
http://jeom.scdc.sh.cn:8081　环境与职业医学（J Environ Occup Med）　2017，34（7）· 636 ·

文章编号 : 2095-9982(2017)07-0636-06            中图分类号 : R114            文献标志码 : A

纳米银的银离子释放及其对细胞的毒性作用

孙晋都 1，张帮勇 1，李婷竹 1，高晓洁 1，王君君 1，薛玉英 1，唐萌 1，2

摘要：

［目的］　检测三种纳米银颗粒在不同质量浓度、不同时间、不同溶液下的银离子释放动力学，并探讨纳米银释放银离子

对细胞毒性作用的影响。

［方法］　将无包被20 nm、50 nm纳米银（nano-Ag20和nano-Ag50）和聚乙烯吡咯烷酮包被的20 nm纳米银（nano-Ag20PVP）

颗粒分散于 pH3.6醋酸盐缓冲液、pH6.0醋酸盐缓冲液和 pH7.0去离子水中，配制成银质量浓度为 0.2、0.5、1.0 g/L的悬

液，37℃孵育后超速离心加超滤法分离出银离子，检测银离子含量。将 nano-Ag20PVP分散于细胞培养液中，配制成银质

量浓度为 0、20、40、80、160 mg/L的染毒液，37℃孵育 24 h和 48 h后检测银离子含量。用 nano-Ag20PVP悬液染毒A549和

HepG2细胞，银质量浓度为 0.625、2.5、5、10 mg/L的硝酸银溶液作对照，MTT法比较细胞活力。

［结果］　nano-Ag20PVP分散较好，nano-Ag20和 nano-Ag50有团聚现象。不同的 pH条件下，三种纳米银的银离子含量

与孵育时间呈正相关。相同 pH条件和质量浓度下，nano-Ag20PVP比 nano-Ag20释放更多银离子（P < 0.05）；在 pH7.0

的 1.0 g/L组，nano-Ag50的银离子比率高于 nano-Ag20（P < 0.05）。20 mg/L和 160 mg/L nano-Ag20PVP染毒液中的银离子

比率分别为 0.02%和 0.09%，孵育 24 h和 48 h后仅在 160 mg/L组检测到比率分别为 0.01%和 0.02%的银离子。A549细胞

和HepG2细胞暴露 nano-Ag20PVP染毒液 24 h和 48 h后，细胞内银含量和银离子比率都与染毒液的银质量浓度呈正

相关；暴露 24 h后，HepG2细胞内的银含量高于A549细胞（P < 0.05），暴露 48 h后，HepG2细胞内的总银含量低于

A549细胞（P < 0.05）；暴露 24 h和 48 h后，HepG2细胞内的银离子比率低于A549细胞（P < 0.05）。暴露于 10~160 mg/L的

nano-Ag20PVP 24 h和 48 h后，HepG2细胞的存活率高于A549细胞（P < 0.05）；暴露于 5、10 mg/L的硝酸银 24 h和 48 h后，

HepG2细胞的存活率高于A549细胞（P < 0.05）；在相同质量浓度（5、10 mg/L）下，nano-Ag20PVP染毒组的细胞存活率高

于硝酸银组（P < 0.05）。

［结论］　有包被的纳米银比无包被的纳米银容易释放银离子。nano-Ag20PVP进入细胞后能进一步释放银离子，后者在纳

米银诱导的细胞毒性中发挥重要作用。纳米银对细胞的毒性作用由纳米银颗粒及其释放的银离子共同作用所致。
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Abstract: 

［Objective］　To test the silver ion release kinetics of three kinds of silver nanoparticles under different conditions (such as mass 

concentration, time, and solution) and assess the cytotoxicity of released silver ions.

