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Введение

Использование микрочастиц се6
ребра в медицине имеет богатую и
давнюю историю. Ещё знаменитый
Авиценна использовал серебро при ле6
чении инфекционных заболеваний. В
настоящее время на основе коллоид6
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В статье приводятся данные токсикологического исследования влияния на6
нобиокомпозита серебра на организм белых беспородных крыс в результате
перорального введения препарата в течение 9 дней. Исследование включало в
себя комплекс токсикологических, гистологических и иммуногистохимических
методов, для определения морфологического и функционального состояния тка6
ни головного мозга и печени при воздействии нанобиокомпозита. Установлено,
что воздействие данного препарата вызывает статистически значимое снижение
общего числа нейронов на единицу площади в опытной группе, по сравнению с
контролем, развитие периваскулярного отека. Наряду с этим, воздействие нано6
биокомпозита вызывает инициацию процесса апоптоза, заключающегося в увели6
чении экспрессии проапоптотического белка caspase 3. Показано статистически
значимое увеличение числа нейронов с экспрессией данного белка, по сравне6
нию с контрольной группой.

В ткани печени воздействие нанокомпозита вызывало возникновение мелко6
очагового некроза гепатоцитов, нарушение балочной структуры органа и диапе6
дез элементов крови через сосуды в просвет синусоидов. Мелкоочаговый некроз
гепатоцитов, оказывая неблагоприятное влияние на нормальную работу печени,
может приводить к усилению интоксикации организма.

Таким образом, установлено, что нанокомпозит серебра, инкапсулирован6
ный в природную полимерную матрицу арабиногалактана оказывает на ткань
головного мозга и печень прямое токсическое действие, а также способствует
развитию в нервной ткани процессов апоптоза.

Ключевые слова: серебро, нанобиокомпозит, головной мозг, печень, апоптоз,
caspase 3

ного серебра выпускаются различные
препараты (повиаргол, арговит, арго6
гель, аргоника, сиал6С, протаргол) с
антибактериальным, противовирусным
и противогрибковым действием [1]. Они
применяются в медицине как антисеп6
тические средства при лечении гнойно6
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воспалительных и других заболеваний
[2]. В настоящее время наночастицы
серебра нашли широкое применение в
косметической и пищевой промышлен6
ности, в различных фильтрах для очис6
тки воды.

Помимо благотворного воздей6
ствия на организм, получены данные
о том, что серебро способно блоки6
ровать тиоловые группы ферментных
систем, угнетать тканевое дыхание.
При длительном контакте с серебром
в производственных условиях этот эле6
мент может накапливаться в печени,
почках и слизистых оболочках [3].

Новые перспективы применения
серебра в медицине открываются в
связи с развитием нанотехнологии,
междисциплинарной области науки,
которая занимается созданием, произ6
водством и применением структур, ус6
тройств и систем, размеры и формы
которых контролируется в нанометро6
вой области. Однако, по сравнению с
серебром макроразмеров, его наноча6
стицы могут потенциально проявлять
бьльшую токсичность. Механизм ее
развития может быть связан с окис6
лительным стрессом, нарушением фун6
кций митохондрий и увеличением про6
ницаемости мембран [4]. В настоящее
время, с целью уменьшения токсичес6
ких эффектов и необходимости адрес6
ной доставки наночастицы серебра
заключают в матрицы различного про6
исхождения [5]. В частности, в качестве
наностабилизирующей матрицы исполь6
зуют природный полимер арабиногалак6
тан, выделяемый из лиственницы си6
бирской (Larix sibirica L.) по оригиналь6
ной технологии [6, 7].

В целом, механизм биологическо6
го ответа организма на введение нано6
частиц серебра находится в зависимо6
сти от дозы, формы и размера частиц,
а также способа экспонирования. В свя6
зи с тем, что обычно серебро поступа6
ет в организм с водой и пищевыми про6
дуктами, реже – резорбцией через кожу
и слизистые оболочки, пероральный

путь введения наночастиц серебра при
биомоделировании является наиболее
приемлемым.

Целью нашего исследования яви6
лось изучение структуры нервной тка6
ни и печени с оценкой экспрессии
проапоптотического белка caspase 3 в
нейронах при пероральном введении
наночастиц серебра в составе поли6
мерного нанобиокомпозита — нано —
Ag – АГ.

