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摘要：近年来随着水产养殖规模不断扩大，渔药安全问题备受重视。为积极寻找抗生素
替代品，本研究采用银杏叶提取物和硝酸银反应合成纳米银材料，并通过紫外−可见光
全波段扫描、透射电镜以及X射线衍射对其结构表征进行鉴定。在此基础上，以金黄色
葡萄球菌、大肠杆菌，以及水产病原菌迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞菌为测试对象，采
用杯碟法、常量肉汤稀释法以及抑菌动力学实验测定合成的纳米银抗菌效果。结果显
示，在波长450 nm处有纳米银等离子共振体形成的吸收峰；透射电镜观察到纳米银颗粒
平均直径小于10 nm；X射线衍射图谱验证了金属银的生成；本研究所合成的纳米银材料
对4种病原菌均有良好的抗菌效果。研究表明，采用银杏叶绿色合成纳米银，不仅方
便、快捷，而且成本低廉、环境友好，在水产病害防控中具有良好的前景。
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随着国内水产养殖业规模的不断扩大，由

于生产者盲目追求经济效益，缺乏科学用药指

导等一系列原因，渔用抗生素滥用现象较为普

遍，由此产生了耐药性、药物残留等食品安全

问题，并对水体生态环境造成了严重破坏 [1 -2]。

因此，积极研发绿色、环保的抗生素替代品势

在必行。

银作为传统的消毒杀菌剂，在人类发展史

中拥有悠久的历史。纳米银相对于宏观尺寸的

同类金属元素，拥有独特的理化性质、极大的

比表面积、更好的杀菌性能，以及良好的生化

反应催化功能 [3]，已被广泛运用于人类医疗 [4]、

农业病虫害防治 [5]、环境废水处理等领域 [6]。纳

米银的合成方法主要有三种：物理法、化学法

以及生物法 [7]。生物法相较于传统的物理化学方

法具有绿色、环保等特点，已成为新的研究热

点 [8]。植物提取液合成法相较于其他生物合成法

(主要是微生物合成法)，不需要严格的细胞培养

条件，而且可以就地取材、价格低廉，因而更

具优势，适于工业化生产[9-10]。

目前，纳米银在水产病害防治方面的研究

还很薄弱，本研究选取当地盛产的银杏(Ginkgo
biloba)叶片作为生物材料，建立了一套纳米银绿

色合成方法，并针对常见水产病原菌进行了抗

菌效果实验，为纳米银抗菌材料在水产养殖中

的运用提供理论基础。

1    材料与方法

1.1    植物采集及提取液制备

2016年10月在江苏农牧科技职业学院校园

内采集新鲜金黄色银杏叶片，用去离子水洗净，

烘箱内30 °C烘干。将干燥叶片研磨成粉末，精
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确称取5 g，加入150 mL超纯水，高温煮沸5 min,
采用0.45 μm滤膜过滤，收集滤液，冰箱4 °C保存。

1.2    纳米银合成

硝酸银为分析纯，购自国药集团化学试剂

有限公司。取50 mL银杏提取液，加入到150 mL
0.01 mol/L硝酸银水溶液中，混匀，摇床120 r/min，
30 °C避光反应6 h，观察纳米银悬液颜色变化，

反应结束后室温避光保存备用。

1.3    紫外−可见光全波段扫描

采用INESA UV765分光光度计分别检测银

杏提取液和纳米银最大吸收波长，波长范围为

300~600 nm，比较二者吸收峰图。

1.4    X射线衍射分析

将合成的纳米银溶液于90 °C蒸发浓缩后，

12 000 r/min离心10 min，收集沉淀，用去离子水

重新悬浮(12 000 r/min离心10 min)，洗涤3遍。采

用X'Pert Pro MPD型X射线衍射仪(荷兰帕纳科公

司)对干燥粉末进行晶体结构分析：扫描范围为

5~100 (°)(2θ)，扫描速度5 °/min。

1.5    透射电镜观察

纳米银颗粒的形态及粒径采用TF20场发射

透射电子显微镜(美国FEI公司)进行分析，将纳

米银溶液滴在微栅支持膜上，自然干燥，在200 kV
下观察。

1.6    纳米银抗菌效果测定

本研究所用测试菌为金黄色葡萄球菌 (St-
aphylococcus aurous ATCC25923)、大肠杆菌

(Escherichia coli ATCC25922)、迟缓爱德华氏菌

(Edwardsiella tarda ATCC15947)和嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila ATCC35654)，所有菌株均

