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多肽在金纳米粒子表面偶联反应效率研究

张 强摇 李瑞雪摇 陈 鑫摇 何兴兴摇 韩爱玲摇 方国臻摇 刘继锋*摇 王 硕*

(食品营养与安全教育部重点实验室,天津科技大学,天津 300457)

摘摇 要摇 通过 1鄄(3鄄二甲氨基丙基)鄄3鄄乙基碳二亚胺(EDC)与 N鄄羟基琥珀酰亚胺(NHS)活化反应将多肽偶联

到金纳米粒子表面,采用荧光光谱研究其形成的酰胺键的反应偶联效率。 考察了实验条件,包括缓冲液的种

类(HEPES、Tris鄄HCl、硼酸、PBS 缓冲液)、pH 值(pH 6. 5 ~ 9. 0)、缓冲液浓度(10, 25, 40 和 50 mmol / L)、NHS
和 EDC 的浓度(NHS 0. 2 ~ 1. 0 mol / L,EDC 0. 01 ~ 0. 5 mol / L)及二者比例(0,0. 5,1. 0,2. 0 和 2. 5)、偶联反应

时间(4, 8, 12, 24 和 36 h)等对偶联效率的影响,筛选出最佳实验条件。 实验结果表明, 25 mmol / L 4鄄羟乙基

哌嗪乙磺酸(HEPES)缓冲液(pH 7. 0), NHS / EDC 浓度为 0. 4 mol / L / 0. 2 mol / L 和 24 h 的反应时间为 EDC鄄
NHS 活化反应将多肽偶联到金纳米粒子上的最佳实验条件。 本研究结果可为相关研究提供技术参考。
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1摇 引 言

金纳米粒子具有独特的光学性质,如表面等离子体共振、共振光散射、表面易于修饰以及较好的生

物相容性,多肽或蛋白质偶联到金纳米粒子表面形成的组合体在化学、生物学、医学等方面有很多潜在

的应用价值[1 ~ 3]。 多肽和金纳米粒子结合体已用于生物模拟系统中的免疫识别[4]、转录因子[5,6]、模拟

酶[7]和蛋白抑制剂[8]的研究。 将多肽偶联到金纳米粒子表面,通过 1鄄(3鄄二甲氨基丙基)鄄3鄄乙基碳二亚

胺盐酸盐(EDC)与 N鄄羟基琥珀酰亚胺(NHS)的活化反应是最常用的偶联方法,一般需两步活化反应:
首先,含有巯基的烷酸等通过金硫键组装到金纳米粒子表面,形成单分子层;然后,羧基通过 EDC鄄NHS
的活化,再与多肽或蛋白质的氨基发生脱水缩合反应,形成酰胺键[5,6,9,10]。 EDC鄄NHS 活化反应有很多

优点,如温和的反应条件、良好的生物兼容性、对生物分子影响小和相对单一的产物[11]。 但是不同研究

组采用了不同的实验条件,包括不同的 EDC 和 NHS 的相对浓度、缓冲液及 pH 值等[12 ~ 15]。 有文献报道

含有羧基的聚合物被 EDC 和 NHS 活化的条件及产物种类取决于聚合物中的官能团结构[16,17];也有的

研究表明,基底的形态也会影响 EDC鄄NHS 的偶联效率[13]。 但是由于在偶联过程中金纳米粒子的不稳

定性、中间物的水解及低的偶联效率等原因,通过 EDC鄄NHS 活化反应将多肽或蛋白质偶联到金纳米粒

子上仍然具有很多不确定性[13,17]。 因此,系统研究多肽与金纳米粒子结合形成组合体的实验条件,具
有重要的实际参考价值。 多肽或者蛋白质在金纳米粒子上的偶联,基于 EDC鄄NHS 活化策略的羧基和

