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摘要:近年来ꎬ由于抗生素滥用导致耐药菌的出现ꎬ致使人类健康受到严重威胁ꎮ 因此ꎬ迫切需要研发出一种新型、高效

的抑菌剂ꎮ 以三氟醋酸银(ＣＦ３ＣＯＯＡｇ)为原材料ꎬ通过单液相化学还原法制备纳米银颗粒(Ａｇ ＮＰｓ)ꎬ利用“浸渍法”结合

市售抗生素硫酸卡那霉素(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ)合成了 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料ꎮ 通过 ＴＥＭ、ＸＲＤ、ＵＶ￣Ｖｉｓ、ＦＴ￣ＩＲ、表面静电势

(ＥＳＰ)等对样品的形貌、晶体结构和键合方式等进行系统化表征ꎮ 以大肠杆菌(Ｅ.ｃｏｌｉ)、金黄色葡萄球菌(Ｓ.ａｕｒｅｕｓ)和真

菌白色念珠菌(Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ)为测试菌ꎬ通过最小抑菌浓度(ＭＩＣ)、滤纸片扩散法、菌落计数法探究复合材料的协同抑菌性

能和抑菌机制ꎮ 抑菌活性显示ꎬ复合材料对 ３ 种测试菌的 ＭＩＣ 分别为 ４０、２０ 和 １０ μｇ / ｍＬꎮ 抑菌机制表明ꎬ复合材料能

够有效改变菌体细胞膜通透性并破坏细胞壁ꎬ导致细菌凋亡ꎮ
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　 　 在过去的几十年里ꎬ细菌感染是人类面临的

严重健康挑战之一[１]ꎮ 自抗生素问世被投入医

疗使用以来一直被用作对抗细菌感染的强有力手

段ꎬ且在控制细菌感染传播方面发挥了至关重要
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的作用ꎮ 有机抗生素可以被划分为多种类别ꎬ如
氨基糖苷类、喹诺酮类、β￣内酰胺类、大环内脂类

等抗生素[２]ꎮ 其中ꎬ氨基糖苷类抗生素因适用范

围广、价格相对低廉被普遍使用ꎬ此类抗生素可通

过干扰细菌核糖核蛋白体 ３０Ｓ 亚单位与信息核糖

核酸结合抑制肽链延长ꎬ阻断蛋白质合成ꎬ从而抑

制细菌生长ꎮ 硫酸卡那霉素是氨基糖苷类抗生

素ꎬ对多种如大肠埃希菌、克雷伯菌、变形杆菌等

肠杆菌科细菌都具有强有力的抑制作用ꎮ 然而ꎬ
单独使用抗生素会触发细菌耐药机制导致抗生素

外排或改变其作用靶点[３] 并产生钝化酶ꎬ使其抑

菌活性降低ꎮ
近年来ꎬ无机抑菌剂银纳米(Ａｇ ＮＰｓ)材料在

生物医学领域的应用前景广阔[４ꎬ５]ꎬ与抗生素相

比ꎬ因其高效广泛的抗菌性能和极低的耐药性而

受到研究者的关注[６]ꎮ 但在单独使用 Ａｇ ＮＰｓ
时ꎬ其粒径越小的同时也越容易团聚ꎬ降低抑菌性

能ꎮ 为此ꎬ研究者们将无机金属抑菌剂 Ａｇ ＮＰｓ 与
有机抗生素结合的方法来增强抑菌效率并研究两

种抑菌剂的协同抑菌性能ꎮ Ｖａｚｑｕｅｚ￣ｍｕñｏｚ 等[７]

