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Актуальность. Определяли цитотоксичность растворов анионного поверхностно-активного вещества (ПАВ) аэ-
розоля-ОТ (АОТ), используемого в качестве стабилизатора наночастиц серебра (НЧС), в экспериментах на клетках 
эндотелия . 
цель работы: выявить отдельные вклады мономеров и мицелл стабилизатора в токсическое действие раство-
ров наночастиц . 
методы. Цитотоксичность оценивали с помощью МТТ-теста по изменениям жизнеспособности эндотелиальных 
клеток линии EA .hy926 после 24-часовой инкубации с растворами АОТ . При этом учитывали влияние ионной силы на 
критическую концентрацию мицеллообразования (ККМ) и соответственно, на соотношение мономеров и мицелл 
АОТ в растворе НЧС . 
Результаты. Получены скорректированные данные по цитотоксичности АОТ в составе раствора НЧС, которые 
позволили оценить отдельные вклады мономеров и мицелл АОТ в общий эффект препарата наносеребра . 
выводы. Предложенный нами методологический подход даёт возможность более точно оценивать токсичность 
водных растворов заряженных ПАВ, а также продвинуться в понимании механизма их действия на живые организмы 
как в качестве стабилизаторов наночастиц, так и в качестве антивирусных или антибактериальных средств для 
наружного применения в медицинской практике . 
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концентрация мицеллообразования .
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Toxicity of stabilizer molecules and micelles in studying the effect of silver 
nanoparticles on endothelial cells
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Background. Cytotoxicity of anionic surfactant aerosol-OT (AOT) used as a stabilizer of silver nanoparticles (AgNPs) was studied 
on endothelial cells . 
The aim: to determine individual contributions of AOT monomers and micelles to the toxic effect of AgNPs solution . 
methods. Cytotoxicity was evaluated using the MTT assay by changes in viability of EA .hy926 cells after 24-h incubation with 
AOT solutions . Experiments were performed with regard for the influence of ionic strength on the micelle critical concentration 
(and thus, on monomer-micelle ratio) of AOT in the AgNPs solution . 
Results. The study provided corrected data on cytotoxicity of the AOT present in the AgNPs solution, which allowed estimating 
individual contributions of monomers and micelles to the total toxic effect of nanoparticle solution . 
Conclusions. The proposed methodological approach provides more accurate estimation of charged surfactant toxicity and a 
better insight into the mechanism of their toxic effect on living organisms in using the charged surfactants either as nanoparticle 
stabilizers or as antiviral and antibacterial agents for external use in medical practice .
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введение

Как было показано недавно в ряде исследований 
на клетках in vitro [1-7], в том числе в наших экспери-
ментах на культурах нормальных и злокачественных 
клеток [5-7], в токсичность водных растворов наноча-
стиц серебра, стабилизированных поверхностно-ак-
тивными веществами (ПАВ), существенный вклад 
может вносить стабилизатор. Отсюда следовало, что 
в подобных экспериментах для выяснения собствен-
ного эффекта наночастиц необходим параллельный 
контроль токсичности водных растворов стабилиза-
тора с той же концентрацией, что и в растворах на-
ночастиц. Как уже отмечалось нами ранее [8], при 
проведении таких контрольных измерений обычно 
считалось достаточным сравнить действие раствора 
наночастиц с действием раствора стабилизатора в ди-
стиллированной воде. 

Между тем, при проведении исследований ток-
сичности наночастиц серебра (НЧС), стабилизиро-
ванных анионным ПАВ (АОТ), на клетках Jurkat, мы 
привлекли имеющиеся в литературе данные о связи 
между цитотоксичностью заряженных ПАВ и их кри-
тической концентрацией мицеллообразования (ККМ) 
[9], которая определяет соотношение концентраций 
двух разных форм существования ПАВ в растворе – 
мономеров и мицелл. Поскольку хорошо известно, 
что ККМ заряженных ПАВ зависит от ионной силы 
раствора [10], для корректного контроля токсично-
сти АОТ в растворе НЧС необходимо было опреде-
лить токсичность водного раствора АОТ не только той 
же концентрации, но и с той же ионной силой, что и 
в растворе НЧС. Для этого мы измеряли ионную си-
лу раствора НЧС и сравнивали токсичность раствора 
АОТ в дистиллированной воде и в модельном растворе 
нитрата калия с той же ионной силой, что и в растворе 
НЧС. В результате нами было показано, что в растворе 
с более высокой ионной силой токсичность АОТ су-
щественно превышает таковую для дистиллированной 
воды; это означало, что «контроль токсичности заря-
женного ПАВ следует проводить с учетом различия его 
критической концентрации мицеллообразования в во-
де и в растворе наночастиц» [8]. 

