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В э т о м  номере
В обзоре А.В. Елецкого и др. рассмотрены текущее 
состояние и результаты исследований, направленных на 
использование графена и основанных на нем материа­
лов в различных видах солнечных элементов. Комплекс 
замечательных свойств (прозрачность, высокая подвиж­
ность носителей, прочность и химическая инертность) 
делают графен перспективным кандидатом в качестве 
эл е к тр о д н о ­
го материала. 
Приведены и 

проанализированы данные 
по использованию графена 
в различных фотовольтаиче- 
ских устройствах, включая 
органическую фотоволь- 
таику на базе полимеров 
и солнечные элементы на 
красителях.

caihode cathodeптпт
Конфигурации солнечных элементов на 

основе полимеров, (а) конфигурация 
двойного слоя; (Ь) конфигурация с 

донорно-акцепторной смесью; (с) конфи­
гурация сопряженных гетеропереходов

стр.

58

В статье С.В. Стовбуна и др. сделана теоретическая оцен­
ка сорбционной емкости водородных губок, а именно 
материалов, состоящих из нанотрубок, в отсутствие 
специальных центров сорбции на внутренней поверх­
ности трубок. Оценка основана на учете относительно 
дальнодействующего Ван-дер-Ваальсова взаимодей­
ствия водорода и сор-

ЖЯ В-о

бирующего материала 
в форме потенциала 
Л еннарда-Д ж онса .

Показано, что трубки с радиусом 
R = 2.1-2.3 А и меньше выталкивают 
молекулы водорода, и при R < 2.0- 
2.2 А этот барьер существенно пре­
вышает кТ, так что водород в трубки 
практически не попадает. Трубки с 
большим радиусом, как показывает 
расчет, втягивают водород. Однако 
даже при максимальном втягивании 
молекул водорода (при радиусе тру­
бок 2.5-2.8 А), в отсутствие специ­
альных центров сорбции на их вну­
тренней поверхности, сорбционная 
способность губок в пересчете на 
массу сорбента не превышает пол­
процента. Наличие периодического супрамолекулярного рельефа 
(гофра) в трубках, как правило, ведет к уменьшению сорбционной 
способности. Таким образом, поиск и создание водородных губок в 
классе таких супрамолекулярных конструкций не актуальны.

В работе Т.И. Терпинской и др. исследованы биологиче­
ские свойства водного раствора наночастиц CdSe/ZnS, 
стабилизированных цистеином. Показано, что наноча­
стицы поглощаются клетками карциномы Эрлиха в усло­
виях in vitro, не оказывая цитотоксического эффекта. 
Наночастицы адсорбируются на клеточной мембране, 
постепенно проникая

Супрамолекулярная структура 
матрицы исследуемого 

трубчатого наноматериала

стр.

115 внутрь клеток, и наблю­
даются в виде крупных 

гранул или скоплений в течение 
30 мин. Через 60 мин регистрирует­
ся более равномерное распределе­
ние флуоресцентных частиц в клет­
ках. Мягкая трипсинизация клеток 
изменяет свойства клеточной мем­
браны, увеличивая ее адгезивность, 
оцененную методом атомно-сило­
вой микроскопии, и способствуя 
интернализации наночастиц.

Клетки АКЭ, окрашивание 
наночастицами CdSe/ZnS/ 

цистеин и Hoechst 33342
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Р ассмотрены методы формирования композитных материалов с заданным высоким показателем преломления в терагерцовом (ТГц) диа­
пазоне частот за счет введения в матрицу полимера — термопласта нано- или микрочастиц кремния. Исследованы диэлектрические 

свойства созданных композитов в зависимости от концентрации кремниевых частиц и частоты ТГц-излучения. Определены предельно 
достижимые величины преломления, поглощения и рассеяния. Продемонстрирована возможность применения композитного материала 
на основе полиэтилена с импрегнированными наночастицами Si для изготовления элементов ТГц-оптики.

TERAHERTZ RESPONSE OF THE POLYMERIC COM POSITE WITH HIGH CONCENTRATION OF SILICA MICRO- AND NANO­
PARTICLES

Methods of composite materials formation with high refractive index in terahertz (THz) frequency range due to incorporation into a polymer-ther- 
moplast matrix of nano- or micro-particles of silicon are discussed. Dielectric responses of created composites depending on Si particles concen­

tration and on THz radiation frequency are studied. Limiting achievable values o f refraction, absorption and scattering are determined. The possibility of 
applying the composite material based on polyethylene impregnated with Si nano-particles for manufacturing THz optical elements is demonstrated.

ВВЕДЕНИЕ
Одной из задач интенсивно развивающихся в последние годы 
терагерцовых (ТГц) технологий является создание новых 
функциональных материалов с заданными диэлектрически­
ми свойствами. Такие материалы востребованы при изго­
товлении оптических элементов, фильтров, просветляющих 
или отражающих покрытий, а также при разработке оптиче­
ских устройств, управляемых внешним воздействием. Усилия 
исследователей направлены, в частности, на создание новых 
композитных материалов на основе полимерной матрицы 
с введенными в нее полупроводниковыми частицами различ­
ных размеров [1, 2]. Хорошей прозрачностью в ТГц-области 
частот обладают полупроводники Si, GaAs, Ge. Показатель 
преломления п этих веществ находится в диапазоне от 3.4 
до 4.0 [1, 3, 4], причем их диэлектрическим откликом можно 
управлять путем лазерной подсветки. Однако полупроводни­
ковые материалы не технологичны при создании светово­
дов и неудобны для передачи ТГц-излучения на расстояния 
до нескольких метров. С другой стороны, полимеры-термо- 
пласты обладают гибкостью, малым весом, хорошей прочно­
стью и технологичностью (способны к вытягиванию, штам­
повке и т.п.), но они имеют низкий показатель преломления, 
типично от 1.4 до 1.5 [3—5]. Объединение достоинств поли­
меров и полупроводников открывает возможности создания 
новых конструкционных и функциональных материалов 
для ТГц-диапазона частот.

Идея создания композитного материала для передачи 
ТГц-излучения, обладающего заданным высоким показате­
лем преломления и требуемыми механическими свойства­
ми, хорошо известна (см., например, [6]). Она состоит в том, 
что в пластичную матрицу, имеющую низкий показатель пре­
ломления и,, вводится армирующий наполнитель, обладаю­
щий высоким показателем преломления п2. При этом глав­
ными требованиями к матрице и наполнителю являются низ­
кий коэффициент поглощения и возможность образования 
оптически однородного композита. Сочетание различных 
веществ позволяет создавать новые композитные материалы,

свойства которых количественно и качественно отличаются 
от свойств каждой из составляющих его компонент, особенно 
в случае проводящих частиц. В перспективе композиты будут 
превосходить по своим функциональным свойствам тради­
ционные материалы. В данной работе в качестве армирую­
щих наполнителей применялись частицы кремния. При этом, 
как оказалось, принципиальное значение имеет оксидный 
слой на поверхности этих частиц, который обладает большим 
поглощением в ТГц-диапазоне частот, чем кристаллический 
кремний и полимерная матрица. Наличие оксидного слоя 
определяет оптимальный размер кремниевых частиц, кото­
рые используются в качестве наполнителя. Действительно, 
с уменьшением размера частиц возрастает относитель­
ный вклад поверхностного оксидного слоя в поглощение, 
что накладывает ограничение на их минимальный размер. 
С другой стороны, необходимость уменьшения потерь, обу­
словленных светорассеянием в композитном материале, 
ограничивает максимальный размер кремниевых частиц.

Для создания композитных материалов использовались 
матрицы из полиэтилена и парафина. Продемонстрирована 
возможность создания полимерно-кремниевого компози­
та с низкими потерями, имеющего показатель преломления 
п = 2.2 в диапазоне 0.1—3 ТГц. С использованием этого мате­
риала, методом штамповки изготовлена собирающая линза, 
которая использовалась в комплекте с фотопроводящей 
ТГц-антенной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Кремний в ТГц-диапазоне частот обладает высоким пока­
зателем преломления п и низким (при отсутствии легирую­
щих примесей) коэффициентом поглощения а , например 
на частоте 1 ТГц я = 3.41 и а < 0.01 см-1 [3]. Для создания ком­
позитных материалов были использованы наночастицы (НЧ) 
кремния с диаметром 20—30 нм производства Nanostructured 
& Amorphous Photonics (США), а также микрочастицы 
(МКЧ) Si с диаметром 40—50 мкм, изготовленные в лабо­
ратории. Микрочастицы формировались перемалыванием

68 СТАТЬИ I РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ | ТОМ 10 | №3-4 2015 | WWW.NANORF.RU

mailto:nazarovmax@mail.ru
http://WWW.NANORF.RU


НАНО с т а т ь и

Диэлектрические характеристики композитных материалов 
исследовались с помощью импульсного ТГц-спектрометра [3, 
7]. Из амплитуды измеренного комплексного спектра пропу­
скания, с учетом толщины образца, определялся коэффици­
ент потерь, включающий ослабление ТГц-излучения за счет 
поглощения и рассеяния. Показатель преломления находился 
из фазы спектра пропускания [5].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫ Е РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 2 треугольными символами представлены измеренные 
зависимости коэффициента потерь а  и показателя прелом­
ления п композитного материала на частоте 1 ТГц в зависи­
мости от объемной доли /  наночастиц Si в полиэтиленовой 
матрице. Видно, что с увеличением f v наблюдается рост коэф­
фициента потерь и показателя преломления композита.

Экспериментальные результаты сопоставлялись с тео­
ретическими зависимостями a(fv) и n(fv), полученными 
при использовании модели эффективной среды Бруггемана 
(ЕМА), Рэлея и квазикристаллического приближения (QCA).

А. Модель эффективной среды Бруггемана. Для частиц с раз­
мерами много меньшими длины волны ТГц-излучения пара­
метры a(fv) и n(fv) композитного материала можно рассчитать 
в модели Бруггемана [4, 8, 9]. Согласно этой модели, диэлек­
трическая проницаемость композита определяется 
через диэлектрические проницаемости кремниевых частиц 
eSiW  и матрицы Ematrix( f )  по формуле

0 - л )
, ( / ) - у / . / . )

= 0 , (1)

РИСУНОК 1 | (а) ПЭМ-фотография кремниевых наночастиц производ­
ства Nanostructured & Amorphous Photonics. (6) Фотография микроча­
стиц Si в парафиновой матрице, полученная на оптическом микроскопе

кремниевого вейфера марки КБД 12 с удельным сопротив­
лением Л = 12 Ом • см в агатовой ступке. Полученный поро­
шок просеивался через сита с размерами ячейки 50 и 40 мкм. 
Фотографии нано- и микрочастиц Si приведены на рис. 1.

В качестве матрицы применялся полиэтилен (ПЭ), наи­
более прозрачный в ТГц-диапазоне частот полимер-тер­
мопласт [5]. После взвешивания компонент порошок ПЭ 
перемешивали с микро- или наночастицами Si лабора­
торным миксером. Прессованием смеси при температу­
ре 170 ”С изготавливались цилиндрические образцы диа­
метром 13 мм. Исследования, проведенные на оптиче­
ском и электронном микроскопах, показали, что части­
цы Si равномерно распределены в полимерной матрице 
и не агломерированы.

Помимо полиэтилена, в качестве пластической матрицы 
был использован парафин. Это обусловлено тем, что МКЧ 
кремния в парафине образуют более однородный композит, 
чем при использовании полиэтилена. Формирование пара- 
финкремниевого композитного материала осуществлялось 
следующим образом. В предварительно разогретый до тем­
пературы 80 “С парафин добавлялись частицы Si, после чего 
смесь перемешивалась в магнитной мешалке. Образец осту­
жался до комнатной температуры и формовался с использо­
ванием лабораторного пресса. Концентрация частиц кремния 
в композите варьировалась от 0.2 до 50 % по объему.

где f v — объемная доля частиц,/— частота ТГц-излучения.
Б. Метод Рэлея. Метод Рэлея позволяет описать коэффи­

циент потерь в композитном материале в случае малых кон­
центраций введенных частиц. Согласно этому методу, коэф­
фициент потерь а, обусловленный светорассеянием на части­
цах с размером много меньшим длины волны, описывается 
формулой [4]

a ( / , / v) =

4 я а 3 ! +  /„

6 /J  у

VI
~ ~ ~ k(f)4a6 , (2)

2 n f J e  м ( / )
где k ( f )  = ------  a а-----  — волновое число в матрице,

с
а — радиус частицы, с — скорость света.

В. Квазикристаллическое приближение. Для описания коэф­
фициента потерь и показателя преломления композитной 
среды с высокой концентрацией частиц можно воспользо­
ваться квазикристаллическим приближением [4]

* „ ( / , / ¥)2 = * ( Я 2+

+
1 -ыл 1 + i k ( f f a 3y ( f ) ( I - / , ) 4

( l- /> X l+ 2 /v)
, (3)

где — комплексное волновое число в композите,

у(Л--
^ ( Л + 2 е та, М У
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4 о .1mо•т.
I I 11111--------1— I— I I 11111--------1— I— I ГТТТТ]

0.01 0.1 1
Объёмная доля частиц fy а

0.01 0.1

Объёмная доля частиц fv

а

РИСУНОК 2 | Коэффициент потерь a(fj (а) и показатель преломления 
n (f) (б) полиэтиленкремниевого композита на частоте f = 1 ТГц 
в зависимости от объемной доли НЧ кремния fy. Треугольные символы -  
эксперимент. Сплошные линии -  расчет в моделях Бруггемана (1),
Рэлея для частиц диаметром 5 мкм (2), QCA для агломератов частиц 
размером 20 мкм (3), Бруггемана с дополнительным поглощением (4)

Отметим, что, если размер частиц много меньше длины 
волны излучения, модель QCA практически совпадает с моде­
лью ЕМА.

В моделях (1)—(3) коэффициент потерь а  и показатель пре­
ломления п композитного материала определяются через его 
диэлектрическую проницаемость eeff или соответствующее 
волновое число ^со гл асн о  известным формулам [4, 10]

« ( / , / >  Ьп ( ^ ( / , / у) ) 2 | £  = h n ( k j f , f j ) ,  

« ( / , / v) = R e ( ^ ( / , / v)) - R e ( ) ) - £ - .  (4)

Расчетные зависимости a(fv) и n(fv), полученные в моде­
лях Бруггемана, Рэлея и квазикристаллическом приближе­
нии на основе измеренных значений eSi, £matrix и/„, показаны 
на рис. 2 сплошными линиями 1, 2 и 3. Коэффициент потерь
а, рассчитанный в этих моделях, включает затухание света 
за счет поглощения и рассеяния в композитном материале. 
Принимая во внимание возможность агломерации крем­
ниевых частиц в матрице, их размер выбирался из условия 
наилучшего совпадения измеренного коэффициента потерь 
с расчетными значениями. Дисперсия частиц по размерам 
не учитывалась.

