
© Соловьева С.Н., Сутункова М.П., Минигалиева И.А., Чернышов И.Н., Гурвич В.Б., Кацнельсон Б.А., 
Привалова Л.И., 2020

УДК 615.9

Повышение устойчивости организма к вредному цитотоксическому 
действию наночастиц аморфного диоксида кремния 

С.Н. Соловьева, М.П. Сутункова, И.А. Минигалиева, И.Н. Чернышов,  
В.Б. Гурвич, Б.А. Кацнельсон, Л.И. Привалова

ФБУН «Екатеринбургский медицинский-научный центр профилактики и охраны здоровья рабочих 
промпредприятий» Роспотребнадзора, ул. Попова, 30, г. Екатеринбург, 620014, Российская Федерация

Резюме: Введение. Наночастицы аморфного диоксида кремния (НЧ АДК) являются одним из наиболее широко 
распространенных наноматериалов. Кроме того, промышленные аэрозоли конденсации, содержащие значи-
тельную долю НЧ АДК, спонтанно образуются при ряде пирометаллургических и сварочных технологий. 
Поэтому значительное число лиц подвергается воздействию частиц НЧ АДК в производственных условиях 
или через среду обитания, загрязняемую этими производствами, а также при применении этого наномате-
риала. Целью исследования стала разработка способа профилактики, основанного на повышении устойчивости 
организма к вредному цитотоксическому действию наночастиц аморфного диоксида кремния. Материалы 
и методы. Белые лабораторные крысы получали в течение месяца курс специально разработанного биопро-
филактического комплекса (БПК) перед однократным интратрахеальным введением суспензии НЧ АДК в 
концентрации 0,5 мг/мл. Суспензия исследуемых НЧ АДК была получена с помощью лазерной абляции из 
тонких листовых мишеней соответствующего материала 99,99 % чистоты в стерильной деионизированной 
воде. Средний диаметр использованных НЧ АДК составил 43 ± 11 нм. Через 24 часа после введения суспензии 
оценивались цитологические (количество бронхоальвеолярных макрофагов и нейтрофилов и их отношение) 
и цитохимические показатели жидкости лаважа (БАЛЖ) (щелочная фосфатаза, аланинаминотрансфераза, 
гамма-глутамилтранспептидаза, амилаза, лактатдегидрогеназа). Биопрофилактический комплекс вводился 
животным вместе с кормом и питьём. В состав БПК были включены глютамат натрия, рыбий жир, богатый 
полиненасыщенными жирными кислотами класса омега-3, йод и антиоксидантный комплекс (селен, кверце-
тин в виде рутина и витамины А, Е, С). Заключение. Анализ полученных экспериментальных данных свиде-
тельствует о том, что изменения как цитологических, так и биохимических показателей бронхоальвеолярного 
лаважа свидетельствуют о благоприятном эффекте снижения цитотоксичности под влиянием проведенного 
курса биологической профилактики при действии наночастиц аморфного диоксида кремния.
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Summary. Introduction: Amorphous silicon dioxide nanoparticles of (SiNPs) are among the most common nanomate-
rials today. Besides, industrial aerosols formed by condensation and containing a significant proportion of SiNPs are 
spontaneously produced by a number of pyrometallurgical and welding processes. A significant number of individ-
uals are therefore exposed to SiNPs in the occupational setting or polluted ambient air and while using this nanoma-
terial. The purpose of our experimental study was to develop a preventive method promoting the resistance of the or-
ganism to adverse cytotoxic effects of amorphous silicon dioxide nanoparticles. Materials and methods: White laboratory 
rats received a monthly course of a specially developed bioprophylactic complex (BPC) before a single intratracheal 
instillation of a SiNPs suspension at a concentration of 0.5 mg/mL. The suspension was obtained by laser ablation 
of thin sheet targets of the appropriate material of 99.99 % purity in sterile deionized water. The average diameter 
of SiNPs was 43 ± 11 nm. Cytological (the number of bronchoalveolar macrophages and neutrophils and their ratio) 
and cytochemical indices of the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid (alkaline phosphatase, alanine aminotransferase, 
gamma-glutamyl transpeptidase, amylase, and lactate dehydrogenase) were evaluated at 24 hours after the injection. 
The bioprophylactic complex was administered to the animals with feed and drink and included monosodium gluta-
mate, fish oil rich in omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs), iodine, and an antioxidant complex of selenium, 
quercetin (rutoside), and vitamins A, E, and C. Conclusions: Our findings show that changes in both cytological and 
biochemical BAL parameters proved a positive health effect of premedication that helped reduce cytotoxicity of SiNPs 
exposure.
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Введение. Наночастицы аморфного диоксида 
кремния (НЧ АДК) являются одним из наиболее 
широко распространенных наноматериалов [1]. 
Кроме того, промышленные аэрозоли конден­
сации, содержащие значительную долю НЧ 
АДК, спонтанно образуются при ряде пиро­
металлургических и сварочных технологий [2]. 
Поэтому значительное число лиц подвергается 

воздействию НЧ АДК в производственных ус­
ловиях или через среду обитания, загрязняемую 
этими производствами, а также при применении 
этого наноматериала [3–5]. 

