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摘要：【目的】近年来，纳米银由于其自身独特的抗菌活性而受到越来越多的关注，有研究表明纳米银

是一种广谱的抗菌剂，其对数十种致病微生物都有强烈的抑制和杀灭作用。相较于传统的合成方法而言，

具有反应条件温和、环境友好等优势的生物合成法是目前的研究热点。【方法】本研究利用真菌

Mariannaea sp. HJ的胞内提取物合成纳米银，并对其合成条件进行优化调控，还进一步考察了合成的纳

米银颗粒的抗菌性能。【结果】胞内提取物浓度350 mg/L、AgNO3浓度5 mmol/L、pH 7.0为菌株HJ胞内

提取物合成纳米银的最优条件；TEM图像表明合成的纳米银颗粒主要为球形和伪球形，分散性良好，

无明显的团聚现象；XRD表明合成的纳米银晶体结构为面心立方体结构；通过FTIR分析结果推测提取

物中的羟基、羧基等官能团可能参与了纳米银的还原和稳定过程。此外，在本实验条件下合成的纳米银

颗粒对革兰氏阴性菌Escherichia coli BL21和革兰氏阳性菌Arthrobacter sp. W1都有较好的抗菌活性。【结

论】真菌Mariannaea sp. HJ胞内提取物能合成尺寸均一且分散性良好的球形纳米银颗粒，合成的纳米银

颗粒在抗菌方面具有潜在的研究价值。 

关键词：Mariannaea sp. HJ，生物合成，纳米银，抗菌活性 

 

近年来，纳米银由于其自身独特的抗菌特性

而受到广泛关注。有研究表明纳米银是一种广谱

的抗菌剂，其对大肠杆菌、淋球菌、沙眼衣原体

等数十种致病微生物都具有强烈的抑制和杀灭作

用[1]，且与传统的抗生素药物相比较，纳米银的抗

菌活性更强且不会产生耐药性[2]。此外，由于纳米

银颗粒稳定的物理和化学性能，其在电子、光学、

抗菌、催化等方面的应用受到越来越多的关注[3]。 

对于纳米银的合成而言，传统的合成方法主

要是利用还原剂(硼氢化钠、柠檬酸钠等)将银离子
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还原成单质银，紧接着再用稳定剂(PVP 等)来控制

纳米颗粒的粒径生长，最后得到一定尺寸的纳米

银颗粒[4]。除此之外，物理合成法也是较为常用的

一种合成方法，该合成方法是一种“自上而下”的

合成方法，即在高温高压条件下通过外加条件的

作用将大块的单质银颗粒转化为纳米级别的颗粒

从而获得纳米银[5]。尽管物理和化学方法合成纳米

材料正蓬勃发展，但几乎所有化学和物理合成技

术均会对环境造成一定的污染，特别是很多方法

存在着使用有毒或易燃的前体、反应条件苛刻、

生成的纳米颗粒不稳定等问题。近年来，生物法

合成纳米银因其具有环境友好、绿色低毒等特点

备受研究者关注，目前已分离得到多种细菌、真

菌等微生物资源用于纳米材料的合成研究[6–9]，并

取得了较大的研究进展。 

本实验前期筛选得到一株真菌 Mariannaea sp. 

HJ[10]，通过实验验证其具有合成纳米金和纳米银颗

粒的能力。相比于全细胞，真菌的细胞提取物由于

无菌丝及细胞结构，合成的纳米银易于分离，回收

率高，具有更好的实用性，因此本研究拟利用菌株

HJ 胞内提取物合成纳米银，并进一步考察了胞内

提取物浓度、AgNO3 浓度以及 pH 值对菌株 HJ 胞

内提取物合成纳米银的影响。利用紫外可见分光光

度计(UV-vis)、透射电子显微镜(TEM)、X 射线衍

射(XRD)以及傅立叶转换红外线光谱(FTIR)对合成

的 纳 米 银 进 行 表 征 ， 最 后 利 用 革 兰 氏 阴 性 菌

Escherichia coli BL21 和革兰氏阳性菌 Arthrobacter 

sp. W1 对合成的纳米银颗粒的抗菌特性进行考察。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 

本实验所用菌株 Mariannaea sp. HJ 为本实验

室从反应器活性污泥中筛选分离得到。现已鉴定

并保存于中国普通微生物菌种保藏中心。菌株 HJ

的 26S rRNA 基因序列被储存在 GenBank 数据库，

保存号为 KP3302049[11]。 

1.2  主要试剂和仪器 

硝酸银(AgNO3，分析纯，天津博迪化工股份

有限公司)，Escherichia coli BL21，Arthrobacter sp. 

