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丝素蛋白在氯化钙-乙醇-水体系中的溶解行为及其

结构的变化 
 

陈佳弘，江虹锐，余炼，王成华，赵谋明，刘小玲 

（广西大学轻工与食品工程学院，广西南宁 530004） 

摘要：为制备可溶性丝素蛋白应用于食品，本文探讨了不溶性丝素蛋白向可溶性再生丝素蛋白转化的条件并分析丝素蛋白结构

变化对其溶解性的影响。以丝素蛋白的溶解时间和再生丝素蛋白的氮溶解指数为指标分析了溶解体系、温度、盐浓度和乙醇浓度对丝

素蛋白溶解的影响。研究表明，利用氯化钙-乙醇-水体系可将不溶性丝素蛋白溶解，当氯化钙在 30%的乙醇溶液中浓度达到 4 mol/L

时，95 ℃保温 9 min，丝素蛋白完全溶解，所得再生丝素蛋白氮溶解指数达到 91%。利用低场核磁共振仪、圆二色谱仪、X-射线衍射

仪和扫描电镜观测丝素在混合溶液中的结构变化，结果显示，在三元体系中，丝素与水结合逐渐增强，丝素纤维膨大，随后逐渐断裂

为片层状，结晶结构破坏，再生丝素从 β-折叠转变为无规则卷曲，导致溶解性改善。 
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Dissolution Behavior and Structural Changes of Silk Fibroin in Calcium 

Chloride-Ethanol-Water Solvent Systems 
CHEN Jia-hong, JIANG Hong-rui, YU Lian, WANG Cheng-hua, ZHAO Mou-ming, LIU Xiao-ling 

(Institute of Light Industry and Food Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, China) 
Abstract: Conditions for the transformation of insoluble silk fibroin into soluble regenerated silk fibroin and the effect of structural 

changes in silk fibroin on its solubility were examined to enable preparation of soluble silk fibroin for use in food products. The effects of  

solvent system, temperature, salt concentration, and ethanol concentration on the dissolution of silk fibroin, as assessed by dissolution time and 

the nitrogen solubility index of the regenerated silk fibroin, were analyzed. The results showed that insoluble silk fibroin could be dissolved in  

calcium chloride-ethanol-water systems; soaking of silk fibroin in a solution of 4 mol/L calcium chloride and 30% (V/V) ethanol and heating at 

95 ℃for 9 min led to complete dissolution, and the nitrogen solubility index of the regenerated silk fibroin reached 91%. Structural changes in 

silk fibroin upon dissolution were also examined using low-field nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, circular dichroism 

spectroscopy, X-ray diffractometry, and scanning electron microscopy. In the calcium chloride-ethanol-water system, interactions between silk 

fibroin and water gradually increased in strength, the silk fibroin fibers swelled and gradually broke into a lamellar shape, and the crystal 

structure of the silk fibroin was destroyed. In solution, the structure of the regenerated silk fibroin changed from a β-sheet structure to a random 

coil structure, resulting in an improvement in solubility. 
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蚕丝由丝素蛋白（silk fibroin，SF）和丝胶蛋白构

成，其中丝素蛋白约占蚕丝的 75~83%[1]。丝素蛋白与

人体组织生物相容性高，药物渗透强，以及良好的机

械性能和降解性[2]，因此被广泛应用于生物医学、医

疗材料、日化产品、组织工程[3]和药物输送系统[4]。此 
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与性质 

外，丝素蛋白还可以应用于食品领域，研究表明它对

降低血液胆固醇含量、降血脂、降血糖和促进酒精代

谢具有积极作用[5~7]；同时，可溶性再生丝素蛋白还具

有乳化、起泡和凝胶等功能特性，可以改善食品加工

特性，日本早已研发出一系列添加再生丝素蛋白的饮

料、果酒和糕点，国内也有研究者利用再生丝素蛋白

良好的乳化性和凝胶性改善酸奶的保水性和黏度[8,9]。 
天然丝素蛋白具有反向平行的 β-折叠结构，在分

子间和分子内氢键以及范德华力的作用下结构稳定，

不溶于水[10]。如何使纤维状不溶性的丝素蛋白转变为
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可溶性的再生丝素蛋白（regenerated silk fibroin，
RSF），是扩展丝素用途的关键点。研究者多采用无机

