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高分子量 !"#$蛛丝蛋白重组体的构建、高密度发酵及纯化
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摘 要 蜘蛛丝是自然界综合性能优良的天然蛋白质纤维之一，因其具有良好的生物相容性和可降解性在生物医学领域具

有潜在的应用前景。在本室已经构建的 3FWM蜘蛛拖丝蛋白基因 AJ 多聚体基础上，通过首尾相连、倍加等方法进一步多聚化，

得到 3FWM蜘蛛拖丝蛋白基因 "! 和 J= 多聚体，分别将这两种多聚体与原核高效表达载体 .LBM"$9（ X ）连接，转化大肠杆菌

YU!A（WL"）.U<C,，得到的 "! 多聚体表达重组子命名为 .+,3"!，J= 多聚体表达重组子命名为 .+,3J=。通过酶切、琼脂糖电泳鉴

定及对目的片段的测序均与理论值相符。将 "! 和 J= 多聚体基因序列注册 F-:Y9:E，序列号分别为 WZ=J&&!& 和 WZV"%!&%。重

组体 .+,3"! 和 .+,3J= 经 T[BF 诱导表达，,W,M[>FL 图谱显示表达产物分子量分别为 A$!EW 和 A&J\JEW，与天然蛛丝蛋白分子

量接近并与理论值相吻合。高分子量的蛛丝蛋白在原核生物成功实现高效表达，在国内外尚未见报道。在此基础上对

.+,3"! 工程菌进行高密度发酵，建立了简单高效的目的蛋白纯化工艺。
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蜘蛛丝既轻又坚韧，所具有的强固性和柔韧性

