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摘   要：纳米银(silver nanoparticles, AgNPs)兼有优良的抗菌和抗癌作用，但病原体或癌细胞对其

的耐受作用将影响其临床应用，前者耐受纳米银已见报道。本研究以 HeLa 细胞为模型，探讨癌细

胞耐受纳米银的可能性及耐受机制。将 HeLa 细胞代谢物与纳米银混合后测定其抗菌活性和细胞毒

性变化，并用紫外-可见(ultraviolet visible, UV-Vis)分光光度计、粒度仪和透射电镜等检测混合体系

中纳米银的理化特征。用非靶向代谢组学分析纳米银结合的代谢物种类，经腹腔注射 HeLa 细胞建

立荷瘤小鼠，并分析血清对纳米银稳定性的影响。结果表明 HeLa 细胞代谢物可抑制纳米银的抗癌

和抗菌作用，这种抑制作用表现出剂量依赖性，对纳米银生物学活性产生抑制作用的效应代谢物

耐热、不溶于氯仿、含硫元素，分子量小于 1 kDa。抑制作用的实质是使纳米银发生了聚集，筛选

得到有 115 种代谢物能结合纳米银。进一步探究发现仅当 α-酮戊二酸(α-ketoglutarate, AKG)和谷胱

甘肽(glutathione, GSH)的浓度共同达到一定阈值才导致纳米银聚集，而 HeLa 细胞代谢物中两者的

浓度分别是正常宫颈上皮细胞的 10 倍和 6 倍，达到了该阈值。动物实验结果显示荷瘤小鼠血清导致

纳米银聚集率显著高于健康鼠血清(P<0.05)。本研究揭示 HeLa 细胞中具有超常含量的 α-酮戊二酸和

谷胱甘肽，两者协同破坏纳米银的胶体稳定性，从而实现逃逸纳米银的抗癌作用。 
关键词：纳米银；癌细胞；耐药性；代谢组学；胶体稳定性  
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Abstract: Silver nanoparticles (AgNPs) is known as one of the most valuable metal nanoparticles 
in antibacterial and anticancer application. AgNPs-resistant bacteria has been documented, but it 
is unclear whether cancer cells can also escape the anti-cancer effect of AgNPs. In this study, we 
aimed to investigate this phenomenon and its underlying mechanism. The antibacterial activity 
and cytotoxicity of AgNPs were measured in the presence of HeLa cell metabolites. The status of 
AgNPs in the system associated with metabolites were characterized by UV-Vis, Zetasizer Nano 
ZS, and transmission electron microscopy. Non-targeted metabolomics was used to reveal the 
metabolites components that bind with AgNPs. HeLa cells were injected intraperitoneally to 
establish the tumor-bearing mice model, and the stability of AgNPs in mice serum was analyzed. 
The results manifested that HeLa cell metabolites inhibited the anticancer and antibacterial effects 
of AgNPs in a dose-dependent manner by causing AgNPs aggregation. Effective metabolites that 
inhibited the biological activity of AgNPs were stable in 100 ℃, insoluble in chloroform, 
containing sulfur elements, and had a molecular weight less than 1 kDa in molecular weight. 
There were 115 compounds bound with AgNPs. In vitro experiments showed that AgNPs 
aggregation occurred only when the concentration of α-ketoglutarate (AKG) and glutathione 
(GSH) together reached a certain threshold. Interestingly, the concentration of AKG and GSH in 
HeLa cellular metabolites was 10 and 6 times higher than that in normal cervical epithelial cells, 
respectively, which explained why the threshold was reached. Furthermore, the stability of AgNPs 
in the serum of tumor-bearing mice decreased by 20% (P<0.05) compared with the healthy mice. 
In conclusion, our study demonstrates that HeLa cells escaped the anti-cancer effect of AgNPs 
through the synergistic effect of AKG and GSH, suggesting the need to develop strategies to 
overcome this limitation. 
Keywords: silver nanoparticles; cancer cells; drug-resistance; metabolomics; colloidal stability 

 
 

