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摘要: 抗生素的滥用导致细菌耐药问题日益严重,人类迫切需要开发出新的抗菌药物以减少细菌耐药问题。 基于纳米银制备

而成的纳米银复合材料在兼顾纳米银抗菌性能的同时不仅能够克服单一纳米银释放速度快、不稳定等缺点,还能缓解细菌耐

药的问题,因此被认为是一类具有广泛应用前景的新型抗菌剂。 已有研究表明,单一纳米银与某些抗生素的联合使用可以达

到协同抗菌效果,但目前尚缺乏对纳米银复合材料与抗生素的联合抗菌性能及机制的研究。 本文首先制备出 3 种不同结构

的纳米银复合材料,包括二氧化硅-聚多巴胺-纳米银复合材料(SiO2 -PD-AgNPs)、纳米银@二氧化硅复合材料(AgNPs@SiO2 )和
纳米银@二氧化硅-聚多巴胺-纳米银复合材料(AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs)。 随后测定了纳米银复合材料对大肠杆菌(Escherich-
ia coli, E. coli)和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis, B. subtilis)的单一毒性效应。 结果显示,AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 复合材料对 2

� 种菌的单一毒性均大于其余 2 种纳米银复合材料。 因此,笔者以 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 作为代表,测定了纳米银复合材料

与硫酸卡那霉素(kanamycin sulfate, KS)/盐酸土霉素(oxytetracycline hydrochloride, OH)的二元联合抗菌性能,发现 AgNPs@
SiO2 -PD-AgNPs 与 KS 联合可以对 E. coli 产生协同效应。 协同效应产生的主要原因可能是:AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 释放出

� 的纳米银会和 KS 发生键合反应生成 KS-纳米银复合物,导致纳米银释放出大量的 Ag+增加了细胞膜的通透性,从而使得进入

细菌内的 Ag+和 KS 比单独作用时进入胞内的抗菌剂增多,产生更强的抗菌性能,从而表现出协同抗菌效应。 本研究基于新

型纳米银复合材料与抗生素的联合抗菌性能实验探究了纳米银复合材料与特定抗生素联合用药的最佳组合和相关机制,为
今后开发新型抗菌材料提供了新思路并为相关联合用药提供参考。
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Abstract: The abuse of antibiotics has caused increasingly serious problem of bacterial resistance, thus it is urgent
to develop new antibacterial drugs to alleviate this problem. The nanosilver composites that was synthesized from
single nanosilver can not only overcome the shortcomings of nanosilver, such as the rapid release rate of Ag+ and
unstable physicochemical property, but also reduce the bacterial resistance, which are regarded as a new kind of an-
tibacterial agents with broad application prospects. Previous studies have showed that the combination of single
nanosilver and some antibiotics could exhibit the synergistic antibacterial effect. However, little information is avail-
able on the performance and mechanism of nanosilver composites combined with antibiotics. In this paper, three
kinds of nanosilver composites with different structures were synthesized: silica-polydopamine-nanosilver (SiO2 -
PD-AgNPs), nanosilver@silica (AgNPs@SiO2 ) and nanosilver@silica-polydopamine-nanosilver (AgNPs@SiO2 -
PD-AgNPs). Subsequently, the single toxicity of nanosilver composites to Escherichia coli (E. coli) and Bacillus
subtilis (B. subtilis) was determined. The results showed that the toxicity of AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs to the two

� kinds of bacteria were greater than that of the other two nanosilver composites. Therefore, AgNPs@SiO2 -PD-Ag-
NPs was selected as the representative to determine its combined antibacterial property with KS (kanamycin sul-
fate)/OH (oxytetracycline hydrochloride), and it was found that the combination of AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs and
KS could display synergistic effect on E. coli. The nanosilver released by AgNPs@SiO2-PD-AgNPs could react with
KS to form the KS-nanosilver complex, resulting in a large amount of Ag+ released from nanosilver. The increase of
Ag+ enhanced the permeability of cell membrane, so the amount of Ag+ and KS entering the bacteria were more than
that of the antibacterial agents when acting alone, which resulted in greater antibacterial property and a synergistic
effect. This study explores the optimal combination and related mechanism of new nanosilver composite and specific
antibiotics based on the combined toxicity experiments, which will provide new insight into the development of new
antibacterial materials and give a reference for the related combination application of drugs.
Keywords: nanosilver composite; antibiotic; Escherichia coli; Bacillus subtilis; combined antibacterial property

