
Как известно, широкое применение нано-
структур в различных областях биомедицины 
обусловлено появлением уникальных свойств 
у традиционных материалов при их переходе 
в нанодисперсное состояние, открывающих новый 
спектр возможностей практического применения 
[1, 6, 19]. Неоспорима востребованность нано-
частиц (НЧ) металлов и их оксидов в наномеди-
цине [2, 5]. Они способны выступать в качестве 
основных действующих источников пищевых 
веществ, в особенности микроэлементов, носи-
телей лекарственных средств, маркеров и многих 
других функциональных элементов медицинских 
препаратов и изделий [10, 14]. Не теряет своей 
актуальности изучение биологических свойств, 
т. е. способности нанообъектов к взаимодействию 
с живыми организмами и составляющими их 
структурами [3, 21]. Малоизученными остаются 
вопросы возможных нежелательных биологиче-
ских эффектов — последствий новых специфич-
ных свойств нанометаллов при их использовании 
in vivо. Для обеспечения безопасного использова-
ния в биомедицинских целях уникальных возмож-
ностей наноструктур, в частности эссенциаль ных 

металлов, а также дальнейшего поиска способов 
нивелирования побочных токсических эффектов, 
необходим разносторонний подход к изучению их 
свойств, в первую очередь затрагивающих воз-
действия на организменном уровне. В этой связи 
целью данного исследования было изучение мор-
фофункционального состояния печени крыс при 
воздействии на организм НЧ ZnО (95 нм) и CuО 
(90 нм).

Матери а л  и  ме т о ды .  Исследования проведены на 
базе экспериментально-биологической клиники (вивария) 
Оренбургского государственного университета на самцах 
крыс линии Вистар массой 150–170 г, находившихся в стан-
дартных условиях на естественном для грызунов корме. Для 
исследований были сформированы 5 групп крыс: животным 
1-й группы (контроль) внутрибрюшинно вводили изотониче-
ский раствор хлорида натрия; 2-й группы — НЧ ZnO в дозе 
1,75 мг/кг; 3-й группы — НЧ ZnO (8,9 мг/кг); 4-й группы — 
НЧ CuО (12,5 мг/кг); 5-й группы — НЧ CuО (37,5 мг/ кг). 
Введение суспензий НЧ проводили однократно в объеме, 
составляющем 1–2% массы тела. По 3 особи каждой группы 
декапитировали под нембуталовым наркозом через 1, 7 и 
21 сут после инъекции. Экспериментальные исследования на 
животных проводили в соответствии с инструкциями, реко-
мендуемыми Российским регламентом, 1987 г. и «The Guide 
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for the Care and Use of Laboratory Animals (National Academy 
Press Washington, D. C. 1996)». Приготовление суспензии НЧ 
для введения проводили путем диспергирования нанопорош-
ков в изотоническом растворе хлорида натрия на ультра-
звуковом диспергаторе УЗДН-2Т («НПП Академприбор», 
Россия), в режиме: 3-кратное диспергирование по 1 мин 
с перерывом 3 мин (табл. 1).
Кусочки печени фиксировали в 10% нейтральном форма-

лине и заливали в парафиновую смесь HistoMix (Эргопро-
дакшн, Россия). Печень изучали на гистологических срезах 
толщиной 5–6 мкм, изготовленных на полуавтоматическом 
микротоме МЗП 01 (Техном, Россия) и окрашенных гематок-
силином — эозином. Для выявления запрограммированной 
клеточной гибели гепатоцитов (апоптоза) иммуногистохи-
мически выявляли экспрессию каспазы-3 в их цитоплазме 
и ядрах в ходе окраски срезов в соответствии со стандарт-
ной процедурой, рекомендованной производителем набора 
(Biocare Medical, LLC, США). Каспаза-3 является одним 
из ферментов, принимающих участие в развитии апоптоза, 
являющегося общебиологическим, фундаментальным меха-
низмом, ответственным за поддержание постоянства числен-
ности клеток, формообразование, выбраковку дефектных 
клеток [4]. Определяли относительное содержание иммуно-
позитивных клеток при подсчете 1000 клеток и выражали 
в ‰. Основные данные, полученные в исследованиях, были 
обработаны с использованием программ «Excel» и «Statistica 
10». Оценку статистической значимости эффектов оценива-
ли по U-критерию Манна—Уитни и критическим уровнем 
значимости считали P<0,05.

