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·药剂与工艺· 

穿心莲纳米银制备及抗氧化和抑菌活性研究  
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摘  要：目的  使用穿心莲 Andrographis paniculata（AP）绿色合成纳米银（AP@silver nanoparticles，AP@AgNPs），确定最

佳合成工艺；研究 AP@AgNPs 理化性质、抗氧化和抑菌活性及杀菌机制。方法  使用穿心莲提取液在超声加热条件下合成

AP@AgNPs，以 AP@AgNPs 粒径、还原反应效率及多分散性为指标，通过评价生物合成参数确定最佳合成工艺，激光粒度

仪、透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）、X 射线晶体衍射（X-ray crystal diffraction，XRD）和傅里叶

变换红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FT-IR）表征 AP@AgNPs 粒径、多分散性、表面性质、形貌、晶型和

还原机制，计算 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine，DPPH）自由基捕获率评价抗氧化能力，测

量细菌生长动力学评价抑菌活性，流式细胞术评价 AP@AgNPs 内吞作用，初步揭示杀菌机制。结果  穿心莲提取液 pH 10.0、

AgNO3 浓度 10.0 mmol/L、50 ℃反应 6.0 h 可得近球形、分散均匀、表面带负电荷、粒径在 30～40 nm、晶型为面心立方、

至少 2 个月内稳定的 AP@AgNPs。合成的 AP@AgNPs 对 DPPH 自由基具有很强的捕获能力，150.0 μg/mL 时捕获率为 95.1%；

对大肠杆菌 Escherichia coli 的最小抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）为 20.0 μg/mL，而金黄色葡萄球菌

Staphylococcus aureus 的 MIC 大于 100.0 μg/mL；AP@AgNPs 可被 2 种细菌内吞，其中大肠杆菌可能通过细胞内机制死亡，

而金黄色葡萄球菌的细胞膜会被损伤导致细胞内物质流出。结论  使用穿心莲可绿色制备性质稳定、具有抗氧化和选择性抑

制大肠杆菌活性的 AP@AgNPs，其可被大肠杆菌和金黄色葡萄球菌内吞。 
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Abstract: Objective  To fabricate silver nanoparticles (AP@AgNPs) by Chuanxinlian (Andrographis paniculata, AP) with optimization 

of biosynthesis parameters. To character the AP@AgNPs followed by disclosing the antioxidation, antibacterial activity and the 

mechanism of sterilization. Methods  To biosynthesize AP@AgNPs under ultrasound and heating. To confirm optimal biosynthesis 

parameters by evaluating the influence on reaction efficiency, average size and polydispersity. To characterize AP@AgNPs by laser 
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granularity analyzer, transmission electron microscopy (TEM), X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy 

(FT-IR). To evaluate antioxidation activity by calculating the scavenging rate of DPPH. To evaluate antibacterial activity by mapping 

the curves of growth kinetics and to disclose the mechanism of sterilization by calculating the mean of side scattering channel (SSC) 

measured by flow cytometry. Results  At pH 10.0 and with 10.0 mmol/L of AgNO3, the AP@AgNPs could be synthesized by AP at 

50 ℃ under ultrasonic, where the AP@AgNPs are spherical shape with average size 30—40 nm and a face-centered cubic structure, 

and exist in monodispersed form covered by negatively charged complex with long-term stability (2 months). The AP@AgNPs display 

superior antioxidation activity, where the 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine (DPPH) scavenging rate is 95.1% after adding 150.0 

μg/mL of AP@AgNPs. And AP@AgNPs prefer to inhibit the growth of Escherichia coli rather than Staphylococcus aureus, where the 

minimum inhibitory concentration (MIC) of E. coli is 20.0 μg/mL but for S. aureus, it is higher than 100.0 μg/mL. The AP@AgNPs 

reveal significant uptake into both E. coli and S. aureus, and may damage the cell membrane of S. aureus. Conclusion  AP could act 

as a proper substance to fabricate AgNPs with long-term stability and superior antioxidation and antibacterial activity. 

