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摘要：研究了从茧壳、茧衣中提取丝胶蛋白(S1、S2)及茧壳丝胶进行酶解制备的小分子丝胶蛋白肽(S3)的细胞相容性，以及对革兰

氏阴性菌、阳性菌的抗菌作用。结果表明：三种丝胶蛋白均“对细胞无毒性”，并随丝胶浓度的增大对细胞生长有促进作用。采用

细菌生长抑制试验定量测试了各梯度浓度下丝胶的抑菌率，结果显示丝胶具有显著的抑菌作用，对金黄色葡萄球菌和的大肠杆菌抑

制率由大到小依次为S3、S1、S2和S2、S3、S1，丝胶浓度对抑菌性有一定影响。研究结果表明丝胶是一种具有良好抑菌性能的生

物相容性材料。
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Abstract: This paper studies the cytocompatibility of sericin proteins (S1, S2) extracted from cocoon shell 
and cocoon outer floss respectively and small molecule sericin protein peptide (S3) prepared by enzymolysis 
of cocoon shell sericin, and studies the antibacterial properties against Gram-negative bacteria and Gram-
positive bacteria. Results show that: all these three kinds of sericin protein have not toxicity to cells, and 
show the function of promoting cell growth with the increase of sericin concentration. Have a quantitative 
test of bacterial inhibition rate of sericin under each concentration gradient by using bacterial growth 
inhibition test, and results show that sericin has significant antibacterial properties, and inhibition rates of 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli in descending order are S3, S1, S2 and S2, S3, S1 respectively, and 
sericin concentration has effects on their antibacterial properties. The results suggest that sericin is a kind of 
biocompatible material with good antibacterial properties.
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近年来，丝胶作为生物材料的应用研究日趋活

跃，阎隆飞、陈华等[1-2]的研究指出丝胶的降解性、凝

胶-溶胶转化特性等优于丝素蛋白，可作为一些特定

范围内的生物材料加以应用。丝胶蛋白作为一种球状

蛋白质，具有复杂的结构、独特的生物活性和环境易

变性[3]，所以在关于丝胶应用的研究报告中一般均注明

了所用丝胶的制备条件。张瑶琴等[4]研究了丝胶蛋白结

构与制备条件的相关性，指出不同制备方法获得丝胶

蛋白的氨基酸组成、相对分子质量、分子构象、溶解

性等均存在差异。而研究人员更多的兴趣在于不同形

状的丝胶蛋白是否具有免疫原性而影响细胞、组织，

丝胶基础分子形态构象变化、相对分子质量大小变化

和细胞相容性具有怎样的相关性等方面的问题[5-6]。

本研究在张瑶琴等 [4]研究的基础上，按照文献

[4]采用的水煮脱胶法分别从茧壳、茧衣中提取丝胶

蛋白(S1、S2)，将部分茧壳丝胶酶解得到小分子丝胶

蛋白肽(S3)。样本采用MTT法细胞毒性检测对比了

各组丝胶样本对L-929小鼠成纤维细胞的相对增殖率

(RGR，%)，观察细胞形态学变化，评价细胞毒性。

同时进行了体外抑菌定量试验，以获取丝胶抗菌性

能，进一步探明其作为生物材料的应用可行性。
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1    材料与方法
1.1  材  料

茧壳、茧衣(重庆市纤维织品检验所)，中性蛋白

酶(南宁庞博生物有限公司)，金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌(重庆理工大学药学与生物实验室)，L-929细胞

(重庆第三军医大学)。
所用试剂均为市售分析纯。MTT(Sc i en t i f i c 

Research Specialic)、胰蛋白酶(Sigma进口分装)、
小牛血清 (杭州四季青生物工程材料有限公司 )、
RPMI-1640培养基(HyClone，赛默飞世尔生物化学