Опубликованы эпидемиологические и экспе­
риментальные данные (in vivo, in vitro), в которых  
показано, что НЧ АДК обладают вредным дей­
ствием, включая его пульмонотоксичность [6–10]. 
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Поэтому высокую актуальность представ­
ляет задача целенаправленного повышения 
устойчивости к вредному действию наночастиц 
аморфного диоксида кремния. Особо значи­
мым проявлением этого действия является 
цитотоксичность. Повышение устойчивости к 
цитотоксическим эффектам ведет к возможному 
снижению пульмонотоксичности. Научным 
коллективом, в который входят соавторы статьи, 
разрабатывается и внедряется такой подход, как 
биологическая профилактика, направленная на 
повышение устойчивости организма к токси­
ческим воздействиям [11–13]. Исследования, 
проведенные ранее, показали эффективность 
различных биопрофилактических средств 
(включая глутамат натрия, йод, антиоксиданты) 
против вредных эффектов (фиброгенности и 
цитотоксичности) диоксида кремния [14–18].

Однако информационный поиск не обна­
ружил примеров испытания или хотя бы теоре­
тического обоснования средств биологической 
защиты (биопротекторов) от неблагоприятных 
эффектов НЧ АДК, включая их цитотоксичность.

На основе изучения данных современной 
литературы и опыта собственных исследований 
был разработан состав биопрофилактического 
комплекса (БПК), нацеленного на снижение 
вредного цитотоксического действия НЧ АДК. 
Особое значение имеет мембраностабилизирую­
щее действие глютамата, поскольку оно может 
препятствовать повреждению митохондрий и 
тем самым – оксидативному стрессу, который, 
по современным представлениям, является 
одним из основных механизмов цитотоксиче­
ского действия [19].

Кроме того, в состав БПК были включены:
– йод, поскольку ранее было эксперимен­

тально доказано существенное ослабление 
фиброзообразования, вызванное действием 
микрометровых частиц кристаллического ди­
оксида кремния [18, 20]; 

– антиоксиданты: селен и витамины Е, С, 
А, рутин (гликозид кверцетина, относящийся 
к группе флавоноидов) – в связи с известной 
ролью прооксидантного свободнорадикального 
«взрыва», индуцируемого различными наноча­
стицами, как одного из ключевых первичных 
механизмов их цитотоксичности [13, 21], а также 
в патогенезе силикоза [18]. Кверцетин в виде 
рутина также рекомендуется к использованию 
в рамках антифиброзной терапии, поскольку 

способен снижать интенсивность воспали­
тельных процессов, ингибируя инфильтрацию 
макрофагов [22];

– препарат рыбьего жира, богатый не только 
вышеупомянутыми витаминами А и D3, но и 
полиненасыщенными жирными кислотами клас­
са омега-3, внутриклеточными производными 
которых являются эйкозаноиды, активирующие 
репликацию ДНК, тем самым играя важную 
роль в репарации ее повреждений.

Состав БПК представлен в табл. 1.
Механизмы защитного действия входящих 

в комплекс биопротекторов сложны и, по-ви­
димому, взаимно потенцируют друг друга. 

Целью данного исследования является разра­
ботка способа профилактики, основанного на 
повышении устойчивости организма к вредному 
цитотоксическому действию НЧ АДК.

Материалы и методы. Исследование про­
водилось на аутбредных белых крысах-сам­
ках, распределенных случайным образом на 4 
группы по 10 животных. Суспензия НЧ АДК 
вводилась крысам в концентрации 0,5 мг/мл. 
Интратрахеальная инстилляция водных суспензий 
НЧ либо стерильной деионизированной воды без 
частиц (контроль) осуществлялась под контро­
лем зрения (с помощью специальной воронки 
и лобного рефлектора) крысе под эфирным 
рауш-наркозом. Исследование выполнено в 
соответствии с этическими нормами обраще­
ния с животными, принятыми Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных, 
используемых для исследовательских и иных 
научных целей1. 

Суспензия исследуемых НЧ АДК была полу­
чена и охарактеризована в рамках специального 
договора в Центре коллективного пользования 
«Современные нанотехнологии» Уральского 
федерального университета с помощью ла­
зерной абляции из тонких листовых мишеней 
соответствующего материала 99,99%-й чистоты 
в стерильной деионизированной воде.

