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蜘蛛拖丝蛋白基因的构建及在大肠杆菌中的表达

李 敏" 章文贤 黄智华 黄建坤
（福建师范大学生物工程学院，福州 #&%%%1）

摘 要 蜘蛛大壶腹线产生的拖丝是非常优良的纤维蛋白，具有独特的强度和弹性。基于拖丝蛋白高度重复序

列和部分 ?@+A 序列，合成蜘蛛拖丝蛋白基因单体，通过头尾相连的构建策略，得到拖丝蛋白多聚体，与原核高

效表达载体 B74#%-（ C ）连接，转化大肠杆菌 D:E（@7#），用 ;F4G 诱导表达。表达产物经 H9=* D9>I 树脂金属螯合亲

和层析一步纯化，纯度达 0%J以上，表达量为 $%8KL:。M@M/FAG7 和蛋白质印迹图谱显示表达产物分子量为 #1N@，

其值与氨基酸组分分析结果与理论推算值基本符合。
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蜘蛛丝光滑、闪亮，耐紫外线，耐高温和低温，

具有 特 殊 的 溶 解 性， 仅 溶 于 浓 硫 酸、溴 化 锂

（0 *#88()L:）、甲酸（""J），并且对大部分蛋白水解

酶具有抗性［!］。蜘蛛不同的丝腺所产生的丝的功能

不尽相同，其中以棒络新妇蛛（3%4"#,+ 0,+5#4%&）大壶

腹线产生的拖丝所表现出的显著柔韧性、抗疲劳和

与钢材相似的张力强度，以及在 $%%P高温的热稳

定性，使蛛丝成为自然界力学性能优良的天然蛋白

质纤维，其所具有的强固性和柔韧性是其它纤维材

料无法同时比拟的［$，#］。由于拖丝的特殊性质，作为

生物材料应用在生物医学工程中作缝合材料、细胞

膜以及组织工程所需的临时搭架等［6］，在军事上可

制防弹衣和特殊性能的降落伞。

仿制蛛丝一直是纤维工业孜孜不倦的奋斗目

标。多年来，美国、德国等国家的学者对蜘蛛丝的

化学组成、分子结构及聚集态结构研究相当深入。

蜘蛛拖丝蛋白（以下统称丝蛋白）为高度重复序列的

纤维蛋白质，具有小侧链的丙氨酸和甘氨酸的重复

分别达到 $&J和 6$J，组成丝蛋白的结构单元主

要有（A)-）&/!%，G)./G)./Q（Q 为 M5R，G).，4.R）和 G)./
FR(/G)./Q/Q 等［&］几种类型。由于蜘蛛人工饲养的

不可能性，蛛丝的获取十分困难。直到 $% 世纪 0%
年代初，通过基因测序方法得到蜘蛛拖丝基因的部

分序列以后［3］，研究者利用拖丝蛋白的部分?@+A片

段和人工合成拖丝蛋白部分基因，分别在大肠杆

菌、毕赤酵母等系统中表达［1 S !%］，表达产物与天然

丝蛋白具有相似性，但表达产率较低。最近 M?T5))5R
等人［!!］将人工合成的拖丝蛋白基因转入土豆和烟

草，得到占植物总蛋白量 $J的丝蛋白。

这里我们报道通过人工设计合成特殊的蜘蛛拖

丝蛋白基因序列，克隆至表达载体 B74/#%-（ C ）中，

使其在 41 启动子控制下，经 ;F4G 诱导，在大肠杆

菌细胞高效表达。

! 材料与方法

! "! 试剂

46 @+A 连接酶、46 多核苷酸激酶和 U;F 为 FR(/
85K- 产品，各种限制酶和卡那霉素为北京华美产

品，蛋白质分子量标准、M* 4-K AF V5=W5R> D)(W X9W 和

H9=* D9>I 树脂为 +(Y-K5> 产品，F,M2 为 M9K8- 产品，

DUA 蛋白分析试剂为 F95R?5 产品，其余化学试剂为

国产分析纯。

! "# 菌株和载体

宿主菌 6 * 0(,# @H &!、D:E（@7#）和表达载体

B74#%-（ C ）购 自 +(Y-K5>，克 隆 载 体 BUE =?R9BW
（U-8R）和 BZU!0（A8BR）为本室保存。

! "$ 穿梭载体 BZU%:;+X 和 BUE%:;+X 的构建

