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摘要: 为研究纳米银和银离子对土壤微生物的影响,采用土壤培养方式,对不同剂量纳米银(10、50、100 mg·kg-1
)和银离子(1、

5、10 mg·kg-1
)暴露下黄褐土、砖红壤中可培养微生物数量及土壤酶活性(脲酶、荧光素二乙酸酯水解酶、蔗糖酶、过氧化氢酶)

进行研究,并采用纯培养方法对纳米银和银离子暴露下的大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)凋

亡情况进行检测,对纳米银释放的银离子毒性进行评估。 结果表明,随着纳米银剂量的增加,土壤可培养微生物数量显著减

少,脲酶和过氧化氢酶活性降低,蔗糖酶、荧光素二乙酸酯水解酶(FDA 酶)活性没有显著变化;银离子处理中微生物数量明显

减少,但土壤酶活性被激活。 10 mg·L-1纳米银暴露 1 h 后大肠杆菌、金黄色葡萄球菌凋亡率、死亡率增高;随着培养时间的延

长,纳米银缓慢释放银离子,并促进大肠杆菌的凋亡。 综上分析,纳米银能够抑制土壤可培养微生物生长和酶活性,其中脲

酶、过氧化氢酶对纳米银较为敏感,蔗糖酶、FDA 酶受纳米银的影响较小;纳米银的毒性一方面是其本身的特异抗菌性,也有

部分来自缓慢释放的银离子。
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Abstract: In order to evaluate the microbial toxicity of silver nanoparticles (AgNP) and silver ions in soils, the in-
cubation experiments were conducted to investigate the effect of nanosilver (0, 10, 50, 100 mg·kg-1

) and silver ace-
tate (1, 5, 10 mg·kg-1

) on microbial population and enzyme activities (urease, fluorescein diacetate hydrolase, in-
vertase and catalase) in yellow cinnama and laterite. The apoptotic cells of Escherichia coli and Staphylococcus au-
reus exposed to nanosilver and silver ions were also determined by the pure culture test, and silver ions released

� from nanosilver were evaluated. The results showed that with the increase of nanosilver content, the microbial

quantities decreased significantly, the activities of urease and catalase decreased, but there was no significant change
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in invertase and fluorescein diacetate (FDA) hydrolase activities. The population of microorganisms in the silver ac-
etate treatment significantly decreased, while the soil enzyme activities were activated. The apoptosis rate and mor-
tality of Escherichia coli and Staphylococcus aureus increased after exposure to 10 mg·L-1

nanosilver for 1 hour.

� As the culture time prolonged, nanosilver slowly released silver ions and promoted the apoptosis of E. coli In sum-
� mary, nanosilver can inhibit the growth of culturable microorganisms and the activity of enzyme in soil. Urease and

catalase are sensitive to nanosilver but invertase and FDA hydrolase are less affected by nanosilver. The toxicity of

nanosilver is from its own specific antibacterial properties, also partly from the slow release of silver ions.

Keywords: silver nanoparticles; silver ions; microbial population; enzyme activity; soil

