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摘 要：采用反向高效液相色谱对雄性中华狼蛛粗毒进行分离，再用 MALDI–TOF–TOF 质谱进行相对分子质量

测定。结果表明：从雄性中华狼蛛粗毒中一共鉴定到 195 种毒素多肽组分,这些毒素多肽的相对分子质量为  

1 000~10 000，其中大多数多肽的相对分子质量为 1 000~3 500和 4 500~7 500。这些毒素多肽的相对分子质量的分

布特征与已报道的其他蜘蛛的不同，这可能是因为不同种类蜘蛛的毒素成分具有不同的多样性特点。 
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Abstract: Peptides in crude venom from male Lycosa sinensis were isolated by means of reversed–phase 
high–performance liquid chromatography, and their relative mass in eluted fractions were analyzed through MALDI– 
TOF–TOF mass spectrometry. In total, 195 peptides were detected out with the relative mass ranged from 1 000 to 10 000. 
The vast majority of these peptide mass fell in the ranges of 1 000–3 500 and 4 500–7 500, respectively. Its molecular 
weight distribution was far dissimilar from those of other spiders reported, which is probably because venom components 
might vary with spider species. 
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作物害虫(包括甲虫、蝗虫、蛾和蝶)约有 10 000
种，它们每年造成的经济损失约 1 000亿美元[1–2]。

目前，农业害虫主要是通过化学杀虫剂来控制。生

物杀虫剂作为新一代杀虫剂，可替代传统农药，已

被广泛应用到农作物的抗虫害中。蜘蛛是食肉性节

肢动物，其毒液可作为超稳定杀虫剂和小分子多肽

的来源，能够使昆虫麻痹或者致死，因此，蜘蛛毒

素多肽作为生物杀虫剂是目前研究的热门之一[3]。 

中华狼蛛(Lycosa sinensis)为狼蛛科狼蛛属，其
体型较大，大多分布于中国北方地区[4–6]，在中国

南方地区也有发现[7–8]。中华狼蛛在小麦田、玉米

田、大豆田、地瓜田、棉花田、牡丹田、苹果园等

田地和果林中均已被发现，是金龟子、蛾类、棉铃

虫、飞虱等多种农林害虫的重要天敌，具有一定的

农业保护价值。已有关于中华狼蛛生态和生殖习性

等的报道[4–9]，但是对其粗毒成分的研究尚少见报
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道。笔者结合 C18反向色谱和质谱鉴定雄性中华狼

蛛粗毒中的多肽成分，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 供试蜘蛛 

雄性中华狼蛛采集于河北唐山，并在动物实验

室进行人工饲养。 

1.2 仪器与试剂 

真空离心浓缩仪(mivac–duo) 由 GeneVac 公司
生产；高效液相色谱仪(Alliance)由 Waters 公司生
产；C18 反相柱 (100 Å, 250 mm × 4.6 mm)由
Phenomenex 公司生产；MALDI–TOF–TOF质谱仪
(UltraFlex I)由 Bruker Daltonics 公司生产；α–氰基
–4–羟基肉桂酸二乙胺盐、三氟乙酸、乙腈等试剂
均为 Sigma产品。 

1.3 方法 

1.3.1 蜘蛛粗毒的制备 

用电刺激法采集蜘蛛毒液。制作一个“W”型
厚透明塑料片，用 5 V脉冲电流刺激成体蜘蛛的 2
螯肢基部外侧 1~3 s，蜘蛛受到电刺激后螯爪刺向塑
料片中间壁，并射出毒液；收集多个蜘蛛分泌的毒

液，在真空离心浓缩仪中冻干，干后所得浅白色粉

末即为粗毒。将粗毒冻干后于－20 ℃保存。 

1.3.2 蜘蛛粗毒的分离与纯化 

用高效液相色谱仪和 C18 反相柱进行分离与
纯化。流动相为 2相洗脱系统，A液为含 0.1%三氟
乙酸(V/V)的双蒸水，B 液为含 0.1%三氟乙酸(V/V)

