
363

Токсикологический вестник · Том 31 · ¹ 6 · 2023
Н О Я Б Р Ь –  Д Е К А Б Р Ьhttps://doi.org/10.47470/0869-7922-2023-31-6-363-375

Оригинальная  статья

© КЛИНОВА С.В., СУТУНКОВА М.П., МИНИГАЛИЕВА И.А., РЯБОВА Ю.В., ТАЖИГУЛОВА А.В., ПРИВАЛОВА Л.И., 2023

Клинова С.В., Сутункова М.П., Минигалиева И.А., Рябова Ю.В., Тажигулова А.В., Привалова Л.И.

Сравнительный анализ цитологических 
показателей жидкости бронхоальвеолярного 
лаважа крыс после однократного воздействия 
металооксидных наночастиц 
ФБУН «Екатеринбургский медицинский-научный центр профилактики и охраны здоровья рабочих промпредприятий» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 620014, г. Екатеринбург, 
Российская Федерация

РЕЗЮМЕ
Введение. Производственная деятельность человека (металлургическая и горнодобывающая про-
мышленность, производство и переработка электроники, аккумуляторов) связана с загрязнением 
воздуха рабочей зоны и среды обитания аэрозолями сложного состава. Наиболее опасными среди 
компонентов таких аэрозолей считаются ультрамалые частицы нанометрового диапазона, в том чис-
ле нанооксиды металлов. В связи с их распространенностью исследования по оценке цитотоксично-
сти металлооксидных наночастиц являются актуальными.
Материал и методы. Суспензии наночастиц (НЧ) CuO, PbO, CdO, Fe2O3, NiO были получены ме-
тодом лазерной абляции. Исследования проводились на белых аутбредных крысах-самках. Про-
ведена однократная интратрахеальная инстилляция НЧ различной химической природы в дозе 
0,5 мг/животное; контрольные животные получали аналогичный объем деионизированной воды. 
Через 1 сут после введения НЧ у животных проводился бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) с после-
дующей оценкой его цитологических показателей.
Результаты. Цитотоксическое действие исследованных НЧ, исходя из цитологических параметров 
жидкости БАЛ, изменяется следующим образом (от большего к меньшему): НЧ CuO > НЧ CdO > 
НЧ PbO > НЧ NiO > НЧ Fe2O3. 
Ограничения исследования. Такие физические характеристики наночастиц, как растворимость в воде 
и биологических жидкостях, заряд, адсорбционная способность, устойчивость к агрегации, гидро-
фобность, адгезия к поверхности, способность генерировать свободные радикалы, не были изучены. 
Экстраполяцию данных от грызунов на человека следует проводить с осторожностью, поскольку 
цитотоксичность охарактеризована только на основе цитологических показателей.
Заключение. Таким образом, сравнительный анализ изменений цитологических показателей брон-
хоальвеолярного лаважа может быть использован как эффективный скрининговый метод цитоток-
сического действия НЧ.
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Введение
Производственная деятельность человека 

(металлургическая и горнодобывающая про-
мышленность, производство и переработка 
электроники, аккумуляторов) связана с загряз-
нением воздуха рабочей зоны и среды обитания 
аэрозолями сложного состава. Одним из компо-
нентов таких аэрозолей являются частицы нано-
метрового диапазона, в том числе нанооксиды 
металлов [1]. Частицы нанометрового диапазона 
считаются опасным компонентом вдыхаемого 
воздуха. В первую очередь из-за своего размера, 
определяющего взаимодействие со структура-
ми организма [2]. Крупные частицы осаждают-
ся в верхних дыхательных путях, более мелкие 
частицы оседают в трахее и бронхах, а частицы 
менее 2 мкм могут достигать альвеол и наиболее 
склонны к системному действию [3]. Так, нано-
частицы (НЧ) металлов проявляют наибольшую 
системную токсичность и в большей степени 
вызывают местные реакции организма при ин-
галяционном поступлении [4], часть из которых 
определяется специфическими характеристи-
ками НЧ-образующего химического элемента и 
активирует определенные механизмы токсично-
сти. Наряду с этим также считается , что цито-
токсичность наночастиц возрастает с увеличе-
нием атомного номера НЧ-образующего хими-
ческого элемента [5].

Многочисленными исследованиями как in vitro, 
так и in vivo были продемонстрированы бронхоаль-
веолярные цитотоксические эффекты наночастиц. 

