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摘  要：用来自丝素蛋白的 GAGAGAGY 序列多肽原位还原氯金酸制备了粒径小于 12 nm 的球形金

纳米粒子，用紫外-可见吸收光谱和透射电子显微镜对反应过程和产物进行了表征分析，探索制备条

件对产物的影响。结果表明，多肽可发挥稳定剂的作用，使合成的金纳米溶液具有较好的稳定性；

多肽和氯金酸的摩尔比为 10:4 时合成的粒子粒径大小合适且分布均匀；溶液碱性越强，还原反应速

度越慢但金纳米粒径不受影响；反应温度升高，反应速率变快，紫外吸收峰蓝移。 
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Preparation of Gold Nanoparticles by Using Peptide from Silk Fibroin in situ Reduction 
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Abstract: Spherical gold nanoparticles with a particle size of less than 12 nm were prepared by in situ 

reduction of chloroauric acid with GAGAGAGY, a peptide derived from silk fibroin. The reaction process 

and product were characterized by UV-Vis absorption spectroscopy and transmission electron microscopy, 

and the influence of preparative conditions on the product was explored. The results showed that the 

peptide could act as a stabilizer, endowing the synthesized gold nanoparticles with good stability. When 

the molar ratio of the polypeptide to chloramic acid is 10 to 4, the size of particles obtained will be 

uniform. With the increment of alkaline of the solution, the reaction slowed down, but the particle size of 

the gold nanoparticles was not affected. The rising of temperature could accelerate the reaction, as 

evidenced by a blue shift of the absorption peak of the reaction solution. 
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金纳米粒子除了具有量子尺寸效应、表面效应、

体积效应等纳米材料的性能外，还具有表面等离子

体共振(SPR)和表面增强拉曼等特殊性质。其中 SPR

效应是金纳米粒子一个重要的光学特征，金纳米粒

子表面受到入射光电磁波影响而产生电子云共振，

在可见光区域内出现表面等离子共振[1]，进而在紫

外-可见光谱上会显示出较强的吸收峰，形成其特征

吸收光谱。金纳米粒子的特征等离子体吸收峰在

500~550 nm 处，宏观上表现为鲜亮的酒红色[2]。随

尺寸增大或纳米颗粒间距变小，吸收波长红移，溶

液颜色呈紫色、蓝色或灰色，甚至发生聚沉[3]。这

些特殊的物理和化学特性，使其在生物医学、传感

器、催化剂和电化学等领域具有广阔的应用前景[4]。

自诊断治疗的概念被提出后[5]，人们开始研究金纳

米粒子在生物学领域的应用，需要寻找一种合适的

方法，使其能够同时满足合成物生物相容、反应条

件温和，并合成粒径可控的金纳米粒子等条件。 

生物合成法能够在温和条件下制备金纳米粒
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子，并使其具有一定的生物相容性。陈国宝等[6]用

酵母菌还原制得了粒径约为 8.69 nm 且大小比较均

一的金纳米粒子。这类方法有很多，包括使用淀粉

样蛋白原纤维、牛血清白蛋白和真菌，此外还有香

茅、褐藻、柚子和丝状真菌的提取物。但这些还原

剂的成分比较复杂，导致合成反应的变量较多[7]。

陈文兴等[8]以具有良好生物降解性和生物相容性的

丝素蛋白作为还原剂和保护剂，合成了纳米贵金属

胶体。由于结构相对简单、生物相容性好和具有生

物活性，多肽已经成为生物医学、纳米科技、材料

科学等众多学科研究的热点[9]。 

天然纺丝过程中，丝素蛋白中富含甘氨酸(G)

和丙氨酸(A)的重复氨基酸序列可自组装形成反平

行的 β-折叠机构，这是丝纤维具有稳定性和独特机

械性能的重要因素。为了解这些多肽序列的自组装

机制，我们选取来源于 α-糜蛋白酶水解丝素蛋白的

一段重复序列 GAGAGAGY 进行研究[10]。该多肽末

端的酪氨酸(Y)具有还原氯金酸的能力，拟将金纳米

粒子固定在多肽上作为探针，通过溶液颜色和紫外

吸收峰的改变来研究多肽的组装行为。为达到此目

标，首先需要利用多肽制备稳定的金纳米粒子。基

于这一目的，本文探究了该多肽合成金纳米粒子的

条件及影响因素。 

 

