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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

Актуальность темы исследования 

 

Туберкулез (ТБ) является одной из социально значимых инфекций в мире. 

Несмотря на все проводимые мероприятия по борьбе с ТБ, уровень заболеваемо-

сти и смертности от данной инфекции остается высоким. По последним оценкам в 

2013 году было установлено 9,0 миллионов новых случаев заболевания туберку-

лезом и 1,5 миллиона случаев смерти от ТБ в мире. Заболеваемость туберкулезом 

в России в 2013 году составляла 89 случая на 100 тысяч человек, смертность - 12 

случаев на 100 тысяч россиян [195]. При этом стабильно высоким остается коли-

чество пациентов с множественной лекарственной устойчивостью возбудителя 

туберкулеза: 37,5% среди больных ТБ органов дыхания [15]. 

Для лечения туберкулеза применяют пять основных противотуберкулезных 

препаратов: изониазид, рифампицин, пиразинамид, этамбутол или стрептомицин 

[13]. Основными недостатками данной терапии являются: резистентность 

M. tuberculosis к антибиотикам и побочные действия применяемых препаратов из-

за длительности приема и отсутствия адресной доставки в пораженные органы. В 

случаях лекарственно устойчивого туберкулеза используют резервные противо-

туберкулезные препараты, комбинирование которых и длительность приема до 

сих пор носят в основном эмпирический характер [13, 14]. Поэтому в настоящее 

время актуальной проблемой является поиск альтернативных способов лечения 

ТБ. 

Сегодня в этой области разрабатываются несколько направлений, включаю-

щих использование моноклональных антител, бактериофагов, бактериальных 

вакцин и иммуномодуляторов. Одним из современных направлений борьбы с ту-

беркулезом является использование нанотехнологических подходов. Нанотехно-

логии позволяют преодолевать сложности в терапии туберкулеза: доставлять ан-

тимикробное вещество непосредственно внутрь пораженных клеток, используя в 
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качестве носителей наночастицы, и применять бактерицидный потенциал некото-

рых металлов в наноформе, к которым нет резистентности у патогенов [28]. Пер-

спективными с этой точки зрения являются наночастицы серебра (НЧС) и угле-

родные нанотрубки (УНТ). Наночастицы серебра характеризуются бактерицидно-

стью против широкого спектра грамотрицательных и грамположительных микро-

организмов [161, 197], включая антибиотикорезистентные штаммы [150]. Кроме 

того, наночастицы серебра увеличивают антибактериальную активность различ-

ных антибиотиков [166]. Углеродные нанотрубки широко применяются для ад-

ресной доставки лекарств в пораженные органы [121]. Имеются данные о бакте-

рицидной активности углеродных нанотрубок [29, 55, 184, 201]. Однако примене-

ние наночастиц в медицине подразумевает проведение предварительной тщатель-

ной оценки их безопасности и эффективности.  

 

Степень разработанности темы исследования 

 

В научной литературе существует большое количество работ, посвященных 

токсикологической оценке наночастиц серебра и углеродных нанотрубок и свиде-

тельствующих о том, что токсичность данных наночастиц зависит от многих фак-

торов, таких как размер, поверхностное покрытие, доза, способ и многократность 

введения [123, 138, 197]. Однако на данный момент в литературе практически от-

сутствуют систематизированные данные о воздействии наночастиц на иммунную 

систему. Также на сегодняшний день редко проводятся комплексные исследова-

ния воздействия наночастиц на такие внутриклеточные бактерии как M. tuberculo-

sis. Так, в научной литературе работы, посвященные изучению антимикобактери-

альной эффективности наночастиц серебра, немногочисленны и в основном пока-

зывают ингибирующую рост M. tuberculosis активность данных наночастиц в экс-

периментах in vitro [147, 164, 174]. Исследований антимикобактериального дей-

ствия наночастиц на животных моделях хронического ТБ с одновременной оцен-

кой изменения иммунных показателей в доступной научной литературе нами об-

наружено не было. Известно, что развитие туберкулеза сопровождается возникно-
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вением имуннодефицитного состояния организма. В связи с вышесказанным, ак-

туальным является комплексное изучение антимикобактериального действия на-

ночастиц и иммунного статуса больных туберкулезом животных.  

 

Цели и задачи 

 

Цель исследования ─ оценить антибактериальные, иммунобиологические и 

токсикологические свойства наночастиц серебра, углеродных нанотрубок и вы-

явить особенности их действия на иммунную систему здоровых и инфицирован-

ных M. tuberculosis экспериментальных мышей, в зависимости от пути проникно-

вения этих частиц в макроорганизм. 

 

Задачи исследования 

1. Оценить физические параметры углеродных нанотрубок и наночастиц 

серебра.  

2. Изучить бактерицидные свойства углеродных нанотрубок и наноча-

стиц серебра по отношению к возбудителям различных бактериальных инфекций 

в системе in vitro, в том числе к возбудителю туберкулеза. 

3. Исследовать влияние углеродных нанотрубок и  наночастиц серебра в 

системе in vitro на жизнеспособность, фагоцитарную и цитокиновую активности 

иммунокомпетентных клеток. 

4. Изучить влияние наночастиц серебра и углеродных нанотрубок на из-

менение функциональной активности иммунокомпетентных клеток мышей при 

различных путях введения препаратов. 

5. Оценить влияние ингаляционного введения мышам наночастиц сереб-

ра на уровень обсемененности легких M. tuberculosis у животных, больных хро-

нической формой туберкулеза, а также изменение функциональной активности 

лейкоцитов. 
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Научная новизна  

 

Впервые продемонстрировано, что ингаляционное применение наночастиц 

серебра, покрытых поливинилпирролидоном, приводит к полной элиминации или 

значительному снижению концентрации возбудителя туберкулеза в легких экспе-

риментальных животных. 

Выявлено, что на 7 сут после ингаляционного введения больным хрониче-

ским туберкулезом мышам наночастиц серебра, покрытых поливинилпирролидо-

ном, в сыворотке крови и бронхолегочном лаваже у животных отмечается увели-

чение концентрации ИФН-γ с последующим понижением уровня данного цитоки-

на к 30 сут, что совпадает со снижением обсеменённости M. tuberculosis в органах 

мышей. 

Показано, что ингаляционное введение наночастиц серебра, покрытых поли-

винилпирролидоном, здоровым мышам не вызывает изменения иммунологиче-

ских показателей и патоморфологических нарушений в органах животных. 

Установлено, что подкожное введение наночастиц серебра, покрытых поли-

винилпирролидоном, в дозе 0,1 мг/кг оказывает воздействие на субпопуляцион-

ный состав лимфоцитов, количество ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов в се-

лезенке и содержание ИФН-γ в сыворотке крови мышей.  

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

 

Разработан аэрозольный метод применения суспензии наночастиц серебра 

для снижения концентрации M. tuberculosis в легких хронически больных тубер-

кулезом животных, отраженный в Методических рекомендациях «Порядок рабо-

ты с аэрозолями наночастиц и микроорганизмов (с использованием установки 

Глас-Кол модели 099С А4224) (Учрежденченский уровень внедрения)». 

Выявлены новые свойства коммерческого препарата «Арговит»: показана его 

бактерицидная активность против M. tuberculosis и иммуномодулирующее дей-

ствие на лимфоцитарное и фагоцитарное звенья иммунитета мышей. По материа-
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лам диссертации составлены Методические рекомендации «1.2.0052-11. Оценка 

воздействия наноматериалов на функцию иммунитета. Методические рекоменда-

ции – М.: Федеральный Центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора, 2011 

– 42 с. (Федеральный уровень внедрения)». 

 

Методология и методы исследования 

 

На первом этапе диссертационного исследования была проведена оценка 

физических параметров и бактерицидной активности наночастиц в экспериментах 

in vitro; на втором этапе изучили цитотоксическое воздействие наночастиц на им-

мунные клетки мышей в экспериментах in vitro; на третьем этапе было проведено 

исследование воздействия наночастиц на иммунную систему мышей in vivo в за-

висимости от пути введения; на четвертом этапе изучили антибактериальное дей-

ствие наночастиц серебра на модели хронически больных туберкулезом мышей и 

провели оценку иммунного статуса данных лабораторных животных. В диссерта-

ционной работе использованы микробиологические, биологические, биохимиче-

ские, иммунологические, микроскопические, гистологические экспериментальные 

методы исследования, а также методы статистической обработки результатов. Для 

проведения экспериментов, представленных в диссертационной работе, было ис-

пользовано следующее оборудование: планшетный многофункциональный анали-

затор Victor X3 2030, Perkin Elmer, Финляндия (программное обеспечение 

WorkOut 2,5); проточный цитофлюориметр FACSCalibur, Becton Dickinson, США 

(программное обеспечение CellQuest Pro); электронный микроскоп «Hitachi» H-

500, Япония (программное обеспечение Image Scope M); сканирующий зондовый 

микроскоп «Smart SPM», АИСТ-НТ, Россия (программное обеспечение Gwiddion, 

Czech Metrology Institute, Чехия); микротом «Reichert-Jung» (Германия); микро-

скоп Nikon Eclipse 80i (Япония); аэрозольная установка СО 099С А4224 (GLAS-

COL APPARATUS, США); автоматический клеточный счетчик CountessTM («Invi-

trogen», Корея). 
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Положения, выносимые на защиту 

 

1. Бактерицидное и цитотоксическое действия углеродных нанотрубок и 

наночастиц серебра прямопропорциональны концентрации наночастиц и зависят 

от их размера, формы и наличия поверхностного покрытия. 

2. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, при вве-

дении мышам линии Balb/c ингаляционно или внутрижелудочно в дозе 0,1 мг/кг в 

течение одного месяца не оказывают токсического влияния на органы ретикуло-

эндотелиальной системы. 

3. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, при инга-

ляционном введении мышам линии C57Bl/6, больным хроническим туберкулезом, 

способствуют снижению обсемененности микобактериями или полной элимина-

ции возбудителя туберкулеза из легких экспериментальных животных. 

4. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, оказывают 

иммуномодулирующее действие при их введении мышам линий Balb/c или 

C57Bl/6, что выражается в изменении концентрации ИФН-γ и ФНО-α в биологи-

ческих жидкостях животных.  

 

Степень достоверности и апробация работы 

 

Достоверность результатов проведенных исследований подтверждается использо-

ванием современных методов исследования и оборудования, поверенного и сертифи-

цированного надлежащим образом, с привлечением статистических методов обработки 

данных. Материалы диссертации представлены на Международной Пущинской 

школе-конференции молодых ученых «Биология – наука ХХI века» (Пущино, 

2010); Научно-практической школе-конференции молодых ученых и специали-

стов научно-исследовательских организаций Роспотребнадзора. Современные 

технологии обеспечения биологической безопасности (Оболенск, 2010); Всерос-

сийской научно-практической конференции с международным участием "Моле-

кулярная диагностика – 2010» (Москва, 2010); Fifth International Conference on 
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Nanotechnology – Occupational and Environmental Health (США, 2011); 2-ой Меж-

дународной школе по практической проточной цитометрии (Москва, 2011); VIII 

Международной научно-практической конференции «Нанотехнологии – произ-

водству– 2012» (Фрязино, 2012); Объединенном Иммунологическом Форуме 

(Нижний Новгород, 2013); 6th International Symposium on Nanotechnology, Occupa-

tional and Environment Health (Япония, 2013). 

 

Публикации 

 

Основное содержание работы отражено в 10 публикациях, в том числе в двух 

статьях, опубликованных в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК и в 

8 тезисах сообщений на научных конференциях. 

 

Личный вклад соискателя 

 

Планирование, организация, проведение экспериментов и исследований на 

лабораторных животных, работа с методами цитометрии, иммуноферментного 

анализа, атомно-силовой микроскопии, спектрофотометрии, хемилюминесцен-

ции, статистическая обработка полученных данных и их интерпретация проведе-

ны лично автором под руководством к.б.н. Фирстовой В.В. и д.б.н. Потаповым 

В.Д.  Все изложенные в диссертации материалы получены непосредственно са-

мим соискателем, или при его участии. Результаты, описанные в отдельных гла-

вах, получены в соавторстве с сотрудниками лаборатории аэробиологических ис-

пытаний н.с. Грищенко Н.С., н.с. Рудницкой Т.И.; отдела иммунобиохимии н.с. 

Ганиной Е.А.; лаборатории электронной микроскопии зав. лабораторией д.б.н. 

Герасимов В.Н. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1. Туберкулез 

 

Туберкулез (ТБ) признан одной из главных причин заболеваемости и смерт-

ности во всем мире. Возбудителем данной инфекции является Mycobacterium 

tuberculosis. По данным Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) в  

2013 году во всем мире было установлено 9,0 миллионов новых случаев заболева-

ния туберкулезом и 1,5 миллиона случаев смерти от ТБ (из них 1,1 миллиона че-

ловек ВИЧ – отрицательные и 0,4 миллиона – ВИЧ-положительные люди). Треть 

мировой популяции людей инфицирована M. tuberculosis, и около одного милли-

арда человек добавиться к этому числу к 2020 году [195].  

В России годовой риск заражения туберкулезом высок и составляет  

0,5-1,5 %. Каждый день туберкулез уносит жизни 60 россиян. Наша страна зани-

мает 13 место в мире по уровню заболеваемости туберкулезом. Российская Феде-

рация (РФ) входит в число 22 стран, где регистрируется более 80 % случаев забо-

левания туберкулезом в мире. На долю РФ вместе с Бразилией, Индией, Китаем и 

Южной Африкой  приходится 60 % расчетного числа случаев туберкулеза, вы-

званного возбудителем с множественной лекарственной устойчивостью  

(МЛУ-ТБ). Самая высокая процентная доля МЛУ-ТБ среди больных сконцентри-

рована в странах Восточной Европы и Средней Азии (это в основном бывшие 

республики СССР). Возможность ликвидации туберкулеза даже в отдельно взятой 

стране, декларированная  ВОЗ, в ХХ веке не оправдалась, несмотря на то, что в 

1960-1980 г.г. были достигнуты значительные благоприятные сдвиги в эпидемио-

логии туберкулеза [15, 195]. 

Туберкулез легких развивается вследствие заражения Mycobacterium 

tuberculosis. В соответствии с современной классификацией микроорганизмов 

Mycobacterium tuberculosis относится к царству Bacteria, типу Actinobacteria, 
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классу Actinobacteridae, подклассу Actinomycetales, отряду Firmicutes, подотряду 

Corynebacterineae, семейству Mycobacteriaceae, роду Mycobacterium [5].  

Бактерии M. tuberculosis − тонкие, прямые, слегка изогнутые палочки раз-

мером (1-10)×(0,2-0,6) мкм, со слегка закругленными концами, в цитоплазме со-

держат зернистые образования. M. tuberculosis относят к аэробам, но также они 

способны расти и в факультативно анаэробных условиях. Температурный опти-

мум их роста составляет 37-38 °С, оптимум pH 7,0-7,2. Микобактерии неподвиж-

ны, спор и капсул не образуют, но имеют микрокапсулу, отделенную от клеточ-

ной стенки осмиефобной зоной. Микобактерии окрашиваются по Грамму поло-

жительно, а также окрашиваются по Цилю-Нильсену при нагревании карболовым 

фуксином, который не обесцвечивается при воздействии кислот, щелочей и спир-

та. M. tuberculosis характеризуются кислотоустойчивостью и медленным ростом 

на питательных средах. При культивировании на плотных питательных средах 

микобактерии образуют мелкие нефотохромогенные R-колонии кремового цвета. 

В жидких питательных средах M. tuberculosis образуют пленку на поверхности и 

рыхлый осадок [6]. 

 

1.1.1. Иммунопатогенез туберкулеза 

 

Основными входными воротами M. tuberculosis является респираторный 

тракт. Проникновение в организм микобактерий сопровождается формированием 

защитной реакции, которая приводит к блокированию распространения и раз-

множения M. tuberculosis [19]. Mycobacterium tuberculosis, являясь внутриклеточ-

ными патогенами, обладают способностью резистентности и репликации внутри 

различных клеток млекопитающих, в том числе агрессивных фагоцитирующих 

клеток, представляющих первую линию защиты от вторжения патогенных микро-

организмов [165]. Попавшие в организм  M. tuberculosis захватываются макро-

фагами и дендритными клетками, с последующим процессингом бактериальных 

антигенов и их представлением Т-лимфоцитам. Микобактерии туберкулеза инфи-

цируют макрофаги и размножаются внутри, нарушая естественный механизм фа-
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гоцитоза за счет выделения молекул, которые препятствуют слиянию фагосом с 

лизосомами [12]. Кроме того, из-за гидрофобной восковой клеточной стенки бак-

терии устойчивы к перевариванию лизосомальными ферментами и, следователь-

но, защищены от  бактерицидного действия макрофагов [194]. Таким образом, с 

одной стороны, макрофаги фагоцитируют микобактерии с последующим пред-

ставлением их антигенов Т-лимфоцитам. С другой стороны, макрофаги могут 

служить основным резервуаром патогена в тканях при незавершенном фагоцитозе 

[12].  

При незавершенном фагоцитозе вместе с макрофагами M. tuberculosis 

переносятся в легочную паренхиму, а затем в регионарные лимфатические узлы, 

где происходит их размножение, а также формирование Т-клеточного иммунного 

ответа. Инфицированные макрофаги выделяют во внеклеточное пространство 

фрагменты разрушенных микобактерий, ряд протеолитических ферментов, 

цитокины, в том числе интерлейкин-1 (ИЛ-1), которые активируют Т-лимфоциты, 

в первую очередь Т-хелперы (CD3+CD4+) [12, 42]. Данная популяция 

лимфоцитов в зависимости от продуцируемых цитокинов подразделяется на два 

типа клеток: Т-хелперы первого типа (Th1) и Т-хелперы второго типа (Th2), 

активация которых определяет характер специфического иммунного ответа на 

различные патогенные субстанции. Активация Th1-клеток приводит к 

формированию клеточного иммунитета и характеризуется производством 

интерлейкина-2 (ИЛ-2), интерферона-гамма (ИФН-γ) и фактора некроза опухоли-

α (ФНО-α), а активация Th2-клеток опосредует гуморальный иммунный ответ и 

характеризуется секрецией интерлейкинов (ИЛ): ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6 и ИЛ-10 [21, 

188]. Развитие туберкулезной инфекции проходит по типу противоинфекционного 

иммунного ответа с преимущественной активацией Тh1-клеток. Активированные 

Th1-клетки усиливают внутриклеточный клиренс фагоцитов за счет индукции 

слияния фагосом с лизосомами, что позволяет удалять патогены, 

персистирующие в фагосомах фагоцитов, а также участвуют в активации 

CD8+ цитотоксических лимфоцитов, обеспечивающих защиту против 

внутриклеточных паразитов [19]. Продукция Тh1-лимфоцитами ИЛ-2 и ИФН-γ 
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способствует миграции к месту локализации возбудителя и активации новых 

макрофагов. Активированные макрофаги дополнительно секретируют цитокины, 

в том числе фактор некроза опухоли-а (ФНО-α), который инициирует 

формирование гранулемы, что ограничивает распространение микобактерий и 

препятствует их размножению. Однако полного уничтожения возбудителя 

туберкулезной инфекции не происходит. Организм остается инфицированным, и 

туберкулезная инфекция переходит в хроническую форму [12]. При хронизации 

заболевания может наблюдаться активация Т-хелперов второго типа (Th2), 

характеризующаяся синтезом антител и формированием иммунопатологических 

проявлений [21, 85]. 

В дальнейшем гранулема окружается плотной фиброзной капсулой, а ее 

центр некротизируется, чему способствует ФНО-а. Вследствие малоэффективного 

фагоцитоза микобактерий выделяется большое число токсичных веществ, нару-

шающих внутриклеточный метаболизм макрофагов и Т-лимфоцитов, снижая их 

жизнеспособность и функциональную активность [125, 162]. При активации такие 

клетки в значительном количестве подвергаются апоптозу, что приводит к фор-

мированию вторичного иммунодефицита. Кроме того, при туберкулезе апоптозу 

подвергаются и нейтрофилы. Гибель инфицированных клеток приводит к образо-

ванию экссудативного компонента воспаления с развитием казеозного некроза, 

последующим расплавлением тканей и прорыву некротических масс в просвет 

бронхов или сосудов. При прорыве казеозного содержимого в просвет бронха 

происходит диссеминация процесса в прилежащие участки легкого, а при проры-

ве в сосуд – генерализация и распространение процесса в отдаленные органы [12].  

Формируется выраженный иммунодефицит, когда иммунокомпетентные 

клетки не в состоянии оказывать должного сопротивления инфекции и гибнут в 

большом количестве (апоптоз), что, в свою очередь, ведет к бурному и массивно-

му размножению популяции микобактерий и прогрессированию туберкулезного 

процесса. Повышенный апоптоз ведет к уменьшению количества иммунокомпе-

тентных клеток и сопровождается значительным снижением синтеза ИЛ-2 и 

ИНФ-γ [20]. При адекватной специфической химиотерапии снижается количество 
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M. tuberculosis, существенно снижается интенсивность апоптоза и, как следствие, 

увеличивается синтез ИЛ-2 и ИНФ-γ [11, 12]. 

