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摘要:为了获得转拟蜘蛛拖丝蛋白基因 2S 的阳性小鼠成纤维细胞，本研究将前期工作中人工合成的拟蜘蛛拖

丝蛋白基因 2S 和克隆获得的小鼠超高硫角蛋白启动子( UHS) ，与带有 IRES 序列和 GFP 报告基因的表达载体

连接，构建真核表达载体 UHS-2S-pIRES2-EGFP; 将 UHS-2S-pIRES2-EGFP 线性化后，采用脂质体法转染小鼠皮

肤成纤维细胞，通过 G418 筛选获得 neo 基因抗性阳性细胞。结果表明: ( 1 ) 成功构建 UHS-2S-pIRES2-EGFP;

( 2) 转基因细胞的最佳 G418 筛选浓度为 400 μg /mL; ( 3 ) 筛选获得呈梭形的转基因细胞，对其进行传代培养

时，细胞增殖缓慢，细胞未呈现正常细胞的“S”型的生长曲线; ( 4) PCR 检测结果显示，UHS-2S-pIRES2-EGFP 载

体已经整合到 G418 抗性细胞的基因组中。
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Abstract: In order to obtain transgenic mouse fibroblast cell line，UHS promoter and polymerized spider
dragline silk protein gene( 2S) were linked with eukaryotic expression vector pIRES2-EGFP successively，and
UHS-2S-pIRES2-EGFP was obtained． Mouse fibroblasts were transfected with the linear plasmid by cationic li-
posome method and G418-resistant cells wee cultured． After PCR identified，transgenic cell line with 2S was
established． The G418 positive cells were detected，and the results were as follows． 1) UHS-2S-pIRES2-EGFP
was constructed successfully． 2 ) The feasible concentration of G418 was 400 μg /mL in medium． 3 ) The
transgenic cell morphology was similar to normal fibroblast，but the cell growth curve was not of“S”shape，

cells proliferated slowly． 4) PCR results showed that the constructed vector was integrated into mouse genome．
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蜘蛛拖丝具有其他任何纤维无可比拟的抗拉和较高弹性的力学特性
［1］。如果建立获取大量蜘蛛

拖丝有效方法，就能广泛应用于生物医学、军事等领域。以往，许多学者试图采用转基因方法通过哺乳

动物乳腺或植物获取蜘蛛拖丝蛋白，但均未能获得理想的效果。本研究以小鼠为对象，采用转基因的方

法，利用小鼠超高硫角蛋白启动子( UHS) 、蜘蛛拖丝蛋白基因二聚体 2S 和 pIRES2-EGFP 表达载体，构

建真核表达载体并转染小鼠成纤维细胞，观察其在细胞基因组中的整合状况，为建立通过体细胞核移植

获得被毛特异表达蜘蛛拖丝蛋白的转基因鼠及其它动物的相关研究奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

VspI 和 NdeI( NEB 公司) ，BglII 和 SalI 限制性内切酶( TaKaRa 公司) ，AlwNI( Fermentas) ，T4 Ligase
( TaKaRa 公司) ，转染试剂 Lipofectamine 2000( invitrogen 公司) ，pIRES2 － EGFP 载体( 实验室自存) 。

蜘蛛拖丝蛋白基因 2S。采用研究室王春生等
［2］

构建含有蜘蛛拖丝蛋白基因二聚体的 PUC57-2S 质粒。
UHS 启动子: 采用李昊等

［3］
克隆的在皮肤组织中具有特异表达活性的小鼠超高硫角蛋白启动子。

1． 2 试验方法

1． 2． 1 CMV-2S-pIRES2-EGFP 载体的构建 用 SalI 和 BglII 双酶切 pIRES2-EGFP 载体，回收产物大片

段; 用 BglII 和 SalI 大量酶切 PUC57-2S，回收含 2S 小片段; 用 T4 Ligase 将回收的 2 个片段进行连接，然

后转化 DH5α感受态细胞并提取质粒 DNA，鉴定 ( PCR、酶切和测序) 正确后命名为 CMV-2S-pIRES2-
EGFP。
1． 2． 2 UHS-拖丝蛋白真核表达载体的构建 用 VspI 和 NdeI 双酶切 UHS-GFP 质粒并回收获得约

700 bp 的片段; 用 VspI 和 NdeI 双酶切 CMV-2S-pIRES2-EGFP，回收大片段。用 T4 Ligase 将获得 2 个片

段进行连接，获得 UHS-2S-pIRES2-EGFP。用 AlwNI 单酶切对 UHS-2S-pIRES2-EGFP 进行线性化。
1． 3 小鼠成纤维细胞的转染与鉴定

