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摘要：【目的】利用革兰氏阴性细菌、革兰氏阳性细菌和真菌的模式菌株分析纳米银的抗菌特性，并评

价纳米银对多重耐药菌株的抗菌作用。【方法】利用生物法合成的纳米银，以微量肉汤法测定 3种标准

菌株的最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MBC)，并计算 MBC/MIC 比值。用系列浓度的纳米银处理

3株标准菌株后经平板计数法绘制时间-杀菌曲线。采用菌落平板计数法测定了纳米银对 3种标准菌株的

“抗生素后效应”(post-antibiotic effect，PAE)，最后在生物安全 II级实验室测定纳米银对临床分离的多

重耐药菌株的抗菌作用。【结果】用生物法合成了粒径 5–30 nm的纳米银，zeta电位为–19.5 mV。该

纳米银制剂对 3 种标准菌株的时间-杀菌曲线均表现为时间依赖型抗菌作用。纳米银对大肠杆菌和白

色念珠菌“抗生素后效应”随着浓度增加而增加，对金黄色葡萄球菌无明显“抗生素后效应”。纳米银对

3 种标准菌株的 MIC 值和 MBC 值均在 1.00–4.00 µg/mL 之间；对 3 株人源性多重耐药菌 MIC 值在

6.00–26.00 µg/mL 之间，MBC 值在 1.00–32.00 µg/mL 之间；对 14 株动物源性多重耐药菌 MIC 值在

4.00–10.00 µg/mL之间，MBC值在 8.00–16.00 µg/mL之间。纳米银对所有测试菌株的 MBC/MIC值均

小于 2。【结论】纳米银是一种时间依赖型的抗菌剂，有不同程度的“抗生素后效应”，对人源和动物源

性多重耐药菌有杀菌作用。 

关键词：纳米银(silver nanoparticles，AgNPs)，最小抑菌浓度(MIC)，最小杀菌浓度(MBC)，时间-杀菌曲

线，抗生素后效应 

 

金属银、硝酸银和磺胺嘧啶银曾广泛用于治

疗烧伤、伤口和细菌感染性疾病[1–3]，但抗生素的

发明使银在抗菌中的应用大幅下降[4]。近年来，细

菌耐药问题日趋严重并威胁人类健康，比如耐甲

氧西林金葡菌 (MRSA)、耐万古霉素的金葡菌

(VRSA)、耐药结核分支杆菌[5–6]，全球每年因感染

耐药菌株无药可医而死亡的人数达 70万之多。与

此同时，研发新(型)抗生素已呈乏力之势，经美国

食品药品监督总局审批通过的抗生素逐年递减，

1983年至 1987年审批了 14种，而 2003年至 2007
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年仅审批了 3种[7]。因此，科学家迫切地寻找新的

抗菌物质，包括天然植物化合物、抗菌肽和纳米

材料。 

传统银制剂用于抗菌防腐的历史悠久，具有

广谱强效的抗菌性能，结合纳米技术的发展，纳

米银成为研究热点[8–9]。纳米银具有巨大的比表面

积和较高的价态，相对于银离子不易被氧化和沉

淀，能持续地发挥抗菌作用[10]；纳米银很容易与

多种高分子材料嫁接形成新的抗菌材料。纳米银

现已应用于医疗器械[11]、植入支架的表面抗菌涂

层[12]，烧伤敷料[13]以及水净化材料[14]等。近年环

境友好型合成纳米银的技术备受关注，用多种植

物叶片提取物、不同细菌和真菌提取物合成纳米

银[15–16]，将推动纳米银产业的升级换代。在纳米

银的抗菌机制研究方面，目前尚存争议，多认为

是纳米银释放出的银离子发挥抗菌作用[17–18]，但

新研究显示纳米银与胞内的过氧化氢反应生成毒

性最强的活性氧—羟基自由基[19]。 

本研究用一株真菌的提取物合成纳米银，分

别以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌测

定纳米银的“时间-杀菌曲线”和“抗生素后效应” 

