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双向电泳’飞行时间质谱分析
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摘 要：根据苏云金杆菌 !G%031 菌株杀虫晶体蛋白的特性，对裂解液组成、上样量、聚焦时间等相关技术进行了比

较研究和条件优化，首次获得苏云金杆菌杀虫晶体蛋白双向电泳图谱，并对部分蛋白质点进行胰酶酶解，基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱（<9BH=:69EE=EB.? )9E.H ?.E(HIB=(-J=(-=>9B=(- B=<. (K K)=@LB <9EE EI.CBH(<.BHF，M2NOP65Q86MR）测

定肽质量指纹图谱，M9EC(B 软件查询 RS=EE6TH(B 数据库，最终鉴定出苏云金杆菌 !G%031 菌株伴孢晶体中所含的

4HF32C 和 4HF$29 蛋白，其精确分子量分别为 3#!3&%O9 和 03%70O9。
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苏云金杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，简称 VB）是一种革兰氏

阳 性 芽 孢 杆 菌，它 在 芽 孢 形 成 期 间 形 成 杀 虫 晶 体 蛋 白

（P-E.CB=C=?9) CHFEB9) IH(B.=-E，简称 P4TE），能够毒杀包括鳞翅目

（N.I=?(IB.H9）、双翅目（O=IB.HE）、鞘翅目（4().IB.H9）等 7 个目的

"%% 多种昆虫，是世界上应用最为广泛的一种微生物杀虫

剂［3］。杀虫晶体蛋白种类繁多，杀虫专一性很强，其组成以

及各组分的含量决定了其杀虫活性［$，#］。因此，研究 VB 杀虫

晶体蛋白性质，阐述其杀虫分子机制，对采用生物防治方法，

控制农林害虫具有重要指导性作用。我室选育的苏云金杆

菌 !G%031 新菌株，在生产应用中表现出高效、快速的杀虫特

点［!，"］。为了探讨苏云金杆菌 !G%031 菌株杀虫晶体蛋白与其

杀虫活性的相关性，本研究立足于蛋白质组学的研究方法，

根据杀虫晶体蛋白分子量大、疏水性强和含二硫键多的特

点，对裂解液组成、上样量、聚焦时间进行了实验，获得了杀

虫晶体蛋白的双向电泳图谱。进一步对大分子蛋白质点进

行 M2NOP65Q86MR 分析，鉴定出对鳞翅目幼虫有特异毒性的

4HF32C 蛋白和对鳞翅目、双翅目幼虫都有毒性的 4HF$29 蛋

白，为阐述苏云金杆菌 !G%031 菌株杀虫晶体蛋白高毒力提供

了依据，并对建立以蛋白质组学的研究方法研究苏云金杆菌

杀虫晶体蛋白性质奠定了重要基础。

% 材料和方法

%"% 材料

%"%"% 供试菌株：VB !G%031 菌株（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）由本室

选育和保藏，菌种保藏号：44544 /(*M $%%%3&。

%"%"( 培养基：每升含牛肉膏 "@，/94) $@，M-RQ! %G%"@，蛋白

胨 3%@，M@RQ!·0W$Q %G#@，葡萄糖 #@，X$WTQ! %G#@，琼脂 3G1@，

IW0G#。

%"%") 主要试剂和仪器：固相 IW 梯度干胶条（PTYEBH=I IW# Z
3%N，31C<）和 PTY 缓冲液（IW# Z 3%N）为 TL9H<9C=9 公司产品；

脲、二硫苏糖醇（O55）、4W2TR 和 V=(6)FB.（IW# Z 3%）为 V=(6
[2O 公司产品；硫脲、甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲酮6胰蛋白酶

（5T4X6BHFIE=-）、基质!6氰基6!6羟基肉桂酸（442）和铁氰化钾

［X#8.（4/）&］均为 R=@<9 公司产品；次高分子量标准蛋白质为

北京华美公司产品。PTYIL(H 等电聚焦仪（TL9H<9C=9 公司产

品）；TH(5;2/ 垂直电泳槽、TOU,.EB $O 胶分析软件（V=(6[2O
公司产品）；’(F9@.H6O;5M R5[ 质谱仪（2VP 公司产品）。

%"( 菌体的培养和伴孢晶体的分离

菌体斜面活化 $! L，#%\，$%% H J<=- 液体摇瓶培养 0$L。

参考王瑛等［&］的液体双相法分离晶体。

%") 蛋白样品的制备

称取分离的伴孢晶体蛋白冻干粉 #<@，加入不同组成的

裂解液 #%%"N（表 3），振荡处理 3L，3#%%%HJ<=-，!\离心 #%<=-，

收集 上 清 液，VH9?K(H? 法 测 定 蛋 白 含 量［0］，样 品 存 放 于

D 0%\。

%"! 电泳

%"!"% 第 一 向 固 相 IW 梯 度 等 电 聚 焦 电 泳：主 要 按

V.H@<9-［1］方法进行。蛋白上样量 #%%"@，重泡涨与等电聚焦

在 $%\自动进行，总电压时间积为 !!33%’L，其中水化在 #%’
低电压进行 3$L，然后经过 "%%’ 3L、3%%%’ 3L，最后稳定在

1%%%’ 下。



表 ! 裂解液的种类及组成

!"#$% & ’()*(+,-,(. (/ $0+,+ +($1-,(.

