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摘  要：【背景】金纳米颗粒(AuNPs)凭借其稳定性、抗氧化性能和生物相容性在许多领域有广

泛应用。目前关于微生物合成金纳米颗粒的研究较少。【目的】对微生物合成金纳米颗粒的可

能性以及影响因素进行探究，有利于揭示具体的合成机制，发现 AuNPs 的特性以及合成位置

与菌丝和影响因素的关系。【方法】以绿色木霉菌(Trichoderma viride)菌株(GIM3.141)为菌种资

源，通过目视检测法、紫外可见分光光度计、X 射线衍射和透射电镜等手段分析合成 AuNPs

的特征。探讨细胞内生物合成金纳米颗粒(AuNPs)的可能性，研究生物量、初始金离子浓度、

溶液 pH 等因素对细胞内合成 AuNPs 的影响。【结果】X 射线衍射分析表明 AuNPs 以金纳米晶

体形态存在。透射电镜分析表明 AuNPs 主要位于细胞壁膜间隙，一小部分附着在细胞壁上。

紫外可见分光光度计分析表明，金纳米颗粒粒径随着生物量添加量和溶液 pH 的升高而变小，

随着初始金离子浓度的升高而变大。【结论】非致病性真菌绿色木霉菌可以在细胞内合成

AuNPs，其中包括伪球形、三角形、四边形和六边形等多种形状，粒径范围从几纳米到三百纳

米，为大规模、低成本、无污染地生物合成纳米颗粒工艺提供了菌种资源。 

关键词：绿色木霉菌，金纳米颗粒，细胞内合成，影响因素 
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Abstract: [Background] Gold nanoparticles (AuNPs) have various applications in optics, 
electronics, biomedicines and catalysis due to their high stability, oxidation resistance and 
biocompatibility. The current research on microbial synthesis of gold nanoparticles is less. 
[Objective] We performed the intracellular biosynthesis of AuNPs with the biomass of Trichoderma 
viride. The effects of the biomass addition, initial gold ions concentration and solution pH were also 
evaluated. [Methods] We performed the intracellular biosynthesis of AuNPs using biomass of 
Trichoderma viride (GIM3.141). By visual method, ultraviolet visible (UV-vis) spectrophotometer 
and X-ray diffraction (XRD) and transmission electron microscopy (TEM) and other means to 
analyze the characteristics of the synthesis of AuNPs. The possibility of biosynthesis of AuNPs was 
discussed. The effect of reaction conditions on the characterizations of the AuNPs was also 
evaluated. [Results] The particle size decreased with the increase of biomass addition and solution 
pH, and increased with the increase of initial gold ions concentration. Reaction conditions such as 
biomass addition, solution pH and initial gold ions concentrations exhibited great effect on the 
AuNPs location and size distribution. [Conclusion] On exposing the biomass of Trichoderma 
viride to aqueous solution of HAuCl4, AuNPs with various shapes including pseudo-spherical, 
triangular, quadrilateral, and hexagonal ranging from several nanometers to more than 300 nm 
were produced. For large scale, low cost, clean biosynthesis nanoparticles process provides the 
species resources. 

Keywords: Trichoderma viride, Gold nanoparticles, Intracellular biosynthesis, Influence factors 