(post-antibiotic effect，PAE)，了解纳米银的抗菌特

性，并检测其对临床分离的多重耐药菌株的抗菌

作用，对临床与日常生活中科学地应用纳米银抗

菌有指导意义。 

1  材料和方法 

1.1  主要材料 

大肠杆菌 CVCC2081，金黄色葡萄球菌

CVCC1882，白色念珠菌 CMCC(F)98001为中国兽

药所保存菌株，由黄伟博士惠赠。大肠杆菌 EC-SN 

F2，EC-CS6 F4，SDHZ及沙门氏菌 SDHZ分离自

病死鹅，由黄伟博士惠赠。3株耐药菌大肠埃希氏

菌 R17，肺炎克雷伯菌肺炎亚种 R36，金黄色葡

萄球菌BJ0151由中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所耐药菌室分离、鉴定和保存。10 株产毒

性大肠杆菌(ETEC)由中国疾病预防控制中心传染

病预防控制所新病原室分离、鉴定和保存[20]，由

熊衍文博士惠赠。2,3-N-吗啡啉丙磺酸(MOPS)，

LB Broth Agar 培养基购买于 Sangon Biotech。

Mueller-Hinton Broth培养基购买于上海瑞楚生物

有限公司。RPMI-1640，沙氏琼脂培养基购买于

Thermo scientific。96孔板购买于 BeaverBioTM。 

1.2  纳米银的制备与表征 

用专利菌株(CTCCM2012524,专利号：ZL：

2012 1 0579134.4)合成纳米银[21]，主要过程为：将

菌株培养于 PDA培养基，收集菌丝，按 10 mL/g

加去离子水，37 °C放置 24 h，过滤去除菌丝，将

滤液经 0.22 μm滤膜，加 1 μg/mL硝酸银，于 37 °C

反应 48 h。将合成的纳米银用去离子水洗涤 3次，

离心速度为 12000 r/min，30 min。 

用 NanoDrop-2000 (Thermo Scientific)检测纳

米银的光学性质。用 zen3600激光粒度仪(Malvern)

检测纳米银的粒径和 Zeta电位。纳米银经浓硝酸-

双氧水降解成银离子后，用 Z-5000偏振塞曼原子

吸收分光光度计(Hitachi Limited)测量其浓度。 

1.3  纳米银中和剂 

为测定纳米银在规定时间内的抗菌效果，用

中和剂终止纳米银的杀菌作用。参照《一次性使用

卫生用品标准》(GB15979-2002)附录 C3.1检测 Na2S

对纳米银抗菌的中和作用[22–23]。准备 106 CFU/mL

的金黄色葡萄球菌 CVCC1882菌液，分 5组进行

试验：  0.1 mL① 菌+1 mL ddH2O；  0.5 mL② 中和

剂+0.6 mL ddH2O；  0.1 mL③ 菌+1 mL中和剂；  
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 (0.1 mL④ 菌+1 mL纳米银)+ ddH2O；⑤ (0.1 mL