［Methods］　Uncoated 20 nm, uncoated 50 nm, and polyvinylpyrrolidone coated 20 nm silver nanoparticles (nano-Ag20, nano-Ag50, and 
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纳米银具有广谱抗菌性以及良好的催化性能，被

广泛用于生物医药、日用品、化妆品以及化学工业生

产等与人类密切相关的领域［1-6］。同时，纳米银的体

内外毒性作用备受关注。研究发现纳米银能诱导氧化

应激而产生细胞毒性［7-9］，体内研究发现纳米银主要

靶器官为肝脏和肺脏［10-12］。然而，对于纳米银的体外

动力学研究还相对匮乏。

颗粒大小、形状、团聚状态及表面功能化被认为

是影响纳米银颗粒生物效应的主要因素，此外，银离

子对纳米银的生物效应的影响也值得考虑。有体外研

究报道纳米银在分散液中可以释放出银离子［13］，纳

米银的自身理化特性以及环境对银离子释放的影响

还需要探讨。对于纳米银引起的毒性作用，是由纳米

银颗粒本身引起，还是由其释放的银离子所致，或者

是两者共同引起，目前还尚不明确。

本研究通过超滤法把溶液中的纳米银和银离子进

行分离，再用原子吸收光谱石墨炉法测定纳米银在不

同条件下的银离子含量，然后用纳米银溶液染毒 A549

和 HepG2 两种细胞株，分别检测细胞摄取的纳米银及

其银离子含量，通过比较纳米银和硝酸银对细胞活力的

影响，初步探讨纳米银及其释放银离子在细胞毒效应中

的作用，为探索纳米银毒作用机制提供依据。

1   材料与方法
1.1   材料、细胞来源、主要仪器与试剂

1.1.1   材料与细胞   无包被 20 nm、50 nm 纳米银（nano-

Ag20、nano-Ag50，上海允复纳米科技有限公司，纯

度为 99.99%），聚乙烯吡咯烷酮包被的 20 nm 纳米银

（nano-Ag20PVP，上海沪正纳米科技有限公司，纯度

为 99.99%）。A549 和 HepG2 细胞株购自中国科学院上

海细胞生物研究所。

1.1.2   试剂   DMEM 高糖培养液（GE，美国），胰蛋

白酶（Gibco，美国），胎牛血清（浙江天杭生物科技

有限公司，中国），PBS（武汉博士德生物工程有限公

司，中国），硝酸银（Sigma，美国），nano-Ag 标准溶液

［（GSB G 62039-90，4701），1 000 mg/L，国家钢铁材料测

试中心钢铁研究总院，中国］。其他试剂均为分析纯，

购自国药集团化学试剂有限公司。

1.1.3   主要仪器   JEM-2100 型 透 射 电 镜（JEOL，日

本）；Amicon-Ultra-0.5 离心超滤管（30 KD）（Millipore，

美国）；3423 型 CO2 培养箱（Thermo Scientific，美国）；

TDZ6B-WS 水平离心机（上海卢湘仪器厂，中国）；

nano-Ag20PVP) were dispersed in different pH buffers such as pH3.6 acetate buffer, pH6.0 acetate buffer, and pH7.0 deionized 

water to prepare 0.2, 0.5, and 1.0 g/L suspensions. After incubation at 37℃ , silver ions were separated by ultracentrifugation and 

ultrafiltration for detection. Nano-Ag20PVP were dissolved in cell culture to prepare solutions of 0, 20, 40, 80, and 160 mg/L concentrations, 

then incubated at 37℃ , and followed by silver ion detection after 24 and 48 h, respectively. A549 and HepG2 cells were exposed to nano-

Ag20PVP suspensions, with silver nitrate solution used as positive control, to determine cell viability by MTT assay.

［Results］　Higher degree of dispersion was found in nano-Ag20PVP than in nano-Ag20 or nano-Ag50. In all designed pH 

conditions, the silver ion content of three kinds of silver nanoparticles was positively correlated with mass concentration and time. 