盐体系溶解丝素蛋白，如李玲玲[11]等人为制备再生丝

素蛋白药物缓释载体，利用氯化钙-甲醇-水、氯化钙-
乙醇-水、硝酸钙-甲醇-水以及硝酸钙-乙醇-水在

60~70 ℃溶解丝素蛋白，溶解时间需要 1~2 h。吴惠英

等人[12]将丝素蛋白置于氯化钙-甲酸体系中溶解 2 h，
然后利用再生丝素蛋白溶解进行静电纺丝。以上研究

者制备的再生丝素蛋白多应用于材料学领域，所制备

的再生丝素蛋白结构较为完整，但溶解性能较差，且

对丝素的溶解条件没有进行深入研究。 
本文的目的在于制备一种溶解性更好的再生丝素

蛋白应用于食品领域。基于这一目的，在溶解过程中

以丝素蛋白的完全溶解时间和再生丝素蛋白的溶解性

（NSI）为指标，研究溶解体系组成，溶解剂各组分

浓度和溶解温度对丝素溶解的影响，同时探讨不溶性

丝素在氯化钙、乙醇及水的混合体系中的溶解行为，

并用低场核磁共振仪、圆二色谱仪和 X-射线衍射仪等

分析此过程中丝素蛋白的结构变化，以此阐明丝素溶

解行为的本质。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料与试剂 
蚕茧，浙江桐乡道朴丝绸有限公司；碳酸钠、无

水乙醇均为分析纯，天津市北辰方正试剂厂；8000 u
透析袋，美国联合碳化公司。 
1.1.2  仪器与设备 

101-1 型电热鼓风干燥箱，北京科伟永兴仪器有

限公司；SHJ-A 数显恒温磁力搅拌水箱，杭州聚同电

子有限公司；DC-1500 喷雾干燥机，上海达程实验设

备有限公司；JDG0.2 真空冷冻干燥机，兰州科近真空

冻干技术有限公司；5418R 离心机，德国 EPPENDORF
公司；SKD800 自动凯氏定氮仪，上海沛欧分析仪器

有限公司；Micro MR20-025V-1 低场核磁共振成像分

析仪，上海纽迈电子科技有限公司；MOS-450 圆二色

谱仪，法国 CBIO-LOGIC 公司；F16502 扫描电镜，

荷兰 PHENOM 公司；SMARTLAB3KW X-射线分析

仪，株式会社理学公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  可溶性再生丝素蛋白粉的制备 
参考周凤娟等[13]的方法并稍作修改，称取 50 g 蚕

丝加入 5000 mL，5 g/L 的碳酸钠溶液中，在 100 ℃加

热 40 min 去除溶于热碱溶液的丝胶蛋白，将获取的丝

素蛋白用去离子洗净、烘干至恒重备用。将 8 g 丝素

蛋白置于 120 mL 混合溶解剂中加热溶解，溶液于

6000 r/min 离心 30 min 后，使用 8000 u 透析袋透析 3 d
脱盐，每 4 h 更换一次去离子水。脱盐后的将丝素蛋

白溶液在进风温度 150~160 ℃，出风温度 70~80 ℃下

喷雾干燥即可获得可溶性再生丝素蛋白粉末。 
1.2.2  丝素蛋白溶解条件研究 

为获得具有良好溶解性的再生丝素蛋白，探究了

溶解体系的选择、溶解体系的构成及溶解温度等条件

因素，并以完全溶解时间 T（min）和氮溶解指数 NSI
（%）加以评价。其中，溶解剂从表 1 中的盐的水溶

液或盐的乙醇溶液中筛选。 
表1 溶解体系的构成 

Table 1 Composition of solvent systems used for silk fibroin dissolution 

缩写 溶解体系构成 

CCW CaCl2-H2O（Calcium chloride-Water） 

CCEW CaC12-C2H5OH-H2O（Calcium chloride-Ethanol-Water） 

CNW Ca(NO3)2-H2O（Calcium nitrate-Water） 

CNEW Ca(NO3)2-C2H5OH-H2O（Calcium nitrate-Ethanol-Water） 

MCW MgCl2-H2O（Magnesium chloride-Water） 

MCEW MgC12-C2H5OH-H2O（Magnesium chloride-Ethanol-Water） 

ZCW ZnCl2-H2O（Zinc chloride-water） 
ZCEW ZnC12-C2H5OH-H2O（Zinc chloride-Ethanol-Water） 

