
106 材料工程／2008年10期

纳米银对大肠杆菌的抗茵作用及其机制
Study of Antimicrobial Activity and Mechanism of Silver

Nanoparticles on Escherichia coli

谢小保1’2，李文茹1’2，曾海燕1’2，欧阳友生1’2，陈仪本h2

(1广东省微生物研究所，广州510070；2广东省菌种保藏与应用重点实验室，广州510070)

XIE Xiao-ba01”，LI Wen-rul”，

ZENG Hai—yanl¨，OUYANG You—shen91”，CH EN Yi—benl·2

(1 Guangdong Institute of Microbiology，Guangzhou 5 10070，China；2 Guangdong Prov-

incial Key Laboratory of Microbial Culture Collection and Application，Guangzhou 5 10070，China)

摘要：以大肠杆菌为研究对象，对纳米银的抗菌效果进行了研究．并对其抗菌机制做了初步探讨。纳米银对大肠杆菌的

抑制生长曲线的结果表明，20 t。g／mL的纳米银能够完全抑制106 efu／mL的大肠杆菌细胞生长，纳米银使大肠杆菌的延

滞期加长，并且纳米银浓度越高，延滞期越长。采用透射电镜观察了经纳米银粒子处理过的大肠杆菌细胞形态变化过

程，结果显示纳米银粒子先在细胞壁上产生小的孔洞，通过这些孔洞进入周质空间，导致细胞膜成分渗漏和破坏细胞膜，

进而进入细胞内部。进入细胞内部的纳米银粒子使DNA浓缩呈紧张态，并与破损细菌的细胞质结合积聚，最后引起胞

内物质流失。另外，纳米银对大肠杆菌总DNA影响的分析表明．随着纳米银浓度的增高，大肠杆菌总DNA样品降解的

程度增大。
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Abstract：The antimicrobial effect of the nanosilver on Escherichia coli and the antimicrobial mecha—

nism was studied elementarily．Experimental results indicated that the silver nanoparticles of 20 ug／

mL could inhibit completely the growth of 106 cfu／mL cells in liquid LB medium．The growth curves

showed that silver nanoparticles prolonged the lag phase of E．coli，and the higher of the concentra—

tion of silver nanoparticles，the longer of the lag phase of E．coli．Transmission electron microscopy

(TEM)was used to evaluate the cell morphology of both the normal and the treated E．coli．The ob-

servation with TEM suggested that silver nanoparticles lead tO the formation of”pits”in cell wall of

the bacteria，and silver nanoparticles could enter into periplasm through the pits and destroyed the cell

membrane．Then the silver nanoparticles could enter into the bacterial cell，which not only condensed

DNA，but also combined and coagulated with the cytoplasm of damaged bacteria．Finally，silver nano-

particles resulted in the leakage of cytoplasmic component．Moreover，the analysis of agar gel electro-

phoresis demonstrated that silver nanoparticles could increase the decomposability of genome DNA．
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随着抗生素、消毒剂和杀菌剂等化学药物的大量

使用，由耐药性引起的微生物变异种群越来越多，由此

引发的全球性微生物灾害事件频频发生。为了防止微

生物灾害事件的发生，研发和应用新型抗菌材料是一

种行之有效的方法。无机抗菌材料具有安全性高，耐

热性和持久性良好，且不易产生抗药性等优点，自20

世纪80年代以来获得了陆续的开发与应用[1矗]。其

中，载银无机抗菌材料因其毒性低、抗菌活性高、抗菌

谱广，已成为目前应用最广泛的无机抗菌材料[3“]。

纳米银作为无机抗菌材料，由于其原子排列表现

为介于固体和分子之间的“介态”，表现出量子效应、小

尺寸效应和极大的比表面积，具有其他载银无机抗菌

材料无法比拟的抗菌活性，可以有效地杀灭细菌、真

菌、支原体等致病微生物曲一]。但是，在纳米银抗菌材

料得以发展和应用的同时，相关基础研究明显滞后，纳

米银对细菌的作用机理尚未认识清楚，这将影响纳米

银抗菌材料的进一步发展和更为广泛的应用。

本工作以大肠杆菌(Escherichia coli)为模式菌，
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研究了纳米银对大肠杆菌的抗菌作用，并对其抗菌机