的乙腈。A液和 B液都通过加入氦气除去溶液中的
气泡。反相色谱分离的上样量为 1.0 mg。溶解后的
样品溶液通过 A泵进样，并用 A液脱盐，然后用 B
液洗脱。洗脱梯度 B液为 5%~50%(0~50 min)，流
速为 1.0 mL/min。监测波长为 215 nm或 280 nm。
柱温为 25 ℃。将反相色谱分离、收集到的各洗脱
组分用封口膜封住，膜上用针头扎适量小孔，在真

空离心浓缩仪中冻干。 

1.3.3 质谱鉴定 

用 MALDI–TOF–TOF 质谱仪测定毒素多肽的
相对分子质量。采用正离子线性工作模式，用多肽

标样 II进行外标校正。以 20 mg/mL的 α–氰基–4–
羟基肉桂酸二乙胺盐饱和溶液为基质溶液(该溶液
中含有 0.1% 三氟乙酸和 50% 乙腈)。 
取雄性中华狼蛛毒液 1.0 μL，并用双蒸水稀释

至 50 倍。将反相色谱分离的各洗脱组分干燥后，
用 3.0 μL含 5% 乙腈的水溶液溶解。各取以上样品
1.0 μL与基质按 1∶1的比例混合后点样，随后于室
温下自然风干，进行相对分子质量测定。 

1.3.4 数据分析 

采用 SigmaPlot 10.0进行数据分析。 

2 结果与分析 

2.1 雄性中华狼蛛粗毒的分离纯化结果 

雄性中华狼蛛粗毒的反相色谱分离结果(图 1)表
明，在波长 215 nm下的检测效果较好，本试验共收
集到不同洗脱时间的 37 个洗脱峰(图 1)。该波长下
各洗脱峰均基本分离，但很多洗脱峰在波长 280 nm 

 

 
图 1 雄性中华狼蛛粗毒在波长 215 nm 的反相 HPLC 分离图谱 

Fig.1 Chromatogram of peptides in venom of male Lycosa sinensis at 215 nm though reversed–phase HPLC  
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下未能检测出来(图 2)。如在波长 215 nm下，保留
时间 43.79 min的峰 1和保留时间 44.62 min的峰 2
很明显被检测出(图 1中箭头所指)，但在波长 280 nm
下均未能检测出来。这是因为大多数蛋白质或多肽

含有苯环氨基酸，可在波长 280 nm下进行检测，而

对于某些不含苯环氨基酸的蜘蛛毒素多肽，在波长

215 nm下对其肽键进行检测更为准确。蛋白质或多
肽的 OD 215 nm是 OD 280 nm的数倍，因此，在选择检

测波长时，波长 215 nm比波长 280 nm的检测结果
更精确。 

  

 
图 2 雄性中华狼蛛粗毒在波长 280 nm 的反相 HPLC 分离图谱 

Fig.2 Chromatogram of peptides in venom of male Lycosa sinensis at 280 nm though reversed–phase HPLC  

2.2 毒素多肽的相对分子质量 

蜘蛛粗毒溶液的多肽成分浓度较大，且盐含量

高，因此一般需要用双蒸水稀释至 50 或 100 倍后
再进行质谱鉴定。由图 3可见，根据相对分子质量
的大小可将雄性中华狼蛛粗毒主要成分分成 3个区

域：相对分子质量为 1 939.8、2 253.8、2 522.5的区
域为分子质量较小毒素多肽；相对分子质量为 4 719.6、
4 866.6、5 091.9、5 197.0、5 461.9的区域为相对分
子质量中等毒素多肽；相对分子质量为 7 345.4 的
区域为分子质量较大毒素多肽。 

 
图 3 雄性中华狼蛛粗毒的 MALDI–TOF 质谱图 

Fig.3 Mass spectrum of MALDI–TOF from venom in male Lycosa sinensis  
浓缩由 C18反相色谱分离的洗脱组分，测定其