1.2.3  丝素蛋白溶解过程结构变化的研究 
在给定的混合溶液及温度条件下，每隔一定时间，

测定置于溶液的丝素蛋白溶解率，并取出未溶解的丝

素蛋白，吸取表面水分后用低场核磁共振测定样品的

横向弛豫时间；溶于溶液的丝素蛋白用圆二色谱测定

其椭圆吸光度。将上述未溶丝素蛋白进行冻干，将已

溶解的再生丝素蛋白进行喷雾干燥，用 X-射线衍射仪

测定其衍射峰及用电子显微镜观察其表面形貌。 
1.2.4  丝素蛋白溶解时间的测定 

如何使纤维状不溶性的丝素蛋白转变为可溶性的
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再生丝素蛋白将丝素蛋白置于盐溶液中，直至其丝状

物完全消失，所耗时间为溶解时间 T（min）。 
1.2.5  再生丝素蛋白氮溶解指数的分析方法 

参考杨峰[14]的方法并稍作修改，准确称取 1 g（精

确至 0.0001 g）可溶性丝素蛋白粉末样品于 50 mL 烧

杯中，量取 40 mL 去离子水，于室温下搅拌 120 min，
然后定容至 50 mL，静置几分钟，取上层液 1500 r/min
离心 10 min，然后取离心后的上清液 10 mL。用凯氏

