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摘要:探讨了脱胶丝素经盐溶解后进行碱水解时 ,不同条件对丝素水解程度及不同水解程度丝素肽对蚕血黑色素

生成的抑制能力的影响.结果发现 , 温度对丝素的水解程度影响最大 , 时间其次 , 浓度的影响最小;丝素蛋白液未

水解时 , 其对黑色素抑制率很低 , 只有 28.34%, 而丝素水解后 , 抑制率迅速提高到 48.95%, 并且随着水解程度

的加深不断提高 , 当氨基氮浓度达 0.476 5 g·L-1时 , 其对黑色素生成抑制率达最高值 67.14%;之后 ,随着水解程

度的增加 ,其黑色素生成抑制率反而下降.
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　　随着科学技术的不断进步 ,人们对蚕丝的研究

越来越深入 ,蚕丝在非服用性能方面的优越性也越

来越引人注目 ,如丝素中的丙氨酸对体内大量摄取

的酒精有明显的分解效果 ,而甘氨酸可抑制血液中

的胆固醇合成[ 1] ,故有丝素在化妆品 、食品及医学用

品等领域中广泛应用的设想.但由于蚕丝蛋白其 α-

螺旋和 β-折叠的组成结构及相对分子质量过大(几

万至几百万)的缘故而不能直接作为化妆品 、食品及

医学用品的原料 ,故丝素处理而得到的各种小分子

丝素肽的应用成为这一领域的研究热点.有研究表

明 ,由丝素处理得到的相对分子质量在 10 000以上

的丝素肽成膜性好 ,可以制成丝素蛋白膜;相对分子

质量在1 000 ～ 10 000之间时 ,可保护皮肤和头发;相

对分子质量在 300 ～ 800时 ,可作为化妆品及口服液

的原料[ 2] .目前测定水解丝素蛋白相对分子质量的

主要方法有:SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法
[ 3]
和葡聚

糖凝胶柱层析法
[ 4 , 5]

等.然而经水解法获得的丝素

肽其相对分子质量范围通常很宽 ,采用这两种方法

测定 ,不仅难以得到理想的结果 ,而且价格昂贵.本

研究通过控制丝素肽的水解程度来获取能够较好抑

制黑色素生成的丝素肽 ,并探讨获取丝素肽的最佳

条件.

1　材料与方法

1.1　材料

茧壳 、活蚕由华南农业大学艺术设计学院提供.

1.2　方法

1.2.1　丝素的溶解 、透析和脱盐　取一定量的脱胶

丝素 ,加入预热 70 ℃的CaCl2∶CH3CH2OH∶H2O=1∶2∶

8(物质的量比)的溶液中溶解 ,按 1 g 脱胶丝素加入

10 mL 溶解液溶解 1 h.待丝素溶液冷却后 ,装入事先

用蒸馏水煮过的透析袋中 , 用自来水透析 3 d , 再用

双蒸水透析 12 h , 取出离心或过滤去除沉淀及杂质.

丝素溶液蛋白质含量用紫外吸收法来测定.

1.2.2　丝素蛋白液的碱水解　将NaOH溶液加入浓

度为 56 mg/mL 的丝素溶液中 ,调节 NaOH终浓度分

别为 0.05 、0.10 、0.15 mol/L ,丝素蛋白溶液终浓度为

40 mg/mL ,控制温度分别为:常温(25)、50 、70 ℃,处

理时间分别为:2 、4 、6 h.反应结束后立即用稀酸调节

pH值至中性.

1.2.3　氨基氮测定　采用中性甲醛滴定法测定氨

基氮含量.分别取各个不同水解条件的丝素蛋白液 1

mL 于三角瓶中 ,分别加入 2 mL蒸馏水及 1 mL 中性

甲醛 、3 滴酚酞试剂 , 用已标定的 0.02 mol/L 的

NaOH溶液滴定 ,每个样品做 2个重复 ,取平均值.氨

基氮含量按下式计算[ 6 , 7] :

　　ρ氨基氮(g/L)=[ N×(V2-V1)×E] /V

　　N —氢氧化钠的浓度(mol/L);E —氮的物质的量

(14);V —被滴定样品的体积(mL);V2、V1 —滴定样品

及空白试验分别消耗的氢氧化钠体积(mL).

