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蛋白质内含子介导蛛丝功能化平台的建立 

林森珠 1，陈格飞 1,2，孟清 1 

1 东华大学 生物科学与技术研究所，上海  201620 

2 卡罗林斯卡学院老年痴呆症研究中心，瑞典 斯德哥尔摩  14157 

林森珠, 陈格飞, 孟清. 蛋白质内含子介导蛛丝功能化平台的建立. 生物工程学报, 2016, 32(12): 1704–1714. 

Lin SZ, Chen GF, Meng Q. Construction of spider silk functional platform via intein trans-splicing. Chin J Biotech, 2016, 
32(12): 1704–1714. 

摘  要 : 为建立高效快捷的蛛丝功能化修饰平台，蛋白质内含子的反式剪接技术被首次应用于重组蛛丝

的功能化修饰。在体外通过 Ssp DnaB 的反式剪接作用，在蛋白质水平上将 12 kDa 泛素相关修饰蛋白  

(SUMO) 与蛛丝蛋白  (W2CT) 连接形成功能化蛛丝蛋白 SUMOW2CT。修饰后 SUMOW2CT 与 W2CT

均能形成纳米至微米级的丝纤维，但 SUMOW2CT 自动成丝速度明显下降且产量约为 W2CT 的一半。与

W2CT 丝纤维  (W) 相似，SUMOW2CT 丝纤维  (UW) 不具有超收缩能力和对 2%SDS 不耐受，但机械性

能低于 W2CT 丝纤维。功能化蛋白 SUMOW2CT 形成的丝纤维中 SUMO 蛋白仍保持着正确三维结构，

可被 SUMO 蛋白酶酶切。外源功能化蛋白质虽在一定程度上降低了丝的形成速度和机械性能，但修饰上

的功能化蛋白仍保持着生物活性，表明断裂蛋白质内含子介导的蛛丝修饰平台成功建立，也为蛛丝的功

能化修饰和应用奠定了坚实的技术基础。  

关键词 : 重组蜘蛛丝，断裂蛋白质内含子，功能化修饰，重组葡萄状腺丝蛋白，小分子泛素相关修饰蛋白  
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Construction of spider silk functional platform via intein 
trans-splicing 
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Abstract:  To provide technical support for spider silk functional modification, we developed a simple and efficient 

functional platform via intein trans-splicing. Small ubiquitin-related modifier protein (SUMO) was fused to the 

recombinant spider silk protein (W2CT) by peptide bond via S0 split intein Ssp DnaB trans-splicing, resulting in a protein 

SUMOW2CT. However, incorporation of exogenous protein led to mechanical property defect and lower fiber yield, and 

also slowed down the fiber assembly velocity but no obvious differences in supercontraction and chemical resistance when 

compared with fibers from W2CT (W). SUMO protease digestion showed positive results on the fibers, indicating that the 

SUMO protein kept its native conformation and bioactive. Above all, this work provides a technical support for spider silk 

high simply and efficient functionalized modification. 

Keywords:  recombinant spider silk, split intein, functionalized modification, recombinant aciniform silk protein, small 