制品有限公司)、滤头(Millipore，Ireland)、96孔板

(Costor，USA)、塑料培养瓶(Corning，USA)、血球计

数板。

1.2  试  验

1.2.1     三种丝胶样品的制备

按照文献[4]的方法，分别从茧壳和茧衣中提取丝

胶蛋白(S1，S2)：用蒸馏水将茧壳或茧衣清洗晾干，

用适量的乙醚浸泡48 h(24 h换一次乙醚)除蜡质物，洗

净、摊晾干燥；将干燥的茧壳和茧衣用无水乙醇在室

温下浸泡24 h除去部分有机物和杂质，蒸馏水洗净后

室温下摊晾干燥后，分别将茧壳和茧衣放入蒸馏水中

煮沸脱胶，取小样用苦味酸胭脂红检测，至茧丝变黄

即丝胶脱净。将所得丝胶溶液，经浓缩、冷冻干燥后

得丝胶蛋白粉末备用。

按照文献[7]的方法，将经上述方法从茧壳中提取

的丝胶，用中性蛋白酶酶解制备小相对分子质量丝胶

蛋白肽(S3)。
通过SDS-PAGE法分别测定从茧壳、茧衣中提取

丝胶蛋白的相对分子质量，采用Tricine-SDS-PAGE法
测定酶解茧壳丝胶的蛋白肽相对分子质量。

1.2.2    L-929细胞相容性试验

用含小牛血清10 %的RPMI-1640培养基将丝胶

S1、S2、S3分别配成0.5、0.1、0.02 mg/mL三种质量

浓度，用于培养L-929小鼠成纤维细胞。将细胞浓度

为2×104个/mL的L-929细胞悬液加入96孔板中，每

孔加入100 µL。待细胞贴壁后，将96孔板孔内液体吸

走，然后每孔加入200 µL上述准备好的含各试验组

丝胶的培养基，并以只加培养基的孔为空白对照组，

每试验组设5个复孔，在37℃，5 ％CO2细胞培养箱

中培养。采用5块96孔板分别培养24，48，72，96，
120 h。

待培养到相应的时间点时，从培养箱中取出培养

板，采用倒置显微镜(XDS-1B，重庆光电仪器总公司)

观察细胞的生长形态，并采用MTT法处理试样：每

孔加入5 g/L MTT 20 µL，继续培养4 h，弃上清液，

加入二甲基亚砜(DMSO)150 µL，震荡10 min，用

TECAN酶标仪 SUNRISE(A-5082，Austria)在490 nm
处测定吸光度值，绘制细胞生长曲线，并计算细胞的

相对增殖率(RGR)[8]。

             RGR/%＝ ×100                 (1)

细胞毒性分级标准如下：RGR≥100，0级；75
≤RGR＜100，1级；50≤RGR＜75，2级；25≤RGR
＜50，3级；1＜RGR＜25，4级；RGR＝0，5级。

1.2.3    抑菌性能测试 
配置肉膏蛋白胨培养基，置121 ℃高压灭菌锅中

灭菌30 min，待培养基冷却至50 ℃，倒平板，制成

固体培养基待用。将S1、S2、S3分别配成50，10，
2 mg/mL三种质量浓度梯度样品备用。

准确吸取经活化的大肠杆菌及金黄色葡萄球菌菌

液，分别稀释到10－4，10－5，10－6，10－7，10－8，10－9，

取各浓度的菌液50 µL在平板上均匀涂布。放入恒温培

养箱中倒置培养，至菌落长出来后进行计数。则样品

的菌数/mL＝同一稀释度4次重复的菌落平均数×稀释

倍数×20，找到最适合的菌液浓度，平板上菌落数在

50～120 cfu为宜。本次试验以稀释到10－5计数最宜。

将50 µL的10－5菌液和100 µL的各浓度梯度的样品

加入倒好培养基的平板上均匀涂布，以只涂布菌悬液

的平板为空白对照。待液体完全吸收后在37 ℃的恒温

培养箱中倒置培养，至菌落长出后进行计数。每组进

行3次重复试验，并以抑菌率来评价各丝胶样的抑菌

性能。

  抑菌率/%＝

   ×100   (2)

