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摘  要 : 丝蛋白生物材料具有优异的力学性能、良好的生物相容性及可降解性，在生物医学领域具有巨大

的应用潜力。现有丝蛋白生物材料在结构和功能方面的相关知识，为设计合成新型丝蛋白生物材料提供了

理论基础。此外，利用基因工程技术可将编码新肽或结构域的基因序列添加到编码丝蛋白的基因序列中，

以获得具有新功能的丝蛋白生物材料，并更好地满足现代生物医学的需求。文中总结了基因工程功能化的

丝蛋白生物材料在生物医学领域中的应用现状和发展前景。  
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Abstract:  Silk-based biomaterials are featured with excellent mechanical properties, good biocompatibility and 

biodegradability, which contribute to their potential applications in biomedical field. The current recognition of silk protein 
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materials in structure and function provides a basic theory for the transformation of silk protein into new types of biomaterials. 

In addition, exogenous sequences encoding new peptide or structural domain can be inserted into the maternal gene sequences 

encoding silk proteins through genetic engineering technology to synthesize novel silk-based biomaterials with unique 

functions. This review summarizes the current trend and development perspective of genetically engineered functional 

silk-based materials for biomedical applications. 

Keywords:  silk protein, biomaterials, functionalization, genetic engineering, biomedicine 

天然丝纤维具有极高的拉伸强度和延展性，

同时具有质轻的特点[1]。基于这种天然聚合物的

新型材料有许多潜在的应用。例如应用丝素蛋白

制备的防弹背心、多功能绳索、降落伞显示了良

好的应用前景[2-5]。因其卓越的生物相容性和生物

可降解性，丝蛋白材料在生物医学中的应用受到

了越来越多的关注。天然丝蛋白和重组丝蛋白可

以加工成各种形貌，如薄膜、海绵、无纺布垫、

水凝胶、支架、胶囊或球体[2,6]。应用丝蛋白材料

构建组织工程基质以及构建药物、核酸和蛋白质

载体系统被证明具有巨大潜力[2-3,5-7]。 

天然丝蛋白可以从不同的生物体中提取，蜘

蛛和蚕是最常见的天然丝蛋白源。天然蛛丝蛋白

因来源个体不同而材料性质存在差异[8]，此外在

蚕丝蛋白加工过程中需要去除丝胶蛋白，通常还

需要进一步的改性[9-11]。 

以上问题都可以通过基因工程的手段来解

决。通过基因重组技术可以个性化合成重组丝蛋

白，以解决丝蛋白的可及性问题。此外，通过添

加特定功能的基因片段可操纵氨基酸的组成，以

实现丝蛋白生物材料的功能化 (图 1)。这类改性

可以增强丝蛋白纤维的优异性能，并为进一步修 
 

 
 

图 1  丝蛋白的获取和功能化策略[11]  

Fig. 1  Strategy for silk protein acquisition and functionalization[11].  
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饰丝蛋白生物材料以实现应用个性化提供可能。