ubiquitin-related modifier 

生物材料在生物医学领域具有着重要的作

用，可以作为伤口的缝合线、药物载体和组织

工程中的支架等。生物材料表面的化学特性极

其重要，例如影响表面细胞的吸附能力，活化

调节细胞繁殖、分化和存活的通路等[1-3]。作为

生物材料的一种，丝纤维由于比表面积相对大、

材质柔和、吸附能力好以及容易加工改造成各

种材料等特性而备受欢迎。天然的丝纤维材料，

是大分子蛋白质聚合物，由于具有良好的生物

兼容性、不致毒性和潜在的生物活性等特性而

被认为是目前最具有潜能的生物材料[4]。目前最

受研究者关注的蛋白质来源天然丝纤维有蚕丝

和蜘蛛丝两种。蛛丝因为具有比蚕丝更好的机

械性能和生物兼容性而备受研究者关注。但是

由于蜘蛛的同类相食和蛛丝的难以收集，以及

圈养获得的蛛丝存在着性能的差异使得对蛛丝

的研究比蚕丝缓慢许多[5]。 

蚕丝来源的丝纤维在生物医学领域被应用

了几十年，为了提高蚕丝纤维的表面化学特性，

研究者们通过化学交联法或者基因工程融合表

达的方法在蚕丝纤维中引入具有结合功能或者

催化功能的多肽，如引入细胞结合多肽[3,6]、生

长因子[4,7]、亲和结构[8]、增强绿色荧光蛋白[9]和

碱性成纤维细胞生长因子[10]等。最近，又新发现

的一种比化学交联法更有效的方法，即通过控制

蚕丝的膜的形成过程来载入功能性抗体[11]。由于

蛛丝的研究相对蚕丝落后，蛛丝来源的丝纤维，

还未商业化应用。目前，国内外科学家已经尝试

在细菌、酵母、植物、昆虫、哺乳类细胞以及转

基因动物中制备重组蛋白[4,12-13]。异源制备的重

组蛛丝蛋白质在体外能够加工成为各种各样的

类丝结构，如纤维、膜和泡沫等[4,14-19]。为了进

一步提高重组蛛丝纤维的生物活性，已经有研究

者通过基因重组技术，将短的细胞结合多肽修饰
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重组蛛丝蛋白上，并被证实能够提高重组丝纤维