　 　 抗生素被广泛应用于医疗卫生、农业和畜牧业

等领域,对感染性疾病的防治起到关键作用。 然而,
近年来抗生素的滥用使得细菌耐药问题不断加剧,
导致抗菌剂在治疗细菌感染时药效降低甚至完全失

效,这较抗菌剂自身的毒性而言对生态安全和人类

健康威胁更大[1]。 在此情况下,人类迫切需要开发

出新的抗菌药物以减少细菌耐药问题。 纳米银作为

一种新型的抗菌药物,其能穿透微生物的细胞壁进

入细菌体内,与巯基结合后破坏细菌的呼吸链并产

生活性氧簇抑制细菌生长[2]。 相较于传统的银离

子,纳米银具有较高的价态和巨大的比表面积,不易

被氧化和沉淀,因此纳米银的使用越来越广泛[3]。
但是,单一纳米银有释放速度快、易团聚和不稳定等

缺点。 为了克服这些缺点,有研究人员将纳米银与

其他材料制备成纳米银复合材料,不仅能够对纳米

银起到稳定和保护作用,还能降低纳米银的释放速

度从而获得较好的持效抑菌性能[4-5]。 例如,Badu
等[6]将纳米银/聚吡咯复合材料覆于棉织物上,通过

琼脂扩散板测试实验发现,复合材料在 6 h 后杀灭

大肠杆菌率达 100% ,而在 12 h 后杀灭金黄色葡萄

球菌率达 100% 。 Tang 等[7]在氧化石墨烯的悬浮液

中通过柠檬酸钠还原硝酸银制备得到氧化石墨烯-
银纳米复合材料并进行毒性实验,发现其对革兰氏

阴性菌和革兰氏阳性菌都具有较好的杀菌效果。 因

此,制备纳米银复合材料并开展其抗菌性能研究对

生态安全和人类健康具有重要意义。
在纳米银复合材料的制备过程中,研究比较广

泛的纳米银载体材料有沸石[8]、碳纳米管[9]、氧化石

墨烯[10]以及纳米二氧化硅[11]等。 其中,纳米二氧化

硅与其他几种载体材料相比,具有高载药量、良好的

生物相容性、低细胞毒性和高比表面积等优势。 此

外,纳米银与二氧化硅载体结合的时候,既可以被包

裹在二氧化硅微球的内部,也可以黏附在其外层,或
者两者同时兼具[12-14]。 因此,以纳米二氧化硅作为

载体制备纳米银复合材料具有广阔的应用前景。
此前关于纳米银抗菌性能的研究表明,纳米银

和抗生素联合使用可以产生协同抗菌效果[15-16]。 例

如,郭春兰等[17]通过观察伤口病原菌和耐药菌阳性

率的变化,发现纳米银敷料结合青霉素等抗生素治

疗慢性感染伤口具有协同抗菌作用,有助于伤口愈
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合。 Li 等[15]认为纳米银更容易与细菌细胞膜的磷

脂和糖蛋白反应,可作为载体有利于阿莫西林向细

胞表面运输,从而抗菌效果更明显。 由此看出单一

纳米银与某些抗生素的联合使用可以达到协同杀菌

效果,但是有关纳米银复合材料与抗生素联合使用

的抗菌性能研究却十分有限。 那么,纳米银复合材

料与传统抗生素联合暴露是否比单一纳米银复合材

料的抗菌效果好? 其联合抗菌机制又是如何? 这是

本文所关注的问题。
本文首先通过溶胶-凝胶法制备出二氧化硅微

球作为载体材料,并参考宋笑等[18]报道的方法制备

出 3 种不同结构的纳米银复合材料并简单表征,最
后分别测定3 种纳米银复合材料对大肠杆菌(Esche-
richia coli, E. coli)和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis,

� B. subtilis)的单一毒性及 AgNPs@ SiO2 -PD-AgNPs
� 与硫酸卡那霉素(kanamycin sulfate, KS)/盐酸土霉素

