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褐飞虱可溶性蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析
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摘　要：采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析褐飞虱成虫和各龄期若虫的可溶性蛋白，结果表明，成虫各类样品中，条带
数量基本相同，只发现一条雌性成虫所特有的蛋白条带，而多数条带在不同翅型或性别样品中存在着含量差异。

如有４条条带在长翅型中的含量明显高于短翅型中的含量；在雌、雄成虫样品的比较中则发现２条条带在雄虫
中含量高于雌虫，而另有３条条带在雌虫中含量高于雄虫。若虫样品随着龄期升高，条带逐渐增多，发现有４
条条带在各个龄期中均有表达，１条条带只在５龄若虫样品中出现，另有１条条带从４龄期开始出现。此外，还
发现有 ２条条带在长翅芽若虫样品中的含量 （９０２９，９５６３ｎｇ／μＬ）明显高于短翅芽若虫样品中的含量
（５１３３，３１１１ｎｇ／μＬ）。并讨论了这些差异条带与翅型或性别分化方面的关系。
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　　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳法
（ＳＤＳＰＡＧＥ）结合考马斯亮蓝 （Ｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔ
ｂｌｕｅ）染色法，可对不同型性的昆虫个体进行蛋白
对比分析，不仅能快速得到各蛋白的相对分子质

量，并可进行半定量分析，为进一步研究型性差异

的具体机制打下基础。

褐飞虱Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ（Ｓｔｌ）体型小，易迁
飞，繁殖力强，为稻飞虱的一种。稻飞虱是半翅目

中一类小型昆虫，具有多型现象，即在同一种内会

出现前翅变短、后翅退化的个体，从而构成长、短

两种不同的翅型，其中短翅型的繁殖能力比长翅型

强，因此长、短翅型的比率可影响褐飞虱的种群动

态［１］，同时雌、雄性比也是影响褐飞虱个体数量

的关键原因［２－３］。因此，对褐飞虱翅型分化和性别

比例作深入研究，不仅有助于我们对褐飞虱的发生

作出更准确的预报，而且也有益于我们探索新的控

制飞虱危害的方法。

保幼激素是影响翅型分化的关键因子［４－５］，可

被保幼激素酯酶降解［６］，而卵黄蛋白含量是评价

雌性个体繁殖力的主要指标之一［７］。故近几年主

要围绕这些激素和蛋白对褐飞虱的繁殖和翅型分化

的机理展开了大量的研究，但有关其它蛋白在翅型

或性别分化中的作用则少有研究。鉴于褐飞虱虫体

可溶性蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析尚未有报道，故
本文对不同发育期的褐飞虱个体进行了蛋白电泳分

析，重点比较了不同翅型和不同性别个体间的蛋白

图谱差异，找出与翅型或性别相关联的特异蛋白，

以期进一步解析飞虱翅型分化或性别分化机制。

１　材料和方法
１１　供试昆虫

褐飞虱成虫采自广州市华南农业大学水稻试验

田内，室内进行繁殖，采用水稻品种籼小占经催芽

播种后长成的稻苗为饲料，饲养条件控制在２８℃、
ＲＨ８５％左右、灯光照明时间为１６ｈ光照∶８ｈ黑
暗。

１２　血淋巴蛋白质的提取
选取褐飞虱长翅型雄成虫、长翅型雌成虫、短

翅型雄成虫和短翅型雌成虫各５头，洗净晾干，分
别加入适量混有 ＰｒｏｔｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉｌＳｅｔⅠ
（Ｍｅｒｃｋ公司）的昆虫生理盐水后，随机将虫体剪
成数块，冰浴浸取３０ｍｉｎ，期间震荡摇匀２～３次，
４℃离心后小心吸取上清。再次加入适量生理盐
水，重复操作一次。两次上清混合液即为血淋巴蛋

白质样品。并将沉淀物洗净晾干，冰中保存，留待

提取组织中可溶性蛋白用。

１３　组织中可溶性蛋白质的提取
准备一龄、二龄、三龄、四龄、五龄长翅芽和

五龄短翅芽若虫各１０头左右，连同上述成虫样品
离心后所保留的沉淀，分别加入适量混有 Ｐｒｏｔｅａｓｅ
ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉｌＳｅｔＩ（Ｍｅｒｃｋ公司）的 ＲＩＰＡ裂解
液后，用玻璃匀浆器冰浴匀浆３０ｍｉｎ，４℃离心，
所得上清即为组织中可溶性蛋白质样品。

１４　ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳
蛋白质样品按 Ｖ（２×蛋白质上样缓冲液）：

Ｖ（蛋白质样品） ＝１∶１混匀，在沸水浴中煮沸５
ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，小心取上清液 ２０
μＬ上样。先恒流１５ｍＡ１０ｍｉｎ，再升高到３０ｍＡ
进行电泳。电泳完毕后，进行染色、脱色、拍照

