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Сравнительная и комбинированная оценка повреждающего действия наночастиц  NiO и 
Mn3O4 получена на культурах различных человеческих стабильных клеточных линий. 
Найдено, что добавление эмбриональной бычьей сыворотки крови (FBS) ко всем исполь-

зованным культуральным средам делает эти металлооксидные наночастицы (MeO-НЧ), в осо-
бенности, Mn3O4-НЧ экспоненциально растворимыми, в то время как без FBS их растворимость 
крайне низка. Вместе с тем, присутствие  FBS  существенно замедляет седиментацию, связан-
ную с агрегацией этих MeO-НЧ. Показана зависимость повреждения клеток от концентрации 
МеО-НЧ при более высокой  цитотоксичности Mn3O4-НЧ по сравнению с NiO-НЧ. Таким об-
разом, сравнительная оценка неспецифической токсичности, полученная ранее в эксперимен-
тах «ин виво», воспроизведена «in vitro». Однако по отношению к ранее обнаруженному марга-
нец-специфичному повреждению головного мозга при субхронической интоксикации теми же 
наночастицами,  нынешний эксперимент на нейронах «in vitro» показал лишь некоторое усили-
вающее влияние Mn3O4-НЧ в комбинации с NiO-НЧ, роль которых преобладала. 
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Введение. В то время как подавляющее боль-
шинство опубликованных эксперименталь-
ных работ в области нанотоксикологии метал-
лов и металлоидов было проведено «in vitro» 
на  культурах стабильных клеточных линий, 

Екатеринбургская межинституциональная на-
нотоксикологическая группа является одним из 
первых и всё ещё немногочисленных научных 
коллективов, с  самого начала сосредоточив-
ших свои усилия на изучении общих закономер-
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ностей токсического действия металлических 
и металлооксидных частиц (MеO-НЧ) на орга-
но-системном уровне «in vivo» [1]. В литературе 
мы находим только единичные работы, в ко-
торых токсичность каких-либо конкретных 
НЧ на основе обоих подходов, т.е. и «ин витро», 
и «ин виво» исследовалась одной и той же лабо-
раторией [2, 3]. 

Единственное известное нам исследование 
комбинированного цитотоксического действия 
практически не  растворимых частиц, однако, 
не  нанометрового, а  микрометрового размера 
было проведено в нашем коллективе [4]. Мик-
рочастицы диоксида марганца и  хромата ба-
рия) одним и тем же экспериментатором были 
исследованы как «in vivo» в интратрахеальном 
тесте с  большим числом цитологических ха-
рактеристик жидкости бронхоальвеолярного ла-
важа (БАЛЖ), так и «in vitro» на первичной куль-
туре крысиных перитонеальных макрофагов 
по потере жизнеспособности в тесте на не-вклю-
чение красителя «трипановый синий». Цито-
токсическое действие изученных микрочастиц 
по этому показателю было субаддитивным, а из 
всех цитологических показателей БАЛЖ преи-
мущественно субаддитиным оно было по про-
центу явно дегенерированных альвеолярных ма-
крофагов.

Других данных о комбинированном действии 
каких-либо частиц на  какие-либо клетки «in 
vitro» в литературе или через поисковые системы 
мы не находим. Первое, насколько нам извест-
но, исследование комбинированной токсичности 
именно наночастиц было проведено нами в экс-
периментах «in vivo» с NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ [5, 6]. 
Естественным было и первое изучение комби-
нированной цитотоксичности «in vitro» прове-
сти на тех же наночастицах, с тем чтобы впер-
вые оценить принципиальную сопоставимость 
или несопоставимость обсуждаемых экспери-
ментальных подходов. 

В литературе можно найти немало исследо-
ваний, проведенных на различных стабильных 
клеточных линиях при воздействии на них на-
ночастиц оксида никеля (например, [3], [7-9] или 
оксидов марганца (например, [10-14]) и направ-
ленных, главным образом на  изучение моле-
кулярных механизмов цитотоксичности этих 
НЧ. Однако ни  сравнительная количествен-
ная оценка их цитотоксичности, ни эффекты 
их комбинированного действия в этих работах 
не рассматривались. 