1 实验 

 

1.1 主要药品及仪器 

四氯金酸(ω(HAuCl4·3H2O)>99%)，百灵威科技

有限公司，配制成 0.004 mol/L 的水溶液；多肽

(GAGAGAGY，ω=90.4%)，吉尔生化(上海)有限公

司，用 0.04 mol/L NaOH 水溶液配制成 0.005 mol/L

的水溶液；氢氧化钠，分析纯，国药集团化学试剂

有限公司，配制成0.04 mol/L和0.5 mol/L的水溶液；

实验用水为超纯水(电阻率为 18.2 MΩ·cm)。pH 计，

上海精密科学仪器有限公司 PHS-30 型。 

1.2 金纳米粒子的制备 

取一定体积的氯金酸溶液，将其逐滴加入一定

体积的多肽溶液中，用 0.04 mol/L NaOH 溶液调节

反应物最终摩尔比，避光条件下磁力搅拌反应 6 h，

然后将溶液装入 3500 分子量透析袋中于烧杯中透

析，直至透析液电导率不变为止。此时金纳米以粒

子状态存在于透析液中。为考察不同反应条件对最

终合成的金纳米粒子的影响，分别采用以下条件进

行制备： 

1) 反应物摩尔比影响：室温下(约 30 )℃ ，固定

氯金酸总滴加体积(2 mL)不变，改变多肽溶液体积，

使多肽和氯金酸的摩尔比分别为 9:4、10:4 和 11:4；

固定多肽溶液体积(4 mL)不变，改变氯金酸加入体

积，使多肽和氯金酸摩尔比分别为 10:3、10:4 和

10:5。 

2) pH 值影响：选取多肽和氯金酸摩尔比为

10:4 的制备条件，用 0.5 mol/L 氢氧化钠溶液将反应

溶液 pH 分别调至 9、10、11 和 12。 

3) 温度影响：选取多肽和氯金酸摩尔比为 10:4

的制备条件，分别将溶液的反应温度设定为 20、30、

40 和 50℃。 

1.3 测试及表征 

使用 UV-8000S 型紫外-可见分光光度计(上海

元析)测试所合成的金纳米粒子的紫外-可见吸收光

谱，波长范围 200~800 nm，研究不同反应条件对金

纳米粒子的影响。 

将合成的金纳米粒子溶液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(TEM)观察粒子形貌和分散情况，通过统计相同

条件下的多张 TEM 图像中超过 200 个粒子的粒径

计算金纳米的平均粒径。 

 

2 结果与讨论 
 

2.1 反应时间的确定 

多肽 GAGAGAGY 末端含有酪氨酸残基，可以

原位还原氯金酸制备金纳米粒子，但还原性比较温

和，并不能在短时间内将溶液中的氯金酸完全还原。

首先进行了确定反应时间的实验，测定不同反应时

刻(间隔 10 min)溶液的紫外可见光谱，结果如图 1

所示。 

 

图 1 金纳米粒子还原制备过程中的紫外-可见吸收光谱 

Fig.1 The UV-Vis spectra of gold nanoparticles 

in the preparative process 
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由图 1 可见，随反应进行，溶液最大吸收峰的

