
浙江理工大学学报,第49卷,第3期,2023年5月

Journal
 

of
 

Zhejiang
 

Sci-Tech
 

University
DOI:10.3969/j.issn.1673-3851(n).2023.03.009

收稿日期:
 

2022-11-10  网络出版日期:2023-01-17
基金项目:

 

国家重点研发计划(2019YFC1520300);国家自然科学基金项目(52273096);浙江省文物保护科技项目(2020012)
作者简介:

 

周 杰(1997- ),男,江西抚州人,硕士研究生,主要从事纺织品文物降解机理方面的研究。
通信作者:

 

王 秉,E-mail:wbing388@168.com

基于蛋白质组学的蚕丝蛋白质组分分析

周 杰1,周 雄1,胡铭周1,刘 剑2,王 秉1

(1.浙江理工大学材料科学与工程学院,杭州
 

310018;2.中国丝绸博物馆,杭州
 

310002)

  摘 要:
 

丝绸文物在长期埋藏的过程中极易发生老化降解。为了研究丝绸文物在全生命周期中发生的蛋白组

分变化,利用高通量蛋白质组学方法对蚕茧、现代丝绸制品和文物丝绸样品中的蛋白质和特异多肽种类进行检测。
结果显示:蚕茧脱胶过程中,3种丝胶蛋白仅一种有残留,多种功能蛋白被除去;在长时间的劣化过程中,绝大部分的

蛋白质完全降解,丝素蛋白重链、轻链和糖蛋白链部分降解,其中轻链降解速率最慢;在蚕茧、现代丝绸和丝绸文物

中发现15种共有多肽,其中丰度最高的两条多肽序列有望成丝绸检测的分子标志物。该研究可为古代丝绸劣化过

程分析提供一种新策略,为微量检测提供理论指导。
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  Abstract:
  

Ancient
 

silk
  

are
 

prone
 

to
 

aging
 

and
 

degradation
 

during
 

long-term
 

burial.
 

In
 

order
 

to
 

study
 

the
 

structural
 

changes
 

of
 

proteins
 

occurred
 

in
 

ancient
 

silk
 

throughout
 

its
 

life
 

cycle,
 

high-throughput
 

proteomics
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

species
 

and
 

abundance
 

of
 

proteins
 

in
 

silk
 

cocoons,
 

modern
 

silk
 

and
 

silk
 

relics.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

only
 

one
 

of
 

the
 

three
 

kinds
 

of
 

sericin
 

remained
 

during
 

cocoon
 

degumming
 

and
 

a
 

variety
 

of
 

functional
 

proteins
 

were
 

also
 

removed.
 

Vast
 

majority
 

of
 

the
 

proteins
 

were
 

completely
 

degraded
 

during
 

the
 

long
 

degradation
 

process,
 

while
 

the
 

heavy,
 

light
 

and
 

glycoprotein
 

chains
 

of
 

silk
 

protein
 

were
 

partially
 

degraded,
 

and
 

the
 

light
 

chain
 

degradation
 

rate
 

was
 

the
 

slowest.
 

Fifteen
 

shared
 

polypeptides
 

were
 

identified
 

in
 

cocoons,
 

modern
 

silk
 

and
 

silk
 

relics,
 

and
 

two
 

peptides
 

with
 

the
 

most
 

abundance
 

were
 

expected
 

to
 

become
 

biomarkers
 

for
 

silk
 

detection.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

new
 

strategy
 

to
 

explore
 

the
 

ancient
 

silk
 

production
 

and
 

deterioration
 

process.
Key

 

words:
 

proteomics;
 

silk
 

relic;
 

protein
 

components;
 

biomarkers;
 

