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丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中构象变化的光谱学研究
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摘　要　应用圆二色谱、内源荧光和外源荧光探针研究了丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中的构象变化及机
理。结果显示，在浓度低于３０％（Ｖ／Ｖ）的甲醇－水混合溶剂中，处于无规卷曲状态的丝素蛋白可以通过疏水
相互作用形成小的疏水区域，随着甲醇浓度的增加，丝素蛋白发生由无规卷曲向β－折叠的构象转变，削弱了
疏水侧链的相互作用。分析表明，丝素蛋白的构象变化与溶剂体系的微观结构密切相关，其稳定性主要由肽
键单元与混合溶剂中的分子簇之间的相互作用决定。低浓度的甲醇－水混合溶剂保持水固有的氢键结构，
对丝素蛋白肽键单元的溶剂化和丝素蛋白构象的影响较小，而随着甲醇浓度的增加，溶剂结构出现由四面
体结构的水分子簇向链状结构的甲醇分子簇的转变，丝素蛋白通过形成分子内氢键减少肽键单元与溶剂分
子的接触，从而引发丝素蛋白的构象转变。
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引　言

　　蚕丝是最早被利用的天然蛋白质之一，由于其组成、结

构和成纤机理赋予它天生的各种优良的纤维秉性而享有“纤
维皇后”的美誉。丝素蛋白（ＳＦ，ｓｉｌｋ　ｆｉｂｒｏｉｎ）是蚕丝最主要的
组成部分，随着对其独特氨基酸成分、结晶结构和理化性能

研究的深入［１－３］，尤其是近年来蚕丝多用途开发向高新技术

的渗透，国内外对丝素蛋白的应用正从传统的纺织领域积极
向生物医药、化妆品、食品等领域拓展，丝素蛋白由于其优

异的力学性能、生物相容性和可生物降解性而在组织工程［４］

和药物缓释材料［５］等领域展现出巨大的应用前景。

丝素蛋白在稀溶液中主要以无规线团形式存在，但是对
于丝素蛋白而言，无规卷曲并不是热力学上稳定的结构，在
一定的外界条件下（如温度、浓度、溶剂、离子作用及应力
等）会发生由无规卷曲向β－折叠的构象变化，并伴随着丝素
蛋白由水溶性的无规线团向不溶于水的半结晶结构的转

变［１－３］；另一方面，在某些盐和酸的作用下，丝素蛋白的构象

也可以发生由β－折叠向无规卷曲的转变。丝素蛋白这种在可
控条件下可以实现水溶性与非水溶性的双向转化的特点，使
其可以非常方便地制成纤维、粉末、薄膜、凝胶、多孔支架
等多种形式，为其在生物医药领域的应用提供良好的基

础［４，５］。

近年来，国内外对丝素蛋白生物材料的制备和应用得到
了很大发展，制备结构和性能可调控的丝素蛋白材料以适应
实际应用的需要已经逐步成为科研工作者的工作重点。利用
甲醇诱导丝素蛋白产生由无规卷曲向β－折叠的转变是丝素蛋
白材料制备中最普遍的方法［４，５］，但是，甲醇－水混合溶剂中
丝素蛋白构象变化的机理尚有待进一步研究。
本文分析了丝素蛋白在系列浓度的甲醇－水混合溶剂中

的圆二色谱（ＣＤ）和发射荧光光谱。圆二色谱是研究溶液中
生物大分子构象的重要手段，可以有效探测蛋白质二级结构
的变化。蛋白质内源性荧光的重要特征之一是对环境的变化
很敏感，蛋白质的构象转变、变性、结构域的缔结、与底物
结合，都会引起内源性荧光生色基团局部环境的改变，因此
可以为了解蛋白质的构象变化提供大量有用信息。结合外源
荧光探针８－苯胺基萘－１－磺酸镁（ＡＮＳ）的光谱分析，我们根据
溶剂微观结构的变化探讨了丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中
构象转变的机理，为丝素蛋白材料的结构性能调控提供理论
依据。

１　实验部分

１．１　试剂
无水碳酸钠（分析纯，汕头市西陇化工有限公司）、甲醇

（光谱纯，美国Ｓｉｇｍａ公司）、溴化锂（化学纯，国药集团化学



试剂有限公司）、ＡＮＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）未经进一步纯化直
接使用，实验用水为二次蒸馏水，所用蚕丝由南宁市质量技
术监督局友情提供。

