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纳米银温敏喷雾凝胶的毒性试验研究 
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摘  要：目的  为确定用于治疗妇女细菌性阴道炎的纳米银温敏喷雾凝胶的安全性，对其体内外毒性进行研究，为进一步研

发提供依据。方法  采用小鼠急性毒性上下法评价纳米银温敏喷雾凝胶的体内毒性。采用倒置显微镜观察细胞的生长状况（定

性）和噻唑蓝（MTT）比色法（定量）检测不同质量浓度的纳米银温敏喷雾凝胶对小鼠成纤维细胞 L-929 的体外细胞毒性，

并评价相对增殖率。结果  纳米银温敏喷雾凝胶 ig 给药对小鼠半数致死量（LD50）＞5.0 g/kg，表明纳米银温敏喷雾凝胶的

急性毒性较低。纳米银温敏喷雾凝胶质量浓度低于 7.0 μg/mL 时，对细胞的生长无明显抑制作用，但随着剂量的加大和作用

时间的延长，对细胞生长的抑制作用越来越明显，并有一定的剂量依赖趋势，同时细胞在形态学上也出现了一系列变化。结

论  纳米银温敏喷雾凝胶无明显毒性。 
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Toxicity of temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles 

CHEN Mei-wan1, 3, YU Si-qin1, 2, YANG Zhi-wen1, 2, SHEN Fei-hai1, HUANG Zhi-ying1, WU Chuan-bin1, 2 
1. College of Pharmaceutical Science, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China 
2. Research and Development Center of Pharmaceutical Engineering, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China 
3. Institute of Chinese Medical Sciences, University of Macau, Macau 999078, China 

Abstract: Objective  To evaluate the toxicity of temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles which was used for 
the treatment of women bacterial vaginosis. Methods  The acute toxicity study was conducted using main test of up-and-down 
procedure. The cytotoxicity of this agent on rat’s fibroblast L-929 cells was examined with MTT method. MTT assay was performed to 
observe the toxicity of temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles in different dose levels and to evaluate the cell 
proliferation. The morphologic changes of the cells were observed by inverted microscope. Results  The study demonstrated that LD50 

value was above 5 000 mg/kg, which showed low acute toxicity of this gel. No significant inhibitive effect on the growth of L-929 cells 
was observed from inverted microscopy when the concentration of gel was less than 7.0 μg/mL. With increasing dose levels of 
temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles and longer interaction time between this agent and L-929 cells, the 
inhibitive effect on the growth of L-929 cells was increased and showed the tendency of dose dependent. Meanwhile, the morphologic 
changes of the cells were significant. Conclusion  No significant toxicity in vivo and in vitro is found in temperature-sensitive spray 
gel containing silver nanoparticles. 
Key words: temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles; up-and-down procedure; MTT assay; L-929 cells; toxicity 
study 
 

纳米银是伴随着纳米技术和纳米材料研究的兴

起应运而生的一种全新的超微尺寸材料，由于其结

构单元尺寸介于宏观物质与微观原子和分子之间，

表现出特别的表面效应、小尺寸效应、量子尺寸效

应和宏观量子隧道效应，可以轻易地进入病原体[1]，

全面充分接触并攻击病原体，从而发挥更强的生物

效应，具有安全性高，抗菌范围广，持续杀菌时间长

等优点[2]。此外，纳米银的抗菌性能（尤其是对致 
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病的杆菌、球菌、丝菌的杀灭作用）远远高于传

统的银离子杀菌剂（如硝酸银和磺胺嘧啶银）[3]，

还可杀死细菌、真菌、支原体和衣原体等致病微

生物[4-5]。 
纳米银温敏喷雾凝胶是一种新型的用于治疗妇

女细菌性阴道炎的凝胶[6]。该凝胶是将纳米银室温

下以液体方式喷入阴道，在阴道的生理环境下形成

半固体状的凝胶，使纳米银均匀分布和持久滞留在

阴道的炎症病变部位处，大大延长了药物的作用时

间，提高了纳米银的生物利用度，增加了患者的顺

应性。纳米银温敏喷雾凝胶具备一定的物理、化学

性能，还必须具备良好的生物安全性。本研究通过

小鼠急性毒性上下法（up and down procedure，UDP）
和体外细胞毒性试验，初步考察了纳米银温敏喷雾

凝胶的毒性特征，为其进一步研究开发提供依据。 
1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  药品和试剂  纳米银温敏喷雾凝胶由中山大

