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摘  要: 生物方法合成纳米材料具有低能耗、高安全性以及环境友好等优良特点，因而备受人们关注。利用细菌

将硒酸盐或亚硒酸盐还原为单质硒，不仅可以降低硒毒性，而且还能获得价值更高的生物纳米材料。文中选用可

耐受高盐环境胁迫的枯草芽孢杆菌亚种 Bacillus subtilis subspecies stercoris strain XP 构建生物模型，分别以 LB

液体培养基和亚硒酸钠为介质和底物 (电子受体)，解析菌株 XP 合成纳米硒的基本规律。通过扫描电镜 (Scanning 

electron microscope，SEM) 观察、X 射线能谱分析 (X-ray energy dispersive spectral analysis，EDAX)、X 射线衍

射 (X-ray diffraction，XRD) 分析、傅里叶红外变换光谱 (Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR) 技术对合

成的纳米硒进行物理化学表征分析，同时选用草莓枯萎、红叶、紫斑病病原真菌对其抗菌活性进行分析。结果表明，

菌株 XP 介导合成的单质硒为球形纳米颗粒 (Selenium nanoparticles，SeNPs)，其生成量与反应时间呈正相关 (0–48 h)，

且细胞形态未发生褶皱或破损等变化 (耐受力强)；SeNPs 为非晶态，粒径范围在 135–165 nm，表面元素组成以

Se 为主，同时存在 C、O、N、S 等有机元素；颗粒表面包裹生物大分子物质，-OH、C=O、N-H、C-H 等官能团

与 SeNPs 稳定性和生物活性密切相关；高浓度纳米硒对枯萎、红叶、紫斑病病原真菌均有显著抑制活性 (P<0.05)，

其中对草莓红叶病与枯萎病病原真菌的抑制活性明显优于对紫斑病病原真菌的抑制活性。总而言之，菌株 XP 不

仅耐受高盐胁迫能力强，同时还可介导合成生物 SeNPs，其合成的纳米硒颗粒具有良好的稳定性和生物活性，在

草莓病害防治以及绿色富硒草莓种植等领域具有潜在的应用价值。 

关键词: 枯草芽孢杆菌，生物纳米硒，物理化学表征，抑菌活性 
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Abstract:  Biosynthesis of nanomaterials has attracted much attention for its excellent characteristics such as low energy 
consumption, high safety, and environmental friendliness. As we all know, the toxic selenite can be transformed into 
higher-value nanomaterials by using bacteria. In this study, nano-selenium was synthesized by halophilic Bacillus subtilis 
subspecies stercoris strain XP in LB medium supplemented with selenite (electron acceptor). The physicochemical 
characteristics of nano-selenium were analyzed by scanning electron microscope (SEM), X-ray energy dispersive spectral 
analysis (EDAX), X-ray diffraction (XRD), and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Meanwhile, the antifungal 
activity of nano-selenium to strawberry pathogens (fusarium wilt, erythema, and purple spot fungi) was determined. The 
products from reduction of selenite by strain XP was amorphous spherical selenium nanoparticles (SeNPs) with a diameter 
range of 135–165 nm. The production of SeNPs was positively correlated with time (0–48 h) and no changes were observed on 
cell morphology. Selenium was dominant in the surface of SeNPs where the organic elements (C, O, N, and S) existed at the 
same time. SeNPs were coated with biomolecules containing functional groups (such as -OH, C=O, N-H, and C-H) which were 
associated with the stability and bioactivity of particles. Although the highest concentration of SeNPs had significant (P<0.05) 
inhibitory effects on three strains of strawberry pathogens, antifungal activity to erythema and fusarium wilt pathogenic fungi 
was higher than that to purple spot pathogenic fungi from strawberry. In conclusion, strain XP not only has strong tolerance to 
high salt stress, but can be also used to synthesize biological SeNPs with good stability and biological activity. Thus, the strain 
XP has bright perspectives and great potential advantage in pathogens control and green selenium-rich strawberry planting as 
well as other fields. 