Key words: Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees; silver nanoparticles; green fabrication; biosynthesis parameter; antibacterial; 

antioxidation 
 

纳米银（silver nanoparticles，AgNPs）是一种新

型的金属纳米材料，为粒径在 1～100 nm 的金属银

单质，因具有较大的比表面积和较小尺寸显示出优

异的抗菌能力，杀菌性能比银离子（Ag+）强 200 倍

以上，可用作抗菌剂，因而被广泛关注[1-2]。大量研

究表明，AgNPs 对革兰阴性菌和阳性菌均具有治疗

效果，表现出广谱的抗菌活性[3]。杀菌机制研究发

现，其可通过多途径杀菌，比如氧化应激、破坏细

胞膜等，不易产生细菌耐药性，已成为当前研究的

热点[4]。近期研究发现，AgNPs 除有优良的抗菌性

能，还具有抗真菌、抗病毒、抗感染、抗炎、促伤

口愈合和抗癌等生物活性[5-7]，并可被用于污水处

理、化学催化、电化学等领域[8-13]，因此其制备方法，

特别是大规模制备方法备受关注。 

常见的 AgNPs 合成手段有物理法、化学法以及

生物合成法 [14]。其中物理法原理简单，制备的

AgNPs 生物安全性高，但需使用大型仪器，能耗大，

反应条件苛刻；而化学法虽对设备要求简单且合成

AgNPs 产率高，但有毒化学试剂可能残留，造成毒

性增加，阻碍在生物医药领域应用。生物合成法一

般使用微生物或者植物提取液作为还原剂和保护

剂，操作方法简单，不需使用大型仪器和有毒化学

试剂，被认为是一种环境友好、绿色节能的 AgNPs

制备方法[15]；植物合成法因原料便宜易得，在近年

来已被用于大规模制备 AgNPs[16-17]。在植物合成法

中，由于药用植物包含大量生物活性物质，可协同增

加 AgNPs 的生物活性，引起了众多研究者关注[18]。

本课题组已使用山茱萸[19-21]、薄荷[22]、大枣[23]、沙

棘[24]等成功制备了生物活性 AgNPs，并进一步将该

体系拓展至中药废弃物，以银翘解毒合剂药渣[25]、

八正合剂药渣[26]、肿节风药渣[27]以及红花非药用部

位[28]等为原料合成 AgNPs，降低成本，为大规模制

备 AgNPs 提供可能。 

穿心莲 Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees

（AP）为爵床科穿心莲属一年生植物，药用部位为

干燥地上部分，味苦，性寒，具有清热解毒、消炎

退肿等药效，是我国大力发展的紧缺中药之一。穿

心莲中包含超过 120 种化学组分[29-30]，药用组分为

二萜内酯类化合物，在临床上常被用于抗病毒、抗

真菌、消炎、治疗糖尿病和肿瘤等[31-32]；也包含黄

酮类物质，可作为还原剂将 Ag+还原制备 AgNPs。

基于以上背景，本实验拟利用穿心莲提取液中活性

组分作为还原剂和保护剂，绿色制备穿心莲纳米银

（AP@silver nanoparticles，AP@AgNPs），通过考察

穿心莲提取液 pH 值、AgNO3 浓度、反应温度及时

间等，以 AP@AgNPs 粒径、反应效率及多分散性等

为指标确定最佳合成工艺；最后对最佳工艺合成的

AP@AgNPs 形貌、表面性质、晶型和稳定性表征，

阐明还原反应机制，并评价抗氧化及抑菌活性，初

步揭示抑菌机制。本实验的结果不仅提供了一种绿

色制备 AgNPs 的方法，也为穿心莲综合开发利用提

供了新思路。 

1  试剂与材料 

AgNO3（质量分数＞99%）、氯化钠、胰蛋白胨、

酵母粉、琼脂粉等购于成都科隆化学品有限公司；

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH，分析纯）购于上

海阿拉丁生化科技股份有限公司；穿心莲购于陕西

兴盛德药业有限公司，由陕西中医药大学刘世军教

授鉴定，为爵床科穿心莲属植物穿心莲A. paniculata 

(Burm. f.) Nees 的干燥地上部分，符合《中国药典》

2020 年版的相关规定；供试菌种大肠杆菌

Escherichia coli 和金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 
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aureus 购于陕西乐博生化科技有限公司。 

