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摘 要 以悦目金蛛（;*1#(D% +=(%$+）丝腺 M+:.? .:OK 0<*:文库为模板进行 .?TNO.，克隆了 8条大壶状腺丝蛋白（=,]’7
,=;D((,5/ A;137’1F，+,M;）基因 0<*:序列。该条 0<*:序列编码的氨基酸序列可区分为两部分：（8）富含丙氨酸的片段和富含甘
氨酸的片段相间排列构成的重复氨基酸序列区，并且富含甘氨酸的片段中有脯氨酸分布；（!）约 8##个氨基酸残基组成的 O末
端非重复氨基酸序列区。把 +,M;基因 0<*:序列亚克隆到质粒 ;K?!>6（ S）中，构建原核表达质粒 ;K?!>6（ S）T+,M;，表达质
粒转化大肠杆菌 JI!8（<K"），用 RN?X诱导表达。M<MTN:XK、氨基酸组成测定和 *末端氨基酸序列测定的结果表明，表达产物
为重组 +,M;，表达量约为 \#=E^I。还对 O末端非重复氨基酸序列对重组 +,M;在水媒介中溶解性的影响进行了探讨。
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许多蜘蛛如园蛛总科（!"#$%&’(%#）蜘蛛的丝腺
能产几种不同的蛛丝蛋白，它们的氨基酸组成和力

学性能均不相同［)］。如下几个因素使得蜘蛛丝成为

备受关注的天然材料：（)）蛛丝是在常温、常压下，并
以水作为溶剂等温和条件下形成的［*］；（*）由于纺器
喷丝头（+,’$$%"%-）及喷丝头开关（+,’.&-）上分布有肌
肉和神经，因此蜘蛛能通过喷丝头开关控制蛛丝的

直径等指标从而影响蛛丝的力学特性，这代表了动

物行为直接影响蛋白质特性的途径［/］；（/）蛛丝是研
究蛋白质结构和功能联系的理想材料［0］；（0）大多数
溶剂不能溶解蛛丝；（1）大多数蛋白酶对蛛丝蛋白不
起作用［1］。在几种蛛丝中，最值得称道的是大壶状

腺丝，大壶状腺丝可作为蛛网的支架网框丝或蜘蛛

的“生命线”拖丝（("#.2’$% +’23），在蜘蛛生命活动中
发挥重要作用。大壶状腺丝除具备与高性能化学合

成纤维凯夫拉尔（4%52#"）不相上下的强度外，还同时
兼备良好的延伸性［6］。因此大壶状腺丝在材料科

学、纺织工业、生物医学、军事、航空航天等领域具有

潜在的应用前景和巨大的商业价值［7］。

目前对蛛丝的研究热点集中在天然蛛丝形成过

程及机理［*］、编码蛛丝蛋白的基因及通过基因工程

方法生产重组蛛丝蛋白，再把重组丝蛋白转变为人

工丝纤维等几个方面。根据目前对蛛丝蛋白及其编

码基因的研究结果表明［8］，蛛丝蛋白由 9末端的非
重复氨基酸序列、中间段的重复氨基酸序列和 :末
端的非重复氨基酸序列三段构成，根据中间段重复

序列中的氨基酸组成和排列方式等特征，目前已把

蛛丝蛋白分为大壶状腺丝蛋白（;#<&" #;,=22#-%
+,’("&’$，>#?,）、小壶状腺丝蛋白（;’$&" #;,=22#-%
+,’("&’$，>’?,）、鞭状腺丝蛋白（ @2#.%22’@&"; +,’("&’$，
A2#.）、葡萄状腺丝蛋白（#B’$’@&"; +,’("&’$，!B?,）和管
状腺丝蛋白（-=C=2’@&"; +,’("&’$，D=?,）等几类。可能
因为 >#?,基因主体由重复序列组成导致克隆长片
段 >#?,基因相当困难及不同生物类群之间遗传密
码子偏爱性的不同，许多研究小组均采用人工合成

>#?,基因类似物的途径在大肠杆菌［E F )0］、酵母［)1］

或转基因植物［)6］中表达重组大壶状腺丝蛋白类似

物。到目前为止，仅有两篇关于表达天然 >#?, 基
因的报道，一篇是把络新妇（!"#$%&’ (&’)%#"*）的 >#?,
基因在大肠杆菌表达体系中表达［)7］，另一篇是把络