文中涵盖了基因工程功能化丝蛋白生物材料的应

用现状及其在生物医学领域的潜在应用。 

1  丝蛋白及其重组变体 

1.1  天然丝蛋白的主要来源 

最常用于生物医学应用研究的天然蛛丝蛋白

(Spidroins) 主要来自于络新妇属的金纺蜘蛛

Nephila clavipes 和圆蛛属的十字园蛛 Araneus 

diadematus[12]。络新妇属蜘蛛拖牵丝蛋白 MaSp1、

MaSp2 以及十字园蛛丝素蛋白 ADF4、ADF3 是具

有代表性的蜘蛛拖牵丝蛋白[13]。这些蛋白由富含

甘氨酸和丙氨酸的重复结构域组成[14-15]。富含丙

氨酸的 (A)n 或 (GA)n 基序形成 β-折叠构象，从

而提高蛛丝的强度；富含甘氨酸的基序易于形成

螺旋结构，赋予蛛丝优良的弹性。两个含甘氨酸

的 GGX 基序形成 31-螺旋，与含脯氨酸的 GPGXX

基序一同参与 β-转角螺旋的形成[14]。这些重复单

元的两端由非重复且保守的 N 端和 C 端构成，从

而控制丝蛋白的溶解度及牵引丝的形成[12,16-17]。

另一种表征较多的丝蛋白来自家蚕蚕茧的蚕丝蛋

白。家蚕生产出的丝纤维由两种丝蛋白组成：轻

链 (约 26 kDa) 和重链 (约 390 kDa)，并通过二

硫键连接。此外，糖蛋白 P25 以 1 6 6∶ ∶  (P25∶

重链∶轻链) 的比例通过非共价键与重-轻链复

合 物 连 接 。 重 链 的 核 心 区 域 有 大 段 重 复 的 

(GAGAGS)n 基序，这些基序形成的 β-折叠构象有

助于增加蚕丝纤维的强度[18]。 

1.2  重组丝蛋白的获取 

如上所述，蚕丝蛋白可从家蚕蚕茧中获得，

但蛛丝蛋白需要利用生物技术工艺生产。利用天

然 cDNA 在细菌中表达重组丝蛋白的方法是不可

行的[19]。蚕丝蛋白的大型结构及其片段重复的特

点容易导致翻译错误及包涵体中的蛋白积累，最

终导致丝蛋白的产量很低[19]。表达重组丝蛋白最

有效的策略是采用具有重复核酸片段的可编码丝

蛋白多聚体的合成基因。可以根据天然丝蛋白的

氨基酸序列，设计并合成出短单体模块[20]。利用

串联、逐步连接或递归定向连接的方法，可以得

到更大的多聚体结构[20-21]。合成出的生物工程丝

蛋白的编码基因可以在不同宿主中表达。目前，

生物工程重组丝蛋白已能够在细菌  (如大肠杆

菌)、酵母 (巴斯德毕赤酵母)、昆虫 (蚕幼虫)、

植物 (大豆、拟南芥、马铃薯、烟草)、哺乳动物

细胞系 (幼仓鼠肾 BHK 细胞系) 以及转基因动物

(小鼠、山羊) 中表达生成[22-27]。合成重组丝蛋白

的最常用的表达系统是细菌。生产过程简单、扩

增时间较短、成本低以及生产过程可规模化是细

菌表达系统的主要优势[21,28]。 

尽管通过合成基因生产重组丝蛋白的方法为

获取理想特性的丝蛋白材料提供了可能，但这种

方法仍需要改进。编码丝蛋白的基因序列在异源

宿主中的表达产量会受到其序列大小和高度重复

性片段的限制。为满足丝蛋白表达的需求，需对

宿主中核苷酸、tRNA、RNA 聚合酶和核糖体的

存量进行评估。已有报道指出可以通过工程化宿

主代谢途径来提高重组丝蛋白的产量和质量[28]。

Xia 等利用基因重组技术在大肠杆菌表达出来自

络新妇属的金纺蜘蛛的一个 284.9 kDa 大小的拖

牵丝蛋白，并成功将其纺成高强度的丝样纤维，

该纤维的机械性能可以与天然蛛丝媲美 [28]。此

外，在代谢组学、合成/系统生物学、数学和计算

模型方面的最新进展也有助于克服重组丝蛋白生

产过程中的问题[29]。 

除了蜘蛛和家蚕外，蜜蜂、蚂蚁和大黄蜂等

昆虫也能生产丝纤维。与蚕丝和蜘蛛丝不同，这

些物种的丝纤维不是由大段的重复性纤维蛋白组

成的，而是由 4 个小的非重复性卷曲蛋白组成，

编码这些蛋白的基因已被鉴定[30-31]。由于其大小

和结构的特点，卷曲螺旋丝更适合于异源宿主中
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的重组生产[32-33]。重组获得的丝蛋白可以通过自