位置在反应 4 h后基本不发生变化，在约 520 nm处；

但最大吸光度一直在增强。根据朗伯-比尔定律，吸

光度的变化代表溶液中金纳米粒子浓度的变化。反

应 290 min 后，最大吸光度增速明显变缓，表明金

纳米粒子浓度趋于稳定。为使实验更具可靠性，后

续实验将反应时间设定为 6 h，然后进行透析以除去

未反应的氯金酸。 

2.2 反应物摩尔比对金纳米粒子制备的影响 

金纳米微粒粒径、形状与紫外-可见吸收谱之间

有一定的关系，如水相金溶胶的颜色随着粒径变大

由深红色(50 nm)变至红色(80 nm)直至浑浊的黄泥

浆色(＞120 nm)
[11]。Mie 理论认为，随着金粒子直

径增大，金溶胶的紫外-可见吸收谱峰红移展宽[12]。

因此，根据紫外吸收光谱的变化，可以大致确定颗

粒的尺寸变化和分散聚集情况。在实验过程中发现

反应中多肽与氯金酸的比例对合成的金纳米粒子有

影响，因此，通过改变多肽的浓度和氯金酸的加入

量，研究不同摩尔比下合成的金纳米粒子的不同。

固定氯金酸加入量、改变多肽的体积，不同摩尔比

条件下反应 6 h 后的实验结果如图 2 所示。 

 

 

   

   

 

 

 

图 2 不同多肽和氯金酸摩尔比(9:4、10:4 和 11:4)所得金纳米粒子的 

TEM 图像(a~c)、粒径分布图(a'~c')和紫外吸收光谱图(d) 

Fig.2 The TEM images (a~c), diameter distribution curve (a'~c') and UV-Vis 

spectra (d) of gold nanoparticles prepared with the different molar ratios (9:4, 10:4 

and 11:4) of the peptide to chloroauric acid 

 

由图 2(a~c)的 TEM 图像可以粗略地看出在不

同摩尔比条件下，合成的金纳米粒子都为球形且分

散性很好，粒径相差不大。对 TEM 图像进行粒径

分析(如图 2(a'~c'))，摩尔比为 9:4、10:4 和 11:4 时，

金纳米粒子粒径分别为 11.82±2.31 nm、11.56±2.25 

nm 和 9.23±1.89 nm。摩尔比为 9:4 和 10:4 时粒径相

差不大，摩尔比为 11:4 时粒径最小，分布最窄。图

2(d)中显示，金纳米粒子溶液的颜色在多肽和氯金

酸摩尔比为 10:4 时最浅，3 份样品最大吸收峰峰位

分别在 521、523 和 520 nm 处，与 TEM 粒径分析

的规律一致。 

固定多肽体积，改变氯金酸加入量，不同摩尔

比条件下反应 6 h 后的实验结果如图 3 所示。从图

3(a~c)可以看出，得到的金纳米粒子分散都比较均

匀。图 3(a'~c')得到多肽和氯金酸摩尔比为 10:3、10:4

和 10:5 时粒径分别为 11.24±2.36 nm、11.56±2.25 nm

和 11.96±3.36 nm，摩尔比为 10:4 时粒径大小适中。

图 3(d)中最大吸收峰分别在 520、523 和 519 nm 处。 
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图 3 不同多肽和氯金酸摩尔比(10:3、10:4 和 10:5)所得金纳米粒子的 

TEM 图像(a~c)、粒径分布图(a'~c')和紫外吸收光谱图(d) 

Fig.3 The TEM images (a~c), diameter distribution curve (a'~c') and UV-Vis 

spectra (d) of gold nanoparticles prepared with different molar ratio (10:3, 10:4 

and 10:5) of the peptide to chloroauric acid 

 

将制备的金纳米粒子溶液室温下静置存放 2 个

月，没有观察到聚沉。文献[13-14]曾报道酪氨酸在

碱性条件下具有供电子的能力，可以将 Au
3+还原为

Au
0。其机理是在碱性条件下，酪氨酸上的酚羟基

解离成为良好的电子供体，同时由于 Au
3+具有较高

的氧化-还原势能，两者之间可以发生氧化还原反

应。氧化还原反应发生后，酚羟基被氧化成醌，Au
3+

被还原为 Au
0 原子，这些原子进一步聚集形成金纳

米颗粒。氧化形成的醌可以通过羰基与金纳米颗粒

表面发生作用，从而起到稳定剂的作用[9]。因此可

以推测多肽通过与金纳米粒子表面发生相互作用而

吸附于粒子表面，起到了稳定剂的作用，得到尺寸

相对均一的纳米颗粒。基于上述研究，后续实验采

用多肽和氯金酸摩尔比为 10:4 的制备条件。 

2.3 不同 pH 对金纳米粒子制备的影响 

由于多肽需在碱性条件下溶解，且酪氨酸在碱

性条件下才具有还原性，金纳米的制备宜在碱性条

件下进行。考察了 pH 值分别为 9、10、11 和 12 时，

所得金纳米溶液的紫外可见吸收光谱，结果如图 4

所示。 

   