Из рис. 26 видно, что рассчитанные по всем моделям кри­
вые n(fv) хорошо согласуются с экспериментальными данны­

б

РИСУНОК 3 | (а) Треугольные символы -  измеренный коэффициент 
потерь для объемного образца из НЧ кремния, спрессованных на воз­
духе. Расчет в модели ЕМА с дополнительным поглощением при fy=
0.66 (1). Для сравнения приведены измеренные значения а для диокси­
да кремния (2) и высокоомного (R > 100 Ом • см, N < 10 12 см"3) моно- 
кристаллического кремния (3). (б) Треугольные символы -  измеренный 
показатель преломления для объемного образца из НЧ кремния, 
спрессованных на воздухе. Расчет в модели ЕМА при f = 0.66 для кон­
центрации носителей в кремнии N = 10,2 (1)и 101Э см"3 (2)

ми. В то же время из сравнения представленных на рис. 2а 
теоретических кривых 1—3 с экспериментальными данными 
следует, что ни одна из моделей не соответствует измеренной 
зависимости a(fv). На наш взгляд, это связано с тем, что нано­
частицы Si представляют собой кремниевое ядро, покрытое 
оболочкой из оксида кремния, обладающего значительным 
поглощением. Действительно, если увеличить мнимую часть 
диэлектрической проницаемости кремниевых частиц на 0.1, 
то кривая 4 на рис. 2а, рассчитанная в модели Бруггемана (1), 
удовлетворительно соответствует экспериментальной кривой

Для исследования роли оксидной оболочки был изготовлен 
объемный образец из НЧ кремния, спрессованных на возду­
хе, в котором отсутствовали воздушные поры, приводящие 
к рассеянию. Плотность образца составила рнч= 1.54 гр/см3, 
что меньше плотности кремния рл = 2.33 гр/см3. Из отно­
шения этих плотностей следует, что объемная доля крем­
ния в образце составляет/у = 0.66. Измеренная зависимость 
коэффициента потерь изготовленного объемного образца 
от частоты представлена на рис. За, где для сравнения приве­
дены также спектры a(f) диоксида кремния и высокоомного 
монокристаллического кремния. Видно, что коэффициент 
потерь в объемном образце существенно превышает таковой 
в монокристаллическом кремнии, это подтверждает наличие

Частота f, ТГц

Частота f, ТГц
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РИСУНОК 4 | Зависимость коэффициента потерь a(f) (а) и показателя 
преломления n(f) (б) парафинкремниевого композита и составляющих 
его компонент от частоты f при объемной доле fv = 0.2. В матрицу пара­
фина внедрены частицы кремния диаметром 40 мкм. Сплошные линии: 
расчет в модели QCA для композита (1), в модели Друде для кремния 
(2), линейная аппроксимация для матрицы Ematrix = 2.25+Ю.003 (3). 
Закрытые ромбы, треугольники и открытые ромбы -  экспериментальные 
данные для композита, кремния и парафина соответственно

у НЧ поглощающего оксидного слоя [6]. Определим значение 
коэффициента потерь НЧ, при котором достигается наилуч­
шее согласие между измеренной и рассчитанной кривыми 
а(/). С использованием модели Бруггемана (1) п р и /у = 0.66 
получим Im (ESj) = 0.1, что соответствует a(f=  1 ТГц) = 3.7 см '1, 
см. кривую 1 на рис. За.

Полученная оценка коэффициента потерь относится к НЧ 
кремния «в целом», т.е. включает поглощение и в кремние­
вом ядре, и в оксидной оболочке. Оценим вклад кремниевого 
ядра в общий коэффициент потерь. Для этого сравним пред­
ставленную на рис. 36 экспериментальную зависимость «(/) 
для объемного образца с зависимостью, рассчитанной в моде­
ли Бруггемана (1). Полагая f y = 0.66 и учитывая, что диэлек­
трическая проницаемость кремниевого ядра описывается 
моделью Друде [11]

e ( f , N )  = em- ш 2
/ 2 + i y f  ’

где £„ = 11.7— диэлектрическая проницаемость при/-*

N q2

(5)

/ 2 =Р  \ Z * (2л:) £0т
— плазменная частота,

N — концентрация свободных зарядов, у = 0.4 ТГц — частота 
релаксации носителей, т* — эффективная масса носителей

заряда, е0 — диэлектрическая постоянная, для N = 1012 см"3 
и N  = 1013 см '3 получим зависимости n(f), представленные 
на рис. 36 кривыми 1 и 2 соответственно. Отметим широ­
кий провал в расчетной зависимости n(f) вблизи плазменной 
частоты/, = 0.2 ТГц для N  = 1013 см '3, который отсутствует 
в экспериментальной кривой n(f). Это позволяет заключить, 
что концентрация свободных носителей заряда в кремниевом 
ядре НЧ не превышает N =  1012 см"3, следовательно, коэффи­
циент потерь для ядра частицы a  < 0.1 см '1.

Отметим, что концентрацию N  можно увеличить на поряд­
ки при лазерной подсветке кремния, однако для используе­
мых образцов облучение со средней интенсивностью 10 Вт/ 
см2 (А. = 0.8 мкм) привело к слишком малому (1—2 %) изме­
нению ТГц-пропускания [10]. Такое малое изменение про­
пускания, как для случая НЧ, так и для случая МКЧ требует 
дальнейшего исследования.

При концентрации свободных носителей N  < 1013 см"3 
диэлектрическая проницаемость ядра НЧ в ТГц-диапазоне 
практически совпадает с таковой для объемного кремния 
[12, 13]. Поэтому отличие между полученной из рис. 36 оцен­
кой коэффициента поглощения ядра a  = 0.1 см '1 и значе­
нием a  = 3.7 см"1, рассчитанным из рис. За, позволяет оце­
нить параметры оксидной оболочки НЧ. Действительно, 
если предположить, что толщина оксидной пленки равна 3 
нм, а радиус кремниевого ядра составляет 20 нм, используя 
модель Бруггемана, можно оценить коэффициент поглоще­
ния оксидной пленки, как a  ~ 20 с м 1, что незначительно пре­
вышает значения для коэффициента поглощения аморфно­
го S i02 (см. рис. За). Превышение может быть обусловлено 
тем, что на поверхности НЧ сорбируются дополнительные 
поглощающие примеси, в частности вода [14]. Рассчитанный 
из модели Бруггемана показатель преломления оксидной 
пленки п ~ 2 согласуется с данными по преломлению S i02 
в ТГц-диапазоне частот. Таким образом, предположение, 
что объемная доля оксидной пленки в кремниевой наноча­
стице составляет 34 %, приводит к согласию между получен­
ными экспериментальными данными.

Рассмотрим теперь случай МКЧ кремния с такой же тол­
щиной оксидного слоя. Вклад этого слоя в результирующие 
потери пренебрежимо мал, поскольку мала объемная доля 
самого оксидного слоя. На рис. 4 представлены спектры 
коэффициента потерь и показателя преломления композит­
ного материала на основе парафина с внедренными МКЧ 
(размер частиц 40 мкм, объемная доля f v = 0.2). Для изготов­
ления МКЧ использовался кремниевый вейфер с концентра­
цией носителей N  ~ 1013 см-3, спектр поглощения которого 
представлен кривой 2 на рис. 4а.

Как видно из рис. 4а, измеренный коэффициент потерь a(f) 
в парафинкремниевом композите близок к теоретическому 
расчету с использованием модели QCA, что подтверждает 
малый вклад оксидного слоя МКЧ в коэффициент потерь. 
Модель QCA принимает во внимание поглощение и рассе­
яние ТГц-излучения, при этом спектр а(/) описывается ква­
дратичной функцией от частоты. Обратим внимание на осо­
бенность спектра n(f) композита, представленного на рис. 46 
сплошными кружками. В частотной области/ >  0.3 ТГц, где 
основной вклад в потери обусловлен рассеянием, измерен­
ный показатель преломления возрастает с частотой быстрее, 
чем следует из моделей Бруггемана или QCA. Это позволяет 
по виду кривой n(f) судить о вкладе светорассеяния в коэф­
фициент потерь.

На рис. 5 показаны зависимости коэффициента потерь 
в парафинкремниевом композите от частоты и от радиуса 
МКЧ Si. Видно, что потери, связанные со светорассеяни­
ем на частицах диаметром менее 40 мкм, становятся мень-
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Частота f, ТГц
а

Радиус частиц а, мкм
б

РИСУНОК 5 | (а) Измеренные спектры коэффициента потерь a(f) 
в парафинкремниевом композите при объемной доле fy= 0.1. Диаметр 
частиц Si составляет более 50 мкм (1), 40-50 мкм (2), менее 40 мкм 
(3). (б) Зависимости коэффициента потерь в композите от радиуса 
а кремниевых частиц при fv= 0.1 и f = 1 ТГц, рассчитанные в моделях 
Рэлея (1), QCA (2), Бруггемана (3)

ше потерь, обусловленных поглощением, при частотах менее 
0.7 ТГц.

Сравнение экспериментальных и теоретических данных, 
представленных на рис. 5а, б соответственно, показывает, 
что рассеяние излучения с частотой 1 ТГц в композите несу­
щественно, когда диаметр частиц меньше 10 мкм, т.е. когда 
длина волны \  (частота 1 ТГц соответствует длине волны 
а  = 300 мкм) в 30 раз больше диаметра кремниевых частиц. 
Из представленных на рис. 4а и 5а экспериментальных дан­
ных также следует, что для частот ниже 0.3 ТГц рассеяние 
на частицах диаметром 40 мкм становится пренебрежимо 
малым при выполнении условия а /\  < 0.04. Это неравенство 
ограничивает размер частиц сверху, а наличие поглощающе­
го оксидного слоя у НЧ ограничивает размер частиц снизу. 
В результате получаем оценку для оптимального диаметра 
частиц Si 2а = 1 — 3 мкм. Максимальная объемная доля крем­
ниевых частиц в матрице ограничивается величинойf v= 0.7, 
что соответствует я = 2.3 и ожидаемому коэффициенту потерь 
а  < 0.02 с м 1 для композита из полиэтилена и микрочастиц 
высокоомного кремния (R > 100 Ом • см).

Из полиэтиленкремниевого композитного материа­
ла с показателем преломления я = 2.2 методом штамповки

0.0 0.5 1.0 1.5

Ч асто та  f, Т Гц

РИСУНОК 6 | Спектр ТГц-излучения, собранного детектором при исполь­
зовании полиэтиленкремниевой линзы (1) и в отсутствие линзы (2).
На вставке приведена фотография изготовленной линзы. Диаметр 
полусферы линзы равен 4.8 мм, толщина подставки 0.8 мм

была изготовлена полусферическая линза диаметром 4.8 мм, 
см. вставку на рис. 6. Линза прижималась на оптический 
контакт к пластине из GaAs, содержащей на обратной сто­
роне фотопроводящую антенну — точечный источник ТГц- 
излучения. Выходящее из линзы излучение собиралось 
дополнительной широкоаппертурной линзой (диаметр 50 мм, 
фокусное расстояние 50 мм) в ТГц-детектор. Использование 
линзы из композитного материала позволило повысить 
амплитуду собранного детектором ТГц-излучения в 5 раз
[15], см. рис. 6. Из подобия кривых 1 и 2, которые получены 
при использовании полиэтиленкремниевой линзы и в отсут­
ствие линзы соответственно, видно, что потери, обуслов­
ленные поглощением в композитном материале и линейно 
растущие с частотой, несущественны для малых размеров 
линзы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотрены методы создания композитных материа­
лов с управляемым показателем преломления для ТГц- 
диапазона частот за счет введения в полимер-термопласт 
микро- или наночастиц кремния. Показано, что для изго­
товления композитного материала с высоким показателем 
преломления оптимально использовать микрочастицы Si 
диаметром 1—3 мкм,. поскольку в таких частицах влияние 
поверхностного оксидного слоя на поглощение невелико. 
Продемонстрирован полиэтиленкремниевый композит, обла­
дающий высоким показателем преломления п = 2.2 и относи­
тельно низким коэффициентом потерь а  < 2 см '1. Обоснована 
возможность уменьшения коэффициента потерь в композит­
ном материале до величины 0.02 см"1. Показана примени­
мость созданного композита для изготовления специализи­
рованных линз для ТГц-диапазона частот. ■

Работа поддержана грантом РФФИ (Ns 14-02-00846), 
президентским молодежным грантом МК-6798.2013.9, 
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И зучалось биологическое действие наночастиц железа размером частиц 20—40 нм, полученных плазмохимическим методом. Выявлено 
антимикробное действие наночастиц железа в диапазоне 0 .1-10 мг/мл на антибиотикорезистентные штаммы Pseudomonas aeruginosa 

и Stafiiococcus aureus. Установлено токсическое действие наночастиц на организм животных при введении им наночастиц железа per os, про­
являющееся в изменении показателей углеводного, липидного и белкового обмена.

STUDY O F BIOLOGICAL ACTION O F IRON NANOPARTICLES

T he biological action of iron nanoparticles sized 20—40 nm, obtaining plasmochemical method, was studied. Antibacterial action on polyantibiotic 
resistant strains Pseudomonas aeruginosa and Stafiiococcus aureus occurred at concentrations in the range of iron nanoparticles of 0.1 —10 mg/ml. 

Also revealed toxic action o f iron nanoparticles on male mice, exceeded them per os, displaying change in biochemical parameters of carbohydrates, 
lipids and proteins.

ВВЕДЕНИЕ
Медицинские приложения использования нанотехнологий 
привели к созданию отрасли науки — наномедицине, кото­
рая эффективно развивается в последние десятилетия [I]. 
В области медицины возможности нанотехнологий направле­
ны на управление с помощью наноматериалов и наночастиц 
физическими, химическими и биологическими процессами, 
протекающими в живых организмах на молекулярном уровне 
[2].

Одной из главных причин изменения физических и хими­
ческих свойств малых частиц по мере уменьшения их раз­
меров является рост относительной доли «поверхностных» 
атомов. С энергетической точки зрения уменьшение разме­
ров частицы приводит к возрастанию роли поверхностной 
энергии. Уменьшение частиц до нанометровых размеров при­
водит к проявлению в них так называемых «квантовых раз­
мерных эффектов». В настоящее время уникальные физиче­
ские свойства наночастиц, возникающие за счет поверхност­
ных или квантово-размерных эффектов, являются объектом 
интенсивных исследований [3, 4].

В настоящее время на основе нанотехнологий проектиру­
ются и внедряются в практику наноустройства, позволяю­
щие выполнять все необходимые операции от диагностики 
и мониторинга до уничтожения патогенных микроорганиз­
мов, восстановления поврежденных органов, снабжения 
организма необходимыми веществами [5, 6].

Наночастицы могут использоваться как стимулирующие 
препараты, так как проявляют ярко выраженную биологи­
ческую активность. Обнаружена высокая антимикробная 
активность наночастиц металлов; на основе таких материалов 
разработаны элементы фильтрующих устройств для очистки 
питьевой воды [7]. Применение наночастиц может оказаться 
полезным при лечении таких заболеваний, как трофические 
язвы — время заживания раны сокращается в несколько раз
[8], гнойный остеомиелит, различного вида ожоговые раны, 
лор-заболевания в детском возрасте [8—12].

Следует учитывать, что при использовании наночастиц 
необходимо тщательно изучить влияние наночастиц на здо­
ровые клетки организма, контролировать отсутствие токсиче­
ского действия наночастиц, что само по себе является непро­
стой задачей [1]. Для некоторых наноматериалов выявлены 
не только полезные свойства, но и обнаружены токсические 
эффекты [13, 14].

Представленные данные по токсическим свойствам неко­
торых наноматериалов свидетельствуют, что токсичность 
зависит не только от физической природы, способа полу­
чения, размеров, структуры нанокластеров и наночастиц, 
но и от биологической модели, на которой проводятся испы­
тания. Органы-мишени и механизмы развития токсического 
эффекта разнообразны. Свойства некоторых наноразмерных 
материалов проявляются в способности индуцировать актив­
ные формы кислорода [15, 16], другие же наночастицы могут 
проникать через тканевые барьеры внутрь клеток и взаимо­
действовать с внутриклеточными компонентами [17]. Это 
создает предпосылки для моделирования экологического 
прессинга металлов на организм [13].

В данной работе рассмотрены некоторые аспекты биологи­
ческого действия наночастиц железа.

МАТЕРИАЛЫ  И МЕТОДЫ
В работе использовались высокодисперсные нанопорошки 
железа, синтезированные на плазмохимическом комплек­
се филиала Федерального государственного управления 
РФ «Государственный научно-исследовательский институт 
химии и технологии элементоорганических соединений» 
(ФГУП РФ ГНЦ ГНИИХТЭОС г. Москва, лаборатория 
№ 33). Нанопорошки железа получены из крупнодисперс­
ных порошков с помощью плазменной технологии, осно­
ванной на испарении сырья (крупнодисперсного порош­
ка или прутка) в плазменном потоке с температурой 5000— 
6000 К и конденсации пара до ультрадисперсных частиц тре­
буемого размера (дисперсность частиц 30 нм). Основным
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элементом плазмохимической установки является реак­
тор — электродуговой испаритель-конденсатор с вихревой 
стабилизацией плазменной струи большого удлинения, 
кроме него в состав установки входят: дозатор дисперсного 
сырья — аппарат поршневого типа с ожижением подавае­
мого сырья; холодильник дисперсного сырья — типа «труба 
в трубе» с высокими скоростями аэрозольного потока; клас­
сификаторы порошков -  циклон инерционного типа и вих­
ревой соотношением dBb]x/D  < 0.33; фильтр улавливания 
нанопорошков рукавного типа. Применяется стандартное 
оборудование: компрессоры технологического газа; ресиве­
ры газового контура; дозаторы газовые и водяные; водяной 
насос; вакуумный насос. Чистота нанопорошков состави­
ла не менее 99.8 %. Средний размер наночастиц колебался 
в пределах 20—40 нм.