１．２　仪器和实验方法

１．２．１　再生丝素蛋白和ＡＮＳ储液的制备
再生丝素蛋白按常规方法制备［４，５］。蚕丝在１００℃的

ＮａＣＯ３（０．５％）水溶液中脱胶２次，每次３０ｍｉｎ，５０℃干燥
后溶解于９．３ｍｏｌ·Ｌ－１的ＬｉＢｒ溶液，所得的丝素蛋白盐溶
液利用截留分子量为１２　０００～１４　０００的透析袋（美国Ｓｉｇｍａ
公司）在二次水中透析３ｄ，期间每天更换溶剂３次。透析后
的丝素蛋白溶液经０．２２μｍ微膜过滤器过滤后０～５℃保存，

丝素蛋白含量应用称重法测定。

ＡＮＳ用二次水配制成储液０～５℃保存，使用时稀释至

５×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１。ＡＮＳ储液浓度利用 ＵＶ－２５０１ＰＣ分光光
度计（日本岛津Ｓｈｉｍａｄｚｕ）在３５０ｎｍ测定，摩尔吸光系数取

６　３００ｍｏｌ·Ｌ－１·ｃｍ－１［６］。

１．２．２　样品配制
在２５ｍＬ的容量瓶中准确加入所需的甲醇和大部分的

二次水，混合均匀后加入所需的再生丝素蛋白和 ＡＮＳ储备
液，利用二次水定容、混合均匀后备用。圆二色谱和荧光光
谱测定所用样品中丝素蛋白浓度分别为０．１和０．２ｇ·Ｌ－１。

１．２．３　圆二色谱
使用光径为１．０ｍｍ的石英样品池在Ｊａｓｃｏ　Ｓｐｅｃｔｒｏｐｏｌａ－

ｒｉｍｅｔｅｒ－７１５（日本Ｊａｓｃｏ）室温下测定丝素蛋白在１９０～２６０ｎｍ
的圆二色谱，测量时带宽为１．０ｎｍ，扫描速率１００ｎｍ·

ｍｉｎ－１，响应时间４ｓ，分辨率０．２ｎｍ，每个样品重复扫描５
次。同样实验条件下测定相同浓度的甲醇－水混合溶剂的圆
二色谱，其影响在最终结果中扣除。

１．２．４　荧光光谱
利用１×１ｃｍ石英比色皿在ＲＦ－５３０１ＰＣ荧光分光光度

计（日本岛津Ｓｈｉｍａｄｚｕ）室温下记录丝素蛋白在甲醇－水混合
溶剂中２８０～４５０ｎｍ的发射荧光光谱（λｅｘ＝２９５ｎｍ），测定

ＡＮＳ在 ＡＮＳ－甲醇－水三元溶液和 ＡＮＳ－丝素蛋白－甲醇－水四
元溶液中４００～６００ｎｍ的发射荧光光谱（λｅｘ＝３８８ｎｍ），测量
时激发和发射带宽为３ｎｍ，分辨率为１ｎｍ。

实验过程中所用溶液的配制使用 Ｍｅｔｔｌｅｒ　ＡＢ１０４－Ｎ型电
子分析天平，称量误差±０．１ｍｇ。

２　结果与讨论

２．１　圆二色谱
丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中的圆二色谱测定结果汇

总于图１。在纯水中，丝素蛋白在１９５ｎｍ附近出现负的圆二
色谱带，这是无规线团的特征谱带［７］。随着甲醇的加入，丝
素蛋白的无规线团特征谱带逐渐减弱，在ｃＭｅＯＨ≥３０％的甲
醇－水混合溶剂中１９５ｎｍ附近的负圆二色谱带消失，同时在

１９８和２１７ｎｍ附近分别出现正的和负的圆二色谱带，说明丝
素蛋白发生了由无规线团到β－折叠的构象变化

［７，８］。

　　从氨基酸的疏水特征来看，丝素蛋白重链中疏水侧链和
亲水侧链沿着氨基酸序列相间分布，这种氨基酸序列的肽链

易于形成一种亲水侧链和疏水侧链各自位于一侧的β－折叠结
构，并可能包含了相当数量的β－转角

［８］。β－转角的圆二色光
谱特征与β－折叠相似，分别于２０６和２２７ｎｍ附近出现正的
和负的圆二色谱带［７，８］。Ｂｒａｈｍｓ［７］对多种蛋白质模型分子的
研究显示，与β－折叠相比较，β－转角的正圆二色谱带的强度
增强，而负圆二色谱带的强度减弱。分析丝素蛋白１９８与

