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研究报告 

钩状木霉生物合成纳米银及其杀菌性能 
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摘  要：【目的】以钩状木霉为微生物材料合成纳米银粒子，并对其杀菌性能进行测定。【方法】

将钩状木霉与 2 mmol/L 的 AgNO3溶液混合暗培养合成纳米银，采用 UV-vis、XRD 和 TEM 等方

法对纳米银进行表征；利用原子吸收光谱仪和热重分析仪测定并计算银离子的转化率和纳米银的

产率；以大肠杆菌和枯草芽孢杆菌为受试菌株检测纳米银的杀菌性能。【结果】钩状木霉与硝酸

银混合的培养液颜色为红褐色，UV-vis 图谱显示在 420 nm 左右出现了强的吸收峰；XRD 图谱出

现了 4 个特征性衍射峰，分别对应纳米银的 4 个晶面；TEM 照片可以看出纳米银多数为球形，

具有单分散性；粒度分布仪显示纳米银具有很窄的粒径分布，在 1−13 nm 之间，平均粒径为

6.69 nm；根据原子光谱吸收仪测定的结果得到银的转化率为 84.41%，根据热重分析结果得到纳

米银的产率为 67.12%；纳米银对大肠杆菌的 MBC 为 10 mg/L，MIC 为 7 mg/L；对枯草芽孢杆菌

的 MBC 为 5 mg/L，MIC 为 4 mg/L。【结论】钩状木霉与 AgNO3 溶液混合培养可以合成纳米银。

合成的纳米银大小均匀，粒径小且分布很窄，具有面心立方结构，是纯净的，产率约为 67.12%；

纳米银对枯草芽孢杆菌的致死效果好于对大肠杆菌的致死效果。 

关键词：钩状木霉，生物合成，纳米银，杀菌效果 

Biosynthesis of silver nanoparticles using Trichoderma hamatum and 
antibacterial activity 

ZHANG Jie1  ZHANG Ying1  GUO Rui1  ZHANG Qi1  YANG Hong-Yi1* 

WANG Bin-Song2* 
(1. College of Life Science, Northeast Forestry University, Harbin, Heilongjiang 150040, China) 
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Abstract: [Objective] To biosynthesis silver nanoparticles using Trichoderma hamatum and detect 
antibacterial activity of silver nanoparticles. [Methods] Silver nanoparticles were biosynthesized using 
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Trichoderma hamatum mixed with AgNO3 and were characterized by UV-vis, XRD and TEM. 
Thermogravimetric analysis and atomic absorption were used to detected productivity of silver 
nanoparticle and conversion rate of Ag+. Antibacterial activity of silver nanoparticles was detected 
using Escherichia coli and Bacillus subtilis. [Results] Culture solution of Trichoderma hamatum mixed 
with AgNO3 was reddish-brown; UV-vis spectrum showed a significant peak at 420 nm; XRD spectrum 
showed four peaks, which corresponded to four crystal faces of silver nanoparticles; TEM images 
suggested that silver nanoparticles were monodisperse with shape in spherical. Size distribution 
suggested that they had narrow distribution, between 1–13 nm and the average size was 6.69 nm. 
Atomic absorption showed conversion rate of Ag+ was 84.41%. Thermogravimetric analysis showed 
that the productivity of silver nanoparticles was 67.12%. MBC of silver nanoparticle for E. coli 
was 10 mg/L and MIC was 7 mg/L, while for Bacillus subtilis was 5 mg/L and 4 mg/L. [Conclusion] 
After mixed with AgNO3, Trichoderma hamatum can biosynthesis silver nanoparticles. Silver 
nanoparticles were uniform, cubic and pure. Lethal effect of silver nanoparticles for Bacillus subtilis 
was much greater than that for E. coli. 

