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·药剂与工艺· 
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摘  要：目的  使用单味药渣绿色合成纳米银，研究生物合成参数对纳米银生成、粒径及多分散性的影响；研究合成的纳米

银理化性质、抗癌活性及作用机制。方法  使用肿节风药渣在超声条件下合成纳米银，紫外可见光谱监测纳米银生成和生长，

激光粒度仪和透射电镜表征纳米银的组成、粒径、分散性、表面性质和形貌，MTT 法检测抗癌活性，流式细胞技术测纳米

银内吞作用，2′,7′-二氯荧光素-二乙酸酯染色法检测活性氧物质。结果  pH 7.0、肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶1、反应时间

4.0 h 时生成效率最高；pH 10.0、物料比 1∶1 或 pH 7.0、物料比 2∶1 时能获得粒径为 34 nm 左右的纳米银，但碱性条件影

响纳米银的分散性；物料比 1∶1 时可获得分散性最好的纳米银，多分散指数（polydispersity index，PDI）为 0.20。pH 7.0、

物料比 2∶1、反应时间 2.0 h 时生成的纳米银呈近球形，粒径在 20～30 nm，以单分散形式存在，为六方晶型结构，表面带

负电荷，ζ 电势−22.2 mV，1 个月内保持稳定，对人肝癌 HepG2 细胞的半数抑制浓度（IC50）为 44.2 μg/mL，该方法合成的

纳米银可被细胞摄入并在细胞内产生活性氧物质。结论  使用单味中药肿节风药渣可绿色合成纳米银，生物合成参数对纳米

银形成、粒径及多分散性影响较大；制得的纳米银有强体外抗癌活性，可能通过产生活性氧物质破坏细胞组织或 DNA 等杀

死癌细胞。 
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Abstract: Objective  To develop a novel method to biosynthesize silver nanoparticles (AgNPs) by using the extract of single 

Chinese herbal waste to overcome the difficulty in obtaining raw materials. To evaluate the effect of biosynthesis parameters on the 

formation of AgNPs, average size and polydispersity, and investigating the anticancer activity. Methods  The formation of AgNPs 

was monitored by UV-visible spectroscopy; The average size, polydispersity, surface and morphology features of AgNPs were 

characterized by laser granularity analyzer and transmission electron microscopy; The anticancer activity of AgNPs were evaluated 

by MTT assay. The internalization of AgNPs inside HepG2 cancer cell line was determined by flow cytometric analysis. Reactive 

oxygen species (ROS) were measured by 2′,7′-dichlorofluorescein-diacetate staining. Results  By using the extract of Glabrous 
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sarcandra herb residues, AgNPs could be prepared at ambient temperature under ultrasonic radiation. Biosynthesis of AgNPs- 

AgNO3 2∶1 at pH 7.0 would have the maximum efficiency. The AgNPs with small average size could be obtained at pH 10.0, 

extract-AgNO3 1∶1 or pH 7.0, extract-AgNO3 2∶1. But the AgNPs with superior polydispersity could be prepared under extract- 

AgNO3 2∶1. TEM, HRTEM and SAED characterization revealed that AgNPs (pH 7.0; material proportion 2∶1; 2.0 h) had a 

hexagonal structure, spherical shape with an average size of (34.0 ± 0.7) nm and existed in monodispersed form. The ζ potential of 

as-prepared AgNPs was −22.2 mV. The biosynthesized AgNPs displayed potent toxic effects against HepG2 cancer cell line with IC50 

44.2 μg/mL. The AgNPs as-prepared revealed significant uptake into cancer cell and could produce reactive oxygen species in 

HepG2 cancer cell lines. Conclusion  The extract of G. sarcandra residues could be used to synthesize AgNPs at ambient 

temperature; The biosynthesis parameters have significant effects on the generation, average size and polydispersity of AgNPs; The 

biosynthesized AgNPs have potent anticancer activity, which may originate from the formation of ROS. 

