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纳米银的制备及其对犬皮肤伤口感染耐甲氧西林
金黄色葡萄球菌的治疗效果

龚佳豪 1，潘垚垚 1，王慧欣 1，白鑫然 1，王达锋 1，董颖波 1，陈 侠 2，高 倩 1，

高修歌 1，郭大伟 1*
（1. 南京农业大学动物医学院，南京  210095；2. 南京农业大学动物科技学院，南京  210095）

摘 要： 本研究旨在制备纳米银并评价其对犬皮肤伤口感染耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的治疗效果。利用灵芝提

取物（40% 多糖含量）为还原剂，聚乙烯吡咯烷酮为稳定剂，通过生物合成法制备纳米银，之后通过紫外-可见吸收

光谱、透射电子显微镜与动态光散射技术对纳米银进行表征。随后，通过测定最小抑菌浓度以评价纳米银的体外

抗菌活性。最后，选用体重 10 kg 左右的比格犬 12 只，随机分为 3 组，每组 4 只，分别为生理盐水对照组、恩诺沙星阳

性对照组和纳米银组。在建立伤口感染耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的模型后，连续治疗 12 d 后对伤口愈合情况、

载菌量、组织病理学形态、胶原纤维与血管生成、巨噬细胞极化水平进行检测分析。结果表明，制备的纳米银在

433 nm 处有最大吸收波长，颗粒呈球形，分布均匀，粒子尺寸为（20. 01±6. 99） nm，zeta电位为（-2. 56±0. 32） mV。

纳米银对含耐甲氧西林金黄色葡萄球菌在内的常见皮肤感染致病菌均具有良好的抗菌活性，最小抑菌浓度为 16~
32 μg·mL-1。体内试验结果显示，纳米银能够有效降低伤口组织的载菌量，促进胶原沉积与血管生成，改善伤口免

疫微环境，进而促进感染伤口的愈合。综上所述，制备的纳米银能有效治疗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌引起的犬

皮肤伤口感染，为其转化并应用于宠物皮肤感染的临床治疗奠定了物质与实践基础。
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Abstract： This work aimed to prepare nanosilver and evaluate its therapeutic effect on methicillin-
resistant Staphylococcus aureus infections in canine skin wounds.  The nanosilver was prepared by 
biosynthesis method using Ganoderma lucidum extracts （40% polysaccharide content） as reducing 
agent and polyvinylpyrrolidone as stabilizing agent， followed by characterization using ultraviolet 
visible absorption spectroscopy， transmission electron microscopy and dynamic light scattering.  
Subsequently， the in vitro antimicrobial activity of nanosilver was evaluated by determining the 
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minimum inhibitory concentration.  Finally， 12 Beagles weighing about 10 kg were randomly divided 
into 3 groups of 4 dogs each， namely， saline control group， enrofloxacin positive control group and 
nanosilver group.  After establishing the model of wound infection with methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus， wound healing， bacterial load， histopathological morphology， collagen fibers 
and angiogenesis， and macrophage polarization levels were tested and analyzed after 12 consecutive 
days of treatment.  The results showed that the prepared nanosilver had a maximum absorption 
wavelength at 433 nm， and were spherical and uniformly distributed， with a particle size of （20. 01±
6. 99） nm and zeta potential of （-2. 56±0. 32） mV.  Nanosilver exhibited good antibacterial activity 
against common skin infection causative organisms containing methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus， with a minimum inhibitory concentration of 16-32 μg·mL-1.  The results of in vivo 
experiment showed that nanosilver could effectively reduce the bacterial load of wound tissues， 
promote collagen deposition and angiogenesis， and improve the immune microenvironment of 
wounds， which in turn promoted the healing of infected wounds.  The results suggested that the 
prepared nanosilver can effectively treat methicillin-resistant Staphylococcus aureus induced canine 
skin wounds infections， laying a material and practical foundation for its translation and application to 
the clinical treatment of pet skin infections.
Keywords： nanosilver； skin infection； wound healing； drug-resistant bacteria； antibacterial； 
immunoregulation
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皮肤作为覆盖人类和动物身体表面的器官，是