(oxytetracycline hydrochloride, OH)对受试菌的二元

联合毒性。 本文旨在得到具有良好抗菌性能的纳米

银复合材料,并探索可以产生协同抗菌作用的纳米

银复合材料与抗生素的组合,为开发新型抗菌材料

提供思路并为其进一步推广使用提供参考。

1　 材料与方法 (Materials and methods)
1. 1　 实验材料

正硅酸四乙酯、氨水(25% ~ 28% )、无水乙醇、
甲醇、甲醛和盐酸(36% ~ 38% )均购自国药集团化

学试剂有限公司(上海,中国),纯度均为分析纯。 多

巴胺盐酸盐、三羟甲基氨基甲烷、十六烷基三甲基溴

化铵和硝酸银购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司(上海,中国),纯度均为分析纯。 盐酸土霉素和硫

酸卡那霉素购自 Sigma-Aldrich 化学制品有限公司

(上海,中国),纯度为分析纯以上。
本实 验 中 使 用 的 模 式 生 物 E. coli ( K-12

� MG1655)和 B. subtilis (168)购自 BioVector 科技有限

公司(北京,中国)。
1. 2　 纳米银复合材料的制备

1. 2. 1　 纳米二氧化硅(SiO2)的制备

将 9 mL 的氨水与 24.75 mL 的去离子水及 16.25
mL 的无水乙醇混匀得到溶液 A;将 4.5 mL 的正硅

酸四乙酯与 45.5 mL 的无水乙醇混合,用 85-1 型磁

力搅拌器 (武汉科尔仪器有限公司,武汉,中国)以
1 100 r·min-1转速搅拌 20 min,得到溶液 B。 室温下

将 B 溶液快速加入 A 溶液中,60 s 后将搅拌速度降

低至 350 ~ 400 r·min-1。 反应 2 h 后将溶液进行离

心,去掉上清液,沉淀物用乙醇反复洗涤 3 次后,用
DZF-6050 型真空干燥箱(上海精宏仪器有限公司,
上海,中国)干燥,得到纳米 SiO2 粒子。
1. 2. 2　 纳米银@二氧化硅(AgNPs@SiO2)的制备

将 0.2 g 的十六烷基三甲基溴化铵、96 mL 的去

离子水和 2.8 mL 的氨水加入到三口烧瓶中,不断搅

拌,加热至 80 ℃后反应 30 min。 此时向烧瓶中加入

1 mL 的硝酸银溶液(0.1 mol·L-1 )和 0.6 mL 的甲醛

溶液(1.0 mol·L-1 ),搅拌 5 min 后,向混合体系逐滴

滴加 1 mL 的正硅酸四乙酯。 反应 2 h 后将溶液进

行离心,去掉上清液,沉淀物用去离子水洗涤后加入

80 mL 的 0.1 mol·L-1的盐酸/乙醇溶液,在 80 ℃条

件下加热回流 4 h 后,将溶液进行离心,去掉上清

液,将沉淀物真空干燥后得到 AgNPs@SiO2 粒子。
1. 2. 3 　 二氧化硅-聚多巴胺-纳米银 (SiO2 -PD-Ag-
NPs)的制备

将 50 mL 0.1 mol·L-1的三羟甲基氨基甲烷溶液

与 14.7 mL 0.1 mol·L-1的盐酸混合,加水定容至 100
mL,得到 pH =8.5 的三羟甲基氨基甲烷缓冲溶液。
将 0.06 g 的多巴胺盐酸盐和 0.05 g 的 SiO2 颗粒加

入 30 mL 三羟甲基氨基甲烷缓冲溶液中,室温下避

光搅拌过夜。 将反应产物过滤洗涤后,加到 20 mL
的硝酸银(1.5 mg·mL-1)溶液中,氮气保护下 80 ℃反

应 30 min。 将溶液进行离心,去掉上清液,沉淀物用

乙醇反复洗涤 3 次后真空干燥,得到 SiO2 -PD-Ag-
NPs 粒子。
1. 2. 4　 纳米银@二氧化硅-聚多巴胺-纳米银(Ag-
NPs@SiO2 -PD-AgNPs)的制备

将 SiO2 -PD-AgNPs 制备过程中的 SiO2 替换为

AgNPs@SiO2,按照同样的方法反应合成 AgNPs@
SiO2 -PD-AgNPs 粒子。
1. 3　 毒性测定及表征方法

1. 3. 1　 受试菌的培养

液体培养基配方为 10.0 g·L-1氯化钠、25.0 g·
L-1蛋白胨和 12.5 g·L-1酵母膏,pH 调节至约为 7.0。
取 E. coli 或 B. subtilis 菌种接种到 5 mL 液体培养