学药学院药剂教研室研制。 
RPMI 1640 培养液（美国 GIBCO，31800-022），

0.25%胰酶消化液（美国 DIFCO），噻唑蓝（MTT，
美国 Sigma），PBS（武汉博士德，AR0030），胎牛

血清（杭州四季青生物有限公司），二甲基亚砜（上

海金山化工厂）。 
1.1.2  实验动物  SPF 级昆明小鼠，雌性，体质量

18～22 g，由中山大学试验动物中心提供，动物合

格证号：SYXK（粤）2007-0081。 
1.1.3  实验细胞  小鼠成纤维细胞 L-929 由中山大

学药学院赵春顺老师提供。实验用细胞为传代 48 h
生长旺盛的细胞，用细胞培养液配制为 1.0×106/L
的细胞悬液。 
1.1.4  实验器材  DG23022 型酶联免疫检测仪（美

国 Bio-tek），超净工作台（SW—CJ—2FD 型，苏净

集团安泰公司制造），离心机（德国 Eppendorf），微

量加样器（德国 Eppendorf），电子分析天平（Mettler 
tdedo，AB104—S），二氧化碳培养箱（美国 Thermo，
HEPA class 100） 
1.2  体内小鼠毒性试验 
1.2.1  上下法[7-8]  受试药纳米银温敏喷雾凝胶使

用 5.0 g/kg 开展限度试验。每次给药 1 只动物，若

48 h 后该动物存活，第 2 只动物给予高一级剂量，

若 48 h 后该动物死亡，第 2 只动物给予低一级剂量。

当出现在最高剂量下有连续 3 只动物存活，或在 6

只动物中有 5 只连续发生生死转换等情况时，停止

试验，用最大可能性法计算 LD50 值。 
1.2.2  观察和记录  给药期间观察动物的中毒症状

并记录症状出现、消失的时间及死亡情况。当动物

濒临死亡时将其处死，按中毒死亡统计处理。对试

验过程中死亡的动物、因濒死而处死的动物及试验

结束时仍存活的动物进行大体解剖。 
1.2.3 数据处理  每次的给药剂量及动物结果均输

入 AOT425 统计软件，程序将自动给出试验的终点

剂量，并计算 LD50 和 95%置信区间。 
1.3  体外细胞毒性试验 
1.3.1  细胞培养  将小鼠成纤维细胞L-929置于 37 
℃、5% CO2空气培养箱内培养，当细胞生长满培养

瓶底面 80%时，用 0.25%胰蛋白酶消化，用全培养

基制成悬浮液，细胞密度为 1.0×106/L。 
1.3.2  细胞形态学观察  光镜下细胞形态学观察：

纳米银温敏喷雾凝胶溶解于培养基，作用于 L-929
细胞，使终质量浓度为 56、28、14、7、3.5 μg/mL，
同时设溶媒对照组。在纳米银温敏喷雾凝胶处理的

前后，采用倒置显微镜观察和比较 L-929 细胞的形

态和生长情况并拍照。 
细胞形态学分析标准[9]如下，（1）无毒：细胞

形态正常，贴壁生长好，L-929 细胞呈梭形或不规

则三角形；（2）轻微毒性：细胞贴壁生长好，但可

见少数细胞圆缩，偶见悬浮死细胞；（3）中等毒性：

细胞贴壁生长不佳，细胞圆缩较多，达 1/3 以上，

见悬浮死细胞；（4）严重毒性：细胞基本不贴壁，

90%以上为悬浮死细胞。 
1.3.3  噻唑蓝（MTT）比色法[10]  将制备好的单细

胞悬液接种于 96 孔培养板，每孔 100 μL，每组 4
孔，置于 37 ℃、5% CO2 空气培养箱内培养 24 h
后，吸弃原液，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 2 次，

加入上述各质量浓度的纳米银温敏喷雾凝胶 100 
μL，空白组加入 100 μL 新鲜培养液，作用 3 h 后终

止培养，采用 MTT 比色法评价细胞存活能力，每

孔加入 20 μL MTT（5 mg/mL），继续培养 4 h 后吸

弃上清，每孔加入 200 μL 二甲基亚砜（DMSO），

振荡 10 min 至晶体完全溶解，置酶标仪上，在 490 
nm 波长下测各孔吸光度（A）值。 
1.3.4  不同质量浓度的纳米银温敏喷雾凝胶对细胞

的毒性作用  依“1.3.3”项下方法进行试验，加入

不同质量浓度纳米银温敏喷雾凝胶（56、28、14、7、
3.5 μg/mL），同时设溶媒对照组，考察不同质量浓
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度的纳米银温敏喷雾凝胶对细胞的毒性作用。 
1.3.5  纳米银温敏喷雾凝胶对细胞作用不同时间的