先天免疫系统的重要组成部分，具有感受外部刺

激，调节体温并保护机体免受外部损害的功能［1］。

然而，皮肤很容易因机械性因素作用而受损害，导

致皮肤完整性丧失，产生开放性伤口。值得注意的

是，伤口极易被外界致病菌如大肠杆菌、铜绿假单

胞菌和金黄色葡萄球菌等入侵，引起局部炎症反

应，导致皮肤创伤愈合延迟，严重者甚至出现败血

症等全身性症状，极大威胁人类与动物健康［2］。目

前，抗生素仍旧是治疗细菌感染疾病的首选药物。

然而，随着抗生素的广泛使用与细菌多药耐药性的

问题日益严峻，迫切需要研发新型具有高效抗菌活

性、不易耐药且兼具有促愈合作用的抗生素替代药

物以用于治疗皮肤伤口感染。

银以其高效、广谱抗菌特性而闻名，例如金属

银、硝酸银、磺胺嘧啶银等均被用于治疗细菌引起

的伤口感染［3］。纳米银是指尺寸在 1~100 nm 的金

属银单质，相较于块状银或银离子，其具有不易耐

药且具有高生物相容性的特性［4-5］。有研究报道，纳

米银能有效促进感染伤口的表皮生成与无疤痕愈

合［6-7］。此外，笔者前期工作表明纳米银能通过改善

炎症细胞浸润，促进成纤维细胞增殖与胶原纤维合

成，进而促进大鼠感染伤口的愈合［8-9］。然而，其对

犬皮肤伤口细菌感染的疗效未知。基于此，本试验

的目的是验证纳米银对犬皮肤伤口感染的疗效，旨

在为纳米银转化并应用于宠物皮肤感染的临床治

疗奠定物质与实践基础。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

灵芝提取物（陕西承乾，多糖含量 40%）、硝酸

银（国药，10018461）、聚乙烯吡咯烷酮 K30（阿拉丁，

P110607）、恩诺沙星（索莱宝，E8761）、生理盐水（江

苏恒瑞医药，H32025238）、胰蛋白胨大豆肉汤（海博

生物，HB4114）、Baird-Parker 琼脂基础（海博生物，

HB4115）、亚 碲 酸 盐 卵 黄 增 菌 液（海 博 生 物 ，

HB4116-1）、一 抗 Anti-CD31 Rabbit pAb（英 国

abcam，ab182981）、Anti-TGF- β Rabbit pAb（英国

abcam，ab215715）、Anti-VEGF Rabbit pAb（英 国

abcam，ab32152）、Anti-CD86 Rabbit pAb（上海埃必

威 ，P42081）和 Anti-CD206 Rabbit pAb（ 美 国

Immunoway，PT0527R）、二抗 HRP 标记的山羊抗

兔 IgG（丹 麦 DAKO，K5007）、DAPI（碧 云 天 ，

C1005）。

1. 2　试验仪器

紫外-可见分光光度计（日本岛津，UV-1900）；
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透射电子显微镜（日本 Hitachi，H-7650）；激光粒度

电位仪（英国 Malvern，Zetasizer Nano ZSE）；原子吸

收光谱仪（日本 Hitachi，Z2000）；恒温培养箱（上海

森信，GZX-9240 MBE）；水平摇床（美国赛诺捷克，

SLK-O3000-S）；酶标仪（瑞士 Tecan，Infinite M200 
Pro）；高通量多样品组织研磨仪（上海万柏，wonbio-
48P）；正置生物显微镜（德国徕卡，DM750）；倒置荧

光显微镜（美国赛默飞，EVOS FL）。

1. 3　试验菌株

大肠杆菌（E.  coli ATCC25922）、金黄色葡萄

球菌（S.  aureus ATCC29213）和铜绿假单胞菌（P.  
aeruginosa ATCC9027）保存于本实验室，假中间葡

萄球菌（S.  pseudintermedius NJLLQ1）从南京流浪

犬基地患病犬皮肤样品分离获得，耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌（MRSA ATCC43300）由南京农业大学