的生物亲和性[20-21]。此外，更大蛋白，如诱导矿

物质化蛋白以及抗菌肽，也已用来和蛛丝蛋白

融合表达，最终形成的丝状复合物不仅具有了

丝纤维的特性而且拥有外源蛋白的特性[22-27]。

近期研究者还将蛛丝蛋白和生物素结合结构域

融合表达，形成的丝纤维能够捕捉带有生物素

修饰的复合物[28]。 

圆网蜘蛛能够制备 6种丝纤维和 1种类胶物

质，其中包裹丝因为它强度和弹性的完美结合，

是几种丝中韧性最好的丝，也是近几年来除了拖

丝之外备受研究者关注的蛛丝。我们实验室前期

研究的三带金蛛 Argiope trifasciata 来源的含有

两个重组模块以及 C 端非重复区的重组葡萄状

丝蛋白 (W2CT) 可以在大肠杆菌中高效表达，

并且能够在体外生理环境下手动拉成丝[17]。 

基于前期实验基础，我们设想这种简单易

表达的，并且在生理条件下容易成丝的丝纤维

能否像蚕丝或者拖丝那样在丝纤维表面展示功

能性蛋白，从而对该丝进行功能化修饰。以往

的功能化修饰的方法中，化学交联法具有一定

的随机性，效率相对较低，蛋白质融合表达，

虽然可以将蛋白质特意修饰在 N端或者 C端，

但由于蛛丝蛋白的特殊性 (高度重复性)，在构

建重组克隆的过程中，容易导致额外的同源重

组，致使构建克隆和蛋白质表达失败的风险性比

较高。另外当需要对多个蛛丝进行多个活性蛋白

分别修饰的时候，就涉及到构建多个克隆，增加

了实验的工作量。因而，在本实验中，我们引入

了蛋白质内含子。将酿酒酵母来源的 12 kDa 小

分子泛素相关修饰蛋白 (Small ubiquitin-related 

modifier，SUMO) 作为模式功能性的蛋白来修

饰蛛丝蛋白。实验结果显示，Ssp DnaB S0断裂

蛋白质介导的反式剪接，可以成功地将一个  

12 kDa的蛋白质在体外蛋白质水平上连接到重

组蛛丝蛋白的 N 端，形成的融合蛋白不仅具有

自动成丝的特性，而且维持了 SUMO 蛋白的正

确折叠，本实验证实了断裂蛋白质内含子介导

的蛛丝功能化修饰的可行性，为蛛丝的高效快

捷功能化修饰提供技术平台。 

1  材料与方法 

1.1  克隆的构建、表达以及断裂蛋白质内含

子介导的反式剪接 

将两端引入 BSaⅠ和 BfuAⅠ限制性内切酶

酶切位点的模式蛋白 SUMO 以及蛛丝蛋白

W2CT的编码基因，分别经 BSaⅠ和 BfuAⅠ限制

性内切酶 (Fermentas 公司) 酶切，再由 T4DNA

连接酶 (Fermentas 公司) 分别连入经过改造的

表达载体 pERBnH 和 pEHRBc (表达载体带有  

2 个限制性内切酶酶切位点 BSaⅠ和 BfuAⅠ；  

6个 His的纯化标签 (用 H表示)；Ssp DnaB S0

断裂蛋白质内含子的 N端片段或者 C端片段) 获

得重组质粒 pEURBnH和 pEHRBcW2CT，预表达

的重组融合蛋白为 SUMORBnH 和 HRBcW2CT 

(图 1)。 

重组质粒转化进入 BL21 DE3 (Novagen) 

细胞中，37 ℃培养至 A600约为 0.8 时，分别加

入终浓度为 0.8 mmol/L的 IPTG，25 ℃过夜诱导

表达。室温 7 500 r/min离心 5 min收集细胞，缓

冲液 (50 mmol/L NaH2PO4，pH 8.0，300 mmol/L 

NaCl) 重悬细胞后，在冰上超声破碎 90次，每

次 5 s (JY92-Ⅱ超声破碎仪器，宁波新芝生物科

技股份有限公司，中国)。通过预实验发现 C端

前体蛋白 HRBcW2CT形成包涵体，N端前体蛋

白 SUMORBnH 是可溶性的。HRBcW2CT 包涵 
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图 1  质粒构建、蛋白表达和反式剪接流程图  

Fig. 1  Flow chart for plasmid construction, protein expression and split intein trans-splicing. 
 

体通过用 8 mol/L尿素以及超声波破碎来协助溶

解，溶解的混合物在室温下 10 000 r/min，离心

30 min，保留上清液，将上清液梯度透析到 4 mol/L

的尿素，然后透析液转入预处理的 Ni-NTA 柱 

(Qiagen，Germany)，并梯度冲洗来降低尿素的

浓度 (从 4 mol/L到 0 mol/L)，C端前体最后被

平衡在 50 mmol/L K3PO4缓冲液 (pH 7.5) 中并

被保留在柱子上备用。可溶性蛋白 SUMORBnH

根据 Ni-NTA 柱 (Qiagen，Germany) 纯化手册

直接进行非变性纯化，但是在最后一步 N 端前

体被保留在柱子上，并且用 50 mmol/L K3PO4

缓冲液 (pH 7.5) 平衡。 

蛋白质的剪接反应是将保留在柱子上的 N

前体 (SUMORBnH-Beads) 和 C 前体 (Beads- 

HRBcW2CT) 进行摩尔比 2∶1混合后加入终浓

度 1 mmol/L的 DTT (二硫苏糖醇)，在 4 ℃过夜

剪接。所得的穿柱液就是我们所需要的修饰的

融合蛋白 SUM0W2CT。蛛丝蛋白 W2CT的获得

方法，参见我们前期的实验[17]。 

1.2  重组蜘蛛丝的制备及其定量 

750 μL相同浓度 (1 mg/mL) 的蛋白质溶液

SUMOW2CT 和 W2CT 在与 200 μL 的 Ni-NTA

柱子混合后，固定在旋转仪器上的同一个圆周

的位置，转速 20 r/min、25 ℃。分别在 0、2、4、

6、24 h，挑出丝放于缓冲液中拍照记录丝的形

成速度。24 h 后，将所成的丝挑出，用足量的

磷酸钾缓冲液冲洗后，平铺在光学显微镜下拍

照观察丝的形态。随后两组丝分别被溶解在含

有 10%的 SDS溶液中，通过 SDS-PAGE胶，对

比形成丝的蛋白质的量。 

1.3  杂合蛛丝上修饰蛋白的活性检测 

SUMOW2CT 在旋转仪上所形成的丝被挑

出，用 1 mL的 50 mmol/L K3PO4缓冲液 (pH 7.5)



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2016  Vol.32  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1708 

