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山茱萸水提液银纳米颗粒的制备及其抑菌活性的研究 
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摘  要：目的  使用山茱萸水提液在温和条件下制备银纳米颗粒（AgNPs）、探究还原反应机制并研究其抑菌活性。方法  采

用紫外-可见光谱监测 AgNPs 的生成，红外光谱研究还原机制，激光粒度仪和透射电镜表征粒径，表面性质和形貌，2 倍稀

释法研究AgNPs的抑菌活性。结果  山茱萸水提液在 pH 9.0时超声反应 4 h是还原制备AgNPs的最佳条件，得近球形AgNPs，

平均粒径 58.73 nm，均匀稳定、分散性好。黄酮类化合物可能起还原作用，同时水提液中活性成分在 AgNPs 表面形成保护

层，防止团聚，增加了 AgNPs 的稳定性，制得的 AgNPs 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制率比化学法制备的 AgNPs 分

别增加 20、40 倍。结论  山茱萸水提液可在温和条件下制备 AgNPs，该 AgNPs 与化学制备法相比有更强的抗菌性能。结果

表明该方法合成出的 AgNPs 性能稳定，可以作为新型抗菌剂。 
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Abstract: Objective  To develope a novel method to generate silver nanoparticles (AgNPs) in a mild condition by using the Cornus 

officinalis aqueous extract, study their antibacterial activity, and explore the mechanism of reduction reaction. Methods  The 

formation of AgNPs was confirmed by UV-visible spectroscopy; The particle size, surface properties, and morphology features of 

AgNPs were characterized by laser particle analyzer as well as transmission electron microscopy; The mechanism of reduction reaction 

was studied by IR. The antibacterial activity of AgNPs was investigated by disk agar diffusion method. Results  The AgNPs were 

prepared under mild reaction conditions by C. officinalis aqueous extract, the optimum condition is ultrasonic reaction for 4 h (pH 9.0). 

Quasi-spherical shaped AgNPs were synthesized with average particle size of 58.73 nm, which was uniform, stable, and well dispersed. 

The presence of flavonoids in C. officinalis aqueous extract may be the reductant to produce the AgNPs. In the meantime, the active 

components in the aqueous extract form a protective layer on the surface of AgNPs to prevent aggregation and increase the stability of 

AgNPs. Compared with the chemically synthesized AgNPs, the antibacterial activity of AgNPs generated by C. officinalis aqueous 

extract increased 20-fold and 40-fold for Escherichia coli and Staphylococcus aureus, respectively. Conclusion  C. officinalis aqueous 

extract can prepare AgNPs under mild conditions, the flavonoids in the extract may be the reductive reagent and can stabilize AgNPs. 

The AgNPs prepared by this method have stronger antibacterial properties than those prepared by chemical method. The AgNPs 

synthesized by this method are stable and can be used as a new antimicrobial agent.  
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细菌的耐药性一直是医药界研究的重点和热