Key words: silver nanoparticles; single Chinese herbal; the residues of Chinese herbal medicine; green synthesis; biosynthesis 

parameter; anticancer activity; reactive oxygen species 

 

纳米银（silver nanoparticles）具有独特的光、

电、磁及比表面大等特性，被广泛用于催化、防静

电材料、低温超导材料、电子浆料、生物传感和医

药领域[1-2]；且以纳米银为材料的导电薄膜具有高透

明、可弯曲折叠和拉伸特性，在折叠屏手机生产制

造中也有重要应用，因此其制备方法备受关注[3-7]。

近年来植物提取液、细菌、真菌和生物聚合物均被

用于合成纳米银，即生物还原法；由于该方法绿色

节能，制得纳米银生物活性多样、毒性低，已引起

研究人员极大兴趣。迄今，多种植物已被用于合成

纳米银，比如樱桃[8]、咖啡树[9]、马齿苋[10]、莲藕[11]、

薄荷[12]、荷花[13]等。 

根据文献报道[14]，植物中包含的萜类、黄酮类、

酮类、醛类等生物分子既作为还原剂使 Ag+转变为

Ag，又作为保护剂吸附在纳米银的表面防止纳米银

团聚，此外还可以降低纳米银的毒性。有研究显示，

如果植物提取液中包含的物质生物活性较强，协同

效应使其制得的纳米银也具有较强生物活性[14]。因

此，利用中药绿色合成纳米银是该领域目前研究的

热点[15]。本课题组在近期利用沙棘[16]、大枣[17]、山

茱萸[18-20]等成功制备了具有生物活性的纳米银。 

然而，中药资源作为我国重要的战略资源，其

开发利用面临“入不敷出”的状态，资源相对匮乏[21]，

限制了中药在绿色合成纳米银领域的应用。文献证

实[22]，中药渣中残留有大量生物碱、黄酮类、脂肪、

多糖、蛋白质和氨基酸等成分。 

本课题组前期利用八正合剂[23]和银翘解毒合

剂药渣[24]成功制备了具有生物活性的纳米银，这些

实验结果充分说明，中药渣可作为中药替代物用于

绿色合成纳米银。然而，八正合剂和银翘解毒合剂

属于复方药物，药渣为多味药的混合药渣，药渣混

合的均匀程度会对纳米银的制备产生影响。使用单

味药渣可以避免该问题，因此，本实验拟采用肿节

风药渣制备纳米银。 

肿节风 Sarcandrae Herba 是一种常见的中药，

为金粟兰科草珊瑚属植物草珊瑚 Sarcandra glabra 

(Thunb.) Nakai 的全株，具有清热凉血、活血消斑、

祛风通络的功效，可用于治疗肺炎、阑尾炎、蜂窝

组织炎、风湿痹痛、跌扑损伤、肿瘤等诸多疾病[25]。

化学成分分析显示，肿节风主要包含倍半萜、香豆

素、黄酮和皂苷等物质[25]。肿节风药渣成分稳定、

易于获得。本实验以肿节风药渣为原材料，通过将

其中残留的活性成分提取并作为还原剂和保护剂，

在室温超声条件下将 Ag+还原制备纳米银；并研究

纳米银的体外抗癌活性，初步揭示其抗癌机制。该

研究结果可有效克服中药渣绿色合成纳米银时混合

药渣稳定性差的缺点，有望促进中药渣在绿色合成

纳米银领域的应用。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

UV-2600 型紫外-可见分光光度计，岛津（日本）

公司；ZEN 3600 激光粒度仪，英国马尔文仪器有限

公司；JEM-2100 Plus 型透射电子显微镜，日本 JEOL

公司；Thermo Multiskan GO 多功能酶标仪，美国

Thermo 公司；BD FACS Canto 流式细胞仪，美国

BD 公司。 

1.2  试剂 

硝酸银（质量分数＞99%）、胰蛋白胨、氯化钠、

酵母粉、琼脂粉均为分析纯，购于成都科隆化学品

有限公司；2′,7′-二氯荧光素-二乙酸酯购于 Sigma- 

Aldrich 公司；MTT 试剂盒、青霉素/链霉素双抗购

于北京索莱宝科技有限公司；DMEM 基础培养基、
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胎牛血清和胰蛋白酶购于 Biological Industries 公

