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摘要：利用ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦ和ｐＭＸ载体以及前期获得的蜘蛛拖丝蛋白基因（２Ｓ）构建逆转录病毒载体ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－
ＥＧＦＰ。采用磷酸钙法将ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ质粒转染到ＰｌａｔＥ细胞并获得重组逆转录病毒。通过小鼠成纤维细

胞系ＮＩＨ３Ｔ３检测病毒侵染能力，并采用ＰＣＲ法检测蜘蛛拖丝蛋白基因在 ＮＩＨ－３Ｔ３细胞的整合状况。结果显

示，成功构建了逆转录病毒载体ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ；通过感染ＮＩＨ－３Ｔ３细胞测定重组逆转录病毒滴度约为２×

１０５　ｃｆｕ／ｍＬ；ＰＣＲ鉴定结果显示，目的基因２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ已整合入ＮＩＨ－３Ｔ３细胞基因组中。
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　　蜘蛛拖丝具有独特的力学特性［１］。由于蜘蛛属

肉食性动物，因此难以通过密集饲养获取大量蜘蛛

丝蛋白。随着对蜘蛛丝的化学组成和分子结构的不

断了解，特别是自Ｘｕ等［２］克隆获得蜘蛛 拖 丝 蛋 白

基因核心序列ｓｐｉｄｒｏｉｎｌ以来，有关人工获得蜘蛛拖

丝蛋白的相关研究备受关注。迄今为止，尚未见到

有关利用逆转录病毒转基因法通过动物组织获取蜘

蛛拖丝蛋白的研究报道。本试验利用前期工作［３］中

人工合成的蜘蛛拖丝蛋白基因２Ｓ，通过ＩＲＥＳ和报

告基 因 ＧＦＰ相 连 后 插 入 到 逆 转 录 病 毒 载 体ｐＭＸ
中，构建ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ逆转录病毒载体，通过

包装细胞获得整合有蜘蛛拖丝蛋白基因，并能有效

感染其他体细胞的重组逆转录病毒，为开展通过转

基因动物获得类蜘蛛丝蛋白奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主 要 试 剂、载 体 和 细 胞　ＢｇｌⅡ、ＳａｌⅠ、ＮｏｔｌⅠ、
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ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；磷 酸 钙 转 染 试 剂 盒

（碧 云 天 生 物 公 司）；ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（Ｓｉｇｍａ）；ｐＩＲＥＳ２－
ＥＧＦＰ载体（吉林大学欧阳红生教授惠赠）；ｐＭＸ载

体（实 验 室 自 存）；ＰｌａｔＥ细 胞 和 小 鼠 成 纤 维 细 胞

ＮＩＨ－３Ｔ３（研究室自存）。

１．２　蜘蛛拖丝蛋白基因逆转录病毒载体的构建　
利用前期工作［３］中获得的拟蛛蛛丝蛋白基因及其二

聚体，即在设计３７８ｂｐ的拖丝蛋白基因单体的基础

上，根据ＢｇｌⅡ和ＢａｍＨⅠ具 有 相 同 黏 性 末 端（３′－
ＣＡＴＧ－５′）的特点，在基因单体５′端引入ＢｇｌⅡ位点

的同时，于３′端引入ＢａｍＨⅠ和ＮｃｏⅠ位点，然后将

其 连 接 到 ＰＵＣ５７载 体 上，命 名 为 ＰＵＣ５７－Ｓ。将

ＰＵＣ５７－Ｓ分别用ＢｇｌⅡ、ＮｃｏⅠ和Ｂａｍ　ＨⅠ、ＮｃｏⅠ
酶切，分别回收约３６０ｂｐ和３　３００ｂｐ的片段，将其

连接得到二聚体（２Ｓ）。
用ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双 酶 切ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ，回 收

获得ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ片 段；用 ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双 酶 切

ｐＵＣ５７－２Ｓ，回收获得２Ｓ片段；将ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ片段

和２Ｓ片段经连接、转化和摇菌，并提取重组质粒；利
用ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ对重组质粒进行酶切鉴定；将酶切

鉴定正确的重组 质 粒 用ＢｇｌⅡ和 ＮｏｔｌⅠ双 酶 切，回

收获得２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ片段；用ＢａｍＨⅠ和ＮｏｔｌⅠ
双酶切ｐＭＸ，回收获得ｐＭＸ片段；将２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧ－
ＦＰ片段和ｐＭＸ片段进行连接、转化和摇菌及提取