� 基中,在 37 ℃恒温条件下震荡培养(E. coli 为 6 h,
� B. subtilis 为 10 h)至对数生长期,将菌液用 1%氯化

� 钠溶液稀释 105 倍,用于毒性测定。
1. 3. 2　 毒性实验

称取待测样用 1% 氯化钠溶液配制成母液,将
母液用 1%氯化钠溶液稀释成等对数梯度的浓度加
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入 96 孔板中。 每孔溶液总体系为 200 μL,其中包

括 80 μL 培养基、40 μL 工作菌液以及 80 μL 待测

物质溶液,每个浓度梯度设置 3 个平行,37 ℃下 180
r·min-1震荡培养(E. coli 培养 12 h,B. subtilis 培养

� 19 h),使用 GO1510 型多功能酶标仪(Thermo Fisher
公司,沃尔瑟姆,美国)测定 600 nm 处的光密度值

(OD600)。 根据式(1)计算测试样对细菌的抑制率。

Inhibition(% )=
OD600,0-OD600,i

OD600,0

×100% (1)

式中:OD600,0 为受试菌在无染毒作用下的空白 OD600

读数的平均值;OD600,i 为受试菌在浓度为 i 的化合物

� 作用下 OD600 读数的平均值。 以测试样浓度的负对

数为横坐标,抑制率为纵坐标,绘制剂量-效应曲线,
50%抑制率时对应的测试样浓度即为半最大效应浓

度(concentration for 50% of maximal effect, EC50)。
EC50 是一个经典参数,已在毒理学研究中长期

使用。 作为衡量物质生物毒性大小的指标,EC50 值

越小表示物质的毒性越大[19]。 根据单独毒性实验研

究中每种抗菌剂对受试菌的 EC50 浓度值来确定配

制测试样 A(纳米银复合材料,本研究中选用 AgNPs
@SiO2 -PD-AgNPs 进行联合毒性实验)与测试样 B
(KS/OH)的混合溶液浓度,按照 AgNPs@ SiO2 -PD-
AgNPs 与 KS/OH 的 EC50 配制系列二元混合溶液,
其毒性比分别为 1 ∶1、1 ∶5 和 5 ∶1。 然后按照单一毒

性测定方法测定系列混合溶液的联合毒性,并绘制

剂量-效应曲线,计算出 EC50mix。 EC50mix 和毒性单位

(toxic unit, TU)都是用来表征混合毒性效应的重要

参数,TU 法参数的物理意义比较明确,计算简捷,
评价结果便于理解,用此模型来判断混合物的联合

作用结果较为可靠,可以直观地判断出混合毒性的

联合效应类型,因此得到广泛的应用[20]。 联合毒性

的研究是依据单一测试样的 EC50 来设计的,将单一

测试样对受试菌的抑制率为 50%时对应的浓度定

义为一个毒性单位[21],实验所得联合毒性效应使用

的 TU 的计算如式(2)。

TU =
CA

EC50A
+

CB

EC50B
(2)

式中:CA、CB 是混合体系产生 50% 抑制时测试样

� A、B 各自的浓度,EC50A 和 EC50B 是测试样 A、B 分

别作用于细菌时产生 50%抑制时的浓度。 当 TU<
0.8 时,判定联合毒性效应为协同;当 0.8≤TU≤1.2
时,判定联合毒性效应为相加;当 TU>1.2 时,判定

联合毒性效应为拮抗[22]。

2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 纳米银复合粒子的表征

使用 ZEN3690 型粒度分析仪(Malvern 公司,马
尔文,英国)对复合材料的粒径以及分散系数进行分

析,结果如表 1 所示。 AgNPs@SiO2 的粒径是 553.7
nm,分散系数为 0.725;SiO2 -PD-AgNPs 的粒径是

743.6 nm,分散系数为 0.547;AgNPs@SiO2 -PD-Ag-
NPs 的粒径是 974.6 nm,分散系数为 0.392。 可见,3
种纳米银复合材料的粒径大小排序为:AgNPs@
SiO2 -PD-AgNPs>SiO2 -PD-AgNPs>AgNPs@SiO2,其
中 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 的分散系数最小,其分

