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摘要：由抗生素导致的耐药性问题日益严重，因此新型抗菌药物的研发迫在眉睫。银离
子因具有抗菌作用，以及安全、无耐药性、稳定性高等优点而备受关注。为了探究银离
子的抗菌机制，本实验选择几种常见水生细菌，研究其对银离子的耐受性和细菌种内和
种间的“僵尸效应”(被银离子杀死的细菌可以杀死其他新鲜的细菌)，以进一步明确银离
子长效杀菌的机理。结果显示，银离子对5种细菌都表现出了明显的生长抑制。同种细
菌和异种细菌之间都表现出明显的“僵尸效应”，并且随着银离子浓度的提高，“僵尸效
应”的效果越明显。为进一步研究银离子杀菌机制，通过透射电镜观察银离子处理后的
嗜水气单胞菌和无乳链球菌，结果显示银离子处理后的细菌出现胞质皱缩，细胞膜呈弥
散状态，甚至破裂，细胞内容物外流，最终致使细菌死亡。研究表明，本研究结果发现
银离子对5种细菌都有明显的生长抑制效应，并发现细菌之间存在的“僵尸效应”，为研
发新型的抗菌药物提供参考。
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人们对水产品需求量的日益增加，导致水

产养殖的规模和养殖密度不断增加，加之养殖

水域环境不断恶化，多种细菌和病毒病的频繁

暴发，给水产养殖产业带来了巨大威胁和经济

损失。大肠杆菌(Escherichia coli)和枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)作为水产养殖中常见的细菌，常

被选做实验微生物菌株。嗜水气单胞菌(Aeromo-

nas hydrophila)属于弧菌科(vibrionaceae)气单胞菌

属(Aeromonas)的革兰氏阴性菌，是淡水养殖鱼类

的主要致病菌，引起多种水产养殖动物的出血

症 [1-4]；鮰爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)属于肠

杆菌科(Enterobacteriaceae)爱德华氏菌属(Edward-

siella)的革兰氏阴性菌，对斑马鱼 (Barchydanio

rerio var)、黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)、虹鳟

(Oncorhynchus  mykiss)、鮰 (Leiocassis  longirostris)

等都有致病性，主要危害斑点叉尾鮰 (Ietalurus

Punetaus)，引起败血症 [5-7]；无乳链球菌 (Strepto-

coccus agalactiae)属于革兰氏阳性球菌，是鱼类

条件致病菌，主要危害温水性鱼类，引起败血

症和脑膜炎[8-10]。

抗生素一直作为抗菌药物的首选，而抗生

素的滥用导致细菌出现的抗药性问题也越来越
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严重，因此“无抗”药物的开发迫在眉睫。目前常

