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蜘蛛是一种能在同一生物体内产生具有不同功能的多

种丝的 生 物。蜘 蛛 丝 的 本 质 是 蛋 白 质。牵 引 丝（E2:F);?-
G;)H）是由蜘蛛的主壶腹腺（I:J(2 :0.K)):/-，ID）产生的，其较

高的抗张强度（4 L !%&+M0$ ）与弹性（8#N）［!，$］，使之成为一

种有广阔应用前景的生物材料。目前，国外已有实验室通过

构建 OE+D 文库的方法获得 3%4"#,+ 0,+5#4%& 中的两个牵引丝

蛋白 ,.;P2(;?! 与 ,.;P2(;?$ 的 OE+D 片段［8，4］；但国内尚未见

有相关报道。本文介绍的工作是利用简单便捷的 @AB 技术

对牵引丝蛋白 OE+D 序列进行扩增，并利用生物信息学软件

对克隆片段进行序列分析，从而证明所获得的基因片段为

3%4"#,+ 0,+5+/+ 牵引丝蛋白 ,.;P2(;?$ 的 OE+D 片段。

% 材料与方法

%&% 材料

本实验选取络新妇属蜘蛛 3%4"#,+ 0,+5+/+ 为研究对象，

对蜘蛛进行剖解并剥离获得主壶腹腺［#］。用无 B+D 酶的水

将腺体冲洗干净。

%&’ 方法

%&’&% 参考 3%4"#,+ 0,+5#4%& 牵引丝的核苷酸序列［4］，设计引

物：

引物 ! #Q3RR7 RR7 RAA RRD ADD RRD RR7 738Q；
引物 $ #Q3RDA DDR RAA RAD RDD 77D R7D RRD38Q；
引物 8 #Q37RR DAA DRR DAD DAD DRR DA7 D7A38Q；
引物 4 #Q3RAA DD7 77R DRD ADA DRA R77 DA738Q

%&’&’ 按 B73@AB 与嵌套 @AB 等方法［6］由总 B+D 中扩增获

得目的基因并对之进行克隆和核苷酸序列分析。

’ 结 果

’&% ()* 鉴定、酶切鉴定以及核苷酸序列测定

@AB鉴定、酶切鉴定均表明获得预期目的 E+D 片段的克

隆；核苷酸序列测定结果及预期的氨基酸序列分析结果见图 !。
对测序结果的预期氨基酸序列进行排列，从中找出氨基

酸排列的规律（图 $）。由图 $ 可见，+ 端的 $#& 个氨基酸中

存在着较高的重复性，同 3%4"#,+ 0,+5#4%& 蜘蛛的牵引丝蛋白

,.;P2(;?$ 基因（R-?1:?H DO-GG;(? +(* I&$&!8）的氨基酸序列

（图 8）相比，二者具有完全相同的氨基酸重复序列：R@RRS，

R@RCC 及 R@,R@R,D?。

对两个序列 A 端的 4$ 个氨基酸（图 4）进行比较，发现二

者具有完全相同的氨基酸序列，保守性极高。将克隆所得

OE+D 序列提交至 R-?T:?H，获得的登录号为 DU44!$4#。

’&’ 密码子使用情况分析

克隆的 OE+D 片段中，密码子在使用上具有高度的选择

性，即在密码子的第 8 位碱基上避免使用 R 或 A。以出现次

数较多的氨基酸 R、D、@、C 为例，密码子第 8 位碱基为 DM7
与为 RMA 的比例分别是："8 V "、#5 V !5、8" V 4、$! V 8。这一点同