Under same pH and mass concentration conditions, the silver ion ratio of nano-Ag20PVP was always higher than that of nano-Ag20 

(P < 0.05). At pH7.0, the silver ion ratio of nano-Ag50 was higher than that of nano-Ag20 (P < 0.05) in the 1.0 g/L group. The silver ion 

ratios of the 20 mg/L and the 160 mg/L nano-Ag20PVP solutions were 0.02% and 0.09%, respectively. After incubation for 24 h and 

48 h, the silver ion ratios of the 160 mg/L nano-Ag20PVP were 0.01% and 0.02%, respectively. After treatment for 24 h and 48 h with nano-

Ag20PVP, both silver content and silver ion ratio in A549 and HepG2 cells were positively associated with the mass concentration 

of nano-Ag20PVP. After 24 h with nano-Ag20PVP treatment, the content of silver in HepG2 cells was higher than that in A549 cells 

(P < 0.05), but it was lower after 48 h (P < 0.05). After treatment for 24 h and 48 h with nano-Ag20PVP, the contents of silver ion in 

HepG2 cells were lower than those in A549 cells (P < 0.05). After treatment for 24 h and 48 h with 10-160 mg/L nano-Ag20PVP, the 

cell viabilities of HepG2 cells were higher than those of A549 cells (P < 0.05). After treatment for 24 h and 48 h with 5 and 10 mg/L 

silver nitrate, the cell viabilities of HepG2 cells were higher than those of A549 cells (P < 0.05). At the same mass concentration (5 

and 10 mg/L), the cell viability of the nano-Ag20PVP group was higher than that of the silver nitrate group (P < 0.05).

［Conclusion］　Coated silver nanoparticles release more silver ions than uncoated silver nanoparticles. Nano-Ag20PVP could 

still release silver ions in cells, which plays an important role in the cytotoxicity induced by silver ions in selected cell lines. Silver 

nanoparticles and released silver ions jointly induce cytotoxicity.
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5424R 型离心机（Eppendorf，德国）；Epoch 型酶标仪