组装形成原生卷曲螺旋结构并能够形成纤维[32]。

此外，由单一重组丝蛋白组装而成的纤维在结构

和功能上与由 4 个卷曲蛋白形成的天然丝相似[34]。

其简单的转基因生产方式和独特的结构性质使得

卷曲螺旋丝蛋白在开发用于生物医学的新材料方

面有潜在的应用价值。 

利用丝蛋白材料的结构和相应功能的信息，

可以设计出模仿天然丝蛋白特性的等价新材料[35]。

这种方法为精确控制丝蛋白特性提供了可能。丝

蛋白的分子量和氨基酸序列的改变以及基序位置

的变化可影响丝蛋白的性质，如二级结构组成、

溶解度、疏水性及电荷，这些反过来又会影响最

终材料的形态[36]。此外，最近的一项研究指出，

重组丝蛋白纯化的方法也会影响最终丝蛋白生物

材料的形态和性质[37]。此外，计算机建模有助于

生成具有可调特性的材料[38-39]。介观耗散粒子动

力学 (Dissipative particle dynamics，DPD) 模拟被

用于描述蚕丝蛋白作为多嵌段共聚物的粗粒度，

然后应用该模型得出控制丝蛋白纤维组装的加工

条件和设计参数，该模型得到了实验数据验证[38]。

模拟程序能够大大减少设计和表征丝蛋白新材料

所需的时间。 

除了直接控制材料特性之外，基因工程还能

够实现丝蛋白生物材料的功能化。编码其他肽链

或结构域的核酸序列可以融合进丝蛋白的编码序

列，这些新增的氨基酸序列可以赋予丝蛋白聚合

物更多理想的特性。在扩大丝蛋白生物材料在生

物医学领域的应用方面，基因工程起着至关重要

的作用。 

2  通过改变氨基酸序列实现丝蛋白生物材

料的功能化 

可以通过修饰丝蛋白的氨基酸序列来实现丝

蛋白生物材料的功能化。针对丝蛋白序列关键位

置上具有特定性质的侧链序列，添加或替换单个

或多个氨基酸可以实现对丝蛋白生物材料性质的

控制 (表 1)。 

2.1  修饰氨基酸序列可以控制丝蛋白的溶解度 

将 6-mer 丝蛋白 (基于络新妇属蜘蛛拖牵丝

蛋白 MaSp1) 的聚丙氨酸区域与甲硫氨酸侧接，

可以有效控制蚕丝的溶解度[40]。甲硫氨酸有触发

氧化还原的作用。β-折叠结构在还原态下形成，

而甲硫氨酸残基选择性氧化可以抑制 β-折叠结构

的形成，加大蛋白结构的体积并增加丝蛋白的亲

水性[40]。加强对溶解度的控制，能够防止丝蛋白

过早沉淀，从而大大提高丝蛋白材料的净化效率。

还可以利用这种方式来设计刺激响应性材料，使

其在刺激下从水相转变为固相。此外，与结晶度

高的丝素膜相比，结晶度较低的丝素膜能更有效

地结合带正电荷的药物[41-42]。通过操纵丝蛋白的

二级结构，可以控制丝蛋白生物材料与药物结合

和释放的特性及其可生物降解性[43-44]。 

2.2  修饰氨基酸序列可以改变丝蛋白的总电荷 

修饰氨基酸序列可导致重组丝蛋白的总电荷

发生变化。用带正电荷的氨基酸取代带负电荷的

氨基酸可以极大地增强细胞摄取丝蛋白载体的能

力。用赖氨酸取代重组丝蛋白 eADF4 (C16) (基于

十字园蛛丝素蛋白 ADF4) 中所有的谷氨酸残基

所得到的阳离子变体  (eADF4(κ16)) 形成的球

体，其内化速率与未修饰的 eADF4 (C16) 球体相

比显著增加[45]。在 eADF4 (C16) 的氨基酸序列中

插入半胱氨酸，可以引入一种新的分子结合位点[46]。

半胱氨酸残基上的巯基可与多种化合物如染料、

生物素或 β-半乳糖苷酶形成共价键[46]。并且，这

种修饰方法得到的丝蛋白可以用于合成具有多层

结构的多用途材料。 

2.3  修饰氨基酸序列可以控制丝蛋白的生成

和纯化 

通过氨基酸序列修饰的功能化不仅限于丝蛋 
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表 1  通过改变氨基酸序列实现丝蛋白生物材料的功能化 

Table 1  Functionalization of bioengineered silk by changing its amino acid sequence 
Functionalization Amino acid sequence Bioengineered silk/Origin References

Solubility control Polyalanine region 6-mer/MaSp1 N. clavipes [40] 

Aspartic acid NT/MaSp1 E. australis [47] 

Molecular binding Anionic side groups Fibroin/B. mori [41–42] 

Cysteine eADF4 (C16)/ADF4 A. diadematus [46] 

Faster degradation Glycine Heavy chain/B. mori [43–44] 

Enhanced cellular uptake Glutamine eADF4 (C16)/ADF4 A. diadematus [45] 

 

白的重复区域，其末端结构域也可以进行氨基酸

序列的修饰。非洲育儿网蛛 Euprosthenops australis

丝蛋白 MaSp1 N 末端结构域的双重突变体，可以

应用于重组丝蛋白的生成和纯化[47]。在 N 末端结

构域用赖氨酸替换 40 位天冬氨酸，并用天冬氨酸

取代 65 位赖氨酸，将其产生的突变体命名为

NT*。与野生型相比，NT*变体对 pH 不敏感，其

性质稳定并且溶解度极高。与其他常用的溶解性

标签相比，这种突变体使重组生成各种疏水和/

或聚集倾向性丝蛋白成为可能，且产量更高，通

过这种方法可以合成药学相关的重组丝蛋白并在

临床中应用。 

3  通过添加功能性肽实现丝蛋白生物材料

的功能化 

功能性肽由多个 (通常为 8–12 个) 氨基酸组

成并具有一定的性质，例如抗微生物活性、酶活

性、受体配体识别或与靶分子结合的特性。通过

基因工程的方法，可以将这些肽的编码序列引入

生物工程丝蛋白的编码序列中。这种简单的基因

修饰能够形成适用于药物递送和组织工程的功能

化丝蛋白材料。本文中论述的通过添加功能肽实

现丝蛋白生物材料功能化的实例见表 2。 

3.1  用于细胞靶向药物递送系统的丝蛋白材

料的功能化  

药物递送系统应通过减少药物与生物体之间

的不良相互作用，将治疗剂的不利影响降至最低。

使用载体包埋药物不仅是为了降低其毒性，还应

保护药物在递送过程中不被降解。递送系统的另

一个特性应该是在释放上载药物之前到达靶向器

官、组织或细胞。此外，用于药物输送的载体应

该是无毒并可生物降解的。未经修饰的基于丝蛋

白的药物递送系统只能解决上述提到的部分问

题。尽管有无毒和可生物降解的已知丝蛋白载体，

并且能够有效地保护其包埋的药剂免于降解[48-49]，

但是这些未经修饰的丝蛋白载体无法实现靶向递

送，并且其细胞内化的效率极低[49-50]。已被报道

的利用未经修饰的丝素蛋白载体的抗癌疗法，可

以递送小分子药物如阿霉素[51]、紫杉醇[52]、姜黄

素[53]或顺铂[54]，这些研究指出载体会因为高通透

性和滞留效应 (Enhanced permeability and retention，

EPR) 而沉积在肿瘤部位。 

通过将适当的功能性肽引入生物工程化丝蛋

白，可以有效改善丝蛋白载体的细胞内化效率。

添加聚赖氨酸 (KKKKKKKKKKKKKKK) 或聚

精氨酸片段 (RRRRRRRR) 显著增加了细胞对丝

蛋白球的摄取[45,49,55]。这些残基的正电荷还能够

通过与磷酸主链上的负电荷相互作用实现与核酸

的结合[46–47]。这些肽的插入不会影响 MS2 (基于

络新妇属蜘蛛拖牵丝蛋白 MaSp2) 和 6-mer 丝蛋

白 (基于络新妇属蜘蛛拖牵丝蛋白 MaSp1) 的自

组装能力，并且这些功能化丝蛋白能够形成与核

酸结合的球体或复合物[46-47]。与带正电荷的肽融

合的 6-mer 丝蛋白可应用于合成丝蛋白膜以递送 
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治疗性基因[55]。目前可用的病毒载体在体内应用

