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СРАВНИТЕЛЬНАЯ  
И КОМБИНИРОВАННАЯ 
ТОКСИЧНОСТЬ 
НАНОЧАСТИЦ 
ОКСИДОВ АЛЮМИНИЯ, 
ТИТАНА И КРЕМНИЯ 
И ЕЁ ОСЛАБЛЕНИЕ 
КОМПЛЕКСОМ 
БИОПРОТЕКТОРОВ

УДК 615.099 : 57.04

Стабильные суспензии наночастиц (НЧ) оксидов алюминия, титана и кремния, полученные 
с помощью лазерной абляции соответствующих элементных мишеней 99,99% чистоты под 
слоем деионизированной воды, вводились крысам внутрибрюшинно 18 раз на протяжении 

6 недель изолированно или в различных комбинациях. Развитие субхронической интоксикации 
оценено большим числом функциональных, биохимических и морфометрических показателей 
состояния организма. Найдено, что во многих отношениях Al2O3-НЧ наиболее токсичны сами 
по себе и являются ведущим компонентом изученных комбинаций. Математическое моделиро-
вание с помощью построения поверхности отклика (the Response Surface Methodology) показа-
ло, что реакция организма на бинарные сочетания исследованных НЧ характеризуется всеми 
возможными вариантами типов комбинированной токсичности (аддитивность, субаддитивность 
и супераддитивность однонаправленного действия, различные варианты противонаправленно-
сти  действия) в зависимости от того, по какому эффекту она оценивается, а также от его уровня 
и от дозы НЧ. На фоне действия любого третьего вида НЧ тип бинарной комбинированной ток-
сичности остальных двух может существенно измениться. Многие неблагоприятные эффекты 
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действия комбинации [Al2O3-НЧ+TiO2-НЧ+SiO2-НЧ], включая её генотоксичность, были суще-
ственно ослаблены пероральным назначением комплекса безвредных биопротекторов.  

Ключевые слова: наночастицы, субхроническое воздействие, сравнительная токсичность, ком-
бинированная токсичность, биопротекторы.

Введение. Токсичность наночастиц металлов, 
металлоидов и особенно их оксидов (MeO-НЧ) 
интенсивно изучается нами на протяжении по-
следних лет [1-10], главным образом потому, что 
они составляют существенную фракцию про-
мышленных аэрозолей, образующихся при  мно-
гих сварочных и металлургических  технологиях 
[10]. Во всех этих случаях имеет место воздей-
ствие на работающих не одного какого-либо ви-
да MeO-НЧ, а   той или иной комбинации таких 
MeO-НЧ, что  связывает данную проблему с дру-
гой, тоже давно интересующей наш коллектив и 
не менее актуальной, а именно с изучением  об-
щих закономерностей комбинированной ток-
сичности. Такие закономерности для MeO-НЧ  
[6, 7, 9, 11, 12], в принципе совпадали с теми, ко-
торые ранее были установлены в экспериментах 
с растворимыми солями токсичных элементов  
[13, 14]. В дальнейшем была подтверждена изуче-
нием токсичности комбинаций наночастиц (NiO-
НЧ+Mn3O4-НЧ) [6, 7, 12]; (PbO-НЧ+CuO-НЧ), 
(PbO-НЧ+ZnO-НЧ), (ZnO-НЧ+CuO-НЧ; PbO-
НЧ+CuO-НЧ+ZnO-НЧ) [9, 12]. Тем не менее, мы 
полагаем, что для проверки, уточнения и разви-
тия вышеприведенных обще-теоретических по-
ложений накопление новых экспериментальных 
данных всё ещё необходимо. Вместе с тем, такие 
данные нужны и для обоснования частных ре-
шений по оценке и управлению токсикологиче-
скими рисками в конкретных производственных 
условиях. Именно этими соображениями мы ру-
ководствовались, выбирая для исследования ра-
нее не изучавшиеся комбинации наночастиц 
Al2O3-НЧ, TiO2-НЧ и SiO2-НЧ, преобладающие 
в усреднённом составе  аэрозолей конденсации, 
загрязняющих воздух рабочей зоны в производ-
стве алюминиево-титановых лигатур.