W1；紫外可见分光光度计(V-560 日本 JASCO 公

司)，高速低温冷冻离心机(Avanti-30 型，美国 E 

Beckman 公司)，X 射线衍射仪(XPERTPRO 荷兰

Panalvtical 分 析 仪 器 公 司 ) ， 透 射 电 子 显 微 镜

(FEITECNAIT12.美国 FEI 公司)，傅立叶转换红外

线光谱(FTIR) (irprestige-21.日本岛津公司)。 

1.3  培养基 

本实验采用改良马丁培养基 [11]，其组成为

(NH4)2SO4 1 g/L，KH2PO4 1 g/L，葡萄糖 1 g/L，

MgSO4 0.5 g/L，pH 为 7。培养基在 115 °C 高温蒸

汽灭菌 15 min 后使用。 

1.4  纳米银的生物合成及其优化调控 

取 100 mL 菌液过滤，去离子水清洗 2 次后重

悬于适量 pH 为 7.0 的磷酸盐缓冲溶液中。将重悬

的菌液超声破碎 40 min，然后在 10000 r/min 的条

件下，离心 5 min，取上清液过 0.22 µm 膜 3 次，

使用考马斯亮蓝调节蛋白浓度为 200 mg/mL，加

入 AgNO3 使其最终浓度为 1 mmol/L，将混合液在

30 °C、150 r/min 的摇床中避光培养。 

为了探究不同胞内提取物浓度对纳米银合成

的影响，使用考马斯亮蓝法[12]分别调节蛋白浓度

为 10、50、100、150、250、350 mg/L，按上述方

法合成纳米银。为了探究不同 AgNO3 浓度对纳米

银合成的影响，分别调节 AgNO3 浓度为 0.1、0.5、
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1.0、2.0、3.0、5.0 mmol/L，按上述方法合成纳米