是其他人造纤维材料无法同时比拟的，是自然界性

能最好 的 天 然 蛋 白 质 纤 维 之 一。蜘 蛛 丝 蛋 白 在

C44F以上才开始变黄，在 G H4F还具有弹性，其韧

度为制造防弹背心的 I$’<#* 纤维的 J 倍，强度为钢

铁的 J 倍［3］，且蜘蛛丝生物相容性良好，这些特性使

蛛丝在工业、军事和生物医学等领域具有广泛的应

用前景，可作为防弹衣、降落伞及外科手术缝合的材

料，也可作为细胞培养的合适的基质、组织工程所需

的临时支架以及非毒性和可生物降解的生物材料如

细胞膜，还可用于介导药物对特殊的细胞组织和器

官进行治疗等［5］。

精氨酸K甘氨酸K天门冬氨酸（DE7）是许多粘附

蛋白的高度保守氨基酸序列，生物材料表面结合

DE7 肽有助于细胞在材料上的粘附、迁移和增殖。

本室先前运用基因工程的方法，将具有特定信号识

别功能的 DE7 三肽模体与蛛丝蛋白基因重组，构建

了具有 DE7 三肽编码子和蛛丝蛋白基因 3: 多聚体

的克隆重组子 /7LD3:，首次生物合成 DE7 三肽和

蛛丝蛋白 3: 多聚体（/MLD3:）［C］。但在利用 3: 多聚

体重组蛛丝蛋白作原料制备生物材料的研究中，观

察到因其与天然蛛丝蛋白在分子量上的差距较大，

影响了材料性能的表征。本文在已构建的 DE7K蛛
丝蛋白 3: 多聚体的基础上，通过倍比加聚生物合成

了分子量接近天然蜘蛛丝蛋白的 DE7K蛛丝蛋白 C5
多聚体（/MLDC5）和 :H 多聚体（/MLD:H）。为了规模

化制备大量的重组蛋白，本文在摇瓶培养的基础上，

摸索建立了 /MLDC5 工程菌的高密度发酵条件和目

的蛋白纯化工艺。

) 材料与方法

)*) 菌株和质粒

/7LD3:NOE3、/POKC4#NQR53（7PC）、宿 主 菌 OE3
和 QR53（7PC）/R=1L 均为本室保存。

)*+ 试剂

限制性内切酶 !"#!、$#%S!、&’(0"、OH 连

接酶、小量质粒抽提试剂盒购于 O#I#D# 公司，)*(5?
及 +,-9? 购于上海生工有限公司，次高蛋白质分子

量标准购于华美生物工程有限公司，?TOE、氨苄青霉

素购于 L,-%# 公司，7MU 片段回收试剂盒购于北京

天根生物有限公司。

)*, 培养基［-］

发酵 培 养 基（ -NR）：葡 萄 糖 J，酵 母 汁 J，

（ MSH ）5STVH H，IS5TVH 3C;C， 柠 檬 酸 3;W，

X-LVH·WS5V 3;5；微量元素（-NR）：A$LVH·WS5V 4;3，

Y#Y’5·5S5V 4;45，Z8LVH·WS5V 4;455J，X8LVH·HS5V
4;44J，（MSH）:X&V·HS5V 4;443，M#5QHV·S5V 4;4445，

Y)LVH·S5V 4;43。

补料培养基（-NR）：葡萄糖 :44，X-LVH·WS5V 54，

酵母汁 344。

)*- ./01蛛丝蛋白基因 ,+ 和 2- 多聚体重组子的

构建

分别用 .%#! [ !"#!和 $/*P! [ !"#!双酶解

/L7D3: 7MU，电泳，胶回收含有 3: 多聚体基因的

.%#!K!"#!酶解片段和一个基因单体的 !"#!K
$/*P 酶解片段，连接，转化 OE3，重组子 U%/ 抗性筛

选，得到 C5 多聚体克隆重组子，在此基础上重复上

述过程，得到 :H 多聚体克隆重组子，分别命名为

/7LDC5 和 /7LD:H。分 别 对 /7LDC5 和 /7LD:H 用

$#%S! [ &’(0"双酶解，胶回收后与经同样双酶解

的 /POC4#（ \ ）连接，转化 QR53（7PC）/R=1L，得到多

聚体表达重组子，分别命名为 /MLDC5 和 /MLD:H。

)*3 重组子的筛选、鉴定和测序

分别挑取 /MLDC5 和 /MLD:H 单克隆于 J%R RQ
液体培养基（含 C4#-N%R 卡那霉素），CWF过夜振荡

培养，质粒抽提试剂盒纯化质粒。分别用 $#%S! [
&’(0"双酶解，3] 的琼脂糖电泳鉴定，将 /MLDC5
和 /MLD:H 分别 7MU 测序。

)*2 456.,+ 和 456.2- 工程菌的摇瓶表达

分别挑取 /MLDC5 和 /MLD:H 工程菌落，CWF培

养过夜，按 3 ^J4 比例转入 RQ 培养基（含 C4#-N%R 卡

那霉素和 CH#-N%R 氯霉素），CWF 培养至 01:44 约

4;:。于 C4F加 ?TOE 至终浓度为 4;H%%&’NR，诱导表

达 J" 后，离 心 收 集 菌 体。诱 导 期 间 每 小 时 取 样

3;J%R，用 L7L 上样缓冲液处理，电泳。
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!"# $%&’() 工程菌的分批补料高密度发酵