2    结果与讨论
2.1  丝胶蛋白质制备

通过SDS-PAGE凝胶电泳，确认了茧壳中提取丝

胶S1的相对分子质量分布在66.2～130 kDa，茧衣中提

取丝胶S2的相对分子质量在43～130kDa，Tricine-SDS-
PAGE凝胶电泳测得茧壳提取丝胶酶解后相对分子质

量在3 kDa以下，这与张瑶琴等[4]研究所得结果一致。

2.2  细胞相容性试验

L-929细胞，即小鼠成纤维细胞，是国家标准细

胞相容性测试时使用细胞。试验中，在含有各类丝胶

的培养基中培养了1，2，3，4，5 d的细胞形态与对
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照组的细胞形态基本相同，呈梭形或三角形，贴壁良

好，生长旺盛，如图1所示。

                            a 对照组                        b S1 

                                  c S2                                                  d S3
图1  L-929细胞在含有不同丝胶(0.5 mg/mL)的培养基中生

长3 d的倒置显微镜照片
Fig.1    Inverted microphotograph of L-929 cells growing on 

culture medium with different sericin (0.5 mg/mL) for 3d

图2A、B、C分别为L-929细胞在含各种丝胶样本

S1、S2、S3培养基的生长曲线。由图2可见：各试验

组细胞的生长趋势与对照组基本一致；对茧壳提取丝

胶蛋白，随着S1质量浓度的增大，吸光度值变小，

0.5 mg/mL的S1吸光度值低于对照组，对细胞生长有

细微影响；而各质量浓度的S2和S3的吸光度值均高于

对照组，表现出对细胞有较强促生长作用，且随质量

浓度的增大促进作用越明显。

MTT法用来评价各组丝胶的细胞毒性。表1计算

了各试验组丝胶对L-929细胞的相对增殖率和毒性评

分。由表1可见，5 d内，S1的细胞毒性评分随其质量

浓度的增大从0级增至1级，高质量浓度的S1对细胞生

长有微小影响，但均在2级以下，未造成细胞毒性；

而各质量浓度的S2和S3的RGR均大于100，毒性评

分均为0级，有促细胞生长作用，且随质量浓度的增

大，促生长作用更好。这说明丝胶蛋白生物相容性良

好，具有在生物材料领域开发应用的前景。

2.3  抑菌性能测试

对于生物材料来说，具备抗菌性能将在其应用过

程中更为有利。丝胶蛋白质是蚕茧茧壳的一部分，其

生理性功能是保护蚕蛹度过孵化成蛾时期。丝胶蛋白

质在一定程度上能够抗拒外界恶劣环境，包括细菌侵

入等，由此推定其应具备抗菌性能。图3、图4为不同

质量浓度丝胶蛋白质对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的

抗菌试验。

从图3、图4可知，各组丝胶蛋白对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌都有抑菌效果，而且随着质量浓度增

图2  L-929细胞在含不同质量浓度的各丝胶样培养基中的生
长曲线

Fig.2    Growth curves of L-929 cells cultured in the medium 
containing different concentrations of sericin

大，抑菌率呈现先增大后降低趋势，说明丝胶具备抗

菌性，而其抗菌效果与质量浓度具有一定的相关性，

但暂未发现其具统计学意义。这是因为丝胶蛋白质是

球状蛋白质，三级结构中分子构象复杂，质量浓度相

同时其构象的变化也将影响其各方面性能。从图3、图4
还可看出，不同环境中制得的丝胶蛋白对金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌的生长呈现不同程度的抑制作用，比

较试验中丝胶为10 mg/mL时的抗菌性，对金黄色葡

萄球菌的抑制作用由强到弱顺序依次为S3、S1、S2，
对大肠杆菌抑制作用由强到弱顺序依次为：S2、S3、
S1。从这些数据可以看出，制备条件不同的丝胶，其

分子构象不同将导致抗菌性能的差异。

从整体效果看，丝胶对大肠杆菌的抑菌性能优于

金黄色葡萄球菌。分析原因，可能是丝胶蛋白的溶解
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                                 50    10   2           50    10     2           50   10    2
丝胶质量浓度/(mg·mL-1)