菌+ 1 mL纳米银)+中和剂。④、⑤中纳米银与菌

作用 2.5 min 后分别用 ddH2O、中和剂稀释。

GB15979-2002 规定合格的中和剂需符合以下条

件：(1) 第①、③组有相似量试验菌生长，其组间

菌落数误差率应不超过 15%；(2) 第②组无菌生

长；(3) 第④组无试验菌，或仅有极少数试验菌菌落

生长；(4) 第⑤组有较第④组为多，但较第①、③组

为少的试验菌落生长；(5) 连续 3次试验结果一致。 

1.4  MIC与MBC的测定 

大肠杆菌 CVCC2081 和金黄色葡萄球菌

CVCC1882 MIC、MBC值的测定按美国临床实验

室标准 CLSI M7-A7 中微量稀释法进行[24]，主要

步骤为：大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在 LB固体平

板上经 35 °C培养 24 h，取 5个直径大于 1 mm的

菌落接种于 5 mL双倍浓度Mueller-Hinton培养基

中，振荡 15 s制成菌悬液，用比浊法将其浓度调

至菌浓度为 1×106 CFU/mL (OD600=0.1时菌浓度为

1×108 CFU/mL)。将纳米银溶液加入 96孔培养板

中，1–10孔浓度为 128.00、64.00、32.00、16.00、

8.00、4.00、2.00、1.00、0.50、0.25 μg/mL，每孔

50 μL，第 11和第 12孔各加 50 μL生理盐水。在

1–11孔每孔加 50 μL菌悬液，第 12孔加 50 μL双

倍浓度 Mueller-Hinton Broth培养基，平行做 3排

重复。轻微振动微量板使混合均匀，37 °C 培养   

24 h 后肉眼观察培养基不混浊的最低纳米银浓度

孔代表其 MIC值。试验重复 3次。 

白色念珠菌 CMCC(F)98001 MIC值测定参考

美国临床实验室标准 CLSI M27-A2中微量稀释法

进行[25]，培养基为 RPMI-1640，37 °C培养 48 h，

其他操作同大肠杆菌和金黄色葡萄球菌。 

判定 MIC 后，从最低抑菌浓度孔和最低抑

菌浓度以上的 3 孔各取 50 μL 溶液加入 450 μL

中和剂中，混合均匀后取 100 μL进行涂板，37 °C

培养 12 h。以无菌生长孔中的纳米银浓度作为纳

米银对该菌的 MBC 值。MBC 值的测定也重复  

3次。 

1.5  时间-杀菌曲线的测定 

按照抗生素的方法测定纳米银的时间-杀菌

曲线，以此反映在不同时间不同浓度纳米银杀灭

细菌的效果。设 6个纳米银浓度：0.5、1.0、2.0、

4.0、8.0、16.0 MIC，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

菌液终浓度为 5×105 CFU/mL，白色念珠菌菌液终

浓度为 2.5×103 CFU/mL。将两者混合后在 37 °C

静止培养，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌组在作用

后第 1、3、5、7、9、11 h，各取 50 μL反应液，

加入 450 μL 1 mol/L Na2S终止纳米银的杀菌作用，

然后进行平板计数。白色念珠菌组在作用后第 3、

7、11、15、19、23 h取样计数。实验重复 3次，

求平均值。以作用时间为横坐标，以活菌数的自

然对数值为纵坐标，绘制杀菌曲线。 

1.6  “抗生素后效应”的测定 

为了解纳米银对细菌和真菌的杀菌作用，我们

按抗生素评价指标测定其“抗生素后效应”[26]。将   

3 株标准菌株培养至对数生长期，用 2 倍浓度培养

液(细菌用Mueller-Hinton Broth，真菌用 RPMI-1640 

Broth)稀释菌液，使菌浓度为 1×106 CFU/mL。同时

准备浓度为 0、2、8、32 MIC的纳米银溶液。将

3种菌液分别与不同浓度的纳米银等体积混合，于

37 °C 处理 1 h 后用相应的培养液 (细菌用

Mueller-Hinton Broth，真菌用 RPMI-1640 Broth)

稀释 1000 倍(此时作为“抗生素后效应”测定的零

时刻)，于 37 °C继续静态培养。每隔一段时间取

样进行菌落计数。重复 3 次，求平均值，绘制细

菌的生长曲线。 
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PAE 的计算公式：PAE=T–C，式中 T、C 分

