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摘 要

本课题以五种细菌和两种酵母菌为受试菌株，测试了两种纳米材料的抑菌、

抗菌性能，利用环境扫描电镜观察纳米材料对受试菌株的杀灭过程，在微观层次

上认识杀菌机理。

利用抑菌圈法定性测定了纳米银和纳米Ti02的抗菌效果，证明了两种材料均

具有广谱抗菌效果；测定了纳米银和纳米TiQ的最小抑菌浓度(MIC)和最大杀菌

浓度(MBC)，两者基本相同。它们对细菌的最小抑菌浓度是2001．tg／L，对啤酒酵母

的最小抑菌浓度是400Ilg／L；在最大杀菌浓度(MBC)方面，对细菌的为107 efu／mL，

对酵母菌为105efu／mL。

纳米银和纳米Ti02对G+菌的抑制作用最强，对芽孢杆菌作用次之，对G_菌的

作用稍弱，对酵母菌的作用相对最弱。究其原因，这可能与有无芽孢以及各种类

型的菌体的细胞壁和细胞膜的不同结构有关系。

两种纳米材料的抗菌效果与其浓度和作用时间成正比，浓度越高，作用时间

越长，作用效果越好。在细菌的最小抑菌浓度200鹇／L下，在18个小时之内就能将

细菌全部杀灭；对酵母菌来说达到相同的效果所需的浓度为4001ag／L。

另外，纳米银颗粒越小，作用效果越好。未经还原的A矿的杀菌效果与相同浓

度下的纳米银相比差距很大，由此可以判断／出Ag+与纳米银的作用机理应该是有较

大区别的。纳米Ti02具有良好的热稳定性，经高温处理后仍然有良好的抑菌效果。

利用环境扫描电镜(ESEM)观察了纳米银和纳米Ti02对受试菌的杀灭过程。

在纳米材料作用的初期，首先是从细菌细胞壁开始，其产生的自由基能破坏细胞

壁结构，使细胞壁断裂、破损，质膜解体，然后进入胞体内部破坏内膜和细胞组

分，使细胞质凝聚，导致细胞内容物溢出，可出现菌体空化现象。

关键词：纳米银；Ti02；抑菌：机理；最小抑菌浓度
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ABSTPACT

Taking five bacteriums and two yeast as ta理赋strains，inhibition and antibacterial

effect of two nRno-materials Wb。l'e tested，and the killing procedure oftarget strains were

observed by ESEM，and sterilizing mechanism were known in this paper．

The antibacterial effect of RaRe—Ag and nano-Ti02 were qualitatively test by

inhibition zone，that proofed two materials have the broad-spectrum antibacterial effect．
The MIC and MBC of nano—Ag and nano-Tie2 have been tested．Both of them are

roughly same．The MIC on bacterium and yeast is 200腭皿and 400pg／L，respectively．
TheMBC on bacteriums and yeast is 1 0

7
cfu／mL and 1 0’cfu／mL，respectively．

Inhibitory action of nano—Ag and RaRe—Tie2 on G+bacterium is the best，followed

by the effect on bacillus and G，bacterium,and its effect on yeasts is the weakest

relatively．I think it has relations with its different structure of cell wall and membrane．

The antibacterial effect of two nano—materials is direct proportion with

concentration and time，the more the concentration and time is high,the more the rate of

bacteriostasis is hi91L Vc'heTl the concentration is 200}tg／L，the bacteriums would be to

kill in 1 8 hours，but the concentration is 400|-tg／L if you want to kill the yeasts in the

same conditions．

In addition,the smaller the particle of nanoo吗is，the better the rate of

bacteriostasis is．There is very conspicuous disparity betw∞n Ag+ion and nano—A岛so the

sterilizing mechanism of two Dane—materials should not be the same．The nano-Ti02 has

good stability under heat treatment．

The killing procedure of target strain Was observed by ESEM．The process of

nano-materials photocatalysisinactivation of bacterium begins with destroying the

structure of cell wall by the flee radical Ti02 produced．These flee radical make the cell

wall disruptive and disrepairabl，the plasmalemma disassemble，and then it chisel in the

cell，destroy the reticulum and the inner structure which make the cytoplasm

coacervateand cause the extravasation ofentocyte to form cavitate cells．

Key Words：nano·Ag，Tie2，bacteriostasis，mechanism,MIC
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第1章绪论

广袤的自然界无处不体现着纳米科学的内涵。人类或动物的牙齿和骨骼表面

具有纳米结构，因而其韧性和强度较之具有相同化学组成的宏观团块大得多；贝

类的珍珠层仅含1％的纳米级聚合物，但其组成比本身组分硬2倍，韧性则提高

1000倍；具有大量纳米结构的树木，维系着地球的生态；而自然界中的生命，更

是由最基本生命物质蛋白质、RNA等“纳米机器"组装成的组合体。

1959年，著名物理学家、诺贝尔奖获得者Richard Feynman首次提出了按人

类意愿任意地操纵单个原子与分子的设想，预言了纳米科技的出现。自此，人们

逐渐对这一类处于纳米尺度范围、具有明显异于一般宏观材料的物理、化学性能

的一类物质发生了兴趣，从而开拓了对这一陌生领域的认知和探索。到21世纪的

今天，纳米科技对传统产业的实质性影响和对未来工业的潜在革新似已毋庸质疑，

因此人们普遍认为，纳米技术将和信息技术一道，成为现代高科技和新兴学科发

展的基础l培别。

纳米技术是20世纪80年代末延生并崛起的高科技，它的基本涵义是指在纳

米尺寸范围内研究物质的组成，通过直接操纵和安排原子、分子而创造新物质。

纳米技术的出现标志着人类的认知领域已拓展至原子、分子水平，标志着人类科

学技术的新时代——纳米科技时代的来临。

1．1纳米与纳米材料

1．1．1纳米

如果将人类所研究的物质对象用长度单位加以描述，我们可以得到人类智力

所延伸到的物质世界的范围。目前人类能够加以研究的物质世界的最大尺度是

1023m(约10亿光年)，这是我们已经观测到的宇宙大致范围。人类所研究的物质

世界的最小尺度为10d9(0．1am)。

纳米(rim)是长度单位，为10母米，十亿分之一米，相当于10个氢原子一

个挨一个排起来的长度。原子的直径在O．1~o．3个nm之间。人类的遗传物质DNA

直径小于3nm。1纳米大约是头发直径的1／20000---1／50000，约1个分子或DNA

大小，米与纳米尺寸之比较约等于地球与乒乓球之差距，我们身上的红血球约等

于1000纳米(rim)。
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凹1 1纳米尺寸示意圈

1 1 2纳米材料

纳米材料是纳米科学发展的重要基础，也是纳米科技最为重要的研究对象。

自1861年以来，随着胶体化学的建立，人们开始了对直径1m～lOOnm的粒子
系统即所谓胶体的研究，但真正有意识地把纳米粒子作为研究对象始于20世纪

60年代。广义上，纳米材料是指在三维空间中至少有一维处于纳米尺度范围或由

它们作为基本单元构成的材料，即纳米材料是物质阻纳米结构按一定方式组装成

的体系，或纳米结构排列于一定基体中分散形成的体系，包括纳米超微粒子、纳

米块体材料和纳米复合材料等。组成纳米材料的基本单元在维数上可分为三类：

①零维。指在空间三维尺寸均在纳米尺度内。如纳米尺度颗粒、原子簇等；@一

维。指在空间有两维处于纳米尺度，如纳米丝、纳米棒、纳米管等；③二维。是

指在三维空间中有一维处于纳米尺度，如超薄膜、多层膜、超晶格等。构成纳米

材料的物质的类别可以有多种，分为金属纳米材料、半导体纳米材料、纳米陶瓷

材料、有机一无机纳米复合材料及纳米介孔固体与介孔复合体材料等。

1 1 3纳米材料的发展阶段

自70年代纳米颗粒材料问世以来，80年代中期在实验室合成了纳米块体材

料，至今已有20多年的历史，但真正成为材料科学和凝聚态物理研究的前沿热点

是在80年代中期以后。从研究的内涵和特点大致可划分为三个阶段：第一阶段

(1990年以前)主要是在实验室探索用各种手段制备各种材料的纳米颗粒粉体，

台成块体(包括薄膜)，研究评价表征的方法，探索纳米材料不同于常规材料的特

殊性能。对纳米颗粒和纳米块体材料结构的研究在80年代末期一度形成热潮。研

究的对象局限在单一材料和单相材料，国际上通常把这类纳米材料称纳米晶或纳

米相(nanocrystallinoor nanophase)材料。第二阶段(1994年前)人们关注的热

点是如何利用纳米材料己挖掘出来的奇特物理、化学和力学性能，设计纳米复合

材料，通常采用纳米微粒与纳米微粒复合(0．0复合)，纳米微粒与常规块体复合
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(O．3复合)及发展复合纳米薄膜(O．2复合)，国际上通常把这类材料称为纳米

复合材料。这一阶段纳米复合材料的合成及物性的探索一度成为纳米材料研究的

主导方向。第三阶段(从1994年到现在)纳米组装体系、人工组装合成的纳米结

构的材料体系越来越受到人们的关注，正在成为纳米材料研究的新的热点。国际

上，把这类材料称作纳米组装材料体系(nanostructure‘i assembling system)或者

称为纳米尺度的图案材料(patterning materials on the nanometer scale)。它的基本

内涵是以纳米颗粒、纳米丝和管为基本单元在一维、二维和三维空间组装排列成

具有纳米结构的体系，其中包括纳米阵列体系、介孔组装体系、薄膜嵌镶体系。

纳米颗粒、丝、管可以是有序或无序地排列。如果说第一阶段和第二阶段的研究

在某种程度上带有一定的随机性，那么这一阶段研究的特点更强调按人们的意愿

设计、组装、创造新的体系，更有目的地使该体系具有人们所希望的特性。可见，

纳米结构的组装体系很可能成为纳米材料研究的前沿主导方向f4】。

1．1．4纳米材料的特性

当物质细化到纳米等级时，其原子间距变大、密度变低、原子排列随机、结

构开放，因此其物性常有极大的变化、优化，甚至相反。纳米材料具有独特的结

构，在力学、热学和光学上表现出一些奇异的特性。处于纳米尺度下的物质，其

电子的波性以及原子之间的相互作用将受到尺度大小的影响，诸如熔点、磁学性

能、电学性能、光学性能、力学性能和化学活性会出现与传统材料迥然不同的性

质，表现出的独特性能无法用传统的理论体系解释【5】。以下总结了导致纳米材料

表现独特性能的4种基本效应。

1、表面效应

当微粒的直径降低到纳米尺度时，其表面粒子数、表面积和表面能均会大幅

增加。由于表面粒子的空位效应，周围缺少相邻的粒子，出现表面粒子配位不足；

同时高的表面能也使得表面原子具有很高的活性，极不稳定，易于通过与外界原

子结合而获得稳定，如金属纳米颗粒在空气中会燃烧，无机的纳米颗粒暴露在空

气中会吸附气体并与气体发生反应，皆由表面效应所致。

2、小尺寸效应

随着颗粒尺寸变小所引起的宏观物理性质的变化称为小尺寸效应。纳米颗粒

尺寸小，比表面积大，在熔点、磁学性能、电学性能和光学性能等都较大尺寸颗

粒发生了变化，产生出一系列奇异的性质。如金属纳米颗粒对光的吸收效果显著

增加，而直径为2nm的金和银的纳米颗粒，其熔点分别降为330℃和100℃。

3、量子尺寸效应

处于纳米尺度的材料，其能带将裂分为分立的能级，即能级的量子化，而金

3
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属大块材料的能带，可以看成是连续的。纳米材料能级之间的间距随着颗粒的尺