制做了初步的探讨，为纳米银抗菌材料的广泛应用奠

定科学基础。

1材料与方法

1．1实验材料

纳米银溶液，浓度为1000pg／mL，纳米银粒径≤

15nm，上海沪正纳米科技有限公司提供；大肠杆菌

(Escherichia coli)ATCC8739购自美国菌种保藏中

心，由本实验室保存；MH(MuellerHinton)肉汤和琼

脂培养基由本实验室配制。

1．2实验方法

1．2．1 纳米银的抗菌琼脂培养实验

配制纳米银浓度分别为0，2．5，5，10，15 pg／mL

和20肛g／mL的MH琼脂，每个浓度各倒3个平皿，待

琼脂凝固，用多点接种器吸取2止制备好的107 cfu／

InL大肠杆菌稀释液接种到琼脂表面，每点菌数约为

104 du／mL，置于(37士2)℃恒温培养48 h，观察结果。

1．2．2纳米银的抗菌肉汤培养实验

LB肉汤培养基、纳米银溶液和大肠杆菌，使纳米银浓

度分别为0，2．5，5，10，15 f．tg／mL和20／Ltg／mL，大肠

杆菌浓度为106 cfu／mL，放入(37士2)℃培养箱中恒

温振荡培养。每隔一段时间取样，用分光光度计

(DU640，BECKMAN公司)测定0D6⋯以培养时间为

横坐标，0D6。。为纵坐标，绘制生长曲线。

1．2．3纳米银对细菌细胞形态和结构的影响

将10 pg／mL纳米银处理的大肠杆菌和未经处理

的对照组大肠杆菌培养12 h进行切片，用透射电镜

(日本日历H-600)观察处理组的细菌形态变化。

1-2．4纳米银对细菌总DNA的影响

经10，20／Lg／mL纳米银处理和未经处理的大肠

杆菌在(37±1)℃培养箱中恒温振荡培养12 h后取

样，提取总DNA[7]，然后进行琼脂糖DNA凝胶电泳。

2 结果

2．1 纳米银对大肠杆菌的抑菌效果

纳米银抗菌琼脂培养实验结果如表1所示，从表

1可以看出纳米银对大肠杆菌的最低抑菌浓度为

将6个50 mL三角瓶中分别加入20 mL灭菌的lObtg／mL。

裹1钠米银最低抑制浓度实验

Table 1 Minimum inhibitory concentration of nanosilver

由纳米银抗菌肉汤培养实验结果绘制了纳米银对

大肠杆菌的抑制生长曲线，如图1所示。从图1可以

看出，对照组(Opg／mL)以及2．5，5，10，15pg／mL纳米

银处理组的大肠杆菌样品的生长都呈现典型的生长曲

线，包括生长延滞期、指数期、稳定期和衰亡期几个典

型阶段。将处理组与对照组相比较，可以看出纳米银

能够延长大肠杆菌的延滞期，纳米银浓度越高延滞期

越长。由于0D。。。测得的是活菌和死菌的总数，所以

衰亡期不明显。当纳米银浓度达到20 t-g／mL时完全

抑制大肠杆菌的生长，液体培养至48 h后取样进行平

皿培养48 h，没有长出菌落。

2．2抗菌作用机制

采用透射电镜观察了经纳米银粒子处理过的大肠

杆菌细胞的形态变化过程，结果如图2所示。2a，b是

培养12 h的对照组大肠杆菌细胞，2c，d，e和2f是经

纳米银处理12 h的大肠杆菌细胞的内部结构。从2a，

b可以看出，对照组大肠杆菌细胞的电子密度一致，是

没有受到任何环境因素干扰的大肠杆菌细胞的典型形

Time，h

图1纳米银对大肠杆菌的抑制生长曲线

Fig．1 Growth curves of E coli in different

concentrations of nanosilver

态特征。细胞中的电子明亮物质是DNA分子，它们

随机分布在大肠杆菌细胞的核区。而处理组大肠杆菌

细胞的内部构造出现很大的变化，如图2c，d所示，细

胞的中心有一个很明显的电子明亮区域，区域的中心

有浓缩很紧密的物质，呈线性状态，明亮区域的周围也

有很多电子致密的颗粒。这可能是纳米银使大肠杆菌
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的细胞壁与细胞膜脱离，使DNA分子浓缩呈紧张态。

大瑟释菌电子明亮区竣溺匿的电予致密颡粒霹能是续

米银粒予；而在电子明亮区域内部却没有电子致密颗

粒，显然是电子明亮区域阻止了纳米银粒子的进入。

圈2f是图2e中的大肠杆菌细胞的局部放大电镜照

跨，这个缨胞毒#誊特殊，缨胞走布瀵了电子致密的鬏

粒，而没有电子明亮的区域，这是经纳米银处理的大肠

杆菌细胞晚期的典型形态特征，此时细胞没有了

图2溅射电镜下大黪杼莛形态结构

(8)．豢经纳米镶姓瑗熬夭扬释蘸藏天20000蘩，蘩夹掰捂隽隧税分枣程继逛凑懿毫予骥亮耪覆}

(b)未经纳米银处理的大肠杆菌放火40000倍。箭失所指为随机分布在细胞内的电子明亮物质l

(c)经纳米银处理的大肠杆菌放大15000倍．箭头所指为电子明亮区域；(d)经纳米银处理的大肠杆菌放大

40000倍，箭头所指为搬电子明亮区域浓缩呈线性的DNA，(e)经纳米缀处理的大肠抒麟晚期细胞放大

40000镶，繁基癀蓿舞簸援虢缀魏壁f(O爱缡张镶娃瑾懿大酝轷鏊夔蘩缨穗救穴100000辏，怒缨蕤壁瑗蓑豹缨稳

Fig．2 Morphology and structure of E coli cells under transmission electron microscope

(a)normal E．coli cells，the electron light materials(arrow)distributed randomly in cells(20000)；(b)normal E．coli cells，

the electron light materials(arrow)distributed randomly in cells(40000)}(c)￡coli cells treated by nanosilver，the electron

