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东亚飞蝗消化系统蛋白质组双向电泳的分析 
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摘要: 为了优化东亚飞蝗消化系统双向电泳技术, 建立东亚飞蝗消化系统蛋白表达图谱, 探讨雌、雄东亚飞
蝗消化系统蛋白组分的差异, 利用 pH值为 3~10和 pH值为 4~7的胶条分别对雌、雄东亚飞蝗消化系统进行
双向电泳分析, 进行蛋白组学分析. 研究结果发现: 雌性东亚飞蝗消化系统蛋白种类多于雄性, 雌性东亚飞
蝗消化系统特异蛋白中偏酸性蛋白数量与偏碱性蛋白相当, 而雄性东亚飞蝗消化系统特异蛋白中酸性蛋白
多于碱性蛋白. 在雌、雄东亚飞蝗消化系统相匹配蛋白中, 含量差异达 3 倍以上的蛋白约占总匹配蛋白的
50%. 可见, 雌、雄东亚飞蝗消化系统蛋白组分存在差异.  
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0  前言 

功能基因组学包括结构基因组研究和蛋白质组

研究等[1], 由于基因错综复杂的表达, 再加上翻译后
修饰作用, 各蛋白存在形式及其构象的不同, 所以大
多数功能基因组研究仍然建立在蛋白质水平上.  
蛋白质组学作为功能基因组研究的一个重要平台, 

包含双向电泳技术、质谱技术和生物信息学 3 大核心
技术. 其中双向电泳是最早应用于蛋白质组学的研究
方法, 也是目前应用最多的研究方法. 它以蛋白质的
等电点和相对分子质量作为独立参数, 第一向电泳根
据蛋白质等电点的不同, 对样品进行等点聚集分离
(IEF), 第二向根据相对分子质量大小的不同, 用十二
烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)进行分
离, 从而达到分离蛋白的目的, 为蛋白质的鉴定提供
技术支持[2]. 蛋白质双向电泳技术可以获得高分辨率
的2维图谱, 在一块凝胶上可分辨出1 800多个蛋白质
点[3]. 目前, 双向电泳技术已广泛应用于生物、医学等
领域的蛋白质组学研究[4-5]. 小鼠、果蝇和大肠杆菌等
模式生物都已建立了高质量的双向电泳数据库, 双向
电泳技术在昆虫学研究领域也得到了广泛的应用. 目
前国内外已有关于昆虫较为深入的蛋白质组学的研究, 

涉及昆虫免疫调节、生理发育、昆虫行为活动等重要

的生物学问题[6]. 例如, 蔡来来等[7]采用不同方法对小

菜蛾血淋巴进行了双向电泳, 建立了一套适用于小菜
蛾血淋巴蛋白质组分析的双向电泳体系.  

东亚飞蝗(Locusta migratoria manilensis (Meyen))
是一种对农业危害性极大的害虫, 数十年来, 人们
通过喷洒农药预防蝗灾 , 导致蝗虫产生抗药性 [8]. 
消化道已被国内外学者认定为研究蝗虫抗药性的重

要器官, 但国内外的研究大都集中在蝗虫消化系统
的形态结构上[9-13]. 本研究通过对雌、雄 2类东亚飞
蝗消化系统进行蛋白组学分析, 优化雌、雄 2 类东
亚飞蝗消化系统蛋白双向电泳技术体系, 获得东亚
飞蝗消化系统的蛋白图谱. 同时, 鉴别雌、雄东亚飞
蝗在环境适应过程中消化道出现的差异性, 为进一
步更好地进行蝗虫防治奠定基础.  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试昆虫  东亚飞蝗由中国农业科学院植保所
提供 . 饲养条件 : 常温下喂养麦麸和麦苗 , 光照时
间小于 2 h/d.  
1.1.2  主要试剂  IPG干胶条(17 cm×24 cm, pH=3~10, 
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4~7)、二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺三羟甲基氨基
甲烷 3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-丙磺酸(CHAPS)、
十二烷基硫酸钠(SDS)、四甲基乙二胺(TEMED)、
Tris-base、矿物油及蛋白浓度检测试剂盒等 (美国
BIO-RAD 公司); 蛋白 MARKER、丙烯酰胺(上海
生工); 无水乙酸钠、硝酸银、冰醋酸、无水乙醇、
甲醛和考马斯亮蓝 G-250等.  
1.2  方法 
1.2.1  东亚飞蝗消化系统蛋白的提取  将饥饿 2 d后
的雌、雄东亚飞蝗处死, 迅速解剖并取出其消化系统, 
用液氮将其研磨成粉末, 丙酮去脂过夜, 于 13 000 rpm
离心 20 min去掉上清层丙酮, 然后将样品真空冷冻干
燥. 称取 2 g样品加入 1 mL裂解液(8 mol/L尿素、4% 
CHAPS、60 mmol/L DTT、0.2% 两性电解质), 4 ℃搅
拌 10 min, 于 13 000 rpm离心 30 min 后, 吸取的上清液
即为东亚飞蝗消化系统粗提蛋白. 通过Bio-rad公司试剂
盒定量测定总蛋白浓度, 其余蛋白用于双向电泳分析.  
1.2.2  双向电泳   (1) 第一向等电聚焦电泳(IEF): 
将总体积为 125 μL 的样品吸入聚焦盘中, 分别将 pH
值为 4～7和 pH值为 3～10的干胶条去保护膜后放入
聚焦盘, 使样品浸湿整个胶条, 覆盖适量矿物油, 将
聚焦盘放入等电聚焦仪并运行(运行电压依次为 50 V 
12 h, 250 V 1 h, 500 V 1 h, 1 000 V 1 h, 4 000 V 3 h). 