以往文献的报道是一致的［4］。

’&+ 预期氨基酸序列的二级结构分析

使用 E+D,/:2 生物信息学软件对克隆 OE+D 片段的预期

氨基酸序列进行二级结构分析。依据 R:2?;-23B(1G(?（67）统

计方法推测预期氨基酸序列中几乎没有!3螺旋的存在，但却

存在着大量"3片层结构，尤以多聚丙氨酸区域显著。分析还

表明在这段氨基酸序列中的"3片层间还分别存在着许多"3
转角结构。而依据 A<(K3U:G0:?（!8）统计方法的结构却表明

此段氨基酸序列中存在着一定数量的!3螺旋，"3片层则主要

出现在氨基酸序列的3AWWX 端。此外，AU 方法还表明存在

着大量的"3转角和无规卷曲。

+ 讨 论

本实验以蛛丝性能较佳的 3%4"#,+ 0,+5+/+ 蜘蛛为实验动

物［5］，利用较为简单经济的 B73@AB 技术获得其牵引丝蛋白

,.;P2(;?$ OE+D，这在国内外尚属首次。结合图 ! 至图 4 可

见，克隆所得之 OE+D 编码的肽段 !）富含丙氨酸、丝氨酸及

甘氨酸，完全符合丝蛋白的氨基酸组成特点［"］；$）存在着与

,.;P2(;?$ 相同的氨基酸重复序列 R@RRS，R@RCC 及 R@,R@R3



图 ! 克隆片段的核苷酸序列测定结果及其预期氨基酸序列

"#$%! &’()’*+’ ,- ./’ +0,*’1 +234 5*1 67’1#+.’1 58#*, 5+#1 9’()’*+’

&4* 等［:，;］；<）= 端的 ;: 个保守性氨基酸同 &6#17,#*: 蛋白完

全一致。因此，虽然同牵引丝 &6#17,#*: 基因在核苷酸的具体

排列上存在较大的差异，但从氨基酸的组成及重复序列的组

成及排列上分析，均可认定所克隆获得的 +234 为 !"#$%&’
(&’)’*’ 的牵引丝蛋白 &6#17,#*: 基因。

对克隆 +234 片段的密码子使用情况的分析表明，这段

基因密码子第 < 位上偏爱使用 4>?，这可能同牵引丝蛋白

8@34 的二级结构有关。如果密码子的第 < 位碱基以 A>= 为

多，那么，在多聚 4（密码子为 A=B）中将会出现较高含量的

A=A 或 A==，极大地提高了 A>= 含量，必将导致大量发夹结

构的形成［;］。二级结构过 于 稳 定 将 不 利 于 8@34 进 行 正

常的翻译，这一点对于其它的重复序列也同样适用。

图 : 克隆片段预期氨基酸序列（为方便显示氨基酸序列中存在

的重复性规律而将肽链进行拉伸）

"#$%: C7’1#+.’1 58#*, 5+#1 9’()’*+’ ,- ./’ +0,*’1 +234 ,-

!"#$%&’ (&’)’*’，7’5775*$’1 ., 9/,D 7’6’.#.#E’ ’0’8’*.9

图 < !"#$%&’ (&’)%#"+，牵引丝蛋白 &6#17,#*: 基因预期氨基酸序列

"#$%< C7’1#+.’1 58#*, 5+#1 9’()’*+’ ,- &6#17,#*: ,- !"#$%&’ (&’)%#"+，7’5775*$’1 ,. 9/,D 7’6’.#.#E’ ’0’8’*.9
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图 ! 克隆片段与 "#$%&’$() 基因二者预期氨基酸序列*+,,-
端保守序列的比较

.$/0! +’1#2&$3’( ’4 2 5’(36&76% 36896(56 4’9(% $( :;6

+,,-*:6&1$(2< &6/$’(3 ’4 :;6 5<’(6% 5=>? 2(% "#$%&’$()

通过生物学软件对预期氨基酸序列二级结构的分析，并

结合蜘蛛牵引丝高强度，有弹性的自然特点，初步认为此段

氨基酸序列的二级结构主要包括两部分：一是多聚丙氨酸区

域形成的!*片层结构，它为蜘蛛丝提供了较强的刚性；另外

一个是含有 @&’ 的区域，它可形成为蛛丝提供弹性的!*转角

结构。两种结构相互交替出现，从而赋予蜘蛛牵引丝兼具良

好的强度与弹性的特性。
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