相对分子质量，列于表 1。质谱鉴定结果显示，大
多数洗脱峰的质谱图谱中出现了 2 个以上的信号

峰，这说明很多疏水性相近，但相对分子质量不同

的多肽分子存在于同一洗脱峰中。这些洗脱峰的质

谱图谱中出现的最强信号峰为其主要成分的信号
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峰。本试验分离到 6个高纯度的毒素多肽，它们的
质谱图谱中仅含有一个信号峰。这些成分的相对分

子质量分别为 1 699.4(洗脱时间为 19.03 min)、4 
851.9(洗脱时间为 20.53 min)、1 840.1(洗脱时间为

20.81 min)、1 919.6(洗脱时间为 21.41 min)、2 024.5 
(洗脱时间为 23.19 min)、7 390.2(洗脱时间为 24.76 
min)。 

表1 雄性中华狼蛛毒素多肽的相对分子质量 
Table 1 Molecular weight of peptides from venom in male Lycosa sinensis 

洗脱时间/min 相对分子质量[M+H+] 

17.63 1 058.9，1 072.9，1 094.0，1 099.9，1 673.7 

19.03 1 699.4 

19.58 1 072.3，1 112.2，1 232.6，1 467.4，1 709.0，4 702.8，4 774.8 

20.00 1 373.6，1 665.5，1 692.6，1 777.9，1 805.5 

20.53 4 851.9 

20.81 1 840.1 

21.41 1 919.6 

21.99 1 210.1，2 101.9，8 913.4 

22.85 1 806.8，3 991.5，4 116.0，7 463.1 

23.19 2 024.5 

23.88 2 103.3，5 402.2，6 737.1，6 867.8，7 026.3，7 068.1，7 108.0，7 217.6，7 361.2，7 464.8 

24.76 7 390.2 

25.23 2 325.6，3 719.5，7 390.3，7 446.1，7 630.2 

25.64 1 679.6，2 022.7，2 404.0，3 061.7，4 003.1，4 681.8，6 936.6，7 119.2，8 019.4，9 381.4 

26.21 2 413.6，2 492.6，2 531.7，4 559.7，4 706.2，4 755.3，4 801.2，5 199.9，5 400.9，7 065.4； 
7 136.7，7 208.6，8 017.3 

26.99 2 522.7，2 643.7，3 539.8，3 996.1，6 935.4，7 085.9，7 156.7，7 233.3，7 648.4，7 946.5，8 003.6，8 138.4

27.71 2 193.0，2 373.9，7 105.8，7 829.9，8 137.5 

28.03 1 680.3，2 065.8，2 099.8，2 292.1，2 523.9，6 731.1，6 933.3，7 233.0，7 648.1，7 797.6，9 373.7 

29.19 1 728.4，1 904.2，2 606.9，3 058.4，4 587.3，7 130.5，8 465.0，8 790.4，9 193.5 

30.17 3 098.9，4 649.2，5 637.8，5 906.8，7 117.6，9 315.1 

30.68 5 885.7，9 159.8 

30.96 2 389.9，5 897.7，7 125.3，9 175.1 

32.62 1 978.5，2 012.8，2 209.0，2 384.3，2 474.0，2 838.4，2 947.9，3 278.5，5 136.6，5 956.3，6 098.9 

33.44 1 960.6，2 009.4，2 961.5，5 651.0 

34.27 4 631.4，9 278.4 

35.18 2 369.3，2 718.3，2 961.9，3 018.3，3 149.5，5 893.8，6 079.5，6 798.8，6 821.2 

35.96 2 612.4，2 704.4，3 410.5，3 433.2，5 886.5 

36.60 2 814.2，3 150.2 

37.65 1 544.7，2 079.5，2 556.3，3 226.7，5 457.0，5 891.6，6 076.6，6 335.1 

38.15 2 031.5，2 612.8，2 814.1，2 983.4，3 150.3，3 410.7，4 121.9，9 832.9 

39.56 2 067.1，2 139.9，2 233.3，2 556.1，6 358.7 

40.27 2 199.7，2 427.5，2 636.8 

40.68 2 086.4，2 158.8，2 190.1，2 202.2，2 557.6，3 246.7，6 361.5，6 497.2 

41.68 2 117.8，2 282.8，2 638.0，6 339.9 

42.83 1 943.6，2 068.6，2 141.5 

43.79 2 425.3，2 472.4，2 519.0 

44.62 2 420.6，2 438.3，2 480.9，2 515.2 

下划线部分示洗脱峰质谱图中最强信号峰对应的相对分子质量。  
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本次试验从雄性中华狼蛛粗毒中分离和鉴定