(2) IPG胶条的平衡: 将等电聚焦后的胶条放入
2.5 mL平衡缓冲液Ⅰ(0.375 mol/L Tris-HCl、6 mol/L尿素、
20%甘油、2% SDS、2% DTT)中平衡 15 min. 再将胶条转
入平衡缓冲液Ⅱ(0.375 mol/L Tris-HCl、6 mol/L尿素、20%
甘油、2% SDS、2.5%碘乙酰胺)中缓慢摇晃 15 min.  

(3) 第二向 SDS-PAGE电泳: 将平衡好的胶条推
至 12%的分离胶上端靠紧, 吸取 4 μL预染蛋白Marker
与等体积的 0.5%琼脂糖液混合后, 加至滤纸片上, 
然后将滤纸片放置胶条末端一侧, 并与分离胶的上
端接触. 覆盖上适量的 0.5%琼脂糖液进行封顶, 凝
固后将凝胶转移至电泳槽中, 开始电泳.  
1.2.3  考马斯亮蓝染色  电泳结束后, 剥下胶用考
马斯亮蓝 R-250染色 1 h, 脱色至凝胶背景变白. 将
脱色后的胶用扫描仪进行扫描, 并用 PDQuest 软件
对凝胶进行分析处理.  

2  结果与讨论 

2.1  结果 
2.1.1  利用 pH 值为 4~7 的胶条对雌、雄东亚飞蝗消

化系统蛋白的双向电泳分析  提取的雌、雄东亚飞蝗

消化系统总蛋白, 经 pH值为 4~7的胶条进行双向电
泳分离, 得到的电泳图谱如图 1 所示. 使用 PDQuest
软件对图 1中的蛋白点进行匹配分析, 雌性东亚飞蝗
消化系统共检测到 223个蛋白点, 雄性东亚飞蝗消化
系统共检测到 204 个蛋白点. 雌、雄匹配的点有 156
对. 雌性东亚飞蝗消化系统特异的蛋白点有 67 个, 
而雄性东亚飞蝗消化系统特异的蛋白点有 48个.  
由图 2(A)可知, 雌性东亚飞蝗消化系统在等电点

4.00~5.00 范围内有 10 个特异蛋白点, 而雄性东亚飞
蝗消化系统特异蛋白点在等电点 4.00~5.00 范围内则
有 8个; 雌性东亚飞蝗消化系统在等电点 5.01~6.00范
围内有42个点, 雄性东亚飞蝗则有29个蛋白点; 在等
电点 6.01~7.00范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋
白点有 15 个, 雄性东亚飞蝗则有 11 个蛋白点. 可见, 
雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白主要集中在等电点

4.00~6.00 范围内, 约占特异蛋白总量的 85%. 而雄性
东亚飞蝗消化系统特异蛋白也主要集中在等电点

4.00~6.00范围内, 约占特异蛋白总量的 83%.  
由图 2(B)可知, 用 pH值为 4~7的胶条进行双向

电泳分离, 雌性东亚飞蝗消化系统相对分子质量小
于 10 kD的特异蛋白点有 7个, 而雄性则有 10个; 雌
性东亚飞蝗消化系统介于 10~20 kD之间的特异蛋白有
15个, 而雄性则有 12个; 相对分子质量为 20~30 kD的
特异蛋白点, 雌性东亚飞蝗消化系统有 14 个, 而雄性
有 9 个; 雌性东亚飞蝗消化系统在相对分了质量为
30~40 kD 之间的蛋白点有 16 个, 而雄性则有 11 个; 
在相对分子质量为 40~50 kD之间, 雌性东亚飞蝗消化
系统蛋白点有 15个, 而雄性则有 6个. 由以上实验结
果发现, 雌、雄东亚飞蝗消化系统特异性蛋白在各个
相对分子质量区间分布并无统计学显著性差异.  