Keywords:  Bacillus subtilis subsp., biological nano-selenium, physicochemical characteristics, antifungal activity 

硒元素 (Se) 虽然是人体和动物体生长发育

必需的微量元素之一，但过量摄入则会引起人和

动物体的生理功能障碍甚至中毒死亡[1]。纳米硒 

(SeNPs) 作为一种新型单质态硒 (Se0)，比普通单

质硒更易被人体吸收，相对于亚硒酸盐 (SeO3
2–)、

硒酸盐 (SeO4
2–)、有机硒化合物 (Se2–)，其生物

安全性更高[2]，因其良好的物理、化学特性与生

物活性，在食品、医药、材料以及农业生产等方

面具有广泛的应用价值 [3]。因此，近些年关于

SeNPs 的人工制备方法及其合成机制的研究日益

成为人们关注的焦点。在农业生产领域，利用

SeNPs 作为肥料添加剂，可有效增强植株抵抗重

金属胁迫的能力以及抵御病害的能力，达到提升

农作物及其产品品质的目的。 

利用微生物转化无机硒 (亚硒酸盐、硒酸盐)

为 SeNPs 是一种环境友好的绿色合成途径，相对

于化学或物理合成更受人们青睐[4-5]。目前，可用

于合成 SeNPs 的微生物包括了细菌和真菌，前者

相对于后者具有更大的优势，这是因为细菌具有良

好的环境适应能力，能够有效抵抗重金属等有害物

质的胁迫 [4]。现已报道的能够将无机硒转化为

SeNPs 的细菌包括：芽孢杆菌属 Bacillus sp.[6]、克

雷伯氏菌属 Klebsiella sp.[7]、链霉菌属 Streptomyces 

sp.[8]、肠杆菌属 Enterobacter sp.[9]、乳酸杆菌属 
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Lactobacillus sp.[10] 、固氮螺菌属 Azospirillum 

sp.[11]、草螺菌属 Herbaspirillum sp.[12]以及拉恩氏

菌属 Rahnella sp.等[13]。其中，芽孢杆菌作为生防

菌，不仅代谢旺盛、繁殖能力强、环境适应性强，

而且在合成纳米硒方面具有潜在的优势。因此，

不断挖掘具有强耐受胁迫能力且高效产纳米硒

的生防类菌株，可为我国富硒农业的发展提供

源源不断的驱动力。人们通过研究进一步发现，

细菌合成纳米硒的途径与菌株种类及其代谢底

物密切相关 [7-13]。当以硒酸盐为底物时，细菌细

胞中参与纳米硒合成的酶类主要包括：硒酸盐还

原酶  (SerABC 或 SrdABC) 与硝酸盐还原酶 

(NarGHIJ 或 NarZUWV)[6,8]；当以亚硒酸盐为底

物时，参与纳米硒合成的酶类主要包括：亚硫酸

盐还原酶、亚硝酸盐还原酶与谷胱甘肽还原酶；

同时，NADH 脱氢酶、醌池 (Q-pool) 以及细胞

色素也参与了纳米硒的生物合成过程 [8-9]。目前

针对硒酸盐还原生成纳米硒的机制已较为清楚，

而针对亚硒酸盐还原生成纳米硒的机制尚需进

一步探究。 

本团队在前期的研究过程中，新发现一株具

有耐受高浓度盐离子 (7% NaCl) 能力的枯草芽

孢杆菌亚种菌株 XP Bacillus subtilis subspecies 

stercoris strain XP 能够在含 5 mmol/L Na2SeO3 的

LB 培养基中正常生长，同时还可产生新的红色物

质——纳米级球形颗粒，其基本特征与已有报道

中其他细菌合成的纳米硒基本特征类似[6-13]。然

而，目前关于菌株 XP 代谢硒的研究尚为空白，

若能进一步明确菌株 XP 合成纳米硒的基本规律

及纳米硒物理化学与生物活性特征，这对菌株 XP

在硒的生物转化应用方面具有重要意义。基于此，

本研究以菌株 XP 作为研究对象，针对其合成纳

米硒的动态规律、细胞形态的变化特征、纳米硒

的物理化学特征 (空间分布、粒径范围、晶型、

元素组成、有机官能团结构等) 及生物活性作进

一步分析，以期为纳米硒生物合成提供新的菌株

资源，同时为后续菌株 XP 在农业生产中的应用

提供有价值的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验菌株 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis subspecies 

