
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.12 JUN.2024

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2024.12.005

紫草银纳米粒的绿色合成及抗浅部真菌作用研究 *
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摘要 目的：以紫草提取液为还原剂，以硝酸银为银源，简单快速地合成银纳米粒子，并对其进行表征和抗浅部真菌作用研究。方

法：以合成银纳米粒的吸光度为指标，考察紫草提取液用量、AgNO3溶液浓度、反应 pH对紫草银纳米粒（ZC-AgNPs）合成的影响，

应用响应面优化筛选最佳合成条件。采用紫外 -可见分光光度法（UV-Vis）、动态激光散射（DLS）、透射电子显微镜（TEM）、X射线

粉末衍射（XRD）、傅里叶变换红外光谱（FTIR）等技术对紫草 -银纳米粒的理化性质进行表征。同时利用化学还原法制备化学银

纳米粒（C-AgNPs），利用微量稀释法测试 ZC-AgNPs和 C-AgNPs对浅部真菌的最低抑菌浓度（MIC）。结果：ZC-AgNPs的最佳工

艺为硝酸银浓度 10 mmol/L、紫草提取液体积 1.7 mL、反应 pH为 10.8。所得 ZC-AgNPs形状为球形，透射电子显微镜分析平均粒

径约为 12.59 nm，分布均匀、性质稳定。抗浅部真菌实验结果显示 ZC-AgNPs均优于 C-AgNPs，ZC-AgNPs对红色毛癣菌MIC为

62.5 滋g/mL、对须癣毛癣菌 MIC 为 125 滋g/mL、对白色念珠菌的 MIC 为 15.63 滋g/mL；C-AgNPs 对红色毛癣菌 MIC 为 250

滋g/mL，对须癣毛癣菌MIC为 500 滋g/mL，对白色念珠菌的MIC为 250 滋g/mL。结论：ZC-AgNPs制备方法稳定、可行，且具有良好
的抗浅部真菌效果。
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Green Synthesis of Silver Nanoparticles of Arnebia Euchroma and Their
Anti-superficial Fungi Effects*

Simple and rapid synthesis of silver nanoparticles using Arnebia euchroma extract as a reducing agent and

silver nitrate as a silver source for characterization and anti-superficial fungi effects. The absorbance of the synthesized silver

nanoparticles was used as an index to investigate the effects of the amount of comfrey extract, the concentration of AgNO3 solution, and

reaction pH on the synthesis of silver nanoparticles of A. euchroma (ZC-AgNPs), and the response surface optimization was applied to

screen the optimal synthesis conditions. The physicochemical properties of ZC-AgNPs were characterized by ultraviolet-visible spec-

trophotometry (UV-Vis), dynamic laser scattering (DLS), transmission electron microscopy (TEM), X-ray powder diffraction (XRD), and

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). Chemical silver nanoparticles (C-AgNPs) were also prepared by the chemical reduction

method, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of ZC-AgNPs and C-AgNPs against superficial fungi was tested using the mi-

crodilution method. The optimal process for ZC-AgNPs was a silver nitrate concentration of 10 mmol/L, a volume of comfrey

extract 1.7 mL, and a pH of 10.8. The obtained ZC-AgNPs were spherical, with an average particle size of about 12.59 nm analyzed by

transmission electron microscopy, and were uniformly distributed and stable. The results of the antifungal assay against superficial fungi

showed that all ZC-AgNPs were superior to C-AgNPs. The MIC of ZC-AgNPs against Trichophyton rubrum, T. mentagrophyte, and Can原
dida albicans were 62.5, 125, and 15.63 滋g/mL, respectively. The MIC of C-AgNPs against T, rubrum, T. mentagrophytes, and Candida
albicans were 250, 500, and 250 滋g/mL, respectively. The preparation method of ZC-AgNPs is stable, feasible, and has a

good antifungal effects against superficial fungi.

