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摘要：　 目的　 探讨纳米银对多重耐药菌的抑菌效果。 　 方法　 制备金黄色葡萄球菌的标准菌株和耐甲氧西林菌株，大
肠埃希菌的标准菌株和产 ＥＳＢＬｓ 菌株悬液并与终浓度 ８０、１００、１２０、１４０ ｍｇ ／ Ｌ 四个浓度纳米银溶液混合处理，分别于处理

前和处理后 １０、２０、３０、４０ ｍｉｎ 取混合菌液培养，计数菌悬液菌落数，分析纳米银不同浓度，不同处理时间对四种菌株的抑

菌率。 比较纳米银溶液对不同种细菌之间，同种耐药菌株和标准菌株之间的抑菌率差别，分析纳米银的抑菌效果。 　 结

果　 纳米银溶液浓度 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 时，作用 ３０ ｍｉｎ 就能完全抑制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的所有大肠埃希菌标准菌株和产 ＥＳＢＬｓ 菌株，
而完全抑制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的金黄色葡萄球菌标准菌株和耐甲氧西林菌株需要纳米银溶液浓度 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 作用 ４０ ｍｉｎ 或

１４０ ｍｇ ／ Ｌ 作用 ３０ ｍｉｎ。 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 浓度纳米银处理 ２０ ｍｉｎ 对大肠埃希菌标准株的抑菌率为（７２􀆰 ４２±５􀆰 ５０）％，高于对金黄

色葡萄球菌标准株的抑菌率（５５􀆰 ６７±７􀆰 ６２）％，差异有统计学意义（ ｔ＝ ５􀆰 ６４， Ｐ＝ ０􀆰 ０００）。 纳米银对产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌

株的抑菌率为（７１􀆰 ５１±５􀆰 ５６）％，高于对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株的抑菌率（５３􀆰 ７８±５􀆰 ９０）％，差异有统计学意义

（ ｔ＝ ６􀆰 ９１， Ｐ＝ ０􀆰 ０００））。 纳米银抑菌率在大肠埃希菌标准菌株和产 ＥＳＢＬｓ 菌株之间，金黄色葡萄球菌标准菌株和耐甲氧

西林菌株之间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 纳米银对革兰氏阴性杆菌的抑菌能力高于革兰氏阳性球菌，而对

同种菌的耐药和敏感菌株的抑菌能力无明显性差异。
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　 　 近年来，随着抗生素越来越广泛且不规范使用，多
重耐药菌乃至泛耐药菌越来越多。 为减少细菌耐药性

的出现，寻找新的抗菌物质已成为抗感染研究的热点。
纳米银是一类新型抗菌剂，具有强大的抑菌作用和广

谱的抗菌效果，是传统抗菌剂无法比拟的，因此它是很

有发展前景的新一代抗菌物质。 纳米银是粒径在 １ ～
１００ ｎｍ 之间的纳米级别银单质，具有显著表面效应、
量子隧道效应和量子尺寸效应［１］，有文献报道［２］ 纳米

银抗菌的有效浓度在纳摩尔水平，其抑菌效果是普通

银离子的数千倍。 纳米银研究至今，已在临床上多方

面使用，如纳米银抗菌凝胶、纳米银敷料、纳米银心血

管支架、纳米银骨水泥等，纳米银材料还广泛应用于外

科、妇产科等临床各个领域［３］，但有关于纳米银详细

抑菌效果参数目前国内外鲜有文献报道。 本研究从纳

米银溶液的稀释效应、抑菌浓度、抑菌效果时间，对不

同细菌抑菌效率等多方面探讨纳米银的抑菌效果，现
将研究结果报告如下。

１　 材料与方法
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１􀆰 １ 　 材 料 与 试 剂 　 金黄色葡萄球菌标准菌株

（ＡＴＣＣ２９２１３）、大肠埃希菌标准菌株（ＡＴＣＣ２５９２２）；
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株、产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希

菌菌株由湖南省人民医院检验科提供。 纳米银胶体溶

液由上海宇瑞化学有限公司提供；革兰氏阴性杆菌鉴

定卡，革兰氏阴性杆菌药敏卡，革兰氏阳性球菌鉴定

卡，革兰氏阳性球菌药敏卡购于法国生物梅里埃公司；
哥伦比亚血琼脂培养基由贝瑞特生物技术有限公司

提供。
１􀆰 ２　 仪器与设备 　 ＧＨ－５００９Ｃ 隔水式恒温培养箱为

北京 市 永 光 明 医 疗 仪 器 有 限 公 司 生 产； ＶＩＴＥＫ２
ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统由法国生物梅里埃公