Форма и размер частиц были охаракте­
ризованы с использованием сканирующей 
электронной микроскопии (рисунок).

Средний диаметр использованных в экспе­
рименте НЧ АДК составил 43 ± 11 нм.

Половина животных, подвергавшихся воз­
действию изучаемых наночастиц, на протяже­
нии 4 недель перед этим получали ежедневно 
в рабочие дни (5 раз в неделю) с кормом и 

Таблица 1. Способ введения и дозировка в эксперименте компонентов биопрофилактического комплекса, 
направленного против вредного действия наночастиц аморфного диоксида кремния 

Table 1. Routes of administration and experimental doses of bioprotectors against adverse health effects  
of amorphous silicon dioxide nanoparticles

Биопротектор / Bioprotector Способ введения и оцененная доза на 1 крысу / Routes of administration and the estimated dose 
per rat

Глутаминат натрия / Monosodium glutamate В питье, 160 мг (1,5 % раствор вместо воды) / Per os, 160 mg (a 1.5 % solution instead of water)
Йодид калия / Potassium iodide С кормом, 4 мкг / Per os, in feed, 4 μg
Витамины А, Е, С, селен / Vitamins A, E, 
and C, selenium

С кормом, 0,014 мг бета-каротина; 0,06 мг альфа-токоферола ацетата; 2,65 мг кислоты аскор-
биновой; 0,08 мкг селена / Per os, in feed, 0.014 mg of beta-carotene, 0.06 mg of alpha-tocopherol 
acetate, 2.65 mg of ascorbic acid, and 0.08 μg of selenium

Рутин / Rutin С кормом, 2,5 мг / Per os, in feed, 2.5 mg
Рыбий жир, богатый Омега-3 ПНЖК / Fish 
oil rich in omega-3 PUFAs

С кормом 1 капля, что приблизительно соответствует содержанию ПНЖК Омега-3 – 13,3 мг, 
витамина А – 0,013 мг, витамина D3 – 0,04 мкг / Per os, in feed, one drop containing approx. 
13.3 mg of omega-3 PUFAs, 0.013 mg of vitamin A, and 0.04 μg of vitamin D3

1 Европейская Конвенция о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных 
целях: ETS N 123 (Страсбург, 18 марта 1986 г.).
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питьем биопрофилактический комплекс (БПК), 
отдельная группа крыс получала только БПК. 

Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) осу­
ществлялся спустя 24 часа после инстилля­
ции. У крыс под гексеналовым наркозом в 
препарированную трахею вводилась канюля, 
соединенная со шприцом Люэра, содержащим 
10 мл физиологического раствора. Жидкость 
поступала в легкие медленно под тяжестью 
поршня при вертикальном положении животного 
и шприца. Затем крысу и шприц поворачивали 
на 180°, и бронхоальвеолярная лаважная жид­
кость (БАЛЖ) перетекала обратно в шприц. 
Извлеченные промывные воды помещались 
в силиконированные охлажденные пробирки. 

Аликвотная проба промывной жидкости 
набиралась в меланжер для белых кровяных 
телец вместе с 3%-й уксусной кислотой и 
метиленовым синим. Подсчет клеток велся с 
помощью камеры Горяева методом оптической 
микроскопии. Для цитологического исследо­
вания БАЛЖ центрифугировали в течение 4 
мин при 1000 об./мин., затем жидкость декан­
тировалась, а из осадка готовились мазки на 
два предметных стекла. После просушивания 
на воздухе мазки фиксировались метиловым 
спиртом и окрашивались азур-эозином. Мазки 
микроскопировались с иммерсией при увели­
чении 1000×. Дифференциальный подсчет для 
определения процента альвеолярных макрофа­
гов (АМ), нейтрофильных лейкоцитов (НЛ) и 
прочих клеток проводился до общего числа 
подсчитанных клеток, равного 100. С учетом 
общего числа клеток в БАЛЖ эти проценты 
пересчитывались на абсолютное число AM и НЛ. 

Биохимические показатели супернатанта БАЛ 
(щелочная фосфатаза, аланинаминотрансфераза, 

гамма-глутамилтранспептидаза, амилаза, лактат­
дегидрогеназа) оценивались на биохимическом 
анализаторе «Кобас Интегра» с использованием 
соответствующих диагностических наборов. 

Статистическая обработка полученных дан­
ных проводилась на персональном компьютере 
с помощью программы MS Excel; достоверность 
различий между группами определялась с по­
мощью t-критерия Стьюдента. Различие между 
средними величинами считалось статистически 
значимым, если вероятность его случайного 
происхождения не превышала 0,05 (р ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение. Результаты 
цитологической оценки бронхоальвеолярного 
лаважа (БАЛ) через 24 часа после интратрахе­
ального введения крысам суспензии наночастиц 
аморфного диоксида кремния представлены в 
табл. 2. 