别为纳米银组和对照组菌浓度增加 10倍(1个对数

级)所需要的时间[27]。 

1.7  对耐药菌的杀灭作用 

大肠埃希氏菌 R17 分离自病人的痰液，对氨

苄西林、头孢唑啉、头孢吡肟、氨曲南、阿米卡

星、庆大霉素、环丙沙星、左旋氟沙星耐药。肺

炎克雷伯菌肺炎亚种 R36 分离自病人的痰液，对

氨苄西林、哌拉西林、头孢唑啉、头孢他啶、头

孢吡肟、庆大霉素、环丙沙星、左旋氟沙星耐药。

金黄色葡萄球菌BJ0151分离自健康人，对红霉素，

四环素，庆大霉素，克林霉素，甲氧磺胺耐药。

CQ1，CQ2，CQ3，CQ4，CQ5，CQ6，CQ7，CQ8，

CQ9，CQ10等 10株 ETEC的耐药谱见文献[20]。

由于生物安全的原因，本阶段实验在生物安全 II

级实验室中进行，检测方法同 1.4所述。 

2  结果和分析 

2.1  纳米银的表征 

用菌株 CCTCC M2012524合成的纳米银溶胶

在 420 nm处有最大吸收峰(图 1-A)，经激光粒度

仪测定，纳米银的粒径在 5–30 nm之间(图 1-B)，

Zeta 电位为–19.5 mV。经原子吸收分光光度计测

定，纳米银储备液浓度为 166.8 μg/mL。 

2.2  纳米银中和剂 

按 GB15979-2002 附录 C3.1 进行了纳米银的

中和剂试验，表 1显示 Na2S符合中和剂的全部条

件，纳米银处理 2.5 min后加入 1 mmol/L Na2S，

还有 105 CFU/mL 金黄色葡萄球菌 CVCC1882 存

活，约为原菌液的十分之一，而不加入 Na2S实验

组中没有菌存活，表明 Na2S可做纳米银杀菌作用

的中和剂。 

2.3  MIC与MBC 

将 106 CFU/mL 大肠杆菌 CVCC2081 和金黄

色葡萄球菌 CVCC1882，105 CFU/mL白色念珠菌

CMCC(F)98001 分别与系列浓度的纳米银作用  

48 h后肉眼观察判定 MIC值。结果表明纳米银对

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌的 MIC

值依次为 1.0、1.5、4.0 μg/mL。经 1 mmol/L Na2S

中和后进行平板活菌检测，测定纳米银对 3种菌的 

 

 

图 1.  纳米银的表征 

Figure 1.  Characterization of AgNPs. A: UV-visible spectra of AgNPs; B: size distribution of AgNPs. a:    
166.8 μg/mL AgNPs; b: 83.4 μg/mL AgNPs; c: 166.8 μg/mL AgNO3. 
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表 1.  Na2S 对纳米银抗菌的中和作用 

Table 1.  Neutralization effect of Na2S on antibacterial 
activity of AgNPs 

Number Concentration/(CFU/mL) 

① Positive control 3.38×106 

② Negative control 0 

③ S. aureus+Na2S 3.80×106 

④ S. aureus+AgNPs 0 

⑤ S. aureus+AgNPs+Na2S 3.02×105 

 