　 　 纳米银(AgNP)由于其独特抗菌效果被广泛用

于医疗、洗护用品、衣物鞋袜中[1]。 家庭和医疗废物

的不正确处理、污水污泥和生物固体的应用、废水灌

溉以及纳米银构成的有机肥料/杀虫剂应用等,导致

纳米银进入农业土壤[2],在土壤中长期保留或被生

物体吸收,并作为生态毒物在食物链中积累[3],对土

壤微生物造成潜在的威胁。
土壤微生物是农田生态系统的重要组成,是维

持土壤肥力和作物生产的重要指标[4]。 土壤酶主要

来自微生物细胞,是土壤动物、植物和微生物的细胞

分泌物及其残体的分解物,也是土壤新陈代谢的主

要影响因素,它与土壤微生物一起推动植物的营养

吸收[5]。 土壤中存在较为广泛的酶类是氧化还原酶

和水解酶,对土壤肥力起到重要作用。 纳米粒子的

类型、粒径及与土壤接触的时间、土壤类型都会影响

酶的活性。 Du 等[6]研究发现纳米 TiO2 和 ZnO 抑制

土壤蛋白酶、过氧化氢酶和过氧化物酶,而对脲酶活

性没有影响。 Peyrot 等[7]的研究显示,纳米银抑制

了土壤磷酸单酯酶、芳香基硫酸酯酶、β-d-葡萄糖苷

酶和氨肽酶,并且有机质含量高的土壤酶活性较高,
受纳米银影响较小。 王秋双等[8]的研究显示纳米银

处理显著抑制土壤脲酶、脱氢酶活性,却对土壤过氧

化氢酶与磷酸酶活性基本无影响。
纳米银输入土壤环境会影响土壤的功能菌活

性,降低土壤的使用价值[9]。 纳米银的毒性机制主

要有:进入细胞内部产生活性氧族(ROS)
[10],造成细

胞内脂质、碳氢化合物、蛋白质和 DNA 氧化损伤[6];
与膜蛋白相互作用,改变生物膜的通透性及膜呼吸

链的电子传递[9-10];抑制 DNA 复制,影响功能基因

的正常表达[11-12]。 除此之外,纳米银表面易被氧化,
在水体、生物体内很容易释放离子态银 (Ag

+
),而

Ag
+影响着纳米银的生物效应和毒性作用。 数据表

明, 纳 米 银 溶 液 中 银 阳 离 子 比 例 为 0. 94%

~ 1.01%
[13],释放率与时间呈非线性增加,而 Ag

+与

含巯基(-SH)的大分子有很强的结合力,可使微生物

失活[14]。 Ag
+具有抑制细菌生长及杀菌的能力,但

其抑制细菌生长的能力取决于 Ag
+浓度[15]。

程序性细胞死亡是涉及多细胞生物体发育和体

内平衡的基因导向过程[16]。 相比于高等真核生物,
细菌细胞经常暴露于极端小环境的压力之下,如氧

化压力、渗透压力、pH 变化和 DNA 损伤物质等,在
环境压力的诱导下,细菌发生应激适应,导致细胞的

功能分化、死亡或者休眠[17]。 研究表明,原核生物也

具有表现出程序性细胞死亡的能力[16]。 细菌的细胞

程序性死亡目的是为了在各种极端条件下延续种

群。 诱导凋亡的本质是产生了活性氧物质,而纳米

银可以刺激细菌产生活性氧物质[18]。 当细胞发生凋

亡时,其膜上的磷脂酰丝氨酸会发生外翻暴露[19],可
以采用 Annexin V-PI 双 染 色 来 检 测 细 菌 的 凋

亡现象。
目前,人们对纳米银的关注大多是其在环境中

的迁移转化,而对纳米银和银离子的环境微生物效

应研究还不是很多。 因此,本文通过不同剂量纳米

银和银离子暴露下土壤微生物和酶活性的变化,了
解纳米银对微生物的影响;同时针对纳米银的抗菌

特性,以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为研究对象,初
步探究纳米银对细菌凋亡的影响,为纳米银的土壤

微生物毒性评价提供数据参考。

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

1. 1. 1　 供试材料

纳米银粉末,购于南京埃瑞普纳米材料有限公

司,纯度≥99% 。 灰色,平均粒径 20 ~ 80 nm、比表

面积 2.5 ~ 15 m
2·g-1、松装密度 0.25 ~ 0.6 g·cm-3,无

包裹。
醋酸 银 ( CH3COOAg, 又 名 乙 酸 银 ), 纯 度

≥99.5% ,密度 3.25 g·cm
-3,分子量 166.91,CAS 号

563-63-3,购自西亚试剂。
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1. 1. 2　 土壤样品采集

土壤样品分别采自安徽合肥的黄褐土和广东肇

庆的砖红壤,采样深度为 0 ~ 20 cm。 采集土样后及

时拣出可见植物残体、根系及土壤动物,风干,过 2

mm 筛,充分混匀装袋,备用,供试土壤基本理化性

质见表 1。
1. 2　 试验设计

试验剂量设置:根据农田土壤污泥施用量[20-21]

