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［摘要］4 经大肠杆菌 56 #%7’ 80/)90诱导后的家蚕幼虫，其免疫血淋巴经 !:;<"&=>$%," !*;?@ 离子交换层析、

<"&=>A"B C;011 凝胶过滤层析及 DE*!分离后，得到 / 种抗菌蛋白，经液相色谱 F电喷雾质谱（5<G;:<）分析鉴

定，纯化的 / 种抗菌蛋白分别是家蚕抗菌肽 #"#$%&’( )和溶菌酶 7+,%-+."6酸性电泳（H;EHC5）测活免疫血淋巴

得到抗菌蛋白活性谱：#"#$%&’( )在 I =无显著表达，0/ = 有较强抗菌活性，91 = 达到最高，以后逐渐降低；7+,%;

-+."在 I =后检测到表达，0/ = 到达高峰，之后逐渐下降，JI = 的血淋巴中未检测到明显的表达6研究认为抗菌

蛋白 7+,%-+."和 #"#$%&’( )是家蚕幼虫感染细菌 I =后大量表达的抗菌蛋白，主要参与细菌感染 0/ K 91 = 的血

淋巴对细菌的清除，是参与家蚕幼虫抗菌免疫的重要蛋白6
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@4 引言

昆虫具有先天免疫系统，以抵抗细菌、真菌或病毒等微生物的入侵6昆虫的免疫过程由不同免疫基因
共同参与，这些免疫基因在非诱导情况下一般不表达或以低水平组成性表达，由细菌诱导表达的抗菌蛋白

大多主要在脂肪体细胞中表达，而后释放到血淋巴中［0］6已有研究指出，昆虫在细菌细胞壁成分脂多糖、肽
聚糖、花生四烯酸等物质免疫刺激后，常常在 0 至数小时内表达抗菌蛋白参与抗菌免疫［/ F J］6昆虫免疫反
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应产生的抗菌蛋白包括 !"!#$%&’(家族抗菌肽、防御肽（)"*"’(&’(）、富含 +,-的抗菌肽、富含 %#$ 的抗菌肽以
及溶菌酶（ ,-($.-/"）等几大类［0］1家蚕（!"#$%& #"’(）受到细菌感染后可能产生多种抗菌蛋白，已鉴定出的

抗菌蛋白包括 !"!#$%&’ 2、!"!#$%&’ 3、!"!#$%&’ 4、"’5$!&’、/$#&!&’以及 ,"5$!&’ 等抗菌小肽［6］，一般由 78 个

左右的氨基酸组成，相对分子质量较小，它们与一些分子较大的抗菌蛋白如 ,-($.-/"和 9::9!&’等在家蚕抗

菌免疫防御中发挥重要作用［;，<］1尽管家蚕体内有多种抗菌蛋白参与免疫，但它们在家蚕体内的表达与否

以及丰度受到多种因素的影响，其抗菌谱也各不相同1本文鉴定了中国家蚕受到细菌感染后起主要作用的
抗菌蛋白，探讨了其在家蚕抗菌免疫中的作用1

6= 材料和方法
6> 6= 家蚕来源与处理
= = 家蚕（苏 0 ?苏 ;）材料来自中国蚕业研究所，取 0 龄 @ )幼虫，体表消毒后皮下注射 A8 !B诱导液（C1

!$,& D6A4@6 68
E!",,( F /B），同时取部分幼虫注射昆虫生理盐水（6@8 //$, F B G9H, I 8> 880 //$, F B DH,）A8 !B

作为对照1血淋巴的获得按常规方法进行1

6> A= 抗菌蛋白的分离纯化
6> A> 6= 主要试剂
= = HJKL"%M9#$(" HBK;3，L"%M9)"N OK688，均系 PM9#/9!&9 3&$:"!M 产品；标准蛋白质分子量 J9#Q"# 为 R"#K

/"’:9(产品，其它各种试剂为国产，分析纯1

6> A> A= 抗菌活性的测定

测活菌 C1 !$,& D6A4@6，采用混菌平皿孔穴法
［E］1

6> A> @= HJKL"%M9#$(" HBK;3与 L"%M9)"N OK688 层析
收集 C1 !$,& D6A4@6诱导 @8 M的家蚕免疫血淋巴，冰浴中调整 %S 至 0> 8 进行酸沉淀后，68 888 # F /&’，