点。近年来，由于抗生素的不当使用造成细菌耐药

性增强，导致药物治疗效果不断降低、患者医疗费

用增加[1]，这些因素使得抗生素的应用受到了极大

的限制，因此寻找疗效好、适用性广、毒性低的抗

菌药物显得尤为重要[2]。 

银纳米粒子是一类功能性的金属纳米材料，由

于具有更大的比表面积，抗菌能力是微米级银颗粒

的 200 倍以上[3]，是一类理想的抗菌材料，因此银

纳米颗粒（AgNPs）的制备及性质研究成为各国科

研工作者关注的焦点[4-7]。目前制备 AgNPs 的方法

主要有 3 大类：物理法、化学法以及生物法[8-9]。物

理法包含有蒸发冷凝法、机械合金化法、溅射法等，

这类方法主要是依赖于大型仪器，其缺点是耗能高、

成本较高；化学法主要利用液相反应，在反应过程

中需要加入还原剂以及稳定剂，使用大量的化学试

剂对环境有一定的危害性[10]；生物还原法利用其含

有的活性成分作为稳定剂和还原剂制备 AgNPs[11]，

具有成本低、效率高、绿色无污染、产物状态稳定

等优点，可以克服物理法和化学法的缺点，因此备

受科研工作者的关注。 

中药是天然的植物资源，来源广泛、活性成分

多样，大量的研究证实其含有的生物碱[12]、多糖[13]、

黄酮类化合物[14]等具有抑菌活性和抗氧化作用。

Gardea-Torresdey 等[15-16]利用紫花苜蓿制备金纳米

颗粒，开创了植物还原法制备金属纳米颗粒的先河，

利用中药制备 AgNPs 不但成本低、操作简便、环境

污染小，更重要的是中药的生物相容性好，更适合

进一步的临床研究。 

有研究表明，银纳米材料对微生物具有很好的

抑制作用而对正常细胞的毒性较低[17]。虽然文献

报道利用一些植物成功合成了 AgNPs[18-23]，但是

目前关于中药生物质还原制备 AgNPs 及其抗菌活

性的研究还不够全面、深入，甚至于有些中药在制

备 AgNPs 时需要高温等十分苛刻的条件，极大地

限制了中药在还原制备 AgNPs 方面的应用，因此

优化中药还原制备 AgNPs 的方法、探究还原机制

以及研究其抗菌性能，对于这一领域的发展具有重

要意义。 

本研究采用山茱萸水提液作为还原剂、硝酸银

作为银源，在温和的条件下（pH 9.0 时超声反应 4 h）

将银离子还原制备出山茱萸 AgNPs。通过对山茱萸

水提液还原过程的工艺路线进行优化，确立了最佳

还原条件。初步探讨了山茱萸水提液制备 AgNPs

的机制，同时研究了山茱萸 AgNPs 的抗菌活性，为

AgNPs 的制备提供了理论基础，同时为山茱萸资源

的利用和开发提供了新的思路。 

1  试剂与材料 

UV-2600 型紫外可见分光光度计，岛津（日本）

公司；ZEN 3600 激光粒度仪，英国马尔文仪器有限

公司；傅里叶变换红外光谱仪 T-27，岛津（日本）

公司；JEM-2010 型透射电子显微镜，东京理化株式

会社（日本）；CAP225D 电子天平，北京赛多利斯

科学仪器有限公司；101 型电热鼓风干燥箱，北京

科伟永兴仪器有限公司；SHA-B 数显水浴恒温振荡

器，金坛市双捷实验仪器厂；TGL-20B 离心机，上

海安亭科学仪器厂；LDZX-50KBS 立式压力蒸汽灭

菌器，上海申安医疗器械厂。 

硝酸银（质量分数＞99%）、聚乙烯吡咯烷酮

（PVP K30）、柠檬酸钠、胰蛋白胨、氯化钠、酵母

粉、琼脂粉均为分析纯，购于成都科隆化学品有限

公司。 

实验所用中药材山茱萸饮片购于陕西兴盛德药

业有限公司，经陕西中医药大学刘世军高级工程师

鉴定为山茱萸科山茱萸属植物山茱萸 Cornus 

officinalis Sieb. et Zucc. 的干燥成熟果肉，符合《中

国药典》2015 年版相关规定。供试菌种大肠杆菌

Escherichia coli、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus 均由陕西中医药大学陕西省中药资源产业化

协同创新中心提供，购于陕西乐博生化有限科技公

司，由陕西中医药大学副教授王征经过形态学和生

化学鉴定。 

2  方法 

2.1  山茱萸水提液的制备 

准确称取干燥山茱萸药材 5.0 g（粉碎），加入

100 mL 纯化水超声提取 4 h，滤过得滤液，备用。 

2.2  山茱萸水提液制备 AgNPs 

2.2.1  原药液制备AgNPs  取 5 mL山茱萸水提液，

向其中加入 0.01 mol/L 的 AgNO3 溶液 5 mL，室温

下超声，反应过程中使用紫外-可见光谱监测 AgNPs

的生成。 

2.2.2  原药液调节 pH 9.0 制备 AgNPs  取 5 mL 山

茱萸水提液，调节 pH 至 9.0，向其中加入 0.01 mol/L

的 AgNO3 溶液 5 mL，室温下超声，反应过程中使

用紫外-可见光谱监测 AgNPs 的生成。待反应完成

后取反应悬浮液，9 000 r/min 离心 30 min，弃上清
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液取沉淀，用超纯水洗涤 3 次，收集沉淀，60 ℃下