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Морфо-
функ циональное состояние печени крыс при 
введении НЧ ZnO. При введении НЧ ZO в дозе 
1,75 мг/кг через 1 сут гистологическое строение 
печени экспериментальных крыс было близко 
к таковому у контрольной группы животных. 
Несмотря на сохранение долькового строения 
печени и пластинчатого расположения гепато-
цитов, сами пластинки были расширены за счет 
увеличения размеров гепатоцитов, в цитоплазме 
которых были выявлены мелкие вакуоли. На 
7-е сутки наблюдалось нарастание патоморфо-
логических изменений с развитием диффузного 
вакуольного гепатоза, нарушений кровообраще-
ния в виде усиленного полнокровия центральных 
вен и синусоидных капилляров с развитием ста-
зов и некробиотических процессов в гепатоцитах 
(лизиса цитоплазмы, кариорексиса и кариоли-
зиса). Отмечено формирование мелких очагов 
центролобулярных некрозов гепатоцитов. Через 
21 сут после инъекции изменения в гистологиче-
ском строении печени уменьшались. Нарушение 

кровообращения проявлялось только умеренным 
полнокровием портального тракта, дистрофиче-
ские изменения имели мелкокапельный характер, 
занимая, тем не менее, обширные участки. Некроз 
наблюдался среди немногочисленных гепатоци-
тов.

Увеличение дозы вводимых НЧ ZnO до 
8,9 мг/ кг — животным 3-й подопытной группы, 
уже через 1 сут после инъекции усиливало пато-
логические изменения, по сравнению с таковыми 
у животных 2-й группы. Полнокровие сосудов 
портального тракта сопровождалось отеком пече-
ночных пластин и усилением периваскулярной 
клеточной пролиферации. В отдельных участках 
долек обнаруживались мелкие очаги некроза, 
объединяющие несколько гепатоцитов с полным 
их рексисом и лизисом (рис. 1).

Спустя 7 сут, по-прежнему наблюдался диф-
фузный гепатоз с тотальной дистрофией цито-
плазмы гепатоцитов. Очаги их некроза захва-
тывали небольшие участки долек. Полнокровие 
расширенных центральных вен и синусоидных 
капилляров сопровождалось набуханием стенок 
как сосудов, расположенных между дольками, 
так и центральных вен. На 21-е сутки патологи-
ческие изменения уменьшались. Дистрофические 
нарушения строения гепатоцитов наблюдались 
локально и проявлялись зернистыми и мелковаку-
ольными изменениями цитоплазмы. Выявлялись 
островки пролиферации гепатоцитов, где их раз-
меры были несколько меньше, они были рас-
положены теснее, имели более крупные, ядра, 
что свидетельствовало об активизации процессов 
регенерации в печени.

Оценка экспрессии в гепатоцитах каспазы-3 
показала увеличение числа клеток в процессе 
апоптоза в обеих подопытных группах, начиная 
с 1-х суток после введения НЧ ZO (табл. 2). 
Наиболее высокие показатели в этот период были 
отмечены у крыс под действием меньшей дозиров-
ки, но с отчетливо выраженной общей тенденцией 
нарастания степени экспрессии к 7-м суткам у 
крыс 2-й и 3-й подопытных групп. Наибольшая 
разница с контролем в это время наблюдалась 
при введении максимальной дозы НЧ (8,9 мг/
кг). Иммунопозитивные клетки обнаруживались 

Таблица  1

Характеристика наночастиц

Наименование 
наночастиц

Размер 
наночастиц, 

нм
Химический и фазовый состав Метод получения

Удельная 
поверхность 

(S
уд, 
м2/г)

Гидро динами-
ческий радиус, 

нм

Ζ-потенциал, 
мВ

CuO 90 Оксид двухвалентной меди, 
CuO 99,6% масс

Плазмохимический 
синтез

14 139±16,2 47±0,1

ZnO 95 ZnO: 96%; Оксиды других 
металлов: не более 4%

Плазмохимический 
синтез

9 120±25 25±3,0
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в основном вокруг междольковых вен (см. рис. 1, 
б).

Через 21 сут количество иммунопозитивных 
гепатоцитов значительно сократилось в обеих 
подопытных группах по сравнению с контролем.

Морфофункциональное состояние печени 
крыс при введении НЧ CuO. Для печени через 
1 сут после введения НЧ CuO в дозе 12,5 мг/кг 
(4-я группа) было характерно полнокровие цен-
тральных вен и синусоидных капилляров, сопро-
вождающееся отеком печеночных пластинок и их 
дискомплексацией, преимущественно в централь-
ных частях долек. Отмечено большое количество 
звездчатых макрофагов (клеток Купфера). К 7-м 
суткам после инъекции развивался диффузный 
мелко- и крупнокапельный вакуольный гепатоз 
с разрушением структуры пластинок гепатоцитов 
и формированием мелких очагов некроза. Тяжесть 
степени поражения печени под действием НЧ CuO 