银、金、钛和铜等金属或其氧化物的纳米

粒子具有良好的抗癌、抗菌作用，其作用机制有

刺激产生活性氧(active oxygen species, ROS)、激

活 caspase-3、增加线粒体外膜的通透性和 DNA

断裂等[1-2]。纳米银对多种类型的癌细胞有杀灭

作用，包括 HeLa、HCT-116、A549、MCF-7 以

及 HepG-2 等，IC50 值在 50‒250 μg/mL 之间[3]，

抗癌作用的差异除了癌细胞的种类有关外，还
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受纳米银尺度与形态、表面修饰及所采用的实

验方法等的影响。Swanner 等[4]报道纳米银能选

择性作用于癌细胞，三阴性乳腺癌细胞经纳米

银处理 48‒72 h 后死亡，而正常乳腺上皮细胞

MCF-10A 未受明显影响。纳米银的抗癌作用研

究还处于细胞和类器官水平[1-5]，少有动物实验

和临床前实验，因此，纳米银的体内抗癌作用

尚不清楚。 
纳米药物因为增强高渗透性和滞留效应

(enhanced permeability and retention effect, EPR)容
易在实体瘤中蓄积，在肿瘤微环境中纳米药物

的稳定性依然是发挥药效的前提，聚集或团聚

将极大影响其功效。肿瘤微环境的低 pH 值、

低渗透性和高还原型谷胱甘肽 (glutathione, 
GSH)特征已成为纳米药物载体的设计思路[6]，

但癌细胞代谢物对纳米银抗癌作用的影响及其

在实体瘤中的抗癌作用还未见报道。 
本研究将 HeLa 细胞代谢物按不同比例与

纳米银混合，结果显示其抗菌作用、抗癌作用

均降低，经能谱仪(energy disperse spectroscopy, 
EDS)分析、差异代谢组学等研究表明 HeLa 细

胞代谢物中 α-酮戊二酸、异柠檬酸、谷胱甘肽

等小分子严重影响纳米银的稳定性，使其丧失

抗菌、抗癌等生物学功能，据此，首次报道癌

细胞耐受纳米银的一种新机制。 

1  材料与方法  
1.1  主要材料 

聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpyrrolidone, PVP)、
芦丁购自生工生物工程股份有限公司，硝酸银

(AgNO3)购自成都科龙化工试剂厂。大肠杆菌

(Escherichia coli) K-12 BW25113 购自大肠杆菌

遗传储存中心(the Coli Genetic Stock Center)，
HeLa 宫颈癌细胞由中山大学李颂扬博士惠赠。

HCerEpic 细胞购自青旗(上海)生物技术发展有

限公司。GSH 购于上海瑞永生物科技有限公

司，α-酮戊二酸(α-ketoglutarate, AKG)购于上海

毕得医药股份有限公司，异柠檬酸(isocitric acid, 
ICA)购于上海麦克林生化科技股份有限公司。

CellTiter-LumiTM Plus 发光法细胞活力检测试剂

盒购于上海碧云天生物技术有限公司。本研究

所用无特定病原体(specific pathogen free, SPF)
级 BALB/c nude 小鼠，体重 18−22 g，购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司，在西南大学药

学院实验动物中心饲养。 

1.2  纳米银的合成和表征 
按 文 献 [7] 在 常 温 合 成 纳 米 银 。 用

Nanodrop2000 (Thermo Scientific)进行全波长

扫描检测 AgNPs 的特征吸收峰，激光粒度仪分

析粒度分布和 ζ 电位(the Malvern zetasizer nano 
ZS) ，透射电子显微镜 (transmission electron 
microscope, TEM, HITACHI)表征尺寸和形状。 

1.3  纳米银的抗癌作用 
1.3.1  纳米银对 HeLa 细胞的细胞毒性 

将 2×104 个 HeLa 细胞接种于 96 孔板，生

长 24 h 后用 PBS 洗涤 2 次，在无血清达尔伯克必

需基本培养基(Dulbecco’s modified eagle medium, 

DMEM)培养条件下用40、80 μg/mL和120 μg/mL 

AgNPs 分别处理 2 h 和 12 h，设无纳米银对

照，每个处理设 3 个重复孔。用 Cell Titer-LumiTM

试剂盒测定 ATP 水平以评价细胞存活率，实验

重复 3 次。细胞存活率计算公式为：细胞存活

率(%)=(样品发光值−本底发光值)/(对照组发光

值−本底发光值)×100。 
1.3.2  HeLa 代谢物对纳米银的细胞毒性的影响 

HeLa 细胞的准备同 1.3.1，PBS 洗涤后加

入 100 μL无血清 DMEM培养基，于 37 ℃、5% 
CO2 条件下放置 0、2、4、6 h 和 8 h 后再加入

100 μL 360 μg/mL AgNPs，继续孵育 2 h 后，按

上述方法检测 ATP 水平并计算细胞存活率。每
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组重复 3 孔，实验重复 3 次。 