stercoris strain XP 作为供试菌株之一，由本课题

组研究人员孔祥平从餐厨垃圾厌氧发酵产物中分

离并鉴定。菌株 XP 的具体鉴定方法参考 Adelskov

等的研究[14]，后续主要用于 SeNPs 的生物合成。

其他 3 株供试菌株分别为草莓枯萎病菌 Fusarium 

oxysporium Schl.、草莓紫斑病菌 Mycosphaerella 

fragariae、草莓红叶病菌 Pestalotiopsis clavispora，

于 2020 年 4 月采集于四川省凉山彝族自治州德昌

县巴洞镇，由江苏省农业科学院果树研究所提供，

用于纳米硒生物活性分析。 

1.1.2  培养基 

试验所用培养基共两种，其中 Luria-Bertani 

(LB) 液体培养基 (胰蛋白胨 10 g、NaCl 10 g、酵

母提取物 5 g、去离子水 1 L，pH 7.2) 用于 XP 的

活化和纳米硒的生物合成制备，PDA 培养基 (马

铃薯浸提粉 3 g、葡萄糖 20 g、琼脂 14 g、去离子

水 1 L)，用于病原真菌的孵育以及纳米硒生物活

性分析。使用前，在 121 ℃条件下高压蒸汽灭菌

20 min，晾至室温备用。 

1.1.3  主要试剂与仪器 

药品及试剂：Na2SeO3 (≥98%，Sigma-Aldrich)，

无水乙醇 (99.5%，沪试)，戊二醛 (25%，国药)，

磷酸缓冲液 (PBS，0.01 mol/L，pH 7.2–7.4)。 

仪器：细胞密度仪 (GE Ultrospec10，美国)，

扫描电镜 (EVO-LS10，蔡司，德国)，傅里叶红

外变换光谱仪 (Nicolet iS50，Thermo，美国)，   

X 射线衍射仪 (D8 Advance，Bruker，德国)，能

谱分析仪 (HT7700，Hitachi，日本)，微型旋涡混

合仪 (WH-2，泸西，中国)，小型高速离心机 (AG 
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22331，Eppendorf，德国)，喷金仪 (108 Auto，

CRESSINGTON ， 英 国 ) ， 真 空 冷 冻 干 燥 仪 

(Scientz-10N，新芝生物，中国)。 

1.2  方法 
1.2.1  细菌和病原真菌的活化 

芽孢杆菌：从 LB 固体培养基平板上挑取菌株

XP 单菌落，转移至含有 5 mL 无菌 LB 培养基的试

管中，置于 35 ℃恒温摇床上连续摇培 (150 r/min)