司提供；７ＤＲ－Ｚ２００ 细菌浊度仪由湖南省长沙天地人

生 物 有 限 公 司 提 供； Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＵＶ － １６０１
ｓｐｅｃｔｏｒｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ为日本津岛有限公司生产；７２２Ｎ 可见

分光光度计由上海仪电科学仪器股份有限公司生产。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 纳米银表征的测定

１􀆰 ３􀆰 １􀆰 １　 纳米银透射电镜观察　 取一滴纳米银胶体

溶液滴于超薄碳膜上自然干燥后透射电镜观察。
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ２　 纳米银紫外吸收光谱测定　 取纳米银溶液

原液 ３００ μｌ 加入 ９６ 孔反应板中的三孔中，置于

Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＵＶ－１６０１ｓｐｅｃｔｏｒｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 仪器载架，设置从

３００～６００ ｎｍ 每 １０ 个波长检测程序进行测定。
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１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ３　 纳米银溶液稀释线性检测　 取纳米银溶液

原液若干，将其进行一系列的对倍稀释，浓度梯度为百

万分之 ２ ０００、１ ０００、５００、２５０、１２５、６２􀆰 ５、３１􀆰 ２５、１５􀆰 ６２５
八个梯度。 根据前期得到的紫外吸收光谱，选取在最

大吸收峰处的波长，用可见分光光度计读取吸光度，根
据测量值作线性回归曲线，观察纳米银溶液稀释是否

呈线性。
１􀆰 ３􀆰 ２　 菌株复苏以及鉴定　 四种菌株解冻后接种于

血琼脂平板，３６ ℃培养 ２４ ｈ。 灭菌水配制细菌悬液浓

度（０􀆰 ５±０􀆰 ０５）麦氏浊度，按照 Ｖｉｔｅｋ２ ｃｏｍｐａｃｔ 仪器革

兰阳性菌鉴定以及药敏和革兰阴性菌鉴定及药敏要求

标准步骤进行细菌鉴定和药敏分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 纳米银抑菌的最佳浓度的确定　 取四种试验

菌 ３６ ℃、２４ ｈ 血琼脂平板培养基新鲜培养物，用灭菌

水配置 ０􀆰 ５ 麦氏浊度菌液 ４ ｍｌ，菌液稀释 １０６ 倍后取

１ μｌ接种于血琼脂培养平板上，３６ ℃培养 ２４ ｈ，计数菌

落数。 纳米银溶液用灭菌水分别按照 ４００、５００ 、６００、
７００ ｍｇ ／ Ｌ 梯度浓度稀释。 取各菌株悬液 ４ ｍｌ 分别与

上述五个浓度的 １ ｍｌ 纳米银胶体溶液混合，混合后纳

米银胶体溶液抑菌终浓度为分别为 ８０、 １００、 １２０、
１４０ ｍｇ ／ Ｌ，放置摇床上室温暗处理 ３０ ｍｉｎ。 菌液稀释

１０６ 倍后取 １ μｌ 接种于血琼脂培养平板上，３６ ℃培养

２４ ｈ，计数菌落数。 计算抑菌率，计算公式如下：抑菌

率＝（抑菌前活菌数－１􀆰 ２５×抑菌终止后活菌数） ／抑菌

前活菌数×１００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ４　 纳米银抑菌的最佳时间的确定　 取四种试验

菌 ３６ ℃、２４ ｈ 血琼脂平板培养基新鲜培养物，用灭菌

水配置 ０􀆰 ５ 麦氏浊度菌液 ４ ｍｌ，菌液稀释 １０６ 倍后取

１ μｌ接种于血琼脂培养平板上，３６ ℃培养 ２４ ｈ，计数菌

落数。 取各菌株悬液 ４ ｍｌ 与 ６００ ｍｇ ／ Ｌ 浓度的纳米银

溶液 １ ｍｌ 混匀后置摇床上室温暗处理，分别于处理

１０、２０、３０、４０ ｍｉｎ 四个时间点各取菌液稀释 １０６ 倍后

取 １ μｌ 接种于血琼脂培养平板上，３６ ℃培养 ２４ ｈ，计
数菌落数和抑菌率。
１􀆰 ３􀆰 ５　 纳米银对不同细菌抑菌效率比较　 取四种实

验菌株新鲜培养物，灭菌水配制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度菌液

４ ｍｌ，菌液稀释 １０６ 倍后取 １ μｌ 接种于血琼脂培养平

板上，３６ ℃ 培养 ２４ ｈ，计数菌落数。 取各菌株悬液

４ ｍｌ与 ６００ ｍｇ ／ Ｌ 浓度的纳米银溶液 １ ｍｌ 混匀后置摇

床上室温暗处理 ２０ ｍｉｎ 后菌液稀释 １０６ 倍后取 １ μｌ
接种于血琼脂培养平板上，３６ ℃培养 ２４ ｈ，计数菌落

数和抑菌率。 每个菌株重复 １０ 次。 分别比较金黄色

葡萄球菌标准菌株与大肠埃希菌标准菌株之间的抑菌

率，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株与产 ＥＳＢＬｓ 大肠

埃希菌菌株之间的抑菌率，耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌菌株与金黄色葡萄球菌标准菌株之间抑菌率，产
ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株与大肠埃希菌标准菌株之间抑