В качестве  искусственных (engineered) нанома-
териалов  последние два относятся к числу наи-
более широко производимых и используемых, 
а потому часто подвергавшихся токсикологиче-
ской оценке, хотя, как правило, ин витро и зна-
чительно реже – в кратковременных экспери-
ментах на животных. По вопросу о токсичности 
TiO2-НЧ примером могут служить публикации 
[15-21 и др.], о токсичности SiO2-НЧ – [22-30 и др.]. 
Что же касается токсичности Al2O3-НЧ, то если 
не считать нескольких исследований, проведен-
ных на одноклеточных водорослях или на расти-
тельных клетках, она  изучена даже на клеточ-
ных культурах заметно меньше [31-33] и лишь в 
одной из этих работ [33] – также при однократном 
пероральном введении мышам. Нам не встрети-

лось ни одной публикации, посвященной сравни-
тельной или комбинированной токсичности рас-
сматриваемых трёх МеО-НЧ или хотя бы любой 
пары из них.

Наряду с этим, практическое значение имеет 
поиск биопротекторов, назначение которых в 
безвредных дозах могло бы повысить резистент-
ность организма к действию данной комбинации 
подобно тому, как это было найдено по отноше-
нию к действию ряда других MeO-НЧ и их ком-
бинаций [3, 5, 6, 9, 20]. 

Материалы и методы исследования.
Суспензии сферических МеО-НЧ были изго-

товлены специально для данного исследования 
путём лазерной абляции мишеней из элементно-
го  металла (Al и Ti) или полупроводника 
(Si)  99,9%-ной ч ис тоты; метод и ка оп и-
сана нами ранее [10].  Концентраци я су-
спензи й TiO2-НЧ и SiO2-НЧ была, как и во 
всех наших предыдущих экспериментах с дру-
гими MeO-НЧ, повышена до 0,5 мг/мл с по-
мощью частичного упаривания  при 50 °C, но 
концентрация суспензии Al2O3-НЧ могла быть 
без потери стабильности повышена лишь до 
0,25 мг/мл. Распределение НЧ по диаметрам 
было симметричным при среднем диаметре 
21±6 н м д л я Al2O3-НЧ, 27±7 нм для TiO2-НЧ 
и 43±1 нм для  SiO2-НЧ. Эксперимент был про-
веден на 4-месячных  аутбредных крысах-самцах 
собственного разведения с исходной массой тела 
около 290 г, по 12 и ли более ос обей в ка-
ж дой г ру п пе Субхроническая интоксикация  
моделировалась путём повторных внутрибрюш-
инных инъекций крысам суспензий соответству-
ющих МеО-НЧ. Каждый вид МеО-НЧ вводился 
в/б в дозе 0,5 мг на крысу для TiO2-НЧ и SiO2-НЧ 
или 0,25 мг для  Al2O3-в 1 мл суспензии 3 раза в 
неделю на протяжении 6 недель. Параллель-
но экспонировались группы, получавшие 
либо только один вид МеО-НЧ в указанных до-
зах плюс 2 мл деионизированной воды; либо одну 
из трёх возможных бинарных комбинаций этих  
МеО-НЧ (Al2O3-НЧ + TiO2-НЧ; Al2O3-НЧ + 
TiO2-НЧ; SiO2-НЧ+TiO2-НЧ) плюс 1 мл деиони-
зированной воды; либо  тройную комбинацию тех 
же МеО-НЧ в тех же дозах; либо ту же тройную 
комбинацию в половинной дозировке; либо 3 мл 
деионизированной воды. Половина крыс послед-
них двух из перечисленных групп получали пе-
рорально на протяжении всего экспозиционного 
периода биопротекторый комплекс (БПК), в со-
став которого входили: глютамат натрия (160 мг 
с питьём 1,5%ного раствора), глицин (12 мг с кор-
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мом), N-ацетитлцистеин (30 мг с кормом), вита-
мины С (4,4 мг с кормом), Е (0,84 мг с кормом), се-
ленид (4 мг на крысу с кормом), препарат рыбьего 
жира с высоким содержанием витамина А и  ПН-
ЖК класса омега-3 (1 капля сублингвально), йо-
дистый калий (4 мг с кормом), карбонат кальция 
(160 мг на крысу с кормом), яблочный пектин (1 г/
кг в смеси с кормом). Основания к выбору пере-
численных протекторов и доз даны в [10].