动物医学院兽医生物化学课题组许媛媛教授馈赠。

1. 4　纳米银的制备

配 制 50 L 的 12 g·L-1 灵 芝 提 取 物 溶 液（含

4. 8 g·L-1多糖），置于蒸汽加热型搅拌锅中，80 ℃加

热 并 搅 拌 15 min 后 ，将 同 等 体 积 的 硝 酸 银 溶 液

（5 000 mg·kg-1）倒 入 上 述 灵 芝 提 取 物 溶 液 中 ，

80 ℃，70 r·min-1 搅拌反应 1 h 后，往溶液中投入聚

乙烯吡咯烷酮（PVP），使之终浓度为 0. 01 g·L-1，充

分混匀后用 0. 8 μm 聚醚砜（PES）滤膜过滤，即制得

纳米银。

1. 5　纳米银的表征

1. 5. 1　紫外可见吸收光谱（UV-vis）测定　　将样

品用单蒸水稀释 20 倍，取 3 mL 稀释样品加入石英

比色皿。以单蒸水为参比，于 300~700 nm 波长进

行 UV-vis 扫描，观测表面等离子体共振（SPR）吸收

峰的强度及其位置。

1. 5. 2　 透 射 电 子 显 微 镜（TEM）观 察 颗 粒 形 态　　

　　取 10 μL 纳米银滴于铜网，吸附 2 min。用定性

滤纸吸去多余液体，室温风干，镜检。借助 Nano 
Measurer软件对至少 300 个纳米粒进行粒径分析。

1. 5. 3　水合粒径（HD）、多分散系数（PDI）和 zeta
电位（ZP）测定　　用动态光散射技术测定纳米银

的 HD、PDI 与 ZP。取 1 mL 纳米银加入样品皿，

25 ℃平衡 2 min，测定 HD 与 PDI；取 0. 85 mL 纳米

银置于毛细管样品皿，测定 ZP。

1. 6　菌株复苏与培养

使用接种环沾取细菌冻存液，划线于胰蛋白胨

大豆琼脂培养基，37 ℃过夜培养。挑取单菌落于胰

蛋白胨大豆肉汤培养基，37 ℃，200 r·min-1 培养至

对数生长期中后期，测定 OD600 nm并涂板计数。

1. 7　最小抑菌浓度（MIC）测定

采用微量肉汤稀释法测定 MIC。细菌悬液用

MH 培养基调整至 106 CFU·mL-1，将一系列浓度灵

芝提取物、纳米银与上述稀释菌液于 37 ℃ 孵育

24 h，读数，培养液澄清透明孔所对应浓度即为 MIC。

1. 8　犬伤口感染 MRSA模型的建立及疗效评价

1. 8. 1　试验动物　　雄性比格犬 12 只，体重为

10 kg 左右，购自江苏泰斯特生物科技有限公司（生

产许可证号：SCXK（苏）2021-0010），饲养于南京农

业大学实验动物中心，所有动物实验符合动物福利

与伦理规范（NJAU. No20250407065）。试验犬维

持饲料（20-SM250401213）购自江苏协同医药生物

工程有限公司。

1. 8. 2　感染模型的建立　　在比格犬背侧部用电

动剃毛刀剪除毛发，形成 8 cm×8 cm 的方形无毛区

域。在无毛区域皮下注射 0. 5 g·L-1 利多卡因溶液

（0. 1 mL·kg-1）进 行 局 部 浸 润 麻 醉 ，并 辅 助 涂 抹

2 g·L-1 利多因凝胶加强局麻效果。麻醉后使用直

径 2 cm 的皮肤活检打孔器创建伤口，穿过皮肤并进

入皮下组织。使用梅氏剪沿着破坏皮肤的边缘剪

掉整块圆形皮肤，制造直径 2 cm 的圆形伤口。在伤

口表面滴加 0. 2 mL的 MRSA菌液（108 CFU·mL-1），

用伤口敷料覆盖伤口以防止其他细菌感染。持续

感染 3 d 后，取犬伤口处脓液样品，划线于 Baird-
Parker 琼脂平板（金黄色葡萄球菌分离平板），37 ℃
培养箱培养。若出现黑色菌落，则代表建模成功。

