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摘   要：蜘蛛丝是已知复合性能最强的天然纤维，兼具极高的抗拉伸强度与韧性，有着“生物钢”
之美誉，且具有优良的生物相容性和形状记忆性能，在生物医药、组织工程等多个领域有着巨大

的应用潜力。蜘蛛丝由一类富有结构多样性的高分子蛛丝蛋白所组成，天然蛛丝蛋白基因 GC 含

量高、重复核心区氨基酸序列高度重复、特定氨基酸含量高以及分子量大等特点给其异源表达带

来了较大的困难。本文重点阐述了蛛丝蛋白重复单元中重复核心区特征基序与其结构、纺丝性能

和异源表达之间的相关性。对重组蛛丝蛋白的序列进行优化设计，结合异源表达策略，极大地促

进了多功能蛛丝蛋白生物合成的发展。本综述可为重组蛛丝蛋白的理性设计与高效合成提供思路。  
关键词：重组蛛丝蛋白；序列设计；表达策略；结构特征；分类 
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Abstract: Spider silk is a natural fiber known as “biosteel” with the strongest composite 
performance, such as high tensile strength and toughness. It is also equipped with excellent 
biocompatibility and shape memory ability, thus shows great potential in many fields such as 
biomedicine and tissue engineering. Spider silk is composed of macromolecular spidroin with 
rich structural diversity. The characteristics of the primary structure of natural spidroin, such as 
the high repeatability of amino acids in the core repetitive region, the high content of specific 
amino acids, the large molecular weight, and the high GC content of the spidroin gene, have 
brought great difficulties in heterologous expression. This review discusses focuses on the 
relationship between the featured motifs of the microcrystalline region in the repetitive unit of 
spidroin and its structure, as well as the spinning performance and the heterologous expression. 
The optimization design for the sequence of spidroin combined with heterologous expression 
strategy has greatly promoted the development of the biosynthesis of spider silk proteins. This 
review may facilitate the rational design and efficient synthesis of recombinant spidroin. 
Keywords: recombinant spider silk protein; sequence design; expression strategy; structural 
characteristics; classification 

 
 

蜘蛛丝是一类高分子蛋白纤维，其优越的

机械性能和生物相容性，显示了巨大而广阔的

应用前景。目前多种蛛丝蛋白的基因编码被解

明，重组蛛丝蛋白的序列设计[1]、表达策略[2]，

及其材料蛋白的应用开发 [3-4]均受到研究人员

的广泛关注；在医疗应用领域，利用蛛丝蛋白

制作心血管疾病治疗用纳米纤维支架已取得了

令人瞩目的进展，将重组蛛丝蛋白和聚乳酸己

内酯共混，静电纺丝后作为纳米纤维支架，相

较于传统的纳米纤维支架具有更高的拉伸强度

和延伸率 [5]；以及利用重组蛛丝蛋白制成的水

凝胶所具有的自我修复能力、细胞亲和力以及非

凡的抑菌性能，用于生物医用材料开发[6-7]；或

是利用蛛丝蛋白的生物相容性和生物降解性[8]，

作为靶向药物递送和控制药物释放的载体，均

具有较好的应用前景 [9-10]。在军工、环境等领

域，通过将蜘蛛丝缠绕在锥形单模光纤上并将

链霉亲和素-生物素与蜘蛛丝结合来进行磁场

感应[11]。同时，在我国的芯片制造领域，利用

重组蛛丝蛋白制备了具有高机械强度的光刻

胶，突破了传统材料的限制，实现了超高精度

(≤100 nm) 3-D 电子束光刻技术(3-D electron 
beam lithography)，推动我国芯片制造技术向前

迈进一大步[12]。本文旨在对蛛丝蛋白的特征基

序与其结构、自组装及纺丝性能、高效异源表

达等方面的相关性进行系统阐述，为重组蛛丝
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蛋白特征序列的设计优化、重组蛛丝蛋白的高

效合成提供参考。 

1  蛛丝蛋白结构特征与分类 
蛛丝蛋白是一类富有结构和功能多样性且

极具自组装能力的天然高分子蛋白质。目前研

究较为深入的蛛丝蛋白主要源于棒络新妇蜘蛛

(Nephila clavipes)，该属蜘蛛的 7 个产丝腺体可

分别生产 7 种不同性能的蛛丝，包括主壶腹腺

丝、次壶腹腺丝、鞭毛状腺丝、胶状腺丝、葡

萄状腺丝、管状腺丝和聚合状腺丝(图 1)[13]。每

种腺丝均由独特的蛛丝蛋白组成 [1]，本文对这 
7 种蛛丝蛋白进行了总结概括(表 1)。通常蛛丝

蛋白由 3 个部分组成，包括较为保守的 N 末端

(N terminal, NT)非重复区、C 末端(C terminal, 
CT)非重复区以及具有高度特异性的重复核心

区。近期有研究发现，N/CT 与蛛丝蛋白的自组

装相关，并对纺丝过程中构象的转变起着主导

作用[26-27]。而重复核心区主要与蛛丝蛋白的纺

丝性能直接相关，不同类型的腺丝之间的重复

核心区显示出很大的差异性，导致纺丝性能差

异显著[28]。 
主壶腹腺丝(major ampullate spider silk)是

蜘蛛的牵引丝，在蛛网上以辐射状展开(图 1)，
用于承受蛛网本身的张力和猎物冲击力，具有

动物纤维中最高的抗拉伸强度，是研究者主要

关注的一类腺丝。主壶腹腺丝主要由主壶腹腺

丝蛋白(major ampullate spidroin, MaSp)组成，

MaSp 中富含丙氨酸和甘氨酸，含量可达约 50%，

主要来源于 MaSp 重复核心区中的 2 种特征基

序，即寡聚丙氨酸(A)n (n=4−12)基序以及富含

甘氨酸的 GGX/GPGXX/GPGPX (X=Y、L 或 Q)
基序[29]。寡聚丙氨酸基序在腺丝中主要形成反

平行 β-折叠，是腺丝 β-折叠微晶结构域的分子

基础，也是蛛丝蛋白纤维具有高抗拉伸强度的

关键因素[30]，因此该结构对应的区域称为微晶

区。而富含甘氨酸的特征基序主要形成 β-转角、

β-螺旋、310 螺旋或无规则卷曲，与主壶腹腺丝

的弹性、韧性及高延展性的形成相关，该结构

区域称为柔性区；MaSp 的重复单元由微晶 

 