Keywords: Trichoderma hamatum, Biosynthesis, Silver nanoparticles, Lethal effect 

伴随着环境友好理念的深入人心，生物法合成

纳米材料，尤其是纳米银，作为纳米技术和生物技

术交叉领域的新兴闪光点，得到了越来越多的关

注[1]。生物合成可以在温和的条件下进行，生物体

或者生物质在一定条件下通过氧化还原反应将金

属离子还原，整个过程中不仅不需要添加任何化学

试剂，还可以充分利用生物资源，具有可持续发展

的特征，已成为合成纳米银的一个热点[2]。目前，

用于生物合成的材料主要有细菌、真菌、植物提取

物和合成多肽[3]。细菌是首次被报道可以合成纳米

银的微生物体系[4-6]。但由于银离子和纳米银的广谱

抗菌能力，极大地限制了菌源和纳米银的生产效

率[7-8]。真菌不仅具有适应性强的特点，还可以分泌

大量的胞外蛋白[9]，使得胞外合成成为可能的同时

还可以提高纳米银的产量，更重要的是，实验操作

简单、成本低、能耗小，因此利用真菌合成纳米银

具有广阔的发展前景。 

纳米银具备单分散性、粒径小等纳米材料的特

殊性质，抑菌或杀菌效果要比传统的银离子更好，

并且纳米银的稳定性也使其在很长的一段时间内

都可以保持很强的杀菌性能。目前市场上已经出现

抗菌织物，如抗菌纱布，美国生产的纳米银织物(商

品名：ACTICOAT)的抗菌性能高于银离子，也优于

磺胺嘧啶银[10]；治疗烧伤和烫伤的药膏中也添加 

了纳米银，如安柯信(ANSON)纳米银创伤贴。纳米

银还可以应用到抗菌内墙涂料中，有效抑制和杀灭

环境中的致病菌[11]。因此研究纳米银的抗菌性能对

保护人类健康，改善生活环境具有很重要的意义。 

本研究以耐银真菌钩状木霉为实验材料，研究

其合成纳米银的能力及纳米银的特征，并考察了所

合成纳米银的杀菌能力，以期为利用真菌产业化合

成纳米银提供有力参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验菌株：钩状木霉 NYZJ03，筛选于东北

林业大学帽儿山林场土壤，保藏在中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心(CGMCC)，保藏地

址是北京市朝阳区北辰路 1 号院 3 号，保藏日期为

2014 年 7 月 3 日，保藏编号为 CGMCC9333。 
1.1.2  培养基：PDA 配制方法参照文献[12]，牛肉

膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 5，蛋白胨 10，氯化

钠 5，琼脂 20，pH 7.0–7.2。 

1.1.3  主要试剂和仪器：硝酸银，天津科密欧试剂

公司；实验用水均为灭菌去离子水。 

Tu-1901 紫外可见分光光度计，北京普析通用

仪器厂；Bruker D8 型 X-射线衍射仪，德国 Bruker

公司；TECNAIG2 生物透射电子显微镜，荷兰 FEI

公司；JEM-2010 型高倍透射电子显微镜，日本
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JEOL 公司；NETZSCH TG 209F3 热重分析仪，德

国耐驰公司；GFA-7000 原子吸收分析仪，日本岛

津公司；马尔文 Nano-zeta sizer 粒度分布仪，郑州

建斌电子科技有限公司；能量色谱仪，北京瑞华恒

通科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  NYZJ03 的活化：接种针刮取保存于试管斜

面的 NYZJ03，接种于固体 PDA 培养基上，28 °C
培养 2−4 d。 

1.2.2  纳米银的制备：刮取活化好的菌丝块，接种

于 200 mL PDA 培养基中，添加 AgNO3 溶液至终浓

度为 2 mmol/L，于 28 °C、120 r/min 暗反应 3−5 d。

不添加 AgNO3 的菌体培养液作为对照。待实验组溶

液颜色发生变化时过滤掉菌丝体，收集滤液，于

14 000 r/min 离心 6 min 后收集所得沉淀，蒸馏水清

洗 3 次，自然风干后研磨备用。 

1.2.3  纳米银的表征：取 4 mL 暗反应结束后的胞

外滤液于比色皿中，采用紫外可见分光光度计对其

进行紫外全波长扫描，不添加 AgNO3 的胞外滤液作

为空白对照；将研磨好的粉末置于马弗炉中灼烧

4 h，然后装载到 XRD 样品载片上进行 XRD 衍射

分析，调整铜 X-射线管的功率为 1.6 kW，工作电

压 40 kV，扫描速度为 10o/min；将灼烧后的粉末溶

于无水乙醇中，利用超声清洗器做分散处理，取少

量分散好的溶液滴至透射电镜测试铜网上，室温密

闭干燥，使得乙醇挥发完全，然后进行透射电镜和

高倍透射电镜分析，工作电压为 120 V；利用粒度

分布仪对纳米银的粒径进行分析；采用能量色谱仪

对纳米银中的元素进行分析。 

(1) 银离子转化率的测定：原子吸收光谱仪分

别测定反应前后银离子的浓度，具体方法参照文

献[13]。银的转化率η的计算公式如下： 

1 1 2 2

1 1

100%C n C n
C n

η
× − ×

= ×
×

 

