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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДЕРМЫ КОЖИ ПРИ
ВВЕДЕНИИ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА

Резюме. Исследование влияния наночастиц серебра на кожу является актуальным и практически значимым. Целью
работы являлось исследовать морфофункциональные изменения дермы кожи, которые возникают при внутрикожном
введении наночастиц серебра. Использовались наночастицы серебра сферической формы размером 30 нм, синтезиро-
ванные цитратным методом. Эксперимент проводился на 140 крысах линии Вистар. После подкожного введения 0,01мл
раствора наночастиц серебра эффект оценивался на 1, 3, 7, 14, 21, 30, 45 сутки. Использовались стандартные гистологи-
ческие методики. Показано, что при введении наночастиц серебра в коже наблюдается изменение соотношения клеточ-
ных элементов дермы и соотношения различных по степени зрелости клеток фибробластического дифферона. Наиболее
лабильными являются популяции макрофагов и фибробластов. Максимальное нарастание междифферонной и внутридиф-
феронной гетероморфии наблюдается на 14 сутки.
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В в ед ен ие
Активное развитие методов получения стойких на-

ночастиц металлов раскрывает широкие перспекти-
вы их применения в промышленности, медицине.
Исходя из литературных данных, можно сделать вы-
вод, что наиболее актуальным и практически значи-
мым является исследование влияния наночастиц се-
ребра (НЧ Ag) на организм [Чекман та ін., 2010]. НЧ
Ag является одним из наиболее последовательно изу-
ченных НЧ в вопросах токсичности. Это связано с
тем, что НЧ серебра обладают доказанным антимик-
робным эффектом [Martinez-Gutierrez et al., 2012], ко-
торый используются в настоящее время во многих
продуктах, начиная от перевязочных материалов и
заканчивая одеждой. Кожа является самым большим
органом тела и выполняет функцию первой линии
барьера между внешней средой и внутренними орга-
нами человеческого тела. Следовательно, наружно
применяемые НЧ потенциально могут проникать в
кожу и оказывать как местные, так и системные эф-
фекты, попадая в общий кровоток. При этом следует
отметить, что работ, описывающих морфофункцио-
нальные изменения, происходящие в тканях кожи не-
достаточно, а имеющиеся трудно сравнимы, т.к. эф-
фекты НЧ сильно зависит от размера, поверхностно-
го заряда, особенностей покрытия и рельефа повер-
хности. Имеющиеся литературные данные носят про-
тиворечивые сведения. С одной стороны, под влия-
нием AgНЧ усиливается клеточная пролиферация и
ангиогенез, что приводит к повышению функциональ-
ной активности фибробластов и неоколлагеногене-
зу [Tian et al., 2007; Kwan et al., 2011; Gunasekaran et
al., 2012], а с другой стороны есть данные про токси-
ческое влияние на фибробласты in vitro [Samberg et
al., 2010; Martinez-Gutierrez et al., 2012].

Цель нашей работы: изучить морфофункциональ-
ные изменения дермы кожи крыс при введении НЧ
серебра 30нм.

Материалы и методы
1. Модель эксперимента
Экспериментальные исследования проведены на

140 интактных крысах линии Вистар обоих полов ве-
сом 0,18-0,24кг. Животные содержались в стандартных
условиях вивария Одесского национального медицин-
ского университета согласно научно-практическими
рекомендациями по содержанию лабораторных живот-
ных и работе с ними. Животные были разделены на 4
группы: интактная группа; животные, которым вводили
Ag НЧ 30 нм; группа животных, которым вводили 2%
коллоидный р-р серебра; и группа животных, которым
вводили физраствор. Введение физраствора в коли-
честве 0,01 мл осуществляли в область холки живот-
ного строго подкожно на глубину 120 мкм с помощью
инсулинового шприца. После введения эффект оце-
нивали на 1, 3, 7, 14, 21, 30 и 45 сутки. Животных выво-
дили из эксперимента путем передозировки эфирного
наркоза. Эксперимент проводили строго с соблюдени-
ем норм Закона Украины "О защите животных от жес-
токого обращения", а также согласно общих этических
принципов экспериментов на животных и Этическим
кодексом ученого Украины.