Ввиду ограниченного объёма статьи  мы не 
перечисляем здесь все измеренные после завер-
шения экспозиций 60 функциональных и био-
химических показателей состояния организма, 
по средним значениям которых проводились ме-
жгрупповые сравнения  (те, по которым были 
получены значимые результаты, упоминаются 
при их обсуждении). Кроме того было проведе-
но гистологическое изучение печени и почек с 
морфометрией.  Генотоксический эффект «ин 
виво» был оценен по фрагментации геномной 
ДНК в ПДАФ-тесте на ядросодержащих клет-
ках крови. 

Математическое моделирование бинарного 
комбинированного действия по всем его измерен-
ным эффектам было проведено с помощью мето-
дологии  построения поверхности отклика - Re-
sponse Surface Method (RSM) с построением на её 
основе изобол Лёве [34]. На той же математиче-
ской основе давалась характеристика трёхфак-
торного действия с помощью риск-ориентирован-
ного двухэтапного подхода, ранее предложенного 
и апробированного нами [9, 35]. На первом этапе 
оцениваются варианты комбинированной ток-
сичности  для каждого из трёх парных сочета-
ний, входящих в тройную комбинацию. На вто-
ром этапе анализа  все эффекты токсического 
воздействия  классифицируются в зависимости 
от того,  оказывается ли  тип комбинированной 
токсичности той же самой пары, но  на фоне  дей-
ствия  третьего фактора более неблагоприятным 

для организма (класс А), менее неблагоприятным  
для организма (класс В) и остаётся существенно 
не изменившимся (класс С).  

Результаты и их обсуждение.
Из приблизительно 400 величин, полученных в 

общей сложности во всех 6 подопытных группах 
изолированного или двухфакторного действия, 
вместе взятых, только 52 статистически значимо 
отличались от соответствующих контрольных 
показателей. Несмотря на то, что Al2O3-НЧ вво-
дился в 2 раза меньшей дозировке, чем остальные 
МеО-НЧ, по большинству показателей  он вы-
звал практически те же самые сдвиги, что TiO2-
НЧ или SiO2-НЧ, а это косвенно свидетельствует 
о большей токсичности Al2O3-НЧ. К тому же,  по 
некоторым показателям (снижение содержания 
гемоглобина, снижение гематокрита, сдвиг рН 
мочи в кислую сторону и повышение содержания 
в ней белка, мочевины, мочевой кислоты, креати-
нина при сниженных массовых коэффициентах 
обеих почек) действие Al2O3-НЧ было более вы-
раженным, чем действие двух других МеО-НЧ. 
Так, например, содержание гемоглобина (г/л), рав-
ное 158,89±1,16 в контрольной группе, статисти-
чески значимо (при P<0,05  по t-критерию Стью-
дента) снизилось при действии всех МеО-НЧ, но 
при действии  TiO2-НЧ (до 149,00±3,64) и SiO2-НЧ 
(до 149,71±2,74) это снижение было значимо ме-
нее существенным, чем при действии Al2O3-НЧ 
(до 141,14±1,99)

Математическое RSM-моделирование выяви-
ло эффект-зависимую и дозо-зависимую неодно-
значность типологии бинарного комбинирован-
ного действия. Поскольку это принципиальное 
положение, обоснованное и неоднократно под-
тверждённое нами ранее ([4, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 34] 
и др.),  данным экспериментом лишь дополни-
тельно подтверждается, мы считаем возможным 
ограничиться иллюстрацией его примерами, 
приведенными на рисунках 1 - 3. 

 
а 

 
б 

 
в 

 
Рис. 1. Примеры изоболограмм комбинированной субхронической токсичности, оцениваемой по повышению 
концентрации церулоплазмина в сыворотке крови при действии (а) SiO2-НЧ + TiO2-НЧ (субаддитивность); (б) SiO2-НЧ + 
Al2O3-НЧ (аддитивность); (в) TiO2-НЧ + Al2O3-НЧ (незначительная субаддитивность). На осях дозы соответствующих МеО-НЧ 
в мг на крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта (в мг%). 
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Токсическое  действие тройной комбинации, 
оцениваемое по  функциональным и биохимиче-
ским эффектам, было классификацировано на 
основе  двухэтапного анализа, описанного в Раз-
деле 2.  В целом,  на класс А пришлись 35%, на 
класс В - 43%, на класс С  - 22% всех таких эф-
фектов. При рассмотрении в качестве третьего 
фактора Al2O3-НЧ несколько преобладает класс 
А (42%) , в то время как для двух остальных 
МеО-НЧ – класс В (44%).  Пример эффекта, от-
несенного к наиболее неблагоприятному классу 
А, дан изболограммами на рисунке 4.