1． 3． 1 成纤维细胞原代和传代培养 采用常规方法
［4］，利用妊娠 13． 5 d 的 ICR 小鼠( SCXK-J-2007-

0003; SYXK-J-2007-029011) 胎鼠皮肤获取成纤维细胞，并用每孔含 500 μL 培养液( 含 10% 胎牛血清、
1%青 － 链霉素、1%谷氨酰胺和 1%非必需氨基酸的 DMEM 液) 的 24 孔培养板置于 CO2 培养箱( 37 ℃，

5%CO2，95%空气，100%湿度) 中进行原代和传代培养。
1． 3． 2 G418 浓度的筛选 当经上述传代培养的小鼠成纤维细胞达到 80% 汇合时，向培养孔中以 50，

100，200，400，600，800 和 1 000 μg /mL 的终浓度分别添加 G418，并置于二氧化碳培养箱中培养，每隔

48 h 用含有相应 G418 浓度的培养液更换原培养液，并观察增殖情况和细胞的形态，以筛选 G418 的最

佳浓度。
1． 3． 3 成纤维细胞的转染与筛选 ( 1) UHS-2S-pIRES2-EGFP 转染。用 0． 05%的胰酶对传代培养的小

鼠成纤维细胞进行消化，传至 24 孔培养板的孔中细胞( 0． 5 × 105
个 /孔) 。当培养的细胞达到 50% ～

60%汇合时，更换为无抗生素的培养基，12 h 后采用脂质体法，将 0． 8 μg 线性化质粒 UHS-2S-pIRES2-
EGFP 导入培养孔中。12 h 后去除原培养液，再添加含有抗生素的培养液进行续培养。( 2) 阳性细胞的

筛选。将经上述转染的小鼠成纤维细胞，在续培养后的第 48 h，添加筛选的最佳 G418 浓度( 400 μg /
mL) 进行阳性细胞筛选。将获得转基因阳性细胞进行传代培养和鉴定。
1． 3． 4 转基因细胞株的鉴定 将上述获得 G418 筛选阳性细胞，通过传代培养观察其细胞形态、生长

特性。此外，根据基因组 DNA 提取试剂盒说明，提取阳性细胞的基因组 DNA。根据 UHS-2S-pIRES2-
EGF 载体序列设计的引物 ( 上游引物 US-1: CGTCTGTAGCGACCCTTT; 下游 US-2: CGTTGTGGCTGTTG-
TAGTT) ，对细胞基因组进行 PCR 检测。

2 结果分析

2． 1 CMV-2S-pIRES2-EGFP 表达载体的鉴定

用 SalI 和 BglII 双酶切 pIRES2-EGFP 质粒后，获得约 5 300 bp 的 CMV-pIRES2-EGFP 条带( 图 1) ，

回收大片段; 用 SalI 和 BglII 双酶切 PUC57-2S，获得与 2S 的理论片段大小一致的约 700 bp 的 2S 片段
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1: MarkerIII; 2: 酶切产物。
图 1 pIRES2-EGFP 酶切鉴定

Fig． 1 The enzyme identification of pIRES2-EGFP

1: 酶切产物; 2: MarkerIII。
图 2 PUC57-2S 酶切鉴定

Fig． 2 The enzyme identification of PUC57-2S

( 图 2) 。将回收得到的 CMV-pIRES2-EGFP 与蜘蛛拖丝蛋白基因二聚体 ( 2S) 相连接构建的表达载体

CMV-2S-pIRES2-EGFP，利用 SalI 和 BglII 双酶切鉴定，可获得与理论值相符约 5 300 bp 和 750 bp 的条

带( 图 3) 。
2． 2 UHS-2S-pIRES2-EGFP 表达载体的鉴定

利用 CMV-2S-pIRES2-EGFP 和 UHS-GFP 构建的 UHS-2S-pIRES2-EGFP，分别用 HindIII 和 SalI 酶切

后，如图 4 所示分别获得与理论值( 分别为 1 417 bp、4 715 bp 和 1 451 bp，4 681 bp) 相符的约 1 500 bp
和 5 000 bp 的条带。

1: DL5000; 2: 酶切产物。
图 3 CMV-2S-pIRES2-EGFP 鉴定

Fig． 3 The enzyme identification
of CMV-2S-pIRES2-EGFP

1． HindIII 酶切; 2． SalI 酶切; 3． DL5000。
图 4 UHS-2S-pIRES2-EGFP 的酶切鉴定

Fig． 4 The enzyme identification
of UHS-2S-pIRES2-EGFP

2． 3 转基因阳性细胞的最适 G418 筛选浓度

将小鼠传至 3 － 5 代的成纤维细胞，分别用含有 50，100，200，400，600，800 和 1 000 μg /mL G418 的

合成培养液进行培养。其结果，如图 5 所示，G418 为 600，800 和 1 000 μg /mL 时，培养的细胞死亡速度

较快( 9 ～ 10 d 全部死亡) ; 与其相比，当 G418 浓度较低( 200、100 和 50 μg /mL) 时，细胞死亡缓慢( 15 ～
22 d 全部死亡) 。G418 浓度为 400 μg /mL 时，细胞经培养后到第 11 天能达到全部死亡，因此以该浓度