MBC 值分别为 1.0、2.5、4.0 μg/mL，MBC/MIC

值分别是 1.00、1.67、1.00 (表 2)。 

2.4  时间–杀菌曲线 

用终浓度为 0.5–16.0 MIC 纳米银在 12 h 和 

24 h内对 3种菌的时间–杀菌曲线见图 2。对于大

肠杆菌而言，高于 1.0 MIC 的纳米银对大肠杆菌

保持持续的杀灭作用，随时间的延长杀灭的细菌越

多，随纳米银浓度升高杀菌作用略有增强；0.5 MIC

和 1.0 MIC的纳米银在短时间内有部分杀灭作用，

大肠杆菌分别于 6 h和 8 h恢复生长，但 1.0 MIC

值纳米银处理组到 12 h活菌总量还没有达到初始

水平(图 2-A)。由图 2-B可知，0.5 MIC的纳米银对

金黄色葡萄球菌仅表现出微弱的抑制作用，1.0 MIC

的纳米银在 12 h内能很好地抑制金葡菌的生长；

2.0–16.0 MIC的纳米银能杀灭金黄色葡萄球菌，随

时间的延长杀灭的细菌数越多。3 次重复试验发

现，在 8 h内，2.0 MIC，4.0 MIC的纳米银杀灭金

黄色葡萄球菌的作用强于 8.0 MIC和 16.0 MIC。

与大肠杆菌和金黄色葡萄球菌相比，白色念珠菌

的浓度较低，仅为 103 CFU/ mL，0.5 MIC的纳米

银对其有一定程度的抑制作用，1.0–16.0 MIC 的

纳米银能完全抑制其生长，但无显著杀灭作用，

24 h内活菌数未降低一个数量级(图 2-C)。综上，

纳米银浓度在 2.0–16.0 MIC范围内，纳米银的杀

菌效果并没有随浓度的增加而明显增加，因此纳

米银对于 3种标准菌株是时间依赖性抗菌剂。  
 

表 2.  纳米银对标准菌株和耐药菌株的 MIC 值与 MBC 值 

Table 2.  MIC and MBC of AgNPs against model microbe and multiple drug resistant strains 
Microorganism MIC/(μg/mL) MBC/(μg/mL) MBC/MIC Source of strains 
*E. coli CVCC2081 1.00 1.00 1.00 China's veterinary supervision 
*S. aureus CVCC1882 1.50 2.50 1.70 China's veterinary supervision 
*C. albicans CMCC(F)98001 4.00 4.00 1.00 China's veterinary supervision 
**E. coli R17 6.00 10.00 1.70 Human, CDC 
**S. aureus BJ0151 26.70 26.70 1.00 Human, CDC 
**K. pneumoniae R36 26.70 32.00 1.20 Human, CDC 
**ETEC CQ1 8.00 10.67 1.33 Swine[20] 
** ETEC CQ2 8.00 12.00 1.50 Swine [20] 
** ETEC CQ3 9.33 10.67 1.14 Swine [20] 
** ETEC CQ4 9.33 12.00 1.29 Swine [20] 
** ETEC CQ5 8.00 11.20 1.40 Swine [20] 
** ETEC CQ6 8.00 9.33 1.17 Swine [20] 
** ETEC CQ7 8.00 8.00 1.00 Swine [20] 
** ETEC CQ8 8.00 13.33 1.66 Swine [20] 
** ETEC CQ9 4.67 8.00 1.71 Swine [20] 
** ETEC CQ10 8.00 12.00 1.50 Swine [20] 
**E. coli EC-SN F2  8.00 16.00 2.00 Goose 
**E. coli EC-CS6 F4 8.00 8.00 1.00 Goose 
**E. coli SDHZ 8.00 16.00 2.00 Goose 
** S. enterica SDHZ 8.00 14.67 1.83 Goose 

*: model microbe; **: drug resistant bacteria. 
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图 2.  不同浓度纳米银对 3 株标准菌株的时间-杀菌曲线 

Figure 2.  The time-kill curve of AgNPs on three 
model microbe. A: E. coli CVCC2081; B: S. aureus 
CVCC1882; C: C. albicans CMCC(F)98001. 
 

2.5  “抗生素后效应” 

把浓度为 1.0、4.0、16.0 MIC 的纳米银与 

1×106 CFU/mL的菌液孵育 1 h后，用液体培养基

稀释 1000 倍，绘制生长曲线(图 3)，再根据生长

曲线和“抗生素后效应”计数公式，计算出不同浓

度下纳米银对 3 种标准菌株的“抗生素后效应”时

间(表 3)。结果表明大肠杆菌经 3个不同浓度的纳

米银处理后，“抗生素后效应”时间分别为 1、2、   

3 h，白色念珠菌的“抗生素后效应”时间分别为 0、 

 

 
 

 

图 3.  不同浓度纳米银对 3 株标准菌株的“PAE”期生

长曲线 

Figure 3.  PAE time curve of AgNPs on three model 
microbe. A: E. coli CVCC2081; B: S. aureus CVCC1882; 
C: C. albicans CMCC(F)98001. 
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表 3.  不同浓度纳米银对 3 株标准菌株的“PAE” 

