
Vol． 56，No． 2
Feb． ，2019

第 56 卷 第 2 期
2019 年 2 月

研究与技术 DOI: 10． 3969 / j． issn． 1001-7003． 2019． 02． 003

基于氨基酸偶合显色的丝胶蛋白定量分析

但神勇，陈维国，郑今欢，崔志华，江 华
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摘要: 为了解决在蚕丝精练实际生产中监测练减率的问题，利用丝胶蛋白中氨基酸残基与重氮盐偶

合显色的特征反应来推算练减率。文章首先绘制了氨基酸模拟丝胶蛋白偶合显色的吸光度—氨基

酸浓度标准工作曲线，并且研究了重氮盐的稳定性、偶合反应 pH 值对偶合吸光度的影响，以及丝胶

蛋白碱水解后的沉淀物成分。结果表明，在 0 ℃时重氮盐能稳定保存，但温度升高会导致其不稳定;

偶合反应 pH 值控制在 10 左右时，偶合效率较高。由于精练残液碱水解后与重氮盐偶合显色推导的

练减率较实际练减率低 3% ～4%，丝胶蛋白碱水解沉淀物不含丝胶成分，因此加上实验误差，能够反

映实际生产中蚕丝精练的脱胶情况。
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Quantitative analysis of sericin based on amino acid coupling coloration
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Abstract: In order to realize monitoring degumming loss percentage in real production of silk refining，degumming
loss percentage was reckoned based on the characteristic reaction of coupling coloration of amino acid residues in
sericin with diazonium salt． In this study，the standard curve of absorbance-amino acid concentration of amino acid
mimicking protein-coupled coloration was drawn first，and researches were conducted on stability of diazonium salt，
effect of coupling reaction pH on coupled absorbance，and precipitation composition produced via sericin basic
hydrolysis． The results show that diazonium salt can be stably stored at 0 ℃，but it will become instable as the
temperature rises; coupling efficiency remains high as long as coupling reaction pH is controlled around 10． The
degumming loss percentage reckoned after basic hydrolysis of bast liquor and coupling coloration of diazonium salt is
lower than the real value by 3% to 4%，basic hydrolysis precipitation of sericin contains no glue-like component，
and there exist experimental errors． In view of this，the results can reflect degumming of silk refining in actual
production reliably．
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蚕丝是一种天然蛋白质纤维，物理性能优异，应

用历史悠久，被誉为纤维皇后。蚕丝由两根单纤维

借丝胶粘合包覆而成，外层为丝胶蛋白，内层即为丝

素蛋白，蚕丝脱去丝胶的过程称为精练。不同种类

的蚕丝中，丝素和丝胶蛋白的含量不尽相同，但大体

上说，丝胶蛋白的含量一般为 20% ～30%［1-2］。
蚕丝脱胶的练减率直接影响纤维的服用性能及

纤维的物理性能。练减率过低，部分丝胶还残留在

丝素上，蚕丝手感僵硬、泛黄; 练减率过高，丝胶全部

除去，还有部分丝素被溶落，造成蚕丝损伤，强度下

降。如何控制蚕丝练减率来保证练白丝绸的质量，

一直以来都是蚕丝精练生产的重点和难点，目前工
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厂生产中都是凭借经验来制定生产工艺，控制丝绸