作为筛选 neo 基因抗性细胞的适宜浓度。
2． 4 转基因阳性细胞的生物学特点

当将线性化的 UHS-2S-pIRES2-EGFP 质粒转染成纤维细胞( 图 6) 后，用 400 μg /mL G418 培养液进

行筛选，其结果，筛选获得呈梭形的转基因细胞( 图 7) ，对其进行传代培养时，细胞增殖缓慢，细胞未呈

现正常细胞的“S”型的生长曲线。
2． 5 转基因细胞的 PCR 鉴定

转染 UHS-2S-pIRES-EGFP，G418 筛选后，收集小鼠成纤维细胞，提取基因组，利用特异性引物( US-
1、US-2) 进行 PCR 检测，如图 8 可得到约 700 bp 目的条带，而正常小鼠基因组则未显示条带。
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图 5 不同 G418 浓度培养的小鼠成纤维细胞存活率

Fig． 5 The survival percentage of mouse fibroblast in different G418 concentrations

1． 阴性对照; 2． 载体阳性对照;

3． 转基因细胞 PCR 产物; 4． Marker III。
图 8 转基因细胞的 PCR 鉴定

Fig． 8 PCR identification of G418-resistant

3 讨 论

自 Xu 等
［5］

克隆获得

蜘蛛拖丝蛋白基因核心序

列 Spidroinl 以来，国内外

学 者 采 用 基 因 工 程 等 技

术，探 讨 通 过 植 物 ( 烟 草

或马 铃 薯 ) ［6 － 7］、微 生 物

( 大肠杆菌) ［8］
及动物( 家

蚕) ［9］
等获取蜘蛛丝蛋白

的方法。但是，这些方法

仍存在所表达的丝蛋白缺

乏分子取向和表达系统不稳定且效率低等不足，更重要的是无法模拟蜘蛛丝的纤维化过程。迄今为止，

尚未见到在哺乳动物毛囊或被毛中表达蜘蛛丝蛋白基因的报道。随着体细胞核移植技术和体细胞诱导

重编程研究的不断完善，采用拟蜘蛛丝蛋白基因转染体细胞及其体细胞核移植，通过动物被毛获得拖丝

蛋白变得可能。

图 6 传代培养的小鼠成纤维细胞( × 100)

Fig． 6 Subculture normal mouse fibroblasts
图 7 传代培养的转基因阳性细胞( × 100)

Fig． 7 G418-resistant cells after subculture

Palmiter 等
［10］

获得能够在肝脏中特异表达人生长激素的转基因鼠。另据 Wang［11］
等报道，利用人

角蛋白启动子( K14) 在转基因小鼠的毛囊特异表达人生长激素。此外，Pelletier 等
［12］

研究证实，核糖体

进入位点 IRES( internal ribozyme entry site，能和核糖体结合并诱发翻译起始的调控元件) 连接选择标记

基因和报告基因 mRNA，在哺乳动物细胞中可有效

表达两种蛋白，而非融合蛋白。本研究中，利用李昊

等
［3］

克隆的能够在小鼠皮肤中具有表达活性的超

高硫角蛋白基因启动子 ( UHS) 与王春生等
［2］

人工

合成的蜘蛛拖丝蛋白基因二聚体 2S，结合带有 IRES
序列启动报告基因( GFP) 的 pIRES2-EGFP 载体，构

建了真核表达载体 UHS-2S-pIRES2-EGFP ( 图 4 ) 。
该表达载体经体细胞转染后便于阳性细胞筛选，并

且具有基因表达检测简便和在皮肤上特异表达的特

点。能否利用该载体通过原核注射法，获得被毛上

特异表达蜘蛛拖丝蛋白的转基因鼠，有待于进一步

研究。
Wakayama 等

［13］
首次获得体细胞核移植小鼠以

来，小鼠体细胞核移植技术获得不断发展。Oktay
等

［14］
利用体细胞核移植技术获得了抗弓形虫的转基因克隆鼠。表明，如果将外源基因转染小鼠体细胞

(下转第 1235 页)
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后再经细胞核移植就能获得转基因克隆小鼠。本研究采用脂质体法分别转染了 UHS-2S-pIRES2-EGFP
并通过筛选获得的最佳 G418 浓度( 图 5) 进行了筛选，其结果，获得转基因阳性细胞( 图 7) ，PCR 检测显

示，在小鼠成纤维细胞基因组中整合有 UHS-2S-pIRES2-EGFP( 图 8) 。采用该细胞通过体细胞核移植能

否获得被毛中表达拖丝蛋白的转基因鼠有待于探讨。
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