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丝素蛋白包裹的银纳米粒子稳定性及抗菌性研究
李　振　刘素美　贾　兰∗ 　陈　松　朱晶心

(太原理工大学材料学院,太原０３００２４)

摘　要　丝素蛋白(SF)是从蚕丝中提取的一种具有嵌段结构的高相对分子质量蛋白,生物相容性良好,可用于

稳定银纳米粒子(AgNPs).以硝酸银、硼氢化钠为原料,SF为稳定剂制备了丝素蛋白包覆的银纳米粒子(SFＧAg
NPs),以柠檬酸钠、牛血清蛋白(BSA)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)为稳定剂分别制备了不同的 AgNPs样品作为对照,

通过紫外Ｇ可见分光光度计研究了SFＧAgNPs在不同pH 溶液及不同浓度盐离子体系中的稳定性.结果表明:SFＧAg
NPs在pH＝３~１１以及不同浓度盐离子(NaCl５０~４００mmol/L,CaCl２１２􀆰５~１００mmol/L)中稳定性良好.稳定机理

研究表明,空间位阻效应以及SF中氮原子与 AgNPs的结合力使得 SF具有良好的稳定作用.抗菌测试结果表明

SFＧAgNPs具有良好的抗菌性.
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　　银纳米粒子(AgNPs)优异的光电子效应、电子

效应和催化性能使得其广泛应用于传感器制备[１]、
纳米光子学[２]、催化[３Ｇ４]及表面增强拉曼散射[５Ｇ６]等

领域.此外,AgNPs还具有良好的抗菌性能,即使

用量很小也能在生物产品和抗菌制品中起到良好的

抗菌作用[７Ｇ８].一般通过还原硝酸银(AgNO３)制备

AgNPs,并利用稳定剂保持其稳定性[９].常用的稳

定剂包括有机药品 (柠檬酸钠[１０]、油酸、多糖[１１]

等)、表面活性剂[十二烷基硫酸钠(SDS)[１２]、十六

烷基三甲基溴化铵(CTAB)[１３]等]以及葡聚糖[１４]、
聚乙烯醇(PVA)[１５]、聚乙二醇(PEG)[１６]、聚乙烯吡

咯烷酮(PVP)[１７]等聚合物,但大部分稳定剂属于有

毒或低毒物质.随着 AgNPs作为抗菌剂在医药行

业越来越受青睐,对其生物相容性的要求也越来越

高,因此制备稳定性和生物相容性良好的 AgNPs
成为研究热点.

丝素蛋白(SF)是一种从天然蚕丝中提取、具有

高相对分子质量和嵌段结构的蛋白[１８].作为天然

蛋白,SF具有无毒、易获取、生物相容性好和可降解

等优点,广泛应用于生物材料和医药领域.
本研究以 AgNO３、硼氢化钠(NaBH４)为原料,

SF为稳定剂制备了丝素蛋白包覆的银纳米粒子

(SFＧAgNPs).以柠檬酸钠、牛血清蛋白(BSA)和

PVP为稳定剂分别制备了不同的 AgNPs样品作

为实验对照,评价了SF对AgNPs的稳定作用并研

究了稳定机理;考察了SFＧAgNPs在不同pH 缓冲
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液以及不同盐离子中的稳定性.同时,以大肠杆菌

为实验菌种,利用抑菌环法测试了SFＧAgNPs的抗

菌性能.

１　实验部分

１􀆰１　原料与仪器

AgNO３、NaBH４、BSA,生工生物工程(上海)股
份有限公司;PVP３６０、PVA、柠檬酸钠、无机盐,国
药集团(上海)化学有限公司;所有试剂均为分析纯,
所有溶液均用超纯水配制.

超纯水制备机(XYA２Ｇ５０ＧH 型),北京湘顺源科

技有限公司;pH 计(pHSＧ３０型),上海精密科学仪

器有限公司;紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧVis,UVＧ
８０００s型),上海元析仪器有限公司.

１􀆰２　SFＧAgNPs的制备

SF溶液的制备方法见参考文献[１９].通过十

二烷基硫酸钠Ｇ聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧPAGE)
测试得到SF相对分子质量为２５~８６kDa.SFＧAg
NPs的制备方法如下:将３０mL 浓度为２mmol/L
的 NaBH４ 溶液置于冰水浴中,搅拌的同时向溶液

中逐滴加入１０mL浓度为１mmol/L的 AgNO３ 溶

液,反应完全后溶液变成鲜亮的黄色,随后加入

６０mgSF溶液,搅拌２４h得到SFＧAgNPs.以柠檬

酸钠、BSA 和PVP为稳定剂,采用同样方法制备的

样品分别记作citＧAgNPs、BSAＧAgNPs、PVPＧAg
NPs.