В исследованиях на культуре раковых клеток 
А549, полученных из бронхоальвеолярной кар-
циномы человека, была показана стимуляция 
образования активных форм кислорода (АФК) 
и снижение уровня аденозинтрифосфата после 
воздействия на них НЧ Al2O3, НЧ TiO2, НЧ SiO2 
размером от 10 до 60 нм [6]. При воздействии НЧ 
SiO2 размером 15 и 46 нм выявлено дозозависи-
мое снижение жизнеспособности клеток и од-
номоментное повышение концентрации АФК в 
среде [7]. В отношении легочных альвеолярных 
эпителиальных клеток человека (HPAEpiC) НЧ 
ZnO проявляли токсическое действие, вызывая 
образование и накопление АФК в митохондри-
ях путем ингибирования активности фермента 
супероксиддисмутазы и снижения содержания 
глутатиона. АФК, в свою очередь, открывают ми-
тохондриальный Ca2+-путь и снижают митохон-
дриальные мембранные потенциалы, что при-
водит к апоптозу [8]. При сравнительной оценке 
НЧ Fe2О3 и НЧ ZnO на клеточных линиях BEAS-2B 
и A549 показано, что НЧ ZnO, но не НЧ Fe2O3, 

вызывают остановку клеточного цикла, апоптоз 
клеток, выработку АФК, митохондриальную 
дисфункцию и нарушение метаболизма глюкозы, 
которые ответственны за цитотоксичность [9]. 
Однако НЧ Fe3O4, также могут приводить к нару-
шениям митохондриальной активности, увели-
чивать выработку АФК в клетках и приводить к 
значительному снижению уровня АТФ [10].

При воздействии in vivo в исследовании на 
крысах выявили токсическое действие наноча-
стиц оксидов индия-олова, сопряженное с раз-
витием острой воспалительной реакции после 
интратрахеального воздействия [11]. Интратра-
хеальная инстилляция НЧ CuO у мышей линии 
C57BL/6 может вызывать легочный фиброз, 
во-первых, индуцируя апоптоз эпителиальных 
клеток, что частично было вызвано увеличени-
ем количества АФК, и усугубляя воспаление в 
легочной ткани дозозависимым образом [12].  
В эксперименте на крысах показано, что при хро-
ническом ингаляционном воздействии в течение 
10 мес НЧ NiO вызывают на фоне невыражен-
ной легочной патологии, связанной с достаточ-
но низкой хронической задержкой наночастиц в 
легких, проявления системной токсичности [13]. 
Аналогичную системную токсичность при инга-
ляционном воздействии для наночастиц оксида 
свинца показали J. Dumková и соавт. [14].

Интратрахеальные инстилляции также полезны 
для ранжирования токсичности НЧ, как и ингаля-
ционные исследования [15]. В связи с чем пред-
ставляет интерес изучение сравнительной цито-
токсичности наночастиц различной химической 
природы при интратрахеальном пути введения.

Материал и методы
Синтез наночастиц. Суспензии наночастиц 

(НЧ) получали в Центре коллективного пользо-
вания «Современные нанотехнологии» УрФУ ме-
тодом лазерной абляции металлических пластин 
(99,99 % чистоты, толщиной 1 мм) под слоем де-
ионизированной воды (до 30 мл), что позволило 
получить суспензии с достаточно узким распре-
делением НЧ по размерам. И, хотя единичные 
НЧ имеют тенденцию слипаться, образующие-
ся агрегаты не повлияли на общую картину рас-
пределения частиц по диаметру в суспензии. 
Стабильность суспензий характеризовалась ве-
личиной дзета-потенциала, измеренного с по-
мощью анализатора Zetasizer Nano ZS (Malvern, 
Великобритания), и была высокой (дзета-потен-
циал вплоть до 42 mV), что позволило повысить 
концентрацию суспензии путём частичного ис-
парения воды при 50 °C. Этим способом удалось 
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достичь концентрации 0,5 мг/мл без изменения 
размера и химической идентичности НЧ.

Все изученные металооксидные наночастицы 
имели форму, близкую к сферической. Их внеш-
ний вид и размеры представлены на рис. 1. 

Экспериментальные животные. В эксперимен-
те использовались белые беспородные крысы-
самки исходной массой тела около 200 г (разброс 
не превышал 20%) в возрасте около 3 мес. Живот-
ных содержали в обособленном помещении вива-
рия Центра, они дышали нефильтрованным воз-
духом, снабжались бутилированной артезианской 
водой и стандартным сбалансированным кормом 
в соответствии с требованиями "International 
guiding principles for biomedical research involving 
animals" разработанного "Council for International 
Organizations of Medical Sciences" и "International 
Council For Laboratory Animal Science" (2012).