Материалы и методы исследования. Свежие 
суспензии NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ были приготов-
лены с помощью лазерной абляции сверхчистых 
металлических пластин никеля или марганца 
под слоем деионзированной воды. Физико-хими-
ческие и геометрические характеристики полу-

ченных МеО-НЧ были теми же, что при прове-
дении субхронических экспериментов «in vivo» 
[6]. Средний диаметр наночастиц (±σ) равнялся 
16,7±8,2 для NiO и 18,4±5,4 для Mn3O4.

В экспериментах «in vitro» были использова-
ны следующие стабильные линии человеческих 
клеток: MRC-5 - фибробласты; THP-1 - моноци-
ты, а в отдельной серии эксперимента – макрофа-
ги, полученные из них под влиянием преинкуба-
ции с форбол миристат ацетатом (по процедуре, 
описанной у [15]); SH-SY5Y - нейробластомные 
клетки как с добавлением, так и без добавления 
ретинола, который стимулирует их дифференци-
ацию в нейрональную клетку [16]. Фибробласты 
MRC-5 культивировались в среде Minimal Essen-
tial Medium (MEM), моноциты и макрофаги THP-
1 – в среде Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
1640, нейробластомные и нейрональные клетки 
SH-SY5Y - в среде Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium (DMEM) с добавлением 2mM L-глютамина, 
10% эмбриональной бычьей сыворотки (fetal bo-
vine serum - FBS,), и 1% пенициллина/стрептоми-
цина.

Суспензии наночастиц (после ультразвуковой 
обработки в  течение 5-7  секунд, которая бы-
ла необходима для редиспергирования склон-
ных к агрегации Mn3O4-НЧ, но осуществлялась 
и  для NiO-НЧ), вносились в  различных объё-
мах изолированно или совместно при различных 
дозовых соотношениях в  культуру, посеянную 
на 96-лунковых плашках. Клетки культивирова-
лись при 37±1°C и 5% CO2 . Введение наночастиц 
во все культуры, кроме не дифференцированной 
ТНР-1, осуществлялось через 24 часа после по-
сева (то есть уже после образования монослоя), 
а в не образующую монослоя культуру моноци-
тов ТНР-1 – сразу же после её посева. Все вариан-
ты экспозиции испытывались в 4 повторностях.

Цитотоксический эффект как изолированно-
го, так и  комбинированного действия изучен-
ных МеО-НЧ количественно оценивался с двух 
тестов. Titer Glo Luminescent Cell Viability As-
say (Promega), основан на том, что чем большее 
количество АТФ в  культуре теряет метаболи-
ческую активность, тем слабее люминесцент-
ный сигнал, генерируемый этой культурой в при-
сутствии особого реагента. Cell Titer 96 Aqueous 
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay  (Prome-
ga), основан на том, что живые клетки способ-
ны восстанавливать производные тетразолия 
до  формазана, которое растворяется в  среде 
инкубации, где его концентрация, измеренная 
по поглощению света при длине волны 490 нм, 
пропорциональна числу жизнеспособных кле-
ток в культуре.

В отдельной серии экспериментов на клетках 
линии SH-SY5Y исследовалось также  (с  помо-
щью иммунохимической техники вестерн-блот-
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тинга) влияние наночастиц на содержание тиро-
зингидроксилазы – фермента, контролирующего 
биосинтез катехоламинов (норадреналина и адре-
налина), играющих важную роль нейромедиа-
тров в межнейрональной передаче возбуждения 
в ЦНС.

Эксперименты на  клетках были проведены 
на базе Центра медицинских исследований Ме-
дицинского университета Граца (Австрия) при 
непосредственном участии первых 5  авторов 
статьи. Наночастицы для этих экспериментов 
были получены в Уральском Центре коллек-
тивного пользования «Современные нанотех-
нологии» (УрФУ, Екатеринбург); там же прово-
дились эксперименты для изучения растворения 
и седиментации наночастиц в культуральных 
средах. Анализ всех экспериментальных ре-
зультатов и  его обсуждение осуществлялись 
всем авторским коллективом.

