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摘  要：将柠檬酸钠还原法制备的金纳米粒子与再生丝素蛋白复合得到了高度稳定的丝素蛋白-金纳米粒子（SF-Au NPs）

体系。研究了 SF-Au NPs 在不同 pH 值以及 KCl 浓度的磷酸盐缓冲液中的稳定性，应用紫外-可见光光谱（UV-Vis）、透

射电子显微镜（TEM）和红外光谱（FTIR）等测试方法对 SF-Au NPs 体系进行了表征。结果表明：SF-Au NPs 在 pH 为

3~11 的范围内及 50~1000 mmol/L 的 KCl 溶液中均具有良好的稳定性。以柠檬酸钠和牛血清白蛋白稳定的金纳米粒子作

为对照实验的结果表明，SF-Au NPs 的稳定性主要与丝素蛋白空间阻隔效应有关。该制备方法简单、高效、成本低。 
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金纳米粒子以其良好的稳定性、小尺寸效应、表

面效应以及光学效应，在工业催化、生物医药、生物

分析化学、光化学与电化学催化、食品安全快速检测

等领域具有广阔的应用前景[1-4]。金纳米粒子的制备方

法已有许多报道，其中以柠檬酸盐做稳定剂和还原剂

的化学合成法最为经典，整个反应原料易得、操作容

易、粒径可控。然而当溶液的 pH 值发生变化或者在

高离子强度环境中，金纳米粒子由于粒子表面电荷的

改变易发生聚集[5]。 

在生理环境中保持稳定是金纳米粒子（Au NPs）

在生物医学中应用的前提条件，目前获得稳定性较好

的金纳米粒子的有效方法之一就是在制备纳米粒子时

加入适当的保护剂，从而达到形貌可控、纳米颗粒稳

定或分散的效果。这些保护剂吸附在粒子表面，通过

静电或空间阻隔作用避免了粒子间的直接接触，使胶

体粒子能稳定地存在于溶液中[6,7]。已有报道，采用聚

电解质[8]、蛋白质[9]、层层自组装的聚电解质[10]和硫

醇化合物[11-13]等对胶体金进行表面修饰，以改善溶胶

的稳定性。然而，这些修饰方法仍存在一些缺点，如

某些修饰剂合成步骤复杂，部分复合体系抗盐稳定性

不是很好，以及生理环境中稳定性差等。 

家蚕丝素蛋白属于一类独特的具有高分子量的嵌

段共聚蛋白质[14]，丝素蛋白由于具有良好的生物相容

性，生物可降解性和无毒等特点被广泛应用于生物和

医药领域[15-17]。本实验选用丝素蛋白作为金纳米粒子

的稳定剂，赋予了金纳米粒子更好的生物稳定性，通

过透射电镜和紫外-可见光光谱的表征，研究了丝素蛋

白稳定的金纳米粒子在较宽 pH 范围及不同盐离子浓

度下的稳定性。采用柠檬酸钠及牛血清白蛋白稳定的

金纳米粒子作为对照，对丝素蛋白稳定机理进行了初

步探讨。 

1  实  验 

实验材料为春蚕茧；四氯金酸（HAuCl4·3H2O，

纯度>99%），百灵威科技有限公司生产；牛血清白蛋

白（BSA，纯度>98%，分子量 66 kDa），生工生物公

司制造；柠檬酸三钠（Na3C6H5O7·2H2O）、无水碳酸

钠、溴化锂、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、磷酸、磷酸

钾、氯化钾、酪氨酸，均为分析纯，国药集团化学试

剂有限公司产品；实验用水为超纯水（电阻率为 18.2 

MΩ·cm）。 

将春蚕茧去蛹剥为数层，置于 0.5%（质量分数）

碳酸钠水溶液中，于 100 ℃脱胶 30 min，重复上述操

作一次后，用去离子水充分冲洗后风干待用。将脱胶

丝置于 9.0 mol/L 的溴化锂水溶液中，40 ℃下溶解 2 h，

溶解后的溶液过滤后装入透析袋中，用去离子水连续

透析 3 d，以去除残留的盐离子。采用 SDS-PAGE 法

测定再生丝素蛋白的分子量在 25~86 kDa 之间。 

金纳米粒子按文献[18]采用传统的柠檬酸钠还原

法制备，即在含有高价金离子的氯金酸中加入柠檬酸
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三钠还原剂，金离子被还原成金纳米粒子。根据文献

