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纳米银的绿色生物合成及其抗菌实验研究
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（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　王慧云，女，博士，教授，硕士生导师，全国优秀教师、济宁市有突出贡献中青
年专家。主持承担了国家“十一五”科技支撑项目、山东省科技攻关项目等９项
科研课题，主持《药剂学》省级精品课程、药物制剂省级特色专业以及山东省高

水平应用型专业群的建设。发表学术论文５０余篇，其中第一作者及通讯作者
３０余篇，ＳＣＩ／ＥＩ收录１５篇，授权国家发明专利３项，主编和参编教材４部，获得
科研奖励９项，指导学生获得全国大学生课外科技学术作品挑战杯大赛三等奖
等。学术兼职：全国药学教育研究会理事、山东省药学类本科教育教学指导委员

会委员、济宁市药学会副理事长、济宁医学院重点实验室“药物化学与药物制剂研究所”所长。

　　摘　要　目的　利用蒲公英叶提取液合成纳米银，为纳米材料生物合成领域的研究提供依据。方法　利用
ＵＶ２４５０紫外分光光度计、ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型激光粒度仪考察了蒲公英提取液、硝酸银浓度、温度、反应时间、
ｐＨ等条件对纳米银的粒径、分散系数ＰＤＩ及紫外光谱的最大吸收波长的影响，并通过透射电子显微镜（ＴＥＭ）、
红外光谱仪（ＦＴＩＲ）及ｚｅｔａ电位的测定，对纳米银的特性进行了表征。进一步考察了所制备纳米银对革兰氏菌的
抑菌活性。结果　得到球形的纳米银，粒度范围为３０～６０ｎｍ；紫外光谱的最大吸收波长为（４３２±２０）ｎｍ；ｚｅｔａ电
位在（－２５．０±１０）ｍＶ，所得纳米银粒子对革兰氏阳性菌具有更好的抑菌效果。结论　利用蒲公英提取液可实
现对纳米银的可控合成。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｔａｒａｘａｃｕｍｌｅａｆｅｘｔｒａｃｔ；Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；Ｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

　　纳米银（ｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ）具有广谱抗菌、安
全无毒、无耐药性［１］以及良好的生物相容性等特

点，可有效预防感染［２］，而且应用纳米银标记 ＤＮＡ
作为电化学探针，可应用于生物特定序列的测

定［３］。纳米银的合成包括物理方法、化学方法等。

近年来纳米银的生物合成法已成为相关领域的研

究热点，人们相继采用不同的植物提取物合成纳米

银，如利用天竺葵叶、红茶叶等植物提取液合成纳

米银［４１１］。纳米银的生物合成简单易行，绿色环

保。本研究选用简单易得的蒲公英提取液以及硝

酸银为原料，生物合成具有良好抗菌活性的纳米

银。在理论和实践上为纳米银的可控合成提供依

据。

１　实验部分

１．１　仪器、试剂
１．１．１　仪器　ＵＶ２４５０紫外分光光度计（Ｓｈｉｍａｄ
ｚｕｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；ＳＨＺ８８水浴恒温振荡器；Ｈ１６５０高
速台式离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；

ＩＲＴｒａｃｅｒ１００（日本岛津制作厂）；７８１型磁力搅拌
器（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司）；Ｚｅｔａｓｉ
ｚｅｒＮａｎｏＺＳ型激光粒度仪（英国 ＭａｌｖｅｒｎＩｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ公司）；ＪＥＯＬ１００ＣＸⅡ透射电子显微镜（日
本电子光学公司）；ＦＤＵ２１１０冷冻干燥机（上海爱
朗仪器有限公司）；ＳＷＣＪ２ＦＤ型超净工作台（苏
州净化设备有限公司）；ＤＨＰ４２０型电热恒温培养
箱（天津市中环实验电炉有限制造公司）；ＹＭ５０
１３０３０２型立式压力蒸汽灭菌器（上海三申医疗器
械有限公司）。

