $"h!发现围食膜蛋白质种类较
多!至少有 $( 种蛋白质!并且小分子量的蛋白质
含量较高!分子量一般在 *1 ^F 以下!同样许多蛋
白质的分子量很接近% 朱蓉等""##%#与李绪友等
""##1#研究甜菜夜蛾围食膜蛋白质种类!分离胶
均为 $"h!显示蛋白质种类很多!至少有 $1 种蛋
白质!分子量多在 *10( ^F 以下!而且多数比较接
近% 李帅""##)#将华北大黑鳃金龟围食膜蛋白质
的种类与鳞翅目粉纹夜蛾&棉铃虫&甜菜夜蛾&粘
虫 ( 种昆虫围食膜比较时!分离胶 )h!发现鳞翅

目 ( 种昆虫围食膜主要蛋白条带在 $* 条以内!而
华北大黑鳃金龟有 ") 条比较清晰% 周洪旭
""##*#用 )h分离胶分离多种昆虫围食膜蛋白发
现华北大黑鳃金龟至少有 ") 条带!暗黑鳃金龟比
较清楚的带有 $& 条!而鳞翅目昆虫粉纹夜蛾&甜
菜夜蛾&棉铃虫和粘虫蛋白分别有 $*&$1&$’ 和 *
条!其中棉铃虫比较清晰的 $’ 条带的蛋白分子量
多在 * 1 ^F 以下!以 (’01&&(&0%$ 和 ($0(( ^F % 条
带最亮!蛋白含量最高% 本研究的结果与上述文
献中报道的基本一致!但根据张严峻等""####和
周洪旭""##*#的结果表明棉铃虫围食膜蛋白中小
分子量的蛋白含量较多!结合本研究的结果!认为
对棉铃虫围食膜蛋白分离胶为 $"h时分离效果较
好% 并且陈涛等""##)#研究棉铃虫&粘虫和甜菜
夜蛾围食膜蛋白时也曾用 $"h的分离胶!取得了
理想的分离效果%

由于围食膜中大部分蛋白质被不同程度糖基
化!多糖在一些蛋白中含量高达 &#h" E;4%2+,7!
"##(#!因此!围食膜蛋白主要以蛋白质&糖蛋白以
及粘蛋白 "4658=@46@85@46>ANF=46!//U#等形式存
在% a8AA>N等"$***#将围食膜蛋白质根据其抽提
的难易程度分为 ( 类!分别为用生理盐水即可洗
脱的结合较为松驰的蛋白’用十二烷基硫酸钠等
柔和的表面活性剂破坏离子间的相互作用即可提
取的蛋白’只能用尿素等强变性剂才能将其从围
食膜中解离出的蛋白’用任何方法都不能将其从
围食膜中解离出的!可能与其他蛋白质或几丁质
共价结合的蛋白质% 目前分离的主要是可溶于强
变性剂的蛋白称为围食膜因子!所有的围食膜蛋
白要彻底被分离!就必须寻找和探索新的分离方
法%

Q>N?V8AA等 " "##) # 报道无水三氟利克酸
"aXUE#可以溶解全部围食膜组分!包括几丁质在
内!可将蛋白从几丁质中解离!获得几乎所有的围
食膜蛋白% 该方法运用 JAP=<ZMO4A8aU /\化学去糖
基化试剂盒是优先选择的分离糖蛋白样品试剂
盒!里面的主要试剂 aUXE 对去糖基化是非常有效
的!它可以保护核心蛋白!aXUE 水解作用很少导
致蛋白降解% aXUE 介导的去糖基化可以有效地
移除多种多样的寡聚糖修饰% 试剂盒里的无水苯
甲醚是一种良好的蛋白净化剂!它可以促进蛋白
的分离!保护氨基酸的位点和侧链!确保获得高产
量的蛋白% 通过 aXUE 反应!可提供既方便又多样
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的通过去糖基化移除多糖!而且去糖基化的蛋白
也可以用适当的操作回收!例如透析和凝胶筛选
等% 另外!该方法是用 HFZIJK(h [$"h S45G
aM45J8A的预制梯度胶!扩大了蛋白分离的范围!
可以很好地将大分子量及小分子量蛋白都能分
开!是一种有效的蛋白质提取与分离技术% 本研
究运用此方法对棉铃虫围食膜蛋白进行分离!获
得了与 Q>N?V8AA等""##)#基本一致的分离效果!
分离出的围食膜蛋白大约 %# 多种!远远超过上面
常规的研究报道的 $’ ["# 种!获得了良好的分离
效果!为后面进一步研究围食膜蛋白奠定了基础%
虽然本研究没有完全分离出和Q>N?V8AA等""##)#
一样的 ($ 种!原因可能是棉铃虫的不同地理分化
造成的!因为我们所有方法&仪器和试剂全部与
Q>N?V8AA等 ""##)#一致% 再者!该方法处理的围
食膜为冷冻干燥后的 $ N:样品!大约也就是 $& 条
围食膜!需要的材料不是很多!不必把时间耗费在
大批量饲养虫上% 其次!该方法虽然分离围食膜
蛋白非常有效!但费用相当高!所有仪器和试剂包
括预制胶均采用美国 /6R4@M<:86 公司产品!还有纯
化蛋白用的 "-QA8>6GD? _4@试剂盒也是用 JK
S4<5=486=85公司产品!所以!如果研究经费有限!可
以慎重考虑运用该方法%
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