见的水体消毒除菌技术有氯系除菌技术、臭氧

除菌技术、紫外除菌技术、活性炭吸附和膜截

留除菌技术、金属离子除菌技术[11]。但在氯消毒

过程中，水中含有的有机物常与氯气发生化学

反应，生成的消毒副产物(DBPs)不利于水产养殖

生物的健康生长 [12-13]；而臭氧使用过程不稳定，

且生产成本高 [14-15]；紫外线消毒能力不持久，存

在设备投资费用高等缺陷；活性炭吸附、膜截

留除菌属于物理除菌，对细菌没有灭活作用 [11]；

在众多的金属抗菌材料中，银由于具有安全、

高效、广谱、释性好、无耐药性等特点，一直

是抗菌领域的一个研究热点 [16-17]。已有研究表明

抗菌金属主要通过缓慢释放其阳离子，来防止

微生物定殖和增殖[18-20]。银离子的杀菌原理是Ag+

作用细菌的细胞壁和细胞膜并使之肿胀、疏松、

通透性增加、内容物流出，导致细菌死亡 [21-24]。

Wakshlak等 [24]研究发现，被Ag+杀死的细菌会持

续吸收环境中的Ag+，在其接触正常菌体时，会

将储存在体内的Ag+又释放到环境中，从而杀死

正常的细菌，并把这种现象称为“僵尸效应”，拓

展了银离子抗微生物长效性的新机制。因此，

银离子抗菌药物的开发具有重要的应用意义。

本研究以银离子为对象，探究银离子对几

种常见水产细菌的杀菌活性，以及不同细菌对

银离子的耐受情况，同时探究同种细菌或者异

种细菌之间的“僵尸效应”，并通过透射电镜进一

步探究了银离子对嗜水气单胞菌和无乳链球菌

的杀菌机制。本研究结果将为“无抗”抗菌药物的

开发提供新的参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

枯草芽孢杆菌(ATCC® 2 3857TM)、无乳链球

菌(ATCC® 12 386TM)、大肠杆菌(ATCC® 1 3706TM)、
嗜水气单胞菌 (ATCC® 7 966TM)、鮰爱德华氏菌

(ATCC® 3 320TM)均由华中农业大学微生物实验室

保存。

LB培养液(酵母粉5.0 g，蛋白胨10.0 g，NaCl
10.0 g，加蒸馏水至1 L，NaOH调节pH值至7.4，
121 °C高压灭菌25 min)。

BHI培养液(脑心浸出粉38.5 g，加蒸馏水至

1 L，121 °C高压灭菌25 min)。
硝酸银溶液(0.5 g AgNO3粉末溶于500 mL蒸

馏水，0.22 μm滤膜过滤备用)。

硝酸银中和液(0.2%硫代乙酸纳、1.9%硫代

硫酸钠、1%吐温80、1.4%卵磷脂)。

1.2    细菌银离子耐受实验

将保种的细菌按照1∶100的比例接种200 μL
到20 mL的培养液，置于恒温摇床200 r/min培养

8 h。其中枯草芽孢杆菌、嗜水气单胞菌、大肠

杆菌的培养基为LB培养液，无乳链球菌、鮰爱

德华氏菌的培养基为BHI培养液。枯草芽孢杆

菌、无乳链球菌、大肠杆菌37 °C培养；嗜水气

单胞菌、鮰爱德华氏菌28 °C培养。

将培养8 h后活化好的菌液分成5管，每管加

入不同剂量的硝酸银溶液，使其终浓度分别为

0、5、10、20和40 mg/L，在不同时间点于各管

取200 μL菌液，酶标仪测测定菌液OD600值。

1.3    同种细菌之间的“僵尸效应”

如“细菌银离子耐受实验”中的方法，将各

菌株分别与不同浓度的银离子培养6 h后，将Ag+

浓度为0 mg/L的对照在沸水中煮沸5 min，然后将

各组菌液通过5 000 r/min，4 °C离心10 min，上清

液用0.22 μm滤膜过滤后，移至无菌的10 mL离心

管中备用，沉淀用 4  mL新鲜的培养液重悬备

用。吸取上述重悬菌液和上清液各1 mL，分别

加入1 mL同种新鲜菌液中，继续恒温震荡培养

6 h后。在菌液中加入等体积的硝酸银中和液，

稀释涂平板，进行菌落计数，具体实验方案见图1。

1.4    异种细菌间的“僵尸效应”

如“细菌银离子耐受实验”中的方法，将无

乳链球菌和嗜水气单胞菌分别与不同浓度的银

离子处理培养6 h；同“同种细菌之间的‘僵尸效

应 ’”中的方法，将Ag+浓度为0 mg/L的对照热灭

活，然后将各组菌液离心分为上清液和菌液，

吸取菌液和上清液各1 mL，分别加入1 mL异种

新鲜菌液中，继续恒温振荡培养6 h，在菌液中

加入等体积的硝酸银中和液，涂平板，进行菌

落计数。

1.5    透射电镜观察银离子杀菌机制

将无乳链球菌和嗜水气单胞菌分别与终浓

度 10和 40  mg/L的 Ag+培养 6  h，然后 5  000  r/min
4 °C离心10 min，去上清液，加入800 μL的2.5%
的戊二醛重悬，室温固定过夜，转移至1.5 mL
EP管中，离心，倒掉固定液，用PBS洗涤3次，

每次15 min，用1%的锇酸溶液固定样品2 h，分
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别用50%、70%、80%、90%、95%的乙醇对样品