2. Получение и характеристика Ag НЧ
В данной работе для получения НЧ Ag, был приме-

нен цитратный метод. Синтез НЧ Ag проводили при
следующих технологических параметрах:

- эквимолярные концентрации AgNO
3
 и Na

3
C

6
H

5
O

7
 :

5x10-4M;
- отношение концентраций (AgNO

3
)/(Na

3
C

6
H

5
O

7
) = 1:4;

- температура синтеза - 100°С;
- время синтеза, мин: 60.
При используемых нами параметрах синтеза с при-

менением цитрата натрия были получены наночасти-
цы серебра сферической формы.

Для определения среднего размера наночастиц се-
ребра нами применялся метод лазерной корреляцион-
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ной спектроскопии, известный в литературе, как метод
динамического рассеяния света [Гоцульский и др., 1997].

В нашем случае расчет размера наночастиц мето-
дом ЛКС был произведен путем сравнения корреляци-
онных функций рассеяния коллоидного раствора, со-
держащего наночастицы серебра и раствора с эталон-
ным объектом, которым являлась сильно разбавлен-
ная водная взвесь латекса. Диаметр частиц латекса,
согласно паспортным данным, был равен = 0.06 мкм
(погрешность 5%). В этом случае размер оптических
неоднородностей, вызванных наличием рассеивающих
объектов, определяли по формуле:

где  d
латекс

, d
i
  - диаметры частицы латекса и иссле-

дуемой наночастицы,   и 
латекс

, 
i 
- характерные време-

на рассеяния монохроматического света, полученные
на образце сравнения (латекс) и на исследуемых нано-
частицах серебра, равные, соответственно, 180 мксек
и 90 мксек.

Исходя из этих данных, размер наночастиц серебра
равен 30 нм, что согласуется с данными, полученными
другими методами (оптическое поглощение, электрон-
но-микроскопический). НЧ серебра синтезированы на
базе НИИ физики ОНУ им.И.И.Мечникова.

3. Методики
Для морфологических исследований забирали кожу

спины. Материал фиксировали в 10% нейтральном
формалине и заливали гистамиксом (Биовитрум Рос-
сия) согласно общепринятой гистологической методи-
ки, готовили постоянные гистологические препараты.
Срезы толщиной 5-7 мкм окрашивали гематоксилином,
эозином, по ван Гизон, резорцином-фуксином, толуи-
диновым синим, по Фельгену, по Браше [Саркисов,
Перов, 1996].

Постоянные гистологические препараты исследова-
ли методом световой микроскопии на микроскопе
"Zeiss", "Axiostar plus", оборудованном системой видео-
анализа изображений. Морфометрические исследова-
ния полученных изображений выполняли с использо-

ванием программы "ВидеоТест - Мастер Морфология"
(ВидеоТесТ, Россия). Полученные изображения и циф-
ровые данные хранили в архиве, созданном с помо-
щью программного обеспечения "ВидеоТесТ Альбом".

Статистическую обработку результатов проводили
с помощью компьютерной программы "STATISTIKA 6.0".
Для математической обработки данных использовали
дисперсионный анализ. В случае, если нулевая гипоте-
за отклонялась, для дальнейшего анализа использова-
ли критерий Ньюмана-Кейлса. Исследования проводи-
ли на базе кафедры гистологии, цитологии и эмбрио-
логии ОНМедУ.

Результаты. Обсужение
Клетки дермы представлены преимущественно

фибробластами, макрофагами, тканевыми базофила-
ми и представителями некоторых других клеточных
дифферонов. Ведущим клеточным диффероном со-
единительной ткани является фибробластический и
составляет 78-81% клеточного состава. Внутри фиб-
робластического дифферона различают фиброблас-
ты и фиброциты, процентное соотношение фиброци-
тов в коже крысы до 6-7%. Тканевые базофилы рас-
полагаются преимущественно вокруг сосудов и состав-
ляют 4% клеток. Макрофаги составляют 8-9% клеток.
Гранулоциты, плазматические клетки также являются
частью многодифферонной соединительной ткани кожи
крыс, однако они малочисленны и в норме составляют
около 1% клеточного состава.

