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柠檬酸钠-施氏假单胞菌还原制备纳米银及抑菌活性研究 
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(河南省科学院生物研究所有限责任公司，郑州 450008) 

 

摘要：以硝酸银为原料，利用柠檬酸钠联合施氏假单胞菌还原法制备纳米银，并对纳米银的紫外吸

收特性、微观形貌、物相组成，以及其稳定性和抑菌性进行了分析。结果表明，与单独柠檬酸钠制

备的纳米银相比，联合还原法制备的纳米银有明显的紫外吸收峰，其粒径的整体大小减小了约 10

倍，稳定性同步增强，制备效率提高了 26.7%；抑菌实验表明，联合法制备的纳米银对金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌的抑菌性分别提高了 62.5%和 77.5%。 
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Preparation of nano-silver by sodium citrate -  

Pseudomonas stutzeri reduction and its antibacterial activity 

 

GUO Wenyang, ZHOU Liuzhu, YUE Dandan, PAN Mengshi, 

ZHANG Zongyuan, WANG Xueyan, QI Landa, ZHANG Yingtao* 

(Henan Academy of Science Institute of Biology Co. Ltd., Zhengzhou 450008, China) 

 

Abstract: Nano-silver was prepared by sodium citrate combined with Pseudomonas stutzeri reduction 

method using silver nitrate as the starting material. The ultraviolet absorption characteristics, microscopic 

morphology, phase composition, stability and antibacterial properties of nano-silver were analyzed. The 

results showed that compared with the nano-silver prepared by sodium citrate alone, the nano-silver prepared 

by the combined reduction method exhibited an obvious ultraviolet absorption peak and the overall size of 

the particle size was reduced by about 10 times and the stability was also enhanced. In addition, the 

preparation efficiency was improved. More importantly, its antibacterial activity against Staphylococcus 

aureus and Escherichia coli increased by 62.5% and 77.5%, respectively. 
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纳米银有独特的物理和化学性质，在抑菌、催

化、生物医药等领域均有应用[1-3]。制备纳米银的方

法主要分为物理法、化学法和生物法，其中物理法

成本较高，工业中一般采用化学法制备纳米银。化

学法中常用的还原剂包括硼氢化钠、柠檬酸钠、多

元醇、抗坏血酸、还原糖等[4-6]，综合考虑环保、成

本、可行性等方面的因素，选择柠檬酸钠作为还原

剂制备纳米银具有明显的比较优势。 

近年来，生物法制备纳米银因其条件温和、绿

色环保、成本低廉等优势，逐渐成为研究热点[7-9]，

其中利用微生物制备纳米银的方式是生物法中的重

要方向，在相关研究中，细菌是最早报道用于合成

纳米银的微生物物种，随之研究发现的具有合成纳

米银能力的细菌种类也较多，比如施氏假单胞菌

(Pseudomonas stutzeri)[10]、大肠杆菌 (Escherichia 

coli)[11]、芽孢杆菌(Bacillus Subtilis)[12]、乳酸杆菌
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(Lactobacillus)[13]、台湾假单胞菌 (Pseudomonas 

taiwanensis)[14]、革兰氏阴性菌(S. oneidensis MR-1)

等[15]。对比发现，施氏假单胞菌可以耐受 Ag+浓度

较高，可达到 50 mmol/L，在生长过程中分泌在细

胞周质空间中的蛋白可作为稳定剂，与溶液中生成

的纳米银粒子结合，起到稳定纳米银的作用[10]，是

一种比较有潜力的制备纳米银的细菌。 

细菌易于培养、繁殖速度快、培养成本低，是

合成纳米银的主要载体，其合成方法分为胞内法和

胞外法，两者主要是合成纳米银的过程在菌体内和

体外的差别。微生物介导制备纳米银的过程被认为

是菌体抵抗银离子杀伤的结果，以微生物的酶体系

为基础，通过氧化还原作用将银离子解毒并产生相

应的纳米银[10, 15]，因而胞内法需要考虑银离子对菌

株的杀灭作用。一般情况下，菌株对银离子浓度的

承受能力较小，这就限制了纳米银的制备和规模化。

胞外法不依赖菌株的活性，主要依靠其培养液中释

放的蛋白、还原多糖和分泌酶之类的物质以获得稳

定的纳米银，是一种比较高效的生物合成纳米银的

方法[16-17]，其机理可能是细菌分泌的蛋白对还原

Ag+起到了关键作用，并且这些物质可以覆盖在纳

米银粒子表面，增加其稳定性[18-19]。 

综上，本研究尝试利用柠檬酸钠结合施氏假单

胞菌胞外产物的方法制备纳米银并分析相关特性，

旨在优化纳米银的绿色生产工艺，降低生产成本，

为未来纳米银的大规模制备奠定理论基础。 

 