散度最好。
此外,用 Evolution 350 型紫外可见分光光度计

(Thermo Scientific 公司,沃尔瑟姆,美国)检测 3 种纳

米银复合材料的紫外吸收光谱。 结果如图 1 (a)所
示,AgNPs@ SiO2 无紫外吸收,AgNPs@ SiO2 -PD-
AgNPs 和 SiO2 -PD-AgNPs 在 475 nm 左右产生了最

大紫外吸收峰。 已有研究表明,纳米银的最大紫外

吸收峰在 420 nm 左右[23-24],所以笔者推测 475 nm
左右处的最大紫外吸收峰很可能与复合材料中的纳

表 1　 纳米银复合材料的粒径和分散系数

Table 1　 Particle size and polymer dispersity index of nanosilver composites
SiO2 AgNPs@SiO2 SiO2 -PD-AgNPs AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs

粒径/nm

Particle size/nm
553.8 553.7 743.6 974.6

分散系数(PDI)

Polymer dispersity index (PDI)
0.118 0.725 0.547 0.392

注:AgNPs@SiO2 为纳米银@二氧化硅复合材料,SiO2 -PD-AgNPs 为二氧化硅-聚多巴胺-纳米银复合材料,AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 为纳米银

@二氧化硅-聚多巴胺-纳米银复合材料。
Note: AgNPs@ SiO2 stands for nanosilver@ silica; SiO2 -PD-AgNPs stands for silica-polydopamine-nanosilver; AgNPs@ SiO2 -PD-AgNPs stands for
nanosilver@silica-polydopamine-nanosilver.
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米银有关。 对于 AgNPs@SiO2,在其制备过程中,甲
醛作为还原剂还原硝酸银为纳米银,纳米银被包覆

于 SiO2 微球的孔洞中,因此没有明显的紫外吸收

峰,推测其结构如图 1(b)所示。 而在 SiO2 -PD-Ag-
NPs 的制备过程中,多巴胺会聚合成为聚多巴胺并

在 SiO2 表面形成一层薄膜,随后聚多巴胺还原硝酸

银为纳米银后被包覆在聚多巴胺薄膜外面,因此可

以检测到紫外吸收峰,其推测结构如图 1 (b)所示。
AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 结合了前面 2 种复合材料

的特点,SiO2 内层和表面都存在纳米银粒子,具有

明显的夹心层结构,所以也会出现紫外吸收峰,推测

结构如图 1(b)所示。 此外,纳米银最大吸收峰的位置

和形状在很大程度上取决于其粒径、表面吸附的物质

以及周围的电介质[25-26]。 在 AgNPs@ SiO2-PD-Ag-
NPs 和 SiO2-PD-AgNPs 这 2 种复合材料中,由于

SiO2 的折射率略高于水,纳米银与 SiO2 的结合导致

纳米银周围基质的介电常数与折射率都有所增加,因
此,AgNPs@SiO2-PD-AgNPs 和 SiO2-PD-AgNPs 的最

大紫外吸收峰(475 nm 左右)相对于纳米银的最大紫

外吸收峰(420 nm左右)发生了红移。
2. 2　 单一毒性

3 种纳米银复合材料对 E. coli 和 B. subtilis 的

� 单一毒性数据如表 2 所示。 由实验结果可知,Ag-
NPs@ SiO2、 SiO2 -PD-AgNPs 和 AgNPs@ SiO2 -PD-
AgNPs 对 E. coli 的 EC50 分别为 65.7、90.7 和 48.2

� mg·L-1,对 B. subtilis 的 EC50 分别为 466.4、560.0 和

� 161.5 mg·L-1。 可见 3 种纳米银复合材料对 2 种菌

的毒性大小顺序一致,均为 AgNPs@ SiO2 -PD-Ag-
NPs>AgNPs@SiO2>SiO2 -PD-AgNPs。

此前,已有研究阐明纳米银复合材料主要依靠

纳米银和 Ag+进入细胞内阻断 DNA 复制和产生活

性氧诱导细胞凋亡来杀死细菌[27]。 根据纳米银复合

材料抗菌机理的相关研究[28],以 AgNPs@ SiO2 为

例,推测其抗菌机理如图 2(a)所示。 AgNPs@SiO2

吸附在细菌表面,在与细胞接触的过程中,纳米银粒

子通过硅壳孔道释放出来(如图 2(b)),纳米银可能会

图 1　 3 种纳米银复合材料的紫外可见吸收光谱(a)与结构(b)
注:1. AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs;2. SiO2 -PD-AgNPs;3. AgNPs@SiO2。

Fig. 1　 UV-vis spectra (a) and the structure (b) of three kinds of nanosilver composites
Note: 1. AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs; 2. SiO2 -PD-AgNPs; 3. AgNPs@SiO2 .