 
 
图 1  七种类型蜘蛛丝的示意图及其在蜘蛛网中的作用[13] 
Figure 1  Schematic diagrams of the seven types of spider silk and their roles in spider webs[13]. 
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表 1  不同种类重组蛛丝蛋白的异源表达 
Table 1  Heterologous expression of different species of recombinant spider silk proteins 
Protein 
types 

Species Host Molecular 
weight (kDa) 

Yield 
(mg/L) 

Expression strategy References 

MiSp Araneus 
ventricosus 

Pichia pastoris 
(GS115) 

26.6  25.3 Novel expression host  
(P. pastoris strain GS115) 

[14] 

MaSp1 Nephila clavipes Saccharomyces 
cerevisiae 
(GM103) 

94 450 S. cerevisiae (GM103), low 
temperature induced exprekossion 

[15] 

MaSp1 Nephila clavipes E. coli 
BL21(DE3) 

100.7−284.9 500−2 700 Metabolic engineering modification 
(co-expression of key enzymes 
encoding tRNAgly synthesis) 

[16] 

MaSp1 Nephila clavipes E. coli 
((NEB10β)) 

282−556 1 240−2 000 Gene optimization, 
transcriptional-translational 
regulation optimization, fusion 
expression (fusion tag+breakage of 
intrinsic peptide) 

[17] 

MaSp1 Euprosthenops 
australis 

E. coli 
BL21(DE3) 

33 14 500 Chimeric arachnidins 
(NT-MaSp1-CT) (NT from MaSp1, 
CT from MiSp), soluble expression, 
high density fermentation 

[18] 

MaSp2 Trichonephila 
clavipes 

E. coli 
BL21(DE3) 

201 3 600 Metabolic engineering modification 
(co-expression of key enzymes 
encoding tRNAgly synthesis); high 
density fermentation 

[19] 

MaSp1 Euprosthenops 
australis 

E. coli 
BL21(DE3) 

41.8 30 Chimeric arachnidins 
(NT-MaSp1-CT), fusion tag 

[20] 

MaSp1s Cyrtophora 
moluccensis/Latro
dectus hesperus 

E. coli 
BL21(DE3) 

42.7 300−400 Chimeric arachnidins 
NT-MaSp1s-CT (N/CT from 
MaSp1) 

[21] 

AcSp1 Araneus 
ventricosus 

E. coli 
BL21(DE3) 

84.7−103.1 35−60 Chimeric arachnidins 
(NT-AcSp1-CT) (NT from MaSp1, 
CT from MiSp) 

[22] 

PySp1 Araneus 
ventricosus 

E. coli 
BL21(DE3) 

20.8−92.4 − Chimeric arachnidins 
(NT-PySp-CT) (N/CT from MiSp) 

[23] 

TuSp1 Araneus 
ventricosus 

E. coli 
BL21(DE3) 

45 70 Optimization of 
transcription-translation regulation 

[24] 

Flag/ 
MaSp1 

Araneus 
ventricosus 

E. coli  
BL21(DE3) 

28.7 173 Chimeric arachnidins 
(NT(MaSp1)+Flag+CT(Masp1)) 

[25] 

–: Yield is not mentioned in the references. 
 
 

区和柔性区共同组成，由于其数量通常多达数百

个，因此 MaSp 的分子量一般高达 200−350 kDa[31]。 
不同蜘蛛来源的 MaSp 呈现出特征基序的

多样性，例如，来源于 N. clavipes 蜘蛛的主壶

腹腺丝中主要为 MaSp1，其重复核心区的重复

单元由典型的聚丙氨酸(A)n (n=4−12)基序以及

几个 GGX (X=Y、L 或 Q)基序组成，GGX 基序

在腺丝中主要以 310 螺旋的形式存在，有利于腺
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丝高延展性的形成 [32]。而来源于金丝网蛛

(Trichonephila clavipes)的主壶腹腺丝，其中的

MaSp2 在重复核心区含有一种独特的 GPGXX 
(X=Y、L 或 Q)基序，脯氨酸的存在促进了 β-转
角的形成，这与该腺丝的高度弹性相关[33]。黑

寡妇蜘蛛 (Latrodectus hesperus)的主壶腹腺丝

中含有一种独特的蛋白 MaSp3[34]，MaSp3 重复

核心区中典型的寡聚丙氨酸(A)n 和甘氨酸基序

含量较少，但极性氨基酸的比例 (约 35%)是
MaSp1 (约 16.5%)的两倍，其中丝氨酸(10%)和
苏氨酸(6%)的差异较为显著[35]，而极性氨基酸

侧链的氢键相互作用被认为与腺丝的高韧性相

关[24]。达尔文树皮蜘蛛(Caerostris darwini)的主

壶腹腺丝具备极高的韧性(350 MJ/m3)和抗拉伸

强度(1.6 GPa)，其含有的主壶腹腺丝蛋白 MaSp4
具备全新序列特征，微晶区以 VSVVS (T\A) VS
基序为主，不存在聚丙氨酸(A)n 基序，由于序

