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На фоне роста производства нанотехнологической продукции, которую всё шире используют в медици -
не, существует проблема недостатка систематизированной информации о токсических эффектах наноча-
стиц металлов. Нами проведен анализ свойств наночастиц серебра, полученных методом биохимического 
синтеза с  использованием  восстановителей — флавоноидов, и их действия на клетки линий  эпителиоид- 
ной карциномы  шейки матки человека HeLa и гистиоцитарной лимфомы  человека U937. Метод биохимиче-
ского синтеза разработан Е.М. Егоровой c соавторами и основан на синтезе наночастиц из солей  металлов 
в обратных мицеллах — в тройной системе: водный раствор соли  металла, ПАВАОТ, неполярный раствори-
тель. Методом динамического  рассеяния  света была проведена оценка агрегативной устойчивости нано-
частиц в сложных растворах — ростовых средах и установлено, что синтезированные наночастицы серебра 
в среде  RPM11640 агрегируют при концентрации 80*10-6 г-ион/л , в среде  DMEM — вдиапазоне  концентра-
ций 20*10-6 г-ион /л  — 80*10-6 г-ион/л. Инкубация наночастиц с  клетками в средах, обедненных двухвален-
тными катионами и хлорид-ионами, приводила к  большей стабильности наночастиц на начальной фазе ин -
кубации, однако, спустя 24 ч инкубации агрегаты по-прежнему детектировались. Анализ цитотоксичности 
методом МТТ партии наночастиц с  концентрацией 4 ,03*10-3 г-ион /л  показал токсичность стабилизатора 
АОТ, в связи  с  чем была выполнена модификация метода синтеза наночастиц с  целью уменьшения концен-
трации АОТ. Токсичность новой  партии наночастиц с  концентрацией 1,07*10-6 г-ион /л  определялась в су -
щественной степени собственно металлическими наночастицами и была выше токсичности первой партии 
наночастиц на фоне меньшей цитотоксичности АОТ в связи со снижением  концентрации стабилизатора. 
Использование альтернативного метода оценки токсичности наночастиц с  использованием  флуоресцеин- 
диацета в сочетании с  пропидиумом  йодидом  при 4-часовом  воздействии не показала существенной 
токсичности наночастиц, что указывает на отсроченный механизм  токсического действия наночастиц, опо -
средованный, вероятно, пертурбацией митохондриальной функции клеток. Проведенный анализ генера-
ции активных форм кислорода в клетках HeLa, инкубированных с  наночастицами серебра, показал нели-
нейную  зависимость роста АФК  от концентрации наночастиц, что может быть обусловлено агрегативной 
неустойчивостью наночастиц в концентрации свыше 80*10-6 г-ион /л  в ростовой среде  DMEM.
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Введение

На  фоне  стремительного развития  нанотехнологии  и 
роста производства нанотехнологической  продукции , ко -
торую  всё шире используют в медицине , все большую  
обеспокоенность  вызывает недостаточность систематизи-
рованной  информации  о взаимодействии  разнообразных  
нанообъектов с живыми  организмами , включая токсико -
логические аспекты  этого  взаимодействия. В частности , 
это  касается создания  и  применения  таких  продуктов на -
нотехнологии , как  наночастицы .

Наночастицы  — это  субкласс ультрадисперсных  час-
тиц  с размерами  1— 100 нм  в двух или  трех измерениях. 
Наночастицы  условно  подразделяют на:

•  природные, возникающие в результате естествен-
ных  процессов  (например , коллоиды  почв);

•  наночастицы  — побочные продукты  человеческой  
деятельности  или  естественных  процессов  (образующие-
ся , например , в результате сварочных , фрезерных , шли -
фовальных  работ или  горения);

•  искусственные наночастицы , произведенные 
с целью  получения  материала с определенными  свойства-
ми  или  химическим  составом  [1].

Подавляющее большинство наночастиц — побочных 
продуктов — имеет пирогенное происхождение и  сопряжено 
с вулканической деятельностью  или горением, что, очевид-
но, не является новым  явлением  для окружающей среды.

Искусственные наночастицы  классифицируют, как  пра-
вило, по  материалу, из которого они  изготовлены: липосо-
мы, полимерные (из хитозана) и  керамические наночасти-
цы , металлические наночастицы  и  др. [2]. Применение на-
ночастиц в биомедицине разнообразно, но  магистральными 
направлениями  в разработке применений  являются систе-
мы  детекции  макромолекул (в том  числе рецепторов кле-
точных мембран и  молекул сигнальных путей клетки) и  раз-
работка систем  доставки лекарств [2, 17, 18].

Наночастицы  металлов в растворах  — новая  интерпре-
тация  достаточно  давно  исследуемых коллоидных  раство-
ров металлов, подчеркивающая  преобладание в коллоид-
ном  растворе наноразмерной  фракции . Наночастицы  ме -
таллов относятся к  искусственным  наночастицам  и  явля -
ются примером  нанотехнологического  продукта для не -
посредственного  применения  и  целевого  использования  
специфических  свойств — в частности , в медицине для 
диагностических  и  терапевтических  приложений . Нано -
частицы  предполагается использовать  для  доставки  ле -
карственных  препаратов в целевые клетки  и  ткани  (осо-
бенно  в опухолевые) [20 , 21], визуализации  in vitro и  in vivo 
[22—24], а также как  терапевтическое средство само  по 
себе. При  этом  препараты  наночастиц  вводятся непосред-
ственно  в организм  или  применяются  местно. Несмотря 
на  растущее применение  наночастиц  металлов в медици -
не, их действие на  биологические объекты  изучаются не
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столь интенсивно , как  это  имеет место  с наночастицами  
из других материалов (например , углеродных  и  полимер-
ных). Учитывая вышесказанное, моделирование взаимо -
действия наночастиц  металлов с клетками  in vitro пред-
ставляется адекватным  способом  анализа их биологиче-
ских  эффектов.

