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大腹园蛛大壶状腺丝蛋白-1 基因部分 cDNA 的克隆和
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摘要: 大腹园蛛大壶状腺表达拖丝蛋白新基因的克隆, 为进一步研究蛛丝蛋白基因以及人工表达蛛丝蛋白提

供参考依据。文章利用“通用方法”即反转录—置换法构建大腹园蛛 (Araneus ventricosus)大壶状腺(Major 

ampullate gland) cDNA 文库 , 并筛选出具有典型重复结构的大腹园蛛大壶状腺丝蛋白-1 部分 cDNA 序列

AvMaSp1 (GenBank 登录号: AY177203)。该部分序列大小为 1 408 bp, 编码区为 1 288 bp, 编码氨基酸 429 个, 预

测分子量为 34.07 kDa, 典型的重复结构为 (GA)nAm(GA)N, 与十字园蛛(Araneus diadematus)丝蛋白基因 ADF-1 

(GenBank 登录号: ADU47853)同源关系最近, 一致性为 75.0%。 
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Abstract: In this paper, we successfully constructed the cDNA library of major ampullate gland of Araneus ventricousus 
using pUC18 vector and cloned the partial cDNA (AvMaSp1, GenBank accession number AY177203) encoding spider ma-
jor ampullate gland spidroin-1 by means of picking colony randomly (Bird gun). The partial cDNA sequence of AvMaSp1 
was 1 408 bp and its region in encoding was 1 288 bp. The protein deduced from AvMaSp1 contained 429 amino acid resi-
dues and molecular weight was 34.07 kDa. The repetitive motif of this cDNA sequence was (GA)nAm(GA)N and the identity 
with A. diadematus fibroin-1 mRNA (ADF-1, GenBank accession number ADU47853) was 75.0%. 
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蜘蛛丝以其重量最轻、弹性和抗拉性能最强被

誉为“生物钢”, 其织物防弹性能越来越受到人们
的观注。特别是拖丝所能承受的拉力和弹性高于目

前西方专用的防弹纤维凯夫拉尔[1, 2](拖丝: 抗拉力 
5×109 N/m2、弹力 35%~50%; Kevlar: 抗拉力 4×109 

N/m2、弹性 2%~5%), 具有更为广阔的应用前景。在
军事上用于制作防弹背心、高性能头盔等; 在医疗
上用于制作手术缝合线、人造血管和肌腱; 还可用
于制造航天飞机材料以及为极小型电路传输数据的

纳米管等, 我国传统中医还利用蜘蛛丝的赔干粉沫
治疗脱肛。 

拖丝由蜘蛛大壶状腺产生, 本实验通过构建大
腹园蛛(Araneus ventricosus)大壶状腺(Major ampul-
late gland) cDNA文库的方法, 从文库中随机筛选重
组克隆子测序分析 , 获得大壶状腺拖丝蛋白部分
cDNA 序列 AvMaSp1, 为研究蛛丝基因和蛋白的结
构功能特点以及利用生物技术手段表达蛛丝蛋白奠

定了的基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及载体 

受体菌 E.coli DH5α购自 Promega, pUC18载体
购自 TaKaRa。 

1.1.2  主要试剂盒及试剂 

TRIZOLR
 Reagent Total RNA Isolation Reagent

购自 Invitrogen; PolyATtractR mRNA Isolation Sys-
tems和Universal RiboCloneR cDNA Synthesis System
购自 Promega; 限制性内切酶 EcoRⅠ、CIAP、
DL-2000 Marker、溴化乙啶(TaKaRa); T4 DNA连接
酶(Promega); 琼脂糖(西班牙); DEPC (Serve); RNase 
A(华美); 氨苄青霉素(Sigma); 其他常用试剂均为国
产分析纯。 

1.2  方法 

解剖大腹园蛛分离大壶状腺 , 按照 TRIZOLR 

Reagent Total RNA Isolation Reagent操作手册分离
总 RNA, 按照 PolyATtractR mRNA Isolation Systems
操作手册分离 mRNA, 按照 Universal RiboCloneR 
cDNA Synthesis System操作手册合成 cDNA, 使用