银。在最适胞内提取物浓度和 AgNO3 浓度条件下，

分别调节溶液 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，按

上述方法合成纳米银，探究溶液 pH 的变化对纳米

银合成的影响。 

1.5  纳米银的表征 

(1) 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 (UV-vis) 。 在

400–800 nm 的波长范围内取 2 mL 待测液进行全

波扫描，检测纳米银的特征吸收峰。(2) 透射电子

显微镜 (TEM)。取适量纳米银溶液，超声振荡    

10 min，移液适量纳米银在铜网上，晾干，重复

15–20 次后获得样品。在透射电子显微镜下观察纳

米银的形貌及尺寸。(3) X 射线衍射(XRD)。取适

量纳米银溶液，在 10000 r/min 的条件下离心     

5 min，除去上清液，得到纳米银的沉淀。将该沉

淀在 70 °C 的条件下进行真空干燥 6 h，干燥后的

样品用玛瑙研钵充分研磨，使固体粉末粒径减小

到 45 µm 以 下 。 使 用 全 自 动 X 射 线 衍 射 仪

D/max-2400 对样品进行表征，Cu 靶 Ka 辐射，波

长 λ=0.154056 nm，工作电压 12 kW，精度 0.01，

2θ 扫描区间 20°–80°，扫描速度 5 °/min。(4) 傅立

叶转换红外线光谱(FTIR)。取适量纳米银溶液，

在 12000 r/min 条件下离心 30 min，去上清，得到

纳米银沉淀。然后在 70 °C 条件下烘干 6 h，得到

较为纯净的纳米银样品，另取菌株 HJ 破碎后的提

取物在相同条件下烘干。将上述 2 个待测样品分

别与溴化钾混合，于玛瑙研钵中充分混合研磨，

将研磨好的粉末压片，在室温下用傅立叶转换红

外线光谱 400–4000 cm–1 测量其吸收光谱，扫描速

度为 5 kHz，每 2 nm 采集 1 次数据。 

1.6  纳米银抗菌特性研究 

首先将菌株 Arthrobacter sp. W1 和 Escherichia 

coli BL21 均匀地涂布在改良马丁固体培养基上，

放置 2–3 片灭菌的滤纸片于平板上。分别取 5 μL

纳米银样品、去离子水和 AgNO3 溶液滴在滤纸片

上，在 30 °C 条件下恒温培养。通过观察滤纸片周

围的抑菌圈判断纳米银的抗菌特性。 

2  结果和讨论 

2.1  不同反应时间对纳米银合成的影响 

如图 1 所示，加入 AgNO3 后，反应体系的颜

色逐渐从无色变为红棕色。且由于纳米银颗粒的

表面等离子体共振效应(surface plasma resonance，

SPR)使其在 UV-vis 图中出现相应的特征吸收峰，

从 UV-vis 图中可以发现反应体系 2 d 后在 435 nm

左右处出现明显峰，通过查阅相关文献[13]证明此

时反应体系中有纳米银的生成。随着反应时间的 

 

 
 

图 1.  不同反应时间下菌株 HJ 胞内提取物合成纳米

银的 UV-vis 光谱图 

Figure 1.  UV-vis spectra and colors of AgNPs 
synthesized by strain HJ cell-free extracts at different 
times. Reaction conditions: pH 7, 200 mg/L cell-free 
extract and 1 mmol/L AgNO3. 
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延长，该处的特征吸收峰值逐渐增强，直至 5 d

后达到最高值并趋于稳定，由此说明体系中纳米

银颗粒的浓度达到最大值，反应已基本完成。 

2.2  不同 pH 对纳米银合成的影响 

由于溶液 pH 值的不同会影响到细胞提取物

中酶的活性，进而会对纳米银的合成造成一定的

影响，因此本实验通过设置了 5 个不同的 pH 梯度，

分别考察了该反应在酸性、中性以及碱性条件下

合成纳米银的情况。其 UV-vis 结果如图 2 所示，

当 pH 为 5.0 时，其 UV-vis 图中无明显的特征吸

收峰出现，证明在此条件下反应体系中无纳米银

合成。当 pH 为 6.0–8.0 时，其 UV-vis 图中均在

435 nm 左右出现了明显的特征吸收峰，且随着 pH

的增加，该处的特征吸收峰值逐渐增加，有文献

表明特征吸收峰值的大小与溶液中纳米银颗粒的

浓度成正比关系[14]，因此当 pH 为 6.0–8.0 时，随

着 pH 值的增加，反应体系中纳米银的浓度在逐渐

增加。然而当 pH 增加到 9.0 时，此时的特征吸收 

 

 
 

图 2.  不同 pH 条件下菌株 HJ 胞内提取物合成纳米银

的 UV-vis 光谱图 

Figure 2. UV-vis spectra and colors of AgNPs 
synthesized by strain HJ cell-free extracts at different 
pH. Reaction conditions: pH 5.0–9.0, 100 mg/L 
cell-free extract and 1 mmol/L AgNO3. 

峰值急剧下降，由此可以推测在较高的碱性条件

下可能会对细胞提取物中的蛋白质产生一定的影

响，进而影响到纳米银的整个合成过程。罗应等

在探究基于柠檬提取液的银纳米颗粒绿色制备工

艺优化时发现，添加碱度最大的 NaOH 会使得合

成纳米银的紫外吸收峰蓝移量最大且吸收度最 

大[15]，这与本实验结果一致。 

2.3  不同提取物浓度对纳米银合成的影响 

在本实验中，考察 10、50、100、150、250、

350 mg/L 6 种胞内提取物浓度对菌株 HJ 胞内提取

物合成纳米银的影响，结果如图 3 所示。通过颜色

观察发现，随着胞内提取物浓度的增加，反应体系

的颜色逐渐加深，从浅灰色逐渐变为棕色。相应的

其 UV-Vis 图中显示当提取物浓度为 10 mg/L 或 

 

 

 
 

图 3.  不同浓度胞内提取物合成纳米银的 UV-vis 光 

谱图 

Figure 3.  UV-vis spectra and colors of AgNPs 
synthesized by different concentrations of strain HJ 
cell-free extracts. Reaction conditions: pH 7.0,   
10–350 mg/L cell-free extract and 3 mmol/L AgNO3. 
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50 mg/L 时，在 300–800 nm 波长范围内，没有出

