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纳米银生物腹壁修复材料的生物安全性评价
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　　［摘要］　目的　研究自制的纳米银猪小肠黏膜下层（ｎａｎｏｓｉｌｖｅｒｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｒｃｉｎｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ，ＮＳＰＳＩＳ）生

物腹壁修复材料的生物安全性。方法　取新鲜猪小肠，采用机械处理（去除浆膜层、黏膜层及肌层）、化学ＳＤＳ法脱细胞制备

猪小肠黏膜下层生物材料（ｐｏｒｃｉｎｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ，ＰＳＩＳ），配制５０μｇ／ｍＬ的单体纳米银（直径１５ｎｍ）溶液，将制备

好的ＰＳＩＳ置入单体纳米银溶液中，制备成ＮＳＰＳＩＳ，通过热原试验、皮肤刺激试验、皮内刺激试验、急性全身毒性试验及体内

银吸收代谢试验对自制的纳米银生物腹壁修复材料进行生物安全性评价。结果　纳米银生物腹壁修复材料无热原、皮肤刺

激、皮内刺激及急性全身毒性。火焰原子吸收分光光度法显示纳米银生物腹壁修复材料不造成血液及肝、脑、肾等重要器官的

银沉积。结论　纳米银生物腹壁修复材料具有良好的生物安全性。
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　　疝修补术是普通外科最常规的手术，补片的应

用实现了无张力修复，使疝复发率降至１０％以下
［１］。

然而，对细菌定植的易感性及由此导致的植入物感

染是疝修补材料的一个重要不足，将导致住院时间

延长及医疗费用增加，甚至迫使外科医生不得不再

次手术取出补片［２］。银是一种传统的抗菌剂，具有

高效、抗菌谱广等优点，此外还有促进伤口愈合的功

能［３］。将银加工成纳米微粒后，原子排列表现为介

于固体和分子之间的“介态”，其表面积极大，显现明

显的表面效应、小尺寸效应和宏观隧道效应，表现为

超强的抗菌能力及更持久的效力［４５］。我们前期采

用自组装技术制备了纳米银猪小肠黏膜下层（ｎａｎｏ
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ｓｉｌｖｅｒｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｒｃｉｎｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ，

ＮＳＰＳＩＳ）生物腹壁修复材料，经体外及体内实验证

实其具有良好的抗菌作用［６］。然而，任何抗菌材料

在杀灭微生物的同时也会对人体细胞产生一定的毒

副作用。故研究纳米银生物腹壁修复材料的生物安

全性，是其作为腹壁修复材料应用的前提。本研究

采用热原试验、皮肤刺激试验、皮内刺激试验、急性

全身毒性试验及体内银吸收代谢试验对纳米银生物

腹壁修复材料进行生物安全性评价。

１　材料和方法

１．１　实验仪器与材料　超净工作台，火焰原子光谱

吸收仪，直径１５ｎｍ的单体纳米银颗粒（购自上海沪

正纳米科技有限公司）。实验动物：清洁级新西兰大

白兔（２．５～３．５ｋｇ），清洁级ＳＤ大鼠（２５０～３００ｇ），

清洁级成年豚鼠（７００～１２００ｇ），清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠（１８～２０ｇ），实验动物均由上海市第九人民医院