至对数生长期 (OD600 约 0.8) 备用。 

草莓病原真菌：用无菌接种环挑取草莓枯萎

病、草莓紫斑病、草莓红叶病的菌饼，接种至 PDA

平皿中央；用封口膜封住平皿边缘以防止交叉污

染，之后正置于 26 ℃恒温培养箱中静置培养；  

1 d 后待新菌丝长出，再将平皿倒置过来继续培养，

待菌丝长满平皿后放置于 4 ℃冰箱中暂存备用。 

1.2.2  利用菌株 XP 合成生物纳米硒 

首先，按照上述 1.1.2 中配方配制好 LB 液体培

养基，将其分装至 250 mL 三角锥瓶中 (100 mL/瓶)，

用 PE 膜封住瓶口，121 ℃高压灭菌 20 min 后晾

至室温并置于超净工作台中；然后，在无菌环境

下，用移液枪吸取过无菌滤膜 (孔径 0.21 μm) 的

亚硒酸钠溶液 (1 mol/L) 500 μL，加至培养基中混

匀，使 LB 中 Se (Ⅳ) 的浓度达到 5 mmol/L；最

后，取活化好的 XP 菌液，按照 1% (V/V) 的接种

量接种至含有 5 mmol/L Se (Ⅳ) 的 LB 培养基中。

其中，对照组不添加亚硒酸钠，每个处理设置 3 个

重复，在同等条件下 (150 r/min，35 ℃) 恒温连

续培养 48 h。 

1.2.3  纳米硒的分离纯化与定量分析 

纳米硒的分离纯化：具体方法参考 Dobias 等[15]

的研究，对 XP 合成的纳米硒进行分离和纯化。

首先，通过离心收集菌体与纳米硒的混合物，连续

用无菌水清洗 3 遍，将收集的混合物置于预冷研钵

中；然后，加入液氮进行研磨，收集研磨液至烧杯

中，在冰敷条件下超声 6 min (不宜超过 10 min)，

加入无菌水调节总体积，使其不低于原始样品体

积的 1/2；最后，通过真空抽滤和连续萃取去除有

机相，获得的水相在 1 200 r/min 条件下离心    

10 min，所得沉淀即为纳米硒。 

纳米硒浓度的测定：采用改进的 Biswas 法测

定[16]。首先，将上述分离纯化好的纳米硒转移到

含有 25 mL 无菌水的离心管中，并置于振荡器上

充分混匀；然后，从中吸取 2 mL 转移至新的离心

管中，8 000 r/min 离心 10 min，去除上清，向管内

加入 1 mol/L Na2S 溶液 1 mL，轻轻振荡使纳米硒

充分溶解，室温静置 1 h；用紫外可见分光光度计 

(UV-2800，尤尼克，美国) 测定溶液在 500 nm 处

的吸光值，每个样品测定 3 次。标准曲线的绘制

如文献[16]所述。最终，基于标准曲线方程及样

品测定的吸光值，计算出原溶液中纳米硒的含量。 

1.2.4  菌株 XP 细胞形态观察与分离纯化后的纳

米硒基本物理化学特性表征 

利用扫描电镜 (SEM) 对培养过程不同阶段

菌株 XP 的细胞形态进行表征分析。如上所述，

培养期间分别在 0、12、24、48 h 时取适量培养

液于 2 mL 离心管中，置于小型高速离心机中，

4 ℃条件下 10 000 r/min 离心 10 min，去除上清

液后获得菌体沉淀；加入 1 mL 的 PBS 缓冲液，

充分振荡悬浮细胞，同等条件下离心去除上清，

重复清洗 3 次；向最终获得的菌体沉淀中加入   

1 mL 2.5%的戊二醛溶液并振荡充分 (切勿有细

胞团聚体)，4 ℃条件下固定 24 h 后进行后续处

理。电镜观察之前，先对样品进行离心、脱水、

干燥、喷金等一系列处理，再通过环境扫描电镜

观察菌株 XP 的细胞形态。 

分离纯化后的纳米硒，首先通过真空冷冻干

燥，然后喷金处理，最后利用扫描电镜进行观察。

通过 X 射线衍射 (XRD) 与傅里叶红外变换光谱 

(FTIR)，对纳米硒的结构及其官能团组成进行表

征分析。取 48 h 离心收集的样品，清洗 3 次后置

于−80 ℃冷藏过夜；次日，置于真空冷冻干燥仪

中进行干燥，干燥完毕后，取适量样品粉末分别

进行 XRD和 FTIR 分析。X射线衍射分析用 Bruker 

D8 Advance 进行测定，电压为 20 kV，电流 5 mA，
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Kα (λ=1.541 8 Å)，扫描速率 4°/min，步长 0.02°，