Известно , что  металлические частицы  нестабильны  и 
стремятся к  агломерации  — на  небольших  расстояниях  
начинают  действовать ван-дер-ваальсовы  силы , и  в отсут-
ствие противодействующих  сил  нестабилизированный  
золь коагулирует. Новый  метод синтеза наночастиц  ме-
таллов, разработанный  Е .М . Егоровой  с соавторами , об -
ладает рядом  существенных  преимуществ [4] и  позволяет 
получать непосредственно  в водных  растворах  высоко-
устойчивые наночастицы  различных  металлов с узким  
диапазоном  размеров частиц . Синтезированные биохи-
мическим  способом  искусственные наночастицы  серебра 
как  целевой  нанотехнологический  продукт являются  но -
вым  материалом , поэтому  исследование его взаимодейст-
вия  с биологическими  объектами  приобретает особую  ак -
туальность.

Наше внимание к  серебряными  наночастицам  обу-
словлено  растущими  перспективами  этого  металла в на -
нотехнологии . Наносеребро  уже используется для  произ-
водства товаров народного  потребления , таких , как  сани -
тарно-гигиенические  средства и  дезодораторы . В медици -
не  наночастицы  серебра используют как  потенциальный  
противомикробный , противовирусный  и  противогрибко-
вый  агент [19—22], а также как  противомикробный  агент 
для  медицинских  имплантатов [23, 24].

Основными  современными  сферами  применения  се-
ребра являются  промышленное производство , ювелирная 
промышленность  и  фотографическое дело  [5]. Серебро 
широко  применяется  в медицине для протезирования , а 
также в комбинации  с сульфадиазином , где оно  выступает 
топическим  антибактериальным  агентом  для  лечения  
ожогов [6—9]. Растет популярность  применения  серебра 
в качестве пищевой  добавки  для лечения  ряда заболева-
ний  [10, 11].

Серебро  не является  биологически  инертным  матери-
алом , поэтому  для  оценки  цитотоксического  потенциала 
собственно  наночастиц  серебра необходимо  учитывать 
действие серебра в других состояниях  на  биологические 
объекты , из которых  наиболее важным , безусловно, явля-
ется серебро  в ионизированном  виде, т.е. в составе водо-
растворимых  солей.

Наше исследование посвящено  изучению  взаимодей-
ствия  наночастиц  серебра, полученных  методом  биохи-
мического  синтеза , с клеточными  линиями  человека H e-
La (эпителиоидной  карциномы  шейки  матки) и  U937 (ги- 
стиоцитарной  лимфомы ). Цели  данного  исследования — 
определение общей  цитотоксичности  данных  наночастиц  
серебра на  заявленных  культурах клеток: определение вы -
живаемости  клеток , детекция  окислительного  стресса и 
поведение наночастиц  в среде с клетками .

Методы исследования

1. Биохимический синтез наночастиц серебра

Для  получения  наночастиц  серебра сначала  готовили  
раствор  кверцетина. Для  этого  его вводили  в виде по -
рошка  в 0,15 М  раствор  АОТ  в углеводороде. В получен -

ный  раствор  добавляли  водный  раствор  нитрата  серебра 
до  концентрации  серебра 3 ммоль  при  степени  гидрата-
ции  w =  3,7. После  встряхивания  в течение  нескольких  
минут бесцветный  раствор  кверцетина  приобретал  ин -
тенсивную  красно-коричневую  окраску , что  свидетель-
ствовало  о появлении  наночастиц . Дальнейшие  измене-
ния  в системе регистрировались  по  изменениям  спек -
тров оптического  поглощения . Исходный  лот  №1 синте-
зированных  наночастиц  имел  концентрацию  4,03 мг/л , 
лот № 2 — 1,07 мг/л . В связи  с высокой  цитотоксично -
стью  наночастиц  лота №1 синтез лотов  № 2 и  № 3 был 
произведен  с уменьшением  конечной  концентрации  
АОТ.

2. Культуры клеток

Линии  клеток  культивировали  с применением  стан -
дартной  технологии , включающей  в себя наращивание и 
пересев. Адгезионные клетки  HeLa растили  на  среде 
D M E M  (GIBCO , «Invitrogen Corporation», США ) c 10% 
БСА  (GIBCO ) в атмосфере 5% -ного  углекислого  газа, сус-
пензионные  U937 — RPM I1640 (GIBCO) c 10% БСА  
(GIBCO) в атмосфере 5% -ного  углекислого  газа. Пересев 
адгезионных  клеток  производился  снятием  с матрасов 
смесью  трипсин  0,25% : версен  0,02%, рассевом  с кратно -
стью  1:3. Пересев суспензионных  клеток  производится 
с контролем  плотности , для  U937 плотность составляет
5,0 • 105 клеток /мл .

3. Инкубация клеток с наночастицами серебра

3.1. Инкубация суспензионных клеток U937 
с наночастицами серебра

Клетки  отбирали  из матраса на  стадии  логарифмиче-
ского  роста, затем  определяли  концентрацию  живых  кле-
ток  и  выживаемость на  автоматическом  счётчике клеток  
«Countess» («Invitrogen Corp.»). После подсчёта клетки  ре -
суспендировали  в среде R PM I 1640 (GIBCO) c 10% БСА , 
нагретой  до  37°С, до  концентрации  2,5 • 105 клеток /мл . 
Затем  суспензию  клеток  вносили  в лунки  96-луночной  
плашки , по  200 мкл  на  лунку, либо  в лунки  12-луночной  
плашки , по  2 мл на  лунку.