（Bio Tek，美国）；Q700 型超声细胞破碎仪（Qsonica，

美国）；GFA-7000A 原子吸收光谱仪（岛津，日本）；

UB-7 型精密 pH 计（Denver，美国）。

1.2   实验方法

1.2.1   总银含量的测定   采用石墨炉原子吸收光谱法。

将总银含量待检样品加入 3 mL 65%HNO3 消化过夜。

次日加入 2 mL 30%H2O2，于电热板（200℃）上加热消

解，直到液体体积挥发至约 1 mL。使用 2%HNO3 定容

样品至 3 mL，4℃保存待测。使用 nano-Ag 标准溶液配

制质量浓度为 0、2、4、6、8、10 μg/L 的标准溶液，绘制

银标准曲线，检测样品。

1.2.2   溶液中纳米银和银离子的分离   银离子待检样

品先进行超速离心（4℃，20 000×g，20 min），取上清

液 0.5 mL，加入超滤管（30 KD，即孔径 7 nm，银离子

粒径0.28 nm［14］）中，再进行超滤分离（4℃，15 000×g，

20 min），取超滤液，4℃保存待测。

1.2.3   纳米银材料的表征   使 用 含 10% 胎 牛 血 清

DMEM 高糖培养液配制成银质量浓度为 160 mg/L 的母

液，混悬后滴在铜网上，使用透射电子显微镜观察检

测，结果用 Nano-Measurer 1.2.5 软件分析纳米银粒径

分布。再将母液用浓 HNO3 消化检测纳米银的银含量。

1.2.4   溶液中银离子释放的检测   将三种纳米银

（nano-Ag20、nano-Ag50 及 nano-Ag20PVP）分 别 分 散

在 pH3.6、6.0 的醋酸盐缓冲液（根据中国药典配制而

成）和 pH7.0 去离子水中，再分别配制成银质量浓度

为 0.2、0.5、1.0 g/L 的纳米银悬液，共 27 种纳米银溶

液，孵育 0、1、6、12 和 24 h 后超滤分离并检测银离子

含量，每种溶液重复检测 3 次。

1.2.5   细胞培养液中银离子释放的检测   选择分散良

好的 nano-Ag20PVP，用含 10% 胎牛血清的细胞培养

液配制成银质量浓度为 20、40、80、160 mg/L 的纳米

银悬液，于 37℃培养箱孵育 24、48 h 后超滤分离并检

测银离子含量，每种悬液重复检测 3 次。细胞培养液

中的银离子释放较少，采用培养液银离子比率（培养

液中银离子含量 / 培养液中银含量）来描述银离子释

放程度。

1.2.6   细胞内银离子释放的检测   使用 DMEM 高糖培

养液（含 10% 胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100 mg/L 链

霉素）培养 A549、HepG2 细胞，于 37℃、5%CO2 培养

箱中常规传代培养。调整 A549、HepG2 细胞密度为

1×105 个 /mL，分别接种于 6 孔板中，每孔 2 mL。培

养 24 h 后吸去旧培养液，对照组加入细胞培养液，实

验组分别加入 20、40、80、160 mg/L nano-Ag20PVP 悬

液，37℃、5%CO2 培养箱中孵育 24、48 h 后，PBS 洗涤

三次后收集细胞并计数，每个样品取 3×105 个细胞于

新的离心管中，按上述步骤消化处理，检测细胞内银

元素含量。取同样细胞数样品，用超声细胞破碎仪处

理，按上述超滤法分离银离子，检测细胞内银离子含

量。采用细胞内银离子比率（细胞内银离子含量 / 细胞

内银含量）来描述细胞内银离子释放程度。

1.2.7   细胞活力的测定   调整细胞密度，将 A549 和

HepG2 细胞分别以 2×104 个 / 孔、5×104 个 / 孔接种于

96 孔板中，每孔 100 μL。于细胞培养箱贴壁 24 h 后，

对照组加入细胞培养液，实验组加入 5、10、20、40、

80、160 mg/L nano-Ag20PVP 悬 液，用 银 质 量 浓 度 为

0.625、1.25、5、10 mg/L 的 HNO3 作 对 照，每 组 设 定 4

个复孔。培养 24、48 h 后 MTT 法检测细胞活力。

1.3   统计学分析

实验数据均以 x±s 表示。采用 SPSS 17.0 软件进

行统计学分析。各剂量组与对照组比较，若方差齐，

采用 Dunnett-t 检验；若方差不齐，采用 Games-Howell

检验。同剂量组不同时间之间比较采用配对 t 检验，

相同剂量下两细胞株之间的比较用独立样本 t 检验。

检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   纳米银材料的表征

透 射 电 子 显 微 镜 结 果 显 示，3 种 纳 米 银 颗 粒

均 呈 球 形，nano-Ag20PVP 分 散 较 好，nano-Ag20 和

nano-Ag50 有 团 聚 现 象。nano-Ag20PVP、nano-Ag20 和

nano-Ag50 的 粒 径 分 别 为 23.4、22.8、53.6 nm。nano-

Ag20PVP、nano-Ag20 和 nano-Ag50 的 银 含 量 分 别 为

25.5%、99.0% 和 99.5%。

2.2   不同溶液中的银离子释放

如 表 1 所 示，在 pH3.6、6.0 的 醋 酸 盐 缓 冲 液 和

pH7.0 的去离子水中，3 种纳米银的银离子含量均与

孵育时间呈正相关，但在绝大多数情况下，与银质量

浓度未显现正相关。同一质量浓度下，nano-Ag20PVP

的银离子含量明显高于 nano-Ag20（P < 0.05）。在去离

子水的 1.0 g/L 组，nano-Ag50 的银离子含量高于 nano-

Ag20（P < 0.05）。其他两种溶液及其他质量浓度组下，

nano-Ag50 与 nano-Ag20 的银离子含量差异无统计学

意义。
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表1   纳米银在不同溶液中不同孵育时间的银离子含量（n=3）