Green synthesis; Silver nanoparticles; Arnebia euchroma; Superficial fungi

*基金项目：福建省自然科学基金项目（2021J011274）

作者简介：杨雯雯（1998-），女，硕士研究生，研究方向：中药新剂型研究与开发，E-mail: yww90201@163.com

△ 通讯作者：黄爱文，女，博士，副主任药师，研究方向：中药学、药剂学、临床药学，E-mail: hawen83@sina.com

（收稿日期：2023-12-05 接受日期：2024-01-08）

2228窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.12 JUN.2024

前言

纳米银（AgNPs）是指粒径在纳米级（1~100 nm）的金属银

单质，纳米银可以呈现不同的形态，如球形、棒状、片状、三角、

线状等[1-4]。纳米银具有一定的稳定性，不容易聚集形成团，且纳

米材料由于其微小的粒径，可以很容易地跨越细胞屏障[5]。紫草

为紫草科新疆紫草 Arnebia euchroma（Royle）Johnst.或内蒙紫

草 Arnebia guttata Bunge的干燥根[6]。紫草用于治疗炎症、感染

和出血性疾病已有 2000多年的历史[7]。据研究报道，紫草具有

抗浅部真菌作用[8-11]，浅部真菌感染可由皮肤癣菌、念珠菌属、

马拉色菌属等引起，而尤以皮肤癣菌最为常见，浅部真菌感染

困扰着世界 25%的人口，且浅部真菌感染病原耐药率不断上

升、患者对现有抗真菌药物的耐受性有限，临床对抗真菌新药

物的需求不断增加[12,13]。

目前利用植物绿色合成银纳米粒的研究已经较多，研究表

明银纳米粒有良好的抗菌、抗氧化、抗肿瘤等作用[14,15]，但对于

银纳米粒抗浅部真菌的研究较少。本文选择紫草提取液为还原

剂，以硝酸银为银源，在常温常压条件下，简单快速的合成紫草

银纳米粒（ZC-AgNPs）。在单因素实验的基础上，进行

Box-Behnken响应曲面设计，优化得出合成银纳米粒子的最佳

工艺条件。对最佳工艺条件下制备的银纳米粒子的形态、粒径、

电位、参与反应成分及抗浅部真菌的活性等指标进行研究，为

银纳米粒子的绿色合成提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 药物及试剂

新疆紫草购自广东汇群中药饮片股份有限公司（批号：

20210901），无水乙醇购自上海联试化工试剂有限公司（批号：

20220101），硝酸银购自以达科技（泉州）有限公司（批号：

20230403A），氢氧化钠购自国药集团化学试剂有限公司（批

号：20210429），硼氢化钠（批号：20220415）、二水合柠檬酸三钠

（批号：20211108）购自广东光华科技股份有限公司，氟康唑（批

号：100314-201605）、盐酸特比萘芬（批号：100563-202103）购自

中国食品药品检定研究院，RPMI 1640 液体培养基（批号：

18C10A35）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基购自武汉博士德生物工

程有限公司，沙保罗琼脂培养基购自法国生物梅里埃公司，细

胞计数板购自日本WATSON公司，96孔细胞培养板购自美国

康宁公司。

1.2 菌株

红色毛癣菌（Trichophyton rubrum, BNCC340195）、须癣毛
癣菌（Trichophyton mentagrophytes, BNCC340405），购于北京北
纳创联生物技术研究院。白色念珠菌（Candida albicans）来自临
床分离株，由中国人民解放军联勤保障部队第九〇〇医院检验