СТРУКТУРА НАНОЧАСТИЦ Ж ЕЛ ЕЗА
Исследование структуры наночастиц и растворов на их осно­
ве проводилось с помощью метода спектроскопии рентге­
новского поглощения на основе анализа тонкой структуры 
спектров рентгеновского поглощения в области края погло­
щения (XANES — X-ray absorption near edge spectroscopy). 
Спектры рентгеновского поглощения (XANES) за К-краями 
железа в наночастицах и эталонных образцах железной фоль­
ги и оксидов железа были измерены на лабораторном спек­
трометре рентгеновского поглощения R-XAS Looper (Rigaku, 
Япония), установленном в ЦКП «Наноразмерная структура 
вещества» Южного федерального университета.

Измерение К-края железа в наночастицах проводилось 
с использованием кристалла-монохроматора Ge(311) во флу­
оресцентном режиме с использованием детектора 10 Аг-300 
и полупроводникового детектора I SSD с усилителем. 
Напряжение на рентгеновской трубке составляло U = 25 кВ 
и ток I =  70 мА. Исследуемые образцы наночастиц были 
измерены в сухой фазе и в 0.9 % водном растворе хлорида 
Натрия.

Спектры поглощения исследуемых наночастиц сопостав­
лялись с эталонными образцами, по форме и энергетическо­
му положению особенностей спектров поглощения делался 
вывод о структуре наночастиц.

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ НЛЕТКИ И СРЕДЫ
Исследования проводили на 20 штаммах Pseudomonas 
aeruginosa и 20 штаммах Stafilococcus aureus, обладающих рези­
стентностью к пяти- и более профильным антибиотикам, 
которые были выделены от больных с гнойными осложне­
ниями, находившихся на лечении в травматолого-ортопеди- 
ческом стационаре Саратовского научно-исследовательского 
института травматологии и ортопедии (СарНИИТО). В про­
бирки с разведениями нанопорошков в физиологическом 
растворе в различных концентрациях (0.1,1, 10 мг/мл) добав­
ляли по 100 мкл конечной суспензии (50000 КОЕ/мл) микро­
организмов и оставляли инкубироваться в течение 30, 60, 120 
и 180 мин при комнатной температуре. В качестве контроля 
использовали бактериальную взвесь, разведенную в анало­
гичных пропорциях с физиологическим раствором и инкуби­
рованную в течение того же времени. После этого с каждого 
из разведений производили высев на мясопептонный агар, 
по 100 мкл на каждую чашку Петри. Все чашки помещали 
в термостат на 24 ч при 37 °С. Подсчет колоний производили 
на следующий день.

БИОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования были выполнены на белых беспородных 
мышах. Контрольные и экспериментальные группы форми­

ровали из двухмесячных самцов весом 20 ± 3 г. Мыши нахо­
дились в стандартных условиях с естественной сменой осве­
щения с соблюдением общевиварийного рациона. У всех 
животных был свободный доступ к пище и воде.

Мышей распределяли в одну контрольную группу (10 
мышей), которой вводили растительное масло в количестве 
10 мкл без нанопорошков металлов — группа сравнения; 
и семь экспериментальных групп (70 мышей).

Экспериментальная часть работы выполнена в соответ­
ствии с протоколами Женевской конвенции и принципами 
надлежащей лабораторной практики (Национальный стан­
дарт Российской Федерации ГОСТ Р 53434-2009) [18—20].

Экспериментальные группы формировали в зависимо­
сти от суточной концентрации вводимого исследуемого 
нанопорошка. Первой группе вводили 50 мкг/кг, второй — 
100 мкг/кг; третьей — 1 мг/кг, четвертой — 1.25 мг/кг, пятой — 
2.5 мг/кг, шестой — 5 мг/кг, седьмой — 12.5 мг/кг нанопорош­
ка железа.

Выбранные концентрации наночастиц не превышают мак­
симальных переносимых доз для данного металла. Все кон­
центрации нанопорошка вводились в течение 6 дней в виде 
свежеприготовленных суспензий в растительном масле 
(рафинированное растительное масло «Милора») в количе­
стве 10 мкл однократно в сутки перорально с использова­
нием зонда. Суспензии готовились путем соединения наве­
ски наночастиц (в размере тысячи доз) с растительным мас­
лом в объеме 10 мл и размешивались на магнитной мешал­
ке в течение 30 мин для предотвращения оседания частиц 
и образований конгломератов.

Умерщвление животных в эксперименте не проводилось. 
Кровь для биохимических исследований собиралась из хво­
стовой вены. Работа проведена с соблюдением принципов 
гуманного отношения к животным соответственно руко­
водствам Н.Н. Каркищенко и практическому руководству 
по биологической безопасности в лабораторных условиях 
[18,19].

Определение биохимических показателей крови проводи­
лось с помощью полуавтоматического анализатора Hospitex 
Screen master plus (Швейцария), оборудованного термоста­
том, фотометром и микропроцессором. Для работы на ана­
лизаторе использовались стандартные наборы реактивов про­
изводства ЗАО «Диакон-ДС». В сыворотке крови определяли 
концентрации метаболитов, характеризующих:

— обмен углеводов: глюкозу (глюкозооксидазным мето­
дом), лактат (лактатоксидазным методом), ПВК (методом 
Умбрайта);

— обмен белков: общий белок (биуретовым методом), аль­
бумин (по реакции с бромкрезоловым зеленым), мочевину 
(уреазным глутаматдегидрогеназным методом), креатинин 
(по реакции Яффе);

— обмен липидов: общий холестерин (холестеролоксидаз- 
ным методом);

— пигментный обмен: общий билирубин (по реакции с дих- 
лоранилином), прямой билирубин (по реакции с диазотиро- 
ванной сульфаниловой кислотой);

— активность индикаторных ферментов: АсАТ, АлАТ, 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), КФК, ГГТ (колориметриче­
ским методом по Зейц/Персин) унифицированными мето­
дами, разработанными в соответствии с рекомендациями 
Международной Федерации клинической химии.

Согласно руководству по лабораторным животным и аль­
тернативным моделям в биомедицинских исследованиях, 
с помощью животных моделей можно изучать изменения 
биохимических показателей, интерпретировать и применять 
их относительно показателей здоровья человека [19].
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Энергия, эВ

РИСУНОК 1 | Сопоставление экспериментальных Fe K-XANES-спектров
порошка наночастиц железа и их раствора

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

•СТРУКТУРА НАНОЧАСТИЦ Ж ЕЛ ЕЗ А
Для исследования структуры наноматериалов с характерны­
ми размерами 10—100 нм невозможно использовать традици­
онные рентгеновские методы. Для определения структуры 
таких материалов и фазового состава, входящих в них ком­
понент, используется метод рентгеновской спектроскопии 
поглощения. XANES — метод, в отличие от других рентге­
новских методик, может дать наиболее полную информа­
цию о геометрии исследуемых объектов. К тонкой структуре 
рентгеновского поглощения относят осциллирующий харак­
тер коэффициента поглощения рентгеновского излучения 
с энергией выше края поглощения. Тонкая структура рент­
геновского поглощения является отличительной чертой дан­
ного материала и зависит от его атомного строения, а также 
от его электронных и колебательных свойств. По этой при­
чине данная методика содержит важные данные о материа­
ле, например о его локальном атомном строении (виды ато­
мов, их координаты). Изучая структуру края рентгеновского 
поглощения, можно получать сведения о зарядовом состо­
янии атомов в исследуемых веществах, особенностях хими­
ческой связи между атомами, геометрических параметрах 
вещества. На основе сопоставления спектров со спектрами 
эталонных образцов можно судить о присутствии в соедине­
нии той или иной фазы.

На рис. 1 показаны Fe К-XANES-спектры порошка наноча­
стиц железа и его раствора.

Рис. 1 показывает, что структура наночастиц в растворе 
не изменилась и представляет собой частицы металлическо­
го железа. Увеличение интенсивностей особенностей спек­
тра раствора означает, что в растворе присутствуют частицы 
более мелкого размера, чем в порошке, так как более крупные 
частицы осели на дно кюветы, в которой находился раствор 
при измерении спектров поглощения. Изменение формы 
спектра и смещение предкрая спектра наночастиц железа 
в растворе относительно спектра порошка не наблюдают­
ся, что говорит о том, что наночастицы железа в растворе 
не окислились.

Смещение края поглощения спектров хорошо видно 
по кривым первых производных в области предкрая (рис. 2). 
Так как размер частиц с одной и той же степенью окисления 
оказывает значительное влияние на интенсивности особен­
ностей спектров, при этом спектры будут иметь незначи­

Энергия, эВ

РИСУНОК 2 | Сопоставление кривых первых производных экспери­
ментальных Fe K-XANES-спектров наночастиц железа порошка и их 
раствора

тельные смещения края поглощения, однако позиции точки 
перегиба края поглощения должны оставаться одинаковы­
ми. Таким образом, чтобы показать, что частицы имеют одну 
и ту же степень окисления или отличаются, нужно прове­
рить положение точек перегиба спектров на краю поглоще­
ния. Позиция точки перегиба края поглощения определяется 
по максимуму первой производной в области этой точки.

Все экстремумы кривых первых производных на рис. 2 двух 
спектров лежат друг под другом, незначительное смещение 
положений особенностей А и В безусловно связано с ошиб­
кой измерения. Синей пунктирной линией отмечена форма 
максимумов для нахождения энергетического положения 
максимумов. Интенсивности особенностей спектров могут 
незначительно отличаться, но положения максимумов оста­
ются практически одинаковыми. Следовательно, в растворе 
наночастицы металлического железа не окислились.

АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НАНОЧАСТИЦ Ж ЕЛ ЕЗА
Установлено, что антибактериальная активность наночастиц 
железа колеблется в широком диапазоне концентраций от 0.1 
до 10 мг/мл. Использование концентрации 0.1 мг/мл вызыва­
ет снижение количества выживших клеток на 52 % (р < 0.001) 
при максимальной экспозиции. Использование максималь­
ной концентрации 10 мг/мл в течение 180 мин приводило 
к уменьшению числа колоний на 65 %. Результаты подсчета 
колоний P. aeruginosa, выросших на твердых питательных сре­
дах, после воздействия различных концентраций наночастиц 
железа, а также результаты подсчета в контрольной группе, 
не подвергавшейся влиянию ультрадисперсных порошков, 
представлены в табл. 1.

Результаты подсчета количества колоний St. aureus, вырос­
ших на твердых питательных средах, после воздействия раз­
личных концентраций наночастиц железа в течение 30—180 
мин, а также результаты подсчета в контрольной группе, 
не подвергавшейся влиянию ультрадисперсных порошков, 
представлены в табл. 2.

После воздействия наночастиц железа в концентраци­
ях — 0.1, 1 и 10 мг/мл происходило статистически достовер­
ное снижение количества выживших бактериальных кле­
ток — от 54 до 46 % по мере увеличения экспозиции и кон­
центрации препарата (р < 0.001). В более низких концен­
трациях антибактериальный эффект наночастиц железа 
не обнаруживается.
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ТАБЛИЦА 1 | Количество колоний P. aeruginosa, выросших на твердых питательных средах после воздействия наночастиц железа

Время воздействия, 
мин

Опытные группы

1-я 0.1 мг/мл, п = 20 
(М ± ш)

2-я 1 мг/мл, п = 20 
(М + т )

3-я 10 мг/мл, п =  20 
(М ± т )

Контроль п = 20 
(М ± ш )

30 618+25.3* 584±26.2** 5 0 3 ± 2 8 > * 686+25.8

60 508+21.8** 486±29.7** 415+33.9** 694±27.3

120 355+20.4** 326±28.4** 296±27.8** 722±23.8

180 358±31.3‘ * 303+24.8** 266+39.1** 759±29.2

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

ТАБЛИЦА 2 [ Количество колоний Si. aureus, выросших на твердых питательных средах после воздействия наночастиц железа

Время воздействия, мин

Опытные группы

1-я 0.1 мг/мл, п = 20 
(М  ± т )

2-я 1 мг/мл, п =  20 
(М ± т )

3-я 10 мг/мл, п =  20 
(М  + т )

Контроль н =  20 
(М ± ш )

30 1107.5+73.7** 1098.7+72.5** 1056.3±89.5** 1234.2+46.7

60 1186.8+44.7* 1159.2+60.1** 968.4+64.2** 1380.7±31.3

120 849.1±38.8** 629.6+58.5** 596.4+41.3** 1454.1 ±23.5

180 824.3±41.7** 728.6148.1** 685.7+47.8** 1556.0±68.0

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

Таким образом, наночастицы железа в концентрациях 
0.1—10 мг/мл обладают антимикробным действием в отно­
шении клинических штаммов золотистого стафилококка.

ИЗМЕНЕНИЕ БИОХИМИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СЫВ0Р0ТНИ 
КРОВИ БЕЛЫХ БЕСПОРОДНЫХ МЫШЕЙ
Главный акцент в изучении активности нанопорошков желе­
за ставится на разработке и тестировании пищевых добавок 
и биологически активных препаратов для решения проблем 
дефицита железа в организме. Для решения задач, связанных 
с введением порошков железа внутрь организма, необходимо, 
прежде всего, иметь четкое представление о биотрансформа­
ции порошка железа и его влиянии на организм в целом.

Проведенные исследования метаболизма у мышей 
при пероральном введении нанопорошков железа выяви­
ли значительные изменения показателей, характеризующих 
обмен углеводов, липидов, белков и активности ферментов 
{табл. 3—6).

Анализ биохимических показателей выявил, что введение 
животным нанопорошка железа приводит к достоверному 
повышению уровня глюкозы в сыворотке крови.

Глюкоза — основной показатель углеводного обмена; при­
сутствует в большинстве органов и тканей. Концентрация 
глюкозы в крови является производной активности процессов 
гликогенолиза, глюконеогенеза и гликолиза. Поддержание 
постоянной концентрации глюкозы в крови — необходи­
мое условие для нормальной жизнедеятельности организма, 
поскольку она является главным, а для некоторых тканей — 
единственным источником энергии в клетке.

При введении железных наночастиц наблюдалось досто­
верное (р < 0.001) увеличение содержания глюкозы в сыво­
ротке крови по сравнению с контролем (7.41 ± 0.36 ммоль/л).

Увеличение концентрации глюкозы под влиянием нано­
частиц железа имеет линейный характер с выходом на насы­
щение: максимальные концентрации глюкозы отмечены 
в сыворотке крови при введении наночастиц в концентрации
1.25—12.5 мг/кг (увеличение концентрации в 1.5—1.6 раза) 
по сравнению с контролем.

Лактат (молочная кислота) — продукт анаэробного мета­
болизма глюкозы (гликолиза), образующийся из пировино- 
градной кислоты (ПВК) под действием ЛДГ. Основное коли­
чество молочной кислоты поступает в кровь из скелетных 
мышц, мозга и эритроцитов. Клиренс лактата связан, глав­
ным образом, с метаболизмом его в печени и почках.

Введение нанопорош ков железа в выбранных кон­
центрациях вызвало достоверное снижение (р < 0.001) 
содержания лактата в крови по сравнению с контролем 
(20.37 ± 1.54 ммоль/л). При этом самые низкие концентра­
ции лактата наблюдаются в экспериментах с дозировками 
наночастиц 50 мкг/кг (уровень лактата снижен в 3.5 раза) 
и 100 мкг/кг (содержание лактата снижено в 2.5 раза).

Под влиянием наночастиц железа в сыворотке крови уве­
личивается содержание ПВК, при этом возрастание уровня 
ПВК носит дозозависимый характер. Для высоких концен­
траций наночастиц — 1.25—12.5 мг/кг отмечается десятикрат­
ное увеличение уровня ПВК в крови.

Суммируя полученные результаты по влиянию наноча­
стиц железа в диапазоне концентраций 50 м кг/к г-12.5 мг/кг 
на основные показатели углеводного обмена, можно прийти 
к следующим выводам.

