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栀子(Gardenia jasmonoides L.)属于茜草科植物，作为传

统中草药在我国应用于疾病治疗已经有1 600多年的历史. 栀
子果实中栀子苷的主要化学成分为京尼平苷(Geniposide)，京

尼平苷经β-葡萄糖苷酶水解得到京尼平(Genipin)，二者在生

物医学材料和材料工程 [1, 2]、食品和色素添加剂 [3]、中药保肝

利胆[4, 5]、抗癌和抗炎症[6, 7]、生物检测[8, 9]以及农业生产增产[10, 11]

等方面有着广泛的应用. 
我国是养蚕大国，2007年全国桑园面积为9.607×107 m2，

蚕茧产量7.927×108 kg[12]. 我国现有蚕丝出口可以占到世界蚕

丝出口总量的70%，但在独立开发应用上只占0.5%，如何增

强对蚕丝的深加工、提高蚕丝的综合利用价值，成为困扰我

国丝绸工业和广大蚕农的一个重大问题 . 此外，由于知识的

普及和安全意识的增强，人们越来越意识到化学合成染料对

人体造成的伤害和和对环境造成的污染，这在一定程度上也

限制了丝绸产业的发展 . 京尼平具有低的细胞毒性 [13]，对胶

原、明胶等具有交联作用，可应用于生物医学材料和药品包

装等方面 [2]，目前关于京尼平与蛋白质交联反应的机理还没

有统一的认识. 现有研究表明，在一定条件下，京尼平与氨基

酸能够进行呈色反应生成栀子蓝色素[14]. 因此，本文以蚕丝

和制备的丝素蛋白为材料，对京尼平的染色作用和影响因素

进行了探讨，对交联反应颜色产物的稳定性进行了分析，并

通过紫外可见光和荧光光谱测定的方法，初步考察了京尼平

与丝素蛋白交联颜色反应的机理.

1  材料与方法 
1.1  材 料

蚕丝购于成都市场，京尼平购自上海沪云医药科技公司
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Abstract   Genipin, a natural iridoid compound, was transformed to blue pigment by the reaction with amino acids. Amethyst 
solution was formed when colorless fi broin abstracted from natural silk was mixed with genipin. The effects of temperature 
and acidity or alkalinity on genipin-fi broin reaction and the product stability against light were studied with UV-vis spectra 
analysis. The mechanism of the reaction was primarily investigated through fl uorescence spetra. The results indicated that the 
reaction products had a characteristic absorbance at 590 nm, while high temperature and pH accelerated the color reaction and 
the color of the reaction products was correlated with pH changing, tending to be blue at acidic pH and purple at alkaline pH. 
The reaction products possessed a good stability against light because only a small decrease of A590 nm value was observed under 
natural light for one month or illumination at 5 000 lx for 6 h. The infl uorescence intensity of fi broin was obviously decreased 
after the reaction, suggesting that a drastic change of fi broin conformation happened. The results showed that genipin was 
cross-linked with some amino acid side chains of fi broin and produced a product with stable color. This study would be helpful 
for staining silk with natural iridoid compound. Fig 5, Tab 1, Ref 18
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摘  要   京尼平是一种环烯醚萜类化合物，能够与氨基酸反应生成蓝色素. 制备的无色丝素蛋白溶液与京尼平溶液混

合后，溶液显蓝紫色. 利用紫外可见光光谱和荧光光谱，分析了整个反应过程，考察了温度、酸碱度等影响因素，并对
颜色产物对光照的稳定性进行了分析，初步探讨了京尼平对丝素蛋白交联染色作用的机制. 结果显示：生成的颜色产
物在590 nm处具有特征光吸收，高温和碱性条件有利于反应的进行；交联产物的颜色与反应时pH相关，酸性条件下
偏蓝色，碱性条件下偏紫色；生成的颜色产物具有较高的稳定性，于自然光强下放置一个月或5 000 lx光强照射6 h，
590 nm吸收值减小不显著. 丝素蛋白的内源荧光显著降低，表明反应导致丝素蛋白构象的剧烈变化. 京尼平可能与丝
素蛋白中某些氨基酸侧链基团反应形成稳定的颜色产物. 研究结果对环烯醚萜类化合物用于蚕丝染色具有一定的指
导意义. 图5 表1 参18
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(相对分子质量226，纯度≥98%)，配制缓冲液试剂及其他相

