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纳米银对海参腐败中优势菌种的抑制作用

李新林, � 段 续, � 张慜*

(江南大学 食品学院, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 目前常用的海参干燥方法为水发和盐发,但是此类方法所得海参品质极低。现在为得到

高品质海参产品,多采用真空冷冻干燥,但是真空冷冻干燥时间较长, 微生物难于控制。采用液相

化学还原法制备纳米银,然后将海参腐败过程中优势菌进行分离纯化, 研究了纳米银对海参腐败

中优势菌,以及海参中所有菌的抑制作用。结果表明, 浓度在中华人民共和国国家标准- 生活饮

用水卫生标准最大允许量( 0. 05 mg / L )以下的纳米银与海参腐败中优势菌株,或海参腐败中所有

菌作用 12h 后,能杀灭 80%左右的细菌。

关键词: 纳米银; 优势菌; 分离纯化; 杀菌

中图分类号: TS 205 文献标识码: A

Study on the Preparation and Sterilization of Silver Nanoparticles to

the Ascendent BacteriumWithin the Putrid Sea Cucumber

LI Xin- lin, � DU AN Xu, � ZH ANG M in*

( School of Food Science and T echnolog y, Jiangnan Univer sity, Wux i 214122, China)

Abstract: In order to overcom e the sho rtcom ing s of the m ethods including w ater- dry ing, salt-

dr ying and vacuum freeze-drying, this study f irst ly prepared the silver nanopart icles by chemical

reduct ion in liquid phase, than separ ated the corruption bacteria f rom the sea cucum ber, . Based

on the above results, the sterilizing ef fect of the silv er nanopart icles on the corruption bacteria

and on the all micr oorg anism s in the putrid sea cucum ber w ere car efully invest ig ated. It w as

demonstr ated that 0. 05 mg/ L silver nanopart icles can eff icient ly sterilize 80% bacterium af ter 12

h treatm ent .
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� � 目前纳米技术和纳米银材料的科学价值和应

用前景已逐渐被人们认识,纳米材料的制备已经逐

渐完善
[ 1]
。一些纳米材料的制备技术已经相当成

熟,开始走向工业化生产, 许多商品化的纳米产品

已经被应用到了许多领域
[ 2- 3]
。纳米银既具有纳米

材料的异于普通材料的光, 电, 磁,热,力,机械等性



能特性,又具有银本身的一些特性: 广谱抗菌、杀菌

效率高、不易产生抗药性、安全性高等特点, 另外,

银粒子的抗菌作用有持续性, 银粒子在杀灭细菌,

从细菌中渗出后还可以继续作用于其他细胞
[ 4- 5]
。

因此,含银或银离子的抗菌剂已经成为商品化无机

抗菌剂研究的重要方向[ 6] 。

海参( Sea Cucum ber)属棘皮动物门、海参纲、

盾手目动物
[ 7]
。全世界已知的海参有 1 100多种,

其中可食用海参 40 多种。海参是不含胆固醇的动

物性食品,且其体内含有丰富的生理活性物质, 具

有极高的营养价值
[ 8]
。海参的高营养, 高蛋白, 使

得其极易滋生微生物而腐败,另外海参离开海水后

还会因为自身酶作用而发生自溶, 所以新鲜海参的

保藏极其困难, 目前市场上出售的海参多为水发或

盐发产品, 此类海参产品的生理活性物质及其他营

养物质基本消失殆尽
[ 9]
。为得到高品质海参产品,

现在多采用真空冷冻干燥,但是真空冷冻干燥时间

较长,微生物难于控制。因此, 纳米银用于海参加

工具有非常大的现实意义和应用前景。

目前, 纳米银抗菌剂被广泛应用到建筑材料、

陶瓷制品及纤维、塑料、涂料、医疗卫生等诸多领

域[ 10]。在食品行业中关于纳米银的报道多为保鲜

膜的研制, 而作为食品防腐剂直接添加到食品上的

研究
[ 11]

,纳米银涂膜技术的研究都比较少。中华人

民共和国国家标准-生活饮用水卫生标准 ( GB

5749 � 2006)中规定, 饮用水中银的含量不得超过

0� 05 mg / L ,将纳米银配成质量浓度在 0� 05 m g/ L

以下的水溶液, 然后在海参真空冷冻干燥前进行纳

米银涂膜, 可以很好的抑制海参真空冷冻干燥过程

中的微生物生长。本文采用液相化学还原法配制

纳米银溶胶
[ 12- 13]