Как и при всех других ранее изученных нами 
субхронических интоксикациях металлсодержа-
щими наночастицами,  наиболее выраженным 
гистопатологическим проявлением нефроток-
сичности были дегенеративные изменения эпи-
телия проксимальных извитых канальцев, вклю-
чая потерю щёточной каёмки, а в конечном итоге 
– полная десквамация эпителиальных клеток.  
Как видно из таблицы 1, при изолированном воз-
действии  TiO2-НЧ оба показателя были несколь-
ко выше в сравнении не только с воздействием 
Al2O3-НЧ (что могло бы быть объяснено мень-
шей дозировкой последнего), но и с воздействи-
ем SiO2-НЧ. Наиболее вероятно, что непосред-
ственно на почки металлы действуют не столько 
в форме персистирующих MeO-НЧ, сколько в 
виде ионов, отдаваемых ими в результате солю-
билизации в биологических средах, доказанной 
нами неоднократно [8, 10]. Поэтому можно до-
пустить, что особая нефротоксичность TiO2-НЧ 
объясняется как раз наиболее высокой раство-
римостью, которая была нами показана при до-
бавлении бычьей эмбриональной сыворотки «in 
vitro» к каждой наносуспензии. 

В той же таблице 1 морфометрические пока-
затели бинарной нефротоксичности бинарных 
комбинаций сопоставлены с соответствующи-

ми показателями действия тройной комбинации 
при полной и половинной дозировке последней. 
Можно отметить, что добавление SiO2-НЧ к наи-
более нефротоксичной комбинации (Al2O3-НЧ + 
TiO2-НЧ) усилило эффект  только незначитель-
но (возможная субаддитивность действия), в то 
время как добавление Al2O3-НЧ к комбинации  
(SiO2-НЧ + TiO2 –НЧ) усилило его вдвое и (при-
чём  по показателю потери щёточной каёмки ста-
тистически значимо). Сама по себе связь этого 
эффекта с воздействием на организм изучаемой 

а б в 

 Рис. 2. Примеры изоболограмм комбинированной субхронической токсичности, оцениваемой по повышению 
концентрации АсАТ в сыворотке крови при действии (а) SiO2-НЧ + TiO2-НЧ (противонаправленность); (б) SiO2-НЧ + Al2O3-
НЧ (противонаправленность); (в) TiO2-НЧ + Al2O3-НЧ (субаддитивность однонаправленного действия). На осях дозы 
соответствующих МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта (в ИЕ/л)

Рис. 3. Неоднозначность типа комбинированной 
субхронической токсичности TiO2-НЧ + Al2O3-НЧ, 
оцениваемой по снижению содержания гамма-
глютамилтранспептидазы  в сыворотке крови: 
субаддтивность однонаправленного действия при 
малых дозах и относительно высоких уровнях эффекта; 
супераддитивность – при высоких дозах и таких же 
уровнях эффекта; противонаправленное действие - при 
малых дозах и относительно низких уровнях эффекта, а 
так же   при высоких дозах и относительно низких уровнях 
эффекта. На осях дозы соответствующих МеО-НЧ в мг на 
крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта 
(в ИЕ/л)
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комбинации подтверждается его явной зависимо-
стью от действующей дозы комбинации. Вместе 
с тем, фоновое воздействие биопротекторного 
комплекса (БПК) ослабило нефротоксический 
эффект тройной комбинации в значительно 
большей мере, чем двукратное уменьшение ток-
сической дозы.

Как видно из изоболограмм, приведенных на 
рисунке 5, только в двух бинарных комбинациях, 
включающих Al2O3-НЧ, по широкому диапазо-
ну доз выявлена несомненная аддитивность неф-
ротоксического действия по показателю потери  
щёточной каёмки с не значимым статистически, 

но тем не менее явным отклонением от неё в сто-
рону синергизма (супераддитивности). Напротив, 
в комбинации (SiO2-НЧ + TiO2-НЧ) явно преоб-
ладает вклад  TiO2-НЧ, и только при минималь-
ных дозах последнего видна аддитивность или не-
которая субаддитивность действия SiO2-НЧ. Тот 
или иной тип антагонизма (т.е. субаддитивность 
или противонаправленность действия) именно 
этой комбинации явно преобладает и по показа-
телю десквамации канальцевого эпителия.