现 明 显 的 特 征 吸 收 峰 ； 而 当 提 取 物 浓 度 大 于    

100 mg/L 时，反应体系均在 420 nm 处出现特征吸

收峰，且随着浓度的增加，特征吸收峰的峰强逐

渐增加。当胞内提取物浓度为 350 mg/L 时，特征

吸收峰峰强达到最大，根据特征吸收峰与纳米银

浓度之间的关系可知在该浓度范围内此时合成的

纳米银浓度最大。 

2.4  不同银离子浓度对纳米银合成的影响 

有文献表明溶液中初始的银离子浓度对纳米

银合成会产生一定的影响[16]。本研究考察了不同

AgNO3 浓度对纳米银合成的影响，结果如图 4 所

示。随着银离子浓度的增加，溶液的颜色从浅黄

色逐渐变为红棕色。UV-vis 结果表明，当 AgNO3

浓度为 0.1 mmol/L 时，反应体系在 400–800 nm 范

围内无明显的特征吸收峰，由此证明反应体系中

无纳米银的合成。当 AgNO3 浓度大于 0.5 mmol/L

时，反应体系均在 415 nm 处出现明显的特征吸收

峰，而随着银离子浓度的增加，峰值逐渐增加，

由此可推测合成的纳米银的浓度也在逐渐增加。

当 AgNO3 浓度为 5 mmol/L 时，特征吸收峰峰值

达到最大，因此选择 5 mmol/L 作为本实验的

AgNO3 浓度。Singh 等使用印度印楝叶提取物为原

料合成纳米银时，发现随着 AgNO3 浓度的增加合

成的纳米银浓度增加且对燃料降解效果增强[17]，

这与本实验结果一致。 

2.5  纳米银的表征 

为了考察合成的纳米银的尺寸和形貌，本实

验利用 TEM 进行表征，结果如图 5 所示。由图可

知真菌 HJ 胞内提取物合成的纳米银主要为球形

或伪球形，少数为棒状，颗粒尺寸较为均一，分

散性较好且无明显的团聚现象。使用粒径分析软 

 

 
 

图 4.  不同浓度银离子合成纳米银的 UV-vis 光谱图 

Figure 4.  UV-vis spectra and colors of AgNPs 
synthesized bystrain HJ cell-free extracts at different 
concentrations of AgNO3. Reaction conditions: pH 7.0, 
350 mg/L cell-free extract and 0.1–5.0 mmol/L AgNO3. 

 

件分析 250 个纳米颗粒可知合成的纳米银颗粒的

平均尺寸为 15 nm，其中尺寸小于 10 nm 的颗粒约

占 55%，尺寸为 10–20 nm 的占 40%，而大于 20 nm

的颗粒仅占 5%。为确定合成物质的化学组成，我

们使用了 EDS 对其进行元素分析，如图 5-C 所示

合成物质中只存在明显的银元素的峰，故证明了

真菌 HJ 合成的物质为纳米银颗粒。 

对合成的纳米银颗粒进行 X 射线衍射分析，

结果如图 6 所示。与银标准卡(JCPDSL LE 03-0921)

进行比对可知，2θ在 25.74°、32.50°、38.16°、44.32°、

64.84°以及 77.30°处出现 4 个明显的衍射峰，分别

与面心立方(FCC)结构的(111)、(200)、(220)和(311)

晶面相对应[18]，并且(111)面的衍射峰强度明显高于

其他峰，证明合成产物为纳米银并以(111)面为  

主导。 
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图 5.  合成纳米银的 TEM 图(A)、粒径分布图(B)和 EDS 元素分析(C) 

Figure 5.  TEM image (A), size distribution histogram (B) and EDS analysis (C) of AgNPs. Reaction conditions: 
pH 7.0, 350 mg/L cell-free extract and 3 mmol/L AgNO3. 
 

 
 

图 6.  合成纳米银的 XRD 分析 

Figure 6.  XRD analysis of AgNPs. 
 