Используя эти данные, а также найденные нами 
значения ККМ АОТ в воде и растворе нитрата калия, 
мы разработали методику определения отдельных 
вкладов в цитотоксичность мономеров и мицелл АОТ. 
Были получены зависимости вклада каждой из двух 
форм АОТ от его общей концентрации в растворе; ха-
рактер этих зависимостей позволил предположить, что 
мицеллы более токсичны, чем мономеры, что может 
указывать на разный механизм взаимодействия этих 
форм ПАВ с биологической клеткой. Предложенная 
методика и результаты, полученные на клетках Jur-
kat, подробно описаны в нашей недавней публикации 
[11]. Разработанная нами общая стратегия разделения 
вкладов разных форм основана на известных свойствах 

водных растворов ПАВ и не зависит от особенностей 
исследуемого биологического объекта, поэтому были 
основания полагать, что различия в токсичности мо-
номеров и мицелл ПАВ можно выявить таким же пу-
тем на клетках другого типа. Однако, характер измене-
ний вкладов этих двух форм с концентрацией ПАВ мо-
жет зависеть от типа клеток и потому для других клеток 
может отличаться от наблюдаемого на клетках Jurkat, 
что будет указывать на вероятные отличия в механизме 
токсического действия мономеров и мицелл. 

Цель настоящей работы – определить вклады мо-
номеров и мицелл в цитотоксичность АОТ, исполь-
зуемого в качестве стабилизатора НЧС, по отноше-
нию к клеткам эндотелия. Культура клеток эндотелия 
(линия EA.hy926) была выбрана вследствие двух её 
существенных отличий от клеток Т-лимфобластной 
лейкемии человека, суспензионного типа, каковыми 
являются клетки Jurkat. Во-первых, линия EA.hy926 
– это нормальные, а не злокачественные клетки и, 
во-вторых, это клетки адгезионного, а не суспензион-
ного типа, что может существенно сказываться на чув-
ствительности клеток к токсическому действию ПАВ; 
такой вывод был нами сделан ранее при сравнении 
действия НЧС, стабилизированных АОТ, на злокаче-
ственные клетки адгезионного и суспензионного типа 
– соответственно, HELa и U937 [5].  В исследовании 
на клетках эндотелия использовались растворы АОТ 
двух концентраций. Один раствор был той же кон-
центрации (3 ммоль/л), в которой этот стабилизатор 
вводили при синтезе НЧС; как было нами показано 
ранее [11], при этой концентрации АОТ как сами на-
ночастицы в диапазоне концентраций 1-7 мкг Ag/мл, 
так и контрольный водный раствор АОТ при соот-
ветствующих разведениях демонстрировали замет-
ную токсичность для клеток Jurkat. Для определения 
вклада мономеров использовали также другой рас-
твор АОТ с концентрацией, равной его ККМ в рас-
творе НЧС (1,7 ммоль/л). Учитывая необходимость 
коррекции контроля токсичности стабилизатора 
на изменение его ККМ в растворе НЧС по сравне-
нию с дистиллированной водой [8], в обоих случаях 
растворы АОТ готовили в растворе KNO3 с концен-
трацией 8 ммоль/л, т.е. с той же ионной силой, что 
и найденная ранее для раствора НЧС, стабилизи-
рованных 3 ммоль/л АОТ. Токсичность растворов 
АОТ оценивали по изменениям жизнеспособности 
клеток эндотелия с помощью МТТ-теста. Здесь мы 
приводим основные результаты экспериментов на 
клетках и найденные из них зависимости вкладов 
мономеров и мицелл от общей концентрации АОТ 
в цитотоксическое действие растворов АОТ и НЧС.

материалы и методы исследования

Приготовление растворов АОТ. Исследовали: 
(1) 3 ммоль/л раствор АОТ (бис(2-этилгексил)суль-
фосукцината натрия, 96%, «Merck», Германия), ко-
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торый служил в качестве контрольного при инкуба-
ции клеток с растворами НЧС, синтезированных в 
водном растворе по недавно разработанной проце-
дуре [11] с 3 ммоль/л АОТ в качестве стабилизато-
ра; и (2) раствор АОТ с концентрацией 1,7 ммоль/л, 
равной его ККМ в растворе НЧС. Готовили раство-
ры АОТ в 8 ммоль/л растворе KNO3 (х.ч., «Реахим», 
Россия); использовали дистиллированную воду, как 
и при синтезе НЧС. 

