
 42 том 7 №2 / 2020

Трансляционная медицина / Translyatsionnaya meditsina / Translational Medicine

СИНТЕЗ НАНОЧАСТИЦ КОЛЛОИДНОГО СЕРЕБРА 
И СТАБИЛИЗАЦИЯ ИХ НЕСКОЛЬКИМИ СПОСОБАМИ  
ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМАХ 
НАРУЖНОГО ПРИМЕНЕНИЯ

Контактная информация:
Истомина Мария Сергеевна,
ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» 
Минздрава России,
ул. Пархоменко, д. 15, лит. Б,  
Санкт-Петербург, Россия, 194156. 
E-mail: istomina_ms@almazovcentre.ru

Статья поступила в редакцию 14.01.2020 
и принята к печати 25.03.2020.

Резюме
Актуальность. Повышение антибактериального эффекта лекарственных препаратов за счет примене-

ния коллоидного раствора наночастиц серебра отражается во многих исследованиях. Создание различ-
ных форм препаратов для наружного применения с медленным высвобождением действующего вещества 
и  антибактериальной активностью является актуальным и перспективным средством для применения 
в лечении поверхностных ран и повреждений. Цель. Синтез и стабилизация квазисферических наноча-
стиц серебра для применения в лекарственных формах наружного применения. Материалы и методы. 
Для синтеза коллоидного серебра использовался цитратный метод. Лекарственные формы наружного 
применения готовились несколькими методами: реакция с альбумином, липосомальная форма, загуще-
ние аэросилом и инкорпорирование в микросферы. Результаты. Продемонстрировано несколько спосо-
бов возможного приготовления готовых лекарственных форм на основе наночастиц коллоидного серебра: 
реакция с альбумином, липосомальная форма, загущение аэросилом и инкорпорирование в микросферы. 
Заключение. Дальнейшее исследование как антимикробной активности, так и цитотоксичности позво-
лит выявить лекарственные формы с оптимальным соотношением эффективность/безопасность.

Ключевые слова: лекарственные формы наружного применения, наночастицы серебра.

Для цитирования: Королев Д.В., Шумило М.В., Истомина М.С. и др. Синтез наночастиц коллоидного 
серебра и стабилизация их несколькими способами для использования в лекарственных формах наруж-
ного применения. Трансляционная медицина. 2020;7(2): 42–51. DOI: 10.18705/2311-4495-2020-7-2-42-51.

ISSN 2311-4495
ISSN 2410-5155 (Online)
УДК 546.57:615

Королев Д. В.1, 2, Шумило М. В.3, Истомина М. С.1, 3, 

Шульмейстер Г. А.1, Горшков А. Н.4, Крутиков А. Н.1, 2

1Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Национальный медицинский исследовательский центр имени  
В. А. Алмазова» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации, Санкт-Петербург, Россия
2Федеральное государственное бюджетное образовательное 
учреждение высшего образования «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет имени академика  
И. П. Павлова» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации, Санкт-Петербург, Россия
3Федеральное государственное автономное образовательное 
учреждение высшего образования «Санкт-Петербургский 
государственный электротехнический университет «ЛЭТИ» им.  
В. И. Ульянова (Ленина)», Санкт-Петербург, Россия
4Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научно-
исследовательский институт гриппа имени А. А. Смородинцева» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
Санкт-Петербург, Россия



 43том 7 №2 / 2020

Экспериментальные исследования / Experimental studies

SYNTHESIS OF COLLOIDAL SILVER NANOPARTICLES  
AND THEIR STABILIZATION IN SEVERAL WAYS  
FOR EXTERNAL APPLICATIONS

Corresponding author:
Istomina Maria S.,
Almazov National Medical Research Centre,
Parkhomenko str. 15-B, Saint Petersburg, 
Russia, 194156.
E-mail: istomina_ms@almazovcentre.ru

Received 14 January 2020; accepted  
25 March 2020.