!"#"! 一级菌种制备：!"#$%& 菌株活化后单菌落

接入到 ’( 培养基（含 %)!*+,’ 卡那霉素和 %-!*+,’
氯霉素），%./ &))0+,12 培养 . 3 45。

!"#") 二级菌种制备：以 &6接种量将一级种子接

入到 ’( 培养基（含 %)!*+,’ 卡那霉素和 %-!*+,’ 氯

霉素），%./ &))0+,12 培养过夜。

!"#"( 7(8#9:)(+: 型发酵罐中分批补料培养：以

-6接种量将二级种子接入到 ’( 培养基（含 %)!*+,’
卡那霉素和 %-!*+,’ 氯霉素），%./分批补料培养。

-5 后开始流加补料培养基，补料速度以 ; 3 :),’+5 逐

渐递加，%./培养 :-5 ，加入终浓度 )<-,,=>+’ ?@A7
和 )<&6（!+"）甘氨酸+丙氨酸，于 %)/诱导 ;5。

!"* $%&’() 重组蛋白的分离与纯化

离心收集菌体，以 : B C（! +"）比例混悬于缓冲

液（ :)),,=>+’ "DE&@F-·&E&F，:,,=>+’ GHAI，

:),,=>+’ A01J98>，!E 4<;），冰浴超声 4,12，离心。上

清液用 :),=>+’ "DFE 调 !E 至 K<:，-/放置 &5，离

心。上清液用 %,=>+’ E8> 调 !E 至 ;<C，-/放置 &5，

离心，上清液在 ;; 3 C)/水浴 4,12，离心。上清液

用 :),=>+’ "DFE 调 !E 至 C<;，加入饱和（"E-）& #F-

溶液至 :;6 饱和度，-/ 放置 &5，离心，沉淀即为

!"#$%& 重组蛋白。

) 结果

)"! $+&’() 和 $+&’,- 工程菌的构建及鉴定

#$%" L &’%"和 ()*G" L &’%"双酶解 !H#$:C，

分别获得蛛丝蛋白基因 :C 多聚体的两个酶切片段。

由于具有相互匹配的 8877 粘性粘端的特点，通过

头尾相连接形成 %& 多聚体的克隆重组子，命名为

!H#$%&。同样的方法构建得到 !H#$C-。新形成的

杂合位点不再被 #$%"、()*G"切割。对所构建的

!H#$%& 和 !H#$C- 用 (%$E"++,-M#双酶解，电泳

鉴定。本实验得到的 %& 和 C- 多聚体两个片段长度

分别为 %<&NO 和 C<-NO，与理论值相符。

)") $%&’() 和 $%&’,- 工程菌的构建及鉴定

(%$E"酶解 !"#$%& 和 !"#$C-，产生的片段大

小分别为 4<CNO 与 ::<4NO，图 : 箭头所示为目的条

带，与理论值相吻合。测序的结果亦与理论值一致。

分别将 !"#$%& 和 !"#$C- 序列登入 7P2(D2N，注册

序列号分别为：HQ-CKK&K，HQ4%.&K.。

)"( $%&’() 和 $%&’,- 重组蛋白在大肠杆菌中的

表达及鉴定

.6 #H#9@I7G 电 泳（ 图 &）显 示 !"#$%& 和

图 : !"#$%& 和 !"#$C- 酶切电泳图谱

R1*S : !"#$%& D2M !"#$C- D*D0=JP P>PTU0=!5=0PJ1J
:：!"#$%& V !>WJ#+(%$E"；&：!"#$C- V !>WJ#+(%$E"；

X：$H"I++,-M# ,D0NP0 S

!"#$C- 表达产物，分子量分别为 :)&NH 和 :KC<CNH，

与理论值吻合。

图 & !"#$%& 及 !"#$C- 重组蛋白表达电泳

R1*S & A5P PY!0PJJ1=2 =Z !"#$%& D2M
!"#$C- 0PT=,O12D2U !0=UP12

:，&：!"#$%& PY!0PJJPM OPZ=0P D2M DZUP0 12M[TU1=2 ;5 0PJ!PTU1\P>W ，D00=]
!=12U U= 0PT=,O12D2U !0=UP12；X：!0=UP12 ,=>PT[>D0 ]P1*5U ,D0NP0；%，-：

!"#$C- PY!0PJJPPM OPZ=0P D2M DZUP0 12M[TU1=2 ;5 0PJ!PTU1\P>W，D00=] !=12U
U= 0PT=,O12D2U !0=UP12S

)"- $%&’() 工程菌分批补料高密度发酵

!"#$%& 菌株的生长和比生长速率曲线见图 %。

图 % !"#$%& 工程菌的生长曲线和比生长速率曲线

R1*S % (DTUP01D> *0=]U5 D2M J!PT1Z1T
*0=]U5 0DUP T[0\P =Z !"#$%&

) 3 -5 细菌处于生长延滞期，在此期间菌体密

度较小，发酵培养基中残留营养成份较多，不添加补

料。- 3 :-5，细胞进入对数生长期，生长旺盛，菌体

密度提高，溶氧下降较快，开始以 :),’+5 的速度流
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加补料。随着菌体密度不断增加，补料速度也随之