１􀆰３　分析测试

采用 UVＧ８０００s型紫外Ｇ可见分光光度计对样

品进行测试,扫描范围３００~５５０nm.

１􀆰４　稳定性测试

为研究 AgNPs在不同 pH 缓冲液中的稳定

性,配制pH 不同的三羟甲基氨基甲烷Ｇ２Ｇ(NＧ吗啡

啉)乙磺酸(TrisＧMES)缓冲液(浓度２０mmol/L),
将用不同稳定剂包覆的 AgNPs溶液与 TrisＧMES
缓冲液等体积混合,室温放置２h.通过 UVＧVis测

定 AgNPs的稳定性.
为研 究 不 同 种 类 盐 离 子 及 盐 离 子 浓 度 对

AgNPs稳定性的 影 响,将 含 有 不 同 浓 度 NaCl,

CaCl２ 的 TrisＧMES缓冲液(浓度２０mmol/L,pH＝
７)分别与用不同稳定剂包覆的 AgNPs溶液等体积

混合,室温放置２h.通过 UVＧVis测定 AgNPs的

稳定性.

１􀆰５　抗菌性实验

以大肠杆菌为实验菌种,将大肠杆菌在营养液

培养基中于３７℃培养１２h,然后稀释到(１~５)×１０７

个/mL.把质量浓度均为２５μg/mL的 AgNPs溶

液和SFＧAgNPs溶液(２种溶液均为４０μL)分别滴

到直径为８mm 的尼龙膜上,在室温下晾干.把晾

干的尼龙膜放置在含有１００μL大肠杆菌的培养基

中,于 ３７℃ 培养 ２４h,利 用 抑 菌 环 法 测 试 SFＧAg
NPs和 AgNPs的抗菌性[２０].

２　结果与讨论

２􀆰１　UVＧVis分析

AgNPs的表面等离子共振对粒子间距比较敏

感,分散性良好的 AgNPs溶液为黄色,最大吸收峰

在４００nm 附近,且峰型较窄.粒子聚集后紫外光谱

最大吸收峰峰位红移,峰型变宽,溶液变色.所以

UVＧVis可用来表征 AgNPs的稳定性.应用于生

物领域的 AgNPs要有一定的耐盐和耐pH 稳定

性.为研究SF的稳定效果,实验中使用柠檬酸钠、

BSA和PVP这３种常用的稳定剂作为参照.柠檬

酸钠是最为常见的金属纳米粒子稳定剂,BSA 具有

与SF接近的等电点(pI＝４􀆰７)[２１],PVP具有高极

性特征和能接受氢键的酰胺基团,同时又存在非极

性基团,是一种良好的分散稳定剂.研究表明从生

物学观点来看,PVP结构与SF相似,是优质的 Ag
NPs稳定剂[２２].

图１为用不同稳定剂包裹的 AgNPs样品的

UVＧVis谱图.从图可以看出:未调节 pH 时,citＧ
AgNPs和 PVPＧAg NPs的 最 大 吸 收 波 长 均 为

３９６nm;BSAＧAgNPs和SFＧAgNPs的最大吸收波

长分别为４００nm 和４０３nm.用４种稳定剂包裹的

AgNPs样品最大吸收峰均在４００nm 左右,且峰型

较窄,说明用不同稳定剂包裹的 AgNPs在初始条

件下均分散良好.

图１　用不同稳定剂包裹的 AgNPs样品的

UVＧVis谱图
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２􀆰２　溶液pH对样品吸光度的影响

利用 TrisＧMES缓冲液调节４种 AgNPs溶液

的pH,将pH 控制在３~１１.在溶液pH 不同条件

下,AgNPs样品的最大吸光度变化趋势见图２.由

图可知:pH 小于７时,citＧAgNPs在３９６nm 处的吸

光度明显下降,实验过程中可以观察到溶液颜色从

黄色变为橘红色或无色,这意味着 AgNPs发生了

聚集.在 pH＝３~６ 范围内,与碱性条件相比,

BSAＧAgNPs最大吸光度明显降低,表现出与citＧ
AgNPs相似的变化趋势;此外,UVＧVis谱图显示

其最大吸收峰位发生红移,表明BSAＧAgNPs在酸

性条件下不稳定.在 pH＝３~１１范围内,SFＧAg
NPs和PVPＧAgNPs表现较稳定,没有出现吸光度

明显下降和最大吸收峰位的移动,而且溶液颜色几

乎未发生改变.根据文献报道[２３Ｇ２４],citＧAgNPs与

BSAＧAgNPs都是通过静电排斥实现稳定,因此酸

性条件下稳定剂表面的负电荷减少导致 AgNPs不

稳定[２５].PVPＧAgNPs主要通过空间位阻实现稳

定.SF是具有嵌段结构的高相对分子质量蛋白,等
电点为５左右,既具有空间位阻效应,又具有静电作

用,从实验结果来看,空间位阻对pH 稳定性的贡献

要大于静电效应.