进行脱水处理，每次15 min，后用无水乙醇处理

20 min，再用丙酮处理20 min，最后用丙酮和包

埋剂的混合液 (V/V=1/1)处理样品1 h；将经过渗

透处理的样品分装到0.5 mL的EP管中包埋起来，

70 °C加热过夜；样品切片(60~70 nm)后用2%乙酸

双氧铀染色5 min，经过水洗后用0.25%~0.3%的

枸缘酸染色5 min；透射电子显微镜观察并拍照。

1.6    数据统计分析

使用GraphPad Prism 7作图软件作图，用SPSS
18软件的单因素方差分析对照组和不同浓度处理

间显著性差异，数据均为平均值±标准偏差(SD)
表示，P<0.05的值有统计学意义。

2    结果

2.1    细菌对银离子的耐受

随着Ag+浓度的增加，对不同细菌都表现出

了明显的生长抑制并且不同细菌对银离子的耐

受浓度存在差异：大肠杆菌在Ag+浓度20 mg/L
时，OD值在0.6波动未变，即停止生长 (图2-a)；
在Ag+浓度为5 mg/L时，嗜水气单胞菌的OD值基

本未变(图2-b)；在Ag+浓度大于等于5 mg/L时，鮰

爱德华氏菌的OD值趋势一致，细菌浓度基本没

有变化(图2-c)；枯草芽孢杆菌在Ag+浓度10 mg/L
时，OD值下降直至为零(图2-d)；无乳链球菌在

Ag+浓度10 mg/L时基本不变(图2-e)。

2.2    同种细菌之间“僵尸效应”的传递

同种细菌之间存在明显的“僵尸效应”，即

被Ag+杀死的细菌菌体或菌液上清，均能使得新

鲜的细菌数量显著减少，各实验组的菌落数下

降明显，并且，随着Ag+的浓度增加，细菌菌体

和上清液产生的“僵尸效应”更明显。随着Ag+浓

度的增加，Ag+杀死的大肠杆菌使得新鲜的大肠

杆菌数量明显减少(图3-a)；该结果与嗜水气单胞

菌(图3-b)、鮰爱德华氏菌(图3-e)结果一致；无乳
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图 1    实验方案

Fig. 1    Experimental protocol
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链球菌 (图3-c)和芽孢杆菌 (图3-d)随着Ag+浓度的

增加，新鲜的细菌数量减少，菌落数下降相对

较缓。

2.3    异种细菌之间“僵尸效应”的传递

为进一步验证银离子处理后的细菌是否存

在不同细菌之间的“僵尸效应”，选择银离子处理

后的嗜水气单胞菌和无乳链球菌，分别利用其

菌体和上清液处理新鲜的其他异种细菌(如大肠

杆菌、枯草芽孢杆菌和鮰爱德华氏菌)，研究结

果显示，银离子处理后的嗜水气单胞菌对于大

肠杆菌 (图4-a)、无乳链球菌 (图4-b)、芽孢杆菌

(图4-c)和鮰爱德华氏菌(图4-d)均有杀伤作用。细

菌上清液处理液的杀菌效果比菌体效果更明

显，并且随着Ag+浓度增加，“僵尸效应”更加明显。

在银离子处理无乳链球菌的实验中，得到了相

似的研究结果(图4-e~h)。

2.4    嗜水气单胞菌和无乳链球菌透射电镜观察

为进一步探究银离子的杀菌机制，利用透

射电镜观察银离子处理后的嗜水气单胞菌和无

乳链球菌，结果显示，正常的嗜水气单胞菌呈

长梭杆状，形状规则、外形饱满，细胞质均匀，

状态良好(图版Ⅰ-1~2)；10 mg/L Ag+处理后，细

胞质皱缩，细胞膜和细胞壁分离，细胞内部形

成纤维状结核，在细菌中可以发现部分银离子

的存在(图版Ⅰ-5~6)；40 mg/L Ag+处理后，细胞

膜破裂，细胞质内容物流出，细菌死亡，在细

菌中可以看到大量的银离子出现(图版Ⅰ-9~10)。
在无乳链球菌研究中发现，正常的无乳链球菌，

细菌呈圆形球状，外形饱满，细胞质均匀，状

态良好(图版Ⅰ-3~4)；而10 mg/L Ag+处理后，细

胞质皱缩，在细菌中可以发现部分银离子的存在

(图版Ⅰ-7~8)，40 mg/L Ag+处理后，细胞膜呈弥

散状态，细胞内容物外流，导致细菌死亡，在

细菌中可以看到大量的银离子出现(图版Ⅰ-11~12)。

3    讨论

人们从远古时代就开始使用抗菌材料，发

现用银容器留存的水不宜变质，并习惯使用银

筷子或者将银制成饰品佩带等。人们很早就开

始认识到银有抗菌作用，并利用银的抗菌能

力，将银制成抗菌剂，然后将其加入到相应的
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图 2    银离子对5种细菌的生长抑制效果