扫描范围 5°–85°。 

1.2.5  纳米硒抑制病原真菌活性分析 

分离纯化获得的纳米硒先用无菌水稀释成不

同浓度的溶液 (40、120、360 μmol/mL)，然后取

100 μL 涂布在 PDA 平板上，制备出纳米硒含量为

4 μmol、12 μmol、36 μmol 的 PDA 平板[17]，用于

抗菌活性分析。选用的 3 株病原真菌株：枯萎病

菌、紫斑病菌、红叶病菌均来自草莓植株病原菌。

具体操作如下：1) 将冷冻干燥后的纳米硒固体粉

末配制为水溶液，浓度梯度如上所述；2) 分别吸

取不同浓度的纳米硒水溶液 100 μL，加到 PDA

培养基平板中央，并立即用玻璃涂布器涂布均

匀，同时设置对照组 (加入等体积的无菌水并涂

布)，每个处理 3 个重复；3) 用内径为 5 mm 的

打孔器在事先活化好的病原真菌培养基上均匀

打孔，利用接种环转移菌饼至含有纳米硒的平板

中央，使长有菌丝的一面贴紧培养基表面；4) 盖

上皿盖，封口膜密封平皿边缘，静置于 26 ℃恒

温生化箱中进行培养。培养过程中每天定时测量菌

落直径大小，记录菌株生长情况，待对照组中的菌

落长至平板的 2/3 时，停止培养，并分析不同浓度

纳米硒的抑菌效果。抑菌率  (R) 计算方式为：

R=(DControl–DTreatment)/(DControl–0.5)，其中 0.5 为接

种菌饼的直径 (cm)。 

1.2.6  数据分析 

本研究中所有实验均设置 3 个重复，测定所

得数据利用 Sigmaplot 12.3 和 Origin 9.1 分析作

图，利用软件 SAS 9.4 进行统计学分析，利用

Search-Match 进行晶型分析。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 XP 合成生物纳米硒的动态过程监测 

将菌株 XP 接入到含有 5 mmol/L Se (Ⅳ) 的

LB 培养基中，恒温 (37 ℃) 匀速 (150 r/min) 振荡

培养。随着培养时间的延长，观察到溶液颜色逐渐

变红 (如图 1 所示)，这说明单质硒逐渐生成[6,13,18-19]。

为了进一步确定此判断结果，取不同时间点的培

养液进行扫描电镜观察。从图 2 所展示的 SEM 电

子照片可以看出，不含硒的对照组 (Control) 并

未产生单质球形颗粒状物质。利用能谱仪 (EDAX)

对球形颗粒表面元素组成进行分析，结果如图 3

所示，分别在 1.4、11.2、12.5 keV 出现了 Se 元

素的特征峰，颗粒表面 Se 元素的相对含量最高 

(34%)，Cu 元素 (29%) 来自载样铜网，此外含有

少量来自生物大分子的有机元素，从而更加确定

菌株 XP 所产生的球形颗粒为生物纳米硒颗粒 

(SeNPs)[9,11,13]。对比图 2 中各个时间点的 SEM 观

察结果，发现培养至 12 h 时菌株 XP 的细胞周围有

少量球形 SeNPs 形成，粒径范围在 135–165 nm 之

间；随着培养时间的延长，这种球形 SeNPs 累积量

越来越多，且生成的全部纳米硒颗粒均分散在细胞

外。此外，通过电镜照片还可知晓，在 SeNPs 的生

成过程中，菌株 XP 细胞的形态并未受到影响，这

说明 5 mmol/L Se (Ⅳ) 对 XP 生长并未产生抑制，

所选的 Se (Ⅳ) 处理浓度合适。 

 

 
 
图 1  连续培养过程中对照组 (Control) 和加硒 (Se (Ⅳ)) 组菌液颜色变化情况 
Fig. 1  Changes in color of medium supplemented with or without Se (Ⅳ) after 12, 24, and 48 h cultivation. 
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图 2  不同培养时间菌株 XP 细胞形态及其合成纳米硒的扫描电镜照片 
Fig. 2  SEM of cellular morphology and SeNPs synthesized by strain XP after 0, 12, 24, and 48 h cultivation. 
 