１．１．２　试剂　硝酸银（分析纯，天津市永大化学
试剂有限公司）；氨水（分析纯，烟台三和化学试剂

有限公司）；乙酸（分析纯，莱阳经济技术开发区精

细化工厂）；硝酸（分析纯，莱阳经济技术开发区精

细化工厂）；大肠杆菌，金黄色葡萄球菌（济宁医学

院微生物实验室提供）；营养琼脂（北京奥博星生

物技术有限责任公司）；阿莫西林分散片（先声药

业，国药准字Ｈ２０１４００７７）。
１．２　实验方法
１．２．１　蒲公英提取液的制备　本实验所用的玻璃
仪器均用稀硝酸浸泡，再用重蒸水冲洗干净。取

５ｇ蒲公英干叶剪碎，置于５００ｍｌ烧杯中，加１００ｍｌ
重蒸水，用电热套煮沸５ｍｉｎ。漏斗过滤，８０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ，再用０．４５μｍ的微孔滤膜过滤。将滤
液放入４℃冰箱储存备用。
１．２．２　ＡｇＮＯ３溶液的配制　精密称取固体ＡｇＮＯ３
０．０４２５ｇ于５０ｍｌ烧杯中加重蒸水使其溶解，用玻
璃棒引流至２５０ｍｌ容量瓶中，重蒸水冲洗烧杯３次
引流至容量瓶，定容，混匀。８０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，再用０．４５μｍ的微孔滤膜过滤。于４℃冰箱
储存以备用。

１．２．３　合成纳米银　取２ｍｌ的蒲公英提取液于
５０ｍｌ锥形瓶中，放入搅拌子，置于磁力搅拌器上，
室温下边搅拌边用一次性滴管逐滴滴加 ２０ｍｌＡｇ
ＮＯ３溶液（用时 １７ｍｉｎ），滴加完成后继续搅拌
１５ｍｉｎ（共搅拌 ３２ｍｉｎ），再置于水浴恒温振荡器
（１００ｒ／ｍｉｎ）中反应，颜色由无色到金黄色或棕黑色
即为纳米银形成。

１．２．４　影响纳米银粒径的因素考察　１）蒲公英
提取液浓度：分取 ２ｍｌ不同浓度（０．００５、０．０１０、
０１２５、０．０２０ｇ／ｍｌ）的蒲公英提取液于５０ｍｌ锥形瓶
中，置于磁力搅拌器上，室温下边搅拌边滴加 ２０ｍｌ
ＡｇＮＯ３溶液（０．００１ｍｏｌ／Ｌ，用时１７ｍｉｎ），反应温度
８５℃，加热震荡２ｈ，ｐＨ值为６。滴加完成后继续搅
拌１５ｍｉｎ，室温在磁力搅拌器上反应５ｈ。颜色变为
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红黄色，即为纳米银。

２）温度：取２ｍｌ的０．０１ｇ／ｍｌ的蒲公英提取液
于５０ｍｌ锥形瓶中，方法同上，于不同温度下反应。
将所得纳米银混悬液用超纯水洗涤、离心后重新分

散。考察温度对硝酸银粒径大小、粒度分布及紫外

吸收的影响。见表２。
３）硝酸银浓度的影响：将不同浓度硝酸银加

入反应体系中，按照前述方法，考察硝酸银浓度对

纳米银性质的影响。

４）ｐＨ对纳米银特性的影响：分别取５ｍｌ蒲公
英提取液于４个５０ｍｌ烧杯中，利用醋酸或氨水调
至ｐＨ为４、７、９，再分别移液至４个２５ｍｌ的容量瓶
中。分别取 ２ｍｌ不同 ｐＨ值的蒲公英提取液于
５０ｍｌ锥形瓶中，置于磁力搅拌器上，室温下边搅拌
边用一次性滴管滴加 ２０ｍｌＡｇＮＯ３溶液（用时
１７ｍｉｎ），滴加完成后继续搅拌１５ｍｉｎ，再置于水浴
恒温振荡器（８５℃，１００ｒ／ｍｉｎ）中反应２ｈ，测定纳米
银的特征。