干燥 12 h 至恒定质量。 

2.3  化学还原法制备 AgNPs 

取硝酸银溶于超纯水，加入 PVP 搅拌均匀备

用，称取柠檬酸钠溶于超纯水中，按照柠檬酸钠-

硝酸银的物质的量比为 5∶1，将柠檬酸钠溶液逐渐

滴入硝酸银溶液中，滴加完毕后加热回流，反应时

间 1 h，取悬浮液，9 000 r/min 离心 30 min，弃上清

液取沉淀，用超纯水洗涤 3 次，收集沉淀，60 ℃下

干燥 12 h 至恒定质量。 

2.4  AgNPs 的表征 

分别采用 UV-2600 型紫外-可见分光光度计（日

本岛津公司）、ZEN 3600 激光粒度仪（英国马尔文

仪器有限公司）、T-27 傅里叶变换红外光谱仪（日

本岛津公司）、JEM-2010 型透射电子显微镜（TEM，

日本电子株式会社）对 AgNPs 进行表征。 

2.5  AgNPs 抗菌性能研究 

2.5.1  菌悬液的制备  将测试用的细菌 E. coli、S. 

aureus分别接种于LB固体培养基的培养皿中划线，

37 ℃培养 18 h。取灭菌好的试管两支分别加入 LB

液体培养基约 15 mL，用接种环挑取一环单菌落于

试管中，放置于水浴摇床，37 ℃、150 r/min 培养

18 h。超净工作台上，取少许活化的菌体置于生理

盐水试管中，摇匀，制备成 1×105 cfu/mL 的菌悬

液备用。 

2.5.2  最小抑菌浓度（MIC）的测定  采用 2 倍稀

释法测定 MIC。称取一定量的山茱萸 AgNPs、化学

法制备的 AgNPs，用无菌水进行配制，使其最终质

量浓度为 4 000 μg/mL，随后依次用无菌水采用逐级

稀释法稀释其质量浓度至 2 000.0、1 000.0、500.0、

250.0、125.0、62.5、25.0、12.5、6.2、3.1 μg/mL；

将待测的药液分别加入 96 孔板上，每孔中加入 50 

μL 的药液与 50 μL 制备好的菌悬液，每个样品重复

3 次，每次都加有无菌水 100 μL 阴性对照和 100 μL

菌液作为阳性对照。将 96 孔板置于 37 ℃的培养箱

中培养 24 h 后观察，以不产生浑浊的孔所对应的最

低质量浓度为该药液对该菌的 MIC。 

2.5.3  最小杀菌浓度（MBC）的测定  在得到 MIC

的结果后，从实验组的澄清孔中取 10 μL 培养物，

再向其中加入 90 μL 的 LB 液体培养基，每个样品

重复 3 次，放入 37 ℃培养箱中培养 48 h，每次伴

有阴性对照和阳性对照。无细菌生长的最低质量浓

度为该药液对该菌的 MBC。 

3  结果与讨论 

3.1  AgNPs 表征 

金属表面的等离子体共振（SPR）是描述其导

电电子在电磁场作用下集体振荡的一个物理概念，

这种共振在宏观上表现为金属纳米粒子对光的吸

收，比如 AgNPs 在紫外-可见（UV-Vis）吸收光谱

上 400 nm 左右会出现特征的等离子体共振吸收  

峰[24]，因此可以通过 UV-Vis 吸收光谱确定 AgNPs

的生成。 

首先，利用山茱萸水提液原液制备 AgNPs，以

山茱萸水提液原液作为对照，UV-Vis 吸收光谱数据

显示（图 1），山茱萸水提液在 410 nm 左右没有明

显吸收，向山茱萸水提液中加入 AgNO3 溶液，反应

5 min 后在 410 nm 左右只有 1 个很弱的吸收峰（410 

nm 为 AgNPs 的 SPR 吸收峰），表明只有极少量

AgNPs 生成（图 1），从以上数据可以确认山茱萸水

提液原液中有活性成分可以还原硝酸银得到

AgNPs，但是还原效率不高。 

 