Наночастицы  серебра вносили  в лунки  с клеточной  
суспензией  до  конечных  концентраций  0,5; 1; 2; 4 и  8 мг/л. 
В качестве отрицательных контролей  использовали  все 
компоненты , входящие в состав раствора наночастиц  се-
ребра помимо  собственно наночастиц: ионы  серебра в ви -
де нитрата серебра, АОТ  и  воду. Их  вносили  до  конечных 
концентраций  и  в объёме, соответствовавшим  таковым  
при  максимальном  объёме внесения наночастиц.

После внесения  наночастиц  и  контролей  суспензию  
клеток  перемешивали , а плашку  инкубировали  в течение
4. 12 и  24 ч.

3.2. Инкубация адгезионных клеток HeLac 
наночастицами серебра

Клетки  снимали  с матраса с помощью  смеси  трипсин
0,25% : версен  0,02%, отмывали  с помощью  центрифуги-
рования  в течение 5 мин  при  1500 об ./мин , затем  опреде-
ляли  концентрацию  живых  клеток  и  выживаемость с по -
мощью  счётчика клеток  «Countess». Затем  клетки  ресус-
пендировали  до  концентрации  2 • 105 клеток /мл  в среде 
D M EM  с 10% БСА. Суспензию  клеток  вносили  в лунки

№2-2013 47



96-луночной  плашки , по  200 мкл  на  лунку  (т.е. по
3 • 104 клеток  на  лунку), либо  в лунки  12-луночной  плаш -
ки , по  2 мл на  лунку. Для  прикрепления  клеток  плашку  
с ними  инкубировали  24 ч.

Через 24 ч  в лунки  с клетками  вносили  наночастицы  
серебра до  конечных  концентраций  0,5; 1; 2; 4 и  8 мг/л . 
В качестве отрицательных  контролей  использовали  все 
компоненты , входящие в состав раствора  наночастиц  се -
ребра  помимо  собственно  наночастиц : ионы  серебра 
в виде нитрата  серебра, АОТ  и  воду. Их  вносили  до  ко -
нечных  концентраций  и  в объёме, соответствовавшим  
таковым  при  максимальном  объёме внесения  наноча-
стиц . Среду  перемешивали , и  плашку  инкубировали  4, 12 
и  24 ч.

4. Определение размеров наночастиц в ростовой среде 
с помощью метода динамического рассеяния света

Метод динамического  светорассеяния  объединяет на -
бор различных  техник, позволяющих  измерять  in situ раз-
меры  наночастиц  в жидкости  и  распределение этих  разме-
ров. Принцип  метода заключается в измерении  времени  
флуктуаций  интенсивности  света, проходящего  через рас-
твор с НЧ , и  оценке  размера частиц  на  основании  форму-
лы  Стокса—Эйнштейна [19]. Данные  флуктуации  порож -
даются броуновским  движением  исследуемых НЧ . Факти -
чески , метод определения динамического  светорассеяния  
определяет гидродинамический  диаметр  частиц , находя-
щихся в броуновском  движении . Определение гидродина-
мического  диаметра  частиц  выполняется  с помощью  фо -
тонной  корреляционной  спектроскопии , широко  исполь-
зуемой  в биофизических  и  физико-химических  исследо-
ваниях.

В полную  ростовую  среду RPM I 1640 при  комнатной  
температуре вносили  наночастицы  серебра лота № 2  до 
концентраций  0,5; 1; 2; 4 и  8 мг/л , перемешивали  и  остав-
ляли  на  10 и  30 мин . Ту же процедуру проделывали  с рос-
товой  средой  D M EM . Размер  частиц  в среде определяли  
методом  динамического  рассеяния  света на  анализаторе 
размеров частиц  «Horiba LB-550» («HoribaLtd», Япония). 
В качестве контроля  использовали  ту же среду без добав-
ления  наночастиц .

5. Определение выживаемости клеток 
с помощью теста M U '

Оценка  выживаемости  клеток  методом  кратковремен-
ной  инкубации  с солью  тетразолия является  одним  из 
подходов к  оценке  токсичности  наноматериалов [18]. При  
инкубации  исследуемых клеток  с M TT, MTS и  другими  
растворимыми  соединениями  тетразолия в течение 2—4 ч 
митохондриальные дегидрогеназы  восстанавливают соль 
тетразолия  до  нерастворимого  формазанового  красителя 
пурпурного  цвета, который  затем  растворяется  каким -ли -
бо  детергентом  (как  правило , диметилсульфоксидом ). 
Полученный  раствор  красителя  подвергается колоримет-
рическому  измерению , в результате которого  
регистрируют оптическую  плотность  раствора. Величина 
оптической  плотности  раствора формазана  прямо  про -
порциональна  активности  дыхательной  цепи  в митохонд-
риях  клеток. На  основании  этого  судят о жизнеспособно-
сти  клеток , обработанных  НЧ.

Клетки , полученные по  окончании  инкубации  с нано -
частицами , отмывали  однократно  ФСБ  и  в каждую  лунку 
96-луночного  планшета вносили  по  10 мкл  раствора МТТ

(3[4,5-диметил-тиазол-2-ил] -2,5- дифенилтетразолия). 
Клетки  в 96-луночной  плашке  отмывали  от среды  с НЧ. 
Для  этого  их  центрифугировали  в течение 5 мин  при  447 g 
(1500 об ./мин ) в центрифуге «LMC-3000» («Biosan», Лат-
вия), ресуспендировали  в ФСБ  при  37°С и  вновь центри -
фугировали  при  тех же условиях. После отмывки  в клетки  
вносили  80 мкл  ФСБ  при  37°С, затем  — 20 мкл  раствора 
МТТ  с концентрацией  5 мг/мл  (т.е. до  конечной  концент-
рации  1 мг/мл). Инкубировали  3 ч  в инкубаторе.