５）反应时间对纳米银特性的影响：采用前述
方法制备纳米银。固定其反应浓度为８５℃，考察
不同反应时间对纳米银特性的影响。

６）纳米银特性的测定：采用 ＵＶ２４５０紫外分
光光度计以重蒸水作为空白扫描纳米银的最大吸

收波长。利用 ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型激光粒度仪测
定纳米银的粒径、分散系数ＰＤＩ和电位。将反应后
的纳米银溶液及蒲公英提取液先用冰箱进行预冻

１２ｈ，再在冷冻干燥机中冷冻干燥４８ｈ，得到固体的
纳米银及蒲公英提取物，然后采用 ＦＴＩＲ以样品：
溴化钾为１∶１００进行测定反应前后体系官能团峰
的强度及位置的变化。将制得的纳米银稀释１００
倍之后利用ＪＥＯＬ１００ＣＸⅡ透射电子显微镜分析纳
米银的大小和形状

７）纳米银的抗菌实验：将营养琼脂按规定比
例加热溶于蒸馏水，盖紧瓶塞，置于立式压力蒸汽

灭菌器中高压灭菌（１２１．０℃，２０ｍｉｎ）。灭菌后取
出，待琼脂温度降至５０～６０℃时，在超净台内以无
菌操作倾入一次性无菌平皿中，待琼脂凝固后即制

成普通营养琼脂培养基，放置冰箱保存备用。

取所需菌种１～２环在普通营养琼脂培养基上
连续划线，用灭菌后的吸管打孔，移液枪移取样品

各５０μｌ。取阿莫西林分散片研磨成细粉，称取０．
０８７５ｇ细粉至２５０ｍｌ容量瓶中，加重蒸水定容做对
照品。

２　结果与讨论

２．１　蒲公英提取液浓度对纳米银粒径的影响
见表１。

表１　蒲公英浓度对纳米银粒径的影响
提取液浓度
／ｇ·ｍｌ－１

ＺＡｖｅｒａｇｅ
（ｄ．ｎｍ） ＰＤＩ 最大吸收波长

／ｎｍ

０．００５ ５９．８８ ０．２９７ ４９１．００

０．０１００ ５４．７４ ０．２３７ ４９１．００

０．０１２５ ５９．２８ ０．２０６ ４５０．００

０．０２００ ７９．３６ ０．４３０ ４２１．００

　　注：合成的纳米银未洗涤

由表１可知蒲公英提取液浓度不宜过高，综合
粒径和ＰＤＩ数据采用０．０１ｇ／ｍｌ浓度的蒲公英提取
液。

２．２　硝酸银浓度对纳米银粒径的影响
固定蒲公英提取液浓度为 ０．０１ｇ／ｍｌ；８５℃下

加热，ｐＨ值为６条件下合成纳米银，将所得纳米银
混悬液用超纯水洗涤、离心后重新分散，测定其粒

径及ＰＤＩ值。考察硝酸银浓度对纳米银粒径的影
响。见图１。

注：洗涤后的纳米银粒径值

图１　硝酸银浓度对纳米银粒径的影响

由图１可见，硝酸银浓度在０．００５～０．０１０ｍｏｌ／
Ｌ范围内合成出的纳米银粒径较理想。由图１数
据与表１数据比较可见，经过离心洗涤后的纳米银
粒径较未洗涤前明显增加，说明经过洗涤后，吸附

于纳米银表面的蒲公英中部分活性成分被洗脱，从

而对纳米银的保护作用降低，导致部分银粒子发生

聚集，从而使其粒度及ＰＤＩ值增加。
２．３　温度对纳米银粒径的影响

固定蒲公英提取液浓度为 ０．０１ｇ／ｍｌ；ＡｇＮＯ３
浓度为０．００１ｍｏｌ／Ｌ；水浴震荡２ｈ，ｐＨ值为６，考察
不同温度下硝酸银粒径大小、粒度分布及紫外吸

收。见表２。
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表２　反应温度对纳米银粒径的影响

温度／℃ ＺＡｖｅｒａｇｅ（ｄ．ｎｍ） ＰＤＩ 电位／ｍＶ 最大吸收波长／ｎｍ

３０ １３３．９８ ０．２９３ －２１．７ ４２２．００
３５ １６６．７ ０．３６１ －２４．９ ４２５．００
４０ １２６．００ ０．２３７ －２２．３ ４２４．００
６０ ８９．３４ ０．２３７ －２７．５ ４３８．００
７０ ９１．４６ ０．３３２ －４０．２ ４２７．００
８０ ９２．００ ０．２８２ －２８．４ ４１９．００