利用 pH值为 4~7的胶条进行双向电泳分析, 在
雌、雄东亚飞蝗消化系统相匹配的蛋白点中, 雌、
雄含量差距大于 3 倍的有 48 个点 , 在等电点
4.00~5.00 范围内, 有 14 个点; 在等电点 5.01~6.00
范围内有 23 个点; 在等电点 6.01~7.00 范围内, 有
11个点, 见图 3(A).  
2.1.2  利用 pH 值为 3~10 的胶条对雌雄东亚飞蝗消

化系统蛋白的双向电泳分析  利用 pH 值为 3~10的
胶条分离, 结果显示雌性东亚飞蝗消化系统共检测
到 299 个蛋白点, 雄性东亚飞蝗消化系统共检测到
232 个蛋白点. 雌性东亚飞蝗消化系统相匹配的蛋
白点有 179 个. 雌性东亚飞蝗消化系统特异的蛋白
点有 120 个, 而雄性东亚飞蝗消化系统特异的蛋白
点有 53个.  
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由图 2(C)可知, 用 pH 值为 3~10 的胶条进行双
向电泳, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白在等电点
3.00~4.00 范围内有 2 个, 雄性东亚飞蝗则无; 在等
电点 4.00~5.00范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异
蛋白有 20 个, 雄性东亚飞蝗则有 1 个; 在等电点
5.01~6.00 范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白
有 18 个 , 而雄性东亚飞蝗则有 8 个 ; 在等电点
6.01~7.00 范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白
点有 16个, 而雄性东亚飞蝗则有 25个; 在等电点为
7.01~8.00 范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白
点有 24 个, 而而雄性东亚飞蝗则有 7 个; 雌性东亚
飞蝗消化系统特异蛋白点在等电点 8.01~9.00 范围
内有 30 个, 雄性则有 10 个; 在等电点 9.01~10.00
范围内, 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白点有 10个, 
而雄性则有 2 个. 可以明显看出, 雌性东亚飞蝗消
化系统特异蛋白点主要集中在等电点 4.00~5.00、
5.01~6.00、6.01~7.00、7.01~8.00 和 8.01~9.00 范围
内, 并且分布很平均. 而雄性东亚飞蝗消化系统特
异蛋白点主要分布在等电点 5.01~6.00、6.01~7.00、
7.01~8.00 和 8.01~9.00, 其中在等电点 6.01~7.00 范
围内蛋白点占总特异蛋白点数的 47%.  

由图 2(D)可知 , 在 pH 值为 3~10 的环境下双
向电泳 , 雌、雄东亚飞蝗消化系统在相对分子质量
小于 10 kD范围内 , 均没有特异蛋白点 . 在相对分
子质量为 10~20 kD范围内 , 雌性有 15个 , 雄性有
13 个 ; 在相对分子质量为 20~30 kD 范围内 , 雌性
有 29个, 雄性有 13个; 在相对分子质量为 30~40 kD
范围内 , 雌性有 27个 , 雄性有 10个; 在相对分子
质量为 40~50 kD 范围内 , 雌性有 16 个 , 雄性有 2
个 ; 在相对分子质量大于 50 kD 范围内 , 雌性有
30 个 , 雄性有 13 个 . 可见 , 除相对分子质量小于
10 kD 范围外, 雌性东亚飞蝗消化系统蛋白点在各
相对分子质量区段分布较平均. 而雄性东亚飞蝗消
化系统除在相对分子质量小于 10 kD 和 40~50 kD
外 , 在各相对分子质量区段分布较平均 .  

当 pH 值为 3~10 时, 雌、雄东亚飞蝗消化系统
匹配的蛋白点中, 蛋白含量相差 3 倍以上的蛋白点
共有 77 个, 在等电点为 3.00~4.00 范围内, 有 3 个; 
在等电点为 4.01~5.00 范围内, 有 7 个; 在等电点
5.01~6.00 范围内, 有 10 个; 在等电点 6.01~7.00 范
围内, 有 15 个; 在等电点 7.01~8.00 范围内, 有 27
个; 在等电点 8.01~9.00范围内, 有 13个; 在等电点
9.01~10.00, 则有 2个, 见图 3(B).  

 

(A)雌性东亚飞蝗在 pH 值为 4~7 的双向电泳图; (B)雄性东亚飞

蝗在 pH 值为 4~7 的双向电泳图; (C)雌性东亚飞蝗在 pH 值为 3~10

的双向电泳图; (D)雄性东亚飞蝗在 pH3~10 的双向电泳图. 