定氮法分别测定上清液和可溶性丝素蛋白粉末中的氮

含量，通过下式计算样品的氮溶解指数(NSI)： 

%100
N
N%)( 1 ×=氮溶解指数  

式中：N1为上清液的氮质量(mg)；N 为称样蛋白粉中的氮

质量(mg)。 

1.2.6  丝素蛋白溶解率表示 
将丝素置于溶解体系中加热溶解一段时间，取出

未溶解的丝素用去离子水洗净，于 100 ℃烘干。 

%100
Μ
ΜΜ(%) 1 ×

−
=溶解率  

式中：M1 为未溶解的丝素蛋白质量(mg)；M 为溶解前丝

素蛋白质量(mg)。 

1.2.7  丝素蛋白的低场核磁共振横向弛豫时间

（T2）测定 
参考赵婷婷等[15]的方法并稍作修改，溶液中未溶

解的丝素蛋白利用Micro MR20-025V-1 低场核磁共振

成像分析仪测定溶解过程中丝素的横向弛豫时间，测

定选用 Q-CPMG 序列，其参数值为：SW=200，NS=4，
SF=18.38 MHZ ， TW=2000 ms ， NECH=4500 ，

RFD=0.02 ms，TE=0.385 ms。参数设置完后，开始采

样，每个测试重复 3 次。 
1.2.8  再生丝素蛋白溶液的圆二色谱测定 

取不同溶解时间下（不同溶解率时）的丝素蛋白

溶液，蛋白质浓度标定为 5.3×10-2 g/mL，利用

MOS-450 圆二色谱仪测定样品的圆二色谱。参考[16]。

远紫外圆二色谱扫描范围为 190~250 nm，将蛋白质溶

液稀释 10 倍后测定；近紫外圆二色谱扫描范围为

250~350 nm，将蛋白质溶液稀释 2 倍后测定。石英样

品池光程为 1.0 mm，测量参数：带宽 1.0 nm；扫描速

率 100 nm/min；响应时间 0.5 s；分辨率 0.2 nm；扫描

次数 6 次。 
1.2.9  丝素蛋白和再生丝素蛋白微观形貌观察 

利用 F16502 扫描电镜观察丝素蛋白和再生丝素

蛋白在盐溶过程中的微观形态变化，测试条件 10 kV，

未溶解的丝素蛋白放大倍数 1100 倍，再生丝素蛋白放

大倍数为 2000 倍，对样品进行喷金后观察。 

1.2.10  丝素蛋白和再生丝素蛋白的 X-射线衍

射图 
参考 Lu[17]的方法。用 SMARTLAB3KW X-射线

衍射仪对溶解率对脱胶蚕丝和再生丝素蛋白粉末进行

X 射线扫描，记录 2θ=10 °~50 °间的衍射强度曲线。

测试条件：铜靶 Cu Kα（λ=0.15406 nm）、管电压 40 kV、

管电流 40 mA、扫描速度为 4 °/min。利用 JADE6.0
对图谱进行分析，确定衍射峰和晶面间距。 
1.2.11  数据处理 

应用 SPSS 17.0 统计软件对实验数据进行单因素

方差分析（One-way-ANOVA）作总体差异显著性分

析，组间采用 S-N-K 法比较，以 p<0.05 为差异显著，

所有测定至少重复 3 次。 

2  结果与讨论 

2.1  溶解体系的构成对丝素溶解时间的影响 

 
图1 丝素蛋白在不同溶解体系中的溶解时间 

Fig.1 Dissolution time of silk fibroin in different solvent systems 

注：溶解温度 100 ℃；所有体系中金属盐离子浓度 4.5 

mol/L；CCEW、CNEW、ZCEW和MCEW中乙醇体积分数40%。 

图 1 显示不溶丝素在不同混合溶液体系中溶解的

快慢。由图 1 可知，在盐的水溶液体系中，氯化钙

（CCW）和硝酸钙（CNW）的溶解时间显著低于氯

化镁（ZCW）和硝酸镁（MCW），耗时不足 5 min，
溶液中的不溶性丝纤维全部溶解。比较阳离子的差异

可见，在相同的阴离子条件（Cl-）下，溶解速率快慢

的顺序为钙（CCW）、锌（ZCW）、镁（MCW），三

者溶解时间呈明显递增趋势。在相同阳离子（Ca2+）

的条件下，氯离子（CCW）要略优于硝酸根离子

（CNW）。可见，盐的离子构成对丝素的促溶作用效

果不同，由于比较的盐的数量有限，无法寻找其变化

规律。 
在盐的乙醇溶液体系中，溶解时间与盐的组成之

间的变化规律一致。水溶液中加入乙醇，使之占溶液

体积比的 40%后发现，各种盐溶液，乙醇加入后都促

39 
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进了不溶丝纤维的溶解，降低其全部溶解所需时间，

但对氯化钙和硝酸钙的影响不显著，对氯化锌和对氯

化镁的影响极显著，从原来的 12 min 和 22 min 分别

减小到 7 min 和 16 min。刘明[18]利用 CaC12-H2O、

CaC12-C2H5OH-H2O、LiBr-H2O 和 LiBr-C2H5OH-H2O
等体系溶解丝素发现，LiBr 溶液溶解丝素的能力强于

CaC12 溶液，同时两种盐溶液加入乙醇后其溶解丝素

的能力都增大，但未对溶解时间及再生丝素的溶解性

能进行考察。实验的结果与其基本一致，但考虑到生

产成本等因素，未对溴化锂进行考察。 

2.2  溶解体系的构成对再生丝素蛋白溶解性

的影响 

 