充分冲洗后分为两组。第 1 组用于检测 SUMO

的活性，在第 1组中加入 100 μL缓冲液，SUMO

酶以及终浓度 1 mmol/L的 DTT，25 ℃反应 4 h。

将丝取出溶解于 10%的 SDS溶液中，再混合回

溶液中，加入上样缓冲液，SDS-PAGE胶检测样

品。第 2 组作为对照，是为了检测丝中是否吸

附游离的 SUMOW2CT，第 2 组的处理方法与 

第 1组一样除了没有加 SUMO蛋白酶。浸泡上

清取出，加入上样缓冲液，通过 SDS-PAGE胶，

检查是否具有游离的 SUMOW2CT。 

1.4  重组蛛丝性能测试 

来自蛋白质溶液 W2CT 的重组丝 (W) 和

来自蛋白质溶液 SUMOW2CT 的重组丝 (UW) 

被手动拉出，并固定在 C形卡上[17]。 

固定在 C型卡上的丝分别取 10根用于超收

缩和化学抵抗性检测。即将 C 型卡中间的桥折

叠，然后在丝上加入 50 μL的去离子水或者 2% 

SDS溶液，光学显微镜下放大倍数 1 000倍拍照

检测。 

每种丝取 10根用于在温度为 (22.0±2) ℃，

湿度约为 40%的条件下测定丝的力学性能 

(Agilent T150 UTM，Agilent technologies，美国)。 

2  结果与讨论 

蜘蛛丝纤维经过长久的自然进化，综合品

质远远优于现阶段的人工合成材料，被认为是

最具有潜力的生物材料，在医学尤其是组织工

程方面具有十分诱人的应用前景。蜘蛛丝主要

由高分子量的丝素蛋白组成，丝素蛋白由于 N

端非重复区、中间占 90%含量的重复区和 C 端

非重复区组成，其中中间的重复区对蛛丝的性

能具有决定性的作用[16]。在本实验中，两个重

复模块的三带金蛛 Argiope trifasciata 来源的包

裹丝再加上 C 端非重复区重组包裹丝丝蛋白 

(W2CT) 和实验室比较容易获得的模式蛋白

SUMO 被用来进行试验。只有具有正确三维结

构的 SUMO蛋白才能够被 SUMO蛋白酶识别并

且酶切下来，因而我们通过检测丝纤维上

SUMO是否可以被 SUMO蛋白酶酶切来判断重

组包裹丝可否展示活性的蛋白。从而来验证通

过蛋白质内含子介导的蛛丝的功能化修饰是否

具有可行性。 

2.1  功能化蛛丝蛋白的制备 

蛋白质内含子是一类介导它两端的蛋白质

外显子通过肽键进行连接，然后自身从前体蛋白

质中剪切出来的蛋白质。其中 S0 断裂蛋白质内

含子是在微小蛋白质内含子的基础上，将蛋白质

内含子断裂成 10 kDa左右的 N端前体和 6 kDa

左右的 C 端前体，N 端前体和 C 端前体在体外

仍能够识别对方，进行高效剪接，因而具有很

高的通用性。最近 Hauptmann 和他的合作伙伴

利用蛋白质内含子随机性剪接获得了含有天然

蛛丝蛋白大小的重组鞭毛状腺丝蛋白的混合

物，解决了大分子量的蛛丝难以表达的难题，为

蜘蛛丝的人工合成开拓了新的方法[29]。在本实验

中的蛋白质内含子 Ssp DnaB S0在外显子是W2

或者 C8CT 的时候具有约 80%−90%的剪接活性

因而被用在本实验中作为修饰的媒介[17]。构建含

有 N 端蛋白质内含子和 C 端蛋白质内含子表达

载体后 (图 1，Vector)，只要将功能蛋白质基因

以及蛛丝蛋白的基因酶切连接进入载体中   

(图 1，Plasmid)，表达产物体外剪接后即可以实

现蛛丝蛋白在蛋白水平上的修饰 (图 1，Splicing 

product)。蛋白质内含子的引入，不仅能够使得

蛛丝的修饰高效快捷而且解决蜘蛛丝蛋白与不

同蛋白质融合表达有可能导致不表达的风险。
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例如当对于 3种不同来源的蜘蛛丝，需要分别被

