
В литературе описаны как позитивные, так и 
негативные эффекты контакта наноматериалов и 
живых систем. Так, созданы повязки с кристалли-
ческим серебром для лечения ран, ожогов, трофи-
ческих язв [17]. Различия влияния солей металлов 
и наночастиц металлов на биологические объекты 
связаны с особенностями их физико-химических 
и биологических свойств: токсичность наноча-
стиц металлов в 7–50 раз меньше, чем солей, они 
оказывают полифункциональное и пролонгиро-
ванное действие, легко проникают во все органы 
и ткани, в биотических дозах стимулируют обмен-
ные процессы и т. д. [3, 7, 9, 11]. В то же время, 
наночастицы могут оказывать на живые системы 
патологическое действие и приводить к гибели, 
например, изменения в легких при внутритра-
хеальной затравке наноуглеродными трубками, 
формирование отёка мозга и нарушение функ-
ции гематоэнцефалического барьера при действии 

наночастиц серебра, меди, алюминия, кремния, 
углерода и металлических оксидов [13, 16, 18]. 
Изучены степень повреждения ДНК и токсич-
ность наночастиц оксидов различных металлов 
[12, 15].

В то же время, отсутствуют сведения об изме-
нении структурно-функционального состояния 
тканей животных при увеличении нагрузки метал-
лами в виде наночастиц на организм, отсутствуют 
критерии, по которым можно решить вопрос о 
безопасности введения данного наноматериала. 
В связи с этим целью настоящей работы было 
исследование изменения показателя апоптоза и 
структуры тканей при увеличении нагрузки нано-
частицами меди (НЧМ) на организм.

Ма т е р и а л  и  м е т о ды . Исследования проведе-
ны в условиях экспериментально-биологической клиники 
Оренбургского государственного университета на 78 (39 
подопытных и 39 контрольных) белых крысах-самцах линии 
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почек и сенсомоторной зоны коры большого мозга. Введение НЧМ проводили 1 раз в неделю на протяжении 12 нед. 
Изучаемые органы исследовали с использованием гистологических, иммуногистохимических и морфометрических мето-
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мально переносимой дозы), приводит к появлению признаков дистрофии и некроза тканей. Полученные данные позволяют 
предложить в качестве критерия для оценки безопасности введения НЧМ в организм — показатель готовности клеток к 
апоптозу, определенные по экспрессии каспазы-3.
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Вистар массой 150–180 г, находившихся в стандартных 
условиях вивария на естественном для грызунов корме, 
которым 1 раз в неделю на протяжении 12 нед вводили 
(всего 12 инъекций) в бедренную группу мышц суспензию 
НЧМ в дозе 2,0 мг/кг массы животного. Экспериментальные 
исследования проводили в соответствии с инструкциями, 
рекомендуемыми Российским Регламентом, 1987 г. и «The 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National 
Academy Press Washington, D. C. 1996)». НЧМ получали 
методом высокотемпературной конденсации с последующей 
модификацией кислородом на установке Миген-3 (ИХФ 
РАН им. Н. Н. Семенова, Россия) [4]. Средний размер 
НЧМ составляет 103,0±2,0 нм; кристаллической меди в ядре 
частиц содержится 96±4%, меди оксида — 4,0±0,4%; толщи-
на оксидной пленки на поверхности наночастиц — 6 нм [1]. 
Диспергирование нанопорошка меди проводили в изотони-
ческом растворе на ультразвуковом диспергаторе УЗДН-2Т 
(Укрросприбор, Украина) в режиме: 3-кратное диспергирова-
ние по 1 мин с перерывом 3 мин. Животных декапитировали 
под нембуталовым наркозом по следующей схеме: через 3 ч, 
1, 3, 7 сут после каждой инъекции. Животным контрольной 
группы вводили дистиллированную воду и умерщвляли в те 
же сроки. На каждую временную точку в опыте и контроле 
приходилось по 3 животных.
Фармакотоксическая зона модифицированных НЧМ начи-

нается с максимально переносимой (МПД) дозы 10 мг/кг, 
LD50 составляет 15 мг/кг, LD100 — 30 мг/кг массы живот-
ного [1, 9]. Учитывая эти данные, для изучения структурно-
функционального статуса органов и тканей животных при 
увеличении на организм нагрузки НЧМ, была взята одно-
кратная доза введения 2 мг/кг массы животного, позволяю-
щая при 5-кратном введении НЧМ достичь МПД — 10 мг/кг 
массы животного, при 12-кратном введении — дозы, близкой 
к LD100 — 24 мг/кг массы животного.
Для световой микроскопии и иммуногистохимического 