科提供。

1.3 仪器

EX225DZH 电子天平（常州奥豪斯仪器有限公司），

HWS-26 电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司），

FiveEasy Plus型 pH计（上海梅特勒 -托利多仪器有限公司），

DM2500生物显微镜（德国 LEICA公司），H1850R台式高速冷

冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），Zetasizer Lab

纳米粒度及 zeta电位分析仪（英国 Malvern公司），BC-J160二

氧化碳细胞培养箱（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司），

INFINITE E PLEX 酶标仪（奥地利 Tecan 集团有限公司），

BSC-1360ⅡA2生物安全柜（北京东联哈尔仪器制造有限公

司），JEOL JEM-F200透射电子显微镜（日本电子株式会社），

SmartLab SE 型 X 射线光电子能谱仪（日本 Rigaku 公司），

Thermo Scientific iN10傅立叶红外光谱（美国赛默飞世尔科技

公司）。

1.4 紫草提取物的制备

称取 50 g的紫草放入圆底烧瓶中，第一次加 10倍 75%乙

醇浸泡 30 min后置水浴锅上回流提取 2 h，过滤，留取滤液。第

二次再向药渣中加 10倍 75%乙醇回流提取 2 h，过滤合并两次

滤液，减压浓缩后，用纯水定容至 100 mL。得到的样品用孔径

为 0.22 滋m的微孔滤膜过滤后，保存备用。
1.5 紫草 -银纳米粒（ZC-AgNPs）的合成

室温条件下，将紫草提取物加入至硝酸银溶液中，以 0.1 M

的 NaOH溶液调节 pH，磁力搅拌充分反应 1 h后，观察溶液颜

色发生变化，表明合成了纳米银（AgNPs）。合成后的 ZC-AgNPs

用高速冷冻离心机在 13000 rpm的转速下离心 20 min，弃去上

清液，取沉淀用超纯水重复清洗三次，保存备用。

1.6 单因素实验

根据基本处方制备 ZC-AgNPs，以 300-800 nm范围紫外可

见光谱扫描图谱的最高峰值为评价指标，对纳米粒进行单因素

考察。

1.6.1 硝酸银浓度的考察 分别取 1 mL的紫草提取物加入至

10 mL 的 2、4、6、8、10 mM 的 AgNO3溶液中，0.1 M 的 NaOH

调节 pH至 7，常温下反应 1 h后，测定其 300-800 nm下的紫外

可见吸收光谱。

1.6.2 提取液用量的考察 分别取 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL的

紫草提取液加入至 8 mM的 AgNO3溶液中，0.1 M的 NaOH调

节 pH至 7，常温下反应 1 h后，测定其 300-800 nm下的紫外可

见吸收光谱。

1.6.3 pH的考察 取 7份 1.5 mL的紫草提取液分别加入至

8 mM的 AgNO3溶液中，其中 1份不加 NaOH，原始 pH值为

4.28，其余 6份用 0.1 M的 NaOH分别调节 pH至 6、7、8、9、10、

11，常温下反应 1 h后，测定其在 300-800 nm下的紫外可见吸

收光谱。

1.7 响应曲面实验设计

通过单因素实验为每个因素挑选三个合适的水平，结合

Box Behnken中心组和实验设计原理，以吸光度为响应值，选

择 A（硝酸银浓度）、B（紫草提取液用量）和 C（反应 pH）为影响

因子，建立数学模型，从而得到 AgNPs合成的最佳条件。因素

与水平的选取如表 1所示。

1.8 验证实验

根据回归方程可以得到合成 ZC-AgNPs的最佳条件，为了

验证得到的优化模型的准确性和可靠性，按照最佳条件合成

AgNPs并测量吸光度，与预测值进行比较。

1.9 ZC-AgNPs的表征

1.9.1 紫外 -可见光谱（UV-vis）分析 取适量反应后的样品

用超纯水稀释后，置于 96 孔板内 100 滋L，酶标仪设定在
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300-800 nm下紫外全波长扫描，记录其最大吸光度，评估纳米