Возможной причиной увеличения уровня глюкозы в крови 
может являться снижение активности инсулина вследствие 
взаимодействия наночастиц металлов с сульфгидрильными 
группами в молекуле инсулина. Нарушение поступления
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ТАБЛИЦА 3 | Изменение концентрации метаболитов сыворотки крови под влиянием наночастиц железа

Биохимический показатель
Контроль

Концентрация наночастиц железа

50 мкг/кг 100 мкг/кг 1 мг/кг

M ± n i М 1  m М 1  m М 1  ш

Глюкоза, ммоль/л 7.41 ±0.36 9.0910.67** 9.2710.37** 10.2410.29**

Лактат, ммоль/л 20.37± 1.54 6.2010.63** 8.4010.33** 12.310.31**

ПВК, ммоль/л 0.1210.02 0.71+0.01** 0.7610.11** 0.79+0.21**

Общий белок, г/л 121.44111.00 143.8010.66** 147.016.86** 150.5019.31**

Альбумин, г/л 65.0512.37 67.2010.59 84.010.69** 115.0015.45**

Мочевина, ммоль/л 3.7310.16 9.1410.14** 10.311.24** 8.710Л2**

Креатинин, мкмоль/л 155.20111.8 292.20+5.74** 305.20111.7** 317.019.44**

Холестерин, ммоль/л 5.0510.45 4.2010.21* 4.1010.31* 3.8910.19**

Общий билирубин, мг/дл 1.410.12 3.9310.06** 4.0110.08** 4.4010.09**

Прямой билирубин, мг/дл 1.1310.06 1.8510.01** 1.9410.03** 1.7310.05**

Непрямой билирубин, мг/дл 0.5610.03 2.0910.05** 2.17+0.06** 2.4410.08**

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

ТАБЛИЦА 4 | Изменение концентрации метаболитов сыворотки крови под влиянием наночастиц железа (продолжение)

Биохимический показатель
Контроль

Концентрация наночастиц железа

1.25 мг/кг 2.5 мг/кг 5 мг/кг 12.5 мг/кг

М 1  m М 1  m М 1  ш М ± т М 1  т

Глюкоза, ммоль/л 7.4110.36 11.7410.69** 11.8411.03** 11.34+0.18** 12.1410.25**

Лактат, ммоль/л 20.3711.54 15.2010.29* 14.8410.69* 13.7310.29* 14.3410.19*

ПВК, ммоль/л 0.1210.02 0.8410.01** 0.9910.01** 1.39+0.08** 1.3310.23**

Общий белок, г/л 121.44111.00 153.80+8.11** 157.0015.38** 167.0017.38** 195.5018.60**

Альбумин, г/л 65.0512.37 144.0012.65** 70.7011.40* 74.7011.50* 83.216.13*

Мочевина, ммоль/л 3.7310.16 6.0710.32** 5.81+0.29** 5.9010.39** 7.0110.16**

Креатинин, мкмоль/л 155.20111.8 338.0019.98** 274.50110.66** 284.50+11.6** 240.60+8.78**

Холестерин, ммоль/л 5.0510.45 3.3410.09* 5.49+0.36 5.5810.56 4.70+0.24

Общий билирубин, мг/дл 1.5410.12 4.2010.07** 3.9410.07** 3.89+0.17** 4.0910.13**

Прямой билирубин, мг/дл 1.1310.06 1.66+0.01* 1.1910.01* 1.5910.08* 1.6110.03*

Непрямой билирубин, мг/дл 0.5610.03 2.5410.06** 2.75+0.06** 2.6510.09** 2.36+0.04**

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

глюкозы в клетку и дальнейшее ее вовлечение в обменные 
процессы с целью получения энергии приводит к актива­
ции компенсаторных механизмов, в частности к активации 
процесса глюконеогенеза, в котором источником для синте­
за глюкозы в клетке может служить лактат, при этом лактат 
под действием фермента лактатдегидрогеназы (ЛДГ) превра­
щается в ПВК — основной источник для синтеза глюкозы, 
содержание которого увеличивалось в крови эксперименталь­
ных животных.

Для выявления биологического действия наночастиц 
на белковый обмен было определено содержание общего 
белка, альбумина, мочевины и креатинина в сыворотке крови.

Белки плазмы крови выполняют множество функций 
в организме, и уровень белка является одним из важнейших 
лабораторных показателей. Функции белков плазмы крови 
заключаются в поддержании коллоидно-осмотического дав­
ления; свертывании крови; поддержании постоянства pH 
крови; транспорте различных веществ; участии в иммунных
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ТАБЛИЦА 5 | Изменение активности ферментов сыворотки крови под влиянием наночастиц железа

Биохимический показатель
Контроль

Концентрация наночастиц железа

50 мкг/кг 100 мкг/кг ._ _ .. ' М,/К1
М ±  ш М ± т М 1  т М ± т

Ac AT, M E 124.00+9.25 327.00+12.81** 330.00+11.8** 338.30±51.9**

Ал AT, ME 56.00±2.06 82.40t3.62* 73.30±5.52* 75.10+4.9*

ЛДГ, M E 2125.00+53.28 5312.50+72.88” 6700.60±82.8** 8900.001286.00**

ITT, ME 112.22+16.66 115.70+2.95 121.80+5.95 127.60+6.5

К Ф К , M E 1390.00+60.88 4636.00+181.00** 4900.00+281.00** 3500.001219.0**

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

ТАБЛИЦА 6 | Изменение активности ферментов сыворотки крови под влиянием наночастиц железа (продолжение)

Биохимический
показатель

Контроль
Концентрация наночастиц железа

1.25 мг/кг 2.5 мг/кг 5 мг/кг 12.5 мг/кг

М ± m М + m М 1  m M im М ± т

АсАТ, M E 124.00±9.25 342.50+11.91** 372.50115.33** 362.50114.3** 620.60116.3**

АлАТ, M E 56.0012.06 68.2013.39* 77.9012.77* 79.9013.7* 75.2012.6*

ЛДГ, ME 2125.00153.28 12887.51280.10** 13786.51303.6** 14786.501312.6** 15100.01152.8**

ГГТ, M E 112.22+16.6 131.4012.99* 140.5011.17* 150.50111.7* 147.00112.9*

К Ф К , M E 1390.00160.8 2981.001139.07** 3474.00146.05** 3574.00+86.5** 3300.00177.1**

Примечание: * р < 0.01; ** р < 0.001.

реакциях; создании «белкового резерва» (при голодании 
белки распадаются до аминокислот); поддержании уровня 
катионов в крови и в других метаболических процессах.

Концентрация общего белка в сыворотке крови зависит, 
главным образом, от синтеза и распада двух основных фрак­
ций — альбумина и глобулинов. Определение общего белка 
позволяет оценить тяжесть нарушения белкового обмена.

В ходе исследования было выявлено, что введение нано­
порошка железа приводит к изменению содержания общего 
белка по сравнению с контролем (121.44 ± 11.00 г/л) в прямо 
пропорциональной зависимости и с увеличением воздей­
ствия прослеживается закономерность «доза—эффект».

При введении малых доз частиц наблюдается незначитель­
ное (р = 0.05) увеличение концентрации общего белка и его 
альбуминовой фракции.

Увеличение концентрации до 1.25 и 2.5 мг/кг приводит 
к дозозависимому увеличению концентрации общего белка 
на 30 % по сравнению с контролем. Введение больших кон­
центраций (100 мкг/кг—12.5 мг/кг) способствует увеличению 
уровня белка в крови на 70 %.

Содержание альбумина при введении нан опорош ­
ка железа в диапазоне концентраций 12.5 мг/кг увеличи­
лось в среднем на 30—35 %, при воздействии концентрации 
100 мкг/кг—1.25 мг/кг достоверно изменилось в 2—2.4 раза.

Так как белки крови выполняют транспортную функ­
цию, осуществляя перенос различных соединений, В том 
числе и металлов, полученные результаты могут быть свя­

заны с реакцией адаптации организма на введение избытка 
металла.

Основным продуктом распада белков является мочеви­
на, биосинтез которой осуществляется в печени из аммиа­
ка (орнитиновый цикл). Мочевина как конечный продукт 
катаболизма белков фильтруется в клубочках и выводится 
с мочой, поэтому концентрация мочевины в крови отража­
ет соотношение процессов ее образования и выведения, т.е. 
функционирование печени и почек.

Введение разных доз наночастиц железа вызвало повы­
шение уровня мочевины в крови по сравнению с контролем 
(3.73 ±0.16 ммоль/л).

При этом самые значительные изменения вызвало введе­
ние самой малой дозы частиц — 50—100 мкг/кг (увеличение 
концентрации мочевины в 2.5—3 раза), и самой большой 
дозы — 12.5 мг/кг (увеличение уровня мочевины в 2 раза). 
Дозировки наночастиц железа 1—2.5 мг/кг вызывают двух­
кратное увеличение уровня мочевины.

Другим продуктом обмена белков является креатин, кото­
рый, поступая из печени в мышечную ткань, превращается 
в креатинфосфат (источник энергии). В процессе метабо­
лизма креатинфосфата освобождается энергия и образуется 
креатинин. Концентрация его в сыворотке крови относи­
тельно постоянна и зависит от равновесия процессов синтеза 
и выведения.

Исследования показали, что введение нанопорошка железа 
вызывает увеличение содержания креатинина в 1.5—2 раза,
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что, вероятно, также связано с нарушением выделительной 
функции почек.

Увеличение концентрации в крови показателей белко­
вого обмена может быть связано с повреждением мембран 
под воздействием нанопорошков металлов, которые способ­
ны адсорбироваться на мембранах клеток.

Для оценки состояния биологических мембран было опре­
делено содержание холестерина в сыворотке крови.

Исследования выявили, что достоверное уменьшение уров­
ня холестерина под влиянием наночастиц железа отмечается 
при введении нанопорошка в концентрации 50 мкг/кг—1 мг/ 
кг, остальные дозировки оказывают незначительные сдвиги 
в концентрации холестерина.

Апоптоз эритроцитов способствует высвобождению гемо­
глобина, который переносится в клетки ретикуло-эндоте- 
лиальной системы селезенки, где происходит образование 
биливердина. Биливердин ферментативным путем восста­
навливается в билирубин — основной желчный пигмент 
красно-желтого цвета. При распаде гемоглобина первона­
чально образуется токсичный непрямой билирубин, который 
в комплексе с альбумином с током крови транспортируется 
в печень, где под влиянием глюкуронилтрансферазы связы­
вается с глюкуроновой кислотой, образуя билирубинмоно- 
и билирубиндиглюкурониды (прямой билирубин). При этом 
присущая билирубину токсичность в значительной мере 
теряется. Связанный билирубин активно против градиента 
концентрации экскретируется в желчные протоки, оттуда 
в тонкую кишку.

Изучение пигментного обмена показало, что воздействие 
нанопорошком железа во всех исследуемых дозах вызывает 
повышение уровня общего билирубина в 2.5—3 раза по срав­
нению с контролем (1.4 + 0.12 мг/дл), при этом увеличение 
уровня билирубина происходит преимущественно из-за уве­
личения фракции непрямого билирубина.

Концентрация прямого билирубина под влиянием нано­
частиц железа возрастала с введения малых концентраций 
частиц и сохранялась на устойчиво высоком уровне при вве­
дении больших доз частиц.

При введении наночастиц железа в дозировке 50 мкг/кг 
концентрация прямого билирубина увеличилась на 70 %, 
при введении нанопорошка в дозе 1.25 мг/кг — на 60 %, 
при введении наночастиц в дозе 12.5 мг/кг — на 55 %.

Под воздействием наночастиц железа происходит увеличе­
ние концентрации непрямого билирубина в 3—4.5 раза.

Совокупность показателей пигментного обмена указывает 
на негативное воздействие нанопорошков железа на устой­
чивость эритроцитов, вызывая гемолиз. Увеличение концен­
трации билирубина за счет фракции непрямого билирубина 
может свидетельствовать о нарушении функции печени — 
неспособности связывать токсичный билирубин с образова­
нием билирубинглюкуронидов.

Такие изменения пигментного обмена схожи с проявле­
ниями гемолитической желтухи. Увеличение прямого били­
рубина может свидетельствовать о понижении способности 
гепатоцитов к метаболизму и транспорту билирубина против 
градиента концентрации в желчь. Возможно, такое явление 
может быть связано с механическим затруднением желчевы- 
деления из-за патологий желчевыводящих протоков, вслед­
ствие закупорки наночастицами.

В процессе работы была изучена активность ключе­
вых индикаторных ферментов в сыворотке крови под вли­
янием нанопорошка железа в диапазоне концентраций 
50 мкг/кг—12.5 мг/кг.

Активность трансаминаз: аспартатаминотрансферазы (АсАТ) 
и аланинаминотрансферазы (АлАТ) широко используется

в биохимической практике как тест на изменение проницае­
мости мембран гепатоцитов и выраженность цитолитическо- 
го синдрома, так как наибольшая удельная активность данных 
ферментов отмечена в печени и АсАТ -  в сердечной мышце.

Активность АсАТ увеличивалась прямо пропорциональ­
но увеличению концентрации нанопорошка. В контроль­
ной группе активность АсАТ составила 124.00 ± 9.25 ME. 
Введение частиц железа в концентрации 50 мкг/кг — актив­
ность АсАТ по отношению к контролю увеличилась в 2.7 раза, 
при введении 1, 1.25 и 2.5 мг/кг — в 3 раза, увеличение дозы 
до 5 мг/кг — в 4 раза.

В контрольной группе животных активность АлАТ соста­
вила 56.00 + 2.06 ME. Все исследуемые концентрации нано­
порошка железа вызывают увеличение активности данно­
го фермента (р < 0.05), при этом ферментативная актив­
ность возрастает обратно пропорционально концентра­
ции нанопорошка: на 13—15 % -  при введении 12.5 мг/кг 
и 2.5 мг/кг нанопорошка соответственно, на 36 % — при вве­
дении 1.25 мг/кг и на 64 % — при введении 50 мкг/кг.

В процессе исследований было проанализировано действие 
нанопорошка железа на активность гаммаглутамилтрансфе- 
разы (ГГТ), высокая активность которой наблюдается в тка­
нях почек, печени и поджелудочной железы. ГГТ содержится, 
в основном, в мембране клеток, обладающих высокой секре­
торной и адсорбционной активностью: эпителиальные клет­
ки, выстилающие желчные пути, печеночные канальцы, пан­
креатическая экзокринная ткань и выводные протоки.

В контрольной группе активность данного фермента соста­
вила 112.22 ± 16.66 ME. Под воздействием железных наноча­
стиц наблюдается некоторое увеличение активности данного 
фермента, но достоверное увеличение активности данного 
фермента (р < 0.05) наблюдается под влиянием наночастиц, 
начиная с концентрации 2.5 мг/кг (увеличение активности 
фермента на 40 % по сравнению с контролем).

Необходимо отметить, что активность другого индика­
торного печеночного фермента — ЛДГ — также значительно 
возрастает пропорционально с увеличением концентрации 
нанопорошка: в 2 раза при введении 50 мкг/кг нанопорошка 
и в 6—7 раз — при введении доз 2.5—12.5 мг/кг. Такое значимое 
увеличение активности фермента может быть связано с уси­
лением процессов глюконеогенеза (ЛДГ катализирует пре­
вращение лактата в пируват) и следственно высоким клирен­
сом фермента, а также может являться следствием развития 
деструктивных процессов в печени и клетках миокарда.

Креатинфосфокиназа (КФК) является ферментом, кото­
рый функционирует в клетках многих тканей. Наибольшее 
содержание и активность КФК отмечаются в миокарде и ске­
летных мышцах, более низкая концентрация наблюдается 
в почках, легких и печени.

В контрольной группе активность КФК составила 
1390.00 + 60.88 ME. Все исследуемые концентрации нано­
частиц вызывают гиперферментемию КФК, при этом устой­
чивое увеличение активности данного фермента отмечается 
даже при введении низких концентраций частиц — 50 мкг/кг 
(увеличение активности фермента в 4.3 раза) — и сохраняется 
при введении частиц в больших дозировках: 1.25—12.5 мг/кг 
(увеличение активности фермента в 2.5—3 раза).

Проведенные исследования активности индикаторных 
ферментов сыворотки крови у мышей под влиянием нано­
частиц железа позволяют прийти к заключению, что данные 
частицы оказывают гепатотоксическое действие при перо- 
ральном способе введения, вследствие чего разрушаются 
мембраны клеток и ферменты поступают в кровяное русло, 
при этом максимальное повреждающее действие оказывают 
наночастицы в концетрациях 50 мкг/кг—1.25 мг/кг.
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Общий анализ выявленных изменений биохимических 
показателей сыворотки крови под влиянием наночастиц, 
введенных per os, позволяет сформулировать вывод о био­
логическом действии наночастиц железа. Введение нано­
порошков железа вызывает повышение уровня глюкозы, 
общего белка, мочевины, креатинина, общего и непрямого 
билирубина, способствует повышению активности в крови 
ряда индикаторных ферментов (АсАТ, АлАТ, ЛДГ, ГГТ, КФК), 
при этом выраженные изменения отмечаются при введении 
даже самых малых концентраций частиц — 50 мкг/кг и сохра­
няются при увеличении концентрации частиц.