关试剂均为国产分析纯.
称取蚕丝(除去蚕茧等杂质) 1 g置于20 mL 0.05 mol/ L 

NaHCO3溶液中，在沸水浴中煮3~4 min，重复2~3次以完全

去除丝胶，清水洗净后烘干. 再于80 ℃水浴条件下于500 g/L 
CaCl2中溶解，自然冷却后透析过夜，AgNO3检测合格后，用

Bradford法测定丝素蛋白溶液浓度.
1.2  实验方法

剪成小段的蚕丝，放入4支试管中，分别加入2 mL 浓度

分别为1、2 mg/ mL的京尼平水溶液(pH 5.5) 和1、2 mg/ mL京

尼平的PBS (pH 8.0)溶液，密闭后于80 ℃水浴条件下浸泡反

应2 h，待清水冲洗后，晾干，拍照. 
3 mL丝素蛋白水溶液(1 mg/ mL)中，加入450 μL的0.1%

京尼平溶液，于35 ℃水浴放置，反应不同时间后，以相同浓

度的丝素蛋白溶液为参比，对反应溶液 进行吸收光谱扫描
200~800 nm，找出最大特征光吸收值.
1.3 温度、酸碱度等因素对反应的影响

分别取1 mg/ mL丝素蛋白水溶液3 mL置于两支试管(试
管标号：1、3)中和PBS (pH 8.0)溶液3 mL置于两支试管(试管

标号：2、4)中，加入450 μL的1 mg/ mL京尼平溶液后，将1、2
试管置于80 ℃水浴中2 h，3、4于35 ℃水浴中反应48 h，测定

吸收光谱，并进行拍照. 考查酸碱度的影响时，采用不同的

缓冲溶液，pH 3 (硼砂与硼酸)、pH 5 (乙酸盐)、pH 7和8 (磷酸

盐)、pH 10和11 (碳酸氢钠与氢氧化钠)、pH 12 (磷酸盐与氢

氧化钠)，分别配制的3 mL丝素蛋白溶液，加入450 μL的1 mg/ 
mL京尼平溶液，80 ℃条件下反应2 h后测定 A590 nm值，并以1 
mg/ mL丝素蛋白溶液为参比，进行紫外与可见光吸收光谱

(200~800 nm)扫描. 
1.4  荧光光谱测定

向两试管中加入1 mg/ mL的丝素蛋白PBS (pH 8.0)溶液3 
mL， 然后分别加入PBS (pH 8.0)和1mg/ mL的京尼平溶液450 
μL，在35 ℃条件下反应，取2 min、0.5、3、6、24、48 h的反应

产物，用PBS (pH 8.0)稀释4倍后在35 ℃条件下进行荧光光谱
测定，测定采用Hitachi Fluorescence Spectrophotometer F-4500
记录300~700 nm的荧光发射光谱，激发光波长为280 nm [15]，
数据导出后利用Origin 7.5作图分析. 
1.5  溶液反应产物的稳定性分析

京尼平与丝 素蛋白溶 液 (京尼平与丝 素蛋白质量比为
15%)在80 ℃水浴条件下反应达到稳定后，于室温条件下密闭

放置1 mo后测定A590 nm值；自然光强条件下放置，每隔1 h测定
一次至6 h；或进行光照处理，处理时光照条件(光源：1 000 
W卤化物灯，光强：5 000 lx)，持续照射6 h，每隔1 h测定一次
A590 nm值，求出A/A0 (A表示测定时光吸收值，A0为最初光吸收

值)值，利用Origin 7.5作图分析. 