新妇及王冠园蛛（ +,’-".* /%’/"0’1.*）的 >#?, 基因
在哺乳动物细胞表达体系中表达［)8］。哺乳动物细

胞表达体系中表达的重组 >#?,即使在纯化过程形
成沉淀，沉淀的重组 >#?, 仍能直接溶解于磷酸缓
冲液；而在细菌或酵母等微生物表达体系中表达天

然 >#?, 基因或编码 >#?, 的人工基因时得到的重
组 >#?,一旦沉淀后，就不能直接溶解于磷酸缓冲
液［)E］。由于在哺乳动物细胞表达体系中表达的重

组 >#?,中含有 :末端非重复氨基酸序列、而以前
在细菌或酵母等微生物表达体系中表达的重组

>#?,中不包括 : 末端非重复氨基酸序列，G#H#"’+
等［)8］推测可能是重组 >#?,包含的 :末端非重复氨
基酸序列提高了重组 >#?, 在水媒介中的溶解性。
因此本研究首次在细菌表达系统中表达带有 : 末
端非重复氨基酸序列的重组 >#?,，旨在进一步探讨
:末端非重复氨基酸序列对重组 >#?,在水媒介中
溶解性的影响。

! 材料与方法
!"! 菌种、表达质粒和试剂盒

2 I (3&% J>)KE 菌株为本实验室自备；2 I (3&%
LG*)（MN/）菌株、原核表达质粒 ,ND*8C（ O）均购自
9&5#.%$公司；?>!PDD> P!:N BM9! !;,2’@’B#-’&$ 试
剂盒购自 :2&$-%BQ公司。
!"# $%&’基因 ()*+片段的扩增
根据蜘蛛 >#?, 重复片段的部分氨基酸序列

（RSRTR?R），设计和合成 ) 条简并引物 TU>#?,：1VU
RR9D!9RR9::9RR9D:9RR U/V（9 W !，D，: &"
RD）。用作者制备的悦目金蛛丝腺 ?>!PD BM9!
P!:N 文库为模板［*K］，通过 ?>!PDD> P!:N BM9!
!;,2’@’B#-’&$试剂盒提供的接头引物 :M?!：1VU
!DD:D!R!RR::R!RR:RR::R!:!DRU(（D）)7 U/V和作
者设计的简并引物 TU>#?,进行 T:P。
!", -./产物的分子克隆和测序
使用 M9! .%2 %X-"#B-’&$试剂盒对 T:P产物进行

切胶纯化后，与 T>M)8UD克隆载体连接，再将连接
液转化 2 Y (3&% J>)KE感受态细胞，挑取阳性克隆。
单克隆菌株经扩大培养后，提取并纯化质粒，用通用

引物 >)/ 和 >)/ P%+%"5% 在 GZU:[P M9!测序仪上
进行双向序列测定。阳性克隆命名为 T>M)8UDU
>#?,。
!"0 表达质粒 ’12#34（ 5）6$%&’的构建
以 T>M)8UDU>#?,为模板，用 T@= M9!聚合酶扩

增 >#?,基因。扩增所用的上游引物（1VUR:!:R!::

!DR RR!RRDD!DRR!:::U/V）包含 )个 !(3"识别

位点（单下划线标注）、)个翻译起始密码子（方框标
注）和 >#?, 基因的前 )1 个核苷酸序列；下游引物

（
!!!!!!!!!!

