
第
$0

卷!第
##

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
A:<"$0

!

9:"##

!

ZZ

$(#0/$(!$

!)#0

年
##

月
!!!!!!!!!!! !

5

Z

G'?;:B':

ZV

%@.5

Z

G'?;%<T@%<

V

B=B 9:LG+&G;

!

!)#0

!
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要
!

在食品和环境监测中!大肠杆菌是一个重要指标细菌!因此!对大肠杆菌的监测和灭菌效果也引起

了人们广泛的关注"基于荧光光谱检测技术具有的灵敏度高%速度快%稳定性强等优点!利用荧光光谱技术

研究了大肠杆菌的发射峰强度与大肠杆菌浓度的内在变化规律!得到了一种更加方便%快捷%监测浓度更低

的大肠杆菌计数方法"采用
!*0@+

的激发光照射大肠杆菌水溶液!得到大肠杆菌的荧光发射光谱,改变大

肠杆菌溶液的浓度!得到不同浓度大肠杆菌溶液的荧光光谱!并分析大肠杆菌特征峰强度与大肠杆菌浓度

的关系"在此基础上!利用荧光光谱技术研究了银纳米颗粒对大肠杆菌荧光发射的影响!分析了银纳米颗粒

对大肠杆菌的灭菌效果!结果表明(#

#

$当
!*0@+

的激发光照射大肠杆菌水溶液时!大肠杆菌分别在
$$!

和

,!-@+

两处有明显的荧光特征峰,荧光特征峰强度随着大肠杆菌浓度降低而降低,当大肠杆菌浓度小于

!)2

时!

$$!

和
,!-@+

处特征峰强度与大肠杆菌溶液的浓度均呈线性关系"#

!

$当大肠杆菌水溶液中加入银

纳米颗粒时!在
,

个小时内!银纳米颗粒的作用时间越长!大肠杆菌的荧光特征峰越弱!即灭菌率越高,增

加银纳米颗粒的浓度或者提高环境温度!均可提高银纳米颗粒对大肠杆菌的灭菌率"本文的研究结果对食

品%环境等中大肠杆菌的计数和灭菌研究有参考意义"
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大肠杆菌是无芽孢的原核生物!通常寄居在人和动物的

肠道内)

#/!

*

"正常情况下!大肠杆菌是人体的益生菌!不仅能

竞争性抵御致病菌的进攻!而且能合成维生素
\

和
e

!与人

体互利共生"

!)

世纪中叶!欧洲等国爆发出血性腹泻!

4=/

<G

V

)

$

*等对病因调查后!发现了致病性大肠杆菌
#̂-3oP3

"

时至今日!研究人员发现很多起食物中毒事件的源头都是致

病性大肠杆菌)

,/-

*

"因此!有必要对大肠杆菌的生长进行监

测!因监测大肠杆菌的过程伴随着其自身的生长及衍生!所

以需要开发一种综合监测大肠杆菌浓度和生长曲线特征的方

法"

纳米银颗粒具有安全%高效%无耐药性及广谱抗菌等特

点!可杀死数百种微生物!是最新一代的天然抗菌剂)

(/3

*

"

如!纳米银可以与细胞内的线粒体作用产生具有强氧化性的

活性氧!使其失去生物活性!导致细胞凋亡)

*

*

,纳米银可以

与细菌的细胞壁发生化学反应!破坏菌体的细胞壁)

0

*

,纳米

银可以降低伤口创面感染!具有良好的止血效果)

#)

*

,纳米银

在心血管疾病中可以降低那些需要留置静脉针患者的感染

率"但是银纳米颗粒对大肠杆菌的灭菌效果还有待研究"

常用的测量大肠杆菌浓度的方法为微生物计数法!这种

方法既可以了解大肠杆菌的浓度!也可以研究其生长特征!

但是传统的平板菌落计数法!耗时长!操作方法相对复

杂)

##

*

"荧光光谱检测法具有灵敏度高%速度快%稳定性强等

特点!因此可以利用荧光光谱检测技术研究大肠杆菌的荧光

特征!进而研究纳米银对大肠杆菌的灭菌率"
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仪器与参数

N850))

型多功能型光谱仪#
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$!激

发光光源为氙灯!波长为
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!发射光谱扫描范围为

$#)

!
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"摇床#米欧!

U5/!)

$!离心机#赛洛捷克$"
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主要试剂

大肠杆菌#固体!

TYEE!-0!!

标准菌株!

-i

保存$!

8\

液体培养基)干粉!
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#胰蛋白胨$*!柠檬酸钠#分析

纯$!硝酸银#分析纯$!生理盐水!和去离子水"

@%8

!