图２　pH 不同条件下 AgNPs样品最大吸光度

变化趋势

２􀆰３　盐离子浓度对样品吸光度的影响

研究盐离子浓度影响时,固定溶液pH＝７,将
盐离子浓度为０mmol/L时每种 AgNPs溶液的最

大吸光度定义为１００％.在 NaCl和 CaCl２ 浓度不

同条件下,将 AgNPs溶液的最大吸光度与盐离子

浓度为０mmol/L时的最大吸光度进行比较,通过

计算得到最大吸光度百分比.４种 AgNPs样品的

最大吸光度百分比变化趋势见图３.由图３(a)可以

看出:随着 NaCl浓度的增加,citＧAgNPs的最大吸

光度降低;NaCl浓度为５０mmol/L和１００mmol/L
时,其最大吸光度分别降到７５％和４２％.当 NaCl
浓度超过１００mmol/L时,实验过程中发现溶液变

为无色且有沉淀产生,说明citＧAgNPs发生团聚.
相比之下,BSAＧAgNPs、PVPＧAgNPs和 SFＧAg
NPs溶液中加入不同浓度 NaCl时,其最大吸光度

基本没有变化.

图３　NaCl和CaCl２ 浓度不同时４种 AgNPs样品的

最大吸光度百分比变化趋势

[(a)NaCl;(b)CaCl２]

为保证盐离子强度一致,将 CaCl２ 浓度控制在

１２􀆰５~１００mmol/L.从图３(b)可以看出:CaCl２ 浓

度为１２􀆰５mmol/L时,citＧAgNPs最大吸光度降到

８０％,而其他３种 AgNPs样品保持较好的稳定性.
随着CaCl２ 浓度的增加,SFＧAgNPs、BSAＧAgNPs、

PVPＧAgNPs的最大吸光度逐渐降低,其中 PVPＧ
AgNPs下降比例更大.CaCl２ 浓度为１００mmol/L
时,SFＧAgNPs和BSAＧAgNPs的最大吸光度下降

３０％左右,而PVPＧAgNPs下降４０％.

２􀆰４　SFＧAgNPs稳定机理研究

从盐离子稳定性来看,BSA 也具有非常优良的

稳定作用.BSA是一种大分子蛋白,相比柠檬酸钠

而言,其空间位阻效应更强,因此空间位阻在盐离子

稳定性中起着重要的作用.为进一步分析稳定机

理,用长 链 不 带 电 的 聚 合 物 PVA 包 裹 Ag NPs
(PVAＧAgNPs)作为实验对照.在pH 及 CaCl２ 浓

度不同的条件下,PVAＧAgNPs的 UVＧVis谱图见

图４.由图４(a)可以看出:pH 不同时,PVAＧAg
NPs的吸光度基本保持不变,溶液呈淡黄色,说明

AgNPs稳定存在没有发生聚集.由图４(b)可知:
随着CaCl２ 浓度的升高,PVAＧAgNPs吸光度逐渐

下降;CaCl２ 浓度为１００mmol/L时,最大吸光度下

降约７０％,同时溶液逐渐变为灰色,AgNPs发生聚
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集.此外,还测试了 PVAＧAgNPs在 NaCl中的稳

定性.实验过程中发现:随着 NaCl浓度的升高,最
大吸光度逐渐下降;当 NaCl浓度为 ４００mmol/L
时,NaCl最大吸光度下降３５％.结果表明:尽管

pH 不同,但PVAＧAgNPs稳定性良好;但在盐离子

溶液中其却不能稳定存在.这与实验的预期目标不

同,因此单纯的空间位阻并不能解释稳定机理.

图４　pH 及CaCl２ 浓度不同条件下PVAＧAgNPs的

UVＧVis谱图

[(a)pH;(b)CaCl２ 浓度]

根据文献报道[２６],稳定剂中不同的原子与 Ag
NPs表面的结合力在稳定纳米粒子过程中发挥了

重要的作用.例如,PVP中的氮原子与 AgNPs结

合力比PVA或PEG中的氧原子与 AgNPs结合力

更强.SF和PVP中同时包含了与 AgNPs表面结

合力作用较强的氮原子和较弱的氧原子,因而在稳

定 AgNPs过程中起作用的可能不仅仅是SF长链

的空间位阻作用,同时原子间的结合力也发挥了重

要作用.SFＧAgNPs的稳定机理如图５所示.