0 /&’离心去除部分杂蛋白，上清液经 HJKL"%M9#$(" HBK;3 阳离子交换柱（A ? 60 !/），A88 /B 8> 80 /$, F B

对 A88 /B 6 /$, F B S2!KGS72!（%S0> 6）梯度洗脱，流速 8> 0 /B F /&’，收集有抗菌活性的部分，冷冻干燥后，

进行 L"%M9)"N OK688 凝胶过滤层析（6> E ? E8 !/）1洗脱缓冲液为 %S 0> 6 的 GS72!，流速 8> A /B F /&’，收集
有抗菌活性的部分1层析分析在 3TUKV24 3&$,$+&! BP上进行1

6> A> 7= SPBH分析
自动进样 608 !B后，用 8> 8A /$, F B的 GS72!缓冲液（%S 0> 6）洗脱，洗脱时间 @8 /&’，分离柱 P#$:"&’K

P9Q:/ P&$,（US）68 !/（<> E ? @88 //），在 2+&,"’: SPBH 6688 层析仪上进行1

6> @= 抗菌蛋白的鉴定
6> @> 6= 2KP2OC电泳染色与抗菌活性测定
= = 电极缓冲液 %S 7> 6（"K丙氨酸 I冰乙酸），凝胶浓度为 60W，688 X 电泳至甲基绿指示剂到达凝胶底

部，凝胶用考马斯亮蓝 VA08 染色1凝胶中蛋白质抗菌活性检测基本按文献进行［E］，电泳结束后，用灭菌 B3

液体培养基洗涤凝胶 70 /&’后，覆盖含 6W对数生长期 C1 !$,& D6A4@6的 B3固体培养基，@<Y培养过夜1

6> @> A= 液相色谱K电喷雾质谱（CLTKJL）分析
待测蛋白质经 Z#-%(&’酶解后进行 CLTKJL，检测方式正离子，J":9, G"")," 进样，毛细管温度 A88Y，

LM"9:M +9(：@09#5，VPK6E 柱（8> 60 // ?6A8 //），扫描范围 788 [ A 888 42B，由中国科学院上海生命科学研
究院生化与细胞所蛋白质组研究分析中心完成1

6> 7= C1 !$,&诱导不同时间血淋巴中抗菌蛋白检测
分别如 6> 6 中所述诱导家蚕幼虫 E M、6A M、@8 M、@; M和 7E M，每个时间点处理 68 头幼虫，诱导不同时

间后收集血淋巴1取诱导不同时间的血淋巴 60 !B进行 2KP2OC电泳并测定凝胶中蛋白质的抗菌活性，按
6> @> 6 所述进行1
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!" 结果与分析
!# $" 抗菌蛋白的分离纯化与鉴定
" " 经酸沉淀的诱导血淋巴上 %&’()*+,-./) %0’12 柱后，!33 40 3# 35 4.6 7 0 对 !33 40 $ 4.6 7 0 89:’
;8<9:（*8 5# $）梯度洗脱，收集到具有抗细菌活性的洗脱组分（图 $= 9），进一步经 ()*+,>)? @’$33 凝胶过
滤层析分离，收集到具有抗菌活性的组分（图 $= 2），经 8A0% 分离得到有 ! 个峰的层析图谱（图 $= %）=对
每个峰对应组分进行抗菌活性检测，结果表明峰 ! 具有抗菌活性= 另外，诱导血淋巴上 %&’()*+,-./) %0’
12柱后的样品流出液发现具有抗菌活性，冷冻干燥后经 ()*+,>)? @’$33 凝胶过滤层析，收集到具有抗菌
活性的部分（图 != 9），8A0%分离后得到 B 个峰=对每一个峰对应样品进行抗菌活性检测，结果表明峰 B 对
应组分具有抗菌活性（图 != 2）=对经上述纯化得到的 ! 个有抗菌活性的组分进行 9’A9@C 电泳检测，结果
均为单一的电泳条带（图 D）=对分离纯化得到的 ! 个抗菌蛋白分别进行 C(E’&( 质谱分析鉴定，结果表明
它们分别为家蚕抗菌肽 :):-.*FG H和 6I/.JI4)= :):-.*FG H为约 < 333 H,的抗菌肽，6I/.JI4)为约 $1 333 H,
的家蚕溶菌酶=

!# !" C= :.6F感染不同时间血淋巴中的抗菌蛋白
分别对诱导 K +、$! +、D3 +、D1 +和 <K +的血淋巴进行酸性电泳（*8 <# $）与抗菌活性测定，检测到 ! 种