图 2 不同溶解体系下再生丝素蛋白的氮溶解指数 

Fig.2 Nitrogen solubility index of regenerated silk fibroin in 

different solvent systems 

注：溶解温度 100 ℃；所有体系中金属盐离子浓度 4.5 

mol/L；CCEW、CNEW、ZCEW和MCEW中乙醇体积分数40%。 

图 2 反映了不同混合溶液处理所得的再生丝素蛋

白，在重新复水溶解的过程中的溶解性，以氮溶指数

表征。由图 2 可见，几种盐溶体系所得的可溶性再生

丝素蛋白粉，它们的溶解性有较大差异，氯化钙

（CCW）和硝酸钙（CNW）所得的样品氮溶解指数

较高，在 80%左右，且两者无显著差异，氯化镁（ZCW）

和硝酸镁（MCW）显著低于前两者，氯化镁最低，

仅达到 40%。 
加入乙醇后，不仅使得不溶丝纤维溶解速度提高，

且其溶解产物的溶解度都比水溶液组显著提高照

（**EW 与**W 有显著差异，p>0.05）。其中氯化钙-
乙醇-水三元体系（CCEW）制备的可溶性丝素蛋白

NSI 值最高，为 92%，比其对照组氯化钙-水（CCW）

的 83%显著增大。苏峰[19]利用氯化钙水溶液在 100 ℃
溶解丝素蛋白后，185 ℃喷雾干燥获得的可溶性丝素

蛋白粉末的 NSI 值为 80%，明显低于本研究中化钙-
乙醇-水体系（CCEW）的 NSI 值。 

综上所述，从溶解时间短，NSI 值较大的四个体

系 CCW、CCEW、CNW 和 CNEW 中进一步考察乙

醇体积比、盐浓度及溶解温度等的影响。 

2.3  加热温度对丝素蛋白溶解时间的影响 

 
图3 不同温度下丝素蛋白的溶解时间 

Fig.3 Dissolution time of silk fibroin at different temperatures 

注：金属盐离子浓度 4.5 mol/L；CCEW 和 CNEW 中乙醇

体积分数40%；图中顶部截断的柱状图表示脱胶蚕丝在180 min

时无法完全溶解。 

由图 3 可知，在同一温度下（除 100 ℃），脱胶蚕

丝在氯化钙-乙醇-水混合体系（CCEW）中的溶解时

间显著低于其他体系中的溶解时间，60 ℃时 CCEW
中的溶解时间 29 min，显著低于在 CNEW 中的溶解

时间 169 min，因此氯化钙盐溶液对脱胶蚕丝的溶解

能力强于硝酸钙等其它盐类。相同温度和相同金属盐

离子体系下，加入乙醇后溶解时间显著减小，如在

60 ℃时，CCW 和 CCEW 相比，脱胶蚕丝在 CCW 中

180 min 仍无法完全溶解，而在 CCEW 中的溶解时间

仅为 29 min。因此加入一定量乙醇有利于脱胶蚕丝溶

解。 
此外，同一体系中，随着温度升高，溶解时间都

显著性减小，如 CCEW 三元体系中，当温度由 60 ℃
升高到 100 ℃，溶解时间从 30 min 降低至 2 min。严

国良[20]等人使用离子液体 1-烯丙基-3-甲基咪唑氯化

物（ [AMIM]Cl）和 1-丁基 -3-甲基咪唑氯化物

（[BMIM]Cl）溶解丝素蛋白（0.5%），发现在 80 ℃时

丝素蛋白无法完全溶解，90 ℃时在[BMIM]Cl 和

[AMIM]Cl 溶解时间分别为 100 min 和 95 min。这两

种离子液体的溶解时间远远大于氯化钙的乙醇水溶液

（CCEW）。 

2.4  加热温度对再生丝素蛋白溶解性的影响 

图 4 显示不同加热温度下所得的再生丝素蛋白的

氮溶解指数。由图 4 可知，在氯化钙乙醇水体系中，

随着盐溶温度升高，可溶性丝素蛋白的 NSI 值不断增
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大，温度分别为 90 ℃和 100 ℃时，NSI值分别为 88.3%
和 92.3%，两者之间无显著性差异。综上所述，丝素

在氯化钙-乙醇-水三元体系中溶解时间最短，同时该

体系温度在 90~100 ℃下获取的可溶性丝素蛋白的

NSI 值最高，溶解性较好。综上可见，不溶性丝素以

CCEW（氯化钙-乙醇-水）体系为溶解剂，并在

90~100 ℃下保温，其溶解的速率和溶解能力均较好。 
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图4 不同温度下再生丝素蛋白的氮溶解指数 

Fig.4 Nitrogen solubility index of regenerated silk fibroin at 

different temperatures 

注：溶解体系为 CCEW；金属盐离子浓度 4.5 mol/L，乙

醇体积分数 40%。 

2.5  氯化钙浓度对丝素蛋白溶解时间及再生

丝素蛋白溶解性的影响 

 
图5 不同氯化钙浓度下丝素蛋白的溶解时间和再生丝素蛋白

的氮溶解指数 

Fig.5 Dissolution time of SF and nitrogen solubility index of 

regenerated silk fibroin with different Calcium chloride 

concentration 

注：溶解体系为 CCEW，温度 95 ℃，乙醇体积分数 40%。 

由图 5 可知，盐浓度在 4.5 mol/L 时，丝素的溶解

时间最短仅为 9 min；而偏离此浓度，均使得其溶解

时间延长。氯化钙浓度为 4.0 mol/L 时，溶解时间为

11 min，与 4.5 mol/L 时无显著性差异。氯化钙浓度为

6 mol/L 时，氮溶解指数最高为 94%，并与浓度为 4.0 

mol/L 的最低值（91%）有显著差异，除此之外，各

组丝素蛋白的 NSI 值之间无显著性差异。综合而言，

氯化钙浓度为4.0~4.5 mol/L时兼顾溶解时间和氮溶解

指数达到较佳水平，若考虑到再生丝素蛋白后续脱盐，

还可考虑降低氯化钙浓度到 3.5 mol/L，此时溶解时间

也仅为 15 min。 

2.6  乙醇浓度对丝素蛋白溶解时间及再生丝

素蛋白溶解性的影响 

 