Работа одобрена независимым Локальным 
этическим комитетом ФБУН ЕМНЦ ПОЗРПП 
Роспотребнадзора (протокол № 2 от 20.04.2020). 

Оценка цитотоксичности. Животным под 
эфирным рауш-наркозом вводили интратрахе-
ально 1 мл суспензии НЧ в дозе 0,5 мг/живот-
ное; контрольные животные получали тот же 
объём деионизированной воды. Цитотоксиче-
ское действие оценивали в жидкости бронхо-
альвеолярного лаважа (БАЛЖ) через 24 ч после 

однократного интратрахеального введения по 
выраженности реакции альвеолярного фагоци-
тоза. После отбора пробы объём БАЛЖ фик-
сировали, БАЛЖ помещалась в охлаждённые 
пробирки. Аликвотная проба БАЛЖ набиралась 
в меланжер для белых кровяных телец вместе с 
метиленовым синим, растворённым в 3% уксус-
ной кислоте. Подсчет клеток велся с помощью 
камеры Горяева методом оптической микроско-
пии. Остальной объём БАЛЖ центрифугировали 
в течение 4 мин при 200 g, затем жидкость де-
кантировалась, а из осадка готовились мазки на 
два предметных стекла. После просушивания на 
воздухе мазки фиксировались метиловым спир-
том и окрашивались азур-эозином. Мазки ми-
кроскопировались с иммерсией при увеличении 
×1000. Дифференциальный подсчёт для опре-
деления процента альвеолярных макрофагов 
(АМ), нейтрофильных лейкоцитов (НЛ), лим-
фоцитов и эозинофилов производился не ме-
нее, чем в 100 клетках. Пересчёт на абсолютное 
число клеток проводился с учётом общего числа 
клеток в камере Горяева. 

Статистическая обработка. Для выявления 
статистически значимых межгрупповых разли-
чий был использован t-критерий Стьюдента с 
поправкой Бонферронни. Данные в статье пред-
ставлены в виде: среднее ± стандартная ошибка.

Рис. 1. Визуализация металооксидных наночастиц (НЧ) различной химической природы (НЧ CuO, НЧ PbO, НЧ CdO, НЧ Fe2O3, 
НЧ NiO), синтезированных методом лазерной абляции.
Ø – средний диаметр ± ошибка среднего; сканирующая электронная микроскопия, увеличение 80 000.

НЧ CuO (Ø 21,4 ± 4,0 нм) НЧ PbO (Ø 23,0 ± 5,0 нм) НЧ CdO (Ø 65,0 ± 16,0 нм)

НЧ Fe2O3 (Ø 18,0 ± 4,0 нм) НЧ NiO (Ø 16,7 ± 8,2 нм)
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Результаты

В ряду металооксидных наночастиц (НЧ CuO, 
НЧ PbO, НЧ CdO, НЧ Fe2O3, НЧ NiO), исследо-
ванных в дозе 0,5 мг/животное, обнаружено, что 
наибольшее увеличение общего числа клеток вы-
звали НЧ CuO и НЧ CdO (рис. 2). Наименьший 
приток клеток в легкие наблюдался после воздей-
ствия НЧ Fe2O3. 

Наибольшее увеличение числа НЛ обнару-
жено после воздействия НЧ CuO, и, в несколь-
ко меньшей степени, после НЧ CdO (рис. 3.).  
Не наблюдали изменений этого показателя  
в группах животных после инстилляции НЧ 
Fe2O3. Не обнаружено статистически значимых 
изменений, однако прослеживается тенденция  

Рис. 2. Общее число клеток в БАЛЖ крыс после воздей-
ствия металооксидных наночастиц.
Статистически значимое отличие: * – от контроля; ● – от группы 
CuO; ■ – от группы Fe2O3 (p < 0,05 по t-критерию Стьюдента).
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Рис. 3. Число нейтрофильных лейкоцитов в БАЛЖ крыс 
после воздействия металооксидных наночастиц.
Статистически значимое отличие: * – от контроля; ● – от группы 
CuO; ■ – от группы Fe2O3 (p < 0,05 по t-критерию Стьюдента).
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Рис. 4. Число альвеолярных макрофагов в БАЛЖ крыс 
после воздействия металооксидных наночастиц.
Статистически значимое отличие * – от контроля; ■ – от группы 
Fe2O3 (p<0,05 по t-критерию Стьюдента).