质粒，然后分别利 用 双 酶 切 体 系ＢｇｌⅡ和 ＮｏｔｌⅠ以

及ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ进行酶切鉴定，以此获得逆转录

病毒载体，命名为ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ。

１．３　ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ 载 体 的 鉴 定 　 利 用

ｐｒｉｍｅｒ５．０在目的片段２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ上设计并合成

引物（上海生工生物工程公司合成），其引物序列上

游ＩＧ－１：５′－ＣＧＴＣＴＧＴＡＧＣＧＡＣＣＣＴＴＴＧ－３′；引物

序列下游ＩＧ－２：５′－ＣＧＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＴＧＴＡＧＴＴ－
ＧＴ－３′，对重组质粒ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ进行ＰＣＲ
鉴定，鉴定正确后送到ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。

１．４　重装逆转录病毒的包装　将在液氮中冷冻保

存的含有ＰｌａｔＥ细 胞 的 冷 冻 细 管 取 出 后，直 接 投 入

３７℃的水浴中快速解冻，并将管中的液体全部移入

１０ｍＬ离 心 管，添 加２ｍＬ 合 成 培 养 液（在 高 糖

ＤＭＥＭ中添加１０％血清，１％谷氨酰胺和１％青 链

霉素），缓慢混合后（１　０００ｒ／ｍｉｎ）离心５ｍｉｎ。离心

后将上清液去除，并用４ｍＬ合成培养液重悬沉淀，
然后导 入 Ф６０ｍｍ的 培 养 皿 中 并 置 于 二 氧 化 碳 培

养箱中（３７℃、５％ＣＯ２ 饱、９５％空气、１００％湿度）进

行培养，当 细 胞 达 到８０％以 上 汇 合 后 进 行 传 代 培

养。

采取磷酸 钙 转 染 法（参 照 说 明 书）将ｐＭＸ－２Ｓ－
ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ质粒转染经传代培养达到约６０％汇合

的ＰｌａｔＥ细胞。在转染并续培养第２４ｈ后，在荧光

倒置显微镜下观察ＰｌａｔＥ细胞的ＧＦＰ表达状况。

１．５　重 组 逆 转 录 病 毒 滴 度 的 检 测　采 用 上 述 的

ＰｌａｔＥ复苏 和 传 代 培 养 方 法，将 冷 冻 保 存 的 ＮＩＨ－
３Ｔ３细胞进行复苏和传代培养，当传代培养后细胞

达到６０％～７０％汇合时，备用。
采用磷酸 钙 法 将ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ质 粒 转

染ＰｌａｔＥ细胞。在 转 染 并 续 培 养 后 的 第４８ｈ收 集

上清液。将上清 液５００μＬ、合 成 培 养 液５００μＬ和

ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ液（０．８ｇ／Ｌ）１０μＬ依次加入已去除原培

养液的ＮＩＨ３Ｔ３细胞培 养 孔 中。在 培 养 后 的 第２４
ｈ，将培养孔中的上述混合液去除，然后更换新的合

成培养液后进行续培养。在续培养后的第４８ｈ，荧

光显微镜下观察表达ＧＦＰ阳性的细胞数，并根据下

列公式计算病毒滴度。
病毒滴度＝阳性细胞数×病毒上清稀释倍数／

病毒上清量

１．６　拖丝蛋白基因２Ｓ在ＮＩＨ３Ｔ３细胞基因组中的

整合　经病毒滴度检测后，收集含有表达ＧＦＰ阳性

的ＮＩＨ－３Ｔ３细胞，采 用 常 规 方 法 提 取 细 胞 基 因 组

ＤＮＡ。利用上述在目的片段２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ上设计

和合成 的 引 物，采 用 ＰＣＲ方 法 鉴 定 目 的 基 因２Ｓ－
ＩＲＥＳ－ＧＦＰ在ＮＩＨ－３Ｔ３细胞基因组中的整合情况。

２　结果

２．１　蜘蛛拖丝蛋白基因２Ｓ与ｐＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ载体的

连接　用ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双酶切ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ质粒

后，回收约为５　３００ｂｐ片段（图１），将其与用ＢｇｌⅡ
和ＳａｌⅠ双酶切ｐＵＣ５７－２Ｓ质粒后获得约７００ｂｐ的

片段（图２）相连获得重组质粒。将获得重组质粒通

过ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双酶切进行鉴定，其结果与蜘蛛托

丝蛋白基因２Ｓ的 理 论 序 列（约７５０ｂｐ）一 致，显 示

蜘蛛拖丝蛋 白 基 因２Ｓ与ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ片 段 正 确 连

接（图３）。

２．２　蜘蛛拖丝蛋白基因逆转录病毒载体的构建　
用ＢａｍＨⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切ｐＭＸ质粒，回收大小约