 

图 1  山茱萸水提液原液及加入硝酸银溶液 5 min 后反应混

合液的 UV-Vis 吸收光谱 

Fig. 1  UV-Vis spectra of C. officinalis aqueous extract in 

presence and absence of AgNO3 

根据文献报道[25]，植物还原法制备纳米粒子过

程中黄酮类化合物可能起到还原作用。碱性条件下

黄酮类化合物中羟基更容易失去质子，具有更强的

还原性，因此设想可以通过提高山茱萸水提液原液

的 pH 值来加快还原反应的速率。随后将山茱萸水

提液 pH 调至 9.0 进行了实验，当向 pH 9.0 的山茱

萸水提液中加入硝酸银溶液稍微反应后，混合液的

颜色快速加深变为棕色悬浮液，如图 2-A 所示，初

步表明混合液中有 AgNPs 生成。 

本实验进行了不同反应时间后 UV-Vis 吸收光

谱实验，进一步确认 AgNPs 的生成，以加入 AgNO3 

300        400        500        600        700 

λ/nm 

加入 AgNO3 反应 5 min 

山茱萸水提液原液 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 50 卷 第 1 期 2019 年 1 月 

  

·55· 

 

 

图 2  AgNPs溶液外观 (A) 和山茱萸水提液 (pH 9.0) 及加

入硝酸银溶液反应不同时间后反应混合液的 UV-Vis 吸收光

谱 (B) 

Fig. 2  Appearance of silver nano solution (A) and UV-Vis 

spectra of C. officinalis aqueous extract (pH 9.0) in presence 

and absence of AgNO3 at different time (B) 

溶液开始计算反应时间，分别测试反应 0、5、10、

30 min 及 1、2、3、4、5 h 后反应混合液的紫外-

可见吸收光谱。如图 2-B 所示，和山茱萸水提液原

液一样，pH 9.0 时山茱萸水提液在 410 nm 也没有

明显的吸收（0 min），当反应 5 min 后混合液在 410 

nm 便有很强的吸收，这与 AgNPs 的 SPR 吸收峰一

致，表明混合液中有大量 AgNPs 生成，与山茱萸

水提液原液相比，碱性山茱萸水提液使还原反应的

速率大大提高；同时从图 2 可以看出，AgNPs 在反

应初期生成速度十分快，然而随着反应进行，

AgNPs 虽然还在不断产生，但是生成速率明显变

慢，这可能是因为刚开始反应时，山茱萸水提液中

具有还原性的多羟基化合物含量较多，但是随着还

原反应进行，反应物逐渐消耗，浓度降低，因此反

应速度也变慢。 

从山茱萸水提液原液和碱性溶液的实验结果可

以看出，碱性条件可以大大加快还原反应速度，结

合文献报道[26]，推测主要是因为在碱性条件下，山

茱萸水提液中具有还原性的多羟基化合物，比如黄

酮类物质，更容易失去 1 个 H+从而使得整个分子带

负电荷，这种带有负电荷的黄酮类化合物不但更容

易与 Ag+作用，而且更容易失去电子发生还原反应。

具体来说，山茱萸水提液中的黄酮类化合物（以槲

皮素为例，图 3），在碱性条件下黄酮类化合物失去 

 

图 3  碱性条件下山茱萸水提液还原 Ag+生成 AgNPs 的可能机制 

Fig. 3  Proposed reductive mechanism of Ag+ in C. officinalis aqueous extract under alkaline condition 