推测纳米银可累积到 10 mg·kg-1,据此设置纳米银

剂量为低(10 mg·kg-1
)、中(50 mg·kg-1

)、高(100 mg·
kg

-1
)3 种。 银离子剂量是以 100 mg·kg-1纳米银释放

的银离子量(1% )为基础,设置低(1 mg·kg
-1
)、中(5

mg·kg-1
)、高(10 mg·kg-1

)3 种。
供试土壤培养:采用干混法将纳米银与少量风

干土混合后加入新鲜过筛土壤样品,使得土壤中纳

米银含量为 10、50、100 mg·kg-1,每组 3 个平行,并
设置对照。 调节土壤含水量至田间最大持水量

60% ,将土壤样品置于恒温恒湿培养箱内 28 ℃ 培

养,7 d 后取样测定土壤可培养微生物数量和酶活

性。 参照上述土壤培养方法,添加 CH3COOAg,使
得土壤中 Ag

+含量为 1、5、10 mg·kg
-1,作为 Ag

+处

理对照实验。
1. 3　 纳米银和银离子对土壤微生物的影响

1. 3. 1　 土壤可培养微生物数量测定

供试土壤培养 7 d 后称取 10 g 新鲜土样,加入

盛 90 mL 无菌水的三角瓶中,振荡 10 min,取 1 mL

悬液到 9 mL 无菌水中,按 10 倍法依次稀释,土壤

稀释倍数据实际情况而定。 细菌、放线菌、真菌测定

培养基分别为牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、改良高氏

一号培养基、马丁氏培养基[22]。
1. 3. 2　 土壤酶活性测定

土壤酶活性测定参照《土壤与环境微生物研究

法》 [22],土壤蔗糖酶采用二硝基水杨酸比色法测定,
其活性以 37 °C 下每克土 24 h 后的葡萄糖量表示;
脲酶测定采用苯酚钠-次氯酸钠比色法,其活性以每

克土壤 24 h 酶解尿素产生铵态氮(NH
+

4 -N)的毫克数

来表示;荧光素二乙酸酯(fluorescein diacetate, FDA)

水解酶采用比色法测定,其活性以每克土 20 min 内

生成的荧光素表示;过氧化氢酶采用高锰酸钾滴定

法测定,其活性以每克土 30 min 分解 H2O2 的毫克

数表示。
1. 3. 3　 纳米银和银离子对细菌凋亡的影响

试验以大肠杆菌(Escherichia coli )ATCC 25922

� 和金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus ) ATCC

� 25923 作为微生物学研究对象,以 LB 肉汤培养基对

细菌进行培养,细菌生长至对数期后加入纳米银和

银离子。 培养基中纳米银和银离子暴露浓度分别为

10 mg·L-1、0.1 mg·L
-1。 细胞凋亡采用 Annexin V-

FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒(BD 556547),测定条

件为激发波长 488 nm,发射波长 530 nm,测定仪器

为流式细胞仪(FACSCalibur, 美国 BD)。
1. 3. 4　 培养基中银离子溶出测定

将 LB 液体培养基灭菌后,添加 10 mg·L-1纳米

银,37 ℃摇床避光培养,于 1、2、3、4 h 取样用 3 kDa

超滤离心管(Millipore, Amicon, USA)4 000 r·min-1离

心 30 min,滤液用 ICP-MS 测定 Ag
+量[23],每处理 3

个重复。
1. 4　 数据处理与分析

实验数据以平均值 ±标准差表示,数据采用

SPSS 17.0 统计软件进行分析,并对不同处理间的数

据用单因素方差分析(ANOVA)和 Duncan 多重比较

进行差异显著性检验(P<0.05),利用 Origin8.5 绘图,
� FlowJO 7.5 进行凋亡分析。

表 1　 供试土壤的基本理化性质

Table 1　 Basic physical and chemical properties of experimental soil

土壤类型

Soil type
pH

CEC

/(cmol·kg-1)