到 195 种不同相对分子质量(去冗余)的毒素多肽，
对这些毒素多肽的多样性进行分析，结果(图 4)表
明，雄性中华狼蛛毒素多肽分子的相对分子质量为

1 000~10 000。由图 5可见，雄性中华狼蛛毒素多
肽的相对分子质量主要分布在 1 000~3 500(占
53.3%)和 4 500~7 500(占 32.3%)这 2个区域，该结
果与直接鉴定出的未分离粗毒的质谱结果(图 3)完
全吻合，即该蜘蛛粗毒主要成分的相对分子质量 2
次鉴定都分布在相同的范围内。 

 
15    20    25    30    35    40    45    50 

时间/min 

图4 雄性中华狼蛛毒素多肽的相对分子质量分布 
Fig.4 Molecular weight distribution of peptides from venom in 

male Lycosa sinensis  

 
相对分子质量 

图5 雄性中华狼蛛毒素多肽的多肽频率 
Fig.5 Frequency histogram of peptides from venom in male 

Lycosa sinensis  

3  结论与讨论 

目前，高效液相色谱和质谱常用于分离和鉴定

蛋白质和多肽，也用于对蛇毒液、蝎毒液、蜂毒液、

蜘蛛毒液等进行分离纯化和成分鉴定[10–15]。蜘蛛毒

液的主要成分是毒素多肽，对其进行分离和鉴定一

般是先用 C18 反相色谱加以分离，然后通过

MALDI–TOF–TOF质谱测定其相对分子质量。蜘蛛

毒素多肽的相对分子质量一般小于 10 000，处于C18

反相色谱柱分离的主要相对分子质量范围。

MALDI–TOF–TOF 质谱常用于鉴定蜘蛛毒素多肽
的相对分子质量，具有耐高浓度盐、少碎片离子等

特点，而且软电离形成的离子峰所带电荷较少(一般
为 1个)，因此，洗脱组分质谱图中的多肽数很容易
辨别。 
捕鸟蛛毒素多肽的相对分子质量为 1 000~9 000，

其主要相对分子质量分布在3 500~4 500, 因为捕鸟
蛛毒素多肽多为含有3~5对二硫键的神经毒素[10–11]。

本研究结果表明，中华狼蛛毒素多肽的相对分子质

量为 1 000~10 000，其分布范围与捕鸟蛛毒素多肽
相对分子质量的分布范围基本相同。中华狼蛛毒素

多肽的相对分子质量在1 000~3 500 和4 500~7 500，
该分布范围与捕鸟蛛毒素多肽相对分子质量的主要

分布范围有明显差异。狼蛛毒液中存在抗菌肽，这

些抗菌肽的相对分子质量为 1 000~3 500[16]。从穴居

狼蛛毒液中也发现了大量含有 4~6对二硫键的神经
毒素多肽[17]，其肽链比捕鸟蛛毒素多肽的略长，因

此，其相对分子质量也较大。将中华狼蛛(狼蛛科)、
大腹园蛛(圆蛛科) [12]、间斑寇蛛(球腹蛛科)[13]、褐

腹狡蛛(盗蛛科)[18]等蜘蛛的毒液成分进行比较，发

现它们毒素多肽的相对分子质量分布存在差异。本

试验结果表明，狼蛛科蜘蛛毒液的成分与其他科的

存在差异，体现了不同种类蜘蛛的毒素多肽具有不

同的多样性特点。 
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