1VUD!!DRR!D:: DD! RDRRDRRDRRDRRDRRDR!U

::!!RRR::DR!R:!U/V）包含 ) 个 6U\’+ 编码区段
（波浪线标注）、)个 4’0\"识别位点（单下划线标
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注）、!"#$基因编码区最后 %&个核苷酸序列及一个
翻译终止密码子（方框标注）。’() 扩增产物和
$*+,-.（ /）分别用 !"#!和 $%&0!进行双酶切。
酶切反应体系为：%1 2 345567 &"8，扩增产物或
$*+,-.（ /）,1"8，!"#! %"8，$%&0! %"8，补水
至 &1"8。酶切产物经 %9的琼脂糖凝胶电泳后，用
:;< =6> 6?@7"A@BCD试剂盒分别回收纯化目的片段和
线性化的 $*+,-.（ /），并用 +E :;<连接酶将两者
连接。连接反应体系为：%1 2 345567 %"8，线性化的
$*+,-.（ / ）%"8，目的片段 F"8，+E :;< 连接酶
%"8，补水至 %1"8，混匀，%GH放置 %,I。连接物转化
’ J "#() K!%1L 感受态细胞，转化物涂在含 &1"=MN8
卡那霉素的 83平板上生长。随机挑选抗卡那霉素
的克隆并扩大培养，提取的质粒通过 !"#!和
$%&0!双酶切方法筛选和鉴定。阳性克隆命名为
$*+,-.（ /）O!"#$。
!"# $%&!（’()）*+(,&-.（ /）0123+表达菌株的筛
选和鉴定

’ J "#() 38,%（:*F）的感受态细胞用常规 ("(>,
法制备，表达质粒 $*+,-.（ /）O!"#$用热激法转化
’ J "#() 38,%（:*F），转化物均匀地涂于含 &1"=MN8
卡那霉素的 83 平板上生长。挑取单克隆接种于
&N8含 &1"=MN8卡那霉素的 83液体培养基中，FPH
摇床培养过夜。再把 &N8的培养物接种于 &1N8含
&1"=MN8卡那霉素的 83液体培养基中，并经 FPH摇
床培养至 *+G11为 1QE时，取出 %N8培养物，离心后
沉淀用 %11"8 #:#样品缓冲液（%11NNC>M8 +7BRO0(>，
$0 GQ-；,11NNC>M8 :++；E9 #:#；1Q,9溴酚蓝；,19
甘油）处理后于 S ,1H保存；然后向余下的 ELN8的
培养物中加入 T’+U至终浓度为 1Q1&NNC>M8，FPH摇
床培养，并分别在培养至 %I、,I、FI、EI、&I时各取出
%N8培养物，离心后沉淀用 %11"8 #:#样品缓冲液
处理后 S ,1H保存。培养至 &I后，把 EEN8培养物
离心（,&117MNBD，%1NBD）收集菌体沉淀并冻存于 S
,1H备用。用 &N8 &1NNC>M8 +7BRO0(> 缓冲液（$0
-Q1，内含 %NNC>M8 *:+<）重悬菌体沉淀，并用超声
波破碎仪处理菌体悬浊液（EH，F1V，总处理时间
F1NBD，&R超声M%&R停顿）。超声处理后的溶液高速
离心（EH，%&1117MNBD，,1NBD），上清液和沉淀分别保
存备用。诱导表达过程中不同时间段所取的细菌总

蛋白样品和细菌破碎后的上清液、细菌破碎后的沉

淀一起通过 #:#O’<U*进行检测。
!"4 重组123+的大量表达与初步纯化
把含有已经证明能表达重组 !"#$ 的 38,%

（:*F）M$*+,-.（ /）O!"#$单克隆菌株的培养物接种

于 &11N8含 &1"=MN8卡那霉素的 83液体培养基中，
并经 FPH摇床培养至 *+G11为 1QE时，向培养物中加
入 T’+U至终浓度为 1Q1&NNC>M8，FPH摇床培养，培
养至 &I后，离心（,&117MNBD，%1NBD）收集菌体沉淀并
冻存于 S ,1H备用。用 ;BO;+< 0BRO3BDW 树脂层析
柱分离纯化重组蛋白，收集洗脱液并进行 #:#O’<U*
分析，洗脱液用去离子水透析 ,EI。
!"5 保持重组 123+溶解性稳定的缓冲液体系的
筛选

洗脱液用去离子水透析 ,E I后，重组丝蛋白全
部沉淀，沉淀的重组丝蛋白不能直接溶解于去离子

水或磷酸缓冲液。用适量的 GNC>M8盐酸胍溶液溶
解重组丝蛋白沉淀，参照 X"ID6R@CAY 等［%L］的方法用
不同 $0值（% Z %E梯度）的磷酸缓冲液透析过夜，观
察重组丝蛋白在不同 $0值条件下的溶解性。
!"- 用分子筛技术对重组123+的二次纯化
分子筛纯化在中低压层析系统（3BC>C=BA 8’