菌率的差异。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件包数据

处理，各菌株纳米银直接抑菌率采用均值±标准差（􀭰ｘ±
ｓ）描述，各菌株之间纳米银直接抑菌率的比较采用独

立样本的 ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 纳米银表征　 由图 １ 可见本实验所用的纳米银

形状为球形，其粒径约在 １５～２０ ｎｍ 之间，各粒子之间

无聚集，分散良好。 由图 ２ 可见本实验所用的纳米银

纯度高，吸收峰在 ４００ ｎｍ 附近，其吸收峰与文献报道

的纳米银在 ４００ ｎｍ 附近存在的特征吸收峰相吻合［４］；
由图 ３ 可知，线性回归系数接近于 １，纳米银溶液倍比

稀释后呈线性分布，表明本实验所需浓度的纳米银溶

液可以采用原液用灭菌水直接进行稀释。

图 １　 纳米银透射电镜图（×１０ ０００）

图 ２　 纳米银紫外吸收光谱图

图 ３　 纳米银溶液倍比稀释线性分析

２􀆰 ２　 耐药菌株鉴定与药敏验证　 Ｖｉｔｅｋ２ ｃｏｍｐａｃｔ 全自

动微生物分析系统对实验菌株进行菌种及药敏鉴定结

果显示，本实验所用菌株分别为耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌菌株和产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株。
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２􀆰 ３　 不同浓度纳米银溶液抑菌效果分析 　 作用

３０ ｍｉｎ的情况下，随着纳米银浓度的增加，四种菌株的

抑菌率逐渐增高，纳米银溶液 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 就能完全抑制

０􀆰 ５ 麦氏浊度的所有大肠埃希菌标准菌株和产 ＥＳＢＬｓ

菌株；而 １４０ ｍｇ ／ Ｌ 的纳米银溶液才能在 ３０ ｍｉｎ 抑制

０􀆰 ５ 麦氏浊度的所有金黄色葡萄球菌的标准菌株和耐

甲氧西林菌株，见表 １。

表 １　 不同浓度纳米银胶体溶液作用下抑菌率（ｎ，％）

菌种 ０ ｍｇ ／ Ｌ ８０ ｍｇ ／ Ｌ １００ ｍｇ ／ Ｌ １２０ ｍｇ ／ Ｌ １４０ ｍｇ ／ Ｌ

大肠埃希菌标准菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１４） ２９􀆰 ８２（３４ ／ １１４） ７１􀆰 ９３（８２ ／ １１４） １００􀆰 ００（１１４ ／ １１４） １００􀆰 ００（１１４ ／ １１４）

产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１５） ２６􀆰 ９６（３１ ／ １１５） ７３􀆰 ９１（８５ ／ １１５） １００􀆰 ００（１１５ ／ １１５） １００􀆰 ００（１１５ ／ １１５）

金黄色葡萄球菌标准菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１２） １６􀆰 ９６（１９ ／ １１２） ５８􀆰 ０３（６５ ／ １１２） ９４􀆰 ６４（１０６ ／ １１２） １００􀆰 ００（１１２ ／ １１２）

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１６） １２􀆰 ９３（１５ ／ １１６） ５８􀆰 ６２（６８ ／ １１６） ８７􀆰 ０７（１０１ ／ １１６） １００􀆰 ００（１１６ ／ １１６）

２􀆰 ４　 纳米银溶液不同抑菌时间分析　 纳米银溶液浓

度为 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 时，随着作用时间的增加，纳米银的抑

菌率逐渐增加。 纳米银作用 ３０ ｍｉｎ 可以抑制 ０􀆰 ５ 麦

氏浊度的大肠埃希菌标准菌株和产 ＥＳＢＬｓ 菌株的所

有细菌；纳米银作用 ４０ ｍｉｎ 才能抑制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的

金黄色葡萄球菌标准菌株和耐甲氧西林菌株的所有细

菌，见表 ２。

表 ２　 纳米银溶液作用不同时间下抑菌率（ｎ，％）

菌种 ０ ｍｉｎ １０ ｍｉｎ ２０ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ４０ ｍｉｎ

大肠埃希菌标准菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１４） ５２􀆰 ６３（６０ ／ １１４） ７１􀆰 ９３（８２ ／ １１４） １００􀆰 ００（１１４ ／ １１４） １００􀆰 ００（１１４ ／ １１４）