1 实验 

 

1.1 试剂和仪器 

1.1.1  试剂 

硝酸银、柠檬酸钠、氯化钠均购买于郑州派尼

化学试剂厂；蛋白胨、酵母粉、琼脂均购买于北京

奥博星生物技术有限责任公司。施氏假单胞菌购买

自中国科学院普通微生物菌种保藏管理中心

(CGMCC)；大肠杆菌和金黄色葡萄球菌由河南省科

学院生物研究所有限责任公司提供。 

GLB培养液：胰蛋白胨 10 g/L，酵母浸粉 5 g/L，

不含柠檬酸钠。NM培养液：胰蛋白胨 10 g/L，酵

母浸粉 5 g/L，柠檬酸钠 10 g/L。NMS溶液：利用

NM培养液培养施氏假单胞菌之后的上清液。LB培

养基：胰蛋白胨 10 g/L，酵母浸粉 5 g/L，氯化钠 10 

g/L，琼脂 15 g/L(固体培养基)。以上培养液和培养

基的 pH均为 7.0 ± 0.5，在 121 ℃条件下高温高压

蒸汽灭菌 20 min后使用。 

1.1.2  仪器 

ZQZ8-C8型恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有

限公司；SX-700蒸汽灭菌锅，日本 Takara Tomy公

司；KQ-500DE 型台式数控超声清洗器，东莞市科

桥超声波设备有限公司；Eppendorf 5810R型高速冷

冻离心机，德国艾本德股份公司。 

Nano Drop 2000型超微量紫外分光光度计(UV-

Vis)，美国赛默飞世尔科技公司；JEM-1200EX型透

射电子显微镜(TEM)，日本 JEOL公司；Nano ZS90

型激光粒径仪，英国马尔文公司；电感耦合等离子

体质谱仪(ICP-MS)，美国安捷伦公司；Varioskan 

Flash酶标仪，美国赛默飞世尔科技公司；BRUKER 

D8型 X射线粉末衍射仪(XRD)，德国布鲁克公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1  系列纳米银的制备 

参照文献研究[20]和前期探索，底物 AgNO3浓度

在 2.0 mmol/L，静置光照的条件下制备纳米银效果

较好，故本实验体系设定体积为 100 mL，以 AgNO3

溶液为原料，设定初始浓度为 1.0、2.0、5.0 mmol/L，

添加柠檬酸钠为主要还原剂或施氏假单胞菌上清

液。具体实验设计如表 1所示。将实验组全部放入

30 ℃恒温培养箱中，在光照条件下静置反应 24 h，

之后对各实验组合成纳米银的情况进行表征分析。 

 

表 1 各实验组的组成 

Tab.1 Composition of each experimental group 

实验组 AgNO3/(mmol/L) 溶液 

A 1.0, 2.0, 5.0 水 

B 1.0, 2.0, 5.0 GLB 

C 1.0, 2.0, 5.0 NM 

D 1.0, 2.0, 5.0 NMS 

 

1.2.2  纳米银的表征分析 

UV-Vis测定：纳米银溶液样品超声处理 5 min，

吸取 2.0 μL，滴在紫外光度计的检测台上，设定

300~800 nm全波长检测范围测定。TEM形貌测定：

封口膜铺在玻璃片上，铜网固定在封口膜上，用移

液器吸取 10 μL 超声后的样品滴在铜网上，10~15 

min 之后用滤纸吸走多余液体，待铜网自然晾干后

放在样品台上观察。粒度测定：吸取超声后样品约

2.0 mg，加入 1.0 mL纯水使样品分散均匀，放入激

光粒度仪进行测量。XRD测定：利用冷冻干燥机将

纳米银样品冻干成粉末，保持均匀干燥无明显颗粒
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状，平铺在制样框的窗口中，摊匀堆好后用抹刀压