图 4 反应溶液不同 pH 时金纳米粒子的紫外吸收光谱(a)和最大吸光度(522 nm)随时间变化的曲线(b) 

Fig.4 The UV-Vis spectra of the gold nanoparticles at different pH(a) and Absmax (522 nm) in the preparative process (b) 
 

(a) (b) 
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由图 4(a)可知，4 种不同 pH 条件下得到的金纳

米粒子溶液的最大吸收峰位置并没有变化，在 522 

nm 附近。其吸收光谱变化主要表现为峰宽和吸收

峰强度的不同，pH=9 和 10 时，最大吸收峰及其强

度基本没有差别。这一结果表明碱性强弱对合成的

金纳米粒子粒径影响较小。进一步考察最大吸光度

随反应时间的变化，由图 4(b)可以看出，随着碱性

增强，反应速率逐渐降低，pH=9 时反应速率最快。 

综上，碱性条件下，金纳米粒子的粒径基本不

随碱性强弱发生变化，反应速率会随碱性的降低而

增加。原因可能是随着反应体系 pH 值的逐渐增加，

[OH
-
]增加，HAuCl4 中的 Cl

-逐渐被溶液中的 OH
-取

代而形成更稳定的多羟基化合物(HAuClx(OH)4-x)，

游离在体系溶液中，使得体系中的 HAuCl4 浓度降

低进而降低反应速度[15]。基于上述研究，后续实验

采用的 pH 值为 9。 

2.4 温度对金纳米粒子制备的影响 

升高温度可加快反应速度，但多肽是生物分子，

过高的温度会使其失活。考察了 20、30、40 和 50℃

时温度对制备金纳米的影响，结果如图 5 所示。 

 

   

图 5 反应温度不同时金纳米粒子的紫外吸收光谱(a)和最大吸光度(520 nm)随时间变化的曲线(b) 

Fig.5 The UV-Vis spectra of gold nanoparticles at different reaction temperatures (a)  

and the maximum absorbance (520 nm) during the preparative process (b) 

 

由图 5(a)可以看出，不同反应温度下合成的金

纳米粒子的最大吸收峰峰位不同，且峰宽会随着温

度而逐渐变窄。随着温度升高，最大吸收峰依次为

530、521、518 和 519 nm，发生了一定的蓝移，表

明金纳米的粒径有变小趋势。图 5(b)进一步证实温

度对反应速率的影响较大，温度越高，反应越快。 

分析其原因，反应温度不同，生成晶核的速率

不一样，温度越高，生成晶核的速率越快[16]，溶液

中剩余的 AuCl4
-越少，吸附的可能性小，所以生成

的金颗粒的粒径小，并且更均一[17]，从而使溶液中

金纳米粒子的浓度更高。但是当实验温度为 50℃

时，金纳米的粒子过小，不利于后续实验中其他表

征方式的研究。因此，基于上述研究，制备反应的

温度以 40℃为宜。在金纳米粒子作为探针的研究

中，需进一步优化金纳米的制备条件。 

 

3 结论 

 

1) 序列为 GAGAGAGY 的多肽溶液还原氯金

酸可制备得到粒径小于 12 nm 的球形金纳米粒子，

多肽在反应中同时作为稳定剂，使得金纳米具有较

好的稳定性。 

2) 反应液中多肽和氯金酸的摩尔比不同，合成

的金纳米粒子的粒径也会不同，摩尔比为 10:4 时合

成的粒子粒径适中且均一。 

3) 反应溶液的碱性强弱基本不会对金纳米的

粒径产生影响，但随着碱性增强，反应速率变小。 

4) 反应温度越高，反应速率越快，紫外吸收峰

发生蓝移，峰宽变窄。 
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