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丝素蛋白对纳米羟基磷灰石晶体生长的调控作用**★ 
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2 纳米技术及应用国家工程研究中心，上海市  200241 

 

文章亮点： 

1 针对目前丝素蛋白含量对丝素蛋白/纳米羟基磷灰石制备工艺在影响方面的报道较少，文章在此方向

做了详细的研究，并进行了机制讨论。 

2 实验结果发现，丝素蛋白含量对纳米羟基磷灰石晶体的成核和生长影响微弱，但对晶粒在丝素蛋白基

质的有序排布有明显的调控作用。 

关键词： 

生物材料；纳米生物材料；纳米羟基磷灰石；丝素蛋白含量；晶体成核；晶体形貌；973 项目；生物材

料图片文章 

 

 

摘要 

背景：前期研究表明丝素蛋白含量对丝素蛋白/纳米羟基磷灰石复合材料性能与结构有一定影响。 

目的：观察丝素蛋白含量对纳米羟基磷灰石晶体生长的调控作用。 

方法：采用物理化学方法制备出含 0，10%，20%，30%，40%丝素蛋白的丝素蛋白/纳米羟基磷灰石复

合物，通过热重分析仪、傅里叶红外光谱仪、透射电镜、X 射线粉末衍射仪分析丝素蛋白含量对纳米羟

基磷灰石晶体生长的调控作用。 

结果与结论：丝素蛋白的加入对纳米羟基磷灰石晶体的成核和生长具有明显调控作用：在纳米羟基磷灰

石晶粒沿 c 轴高度择优生长，长径比增大，形貌由短棒状调控为针状。丝素蛋白含量对纳米羟基磷灰石

晶体的成核和生长影响微弱，但对晶粒在丝素蛋白基质的有序排布有明显的调控作用：当丝素含量为

10%和 20%时，纳米羟基磷灰石晶粒呈放射状有序排布；丝素含量为 30%和 40%时，纳米羟基磷灰石

晶粒无序团聚，说明 30%含量是丝素蛋白与纳米羟基磷灰石的饱和吸附临界点。 

 

 

Effect of silk fibroin on the regulation of nano-hydroxyapatite crystal growth 
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Abstract 

BACKGROUND: Silk fibroin (SF) content has been reported to have great influences on the properties and 

structure of SF/nano-hydroxyapatite (SF/n-HA) complex in previous studies. 

OBJECTIVE: To observe the effect of SF content on the crystal growth of n-HA. 

METHODS: SF/n-HA complex was prepared using the method of physical chemistry. The effect of SF content 

(0, 10%, 20%, 30%, 40%) on the crystal growth of n-HA was studied using thermogravimetric analysis, Fourier 

transform infrared spectroscopy, transmission electron microscope, and X-ray powder diffractometer. 
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RESULTS AND CONCLUSION: The results show that SF affected the crystal nucleation and growth of n-HA 

obviously. SF induced n-HA crystals to preferentially grow along the c axis, the n-HA aspect ratio increased, and 

n-HA morphology changed from rod-like to needle-like. When SF content was 10% and 20%, n-HA crystals radically 

dispersed in SF matrix orderly; when SF content was 30% and 40 %, the n-HA crystals were disordered in SF matrix. 

These findings indicate that 30% SF is the critical binding percent in the SF/n-HA preparation. 

Key Words: biomaterials; nano-biological materials; nano-hydroxyapatite; silk fibroin; crystal nucleation; crystal 

morphology; the National 973 Program of China; biomaterial photographs-containing paper 
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0  引言 

 

体内骨组织是受细胞高度调节控制生长而成的生物矿化组织，由有机质和无机质两大部分

构成。有机质主要成分是骨胶原纤维，无机质的主要化学成分是羟基磷灰石。合成的胶原/羟基

磷灰石复合材料被广泛作为骨组织替代修复材料进行研究，并取得了较大进展，但胶原蛋白自

身的昂贵价格和炎症反应又局限了其应用。 

针对这一问题，蚕丝丝素蛋白作为一种天然提取蛋白，引起关注并成为研究热点。丝素蛋

白由于其良好的生物相容性、生物可降解性，力学性能优良，对细胞的黏附、扩增、分化作用

好等优势，近几年被逐渐应用于生物替代材料和组织工程材料，特别是丝素蛋白/羟基磷灰石复

合材料正在被探索用来作为骨组织修复材料
[1]
。 

丝素蛋白/羟基磷灰石纳米复合材料的制备方法
[2-5]

、性能特点及应用形式等方面已经有

了大量的研究
[6-13]