Как видно из табл. 2, под влиянием НЧ АДК  
отмечается увеличение числа нейтрофильных 
лейкоцитов и тенденция к увеличению общего 
числа клеток в бронхоальвеолярном лаваже. 
Также заметен рост отношения числа НЛ/АМ 
в сравнении с контролем. Последнее являет­
ся надежным и чувствительным показателем 
для сравнительной оценки цитотоксического 
действия изучаемых частиц, что подтверждено 
многими независимыми экспериментальными 
исследованиями [19, 23]. Под влиянием био­
профилактического комплекса перечисленные 
цитологические характеристики БАЛЖ (число 
нейтрофильных лейкоцитов в бронхоальвео­
лярном лаваже и отношение числа НЛ/АМ) у 
крыс, которые в течение месяца перед интра­
трахеальной инстилляцией НЧ АДК получали 
БПК, были снижены до уровня контрольных 
значений.

Таблица 2. Цитологическая картина БАЛ через 24 часа после интратрахеального введения крысам суспензии НЧ АДК  
(в дозе 0,5 мг/мл) и/или биопрофилактического комплекса (X̅ ± Sx) 

Table 2. Results of cytologic evaluation of bronchoalveolar lavage fluid 24 hours after intratracheal instillation of suspended 
amorphous silicon nanoparticles (SiNPs, 0.5 mg/mL) and/or administration of the bioprophylactic complex (BPC) in rats 

(X̅ ± Sx)

Что введено / Administered 
preparations

Число клеток, 106 / Number of cells, 106

НЛ/АМ / NL/AM
Общее / Total Альвеолярные макрофаги (АМ) / 

 Alveolar macrophages (AM)
Нейтрофильные лейкоциты (НЛ) 
/ Neutrophilic leukocytes (NL)

Контроль / Control 2,27 ± 0,44 1,20 ± 0,29 1,06 ± 0,33 1,25 ± 0,40
НЧ АДК / SiNPs 4,1 1± 0,89 1,27 ± 0,25 2,79 ± 0,73* 2,50 ± 0,44*
НЧ АДК + БПК / SiNPs +BPC 2,64 ± 0,64 1,28 ± 0,14 1,35 ± 0,63 1,34 ± 0,54
БПК / BPC 2,10 ± 0,29 1,31 ± 0,18 0,79 ± 0,27 0,76 ± 0,30
Примечание: знаком «*» отмечены значения, имеющие статистически значимое отличие от контрольной группы (по t-критерию 
Стьюдента при p ≤ 0,05).
Note: * values having a statistically significant difference from the control group (p ≤ 0.05).

Рисунок. Распределение наночастиц аморфного диоксида кремния по диаметру, нм 
Figure. Diameter distribution of amorphous silicon dioxide nanoparticles, nm 
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Как видно из данных, представленных 
в табл. 3, при интратрахеальном введении 
наночастиц аморфного диоксида кремния в 
супернатанте БАЛ отмечалось статистически 
значимое увеличение содержания щелоч­
ной фосфатазы, аланинаминотрансферазы, 
амилазы, гамма-глутамилтранспептидазы и 
лактатдегидрогеназы – типичные эффекты 
цитотоксичных частиц [24, 25]. У группы 
животных, получавших предварительно курс 
биопрофилактического комплекса до интра­
трахеального введения суспензии НЧ АДК, 
все эти показатели нормализовались, то есть 
не имели статистически значимых отличий от 
соответствующих контрольных величин. Все 
цитологические и биохимические показатели 
у крыс дополнительной контрольной группы 
(БПК) не отличались от контрольных значе­
ний, что свидетельствует о безвредности самого 
биопрофилактического комплекса.

В целом анализ полученных эксперимен­
тальных данных подтверждает, что изменения 
как цитологических, так и биохимических 
показателей бронхоальвеолярного лаважа 
свидетельствуют о благоприятном эффекте 
снижения цитотоксичности НЧ АДК под 
влиянием проведенного курса биологической 
профилактики.

Заключение
Впервые проведена оценка биопрофилак­

тического комплекса, состоящего из глюта­
мата натрия, рыбьего жира, препарата йода и 
антиоксидантного комплекса (селен, рутин и 
витамины А, Е, С), по цитологическим и био­
химическим показателям бронхоальвеолярного 
лаважа. Показана эффективность перорального 
применения комплекса, состоящая в существен­
ном ослаблении цитотоксического действия 
наночастиц аморфного диоксида кремния. 
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