寸的减小而增大。当能级间距大于热能、光子能量、静电能以及磁能等的平均能

级间距时，就会出现一系列与块体材料截然不同的反常特性，这种效应称之为量

子尺寸效应。量子尺寸效应将导致纳米微粒在磁、光、电、声、热以及超导电性

等特性与块体材料的显著不同，例如，纳米颗粒具有高的光学非线性及特异的催

化性能。

4、宏观量子隧道效应

微观粒子具有穿越势垒的能力称之为隧道效应。近年来，人们发现一些宏观

的物理量，如微小颗粒的磁化强度、量子相干器件中的磁通量以及电荷等也具有

隧道效应，它们可以穿越宏观系统的势垒而产生变化。这种效应和量子尺寸效应

一起，将会是未来微电子器件的基础，它们确定了微电子器件进一步微型化的极

限。

1．2纳米抗菌材料简介

纳米抗菌材料是在纳米技术出现后，将抗菌剂通过一定的方法和技术制备成

纳米级抗菌剂，再与抗菌载体通过一定的方法和技术制备而成的具有抗菌功能的

材料。随着近几年对纳米抗菌剂、载体及制备方法的广泛研究，纳米抗菌材料的

种类愈来愈丰富多彩，制备方法趋于成熟，应用领域也愈来愈广。

1．2．1纳米抗菌材料的分类

传统的抗菌剂可分为无机系抗菌剂、有机系抗菌剂和天然生物系抗菌剂【6】。

各类抗菌剂有各自的优缺点。有机系抗菌剂的抗菌效果好，成本低廉，但其耐热

性差，甚至毒性强，一般只能用来进行一次性消毒或灭菌。天然生物材料作为抗

菌剂，毒性和对环境污染小，但受到安全性和加工条件的制约，目前还不能实现

大规模市场化，不易做成纳米级抗菌剂。随着人们生活水平的不断提高，希望与

人接触的各种生活用具在受到病菌感染后能自动消毒除菌，要求生活用具的材料

本身能长期地释放出抗菌剂或起到抗菌剂的作用。大量研究表明，无机系抗菌剂

抗菌谱宽，毒性低，耐热性强，适合于人类各种生活条件下的抗菌消毒，且特别

宜于做成纳米级抗菌剂，再将其与抗菌载体合成纳米抗菌材料。目前，纳米抗菌

材料按照抗菌机制的不同主要分为纳米载银系无机抗菌材料和纳米Ti02光触媒

系抗菌材料。纳米载银系无机抗菌材料的抗菌剂有Af、Zn2+、Cu2十、H孑+等许多

重金属离子，载体主要有沸石、膨润土和硅胶。其中抗菌效果好且对人体毒性最

小的是醇。纳米Ti02光触媒系抗菌材料的抗菌剂主要就是纳米Ti02粉体、薄膜
等。另外ZnO、Fe203、CdS、W03等半导体材料也有一定的抗菌或抑菌作用，也

4
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属于光触媒系抗菌材料。

1．2．2实验室常用的纳米抗菌材料的制备方法

纳米微粒的制备方法，可以按制备原料状态分为3大类：气相法、液相法和

固相法；按反应物状态分为干法和湿法；另外按反应的过程分为物理法和综合法

【71。其中大部分方法都具有粒径均匀，粒度可控，操作简单等优点；但是有的也

存在可生产材料范围较窄，反应条件较高，如高温高压等缺点。

实验室常用的纳米材料的制备方法一般为液相法，液相法制备纳米微粒是将

均相溶液通过各种途径使溶质和溶剂分离，溶质形成一定形状和大小的颗粒，得

到所需粉末的前驱体，热解后得到纳米微粒I引。液相法包括化学还原法、沉淀法，

水解法，喷雾法，乳液法，溶胶．凝胶法，其中应用最广的是化学还原法、溶胶一

凝胶法、沉淀法。

1．2．2．1化学还原法

银离子极易被还原，常用的还原方法有化学还原、电化学还原和光化学还原。

化学还原法是利用化学反应中的氧化还原方法，将银盐中的银阳离子还原成原子

银，从而制备出纳米银粒子。光还原法的机理一般认为是在有机物存在下，金属

阳离子在光照的条件下，由有机物产生的自由基使金属阳离子还原。顾大明等t91

以次磷酸钠为还原剂、六偏磷酸钠为分散剂、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)为保护剂，

在pH=12、温度40--42"C条件下与硝酸银溶液反应，得到紫红色银胶。经离心分

离6000 r／rain、钝化剂溶液洗涤和真空干燥(1 kPa， 50"C)3 h，得到粉末状产

物。透射电镜(TEM)和X射线衍射仪()(】m)分析表明，产品系粒径为10～

30 nm的纯相纳米银粉。该方法的制备周期约为5 h，产率可达70％一-80％。纳米

银粒子的XRD谱见图1．2。图l中的5个衍射峰说明产品是纯相的纳米银。

图1．2纳米银粒子的XRD谱

在有蔗糖存在的条件下，Han Minghan等‘101利用不同浓度Ag+毛E Ti02上进行

5
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光还原反应，制备了纳米银载量不同的Ag／Ti02样品。样品呈褐色，通过XRA和

TEM分析表明在Ti02表面存在金属纳米银粒子，见图1．3。沉积的Ag大小并

不一致，估计粒子直径在10 nin以内。

图1．3纳米银粒子的TEM图

姚素薇等【ll】通过光还原方法，利用高分子聚合物壳聚糖制备无机相纳米银粒

子。实验中发现，随着光照时间的增长，银离子不断地被还原成新的银原子或纳

米银粒子。

1．2．2．2沉淀法

沉淀法是指包括一种或多种离子的可溶性盐溶液，当加入沉淀剂(如OH‘，

C2042。等)于一定温度下使溶液发生水解，形成不溶性的氢氧化物、水合氧化物或

盐类从溶液中析出，将溶剂和溶液中原有的阳离子洗去，经热解或热脱即得到所

需的氧化物粉料。沉淀法包括共沉淀法、直接沉淀法、均相沉淀法等。直接沉淀

法的优点是容易制取高纯度的氧化物纳米微粒。

徐甲强等【12J在室温下，在浓度为lmol·L—Zn(N03)2的溶液中，加入浓度

6mol·Ld的NH3H20，不断搅拌控制溶液的pH值为8．0～8．8，得到Zn(OH)2沉淀，

在室温下陈化36h，过滤并用蒸馏水洗涤干净，于80℃干燥后，研磨后于600。C

下燃烧2h，即得平均晶粒度为50nm的ZnO微粉。P．Nemec掣13】使用化学沉积

法制备出粒径为3．8"-20nmCdSe纳米晶体，试验过程中通过选择合适的光密度调

整纳米晶体的半径，粒径大小也与沉积时间和温度有关，据此可以根据需要改变

产品的纳米尺寸维数。瞿华峰等【H】将原料ZrOCl2·8H20(化学纯)，

Y(N03)·3．6H20(化学纯)，Ti(Si04)2(化学纯)按一定配比制成0．5mol·L‘1的混合溶

液，用化学共沉淀法制得一系列组分不同的t-Zr02．Ti02．Y203固溶体的纳米粉体，

不同组分的固溶体粉体的粒径均在15"--25nm范围。沃恒洲等【15】在一定温度和酸

度条件下，以硫代乙酰胺水解的硫化氢与钼酸纳反应得到非晶态三硫化钼粉末，

再将非晶态三硫化钼粉末经过高温加氢脱硫制得纳米级二硫化钼粉末。其粒径为

6
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70～100m。杨晓娟【16】等采用化学共沉淀法合成了4种尖晶石型复合氧化物
MFe-203(M=Cu2+、zn2+、Cu2+、M矿+)称取所需量(o．01m01)的金属硝酸盐M(N03)2

或CdS04，加20mL水溶解，再加入0．5mol·Ld的Fe(N03)3溶液40mE(0．02m01)，

搅拌均匀，在70"C和不断搅拌下加入NaOH(6mol·L．1)沉淀剂，保持体系的pH值

约为9，完全沉淀后，陈化1h，抽滤，洗涤，于110℃烘干，再于马弗炉中400

℃下灼烧lh，即得复合氧化物粉末，平均为32-'--47nm。郑典模和苏学军等【l‘7】在

水玻璃浓度为0．3mol·L一，H2S04浓度为0．4mol·L-l，添加剂浓度为0．9tool·L1，添

加适量表面活性剂，沉淀溶液pH值为8时获得Si02粉末，粒度分布均匀，为无

定性状，粒径较小，平均粒径为76nm。

1．2．2．3乳液法

乳液法是利用两种互不相溶的溶剂在表面活性剂的作用下形成一个均匀的乳

液，从乳液中析出固相，这样可使成核、生长、聚结、团聚等过程局限在一个微

小的球形液滴内，从而可形成球形颗粒，又避免了颗粒之间进一步团聚。微乳液

法具有实验装置简单，能耗低，操作容易；所得纳米粒子粒径分布窄，且单分散

性、界面性和稳定性好；与其它方法相比具有粒径易于控制，适应面广等优点。。

徐甲强等【12】取25mL浓度0．1mol·Ld的Zn(N03)2溶液，加入环己烷10mL，正丁

醇15mL，0．02mol·L．1的ABS5mL，搅拌后得透明液，然后加入双氧水2mL，控

制温度为60℃，用6mol·L。1的NI-13H20做沉淀剂，控制pH=8．O～8．8得到Zn(OH)2

溶胶，经过一系列试验步骤得到平均晶粒度为20nm的ZnO粉末。潘庆谊和徐甲

强等㈣还用微乳液法制备了粒径大小为5-'--1 lnm纳米Sn02材料。江贵长等【19】用

原位种子乳液复合法合成了苯乙烯／甲基烯酸一二氧化钛复合纳米微球，其平均粒

径为50nm。wh等【20谰乳液膜法制备了平均粒径为4．5nm的CdS微粒，其中最

佳制备条件：Na2S的浓度低于0．3mol／L，Na2S与CdCh的摩尔浓度比高于1．1，

油相和内部前驱物相的体积比为2．0，乳化液和水(包含了反应物)的体积比为1．5，

pH值为3．4～9．6，反应时间为8min以上。

1．2．2．4溶胶一凝胶法

溶胶一凝胶法是指前驱物质(水溶性盐或油溶性醇盐)溶于水或有机溶剂中形成

均质溶液，溶质发生水解反应生成纳米级的粒子并形成溶胶，溶胶经蒸发干燥转

变为凝胶。其优势在于从过程的初始阶段就可在纳米尺度上控制材料结构【211。该

法具有在低温下制备纯度高，粒径分布均匀，能制得化学活性大，单组分或多组

分分级混合物的优点【221。该法过程机制有三种类型：传统胶体型、无机聚合物型

和络合物型【引。

刘静波等【23】用溶胶．凝胶法以部分醇盐为原料及非醇溶剂，醋酸作催化剂，以

不同镧源为掺杂物，在不同工艺条件下合成了一系列镧掺杂钛酸钡基纳米晶。李
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蓉萍等【24】以钛酸丁酯作为原料，无水乙醇作为有机溶剂，盐酸作为催化剂，用溶

胶．凝胶成功的制备了纳米Ti02粉末，不同温度热处理后Ti02D平均晶粒尺寸有

较大差异，大致在6．1"-'93．2nm(250,----750。C)范围内。N．Sanz等【25悃溶胶凝胶法制

备了粒径为20----80nm的有机纳米微粒，sol-gel法的低温过程满足有机相的热稳

定性的要求，通过控制有机相成核过程、颗粒的增长、醇盐母体的溶胶化过程可

以得到粒径均匀的纳米颗粒。Yang等【26】在室温常压下用液相法制得粒径为10～

20nm的金红石形态的二氧化钛颗粒，随着胶溶和陈化温度的降低，晶体尺寸减

小，试验表明液相中晶核越多，产品的粒径越小；胶溶温度是晶体结构的主要影

响因素。薛天峰，胡季帆【27】等在ZnOW03)2"6H20和AI(N03)3"9H20溶液中，加入

适量柠檬酸和少许聚乙二醇，65℃下搅拌，形成溶胶，直至脱水，形成原粉，前

驱体450℃热处理，制备得掺杂A13+的纳米ZnO，其平均晶粒分别为40nm和35nm。

Lif-shitz[28】等利用该法在Si02基体上合成了平均粒径为4--一20nm的立方晶型的

CdSe纳米粒子。Ken-ichi Hashizume等【29佣凝胶法制备出粒径为2．5--．4．7nm的

CdSe纳米晶体，通过改变喷射时间和温度以及加入到TOPO溶剂中的

(Me)2Cd／TOP和TOP．Se混合物的质量，可以控制晶体的尺寸。

1．2．2．5溶剂热法

溶剂热法是高温高压下在溶剂(水、苯等)中进行有关化学反应的总称。常见

的方法有水热法和有机溶液法。Bai等[30】用InCl3和Li3N在250℃环境压力下反应，

用二甲苯作溶剂，通过溶剂热法制备出粒径为27--一30nm的InN纳米晶体。张元

广和陈友存等【3l】在内衬聚四氧乙烯容器的高压釜中加入适量的油酸(CP)，再加入

一定量研磨混匀的无水Na2C03(AR)和无水CaCh(AR)，在120。C热处理6h，然后

自然冷却到室温。将反应后的混合物离心，抽滤，得到白色沉淀，依次用蒸馏水，

无水乙醇洗涤3次，再以丙酮为提取剂对白色沉淀进行提纯，得到细小的白色粉

末，产物在温度为80℃时真空干燥4h，得到粒径为5rim的CaC03微晶。Qian等

【32】将适量的分析纯NaES和Zn(Ac)2溶液在高压釜中混合，150"C下保温10h。冷

却后经过滤、洗涤及真空干燥，得到粒径为6nm的闪锌矿型的13．ZnS。

1．2．2．6超临界法

超临界、法【33】是指以有机溶剂等代替水作溶剂，在水热反应器中，在超临界条

件下制备纳米微粉的一种方法。在反应过程中，液相消失，这就更有利于体系中

微粒的均匀成长与晶化，比水热法更为优越。姚志强等人【34】用超临界法制备了

10～20nm的MnZn铁氧体纳米晶，并与水热法和共沉淀法制备的试样进行了比

较，发现超临界法所制备的微粉在晶形、粒子大小、粒度分布、磁性能方面都比

水热法和共沉淀法所制备的铁氧体微粉要好。这一结果表明超临界法所制备的纳

米晶大小均匀、比表面能较小，不易团聚，晶化相当完全。
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1．2．3纳米材料抗菌机理假说

l、纳米金属材料的抗菌机理

金属(或其离子)能作为抗菌剂已为人们所共识。但汞、镉、铅等对人体有显著

的危害，而铜、镍、钻又因为有颜色而影响工业制品的外观，而锌的抗菌强度仅

为银的1／1000左右，所以银系无机抗菌剂的应用最为广泛。目前关于银的抗菌机理

并没有明确的结论，主要有以下两种假说【”】：

接触反应假说：银离子接触反应造成微生物共有成分破坏或产生功能障碍。

当微量银离子Ag+至0微生物细胞膜时，因后者带负电荷依靠库仑引力使二者牢固吸

附，A矿穿透细胞壁进入胞内，并与——sH基反应，使蛋白质凝固，破坏细胞合成

酶的活性，使细胞丧失分裂能力而死亡。gg*也能破坏微生物的电子传输系统、呼

吸系统，物质传送系统。

催化假说【36】认为，物质表面的微量银能起到催化活性中心的作用。Ag+激活空

气或水中的氧，产生羟基自由基(·OH)及活性氧离子(02)，它们能破坏微生物细胞

的增殖能力，抑制或灭杀细菌。

2、光催化型抗菌剂的抗菌机理【37．40]