银的产量差异。

1.9.2 纳米粒粒径、PDI 以及 Zeta 电势的测定 取制备的

ZC-AgNPs溶液适量，用去离子水稀释至一定浓度，根据动态光

散射（Dynamic light scattering, DLS）原理测量银纳米颗粒粒径

分布情况、聚合物分散性指数（Polydispersity index, PDI）和 Zeta

电势，25℃下测试三次取平均值。

1.9.3 透射电子显微镜（TEM）分析 将适量 ZC-AgNPs溶液

稀释后，滴加少量到专用铜网上，干燥后，用透射电镜分析

（Transmission electron microscope, TEM），加速电压 200 kV，进

行拍摄形貌和能谱点扫（Electronic differential system, EDS）。

1.9.4 傅里叶变换红外光谱（FTIR）分析 将 ZC-AgNPs纳米

粒溶液和紫草提取液置于 -20℃预冻 24 h，再冷冻干燥 48 h，

得 ZC-AgNPs粉末。分别取适量 ZC-AgNPs粉末与紫草提取液

粉末，各加入 1%的溴化钾粉末混合，利用傅里叶变换红外光谱

扫描（Fourier transform infrared, FTIR）对参与还原过程的化合

物进行分析。将烘干至恒重的纯溴化钾（KBr）粉末与 AgNPs粉

末进行研磨，压成半透明薄片。将紫草提取液干燥后研磨成粉

末与纯 KBr粉末压成半透明薄片。背景材料为光谱纯 KBr粉

末，波长范围设置为 4000-500 cm-1，分辨率为 4 cm-1。

1.9.5 X 射线衍射图谱（XRD）分析 采用 X 射线衍射仪

（X-ray diffraction, XRD）对 ZC-AgNPs粉末进行晶型分析。参

数设置如下：扫描范围为 20° -90° 2兹，Cu靶 K琢射线，入射波
长 0.1542 nm，扫描模式为连续，扫描速度为 2 ° /min。测定粉

末的 XRD谱图，与标准卡片（JCPDS No.4-0783）对比。

1.9.6 化学 -银纳米粒（C-AgNPs）的合成 参照已有的化学合

成银纳米粒的方法并做适当修改[16,17]。配制 0.1 M的 NaOH溶

液，用于制备浓度为 10 mM的 NaBH4溶液。取 10 mL浓度均

为 5 mM的 AgNO3溶液与柠檬酸钠溶液混合搅拌均匀后，逐

滴加入 1 mL配制的 NaBH4溶液，室温条件下反应 1 h，反应后

溶液变成棕色，所得产物标记为 C-AgNPs。合成后的 C-AgNPs

用高速冷冻离心机在 13000 rpm的转速下离心 20 min，弃去上

清液，取沉淀用超纯水重复清洗三次。

1.10 抗浅部真菌实验

1.10.1 抗真菌药物的制备 紫草提取物、C-AgNPs和 ZC-Ag-

NPs溶液置 -20℃预冻 24 h，再冷冻干燥 48 h，得粉末状物质。

紫草提取物用超纯水配制成 60 mg/mL 的溶液，C-AgNPs、

ZC-AgNPs用超纯水配制成 40 mg/mL，阳性对照药氟康唑、特

比萘芬用 DMSO配制成 6.4 mg/mL、0.1 mg/mL的溶液。

1.10.2 菌悬液的配制 将红色毛癣菌、须癣毛癣菌接种于马

铃薯葡萄糖琼脂培养基，28℃培养 7-14天。白色念珠菌接种于

沙保罗葡萄糖琼脂培养基，28℃培养 24 - 48 h。刮取生长状态良

好、无污染的菌落，于生理盐水中混匀，吹打至均匀分散，用血

细胞板计数，用 RPMI-1640调整菌悬液浓度为 1× 105-1× 106

CFU/mL，备用。

1.10.3 最低抑菌浓度的测定 参照美国临床实验室标准化研

究所 M38-A2 和 M27-A3 方案，测定 ZC-AgNPs 对红色毛癣

菌、须癣毛癣菌和白色念珠菌最低抑菌浓度（Minimum inhibitory

concentration, MIC）。

在 96孔板的第 1 列加入适量液体培养基并加入药液共

200 滋L，第 1列药液的浓度分别为：紫草提取物 4.5 mg/mL、

ZC-AgNPs 0.5 mg/mL、C-AgNPs 0.5 mg/mL、氟康唑 32 滋g/mL，
特比萘芬 0.5 滋g/mL。2-11列每个孔中加入 100 滋LRPMI-1640，

1-10列以微量稀释法倍比稀释后，向每列孔中分别加入 100 滋L
制备好的菌悬液，确保最终总体积为 200 滋L。

其中阳性药组第 10列做溶剂对照，98滋LRPMI-1640 + 2滋L
DMSO+100 滋L菌悬液。第 11列为生长对照，含有 100 滋L液体
培养基和 100 滋L菌悬液；第 12列为空白对照，只含有 200 滋L
液体培养基。

毛癣菌 28℃培养 7-10天，白色念珠菌 28℃培养 24-48 h

后观察，以肉眼观察无菌生长的最小药物浓度作为MIC。每组平

行做三次实验。

1.11 数据处理与分析

文中每组试验数据均由 3次重复试验所得，试验获得的数

据用平均值± 标准差（x± s）表示。使用 Origin Pro 2023软件对

数据进行统计分析并绘制图表，使用 Design Expert 13.0.1.0进

行响应面分析。

2 结果

2.1 单因素考察结果

2.1.1 硝酸银浓度的选择 不同硝酸银浓度制备的银纳米粒

的紫外吸收光谱如图 1所示。从图可看出，当硝酸银浓度为 2

mM时，吸收峰较低；硝酸银浓度为 4 mM时，最高峰处的吸光

度明显增大；当硝酸银浓度为 8 mM时，吸光度达到最大，当硝

酸银浓度继续增大到 10 mM时，最大吸收峰的吸光度反而降

低，所以选取硝酸银浓度为 8 mM进行后续的单因素考察。

2.1.2 提取液体积的选择 不同紫草提取液制备的银纳米粒

的紫外吸收光谱如图 2所示。当提取液加入量由 0.5 mL增加

到 1.5 mL时，溶液的紫外吸收峰的吸光度不断增加；当提取液

用量继续增加时，溶液紫外吸收峰的吸光度略有下降。最终选

择提取液体积用量为 1.5 mL进行后续的单因素考察。

表 1响应面优化试验因素水平

Table 1 The factors and levels of response surface optimization test

Level
Factors

Concentration of AgNO3 (mM) Volume of extraction (mL) pH

-1 6 0.5 7

0 8 1.5 9

1 10 2.5 11
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图 1 不同硝酸银浓度制备的银纳米粒的紫外吸收光谱