Вместе с тем, и по рассматриваемым морфоме-
трическим показателям нефротоксичности  тип 
бинарного комбинированного действия может на 

Таблица 1
Морфометрические показатели повреждения эпителия проксимальных извитых канальцев  

в почках крыс после субхронического воздействия Al2O3-НЧ, TiO2-НЧ и SiO2-НЧ раздельно либо  
в  комбинациях (x±s.e.)

Показатель

Группа, получавшая в/б МеО-НЧ

Конт-
роль Al2O3 TiO2 SiO2

Al2O3 + 
TiO2

Al2O3 + 
SiO2

TiO2 + 
SiO2

Al2O3 + 
TiO2+ SiO2 в 
половинной 
дозировке

Al2O3 + 
TiO2+ 
SiO2 в 

полных 
дозах

Al2O3 + 
TiO2+ SiO2 
в полных 
дозах на 

фоне БПК

% потери 
щеточной 
каёмки

1,49
±

0,56

1,85 
± 

0,47

3,61 
± 

0,99*

2,24 
± 

0,58

6,45 
± 

1,07*x@

4,23 
± 

0,80*+@

3,64 
± 

0,70*

3,06  
±  

0,84#

7,19  
±  

1,47*

1,99  
±  

0,43#

% 
десквамации 

эпителия 

0,00
± 

0,00

0,15 
± 

0,15

0,42 
± 

0,36

0,30 
± 

0,25

0,97 
± 0,48*

0,29 
± 0,17

0,14 
± 

0,14
0,66 ± 0,47 1,04 ± 

0,39*
0,18 ± 
0,16#

Примечание: значком * обозначено статистически значимое (P<0,05 по t Стьюдента) отличие от контрольного показателя, 
+ – от показателя группы, получавшей SiO2, 

х – от  показателя группы, получавшей ТiO2, 
@ – от показателя группы, 

получавшей Al2O3;
 # – от показателя группы,  получавшей тройную комбинацию в полной дозировке без БПК  

 
а 

 
б 

 Рис. 4. Пример трёхфакторной токсичности, отнесенной к классу “A”: (а) субаддитивное или противонаправленное (для 
разных уровней эффекта и доз) действие комбинации (Al2O3-НЧ + TiO2-НЧ) на содержание креатинина в сыворотке крови 
в отсутствии третьего фактора переходит (для всех соотношений уровней эффекта и доз) в (б) аддитивное  на фоне 
одновременного влияния наночастиц SiO2-НЧ. Дозы MеО-НЧ  на осях даны в мг на крысу. Числа на линиях соответствуют 
величине показателя эффекта (мкмоль/л)
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фоне действия третьего члена комбинации более 
или менее существенно измениться, пример чего  
иллюстрируется рисунком 6.

На гистологических препаратах печени, как 
и во всех наших предыдущих субхронических 
экспериментах с МеО-НЧ без исключения, на-
блюдалась усиленная дегенерация гепатоцитов 
вплоть до увеличения доли клеток, потерявших 
ядро. Как видно из таблицы 2, этот количествен-
ный показатель был увеличен и во всех экспо-
нированных группах настоящего эксперимента. 
Почти так же часто мы в прошлом сталкивались 
с уменьшением доли двуядерных гепатоцитов, 
свидетельствующим об угнетении репаративной 
пролиферации – этот эффект также наблюдает-
ся и  в данном случае. Напротив, число клеток 
Купфера увеличено – хотя и не очень сильно, но 
во всех группах статистически значимо. 

Сопоставление групп бинарной экспозиции с 
группами, подвергавшимися соответствующим 
двум изолированным, а также с группой полной 
тройной комбинации создает впечатление о су-
баддивности как преобладающем типе комби-
нированной гепатотоксичности рассматривае-
мых МеО-НЧ, что в целом подтвердилось и при 
RSM-моделировании (рис. 7). Отметим также, 
что уменьшение дозировки тройной комбина-
ции вдвое ослабило гепатотоксический эффект 
только по прямому его морфометрическому по-
казателю (а именно по числу безъядерных гепа-
тоцитов).