有机质/(g·kg-1)

Organic matter/(g·kg-1)

砂粒/%

Sand/%

粉粒/%

Silt/%

粘粒/%

Clay/%
WHCmax /%

黄褐土

Yellow cinnam
6.70 12.40 19.06 16.10 55.00 28.90 42.38

砖红壤

Laterite
5.54 13.40 33.24 19.20 53.70 27.10 58.58

注:CEC 是阳离子交换量;WHCmax 是田间最大持水量。
Note: CEC is cation exchange capacity; WHCmax is maximum water holding capacity.
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2　 结果(Results)
2. 1　 纳米银与银离子对土壤可培养微生物数量的

影响

不同剂量纳米银暴露下土壤细菌、真菌、放线菌

的数量显著降低(图 1)。 10 mg·kg-1纳米银暴露下黄

褐土中细菌、真菌、放线菌数量相较于对照组分别减

少 27.6% 、58.3% 、86.8% ,砖红壤中可培养微生物数

量分别减少 23.9% 、23.4% 、19.6% 。 随着纳米银剂

量的增加,黄褐土、砖红壤可培养微生物数量显著降

低。 当纳米银暴露剂量为 100 mg·kg-1时,黄褐土细

菌、真菌、放线菌分别减少 90.4% 、88.3% 、97.9% ,砖
红壤 中 微 生 物 数 量 分 别 减 少 69. 8% 、 67. 2%
和 77.2% ,说明剂量是纳米银毒性的重要影响因素。
不同剂量银离子对土壤可培养微生物数量的抑制在

5.7% ~ 91.7%不等,银离子剂量越高,微生物数量越

少。 银离子处理下土壤微生物数量虽然也显著减少,

图 1　 不同剂量纳米银和银离子处理 7 d 后土壤微生物数量变化

注:字母不相同表示组间差异显著(P<0.05),大写字母表示黄褐土,小写字母表示砖红壤,下同。

Fig. 1　 Changes in soil microorganisms population after treatment with different doses of AgNP and Ag
+
for 7 d

Note: Values with different letters are significantly different from each other (P<0.05).

Capital letters represent yellow cinnama, lowercase letters represent laterite. The same below.
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但降低幅度小于纳米银处理。 1 ~ 10 mg·kg
-1银离

子处理下,土壤细菌、放线菌、真菌数量分别降

低 5.7% ~ 17.0% 、7.7% ~ 40.1% 、7.2% ~ 51.7% ,远
远低于 100 mg·kg

-1 纳米银带来的影响 (微生物

数量减少 68.7% ~ 97.8% ),说明在土壤中纳米银的

毒性可能与其释放的银离子有关,但更多的是其

本身的抗菌性。
2. 2　 纳米银与银离子对土壤酶活性的影响

添加不同剂量纳米银和银离子后土壤酶活性受

到不同程度的影响(图 2)。 随着纳米银剂量的增加,
土壤蔗糖酶、FDA 酶活性受到轻度抑制,其活性与

对照组相比分别降低 16. 6% ~ 29. 1% 、5.1% ~

27.8% ,土壤脲酶、过氧化氢酶活性分别降低 12.5%

~ 54.0% 、13.0% ~ 38.9% 。 可见,土壤中脲酶、过氧

化氢酶对纳米银较为敏感。 1、5、10 mg·kg-1银离子

处理下土壤酶活性没有受到抑制反而被激活,这种

促进作用在砖红壤中尤为明显。 在 1、5、10 mg·kg-1

银离子处理下砖红壤蔗糖酶、脲酶、FDA 酶、过氧化

氢酶活性均出现不同程度的增强;黄褐土过氧化氢

酶活性略有增强,蔗糖酶、脲酶活性没有显著变化,
只有 FDA 酶活性受到抑制。 银离子对土壤酶活性

的影响没有纳米银强,这可能与其浓度有关。
2. 3　 纳米银与银离子对细菌凋亡的影响

纳米银暴露 1 h 后大肠杆菌(Escherichia coli)、
� 金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)凋亡情况如