1.4  HeLa 细胞代谢物对纳米银和双氧水

抗菌作用的影响 
在不换细胞培养液的情况下发现纳米银的

抗癌作用降低，检测其对抗菌作用的影响。按

文献[8]测定纳米银对 105 CFU/mL E. coli 的最低

抑制浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)
和最小杀菌浓度(minimum bactericidal concentration, 
MBC)。取 1.3.2 中 5 个时间点的细胞培养液与

360 μg/mL AgNPs 等体积混合后加入2×105 CFU/mL 
E. coli，于 4 h 内连续测定活细菌数。另外，在

长满单层 HeLa 细胞中加无血清 DMEM 培养基

孵育 12 h，取该培养液分别按 5%、10%、

15%、20%和 25%加入 360 μg/mL PVP-AgNPs
胶体溶液中，加入 2×105 CFU/mL E. coli 后测

定 4 h 内的活菌数。绘制 2 种处理情况下 E. coli
的存活曲线。 

考虑到纳米银抗菌的重要机制是产生活性

氧，进一步比较了 HeLa 细胞代谢物对 H2O2 的

影响。将 HeLa 细胞 12 h 的代谢液与 16 mmol/L 
H2O2 混合，测定 E. coli 存活曲线。 

1.5  HeLa 代谢物对纳米银的稳定性的影响 
上述研究发现 HeLa 细胞代谢物抑制纳米

银的抗菌和抗癌作用，但不抑制 H2O2 的抗菌

活性，故猜测其影响纳米银的稳定性。将 HeLa
细胞代谢物与 AgNPs 混合(终浓度 100 μg/mL)，
用 Nanodrop 检测纳米银 12 h 内的紫外-可见

(ultraviolet visible, UV-Vis)吸收光谱。为了解

使纳米银聚集的代谢物组分的化学性质，将代

谢物于 100 ℃处理 30 min，或用氯仿反复处

理，再将处理后的代谢物与纳米银混合，检测

其 UV-Vis 吸收光谱的变化。 
将 HeLa 细胞代谢物依次用截留值为 100、

50、30、10、3 和 1 kDa 的超滤管分为不同组

分，各组分与 100 μg/mL AgNPs 等体积混合，

以无血清 DMEM 培养基为对照组，于 37 ℃孵

育 30 min 后，用 Nanodrop 检测 UV-Vis 吸收光

谱，计算纳米银的聚集效率。 
聚集效率计算公式为：聚集效率(%)=[(对照

组 OD404−实验组 OD404)/对照组 OD404]×100。 

1.6  纳米银聚集物的表征及元素分析 
将 HeLa 细胞代谢物小分子组分与 200 μg/mL 

AgNPs 等体积混匀，于 37 ℃孵育 3 h 后，   
12 000 r/min 离心 10 min，用 ddH2O 洗涤沉淀 
3 次，加适量 ddH2O 重悬并超声分散 30 min，
用纳米粒度电位仪检测聚集物的粒径和 ζ 电

位，透射电镜检测样品的表面形貌和粒径。

EDS 能谱仪(Thermo, 250Xi)检测纳米银聚集物

的元素组成。 

1.7  代谢物中聚集成分分析 
采用非靶向代谢组技术对 HeLa 细胞代谢

物聚集纳米银前后的差异成分分析。培养

HeLa 细胞并制备 6 批代谢物经截留值为 1 kDa
的超滤离心管处理，收集小分子代谢物备用。

取 400 μg/mL AgNPs 与小分子代谢产物(体积比

为 1:3)混匀，37 ℃孵育 3 h，12 000 r/min、4 ℃
条件下离心 20 min，取上清液。将 6 批小分子

代谢物及 6 份聚集纳米银后的上清液送苏州帕

诺米克生物医药科技有限公司进行非靶向代谢

组分析。 

1.8  单一组分或双组分对纳米银的聚集作用  
分析两组代谢组数据，综合考虑相对含量

变化及分子的元素组成，用单一化合物或两两

组合进行纳米银聚集实验，检测方法为 UV-Vis
全波长扫描。对能聚集纳米银的组分，用酶联

免疫吸附测定法(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)测定单层 HeLa 细胞换无血清培养

基后 2、4、6、8、12 h 分泌到培养液中的量。 

1.9  荷瘤小鼠血清影响纳米银稳定性 
将 SPF 级 BALB/c nude 小鼠(4 周龄，雌性)
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随机分为 2 组，对照组每只小鼠腹腔注射 200 μL
生理盐水，实验组腹腔注射 200 μL 浓度为