 

1.1.2. Основные принципы лечения туберкулеза 

 

На сегодняшний день существуют эффективные препараты против туберку-

леза, но лечение ими подразумевает длительный период, что повышает риск раз-

вития побочных эффектов. В России для лечения туберкулеза в интенсивной фазе 

применяют пять основных противотуберкулезных препаратов: изониазид, рифам-

пицин, пиразинамид, этамбутол или стрептомицин [13]. Изониазид, рифампицин 

и пиразинамид составляют ядро комбинации при воздействии на микобактерий 

туберкулеза [10]. Важно, что изониазид и рифампицин одинаково эффективно 

воздействуют на все группы микобактериальной популяции, находящиеся в очаге 

туберкулезного воспаления. Изониазид бактерицидно воздействует на микобакте-

рии туберкулеза, чувствительные к обоим препаратам, и убивает устойчивых к 

рифампицину возбудителей. Рифампицин также убивает микобактерий туберку-

леза, чувствительных к двум этим препаратам, при этом оказывает бактерицид-

ный эффект на устойчивые к изониазиду микобактерии туберкулеза. Рифампицин 

эффективен в отношении персистирующих микобактерий туберкулеза, если они 

начинают «просыпаться» и усиливать свою метаболическую активность. Добав-

ление к этим препаратам пиразинамида, этамбутола и фторхинолонов усиливает 

воздействие на возбудителя и препятствует формированию вторичной лекар-

ственной устойчивости [13, 191]. В случаях лекарственно устойчивого туберкуле-

за используют резервные противотуберкулезные препараты (канамицин, амика-

цин, капреомицин, циклосерин, этионамид, протионамид, фторхинолоны, пара-

аминосалициловую кислоту, рифабутин), комбинирование которых и длитель-

ность приема до сих пор носят в основном эмпирический характер [13, 14]. В фазе 

продолжения лечения воздействуют на оставшуюся, медленно размножающуюся 

микобактериальную популяцию. Метаболическая активность микобактерий ту-

беркулеза в такой популяции низкая, возбудитель находится в основном внутри-
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клеточно в виде персистирующих форм. Большинство  противотуберкулезных 

препаратов, применяемых в настоящее время в терапии, не проникают в макрофа-

ги, в результате чего микобактерии остаются скрытыми от действия антибиотиков 

[160]. Это вызывает основные трудности в терапии туберкулеза. На этом этапе 

главными задачами являются предупреждение активного размножения оставших-

ся бактерий, а также стимуляция репаративных процессов в легких. Лечение 

необходимо проводить в течение длительного периода времени, чтобы обезвре-

дить микобактериальную популяцию, которая в силу своей низкой метаболиче-

ской активности плохо поддается уничтожению с помощью противотуберкулез-

ных препаратов [13]. 

Необходимость многократного приема противотуберкулезных препаратов 

ежедневно или несколько раз в неделю приводит к несоблюдению пациентами 

режима терапии, что в свою очередь вызывает появление лекарственной устойчи-

вости, а также отсутствие лечебного эффекта даже при наличии эффективных те-

рапевтических средств [94]. 

Глобальный всплеск заболеваемости туберкулезом и быстрое 

распространение туберкулеза, вызванного микобактериями с множественной 

лекарственной устойчивостью, подчеркивают важность развития новых 

противотуберкулезных препаратов.  

К сожалению, в течение 40 лет после выпуска рифампицина в США и других 

странах на рынке не появилось никаких новых противотуберкулезных 

препаратов, кроме рифабутина и рифапентинона. Признавая, что туберкулез по-

прежнему является ведущей причиной смерти человека от излечимых болезней, 

международное медицинское сообщество поставило перед собой цель по 

ликвидации ТБ к 2050 году. Используя математическое моделирование, было 

показано, что к 2050 году цель не может быть достигнута с помощью 

современных средств и требует сочетания новых методов диагностики, более 

коротких схем лекарственного лечения ТБ и новых вакцин, которые смогут 

выявлять и лечить как латентную инфекцию, так и активное заболевание [57]. 
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Поэтому поиск альтернативных способов лечения туберкулеза в настоящее 

время представляет собой актуальную задачу. Использование нанотехнологий яв-

ляется современным и перспективным направлением борьбы с туберкулезом. С 

помощью нанотехнологий становится возможным преодолевать сложности в те-

рапии туберкулеза: доставлять антимикробное вещество непосредственно внутрь 

пораженных клеток, используя в качестве носителей наночастицы, и применять 

бактерицидный потенциал некоторых металлических наночастиц, к которым от-

сутствует резистентность у патогенов [28].  

 

1.2. Использование наночастиц в медицине 

 

В последнее время мир сталкивается с глобальной проблемой увеличения 

резистентности к антибиотикам, вызванного широким и часто неразборчивым ис-

пользованием антибиотиков, пестицидов и родственных им соединений. В ре-

зультате чего становится меньше эффективных препаратов, доступных для кон-

троля инфекций, вызываемых хорошо известными бактериями. Бактериальная ре-

зистентность непрерывно растет, и контролирование этого процесса является ос-

новной задачей для ученых и врачей. 

Кроме того в терапии инфекций, вызываемых внутриклеточными патогена-

ми, существует проблема ограниченной внутриклеточной активности антимик-

робных препаратов по отношению к бактериям. Гидрофильность некоторых анти-

биотиков препятствует их проникновению в клетки и, кроме того, поглощенные 

молекулы антибиотика в основном накапливается в лизосомах, где биологическая 

активность препарата сильно снижается [44, 163]. 

Наночастицы способны преодолеть существующие механизмы лекарствен-

ной устойчивости бактерий, такие как снижение поглощения и увеличение эф-

флюкса лекарства из микробной клетки, формирование биопленок, а также спо-

собны бороться с внутриклеточными возбудителями инфекций. Антибиотики, за-

груженные в наночастицы, можно вводить в клетки хозяина через эндоцитоз, а за-
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тем, высвобождать для удаления внутриклеточных микробов [26]. Использование 

наночастиц для пассивного поглощения инфицированными мононуклеарными 

фагоцитами повышает терапевтический индекс противомикробных препаратов во 

внутриклеточной среде при минимизации побочных эффектов, связанных с си-

стемным введением антибиотиков.  

С помощью наночастиц становится возможным транспортировать антимик-

робные препараты в более высокой концентрации непосредственно в очаг инфек-

ции, при этом сохраняя невысокую общую вводимую дозу для организма. Это 

позволяет преодолевать существующие механизмы антибиотикоустойчивости 

бактерий и снижать количество побочных эффектов препарата [111]. Также 

направленная доставка антимикробных средств к месту локализации внутрикле-

точных патогенов, используя наночастицы, является перспективным подходом в 

лечении таких инфекционных заболеваний как туберкулез. 

В качестве потенциальных систем доставки лекарств были опробованы раз-

личные типы наночастиц: биоразлагаемые полимерные наночастицы, полимерные 

мицеллы, нанокапсулы, наногели, фуллерены, углеродные нанотрубки, твердые 

липидные наночастицы, нанолипосомы, дендримеры, металлические наночастицы 

и квантовые точки [165].  

 

1.2.1. Углеродные нанотрубки 

 

Углеродные нанотрубки представляют собой протяжённые цилиндрические 

структуры диаметром от одного до нескольких десятков нанометров, а длиной до 

нескольких сантиметров. Углеродные нанотрубки  состоят из одной 

(однослойные) или нескольких (многослойные) свёрнутых в трубку графеновых 

плоскостей [108, 157]. Благодаря своим размерам нанотрубки могут легко 

поглощаться клетками. Форма позволяет УНТ проникать в клетку пассивной 

диффузией через липидный бислой или эндоцитозом, в результате чего УНТ 

прикрепляются к поверхности клетки, и затем поглощаются клеточной 

мембраной. Маркировка УНТ флуоресцентными агентами показала, что 
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углеродные нанотрубки легко проникают в клеточное ядро [130]. Полая 

монолитная структура УНТ и их способность связывать необходимые 

функциональные группы делают данные наночастицы перспективными 

носителями для доставки лекарственных веществ. Лекарства и биологические 

молекулы могут быть либо прикреплены к поверхности через функциональные 

группы, либо быть загружены внутрь нанотрубок [121]. УНТ могут быть 

функционализированы для того, чтобы приобрести большую водорастворимость 

и стабильность в сыворотке, а также низкую токсичность на клеточном уровне 

[155]. 

Углеродные нанотрубки характеризуются бактерицидной активностью в 

отношении широкого ряда микроорганизмов [29, 55, 184, 201]. В научной литера-

туре выделяют следующие механизмы антимикробного действия УНТ: 1) нару-

шение целостности мембраны бактерий (сильным электростатическим взаимо-

действием между бактериями и УНТ; и / или окислением мембраны; или в резуль-

тате механического повреждения мембраны); 2) индукция окислительного стрес-

са, в результате чего образующиеся активные формы кислорода могут взаимодей-

ствовать непосредственно с органеллами бактерий или косвенно, вызывая повре-

ждение ДНК или инактивацию белка, что ведет к гибели клеток 3) токсичность 

технологических примесей в УНТ 4) способствование бактериальной агломера-

ции [86]. 

Бактерицидное действие УНТ зависит от их длины, заряда, функционализа-

ции, степени агрегации и наличия технологических примесей (аморфного углеро-

да, металлических катализаторов). Так, более короткие однослойные УНТ прояв-

ляют меньший бактерицидный эффект, чем более длинные [201]. Нейтральные и 

отрицательнозаряженные УНТ более токсичны для бактерий по сравнению с по-

ложительнозаряженными [29]. Бактерицидный эффект индивидуально дисперги-

рованных УНТ более значительный, чем у агломерированных УНТ, что связано с 

повышением эффективности физического повреждения бактериальных мембран и 

нарушения целостности бактериальных клеток [117]. Результаты микроскопиче-

ских исследований продемонстрировали, что клетки бактерий, инкубированные в 
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присутствии плохо очищенных углеродных нанотрубок, уменьшались в размере и 

имели уплощённые фрагменты, свободные от клеточного содержимого. Очищен-

ные нанотрубки, контактируя с поверхностью клеток бактерий, не оказывали вли-

яния на жизнеспособность бактериальной культуры [2]. Кроме того наблюдается 

зависимость бактерицидного эффекта от типа углеродных нанотрубок: у одно-

слойных УНТ он более выражен по сравнению с многослойными УНТ. Это связа-

но с менее плотным взаимодействием между бактериями и многослойными УНТ 

из-за более высокой жесткости, свойственной данным нанотрубкам, и более сла-

быми ван-дер-Ваальсовыми силами на их поверхности [29].  

Однако воздействие однослойных и многослойных УНТ на организм мле-

копитающих одинаково вызывало гистопатологические изменения, в том числе 

формирование гранулем и фиброза, индукцию токсичных цитокинов и биомарке-

ров воспаления, окислительного стресса и цитотоксичность [131, 169]. 

Способность однослойных УНТ к биодеградации делает их 

перспективными для медицинского использования.  Инкубация однослойных 

УНТ с пероксидазой хрена в  течение 12 недель приводила к полной деградации 

углеродных наночастиц [25]. Аналогом пероксидазы хрена в организме человека 

является лейкоцитарная миелопероксидаза – фермент, обладающий способностью 

синтезировать гипохлорит, высокореакционный продукт, ответственный за 

антимикробное действие нейтрофилов в очагах воспаления и в фагосомах. 

Гипохлорит, окисляя углеродные нанотрубки, приводит к изменению их 

поверхности, увеличению размера пор и появлению новых функциональных 

групп, сопутствующих реакциям окисления (карбоксильных и гидроксильных 

групп) [199].  

УНТ характеризуются высокой гидрофобностью и поэтому способны 

сорбировать на своей поверхности большое разнообразие органических веществ и 

макромолекул. Проникнув в кровь или в ткани, углеродные нанотрубки 

взаимодействуют в первую очередь с теми белками, концентрация которых 

максимальна – альбумин, иммуноглобулины, фибриноген. Концентрация 

миелопероксидазы в плазме крови даже в условиях воспаления не превышает 
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нескольких наномолей. Однако, опсонизированные УНТ, несущие на себе, в том 

числе иммуноглобулины, превращаются в мишень для нейтрофилов. 

Опсонизированные УНТ фагоцититруются нейтрофилами и попадают в 

фагосомы, где концентрация миелопероксидазы достигает 1-2 мМ, а NADPH-

оксидаза-зависимая продукция перекиси водорода возрастает в сотни раз, что 

создает благоприятные условия для увеличения концентрации гипохлорита и 

общей концентрации окислительных белковых интермедиатов. 

Функционализация углеродных нанотрубок или изменения рН среды могут 

способствовать деградации однослойных УНТ. Проникнув в организм, около 

95 % функционализированных УНТ выводятся с мочой в течение трех часов. 

Оставшаяся часть УНТ обнаруживается в печени и селезенке [107, 170]. 

Изменение физико-химических свойств однослойных углеродных нанотрубок в 

результате их биодеградации способствует снижению их цитотоксичности и 

вредных воздействий на организм [193]. 

Возможность за счет функционализации УНТ получать нетоксичный биоде-

градируемый материал открыл широкие перспективы возможного их применения. 

УНТ могут быть использованы в качестве носителей лекарственных препаратов, 

медленно выделяющихся в организме, для адресной доставки, для визуализации 

опухолей в диагностических исследованиях, в качестве бактерицидных препара-

тов пролонгированного действия. Использование УНТ при конструировании вак-

цин может позволить эффективно использовать антигены, которые ранее не были 

способны индуцировать соответствующий иммунный ответ, а также обеспечивать 

усиление и модуляцию иммунного ответа [139]. 
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1.2.2. Наночастицы серебра 

 

С древних времен серебро являлось одним из основных антимикробных 

средств в медицине и использовалось в терапии инфекционных заболеваний, осо-

бенно хирургических инфекций [24]. Терапевтические свойства серебра известны 

более 2000 лет. С девятнадцатого века соединения на основе серебра (нитрат се-

ребра, сульфадиазин серебра, цеолит серебра, серебряный порошок, оксид сереб-

ра, хлорид серебра) стали широко использоватья в официальной медицине как ан-

тимикробные средства [148]. В настоящее время развитие нанотехнологий позво-

лило манипулировать размером и свойставами веществ на наноуровне, результа-

том чего стало увеличение антимикробного потенциала серебра путем использо-

вания его в форме наночастиц. Данный эффект связан с изменениями физико-

химических свойств материалов на наноуровне: увеличение коэффициента пло-

щади поверхности к объему наночастиц, в результате чего повышается их реак-

тивность. Наночастицы серебра (размером не более 100 нм) получают из метал-

лического серебра различными физическими, химическими и биологическими 

способами [150]. 

Наночастицы серебра демонстрируют высокую бактерицидную эффектив-

ность против бактерий, вирусов и грибов [167]. Бактерицидная активность нано-

частиц серебра во многом связана с их физико-химическими параметрами, такими 

как удельная поверхность (выраженная как отношение поверхности к объему), 

высокая адсорбционная способность, химическая активность и каталитические 

свойства [47, 60, 120]. Большая поверхность наночастиц серебра увеличивает воз-

можность взаимодействия ионов серебра с бактериями, а наноразмер обеспечива-

ет высвобождение ионов серебра в любой точке тела, что невозможно для более 

крупных частиц серебра [161].  

Антибактериальные свойства наночастиц серебра зависят от их размера: 

чем меньше частицы, тем сильнее выражен бактерицидный эффект, поскольку 

более маленькие наночастицы имеют большую поверхностную площадь, которая 
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обеспечивает лучшее взаимодействие с бактерией. Наночастицы серебра, имея 

размер менее 100 нм, содержат 10000-15000 атомов серебра [150]. 

Наночастицы серебра, имеющие размер в диапазоне 10-100 нм, показали 

сильный бактерицидный потенциал в отношении как грамположительных, так и 

грамотрицательных бактерий [197]. В частности ряд исследований, проведенных 

на грамотрицательных бактериях  рода Acinetobacter, Escherichia, Pseudomonas, 

Salmonella и Vibrio и грамположительных бактериях рода Bacillus, Clostridium, 

Enterococcus, Listeria, Staphylococcus и Streptococcus показали высокий бактери-

цидный эффект наночастиц серебра. На основании экспериментальных данных 

было показано, что грамположительные бактерии более устойчивы к действию 

наносеребра по сравнению с грамотрицательными бактериями. Это объясняется 

тем, что клеточная стенка грамположительных бактерий содержит гораздо боль-

ше муреина и пептидогликана, что делает ее отрицательно заряженной. Из-за от-

рицательного заряда клеточной стенки грамположительных бактерий большое 

количество катионов серебра задерживается в стенке микроорганизмов, предот-

вращая проникновение наночастиц в клетку [46, 59].  

Бактерицидная активность наночастиц серебра в отношении антибиотико-

резистентных патогенов изучалась многими учеными, и было доказано, что нано-

частицы серебра являются мощным оружием против таких бактерий, как МЛУ 

Pseudomonas aeruginosa, ампициллин-резистентные Escherichia coli, эритроми-

цин-резистентные Streptococcus pyogenes, метициллин-резистентные 

Staphylococcus aureus (MRSA) и ванкомицин-резистентные Staphylococcus aureus 

(VRSA) [150]. 

Наночастицы серебра называют новым поколением противомикробных 

препаратов [151]. Уже сегодня наночастицы серебра применяют в медицине в ка-

честве эффективных антимикробных агентов. Наночастицы серебра входят в со-

став поверхностных мазей и кремов для предотвращения инфекций в ожоговых и 

открытых ранах.  
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Несмотря на широкое применение наносеребра механизм  антимикробного 

действия данных наночастиц находится на стадии изучения и является обсуждае-

мой темой [161].  

Некоторые исследования показали, что наночастицы серебра атакуют гра-

мотрицательные бактерии, прикрепляясь и проникая через клеточную стенку, что 

вызывает структурные изменения в клеточной мембране, в результате чего проис-

ходит увеличение клеточной проницаемости. Таким образом, возникает некон-

тролируемый транспорт через цитоплазматическую мембрану с последующей ги-

белью клеток [128, 173]. Было также показано, что антибактериальное механизм 

наночастиц серебра связан с образованием свободных радикалов, которые впо-

следствии индуцируют повреждения клеточной мембраны [97].  

Morones с соавт. (2005) [128] предположили, что антимикробные свойства 

наночастиц серебра связаны со способностью ионов серебра взаимодействовать с 

тиоловыми группами жизненно важных ферментов и фосфорсодержащих основ, 

таких как ДНК. Это взаимодействие может нарушать деление клеток и реплика-

цию ДНК, что в конечном итоге приводит к гибели клеток [82].  

Shrivastava с соавт. (2008) [168] выявили, что наночастицы серебра модули-

руют фосфотирозиновый профиль предполагаемых бактериальных пептидов, что 

может влиять на клеточную сигнализацию и приводить к ингибированию роста 

бактерий.  

Hwang с соавт. (2008) [82] предположили синергетический токсический эф-

фект наночастиц серебра и образующихся ионов серебра. Они отметили, что ионы 

серебра проникают в клетки и приводят к образованию химически активных ра-

дикалов кислорода. Именно непрерывное высвобождение катионов серебра из 

наноструктурированной поверхности оказывается определяющим фактором эф-

фективной антибактериальной активности [46]. Кроме того, из-за повреждений 

мембраны, вызванных наночастицами серебра, бактериальные клетки не способ-

ны эффективно выталкивать ионы серебра и лимитировать их влияние [82]. 

В работе Klueh с соавт. (2000) [104] показали, что наночастицы серебра ин-

гибируют рост бактерий путем инактивации белков. Атомы серебра связываются 
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с тиоловыми группами (-SH) ферментов, что деактивирует последние. Путем 

формирования стабильной связи с тиоловыми группами (S-Ag) серебро изменяет 

функцию соединений в клеточной мембране, что нарушает трансмембранное про-

изводство энергии и ионнный транспорт. Серебро действует как катализатор в об-

разовании дисульфидных связей, вызывая изменения в форме и структуре кле-

точных ферментов, что влияет на их функцию.  

Бактерицидная активность наночастиц серебра объясняется тем, что ионы 

серебра, попадающие в клетку, располагаются между пуриновыми и пиримидино-

выми основаниями ДНК. При этом наблюдается нарушение водородных связей 

между двумя антипараллельными нитями, что ведет к денатурации молекулы 

ДНК [104].  

Высокая активность наночастиц серебра обуславливается высвобождением 

кластеров Ag0 и Ag+, в то время как при действии других источников серебра, та-

ких как нитрат серебра и сульфадиазина серебра, высвобождается  только Ag+ 

[149].  

На основании вышесказанного можно выделить следующие возможные ме-

ханизмы антибактериального действия наночастиц серебра: 

‒ Наносеребро атакует дыхательную цепь митохондрий бактерий, что ведет 

к гибели микроорганизмов [173]. 

‒ Наносеребро взаимодействует с серой, содержащейся в белках, на мик-

робной клеточной оболочке, вызывая тем самым разрушение бактериальной кле-

точной стенки [113]. 