等，并利用ＢａｎｄＳｃａｎ软件进行扫描与半定量分析。

２　结果与分析
２１　褐飞虱成虫ＳＤＳＰＡＧＥ可溶性蛋白电泳分析

褐飞虱成虫可溶性蛋白电泳结果如图１。其中
图１Ａ图为雄成虫样品电泳图，共可观察到３０条
比较清晰的条带；图１Ｂ图为雌成虫样品电泳图，
则可观察到３１条条带，其中条带５为雌成虫所特
有，而其他条带与雄成虫的３０条条带一一对应。
该结果表明，褐飞虱与翅型或性别相关联的特有的

可溶性蛋白极少，多数蛋白条带在长、短翅型个体

中或雌、雄个体中表现出的是含量上的差异，如条

带６在长翅型雄虫组织中的含量明显高于在短翅型
雄虫组织的含量，而条带２在长翅型雌虫血淋巴中
的含量则明显高于长翅型雄虫血淋巴的含量。

图１　褐飞虱成虫可溶性蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＮｌｕｇｅｎｓ

ａｄｕｌｔｓｏｎＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌ
Ｍ：蛋白质ｍａｒｋｅｒ；Ⅰ：长翅型雄虫血淋巴；Ⅱ：短翅型雄虫
血淋巴；Ⅲ：长翅型雄虫组织提取的可溶性蛋白；Ⅳ：短翅
型雄虫组织提取的可溶性蛋白；Ⅴ：长翅型雌虫血淋巴；
Ⅵ：短翅型雌虫血淋巴；Ⅶ：长翅型雌虫组织提取的可溶性
蛋白；Ⅷ：短翅型雌虫组织提取的可溶性蛋白。差异明显的
条带用阿拉伯数字 （１－１１）标出。

８２
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　　利用 ＢａｎｄＳｃａｎ软件对图中标出的１－１１的蛋
白条带 （在不同翅型间或不同性别间含量差异较

大）进行半定量分析，结果见表１。
条带１、６、７、８的含量，长翅型比短翅型高，

应与褐飞虱的翅型分化存在一定关联。已有研究表

明，长翅型褐飞虱成虫中保幼激素酯酶含量高，通

过Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库检索到其相对分子质量为６６７２５，
与条带２的相对分子质量接近，故推测条带２可能
为保幼激素酯酶，但其含量在两种翅型的成虫中差

异并不明显，尚有待进一步验证。条带１、２、３、
７、８含量在雌、雄个体间存在明显差异，其中条
带２、３、８在雌虫体内含量较高，而条带１、７在
雄虫体内含量较高。有趣的是条带１、７、８在长、
短翅型间或雌、雄个体间含量均存在明显差异，推

测此类蛋白可能同时参与了翅型分化和性别分化的

调控。条带４在长翅雄虫中含量高于短翅雄虫，然
而长翅雌虫中含量却低于短翅雌虫，故此种蛋白对

翅型分化的调控作用可能还与具体的性别有一定联

系。卵黄蛋白由３个亚基组成，相对分子质量分别
为４４０００、１２４５００、１４８０００［７］，与我们的条带９、
１０、１１相对应。从表１中发现，条带 ９在长、短
雌雄成虫中均有表达，且在含量上比较接近；条带

１０在短翅型雄成虫和长、短雌成虫中有表达，但
在长翅型雄成虫未见明显条带，可能没有表达或表

达量极低；条带１１与条带１０类似，只在短翅型雄
成虫和长、短雌成虫中有表达，但在雌成虫中的表

达量明显高于条带９或１０。
２２　褐飞虱若虫ＳＤＳＰＡＧＥ可溶性蛋白电泳分析

图２是褐飞虱若虫样品电泳结果图，１龄若虫
样品只能辨别出３条条带，随着龄期升高，条带逐

渐增多，如３龄若虫样品有９个条带，到５龄时则
条带数超过２０条，与成虫的条带数接近。说明褐
飞虱生长发育过程中，随着结构和功能的复杂化，

参与作用的蛋白种类愈来愈多。

图２　褐飞虱各龄期若虫可溶性蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＮｌｕｇｅｎｓ

ｌａｒｖａｅｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
Ｍ：蛋白质ｍａｒｋｅｒ；１、２、３、４、５、６泳道分别为１龄若虫、
２龄若虫、３龄若虫、４龄若虫、５龄长翅芽若虫、５龄短翅
芽若虫样品；以字母ＡＧ分别标出比较明显的条带

利用 ＢａｎｄＳｃａｎ软件对图中标出的 ＡＧ蛋白条
带进行半定量分析，结果见表２。在各龄期样品中
均以条带 Ｅ含量最高，预示该条带有可能是储存
类蛋白；条带Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ在各个龄期中均有
表达，说明褐飞虱在不同龄期的发育过程中均需要