high-throughput
 

detection

0 引 言

  中国是世界上最早从事养蚕缫丝的国家,曾被

誉为“丝国”。中华民族的先辈通过成功驯养家蚕,
开发出一套先进的丝绸生产技术体系,通过丝绸之

路传播到世界各地,对世界产生了深远影响[1-3]。丝



织品作为一种天然高分子蛋白,在经历缫丝、脱胶、
纺纱和织造后,又受到光照、温度、水分和微生物等

因素的影响[4-6],极易发生劣化降解,甚至泥化而失

去实体形貌[7]。因此,亟须了解丝绸文物形态变化

背后的蛋白质组分变化机理。
当前,国内外学者多采用扫描电子显微镜

(SEM)、傅里叶红外光谱(FTIR)和拉曼光谱等手

段分析研究了丝绸文物的劣化程度和老化机

理[8-11]。Koperska等[11]用FTIR研究了蚕丝样品

在150
 

℃、不同空气条件老化后丝素的降解情况;王
永礼等[12]模拟了不同波段可见光老化实验,通过色

差和SEM分析了各样品劣化程度;龚德才等[13]利

用偏振红外光谱和全反射红外光谱,通过对碱性水

解丝绸和古代丝织品的取向度和结晶度分析,获得

纤维聚集态变化规律,从而评价丝绸的老化程度。
但以上方法都是从丝绸表面形貌和化学结构等方面

着手,缺乏从分子水平上研究蛋白质组分变化的方

法。近年来,随着质谱技术的发展,蛋白质组学作为

一种新兴的技术手段进入人们的视野。
蛋白质组学技术是一种高通量的蛋白质检测技

术,可以精确识别样品中的蛋白质与多肽序列[14-15]。
典型的蛋白质组学检测过程主要包括3部分:蛋白

质组的提取和酶解、质谱检测和蛋白数据库对比与

分析。蛋白鉴定方法目前也被引入考古和文物保护

领域[16-18]。Tokarski等[19]用蛋白质组学鉴定出文

艺复兴时期的绘画中含有卵黄和卵清蛋白;Guo
等[20]采用蛋白质组学对桑蚕丝的成分进行分析,发
现蚕茧中含有大量蛋白酶抑制剂,从而解释了桑蚕

茧具有抗菌性的原因;Lee等[21]开发了一种基于质谱

的蛋白质组学方法,成功将家蚕、柞蚕和萨米亚产的

蚕茧区分到物种水平;本文课题组曾利用蛋白质组学

研究了家蚕和柞蚕的蛋白质差异,找到了区别家蚕与

柞蚕的标志蛋白,可用于区分出土文物的种属[22]。
本文采用蛋白质组学技术,对蚕茧、现代丝绸和

文物丝绸中的蛋白质组分进行分析,通过研究3种

样品中蛋白质与特异多肽的异同,从蛋白组分和一

级结构水平评估丝绸老化程度,以期了解古代丝绸

全生命周期中蛋白质组分变化过程,从而为丝绸文

物的抢救和微量检测提供理论指导。

1 实验部分

1.1 实验材料和仪器设备

  实验样品:文物丝绸(新疆三道海子出土,汉晋时

期)由中国丝绸博物馆提供;蚕茧和现代丝绸制品(春

桑蚕,杭州,2021年)购自杭州富丝工贸有限公司。
实验材料:无水乙醇购自杭州高晶精细化工有

限公司;氯化钙(CaCl2)、碳酸氢铵(NH4HCO3)、十
二烷基硫酸钠(SDS)、二硫苏糖醇(DTT)、吲哚乙酸

(IAA)、甲酸(FA)、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-
HCl)、测序级胰蛋白酶(trypsin)和乙腈(ACN)均购

自美国赛默飞公司。
实验仪器:FA2104型电子天平(上海舜宇恒平

科学仪器有限公司)、DF-101S型集热式恒温加热

磁力搅拌器(杭州仪器制造有限公司)、FD-IA-50型

真空冷冻干燥机(北京博医康实验仪器有限公司)、
TF-86-30LA型超低温冰箱(上海拓纷机械设备有

限公司)、JSM
 

5610LV型扫描电子显微镜(德国卡

尔蔡司)、Waters
 

AccQ·Tag型超高效液相色谱仪

(美国沃特世)、Easy
 

nLC
 

1200色谱系统和 Q-
Exactive

 

HF-X型质谱仪(美国赛默飞)。
1.2 实验方法

1.2.1 丝蛋白提取

  分别称取4
 

mg蚕茧、现代丝绸制品和文物丝

绸置于200
 

μL
 

8.7
 

mol/L
 

CaCl2 和17.4
 

mol/L
 

C2H5OH混合水溶液中,在98
 

℃加热溶解30
 

min;
待蚕丝蛋白溶液冷却至室温后,装入截留相对分子

质量为1000
 

kDa的透析袋中,每6
 

h换一次水,透
析3

 

d,去除无机盐。将透析后的丝蛋白溶液冷冻干

燥处理得到丝蛋白粉末。

1.2.2 丝蛋白酶解

  在100
 

μg的3种丝蛋白粉末中分别加入

100
 

μL
 

SDT裂解液(4%
 

SDS,100
 

mmol/L
 

DTT,
100

 

mmol/L
 

Tris-HCl),96
 

℃水浴5
 

min,冷却至

室温。采用BCA试剂盒测定蛋白含量后,加入

10
 

μL
 

IAA,600
 

r/min振荡1
 

min,避光室温孵化

30
 

min。加入1
 

mL的预冷丙酮,置于-20
 

℃静置

2
 

h,沉淀蛋白。16000
 

g离心10
 

min,去除上清液,
加丙酮清洗蛋白沉淀,重复3次;加入100

 