式中：C1：反应前胞外滤液的银离子浓度；n1：

反应前胞外滤液的稀释倍数；C2：反应后胞外滤液

的银离子浓度；n2：反应后胞外滤液的稀释倍数。 

(2) 纳米银产率的测定：称量 0.04 g 收集的纳

米银沉淀，于热重分析仪中灼烧，设置温度为

0−600 °C，等到沉淀质量不再变化时结束，根据公

式计算纳米银的产率κ： 

1

0

100%m
m

χ
κ

×
= ×  

其中，m1 是纳米银沉淀的总质量，χ是纳米

银占沉淀总质量的质量分数，m0 是纳米银的理论

产量。 
1.2.4  纳米银杀菌性能的测定：(1) 最小杀菌浓度

(MBC)的确定：采用滤纸片法。在长满细菌的平皿

上放滤纸片，分别添加 5、10、15、20 mg/L 的纳米

银溶液，添加无菌水作为阴性对照，置于 37 °C 培

养箱中培养 18 h，通过测量抑菌圈的直径对杀菌效

果进行评估，分别确定大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的

MBC。 

(2) 最小抑菌浓度(MIC)的确定：分别配制纳米

银浓度为 1、3、4、5、7、9、10、11 mg/L 的牛肉

膏蛋白胨固体培养基，取 1 mL 生长到对数期的大

肠杆菌和枯草芽孢杆菌进行涂布，置于 37 °C 培养

过夜，每个浓度设置 3 组，观察菌落生长情况，确

定 MIC。 

2  结果与分析 

2.1  纳米银的合成 
未添加 AgNO3 的培养液颜色为淡淡的黄色，

添加 2 mmol/L 的 AgNO3溶液暗培养 5 d 后，NYZJ03

菌体培养液的颜色变成了红褐色，分别如图 1 中插

图 B、C 所示。据报道，土曲霉的二次发酵液[14]、

白腐菌的胞外滤液和二次发酵液[13]等多种真菌介

导纳米银合成时都出现了此种颜色的变化，该现象

的出现是因为纳米银具有 SPR 效应，该效应决定了

其光学特性，宏观表现就是可以特异性吸收自然

光，所以在生成纳米银时，溶液会产生棕红色的变

化，这是银纳米粒子产生时的一个典型特征。根据

此现象说明 NYZJ03 也合成了纳米银。 

图 1 为胞外滤液的紫外全波长扫描图谱。由图 
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图 1  纳米银的 UV-vis 光谱 
Figure 1  UV-vis spectrum of silver nanoparticles 
 
1 可见，添加 AgNO3 培养后的胞外滤液在 420 nm
左右处出现了强的特征吸收峰，未添加 AgNO3 培养

的胞外滤液则没有出现吸收峰。吸收峰的出现是因

为纳米银的表面存在自由电子运动，当这种运动与

外加电磁波振荡频率相同时就会产生表面等离子

共振，该现象在 UV-vis 全波扫描吸收光谱上就会表

现出明显的特征性吸收峰[15]，进一步证实了纳米银

的合成。 

2.2  纳米银的表征 
2.2.1  XRD 表征：图 2 为所得纳米银粉末的 XRD
图谱。图中所示在 2θ 角 20°−80°之间出现了 4 个强

的特征衍射峰，其中，2θ 值分别对应 38.08°，

44.257°，64.406°和 77.452°，这 4 个衍射峰与卡

(JCPDS File No. 01-1167)中银的标准图谱十分吻

合[16]，分别对应着(111)、(200)、(220)和(311) 4 个

晶面，表明纳米银结构为典型的面心立方结构。衍

射图谱中所出现的衍射峰单一，没有杂峰，说明

NYZJ03 合成的纳米银纯净且结晶程度比较好。 
2.2.2  TEM 表征：利用透射电镜和高倍透射电镜

对上述获得的粉末进行观察，电镜照片见图 3。图

3 中 A 为低倍医学透射电镜下纳米银的形貌，可以

看出，纳米银分散良好，没有团聚现象，多数为近

球形，较为均匀，纳米银周围有许多絮状杂质。B
和 C 为经马弗炉灼烧后的纳米银的透射电镜图，可 
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图 2  纳米银的 XRD 图谱 
Figure 2  XRD spectrum of silver nanoparticles 
 