‒ Наносеребро ингибирует функции фосфорсодержащих соединений, по-

добных ДНК, на поверхности микробов [122]. 

‒ Наносеребро высвобождает в микробной клетке ионы Ag+, которые могут 

создавать свободные радикалы и индуцировать окислительный стресс, таким об-

разом, повышая свою бактерицидную активность [97]. 

‒ Наносеребро обладает чрезвычайно большой площадью поверхности, что 

обеспечивает лучший контакт с бактериями [161].  
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‒ Наночастицы серебра способны прикрепляться к бактериальной клеточ-

ной мембране и легко проникать внутрь бактерий [151]. 

Антибактериальная эффективность наночастиц серебра обусловлена, в том 

числе их способностью предотвращать образование биопленок бактерий. Био-

пленки − самосекретирующаяся внеклеточная полисахаридная матрица, состав-

ленная из поверхностно-прикрепленных агрегатов микроорганизмов. Биопленки 

действует как эффективный барьер против антимикробных агентов и иммунной 

системы хозяина, защищая бактериальные колонии. Было обнаружено, что нано-

частицы серебра препятствуют образованию биопленок [144]. При воздействии 

же наночастиц серебра на уже сформированные биопленки наблюдается сниже-

ние относительного количества крупных групп бактерий и подавление развития и 

функций биопленки [62]. 

В области медицины наиболее применяемыми являются антимикробные 

свойства наночастиц серебра, хотя противовоспалительные свойства наночастиц 

серебра также считаются чрезвычайно полезными в медицинской сфере. Научные 

исследования показали, что ускорение заживления ран в присутствие наночастиц 

серебра происходит из-за локального снижения активности металлопротеиназ и 

увеличения апоптоза нейтрофилов в ране. Было высказано предположение, что 

металлопротеиназа может вызывать воспаление и, следовательно, приводить к не-

заживающим ранам [102]. НЧС могут не только изменять экспрессию протеиназ, 

которые играют важную роль в воспалительных и репарационных процессах, но 

также супрессировать фактор некроза опухоли - α (ФНО-α), ИЛ -12 и ИЛ -1b и 

индуцировать апоптоз воспалительных клеток [39]. Также на мышиной модели 

было продемонстрировано снижение уровней провоспалительных цитокинов при 

ожоговой травме после введения наночастиц серебра [185].  

Кроме того, наночастицы серебра увеличивают антибактериальную актив-

ность различных антибиотиков [166]. Было показано, что комбинированное ис-

пользование наночастиц серебра с антибиотиками, такими как пенициллин G, 

амоксициллин, эритромицин и ванкомицин, приводит к усилению антибактери-
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альных эффектов против грамположительных и грамотрицательных бактерий 

(например, E.coli и  S. aureus), т.е. наблюдается синергический эффект [63, 151].  

Благодаря продолжающимся исследованиям и развитию ожидается, что 

нанотехнологии будут иметь огромное влияние на медицину на десятилетия впе-

ред [204]. Однако применение наночастиц в медицине подразумевает проведение 

предварительной тщательной оценки их безопасности и эффективности. 

 

 

1.3. Токсичность наночастиц серебра 

 

Увеличение всеобщего применения наночастиц в промышленности и обще-

ственном здравоохранении повышает  вероятность их воздействия на организм 

человека [46]. Значение определения потенциальных рисков нанотехнологий для 

здоровья и жизни людей огромно. Поэтому наряду с выявлением и использовани-

ем положительных аспектов синтезированных наноматериалов необходимо оце-

нивать их возможные отрицательные эффекты.  

1.3.1. Свойства наночастиц серебра, определяющие токсичность 

 

Для наноразмерных частиц размер, растворимость, покрытие, морфология, 

поверхностный заряд и площадь поверхности признаны важными детерминанта-

ми их токсичности [123].  
 

• Размер 

Многочисленные исследования показали, что чем меньше размер  наноча-

стиц серебра, тем сильнее проявляемые ими токсические эффекты [41, 43, 73, 

118]. Размер-зависимая токсичность НЧС может быть объяснена увеличением 

удельной поверхности мелких частиц, приводящей к высокой реакционной спо-

собности или повышением высвобождения токсичных ионов серебра с поверхно-

сти частиц. Тем не менее, следует отметить, что исследования, упомянутые выше, 
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не демонстрируют четкой связи между наноразмерными явлениями, такими как 

квантовые эффекты или поверхностный плазмонный резонанс, и токсичностью.  

 

• Химия поверхности  

Для обеспечения стабильности наночастиц серебра в растворе часто исполь-

зуют поверхностное покрытие, препятствующее агломерации наночастиц [186]. В 

научной литературе существуют разрозненные результаты изучения влияния по-

верхностного покрытия на токсичность наночастиц. Так, Ahamed с соавт. (2008) 

[23] в своей работе показали, что наночастицы без покрытия агломерируют с об-

разованием кластеров, которые затрудняют их проникновение в клетки и клеточ-

ные органеллы. Покрытые же полисахаридом гуммиарабиком наночастицы сере-

бра проникают внутрь клеток и вызывают более тяжелые нарушения [23]. Nymark 

с соавт. (2013)  [136] заключили, что покрытие наночастиц серебра ПВП снижает 

их токсичность, так как защищает эукариотические клетки от прямого токсиче-

ского воздействия ионов серебра, в то время как наночастицы без полимерного 

покрытия проявляют большую токсичность к эукариотическим клеткам [136].  

Кроме того, поверхностное покрытие способно создавать различные по-

верхностные заряды у одних и тех же наночастиц. Так, в работе Suresh с соавт. 

(2012) [181] было показано, что поверхностный заряд, создаваемый различными 

поверхностными покрытиями наночастиц серебра одного размера и формы, влия-

ет на проявляемую ими токсичность. Положительно заряженные наночастицы се-

ребра, покрытые поли(диаллилдиметиламмония) хлоридом, проявили наиболь-

шую токсичность для мышиной макрофагальной линии  RAW-264.7, по сравне-

нию с отрицательно заряженными НЧС [181]. 

В отличие от результатов Suresh с коллегами, Yang с соавт. (2012) [202] об-

наружили, что токсичность НЧС не зависит от заряда поверхности. Авторы при-

шли к выводу, что токсичность  обусловлена главным образом растворением 

НЧС, которое обусловлено поверхностным покрытием [202].  

Поверхностные покрытия и поверхностный заряд влияют на биодоступ-

ность наночастиц серебра и их взаимодействие с клеточными системами. Однако 
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сложность поверхностной химии НЧС заключается в том, что при контакте с био-

логической средой их поверхность немедленно покрывается белками. Формиро-

вание белковой короны на поверхности наночастиц придает новую «биологиче-

скую идентичность» частиц в биологической среде, которая определяет последу-

ющие клеточные и тканевые ответы. Поверхность наночастиц в биологических 

средах полностью отличается от исходной нетронутой поверхности наночастиц 

[126]. Формирование белковой короны представляет собой динамичный, конку-

рентный процесс, в результате которого образуются два слоя:  «жесткая корона» 

(относительно неподвижный слой, состоящий из белков с более высоким срод-

ством) и  «мягкая корона» (слабосвязанный слой, строение которого менее изуче-

но) [127]. Состав и толщина белковой короны зависят от формы наночастиц. Раз-

личное соотношение формы наночастиц/белок наночастиц создает трудности в  

экстраполяции результатов in vitro и in vivo. В случае сферических НЧС (16 нм) 

было обнаружено пять белков (серотрансферрин, сывороточный альбумин, альфа-

фетопротеин, кининоген-1 и фибриноген α-цепи), связанных с жесткой короной 

после одного часа инкубации в присутствии фетальной бычьей сыворотки [33]. 

Однако вопрос о динамике короны наночастиц серебра в ответ на  изменение 

концентрации белков, времени инкубации, размера наночастиц и их поверхности 

покрытия остается открытым. 

 

• Ионное высвобождение  

Существует научное мнение, что ионы серебра способствуют биологиче-

ской активности наночастиц серебра. Понимание кинетики ионного высвобожде-

ния в оценке рисков для НЧС имеет решающее значение. Если токсичность НЧС 

обусловлена выпуском ионов серебра, современные знания о видообразовании 

растворенного серебра и его токсичности могут быть информативными в оценке 

риска. Если же НЧС имеют уникальную токсичность, вытекающую из их нано-

размерной формы, необходимы дополнительные исследования. Многие ученые 

провели исследования, посвященные изучению влияния ионной силы и времени 

растворения на поведение наночастиц серебра [103, 114, 115, 116]. 
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НЧС состоят из элементарного серебра (Ag0), которое не растворимо и не 

активно в чистой воде, но растворимо в кислых растворах (например, азотной 

кислоты) [196]. Тем не менее, наночастицы серебра растворимы в водных раство-

рах в окислительных условиях. Растворение наночастиц серебра в водных раство-

рах включает в себя два связанных процесса: 1) окисление с выделением актив-

ных форм кислорода; 2) протонно-опосредованное высвобождение растворенного 

серебра. Согласно этому, ионное высвобождение можно контролировать различ-

ными способами: использованием лигандов и полимерных покрытий, изменением 

путей окисления и площади поверхности, очищением пероксидных продуктов и 

предварительной обработкой окислением [115]. Поверхностное окисление НЧС 

приводит к образованию высокореакционного ионного серебра, которое как ад-

сорбируется на поверхности наночастиц, так и высвобождается в окружающую 

среду. Поэтому коллоидные суспензии из НЧС содержат, по меньшей мере, три 

формы серебра: наночастицы серебра, растворенное серебро (как ионное серебро, 

так и растворимые серебряные комплексы), и ионное серебро, адсорбированное 

на поверхности НЧС [116]. 

На скорость высвобождения ионов серебра влияет размер наночастиц. Чем 

меньше наночастицы, тем выше скорость ионного высвобождения. Однако чем 

меньше размер наночастиц, тем больше площадь их поверхности. Следовательно, 

площадь поверхности управляет скоростью высвобождения ионов серебра. Кроме 

того, площадь поверхности наночастиц влияет на скорость их растворения.  

Мелкие наночастицы растворяются быстрее, чем более крупные [115]. 

Концентрация частиц также влияет на растворение на наноуровне. Скорость 

растворения выше для более низких концентраций наночастиц серебра. При более 

высоких концентрациях ключевые факторы, влияющие на растворение, такие как 

доступ кислорода и присутствие протонов (рН), могут быть истощены, и высокие 

концентрации растворенного серебра и лигандов, ингибирующие поверхностные 

реакции, тормозят растворение [116]. Окислительное растворение является слож-

ной химической реакции зависящей от рН, покрытия, температуры и присутствия 

лигандов в окружающей жидкости [114]. Так, в работе Kittler с соавт. (2010) [103] 
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была показана зависимость скорости растворения от типа поверхностного покры-

тия наночастиц серебра и температуры. Скорость растворения и конечная степень 

растворения была выше для ПВП-покрытых наночастиц серебра по сравнению с 

цитрат-покрытыми. Увеличение температуры приводило к увеличению растворе-

ния [103]. Другие исследования показали, что присутствие цистеина или бычьего 

сывороточного альбумина (БСА) усиливает растворение НЧС [71, 114]. 

Для имитации биорастворения наночастиц серебра были проведены экспе-

рименты в нескольких искусственных биологических жидкостях, представляю-

щих желудок, лизосомы, раны и кровь. Искусственная межклеточная жидкость 

(раствор Гэмбл, рН 7,4) и искусственная лизосомальная жидкость (ALF, рН 4,5) 

были использованы для имитации растворения в жидкости верхних дыхательных 

путей или в фаголизосомах макрофагов, соответственно. В этих моделируемых 

биологических жидкостях не было обнаружено растворения НЧС до ионов сереб-

ра. Однако, жидкости, используемые в данной работе, содержат значительное ко-

личество хлорида натрия, и, таким образом, растворение может сопровождаться 

последующим осаждением серебряно-хлоридных комплексов (контроль присут-

ствия ионов серебра не проводился) [177]. Кроме того, измерение ионов серебра 

включает этап фильтрации, а некоторые фильтры связывают большое количество 

серебра [93].  

Другое исследование показало, что НЧС (5 нм) растворялись в синтетиче-

ском желудочном соке (рН 1,12) относительно быстро, в то время как в раневой 

жидкости (рН 7,52) это происходило очень медленно. Но добавление БСА значи-

тельно увеличивало скорость растворения [114]. Rogers с соавт. (2012) [153] про-

вели исследования растворимости цитрат-стабилизированных НЧС (1-10 нм и  

40 нм) в синтетической желудочной жидкости (рН 1,5) и обнаружили, что наноча-

стицы образуют агломераты, которые высвобождают ионы серебра, и частично 

реагируют с образованием серебряно-хлоридных комплексов [153].  

Таким образом, в настоящее время большое количество исследований по-

свящается изучению химических превращений наночастиц серебра в биологиче-
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ских средах, однако точные механизмы видообразования серебра внутри клеток 

по-прежнему не установлены. 

Результаты исследований токсикологической роли растворения наночастиц 

серебра неоднозначны. Некоторые исследователи предполагают, что цитотоксич-

ность НЧС не зависит от концентрации ионов серебра и обусловлена главным об-

разом окислительным стрессом [98]. Тем не менее, другие исследования показы-

вают, что механизм токсичности НЧС во многом объясняется наличием ионов се-

ребра [38, 40, 133, 202].  

Наночастицы серебра способны преодолевать биологические барьеры, а за-

тем, выпускать ионы серебра, повреждающие клеточную структуру [140]. То, что 

НЧС способны выступать в качестве эффективного средства доставки ионов сере-

бра, было также показано в работе Navarro с соавт. (2008) [133]. 

Недавнее исследование, посвященное изучению механизма токсичности на-

ночастиц серебра различных размеров и с различными покрытиями относительно 

C. Elegans, показало линейную корреляцию между токсичностью НЧС и их рас-

творением. Однако все тестируемые в данном исследовании наночастицы проде-

монстрировали меньшую токсичность, чем при полном растворении той же массы 

серебра в виде ионов серебра [202].  

Несмотря на многочисленность работ, показывающих, что цитотоксичность 

НЧС в значительной степени объясняется наличием ионов серебра, все еще оста-

ется неопределенным по какому механизму (-ам) и в какой степени ионы серебра 

играют роль в НЧС-опосредованной токсичности. Кроме того, существуют иссле-

дования, показывающие, что наночастицы серебра могут влиять на клетки и более 

сложным способом [65].  
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1.3.2. Токсикодинамика наночастиц серебра 

 

Для оценки механизмов токсичности наночастиц серебра в многочисленных 

исследованиях изучают специфические клеточные процессы, используя тест-

системы in vitro, которые являются высоко воспроизводимыми. Существующие 

исследования в первую очередь сосредоточены на клеточных линиях млекопита-

ющих. Однако, поскольку типы клеток, условия культивирования и виды НЧС 

различаются, результаты этих исследований не являются прямо сопоставимыми. 

Современное знание механизмов НЧС-индуцированной токсичности, включает 

окислительный стресс, клеточную смерть и генотоксичность.  

 

• Окислительный стресс  

Окислительный стресс, который вызывается дисбалансом между продукци-

ей активных свободных радикалов в организме и его антиоксидантной способно-

стью, был описан в качестве важного механизма в нанотоксикологии [134, 138]. 

Основным фактором, определяющим окислительный стресс, является гене-

рация активных форм кислорода (АФК) и активных форм азота. Активные формы 

кислорода включают в себя исходные свободные радикалы, образующиеся при 

восстановлении кислорода (супероксид или перекись водорода), а также их вто-

ричные реактивные продукты. Активные формы азота представляют собой актив-

ные радикалы, полученные из окиси азота [198]. Активные радикалы генерируют-

ся нейтрофилами и макрофагами в организме при воспалении. Эукариотические 

организмы обладают широким спектром белков для детоксикации АФК и восста-

новления поврежденных при окислении ДНК, липидов и белков. Эти антиокси-

данты включают ферментативные акцепторы, такие как супероксиддисмутаза, ка-

талаза, глутатионпероксидаза, глутатион-S-трансфераза и пероксиредоксины, а 

также неферментативные факторы, такие как глутатион и витамины [68]. 

Воздействие наночастиц серебра на эукариотические клетки в эксперимен-

тах in vitro приводило к реакциям, связанным с окислительным стрессом [35, 36, 
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76, 124, 172]. Маркером окислительного стресса является генерация АФК. Произ-

водство АФК вызывает окислительное повреждение клеточных компонентов и в 

конечном итоге приводит к гибели клеток. Окислительный стресс является одним 

из ключевых механизмов токсичности наночастиц серебра и может способство-

вать апоптозу в ответ на различные сигналы и патофизиологические условия [66, 

72, 87]. 

Генерация активных промежуточных форм кислорода происходит при 

окислительном распаде НЧС, указывая на механизм прямого воздействия, опо-

средованного наночастицами [116]. Предварительная обработка клеток цианидом, 

ингибитором митохондриальной активности, приводит к ингибированию продук-

ции АФК, индуцированной наночастицами серебра [79]. Это указывает на то, что 

в НЧС-опосредованном производстве АФК участвуют митохондрии. 

В другом исследовании антиоксидантная способность человеческой сыво-

ротки была снижена при воздействии наночастиц серебра в экспериментах in vivo, 

показывая, что НЧС вызывают истощение антиоксидантов [152]. Глутатион явля-

ется основным эндогенным антиоксидантым акцептором, который защищает 

клетки от окислительного стресса благодаря своей способности связываться с 

АФК и восстанавливать их. Некоторые исследования сообщают об увеличении 

уровня глутатиона при воздействии НЧС [30, 89], что может являться клеточной 

защитой от НЧС-опосредованного окислительного повреждения. Напротив, дру-

гие исследования показали снижение уровня глутатиона, что коррелировало с 

АФК маркерами [43], означая либо ингибирование глутатион-синтезирующих 

ферментов, либо истощение глутатиона.  

Ионы серебра интенсивно связываются с глутатионом и другими молекула-

ми, содержащими тиоловые группы [114], и могут, таким образом, играть роль в 

истощение глутатиона. Другими маркерами окислительного стресса, обнаружен-

ных в ответ на воздействие НЧС, являются стресссвязанный ген транскрипции 

[40, 65], белок карбонилирования [73, 145] и перекисное окисление липидов [145].  

Следует отметить, что генетический фон человеческих клеточных линий 

очень разнообразен и при оценке реакции in vitro того или иного токсиканта это 
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может быть важным. В научных работах, посвященных изучению токсичности 

наночастиц серебра, было обнаружено, что разные клеточные линии проявляют 

различную чувствительность к  воздействию НЧС, в том числе к  

НЧС-индуцированному окислительному стрессу [36, 66, 67].  

Таким образом, анализ научной литературы позволяет сделать вывод, что 

НЧС-индуцированный окислительный стресс может быть обусловлен истощени-

ем антиоксидантов, окислительным растворением НЧС или нарушениями в мито-

хондриях. Разрозненность результатов между исследованиями объясняется тем, 

что наночастицы серебра способны индуцировать окислительный стресс разными 

путями [202].  

 

• Клеточная смерть 

Гибель клеток часто связана либо с некрозом, либо с апоптозом, где первый 

характеризуется как случайный и патологический, а второй считается контроли-

руемым, запрограммированным и физиологическим механизмом. Термин «запро-

граммированный» в данном контексте означает, что разрушение клетки регулиру-

ется с помощью специфических генов и включает в себя активацию специфиче-

ских молекулярных путей. Ранее считали, что запрограммированная гибель кле-

ток происходит либо по внешнему, рецептор-опосредованному пути, либо по 

внутреннему, митохондрия-опосредованному пути. Также были определены дру-

гие механизмы, такие как аутофагическая гибель клеток и некроптозис (регулиру-

емый некроз). На сегодняшний день выделяют 13 различных типов регулируемой 

гибели клеток, тем самым, подчеркивая сложность процесса клеточной гибели 

[69]. Различные наноматериалы могут активировать несколько путей запрограм-

мированной гибели клеток. На сегодня считается, что основным механизмом за-

программированной гибели клеток, вызванной наночастицами серебра, является 

митохондрий-зависимый (внутренний) апоптоз. Внутренний апоптоз активирует-

ся в ответ на многочисленные типы клеточного стресса, в том числе повреждение 

ДНК, окислительный стресс, перегрузки цитозольного кальция, повреждение эн-

доплазматического ретикулума [27]. Окислительный стресс считается ключевым 
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фактором НЧС-опосредованного апоптоза. Однако, механизм, по которому нано-

частицы серебра вызывают апоптоз, до конца не определен. Например, недавнее 

исследование показало, что НЧС могут оказывать цитотоксические эффекты че-

рез модуляцию путей стресса эндоплазматического ретикулума [205]. 

 

• Генотоксичность 

В ряде научных работ было показано, что наночастицы серебра вызывают 

генотоксические эффекты в клетках человека и млекопитающих [23, 32, 64, 66, 74, 

92, 112, 136].  Генотоксическое действие НЧС проявлялось в разрывах ДНК, 

нарушении микроядерных процессов и хромосомных аберрациях. Основной при-

чиной генотоксических эффектов наночастиц серебра является их способность 

генерировать АФК, вызывающие повреждение белков или ДНК [95]. Однако су-

ществуют научные работы, в которых не было обнаружено генотоксических эф-

фектов наночастиц серебра [31, 143].  