这些蛋白的参与，其中条带 Ａ和 Ｅ的相对分子质
量与褐飞虱卵黄蛋白的２个亚基相对分子质量非常
接近［７］，因此这２个条带有可能是卵黄蛋白亚基。
同时，我们发现个别龄期具有特定的蛋白条带，如

表１　褐飞虱成虫可溶性蛋白差异条带及其含量分析１）

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｂａｎｄｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮｌｕｇｅｎｓａｄｕｌｔｓ ｎｇ·μＬ－１

可溶性

蛋白来源
条带编号 相对分子质量／１０３

雄成虫

长翅 短`翅

雌成虫

长翅 短翅

血淋巴

１ ９０ １０．６３５ ３．７４２ ９．００７ －
２ ７０ ５．０７７ ４．８４５ １５．２５３ １５．０６１
３ ３５ ８．６６８ ５．５１３ １５．９８１ １４．２７９
４ ６２ ６８．１５８ ４４．４７０ ５５．８５８ ９５．８８９
５ １２０ － － ２．１２１ ５．１６２

组织

６ ７５ ２６．７８９ １２．６２９ ３１．５４０ ２０．０７８
７ ５１ ４４．６１５ ３７．１５５ ３８．２５５ １６．３６０
８ ８１ ５．６０４ ２．３９２ １３．４４０ ４．１７５
９ ４４ ３１．９９９ ３０．２４７ ３０．７００ ３１．８８２
１０ １２４．５ － ６．０７６ ６．０２８ ５．９１９
１１ １４８ － ２７．０１１ １０８．２３０ ７３．９４０

１）“—”：不存在该条带

９２
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Ｆ条带只在５龄若虫样品中出现，而１－３龄若虫
样品中未出现 Ｇ条带，直到４龄时样品中才能检
测到。此外，我们还比较了５龄长翅芽若虫和短翅
芽若虫的可溶性蛋白差异，发现条带 Ｂ在长翅芽
若虫样品中的含量 （９０２９ｎｇ／μＬ）明显高于短翅

芽若虫样品中的含量 （５１３３ｎｇ／μＬ），而长翅芽
若虫样品中的条带 Ｇ的含量则是短翅芽若虫样品
中含量的３倍左右，说明这２个条带可能与翅型分
化有关。

表２　褐飞虱若虫可溶性蛋白差异条带及其含量分析１）

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｂａｎｄｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮｌｕｇｅｎｓｌａｒｖａｅ ｎｇ·μＬ－１　

条带编号 相对分子质量／１０３ １龄 ２龄 ３龄 ４龄 ５龄长翅芽 ５龄短翅芽

Ａ １４８ ０７３５ ３１６４ ２８２６ ９７３９ １２１７１ １４６０４
Ｂ ９７ １３７６ ３１３７ ２９３５ ４７５４ ９０２９ ５１３３
Ｃ ６２ １１４９ ２０７８６ ２４７１０ ２８９２４ ３３１４７ ３２０９３
Ｄ ５１ ３３９６ １２８７６ １４３２０ ２７８３１ ２６５２７ ２８１４６
Ｅ ４４ ５４６９ ２２２１４ ２７３２１ ４８６９５ ４０２８１ ３４７１４
Ｆ ６４ — — — — ３１１８ ２４１６
Ｇ ２９ — — — ３２８５ ９５６３ ３１１１

１）“—”：表示该条带不存在

３　讨　论
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳法有操作简单，时间短等优

点，但是存在着自身分辨率低等缺陷。所以，本研

究虽然得到与性别和翅型两性状相关联的差异条

带，仍很难确定这些差异条带是否是单一蛋白。接

下来的工作要通过双向电泳等方法提高分辨率，找

到单一的差异条带，利于进一步的分析。

对比不同翅型和性别样品的电泳谱图，我们获

得了与褐飞虱性别和翅型都存在着关联的３条差异
条带，据此推测，褐飞虱中，性别和翅型的分化可

能受到一些相同蛋白质的调控，也预示这两种型性

间可能存在某些内部联系。在水稻害虫预测预报

中，如能综合考虑长、短翅型比率和雌、雄性比这

两个方面的参数，应可以提高褐飞虱种群数量预测

的及时性和准确性。

通过对褐飞虱各龄若虫组织蛋白的分析，初步

探讨了若虫发育过程中体内蛋白的变化规律以及一

些龄期的特有蛋白，研究结果有可能对今后进一步

深入研究若虫发育调控蛋白提供帮助。

接下来的工作我们拟通过双向电泳和质谱等分

析手段对褐飞虱可溶性蛋白进行深入研究，从而确

定与翅型或性别相关联蛋白的具体性质，以进一步

解析昆虫多型形象的分子机制。
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