UV-2600 型紫外可见分光光度计，岛津（日本）

公司；ZEN 3600 型激光粒度仪，英国马尔文仪器有

限公司；XRD-7000S 型 X 射线晶体衍射仪，日本岛

津株式会社；Cary630 型傅里叶变换红外光谱仪，

安捷伦科技有限公司；JEM-2010 型透射电子显微镜

（TEM），东京理化株式会社；Thermo Multiskan GO

型多功能酶标仪，美国 Thermo 公司。 

2  方法 

2.1  穿心莲水提液的制备及纳米银合成 

准确称取粉碎并过 300 目筛后的穿心莲粉末

2.5 g，加入 50 mL 超纯水超声提取 4.0 h，滤过，滤

液储存于 4 ℃冰箱备用，经测定穿心莲水提液原液

pH 值为 7.8。本实验中不同 pH 值水提液均使用 10 

mol/L NaOH 溶液调节，确保不同 pH 值水提液中各

组分浓度相同。 

向 1.5 mL 穿心莲提取液中加入 1.5 mL 所需浓

度 AgNO3，超声或加热超声反应，本实验中提到

AgNO3 浓度为混合前数值，所有反应中混合液总体

积保持不变（3.0 mL）；反应中取 300 μL 反应混合

液稀释至 3.0 mL，使用 UV-2600 紫外-可见光谱仪

监测 AP@AgNPs 生成；ZEN 3600 激光粒度仪测量

平均粒径、多分散指数（polydispersity index，PDI）

及 ζ 电势；本实验中数值均为 3 次测量平均值。 

将反应混合液 12 000 r/min 离心（离心半径为

13.5 cm）10 min，弃上清液取沉淀，用超纯水洗涤，

重复上述操作 3 次，可得 AP@AgNPs，加入 0.5 mL

超纯水在涡旋仪上使其分散均匀，4 ℃冷藏，备用，

浓度使用差量法确定。 

2.2  纳米银表征 

使用 TEM 表征 AP@AgNPs 微观形貌；X 射线

晶体衍射（X-ray crystal diffraction，XRD）表征

AP@AgNPs 晶型；傅里叶变换红外光谱（Fourier 

transform infrared spectroscopy，FT-IR）初步揭示穿

心莲提取液还原 Ag+生成 AP@AgNPs 的机制。 

2.3  纳米银抗氧化活性研究 

称取 2.5 mg DPPH 溶于 100 mL 乙醇中，避光，

置于 4 ℃冰箱保存。将 AP@AgNPs 及其他样品配

制成不同质量浓度梯度样品溶液，在 96 孔板中加

入 100 μL 样品溶液，随后加入 100 μL DPPH 溶液，

室温避光反应 0.5 h，每个质量浓度重复 3 次，使用

多功能酶标仪测量 517 nm 处吸光度（A）值，重复

3 次，使用下式计算清除率[33]。 

清除率＝1－(A1－A2)/A0 

A0 为 100 μL DPPH＋100 μL 超纯水在 517 nm 处 A 值；A1 为

100 μL DPPH＋100 μL 样品溶液在 517 nm 处 A 值；A2 为 100 

μL 样品溶液＋100 μL 乙醇在 517 nm 处 A 值 

2.4  纳米银抑菌性能研究 

将测试用的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，按照

文献报道的方法制备成 1×105 cfu/mL 的菌悬液备

用[24]。随后将预先配置好的 100 μL 不同质量浓度

AP@AgNPs 加入放置有 100 μL 菌悬液的 96 孔板，

置于 37 ℃培养箱中培养，经预定时间使用酶标仪

测量 600 nm 处的 A 值。每个样品重复 3 次，每次

测量都加无菌水 200 μL 作为阴性对照和 200 μL 菌

悬液作为阳性对照。 

2.5  纳米银抑菌机制研究 

通过流式细胞分析研究细菌对 AP@AgNPs 的

内吞作用，初步揭示 AP@AgNPs 抑菌机制。具体过

程为将 500 μL 浓度为 1×107 cfu/mL 的细菌与 500 

μL 不同质量浓度的 AP@AgNPs 在 37 ℃共培养

12.0 h，随后将混合液于 3 000 r/min 下离心（离心

半径为 13.5 cm）5 min，弃去上清液收集菌体后用

500 μL 无菌水重悬后，使用流式细胞仪进行分析，

激发光波长为 488 nm。数据使用 FlowJo 7.6.1 程序

包处理。 

3  结果与分析 

3.1  穿心莲水提液制备纳米银及生物合成参数对

反应效率影响 

首先，室温将穿心莲原液（按照“2.1”项的步

骤制备原液）与 10.0 mmol/L AgNO3混合，超声反

应 0.5 h，观察体系颜色变化，初步判断穿心莲水提

液是否可以将 Ag+还原为 AgNPs；发现混合液颜色

几乎无变化，继续延长反应时间稍有变化（图 1），

结果表明，穿心莲原液可将 Ag+还原生成 AP@ 

AgNPs，但穿心莲原液还原能力弱，体系中生成的 

 