溶液种类
质量浓度
（g/L）

不同孵育时间的银离子含量（mg/L）
r P

0 h 1 h 6 h 12 h 24 h

pH3.6 醋酸盐缓冲液

nano-Ag20 0.2 0.123 3±0.009 5 0.229 6±0.016 6 0.362 4±0.007 4 0.675 4±0.004 5 0.776 3±0.013 5 0.945 0.015

0.5 0.365 9±0.021 5 0.471 0±0.013 1 0.544 9±0.029 9 0.985 5±0.035 3 1.134 8±0.027 1 0.952 0.013

1.0 0.520 1±0.011 8 0.734 8±0.029 1 0.983 7±0.042 4 1.678 4±0.055 8 1.964 1±0.038 5 0.957 0.011

nano-Ag20PVP 0.2 0.330 6±0.013 1a 0.753 9±0.016 5 a 1.119 6±0.036 9 a 2.421 3±0.015 5 a 2.734 5±0.041 3 a 0.937 0.019

0.5 1.563 1±0.011 1 a 1.964 0±0.018 3 a 2.026 2±0.058 5 a 2.508 0±0.040 0 a 3.104 8±0.032 5 a 0.975 0.005

1.0 1.798 3±0.055 9 a 2.586 2±0.037 9 a 3.090 7±0.029 5 a 5.989 7±0.036 2 a 6.143 2±0.053 1 a 0.907 0.034

nano-Ag50 0.2 0.138 4±0.009 5 0.250 2±0.012 2 0.363 0±0.030 8 0.680 8±0.014 2 0.716 3±0.021 4 0.916 0.029

0.5 0.334 0±0.027 5 0.382 5±0.017 2 0.573 3±0.033 7 0.955 8±0.052 9 1.142 7±0.041 3 0.966 0.007

1.0 0.557 3±0.033 2 0.707 6±0.030 9 0.940 2±0.010 3 1.651 4±0.027 3 1.861 2±0.031 7 0.948 0.014

pH6.0 醋酸盐缓冲液

nano-Ag20 0.2 0.012 8±0.001 1 0.041 2±0.001 6 0.172 4±0.008 6 0.212 5±0.013 7 0.291 5±0.012 2 0.940 0.017

0.5 0.037 4±0.001 1 0.128 8±0.009 1 0.309 5±0.015 6 0.450 4±0.009 6 0.542 9±0.025 7 0.933 0.020

1.0 0.115 0±0.003 3 0.201 1±0.012 6 0.502 7±0.028 9 0.522 5±0.022 8 0.692 2±0.030 3 0.910 0.032

nano-Ag20PVP 0.2 0.045 2±0.005 3 b 0.102 2±0.006 7 b 0.344 6±0.009 6 b 0.524 1±0.021 6 b 0.615 6±0.015 6 b 0.931 0.022

0.5 0.085 2±0.007 3 b 0.172 9±0.009 8 b 0.648 8±0.008 7 b 0.778 8±0.014 8 b 0.879 4±0.016 6 b 0.876 0.051

1.0 0.180 3±0.011 9 b 0.472 3±0.023 7 b 0.776 2±0.030 4 b 0.989 1±0.040 7 b 1.288 8±0.045 7 b 0.942 0.016

nano-Ag50 0.2 0.045 3±0.006 4 0.097 2±0.002 9 0.204 9±0.017 2 0.233 6±0.020 7 0.344 3±0.011 5 0.958 0.010

0.5 0.062 5±0.001 5 0.153 4±0.008 3 0.333 8±0.008 1 0.387 1±0.015 7 0.593 6±0.025 7 0.965 0.008

1.0 0.126 9±0.006 1 0.209 1±0.009 5 0.518 8±0.022 4 0.566 8±0.021 5 0.779 8±0.014 1 0.936 0.019

pH7.0 去离子水

nano-Ag20 0.2 0.225 7±0.015 3 0.267 5±0.011 6 0.687 8±0.030 2 0.816 1±0.051 5 1.221 3±0.039 5 0.974 0.005