图５　SFＧAgNPs的稳定机理

２􀆰５　抗菌性能研究

利用抑菌环法测试了 AgNPs和 SFＧAgNPs
对大肠杆菌的抗菌性能,测试结果见图６.由图可

以看出:SF没有表现出抗菌性,AgNPs和 SFＧAg
NPs均表现出较好的抗菌性,抑菌环直径分别为

１０mm 和１１mm.SFＧAgNPs具有良好的抗菌性,
原因可能是SF赋予了 AgNPs良好的稳定性.

图６　AgNPs(a)、SFＧAgNPS(b)和SF(c)的抗菌效果

３　结论

(１)通过SF的修饰,成功制备了稳定性良好且

具有抗菌性能的SFＧAgNPs.
(２)SFＧAgNPs在pH 不同的溶液和不同的盐

离子体系中稳定性良好,同时SF的修饰并没有影

响 AgNPs的抗菌性.
(３)SFＧAgNPs具有良好的稳定性,主要是因

为SF的空间位阻作用和SF中氮原子与 AgNPs
的结合作用;SFＧAgNPs抑菌环直径达１１mm,具有

很强的抗菌性能.
(４)利用SF作为 AgNPs稳定剂是简单高效、

经济的方法,SFＧAgNPs在生物医药领域应用前景

广阔.