 

1.3.3. Токсикокинетика наночастиц серебра 

 

Наночастицы серебра могут поглощаться организмом человека при вдыха-

нии, проглатывании, попадании на кожу. Поглощение представляет собой про-

цесс, при котором неизмененные соединения перемещаются из места введения в 

центральное кровообращение. После проникновения в кровоток, токсикант рас-

пределяется в тканях всего организма. 

 

Ингаляция 

Дыхательная система представляет собой крупные ворота входа. Ингаляци-

онное воздействие наночастиц серебра на человека может происходить в произ-

водственных условиях при изготовлении наносеребрянных  продуктов. Кроме то-

го на сегодняшний день широкому потребителю доступны спреи, содержащие 

наносеребро [189]. Изучение ингаляционного воздействия наночастиц серебра на 
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животных показало, что при вдыхании серебро абсорбируется в системном крово-

токе и затем распространяется в органы [83, 88, 96, 175, 176, 178, 179, 180, 182]. 

 

Желудочно-кишечное поглощение 

На сегодняшний день разработаны НЧС-содержащие материалы, предпола-

гающие контакт с пищевыми продуктами. Водные дисперсии коллоидного сереб-

ра все чаще продаются как пищевые добавки [45].Таким образом, проглатывание 

НЧС является актуальным путем воздействия. После перорального введения на-

ночастиц или ионов серебра крысам серебро абсорбируется в системном кровото-

ке. Основной биодоступной формой серебра при пероральном приеме является 

ионное серебро [75, 100, 119, 190].  

 

Кожная абсорбция 

В настоящее время широко используются антибактериальные текстиль и 

лосьоны, содержащие наночастицы серебра. В рамках системы здравоохранения 

для лечения ожогов и других типов повреждения кожи используются перевязоч-

ные материалы, содержащие НЧС [192, 197]. В работах, посвященных изучению 

кожной абсорбции наносеребра, было показано, что наночастицы серебра способ-

ны проникать в верхние слои эпидермиса [110] и поверхностные слои рогового 

слоя кожи [159]. В сыворотках крови пациентов, пострадавших от ожогов, для ле-

чения которых использовали НЧС-содержащие раневые повязки, наблюдались 

повышенные уровни содержания серебра, что свидетельствует о кожной абсорб-

ции наносеребра в кровоток [192].  

 

Распределение в органах и тканях 

Распределение наночастиц серебра зависит от дозы, размера частиц и вре-

мени экспозиции, а также может зависеть от белкового связывания. Различия в 

характере распределения наночастиц определяет различия в проявляемой токсич-

ности. Печень и почки были описаны как первичные органы для осаждения нано-
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частиц серебра при пероральном [100, 101, 119] внутривенном [109, 142], под-

кожном [183] и ингаляционном воздействиях [179, 182]. 

Селезенка также является одним из основных органов-мишеней у мышей и 

крыс, подвергнутых воздействию НЧС внутривенно [49, 109], внутрибрюшинно 

[70] и через желудочный зонд [190]. Некоторые исследователи сообщают, что 

НЧС распределяются в семенниках и в мозге [100, 101, 190]. Выведение серебра 

из мозга и семенников происходит очень медленно, так, через два месяца после 

воздействия наночастиц серебра в этих органах сохранялись высокие концентра-

ции серебра [190]. Важно отметить, что характер биораспределения при перо-

ральном введении был одинаков и для ионов серебра, и для НЧС [119,190]. 

 

Метаболизм (Биотрансформация)  

Биотрансформация описывает процессы, где физико-химические свойства 

поглощенного чужеродного соединения ферментативно изменяются с целью вы-

ведения из организма. Тем не менее, нет никаких доказательств того, что метабо-

лизм наночастиц серебра происходит с помощью ферментов в печени или в дру-

гих частях тела. Существует предположение, что НЧС или выделяемые ионы се-

ребра способны взаимодействовать с металлотионинами [197]. Металлотионины 

являются белками, которые присутствуют во всех живых клетках, и имеют уни-

кальную структуру, благодаря которой способны связывать металлы, такие как 

цинк и серебро. Они регулируют клеточный гомеостаз металлов и играют цито-

протективную роль [51]. Другой механизм детоксикации серебра осуществляется 

за счет депонирования его в тканях в качестве нетоксичных серебро-белок ком-

плексов или сульфида серебра [34, 56]. Конечным продуктом ионов серебра, вве-

денных интраназально, являются сульфид серебра или молекулы селенида сереб-

ра, которые накапливаются внутриклеточно в лизосомах в виде нанокристаллов 

[106]. После перорального введения наночастиц серебра также были обнаружены 

гранулы серебра, содержащие селен и серу, в лизосомах различных тканей [119]. 
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Элиминация (Выведение) 

После перорального или ингаляционного воздействия соединений серебра, 

большее количество серебра выводится из организма через фекалии и в некоторой 

степени с мочой [34, 56]. После внутривенного введения наночастиц серебра кры-

сам серебро было обнаружено в кале через 24 часа после обработки, что свиде-

тельствует о билиарной экскреции [142]. При пероральном воздействии наноча-

стиц серебра на крыс концентрация серебра в моче была также очень низкой по 

сравнению с уровнями в кале [119]. Другое исследование на крысах показало со-

поставимые уровни серебра в моче и кале после внутривенного введения НЧС 

[58]. Важно отметить, что уровень серебра в моче и кале достигал максимума на 

первые и вторые сутки после воздействия, соответственно, и был значительно 

выше для мелких НЧС (20 нм), чем для более крупных наночастиц серебра  

(200 нм), что указывает на более высокий проникающий характер наночастиц не-

большого размера [58]. В медицинской практике описаны повышенные уровни 

ионов серебра в моче пациента после кожного контакта с серебряным покрытием 

раневой повязки  «Acticoat» [187]. 

 

1.3.4. Иммунотоксичность наночастиц серебра 

 

При проникновении в организм наночастицы первыми захватываются фаго-

цитирующими клетками иммунной системы. При контакте наночастиц с иммун-

ной системой организма возникает вероятность их нежелательных взаимодей-

ствий. По данным некоторых авторов показано, что, взаимодействуя с клетками 

иммунной системы, наночастицы могут вызывать воспалительные или аутоим-

мунные реакции, увеличивать чувствительность хозяина к инфекции или раку, 

влиять на количество и функциональную активность популяций иммунных кле-

ток, вызывая, например, супрессию активности натуральных киллеров и стимуля-

цию лимфоцитов селезенки [52, 206]. В работах других исследователей наноча-

стицы серебра не оказывают иммунотоксического эффекта [190]. 
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Иммунная система делится на две различные, но взаимосвязанные системы: 

врожденный и адаптивный иммунитет. Врожденный иммунитет характеризуется 

ранней реакцией на чужеродные агенты с очень прочными путями, способными 

быстро установить ответ против широкого разнообразия антигенов. Однако если 

такие реакции не полностью эффективны и начинается хроническое воздействие 

чужеродных агентов, адаптивный иммунитет приспосабливается к этим специфи-

ческим антигенам для более полноценного защитного действия. Врожденный им-

мунитет является первоосновой иммунного ответа, также как опсонизация анти-

телами является ключевым моментом для клиренса ретикуло-эндотелиальной си-

стемы.  

Попадая в организм, наночастицы опсонизируются белками. Наиболее рас-

пространенными являются иммуноглобулины и компоненты системы комплемен-

та, а также белки сыворотки крови, такие как альбумин и фибриноген [53]. После 

чего нейтрофилы и макрофаги способны распознавать наночастицы как чужерод-

ные и активироваться для их фагоцитирования. Сверхактивация может приводить 

к гибели фагоцитирующих клеток и высвобождению опасных продуктов, таких 

как АФК, оксида азота и лизосомальных ферментов. Также, активация фагоцити-

рующих клеток приводит к высвобождению провоспалительных цитокинов, сти-

мулированию воспалительного ответа и рекрутизации еще большего количества 

нейтрофилов и макрофагов [156]. 

Активация комплемента – другой путь активации иммунной системы нано-

частицами. Такая активация может возникать как классическим, так и альтерна-

тивным путями, либо адсорбцией антител, либо адсорбцией C3b и других белков 

комплемента на поверхности наночастиц.  

Степень, с которой возникают иммунные ответы в ответ на воздействие на-

ночастиц, определяется их физико-химическими свойствами. На активацию ком-

племента влияют размер, форма, заряд и гидрофильность наночастиц. Отрица-

тельно заряженные частицы могут активировать комплемент по классическому 

пути, а положительно заряженные – по альтернативному [48].  Кроме того нано-

частицы способны активировать комплемент по обоим путям [158].   
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На активацию комплемента также влияет поверхностная модификация на-

ночастиц. Так в работе Vonarbourg с соавт. (2006) [156] было показано, что по-

крытие наночастиц полиэтиленгликолем значительно снижает активацию ком-

племента.  

Поверхностная модификация наночастиц также влияет на цитокиновый от-

вет иммунных клеток. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, 

снижали продукцию ИЛ-6 и ФНО-α мышиными макрофагами линии J774, зара-

женных Chlamydia trachomatis [203].  

Однако в некоторых исследованиях сообщается об индукции продукции ци-

токинов различными типами наноматериалов (коллоидное серебро, дендримеры, 

полимеры, липидные наночастицы). Размер наночастиц представляется как веду-

щий параметр, который определяет способность наночастиц индуцировать цито-

киновый ответ [206]. 

На цитокиновую активность также влияет заряд наночастиц. В работе  

Dobrovolskaia с соавт. (2007) [156] было показано, что отрицательно заряженные 

частицы не индуцировали продукцию цитокинов лейкоцитами, а положительно 

заряженные – индуцировали.  

В научной литературе обсуждается возможная роль серебра как иммуномо-

дулятора. В зависимости от дозы данный металл может, как стимулировать, так и 

угнетать фагоцитоз. Благодаря хорошо выраженным антимикробным и бактери-

цидным свойствам серебро рассматривают как необходимый микроэлемент для 

иммунной системы [1, 4]. 

Известно, что главная функция иммунной системы – это защита хозяина от 

чужеродных агентов, однако, ненамеренное распознавание наночастиц как чуже-

родных иммунными клетками может вызывать многоуровневые иммунные реак-

ции против наночастиц и в итоге приводить к токсическим эффектам в организме 

и/или отсутствию терапевтической эффективности нанопрепаратов [206].  
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1.4. Заключение по обзору литературы 

 

Анализ научной литературы показал, что туберкулез до сих пор остается 

медико-социальной угрозой. Большинство  противотуберкулезных препаратов, 

применяемых в настоящее время в терапии, не проникают в макрофаги, в резуль-

тате чего микобактерии остаются скрытыми от действия антибиотиков. Кроме то-

го, необходимость многократного приема противотуберкулезных препаратов в 

высоких дозах приводит к несоблюдению пациентами режима терапии, что вызы-

вает отсутствие лечебного эффекта даже при наличии эффективных терапевтиче-

ских средств. Это вызывает основные трудности в терапии туберкулеза. На сего-

дняшний день ведутся активные поиски новых эффективных противотуберкулез-

ных препаратов. Нанотехнологии позволяют преодолевать сложности в терапии 

туберкулеза: доставлять антимикробное вещество непосредственно внутрь пора-

женных клеток, используя в качестве носителей наночастицы, и применять бакте-

рицидный потенциал некоторых металлов в наноформе, к которым нет резистент-

ности у патогенов. Перспективными в этом плане являются наночастицы серебра 

и углеродные нанотрубки, благодаря тому, что обладают высоким бактерицидным 

потенциалом и за счет функционализации могут обладать низкой токсичностью в 

отношении эукариотических клеток.  

В научной литературе существует большое количество работ, посвященных 

токсикологической оценке наночастиц серебра и углеродных нанотрубок и свиде-

тельствующих о том, что токсичность данных наночастиц зависит от многих фак-

торов, таких как размер, поверхностное покрытие, доза, способ и многократность 

введения. Однако на сегодняшний день редко проводятся комплексные исследо-

вания воздействия наночастиц на внутриклеточные бактерии. Так, работы, по-

священные изучению антимикобактериальной эффективности наночастиц сереб-

ра, в научной литературе немногочисленны, и в основном показывают ингибиру-

ющую рост M. tuberculosis активность данных наночастиц в экспериментах in 

vitro [147, 164, 174]. Исследования антимикобактериального действия НЧС на жи-

вотных моделях хронического ТБ с одновременной оценкой изменения иммунных 
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показателей отсутствуют. Известно, что развитие туберкулеза сопровождается 

возникновением имуннодефицитного состояния организма. Поэтому очевидно, 

что необходимо комплексное изучение антимикобактериального действия нано-

частиц серебра и иммунного статуса больных туберкулезом животных. Для ис-

пользования наночастиц в медицине необходим анализ факторов, снижающих их 

токсичность для макроорганизма (поверхностное покрытие, наиболее безопасный 

способ введения, доза и многократность приема) и обеспечивающих эффектив-

ную антибактериальную активность. Поэтому одновременная оценка антимико-

бактериальной эффективности и токсичности наночастиц необходима для воз-

можности их использования в профилактических и лечебных противотуберкулез-

ных мероприятиях. 
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СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

2.1. Микробиологические методы 

2.1.1. Штаммы микроорганизмов 

В работе использованы штаммы, полученные из коллекции микроорганизмов 

«ГКПМ – Оболенск» ФБУН ГНЦ ПМБ: 

‒ Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ГКПМ – Оболенск Б 4825); 

‒ Francisella tularensis 15 НИИЭГ (ГКПМ – Оболенск Б 4341); 

‒ Salmonella enterica 4412. 

 

2.1.2. Среды и условия культивирования микроорганизмов 

 

Бактериальную суспензию штамма M. tuberculosis H37Rv в концентрации 

1×107 клеток/мл, выращенную в жидкой питательной среде Middlebrook 7Н9 

(HiMedia, Индия), доводили методом серийных десятикратных разведений в за-

буференном физиологическом растворе (ЗФР), содержащем 0,05 % Твина 80 до 

концентрации 1×103 клеток/мл. Культивирование проводили при температуре 

37 °С на плотной питательной среде Middlebrook 7Н11 AgarBase (HiMedia, Ин-

дия). 

Микробную взвесь штамма F. tularensis 15 НИИЭГ готовили путем суспен-

дирования изолированных колоний из 48-часовой культуры с использованием 

стандарта мутности (ОСО 42-28-85-2012 ФГБУ НЦЭСМП). Методом серийных 

10-кратных разведений в ЗФР концентрацию клеток штамма F. tularensis 15 

НИИЭГ доводили до 5×102 клеток/мл. Культивирование проводили при темпера-

туре 37 °С на плотной питательной среде FT- агар (ФБУН ГНЦ ПМБ). 

Микробную взвесь штамма S. enterica 4412 готовили путем суспендирова-

ния изолированных колоний из 24-часовой культуры с использованием стандарта 

мутности (ОСО 42-28-85-09П). Методом серийных 10-кратных разведений в ЗФР 
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концентрацию клеток штамма S. enterica 4412 доводили до 102 клеток/мл. Куль-

тивирование проводили при температуре 37 °С на плотной питательной среде 

ГРМ-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ). 

 

2.1.3. Определение бактерицидной эффективности наночастиц in vitro 

 

Определение бактерицидной эффективности наночастиц in vitro в концен-

трациях 50; 25; 10; 1; 0,25 и 0,1 мг/л проводили на штаммах Salmonella enterica 

4412, Francisella tularensis 15 НИИЭГ, Mycobacterium tuberculosis H37Rv («ГКПМ 

– Оболенск» ФБУН ГНЦ ПМБ). 

К бактериальной культуре S. enterica 4412 добавляли наночастицы в тесто-

вых концентрациях и выдерживали при температуре 37 °С в течение  

1 ч. Затем производили высев на плотную питательную среду ГРМ- агар по  

0,1 мл. Чашки инкубировали при температуре 37 °С в течение 24 ч, после чего 

проводили подсчет колоний. 

К бактериальной культуре F. tularensis 15 НИИЭГ добавляли наночастицы в 

тестовых концентрациях и выдерживали при температуре 37 °С в течение 1 ч. За-

тем производили высев на плотную питательную среду FT-агар по 0,2 мл. Чашки 

инкубировали при температуре 37 °С в течение 48 ч, после чего проводили под-

счет выросших колоний. 

К бактериальной культуре M. tuberculosis H37Rv добавляли наночастицы в 

тестовых концентрациях и выдерживали при температуре 37 °С в течение 1 ч. За-

тем производили высев на плотную питательную среду 7Н11 по 0,1 мл. Чашки 

инкубировали при температуре 37 °С в течение 28 сут, после чего проводили под-

счет выросших колоний. 
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2.1.4. Определение обсемененности органов животных M. tuberculosis 

 

Определение количества колониеобразующих единиц (КОЕ) M. tuberculosis 

H37Rv в органах зараженных животных проводили высевом гомогенатов органов 

методом десятикратных разведений в забуференном физиологическом растворе с 

добавлением 0,05 % Твин-80 на плотную питательную среду Middelbrook 7H11 

(Himedia, Индия), содержащую 20 % сыворотки крупного рогатого скота (КРС). 

Чашки с культурой инкубировали в запечатанных пластиковых пакетах при тем-

пературе 37 ºС, предварительный учет выросших колоний проводили через 21 сут, 

окончательный – через 28 сут. 

 

2.1.5. Изучение действия наночастиц серебра,  

покрытых поливинилпирролидоном, на модели хронического туберкулеза у 

мышей линии C57Bl/6 

 

Ингаляционное введение препарата проводили однократно в дозе 0,1 мг на-

ночастиц серебра на 1кг массы тела с использованием аэрозольной камеры СО 

099С А4224 (GLAS-COL APPARATUS, США). Микробиологические высевы из 

легких и селезенок проводили на 1, 10 и 30 сут после обработки наночастицами 

серебра. 

 

2.2. Биотехнологические методы 

 

2.2.1. Наночастицы серебра: 

− НЧС-ПВП − водная дисперсия наночастиц серебра, стабилизированных 

низкомолекулярным полимером медицинского назначения поливинилпирролидо-

ном (ПВП) (препарат «Арговит», ООО НПЦ «Вектор-Вита», Россия). В данном 

препарате содержится 1,0-1,4 % серебра (по массе) и 18,6-19,0 % ПВП с молеку-

лярной массой 15-30 кДа. 
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− НЧС − коллоидный раствор наночастиц серебра в воде (Plasma Chem, 

Berlin, Germany). 

 

2.2.2. Углеродные нанотрубки 

 

В работе использованы однослойные углеродные нанотрубки (Институт ме-

таллоорганической химии им. Г.А. Разуваева, РАН, Новгород, Россия). Для экс-

периментальной работы сухой порошок углеродных нанотрубок суспендировали 

в стерильной дистиллированной воде до концентрации 3,7 мг/мл. Полученную 

суспензию обрабатывали с помощью ультразвукового дезинтегратора Virtis 

(США) в режиме охлаждения. Затем отбирали по 1 мл суспензии УНТ и центри-

фугировали две минуты при скорости вращения 6000 об/мин. Полученный супер-

натант (0,8 мг/л) использовали как маточный раствор для дальнейшей работы. Из 

него получали рабочие растворы для обработки мышей и клеток.  

 

 

2.3. Биологические методы 

2.3.1. Лабораторные животные 

 

В работе использованы мыши линии ВАLВ/с и С57Bl/6 в возрасте  

6-8 недель, весом 18-20 г. Животные были получены из филиала «Андреевка» 

Федерального Государственного бюджетного учреждения «Научный центр 

биомедицинских технологий» Российской академии медицинских наук (пос. 

Андреевка, Россия). Мышей содержали группами по 5 животных в клетках типа 

«микроизолятор». В свободном доступе мыши получали стандартный 

гранулированный корм и питьевую воду. Содержание и манипуляции с 

животными проводили в соответствии с законодательством Российской Федера-

ции [17] и Директивой Европейского парламента и совета европейского союза по 

охране животных, используемых в научных целях [3, 18].  
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2.3.2. Обработка мышей препаратами наночастиц 

 

НЧС-ПВП и УНТ вводили животным подкожно (в объеме 0,2 мл, проводя 

иглу вдоль бедренной мышцы под кожу внутренней поверхности бедра), внут-

рижелудочно (через зонд натощак в объеме 0,2 мл) или ингаляционно (в аэро-

зольной установке СО 099С А4224 (GLAS-COL APPARATUS, США) в течение  

20 мин) на протяжении 28 дней ежедневно. При ингаляционном введении аэро-

золь генерировался из водной дисперсии наночастиц калиброванным стеклянным 

распылителем, представляющим конструктивно трубку Вентури с объемом рас-

пыляемой жидкости до 7 см3. Животные получали разведенные деионизованной 

водой препараты наночастиц. Вводимая доза составила 0,1 мг наночастиц на 1 кг 

массы тела в день. В качестве контроля использовали интактных мышей и мышей, 

которым вводили полимер поливинилпирролидон (ПВП) в дозе 1,9 мг/мл (в соот-

ветствии с его содержанием в препарате наночастиц серебра «Арговит») по опи-

санной схеме аналогичными способами. На 29 сутки эксперимента мышей под-

вергали эвтаназии с использованием CO2. С помощью гистологических и имму-

нологических методов изучались легкие, печень, почки, селезенки, паховые лим-

фатические узлы, сыворотка крови.  