在探究 Ａｇ ＮＰｓ 和抗生素的联合治疗过程中发现ꎬ
Ａｇ ＮＰｓ￣Ｃｍ(氯霉素)组合对大肠杆菌、鼠伤寒沙

门氏菌和金黄色葡萄球菌的生长抑制作用约为

５０％ꎮ Ｄｅｎｇ 等[８]通过实验探究出 Ａｇ ＮＰｓ 与几种

抗生素(如新霉素、阿莫西林和四环素)联合使用

时ꎬＡｇ ＮＰｓ 复合物与沙门氏菌细胞的相互作用更

强ꎮ 协同作用导致更多的 Ａｇ＋ 释放ꎬ从而在细菌

细胞壁附近产生更高浓度的 Ａｇ＋ꎬ导致其生长抑

制ꎬ抗菌活性(协同作用)有所提高[９]ꎮ Ｊｉ 等[１０]将

无机抑菌剂 Ｃｕ２Ｏ、Ａｇ ＮＰｓ 与四环素结合起来ꎬ解
决了 Ａｇ ＮＰｓ 易团聚的问题ꎬ复合材料具有高效

的抑制细菌生长且协同作用优于单一抑菌剂ꎮ
以上研究均表明ꎬＡｇ ＮＰｓ 有着优越的协同抑菌

性能但对于深层次抑菌性能及研究机制研究相

对不足ꎮ
基于此ꎬ本文以三氟醋酸银(ＣＦ３ＣＯＯＡｇ)为

原材料ꎬ通过单液相化学还原法来制备纳米银颗

粒ꎬ最后利用“浸渍法” [１１] 结合市售抗生素合成

Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料ꎮ 通过滤纸片扩散法、
菌落计数法、最小抑菌浓度(ＭＩＣ)来探究 Ａｇ＠
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 的协同抑菌性能ꎬ并利用 Ｚｅｔａ 电位法、
ＰＩ 染色法、细胞质泄露法和离子泄露法来探究复

合材料的潜在抑菌机制ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

　 　 ＦＥＩＴｅｃｎａｉＧ２Ｆ２０ 型透射电子显微镜 (荷兰

ＦＥＩ 公司)ꎻ Ｄ８ ＡＤＶＡＮ￣ＣＥ 型 Ｘ 射线衍射仪、
ＶＥＲＴＥＸ ７０ 型傅里叶转换红外光谱仪 (德国

Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻＣａｒｙ￣５０ 型紫外￣可见分光光度计

(美国瓦里安(中国)有限公司)ꎮ
三氟醋酸银(ＣＦ３ＣＯＯＡｇꎬ９９％ꎬ上海毕得医药

科技股份有限公司)ꎻ一缩二乙二醇( Ｃ４Ｈ１０ Ｏ３ꎬ
９９％)、聚乙烯吡咯烷酮( ＰＶＰꎬ９９％)、硫氢化钠

(ＮａＨＳꎬ９９％)、硫酸卡那霉素(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ) (上海

捷世凯生物科技有限公司)ꎻ大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、白色念珠菌ꎬ均由中国科学院微生物研究

所提供ꎮ
１􀆰 ２ 　 材料的制备

１􀆰 ２􀆰 １ 　 Ａｇ ＮＰｓ 的制备

通过单液相还原法得到单质银溶胶[１２]ꎬ冰水

浴至冷却ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心分离ꎬ用乙醇洗涤 ３
次ꎬ蒸馏水、柠檬酸钠各洗涤一次ꎬ置于烘箱烘干

备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的制备

准确称取 ３０ ｍｇ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 溶于 ３０ ｍＬ 水中ꎬ
超声均匀后加入 ３０ ｍｇ Ａｇ ＮＰｓꎬ超声分散 １０ ｍｉｎ
后室温静置 ３ ｈꎬ离心机离心 ( １０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
１５ ｍｉｎ)ꎬ置于真空干燥箱烘干备用ꎮ
１􀆰 ３ 　 表征

采用 ＴＥＭ、ＸＲＤ、ＵＶ￣Ｖｉｓ、ＦＴ￣ＩＲ 对 Ａｇ ＮＰｓ 的

形貌、官能团等进行表征ꎮ
１􀆰 ４ 　 理论计算

在 Ｇａｕｓｓｉａｎ０９ 程序中计算了 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 和

Ａｇ 的电子结构ꎬ使用 Ｍｕｔｉｗｆｎ３􀆰 ８ 软件分析了

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 的表面静电势(ＥＳＰ)ꎬ探讨了 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
与 Ａｇ 的最佳结合位点[１３]ꎮ
１􀆰 ５ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的抑菌活性测定

１􀆰 ５􀆰 １ 　 菌种活化

在无菌条件下ꎬ用移液枪移取 ５ ｍＬ 液体培养

基加入试管中ꎬ随后加入 １５ μＬ 细菌原菌于 ３７ ℃
恒温摇床震荡培养 １２ ｈ[１４]ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２ 　 滤纸片扩散实验

通过滤纸片扩散法ꎬ在 １、１０、２０ 和 ５０ μｇ / ｍＬ
浓度下ꎬ分别测试了去离子水、Ｋａｎａｍｙｃｉｎ、Ａｇ ＮＰｓ
以及 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 Ｅ.ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ
和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的抑菌效果(平行 ３ 组)ꎮ 首先ꎬ取

０４
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１ ０００ μＬ 的菌液均匀涂布在 ＬＢ 固体培养基上ꎬ
然后将直径为 ６ ｍｍ 的滤纸片贴在培养基表面