[19]可得出本实验制备的金纳米粒子的浓度约为 15 

nmol/L。 

配置 pH 值为 3~11 及不同盐浓度的磷酸盐缓冲

液，将丝素蛋白或牛血清白蛋白溶液加入 300 μL(约

15 nmol/L)的纳米金溶液中混合静置 30 min，然后向

混合溶液中加入 pH 值不同的磷酸盐缓冲溶液或加入

不同 KCl 含量（本实验所用 KCl 的终浓度范围为 0.05~1 

mol/L）的 pH 值为 7.4 的磷酸盐缓冲溶液，混合均匀静

置 24 h 后，对试样进行紫外-可见吸收光谱测试。体系

中丝素蛋白和牛血清白蛋白的终浓度为 2 mg/mL，缓冲

溶液的终浓度为 10 mmol/L。 

分别将柠檬酸钠稳定的金纳米粒子和丝素蛋白稳

定的金纳米粒子滴在碳膜覆盖的铜网上，干燥后用

JEM-1200EX 型（JEOL）透射电子显微镜观察粒子形

貌和分散情况。 

使用 UV-8000S 型（上海元析）紫外-可见分光光度

计测试复合体系紫外吸收光谱，波长范围 200~800 nm，

研究其在较宽 pH 范围及不同离子浓度下的稳定性。 

丝素蛋白稳定的金纳米粒子冷冻干燥 24 h 后，

KBr 粉末混合压片，在 Vector22 型（Bruker）红外光

谱分析仪上测试红外光谱。 

2  结果与讨论 

2.1  金纳米粒子与丝素蛋白-金纳米粒子复合体系的

表征 

柠檬酸钠水溶液体系制备的金纳米粒子（Au 

NPs）及丝素蛋白-金纳米粒子复合体系（SF-Au NPs）

的紫外-可见光光谱图如图 1 所示。Au NPs 在 520 nm

处出现明显的吸收峰，这是典型的金纳米粒子的表面

等离子体共振紫外吸收特征[20]，且峰形对称，半峰宽 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  柠檬酸钠稳定的金纳米粒子和丝素蛋白稳定的金纳  

米粒子的紫外-可见光谱图 

Fig.1  UV-Vis spectra of citrate-stabilized Au NPs and 

SF-stabilized Au NPs 

较窄，说明所制得金纳米粒子粒径分布较窄。经过丝

素蛋白稳定的金纳米粒子在 275 nm 处显示出较强的

吸收峰，主要来源于丝素蛋白(SF)氨基酸残基中的酪

氨酸芳香基团的 π→π*电子跃迁。而金纳米粒子的特

征吸收峰红移至 525 nm，吸收峰强度增加，表明丝素

蛋白吸附到了金纳米粒子表面[21]。 

使用透射电镜对制得的 Au NPs 及 SF-Au NPs 进

行表征，结果如图 2a 和 2b 所示。采用柠檬酸钠水溶

液体系所制备的 Au 纳米粒子近似球形，粒径分布比

较均匀，且平均粒径为 13 nm 左右，而经 SF 稳定的

Au NPs，粒子形貌和粒径均没有太大的改变，仍然保

持良好的分散性和稳定性。 

2.2  pH 对 SF-Au NPs 与 BSA-Au NPs 稳定性的影响 

本工作首先研究了丝素蛋白稳定的金纳米粒子在

不同 pH 值的磷酸盐缓冲体系中的稳定性。金纳米粒

子的表面等离子体共振特征对粒子之间间距比较敏

感，分散性良好的金纳米粒子呈现红色，紫外吸收峰

在 520 nm 附近且峰形对称，半峰宽较窄，而聚集后则

为蓝色，紫外吸收峰红移，峰宽化，因此金纳米粒子

的稳定性可通过紫外-可见光光谱来表征。 

图 3 所示为丝素蛋白-金纳米粒子复合体系（SF- 

Au NPs）及柠檬酸钠-金纳米粒子（citrate-Au NPs），

牛血清白蛋白-金纳米粒子（BSA-Au NPs）在不同 pH

时的 UV-Vis 吸收光谱图。如图 3a 所示，当缓冲液的

pH 值在 3~11 之间变化时，即使在丝素蛋白的等电点

（~4.58~5.00）[22]附近，丝素蛋白-金纳米粒子复合体

系中 Au NPs 特征吸收峰的吸收强度和峰值位置几乎

没有发生变化，表明 SF-Au NPs 没有发生团聚。 

如图 3c 所示，当 pH＞7 时，BSA 稳定的金纳米

粒子可以稳定存在，但在 pH＜7 的体系中出现聚集。

这可能是因为当 pH 低于 BSA 的等电点（~5）时，BSA

带正电荷，金纳米粒子带负电荷，表面正、负电荷的

中和使粒子之间静电斥力减小导致金纳米粒子的聚

集；当 pH 大于等电点时，BSA 与金纳米粒子都带负 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  柠檬酸钠稳定的金纳米粒子和丝素蛋白稳定的金纳  