列中特定氨基酸含量较低，被认为是一种易于

异源表达的蛋白 [36]。此外，摩鹿加云斑蛛

(Cyrtophora moluccensis)的主壶腹腺丝由一种

低分子量蛋白组成，故被称为 MaSp1s (MaSp1 
short)，MaSp1s 重复核心区中仅含 191 个氨基

酸，且缺乏通常的重复特征和典型的特征基序，

有较短的寡聚丙氨酸(A)n (n=3−4)基序和少量

GGX 短肽基序，但是富含带电氨基酸残基(占
10%以上)，如天冬氨酸、精氨酸、谷氨酸以及

组氨酸等，MaSp1s 形成的蛋白纤维显示了优良

的抗拉伸强度等机械性能[37]，MaSp1s 的发现大

大颠覆了人们对于主壶腹腺丝蛋白特征序列及

大分子结构-功能的认知。 
次壶腹腺丝(major ampullate spidroin, MaSp)

呈圆圈状附着于主壶腹腺丝(图 1)，主要用于包

裹猎物并稳定蛛网，它由次壶腹腺丝蛋白(major 
ampullate spidroin, MaSp)组成，具有良好的力

学强度和延展性。MiSp 重复核心区中主要为寡

聚丙氨酸基序，典型特征是该基序两侧常被

(GA)n基序包围[38]。大腹圆蛛(Araneus ventricosus)
蜘蛛的 MiSp 重复核心区的特征基序除了寡聚

丙氨酸(A)n 外，还包含 GX (X=A、Q、I、V、E、

S 和 D)，GGX (X=A、S、V、E、Y)和 GGGX (X=Y、

A)等基序[28]。在二级结构上，MiSp 较易形成 β-折
叠和 310 螺旋结构，与主壶腹腺丝相比，次壶腹

腺丝在拉伸时易产生不可逆变形，所以抗拉伸

强度与杨氏模量略低，特点是延展性较高[39]。 
鞭毛状腺丝(flagelliform spider silk)处于蛛

网的正中，主要用作蛛网上横丝的轴心丝(图 1)，
能够防止猎物挣脱蛛网，拥有很好的弹性与延

展性，能够拉伸至其自身长度的 2 倍[40]，主要

由鞭毛状腺丝蛋白(flagelliform spidrion, Flag)
组成；N. clavipes 蜘蛛的 Flag 重复核心区中不

含有典型的寡聚丙氨酸基序，其主要特征基序

为 GPGXX (X=A、S、V、Y)、GGX (X=A、S、
V、Y、T)基序以及多个带电荷亲水性氨基酸的

高度保守间隔区，形成的蛋白二级结构主要为

无规则卷曲，这可能与鞭毛状腺丝的延展性与

超收缩性相关[33]。 
胶性腺丝(pyiform spider silk)是具有黏性

的蛋白纤维，被认为是蜘蛛网中不同腺丝间的

连接材料，由胶性腺丝蛋白(pyiform spidroin, 
PySp)组成；银蜘蛛(Argiope argentata 的 PySp
重复核心区中主要含有短肽 PXPXP 基序，该基

序中富含酸碱性和极性氨基酸，如谷氨酸、赖

氨酸、精氨酸和谷氨酰胺，谷氨酰胺的存在被

证明有利于 PySp 自组装形成胶性腺丝[41]；PySp
二级结构中富含 α-螺旋(>50%)，这与该腺丝的

黏性密切相关[42]。 
葡萄状腺丝(aciniform spider silk)主要用于

蜘蛛猎物的包裹，是蛛丝当中韧性最强的腺丝，

在外力的作用下不容易发生形变，主要由葡萄

状腺丝蛋白 (aciniform spidroin, AcSp)组成，
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AcSp 与其他蛛丝蛋白的同源性较低，缺乏重复

核心区中常见的富含甘氨酸的 GGX/GPGXX/ 
GPGPX (X=Y、L 或 Q)特征基序[43]；A. ventricosus
的 AcSp，其重复核心区的特征基序为寡聚丙氨