上ꎬ将 ８ μＬ 的实验材料滴加至对应的滤纸片上ꎬ
将培养皿置于 ３７ ℃恒温光照培养箱中培养 １２ ｈꎬ
最后观察抑菌圈的大小ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ３ 　 菌落计数实验

配制浓度为 １􀆰 ５ × １０８ ＣＦＵ ( ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｎｇ
ｕｎｉｔｓ) / ｍＬ 的 ３ 种菌悬液ꎬ将复合材料与菌液分别

混合不同时间后ꎬ在固体培养基中滴加 １０ μＬ 上

清液用接种环涂抹均匀ꎮ 在 １􀆰 ５􀆰 ２ 中相同培养条

件下培养 １８ ｈꎬ记录不同时间的菌落数(平行 ３
组)ꎮ 运用公式(１)计算抑菌率ꎮ

Ｘ(％) ＝ [(Ｙ － Ｚ) / Ｙ] × １００％ (１)

　 　 式中ꎬＸ 为抑菌率ꎬＹ 为对照组菌落数ꎬＺ 为不同时间抑菌结

果菌落数ꎮ

１􀆰 ５􀆰 ４ 　 最小抑菌浓度(ＭＩＣ)实验

最小抑制浓度(ＭＩＣ)被认为是确定生物体对

抗菌药物敏感性的“金标准” [１５]ꎬ采用试管二倍稀

释法测定 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 的最小抑菌浓度ꎮ 在无

菌环境下取 ８ 支已高温灭菌的试管ꎬ分别向每支

试管中加入 ５ ｍＬ 液体培养基和 １０ μＬ (２􀆰 １ ×
１０８) ＣＦＵ / ｍＬ 的菌悬液ꎮ 将试管中溶液用 Ａｇ＠
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料配制为不同浓度梯度ꎬ于

３７ ℃恒温震荡培养 １２ ｈ 后观察实验结果ꎮ
１􀆰 ６ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的抑菌机制研究

１􀆰 ６􀆰 １ 　 Ｚｅｔａ 电位分析法

采用 Ｚｅｔａ 电位分析仪测定 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合材料对 ３ 种测试菌细胞膜表面电位值随时间

发生的变化ꎮ 将活化好的测试菌稀释至浓度为

９×１０８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ测定 Ｚｅｔａ 电位值作为对照组ꎮ 将

３ 种测试菌与复合材料混合(１５０ μｇ / ｍＬ)ꎬ分别

混合不同时间后用离心机(１０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)
将复合材料与菌液分离[１３]ꎬ取上清液进行测试

(平行 ３ 组)ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ２ 　 ＰＩ(碘化丙啶)染色法

将 １􀆰 ５􀆰 ３ 菌悬液加入 ＰＩ 染色剂中进行染色ꎬ
随后使用离心机(１５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎ)离心ꎬ并用

磷酸缓冲液(０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬｐＨ ６)洗涤 ３ 次ꎬ以
纯菌液作为对照组ꎬ加入 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材

料的菌悬液作为实验组ꎬ荧光倒置显微镜观察复

合材料对细菌的破坏程度[１４]ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ３ 　 细胞质泄露实验

取 ４ ｍＬ １􀆰 ５􀆰 ３ 菌液装入离心管作为对照组ꎬ

４ ｍＬ 菌液加入 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料(浓度为

２００ μｇ / ｍＬ)作为实验组ꎮ 将配制好的菌液与材

料混合液在 ２５ ℃ 常温下摇床 ４８ ｈꎮ 随后离心

(１５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ于紫外￣可见分光光度计

在 ２６０ ｎｍ 下测定菌液的 ＵＶ￣Ｖｉｓ 吸收光谱ꎬ分析

细菌细胞质中大分子泄露情况(平行 ３ 组)ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ４ 　 离子泄露实验

运用电感耦合等离子体质谱仪( ＩＣＰ￣ＭＳ)检

测细菌中 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｋ＋ 离子的泄露来探究其抑

菌机制[１６]ꎮ 在无菌操作台中ꎬ按照 １􀆰 ６􀆰 １ 中浓度

稀释 ３ 种测试菌ꎬ３ ｍＬ 菌液中加入纳米 Ａｇ＠
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料(２００ μｇ / ｍＬ)作为实验组ꎬ３
种测试菌为对照组ꎮ 将实验组菌液恒温摇床