后可能产生副作用，而基于丝蛋白的基因递送系

统是较好的替代品[56]。 

为了进一步改善细胞内化，整合素结合基序及

各种细胞穿膜肽 (Cell-penetrating peptides，CPPs) 

已应用于生物工程化丝蛋白载体[7,45,48,57-58]。虽然

CPPs 能促进细胞内化作用，但其缺乏细胞特异

性。为了获得更高的选择性，可以将识别细胞表

面特定分子的肽与丝蛋白融合。肿瘤归巢肽

(Tumor-homing peptides，THPs)能够有效靶向肿瘤

微环境[59]，F3 肽 (KDEPQRRSARLSAKPAPPKP 

EPKPKKAPAKK) 能够特异性结合核仁素 (在血

管内皮细胞及一些肿瘤细胞表面上表达的分子)，

CGKRK 肽能够与肿瘤血管中存在的硫酸乙酰肝

素特异性结合[60]。这些肽都已成功地融合到聚赖

氨酸肽功能化的 6-mer 蛋白中[58]。CGKRK 肽和

F3 功能化丝/pDNA 复合物对 MDA-MB-435 黑素

瘤癌细胞及 MDA-MB-231 高转移性人乳腺癌细

胞 显 示 出 了 靶 向 特 异 性 ， 但 对 非 致 瘤 性 的

MCF10A 乳腺上皮细胞 (对照组) 则没有靶向特

异性[61]。在体外实验中，这两种复合物在测试的

癌细胞中的转染率显著高于对照细胞。Numata 等

合成了 pDNA 的纳米复合物以及一种工程化丝蛋

白单体  (1-mer) (基于络新妇属蜘蛛拖牵丝蛋白

MaSp1)，其经聚赖氨酸肽功能化可与核酸结合，

同时也具有 F3 或 Lyp1 肽的特性[58]。Lyp1 肽 

(CGNKRTRGC) 可靶向某些肿瘤的淋巴管[62]。与

未修饰的变体和非致瘤性乳腺上皮细胞相比，这

种功能化丝蛋白/pDNA 的纳米复合物在 MDA- 

MB-231 和 MDA-MB-435 细胞中也显示出更高的

转染率[58]。 

还有研究提出针对人表皮生长因子受体 2 

(Her2) 的丝蛋白修饰[50,63]。Her2 在 20%–30%的

浸润性乳腺癌中过度表达[64]。由 Her2 结合肽功

能化的重组 MS1 (基于络新妇属蜘蛛拖牵丝蛋白

MaSp1) 蛋白球在呈 Her2 阳性的 SKOV3 和

SKBR3 细胞系中有细胞内化现象，这与普通 MS1

蛋白球和 Her2 阴性细胞系对照组观察到的情形

相反[50]。两种肿瘤归巢肽的变体 H2.1 (MYWGDS 

HWLQYWYE) 和 H2.2 (LTVSPWY) 在不同的构

型 (在 N 和 C 末端融合) 情况下被评估。在 N 末

端具有 H2.1 或 H2.2 结合肽的变体显示出比 C 末

端变体更高的结合效率。此外，这些用于靶向递

送的肽不会损害丝蛋白自组装的能力，因此能够

成功生成球体。另外，载有模型药物多柔比星 

(Dox) 的功能化球体能够有效地将细胞毒性药物

递送到靶细胞中[50]。使用相同的肽 (H2.1 或 H2.2) 

对 MS2 功能化得到的球体与靶细胞的结合作用

明显低于 MS1 功能化丝蛋白球[63]。根据不同重量

比 (8 2∶ ) 混合功能化 MS1和 MS2 丝蛋白球与靶

细胞的结合水平与功能化 MS1 丝蛋白球相同，但

其物理化学性质有了显著的改善。此外，与功能

化 MS1 丝蛋白球相比，装载药物的功能化

MS1 MS2∶ 颗粒可以通过诱导相当低的非特异性

毒性而有效杀死靶细胞[63]。 

丝蛋白药物递送系统的替代策略涉及使用肿

瘤特异性配体，例如 CpG-siRNA 的核酸序列[49]。

由聚赖氨酸肽 KN (KKKKKKKKKKKKKKK) 功

能化的 MS2 丝蛋白球显示出 CpG-siRNA 的有效

加载。这些丝蛋白球保护其搭载物在血清中被降

解，使其内化进入靶细胞，并可持续性释放基于

siRNA 的治疗剂到细胞质中[49]。此外，工程化丝

蛋白球的封装改变了 CpG-STAT3siRNA 加工的动

力学，导致靶分子延迟并延长了 CpG-STAT3siRNA

的沉默[49]。在该策略中，特异靶向性由核酸 CpG

序列提供，并可以选择性地影响细胞对 Toll 样受

体 9 (Toll-like receptor 9，TLR9) 的表达。另外，

此系统可以通过加载不同的基于核酸的治疗剂

(靶向不同的细胞或沉默不同的基因)，扩展基于

丝蛋白核酸递送系统的潜在靶标。 
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3.2  具细胞粘附性的丝蛋白材料的功能化 