司；肿节风药渣由陕西中医药大学制药厂生产咽炎

清丸（国药准字：Z20090559，批号 18E01）时产生。

人肝癌 HepG2 细胞从中国科学院细胞库购买。 

2  方法与结果 

2.1  肿节风药渣水提液的制备 

准确称取干燥肿节风药渣 5.0 g，粉碎过 300 目

筛后得粉末，随后加入 100 mL 超纯水超声提取 4.0 

h，滤过得滤液，备用。经测定肿节风药渣水提液原

液 pH 约为 7.0。 

2.2  肿节风药渣水提液制备纳米银 

取 5.0 mL 肿节风药渣水提液（原液），加入 10 

mmol/L 的 AgNO3 溶液 5.0 mL，室温超声（60 kHz，

400W）；制备条件筛选实验中，提取液 pH 使用氢

氧化钠调节；反应过程中使用紫外-可见光谱监测纳

米银生成。待反应完成后取反应悬浮液，10 000 

r/min 离心 10 min（离心半径 13.5 cm），弃上清液取

沉淀，用超纯水洗涤 3 次，收集沉淀，冷冻干燥 12 

h 至恒定质量得纳米银。 

2.2.1  生物合成参数对纳米银生成的影响  使用

5.0 mL 肿节风药渣水提液原液（pH 7.0）与 5.0 mL 

AgNO3（10 mmol/L）在室温超声条件下反应，反应

2.0 h 后，反应混合液由淡黄色变为深褐色，表明反

应混合液中生成纳米银，肿节风药渣水提液原液可

以还原Ag+制备纳米银。因为纳米银在 400～500 nm

有等离子体共振吸收峰（SPR）[26-27]，且肿节风药

渣水提液和 AgNO3在 300 nm 后没有明显吸收[18]，

所以可通过紫外-可见吸收（UV-Vis）光谱实验确认

纳米银生成。如图 1-A 所示，经过 2.0 h 反应后，

肿节风药渣水提液原液在 300 nm 后仍没有吸收，

但是反应混合液却具有强吸收，吸收最大峰位于

421 nm，与文献报道的纳米银 SPR 吸收峰一致，因

此可以确定反应混合液中生成纳米银。 

根据文献报道[28-29]，生物合成参数对纳米银的 

           

图 1  不同 pH 值 (A)、物料比 (B)、反应时间 (C) 下反应混合液的紫外-可见吸收光谱 

Fig. 1  UV-Vis spectra of mixtures after reaction between the residue of G. sarcandra herb and AgNO3 at different pH (A), 

material ration (B), and incubation times (C) 

生成效率、粒径以及分散性有影响，所以首先评价

生物合成参数对还原反应效率的影响。如图 1-A 所

示，将反应液 pH 由 7.0 变至 9.0，反应混合液在 420 

nm 附近的吸收峰强度逐渐减少，最大吸收峰位置

从 421 nm 蓝移至 401 nm。反应混合液吸收强度变

化表明，随着反应液 pH 增加，体系中生成纳米银

的数量减少；最大吸收峰移动可能源于不同 pH 值

下生成的纳米银粒径不同。随后，将反应液 pH 升

高至 10.0 发现，吸收峰强度虽然有所增强，但最大

吸收峰（371 nm）处的强度小于 pH 7.0 时的强度，

并且吸收峰变宽，同时在 500 nm 附近出现 1 个弱

肩峰。吸收峰变宽及出现肩峰可能源于各向异性纳

米银生成或聚集体产生[30]。可以看出，反应液 pH

对还原反应影响较大，单位时间内，中性条件（pH 

7.0）时生成纳米银最多。 

接着，在 pH 7.0，室温超声反应 1.0 h 的条件下，

使用不同体积比的肿节风药渣提取液与硝酸银（10 

mmol/L）评价物料比对还原反应的影响，结果如图

1-B 所示。可以看出，随着反应混合液中肿节风药

渣提取液量增加，混合液在 420 nm 附近的吸收峰

强度逐渐增加，最大吸收峰从 438 nm 蓝移至 407 

nm。这表明，1.0 h 内物料比为 2∶1 时生成的纳米

银最多，不同物料比导致生成纳米银的粒径有差异。 

最后，在 pH 7.0，肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶

1 时评价反应时间对还原反应效率的影响。从图 1-C

看出，反应初始时刻（0.5 h）420 nm 附近就有强吸

收；反应 4.0 h 后，420 nm 附近吸收峰强度达到最

大；不同反应时间时最大吸收峰位置稍有不同。表
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明反应 4.0 h 时还原反应已经完成，反应时间对生成