исследования селезенку, печень, почки, кору большого мозга 
фиксировали в 10% нейтральном формалине. Парафиновые 
срезы толщиной 5–6 мкм окрашивали гематоксилином 
Майера — эозином. При помощи окулярной точечной сетки-
вставки в селезенке определяли объемную плотность белой 
пульпы, герминативных центров, периартериальных лимфо-
идных муфт.
Готовность клеток различных тканей к апоптозу при 

увели чении на организм нагрузки НЧМ оценивали по экс-
прессии каспазы-3. Иммуногистохимические исследования 
проводили на парафиновых срезах, используя моноклональ-
ные антитела (к каспазе-3) и систему визуализации (Bio 
Genex Super Sensitive Detection System, США. Определяли 
долю иммунопозитивных клеток из 1000 гепатоцитов, эпи-
телиоцитов проксимальных канальцев почек, клеток белой 
пульпы селезенки и выражали в промилле. Количество 
глиоцитов, экспрессирующих каспазу-3, в коре большого 
мозга подсчитывали на условной единице площади среза. Для 
выявления НЧМ в исследуемых органах был применён метод 
с солянокислым бензидином и тиоцианатом аммония [8].
Статистическую обработку полученных данных про-

водили c использованием пакета программ «Statistica 5.5 
for Windows» и программного пакета «MS Excel 2000». 
Значимость различий сравниваемых показателей определяли 
по t-критерию Стьюдента и считали значимыми при P≤0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я . После вве-
дения в мышцу НЧМ в дозе 2,0 мг/кг массы 

тела они в мышце не выявлялись, что связано с 
быстрым их проникновением в сосуды.

При исследовании печени через 3 ч после 
однократного внутримышечного введения НЧМ 
они были видны в васкулярной части перипор-
тальных гепатоцитов и в цитоплазме звездчатых 
макрофагов. Через 3 сут после введения НЧМ 
исчезали.

В перипортальных гепатоцитах появлялись 
признаки гидропической дистрофии, которая не 
выявлялась при исследовании органа через 7 сут 
после однократного введения наночастиц металла.

При повторном через 1 нед внутримышечном 
введении НЧМ последние выявлялись, преиму-
щественно, в васкулярной части перипорталь-
ных гепатоцитов. При этом через 1 сут после 
2-й инъекции наночастиц металла в васкулярной 
части перипортальных гепатоцитов выявлялись 
признаки гидропической дистрофии и тельца 
Каунсильмена (рис. 1, а).

При исследовании структурной организации 
селезенки в ответ на увеличение на организм 
нагрузки медью было установлено, что ее наноча-
стицы обнаруживались в красной пульпе, преиму-
щественно в макрофагах, в 1-е сутки после вну-
тримышечного введения металла и сохранялись 
в них после последующих введений. Однократное 
введение НЧМ не нарушало структуру селезенки, 
но способствовало умеренному повышению функ-
циональной активности белой пульпы, о чем свиде-
тельствовало повышение ее объемной плотности, 
а также объемной плотности герминативных цен-
тров, периартериальных лимфоидных муфт и уве-
личение численности клеток на условной единице 
площади среза в этих зонах. Морфометрические 
показатели белой пульпы после 2 и 3 инъекций 
НЧМ также свидетельствовали о повышении ее 
функциональной активности. Более значимые 
изменения морфометрических показателей белой 
пульпы наблюдались на 7-е сутки после повтор-
ного введения НЧМ. Увеличение объёмной плот-
ности лимфоидных узелков после 2-го введения 
НЧМ происходило не только за счет герминатив-
ных центров, где происходят процессы бластной 
трансформации и размножения лимфоцитов, но в 
большинстве узелков за счет мантийной и краевой 
зон, где происходят процессы дифференцировки и 
выход клеток в красную пульпу.

НЧМ были выявлены в эпителиоцитах прок-
симальных канальцев почек на 1-е сутки после 
их однократного внутримышечного введения. 
В клетках некоторых канальцев были обнаруже-
ны признаки гиалиново-капельной и гидропиче-
ской дистрофии. Однако эти нарушения не выяв-
лялись через 7 сут после однократного введения 
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Рис. 1.  Печень крысы через 1 сут после повторного внутримышечного введения наночастиц меди в дозе 2 мг/кг массы живот-
ного.

а — гепатоциты с признаками гидропической дистрофии и вакуализацией цитоплазмы (стрелки); 1 — тельце Каунсильмена; б — 
гепатоцит, экспрессирующий каспазу-3 (стрелка). а — гематоксилин Майера — эозин; б — иммуногистохимическая реакция на 
каспазу-3. Ув. 600

Рис. 2.  Корковое вещество почки (а) и сенсомоторная зона коры большого мозга (б) крысы на 7-е сутки после однократного 
внутримышечного введения наночастиц меди в дозе 2 мг/кг массы животного.