毒性作用  依“1.3.3”项下方法进行试验，作用时

间分别为 3、6、12 h，考察纳米银温敏喷雾凝胶对

细胞作用不同时间的毒性作用。 
1.3.6  纳米银温敏喷雾凝胶对不同接种密度细胞的

活性影响  依“1.3.3”项下方法进行试验，细胞接

种密度分别为 0.5×106、1×106、2×106 /L，考察

纳米银温敏喷雾凝胶对不同接种密度细胞的活性影

响。 
1.3.7  统计学方法   数据以  sx ± 表示，使用

SPSS13.0 统计软件处理。经方差齐性检验后，方差

齐同的采用 Bonferroni 法，方差不齐用 Tamhane’s
法，以检验各组间差异的显著性；若差异有显著意

义再做两两比较。显著性水平 α＝0.05。 
2  结果 
2.1  体内小鼠毒性试验 

采用上下法检测纳米银温敏喷雾凝胶的急性毒

性。其体内急性毒性试验最高剂量已达 5.0 g/kg，
给药后实验小鼠均无死亡现象，也未观察到明显的

毒性症状。统计分析显示，纳米银温敏喷雾凝胶对

小鼠的 LD50＞5.0 g/kg。表明纳米银温敏喷雾凝胶

的急性毒性较低。 
2.2  细胞形态学观察 

细胞与不同质量浓度纳米银温敏喷雾凝胶接触

3 h 后，用倒置显微镜经观察各组细胞的生长情况，

结果如图 1 所示。 
由图 1 可知，3.5、7.0 μg/mL 纳米银温敏喷雾

凝胶组与溶媒对照组相比，细胞都呈贴壁良好生

长、形态正常，胞质向外伸出长短不一的突起，主

要呈梭形或不规则三角形。随着纳米银温敏喷雾凝

胶质量浓度的增加，14、28、56 μg/mL 组细胞逐渐

出现胞体肿胀、变圆、结构不清，最终细胞呈悬浮

而坏死。 
 

   
溶媒对照组                  3.5 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组        7.0 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组 

   
14 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组          28 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组         56 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组 

图 1  不同质量浓度纳米银温敏喷雾凝胶对 L-929 细胞的作用 
Fig. 1  Morphology of temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles  

to L-929 cell at different concentrations 

2.3  MTT 实验结果 
2.3.1  不同质量浓度纳米银温敏喷雾凝胶对细胞的

毒性作用  3.5、7.0 μg/mL 纳米银温敏喷雾凝胶组

培养 3 h 后，吸光度与溶媒对照组相比不存在显著

性差异（P＞0.05），对细胞活性没有影响；而高于

7.0 μg/mL 的纳米银温敏喷雾凝胶组同对照组比较，

差异具有统计学意义，且这 3 组之间差异显著

（P＜0.05），显示对细胞有毒性作用（图 2）。 
2.3.2  纳米银温敏喷雾凝胶对细胞作用不同时间的

毒性作用  结果见表 1，方差分析表明，在细胞密

度相同的情况下，药物浓度同药物作用时间之间存

在交互作用（交互项 F＝68.807，P＜0.001），即在

药物作用不同时间之后，药物浓度与被测指标之间

的关系有差异。进一步做简单效应分析，结果表明， 
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与溶媒对照组比较：*P＜0.05 
*P<0.05 vs control group 

图 2  不同质量浓度的纳米银温敏喷雾凝胶对 L-929 细胞活 
性的影响（ 4=± n , sx ） 

Fig. 2  Effect of temperature-sensitive spray gel containing  
silver nanoparticles at different concentrations on 
L-929 cell（ 4=± n , sx ） 

在每一个质量浓度下，被测指标在不同时间点之间

均存在显著差异（P＜0.001）。 
2.3.3  纳米银温敏喷雾凝胶对不同接种密度细胞的

活性影响  结果见表 2，方差分析表明，在作用时

间相同的情况下，药物浓度同细胞密度之间存在交

互作用（交互项 F＝29.022，P＜0.001），即在不同

细胞密度下，药物质量浓度与被测指标之间的关系

有差异。进一步做简单效应分析，结果表明，在每

一个质量浓度下，被测指标在不同细胞密度组之间

均存在显著差异（P＜0.001）。 
3  讨论 

纳米银无机抗菌剂是近年来受到学者们关注的

新型抗菌剂，研制为温敏喷雾新剂型有着更为广泛 

表 1  不同孵化时间对 L-929 细胞活性的影响（ 4=± n , sx ） 
Table 1  Effect of temperature-sensitive spray gel containing silver nanoparticles on L-929 cell in different incubation hours  