的纳米银粒径有影响。综合以上实验数据看出，在

pH 7.0，肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶1 时反应效

率最高，该条件下进行 4.0 h 还原反应即可完成。 

2.2.2  生物合成参数对纳米银平均粒径的影响  使

用动态光散射（dynamic light scattering，DLS）测

量纳米银平均粒径，评价生物合成参数对纳米银粒

径的影响。从表 1 可以看出，在肿节风药渣提取液- 

AgNO3 1∶1 时，反应液 pH 值及反应时间对生成的

纳米银粒径均有影响，但是反应相同时间，在 pH 

10.0 时生成的纳米银粒径最小（除 4.0 h），这与

UV-Vis 吸收光谱观测到的结果一致，也与文献报道

的碱性条件下生成的纳米银粒径较小的结论一致[12]。

在 pH 10.0，反应 3.0 h 后得到的纳米银粒径最小，

为（34.9±0.6）nm。此外，在 pH 8.0 和 9.0，反应

初始时刻（1.0 h）生成的纳米银粒径较大，这可能

源于 AgNO3在体系中分布不均匀，导致局部浓度较

大使生长速度大于成核速度。 

表 2 展示了 pH 7.0 时，不同物料比在反应不同

时间后生成纳米银的平均粒径分布。由表可知，在

相同反应时间内，肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶1

时生成纳米银的粒径较小（除 3.0 和 4.0 h）。在肿节 

表 1  不同 pH 值和反应时间时合成的纳米银平均粒径分布 

(提取液-AgNO3 1∶1) 

Table 1  Average size of biosynthesized AgNPs under 

different pH values and incubation time (extract-AgNO3 

1∶1) 

pH 值 
平均粒径/nm 

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 

7.0 54.8±0.3 65.7±1.0 47.0±0.3 48.8±0.3 47.4±0.4 

8.0 64.0±1.9 48.2±1.0 48.4±0.5 48.5±0.9 48.1±0.5 

9.0 63.2±1.3 48.6±1.4 48.8±1.1 42.6±1.8 49.2±0.5 

10.0 48.8±0.6 40.2±1.1 34.9±0.6 54.9±1.0 44.4±0.6 

表 2  不同提取液-AgNO3 比例和反应时间时合成的纳米银

平均粒径分布 (pH 7.0) 

Table 2  Average size of biosynthesized AgNPs under 

different material ratios and incubation time (pH 7.0) 