提高，根据恒 !" 反馈法确定以 # $ %&’()* 的速度递

增补 料 量。%+* 添 加 终 浓 度 为 &,+’’-.)( /012，

&,345.6)2.7（! )"）目的蛋白前体，降低温度至 8&9
诱导，诱导后菌体密度有所上升，比生长速率下降至

&,&83。诱导 +* 后重组蛋白表达比率约 %&4。

!"# $%&’(! 重组蛋白的分离与纯化

利用蛛丝蛋白较强的耐热性通过调碱、调酸、和

#:9加热等步骤去除杂蛋白，调至等电点，%#4饱和

度的硫酸铵沉淀目的蛋白，纯度达 ;34以上（图 +）。

图 + !<=>83 蛛丝蛋白纯化产物电泳分析

?@AB + =C=D052E -F !<=>83 !G-HI@J
%：KL!IGJ6H6JH -F !<=>83 M6NHIG@L’；3：KL!IGJ6H6JH 6FHIG MI@JA OIJ6HLGIO
P@H* 6.Q6.@；8：KL!IGJ6H6JH 6FHIG MI@JA OIJ6HLGIO P@H* 6NIGM@H7； +：

KL!IGJ6H6JH 6FHIG MI@JA *I6HIO 6H #:9；#：!G-OLNHK !GIN@!@H6HIO M7
（<"+）3=R+ P@H* %#4 K6HLG6H@-JB

( 讨论

文献报道蛛丝蛋白具有高度的重复性［#，S］，基本

结构为 2.7D0G-D2.7DTDT（T 为 =IG，2.7，17G），2.7D2.7DT，
（5.6）# $ %3

［U,:］。本室先前根据蛛丝蛋白这一特性合

成出了含 >2C 序列的蛛丝蛋白 C<5 单体，分子量

为 %%3M!，通过倍比加聚得到了 %S 多聚体。本文在

此基础上进一步倍比加聚，首次合成了蛛丝蛋白高

聚物 !<=>83 和 !<=>S+，并在大肠杆菌中实现高效

表达，摇瓶培养目的蛋白表达比率分别为 %;,#4和

%S,84。

在摇瓶培养的基础上进行分批补料高密度发

酵，发酵方法基本上参照本室的方法［+］略有改进。

采取先在 8U9 下 让 菌 体 充 分 增 长 至 一 定 的 密 度

（#$S&&约 +&）开始降温诱导。参考摇瓶培养的结果，

最终选定 8&9作为诱导温度。菌体在较低温度下，

菌体 自 身 生 长 相 对 缓 慢（ 比 生 长 速 率 下 降 至

&,&83），转而合成外源基因，添加 &,34的甘氨酸)丙
氨酸（! )"）前体有利于蛛丝蛋白高聚物的表达。

对目 的 蛋 白 的 纯 化 条 件 进 行 初 步 摸 索，将

!<=>83 序列输入数据库获得理论 !/ 为 S,#。由于

本室先前将 !<=>%S 输入数据库获得 !/ 理论值为

S,8U 与等电聚焦测得实际值为 S,3［8］相接近，故我

们认为 !<=>83 实际 !/ 在 S,# 左右。利用目的蛋白

与杂蛋白 !/ 差异和蜘蛛丝蛋白具有很强的热稳定

性这一特点，参照本室方法［8］，通过调碱、调酸、加

热变性三个步骤去除杂蛋白。之后将 !" 调至等电

点，用饱和的硫酸铵沉淀目的蛋白。

此外还观察到 !<=>S+ 工程菌重复序列高达 S+
聚体，在高密度发酵时表达量较低而且出现了明显

的降解。分析出现这种情况的主要的原因有：!蛛

丝蛋白基因含有大量的 2.7 和 5.6 编码序列，在表

达过程中易造成细胞中 H><5 的不平衡，导致蛋白

质合成提前终止；"所表达的目的蛋白分子量高达

%;S,SQC，势必对菌体造成过重负荷。有文章报道随

着多聚体分子量的增加，表达量明显下降［;］。本研

究也证实了这一点。

目前，我们正在对高分子量的蛛丝蛋白高密度

发酵条件作进一步优化，期望重组蛛丝蛋白为生物

医学材料方面研究提供物质基础。
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