纳米生物技术是一门涉及多学科的技术[1]。金

属纳米颗粒具有良好的催化、物理、化学、光学和

电子性能[2]。金纳米颗粒(AuNPs)凭借其稳定性、抗

氧化性和生物相容性在许多方面有广泛应用，比如

光学器件、生物标记、药物运输、催化剂等领域[3-6]。

目前，针对金属纳米颗粒的合成方法已开展诸多研

究。传统的合成方法如紫外照射法、气溶胶法、光

刻法、激光烧蚀法、化学还原法等普遍存在能耗  

高和成本高及二次污染严重等问题[2,7-9]。因此，亟    

需寻找一种清洁、经济、环保的金纳米颗粒合成   

方法[10-12]。 

近年来，利用微生物合成纳米颗粒的研究成果

令人振奋[13-14]。许多金属纳米颗粒已被报道可由微

生物合成，比如金[3,6,11,15-21]、银[22-23]、铂[24-25]、钯[26]；

研究者也利用微生物来合成合金纳米颗粒[27-29]。研

究表明，菌体耐受 Au(III)受多种机制调控[15]，而

Au(III)在形成 AuNPs 前均先被还原为 Au(I)[17]。金

纳米颗粒可通过控制环境因素，在几纳米到几微米

的范围内保持高产率[18]。28 kD 的蛋白质对金纳米

颗粒起形状导向剂的作用[19]。在催化双氯芬酸和三

氯乙烯脱氯反应中，使用 Pd-Au 纳米颗粒后的脱氯

速率比只使用 Pd 和 Au 颗粒显著提高[25]。真菌在合

成纳米颗粒上具有许多优势 [30]，其中绿色木霉   

菌(Trichoderma viride)存在于土壤、植物中的纤维素
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上[31]。本文利用绿色木霉菌合成 AuNPs，通过进一

步的研究确定微生物合成纳米颗粒的具体机制，并

探究合成 AuNPs 的尺寸、形状、位置等特性和实验

参数的关系。目的是探讨绿色木霉菌(Trichoderma 

viride)在细胞内合成 AuNPs 的可能性，并研究生物

量添加量、初始金离子浓度和溶液的 pH 对 AuNPs

特性及合成位置的影响。通过目视检测法、紫外可

见(Ultraviolet visible，UV-vis)光谱、X 射线衍射(X-ray 

diffraction，XRD)和透射电镜(Transmission electron 

microscopy，TEM)等手段分析合成 AuNPs 的特征。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂、仪器及培养基 

氯金酸(HAuCl4)，阿拉丁试剂有限公司。火焰

原子吸收分光光度计、紫外可见分光光度计，岛津

公司；X 射线衍射仪、透射电子显微镜，日立公司。 

综合马铃薯葡萄糖琼脂培养基(g/L)：无水葡萄

糖 20.0，磷酸二氢钾 3.0，七水合硫酸镁 1.5，维生

素 B1 0.01–0.05，待溶解混匀后，用 1.0 mol/L 的

NaOH 溶液将培养液的 pH 调到 6.0。 

1.2  真菌菌株和生长条件 

绿色木霉菌(GIM3.141)购自广东省微生物菌种

保藏中心。菌种在马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)