μL
 

酶解

液(2
 

μg胰蛋白酶溶于100
 

μL
 

NH4HCO3 溶液

中),600
 

r/min振荡
 

1
 

min,置于37
 

℃孵化16
 

h。
12000

 

g离心10
 

min,收集滤液;酶解后的肽段使用

脱盐柱脱盐,真空干燥。
1.3 测试与表征

1.3.1 形貌表征

  将蚕茧、现代丝绸和文物丝绸在1
 

mol/L的乙

醇溶液种洗涤,真空干燥后表面镀金,采用SEM观

测3种样品的表面形貌。
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1.3.2 液相色谱质谱联用蛋白鉴定

  采用纳升流速色谱系统对丝蛋白粉末样品进行

色谱分离。随后,通过数据依赖采集质谱分析肽段。
分析时长为60

 

min,检测模式为正离子、母离子,扫
描范围为300~1800

 

m/z,一级质谱分辨率为

60000,AGC目标为3×106,一级最大IT为50
 

ms;
肽段的二级质谱分析按照下列方法采集:在每次全

扫描后触发采集
 

20个最高强度母离子的二级质谱

图谱,二级质谱分辨率为15000,AGC目标为3×
106,二级最大IT为

 

25
 

ms,MS2激活类型为HCD,
隔离窗口为1.3

 

m/z,归一化碰撞能量为28。
1.3.3 蛋白数据库检索

  选取Uniprot蛋白数据库中的所有18488条桑

蚕(Bombyx
 

mori)蛋白建立对比蛋白质数据库,用
于比对筛选出样品中的蛋白质组分。采用质谱检索

软件MaxQuant对液相色谱质谱联用采集得到的

质谱图与建立的对比蛋白质数据库比对验证,
MaxQuant搜库软件分析参数设置如下:搜库方式

设为单独搜库,母离子质量偏移小于20.00×10-6
 

Da,子离子质量偏差小于0.01
 

Da
 

,半胱氨酸的氨

基甲酰甲基化设置为固定修饰,甲硫氨酸的氧化为

动态修饰;每个鉴别的蛋白质至少有1个特异肽段;
质谱数据检索结果分别采用多肽假阳性概率(PSM

 