 
 
图 3  纯化后的 SeNPs 扫描电镜图像及其 X 射线能谱分析 
Fig. 3  SEM images and X-ray energy dispersive spectral analysis (EDAX) of purified SeNPs. 
 
 

2.2  生物纳米硒的物理化学特性表征 

基于上述实验结果，为进一步明确菌株 XP

生物合成的 SeNPs 的物理结构特征，利用 X 射线

衍射仪 (XRD) 对分离纯化后的 SeNPs 晶型结构进

行表征，所得样品衍射峰如图 4A 所示，亚硒酸钠 

作为对照 (图 4B)。同时，结合软件 Crystallographica 

Search-Match (CSM) 对测定结果进一步分析。 

图 4A 为 SeNPs 的衍射谱，在 2θ约为 17.56°、

29.19°、40.47°三个位置出现了较为宽泛的峰，无

明显的晶体衍射峰，这表明芽孢杆菌 XP 生物合 
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图 4  生物纳米硒 SeNPs (A) 与亚硒酸钠 Na2SeO3 (B) 的 X 射线衍射图谱 (XRD) 
Fig. 4  X-ray diffraction pattern of biosynthetic SeNPs (A) and Na2SeO3 (B). 
 

成的 SeNPs 为非晶态。此外，SeNPs 的与图 4B

中 Na2SeO3 的 X 射线衍射结果 (软件 CSM 中

Na2SeO3 标准卡片编号 32-1153) 相比较，发现经

过微生物转化之后，在 21.98°、37.60°等位置多个

尖锐的峰已全部消失，这说明在纳米硒的合成过

程中，底物 Na2SeO3 的晶体结构在微生物的作用

下被改变，最终转化为非晶态的纳米硒。  

为进一步明确合成的生物 SeNPs 表面是否包

被有蛋白质类等生物大分子，采用傅里叶红外变换

光谱对其表面官能团结构进行表征分析。由图 5

中的 FTIR 谱图结果可以看到，位于 3 279 cm–1

处存在一个较强的吸收峰，为-OH 的伸缩振动，

源于多糖或纤维素类物质[20]；在 2 926 cm–1 处存

在的吸收峰，为-CH2-的伸缩振动，源于脂肪类物

质[21]；在 1 635 cm–1 和 1 539 cm–1 处各存在一个

吸收峰，分别为 C=O 和 N-H 的伸缩振动，源于

蛋白类物质[22]；在 1 454–1322 cm–1 的吸收峰归属

于脂肪族的 C-H 伸缩振动；此外，在 1 229 cm–1

和 1 036 cm–1 处的吸收峰分别对应-OH 的弯曲振

动和 C-O 的伸缩振动，多源自多糖类物质[21,23]。

根据 FTIR 分析结果可知，菌株 XP 在转化亚硒酸

盐的过程中，可以分泌出胞外多糖类物质，这些

物质进一步为纳米硒颗粒的形成提供了结合位

点，同时由于所含-OH 的负电荷特性可使生成的

SeNPs 在水溶液中具有良好的稳定性[24-25]。此外，

菌株 XP 合成的 SeNPs 中，含有脂类和蛋白类等 

 
 
图 5  生物纳米硒 SeNPs 的傅里叶红外变换谱图 
Fig. 5  Fourier transform infrared spectrum of biosynthetic 
SeNPs. 

 
多种有机成分，这些物质及功能基团的存在，能

够有效提高纳米硒颗粒的稳定性及生物活性[23]。

已有研究表明，氨基酸残基中的羰基 (C=O) 和肽

键 (-CO-NH-) 能够结合重金属或类金属，最终使

得蛋白质包裹在纳米颗粒产物上，从而防止纳米

颗粒发生团聚[26]。 

2.3  生物纳米硒对草莓病原真菌的抑制 

为初步探明菌株 XP 合成的生物 SeNPs 在草

莓种植方面可发挥的生防作用潜力，本研究选用

了 3 株典型的草莓病原真菌 (草莓枯萎病菌、草莓

紫斑病菌、草莓红叶病菌)，采用平板抑制法来检

测 SeNPs 对这 3 种病原菌的生物抑制活性。图 6A

展示的是 3 种浓度水平的 SeNPs 处理条件下 (具
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体浓度设置见 1.2.4) 3 株病原真菌在 PDA 平板上