2×107 cells/mL HeLa 细胞悬液，于第 14、21、
28、38、48 天采血并分离血清。将血清与  
200 μg/mL AgNPs 等体积混匀，于 37 ℃孵育

30 min 后，用 Nanodrop 作 UV-Vis 全波长扫

描，纳米银聚集效率计算公式同于 1.5。所有

动物实验方案经西南大学实验动物伦理审查委

员会审核(批准号：IACUC-20230222-01)。 

1.10  数据统计分析 
使用 R 包 mixOmics (V 6.8.5)/ropls (V 1.16.0)

进行正交偏最小二乘判别分析(orthogonal partial 
least squares discrimination analysis, OPLS-DA)，
ggpubr 包(V 0.2.5)的 compare%函数进行单因

素方差分析，vegan (V 2.5-6)的 adonis 函数进行

置换多元方差分析，并用 BH 法(benjamini & 
hochberg, 1995)校正 P 值，认为 P<0.05 差异显

著。其他数据统计用 SPSS 22.0 软件进行方差

分析和 Duncan 多重比较(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  AgNPs 的合成和表征 

芦丁还原银离子后，反应液由淡黄色逐渐

变深，最后呈棕色，溶液的 UV-Vis 吸收光谱在

404 nm 处有特征性吸收峰，且峰值随颜色加深

而增大(图 1A)。TEM 图像表明合成的 AgNPs 呈

球状，粒径在 2‒20 nm (图 1B)。加 1 mmol/L 
PVP 后纳米银的水合粒径从(72.7±1.2) nm 增大

至(124.8±2.6) nm，ζ 电位从(‒19.2±0.5) mV 升

至(−9.04±1.16) mV (图 1C)。 

2.2  HeLa 细胞代谢物抑制纳米银的抗癌、

抗菌作用 
按常规方法将长满单层 HeLa 细胞洗涤后

用系列浓度纳米银处理 2 h 和 12 h，IC50分别为

120 μg/mL 和 40 μg/mL (图 2A)。但是，向洗涤 

 
 
图 1  纳米银的表征   A：纳米银的 UV-Vis 吸

收光谱. B：纳米银的透射电镜图，标尺为 10 nm. 
C：纳米银稳定前后的水合粒径和 ζ 电位图 
Figure 1  Characterization of silver nanoparticles. 
A: UV-Vis absorption spectrum of silver 
nanoparticles. B: TEM image of silver nanoparticles 
with a scale of 10 nm. C: Hydrodynamic diameter 
and ζ potential of AgNPs with/without PVP. 
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图 2  HeLa 细胞代谢物抑制纳米银的抗癌和抗菌作用   A：纳米银处理 2 h 或 12 h 的细胞毒性. B：HeLa
细胞代谢物导致 180 μg/mL 纳米银抗癌作用降低. C：HeLa 细胞不同时间代谢物导致 2MIC 纳米银抗菌作

用降低. D：HeLa 细胞 12 h 代谢导致纳米银抗菌作用降低. E：HeLa 细胞代谢物不抑制 H2O2 的抗菌作用 
Figure 2  The inhibition of anti-cancer and antibacterial effects of silver nanoparticles by HeLa cell 
metabolites. A: Cytotoxicity of silver nanoparticles treated for 2 h or 12 h. B: Inhibition of the anticancer 
effect of 180 μg/mL silver nanoparticles by HeLa cell metabolites. C: Inhibition of antibacterial effect of 
2MIC silver nanoparticles by time-dependent HeLa cells metabolites. D: The 12 h metabolism of HeLa cells 
inhibited antibacterial action of silver nanoparticles. E: HeLa cell metabolites did not inhibit the antibacterial 
action of H2O2. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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后的细胞加入无血清 DMEM 并孵育 2、4、6 h
和 8 h，加 AgNPs 至终浓度为 180 μg/mL，处理