1. 8. 3　纳米银对犬感染伤口愈合的影响　　如

图 1 所示，犬伤口感染模型建立后，将比格犬随机分

成 3组，每组 4只，于第 3—14天将不同药液（0. 9 g·L-1

生理盐水、50 g·L-1 恩诺沙星和 0. 1 g·L-1 纳米银）

喷洒 0. 5 mL 在感染伤口上，每天 2 次，每次 1 喷。每

天拍照记录伤口状态。使用 Image J 软件对伤口面

积进行定量。

1. 8. 4　伤口组织的载菌量测定　　于第 15 天用直

径 8 mm 的皮肤组织活检打孔器采集伤口处皮肤组

织 20 mg，置于装有 1 mL 无菌生理盐水与匀浆珠的

灭菌离心管中，用组织匀浆机进行匀浆，匀浆液使

用生理盐水倍比稀释后，取 0. 1 mL 稀释液在 Baird-
Parker 琼脂平板上涂布均匀，37 ℃培养 24 h，统计平

板内菌落数，计算皮肤伤口组织的载菌量。

1. 8. 5　伤口皮肤组织的病理学分析　　于第 15 天

1089



57 卷  畜 牧 兽 医 学 报

用直径 8 mm 的皮肤组织活检打孔器采集伤口处皮

肤，置于 4 g·L-1 多聚甲醛组织固定液中固定过夜，

随后通过苏木精-伊红染色与马松染色对伤口组织

进行病理学分析。

1. 8. 6　免疫组织化学染色　　对第 15 天采集的皮

肤组织样品蜡块进行切片，切片经梯度乙醇脱水，

先后孵育一抗 CD31、TGF-β 与 VEGF 与羊抗兔二

抗，DAB 显色和中性树胶封片后，显微镜镜检，并使

用 Image J 软件对阳性结果表达水平进行半定量

分析。

1. 8. 7　组织免疫荧光　　对第 15 天采集的皮肤组

织样品蜡块进行切片，切片后样品立即固定，放于

-20 ℃冰箱保存。对固定后样品进行抗原修复，随

后进行 CD86 和 CD206 抗体的免疫荧光染色。使用

荧光显微镜拍摄荧光图像，通过 Image J 软件对荧光

进行半定量分析。

1. 9　数据分析

试验数据经 Excel软件整理后，结果均以“x±s”
表示。采用 Graphpad Prism 9、Origin2021、Image J
等软件进行作图，使用 Graphpad Prism9 软件进行单