1.2.4　抑制黑色素生成的试验　取蒸馏水 50 mL ,

加入新鲜蚕血 100 mL ,搅拌均匀 ,离心(3 000 r/min.

10 min.0 ℃),取上层清液为淡黄色透明蚕血血清稀

溶液 ,取 10支试管各加入 2.5 mL蚕血稀溶液 ,各管

中分别加入浓度为 40 g/L的丝素蛋白液和不同水解

程度的丝素肽 2.5 mL.在 1支试管中加入 2.5 mL 蒸

馏水作为基准溶液 ,在阳光下放置 2 h ,各试管溶液

变为颜色深浅不一的黑色溶液 ,在 640 nm 波长下测
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定各溶液的吸光度 ,计算不同水解程度的丝素肽对

黑色素生成的抑制率[ 4] .

　　对黑色素生成的抑制率=[(基准溶液吸光度-

被测溶液吸光度)/基准溶液吸光度] ×100%

2　结果与分析

2.1　丝素蛋白液的碱水解

采用碱水解法对丝素蛋白液在不同浓度 、不同

时间 、不同温度的条件下进行水解 ,并计算氨基氮含

量 , 结果见表 1.

表 1　不同碱水解条件对丝素肽水解程度的影响

Tab.1　 Effect of different condition of alkali hydrolysis

on the hydrolytic degree of the silk fibroin peptide

序号

No.

c(NaOH)

/(mol·L-1)

t/h 温度

temperature/ ℃

ρ(氨基氮 amino

nitrogen)/(g·L-1)

1 0.1 2 常温 0.040 9

2 0.1 4 50 0.130 5

3 0.1 6 70 0.696 9

4 0.2 2 50 0.157 1

5 0.2 4 70 0.476 5

6 0.2 6 常温 0.193 3

7 0.3 2 70 0.442 7

8 0.3 4 常温 0.134 2

9 0.3 6 50 0.494 1

　　将表达式的数据输入 SAS 软件进行处理分析.

结果(表 2)表明 ,NaOH水解丝素时 ,温度对丝素水解

程度的影响最显著 ,随着反应温度的升高 ,丝素蛋白

水解程度极大地提高 ,即获得的丝素肽的相对分子

质量越小;时间对水解程度的影响次之 ,处理时间越

长 ,水解程度越强;NaOH浓度对水解程度影响不大 ,

提高浓度 ,其水解程度增加不大 ,但增加了丝素肽的

含盐量.本试验表明 ,当 NaOH浓度为 0.1 mol/L 、处

理时间6 h 、温度 70 ℃时 ,丝素肽的氨基氮含量最大

达0.696 8 g·L-1 ,此时水解程度最强.

表 2　不同反应条件对丝素蛋白液水解程度影响的方差分析

Tab.2　Variance of different reaction condition on the

hydrolytic degree of the silk fibroin

方差来源

resource

自由度

DF

平方和

sum of

squares

均方

mean

square

F 值

F value
Pr>F

浓度

concentration
2 113.827 56.913 0.93 0.517 3

时间

time
2 1 084.881 542.441 8.89 0.101 1

温度

temperature
2 2 692.707 1 346.354 22.07 0.043 3

2.2　丝素抑制蚕血黑色素生成能力的测定

为观察丝素肽抑制黑色素生成的影响 ,实验中

以蚕血清稀溶液为基准溶液 ,加入不同水解程度的

丝素肽溶液 ,从溶液中生成黑色素的多寡 ,来估测它

对黑色素生成的抑制率.蚕血中含有酪氨酸和酪氨

酸酶 ,当淡黄色蚕血从蚕体流出时 ,在日光作用下很

快生成黑色素
[ 8]
,这一作用可以认为与皮肤中黑色

素生成相类似.