中培养并保藏在冷藏库中以备后用。在进行实验

前，将菌种接种到马铃薯葡萄糖(PD)液体培养基

中，30 C 和 150 r/min 条件下培养。经过 3 d 的培

养，10 C、5 000 r/min 离心 20 min，弃上清后获得

T. viride 菌体沉淀，用去离子水清洗 3 次配成菌   

悬液。 

1.3  AuNPs 的合成 

分别选取 1、2、4、8 g 生物量(湿重)的 T. viride，

取 250 mL 锥形瓶作为反应容器，添加 100 mL 

HAuCl4 溶液 (1 mmol/L)，混合溶液在 30 C、     

165 r/min 条件下培养 24 h。AuNPs 的形成通过目视

检测控制。每间隔 6 h 通过可见紫外分光光度计测

量混合物的吸光度。然后 10 C、15 000 r/min 离心

10 min 分离反应液，上清液的金离子浓度采用火焰

原子吸收分光光度计测量。 

探究初始金离子浓度对 AuNPs 形成及特性的

影响：在 100 mL HAuCl4 溶液中添加 8 g 生物量的

绿色木霉菌，分别控制 HAuCl4 浓度为 0.5、1.0、1.5、

2.0 mmol/L 进行合成，其余条件同上。 

探究溶液 pH 的影响：在 100 mL HAuCl4 溶液

中添加 8 g 生物量的绿色木霉菌，通过 0.1 mol/L 的

NaOH 或 HCl 控制 pH 值为 2.0、4.0、6.0 和 8.0 进

行培养，其余条件同上。 

1.4  AuNPs 的特性 

1.4.1  紫外可见分光光度计测定 

采用分光光度计(范围为 300−800 nm)测量合成

的 AuNPs，以去离子水为参照在分辨率为 1 nm 下

操作。AuNPs 溶液稀释 5 倍以避免溶液的高光密度

造成的误差。 

1.4.2  X 射线衍射分析 

采用 X 射线衍射对 AuNPs 进行分析以确定晶

体结构。使用装备着 Cu Kα 射线的 D8 ADVANCE   

X 射线衍射仪(波长为 0.154 nm)测定，在 40 kV 电

压与 40 mA 电流下操作。AuNPs 装载的生物量通过

离心法(10 C，15 000 r/min，10 min)收集，用超纯

水洗涤３次，然后真空冻干并在研钵中研磨成细

粉。测量在 2θ 角位于 20°−90°中，每隔 0.02°进行

一次测定。 

1.4.3  透射电子显微镜研究 

为了检验合成 AuNPs 的形态和尺寸，用透射电

子显微镜观察，可以确定 AuNPs 在细胞中合成的确

切位置。研究的样品根据 Konishi 等推荐的方法做

准备[32]。AuNPs 在 10 C、15 000 r/min 离心 10 min，

用超纯水洗涤 3 次后离心收集。取少量菌体悬浮于

5 mL 含有 4%戊二醛的 0.1 mol/L 二甲基胂酸盐缓冲

液中，于 4 C 下前固定(置于冰箱中) 4 h 后离心收

集并用缓冲液清洗 3 次，悬浮于 2 mL 含有 1%四氧

化锇的 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液中，于 4 C 固定   

12 h 后离心收集并用缓冲液清洗 3 次。固定细胞后

分别用 30%、50%、70%、80%、90%和 95%的乙

醇水溶液在室温下脱水 10 min；紧接着用纯乙醇脱
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水 2 次，各 15 min；再换成丙酮脱水 2 次，各 15 min。

然后，样品分别以 1:3、1:1 和 3:1 的树脂丙酮比浸

润在环氧树脂中 4 h。紧接着用纯树脂处理 2 次，

持续 12 h，植入到纯树脂中并在 60 C 聚合 24 h，

使用超薄切片机切成超薄片，然后放置在包铜炭碳

包的 TEM 网格上，用 2%的乙酸双氧铀和柠檬酸铅

着色 10 min，采用透射电镜进行观察。 

2  结果与分析 

2.1  绿色木霉菌对合成 AuNPs 的影响 

通过一定生物量 T. viride 与 HAuCl4 水溶液混

合，混合液的颜色渐渐呈现褐色、粉色或紫色，这

一过程可说明 AuNPs 的形成。颜色与色深随着生物

量添加量、初始金离子浓度和溶液 pH 值的不同而

变化。研究表明，合成 AuNPs 的颜色将根据颗粒的

形状和粒径从红色到蓝色变化[33]。这种现象是由于

AuNPs 的表面等离子体共振产生的[20]。通过离心从

混合溶液中分离出一定生物量 AuNPs，可以发现菌

体沉淀是有色的，但上清液是无色的，这表明

AuNPs 是在细胞内形成。该结果将由紫外可见光谱

和透射电镜进一步确定。 

如图 1 所示，对金纳米颗粒进行 XRD 是为了

确定合成 AuNPs 的确切晶体结构。2θ角位于 38.2°、 

 

 

 
图 1  生物合成 AuNPs 的 XRD 图谱 
Figure 1  Representative XRD patterns of biosynthesized 
AuNPs 