　　注：表中数据为离心洗涤后数据

由表２可见，当温度比较低时，所得纳米银粒
径较大，随温度升高粒径减小。当温度处于６０℃
～８０℃之间时粒径及 ＰＤＩ值基本不随温度的变化
而变化。但当温度为８５℃时，平均粒径明显减小。
随着温度的升高，反应体系颜色的变化越快，粒径

越来越小。而紫外光谱的最大吸收波长先增大后

减小，基本稳定在４２５．００ｎｍ，分散系数、电位变化
不大，比较稳定。

２．４　反应时间对纳米银粒径的影响
固定蒲公英提取液浓度 ０．０１ｇ／ｍｌ；ＡｇＮＯ３０．

００１ｍｏｌ／Ｌ；８５℃下加热震荡，考察反应时间不同对
纳米银粒子及ＰＤＩ值的影响。结果见表３。

表３　反应时间对纳米银性质的影响

反应时间
／ｈ

ＺＡｖｅｒａｇｅ
（ｄ．ｎｍ） ＰＤＩ 电位／ｍＶ最大吸收波长／ｎｍ

５ ９２．００ ０．２８２ －２８．４ ４１７．００

３ ９６．８８ ０．２７２ －１８．６ ４２３．００

２ ９５．５２ ０．２９７ －２４．９ ４３１．００

１ ８７．２３ ０．３６９ －２３．０ ４３２．００

０．５ ８９．２４ ０．２５４ －２１．７ ４２５．００

　　注：表３中数据为离心洗涤后数据

由表３可见，在０．５～５ｈ时间范围内，纳米银
粒子粒径及ＰＤＩ值无明显变化，说明反应时间对纳
米银的性质影响不大，而且也说明在该反应条件下

纳米银粒子未发生自聚。

２．５　ｐＨ值对纳米银粒径的影响
固定蒲公英提取液浓度为０．００５ｇ／ｍｌ；ＡｇＮＯ３

浓度为０．００１ｍｏｌ／Ｌ；８５℃下加热震荡２ｈ；用氨水和
乙酸调节ｐＨ值，考察提取液 ｐＨ值对纳米银粒径
及其分布的影响，结果见表４。

用氨水和醋酸调 ｐＨ，发现在８５℃的恒温水浴
振荡器中反应２ｈ的条件下，ｐＨ增大，纳米银粒径
会减小。加醋酸或加氨水都会使分散系数增大。

原因可能是醋酸与提取液中的多元醇发生反应生

成酯类，减小了多元醇对Ａｇ＋的还原促进和保护作

用；氨水与其中的酸反应，生成了酰胺，酰胺能增强

Ａｇ＋的还原有促进和保护。而通过分析数据可以
得出，随着粒径的增加，紫外光谱的最大吸收波长

会发生蓝移。

表４　ｐＨ对纳米银粒径的影响

ｐＨ ＺＡｖｅｒａｇｅ（ｄ．ｎｍ） ＰＤＩ 电位／ｍＶ 最大吸收波长／ｎｍ

４ ６２．１２ ０．３８４ －１８．２ ４５１．００

６ ４３．１２ ０．２８０ －２０．１ ４２８．００

８ ４７．０５ ０．５０３ －１８．７ ４４２．００

９ ３３．５８ ０．５３９ －２８．８ ４１５．００

２．６　纳米银的理化性质表征
２．６．１　纳米银粒度、电位及形态表征　利用纳米
粒度激光分析仪测定纳米银粒径、电位，利用 ＴＥＭ
表征其粒径大小及形态。结果见图２～４。

图２　纳米银粒度分布图

图３　纳米银ｚｅｔａ电位图

图４　纳米银ＴＥＭ图片
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由图２～３可见，体系中纳米银粒子分布较为
均匀，且其分布呈正态分布，ＰＤＩ值较小，其电位值
－２０ｍＶ左右。由图４ＴＥＭ图片可见，所得纳米
银为球形粒子。