2 h 后细胞的存活率分别为 37.6%、46.8%、

71.2%和 100%，对照组仅为 16.8% (图 2B)。这

表明 HeLa 细胞不断合成并释放某种代谢物，

该代谢物能抑制纳米银的细胞毒性作用。 
将单层 HeLa 细胞 1、4、8 h 和 12 h 的代

谢物与浓度为 2MIC 的纳米银等体积混合后，

其抗菌作用也被抑制，加入 4 h 的代谢物后完

全丧失了抗菌作用(图 2C)。按不同比例加入 12 h
的 HeLa 细胞代谢物，含量超过 10%以后，纳

米银的抗菌作用完全丧失(图 2D)。但是，这种

12 h 代谢物并不抑制 H2O2的抗菌作用(图 2E)，
这种抑制作用发生在纳米银导致活性氧产生以

前，提示 HeLa 细胞代谢物可能破坏胶体稳定性。 

2.3  小分子含硫代谢物使 AgNPs 聚集 
纳米银在DMEM培养基中很稳定，12 h内

特征性吸收峰不变(图 3A)。将 HeLa 细胞 12 h
代谢物与 100 μg/mL 纳米银等体积混合后，发

现其 OD404 逐渐降低，并在 500‒600 nm 段出现

新的吸收峰(图 3B)，室温放置 12 h 后所有吸收

峰消失，将沉淀用 ddH2O 重悬测得水合粒径为

(419.9±10.8) nm，ζ 电位为−15.2 mV，多分散

性 指 数 (polymer dispersity index, PDI) 值 为

0.499。将纳米银与 HeLa 细胞 2 h 代谢物按系

列体积比混合(1:1、1:3、1:7 和 1:15)，OD404 值

呈线性降低；将纳米银与 2、4、6、8、10、12 h 
HeLa 细胞代谢物均按 1:15 (体积分数)混合，

OD404值也呈线性降低(图 3C、3D)。将 12 h HeLa
细胞代谢物与 100 μg/mL 纳米银等体积混合后

形成的沉淀干燥后经 TEM 电镜观察，可见纳

米银发生聚集(图 3E)。 
为初步确定代谢物的化学性质，将 12 h 代

谢物作高温处理(100 ℃、20 min)和氯仿萃取，

但均未改变其聚集纳米银的作用(图 3F、3G)，

说明不是蛋白质或脂类物质。用超滤离心管将

其分子量大小分为不同组分，发现低于 1 kDa
的小分子代谢物聚集纳米银(图 3H)。经能谱仪

分析样品元素，比较结果显示纳米银聚集物中

含有硫元素(图 3I)。 

2.4  HeLa 细胞代谢物 α-酮戊二酸和谷胱

甘肽联合作用使 AgNPs 聚集 
为了进一步鉴定 HeLa 细胞代谢物的种类，

对纳米银处理前后的代谢物进行非靶向代谢组

学分析，结果鉴定出 115 种差异代谢物，其中

有 77 种含量成分经纳米银处理后下降 90%以上

(图 4A、4B)。购买其中的 10 种化合物进行实

验，其中苯线磷、东莨菪亭、氰戊菊酯、卡莫

司汀、氟哌利多和N7-甲基鸟苷等不影响纳米银的

稳定性，但 10 mmol/L AKG (该浓度为质谱数据推

算结果)在2 h内使100 μg/mL纳米银完全聚集，而

ICA 使其一半发生聚集(图 5A、5B)。5 mmol/L 
AKG 与 5 mmol/L ICA 的作用与 10 mmol/L AKG
相近(图 5E)，GSH 含量变化仅 6.76 倍，但能谱

仪结果提示有含硫化合物，并发现 5 μmol/L 
GSH (按质谱结果推算)并不影响纳米银的稳定性

(图 5C)，但与 5 mmol/L AKG 混合后能加快纳米

银聚集(图 5D)，与 ICA 无协同作用(图 5F)。 
用 ELISA 法测定 HeLa 细胞和正常宫颈上

皮细胞 HCerEpic 分泌 GSH 和 AKG 的水平，发

现 12 h 内 HeLa 细胞分泌 GSH 的量呈上升趋

势，从 10‒30 μmol/L，而 AKG 相对恒定，在

50 μmol/L 左右；HCerEpic 细胞分泌的这 2 种

代谢物均低于 10 μmol/L (图 6A)。将 0、3、
15、30 μmol/L GSH 与 0、5、25、50 μmol/L 
AKG两两组合后与纳米银共孵育 60 min，特征