羟基上的 H+生成氧负离子，其更容易通过静电相互

作用与 AgNO3 中的 Ag+结合生成离子对中间体 1，

中间体 1 将氧原子上面的电子转移到 Ag+上，Ag+

得到电子发生还原反应生成 AgNPs，黄酮类化合物

则形成半醌式自由基中间体 2，自由基中间体 2 又

将分子中的电子转移至另一分子的 Ag+进一步发生

还原反应，将 Ag+还原生成 AgNPs，最终黄酮类化

合物经过反应生成苯醌类化合物（3）。由此可见 1

分子的黄酮类化合物可以与 2 分子的 Ag+发生反应

生成 AgNPs，这也说明该反应具有高效性。 

300        400        500        600       700 

λ/nm 

合成的 AgNPs 山茱萸水提液 

山茱萸水提液（pH 9.0） 

5 min       10 min 

30 min      1 h 

2 h          3 h 
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3.2  山茱萸 AgNPs 的傅里叶变换红外光谱 

为了验证“3.1”项提出的机制，首先进行了红

外光谱实验，因为利用反应前后山茱萸水提液（pH 

9.0）红外光谱的变化可以判断水提液中参与还原反

应的物质。如图 4 所示，反应前山茱萸水提液在

800～2 000 cm−1 有明显的红外吸收峰，具体表现为

941 cm−1 是 C-O 的伸缩振动，1 635、1 653、1 683 

cm−1处是与苯环连接的C=O伸缩振动，1 481、1 445、

1 549 cm−1 是苯环上 C=C 的伸缩振动，这与文献报

道的山茱萸水提液红外光谱基本一致。根据山茱萸

水提液成分的研究，山茱萸水提液中含有丰富的生

物碱、黄酮和鞣质等物质，山茱萸水提液（pH 9.0）

反应前红外光谱实验表明所制备的提取液中的确含

有黄酮类等多羟基的化合物。而山茱萸水提液（pH 

9.0）和硝酸银反应后红外特征吸收峰位置并没有明

显变化，只是强度发生微弱的变化，这表明山茱萸

水提液中的黄酮类等物质的确和 AgNPs 发生了相

互作用，这些物质有可能会吸附在 AgNPs 表面起保

护和稳定纳米粒子的作用。 

 

 

图 4  山茱萸水提液和山茱萸 AgNPs 的红外光谱 

Fig. 4  FT-IR spectra of synthesized AgNPs and C. officinalis 

aqueous extract 

3.3  山茱萸 AgNPs 的 Zeta 电位 

Zeta 电位实验结果如图 5-A 所示，电位为−39.6 

mV，说明制得的 AgNPs 稳定性较好；Zeta 电位的

结果也表明制得的 AgNPs 表面吸附了带有负电性

的化合物，这种形式提高了纳米粒子的稳定性，也

在一定程度上说明了黄酮类等活性物质可能以带负

电荷的形式吸附在 AgNPs 表面。 

3.4  激光粒度仪测量山茱萸 AgNPs 粒径 

随后，对山茱萸水提液（pH 9.0）还原 AgNO3

制得的 AgNPs 进行了粒径测量。实验中，取 1 mL

山茱萸 AgNPs 溶液置于激光粒度仪的测试皿中，测 

 

 

图 5  AgNPs 的 Zeta 电位 (A) 和粒径 (B) 分析  

Fig. 5  Zeta potential (A) and particle size (B) of synthesized 

AgNP 

试温度 25 ℃，结果如图 5-B 所示，其平均粒径为

（58.73±1.10）nm。 

3.5  TEM 表征山茱萸 AgNPs 形貌 

使用 TEM 对制备的 AgNPs 形貌进行表征。具

体步骤如下：将制备得到的山茱萸 AgNPs 悬浮液稀

释 3 倍，滴加 1 滴在铜网附有碳膜支持的一面，铜

网自然晾干 3 h 后，利用透射电镜对制得的 AgNPs

形貌进行表征。如图 6 所示，制备得到的 AgNPs

呈近球形，分布均匀、分散均匀，粒径在 50 nm 左

右，与粒度仪测定的粒径完全符合。 

 