подтверждалась гистологическими изменениями 
на 21-е сутки после их введения. Процессы нару-
шения кровообращения в виде усиленного полно-
кровия, явлений стаза и тромбоза синусоидных 
капилляров сочетались с дископлексацией гепато-
цитов и образованием не только диффузной ваку-
ольной дистрофии, но и обширных очагов некро-
за. Отмечена пролиферация эндотелия, набухание 
интимы и средней оболочки сосудов. Увеличение 
дозировки НЧ CuO до 37,5 мг/кг (5-я группа) 
приводило к развитию через 1 сут наблюдения 
патологических изменений печени, схожих с тако-
выми в 4-й группе. Центральная вена и синусо-
идные капилляры были расширены, переполне-
ны кровью. Размер печеночных пластинок был 
увеличен в результате набухания и гипертрофии 
гепатоцитов. Гепатоз имел очаговый характер 
с преимущественной локализацией в центральных 
частях долек. Через 7 сут наблюдалась диффузная 
вакуольная дистрофия преимущественно крупно-
капельного характера, распространялась на гепа-
тоциты всей дольки, с разрушением структуры 
пластинок и формированием крупных сливных 
очагов некроза (рис. 2).

На фоне тяжелых деструктивных изменений 
печени, при введении НЧ CuO результаты имму-
ногистохимической реакции на каспазу-3 были 
неоднозначны (см. табл. 2).

Наблюдалась активация экспрессии марке-
ра только через 1 сут после введения НЧ в дозе 
37,5 мг/кг, причем в наибольшей степени у живот-
ных 3-й группы. Продукт реакции был обнаружен 
преимущественно в виде светлых гранул грязно-
желтого цвета в цитоплазме небольшого числа 
гепатоцитов.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Выявленные морфологические изменения в ткани 

Рис. 1.  Печень крысы через 1 (а) и 7 сут (б) после инъекции наночастиц ZnO в дозе 8,9 мг/кг.

а — тяжелая вакуольная дистрофия гепатоцитов; усиленная клеточная пролиферация по ходу портального тракта; б — усиление экс-
прессии каспазы-3 в цитоплазме и ядрах перипортальных гепатоцитов (желто-коричневая окраска). а — окраска гематоксилином—
эозином; б — иммуноцитохимическая реакция. Ув. 400

а б

Таблица  2

Показатели экспрессии антигена каспазы-3 
в гепатоцитах у крыс при введении наночастиц (НЧ) 

оксида цинка и оксида меди (x–±sx–, ‰)

Группы животных и 
дозы введенных НЧ, 

мг/кг

Срок после введения, сутки

1-е 7-е 21-е

1-я (контроль) 0,77±0,14 0,77±0,14 0,77±0,14

ZnO:

2-я (1,75) 2,3±0,5* 3,6±1,1** 1,9±0,6

3-я (8,9) 1,9±0,6 6,3±1,9** 2,8±0,8*

1-я (контроль) 0,60±0,15 0,60±0,15 0,60±0,15

CuO:

2-я (12,5) 0,90±0,23 0,57±0,23 0,56±0,16

3-я (37,5) 7,2±1,4** 0,96±0,23 0,59±0,19

* Различия значимы по сравнению с контролем при Р≤0,01; ** при 
Р≤0,001.



47

Том 151. № 1 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

печени у крыс после однократного введения НЧ 
ZnO и CuO свидетельствуют о гепатотропном воз-
действии этих нанометаллов даже в минимально 
выбранной концентрации и напрямую зависят от 
дозы НЧ. Выявлена разница в степени тяжести 
изменений — необратимого характера (вплоть 
до 21-х суток) после инъекции НЧ CuO и отно-
сительное восстановление структуры печени и 
активизация в ней процессов регенерации к этому 
времени у крыс, получивших НЧ ZnO. В качестве 
одного из вариантов развития и прогрессирова-
ния деструктивных процессов, после 1-кратного 
ведения НЧ в обеих группах можно рассматри-
вать дисциркуляторные нарушения в органе [17]. 
Подобные патологические изменения выявлены 
И. В. Мильто и И. В. Суходоло [7], которые уста-
новили, что внутривенное введение НЧ магнетита 
вызывает ряд патологических изменений во вну-
тренних органах у крыс, в том числе и в печени, 
где обнаружены дистрофические и некротические 
изменения гепатоцитов, а также комплекс гемо-
динамических нарушений. К возможным меха-
низмам токсического эффекта исследуемых НЧ 
можно отнести как прямое их цитотоксическое 
действие на гепатоциты, так и опосредованные 
пути воздействия. В числе последних предполо-
жительно могут выступить следующие: 1) нару-
шение микроциркуляторного русла в результате 
образования агломератов НЧ, с последующей 
эмболией сосудов и развитием гипоксических 
повреждений клеток [11], 2) запуск свободно-
радикальных процессов, обусловленных прежде 
всего поверхностными свойствами НЧ [16, 18] и 
приводящих к повреждению и даже разрушению 
клеточных структур по механизму окситоза (апоп-
тоза, вызванного окислительным стрессом) [20]. 
Факт активации процессов свободнорадикального 
окисления под действием НЧ ZnO был установ-
лен в исследованиях на молоди карпа (Cyprinus 
carpio), а наиболее уязвимыми в этом отношении 
внутренними органами были мозг и печень [15]. 
Способность НЧ CuO, ZnO (50–70 нм) к механи-
ческому разрушению клеточных мембран, веро-
ятно, может лежать в основе прямого механизма 
деструкции гепатоцитов [12]. В подтверждение 
данного предположения выступает и факт уста-
новления цитотоксичности наночатиц CuO, ZnO 
(300–500 нм) в эксперименте с эпителиальными 
клетками человека [20]. В числе причин установ-
ленной высокой цитотоксичности НЧ CuO (20 нм) 
при их интратрахеальном введении крысам, рас-
сматриваются как внутриклеточный релиз ионов 
меди при их растворении, так и прямой контакт 
персистирующих частиц с клеточными органел-
лами (в первую очередь митохондриями) и их 
повреждение [8]. Механические разрушения в 
клетках, в свою очередь, могут способствовать 