实验动物中心提供。

１．２　猪小肠黏膜下层（ＰＳＩＳ）、ＮＳＰＳＩＳ生物材料及

ＮＳＰＳＩＳ浸提液的制备

１．２．１　ＰＳＩＳ及ＮＳＰＳＩＳ生物材料的制备　采用机

械ＳＤＳ法
［７］制备ＰＳＩＳ，取新鲜猪空肠清洗后进行机

械处理，刮除空肠浆膜层、黏膜层及肌层，用去离子

水清洗后将其剪成长１０～２０ｃｍ；将制得的ＰＳＩＳ基

质浸泡于甲醇与氯仿溶液（１∶１，犞／犞）１２ｈ；去离子

水冲洗干净，在３７℃含０．０５％胰蛋白酶与０．０５％

ＥＤＴＡ的溶液中浸泡１２ｈ；生理盐水持续冲洗基质，

去除胰蛋白酶，后浸于含０．５％ＳＤＳ与０．９％盐水中

持续振荡４ｈ；生理盐水冲洗，在含０．１％过氧乙酸与

２０％乙醇溶液中浸泡３０ｍｉｎ，生理盐水冲洗干净。

操作结束后留取样品（狀＝１０）用于ＳＤ大鼠体内银含

量变化的对照试验。将制备好的ＰＳＩＳ置入配制好

的５０μｇ／ｍＬ单体纳米银溶液（直径１５ｎｍ）中，置于

振荡器上振荡２４ｈ，得到ＮＳＰＳＩＳ生物腹壁修复材

料，４℃保存备用。

１．２．２　ＮＳＰＳＩＳ生理盐水浸提液的制备　将 ＮＳ

ＰＳＩＳ切成３０ｍｍ×５ｍｍ条状，置于去热原的２５ｍＬ

锥形瓶中，按受试材料与生理盐水注射液３ｃｍ２∶１

ｍＬ的比例，取一定量的生理盐水注射液于锥形瓶

中，置于３７℃电热恒温培养箱中浸提７２ｈ。后将浸

提液转移至另一去热原的锥形瓶中，调节ｐＨ 值为

７．０，４℃保存备用。

１．２．３　ＮＳＰＳＩＳ植物油浸提液的制备　将 ＮＳ

ＰＳＩＳ生物材料剪碎，大小约１０ｍｍ×５ｍｍ条状，置

于去热原的２５ｍＬ锥形瓶中，加入一定量的植物油

与之混匀后，于电动搅拌机中搅拌，使纳米银粒子充

分溶于植物精油中；３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为１３．５

ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，取上层浸提液。

１．３　热原试验　在试验前７ｄ选３只家兔，雌雄不

限，雌兔未孕，体质量１．７～３．０ｋｇ，测温前７ｄ内３

只家兔于同一环境下相同饲料饲养，且体质量无减

轻，精神、食欲、排泄等无异常。预测体温时，不注射

任何药液，仅测肛温并计数。每隔１ｈ测量１次，共

测４次，体温３８．０～３９．６℃，符合热原试验要求。３

ｄ后将家兔固定于固定器内，３０ｍｉｎ后第１次测量，

间隔３０ｍｉｎ再测１次，两次体温之差不超过０．２℃，

以两次体温的平均值为该兔的正常体温。且当日使

用家兔的体温在３８．０～３９．６℃的范围内，各兔间的

正常体温之差不超过１℃。试验用的注射器、针头及

一切和供试品溶液接触的器皿均置入烘箱中２５０℃

加热３０ｍｉｎ除去热原。在家兔体温符合要求后１５

ｍｉｎ内，自家兔耳缘静脉缓慢注入预热３８℃ ＮＳ

ＰＳＩＳ生理盐水浸提液１０ｍＬ／ｋｇ。注射后每隔１ｈ

测量体温１次，连续测试６次，以６次中最高的１次

减去正常体温为试验家兔体温升高值。

１．４　白细胞测定　在实验前７ｄ选５只清洁级ＳＤ

大鼠，雌雄不限，雌鼠未孕，在同一环境下用相同饲

料饲养，大鼠体质量无减轻，精神、食欲、排泄等无异

常。经鼠尾静脉采血，检测其生理状态下血液中白

细胞数值均在（２．０８～１１．７８）×１０
９／Ｌ，符合实验要

求。经大鼠腹壁肌肉缓慢注射ＮＳＰＳＩＳ生理盐水浸

提液，剂量１０ｍＬ／ｋｇ。注射后第１、３、５、７天经鼠尾

静脉采血，检测大鼠白细胞水平变化。

１．５　皮肤刺激试验　受试豚鼠３只，２只雄性，１只

雌性，实验前２４ｈ，在豚鼠脊柱两侧各选２个３ｃｍ×

３ｃｍ面积的去毛区，用８％硫化钠溶液去毛，其中一

侧皮肤保持完整，另一侧用２０ｍＬ注射器针头造成

“井”字形皮肤破损，仅损伤豚鼠表皮，且避免出血。

用７５％乙醇消毒背部去毛区，２．５ｃｍ×２．５ｃｍ滤纸

块浸泡于ＮＳＰＳＩＳ的生理盐水浸提液中至饱和，贴

敷于试验部位。材料贴敷于皮肤后，立即用３ｃｍ×３

ｃｍ 纱布覆盖，最外层用胶布固定。２４ｈ后，移去贴
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敷物，用温水清洁贴敷区并吸干，观察移去贴敷物后