>B[4BW AI7CN"@C=7"$I，3BCO)"W）上进行。把凝胶填料
#6$I"W6? UO%11（’I"7N"AB"）装入 ,Q1 AN 2 -1Q1 AN规
格的层析柱后，用 $0值为 EQ1 的磷酸缓冲液（%QP
步骤中筛选结果表明重组 !"#$在 $0值为 F Z &范
围内的磷酸缓冲液中溶解性最为稳定；$0 EQ1磷酸
缓冲液：%9（, M-）;"(>，1Q1P&9（, M-）\(>，
1Q%E9（, M-）;",0’]E，1Q1%,&9（, M-）\0,’]E）

平衡层析柱。每次纯化时上样量大约为含 &1N=重
组蛋白的透析液 % Z ,N8，洗脱液也为 $0 EQ1 的磷
酸缓冲液。

!"6 重组123+的鉴定
!"6"! 氨基酸组成测定：将约 %N=经分子筛纯化的
重组 !"#$样品放入 GNC>M8 0(>溶液中，在 %%1H下
水解 ,EI，在日立 -F&O&1 型氨基酸分析仪上测定其
氨基酸组成。

!"6"& ;末端氨基酸序列测定：首先将经分子筛纯
化的重组 !"#$进行 #:#O’<U*电泳，然后电转移至
’^:X膜上。靶蛋白所在位置的斑点被小心剪下，
委托中国协和医科大学基础医学院中心实验室在蛋

白质测序系统 ’7CABR6+! EL%（’* <$$>B6W 3BCR_R@6NR，
‘#<）上测定 ;末端 %1个氨基酸残基的序列。

& 结果
&"! 123+基因的克隆
用接头引物和 ’O!"#$ 进行的 )+O’() 获得了

几个条带，这些条带分别经切胶纯化并进行克隆、

:;<序列测定后证明其中只有 % 个条带为目的条
带（图 %）。从这个目的条带的克隆库中随机挑取 F1
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个单克隆并分别测序，筛选出了 ! 条 "#$% 基因
&’()序列，该序列提交 *+,-#,.，获得的登录号为
)/0123!4。这条 &’()序列编码的氨基酸序列可区
分为两部分（图 5）：（!）(端富含丙氨酸的片段和富
含甘氨酸的片段相间排列而构成重复序列区，并且

富含甘氨酸的片段中有脯氨酸分布；（5）约 !33个氨
基酸残基组成的 6末端非重复氨基酸序列。根据
其编码的氨基酸序列特征可以初步判断本研究获得

的这条 &’()序列与已发表的其他蜘蛛的大壶状腺
丝蛋白75（8#9:; #8%<==#>+?%@A;:@,75，"#$%5）基因同
源，特别是 6末端非重复氨基酸序列与其他蜘蛛的
同源片段氨基酸序列比对后显示一定的保守性（图

0）。另外，悦目金蛛 "#$%基因 &’()序列在密码子
的使用上偏爱性非常明显，有 4BCBD的密码子第三
个碱基为 )或 E。

图 ! FE7G6F 产物琼脂糖凝胶电泳
H@IJ! )I#;:?+ I+= +=+&>;:%K:;+?@? :L FE7G6F %;:A<&>?

!：’M5333 8#;.+;；5：G6F %;:A<&>?（);;:N %:@,>? >: >#;I+> O#,A）J

图 5 悦目金蛛 "#$%基因 &’()序列及推导的氨基酸序列
H@IJ5 &’() ?+P<+,&+ :L !"#$%&’ ()%’*( "#$% I+,+ #,A A+A<&+A #8@,: #&@A ?+P<+,&+

EK+ )=#7;@&K ?+P<+,&+? @, >K+ ;+%+>@>@Q+ ;+I@:, :L "#$% N+;+ <,A+;=@,+A；%:=R（)）?@I,#= ?@>+ #,A %:=R（)）

N+;+ @,A@&#>+A OR A;#N@,I A:<O=+ =@,+? <,A+; >K+8J

图 0 悦目金蛛与其他 S种蜘蛛 "#$% 6末端非重复氨基酸的同源比较
H@IJ0 T:8:=:IR #,#=R?@? :L 67>+;8@,#= ,:,7;+%+>@>@Q+ ;+I@:, :L "#$% O+>N++, !"#$%&’ ()%’*( #,A :>K+; L:<; ?%+&@+? :L ?%@A+;?