，现有结果表明浓度、pH值等参数会显著影响丝素蛋白/羟基磷灰石的晶

体结构
[14-15]

，作者的工作表明，丝素蛋白含量对丝素蛋白/羟基磷灰石的性能与结构有一定

影响，体现在丝素蛋白/羟基磷灰石中的纳米羟基磷灰石以丝素蛋白为基质的排布方式受到

丝素蛋白含量的影响，但这种影响仅仅是通过透射电镜对微观形貌进行观察得到的结论，

本文将针对这一结论，通过多种手段详细讨论丝素蛋白含量对纳米羟基磷灰石晶体结构的

调控作用，并总结这种调控作用的规律。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察性实验。 

时间及地点：于2011年9月至2012年1月在纳米技术及应用国家工程研究中心完成。 

材料：桑蚕茧由湖州市农业科学研究院提供，Na2CO3、CaCl2、NH4OH、(NH4)2HPO4、

无水乙醇等试剂购自国药集团化学试剂有限公司(上海)，均为分析纯。热重分析仪(STAPT 1 

600，LINSEIS，德国)；傅里叶红外光谱仪(Nicolet 6 700，Thermo FisherScientific，美国)；

透射电镜(JEM-2 100F，Joel，日本)；X射线粉末衍射仪(D/max-2 600/pc, RIGAKU，日本)。  

方法： 

材料制备：参考本文前期工作的制备工艺
[13]
，合成了一系列不同丝素蛋白/纳米羟基磷灰

石质量比率(设计比率分别为0，10%，20%，30%，40%)的丝素蛋白/纳米羟基磷灰石纳

米复合材料。其中丝素蛋白含量为0时，样品是纯纳米羟基磷灰石。现将过程简述如下：

首先将购买的桑蚕茧用0.5%的Na2CO3水溶液进行脱胶处理，烘干后得到干燥的丝素纤

维；然后分别称取1.12， 2.51，4.3，6.69 g(分别对应设计比率10%，20%，30%，40%)

的丝素纤维，置入加热到75 ℃的CaCl2-CH3CH2OH-H2O三元溶剂(摩尔比为1∶2∶8)至完
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解，其中三元溶剂中CaCl2为11.10 g。然后向该溶解

液中逐滴加入(NH4)2HPO4溶液，体系中出现白色沉淀，

继续在温度75 ℃和搅拌条件下反应24 h，通过加入氨

水维持整个体系的pH值为10左右。最后将白色沉淀反

复清洗，冻干，得到不同丝素蛋白含量的丝素蛋白/纳米

羟基磷灰石粉末样品。 

材料表征：热重分析仪测试丝素蛋白/纳米羟基磷灰石

有机成分质量分数，测试温度范围是室温-700 ℃；傅里

叶红外光谱仪对丝素蛋白和丝素蛋白/纳米羟基磷灰石进

行红外光谱测试，波长范围4 000-400 cm
-1
；透射电镜对

丝素蛋白/羟基磷灰石的微观形貌进行观察；X射线粉末衍

射仪分析丝素蛋白/纳米羟基磷灰石晶体结构，CuKα激

发，4 (°)/min步长。 

主要观察指标：不同质量比丝素蛋白/羟基磷灰石材

料的表征结果。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计学软件包对数据

进行t 检验分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的热重分析结果  图1

是5组丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的热重曲线。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

纳米羟基磷灰石的热重曲线平稳无明显变化，证

明了纳米羟基磷灰石的热稳定性；其他各组均随着温

度升高逐步发生了质量损失，室温至120 ℃归因于水

分的蒸发，350-650 ℃归因于有机大分子丝素蛋白的

彻底灼烧。10%，20%，30%组质量损失各自约为

9.9%，18%，28%，与实验设计的配比基本吻合，40%

组质量损失约为32%，与设计比例相差较大，说明丝

素蛋白含量30%是丝素蛋白和纳米羟基磷灰石相互结

合的饱和比例，因此本文中对丝素含量的讨论范围是

0-40%(在进行丝素蛋白含量影响分析讨论时所列出

的比例均为设计比例)。 

 