图 1  室温下穿心莲原液与 AgNO3 反应不同时间后混合液

照片 

Fig. 1  Image of mixture after reacting with AgNO3 at 

different times at room temperature 

0 h      0.5 h    1.0 h     1.5 h    2.0 h 
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AP@AgNPs 很少。 

因为 AgNPs 在 400 nm 附近会产生明显的等离

子体共振（surface plasmon resonance，SPR）吸收峰，

所以进行紫外-可见光谱测量，结果如图 2-B～D 所

示，反应 0.5、3.0、5.0 h 后，紫外-可见吸收光谱在

400 nm 附近并没有出现代表 AgNPs 生成的 SPR 吸

收峰，进一步证实了该结论。 

根据文献报道，生物合成参数（穿心莲提取液

pH 值、AgNO3 浓度等）会影响植物提取液合成

AgNPs 反应[20]，所以评价穿心莲提取液 pH 值对还

原反应的影响。室温反应 0.5 h 时，随着反应液 pH

值逐渐增大至 10.0，反应混合液颜色明显变化（图

2-A），该变化源于体系中 AP@AgNPs 生成；图 2-B

紫外-可见吸收光谱显示在 385 nm 附近有弱吸收

峰，吸收峰强度随 pH 值变大逐渐增加（图 2-E），

表明在 pH 值 10.0 时生成更多的 AP@AgNPs。为了

进一步提高穿心莲提取液还原 Ag+反应效率，拟继

续增大提取液 pH 值。 

 

         

         

图 2  室温下不同 pH 值反应混合液照片 (A) 和反应 0.5 h (B)、3.0 h (C)、5.0 h (D) 混合液紫外-可见吸收光谱以及不同反

应时间及 pH 值时反应混合液 385 nm 吸收值 (E) 

Fig. 2  Image of mixture (A), ultraviolet visible absorbance spectroscopy of mixtures after reacting 0.5 h (B), 3.0 h (C), 5.0 h 

(D) with AgNO3 at different pH, and absorbance at 385 nm obtained by reacting with AgNO3 at different pH and time (E) 

将提取液 pH 值增大至 11.0，虽然反应混合液

颜色与 pH 值 10.0 变化类似，紫外-可见吸收光谱在

385 nm 附近也有吸收峰，但吸收峰强度比 pH 值

10.0 时略低，结果表明，在 pH 值 11.0 时，体系中

生成的 AP@AgNPs 略少于 pH 值 10.0，继续提升提

取液 pH 值不利于还原反应。该结论被反应 3.0、5.0 

A 
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h 时不同穿心莲提取液 pH 值评价实验证实。 

如图 2-D、E 所示，在反应 5.0 h，pH 值 11.0

时，反应混合液在 385 nm 附近吸收值急剧下降，这

可能源于 pH 值改变导致穿心莲提取液中可作为保

护剂和还原剂的黄酮类物质及氨基酸和蛋白质等存

在形式发生变化。pH 值评价实验清楚的显示，通过

改变穿心莲提取液 pH 值，可以使其还原活性增加，

还原Ag+生成 AP@AgNPs，与文献报道的反应液 pH

值对还原反应的影响结论一致；但也需注意，紫外-

可见吸收光谱在 385 nm 处的吸收峰并不强，表明

体系中生成 AP@AgNPs 量还很少，反应需进一步

优化。 

为了提高还原反应效率，尝试改变 AgNO3 浓

度。在 AgNO3浓度为 1.0、5.0、10.0、20.0 mmol/L

时分别进行实验，反应 1.0 h 后，随着 AgNO3浓度

增大，体系颜色由深灰色变为深褐色（图 3-A），提

示 AgNO3 浓度大的体系中生成 AP@AgNPs 量多；

如图 3-B～D 所示，紫外-可见吸收光谱结果也显示

了相同的趋势，当体系中 AgNO3 浓度大于 10.0 

mmol/L 时，391 nm 附近具有很明显的 AgNPs SPR

吸收峰，在 20.0 mmol/L AgNO3 时 391 nm 处吸收峰

强度最大，生成 AP@AgNPs 最多，但与 10.0 mmol/L 

AgNO3 比变化不大；值得注意，图 3-C 中 10.0、20.0 

mmol/L AgNO3时反应混合液吸光度差距较大，可能 

 

         

         

图 3  室温下 pH 10.0 时不同 AgNO3 浓度反应混合液照片 (A) 及反应 1.0 h (B)、2.0 h (C)、3.0 h (D) 混合液紫外-可见吸