 

2.3.3. Мышиная модель экспериментального хронического туберкулеза 

 

Заражение мышей линии C57Bl/6 туберкулезом осуществляли введением 

0,2 мл суспензии клеток штамма М. tuberculosis H37Rv внутрибрюшинно в дозе 

5×104 КОЕ/животное. Внутрибрюшинное заражение осуществляли с помощью 

шприца объемом 1 мл, используя иглы 27-30 размера, уколом в живот под углом 

30-45 ° с наклоном в направлении пупка вдоль средней линии тела. Через четыре 

месяца животные были эвтаназированы ингаляцией СО2 и проведена некропсия 

органов для микробиологических исследований. Полученные органы каждого жи-

вотного по отдельности помещались в стерильные целлофановые мешочки, в ко-

торые вносили по 5 мл ЗФР с добавлением 0,05 % Твина-80. Мешочки с органами 
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помещали в размельчитель тканей Seward stomacher 80 (Tekmar, США) и обраба-

тывали в течение 2 мин. Полученную суспензию дополнительно перемешивали, 

отбирали по 0,5 мл и вносили в 4,5 мл ЗФР.  

 

2.4. Гистологические методы 

 

Легкие, печень, почки, селезенки, паховые лимфатические узлы, получен-

ные от мышей, фиксировали 10 % нейтральным формалином. Отобранные для ги-

стологического исследования кусочки органов обезвоживали в спиртах: этаноле и 

бутаноле, увеличивающейся концентрации. Пропитывали и заливали парафином. 

Срезы с парафиновых блоков делали на микротоме «Reichert-Jung» (Германия) и 

помещали на предметные стекла. Затем срезы депарафинировали в ксилоле, про-

водили в спиртах нисходящей концентрации, промывали водой. Окрашенные ге-

матоксилин-эозином гистологические срезы заключали в бальзам. Исследование 

препаратов проводили на микроскопе Nikon Eclipse 80i (Япония), оснащенном 

цифровой камерой Nikon DS-U2.  

 

2.5. Иммунологические методы  

 

2.5.1. Получение первичных культур иммунокомпетентных клеток  

экспериментальных животных 

 

Получение спленоцитов 

Для получения спленоцитов экспериментальных мышей эвтаназировали, 

стерильно вскрывали брюшную полость и изолировали селезенку. Затем селезен-

ку стерильно гомогенизировали через капроновый фильтр в среду РПМИ-1640 

(«ПанЭко», Россия). Полученную суспензию отмывали центрифугированием при 

250 g по 10 мин. Осадок ресуспендировали в полной питательной среде РПМИ-

1640. Число жизнеспособных клеток определяли при их окрашивании трипано-

вым синим и последующим подсчетом в автоматическом клеточном счетчике 
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CountessTM («Invitrogen», Корея). Количество жизнеспособных спленоцитов дово-

дили до концентрации 5106 клеток/мл. Клеточную суспензию спленоцитов ис-

пользовали как источник лимфоцитов. 

 

Получение макрофагов перитонеального экссудата 

Перитонеальные макрофаги мыши получали с помощью промывания 

брюшной полости раствором фосфатно-солевого буфера (ФСБ). Для рекрутиза-

ции макрофагов в брюшную полость мышам вводили  внутрибрюшинно 2 мл мя-

сопептонного бульона и через 48 ч эвтаназировали мышей декапитацией. Затем 

асептически вскрывали брюшину и пятикратно промывали брюшную полость  

4-6 см3 ФСБ, используя пинцет и пипетку. Для исключения адгезии клеток к пла-

стику пробирку с суспензией перитонеальных клеток держали на ледяной бане. 

Суспензию клеток перитонеальной полости мыши центрифугировали при 250 g в 

течение 10 мин, затем убирали надосадочную жидкость, лизировали эритроциты 

добавлением 1 см3 деионизованной воды на 15 с, тщательно перемешивая. Вос-

станавливали солевой баланс раствора добавлением 1 см3 2-кратного ФСБ, снова 

центрифугировали и убирали надосадочную жидкость. После этого добавляли 

полную питательную среду (ППС) на основе DMEM, подсчитывали количество 

клеток в тесте с трипановым синим с помощью автоматического клеточного счет-

чика CountessTM («Invitrogen», Корея), доводили концентрацию до (3-5)106 кле-

ток/см3. Затем полученные клетки высевали в плоскодонный 96-луночный план-

шет для культур тканей и оставляли на 24 ч до формирования монослоя.  

 

Получение нейтрофилов перитонеального экссудата  

Для рекрутизации нейтрофилов в брюшную полость интактным мышам 

вводили внутрибрюшинно 2 мл мясо-пептонного бульона и через 2 ч эвтаназиро-

вали мышей. После декапитации и обескровливания животного асептически гото-

вили рабочую область. Затем делали небольшое отверстие в брюшной стенке и 

пятикратно промывали брюшную полость холодным (плюс 4 С) раствором Хен-
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кса. Полученную  из брюшной полости клеточную суспензию помещали на ледя-

ную баню и использовали для экспериментов не позже, чем через 1 ч после полу-

чения. Число жизнеспособных клеток определяли в тесте с трипановым синим с 

помощью автоматического клеточного счетчика CountessTM («Invitrogen», Корея). 

Количество жизнеспособных нейтрофилов доводили до концентрации 5106 кле-

ток/мл.  

Для метода МТТ нейтрофилы культивировали в полной среде DMEM (среде 

Игла в модификации Дульбекко (DMEM, Gibco, США) с добавлением 10 % инак-

тивированной фетальной сыворотки теленка, 2 мМ L-глутамина и 0,2 % бикарбо-

ната натрия) при температуре 37 С и 5 % СО2 в CO2-инкубаторе.  

 

2.5.2. Методы исследования функциональной активности  

иммунокомпетентных клеток 

 

Оценка жизнеспособности иммунокомпетентных клеток в  

МТТ-тесте 

Цитотоксичность наночастиц изучали на спленоцитах, перитонеальных 

макрофагах и нейтрофилах, полученных от экспериментальных животных, как 

указано выше, используя метод МТТ [129]. Колориметрический тест МТТ 

основан на способности дегидрогеназ митохондрий восстанавливать желтый МТТ 

(3-(4,5-диметитиазол-2-ил) -2,5-дифенилтетразолий бромид) до синего формазана. 

Реакция происходит только в живых клетках с активными митохондриальными 

ферментами. Густота синей окраски коррелирует с жизнеспособностью 

клеточного монослоя. Спленоциты, макрофаги и нейтрофилы каждой группы 

мышей инкубировали в 96-луночных планшетах для культур клеток при 

температуре 37 С и 5 % CO2 до образования монослоя, затем в лунки добавляли 

раствор MTT (исходная концентрация 5 мг/мл в фосфатно-солевом буфере) и 

инкубировали в течение 4 ч при температуре 37 С и 5 % CO2. После окончания 

инкубирования к клеточному монослою добавляли 10 % додецилсульфат натрия 
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(ДСН), приготовленный на 0,01 М соляной кислоте, и измеряли оптическую 

плотность растворов при длине волны 595 нм на планшетном 

многофункциональном анализаторе Victor X3 2030 (Perkin Elmer, Финляндия). 

Процент жизнеспособных клеток рассчитывался как отношение оптической 

плотности опытных лунок к оптической плотности контрольных лунок, 

умноженный на 100. 

 

Оценка продукции активных форм кислорода фагоцитами методом хе-

милюминесценции 

Воздействие наночастиц на бактерицидную функцию фагоцитов (способ-

ность к «окислительному взрыву») изучали на нейтрофилах, полученных от экс-

периментальных животных, как указано выше, используя наиболее чувствитель-

ный и информативный метод хемилюминесценции (ХЛ). При активации фагоци-

ты генерируют активные формы кислорода, что может быть обнаружено с помо-

щью метода люминолзависимой хемилюминесценции. Активация фагоцитирую-

щей клетки запускает сложный каскад физиологических и метаболических про-

цессов, включая образование супероксидных радикалов при переносе электрона с 

НАДФН на O2. В основе метода люминолзависимой ХЛ лежит окисление люми-

нола активными формами кислорода и хлора и взаимодействие окисленных форм 

люминола с супероксидным радикалом или пероксидом водорода. Для усиления 

хемилюминесценции применялся раствор люминола с концентрацией 5,6×10-4 М 

(BioChemika, Чехия). Для активации фагоцитов был использован опсонизирован-

ный мышиной сывороткой зимозан («Sigma», США). В качестве контроля были 

взяты нейтрофилы интактных мышей.  

Для постановки реакции в каждую лунку 96-луночного планшета вносили 

суспензию нейтрофилов так, чтобы конечная концентрация составила  

0,5×106 кл/мл, затем добавляли суспензию зимозана в концентрации 2 мг/мл по 

0,02 мл в лунку и 5,6×10-4 М раствора люминола по 0,02 мл в лунку. Планшеты 

помещали в универсальный планшетный многофункциональный анализатор 

Victor X3 2030 (Perkin Elmer, Финляндия) и проводили измерение хемилюминес-
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ценции при температуре 37 °С в течение часа. Значение хемилюминесценции из-

мерялось 6 раз, длительность одного измерения составляла 10 мин. Уровень хе-

милюминесценции выражали количеством импульсов, накопленных за одно из-

мерение. 

 

Определение субпопуляционного состава лимфоцитов и количества 

 цитокинпродуцирующих Т-лимфоцитов селезенки методами 

 проточной цитофлюорометрии  

Спленоциты (5×106 кл/мл) опытных и контрольных групп мышей окраши-

вали моноклональными антителами к CD3 PerCP, CD4 APC, CD8 PE, CD19 APC 

(eBioscience, США) в течение 20 мин в темноте при температуре 20 °С в соответ-

ствии с инструкцией производителя. Полученные образцы отмывали в фосфатно-

солевом буфере и фиксировали 1 % раствором формалина. 

Для определения количества Т-лимфоцитов с внутриклеточной экспрессией 

интерферон-гамма (ИФН-γ) и фактора некроза опухоли-альфа (ФНО-α) за 4 ч до 

окрашивания моноклональными антителами к спленоцитам добавляли ингибитор 

белкового транспорта BD GolgiPlug (BD Biosciences, США), содержащий брефел-

дин А. Затем клеточную суспензию  фиксировали и пермеабилизировали добав-

лением BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, США) и последующей отмывкой 

фосфатно-солевым буфером, содержащим 0,5 % сапонина. После чего клетки 

окрашивали моноклональными антителами против CD3, ИФН-γ, ФНО-α (eBiosci-

ence, США), инкубировали еще 20 мин и затем отмывали фосфатно-солевым бу-

фером, содержащим 0,5 % сопанина [50, 90].  

Образцы анализировали  на проточном цитофлюориметре FACSCalibur 

(Becton Dickinson, США). В каждом образце анализировали 10 тыс. клеток. Про-

центное содержание субпопуляций клеток в образцах определяли с использовани-

ем программы «CellQuest Pro».  
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Определение количества ИФН-γ и ФНО-α в биологических жидкостях 

Определение количества ИФН-γ и ФНО-α в надосадочной жидкости пер-

вичной культуры спленоцитов мышей, в сыворотке крови и жидкости бронхо-

легочного лаважа мышей проводили методом иммуноферментного анализа с ис-

пользованием наборов «Mouse IFN-γ ELISA» и  

«TNF-α ELISA» (Bender MedSystems, Австрия) в соответствии с руководством 

производителя. Измерение оптической плотности проводили на планшетном мно-

гофункциональном анализаторе Victor X3 2030 (Perkin Elmer, Финляндия) при 

длине волны 450 нм.  

 

Определение количества белка, содержащегося в жидкости  

бронхо-легочного лаважа мышей 

У мышей, ингаляционно обработанных наночастицами серебра препарата 

«Арговит» и углеродными нанотрубками, извлекали легкие и бронхи и промыва-

ли их физиологическим раствором. Затем определяли количество белка, содер-

жащегося в промывной жидкости с использованием набора PierceTM BCA Protein 

Assay Kit (Sigma, США). Измерение оптической плотности проводили на план-

шетном многофункциональном анализаторе Victor X3 2030 (Perkin Elmer, Фин-

ляндия) при длине волны 562 нм. 

 

2.6. Микроскопические методы 

2.6.1. Электронная микроскопия 

 

Определение физических параметров (форма, размер) наночастиц проводи-

ли, используя методы просвечивающей электронной микроскопии. Для препари-

рования электронно-микроскопических образцов готовили раствор препарата (С, 

растворитель) и затем наносили на электронно-микроскопичекие сеточки, покры-

тые формваровой (коллодиевой) пленкой, с последующим окрашиванием 2 % рас-

твором уранил ацетата в течение 1 минуты. Полученные таким образом образцы 

анализировали на электронном микроскопе «Hitachi» H-500 (Япония) с использо-
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ванием техники негативного контрастирования при ускоряющем напряжении 

75 кВ. Статистический анализ размеров наночастиц был проведен с использова-

нием программного обеспечения Image Scope M методом автоматического под-

счета объектов интереса по морфометрическим признакам. 

 

2.6.2. Атомно-силовая микроскопия 

 

Метод атомно-силовой микроскопии использовали для изучения морфоло-

гии (формы и размеров) и особенностей строения поверхности наночастиц, их 

распределение и взаимодействие частиц между собой в коллоидном растворе. 

Метод АСМ использовали параллельно с методом просвечивающей электронной 

микроскопии. 

Исследование образцов проводили на сканирующем зондовом микроскопе 

«Smart SPM» («АИСТ-НТ», Россия) с использованием кантилеверов fpN11 

(«Нанотюнинг», Россия), радиус кривизны 10-25 нм. Для изучения наночастиц 

методом атомно-силовой микроскопии нами использовалась следующая методика 

приготовления образца. 

Непосредственно перед исследованием готовили два разведения наноча-

стиц. Для этого исходную суспензию наночастиц разводили водой в соотношении 

1:5 и 1:10. С помощью автоматической пипетки исследуемый материал помещали 

на поверхность свежесколотой слюды («SPI Supplies, Structure Probe», США) в 

объеме 3 мкл таким образом, чтобы получилась слегка выпуклая капля, не выхо-

дящая за границы слюды. Пробы высушивали при комнатной температуре до 

полного удаления жидкости (около 3-4 мин). Высушенный препарат помещали на 

держатель образцов и устанавливали на сканер микроскопа. Наблюдения прово-

дили в режиме бесконтактной (Non Contact) атомно-силовой микроскопии. Поле 

сканирования варьировалось в пределах от 100×100 нм до 5×5 мкм. Используя 

панель управления микроскопом, устанавливали следующие параметры измере-

ния: скорость сканирования – 1,2 Гц, начальная амплитуда колебаний кантилевера 

– 10 нм.  
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В процессе сканирования выбирали поле с равномерным распределением 

наночастиц и с помощью панели управления микроскопом устанавливали исход-

ную границу рабочего поля. Препарат перемещали по осям Х и Y и при появле-

нии в поле зрения наночастиц производили их учет. 

Просмотренное поле смещали за пределы «видимости» системы регистра-

ции прибора и просматривали следующую часть препарата. Всего делали 5 опре-

делений каждого образца. Полученные изображения анализировали, используя 

программу «Gwiddion» (Czech Metrology Institute, Чехия). 

 

2.7. Методы статистической обработки результатов 

 

Количественные значения результатов экспериментов подвергали статисти-

ческой обработке с помощью пакета офисных программ Microsoft Office Excel 

2007. Достоверность различий определяли с помощью t-критерия Стьюдента. Раз-

личия между группами признавали достоверными при уровне значимости P<0,05. 



 
 

60

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 

Глава 3. ХАРАКТЕРИСТИКА НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА И УГЛЕРОДНЫХ 

НАНОТРУБОК И ИЗУЧЕНИЕ ИХ БАКТЕРИЦИДНОЙ АКТИВНОСТИ В 

ЭКСПЕРИМЕНТАХ IN VITRO  

 

 

3.1. Определение физических параметров наночастиц серебра и углеродных 

нанотрубок 

В научной литературе имеются данные о том, что размер наночастиц, пло-

щадь их поверхности, поверхностная функционализация и химия наночастиц, 

стабильность в растворе и способность к агрегации являются основными факто-

рами, влияющими на биокинетику наночастиц и, следовательно, на их токсич-

ность [32, 134, 137]. Зависимость степени токсических эффектов наночастиц се-

ребра от их размера показана как на отдельных клетках в условиях in vitro [99], 

так и на организме в целом в экспериментах in vivo [37]. Бактерицидная актив-

ность наночастиц серебра и углеродных нанотрубок также во многом связана с их 

физико-химическими параметрами [29, 47, 60, 117, 120, 201].  Поэтому первым 

шагом в изучении наночастиц серебра и углеродных нанотрубок было определе-

ние их физических параметров (размер, форма) методами электронной и атомно-

силовой микроскопии.  

Результаты анализа микрофотографий НЧС-ПВП позволили заключить, что 

данные наночастицы представлены частицами округлой формы и равномерно 

распределены в растворе (рисунок 1). Диаметр наибольшего процента наночастиц 

серебра варьировал в пределах от 25 до 75 нм, из которых 30 % составляли нано-

частицы с диаметром 25 нм, а 28 % − с диаметром 50 нм. Средний диаметр нано-

частиц серебра в препарате составил (43,6±10,7) нм (рисунок 2).  



 
 

61

  

А Б 

 

Рисунок 1 − Микрофотографии НЧС-ПВП, полученные на электронном 

«Hitachi» H-500 (Япония) (А) и атомно-силовом «Smart SPM» «АИСТ-НТ» (Рос-

сия) (Б) микроскопах 
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Рисунок 2 − Распределение НЧС-ПВП по диаметру 
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На рисунке 3 представлены микрофотографии НЧС (Plasma Chem, Герма-

ния), полученные на электронном и атомно-силовом микроскопах. Результаты 

анализа позволили подтвердить данные производителя, что наночастицы серебра 

имеют округлую форму и средний размер (10,3±5,6) нм. Кроме того, как видно на 

рисунке, данные НЧС менее стабильны в растворе и способны к агрегации. 

 
 

А Б 
 

Рисунок 3 − Микрофотографии НЧС, полученные на электронном «Hitachi» 

H-500 (Япония) (А) и атомно-силовом «Smart SPM» «АИСТ-НТ» (Россия) (Б) 

микроскопах 

 

По данным электронной и атомно-силовой микроскопии углеродные нано-

трубки имели диаметр (36,2±4,8) нм. Также встречались крупные агрегаты  труб-

чатой формы 5-10 % (рисунок 4). 

 

100 нм 100 нм 
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Рисунок 4 − Микрофотографии углеродных нанотрубок, полученные на  

электронном «Hitachi» H-500 (Япония) (А) и атомно-силовом «Smart SPM» 

«АИСТ-НТ» (Россия) (Б) микроскопах 

 

Таким образом, были получены следующие результаты: НЧС имели округ-

лую форму и средний диаметр (10,3±5,6) нм. НЧС-ПВП также имели округлую 

форму и средний диаметр (43,6±10,7) нм. Углеродные нанотрубки имели диаметр 

(36,2±4,8) нм. Наибольшей способностью к агрегации обладали углеродные нано-

трубки, были обнаружены крупные агрегаты трубчатой формы. Меньше агреги-

ровали НЧС. Но более стабильным оказался препарат, содержащий НЧС-ПВП, 

наночастицы в его составе были равномерно распределены. 

 

 

 

 

 

100 нм 100 нм 
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3.2. Изучение бактерицидной активности наночастиц серебра и углеродных 

нанотрубок в отношении Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Salmonella enterica 

4412, Francisella tularensis 15 НИИЭГ в экспериментах in vitro 

 

 

3.2.1. Изучение бактерицидного действия наночастиц серебра, покрытых 

поливинилпирролидоном, в отношении M. tuberculosis H37Rv, S. enterica 4412, 

F. tularensis 15 НИИЭГ in vitro 

 

Нами были проведены экспериментальные исследования бактерицидного 

действия НЧС-ПВП на грамположительные и грамотрицательные бактерии в 

условиях in vitro. Для изучения бактерицидной активности данных наночастиц 

были выбраны следующие штаммы микроорганизмов: M. tuberculosis H37Rv, 

S. enterica 4412, F. tularensis 15 НИИЭГ. Полученные результаты представлены в 

таблице 1. 

Таблица 1 − Бактерицидная эффективность НЧС-ПВП, %* 

Штамм Концентрация НЧС-ПВП, мг/л 
50 25 10 1 0,1 

S. enterica 4412  75,02±6,75 69,43±5,12 69,05±4,89 64,56±4,43 2,03±0,18 

F. tularensis 15 
НИИЭГ  

96,24±4,98 92,18±5,21 35,62±5,54 31,05±4,77 1,12±0,13 
 

М. tuberculosis 
H37Rv 

55,12±4,51 36,25±2,83 31,15±2,55 3,53±0,29 2,42±0,21 
 

Примечание − * − Бактерицидная эффективность рассчитывалась по показате-
лям погибших КОЕ относительно контроля (образца без добавления НЧС-ПВП) 
в процентном соотношении. 