银纳米颗粒的制备

将
)")!

F

柠檬酸钠溶解于
!+8

去离子水中!待用"将

)")#*

F

硝酸银溶解于
#))+8

去离子水中!加热至
0)i

后!

逐滴滴入已配好的柠檬酸钠溶液!保持
0)i

!

$)+=@

后冷

却至室温!得到均匀分布的%平均半径约为
!*@+

的银纳米

颗粒"

@%>

!

大肠杆菌溶液的配制

#

#

$一代大肠杆菌溶液配制(在无菌环境中将
)")!,

F

大

肠杆菌菌种接种至
!+8

配制好的无菌培养液中!

$3i

环境

下!用摇床#

#!);

'

+=@

1#

$震荡培养
!,J

!然后放入离心机!

!)));

'

+=@

1#离心
#)+=@

!用无菌吸管吸除上层液体!得

到一代大肠杆菌溶液"

#

!

$二代大肠杆菌溶液配制(将
-))

"

8

一代大肠杆菌溶

液!加入
-)+8

无菌培养液中!

$3i

环境下!用摇床#

#!);

'

+=@

1#

$震荡培养
!,J

!得到二代大肠杆菌溶液"取
!+8

二代大肠杆菌溶液放入到
,+8

离心管中!在离心机中
!)))

;

'

+=@

1#离心
#)+=@

!无菌吸管吸除上层液体!加入
,+8

生理盐水!重复
$

次!即制成所需的大肠杆菌溶液"

!

!

结果与讨论

!%@

!

大肠杆菌荧光强度与大肠杆菌浓度的关系

用
!*0@+

的激发光照射配好的大肠杆菌溶液!得到大

肠杆菌的荧光光谱!如图
#

所示"从图中可以看出
$$!@+

附

近有一个非常宽的强发射峰!

,!-@+

附近有一个非常弱的

发射峰"通过查阅文献得知
$$!@+

附近处的发射峰是由蛋

白质中氨基酸的酪氨酸和色氨酸相互叠加产生的!

,!-@+

附近的发射峰是由核酸和
9T6P

叠加产生的)

#!

*

"

图
@

!

大肠杆菌荧光发射光谱
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$

%@

!

"4:0/,*-,)-,,(#**#0)*

+

,-./'019%-04#

!!

为了更好的研究大肠杆菌浓度与荧光发射强度之间的关

系!实验得到了
##

个不同浓度的大肠杆菌溶液的荧光光谱!

荧光光谱的形状与图
#

相似!但峰值略有不同"图
!

给出了

$$!

和
,!-@+

处荧光特征峰的强度随大肠杆菌浓度变化的

关系!其中!#

%

$为
$$!@+

的荧光特征峰强度随大肠杆菌浓

度变化的关系!#

&

$为
,!-@+

的荧光特征峰随大肠杆菌浓度

变化的关系"从图中可以看出!随大肠杆菌浓度的增加!

$$!

和
,!-@+

处特征峰的强度也随之增大"

图
!

!

大肠杆菌浓度与荧光特征峰强度的关系
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利用软件
4̂QUQ9*"-

对图
!

中的数据进行拟合!得到

大肠杆菌浓度和荧光强度间的关系曲线!如图
$

所示"图
$

#

%

$为大肠杆菌浓度在
#2

!

#))2

之间变化时!

$$!@+

荧光

特征峰强度随大肠杆菌浓度变化的曲线!拟合公式为(

0

l

!)3)0"$$O#-#)3"!(813$"),8

!

!相关系数
2l)"00(0,

"

从拟合公式可以看出!当大肠杆菌浓度较低时!大肠杆菌的

特征峰强度与浓度呈线性关系"任取大肠杆菌的浓度为

#)2

!此时!

8l#)

!

0

l!)3)0"$$O#-#)3!"(13$),

!由此

可见!

3$"),8

! 对#

%

$的拟合公式的影响可以忽略不计"当大

肠杆菌浓度较高时!大肠杆菌的特征峰强度与浓度呈非线性

关系"任取大肠杆菌的浓度为
()2

!此时
8l()

!

0

l

!)3)0"$$O0)(,$-"(1!(!0,,

!此时
3$"),8

! 的数值不可

忽略不计"当大肠杆菌浓度在
#2

!

!)2

区间变化时!

$$!

@+

荧光特征峰强度随大肠杆菌浓度变化的曲线拟合公式可

写为(

0

l##,$)"0!O#-3!(")$8

!相关系数
2l)"00-)0

!

拟合公式所对应的曲线如图
$

#

%

$中的插图所示!表明大肠杆

菌浓度在
#2

!