丝蛋白材料的生物相容性及独特的物理性质

使其在组织工程领域中非常有用。丝蛋白材料的功

能化有助于更好地满足再生医学的需求。整合素结

合基序 (如RGD) 的添加不仅可以介导丝蛋白药物

载体进入细胞的内化作用[45,57]，而且还能促进细胞

在丝蛋白基质上的粘附和增殖[65-67]。RGD 功能化的

生物工程丝蛋白比用 RGD 基序化学修饰的丝蛋白

在细胞粘附和增殖方面的表现更为突出[65]。其优势

在于其合成比化学偶联反应更容易、更快，另外化

学偶联反应还需要一些额外的步骤[65]。此外，化学

改性的丝蛋白还存在污染及副作用等潜在问题。 

Widhe 等分析了成纤维细胞、角质形成细胞、

内皮细胞和 Schwann 细胞对用整合素蛋白结合肽

如 RGD 或 IKVAV 功能化的生物工程 4RepCT 丝

蛋白 (基于育儿网蛛拖牵丝蛋白 MaSp1) 基质的

粘附作用[66]。研究显示 RGD 功能化的丝蛋白基

质 (纤维、薄膜和泡沫) 的细胞粘附性明显高于

未修饰的丝蛋白基质。与未修饰的 4RepCT 基质

相比，Schwann 细胞对含有 IKVAV 肽的薄膜也显

示出更好的粘附性[66]。这些功能化材料可用作研

究细胞培养或组织再生的支架材料。结合肽

(RGD、IKVAV 和 YIGSR) 也可以与 4RepCT 生物

工程丝蛋白融合，用作体外胰腺细胞培养的支  

架[67]。这些修饰 (特别是 RGD 肽) 强化了丝蛋白

支架维持人胰岛细胞培养的能力，并使细胞的增

殖能力得到增强[67]。该系统可用于糖尿病治疗。

由于有效移植需要大量的活细胞，可行有效的方

法是在移植前分离胰岛并对其进行体外培养。功

能化的丝蛋白支架有助于获取足够数量的胰岛细

胞以进行有效的糖尿病治疗。 

科学家还利用家蚕胚胎发育期的卵进行转

化，将 YIGSR 和 RGD 基序成功引入了丝素蛋白

序列，获得了能够产生功能化丝蛋白的转基因家

蚕品系。研究表明，含有层粘连蛋白肽 YIGSR 的

丝蛋白材料具有良好的生物相容性，在血管移植

物应用方面具有前景[68]。 

含有 RGD 基序的肽的长度、数量、相邻的氨

基酸及二级结构在细胞粘附过程中起重要作用。

在与 4RepCT 丝蛋白融合的 RGD 基序的 3 种不同

形式的肽中 (一种环形和两种线性对照形)，环形

肽对角质细胞与丝蛋白基质 (膜) 的粘附有最佳

增强效果。肽的环化是通过将半胱氨酸残基插入

其序列 (CTGRGDSPAC) 中来实现的[69]。 

3.3  具有抗菌特性的丝蛋白材料的功能化 

用于组织工程的具有抗菌特性的生物材料将

有助于防止植入部位的局部感染，从而显著缩短

患者的康复时间。生物工程丝蛋白已被具有抗菌

特性的肽功能化，如人中性粒细胞防御素 HNP-2 

(CYCRIPACIAGERRYTSGTCIYQGRLWAFCC)、

HNP-4(VCSCRLVFCRRTELRVTSGNCCLIGGVS

FTYCCTRV)和铁调素 (DTHFPICIFCCGCCHRSK 

CGMCCKT)[70]。丝蛋白和抗菌肽的融合在合成防

止植入后感染的材料方面很有潜力。除了生物医

学中的潜在应用 (如上所述，例如血管移植物、

植入物涂层和组织工程基质)，具有抗菌活性的丝

蛋白在化妆品和食品工业中也有应用潜力。 

3.4  结合无机分子的丝蛋白材料的功能化 

在 温 和 的 生 理 条 件 下 ， 诸 如 筒 柱 藻

Cylindrotheca fusiformis等生物能够生成多功能二

氧化硅三维多孔结构。Silaffin 亲硅蛋白在这一过

程中起着重要作用。来自亲硅蛋白的 R5 肽

(SSKKSGSYSGSKGSKRRIL) 能够以受控方式结

合并沉积二氧化硅[71]。据报道，R5 肽功能化的

6-mer 丝蛋白薄膜不仅能够在其表面沉积生物硅，

还能通过控制丝蛋白的 β-折叠含量来控制二氧化

硅矿化的尺寸和速率[72]。此外，用 R5 肽功能化

15-mer 丝蛋白形成的复合丝/二氧化硅膜，能够促

进 hMSCs 的增殖及其向成骨谱系的分化[73]。这些

性质使 R5 肽功能化的丝蛋白基质可在以骨再生

为目的的应用中发挥作用。 
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适用于骨重建的丝蛋白材料的另一种合成方