购自北京中科质检生物技术有限公司。实验所

用水解酪蛋白培养基(Mueller-Hinton，MH)和水

解酪蛋白琼脂培养基 (Muel ler -Hinton  Agar，
MHA)均购自北京陆桥技术股份有限公司。

　　抑菌圈测定　　采用牛津杯法测定纳米银

抑菌活性，将测试菌株接种到MH培养基中培养

至对数生长期，采用无菌生理盐水调整菌液浓

度至0.5麦氏浊度单位，再稀释100倍作为测试菌

液(约106 CFU/mL)。取0.1 mL测试菌液用灭菌棉

拭子均匀涂布于9 cm直径灭菌平皿上(每皿25 mL
MHA培养基 )，向牛津杯中加入50 μL纳米银溶

液，并设置银杏叶提取液组和生理盐水组作为

对照。每组实验3个平行，37 °C培养24 h，采用

游标卡尺测定抑菌圈大小。

　　最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MBC)
测定　　采用常量肉汤稀释法测定最小抑菌浓

度，将测试菌液分装到10支试管中(每管2 mL)。
向第1管中加入2 mL纳米银稀释液(80.9 μg/mL)，采

用2倍法逐级稀释到第10管。另取2管分别加入

2 mL测试菌液和MH培养基作为阳性和阴性对照。

37 °C培养24 h后，以稀释倍数最大且澄清透明的

管所对应的药物浓度作为MIC。从MIC浓度以上

的试管中各取0.1 mL均匀涂布于MHA平板上(直
径9 cm，每皿25 mL)，继续培养24 h，以菌落数

小于5的平板所对应药物浓度记为MBC，每组重

复3次。

　　抑菌动力学实验　　将对数期菌液，以及

纳米银溶液添加到MH培养基中，调整菌液浓度

至106 CFU/mL，药液浓度分别为10和20 μg/mL，

并以生理盐水组作为对照。37 °C 150 r/min振荡

培养，分别于0、1、3、6、8、12和24 h取样，

于分光光度计上测定OD600，绘制动力学曲线。

2    结果

2.1    纳米银紫外−可见光谱吸收特征

在纳米银合成反应期间，反应液随着时间

推移由淡黄色变为红棕色，这种颜色变化是由

纳米银颗粒表面等离子共振产生的激发现象所

造成的[11](图1)。在450 nm处有一最大吸收峰，与

此前报道一致[12]，证实了纳米银的生成(图2)。

2.2    纳米银透射电镜表征

通过透射电镜结果可以进一步了解合成纳

米银颗粒的外部形态及尺寸大小等精细结构特

征(图3-a)。研究发现绝大部分纳米银颗粒呈球形。

大部分颗粒粒径分布于4~10 nm(占总数的77.29%)，
粒径大小为(8.11±2.5) nm (图3-b)。

2.3    纳米银X射线衍射表征

X射线衍射测试观测到10个衍射峰(图4)，经

物相检测表明，该样品由2个物相组成，分别为

Ag与AgCl。其中位于2θ为39.25 °、44.36 °、64.54 °、
77.42 °及81.48 °的衍射峰，对应立方相Ag纳米颗

粒的(1 1 1)、(2 0 0)、(2 2 0)、(3 1 1)、(2 2 2)晶面

衍射(标准卡片PDF#04-0783)；位于2θ为27.70 °、
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32.22 °、46.26 °、54.97 °、57.40 °的衍射峰对应

立方相AgCl的(1 1 1)、(2 0 0)、(2 2 0)、(3 1 1)、(2 2 2)
晶面的衍射(标准卡片PDF#31-1238)。

2.4    纳米银抗菌效果检测

　　抑菌圈实验　　结果显示，生理盐水对4种
测试菌均无抑菌活性(表1，图5)，银杏提取液仅

能产生微弱的抑菌效果，而合成的纳米银材料

对4种菌均产生了良好的抑制作用，纳米银对迟

缓爱德华氏菌抑菌活性最强，其次是大肠杆菌

和嗜水气单胞菌，对金黄色葡萄球菌抑菌活性相

对较弱。

　　最小抑菌浓度和最小杀菌浓度　　最小抑

菌浓度 (MIC)和最小杀菌浓度 (MBC)结果显示，

迟缓爱德华菌对纳米银最为敏感，其次是大肠

杆菌和嗜水气单胞菌，纳米银对金黄色葡萄球

菌效果较弱，与抑菌圈实验结果相符(表2)。
　　抑菌动力学特征　　在10和20 μg/mL浓度

下，4种测试菌均无法生长，菌液浊度接近于0
(图6)，这表明纳米银对其产生了生长抑制作用，

在水产养殖病害防治中具有一定的实用价值。

3    讨论

3.1    纳米银制备

使用植物作为生物模板合成纳米银，具有

快速、环保、经济等优点，在生产中可以一步

合成，受到了人们的普遍关注。尤其是药用植

物提取液中所含有的蛋白、氨基酸、酶、多糖、

A B

 
图 1    合成反应过程中的颜色变化

A. 反应开始时；B. 反应结束后

Fig. 1    Colour changes during reaction
A. at the beginning of reaction; B. after reaction
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图 2    紫外−可见光谱分析