Материалы и методы

Нано — Ag – АГ на основе ара6
биногалактана с серебром синтезиро6
ван по методике [8]. Идентичность об6
разца Нано — Ag – АГ подтверждена
данными ИК спектроскопии, рентгено6
фазового анализа, микроскопии, эле6
ментного анализа и титрометрии и до6
полнительно данными ВЭЖХ. Содержа6
ние Ag(0) в препарате нано — Ag – АГ
16,7 %. Элементный состав соедине6
ния определяли по данным элемент6
ного анализа: С 34,26 %; Н 5,39 %;
Ag 15,4 %. Данные просвечивающей
электронной микроскопии изучаемого
образца свидетельствовали о том, что
в составе образца содержатся изоли6
рованные частицы нуль6валентного
серебра в глобулярной форме, разме6
ром от 0 до 20 нм с преобладанием
(до 81,5 %) в области 4,068,9 нм [9].

Экспериментальные исследования
проведены на базе Вивария ФГБУ «Во6
сточно6Сибирский научный центр эко6
логии человека» СО РАМН на двадца6
ти четырех половозрелых беспородных
белых крыс6самцах, массой от 240 до
280 грамм. Животные содержались в
специальном помещении с 12 часовым
светлым/тёмным циклом, регулируемой
температурой (22 ± 3°C) и влажнос6
тью, со свободным доступом к чистой
водопроводной воде и пище, включа6
ющей в себя все необходимые вита6
мины и микроэлементы. Все исследо6
вания на животных были проведены в
соответствии с Европейской конвенци6
ей по защите позвоночных животных,
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используемых для экспериментальных и
иных целей (Страсбург, 1986), а также
«Правил лабораторной практики» (при6
каз Минздравсоцразвития от 23 авгус6
та 2010 г. № 708н).

Животным опытной группы (n = 12)
на протяжении 9 дней вводили внутри6
желудочно водный раствор нано — Ag
– АГ из расчета 100 мкг серебра на ки6
лограмм массы тела в объеме 0,5 мл
дистиллированной воды. Контрольная
группа получала в эти же сроки эквива6
лентный объем дистиллированной воды
(n = 12). На следующий день после
окончания воздействия животным была
проведена эфтаназия путём декапита6
ции. Головной мозг и печень от каждого
исследуемого животного были извлече6
ны и фиксированы в нейтральном бу6
ферном растворе формалина (10 %),
обезвожены этанолом восходящей кон6
центрации (70, 80, 90, 95 и 100 %) и
помещены в гомогенизированную пара6
финовую среду для гистологических ис6
следований HistoMix (BioVitrum, Россия).
Далее приготовленные с помощью мик6
ротома HM 400 (Microm, Германия) сре6
зы толщиной 465 мкм окрашивались на
обычных гистологических предметных
стёклах гематоксилином и эозином для
обзорной микроскопии. Дополнитель6
но для визуализации нервных клеток
проводили окраску по Нисслю. Иссле6
дование полученных срезов осуществ6
лялось при помощи светооптического
исследовательского микроскопа
Olympus BX 51 (Япония) с вводом мик6
роизображений в компьютер при по6
мощи камеры Olympus.

Для определения активности про6
апоптотического белка caspase 3 при6
меняли имунногистохимический метод.
Полученные на микротоме срезы были
помещены на полизиновые стёкла
(Menzel, Германия) и окрашены на ан6
титела к белку caspase63 (Monosan,
Нидерланды) в соответствии с прото6
колом, предложенным производителем.
Визуализация окрашенных и зафикси6
рованных микропрепаратов осуществ6

лялась на светооптическом исследова6
тельском микроскопе. Анализ получен6
ных фотоматериалов выполнялся при
помощи системы Image Scope S. Были
выбраны следующие параметры ана6
лиза: общее количество нейронов на
единицу площади, количество гиперх6
ромных нейронов и количество нор6
мальных нейронов с экспрессией и без
экспрессии проапоптотического белка
caspase 3. Статистическую обработку
результатов проводили с помощью па6
кета прикладных программ «Statistica
6.0» (Statsoft, США). Статистическую
значимость различий в независимых
выборках определяли по методу Ман6
на – Уитни. Достигнутый уровень зна6
чимости признаков – при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

После девятикратного внутриже6
лудочного введения нано – Ag – АГ в
сенсомоторной зоне коры головного
мозга белых крыс отмечался выражен6
ный периваскулярный отек сосудов го6
ловного мозга, набухание проводящих
волокон в подкорковых структурах, рас6
ширение сосудов и разрыхление ней6
ропиля.

В целом морфологическое иссле6
дование головного мозга лабораторных
животных, подвергавшихся воздей6
ствию серебросодержащего полимер6
ного нанобиокомпозита, выявило изме6
нения, обычно сопровождающие мета6
болические сдвиги в структуре клеток
и тканей. Вероятно, это связано с раз6
витием компенсаторно6приспособи6
тельных реакций, возникающих в от6
вет на проникновение чужеродного
агента через гемато6энцефалический
барьер и характерно для перестройки
функционального состояния организма
на новый устойчивый уровень.