性 SPR 峰 OD404 降低，降低幅度与 GSH、AKG
浓度呈显著正相关，双因素方差分析(交互)显
示纳米银稳定性受 AKG 浓度影响更大，其中

GSH P=4×10‒8，AKG P=2×10−16 (图 6B)。 
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图 3  HeLa 细胞代谢物导致纳米银聚集   A：纳米银在 DMEM 培养基中的 UV-Vis 光谱图. B：HeLa
细胞代谢物导致纳米银 UV-Vis 光谱特征改变. C：HeLa 细胞分泌可聚集纳米银的代谢物呈时间依赖性. 
D：HeLa 细胞代谢物聚集纳米银的剂量依赖性. E：HeLa 细胞代谢物聚集纳米银的透射电镜图，标尺

为 50 nm. F：致纳米银聚集细胞代谢物的热稳定性. G：致纳米银聚集细胞代谢物的脂不相溶性. H：不

同分子量组分对纳米银的聚集作用. **：P<0.01. I：EDS 分析纳米银聚合物 
Figure 3  Aggregation of silver nanoparticles caused by HeLa cell metabolites. A: Changes of UV-Vis 
spectra of silver nanoparticles in DMEM medium. B: HeLa cell metabolites lead to changes in the UV-Vis 
spectral characteristics of silver nanoparticles. C: HeLa cells secrete metabolites that aggregate silver 
nanoparticles in a time-dependent manner. D: Dose-dependent aggregation of silver nanoparticles by HeLa 
cell metabolites. E: Transmission electron microscope image of silver nanoparticles aggregated by HeLa cell 
metabolites with a scale of 50 nm. F: Thermal stability of metabolites inducing silver nanoparticles 
aggregation. G: Lipid incompatibility of metabolites inducing silver nanoparticles aggregation. H: 
Aggregation effect of different molecular weight components on silver nanoparticles. **: P<0.01. I: EDS 
analysis of silver nanoparticles aggregations. 
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图 4  非靶向代谢组学分析结果   A：OPLS-DA 分析纳米银处理前后代谢物(n=6). B：热图展示纳米

银处理后含量显著降低的代谢产物 
Figure 4  Non-targeted metabolomics analysis. A: OPLS-DA analysis of metabolites before and after silver 
nanoparticles treatment (n=6). B: Heat map showing the components of metabolite with significantly change 
after treatment of silver nanoparticles.  
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图 5  HeLa 细胞的 3 种代谢物导致纳米银聚集   A、B、C 中 α-酮戊二酸、异柠檬酸和谷胱甘肽的浓度

均按质谱结果计算，D、E、F按不同比例将各物质混合，分别是5 mmol/L AKG+5 μmol/L GSH、5 mmol/L 
AKG+5 mmol/L ICA、5 mmol/L ICA+5 μmol/L GSH，以模拟 HeLa 细胞代谢物使纳米银聚集的吸收峰

值变化. 用 Nanodrop-2000 检测不同处理时间后纳米银的 UV-Vis 吸光谱变化 
Figure 5  Three metabolites of HeLa cells cause aggregation of silver nanoparticles. The concentrations of 
α-ketoglutarate, isocitrate and glutathione in A, B and C were calculated according to the mass spectrometry 
results. D: 5 mmol/L AKG+5 μmol/L GSH. E: 5 mmol/L AKG+5 mmol/L ICA. F: 5 mmol/L ICA+5 μmol/L 
GSH. To mimic HeLa cell metabolites aggregate silver nanoparticles, the UV-Vis absorption spectrum 
changes of silver nanoparticles after different treatment times were detected by Nanodrop-2000. 
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图 6  AKG 和 GSH 协同聚集纳米银   A：比较 HeLa 细胞与 HCerEpic 细胞分泌 AKG、GSH 的水平. 
B：AKG、GSH 聚集纳米银的量效关系 
Figure 6  AKG and GSH synergistically aggregate silver nanoparticles. A: Comparison of AKG and GSH 
secreted by HeLa cells and HCerEpic cells. B: Correlation of concentration of AKG and GSH to aggregate 
silver nanoparticles.  
 

