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摘  要：采用固定化球形红细菌生物合成银纳米材料，对所制备的银纳米材料分别用紫外吸收光

谱、X 射线衍射、低分辨和高分辨透射电镜等做了详细的表征。结果表明，制备的银纳米材料为

立方闪锌矿结构，呈圆柱状，尺寸大小变化范围为 10~50 nm。体外抑菌结果显示，对于大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌，其最小抑菌浓度为 10 mg/L，最小杀菌浓度为 80 mg/L。 
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Abstract: Silver nanomaterials were successfully biosynthesized by immobilized Rhodobacter 

sphaeroides. The silver nanomaterials were characterized by means of UV-Vis optical absorption, X-ray 

diffraction (XRD), transmission electron microscopy (TEM), high-resolution transmission electron 

microscopy (HRTEM), energy dispersive analyses of X-rays (EDX). The silver nanomaterials are cubic 

zinc blende structure and circular columns-shaped, and the nanoparticles are found to be polydisperse in 

the size range 10~50 nm. In addition, the silver nanomaterials showed high antimicrobial activities 

against E. coli. and S. aureus. The results showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) and 

the minimum bactericidal concentration (MBC) of the silver nanoparticles are 10 mg/L and 80 mg/L, 

respectively. 
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银纳米材料由于具有特殊的物理化学性质，在

许多领域都有着广阔的应用前景，如抗菌剂、催化

剂、生物标记等

[1-2]
。传统的合成银纳米材料的化学

方法需要有毒化学试剂做还原剂和高温条件，因此，

新兴的生物还原法已经成为合成银纳米材料的绿色

方法

[3]
。目前已有文献报道利用细菌、真菌、酵母

菌、霉菌等微生物或其提取液合成银纳米材料

[3-5]
。

但是，利用微生物细胞提取物合成银纳米材料是通

过调节环境条件控制粒径大小及形貌，不能利用微

生物细胞生物体控制；利用微生物细胞合成的银纳

米材料大多沉积在细胞内或细胞周质间隙中，需要

利用超声波等技术进行分离

[3]
。固定化微生物合成

的纳米材料可以通过微生物活体细胞控制反应，且

易与反应体系分离

[6-7]
，鉴于此优点，固定化微生物

成为合成纳米材料的一种有效方法。 

光合细菌与其它微生物相比，具有以下优点：

第一，该菌是益生菌，生产的产品安全、可靠，特

别适宜于医、药上使用；第二，光合细菌不仅能在
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厌氧光照的条件下，利用光能把有机物作为供氢体