提取液- 

AgNO3 

平均粒径/nm 

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 

2∶1 39.9±2.3 34.0±0.7 53.7±1.8 45.1±1.6 42.1±1.2 

1∶1 54.8±0.3 65.7±1.0 47.0±0.3 48.8±0.3 47.4±0.4 

1∶2 49.8±3.5 45.5±0.6 45.7±1.1 43.0±1.0 49.9±1.2 

1∶10 77.8±2.2 71.1±5.8 65.9±6.3 88.2±2.4 55.0±1.8 

风药渣提取液-AgNO3 2∶1，反应 2.0 h 时得到的纳

米银平均粒径为（34.0±0.7）nm。稍小于 pH 10.0，

反应 3.0 h 后得到的纳米银粒径。 

2.2.3  生物合成参数对纳米银多分散性的影响  纳

米粒子的多分散性会影响其理化性质，根据文献报

道[31]，当纳米粒子的多分散指数（polydispersity index，

PDI）小于 0.3 时，纳米粒子具有好的分散性。所以，

使用DLS对不同生物合成参数下合成的纳米银PDI

进行测量。表 3 展示了物料比 1∶1 时不同 pH 值和

反应时间合成的纳米银 PDI。由表 3 可知，随着反

应液 pH 逐渐增加，PDI 有变大趋势。表明在较高

pH 时合成的纳米银分散性相对较差，与 UV-Vis 吸

收光谱上观测到的结果一致。在 pH 7.0，反应时间

3.0 h 时 PDI 最小，为 0.20±0.01。在 pH 7.0 时，考

察不同物料比及反应时间对纳米银分散性的影响。 

如表 4 所示，反应液中肿节风药渣提取液浓度

增大到 1∶1 时得到的纳米银分散性最好；继续增加

肿节风药渣提取液浓度至 2∶1 不会得到分散性更

好的纳米银，这可能是由于体系中单位体积内生成

的纳米银太多导致。 

在 pH 7.0，肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶1，

反应时间 1.0 h 时，考察温度对纳米银生成效率、粒

径和多分散性的影响，发现升高温度可促进纳米银 

表 3  不同 pH 值和反应时间时合成的纳米银 PDI (提取液- 

AgNO3 1∶1) 

Table 3  PDI of biosynthesized AgNPs under different pH 

and incubation time (extract-AgNO3 1∶1) 

pH 值 
PDI 

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 

7.0 0.27±0.01 0.33±0.03 0.20±0.01 0.21±0.01 0.20±0.01 

8.0 0.40±0.02 0.25±0.01 0.25±0.01 0.25±0.01 0.26±0.01 

9.0 0.48±0.01 0.45±0.01 0.44±0.02 0.40±0.02 0.45±0.01 

10.0 0.37±0.01 0.39±0.01 0.35±0.04 0.41±0.01 0.28±0.01 

表 4  不同提取液-AgNO3 比例和反应时间时合成的纳米银

PDI (pH 7.0) 

Table 4  PDI of biosynthesized AgNPs under different 

material ratio and incubation time (pH 7.0) 

提取液- 

AgNO3 

PDI 

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 

2∶1 0.40±0.03 0.36±0.04 0.45±0.01 0.46±0.01 0.43±0.02 

1∶1 0.27±0.01 0.33±0.03 0.20±0.01 0.21±0.01 0.20±0.01 

1∶2 0.39±0.02 0.38±0.01 0.37±0.02 0.29±0.03 0.38±0.01 

1∶10 0.44±0.05 0.37±0.04 0.49±0.06 0.48±0.02 0.41±0.04 
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生成，但是3次平行实验测量发现平均粒径［（60.0± 