3 种不同的功能蛋白进行修饰时 (图 2)，如果通

过基因工程的手段在基因水平上构建融合克隆

的话，需要构建 9个克隆随后表达 9个蛋白质，

每个蛋白都有可能因为蛛丝重复片段的特点导

致难以构建克隆或者难以表达 (图 2A)。蛋白质

内含子的引入后，却只需要 6个克隆表达 6个前

体蛋白。其中 3个表达 N端前体蛋白 (功能蛋白

基因与 N 端蛋白质内含子基因融合表达后的前

体蛋白)，另外 3个是 C端前体蛋白 (C端蛋白质

内含子分别与 3种丝纤维蛋白进行融合表达)。

蛋白质内含子分子量相对较小，与外显子融合

的时候，降低了克隆和表达的难度。此外 6 kDa

的 C 端蛋白质内含子前体与丝纤维基因融合表

达的时候，融合蛋白难以表达的风险明显小于

大分子功能蛋白与蛛丝融合表达。再者在蛋白

质内含子介导的修饰系统中，只有 3 个融合蛋

白质需要考虑到可能由于蛛丝的重复片段的存

在会导致难以克隆与表达的问题，即 3个 C端蛋 

 

 
 

图 2  蛛丝蛋白功能化修饰方法比较 

Fig. 2  Comparison Analysis on different silk protein 
functionalized methods. (A) Silk protein fused with 
active protein by genetical method. (B) Silk protein 
functionalized via S0 split intein trans-splicing. 

白质前体，一旦这 3个都能表达，那么在体外

混合，通过蛋白质水平的反式剪接，就可以获

得我们想要的 9 个功能性蛋白 (图 2B)。总体

说来，蛋白质内含子介导的蛛丝功能化，能够

有效减少克隆构建和蛋白质表达的数目，降低

克隆构建和蛋白质表达的风险，减少了实验研

究的难度，缩短了时间，从而能有效加快实验

进程和降低实验成本。 

此外，实验的设计过程中，6 个组氨酸的纯

化标签被融合在 N 端蛋白质内含子的 C 末端和 

C端蛋白质内含子的 N末端，当反式剪接反应发

生后，前体和剪接副产物因为都有蛋白质内含子

所以都具有 6 个组氨酸纯化标签，而剪接产物 

(SUMOW2CT) 没有，这给蛋白质纯化提供了便

利。将剪接反应直接在 Ni-NTA纯化柱上进行，

这种纯化柱上剪接，节省掉了传统的剪接方法的

4 个步骤：1) 前体蛋白质从柱上洗脱；2) 透析

掉咪唑；3) 反式剪接反应；4) 再过柱子获得穿

柱液 (图 3A)。柱上剪接反应结束后，所得到的

穿柱液就是我们所需要的目的蛋白质 (图 3B)。 

实验中 N 端前体蛋白 SUMORBnH 和 C 端

前体蛋白 HRBcW2CT在 1 L LB溶液中的表达

量约为 60 mg/L，经过剪接反应，获得的剪接产

物约 30 mg/L (图 4)，和融合表达获得的

6×His-sumo-W2CT 相比，产量并没有太多的变

化[17]。高效率剪接活性的 S0蛋白质内含子的引

入，以及柱上剪接的可行性 (80%的柱上剪接效

率) (图 4，泳道 2)，使得剪接后蛋白质的获得量

并没有减少。高剪接效率的断裂蛋白质内含子

的柱上剪接，不仅降低了由于这些步骤所带来

的蛋白质产量的损失，而且也给修饰蛋白质纯

化节省了时间和成本。并且剪接产物中没有任

何额外的纯化标签的污染 (图 4，泳道 3)。 
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图 3  柱上剪接流程图 

Fig. 3  Comparison analysis on different silk protein functionalized methods. (A) Silk protein fused with active 
protein by genetical method. (B) Silk protein functionalized via S0 split intein trans-splicing. 
 