酸 A2、寡聚丝氨酸 S2−5 以及高比例的甘氨酸

(14.5%)和丝氨酸(18.0%)，结构中无规卷曲的含

量较低，主要以 β-折叠为主[44]，可能与葡萄状

腺丝出色的韧性密切相关[45]。 
管状腺丝也称包卵丝 (tubuliform spider 

silk)，主要功能是制作卵囊、保护蛛卵，在所

有蛛丝中硬度最高，由包卵丝蛋白(tubuliform 
spidroin, TuSp)组成，重复核心区含(A)n、(T)n、

(S)n、SQ 和 GX (X 代表 N、F、T、L、I 等氨基

酸)等特征基序，其中富含的谷氨酰胺和丝氨酸残

基散布于寡聚丙氨酸(A)n 基序附近，促进 β-折叠

结构的形成。如悦目金蛛(Argiope amoena) TuSp
的部分重复基序为 AAA-SQAASS，相较于主壶

腹丝蛋白中寡聚丙氨酸基序所形成的 β-折叠的

层间距更大，因此 TuSp 所形成的 β-折叠二级结

构易发生变形扭曲，导致抗拉伸强度较低[46]。此

外，TuSp 重复核心区中富含极性氨基酸，使得

TuSp 整体结构中离子含量上升，这可能是管状

腺丝耐受外界湿度变化并且具备较强耐腐蚀性

的原因之一[47]。 
聚合状腺丝(aggregate spider silk)由聚合状

腺黏液(aggregate spider glue, ASG)组成，鞭毛

状腺丝将捕获猎物的力量传递给轴向纤维，而

ASG 的黏性能够阻碍猎物从网中逃脱。来源于

N. clavipes 蜘蛛的聚合状腺粘液主要由蛛丝蛋

白 ASG1 和 ASG2 组成。ASG1 的重复核心区中

富含谷氨酸、苏氨酸和脯氨酸。而 ASG2 的重

复核心区中富含丝氨酸、甘氨酸和缬氨酸。较

多的极性氨基酸组成能够促进蛋白分子内的相

互作用，从而形成稳定的 β-折叠结构，这可能

与 ASG1 和 ASG2 形成的二级结构中 α-螺旋含

量极低有关[48]。 

2  重组蛛丝蛋白在不同宿主中

的表达 

由于蜘蛛是残食性节肢动物，无法像家蚕

一样大规模饲养，因此异源表达成为大量获取

蛛丝的唯一途径。研究者在剖析蛛丝蛋白的序

列基序及结构特征的基础上，从表达宿主的选

择与改造、蛛丝蛋白基序的设计到各种表达策

略等方面开展了全方位的探索性研究，以下按

照宿主分类对蛛丝蛋白生物合成相关进展进行

阐述。 

2.1  蛛丝蛋白在家蚕细胞中的表达 
由于家蚕体内的表达环境与蜘蛛较为接

近，可直接将重组蛛丝蛋白混杂在蚕丝中进行

表达，因此家蚕是目前蛛丝蛋白异源表达研究

较多的宿主之一。Nakagaki 等[49]利用新开发的家

蚕重组杆状病毒(Bombyx mori nucleolyhedrovirus, 
BmNPV)在家蚕幼虫中表达鞭毛状蛋白，将重

组杆状病毒(rBacmid/BmNPV/Flag)皮下注射入

幼虫体内。与对照组相比，Bac-toBac/BmNPV
杆状病毒表达系统可有效地在家蚕体内表达目

的基因，与传统的同源重组方法相比，重组杆

状病毒的产生仅需 7−10 d。Lewis 等[50]报道了在

家蚕幼虫体内表达重组蛛丝蛋白，每个幼虫体内

蛛丝蛋白产量为 6 mg，研究者认为较低产量与所

表达重组蛛丝蛋白较低的溶解度有关。Xu 等[51]

利用转录激活因子样效应核酸酶 (transcription 
activator-like effector nucleases, TALEN)策略，

将蚕丝蛋白重链基因替换为 MaSp1 基因(1.6 kb)，
转化后的蚕茧壳中含有高达 35.2%的 MaSp1 蛋

白。Lewis 团队[52]相继报道了利用 CRISPR/Cas9
定点启动策略成功地将蜘蛛丝蛋白 MaSp 和

MiSp 基因整合到家蚕丝素基因组重链或轻链
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(FibH 或 FiBL)的内含子中，这种策略获得了含

有近 20%蛛丝蛋白的混合蚕丝，该混合蛛蚕丝

的纤维强度接近于天然蛛丝 (1.2 GPa)的抗张

强度；经过 25 代的连续追踪，遗传基本稳定，

解决了一直以来外源基因在家蚕宿主中遗传不

稳定的问题。然而混合丝中蛛丝蛋白与蚕丝蛋白

浑然一体，无法分离获取真正意义上的蛛丝蛋

白，从而制约了一些特殊材料的开发与应用。 

2.2  蛛丝蛋白在植物细胞中的表达 
由于整合在植物染色体中的蛛丝蛋白基因

不易丢失，研究人员对植物宿主也进行了探究。

Hauptmann 小组[53-54]在不同植物中进行蛛丝蛋白

的表达，如在马铃薯种子中实现了 Flag (分子量

460 kDa)蛛丝蛋白的表达，产量约为 190 mg/kg；
在烟草叶片中表达了 Flag (分子量 250 kDa)蛛丝

蛋白，产量约为 36 mg/kg。虽然植物宿主为表

达大分子量蛛丝蛋白提供了有效工具，但其产

量较低并且重组蛋白难分离，用于生产大量的

蛛丝蛋白尚难实现[55]。 

2.3  蛛丝蛋白在哺乳动物细胞中的表达 
哺乳动物细胞具有表达大片段基因的潜

力，并且能够直接分泌表达蛋白，理论上可作

为蛛丝蛋白的高效表达宿主。Xu 等[56]在转基因

小鼠中克隆了 6 倍体的来自 N. clavipes 蜘蛛的

MaSp1 与 MaSp2 基因，最终通过小鼠的乳腺表

达出 40 kDa、11.7 mg/L 的重组蛛丝蛋白，然而，

由于在转基因过程中“位置效应”的影响，即目

的基因插入小鼠基因组中的不同位置从而产生

的不同的蛋白，获得的重组蛛丝蛋白分子量大

小不均一。Lewis 等[57]在转基因山羊中克隆了

N. clavipes 蜘蛛的 MaSp1 与 MaSp2 基因，并在

山羊奶中提取出分子量为 65 kDa的重组蛛丝蛋

白，经过纺丝后拉伸处理使得纺丝性能获得了

一定的提升，抗拉伸强度达到 200 MPa，但相

较于主壶腹腺丝(1.5 GPa)仍然较低。 

2.4  蛛丝蛋白在微生物细胞中的表达 
2.4.1  酵母 

酵母是一种真核表达宿主，相比于原核细

菌，可表达分子量更大的异源蛋白，不易发生翻

译过早终止的情况。杨子江等[14]成功构建了酵母

表达株 GS115，实现了在酵母中对 A. ventricosus

蜘蛛的 MiSp 部分重复序列的表达，优化后产

量达到 3.5−7.0 mg/L。Sidoruk 等[15]报道了利用

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)获得了重组

蛛丝蛋白(94 kDa)，通过发酵条件的优化，产量

达到 450 mg/L。虽然现阶段酵母宿主表达的产

量较高，但由于利用酵母进行转化时存在基因

重组现象，最终导致产生丝蛋白的分子量不一

致，难以形成稳定均一的蛛丝蛋白[58]。 
2.4.2  沙门氏菌 

Widmaier 等[59]利用鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 

Typhimurium)的Ⅲ型分泌系统(T3SS)来控制其

表达分泌蛋白，实现了来自 A.ventricosus 蜘蛛

的 3 种不同类型的主壶腹腺丝蛋白 ADF-1、ADF-2

以及 ADF-3 的分泌表达，简化了纯化步骤，最

终获得分子量为 25−56 kDa 的蛛丝蛋白，产量

为 14 mg/L。由于沙门氏菌产量过低，难以满足

工业化生产的需求，因此该平台有待进一步开

发完善。 
2.4.3  大肠杆菌 

大肠杆菌(Escherichia coli)遗传背景清晰、

操作简单，具有较短的生产周期和较低的生产

成本，因而广泛用于蛛丝蛋白表达系统的研

究[2]。早在 1996 年，Lewis 等[60]就使用大肠杆

菌作为底盘细胞表达出重组蛛丝蛋白，他们选

用来自天然蛛丝蛋白 MaSp2 的重复序列的关键

蛋白序列进行异源表达，获得了不同分子量

(31−112 kDa)的重复序列蛋白，蛛丝蛋白表达量

在 2−10 mg/L。2010 年，Xia 等[16]首次实现了在

大肠杆菌中高分子量重组蛛丝蛋白 MaSp1 
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(284.9 kDa)的表达，并通过高密度发酵将产量