Определение ККМ для АОТ в растворе KNO3. Для 
определения ККМ проводили измерения электро-
проводности на кондуктометре HI 8733 («Hanna In-
struments», США). Значение ККМ находили из зави-
симостей электропроводности от концентрации АОТ, 
вводимого из концентрированного (20 ммоль/л) рас-
твора, в раствор нитрата калия (8 ммоль/л). Методика 
измерения ККМ и обоснование выбора нитрата ка-
лия для приготовления модельного раствора с целью 
определения ККМ АОТ в растворе НЧС даны в наших 
предыдущих публикациях [8, 11]. Нужную концен-
трацию раствора KNO3 находили из условия равен-
ства электропроводностей растворов НЧС и KNO3. 
Электропроводность раствора НЧС с концентрацией 
АОТ 3 мМ находили при измерениях их дзета-потен-
циала на приборе «ZetaPALS» («Brookhaven Instru-
ments», США). Затем готовили раствор KNO3 с кон-
центрацией, при которой его электропроводность 
была равна электропроводности раствора НЧС. Для 
НЧС с 3 ммоль/л АОТ концентрация KNO3 была рав-
на 8 ммоль/л. Для АОТ в 8 ммоль/л KNO3 ККМ была 
найдена равной 1,7 ммоль/л.

Инкубация клеток с растворами АОТ и МТТ-тест. 
Клетки Ea.hy926 (эндотелиоциты пупочной вены че-
ловека) получены из American Type Culture Collection 
(ATCC, США). Субкультивирование проводили в ин-
кубаторе «New Brunswick Galaxy 48 R» («Eppendorf», 
Германия) при 37°С в увлажнённой атмосфере с 
5% углекислого газа. Для культивирования клеток 
EA.hy926 использовали среду DMEM с добавлением 
10% эмбриональной бычьей сыворотки, 2 ммоль/л 
глутамина, смесей питательных компонентов HAT и 
NEAA в соответствии с методическими указаниями 
поставщика, а также 50 мкг/мл гентамицина (все ком-
поненты – производства «Thermo Fisher Scientific», 
США). Пассирование клеток проводили 2 раза в не-
делю. Концентрацию суспензии и жизнеспособность 
клеток определяли методом исключения витального 
красителя (трипанового синего) путём подсчёта в ав-
томатическом счётчике клеток «Countess» («Thermo 
Fisher Scientific») в соответствии с инструкцией к при-
бору. Для эксперимента использовали клетки с жизне-
способностью не менее 95%.

Инкубацию клеток с растворами АОТ проводили 
в 96-луночных микропланшетах. В лунки планшета 
вносили по 200 мкл суспензии клеток с концентра-
цией 5∙104 кл./мл, затем инкубировали перед экспе-
риментом 24 ч. Затем в лунки вносили исследуемые 

растворы АОТ в тех же разведениях, в которых в экс-
периментах с наночастицами вносили растворы НЧС 
с концентрацией 1 ммоль/л (108 мкг/мл). Эти разве-
дения: 108; 54; 36; 27; 21,6; 18; 15,4, которые соответ-
ствуют диапазону концентраций наночастиц 1-7 мкг/
мл и далее обозначены как стандартные. В качестве 
отрицательного контроля использовали дистиллиро-
ванную воду и 8 ммоль/л раствор KNO3. Клетки ин-
кубировали 24 ч.

После инкубации клетки однократно отмывали 
в фосфатно-солевом буфере (pH 7,4), затем к ним вно-
сили свежую культуральную среду и раствор МТТ до 
концентрации 500 мкг/мл и до объёма 200 мкл. Через 4 ч 
инкубации с МТТ из лунок аккуратно отбирали среду, 
вносили по 100 мкл диметилсульфоксида и оставляли 
планшеты на 20-30 мин в темноте при комнатной тем-
пературе. Оптическую плотность полученного раствора 
формазана в лунках измеряли на фотометре «Chameleon 
V» («Hidex», Финляндия) при 544 нм. Жизнеспособ-
ность клеток вычисляли как долю оптической плотно-
сти испытуемых клеток от оптической плотности кон-
трольных клеток (инкубированных с дистиллирован-
ной водой), выраженную в процентах.

Результаты и обсуждение

Результаты измерений жизнеспособности кле-
ток EA.hy926 после инкубации с растворами АОТ 
в 8 ммоль/л KNO3 при концентрациях АОТ 3 и 1,7 
ммоль/л показаны на рис. 1. Данные, полученные 
при концентрации АОТ 3 ммоль/л, показывают реак-
цию клеток на введение контрольного раствора АОТ, 
используемого в экспериментах с НЧС с 3 ммоль/л 
АОТ, после коррекции на изменение ККМ АОТ в 
растворе НЧС по сравнению с его ККМ в воде; не-
обходимость такой коррекции была продемонстриро-
вана ранее на клетках Jurkat [8]. Определение ККМ 
для АОТ в 8 ммоль/л KNO3 дает значение 1,7 ммоль/л. 
Поскольку значение ККМ соответствует концентра-
ции мономеров в растворе ПАВ [10], отсюда следу-
ет, что в растворе с концентрацией АОТ 1,7 ммоль/л 
присутствуют только мономеры, тогда как в растворе 
с концентрацией АОТ 3 ммоль/л присутствуют как 
мономеры, так и мицеллы, последние в концентра-
ции 3 – 1,7 = 1,3 (ммоль/л). Таким образом, инкуба-
ция клеток с 1,7 ммоль/л раствором АОТ позволяет 
вывить вклад только мономеров, а инкубация их с 3 
ммоль/л раствором АОТ – показывает общий токси-
ческий эффект мономеров и мицелл. 

