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摘要    在十六烷基三甲基溴化胺(CTAB)保护下制得 30~50 nm 的氧化亚铜(Cu2O)
微粒, 在此基础上以常见的致病菌金黄色葡萄球菌(S.a)为模型研究了 Cu2O 纳米微

粒对细菌的毒副作用. 通过测定Cu2O纳米微粒对S.a的最小抑菌浓度(MIC), 用流式

细胞术(FCM)研究其对金黄色葡萄球菌形态的改变及杀菌作用, 并通过暗场显微成

像和扫描电镜图对照揭示了氧化亚铜纳米微粒抑菌杀菌的可能机理. 结果表明, 
Cu2O 纳米微粒通过吸附在金黄色葡萄球菌表面破坏细胞壁致使细胞结构发生严重

变化, 从而影响其形态与功能, 再进一步损伤膜结构导致通透性的改变从而达到抑

菌杀菌的作用. 
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纳米科学技术的飞速发展为我们的生产和生活

方式带来了革新与希望 [ 1,2]. 在生物医学领域中将药

物研磨成纳米状态以利于吸收; 通过磁性纳米颗粒

靶向给药以治疗病变部位而不影响正常组织和器 
官[3]. 此外利用纳米技术解决普遍存在的微生物对抗

生素的耐药以及药效提高等领域均取得了一些积极

成果[4]. 就在人们逐渐认识纳米科学技术的优点和其

潜在的巨大市场时, 一个新的问题也随之诞生—— 
纳米生物负效应即纳米毒理学, 它涉及到纳米材料

与生物体相互作用后可能产生的生物安全问题 [5~8]. 
目前的研究对象主要集中在碳纳米材料、磁纳米颗

粒、脂质体以及半导体荧光量子点等生物负效应方面,  
所涉及到的生物体有原核细胞, 真核细胞以及动物

个体, 如二氧化钛与单壁碳纳米管对大肠杆菌的损

伤作用[9,10], 量子点的细胞毒性[7]以及单壁碳纳米管

对小鼠肺部毒性研究[11]等.  

纳米氧化亚铜是一种新型的半导体光催化材料,  
属于典型的金属缺位P 型半导体, 很容易在太阳光

的辐射下引发光催化反应[12], 将来可能成为新型潜

在的光催化材料而被广泛应用. 然而其与生物体将

会发生如何的作用我们知之甚少[13]. 本文利用模式

生物金黄色葡萄球菌(S.a)为研究对象, 通过生物学

的试验方法和化学的表征手段对它们的相互作用进

行了探讨.  

1  主要仪器 
流式细胞仪(BECMAN COULTER Epics XL  

型 ), 扫 描 电 镜 (HITACHI S-4800), 暗 场 显 微 镜

(OLYMPUS BX51), SPX 型智能生化培养箱(宁波东

南仪器有限公司), 台式冷冻恒温振荡器(太仓市实验

设备厂), 漩涡振荡器(海门市其林贝尔仪器制造有限

公司).  
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2  实验部分 

2.1  氧化亚铜纳米微粒的合成 

根据文献[14~16], 在 1.6 × 10−3 mol/L的CuSO4

溶液中, 控制 CTAB浓度为 0.016 mol/L , 加入还原

剂NaBH4 使其终浓度为 0.028 mol/L, 漩涡混匀, 27℃
反应 16~18 h得到粒径为 30~50 nm的氧化亚铜纳米微

粒.  

2.2  氧化亚铜纳米微粒对 S.a的最小抑菌浓度 

S.a的培养: 从活化的S.a固体培养基平板上挑取

单菌落接种到肉汤培养基中, 在恒温摇床里以 37 , ℃

200 r/min培养 6~8 h, 加入氧化亚铜微粒, 参考抗生

素倍比稀释的抑菌方法[17]确定氧化亚铜微粒对S.a的
最小抑菌浓度(MIC), 37℃培养 24 h左右以肉眼观察

没有细菌生长的最低氧化亚铜浓度为MIC.  