Table 3.  “PAE” of AgNPs on three model microbe 

Strains 
PAE/h 

1.00 MIC 4.00 MIC 16.00 MIC

C. albicans 0 3.10 5.40 

E. coli 1.08 2.08 3.22 

S. aureus 1.30 –1.90 –0.90 

 
3.10、5.40 h，两者都表现出浓度依赖性。与此不

同的是，金黄色葡萄球菌对纳米银的“抗生素后效

应”时间分别为 1.30、–1.90、–0.90。换而言之，

4.0 MIC、16.0 MIC的纳米银对金黄色葡萄球菌短

时间处理后能不同程度地刺激其生长。 

2.6  纳米银对耐药菌的抗菌作用 

在生物安全 II 级实验室测定了纳米银对分离自

临床的 17 株广谱耐药菌株的 MIC 值和 MBC 值  

(表 2)。结果表明大肠杆菌和沙门氏菌相对敏感，MIC

值为 4.67–9.33 µg/mL，MBC值为 10.00–16.00 µg/mL；    

人源性金黄色葡萄球菌BJ0151和肺炎克雷伯菌肺炎亚

种R36的MIC值和MBC值达到 26.70–32.00 µg/mL，

是大肠杆菌的 3–4 倍。MBC/MIC 值均小于或等

于 2。 

3  讨论 

纳米银是一种广谱的抗菌材料，对多种革兰

氏阳性菌、革兰氏阴性菌以及真菌有较强的杀灭

作用，也对乙肝病毒、流感病毒和人获得性免疫

缺陷综合征病毒等病毒有杀灭作用。纳米银虽受

到关注和研究，但也得到很多抵制，原因在于因

大规模生产和广泛使用纳米银必然导致进入自然

水体和土壤中的纳米银剧增，这将改变水体和土

壤中的微生物的数量和组成；也有学者关注纳米

银对高等生物的安全性问题，比如真核细胞的基

因毒性，鼠及鱼类的血清学及组织学变化。因实

验对象和实验条件的差异在这方面并未得到一致

的实验结果和认识。因此要科学使用纳米银，有

必要认识其抗菌特性，避免滥用。 

本研究以大肠杆菌 CVCC2081、金黄色葡萄

球菌 CVCC1088和白色念珠菌 CMCC(F)98001为

对象，分别测定了纳米银的MBC/MIC值、时间–杀

菌曲线和“抗生素后效应”。药物耐受性是指药物

的最小杀菌浓度显著大于其最小抑菌浓度的现

象，一般认为 MBC/MIC≥32 时，细菌对该药物

具有耐受性[28–30]。本文结果显示纳米银对 3 种模

式菌和 17株多重耐药菌的MBC/MIC值均小于或

等于 2，说明纳米银对它们具有强烈的杀灭作用。 

根据药效学特点，可将抗菌物质分为浓度依

赖型和时间依赖型两类，浓度依赖型抗菌物质随

其浓度增加杀菌作用增强，如氨基糖甙类和喹诺

酮类抗生素；时间依赖性抗菌物质不会随其浓度

增加杀菌作用增强，其杀菌作用主要与高于最低抑

菌浓度(MIC)的时间相关，如 β-内酰胺类抗生素[31]。

图 3显示，纳米银浓度在 2.0–16.0 MIC范围内，

纳米银的杀菌效果并没有随浓度的增加而明显增

加，因此纳米银对于 3种模式菌株是时间依赖性

抗菌剂。应用时间依赖型抗菌剂，应该争取使感

染部位纳米银浓度持续地大于最小抑菌浓度，

避免不断增加纳米银浓度，可以通过持续给药

或者多次给药的方式达到最好的治疗效果。纳米

银在一定浓度下对真核细胞也有毒性作用，相关

研究者报道纳米银对鼠肝细胞 IC50=24.0 μg/mL，

人肺上皮细胞 IC50>100.0 μg/mL，人牙龈上皮细

胞 IC50=39.5 μg/mL[32–34]。在本研究中，纳米银对

革兰氏阴 /阳性菌及白色念珠菌的 MIC 值在

1.00–4.00 μg/mL间，17株临床分离的多重耐药菌

株最高的 MIC 值为 26.00 μg/mL。所以，按时间
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依赖性抗菌剂用药，纳米银可以杀灭细菌，又不