Fig.1 UV-vis absorption spectra of silver nanoparticles prepared with

different concentrations of silver nitrate

2.1.3 反应 pH的考察 不同 pH条件下制备的银纳米粒的紫

外吸收光谱如图 3所示。从图中可以看出，当未加入 NaOH进

行pH调节时，其紫外吸收峰极弱；当 pH为 6时，反应体系的最

大吸收峰明显增高，说明合成的纳米银含量升高；当 pH=9时，

反应体系的银含量达到最大值，继续增大反应体系的 pH值，

紫外吸收峰降低，所以合成纳米银的最优 pH为 9。

2.2 响应面实验设计结果及方差分析

本实验以硝酸银浓度（A）、紫草提取液体积（B）和反应 pH

（C）为影响因子，吸光度为响应值，响应面实验设计结果见

表2。

图 2 不同提取液体积制备的银纳米粒的紫外吸收光谱

Fig.2 UV-vis absorption spectra of silver nanoparticles prepared with

different extraction liquid volumes

图 3 不同 pH条件下制备的银纳米粒的紫外吸收光谱

Fig.3 UV-vis absorption spectra of silver nanoparticles prepared at

different pH conditions

表 2 响应面试验设计及结果

Table 2 Design and results of response surface experiments

Run A: Concentration of AgNO3 (mM) B: Volume of extraction (mL) C: pH Absorbance

1 6 0.5 9 1.044

2 6 2.5 9 1.226

3 8 0.5 11 1.798

4 8 1.5 9 1.805

5 10 1.5 11 1.995

6 8 1.5 9 1.718

7 8 2.5 11 1.525

8 8 0.5 7 0.811

9 10 1.5 7 1.740

10 8 1.5 9 1.623

11 10 0.5 9 1.115

12 8 1.5 9 1.640

13 6 1.5 7 1.378

14 8 2.5 7 1.640

15 8 1.5 9 1.730

16 6 1.5 11 1.365

17 10 2.5 9 1.824

采用 Design-Expert 13.0.1.0 软件对试验结果进行回归拟

合分析，建立模型，得到硝酸银浓度（A）、紫草提取液体积（B）

和反应 pH（C）3 个因素的回归方程：Y=1.70 + 0.2077× A+

0.1809× B+0.1391× C+0.1318× AB+0.0670× AC-0.2755× BC

- 0.1124× A2-0.2884× B2+0.0285× C2。该回归方程的决定系数

R2为 0.9411，说明拟合性良好。校正系数R2
Adj为 0.8655，说明该
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模型可以解释 86.55%吸光度的变化。表 3结果显示，该模型的