Результаты и обсуждение.
Поведение наночастиц в  среде инкубации. 

Авторами многочисленных нанотоксикологи-
ческих исследований «in vitro» крайне редко уде-
ляется должное внимание тому, что происходит 
с самими МеО-НЧ за время инкубации в той 
или иной культуральной среде. Между тем, по-
нимание этого является важнейшим условием 
правильной токсикологической интерпретации 
показателей повреждения инкубируемых вме-
сте с ними клеток. В первую очередь, необходи-
мо оценить, не происходят ли такие изменения 
наночастиц, которые едва ли имеют место «in 
vivo», но могут существенно исказить цитоток-
сический эффект «in vitro» (прежде всего, суще-
ственная внеклеточная агрегация, препятству-
ющая проникновению первичных наночастиц 
внутрь не фагоцитирующих клеток). С другой 
стороны, важно знать, происходит ли в среде ин-
кубации то постепенное растворение МеО-НЧ, 
не растворимых в водной суспензии, которому 
придаётся существенная роль в токсикокинети-
ке и токсикодинамике интоксикаций, вызыва-
емых ими «in vivo», и как этот процесс зависит 
от химической природы наночастиц и от соста-
ва культуральной среды. 

Судя по опыту, накопленному Екатеринбург-
ской группой, все изученные ею Ме-НЧ и осо-
бенно МеО-НЧ, будучи практически не  рас-
творимыми в де-ионизированной воде, а иногда 
и в физиологическом растворе, обладают замет-
ной и при том неодинаковой растворимостью при 
добавлении к ней FBS или супернатанта БАЛЖ. 
Кинетика такого растворения обычно может 
быть адекватно описана экспоненциальной 
функцией (например, [17]), что вероятнее всего, 
объясняется первоначальным относительно бы-
стрым растворением мельчайших наночастиц, 
приводящим к постепенному снижению удель-

ной поверхности остающейся нано-суспензии. 
Соответствующие различия растворимости «in 
vivo», характеризующие МеО-НЧ, разные по раз-
меру или по химическому составу, естественно 
отражаются различиями их токсикокинетики, 
что, в  частности, показано при сопоставлении 
эффектов действия NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ на ор-
ганосистемном уровне [6], [18]. Всё это придаёт 
особое значение вопросу о том, воспроизводятся 
ли указанные закономерности в эксперименталь-
ных моделях цитотоксичности тех же МеО-НЧ 
«in vitro».

С этой целью, свежеприготовленные суспензии 
MeO-НЧ после недельного хранения (воспроиз-
водящего вынужденный интервал между изго-
товлением таких же суспензий в Екатеринбур-
ге и началом работы с ними на клетках в Граце) 
смешивались в равном объёме с образцами всех 
вышеперечисленных культуральных сред. Кон-
центрация суспензии измерялась периодически 
на протяжении 12 часов по интегральному свето-
поглощению, причём перед каждым измерением 
суспензия повторно подвергалась ультра-озвучи-
ванию, с тем чтобы свести к минимуму эффект 
агрегации и связанного с нею осаждения наноча-
стиц). 

Было найдено, что во всех средах с добавле-
нием FBS оба вида изучаемых МеО-НЧ по-
степенно растворяются с  кинетикой, аппрок-
симируемой экспоненциальной функцией 
А(t) = A1

*exp(-t/τ) + A∞, где А(t) - показатель свето-
поглощения на определённый момент времени t 
в часах, причём параметры этого уравнения (по-
стоянная времени τ и  предел A∞) мало зависят 
от типа среды, но довольно существенно – от ви-
да наночастиц (табл. 1). При этом важно отме-
тить, что растворение Mn3O4, как и в предыду-
щих наших исследованиях на модельных средах 
и «in vivo», происходило быстрее, чем растворе-
ние NiO. 