Токсичность растворов АОТ определяется коли-
чественно как разность жизнеспособности в кон-
троле (V = 100%) и при данном разведении раствора 
АОТ (Vn), где n (мкг/мл) соответствует разведению 
раствора НЧС. Для примера на рис. 1 показаны: 
(1) определение вклада мономеров из данных для 
1,7 ммоль/л АОТ при n = 3 мкг/мл (ΔV3); и (2) общей 
токсичности 3 ммоль/л раствора АОТ при n = 5 мкг/мл 
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(ΔV5) (в обоих случаях значение p < 0,05). Послед-
няя равна сумме вкладов мономеров и мицелл, по-
этому, вычитая из общей токсичности 3 ммоль/л 
АОТ эффект мономеров, получаем вклад мицелл. 
Для обоих растворов АОТ его концентрации АОТ 

в клеточной среде соответствовали разведениям рас-
твора НЧС до концентраций наночастиц, указанных 
на оси абсцисс. При этом контрольные измерения 
демонстрируют полное отсутствие токсичности  
8 ммоль/л раствора KNO3. 

Рис. 1. Результаты определения действия растворов АОТ с концентрацией 1,7 ммоль / л и 3 ммоль/л на жизнеспособность клеток EA.hy926 
с помощью МТТ-теста. Инкубация 24 часа. По оси абцисс цифры 1-7 – стандартные разведения (см. методы). Данные представлены как 
средние от 6 измерений с указанием стандартных отклонений. Отличия опытных значений от контроля проанализированы в тесте ANOVA.

Рис. 2. Вклады мономеров и мицелл в токсический эффект АОТ для клеток EA.hy926 при разных концентрациях НЧС. Сокращения: C(НЧС) 
– соответствующая концентрация наночастиц, ΔV – общий вклад АОТ в цитотоксичность наночастиц при стандартных разведениях; ΔVмиц 
и ΔVмон – соответственно, вклад мицелл и мономеров.
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Зависимости вкладов мономеров и мицелл в общую 
токсичность АОТ в исследованном диапазоне концен-
траций АОТ и НЧС, найденные по данным рис. 1, по-
казаны на рис. 2. 

Видно, что изменения жизнеспособности клеток 
под действием мономеров и мицелл имеют разный 
вид, что указывает на возможное различие в меха-
низме их взаимодействия с клетками. Точнее говоря, 
эти два набора экспериментальных точек аппрокси-
мируются экспонентами, причем в случае мицелл 
экспонента имеет явную тенденцию к резкому подъ-
ему в области высоких концентраций АОТ, тогда 
как в случае мономеров в той же области наблюда-
ется постепенное увеличение значений ΔVмон и экс-
понента становиться более пологой. Такие же осо-
бенности отмечались нами ранее для зависимостей 
вкладов мономеров и мицелл, найденных для клеток 
Jurkat [11]. По нашему мнению, этот результат мож-
но рассматривать как указание на подобие различий 
в механизме действия этих двух форм ПАВ на клетки 
разного типа.

заключение

Исследование действия стабилизатора наноча-
стиц (АОТ) на жизнеспособность клеток эндотелия 
(линия EA.hy926) показало, что предложенная нами 
методика исследования механизма токсического дей-
ствия ПАВ, используемого в качестве стабилизатора 
наночастиц, на культивируемые клетки разного типа, 
позволяет выявить отдельные вклады разных форм 
существования ПАВ в водном растворе и тем самым 
расширить набор факторов, которые следует учиты-
вать в исследованиях механизма цитотоксичности 
растворов наночастиц. Используя результаты наших 
измерений жизнеспособности клеток с помощью 
МТТ-теста, оказалось возможным оценить токсиче-
ский эффект только мономеров (молекул) анионного 
ПАВ и затем найти отдельный вклад мицелл путем 
вычитания вклада мономеров из общего снижения 
жизнеспособности, вызванного этим ПАВ. Сравне-
ние соотношения вкладов двух форм при изменении 
общей концентрации ПАВ показало, что эффекты 
этих форм имеют характерные отличия, что указыва-
ет на возможные различия в механизме цитотоксиче-
ского действия мономеров и мицелл. 
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