表 2　 3 种纳米银复合材料的半最大效应浓度(EC50)

Table 2　 The concentration for 50% of maximal effect (EC50) of three kinds of nanosilver composites
(mg·L-1 )

纳米银复合材料

Nanosilver composites

受试生物

Test organism

大肠杆菌

E. coli
枯草芽孢杆菌

B. subtilis

AgNPs@SiO2 65.7 466.4

SiO2 -PD-AgNPs 90.7 560.0

AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 48.2 161.5



44　　　 生 态 毒 理 学 报 第 15 卷

影响细胞壁上的某些蛋白质和磷脂,诱导膜破裂,影
响细胞膜的完整性[29-30],从而使细胞膜通透性增加,
进而导致细胞内容物释放。 在此过程中,纳米银会

释放出 Ag+[29,31]。 纳米银和 Ag+进入到胞内,一方面

导致活性氧簇(ROS)的产生,Ag+被氧化为 Ag2O,从
而灭活呼吸链脱氢酶,抑制细胞呼吸;另一方面 Ag+

通过与细菌蛋白酶上的巯基(—SH)迅速结合,破坏

蛋白质的三维结构,抑制细菌生命活动必需的酶和

蛋白质的活性[32],并通过浓缩 DNA 使其失去复制

能力而引起 DNA 的降解来抑制细菌的生长繁

殖[33],最后达到抑菌效果。 SiO2 -PD-AgNPs 和 Ag-
NPs@SiO2 -PD-AgNPs 的纳米银和 Ag+的释放过程

如图 2(c)和图 2(d)所示。 对于 SiO2 -PD-AgNPs,因
为纳米银粒子覆盖在最外层,所以在与细菌接触的

过程中直接释放。 由于 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 具
备前面 2 种材料的特点,因此其最外层的纳米银先

流失,然后聚多巴胺膜被水解破坏,最后 SiO2 内部

的纳米银被释放出来。 在纳米银释放之后,SiO2 -
PD-AgNPs 和 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 的抗菌机制

与 AgNPs@SiO2 类似。
本研究中纳米银复合材料的抗菌性能主要由纳

米银的负载率决定。 对于 AgNPs@SiO2 来说,该材

料是将纳米银的还原反应和正硅酸乙酯的水解反应

同时进行,使纳米银能够更多地被包裹于 SiO2 微孔

中,其对纳米银的吸附率较高。 而 SiO2 表面的聚多

巴胺虽具有一定的黏附性,但其负载的纳米银粒子

可能相对较少,导致 SiO2 -PD-AgNPs 毒性较 AgNPs
@SiO2 小。 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 是在 AgNPs@
SiO2 的基础上,对材料表面进行进一步修饰,从而

进一步提高了纳米银的负载率,因此 AgNPs@SiO2 -
PD-AgNPs 的毒性最大。 从受试菌来看,3 种材料对

E. coli 的毒性均大于对 B. subtilis 的毒性,即 E. coli
对纳米银复合材料的敏感度要远远高于 B. subtilis。

� 笔者推测这可能与 2 种菌的细胞壁结构有关:E. co-
li 是革兰氏阴性菌,细胞壁结构较为单薄,含极少肽

� 聚糖,纳米银和 Ag+容易渗透到细胞质中;对于 B.
subtilis 来说,细胞壁坚固致密的肽聚糖层会阻碍纳

� 米银和 Ag+的渗透,抑菌效应减弱[34]。

图 2　 3 种纳米银复合材料的抑菌机理

注:ROS 表示活性氧簇;—SH 表示巯基。

Fig. 2　 Bacteriostatic mechanism of three nanosilver composites
Note: ROS stands for reactive oxygen species;—SH stands for hydrosulfuryl.
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2. 3　 联合毒性