图1   雌性东亚飞蝗与雄性东亚飞蝗消化系统蛋白的双向电泳图 
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(A)pH值为 4~7胶条双向电泳下雌雄东亚飞蝗消化系统蛋白等

电点分析; (B)pH 值为 4~7 胶条双向电泳下雌雄东亚飞蝗消化系统
蛋白分子量分析; (C)pH值为 3~10胶条双向电泳下雌雄东亚飞蝗消
化系统蛋白等电点分析; (D)pH值为 3~10胶条双向电泳下雌雄东亚
飞蝗消化系统蛋白分子量分析. 

图 2  雌性东亚飞蝗和雄性东亚飞蝗消化系统蛋白等电点和

分子量的分析 

 
(A)pH值为 4~7胶条双向电泳下雌雄东亚飞蝗消化系统相差 3倍

以上的蛋白等电点分析; (B)pH值为3~10胶条双向电泳下雌雄东亚飞

蝗消化系统相差 3 倍以上的蛋白等电点分析. 

图 3  雌雄东亚飞蝗消化系统含量相差 3 倍以上的蛋白点分析 

3  讨论 

目前, 蝗虫消化道的研究已是昆虫学研究的热
点之一, 其主要研究内容是蝗虫消化道的结构、功
能和形态发生. 我国学者已对蝗虫消化系统的超微
结构进行了观察, 但目前国内外仍无蝗虫消化系统
蛋白组学的相关研究.  

本研究通过运用双向电泳技术对东亚飞蝗消化

系统进行蛋白组学研究, 通过尝试不同 pH 值胶条
的电泳, 建立一套较优的针对东亚飞蝗消化系统的
双向电泳方法, 为进一步对东亚飞蝗消化系统的研
究奠定基础. 此外, 本研究还分别对雌、雄东亚飞蝗
进行蛋白组学分析, 通过分析差异性, 探讨雌、雄东
亚飞蝗消化系统在进化以及环境适应过程中的不同. 
结果发现, 利用 pH值为 3~10的胶条进行双向电泳, 
分离得到的东亚飞蝗消化系统蛋白数量多于用 pH
值 4~7的胶条电泳得到的蛋白. 此外, 无论是用 pH
值为 3~10的胶条进行电泳还是用 pH值为 4~7的胶
条, 雌性东亚飞蝗消化系统蛋白点数量都多于雄性
东亚飞蝗. 雌性东亚飞蝗消化系统特异蛋白中偏酸
性蛋白和偏碱性蛋白比重基本持平, 而雄性东亚飞
蝗消化系统特异蛋白中偏酸性的蛋白比重大于偏碱

性蛋白. 雌、雄东亚飞蝗消化系统特异蛋白点在相
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对分子质量分布上, 并无出现显著差异性. 在对雌、
雄东亚飞蝗消化系统特异相匹配的蛋白点的分析中

发现, 含量相差 3倍的蛋白点约占匹配蛋白点总数的
50%, 其中弱碱性蛋白和弱酸性蛋白数量基本持平.  
本研究还会进一步对差异性蛋白进行质谱学分析, 

并结合形态学观察以及机理研究, 探讨雌、雄东亚飞
蝗消化系统蛋白组学上的差异性与生理功能差异性的

关联性, 最终为东亚飞蝗的生物防治提供理论支持.  
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The Differential Analysis of Two-Dimensional Gel Electrophoresis for the 
Alimentary System from Locusta Migratoria Manilensis (Meyen) 

LI Yan-liang, WU Yu-lan, YAN Hao, YANG Zhi-jing, CHEN Yi-kun, LIU Zhi-gang* 

(State Key Laboratory of Respiratory Disease for Allergy at Shenzhen University, Shenzhen University, Shenzhen Guangdong 518060, China) 

Abstract: Two-dimensional electrophoresis system was optimized and carried out to establish protein expression 
map of alimentary system from Locusta migratoria manilensis (Meyen) and then the proteomics difference was in-
vestigateed between female Locusta migratoria manilensis (Meyen) and male ones. Two-dimensional electrophore-
sis was carried in pH 4~7 and pH 3~10 in order to obtain the best condition and to analyze the proteomics differ-
ence between female Locusta migratoria manilensis (Meyen) and male ones. It was found that there were more 
kinds of protein in alimentary system from female Locusta migratoria manilensis than that in male ones. Among 
the special protein from female Locusta migratoria manilensis, the quantity of acid protein has the similar level 
with that of alkaline protein while quantity of acid protein is larger than that of alkaline protein in male Locusta 
migratoria manilensis. In addition, the quantity of the matched protein spots whose abundance in female or male is 
over 3fold compared with that in male or female is nearly 50% of the total matched protein. Therefore, protein 
components are different between the alimentary system of male and that of female. 
Key words: Locusta migratoria manilensis (Meyen); alimentary system; protein components; two-dimensional 
electrophoresis(2-D); differential analysis 
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