 Вместе с тем, как видно из той же таблицы 1, 
без добавления FBS к  cреде растворение обо-
их видов МеО-НЧ значительно менее выражено 
и в большинстве случаев ничтожно мало. Можно 
предположить, что ионы металлов, выходящие 
с поверхности твёрдого тела (в данном случае, на-
норазмерного) в жидкую среду, секвестрируют-
ся в результате связывания сывороточными бел-
ками, в результате чего снижается концентрация 
свободных ионов в растворе и тем самым – веро-
ятность их реабсорбции той же поверхностью. 
Поэтому в присутствии FBS баланс между этими 
двумя противоположно направленными процес-
сами сдвигается в сторону первого. 

Таким образом, в  отношении сравнительной 
растворимости двух изученных МеО-НЧ и её ки-
нетики, условия воздействия на клетку «in vitro» 
в  принципе соответствуют условиям «in vivo», 
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но только если культуральная среда содержит 
FBS. Можно думать, что рассмотренное вли-
яние белка ещё более выражено «in vivo», по-
скольку если добавление 10% FBS создаёт кон-
центрацию белка в среде всего около 5 мг/мл, 
то в большинстве жидкостей тела она намного 
выше: например, в перитонеальном транссуда-
те 30 мг/мл, а в плазме крови 600-800 мг/мл [19]. 
Правда, по нашим собственным данным, вне-
клеточная фракция БАЛЖ содержит значи-
тельно меньше белка, чем культуральные сре-
ды с внесением FBS, однако, в случае БАЛЖ ту 
же роль может играть образование стабильных 
комплексов металла с фосфолипидами [20].

Вместе с тем, добавление FBS к тем же средам 
явно стабилизировало нано-суспензию, судя 
по кинетике снижения её концентрации, изме-
рявшейся тем же способом, но без повторно-
го редиспергированная ультразвуком – то есть 
за счёт осаждения концентрации в результате 
образования крупных НЧ-агрегатов. Так, на-
пример, если в среде RPMI без добавления FBS 
NiO-НЧ осаждаются за 24  часа полностью, 
то в той же среде с FBS только на 11-16%. Этот 
факт, вероятнее всего, связан с хорошо извест-
ным образованием так называемой «короны» 
в результате сорбции белка на поверхности нано-
частиц, которая препятствует их агрегации, а тем 
самым - их седиментации1.

Таким образом, можно считать, что в нано-ток-
сикологических экспериментах с любыми кле-

точными культурами добавление FBS к соответ-
ствующей среде является необходимым условием 
адекватности экспериментальной модели. 

Однофакторные зависимости доза-ответ. 
Во всех наших экспериментах на клеточных 

культурах для уравнений, аппроксимирующих 
зависимости доза – эффект  (или ответ) с  по-
мощью линейной (Y = b0 + b1X ), лог-линейной  
(Y = exp(b0 + b1X)) и гиперболической (Y= (b0 + 
b1X) / (b2 + b3X))функций, были найдены статисти-
чески значимые коэффициенты bi. Поэтому мы 
выбирали как наиболее адекватную математиче-
скую модель этой зависимости ту функцию, для 
которой сумма квадратов отклонений модельных 
значений Х от найденных в эксперименте пока-
зателей цитотоксичности при разных дозах НЧ 
была минимальной. Примеры найденных зависи-
мостей (рис. 3 и 4) показывают, что они не зави-
сели от конкретного теста на цитотоксичность. 
В частности, совпадающий характер функции 
доза-эффект для конкретных МеО-НЧ в двух 
тестах, существенно разных по механизму об-
разования регистрируемых физических показа-
телей, не удивителен, если учесть взаимосвязан-
ность молекулярно-биологических механизмов, 
обусловливающих соответствующие эффекты. 
Действительно, био-восстановление тетразолия 
до формазана контролируется в значительной 
степени митохондриальной сукцинат-дегидро-
геназой2, а между тем, именно в митохондриях 
происходит то окислительное фосфорилирова-