44.6°、64.9°、77.8°和 81.7°分别对应金纳米面心立

方结构的(111)、(200)、(220)、(311)和(222)衍射晶

面，表明 AuNPs 纳米颗粒晶体的合成。而且，峰值

出现在 38.2°，与其余峰值形成强烈对比。反应条件

的变化对 XRD 图谱显示出很小的影响，尽管在衍

射峰值位置上有一个轻微的位移，但这是生物合成

纳米颗粒的共同特征[34]。 

2.2  生物量添加量对合成 AuNPs 的影响 

紫外可见光谱是一种重要的确定金属纳米颗

粒合成的方法。图 2 表示在反应发生 24 h 后不同条

件下混合溶液的紫外可见吸光度。从图 2 中可以明

显看出，随着生物量添加量的增加，吸收带的强度

也在增加，表明 AuNPs 生成量在升高。这是因为吸

收带的强度与纳米颗粒的数量成正比。同时还可以

观察到伴随着生物量添加量的增加，最大吸收波长

蓝移的现象。在 1、2、4、8 g 生物量添加量情况下，

吸收峰值分别集中在 568、559、546、538 nm。

Husseiny 等认为，伴随着颗粒尺寸的增大，最大吸收

波长倾向于红移，而颗粒尺寸减小会倾向于蓝移[35]。

因此，生物量添加量的增加导致颗粒粒径减小，造

成了最大吸收波长的蓝移。 

生物量添加量对颗粒特性和粒径分布的影响

如图 3 所示。AuNPs 合成的位置既可以在壁膜间隙，

也可以在细胞壁上。在壁膜间隙中观察到小的 

 

 
 

图 2  不同生物量添加量下的混合液紫外全谱图 
Figure 2  UV-vis absorbance spectra of the mixture 
solution under different biomass addition 
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图 3  不同生物量添加量合成的 AuNPs 的透射电镜图 
Figure 3  TEM images of AuNPs synthesized with different biomass addition 
注：A−D：1、2、4、8 g 生物量添加量. 
Note: A−D: 1, 2, 4, 8 g biomass. 
 
伪球面、三角形、四边形和六边形 AuNPs，而在细

胞壁上的 AuNPs 则大部分是较大的三角形状。图 4

是 AuNPs 的粒径分布图。生物量添加量为 1 g 或 2 g

时，AuNPs 展现出宽泛的粒度分布范围，从几纳米

到超过三百纳米都有；在生物量添加量为 4 g 和 8 g

时，生成的 AuNPs 会在一个相对窄的粒度分布范围

内，在 4 g 生物量添加量时，超过 65%的 AuNPs 粒

径范围在 20 nm−60 nm 间，超过 94%的 AuNPs 小

于 100 nm；而在 8 g 生物量添加量情况下，约 83%

的 AuNPs 粒径在 10 nm−30 nm 间，超过 98%的

AuNPs 小于 50 nm。总而言之，随着生物量添加量

的升高，生成 AuNPs 的粒径变得更集中。 
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图 4  不同生物量添加量合成的 AuNPs 粒径分布柱状图 
Figure 4  Particle size distribution histograms of AuNPs synthesized with different biomass addition 
注：A−D：1、2、4、8 g 生物量添加量. 
Note: A−D: 1, 2, 4, 8 g biomass. 
 

2.3  初始金离子浓度对合成 AuNPs 的影响 

图 5 表示混合液中初始金离子浓度对合成

AuNPs 的影响。在初始金离子浓度为 0.5 mmol/L

和 1.0 mmol/L 时，只观察到一个吸收峰值；当初

始金离子浓度升高到 1.5 mmol/L 和 2.0 mmol/L 时，

观察到另一个集中在 750 nm 的低峰值。曾有研究

表 明 ，小 球面 形 的 AuNPs 只 展 现一 个 单独 的    

吸收带，但各向异性的颗粒会展现出 2–3 条吸   

收带[18]。 

图 6 表示初始金离子浓度对 AuNPs 特性的影

响。当初始金离子浓度为 0.5 mmol/L 和 1.0 mmol/L

时，几乎所有的 AuNPs 在壁膜间隙中合成；当初始

金离子浓度升高到 1.5 mmol/L 或 2.0 mmol/L 时， 

 
 
 

图 5  不同初始金离子浓度下的混合液紫外全谱图 
Figure 5  UV-vis absorbance spectra of the mixture 
solution under different initial gold ions concentration 
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图 6  不同初始金离子浓度合成的 AuNPs 透射电镜图 
Figure 6  TEM images of AuNPs synthesized with different initial gold ions concentration 
注：A−D：0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L 初始金离子浓度. 
Note: A−D: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mmol/L initial gold ions concentration. 