法，涉及到 VTK 肽 (VTKHLNQISQSY) 与 15-mer

丝蛋白的融合[74]。由丝蛋白-VTK 形成的薄膜是

无毒的，并且与未改性丝蛋白制成的对照材料相

比，它不仅能够成功地诱导生物矿化，还可以增

强 hMSC 的分化[74]。 

丝蛋白材料也已被成功改性以结合金属。结

合银纳米粒子的肽的功能化使得具抗菌特性的丝

蛋白膜的设计得以实现 [75]。12-氨基酸肽 Ag-4 

(NPSSLFRYLPSD) 和 Ag-P35 (WSWRSPTPHVVT)

与 6-mer 和 15-mer 生物工程丝蛋白融合后，成功

诱导了银纳米颗粒从硝酸银溶液 (AgNO3) 中的

生成[75]。并且这种功能化不会影响丝蛋白的自组

装功能。在沉积银纳米颗粒后，这种功能化的丝

蛋白薄膜对革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌具有更

长效的抗菌活性[75]。 

衍生自草履虫钙调蛋白的突变片段用 U1 肽

(EQIAEFKEAFALCTKDGTGYITTKELGTCMRS

LTS)和 U2 肽 (EQIAEFKEAFALCTKDGTGYITT 

KELGTCMRSLTS)2 肽功能化后，铀酰离子可与丝

蛋白结合[76]。天然肽中钙结合位点的点突变实现

了对铀酰离子的选择性结合 [77]。用这些肽修饰

6-mer 丝蛋白，可以获得能够螯合铀酰离子的功

能性融合蛋白[76]。这种改性丝蛋白可用于设计新

的生物材料，实现治疗暴露性铀污染、环境污染

的生物修复及构建生物传感器等目的。 

 
表 2  通过添加功能性肽实现丝蛋白生物材料的功能化 

Table 2  Functionalization of bioengineered silks with functional peptides 
Functionalization Peptide Function of peptide Bioengineered silk/origin References

Cellular uptake R8G, Tat Cell penetrating eADF4(C16)/ADF4 A. diadematus [45] 

ppTG1, K15 Cell penetrating 6-mer/MaSp1 N. clavipes [48,55] 

KN Cell penetrating MS2/MaSp2 N. clavipes [49] 

Anti-microbial Mag Anti-microbial 4RepCT/MaSp1 E. australis [4] 

HNP-2, HNP-4, 
hepcidin 

Anti-microbial 6-mer/MaSp1 N. clavipes [70] 

Nucleic acid 
Binding 

KN Binding nucleic acids MS2/MaSp2 N. clavipes [49] 

K15 Binding nucleic acids 1-mer, 6-mer/MaSp1 N. clavipes [55,58,61] 

Cell binding IKVAV Targeting integrins 4RepCT/MaSp1 E. australis [66–67] 

YIGSR Targeting integrins 4RepCT/MaSp1 E. australis [67] 

Targeting integrins Light chain, heavy chain/B. mori [68] 

RGD Targeting integrins eADF4(C16)/ADF4 A. diadematus [65] 

Targeting integrins 4RepCT/MaSp1 E. australis [4,66–67,69]

Targeting integrins Light chain, heavy chain/B. mori [68] 

Inorganic 
Molecules binding 

R5 Binding silica 15-mer/MaSp1 N. clavipes [73] 

A1, A3, R5 Binding silica 6-mer/MaSp1 N. clavipes [72] 

VTK Binding hydroxyapatite 15-mer/MaSp1 N. clavipes [74] 

Metal binding Ag-4 Binding silver 6-mer, 15-mer/MaSp1 N. clavipes [75] 

Ag-P35 Binding silver 6-mer/MaSp1 N. clavipes [75] 

U1, U2 Binding uranium 6-mer/MaSp1 N. clavipes [76] 

Tumor targeting Lyp1 Targeting lymphatic vessels 1-mer/MaSp1 N. clavipes [58] 

F3 Targeting nucleolin 1-mer, 6-mer/MaSp1 N. clavipes [58,61] 

CGKRK Targeting tumor vessels 6-mer/MaSp1 N. clavipes [61] 

H2.1, H2.2 Targeting Her2-positive receptor MS1/MaSp1, MS2/MaSp2 N. clavipes [50,63] 
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能够强化细胞粘附的功能化丝蛋白材料可以 