产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１５） ４８􀆰 ７０（５６ ／ １１５） ７３􀆰 ９１（８５ ／ １１５） １００􀆰 ００（１１５ ／ １１５） １００􀆰 ００（１１５ ／ １１５）

金黄色葡萄球菌标准菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１２） ２１􀆰 ４３（２４ ／ １１２） ５８􀆰 ０４（６５ ／ １１２） ９４􀆰 ６４（１０６ ／ １１２） １００􀆰 ００（１１２ ／ １１２）

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株 ０􀆰 ００（０ ／ １１６） １８􀆰 ９７（２２ ／ １１６） ５８􀆰 ６２（６８ ／ １１６） ８７􀆰 ０７（１０１ ／ １１６） １００􀆰 ００（１１６ ／ １１６）

２􀆰 ５　 纳米银对不同细菌抑菌效果比较　 纳米银浓度

为 １２０ ｍｇ ／ Ｌ，处理时间为 ２０ ｍｉｎ 时，纳米银对大肠埃

希菌标准株的抑菌率高于对金黄色葡萄球菌标准株的

抑菌率，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ５􀆰 ６４， Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）。 纳

米银对产 ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株的抑菌率高于对耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株的抑菌率，差异有统计

学意义（ ｔ＝ ６􀆰 ９１， Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）。 说明同等情况下，纳米

银对大肠埃希菌的抑菌效能高于对金黄色葡萄球菌的

抑菌效能。 纳米银对大肠埃希菌标准株抑菌率和产

ＥＳＢＬｓ 大肠埃希菌菌株的抑菌率比较差异无统计学意

义（ ｔ＝ ０􀆰 ３７， Ｐ ＝ ０􀆰 ７１５）。 纳米银对金黄色葡萄球菌

标准菌株抑菌率和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株的

抑菌率比较差异无统计学意义（ ｔ＝ ０􀆰 ６１８， Ｐ＝ ０􀆰 ５４５），
说明同等情况下，纳米银对耐药菌和非耐药菌的抑菌

效能无显著差异，见表 ３。
表 ３　 纳米银对不同细菌抑菌率（％，􀭰ｘ±ｓ）

菌株 实验次数（ｎ） 抑菌率（％，􀭰ｘ±ｓ）

大肠埃希菌标准株 １０ ７２􀆰 ４２±５􀆰 ５０

产 ＥＳＢＬｓ 大肠杆菌菌株 １０ ７１􀆰 ５１±５􀆰 ５６

金黄色葡萄球菌标准菌株 １０ ５５􀆰 ６７±７􀆰 ６２

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株 １０ ５３􀆰 ７８±５􀆰 ９０

３　 讨　 论

多重耐药菌的出现导致临床细菌感染的治疗变得

越来越困难，很多感染多重耐药菌的患者面临无药可

用的状况，传统的抗菌药物已经不能满足临床耐药菌

感染治疗的需要，新型抗菌机制的探索和新型抗菌药

物及材料的研发已经刻不容缓［５－６］。 纳米银是一类新

型抗菌剂，具有传统抗菌剂无法比拟的强大的抑菌作

用和广谱的抗菌效果，是很有发展前景的新一代抗菌

物质。 纳米银抑菌能力极高，极低剂量的纳米银就可

产生强大的抑菌能力。 本研究中，１４０ ｍｇ ／ Ｌ 浓度的纳

米银就能在 ３０ ｍｉｎ 内完全抑制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的细菌。
纳米银的抑菌速度也非常的快，本研究结果亦是如此，
１２０ ｍｇ ／ Ｌ 的纳米银溶液仅需 ４０ ｍｉｎ 的时间就能完全

抑制 ０􀆰 ５ 麦氏浊度的细菌。 纳米银的强大抑菌能力与

其粒径微小从而导致表面积大密切相关。 纳米银通过

与微生物细胞膜中带负电荷的磷酸基团结合，摧毁细

胞膜，并绑定到病原体内带负电荷的巯基、羧基，使一

些基团的酶失去效果，从而达到抑制细菌的作用。 纳

米银还可以引起局部表面等离子的共振，达到吸附和

破坏病原体细胞膜小颗粒蛋白及核酸等物质的作用导

致细胞死亡的功能，其抑菌效率高于银离子千倍［２］。
纳米银的抑菌作用在不同细菌各有不同，本研究结果

显示纳米银对革兰氏阴性菌的抑菌能力要远大于革兰

氏阳性细菌，但纳米银对于同一菌种的标准菌株和耐
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