29K * !A 为合成的一段衔接子序列，其两端 78+9



位点插入到 !"#$% 和 !#& ’()*!+ 上形成 !"#,-./0
和 !#&,-./0。本文中质粒 1/2 提取、限制性酶解、

磷酸化、去磷酸化、连接、转化、电泳等实验方法参见

分子克隆手册。

! "# 蛛丝蛋白基因单体 1/2 的合成与构建

蜘蛛 拖 丝 蛋 白 多 肽 片 段 及 1/2 序 列 设 计 见

3*4 5$6，单体命名为 17.，分别在 89,端和 :9,端加上

!"#. 和 $%#. 位点。两条多核苷酸链分 ; 段合成，

寡聚核苷酸链经 89,末端磷酸化，互补退火，连接形

成基因单体。合成的丝蛋白单体分别与 !"#,-./0
和 !#&,-./0 的 !"#.<$%#. 位点连接，转化 1=8!，抗

性筛选重组子。与 !"#,-./0 相连接的重组子称为

!"#,2>?，与 !#&,-./0 相连接的重组子称为 !#&,
#2>。

! "$ 蛛丝蛋白基因多聚体的构建

!"#,2>? 经 $%". 酶解和 #.? 处理形成含有丝

蛋白基因插入的线性片段，称之为“受体”。含有

插入子的 !#&,#2> 经 !"#. 和 $%#. 双酶解，作为

“供体”。二者分别经酚<氯仿纯化后，混合，连接，

转化 1=8!，抗性筛选（2@!)）。形成的二聚体在此

基础上重复上述过程，由此得到多聚体重组子。此

蛛丝蛋白基因多聚体与 !AB:CD（ E ）分别经 &’(= .
酶解，连接，转化 6-&（1A:），重组子命名为!/7F。

! "% 重组蛋白的表达和纯化

挑取 !/7F 单菌落培养过夜，按 FG比例接种于

8CC@- -6 培养基（含卡那霉素 :C"4<@-），:HI 培养

至菌液的 )JCC 达到 $ 5 8 K F 5 C 时，加 .?BL 至终浓度

为 $ @@MN<-，诱导表达 ; K 8O。离心收集菌体，重悬

结合缓冲液（FC@@MN<- B)*’,=#N< 8 @@MN<- 咪唑< 8CC
@@MN<- /D#N< $@@MN<- ?>73< $G B)*+MP,Q$CC，

!=R5C）中，超声波破菌。破菌液于 ;I，$8 CCC)<@*P
离心 $8 @*P，收集上清液。取适量 =*’5 6*PS 树脂，

预先用结合缓冲液平衡，上清液经 C 5 ;8"@ 滤膜过

滤后上样，用 $C 倍柱床体积的洗涤缓冲液（FC@@MN<
- B)*’,=#N<FC@@MN<- 咪唑 <8CC@@MN<- /D#N <$@@MN<-
?>73， !=R5 C） 洗 去 杂 蛋 白。 用 洗 脱 缓 冲 液

（FC@@MN<- B)*’,=#N<8CC@@MN<- 咪唑 <8CC@@MN<- /D#N
<$@@MN<- ?>73，!=R5 C）分部收集，对水透析，浓

缩，冻干。6#2 蛋白分析试剂测定蛋白质浓度。

! "& 蛋白质印迹分析

蛋白质印迹实验采用 75 BD4 试剂，蛋白质样品

经 717,?2LA 后电转移到 ?T13 膜上，按 /MUD4VP 提

供的方法操作，抗 7,BD4 多肽抗体与碱性磷酸酶组

成偶联物，6#.?</6B 为底物，直接呈色反应鉴定。

! "’ 氨基酸组成分析

氨基酸组成分析使用 WD+V)’ ?*(M,BD4 系统。蛋

白质在 J @MN<- =#N，$8CI条件下水解 R8 @*P，冻

干，?.B# 衍生，=?-# 分离并分析。

( 结 果

( "! 蜘蛛拖丝蛋白基因单体和多聚体的构建

图 $ 合成 !"#,-./0 和 !#&,-./0 的衔接子和

蜘蛛拖丝蛋白单体 1/2 序列

3*45$ 1/2 ’VXYVP(V’ MZ ’[P+OV+*( ’!*SV) ’*N\ @MPM@V) DPS
!"#,-./0 DPS !#&,-./0 DSD!+V)