用于光催化的纳米粒子有Ti02、ZnO、Fc203、CdS、WO等，其中纳米Ti02

具有价廉无毒、催化活性高、氧化能力强、稳定性好、易制备成透明薄膜等特点，

是最具有代表性的光催化型抗菌剂材料。

光催化型抗菌剂一般采用锐钛型。Ti02的禁带宽度为3．2eV，当Ti02吸收波长

小于等于387．5rim的光子后，价带中的电子就会被激发到导带，形成带负电的高活

性电子e办，同时在价带上产生带正电的空穴hvb+。在体系内电场的作用下，电子与

空穴发生分离，迁移到粒子表面的不同位置。根据热力学理论表明分布在表面的

‰可以将吸附在表面的OH’和H20分子氧化成羟基自由基·OH，而吸附或溶解在
Ti02表面的02则易俘获‰形成02。。在光作用下在表面可以产生大量的羟基自由基
和氧自由基，而这两种自由基都具有很强的化学活性，能使各种微生物发生有机

物质氧化反应。当这些自由基接触到微生物时，也能和微生物内的有机物反应，

从而在较短的时间内就能杀灭微生物。因为自由基和微生物内有机物反应没有特

异性，所以光催化型抗菌剂具有广谱的抗菌谱。

事实上，由于细菌属于单体有机物大分子，光催化杀菌效应是细菌和Ti02。

间广泛相互作用的结果，而不只是一般有机物那样的简单表面反应。由于活性羟

基的寿命很短，且不能通过细胞膜，由其直接攻击细胞并破坏细胞结构会比较困

难，所以Ti02光催化杀菌效应是活性羟基(·OH)与其它活性氧类物质(02。，H202等)

协同作用的结果。由于H202存在的时间较长，不仅能穿过细菌的细胞膜，分解细

菌死亡后释放出的内毒素等毒害性物质，而且能在细菌内部通过反应产生强氧化

性活性羟基来杀灭细菌。
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1．2．4抗菌材料抗菌性能测试及评价标准

在医学、微生物学方面，抑制微生物生长主要采用物理和化学方法，按照抑

制的不同程度，可分为消毒、灭菌、抗菌等，其涵义有所不同。

消毒：杀死病原菌的方法或作用叫作消毒。具有消毒作用的药物称为消毒剂。

一般消毒剂在常用的浓度下只对细菌的繁殖体有效，对于芽胞则无杀害作用。

灭菌：杀灭物体中所有微生物(包括病原菌和非病原菌)的繁殖体和芽胞的方

法或作用。

抗菌：防止或抑制微生物生长的方法或作用叫作抑菌或防腐。用于抑菌的药

物，称为抑菌剂或防腐剂。许多药品在低浓度时只有抑菌作用，浓度增大或作用

时间长时，可起杀菌作用，杀菌作用和抑菌作用总称为抗菌作用【4l】。

1．2．4．1抗菌性能测试

抗菌性是衡量抗菌制品性能的重要指标，因此科学的测试评价方法是客观反

映抗菌性测定结果的关键。大量研究结果表明，应根据抗菌材料的亲(疏)水性、

所用抗菌剂的溶出性、以及抗菌材料的外在形态等，研究和使用相应的测试方法

【421。抗菌试验一般采用大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为试验菌，根据样品情况采用

各种方法测定抗菌性能。

(1)最小抑制浓度(MIC)法

适用于粉末抗菌剂抗菌性能的测定。将160""180℃灭菌2h的抗菌粉末以

0．19／L为中心，按1／2和2倍的比例配制成各种浓度的悬浊液，置于预先消毒的

三角锥瓶或L形试管中，将适量浓度为(1．0---5．O)X 10cfu／ml的菌液置于其中，于

35----．37℃振荡培养24h，观察各容器浑浊度判定细菌是否增殖，未增殖的最小浓

度即为抗菌粉末的MIC。

(2)最大杀菌浓度(MBC)法

适用于测定粉末抗菌剂的抗菌性能。将抗菌剂用无菌蒸馏水充分地分散，用

蒸馏水以2倍的比例稀释，配制成不同浓度的若干悬浊液，将0．5ml菌浓为2．0

X 106／ml的菌液接种到0．5ml各种浓度试验悬浊液中，30±1℃以下于恒温振荡培

养24h。振荡培养后，将各试验液接种到NB培养基上。放入恒温培养箱中，于

37±l℃下培养24h后。用肉眼观察，没有细菌增殖现象的最大浓度即抗菌剂的

MBC。

(3)抑菌圈法

适用于编织物、不织物和粉末抗菌性能的定性评价。编织物和不织物，采用

边长为25,-、，30mm大小的正方形试样，将试样制成直径为20mm左右的圆片。将

普通琼脂培养基15ml置于培养皿中并固化，使其充分吸收前培养调制得到的菌

液(菌浓为1．O×106cfu／m1)。将剩余的菌液用移液管吸干，再将试验片放于培养基

lO
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上，与其紧密相贴。放入恒温器于37±l℃下培养24h，根据试验片周围产生的抑

菌圈的大小评价抗菌材料及其制品的抗菌性能。

(4)振荡法

适用于织物和不织物等抗菌制品的抗菌性能。计算抗菌制品的比表面积，将

抗菌处理的待测样品置于专用的塑料袋中。对应于10era2的抗菌剂表面积，加入

2ml接种菌液，在袋中引入和接种菌液量相当的空气，将袋热封，而后在37±1

℃下振荡24h，用稀释平板培养法测定存活菌数。

(5)薄膜密贴法

适用于块状样品、织物和不织物。将边长约为50mm的正方形样品用酒精消

毒3次，滴上0．5ml接种菌液接种，在其上贴上4．5cra见方的正方形专用消毒薄

膜，在培养箱中于37±l℃下培养24h。将培养后薄膜上所附着的细菌用9．5ml

SCDLP培养液充分淋洗，采用SA培养基，利用琼脂培养法测定淋洗液中的细菌

浓度，评价制品的抗菌性能【4”。

1．2．4．2抗菌性能评价

目前对抗菌性能的评价，国内外尚无统一的标准，国际标准有IS0846，日本

标准有JISZ291 1．1992，美国标准有ASTMG21．1990等。主要包括抗菌效果、抗

菌范围、安全性等项指标。

(1)抗菌效果

抗菌效果主要是通过最小抑制浓度(MIC)值——即阻止细菌繁殖的抗菌剂的

最小浓度，最大杀菌浓度(MAC)值——抗菌剂完全杀灭细菌的最大浓度体现出来i

MIC值越低和MBC值越高，材料的抗菌、杀菌效果越好。

(2)抗菌范围

通常情况下，不同的抗菌材料只对特定的一些菌种有抗菌性，所以在选择抗

菌剂的时候希望其抗菌范围越广越好，即有广谱性。

(3)持续性

抗菌材料应考虑光分解以及重复洗涤等因素，要求在该制品使用时间内有持

续的抗菌性。缓释型抗菌材料由于在长时间内缓慢地释放出抗菌剂，能长期有效

地保持抗菌剂浓度，使其抗茵性能稳定，杀菌时间长，使用方便。

(4)细菌耐药性

有些细菌易获得耐药性，在使用抗菌材料的过程中要求其抗药性越小越好。

以绿脓肝菌、金黄色葡萄球菌等菌种为实验菌种，反复测定MIC值10次，如果

MIC值无明显提高，则表明该抗菌剂无细菌抗药性。

(5)耐光、耐热性

不同抗菌材料的加工和使用条件要求抗菌剂具有相应的耐热性，不应挥发和
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降解。在使用抗菌材料的过程中不能出现随时间而变色、物理·¨liT-．厶匕日l-',降低等问题【矧。

1．3微生物危害

1．3．1微生物及其危害

微生物是存在于自然界的一群体形细小、构造简单、肉眼无法直接看到。必

须借助显微镜等设备才能观察到的微小生物。微生物虽然个体微小，但仍具有一

定的形态结构、生理功能，并能在适宜的条件下迅速繁殖生长。微生物种类繁多，

按其结构、组成等差异可分成三大类【45】：

(1)非细胞型微生物。体积极其微小，只能在活细胞内生长繁殖，如病毒；

(2)原核细胞型微生物。仅有原始核，无核仁和核膜，缺乏完整的细胞器，

如细菌等。

(3)真核细胞型微生物。细胞核分化程度较高，有核仁、核膜、核染色体，

有完整的细胞器，如真菌等。

细菌是微生物中最重要的种群之一。细菌可以根据其外形的基本形态分为球

菌、杆菌和螺形菌三类。对于细菌的生存和繁殖，水分、合适的环境酸碱性、氧

气和二氧化碳的合适浓度、矿物质、营养及适当的生长因子都是十分必要的，另

外还需合适的温度和压力。通常将能引起人类等宿主致病的细菌叫病原菌。病原

菌致病一般通过两种途径：一是由细菌毒素直接引起，另一是宿主对细菌产生的

产物过敏，然后通过免疫反应间接地造成损伤。微生物带给人类的隐患和威胁却

不容忽视。

1．3．2微生物在材料表面的生长

由于微生物的分布极其广泛，在空气、土壤和水体中都有多种微生物分布，

所以在各种场合使用的材料不可避免地将接触到微生物。微生物一旦接触到材料

表面就可能沉积在材料表面，通过微生物和材料表面的相互作用逐渐粘附定植在

材料表面，然后进一步在材料表面生长。人们经常可以发现在很多固体表面尤其

是在潮湿表面由一层勃滑的物质，这就是微生物在材料表面生长的结果。一般微

生物在材料表面生长可以分成以下几个步骤【46】。

1、沉积；

2、粘附沉积在材料表面的微生物由可逆的沉积到不可逆沉积的转化过程；

3、生长完成粘附的微生物很快恢复生长，微生物开始分泌细胞外基质ECM，

尤其是勃性基质，并逐渐开始繁殖；

4、形成菌膜随着微菌落中微生物进一步生长繁殖和分泌的ECM量进一步提

高，材料表面的微菌落逐渐相互凝集，相互融合，形成一个完整的复合菌落网，

当聚集在材料表面的微生物数量达到一定阈值后，复合菌落的性质将会发生巨大

12
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的变化，菌落内微生物密度明显降低，但相互作用更加密切，即材料表面形成了

菌膜。

1．3．3常见的微生物抑制方法

最常见的方法有高温湿热灭菌(医院、实验室等)、巴斯德消毒法(食品消毒)、

环氧乙烷消毒法(一次性卫生用品)和Y．射线消毒法等【47】。目前使用的杀灭或抑

制方法列举于图1．4中。

图1．4常见细菌杀灭或抑制方法

1．4立题依据及研究内容

1．4．1立题依据

纳米材料具有广泛的抑菌杀菌功能，但是纳米材料的杀灭过程及杀菌机理至

今没能研究清楚。本研究提出利用材料学、微生物学、生物化学和分子生物学几

种手段相结合的办法对金属离子的杀菌机理和杀灭过程进行研究，以便从本质上

理解杀菌机理，降低纳米颗粒对人体的毒副作用。

国内纳米抗菌材料的研究主要集中在抗菌性能方面。奚正英【48】选用Ti02纳米

悬浮液作为抗菌剂，以金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和枯草芽孢杆菌作为受试菌株，

研究了该材料在不同抗菌剂浓度下的抗菌效果，得出该抗菌剂的最低抑菌浓度
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(MIC)为1000ppm；在另一个实验中，他们对最高抗菌浓度的研究表明Ti02与ZnO

这两种抗菌剂的都高达10一cfu·mL～。当受试菌株的浓度为101cfu·mL。1时，抑菌率都

高达99．99％；当菌液浓度提高时，抑菌率有所下降。

另外，熊德鑫、梁明等【49】在对新型纳米抗菌塑料的抑菌试验中证实，新型纳

米抗菌塑料对大肠杆菌等十几种受试菌株的MIC都在100～500pprn之间，对受试菌

株的最高抗菌浓度都不超过108cfu·mL～。林爱红掣50】在水溶性纳米抗菌膜实验中了
此膜溶于5ml灭菌水中作用10min可杀灭95．39％的金黄色葡萄球菌和93．28％的白色

念珠菌。隆泉等【5l】人研究了4种不同的纳米抗菌材料对金黄色葡萄球菌和白色念珠

菌的抗菌作用以及和纳米材料抗菌效果的对比，结果发现不管是对金黄色葡萄球

菌还是对白色念珠菌，纳米抗菌材料的抗菌效果要远远优于微米抗菌材料，在所

选纳米抗菌材料中，Ti02对两种菌的抑杀作用是最强的。

以上研究证明，纳米抗菌材料对常见的致病菌和污染菌都具有较好的抗菌效

果，其中对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌性能尤其令人满意，只是没有较为

系统的进一步的研究。本课题采用革兰氏阳性细菌(G+)、革兰氏阴性细菌(G。)