T4 DNA连接酶与用 CIAP处理的 pUC18在 4℃连接
过夜, 转化至 E.coli DH5α感受态中, 进行氨苄(100 
μg/mL)抗性 LB 琼脂平板筛选, 将涂有转化液的平
板 37℃恒温培养 20 h, 随机挑取生长菌落在含有氨
苄的液体 LB中 37℃ 200 r/min培养 18 h, 使用传统
碱裂解法[3]小提 37℃培养的菌体生长管的质粒, 电
泳与标准 pUC18质粒比较大小, 大于 pUC18的质粒
进行 EcoRⅠ酶切鉴定, 选择插入片段 1 500 bp左右
的重组克隆子送样, 由上海生工生物工程技术服务
有限公司完成基因序列测定。根据蛛丝基因及蛛丝

蛋白重复性高的结构特点, 分析测序结果, 筛选出
大腹园蛛大壶状腺丝蛋白 - 1 部分 c D N A 序列

AvMaSp1。使用 DNAstar 7.0分析核苷酸和氨基酸序
列, 在美国国家生物信息中心 NCBI (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/)利用 BlastN 和 BlastX 工具进行同源序
列搜索比对[4], 使用 Mega 4.0 软件 Neighbor-Joining 
(NJ)算法绘制同源蛋白系统进化树, 申请 GenBank
新基因登录号。 

2  结果与分析 

2.1  AvMaSp1 cDNA核苷酸和预测氨基酸序列 

测序核苷酸序列及预测氨基酸序列见图 1。
AvMaSp1 cDNA 长 1 408 bp, 该部分编码区 1 288 
bp, 编码 429 个氨基酸 , 预测编码蛋白分子量为
34.07 kDa。在 GenBank 申请新基因登录号为
AY177203, 相应的蛋白登录号为 AAN85281。 

2.2  AvMaSp1 cDNA 核苷酸序列分析及同源性  
比对 

AvMaSp1 cDNA序列具有 mRNA完整的 3′端多
聚腺苷酸尾部结构和末端加尾 AATAAA 信号(图 1), 
但不具有完整的 5′端和起始密码子 ATG 结构。3′
端非编码区长 117 bp, 终止密码子 TAA 下游 84 nt
出现 AATAAA信号, poly(dA)尾巴出现在 AATAAA
信号下游 15 nt (即终止密码子 TAA下游 104 nt)。
NCBI BlastN 同源搜索结果显示只与十字园蛛

(Araneus diadematus)丝蛋白基因 ADF-1 (GenBank
登录号: ADU47853)同源关系最近。使用DNAstar 7.0
软件, 根据 ClustalW 计算方法分析, 基因序列一致
性为 75.0%。 
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图 1  AvMaSp1 cDNA 核苷酸和预测氨基酸序列 
下划线序列表示多聚 GA重复模块; 方框序列表示多聚 A重复模块; 阴影序列表示(GGX)n(GX)m重复模块(X: A、Y、Q、T或 S; n和 m: 重
复次数)。 
 

2.3  AvMaSp1 cDNA预测氨基酸序列分析及同源性
比较 

将 AvMaSp1 cDNA和推导翻译的全部氨基酸序
列利用 NCBI BlastX和 BlastP与 GenBank非冗余蛋
白库进行同源序列搜索, 结果显示与多种蜘蛛的拖
丝蛋白氨基酸序列同源(E-Value≤10−4)[5], 并通过网
站从数据库中取得 14 个同源蛛丝蛋白的氨基酸序
列, 使用 DNAstar 7.0的 MegAlign功能模块进行多
序列联配对比 , 根据 ClustalW 计算方法分析

AvMaSp1推导的全部氨基酸序列与 ADF-1编码的氨
基酸序列(蛋白登录号为 AAC47008)一致性最高, 为
73.7%(图 2), 并比较推导蛋白的羧基端相对保守性(图
3)[4]。使用Mega4.0绘制同源蛋白系统进化树(图 4)。 