的生长状态，Control 为对照组；图 6B 展示的是

3 种水平的 SeNPs 处理对各个菌株的抑制率。结

合图 6A 中菌丝的生长状况以及图 6B 的分析结果

可知，不同水平 SeNPs 处理条件对 3 种典型草莓

病原真菌的抑制作用均表现出浓度梯度效应。 

其中，高水平 SeNPs 处理 (36 μmol，Chigh)

对草莓枯萎病菌的抑制率显著高于同水平处理下

草莓紫斑病菌 (P<0.01) 与草莓红叶病菌 (P<0.05) 

的抑制率；培养 5 d 后，Chigh 对枯萎病菌的抑制

率达到 99%以上，Chigh 对红叶病菌的抑制率高达

67.9%，而对于紫斑病菌的抑制率最低 (15.7%)。

低水平 SeNPs 处理 (4 μmol，Clow) 对 3 株病原真

菌的抑制率为 R 红叶病菌>R 枯萎病菌>R 紫斑病菌，即 Clow 对

红叶病菌的抑制作用最强。中水平 SeNPs 处理 

(12 μmol，Cmedium) 对红叶、枯萎、紫斑病菌的抑

制率依次为 60.4%、57.6%、10.5%，对红叶和枯

萎病菌的抑制效果十分接近，二者之间无显著性

差异 (P>0.05)，对紫斑病菌抑制率最低。此外，

SeNPs 在抑制枯萎与红叶病菌上，Clow 与 Cmedium

处理之间对比均表现出显著性差异 (P<0.05)，但

在紫斑病菌抑制上 Clow与 Cmedium处理之间并未表

现出显著性差异。因此，综合菌丝生长状况与抑

制率分析可知，SeNPs 对红叶与枯萎病菌的抑制

活性明显优于对紫斑病菌的抑制活性，高水平处

理下可完全抑制草莓枯萎病菌丝的生长。 

3  讨论 

目前已报道的具有纳米硒合成能力的细菌菌

株种类丰富[6-13]，合成的纳米硒大多为球形或者

类球形，发生位置有三大类即“细胞内部” “细胞外

部” “细胞内外均有”，原因在于参与含氧硒酸根或

亚硒酸根生物还原过程的酶类等物质不同。本研究

发现菌株 XP 合成球形纳米硒 (135–165 nm) 的发

生位置主要在细胞外部，FTIR 结果则进一步证

明 XP 具有外泌有机生物分子  (如胞外多糖、蛋

白、脂类等) 的能力，这些生物分子能够有效参

与纳米硒的合成，对维持 SeNPs 的稳定性和生

物活性至关重要。近期杨颖等 [27]利用贪铜杆菌 

Cupriavidus sp. SHE 细胞上清液成功合成粒径

约为 196  nm 的球形纳米硒颗粒，说明菌株

Cupriavidus sp. SHE 合成纳米硒的主要场所在细

胞外，这与本研究的结果类似。早先有研究报道，

陶厄氏菌 Thauera selenatis 能够以硒酸盐作为呼

吸底物进行生长代谢，硒酸盐被还原为单质硒后

与细胞外泌蛋白 SefA 结合并一起被释放到细胞

外，蛋白 SefA 能够有效防止纳米硒颗粒聚集，

在维持颗粒稳定性方面发挥重要作用 [ 2 8 ]。随 

 

 
 
图 6  不同水平 SeNPs 处理下草莓病原真菌生长状态 (A) 和不同水平 SeNPs 处理对草莓病原真菌的抑制率 (B) 
Fig. 6  Colony of strawberry pathogens treated with different concentrations of SeNPs (A) and the corresponding 
inhibitory rate (B). (Note: KW, ZB, and HY was used to represent the strain Fusarium oxysporium Schl., 
Mycosphaerella fragariae, and Pestalotiopsis clavispora, respectively.) 
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后 Gonzalezgil 等[29]和 Zhang 等[23]也报道了类似