2.2  丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的傅里叶红外变换分析

结果  图2是5组丝素蛋白/羟基磷灰石和丝素蛋白的红

外对比谱图。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

纳米羟基磷灰石曲线中3 420，1 033，957 cm
-1
分

别对应的是纳米羟基磷灰石的特征基团OH和PO4的吸

收峰；丝素蛋白曲线中1 624，1 514，1 234 cm
-1
分别

为丝素蛋白酰胺Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ的吸收峰。这些特征峰也都

出现在了其他4组样品中，并且没有其他新的特征峰，

说明丝素蛋白与纳米羟基磷灰石发生吸附；而每个丝素

蛋白/羟基磷灰石样品中的丝素蛋白酰胺Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ的吸

收峰都发生移动，基本上酰胺Ⅰ的吸收峰从1 624 cm
-1

移动到1 632 cm
-1
左右，酰胺Ⅱ的吸收峰从1 514 cm

-1

移动到1 528 cm
-1
左右，酰胺Ⅲ的吸收峰从1 234 cm

-1

移动到1 240 cm
-1
左右，特征吸收峰发生红移。特征峰

的红移说明丝素蛋白/羟基磷灰石中纳米羟基磷灰石与

丝素蛋白分子链之间产生了化学键合，其原因可能是丝

素蛋白所含酰胺基(-CONH-)和侧链中的羧基(COO
-
)、

羟基(OH
-
)带有负电荷，容易与带有正电荷的Ca

2+
发生

图 1  各组丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的热重曲线 

Figure 1  Thermogravimetric curves of five groups of silk 

fibroin/nano-hydroxyapatite (SF/n-HA) samples 

图 2  各组丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的傅里叶红外变换分

析图谱 

Figure 2  Fourier transform infrared spectroscopy of five 

groups of silk fibroin/nano-hydroxyapatite 

(SF/n-HA) 
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正负电荷吸附，当纳米羟基磷灰石的Ca
2+
与-CONH-、 

COO
-
配位形成配位键时

[4]
，导致矿化材料酰胺区吸收谱

带的红移。 

 

2.3  丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的透射电镜分析结果    

图3是5组丝素蛋白/羟基磷灰石颗粒的透射电镜图片。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图3a可见，纳米羟基磷灰石晶粒形状为棒状，晶粒

尺寸长度小于100 nm，宽度(35±4) nm，图3b中10%组纳

米羟基磷灰石晶粒形状为针状，长度为(150±10) nm，宽

度为(20±5) nm，图3c中20%组纳米羟基磷灰石晶粒形

状为针状，长度为(150±10) nm，宽度为(15±5) nm，图

3d中30%组纳米羟基磷灰石晶粒形状为针状，长度为

(140±10) nm，宽度为(15±5) nm，图3e中40%组纳米羟

基磷灰石晶粒形状为针状，长度为(130±10) nm，宽度为

(10±2) nm。该结果说明丝素蛋白的加入明显调控了纳米

羟基磷灰石晶粒的形貌和尺寸，晶粒由棒状变为针状，

长度增长，宽度变窄，长径比明显增大，而丝素蛋白含

量的变化对纳米羟基磷灰石晶粒尺寸的影响不明显。 

纳米羟基磷灰石以丝素蛋白为基质，在丝素蛋白中

有序排布
[13]
，丝素蛋白含量明显影响纳米羟基磷灰石晶

粒在基质中的排布有序程度，图3a中纳米羟基磷灰石晶

粒的分布无序、随机、杂乱；图3b和图3c显示10%、20%

组样品中，纳米羟基磷灰石晶粒密集交错并呈现放射状

有序分布；图3d显示从30%组样品开始纳米羟基磷灰石

晶粒团聚并无序分布；图3e显示40%组样品中的纳米羟

基磷灰石晶粒明显团聚并无序分布。上述现象说明丝素

蛋白的加入对纳米羟基磷灰石晶体在有机大分子中的

排布起到了调控作用，晶粒排布状态由随机分布变化为

有序的密集交错，而后又团聚并无序分布，而当丝素蛋

白含量在10%和20%时晶粒密集交错并呈现放射状有

序分布；当丝素蛋白含量等于30%时，晶粒开始无序团

聚；当丝素蛋白含量等于40%时，晶粒团聚并无序分布。

该结果与本文前期研究结果基本一致。 

 

2.4  丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的X射线衍射分析结果    

图4是5组丝素蛋白/羟基磷灰石的X射线衍射图谱。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图可见，各样品的衍射图谱在衍射峰位置和强度

上基本一致，随着丝素蛋白含量的增加并未出现其他晶

相的衍射峰，所有衍射峰归属于纳米羟基磷灰石晶相。

纯纳米羟基磷灰石的(002)面的衍射峰峰型尖锐，(211)

和(300)面各自都能看到尖锐的特征峰；加入丝素蛋白

(10%-40%)后，样品的(002)面的衍射峰峰型保持尖锐，

但(211)和(300)面各自对应的衍射峰出现宽化导致几乎

完全重叠合并，说明丝素蛋白的加入对纳米羟基磷灰石

晶格常数产生了影响。 

 