１２ ｈꎬ随后离心机(１５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)离心ꎬ底
部沉淀菌落用王水溶解ꎬ进行消解、赶酸处理ꎬ待
冷却后利用仪器测试离子泄露情况 (平行测ꎬ
３ 组)ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 Ａｇ ＮＰｓ 与 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的表征

２􀆰 １􀆰 １ 　 Ａｇ ＮＰｓ ＴＥＭ 结果分析

图 １ａ 为合成 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的流

程图ꎮ 本研究以三氟醋酸银为原材料ꎬ一缩二乙

二醇为还原剂ꎬ聚乙烯吡咯烷酮为分散剂ꎬ通过

单液相化学还原法来制备 Ａｇ ＮＰｓꎬ然后与市售

抗生素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 配位结合得到 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合材料ꎮ 图 １ｂ 为 Ａｇ ＮＰｓ 的 ＴＥＭ 图及其粒径

正态分布图ꎬ可看出 Ａｇ ＮＰｓ 为一种分散性良好

ａ.Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的合成示意图ꎻ

ｂ.Ａｇ ＮＰｓ 的 ＴＥＭ 图及其粒径分布图ꎻｃ.Ａｇ ＮＰｓ 的 ＨＲＴＥＭ 图

图 １　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料制备流程及

Ａｇ ＮＰｓ 形貌图

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ａｇ ＮＰｓ

１４
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的球形结构ꎬ平均粒径为(１７４􀆰 １２±０􀆰 ５) ｎｍꎮ 图

１ｃ 为 Ａｇ ＮＰｓ ＨＲＴＥＭ 图像ꎬ其表面晶格间距为

０􀆰 ５９８ ｎｍꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 Ａｇ ＮＰｓ 和 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的

ＸＲＤ 结果分析

　 　 图 ２ａ 为 Ａｇ ＮＰｓ 和 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 的 ＸＲＤ
谱图ꎮ Ａｇ ＮＰｓ 的谱图中可以看出ꎬ 在 ２θ 为

３８􀆰 １１°、４４􀆰 ２０°、６４􀆰 ５０°和 ７７􀆰 ３６°处检测出 ４ 个较

强的衍射峰ꎬ对应面心立方结构 Ａｇ 的(１１１)、(２００)、
(２２０)和(３１１) 晶面ꎬ与 Ａｇ 的标准谱库的位面

(ＪＣＰＤＳ ０５￣０６６７)基本一致[１６ꎬ１７]ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合材料的谱图中特征峰中也包含与 Ａｇ ＮＰｓ 对

应的所有衍射峰且无杂峰ꎬ但是衍射峰强度低于

Ａｇ ＮＰｓꎬ这可能是因为 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 负载于 Ａｇ ＮＰｓ
表面遮盖了其衍射峰强度ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的 ＦＴ￣ＩＲ 结果

分析

图 ２ｂ 为 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料、Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
和 Ａｇ ＮＰｓ 的红外光谱图ꎮ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 光谱显示ꎬ
在 ３ ３４０ ~ ３ ３０５ ｃｍ－１ 范围内ꎬ吸收峰对应 Ｎ—Ｈ
和 Ｏ—Ｈ 伸缩振动ꎬ１ ６５０ ~ １ ５２０ ｃｍ－１处为 Ｎ—Ｈ
弯曲振动峰ꎬ为 Ｃ—Ｏ 伸缩振动吸收峰位于 １ ２６３~
１ ０６７ ｃｍ－１ꎬ１ ４００ ~ １ ３２０ ｃｍ－１处代表 Ｓ􀪅􀪅Ｏ 伸缩

振动峰ꎬ１ １４８~１ ０３０ ｃｍ－１处吸收峰归属于 Ｓ—Ｏ
的伸缩振动吸收峰[１８ꎬ１９]ꎮ 与 Ａｇ ＮＰｓ 的 ＦＴ￣ＩＲ 光

谱相比ꎬ复合材料在 １ ６３４ ｃｍ－１处的吸收峰发生

了偏移ꎬ此外ꎬ在 １ ０５７ ｃｍ－１ 处出现了新的吸收

峰ꎬ这进一步支持了 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 中的 Ｎ—Ｈ 和 Ｓ—
Ｏ 基团与 Ａｇ ＮＰｓ 之间存在配位作用的可能性ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的 ＵＶ￣Ｖｉｓ 结果

分析

图 ２ｃ 为 Ａｇ ＮＰｓ、Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 及 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合 材 料 的 紫 外 吸 收 光 谱ꎬ ２８９ ｎｍ 处 存 在

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 的 特 征 吸 收 峰[２０]ꎮ ４０３ ｎｍ 处 有