При исследовании гистологичес6
ких микропрепаратов печени белых
крыс, получивших экспозицию нано –
Ag – АГ отмечались более значитель6
ные изменения: нарушение балочной
структуры, проникновение клеток крови
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в синусоиды, мелкоочаговый некроз и
наличие клеток Купфера в синусоидах,
а также чётко выраженный стаз сосудов
головного мозга (рис. 1). Обнаружение
звездчатых ретикулоэндотелиоцитов,
являющихся мононуклеарными макро6
фагами, чаще всего свидетельствует о
нарушении функции печеночной ткани.
У животных контрольной группы сравне6
ния ни в одном случае не выявлялись
признаки нарушения структуры нервной
ткани и ткани печени.

При иммуногистохимическом об6
следовании нормальных нейронов сен6
сомоторной зоны коры головного моз6
га животных опытной группы было вы6
явлено увеличение доли клеток, эксп6
рессирующих caspase 3 (p < 0,05)
(табл. 1) (рис. 2). Установлено, что
проапоптотический белок caspase 3
располагался строго по периферии
клетки, либо компактными группами.
Число нормальных клеток без эксп6
рессии caspase 3 в опытной группе и
контрольной группе не имело статис6
тического значимого отличия.

Особый интерес представляло
изучение числа гиперхромных нейро6
нов с необратимыми структурными
изменениями. Количество гиперхром6
ных нейронов с экспрессией caspase
3 в опытной группе статистически
значимо отличалось от контрольной
группы и составляло соответственно:
2 (1 – 5) и 1,5 (1 – 2) (p < 0,001). В
гиперхромных нейронах caspase 3
окрашивалась по всей площади клет6
ки, без выраженной локализации.
Установлено, что в опытной группе
число гиперхромных нейронов, не эк6
спрессирующих caspase 3, превыша6
ло количество аналогичных нейронов,
но с экспрессией данного белка и
было выше, чем в контроле (табл. 1).
Полученные данные свидетельствуют
о том, что необратимые структурные
изменения в нейронах при воздей6
ствии наночастиц серебра могут про6
ходить как по типу апоптоза, так и без
его признаков.

Морфометрический анализ препа6
ратов головного мозга белых крыс, эк6
спонированных наночастицами серебра,
показал снижение общего числа нейро6
нов на единицу площади, по сравнению
с аналогичными показателями конт6
рольной группы.

Результаты настоящего исследова6
ния свидетельствуют о том, что наноча6
стицы серебра, инкапсулированные в
полимерной матрице распределяются
по организму, попадая в печень и через
гематоэнцефалический барьер в голов6
ной мозг. Вызываемые ими структурные
нарушения свидетельствуют об ответ6

Рис. 1. Печень белой крысы. Арабиногалактан 
серебра. Некроз (А). Диапедез элементов крови в 
синусойды (Б). Окр. гематоксилин-эозин. Ув.Х 400. 
 

Рис. 2. Экспрессия caspase 3 в ткани головного мозга
(). Арабиногалактан серебра. Реакция на caspase 3 
с подкрашиванием тионином. Ув. Х 400. 

А 

Б
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ной реакции орга6
низма на введение
чужеродного веще6
ства и характеризу6
ют перестройку
организма на новый
ф у н к ц и о н а л ь н ы й
уровень. Однако вы6
явленная готовность
клеток головного
мозга к апоптозу
позволяет сделать
предположение о напряжении компен6
саторно6приспособительных реакций.
Доказательством данного является раз6
витие необратимых структурных изме6
нений нейронов, снижение общего чис6
ла нормальных нейронов сенсомотор6
ной зоны и повышение экспрессии в них
проапоптотического белка caspase 3. В
дальнейшем возможно замещение ней6
ронов глиальными клетками с развити6
ем глиоза и формирование нейродеге6
неративного процесса. Аналогичное
предположение высказывается группой
исследователей из Оренбурга, изучав6
ших действие на организм белых крыс
наночастиц меди [10].

Выводы

Воздействие наночастиц серебра,
инкапсулированных в полимерную мат6
рицу, вызывает структурные и функци6
ональные изменения в ткани головно6
го мозга. Увеличение экспрессии про6
апоптотического белка caspase 3 в
нейронах головного мозга свидетель6
ствует о готовности клеток к програм6
мируемой смерти по типу апоптоза.
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Резюме

МОРФО6ФУНКЦІОНАЛЬНА ОЦІНКА
ЕФЕКТІВ ДІЇ НАНОЧАСТИНОК СРІБЛА,

ІНКАПСУЛІРОВННИХ В ПОЛІМЕРНІЙ
МАТРИЦІ

Сосєдова Л.М., Новиков М.А.,
Титов Е.А.