２１７ｎｍ的光谱强度比ａｂｓ（θ１９８／θ２１７）发现，在ｃＭｅＯＨ＞６０％的
混合溶剂中丝素蛋白的ａｂｓ（θ１９８／θ２１７）随着甲醇浓度的增加而
上升，与低浓度混合溶剂中的变化规律相反（图１），同时，圆
二色谱带出现红移，这一现象可能就是由于丝素蛋白出现部
分的β－转角造成的。

Ｆｉｇ．１　ＣＤ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓｉｌｋ　ｆｉｂｒｏｉｎ　ｉｎ　ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ
ｃＳＦ：０．１ｇ·Ｌ－１；ｃＭｅＯＨ／％（Ｖ／Ｖ）：１：０；２：１０；３：２０；

４：３０；５：４０；６：５０；７：６０；８：７０；９：８０；１０：９０

２．２　荧光光谱
圆二色谱主要反映了蛋白质分子二级结构的变化，结合

荧光光谱，可以更多地了解蛋白质构象变化的细节。蛋白质
的内源性荧光主要来自色氨酸残基和酪氨酸残基，其发射荧
光光谱相互叠加，给蛋白质荧光光谱的分析带来一定的困
难。由于酪氨酸对２９５ｎｍ以上波长的光的吸收很弱，λｅｘ＝
２９５ｎｍ的发射荧光光谱主要体现了蛋白质分子中色氨酸残
基所处环境的变化［９］，本文测定了丝素蛋白在激发波长λｅｘ
＝２９５ｎｍ的发射荧光光谱，结果汇总于图２。

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓｉｌｋ
ｆｉｂｒｏｉｎ　ｉｎ　ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ

λｅｘ＝２９５ｎｍ；ｃＳＦ：０．２ｇ·Ｌ－１；ｃＭｅＯＨ／％（Ｖ／Ｖ）：１：０；２：１０；

３：２０；４：３０；５：４０；６：５０；７：６０；８：７０；９：８０；１０：９０
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　　色氨酸残基的荧光对环境的变化非常敏感，常常作为蛋
白质构象变化的指针。尽管色氨酸周围电场和偶极距的变化
也会引起荧光光谱的移动，但是色氨酸荧光光谱的红移通常
被认为是微区环境极性增加的结果［１０］。Ｂｕｒｓｔｅｉｎ［１１］认为，色
氨酸处于疏水环境时最大发射波长λｍａｘ＝３３１ｎｍ，部分暴露
于水中时λｍａｘ＝３４１ｎｍ，完全暴露于水中时λｍａｘ＝３５１ｎｍ。
由图２可见，纯水中丝素蛋白色氨酸残基发射荧光在３５０ｎｍ
附近出现最大荧光强度，荧光强度较弱，表明色氨酸残基主
要暴露于溶剂中，与水分子的碰撞对其荧光产生较强的猝灭
作用。我们注意到，丝素蛋白色氨酸的荧光峰峰宽达８０～
１００ｎｍ，说明色氨酸残基处于不同的微观环境中。图２显
示，可能由于甲醇的加入使得混合溶剂的极性减小，色氨酸
残基的最大荧光发射波长总体上随着甲醇浓度的增加逐步蓝

移。丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中的荧光特征与在乙醇－水
混合溶剂中相似，结合丙烯酰胺和碘离子对色氨酸荧光的猝
灭性质，Ｙａｎｇ等［１２］认为无规卷曲状态的丝素蛋白在溶液中
存在一定的疏水区域，乙醇的加入破坏了丝素蛋白疏水侧链
之间的疏水相互作用，从而引发丝素蛋白由无规卷曲向β－折
叠的转变。然而，一般认为，疏水相互作用是稳定蛋白质三
级结构的主要作用，而氢键结合则是维持蛋白质二级结构的
关键因素。由于丝素蛋白中不存在特定的三级结构，因此我
们认为，在醇水溶剂中丝素蛋白的疏水区域的破坏并非丝素
蛋白构象转变的主要原因。