0.5 0.624 5±0.026 9 1.089 9±0.016 1 1.765 9±0.060 3 2.478 8±0.016 4 2.548 8±0.028 6 0.884 0.046

1.0 0.923 3±0.020 9 1.955 8±0.049 5 3.151 8±0.063 9 3.281 9±0.041 3 3.066 6±0.059 9 0.684 0.203

nano-Ag20PVP 0.2 1.269 5±0.020 7 c 2.499.1±0.021 1 c 4.826.7±0.029 8 c 8.786 2±0.055 7 c 9.485 9±0.056 8 c 0.923 0.026

0.5 1.968 7±0.031 6 c 4.103.8±0.034 2 c 5.395.7±0.067 7 c 9.529 4±0.071 9 c 10.160 3±0.068 7 c 0.913 0.030

1.0 4.966 3±0.028 9 c 7.006.3±0.069 8 c 11.149.7±0.056 7 c 13.225 5±0.051 8 c 15.738 4±0.054 2 c 0.934 0.020

nano-Ag50 0.2 0.232 6±0.017 8 0.368 9±0.020 6 0.554 4±0.006 5 0.876 8±0.031 6 1.353 1±0.017 9 0.996 0.001

0.5 0.589 6±0.030 2 1.291 9±0.038 1 1.851 7±0.052 2 2.099 5±0.060 8 2.635 9±0.032 8 0.909 0.033

1.0 1.248 8±0.031 7c 2.889 6±0.022 2 c 3.636 2±0.057 6 c 5.494 3±0.060 4 c 6.404 6±0.035 6 c 0.928 0.023

［注］a：与 pH3.6 nano-Ag20相同质量浓度组比较，P < 0.05；b：与 pH6.0 nano-Ag20相同质量浓度组比较，P < 0.05；c：与 pH7.0 nano-Ag20相同质

量浓度组比较，P < 0.05。

2.3   nano-Ag20PVP在细胞培养液中的银离子释放

孵育0 h时，20、40、80和160 mg/L组的银离子比率

分别为 0.02%、0.06%、0.08% 和 0.09%；孵育 24 h 和 48 h

后，20、40 和 80 mg/L 组中检测不到银离子，160 mg/L

组 24 h 和 48 h 的银离子比率分别为 0.01% 和 0.02%。

同样孵育 24 h，表 1 中 nano-Ag20PVP 0.2 g/L 组在去离子

水（pH7.0）中的银离子比率为 4.74%（9.486 mg/0.2 g），

远高于其 160 mg/L（与 0.2 g/L 最接近）组在细胞培养

液（pH7.3~7.4）里的银离子比率（0.01%）。

2.4   nano-Ag20PVP的细胞摄取及细胞内银离子释放

两种细胞内的银含量均与染毒质量浓度呈正相

关。两种细胞 20 mg/L 染毒组 24 h 银含量均低于 48 h

（P < 0.05）；80、160 mg/L 染 毒 组 24 h 银 含 量 均 高 于

48 h（P < 0.05）。4 个染毒组 A549 细胞 24 h 银含量低于

HepG2 细胞；HepG2 细胞 48 h 银含量低于 A549 细胞。

两种细胞内银离子比率与质量浓度呈正相关，但银离

子比率总体表现为 A549 细胞高于 HepG2 细胞。见表 2。

2.5   nano-Ag20PVP和硝酸银对细胞活力影响

如表 3 所示，A549 和 HepG2 细胞暴露于不同银质

量浓度的 nano-Ag20PVP 和硝酸银 24、48 h 后，两种细

胞株细胞存活率与质量浓度呈现负相关。染毒 24 h 后，

nano-Ag20PVP 所有质量浓度组的 A549 细胞和 HepG2

细胞存活率均高于染毒 48 h 组（P < 0.05）。染毒 24 h 后，

nano-Ag20PVP 10、20、40、80、160 mg/L 组的 HepG2 细

胞存活率均高于同等质量浓度下的 A549 细胞存活率

（P < 0.05）。染毒 24、48 h 后，硝酸银 2.5、5、10 mg/L 组

的 A549 和 HepG2 细胞存活率均低于空白对照组（P < 

0.05）。染毒 24 h 后，硝酸银 2.5、5、10 mg/L 组的 A549

和 HepG2 细胞存活率均高于染毒 48 h 组（P < 0.05）。

染毒 24、48 h 后，硝酸银 2.5 mg/L 组的 HepG2 细胞存
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表2   nano-Ag20PVP染毒后细胞内银含量及银离子比率（n=3）