, 然后研究了质量浓度为 0� 045

mg/ L 纳米银水溶液对海参腐败时所有菌及优势菌

的抑制作用,为纳米银涂膜技术提供理论依据, 也

为纳米银在食品加工, 贮藏保鲜等方面的进一步应

用提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与试剂
冷冻鲜海参: 江苏无锡朝阳市场购买; 营养琼

脂(生化试剂)、氯化钠、聚乙烯吡咯烷酮( PVP)、次

亚磷酸钠、六篇磷酸钠、碱性复红、番红、结晶紫、草

酸铵、碘、碘化钾、甲醛、孔雀绿、丙酮、黑素、石碳

酸、单宁酸、FeCl3 � 6H 2O等试剂均为分析纯。

1� 2 � 仪器与设备
SPX型智能生化培养箱: 南京实验仪器厂制

造; 101-1-BS型干燥箱: 上海跃进医疗器械厂制造;

SW-CJ-LB型无菌操作台: 苏净集团安泰公司制造;

ZDX-35BI型座式自动电热压力蒸汽灭菌器: 上海

申安医疗器械厂生产; H J-3恒温磁力搅拌器: 江苏

省金坛市荣华仪器制造有限公司生产; Nano-Zs90

型纳米粒度及 Zeta电位分析仪: 英国 M alvern公司

生产; UV-2102PCS 型紫外可见分光光度计: 尤尼

科(上海)有限公司生产; KFLOW 型纯水机: 凯佛

隆公司生产。

1� 3 � 实验方法
1� 3� 1 � 纳米银制备

1)硝酸银溶液配制: 称取 1� 70 g AgNO 3溶于

20 mL 超纯水中配成 Ag+ 溶液, 在 47 � 水浴中

预热。

2)还原液的配制: 分别称取 1� 20 g NaH 2 PO2

�H 2O、0� 25 g 六偏磷酸钠、2� 70 gPVP,混合后溶

于 125 mL 超纯水中,搅拌使其完全溶解, 然后移入

500 m L 的三角瓶中, 加入 2� 5 mLH 2 SO4 ( c= 1� 0

mo l/ L)。

3)将还原液置于恒温磁力搅拌器上高速搅拌,

温度调至 47 � ,然后将 Ag
+
溶液移入分液漏斗,以

1� 5~ 2� 5 滴/ s的速度加入到还原液中。

4)滴加完成后, 在继续高速搅拌 60~ 90 m in,

即得到墨绿色(偏黑)纳米银溶胶。

5)中华人民共和国国家标准-生活饮用水卫生

标准( GB 5749 � 2006)中规定, 饮用水中银的含量

不得超过 0� 05 mg / L ,为避免海参涂膜后银含量超

标,将纳米银用无菌超纯水配制成浓度为 0� 045

mg / L 的纳米银水溶液。以下所有实验中所用纳米

银水溶液浓度均为 0� 045 mg / L。

1� 3� 2 � 纳米银的表征
1)紫外-可见分光光度法:取合适浓度的纳米银

进行紫外-可见分光光度计全波扫描。

2)纳米粒度分析: 取合适浓度的纳米银进行粒

径分析仪分析。

1� 3� 3 � 优势菌种的分离纯化及其基本生物学特征
鉴定

1) 优势菌种的分离纯化 � � 海参的变质: 将

买得的冷冻鲜海参温水解冻, 置于干净烧杯内, 杯

底留有少许水分,水分体积约占海参体积 1/ 3,放置

在 25 � 生化培养箱中 3~ 5d,当烧杯内海参 80%腐

败成糊状时取样。 � 涂布: 称取 25 g 腐烂成糊状

的海参于 500 mL 干净灭菌三角瓶内, 加入 0� 85%

灭菌生理盐水 225 mL,分振荡使之均匀,然后系列

稀释至合适浓度,再取合适浓度的细菌稀释液 0� 2
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mL 涂布平板。待菌液凉干后置于生化培养箱内培