紧样品，清除多余凸出粉末，得到十分平整的样品

粉末平面，放在衍射仪的方形载物台上测定。FTIR

测定：取 1.0 mg冷冻干燥后的粉末样品，和 100 mg

的干燥 KBr一同放入研钵中充分研磨均匀，用压片

机压成透明的薄片后测量。 

1.2.3  纳米银抑菌性研究 

将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在液体 LB 中培

养成菌液，之后均匀的涂布到不含氯化钠的 LB 固

体培养基平板，放置灭过菌的牛津杯于平板上，分

别取 100 μL制备得到的纳米银溶液加入牛津杯中，

在 30 ℃条件下恒温培养。通过观察抑菌透明圈的

大小对比纳米银的抑菌性。同时，各取 1.0 mL纳米

银溶液，加入到 100 mL GLB培养液中，分别接种

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，观察此两种常规致病

菌的生长情况，分析纳米银的抑菌性。 

 

2 结果和讨论 

 

2.1 纳米银的形貌和结构分析 

2.1.1  紫外可见吸光度分析 

为使制备纳米银的效果对比更加直观，仅对

AgNO3浓度为 1.0和 5.0 mmol/L的各实验组制备纳

米银溶液进行了 UV-Vis分析，结果如图 1~2所示。 

从图 1可知，在 300 nm~700 nm的紫外波段范

围内，AgNO3浓度为 1.0 mmol/L时，A、B、C实

验组均没有出现紫外吸收峰，而 D组溶液出现紫外

吸收峰，意味着溶液中有纳米银生成[21-22]。由图 2

可知，AgNO3浓度为 5.0 mmol/L的 A和 B组，也

未出现明显的特征吸收峰，表明在光照条件下，单

一 AgNO3溶液和添加 AgNO3的 GLB 培养液均不

会生成纳米银，因此由实验 A、B 组的结果可排除

胰蛋白胨、酵母浸粉和硝酸银对实验结果的影响。

众所周知，柠檬酸钠可作为一种还原剂和分散剂能

将 Ag+还原成 Ag单质，C和 D组溶液中应当能生

成纳米银，然而图 1中仅 D组出现了明显的紫外吸

收峰，推测可能是因为在实验进行的 24 h内，施氏

假单胞菌上清液中存在相关的酶及还原性物质有助

于将溶液中的银离子还原成纳米银，此与文献[23]的

研究结果相一致。 

由图 2 可以看出，添加 AgNO3 浓度为 5.0 

mmol/L的C组和D组出现了很强烈的紫外吸收峰，

且 D组的吸收峰强度高于 C组，经计算，D组中纳

米银的浓度相比于 C组提高 26.7%。另外，C组的 

 

 

图 1 添加 1.0 mmol/L银离子制备纳米银的 UV-Vis光谱图 

Fig.1 UV-Vis spectra of nano silver prepared by 

 adding 1.0 mmol/L silver ion 

 

 

图 2 添加 5.0 mmol/L银离子制备纳米银的 UV-Vis光谱图 

Fig.2 UV-Vis spectra of nano silver prepared by 

 adding 5.0 mmol/L silver ion 

 

最大紫外吸收峰处于 465~485 nm的波长范围内，D

组的处于波长 430~450 nm 之间，C 组溶液发生了

红移现象。由于表面等离子体共振吸收峰对应的波

长越小，其粒子直径越小，说明 C组溶液中银颗粒

大于 D 组[24]。将 C 组柠檬酸钠培养液制备的纳米

银记为 N-AgNPs，将 D组含有施氏假单胞菌胞外产

物的柠檬酸钠培养液制备的纳米银记为 S-AgNPs。

由以上 UV-Vis光谱图可知，在同等银离子浓度下，

施氏假单胞菌胞外产物可促进纳米银的生成，并有

助于形成小颗粒纳米银，提高其溶液的稳定性。实

验选用添加 5.0 mmol/L AgNO3 实验组制备的 N-

AgNPs和 S-AgNPs，进行后续表征和特性分析。 

2.1.2  X射线衍射分析(XRD) 

采用 XRD对制备的纳米银进行分析(图 3)。 
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(a). N-AgNPs；(b). S-AgNPs 

图 3 纳米银的 XRD图谱 

Fig.3 XRD pattern of nano silver 

 