Таблица 1
Снижение концентрации наночастиц в течение 12 часов в результате растворения  

в культуральных средах 

Среда
NiO-НЧ Mn3O4-НЧ

A∞ τ, час (A1-A12)/
A1, % A∞ τ, час (A1-A12)/

A1, %

RPMI 1,00 >12 2,4 1,00 >12 3,4

 RPMI +FBS 0,80 0,4 20,5 0,66 1,24 33,8

 DMEM 1,00 >12 3,9 1,00 >12 -2,9

 DMEM + FBS 0,81 0,22 20,2 0,72 1,31 27

 MEM 1,00 >12 2,9 0,88 0,35 12,5

 MEM + FBS 0,80 0,4 21,8 0,7 1,8 31,6

1 Выраженное стабилизирующее действие присуще и жидкой фракции БАЛЖ, добавление которой  довольно давно было рекомендовано  
в качестве  «улучшенного метода диспергирования наночастиц для исследования их токсичности  in vitro и in vivo»  [23].
2 Это является общепринятой предпосылкой всех тестов, основанных на восстановлении тетраразолия до формазана (например, в 
широко распространённом МТТ тесте на жизнеспособность клеток или в регулярно используемом нами показателе СДГ-активности 
лимфоцитов крови при различных интоксикациях). Интересно, что  при описании методики эксперимента с наночастицами 
оксида марганца и  культурой клеток РС-12 авторы [10] утверждают,  что они использовали  тест ММТ, именно как показатель 
митохондриальной функции, хотя на самом деле не-митохондриальная сукцинат -дегидрогеназа  тоже участвует  в указанном 
восстановлении [24].
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ние, при угнетении которого снижается образо-
вание АТФ и, следовательно, люминесцентный 
сигнал в тесте Titer Glo Luminescent Cell Viability. 
То, что разные по составу металлооксидные НЧ, 
действуя раздельно или в комбинации вызывают 
«in vivo» неодинаковые по тяжести, но качествен-
но однотипные ультраструктурные повреждения 
митохондрий показано на других МеО-НЧ, од-
нако токсичность на  митохондриальном уров-
не («митотоксичность»), очевидно, присуща мно-
гим ядам, в том числе, тяжёлым металлам [25].

Однако показанной этими же примерами 
(рис. 1  и  2) предпочтительности той или иной 
функциональной зависимости для описания ре-
зультатов эксперимента с NiO-НЧ или с Мn3O4-
НЧ во всех вариантах эксперимента в  целом 
выявлено на было (можно лишь сказать, что ги-
перболическая и лог-линейная модели были бо-
лее адекватными, чем линейная). 

Необходимо подчеркнуть, что обнаружение 
достоверной зависимости эффекта от  дозы 
имеет несомненное токсикологическое значе-
ние, являясь важнейшим подтверждением при-
чинно-следственной связи между тем или иным 
отклонением состояния биологической систе-
мы и каким-то внешним воздействием на ней. 
С  этой точки зрения, экспериментальная мо-
дель цитотоксичности наночастиц «in vitro» 
получила ещё одно подтверждение токсиколо-
гической адекватности (во всяком случае, для 
двух испытанных видов МеО-НЧ). Однако, хотя 
и можно предположить, что конкретная форма 
математический модели этой зависимости ино-
гда отражает какие-то биологические механиз-
мы токсичности, обнаружить детерминирован-
ность такой модели свойствами конкретного 
вида MеО-НЧ на нашем материале пока не уда-
лось. 

Рис. 1. Зависимость доза-эффект и фактические средние значения эффекта (со статистической ошибкой) после инкубации 
фибробластов MRC-5 с Mn3O4-НЧ (a) для интенсивности люминесцентного сигнала (ось Х - концентрация наночастиц, 
мкг/мл; ось Y - Relative Light Units (RLU) - относительные световые единицы); (b) для концентрации формазана в среде (ось 
Х – концентрация наночастиц, млг/мл; ось Y - Absorbance Units (AU), единицы светопоглощения). 