２４、４８、７２ｈ豚鼠皮肤的红斑及水肿情况，并按试验

部位的红斑和水肿程度进行评价记分。记分标准：

皮肤无红斑、无水肿记为０分；皮肤轻微红斑（勉强

可见）、极微弱水肿（勉强可见）记为１分；皮肤中等

红斑（清晰可见）、清晰的水肿（高度＜１ｍｍ）记为２

分；皮肤有较大红斑、较大的水肿（高度达１ｍｍ，轮

廓清楚）记为３分；皮肤严重红斑（呈紫红色）乃至焦

痂、严重水肿（高度＞１ｍｍ并有扩大）记为４分。

１．６　皮内刺激试验　受试家兔６只，体质量２．５～

３．５ｋｇ。实验前２４ｈ于受试家兔脊柱两侧各剪剃５

ｃｍ×２．５ｃｍ区域，应避免损伤皮肤，并用７５％乙醇

消毒。在兔脊柱两侧各选择１０个点，两点间隔２

ｃｍ，每点皮内注射０．２ｍＬ相应液体。一侧前５点

注射ＮＳＰＳＩＳ生理盐水浸提液，后５点注射对照生

理盐水；另一侧前５点注射ＮＳＰＳＩＳ植物油浸提液，

后５点注射对照植物油。注射后２４、４８、７２ｈ观察注

射局部及周围皮肤组织反应，参照１．５项下记分标

准进行评价计分。

１．７　急性全身毒性试验　将健康ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠随

机分为试验组和对照组，每组５只。试验组由尾静

脉注射５０ｍＬ／ｋｇＮＳＰＳＩＳ生理盐水浸提液，对照组

以相同方式同等剂量注射生理盐水。于注射后２４、

４８、７２ｈ观察并记录两组动物的一般状态、毒性表现

和死亡动物数。中毒表现根据其症状程度记为：无

中毒（动物反应良好，无任何中毒症状）、轻度中毒

（轻度异常，但无运动减少、呼吸困难或刺激症状）、

明显中毒（有腹部刺激症状、呼吸困难、运动减少、眼

睑下垂、腹泻等，体质量降至１５～１７ｇ）、重度中毒

（严重腹部刺激症状、发绀、肌肉震颤、心力衰竭、眼

睑下垂、呼吸困难，体质量减轻至１５ｇ 以下）或

死亡。

１．８　体内银含量测定　体质量３００ｇ左右的健康成

年ＳＤ大鼠（雌雄不限）２０只，随机分为ＰＳＩＳ治疗组

（狀＝１０）和ＮＳＰＳＩＳ治疗组（狀＝１０）。取腹部正中切

口，切开皮肤，沿皮下向两侧锐性分离，暴露肌层，将

３ｃｍ×３ｃｍ大小肌肉连同腹膜整块切除，造成腹壁

全层缺损动物模型。两组分别采用相同面积的

ＰＳＩＳ和ＮＳＰＳＩＳ进行修补，６０丝线间断缝合。３０

丝线间断缝合皮肤。两组分别于术后１、３、５、７、１５、

３０ｄ眼眶采血，采用火焰原子吸收分光光度法测定

大鼠血液中银的含量。于术后３０ｄ处死大鼠，取其

肝、脑、肾，测定各组织中的银含量。

２　结　果

２．１　热原试验结果　由表１可见，３只家兔体温升

高均低于０．６℃，且３只家兔体温升高总和低于

１．４℃，表明ＮＳＰＳＩＳ对家兔无热原作用。

２．２　白细胞测定结果　由表２可见，注射后大鼠体

内白细胞数值逐渐升高，第５天达到最高，但数值仍

处于正常生理范围内，第７天时较之前有所下降。

表明ＮＳＰＳＩＳ具有良好的抗菌性，无明显毒副作用。

２．３　皮肤刺激试验结果　ＮＳＰＳＩＳ浸提液贴敷豚

鼠皮肤２４、４８和７２ｈ，完整皮肤处与破损皮肤处均

未见红斑，且无水肿形成，皮肤刺激试验积分均为０，

表明ＮＳＰＳＩＳ对豚鼠皮肤无刺激。

２．４　皮内刺激试验结果　家兔皮内注射 ＮＳＰＳＩＳ

生理盐水浸提液、ＮＳＰＳＩＳ植物油浸提液后２４、４８

和７２ｈ，受试皮肤均无红斑及水肿形成，皮内刺激试

验积分为０，表明ＮＳＰＳＩＳ对家兔无皮内刺激。

２．５　急性全身毒性试验　健康小鼠尾静脉注射

ＮＳＰＳＩＳ生理盐水浸提液２４、４８和７２ｈ，活动及进

食良好，呼吸正常，无瘫痪、惊厥及死亡发生，且体质

量稳定，无任何毒性反应；对照组动物亦无不良反应

出现。表明健康小鼠ＮＳＰＳＩＳ注射后无急性全身毒

性反应。

表１　热原试验结果 （试验动物：家兔）