堍ht region(arrow)弦the center《cells(15000)}(硅)￡．coli cellstreated by nanositver，condensedform ofDNA(arrow)

in the electron light region(40000)l(e)the terminal E．coli cells treated by nanosilvert damaged cell wall(arrow)

(40000)；(f)the terminal E．coli cells treated by nanosilver，the cell wall was damaged(100000)

明显的核隧，缨旎壁已经破损。

图3沟纳米银对火肠杆菌总DNA的影响。可以

看出，对照组与两个处理组(经过浓度分别为10弘g／

mL和20站g／mL的纳米银处理)的大肠杆菌培养12 h

磊的总DNA呈现相网的条带，但鲑理缓的DNA量减

少。条带下方的明亮区域是降解的DNA。与对照组

相比，处理组的DNA样品有更大程度的降解，且随着

纳拳镊浓发的增高，大扬抒藿总DNA样品降瓣的程

度增大。

3讨论

目前，关于纳米银的抗菌机制还没有系统的认识。

缀然文藤报道认为秘d胡是带负电荷的缨慧缨脆和带正

电衙的纳米银粒子之闻的静电相互作用引起的。但

魁，纳米银与细菌接触后对细菌细胞的损害过程、以及

对细菌总DNA的影响等方面，系统的研究报道较少。

跌本王槔对经纳米镊处理过的大瑟轷菌细胞形态

影响的电镜结果可以看出，经纳米银粒子处理过的大

肠杆菌细胞形态变化过程是循序渐进的，纳米银粒子

先在缨慈壁上产生零鹣魏演，透过这黪孔溪进入震震

空闻，导致细胞膜成分渗漏和破坏细臆膜，进而进入细

胞内部。进入细胞内部的纳米银粒子使DNA浓缩呈

紧张态，并与破损细菌的缫胞质结合积聚，最后引起胞

内物质流失。Sondi等￡s】遴过扫描电镜也溉察蓟纳米

银粒子处理过的大肠杆菌细胞出现了较大的损伤，细
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图3 纳米银对大肠杆菌总DNA的影响

(a)对照组的大肠杆菌总DNA；(b)10弘g／mL的纳米银处理的大肠

杆菌总DNA≠(c)2099／mL的纳米银处理的大肠杆菌总DNA

Fig．3 Effect of nanosilver on genome DNA of Ecoli

(a)genome DNA of normal E coli cellsI(b)genome DNA of

E coli cells treated with 10 pg／mL nanosilver；(c)genome

DNAof E coli treated with 20 va／mL nanosilver

胞壁上有很多的孔洞，并观察到纳米银粒子和死亡的

细胞形成了聚集体；X射线能谱(EDAX)分析也表明，

大肠杆菌细胞膜中有很多纳米银粒子[8]。Amro等[12]

在研究大肠杆菌细胞渗透性的结构基础时，也发现细

胞膜上出现孔洞是由于细胞膜成分的流失，主要是脂

多糖和膜蛋白。

此外，本工作采用透射电镜观察的纳米银对大肠

杆菌细胞形态影响的实验结果和采用琼脂糖凝胶电泳

观察的纳米银对大肠杆菌总DNA的影响实验结果都

表明，纳米银也可能通过作用于细胞DNA而抑制大

肠杆菌的生长。DNA是细胞中最重要的基因信息，

DNA的任何损伤都会引起生物体的变异或死亡。

DNA分子在松弛状态下才能有效地进行复制，呈紧张

状态的DNA分子失去复制的能力。因此，纳米银粒

子也可能通过浓缩DNA使之失去复制能力和引起

DNA降解来抑制细菌的生长繁殖。本工作通过电镜

观察到经纳米银粒子处理过的大肠杆菌细胞，DNA不

再随机分布在细胞的核区，而是在核区浓缩呈紧张态

的现象，还有研究工作者有同样的发现。Feng等[11]

在研究硝酸银对大肠杆菌的抑菌作用时，发现经硝酸

银处理过的大肠杆菌细胞与本工作用纳米银处理过的

大肠杆菌细胞具有同样的特征：细胞中心有一个电子

明亮的区域，其中心是浓缩的DNA分子。

4结论

(1)纳米银使大肠杆菌的生长延滞期加长，并且纳

米银浓度越高，生长延滞期越长。

(2)经纳米银粒子处理过的大肠杆菌细胞形态变

化过程是循序渐进的，纳米银粒子先在细胞壁上产生

小的孔洞，通过这些孔洞进入周质空间，导致细胞膜成

分渗漏和破坏细胞膜，进而进入细胞内部。进入细胞

内部的纳米银粒子使DNA浓缩呈紧张态，并与破损

细菌的细胞质结合积聚，最后引起胞内物质流失。

(3)纳米银使大肠杆菌DNA不再随机分布在细

胞的核区，而是在核区浓缩呈紧张态，且能够增加大肠

杆菌总DNA样品的降解程度，故纳米银通过浓缩

DNA使之失去复制能力和引起DNA降解可能是其

抑制细菌生长繁殖的作用机制之一。
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