Рис. 2. Зависимость доза-эффект и фактические средние значения эффекта (со статистической ошибкой) после инкубации 
фибробластов MRC-5 с NiO-НЧ (a) для интенсивности люминесцентного сигнала (ось Х - концентрация наночастиц, 
мкг/мл; ось Y - Relative Light Units (RLU) - относительные световые единицы); (b) для концентрации формазана в среде (ось 
Х – концентрация наночастиц, млг/мл,; ось Y - Absorbance Units (AU), единицы светопоглощения). 

a

a

b 

b 
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При сопоставлении рисунков 1 и 2 легко за-
метить также, что эффекты действия NiO-НЧ 
начинают быть явными при значительно 
больших дозах, чем аналогичные эффекты 
действия Mn3O4-НЧ. Между тем, по большо-
му числу интегральных показателей срав-
нительной субхронической токсичности «in 
vivo» мы так же оценили Mn3O4-НЧ как преи-
мущественно более токсичный, чем NiO-НЧ 
[6]. Однако, судя по цитологическим и биохи-
мическим показателям БАЛЖ после одно-
кратного интратрахеального введения соот-
ношение между этими двумя МеО-НЧ было 
обратным [5] – вероятно, потому, что менее 
БАЛЖ-растворимые NiO-НЧ сохраняют-
ся в глубоких дыхательных путях в большем 
количестве. Таким образом, несмотря на всё 
сказанное выше об адекватности условий 
НЧ-экспозиции клеточной модели, информа-
тивность сравнительной оценки токсичности 
«in vitro» для прогнозирования сравнитель-
ной оценки токсичности тех же МеО-НЧ «in 
vivo» оказывается существенно ограничен-
ной. Ещё менее верным, как будет показано 
ниже, мог бы оказаться такой прогноз в слу-
чае комбинированного воздействия и,  что 
делает его особенно ненадёжным, - по мета-
ло-специфической токсичности.

Комбинированная цитотоксичность нано-
частиц NiO и Mn3O4 «in vitro».

 Как и во всех рассмотренных нами за послед-
ние годы экспериментальных моделях бинар-
ного комбинированного действия различных 
МеО-НЧ (в том числе, NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ) 
на крыс, в опытах на человеческих стабильных 

клеточных линиях разной природы мы нашли, 
что комбинированная цитотоксичность (КЦТ) 
«in vitro» не может быть однозначно характе-
ризована как аддитивная, субаддитивная или 
супераддтивная. Эта неоднозначность клас-
сификации КЦТ не связана с особенностями 
используемых тестов, поскольку мы её обна-
руживаем даже при оценке эффекта одним 
и тем же методом (например, Cell Titer Glo Lu-
minescent Cell Viability Assay). Математическое 
моделирование КЦТ с  помощью той же са-
мой Surface Response Methodology, которая ис-
пользовалась для анализа комбинированного 
действия МеО-НЧ «in vivo» (Katsnelson, Mini-
galieva et al. 2015), показало, что форма и нак-
лон изоболограмм зависят от  типа клетки, 
от дифференциации нейробластомных клеток 
в нейрональные или моноцитов – в макрофа-
ги) и от концентрации MeO-NP в среде инкуба-
ции. Изоболограммы, представленные на ри-
сунке 3, иллюстрируют сказанное на примере 
клеток линии ТНР-1 в форме моноцитов или 
макрофагов.