２．６．２　纳米银紫外吸收光谱　利用 ＵＶ２４５０紫外
分光光度计测纳米银紫外吸收光谱，结果见图５。

注：ａ．蒲公英提取液；ｂ．蒲公英提取液制备的纳米银

图５　纳米银的紫外吸收光谱图

由图５可知，纳米银紫外光谱的最大最大吸收
波长在４３２±２０ｎｍ范围。文献［１２］报道，纳米银的

特征吸收峰主要在４１０ｎｍ附近，与本文所得结果
基本一致。而蒲公英提取液在此范围内则没有吸

收，由此也证明了该生物合成方法所得到的纳米

银。

２．６．３　纳米银红外吸收光谱　利用 ＦＴＩＲ测纳米
银生物还原前后的典型的官能团变化，以识别提取

液中发挥作用的官能团，其红外光谱图见图６。

注：ａ．蒲公英提取液；ｂ．纳米银溶液

图６　纳米银的 ＦＴＩＲ光谱图

图６中ａ，蒲公英提取液的３３６３．８６ｃｍ－１可能
是νＯＨ或νＮＨ，１２６９．１６ｃｍ－１可能是νＣＯ或νＣ
０Ｃ，１４０４．１８ｃｍ－１可能是 βＯＨ，１６０８．６３ｃｍ－１可能
是νＣ＝Ｃ或βＮＨ。所以提取液中的νＯＨ，νＣＯ，
βＯＨ有醇类，νＯＨ，νＣＯ，νＣ０Ｃ，νＣ＝Ｃ表示含
有水溶性的黄酮、酚类等物质。ｂ，纳米银溶液中相
比提取液在１７０５ｃｍ－１出现了新峰可能是 νＣ＝Ｏ，
１６０８．６３ｃｍ－１处的峰减弱，说明其中含有酰胺类物

质，而原液中未出现可能是被１６０８．６３ｃｍ－１处的强
峰遮盖；在１２６９．１６ｃｍ－１处的峰强有轻微减弱，在
１４０４．１８ｃｍ－１处的峰强有所增强，峰的位置也轻微
的移动，这说明了蒲公英提取液中含有的醇类、酰

胺类、黄酮、酚类物质在 Ａｇ＋还原的过程中可能发
挥还原和保护作用。

２．６．４　纳米银Ｘ射线衍射分析
见图７。

图７　纳米银离子ＸＲＤ衍射图谱

银的标准 ＸＲＤ图谱数据（２０为 ３８．０９６度、
４４２５７度、６４．４０６度、７７．４５２度）。本文所得ＸＲＤ
图谱在相应位置均出现了相关衍射峰，说明了纳米

银的形成。

２．７　纳米银的抗菌实验
取同样量的纳米银混悬液及阿莫西林分散片

配制溶液，考察其对大肠杆菌及葡萄球菌的杀菌作

用。见图８。

注：ａ．蒲公英原液；ｂ．阿莫西林溶液；ｃ．纳米银溶液

Ａ．大肠杆菌　Ｂ．金黄色葡萄球菌

图８　纳米银对大肠杆菌的抑菌试验

（下转第２３９页）
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由图８可见，纳米银对革兰氏阳性菌及革兰氏

阴性菌均具有一定的抑制效应，而且加入同样量的

纳米银，对葡萄球菌的抑菌圈明显大于同等条件下

大肠杆菌的抑菌圈，说明纳米银对革兰氏阳性菌的

抑菌效果明显优于革兰氏阴性菌。

３　结论

在蒲公英提取液制备纳米银的过程中，最佳工

艺条件为：提取液浓度０．０１ｇ／ｍｌ、反应温度８５℃、
硝酸银浓度０．００５ｍｇ／ｍｌ、ｐＨ６、时间２ｈ。

利用生物合成法所得纳米银对革兰氏阳性菌

较革兰氏阴性菌具有更强的杀菌效果

利用蒲公英提取液制备纳米银方案可行，且合

成路线绿色环保，成本低、效率高，该方法为纳米银

及其他贵金属的绿色生物合成提供了依据。
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