а — макрофаги, экспрессирующие каспазу-3 (стрелки); б — микроглиоциты, экспрессирующие каспазу-3 (стрелки). Имму но гисто-
химическая реакция на каспазу-3. Ув. 600

а б

а б
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наночастиц. Почечные тельца не были изменены, 
но в интерстициальной ткани чаще, чем в кон-
троле, встречались макрофаги, экспрессирую-
щие каспазу-3 (рис. 2, а). После 2-й и, особенно 
после 3-й, инъекции НЧМ количество канальцев 
с явлениями белковой дистрофии увеличивалось. 
В канальцах обнаруживались эпителиоциты с 
признаками некроза, выявлялись также локаль-
ные повреждения базальной мембраны эпителия 
канальцев.

После однократного введения НЧМ в сенсо-
моторной зоне коры большого мозга структур-
ных изменений у животных подопытной группы 
не выявлено. Метод окраски с бензидином не 
дал положительного результата, вероятно, из-за 
малого количества наночастиц, поступивших в 
тканевые элементы мозга.

В печени у контрольных животных экспрес-
сия каспазы-3 была обнаружена только в цен-
тролобулярных гепатоцитах (таблица). После 
повторного введения НЧМ клетки, содержащие 
каспазу-3, встречались и среди перипортальных 
гепатоцитов (см. рис. 1, б). Различие показателей 
экспрессии маркеров готовности гепатоцитов к 
апоптозу значимо увеличивалось по сравнению с 
контролем через 3 и 7 сут после 3-кратного вве-
дения НЧМ — через 7 сут в 2 раза (см. таблицу).

При иммуногистохимическом исследовании 
селезенки было выявлено, что на 7-е сутки после 
12-й инъекции доля клеток, экспрессирующих 
каспазу-3 в лимфоидных узелках, достигала мак-
симума, что свидетельствовало о повышении их 
готовности к апоптозу (см. таблицу).

После 3-й инъекции НЧМ значимо — в 2,5 раза 
(P<0,05) по сравнению с контролем (см. табли-
цу) — увеличивалась готовность эпителиоцитов 
проксимальных канальцев почек к апоптозу.

Иммуногистохимическое выявление клеток, 
содержащих каспазу-3, в сенсомоторной зоне 
коры большого мозга позволило обнаружить 
готовность клеток к запрограммированной гибе-
ли среди микроглиоцитов. Нервных клеток, экс-
прессирующих каспазу-3, в разные сроки после 
однократного внутримышечного введения НЧМ 
(1-, 3-, 7-, 14-е сутки) не обнаружено. Показатель 
экспрессии каспазы-3 микроглиоцитами через 1 
и 3 сут после введения НЧМ меди увеличивался 
незначимо по сравнению с контролем. Однако 
через 7 сут после однократного введения экс-
прессия каспазы-3 в микроглиоцитах (рис. 2, б) 
увеличивалась в 3 раза по сравнению с контролем, 
а через 14 сут — снижалась до показателей у кон-
трольных животных (см. таблицу).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Результаты настоящего исследования свидетель-

ствуют о том, что при внутримышечном вве-
дении НЧМ легко проникают во все органы и 
ткани. В зависимости от типа ткани, суммарной 
дозы вводимых наночастиц и времени ответа 
в них наблюдаются специфические структур-
ные изменения. При увеличении нагрузки НЧМ 
(суммарные дозы 4 и 6 мг/кг массы животных) в 
исследованных тканях были обнаружены явления 
дистрофии и некроза.

На фоне структурной реорганизации тканей 
при действии НЧМ происходят изменения пока-
зателя готовности клеток к апоптозу, так как 
микроэлементы способны модулировать апоптоз, 
т. е. по-разному влиять в зависимости от дозы [2, 
5, 6].

Следовательно, при увеличении нагрузки на 
организм НЧМ, помимо структурной реоргани-
зации тканей, происходит значимое усиление 
экспрессии каспазы-3 в микроглиоцитах коры 
большого мозга через 7 сут после однократно-
го внутримышечного введения наночастиц меди 
(доза 2 мг/кг массы животного), в гепатоцитах — 
через 3, 7 сут после 3-кратного внутримышечного 
введения НЧМ (суммарная доза — 6 мг/кг массы 
животного), в эпителиоцитах проксимальных 
канальцев почек — через 3 ч, 1, 3, 7 сут после 
3-кратного внутримышечного введения наноча-
стиц меди (суммарная доза — 6 мг/кг массы 
животного), в клетках лимфоидных узелков селе-
зенки через 3 ч, 1, 3, 7 сут после 12-кратного вну-
тримышечного введения НЧМ (суммарная доза — 
24 мг/кг массы животного).