Abstract
Background. Today, many studies reflect an increase in the antibacterial effect of drugs through the use of 

a colloidal solution of silver nanoparticles. Creation of the various forms of drugs for an external use with a 
slow-release active component and antibacterial activity is relevant and promising for use in the treatment of 
superficial wounds and injuries. Objective. Synthesis and stabilization of quasispherical silver nanoparticles for 
external applications. Design and methods. The citrate method was used for the synthesis of colloidal silver. 
Dosage forms of external use were prepared by several methods: reaction with albumin, liposomal form, thick-
ening with Aerosil and incorporation into microspheres. Results. Several methods of possible preparation of 
finished dosage forms based on colloidal silver nanoparticles have been demonstrated: reaction with albumin, 
liposomal form, thickening with Aerosil and incorporation into microspheres. Conclusion. Further investigation 
of both antimicrobial activity and cytotoxicity will reveal dosage forms with optimal efficiency/safety ratio.
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Введение
Быстрое развитие у  микроорганизмов рези-

стентности к  антибиотикам диктует необходи-
мость разработки новых антибактериальных/анти-
септических лекарственных препаратов. Одним из 
направлений является использование препаратов 
серебра, прежде всего в  форме коллоидного рас-
твора наночастиц. 

В настоящее время препараты на основе AgNP 
(наночастиц серебра) переживают второе рожде-
ние. В  связи с  этим появилось множество ис-
следований, связанных с  антибактериальной ак-
тивностью коллоидного серебра и  сравнением 
с антисептиками и антибиотиками, а также попыт-
ками повысить антибактериальную активность пу-
тем комбинации антисептика/антибиотика с препа-
ратом серебра [1, 2].

Исследование было проведено для изучения ан-
тибактериальных свойств наночастиц коллоидно-
го серебра и  эвгенола, отдельно и  в комбинации, 
на Staphylococcus aureus и Salmonella Typhimurium 
и их взаимодействиях с пищевыми компонентами 
(жир, белок и углеводы) [1]. Антимикробная актив-
ность как эвгенола, так и AgNP зависела от среды, 
в которой проводился эксперимент, и комбинация 
обоих антимикробных агентов усиливала антими-
кробный эффект.

В другом исследовании с целью изучения ком-
бинаторных вариантов, которые могли бы повы-
сить бактерицидную эффективность линезолида 
против грамотрицательных бактерий, оценивали 
степень комбинации наносеребра и  линезолида 
[2]. Результаты показали, что наносеребро может 
не только препятствовать работе эффлюксных на-
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сосов, удаляющих антибиотик из бактериальной 
клетки, но и одновременно изменять целостность 
мембраны и, таким образом, увеличивать цито-
плазматическую концентрацию линезолида до эф-
фективного уровня.

Все большее применение находят наночастицы 
серебра в качестве противомикробных препаратов 
в лечении ран и язв — выпускаются мази и кремы 
(«Аргосульфан», «Дермазин»), нанесения на  пе-
ревязочный материал («Atrauman Ag», «Aquacel 
Ag+Extra») [3], серебро активно используется 
в стоматологии [4], инженерии костной ткани [5], 
в составе химических агентов для очистки сточных 
вод [6], консервантов для косметики [7], препаратов 
против микробов, связанных с пищевыми и сель-
скохозяйственными патогенами [8, 9], в  пищевых 
упаковках [10], нанокатализаторах [11] и даже как 
консерванты для белых вин [12].

Так, были исследованы свойства разрабо-
танного перевязочного материала с  хорошей 
биосовместимостью, пористой структурой и ан-
тибактериальной активностью в  отношении 
устойчивых к лекарствам бактерий [3]. Получе-
ны изделия на  основе мембраны, модифициро-
ванной биомиметическим полидопаминовым по-
крытием c AgNP. Анализ противобактериальной 
активности показал хорошую активность в отно-
шении бактерий P. aeruginosa, E.coli, S. aureus 
и  MRSA, в  то время как тестирование CCK8, 
SEM-наблюдения и  оценка апоптоза показали, 
что они не  обладали измеримой цитотоксично-
стью по отношению к клеткам млекопитающих. 
С помощью модели мышиной раны, инфициро-
ванной бактериями (MRSA или P. aeruginosa), 
было обнаружено, что мембраны TPU/AgNP мо-
гут предотвращать бактериальные инфекции 
in vivo и  способствовать заживлению ран через 
ускорение процесса эпителизации.