!)2

区间变化时!大肠杆菌的特征峰强度与

浓度呈线性关系"图
$

#

&

$为大肠杆菌浓度在
#2

!

#))2

之

间变化时!

,!-@+

荧光特征峰强度随大肠杆菌浓度变化的

曲线!拟合公式为(

0

l,3((",#O#,*,")08

!相关系数
2l

)"00$3$

"可以看出!

,!-@+

处峰值与大肠杆菌浓度整体呈

线性关系"

!!

根据朗伯
/

比耳吸收定律
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图
!

!

荧光特征峰强度随大肠杆菌浓度变化的拟合曲线!"

"

#

!!#$%

!插图为大肠杆菌浓度小于
#&'

时!

!!#$%

处

峰值强度与大肠杆菌浓度的关系!"

(

#

)#*$%
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;

0<"$

-

,$

-

=,/<>.057,05$04$/2"/,5$

!"

"

#
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/
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9
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9
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(

#

?4":,$/4$8,/
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"/)#*$%

!

!

"

!

"

"

#

#

#"

#!

$%

# "

#

#

式中$

!

!

为吸收的光量$

!

为摩尔吸光系数$

$

为液池的厚

度$

%

为样品的摩尔浓度%得出荧光发射强度
!

$

与入射光强

度
!

"

及荧光量子产率
"

的关系

!

$

"

!

!

"""

!

"

"

#

#

#"

#!

$%

#

""

!

"

"

#

#

%

#

&'("(

!

$%

# "

&

#

可知&当荧光物质含量较低时$荧光强度与物质的浓度成正

比%大肠杆菌浓度的大小与溶液中大肠杆菌活体的数量有

关$当大肠杆菌浓度较低时$大肠杆菌溶液总的荧光强度可

以看成由溶液中每个大肠杆菌个体发出的荧光叠加而成$因

此$

&")

浓度以下大肠杆菌在
((&*+

处特征峰强度和
,&-

*+

处特征峰强度与大肠杆菌活体数量呈线性关系%当大肠

杆菌浓度增加到一定值以后$即使大肠杆菌浓度继续增加$

在光斑照射范围以外的大肠杆菌无法直接接收光的照射$且

((&*+

处的荧光特征峰是蛋白质中的氨基酸发射的$蛋白

质在细胞中含量较多$荧光发射谱可能会受到大肠杆菌内蛋

白质以外的其他物质的影响$因此$荧光强度与浓度间不再

呈线性关系%而发射
,&-*+

荧光特征峰的是辅酶和酶类物

质$在细胞中存在的量很少$荧光强度较弱$当大肠杆菌浓

度增加时$荧光强度也随之增加$但整体强度较低%

#.#

!

银纳米颗粒灭菌的研究

&'&'#

!

时间对银纳米颗粒灭菌的影响

取
#+.

配制好的大肠杆菌溶液$加入
(+.

生理盐水$

确保大肠杆菌浓度低于
&")

%记样品
#

$作为空白对照组%

取
#+.

配制好的大肠杆菌溶液$加入
&'-+.

生理盐水和

"'-+.

银纳米颗粒溶液$记样品
&

%

样品
#

和样品
&

各配制
/

份$放置在
(01

环境中$每间

隔
#2

测量一份样品
#

和样品
&

在
(#"

!

--"*+

范围内的荧

光光谱%两种样品中的大肠杆菌荧光光谱的形状与图
#

相

似$但峰值略有不同$如图
,

所示%

图
)

!

"

"

#未加入银纳米颗粒的大肠杆菌荧光光谱$"

(

#加入

银纳米颗粒的大肠杆菌荧光光谱

+,

-

.)

!

"

"

#

+71524804$048

9

40/2"56>.057,=,/<51/8,7342$"$5@

9

"2/,0748

!"

(

#

+71524804$048

9

40/2"56>.057,=,/<8,7@

342$"$5

9

"2/,0748

!!

从图
,

"

!

#可以看出$随着时间的延长$

((&

和
,&-*+

处

特征峰的强度变化不大%从图
,

"

3

#可以看出$加入银纳米颗

粒后$大肠杆菌在
((&*+

处的荧光特征峰强度随着时间的

延长而逐渐降低$而
,&-*+

处特征峰的强度变化不大%

在图
,

"

3

#所给出的荧光光谱中$溶液中不仅含有大肠杆

菌$而且含有一定量的银纳米颗粒$因此$有必要在图
,

"

3

#

中去除银纳米颗粒的荧光光谱%银纳米颗粒溶液的荧光光谱

图如图
-

所示%从图中可以看出$银纳米颗粒溶液在
(&#

和

,&-*+

处有发射峰$将影响大肠杆菌在
((&

和
,&-*+

处特

征峰的强度%因此$加入银纳米颗粒的大肠杆菌真实的荧光

光谱
!