 
Анализируя полученные результаты, можно сделать вывод, что наиболь-

шую бактерицидную активность НЧС-ПВП проявлял относительно бактериально-

го штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. Бактерицидная эффективность в максимально 

взятой нами концентрации препарата 50 мг/л составила (96,24±4,98) %. Для 

штамма S. enterica 4412 она составила (75,02±6,75) %, а для M. tuberculosis H37Rv 
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– (55,12±4,51) %. Уменьшение концентрации исследуемого препарата в 2 раза 

(25 мг/л) вызывало меньшую бактерицидную эффективность: для F. tularensis 15 

НИИЭГ – (92,18±5,21) %; для S. enterica 4412 – (69,43±5,12) %; для M. tuberculosis 

H37Rv – (36,25±2,83) % (таблица 1). Мы отметили дозозависимое снижение бак-

терицидной эффективности НЧС-ПВП. 

В результате проведенных экспериментальных исследований бактерицид-

ной эффективности НЧС-ПВП установлено, что данный препарат ингибирует 

рост бактериальных грамотрицательных и грамположительных патогенов, таких 

как S. enterica 4412, F. tularensis 15 НИИЭГ, M. tuberculosis H37Rv. 

 

3.2.2. Изучение бактерицидного действия наночастиц серебра 

 без покрытия в отношении M. tuberculosis H37Rv, S. enterica 4412, 

F. tularensis 15 НИИЭГ in vitro 

 

В таблице 2 показано воздействие НЧС на рост штаммов M. tuberculosis 

H37Rv, S. enterica 4412, F. tularensis 15 НИИЭГ.  

Таблица 2 − Бактерицидная эффективность НЧС, %* 

Штамм Концентрация НЧС, мг/л 
50 25 10 1 0,1 

S. enterica 4412  51,25±5,25 43,49±5,24 40,72±4,64 0 0 
F. tularensis 15 НИИЭГ   71,82±6,15 53,04±5,86 31,05±4,92 12,21±1,17 0 
М. tuberculosis H37Rv 30,61±4,31 24,23±2,45 20,04±2,17 8,56±0,96 0 
Примечание − * − Бактерицидная эффективность рассчитывалась по показателям 
погибших КОЕ относительно контроля (образца без добавления НЧС) в процент-
ном соотношении. 
 

Наибольшее подавляющее действие НЧС оказывали на рост штамма 

F. tularensis 15 НИИЭГ. Бактерицидная эффективность в максимально взятой 

нами концентрации НЧС 50 мг/л составила (71,82±6,15) %. Для штамма  

S. enterica 4412 она составила (51,25±5,25) %, а для M. tuberculosis H37Rv − 

(30,61±4,31) %. Уменьшение концентрации НЧС в 2 раза (25 мг/л) вызывало 
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меньшую бактерицидную эффективность (таблица 2). Нами было также отмечено 

дозозависимое снижение бактерицидной эффективности НЧС.  

3.2.3. Изучение бактерицидного действия углеродных нанотрубок 

 в отношении M. tuberculosis H37Rv, S. enterica 4412, F. tularensis 15 

НИИЭГ in vitro 

 

Для полного сравнения тестируемых в нашей работе наночастиц было про-

ведено изучение воздействия УНТ на рост штаммов M. tuberculosis H37Rv,  

S. enterica 4412, F. tularensis 15 НИИЭГ in vitro. Полученные результаты пред-

ставлены в таблице 3 . 

Таблица 3 − Бактерицидная эффективность углеродных нанотрубок, %* 

Штамм Концентрация УНТ, мг/л 
50 25 10 1 0,1 

S. enterica 4412  16,21±2,37 17,61±2,87 5,63±1,57 3,52±1,38 0 

F. tularensis 15 НИИЭГ   13,23±1,57 0 3,17±1,07 0,26±0,14 0 
М. tuberculosis H37Rv 21,27±2 97 17,53±2,63 9,62±2,23 4,47±1,26 0 
Примечание − * − Бактерицидная эффективность рассчитывалась по показателям 
погибших КОЕ относительно контроля (образца без добавления УНТ) в процент-
ном соотношении. 
 

Как видно из таблицы углеродные нанотрубки не обладали бактерицидной 

эффективностью, сравнимой с бактерицидностью наночастиц серебра относи-

тельно изученных бактериальных штаммов (таблица 3).  

 

3.3. Заключение по Главе 3 

 

 Данная глава посвящена характеристике физических параметров нано-

частиц серебра и углеродных нанотрубок, а также изучению их бактерицидной 

активности в отношении патогенных бактериальных штаммов M. tuberculosis 

H37Rv, S. enterica 4412, F. tularensis 15 НИИЭГ в экспериментах in vitro. Было 

выявлено, что НЧС-ПВП и НЧС имели округлую форму и равномерно распреде-

лялись в растворе. Углеродные нанотрубки обладали наибольшей способностью к 
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агрегации и образовывали в растворе агрегаты трубчатой формы. Средний диа-

метр НЧС составил (10,3±5,6) нм, НЧС-ПВП − (43,6±10,7) нм, УНТ − 

(36,2±4,8) нм. 

Изучение бактерицидной активности НЧС-ПВП, НЧС и УНТ показало, что 

более выраженным бактерицидным эффектом против исследованных грамполо-

жительных и грамотрицательных бактерий обладали НЧС-ПВП, вызывая в кон-

центрации 50 мг/л гибель (55,12±4,51) % КОЕ M. tuberculosis H37Rv, 

(75,02±6,75) % КОЕ S. enterica 4412 и (96,24±4,98) % КОЕ F. tularensis 15 НИИЭГ. 

Наиболее чувствительным к действию данных наночастиц оказался бактериаль-

ный штамм F. tularensis 15 НИИЭГ, что согласуется с научными работами других 

исследователей. В работе Egger et al., 2009 показано, что грамотрицательные бак-

терии более чувствительны к действию наносеребра по сравнению с грамположи-

тельными бактериями [59]. Клеточная стенка грамположительных бактерий со-

держит гораздо больше муреина и пептидогликана, что делает ее отрицательно 

заряженной. Из-за отрицательного заряда клеточной стенки грамположительных 

бактерий намного больше катионов серебра сохраняются в стенке, что и предот-

вращает их проникновение в клетку [46]. 
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Глава 4. ИЗУЧЕНИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА И 

УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБОК НА ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫЕ КЛЕТКИ 

ПЕРВИЧНЫХ КУЛЬТУР ТКАНЕЙ В  

ЭКСПЕРИМЕНТАХ IN VITRO 

 

 

Методы исследования in vitro на настоящий момент занимают важное место 

в изучении токсичности наночастиц. Одним из основных преимуществ методов 

in vitro является то, что они позволяют в строго контролируемых условиях изоли-

ровать и изучать отдельные биологические процессы, что невыполнимо в экспе-

риментах на живом организме. Эксперименты in vitro позволяют также проводить 

скрининговые исследования, то есть позволяют тестировать одновременно боль-

шое количество препаратов за более короткое время. Токсикокинетические дан-

ные in vitro используются для выбора соответствующих мишеней среди клеток и 

систем организма и выбора вероятных доз наноматериалов для последующего ис-

следования на животных моделях.  

Существующие методики in vitro позволяют осуществлять количественную 

оценку цитотоксичности изучаемых наноматериалов с помощью метаболических 

маркеров жизнеспособности клетки. Для оценки митохондриального дыхания 

широко применяют метод восстановления солей тетразолия (MTT), для оценки 

мембранных маркеров – захват красителя нейтрального красного лизосомами, 

прижизненная окраска трипановым синим. Для регистрации провоспалительного 

цитокинового ответа определяют количество ФНО-α и ИФН-γ иммунофермент-

ным методом. 

 

4.1. Изучение цитотоксических свойств наночастиц серебра и углеродных 

нанотрубок 

 

Цитотоксичность наночастиц оценивали по изменению метаболической ак-

тивности митохондриальных ферментов спленоцитов, перитонеальных нейтрофи-
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лов и макрофагов в МТТ-тесте [129]. Принцип метода МТТ основан на способно-

сти фермента сукцинатдегидрогеназы митохондриальной мембраны клеток мле-

копитающих восстанавливать желтую соль 3-[4,5-диметитиазол-2-ил]-2,5-

дифенилтетразолий бромид (МТТ) до кристаллов формазана фиолетового цвета, 

накапливающихся в результате этой реакции в цитоплазме живых клеток. Интен-

сивность превращения МТТ в формазан отражает общий уровень дегидроге-

назной активности исследуемых клеток и модулируется активностью сопряжен-

ных ферментных систем, например, дыхательной цепи переноса электронов. Та-

ким образом, по интенсивности накопления кристаллов формазана в цитоплазме 

можно судить об уровне митохондриального дыхания клетки, что является кос-

венной мерой жизнеспособности клеточной популяции, а также доказательством 

неповрежденности митохондриальной дыхательной цепи.  

Спленоциты, перитонеальные нейтрофилы и макрофаги, полученные от 

интактных мышей, инкубировали в присутствии наночастиц в течение  

24, 48 и 72 ч в стандартных условиях (37 С, 5 % CO2, 95 % влажности). После 

чего производили оценку результатов. Процент жизнеспособных клеток 

рассчитывался как отношение оптической плотности опытных лунок к 

оптической плотности контрольных лунок, умноженный на 100. В контрольных 

лунках клетки инкубировались в питательной среде без добавления наночастиц. 

На рисунке 5 представлены результаты исследования воздействия наночастиц 

серебра и углеродных нанотрубок на метаболическую активность 

перитонеальных макрофагов мышей линии Balb/C МТТ-тестом. 

 



 
 

70

24 ч

0

20

40

60

80

100

120

0,05 0,25 0,5 5 10 50

Д
ол

я 
ж

из
не

сп
ос

об
ны

х 
кл

ет
ок

, %
 

НЧС-ПВП

НЧС

УНТ

контроль

48 ч

0

20

40

60

80

100

120

0,05 0,25 0,5 5 10 50

Д
ол

я 
ж

из
не

сп
ос

об
ны

х 
кл

ет
ок

, %

НЧС-ПВП

НЧС

УНТ

контроль

72 ч

0

20

40

60

80

100

120

0,05 0,25 0,5 5 10 50

Концентрация наночастиц, мг/л

Д
ол

я 
ж

из
не

сп
ос

об
ны

х 
кл

ет
ок

,%

НЧС-ПВП

НЧС

УНТ

контроль

 
Рисунок 5 − Цитотоксическое воздействие наночастиц серебра и углеродных 

нанотрубок на метаболическую активность перитонеальных макрофагов мышей 

линии Balb/C в МТТ-тесте 
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Как видно из рисунка 5, наименьшее цитотоксическое воздействие на мито-

хондриальную активность перитонеальных макрофагов оказывали НЧС-ПВП. 

Снижение активности митохондриальных дегидрогеназ  макрофагов на 35 % в 

присутствии НЧС-ПВП наблюдалось только через 24 ч при самой высокой тесто-

вой концентрации 50 мг/л, но уже к 48-72 ч инкубации не отличалась от показате-

лей контрольных клеток, что свидетельствует об отсутствии ингибирующей ак-

тивности препарата на ферментную систему клеток.  

А наиболее цитотоксичными для макрофагов оказались НЧС, т.к. даже в 

минимально взятой нами концентрации 0,05 мг/л через 24 ч снижали митохон-

дриальную активность на 23 %. Наблюдалось время- и дозозависимое увеличение 

цитотоксического действия данных НЧС (рисунок 5).  

Углеродные нанотрубки не оказывали цитотоксического воздействия на 

мышиные макрофаги в низких концентрациях, таких как 0,05; 0,25 и 0,5 мг/л. Од-

нако данные наночастицы в концентрации 5 мг/л снижали метаболическую ак-

тивность макрофагов на 17 % через 24 ч инкубации. При увеличении концентра-

ции и времени инкубации углеродные нанотрубки оказывали большую цитоток-

сичность, в среднем снижая митохондриальную активность макрофагов на 50 % 

(рисунок 5).  

При изучении воздействия НЧС-ПВП, НЧС и УНТ на митохондриальную 

активность перитонеальных нейтрофилов и спленоцитов мышей были получены 

аналогичные результаты: наибольшую цитотоксичность показали НЧС  

(таблицы 4-6).  

На основании полученных результатов можно сделать заключение, что НЧС 

наиболее цитотоксичны для иммунокомпетентных клеток мыши. 
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Таблица 4 − Жизнеспособность иммунных клеток после воздействия НЧС-ПВП in vitro 

Тип клеток Время  
инкубации, ч 

Концентрация, мг/л / Доля жизнеспособных клеток, % 

0,05 0,25 0,5 5 10 50 

макрофаги 24 99,03±3,54 97,82±4,15 98,91±2,45 97,54±4,25 93,24±3,17 65,19±4,47 

48 93,74±4,27 91,32±5,12 93,86±3,54 88,71±6,04 87,45±5,78 85,32±6,73 

72 85,44±4,96 86,41±5,38 90,23±4,23 81,17±5,62 82,23±4,83 84,32±5,76 

нейтрофилы 24 88,43±4,87 83,14±4,34 81,54±5,06 80,93±3,89 79,59±4,02 76,98±3,17 

48 79,64±6,24 67,53±5,23 59,05±4,76 66,13±5,02 59,36±4,31 52,04±3,87 

72 73,68±4,15 71,13±3,59 64,27±3,98 62,31±4,05 59,04±3,42 55,26±3,07 

спленоциты 24 98,45±4,78 95,38±4,56 96,05±4,89 95,13±5,09 92,41±4,23 84,58±4,53 

48 93,13±4,67 88,56±4,01 89,74±4,95 79,94±3,96 82,62±4,21 74,53±3,84 

72 86,06±4,31 82,72±3,69 85,95±4,13 76,47±3,58 75,61±3,92 69,94±3,25 
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Таблица 5 − Жизнеспособность иммунных клеток после воздействия НЧС in vitro 

Тип клеток Время  
инкубации, ч 

Концентрация, мг/л / Доля жизнеспособных клеток, % 

0,05 0,25 0,5 5 10 50 

макрофаги 24 77,38 ± 5,94 75,41 ± 7,01 71,78 ± 6,79 64,45 ± 5,13 56,11 ± 4,87 41,12 ± 5,54 

48 67,38 ± 5,02 63,23 ± 5,73 59,77 ± 4,26 54,45 ± 4,76 49,04 ± 4,12 38,13 ± 4,42 

72 57,38 ± 4,98 51,23 ± 5,36 49,77 ± 4,06 44,45 ± 4,48 32,12 ± 4,75 25,18 ± 3,76 

нейтрофилы 24 78,65 ± 5,23 77,62 ± 5,86 73,14 ± 6,34 68,12 ± 4,75 63,32 ± 4,14 57,86 ± 4,62 

48 61,34 ± 5,07 56,38 ± 4,76 51,95 ± 4,23 48,12 ± 3,52 41,34 ± 3,12 29,07 ± 3,54 

72 50,83 ± 4,95 45,49 ± 5,04 41,43 ± 4,37 38,49 ± 2,54 27,23 ± 2,87 21,67 ± 3,54 

спленоциты 24 76,45 ± 4,23 75,64 ± 4,31 75,97 ± 3,95 65,23 ± 3,67 55,74 ± 4,12 42,12 ± 3,05 

48 65,42 ± 4,27 61,78 ± 3,12 59,05 ± 3,99 54,31 ± 3,06 48,95 ± 3,52 36,96 ± 3,03 

72 55,87 ± 3,98 56,45 ± 3,26 52,74 ± 3,96 45,32 ± 2,67 33,65 ± 2,54 28,65 ± 2,45 
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Таблица 6 − Жизнеспособность иммунных клеток после воздействия углеродных нанотрубок in vitro. 

Тип клеток Время 
инкубации, ч 

Концентрация, мг/л / Доля жизнеспособных клеток, % 

0,05 0,25 0,5 5 10 50 

макрофаги 24 97,24 ± 3,45 96,47 ± 2,58 95,13 ± 3,78 82,56 ± 4,96 65,04 ± 5,43 54,02 ± 4,12 

48 77,21 ± 5,45 74,12 ± 4,98 69,51 ± 4,62 62,55 ± 5,03 55,12 ± 4,14 51,03 ± 3,76 

72 75,23 ± 4,75 68,12 ± 4,63 62,51 ± 4,23 52,85 ± 4,01 50,82 ± 3,67 46,23 ± 3,21 

нейтрофилы 24 85,77 ± 4,34 84,45 ± 4,65 80,34 ± 4,39 76,12 ± 4,04 70,54 ± 3,56 68,96 ± 3,87 

48 67,45 ± 4,23 68,34 ± 4,05 64,01± 4,65 59,54 ± 3,98 52,13 ± 3,24 49,05 ± 2,67 

72 60,33 ± 3,63 57,92 ± 3,32 55,41 ± 3,43 50,32 ± 2,98 47,84 ± 2,45 44,65 ± 2,06 

спленоциты 24 98,12 ± 3,76 95,54 ± 4,23 94,13 ± 3,54 81,48 ± 4,32 64,76 ± 5,37 52,58 ± 3,44 

48 76,45 ± 5,42 73,96 ± 4,67 65,74 ± 4,21 60,64 ± 4,25 54,96 ± 3,98 50,63 ± 3,43 

72 75,85 ± 4,23 65,98 ± 4,21 64,98 ± 4,31 60,65 ± 4,68 52,65 ± 3,95 44,98 ± 3,01 
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4.2. Изучение влияния наночастиц серебра и углеродных нанотрубок на  

продукцию активных форм кислорода нейтрофилами перитонеального  

экссудата мышей 

 

Главным источником активных форм кислорода (АФК) в организме челове-

ка и животных служат клетки, обладающие фагоцитарной активностью. К ним 

относятся нейтрофильные гранулоциты и макрофаги. При активации фагоциты 

высвобождают производные кислорода, что может быть обнаружено с помощью 

метода люминолзависимой хемилюминесценции. Непосредственной причиной 

хемилюминесценции активированных фагоцитов считают образование синглет-

ного кислорода в реакциях между кислородными радикалами, перекисью водоро-

да и гипохлоритом. Хемилюминесцентный анализ клеток этих типов позволяет 

исследовать механизмы их активации, а также оценить иммунореактивность ор-

ганизма под влиянием иммунодепрессивных и иммуностимулирующих воздей-

ствий.  

Изучение метаболизма нейтрофилов с помощью хемилюминесценции 

широко используется научными исследователями. Также оценка изменения 

метаболизма нейтрофилов имеет клиническое значение [54]. Метод 

хемилюминесценции используется для прогнозирования течения инфекционных 

заболеваний, изучения антимикробной активности пероксидазной системы 

нейтрофилов, оценки влияния лекарственных препаратов на метаболизм данных 

клеток [54, 146, 154].  

Мы изучали изменения продукции активных форм кислорода в метаболизме 

перитонеальных нейтрофилов под влиянием наночастиц хемилюминесцентным 

анализом. Для этого мы оценивали интенсивность хемилюминесценции нейтро-

филов интактных мышей в присутствии тестируемых наночастиц, а также хеми-

люминесцентный ответ данных клеток при индукции «окислительного взрыва» в 

присутствии наночастиц in vitro. В качестве индуктора «окислительного взрыва»  

использовался зимозан, опсонизированный мышиной сывороткой. Хемилюми-

несцентный ответ нейтрофилов на зимозан, опсонизированный мышиной сыво-
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роткой, моделирует ответ фагоцитов на чужеродный патоген и отражает бактери-

цидный потенциал нейтрофилов. В качестве контроля были взяты перитонеаль-

ные нейтрофилы интактных мышей, не обработанные наночастицами. 

Уровень продукции АФК нейтрофилами в присутствии всех изученных на-

ночастиц при низкой концентрации (10 мг/л) не отличался от уровня контрольных 

значений. НЧС в дозе 100 мг/л увеличивали продукцию активных форм кислорода 

перитонеальными нейтрофилами мыши в 3,75 раза, что может приводить к окис-

лительному стрессу в клетках (рис. 6). НЧС-ПВП и УНТ в концентрации 

100 мг/мл не вызывали изменения продукции АФК нейтрофилами (рис. 6). 
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* − результат статистически достоверен по сравнению с контролем (Р˂0,001) 
Значение ХЛ измерялось 6 раз, длительность одного измерения 10 мин.  
Концентрация люминола 5,6×10-4 М 
 
Рисунок 6 − Хемилюминесцентный ответ нейтрофилов на добавление наночастиц 

в концентрации 100 мг/л 

 

Хемилюминесцентный ответ нейтрофилов на зимозан, опсонизированный 

мышиной сывороткой, в присутствии НЧС-ПВП в концентрации 100 мг/л не от-
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личался от контрольных клеток. НЧС и УНТ (100 мг/л) снижали уровень индук-

ции активных форм кислорода нейтрофилами в присутствии зимозана в  

4 и 5,8 раз соответственно (Р˂0,001) по сравнению с контролем (рисунок 7). 