Суммируя вышеизложенное, можно прийти к заключению 
о том, что сферические наночастицы железа, полученные

плазмохимическим методом, с диаметром частиц 20—40 нм 
обладают выраженным биологическим действием, кото­
рое проявляется в антибактериальном действии в отноше­
нии P. aeruginosa и St. aureus, а также проявляют токсическое 
действие на организм лабораторных животных. Выявлены 
дозозависимые эффекты воздействия наночастиц железа, 
которые дают возможность определять меры предосторож­
ности при работе с данными частицами. Полученные дан­
ные представляют интерес для оценки развития возможных 
патологий при применении наночастиц металлов, в част­
ности, железа в качестве пищевых добавок и лекарственных 
средств, а также позволят разработать методы профилактики 
при отравлении данными наночастицами. ■
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НАНО с т а т ь и

Реакция двустворчатых моллюсков Modiolus modiolus на импульсную (24 и 48 ч) экспозицию с многослойными углеродными нанотрубка­
ми (МУНТ) (12—14 нм, концентрация МУНТ в морской воде 100 мг/л) проявилась в захвате формирующихся в морской воде агрегатов 

МУНТ, несмотря на их быстрое осаждение из толщи воды на дно аквариумов. Спустя 24 ч агрегаты МУНТ наблюдались в полости кишеч­
ника (размер агрегатов от 10 до 150 мкм) и в трубочках пищеварительной железы (размер агрегатов от 10 до 50 мкм). Спустя 48 ч в просвете 
кишки обнаруживались только крупные агрегаты в контакте со слизью и фрагментами слущенного эпителия. Самые мелкие агрегаты, 
по-видимому, проникали внутрь эпителиоцитов. В кишечнике, пищеварительной железе и жабрах агрегаты МУНТ вызывали гистопатоло- 
гические изменения в эпителиях (эрозии, некрозы, тенденцию к повышению уровня вакуолизации клеток) и отек соединительной ткани.
В жаберном эпителии спустя 48 ч были отмечены картины, морфологически соответствующие апоптозу. Несмотря на значительные повреж­
дения органов, никаких изменений в клеточном составе гемолимфы у животных, подвергшихся экспозиции с МУНТ, обнаружено не было.

STUDY O F TH E INFLU EN CE O F MULTIWALLED CARBON NANOTUBES (1 2 -1 4  NM ) ON TH E  M AIN TARGET T ISSU E S OF THE 
BIVALVE MODIOL US MODIOL US

T he response of the bivalves Modiolus modiolus to pulse (for 24 and 48 h) exposure to multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) (12—14 nm, con­
centration o f MWCNT in seawater o f 100 mg/1) was manifested in ingestion of the MWCNT aggregates formed in seawater despite of their rapid 

sedimentation from the water column to the bottom. After 24 h the MWCNT aggregates were located in the intestinal cavity (size of 10-150 mkm) and 
in the tubes o f the digestive gland (size of 10-50 mkm). After 48 h only the largest aggregates were detected in the intestinal cavity being in contact with 
mucus and epithelial fragments desquamated. The smallest ones seem to be inside of epithelial cells. In the intestines, digestive gland, and gills the histo- 
pathological changes caused by MWCNT aggregates were observed in epithelium (erosion, necrosis, a tendency to increasing o f the cell vacuolation level) 
as well as a swelling of the connective tissue. After 48 h in the gill epithelium the patterns morphologically corresponding to apoptosis were detected. 
Despite of significant damage of the organs no changes in cell composition of hemolymph were found in mussels affected by the MWCNT exposure.

ВВЕДЕНИЕ
В результате нарастающего антропогенного влияния на при­
брежные морские акватории в океаны и моря поступает 
огромное количество загрязняющих веществ, включая водо­
нерастворимые ксенобиотики. Одним из новых и потенци­
ально опасных видов загрязнений, попадающих в прибреж­
ные воды с промышленными стоками, являются наномате­
риалы [ 1, 2], их накопление может представлять токсическую 
угрозу для морской биоты [3—6].

Оценка реальной токсичности наночастиц в отношении 
водных экосистем до сих пор неоднозначна, так как эко- 
токсикологические свойства наноматериалов, их поведение 
в воде и биодоступность малоизученны [6, 7]. За последнее 
десятилетие появилось довольно много работ, подчеркива­
ющих потенциальный риск воздействия наноматериалов 
на водные организмы [3,4, 6, 8—19], однако результаты иссле­
дований in vivo зачастую весьма противоречивы [6], поэтому 
анализ биологических эффектов различных видов наноча­
стиц с использованием модельных биоиндикаторов остается 
актуальной научно-практической задачей. При этом важно 
учитывать и максимально полно описывать физико-хими­
ческие свойства тестируемых наноматериалов и поведение 
частиц в той среде, в которой осуществляется экспозиция [6, 
20- 22 ] .

Удобным тест-объектом в водной нанотоксикологии высту­
пают двустворчатые моллюски. Благодаря способу пита­
ния путем фильтрации взвешенных в морской воде частиц 
эти животные традиционно используются в биоиндикации

и экологическом мониторинге [3, 6, 23—26] и, в том числе, 
рассматриваются в качестве уникальной модели для изуче­
ния эффектов и механизмов действия наноматериалов [3,
6, 27]. Основными органами-мишенями моллюсков, непо­
средственно контактирующими с инородными веществами, 
являются жабры и органы пищеварительного тракта [6, 27, 
28]: пищевые частицы захватываются жабрами и направ­
ляются к ротовым лопастям, далее через ротовое отверстие 
попадают в кишку и достигают пищеварительной железы, где 
захватываются пищеварительными клетками путем эндоци- 
тоза и перевариваются с участием лизосомальной системы. 
Этот стандартный путь утилизации моллюски, по-видимому, 
используют и для наноматериалов [3, 10, 12]. Дальнейший 
путь наночастиц в организме моллюска, как полагают, свя­
зан с их переносом из пищеварительной системы в гемолим­
фу и в циркулирующие гемоциты [6, 9, 29], которые в норме 
участвуют в переносе и переваривании питательных веществ, 
а также обеспечивают клеточный иммунитет через фаго­
цитоз и цитотоксические реакции [30, 31]. Между прочим, 
поведение клеточной популяции гемоцитов Bivalvia отра­
жает не только прямые (направленные на сами гемоциты), 
но и опосредованные (направленные на другие мишени) 
эффекты повреждающих факторов: при этом может наблю­
даться изменение общего числа циркулирующих клеток, про­
порции гемоцитов разных морфотипов и их функциональ­
ных свойств [26, 32]. Таким образом, реакция со стороны 
гемолимфы как системы, вовлеченной в развитие адаптаций 
и поддержание организменного гомеостаза, должна учиты­
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ваться при оценке влияния наночастиц на физиологический 
статус исследуемых гидробионтов.

В настоящей работе произведено экспериментальное 
исследование влияния многослойных углеродных нанотру­
бок (МУНТ) на гистологическую структуру органов-мишеней 
(жабры и органы пищеварительного тракта) и состояние кле­
точной популяции гемоцитов двустворчатых моллюсков вида 
Modiolus modiolus (Bernard, 1983) в условиях кратковременной 
экспозиции in vivo. МУНТ активно используются в современ­
ной промышленности и могут попадать в окружающую среду 
в значительных количествах, представляя потенциальную 
угрозу, в том числе и для водных организмов. На акватории 
Японского моря Modiolus modiolus является массовым пред­
ставителем макробентоса, важным экологическим звеном 
в составе прибрежных экосистем и удобным индикатором 
для проведения токсикологических исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

•ПОЛУЧЕНИЕ НАНОЧАСТИЦ И АНАЛИЗ ИХ ПОВЕДЕНИЯ В МОРСКОЙ ВОДЕ
Синтез МУНТ был выполнен методом химического осаж­
дения из газовой фазы на поверхность катализатора (актив­
ный компонент Fe-Co сплав) в трубчатом реакторе при 680 °С 
в Институте катализа им. Г.К. Борескова СО РАН [33, 34]. 
Основные физико-химические характеристики полученных 
МУНТ: диаметр — 12—14 нм, удельная поверхность (SB3T) — 
300 м2Д, тип обработки — кипячение в концентрированной 
НС1 в течение 8 ч, основные примеси (масс. % х Ю2) — Fe
(16), Со (7), Mg (5), Cl (1).

Для изучения динамики агрегации нанотрубок в морской 
воде проводили кинетические исследования методом спек- 
трофотометрии с использованием двухканального спектро­
фотометра Shimadzu UV 2550. Суспензию МУНТ готовили 
в морской воде, взятой из района сбора моллюсков, с кон­
центрацией 100 мг/л, после чего с помощью ультразвуко­
вого дезинтегратора Bandelin Sonopulse HD 3100 произво­
дили диспергирование суспензии в течение 3 мин (энергия 
6384 + 120 кДж). Затем суспензию переливали в кювету объ­
емом 4 мл и помещали в спектрофотометре. Максимальное 
светопоглощение исследуемых образцов наблюдалось 
при длине волны 195 нм. Поглощение света регистрировали 
в течение недели с минутным интервалом (всего 10080 изме­
рений). Агрегаты нанотрубок фотографировали с исполь­
зованием растрового электронного микроскопа Hitachi 
S-3400N.

•СБОР БИОЛОГИЧЕСКОГО М АТЕРИАЛА И ИНКУБАЦИЯ С НАНОЧАСТИЦАМИ
Взрослые моллюски вида Modiolus modiolus (Bernard, 1983) (= 
М. kurilensis) были отобраны в июле (температура воды 20 °С) 
в чистом районе (б. Витязь, зал. Петра Великого, Японское 
море) и помещены в аэрируемые аквариумы объемом 50 л 
с морской водой из среды обитания. После 3-дневной аккли­
матизации моллюски были разделены на 4 группы по 10 
животных в каждой: две контрольные (1К и 2К) и две экс­
периментальные (1Э и 2Э). В аквариумы с эксперименталь­
ными животными были добавлены свежеприготовленные 
суспензии МУНТ из расчета 100 мг/л морской воды. В груп­
пе 1Э моллюски содержались в присутствии МУНТ в течение 
24 ч, в группе 2Э — в течение 48 ч. Животные из контрольных 
групп (1К и 2К) с момента начала эксперимента содержа­
лись в обычных условиях в течение 24 и 48 ч соответствен­
но. После окончания инкубации моллюски из контрольных 
и экспериментальных групп изымались из эксперимента 
в одно и то же время с интервалом 30 мин между особями 
внутри каждой группы.

•ГИСТОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ОРГАНОВ
Для гистологического исследования у моллюсков препариро­
вали жабры, кишечник и пищеварительную железу. Органы 
фиксировали в 10 % растворе забуференного нейтрально­
го формалина Histoline («Элемент», Россия), обезвоживали 
в этиловом спирте возрастающей концентрации и заливали 
в парафин Histomix Extra («БиоВитрум», Россия). Из полу­
ченных блоков готовили полутонкие срезы, которые окра­
шивали гематоксилином и эозином и изучали под свето­
вым микроскопом AxioObserver А1 (Zeiss). Для фотосъемки 
использовали камеру AxioCam 3 (Zeiss), для обработки полу­
ченных изображений — программу компьютерной морфоме- 
трии AxioVision 4.2. Наличие гистопатологических измене­
ний в органах регистрировали визуально, степень вакуоли­
зации клеток в эпителиях выражали в виде процентной доли 
вакуолизированных эпителиоцитов в клеточной популя­
ции. Морфометрический анализ включал измерение длины, 
ширины и площади клеток и их ядер. Статистический анализ 
данных включал определение средних значений исследуемых 
показателей, их стандартных ошибок и достоверности разли­
чий при уровне значимости Р < 0.05 с использованием /-теста 
Стьюдента.

•ИССЛЕДОВАНИЕ КЛЕТОЧНОЙ ПОПУЛЯЦИИ ГЕМОЛИМФЫ 
МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ
Для анализа методом проточной цитометрии образцы гемо­
лимфы брали из заднего аддуктора в 0.3 М раствор натрие­
вой соли ЭДТА для предотвращения агрегации гемоцитов 
и фиксировали в виде клеточной суспензии 4 % раствором 
параформальдегида в течение 1 ч. Клеточные суспензии 
отмывали от фиксатора с помощью фосфатно-буферной 
солевой среды (ФБС), помещали в 1 % раствор пермеабили- 
зирующего агента Triton Х-100 и окрашивали йодидом про- 
пидия (50 мкг на 1 млн клеток) в присутствии рибонуклеазы 
А (100 мкг на 1 млн клеток) для количественного выявле­
ния ДНК в ядрах гемоцитов. Затем образцы анализирова­
ли с помощью проточного цитофлуориметра BD Accuri С6 
в каналах FSC (переднее светорассеяние), SSC (боковое 
светорассеяние) и FL2 (флуоресценция йодида пропидия). 
Дифференциацию одиночных клеток от клеточных агрега­
тов и дебриса производили на двухпараметрических гисто­
граммах распределения событий по FL2-A (площадь сигна­
ла) и FL2-H (высота сигнала), идентификацию клеточных 
морфотипов — на двухпараметрических гистограммах рас­
пределения одиночных клеток по FSC и SSC. Определяли 
процентное соотнош ение клеток разных морфотипов 
и средние значения переднего и бокового светорассеяния 
для гранулоцитов в пределах каждой особи. Статистический 
анализ данных включал определение средних значений 
исследуемых показателей в пределах каждой группы, их 
стандартных ошибок и достоверности различий при уровне 
значимости Р < 0.05 с использованием /-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

•АНАЛИЗ ПОВЕДЕНИЯ МУНТ В МОРСКОЙ ВОДЕ
Результаты спектрофотометрического анализа суспензии 
нанотрубок показали, что МУНТ, взвешенные в морской 
воде в концентрации 100 мг/л, начинают интенсивно оседать 
на дно уже в первые часы, а спустя 24 ч они практически пол­
ностью находятся на дне кюветы и отсутствуют во взвешен­
ном состоянии (рис. 1).

Это связано с быстрой агрегацией наночастиц и формирова­
нием агломератов разного размера — от 10 до 200 мкм (рис. 2), 
которые оседают на дно под тяжестью собственного веса.
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РИСУНОК 1 | Изменение светопоглощения суспензии МУНТ во времени, 
отражающее динамику агрегации наночастиц и осаждения агрегатов 
в морской воде (концентрация суспензии 100 мг/л). По оси ординат -  
коэффициент абсорбции, по оси абсцисс -  время в днях

РИСУНОК 2 | Агрегаты МУНТ, формирующиеся в морской воде. 
Растровая электронная микроскопия во вторичных электронах; 
а -  обзорный вид; б -  поверхность одного из агрегатов. Увеличение:

а-*200;б-х5000

•ГИСТОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
Гистологический анализ показал, что МУНТ проникают 
в органы пищеварительного тракта у моллюсков, подверг­
шихся экспозиции. В обеих экспериментальных группах (1Э 
и 2Э) у всех особей (N = 20) в просвете кишечника наблюда­
лись свободно лежащие агрегаты диаметром от 10 до 150 мкм 
{рис. 3). Отсутствие этих структур у контрольных животных 
(рис. За и б) и их наличие у всех животных, получавших нано­
трубки (рис. Зв—е), а также цвет, размер и консистенция агре­
гатов прямо свидетельствуют о том, что на гистологических 
препаратах идентифицируются МУНТ.

В группе 1Э агрегаты МУНТ не проникали сквозь эпи­
телий, но вызывали в нем эрозивные процессы и отслое­
ние базальной мембраны, а также отечность соединитель­
ной ткани (рис. Зв). Доля вакуолизированных эпителиоци- 
тов составила 47.5 ± 3.8 %, что статистически не отличается 
от контроля (36.3 + 3.3 %) при заданном уровне значимости 
Р < 0.05 (табл. I).

В группе 2Э агрегаты МУНТ в просвете кишки находились 
в контакте со слизью и фрагментами слущенного эпителия 
(рис. Зг—е). В кишечном эпителии также были отмечены 
деструктивные процессы и некротические явления (рис. Зг), 
а доля вакуолизированных клеток достоверно возросла в 1.55

раза по сравнению с контролем (табл. 1). Внутри эпителиаль­
ных клеток иногда наблюдались небольшие темные включе­
ния, предположительно соответствующие наиболее мелким 
агрегатам (рис. Зе).