养,温度 37 � ,培养 48 h。 � 计数与划线: 涂布平

板培养 48h 后, 将平板上菌落分类计数,确定优势

菌菌落,然后挑取的优势菌单菌落划线。将划线平

板置于生化培养箱内培养, 温度 37 � ,培养 24h� �
保种:挑取划线平板上单菌落,接种于斜面培养基,

置于生化培养箱内培养, 温度 37 � , 培养 24 h� 然
后置于 4 � 冰箱保存备用。

2) 优势菌种基本生物学特征鉴定 � � 简单染

色:先将细菌制片, 然后用碱性复红染色液染色, 最

后镜检。� 革兰氏染色: 首先将细菌制片, 然后染

色, 染色过程是细菌先经结晶紫着色, 然后用媒染

剂碘液处理,再用酒精脱色, 最后用番红复染。待

所有完成后镜检。� 细菌芽孢染色:细菌先用石碳

酸复红液着色, 然后制片, 再用丙酮酒精脱色, 最后

用 5%的孔雀绿复染。待所有完成后镜检。�细

胞荚膜染色:首先制片,然后用石碳酸复红液着色,

再用 Dorner 黑素液均匀涂布载玻片, 最后镜检。

� 细菌鞭毛染色: 先将细菌菌液在载玻片上制成

2~ 3条菌液带, 然后用费氏及康氏鞭毛染色液 A

染色,倾去 A 液, 加费氏及康氏鞭毛染色液 B 液染

色 10 min, 然后用齐氏石碳酸复红染色,晾干后镜

检。

1� 3� 4 � 纳米银溶液对不同稀释度菌液的杀菌效果
1)取不同稀释度的细菌稀释液与相同体积浓

度为 0� 045 mg / L 纳米银水溶液作用相同时间

2)然后各取 1 m L 细菌纳米银混合液浇注平

板,待平板凝固后置于生化培养箱内培养, 温度

37 � , 48 h 观察结果。

1� 3� 5 � 作用时间与纳米银杀菌效果的关系
1)取合适稀释度的细菌稀释液与浓度为 0� 045

mg/ L 的纳米银水溶液作用, 时间分别为 0 m in、

30 min、1 h、3 h、6 h、12 h、24 h, 同时用无菌水与细

菌稀释液作用为对照。

2)作用到规定时间后浇注平板, 待平板凝固后

置于生化培养箱内培养,温度37 � , 48 h观察结果。

1� 3� 6 � 纳米银对海参腐败中所有菌的杀菌效果
1)同 1� 3� 2中 2)方法获得合适浓度细菌稀释

液,然后取合适稀释度的细菌稀释液各1 mL 于9 mL

质量浓度为 0� 045 mg/ L 的纳米银水溶液中, 得到纳

米银溶液稀释的细菌菌液,作用 12 h。对照为各取 1

mL相应浓度的细菌稀释液于 9 mL 无菌水中。

2) 12 h后取合适稀释度的细菌稀释液各 1 mL

浇注平板, 每一稀释度做 2 个平行。待平板凝固后

置于生化培养箱内培养, 温度 37 � , 48 h 观察结

果。

1� 3� 7 � 纳米银分别对海参腐败中优势单菌株的杀
菌效果

1)将斜面培养基上的菌株挑出, 划线, 置于生

化培养箱内培养,温度 37 � , 培养 24 h�
2)挑取划线平板上单菌落于 1 mL 生理盐水

中,系列稀释至合适浓度。

3)取合适稀释度的细菌稀释液各 1 mL 分别加

入 9 mL 浓度为0� 045 mg/ L 的纳米银水溶液中,作

用 12 h。对照为各取 1 mL 细菌稀释液于 9 mL 无

菌水中。

4)取合适稀释度的细菌稀释液各 1 mL 浇注平

板,每一稀释度做 2个平行。然后置于生化培养箱

内培养,温度 37 � , 48 h 后观察结果。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 纳米银表征结果
2� 1� 1 � 纳米银溶液的紫外- 可见吸收光谱 � 图 1

显示最大吸收峰在 400 nm, 与文献报道过的纳米银

溶胶吸收峰相近。吸收峰的位置随粒径的增大而

向长波移动。这种红移现象与纳米银和其周围介

质的介电常数的差值有关, 绝对差值越大, 红移

越大。

2� 1� 2 � 纳米银的粒度分布 � 粒度分析仪结果见图
1~ 3。图 2最高吸收峰为 42� 25 nm, 粒子平均直径

为 65� 34 nm。图 3 最高吸收峰为 47� 29 nm, 粒子

平均直径为 67� 77 nm。纳米银溶胶静置 7d 后, 颜

色、亮度都没有变化, 也没有有沉淀产生,从图中可

以看出,纳米银溶胶在放置 7 d后,纳米银粒子直径

也基本没有变化。放置更长时间后, 纳米银溶胶的

颜色、亮度和沉淀情况都没有明显变化, 预计纳米

银的粒子直径也变化不大, 此方法所得纳米银溶胶

的稳定性很好。

图 1 � 纳米银溶液的紫外可见光谱

Fig. 1 � Typical UV-VIS absorption spectrum of the solu-

tion of silver nanoparticles
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图 2 � 静置 1d后的纳米银微粒粒度分布图