收光谱以及不同反应时间及 AgNO3 浓度反应混合液 391 nm 吸收值 (E) 

Fig. 3  Image of mixture (A), ultraviolet visible absorbance spectroscopy of mixtures after reacting 1.0 h (B), 2.0 h (C), 3.0 h 

(D) with different concentrations of AgNO3 at pH 10.0, and absorbance at 391 nm obtaining by reacting with different 

concentrations of AgNO3 and time at pH 10.0 (E) 
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源于 10.0 mmol/L 时体系搅拌不均匀导致的局部浓

度较小所致。 

同时还发现，在低浓度时，随着反应时间增加

反应混合液在 391 nm 附近的吸收变化不大，而高浓

度时，反应时间越长，391 nm 附近吸收峰强度越大

（图 3-E），生成 AP@AgNPs 越多，这可能是因为穿

心莲提取液中还原性物质过量导致低浓度时 Ag+反

应完全。随后，拟通过增大 AgNO3 浓度继续提高还

原反应效率，但在 30.0 mmol/L AgNO3体系中，有

大量沉淀生成，这可能由于 AgNO3 浓度增大导致生

长速率过快而引起聚集。因此，并未在 AgNO3浓度

大于 20.0 mmol/L 时进行实验。 

随后，期望通过改变反应温度继续优化反应条

件。在穿心莲提取液 pH 值 10.0 和 AgNO3 浓度为

10.0 mmol/L 时，分别控制反应温度在 30、40、50 ℃

时反应。如图 4-A 所示，反应 1.0 h 后，反应混合液

为深褐色，体系在 391 nm 附近具有很明显的吸收

峰，但是随着反应温度升高，并未观察到期望的吸

收峰强度增加，而是在 50 ℃时，吸收峰强度急剧

下降（图 4-B），表明升高温度不利于还原反应进行；

反应 2.0 h 后的紫外-可见吸收光谱显示出相同的趋

势（图 4-C），进一步证实该结论。从反应效率来看，

穿心莲提取液 pH 值 10.0，AgNO3 浓度 20.0 mmol/L

且室温反应为最佳合成工艺。然而，因为纳米粒子

粒径及多分散性会影响其生物活性，所以对于纳米

粒子的合成，除反应效率外，还需综合考虑粒径及

多分散性等因素。因此，考察了生物合成参数对平

均粒径和多分散性的影响。 

             

图 4  pH 10.0、10.0 mmol∙L−1 AgNO3在不同温度反应混合液照片 (A) 及反应 1.0 h (B)、2.0 h (C) 混合液紫外-可见吸收光谱 

Fig. 4  Photograph of mixture (A), ultraviolet visible absorbance spectroscopy of mixtures after reaction 1.0 h (B), 2.0 h (C) 

with 10.0 mmol∙L−1 of AgNO3 at pH 10.0 at different temperature 

3.2  生物合成参数对纳米银粒径及多分散性影响 

室温下 AgNO3浓度为 10.0 mmol/L 考察穿心莲

提取液 pH 值对合成的 AP@AgNPs 粒径及多分散

性影响。结果如表 1 所示，pH 值 9.0，反应 3.0 h 得

到粒径最小 AP@AgNPs（61.3±1.3 nm），但随着反

应时间变化，粒径变化明显；而在 pH 10.0 时得到

的 AP@AgNPs 粒径虽有增加，但随着反应进行变

化不大；多分散性测量发现，在 pH 10.0 时得到的

AP@AgNPs 分散性最好，表现为其 PDI 最小。 

室温下，pH 10.0 时考察 AgNO3 浓度对 AP@ 

AgNPs 粒径及多分散性影响。结果如表 2 所示，在

AgNO3 浓度为 10.0 mmol/L 时，可得粒径较小的

AP@AgNPs，且随着反应进行，粒径变化不大。而

AgNO3 浓度对于生成的 AP@AgNPs 多分散性影响

与粒径不同，在 5.0 mmol/L AgNO3时生成的 AP@ 

AgNPs 分散性最好，10.0 mmol/L AgNO3 次之。 

pH 10.0、AgNO3浓度 10.0 mmol/L 时在不同温

度下实验，发现 50 ℃、反应 2.0 h 合成的 AP@AgNPs 

表 1  不同 pH 值、不同时间获得 AgNPs 的平均粒径和 PDI 

Table 1  Average size and PDI of AgNPs obtained at different pH and incubation time 

pH 值 
平均粒径/nm PDI 

0.5 h 3.0 h 5.0 h 0.5 h 3.0 h 5.0 h 

9.0 106.7±0.8 61.3±1.3 92.7±1.9 0.475±0.004 0.437±0.013 0.467±0.022 

10.0 − 90.3±0.6 96.9±0.6 − 0.254±0.007 0.246±0.006 

11.0 89.7±0.8 173.6±26.2 156.0±2.0 0.425±0.014 0.479±0.125 0.404±0.019 
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表 2  不同 AgNO3浓度、不同时间获得 AgNPs 的平均粒径和 PDI 