以及真菌中的啤酒酵母菌作为受试菌株，利用生物化学手段在宏观上和微观上测

试纳米材料对不同类型的抑制和杀灭作用，并以此认识纳米材料的杀菌机理和杀

灭过程。

1．4．2研究内容

(1)制备纳米材料——纳米银抗菌材料和纳米Ti02抗菌材料，选择本科题

的受试菌株，并将其分离并且活化；

(2)根据现有的条件，测定纳米材料抗菌性能的各种指标，实际考察杀菌纳

米材料的宏观杀菌效果；

(3)利用生物化学手段研究有害菌的杀灭过程；

(4)利用环境扫描电子显微镜观察纳米材料对受试菌的抑制和杀灭过程，在

微观层次上认识杀菌机理和杀菌过程。

14
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第2章纳米银的制备及受试菌株的选择和分离

2．1纳米材料的制备

2．1．1实验材料

聚乙烯吡咯烷酮(PVP)，AgN03，乙二醇

2．1．2实验仪器

JT202N型电子天平 上海精天电子仪器有限公司

芬兰可调式移液器 上海雷勃分析仪器有限公司

8禾lA磁力搅拌器 上海司乐仪器厂

2．1．3实验方法

1、分别准确称量0．0349的AgN03和0．0669的PVP，并将其分别溶解到两份20mL的乙

二醇溶液中，充分混匀；

2、将PVP的7,--醇溶液逐滴地加入到删03乙二醇溶液中，同时加磁力搅拌约
10min，这时Ag纳米颗粒渐渐形成；

3、将形成的纳米溶胶液转移到细口瓶中，将其妥善保存，使其充分熟化。

2．2受试菌株的选择和分离

2．2．1菌株及其选择

根据绪论中微生物的危害所涉及的内容，选择受试菌种既要有代表性，又要考虑到

各个菌种细胞壁和细胞膜结构的差异，还必须充分利用本实验室已有的实验菌种。细菌

和真菌、革兰氏阳性细菌(G+)、革兰氏阴性细菌(G-)以及有无芽孢的不同菌种之间

的胞壁、胞膜和胞内结构是有所不同的。根据以上原则我们选择了五种细菌和两种啤酒

酵母菌(真菌)作为受试菌株，分别是：

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、乳

酸杆菌(Bacillus acidi lactici)、大肠杆菌(Escherichia coli)、沙门氏菌(勋砌onella)、

啤酒酵母362K、啤酒酵母206(Saccaromyces cerevisiae)。

金黄色葡萄球菌、乳酸杆菌属于革兰氏阳性细菌；大肠杆菌、沙门氏菌属于革兰氏

阴性细菌；枯草芽孢杆菌具有芽孢的特殊结构；啤酒酵母362K是上面酵母、啤酒酵母

206是下面酵母，均有较强的存活力。另外，金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、乳酸杆

菌、大肠杆菌、沙门氏菌等是致病菌或食品生产中常出现的污染菌，故选用这七种菌作

抗菌性能测试具有比较好的代表性。

15
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以上菌株中，金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、啤酒酵母362K和啤酒

酵母206为本实验室保藏，乳酸杆菌和沙门氏菌是为了本课题所分离所得，其分离方法

和过程将在下面的实验中介绍。

2．2．2培养基及试剂[52,53】

(1)改良TJA培养基：

番茄汁 50mL

牛肉膏 109

乳糖 209

磷酸氢二钾(K2HP04) 29

乙酸钠 59

蒸馏水加至1 000mL。

酵母抽提液

葡萄糖

碳酸钙

吐温．80

琼脂

59

29

109

19

159

番茄汁的制作：将新鲜番茄洗净，切碎(切勿捣碎)，放入锥形瓶，置4℃冰箱8h012h，

取出后用纱布过滤。如一次使用不完，可将其置入4℃冰箱，可保存四个月使用时让其

在常温下自然溶解。

制法：将所有成分加入蒸馏水中，加热溶解，校正pH6．8±0．2。分装，0．1MPa高

压灭菌15min,-、,20 min。临用时加热熔化琼脂，冷至50℃时使用。

(2)蛋白陈水、靛基质试剂：

蛋白胨 209 氯化钠 59

蒸馏水 1000mL pH 7．4

按上述成分配制，分装小试管，0．1MPa高压灭菌15min。

将19对二甲基苯甲醛溶于95mL的95％酒精内，然后缓慢加入浓盐酸20mL即可，

此为欧．波试剂。

挑取小量培养物接种，在(36±1)℃培养l～2天，必要时可培养4"-'5天。加入欧．

波试剂约0．5mL，沿管壁留下，覆盖于培养液表面，阳性者与液面接触处呈玫瑰红色。

(3)缓冲蛋白胨水(BP)

蛋白胨 109 磷酸二氢钾 1．59

蒸馏水 1000mL 磷酸氢二钠(Na2HP04·12H20) 99

氯化钠 59 pH 7．2

按上述成分配好后以大烧瓶装，O．1MPa高压灭菌15min。临用时无菌分装每瓶

225mL本培养基供沙门氏菌前增菌用。

(4)氯化镁孔雀绿(MM)增菌液

取氯化镁孔雀绿基础3．09，加100mL蒸馏水后，o．1MPa高压灭菌15min备用。

(5)亚硒酸盐胱氨酸(SC)增菌液

蛋白胨 59 磷酸二氢钾 4．59
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磷酸氢二钠 99 蒸馏水 1000mL

亚硒酸氢钠 49 乳糖 49

L．胱氨酸0．019

称取L胱氨酸0．19，加入lmol／L的氢氧化钠1．5mL，使溶解，再加入蒸馏水8．5mL，

制成l％的L-胱氨酸．氢氧化钠溶液。将除亚硒酸氢钠和L-胱氨酸以外的各成分溶于

900mL的蒸馏水中，加热煮沸，待冷备用。另将亚硒酸氢钠溶解于100mL蒸馏水中，

加热煮沸，待冷，以无菌操作与上液混合。再加入1％的L-胱氨酸．氢氧化钠溶液lmL。

分装于灭菌瓶中，每瓶100mL，pH为7．0±0．1。

(6)亚硫酸铋琼脂(BS)

称取本品4．96克，加入100ml蒸馏水中，加热煮沸至完全溶解，冷却至55℃，摇

匀，倾注灭菌平板备用。勿需高压灭菌。

(7)DHL琼脂

称取DHL琼脂基础65．29，加入蒸馏水1000mL，煮沸至全部溶解，冷却至50---55

℃，倾注平板。

(8)三糖铁琼脂(TSI)

称取三糖铁琼脂64．59，加入蒸馏水1000mL，煮沸至全部溶解，分装于16minX

1 50mm试管中，0．1MPa高压灭菌1 5min，制成斜面长4"-'5cm，底部长2"--'3cm。

(9)尿素琼脂(DHTZ)

取尿素琼脂基础2．19，加入蒸馏水100mL，煮沸至全部溶解，0．1MPa高压灭菌

15min，冷却至60℃，以无菌技术加入无菌40％的尿素水溶液5mL，混匀后分装制成高

层斜面备用。

(10)赖氨酸脱羧酶试验培养基

蛋白胨 59 酵母浸膏 59

葡萄糖 59 蒸馏水 1000mL

1．6％溴甲酚紫．乙醇溶液lmL L．氨基酸 O．5∥100mL

pH 6．8

除氨基酸以外的成分加热溶解后，分装每瓶100mL，加入赖氨酸。再行校正pH至

6．8。对照不加赖氨酸。分装于灭菌的小试管内，每管O．5mL，上面滴加一层液体石蜡，

115℃灭菌10min。

从琼脂斜面上挑去培养物接种，于(36±1)℃培养18"---24h，观察结果。赖氨酸脱

羧酶阳性者由于产碱，培养基应呈紫色；阴性者无碱性产物，但因葡萄糖产酸而是培养

基变为黄色。对照管应为黄色。

(11)产硫化氢试验培养基

蛋白胨 209 氯化钠 59

柠檬酸铁铵 O．59 Na2S203 0．59

17
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琼脂 1 5"--'209

PH 7．2

先将琼脂、蛋白胨溶化，

15min备用。

蒸馏水 1000mL

冷却到60。C力H入其它成分。分装试管，O．1MPa高压灭菌

取用硫化氢实验培养基两支，分别用穿刺法接种各可以菌株，试管上注明序号，置

于37℃培养24h；培养后取出观察，看有无黑色沉淀产生。

(12)明胶培养基

蛋白胨 59 明胶 1209

牛肉膏 39 蒸馏水 1000mL

以无菌操作，穿刺接种可疑菌株于明胶培养基中，置于37℃培养48h，置冰箱中速

冷后，观测其液化明胶的情况。

(13)硝酸盐培养基：

硝酸钾 O．29 蛋白胨 59

蒸馏水 1000mL pH 7．4

甲液：将对甲基苯磺酸O．89溶于5moVL乙酸溶液100mL中。

乙液：将甲萘胺O．59溶于5moVL乙酸溶液100mL中。

①分别接种可疑菌株于硝酸盐液体培养基中，每菌株做两个重复，另外一贯不接种

作为对照，标明序号，置于37℃培养48"---'96h；

②取两支干净的空试管或在比色瓷盘小窝中倒入少许上述培养液，再滴一滴格里斯

氏试剂甲、乙液。在对照管中同样加入甲、乙液各一滴；

③当培养液中滴入甲、乙液后，溶液如果变为粉红色、玫瑰红色、橙色、棕色等表

示有亚硝酸盐存在，为硝酸盐还原阳性。如无红色出现，则可加入1、2滴二苯胺试剂，

此时如是蓝色反应，则为阴性反应。如不呈蓝色反应，则仍为阳性反应。

(14)过氧化氢酶试验

3％过氧化氢溶液，临用时配制。

挑取固体培养基上菌落一接种环，置于洁净试管内，滴]f13％过氧化氢溶液2mL，观

察结果。于0．5min内发生气泡者为阳性，不发生者为阴性。

(15)氧化酶试验

①1％盐酸二甲苯对苯二胺溶液，少量新鲜配制，于冰箱内避光保存。

②1％a．萘酚．乙醇溶液

取白色洁净滤纸粘取菌落，加盐酸二甲苯对苯二胺溶液一滴，阳性者呈粉红色，并

逐渐加深；再加a．萘酚．乙醇溶液一滴，阳性者于0．5minN呈现鲜蓝色。阴性者于2min

内不变色。

(16)革兰氏染色液

(17)芽孢染色液
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(18)生理盐水稀释液

制备0．85％氯化钠溶液，O．1MPa高压灭菌1 5min，备用。

2．2．3实验仪器

电热培养箱

SW-CT-2FD型超净工作台

干燥器厌氧培养装置

2．2．3乳酸杆菌的分离鉴定

l、分离路线

乳酸杆菌分离程序见图2．1。

江苏省东台县电器厂

苏州安泰空气技术有限公司

乳酸杆菌鉴定实验
革兰氏染色、芽孢染色、

镜检及过氧化氢酶试验

图2．1乳酸杆菌分离路线图

厌氧富集培养

挑取疑似菌落

2、乳酸杆菌的分离【521

(1)以无菌操作将经过充分摇匀的发酵酸奶25ml(g)放入含有225mL灭菌生理盐水

的灭菌广口瓶内作成l：10的均匀稀释液。

(2)采用逐级稀释的办法将1：10的稀释液稀释至104，选择2个"-3个以上适宜稀

释度，分别在作lO倍递增稀释的同时，移取lmL稀释液于灭菌平皿内，每个稀释度作两

个平皿。

(3)稀释液移入平皿后，应及时将冷至50℃的改良TJA培养基注入平皿约15mL，

并转动平皿使混合均匀。同时将改良TJA培养基倾入加有lmL灭菌生理盐水的灭菌平皿

内作空白对照，以上整个操作自培养物加入培养皿开始至接种结果须在20 min内完成。

(4)待琼脂凝固后，翻转平板，置36±1℃温箱内厌氧培养72±3h，观察乳酸菌菌

落特征。乳酸菌在不同培养基上的菌落特征见附表1．1。随机挑取五个疑似菌落数进行革

兰氏染色，芽孢染色、显微镜检查并做过氧化氢酶试验。革兰氏阳性，过氧化氢酶阴性，

无芽孢的球菌或杆菌可定为乳酸菌。

3、乳酸杆菌的鉴定

将第一步得到的疑似菌落进行乳酸杆菌鉴定试验：分别将可疑菌株做硝酸盐还原试

验、明胶液化试验和靛基质和硫化氢试验；乳酸杆菌菌株结果极少见还原硝酸盐，不液

化明胶，不产生靛基质和硫化氢。
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2．2．4沙门氏菌的分离鉴定‘53】