Следует отметить, что на вторые сутки (группа 2Э) в про­
свете кишки были видны только крупные агрегаты МУНТ 
{рис. Зг—е) и значительно меньше мелких агрегатов и свобод­
ной взвеси, которая сутками раньше (группа 1Э) визуализи-

ТАБЛИЦА 1 | Морфометрические параметры эпителиоцитов кишечника Modiolus modiolus в контрольных и экспериментальных группах

Группа Длина ядра, 
мкм

Ширина ядра, 
мкм

Площадь ядра, 
мкм2

Длина клетки, 
мкм

Ширина клетки, 
мкм

Площадь клетки, 
мкм2

Доля вакуолизированных 
клеток,%

1К 5.72+0.90 4.710.81 19.7516.27 12.6912.09 10.4611.88 84.23122.29 36.313.3

1Э 8.3+2.23 5.2110.72 30.96+7.13 21.9116.51 9.85+2.53 131.23141.2 47.513.8

2К 7.7511.56 4.9310.87 24.8416.07 18.7912.32 10.4413.11 99.64123.44 38.213.9

2Э 7.1311.19 5.0311.07 21.2316.68 16.3112.31 11.2612.15 91.42113.87 59.415.7

10.0 urnL_J_I_I_I_I_I_I
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РИСУНОК 3 | Гистологическое строение кишечника и его содержимое (МУНТ) у моллюсков Modiolus modiolus в контрольных и экспериментальных 
группах; а и б -  контрольные группы (1К и 2К); в -  группа 1Э; г-е -  группа 2Э. Стрелками указаны деструктивные изменения в тканях. Окраска 
гематоксилином и эозином. Увеличение: а, в, г -  *200 ; б, д, е -  х400
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РИСУНОК 4 | Гистологическое строение пищеварительной железы 
и содержимое пищеварительных трубочек у моллюсков Modiolus 
modiolus в контрольных и экспериментальных группах; а -  общая 
морфология пищеварительной железы в контроле (группа 1 К); 
б -  гистопатологические изменения в пищеварительной железе у экс­
периментальных животных (группа 2Э); в -  агрегат МУНТ в просвете 
пищеварительной трубочки (группа 1Э). Окраска гематоксилином 
и эозином. Увеличение: а и б -  х 100, в -  х400

ровалась в кишечнике как серая мелкодисперсная субстан­
ция (рис. Зв). У животных из группы 2Э в просвете кишки 
наблюдалась картина, свидетельствующая об участии клеток 
кишечного эпителия в агрегации МУНТ {рис. Зд).

Средние значения всех морфометрических параметров 
эпителиоцитов кишечника у моллюсков из эксперименталь­
ных групп не отличались друг от друга и от контрольных зна­
чений (табл. 1).

Агрегаты МУНТ и связанные с ними гистопатологические 
изменения также наблюдались в трубочках пищеварительной 
железы моллюсков, подвергшихся экспозиции с нанотрубка­
ми (рис. 4). По сравнению с контролем (рис. 4а) у животных 
из обеих экспериментальных групп (1Э и 2Э) были отмечены 
повреждения в структуре пищеварительных трубочек, а также 
тенденция к возрастанию уровня вакуолизации пищевари­
тельных клеток (рис. 46), хотя эти различия не могут считать­
ся достоверными при уровне значимости Р < 0.05 (табл. 2). 
Средние значения морфометрических параметров клеток 
пищеварительной железы у моллюсков из всех исследован­
ных групп достоверно не различались (табл. 2).

Следует отметить, что размеры агрегатов в пищеваритель­
ных трубочках были значительно меньше, чем в кишечнике — 
от 10 до 50 мкм (рис. 4в).

В жабрах моллюсков, инкубированных с нанотрубками 
в течение 24 и 48 ч, агрегаты МУНТ не обнаруживались (рис. 5), 
тем не менее, в жаберном эпителии у животных из обеих экспе­
риментальных групп (1Э и 2Э) были выявлены эрозии и некро­
зы (рис. 56 и в). Кроме того, в группе 2Э были отмечены кар­
тины, морфологически соответствующие апоптозу (рис. 5в 
и г, указано стрелками). Выраженной вакуолизации клеток 
в жаберном эпителии не наблюдалось, средние значения мор­
фометрических параметров клеток у моллюсков из всех иссле­
дованных групп достоверно не различались (табл. 3).

В целом, исследованные органы-мишени (жабры, кишеч­
ник и пищеварительная железа) у всех животных, взя­
тых в эксперимент, отреагировали на экспозицию с МУНТ 
типичными гистопатологическими процессами — эрозиями 
и некрозами, носившими локальный характер, а также тен­
денцией к возрастанию степени вакуолизации клеток в эпи- 
телиях. Особенных индивидуальных откликов у моллюсков 
в пределах каждой группы нами отмечено не было.

•АНАЛИЗ КЛЕТОЧНОГО СОСТАВА ГЕМОЛИМФЫ
Как было показано нами ранее (Anisimova, 2012), в гемолим­
фе моллюска Modiolus modiolus присутствуют три морфотипа 
клеток — гиалиноциты, полугранулоциты и гранулоциты. Эти 
клетки достаточно четко идентифицируются методом про­
точной цитометрии (по переднему и боковому светорассея­
нию) после предварительною отделения популяции гемоцитов 
от дебриса и клеточных агрегатов, присутствующих в образ­
цах (по одинаковому соотношению высоты и площади сигна­
ла йодида пропидия у одиночных клеток с разным содержа­
нием ДНК) (рис. 6). Пропорции клеток разных морфотипов 
внутри каждой группы (1К, 1Э, 2К и 2Э) варьировали в одном 
и том же диапазоне, сравнение средних значений относитель­
ного числа гиалиноцитов, полугранулоцитов и гранулоцитов 
у животных из разных групп не показало достоверных разли­
чий (табл. 4). Также не было обнаружено различий в размерах 
(переднее светорассеяние, FSC) и степени зернистости (боко­
вое светорассеяние, SSC) гранулоцитов (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы попытались выявить эффекты кра­
тковременного (24 и 48 ч) воздействия многослойных карбо­
новых нанотрубок (МУНТ) на состояние ключевых систем,
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ТАБЛИЦА 2 | Морфометрические параметры клеток пищеварительной железы Modiolus modiolus в контрольных и экспериментальных группах

П>упла Длина ядра, 
мкм

Ширина ядра, 
мкм

Площадь ядра, 
мкм2

Длина клетки, 
мкм

Ширина клетки, 
мкм

Площадь клетки, 
мкм2

Доля вакуолизированных 
клеток,%

1К 8.76±2.15 5.01 +  1.21 23.98±6.91 15.68+3.14 9.2412 78.36121.69 54.1+4.7

1Э 5.84±0.76 4.9810.7 21. 16±4.63 13.8812.34 10.57+1.9 88.53116.07 71.317.2

2К 4.97±0.6 4.20±0.58 15.17+3.35 12.8812.78 9.4011.61 73.97119.97 56.714.2

2Э 5.30±0.66 4.27+0.56 15.7713.05 12.23+1.62 9.57+1.19 76.23114.02 78.2+7.3
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РИСУНОК 5 | Гистологическое строение жабр у моллюсков Modiolus modiolus в контрольных и экспериментальных группах; а -  контроль (группа 1 К); 
б -  группа 1Э; в и г -  группа 2Э. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение: а, б и в -  х400 ; г -  хбЗО

взаимодействующих с инородными частицами, у двустворча­
того моллюска Modiolus modiolus. Для оценки влияния МУНТ 
на организм Modiolus modiolus была исследована гистологи­
ческая картина жабр, кишечника, пищеварительной железы 
и гемолимфы как основных тканевых мишеней двустворча­
тых моллюсков при повышенной нагрузке на среду обита­
ния, включая нерастворимые ксенобиотики, к числу которых 
относятся наночастицы.

Известно, что наночастицы, попадая в воду, формируют 
более или менее крупные агрегаты, что облегчает их захват 
жабрами моллюсков по сравнению со свободно суспензиро­
ванными частицами [7]. Результаты кинетических исследо­
ваний, проведенных нами, показали, что МУНТ, взвешенные 
в морской воде в концентрации 100 мг/л, интенсивно агре­
гируют и оседают на дно уже в первые часы, а после 24 ч они 
практически полностью отсутствуют во взвешенном состо­
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ТАБЛИЦА 3 | Морфометрические параметры клеток жаберного эпителия Modiolus modiolus в контрольных и экспериментальных группах

Группа
Длина ядра, 

мкм
Ширина ядра, 

мкм
Площадь ядра, 

мкм2
Длина клетки, 

мкм
Ширина клетки, 

мкм
Площадь клетки, 

мкм2

1К 7.07+1.13 5.47+0.96 25.03+6.46 12.44+1.69 10.8+1.26 86.7+16.61

1Э 5.90±0.85 4.41+0.69 18.22+3.67 10.26+0.9 8.08+0.95 57.61+8.95

2К 5.49+0.94 4.16+0.64 15.03+2.88 12.86+1.63 8.82+1.58 74.85+16.09

2Э 5.28+0.79 3.74+0.74 13.39+3.55 13.37+1.36 8.02+1.96 63.94+9.33

ТАБЛИЦА 4 | Пропорция клеточных морфотипов и морфологические параметры гранулоцитов в гемолимфе Modiolus modiolus в контрольных и экс­
периментальных группах

Группа
Доля гаалиноцитов,

%
Доля полугранулоцитов,

%
Доля гранулоцитов,

%
Размер гранулоцитов

(FSC, уел. ед.)
Зернистость гранулоцитов

(SSC, уел. ед.)

IK 8 .6 +  1.6 52.4 + 2.5 37.2 + 2.5 4322.4 + 70.6 2455.7 + 78.4

1Э 7 .0 +  0.8 4 9 .2 + 1 .7 43.8 +  2.1 4329.5 +  64.9 2408.1 +71.8

2К 11.7 + 3.1 45.6 + 2.1 42.4 + 2.0 4635.8 + 91.8 2618.7+112.1

2Э 6 .8 +  0.5 46 .2 + 1 .6 45.8 +  1.6 4402.5+ 116.4 2513.5 + 119.4

янии. Согласно литературным данным, различные наноча­
стицы (NCB, С60 fullerene, ТЮ2 и S i02), суспензированные 
в искусственной морской воде, образуют агрегаты нано- 
и микроразмеров [35, 36], а в присутствии моллюсков агрега­
ты ассоциируют со слизью, откладываются вдоль биссусных 
нитей и оседают на дно аквариума в течение 24 ч [36]. Таким 
образом, количество наночастиц, поглощаемых моллюсками, 
существенно меньше, чем предполагается исходя из началь­
ной концентрации суспензии, и оценка реальной внутрен­
ней концентрации наночастиц в исследованиях in vivo крайне 
затруднительна [6, 7].

Активный захват агрегатов наночастиц иллюстрируется 
результатами гистологического анализа: спустя 24 ч инкуба­
ции, свободно лежащие агрегаты размером до 150 мкм в изо­
билии наблюдались в просвете кишечника модиолуса. Через 
двое суток агрегаты МУНТ в кишечнике были окружены сли­
зью и фрагментами спущенного эпителия, что, по-видимому, 
является защитным механизмом, позволяющим быстро эва­
куировать агрегаты из организма. Для ряда других морских 
беспозвоночных (пресноводного рачка Daphnia magna, мор­
ской полихеты Arenicola marina, морского ежа Paracentrotus 
lividus) также было показано поступление различных наноча­
стиц (однослойных и многослойных нанотрубок, наночастиц 
С60, ТЮ2, Sn02, С е02 и Fe30 4) из водной суспензии в пище­
варительный тракт с последующей элиминацией их агрегатов 
[4, 13-15, 37].

В результате взаимодействия агрегатов МУНТ с поверхно­
стью кишки уже спустя сутки в кишечном эпителии модио­
луса были отмечены эрозивные процессы, сопровождавшиеся 
отечностью соединительной ткани, и тенденция к повыше­
нию уровня вакуолизации клеток, что, скорее всего, обуслов­
лено развитием травмы вследствие физико-химического раз­
дражения и механического повреждения стенки кишечни­
ка. Небольшие агрегаты, по-видимому, способны проникать 
внутрь эпителиальных клеток — на вторые сутки эксперимен­
та в эпителиоцитах кишечника наблюдались плотные вклю­
чения, однако однозначно утверждать, что это действительно

РИСУНОК 6 | Идентификация клеточной популяции гемоцитов и разных 
морфотипов клеток в гемолимфе моллюска Modiolus modiolus методом 
проточной цитометрии; а -  дифференциация одиночных клеток, 
дебриса и клеточных агрегатов на гистограмме распределения всех 
событий по площади (FL2-A) и высоте (FL2-H) флуоресцентного сигнала 
йодида пропидия; одиночные гемоциты с содержанием ДНК 2с и 4с 
выделены рамкой; б -  идентификация трех морфотипов гемоцитов 
на гистограмме распределения одиночных клеток по параметрам 
переднего (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния: R1 -  гиалиноциты,
R2 -  полугранулоциты, R3 -  гранулоциты

наночастицы, мы не беремся. Заметим, что у Arenicola marina 
не было обнаружено проникновения наночастиц из просвета 
кишки внутрь эпителиальных клеток [13].

Через 24 ч инкубации небольшие (до 50 мкм) агрегаты 
МУНТ наблюдались в просветах трубочек пищеварительной 
железы, а в гистологической структуре пищеварительного 
эпителия были отмечены патологические изменения, сход­
ные с повреждениями, наблюдаемыми в эпителии кишеч­
ника. Показано, что в трубочки пищеварительной железы 
действительно проникают только самые мелкие агрегаты [7, 
10]. Мы не наблюдали агрегатов наночастиц внутри пищева­
рительных клеток, хотя существует множество свидетельств 
их проникновения в эндосомальный и лизосомальный ком^
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партмент [10, 12]. Известно, что контакт наночастиц с пище­
варительными клетками провоцирует перекисное окисление 
липидов [9—11] и снижение стабильности лизосомальных 
мембран [10,12].

Захват агрегатов наночастиц, сопровождающийся окис­
лительным стрессом, описывается некоторыми авторами 
и для клеток жаберного эпителия [9-11]. Проведенное нами 
исследование демонстрирует наличие гистопатологических 
изменений в жабрах у модиолусов, подвергшихся экспози­
ции с МУНТ. Кроме того, в жаберном эпителии были отме­
чены явления, морфологически соответствующие апоптозу. 
Следует заметить, что у двустворчатого моллюска Elliptio сот- 
planata эффект наночастиц проявлялся, в том числе в повреж­
дении молекул ДНК в клетках жабр и пищеварительной 
железы [9]. Наличие генотоксического эффекта, таким обра­
зом, подразумевает стимуляцию апоптоза в качестве защит­
ного механизма, предохраняющего ткани от негативного воз­
действия наночастиц.