因素方差分析，使用 Turkey 法进行多重比较，分析

数据间是否存在显著性差异。使用字母法进行显

著性标记，凡有相同标记字母的即为差异不显著

（P>0. 05），凡有不同标记字母的即为差异显著

（P<0. 05）。

2　结 果

2. 1　纳米银的制备及其表征

本研究以灵芝提取物为还原剂，PVP 为稳定

剂，绿色生物合成纳米银。如图 2A 所示，样品呈现

纳米银的特征性表面等离子体共振（SPR）峰，在

433 nm 处有最大吸收波长，结合反应前后溶液颜色

的明显变化，证实了纳米银的形成。从图 2B 可知，

纳米银呈球形，尺寸均一，分布均匀，无明显聚集现

象。对该视野中至少 300 个颗粒进行粒径统计并

拟合，结果见图 2C，发现颗粒尺寸呈正态分布，平

均尺寸为（20. 01±6. 99） nm。利用动态光散射技

术测定纳米银的水合粒径（HD）、zeta 电位（ZP）与

多 分 散 系 数（PDI），分 别 为（282. 00±3. 40） nm、

（-2. 56±0. 32） mV 和 0. 312±0. 039，水合粒径和

zeta 电位分布图如图 2D、E 所示，可知水合粒径和

zeta 电位呈正态分布，表明制备的纳米银分布均匀，

体系稳定。

2. 2　纳米银的体外抗菌活性

图 3 展示了纳米银对常见皮肤伤口感染致病菌

如金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、假中间葡萄球菌与

铜绿假单胞菌等的最小抑菌浓度（MIC）值。值得注

意的是，反应原料灵芝提取物在设置的浓度范围内无

抗菌活性，而纳米银对所有受试菌包括多重耐药菌

MRSA 均具有抗菌活性，MIC 值为 16~32 μg·mL-1。

整体来看，纳米银对革兰阴性菌的抗菌作用更强。

2. 3　纳米银对犬皮肤金黄色葡萄球菌感染的疗效

在犬持续感染 MRSA 3 d 后，采集犬皮肤脓液

样品并划线于 Baird-Parker 琼脂平板（金黄色葡萄

球菌分离平板），过夜培养结果如图 4 所示，发现各

组平板均有黑色金属光泽的菌落形成，表明各组犬

只的皮肤伤口均成功感染 MRSA，可进行后续治疗

试验。

在治疗周期内，不同处理组的犬感染伤口随时

间的愈合情况如图 5A、B 所示。前 3 d 未给药时，三

图 1　建立伤口感染模型和整体实验过程的示意图

Fig. 1　Schematic illustration of the establishment of wound infection model and the overall experimental process
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组犬的伤口闭合速度相同。而在第 6 天（连续给药

3 d）后，用纳米银和阳性对照恩诺沙星治疗的犬皮

肤伤口闭合率显著高于对照组（图 5C）。在第 15 天

给药结束后，纳米银组的相对伤口区域面积百分比

为 10. 55%±2. 19%，显 著 低 于 恩 诺 沙 星 组

（16. 03%±2. 37%），表明纳米银相较恩诺沙星能

更快促进犬皮肤感染伤口的闭合。

为评价纳米银的体内抗菌性能，收集犬皮肤伤

口组织并匀浆涂板以测定其载菌量。细菌培养结

果如图 6A 所示，在治疗周期结束后，对照组仍有大

量菌落存在，而纳米银与恩诺沙星组菌落形成单位

明显减少。菌落计数统计结果如图 6B 所示，发现纳

米银与恩诺沙星能显著减少伤口载菌量，且两者无

显著性差异，表明纳米银在犬皮肤伤口感染模型上

的抗菌效力不亚于阳性对照恩诺沙星。

为进一步研究纳米银促进犬感染伤口愈合的

机制，首先进行了组织病理学检查。苏木精-伊红染

色结果如图 7 所示，对照组表皮缺失，胶原纤维较

A. 紫外吸收光谱；B. 透射电子显微镜图像；C. 尺寸分布图；D. 水合粒径分布；E.  zeta 电位分布

A.  Ultraviolet visible absorption spectrum； B.  Transmission electron microscopy image； C.  Size distribution diagram； D.  HD 
distribution； E.  ZP distribution
图 2　纳米银的物理化学表征