(a)大肠杆菌，(b)嗜水气单胞菌，(c)鮰爱德华氏菌，(d)枯草芽孢杆菌，(e)无乳链球菌

Fig. 2    Inhibitory effect of silver ions on the growth of five bacteria
(a) E. coli, (b) A. hydrophila, (c) E. ictaluri, (d) B. subtilis, (e) S. agalactiae
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制品中即获得具有抗菌能力的材料。但是，目

前关于银在水产上的应用还比较少，其对水产

常见细菌的抗菌作用相关研究还未见详细报

道。Wakshlak等 [25]在研究Ag+对绿脓杆菌的毒性

作用时发现，其对绿脓杆菌(Pseudomonas aerugi-
nos)有显著的抑制作用，并且处理后的绿脓杆菌

与新鲜的绿脓杆菌存在传递性，该研究中研究

者选取了绿脓杆菌这一种革兰氏阴性菌。但是

不同细菌之间是否存在传递性尚不明确，本实

验选取了常见的水产动物致病菌包括革兰氏阳

性菌(无乳链球菌)和革兰氏阴性菌(嗜水气单胞菌

和鮰爱德华氏菌)，不仅探究了Ag+毒性在同种细

菌之间的传递性，还涉及了异种细菌之间的“僵
尸效应” [22]。细菌耐受性实验发现，革兰氏阴性

菌嗜水气单胞菌和鮰爱德华氏菌的最小抑制浓

度较革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌和无乳链球菌

的最小抑制浓度低，这与Sütterlin等 [26]的研究相

似，Sütterlin等实验表明，Ag+对革兰氏阳性菌的

最低杀菌浓度(MBC)是革兰氏阴性菌MBC的32倍
以上。“僵尸效应”实验中，结果表明Ag+不仅在

同种细菌之间存在广泛的传递性，与Wakshlak
等[25]研究一致，同时不同细菌之间也存在广泛的

传递性，明确了Ag+对细菌的耐受限度，对杀灭

细菌时如何控制Ag+浓度有重要借鉴意义。

研究发现，银离子杀菌主要通过以下途径：

Ag+与细菌细胞膜相互作用，从而破坏细胞膜；

Ag+与细胞内的核酸和酶相互作用，从而影响细

胞的生理生化作用；产生活性氧 (ROS)杀死细

菌 [26-27]。其中银离子与细胞膜的相互作用是Ag+

杀菌最重要的机制之一 [28]。Jung等 [29-30]证明了在

革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌中，Ag+在细菌细

胞膜中积累后，细胞质膜 (CM)与细胞壁分离，

这与本研究中透射电镜观察的结果一致。

本实验中的电镜观察结果显示，无论是革

兰氏阴性的嗜水气单胞菌还是革兰氏阳性的无

乳链球菌，均可看到随着Ag+浓度增加，细胞质

逐渐皱缩直至胞内内容物流出，细菌死亡。10 mg/L
Ag+处理的无乳链球菌，细胞内容物与细胞膜分

离，40 mg/L Ag+处理的无乳链球菌，细胞膜呈弥

散状态，细胞膜周围大量银离子，与Ivan等 [31-32]
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图 3    同种细菌的“僵尸效应”

(a)大肠杆菌，(a)嗜水气单胞菌，(c)无乳链球菌，(d)芽孢杆菌，(e)鮰爱德华氏菌。单因素方差分析，与对照处理的平均值±SD相比，

ns表示无显著差异，*表示p <0.05，**表示p <0.01。下同

Fig. 3    The "zombie effect" of the same kind of bacteria
(a) E. coli, (a) A. hydrophila, (c) S. agalactiae, (d) B. subtilis, (e) E. ictalurid. These data are expressed as the mean ± SD relative to the control. ns no
significant difference vs. control; *p < 0.05 vs. control; **p < 0.01 vs. control. The same below
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研究的大肠杆菌电镜图相似，都说明细胞膜在

Ag+的作用下受到了极大的损伤，并且阻断了细

胞内容物与细胞膜的联系。10 mg/L Ag+处理的嗜

水气单胞菌和无乳链球菌细胞内部形成纤维状

结核，这与王晓岚等 [33]和Feng等 [34]的研究结果一

致，说明Ag+已经入侵到细胞内部，可能改变了

其生理生化性质。本研究结果将为水产动物的

病害防控提供参考，并且为“无抗”药物筛选提供

新的参考。

资英娟和李岩为并列第一作者。
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图 4    异种细菌之间“僵尸效应”的传递