По  окончании  инкубации  из аккуратно  отбирали  ФСБ  
с M TT и  вносили  100 мкл  диметилсульфоксида, после че -
го ставили  плашку  на  орбитальный  шейкер  на  5 мин . П о -
сле растворения формазана  производили  измерение аб -
сорбции  в планшетном  анализаторе «Chameleon V» («Hi- 
dex», Финляндия) на  длине волны  492 нм.

6. Определение выживаемости клеток 
с помощью флуоресцеиндиацетата
в сочетании с пропидия йодидом

Проинкубированные с НЧ  клетки  отмывали  от НЧ  и 
окрашивали  в смеси  зондов флуоресцеиндиацетата и  про -
пидия  йодида в темноте, после чего суспензии  клеток  от-
мывали  и  анализировали  на  проточном  цитометре «PAS» 
(«Partec», США).

Возбуждение флуоресценции  осуществлялось лазером  
с длиной  волны  488 нм , эмиссия  регистрировалась с по -
мощью  фотоумножителей  каналов  FL1, FL2, FL3. Дан -
ные визуализировали  на  1-параметрических  гистограм -
мах.

7. Детекция активных форм кислорода
Для  детекции  уровня  продукции  активных  форм  кис -

лорода использовали  дихлороофлуоресцеиндиацетат 
(H 2D CFDA ) — почти  не  флуоресцирующее соединение, 
легко  проникающее сквозь  клеточную  мембрану  в клетку 
и  гидролизующееся внутриклеточными  эстеразами  до 
2’,7’-дихлорофлуоресцеина (D C FH ). Также не флуорес-
цирующее соединение D C F H , в свою  очередь, окисляется  
реактивными  формами  кислорода до  2 ’,7’-дихлорофлуо- 
ресцеина  (D C F) с высоким  уровнем  флуоресценции .

В качестве положительного  контроля  служили  клетки , 
инкубированные  30 мин  с пероксидом  водорода в конеч -
ной  концентрации  10 ммоль /л . Отрицательным  контро -
лем  служили  клетки  с добавленным  эквивалентным  объе-
мом  воды. По  окончании  инкубации  с НЧ  клетки  отмы -
вали однократно  в ФСБ  и  в каждую  лунку  96-луночного 
планшета вносили  краситель H 2D C FD A  («Invitrogen 
Corp.», США ) до  конечной  концентрации  1 мкмоль/л . 
Для  учёта числа клеток  в лунках  использовали  флуорес-
центный  зонд  Hoechst 33342 («InvitrogenCorp.»). Клетки  
инкубировали  30 мин , затем  однократно  отмывали  ФСБ , 
после чего детектировали  флуоресценцию  D C F  при  длине 
волны  возбуждения 485 нм  и  длине волны  эмиссии  
535 нм ; флуоресценция  H oechst 33342 — при  355 нм  воз-
буждения и  460 нм  эмиссии  на  планшетном  анализаторе 
«Chameleon V».

8. Статистическая обработка результатов
Производилась  с помощью  программного  обеспече-

ния  «Statisticaver 6.0» («StatSoftInc», США ), а также «M ic-
rosoft Excel». Использовались  однофакторный  дисперси -
онный  анализ и  критерий  Краскела—Уоллиса. Различия 
считались достоверными  при  p < 0,05.
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Результаты

1. Инкубация наночастиц серебра с клетками
В исследовании мы  использовали две клеточные линии  

человека для исследования их взаимодействия с НЧ  сереб-
ра, стабилизированного АОТ, — адгезионную  линию  HeLa 
и  суспензионную  U937. Первый  случай эквивалентен  «дву-
мерным» клеточным  слоям  (при конфлюэнтности), второй 
представляет собой трехмерную  культуру, взаимодействую-
щую  с НЧ  в объеме.

Добавление НЧ  серебра Лота № 2 в концентрации  вы -
ше 4 • 10-6 г /л  в ФСБ , полную  ростовую  среду, D M EM  
или  RPM I1640 приводило  к  образованию  визуализируе-
мых микроскопически  агрегатов (рис. 4).

Для исследования возможности уменьшения агрегатив-
ной  неустойчивости коллоидного серебра при добавлении 
к  клеткам была произведен подбор специализированной ин -
кубационной среды — ростовая среда была заменена на бу-
фер со сниженной ионной  силой, не содержавший двухва-
лентных катионов, хлорид-ионов. Скорость процесса агрега-
ции  НЧ  в концентрации выше 4 • 10-6 г/л  в этом  буфере при 
инкубации с клетками U937 и  HeLa была существенно ниже. 
Однако после 24 часов инкубации агрегаты визуализирова-
лись. Это может быть обусловлено рядом  факторов, среди 
которых уменьшение стерической стабилизации наночастиц, 
увеличение ионной  силы  буфера и  снижение pH  в результате 
жизнедеятельности клеток. В контрольных препаратах нано-
частиц с идентичными концентрациями образование агрега-
тов не наблюдалось, и  стабильность их сохранялась в течение 
нескольких месяцев и  более.

2. Исследование агрегативной устойчивости 
наночастиц серебра в полной ростовой среде 
методом лазерного динамического светорассеивания

Стабильность НЧ  серебра в полных  ростовых  средах 
D M EM  и  RPM I исследовалась с помощью  метода дина-
мического  рассеяния  света.

Измерения , произведенные через 10 мин  после добав-
ления  НЧ  в среду R PM I, показали , что  средний  размер 
частиц , присутствовавших в среде после внесения  НЧ , со -
ставлял (9 ± 0,5) нм  для концентраций  5^ 10-6 ; 1^10-5 и 
2^10-5 г /л , а также (12,3 ± 0,5) нм  для  концентрации
4 • 10-5  г /л  (рис. 5, А—В). В контроле (среда без НЧ ) опре-
делялись  частицы  со средним  размером  (9,4 ± 0,4) нм, 
представляющие собой , по-видимому , белковую  фрак -
цию  ростовой  среды  (преимущественно  альбумин).