0.4）nm］和 PDI（0.43±0.01）会增大，所以选取

室温作为反应温度。 

2.2.4  最佳工艺参数的确定及验证  最终，通过综

合评价生物合成参数对纳米银生成效率、平均粒径

及多分散性的影响，结合文献报道的纳米银生物活

性与其粒径大小相关等信息，确定最佳工艺参数为

pH 7.0，肿节风药渣提取液-AgNO3 2∶1，反应 2.0 h。 

另取 3 批不同生产批次的肿节风药渣在最佳工

艺参数时反应，合成的纳米银平均粒径基本相同，

分别为（33.5±0.5）、（34.0±0.2）、（34.1±0.4）nm。 

2.3  纳米银的表征 

使用 JEM-2100 Plus 型透射电子显微镜（TEM）

表征纳米银的粒径、形貌；高分辨 TEM（HRTEM）

和选区电子衍射（SAED）表征晶型。 

对最佳工艺参数下合成的纳米银平均粒径、形

貌、分散性、晶型以及表面性质和稳定性等进行表

征。使用能量色散 X 射线光谱仪（EDX）对肿节风

药渣合成的纳米银进行表征，结果如图 2-A 所示。

由图看出，在 3 keV 附近有大量的银元素峰，证实

合成的粒子为纳米银；此外，在 8 keV 处观察到很

强的 Cu 元素峰，这主要由载样的铜网导致。 

使用 TEM 对纳米银形貌进行表征。由图 2-B

看出纳米银呈近球形；粒径分布在 20～30 nm，与

DLS 得到的平均粒径［（34.0±0.7）nm，图 2-C］

一致；以单分散形式存在。 

通过选区电子衍射（SAED）和高分辨 TEM

（HRTEM）表征纳米银晶型（图 2-D、E）。从 SAED

图上观察到 3 个明显的环，d 值为 0.219 4、0.138 4、

0.115 2 nm，分别对应六方晶型（Hexagonal）结构

纳米银的（1, −1, 2）、（1, 1, 2）和（2, 0, 3）晶面。

表明使用肿节风药渣合成的纳米银为六方晶型结

构。此外，HRTEM 测得的晶格条纹参数为 0.256 5 

nm，归属为（0, 0, 4）晶面，进一步证实合成的纳

米银为六方晶型结构。 

采用 DLS 表征纳米银表面性质，测量得到 ζ 电

势为−22.2 mV（图 2-F），表明合成的纳米银表面吸

附的物质带负电荷，这些物质可能为倍半萜、香豆

素、黄酮和皂苷等[25]。 

有研究显示，如果纳米银的 ζ 电势大于 25.0 mV

或者小于−25.0 mV，因为同种电荷之间的排斥作

用，纳米银有较好的稳定性。本实验合成的纳米银

ζ 电势接近−25.0 mV，因此可预期其好的稳定性。

实际上，将合成的纳米银放置 1 个月后其平均粒径

并未发现明显变化［（35.2±0.6）nm］，也证实纳米

银具有良好的稳定性。 
 

     

     

图 2  纳米银的能谱 (A)、TEM (B)、平均粒径 (C)、选区电子衍射 (D)、高分辨 TEM (E)、ζ 电势 (F) 

Fig. 2  EDX spectrum (A), TEM image (B), DLS (C), SAED image (D), HRTEM image (E) and ζ potential (F) of AgNPs 
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2.4  纳米银的抗癌活性   

将纳米银配制成不同质量浓度的溶液，加入

HepG2 细胞系培养 24 h。利用 MTT 法测量 490 nm

处的吸收强度，根据公式计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A－Ab)/(A0－Ab) 

A 为纳米银＋细胞吸光度，Ab为 DMSO 吸光度，A0 为细胞

吸光度 

如图 3 所示，在一定范围内，HepG2 的存活率

与纳米银质量浓度相关。当加入 10.0 μg/mL 纳米银

后，HepG2 细胞的存活率下降至 78%，显示出抑制

癌细胞增长的效果。当纳米银质量浓度增大至 50.0 

μg/mL 后，HepG2 细胞的存活率只有 14%。继续增

大纳米银质量浓度至 100.0 μg/mL，HepG2 细胞的

存活率略降至 10%。使用 GraphPad Prism 8.0 程序

包拟合得纳米银对 HepG2 癌细胞系的半数抑制浓

度（IC50）为 44.22 μg/mL。 

对不同质量浓度纳米银处理后的 HepG2 细胞

形态学进行研究（图 4）。从图 4 看出，HepG2 细胞

（0 μg/mL）形态规则、状态良好，呈网状分布；当

加入 20 μg/mL 的纳米银后，有部分细胞皱缩变圆， 

 

图 3  纳米银对 HepG2 细胞的抑制作用 

Fig. 3  Inhibition effects of biosynthesized AgNPs on HepG2 

cell line 

   

   

图 4  不同质量浓度纳米银处理后 HepG2 细胞的形态 (图像放大倍数 4) 

Fig. 4  Morphological studies of HepG2 cell line treated with different doses of biosynthesized AgNPs (× 4 magnification) 

从网状结构中脱离，可能是细胞膜结构遭到破坏使

细胞间的突触折断导致；同时，在细胞内部观测到

大量纳米银；增大纳米银质量浓度至 40 μg/mL 后，

皱缩变圆且从网状结构中脱离的 HepG2 细胞数量

明显增加，表明 HepG2 癌细胞更大范围死亡；当加

入纳米银质量浓度超过 IC50 时，视野范围内很难观

测到状态良好的 HepG2 细胞。该结果与 MTT 实验

结果一致。 

本实验使用肿节风药渣合成的纳米银抗癌活性

与传统中药，比如红叶苋（HeLa 51 μg/mL）[32]和

山茱萸（HCT116 20.68 μg/mL，HepG2 69.72 μg/mL）

等[18]基本一样，表明使用肿节风药渣合成的纳米银

可以作为潜在的抗肿瘤药物。 

2.5  纳米银抗癌机制初步探索 

2.5.1  HepG2 细胞对纳米银的内吞作用  通过流

式细胞分析研究癌细胞对纳米银的内吞作用。将癌

细胞种植在 6 孔板中，加入 40 μg/mL 纳米银培养

12 h，然后使用流式细胞仪进行分析，激发光波长

为 488 nm。数据使用 FlowJo 7.6.1 程序包处理。 

根据文献报道[33]，纳米银会进入细胞，然后通
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过氧化应激等机制杀死细胞，所以为了初步揭示肿