作为植入材料的涂层使用。丝蛋白涂层可以帮助

周围的细胞附着到植入物的表面，进而缩短恢复

期并增加植入材料 (例如钛) 的生物相容性。生

物工程 4RepCt 丝蛋白通过纤连蛋白的细胞结合

肽 (CTGRGDSPAC) 和抗菌基序 Mag (GIGKFLH 

SAGKFGKAFVGEIMKS)功能化后，被成功地加

工到了钛、不锈钢、羟磷灰石和聚苯乙烯基质的

涂层中[4]。涂覆过程并不影响生物工程丝蛋白的

功能。Fn 功能化丝蛋白更强的细胞粘附性及 Mag

肽功能化丝蛋白更好的抗菌性能证明，这种生物工

程丝蛋白可以用于无机植入物涂层材料的合成[4]。 

4  通过设计嵌合蛋白实现丝蛋白生物材料

的功能化 

设计者可以从天然丝蛋白获得设计新生物材

料的灵感，利用蛋白质结构和功能之间的关系，

将衍生自不同蛋白的序列融合，从而生成新的生

物材料。这种新的生物材料可以拥有独特的生物

物理和生物化学性质。通过该策略产生的丝蛋白

嵌合体可以拥有丝蛋白的强度、生物相容性及自

组装能力，而结合到丝蛋白中的其他蛋白的基序/结

构域则能够提供额外的功能。对这些功能加以控

制，则能够使这些新材料准确适用于各种应用。

本文中论述的通过设计并添加嵌合蛋白实现丝蛋

白生物材料功能化的实例见表 3。 

4.1  嵌合生物聚合物 

丝弹性蛋白聚合物 (Silk elastin-like protein, 

SELP) 是基于家蚕丝蛋白基序 (GAGAGS) 和哺

乳动物弹性蛋白基序 (GXGVP，其中 X 可以是除

脯氨酸之外的任何氨基酸) 的串联重复单元[78]。

SELP 由半结晶 (丝) 块和弹性 (弹性蛋白) 嵌段

组成。丝肽自组装成不溶性 β-折叠结构以提供热

稳定性、化学稳定性和机械稳定性，而弹性蛋白

通过可逆的结构转变以提供动态功能[78]。在适当

的浓度和温度下，SELP 可以通过快速的亲水-疏

水转变以响应温度、pH 及离子强度变化等刺激，

实现由可溶状态向水凝胶状态的转变[78-79]。弹性

蛋白序列中重复区段和 X 残基的数量决定了该材

料的物理化学性质[80-81]。由于其在一定温度下能

表现出可溶状态及在体温下呈固体状态，该材料可

用作组织定位药物或基因递送的可注射、无溶剂的

储存库，或用于以组织再生为目的应用[82-85]。 

由疏水胶原蛋白和富含组氨酸的丝蛋白组成

的丝-胶原蛋白嵌合体能够为刺激响应水凝胶提

供稳定的平台。由于在丝蛋白的侧翼位置存在胶

原结构域，嵌合蛋白在生理 pH 下能够从可溶状

态转化为固体纤维和水凝胶。由于在这种丝-胶原

蛋白嵌合体中缺乏细胞结合基序，细胞不会像对

照(胶原蛋白)组中的细胞那样扩散和附着；这种

丝-胶原水凝胶能够支持大鼠骨间充质干细胞在

成骨培养基中的生长。丝-胶原蛋白嵌合体的主要

优点是在细胞培养的 21 d 期间没有观察到材料的

收缩。材料的收缩是胶原蛋白凝胶的主要缺点，

因为水凝胶网络的收紧可能导致钙的流失[86]。 

4.2  用于结合无机分子的丝嵌合蛋白 

牙本质基质蛋白 1 (Carboxyl terminal domain 

of dentin matrix protein 1，CDMP1) 与 15-mer 蜘

蛛丝蛋白重复嵌段的融合产生了新的功能材料

DMP1。DMP1 具有成核能力，并能够在成骨细胞、

骨细胞或成釉细胞中表达。DMP1 能够通过羟基

磷灰石的成核影响骨重建过程。由这种嵌合蛋白

制成的耐用薄膜，也能够使羟基磷灰石成核[87]。

这些特性使得丝-牙本质嵌合膜成为骨组织工程

和牙组织工程上具有应用前景的新材料。 

基于 6 - m e r 丝蛋白和骨涎蛋白  ( B o n e 

sialoprotein，BSP) 的嵌合蛋白可用于制备模拟

ECM 的骨组织再生薄膜[88]。BSP 由成骨细胞 (特

别是矿化结缔组织)表达，能够促进细胞粘附和分

化，在骨形成和重塑中起重要作用[89]。体外研究 
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表明，丝-BSP 嵌合蛋白可诱导磷酸钙 (CaP) 的