米粒子的 TEM 照片 

Fig.2  TEM images of citrate-stabilized Au NPs (a) and SF- 

stabilized Au NPs (b) 
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图 3  不同 pH 值（3~11）条件下不同样品的紫外-可见光谱图 

Fig.3  UV-Vis spectra of SF-stabilized Au NPs (a), citrate- 

stabilized Au NPs (b), and BSA-stabilized Au NPs (c) 

in PB buffer with pH ranging from 3 to 11 

 

电荷而相互排斥，导致它们不易结合。采用柠檬酸钠

稳定的金纳米粒子表现出与 BSA 稳定的金纳米粒子

类似的情形，如图 3b 所示。这表明柠檬酸盐稳定的金

纳米粒子与 BSA 稳定的金纳米粒子其主要稳定机理

都是静电作用，而丝素蛋白的空间阻隔效应可能对金

纳米粒子的稳定起着重要作用。 

丝素蛋白的空间阻隔效应是与其构象相关的，由

于 pH 会影响丝素蛋白的构象，故本工作研究了 SF-Au 

NPs 在不同 pH 条件下的构象。丝素蛋白可呈无规卷

曲和 β-折叠 2 种构象，且其构象的变化常用红外光谱

的酰胺带来表征，丝素蛋白的红外特征吸收如在表 1

所列的特定位置所示。由丝素蛋白-金纳米粒子复合体

系（pH=4，7）干燥制得的粉末的红外光谱如图 4 中

曲线所示。酰胺吸收带的位置也列于表 1 中。 

表 1  丝素红外光谱酰胺特征吸收谱带和样品测试结果 

Table 1  Characteristic amide bands in FT-IR spectra of SF 

and the results (cm
-1

) 

Structure 

Amide 

I band 

νC=O 

Amide 

II band 

νC-N+ 

δN-H 

Amide 

III band 

νC-N+ 

δN-H 

Random coil 1650~1660 1535~1545 1235 

β-sheet 1625~1640 1515~1525 1265 

 

图 4 为丝素蛋白稳定的金纳米粒子在不同 pH 下

的红外图谱。通过对比 pH 为 4 和 pH 为 7 时的 2 条曲

线，可以看出 2 种 SF-Au NPs 中丝素蛋白的红外吸收

峰均出现在 1650（无规线团）、1540（无规线团）和

1235（无规线团）cm
-1 处，说明其构象均为无规线团

结构。并没有出现文献[23]描述的酸性环境下的 β-折

叠构象。这可能是因为所用丝素蛋白浓度太低的缘故，

所以酸性和中性条件下丝素蛋白构象均为无规线团。  

文献研究表明，金纳米粒子在不同 pH 值缓冲液

中的稳定性是通过以下 2 种作用实现的[24]：其一为静

电作用，另一种为空间阻隔稳定作用。对于柠檬酸盐

稳定的金纳米粒子与 BSA 稳定的金纳米粒子来说，静

电作用起主导作用。而对于丝素蛋白稳定的金纳米粒

子来说，低浓度的 SF 呈无规线团，可以较好地包裹

在 Au NPs 上，充当纳米粒子表面的保护层，阻止了

金纳米粒子的相互接触，SF 中其它氨基酸和带电基团

也对 Au NPs 的稳定起到了一定的作用，从而使 SF-Au 

NPs 与 BSA 稳定的 Au NPs 不同，在很强的酸性条件

下都表现出较强的稳定性。 

2.3  不同浓度的 KCl 对 SF-Au NPs 稳定性的影响 

图 5 所示为柠檬酸钠稳定的金纳米粒子（Au NPs）

及丝素蛋白稳定的金纳米粒子（SF-Au NPs）在不同浓

度 KCl 溶液中的紫外-可见吸收光谱。在柠檬酸钠稳定

的金纳米粒子溶液中加入 KCl 后，溶液颜色由红色 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  丝素蛋白稳定的金纳米粒子在不同 pH 下的红外图谱 

Fig.4  FT-IR spectra of SF-stabilized Au NPs at different 

pH values 
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图 5  不同 KCl 浓度下不同样品的紫外-可见光谱图 

Fig.5  UV-Vis spectra of citrate-stabilized Au NPs (a) and SF- 

stabilized Au NPs (b) in PB buffer with different KCl 

concentrations 

 