Полученные данные свидетельствуют о высо-
кой биологической активности НЧМ при введе-
нии в организм. В сенсомоторной коре большо-
го мозга наиболее чувствительными к действию 
НЧМ в дозе 2 мг/кг оказались микроглиоциты. 
Хотя действие на них по показателю готовности 
клеток к апоптозу оказалось обратимым (через 
2 нед после 1-кратного введения НЧМ в дозе 
2 мг/ кг этот показатель не отличался от тако-
вого в контроле), однако его реализация при 
дальнейшем увеличении дозы вводимых наноча-
стиц может привести к потере клеток и вызвать 
нейродегенеративные процессы в коре большого 
мозга. Подобный эффект описан при исследова-
нии наночастиц оксида меди на модели нейробла-
стомы мышей, генотоксический эффект которых 
связан с фрагментацией, метилированием ДНК и 
хромосомными повреждениями при концентрации 
в среде 400 мг/л [14]. Гепатотоксичность и нефро-
токсичность НЧМ проявляются в дозе 6 мг/ кг. 
При этом, готовность к апоптозу наблюдается в 
припортальных гепатоцитах после 3 сут, в эпи-
телиоцитах канальцев почек — через 3 ч после 
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3-кратного введения НЧМ. Наименее чувстви-
тельной к действию НЧМ оказалась селезенка: 
в клетках лимфоидных узелков повышается экс-
прессия каспазы-3 в ответ на введение НЧМ в дозе 
24 мг/кг, т. е. близкой к LD100.

Нами установлено, что НЧМ являются моду-
ляторами апоптоза. Аналогичной особенностью 
обладают наночастицы серебра, на основе кото-
рых предложены повязки для лечения гнойных 
ран, трофических язв и ожогов. Благодаря этому 
свойству нанокристаллическое серебро сокра-
щает воспалительную стадию заживления ран и 
облегчает, таким образом, течение его начального 
периода [7].

Кроме того, на основании проведенных иссле-
дований, очевидно, что показатель готовности 
клеток к апоптозу отражает начавшиеся необ-
ратимые структурные изменения независимо от 
специфики реакции ткани на введение НЧМ. Это 
дает нам основание предложить показатель апоп-
тоза в качестве критерия для оценки безопасно-
сти введения НЧМ в организм живых систем. По 
этому показателю можно судить о допустимых 
дозах вводимого металла, об органах-мишенях, 

установить оптимальные и безопасные способы 
введения наночастиц в организм для дальнейше-
го использования их в составе лекарственных 
средств и биопрепаратов.

Работа выполнена при финансовой поддержке Россий ско-
го фонда фундаментальных исследований № 11-04-97077–
р_поволжье_а.
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Срок 
после 

введения

Объект исследования
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Клетки лимфоидных 
узелков селезенки

Микроглиоциты 
сенсомоторной коры 
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Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт
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COPPER NANOPARTICLES AS MODULATORS 
OF APOPTOSIS AND STRUCTURAL CHANGES 
IN SOME ORGANS

Ye. А. Sizova, S.А. Miroshnikov, V. S. Polyakova, 
S. V. Lebedev and N. N. Glushchenko

The effect of repeated intramuscular injection into the organ-
ism of copper nanoparticles (CNP) with the diameter of 103 
nm on the index of cell readiness to apoptosis and the structure 
of liver, spleen, kidney, as well as sensomotor cerebral cortex, 
was studied in 78 male Wistar rats. CNP were injected once per 
week for 12 weeks. The organs were studied using histological, 
immunohistochemical and morphometric methods. It was found 
that after the injections, CNP were distributed into organs and tis-
sues of animals causing structural changes that were specific for 
eaach tissue. Toxicity of CNP in respect to microgliocytes was 
demonstrated at a dose of 2 mg/kg, hepatotoxicity and nephro-
toxicity — at 6 mg/kg. The increase of CNP load on the organism 
up to toxic threshold (maximum tolerated dose) resulted in the 
appearance of signs of dystrophy and tissue necrosis. The data 
obtained suggest the application of an index of cell readiness to 
apoptosis, as assessed by caspase 3 expression, as a criterion for 
evaluation of CNP injection safety.

Key words: liver, spleen, kidney, sensomotor cerebral cortex, 
copper nanoparticles
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