为了对真菌 HJ 胞内提取物合成纳米银的机理

进行初步的探索，本实验利用 FTIR 对合成的纳米

银颗粒以及真菌 HJ 的胞内提取物进行了表征分

析，结果如图 7 所示。从图中可知菌株 HJ 的胞内

提取物及纳米银颗粒均于–3300 cm–1、–2920 cm–1、

–2850 cm–1、–1650 cm–1、–1520 cm–1、–1450 cm–1、

–1230 cm–1、–1080 cm–1 处出现特征吸收峰。查阅

文献可知，–3300 cm–1 是 O–H 的伸缩振动峰[19]；

–2920 cm–1 和–2850 cm–1 是 C–H 伸缩振动产生的

特征吸收峰[20]；–1650 cm–1 和–1520 cm–1 分别对应 

 
 
图 7.  合成纳米银的 FTIR 图 

Figure 7.  FTIR analysis of AgNPs. 

 

氨基Ⅰ与氨基Ⅱ的特征吸收峰[21]；–1450 cm–1 是

C–H 变形振动产生的特征吸收峰[22]；–1080 cm–1

是 C–N 的伸缩振动的特征吸收峰[23]。由此说明菌

株 HJ 胞内提取物和合成的纳米银表面均存在氨

基、羟基等官能团，这些官能团可能在银离子的

还原和合成纳米银的稳定过程中起到一定的作

用。然而值得注意的是，纳米银颗粒在 1740 cm–1

出现了一个明显的特征吸收峰，该处的吸收峰对

应的官能团为–COOH 基团，而在胞内提取物中

却没有该类特征吸收峰的出现，由此推测纳米银
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表面的–COOH 可能为银离子还原过程中的氧化

产物，由此可推断–COOH 等物质可能参与了纳

米银的还原过程。Zhang 等[24]在利用 Cupriavidus 

metallidurans SHE 胞内提取物合成纳米金的研究

中发现，胞内提取物中的羟基、羧基、氨基等官

能团参与了纳米金的合成过程，这与本实验结果

一致。 

2.6  纳米银的抗菌性 

有文献表明银离子和纳米银均有一定的抗菌

性，这类物质通过改变微生物细胞的形态和结构，

使细胞失活，从而达到抗菌的作用[25]。对于纳米

银的抗菌机制而言[26]，首先，纳米银颗粒能够附

着在细胞膜的表面与细胞膜表面含硫蛋白质或含

磷物质产生较强的相互作用，从而改变了细胞膜

的通透性并进一步影响细胞的呼吸功能；其次，

纳米银颗粒也可以穿过细胞膜进入细胞内[27]，攻

击呼吸链，阻碍细胞代谢和细胞分裂，促进细胞

凋亡；此外，纳米银颗粒对细胞中酶的活性及 DNA

性 质 有 较 大 影 响 ， 易 诱 发 细 胞 凋 亡 或 失 去 活    

性[28–29]。但目前大多被应用为抗菌剂的纳米银颗

粒均是利用化学或物理的方法合成的，因此本实验

对利用菌株 HJ 胞内提取物合成的纳米银颗粒的抗

菌性进行了初步的考察，实验结果如图 8 所示。 

本实验利用 AgNO3 和水作为对照组，利用革

兰氏阴性菌 Escherichia coli BL21 和革兰氏阳性菌

Arthrobacter sp. W1 对合成的纳米银的抗菌性进

行了考察。查阅相关文献以及相关抗菌性实验的

标准测试方法 (SNV 195920-1992) 可知，当平板

上抑菌圈直径大于 1 mm 时可认为该种样品具有

明显的抑菌活性[30–31]。在本实验中，从图 8-B 中

可知在 Escherichia coli BL21 固体培养基中，当加

入 5 μL 适量的纳米银溶液培养数天后，培养基上 

 
 

图 8.  纳米银对 Arthrobacter sp. W1 (A)和 Escherichia 

coli BL21 (B)的抗菌活性 

Figure 8.  Antibacterial activity of as-synthesized 
AgNPs against Arthrobacter sp. W1 (A) and 
Escherichia coli BL21 (B). 

 

均出现直径为 2.8 mm 的抑菌圈，显著大于 1 mm，

因此可说明在本实验条件下合成的纳米银颗粒对

革兰氏阴性菌 Escherichia coli BL21 有很好的抑菌

活性。而在 Arthrobacter sp. W1 固体培养基中，从

图 8-A 中可知培养基上抑菌圈直径为 1.1 mm，说

明该纳米银颗粒对革兰氏阳性菌 Arthrobacter sp. 