25 1/2 ’VXYVP(V MZ ’[P+OV+*( DSD!+V) *P’V)+VS *P+M !"#$% DPS
!#&,7()*!+ +M ()VD+V) !"#,-./0 DPS !#&,-./0
65 1/2 ’VXYVP(V MZ ’[P+OV+*( ’!*SV) ’*N\ @MPM@V)

3*4 5$2 为合成的一段寡核苷酸，有多个酶切位

点，作为衔接子插入到载体 !"#$% 和 !#& ’()*!+ 的

*+’. 位点上，形成 !"#,-./0 和 !#&,-./0 穿梭载

体，由此增加两个特殊的酶切位点：!"#. 和 $%#. 为

多聚体构建所需。3*4 5 $6 为设计的拖丝蛋白单体

1/2 序列，由 %%]! 组成，编码 :: 个氨基酸，在其

89,端和 :9,端分别加上 !"#. 和 $%#. 限制酶位点。利

用 !"#. 和 $%#. 切割 1/2 后形成可匹配的“#B2L”

粘性末端的特点，以头尾相连的方式连接，所形成

的“杂合位点”不再被这两种酶切割（图 F）。

图 F !"#. 和 $%#. 头尾相连形成杂合位点

3*45F =[])*S ZM)@D+*MP U*D +OV OVDS +M +D*N
N*4D+*MP MZ !"#. DPS $%#.

对每一次头尾连接的结果，分别通过 &’(=#
酶解和 !"#.<$%#. 双酶解，电泳鉴定片段长度和插

入方向性。在本实验中，最终所得到的多聚体片段

为 RCC]! 左右。克隆在 !"#$% 载体上的多聚体片段

用 &’(=. 酶切，低熔点琼脂糖回收与经相同酶切

的载体 !AB:CD（ E ）连接，其 89端与表达载体上编码

J ^ =*’ 和 75 BD4 的基因相接，保持阅读框架不变，

构建表达质粒 !/7F。

( "( 蜘蛛拖丝蛋白基因在 , " -./0 中的表达、纯化

和鉴定

从 717,?2LA 结果（图 :）可看到，破菌上清液
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通过 !"#$ %"&’ 金属螯合柱层析后，含 ( ) !"# 编码

基因的融合蛋白结合到柱上。从标准曲线可见表达

产物的质量在 *+,- 左右。为进一步证实目的蛋白

得到正确的表达，我们对重组蛋白进行 ./#0/1& 印

迹分析，结果显示表达产物有特异性条带（图 2），

重组丝蛋白表达水平为 345678。

图 * 9-9:聚丙烯酰胺凝胶电泳组检测重组

蜘蛛拖丝蛋白的表达

;"6$* 9-9:<=>? @&@AB#"# CD 0E/ /FG1/##"C& CD 1/HC5I"&@&0
’1@6A"&/ #"A, CD #G"’/1

J $<1C0/"& 5CA/HKA@1 L/"6E0 5@1,/1#；3 $ ME/ LECA/ /FG1/##/’ G1C0/"& IB

E/@0"&6；* $ 9KG/1&@0@&0 I/DC1/ !"#$ %"&’ 1/#"&；2$ ;ACL 0E1CK6E @D0/1 AC@’:

"&6 0C !"#$ %"&’ 1/#"&；N $ <K1"D"/’ G1C0/"&

图 2 ./#0/1& IAC0 检测表达产物的特异性

;"6$2 ./#0/1& %AC0 @&@AB#"# CD 0E/ #G/H"D"H"0B CD
0E/ /FG1/##"C& G1C’KH0

J $ <K1"D"/’ G1C’KH0；3 $ <1C0/"& 5CA/HKA@1 L/"6E0 5@1,/1#；* $ 9KG/1&@0@&0

I/DC1/ !"#$ %"&’ 1/#"&

G?M*4@（ O ）P:端含 2Q 个氨基酸，R:端有 32 个

氨基酸，多聚体 -P= 片段长度约 S44IG，编码的氨

基酸为 3(+ 个，加上载体的氨基酸，约 *24 个氨基

酸。从 理 论 上 计 算，重 组 表 达 产 物 的 分 子 量 约

*+,-，实验结果与理论推算值基本吻合。亲和层析

纯化表达产物的纯度达 Q4T以上，除了主要带出现

外，在 9-9:<=>? 和 9$ M@6 ./#0/1& 印迹实验中也观

察到不甚明显的呈梯度排列的较小分子量带，这种

情况与有高度重复序列的天然蛋白质很相似。

! "# 重组丝蛋白氨基酸组分分析

重组丝蛋白表达产物的氨基酸组分分析的结果

基本上与理论值相吻合（表 J）。甘氨酸和丙氨酸占

总氨基酸 N4T以上。

表 $ 丝蛋白氨基酸组成（仅列主要氨基酸）

%&’() $ *+,-. &/,0 /.+1.2,3,.- .4 2,(5 16.3),-
（.-(7 38) +&9.6 &+,-. &/,02 &6) (,23)0）

=5"&C @H"’ ?FG/H0/’7T UI#/1V/’7T

>ABH"&/ *3 $* *3 $J
=A@&"&/ 3* $N 33 $+
9/1"&/ ( $3 + $3

W/0E"C&"&/ N $Q ( $N
=16"&"&/ 2 $3 * $(
>A& + $2 + $3

# 讨 论

蛋白质纤维有不同的二级结构，包括!:螺旋，

":转角，":片层等，蜘蛛拖丝以具有反向平行的":
片层结构为主。多聚丙氨酸能形成":片层，占蜘蛛

丝总晶体结构的 *4T，甘氨酸富集区形成!:螺旋。

丝蛋白主要由有序的结晶区（小分子的侧链为主，

多为":片层）和无序的非结晶区（大分子侧链为主）

交替排列，这种结构方式可使丝承受的张力并不直

接落在多肽链的共价键上，从而赋予蛛丝很好的抗

张强度、较高的强力和韧性［J3］。

XK 等从 ! $ "#$%&’() 拖丝丝蛋白部分 H-P= 序列

中，分别得到两种不同的 H-P=，命名其编码的蛋白

质为 9G"’1C"&#和 9G"’1C"& $［(，J*］。尽管所得到的两

者的 H-P= 序列都是不完全的，但其编码的蛋白质

序列在天然的蛛丝蛋白中都大量重复存在。9G"’1C"&
#和$的重复序列都富含甘氨酸和谷氨酰胺，但

9G"’1C"& $在富含脯氨胺酸区还具有":转角连接，并

与 由 多 聚 丙 氨 酸 片 段 组 成 的 ":片 层 相 交 替。

9G"’1C"& Y 和$的结构为拖丝的结构和功能的研究提

供了初始模型。

我们设计并合成的 ** 肽蜘蛛拖丝蛋白基因单

体，比较了 9G"’1"C& Y 和 ! $ "#$%&’() 天然拖丝蛋白部

分 H-P= 序列［S］，在中间段加入 N 个多聚丙氨酸 ，

并在多聚丙氨酸两端加上蛋氨酸，期望通过恰当的
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空间构象，增加蛋白质的溶解性，以利于表达产物

的分离纯化。从文献中了解到，拖丝蛋白丙氨酸是

比较特殊的，其编码规律常常以 !"# 开始，而以

!"$ 结束，偶而也出现 !"" 或 !"!。此外，天然拖

丝蛋白基因编码有高度的选择性，绝大多数氨基酸

的密码子的第 % 位很少甚至不用 " 或 !。因此，在

密码子的选择上既要考虑拖丝蛋白的编码特点，又

要注意大肠杆菌对密码子的偏爱性。由于拖丝蛋白

基因高 ! & " 含量，往往导致在原核表达系统中表

达量偏低，我们在设计上考虑了除甘氨酸和丙氨酸

以外，对其它几种较常出现于拖丝蛋白重复序列的

氨基酸，尽量增加 #’$ 的比例。实验中所得到的拖

丝蛋白多聚体为八聚体，我们也曾得到高于八聚体

的其它多聚体形式，但表达产物量偏低（( ) *+,’
-），表达产物呈梯度降解也较为明显，分析认为这

是大分子质粒和高分子多聚物在大肠杆菌中不稳定

所致。由于高分子量蛋白质的获得是空间结构研究

的需要，我们还要进一步深入研究高分子量表达产

物的稳定性。
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