Table 2  Average size and PDI of AgNPs obtained at different concentrations of AgNO3 and incubation time 

AgNO3/ 

(mmol∙L−1) 

平均粒径/nm PDI 

1.0 h 2.0 h 3.0 h 1.0 h 2.0 h 3.0 h 

1.0 87.1±3.1 100.0±1.7 143.0±1.7 0.427±0.034 0.425±0.005 0.436±0.012 

5.0 111.9±1.3 113.8±2.1 131.1±0.6 0.220±0.012 0.235±0.011 0.275±0.006 

10.0 57.0±1.0 70.7±1.9 64.7±1.3 0.380±0.049 0.449±0.012 0.421±0.030 

20.0 124.7±1.8 85.3±3.7 69.6±1.2 0.470±0.004 0.421±0.018 0.452±0.013 
 

粒径最小，为（41.9±0.3）nm；但是温度对多分散

性影响不大，具体结果如表 3 所示。 

因为纳米粒子粒径对其生物活性具有较大影

响，所以在保证获得小粒径 AgNPs 的前提下，综合

考虑反应效率和 AP@AgNPs 多分散性等因素得到

使用 AP 提取液制备 AP@AgNPs 最佳工艺：穿心莲

提取液 pH 10.0，AgNO3 浓度 10.0 mol/L，反应温度

50 ℃；该条件下，反应需要 6.0 h 才能完成（图 5）。

随后，对最佳合成工艺下制备的 AgNPs 进行表征及

生物活性测试。 

3.3  纳米银形貌、表面性质、晶型及稳定性表征 

使用 TEM 对 AP@AgNPs 微观形貌表征，如图 

表 3  不同温度、不同时间获得 AgNPs 的平均粒径和 PDI 

Table 3  Average size and PDI of AgNPs obtained at 

different temperature and incubation time 

T/℃ 
平均粒径/nm PDI 

1.0 h 2.0 h 1.0 h 2.0 h 

30 68.9±2.1 74.0±0.6 0.532±0.029 0.506±0.008 

40 64.2±1.8 74.5±1.0 0.544±0.034 0.536±0.006 

50 47.9±0.4 41.9±0.3 0.495±0.002 0.546±0.006 
 

 

图 5  最佳制备工艺反应不同时间混合液紫外-可见吸收光谱 

Fig. 5  Ultraviolet visible absorbance spectroscopy of 

mixtures at different time under optimal biosynthesis 

parameters 

6-a、b 所示，AP@AgNPs 呈近球形，分散均匀，粒

径在 30～40 nm，比使用动态光散射（dynamic light 

scattering，DLS）法测量得到的水合直径（41.9±0.5）

nm 稍小，PDI 为 0.504±0.005，粒径分布见图 6-c。

使用 DLS 测量合成的 AP@AgNPs ζ 电势表征其表

面性质，结果如图 6-d 所示，ζ 电势为−15.8 mV，表

明 AP@AgNPs 表面被带负电荷的分子保护，可防

止其聚集，增加了稳定性。实际上，将 AP@AgNPs

放置 2 个月后并未观察到聚集现象，其水合直径为

（44.3±0.3）nm（表 4），表现出良好的稳定性。 

使用 XRD 对 AP@AgNPs 晶型进行表征。如图

7 所示，在 2θ 角度为 38.0°、44.1°、64.4°、77.4°时观

察到 4 个衍射峰，分别源于 AgNPs 的（111）、（200）、 
 

  

 

 

图 6  最佳制备工艺合成的纳米银的 TEM 图 (a, b)、平均

粒径 (c)、ζ 电势 (d) 

Fig. 6  TEM image (a, b), average size (c), ζ potential (d) of 

AP@AgNPs under optimal biosynthesis parameters 
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表 4  最佳制备工艺合成的纳米银放置不同时间后平均粒