会对真核细胞造成严重的细胞毒性。本研究结果

是首次把纳米银定性为时间依赖性抗菌剂，对科

学应用纳米银抗菌极其重要。 

抗生素后效应(PAE)是评价抗生素疗效的一个

重要指标。PAE 系指细菌与抗生素短暂接触，当

药物浓度下降低于 MIC或消除后，细菌的生长仍

受到持续抑制的效应。本文参照抗生素后效应理

论，测量了纳米银对 3株模式菌株的“抗生素后效

应”。表 2显示，纳米银对白色念珠菌和大肠杆菌

的“PAE”时间与纳米银浓度有关，在 4.0 MIC值浓

度下，生长分别被延迟 2–3 h，16.0 MIC值浓度下

延迟 3–5 h。1.0 MIC值纳米银对白色念珠菌没有

PAE 效应，大肠杆菌延迟 1 h。具有 PAE 效应的

药物在临床应用时可以适当增加给药时间间隔，

所以这样既可以有效杀灭细菌，又可以减少不良

反应。但值得注意的是，金黄色葡萄球菌对纳米

银作用的 PAE效应异常。4.0、16.0 MIC的纳米银对

金黄色葡萄球菌不仅没有表现出“抗生素后效应”，反

而是促进其生长，尤其是在 4.0 MIC时(图 3-B)；在时

间杀菌曲线实验中，在前 8 h内 8.0 MIC和 16.0 MIC

的纳米银对金黄色葡萄杀菌作用弱于 2.0 MIC     

和 4.0 MIC的杀菌作用(图 2-B)。Zong ming Xiu和

Zhi Guo 也独立地观察到这种现象[17,35]。这种现

象可能与金黄色葡萄球菌不同的基因应对策略

有关，即药物在一定浓度范围内可以激活细菌修

复机制来抵抗药物毒性，导致细菌代偿性生长[36]。

这个问题值得今后深入研究，金黄色葡萄球菌依

赖一种什么分子机制应对纳米银的处理？是否

有其他细菌存在类似的反应？这对指导临床用

药很重要。 

在本次研究中，我们注意到纳米银对不同种

类的微生物 MIC值、MBC值上的差异，特别是耐

药菌株有更高的MIC值和MBC值，这与 Panacek

的结果相似[37]，但 Humberto的研究结果显示纳米

银对普通菌株和耐药菌株的抗菌效果无差异[38]，

这可能与不同实验室研究的样品种类的差异有

关。我们发现在耐药菌株中，大肠杆菌相比于金

黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯菌对纳米银更敏感。

现在学界普遍认为抗菌机制是纳米银或其释放出

的银离子诱导细胞产生活性氧损伤质膜和 DNA；

另一方面，纳米银在细胞中释放的银离子结合酶

的巯基基团，进而使酶失活[39]，这些酶包括呼吸

链中的丙酮酸脱氢酶和三羧酸循环中的顺乌头酸

酶等[40–41]。因此，纳米银抗菌、抗病毒表现为广

谱性，MIC值上的差异一方面是因为微生物的表面

结构上差异，比如革兰氏阳性细菌细胞壁一般含有

90%肽聚糖和 10%磷壁酸，厚度大约为 20–80 nm；

而革兰氏阴性细菌细胞壁由 10%的肽聚糖和外膜

构成，厚度大约为 8–11 nm，所以革兰氏阳性细菌

细胞膜机械强度远大于革兰氏阴性细菌。另一方

面，不同微生物对纳米银刺激后基因水平的响应

能力和响应种类不同。我们曾用 1.0 MIC 值的纳

米银处理 E. coli BW3511至 5 min后，E. coli无氧

酵解的相关基因的转录水平上调，个别基因表达

上调 20倍以上[42]。Gordon用 0.12 mol/L AgNO3

处理金黄色葡萄球菌 90 min后，糖酵解的相关基

因部分表达上调(如 fruK和 pyk)，部分表达下调(如

pdhA 和 gapA-2)，值得注意的是抗氧相关的基因

大部分表达上调(如 gpxA-2和 ahpF)[41]。最后，就

是耐银离子的菌株。Guptake分离到耐纳米银的大

肠杆菌(如 K-12 和 O157:H7)，分析发现耐受原因

是其能编码并组装出将银离子、铜离子等外排出

菌体的蛋白质泵，这些基因存在于细菌基因组中，

短时间内不会发生大量的水平传播，但也要引起

足够的重视[43]。 
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Antibacterial activity of silver nanoparticles against multiple 
drug resistant strains 
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Abstract: [Objective] The objective of the study was to assess the antimicrobial activity of silver nanoparticles 

(AgNPs) against multiple drug resistant strains. [Methods] Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) of AgNPs against three model microbes, namely Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Candida albicans were measured by microdilution broth method. Time-kill curve within 24 h was made 

according to colony count method after three model microbes were treated with a series concentration of AgNPs. 

Post-antibiotic effect was tested by colony count method. Finally, we determined the antimicrobial efficacy against 

multiple drug resistant strains in biological safety laboratory grade 2 (BSL-2). [Results] AgNPs with a diameter of 

5 nm to 30 nm were synthesized by the biological method. The zeta potential was –19.5 mV. The time-kill curve of 

the three model microbes showed time-dependent antibacterial activity. The effect of AgNPs on E. coli and C. 

albicans after "antibiotic effect" increased with time, there was no obvious "post-antibiotic effect" on S. aureus. 

Both MIC values and MBC values of AgNPs for the three model microbes were between 1 μg/mL and 4 μg/mL. 

However, the MIC value of AgNPs for the three human multidrug-resistant strains was 6 μg/mL to 26 μg/mL and 

MBC value of AgNPs was 10 μg/mL to 32 μg/mL. The MIC values of AgNPs for 14 animal multi-drug resistant 

strains were between 4 μg/mL and 10 μg/mL, and the MBC values were between 8 μg/mL and 16 μg/mL. The 

MBC/MIC values of all the tested strains were less than 2. [Conclusion] AgNPs is a time-dependent antimicrobial 

agent with different "post-antibiotic effect", which can inhibit both human and animal-derived multi-drug resistant 

bacteria. 

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs), minimal inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration, 

time-kill curve, post-antibiotic effect 
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