2.3  流式细胞术测定氧化亚铜纳米微粒及 CTAB
与 S.a的作用 

流式细胞术的测定: 在 6 支离心管中分别加入 1 
mL 已培养好的 S.a 菌液, 2000 r/min 离心 5 min, 将各

管分别编号, 图 1(a)是阴性对照, 图 1(b)加入 75%乙

醇杀死细菌作为阳性对照, 图 1(d)与图 1(f)各加入 5, 
10 μg/mL Cu2O 微粒, 图 1(c)与(e)加入(d)(f)对应浓度

的 CTAB, 以上各管均于恒温摇床 37 , 200℃  r/min 反

应 1.5 h后加入 PI(1 mg/mL)染料, 最终 PI的标记浓度

为 10 μg/mL, 在 4℃冰箱中暗染 10 min. 随后对染色

完毕的细菌进行流式细胞仪的检测. 流式细胞仪每

次检测 10000 个细菌.  

2.4  氧化亚铜纳米微粒与 S.a作用后的显微成像 

暗场显微及扫描电镜的细胞成像观察: 将与氧

化亚铜微粒共同孵育 1.5h的 S.a细菌悬液直接进行暗

场显微成像观察. 扫描电镜样品需脱水处理. 方法为: 
首先加入 25%的戊二醛水溶液使其终浓度为 2.5%, 
37℃固定 30 min 后用 PBS漂洗细菌两次; 然后沿管壁

小心加入梯度酒精(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 无水

乙醇, )和叔丁醇(50%, 70%, 90%, 95%, 100%)进行脱

水固定, 最后将固定好的细菌悬液直接滴到铝片上, 
放入−20℃无霜冰箱干燥 1 h使叔丁醇挥发即得到电镜

样品; 将样品喷金 30 s, 上电镜观察. 观察电压 5 kV.  

3  结果与讨论 

3.1  氧化亚铜纳米微粒对 S.a的 MIC 

最小抑菌浓度是抗菌物质能够抑制病原微生物

生长繁殖的最小浓度. 最初用于抗生素类等药物抑

菌实验之中, 研究如何合理的使用抗生素类药物, 包
括最低的使用剂量, 给药时间以及给药方法等从而

达到良好的治疗目的[18], 通过抑菌实验了解药物是

否可以抑菌以及抑菌性能从而给出合理的用药剂量

和方法. 本实验借鉴抗生素最小抑菌浓度的方法来

测定氧化亚铜纳米微粒对金黄色葡萄球菌的抑制作

用 , 以肉眼观察得出Cu2O微粒对S.a的MIC约为 1 
μg/mL, 即小于 1 μg/mL时金黄色葡萄球菌有生长现

象而大于此浓度时则不会生长, 说明在最小抑菌浓

度试验中氧化亚铜微粒显示出了较强的抑菌性能.  

3.2  流式细胞术测定氧化亚铜纳米微粒及 CTAB
与 S.a作用后荧光与散射光谱的变化 

流式细胞仪获得的信息主要来自特异性荧光信

号及非荧光的散射信号[19]. 从图 1 可以看出, 在未处

理过的阴性对照中S.a的自然伤亡率约为 15.7%(图
1(a)), 用强杀菌剂 75%乙醇杀死后的阳性对照细菌伤

亡率检测到的为 93.4%, 列出了两个浓度对细菌有显

著杀伤作用的氧化亚铜纳米微粒溶液, 分别为 5与 10 
μg/mL, 并设两个CTAB的对照(氧化亚铜合成过程中

引入了一定量的CTAB, 其作为一种表面活性剂对细

菌有一定的损伤作用). 两种浓度氧化亚铜作用之后

的细菌死亡率为 71.8%(图 1(d))与 96.6%(图 1(f)), 而
对应浓度单纯CTAB的杀菌率为 21.1%(图 1(c))与
31.0%(图 1(e)), 只比阴性对照 15.7%略高一些, 证明

在实验中CTAB对S.a有一定影响, 但起主要作用的是

Cu2O微粒.  
散射光的强度及其空间分布与细胞的大小、形

态、质膜和细胞内部结构密切相关, 未遭受任何损坏

的细胞对光线都具有特征性的散射. 在流式细胞术

测量中, 常用前向角(即 0度角)散射(FSC)以及侧向散

射(SSC)两种散射光, 一般而言前者与细胞的大小有

关, 对同种细胞群体随着细胞截面积的增大而增大; 
而后者主要用来获取有关细胞内部颗粒性质的有关

信息.  
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图 1   金黄色葡萄球菌与氧化亚铜纳米微粒及对应浓度的 CTAB 作用的流式细胞图 
横坐标表示 FL3 荧光通道 PI 染料的相对荧光强度的对数值, 纵坐标表示对应荧光强度细菌的数目. (a)金黄色葡萄球菌的阴性对照; (b)阳
性对照(75%乙醇杀死); (d),(f)为 S.a 经 5 与 10 μg/mL 氧化亚铜纳米微粒处理 1.5 h; (c),(e)分别为(d),(f)对应浓度的 CTAB 处理相同时间 