Fig. 2　Physical and chemical characterization of nanosilver

图 3　纳米银对受试菌的 MIC值

Fig. 3　MIC values of nanosilver against the tested bacteria

1091



57 卷  畜 牧 兽 医 学 报

少，局部可见较多的炎性细胞浸润；恩诺沙星组可

见表皮增厚，但存在断裂现象，胶原纤维较多，局部

可见较多的炎性细胞浸润；而纳米银组可见表皮明

显增厚，局部角化层可见肉芽组织，胶原纤维较多，

可见少量炎性细胞浸润。总之，纳米银能够有效减

少炎性细胞浸润，促进表皮结构与肉芽组织的生成

以及胶原沉积，进而具有良好的促伤口愈合作用。

此外，通过马松染色进一步判断伤口组织中胶

原纤维的生成情况。结果如图 8 所示，恩诺沙星与

纳米银组犬皮肤伤口胶原纤维含量显著高于对照

组，且两者间无显著差异。表明纳米银能通过加速

胶原纤维沉积进而促进犬皮肤伤口的愈合。

为探究纳米银促进犬皮肤伤口愈合的分子机

制，通过免疫组织化学染色分析犬皮肤伤口组织中

图 4　感染后 MRSA的分离结果

Fig. 4　Isolation results of MRSA after infection

A. 伤口外观图；B. 伤口愈合模拟图；C. 相对伤口区域面积百分比，**.  P<0. 01
A.  The photographs of wound； B.  The diagram of wound healing simulation； C.  Percentage of relative wound area
图 5　纳米银对犬皮肤感染伤口愈合速度的影响

Fig. 5　Effect of nanosilver on the wound healing rate in canine skin infections
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A. 细菌平板图；B. 伤口荷菌量。相同字母表示差异不显著（P>0. 05），不同字母表示差异显著（P<0. 05）。下同

A.  Photographs of bacterial plates； B.  Bacteria in wounds.  The same letters indicate no significant difference （P>0. 05），

different letters indicate significant difference （P<0. 05）.  The same as below
图 6　纳米银对犬皮肤伤口组织荷菌量的影响

Fig. 6　Effect of nanosilver on the amount of bacterial load in canine skin wound tissue

图 7　第 15天犬皮肤伤口组织的 HE染色结果（标尺：500 μm；100 μm）
Fig. 7　HE staining results of canine skin wound tissue on day 15 （Scale bar： 500 μm； 100 μm）

A.  马松染色结果；B.  胶原纤维定量

A.  Masson staining results； B.  The quantification of collagen fibers
图 8　第 15天犬皮肤伤口组织的马松染色结果及胶原纤维定量（标尺：500 μm；100 μm）
Fig. 8　Masson staining results and quantification of collagen fibers in canine skin wound tissue on day 15 （Scale bar： 

500 μm； 100 μm）
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TGF-β、CD31 与 VEGF 的表达。结果如图 9A、B 所

示 ，相 较 于 对 照 组 ，恩 诺 沙 星 与 纳 米 银 能 促 进

TGF-β 的表达，且纳米银效果更佳，证明纳米银能

通过上调 TGF-β 蛋白的表达来增强胶原纤维的生

成。CD31的表达情况也与上述情况一致（图 9A、C）。

此外，如图 9A、D 所示，相较于对照组与恩诺沙星

组，纳米银组显示出更高的 VEGF 阳性区域百分比

（P<0. 05），综合 CD31 的表达结果，表明纳米银能

有效促进血管生成。

为探究纳米银对犬皮肤伤口中巨噬细胞极化

与免疫微环境的调控作用，CD86 与 CD206 分别被

选为 M1 促炎型与 M2 抗炎型巨噬细胞的标记物，通

过免疫荧光染色以考察伤口处的炎症情况。结果

如图 10A、B 所示，对照组 CD86 显示出高表达水平，

而恩诺沙星与纳米银组 CD86 的荧光强度依次变

弱。此外，与对照和恩诺沙星组相比，纳米银组

CD206 表达显著上调（图 10A、C），表明纳米银能够

调节巨噬细胞的极化和减轻促炎反应，具有良好的

免疫调节与抗炎作用。

A. 免疫组织化学染色图像；B.  TGF-β 阳性率；C.  CD31 阳性率；D.  VEGF 阳性率

A.  Immunohistochemical staining images； B.  TGF-β positive rate； C.  CD31 positive rate； D.  VEGF positive rate
图 9　第 15天犬皮肤伤口组织的免疫组织化学及阳性区域定量结果（标尺：100 μm）
Fig. 9　Immunohistochemistry and quantitative results of positive areas in canine skin wound tissue on day 15 （Scale bar： 