Ａｇ ＮＰｓ 特征吸收峰ꎬ这是由于 Ａｇ 溶胶体系中纳

米粒子表面存在等离子体共振吸收现象[１６]ꎬ并且

峰较窄且高度对称ꎬ也可证明合成的 Ａｇ ＮＰｓ 粒径

分布均匀ꎬ也进一步证明了所合成的 Ａｇ ＮＰｓ 具有

粒径分布均匀的特性ꎬ这与 ＴＥＭ 结果相吻合ꎮ

图 ２　 系列样品的 Ｘ 射线衍射(ａ)、红外(ｂ)、
紫外￣可见吸收谱图(ｃ)

Ｆｉｇ.２　 ＸＲＤ(ａ)ꎬＦＴ￣ＩＲ(ｂ) ａｎｄ ＵＶ￣ｖｉｓｉｂｌｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒａ(ｃ) ｏｆ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ２ 　 理论计算

图 ３ 为 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 表面静电势分析ꎬＯＨ 基团

周围表面静电势相对较高为 ５１􀆰 ８ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ说明

在 ＯＨ 上氢原子酸性较强属于缺电子区域ꎬ更容

易脱去氢产生氧负离子ꎮ 与此相反ꎬ在 ＮＨ２ 基团

附近具有较低的表面静电势ꎬ为－５０􀆰 ４ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ
说明 ＮＨ２ 具有孤对电子ꎬ属于富电子区域[１４]ꎬ此
位置是与 Ａｇ ＮＰｓ 的最佳结合位点ꎮ

图 ３　 Ａｇ ＮＰｓ 与 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 结合理论计算分析图

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ａｇ ＮＰｓ ｔｏ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ

２４
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２􀆰 ３ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的抑菌性能分析

２􀆰 ３􀆰 １ 　 滤纸片扩散结果分析

以无菌水(Ⅰ)作为对照组ꎬＫａｎａｍｙｃｉｎ(Ⅱ)、
Ａｇ ＮＰｓ(Ⅲ)、Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料(Ⅳ)作为

实验组进行抑菌性能研究ꎮ 从图 ４ａ ~ ４ｃ 可以看

出ꎬ在浓度为 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬＫａｎａｍｙｃｉｎ、Ａｇ ＮＰｓ 和

Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料均没有出现抑菌圈ꎮ 当

浓度达到 １０、２０、５０ μｇ / ｍＬ 时ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 显

示出比同浓度的 Ａｇ ＮＰｓ 和 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 更大的抑

菌圈ꎮ 通过滤纸片扩散结果可知ꎬ随浓度的升高ꎬ

Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的抑菌效果也呈上升趋

势ꎬ表明材料抑菌活性与其浓度成正比ꎬ从图 ４ｄ~
４ｆ 可以看出ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的最佳抑

菌浓度为 １０ μｇ / ｍＬꎬ在浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 时对 ３
种菌的抑制效率最佳ꎮ 复合材料对测试菌均有很

好的抑菌效果ꎬ与 Ａｇ ＮＰｓ 相比ꎬ复合材料对 Ｅ.
ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ. ａｌｂｉｃａｎｓ 的抑菌率分别提高了

２􀆰 ０８、１􀆰 ６３ 和 ２􀆰 ２５ 倍ꎬ与单独使用 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 相

比ꎬ分别提高了 ３􀆰 ００、２􀆰 ３７ 和 ４􀆰 ５０ 倍ꎮ 其中ꎬ对
Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的抑菌性能强于 Ｅ.ｃｏｌｉ 和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓꎮ

Ｅ.ｃｏｌｉ(ａ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｂ)及 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｃ)滤纸片扩散实验结果和 Ｅ.ｃｏｌｉ(ｄ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｅ)及 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｆ)的
测试菌抑菌圈直径随浓度变化的曲线图

图 ４　 ３ 种测试菌滤纸片扩散结果及抑菌圈直径随浓度变化的曲线
Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｉｌｔｅｒ ｐａｐｅｒ ｔａｂｌｅｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ

ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｉｒｃｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２􀆰 ３􀆰 ２ 　 菌落计数实验结果分析

菌落计数法进行定量研究复合材料抑菌活

性[２１]ꎮ 考察了在 １０ μｇ / ｍＬ 浓度下 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
的抑菌性能ꎮ 测定浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 的 Ａｇ ＠
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料分别和 Ｅ. ｃｏｌｉ (图 ５ａ)、 Ｓ.
ａｕｒｅｕｓ(图 ５ｂ)和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(图 ５ｃ)混合 ０、５、１０、
２０、４０ 和 ８０ ｍｉｎ(编号对应Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵꎬ
Ⅰ为不加复合材料的空白对照组)后的抑菌效