为４　５００ｂｐ片段（图４）；用ＢｇｌⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切上

述连有 蜘 蛛 拖 丝 蛋 白 基 因２Ｓ的ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ重

组质粒，回收约为２　１００ｂｐ的２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ片段

（图５），连接后获得的重组质粒分别利用 ＨｉｎｄⅢ和

ＢｇｌⅡ、ＢｇｌⅡ和 ＮｏｔＩ进 行 双 酶 切，获 得２组 条 带

（约１　３５０ｂｐ和５　２００ｂｐ，约２４００ｂｐ和４　２００ｂｐ），
其大小与理论序列一致（图６）；此外，经ＰＣＲ扩增
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　　图１　ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦ质粒的双酶切　Ｍ．ＭａｒｋｅｒⅢ；

１．ｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ酶切产物

图２　ｐＵＣ５７－２Ｓ质粒的双酶切　Ｍ．ＭａｒｋｅｒⅢ；１．ｐＵＣ５７－２Ｓ
质粒酶切产物

图３　重组质粒 的 酶 切 鉴 定　Ｍ．ＤＬ２０００＋Ｍａｒｋｅｒ；１．重 组

质粒酶切鉴酶切产物

图４　ｐＭＸ 质 粒 酶 切　１．ＰＭＸ 酶 切 产 物；２．ＤＬ２０００＋

Ｍａｒｋｅｒ

后，获得与理论序列一致的约７５０ｂｐ大小的目的条

带（图７）。将 该 重 组 质 粒 命 名 为ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－
ＧＦＰ，送生物公司测序，其结果与理论序列一致。

图５　连有２Ｓ的ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ重 组 质 粒 的 酶 切　１．重 组 质

粒酶切产物；Ｍ．ＤＬ２０００＋Ｍａｒｋｅｒ

图６　ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ酶切鉴定　１．ＨｉｎｄⅢ和ＢｇｌⅡ酶

切产物；Ｍ．ＤＬ２０００＋Ｍａｒｋｅｒ；２．ＢｇｌⅡ和 ＮｏｔＩ酶切 产

物

图７　ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ的ＰＣＲ鉴 定　１．质 粒ＰＣＲ产

物；２．阴性对照；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

２．３　ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ逆转录病毒载体的包装　
当将ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ质粒转染ｐｌａｔＥ细胞并续

培养后，在第２４ｈ，高达９０％以上的细胞表达ＧＦＰ，
表明已经成功转染ｐｌａｔＥ细胞（图８）。

２．４　重组逆转录病毒滴度测定　采用磷酸钙法转

染ｐｌａｔＥ细胞后，收 集 含 有 重 组 病 毒 的 上 清 液 并 感

染ＮＩＨ－３Ｔ３细 胞。感 染 后 的２４ｈ进 行 换 液 续 培
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养。续培 养 后 第４８ｈ，约 有５０％以 上 的 ＮＩＨ－３Ｔ３
细胞表达 ＧＦＰ（图９）。经 计 算 其 假 病 毒 滴 度 约 为

２．０×１０５ｃｆｕ／ｍＬ。

图８　转染ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ质粒的ｐｌａｔＥ细胞（１００×）　Ａ．转染前的ｐｌａｔＥ细胞；Ｂ．转染后表达ＧＦＰ的ｐｌａｔＥ细胞

图９　重组逆转录病毒侵染的ＮＩＨ－３Ｔ３细胞ＧＦＰ的表达（１００×）　Ａ．亮视野；Ｂ．暗视野

２．５　２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ在ＮＩＨ－３Ｔ３细 胞 中 的 整 合　
用重 组 逆 转 录 病 毒 侵 染 ＮＩＨ－３Ｔ３细 胞 后 的 第４８
ｈ，收集全部ＮＩＨ－３Ｔ３细胞并提取基因组ＤＮＡ，经