的练减率。但是，不同品种的蚕丝其丝胶含量有一

定的差异，即使是同样品种的蚕丝，当制造不同紧密

程度、不同织物结构的丝绸产品时，温度、时间等工

艺参数对练减率的高低都有影响，凭借经验往往难

以控制好练减率。所以，对蚕丝精练过程进行监控，

可有效地提高产品的质量。
Sluyterman L A［3］、Sengupta S 等［4］ 研 究 了 酪 氨

酸、组氨酸与 Pauly 试剂生成有色化合物的机理。为

此，本文研究了酪氨酸、组氨酸、色氨酸与重氮苯磺酸

盐偶合显色反应［5-9］，通过测试吸光度，绘制标准工作

曲线，然后对精练中脱落下来的丝胶蛋白进行偶合反

应，测试其吸光度，利用氨基酸偶合标准曲线，反向推

算出练液中丝胶蛋白含量，进而计算出练减率。本文

为工厂实际生产提出了一种实时监测蚕丝练减率的便

捷方法，氨基酸偶合反应机理如图 1 所示。

图 1 氨基酸偶合反应式

Fig． 1 Amino acid coupling reaction formula

1 实 验
1． 1 材料及仪器

材料: 11160 蚕丝电力纺生坯布( 浙江同辉纺织有

限公司) ，精练剂( 工业级) 、纯碱( 工业级) 、泡花碱( 工

业级) 、保险粉( 工业级) 、氢氧化钠( AR) ( 天津市永大

化学试剂有限公司) ，浓盐酸( 上海三鹰化学试剂有限

公司) ，尿素( AR) ( 无锡市展望化工试剂有限公司) ，

亚硝酸钠( AR) 、对氨基苯磺酸( AR) 、色氨酸( AR) 、组
氨酸( AR) ( 上海阿拉丁生化科技股份有限公司) ，酪

氨酸( AR) ( 上海萨恩化学技术有限公司) 。
仪器: 紫外-可见光分光光度计 ( 北京普析通用

仪器有限公司) ，VARIO MICRO cube 有机元素分析

仪( 德国 Elements 公司) ，扫描电镜-能谱仪 ( 英国牛

津仪器公司) ，PHS-3C 精密台式 pH 计( 杭州奥立龙

仪器有限公司) ，DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌

器( 杭州惠创仪器设备有限公司) ，分析天平( 北京赛

多利斯天平有限公司) ，DHG-9076A 型电热恒温鼓风

干燥箱( 上海精宏实验设备有限公司) 。

1． 2 方 法

1． 2． 1 重氮盐的制备

分别取 3． 20 × 10 －5、4． 27 × 10 －5、5． 34 × 10 －5、
6． 41 × 10 －5、7． 48 × 10 －5、8． 55 × 10 －5 mol 的对氨基

苯磺酸至小烧杯中，各加入对氨基苯磺酸 1． 5 倍量

的盐酸，在冰浴条件下，再加入对氨基苯磺酸 1． 2 倍

量的亚硝酸钠，反应 30 min，然后用淀粉碘化钾试纸

检测亚硝酸是否过量，如果试纸取出 3 s 内变蓝，则

需加入尿素除去过量的亚硝酸钠。
1． 2． 2 重氮盐稳定性实验

将制备好的重氮盐分别放置于 0 ℃ 和 20 ℃ 下

0、1、2、4、12 h; 取出与氨基酸偶合反应，测其吸光度。
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1． 2． 3 偶合过程 pH 值对吸光度的影响实验

调节偶合反应 pH 值，依次为 8、9、9． 5、10、10． 5、
11、12; 反应完全后测其吸光度。
1． 2． 4 氨基酸模拟丝胶蛋白偶合显色实验

分别对三种氨基酸进行偶合实验，并用紫外-可
见光光谱测试分析。参照丝胶中三种氨基酸的质量

比( 酪氨酸︰组氨酸︰色氨酸 = 9． 8︰2． 8︰1) 配制 6 组

氨基酸混合物，如表 1 所示。
表 1 三种氨基酸混合物的比例组成

Tab． 1 Proportion of composition of three amino acid mixtures

组号
酪氨酸 /

( × 10 －5 mol)
组氨酸 /

( × 10 －5 mol)
色氨酸 /

( × 10 －5 mol)
1 1． 500 0 0． 500 4 0． 135 8
2 2． 000 0 0． 667 2 0． 181 1
3 2． 500 0 0． 834 1 0． 226 3
4 3． 000 0 1． 000 9 0． 271 6
5 3． 500 0 1． 167 7 0． 316 8
6 4． 000 0 1． 334 5 0． 362 1

偶合显色反应: 将配好的氨基酸溶液置于冰浴

条件下，然后将制备好的重氮盐逐滴加入氨基酸溶

液中，调节 pH 值至 10，反应 20 min; 取相同体积的偶

合溶液，测试吸光度，并绘制标准工作曲线。
1． 2． 5 蚕丝脱胶实验

参照工厂蚕丝精练工艺进行脱胶实验，具体工

艺如表 2 所示。
表 2 蚕丝精练工艺

Tab． 2 Silk refining process

名称 浴比
温度 /
℃

时间 /
min

精练剂 /

( g·L －1 )

纯碱 /

( g·L －1 )

泡花碱 /

( g·L －1 )

保险粉 /

( g·L －1 )
初练 1︰68 98 70 5． 00 0． 76 0． 66 0． 16
复练 1︰68 98 30 2． 00 0． 50 0． 33 0． 16