2.4  AvMaSp1 cDNA预测氨基酸序列重复结构特点 

为方便显示重复规律, 对序列进行适当的拉伸
和省略(图 5), 预测的大腹园蛛大壶状腺丝蛋白-1氨
基酸序列典型的重复结构为(GA)nAm(GA)N。 

3  讨 论 

AvMaSp1 基因重复序列多, 通过高重复区实现
蜘蛛丝蛋白刚性和弹性。GC含量高, 特别是重复区
GC 含量可达 63.8%。3/端在终止密码子之后有一段

100 多个碱基的非编码区, 并且非编码区内有一个
保守的 AATAAA 信号, 在此信号后 14 个碱基处加
上 polyA的尾巴(图 1)。GenBank登录号 AY177203, 
与十字园蛛(Araneus diadematus)丝蛋白基因 ADF-1 
(ADU47853)同源关系最近 , 基因序列一致性为
75.0%。编码区尤其是重复区密码子的第三个碱基偏
爱使用 A和 T, 例如: 重复区编码 Gly的密码子平均
有 85.6%使用 GGA、GGT, 编码 Ala 的密码子平均
有 85.7%使用 GCA、GCT。这一点与 Hayashi 等[5]

报道的金纺蜘蛛丝蛋白基因特点相符。 
预测编码氨基酸序列中, 含有大量的重复氨基

酸序列(图 5), 最多的是 33 个氨基酸残基连在一起
重复出现两次。含有 3 至 7 个的多聚丙氨酸, 在序 
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图 2  预测的 AvMaSp1 编码大壶腹腺丝蛋白-1 氨基酸序列与同源蛛丝蛋白一致性分析 
1~15为蛛丝蛋白的 NCBI数据库蛋白登录号, 分别为: AAC47008: Araneus diadematus蛛丝纤维蛋白-1(ADF-1); AAK30595: Argiope trifasciata
大壶状腺丝蛋白-1; AAT08436: Agelenopsis aperta 大壶状腺丝蛋白; CAM32249: Euprosthenops australis 大壶状腺丝蛋白-2; CAJ00428: Eu-
prosthenops australis大壶状腺丝蛋白-1; ABD61593: Deinopis spinosa大壶状腺丝蛋白-2a; CAM32250: Euprosthenops australis类大壶状腺丝蛋
白; ABD61594: Deinopis spinosa大壶状腺丝蛋白-2b; AAT75310: Nephila clavipes大壶状腺丝蛋白-1; AAT75311: Nephila clavipes大壶状腺丝蛋
白-1; ABR37275: Nephilengys cruentata类大壶状腺丝蛋白; AAT75312: Nephila clavipes大壶状腺丝蛋白-1; AAC47009: Araneus diadematus蛛丝
纤维蛋白-2; AAR13811: Argiope amoena大壶状腺丝蛋白-2; AAN85281: Araneus ventricosus大壶状腺丝蛋白-1(MaSp1)。下图同。AvMaSp1和
ADF-1编码蛋白分别用双下划线和单下划线标出。 

 

 
 

图 3  预测的 AvMaSp1 编码大壶状腺丝蛋白-1 与同源蛛丝蛋白羧基端保守性分析 
1~15为蛛丝蛋白的 NCBI数据库蛋白登录号，同上图。AvMaSp1和 ADF-1编码蛋白分别用双下划线和单下划线标出。 

 
列中重复出现 7 次, 富含丙氨酸区是证明该丝蛋白
具有β-折叠构型的关键证据 [6], 形成丝蛋白的结晶
区。(GA)2-6反复出现 17次, 而且多聚丙氨酸前后总
是与多聚 GA相连。多聚 GA和 A 可能为蛛丝蛋白
的刚性结构区[7]。GGYGQGY 反复出现 9 次, 可能
构成非结晶区的β-转角结构, 将重复区氨基酸序列
分成 10部分, 在其前端为 GGX (X: A、S), 在其后
端为 GX(GA)3-6(A)4-6(GA)2-3 (X: S、A、T、G)。序列
中 GGXGGYGQGY (X: A、S)与(GA)3-6(A)4-6(GA)2-3

二者交替排列, 结晶区与非结晶区交替出现, 共同

构成了丝蛋白刚性与弹性的基础。在尾部序列中含

有两个 SSS, 这些特点与 Lewis[8]发现的小壶腹腺的

Misp1 基因相类似。由于多聚丙氨酸的多次出现 , 
AvMaSp1 丝蛋白可能刚性更好些, 其典型重复结构
为(GA)nAm(GA)N (图 5)。C端为不重复序列, 但相对
保守(图 3)。Guerette等[9]也报道了十字园蛛 ADF1-4
与其他蜘蛛的某些蛛丝蛋白羧基端序列相似性较