*

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

Контроль НЧС-ПВП НЧС УНТ

*

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 Х

Л

 

* − результат статистически достоверен по сравнению с контролем (Р˂0,001) 

Значение ХЛ измерялось 6 раз, длительность одного измерения 10 мин. 
Концентрация люминола 5,6 х 10-4 М. 
 
Рисунок 7 − Хемилюминесцентный ответ нейтрофилов на зимозан в присутствии 

наночастиц в концентрации 100 мг/л 

  

Таким образом, НЧС-ПВП не индуцировали развитие окислительного 

стресса в клетках и не снижали бактерицидную способность нейтрофилов. НЧС 

индуцировали продукцию АФК, что свидетельствует о развитие окислительного 

стресса в клетках и скорее всего, является причиной снижения бактерицидного 

потенциала нейтрофилов.  
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4.3. Изучение воздействия наночастиц серебра,  

покрытых поливинилпирролидоном, на продукцию провоспалительных 

цитокинов спленоцитами мыши в условиях in vitro 

 

При исследовании воздействия наночастиц на метаболическую активность и 

продукцию АФК нами было показано, что НЧС и УНТ вызывают более выражен-

ные цитотоксические эффекты по сравнению с НЧС-ПВП. В научной литературе 

имеются данные о том, что у НЧС без покрытия цитотоксичность может быть 

опосредована через окислительный стресс, в то время как НЧС, покрытые ПВП, 

вызывают токсические эффекты через воспалительные пути путем усиления про-

дукции цитокинов [135]. 

В нашей работе НЧС-ПВП не вызывали окислительного стресса в клетках в 

отличие от НЧС. Поэтому для изучения, возможно, другого механизма цитоток-

сичности нами были проведены эксперименты по изучению влияния НЧС-ПВП 

на продукцию провоспалительных цитокинов спленоцитами.   

К спленоцитам интактных мышей добавляли НЧС-ПВП in vitro в различных 

концентрациях: 0,5 мг/л; 1 мг/л; 2,5 мг/л; 5 мг/л; 10 мг/л; 25 мг/л; 50 мг/л. Затем 

клетки в присутствии наночастиц инкубировали 24; 48 и 72 ч. По истечению не-

обходимого периода отбирали надосадочную жидкость и определяли содержание 

цитокинов ИФН-γ и ФНО-α методом ELISA (готовым набором Mouse IFN-γ 

ELISA, Bender MedSystems, Австрия). Измерение оптической плотности  прово-

дили на универсальном сканере Perkin Elmer на длине волны 450 нм.  

Оценка воздействия НЧС-ПВП на продукцию провоспалительных цитоки-

нов показала, что данные наночастицы не влияют на выработку ИФН-γ и ФНО-α 

лимфоцитами in vitro. 
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4.4. Заключение по Главе 4 

 

Данная глава посвящена характеристике физических параметров наноча-

стиц серебра и углеродных нанотрубок, а также изучению их воздействия на им-

мунные клетки в экспериментах in vitro. При изучении цитотоксического воздей-

ствия наночастиц на иммунные клетки нами было обнаружено, что НЧС и УНТ 

снижали активность митохондриальных ферментов мышиных макрофагов. По ли-

тературным данным НЧС обладают повреждающим действием на митохондрии. 

Так, в своей работе Hussain с соавт. (2005) показали, что наночастицы серебра (15 

и 100 нм) в концентрации 5-50 мг/л вызывали значительное нарушение митохон-

дриальных функций и снижение мембранного потенциала митохондрий клеток 

крысиной печеночной линии BRL 3A. 

НЧС-ПВП при всех изученных нами концентрациях, кроме самой высокой 

(50 мг/л) не снижали активность митохондриальных дегидрогеназ макрофагов в 

течение 24 ч инкубации. Активность митохондриальных ферментов макрофагов в 

присутствии НЧС-ПВП при самой высокой тестовой концентрации 50 мг/л сни-

жалась через 24 ч, но к 48-72 ч инкубации не отличалась от показателей кон-

трольных клеток.  

При изучении метаболической активности нейтрофилов в присутствии всех 

тестовых наночастиц было обнаружено снижение активности митохондриальных 

дегидрогеназ. Это можно объяснить тем, что нейтрофилы обладают отличным от 

макрофагов механизмом фагоцитирования. После поглощения частиц нейтрофи-

лы погибают, а макрофаги нет. Культура спленоцитов является гетерогенной. 

Эксперименты на данных клетках показали, что НЧС-ПВП не вызывали измене-

ний активности митохондриальных дегидрогеназ. Воздействие НЧС и УНТ вызы-

вало снижение данного показателя. 

Согласно ряду научных работ ведущим механизмом цитотоксичности нано-

частиц серебра является индукция свободных радикалов кислорода [36, 66, 81]. 

Наши исследования показали, что НЧС-ПВП не индуцировали продукцию актив-
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ных форм кислорода, а следовательно не вызывали развитие окислительного 

стресса в клетках и не снижали бактерицидную способность нейтрофилов. НЧС 

увеличивали продукцию АФК, что свидетельствует о развитие окислительного 

стресса в клетках. Уровень хемилюминесцентного ответа на зимозан, опсонизи-

рованный мышиной сывороткой, снижался под действием НЧС и УНТ. Это может 

быть связано с истощением системы генерации супероксида и означает снижение 

бактерицидной функции нейтрофилов при воздействии данных наночастиц. По-

скольку продукция активных форм кислорода является формой неспецифической 

иммунной защиты, возможно, что это приводит к снижению уровня неспецифиче-

ской защиты и, как следствие, к нарушению иммунного статуса. Также нами было 

установлено, что НЧС-ПВП in vitro не вызывали продукцию провоспалительных 

цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α) спленоцитами мышей, что свидетельствует об от-

сутствии индуцирующего провоспалительный ответ действия данных наночастиц. 
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Глава 5. ИЗУЧЕНИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА И  

УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБОК НА ИММУННУЮ СИСТЕМУ МЫШЕЙ В 

ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПУТИ ВВЕДЕНИЯ 

 

 

В последние годы наночастицы серебра стали широко применятся в меди-

цине в составе перевязочных и стоматологических материалов, покрытий для ме-

дицинского оборудования, а также медицинской одежды [132]. Углеродные нано-

трубки используются в качестве носителей лекарственных веществ, биосенсоров в 

терапевтической диагностике, кроме того их применяют в генной и регенераци-

онной терапии [80]. Использование наночастиц в составе лекарственных и диа-

гностических препаратов предполагает многократное их применение. Широкое 

использование наночастиц в различных сферах жизнедеятельности человека тре-

бует более тщательного и комплексного изучения их возможных токсичных эф-

фектов [197].  

Эксперименты на животных моделях in vivo наиболее приближены к есте-

ственному процессу и лучше моделируют воздействие наночастиц на макроорга-

низм. В многоклеточном организме существует сложное взаимодействие различ-

ных систем: нервной, эндокринной, кровеносной, иммунной. Изменения в одной 

системе обязательно отражаются на других системах, возникают компенсаторные 

реакции, что может проявиться только со временем. Поэтому при оценке безопас-

ности нанопрепаратов используют длительные эксперименты с учетом способа их 

введения в организм в качестве лекарства или диагностического компонента. 

В рамках настоящей диссертационной работы мы провели исследование 

многократного ингаляционного, подкожного и внутрижелудочного воздействия 

наночастиц серебра и углеродных нанотрубок на иммунную систему мышей в те-

чение 28 дней. 
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5.1. Изучение воздействия наночастиц серебра на иммунную систему мышей 

после многократного введения ингаляционным, подкожным или  

внутрижелудочным способом 

 

Для изучения многократного воздействия НЧС-ПВП экспериментальным 

животным ежедневно вводили данные наночастицы ингаляционным, подкожным 

и внутрижелудочным способами в течение 28 дней. В качестве контроля исполь-

зовали интактных мышей и мышей, которым вводили полимер поливинилпирро-

лидон (ПВП) аналогичными способами.  

 

5.1.1. Гистологическое исследование органов мышей после многократного 

введения наночастиц серебра, покрытых поливинилпирролидоном 

 

Любое комплексное изучение препарата начинается с патоморфологическо-

го исследования. Окраска препаратов гематоксилином и эозином является самой 

распространенной и наиболее информативной в современной гистологии. Пато-

морфологическое исследование  позволяет обнаружить изменения гистологиче-

ской структуры органов и выявить в них возможные типовые патологические 

процессы (воспаление, некроз, опухоль), вызванные непосредственным воздей-

ствием наночастиц на клетки, либо опосредованным, например агломератами на-

ночастиц, которые могут образовываться при изменении их коллоидной устойчи-

вости при попадании в кровеносное русло и вызывать ишемию вследствие эмбо-

лии сосудов [9]. 

На первом этапе оценки многократного воздействия наночастиц серебра на 

организм экспериментальных животных нами было проведено гистологическое 

(патоморфологическое) исследование органов мышей линии BALB/c после инга-

ляционного, подкожного и внутрижелудочного введения НЧС-ПВП. 

Животные всех экспериментальных групп выжили после окончания экспе-

римента. При введении контрольным животным ПВП всеми изученными спосо-

бами патоморфологических изменений органов обнаружено не было. Гистологи-
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ческое исследование легких, печени, почек, селезенок, паховых лимфатических 

узлов мышей линии BALB/c после ингаляционного и внутрижелудочного введе-

ния НЧС-ПВП в течение 28 дней не показало наличия в них патологических из-

менений. Подкожное введение данного препарата приводило к изменению состава 

иммунокомпетентных клеток в селезенке, печени и паховых лимфатических уз-

лах. В селезенке всех подопытных животных данной группы выявили гиперпла-

зию красной пульпы, увеличение количества активированных макрофагов, интен-

сивную лимфоцитарную инфильтрацию, что является показателем активации им-

мунокомпетентных клеток организма животного. Также были выявлены много-

численные гнездные скопления полиморфноядерных лейкоцитов (рисунок 8). 

  

А. Б. 

 

А − Преобладание лимфоцитов. Б − Обширное скопление полиморфноядерных 
лейкоцитов на фоне активированных макрофагов. Окраска гематоксилином и 
эозином. Увеличение × 40 
 

Рисунок 8 − Красная пульпа селезенки мыши после подкожного введения  

физиологического раствора (А) и после подкожного введения НЧС-ПВП (Б)  

 

В белой пульпе селезенки отклонений от нормы обнаружено не было. В пе-

чени наблюдались небольшие очаговые скопления Купферовых клеток. В пахо-

Активированные 
макрофаги 

Полиморфноядерные 
лейкоциты 
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вых лимфатических узлах были выявлены расширенные синусы, в просвете кото-

рых наряду с лимфоцитами наблюдалось некоторое количество полиморфноядер-

ных лейкоцитов. В легких и почках экспериментальных животных после подкож-

ного введения наночастиц серебра патологических изменений обнаружено не бы-

ло. 

 

5.1.2. Определение количества белка, содержащегося в жидкости бронхо-

легочного лаважа, после ингаляционного введения наночастиц серебра,  

покрытых поливинилпирролидоном 

 

Концентрация белка в жидкости бронхо-легочного лаважа отражает альвео-

лярно-капиллярную проницаемость и/или альвеолит [131]. Поэтому следующим 

этапом было определение количества общего белка в жидкости бронхо-легочного 

лаважа мышей, ингаляционно обработанных НЧС-ПВП, т.к. повышение данного 

показателя является одним из признаков легочного воспаления. Полученные ре-

зультаты представлены в таблице  7. 

Таблица 7 − Содержание белка в жидкости бронхо-легочного лаважа мышей  

линии BALB/c 

Способ введения НЧС-ПВП Количество белка, мг/л 

Ингаляционный 760,2±106,4 

Контроль  660,4±94,8 

 

Как видно из результатов, представленных в таблице 7, ингаляционное вве-

дение НЧС-ПВП не вызывало достоверного увеличения количества белка в про-

свете бронхо-легочной системы, а следовательно и не вызывало воспаления (таб-

лица 7). ПВП также не вызывал увеличения содержания белка в жидкости бронхо-

легочного лаважа.  
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5.1.3. Изучение цитотоксического воздействия наночастиц серебра на  

спленоциты мышей после введения их различными способами 

 

В рамках диссертационной работы было изучено воздействие НЧС-ПВП на 

жизнеспособность спленоцитов в зависимости от способа введения в МТТ-тесте 

[129].  

Оценка цитотоксического воздействия НЧС-ПВП на спленоциты мышей в 

МТТ-тесте показала, что жизнеспособность изучаемых клеток, полученных от 

животных всех экспериментальных групп, достоверно не отличалась и составляла 

в среднем (94,26±4,47) % (рисунок 9). 
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Контроль − группа интактных мышей линии Balb/C. 

Рисунок 9 − Жизнеспособность спленоцитов мышей линии Balb/C после введения 

НЧС-ПВП и ПВП различными способами 

 

Введение ПВП всеми изученными способами также не влияло на жизнеспо-

собность спленоцитов. Таким образом, можно сделать заключение, что НЧС-ПВП 
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не оказывали цитотоксического воздействия на спленоциты мышей при различ-

ных способах введения.  

 

5.1.4. Изучение воздействия наночастиц серебра, покрытых  

поливинилпирролидоном, на субпопуляционный состав лимфоцитов 

 селезенки мышей  

 

После изучения воздействия НЧС-ПВП на жизнеспособность спленоцитов 

экспериментальных мышей при ингаляционном, пероральном и подкожном вве-

дениях, нами было изучено воздействие данных наночастиц при тех же способах 

введения на субпопуляционный состав лимфоцитов селезенки мышей с помощью 

проточной цитофлюориметрии. Данный метод позволяет быстро, точно и каче-

ственно оценить влияние наночастиц на субпопуляционный состав лимфоцитов. 

Цитометрическое определение процентного содержания субпопуляций 

лимфоцитов в селезенке мышей после введения НЧС-ПВП изучаемыми способа-

ми представлено в таблице 8.  

Таблица 8 − Содержание субпопуляций лимфоцитов в селезенке мышей,% 

Способ введения 
НЧС-ПВП 

Содержание лимфоцитов в селезенке мышей  
линии BALB/c, % 

Т-
лимфоциты 

Т-хелперы Цитотоксические 
лимфоциты 

В-
лимфоциты 

Ингаляционный 31,99±3,7 20,04±2,5 9,33 ± 1,2 40,06±2,6 

Подкожный 24,22±1,4 12,97±2,1 7,20±0,6 33,84±2,4 

Внутрижелудочный 32,24±3,2 19,38±1,6 8,57±1,4 44,32±1,8 

Контроль  30,56±2,8 18,56±1,2 9,77±0,8 50,26±1,6 

 
Оценка субпопуляций лимфоцитов при ингаляционном и внутрижелудоч-

ном введении НЧС-ПВП показала отсутствие изменений относительного количе-

ства как Т-, так и В-лимфоцитов в отличие от подкожного введения НЧС-ПВП, 

при котором отмечали снижение относительного количества В-лимфоцитов в се-

лезенке животных до (33,84±2,4) % по сравнению с контролем ((50,26±1,6) %) и 
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наблюдали тенденцию к снижению содержания Т-лимфоцитов (таблица 8). Воз-

действия ПВП на субпопуляционный состав лимфоцитов обнаружено не было. 

 

5.1.5. Изучение воздействия наночастиц серебра, покрытых  

поливинилпирролидоном, на продукцию провоспалительных цитокинов у 

экспериментальных мышей 

 

Следующим этапом было изучение воздействия НЧС-ПВП на продукцию 

цитокинов у экспериментальных мышей. Для этого мы определяли количество 

цитокинпродуцирующих лимфоцитов в селезенке и концентрацию провоспали-

тельных цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α) в сыворотке крови лабораторных мышей. 

При оценке воздействия НЧС-ПВП на внутриклеточную продукцию  

Т-лимфоцитами провоспалительных цитокинов было установлено, что при под-

кожном способе введения данных наночастиц экспериментальным животным со-

держание ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов в селезенке мышей возрастало в 

3,6 раза по сравнению с контролем (таблица 9). Ингаляционное и внутрижелудоч-

ное введения НЧС-ПВП не влияли на количество ИФН-γ- и ФНО-α-

продуцирующих Т-клеток в селезенке подопытных животных (таблица 9).  

Таблица 9 − Содержание количества цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов в 

селезенке мышей, % 

Способ введения  
НЧС-ПВП 

ИФН-γ -продуцирующие 
Т-лимфоциты 

ФНО-α-продуцирующие  
Т-лимфоциты 

Ингаляционный 5,81±1,7 2,69±0,9 

Подкожный *30,63±6,4 8,27±3,8 

Внутрижелудочный 11,05±3,2 6,86±2,5 

Контроль 8,38±4,8 3,69±1,2 

Примечание − * − статистически значимое различие по сравнению с контролем 

при P˂0,05. 

 
В проведенных экспериментах также было изучено воздействие НЧС-ПВП 

на содержание провоспалительных цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α) в сыворотке 
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крови подопытных животных. Содержание ФНО-α в сыворотке крови всех опыт-

ных групп мышей не изменялось относительно контроля. Количество ИФН-γ, со-

держащегося в сыворотке крови, увеличивалось при подкожном способе введения 

НЧС-ПВП до (125±9,2) пг/мл относительно контрольной группы животных, у ко-

торых его значение составляло (74,5±6,4) пг/мл (рисунок 10). Введение ПВП не 

влияло на внутриклеточное и сывороточное содержание ИФН-γ и ФНО-α. 
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Контроль − группа интактных мышей линии Balb/C.  
* − статистически значимое различие по сравнению с контролем при P˂0,05. 

 

Рисунок 10 − Содержание ИФН-γ в сыворотке крови мышей линии Balb/C после 

введения НЧС-ПВП и ПВП различными способами 

 

На основании полученных результатов можно сделать заключение, что под-

кожное введение НЧС-ПВП увеличивало продукцию провоспалительного цито-

кина гамма-интерферона.  
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5.2. Изучение воздействия углеродных нанотрубок на иммунную систему 

мышей после многократного введения ингаляционным, подкожным или 

внутрижелудочным способом 

 

Для изучения многократного воздействия УНТ экспериментальным животным 

ежедневно вводили данные наночастицы ингаляционным, подкожным и внутри-

желудочным способами в течение 28 дней. В качестве контроля использовали ин-

тактных мышей.  

5.2.1. Гистологическое исследование органов мышей после многократного 

воздействия углеродных нанотрубок 

В результате гистологического исследования органов экспериментальных 

мышей, подвергшихся многократному ингаляционному воздействию нанотрубок, 

было обнаружено утолщение межальвеолярных перегородок в легких у 9 из  

15 экспериментальных мышей. У четырех мышей были обнаружены обширные 

гранулемы из эпителиоидных клеток. На рисунке 11 представлены гистологиче-

ские срезы лёгких исследованных мышей.  

   
А Б В 

 
А − Легочная ткань без видимых изменений. Б − Диффузное утолщение межаль-
веолярных перегородок. В − Гранулема лёгочной ткани. Окраска гематоксилином 
и эозином. Увеличение объектива ×4 
 

Рисунок 11 − Легочная ткань мыши после ингаляционного введения  
физиологического раствора (А) и после ингаляционного введения  

углеродных нанотрубок (Б, В) 
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Патоморфологическое исследование органов иммунной системы не выяви-

ло гиперплазии или редукции лимфоидной ткани. В тимусе сохранялось четкое 

различие между широкой многоклеточной корой и мозговым веществом. В селе-

зенке большую площадь занимала белая пульпа, клеточный состав и плотность 

инфильтрации красной пульпы так же не изменялись по сравнению с контролем. 

Лимфатические узлы были плотно инфильтрованы лимфоцитами.  

Изменений в морфологии органов желудочно-кишечного тракта не было 

обнаружено. Слизистая оболочка языка, желудка, тонкого и толстого кишечника 

не имели повреждений и воспалительно-клеточной инфильтрации. Активность 

лимфоидных фолликулов кишечника не отличалась от контроля. В паренхиме и 

строме печени не было обнаружено патологических изменений. Патоморфологи-

ческое исследование нервной ткани и кровеносных сосудов головного мозга не 

выявило отклонений от нормы. Гистологическое исследование сердца не показало 

наличия патологических морфологических изменений. 

Гистологическое исследование органов мышей показало, что нанотрубки 

при ингаляционном введении не проявляют стимулирующего или угнетающего 

действия на иммунную систему. Изменения патологического характера ограниче-

ны местом введения, легкими, и проявляются преимущественно диффузным 

утолщением межальвеолярных перегородок.  

 

5.2.2. Определение количества белка, содержащегося в жидкости  

бронхо-легочного лаважа 

 

Следующим этапом было определение количества общего белка в жидкости 

бронхо-легочного лаважа мышей, ингаляционно обработанных углеродными 

нанотрубками, т.к. повышение данного показателя является одним из признаков 

легочного воспаления. Полученные результаты представлены в таблице 10. 
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Таблица 10 − Содержание белка в жидкости бронхо-легочного лаважа мышей  

линии BALB/c 

Способ введения УНТ Количество белка, мг/л 

Ингаляционный *1380,2±151,6 

Контроль 660,4±94,8 

Примечание − * − результат статистически достоверен по сравнению с контролем 

(Р˂0,001). 