结果，利用生物聚集体合成的纳米硒颗粒表面存

在多糖、脂类、胺类等，这些有机大分子与颗粒

的稳定性密切相关。因此，后续还应利用蛋白组

学技术，对菌株 XP 合成的 SeNPs 中的生物组分

进行解析，为明确菌株 XP 合成纳米硒的分子机

制做好铺垫。此外，人们通过分析还发现生物合

成的纳米硒多为非晶态。Ye 等[18]以生物质茶多酚

等为模板，亚硒酸盐和抗坏血酸为底物，通过生物

还原方式合成的纳米硒也呈非晶态；王丽红等[19]

的研究也报道了类似结果，利用细菌还原亚硒酸

盐可以获得非晶态的纳米级单质硒，且非晶态纳

米硒的反应活性优于晶体形态的活性。据此可知，

相较于化学合成的晶态纳米硒，菌株 XP 合成的

非晶态纳米硒具有潜在的生物活性优势。 

目前，抗生素耐药性和食品安全已成为公众、

政府以及相关监管机构迫切需要解决的两大问

题。据联合国粮农组织估计，真菌感染造成全球

25%的农产品损失，被视为对农业和食品工业的主

要威胁，而纳米技术的蓬勃发展则为人们在绿色农

业发展和食品安全方面提供了有效的途径[30-31]。

相对于常规的金属 (银、金、钛、锌、镉、铜等)

纳米材料，利用微生物合成的纳米硒成本低、安

全性高，并且具有良好的抗氧化、抗菌和生物相

容性，因此具有较高的生物潜在应用价值[32]。本

研究通过抑菌实验发现，菌株 XP 合成的球形生

物纳米硒针对草莓病原真菌具有潜在的生防功

能，并表现出剂量依赖效应，即纳米硒的处理浓

度越高其抑制活性越好。周驰[33]研究了不同浓度

纳米硒对稻瘟病病原菌的抑制作用，也发现了类似

的规律，随着纳米硒处理浓度的增加，病原真菌菌

落生长受到的抑制作用也越强。Mosallam 等[34]的

研究结果则表明，纳米硒对醋酸钙不动杆菌 

Acinetobacter calcoaceticus 和金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus aureus 的抑制活性不仅和剂量有

关，同时也和纳米硒的颗粒粒径、形状密切相关。

这是因为颗粒粒径及形状与其比表面积大小密切

相关，一般高比表面积更有利于纳米硒与微生物

细胞接触，从而大大提高其抑菌活性。另外，本

研究还发现高浓度 SeNPs 处理对草莓枯萎病病原

菌、紫斑病病原菌、红叶病病原菌均有显著的

抑制效果，但对红叶与枯萎病病原菌的抑制活

性明显优于对紫斑病病原菌的抑制活性。出现这

种差异的原因在于，不同种类真菌代谢硒的途径

各异，部分真菌可以将纳米硒中的 Se 作为营养物

质，通过自身代谢过程降低纳米硒对自身的毒害作

用[35-36]。至今关于纳米硒对大肠杆菌、葡萄球菌、

白色念珠菌、绿脓杆菌以及水稻病原真菌等的抑

制活性研究报道较多[33,37-40]，但针对草莓病原真

菌的研究鲜有报道。文中菌株 XP 合成的纳米硒，

虽然在 PDA 平板上对以上 3 种草莓病病原真菌有

显著抑制作用，但是在植株上的抑病效果尚未可

知，今后还应该设计植物实验进一步分析。综上

所述，本研究能够为草莓种植过程中有害病原真

菌的防控提供宝贵的参考信息，同时菌株 XP 合

成的生物纳米硒也有望在提高草莓品质方面发挥

积极效用。 
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