果ꎮ 图 ５ｄ 为 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 ３ 种测

试菌的抑菌率ꎬ其中 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 在 ５ ｍｉｎ 时抑菌率

已达到 ９０％以上ꎬ而 Ｅ.ｃｏｌｉ 和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 在 ４０ ｍｉｎ
后抑菌率达到 ９９％(图 ５ｅ)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３ 　 最小抑菌浓度(ＭＩＣ)实验结果分析

采用试管二倍稀释法研究 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 最

　 　 　 　 　 　

Ｅ.ｃｏｌｉ(ａ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｂ)及 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｃ)的
菌落计数以及 ３ 种测试菌的菌落数(ｄ)和抑菌率(ｅ)
图 ５　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 ３ 种测试菌的

菌落计数结果

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

３４
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小抑菌浓度ꎬ实验结果如表 １ 所列从表中数据可

知复合材料对 Ｅ. ｃｏｌｉ、Ｓ. ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的最

小抑菌浓度分别为 ４０、２０ 和 １０ μｇ / ｍＬꎮ 其中 Ｃ.
ａｌｂｉｃａｎｓ 的最小抑菌浓度小于 Ｅ. ｃｏｌｉ 和 Ｓ. ａｕｒｅｕｓꎬ
说明 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 表现

出更为有效的抑制效果ꎮ
表 １ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 Ｅ.ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和

Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的 ＭＩＣ 值

Ｔａｂ.１　 ＭＩＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ
ｆｏｒ Ｅ.ｃｏｌｉꎬＳ.ａｕｒｅｕｓꎬａｎｄ Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ

Ｂａｃｔｅｒｉａ
ｃ(μｇ / ｍＬ) / ＢＤ (１×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ)

０ ５ １０ ２０ ４０ ８０ １６０ ３２０

Ｅ.ｃｏｌｉ ７􀆰 ３４ ４􀆰 ２７ ３􀆰 ４６ １􀆰 ２９ ０􀆰 ３４ ０􀆰 ２７ ０􀆰 ２１ ０􀆰 １６

Ｓ.ａｕｒｅｕｓ ８􀆰 ７６ ５􀆰 ４５ ２􀆰 ０１ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２５ ０􀆰 １８ ０􀆰 １４

Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ ５􀆰 ４１ １􀆰 ８７ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ３１ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２３ ０􀆰 １５ ０􀆰 １３

２􀆰 ４ 　 抑菌机制探究

２􀆰 ４􀆰 １ 　 ＰＩ 染色实验结果分析

ＰＩ 可对死亡细胞 ＤＮＡ 染色ꎬ能使受损细胞

的细胞核在荧光显微镜下呈现出红色斑点[２２]ꎮ
从图 ６ａ ~ ６ｃ 中可以看到ꎬ当加入 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合材料与测试菌作用 １２ ｈ 后ꎬ３ 种测试菌均显

示出比对照组更多的红色荧光点(图 ６ｄ ~ ６ｆ)ꎬ表
明该复合材料对测试菌均有较强的膜损伤ꎬＡｇ＠

Ｅ.ｃｏｌｉ(ａ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｂ)及 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｃ)为对照组和

Ｅ.ｃｏｌｉ(ｄ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｅ)及 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｆ)为实验组

图 ６　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对 ３ 种测试菌的

ＰＩ 荧光染色图片

Ｆｉｇ.６　 Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＰＩ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ
Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ｏｎ ｔｈｒｅｅ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料可以更有效地破坏细菌

细胞ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２ 　 Ｚｅｔａ 电位实验结果分析

如图 ７ａ 所示ꎬＥ.ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的
表面电位值分别为 ( － １５􀆰 ７９ ± ０􀆰 ０５)、 － １４􀆰 ６２、
－１５􀆰 ２０ ｍＶꎬ当 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料与细菌

作用 ５ ｍｉｎ 后ꎬ测试得到细菌表面电位值分别为

－１０􀆰 ８７、－１１􀆰 ７４、－１１􀆰 ６１ ｍＶꎻ作用 ４０ ｍｉｎ 后分别

为－５􀆰 ３０、－５􀆰 ６８、－４􀆰 ４ ｍＶꎮ 细菌中的 Ｚｅｔａ 电位

值的改变证明 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料与细菌作

用后所释放 Ａｇ＋与细菌表面带负电的活性基团作

用ꎬ使细菌细胞壁负电荷密度降低[１６]ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ３ 　 细胞质泄露实验结果分析