1、沙门氏菌分离路线

沙门氏菌分离程序见图2．1。

图2．2沙门氏菌分离路线图

2、沙门氏菌的分离

(1)前增菌和增菌

称取冻肉25克，将其切碎，加在装有225mL缓冲蛋白胨水的500mL广口瓶内，于(36

±1)℃培养4h，移取10mL，转种于100mL氯化镁孔雀绿增菌液内，于42℃培养18"-'24h。

(2)分离

取增菌液1环，划线接种于亚硫酸铋琼脂(BS)平板一个和DHL琼脂平板一个。两

种增菌液可同时划线接种在同一个平板上。于(36±1)℃培养18"--24h(DHL)或40～

48h(BS)。观察各平板上生长的菌落，沙门菌属亚属I、Ⅱ、Ⅳ、V和亚属ⅡI在各个平

板上的菌落见附表1．2。

3、生化鉴定试验

①挑取选择性平板上的疑似菌落，接种三糖铁琼脂。一般应该多挑几个，以防遗漏。

在三糖铁琼脂内，各个均属的主要反映结果见附表1．3。

附表1．3说明在三糖铁琼脂内只有斜面产酸并同时硫化氢(H2S)阴性的菌株可以排

除。其它的反应结果均有沙门菌的可能，同时也均有不是沙门菌的可能，因此都需要做

几项最低限度的生化试验。必要时作抹片染色镜检应为革兰氏阴性短杆菌，做氧化酶试

验应为阴性。

②在接种三糖铁琼脂的同时，再接种蛋白胨水(供作靛基质试验)、尿素琼脂(pH7．2)

氰化钾(KCN)培养基和赖氨酸脱羧酶试验培养基及对照培养基各一管，于(36±1)

℃培养18,、-24h，必要时可延长至48h，按附表1．4判定结果。
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2．3实验结果及讨论

2．3．1纳米银的制备及条件的讨论

通过多次试验，得到了生长情况较好的纳米银溶胶。需要注意的是，在制备过程中，

为了使分散均匀，应当逐滴地加入PVP的乙二醇溶液，同时需要加磁力搅拌。原则上是

搅拌时间长一点较好，但如果时间较长，纳米银的颗粒已经形成了，PVP起不到应有的

保护作用，所以建议搅拌时间定为10min。在搅拌过程中如果发现溶液颜色发生变化，

则说明Ag纳米颗粒已经形成，此时只有几个纳米左右。将纳米溶胶转移到密封的细口瓶

中保存，在这个过程中，由于发生奥斯德丽尔熟化，颗粒逐渐长大，将其低温保存。以

初始AgY03的浓度为标准计算纳米银的浓度，得到了浓度为0．859／L的纳米银溶胶液。

2．3．2乳酸菌的分离鉴定结果

1、乳酸杆菌的分离结果

根据附表1．1中所给出的乳酸杆菌的茵落特征，观察平板中的各菌落的菌落特征，随

机挑取8个疑似菌落进行革兰氏染色，显微镜检查并做过氧化氢酶试验，结果如表2．1所

示。

表2．1八株疑似菌落数的鉴别结果

注：十表示阳性：一表示阴性。

根据根据表2．1所示，革兰氏阳性，过氧化氢酶阴性，无芽胞的球菌或杆菌可定为

乳酸菌；因此可以将2、3、59-疑似菌落排除，所以，剩余的1、4、6、7、8号菌落为乳
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酸菌疑似菌落。同时，乳酸杆菌在显微镜下应为短杆菌，因此可以将显微镜检查为球菌

的8号可疑菌株排除。最后得到了4株乳酸杆菌疑似菌落，将它们重新编号为l～4。

2、乳酸杆菌的鉴定结果

将符合条件的菌株进行乳酸杆菌鉴定试验，结果如表2．2所示。

表2．2乳酸杆菌鉴定试验结果

注：+表示阳性；一表示阴性。

乳酸杆菌菌株结果极少见还原硝酸盐，不液化明胶，不产生靛基质和硫化氢。根据

表2．2所示，1号菌株硝酸盐还原试验和硫化氢试验为阳性，即有硝酸盐被还原，并产生

硫化氢；2号菌株明胶液化试验为阳性，即可以使明胶液化；4号菌株硝酸盐还原试验为

阳性；故1、2、4三株菌株可以排除是乳酸杆菌的可能，得N3号菌株为乳酸杆菌，并在

低温下妥善保存。

2．3．3沙门氏菌的分离鉴定结果

1、选择性培养基及三糖铁琼脂内的反应结果

根据附表1．2中所给出的沙门菌属在各种选择性琼脂平板上的菌落特征，观察平板中

的各菌落的菌落特征，随机挑取与之相符的lO个疑似菌落，然后接种在三糖铁琼脂上，

观察各个茵落的菌落特征。
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表2．3各疑似菌落在三糖铁琼脂内的反应结果

注：+表示阳性；一表示阴性。

附表1．2说明在三糖铁琼脂内只有斜面产酸并同时硫化氢(H2S)阴性的菌株可以排

除。根据表2．3所示结果，并与附表1．3所示结果进行对比，可以发现只有2号和7号疑似

菌落是斜面产酸并同时硫化氢(H2S)阴性的菌株，因此可以排除2号和7号疑似菌落是

沙门菌的可能。但其它的反应结果均不能完全确定为沙门氏菌，因此需要做几项最低限

度的生化试验。

3、疑似菌落的生化试验结果

根据附表1．4，只有反应结果属于Al、A2和Bl时，可疑菌株才有可能是沙门菌属，

而且只有当反应结果属于Al时，才完全可以确定可疑菌株属于沙门菌属。但是如果当硫

化氢试验为阴性时，根据本实验室现有的实验设备和实验条件，将不可能完全确定疑似

菌落属于沙门菌属，所以在做沙门菌属的生化鉴定试验时，可以不必做硫化氢试验为阴

性的菌落，而只做硫化氢试验为阳性的菌落，根据反应结果来确定疑似菌落是否属于沙

门菌属。将六株硫化氢试验为阳性的菌落重新编号为l"--6，进行沙门菌属生化鉴定试验，

结果如表2．4所示。
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表2．4六株H2S阳性疑似菌落的生化试验结果

注：+表示阳性；一表示阴性。

如表2．4所示，与附表1．4中各项指标的鉴定结果逐一比较，可以发现在六株H2S阳性

疑似菌落中，3号疑似菌落的生化试验结果与附表1．4中Al的情况相同，6号结果与A2情

况相同，但这种情况也不能完全确定为沙门氏菌，因为它们同样也有可能属于爱德华菌

属；另外，1号、2号、4号和5号都可以排除属于沙门菌属的可能，只有3号疑似菌落可

以确定为属于沙门菌属。继续将3号疑似菌落做革兰氏染色、镜检和氧化酶试验，发现

其为革兰氏阴性短杆菌，做氧化酶试验为阴性，进一步确认了3号疑似菌落是属于沙门

菌属的。

2．4小结

本章实验的目的是为课题以后的实验提供实验材料和受试菌株。

首先，选择了本实验的受试菌株。选择受试菌株首先必需要有代表性，要考虑到各

个菌种细胞壁和细胞膜结构的差异；另外要尽量利用本实验室现有的菌种。我们选择了

五种细菌和两种啤酒酵母菌(真菌)作为受试菌株。金黄色葡萄球菌、乳酸杆菌属于革

兰氏阳性细菌；大肠杆菌、沙门氏菌属于革兰氏阴性细菌；枯草芽孢杆菌属于细胞胚胎；

啤酒酵母362K是上面酵母、啤酒酵母206是下面酵母，均有较强的存活力，故选用这

七种菌作抗菌性能测试具有比较好的代表性。其中五株为本实验室已有菌种，另外两种

通过分离也比较容易得到。

其次，利用实验室常用的方法，经过反复试验，得到生长情况较好的纳米银溶胶，

其浓度为0．859／L。制备过程中需要注意的是，为了使分散均匀，应当逐滴地加入PVP

的乙二醇溶液，同时需要加磁力搅拌。原则上是搅拌时间长一点较好，但如果时间较长，

纳米银颗粒已经形成了，PVP起步到应有的保护作用，所以建议搅拌时间定为10min。

将纳米银溶胶转移到密封的细口瓶中保存，在这个过程中，由于发生奥斯德丽尔熟化，
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纳米颗粒的尺寸逐渐长大。

最后，分别从发酵的酸奶和冻肉中分别分离出了乳酸杆菌和沙门氏菌，并进行了相

关的生化鉴定试验，证明它们的确属于乳杆菌属和沙门菌属。
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第3章纳米银抑菌作用及机理的研究

3．1实验材料

3．1．1受试菌株和纳米抗菌材料

(1)受试菌株

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subalis)、乳

酸杆菌(Bacillus acidi lactici)；大肠杆菌(Escherichia coli)、沙门氏菌(Salmonella)；

啤酒酵母362K(上面酵母)、啤酒酵母206(下面酵母)(Saccaromyces cerevisiae)。

(2)纳米抗菌材料

O．859／L纳米银溶胶。

3．1．2培养基及溶液的配制

(1)营养肉汤培养基

蛋白胨 109

牛肉膏 39

氯化钠 59

蒸馏水 1000mL

按上述成分混合，溶解后校正pH7．4，分装烧瓶，每瓶225mL，0．1MPa高压灭菌15min。

(2)营养琼脂培养基

蛋白胨lOg

牛肉膏 39

氯化钠 59

琼脂 15"--209

蒸馏水1000mL

将除琼脂以外的各成分溶解与蒸馏水内，加入15％氢氧化钠溶液约2mL，校正pH至

7．2'-'-'7．4。加入琼脂，加热煮沸，使琼脂溶化。分装烧瓶，0．1MPa高压灭菌15min。

(3)YEPD培养基

葡萄糖 209

蛋白胨 209

酵母粉lOg

琼脂 209

蒸馏水 1000mL

将除琼脂以外的各成分溶解与蒸馏水内，加入15％氢氧化钠溶液约2mL，校正pH至
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6．0。加入琼脂，加热煮沸，使琼脂溶化。分装烧瓶，0．1MPa高压灭菌15rain。液体培养

基不加琼脂。

(4)MRS培养基

蛋白胨 109 牛肉膏 109

酵母粉 59 K2HP04 29

柠檬酸二铵 29 乙酸钠 59

葡萄糖 209 吐温80 lmL

MgS04。71-120 0．589 MnS04。4H20 0．259

琼脂 15～209 蒸馏水 1000mL

将以上成分加入到蒸馏水中，加热使完全溶解，调pH至6．2～6．4，分装于三角瓶中，

0．1MPa高压灭菌15min。液体培养基不加琼脂。

(5)生理盐水稀释液

制备0．85％氯化钠溶液，0．1MPa高压灭菌15min，备用。

(6)玻璃器皿的灭菌

将培养皿、三角刮刀、试管洗净烘干，用牛皮纸包扎(将烘干的试管用脱脂棉塞封

口)，在180℃干热空气中灭菌2h。备用。

3．1．3仪器

电热培养箱

SW-CT．2FD型超净工作台

自动立式压力蒸汽灭菌器

101．3型电热鼓风干燥箱

JT202N型电子天平

HZQ-Q全文振荡器

pH S一25数显pH计

芬兰可调式移液器

Quanta200环境扫描电镜

游标卡尺

江苏省东台县电器厂

苏州安泰空气技术有限公司

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

上海阳光实验仪器有限公司

上海精天电子仪器有限公司

哈尔滨东联电子技术开发有限公司

上海精密科学仪器有限公司

上海雷勃分析仪器有限公司

FEI CO．Holland

3．2实验准备

3．2．1受试菌液制备[54,55]

将在低温下保藏的五种细菌和两种酵母菌取出，以无菌操作分别挑取一环接种于相

应的液体培养基中(大肠杆菌、沙门氏菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌为营养肉汤

培养基，乳酸杆菌为MRS培养基，酵母菌为YEPD培养基)，置于37℃恒温培养箱中培

养1 8--一24h；取0．1 mL菌悬液涂布到相应的琼脂平板上，置于37℃恒温培养箱中培养48～
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72h：挑取琼脂平板上单独且菌落较大的菌株接种于盛有相应的液体培养基的试管中，

置于37"(2恒温培养箱中培养18---24d、时为第一代，连续传代至第三代作为试验菌种，如

发现有杂菌者不得使用。

另取第三代试验菌株lmL，用O．85％的无菌生理盐水将其稀释至10J，然后分别取

10刁、10石、lO巧的稀释液O．1mL将其涂布在相应的琼脂平板上，每个稀释度平行做三个

平板，以平板上存在30---,300个菌落数的平板为准，统计各平板上的菌落数，计算其平

均数，并计算出初始菌悬液的浓度。然后用相应的液体培养基进行一系列稀释，使lmL

菌液含1×108"--22 108个细菌，置2～8℃保存备用。

以上所有操作都是在无菌操作台上进行。

3．2．2抗菌剂溶液和悬浮液的制备和稀释

将第2章制备的纳米银溶胶配制成10000I．tg／L，将其分别稀释至浓度为4000熠几、

2000I_tg／L、1000l_tg／L、500肌、200},g／L、100pg／L的，低温保存，备用。
3．2．3培养基准备

将灭菌后的各种固体培养基倒入培养ira(F,灭菌)中，置37"C恒温箱中培养24h小时，

无杂菌者方可使用。

3．2．4菌液活化

将受试菌液(浓度为1 X 108"--2 2 108 cfu／mL)分别置于37。C和28。C恒温培养箱中，活

化2h。

3．2．5菌液稀释

在无菌操作台上，将活化好的菌液进行10倍系列稀释104----10r6不同浓度菌液。

3．2．6“0”接触时间菌落数

取上述10。6稀释度(即1000 cfu／mL)菌液0．1mL直接接种于相应的琼脂平皿中，用三

角刮刀涂布均匀，于37"(2培养24tl，共做3个平皿，求其平均菌落数为“0”接触时间

菌落数。

3．2．7菌落数计算

(1)平皿菌落数的选择

选取菌落数在30,---,300之间的平皿作为菌落数总数测定标准。每个稀释度使用3个

平皿，采用3个平皿菌落数平均值。

(2)菌落计数方法

做平皿菌落数一般可用肉眼观察，必要时可用放大镜检查，以防遗漏。然后记录每

个稀释度每个平皿的菌落数(c柚，求出3个平皿平均菌落数(c舢。
(3)结果计算
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抑菌率(％)：—B-—A×100
B