W1 具有明显的抗菌性能，但相较于革兰氏阴性菌

Escherichia coli BL21 而言，抗菌性能更差。但对

于 Escherichia coli BL21 和 Arthrobacter sp. W1 而

言，该方法合成的纳米银颗粒其抗菌能力小于硝

酸银溶液。 

3  结论 

本研究在前期研究的基础上，进一步考察了

胞内提取物浓度、AgNO3 浓度以及 pH 值对菌株

HJ 胞内提取合成纳米银的影响。利用紫外可见分

光光度计(UV-vis)、透射电子显微镜(TEM)、X 射
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线衍射(XRD)以及傅立叶转换红外线光谱(FTIR)

对合成的纳米银进行表征，最后利用革兰氏阴性

菌 E. coli BL21 和革兰氏阳性菌 Arthrobacter sp. 

W1 对合成的纳米银颗粒的抗菌特性进行考察。实

验结论如下。 

(1) 真菌 HJ 胞内提取物具有较好的纳米银合

成能力，且 pH、胞内提取物浓度及 AgNO3 浓度对

纳米银的合成均会产生一定影响。 

(2) 使用 AgNO3 浓度为 5 mmol/L，胞内提取

物浓度为 350 mg/L 时合成的纳米银颗粒主要为球

形和伪球形，少数为棒状，颗粒尺寸较为均一，其

中 55%的纳米银颗粒尺寸<10 nm；通过 XRD 分析

可得合成的纳米银颗粒的晶体结构为面心立方体

结构；FTIR 表征分析可得羧基、氨基、羟基等官

能团可能参与了纳米银的合成及稳定过程。 

(3) 在本实验条件下合成的纳米银颗粒对革

兰氏阴性菌 Escherichia coli BL21 和革兰氏阳性菌

Arthrobacter sp. W1 都有较好的抗菌活性，且其对

革兰氏阳性菌 Arthrobacter sp. W1 的抗菌活性明

显大于对革兰氏阴性菌 Escherichia coli BL21 的抗

菌活性。 
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Biosynthesis of silver nanoparticles by the cell-free extracts of 
Mariannaea sp. HJ and their antimicrobial characteristics 
research 

Jing Yang, Yuxing Lin, Xinyi Liu, Henglin Zhang, Xiaofang Pei, Yuanyuan Qu*  
Key Laboratory of Industrial Ecology and Environmental Engineering, Ministry of Education, School of Environmental 

Science and Technology, Dalian University of Technology, Dalian 116024, Liaoning Province, China 

Abstract: [Objective] Due to their unique antibacterial activity, silver nanoparticles (AgNPs) have attracted great 

attention recently. And it is said that AgNPs are extensively antibacterial agents which have strong inhibition and 

toxic effects on dozens of pathogenic microorganisms. Compared with traditional synthetic methods, biosynthesis 

way has the advantages of mild reaction conditions and environmental-friendliness and is becoming a hot research 

topic. [Methods] In this study, we have used the cell-free extracts of fungal Mariannaea sp. HJ to synthesize 

AgNPs. The conditions for synthesis and the antibacterial activity were also investigated. [Results] Study has 

shown that the cell-free extracts of 350 mg/L, AgNO3 5 mmol/L and pH 7.0 were the optimal synthesis conditions 

for this reaction. Transmission Electron Microscope (TEM) images showed that the as-synthesized AgNPs were 

mainly spherical and pseudo spherical with good dispersibility. Diffraction of x-rays (XRD) analysis indicated that 

the crystal structure of AgNPs were face-centered cubic. The Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR) 

analysis results suggested that the hydroxyl, carboxyl and other functional groups in the extracts might have played 

a functional role in the reduction or stabilization process. Besides, it has been verified that the AgNPs synthesized 

under the optimal experimental conditions had good antibacterial activity against both Gram-negative bacteria 

Escherichia coli BL21 and Gram-positive bacteria Arthrobacter sp. W1. [Conclusion] In brief, the cell-free 

extracts of Mariannaea sp. HJ could greenly synthesize spherical AgNPs with uniform size and good dispersion. 

The synthesized AgNPs might have potential research value in antibacterial advances. 

Keywords: Mariannaea sp. HJ, biosynthesis, silver nanoparticles, antibacterial activity 
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