以看出，灼烧后纳米银粒径变大，原因可能是在灼

烧的过程中在纳米银表面起作用的保护物质或者

稳定物质被燃烧释放，使得纳米银发生了团聚现

象。D 是高倍透射电镜下纳米银的晶格条纹图，

Ag 的晶格条纹与(111)晶面相吻合，结合 XRD 图

谱可以证实钩状木霉合成的纳米银具有面心立方

结构。 

2.2.3  纳米银的粒径分布特征：纳米银的粒径分布

直方图见图 4。根据 TEM 照片计数结果得到的直方

图如图 4 中 A 所示，可知纳米银的粒径分布在 1− 

13 nm 之间，80%的粒子粒径小于 9 nm，平均粒径

约为 6.69 nm，具有非常窄的粒径分布。这与利用

DLS 方法测量得到的分布结果很吻合，见图 4B。

目前利用化学物理方法合成小粒径的纳米银也需

要较为严苛的条件，如添加大量稳定剂和高温搅拌

等，Klaus 等[4]利用施氏假单胞菌合成的纳米银粒径

在几纳米到 100 nm 不等，粒径分布很宽，而利用

钩状木霉的生物合成，在无需任何化学试剂、温和

的条件下就实现了小粒径纳米银的合成，这是钩状

木霉生物合成纳米银很重要的一个优势。 

2.2.4  能量色谱分析：采用能量色谱仪对纳米银粉

末中的元素进行分析，分析结果如图 5 所示。图 5

显示，在 3 KeV 处出现了特征性吸收峰，这是银元

素的吸收峰，证实了收集的纳米银粉末中含有大量

的银元素。除此之外，纳米银粉末中还含有 C、O、



390 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.2 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Na 等元素，这是培养基中物质的残留。 

2.2.5  银离子的转化率分析：根据不同浓度银离子

的吸光值，得到的银离子浓度与吸光值的标准曲线

如图 6 所示。原子吸收光谱仪测定的反应前菌体胞

外滤液的 OD328 值为 1.486，根据标准曲线计算得银

离子浓度为 32.9 μg/L，反应结束后菌体胞外滤液

OD328 值为 0.239，得浓度为 5.13 μg/L，根据公式计

算得银离子的转化率η为 84.41%。 
 

 
 

图 3  纳米银的透射电镜及高倍透射电镜照片 
Figure 3  TEM and HRTEM images of silver nanoparticles 
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图 4  根据 TEM 照片(A)和粒径分布分析仪(B)得到的纳米银的粒度分布特征 
Figure 4  Particle size distribution of silver nanoparticles from TEM images (A) and DLS analysis (B) 
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图 5  纳米银的 EDS 图谱 
Figure 5  EDS spectrum of silver nanoparticles 
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图 6  Ag+浓度与光吸收值的标准曲线 
Figure 6  Standard curve of Ag+ concentration and OD328 
value 
 
2.2.6  纳米银的产率分析：纳米银的热重分析结果

见图 7。图 7 中显示的是质量为 0.05 g 的纳米银粉

末的热重分析曲线，随着温度的升高，粉末的质量

逐渐减少，原因可能是因为在加热过程中，粉末中

含有的水和有机物等物质燃烧释放了，当温度上升

到 580 oC 时达到热稳定状态，沉淀质量不再损失，

此时最终得到的纳米银的质量为离心沉淀质量的

58.9%，则纳米银的实际产量为 0.029 g，而纳米银的

理论产量为 0.2 L×2×10–3 mol/L×108 g/mol=0.043 2 g，

根据公式计算纳米银的产率为η=67.12%。离心

500 mL 菌体胞外滤液得到 0.05 g 纳米银粉末，根据

纳米银的质量得到纳米银在真菌菌液中的浓度为 
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图 7  纳米银的热重分析结果 
Figure 7  Thermogravimetric analysis of silver 
nanoparticles 
 
58 mg/L。 

2.3  纳米银杀菌性能测定 
2.3.1  最小杀菌浓度的测定：图 8 显示的是银纳米

粒子分别对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的杀菌效果

图。可以看出，银纳米粒子对这两株菌具有明显的

杀菌作用，且随着银纳米粒子浓度的增加，滤纸片

周围的透明圈越来越大，即杀菌效果也越来越好。

表 1 为银纳米粒子杀菌透明圈直径。在银纳米粒子

浓度为 5 mg/L 时，大肠杆菌平皿上没有透明圈出

现，而枯草芽孢杆菌平皿上开始出现透明圈。在

10 mg/L 时大肠杆菌刚开始出现透明圈，并且随着

银纳米粒子浓度的增大而增大，到 20 mg/L 时，透

明圈直径达到 9.1 mm。而枯草芽孢杆菌在 5 mg/L
时开始出现透明圈，也是随着银纳米粒子浓度的增

大而增大，到 20 mg/L 时达到 12 mm。根据单因素

方差分析可知，P=0.031<0.05，两组数据差异性显

著，认为纳米银对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的杀菌

效果不同，银纳米粒子对枯草芽孢杆菌的毒害作用

更强一些。可以认为，NYZJ03 合成的银纳米粒子

表现出对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的杀菌作用，对

大肠杆菌的 MBC 为 10 mg/L，对枯草芽孢杆菌的最

小杀菌浓度为 5 mg/L。 

2.3.2  最小抑菌浓度的确定：将菌液涂布在含有不

同浓度纳米银的 LB 固体培养基平板上，培养过夜 
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图 8  银纳米粒子对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的杀菌效