P=0.0016＜0.01，说明模型极显著，失拟项的 P=0.0844＞0.05，

表明实验误差相对较小。一次项 A、B，交互项 BC和二次项 B2

对合成银纳米的吸光度影响极显著，一次项 C对合成银纳米的

吸光度影响显著，其他因素的影响不显著。参照 F值的大小可

得出去结论：3个因素对合成银纳米的吸光度的影响程度为硝

酸银浓度（A）>紫草提取液体积（B）>反应 pH（C）。

表 3 二次回归方程模型方差分析结果

Table 3 Results of analysis of variance of quadratic regression equation model

Source Sum of Squares df Mean Square F-value P-value Remarks

Model 1.57 9 0.17 12.44 0.0016 significant

A 0.35 1 0.35 24.58 0.0016 significant

B 0.26 1 0.26 18.65 0.0035 significant

C 0.15 1 0.15 11.02 0.0128 significant

AB 0.07 1 0.07 4.95 0.0615

AC 0.02 1 0.02 1.28 0.2951

BC 0.30 1 0.30 21.62 0.0023 significant

A2 0.05 1 0.05 3.79 0.0927

B2 0.35 1 0.35 24.94 0.0016 significant

C2 0.00 1 0.00 0.24 0.6363

Residual 0.10 7 0.01

Lack of Fit 0.08 3 0.03 4.71 0.0844 not significant

Pure Error 0.02 4 0.01

Cor Total 1.67 16

R2=0.9411

R2
Adj=0.8655

2.2.1 响应面优化最佳合成工艺 在回归模型方差分析结果

的基础上，采用 OriginPro 2023软件绘制吸光度与硝酸银浓

度、紫草提取液体积、反应 pH的 3D响应图见图 4。结果显示，

制备 ZC-AgNPs优选出的最佳工艺为硝酸银浓度 9.876 mM、

紫草提取液体积 1.672 mL、反应 pH为 10.787。最终结合制备

实际的需要，将最佳工艺调整为硝酸银浓度 10 mM、紫草提取

液体积 1.7 mL、反应 pH为 10.8。

2.2.2 验证实验 根据响应面法优化出的最佳制备工艺合成

3份 ZC-AgNPs，参照 "2.4.1"项下紫外 -可见光谱分析方法，测

定吸光度。三次实验的吸光度分别为：1.979、2.005、2.001。平均

值为 1.995，与理论预测值（2.005）相比相对误差小，说明模型

拟合良好。因此，采用响应面分析方法优化得到的 ZC-AgNPs

粒子的制备条件具有可行性。

2.3 紫草银纳米（ZC-AgNPs）和化学银纳米（C-AgNPs）的合成

用紫草提取物和硝酸银水溶液，通过绿色生物合成法成功

地制备了紫草银纳米，紫草银纳米（ZC-AgNPs）合成前后溶液

变化如图 5（a）所示。银纳米（C-AgNPs）合成前后溶液变化如图

5（b）所示。

2.4 表征结果

2.4.1 紫外 -可见光谱分析（UV-vis）结果 在 AgNO3中加入

紫草提取液后，溶液由淡黄色变为深棕色，是由于与 AgNPs相

关的表面等离子体共振，AgNPs紫外扫描图谱如图 5（c）所示，

ZC-AgNPs在 406 nm处出现紫外吸收峰，而紫草提取液在紫

外可见光谱扫描下无吸收峰，化学合成的 C-AgNPs在波长

394 nm处显示吸收峰。AgNPs在紫外可见光扫描下的典型表

面等离子体共振（Surface plasmon resonance，SPR）特征峰范围

在 350~450 nm[18]，表明 AgNPs的成功合成。

2.4.2 纳米粒粒径、PDI以及 Zeta电势结果 合成的 ZC-AgNPs

的粒径测量结果如图 6（a）。平均水合粒径为 54.28± 0.43 nm，

PDI=0.5476，DLS测得粒径大于 TEM测量的粒径尺寸。C-Ag-

NPs的粒径测量结果如图 2.11（b）。平均水合粒径为 34.43±

1.91 nm，PDI=0.5089。合成的 ZC-AgNPs的 Zeta电位图如 6（h）

所示，电位值为 -27.06± 0.56 mv，电势绝对值越高，ZC-AgNPs

之间的静电斥力越大，不易聚集，使体系越稳定。进一步表明紫

草提取物中的化学物质结合到了银纳米颗粒表面，产生电势稳

定的纳米颗粒，zeta的负值是由于 ZC-AgNPs表面周围存在带

负电荷的植物化学物质[19,20]。

2.4.3 透射电子显微镜分析（TEM）结果 DLS测量的粒径颗

粒表面性质并流体动力学直径，不仅取决于金属颗粒的大小，

溶液环境中的植物活性成分、离子、分子和额外的水合物层会

附着在纳米颗粒的表面，从而影响粒径的测量值；而 TEM测量

的样品处于干燥状态，可以测量银纳米晶体的实际直径。透射

电镜显示 ZC-AgNPs为球形，选取不少于 100个纳米粒通过

Image J软件进行分析，ZC-AgNPs的粒径大小在 3.98-24.25 nm

之间，平均粒径为 12.59 nm。

从 X射线能谱（EDS）中（图 6g）可以看到银元素的存在，

表明实验制备的纳米粒子确为纳米银粒子。
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图 4（a）硝酸银浓度和紫草提取液体积对 ZC-AgNPs吸光度的交互影响；（b）硝酸银浓度和 pH对 ZC-AgNPs吸光度的交互影响；（c）紫草提取液

体积和 pH对 ZC-AgNPs吸光度的交互影响

Fig.4 (a) Interaction between concentration of AgNO3 and volume of extraction on the absorbance of ZC-AgNPs; (b) Interaction between concentration of

AgNO3 and pH on the absorbance of ZC-AgNPs; (c) Interaction between volume of extraction and pH on the absorbance of ZC-AgNPs

图 5（a）ZC-AgNPs合成前后；（b）C-AgNPs合成前后；（c）AgNPs的 UV-vis吸收光谱

Fig.5 (a) before and after synthesis of ZC-AgNPs; (b) before and after synthesis of C-AgNPs; (c) UV-vis absorption spectra of AgNPs