Fig. 2    Analysis of UV-visible absorption spectra
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图 3    纳米银颗粒分布

(a)纳米银颗粒透射电镜图片；(b)纳米银颗粒粒径分布直方图

Fig. 3    Distribution of silver nanoparticles
(a) TEM pictures of silver nanoparticles; (b) histogram of particle size distribution of silver nanoparticles
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生物碱、鞣酸、酚类、皂苷、萜类和维生素等

生物大分子物质可以起到还原银离子、稳定纳

米银颗粒的作用 [9]。银杏作为传统的药用植物，

除了可食用部分的白果，大部分叶片往往未经

加工就随意丢弃，而研究表明药用价值最高的

部分是叶片，其中富含酚类化合物(黄酮类、酚

酸)、多糖以及生物碱等，这些物质本身就具有

还原性和抗氧化性，可用于还原制备纳米金属

颗粒 [13-17]。本制备方法使用水作为溶剂制备提取

液，避开了传统采用化学溶剂带来的环境污染

问题，而且采用30 °C反应温度，无须其余辅助

加工设备，降低了生产工艺要求，适于一步法

快速合成[18，19-20]。

3.2    纳米银结构特征

紫外−可见光光谱分析、透射电镜观察及X
射线衍射分析结果均从不同角度验证了纳米银

颗粒的生物合成。有研究表明，当纳米颗粒的

尺小于10 nm时，其释放银离子的量比大尺寸纳

米银多，杀菌效果与银离子的释放量成正相关[20]。

本研究中合成的纳米银颗粒平均直径小于10 nm，

形状近球形，粒径分布相对集中，因此判断合

成效果较为理想。X射线衍射图谱中纳米银颗

粒的特征峰位置与Ahmed等 [17]和姜宇等 [21]的文

献报道相吻合。AgCl衍射峰的出现说明银杏叶

提取液中含有氯离子，在此前报道中也存在该

现象[21-22]。

3.3    纳米银抗菌效果

银能够对超过650种不同类别的微生物产生

抗菌效果，包括革兰氏阳性菌、革兰氏阴性

表 1    纳米银对4种常见病原菌的抑菌圈大小

Tab. 1    The inhibition zone of of silver nanoparticles
against four common pathogenic bacterias

菌株

strains

抑菌圈直径/mm　inhibition zone diameters

纳米银

silver
nanoparticles

银杏叶提取物

G. biloba
leaf extract

生理盐水

normal
saline

S. aurous 13.51±0.35 8.34±0.23 0

E. coli 15.28±0.46 7.39±0.29 0

E. tarda 15.72±0.71 7.95±0.41 0

A. hydrophila 13.99±0.46 7.42±0.17 0

表 2    受试菌株MIC和MBC测定结果

Tab. 2       MICs and MBCs for tested bacterias μg/mL

菌株

strain
最小抑菌浓度

MIC
最小杀菌浓度

MBC

S. aurous 1.264 5.056

E. coli 0.632 2.528

E. tarda 0.158 0.316

A. hydrophila 0.632 5.056
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图 4    生物还原法合成纳米银颗粒XRD图谱

峰值上的数字代表不同的晶面型

Fig. 4    XRD pattern of silver nanoparticles after
bioreduction

Figures above each peak represent its crystal facet

(a) (b)

(c) (d)
 

图 5    纳米银抑菌活性

(a)金黄色葡萄球菌，(b)大肠杆菌，(c)迟缓爱德华氏菌，(d)嗜水

气单胞菌；1.纳米银，2.银杏叶提取物，3.生理盐水；下同

Fig. 5    Antimicrobial activity of synthesized silver
nanoparticles

(a) S. aurous, (b) E. coli, (c) E. tarda, (d) A. hydrophila; 1. silver nanopart-
icles, 2. G. biloba leaf extract, 3. normal saline; the same below
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菌、病毒、真菌等。在所有的金属元素中，银