变为蓝色，Au NPs 紫外吸收峰红移，峰宽化。当离子

浓度达到 0.05 mol/L 时发生聚集和沉淀，且随着 KCl

浓度的增加，吸收峰红移较明显（图 5a）。相比之下，

加入不同浓度 KCl 的 pH 为 7.4 的磷酸盐缓冲溶液后，

SF-Au NPs 溶液仍呈红色，且金纳米粒子和丝素蛋白

吸收峰的位置分别在 525 和 275 nm 附近，即使当 KCl

浓度达到 1 mol/L 时，也没有观察到明显的峰偏移（图

5b）。表明当 KCl 浓度在 0.05~1 mol/L 之间变化时，

所得 SF-Au NPs 可以稳定存在。由此可知丝素蛋白稳

定的金纳米粒子在远高于生理盐水浓度的 KCl 溶液中

都可以保持稳定。 

这进一步表明空间阻隔效应对金纳米粒子的稳定

作用。静电作用稳定的金纳米粒子很容易因加入大量

带异种电荷的离子而发生中和产生聚集，就像柠檬酸

钠稳定的金纳米粒子。而空间阻隔稳定的金纳米粒子在

较高的离子浓度下仍可保持稳定。丝素蛋白大分子链的

空间阻隔效应使纳米粒子阻隔开来，保持了在高离子浓

度下的稳定性。作者也进行了其它盐离子如 Na
+，Ca

2+

以及 Mg
2+的实验，得到与 K

+一致的实验结果。 

2.4  不同 SF 浓度对 SF-Au NPs 稳定性的影响 

图 6 所示为不同浓度丝素蛋白稳定的金纳米粒子

在 pH 为 4 的缓冲溶液中的紫外-可见光谱图。实验中 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  不同浓度丝素蛋白稳定的金纳米粒子在 pH=4 的缓冲溶

液中的紫外-可见光谱图，插图为 A275、A525 与丝素浓度

的关系图 

Fig.6  UV-Vis spectra of SF-stabilized Au NPs with different SF 

concentrations in PB buffer at pH 4, and the inset is the 

plots of A275 and A525 vs. the mass concentration of SF 

 

保持 Au NPs 的量相同（300 μL），改变 SF 的终浓度。

通过比较金纳米粒子的特征吸收峰，可以发现当 SF

含量降低时，SF-Au NPs 在 275 nm 处的峰值呈线性变

化，而 525 nm 处的吸收峰强度由几乎不变到缓慢降

低。可以得出当丝素蛋白临界浓度为 0.2 mg/mL 时，

便可以稳定 300 μL(约 15 nmol/L)的金纳米粒子。 

3  结  论 

1) SF-Au NPs 体系在较宽的 pH 范围和高盐浓度

（1 mol/L KCl）环境中仍具有良好的生物稳定性，盐

离子缓冲液的加入并没有导致金纳米粒子的沉积。  

2) 与柠檬酸钠和牛血清白蛋白稳定的金纳米粒

子相比，丝素蛋白稳定的金纳米粒子在更广的生理环

境中具有良好的稳定性，其稳定机理可能与金纳米粒

子和丝素蛋白之间的静电作用以及丝素蛋白无规线团

大分子链空间阻隔效应有关，且空间阻隔稳定可能发

挥了更大的作用。 

3) 当丝素蛋白临界浓度为 0.2 mg/mL 时，便可以

稳定 300 μL(约 15 nmol/L)的金纳米粒子。该丝素蛋白

稳定的金纳米粒子体系的制备方法简单环保，生理环

境中稳定性优良。 
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Stability of Silk Fibroin-Gold Nanoparticles Composite System 
 

Guo Li, Zhu Jingxin, Jia Lan, Ke Jing, Ji Lijing 

(Key Laboratory of Interface Science and Engineering in Advanced Materials, Ministry of Education,  

Taiyuan University of Technology, Taiyuan 030024, China) 

 

Abstract: Highly stable silk fibroin-gold nanoparticles (SF-Au NPs) was obtained using regenerated protein silk fibroin (SF) to stabilize 

gold nanoparticles (Au NPs), which were prepared through a citrate reduction method. The stability of SF-Au NPs in buffer solutions with 

different pH conditions and different KCl concentrations were investigated. Ultraviolet -visible spectroscopy (UV-Vis), transmission 

electron microscopy (TEM) and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were employed to characterize the SF-Au NPs system. The 

results reveal that SF-Au NPs possess remarkable stability in the pH range from 3 to 11 and salt concentrations range from 50 mmol/L to 

1000 mmol/L. Taking citrate and BSA stabilized gold nanoparticles as comparison, the results indicate that steric hindrance may play a 

dominated role for the stability of SF-Au NPs. The proposed method is simpler, more efficient, and more cost effective than the 

conventional modification strategies for Au NPs. 

Key words: silk fibroin; gold nanoparticles; stability 
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