提升至 2.7 g/L。2018 年，Zhang 等[17]利用分子

连接策略在大肠杆菌中获得了的 192 倍体嵌合

体 MaSp1 (550 kDa)蛛丝蛋白(迄今为止分子量

最大的人工合成重组蛛丝蛋白)。2021 年，Rising
等[18]通过高密度发酵在大肠杆菌中获得了高达

14.5 g/L 的重组嵌合蛛丝蛋白，是目前报道的最

高水平。因此，大肠杆菌作为现阶段具有较大

潜力的重组蛛丝蛋白异源表达平台，有希望实

现蛛丝蛋白的工业化生产。以下针对一系列重

组蛛丝蛋白在大肠杆菌中的异源表达策略进行

了总结(表 1)。 

3  蛛丝蛋白在大肠杆菌中的表

达策略 
3.1  提升蛛丝蛋白基因稳定性 

在提升大片段高 GC 含量蛛丝蛋白基因的

稳定转录方面，Fahnestock 等[61]设计了一系列

重组蛛丝蛋白，通过密码子优化，降低稀有密

码子的使用量，可以有效缓解重组蛛丝蛋白的

截短表达问题，以获得全长蛋白；实现了重组

蛛丝蛋白 8 倍体(65 kDa)和 16 倍体(163 kDa)的
DP-1B (MaSp1)和 DP-2A (MaSp2)在大肠杆菌

中的表达，产量分别为 300 mg/L 和 133 mg/L。

Chilkoti 等[62]报道了一种密码子扰乱算法，该算

法利用相同氨基酸密码子的冗余性，实现了通

过 PCR 合成基于高度重复蛋白的同义基因序

列，并证明该方法适用于在大肠杆菌中的重组

表达高度重复序列，如重组蛛丝蛋白 ADF-1 序

列，多聚丙氨酸 [AAAQAAQAQAAAEAAAQ 
AAQAQ]6 序列以及具有高 β-sheet 形成倾向的

[AGAGAGPEG]10 序列等高度重复蛋白均能够

在大肠杆菌中获得较好的表达。 
由于蛛丝蛋白基因的高度重复性，其质粒

DNA 的复制、转录和翻译给细胞造成极高的代

谢压力，从而导致质粒易丢失，这被认为是造

成表达量下降的重要原因。Bhattacharyya 等[2]

发现在高密度培养条件下，抗生素的选择压力

对于维持蛛丝蛋白基因稳定性具有重要作用，

实验结果表明，通过在诱导菌体表达蛋白时保

持高浓度的抗生素，将重组蛛丝蛋白质粒维持

在较高的水平，最终使重组蛛丝蛋白的产量得

到显著提高。Xia 团队[19]报道了一种低温诱导

大肠杆菌高效表达蛛丝蛋白的方法，该研究表

明低温诱导能够降低细胞代谢，降低蛋白合成

速度并促进有效折叠，同时显著改善重组细菌

细胞中的质粒维持水平。最终通过 16 ℃的低温

诱导大大提高了 MaSp2 的可溶性表达，通过高

密度发酵培养获得了产量为 3.6 g/L 的大分子量

的 MaSp2 (201.6 kDa)。 

3.2  提升蛛丝蛋白溶解性 
天然蛛丝蛋白由于 β-折叠含量较高，通常

在微生物中以不溶性包涵体沉淀表达，后续纺

丝过程需要将包涵体用酸性有机试剂预处理为

纺丝原液。虽然重组蛛丝蛋白能够溶解于六氟

异丙醇、异丙醇、甲酸等有机溶剂，但是溶解

度仍远低于蛛丝蛋白在天然纺丝原液中的溶解

度(30%–50%，质量体积分数)，并且有机溶剂

可能使其在生物医学领域的开发具有一定的危

险性。Kaplan 等[63-64]通过在寡聚丙氨酸序列两

侧任意位置添加蛋氨酸残基充当氧化还原的

“触发器”，控制蛛丝蛋白的溶解度。甲硫氨酸

在氧化状态时，侧链形成较大且亲水的亚砜形

式，破坏 β-折叠的形成使溶解度上升；而在还

原状态下，甲硫氨酸侧链的影响减小，β-折叠

结构得以恢复。最终获得了溶解度极高的 8 倍

体MaSp1 (在Tris-HCl溶液中的溶解性40%−50%，

质量体积分数)。 
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由 于 谷 氨 酸 棒 杆 菌 (Corynebacterium 
glutamicum)已发现的 sec 和 tat 途径能够有效地