В исследовании, где оценивались антибакте-
риальные свойства и  высвобождение ионов в  ор-
тодонтических скобках, покрытых наносеребром, 
по  сравнению с  обычными скобками, покрытая 
наносеребром ортодонтическая скобка способ-
ствовала ингибированию S.mutans на  30-й день 
и  уменьшению кариеса на  гладких поверхностях 
[4]. Количество наносеребра в  образцах слюны 
и  сыворотки было значительно выше в  основной 
группе на 7-й день.

В другой работе была предпринята попытка 
выявить присутствие серебра в мышцах и органах 
цыплят-бройлеров, которым было дано коллоидное 
серебро [9]. Результаты показывают, что мясо цы-
плят-бройлеров содержит серебро в  количествах, 
безопасных для человека.

В еще одной работе водные экстракты, получен-
ные из побочных продуктов виноделия (виноград-
ных косточек и стеблей), отдельно или в сочетании 
с AgNP, использовались для белой винификации 
[12]. Антимикробный эффект экстрактов был ана-
логичен эффекту диоксида серы и  более эффек-
тивен в  отношении молочнокислых и  уксусных 
бактерий в тех винах, к которым добавлялось кол-
лоидное серебро.

Большое место среди современных публикаций 
занимает синтез коллоидного серебра методами 
так называемой «зеленой» химии [6, 8, 10, 11, 13, 
14]. Это связано с тем, что сам по себе синтез кол-
лоидного серебра весьма неприхотлив к условиям 
и реагентам.

Был разработан биологический метод син-
теза AgNP с  использованием экстракта листьев 
Bryophyllum pinnatum [8]. Полученные AgNP оказа-
лись эффективными против пищевых (Escherichia 
coli-MTCC-443) и  сельскохозяйственных (Bacillus 
megaterium-MTCC-2412) патогенов. Для разработ-
ки новых наноформованных инсектицидов и про-
тивомикробных препаратов были синтезированы 
AgNP с использованием экстракта листьев Bauhinia 
acuminata [10]. Полученные AgNP проявили про-
тивомикробную и инсектицидную активность, что 
может быть использовано в пищевых упаковках.

AgNP были синтезированы фотохимическим 
синтезом с  использованием прямого солнечного 
света и экстракта вешенки (Pleurotus citrinopileatus) 
[13]. Бактерицидный эффект синтезированных 
AgNP был изучен в отношении патогенных бакте-
рий Escherichia coli. Минимальная ингибирующая 
концентрация составила 25 ppm. AgNP были также 
синтезированы с использованием зеленого подхода 
с применением водно-спиртовых экстрактов Malva 
sylvestris из нитрата серебра [14]. Антибактери-
альную активность синтезированных наночастиц 
изучали на Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
и Streptococcus pyogenes с использованием анали-
за диффузии диска, минимальных ингибирующих 
концентраций и  минимальных бактерицидных 
концентраций. Наилучшая антибактериальная ак-
тивность была зарегистрирована для AgNP, полу-
ченных при использовании 96  %-го этанольного 
экстракта.

Стабильные коллоидные наночастицы серебра 
были синтезированы с  использованием водно-
го экстракта Caulerpa serrulata (зеленые морские 
водоросли) в  качестве эффективного восстанав-
ливающего и  стабилизирующего агента [6]. Син-
тезированные AgNP показали высокую каталити-
ческую восстановительную активность красителя 
конго красного (CR) из водных растворов. Также 
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AgNP проявляли антибактериальную активность 
при более низких концентрациях в  отношении 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Shigella sp., Salmonella typhi и Escherichia coli и мо-
гут быть хорошим альтернативным терапевтиче-
ским средством.

AgNP могут быть синтезированы с  использо-
ванием экстракта плодов Terminalia bellirica и ми-
кроволнового излучения [11]. Эти AgNP показали 
заметную каталитическую активность в  восста-
новлении 4-нитрофенола до 4-аминофенола в при-
сутствии NaBH4. Синтезированные AgNP показали 
потенциальную антибактериальную и антибиопле-
ночную активность против бактериальных пато-
генов, таких как Bacillus subtilis, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus.