При сравнении представленных этим рисун-
ком изоболограмм (b) и (c) нельзя попутно не от-
метить, что цитотоксичность как Mn3O4-НЧ, 
так и NiO-НЧ для монослойной культуры ма-
крофагов выше, чем для культуры «плава-
ющих» моноцитов. Можно предположить, 
что это связано не с большей чувствительно-
стью первых к повреждающему действию на-
ночастиц, а с большей «жадностью» их фаго-
цитарного захвата. Известно (например [26]), 
что прилипание макрофага к пластиковой по-
верхности является одним из факторов, спо-

Рис. 3. Примеры изоболограмм, характеризующих КЦТ наночастиц NiO-НЧ и Mn3O4–НЧ по эффекту снижения 
люминесцентного сигнала в трёх экспериментах на клетках линии ТНР-1: (a) при низких дозах Mn3O4 действие 
на моноциты противонаправленное по отношению к действию низких доз NiO, но однонаправлено супераддитивное 
по отношению к действию высоких доз NiO; (b) на таких же моноцитах при высоких дозах обоих видов MeO-НЧ 
видна субаддитвность однонаправленного действия; (с) при тех же дозах, но на макрофагах видна аддитивность 
однонаправленного действия. На осях концентрация NiO and Mn3O4 в мкг/мл, на кривых – та величина эффекта в RLU, 
на уровне которой данная изобола получена. 

a b c
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собствующих его переходу в особое состояние 
активации, важным проявлением которого яв-
ляется повышенная фагоцитарная активность 
клетки. Кроме того, она может быть дополни-
тельно повышена под влиянием продуктов раз-
рушения погибших макрофагов [27]. 

Если общая закономерность комбинированной 
токсичности, заключающаяся в неоднозначно-
сти её типа в зависимости от многих факторов, 
неоднократно подтверждавшаяся в наших иссле-
дованиях «in vivo», была безусловно выявлена 
и в первом же исследовании КЦТ на клеточных 
культурах, то воспроизводимости конкретного 
типа комбинированного действия мы не полу-
чили. Особенно важно то, что это несовпадение 
оценок, получаемых «in vitro» и «in vivo», каса-
ется и того нейротоксического эффекта, кото-
рый для данной комбинации является одним из 
наиболее важных и по отношению к которому 
мог бы быть выбран «основной» или «определя-
ющий» тип комбинированной токсичности для 
принятия решений в  сфере оценки риска [28]. 
Не было найдено по этому специфическому эф-
фекту и  соответствия сравнительных оценок 
токсичности NiO-НЧ и Mn3O4–НЧ.

Действительно, повреждение нейронов в хво-
статом ядре и гиппокампе мозга крыс при суб-
хронической комбинированной интоксикации 
теми же двумя МеО-НЧ было обусловлено 
в основном характерным для всех соединений 
марганца нейротоксическим действием нано-
частиц его оксида. При этом NiO-НЧ несколь-
ко усиливали это действие по типу аддитивной 
или субаддитивной комбинированной токсич-

ности, пример чего воспроизведен рисунком 
4(а). Вместе с тем, как видно из рисунков 4(b) 
и  4(c), повреждение той же комбинацией «in 
vitro» как нейробластомных клеток линии SH-
SY5Y, так и производных от неё в присутствии 
ретинола нейрональных клеток определялось 
преимущественно действием NiO-НЧ, а сопут-
ствующее действие Mn3O4 -НЧ его лишь несу-
щественно усиливало.

При этом в экспериментах на нейрональных 
клетках – производных линии SH-SY5Y  (т.е. 
в присутствии ретинола) было найдено, что 
такой парадоксальный тип комбинированной 
токсичности NiO и Mn3O4 характерен не толь-
ко для неспецифического эффекта гибели 
клетки, но  и  для такого важного специфич-
ного именно для нейронов функционального 
эффекта как уменьшение тирозин-гидрокси-
лазной активности3. Как видно из рисунка 5, 
и в этом случае явно преобладает однофактор-
ное действие оксида никеля, а оксид марганца 
лишь незначительно потенцирует его. 