2.4.4 傅里叶变换红外光谱分析（FTIR）结果 利用傅里叶变

换红外光谱（FTIR）测量来估计可能参与紫草提取物介导的银

纳米颗粒还原和稳定的官能团。ZC-AgNPs和紫草提取液的

FTIR图谱如图 7所示，ZC-AgNPs的 FTIR光谱显示特征峰位

于 3440、2920、2843、1634、1384、1066 cm-1处。紫草提取物的

FTIR图谱在 3405 cm-1和 2930 cm-1处的特征峰和银纳米颗粒

在 3440、2920、2843 cm-1的特征峰，是由于羟基 O-H伸缩和烷

烃 C-H伸缩振动所致[21]，ZC-AgNPs在 1634 cm-1处的谱带是由

于分子中存在芳环，表明芳环拉伸 [22,23]。同时，ZC-AgNPs在

1634 cm-1和 1384 cm-1处和紫草提取液在 1632 cm-1和 1413 cm-1

处的峰值对应于 C-N拉伸振动和紫草提取物中蛋白质的酰胺

Ⅰ带[24]。1116、1168 cm-1处的吸收带主要归因于多糖中 C-O伸

缩的氢键和非氢键[25]。ZC-AgNPs在 1066 cm-1处的吸收峰代表

C-OH的伸缩振动[24]。上述分析表明，银纳米粒表面键合有紫草

的化学成分，使银纳米粒不易团聚，表现出良好的稳定性。

2.4.5 X射线衍射图谱分析（XRD）结果 图 8 为 ZC-AgNPs

的 XRD 谱图，从图中可以观察到 X 射线衍射图中 38.12、

44.12、64.56、77.44、81.47处有明显的布拉格反射峰，分别对应

于（111）、（200）、（220）、（311）和（222）晶面，这与 Moorthy等人

的研究结果一致[26-28]。XRD衍射图中的其他峰可能是紫草提取

物中的活性成分，作为起到还原剂和稳定剂的作用，防止银纳

米粒在溶液中发生聚集。

2.5 抗浅部真菌结果

各试药对浅部真菌的最低抑菌浓度（MIC）如表 4所示，其

中紫草提取物自身对于浅部真菌的生长具有一定抑制作用，但

弱于化学合成的银纳米粒（C-AgNPs）。而生物合成的紫草银纳

米粒（ZC-AgNPs）的抗浅部真菌效果显著优于紫草提取物和化

学银纳米粒。在三种真菌中，ZC-AgNPs对白色念珠菌的抑制效

果最好，MIC=15.63 滋g/mL，优于红色毛癣菌和须癣毛癣菌，
ZC-AgNPs对白色念珠菌的抑制效果大约是化学银纳米粒的

16 倍，二者均显著优于紫草提取物的抗白色念珠菌效果；

ZC-AgNPs对红色毛癣菌的最低抑菌浓度为 62.5 滋g/mL，相比
于化学银纳米粒抗浅部真菌活性提高了 4倍，比单纯的紫草提取

物提高了约 9倍；对于须癣毛癣菌，ZC-AgNPs的MIC=125滋g/mL，
同样优于 C-AgNPs和紫草提取物。氟康唑对白色念珠菌的抑

制效果优于红色毛癣菌和须癣毛癣菌，而特比萘芬对红色毛癣

菌和须癣毛癣菌的较敏感，抑制效果更好。利用生物还原法，加

入紫草提取物制备纳米银，大大提高了纳米银的抗浅部真菌的

能力。

3 讨论

AgNPs的合成方法主要有化学法、物理法和绿色还原法

2233窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.12 JUN.2024

图 6（a）ZC-AgNPs（b）C-AgNPs的 DLS图；（c）（d）（e）ZC-AgNPs的 TEM图像；（f）ZC-AgNPs的 TEM粒径分布图；（g）ZC-AgNPs的 EDS图谱；

（h）ZC-AgNPs的 zeta电势图

Fig.6 DLS map of ZC-AgNPs (a) and C-AgNPs (b); (c) (d) (e) TEM image of ZC-AgNPs; (f) TEM particle size distribution map of ZC-AgNPs;

(g) EDS map of ZC-AgNPs; (h) zeta potential map of ZC-AgNPs

图 7 紫草 -银纳米粒（a）与紫草提取物（b）的 FTIR光谱图

Fig.7 The FTIR spectra of ZC-AgNPs (a) and comfrey extract (b)

等。其中化学法应用较为广泛，但原料还原剂（如苯二酚等）通

常有一定的毒性，大大限制了 AgNPs在生物医药和食品包装

等领域的应用。物理法（如物理气相沉积、激光汽化法等）制备

的 AgNPs纯度高，但产物粒度分布较宽，易团聚，对仪器较苛

刻，成本较高。近年来，绿色还原法制备 AgNPs越来越受到人

们的关注，其方法有着环保安全、原料易得、应用广泛等特点。
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图 8 ZC-AgNPs的 XRD衍射图谱