� 图 3 所示,Q1、Q2、Q3、Q4 分别表示死亡细胞、晚期

凋亡细胞、早期凋亡细胞和正常细胞。 与对照相比,
纳米银的添加使得大肠杆菌凋亡过程加快(图 3-A),
对照组中大肠杆菌凋亡率(早凋+晚调)和死亡率分

别为 1.45%和 0.75% ,10 mg·L-1纳米银处理下大肠

杆菌的凋亡率、死亡率分别为 3.86% 、3.84% ,同时

对金黄色葡萄球菌的研究中也出现相似的结果(图

3-B),说明纳米银的添加会加速细菌凋亡进程,而细

菌的凋亡加快可能与其膜表面蛋白结构被破坏及细

胞内部应激反应有关。 在环境压力的诱导下,细菌

发生应激反应,导致细胞的功能分化、死亡[17]。 0.1

mg·L-1银离子处理中大肠杆菌死亡率和凋亡率均比

对照组高,但比纳米银处理组的凋亡率略低;而银离

子对金黄色葡萄球菌的影响均比纳米银处理小,但
死亡率和凋亡率均明显高于对照处理。 这说明纳米

银的毒性与其释放的银离子有着密切关系,除了本

身的特异杀菌性,释放银离子可能是纳米银毒性的

原因之一。

2. 4　 纳米银的银离子释放动力学及对大肠杆菌凋

亡的影响

10 mg·L-1纳米银释放的银离子随时间变化如

图 4(A)所示。 随着暴露时间延长,纳米银释放的银

离子量增多,但释放速率较缓慢。 暴露 1 h 后释放

的银离子只有 6.9 ng·mL-1,暴露 4 h 后银离子增至

15.2 ng·mL-1。 银离子溶出速率缓慢可能与培养基

有关,LB 液体培养基中含大量 Cl
-、SO2-

4 ,容易与银

反应产生 AgCl、Ag2S 沉淀。 10 mg·L-1纳米银对大

肠杆菌凋亡的影响与暴露时间相关(图 4 B),随着纳

米银暴露时间的延长,大肠杆菌早凋率先增加后减

少,晚调率和死亡率则随着时间延长逐渐升高。 暴

露 1 h 后,大肠杆菌凋亡(早凋+晚调)、死亡率分别为

5.5% 、2.3% ;暴露 4 h 后,大肠杆菌凋亡、死亡率分

别为 9.2% 、7.8% 。 纳米银对大肠杆菌凋亡的影响

也呈现缓慢增强的趋势,这可能与培养基溶出银离

子逐渐增多有关。

3　 讨论(Discussion)
纳米银对土壤环境的影响在近几年逐渐被人们

注意到,众多研究表明暴露在纳米银环境下,土壤微

生物活性、多样性等会受到影响。 含银 140 μg·kg-1

的有机污泥能使土壤中柔枝莠竹 (Microstegium

vimeneum)的生物量降低 32%
[24];10 mg·kg-1纳米银

� 可以显著降低土壤真菌的数量,100 mg·kg-1会显著

抑制土壤细菌及放线菌的数量[8]。 这些结果与本研

究一致,然而对比纳米银和银离子处理,可以发现银

离子对土壤可培养微生物数量和酶活性的影响要低

于纳米银,土壤蔗糖酶和过氧化氢酶活性甚至被激

活。 尽管在大多数研究中,银离子表现出比固态银

更大的抗微生物作用,但 Kumar 等[25]研究发现,同
剂量纳米银和银离子处理下,15 nm 聚乙烯吡咯烷

酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP)包被的纳米银能更有

效地抑制土壤硝化作用。 有研究表明银离子的毒性

具有即时性,对土壤微生物短期(2 h)的影响更大,而
纳米银的毒性具有长期性,在培养 7 d 后毒性最

强[26]。 纳米银进入土壤后会释放出 Ag
+,Ag+作用

于微生物从而影响酶活,在活性污泥中释放出的

Ag
+会导致参与硝化反应的酶活性下降[27]。 最近的

研究证明土壤中纳米银转化的 Ag2S 纳米颗粒在某

种程度上是生物可利用的,并且可能在不同的生物

体中引起毒性效应[28-29]。 因此,转化的纳米银仍可

能对陆地生物有毒。
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图 2　 不同剂量纳米银和银离子处理 7 d 后土壤酶活性的变化