图 6 不同乙醇浓度下丝素蛋白的溶解时间和可溶性丝素蛋白

的氮溶解指数 

Fig.6 Dissolution time of silk fibroin and nitrogen solubility 

index of regenerated silk fibroin in solutions with different 

ethanol concentrations  

注：溶解体系为CCEW；温度95 ℃；氯化钙浓度4.0 mol/L。 

由图 6 可见，体系中乙醇浓度对丝素溶解性的影

响与氯化钙浓度的相似。乙醇体积分数为 30%时，溶

解时间为 9 min，乙醇体积分数为 40%时，溶解时间

为 11 min，二者无显著差异。乙醇在溶液中的体积比

由 20%提高到 60%时，所得可溶性丝素蛋白的 NSI
值之间无显著性差异。综合考虑，选择溶解剂中乙醇

体积占比为 30~40%。 
综合相关影响因素的作用，选择丝素的溶解条件

为，以氯化钙-乙醇-水体系为溶解剂，其中乙醇水溶

液的乙醇体积比为 30%，氯化钙浓度为 4.0 mol/L，并

在 95 ℃下加热溶解。在此条件下，需要完全溶解丝素

蛋白，仅需9 min，所得再生丝素蛋白粉的NSI为91%。

李玲玲[11]利用摩尔比为 1:2:8 的四种无机盐体系（氯

化钙-甲醇-水、氯化钙-乙醇-水、硝酸钙-甲醇-水和硝

酸钙-乙醇-水）溶解丝素，溶解体系氯化钙的浓度约

为 4.5 mol/L，乙醇的浓度约为 45%，需要 60~70 ℃加

热 1~2 h 才能完全溶解。本实验和已有的研究相比，

降低了氯化钙和乙醇的浓度，后续脱盐效率更高；关

于盐溶温度，研究发现在 60~70 ℃加热 1~2 h 溶解获

取的再生丝素蛋白的NSI值低于 80%，本实验在 90 ℃



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.9 

制备的再生丝素蛋白的溶解性明显优于已有研究。 

2.7  丝素蛋白在溶解过程中与水结合状态的

变化 

42 

 
图7 丝素蛋白在溶解过程中的横向弛豫时间T2 

Fig.7 Transverse relaxation time of silk fibroin in the process of 

dissolution 

在丝素未完全溶解的不同时间点取出未溶解的丝

素，其在低场核磁中的弛豫时间变化如图 7 所示。低

场核磁共振得到的T2分布图谱主要显示有三个峰，T21

（1~10 ms）代表结合水、T22（10~100 ms）代表不易

流动水、T23（100~1000 ms）代表自由水；横向弛豫

时间 T2可以间接表明水分的自由度，T2越大表明水分

越自由，各组分弛豫时间和积分面积所占的比例的不

同，可以反映出食品中存在着不同状态的水[21~23]。 
由图 7 可见，T22积分面积比最大。随着加热时间

推进、溶解的持续进行，丝素蛋白溶解率增大，表征

未溶解的丝素中不易流动水的 T22（10~100 ms）峰，

随着脱胶蚕丝的溶解率增大而峰位左移，同时峰幅度

增大，说明溶剂中的水分与丝素结合，导致不可流动

水的比例提高。 
由表 2 可知，丝素蛋白的溶解率由 20%增加到

90%，峰面积比 P21和 P22分别由 5.7%和 75.2%显著增

加到 8.7%和 88.1%，说明随着时间延长及溶解的持续

进行，一部分纤维表面的自由水进入到丝纤维的内部，

并与丝纤维蛋白发生水合，导致该部分水的流动性下

降。李伟妮等[24]利用低场核磁共振研究山羊肉在冷藏

过程中的变化，发现峰面积 P22减小，P23随贮藏时间

逐渐增大，说明不易流动水在冷藏过程发生了水分迁

移导致其含量降低，即不易流动水向自由水转化，从

而使自由水含量增加。综上所述，丝素蛋白的溶解与

肉的冷藏失水相反，丝素蛋白在盐溶液中膨胀，水分

进入丝素蛋白纤维内部，水与蛋白质的结合，促使丝

纤维吸水膨胀的发生。 
表2 丝素蛋白在溶解过程中的横向弛豫时间及峰面积比 

Table 2 Transverse relaxation time and peak area ratio of silk fibroin in the process of dissolution 