У статті наводяться дані токсиколо6
гічного дослідження впливу нанобіоком6
позіта срібла на організм білих безпо6
родних щурів в результаті перорально6
го введення препарату протягом 9 днів.
Дослідження включало в себе комплекс
токсикологічних, гістологічних та імуно6
гістохімічних методів, для визначення
морфологічного та функціонального ста6
ну тканини головного мозку і печінки при
впливі нанобіокомпозіта. Встановлено,
що вплив даного препарату викликає
статистично значуще зниження загаль6
ного числа нейронів на одиницю площі
в дослідній групі, в порівнянні з контро6
лем, розвиток периваскулярного набря6
ку. Поряд з цим, вплив нанобіокомпозі6
та викликає ініціацію процесу апоптозу,
що полягає у збільшенні експресії про6
апоптотического білка каспаз 3. Показа6
но статистично значуще збільшення чис6
ла нейронів з експресією даного білка,
в порівнянні з контрольною групою.

У тканині печінки дію нанокомпози6
ту викликало виникнення мелкоочагово6
го некрозу гепатоцитів, порушення ба6
лочної структури органу і диапедез еле6
ментів крові через судини в просвіт си6
нусоїдів. Дрібновогнищевий некроз ге6
патоцитів, надаючи несприятливий
вплив на нормальну роботу печінки,
може призводити до посилення інтокси6
кації організму.

Таким чином, встановлено, що на6
нокомпозит срібла, інкапсульований у
природну полімерну матрицю Арабіно6
галактан робить на тканину головного
мозку і печінку пряму токсичну дію, а
також сприяє розвитку в нервовій тка6
нині процесів апоптозу.

Ключові слова: срібло, нанобіоком�
позіт, головний мозок, печінка, апоп�
тоз, каспаз 3
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Summary

MORPHO6FUNCTIONAL ASSESSMENT
OF SILVER NANOPARTICLES ACTION

EFFECTS INCAPSULATED IN POLYMER
MATRIX

Sosedova L.M., Novikov M.A.,
Titov E.A.

Antiseptic and bacteriostatic proper6
ties of silver are known to people for
thousands of years and are widely used
in medicine since the time of Hippo6
crates, and Avicenna. t the present stage
of paramount importance perspective of
drug development to facilitate targeted
interaction of silver nanoparticles with
living tissues in general, and individual
cells in particular. At this point the silver
nanoparticles for delivery into tissue using
a variety of natural and synthetic poly6
mer matrices. This article examines the
toxic properties nanobiocomposites sil6
ver encapsulated in a polymer matrix
natural arabinogalactan. It was carried out
a comprehensive study, which includes
standard toxicological, histological and
immunohistochemical studies. Exposure
was performed by oral administration of
nanobiocomposites to white rats for 9
days. Animals were removed from the
experiment by decapitation. Histological
analysis of brain preparations showed
that the effect of silver nanoparticles
leads to the development of brain tissue
disease process characterized by the
occurrence of perivascular edema, re6
sulting in impaired hemodynamics tissue
swelling of brain membranes and the
conductive fibers in the subcortical struc6
tures, as well as loosening of the neu6
ropil.

This structural damage is indicate the
voltage of compensatory6adaptive
reactions in response to the study drug
on brain tissue. Also by immunohis6
tochemistry was found in the initiation and

development of tissue processes of
programmed cell death (apoptosis), which
was reflected in the increase in the
number of neurons with the expression
of pro6apoptotic protein in them caspase
3. This protein is the ultimate derivative
cascade of caspase activation and evi6
dence of the development processes in
the cell apoptosis. Revealed the pres6
ence in tissue hyperchromic neurons
expressing caspase without expression
indicates that at a given impact neuronal
death is apoptosis both in type and
necrosis. In liver tissue exposure of nano6
composite causes a fine focal necrosis
of hepatocytes, the violation of the beam
structure of the organ and diapedesis of
blood through the vessels into the lu6
men of sinusoids. Fine focal hepatocyte
necrosis, adversely affecting the normal
functioning of the liver may lead to en6
hancement of intoxication. Thus, this
study suggests that silver nanocompos6
ite incapsulated in arabinogalactan poly6
mer matrix penetrates the blood6brain
barrier, causing a loss of brain tissue.
Due to hemodynamic tissue may cause
metabolic disturbances, contributing to
the pathologic process, which are a
manifestation of structural abnormalities
and increased apoptosis.

Key words: silver, nanobiocompos6
ite, brain, apoptos, hepatic. caspase 3.
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