Fig.8 XRD diffraction pattern of ZC-AgNPs

绿色还原法制备纳米银是利用植物提取液中的有效成分充当

还原剂和保护剂，具有绿色环保、成本低、原料易得等优点。目

前已有用植物的根[29]、叶[30]、花[31]、果实[24]等部位的提取物成功

合成银纳米材料。草具有清热凉血、活血解毒、透疹消斑的功

效，现代药理研究表明紫草可以抗浅部真菌 [9]、抗炎 [32]、抗肿

瘤 [33]等作用。本文采用一种简单高效的制备方法，以紫草提取

物为还原剂和稳定剂，合成了银纳米粒。利用 Box Behnken中

心组合实验设计，考察了硝酸银浓度、紫草提取液用量和反应

体系 pH 值对 ZC-AgNPs 产率的影响，其中硝酸银浓度对

ZC-AgNPs的合成影响最大，且在碱性环境下，ZC-AgNPs的产

量较高，这与王春莉[34]等人的研究结果一致，其中可能的机制

是在碱性条件 Ag2O更易发挥氧化作用，通过缓慢释放 Ag+形

成银纳米粒[35]。反应前后溶液颜色变化明显，由淡黄色变为深

棕色，证明成功合成 AgNPs。ZC-AgNPs在 406 nm处出现了紫

表 4 各试药对不同的浅部真菌的MIC结果

Table 4 MIC results of each test against different superficial fungi

MIC (滋g/mL)

Trichophyton rubrum Trichophyton mentagrophytes Candida albicans

Comfrey Extracts 560 2250 >4500

C-AgNPs 250 500 250

ZC-AgNPs 62.5 125 15.63

Fluconazole 32 32 1

Terbinafine 0.25 0.06 >0.5

外特征吸收峰，ZC-AgNPs 的 XRD 扫描谱图与标准卡片

（JCPDS No.4-0783）对比，以及 EDS结果都进一步证明了银纳

米粒的成功合成。通过比对紫草提取液和 ZC-AgNPs的 FTIR

图谱，结果说明紫草的化学成分，可能是多糖和蛋白质等成分

封盖在 AgNPs表面，形成了稳定的银纳米粒。ZC-AgNPs的

Zeta电位值为 -27.06± 0.56 mv，表明银纳米粒子带有负电荷，

原因可能是提取物中的活性物质以带负电荷的形式吸附在

ZC-AgNPs粒子的表面，形成较稳定的体系。通过 TEM观察银

纳米的形貌和大小，显示 ZC-AgNPs的平均粒径约 13 nm，球

形颗粒，研究表明 AgNPs的颗粒形态会影响其抗菌活性，较小

尺寸的 AgNPs通常具有更好的抗菌活性[36]。

浅部真菌感染是致病真菌侵犯皮肤的角质层、毛发和甲板

所导致的感染，引起体癣、头癣和甲癣等，并伴有不同程度的瘙

痒，导致患者生活质量下降。基层部队的官兵皮肤真菌感染发

病率较高，于国平[37]等对某部队真菌镜检阳性感染者的患处标

本进行了培养，共培养出的真菌有红色毛癣菌、须癣毛癣菌、絮

状表皮癣菌和白色念珠菌等。在军队的生活和训练中，士兵多

穿作战靴、胶鞋、尼龙袜，导致足部出汗，长时间处于湿热状态，

使鞋内的真菌不断繁殖并不易杀灭。不论对于提高生活质量还

是保障部队训练效率而言，抗浅部真菌都是亟需解决的一个难

题，且由于浅部真菌感染病原耐药率不断升高、患者对现有抗

真菌药物的耐受性有限等问题，临床对于新型抗真菌药物的需

求不断提高，研制疗效确切、价格低廉、毒副作用小和安全性高

的新型抗浅部真菌药物成为首要任务。本文合成的 ZC-AgNPs

对于白色念珠菌、红色毛癣菌及须癣毛癣菌有很好的抑制效

果，且显著优于单独的紫草提取物和化学银纳米粒效果，与西

药相比具有耐药性低、绿色环保等优势，所以紫草银纳米粒在

制药工业中具有广泛的应用前景。Ronavari等人生物合成的银

纳米粒对条件致病酵母菌和浅部真菌的抑制效果优于金纳米

粒，且 AgNPs和 AuNPs对人角质形成细胞均无毒性作用[38]。

综上所述，利用绿色还原法，以紫草提取物为原料制备银

纳米粒，既提高银纳米粒抗浅部真菌活性及稳定性，同时避免

物理法和化学法还原制备纳米银时使用的有机溶剂，实现真正

的绿色高效，具有良好的应用前景。
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