100 μm）
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3　讨 论

3. 1　纳米银的制备及其表征

由于植物原料易得，成本低廉，且具有良好的

生物相容性，因此植物提取物介导的纳米银的生物

合成法在近些年受研究者们广泛关注［10-12］。纳米银

的生物合成法相较于物理和化学合成法，其主要优

势在于制备工艺简单和避免使用昂贵设备和有毒

化学试剂，在兽医领域具有广阔的应用前景［13］。本

研究基于前期工作基础，采用灵芝提取物作为还原

剂，通过生物合成法实现宏量制备纳米银［4］。为最

大程度改善生物合成法制备的纳米银存在易团聚

和稳定性差的问题，本研究在制备好纳米银后，额

外加入了稳定剂聚乙烯吡咯烷酮（PVP），并参考文

献［14］中纳米银稳定剂的用量，对其进行了适当调

整，确定 PVP 的终浓度为 0. 01 g·L-1。紫外可见吸

收光谱是表征纳米银的重要工具，配合反应溶液的

颜色变化能有效证明纳米银的成功制备。本研究

制备的纳米银在 433 nm 处具有最大吸收波长，归因

于银颗粒的表面等离子体共振现象。一项研究显

示，纳米银的最大吸收波长位于 400~470 nm［15］，表

明本试验纳米银的成功制备。为进一步考察纳米

银的粒子形态、分布状态与纯度，采用透射电子显

微镜进行形貌表征［16］。结果显示，宏量制备的纳米

银的颗粒尺寸与实验室小试制备的纳米银区别不

大，平均粒径均为 20 nm 左右。然而，动态光散射结

果显示纳米银的水合粒径为 282 nm，远大于实验室

小试制备的纳米银（150 nm），原因可能是电镜样品

在制样过程中，样品需干燥后再上机镜检，而动态

光散射样品呈水合状态［17］。考虑到工业化制备条

件难以做到实验室级别严苛，故纳米银的粒径会比

实验室制备的要大一些，但对其后续的抗菌活性影

响不大。zeta 电位在一定程度上能反映纳米粒在悬

浮液中的稳定性。文献报道，zeta 电位绝对值大于

25 mV，表明粒子间具有较强的排斥力，因而表现出

良好的稳定性［18-19］。而本研究制备的纳米银，其

zeta 电 位 为（-2. 56±0. 32） mV，绝 对 值 远 小 于

25 mV，却具有较好的储存稳定性，表现为 4 ℃静置

1 个月而抗菌活性不变（数据未展示）。笔者推测是

高分子聚合物 PVP 发挥了关键作用，其依靠 C=O
上的孤对电子与纳米银颗粒相互作用，对抗颗粒间

的团聚，从而增强稳定性。然而，上述结论也存在

较大的局限性，未来还需根据《兽用化学药物稳定

性研究技术指导原则》，系统评估纳米银的稳定性

（光、温湿度、长期储存稳定性、加速试验等），为进

一步促进其在兽医领域的临床转化提供数据支撑。

3. 2　纳米银的体外抗菌活性

在考察纳米银的体内抗菌活性前，首先通过最

A.  免疫荧光图像；B.  CD86 平均荧光强度；C.  CD206 平均荧光强度

A.  Immunofluorescence images； B.  Mean intensity of CD86； C.  Mean intensity of CD206
图 10　第 15天犬皮肤伤口组织的免疫荧光及定量结果（标尺：50 μm）
Fig. 10　Immunofluorescence and quantitative results of canine skin wound tissue on day 15 （Scale bar： 50 μm）
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小抑菌浓度测定评价了纳米银的体外抗菌活性。