取干质量为 1 g 左右的蚕丝生坯布，按照表 2 精

练工艺进行脱胶，计算实际练减率，收集精练残液，

加入 6 mol /L 的 NaOH，在 100 ℃下水解 4 h，重复实

验 3 次。
1． 2． 6 精练液丝胶蛋白重氮偶合实验

将水解后的丝胶液与重氮盐进行偶合反应，测试

偶合溶液吸光度; 根据上述标准工作曲线推算氨基酸

含量，进而计算丝胶蛋白含量，得出推导练减率。
1． 2． 7 丝胶液水解沉淀物分析实验

在精练残液中加入 NaOH，配成浓度为 6 mol /L
的 NaOH 溶液在 100 ℃下水解 4 h，然后将溶液与沉

淀物离心分离，收集沉淀物，重复水洗离心 6 次以除

去里面的盐分，烘干后 称 重。采 用 VARIO MICRO

cube 有机元素分析仪( N、C、H、S 模式) 及扫描电镜-
能谱仪对沉淀物进行测试，测试 3 次，取其平均值。

2 结果与分析
2． 1 重氮盐稳定性分析

重氮盐不稳定，容易放出氮气而分解，对存放条

件要求较苛刻。为此，利用重氮盐与酪氨酸偶合反

应后的吸光度为衡量指标，对重氮盐存放温度、时间

进行测试，结果如图 2 所示。

图 2 重氮盐存放温度、时间对偶合反应吸光度的影响

Fig． 2 Effect of storage temperature and time of diazonium salt
on absorbance of coupling reaction

从图 2 可以看出，制备好的重氮盐在 0 ℃条件下

保存 1 h 后，吸光度急剧下降; 2 h 后，吸光度基本为

零; 重氮盐在 20 ℃条件下放置 1 h 后，其吸光度接近

零。这表明重氮盐在 0 ℃ 条件下，仅能保存 1 h 左

右，时间过长，重氮盐很快分解，不能进行偶合反应;

在 20 ℃条件下，重氮盐很快分解，不便保存; 升高温

度有利于偶合反应进行，但重氮盐同样容易分解。
所以重氮盐应现配现用，以防分解; 偶合反应温度也

应在低温条件下进行［10-11］。
2． 2 偶合过程 pH 值对偶合反应吸光度的影响

重氮盐与氨基酸偶合反应对 pH 值比较敏感，过

酸或者过碱性对偶合过程都有较大影响，合适的 pH
值对偶合反应及吸光度的影响尤为重要。

将配制好的重氮盐与酪氨酸在不同 pH 值下进

行偶合反应( 图 3 ) 。由图 3 可知，偶合 pH 值为 8 ～
10 时，吸光度随着偶合 pH 值增大而逐渐增大; pH 值

为 10 ～ 12 时，吸光度随着偶合 pH 值增大而快速下

降。这是因为在弱碱性条件下，酚羟基容易解离为

ArO － ，它比酚羟基更容易进行亲电取代反应。pH 值

太高，重氮盐会转化为不活泼的重氮酸盐而难以发

生偶合反应; pH 值太低，芳胺离子不易水解成芳胺
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而失去对芳环的亲电取代能力。综上可知，当 pH 值

为 10 的时候，更有利于偶合反应［12］。

图 3 pH 值对偶合反应吸光度的影响

Fig． 3 Effect of pH on absorbance of coupling reaction

2． 3 氨基酸模拟丝胶蛋白偶合显色标准曲线

经大量筛选，发现只有酪氨酸、组氨酸、色氨酸

可与重氮盐进行偶合反应，单品酪氨酸、组氨酸、色

氨酸与重氮盐偶合反应紫外-可见光谱如图 4 所示。
由三种氨基酸混合与制备好的重氮盐进行偶合反

应，偶合产物紫外可见光吸收光谱如图 5 所示。

图 4 三种氨基酸与重氮盐偶合紫外-可见光光谱

Fig． 4 Coupling UV-Vis spectra of three amino acids
with diazonium salt

图 5 氨基酸组合模拟丝胶蛋白偶合产物紫外-可见光光谱

Fig． 5 UV-Vis spectroscopy of products of amino acid
combination simulating sericin coupling

由图 4 可以看出，酪氨酸偶合产物在 478 nm 处

有吸收峰，组氨酸、色氨酸在可见光区没有明显吸收

峰。在丝胶蛋白中，组氨酸、色氨酸含量较少，而酪

氨酸含量相对较高，在丝胶蛋白中约为 5%。由图 5
可知，吸光度随着氨基酸浓度的增加而逐渐增大，曲

线在 478 nm 处有吸收峰，从而选取 478 nm 处吸光度

值绘制标准工作曲线，如图 6 所示。

图 6 氨基酸组合模拟丝胶蛋白偶合显色标准曲线

Fig． 6 Coupling coloration standard curve of amino acid
combination simulating sericin protein

由图 6 可得线性方程为: A =0． 561 08C －0． 020 22，

式中 A 表示吸光度值; C 表示酪氨酸浓度。线性因子

为 0． 997 45，线性关系良好。

2． 4 精练液丝胶蛋白偶合显色性能

精练液丝胶蛋白偶合吸光度曲线如图 7 所示。

图 7 精练液丝胶蛋白偶合可见光光谱

Fig． 7 Spectrograph of coupled visible light of refined
liquid sericin protein

对比图 6、图 7 可知，丝胶蛋白偶合光谱曲线在

可见 光 区 与 氨 基 酸 偶 合 光 谱 曲 线 基 本 一 致，在

478 nm处皆有波峰出现，因此氨基酸模拟丝胶蛋白

偶合曲线是可行的。
蚕丝丝胶含量因不同种类蚕丝而不同，如表 3
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所示，实际练减率为 23%左右，根据偶合标准曲线推