2(3
’()*(+,-,(.

45%"6（)($67） !8,(15%"6（)($67） ’9:;<6= 2;>?@6= A!!6（))($67） B,(>$0-%6= C;D #1//%56= !5,+6（))($67）

: E 6 ? 6 FG @HG 6 6
B I 6 ? 6 FG @HG 6 6
’ E J ? 6 FG @HG 6 ?@
A E J ? 6 FG 6 @HG ?@
K E J ? & FG 6 @HG ?@

!"#"$ 第二向垂直平板 <A<>;:DK：参照文献［E］进行，采用

分离胶浓度为 E=的不连续 <A<>;:DK 垂直板电泳。

!"#"% 银染：参照文献［I］进行。

!"& 凝胶图谱分析

凝胶通过 L%)(-% ’"*-15%JHJ 获得 图 像 后，经 过 D%$>;5(
:."$0M%5 初步处理后，用 ;AN1%+- OHP 软件对二维凝胶图谱进

行背景消减，斑点匹配，斑点统计等分析。

!"’ 质谱分析

!"’"! 蛋白质的原位酶解：蛋白质的原位酶解参照 Q%5.".R%M
等［&@］和 D8"5"8R"S8, 等［&&］的方法。

!"’"$ T:7AC>!UQ 肽质谱指纹分析：（&）样品制备：吸取 &!7
样品与 I!7 左右的 ’’: 饱和基质溶液（用含 @H&= !Q: 的

G@= :’2 配制）混合均匀，取 &!7 点于不锈钢点样板上，置空

气中自然风干。（J）质谱分析：制备好的样品使用美国 :BC
公司的 V(0"S%5>AK!T <!L 质谱仪进行分析，反射模式，正离

子谱测定，离子源加速电压为 J@WV，2J 激光波长 PPO.)，离子

延迟提取 G@@.+，真空度 ? X &@Y O !(55，质谱信号单次扫描累加

G@ 次，并用基质峰和胰酶自动降解离子峰作为内标校正质谱

峰，获得了肽质量指纹图。

!"( 质谱数据的数据库查询

获得的混合物肽片段质量数据使用 KZ;:<[ 网站提供的

T"+\(- 软件，以 ;%*-,R% T"++ Q,.S%5*5,.- 的方式在 <]C<<>;LU!

数据库上查询鉴定。查询参数如下：肽片段质量控制在 &@@@
^ P@@@ A" 范围，最大允许的肽质量误差为 @HO，每个肽允许

有 @ 个 不 完 全 裂 解 位 点，半 胱 氨 酸 为 脲 甲 基 半 胱 氨 酸

（\"5#"),R()%-80$>’0+），物种来源选择 U-8%5 Q,5),\1-%+，离子选

择［T_ 9］_ 和 T(.(,+(-(*,\。

$ 结果

$"! 苏云金杆菌 #")(!* 菌株杀虫晶体蛋白的双向电泳图谱

采用 G 种裂解液溶解杀虫晶体蛋白，双向电泳分离。其

中图 B 与图 : 相比，在背景清晰度和蛋白聚焦两方面有很好

效果（图 &）。;AN1%+- OHP 软件分析双向电泳图谱，图 : 中可

识别 &J@ 个蛋白质点，图 B 中可识别 &O? 个蛋白质点，主要分

布在分子量 &@ ^ &P@WA，等电点 *9 ? ^ O 的范围内。&P@WA 左

右的高分子量蛋白，等电点在 *9G 左右；FGWA 左右的蛋白，

等电点分布在 *C PH?，*C?HJ ^ ?HG，*CGH& ^ FH@，*COHJ ^ EHP。图

: 与图 B 平均匹配的斑点数为 ?P，均为大分子量蛋白。

$"$ +,-./01230+4 质谱分析双向电泳图谱上的部分蛋白

质点

在图 J>: 中，对分子量较高，重复性较好的 G 个蛋白质

点，经胶内胰酶酶解后，用 T:7AC>!UQ>T< 测得肽质量指纹图

（图 J>B）。

图 ! -5676 8、-5676 . 处理 9: #")(!* 杀虫晶体蛋白的双向电泳图谱

Q,S3& !8% J>AK )"*+ (/ C’;< /5() !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ +-5",. ?H@O&E *5%*"5%R #0 70+,+ ’ ".R 70+,+ A