图 3中谱线(a)显示 2θ在 27.2°、32.6°、38.3°、

46.5°处出现 X 射线衍射峰，与标准氧化银卡片

(JCPDS NO.41-1104)中(110)、(111)、(200)、(211)的

峰位置相对应，并且其中三个吸收峰与面心立方

(FCC)结构的标准氯化银卡片(JCPDS NO.31-1238)

中(111)、(200)、(220)的峰位置相对应，表明N-AgNPs

中纳米银的主要存在形式为化合物 Ag2O和 AgCl。

图 3 中 S-AgNPs 谱线(b)显示 2θ 在 32.3°、38.2°、

64.2°处出现 X 射线衍射峰，与标准晶态银卡片

(JCPDS No.04-0783)中(111)、(200)、(220)的晶面相

对应，表明 S-AgNPs溶液中的主要合成产物为纳米

银晶体，呈面心立方结构[25]。 

对比发现，S-AgNPs的纳米银未被氧化，也并

没有 AgCl 生成。根据已有的研究，在生物法制备

纳米银的过程中，溶液中的蛋白会包裹在纳米银表

面形成包裹层，增加纳米银稳定性[11]，因此推测施

氏假单胞菌胞外产物中很可能存在特定还原性酶或

蛋白，在 Ag+被还原成银单质的同时，及时在纳米

银表面形成包裹层，隔绝溶液中少量 Cl-与其接触生

成 AgCl或者防止制备的纳米银被氧化成 Ag2O。 

2.1.3 透射电镜分析(TEM) 

利用 TEM 对合成的纳米银尺寸和形貌进行表

征，结果如图 4所示。由图 4可见，N-AgNPs的纳

米银出现明显聚集，银颗粒的粒径较大，推测是反

应体系中生成的 Ag2O 较多，稳定性不足；而 S-

AgNPs中纳米银颗粒的粒径相对均一，大多集中在

30 nm左右，且比较分散。结合 UV-Vis和 XRD图

的结果，S-AgNPs的纳米银纯度高，粒径小，粒径

分布较窄且分散性良好。推测原因可能是施氏假单

胞菌上清液中存在某些生物分子可以覆盖在纳米银

粒子表面，防止粒子团聚，增强其稳定性。 

 

 

 

图 4 纳米银的 TEM图像 

Fig.4 TEM images of silver nanoparticles 

 

2.1.4 动态光散射粒径(DLS)分析 

用马尔文粒径分析仪测定N-AgNPs和 S-AgNPs

溶液中纳米银粒子的 DLS粒径，如图 5所示。 
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图 5 纳米银的 DLS粒径分布图 

Fig.5 DLS particle size distribution of silver nanoparticles 
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由图 5 可知，N-AgNPs 的 DLS 粒径分布为：

粒径<100 nm 占比 8.2%、100~1000 nm 之间占比

80.5%、粒径>1000 nm占比 11.3%；S-AgNPs的 DLS

粒径则主要集中在 15~50 nm之间，占比 87.83%，

并且粒径在 100 nm 以下的占比达到 97.0%。综合

对比，S-AgNPs的粒径分布较窄，且粒径多集中在

50 nm以下，优于 N-AgNPs。这与 UV-Vis、TEM的

结果相对应，可以断定施氏假单胞菌无菌上清液中

胞外产物的确有利于反应体系生成小粒径纳米银，

且使得粒径分布变窄。 

2.1.5 红外光谱分析 

为进一步分析施氏假单胞菌的胞外产物提高制

备纳米银的机制，对合成的纳米银溶液进行 FTIR表

征分析，结果如图 6所示。 

 

 

 

图 6 纳米银的 FTIR图谱 

Fig.6 FTIR spectra of silver nanoparticles 

 