脱胶蚕丝溶解率/% T21/ms T22/ms T23/ms 峰面积比P21/% 峰面积比 P22/% 峰面积比 P23/%

20 4.82±0.53c 25.36±1.75c 159.91±6.1b 5.78±0.40b 75.24±3.44b 19.1±1.39c 

60 2.22±0.25b 22.26±1.52b 145.24±5.03a 7.26±1.45a 86.35±5.51a 6.5±1.11b 

90 1.67±0.28a 17.54±1.76a 140.73±6.57a 8.79±2.01a 88.1±4.39a 3.2±0.87a 
注：同一列肩表不同者差异显著（p<0.05）。 

2.8  再生丝素蛋白溶液的圆二色谱图 

 
图8 再生丝素蛋白溶液的远紫外圆二色谱图 

Fig.8 Far-UV circular dichroism spectra of regenerated silk 

fibroin solutions 

蛋白质的 CD 光谱分为远紫外区和近紫外区，远

紫外区为 185~245 nm，远紫外区是肽键的吸收峰，因

此该区域反映了蛋白质主链的构象，可以反映二级结

构的含量和变化；近紫外为区 240~320 nm，该区域主

要由侧链生色团所贡献，如色氨酸残基和酪氨酸残基

等的吸收，可以提供一些三级结构，包括芳香性残基

侧链环境及二硫键的信息[16,25]。一般认为在蚕丝蛋白

的圆二色性光谱图中，无规卷曲结构在波长 192~196 
nm 附近有强的负吸收峰，β-折叠结构在 210~215 nm
附近出现负峰[13]。 

由图 8 可知，当脱胶蚕丝溶解率为 20%时，再生

丝素蛋白溶液在波长 209 nm 处出现特征负峰，在波

长 194 nm 处出现微小负峰，则此时溶液的丝素蛋白

的二级结构以 β折叠为主，含少量无规则卷曲结构；

脱胶蚕丝溶解率从 20%增加到 90%这一过程中，表征

β 折叠结构的负峰不断减小，表征无规则卷曲结构的

负峰不断增大，说明在盐溶过程中，丝素蛋白二级结

构由 β 折叠变为无规则卷曲。溶解率 100%时，溶液
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中的丝素蛋白的二级结构基本变为无规则卷曲，β 折

叠结构特征负峰消失。周凤娟[13]和倪莉[25]等人对可溶

性丝素蛋白的研究发现，其圆二色谱图都在 195 nm
处出现特征负峰，可溶性丝素蛋白的二级结构主要为

无规则卷曲。 

 
图9 再生丝素蛋白溶液的近紫外圆二色谱图 

Fig.9 Near-UV circular dichroism spectra of regenerated silk 

fibroin solutions 
近紫外CD谱中275 nm处很强的科顿效应主要是

源于 Tyr 残基的振动变化，280 nm 处是由 Trp 引起的
[26]。由图 9 可知随着脱胶蚕丝溶解率的增大，可溶性

丝素蛋白溶液的圆二色谱图显示 280 nm 处负峰峰高

增加，随着溶解的进行，说明丝素蛋白的色氨酸不断

暴露于溶液中，使丝素蛋白分子失去有序度，转向无

规则的分子量链。杨宇红[16]等人研究再生丝素蛋白溶

液在不同 pH 值的近紫外圆二色谱发现，pH 4~5 时，

280 nm 处的 Tyr 特征负峰达到极值，此时 Tyr 残基的

圆二色性最强。 

2.9  丝素蛋白和再生丝素蛋白的 X-射线衍射

图 

 
图10 丝素蛋白和再生丝素蛋白的X-射线衍射图 

Fig.10 X-ray diffraction patterns of silk fibroin and regenerated 

silk fibroin 

注：a~d 为溶解率分别为 0%、20%、60%和 90%的丝素蛋

白；e 为再生丝素蛋白。 

在有文献报道，丝素蛋白晶型结构主要包括 Silk 
Ⅰ(α-螺旋和 β-转角)结构和 Silk (Ⅱ β-折叠)结构，silk 
Ⅰ和 silk Ⅱ的晶面间距 d(nm)分别为：0.98( )Ⅱ 、