nano-Ag20PVP
（mg/L）

A549 细胞 HepG2 细胞

24 h 48 h 24 h 48 h

银含量（μg/L） 银离子比率（%） 银含量（μg/L） 银离子比率（%） 银含量（μg/L） 银离子比率（%） 银含量（μg/L） 银离子比率（%）

0 ND ND ND ND ND ND ND ND

20 10.2±1.4ab 71.7ab 59.9±8.0b 20.7b 22.9±1.0 25.1a 26.3±4.6 17.8

40 55.2±2.8ab 20.9b 66.3±21.5b 20.1b 84.3±27.2a 5.8a 48.9±4.6 12.6

80 180.4±27.7ab 12.4ab 155.7±20.5b 15.1b 306.6±20.3a 4.0a 129.7±8.4 8.8

160 612.1±44.8ab 4.3ab 416.6±53.6b 9.7b 739.8±51.7a 2.5a 256.7±3.1 5.4

r，P r=0.976，P=0.005　 r=0.987，P=0.002　 r=0.990，P=0.001　 r=0.998，P=0.001　

［注］]ND为未检测到银。a：与 48 h组比较，P < 0.05；b：与相同染毒条件的HepG2细胞比较，P < 0.05。

活率低于同等质量浓度的 A549 细胞存活率（P < 0.05），

5、10 mg/L 组的 HepG2 细胞存活率高于同等质量浓度

的 A549 细胞存活率（P < 0.05）。

染毒 24、48 h 后，5、10 mg/L 的 nano-Ag20PVP 与相

同质量浓度的硝酸银相比较，nano-Ag20PVP 组两种细

胞存活率远高于硝酸银组两种细胞存活率（P < 0.05）。

A549 细胞和 HepG2 细胞染毒 24 h 后，5 mg/L nano-

Ag20PVP 组细胞存活率为 94.41% 和 93.63%，5 mg/L 硝

酸银组细胞存活率为 7.16% 和 15.22%；A549 细胞和

HepG2 细胞染毒 48 h 后，5 mg/L nano-Ag20PVP 组细胞

存活率为 85.83% 和 88.50%，5 mg/L 硝酸银组细胞存

活率为 6.11% 和 9.27%。

表3   nano-Ag20PVP和硝酸银对A549和HepG2细胞
存活率的影响（n=6）

银溶液
（mg/L）

A549 细胞存活率（%） HepG2 细胞存活率（%）

24 h 48 h 24 h 48 h

nano-Ag20PVP

0（空白对照）100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00

5 94.41±5.65abd 85.83±6.41ad 93.63±4.54abd 88.50±4.46acd

10 80.39±3.58abd 72.92±4.2ad 93.02±6.36abcd 81.77±6.51acd

20 65.06±2.22ab 59.86±4.3a 89.58±2.43abc 76.27±4.37ac

40 55.91±4.7ab 52.97±5.7a 84.83±3.46abc 60.25±3.19ac

80 44.91±3.33ab 30.12±3.89a 81.84±2.42abc 40.03±2.57ac

160 34.83±2.42ab 17.06±2.33a 62.06±1.35abc 32.93±4.46ac

r，P r=-0.868，
P=0.011

r=-0.904，
P=0.005

r=-0.979，
P=0.001

r=-0.913，
P=0.004

硝酸银

0（空白对照）100.00±0.00 100.00±0.01 100.00±0.00 100.00±0.00

0.625 95.88±3.30 96.86±6.52 100.26±4.29c 104.94±6.58