为了进一步探讨丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中构象转
变的机理，我们以 ＡＮＳ为探针，测定了 ＡＮＳ在 ＡＮＳ－丝素
蛋白－甲醇－水四元体系中的荧光光谱（λｅｘ＝３８８ｎｍ），为方便
比较，实验同时测定 ＡＮＳ在 ＡＮＳ－甲醇－水三元体系中的荧
光光谱，结果汇总于图３和图４，ＡＮＳ在２种体系中的最大
荧光发射波长汇总于图５。

Ｆｉｇ．３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＡＮＳ　ｉｎ　ｔｅｒｎａｒｙ
ｍｉｘｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ＡＮＳ－ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ

λｅｘ＝３８８ｎｍ；ｃＡＮＳ：５×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１；ｃＭｅＯＨ／％（Ｖ／Ｖ）：１：０；

２：１０；３：２０；４：３０；５：４０；６：５０；７：６０；８：７０；９：８０；１０：９０

　　ＡＮＳ是研究疏水相互作用的一种极好的荧光探针，其
荧光量子产率和最大发射波长与溶剂的性质有关［１３］。一般
情况下，共轭芳族化合物激发时发生π→π＊跃迁，其荧光光
谱受溶剂极性影响较大。这些分子受激发时，其电子激发态
比基态具有更大的极性，溶剂极性的增大对激发态比对基态

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＡＮＳ　ｉｎ　ｑｕａｔｅｒｎａｒｙ
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产生更大的稳定作用，结果，荧光光谱随溶剂极性的增大而
向长波方向移动［９］。在水溶液中，激发态的 ＡＮＳ通过与水
分子间的电子转移过程产生非辐射能量转移，造成其荧光量
子产率很低［１４］，但是，在非水极性溶剂（如甲醇，乙醇）中分
子间电子转移过程所必需的溶剂分子重排由于溶剂分子较大

的体积而难以快速完成，ＡＮＳ的荧光量子产率将显著增
加［１５］。由图３可以看到，实验结果与上述 ＡＮＳ的荧光光谱
特征相吻合。比较图３与图４可以看到，丝素蛋白的加入使
得ＡＮＳ的荧光光谱产生明显的变化，在ｃＭｅＯＨ＜３０％的混合
溶剂中，与丝素蛋白的相互作用使得 ＡＮＳ的荧光光谱急剧
蓝移，表明ＡＮＳ所处环境的极性下降，与丝素蛋白产生疏
水相互作用，说明处于无规卷曲构象的丝素蛋白分子中色氨
酸残基等基团确实通过疏水相互作用发生聚集。但是，可能
由于丝素蛋白肽链中疏水／亲水规则相间的氨基酸残基排列
方式以及含量高达９０％的甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸等小分子
氨基酸残基的存在，丝素蛋白不易形成较大的疏水区域以容
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纳ＡＮＳ分子，使其避免与水分子碰撞产生的动态猝灭，丝
素蛋白的加入并没有导致 ＡＮＳ的荧光强度出现明显增强。

随着甲醇浓度的进一步增加，丝素蛋白形成规整的β－折叠构
象，妨碍了肽链的缠绕和氨基酸疏水侧链之间的聚集，从而
释放出其中的ＡＮＳ，使得 ＡＮＳ荧光光谱发生显著红移。然
而，如前文所述，β－折叠结构中亲水侧链和疏水侧链各自位
于折叠的一侧［８］，尽管这种结构不利于丝素蛋白疏水残基形
成较大的疏水区域，但是并不妨碍与 ＡＮＳ产生疏水相互作
用。由图５可以看到，与在 ＡＮＳ－甲醇－水三元体系中相比，

即使是在甲醇浓度为９０％的 ＡＮＳ－丝素蛋白－甲醇－水四元体
系中，ＡＮＳ与丝素蛋白相互作用造成的荧光光谱蓝移并未
消失，可能就是由于上述原因造成的。

２．３　甲醇－水混合溶剂结构与丝素蛋白的构象变化
在上述光谱试验中，我们注意到，三元体系中 ＡＮＳ的

荧光光谱总体上随着甲醇浓度的增大而向短波长方向移动，

但是在ｃＭｅＯＨ≥３０％的混合溶剂中ＡＮＳ最大荧光发射波长的
变化速率明显增加（图５），由圆二色谱可知，在此浓度下丝
素蛋白发生由无规卷曲到β－折叠的构象转变，这一结果似乎
表明甲醇－水混合溶剂的微观结构在该浓度附近发生明显变
化，影响了丝素蛋白氨基酸残基之间的相互作用，并导致丝
素蛋白的构象转变。