节风药渣合成的纳米银抗癌机制，首先研究 HepG2

细胞对纳米银的内吞作用。研究显示[34]，将细胞暴

露在纳米粒子中时，光散射信号可以提供细胞摄取

纳米粒子的信息。当纳米粒子进入细胞后，其在细

胞内的密度会增大，从而导致光散射信号增加。一

般使用波长为 488 nm 的激光激发细胞后通过流式

细胞仪探测激光垂直方向上光散射的信号（side 

scattering channel，SSC），用于评价细胞对纳米粒

子的摄取水平。对纳米银处理后的 HepG2 细胞进行

流式细胞分析，结果如图 5-A、B 所示。由图可知，

与空白组相比较，加入 40 μg/mL 纳米银后，细胞

SSC 值从 1.86%增加到 4.08%。表明利用肿节风药

渣合成的纳米银可以进入 HepG2 细胞，与观察细胞

形态得出的结论一致。 

2.5.2  活性氧物质的测量  纳米银处理 HepG2 细

胞后活性氧物质（ROS）含量采用 2′,7′-二氯荧光素-

二乙酸酯（DCFH-DA）染色法检测。DCFH-DA 是

非极性化合物，能够迅速扩散到细胞内；当其进入

细胞后会与酯裂解酶作用脱去乙酰基生成 DCFH，

DCFH 会被细胞内的活性氧物质氧化生成 DCF；

DCF 是绿色荧光分子，使用 485 nm 激光激发后在

530 nm 处具有强发光。因此可以使用荧光显微镜直

接观察体系中活性氧物质的产生。将 20.0、40.0 

μg/mL 纳米银加入 HepG2 细胞培养 24 h，用无血清

的培养基清洗细胞，然后加入 10.0 μmol/L的DCFH- 

DA 在 37 ℃培养 20 min。 

如图 6 所示，随着体系中纳米银质量浓度增加， 

 

 

图 5  0 (A)、40 μg∙mL−1 (B) 纳米银处理后 HepG2 细胞对

纳米银的内吞作用 

Fig. 5  Uptake analysis of 0 (A), 40 μg∙mL−1 (B) 

biosynthesized AgNPs into HepG2 cell line assessed by flow 

cytometry 

   

图 6  DCFH-DA 染色监测不同质量浓度纳米银处理 24.0 h 后 HepG2 细胞内的活性氧含量 (图像放大倍数 4) 

Fig. 6  Representative fluorescent images taken by a fluorescence microscope for DCFH-DA staining in HepG2 cells after 

different doses of AgNPs treatment for 24 h (× 4 magnification) 

细胞内产生的绿色荧光物质 DCF 量逐渐增加，表明

体系中产生的活性氧物质增加。该结果证实，纳米

银处理后的 HepG2 细胞内产生了活性氧物质，且体

系中产生的活性氧物质在一定范围内与加入的纳米

银浓度呈正比。由此推测，使用本实验合成的纳米

银处理 HepG2 细胞后，癌细胞死亡可能源于活性氧

物质的产生。 

3  讨论 

本实验通过使用肿节风药渣提取液作为还原剂

和保护剂，以 AgNO3为银源，在室温超声条件下成
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功合成了纳米银；此方法有效改善了前期使用复方

中药渣绿色合成纳米银时原材料组分不稳定的缺

点。使用该方法合成的纳米银粒径分布在 20～30 

nm，分散状态良好，稳定性高，有望被发展成为一

种绿色制备纳米银的方法。此外，抗癌活性研究表

明，该方法获得的纳米银具有抗癌活性，这为此方

法的推广应用提供了保障。抗癌机理的研究虽然在

一定程度上反映了纳米银与癌细胞的相互作用机

制，但是因为纳米粒子与癌细胞的作用机制很复杂，

想要全面揭示该方法合成的纳米银与 HepG2 细胞

的相互作用机制还需要进一步的研究。 
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