Fig. 2 � Size distribution of silver nanoparticles on the

first day

图 3� 静置 7d后纳米银微粒粒度分布图

Fig. 3 � Distribution of silver nanoparticle size on the sev-

enth day

2� 2 � 优势菌种分离纯化及其基本生物学特征鉴定
2� 2. 1 � 优势菌种分离纯化 � 海参腐烂是由多种细
菌共同作用的结果。海参腐烂过程中细菌数目最多

的菌株为优势菌种,纳米银如果对海参腐败时优势菌

种的有很好的抑制作用,那么也从侧面反应了纳米银

在海参涂膜中的抑菌作用。海参腐败过程中优势菌

种分离纯化结果见表 1,其中稀释度为 1010。

从表 1可以看出,菌 1, 菌 2总数目占细菌总数

的 80%以上, 这两种细菌在海参腐败过程中数目最

多,是腐败时的优势菌种。这些细菌的菌落形态见

表 2。

表 1 � 海参腐败过程中优势菌种分离纯化结果

Tab. 1� Results of separating of the ascendant bacterium from

the putrid sea cucumber

菌落种类 菌 1 菌 2 其他 总菌落

数目

( cfu/ mL )
60� 8 105 � 12 36 � 5 201 � 9

比率/ % 29. 9% � 3. 9 52. 1% � 5. 9 17. 9% � 2. 5

表 2� 优势菌菌落形态

Tab. 2 � The form of colony of the ascendant bacterium

形状 颜色 突起 表面 边缘

菌 1 圆形 乳白 凸起 光滑湿润 圆整

菌 2 圆点状 乳白 高隆起 光滑湿润 圆整

2� 2. 2 � 优势菌种基本生物学特征 � 菌 1: 球型; 革

兰氏阳性; 无芽孢; 有荚膜; 无鞭毛。菌 2: 杆状; 革

兰氏阴性;无芽孢; 无荚膜;无鞭毛。

2� 3 � 菌液与纳米银最适体积比的测定结果
我国国家标准-生活饮用水卫生标准中规定银

的含量不能超过 0� 05 mg / L ,实验中所用纳米银浓

度为 0� 045 mg / L ,为确定在此浓度下,纳米银与菌

液的最适体积比,把相同体积的纳米银与不同浓度

的细菌稀释液作用。作用结果见表 3。

表 3� 菌液与纳米银溶液最适体积比测定结果

Tab. 3 � The optimum volume ratio of bacterium and silver

nanoparticles

稀释度 106 107 108

对照
( cfu/ mL )