的缩合反应包括 3 个步骤:(1)EDC 首先和羧基反应,生成第一个中间产物 O鄄酰基异脲,O鄄酰基异脲很

容易水解再产生羧酸;(2)O鄄酰基异脲与 NHS 反应转化为稳定性更高的中间物 NHS鄄酯,并且 NHS鄄酯更

易于和多肽或蛋白质中的氨基反应形成酰胺键;(3)NHS鄄酯和 O鄄酰基异脲都能与多肽或蛋白质中的氨

基反应形成酰胺键,多肽或者蛋白质等含氨基的生物分子被固定在表面(图 1)。 由于这些中间产物容

易水解,这就要求偶联步骤要尽可能的简单。
本研究采用一步偶联法,即向修饰的金纳米粒子和多肽的混合液中同时加入 EDC 和 NHS 进行偶

联反应。 首先合成了 20 nm 的金纳米粒子,利用透射电镜和紫外光谱对金纳米粒子进行表征。 选用罗

丹明 B 标记的多肽 SHELKLKLKL 作为模型分子,考察了其偶联到巯基十一酸修饰的金纳米粒子上的偶

联条件,此多肽和纳米粒子的组合体具有水解酶活性[22],因此选择其作为模板研究偶联反应效率。 通

过测定荧光强度量化偶联反应后的组合体的荧光强度,从而定量偶联反应效率,考察了包括缓冲液的种
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图 1摇 多肽与 11鄄巯基十一酸修饰的金纳米粒子的偶联反应机理。 (a) 11鄄巯基十一酸修饰金纳米

粒子。 (b)羧酸化的金纳米粒子与 EDC 反应产生 O鄄酰基异脲。 (c)不稳定的 O鄄酰基异脲水解生

成羧酸。 (d)不稳定 O鄄酰基异脲与多肽或者蛋白质的氨基反应形成结合体。 (e)不稳定 O鄄酰基异

脲转化为 NHS鄄酯。 (f)NHS鄄酯水解生成羧酸。 (g)NHS鄄酯易于与多肽或者蛋白质的氨基反应形

成酰胺键。
Fig. 1摇 Mechanism of coupling peptides to gold nanoparticles. (a) Gold nanoparticles are modified with
11鄄mercaptoundecanoic acid. (b) The carboxylic acid on modified gold nanoparticles reacts with 1鄄(3鄄
dimethylaminopropyl)鄄3鄄ethylcarbodiimide hydrochloride ( EDC) to produce the first intermediate of
O鄄acylisourea. (c) The unstable O鄄acylisourea is hydrolyzed to regenerate carboxylic acid. ( d) The
unstable O鄄acylisourea reacts with the amino group of peptide to form the conjugation. (e) The unstable
O鄄acylisourea is also converted to N鄄hydroxysuccinimide (NHS)鄄ester by reaction with NHS. ( f) The
NHS鄄ester can also be hydrolyzed to regenerate carboxylic acid. (g) The NHS鄄ester inclines to react with
the amino group of peptide to form the conjugation.

类、pH 值及浓度、EDC 和 NHS 的浓度及其比例、偶联反应的时间等对反应效率的影响,确定金纳米粒子

表面偶联多肽的最佳实验条件。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

TU鄄1901 紫外分光光度计(北京普析通用仪器公司);TG16鄄域离心机(长沙平凡仪器仪表有限公

司);JEM鄄2010 FEF 透射电子显微镜(日本 JEOL 公司);F鄄2500 荧光分光光度计(日本 Hitachi 公司)。
1鄄(3鄄二甲氨基丙基)鄄3鄄乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC,99% ,北京百灵威科技有限公司);N鄄羟基琥珀酰亚

胺(NHS,98% ,阿拉丁公司);氯金酸(美国 Sigma鄄Aldrich 公司):柠檬酸钠(98% ,国药集团化学试剂有

限公司);罗丹名 B 标记的多肽 N鄄SHELKLKLKL鄄C(98% ,上海波泰生物科技有限公司);其它试剂均为

分析纯。
2. 2摇 金纳米粒子的制备及修饰

参照文献[18 ~ 21]报道的方法合成金纳米粒子,具体方法如下:取 100 mL 0. 25 mmol / L 氯金酸于

200 mL 三口烧瓶(带回流装置)中,在搅拌下加热到沸腾,迅速加入 2. 374 mL 5%的柠檬酸钠,搅拌下持

续加热回流 20 min,然后冷却至室温。 取 4 mL 金纳米粒子溶液,加入 1 mL 11鄄巯基十一酸的无水乙醇

溶液,孵育 24 h 后,离心除去未反应的 11鄄巯基十一酸,得到 11鄄巯基十一酸修饰的金纳米粒子。
2. 3摇 EDC鄄NHS 偶联反应

向 1 mL 11鄄巯基十一酸修饰的金纳米粒子溶液中加入 20 滋L 罗丹明 B 标记的多肽 SHELKLKLKL
(10 mg / mL),然后加入 500 mL EDC鄄NHS 混合液,反应 24 h。 离心洗涤 3 次(9500 r / min,20 min),除去