Детектированные в контроле частицы  затрудняют 
дифференциальную  идентификацию  фракции  НЧ  в инку -
бационной  среде. Тем  не менее, для суспензии  наноча-
стиц  в ростовой  среде характерно  увеличение дисперсии  
размеров частиц  и  смещение медианы  фракции , равной  
10 нм.

При  концентрации  8 • 10-5 г /л  наблюдались частицы  
со средними  размерами  (250 ± 50) и  (570 ± 80) нм  
(рис. 5, Г). Это может свидетельствовать об агрегации  НЧ  
в ростовой  среде при  данной  концентрации , что согласу-
ется с результатами  микроскопических  наблюдений .

Проведенное через 30 мин  исследование не выявило  
заметных  отличий  в стабильности  препаратов НЧ  в среде 
с концентрациями  вплоть до  4 • 10-5 г/л . Для  препарата

Рис. 2. Распределение частиц по размерам в среде при различных концентрациях наночастиц серебра (лот №2):
А -  контроль (среда RPMI 1640 без добавления наночастиц); Б -  концентрация 2-10-5 г/л; В -  концентрация 4-10-5 г/л; Г -  концентрация 
8-10-5 г/л (метод динамического рассеяния света), время инкубации 10 мин.
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с концентрацией  8 • 10-5  г /л  комплексы  не обнаружива-
лись , при  этом  наблюдалось образование крупных  агрега-
тов и  их преципитация.

Исследование агрегативной  устойчивости  НЧ  в росто-
вой  среде D M EM  после 10-минутной  инкубации  показа-
ло, что для  всего диапазона  концентраций  2 • 10-5 г /л  — 
8 ^10-5  г /л  определялись  сравнительно  крупные частицы  
с широким  распределением  размеров от 100 до  1000 нм.

Таким  образом , наночастицы  серебра лота № 2 в среде 
R PM I 1640 агрегируют при  концентрации  8 • 10-5  мг/л , 
в среде D M EM  — в диапазоне концентраций  2 • 10-5 — 
8 • 10-5  г/л .

3. Определение выживаемости клеток 
методом теста M U '

При  выборе основного  метода оценки  цитотоксично-
сти  НЧ  в водных  растворах  исходили  из предположения, 
что  их действие на  клетку  может быть обусловлено  не 
только  прямым  мембранотропным  эффектом , но  и  яв -
ляться  результатом  цепи  внутриклеточных  событий  после 
возможного  попадания  НЧ  в клетку  и  иметь, таким  обра-
зом , возможный  отсроченный  эффект. Для  определения 
общей  цитотоксичности  был использован  МТТ-тест, 
основанный  на  способности  митохондриальных  дегидро-
геназ конвертировать  водорастворимый  МТТ  в окрашен -
ный  формазан , который  кристаллизуется внутри  клетки. 
Характер  зависимости  оптического  поглощения  от коли -
чества клеток  в 1 мл суспензии  для культур клеток  H eLa и 
U937 близок  к  линейному  в рабочем  диапазоне концент-
раций  клеточных  суспензий  (данные не приведены).

Тесту на  цитотоксичность  были  подвергнуты  первона-
чально  наночастицы  лота № 1.

Клетки  линий  HeLa и  U937 инкубировали  с наноча-
стицами  лота №1 (концентрация  наночастиц  4 • 10-6  г/л) 
в течение двух временных  интервалов  — 4 и  24 ч.

Проведенный  анализ показал , что  АОТ  вносит  суще-
ственный  вклад в цитотоксичность  водных  растворов н а -
ночастиц  лота № 1, значительно  снижая жизнеспособ-
ность клеток  обеих линий  при  двух временных  интервалах 
инкубации . При  этом  клетки  U937 оказались  более чувст-
вительны  к  АОТ. Наблюдаемая токсичность  затрудняет 
анализ свойств собственно  НЧ  серебра.

Для  увеличения  стабильности  НЧ  применялась  инку -
бация  клеток  в буфере со сниженными  концентрациями  
двухвалентных катионов  металлов. Однако  было установ-
лено , что  буфер снижает выживаемость клеток  в среднем  
на  ~20% при  24-часовой  инкубации . С учетом  этого  явле-
ния , а также факта  агрегативной  неустойчивости  НЧ  
в данном  буфере последующие эксперименты  проводили  
в ростовой  среде.

Для  уменьшения  цитотоксического  действия АОТ  ме -
тод биохимического  синтеза был адаптирован  с целью  по -
лучения НЧ  со сниженной  концентрацией  стабилизатора. 
В результате были  синтезированы  наночастицы  серебра 
концентрацией  1,07 • 10-3 г /л  (лот №2).

Инкубации  для  временных  интервалов  4 ч, 24 ч  для 
обеих линий  проводили  в ростовой  среде (рис. 4, 5).

На  графиках  с целью  сравнения  частично  приведены  
кривые цитотоксичности  для  НЧ  лота №  1 из рис. 3. Полу-
ченные  данные  позволяют утверждать, что  модификация  
метода биохимического  синтеза привелак  снижению  ци -
тотоксичности  АОТ.