активации клеточной системы мононуклеарных 
фагоцитов, захватывающих и накапливающих 
наноразмерные частицы [9], развитию воспале-
ния, а также, возможно, и индукции апоптоза в 
печени, а именно усилению экспрессии проапоп-
тотического белка каспазы-3, выявленной нами в 
печени животных экспериментальных групп. Так 
как клетки, находящиеся в состоянии апоптоза, 
теряют функциональную состоятельность, то это 
непосредственно оказывает влияние на функции 
органа в целом. Возможным объяснением проя-
вившейся в экспериментальных группах разной 
степени экспрессии каспазы-3 в печени, с види-
мым превосходящим эффектом при введения НЧ 
ZnO, на фоне менее выраженных морфологиче-
ских изменений в печени, может стать наличие 
различных механизмов развития некробиотиче-
ских процессов, напрямую связанных с отличи-
тельными физико-химическими характеристика-
ми исследуемых НЧ. Различия в степени тяжести 
патологических процессов в печени в подопытных 
группах аналогично можно обосновать отличиями 
в физико-химических параметрах НЧ CuO и ZnO: 
разницей в показателях поверхностного заряда 
[13] и площади удельной поверхности, имеющих 
большее значение у НЧ CuO, что, по-видимому, 
и способствовало более выраженному гепато-
токсическому воздействию у подопытных крыс, 
которым инъецировали данные НЧ.

Таким образом, по тяжести поражения пече-
ни, обратимости морфологических изменений 
и уровню активации проапоптотического белка 
каспазы-3, можно судить о наличии гепатотокси-
ческого эффекта у НЧ CuO и ZnO, при их одно-

Рис. 2.  Печень крысы через 7 сут после инъекции наночастиц 
CuO в дозе 37,5 мг/кг.

Полнокровие, стаз в центральной вене и синусоидных капил-
лярах; вакуольная дистрофия, некроз гепатоцитов. Окраска: 
гематоксилином—эозином. Ув. 400
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кратном внутрибрюшинном введении лаборатор-
ным животным, в большей степени выраженного 
у крыс, получавших НЧ CuО (90 нм).

Работа выполнена при поддержке Российского научного 
фонда, грант № 14-36-00023.
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HEPATOTOXIC EFFECT OF NANOPARTICLES 
OF METAL OXIDES (ZNO AND CUO)

O. Yu. Sipaylovа1, G. I. Korneyev3, S. A. Miroshnikov1, 2, 
Ye. A. Sizova2, 4, Ye. A. Rusakova1

The liver was examined in rats (n = 15) after a single intraperi-
toneal injection of nanoparticles of ZnO (95 nm) and CuO (90 
nm). Histological sections were stained with hematoxylin–eosin. 
To detect hepatocyte apoptosis, the expression of caspase-3 was 
studied using an immunohistochemical reaction; the proportion 
of immunopositive cells was counted. It was demonstrated that 
hepatotoxic effect of nanoparticles studied was similar. Most sig-
nificant destructive and irreversible changes (severe circulatory 
disorders, focal and / or total necrobiotic processes, changes in 
the architectonics of the organ) were found in the experimental 
group which received injections of CuO nanoparticles. The 
demonstrated activation of caspase-3 depended not only on the 
dose and time period after injection, but also on the degree of 
degenerative changes in the liver during administration of the 
nanoparticles. However, comparatively severe liver lesions were 
accompanied by considerably insignificant (in comparison with 
the control) activation of the enzyme. This trend was most evi-
dent in the group of animals that received CuO nanoparticles.

Key words: liver, hepatocytes, apoptosis, caspase 3, metal 
nanoparticles
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