Таким образом, если в исследовании на целос-
тном организме мы получили эксперименталь-
ный коррелят марганцевого паркинсонизма, 
то трактовать с точки зрения системно-орга-
низменной токсикологии результаты экспе-
римента на  нейрональной клеточной линии 

Рис. 4. Примеры изоболограмм, иллюстрирующие несовпадение оценок типа комбинированной токсичности 
в экспериментах «in vivo» и «in vitro»: (a) в субхроническом эксперименте на крысах по эффекту снижения не повреждённых 
нейронов в гиппокампе СА1 (небольшая тенденция к аддитивности при преобладании однофакторного действия 
наночастиц Mn3O4); (b) в эксперименте на клетках линии SH-SY5Y без ретинола по эффекту снижения люминесцентного 
сигнала (незначительная аддитивность при преобладании однофакторного действия наночастиц NiO); (c) в таком 
же эксперименте в присутствии ретинола (тенденция суппераддитивности на высоких уровнях эффекта, но вновь 
при преобладании однофакторного действия наночастиц NiO). На осях доза в мг на крысу или концентрация NiO 
иMn3O4 в среде, мкг/мл, на кривых – та величина эффекта, на уровне которой данная изобола получена. 

a b c

3 Этот эффект выбран в качестве маркёра потому, что тирозин-
гидроксилаза является ферментом, активность которого  
лимитирует синтез дофамина, и его дефициту приписывается 
главная роль в развитии болезни  Паркинсона [29], а для её 
изучения в экспериментах «ин витро» предпочтение отдаётся 
именно дифференцированным клеткам линии SH-SY5Y [30].



42

затруднительно. Подобного рода трудности 
ещё значительнее, когда речь идёт об экстра-
поляции на целостный организм результатов 
комбинированного воздействия, полученных 
на клетках, имеющих ещё меньшее отношение 
к основному органу-мишени (например, на мо-
ноцитах/макрофагах или на фибробластах). 

Выводы. 1. Для гигиенической оценки срав-
нительной неспецифической токсичности ме-
таллооксидных наночастиц предварительный 
скрининг на культурах, стабильных клеточных 
линий при добавлении FBS к среде инкубации 

создаёт в целом адекватную эксперименталь-
ную модель и может иметь ограниченное про-
гностическое значение.

2. Для гигиенически и  профпатологически 
значимой оценки комбинированной токсич-
ности металлооксидных наночастиц экспери-
менты на целостном организме лабораторных 
животных, вероятнее всего, являются более 
информативным методом, чем эксперименты 
на клеточных культурах, даже имеющих био-
логическое родство с  основным органом-ми-
шенью.
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Рис. 5. Изоболограмма, 
характеризующая комбинированное 
действие наночастиц Mn3O4 –НЧ 
и NiO-НЧ на aктивность тирозин-
гидроксилазы в культуре клеток линии 
SH-SY5Y (с ретинолом), выраженную 
как отношение к активности 
в контрольной культуре. Слабая 
тенденция к супераддитивности 
при преобладании однофакторного 
действия наночастиц NiO. На осях 
концентрация NiO and Mn3O4 в мкг/мл, 
на кривых – та величина эффекта 
на уровне которой данная изобола 
получена. 
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Comparative and combined damaging actions of NiO and Mn3O4  anoparticles were estimated on cultures of 
different established human cell lines. It was found out  that the addition of the fetal bovine serum (FBS) to the 
culture media ,used in the investigation, renders NiO-NPs and, to even a greater extent, Mn3O4-NPs exponentially 
soluble while without FBS their dissolution was extremely low. Along with it, sedimentation of those MeO-NPs 
caused by their aggregation noticeably slowed down in the presence of the same FBS. The  dependence of cell 
damage on the MeO-NPs concentration was found out, at a higher cytotoxicity of Mn3O4-NP as compared to 
NiO-NP. Thus, comparative assessment of NPs non-specific toxicity previously obtained in animal experiments 
was reproduced in  the «in vitro» tests. However, with respect to manganese-specific brain damage «in vivo» 
discovered previously in sub-chronic intoxication with the same MeO-NPs, the present «in vitro» experiment on 
neurons only showed a certain enhancing effect of Mn3O4-NP on the action of NiO-NP, but the role of NiO-NP 
in the combination prevailed. 
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