В последние годы были опубликованы работы, 
посвященные получению готовых лекарственных 
форм различными методами, при которых наноча-
стицы серебра встраивались в глобулы, сферы или 
мембраны [5, 15, 16]. Это обусловлено стремлени-
ем снизить возможные цитотоксические эффекты 
AgNP на кератиноциты и фибробласты [17].

Коллоидные растворы наночастиц серебра были 
стабилизированы лецитином, и  влияние концен-
траций лецитина на  стабильность синтезирован-
ных наночастиц серебра оценивали при темпе-
ратуре от  25 до  80 °С [15]. Результаты показали, 
что повышение температуры вызывает различные 
изменения размера стабилизированных и  неста-
билизированных наночастиц серебра. Размер ста-
билизированных наночастиц серебра уменьшился 
с  38 до  36 нм при повышении температуры, что 
подтвердило их хорошую стабильность.

В другой работе AgNP были встроены в  чув-
ствительный к температуре и pH микрогель на ос-
нове поли-(N-изопропилакриламида) и  хитозана 
(PNCS) [16]. В результате чего была получена «ум-
ная» текстильная ткань с возможностью контроля 
за влажностью и антимикробным действием. Была 
оценена антимикробная активность в  отношении 
бактерий Staphylococcus aureus и Escherichia coli. 
Независимо от  способа встраивания, присутствие 
наночастиц серебра приводило к  ухудшению ак-
тивности влаги в исследуемом микрогеле. Микро-
гель PNCS оказался подходящим носителем ан-
тимикробных агентов, обеспечивая эффективное 
контролируемое высвобождение серебра, вызван-
ное изменениями температуры и pH среды.

Биосорбируемые пористые структурирован-
ные микросферы изготавливали из амфифиль-
ного блок-сополимера, состоящего из блоков 
поли(1-лактида) и  поли(этилгликоля) [5]. После 
покрытия поверхности полидопамином, микрос-

феры загружали наносеребром методом восстанов-
ления нитрата серебра. Оценка препарата in vivo 
проводилась путем погружения микросфер в  ин-
фицированные дефекты черепа крысы. Первичные 
результаты показали, что микросферы угнетали 
инфекцию, способствуя регенерации кости.

В настоящей работе была предпринята попытка 
синтеза квазисферических AgNP и  стабилизации 
их несколькими способами для применения в  ле-
карственных формах наружного применения.

Материалы и методы
Синтез коллоидного серебра
Смесь 6,25 мл воды, 1,25 мл цитрата натрия (1 % 

масс.), 1,25 мл нитрата серебра (1 % масс.) и 50 мкл 
йодида калия (300 мкМ) готовили при перемешива-
нии и комнатной температуре и выдерживали в те-
чении 5 минут. Эту смесь заливали 237,5 мл кипя-
щей воды, которая включала 250 мкл аскорбиновой 
кислоты (0,1 М) при перемешивании. Цвет раство-
ра менялся на желтый, затем на слегка оранжевый, 
что указывало на  образование наночастиц. Затем 
коллоидный раствор кипятили в течение 15 минут. 
После охлаждения наночастицы серебра хранили 
в  емкости из темного стекла в  темном месте при 
температуре 4 °С.

Изучение физико-химических свойств AgNP
Снимки просвечивающей электронной микро-

скопии (TEM) получали на  приборе JEM-2010 
(JEOL, Tokyo, Japan).

Спектры поглощения коллоидных растворов 
получали при помощи спектрофотометра Unico 
2802s (Usino Sys, США).

Исследование распределения липосом по  раз-
мерам проводили на  лазерном дифракционном 
анализаторе размера частиц Mastersizer 3000 (ла-
зерный гранулометр). 