)8@,: #&@A ?+P<+,&+? :L "#$% N+;+ L;:8 *+,-#,.（ +(,"%-’.,/0 1’0&’"/0：’US3V32B；2’&3$4( .4(5$&’0：)/12S5V0；!"(*’/0 -$(-’)(,/0：WS4B22；

64%7%"/0 -$5’"0/0：’U0VV00S）J

VSS潘红春等：蜘蛛大壶状腺丝蛋白基因的克隆和原核表达



!"! #$%&基因原核表达载体的构建
通过 !"#方法在 $%&’基因编码区的侧翼加上

两个内切酶位点 !"#!和 $%&(!、)*(+,编码区段
和翻译终止密码子后，再亚克隆进原核表达质粒

’-./01（ 2）中（图 3）。

图 3 重组表达质粒的酶切分析
4+563 #7,89+:8+;< %<%=>,+, ;? 97:;@1+<%<8

A7:8;9 ’-./01（ 2）*$%&’
$：BC/DDD @%9E79；F：’-./01（ 2 ）*$%&’；/：’-./01（ 2 ）*$%&’G
!"#! 2 $%&(! 6

图 H 悦目金蛛 $%&’诱导表达及纯化的 &B&*!IJ-分析
4+56H &B&*!IJ- %<%=>,+, ;? 97:;@1+<%<8

$%&’ 7K’97,,+;< %<L ’M9+?+:%8+;<
I99;N：’;+<8+<5 8; 97:;@1+<%<8 $%&’；=%<7 F：8O7 NO;=7 :7== ’9;87+< ;?
PC/F（B-Q）G ’-./01（ 2）?;9 H O ?;==;N+<5 +<LM:8+;< ;? R!.J；=%<7/：
8O7 NO;=7 :7== ’9;87+< ;? PC/F（B-Q）G’-./01（ 2 ）*$%&’ ?;9 D O
?;==;N+<5 +<LM:8+;< ;? R!.J；=%<7 Q：8O7 NO;=7 :7== ’9;87+< ;? PC/F
（B-Q）G’-./01（ 2）*$%&’ ?;9 H O ?;==;N+<5 +<LM:8+;< ;? R!.J；=%<7 3：
@;=7:M=7 N7+5O8 @%9E79 ;? ’9;87+<；=%<7 H：8O7 ,;=M1=7 ?9%:8+;< ;? PC/F
（B-Q）G’-./01（ 2）*$%&’ ?;9 H O ?;==;N+<5 +<LM:8+;< ;? R!.J %?879 ,;<+:
897%8@7<8；=%<7 )：8O7 +<,;=M1=7 ?9%:8+;< ;? PC/F（B-Q）G’-./01（ 2 ）*
$%&’ ?;9 H O ?;==;N+<5 +<LM:8+;< ;? R!.J %?879 ,;<+: 897%8@7<8；=%<7 S：
97:;@1+<%<8 ’9;87+< ’M9+?+7L N+8O T+*T.I (+,*1+<L 97,+< :;=M@<；=%<7 0：
97:;@1+<%<8 ’9;87+< ’M9+?+7L N+8O 57= ?+=89%8+;<6

!"’ 重组#$%&的表达及纯化
R!.J诱导表达的结果表明（图 H），重组 $%&’在

细菌细胞中主要以可溶性形式存在，而少部分形成

包涵体（图 H：=%<7 H和 =%<7 )）。&B&*!IJ-分析结果
表明重组 $%&’的分子量与通过 $%&’基因 :BTI序
列推导的氨基酸序列预期分子量 /HUHQEB基本一致
（图 H：=%<7 Q和 =%<7 0）。重组 $%&’经镍离子亲和层
析初步纯化后发现还有少量杂蛋白条带（图 H：=%<7
S），所以再用分子筛进行二次纯化（图 H：=%<7 0），二
次纯化后的产率大约为 3D@5GC。
!"( 重组#$%&的鉴定
经二次纯化后的重组 $%&’氨基酸组分和含量