Что касается реакции со стороны гемолимфы у животных, 
подвергшихся экспериментальной экспозиции с МУНТ, 
мы не отметили каких-либо сдвигов в общем морфологи­
ческом паттерне этой ткани. Как известно, гемоциты дву­
створчатых моллюсков представляют гетерогенную кле­
точную популяцию, включающую две основные клеточные 
формы -  агранулоциты (гиалиноциты) и гранулоциты [26, 
30—32], между которыми у некоторых видов выделяют клет­
ки с промежуточными морфологическими характеристиками 
[38-41]. У Modiolus modiolus (= М. kurilensis) методом проточ­
ной цитометрии в гемолимфе достаточно четко дифференци­
руются три «субпопуляции» гемоцитов — гиалиноциты (агра­
нулоциты), полугранулоциты и гранулоциты [411, что позво­
ляет рассматривать все три морфотипа как последовательные 
стадии созревания в пределах одной клеточной линии, где 
гранулоциты представляют стадию терминальной дифферен- 
цировки. В отличие от агранулоцитов, гранулярные гемоциты 
двустворчатых моллюсков характеризуются низкими ядер- 
но-цитоплазматическими отношениями, содержат большое 
количество лизосом и секреторных гранул, обладают высо­
ким уровнем фагоцитарной активности и продукции свобод­
ных радикалов 130, 32, 40]. При оценке стрессовых воздей­

ствий, в том числе токсикологического характера, как пра­
вило, отмечается изменение пропорции клеток разных мор­
фотипов. В частности, содержание двустворчатых моллюсков 
в присутствии токсичных микроводорослей сопровождалось 
появлением в гемолимфе большого количества молодых кле­
ток и соответственно снижением доли высокодифференци­
рованных крупных гранулоцитов [42—44]. Авторы связывают 
эти эффекты либо с активацией пролиферативных процессов 
в ответ на токсическое воздействие [42,43], либо с миграцией 
гранулоцитов из циркуляторного русла во внутренние органы 
для вовлечения в процесс фагоцитоза поврежденных клеток 
[44]. Мы ожидали, что влияние наночастиц на гемолимфу 
Modiolus modiolus будет проявляться сходными эффектами, 
поскольку, как и в случае с токсинами микроводорослей, пря­
мой мишенью для токсического действия наночастиц явля­
ются жабры и пищеварительный тракт. Однако ни пропор­
ции клеток разных морфотипов, ни размеры и степень зер­
нистости гранулоцитов у контрольных и экспериментальных 
животных не отличались, несмотря на очевидные повреж­
дения в структуре внутренних органов. В работе Galimany et 
al. (2008) указывается, что очаги инфильтрации гемоцитов 
в соединительной ткани, окружающей трубочки пищевари­
тельной железы, наблюдались на 3-й и 6-й дни эксперимента 
[44]. Таким образом, отсутствие эффекта в нашем случае, воз­
можно, связано с недостаточно длительным временем экспо­
зиции (менее 3 сут) либо с высокой индивидуальной вариа­
бельностью исследованных показателей внутри популяции 
модиолусов. ■
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В
 работе продемонстрированы возможности математической «камерной» модели абсорбции, распределения и бионакопления неметабо- 
лизируемых наночастиц (НЧ) на примере НЧ серебра в организме лабораторной крысы. При построении модели использованы данные 

эксперимента, в котором изучали бионакопление и биораспределение НЧ серебра средним диаметром 35 +  15 нм (М + s.d.), меченных 
радиоактивным изотопом ,IOmAg. В минимально приемлемом виде модель включала все «камеры», в которых содержание НЧ на протяже­
нии всего времени эксперимента составляло не ниже 20—25 % от содержания в крови, а именно желудочно-кишечный тракт (Ж КТ), соб­
ственно кровь, костно-мышечный каркас, печень и селезенку. Биораспределение и бионакопление НЧ в пределах перечисленных «камер» 
описывается системой 5 независимых линейных дифференциальных уравнений 1-го порядка. Решение данной системы в численном виде 
с учетом данных о тайминге экскреции НЧ из Ж КТ с калом позволило определить биокинетические константы скоростей межорганного 
переноса НЧ. С их использованием осуществлен расчет пикового (максимального) и квазистационарного содержания НЧ в критических 
органах-мишенях соответственно для случая острого (однократного) и подострого (многократного) введения НЧ в Ж КТ в зависимости от их 
дозы. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности метода математического моделирования межтканевого транспорта и рас­
пределения НЧ для оценки их возможного токсического действия на системном уровне с использованием ранее полученных данных in vitro 
и результатов биокинетических исследований.

M O DELIN G O F INTER-ORGAN D ISTR IB U TIO N  AND BIOACCUMULATION OF EN G IN EER ED  NANOPARTICLES (ON AN EXAM­
PLE OF SILVER NANOPARTICLES)
T  n  this paper we demonstrate the possibility o f mathematical «chamber» model of absorption, distribution and bioaccumulation of non-metabolizable 
A l l  nanoparticles (N Ps) on an example o f silver NPs in laboratory rats. When constructing a model data o f experimental work was used, which studied 
the bioaccumulation and biodistribution of silver N P with average diameter o f 35 +  15 nm (M ±  s.d.), radiolabeled by 1 l0mAg. In a minimally acceptable 
form model included all «chambers» in which the content of the NPs throughout the duration of the experiment was not lower than 20—25 % of the con­
tent in the blood, namely the gastrointestinal tract (GIT), blood per se, bone-muscular carcass, liver and spleen. Biodistribution and bioaccumulation of 
NPs within these «cameras» was described by a system with 5 independent linear differential equations of the 1st order. Solution o f this system in numeri­
cal form, taking into account the timing of the data on the excretion o f NPs from the G IT  with the feces made it possible to determine the rate constants 
of inter-organ transfer o f NPs. With use of them the calculation was done of the peak (maximum) and quasi-stationary NPs content in critical organs 
targets, respectively, for the cases o f acute (single) and subchronic (repeated) administration into the G IT  depending on the dose of NPs. The results 
obtained indicate the prospects o f the method of mathematical modeling for inter-organ transport and distribution o f NPs to assess their possible toxic 
effects on the system level, using previously obtained in vitro results and biokinetic studies.

ВВЕДЕНИЕ
Наноматериалы (НМ), являющиеся продуктами современной 
наноиндустрии, обладают рядом новых, недостаточно изу­
ченных свойств, создающих потенциальные риски для здоро­
вья человека и состояния окружающей среды [1,2]. В насто­
ящее время преобладающее число работ в области токси­
кологии НМ выполнено in vitro на культурах клеток. Число 
исследований эффектов наночастиц (НЧ) и НМ при воз­
действии на организмы млекопитающих при естественных 
путях поступления (через желудочно-кишечный тракт, кожу, 
респираторно) относительно невелико [3—9], а для ряда прак­
тически важных НМ такие данные, по существу, отсутству­
ют. При этом прямая экстраполяция данных о действующих 
концентрациях НЧ и НМ в тестах in vitro на ситуацию экс­
понирования через объекты окружающей среды затруднена 
[10]. Альтернативный подход к решению проблемы токсич­
ности НМ состоит в изучении абсорбции, распределения, 
метаболизма и экскреции НЧ и НМ (ADME-исследования 
[5, 11 — 15]). Значительного ускорения накопления количе­
ственных данных и построения прогностических сценариев 
биораспределения и бионакопления НЧ и НМ в естествен­

ных условиях воздействия можно добиться с использованием 
математического моделирования.

Целью данной работы является рассмотрение возможности 
математической «камерной» модели абсорбции, распределе­
ния и бионакопления неметаболизируемого НМ в организме 
лабораторной крысы на примере НЧ серебра средним диа­
метром 35 нм.

МАТЕРИАЛЫ  И МЕТОДЫ

•ЭКСПЕРИМ ЕНТАЛЬНЫ Е ДАННЫЕ ДЛЯ РАСЧЕТА
В качестве исходных экспериментальных данных для вери­
фикации «камерной» модели использованы материалы рабо­
ты Ю.П. Бузулукова и др. [12], в которой бионакопление 
и биораспределение НЧ серебра «Арговит-С», получаемых 
по ТУ 9310-03-79044259-12, имеющих поданным электрон­
ной микроскопии средний диаметр 35 + 15 нм (М ± s.d.), ста­
билизированных биосовместимым полимером поливинил- 
пирролидоном и практически свободных от примеси ионов 
серебра, изучали с использованием метода радиоактивных 
индикаторов. Мечение НЧ изотопом [110mAg] осуществля­
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ли в потоке тепловых нейтронов в исследовательском ядер- 
ном реакторе ИР-8 НИЦ «Курчатовский институт», после 
чего водную суспензию меченых НЧ вводили взрослым кры­
сам самцам линии Вистар однократно внутрижелудочно 
через зонд. Доза вводимого НМ составляла 0.81 мг/кг массы 
тела или, в единицах активности, 54.0 кБк/кг массы тела. 
Экскрецию НЧ с калом и мочой и их содержание во вну­
тренних органах (печень, почки, селезенка, головной мозг, 
гонады, поджелудочная железа, сердце, легкие) и в крови 
изучали через 24, 48 и 72 ч после введения методом низко­
фоновой гамма-спектрометрии (предел обнаружения 0.01 Бк 
или 150 пг НМ в одной биологической пробе). Результаты 
полученных количественных оценок представлены в табл. 1.

-К А М Е Р Н А Я »  МОДЕЛЬ БИ0НАН0ПЛЕНИЯ И БИОРАСПРЕДЕЛЕНИЯ НЧ
При проведении математического моделирования процес­
сов биокинетики НЧ использован подход, состоящий в рас­
смотрении организма как системы, состоящей из ряда ком- 
партментов (камер), между которыми происходит обмен НЧ 
в соответствии с обыкновенными дифференциальными урав­
нениями 1-го порядка. Данная модель широко используется 
в нутрициологии, в частности, при описании процессов био­
накопления и биораспределения в организме эссенциаль- 
ных микроэлементов — цинка [16] и селена [17]. В наиболее 
практически важном случае поступления НЧ с пищей пер­
вой из камер их локализации является просвет ЖКТ. С уче­
том разумного для НЧ благородных металлов и, в частности, 
серебра допущения об их сравнительно низкой всасываемости 
в ЖКТ [12] (менее 10 %) кинетика их выведения из организ­
ма (главным образом с калом) удовлетворительно описывает­
ся одноэкспоненциальной зависимостью массы от времени. 
Всасывающиеся в ЖКТ неметаболизируемые НЧ далее посту­
пают в кровь и частично, возможно, в лимфу и распределяются

ТАБЛИЦА 1 | Среднее содержание в % от введенной дозы, М ± т ,  [' |0тАд]-меченных НЧ серебра в биосубстратах крыс, получавших этот наноматери­
ал внутрижелудочно (поданным работы [12])

Анализируемый орган/ткань/биосубстрат
Время после введения, ч

24 48 72

Ж КТ +  кал (в сумме) >98 >98 >99

Ж КТ (расчетное значение)* 65.3 6.19 0.2

Каркас 0.36+0.17 <0.6 0.23+0.09

Печень 0.60+0.18 0.78+0.26 0.18+0.10

Почки 0.014+0.002 0.029+0.008 0.007+0.003

Кровь 0.126±0.051 0.203+0.046 0.052+0.022

Легкие 0.0094+0.0026 0.0160+0.0025 0.0062+0.0026

Сердце 0.0042±0.0016 0.0060+0.0015 0.0032+0.0007

Поджел. железа 0.0079+0.0015 0.0120+0.0052 0.0039+0.0013

Селезенка 0.054±0.020 0.059+0.029 0.010+0.004

Гонады 0.01610.003 0.033+0.007 0.010+0.004

Головной мозг 0.0029+0.0010 0.0123+0.0023 0.0053+0.0017

Моча** 0.012+0.002 0.032+0.009 0.048+0.037

‘ Расчет по данным экскреции с калом кармина у крыс того же пола и возраста [16]. 
**Данные с нарастающим итогом для всей мочи, выделенной к данному моменту времени.

между органами и тканями, рассматриваемыми как отдельные 
камеры. В минимально приемлемом виде модель биораспре­
деления должна включать все камеры, в которых содержание 
НЧ на протяжении всего времени эксперимента составляет 
не ниже 20—25 % от содержания в крови. Как показывают экс­
периментальные данные (табл. /), для НЧ серебра таких камер 
5: ЖКТ, кровь, печень, селезенка и остающаяся после извлече­
ния внутренних органов часть тела животного, условно обо­
значаемая как «костно-мышечный каркас»).

Общий вид используемой при этом «камерной» модели 
представлен на схеме, рис. 1.

Как отмечено выше, предполагается, что обмен НЧ между 
;-й и у'-й камерой происходит в соответствии с законом дей­
ствующих масс, что описывается в общем случае следующей 
системой кинетических уравнений 1-го порядка:

104 СТАТЬИ I Р О С С И Й С К И Е  Н А Н О Т ЕХ Н ОЛ О Г ИИ  | ТОМ 10 | №3-4 2015 | W W W . N A N O R F . R U

http://WWW.NANORF.RU


НАНО с т а т ь и

d M

dt
( 1)

где М: — масса (или процентное содержание от общей дозы) 
НМ в /-Й камере, М. -  масса НМ в у-й камере, £(. . — биокине- 
тическая константа скорости «выхода» НМ из /-й ву'-ю каме­
ру, a kj — соответствующая константа «входа» НМ изу-й в г-ю 
камеру, t — время. Отметим, что, в общем случае, k t . Ф к . .. ■ 

Для того чтобы анализируемая система стала замкнутой, 
к пяти вышеобозначенным камерам необходимо добавить 
еще две: экскременты и остальные органы. Замкнутость 
системы выражается условием:

( 2)

В результате, для 7 камер с дополнительным условием (2) 
получаем систему 6 независимых линейных дифференциаль­
ных уравнений 1-го порядка:

d M , 

dt
d M .

d t
dM ,

~ K jM t + k hj M b ~ k ,,e xM l ’

-km ,M m + k . M . ,m ,b m n,m  о 7

dt
d M

~hbM i +  K ,M b>

- -  - к  .M  + k . М . ,^  s ,b  s  b ,s  b 9 (3)

dM ,
— k t hM . +  к  uM. ■+■ к, hM , +  кt,b  t m ,b  m l,b  I s ,b  sd t

-  ( K j  + kb,m+ K t  + K s ) M b+ K b M r ~ K M  b ,
d M . . , ,  , . ,
- ^  = - K b M r + K r M b’

где M t , M m, M , , M s, M h, M r -  массы НМ соответствен­
но в ЖКТ, скелетно-мышечном каркасе, печени, селезенке,

50 75 100 

Время, ч

РИСУНОК 2 | Предварительные результаты расчета биокинетики рас­
пределения [ |,0п,Ад]-НЧ серебра по органам и тканям крысы (без учета 
тайминга процессов желудочно-кишечного транзита наноматериала). 
Ось абсцисс -  время (ч); ось ординат -  содержание НЧ в органе в % 
от внутрижелудочно введенной дозы

крови и в оставшихся органах. Использование единой посто­
янной биокинетической константы выхода НЧ в кровь кгЬ 
для всех оставшихся органов в действительности не оправ­
дано, поскольку для каждого из не рассматриваемых органов 
данный параметр, в общем случае, уникален. В связи с этим, 
средневзвешенная константа кгЬ будет зависеть от текущего 
распределения НЧ по оставшимся вне рассмотрения орга­
нам, которое, в целом, не известно. Решением данной про­
блемы является предположение кЬг ~ 0, т.е. пренебрежимо 
малое поступление НЧ из крови в не рассматриваемые орга­
ны. Это разумное предположение, поскольку в случае перо- 
рального введения основным фактором, влияющим на содер­
жание НЧ в крови, является их всасывание из ЖКТ. При 
кЬг~ О Мг ~ 0 и мы можем пренебречь двумя последними сла­
гаемыми в предпоследнем уравнении и целиком последним 
уравнением системы (3).

С учетом сделанных замечаний, оставшиеся 5 уравнений 
системы полностью характеризуются 9-ю биокинетическими 
константами, которые можно представить в виде матрицы 
размерностью 5 x 2 :

из ЖКТ в кровь; из крови в ЖКТ

из каркаса в кровь; из крови в каркас

из печени в кровь; из крови в печень (4)

из селезенки в кровь, из крови в селезенку

из ЖКТ в кал; из крови 
в не рассматриваемые органы.

Следует особо указать, что в применяемой модели био­
распределения НЧ серебра их экскреция с мочой является 
пренебрежимо малой по сравнению с экскрецией с калом, 
что было ранее показано радиоизотопным методом [12], 
см. табл. 1.

Решение системы (4) в аналитической форме при числе 
уравнений более 4 невозможно (в силу невозможности, 
в общем случае, аналитического решения характеристиче­
ского алгебраического уравнения степени выше 4) и может 
быть осуществлено численными методами. Принцип реше­
ния состоит в подборе биокинетических констант, обеспечи­
вающих наилучшее согласование расчетных кривых биона­
копления НЧ в органах-мишенях и выведения из них с дан­
ными радиоизотопного исследования при фиксированной 
разовой дозе НМ.