 
 

图 4  重组丝蛋白的功能化的修饰-反式剪接 

Fig. 4  Recombinant spider silk functionalized by 
SUMO via intein trans splicing. M: marker; 1: mixture 
contains N-precursor protein (SUMORBnH-Beads) and 
C-precursor protein (Beads-HRBcW2CT); 2: splicing 
product from trans-splicing reaction; 3: flow though 
from Ni-NTA beads (SUMOW2CT). 

2.2  功能化蛛丝的形成，产量的检测以及功

能蛋白的生物活性的检测 

在蛋白质自动成丝实验过程中，为了使得实

验结果更具有可比性，两种相同浓度的蛋白质溶

液被用于做平行试验。一种蛋白质溶液是只含有

W2CT，另外一种蛋白质溶液修饰的融合蛋白即

SUMOW2CT。在自发成丝的过程中，由于丝的形

成需要一定的剪切力，所以 200 μL的 Ni-NTA被

加入到旋转仪上的溶液中。在我们的预实验过程

中，Ni-NTA的加入能够有效加快自动成丝的速度。

在成丝的过程中，我们发现，W2CT (图 5，A-E)   

的成丝速度明显快于 SUMOW2CT (图 5，F-J)，
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W2CT在旋转仪上 2 h (图 5B) 就已经明显有丝的

形成，而 SUMOW2CT (图 5G) 却还没有明显地

成丝。4 h的时候 (图 5，C和 H) 也是一样。只

有在 6 h的时候 SUMOW2CT才明显出现丝纤维 

(图 3I)，这说明在丝的形成过程中，蛋白质的 N

末端的灵活性对于丝的形成起着至关重要的作

用。这与之前研究中发现的重组包裹丝单个重

复模块的 N 端的结构具有一定的活动性是一致

的[30]。相同时间 24 h后所成的丝的蛋白质含量

进行对比 (图 6，泳道 1 和 2)，发现 W 丝的蛋

白质含量是 UW的 1.8倍。进一步说明在相同的 

 

 
 
图 5  重组丝成丝能力分析  

Fig. 5  Fiber assembling ability analysis. (A-E) W 
fibers formed from protein W2CT. (F-Z) UW fibers 
formed from protein SUMOW2CT. Protein was added 
to the 1 mL centrifuge tube and fixed on rotor with a 
speed of 20 r/min for 0 h (A, F); 2 h (B, G); 4 h (C, H); 
6 h (D, I); 24 h (E, J).  

 
 

图 6  通过 SDS-PAGE 胶对所成的丝定量 

Fig. 6  Quantity analysis by SDS-PAGE gel. M: 
marker; lane 1 and lane 2 are samples from W and UW 
fibers receptivity. 

 

条件下，修饰后的蛛丝蛋白虽然仍能够自发形

成丝纤维，但是成丝的能力有所下降。 

将所形成的丝浸泡在生理环境下，加入

SUMO 蛋白酶，室温酶切结果显示，相对于酶

切前 (图 7，泳道 1)，50%的丝纤维上的 SUMO

蛋白被酶切下来 (图 7，泳道 2)。相对于游离的

丝纤维蛋白来说，在同等条件下 100%酶切效率 

(图 7，泳道 4和 5)。导致丝纤维上 SUMO蛋白

酶切下来效率降低的原因可能为：1) 由于丝纤

维蛋白质是混聚集体，导致了分子的流动性降

低，从而使得局部的蛋白酶浓度低于对照组；

2) 展示的 SUMO蛋白只有 50%展示在表面，蛋

白酶没有办法进入到丝纤维里面去酶切纤维内

部的 SUMO蛋白，所以酶切效率降低；3) 只有

50%的 SUMO 蛋白维持着正确的三维结构。但

是不管哪种原因导致酶切活性降低，对旋转仪

上自发形成的丝上的功能蛋白的活性检测显

示，重组包裹丝 W2CT 能够展示具有活性的功

能蛋白，也说明了蛋白质内含子介导的蛛丝功

能化修饰的成功。 
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图 7  SDS-PAGE 胶检测 SUMO 酶酶切 

Fig. 7  SUMO protease digestion result was analyzed 
by SDS-PAGE gel. M: marker; 1: fibers before mixing 
with SUMO protease; 2: fibers mixed with SUMO 
protease for 4 h; 3: buffer extracting from fibers’ 
leaching; 4: protein solution SUMO-W2CT before 
mixing with SUMO protease; 5: protein solution 
SUMO-W2CT mixed with SUMO protease for 4 h.  
 