果图 

Figure 8  Antibacterial activity for E. coli and Bacillus 
subtilis of silver nanoparticles 
 

表 1  银纳米粒子杀菌透明圈直径 
Table 1  Diameter of the inhibition zone (DIZ) 

银纳米粒子浓度 
Concentration of silver 
nanoparticles (mg/L) 

大肠杆菌透明

圈直径 
DIZ of E. coli  

(mm) 

枯草芽孢杆菌透明

圈直径 
DIZ of Bacillus 
subtilis (mm) 

0 5 5 

5 5±0.1 6.5±0.2 

10 6.1±0.1 7.8±0.1 

15 7.9±0.2 9.1±0.2 

20 9.1±0.1 12±0.2 

Note: P=0.031<0.05. 
 
后发现，大肠杆菌在纳米银浓度≥7 mg/L 的平板上

都没有菌落生长，在纳米银粒子浓度≥5 mg/L 的平

板上都有菌落出现，且随着浓度的降低菌落数增

多，确定大肠杆菌的 MIC 为 7 mg/L。同样，对于

枯草芽孢杆菌，在纳米银浓度≥4 mg/L 平板上都没

有菌落生长，在纳米银粒子浓度为 3 mg/L 和 1 mg/L
的平板上都有菌落出现，确定枯草芽孢杆菌的 MIC
为 4 mg/L。 

3  讨论 

本实验以钩状木霉为实验材料，与硝酸银混

合培养合成了纳米银。纳米银多数为球形或近球

形，大小很均匀，平均粒径在 6.69 nm 左右，是面

心立方结构，很纯净没有杂质。尽管需要 3−5 d，较

细菌合成时间长，但是，在硝酸银浓度、合成方法、 

纳米银的下游纯化及纳米银的粒径等方面都具有

一定的优势。钩状木霉 NYZJ03 可以在硝酸银浓度

为 2 mmol/L 的 PDA 培养基中生长繁殖并合成纳米

银，表现出比细菌强的抗银性，硝酸银初始浓度的

提高有助于纳米银产率的提高；合成过程实现了有

菌体参与的胞外反应，与细菌的菌体内部合成相

比，纳米银的收集纯化过程简单；合成方法操作简

单，无需收集菌体和胞外滤液等前期过程，并且易

于扩大化生产；更重要的是合成的纳米银具有很窄的

粒径分布，平均 6.69 nm，具有很重要的应用价值。 

本试验中，银离子的转化率为 84.41%，而纳

米银的产率为 67.12%，原因可能是一部分银离子被

真菌的菌丝体吸附，一部分银离子会进入到菌体内

部，引起 Ag+浓度的下降，导致 Ag+转化率增大；

而热重分析只是对胞外滤液中合成的纳米银进行

分析，无法分析菌体吸附和进入到菌体内部的银离

子，导致纳米银产率偏低。虽然纳米银的产率有待

于进一步证实，但是合成纳米银过程操作简单，易

于扩大化生产。此外，钩状木霉无致病性，是林场

土壤中常见的真菌，不会对人体造成伤害，也不会

对环境造成任何污染，是绿色经济的合成方法。 

纳米银因其广谱的杀菌能力在生物医药领域

具有很重要的应用价值，因此很有必要对纳米银的

杀菌性能进行测定。本试验中，纳米银对大肠杆菌

的 MBC 为 10 mg/L，MIC 为 7 mg/L；对枯草芽孢

杆菌的 MBC 为 5 mg/L，MIC 为 4 mg/L，该浓度比

Wei 等[17]报道的银纳米粒子的杀菌浓度小，表明钩

状木霉合成的纳米银杀菌效果更好，有助于纳米银

在生物医药领域的应用。 

虽然利用真菌合成纳米银具有一系列优势，但

仍然存在很多问题。(1) 生物合成法还没有实现纳

米粒子的大小和形貌控制；(2) 生物法合成及稳定

纳米粒子的机理还处于初步研究阶段，无法实现纳

米粒子的大量生产；(3) 生物法合成还是处于实验

室研究阶段，产率问题也没有得到很好的解决，没

有产业化生产，需要科研工作者进一步研究探索。 
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