2  结果与分析
2.1  蚕丝在京尼平溶液中浸泡染色

蚕丝浸泡于无色的0.1%京尼平溶液中，于80 ℃条件下2 
h蚕丝会染成蓝色，晾干后呈蓝黑色(图1) . 实验过程中发现

，蚕丝染上颜色的快慢与京尼平溶液的浓度及pH相关，在
0.2%京尼平溶液中快于0.1%京尼平溶液中，在PBS (pH 8.0)溶

液中快于水溶液(pH 5.5)中. 晾干染色蚕丝的深浅也显示与

京尼平溶液的浓度及pH相关，使用水溶液的显紫黑色，使用
PBS (pH 8.0) 溶液的显青黑色.
2.2  京尼平与丝素蛋白溶液的颜色反应

以蚕丝为原料，制备丝素蛋白溶液，进一步在液体状态

下，分析京尼平对无色的丝素蛋白的染色过程与影响因素. 采
用两种温度(35 ℃和80 ℃)与两种pH (pH 5.5和pH 8.0)条件，

发现其他条件相同时，温度对京尼平染色丝素蛋白有显著影

响，35 ℃时反应48 h的溶液颜色较浅，而80 ℃时反应2 h的溶

液颜色较深，这存在典型的温度效应，表明发生了化学反应(
图2). 反应体系的pH影响生成产物的颜色，pH 5.5时为蓝色而
pH 8.0时为蓝紫色 . 此结果表明不同温度和pH条件下，反应

进行程度和反应产物的颜色不同. 

2.3   京尼平与丝素蛋白溶液反应产物的吸收光谱与荧
光光谱分析
利用紫外可见光光 谱扫描，检测京尼平与丝素蛋白溶

液反应过程中体系吸收光谱变化 . 未反应前，京尼平水溶液

只在242 nm处具有最大特征光吸收值，而丝素蛋白水溶液在

230 nm处具有肽键的吸收峰，280 nm处具有典型的蛋白质吸

收峰，可见光区均无吸收 . 京尼平水溶液与丝素蛋白水溶液

混合后在35 ℃条件下反应. 反应初期，290 nm及380 nm处出

现了新的吸收峰，推测可能是反应的中间产物，随后原来各

自的紫外吸收峰降低，而在590 nm附近出现一个新的特征光

吸收峰，这与溶液呈现为蓝紫色相吻合(图3). 并且随着反应

时间的延长，590 nm吸收峰不断增高，A590 nm值不断增大，说

明所生成的颜色产物的最大特征光吸收值在590 nm附近. 文
献曾报道，京尼平与氨基酸反应后生成的栀子蓝色素的特征

光吸收峰也在590 nm附近 [16].

图1  蚕丝在京尼平溶液中的染色
Fig. 1  Natural silk stained in genipin solution

0为未染色的蚕丝；1和2为京尼平水溶液(1、2 mg/ mL)；3和4为京尼平的
PBS (pH 8.0)溶液(1、2 mg/ mL)
0: Natural silk; 1 and 2: Genipin in aqueous solution (1, 2 mg/ mL); 3 and 4: 
Genipin in PBS at pH 8.0 (1, 2 mg/ mL) 

图2  不同温度和pH条件下京尼平与丝素蛋白溶液的反应

Fig. 2  Reaction of genipin with fi broin at different temperatures and pH values
1、2：80 ℃；3、4：35 ℃；1、3：水溶液(pH约5.5)；2、4：PBS (pH 8.0)溶液

1, 2: 80 ℃; 3, 4: 35 ℃; 1, 3: In aqueous solution at pH 5.5; 2, 4: In PBS at 
pH 8.0
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以280 nm波长光激发时，蛋白质溶液具有内源荧光，因

此可以检测反应混合物荧光发射峰的变化. 未反应的丝素蛋

白具有350 nm荧光发射峰，表明主要来自丝素蛋白的酪氨酸

残基，且处于相对亲水环境中. 35 ℃条件下放置不同时间，

丝素蛋白溶液荧光发射峰的位置仍在350 nm处，峰强度仅有

10%的减少. 与京尼平反应时，丝素蛋白的荧光强度明显降低

，并随反应时间延长而逐渐降低，并且荧光峰的位置由350 
nm蓝移到325 nm处(图4)，说明丝素蛋白与京尼平的反应剧烈

，明显改变了丝素蛋白的结构和溶液中的构象，导致酪氨酸

残基微环境的改变.

2.4  酸碱度对京尼平与丝素蛋白反应的影响
进一步在80 ℃条件下反应2 h，测定生成物特征光吸收

值，考察酸碱度对丝素蛋白与京尼平反应的影响. 表1结果显

示，溶液最大吸收峰的位置和峰的强度与溶液酸碱度密切

相关. pH 8.0、10.0、11.0时终溶液呈现为蓝紫色和浅紫色，具

有较大的A590 nm值，表明反应完全. pH 5.0和pH 7.0条件下，反

应终溶液的最大吸收峰在594 nm和595 nm处，A590 nm值较小，

分别为0.3和1.4，表明反应没有进行完全. 过酸(pH 3.0)或过碱
(pH 12.0)条件下，溶液仍为无色，没有颜色变化.