通过 ＤＮＡ 泄露法探究复合材料对细菌细胞膜

的损伤程度ꎮ 利用紫外￣可见分光光度计在 ２６０ ｎｍ
处可检测到细菌内容物释放量[２３]ꎮ 测定结果如图

７ｂ~７ｄ 所示ꎬ与对照组相比ꎬＥ.ｃｏｌｉ(图 ７ｂ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ
(图 ７ｃ)和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(图 ７ｄ)与 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 纳

米复合材料作用后在 ２６０ ｎｍ 处的吸光度均有明

显上升ꎬ表明复合材料对 ３ 种测试菌的细胞膜均

有较强的损伤ꎬ使大量细胞内容物泄露于菌液中ꎮ

Ｚｅｔａ 电位(ａ)和 Ｅ.ｃｏｌｉ(ｂ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｃ)和
Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｄ)的细胞质泄露实验

图 ７　 ３ 种测试菌及 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的

Ｚｅｔａ 电位与细胞质泄露实验结果

Ｆｉｇ.７　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｌｅａｋａｇｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｅｓｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ

Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ

２􀆰 ４􀆰 ４ 　 离子泄露结果分析

细菌细胞膜受损会导致胞内离子泄露ꎬ从而

发生代谢紊乱[２４] ꎮ 本实验通过测定菌体中 Ｋ＋、
Ｃａ２＋、 Ｍｇ２＋ 的 泄 露 情 况 来 进 一 步 评 价 Ａｇ ＠

４４
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Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 纳米复合材料对 ３ 种测试菌 Ｅ.ｃｏｌｉ、Ｓ.
ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ. ａｌｂｉｃａｎｓ 细胞膜通透性的变化程度ꎮ
图 ８ａ ~ ８ｃ 为复合材料对 ３ 种测试菌胞内 Ｋ＋、
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 泄露的影响结果图ꎬ其中对照组中 Ｅ.
ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 胞内 Ｋ＋的浓度分别为

１􀆰 ６１、２􀆰 ３８ 和 １􀆰 ５８ ｍｇ / Ｌꎬ Ｃａ２＋ 的浓度分别为

１􀆰 ４７、１􀆰 １４ 和 １􀆰 ０２ ｍｇ / Ｌꎬ Ｍｇ２＋ 的浓度分别为

０􀆰 ８６、１􀆰 ０６ 和 ０􀆰 ６３ ｍｇ / Ｌꎬ说明菌体细胞维持着自

身的离子通道ꎬ经复合材料作用一段时间后ꎬＥ.
ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 胞内 Ｋ＋的浓度分别为

０􀆰 ４３、０􀆰 ９１ 和 ０􀆰 ３９ ｍｇ / Ｌꎬ Ｃａ２＋ 的浓度分别为

０􀆰 ６４、０􀆰 ５７ 和 ０􀆰 ３５ ｍｇ / Ｌꎬ Ｍｇ２＋ 的浓度分别为

０􀆰 ４８、０􀆰 ６５ 和 ０􀆰 ３２ ｍｇ / Ｌꎬ其浓度均显著低于对照

组ꎮ 如图 ８ｄ~８ｆ 所示ꎬＣ.ａｌｂｉｃａｎｓ 中 Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋

的泄露率均高于 Ｅ.ｃｏｌｉ 和 Ｓ.ａｕｒｅｕｓꎬ说明该纳米复

合材料对 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 细胞质膜造成的损伤更加严

重ꎬ致使胞内离子发生泄露ꎮ 实验结果表明ꎬ复合

材料可以通过破坏菌体细胞膜上的离子通道ꎬ使
Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋发生大量的泄露ꎬ而 Ｋ＋和 Ｃａ２＋是维

持细菌内液渗透压和膜电位的关键性离子[２５]ꎬＫ＋

和 Ｃａ２＋的泄露会致使细胞膜内外渗透压失衡ꎬ从
而导致细菌死亡ꎮ

Ｅ.ｃｏｌｉ(ａ)、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ(ｂ)和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ(ｃ)的离子泄露

实验结果和细菌内 Ｋ＋(ｄ)、Ｃａ２＋(ｅ)、Ｍｇ２＋(ｆ)的泄漏率

图 ８　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料对离子泄露结果和

细菌内 Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋的泄漏率

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｏｎ ｌｅａｋａｇｅ ｏｆ Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅａｋａｇｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