:3 ;5%*"5"-,(. (/ C’;+ /5() !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ +-5",. ?H@O&E 1+,.S 70+,+ ’；B3 ;5%*"5"-,(. (/ C’;+ /5() !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ +-5",. ?H@O&E ‘,-8 70+,+ A3
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图 ! "# $%&’() 杀虫晶体蛋白的 *+, -./# 图及其 ( 号点的肽质量指纹图

!"#$% %&’ ()(*+,-./-,(0"0 .1++(,2 -3 4560 3,-7 !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ 0+,1"2 89:;<=（>）12? 6(.+"?(0 7100 3"2#(,.,"2+ -3 0.-+ <（@）

!%0 12345678961:6;19 数据的数据库查询结果

< 号点和 A 号点的鉴定结果可信度高，蛋白质的匹配和

覆盖情况见表 %。% 号点、B 号点和 8 号点的鉴定结果和 < 号

点一致，均属于 5,C<>* 蛋白。

表 ! "# $%&’() 杀虫晶体蛋白部分蛋白质点的鉴定结果

D1E)( % 6,-+("20 3,-7 4560 -3 @+89:;<= "?(2+"3"(? EC F>G’4&DH!&FI

I.-+ J-$ 6,-+("2 217( ’1+1E10( 1**(00"-2 J-$ 6(.+"?( 71+*/(? F100K’1 .4 6(.+"?( 7100(0 L(0"?M(

< 5,C<>* IN"00&.,-+：6:A:O=，

%BP 0(QM(2*( *-R(,1#( <S <B8<O: A9:B <%B=9<O <=% T <S%

<%=A9%: <SS T %:S
<:BS9<O %<: T %<;
%<;S9<; %BA T %AB
<S:<9:S %OO T %=<
%<S;9<: %SB T B<<
<%:89%; BA: T BO:
%<8S9:; 8:8 T 8%B
<<8A9<; 8A: T 8A=
%<<=9<: 8AS T 8;=
%%<<9<: 8;S T A::
<;:89<= A<% T A%O
<=%;9<A ;A8 T ;O=
%:S=9%< =O< T =;S
%O:O9<O S8% T SOA
<B:89%% SOO T S;O
<8%A9<B SSA T <::O
<SAO9<A <::; T <:%B

A 5,C%>1 IN"00&.,-+：6%<%AB&::&::&::，

<AP 0(QM(2*( *-R(,1#( = ;<:S; =9%: <<O89;A SO T <:8

<8<:9;; <<B T <%A
<=8B9;S <S: T %:O
<S<A9B: %<= T %B%
<8S%9A; 8<B T 8%8
<:O;9S< 8%A T 8B8
<;O=9A< 8BA T 88=
<:A=9A8 8O% T 8;:

0 讨论

0%( 杀虫晶体蛋白双向电泳图谱的获得

<SS8 年 F1,* U")V"20 和 W("+/ U"))"170 提出蛋白质组这一

概念，并于 <SSA 年首次发表［<%］，之后蛋白质组在生物学界得

到了充分关注；药物、毒物、农作物蛋白质组等概念相继被提

出，蛋白质组分析的核心技术———双向电泳也随之成为生物

研究的热点技术之一。但迄今为止，国内外很少见把双向电

泳技术应用于苏云金杆菌杀虫晶体蛋白性质研究的报道。

因此，对于苏云金杆菌伴孢晶体中杀虫晶体蛋白的种类组

SO8B 期 宋 晟等：苏云金杆菌 89:;<= 菌株杀虫晶体蛋白的双向电泳&飞行时间质谱分析



成、分子量及其等电点性质，这些信息有待进一步了解。本

研究对裂解液组成、上样量、聚焦时间等相关技术进行了试

验，建立了苏云金杆菌杀虫晶体蛋白的双向电泳分析方法。

苏云金杆菌伴孢晶体蛋白中所含的蛋白质种类较少 ［!"］，

但主 要 蛋 白 #$%! 和 #$%& 含 量 很 高（ 约 占 细 胞 干 重 的

&’(）［!)］，且分子量大，疏水性强，含二硫键多，在进行双向

电泳时，蛋白质聚焦困难［!’］，要解决 #$%! 和 #$%& 类杀虫晶

体蛋白聚焦的问题，首先应该研究溶解蛋白的裂解液，尽可

能的溶解和解聚蛋白质，是晶体蛋白双向电泳技术的关键。

!"#"# 裂解液的组成：本研究设计了 *、+、#、, 和 - 共 ’ 种

裂解液。+ 与 # 主要比较硫脲的作用。图谱结果表明，加入

硫脲后，减少了横竖条纹，使胶面清晰，并导致 !". /, 蛋白

向二向转移增加。说明硫脲不仅能够促进蛋白的溶解，还大

大提高了大分子蛋白入胶的能力 ［!0］。, 与 # 相比较，用 123
45667$ 代替 +89:;%<7，极大地提高了蛋白质的溶解度，使蛋白质

聚焦过程完成得更好，显示出了聚焦效果最好的图谱。- 是

在 , 裂解液的基础上，增加了 !(的 =2:).。=2:). 是非离子

去垢剂，能够与蛋白质暴露出来的疏水中心结合，减少蛋白

质之间的聚合，但结果却与预期相反。=2:). 的增加并没有

提高 #$%! 和 #$%& 蛋白的聚焦情况，其他大分子蛋白聚焦情

况也不理想，显示出晶体蛋白特殊的化学性质。

!"#"$ 上样量：不同的上样量对于杀虫晶体蛋白双向电泳

非常重要。上样量过高，高丰度蛋白聚焦困难，同时还影响

其他蛋白质点的检测。上样量过低，一些低丰度的蛋白质点

显现不出来。在本实验条件下，经过反复摸索，最终采用

"..!> 的上样量，能达到理想效果。

!"#"! 123 等电聚焦：在 123 胶条的选用上，使用较长和 ?@
范围较宽的胶条，收到了很好的效果。在等电聚焦上，根据

#$%! 和 #$%& 类蛋白难以聚焦的特点，将总电压时间积延长

到 ))!!. ABC。但进一步提高总电压时间积，并不能够收到

更好的效果。

!"$ %&’ 鉴定结果的分析

D?9< !：#$%!*E 是对鳞翅目幼虫总体上毒力高的晶体蛋

白，能够毒杀鳞翅目的棉蛉虫（!"#$%&’"()* *(+,"(*），烟青虫

（! F *--.#/*），烟草夜蛾（ ! F ’$("-%"0-）和 谷 食 夜 蛾（ !"#$/1$-
2"*）［!G，!H］。#$%!*E 由 !!GH 个氨基酸组成，其中 # 半段第 00.
I !!’. 个氨基酸残基，部分表现为"折叠的二极结构，主要

用来维持晶体形成，= 半段形成抗胰蛋白酶核心片段，部分

表现为#:螺旋结构，是发挥毒力所必需的功能区域。在 D?9<
! 的检索结果中，我们既能够得到 = 端降解片段，也能够得

到 # 端降解片段。说明 #$%! 类原毒素经过样品裂解液处理

后，原毒素 = 半段的抗胰蛋白酶核心片段在结构上发生了

变化，能够被胰酶酶解，而 # 端结构也相应发生变化，对胰蛋

白酶的敏感性降低，不再从 # 端开始降解成小片段。

D?9< ’：#$%&*J 是对鳞翅目和双翅目幼虫都有毒力的晶

体蛋白，由 0"" 个氨基酸组成。根据晶体结构分析可知，

#$%&*J 与 #$%!*E 毒素核心片段整体构造相似，由三个结构

域组成，但 #$%&*J 与 #$%!*E 相比，结构域$的第二个"折叠

层中的一条"链被一段#螺旋取代，这可能直接导致它与

#$%!*E 之间毒性的差异。

目前对于苏云金杆菌杀虫晶体蛋白的分离纯化主要采

用 D,D:2*3- 和层析柱，这两种技术的分离效果都相当有

限，D,D:2*3- 只能分离上十条蛋白带，层析柱分离也只显示

出少数几个峰，直接影响了蛋白质的下游操作。为了提高蛋

白质的分辨率，本研究首次将双向电泳技术运用于杀虫晶体

蛋白研究，分离得到 !G. 多个蛋白质点，大大提高了蛋白质

的分辨率，为 +< 杀虫晶体蛋白的进一步鉴定奠定了重要的

基础。

K*L,1:MNO:KD 是近十多年来才发展起来的一种软离子

化技术的新型质谱，目前在蛋白质组研究中应用得比较广

泛。但是 K*L,1:MNO:KD 能否鉴定、分辨出序列同源率达到

P’(的杀虫晶体蛋白，尚待研究。本研究对 ’ 个大分子量蛋

白质点进行 K*L,1:MNO:KD、2KO 分析，成功的鉴定出对鳞翅

目幼虫毒力高的 #$%!*E 和对鳞翅目、双翅目幼虫都有毒力

的 #$%&*J，为下一步对其他高毒力菌株的杀虫晶体蛋白鉴定

以及新型的重组基因表达的融合毒蛋白的研究提供了重要

的技术方法。
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