高。丝蛋白羧基端序列的相似, 可能对正确的将同
用途蛛丝蛋白装配成一条蜘蛛丝而言是必要的[10]。

AvMaSp1与 ADF-1蛋白序列一致性最高, 为 73.7% 
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图 4  预测的 AvMaSp1 编码大壶状腺丝蛋白-1 与同源蛛丝蛋白系统进化树 
分支上的数字表示重复 1 000次的置信值。图中 1~15为蛛丝蛋白的 NCBI数据库蛋白登录号。AvMaSp1和 ADF-1编码蛋白分别用双下划线和
单下划线标出。 
 

 
 

图 5  预测的 AvMaSp1 编码大壶状腺丝蛋白-1 氨基酸序列重复结构特点 
•: 非重复的氨基酸; −: 拉伸显示重复出现的氨基酸特征; 大腹园蛛大壶状腺丝蛋白-1典型重复结构: (GA)nAm(GA)。 
 

(图 2)。系统进化树分析也显示这两个园蛛属蜘蛛的
蛛丝蛋白基因亲缘关系最近(图 4)。AvMaSp1所编码
的氨基酸多为甘氨酸和丙氨酸等分子量小的小侧链

氨基酸 , 甘氨酸含量为 38.69%, 丙氨酸含量为
31.7%, 小侧链氨基酸空间障碍小, 易于形成结构紧
密有弹性和刚性的β转角和β片层结构[11]。分子量小

也正说明了蜘蛛丝是重量最轻的弹性纤维。 
蜘蛛丝蛋白基因序列长, 克隆全长基因困难大, 

目前仅有 8 个全长蛛丝蛋白基因的报道。Hayashi  
等[6,

 
12]报道了金纺蜘蛛和马达加斯加蜘蛛的鞭毛样

丝蛋白基因组 DNA, 其中金纺蜘蛛鞭毛样丝蛋白基
因组 DNA 总长 36 kb,中心区长约为 30 kb 包括 13
个外显子, 其蛋白重复区中包括 3 个重复单元, 从
第 3到第 12内含子核酸数目都是 1 420 bp; 日本[13]

报道了横纹金蛛(Argiope bruennichi)卵袋丝蛋白 1和
2 的全基因序列; 美国[10, 14, 15]报道利用筛选基因组文

库的方法, 获得黑寡妇蜘蛛(Latrodectus hesperus)的
拖丝蛋白 1和 2及卵袋丝蛋白 1和 2的全基因序列。
与鞭毛样丝蛋白基因不同, 黑寡妇蜘蛛拖丝蛋白 1
和 2均是无内含子、单一超长外显子基因, ORF框长
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度分别为 9.4 kb和 11.3 kb.  
国内没有获得全长蛛丝蛋白基因的报道, 多数

有关蜘蛛丝的研究工作集中在蜘蛛丝力学特性以及

人工表达蛛丝蛋白和成丝机理的研究。苏州大学潘志

娟课题组研究表明拉断单位体积大腹园蛛蛛丝所需

要的功远大于钢丝和 Kevlar[16], 并研究不同条件下
再生蜘蛛丝蛋白的分子结构[17]以及成丝条件对丝力

学性能的影响[18]。牛恒尧等[19]将十字园蛛的 ADF3
丝蛋白基因在大肠杆菌中表达。郭廷晴等[20]仿照金纺

蜘蛛拖丝基因的一段序列人工合成了丝蛋白样基因

单元, 并利用 pGEX-KG 原核表达载体, 在大肠杆菌
中表达仿金纺蜘蛛拖丝蛋白并制备兔抗仿蜘蛛拖丝

蛋白抗体。李敏等人尝试将美国 Tufts 大学提供的金
纺蜘蛛拖丝蛋白合成基因单体进行多聚串联, 并利
用 pET30(a)表达载体在大肠杆菌中表达[21], 还高密度
发酵大量表达 RGD-蛛丝融合蛋白[22]。国内鲜有蜘蛛

丝基因序列的原始创新性报道, 大腹园蛛大壶状腺丝
蛋白-1 部分 cDNA (AvMaSp1)的克隆不仅丰富了我国
在蛛丝蛋白新基因领域的研究内容, 而且也为利用
AvMaSp1 设计探针获得全长丝蛋白基因序列, 以及通
过生物工程手段人工表达蛛丝蛋白提供科学依据。 
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