将异源蛋白进行分泌表达，同时很少将内源蛋

白质分泌到细胞外培养基中，因此有利于简化

纯化过程并获得高纯度的高溶解性蛛丝蛋白。

Xia团队[65]通过对谷氨酸棒杆菌中 sec途径依赖

型信号肽进行筛选，获得了能够使重组蛛丝蛋

白高效分泌的信号肽，并在此基础上对谷氨酸棒

杆菌的细胞壁合成与基因重组酶相关基因进行

了改造，进一步提高了细胞的易透过性和外源基

因的遗传稳定性。最终利用高密度发酵获得了产

量为 2.2 g/L、蛋白分子量为 43.36 kDa 的 MaSp1
重组蛛丝蛋白。该蛋白在 pH 为 4.0 的水溶液中

能够制备 66%的高浓度溶液，具有较强的溶解

性，并且纺丝成纤维的韧性可达 70 MJ/m3。 
Heidebrecht 等 [66]通过设计嵌合体蛛丝蛋

白，实现了重组蛛丝蛋白在大肠杆菌中的可溶

性表达，以 Araneus diadematus 来源的 ADF-3
与 ADF-4 序列为基础，构建了嵌合体蛛丝蛋白

(48−134 kDa)，得益于 ADF-3 序列的高度亲水

性，高分子量嵌合蛛丝蛋白在盐溶液(300 mmol/L 
NaCl，20 mmol/L Tris-HCl)中的可溶性(15%−20%，

质量体积分数)显著提升。Andersson 等[67]将蛛

丝蛋白的 2 个重复单元 (来源 Euprosthenops 
australis 的 MaSp1)嵌入具有 pH 响应性的 NT 
(来源 E. australis 的 MaSp1)以及具有高度可溶

性的 CT 中(来源 A. ventricosus 的 MiSp)，构建

出一种低分子量嵌合体蛛丝蛋白(33 kDa)。该嵌

合体蛛丝蛋白在大肠杆菌中获得了较高的表达

量(100 mg/L)，并且具有高度溶解性(在 Tris-HCl
溶液中的溶解性>50%，质量体积分数)，能够

在水溶液中维持长达数月的可溶状态(可浓缩

至 500 mg/mL)。此外，该蛋白还能够在水溶液

中而非有机溶剂中进行人工拉丝，获得了高力

学性能的重组蜘蛛丝，后续通过高密度发酵[18]

进一步将该低分子量嵌合体蛛丝蛋白的产量提

升至 14.5 g/L 的水平。 

3.3  代谢工程改造与融合表达 
早期的研究表明在利用大肠杆菌表达高甘

氨酸含量的重组蛛丝蛋白时，由于 tRNA 的不

足导致翻译过早地结束，往往只能获得对应蛛

丝蛋白的截短体，且产量在 100 mg/mL 以下[64]，

完整蛛丝蛋白的异源表达以及产量受到限制。

Xia 等[16]通过代谢工程改造上调了大肠杆菌细

胞中甘氨酰-tRNA 的含量，显著提高了翻译效

率，实现了 96 倍体 N. clavipes 蜘蛛来源的 MaSp1 
(284.9 kDa)在大肠杆菌中的高效表达，高密度

发酵后蛋白表达量达到 2.7 g/L，纺丝后的蛋白

纤维具有与天然蛛丝相当的力学性能。Cao 等[68]

通过同样的方法获得了高分子量蛛丝蛋白

MaSp2 (110 kDa)。 
上调甘氨酰-tRNA 的代谢工程改造已被广

泛用于高分子量蛛丝蛋白的高效表达，Zhang
等[17]在此基础上，分别在两批次的 96 倍体蛛丝

蛋白的 N 端和 C 端融合表达内含肽(split inteins) 
(构建方式如图 2 所示)，最终获得了的 192 倍体

嵌合体 MaSp1 (550 kDa)蛛丝蛋白。内含肽是   
一段自加工结构域，当融合到单独表达的蛋白

中时，能够催化自发剪接反应，通过肽键将其

融合蛋白共价连接，并在连接位点仅留下少量

残基(≤6 个)。实验结果表明，上调氨酰-tRNA
后 192 倍体 MaSp1 表达量达到约 2.0 g/L。该研

究结合代谢工程与融合表达内含肽的策略，设

计出具有聚合功能的重组蛛丝蛋白，该策略有

望应用于其他高分子量蛋白的高效表达中。 

4  重组蛛丝蛋白序列设计 
尽管重组蛛丝蛋白的异源表达甚至高密度

发酵等问题得到了一定的解决，但是目前重组

蛛丝依然难以复刻天然蛛丝的力学性能，并且 
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图 2  192 倍体嵌合体 MaSp1 重组蛛丝蛋白构建示意图[17]   a：N clavipes 拖丝蛋白 MaSp1 的高重复

核心(如图所示为简化一致的肽序列)被还原为单个重复单元(1-mer). 请注意，“-mer”通常指小分子或单

个氨基酸，这里的缩写是指构成较大蜘蛛蛋白重复单元的 35 个氨基酸肽. b：将 1-mer DNA 序列与 5′ 
UTR、RBS、分裂内链(SI)和终止序列在计算机上组合，然后对其进行计算优化，用于微生物生产. c：优

化的 DNA 序列在称为 SI-Bricks 的标准化 DNA 部分组装系统的框架内组装，以产生互补的 IntC 或 intN

融合的 96-mer 结构. d：构建质粒转入大肠杆菌进行生物生产. e：将细胞培养物混合并裂解，以启动 si
介导的 96 聚合物蜘蛛蛋白共价连接，产生 192 聚合物，556 kDa 的产物. f：将连接后的产物提纯并纺

成纤维进行力学测试. 比例尺表示 5 μm 
Figure 2  Schematic diagram showing the construction of the 192-fold chimeric MaSp1 recombinant 
arachnid protein[17]. a: The highly repetitive core of natural N. clavipes dragline silk protein MaSp1 (shown 
as a simplified consensus peptide sequence) was reduced to a single repeat unit (1-mer). Note, while “-mer” 
often refers to a small molecule or individual amino acid, the abbreviation here refers to the 35 amino acid 
peptide that constitutes the repeating unit of the larger spidroin. b: The 1-mer DNA sequence was combined 
in silico with 5′ UTR, RBS, split intein (SI), and terminator sequences, which were then computationally 
optimized for microbial production. c: The optimized DNA sequences were assembled within the framework 
of a standardized DNA part assembly system termed SI-Bricks to yield complementary IntC- or IntN-fused 
96-mer constructs. d: Constructs were transformed to metabolically engineered E. coli for bioproduction. e: 
Cell cultures were mixed and lysed to initiate SI-mediated covalent ligation of 96-mer spidroins to yield a 
192-mer, 556 kDa product. f: The ligated product was purified and spun into fibers for mechanical testing. 
Scale bar indicates 5 μm. 
 