( 4=± n , sx ) 

细胞活性（A 值） 
组 别 剂量/(μg·mL–1) 

3 h 6 h 12 h 
F P 

溶媒对照 − 0.407±0.010 0.366±0.007 0.195±0.007 297.966 

3.5  0.398±0.016 0.360±0.003 0.189±0.013 295.311 

7.0  0.391±0.014 0.279±0.013 0.123±0.008 431.370 

14.0  0.238±0.015 0.225±0.009 0.066±0.005 219.083 

28.0  0.189±0.016 0.029±0.005 0.038±0.022 191.455 

纳米银温敏喷雾凝胶 

56.0  0.076±0.030 0.026±0.003 0.037±0.004 16.045 

＜0.001

表 2  细胞的接种密度对 L-929 细胞活性的影响（ 4=± n , sx ） 
Table 2  Effect of cell incubation density on L-929 cell ( 4=± n , sx ) 

细胞活性（A 值） 
组 别 剂量/(μg·mL–1) 

5×105·L–1 1×106·L–1 2×106·L–1 
F P 

溶媒对照 − 0.254±0.012 0.326±0.010 0.407±0.010 135.484 

3.5 0.250±0.002 0.321±0.007 0.398±0.016 125.422 

7.0  0.136±0.014 0.240±0.015 0.391±0.014 377.688 

14.0  0.045±0.005 0.132±0.010 0.238±0.015 214.647 

28.0  0.040±0.002 0.069±0.011 0.189±0.016 143.501 

纳米银温敏喷雾凝胶 

56.0  0.023±0.006 0.070±0.014 0.076±0.030 19.123 

 

 

＜0.001

 

 
的应用，用于人体之前需要进行一系列生物学性能

测试以确保对人体的安全性。笔者研究纳米银温敏

喷雾凝胶的毒性试验，旨在为进一步研究提供依据。 
上下法由 Dixon 和 Mood 首次提出，1985 年

Bruce 进行了改进，目前是经济合作与发展组织

（OECD）和美国环境保护局（EPA）推荐的方法之

一，此方法能够大大节省试验动物，符合全球日益

重视的动物保护原则，是经典急性毒性试验的一种

很好的替代方法。与传统的急性毒性试验方法相比，

上下法具有很多明显的优点，主要表现在以下几方

面[11]：1）符合维护动物福利的要求；2）能够得到

LD50 的估计值及相应的置信区间；3）能够观察毒

性表现；4）所需的受试物量少；5）应用计算机程

序进行数据分析，实用性强。该方法分为限度试验

对照    3.5      7       14      28      56 
C / (μg·mL–1) 

A 
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和主实验。限度试验主要用于有资料提示受试物可

能没有毒性的情况。根据相关文献报告，本实验选

用试验剂量为 5.0 g/kg 进行限度试验。 
细胞毒性试验是一类在离体状态下模拟生物生

长环境、检测医疗器械和材料接触机体组织后生物

学反应的体外试验，它可在短期内简便地显示试样

对细胞新陈代谢的影响，是生物安全性实验中较为

便捷、客观的实验方法，费用较低，是生物学评价

实验中的首选项目，几乎是各种医疗器械和医用材

料临床应用前的必选项目，可作为新材料开发时的

筛选实验[9,12-13]。目前国内外常用的细胞毒性检测方

法较多，如琼脂覆盖法、细胞相对增殖率法、MTT
法等。由于 MTT 法是反映细胞活性最灵敏的指标

之一，结果客观且重复性好[14]，所以本项实验采用

该方法进行体外细胞毒性检测。 
本实验对纳米银温敏喷雾凝胶的体内外毒性进

行了比较研究，结果显示，纳米银温敏喷雾凝胶对小

鼠 LD50＞5.0 g/kg，其急性毒性较低。当纳米银温敏

喷雾凝胶的质量浓度低于 7.0 μg/mL，其对细胞的生

长无明显抑制作用，无明显毒性，生物安全性较好，

初步具备人体应用的生物安全性条件，为进一步深入

考察该新剂型的生物相容性研究打下基础。 
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