 
许多无定形的 AuNPs 开始在细胞壁上出现。图 7

表示初始金离子浓度对 AuNPs 粒径分布的影响，随

着初始金离子浓度的升高，平均粒径变大，而且粒

径分布范围也在变宽。文献[36]指出，金离子首先

变成金原子并产生原子核，随后金原子粘附在原子

核上，组合成一个金纳米颗粒；在高金离子浓度下，

有更多的机会使金原子和原子核接触，因此会产生

较大的颗粒，这与我们的实验结果相一致。 

2.4  pH 对合成 AuNPs 的影响 

图 8 是溶液 pH 对 AuNPs 的影响。可以看出，

溶液 pH 对吸收带峰值的位置影响很小，而对吸

收带强度的影响更加显著。强酸或强碱条件下会

使吸收峰值的强度更强，但其原因还需要进一步

研究。 
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图 7  不同初始金离子浓度的 AuNPs 粒径分布柱状图 
Figure 7  Particle size distribution histograms of AuNPs synthesized with different initial gold ions concentration 
注：A−D：0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L 初始金离子浓度. 
Note: A−D: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mmol/L initial gold ions concentration. 
 
 

 
 

图 8  不同 pH 下的混合液紫外全谱图 
Figure 8  UV-vis absorbance spectra of the mixture 
solution under different solution pH 
 

图 9 和图 10 表示溶液 pH 对 AuNPs 特性和粒

径分布的影响。显然，溶液的 pH 对 AuNPs 合成

的位置和粒径有很大的影响。当溶液的初始 pH 调

到 2.0 时，AuNPs 大部分在细胞壁上合成，合成的

粒径范围从几纳米到超过三百纳米，约 70%的

AuNPs 粒径在 50 nm–200 nm 的范围内；当溶液 pH

值调到 4.0 或更高时，AuNPs 在壁膜间隙合成，而

且生物合成的 AuNPs 比 pH 为 2.0 时要小。Konishi

等[32]的研究表明溶液 pH 对 AuNPs 的合成位置有

很大的影响，当 pH 从 7.0 降到 2.0 时，会有更大

的约为 350 nm 粒径的 AuNPs 生成，这与我们的实

验结果相一致。 

 



周家智等: 绿色木霉菌合成金纳米颗粒的可能性及影响因素 2395 

 

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

  

 
 

图 9  不同溶液 pH 合成的 AuNPs 透射电镜图 
Figure 9  TEM images of AuNPs synthesized with different initial solution pH 
Note: A: pH 2.0; B: pH 4.0; C: pH 6.0; D: pH 8.0. 

 

3  讨论与结论 

在本实验中，我们通过非致病性真菌绿色木霉

菌合成了 AuNPs，合成的过程简单、清洁、经济。

AuNPs 在常温常压下合成，并利用目视检测法、紫

外可见分光光度法、X 射线衍射、透射电镜进行表

征分析。TEM 图像显示大部分 AuNPs 位于壁膜间

隙，小部分 AuNPs 位于细胞壁上。生物量添加量、 

初始金离子浓度和溶液 pH 等反应条件对合成

AuNPs 的形貌和尺寸有很大影响，将来的研究需  

要进一步探究合成过程中作用的官能团和生物还

原剂。 

与传统物理、化学方法相比，生物合成金纳米

颗粒的方法相对简单、可靠和环保。多种微生物被

用于合成纳米颗粒，其中真菌合成的前景更加光 
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图 10  不同溶液 pH 的 AuNPs 粒径分布柱状图 
Figure 10  Particle size distribution histograms of AuNPs synthesized with different initial solution pH 
Note: A: pH 2.0; B: pH 4.0; C: pH 6.0; D: pH 8.0. 
 