图 3  各组丝素蛋白 /纳米羟基磷灰石的透射电镜图片   

(×20 000) 

Figure 3  Transmission electron microscope images of five 

groups of silk fibroin/nano-hydroxyapatite samples 

a：纳米羟基磷灰石 

c：含 20%丝素蛋白的丝素蛋白/ 

纳米羟基磷灰石 

100 nm 

100 nm 

100 nm 100 nm 

100 nm 

b：含 10%丝素蛋白的丝素蛋白/ 

纳米羟基磷灰石 

d：含 30%丝素蛋白的丝素蛋白/ 

纳米羟基磷灰石 

e：含 40%丝素蛋白的丝素蛋白/纳米羟基磷灰石 

图 4  各组丝素蛋白/纳米羟基磷灰石的 X射线衍射图谱 

Figure 4  X-ray powder diffractometer patterns of five groups 

of silk fibroin/nano-hydroxyapatite (SF/n-HA) 

samples 
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表1是5组丝素蛋白/纳米羟基磷灰石颗粒的晶胞参

数及平均结晶尺寸。表中数据显示，丝素蛋白/纳米羟基

磷灰石相较于纯纳米羟基磷灰石无论在a轴方向或是c

轴方向平均结晶尺寸都有所增长，在丝素蛋白含量不超

过20%时这种现象明显；L
a

c/L
a

a值的增高可以看出，丝

素蛋白的加入促进纳米羟基磷灰石晶体生长的各向异

性，而c轴生长更为明显，上述结果说明丝素蛋白的加

入对纳米羟基磷灰石晶体生长具有明显的调控作用，在

丝素蛋白的调控下纳米羟基磷灰石晶体生长在c轴方向

上具有高度择优取向的能力，而丝素蛋白含量的增加对

晶体生长的各向异性无明显影响，该结果与透射电镜图

片中丝素蛋白的加入使晶粒形貌由短棒状变化为针状，

以及丝素蛋白含量对晶粒尺寸影响不明显的结果一致。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

3  讨论 

 

以前工作表明，仿生矿化的材料界面示意图如图5a

所示
[5]
，丝素在三元体系的溶解过程中，在高浓度的Ca

2+

作用下丝素蛋白的二级结构由无规线团转变为β-折叠，

促使丝素蛋白丝肽链上的NH
-
和COO

-
等基团外露，Ca

2+

与丝素蛋白酰胺键上的氧通过配位键形成环状络合物，

并且通过羟基与NH
-
形成氢键与丝素蛋白结合形成丝素

蛋白-Ca
2+
配合物，为纳米羟基磷灰石的成核提供活性

位点；当(NH4)2HPO4溶液逐滴加入到溶解了丝素蛋白的

三元体系中时，PO4
3-
在丝素蛋白-Ca

2+
活性位点处不断

积聚至饱和时与Ca
2+
成核，形成纳米羟基磷灰石微晶，

并在此位点上微晶开始生长
[4,13]