1.25 99.52±5.44 98.29±3.53 100.59±2.25 105.20±4.21

2.5 37.87±6.44ab 26.28±4.23a 22.98±6.29abc 11.56±2.14ac

5 7.16±2.27ab 6.11±1.17a 15.22±4.25abc 9.27±1.21ac

10 6.06±1.18ab 5.66±2.10a 14.98±3.16abc 9.07±2.18ac

r，P r=-0.859，
P=0.029

r=-0.828，
P=0.042

r=-0.789，
P=0.062

r=-0.764，
P=0.077

［注］a：与空白对照组比较，P < 0.05；b：与 48 h组比较，P < 0.05；c：

与相同染毒质量浓度的A549细胞比较，P < 0.05；d：与相同染毒

质量浓度的硝酸银组比较，P < 0.05。

3   讨论
纳米银表面容易被氧化，在水、体液、生物体内很

容易释放离子态银（Ag+）［15-16］。生理因素（离子、蛋白

质等）、环境因素（温度、pH、氧气等）、浓度、包被材

料和时间对纳米银的离子释放都有影响［17］。本研究首

先对纳米银在不同溶液（包括 pH）、包被、质量浓度条

件下以及细胞培养液中的银离子含量进行定量检测。

结果发现，纳米银在各溶液中的银离子含量与孵育时

间呈正相关，且纯水中的银离子含量要高于醋酸盐缓

冲液。

本研究发现，nano-Ag20PVP 溶液孵育 24 h 后，在

去离子水中的银离子含量要远高于 10% 胎牛血清细

胞培养液（4.74% > 0.01%）。胎牛血清里含有蛋白质、

多肽、激素和氨基酸等物质，因此推测是细胞培养液

中的大分子和银离子产生络合作用，或是银离子在培

养液中形成银盐沉淀所致。

研究发现，A549 和 HepG2 细胞内银含量和银离

子含量与染毒质量浓度呈正相关，说明纳米银和银离

子可以进入细胞。与 160 mg/L nano-Ag20PVP 培养液

24 h 银离子比率（0.01%）相比较，两种细胞在该条件下

细胞内银离子比率更高（A549 细胞为 4.3%，HepG2 细

胞为 2.5%），这说明纳米银在细胞内存在银离子的进一

步释放。有研究发现，10 mg/L PVP 包被纳米银中银离

子比率为 5.2%，对人肝癌细胞染毒 24 h 后，癌细胞内

银离子比率为 10.3%［18］。另有研究使用 10 mg/L 柠檬

酸包被纳米银对人肝癌细胞染毒 24 h，并使用相同银

含量的硝酸银作为对照，结果发现细胞摄取银含量相

似［19］。结合本实验研究，说明纳米银和银离子不仅都

可以进入细胞，并且纳米银在细胞内会进一步释放一

定量的银离子。

为了研究纳米银的毒性是由其本身引起，还是其
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释放的银离子所致，或者是两者共同作用，本研究中

使用 nano-Ag20PVP 给 A549 和 HepG2 两种细胞染毒，

比较相同银含量的硝酸银（代表银离子）对细胞存活

率的影响，发现相同银含量下，银离子比纳米银有更

强的细胞毒作用。有研究报道银离子的毒性要远大于

纳米银的毒性［19］，课题组使用纳米银对人肝癌细胞

和人正常肝细胞的增殖与凋亡影响的研究也发现类

似现象［20］，结合本实验研究结果，推测纳米银释放的

银离子在细胞毒性上有重要作用。

综上所述，纳米银能在分散液中释放一定量的

银离子，这种释放能力受自身属性及环境因素的影

响。纳米银和银离子都可以被细胞摄取，进入细胞内

的纳米银能更进一步的释放出银离子；由于银离子

的高毒性，所以纳米银的毒性可能主要来自其释放

的银离子。
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