Таким  образом , водные растворы  наночастиц  лота 
№ 2 обладают цитотоксичностью , которую  нельзя  отнес -

А Б

0.001 0.010 0.100 1.000 6.000 0.001 0.010 0.100 1.000 6.000
D ia m e t e r  ( j a m )  D ia m e t e r  ( f-U n )

Рис. 3. Распределение частиц по размерам в среде при различных концентрациях наночастиц серебра (лот №2):
А -  контроль (среда DMEM без добавления наночастиц); Б -  концентрация 2-10-5 г/л; В -  концентрация 4-10-5 г/л; Г -  концентрация 8-10-5 г/л 
(метод динамического рассеяния света), время инкубации 10 мин.
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ти  к  АОТ  и , которая , по-видимому , присуща собственно  
НЧ  серебра. На  диаграммах  видно , что  токсичность  НЧ  
серебра достоверно  выше контролей  — серебра в ионном  
виде и  АОТ. Интересно , что  наночастицы  лота  № 2 для 
клеток  H eLa (рис. 4), в целом , более токсичны , чем  
водный  раствор  наночастиц  лота № 1 при  равных  кон -
центрациях . Это  явление  довольно  сложно  объяснить , 
возможно , это  связано  с большей  стабильностью  нано -
частиц  лота № 2  в ростовой  среде и  соответственно  их 
меньшей  агрегацией  и  большей  площадью  взаимодейст-
вия  с клетками . В случае лота №  1 токсичность , по -види -
мому , в большей  степени  определяется  АОТ  по  причине 
возможно  меньшей  стабильности  наночастиц  лота № 1 
в растворах  с высокой  ионной  силой , так  как  агрегация , 
по-видимому , снижает собственную  токсичность  нано -
частиц . Еще один , безусловно , влияющий  фактор  — это 
тип  клеток , так  как  для  U937 такой  закономерности  не 
наблюдается.

4. Цитотоксичность наночастиц серебра, 
определенная флуоресцеиндиацетатом
в сочетании с пропидиума йодидом

Для  структурирования цитотоксичности  нами  была 
произведена  оценка  выживаемости  клеток  U937 альтер-
нативным  методом  — флуоресцеиндиацетата в сочетании  
с пропидиума йодидом . Флуоресцеиндиацетат проникает 
в жизнеспособную  клетку, и  сравнительно  быстро мета- 
болизируется цитоплазматическими  эстеразами  в флуо-
ресцирующее соединение — флуоресцеин . Пропидия  
йодид неспособен  преодолевать мембраны  жизнеспособ-
ных  клеток , он  интеркалирует в ДНК  погибших  клеток  
или  клеток  с нарушенными  мембранами , при  этом  суще-
ственно  возрастает квантовый  выход эмиссии  флуорес-
ценции . В результате применения  комбинации  двух флуо-
ресцентных  зондов становится возможным  дифференци -
ровать живые и  погибшие клетки  по  спектру  эмиссии  
флуоресценции . Анализ клеточных  суспензий  осуществ-
лялся  с применением  проточной  цитометрии .

Как  видно  из рис. 8 , инкубация  в течение 4 ч  с водны -
ми  растворами  наночастиц  Лота № 2 при  концентрации
1,07 • 10-6  г /л  не  приводила к  регистрируемому  снижению  
выживаемости  клеток. Необходимо  отметить, что цвето-
вая компенсация  не  проводилась ввиду технических  осо -
бенностей  проточного  цитометра.

5. Детекция активных форм кислорода
Одним  из факторов  токсичности  НЧ  серебра, по на -

шему  предположению , является  генерация  активных  
форм  кислорода. Для  проверки  этого  в клетках  HeLa и 
U937 после 4-часовой  инкубации  в фосфатно-солевом  бу-
фере с НЧ  в диапазоне  концентраций  0,5—8 • 10-6  г/л  
определяли  общий  уровень АФК  по  интенсивности  флуо-
ресценции  зонда H 2D CFDA , нормированной  по величи-
не флуоресценции  зонда Hoechst 33342. Зонд  H 2D CFDA  
после транспорта в цитоплазму  метаболически  трансфор-
мируется. Примененный  нами  метод детекции  позволяет 
оценить  суммарную  — внеклеточную  и  внутриклеточную
— продукцию  АФК .

Наночастицы  серебра по сравнению  с ионами  серебра, 
стабилизатором  АОТ, смесью  стабилизатора АОТ  и  иони -
зированного  серебра приводили  к  увеличению  флуорес-
ценции  D C F, что  коррелирует с более высоким  уровнем  
АФК . График  зависимости  интенсивности  флуоресцен-

Рис. 4. Цитотоксичность водных растворов наночастиц (лот №2) 
в сравнении с лот №1 для культур клеток HeLa:
А -  инкубация 4 ч; Б -  инкубация 24 ч, тест МТТ.

Рис. 5. Цитотоксичность водных растворов наночастиц (лот №2) 
в сравнении с лот №1 для U937:
А -  инкубация 4 ч; Б -  инкубация 24 ч, тест МТТ.
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Рис. 6. Цитотоксичность для интервала инкубации 4 ч водных раство-
ров наночастиц (Лот №2) методом окрашивания флуоресцеиндиаце- 
татом и пропидия йодидом для клеток линии U937:
А -  отрицательный контроль; Б -  10,7-10-6 г/л водный раствор нано-
частиц; В -  прямое и боковое светорассеивание; Г -  положительный 
контроль.

Рис. 7. А -  продукция АФК клетками HeLa при 4-часовой инкубации 
с контрольными препаратами и наночастицами серебра; Б -  зависи-
мость продукции АФК клетками HeLa от концентрации наночастиц 
в ростовой среде при 4-часовой инкубации.

ции  D C F  от концентрации  НЧ  имеет излом  и  максимум  
приходится на  концентрацию  около  2 • 10-6  г/л . Более вы -
сокие концентрации  вызывают не рост продукции  АФК ,
а, наоборот, снижению . По-видимому , наблюдаемое я в -
ление отчасти  можно  связать с процессом  агрегации , н а -
блюдающимся для  концентраций  свыше 4 • 10-6 г/л . Об-
разование комплексов  приводит к  уменьшению  общей  
площади  фракции  НЧ  и , как  следствие, уменьшению  
цепной  реакционной  способности  в генерации  АФК .