Приготовление лекарственных форм
Смесь с альбумином
Для применения в медицинских целях исполь-

зуют изотонические растворы препаратов, в част-
ности физиологический раствор (0,5  % NaCl). 
Коллоидный раствор наночастиц серебра в физи-
ологическом растворе (ФР) не  обладает седимен-
тационной и  химической стойкостью, поэтому 
наночастицы модифицировали альбумином чело-
веческим (Baxter AG).

Коллоидный раствор AgNP объемом 5 мл сме-
шивали с 1 мл 20 % водного раствора альбумина 
и  перемешивали в  течении 2 часов при скорости 
300 мин−1 на орбитальном шейкере LS-220 (LOIP, 
Россия).
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Синтез липосомальной формы
Еще одним способом защиты наночастиц сере-

бра от  нежелательных воздействий является ин-
капсуляция их в липосомы. Также это способствует 
эффекту пролонгации.

Существуют различные методики получения 
липосом и их модифицирования с целью получе-
ния уникальных характеристик.

Наиболее известные из методик, применяемых 
для получения липосом, используемых в качестве 
носителей лекарственных средств: метод высокого 
давления, звуковой, конвекционный методы, метод 
растворения и удаления детергента, метод испаре-
ния с обращением фаз и другие [18]. 

Классическим и  часто применяемым методом 
синтеза липосом является метод гидратации тон-
кой пленки, который состоит из включения анти-
оксиданта в липосомальную оболочку, в результате 
чего образуются многослойные везикулы. Получе-
ние однослойных липосом происходит путем об-
работки ультразвуком (звуковой метод) или пропу-
сканием через фильтр экструдера (метод высокого 
давления). Этим методом получают так называе-
мые «большие» липосомы.

Для синтеза липосом навеску соевого лецити-
на 75 мг растворяли в  15 мл хлороформа, добав-
ляли 10 мкл α-токоферола ацетат и  перемещали 
в  круглодонную колбу на  1000 мл. Растворитель 
упаривали на  ротационном испарителе RE-5000 
(Rotary Evaporator, Китай) при откачке вакуумным 
насосом N810 (LABOPORT, Китай) без нагревания 
до образования тонкой пленки. Тонкую липидную 
пленку досушивали при температуре водяной бани  

35 ± 5 °С до состояния прозрачности.
Далее гидратировали высушенную пленку рас-

твором коллоидного серебра. Процесс гидратации 
продолжали до полного смывания липидной плен-
ки со стенок колбы. 

После гидратации липосомальную форму пере-
носили в полипропиленовую пробирку и обрабаты-
вали ультразвуком на  диспергаторе УЗГ13–0,1/22 
(НИИ ТВЧ, Россия) с  частотой 20 кГц в  течение 
25–30 минут для получения однослойных липосом.

Загущение аэросилом
Часто в производстве мазей и гелей в качестве 

загустителя используют аэросил [19].
Для получения мази в коллоидный раствор AgNP 

добавлялся аэросил А-200 (Degussa AG), и каждый 
раз контролировался краевой угол смачивания кап-
ли полученной мази. При достижении краевого угла 
смачивания равного 90° мазь считалась готовой. 
Краевой угол смачивания контролировался при по-
мощи установки, показанной на рисунке 1.

Инкорпорирование в микросферы  
«Сфера-спектр»

Еще одним методом получения лекарственной 
формы может служить упаковка в  микросферы. 
В  работе использовались микросферы, насыщае-
мые полимерные, широкого спектра применения, 
для внутрисосудистых вмешательств в  рентгено-
хирургии «Сфера-Спектр» ТУ 9398-001-44359038-
2016. Микросферы набухают в  растворах с  уве-
личением размера и  постоянно контактируют 
с внутренней средой организма.

Рис. 1. Установка для получения проекции капли: 
1 — микроскоп МБС-1 (ЛОМО, Россия); 2 — предметный столик микроскопа; 3 — металлическое 
зеркало, расположенное под углом 45° к столику; 4 — предметное стекло с каплей; 5 — осевой 

осветитель; 6 — видеокамера; 7 — персональный компьютер
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Результаты и их обсуждение
Физико-химические характеристики 

наночастиц и коллоидного раствора
Полученный концентрат раствора наночастиц 

пропускали через центрифужные фильтры Vivaspin 
6 с размером пор 1000000 кДа и 0,2 мкм (Sartorius, 
Germany) с материалом мембраны ПЭС.