$应该用加入银纳米颗粒的大肠杆菌的荧光强度
!

"

$

减去银纳米颗粒的荧光强度
!

&

$即 "

!4!

"

5!

&

#%

!!

因为大肠杆菌浓度较低时$其荧光特征峰的强度和大肠

杆菌的浓度成正比$因此$可以用特征峰的强度表征大肠杆

#&/(
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菌的浓度$进而计算银纳米颗粒的灭菌率"

)

#

4

"

!

%

5!

#'

!

%

$

其中
!

%

为大肠杆菌荧光强度$

!

为加入银纳米颗粒后大肠杆

菌真实荧光强度%图
/

给出了
((&

和
,&-*+

特征峰对应的

银纳米颗粒的灭菌率随时间的变化$从图
/

中可以看出&银

纳米颗粒溶液与大肠杆菌反应
,2

内$灭菌率与反应时间成

正比!

,

!

/2

内$灭菌率趋于平稳$不再增长%灭菌过程中

大肠杆菌
((&*+

处的特征峰的强度变化比
,&-*+

处的要

大$说明银纳米颗粒主要破坏蛋白质中的氨基酸$而对核酸

和
6789

的破坏作用较小%

图
*

!

银纳米颗粒溶液的荧光光谱图

+,

-

.*

!

+71524804$048

9

40/2"568,7342$"$5

9

"2/,07488571/,5$

图
B

!

银纳米颗粒的灭菌率随时间的变化

+,

-

.B

!

C<4247"/,5$8<,

9

(4/=44$8/42,7,D"/,5$

2"/4568,7342$"$5

9

"2/,074"$A/,%4

&'&'&

!

银纳米颗粒浓度及温度对灭菌的影响

取
#+.

配制好的大肠杆菌溶液$分别加入
"

$

"'-

$

#

$

#'-

$

&

$

(+.

银纳米颗粒溶液$和
(

$

&'-

$

&'

$

#'-

$

#

$

"'-

$

"+.

生理盐水$配制方法如表
#

所示$得到不同浓度的银纳

米颗粒溶液$其中样品
#

是空白对照组%

!!

参照表
#

配制实验样品$每个样品配制
(

份$分别放置

在
&"

$

("

和
(01

环境下反应
,2

$然后按照样品编号逐一测

量其在
(#"

!

--"*+

范围内的荧光光谱%用
((&*+

处特征

峰强度表征相应浓度的大肠杆菌$灭菌率随银纳米颗粒加入

量的变化关系如图
0

所示%从图
0

中可以看出$银纳米颗粒

的加入量及银纳米颗粒与大肠杆菌相互作用时的温度都对灭

菌率有影响%即随银纳米颗粒溶液加入量的增加$灭菌效果

也随之增大!温度越高$银纳米颗粒的灭菌率越大$本实验

中灭菌效果最好的是
(01

%

表
E

!

不同浓度银纳米颗粒溶液实验样品配制表

C"(74E

!

F"%

9

74

9

24

9

"2"/,5$/"(74=,/<A,66424$/

05$04$/2"/,5$8568,7342$"$5

9

"2/,0748

样品编号
大肠杆菌

溶液'
+.

生理盐水

'

+.

银纳米颗粒

溶液'
+.

样品总量

'

+.

# # ( " ,

& # &'- "'- ,

( # & # ,

, # #'- #'- ,

- # # & ,

/ # " ( ,

图
G

!

不同温度下大肠杆菌的灭菌率随

银纳米颗粒加入量的变化关系

+,

-

.G

!

C<4247"/,5$8<,

9

(4/=44$/<48/42,7,D"/,5$2"/456>.057,

"$A/<4"%51$/568,7342$"$5

9

"2/,0748"/A,66424$//4%@

9

42"/124

#.!

!

银纳米颗粒杀死大肠杆菌的原理

生物体内有很多酶$这些酶是功能型蛋白质$参与细胞

生命代谢活动$催化细胞体内的各种生化反应$是活细胞生

命活动的必需物质%有研究表明$酶的活性与直接相关的氨

基酸有关$这些氨基酸被称为酶的活性中心%酶活性中心实

现催化作用的必需氨基酸基团$主要包括&羟基(巯基(咪

唑基(酚羟基(氨基%若通过化学修饰改变这些基团$则酶

活性丧失$这将影响细胞正常生命活动$致使细胞死亡%

银纳米颗粒遇到大肠杆菌后$能吸附在细胞壁表面$甚

至穿过大肠杆菌细胞壁进入菌体$与体内蛋白酶中半胱氨酸

的巯基中的
:

离子结合$使得巯基中的
9

离子游离出去$改

变了半胱氨酸的结构$破坏了蛋白酶必需活性基团$致使蛋

白酶丧失活性$从而使大肠杆菌的呼吸代谢被阻断$最终窒

息死亡%在这个过程中$引起了整个蛋白质的构象变化$从

而引起色氨酸(酪氨酸的荧光光谱降低%

(

!