ＰＣＲ法检测蜘 蛛 拖 丝 蛋 白 基 因２Ｓ在 ＮＩＨ－３Ｔ３细

胞基因组的整合情况。结果显示，以细胞基因组为

模板扩增出了约为７５０ｂｐ条带，其与阳性对照条带

相一 致，显 示 目 的 基 因２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ已 整 合 到

ＮＩＨ－３Ｔ３阳性细胞的基因组中（图１０）。

图１０　重组逆转录病毒侵染的 ＮＩＨ－３Ｔ３细胞ＰＣＲ鉴 定　
１．阳性对照；Ｍ．ＭａｒｋｅｒⅢ；２．基因组ＰＣＲ产物

３　讨论

由于蜘蛛拖丝蛋白基因具有较高的ＧＣ含量而

难以克隆其全序列，目前仅克隆到编码蜘蛛拖丝蛋

白的核心序列［２，４］。为了建立获取大量蜘蛛丝蛋白

的方法，诸多学者采用基因工程等技术，探讨了通过

大肠杆菌［５］、烟草或马铃薯［６－７］及家蚕［８］等获取蜘蛛

丝蛋白的方法。但是，这些方法仍存在表达系统不

稳定、效率低下、所表达的丝蛋白缺乏分子取向和无

法模拟蜘蛛丝的纤维化过程等缺陷。如果采用转基

因的方法，就有可能通过哺乳动物器官组织，特别是

通过被毛获得蜘蛛丝蛋白。
自采用逆转录病毒法建立了第１个转基因小鼠

品系以来，已先后采用该方法获得了转基因牛［９］、转
基因恒河猴［１０］和转基因猪［１１］等。现已证实，逆转录

病毒作为载体来传递基因具有操作简便、转基因效

率高且稳定、宿 主 细 胞 广 泛 的 特 点［１２］，目 前 已 成 为

生产转基因动物的一种手段。迄今为止，尚未见到

利用逆转录病毒生产转基因动物方法获得蜘蛛丝蛋

白的研究报道。
研究证实，利 用 内 部 核 糖 体 进 入 位 点（Ｉｎｔｅｒｎａｌ

ｒｉｂｏｚｙｍｅ　ｅｎｔｒｙ　ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）连接选择 标 记 和 报 告 基

因双顺反子ｍＲＮＡ，在哺乳动物细胞中能有效表达
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２种蛋白［１３－１４］。如果利用ＩＲＥＳ元件相连目的基因

和报告基因ＥＧＦＰ，则可在一个启动子作用下独立

翻译表达目的基因，又能在几乎相同的表达水平上

观察 和 评 价ＥＧＦＰ的 表 达。为 了 构 建 蜘 蛛 拖 丝 蛋

白基因逆转录病毒载体，本试验利用前期工作中获

得蜘蛛拖丝蛋白基因２Ｓ与ｐＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ载体相连

接，构建了重组质粒。在此基 础 上，利 用 对 ＭＭＬＶ
（Ｍｏｌｏｎｅｙ　ｍｕｒｉｎｅ　ｌｅｕｋｅｍｉａ　ｖｉｒｕｓ）改 造 的ｐＭＸ逆

转录病 毒 载 体 构 建ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ。由 于 该

逆转录病毒载 体 可 同 时 表 达 蜘 蛛 拖 丝 蛋 白 基 因２Ｓ
和ＥＧＦＰ，因此可通过ＥＧＦＰ表达 即 可 间 接 检 测 蜘

蛛拖丝蛋白基因２Ｓ表达状况。
逆转录病毒 载 体ｐＭＸ属 于 复 制 缺 陷 型 载 体，

提供病毒包装信号、转录调控元件和多克隆位点，但
缺失编码壳蛋白的基因。目前，常用Ｐｌａｔ－Ｅ细胞辅

助完成逆转录病毒的包装［１５］，并通过感染ＮＩＨ－３Ｔ３
细胞检测逆转录病毒的滴度及其在体细胞基因组中

的整合状况。本试验中，当将ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ
质粒转 染Ｐｌａｔ－Ｅ细 胞 后，约 有９０％以 上 的Ｐｌａｔ－Ｅ
细胞表达ＧＦＰ；利用转染Ｐｌａｔ－Ｅ细胞获得的重组逆

转录 病 毒 上 清 感 染 ＮＩＨ－３Ｔ３细 胞 时，约 有５０％的

ＮＩＨ－３Ｔ３细胞表达ＧＦＰ，经计算回收的重组逆转录

病毒 滴 度 达 到２×１０５ＣＦＵ／ｍＬ；此 外，经 ＰＣＲ检

测，重组逆转录病毒感染的ＮＩＨ－３Ｔ３细胞基因组中

整合有 目 的 基 因２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ。上 述 结 果 表 明，
所构建的ｐＭＸ－２Ｓ－ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ逆 转 录 病 毒 载 体 及

其包装体系，能够获得具有侵染能力并能整合目的

基因到宿主细胞基因组中的重组逆转录病毒，该方

法为进一步获得被毛中表达蜘蛛丝蛋白基因的转基

因动物奠定基础。
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