犜犪犫１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狆狔狉狅犵犲狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狑犻狋犺狉犪犫犫犻狋狊 犖＝３

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍａｓｓ犿／ｋｇ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｂｅｆｏｒｅ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎθ／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎθ／℃

１ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ ６ｈ

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

θ／℃

１ １．７ ３９．３ ３９．５ ３９．３ ３９．２ ３９．４ ３９．５ ３９．３ ０．２

２ １．６ ３９．２ ３９．１ ３９．５ ３９．１ ３９．５ ３９．５ ３９．２ ０．３

３ １．５ ３８．９ ３９．０ ３９．１ ３９．１ ３９．３ ３９．３ ３９．２ ０．４
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表２　白细胞测定结果（试验动物：犛犇大鼠）

犜犪犫２　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狑犺犻狋犲犫犾狅狅犱犮犲犾犾狊（犠犅犆）犻狀犛犇狉犪狋狊

犖＝５

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍａｓｓ犿／ｇ Ｓｅｘ ＷＢＣｂｅｆｏｒｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（×１０９，Ｌ－１）
ＷＢＣａｆｔｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（×１０９，Ｌ－１）

Ｄａｙ１ Ｄａｙ３ Ｄａｙ５ Ｄａｙ７

１ ２８０ Ｆｅｍａｌｅ ４．５６ ５．５７ ７．２９ ８．９４ ７．５２

３ ２７５ Ｆｅｍａｌｅ ５．７６ ６．０２ ７．１７ ８．８６ ７．３８

３ ２７０ Ｆｅｍａｌｅ ３．２３ ４．９６ ６．２１ ７．１４ ６．３２

４ ２６０ Ｆｅｍａｌｅ ６．２１ ７．６７ ８．４５ ９．３７ ８．２３

５ ２６８ Ｍａｌｅ ５．７８ ７．０５ ７．７８ ８．２９ ７．６４

２．６　体内银含量的变化　由表３可见，ＮＳＰＳＩＳ组

术后各个时间点大鼠血中的银含量变化不明显，且

于术后３０ｄ恢复正常水平。术后３０ｄ处死大鼠，检

测其肝、肾、脑等重要脏器的银含量，结果各脏器中

均未发现银沉积。

表３　术后不同时间各组犛犇大鼠血中银含量

犜犪犫３　犅犾狅狅犱狊犻犾狏犲狉犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀犛犇狉犪狋狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊犪犳狋犲狉狅狆犲狉犪狋犻狅狀犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝１０，珔狓±狊，ω犅／（μｇ·ｇ
－１）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ１ Ｄａｙ３ Ｄａｙ５ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１５ Ｄａｙ３０