Интересно , что  присутствие стабилизатора АОТ  при -
водило к  снижению  содержания АФК .

Обсуждение

В нашей  работе было  проанализировано  взаимодейст-
вие НЧ  серебра, полученных  методом  биохимического  
синтеза [4], с клетками  линий  эпителиоидной  карциномы  
шейки  матки  человека H eLa и  гистиоцитарной  лимфомы  
человека U937. Инкубация  клеток  с наночастицами  раз-
ной  продолжительности  была выбрана как  модель воздей-
ствия НЧ  на  клетки  в водной  фазе.

Известно , что  нестабильность  и  агломерация металли-
ческих  наночастиц , обусловленная  ван-дер-ваальсовыми  
силами , может быть преодолена двумя способами  — элек -
тростатической  стабилизацией  и  стерической  стабилиза-
цией . Метод биохимического  синтеза с использованием  
ПАВ АОТ  обеспечивает стерическую  и  электростатиче-
скую  стабилизацию  НЧ  серебра. Однако , взаимодействие 
стабилизированного  коллоида с биологическими  среда-
ми , в частности , ростовой  средой, цитоплазмой  клеток, 
на  концентрациях  свыше 4 • 10-3 г /л  приводит к  неравно -
весной  агломерации  с образованием  микроскопически  
визуализируемых  комплексов  НЧ.

Известно , что электростатически  стабилизированные 
золи  могут коагулировать, если  ионная  сила среды  суще-
ственно  увеличивается. По  всей  видимости , это  являлось  
основной  причиной  дестабилизации  наночастиц  при  ин -
кубации  в ростовой  среде и  в значительной  степени  прео -
долевалось при  применении  буфера со значительно  сни -
женной  ионной  силой . Тем  не  менее, агломерация НЧ , 
хотя и  существенно  более медленная, продолжалась и 
в условиях  инкубации  в буфере со  сниженной  ионной  си -
лой. Известно , что поверхностный  заряд  наночастиц  мо -
жет быть также уменьшен  за  счет замены  адсорбирован-
ных  анионов  более аффинными  нейтральными  абсорба- 
тами , что также может привести  к  агломерации . Приобре-
тение заряда неорганическими  поверхностями , включая 
металлы , было  продемонстрировано  при  контакте с орга-
ническими  фазами , такими , как  растворители  и  полиме-
ры  [13]. По-видимому , эти  факторы , а также растущая 
ионная  сила в результате жизнедеятельности  клеток  при -
водили  к  агрегации  НЧ . Увеличение стабильности  НЧ  
при  инкубации  с клетками  путем  изменения  состава рос-
товой  среды  является  искусственной  мерой , отдаляющей  
модель взаимодействия  от условий  in vivo.

Наблюдавшаяся  агломерация  НЧ  в ростовой  среде — 
явление , которое следует считать  этапом  трансформации  
НЧ  металлов в биологических  средах. Образование  агре-
гатов НЧ  и  сложных  комплексов , например , с белками  
является , по-видимому , фактором , влияющим  на  биоло -
гическую  активность  НЧ  и  в, частности , их цитотоксич -
ность.
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Известно , что  способность  металла индуцировать ток -
сические эффекты  зависит от нескольких  факторов  — 
растворимости  металла, его способности  связываться 
с биологическими  сайтами  и  макромолекулами , метабо-
лической  трансформации , экскреции  и  биодеградации 
комплексов  металлов (Weir, 1979).

В нашем  исследовании  мы  провели  анализ цитоток-
сичности  НЧ  двумя методами  — МТТ  и  окрашиванием  
флуоресцеиндиацетатом  в сочетании  с пропидия  иоди- 
дом . В связи  с тем , что  МТТ -тест основан  на  оценке  фер -
ментативной  активности  митохондриальных  дегидроге-
наз, зафиксированное  снижение превращения  МТТ  
в формазан  может быть вызвано  как  минимум  двумя фак -
торами: изменением  количества жизнеспособных  клеток  
в результате их гибели , индуцированной  цитотоксиче- 
ским  агентом , и  влиянием  веществ на  метаболизм . Вто-
рой  метод оценки  цитотоксичности  НЧ , использованный  
в работе, основан  на  проницаемости  плазматической  
мембраны  и  активности  эстераз. Для  временной  точки  4 ч 
цитотоксичность, регистрируемая методом  МТТ , досто-
верно  выше проанализированной  методом  ФДА /ПИ . Со -
вокупность этих  фактов может указывать на  изменение 
митохондриальной  функции  в инкубированных  с НЧ  
клетках. Это наблюдение совпадает с рядом  других работ. 
В частности , митохондриальная функция  была сущест-
венно  снижена в клетках  линии  BRL 3A инкубированных  
с НЧ  серебра при  концентрации  5—50 мг/л  [15, 16].

На  основе данных , полученных  методом  МТТ , можно 
заключить, что для  клеток  U937 токсичность  водных  рас-
творов наночастиц  Лота № 2 при  концентрации
2 • 10-5  г /л  находится на  уровне ~32% для  24-часовой  ин -
кубации , ~24,5% для  4-часовой  инкубации ; для клеток  
HeLa при  концентрации  2 • 10-5  г /л  ~29% для  24-часовой  
инкубации , ~27% для  4-часовой  инкубации . Токсичность 
НЧ  выше, чем  эквимолярных  контролей  ПАВ, нитрата 
серебра, что может говорить о наличии  специфической  
компоненты  в действии  НЧ . Инкубация  в буфере со сни -
женной  ионной  силой  может приводить к  совокупному  
токсическому  эффекту  со стабилизатором  АОТ, и  макси -
мальная  токсичность  водного  раствора НЧ  при  инкуба-
ции  отчасти  может быть обусловлена именно  этим .