导的练减率为 20% 左右，丝胶蛋白水解液偶合推导

练减率相比实际练减率存在 3% ～ 4% 的差。实验过

程中发现丝胶蛋白水解后有少量沉淀物产生，该沉

淀杂质可能不参与反应，减少了推导练减率的值。
所以，有必要进一步对丝胶水解沉淀物进行分析。

表 3 由碱水解精练液偶合显色推导的蚕丝练减率

Tab． 3 Silk degumming loss percentage calculated based
on coupling coloration of alkali-hydrolyzing refiner

蚕丝质

量 /g
蚕丝脱胶后

质量 /g
实际练减

率 /%
推导练减

率 /%
练减率差

值 /%
0． 547 0 0． 417 6 23． 650 0 19． 830 0 3． 820 0
0． 963 0 0． 737 7 23． 390 0 19． 760 0 3． 630 0
1． 028 0 0． 799 0 22． 280 0 18． 840 0 3． 440 0

2． 5 丝胶水解液沉淀物分析

对丝胶水解沉淀物进行水洗离心分离收集，平

行三次实验，如表 4 所示; 然后对沉淀物进行有机元

素分析，结果如表 5 所示。
表 4 水解沉淀物含量分析

Tab． 4 Hydrolysis sediment content analysis

蚕丝质量 /g 沉淀质量 /g 沉淀含量 /%
1． 006 5 0． 034 2 3． 390 0
1． 017 2 0． 035 3 3． 470 0
0． 987 3 0． 032 5 3． 290 0

表 5 有机元素分析

Tab． 5 Analysis of organic elements

元素 含量 /%
N 0． 14
C 1． 52
H 1． 78
S 0． 00

由表 4 可以算出，三次沉淀平均含量为 3． 38%，

但并不能确定沉淀是否是丝胶溶落物，因此对其沉

淀物进行有机元素分析。由表 5 分析结果看出，N、
C、H 的质量百分含量都较低，并不是氨基酸的元素

含量，杂质里面可能还有少量的氨基酸未分离出来，

以及样品还残留少量的水分，导致还能检测出少量

的 N、C、H。为了进一步分析沉淀物成分，对其进行

了 EDS 测试，结果如图 8 所示。
由图 8 可知，该沉淀物主要成分是 Si、O，并含有

少量的 C、Na、Al 等。由此分析认为，沉淀物主要是

一些含硅的复杂化合物，这可能对丝胶蛋白水解液

偶合推导练减率结果产生了影响，导致推导练减率

的下降。根据表 2 可知精练过程中 1 g 蚕丝生坯布

图 8 沉淀物 EDS 测试结果

Fig． 8 Sediment EDS text results

约加入 0． 044 g 泡花碱，泡花碱及精练剂在强碱高温

的作用下可能会形成复杂硅胶沉淀，而收集的沉淀

物为 0． 034 g，这与加入的泡花碱有一定差值，反之前

面推导练减率加上该沉淀物含量则与实际练减率基

本对应。但该沉淀物可能并不是丝胶溶落物，推导

练减率相比实际练减率低则是由于丝胶蛋白偶合反

应率较低，而氨基酸偶合反应率较高，这也会对推导

练减率造成影响。该沉淀物结构及来源还尚不明

确，是否是泡花碱等形成的复杂硅胶也还需进一步

深入研究。

3 结 论
本文借助氨基酸重氮偶合显色特征反应，绘制

标准工作曲线，通过对精练液丝胶蛋白水解氨基酸

的测试，利用方程 A = 0． 561 08C － 0． 020 22 反向间

接地推算出精练液中多肽蛋白的含量，为实际生产

提供了一种监测蚕丝练减率的简便方法。
研究表明，重氮苯磺酸盐非常容易分解，应在

0 ℃条件下配制并及时使用; 调控 pH 值为 10 时，偶

合效率最高，吸光度最大; 氨基酸组合模拟丝胶蛋白

偶合显色标准曲线线性关系良好，通过实验结果计

算推导出练减率为 20% 左右，实际练减率则约为

23%，而精 练 下 来 的 丝 胶 蛋 白 水 解 过 程 产 生 含 量

3. 38%的沉淀物。测试推导出的练减率加上沉淀物

含量能较好地对应实际精练脱胶，可以反映蚕丝精

练过程的实际脱胶情况。精练液水解产生的沉淀物

成分从有机元素分析和 EDS 结果来看可能是一些含

硅复杂化合物，可能是泡花碱等形成的复杂硅胶，也

可能是泡花碱吸附了丝胶蛋白大分子形成的沉淀

物，但其形成原因及具体结构还有待进一步探讨。
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