В результате внутрикожного введения наночастиц
серебра размером 30 нм наблюдается клеточная ин-
фильтрация в месте введения. В очаге размером
251,5±3,5мкм нарастает междиферонная и внутриди-
феронная гетероморфия.

Первыми на введение реагируют тучные клетки,
их количество увеличивается почти вдвое и они на-
ходятся в стадии дегрануляции. Под влиянием секре-
торных продуктов тканевых базофилов повышается
проницаемость кровеносных сосудов, происходит ге-
терокинез клеток крови. На 3 сутки междиферонная
гетероморфия нарастает за счет макрофагов. При этом

i
i латекс

латекс

d d ,




Таблица 1. Клеточный состав дермы кожи крыс при введении НЧ Ag 30нм (М±m, n=6, %).

Примечание:  * - р<0,05 по сравнению с предыдущим сроком наблюдения; # - р<0,05 по сравнению с контрольной
группой.

Сутки опыта Фибробласты Фиброциты Тканевые базофилы Макрофаги Гранулоциты Лимфоциты

Интактные 75,0±2,7 7,9±0,8 4,4±0,5 9,4± 0,6 1,7±0,7 1,6±0,3

1 60,4±3,8# 7,5±0,8 9,9±0,04# 13,9±0,3# 4,7±,4# 1,8 ±0,5

3 62,4±7,8*# 5,9±0,8*# 8,9±0,07*# 35,3 ±4,6*# 3,6±2,9*# 2,2±0,5

7 66,9 ±5,4*# 5,1±0,8*# 5,6 ±0,16*# 25,4 ±6,6#* 3,2±4,1*# 1,9±0,5

14 72,9±9,3*# 4,7±0,8*# 4,5 ±0,03* 19,1 ±6,3#* 0,8±0,03*# 2,3±0,07#

21 79,81±8,5#* 4,5±0,8# 1,5±0,2*# 15,6 ±5,9#* 0,1±0,06# 3,0±0,5*#

30 82,6±7,4*# 4,9 0,8# 0,8 ±0,1*# 12,1 ±0,6*# 0,3±0,07# 1,5±0,7*

45 79,4±8,6*# 5,8±0,8*# 2,1± 0,2*# 8,2± 0,6 0,5±0,04# 0,3 ±0,5*#
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следует отметить, что количество гранулоцитов и лим-
фоцитов изменяется незначительно. На 7 сутки в ме-
сте введения начинает формироваться "грануляцион-
ная ткань", снижается количество клеток гематоген-
ного происхождения и увеличивается количество фиб-
робластов. Восстановление соотношения клеточных
элементов дермы кожи происходит на 45 сутки (табл.
1).

Следует отметить, что изменение соотношения кле-
ток дермы происходит лишь в очаге введения, в ин-
тактных зонах незначительные изменения были ста-
тистически недостоверными.

Кроме междиферонной гетероморфии под влия-
нием наночастиц серебра нарастает и внутридиффе-
ронная гетероморфия фибробластов. В зависимости
от степени зрелости и функциональной активности раз-
личают 3 вида фибробластов: малодифференциро-
ванные, дифференцирующиеся и зрелые. Наиболее
достоверным морфометрическим дифференциаль-
ным признаком является ЯЦИ [Алексеева и др., 2012],
который снижается по мере дифференцировки, так
малодифференцированные фибробласты характери-
зуются ЯЦИ равным 1,81±0,16, дифференцированные
- 1,23±0,08, а для зрелых фибробластов характерен
более низкий ЯЦИ - 0,42±0,06, ЯЦИ фиброцитов -
3,8±0,4. В нормальной коже наиболее численными
являются зрелые фибробласты - 75-80%. При введе-
нии НЧ Ag 30 нм отмечается увеличение содержания
малодифференцированных и дифференцированных
фибробластов, максимальное количество которых
отмечается на 14 сутки при формировании "грануля-
ционной ткани" (табл. 2).