。由于Ca
2+
和丝素蛋白

丝肽链之间强烈的化学键合，纳米羟基磷灰石微晶的成

核与生长都以丝素蛋白为模板，在丝素蛋白的调控下纳

米羟基磷灰石晶体生长沿c轴明显择优取向的结果，纳

米羟基磷灰石微晶沿着丝素蛋白长链的方向定向生长，

纳米羟基磷灰石晶体自身沿c轴方向。丝素蛋白/纳米羟

基磷灰石的形成是以丝素蛋白-Ca
2+
为活性位点并沿着

丝素蛋白长链方向取向生长，同样的CaCl2-CH3CH2OH- 

H2O三元溶剂溶解不同质量的丝素蛋白导致的结果仅可

能是丝素蛋白-Ca
2+
活性位点的数量不同，丝素蛋白与

Ca
2+
的化学键合作用并不会改变，因此丝素蛋白含量的

变化对纳米羟基磷灰石晶体形貌和尺寸的影响不明显。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

丝素蛋白含量的变化对纳米羟基磷灰石在丝素蛋

白基质中的排布有序程度有明显影响，其原因可能是丝

素蛋白-Ca
2+
活性位点的不足、饱和或者过量。根据本

文中热重分析结果，丝素蛋白含量30%左右是丝素蛋白

和纳米羟基磷灰石相互结合的饱和质量分数，当丝素蛋

白含量小于30%时，进入反应体系的丝素蛋白全部与

Ca
2+
吸附，参与丝素蛋白/纳米羟基磷灰石复合物的形成

反应，当超过30%时即使再多加入丝素蛋白进入反应体

系中也不能与Ca
2+
吸附，而是残留在溶液当中；本文中

透射电镜结果还显示出的丝素蛋白含量≤20%时，纳米

羟基磷灰石晶粒密集交错团簇并呈现放射状分布，当丝

素蛋白含量为30%和40%时，纳米羟基磷灰石晶粒团聚

表 1  Rietveld法精修计算各组丝素蛋白/羟基磷灰石的晶胞参数 

Table 1  Crystal sizes and lattice parameters of five groups of 

silk fibroin/nano-hydroxyapatite samples 

L
a
c和L

a
a分别表示(002)晶面及(211)晶面的平均结晶尺寸；La

c/L
a
a表示(002)

晶面及(211)晶面平均结晶尺寸的比值；a 和 c 分别表示晶胞中 a 轴 c 轴方

向的晶胞参数。 

丝素蛋白含

量(%) 

晶胞参数 (nm) 
L

a
a (nm) L

a
c (nm) L

a
c/L

a
a 

a=b c 

 

 0 

 

0.954 198 

 

0.685 873 

 

5.3 

 

21.2 

 

4.00 

10 0.955 873 0.690 105 5.8 24.1 4.15 

20 0.959 285 0.695 044 6.0 24.4 4.07 

30 0.960 898 0.696 678 6.1 24.7 4.05 

40 0.962 098 0.699 729 6.0 24.8 4.13 

 

图 5  纳米羟基磷灰石以丝素蛋白为模板的仿生矿化过程示意

图 

Figure 5  Schematic structure models: the biomineralization in 

the composite of silk fibroin/nano-hydroxyapatite 

(SF/HA) 
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并无序分布。根据上述结果建议丝素蛋白含量对纳米羟

基磷灰石晶体在基质中的排布有序度的调控作用示意

图如图5b-e：在丝素蛋白含量不超过30%的范围内，进

入反应体系的丝素蛋白全部参加反应，当丝素蛋白含量

为10%时(见图5b)，由于丝素蛋白含量的偏少，丝素蛋

白-Ca
2+
活性位点数量不足，PO4

3-
与Ca

2+
成核的纳米羟

基磷灰石晶体有一部分以丝素蛋白长链为模板自组装

沿长链方向生长，并呈现有序放射状分布；当丝素蛋白

含量为20%时(见图5c)，丝素蛋白-Ca
2+
活性位点数量与

足够的PO4
3-
恰好饱和，所有的纳米羟基磷灰石晶体以

丝素蛋白长链为模板自组装沿长链方向生长，纳米羟基

磷灰石晶体有序放射状分布；当丝素蛋白含量为30%时

(见图5d)，丝素蛋白量足够与纳米羟基磷灰石晶体上所

有的Ca
2+
键合，纳米羟基磷灰石晶体与多条丝素蛋白链

结合，导致丝素蛋白链和纳米羟基磷灰石晶体无规团

聚；当丝素蛋白含量为40%时(见图5e)，部分丝素蛋白

与纳米羟基磷灰石晶体上所有的Ca
2+
键合，纳米羟基磷

灰石晶体与多条丝素蛋白链结合，导致丝素蛋白链和纳

米羟基磷灰石晶体无规团聚，反应体系内过量的丝素蛋

白分子将残留在溶液体系中。 

 

结论：30%的丝素蛋白含量可能是丝素蛋白与Ca
2+

的饱和吸附临界点，当丝素蛋白含量小于30%时，进入

反应体系的丝素蛋白全部与Ca
2+
吸附，参与丝素蛋白/

纳米羟基磷灰石复合物的形成反应，当超过30%时即使

再多加入丝素蛋白进入反应体系中也不能与Ca
2+
吸附

而是残留在溶液当中；丝素蛋白的加入对纳米羟基磷灰

石晶体的成核和生长具有明显的调控作用：促进纳米羟

基磷灰石晶粒沿c轴高度择优生长，长径比增大，形貌

由短棒状调控为针状；丝素蛋白含量对纳米羟基磷灰石

晶体成核和生长的影响较微弱，但对晶粒在丝素蛋白基

质的有序排布有明显的调控作用：当丝素蛋白含量等于

10%和20%时，纳米羟基磷灰石晶粒以丝素蛋白长链为

模板自组装沿长链方向生长并呈现有序放射状分布；当

丝素蛋白含量等于30%和40%时，纳米羟基磷灰石晶粒

在丝素蛋白基质中团聚并且无序分布。 
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