固定二氧化碳进行光能异养生长，而且能在有氧黑

暗条件下，以上述有机物为呼吸基质，进行好气异

养生长，即具有随着生存环境而灵活地改变代谢类

型的特征；第三，光合细菌生长繁殖快，生产周期

短；易于规模化生产，并便于自动化控制。因此，

光合细菌是一种极好的微生物材料

[8]
。目前，作者

已采用光合细菌生物合成了 ZnS、PbS、CdS 纳米材

料

[6-7, 9-10]
。为此，本研究采用固定化光合细菌制备

银纳米材料，以期为银纳米材料的合成提供一种新

方法。 
 

1 实验部分实验部分实验部分实验部分 
 

1.1 试剂及仪器试剂及仪器试剂及仪器试剂及仪器 

硝酸银（AgNO3），聚乙烯醇 (平均聚合度

1750±50，北京新化学试剂厂)；硼酸(北京新化学试

剂厂)；所用试剂均为分析纯；实验用水为双蒸水。 

UV-2101PC 紫外-可见分光光度计（日本岛津

公司）；Rigaku Dmax-γA 型 X 射线仪(日本理学电机

株式会社)；H-600 型透射电子显微镜（日立公司）；

Hitachi H-2010 型高分辨透射电镜（日立公司）；

KEVEX型X射线能谱仪（日本理学电机株式会社）。 

1.2 菌种菌种菌种菌种 

球形红细菌（Rhodobacter sphaeroides）H 菌株

是光合细菌紫色非硫菌群的红细菌属，由山西大学

光合细菌研究室分离鉴定保藏

[8]
。 

大肠杆菌(E. coli, ATCC 8099)和金黄色葡萄球

菌(S. aureus, ATCC 6358) 均为标准株，由山西大学

生命科学学院微生物实验室提供。 

培养基：基础培养基用光合细菌液体培养基

[8]
；

抑菌试验采用牛肉膏蛋白胨培养基。 

1.3 银纳米材料的制备及表征银纳米材料的制备及表征银纳米材料的制备及表征银纳米材料的制备及表征 

1.3.1 菌种驯化培养 

将 10%原始菌液接入 Ag+
含量为 0.5 mmol/L 的

光合细菌培养液中，在 pH≈7.0、厌氧光照（2500 

Lux）、30℃条件下培养，待适应后，逐步增加 Ag+

含量，经数次驯化培养后，以在含 Ag+
浓度为 1.0 

mmol/L 的光合细菌培养液中能正常生长的 H 菌株

作为试验菌种备用。 

1.3.2 固定化球形红细菌的制备 

采用聚乙烯醇-硼酸包埋法制备固定化球形红

细菌

[6]
。将培养好的球形红细菌在 6000 r/min 下离

心 10 min，用生理盐水洗涤沉淀并离心 2 次。然后

将所得的浓缩菌体（包埋量 30%）与冷却至 35℃的

PVA（质量浓度 10％）溶液混匀，用注射器将此混

合物滴入 pH≈6.5 的饱和硼酸溶液中，形成 3 mm

左右的小球。将形成的小球放置于 4℃冰箱中固化

18 h，使之充分反应，用纯净水洗涤 3 次，然后在

培养基中活化 6 h 制得固定化菌种，备用。 

1.3.3 固定化球形红细菌合成纳米银 

取上述培养基 1000 mL 置于广口瓶中，调

pH=7.0，121℃灭菌 30 min。加入 1.0 mmol 的 AgNO3

和 450 g 固定化菌种，在温度 30℃、pH=7.0、好氧

（DO=5 mg/L）培养 24 h 后，取出固定化小球，进

行常规的离心分离，弃去上清液，留下产物，用去

离子水洗涤 3~5 次。用去离子水冲洗附着在固定化

小球上的产物，最后将得到的产物合并，置于 50℃

的烘箱真空干燥 3 h，即得到黑色纳米银。 

1.4 表征方法表征方法表征方法表征方法 

将所取的银溶胶样品稀释适当倍数后注入 1×1 

cm 的比色皿中，利用紫外 -可见分光光度计

（HP8453）进行扫描，以水为参比。扫描波长范围

为 330~1100 nm，扫描步长为 1 nm，检测银纳米颗

粒特征的表面等离子体共振吸收峰。将反应后产物

置于 50℃烘箱中真空干燥得到粉末状样品，用 X 射

线粉末衍射仪测定测得 XRD 图谱，测定条件为 Cu

靶 Kα，λ=1.54178Å，Ni 滤光片，管电压 40 kV，管

电流 40 mA，扫描范围 10~70°，扫描速度为 0.02 °/s。

TEM 照片分别由 Hitachi-600 型透射电镜（TEM，

100 kV）和 Hitachi H-2010 型高分辨透射电镜

（HRTEM，200 kV）获得。同时进行选区电子衍射

（SAED）测试；随 TEM 实验进行 X 射线能散射谱

（EDX）测试。样品的制备是将样品的粉末用无水

乙醇超声分散后，取一滴溶液滴于镀有碳膜的铜网

上，待酒精挥发直接用于观察。用 SigmaScan Pro

软件对所得银纳米颗粒的 TEM 图片进行处理，得

到图片中每个颗粒的粒度，用 Origin 软件进行粒度

分布统计。 

1.5 银纳米颗粒的银纳米颗粒的银纳米颗粒的银纳米颗粒的抑抑抑抑菌性能评价菌性能评价菌性能评价菌性能评价 

1.5.1 银纳米粒子溶液的配制 

称取 150 mg 银纳米粉末，放入锥形瓶中，再

往其中加入 100 mL 无菌水，摇晃均匀，放入超声

振荡仪中对银纳米粉末进行分散，即得浓度为 1.5 

g/L 的银纳米粒子溶液。该溶液为原液。用时，可

分别吸取一定量的原液来配制不同浓度的银纳米粒

子溶液。 

1.5.2 抑菌圈直径的测定 

将斜面活化好的各供试菌种用无菌水分别制成
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含菌数约 108  CFU/mL 的菌悬液。采用 K-B 法（新