根据下公式计算样品的抑菌率：

式中A——与抗菌剂接触一定时间后的混合液的菌落数；

B——“0’’接触时间的菌落数(作阳性对照用)。

(3．1)

3．3实验方法

3．3．1抑菌圈实验

采用琼脂糖孔穴扩散法。在超净工作台内，将灭菌后的营养琼脂培养基倒入已灭菌

的培养皿中，制成平板，用可调式移液器移取lmL浓度为108cfu／L的大肠杆菌于无菌

的琼脂平板上，用三角刮刀均匀涂布。5min后，用灭过菌的直径为5mm的不锈钢打孔

器打孔，每孔加入51．tL纳米银溶胶，置于37"(2恒温培养箱中培养24h。在菌体生长的同

时，样品试液均匀扩散到琼脂平板上，抑制其周围的微生物生长，从而产生不长菌的透

明抑菌圈。按互成60。的3个直径方向测量透明抑茵圈直径，计算平均值，从而测量出

大肠杆菌纳米银作用下的抑菌圈大小。

在相应培养基上以相同的方法测量其它六种菌株的抑菌圈的大小。与细菌不同的是

应该将1 07cfu／L酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28。C恒温培养箱中培养48h。

以抑菌圈直径的平均值作为评价材料抗菌性能的依据，此试验可以定性地表征材料

的抗菌性能。

3．3．2最小抑菌浓度(川C)的测定

1、将6支灭菌的试管分别编号1～甜，将已经配制好的不同浓度的6种纳米银溶液

各取1．8rnL至编号为1～6撑的灭菌试管中；

2、取108cuffrnL的大肠杆菌菌悬液0．2mL接种于上述l～6撼管中，于37。C恒温
培养24h；

3、取第2步试管中的培养液0．2rnL，将其涂布到各琼脂平板上，每个浓度做三个

平皿，于37。C恒温培养箱中倒置培养24h，观察菌落的生长情况，以不长菌的最低浓度

为最小抑制浓度(MIC)。

4、同时接种未加抗菌剂的空白液作阳性对照。

5、以相同的方法测定其它六种菌株的最小抑菌浓度(MIC)。与细菌不同的是应该

将酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28℃恒温培养箱中倒置培养48h。

3．3．3最大杀菌浓度(MBC)的测定

l、取三只灭菌试管，分别加入上述实验测定的最小抑菌浓度的纳米银溶液1．8rnl．,；
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2、在无菌操作台上，将受试菌液进行lO倍系列稀释成109、108、107cufm／L，各取

0．2mL接种于上述试管中，于37℃恒温培养24h；

3、取第2步试管中的培养液0．2mL，将其涂布到各琼脂平板上，每个浓度做三个

平皿，于37。C恒温培养箱中倒置培养24h，观察菌落的生长情况，以不长菌的最低浓度

为最大杀菌浓度(ⅧC)；
4、以未加抗菌剂的空白液作为阳性对照。

5、以相同的方法测定其它六种菌株的最大杀菌浓度(ⅧC)。与细菌不同的是应该
将酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28℃恒温培养箱中倒置培养48h。

3．3．4浓度及作用时间与抑菌率的关系

选取200、400、800(单位为p∥L)3个浓度梯度作为对五种细菌的实验浓度，400、

800、1000(单位为pg／L)3个浓度梯度作为对两种酵母菌的实验浓度，测定作用时间

和抑菌率的关系。取不同浓度的纳米银溶液t8 mL分别与0．2 mL七种受试菌菌悬液混

合，充分摇匀，在作用3、6、9、12、15、18h这几个时间点上，取0．2mL混合液将其

涂布到相应的固体培养基上。另取上述菌悬液0．2 mL分别与1．8mL无菌水混合均匀，

在这几个时间点上也分别取0．2mL混合液将其涂布到相应的固体培养基上作为对照。然

后，细菌在37℃培养24h，酵母菌在28℃培养48小时，分别统计各个平板上的菌落数

并计算出各个时间点下不同浓度的纳米银的抑菌率。

3．3．5纳米颗粒生长时间与抑菌率的关系

将纳米银溶胶低温放置熟化10天，使其纳米颗粒继续生长，然后制成200肛g／L的

溶液，测定大肠杆菌在最小抑菌浓度下的抑菌率，确定纳米颗粒生长时间与抑菌率的关

系。

3．3．6金属银离子与纳米银抗菌能力的比较

根据以上几项试验的结果，选取合适浓度的AgN03溶液以及大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌，测试其的抗菌效果，并计算出抑菌率，与以上实验中得到的纳米银的抗菌效果

作出比较。

3．3．7纳米银对受试菌作用的扫描电镜观察

选取大肠杆菌、下面酵母206两种菌株，将其经过一定浓度下纳米银溶液一定时间

的作用后，送样做环境扫描电镜观察，样品制作完全按照标准扫描电镜制片程序制做【561。

3．4实验结果及讨论

3．4．1抑菌圈试验

细菌在培养皿中，能够迅速生长，但由于材料具有抗菌能力，细菌在样品的周围会
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出现一个明显的细菌禁止圈，即抑菌圈，如图3 1所示。样品的抗菌性能由抑菌圈的大

小来评价，抑菌圈的直径越大，表面该材料的抗菌效果越好：反之，则表明该材料的抗

菌效果越差。

箩
■■
■■
如图3．2所示，纳米银对各种受试菌都有较为明显的抑制作用。纳米银对各受试菌
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株的抑菌圈试验结果，如表3．1所示。

表3．1纳米银抑菌圈实验结果

从表3．1所示可以看出，纳米银对七种受试菌株都产生了较为明显的抑菌圈，即纳

米银对七种受试菌株都产生了较为明显的抑菌作用，这就定性的说明了纳米银对这七种

受试菌都具有很好的抑制效果，而这七种受试菌株代表了细菌和酵母菌的不同类型，因

此，实验结果较好的说明纳米银具有广谱抗菌效果。如果仅仅从抑菌圈大小这方面来看，

纳米银的对细菌抑制效果要优于酵母菌，对革兰氏阳性细菌要优于革兰氏阴性细菌。

3．4．2最小抑茵浓度(MIC)的测定

选用纳米银作为抗菌剂，在100、200、400、800、1000和2000(单位为rtg／L)浓度

下的抗菌效果如表3．2所示。

表3．2纳米银对受试菌株最低抑菌浓度的测定

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

沙门氏菌

乳酸杆菌

上面酵母362K

下面酵母206

注：“+”表示有菌落出现，“一”表示无菌落出现。
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对全部受试菌株测定纳米银对其的MIC，结果见表3．2。由表3．2可以直观地看出，

纳米银对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、沙门氏菌、乳酸杆菌等细菌的最

小抑菌浓度是2001．tg／L，对啤酒酵母的最小抑菌浓度是4001．tg／L。 这可能与细菌和真

菌的细胞壁和细胞膜的不同结构有关系。

3．4．3最大杀菌浓度(MBC)的测定

根据上述实验得到的最小抑菌浓度，选取20099／L浓度测定最大最大杀菌浓度，具

体结果如表3．3所示。

表3．3纳米银对受试菌株最大杀菌浓度的测定

注：+表示有菌落生长，一表示无菌落生长，++表示菌落数量较多。

从表3．3可以看出，纳米银对金黄色葡萄球菌等细菌的最大杀菌浓度(MBC)都大

于1×107cfu／mL，当受试菌的浓度大于107cfu／mL时，细菌在平板上没有菌落出现，即

培养液里存在的细菌都已经被杀灭。而两种啤酒酵母菌的最大杀菌浓度(MBC)要比几
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种细苗要小，为105efu／mL。

3 4 4浓度及作用时间与抑菌率的关系

测定不同作用浓度与不同作用时间下的抑菌率， 确定浓度及作用时间与抑苗率的

关系，结果如图3．3～图3．9所示。

图34不周浓度及作用时间F纳米银对人肠杆菌的抑苗率
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作川时间(h)

图3,7不同浓度及作用时间下纳米银对乳酸杆菌的抑苗率
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3 6 9 12 15 18

作用时间(h)

图3．9不同浓度及作用时间下纳米银对啤酒酵母206的抑苗率

将图3．3～图3．9各图单独分析，先将图中的数据横向来看，在同一个纳米锟的浓度

下．不同作用时间下其抑菌率是不一样的，随着作用时问的增长，它的抑苗率也呈现出

逐渐增长的态势，即在抗菌剂浓度相同的情况下，作用时间越长，抑菌率越高，杀灭效

果越好；再将表中的数据纵向来看，在相同的作用时间下，不同浓度下其抑菌率也是不

一样的，当纳米银的浓度逐渐升高，它的抑菌率也是逐渐升高的。这是符合我们所知道

的常识的，即抗菌剂浓度越高，作用时间越长，他的抑菌率越高，杀灭效果也就越好。

将图3．3～图3．9各表所得到的结果结合起来纵向分析。首先，可以明显看出五种细菌和

两种酵母菌的作用效果有明显的差异，纳米银作用于细菌的效果要好于酵母菌。在18

小时内，可以将受试菌全部杀灭的纳米银浓度．对细菌来说是200}Lg／L，而杀灭相同浓

度的酵母菌需要的浓度为400峙几。也就是说在相同作用时间内，完全杀灭酵母菌(真

菌)所需要的纳米银的浓度要比杀灭细菌要高，其它浓度梯度的实验结果也印证了这一

结论。这与前面抑菌圈实验、MIC以及MBC实验所得到的结论是相符的。
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纳米银对几种细菌都具有良好的抑制杀灭作用，但从革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌

细菌之间实验数据的相互比较来看，纳米银对G+菌要比对G’菌的作用效果稍好。在相同

的纳米银浓度和相同的作用时间下，其对G+菌的抑菌率都要比对G一菌的抑菌率要稍高一

点。从上面酵母和下面酵母的角度来说，根据实验所得出的结果，纳米银对下面酵母206

的作用效果要比上面酵母362K要好。另外，纳米银对枯草芽孢杆菌一直效果要比其他G+

菌要弱，这是由于枯草芽孢杆菌能够产生抗性非常强芽孢，在适宜的条件下少量的可

以重新转变成为营养态细胞，致使其抑菌率下降。

G+菌细胞壁的特点【5 7】是厚度大(20,--80nm)和化学成分简单，一般含90％的肽聚糖

和10％磷壁酸。G‘菌的细胞壁的特点是厚度较G+菌薄，但层次较多，成分较复杂，肽聚

糖层很薄(仅2～3nm)，与G+菌相比，G。菌的机械强度较弱，但是对细胞抗溶菌酶的能

力要比G+菌强。G。菌有一种特有的结构——外膜，外膜具有控制细胞的透性、决定细胞

壁抗原多样性等作用。它包括脂多糖、磷脂和若干种外膜蛋白。外膜蛋白中有一类三聚

体跨膜蛋白，叫孔蛋白，这类蛋白中间有孔道、可控制某些物质(如抗生素等)进入外

膜。这个特性是G+菌所没有的，可能正是因此，纳米银对G+菌的作用效果要比G一菌弱一

些【581。

酵母菌的细胞壁厚约25rim，重量达细胞干重的25％，主要成分为“酵母纤维素"，

它呈三明治状——外层为甘露聚糖，内层为葡聚糖，都是分枝状聚合物，中间夹着一层

蛋白质(包括多种酶，如葡聚糖酶、甘露聚糖酶等)。酵母葡聚糖和甘露聚糖都有抗原

作用，可以引起直接的抗体应答，充当免疫刺激因子，增加细胞免疫能力，再加上细胞

壁的三明治结构，是抵御攻击的重要保障【59】。

3．4．5纳米银颗粒生长时间与抑菌率的关系

测定2001,tg／L生长10天纳米银颗粒对大肠杆菌的抑菌率，了解颗粒大小与抑菌率的

关系，结果如图3．10所示。
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图3．10不同颗粒大小纳米银颗粒对大肠杆菌的抑菌率
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以大肠杆菌为代表，测定纳米银颗粒生长5天、10天以后的抑菌率，将所得到的大

肠杆菌抑菌率的实验数据相比较。可以发现，在相同的纳米银浓度和相同的作用时间下，

熟化时间越长的纳米银的作用效果要比原来的纳米银的作用效果稍差。究其原因，可能

是因为纳米颗粒在放置了lO天以后，由于发生奥斯德丽尔熟化而使纳米颗粒逐渐长大，

从而使一小部分颗粒的纳米性质减弱，它的抗菌性能也相应的减弱。

3．4．6金属银离子与纳米银抗菌能力的比较

根据以上实验结果，为了和Ag+的抗菌能力做一个直观的对比，我们选取最小抑菌

浓度200Ug／L来作为与纳米银抗菌能力比较的实验浓度。
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图3．1 1 A矿和纳米银对金黄色葡萄球菌抑菌率对比
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图3．1 1 Ajf和纳米银对大肠杆菌抑菌率对比
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如图3．1 l所示，在200pg／L浓度下，未经还原的Ag十的杀菌效果是比较弱的，与相同