抗菌效果最好，而且对动物细胞毒性最小 [9]。纳

米银相较于银离子有更好的抗菌性能、组织相

容性以及稳定性，产品遍布医疗、食品、纺织、

环保等产业，并获得了美国FDA、EPA等官方科

研机构的批准。本研究中纳米银对大肠杆菌的

MIC (0.632 μg/mL)低于谢小保等 [23]的报道(10 μg/
mL)，抑制动力学特征与此前报道相一致 [23-24]，

在10 μg/mL和20 μg/mL两个浓度下，大肠杆菌生

长完全受到抑制；纳米银对金黄色葡萄球菌MIC
(1.264 μg/mL)远低于段晓杰等[25]的研究结果(800 μg/
mL)；纳米银对迟缓爱德华氏菌的MIC (0.158 μg/
mL)和嗜水气单胞菌的MIC (0.632 μg/mL)低于

Velmurugan等 [26]的报道(E. tarda-124 μg/mL、A.
hydrophila-250 μg/mL)，这表明本研究中合成的

纳米银抗菌性能要优于此前报道的合成种类，

此外考虑到菌株的差异性(本研究中采用的均为

标准菌株，并非生产中实际分离菌株)以及纳米

银浓度换算方式 (采用反应体系摩尔质量换算，

并非采用冻干粉实际质量称取获得)，在将本结

果推广到生产中时尚需进一步验证。从抑菌圈

实验以及MIC和MBC结果中还发现，迟缓爱德华

氏菌、大肠杆菌、嗜水气单胞菌(均为革兰氏阴

性菌)对纳米银的敏感性要高于金黄色葡萄球菌

(革兰氏阳性菌)，这与以往的研究结果一致 [27]。

这是因为革兰氏阳性菌细胞壁较厚而且富含肽

聚糖；肽聚糖带负电荷，银离子带正电荷，革

兰氏阳性菌相较于革兰氏阴性菌可以拦截更多

的银，从而降低对纳米银的敏感性[9]。

目前，关于纳米银的杀菌机理仍存在争论，

主要以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等模式细菌

为研究对象，一般认为纳米银会在细菌表面形

成穿孔，导致内容物外流，产生抗菌作用；纳

米银颗粒进入细胞后，还会对DNA造成损伤，
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图 6    纳米银抑菌动力学特征

Fig. 6    Antibacterial kinetics of synthesized silver nanoparticles
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引起细胞凋亡 [23-25，28-29]。此外，纳米银的抗菌效

果还受到颗粒尺寸及环境条件影响，如pH、离

子强度等 [9]，因此，将来在养殖水体中使用时还

要考虑上述因素。

纳米银在水产病原控制中的研究还处于起

步阶段 [30]，将来可以通过扩大植物来源筛选(比
如藻类、能够富集重金属植物等)，并进一步优

化反应控制条件 (包括反应温度、硝酸银浓度、

分散剂稳定剂筛选等)[29]，针对常见水产病原菌

筛选出抗菌效果最佳的纳米银，逐步替代抗生素。
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Green synthesis of silver nanoparticles and its bactericidal effects against
aquaculture pathogens

FENG Qi 1,     MENG Na 2,     ZHAO Yanshi 1,     HU Chunfeng 1,     QI Lu 1,     ZHU Shanyuan 1*

(1. Jiangsu Key Laboratory for High-Tech Research and Development of Veterinary,
Jiangsu Agri-animal Husbandry College, Taizhou    225300, China;

2. College of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing    210046, China)

Abstract: With the development of aquaculture, far more attention has been paid to safety in fish drugs usage. In
order to find alternatives to antibiotics, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using extracts of Ginkgo
leaves with AgNO3 in this study. The synthesized silver nanoparticles were characterized by UV-Visible
spectrophotometer, transmission electron microscope and X ray diffraction spectrum. The antibacterial efficacy
was assessed against Staphylococcus aurous, Escherichia coli and common bacterial pathogens in aquacuture
including Edwardsiella tarda and Aeromonas hydrophila, by using cylinder plate method, broth macrodilution
method and bacteriostasis kinetic experiments. The results showed that the absorbance maximum was observed at
460 nm corresponding to the plasmon absorbance of the AgNPs. Transmission electron microscope revealed that
the AgNPs had an average size below 10 nm.The X-Ray Diffraction (XRD) spectrum of the nanoparticles
confirmed the formation of metallic silver.The AgNPs synthesised in this research exhibited good antibacterial
efficacy against the test pathogens. This investigation demonstrated that the green synthesis of AgNps with leaves
of Ginkgo biloba was not only fast and convenient but also cost effective and ecofriendly, which has good
prospects in control of aquaculture diseases.
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