华 I 号滤纸，打孔器制备纸片直径为 6 mm，MH 固

体培养基，每片点药量为 5 µL），每种浓度重复 3

次，取抑菌圈直径的平均值；另取无菌水滤纸片作

对照。 

1.5.3 MIC 和 MBC 的测定 

在 35℃下培养 48 h，观察细菌生长情况，测定

最小抑菌浓度、最小杀菌浓度值。培养前后，若在

银纳米粒子的某个最低浓度下，可以观察到有抑菌

效果，则该浓度为最小抑菌浓度；若在银纳米粒子

的某个最低浓度下，观察不到有细菌的生长，则该

浓度为最小杀菌浓度。 
 

2 结果与讨论结果与讨论结果与讨论结果与讨论 
 

2.1 UV-Vis 吸收光谱表征吸收光谱表征吸收光谱表征吸收光谱表征 

考察了固定化球形红细菌活细胞将 Ag+
还原为

单质 Ag 的过程。接种固定化球形红细菌活细胞的

血清瓶中呈现黄棕色，暗示着银纳米粒子的生成，

而对照空白的血清瓶中无颜色变化。紫外-可见吸收

光谱（图 1）表明，反应溶液在 420 nm 处出现最大

吸收峰，对应于银纳米粒子的表面等离子共振吸收，

证明溶液中生成了银纳米粒子。从图 1 中可以看出，

在考察的反应时间范围内，随着反应时间的延长，

生成的银纳米粒子的吸收峰位基本没有变化，而峰

高逐渐增加，说明随着时间的延长，生成的银纳米

粒子数量不断增加，直到反应时间达到 16 h，紫外

-可见吸收光谱图显示峰值达到最大，说明反应过程

基本结束。 
 

 

图图图图 1 银样品的紫外银样品的紫外银样品的紫外银样品的紫外-可见吸收光谱图可见吸收光谱图可见吸收光谱图可见吸收光谱图 

Fig.1 UV-Vis absorption spectrum of silver sample 

 

2.2 X 射线衍射表征射线衍射表征射线衍射表征射线衍射表征 

图2为固定化球形红细菌活细胞与AgNO3溶液

反应合成 Ag 样品的 X 射线衍射图。从该图可以看

出，4 个最强峰位置 2θ值分别为 38.40°、44.45°、

64.72°和 77.60°，与标准 Ag（JCPDS，04-0783）在

(111)、(200)、(220)和(311)晶面所对应的 38.46°、

44.50°、64.65°和 77.60°相比很接近，说明制备的纳

米银具有面心立方结构。根据衍射峰的位置计算得

到的晶格常数 a0=4.095 Å，与 JCPDS 卡片中的数值

a0=4.086 Å 吻合。各衍射峰对应的晶面标于图中，

没有明显的杂质峰出现，说明用本方法制得的 Ag

样品的结晶程度很好。Ag 纳米粒子的元素组成采用

能量散射 X 射线能谱(EDX)分析，由图 3 可以看出，

制备的纳米粒子在≈3 keV 处有单质银表面等离子

共振吸收产生的典型光吸收带，而其它 Cu、O、C、

和 Cl 的吸收峰是由于承载样品的玻璃产生

[11]
。 

 

 
图图图图 2 Ag 样品的样品的样品的样品的 X 射射射射线线线线衍射图衍射图衍射图衍射图 

Fig.2 XRD patterns of silver sample 

 

 

图图图图 3 Ag 样品的样品的样品的样品的 EDX 图谱图谱图谱图谱 

Fig.3 EDX patterns of silver sample 

 

2.3 高分辨透射电镜表征高分辨透射电镜表征高分辨透射电镜表征高分辨透射电镜表征 

固定化球形红细菌活细胞制备的银纳米材料高

分辨透射电镜图像见图 4。 

由图 4(a)和 4(b)可知，制备的银纳米粒子呈圆

柱状，尺寸有大有小，尺寸大小变化范围为 10~50 

nm，分布呈多分散性。在 Ag 纳米样品的高倍高分
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辨电镜照片图 4(c)中，可以看到单独的圆柱状晶粒。