浓度下的纳米银相比差距很大，由此可以判断出Af与纳米银的作用机理应该是有较大

区别的。

3 4 7纳米银对受试菌作用的扫描电镜观察

按照标准制片程序将大肠杆菌和下面酵母206制作样品，送样做环境扫描电镜观察，

观察结果如图3．12及图3 13所示。

豳潮
a)形态较为完好的大肠杆菌 (b)纳米银颗粒吸附住大肠抨苗胞壁

黧溺
c)细胞壁被部分破坏的大肠杆菌 (d)细胞肇被人部分破坏的人肠杆菌

幽3 12纳米银杀灭太肠杆菌环境扫描电镜观察



山东轻工业学院硕士学位论文

图
图3 12中，图(a)是一张较为完好的大肠杆菌照片，细胞壁光滑规则，周质间隔连

接紧密，完好无孔洞，在它的周围分布着一定浓度的纳米银颗粒：而图(b)中．大肠

杆菌的细胞壁上已经吸附了相当多的纳米银的颗粒，这些颗粒正在对大肠杆菌“展开进

攻”：而仔细观察图(c)可以发现，大肠杆菌的细胞壁明显地凹凸不平．已经有了孔

洞，细胞壁己经被部分破坏了；而图(d)中的大肠杆菌的细胞在左上的部分已经明显

缺失了一部分，有可能是细胞内溶物已经有了部分缺失，细胞壁也严重被破坏。

与图3．12相似，图3 13中，图(a)是一张较为完好的大肠杆菌照片，细胞壁光滑规

则，周质间隔连接紧密，完好无孔洞；图(b)中，细胞壁明显地凹凸不平，已经有了

孔洞，细胞壁已经被部分破坏了；图(c)中，细胞壁已经被严重破坏，特别是最下方

的一个酵母细胞，从正面来看，破坏晟为严重。

应该指出的是，纳米银虽然颗粒微小，但是与细菌和酵母菌的大小相比差距并不明

显，这使得纳米银颗粒不可能像某些离子一样通过细胞物质运输通道正常的进入细胞内
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部，从而越过细胞壁和细胞膜直接破坏细胞内部。

由两组图可以看出，在纳米银作用的初期，首先是纳米银颗粒吸附在细胞壁的表面，

这在随后出现了细胞壁的破损、裂解，细胞壁上出现空洞，渗透屏障消失，大分子物质

可以自由进入，细菌细胞壁和质膜已经丧失了维持渗透压，抵御外物入侵的功能，从而

导致细胞失去正常功能而死亡。电镜观察为催化假说提供了直观证据。

3。5小结

本章主要研究了纳米银的抗菌性能和杀灭菌体过程。

首先，利用抑菌圈法定性测定了纳米银的抗菌效果，而七种菌在纳米银的作用下或

大或小的都能产生抑菌圈，证明了纳米对多种细菌和真菌等具有广谱抗菌效果。

其次，测定了纳米银的最小抑菌浓度(MIC)和最大杀菌浓度(MBC)。纳米银对

细菌的最小抑菌浓度是2001．tg／L，对啤酒酵母的最小抑菌浓度是4001．tg／L；在最大杀菌

浓度(MBC)方面，对细菌的为1．0×10
7

cfu／mL，对酵母菌为1．0X 105cfu／mL。

纳米银的作用效果与其浓度成正比，与作用时间成正比，浓度越高，作用时间越长，

作用效果越好。

从以上实验可以得出结论，纳米银对G+菌的抑制作用最强，对G_茵的作用次之，对

酵母菌的作用相对较弱，在G+菌中对有芽孢的枯草芽孢杆菌作用要比其它G+菌弱。究其

原因，这可能与各种类型的菌体的细胞壁和细胞膜的不同结构以及有无芽孢有关系。

因为发生奥斯德丽尔熟化，纳米银颗粒变大，所以生长lO天的纳米银的作用效果要

比开始时的稍差。

实验证明，未经还原的Ag+的杀菌效果是比较弱的，与相同浓度下的纳米银相比差

距很大，由此可以判断出kg+与纳米银的作用机理应该是有较大区别的。

利用环境扫描电镜(EsEM)观察了纳米银对受试菌的杀灭过程，在纳米银作用的

初期，首先是纳米银颗粒吸附在细胞壁的表面，这在随后出现了细胞壁的破损、裂解，

细胞壁上出现空洞，渗透屏障消失，大分子物质可以自由进入，细菌细胞壁和质膜已经

丧失了维持渗透压，抵御外物入侵的功能，从而导致细胞失去正常功能而死亡。
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第4章纳米Ti02抑菌作用及机理的研究

4．1实验材料

4．1．1受试菌株和纳米抗菌材料

(1)受试菌株

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、

乳酸杆菌(Bacillus acidi lactici)；大肠杆菌(Escherichia coli)、沙门氏菌

(Salmonella)；啤酒酵母362K(上面酵母)、啤酒酵母206(下面酵母)(Saccaromyces

cerevisiae)。

(2)纳米材料

P25型纳米Ti02粉末(由山东大学晶体材料国家重点实验室刘宏教授提供。)

4．1．2培养基及溶液的配制

(1)营养肉汤培养基

蛋白胨lOg

牛肉膏 39

氯化钠 59

蒸馏水1000mL

按上述成分混合，溶解后校JEpH7．4，分装烧瓶，每瓶225mL，0．1MPa高压灭

菌15min。

(2)营养琼脂培养基

蛋白胨 109

牛肉膏 39

氯化钠 59

琼脂 15--一209

蒸馏水 1000mL

将除琼脂以外的各成分溶解与蒸馏水内，加入15％氢氧化钠溶液约2mL，校正

pn至7．2～7．4。加入琼脂，加热煮沸，使琼脂溶化。分装烧瓶，O．1MPa高压灭菌15min。

(3)YEPD培养基

葡萄糖 209

蛋白胨 209

酵母粉 109

琼脂 209
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蒸馏水 1000mL

将除琼脂以外的各成分溶解与蒸馏水内，加入15％氢氧化钠溶液约2mL，校正

pH至6．O。加入琼脂，加热煮沸，使琼脂溶化。分装烧瓶，O．1MPa高压灭菌15min。

液体培养基不加琼脂。

(4)MRS培养基

蛋白胨 109 牛肉膏 109

酵母粉 59 K2HP04 29

柠檬酸二铵 29 乙酸钠 59

葡萄糖 209 吐温80 lmL

MgS04。7H20 0．589 MnS04。4H20 0．259

琼脂 15-209 蒸馏水 1000mL

将以上成分加入到蒸馏水中，加热使完全溶解，调pH至6．2～6．4，分装于三角

瓶中，0．1MPa高压灭菌15min。液体培养基不加琼脂。

(5)生理盐水稀释液

制备0．85％氯化钠溶液，0．1MPa高压灭菌15min，备用。

(6)玻璃器皿的灭菌

将培养皿、三角刮刀、试管洗净烘干，用牛皮纸包扎(将烘干的试管用脱脂棉

塞封口)，在180℃干热空气中灭菌2h。备用。

4．1．3实验仪器

电热培养箱

SW-CT．2FD型超净工作台

自动立式压力蒸汽灭菌器

101．3型电热鼓风干燥箱

JT202N型电子天平

HZQ-Q全文振荡器

pHS．25数显pH计

芬兰可调式移液器

84—1A磁力搅拌器

Quanta200环境扫描电镜

游标卡尺

江苏省东台县电器厂

苏州安泰空气技术有限公司

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

上海阳光实验仪器有限公司

上海精天电子仪器有限公司

哈尔滨东联电子技术开发有限公司

上海精密科学仪器有限公司

上海雷勃分析仪器有限公司

上海司乐仪器厂

FEI CO．Holland

4．2实验准备

4．2．1受试菌液制备

本章所有的受试菌液的准备与第三章相同。
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4．2。2抗菌剂溶液和悬浮液的制备和稀释

将第2章制备的纳米Ti02粉末颗粒配制成100001xg／L，将其分别稀释至浓度

为4000嵋／L、200099／L、1000嵋几、5000／L、2001xg／L、1000}_tg／L的，低温保存，

备用。

4．2．3培养基准备

将灭菌后的营养琼脂培养基和YEPD固体培养基倒入培养皿(已灭菌)中，置

37℃恒温箱中培养24h，无杂菌者方可使用。

4．2．4菌液活化

将受试菌液(浓度为l×108～2x 108cfu／mL)分别置于37"C和28"C恒温培养箱

中，活化2h。

4．2．5菌液稀释

在无菌操作台上，将活化好的菌液进行10倍系列稀释10d～1矿不同浓度菌

液。

4．2．6“0"接触时间菌落数

取上述10缶稀释度(即1000cfu／mL)菌液O．1mL直接接种于营养琼脂平皿或

YEPD固体培养基平皿中，用三角刮刀涂布均匀，于37"C培养24h，共做3个平

皿，求其平均菌落数为“0"接触时间菌落数。

4．2．7菌落数计算

菌落数的计算参考3．2．7。

4．3实验方法

4．3．1抑菌圈实验

在超净工作台内，将灭菌后的营养琼脂培养基倒入已灭菌的培养皿中，制成

平板，用可调式移液器移取lmL浓度为108cfu／L的大肠杆菌于无菌的营养琼脂平

板上，用三角刮刀均匀涂布。约5min后，用打孔器在已凝固的平板上打孔，孔

径约为5mm，每个表面皿打孔4个，其中3个作为平行实验，另一个作为空白对

照；将己灭菌的Ti02纳米粉体小心地移至孔中，然后将其置于无菌室内，放在所

用光源下照射若干时间；置于370C恒温培养箱中培养24h。按互成60。的3个直

径方向测量透明抑菌圈直径，计算平均值，从而测量出大肠杆菌在纳米Ti02作用

下的抑菌圈大小。在相应培养基上以相同的方法测量其它六种菌株的抑菌圈直径。

与细菌不同的是应该将107cfu／L酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28

℃恒温培养箱中培养48h。
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另做一组实验，不将其放在光源下照射，其它方法与以上相同。

4．3．2最小抑菌浓度(川C)的测定

l、将6支灭菌的试管分别编号1～6{fi}，将已经配制好的不同浓度的6种纳米

Ti02悬浮液各取1．8mL至编号为1～6撑的灭菌试管中；

2、取108cuf／mL的大肠杆菌菌悬液0．2mL接种于上述1～6撼管中，在光照
下于37℃恒温培养24h；

3、取第2步试管中的培养液0．2mL，将其涂布到营养琼脂平板上，每个浓度

做三个平皿，于37。C恒温培养箱中倒置培养24h，观察菌落的生长情况，以不长

菌的最低浓度为最小抑制浓度(MIC)。

4、同时接种未加抗菌剂的空白液作阳性对照。

5、以相同的方法测定其它六种菌株的最小抑菌浓度(MIC)。与细菌不同的

是应该将酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28℃恒温培养箱中倒置培养

48h。

4．3．3最大杀菌浓度(MBC)的测定

1、取三只灭菌试管，分别加入上述实验测定的最小抑菌浓度的纳米Ti02溶

液1．8mL；

2、在无菌操作台上，将受试菌液进行10倍系列稀释成109、108、107cufm／L，

各取0．2mL接种于上述试管中，在光照条件下于37℃恒温培养24h；

3、取第2步试管中的培养液0．2mL，将其涂布到营养琼脂平板上，每个浓度

做三个平皿，于37℃恒温培养箱中倒置培养24h，观察菌落的生长情况，以不长

菌的最低浓度为最大杀菌浓度(mC)；
4、并以未加抗菌剂的空白液作阳性对照。

5、以相同的方法测定其它六种菌株的最大杀菌浓度(ⅧC)。与细菌不同的
是应该将酵母菌涂布在YEPD固体培养基上，放置在28"C恒温培养箱中倒置培养

48h。

4．3．4浓度及作用时间与抑菌率的关系

选取200、400、800(单位为p∥L)3个浓度梯度作为对五种细菌的实验浓

度，400、800、1000(单位为“扎)3个浓度梯度作为对两种酵母菌的实验浓度，
测定作用时间和抑菌率的关系。在作用3、6、9、12、15、18h这几个时间点上，

取0．2mL混合液将其涂布到相应的固体培养基上，细菌在37。C培养24h，酵母菌

在28℃培养48小时，分别统计各个平板上的菌落数并计算出各个时间点下不同

浓度的纳米Ti02的抑菌率。同步进行空白(不加抗菌剂)对照样的活菌培养试验。
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4．3．5光照时间与抑菌率的关系

根据上面实验所得出的最小抑菌浓度(MIC)，选取金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌及上面酵母362K作为试验菌株将适量纳米TiCh和大肠杆菌菌悬液(1mL)分别