Через мембранные фильтры 1000000 кДа и 0,2 
мкм проходит 100  % наночастиц. При этом кол-

лоидный раствор абсолютно устойчив во времени 
и не меняет своих свойств.

Как видно на рисунке 2, колодный раствор со-
держит сферические частицы серебра размером 
около 40 нанометров. Частицы абсолютно электро-
ноплотные, поэтому их структуру выявить не пред-
ставляется возможным.

На рисунке 3 видно, что полосы поглощения, 
соответствующие плазмонному эффекту (макси-

Рис. 2. Микрофотография наночастиц серебра

Рис. 3. Спектры поглощения суспензии наночастиц серебра: 
1 — исходная суспензия; 2 — суспензия, пропущенная через фильтр 200 нм; 3 — суспензия, 

пропущенная через фильтр 1000000 кДа



 48 том 7 №2 / 2020

Экспериментальные исследования / Experimental studies

мум 434 нм), коррелируют с приведенным в лите-
ратуре [20].

Приготовление формы с альбумином предпола-
гало, что проходило химическое связывание аль-
бумина с  поверхностью наночастиц, что в  даль-
нейшем способствовало химической и физической 
устойчивости коллоидного раствора при добавле-
нии 0,9 % NaCl. Такой раствор хранился не менее 6 
месяцев в таре из темного стекла.

Липосомы, нагруженные AgNP, имели средний 
размер 1 мкм (рис. 4). Их сферическая структура 
и однослойность были подтверждены при помощи 
светового микроскопа (рис. 5). Такая форма имеет 

срок хранения не менее 6 месяцев даже в прозрач-
ной таре.

Рисунок 6 иллюстрирует динамику загущения 
коллоидного раствора наночастиц серебра аэро-
силом. На  рисунке 6, а  показана капля дистил-
лированной воды, а на рисунке 6, б — капля кол-
лоидного раствора AgNP. Как видно, они имеют 
приблизительно одинаковый краевой угол смачи-
вания, а значит практически одинаковую вязкость. 
При постепенном добавлении аэросила (рис. 6, в–з) 
краевой угол постепенно увеличивается и  стано-
вится равным 90° при содержании аэросила в ком-
позиции равном 10 % масс.

Рис. 4. Распределение липосом по размерам

Рис. 5. Микрофотография липосом
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Для инкорпорирования коллоидного раствора 
в микросферы «Сфера-Спектр» во флакон, содер-
жащий 25 мг микросфер размером 35–40 нм, до-
бавляли 10 мл коллоидного раствора AgNP. При 
этом микросферы набухали, инкорпорируя наноча-
стицы, и получался вязкий гель.

На рисунке 7 показаны микросферы, набухшие 
в физиологическом растворе (а) и в коллоидном рас-
творе наночастиц серебра (б). По цвету сфер видно, 
что AgNP действительно инкорпорировались в ми-
кросферы, что позволило приготовить вязкую ле-
карственную форму, устойчивую во времени.

Рис. 6. Загущение коллоидного серебра аэросилом

а

б

в

г

д

е

ж

з

Рис. 7. Микросферы «Сфера-спектр»: 
а — наполненные физиологическим раствором; б — наполненные суспензией коллоидного серебра

а б



 50 том 7 №2 / 2020

Экспериментальные исследования / Experimental studies

Заключение
В статье продемонстрировано несколь-

ко способов возможного приготовления гото-
вых лекарственных форм на  основе наночастиц 
коллоидного серебра: реакция с  альбумином, 
липосомальная форма, загущение аэросилом 
и инкорпорирование в микросферы. Дальнейшее 
исследование как антимикробной активности, 
так и цитотоксичности позволит выявить лекар-
ственные формы с  оптимальным соотношением 
эффективность/безопасность.

Работа выполнена с применением оборудования 
ресурсного центра «Инновационные технологии 
композитных наноматериалов» Санкт-Петербург-
ского государственного университета.
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