　　由图1可知 , 丝素蛋白液(图中第 1 点所示)未

水解时 , 对黑色素抑制率很低 , 只有 28.34%, 而丝

素水解后 , 抑制率迅速提高到48.95%, 并且随着水

解程度的增加不断提高 , 当氨基氮含量为0.476 5

g·L-1时 , 其对黑色素生成抑制率达最高67.14%.之

后 ,随着水解程度的增加 ,对黑色素生成抑制率反而

下降.这可能是因为丝素蛋白液水解程度低时 ,其相

对分子质量相对较大 ,如用作化妆品的基材则不理

想;但是随着水解程度的增加 ,丝素蛋白水解为氨基

氮的比例加大 ,氨基酸可能发生消旋 ,也会使抑制黑

色素生成能力降低.只有适当的水解度 ,才能形成相

对分子质量较小的丝素肽 ,从而提高抑制黑色素生

成能力.

ρ(氨基氨 amino nitrogent)/(g·L-1)

图 1　不同水解程度丝素蛋白液对黑色素生成抑制率的影响

Fig.1　Effect of the different hydrolytic degree silk fibroin

on the inhibition ratio of black pigment

3　结论与讨论

本实验结果表明 ,温度的高低对丝素水解程度

的影响最显著;时间对水解程度的影响次之;NaOH

浓度对水解程度影响最小.当 NaOH 浓度为 0.1

mol/L 、处理时间 6 h 、温度 70 ℃时 ,丝素肽的水解程

度最强.通过丝素肽氨基氮含量与其抑制黑色素生

成能力的关系 ,可间接地了解到水解后丝素肽的相

对分子质量大小.本实验的方法简便 ,可操作性强;

水解后的丝素肽能很好的抑制蚕血黑色素的氧化.

在实践中若将其应用于化妆品 ,则可能对皮肤起到
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很好的防晒增白效果.

　　本试验结果还表明 ,采用碱水解丝素 ,可获得具

有活性的丝素肽.一些资料认为 , 采用碱水解丝蛋

白 ,易使氨基酸发生旋光异构作用 ,从而破坏掉它的

营养价值[ 9] ,因而建议丝素采用酸水解.但酸水解要

求反应温度较高 ,作用时间长 ,酸反应浓度高 ,故丝

素肽中的含盐量高 ,不利于丝素肽的终端使用.而丝

素的等电点为 3.8 ～ 4.5 ,具有耐酸不耐碱的特点;采

用碱水解时 ,较低的浓度就可获得水解程度高的丝

素肽 ,含盐量低 ,丝素肽的纯度较高 ,反应条件更为

温和 ,有利于丝素肽的开发利用.
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Study on the Inhibiting-Ability of the Black Pigment Formation with
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Abstract:The affection of different factors on the hydrolytic degree of silk fibroin peptide and the inhibiting-ability for-

mation of block pigmend of silkworm blood were studied while the silkworm cocoon was treated by gegumming , salt disso-

lution and alkali hydrolysis.The result showed that temperature had the most greatly influence to the hydrolytic degree of

silk fibroin peptide , second factor was time , the concentration had the least influence.The inhibition ratio was only

28.34%when the silk protein was unhydrolytic , but it could rapidly reach to 48.95%when the silk fibroin was hy-

drolyzed.The highest value of the inhibition ability ratio for the formation of the black pigment was 67.14%while the

hydrolytic degree of silk fibroin peptide was 0.476 5 g/L.Then , the inhibition ratio of the formation of the black pigment

was reduced with the increase of the hydrolytic degree of silk fibroin peptide.

Key words:peptide of silk fibroin;alkali hydrolysis;amino nitrogen;inhibition ratio of the formation of the black pigment
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