 
图 2 显示了 S.a 与氧化亚铜纳米微粒作用的流式

细胞散射信号分析结果, 横坐标表示前向角散射光

相对强度的数值, 纵坐标表示侧向散射光强度的相

对值. 由图 2((a),(b))可以看出, 阴性对照和浓度较低

的 5 μg/mL Cu2O 作用后细菌的散射比较集中, 图
2((c),(d))所示随着 Cu2O 浓度的增大, 偏离红色区域  

 

 
 
图 2  金黄色葡萄球菌与氧化亚铜纳米微粒作用的流式细胞散射图 
横坐标表示前向角散射光相对强度的数值, 纵坐标表示侧向散射光强度的相对值. (a)阴性对照; (b)~(d)分别为 5, 10 与 15 μg/mL 氧化亚铜

纳米微粒与 S.a 作用 1.5 h 的图谱 
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的细菌就越多, 其前向散射和侧向散射的强度也随

之增加, 表明了细菌的大小以及颗粒性发生了改变. 
推断原因很可能是由于氧化亚铜附着于细菌细胞的

表面破坏了细胞壁及细胞膜, 从而导致渗透压的改

变而进入水使得细胞膨胀因而增大了前向散射, 与
此同时氧化亚铜颗粒也进入细胞内使得侧向散射也

得以增加. 

3.3  氧化亚铜纳米微粒与 S.a作用的显微成像 
分析 

为证明氧化亚铜是否能够吸附在细胞表面, 我
们还进行了暗场显微成像分析以及扫描电镜分析 . 
暗场显微镜利用的视野是暗场照明 , 可分辨 0.004 
μm 以上微粒的存在和运动, 这是普通显微镜(最大分

辨率为 0.2 μm)所不具有的特性, 故可用以观察活细

胞的结构和细胞内微粒的运动等.   
氧化亚铜微粒的合成实验操作容易实现, 且合

成的球形Cu2O纳米颗粒粒径比较均一 , 分散性好 , 
而且实验中合成的Cu2O微粒显示蓝色, 因而可以作

为很好的光散射探针, 应用于暗场显微成像分析[20]. 
图 3(b)为氧化亚铜溶液以 12000 r/min 离心 15 min后
的暗场显微照片, 可以看出黑暗背景下蓝色氧化亚

铜颗粒的聚集物; 图 3(c)为未经处理的S.a, 图 3(d)为
S.a与氧化亚铜作用之后的暗场显微成像图, 可以看

出, S.a被氧化亚铜作用后表面不再是如图 3(c)中的淡

黄色, 而是被蓝色的光环环绕, 说明氧化亚铜颗粒吸

附到了细菌细胞的表面.  
扫描电镜进一步观察发现正常对照细胞表面较

光滑平整, 纳米氧化亚铜与 S.a 作用后的细菌细胞不

仅部分发生了形态变化而且表面也聚集沉淀了大量

氧化亚铜颗粒, 如图 4(b)所示, 更有个别细菌细胞发

生了严重的形变如图 4(c).  
 

 
 
图 3  氧化亚铜纳米微粒与 S.a作用的显微成像分析 
(a),(b)氧化亚铜纳米微粒的扫描电镜及暗场显微成像; (c): S.a 对照

的暗场显微成像图; (d)与 10 μg/mL 氧化亚铜纳米微粒作用 1.5 h
后的 S.a 暗场显微成像图 
 

4  结语 
通过化学方法合成的氧化亚铜纳米微粒, 我们

对微生物学中模式生物之一的 S.a 进行了试验, 利用

微生物学中细菌的培养, 测定最小抑菌浓度的方法, 
并结合光学分析中散射与荧光以及显微成像的表征

手段, 得出氧化亚铜纳米微粒具有较强的抑菌杀菌

的能力, 其可能的作用机理为通过吸附在细菌表面

破坏细胞壁导致细胞结构发生变化从而影响其形态

与功能, 再进一步损伤膜结构导致通透性的改变从

而达到抑菌杀菌的作用.  

 

 
 
图 4  扫描电镜对氧化亚铜纳米微粒与 S.a作用后的细菌细胞成像 
(a) S.a 对照; (b),(c) 为 10 μg/mL 氧化亚铜纳米微粒处理后的 S.a 
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