Генотоксический эффект ранее изучавших-
ся нами наночастиц in vivo оценивался показа-
телем «коэффициент фрагментации» (Кфр) в 
ПДАФ-тесте на геномной ДНК, выделявшейся из 
клеток различных органов и тканей.  В ряде ис-

 

        
а 

 
б 

 

Рис. 5.  Изоболограммы комбинированной субхронической токсичности, оцениваемой по потере щёточной каёмки 
эпителием почечных канальцев: (а) SiO2-НЧ + TiO2-НЧ   (однофакторный эффект TiO2-НЧ  с незначимой аддитивностью ); (б) 
SiO2-НЧ + Al2O3-НЧ (аддитивность с тенденцией к синергизму); (в) TiO2-НЧ + Al2O3-НЧ (тот же тип действия). На осях дозы 
соответствующих МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта (в %%)

Рис. 6. Изоболограммы комбинированной субхронической токсичности Al2O3-НЧ + TiO2-НЧ, оцениваемой по десквамации 
эпителия почечных канальцев: (a) аддитивность однонаправленного действия в отсутствии третьего  MeО-НЧ, (б) 
супераддитивность – на фоне действия SiO2-НЧ (пример трёхфакторного действия, относимого к классу А).  На осях дозы 
соответствующих МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта (в %%)

 
а 

 
б 

 
в 

 



24

Таблица 2
Морфометрические показатели состояния печёночных долек у крыс после субхронического 

воздействия Al2O3-НЧ, TiO2-НЧ и SiO2-НЧ раздельно либо в  комбинациях (x±s.e.)

Число 
клеток 

данного 
вида на 

100 

Группа, получавшая в/б МеО-НЧ

Конт-
роль Al2O3 TiO2 SiO2

Al2O3 + 
TiO2

Al2O3 
+ 

SiO2

TiO2 + 
SiO2

Al2O3 + 
TiO2+ SiO2 
в половин-
ной дози-

ровке

Al2O3 + 
TiO2+ SiO2 
в полных 

дозах

Al2O3 + 
TiO2+ SiO2 
в полных 
дозах на 

фоне БПК

Безъядер-
ные 

гепатоциты

10,30 
± 

1,09

17,60 
± 

0,98*

41,27 
± 

1,36*

39,67 
± 

2,58*

29,45 
±

1,47*

41,88 
± 

1,72*

41,90 
± 

1,48*

16,92
± 

0,81 *#

31,85
± 

1,74*

27,13
± 

1,20*#

Двуядер-
ные гепа-

тоциты

6,65 
± 

0,83

5,67 
± 

0,55

4,13 
± 

0,47*

3,27 
± 

0,46*

5,13 
± 0,46

3,13 
± 

0,37*

3,75 
± 

0,52*

5,00
± 

0,33*

4,05
± 

0,78*

3,35
± 

0,32*

Клетки 
Купфера

14,28 
± 

0,45

18,07 
± 

0,62*

21,43 
± 

0,68*

21,03 
± 

0,62*

19,58 
± 

0,60*

18,80 
± 

0,72*

21,05 
± 

0,53*

20,58
± 

0,48*

20,08
± 

0,75*

18,58
± 

0,53*

Примечание: значком * обозначено статистически значимое (P<0,05 по t Стьюдента) отличие от соответствующего 
контрольного показателя; # - от показателя группы,  получавшей тройную комбинацию в полой дозировке без БПК. Кроме 
того отличаются статистически значимо: (1)  по всем показателям группа, подвергавшаяся воздействию Al2O3-НЧ  -  от 
групп изолированного воздействия двух других МеО-НЧ;  (2) по числу безъядерных гепатоцитов группа, подвергавшаяся 
воздействию (Al2O3-НЧ + TiO2-НЧ)  -  от групп изолированного воздействия обоих компонентов; группа, подвергавшаяся 
воздействию (Al2O3-НЧ + SiO2-НЧ)  -  от группы изолированного воздействия Al2O3-НЧ; группа, подвергавшаяся 
воздействию (Al2O3-НЧ + ТiO2-НЧ)  -  от группы изолированного воздействия Al2O3-НЧ; (3) по числу двуядерных гепатоцитов 
группа, подвергавшаяся воздействию (Al2O3-НЧ + SiO2-НЧ)  -  от группы изолированного воздействия Al2O3-НЧ; (4) по числу 
клеток Купфера группа, подвергавшаяся воздействию (Al2O3-НЧ + ТiO2-НЧ) - от группы изолированного воздействия TiO2-
НЧ; группа, подвергавшаяся воздействию (Al2O3-НЧ + SiO2-НЧ) - от группы изолированного воздействия SiO2-НЧ