径和 PDI 

Table 4  Average size and PDI of AP@AgNPs obtained under 

optimal biosynthesis parameters after a period of storage 

t/d 平均粒径/nm PDI t/d 平均粒径/nm PDI 

0 41.9±0.5 0.504±0.005 50 40.8±0.4 0.461±0.004 

1 41.6±0.3 0.504±0.004 60 44.3±0.3 0.465±0.003 

 

图 7  AP@AgNPs 的 XRD 图 

Fig. 7  XRD image of AP@AgNPs 

（220）和（310）面（JCPDS，04-0783），由此确认

AP@AgNPs 为面心立方结构。 

使用红外光谱初步揭示穿心莲提取液还原 Ag+

得 AP@AgNPs 机制。结果如图 8 所示，穿心莲提

取液红外吸收主要位于 3 360 cm−1，归属为蛋白质/

酶类酰胺 I 及 O-H 伸缩振动和分子内氢键，2 923、

2 851 cm−1 源于 C-H 伸缩振动，1 733、1 645 cm−1

源于蛋白质/酶类酰胺 II 吸收，1 385、1 322、1 246、

1 035 cm−1 归属为脂肪胺和芳胺类 C-H 弯曲和 C-N

伸缩振动及多糖类、醇类和酚类等的C-O伸缩振动，

与文献报道的结果一致[34]。然而，在AP@AgNPs中，

3 360、1 645、1 246、1 035 cm−1 吸收峰分别移动至 
 

 

图 8  穿心莲提取液和 AP@AgNPs 的红外光谱 

Fig. 8  FT-IR spectra of AP and AP@AgNPs 

3 423、1 633、1 238、1 040 cm−1，并且在 2 961、1 537 

cm−1 出现新峰，1 733、1 322 cm−1 吸收峰消失，这

些变化可能源于穿心莲提取液中包含的蛋白质、酶、

多糖、醇和酚类等物质与 AgNPs 作用导致，这些物

质作为保护剂和还原剂使 Ag+还原为 AP@AgNPs。 

3.4  纳米银抗氧化活性 

如图 9 所示，1.3 μg/mL AP@AgNPs 就可捕获

DPPH 自由基，捕获率为 19.6%，虽小于抗氧化剂

维生素 C（VC，36.2%），但显示出自由基捕获能力；

继续增大 AP@AgNPs 质量浓度，其捕获率逐渐增

大，10.0、50.0、100.0 μg/mL 时分别为 34.5%、60.4%、

88.6%，在这些质量浓度下，其自由基捕获能力弱于

VC；加入 150.0 μg/mL AP@AgNPs 时捕获率可达

95.1%，表现出比 VC（92.9%）更好的抗氧化活性；

增大 AP@AgNPs 质量浓度至 200.0 μg/mL，其自由

基捕获率增大至 96.6%，稍高于 VC（96.2%）。这些

结果说明，使用 AP@AgNPs 可作为抗氧化剂，且高

质量浓度时抗氧化能力很强。 

此外，测量化学法合成的 AgNPs 和穿心莲提取

液对 DPPH 自由基的捕获率发现：其捕获率远小于

AP@AgNPs，结果如图 9 所示，这可能源于在 AP@ 

AgNPs 中 AgNPs 和穿心莲协同抗氧化作用。 

 

图 9  AP@AgNPs、VC、AgNPs 和穿心莲提取液对 DPPH

自由基的捕获率 

Fig. 9  Scavenging rate of DPPH for AP@AgNPs, VC, 

AgNPs and AP extract 

3.5  纳米银抑菌活性及机制初步探索 

通过测量细菌培养液在 600 nm 处的吸收评价

AP@AgNPs 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作

用。结果如图 10 所示，随着培养时间增加，对照组

（大肠杆菌和金黄色葡萄球菌）菌液在 600 nm 处吸

收逐渐增大；而在菌液中加入 AP@AgNPs 1.0 μg/mL 
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图 10  纳米银对大肠杆菌 (a) 和金黄色葡萄球菌 (b) 的抑

制活性 

Fig. 10  Antibacterial activity of AP@AgNPs against E. coli 

(a) and S. aureus (b) 