未反应的多肽。 通过预实验初步确定实验条件,在此基础上详细考察各实验参数对偶联效率的影响,每
次实验均在上一次所测产物荧光强度最大实验条件基础上进行(实验条件见表 1)。
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表 1摇 多肽鄄金纳米粒子偶联反应考察实验条件
Table 1摇 Experimental conditions of coupling peptide with gold nanoparticles investigated in this study

实验条件
Experimantal condition

缓冲液种
Buffer solution

缓冲液浓度
Buffer solution
concentration

pH
NHS / EDC 浓度

NHS / EDC
concentration

反应时间
Reaction time

(h)

缓冲液种类影响
Effect of buffer solution type - 25 mmol / L 8. 0 0. 2 mol / L /

0. 1 mol / L 24

缓冲液浓度影响
Effect of Buffer Solution Concentration HEPES - 8. 0 0. 2 mol / L /

0. 1 mol / L 24

NHS / EDC 比例影响
Effect of ratio of NHS / EDC HEPES 25 mmol / L 8. 0 - 24

NHS / EDC 浓度影响
Effect of NHS / EDC concentration HEPES 25 mmol / L 8. 0 - 24

pH 影响 Effect of pH HEPES 25 mmol / L - 0. 4 mmol / L /
0. 2 mol / L 24

反应时间影响
Effect of reaction time HEPES 25 mmol / L 7. 0 0. 4 mol / L /

0. 2 mol / L -

HEPES: 4鄄(2鄄hydroxyethyl)鄄1鄄piperazineethanesulfonic acid; EDC: 1鄄( 3鄄dimethylaminopropyl )鄄3鄄ethylcarbodiimide hydrochloride; NHS:
N鄄hydroxysuccinimide.

2. 4摇 仪器测量

在 350 ~ 800 nm 范围内测定紫外鄄可见吸收光谱。 采用透射电镜表征金纳米粒子的形貌,加速电压

200 kV。 测定荧光光谱时,激发波长 555 nm,发射波长 580 nm,狭缝宽度 5 nm。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 缓冲液对偶联效率的影响

金纳米粒子的 TEM 图和紫外鄄可见吸收光谱图如图 2 所示。 在第一组实验中,对 pH 8. 0,
25 mmol / L 的 4 种常用缓冲液(HEPES、Tris鄄HCl、硼酸、PBS)对偶联反应的影响进行了研究。 图 3 表明,
缓冲液种类对最终得到的多肽偶联金纳米粒子的荧光强度也就是偶联效率影响较大,在 HEPES 中进行

的偶联得到的产物具有最高的荧光强度,表明在这 4 种缓冲液中,HEPES 有利于多肽在金纳米粒子表

面的偶联反应,其强度比硼酸、Tris鄄HCl 缓冲液分别提高 10%和 30% 。 在 PBS 缓冲液中进行的偶联具

有最低的荧光强度,表明 EDC鄄NHS 偶联反应在 PBS 缓冲液效率最低。
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图 2摇 金纳米粒子的透射电镜图(A)和紫外鄄可见吸收光谱图(B)
Fig. 2摇 (A) Transmission electron microscopic (TEM) image of gold nanoparticles (AuNPs), (B) UV鄄vis
spectra of AuNPs

3. 2摇 缓冲液浓度对偶联效率的影响

考察了 10、25、40 和 50 mmol / L 的 HEPES 缓冲液中多肽与金纳米离子的偶联效率(图 4)。 结果表

明,在 25 mmol / L HEPES 缓冲液中进行的 EDC鄄NHS 偶联反应,得到的荧光标记多肽鄄金纳米粒子复合

物的荧光强度最高。
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图 3摇 不同缓冲液对偶联效率影响的荧光强度

(A)Tris鄄HCl 缓冲液; (B)PBS 缓冲液; (C)HEPES 缓

冲液; (D)硼酸缓冲液。 实验条件:pH 8. 0;缓冲液浓

度25 mmol / L; NHS / EDC 浓度: 0. 2 mol / L / 0. 1 mol /
L; 反应时间 24 h。
Fig. 3 摇 Fluorescent intensity of dye鄄labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted in different
buffer solutions. (A) Tris鄄HCl buffer solution; (B) PBS
buffer solution; ( C ) HEPES buffer solution; ( D )
Sodium borate buffer solution. Experiment conditions:
pH 8. 0; concentration, 25 mmol / L; concentration of
NHS / EDC, 0. 2mol / L / 0. 1 mol / L; reaction time, 24 h