结果显示，纳米银对常见引起人类或犬皮肤感染的

细菌如金黄色葡萄球菌、假中间葡萄球菌、大肠杆

菌和铜绿假单胞菌均具有抗菌活性。此外，纳米银

对耐药金黄色葡萄球菌 MRSA 也具有强效抗菌活

性。值得注意的是，纳米银对革兰阴性菌的抗菌作

用更强，这与本课题组之前报道的结果相符［20-21］。

国外也有学者利用芦荟提取物生物合成纳米银，发

现其对铜绿假单胞菌的抗菌活性强于金黄色葡萄

球菌［22］。造成这种抗菌活性差异的原因是革兰阴

性菌与革兰阳性菌的细胞壁结构不同，革兰阴性菌

的细胞壁较薄，并且其细胞壁含带负电荷的脂多糖

分子，对纳米银释放的银离子具有亲和性，导致革

兰阴性菌对银离子的吸收增加并加剧细菌的损

伤［5］。最后，考虑到目前已有关于细菌对纳米银的

耐药性报道［14，23-25］，未来还需研究细菌在亚抑制浓

度纳米银持续暴露条件下能否发展出耐药性，这对

纳米银的优化设计与临床指导用药有重要意义。

3. 3　纳米银对犬皮肤金黄色葡萄球菌感染的疗效

确证纳米银的体外抗菌活性后，通过犬皮肤伤

口细菌感染模型评价纳米银的治疗潜力。研究表

明，MRSA 是全球导致抗微生物耐药性相关死亡的

头号细菌［26］。德国一项流行病学调查结果显示，国

内兽医诊所中犬猫的 MRSA 患病率为 17. 8%，犬伤

口样品中 MRSA 的检出率能达到 32%［27］。因此，耐

药金黄色葡萄球菌 MRSA 被选作感染犬伤口的受

试菌。采样的时间点取决于造模后犬的伤口闭合

程度。如采样时间较早，未给药犬和给药犬的伤口

闭合率均较低，此时用打孔器采样不符合动物伦

理，且对动物未愈合的伤口会造成更严重的破坏，

影响后续试验结果。故笔者在第 15 天时进行采样，

此时间点未给药犬与给药犬的伤口闭合率≥70%，

表明犬皮肤伤口已大部分愈合，采样符合动物伦

理。疗效试验结果表明制备的纳米银能通过降低

皮肤组织的荷菌量，并促进犬皮肤伤口感染的愈

合，其愈合机制与我们在大鼠伤口感染模型中发现

的基本一致，即通过减少炎性细胞浸润，促进胶原

沉积与血管生成，进而促进感染伤口的愈合［8］。为

进一步探究其分子机制，通过免疫组织化学染色考

察纳米银治疗后犬伤口组织中 TGF- β、CD31 与

VEGF 的表达水平。TGF-β 信号通路因与肌纤维

生成密切相关，被视为伤口愈合和修复中的关键机

制［28-29］。伤口愈合的另一个关键方面是血管生成，

其能通过提供营养和氧气促进周围组织的再生和

修复，清除伤口代谢产物以及减缓炎症以加快愈

合［30-31］。血管内皮生长因子（VEGF）通过刺激内皮

细胞增殖和迁移以及增强血管渗透性而在血管新

生中起关键作用［32-33］。同时，CD31 调节细胞黏附和

信号转导，以促进血管生成并促进血管内皮细胞之

间的互连［34-35］。免疫组织化学染色结果显示，纳米

银具有比对照组、阳性对照恩诺沙星更高的 TGF-
β、CD31 与 VEGF 阳性率，表明纳米银通过促进肌

纤维与血管生成，进而发挥促伤口愈合作用。总

之，本试验制备的纳米银通过高效抗菌、促进胶原

沉积、新生血管生成、调节伤口免疫微环境的多方

面作用，具有比阳性对照恩诺沙星更强的对犬皮肤

伤口感染的疗效。

4　结 论

本研究利用灵芝提取物为还原剂，聚乙烯吡咯

烷酮为稳定剂，通过生物合成法成功实现了纳米银

的宏量制备，其呈球形，分布均匀，平均尺寸为 20 nm
左右。纳米银对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、假中

间葡萄球菌等常见皮肤感染致病菌均具有高效的

体外抗菌活性，最小抑菌浓度为 16~32 μg·mL-1。

体内试验表明纳米银能够有效降低伤口组织的载

菌量，促进胶原沉积与血管生成，改善伤口免疫微

环境，进而促进犬感染伤口的愈合。上述结果为纳

米银转化并应用于宠物皮肤感染的临床治疗奠定

了物质与实践基础。
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