Анализируя результаты исследования можно сде-
лать вывод, что под влиянием наночастиц серебра ди-
аметром 30 нм происходит изменение процентного
соотношения клеток дермы. Наиболее лабильными

являются популяции макрофагов и фибробластов.
Изменение количества тучных клеток происходит в
первые сутки, когда они активно дегранулируют ме-
диаторы воспаления, а затем происходит их истоще-
ние и уменьшение их количества. Такая реакция туч-
ных клеток является закономерной и возникает в от-
вет на альтерацию. При этом следует отметить практи-
чески полное отсутствие реакции со стороны грану-
лоцитов и лимфоцитов, что подтверждает неиммун-
ный характер воспаления. Что касается макрофагаль-
ной реакции, то по сравнению с течением типичного
воспалительного процесса в коже крыс, под влияни-
ем НЧ Ag 30 нм она длится дольше, но проявляется
менее интенсивно. Нарастание междиферонной ге-
тероморфии фибробластов также требует анализа. В
нашем исследовании при анализе гетерогенности по-
пуляции фибробластов использовался ЯЦИ, как дос-
товерный морфометрический дифференциальный
признак. В результате, под влиянием НЧ Ag 30 нм из-
менялось соотношение различных по степени зрело-
сти фибробластов в сторону увеличения незрелых
форм.

Как известно, популяция фибробластов гетерогенна.
Среди фибробластов выделяют две популяции: ко-
роткоживущие и долгоживущие. Короткоживущая по-
пуляция характеризуется высоким уровнем обновле-
ния клеток. Эти клетки активно участвуют в новообра-
зовании соединительной ткани при заживлении ран.
Долгоживущие клетки осуществляют преимуществен-
но опорную (механическую) функцию. К тому же, фиб-
робласты экспрессируют различные CD-маркеры: CD34
и CD49 [Алексеева и др., 2012], что подтверждает нео-
днородность популяции и, возможно, различные ис-
точники их развития. Учитывая выше сказанное, воз-
можным механизмом воздействия НЧ Ag 30 нм явля-
ется стимуляция пролиферации короткоживущих фиб-
робластов.

Выводы и перспективы дальнейш их
разработок

1. При внутрикожном введении наночастиц сереб-
ра размером 30 нм отмечается изменение соотноше-
ния клеточных элементов дермы и соотношения раз-
личных, по степени зрелости, клеток фибробласти-
ческого дифферона.

2. Наиболее лабильными являются популяции мак-
рофагов и фибробластов. Максимальное нарастание
междифферонной и внутидифферонной гетеромор-
фии наблюдается на 14 сутки.

Уточнение механизмов влияния наночастиц сереб-
ра размером 30нм на гетерогенность популяции фиб-
робластов требует дальнейшего иммуногистохимичес-
кого исследования.

Таблица 2. Распределение клеток фибробластического
дифферона по степени зрелости при при введении НЧ Ag
30нм (М±m, n=6,0%).

Примечание: * - р<0,05 по сравнению с предыдущим сро-
ком наблюдения; # - р<0,05 по сравнению с контрольной
группой.