 

明，因为真菌具有更高的耐受性，可分泌大量蛋白

质并具有更多的生物量。因此，本实验探究了非致

病性真菌绿色木霉菌合成 AuNPs 的可能性，生物量

添加量、初始金离子浓度和溶液 pH 等反应条件在

生物合成过程中的影响以及合成 AuNPs 的特性。 

当 AuNPs 在溶液中呈现多种颜色时，首先要用

目视检测法对颜色变化进行观察，以确定 AuNPs

的形成。但颜色的亮度和颜色的变换会因实验条件

的不同而改变。有研究表明，采用 Trichoderma viride

合成 AuNPs 是由生物吸附过程和相对缓慢的生物

还原过程组成的[37]。反应体系可通过 UV-vis 进行

分析，多数 AuNPs 在 520−560 nm 出现特征吸收峰

是由于表面等离子体共振效应 (Surface plasmon 

resonance，SPR)引起的[38]。这一现象说明合成的

AuNPs 非常稳定，而且没有聚合现象出现。细胞分

泌的蛋白质很可能起到结合并稳定 AuNPs 的作  

用[9]。据报道，蛋白质可以粘附在金属纳米颗粒上，

通过游离胺基、半胱氨酸残基、羧基或羰基覆盖在

金属纳米颗粒表面，以避免 AuNPs 的凝聚，使其变

得稳定[5,13,16,20]。 

除了目视检测法与紫外可见光谱分析以外，

AuNPs 的合成由X 射线衍射和透射电镜分析进一步

表明。2θ 角位于 38.2°、44.6°、64.9°、77.8°和 81.7°

分别对应金纳米面心立方结构的(111)、(200)、(220)、

(311)和(222)衍射晶面，表明 AuNPs 纳米颗粒晶体

的合成。TEM 图像清晰地表明反应条件对 AuNPs
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的合成位置和粒径分布的调控。简而言之，生物量

添加量和溶液 pH 的增加，或初始金离子浓度的减

少，对合成小粒径和窄的粒径分布范围 AuNPs 是有

利的，这个结论与许多研究结果一致。Pimprikar

等[33]报道细胞数量的增长导致 AuNPs 粒径的缩小，

而平均粒径随着金离子溶液浓度的增大而增大。

Das 等[3]也报道过，AuNPs 的粒径与金离子浓度和

真菌菌株 Rhizopus oryzae 中提取出的无细胞蛋白 

质的比值之间是正相关关系。He 等[39]把 pH 看作   

是调控 AuNPs 粒径和形状的最重要因素：当溶液  

pH 7.0 时，大部分颗粒呈现球形且粒径范围在     

10 nm−20 nm 间；当溶液 pH 4.0 时大部分纳米颗粒

呈现三角形且粒径范围在 50 nm−400 nm 间。 

已有研究普遍认为，金离子首先在细胞壁上被

吸附，这些被吸附的离子，一部分直接还原成

AuNPs 并粘附在细胞壁上，另一部分被运输到细胞

质中被小分子物质还原，其 AuNPs 的合成位置在壁

膜间隙上[17]。在金离子还原和 AuNPs 的形成过程

中，金离子首先被还原成金原子，作为后续形成

AuNPs 的晶核，之后获得的金原子会聚集在晶核

上，最终形成不同形貌和粒径的 AuNPs。在金离子

浓度不变的情况下，菌体生物量投加量的提高会使

AuNPs 的合成位点增多，AuNPs 的合成量提高，颗

粒平均粒径变小。据研究，许多官能团如羧基、羰

基、羟基和氨基会参与生物吸附和还原过程[3,28]，

微生物可以在胞内外或细胞膜上还原Au(III)并形成

AuNPs，合成位点可能取决于参与还原的酶的亚细

胞定位。此外，pH 也是影响还原场所和合成位置

的重要因素，推测其原因是在低 pH 条件下，溶液

有较高浓度质子，从而使官能团带正电荷，促进氯

金酸阴离子与质子化的有效官能团之间的静电作

用，提高 AuNPs 的合成量。一些研究者甚至在基因

层面探究金纳米颗粒的生物合成机制，发现 Au(III)

和菌体孵育一定时间后，基因簇中特定功能基因上

调表达，导致金盐的还原沉淀，最终使得 Au(I)-C

和 AuNPs 合成[15]。由于丰富的生物多样性，有必

要做更深层次的研究来探索金属纳米颗粒合成的

具体机制，以发现可稳定还原和充当封端剂蛋白质

的基因工程微生物，从而达到更好地调控金属纳米

颗粒的形状、粒径、分散度的效果，甚至实现大规

模生物合成金属纳米颗粒的目标，以降低成本和对

环境的影响。 
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