FDR≤0.01)和蛋白假阳性概率(Protein
 

FDR≤
0.01)作为肽段与蛋白鉴定的筛选标准。

2 结果与讨论

2.1 样品形貌分析

  图1为蚕茧、现代丝绸制品和文物丝绸的SEM
图。从图1可以看出:蚕茧样品缺陷处的蚕丝分为

两层;现代丝绸整根丝纤维表面光滑,且有竖纹,表
面的微量异物可能为丝胶残留;文物丝绸由于环境

复杂,表面黏着大量杂质,在乙醇溶液洗涤过后依旧

附着在丝绸表面,丝绸裸露部分粗糙度增加,但几乎

没有表面缺陷,整体外观保持完整,可能是干燥的墓

葬环境保证了纤维的完整性。

图1 蚕茧、现代丝绸和文物丝绸的SEM图

2.2 总蛋白质鉴定

  为分析微观层面蛋白质组的变化,使用蛋白质

组学技术鉴定出3种样品的蛋白质组分。为了排除

干扰蛋白和误检蛋白,剔除假阳性多肽和常见蛋白

污染源,筛选出所有得分大于0的检出蛋白质,获得

总蛋白质鉴定结果。在蚕茧中总共检测出406种多

肽和75种蛋白,现代丝绸中有98种多肽和59种蛋

白,而文物丝绸中只有30种多肽和18种蛋白。蚕

茧中的蛋白种类远大于现代丝绸,表明多种蛋白质

在缫丝、脱胶、纺纱和织造过程中被除去。文物丝绸

中蛋白的种类远低于现代丝绸,检出多肽也仅有现

代丝绸的30%,扫描结果中蚕丝表观形貌虽没有大

的缺陷,但蛋白质组学结果表明劣化作用使得文物

丝绸中蛋白质大量降解。

2.3 3种样品中特异多肽的鉴定

  图2是蚕茧、现代丝绸和文物丝绸中识别蛋白

的特异多肽数量图。在桑蚕蛋白数据库的18488种

蛋白质中,每一种蛋白质都有至少一段多肽序列是

完全区别于其他序列(部分蛋白过于相似无法区分,
但功能上也完全一致,故合并处理),该肽段被称为

特异多肽。检测出的每一蛋白中自然包含着属于它

们的特征多肽。图2表明,从蚕茧到文物丝绸,蛋白

种类和蛋白对应特异多肽数量大大减少,含有7条

特异多肽的蛋白只在蚕茧中出现,而文物丝绸中的

蛋白质最高只含有4条特异多肽。只有当某一段多

肽含量极低时才无法被检测,而同一蛋白质中特异

蛋白的减少只能归因为破坏降解。特异多肽的减少

说明了蚕茧到文物丝绸的过程会损伤蛋白质,而劣

化过程会更进一步破坏蛋白质链。
2.4 3种样品的差异蛋白分析

  根据蛋白质的功能,可以将样品中的蛋白分成

六大类,分别是丝胶蛋白、丝素蛋白、酶、蛋白酶抑制

剂、结构域蛋白和其他蛋白;其中丝素蛋白和丝胶蛋

白是蚕茧最主要的组分,而蛋白酶抑制剂被认为是

天然蚕茧抗菌性的主要来源[20]。表1为蚕茧、现代

丝绸和文物丝绸的蛋白组分。由表1可知:对比蚕
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图2 蚕茧、现代丝绸和文物丝绸中

识别蛋白的特异多肽数目

注:第一列第一柱代表蚕茧中共有42种蛋白质含有1条特征多肽。

   

茧和现代丝绸,两者差异最大为丝胶蛋白,在蚕茧中

存在3种丝胶蛋白Sericin
 

1(A8CEQ1)、Sericin
 

1B
(P07856)、Sericin

 

3(Q17240),在现代丝绸中仅发

现1种Sericin
 

1,且含量极低,说明在丝绸的生产过

程中,脱胶工艺是导致蚕丝蛋白变化最大的因素。
酶、蛋白酶抑制剂和其他蛋白种类减少也说明部分

功能性蛋白存在丝胶表层,随着丝胶的除去而被带

走,与Silva等[23]提到的丝胶具有抗菌性相互印证。
对比现代丝绸与文物丝绸可以发现,文物丝绸中丝

胶蛋白和蛋白酶抑制剂已完全降解,结构域蛋白、酶
和其他蛋白的种类都大幅度减少,大量蛋白质完全降

解。蛋白酶抑制剂的消失也表明了丝绸的抗菌能力

也会随着功能蛋白的降解而消失。不同于SEM中展

现出的表观形貌没有大的缺陷,丝绸文物在蛋白质组

分层面降解严重。

表1 3种样品中检测到的蛋白质

蛋白种类
蚕茧 现代丝绸 文物丝绸

蛋白数量/种 代表蛋白编码 蛋白数量/种 代表蛋白编码 蛋白数量/种 代表蛋白编码

丝胶蛋白 3 A8CEQ1,
 

P07856,
 

Q17240 1 P07856 0 —

丝素蛋白 5 P05790,
 

Q7JYG3,
 

P04148 4 P05790,
 

Q7JYG3,
 

P04148 3 P05790,
 

Q7JYG3,
 

P04148

酶 9 A4PHN6,
 

H9JW98,
 

H9JUB6 6 H9JUF6,H9J3D0,
H9IVT8 2 H9JUF6,

 