2.5  荷瘤小鼠血清对纳米银稳定性的影响 
最后，评估荷瘤小鼠血清中 HeLa 细胞代

谢物对纳米银稳定性的影响，通过腹腔注射建

模，42 d 后实验组小鼠腹腔均有多个白色瘤

体，大小不一[(67.5±21) mg]。第 14、21、28、
38、48 天采血分离血清，与纳米银(终浓度为

100 μg/mL)等体积混合，纳米银的聚集率随荷

瘤时间呈波浪式上升，第 28、38、48 天血清

的聚集率分别为 19.7%、26.9%和 21.3%，21 d
后小鼠血清对纳米银的聚集就显著高于对照血

清(P<0.05) (图 7)。第 28、48 天血清样品对纳

米银的聚集率较前一个采样点有所下降，这可

能与 AKG、GSH 参与小鼠的代谢有关。 

3  讨论 
癌细胞耐药与细菌耐药对人类生命安全造

成严重威胁，也对药物研发构成巨大压力。由 

 
 

图 7  荷瘤小鼠血清聚集纳米银   荷瘤小鼠血

清与纳米银于 37 ℃孵育 30 min 导致纳米银聚集

(n=6) 
Figure 7  Aggregation of silver nanoparticles in the 
serum of tumor-bearing mice. Silver nanoparticles 
was aggregated when the serum of tumor-bearing 
mice was incubated with silver nanoparticles at 
37 ℃ for 30 min, the data expressed as x ±s, n=6, 
*: P<0.05; **: P<0.01. 
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于纳米银能诱导产生大量 ROS，因此对多耐药