Срок
эксперимента

Малодифферен-
цированные

Дифференци-
рованные

Зрелые
фибробласты

Интактные 5,7±0,3 9,8±0,7 85,3±0,5

1 6,3±0,4 10,1±0,6 84,5±0,7

3 11,2±0,5#* 21,1±0,7#* 70,4±0,6#*

7 17,9±0,6#* 32,6±0,2#* 56,2±0,9#*

14 15,4±1,1#* 40,6±0,9#* 49,5±0,1#*

21 14,3±0,1#* 39,5±0,7#* 55,5±0,3#*

30 12,3±0,8#* 19,6±0,5#* 73,3±0,2#*

45 8,2±0,6#* 10,7±0,2#* 80,4±0,5#*
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Сирма О. І. ,  Ск обеєва В.М. ,  Ульянов В. О.
МОР ФОФУНКЦІ ОНАЛЬНА ХАРА КТЕР ИСТИ КА ДЕРМИ  ШКІ РИ П РИ В ВЕДЕ ННІ НАНОЧАСТ ИНОК  СРІ БЛА
Резюме.  Дослідження впливу наночастинок срібла на шкіру є актуальним і практично значимим. Метою роботи було
дослідити морфофункціональні зміни дерми шкіри, які виникають при внутрішньошкірньому введенні наночастинок срібла.
Використовували наночастинки срібла сферичної форми розміром 30 нм, синтезовані цитратним методом. Експеримент
проводили на 140 щурах лінії Вістар. Після підшкірного введення 0,01 мл розчину наночастинок срібла ефект оцінювали на 1,
3, 7, 14, 21, 30, 45 добу. Використовували стандартні гістологічні методики. Показано, що при введенні наночастинок срібла
в шкірі спостерігається зміна співвідношення клітинних елементів дерми і співвідношення різних за ступенем зрілості клітин
фібробластичного дифферона. Найбільш лабільними є популяції макрофагів і фібробластів. Максимальна наростання міждиф-
феронної і внутрішньодифферонної гетероморфії спостерігається на 14 добу.
Ключові слова:  наночастинки срібла, дерма шкіри, морфометрія.

Syrma O. I. ,  Skobeyeva V.M. ,  Ulyanov V. A.
МORPHOFUNCTIONAL CHARA CTERISTICS OF DERMIS AFTER ADMINISTRATION OF SILVER NANAPARTICLES
Summary. Investigation of the influence of silver nanoparticles on the skin is relevant and practically significant. The goal of the
work was to investigate the morphological changes of the dermis of the skin that occur when intradermal administration of silver
nanoparticles. Spherical silver nanoparticles 30 nm were used. The experiment was carried out on 140 Wistar rats. After subcutaneous
administration of 0.01 ml solution of silver nanoparticles effect were assessed on 1st, 3rd, 7th, 14th, 21st, 30th, 45th days. The
standard histological techniques were used. It is shown that the introduction of silver nanoparticles in the skin, leads to a change in the
ratio of the cellular elements of the dermis and the ratio of the different degree of maturity of fibroblasts. The most labile populations
are macrophages and fibroblasts. The maximum rise of geteromorfiа is observed on the 14th day.
Key words:  silver nanoparticles, the dermis of the skin, morphometry.
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КЛІТИННИЙ СКЛАД ЛІМФОЇДНИХ ВУЗЛИКІВ ТОНКОЇ КИШКИ ПРИ
ХІРУРГІЧНОМУ ЛІКУВАННІ ТА ЕНТЕРОДЕТОКСИКАЦІЇ ВИСОКОЇ ГОСТРОЇ
ОБТУРАЦІЙНОЇ КИШКОВОЇ НЕПРОХІДНОСТІ

Резюме. Визначені структурні зміни лімфатичних вузликів тонкої кишки при хірургічному лікуванні високої гострої тонко-
кишкової непрохідності в умовах ентеродетоксикації сорбентом Силлард П. При застосуванні сорбенту в лімфатичних
вузликах тонкої кишки збільшується процентний вміст лімфобластів і великих лімфоцитів (у 1,5 рази), малих лімфоцитів (у
1,5 рази), плазмоцитів (у 4 рази) і клітин, що діляться (у 2,3 рази), а показник об'ємної частки зруйнованих клітин знижується,
особливо у периферичній частині (в 3,8 рази). Оперативне втручання без ентеросорбції викликає пригнічення імунної
системи, зумовлює подальшу прогресію ендотоксикозу та наростання поліорганних дисфункцій.
Ключові слова: кишкова непрохідність, ентеродетоксикація, імунна система, лімфоїдні вузлики тонкої кишки.