图 6(a)显示 N-AgNPs红外光谱在 3406.4 cm-1、

2961.6 cm-1、1586.6 cm-1、1386.2 cm-1、1079.5 cm-1

波长处出现特征吸收峰；图 6(b)显示 S-AgNPs 在

3403.8 cm-1、2970.3 cm-1、1592.5 cm-1、1398.3 cm-1、

1269.4 cm-1、1079.1 cm-1处出现了特征吸收峰，分

别对应着 N-H (3500~3100 cm-1)，C-H (3000~2900 

cm-1)，C-N(1420~1390 cm-1)和C-OH(1320~1210 cm-1)，

这几种吸收峰基本上是培养液中添加的胰蛋白胨里

氨基酸成分，柠檬酸钠成分中-COOH、-NH2、-OH

等官能团所产生的特征吸收峰。对比图谱 6(a)(b)发

现，S-AgNPs 溶液在 1300~200 cm-1的波长区间也

出现了吸收峰，意味着施氏假单胞菌的胞外产物蛋

白的结构中存在酚-OH或醇-OH类物质，前者具有

还原性，有助于将 Ag+还原成 Ag，可在一定程度上

促进纳米银的生成；后者在水溶液中呈弱碱性，有

利于纳米银颗粒稳定在小粒径的状态，这与文献一

致[26]，即在酸性条件下，纳米银粒子倾向于聚集，

而碱性条件下更有助于生成小粒径的纳米银。 

2.2 抑菌活性分析 

对于 N-AgNPs 和 S-AgNPs 溶液，利用生长曲

线法研究其对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的抑菌效

果，结果如图 7、8所示。 

从图 7、8可知，在实验的 12 h内，相比于不

添加 N-AgNPs 和 S-AgNPs 的大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌实验组(CK组)，添加 N-AgNPs和 S-AgNPs

之后，两种细菌基本均处于停滞生长状态，此意味

着纳米银有良好的抑菌效果。由图 7、8生长曲线的

内插放大图可知，两种纳米银对大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌生长的抑制程度有些许差异，小粒径的 

 

 

图 7 大肠杆菌的抑制生长曲线 

Fig.7 Inhibitory growth curve against Escherichia coli 

 

 

图 8 金黄色葡萄球菌的抑制生长曲线 

Fig.8 Inhibitory growth curve against Staphylococcus aureus  
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S-AgNPs抑菌性优于 N-AgNPs。对于同一种细菌，

具有较大比表面积的小颗粒纳米银往往会表现出更

高的抑菌活性，与前人的研究相一致[27-28]。 

通过牛津杯平板实验法，分析了 N-AgNPs和 S-

AgNPs的抑菌效果，其中每个平板上的两个牛津杯

均为同一个平行处理。对于金黄色葡萄球菌的培养

平板，添加 S-AgNPs 的抑菌圈明显大于 N-AgNPs

的，大肠杆菌实验组也是类似的结果。之后分别测

量了各实验组抑菌圈的直径，计算平均值并作误差

分析，得到 N-AgNPs 和 S-AgNPs 对金黄色葡萄球

菌的抑菌圈平均分别为 16.8±1.4 mm 和 27.3±1.8 

mm，对大肠杆菌的抑菌圈平均分别为 8.0±0.6 mm

和 14.2±1.4 mm，纳米银对这两种致病菌均有不同

程度的抑制效果。在同等条件下，S-ANPs相对于 N-

AgNPs，对金黄色葡萄球菌的抑菌效果提高 62.5%，

对大肠杆菌的抑菌效果提高 77.5%。研究表明，生

物合成的纳米银通过释放银离子作用于细菌的细胞

膜、呼吸链然后形成自由基等方式起到抗菌作用，

其抗菌性与粒径大小、浓度和形貌等因素有关[29-31]。

因此，推测 N-AgNPs 和 S-AgNPs 产生以上抑菌效

果差异的原因可能是由于 S-AgNPs的粒径较小，比

表面积大，且比较分散所导致，使得其可以充分接

触大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，同时因电荷作用吸

附在菌体表面为下一步进入细胞内部，破坏细胞蛋

白结构使菌体失活提供更多便利性。 

 

3 结论 

 

1) 利用施氏假单胞菌联合柠檬酸钠还原制备

纳米银，施氏假单胞菌胞外产物可作为还原剂和分

散剂，有助于纳米银的产生，提高制备效率，并且

随着银离子浓度的增加，促进效果更加明显。 

2) 相比于单纯的柠檬酸钠实验组，含有施氏假

单胞菌胞外产物的实验组生成 100 nm 以下粒径范

围的纳米银含量提高了 10 倍，在同等条件下制备

纳米银的产量提高 26.7%。 

3) 同等条件下，制备的纳米银对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌的抑菌性比柠檬酸钠组分别提高了

62.5%和 77.5%。 
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