多不可计 276� 12 47 � 5

纳米银作用

( cfu/ mL )
多不可计 54� 5 5� 1

� � 表 3中 106 , 107 , 108为一定浓度的菌液与纳米

银水溶液混合后,菌液的最终稀释度, 在稀释度为

10
7
时, 杀菌率为 ( 276-54 ) � 10

7
/ 276 � 10

7 �
100% = 80� 4% , 在稀释度为 108时, 杀菌率为 ( 47-

5) � 10
8
/ 47 � 10

8 � 100% = 89� 3%。由此可见, 纳

米银相对菌液的体积越大, 杀菌效果越好, 但是国

标-菌落总数测定中规定计数取每个平板上菌落数

目在 30~ 300的计数, 所以在确保平板上菌落数目

在 30以上时, 纳米银相对菌液还未饱和,在确保每

平板菌落数目在 30以上的基础上纳米银相对菌液

体积越大,杀菌效果越好。

2� 4 � 纳米银溶液对不同稀释度菌液的杀菌效果
为确定在 0� 045 mg / L 浓度下, 纳米银杀菌的

最适作用时间,现取稀释了 10
10
的海参腐败时所有

菌菌液与相同体积的纳米银水溶液作用,作用至相

应的时间后, 再浇注平板, 菌落计数。作用时间分

别为 0 min、30 min、1、3、6、12、24 h。结果见图 4。

从图中可以看出, 作用开始至 12 h 内, 菌落数目下

降较快,作用从 12 h 至 24 h 内, 落落数目降低很

少,由此可见, 此浓度下的纳米银与菌液的最适作

用时间为 12 h 左右。

� � 实验中用无菌水做对照的目的是排除渗透压

对细菌死亡率的影响。浓度为 0� 045 mg / L 纳米银

水溶液中有高分子的聚乙烯吡咯烷酮( PVP)和一

些其他无机离子的存在, 其渗透压一定比用去离子

水灭菌所得无菌水的渗透压大,因此在不清楚纳米

银水溶液渗透压具体值的条件下, 用无菌水做对

照,参照对照算出的杀菌率更加真实。
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图 4 � 作用时间与纳米银杀菌效果的关系

Fig. 4 � Relation of reaction time andeffect of silver nan-

oparticles

2� 5 � 纳米银对腐败海参中细菌的杀菌效果
2� 5� 1 � 纳米银对腐败海参中所有菌的总体杀菌效
果 � 纳米银与腐败海参中所有菌作用 12 h 结果见

表 4。从表 4 中可以看出纳米银的抑菌效果为

( 500 � 10
10

- 69 � 10
10

) / 500 � 10
10 � 100% =

86� 2%,纳米银对所有菌的总体杀菌效果明显, 为

纳米银涂膜提供了理论依据。

表 4 � 纳米银与腐败海参中所有菌作用 12 h结果

Tab. 1� Result of sterilizing of silver nanoparticles to all bac-

terium in the sea cucumber with 12h

稀释度 109 1010 1011

纳米银作用
( cfu/ mL )

390 � 15 69� 5 5 � 1

对照
( cfu/ mL )

多不可记 480� 20 52� 5

2� 5� 2 � 纳米银对海参腐败中优势菌的作用效果 �
纳米银与海参腐败中优势菌单菌株作用, 排除了其

他因素的干扰, 更真实的反应了纳米银的杀菌能

力。纳米银与海参腐败中优势菌菌种1和菌种 2的

作用结果见表 5和表 6。

表 5 � 纳米银与优势菌种菌 1 作用 12 h结果

Tab. 5� Result of sterilizing of silver nanoparticles to bacteria-

1 with 12h

稀释度 109 1010 1011

纳米银作用
( cfu/ mL )

205 � 10 19� 3 3 � 1

对照
( cfu/ mL )

多不可计 87� 8 30� 3

表 6 � 纳米银与优势菌种菌 1 作用 12h结果

Tab. 6 � The result of sterilizing of silver nanoparticles to bac-

teria-1 with 12h

稀释度 109 1010 1011

纳米银作用
( cfu/ mL )

234� 10 36� 5 6� 1

对照
( cfu/ mL )

多不可计 126 � 7 15 � 3

� � 从表 5 可以看出纳米银对菌 1 的杀菌效果为

( 870-205) / 870 � 100% = 76� 4%。从表 6看出纳米

银对菌 2 的杀菌效果为 ( 1 260 - 234 ) / 1 260 �

100% = 81� 4%。纳米银对海参中分离出的两种优

势菌种的作用效果都在 80%左右。菌种的不同,杀

菌效果有一定的差异, 但是总体而言, 纳米银对海

参腐败时的细菌有很好的抑制作用。

3 � 结 � 语

1) 液相化学还原法制得的纳米银尺度较小,平

均粒径为 65 nm 左右,且分布范围狭窄,分散性好,

而且实验条件要求不高, 这个方法不适为实验室制

备纳米银的好方法。

2) 海参腐败时, 优势菌种主要有两种, 这两种

菌大约占总菌数的 80%。

3) 纳米银与菌液的最适作用时间为 12 h,再延

长作用时间杀菌效果变化不大。

4)质量浓度为 0� 045 mg / L 的纳米银与菌液作

用,在确保平板上菌落数目在 30 以上时,纳米银相

对菌液还未饱和,因此, 在确保每平板菌落数目在

30以上的基础上纳米银相对菌液体积越大, 杀菌效

果越好。

5) 纳米银与海参腐败时所有细菌,及其中的优

势菌种作用,杀菌效果在 80%左右。

6) 需进一步研究的问题:纳米银涂膜与其他杀

菌技术相结合,确保海参在真空冷冻干燥过程中微

生物安全,以及最终产品的保质期。
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