的测定结果与通过 $%&’基因 :BTI序列推导的氨
基酸的组分和含量较为吻合（表 F）。重组蛋白的 T
端 FD 个 氨 基 酸 残 基 序 列 的 测 定 结 果 为
JJVJ!J&JWW（与根据 :BTI序列推导的 $%&’的 T
端前 FD个氨基酸残基序列相同，图 /），这一结果直
接证实了本研究得到的重组蛋白为重组 $%&’。

表 ) 重组#$%&氨基酸组成分析
*$+,- ) ./012 $304 32/&2506021 27 8-32/+01$16 #$%&
I@+<; %:+L X1,79A7LGY !97L+:87LGY

J FHU/ F)U3
I F3U0 FHU3
& SUS ZU/
V SUD SUQ

T 2 B 3UF /UQ
- 2 W F3UF FHUF
( QUZ QUZ
# )UD HUQ
. /UD FU/
! 0U/ FDU)
[ HU3 HUD
$ DUD DUH
R QUF /U)
C )UH HU/
4 DUD DUD
\ FUD DUD
" FUF DU3

’ 讨论
从悦目金蛛 $%&’基因及推导的氨基酸序列来

看（图 /），至少有三个原因使得 $%&’基因在细菌表
达系统中表达存在一定的困难和风险。其一，$%&’
氨基酸序列中甘氨酸和丙氨酸比例过大（蜘蛛基因

组中存在大量成串编码 8#TII=%的基因［/F］），而大肠

杆菌中如没有足够的 8#TII=%和 8#TIJ=>，则蛋白质的

翻译可能提前终止；其次，$%&’基因主要由重复序
列构成，因此其转录的 @#TI可能形成复杂的二级
结构从而阻碍蛋白质翻译的正常进行；第三，蜘蛛细

胞与大肠杆菌之间密码子偏爱性的差异也可能使得

蛋白质表达难以进行。本研究在做预试验时首先采
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用原核表达载体 !"#$%（具有 &’ 启动子）在大肠杆
菌 ()’菌株中表达 (*+! 基因，结果表明这个表达
体系不能表达重组 (*+!；转而采用具有强启动子的
原核表达载体 !#&,-.（ /）（具有 &0启动子）在大肠
杆菌 12,)（3#$）菌株中成功表达了重组 (*+!。看
来，对于像 (*+!基因这种特殊的基因，选用具有强
转录启动子的原核表达载体是成功表达的关键。

目前普遍把 4 5 678设计在重组蛋白序列的 9
或 :端，然再用镍离子亲和层析柱来纯化重组蛋
白，这种方法显著地提高了纯化效率，许多文献称这

种方法能“一步法纯化”重组蛋白［,,］。本研究把 4
5 678设计在重组 (*+!蛋白的 :末端，在纯化过程
中探索和优化了亲和层析的条件，但经镍离子亲和

层析柱的纯化产物仍有少量杂蛋白条带（图 ’，;*<=
0）。看来，要想得到高纯度的靶蛋白用于如蛋白质
结构分析等要求较高的试验，最好采用其他方法如

分子筛方法对镍离子亲和层析柱纯化的重组蛋白进

行二次纯化。

为探讨 :末端非重复氨基酸序列对重组大壶
状腺丝蛋白溶解性的影响，本研究首次在细菌中表

达了带有 : 末端非重复氨基酸序列的重组 (*+!。
在用洗脱液从镍离子亲和层析柱上收集重组 (*+!
时，从层析柱流出的带有靶蛋白的洗脱液通常为牛

奶状液体；洗脱液用去离子水透析 ,>?后，重组蛋白
全部沉淀，沉淀的重组蛋白不能直接溶解于去离子

水或磷酸缓冲液等水媒介。用盐酸胍溶液溶解重组

(*+!沉淀，再用不同 !6值的磷酸缓冲液透析的结
果表明，重组丝蛋白在 !6值 $ @ ’范围内的磷酸缓
冲液中溶解性最为稳定。本研究表达的带有 : 末
端非重复氨基酸序列的重组 (*+!与其他作者在细
菌中表达的、不带有 :末端非重复氨基酸序列的重
组 (*+!相比［)A］，其在水媒介中的溶解性并未改善，
至少说明 : 末端非重复氨基酸序列的有或无不是
重组 (*+!在水媒介中溶解性的决定因素。
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