(a)Ag+处理后的嗜水气单胞菌再作用于大肠杆菌，(b)Ag+处理后的嗜水气单胞菌再作用无乳链球菌，(c)Ag+处理后的嗜水气单胞菌再作

用枯草芽孢杆菌，(d)Ag+处理后的嗜水气单胞菌再作用鮰爱德华氏菌，(e)Ag+处理后的无乳链球菌再作用大肠杆菌，(f)Ag+处理后的无

乳链球菌再作用嗜水气单胞菌，(g)Ag+处理后的无乳链球菌再作用枯草芽孢杆菌，(h)Ag+处理后的无乳链球菌再作用鮰爱德华氏菌

Fig. 4    Transmission of "zombie effect" between different bacteria
(a)Ag+ treated A. hydrophila reprocessed E. coli,  (b) Ag+ treated A. hydrophila reprocessed S. agalactiae,  (c) Ag+ treated A. hydrophila reprocessed B.
subtilis, (d) Ag+ treated A. hydrophila reprocessed E. ictaluri, (e) Ag+ treated S. agalactiae reprocessed E. coli, (f) Ag+ treated S. agalactiae reprocessed
S. agalactiae, (g) Ag+ treated S. agalactiae reprocessed B. subtilis, (h) Ag+ treated S. agalactiae reprocessed E. ictaluri
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Mechanism underlying prolonged antibacterial effect of silver ion

ZI Yingjuan 1,     LI Yan 1,     LI Feng 1,     YANG Minxuan 1,     ZHAO Lijuan 1,    
LI Fenglin 1,     LIN Li 1*,     QIN Zhendong 1,2*

(1. Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, Zhongkai University of

Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225, China;
2. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Fishery Drug

Development, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Aquatic Animal Immune
Technology, Guangdong Province, Guangzhou    510225, China)

Abstract: Drug resistance mainly caused by the abuse of antibiotics is becoming more and more serious, therefore
there is an urgent need to develop novel antibacterial agents. Due to its safety, non-resistance, and high stability,
the antibacterial  activity of  silver ion (Ag+)  has attracted the attention of more and more researchers.  In order to
explore the antibacterial mechanism of Ag+,  several common aquatic bacteria, named (Escherichia coli, Aeromo-
nas hydrophila, Streptococcus agalactiae, Bacillus subtilis, Edwardsiella ictaluri), were used to test the Ag+ toler-
ance or bactericidal activity and its "zombie effect" (the bacteria killed by Ag+ can kill other fresh bacteria). The
results of tolerance experiments of bacteria to Ag+ showed that Ag+ had significant growth inhibition on the all five
bacteria. The higher concentration of Ag+, the more apparent "zombie effect" was observed between the same spe-
cies of bacteria as well as different species of bacteria. To further investigate the mechanism underlying of the anti-
bacterial activity of Ag+,  the Ag+ treated A. hydrophila and S. agalactiae were observed by transmission electron
microscopy (TEM). The TEM results demonstrated that Ag+ could cause the separation of the cytoplasmic mem-
brane (CM) from the cell wall and discharge of cytoplasmic organelles, so as it could cause the lysis of the bac-
terial  cell  wall.  In  summary,  this  study reveals  the  prolonged antibacterial  mechanism of  Ag+ which will  pave  a
new way for the development of novel antibacterial agents.

Key words: silver ions; bacteria; prolonged antibacterial mechanism; zombie effect
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图版 Ⅰ    不同银离子浓度处理的嗜水气单胞菌和无乳链球菌的电镜图

1~2. Ag+未处理的嗜水气单胞菌，5~6. 10 mg/L的Ag+处理后的嗜水气单胞菌，9~10. 40 mg/L的Ag+处理后的嗜水气单胞菌，3~4. Ag+未处

理的无乳链球菌，7~8. 10 mg/L的Ag+处理后的无乳链球菌，10~11. 40 mg/L的Ag+处理后的无乳链球菌

Plate Ⅰ    TEM of A. hydrophila and S. agalactiae treated with different concentrations of silver ions
1-2. untreated A. hydrophila，5-6. 10 mg/L Ag+ treated A. hydrophila，9-10. 40 mg/L Ag+ treated A. hydrophila，3-4. untreated S. agalactiae，7-8. 10
mg/L Ag+ treated S. agalactiae，11-12. 40 mg/L Ag+ treated S. agalactiae
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