图 4(d)显示出清晰的 Ag 纳米晶(111)晶面条纹，表

明其结晶良好，其晶面间距为 d111=0.23 nm。用选

场电子衍射技术观察纳米晶粒的形貌，其方法是在

电子显微镜中，以一束电子射线打在待测物表面，

若为晶体则产生电子衍射环。对 Ag 纳米样品观察

的区域做较大范围的 SAED，得到图 4(d)中电子衍

射谱（SAED）插图，从图中可以看出，Ag 纳米粒

子产生了衍射点，表明 Ag 纳米样品为单晶结构。

由电子衍射谱，根据公式

[12]
： RdL =λ （其中

Lλ=2.96 mm·nm，R 为衍射环半径，d 为晶面间距），

可计算对应的（220）晶面间距为 0.14 nm，衍射环

的计算结果表明，样品为立方闪锌矿结构，与 XRD

得到的 Ag 纳米粒子结构一致。 

 

 

图图图图 4 Ag 样品的高分辨透射电镜样品的高分辨透射电镜样品的高分辨透射电镜样品的高分辨透射电镜图像图像图像图像 

[ (a) 50 nm 标尺；(b) 25 nm 标尺；(c) 10 nm 标尺；(d) c 中选定区(111)晶面条纹(d111=0.23 nm)，插图为相应的电子衍射谱(SAED) ] 

Fig.4 HRTEM images of silver sample 

[ (a) 50 nm scale; (b) 25 nm scale; (c) 10 nm scale; (d) (111) lattice fringes of denoted area in c (d111=0.23 nm), the inset shows the corresponding SAED pattern ] 

 

2.4 银纳米颗粒的抑菌性能评价银纳米颗粒的抑菌性能评价银纳米颗粒的抑菌性能评价银纳米颗粒的抑菌性能评价 

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌作为典型的革兰氏

阴性菌和阳性菌，是导致伤口感染的主要细菌。因

此，本试验选取它们作为试验菌种，为今后银纳米

粒子在医药方面的开发提供实验依据。从表 1 可知，

固定化球形红细菌制备的纳米银对这两种细菌有明

显的抑菌作用，随着银纳米粒子浓度的增加，菌体

生长区域直径逐渐减小。当银纳米粒子浓度为 10 

mg/L 时，与对照组相比，可以观察到明显的抑菌效

果。当银纳米粒子浓度为 80 mg/L 时，在蘸有大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌的滤纸片周围已观察不到有

菌体的生长。因此，对于大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌，其最小抑菌浓度为 10 mg/L，最小杀菌浓度为

80 mg/L。在相同浓度的银纳米粒子作用下，银纳米

粒子对金黄色葡萄球菌的抑菌作用较优于大肠杆

菌。在银纳米粒子浓度为 50 mg/L 时，金黄色葡萄

球菌的生长区域直径相对于阳性对照，已减少至

90%。大肠杆菌在银纳米粒子浓度为 70 mg/L 时，

直径减少百分比仅为 53%，但在银纳米粒子浓度达

到 80 mg/L 时，抑菌率迅速达至 100%。相反地，金

黄色葡萄球菌未在某一浓度的银纳米粒子，产生急

剧变化的抑菌效果，而是随着银纳米粒子浓度的增
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加，保持稳定持续的杀菌能力。这对以后的生产实

践有重要的指导作用。 
 

表表表表 1 银纳米粒子对不同菌种的抑制活性银纳米粒子对不同菌种的抑制活性银纳米粒子对不同菌种的抑制活性银纳米粒子对不同菌种的抑制活性 

Table 1 Antimicrobial activity of silver nanomaterials on 

various bacilli 

菌种 
银纳米粒子 

浓度/(mg/L) 
0 10 30 50 70 80 

菌体生长区 

域直径/mm 
4 3.7 3.1 2.3 1.9 0 大肠 

杆菌 
直径减少/% - 7.5 23 43 53 100 

金黄 

色葡 

菌体生长区 

域直径/mm 
9.4 5.6 2.7 0.95 0.55 0 

萄球 

菌 
直径减少/% - 40 71 90 94 100 

 

3 结论结论结论结论 
 

采用固定化的球形红细菌制备了纳米银，含有

银粒子溶液的UV-Vis吸收光谱显示，在420~460 nm

处出现银纳米粒子的吸收峰；XRD 和 EDX 分析表

明，制备的纳米银具有面心立方结构。产物的 TEM

及 HRTEM 图片显示，银纳米粒子呈圆柱状，尺寸

有大有小，尺寸大小变化范围为 10~50 nm，分布呈

多分散性。体外抑菌结果显示，对于大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌，其最小抑菌浓度为 10 mg/L，最小

杀菌浓度为 80 mg/L。 
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