注:FDA 酶表示荧光素二乙酸酯水解酶。

Fig. 2　 Changes in soil enzyme activity after treatment with different doses of AgNP and Ag
+
for 7 d

Note: FDA enzyme stands for fluorescein diacetate hydrolase.
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图 3　 纳米银和银离子暴露 1 h 后细菌凋亡情况

注:A 为大肠杆菌凋亡情况;B 为金黄色葡萄球凋亡情况。

Fig. 3　 The apoptosis of bacteria after exposure to AgNP and Ag
+
for 1 h

Note: A is apoptosis of Escherichia coli; B is apoptosis of Staphylococcus aureus.

图 4　 10 mg·L-1纳米银释放银离子量及对大肠杆菌凋亡的影响

注:A 为银离子释放动力学;B 为大肠杆菌凋亡随时间变化。

Fig. 4　 The release of Ag
+
and the apoptosis of E. coli after exposure to 10 mg·L-1

AgNP

Note: A is silver ion release kinetics; B is E. coli apoptosis over time.
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　 　 由于土壤环境微生物众多,不易培养,故选择革

兰氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌的代表菌株大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌来分析纳米银的抗菌特性。 结

果表明,纳米银能够诱导大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌凋亡来达到抑菌效果。 随着暴露时间延长,纳米

银释放的银离子增多,大肠杆菌的凋亡率也缓慢增

加。 虽然释放的银离子较少,但其作用不可忽视。
大量研究强调了纳米银释放的 Ag

+在诱导生物毒

性,尤其是抗菌作用上有着重要的作用[30-31],在好氧

条件下纳米银毒性只与释放出的 Ag
+浓度相关[30]。

纳米银溶解引起 Ag
+释放到环境中,将会破坏细胞

的呼吸链[32],和巯基或者其他蛋白相结合,抑制参与

磷、硫及氮循环细菌的酶活性[33]。 但更多研究认为

纳米银本身的毒性大于溶解释放的 Ag
+,当纳米银

溶解度小于 2.6%时,纳米银所引起的毒性大于溶解

释放银离子的毒性[34]。 细菌与纳米颗粒直接作用,
会导致细胞功能和形态学上的改变,如蛋白质的水

解、DNA 和 RNA 的降解、细胞收缩,以及细胞碎裂

形成凋亡小体等,并最终导致细胞的死亡[35]。 纳米

银进入细胞内部会导致膜损伤、氧化应激和死亡率显

著增高[36],活性氧的产生是诱导凋亡的主要原因[37]。
因此,纳米银和银离子均会对土壤微生物产生

影响,但纳米银的毒性一方面是其本身的特异性结

果,另一方面是通过缓慢释放银离子来杀菌,但土壤

环境复杂,银离子的毒性在短期内强,而纳米银的毒

性更具持久性。
综上所述:1)土壤中添加纳米银后,其可培养

微生物数量显著减少,土壤酶活性受到抑制。 其中

土壤脲酶、过氧化氢酶对纳米银较为敏感,蔗糖酶、
FDA 酶受纳米银的影响较小。

2)银离子对土壤微生物也有一定的毒性,5、10
mg·kg-1银离子显著抑制土壤可培养微生物数量,但
银离子对土壤酶活性的影响较小。

3)纳米银的毒性除了来自其本身的特异抗菌

性,也有部分毒性来自缓慢释放的银离子。

通讯作者简介:司友斌(1968-),男,土壤学博士,教授,主要研

究方向为环境生物修复技术,发表学术论文 150 余篇。
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