大分子量蛛丝蛋白的高效表达也有很大的局限

性，这进一步推动了对蛛丝蛋白的序列、结构

与纺丝性能之间的关系的探究。 
结构蛋白分子是创建多尺度组装的蛋白生

物材料的基本模块。通过蛋白质工程和基因编

辑工具对蛋白分子进行理性设计和优化，从而

易于异源表达并且提升蛋白材料的功能，已经

成为高性能蛋白材料合成发展的新趋势。多尺

度计算模拟为重组蛛丝蛋白设计提供了新思路

和新工具，随着蛋白质结构的认知、计算模拟
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和设计改造技术的快速发展，结合计算机模拟

实验使得蛋白质功能材料的精准设计成为可

能。在本课题组前期工作中，通过不同蜘蛛物

种来源的结构蛋白模块重组，获得了具有高力

学性能的重组蛛丝蛋白，并将其应用于糖尿病

伤口的智能管理[69]。本团队结合重组蛛丝蛋白

和聚氨酯(polyurethane, PU)复合材料微观结构

的优点，开发了具有高力学性能、高集成度的

智能伤口敷料，并在糖尿病小鼠模型的伤口恢

复中取得了较好的效果[70]。该工作突破了传统

蛛丝蛋白范畴，有望用于新一代仿生人造蜘蛛

丝材料的设计和应用于生物医学领域。 

4.1  聚丙氨酸基序形成的 β-折叠对纺丝性

能的影响 
随着对蛛丝蛋白特征基序和结构的深入研

究，发现多数天然蛛丝的微晶区是蛛丝纤维抗

拉伸强度的关键，微晶区中寡聚丙氨酸所形成

的反平行 β-折叠是由蛛丝蛋白重复核心区的寡

聚丙氨酸相互作用所致；有研究[71-72]利用副本交

换分子动力学模拟(replica exchange molecular 
dynamics, REMD)对蛛丝蛋白的二级结构进行

计算分析。将蛛丝蛋白的重复核心区域划分成

不同片段，以预测与天然蛛丝蛋白结构相关的

最稳定的结构状态。REMD 模拟了 N. clavipes
的主壶腹腺丝蛋白 MaSp1 构象的转变，通过创

建和分析测试蛛丝蛋白数据集合来选取数据特

征，集合包含了多种聚丙氨酸长度的来源于   
N. clavipes 蜘蛛的 MaSp1 序列，包括野生型。

通过 K 均值聚类方法获取每种情况下可能性最

大的天然结构，再通过用显性溶剂平衡优化二

级结构，通过对二级结构和二面角的分析，确

定聚丙氨酸长度对 β-折叠纳米晶体形成的影

响。结果表明，在蛛丝蛋白自组装的过程中，

形成的 β-折叠纳米晶体的长度取决于聚丙氨酸

区域的长度，而非侧链方向的宽度[73]。 

Keten 等[74]利用全原子动力学模拟(all-atom 
molecular dynamics, AAMD)辅助分析蛛丝中反

平行 β-折叠纳米晶体的机械性能，以及溶剂分

子如何影响 β-纳米晶体间的氢键[72]。通过沿 y
轴复制 β 链，建立了不同尺寸 β-纳米晶体的原

子结构，使用拉伸动力学模拟对它们的弯曲刚

度和破坏行为进行了模拟，发现尺寸为 3−4 nm
的 β-纳米晶体最有效地利用了氢键，并通过分

子粘滑变形帮助蜘蛛丝获得了更高的刚度、强

度和韧性。 
Graham 等 [73]利用分子动力学模拟进一步

准确地预测出形成 β-折叠晶体所需的临界聚丙

氨酸长度为 4 个聚丙氨酸，而要形成坚固的   
β-折叠晶体则至少需要 6 个丙氨酸，该发现已

被 Kaplan[75]的实验验证。同时，在天然蛛丝蛋

白中，一种低重复度聚丙氨酸序列也被发现，   
C. moluccensis 蜘蛛来源的 MaSp1s (MaSp1 
short)[21]，重复核心区缺乏通常的重复特征和典

型的序列基序，仅含有少量且较短的寡聚丙氨

酸(A)n (n=4−6)基序，通过将其与 L. hesperus 蜘

蛛的 N 端区与 C 端区嵌合成的 eMaSp1s，在大肠

杆菌中实现了高效异源表达，该重组蛛丝蛋白湿

纺纤维显示出较好的机械性能，在相同延伸率的

条件下，与相似分子量的 NT-MaSp1-CT 的重组

蛛丝蛋白湿纺纤维相比，显示出更高的强度

[(282±66) MPa]与更高的韧性[(144±44) MJ/m3]。 

4.2  淀粉样蛋白基序形成的空间拉链结构

对纺丝性能的影响 
受蛛丝蛋白中 β-折叠结构的启发，研究者

关注到一类具有高 β-折叠结构倾向性的淀粉样

蛋白。淀粉样蛋白通常能形成高度有序的反平

行 β-折叠片层，而相邻 β 片层之间又通过静电

相互作用、π-π 堆积或疏水效应进一步形成空间

拉链结构[76]，这赋予这些淀粉样纳米纤维非凡

的机械性能。类似地，天然蛛丝蛋白微晶区中
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的 2 个或多个 β-折叠片层之间也会形成紧密互