性细菌和多种类型的癌细胞有杀灭作用。含纳

米银的抗菌制品已经进入实际应用，比如含纳

米银的植入支架、用于烧伤治疗的敷料、妇科

用纳米银水凝胶[9]。纳米银的抗癌研究已从细

胞水平进入动物实验阶段。但不容忽视的是，

现已发现细菌耐受银的 3 种途径，其一是细菌中

含 cus ABC 基因簇，编码形成外排泵，能将胞

内的银离子、铜离子外排而表现出耐受性[10-11]；

其二是反复暴露于纳米银后，细菌能表达出富

含硫、磷的纤毛，后者导致纳米银在菌体表面

聚集而丧失抗菌作用[12]；其三是细菌代谢方式

发生改变，比如 ΔnarH 单基因缺失株能在含 
100 μg/mL 纳米银(8MIC 值)琼脂平板上生长[13]。

癌细胞耐受化疗药物的报道较多，耐药机制包

括高表达药物外排泵、药物作用靶点的突变、

癌细胞内高浓度 GSH，以及瘤体内存在某些微

生物等[14-18]，但目前还未见癌细胞耐受纳米银

的报道。本研究发现 HeLa 细胞的培养物导致

纳米银的抗癌和抗菌作用降低甚至完全丧失

(图 2B、2C)，这种作用呈现量的依赖性，而 HeLa
细胞代谢物释放入培养基中呈时间依赖性。且

发现 HeLa 细胞代谢物不仅能够破坏 PVP 稳定

的纳米银的稳定性，还能够破坏胎牛血清(fetal 
calf serum, FBS)稳定的纳米银的稳定性，故推

测这种作用与纳米银的稳定剂无关。排除了蛋

白质、糖和脂类的可能性，从差异代谢物的质

谱结果中筛选出 AKG、GSH 和 ICA 可改变纳

米银的性状，其中 AKG 和 GSH 联合作用重复

出与 HeLa 细胞代谢物作用下相近的 UV-Vis 光

谱变化，并彻底破坏纳米银的胶体稳定性。用

0‒50 μmol/L AKG 与 0‒30 μmol/L GSH 的系列

组合能不同程度地聚集纳米银，双因素方差分

析显示，AKG 对聚集纳米银的效应更显著

(P=2×10−16) (图 6B)。因此，找到了 HeLa 细胞

代谢物导致纳米银抗菌、抗癌作用丧失的分子

机制。 
GSH 是生物中最重要的抗氧化剂之一，正

常细胞内 GSH 浓度为 0.5‒10.0 mmol/L，癌细

胞是正常细胞的 4‒7 倍[19]。癌细胞需要更高浓

度的 GSH，有两方面的实验证据：其一是肝癌、

肺癌、乳腺癌和结肠癌等细胞中 GSH 合成酶的

高表达[20-21]，其二是抑制合成 GSH 的限速酶  
γ-谷氨酰半胱氨酸连接酶可促使乳腺癌细胞、

卵巢癌细胞凋亡[22-24]。目前学界认为癌细胞利

用胞内高浓度 GSH平衡因快速增殖和高突变所

致的大量 ROS，但同时带来的问题是癌细胞内

高浓度 GSH 会导致某些抗癌药物失活[21,25-30]。

AKG 是三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle, TCA)
的重要成员，也是糖代谢与氨基酸代谢的关键

纽带，近年发现它在癌细胞的代谢中起着特殊

的作用。因癌细胞为满足快速增殖的需要，糖

酵解的中间产物 6-磷酸葡萄糖、6-磷酸果糖进

入支路代谢生成 NADPH 和其他前体分子；丙

酮酸更多地生成乳酸，而不是以乙酰辅酶 A 进

入线粒体彻底氧化产生 ATP 和 NADH。癌细胞

的能量代谢依赖于摄入谷氨酰胺合成 AKG 以

满足 TCA 的正常运转。Fe(Ⅱ)/AKG 作为共同底

物参与一类双加氧酶 (dioxygenases, OGDD)对
DNA、RNA 和组蛋白的去甲基化等反应，同时

AKG 脱羧为琥珀酸。这类 OGDD 成为癌症治疗

的新靶点，比如脯氨酰羟化酶(prolyl hydroxylase, 
PHD)在AKG存在下将低氧诱导因子-1α (hypoxia 
inducible factor-1α, HIF-1α)羟基化，进而被泛素

化降解，如果细胞癌变后琥珀酸、草酰乙酸、

2-羟基戊二酸(α-hydroxyglutaric acid, 2-HG)浓
度上升，将竞争性抑制 PHD，稳定的 HIF-1α
分子将进入细胞核与低氧诱导因子-1β (hypoxia 
inducible factor-1β, HIF-1β) 、 乙 酰 转 移 酶

p300/CREB 结合蛋白形成聚合物启动低氧转录
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组，进一步促进癌细胞的增殖[31-32]。本研究结果

显示，12 h 内 HeLa 细胞释放到培养液中 GSH 的

浓度持续上升，从 13.4 μmol/L 升至 30.8 μmol/L，
而 AKG 维持相对稳定的水平，约 50 μmol/L，

是正常宫颈上皮细胞的 6‒10 倍(图 6A)。因此，

AKG、GSH 协同聚集纳米银的作用可能使其成为

新的癌细胞生物标记物，开发出简便快捷的诊断

方法。 
纳米药物进入人体后在复杂生物环境下的

稳定性是近年关注的热点。当纳米粒子进入生

物流体后会受到一系列力(如范德华力、电磁力

等)的作用，且其中存在的大量复杂生物分子(包
括蛋白质、脂质以及核酸等)将迅速竞争性与纳

米粒子表面结合[33-35]，形成云冠，这不仅会影

响纳米粒子的生物学功能，比如靶向性，也会

影响它在生物介质中的稳定性 [36-37]。Limbach
等[38]的研究也表明 CeO2 NPs 作用于人肺成纤

维细胞后会在囊泡内发生聚集沉积。肺癌细胞

的特征性代谢物所形成的个性化云冠还可用于

诊断[39]。本研究中荷瘤小鼠血清测试了纳米银

的稳定性，结果表明腹腔注射 HeLa 细胞 20 d
后聚集率比对照血清高 20% (图 7)。癌细胞的

小分子代谢物 AKG、GSH 在一定浓度下使纳米

银聚集尚属首次报道，不同于某些单分子使纳

米粒子的 ζ 电位上升，净电荷减少导致的团聚，

这 2种分子使特征峰下降的同时发生红移(图 5)，
机制有待研究，推测可能是在纳米银催化下发

生了分子交链。癌症患者血液中高浓度 GSH、

AKG 是否干扰其他纳米药物的稳定性也有待

今后作进一步研究。 
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