参考文献

[１]　王春霞,李英琳,徐磊．PVP保护下纳米银颗粒的液相化学还

原法制备及表征[J]．贵金属,２０１４(４):３０Ｇ３４．

[２]　ChenD,QiaoX,QiuX,etal．SynthesisandelectricalproperＧ

tiesofuniformsilvernanoparticlesforelectronicapplications

[J]．JournalofMaterialsScience,２００９,４４(４):１０７６Ｇ１０８１．

[３]　XuR,WangD,ZhangJ,etal．ShapeＧdependentcatalyticactiＧ

vityofsilvernanoparticlesfortheoxidationofstyrene[J]．

ChemistryＧanAsianJournal,２００６,１(６):８８８Ｇ８９３．

􀅰７６２􀅰



化 工 新 型 材 料 第４７卷

[４]　JiangZJ,LiuCY,SunL W,etal．CatalyticpropertiesofsilＧ

vernanoparticlessupportedonsilicaspheres[J]．Journalof

PhysicalChemistry,２００５,５(１０９):１７３０Ｇ１７３５．

[５]　Liang H,LiZ,Wang W,etal．HighlysurfaceＧroughened

“FlowerＧlike”silvernanoparticlesforextremelysensitivesubＧ

stratesofsurfaceＧenhancedRamanscattering[J]．Advanced

Materials,２００９,２１(４５):４６１４Ｇ４６１８．

[６]　CanamaresM V,GaarciaＧRamosJV,GomezＧVargaJD,etal．

ComparativestudyofthemorpHologyaggregationadherence

toglass,andsurfaceenhancedramanacatteringactivityofsilＧ

vernanaoparticlepreparedbychemicalreductionofAg＋using

citrateandhyfroxylamine[J]．Langmuir,２００５,１８(２１):８５４６Ｇ

８５５３．

[７]　RaiM,YadavA,GadeA．SilvernanoparticlesasanewgeneＧ

rationofantimicrobials[J]．BiotechnolAdv,２００９,２７(１):７６Ｇ

８３．

[８]　MoronesJR,ElechiguerraJL,CamachoA,etal．ThebacteriＧ

cidaleffectofsilvernanoparticles[J]．Nanotechnology,２００５,

１６(１０):２３４６Ｇ２３５３．

[９]　LevardC,HotzeEM,LowryGV,etal．EnvironmentaltransＧ

formationsofsilvernanoparticles:impactonstabilityandtoxＧ

icity[J]．EnvironSciTechnol,２０１２,４６(１３):６９００Ｇ６９１４．

[１０]　HuynhK A,ChenK L．Aggregationkineticsofcitrateand

polyvinylpyrrolidonecoatedsilvernanoparticlesinmonovalent

anddivalentelectrolytesolutions[J]．EnvironSciTechnol,

２０１１,４５(１３):５５６４Ｇ５５７１．

[１１]　ParkY,HongYN,WeyersA,etal．PolysaccharidesandphyＧ

tochemicals:anaturalreservoirforthegreensynthesisofgold

andsilvernanoparticles[J]．LetNanobiotechnology,２０１１,５

(３):６９Ｇ７８．

[１２]　KvitekL,PanacekA,SoukupovaJ,etal．Effectofsurfactants

andpolymersonstabilityandantibacterialactivityofsilver

nanoparticles(NPs)[J]．JournalofPhysicalChemistryC,

２００８,１１２(１５):５８２５Ｇ５８３４．

[１３]　AlＧThabaitiSA,AlＧNowaiserFM,ObaidAY,etal．FormaＧ

tionandcharacterizationofsurfactantstabilizedsilvernanoＧ

particles:akineticstudy[J]．ColloidsSurfB Biointerfaces,

２００８,６７(２):２３０Ｇ２３７．

[１４]　BankuraKP,MaityD,MollickM M,etal．Synthesis,characＧ

terizationandantimicrobialactivityofdextranstabilizedsilver

nanoparticlesinaqueousmedium[J]．CarbohydrPolym,２０１２,

８９(４):１１５９Ｇ１１６５．

[１５]　FilippoE,SerraA,MannoD．Poly(vinylalcohol)cappedsilver

nanoparticlesaslocalizedsurfaceplasmonresonanceＧbased

hydrogenperoxidesensor[J]．SensorsandActuatorsB:CheＧ

mical,２００９,１３８(２):６２５Ｇ６３０．

[１６]　ShameliK,Ahmad M B,JazayeriSD,etal．Synthesisand

characterizationofpolyethyleneglycolmediatedsilvernanoＧ

particlesbythegreenmethod[J]．IntJMolSci,２０１２,１３(６):

６６３９Ｇ６６５０．

[１７]　ZhangH,SmithJA,OyanedelＧCraverV．Theeffectofnatural

waterconditionsontheantiＧbacterialperformanceandstabiliＧ

tyofsilvernanoparticlescappedwithdifferentpolymers[J]．

WaterRes,２０１２,４６(３):６９１Ｇ６９９．

[１８]　Kim UJ,ParkJ,Kim HJ,etal．ThreeＧdimensionalaqueousＧ

derivedbiomaterialscaffoldsfromsilkfibroin[J]．BiomateriＧ

als,２００５,２６(１５):２７７５Ｇ２７８５．

[１９]　ZhuJ,ZhangY,ShaoH,etal．Electrospinningandrheologyof

regeneratedBombyxmorisilkfibroinaqueoussolutions:the

effectsofpHandconcentration[J]．Polymer,２００８,４９(１２):

２８８０Ｇ２８８５．

[２０]　GuoR,YinG,ShaX,etal．ThesignificantadhesionenhanceＧ

mentofAgＧpolytetrafluoroethyleneantibacterialcoatingsby

usingofmolecularbridge[J]．AppliedSurfaceScience,２０１５,

３４１:１３Ｇ１８．

[２１]　武海,彭丽,都浩来,等．基于蛋白构象变化研究pH 值对茜素

红与牛血清白蛋白相互作用的影响[J]．分析测试学报,２０１４,

３３(４):４７５Ｇ４７８．

[２２]　王志栋,徐自力,杨英歌,等．利用水溶性聚合物 PVP作稳定

剂合成CdS、CdSe半导体纳米晶体[J]．材料导报,２００６(S２):

５３Ｇ５７．

[２３]　杜虹,赵淑贤,董磊．光诱导合成三角板银纳米粒子的研究

[J]．山西大学学报:自然科学版,２０１１,３４(４):６３３Ｇ６３７．

[２４]　梁真飞,王欢,刘顺鹏,等．Ag纳米粒子表面 BSA 隔离层对聚

苯乙烯荧光的增强效应[J]．功能材料,２０１５,４６(２１):２１０３１Ｇ

２１０３５．

[２５]　沈星灿,袁琦,梁宏,等．血清白蛋白与银纳米粒子相互作用的

滞后效应[J]．中国科学(B辑 化学),２００３,３３(２):１７６Ｇ１８４．

[２６]　姚宝慧,徐国财,张宏艳,等．PVP催化还原及稳定化纳米银的

微波合成[J]．无机化学学报,２０１０,２６(９):１６２９Ｇ１６３２．

收稿日期:２０１８Ｇ０１Ｇ１０

修稿日期:２０１９Ｇ０１Ｇ１０

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀦂 􀦂

􀦂􀦂

欢迎登陆«化工新型材料»投稿系统,www．hgxx．org

􀅰８６２􀅰