2.3  功能化蛛丝的性能检测 

虽然丝的成丝速度受到了影响，但是研究发

现，两种蛋白溶液旋转仪上旋转 4 h后，都形成

了丝的聚集物，该丝的聚集物在 1 000倍显微镜

下都可以清楚地看到纳米级到微米级左右的丝

纤维 (图 8A和 C)。随后，为进一步研究修饰后

丝的性能是否有影响，丝从蛋白溶液中被拉出和

固定在 C型卡上。并且进行了超收缩和化学抵抗

性测试。和W2CT形成的丝一样，SUMOW2CT

形成的丝不具有超收缩能力，并且在 2%的 SDS

溶液中 1 s内就被溶解 (图 8B和 D)。这说明外

源蛋白的引入，并没有对丝的超收缩、化学抵

抗性产生以及表面结构并产生影响。但是进一

步的机械性能检查发现，修饰后的丝的性能即

弹性有所下降 (表 1，图 9)，从而导致了丝的整

体性能的下降。所以通过剪接修饰的丝，虽然

并没有影响丝的超收缩和化学抵抗性，但是却

对丝的机械性能产生一定程度的影响，使得丝

的弹性降低。蛋白修饰的引入使得丝的机械性

能的降低这一缺陷，可以通过制备杂合丝来改

善丝的性能。我们的杂合丝研究发现，通过在

包裹丝中引入拖丝成分，能够有效提高丝的机

械性能，因而后期如果功能性修饰包裹丝所形

成的丝性能如果达不到实验的要求可以采用修

饰杂合丝的方法来克服这一困难。 

 

 
 

图 8  光学显微镜观察自动形成的丝以及手动拉的

丝的超收缩和化学抵抗性 

Fig. 8  Observation under light microscope (scare 
bar=50 μm). A,C are fibers self- assemble in centrifuge 
tube, while B and D are fiber drawn by hand, the 
shadow is 2% SDS solution. 
 

表 1  重组丝的机械性能 

Table 1  Mechanical property 

Name
Diameter

(μm) 

Stress at 
break 
(MPa) 

Strain at 
break 

(mm/mm) 

Toughness
(MPa) 

W 2.8±0.2 34.7±12.9 0.3±0.2 8.8±6.8

UW 2.8±0.5 34.7±16.9 0.2±0.2 6.3±8.2

 

 
 

图 9  重组丝的机械性能 

Fig. 9  Mechanical property of represent fibers. 
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3  总结 

实验研究构建了含有蛋白质内含子的载

体，为后续的丝蛋白的蛋白质功能化修饰提供

了便利，并且纯化标签的设计，S0 高剪接效率

的断裂蛋白质内含子的应用再加上柱上剪接的

高效进行，使得获取修饰蛋白的步骤简单、方

便。最终获得的功能化蛛丝蛋白不带有任何额

外的纯化标签，避免给功能化的蛛丝带来额外

的污染。 

自动旋转仪成丝速度快、方法简便，该方

法用于预实验中制备后续实验所需要的材料，

方法简单、方便。自动成丝实验结果表明，活

性蛋白对蛛丝的蛋白 W2CT的 N端功能化修饰

确实会影响丝的形成速度和产量，但是并不影

响丝的形成。丝的超收缩和化学抵抗性显示，

丝的这些性能没有得到太大的改变，虽然修饰

后的丝纤维的性能有所下降。此外，丝的表面

蛋白的展示活性检测，结果表明形成的丝纤维

中的外源性蛋白，仍然保持着本身的活性。即

被活性蛋白修饰的包裹丝不仅具有了包裹丝本

身的特性还具有了活性蛋白的特性，说明了修

饰的成功，也说明了修饰平台的确立，为蛛丝

蛋白质的功能化提供了高效快捷的技术手段。 
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