补的界面，从而促进微晶区的稳定性，增强腺

丝性能[77]。Kaplan 等[78]以 RNaseA 为模型系统，

用基于 NNQQNY 晶体结构的三维轮廓法对不

同六肽序列形成空间拉链构型的倾向性进行了

预测，最终通过实验证明空间拉链结构与氨基

酸在多肽中的排列顺序密切相关，并成功验证

了三维轮廓法预测多肽形成空间拉链结构倾向

性的准确性。 
Zhang 等[79]通过引入淀粉样多肽替代天然

蛛丝蛋白微晶区的聚丙氨酸基序，设计合成了

具有空间拉链构型的淀粉样嵌合蛛丝蛋白(构
建方法如图 3 所示)。含淀粉样多肽 FGAILSS
的 128 倍体嵌合蛛丝蛋白纺出的纤维丝的强度

达到约 0.98 GPa，韧性达约 161 MPa，展现出

比 相 同 分 子 量 重 组 蛛 丝 蛋 白 更 高 的 强 度

(2.8−3.4 倍)和韧性(1.5−2.6 倍)，纺丝后的重组

蛛丝中 β-微晶结构的含量(19.1%)高于重组蛛

丝纤维(4.2%)甚至天然蛛丝(18.3%)。此外，由

于该嵌合蛛丝蛋白微晶区的特定氨基酸含量大

大降低，使得表达量显著提高，蛋白含量可达

细胞干重的 16%−24%。这种对天然蛛丝蛋白关

键基序的设计与改造，实现蛛丝蛋白的成丝性

能与易表达性的双重优化，为人造蛛丝蛋白序

列的理性设计提供了新的思路。 
基于空间拉链构型的计算机预测，Arndt

等[80]通过引入自行设计的高空间拉链构型形成

倾向性的淀粉样六肽序列合成了人造迷你蛛丝

蛋白(设计原理如图 4 所示)，获得了抗拉强度更

高、韧性与天然牵引丝相当的人造蛛丝。他们

以 3 种具有高 β-折叠结构倾向性的氨基酸(异亮

氨酸、缬氨酸和苏氨酸)作为基本氨基酸，设计

了多组六肽序列，三维轮廓法预测显示这些序

列具有空间拉链构型，并且具有较强的成纤维

倾向性。利用所设计的六肽序列对可溶性重组

蛛丝蛋白微晶区的聚丙氨酸序列进行替换，在

大肠杆菌中表达出一种具有高成纤性能的迷

你蛛丝蛋白(A3I)3-A14，表达量为 9 g/L，同时

具有高度水溶性(30%−50%，质量体积分数)，
以较低分子量蛋白实现了与天然蛛丝相仿的性

能(韧性达到 150−200 MJ/m3)。该研究巧妙利用

了淀粉样多肽倾向形成空间拉链结构的特点，设

计出新型丝蛋白韧性模块，该策略有望应用于

其他含有空间拉链结构的蛋白序列。 

 

 
 
图 3  淀粉样嵌合蛛丝蛋白构建示意图[79]  
Figure 3  Schematic representation of constructing the amyloid chimeric arachnid protein[79]. 
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图 4  人造迷你蛛丝蛋白的设计原理[80]   A：A15-A14 和(A3I)3-A14 的 Rosetta 能量谱图柱状图表示移

动六肽的罗塞塔能量 (在每个六肽的第一个残基处表示 )，红色柱状图表示罗塞塔能量等于或低于 
‒23 kcal/mol (虚线). 绿条表示高于阈值的 Rosetta 能量，不太可能形成立体拉链 . B：条形图表示

A15-A14 和工程迷你蜘蛛中预测能量最低的六肽的 Rosetta 能. C：假设由 A15-A14 中的六肽 AAAAAA
和(A3I)3-A14 中的 AIAAI 组成的两个 β 片的拉链结构 
Figure 4  Principles for designing artificial miniature arachnid proteins[80]. A: Rosetta energy profiles of 
A15-A14 and (A3I)3-A14. Bars show Rosetta energies for moving hexapeptides (indicated at the first residue 
of each hexapeptide), red bars indicate Rosetta energies equal or below ‒23 kcal/mol (dashed line). Green bar 
indicate Rosetta energies above the threshold and are unlikely to form steric zippers. B: Bars indicate the 
Rosetta energy of the hexapeptide with the lowest predicted energy from A15-A14 and the engineered 
mini-spidroins. C: Hypothetical zipper structure of two β-sheets composed of hexapeptides AAAAAA from 
A15-A14 and AIAAI derived from (A3I)3-A14, respectively. 
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5  总结与展望 
现有研究证明天然蛛丝蛋白的序列与结构

的多样性在天然蛛丝上展现出不同的力学性

能，这为易表达与高性能重组蛛丝蛋白的设计

提供了无限的可能，蛛丝蛋白序列理性设计逐

渐开始建立。同时，通过基因工程、代谢工程

和发酵工程等策略的交叉融合为实现蛛丝蛋白

的高效异源表达提供强有力的支撑，可能使蜘

蛛丝蛋白的生产达到工业规模。 
天然蛛丝蛋白丰富的种类和结构特性对于

重组蛛丝蛋白的构建提供了序列设计上的灵活

性。目前，蛛丝蛋白功能材料的研究大多数局

限于同一种蜘蛛重复模块的叠加以提高蛛丝纤

维的功能。随着对各种多种蛛丝蛋白特征基序

的多变性、自组装能力及蛛丝性能的深入了解，

可设计出易表达和功能强化的高性能仿生蛛丝

蛋白；还能够根据不同功能材料的特殊需求，

实现以功能为导向的蛛丝蛋白的定向改造。如，

可以通过合理设计蛛丝蛋白微晶区与柔性区的

比例，获得具有一定抗拉强度和高延展性的重

组蛛丝蛋白材料，用于易形成伤口二次损伤的

糖尿病伤口敷料；或可以通过改良蛛丝蛋白中

微晶区序列的构成，以获得具有高抗拉强度材

料用于需要高强度的颈椎固定骨钉；还可以针

对蛛丝蛋白高甘氨酸含量的柔性区进行相似结

构序列的替换，设计出更加适合异源表达载体

高效表达的序列，使未来蛛丝蛋白的生产达到

工业化规模。 
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