Рис. 5. Соотношение числа нейтрофильных лейкоцитов 
к числу альвеолярных макрофагов в БАЛЖ крыс после 
воздействия металооксидных наночастиц.
Cтатистически значимое отличие: * – от контроля; ■ – от группы 
Fe2O3 (p<0,05 по t-критерию Стьюдента).

Контроль CuO Fe2O3 PbO CdO NiO
Группы животных

к увеличению НЛ, после воздействия НЧ PbO, 
НЧ NiO.

Число альвеолярных макрофагов возросло 
примерно в равной степени после воздействия 
НЧ CuO, НЧ NiO и НЧ CdO, при этом статисти-
чески значимо это увеличение было отмечено по-
сле воздействия лишь НЧ NiO (рис. 4.). 

Основной критерий сравнительной оценки 
цитотоксического действия – соотношение чис-
ла нейтрофильных лейкоцитов к числу альвео-
лярных макрофагов (НЛ/АМ). Его значение было 
наибольшим после воздействия НЧ CuO (рис. 5).  
В несколько меньшей степени возросло соот-
ношение НЛ/АМ после воздействия НЧ CdO.  
Минимальные изменения данного показателя 
наблюдалось после воздействия НЧ Fe2O3.
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Обсуждение
При попадании в глубокие дыхательные пути 

чужеродных частиц, включая наночастицы, 
происходит мобилизация фагоцитарной актив-
ности. В первую очередь фагоцитировать чуже-
родные частицы начинают АМ. Продукты их раз-
рушения стимулируют приток НЛ. И чем более 
цитотоксичными оказываются чужеродные ча-
стицы, то есть, чем больше повреждений проис-
ходит под их влиянием в легочной ткани либо 
популяции фагоцитирующих клеток, тем проис-
ходит больший приток НЛ [16]. Поэтому клеточ-
ный сдвиг в сторону НЛ, который оценивается по 
отношению НЛ/АМ, является ключевым показа-
телем сравнительной оценки цитотоксического 
действия [17].

При оценке влияния химической природы 
металооксидных НЧ наибольший приток НЛ  
наблюдали после воздействия НЧ CuO (см. рис. 2).  
Важно отметить, что в ряду элементов, иссле-
дованных в виде наночастиц оксидов, медь яв-
ляется эссенциальным элементом, при этом НЧ 
CuO обладали даже большим цитотоксическим 
эффектом (отношение НЛ/АМ), чем частицы  
неэссенциальных элементов (НЧ CdO и НЧ PbO). 
Вероятно, это может быть связано с тем, что 
НЧ CuO являются НЧ с высокой окислитель-
но-восстановительной активностью. Они приво-
дят к высокой продукции активных форм кисло-
рода (АФК) из-за быстрого растворения этих НЧ 
и легкой смены степени окисления растворен-
ной медью, а также, как и у всех наночастиц, они 
имеют большую площадь активной поверхно-
сти [18]. В другом исследовании была показана 
также более высокая цитотоксичность и повре-
ждение ДНК после воздействия НЧ CuO в срав-
нении с НЧ TiO2, НЧ ZnO, НЧ CuZnFe2O4, НЧ 
Fe3O4, НЧ Fe2O3, карбоном и нанотрубками [19].  
В недавнем обзоре [20] приводятся данные о 
влиянии наночастиц меди на легкие мышей и 
крыс при интраназальном поступлении: разви-
вается воспаление, генерируются АФК, развива-
ются альвеолит, бронхеолит, фиброз, разруша-
ется эпителий. Интратрахеальное воздействие 
НЧ CuO вызывает острое бронхиоальвеолярное 
воспаление с диффузным отёком лёгких, что 
говорит о лёгочной токсичности НЧ CuO. [21]. 
Избыток свободных ионов меди приводит к кас-
каду окислительно-восстановительных реакций, 
ведущих к образованию АФК, которые разруша-
ют клетку как изнутри, так и извне. Отметим, что 
дополнительно индуцированное перекисным 
окислением липидов мембран образование АФК 
под воздействием НЧ может приводить к потере 

эластичности мембран, что, как и аномально вы-
сокая текучесть, неизбежно приводит к гибели 
клеток [2]. Кроме того, в отношении эссенци-
альных элементов, коим является медь, нельзя 
исключать вклад в реализацию токсического 
действия механизмов, предназначенных для их 
поступления в клетку. Так, Сuillel M. et al (2014) 
в экспериментах на гепатоцитах линии HepG2 
показали, что НЧ проникают внутрь (вероятнее 
всего, путём эндоцитоза), обходя клеточные ме-
ханизмы защиты от избыточной меди [22].