0.74(Ⅰ)、0.56(Ⅰ)、0.48(Ⅱ)、0.44(Ⅰ)、0.43(Ⅱ)、0.41(Ⅰ)
和 0.36(Ⅰ)[17,27]。Silk Ⅱ结构的特征衍射峰出现在

18.9 °、20.7 °、24.9 °和 40.97 °处[28]。 
由图 10 可知，丝素蛋白的特征衍射峰角度 2θ分

别为 20.8 °、25.0 °、30.9 °和 41.0 °，其晶面间距 d(nm)
分别为：0.43(Ⅱ)、0.36(Ⅰ)、0.28(Ⅰ)和 0.22（Ⅱ）。

可知丝素蛋白以 Silk (Ⅱ β-折叠)结构为主，还包含 Silk 
Ⅰ(α-螺旋和 β-转角)结构。图 11 表明，在丝素蛋白溶

解过程中，位于 20.8 °和 41.0 °的衍射峰随着溶解率增

加，其衍射强度明显减弱，当溶解率升高到 90%时，

41.0 °的衍射峰基本消失；同样的，25.0 °和 30.9 °处的

衍射峰强度随着溶解率增加而减弱，当溶解率为 90%
时，位于 30.9 °的衍射峰基本消失。 

由图 10 中的插图可知，丝素蛋白完全溶解后获取

的再生丝素蛋白粉末，其 X-射线衍射图谱无明显的特

征峰，说明其呈现无定型的状态。这和其他可溶性丝

素蛋白的研究类似，表现为从 10.5 °到 25 °的广泛角

度范围(波长为 0.1371 nm)存在一个高峰，显示了非晶

体状态[17]。 
综上所述，在丝素溶解过程中，其晶体结构被破

坏，二级结构分解，形成可溶于水的再生丝素蛋白，

此时其呈现无规则无定型的状态。 

2.10  丝素溶解过程中微观形貌变化 

  

  
图11 丝素蛋白在溶解过程中的微观形态 

Fig.11 Microstructure of silk fibroin in the process of 

dissolution 

注：a、b 和 c 为溶解率分别为 0%、60%和 90%的丝素；
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d 为再生丝素蛋白。 

由图 11 可以观察到，丝素蛋白最初为光滑连续的

带状结构，宽度约为 10 μm；当溶解率为 20%，少部

分蚕丝发生断裂；溶解率为 60%时，大部分蚕丝断裂，

且蚕丝发生膨胀；当溶解率为 90%时，可以明显观察

到原来带状的丝素分解为片状，宽度增加为 20 μm。

溶液中的再生丝素蛋白干燥后最终呈现不规则的颗粒

状（见图 11），直径约为 5 μm。董文秀[29]等人利用氯

化钙溶液溶解丝素蛋白，发现在溶解过程中丝素纤维

逐步变成松散的带状结构，最终转化为片层状结构，

这和本实验的研究结果类似。 

3  结论 

本文探究不溶性丝素蛋白向可溶性再生丝素蛋白

转变的条件及其溶解过程中的结构变化，结果表明，

将不溶性丝素蛋白加入一定浓度的盐的水溶液或盐的

乙醇水溶液加热，当达到一定温度时，不溶性丝素可

溶解到溶液中。经比较和优选，当不溶性丝素置于氯

化钙-乙醇-水体系（其中乙醇体积分数 30%，氯化钙

浓度为 4 mol/L）中，在 95 ℃加热，仅需 9 min 丝素

可全部溶解。经透析脱盐干燥，得到的再生丝素蛋白

粉末的氮溶解指数 NSI 达到 91%。与其他的溶解剂相

比，该体系的溶解效率高，所得的再生丝素蛋白粉溶

解性好。 
以氯化钙-乙醇-水体系加热溶解丝素的过程中，

丝素蛋白首先从溶剂中吸收水，水分被丝素蛋白所束

缚，导致丝素体积膨胀。其次丝素发生断裂成为片层

状，导致具有高度结晶结构的丝素纤维的结晶结构破

坏，其以 β-折叠为基础的有序结构逐步转变为无规则

卷曲结构，分子内氢键转向与水的高度水合，实现可

溶性。 
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