2.5  反应产物稳定性分析 
一般带色的物质对光有敏感性，容易受光照的影响，

反应生成物容易发生光降解. 染色后的蚕丝于强光下暴晒1 
wk，颜色没有发生任何改变，再于水中浸泡2 d后，也没有发

生退色现象，说明京尼平与蚕丝反应所生成带颜色的产物具

有良好的稳定性.
进一步考察溶液状态下京尼平与丝素蛋白反应生成的

颜色产物的稳定性. 在室温条件下密闭放置1 mo后，染色的

丝素蛋白溶液颜色几乎没有发生变化，A/A0为97.3%，说明京

尼平与丝素蛋白反应产物是稳定的. 自然光(实验测定为650 
lx) 照射下，短时间条件下反应产物不发生变化，而5 000 lx
光强照射6 h后，最大吸收值有5%的减少(图5). 以上研究结果

表明，京尼平与丝素蛋白溶液反应的颜色产物具有光照稳定

性. 

3  讨 论
京尼平是一种环烯醚萜化合物，含有—COOH、—OH等

多个活性基团，能够与含氮化合物发生反应 [17]. 我们在研究

中发现京尼平能使蚕丝染上一定的颜色. 利用丝素蛋白与京

尼平在溶液状态下反应，紫外可见光光谱分析显示反应产物

在590 nm附近处具有最大特征吸收峰，这与京尼平同氨基酸

图3  京尼平与丝素蛋白溶液反应前后的紫外可见光吸收光谱
Fig. 3   UV-vis absorbance spectra of genipin, fi broin and fi broin reacted with 

genipin

图4  丝素蛋白与京尼平反应前后的荧光发射光谱

Fig. 4  Fluorescence emission spectra of fi broin and its reaction with genipin
(A) 丝素蛋白溶液；(B)丝素蛋白与京尼平混合溶液. 二者均在35 ℃进行测定 
(A) Fibroin solution; (B) Genipin-fibroin reaction solution. Both were 
measured at 35 ℃ 

表1  pH对京尼平与丝素蛋白溶液反应的影响
Table 1  Effect of pH on genipin-fi broin reaction

溶液pH
Solution pH 

value

产物最大光吸收值
Maximum 

absorbance value
(λ/nm)

A590 nm
产物颜色

Product color

pH 3.0 Not detected 0 无色 Colorless
5.0 594 0.30 浅蓝色 Light blue
7.0 595 1.40 蓝紫色 Amethyst
8.0 593.5 1.68 紫色 Purple
10.0 591.5 1.69 深紫色 Dark violet
11.0 593 1.71 黄紫色 Yellow purple
12.0 Not detected 0 黄色 Yellow

图5  京尼平与丝素蛋白反应产物在不同光照条件下的稳定性

Fig. 5  Stability of genipin-fi broin reaction products under different light 
irradiances 
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反应生成的栀子蓝色素的最大吸收峰相似 [16]. 丝素蛋白与京

尼平反应前后的荧光发射光谱分析表明，京尼平与丝素蛋白

是通过与蛋白质肽链中某些氨基酸侧链发生了反应，至于是

哪些氨基酸，以及如何进行反应，还有待进一步研究. 
实验结果显示，酸碱度(pH值)对京尼平与丝素蛋白间的

反应具有很大的影响. 已有的研究证明，在弱碱性条件下，溶

液中的OH-可作为一个亲核基团，首先攻击京尼平C3原子，形

成活性的醛基后，然后才能与蛋白质发生反应 [18]，因此溶液
OH-浓度的高低可能决定了反应产物的生成速度和反应进行

的程度，同时也决定了产物的最终颜色，因此反应体系pH值

是一个关键因素. 
一般 染料多通过本身颜色的覆盖进行染色，也可以通

过反应而生成有色物质. 常见的蛋白质染色试剂，与蛋白质

的结合力较弱，主要靠分子间的作用力，因此，很容易褪色 . 
而蛋白质纤维更难染色. 京尼平通过与蛋白质的交联反应形

成最终的颜色产物，因此具有较好的稳定性. 京尼平是天然

的栀子提取物京尼平苷的水解产物，与丝素蛋白反应具有产

物颜色稳定、细胞毒性小、环境污染少等优点，可以考虑用

于蚕丝的直接染色. 
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