 
а 

 
б 

 Рис. 7. Изоболограммы комбинированной субхронической токсичности SiO2-НЧ + TiO2-НЧ, оцениваемой по увеличению 
числа клеток Купфера: (a) субаддитивность однонаправленного действия в отсутствии третьего MeО-НЧ, (b) аддитивность – 
на фоне действия Al2O3-НЧ (пример трёхфакторного действия, относимого к классу А). На осях дозы соответствующих МеО-
НЧ в мг на крысу; числа на изоболах обозначают величину эффекта (%%)
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Tаблица 3
Повышение коэффициента фрагментации (Кфр) геномной ДНК в ПДАФ-тесте на ядросодержащих 

клетках крови крыс после субхронического воздействия различных МеО-НЧ раздельно,  
в бинарных и тройной комбинациях (х ± s.e.)

Воздействие Кфр

Аl2О3-НЧ 0,4470+0,0038*+х

TiО2-НЧ 0,4328+0,00548*

SiО2-НЧ 0,4288+0,0061*

Al2О3-НЧ +TiО2-НЧ 0,5416+0,0046*@

Al2О3-НЧ +SiО2-НЧ 0,4872+0,0041*х@

TiО2-НЧ+SiО2-НЧ 0,4391+0,0061*+ х

Al2О3-НЧ+TiО2-НЧ+SiО2-НЧ (половинные дозы) 0,4849+0,0068*+ х@

Al2О3-НЧ +TiО2-НЧ+SiО2-НЧ (полные дозы) 0,6430+0,0189*+ х@

Al2О3-НЧ +TiО2-НЧ+SiО2-НЧ (полные дозы) +БПК 0,4742+0,0067*+ х@

БПК 0,4143+0,0047

Контроль 0,4023+0,0064

Примечание: Значками обозначены показатели, отличающиеся статистически значимо (P<0,05 по t Стьюдента): * - от 
контрольного показателя, + - от показателя   при воздействии  TiО2-НЧ, х - от показателя при воздействии SiО2-НЧ, @ - от 
показателя при воздействии SiО2-НЧ.  Кроме того, статистически значимо различие между группами, получавшими 
тройную комбинацию MеO-НЧ в полной и в половинной дозировке, а также в полной дозировке и в такой же дозировке на 
фоне БПК

следований было найдено, что генотоксичность 
НЧ серебра и золота [3], оксидов марганца и ни-
келя [6], оксидов меди, свинца и цинка [5, 9]  явля-
ется полиорганной. При этом оказалось, что хотя 
степень повышения  показателя Кфр может быть 
различной для разных органов, однако сравни-
тельная генотоксичность разных НЧ, оценива-
емая для всех органов,  как правило, однозначна.  
Поэтому  в дальнейших исследованиях мы соч-
ли возможным ограничиться ПДАФ-тестирова-
нием одного рода клеток целостного организма, 
а именно ядросодержащих клеток циркулирую-
щей крови.   

Судя по этому тесту, все три МеО-НЧ дали 
статистически значимый дозозависимый гено-
токсический эффект (Табл. 3). При этом срав-
нительная генотоксичность изученных наноча-
стиц убывает в последовательности Al2О3-НЧ 
>> TiО2-НЧ ≥ SiО2-НЧ. (Ещё раз отметим, что 
более высокий эффект действия Al2О3-НЧ по 
сравнению с SiO2-НЧ  и TiO2-НЧ особо суще-
ственен, принимая во внимание, что дозировка 
первого была вдвое меньшей.)  Изоболограм-
мы  RSM-модели, которые мы не приводим 