抗菌蛋白的抑菌斑（图 <），表明家蚕幼虫感染细菌后可诱导表达碱性抗菌蛋白=从电泳抑菌图谱可见，6I’
/.JI4)在 K +的诱导血淋巴中未检测到抗菌活性，$! +检测到最强的活性；在诱导 D3 + L D1 +的样品中，均
检测到 6I/.JI4)的存在，随着诱导时间的增加，抑菌斑越来越小，在 <K + 的样品中，仅检测到极弱 6I/.JI4)
的抗菌活性=可见 6I/.JI4)是家蚕幼虫体内参与防御的主要大分子抗菌蛋白，抗菌活性强，在家蚕抗菌免
疫反应的 $! + L D1 +起重要作用=家蚕抗菌肽 :):-.*FG H在细菌诱导 K +的血淋巴电泳抗细菌测活中未见
抑菌圈，在 $! +的血淋巴则检测到中 :):-.*FG H的抗细菌活性，D3 +抗菌抑菌圈最大，抗菌活性最强；但 D3
+以后明显减弱，<K + 的血淋巴中几乎检测不到 :):-.*FG H 的抑菌作用=可见抗菌肽 :):-.*FG H 是家蚕血
淋巴中参与抗细菌免疫的主要抗菌小肽=
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!" 讨论

#$%&’$()是家蚕体内的一个抗菌蛋白，对 *+ ,&-.+和 /+ -01)0%均有抗性，-$%&’$()基因在体内低水平组
成性表达，在细菌诱导后呈上调表达［2］，具体的表达规律未见详细报道+本研究发现，-$%&’$() 在 3 4 的诱
导血淋巴中未检测到明显的抗菌活性，但在诱导 56 4检测到最强的活性；在诱导 !7 4、!2 4的血淋巴中，均
能检测到 -$%&’$()的存在与活性+表明 -$%&’$() 是家蚕幼虫体内参与防御的主要抗菌蛋白，抗菌活性强，
在家蚕抗菌免疫反应的 56 4 8 !2 4起重要作用+实验中发现，随着诱导时间的增加，-$%&’$()在血淋巴中活
性逐渐降低，特别是在诱导 93 4的血淋巴中，仅检测到极弱的活性，可能是由 -$%&’$() 表达量的减少以及
自身的降解引起+

:),;&<.= >是家蚕体内 ,),;&<.=%家族的一种抗菌小肽［?］，本研究成功将其分离并鉴定+进一步检测了
,),;&<.= >在对细菌诱导的家蚕血淋巴中的活性，发现 ,),;&<.= > 在血淋巴中活性规律与 -$%&’$() 相似，
在 3 4无显著表达，56 4的血淋巴中检测到抗菌活性，!7 4的血淋巴中 ,),;&<.= >活性达到最高，以后逐渐
降低+ @A=B等从基因转录水平研究指出抗菌肽 ,),;&<.= >基因表达在细菌诱导 9 4 后检测到，69 4 后达最
大，并可一直持续到 93 4［57］+本研究结果与其基本一致，诱导初期在转录水平检测到 ,),;&<.= > 的低水平
表达，在血淋巴中该蛋白含量低，因此未检测出活性+本研究从抗菌活性上未检测到其它抗菌肽+ C.( 等发
现，家蚕抗菌肽 )=D&,.=在细菌诱导 9 4后表达，52 4 达最高，以后逐渐降低［55］+ :4&EF40;$ 等研究发现，家
蚕抗菌肽 -)D&,.=，在生理条件下表现出微弱的抗菌活性，其在自我防御中的生物学功能至今仍不清楚［56］+
而碱性很强的抗菌肽 (&;.,.=，则主要负责体内对 G H细菌的抗菌活性［5!］+我们实验室曾鉴定的活性最强的
抗菌肽 :/9，本研究中也未检测到有明显表达+因此尽管已从家蚕体内分离到多种抗菌肽，但其在抗菌免
疫中是否被诱导以及表达的丰度等可能会受到多种因素的影响，包括家蚕的品种、诱导源的差异、生活的

环境以及纯化检测活性的方法等+
本研究从表达水平上直接检测血淋巴中抗菌蛋白的活性，认为 ,),;&<.= >和 -$%&’$()是家蚕参与抗菌

免疫的 6 种主要抗菌蛋白，在家蚕幼虫感染细菌后被大量诱导表达并释放到血淋巴中，并且在诱导后 56 4
8 !2 4的血淋巴中活性最强+
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