图3  丝胶对金黄色葡萄球菌的抑菌效果
Fig.3    Antibacterial effects of sericin to staphylococcus aureus

                                 50    10   2           50    10     2           50   10    2
丝胶质量浓度/(mg·mL-1)

图4  丝胶对大肠杆菌的抑菌效果

Fig. 4    Antibacterial effects of sericin to Escherichia coli

性导致[4]，其在培养时能够在平板中渗透，具有细菌

表面接触和内部侵入的双重作用，对细胞壁较厚的革

兰氏阳性细菌金黄色葡萄球菌主要表现为细菌表面接

触型，而对细胞壁薄的革兰氏阴性细菌大肠杆菌则主

要为表面接触和内部渗透，即溶解渗透性好的丝胶分

子上，某些基团先吸附在细菌表面而改变了细菌表面

膜的通透性再侵入细菌内部，与细菌体内物质发生吸

附，扰乱细菌体内的正常生理活动，从而起到了杀灭

细菌的作用。从数据看，茧壳中提取的丝胶抗革兰氏

阳性菌的作用强于茧衣中提取的丝胶，而对革兰氏阴

性细菌的顺序则相反，这可能是由于S2的溶解性大于

S1[4]导致。相对分子质量小的S3对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌的抑菌效果都强于S1，这可能是因为小分子的

丝胶本身具有量子效应、小尺寸效应和相对大的比表面

积等特性，使得其抗菌接触优于未经酶解处理的S1。

3    结    论
1)本研究采用水煮脱胶法分别从家蚕茧壳、茧衣

中提取了丝胶蛋白(S1、S2)，用中性蛋白酶酶解部分

S1，制备了相对分子质量小的茧壳丝胶蛋白肽(S3)。
细胞试验结果表明：三种丝胶蛋白对L-929细胞的

RGR毒性评分均在2级以下，显示无毒性，且随丝胶

质量浓度增大，促细胞生长性能更优。S2和S3的细胞

相容性略优于S1。
2)丝胶对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均有抑菌作

用，对大肠杆菌的抗菌性更为显著。随丝胶质量浓度

增大，抑菌率有先逐渐增加后减小的趋势。试验表

明，当丝胶质量浓度为10 mg/mL左右时，可发挥较好

的抑菌效果。由于不同制备环境下得到的丝胶的溶解

性能不同，其抗菌作用强弱有了差异，其对金黄色葡

萄球菌的抑制作用强弱顺序为S3、S1、S2，对大肠杆

菌抑制作用强弱顺序为S2、S3、S1。丝胶所具有的抗

菌性能增大了其在生物材料领域使用的适应性。
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表1  相对增殖率RGR及毒性评分结果
Tab.1    Relative growth rate (RGR) and toxicity score results

丝胶质量浓度/
(mg·mL-1)

1 d 2 d 3 d  4 d 5 d
RGR 评分 RGR 评分 RGR 评分 RGR 评分 RGR 评分

S1

0.5  82.4 1 90.2 1 94.5 1 97.6 1 99.6 1
0.1  92.0 1 97.5 1 100.8 0 101.8 0 100.7 0

0.02  99.3 1 102.9 0 102.4 0 105.9 0 102.9 0

S2
0.5 119.1 0 113.7 0 108.9 0 109.7 0 107.8 0
0.1 116.0 0 107.9 0 106.8 0 110.3 0 106.0 0
0.02 106.1 0 109.4 0 109.9 0 106.6 0 105.1 0

S3
0.5 116.2 0 116.9 0 113.0 0 113.4 0 110.9 0
0.1 111.1 0 112.1 0 109.6 0 110.1 0 108.3 0
0.02 110.0 0 110.3 0 107.4 0 106.7 0 103.8 0

对照组 100.0 0 100.0 0 100.0 0 100.0 0   100.0 0
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