ввиду ограниченного  объёма статьи, показа-
ли, что для пары (SiO2-НЧ + TiO2-НЧ) по всей 
области доз и ответов действительно выявлена 
субаддитивность, а для пары (TiO2-НЧ + Al2O3-
НЧ) – несомненная супераддитивность, кото-
рая для пары (SiO2-НЧ + Al2O3-НЧ) выступа-
ет лишь как едва заметное (и статистически не 
значимое) отклонение от аддитивности. При 
этом сопоставление изоболограмм для той или 
иной бинарной комбинации в отсутствии или 
в присутствии третьего фактора свидетель-
ствует о том, что если в качестве этого фоно-
вого фактора рассматривается Al2O3-НЧ, то 
явная субаддитивность действия двух осталь-
ных переходит в аддитивность с тенденцией к 
супераддитивности, то есть в тип комбиниро-
ванного действия, более неблагоприятный для 
организма (класс А). Если же третьим фак-
тором является TiO2-НЧ, то генотоксичность 
комбинации  (SiO2-НЧ + Al2O3-НЧ), являвшая-
ся без этого фактора строго аддитивной, при-
ближается к однофакторной, определяемой в 
основном дозой Al2O3-НЧ, что менее неблаго-
приятно (класс В). Наконец, добавление SiO2-
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НЧ к комбинации (ТiO2-НЧ + Al2O3-НЧ) фак-
тически не изменила супераддитивный тип её 
действия (класс С). Особо отметим, что фраг-
ментация ДНК была на фоне приёма БПК 
ослаблена даже в большей степени, чем при 
уменьшении вдвое действующей дозы трёх  
МеО-НЧ. 

Заключение. Субхроническая интоксикация, 
развившаяся под влиянием МеО-НЧ, изученных 
в настоящем исследовании, характеризовалась  
относительно малым числом сдвигов  функцио-
нальных и биохимических интегральных показа-
телей.  Вместе с тем, морфометрические показа-
тели токсического повреждения почек и печени 
свидетельствуют о несомненной органо-токсич-
ности всех изученных МеО-НЧ, качественно од-
нотипной, но выраженной  неодинаково сильно. 
В полном соответствии с ранее накопленными 
данными по другим МеО-НЧ, ПДАФ-тест вы-
явил, что при  изученных нано-интоксикациях 
имеет место усиленная фрагментация геномной 

ДНК.  По большей части всех этих неблагопри-
ятных эффектов наночастицы оксида алюминия 
оказались наиболее активными.

В том, что касается типологии комбинирован-
ной  токсичности, наши новые результаты также в 
принципе сходны с ранее полученными не только 
для других МеО-НЧ, но и для метало-ионов, под-
тверждая её неоднозначность для одной и той же 
пары действующих  токсикантов в зависимости 
от соотношения доз, от конкретного эффекта, по 
которому эта токсичность оценивается, а нередко  
и от выраженности такого эффекта. С методиче-
ской точки зрения, получено новое подтверждение 
того, что Response Surface Methodology является 
адекватным способом математического модели-
рования комбинированной токсичности. 

Многие неблагоприятные эффекты действия 
комбинации [Al2O3-НЧ+TiO2-НЧ+SiO2-НЧ], 
включая её генотоксичность, были существен-
но ослаблены пероральным назначением ком-
плекса безвредных биопротекторов.
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Stable suspensions of metal/metalloid oxide nanoparticles (MeO-NPs) obtained by laser ablation of 99.99% 
pure elemental aluminum, titanium or silicon under a layer of deionized water were used separately or in different 
combinations to induce subchronic intoxications in rats. To this end, MeO-NPs had been repeatedly injected 
intraperitoneally (i.p.) 18 times during 6 weeks before a large number of functional, biochemical and morphometric 
indexes for the organism’s status were measured. It was found that, in many respects, the Al2O3-NPs were the most 
toxic as such and the most dangerous component of the studied combinations. Mathematical modeling with the help 
of the Response Surface Methodology has shown that the response of the organism to a simultaneous exposure 
to any two of the MeO-NPs under study is characterized by all possible types of combined toxicity (additivity, 
subadditivity or superadditivity of unidirectional action and different variants of opposite effects) depending on 
which outcome this type is estimated for as well as on the levels of the effect and dose. With any third MeO-NP 
species acting in the background, the type of combined toxicity displayed by the other two can change significantly. 
Many adverse effects produced by the [Al2O3-NP+TiO2-NP+SiO2-NP]-combination, including its genotoxicity, 
were substantially attenuated by giving to rats per os during the entire exposure period complex of innocuous 
bioprotective substances.

Keywords: nanoparticles, subchronic effects, comparative and combined toxicity, bioprotectors.
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