图 6  AgNPs 的 TEM 图片 

Fig. 6  TEM image of synthesized AgNP 

3.6  AgNPs 抑菌活性实验 

化学方法制备的 AgNPs 平均粒径（55.13±

0.90）nm，Zeta 电位为−38.1 mV，山茱萸水提液制

备得到的 AgNPs 相比化学方法制备的 AgNPs（制

备方法详见“2.3”）[27]，其抗菌活性大大提高，山

茱萸 AgNPs 对大肠杆菌的 MIC 为 25.0 μg/mL，对
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比化学方法制备的 AgNPs 的（500 μg/mL）活性增

加了 20 倍。山茱萸 AgNPs 颗粒对金黄色葡萄球菌

的 MIC 为 12.5 μg/mL，相比于化学方法制备的

AgNPs 颗粒（500 μg/mL）其活性增加了 40 倍，详

见表 1。山茱萸水提液制备的 AgNPs 对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌均有很强的抑制作用，优于化学方

法制备的 AgNPs 和山茱萸水提液单独使用的效果，

原因可能是中药材还原制备 AgNPs 时，中药材本身

的抑菌效果与银纳米材料的抑菌效果产生了叠加作

用。推测可能是 AgNPs 表面结合了山茱萸水提液中

的抑菌活性成分，因此该方法制备的 AgNPs 比化学

方法有更好的抗菌性。此外，文献报道[28]AgNPs 与

细菌细胞膜接触后进入细菌细胞，在光的催化作用

下与细菌细胞中的水或者氧反应生成活性氧

（reactive oxygen species，ROS），整个过程可以干扰

细菌 DNA 的合成，同时与细菌蛋白质结合使其变

性，从而产生抗菌效果。AgNPs 的粒径越小，其具

有越大的比表面积，直接与细菌细胞膜或其他介质

的接触面积越大，进入细菌细胞的数量越多，因此

也进一步增强 AgNPs 的抗菌活性。 

表 1  不同方法制备的 AgNPs 及山茱萸水提液的抑菌活性 

Table 1  Antibacterial activity of AgNPs generating by different methods and C. officinalis aqueous extract 

样品 
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 

MIC/(μg∙mL−1) MBC/(μg∙mL−1) MIC/(μg∙mL−1) MBC/(μg∙mL−1) 

化学法制备 AgNPs 500 500 500 2 000 

山茱萸 AgNPs  25 125 12.5 250 

山茱萸水提液 — — 10 000 50 000 

“—”表示待测中药液的 MIC＞10 mg∙mL−1；MBC＞10 mg∙mL−1 

“—” indicates that MIC and MBC of C. officinalis aqueous extract were greater than 10 mg∙mL−1 

4  结论 

本研究利用山茱萸水提液（pH 9.0）在 25 ℃下

超声反应 4 h 成功制备出 AgNPs，反应条件十分温

和，制备得到的 AgNPs 呈近球形，平均粒径为 58.73 

nm，分布均匀、结构稳定；同时，通过红外光谱实

验对山茱萸水提液制备 AgNPs 的机制进行了初步

研究，发现在碱性条件下，山茱萸水提液中黄酮类

等物质可能起到还原作用，提取液中含有的生物碱、

类固醇、黄酮类等活性化合物可能结合到了 AgNPs

的表面，形成保护层，起到稳定剂的作用；使用此

方法制备得到的银纳米粒子对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌均有很强的抑制作用，MIC 分别为 25.0、12.5 

μg/mL，对比化学法制备的 AgNPs 抑菌活性分别增

加了 20 倍和 40 倍。本研究中采用的制备方法条件

温和，生物相容性好、所得 AgNPs 抗菌作用强，本

研究不仅提供了一种制备 AgNPs 的新方法同时也

拓展了中药材山茱萸的应用，具有广阔的应用前景。 
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