结
!

论

!!

利用荧光光谱技术研究了大肠杆菌浓度在
#)

!

#"")

区间内的发光特性$以及银纳米颗粒对大肠杆菌的灭菌效

&&/(
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果$研究结果表明&

"

#

#大肠杆菌在
((&

和
,&-*+

处有荧光特征峰%大肠杆

菌浓度低于
&")

时$

((&*+

处特征峰强度与大肠杆菌浓度

呈线性关系!大肠杆菌浓度高于
&")

时$

((&*+

处特征峰

强度与大肠杆菌浓度呈非线性关系%而
,&-*+

处特征峰强

度与大肠杆菌浓度整体呈线性关系%

"

&

#银纳米颗粒对大肠杆菌有灭菌作用$随银纳米颗粒

与大肠杆菌作用时间的延长$灭菌率持续增加$但
,2

后$

灭菌率几乎不再增加%

"

(

#银纳米颗粒浓度越高$灭菌率越高!银纳米颗粒与

大肠杆菌作用的环境温度越高$灭菌率越高%

综上所述$利用荧光法可以更加简单(快速地对大肠杆

菌计数$进一步提高荧光法的应用范围%

H46424$048

)

#

*

!

<=>>%?+!**7:

$

@A*BC

$

@=D2

E

A*FG7*!?GH2%+G

$

&""&

$

0,

"

,

#&

;"(G

)

&

*

!

<=*F9

$

I!%J+*%K7FG7*!?

L

>=M!?I=AM2%+=D>K

L

$

&""&

$

("(

"

&

#&

#N/G

)

(

*

!

@=?%

L

.O

$

@%+=D@:

$

9%?

P

%KDA*@:

$

%>!?G6%QB*

P

?!*RFAJK*!?A$<%R=M=*%

$

#;N(

$

("N

"

#&

#&

/N#G

)

,

*

!

SM2A!TF

$

HA*>K%K!DH7GHJKKGS

E

=*GU*$%M>G8=DG

$

&"##

$

&,

"

-

#&

,0NG

)

-

*

!

6!2!K:F

$

V2!*J+9

$

:2=+!D!W=VG7K

E

*GF7

P

K=MGI=A?G:M=G

$

&"#"

$

-

"

/

#&

/NG

)

/

*

!

.!+D!?V

$

V=+:O

$

FJ*

P

F9

$

%>!?G<

L

MA3=A?A

PL

$

&"##

$

(;

"

(

#&

#;,G

)

0

*

!

XJ

Y

K!?::GT!**=M!M=R

&

7RZ!*M%R<!>%K=!?D.%>>%KD

$

&"#-

$

/

"

#&

#&

#",(G

)

N

*

!

:2K=Z!D>!Z!D:

$

I%K!T

$

@A

L

7

$

%>!?G6!*A>%M2*A?A

PL

$

&""0

$

#N

"

&&

#&

&&-#"(G

)

;

*

!

<!>DJ+JK![

$

[AD2=W!>!V

$

VJ*=D!W=:

$

%>!?G7

EE

?=%R!*RB*Z=KA*+%*>!?<=MKA3=A?A

PL

$

&""(

$

/;

"

0

#&

,&0NG

)

#"

*

!

<!R2J+!>2=V

$

VJ+!K\T:

$

732=?!D2:

$

%>!?GFG<!>%KG:M=G]<!>%KG<

$

&"#"

$

&#

"

&

#&

N"0G

)

##

*

!

\!KW:B

$

V=+FX

$

.%%:[G:\UB

$

&"#,

$

;"((

"

#-

#&

;"((-6G

)

#&

*

!

[J!*[

$

9J!*

P

V

$

H2!*

P

<

$

%>!?G7*!?

L

>=M!?I=AM2%+=D>K

L

$

&"#/

$

,;,

&

,/G

F/1A

;

5$>I057,J0/,3,/

;

"$AF/42,7,D"/,5$>6640/K"84A5$+71524804$04

F

9

40/25805

9;

O^[=*

P

$

C9^\!*]

E

!*

$

_UBO%*]

Y

=*

P

$
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