ＮＳＰＳＩＳ ０．３０±０．０７ ０．４１±０．０７ ０．１９±０．０５ ０．１３±０．０３ ０．０８±０．０２ ０．０５±０．０２

ＰＳＩＳ ０．０５±０．０２ ０．０４±０．０２ ０．０５±０．０３ ０．０４±０．０３ ０．０５±０．０１ ０．０３±０．０２

ＮＳＰＳＩＳ：Ｎａｎｏｓｉｌｖｅｒｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｒｃｉｎｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ；ＰＳＩＳ：Ｐｏｒｃｉｎｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ

３　讨　论

银是一种传统抗菌剂，具有高效、抗菌谱广等优

点。除此之外，银离子的使用不会导致耐药的发生，

使之成为一种理想的抗菌剂［３］。目前银已被广泛应

用于医用导管、手术器械、牙科抗菌材料、生殖健康、

计划生育用具以及创伤敷料等方面［８］。纳米银颗粒

直径（１０～１００ｎｍ）极微，它具有独特的小尺寸效应

和表面效应，可以轻易进入病原体，与菌体中酶蛋白

的巯基迅速结合，使一些以此为必要基团的酶失去

活性，从而达到杀灭细菌、修复组织、促进伤口愈合

的作用［９］。纳米银颗粒通常在低浓度下可显示出抗

菌效能，而且其抗菌性与纳米粒子的总表面积有关，

其抗菌效能远高于传统银颗粒。

本课题组前期采用自组装技术成功制备了ＮＳ

ＰＳＩＳ，经体外及体内实验证实具有良好的抗菌效

能［６］。但纳米银与普通银相比，其物理、化学性质均

发生了很大变化。有研究表明，没有毒性作用的微

米物质当被加工成纳米级的超细颗粒时，会表现出

一定的毒性，而且颗粒尺寸越小，单位表面的活性也

越大，产生的生物效应也越大［１０］。还有研究表明，

纳米颗粒较同种常规物质更容易在肝、肾、脑等重要

脏器沉积［１１］。故本研究采用热原试验、皮肤刺激试

验、皮内刺激试验、急性全身毒性试验及体内银吸收

代谢试验对 ＮＳＰＳＩＳ进行生物安全性评价。结果

显示ＮＳＰＳＩＳ具有抗感染、无热原、无皮肤刺激、无

皮内刺激、无急性全身毒性。通过测量动物体温及

白细胞含量，发现纳米银粒子注入机体后，不会引起

机体热原性，白细胞数值虽有升高，但仍处于正常范

围内［１２］；且通过皮肤及皮下刺激试验可以看出，皮

肤及皮下破损处均未有化脓、感染灶的形成。采用

火焰原子吸收分光光度法对ＳＤ大鼠术后血液及

肝、脑、肾等重要器官的银含量进行测定，结果发现

ＮＳＰＳＩＳ治疗后ＳＤ大鼠血中银含量变化不明显，

并于术后３０ｄ恢复正常水平，且３０ｄ时肝、肾、脑等

重要脏器内均无银沉积。考虑其原因可能是纳米银

是Ａｇ
０ 形式的银，与 Ａｇ

＋形式的银相比较，Ａｇ
０ 形

式的银大部分不与卤化物结合，在有机物质中灭活
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的速度大大降低，有效银相对增加。因此，在达到同

样的治疗效果时，机体对纳米银的吸收更少，减小了

银中毒的可能性，提高了生物安全性［１３］。

本研究对 ＮＳＰＳＩＳ的生物安全性进行了初步

评价，结果表明 ＮＳＰＳＩＳ的生物安全性良好，然而

要将ＮＳＰＳＩＳ应用于临床，尚有待进一步对其长期

的生物安全性进行验证。
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