H9J700

蛋白酶抑制剂 3 P81902,
 

Q1HQ32,
 

H9JBZ4 2 P81902,
 

Q968T8 0 —

结构域蛋白 11 H9J1E3,
 

H9JQN5,
 

H9JUB6 14 H9J7T8,
 

H9JB13,
 

H9JEF8 2 H9JJY1,
 

H9JK95

其他蛋白 43 H9IRZ3,
 

H9IZK4,
 

Q1HPY7 32 H9J0X2,
 

H9IU21,
 

H9IZK4 11 H9IZK4,
 

H9J7B3,
 

H9ITC3
  注:所有蛋白编码均来源于uniport数据库。

2.5 3种样品中的共有蛋白和多肽

  在鉴定出的所有蛋白中,有5种蛋白质在3个

样品 中 都 被 检 测 到,分 别 为 丝 素 蛋 白 重 链

(P05790)、丝素蛋白轻链(Q7JYG3)、糖蛋白链

(P04148)和两个无特征蛋白(H9IZK4、H9IVS7)。
其中丝素蛋白重链、轻链和P25链是桑蚕茧中的标

志蛋白,仅存在桑蚕茧中,这也说明了文物丝绸为桑

蚕茧织造而成。3种蛋白在蚕茧中以6∶6∶1的物质

的量比存在[22],为丝绸的主要蛋白质,占丝绸蛋白

的70%以上。表2为上述5种蛋白的详细信息。
由表2可以看出,5种蛋白的特异多肽数量和蛋白

相对强度都在下降,说明均发生了不同程度地降解,
部分区域已经完全消失。以上结果进一步说明加工

工艺不是无损的,文物丝绸降解比表观形貌表现出

的要更为严重。
为了进一步分析这5种共有蛋白的相对降解速

率,本文对P05790、Q7JYG3、P04148、H9IZK4和

H9IVS7蛋白进行了相对丰度变化分析。当一种蛋

白的降解速率快于其他蛋白,它的相对丰度占比将

会升高[24]。从图3的5种蛋白相对丰度图中可以

看到,两个无特征蛋白含量极低;对于剩下的3种蛋

白,蚕茧和现代丝绸中其相对丰度基本保持一致,表
明脱胶过程对这3种蛋白的影响近乎同步;而对比

文物丝绸和现代丝绸可以发现,文物丝绸中丝素蛋

白轻链相对丰度相较于轻链和P25链显著上升,这
说明轻链降解速率最慢,其很有可能存在丝绸文物

的全生命周期中,故有望成为判断文物丝绸降解程

度的关键蛋白。
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表2 3种样品中共同检测到的蛋白质

蛋白编码
蚕茧 现代丝绸 文物丝绸

特异多肽/条 得分 相对强度 特异多肽条 得分 相对强度 特异多肽/条 得分 相对强度

P05790 7 323 2.5×1011 12 323 9.9×1010 6 323 7.0×109

Q7JYG3 8 239 1.3×1011 7 323 6.0×1010 6 323 1.1×1010

H9IZK4 8 218 2.0×1010 5 60 1.2×109 2 207 4.8×107

P04148 1 72 1.8×1010 5 177 5.4×109 1 323 4.4×108

H9IVS7 3 17 5.0×109 1 8 7.4×107 2 323 1.7×109

  注:所有蛋白编码均来源于uniport数据库。

图3 5种共有蛋白的相对丰度

  重复特异多肽韦恩图可以分析3种样品的共有

特异多肽,找到文物丝绸全生命周期最有可能遗留

下来的多肽。结果如图4所示。从图4可以看出:3
个样品的共同检出多肽有15条,其中5条归属于丝

素蛋白重链,7条归属于丝素蛋白轻链,剩下3条分

别归属于其他3个共有蛋白;15条多肽中存在两条

值得关注的序列,在任一样品中丰度排名前三,分别

是属于重链的多肽链DASGAVIEEQITTK和属于

轻链的多肽链ASSVISR,由此推断,这2条多肽最

有可能在复杂的墓葬环境中保存下来。同时这两条

多肽归属于丝素蛋白且是重链和轻链的特异多肽,
在墓葬环境中发现这两条多肽将可以直接推断出重

链和轻链的存在,继而判断出该墓葬中曾埋藏过丝

绸。故重链的多肽链DASGAVIEEQITTK和轻链

的多肽链ASSVISR有望作为检测丝绸存在痕迹的

分子标志物。

3 结 论

  本文采用高通量蛋白质组学蛋白检测方法,对
文物丝绸全生命周期过程中蛋白质组分变化情况进

行分析,得到以下结论:
a)加工过程中对丝绸影响最大的因素为脱胶工

图4 蚕茧、现代丝绸和文物丝绸之间共同多肽韦恩图

艺;碱性脱胶作用可以去除绝大部分丝胶,但同时丝

胶表层的大量功能蛋白质也被除去,各种蛋白质都

受到一定损伤。
b)丝绸在埋藏过程受到各种外在环境因素影

响,文物丝绸相比于现代丝绸,蛋白种类已经显著减

少;大量酶蛋白和蛋白酶抑制剂完全降解,丝素蛋白

重链、轻链、P25链3种主要蛋白也部分降解,其中

轻链降解速度最慢。
c)3个样品中共找到15种共有多肽,其中保存

最好的两条特异多肽有望成为丝绸微量检测中的分

子标志物。
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