Ｋ＋ꎬＣａ２＋ꎬａｎｄ Ｍｇ２＋

２􀆰 ５ 　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料的抑菌机制

根据前文 Ｚｅｔａ 电位、ＰＩ 染色法、细胞质泄露

法其可能抑菌机制如图 ９ 所示ꎮ 细菌表面带电是

由于细胞壁主要成分中含有—ＮＨ２、—ＯＨ、—ＣＯＮＨ２

等阴离子活性基团[２６]ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 纳米复合

材料作为抑菌剂分散在介质中后ꎬ可分解出 Ａｇ
ＮＰｓꎬＡｇ ＮＰｓ 会释放 Ａｇ＋ꎬ因此ꎬ细菌表面电荷的

中和改变了细胞膜的通透性ꎬ破坏了细胞壁和细

胞膜随后导致菌体凋亡ꎬ这与 Ｚｅｔａ 电位结果一

致ꎮ Ａｇ ＮＰｓ 还可以锚定并穿透细菌胞膜ꎬ随后引

发细胞膜的破坏和内容物的泄漏[２７]ꎬ这与细胞质

泄露、离子泄露实验结果一致ꎮ 此外ꎬＡｇ ＮＰｓ 可

以影响关键的细胞内活性ꎬ如攻击呼吸链和抑制

细胞分裂ꎮ 从而达到抑菌的作用[２８]ꎮ

图 ９　 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料抑菌机制图

Ｆｉｇ.９　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 属于氨基糖苷类抗生素ꎬ氨基糖

苷具有广谱抗菌活性ꎬ它们能够通过与干扰信息

核糖核酸与核糖核蛋白体 ３０Ｓ 核糖体亚基之一结

合来抑制细菌中的蛋白质合成[２９]ꎬ并且对需氧革

兰氏阴性杆菌和某些革兰氏阳性细菌有效ꎮ 在单

独使用无机抗菌剂 Ａｇ ＮＰｓ 时ꎬＡｇ ＮＰｓ 可能会存

在因不稳定和易团聚等弊端大幅降低抑菌性能ꎻ
而单独使用抗生素会触发细菌耐药机制导致抗生

素外排[１３ꎬ３０] 而失去药用价值ꎬ使其抑菌活性明显

降低ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 纳米复合材料体现了无机

与有机抑菌材料的协同作用ꎮ

３　 结论

３􀆰 １ 　 本文通过单液相化学还原法来制备 Ａｇ
ＮＰｓꎬ并利用浸渍法结合市售抗生素合成一种将

无机抑菌剂和有机抑菌剂结合且具有高效抑菌的

Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料ꎮ
３􀆰 ２ 　 通过抑菌实验可知ꎬ复合材料对 Ｅ. ｃｏｌｉ、Ｓ.
ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的最小抑菌浓度分别为 ４０、２０
和 １０ μｇ / ｍＬꎮ 与 Ａｇ ＮＰｓ 相比ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
复合材料对 ３ 种测试菌的抑菌效率分别提高了

２􀆰 ０８、１􀆰 ６３ 和 ２􀆰 ２５ 倍ꎬ与单独使用 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 相

比ꎬ复合材料对 Ｅ.ｃｏｌｉ、Ｓ.ａｕｒｅｕｓ 和 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 的抑

菌效率分别提高了 ３􀆰 ００、２􀆰 ３７ 和 ４􀆰 ５０ 倍ꎮ １５０

５４
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μｇ / ｍＬ 的 Ａｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料在 ４０ ｍｉｎ 后

对 ３ 种测试菌的抑菌率均达到 ９９􀆰 ９９％ꎮ 复合材

料的抑菌效率优于单独抑菌剂的抑菌性能ꎬ其中

该复合材料对 Ｃ.ａｌｂｉｃａｎｓ 抑菌活性最高ꎬ且复合

材料对 ３ 种测试菌的 ＭＩＣ 分别为 ４０、２０ 和 １０
μｇ / ｍＬꎮ
３􀆰 ３ 　 经抑菌机制表明ꎬＡｇ＠ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 复合材料

释放出的 Ａｇ ＮＰｓ 和 Ａｇ＋ꎬ可改变细胞膜的完整性

和潜力ꎬ从而增加细胞通透性ꎬ促进抗生素进入细

胞内ꎬ提高具有细胞内靶点的抗生素的效率ꎮ
Ａｇ＋吸附在菌体细胞膜表面使细菌细胞膜通透性

增加ꎬ导致膜破裂ꎬ最终致使细胞凋亡ꎮ
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