为了探究纳米银复合材料与抗生素的联合抗菌

性能,本研究选用单一毒性最大的 AgNPs@ SiO2 -
PD-AgNPs 与广泛应用的抗菌药物 KS/OH 进行二

元联合[35-37],测定二元混合物对 E. coli 和 B. subtilis
的联合毒性,结果如表 3 所示。 可见,AgNPs@

� SiO2 -PD-AgNPs 与 KS 在毒性比为 1 ∶ 1、1 ∶ 5 和 5 ∶ 1
时对 E. coli 的联合毒性效应为协同,对 B. subtilis 的
联合毒性效应为相加,而 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs
与 OH 在毒性比为 1 ∶1、1 ∶5 和 5 ∶1 时对 2 种菌的联

合毒性效应均为相加。
以往的研究指出纳米银与抗生素产生协同抗菌

效应的可能原因是由于抗生素分子包含许多活性基

团,例如羟基和酰胺基(图 3(a)),它们容易与纳米银

通过键合反应成为抗生素-纳米银复合物[24,38]。 本

研究中,AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 和 KS 在 3 种不同

浓度配比下对 E. coli 都可以产生协同效应,表明二

� 者的协同效应不会受浓度配比的影响。 笔者推测纳

米银复合材料和 KS 对 E. coli 的协同作用机理如图

� 3(b)所示。 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 首先释放出纳

米银粒子(图 2(d)),KS 和纳米银通过键合反应成为

KS-纳米银复合物,纳米银与 KS 的结合会使纳米银

的有效表面积发生变化,影响 Ag+的释放动力学[39],
所以 KS-纳米银复合物比相同条件下单独纳米银作

用释放了更多的 Ag+。 Ag+从复合物中的释放一方

面增加了细胞膜的通透性,另一方面也导致 KS 从

复合物中解离下来[40-41]。 因此,纳米银复合材料与

KS 联合作用使得进入细菌体内的 Ag+和 KS 含量

均大于单独作用时可进入胞内的抗菌剂含量。 进入

胞内的 Ag+导致 ROS 的产生从而使 Ag+被氧化为

Ag2O,灭活呼吸链脱氢酶,抑制细胞呼吸,并且 Ag+

通过与细菌细胞内的蛋白质和 DNA 分子结合从而

引起细菌毒性[29];而 KS 通过结合于细菌的 30S 核

糖体影响细菌蛋白质的正常合成,进而破坏细菌功

能导致 E. coli 死亡[42]。 因此,AgNPs@SiO2 -PD-Ag-
� NPs 和 KS 对 E. coli 表现出协同抗菌效应。 而 B.

subtilis 是革兰氏阳性菌,其细胞壁较厚(平均 20 ~
� 80 nm),从内向外有 15 ~ 50 层含量丰富的肽聚糖,

结构致密,所以相较于 E. coli,其细胞膜通透性不易

� 被改变,笔者推测这可能是 AgNPs@ SiO2 -PD-Ag-
NPs 与 KS 二元联合对 B. subtilis 表现出相加效应

� 的原因。
对于 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 和 OH 的联合毒

性效应,有研究指出,纳米银与四环素在水溶液中共

存时会发生交互反应,改变纳米银与四环素的理化

性质,导致 Ag+的浓度升高,四环素的浓度降低[43]。
Wan 等[44]在评价纳米银与抗生素联合抑制大肠杆

菌实验中也发现,纳米银与四环素联用不具有协同

抑菌效果。 因此,笔者推测纳米银复合材料和 OH
的联合作用机制如图 3(d)所示。 AgNPs@SiO2 -PD-
AgNPs 首先释放出纳米银(图 2(d)),之后 OH 通过羟

基和酰胺基(图 3(c))与纳米银结合成为 OH-纳米银

图 3　 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 与 2 种抗生素的联合抗菌机理

Fig. 3　 Combined antibacterial mechanism of AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs and two antibiotics



46　　　 生 态 毒 理 学 报 第 15 卷

表
3　

抗
菌
混
合
物
的
联
合
毒
性
作
用

Ta
bl
e
3　

Th
e
jo
in
tt
ox
ic
ac
tio
n
of

an
tim

ic
ro
bi
al
m
ix
tu
re

大
肠

杆
菌

E.
co
li

枯
草

芽
孢

杆
菌

B.
su
bt
ili
s

序
号

N
o.