Численное решение с учетом данных, представленных 
в табл. 1, проведено с использованием математического 
пакета Mathcad 14.0. Исходными данными для расчета в пер­
вом приближении были грубые оценочные значения кон­
стант (4), полученные из анализа экспериментальных дан­
ных (табл. 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного численного моделирования 
матрица биокинетических констант распределения НЧ сере­
бра получена в следующем виде:

( Кь Kt

К,ъ К т

Кь K t

Кь K s

у К е * 0

к =

^1/200

1 /6 0

1 /9 0

1 /5 0

1 /15

1 / 4 , 5 '

1 /45

1 / 2 7

1 / 3 20

0

(5)

Здесь и далее размерность констант выражается в ч“
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О4

Df
X
оК
Xа
*
о .<и
Ч
О

U А Печень
❖ Костно-мышечный каркас 
V Селезенка

25 50 75 100 
Время, ч

125 150

к =

сг(0 =

1 /3 00 1 / 4

1 /5 0 1 /5 5

1 /5 0 1 /3 0

1 / 2 0 1 / 2 0 0

(1/10)- u{t) 0

1 + ехр - / - 2 0

ном органе или ткани в случае многократного (подострого 
или субхронического) введения НМ в организм животного. 
Так, если массу НМ, вводимого в ЖКТ животного на про­
тяжении суток, обозначить через т (с размерностью массы, 
деленной на время, например, мг/сут), то для «стационарного 
решения» (т.е. при равенстве нулю левых частей уравнений 
системы (3), которое достигается при /-* °° и с дополнитель­
ным слагаемым «+ т »  в правой части первого уравнения (3) 
для ЖКТ) можно получить следующее аналитическое выра­
жение для масс НМ (Mslal), накапливающихся в органах:

М..
т 1,Ь

РИСУНОК 3 | Биокинетические кривые распределения [ll0mAg]-H4 
серебра по органам и тканям крысы, рассчитанные с учетом тай­
минга процессов желудочно-кишечного транзита наноматериала. 
Обозначения по осям -  см. рис. 2

На рис. 2 приведены рассчитанные с помощью данного 
решения системы уравнений биокинетических кривых НЧ 
серебра в органах крыс. Видно, что использованная модель 
качественно правильно описывает зависимость содержания 
НЧ в органе от времени, в частности, быстрое увеличение 
концентрации в первые сутки после введения изотопно- 
меченного препарата НЧ, достижение максимума содержа­
ния между 1-ми и 2-ми сутками опыта и последующее мед­
ленное «вымывание» метки из органов.

Для того чтобы лучше приблизить результаты моделирова­
ния к экспериментальным данным, был проведен дополни­
тельный анализ тайминга процессов биоусвоения НЧ. В экс­
периментах с введением животным неабсорбируемого марке­
ра кармина было ранее показано, что процесс пищеварения 
от момента введения субстрата в желудок до момента экскре­
ции кала у крысы длится от 15 до 28 ч [18]. Это необходимо 
учитывать в модельных данных, например, вводя соответ­
ствующие временные множители к кинетическим коэффи­
циентам, которые равны нулю до начала соответствующего 
процесса и 1 после его инициации.

Частично это демонстрируется на рис. 3, где соответствую­
щий «пусковой» множитель выбран для процесса экскреции 
кала в виде сигмоидной функции s(/) с инициацией процесса 
через 20 ч после введения НЧ и разбросом момента инициа­
ции в 5 ч.

Видно, что в данном случае наблюдается гораздо лучшее 
соответствие результатов моделирования эксперименталь­
ным данным. Матрица оптимальных биокинетических кон­
стант в этом случае изменяется следующим образом:

К е х  К ,

r к /  к  Л K bjt ' K l,b

К .п ,  / к т ,ь

k bJ I  k l,b

k b,s 1 K .b

ЖКТ

каркас

печень

селезенка

кровь,

(7)

где каждому компоненту полученного векторного решения 
соответствует стационарное содержание в органе с указан­
ным индексом (1 — ЖКТ, т — костно-мышечная ткань, / — 
печень, s — селезенка). Последнее значение (единица) соот­
ветствует стационарному уровню НМ, достигаемому в крови. 
Таким образом, отношение биокинетических констант посту­
пления в орган из крови и вывода из него в кровь определя­
ет накапливающееся в рассматриваемом органе количество 
НМ при его многократном введении в ЖКТ животного. 
Например, для полученных выше значений констант (6) век­
тор стационарных решений, соответствующий обозначениям 
(7), примет вид:

^ « аД м к г]«
т[ мкг/сутки ]

24

' 1 0 , 0 Л 

0,12 
0,22 
0,01 
0,1 3 ,

(8)

(6)

На основе полученных кинетических констант можно про­
изводить оценку накопления исследуемого НМ в определен-

Коэффициент 1 /24 возник из-за пересчета суточной дозы 
в часовую для согласования размерностей числовых мно­
жителей (8). На рис. 4 представлены результаты численного 
решения системы кинетических уравнений в случае много­
кратного введения коллоидного серебра в ЖКТ крыс в дозе 
т = 100 мкг/сутки. Начальные значения выбраны нулевы­
ми для всех анализируемых камер. Стационарным значе­
ниям соответствуют горизонтальные участки кинетических 
кривых.

Отметим, что время установления стационарного содержа­
ния НМ для каждого органа-камеры составляет приближенно 
1 /  к  „ где к  , — наибольшая биокинетическая константао,out ^  о,out
выведения данного НМ из органа (в кровь — в случае костно­
мышечного каркаса, печени и селезенки и в кал — в случае 
ЖКТ; индекс «о» должен быть заменен на индекс рассматри­
ваемого органа). Также интересно заметить, что в рассмо­
тренном случае введения коллоидного серебра крысам общее 
его накопление во всех рассматриваемых органах и биологи­
ческих жидкостях животного составляет 43.7 мкг, т.е. менее 
50 % от ежесуточно вводимой дозы.

В заключение представляет интерес оценить «пиковые» 
(максимальные) значения массы НЧ серебра, наблюдаемые 
в крови и во внутренних органах при разовой дозе, вводи-
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РИСУНОК4 | Расчетные кривые накопления [П0ллАд]-НЧ серебра 
по органам и тканям крысы в условиях их ежедневного внутрижелудоч- 
ного зондового введения. Ось абсцисс -  время, ч; ось ординат -  нако­
пление, % от ежедневно вводимой дозы.

мой внутрижелудочно: М ((0) = М 0. Для этого будем счи­
тать содержание НЧ Ag в ЖКТ постоянным и равным М0 
в течение примерно 15—20 ч, т.е. до начала экскреции кала; 
при том, что всасывание НЧ в кровь пренебрежимо мало 
в сравнении с их количеством, присутствующим в течение 
этого промежутка времени в просвете ЖКТ. По истечении 
этого времени масса частиц в ЖКТ снижается примерно 
по моноэкспоненциальному закону exp(~klext). В соответ­
ствии с вышесказанным, в кровь НЧ всасываются, в основ­
ном, из ЖКТ, поэтому в предпоследнем уравнении системы 
(3) можно пренебречь всеми положительными слагаемыми, 
кроме первого:

dM.  , , ,
~ 7 7 ~  ~  t,bM t ~  k ib,out b ’ at

K b ,o u t ~  К ,  +  к ь,т +  K , l  +  K s  > (9 )

где kzbout — суммарный биокинетический коэффициент 
выхода НЧ Ag из крови во все органы. Выше мы пренебрег­
ли транспортом коллоидного серебра во все не рассматри­
ваемые органы (кЬг~ 0), чем и обусловлен знак прибли­
женного равенства в (9), хотя в действительности значение 
константы куЬ пи1 больше написанного. Решением уравнения
(9) при условии постоянства M t(t) = М ((0) = М 0 является 
выражение:

=  ( 10)
"Lb,out

Видно, что за время порядка ~ 3 I kZb,out (в численном выра­
жении ~3.3 ч, т.е. заведомо меньше 15—20 ч) Мь достигает сво­
его максимального значения:

M b j a a = - ± * - M 0 » o . o u  М 0. (11)
К -Lb,out

Для любого органа, кроме ЖКТ, кинетическое уравнение 
выглядит как

dMn , , ,  , , ,
------  = - к . М + к , М . .  (12)

d t
Следовательно, максимальное содержание НМ в органе 

(при условии М о = 0 ):

к к к 
М  = ^ - M h{t тях) <  —  М , х *  0 . 0 1 1 - ^ М 0, (13)о,max » ov  о,шах /  » о,max » U" v '

* о,Ь о,Ь

где to msK — время, при котором достигается максимум 
массы НЧ в органе после их однократного введения в ЖКТ. 
Очевидное неравенство в (13) ограничивает сверху рассма­
триваемый максимум наибольшим из теоретически возмож­
ных его значений (которое в реальности может и не наблю­
даться, поскольку точка максимума содержания НЧ в органе 
t0 max не обязана совпадать с таковой в крови tb max). Отметим, 
что при сделанных выше допущениях возможно полное ана­
литическое решение уравнений (9) и (12), однако это не явля­
лось целью данной работы.

Имеющиеся многочисленные данные литературы о цито- 
токсическом действии НЧ серебра на клетки млекопитающих 
в различных системах in vitro показывают, что любые эффекты 
при этом наблюдались в концентрации НЧ, превосходящей 
во всех случаях 3 мкг/г массы культуральной среды [19—25]. 
Используя данные по массам органов крыс (табл. 2) и форму­
лы (8) и (13), можно построить зависимости содержания НЧ 
Ag, достигаемого в органах животных от внутрижелудочно 
вводимых доз при однократном и многократном (подостром, 
субхроническом) введении НМ. Как следует из данных, 
представленных на рис. 5, указанная критическая концентра­
ция в 3 мкг/г достигается, в первую очередь, в печени крыс 
при внутрижелудочном введении НЧ серебра в дозе 5.3 мг/кг 
массы тела при однократном способе введения (пиковая кон­
центрация по (13)) и в дозе 10.6 мг/кг массы тела в сутки 
при многократном (при этом, достигается стационарная кон­
центрация по (8)). Этот результат качественно согласуется 
с ранее полученными данными о пероральной токсичности 
НЧ серебра для лабораторных животных. Так, в результате 
внутрижелудочного введения НЧ серебра крысам в течение 
28 дней в дозе 0.1 мг/кг массы тела никаких неблагоприятных 
изменений по показателю роста животных, интегральных, 
гематологических, биохимических показателей, состояния 
систем детоксикации ксенобиотиков и антиоксидантной

ТАБЛИЦА 2 | Экспериментально определенные (поданным [12, 24]) массы органов крыс самцов линии Вистар возрастом около 1.5 месяцев

Печень Почки Селезенка Сердце Гонады Легкие Мозг

3.25±0.05 0.72+0.01 0.6410.03 0.37+0.01 1.0810.03 0.6310.03 0.5510.01

8.93+0.14 1.98±0.03 1.76+0.08 1.0210.03 2.9710.08 1.7310.08 1.5110.04

Верхняя строка -  % от массы тела; нижняя строка — абсолютные массы в граммах (на крысу массой 275 г).
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РИСУНОК 5 | Расчетная зависимость наибольшего/пикового (а) и стаци­
онарного (6) содержания НЧ Ад в печени и селезенке при однократном 
(а) и многократном (б) введении коллоидного серебра в желудочно- 
кишечный тракт. Горизонтальной сплошной линией обозначено крити­
ческое значение концентрации НЧ Ад в 3 мкг/г, отвечающее известным 
цитотоксическим эффектам. Ось абсцисс -  вводимая доза НЧ, мг/кг 
массы тела; ось ординат -  удельное содержание НЧ в органе, мкг/г 
ткани (органа) -  максимальное (а) или стационарное (накопление) (6)

защиты, уровня основных популяции нормальной и транзи- 
торной микрофлоры толстого кишечника выявлено не было 
[26]. В дозе 1 мг/кг выявлены сдвиги в отдельных биохимиче­
ских и физиологических параметрах (всасывание макромоле­
кул в кишке, уровень глюкозы сыворотки крови) и отмечено 
повышение активности в крови печеночной аспартамино- 
трансферазы, имевшее маргинальный характер. С другой сто­
роны, в работе [27], где НЧ серебра вводили мышам в дозах 
до 125 мг/кг массы тела в день, выявлено незначительное 
по абсолютной величине снижение массы тела, дозозависи­
мые изменения активности щелочной фосфатазы и уровня 
холестерина плазмы крови после четырех недель экспозиции. 
Основным органом-мишенью НЧ серебра являлась печень. 
В ряде других работ [28, 29] подострая пероральная токсич­
ность серебра не была выявлена в дозах 25—40 мг/кг массы 
тела в день, однако оценку состояния и функции печени 
подопытных животных в этих работах не проводили.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о воз­
можности использования метода математического модели­
рования межтканевого транспорта и распределения НЧ 
для оценки их возможного токсического действия на систем­
ном уровне с использованием ранее полученных данных in 
vitro и результатов ADME-исследований.

Ранее в работах , вы полнен ны х совм естн о  Н И Ц  
«Курчатовский институт» и НИИ питания РАМН, был раз­
работан подход к изучению всасывания, биораспределения 
и бионакопления ряда искусственных НЧ (серебра, золота,

диоксида титана, селена и др.) при их поступлении в желу- 
дочно-кишечный тракт (ЖКТ) с помощью метода радиоак­
тивных индикаторов (МРИ) [12—14] и нейтронно-активаци- 
онного анализа [15]. Однако изучение биораспределения НЧ 
и НМ с помощью указанных методов выполнено, к настоя­
щему времени, на ограниченном числе НМ и в узком интер­
вале их доз, что не позволяют перейти к однозначному сопо­
ставлению экспозиционных доз НМ с действующими на тка­
невом уровне дозами (концентрациями) и соответственно 
вывести зависимости «доза—эффект» («доза—ответ»), необ­
ходимые для характеристики опасности. Как показывают 
результаты настоящего исследования, применение биокине- 
тической модели позволяет установить соответствие между 
дозами, вводимыми в организм, и возникающими эффекта­
ми, которые обусловлены накоплением НЧ и НМ в органах 
и тканях как для случая однократного (острого) введения, 
так и длительного многократного (подострого или хрониче­
ского) воздействия.

Примененная математическая модель исходит из предпо­
ложения о стабильности НЧ в биологическом окружении, т.е. 
об отсутствии в значимых количествах их биотрансформации 
(сопровождаемой изменением диаметра, заряда и химизма 
поверхности) и растворения. Для НЧ серебра это положение 
обосновывается рядом работ, в которых независимыми мето­
дами была установлена персистенция наночастиц серебра 
во внутренних органах животных после введения через желу­
дочно-кишечный тракт дисперсии этих НЧ [30—32], а также 
и солевой (ионной) формы серебра [32]. Перенос камерной 
биокинетической модели на трансформируемые in vivo НЧ 
связан с труднопреодолимыми проблемами теоретического 
и вычислительного характера, тогда как для полностью био- 
деградируемых НМ само понятие биораспределения и биона­
копления утрачивает смысл. Необходимо отметить, что ука­
занному критерию отсутствия значимой биотрансформации 
и растворения в биологических средах удовлетворяет доста­
точно представительный ряд НМ, включая, по-видимому, 
такие практически важные из них, как НЧ благородных 
металлов (золото, серебро, платина, палладий, иридий) [33, 
34], квантовые точки, НЧ оксидов и карбидов титана, крем­
ния, алюминия, церия, лантана, циркония и др.

Необходимо также заметить, что представленное в данной 
работе решение исходило из ряда принципиальных упроще­
ний, главное из которых состояло в пренебрежении транс­
портом НЧ в некоторые «минорные» (с точки зрения общего 
количества поступающего НМ) камеры, в том числе в голов­
ной мозг. Оценки кинетики переноса НМ через гематоэнце- 
фалический барьер, сопровождающегося, как можно предпо­
лагать на основании данных эксперимента [15], выраженной 
кумуляцией в этом органе, являются предметом дальнейшего 
развития предлагаемой модели. Другим ограничением приме­
няемой модели является наличие «не рассматриваемых орга­
нов», накопление в которых НЧ принимается пренебрежимо 
малым. Учет этих камер потребовал бы введения в систему 
дополнительных уравнений, при том, что вычислитель­
ный ресурс для получения численного решения возрастает 
не пропорционально их числу, а значительно быстрее. В то же 
время это практически не привело бы к увеличению точно­
сти оценки биокинетических параметров из-за изначально 
не слишком точных данных биологического эксперимента 
и относительно малого содержания метки в рассматриваемых 
органах. Еще один важный вопрос состоит в органотропно- 
сти НЧ как функций диаметра частиц, их заряда и химизма 
поверхности. Однако для построения таких зависимостей 
в настоящее время недостаточно экспериментальных дан­
ных, поскольку данные ADME-исследований ни для одного

108 СТАТЬИ | Р О С С И ЙС К ИЕ  Н АН О ТЕ ХН ОЛ О ГИ И | ТОМ 10 | №3-4 2015 | W W W . N A N O R F . R L

http://WWW.NANORF.RL


НАНО с т а т ь и

практически важного НМ в достаточно широком интервале 
указанных свойств его частиц в настоящее время в литературе 
не доступны. ■

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства 
образования и науки Российской Федерации (проект 

RFMEFI57514X0072).
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