3. 3摇 NHS / EDC 的比例对偶联效率的影响

NHS / EDC 的比例对偶联效率有很大影响,文
献报道的研究中采用的比例不尽相同[12,14],但对

于多肽偶联到金纳米粒子表面的反应中二者的浓

度比例并没有系统研究。 本实验考察了不同摩尔

比(0,0. 5,1. 0,2. 0,2. 5)的 NHS 和 EDC 对多肽偶

联效率的影响(图 5)。 结果表明,随 NHS / EDC 的

浓度比从0. 5 增加到 2. 0,得到的复合金纳米粒子

的荧光强度持续增强;浓度比为 2. 5 时荧光强度反

而下降。 因此,偶联反应中 NHS / EDC 的最佳浓度

比为 2. 0,此时偶联到修饰金纳米粒子表面的多肽

数量最多。

!
"
#
$
%
&
'
(
&
)
*
&

+
)
,
&
)
'
+
,
-

.
/
0
#
0
1

2333

4333

53

6$)*&),%7,+$) $8 9:;:< =#88&% '$"#,+$)>??$"@A1

BC C3

B333

3

43

图 4摇 不同浓度 HEPES 缓冲液对偶联效率影响

pH 8. 0, NHS / EDC 浓度: 0. 2 mol / L / 0. 1 mol / L,反应

时间 24 h
Fig. 4 摇 Fluorescence intensity of dye labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted in different
concentration of HEPES buffer solutions. Experiment
conditions: pH 8. 0, concentration of NHS / EDC,
0. 2 mol / L / 0. 1 mol / L; reaction time, 24 h.
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图 5摇 NHS 与 EDC 的浓度比例对偶联效率影响

25 mmol / L HEPES 缓冲液,pH 8. 0;反应时间 24 h。
Fig. 5 摇 Fluorescence intensity of dye labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted with different
ratios of NHS / EDC. Experimental conditions: 25mmol / L
HEPES buffer solution, pH 8. 0; reaction time, 24 h.

3. 4摇 NHS / EDC 的浓度对偶联效率的影响

EDC 和 NHS 的浓度是影响偶联效率的另一个关键因素。 考察了不同 NHS 和 EDC 浓度(NHS
0. 2 ~ 1. 0 mol / L, EDC 0. 01 ~ 0. 5 mol / L)对偶联效率的影响。 如图 6 所示,随着 NHS / EDC 浓度从

0. 2 mol / L / 0. 01 mol / L 增加到 0. 4 mol / L / 0. 2 mol / L,多肽偶联的金纳米粒子的荧光强度也逐渐增加;
浓度继续增大,复合金纳米粒子的荧光强度开始逐渐减弱。 结果表明,使用 0. 2 mol / L EDC /
0. 4 mol / L NHS 时,多肽 SHELKLKLKL 在金纳米粒子表面具有最高的偶联效率。 此结果与文献[13]报
道的实验结果 EDC 0. 1 mol / L 和 NHS 0. 2 mol / L 不一致,这可能是由于不同的修饰载体需要不同的活

化浓度。
3. 5摇 缓冲液 pH 值对偶联效率的影响

文献[12]表明,缓冲液 pH 值对于 EDC鄄NHS 偶联效率有重大的影响。 文献[5]报道的 EDC鄄NHS
偶联反应分为两步:羧基的活化在弱酸性缓冲液中进行,偶联多肽在弱碱性缓冲液中进行。 为了减小水
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解的几率和增加金纳米粒子的稳定性,本研究中只采用一种缓冲液,通过一步法进行偶联。 考察了

HEPES 缓冲液 pH 值(pH 6. 5 ~ 9. 0)对偶联效率的影响。 结果如图 7 所示,在 pH 7. 0 条件下,偶联了多

肽的金纳米粒子具有最高的荧光强度,即偶联效率最高。
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图 6摇 NHS 和 EDC 的浓度对偶联效率影响的荧光强