加入盛有100mL无菌生理盐水的锥形瓶中，盖上瓶塞；放在振荡器上，调节振荡

频率为125次／分，在普通日光灯光源作用下，作用不同的时间后(30rain，60min，

90rain)，关掉光源，培养满12h，然后按菌落计数法测得无菌生理盐水中的菌数；

同时设空白对照，即将不含纳米Ti02的大肠杆菌茵悬液加入盛有100ml缓冲液的

锥形瓶中，在相同条件下放置相应的时间。

同样方法测定其它菌株光照时间与抑菌率的关系。

4．4．6纳米Ti02的热稳定性研究

选取金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及酵母362K作为试验菌株将各稀释度的纳

米Ti02溶液，分别置于80℃、100℃水浴和121℃湿热条件下，热处理15 mill，

测定其抑菌率。

4．4．7纳米Ti02对受试菌作用的扫描电镜观察

选取枯草芽孢杆菌、下面酵母206两种菌株，将其经过一定浓度下纳米Ti02

溶液一定时间的作用后，送样做环境扫描电镜观察，样品制作完全按照标准扫描

电镜制片程序制做【5们。

4．4实验结果与讨论

4．4．1抑菌圈实验

在有光照和无光照两个条件下，利用孔穴平板扩散法测量纳米Ti02的抑菌圈

直径，结果如表4．1所示。

表4．1纳米面02抑菌圈实验结果
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从表4．1所示可以看出，虽然抑菌圈的大小不一，但纳米Ti02对七种受试菌

株都产生了的抑菌圈，而这七种受试菌株代表了细菌和真菌的不同类型，因此，

实验结果较好的说明纳米Ti02具有广谱抗菌效果。但是从上表中可以很直观的看

出，有无光照对抑菌圈的大小影响很大，在有光照条件下的纳米Ti02抑菌圈要比

无光照条件下大出许多，这可以定性说明光照对纳米Ti02的活性有很大的影响。

如果仅仅从抑菌圈大小这方面来看，不管是有无光照都可以得到这样一个结论，

纳米Ti02对细菌的抑制效果要优于酵母菌，对革兰氏阳性细菌要优于革兰氏阴性

细菌，对无芽孢的细菌也要优于有芽孢的细菌。

4．4．2最小抑菌浓度(MIC)的测定

选用纳米Ti02作为抗菌剂，在100、200、400、800、1000和2000(单位为“∥L)

浓度下的测定抗菌剂的抗菌效果，结果如表4．2所示。

表4．2纳米Ti02对受试菌株最低抑菌浓度的测定

注：“+”表示有菌落出现，“一”表示无菌落出现。

由表4．2可以直观地看出，纳米Ti02对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽

孢杆菌、沙门氏菌、乳酸杆菌等细菌的最小抑菌浓度是200¨g／L，对啤酒酵母的

最小抑菌浓度是400pg／L。这可能与细菌和真菌的细胞壁和细胞膜的不同结构有

关系。

4．4．3最大杀菌浓度(MBC)的测定

根据上述实验得到的最小抑菌浓度，选取200pg／L浓度测定最大最大杀菌浓

度，具体结果如表3．3所示。
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金黄色葡萄球菌

1．34×109

1．21×10s

++

+

1．30×107 一

注：+表示有菌落生长，一表示无菌落生长，++表示菌落数量较多。

从表4．3可以看出，纳米Ti02对金黄色葡萄球菌等细菌的最大杀菌浓度

(MBC)都大于1×107cfu／mL，当受试菌的浓度大于107cfu／mL时，细菌在平板

上没有菌落出现，即培养液里存在的细菌都已经被杀灭。而两种啤酒酵母菌的最

大杀菌浓度(MBC)要比几种细菌要小，为105cfu／mL。

4．4．4浓度及作用时间与抑菌率的关系

测定不同作用浓度与不同作用时间下的抑菌率，确定浓度及作用时间与抑菌

率的关系，结果如下。
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图4．6不同浓度及作刚时间F纳米"ri02对啤酒酵母362K的抑苗率
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菌的作用相对最弱。

4 4 5光照时间与抑菌率的关系

根据上述实验得到的最小抑菌浓度，测定光照时间与抑菌率的关系。选取金

黄色葡萄球菌、大肠杆菌及上面酵母362K作为试验菌株，将经过30min、60min、

90min光照的样品，培养12小时后．测定其抑菌率，结果如图4 8所示。
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4 4 6纳米Ti 02的热稳定性研究

选取金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及上面酵母362K作为试验菌株，将各最小

抑菌浓度的纳米Ti02溶液，分别置于80"C、100"C水浴和121℃湿热条件下，热

处理15 rain，测定作用于菌体12小时后的抑苗率，结果如下表所示。

i 1蒌鳓圜

■一
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观察图4．10及图4．11，在Ti02作用的初期，枯草芽孢杆菌和酵母菌均是首先出

现细胞壁的破损、裂解，细胞壁上出现空洞，渗透屏障消失，大分子物质可以自

由进入。证明Ti02对细菌的作用应首先从破坏细胞壁开始．而随后枯草芽孢杆菌

和酵母菌内容物都已经有了部分缺失，说明菌体细胞壁和质膜已经丧失了维持渗

透压，抵御外物入侵的功能。最后死亡细菌菌体均有大量内容物溢出，细胞质凝

聚，细胞壁和质膜破碎，而图2(c)所示大肠杆菌还出现了菌体空化现象，细胞质凝

聚在两极而较少的溢出．以上观察结果充分显示了Ti02在光催化下产生高活性自

由基氧化破坏细胞的全过程。另外，Ti02也可通过与细菌的直接接触杀灭细菌，

而本实验采用低浓度的Ti02和高浓度的细菌，观察到的微生物结构破坏以前者为

主。

纳米T晚抑菌没有特异性，主要是依靠光激发产生的强氧化性的活性氧类物
质·OH来作用于细菌。·OH能破坏有机分子中的不饱和键，使菌体组成物受损，导

致细胞壁膜破裂，使细胞维持活性的渗透屏障消失，内容物溢出。同时产生的02‘

和H202进入细胞，攻击细胞内部功能组分，最终使细胞死亡．电镜观察则为此作

用机理提供了直观证据。

4．5小结

本章主要研究了纳米Ti02的抗菌性能及其杀灭菌体过程。

首先，利用抑茵圈法定性测定了纳米Ti02的抗菌效果，而七种菌在纳米Ti02

的作用下或大或小的都能产生抑菌圈，证明了纳米Ti02对多种细菌和真菌等具有

广谱抗菌效果；并且在有无光照的对照实验中，直观的证明了光对纳米Ti02的重

要影响。

其次，测定了纳米Ti02的最小抑菌浓度(MIC)和最大杀菌浓度(MBC)。

纳米Ti02对细菌的最小抑菌浓度是2001xg／L，对啤酒酵母的最小抑菌浓度是

400“g／L；在最大杀菌浓度(MBC)方面，对细菌的为101 efu／mL，对酵母菌为

105cfu／mL。

纳米Ti02的作用效果与其浓度成正比，与作用时间成正比，浓度越高，作用

时间越长，作用效果越好。

从以上实验可以得出结论，纳米Ti02对G+菌的抑制作用最强，对有芽孢的枯

草芽孢杆菌作用次之，对G一菌的作用稍弱，对酵母菌的作用相对最弱。究其原因，

这可能与有无芽孢以及各种类型的菌体的细胞壁和细胞膜的不同结构有关系。

高温对纳米Ti02水溶液的抑菌性能没有明显的影响，其对热有良好的稳定性。

纳米Ti02抑菌没有特异性，主要是依靠光激发产生的强氧化性的活性氧类物

质·OH来作用于细菌。·OH能破坏有机分子中的不饱和键，使菌体组成物受损，导
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致细胞壁膜破裂，使细胞维持活性的渗透屏障消失，内容物溢出。同时产生的02。

和H202进入细胞，攻击细胞内部功能组分，最终使细胞死亡。电镜观察则为此作

用机理提供了直观证据。 ．
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5．1结论

第5章结论与展望

l、利用本实验室已有的三株细菌和两种酵母菌及自行分离出的两种的细菌，

利用抑菌圈法定性测定了纳米银和纳米Ti02的抗菌效果，七种菌在纳米银和纳米

Ti02的作用下或大或小的都能产生抑菌圈，证明了纳米银和纳米Ti02都没有特异

性，对多种细菌和真菌等具有光谱抗菌效果。

2、测定了纳米银和纳米Ti02的最小抑菌浓度(MIC)和最大杀菌浓度(ⅧC)，
两者基本相同。纳米银和纳米Ti02对细菌的最小抑菌浓度2001xg／L，对啤酒酵母的

最小抑菌浓度是4001xg／L；在最大杀菌浓度(MBC)方面，对细菌的为10
7
efu／mL，

对酵母菌为1 05cfu／mL。

3、纳米银和纳米Ti02对G+菌的抑制作用最强，对有芽孢的枯草芽孢杆菌作用

次之，对G-菌的作用稍弱，对酵母菌的作用相对最弱。究其原因，这可能与有无

芽孢以及各种类型的菌体的细胞壁和细胞膜的不同结构有关系。

4、纳米银和纳米TiQ的作用效果与其浓度成正比，与作用时间成正比，浓度

越高，作用时间越长，作用效果越好。未经还原的Ag+的杀菌效果是比较弱的，与

相同浓度下的纳米银相比差距很大，由此可以判断mAg+与纳米银的作用机理应该

是有较大区别的；纳米银颗粒越小，作用效果越好。高温对纳米Ti02水溶液的抑菌

性能没有明显的影响，其对热有良好的稳定性。

5、利用环境扫描电镜(ESEM)观察了纳米银对受试菌的杀灭过程。在纳米

银作用的初期，首先是纳米银颗粒吸附在细胞壁的表面，这在随后出现了细胞壁

的破损、裂解，细胞壁上出现空洞，渗透屏障消失，大分子物质可以自由进入，

细菌细胞壁和质膜已经丧失了维持渗透压，抵御外物入侵的功能，从而导致细胞

失去正常功能而死亡。电镜观察为催化假说假说提供了直观证据。

6、利用环境扫描电镜(ESEM)观察了纳米Ti02对受试菌的杀灭过程。纳米

Ti02抑菌没有特异性，主要是依靠光激发产生的强氧化性的活性氧类物质·OH来作

用于细菌。·OH能破坏有机分子中的不饱和键，使菌体组成物受损，导致细胞壁膜

破裂，使细胞维持活性的渗透屏障消失，内容物溢出。同时产生的02’和H202进入

细胞，攻击细胞内部功能组分，最终使细胞死亡．电镜观察则为此作用机理提供

了直观证据。
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5．2展望

1、虽然利用环境扫描电镜观察到了纳米材料的杀菌过程，但是对其机理的解

释仍然需要更进一步的研究和探讨，利用其它方法对其进行进一步的证实和研究。

2、本科题进行的是理论研究，对应用研究涉及不多，下一步有条件的话应该

进行应用方面的研究。

3、银离子虽然具有广谱抗菌能力，但其化学性质活泼，容易转变为棕色的氧

化或经紫外光催化还原成黑色的单质银，不但影响了产品外在质量，而且影响了

抗菌性能，本课题在实验中也遇到了相同的问题。而且金属银属于贵金属，因为

释放消耗而难以回收。以后纳米银的发展方向应该包括以下两个方面：

第一，对于变色问题可以采用螯合的方法去做些工作；

第二，用与有机高分子嫁接的办法，通过回收有机高分子而回收银离子：

4、对于纳米Ti02抗菌材料，其最大的问题是抗菌环境条件之一紫外线的要求，

怎样克服这些缺点是今后研究工作的重点。可将银、铜等抗菌金属离子以及它们

的结合体与纳米Ti02相复合，提高二氧化钛在黑暗中的抗菌作用。

5、复合型抗菌剂将是抗菌材料发展的方向。 金属离子之间、金属离子与光

催化抗菌材料、金属离子与稀土元素等的复合是研究的重点。

6、利用生物学方法大规模地生产纳米材料也将是今后纳米技术研究的主题。
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附 录

附表1．1乳酸菌在不同培养基上菌落特征

注：干酪乳杆菌在改良TJA培养基上为圆形光滑，边缘整齐，侧面呈菱形状．

附表1．2沙门菌属各亚属在各种选择性琼脂平板上的菌落特征

选择警脂平 亚属I，II，IV，V
板

“脚’ ’ ’ 亚属Ⅲ

产H2S菌落为黑色有金属光泽、棕褐

亚硫酸铋琼脂美豢鹫著鬓景雾蓥基可H2S慧盖 黑色有金属光泽

灰绿色的菌落，周围培养基不变

D札琼脂沅色半透明。嚣落带黑色或几 乳糖迟缓阳性或阴性的菌株，与亚属I，Ⅱ， Ⅳ，V相同；乳糖阳性的菌株为粉红
色，中心带黑色

⋯椽戮黼鬻增銎戮辫蒸蒜囊笋
乳糖迟缓阳性或阴性的菌株，与亚属I，

cc诂H匕 无色、半透明；产H2S菌株有的菌落 Ⅱ， Ⅳ，V相同；乳糖阳性的菌株为粉红
～帅朋

中心带黑色，但不如以上培养基明显 色，中心带黑色，但中心无黑色形成时与

大肠埃希菌不能区别
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附 录

附表1．3肠杆菌科各菌属在三糖铁琼脂内的反应结果

注：+表示阳性；一表示阴性；+／一表示多数阳性，少数阴性。

附表1．4肠杆菌科各属生化反应初步鉴别表

注l：三糖铁琼脂底层均应产酸，不产酸者可排除，斜面产酸与否不限。

注2：KCN和赖氨酸可选用其中一项，但不能判定结果时，仍需补做另一项。

注3：+表示阳性：．表示阴性；+／．表示多数阳性，少数阴性。
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