成核[88]，hMSC 细胞在丝-BSP 膜上培养 2 周后，能

够在成骨培养基中维持增殖并分化为成骨细胞[88]。 

4.3  用于结合有机分子的丝嵌合蛋白 

拥有结合各种有机分子的能力可以显著增加

丝蛋白作为生物材料的相关性。蛋白质片段，如

白蛋白结合域 (Albumin-binding domain，ABD)、

生物素结合域 (M4)、链球菌蛋白 G (Streptococcal 

protein G，SPG) 的 IgG 结合域 (C2) 及葡萄球菌

蛋白 A (Staphylococcal protein A，SPA) 的 IgG 结

合域 (Z)，均已成功融合到 4RepCT 生物工程丝

蛋白上，并且不会影响丝蛋白自组装成纤维和薄膜

的能力[90]。此外，融合和加工成基质并不会损害

所添加的结构域选择性结合靶分子的能力。由两种

不同的丝融合蛋白制成的基质还显示出了结合特

性。许多分子在固定时容易失去生物活性，因此通

过融合进行丝蛋白材料功能化的方法非常重要。合

成材料结合特定分子的能力可以用于不同类型的

测试，而丝蛋白则可以充当固定分子的平台[90]。 

Thatikonnda 等提出了一种由丝蛋白与人抗

体衍生的单链可变片段  (Single-chain variable 

fragment，scFv) 融合而成的丝蛋白材料[91]。scFv

结合了轻抗体链和重抗体链中负责抗原识别的可

变片段。通过两种识别不同血清蛋白的 scFv 和两

种部分丝蛋白变体 (称为 RC 和 NC) 的基因融

合，产生了几种丝蛋白嵌合体的变体。在这些丝

蛋白嵌合体中保留了 scFv 结构域的抗原识别，并

且这些杂合蛋白能够选择性地结合它们的靶标。

此外，scFv/NC 变体显示出更好的溶解性，能够

将丝蛋白纳米分散成纳米阵列[91]。这种材料是下

一代免疫测定和生物传感器的潜在选择。 

用于诊断和生物传感器的丝蛋白材料的另一

种功能化是通过丝蛋白与酶的融合实现的。丝可

以作为稳固的框架，而酶可以为生物工程材料提

供催化功能。木聚糖酶与 4RepCT 丝蛋白的成功

融合表明这种修饰确实可行且有效。这种材料在

乙醇清洗时很耐用，并可以重复使用和储存。此

外，将嵌合蛋白加工成不同的形态(纤维、薄膜和

泡沫)后，这些特性仍得以保留[92]。 

纤维素结合结构域 (Cellulose-binding domain，

CBD) 与 15-mer 丝蛋白融合得到的重组丝蛋白可

以 有 效 地 结 合 纤 维 素 纳 米 晶 体 (Cellulose 

nanocrystals，CNCs)，从而形成丝蛋白-CBD-CNC

纳米复合材料[93]。与丝蛋白一样，纤维素具有突

出的机械性能，常用于形成透明薄膜和水凝胶。

然而，由于其加工所需的环境要求较高，其在体

内的应用相当有限。CBD 结构域的存在使丝蛋白

通过丝蛋白-CBD 二聚体而能够形成更高的有序

结构  (即纤维)[93]。向丝蛋白-CBD 溶液中添加

CNCs 可以进一步排列纤维，从而形成高度有序

和透明的材料 [93]。生成的薄膜可应用于再生医

学。由于其高度透明的特性，该生物材料特别适

合促进角膜再生。 
 

表 3  通过设计嵌合蛋白实现丝蛋白生物材料的功能化 

Table 3  Functionalization of bioengineered silks with chimeric proteins 
Functionalization Motif/domain Function of motif/domain Bioengineered silk/origin References

Chimeric biopolymers Elastin Cell binding, drug release, stimuli responsive (GAGAGS)6/B. mori [78–85] 

Collagen Stimuli responsive material Histidine-rich silk/B. mori [86] 

Inorganic molecules 
binding 

BSP Binding hydroxyapatite 6-mer/MaSp1/N. clavipes [88] 

DMP1 Binding hydroxyapatite 15-mer/MaSp1/N. clavipes [87] 

Organic molecules  
binding 

scFv Specific binding of molecules 4RepCt/MaSp1/E. australis [91] 

 CBD Binding cellulose 15-mer/MaSp1/N. clavipes [93] 

Enzyme fusion Xylanase Degradation of polysaccharides 4RepCt/MaSp1/E. australis [92] 
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5  总结及展望 

5.1  基因工程化丝蛋白的应用现状 

目前，在大量已有的生物材料平台中，丝蛋

白因其机械性能高、生物相容性好和可生物降解

脱颖而出 (图 2)。在分子水平上利用基因工程的

手段改造丝蛋白，可以使其更多样化地应用在生

物医学工程领域。此外，基因工程化方法可以进

一步改善丝蛋白生物材料的显著特性。已有报道

证实了丝蛋白材料在癌症治疗 [94]、再生医学 [95]

及基因传递系统[55]中具有巨大的应用价值，并且

某些丝蛋白生物材料已经进入临床测试阶段[96]。

此外，肽序列数据库 (PepBank) 有助于进一步设

计和开发具备更多功能的丝蛋白生物材料[97]。对

新型个性化生物材料的需求在持续增加，基因工

程为设计新的生物聚合物以匹配生物材料的特殊

功能提供了新的途径。 

5.2  基因工程化丝蛋白的应用前景和挑战 

由于利用基因工程技术可以在分子水平上对

结构进行合理的设计并实现更便利的控制，基因

重组技术促进了丝蛋白生成的产量和质量，但这

些蛋白的高度重复性序列以及其表达量和结构的

大小依然是主要的挑战，合成生物学新策略的开

发将在这些问题上提供更多的可能。而生物技术

策略的使用不仅解决了丝蛋白材料易获得性的问

题，而且能够使丝蛋白的性能得到改变，并为丝

蛋白生物材料添加更多新的特性。 

虽然基因工程拓宽了丝蛋白材料的潜在应用

范围，但其仍可能存在一些局限性。一种新的生

物工程丝蛋白必须保留源丝蛋白的特性，即具有

自组装能力。此外，添加新的结构域可能会诱导

丝蛋白的免疫原性或毒性，这是在体内应用具有

关联性的关键问题。因此，有必要对改性丝蛋白

生物材料的性能进行详细的评价。目前，基因工 

 

 
 

图 2  生物工程丝的功能化应用[11] 

Fig. 2  Functional applications of bioengineered silk[11]. 
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程化的方法修饰丝蛋白材料还有较大研究潜力，

相信未来具有可调可控特性的丝蛋白聚合物作为

安全的功能材料会在生物医学工程领域得到更广

泛的应用。 
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