НЧ PbO также оказывали цитотоксическое 
действие (обнаружены увеличение общей кле-
точности и отношения НЛ/АМ – см. рис. 2, 5),  
но в значительно меньшей степени, чем НЧ 
CuO или НЧ CdO, что, вероятнее всего связано 
с меньшей цитотоксичностью данного элемента. 
Известно, что полулетальные дозы свинца и его 
соединений выше, чем таковые у кадмия [23]. 

НЧ NiO вызывали самый большой приток 
АМ в сравнении с другими НЧ (см. рис. 4). Ней-
трофильная и лимфоцитарная воспалительная 
реакция появлялась через сутки после интра-
трахеального введения НЧ NiO в исследовании 
M.J. Jeong и соавт. [24]. Другие исследователи 
демонстрировали, что НЧ никеля приводят к 
окислительному стрессу, тяжелому и стойко-
му воспалению лёгких и фиброзу [25, 26]. В на-
шем исследовании введение НЧ NiO вызвало 
наибольшую эозинофильную реакцию по срав-
нению с другими НЧ. Аналогичные результаты 
были получены S. Lee и соавт.[27].

В ряде исследований показано, что железные 
НЧ обладают низкой токсичностью для лёгких 
in vitro и in vivo [28–30]. В нашем эксперименте 
НЧ Fe2O3 вызывали минимальный приток НЛ и 
снижение числа АМ, что приводило к значимому 
увеличению НЛ/АМ. Интересно, что и в данном 
случае отношение НЛ/АМ указывает на цитоток-
сическое действие НЧ Fe2O3, хотя и не вызывает 
активного макрофагального притока в лёгкие. 
Последнее может косвенно указывать на мень-
шее разрушение клеток, поглотивших НЧ Fe2O3, 
по сравнению с воздействием других металоок-
сидных НЧ.

Обобщая вышесказанное, можно заключить, 
что химическая природа наночастиц оказывает 
большое влияние на их цитотоксические свой-
ства. При одной и той же исследуемой дозе ме-
талооксидные частицы различной химической 
природы могут оказывать сильно (НЧ CuO) или 
слабо выраженное цитотоксическое действие 
(НЧ Fe2O3).

Ограничения исследования. Такие физические 
характеристики наночастиц, как растворимость в 



368

N O V E M B E R –  D E C E M B E R        

Toksikologicheskiy vestnik / Toxicological Review · Volume 31 · Issue 6 · 2023
https://doi.org/10.47470/0869-7922-2023-31-6-363-375

Original  article

воде и биологических жидкостях, заряд, адсорб-
ционная способность, устойчивость к агрегации, 
гидрофобность, адгезия к поверхности, способ-
ность генерировать свободные радикалы, не были 
изучены. Экстраполяцию данных от грызунов на 
человека следует проводить с осторожностью, 
поскольку цитотоксичность охарактеризована 
только на основе цитологических показателей.

Заключение
Сравнительный анализ цитологических пока-

зателей жидкости бронхоальвеолярного лаважа 
крыс после однократного интратрахеального воз-
действия металооксидных наночастиц, а именно 
НЧ CuO, НЧ PbO, НЧ CdO, НЧ Fe2O3, НЧ NiO, 
показал, что химическая природа наночастиц 
оказывает большое влияние на их цитотоксиче-
ские свойства. Это может объясняться извест-
ным свойством НЧ растворяться в биологических 
средах организма. Обнаружено, что при одной и 

той же исследуемой дозе металооксидные части-
цы различной химической природы могут ока-
зывать сильно (НЧ CuO) или слабо выраженное 
цитотоксическое действие (НЧ Fe2O3). В ряду 
исследованных НЧ цитотоксичность изменяется 
так (от наибольшей к наименьшей): НЧ CuO >  
НЧ CdO > НЧ PbO > НЧ NiO > НЧ Fe2O3. 

Изменения цитологических показателей 
бронхоальвеолярного лаважа могут быть исполь-
зованы как эффективный скрининговый метод 
оценки цитотоксического действия НЧ.
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