后，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的生长会被抑制，但

是大肠杆菌被抑制程度更大，结果表明，AP@AgNPs

可抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌生长。增大 AP@ 

AgNPs 质量浓度至 20.0 μg/mL，12.0 h 内大肠杆菌

组在 600 nm 处的吸收无明显变化，表明在此质量

浓度下，大肠杆菌生长被完全抑制，由此可确定

AP@AgNPs 对大肠杆菌的最小抑菌浓度（minimum 

inhibitory concentration，MIC）为 20.0 μg/mL。令人

意外的是，在金黄色葡萄球菌中加入 20.0 μg/mL 

AP@AgNPs，菌液在 600 nm 处有吸收，金黄色葡萄

球菌生长未被完全抑制；继续增加 AP@AgNPs 质

量浓度至 100.0 μg/mL，虽然菌液在 600 nm 处的吸

收有下降，但仍有一定吸收，结果表明，在该质量

浓度下，金黄色葡萄球菌的生长仍未被完全抑制，

AP@AgNPs 对金黄色葡萄球菌的抑制作用较弱。细

菌生长动力学研究表明：AP@AgNPs 可选择性抑制

大肠杆菌生长，且 MIC 很小，可作为抑菌剂用于治

疗由大肠杆菌引起的感染。 

根据文献报道，纳米粒子导致的细菌死亡主要

由（1）细胞壁/膜的损伤；（2）细胞内穿透和损伤；

（3）氧化应激等引起[4]。显然，可研究细菌对纳米粒

子的内吞作用初步评价细菌的死亡机制。流式细胞

术借助光学系统，当细胞通过激光束时，检测器会

检测到细胞的散射光，其中侧向散射光（ side 

scattering channel，SSC）的数值代表细胞的颗粒度，

细胞内能够引起激光散射的颗粒性物质越多，其

SSC 值就越大。有文献提出，纳米粒子进入细胞会

导致细胞内颗粒增加，引起 SSC 散射增强[35]。因此，

本研究使用流式细胞术测量 SSC 值的变化评价细

菌死亡机制。如图 11 所示，当在大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌中加入 10.0 μg/mL AP@AgNPs 后，SSC 的

平均值分别由 1.03104 和 1.15104 增加至

1.64104 和 2.33104，表明纳米离子通过内吞作用

进入细菌。有趣的是，当向大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌中加入 15.0 μg/mL AP@AgNPs 后，2 种细菌

SSC 平均值变化趋势不同；在大肠杆菌中 SSC 平均

值继续增加至 2.21104，表明随着纳米离子浓度增

大，进入细菌内的粒子增多；而在金黄色葡萄球菌

中，SSC 平均值减少至 1.47104，表明细胞内的粒

子减少，这可能源于纳米粒子破坏细菌细胞膜使细

菌内物质流出。通过这些数据可初步推测

AP@AgNPs 与 2 种细菌的作用机制，其中大肠杆菌

可能通过细胞内作用机制，如细胞内穿透和损伤以

及氧化应激，导致大肠杆菌死亡；而对于金黄色葡

萄球菌，除细胞内作用机制外，可能还会通过破坏

细胞膜的方式导致金黄色葡萄球菌死亡。 

4  讨论 

本实验通过使用穿心莲提取液作为保护剂和还

原剂，以 AgNO3作为银源绿色合成 AgNPs。通过评

价穿心莲提取液 pH 值、AgNO3 浓度及温度对还原

反应效率，AP@AgNPs 粒径和多分散性的影响确定

最佳制备工艺，具体为穿心莲提取液 pH 值 10.0，

AgNO3 浓度 10.0 mmol/L，50 ℃超声反应。在该条

件下，还原反应需 6.0 h 完成，AP@AgNPs 呈近球

形，分散均匀，表面带负电荷，粒径为 30～40 nm，

晶型为面心立方，至少 2 个月内保持稳定；具有良

好的抗氧化活性，可作为抗氧化剂；表现出对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用，其中对大肠杆

菌的抑制作用更强，MIC 为 20.0 μg/mL，而对于金

黄色葡萄球菌，MIC 大于 100.0 μg/mL，可作为选择 
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图 11  流式细胞术研究细菌对 AP@AgNPs 的内吞作用 

Fig. 11  Uptake analysis of AP@AgNPs into E. coli and S. aureus assessed by flow cytometry 

性抑制大肠杆菌的试剂。 

杀菌机制初步探索显示，AP@AgNPs 主要通过

细胞内作用机制杀死大肠杆菌，但通过细胞内作用

机制及破坏细胞膜等方式，导致金黄色葡萄球菌死

亡。需要强调的是纳米粒子导致细胞死亡的机制很

复杂，而本实验只是通过简单评价其内吞作用初步

揭示导致细菌死亡的机制，要全面揭示 AP@AgNPs

导致的细菌死亡机制，还需要进一步深入的研究。 
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