Среди  возможных  механизмов индуцированного  НЧ  
повреждения  клеток , наиболее значимы  модификация  
клеточных  компонентов  и  генерация  АФК  [3,18]. Воз-
можные пути продукции  АФК  наночастицами  отличают-
ся в зависимости  от их типа. Для  НЧ  металлов известны  
следующие варианты :

1) распад  НЧ  и  высвобождение ионов  металлов;
2 ) переходные металлы  на  поверхности  наноматериала 

(например , Fe2+ на  углеродной  нанотрубке или  металли-
ческой  наночастице) могут генерировать синглетный  кис-
лород посредством  реакции  Фентона.

Помимо  присущей  наноматериалам  непосредствен-
ной  способности  к  генерации  АФК , другие их свойства, 
обусловливающие взаимодействие с клеточными  структу-
рами , могут привести  к  генерации  АФК . Возможно , что 
искусственные НЧ , не обладающие ни  полупроводнико-
выми  свойствами , ни  свойством  ультрафиолетовой  акти -
вации , ни  характеристиками  переходных  металлов, тем  не 
менее, могут привести  к  генерации  АФК  за счет пертурба-
ции  митохондриальной  функции  — нарушению  дыхате-
льной  цепи  во внутренней  мембране митохондрий . В ча-

стности , катионные полистироловые наносферы  индуци-
руют повреждения лизосом , митохондрий , продукцию  
АФК , что  может в конечном  итоге привести  к  апоптозу, 
что и  имело место, в частности , для  мышиных  макрофа-
гов [21].

В нашем  исследовании  мы  зафиксировали  увеличение 
продукции  АФК  при  инкубации  клеток  линий  HeLa и 
U937 с НЧ  серебра. Пик  генерации  АФК  для  4-часовой  
инкубации  приходился на  концентрацию  2 • 10-6  г /л , для 
24-часовой  — 1 • 10-6  г /л  для  клеток  HeLa. Снижение 
уровня  АФК  при  сравнительно  высоких  концентрациях  
НЧ  мы  связыванием  с агрегативной  их неустойчивостью . 
По-видимому , длительные инкубации , в результате кото-
рых  более существенно  изменяется  состав ростовой  инку -
бационной  среды , приводят к  агрегации  НЧ  в сравни -
тельно  меньших  концентрациях . Образование агрегатов 
приводит к  снижению  реакционноспособной  площади  
фракции  НЧ , что и  может являться  возможной  причиной  
снижения  АФК . Однако  для  уточнения  механизмов гене-
рации  АФК  при  инкубации  клеток  с НЧ  серебра требуют-
ся дополнительные исследования.

Обнаруженное нами  увеличение уровня  АФК  может 
являться  фактором  цитотоксичности . Если  предположить 
возможность высвобождения ионов  серебра наночасти -
цей , то  ввиду их высокой  аффинности  к  тиоловым  груп-
пам  следует ожидать снижение антиоксидантной  функ -
ции  клетки  и  развитие окислительного  стресса.
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Am id rising o f nanotechnology production, which are increasingly used in medicine, there is a problem o f lack 
o f sys tematic in forma tion on the toxic effects o f metal nanoparticles. We ana iyzed the properties o f the silver 
nanoparticles obtained by biochem ical synthesis using reductants — flavonoids — and their e ffect on cells o f the 
cervix epitheloid carcinoma HeLa and human histiocytic lymphoma U937. Biochemical synthesis method devel-
oped Egorova E.M. e t al., based on the synthesis o f nanoparticles o f metal salts in reverse m icelles — a ternary 
system: an aqueous metal sa lt solution, the surfactant AOT, nonpolar solvent. By dynamic ligh t scattering it was 
evaluated the nanoparticle aggregate stability in complicated soiutions — growth media. We found that synthe-
sized silver nanoparticles aggregate a t a concentration o f 80*10-6 g ion /  lite r in RPM11640 medium, in a medium  
DMEM — in a concentration range o f 20*10-6 g ion /  lite r — 80*10-6 g — ion/l, incubation o f nanoparticles with the 
cells in an environment depleted o f diva lent cations, and chloride ions leads to greater stability o f the 
nanoparticles in the in iiia l phase o f incubaiion, however, a fte r 24h incubaiion, aggregates still deiected. MTT 
Cytotoxicity Assay was perform ed using nanoparticles a t a concentration o f 4.03*10-6 g ion/l, and stabilizer AOT 
showed significant toxicity, due to that the modification o f the method o f synthesis o f the nanoparticles has been 
done in order to reduce the concentration o f AOT. The toxicity o f a new batch o f nanoparticles with a concentra-
tion o f 1.07*10-6 g ion /l determ ined in substantially proper m etaliic nanoparticles and toxicity was higher fo r the 
firs t batch o f nanoparticles less cytotoxicity against AOT due to lower concentration o f the stabiiizer. Using an a l-
ternative m ethod for assessing the toxicity o f nanoparticles using Fluorescein diacetate 5(6)-isothiocyanate com -
bined with propidium  iodide fo r 4h exposure showed no significant toxicity o f nanoparticles, indicating that p roba-
b ly the mechanism o f delayed toxic effects o f nanoparticles takes place and it is mediated probably by perturba-
tions o f m itochondrial function o f the cells. The analysis o f reactive oxygen species in HeLacells, incubated with 
silver nanoparticles, showed a noniinear dependence o f growth o f ROS concentration o f nanoparticles that may 
be caused by instability o f aggregation o f nanoparticles in the growth medium.
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