蛋白质在溶液中的构象稳定性取决于氨基酸残基之间及

其与溶剂分子的相互作用，人们常常根据氨基酸、肽在混合
溶剂中热力学性质的变化解释蛋白质的折叠和去折叠过程。

Ｎｏｚａｋｉ［１６］测定了各种氨基酸从水到醇－水混合溶剂的迁移自
由能，结果显示疏水侧链的迁移自由能为负值，而骨架肽键
单元的迁移自由能为正值，表明醇有助于疏水侧链的溶解而
不利于肽键单元的溶解，尽管肽键单元可以与醇分子的羟基
形成氢键，但是其倾向处于一个纯水的环境中。这一理论常
被用于解释一元醇在破坏蛋白质的天然结构的同时，能增强
去折叠状态的蛋白质的α－螺旋结构的现象［１７］。由此也可以
看到，蛋白质在醇水体系中发生变性时，疏水侧链的溶解
（即三级结构的破坏）和肽键单元间形成氢键（二级结构的增
加）是两个独立的热力学过程，前者并不是后者的原因，由
此推测，丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中形成α－折叠取决于

肽键单元与溶剂的相互作用的改变。

Ｗａｋｉｓａｋａ［１８］等根据溶剂分子簇的结构特征分析了醇－水
混合溶剂中多种荧光物质的光谱特征和叔丁基氯的水解速率

常数的变化规律，他们认为溶质的溶剂化是由溶剂的分子簇
结构控制的。综合以上分析，我们认为，丝素蛋白在甲醇－水
混合溶剂中的构象转变是由于溶剂的分子簇结构变化引起

的。由于低浓度的甲醇－水混合溶剂保持水固有的氢键结构，

甲醇对丝素蛋白肽键单元的溶剂化作用和丝素蛋白构象的影

响较小，而随着甲醇浓度的增加，溶剂出现由四面体结构的
水分子簇向链状结构的甲醇分子簇的转变［１９］，不利于肽键
单元的溶剂化作用，丝素蛋白通过形成分子内氢键减少肽键
单元与溶剂分子的接触，从而引发由无规卷曲向β－折叠的构
象转变。我们注意到，与 Ｗａｋｉｓａｋａ［１８］的研究结果相比较，本
文中ＡＮＳ最大荧光发射波长在ｃＭｅＯＨ＝３０％（χＭｅＯＨ≈０．１５）
附近出现转折（图５），略低于甲醇－水二元体系的结构转变浓
度，这可能是丝素蛋白和 ＡＮＳ的水化作用与甲醇分子形成
竞争造成的。这一现象与我们在以前的工作中观察到的牛血
清白蛋白引起水溶液中叔丁醇在更低浓度下发生聚集相

似［２０］。

３　结　论

　　丝素蛋白的圆二色谱、内源荧光和外源荧光光谱反映了
丝素蛋白在甲醇－水混合溶剂中的构象变化，并在一定程度
上揭示了丝素蛋白构象转变的机理。丝素蛋白在浓度高于

３０％（Ｖ／Ｖ）的甲醇－水混合溶剂中发生由无规卷曲向β－折叠
的构象转变，削弱了丝素蛋白疏水侧链之间的相互作用。在
甲醇－水混合溶剂中，丝素蛋白的构象稳定性由肽键单元与
溶剂的分子簇之间的相互作用决定，低浓度的甲醇－水混合
溶剂保持水固有的氢键结构，甲醇对丝素蛋白肽键单元的溶
剂化作用和丝素蛋白构象的影响较小，而随着甲醇浓度的增
加，溶剂出现由四面体结构的水分子簇向链状结构的甲醇分
子簇的转变，丝素蛋白通过形成分子内氢键减少肽键单元与
溶剂分子的接触，从而引发由无规卷曲向β－折叠的构象转
变。
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