度。 25 mmol / L HEPES 缓冲液,pH 8. 0;反应时间 24 h。
Fig. 6 摇 Fluorescence intensity of dye labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted with different
concentrations of EDC鄄NHS. Experimental conditions:
25 mmol / L HEPES buffer solution, pH 8. 0; reaction
time, 24 h.
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图 7摇 缓冲溶液 pH 值对偶联效率的影响。 25 mmol / L
HEPES 缓 冲 液, NHS / EDC 浓 度 为 0. 4 mol / L /
0. 2 mol / L, 反应时间 24 h
Fig. 7 摇 Fluorescence intensity of dye labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted in HEPES
buffer solutions with different pH. Experimental condi鄄
tions: 25 mmol / L HEPES buffer solution, NHS / EDC:
0. 4 mol / L / 0. 2 mol / L; reaction time: 24 h.
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图 8摇 不同的反应时间对偶联效率影响的荧光强度。
25 mmol / L HEPES 缓冲液,pH 7. 0; NHS / EDC 浓度为

0. 4 mol / L / 0. 2 mol / L。
Fig. 8 摇 Fluorescence intensity of dye labeled peptide鄄
AuNPs and EDC鄄NHS coupling conducted for reaction
time. Experimental conditions. 25 mmol / L HEPES buffer
(pH 7. 0); NHS / EDC: 0. 4 mol / L / 0. 2 mol / L.

3. 6摇 反应时间对偶联效率的影响

不同偶联时间(4, 8, 12, 24 和 36 h)得到多肽鄄
金纳米粒子复合物的荧光强度如图 8 所示。 随着时

间延长,荧光强度不断增加,24 h 时达到最大值,继
续延长时间,荧光强度基本不变,在偶联反应 4, 8,
12 和 36 h 时,得到的多肽鄄近纳米粒子的荧光强度分

别为最大荧光强度的 68% ,72% ,78%和 100% 。
因此,荧光标记多肽 SHELKLKLKL 偶联到金纳

米粒子上的最佳实验条件为: pH 7. 0,25 mmol / L
HEPES 缓 冲 液, NHS / EDC 浓 度 为 0. 4 mol / L /
0. 2 mol / L, 反应时间 24 h。

4摇 结 论

随着纳米技术的快速发展,多肽与纳米粒子的

组合材料在生命科学、临床医药和化学材料等反面

的应用越来越多,因此多肽分子与纳米颗粒的偶联

方法和偶联效率的研究愈加重要。 本研究通过

EDC鄄NHS 活化反应将 SHELKLKLKL 偶联到金纳米粒子上,利用荧光光谱考察了实验条件对偶联反应

效率的影响,包括缓冲液的种类、缓冲液的 pH 值及浓度、EDC 和 NHS 的浓度及其比例、偶联反应的时

间等,得到最佳的实验条件为: pH 7. 0, 25 mmol / L HEPES 缓冲液,NHS 浓度为 0. 4 mol / L,EDC 浓度为

0. 2 mol / L,反应时间 24 h。 本研究为采用 EDC鄄NHS 活化反应偶联制备金纳米粒子与多肽或蛋白质复

合体的研究提供了重要参考。
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Study of Efficiency of Coupling Peptides with Gold Nanoparticles

ZHANG Qiang, LI Rui鄄Xue, CHEN Xin, HE Xing鄄Xing, Han Ai鄄Ling,
FANG Guo鄄Zhen, LIU Ji鄄Feng*, WANG Shuo*

(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Ministry of Education of China,
Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China)

Abstract摇 Fluorescence spectroscopy was used to investigate the efficiency of coupling peptides to gold
nanoparticles via 1鄄(3鄄dimethylaminopropyl)鄄3鄄ethylcarbodiimide hydrochloride鄄N鄄hydroxysuccinimide (EDC鄄
NHS). The experiment conditions including buffer solution, pH value and concentrations of buffer solution,
concentrations of NHS and EDC, concentration ratios of NHS to EDC, and coupling reaction time on the
coupling efficiency were investigated and optimized. The experimental results indicated that the optimized
experimental conditions were as follows: 25 mmol / L HEPES buffer solution, pH 7. 0; 2 颐 1 of concentration
ratio of NHS to EDC, 0. 4 mol / L NHS, 0. 2 mol / L EDC, and coupling reaction time of 24 h. This study may
provide references for the relative research involving coupling peptide or protein with gold nanoparticles
Keywords 摇 1鄄( 3鄄Dimethylaminopropyl )鄄3鄄ethylcarbodiimide hydrochloride; N鄄Hydroxysuccinimide; Gold
nanoparticles; Peptides
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