A
B

毒
性

比

To
xi
ci
ty
ra
tio

质
量

浓
度

占
比
/%

Pr
op
or
tio
n
of

m
as
s

co
nc
en
tra
tio
n/
%

A
B

毒
性

单
位
(T
U
)

To
xi
c
un
it
(T
U
)

联
合

效
应

Jo
in
te
ffe
ct

质
量

浓
度

占
比
/%

Pr
op
or
tio
n
of

m
as
s

co
nc
en
tra
tio
n/
%

A
B

毒
性

单
位
(T
U
)

To
xi
c
un
it
(T
U
)

联
合

效
应

Jo
in
te
ffe
ct

1 2 3

A
gN

Ps
@
Si
O
2
-

PD
-A
gN

Ps

硫
酸

卡
那

霉
素
(K
S)

K
an
am

yc
in
su
lfa
te
(K
S)

1∶
1

96
.5

3.
5

0.
62

协
同

Sy
ne
rg
y

94
.8

5.
2

0.
88

相
加

A
dd
iti
ve

1∶
5

84
.9

15
.1

0.
75

协
同

Sy
ne
rg
y

78
.7

21
.3

1.
13

相
加

A
dd
iti
ve

5∶
1

99
.2

0.
8

0.
66

协
同

Sy
ne
rg
y

98
.9

1.
1

0.
98

相
加

A
dd
iti
ve

4 5 6

A
gN

Ps
@
Si
O
2
-

PD
-A
gN

Ps

盐
酸

土
霉

素
(O
H
)

O
xy
te
tra
cy
cl
in
e
hy
dr
oc
hl
or
id
e
(O
H
)

1∶
1

95
5

0.
92

相
加

A
dd
iti
ve

93
.9

6.
1

0.
83

相
加

A
dd
iti
ve

1∶
5

79
.4

20
.6

0.
87

相
加

A
dd
iti
ve

75
.6

24
.4

1.
04

相
加

A
dd
iti
ve

5∶
1

98
.9

1.
1

1.
04

相
加

A
dd
iti
ve

98
.7

1.
3

1.
03

相
加

A
dd
iti
ve



第 2 期 王孟珍等:纳米银复合材料与抗生素的联合抗菌性能及相关机制研究 47　　　

复合物。 但是 OH 与纳米银会发生交互反应,改变

了 OH 与纳米银的理化性质,导致 Ag+ 浓度增加,
OH 浓度降低。 一方面,OH-纳米银复合物会释放更

多的 Ag+,与单独的纳米银相比会对细菌产生更大

的毒性作用;另一方面,OH 浓度的降低减少了其与

细菌核糖体的结合,降低了对蛋白质合成过程的影

响,和相同条件下单独的 OH 作用相比对细菌的毒

性效应减弱了,总体表现出对细菌的联合抗菌效应

为相加。
综上,本文制备出 3 种纳米银复合材料并对其

抗菌性能进行探究,研究结果总结如下。(1)3 种纳米

银复合材料对细菌的单一毒性大小顺序一致,均为

AgNPs@ SiO2 -PD-AgNPs>AgNPs@ SiO2 >SiO2 -PD-
AgNPs。 此外,E. coli 对纳米银复合材料的敏感度

� 要高于 B. subtilis。(2 ) AgNPs@ SiO2 -PD-AgNPs 与

� KS 在毒性比为 1 ∶1、1 ∶5 和 5 ∶1 时对 E. coli 的联合

� 毒性效应为协同,对 B. subtilis 的联合毒性效应为相

加,而 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 与 OH 对 2 种菌的

联合毒性效应均为相加。(3)AgNPs@ SiO2 -PD-Ag-
NPs 与 KS 协同效应产生的主要原因可能是因为二

者结合而成的 KS-纳米银复合物导致进入细菌体内

的 Ag+和 KS 相较于单独的抗菌剂作用时均有增

加,对细菌产生更大的毒性作用,表现出协同抗菌效

应。 因此,可以推测 AgNPs@SiO2 -PD-AgNPs 和 KS
联用会对革兰氏阴性菌发挥优异的协同抗菌性能。
所以,建议在今后的实际运用中,可以将夹心层结构

的纳米银复合材料和包含有羟基和酰胺基等活性基

团并且不会与纳米银发生交互反应的抗生素联合作

用于革兰氏阴性菌;此外,在此基础上有必要进一步

探究对革兰氏阳性菌也能产生良好协同抗菌效应的

纳米银复合材料与抗生素的组合,为开发新型抗菌

材料提供新思路并为联合用药提供参考。

通讯作者简介:林志芬(1972—2020),女,博士,教授,主要研

究方向为混合污染物生物效应及人体健康评价。
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