 

Как видно из полученных результатов ингаляционное воздействие углерод-

ных нанотрубок вызывало увеличение количества белка в жидкости бронхо-

легочного лаважа, что свидетельствует о воспалительном процессе в легких.  

 

5.2.3. Изучение цитотоксического воздействия углеродных нанотрубок 

на спленоциты мышей после введения их различными способами  

 

Кроме гистологического исследования и выявления потенциально токсич-

ных путей введения углеродных нанотрубок, нами было изучено воздействие 

данных наночастиц на иммунокомпетентные клетки мышей в зависимости от пу-

ти их введения в организм.  

Воздействие нанотрубок на жизнеспособность спленоцитов в зависимости 

от способа введения изучали в МТТ-тесте [129]. На рисунке 12 представлены ре-

зультаты исследования воздействия углеродных нанотрубок на жизнеспособность 

спленоцитов мышей в зависимости от способа введения наночастиц в МТТ-тесте. 
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Контроль − группа интактных мышей линии Balb/C. 

Рисунок 12 − Жизнеспособность спленоцитов мышей линии Balb/C после  

введения УНТ различными способами 

 

Как видно из рисунка углеродные нанотрубки оказывали цитотоксическое 

действие на жизнеспособность спленоцитов при ингаляционном введении экспе-

риментальным мышам, снижая на 30% количество жизнеспособных клеток  

(рисунок 12).  

Таким образом, можно сделать заключение, что углеродные нанотрубки об-

ладали цитотоксическим действием при ингаляционном введении в организм 

мышей. 
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5.2.4. Изучение воздействия углеродных нанотрубок на субпопуляционный 

состав лимфоцитов селезенки мышей в зависимости от пути введения  

в организм 

 

Цитометрический анализ воздействия углеродных нанотрубок на субпопу-

ляционный состав лимфоцитов показал, что в селезенке мышей, обработанных 

углеродными нанотрубками ингаляционно, наблюдалась тенденция к увеличению 

количества Т-лимфоцитов ((40,66±2,3) %), в равной степени за счет Т-хелперов и 

цитотоксических лимфоцитов. Лимфоцитарный индекс CD4/CD8 у этих живот-

ных не изменялся (таблица 11). У интактных мышей в селезенке Т-лимфоциты 

составляли (35,24±1,97) % от общего количества клеток, в том числе Т-хелперы 

(23,27±1,34) % и цитотоксические лимфоциты (10,98±0,83) %. Индекс CD4/CD8 

составил (2,12±0,15). Содержание Т-лимфоцитов в селезенке у мышей, обрабо-

танных нанотрубками подкожно и перорально, достоверно не отличалось по 

сравнению с таковым у интактных животных и составляло (31,15±1,78) % и 

(33,46±1,84) % (Р˃0,05), соответственно (таблица 11). 

Таблица 11 − Результаты фенотипирования спленоцитов мышей, обработанных  

углеродными нанотрубками подкожно, внутривенно и аэрозольно 

Способ введения 
УНТ 

Субпопуляционный состав спленоцитов, % 
Т-

лимфоциты 
Т-хелперы Цитотоксические 

лимфоциты 
СD4/ СD8 

Ингаляционный 40,66±2,3 28,15±2,12 12,88±0,56 2,19±0,12 
Подкожный 31,15±1,78 23,26±0,67 8,51±0,23 2,73±0,32 
Пероральный 33,46±1,84 23,02±0,78 9,78±0,75 2,35±0,14 
Контроль 35,24±1,97 23,27±1,34 10,98±0,83 2,12±0,15 

 

Лимфоцитарный индекс CD4/CD8 у мышей, подкожно обработанных УНТ, 

увеличивался до (2,7±0,32) за счет снижения количества цитотоксических лимо-

фцитов. Значение лимфоцитарного индекса у мышей, обработанных нанотрубка-

ми перорально, не отличалось от такового у интактных животных (таблица 8).  
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5.2.5. Изучение воздействия углеродных нанотрубок на продукцию  

провоспалительных цитокинов у экспериментальных мышей 

 

Следующим этапом диссертационной работы было определение количества 

ИФН-γ – и ФНО-α- продуцирующих Т-лимфоцитов в селезенке эксперименталь-

ных животных после ингаляционного, подкожного и внутрижелудочного введе-

ния УНТ. Результаты проведенных экспериментов представлены в таблице 12. 

Таблица 12 − Содержание количества цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов в 

селезенке мышей, % 

Способ введения 
УНТ 

ИФН-γ -продуцирующие  
Т-лимфоциты 

ФНО-α-продуцирующие  
Т-лимфоциты 

Ингаляционный 8,54±1,34 2,71±1,13 

Подкожный 9,31±1,67 4,18±1,56 

Внутрижелудочный 7,12±1,54 3,98±1,15 

Контроль 7,42±1,63 3,57±1,04 

 
Оценка воздействия УНТ на внутриклеточную продукцию Т-лимфоцитами 

провоспалительных цитокинов не показала достоверного изменения относитель-

ного количества ИФН-γ- и ФНО-α-продуцирующих Т-клеток в селезенке под-

опытных животных (таблица 12).  

 

5.3. Заключение по Главе 5 

 

Многократное ингаляционное и внутрижелудочное введение животным 

НЧС-ПВП в дозе 0,1 мг/кг не вызывало изменений исследованных показателей 

иммунной системы, что может быть связано как с особенностями биораспределения 

наночастиц серебра в организме, так и с величиной применяемой дозы. При инга-

ляционном и внутрижелудочном способах введения большая часть поступающих 

наночастиц проходит по дыхательному и желудочно-кишечному трактам, более 

всего воздействуя локально на органы этих систем и в меньшей степени распро-
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страняясь по лимфатической и кровеносной системам [132]. Так, в работе  

Loeschner с соавт. (2011) [119] показано, что наибольшая концентрация наноча-

стиц серебра ((14±4) нм), стабилизированных ПВП и вводимых внутрижелудочно в 

течение 28 дней в дозе 9 мг/кг, была обнаружена в тонком кишечнике, желудке, 

почках и печени (и в меньшей степени определялась в крови). В работе по изуче-

нию ингаляционного воздействия наночастиц серебра размером 10 нм наибольшая 

концентрация серебра была зафиксирована в легких (через 40 ч воздействия кон-

центрация серебра составила 31 мкг/г органа), в других органах она была ниже пре-

дела обнаружения [176]. Кроме того, важным фактором, обуславливающим токсич-

ность наночастиц, является вводимая доза. В работе Шумаковой с соавт., (2011) 

[22] по изучению внутрижелудочного воздействия наночастиц серебра препарата 

«Арговит» было показано, что доза 1 мг/кг вызывает увеличение кишечного вса-

сывания овальбумина, снижение уровня глюкозы в крови, увеличение активности 

аспартатаминотрансферазы в сыворотке крови, однако доза 0,1 мг/кг не вызывала 

подобных изменений [22]. В проведенном нами исследовании ингаляционное вве-

дение НЧС-ПВП не приводило к достоверному увеличению количества белка в 

просвете бронхо-легочной системы, что свидетельствует об отсутствии воспале-

ния в легких. 

Данные наших экспериментов, полученные после подкожного многократно-

го введения НЧС-ПВП мышам, показали снижение относительного количества  

В-лимфоцитов в селезенке животных по сравнению с контролем в 1,5 раза, а так-

же тенденцию к снижению содержания Т-лимфоцитов в селезенках подопытных 

животных. Полученные результаты могут быть связаны с активной миграцией на-

ночастиц серебра по лимфатической и кровеносной системам [200]. Частицы, 

имеющие диаметр менее 100 нм, попадают в лимфатические капилляры через 

промежутки между эндотелиальными лимфатическими клетками [77, 78, 84], воз-

действуя на иммунокомпетентные клетки лимфоидных органов. Так, в своей ра-

боте Tang с соавт. (2009) [183] показали, что наночастицы серебра в дозе 

62,8 мг/кг при подкожном введении крысам способны перемещаться по кровяно-
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му руслу и распределяться в таких органах как почки, печень, селезенка, мозг и 

легкие.  

Проведенные нами гистологические исследования у мышей после подкож-

ного введения наночастиц серебра выявили изменения в соотношении популяций 

иммунокомпетентных клеток в селезенке, печени и лимфатических узлах. Анало-

гичные результаты были описаны в работе Korani с соавт. (2011) [105], отмечав-

шие, что длительный кожный контакт с коллоидным наносеребром (в концентра-

ции 100, 1000 и 10000 мг/л) приводил к развитию воспалительной реакции в пече-

ни и селезенке мышей и крыс и носил дозо-зависимый характер [105].  

Иммунотоксичность наночастиц также проявляется в способности стимули-

ровать продукцию цитокинов [206]. В работе Park с соавт. (2010) [141] было пока-

зано дозозависимое увеличение содержания противовоспалительных и провоспа-

лительных цитокинов, в том числе ИФН-γ, в сыворотке крови мышей после перо-

рального введения наночастиц серебра размером 42 нм в дозах: 0,25; 0,5 и 1 мг/кг 

в течение 28 дней [141]. Большое влияние на индукцию цитокинов оказывают фи-

зико-химические особенности поверхности наночастиц. В частности, в работе 

Nguyen с соавт. (2013) [135] показано, что покрытые ПВП наночастицы серебра 

(10, 50 и 75 нм), увеличивали продукцию ФНО-α, ИЛ-1 и ИЛ-12 макрофагальной 

клеточной линией J774A.1, в то время как наночастицы серебра без ПВП снижали 

продукцию тех же цитокинов данными клетками [135]. В наших исследованиях 

при подкожном способе введения наночастиц серебра в дозе 0,1 мг/кг наблюда-

лось увеличение содержания ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов в селезенке 

и количества ИФН-γ в сыворотке крови подопытных животных. 

На основании полученных результатов можно сделать заключение об отсут-

ствии цитотоксического влияния НЧС-ПВП в дозе 0,1 мг/кг на популяции клеток 

в лимфоидных органах подопытных животных при ингаляционном и внутриже-

лудочном введении. Подкожное введение НЧС-ПВП приводило к изменениям 

субпопуляционного состава лимфоцитов, количества ИФН-γ-продуцирующих  

Т-лимфоцитов в селезенке и концентрации ИФН-γ в сыворотке крови мышей.  
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Изучение воздействия углеродных нанотрубок на иммунную систему мы-

шей в зависимости от пути введения показало, что при ингаляционном введении 

нанотрубок изменения патологического характера ограничены местом введения, 

легкими, и проявляются преимущественно диффузным утолщением межальвео-

лярных перегородок, а также образованием гранулем, при этом стимулирующего 

или угнетающего действия на иммунную систему обнаружено не было. Было 

установлено, что УНТ проявляют цитотоксический эффект, выраженность кото-

рого зависит от пути поступления в организм животного. Выраженное снижение 

жизнеспособности спленоцитов отмечено у животных, обработанных УНТ инга-

ляционно. Тенденция к увеличению процентного содержания Т-лимфоцитов в се-

лезенке мышей после ингаляционного воздействия УНТ вероятно связано с мас-

совой гибелью других субпопуляций спленоцитов, что было зарегистрировано в 

МТТ-тесте. Изменения относительного количества ИФН-γ- и ФНО-α-

продуцирующих Т-лимфоцитов у мышей линии BALB/c после воздействия УНТ 

обнаружено не было. Однако наблюдалось достоверное увеличение количества 

белка в жидкости бронхо-легочного лаважа у мышей после ингаляционного воз-

действия углеродных нанотрубок, что свидетельствует о воспалительном процес-

се в легких. На основании полученных результатов можно сделать заключение, 

что при введении углеродных нанотрубок экспериментальным животным  имму-

нологической перестройки организма не наблюдается. Однако длительное инга-

ляционное воздействие УНТ вызывает патологическое изменение структуры ле-

гочной ткани (гранулемы и диффузные утолщения межальвеолярных перегоро-

док) и воспалительные реакции, что ограничивает использование данных наноча-

стиц в составе аэрозолей. 
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Глава 6. ИЗУЧЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ 

НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА, ПОКРЫТЫХ 

ПОЛИВИНИЛПИРРОЛИДОНОМ, НА МОДЕЛИ ХРОНИЧЕСКИ 

БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ МЫШЕЙ ЛИНИИ C57BL/6 

 

 

6.1. Воздействие наночастиц серебра, покрытых поливинилпирролидоном, на 

обсемененность легких и селезенок бактериями M. tuberculosis мышей линии 

C57Bl/6 

 

Мы изучили антибактериальное действие НЧС-ПВП на модели хронически 

больных туберкулезом мышей линии C57Bl/6. 

Мышей линии C57Bl/6, зараженных внутрибрюшинно штаммом 

M. tuberculosis H37Rv в дозе 5,3х104, однократно ингаляционно обрабатывали 

препаратом наночастиц серебра в аэрозольной установке СО 099С А4224  

(GLAS-COL APPARATUS, США) в течение 20 мин из расчета 0,1 мг серебра на 

1 кг массы тела. После чего проводили микробиологические высевы из легких и 

селезенок экспериментальных мышей на 1, 10 и 30 сут после ингаляционного вве-

дения наночастиц серебра.  

Микробиологические высевы показали снижение обсемененности легких 

M. tuberculosis: до воздействия НЧС-ПВП количество микобактерий в легких со-

ставляло (4,8×102±0,5) КОЕ/орган, после воздействия – и легких высевались еди-

ничные колонии, либо M. tuberculosis полностью отсутствовали (рисунок 13).  

Также наблюдалось снижение обсемененности селезенок M. tuberculosis у 

экспериментальных животных (рисунок 14). До введения НЧС-ПВП количество 

микобактерий в селезенках составляло  (6,13×102±2,57) КОЕ/орган. После введе-

ния НЧС-ПВП наблюдалось достоверное снижение обсемененности селезенок 

M. tuberculosis: через день количество микобактерий в селезенках снизилось до  

(2,5×102±0,7) КОЕ/орган (Р˂0,05), а через 30 дней только у трех мышей из 10 вы-

севались единичные колонии (рисунок 14).  



 
 

 

99

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 5 10 15 20 25 30 35
сутки после введения НЧС-ПВП

lg
 К

О
Е/

ор
га

н
ТБ+НЧС-ПВП

Контроль

 

Контроль – группа больных ТБ мышей без введения НЧС-ПВП. 

Рисунок 13 − Динамика снижения обсемененности легких M. tuberculosis у  

мышей, больных хроническим ТБ, после ингаляционного воздействия НЧС-ПВП  
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Контроль – группа больных ТБ мышей без введения НЧС-ПВП. 

Рисунок 14 − Динамика снижения обсемененности селезенок M. tuberculosis у 

мышей, больных хроническим ТБ, после ингаляционного воздействия НЧС-ПВП 
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6.2. Оценка иммунологических показателей хронически больных  

туберкулезом мышей линии C57Bl/6 после ингаляционного введения 

 наночастиц серебра, покрытых поливинилпирролидоном 

 

Нами было проведено исследование функциональной активности иммуно-

компетентных клеток этих групп животных. Мы оценили соотношение основных 

субпопуляций лимфоцитов, способность лимфоцитов к продукции цитокинов 

(количество ИФН-γ- и ФНО-α − продуцирующих Т-лимфоцитов), содержание ци-

токинов в биологических жидкостях, количество белка в жидкости бронхо-

легочного лаважа и бактерицидный потенциал фагоцитов. 

 

6.2.1. Определение субпопуляционного состава лимфоцитов  

селезенки мышей 

 

Цитометрическое определение процентного содержания субпопуляций 

лимфоцитов в селезенке после введения препарата наночастиц серебра хрониче-

ски больным туберкулезом мышам линии C57Bl/6 представлено в таблице 13.  

Таблица 13 − Содержание субпопуляций лимфоцитов в селезенке мышей, % 

 Процентное содержание лимфоцитов в селезенке мышей линии 
C57Bl/6, % 

 Т-лимфоциты Т-хелперы Цитотоксические 
лимфоциты 

В-лимфоциты 

ТБ 41,89±2,25* 28,47±1,37* 4,13±0,18 27,14±1,38* 

ТБ+НЧС-ПВП 37,23±1,85 24,31±1,23 5,54±0,27 34,02±1,72 

Контроль 36,12±1,72 23,02±1,15 6,32±0,31 35,41±1,82 

Примечание − * − статистически значимое различие по сравнению с контролем 
при P˂0,05. Контроль − группа здоровых мышей, ТБ − группа больных ТБ мышей, 
ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения НЧС-
ПВП. 

 
Оценка субпопуляций лимфоцитов у мышей с хронической формой ТБ по-

казала увеличение Т-лимфоцитов на 5,77 % (в том числе Т-хелперов на 5,45 %) 
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(Р˂0,05) и снижение В-лимфоцитов на 8,27 % (Р˂0,05). После введения НЧС-ПВП 

больным ТБ мышам относительное количество Т- и B-лимфоцитов достоверно не 

отличалось от значений данных показателей в контрольной группе животных 

(таблица 13).  
 

6.2.2. Определение количества цитокинпродуцирующих Т-лимфоцитов в  

селезенке мышей 

 

Для оценки способности лимфоцитов продуцировать цитокины нами было 

проведено определение количества ИФН-γ- и ФНО-α − продуцирующих  

Т-лимфоцитов методом проточной цитофлюориметрии.  

Результаты исследования показали, что в группе контрольных животных 

количество ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов составило (14,42±1,02) %, а 

ФНО-α-продуцирующих Т-лимфоцитов – (2,57±0,21) %. У мышей, больных ту-

беркулезом, количество CD3+ИФН-γ+ клеток было в два раза выше относительно 

контроля и составляло (34,53±3,04) % (Р˂0,001), а количество CD3+ФНО-α+ со-

ставляло 3,84 ± 0,32 % (Р˂0,05). На 30 сут после введения больным ТБ мышам  

НЧС-ПВП количество Т-лимфоцитов, синтезирующих ИФН-γ, достоверно снизи-

лось до (13,15±0,98) % (Р˂0,001), что достоверно не отличается от значения дан-

ного показателя в группе контрольных животных. А количество  

ФНО-α-продуцирующих Т-лимфоцитов в данной группе увеличилось до 

(9,49±0,81) % (Р˂0,001) (рисунок 15). 

Основную роль в развитии протективного иммунитета при ТБ играют лим-

фоциты типа Th1 (Т-хелперы), имеющие фенотип CD3+ CD4+. Одной из основных 

характеристик данных лимфоцитов является способность к продукции цитокина 

гамма-ИФН, который вызывает активацию макрофагов и значительно увеличива-

ет их антимикобактериальную активность. Дефицит лимфоцитов CD3+ CD4+ и 

/или недостаточность продукции этими клетками ИФН-γ значительно увеличива-

ют восприимчивость к инфекции и приводят к крайне тяжелому течению ТБ [16, 

91]. 
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Контроль − группа здоровых мышей, ТБ − группа больных ТБ мышей,  
ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения  
НЧС-ПВП. * − результат статистически достоверен по сравнению с группой мы-
шей, больных ТБ (Р˂0,001). 

Рисунок 15 − Процент цитокинпродуцирующих Т-лимфоцитов (CD3+) 

 

Поэтому следующим шагом нашей исследовательской работы была оценка 

количества ИФН-γ- и ФНО-α -продуцирующих Т-хелперов (CD3+ CD4+) в селе-

зенке больных ТБ мышей до и после введения НЧС-ПВП. Полученные результаты 

представлены на рисунке 16. 

Как можно видеть на рисунке 16, отражающем полученные нами данные, 

процент ИФН-γ-продуцирующих Т-хелперов в селезенке больных ТБ мышей со-

ставлял 3,75 ± 0,28 %, что в два раза превышало значение данного показателя в 

контрольной группе (1,93 ± 0,18 %, Р˂0,05). Через 30 сут после введения НЧС-

ПВП процент данной популяции Т-хелперов снижался до (2,63 ± 0,23) % (Р˂0,05). 
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Контроль − группа здоровых мышей, ТБ − группа больных ТБ мышей, ТБ+НЧС-
ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения НЧС-ПВП.  
* − результат статистически достоверен по сравнению с группой мышей, больных 
ТБ (Р˂0,05). 

Рисунок 16 − Процент цитокинпродуцирующих Т-хелперов (CD3+CD4+) 

 

Относительное количество ФНО-α-продуцирующих Т-хелперов в группах 

здоровых и больных ТБ мышей достоверно не отличалось друг от друга и состав-

ляло (1,05±0,18) и (1,27±0,13) % соответственно. В группе больных ТБ животных, 

подвергшихся воздействию НЧС-ПВП, наблюдалось увеличение  

ФНО-α-продуцирующих Т-хелперов до (2,61±0,31) % через 30 сут (Р˂0,05) (рису-

нок 16). 

 

6.2.3. Определение уровня цитокинов в сыворотке крови и жидкости  

бронхо-легочного лаважа мышей 

 

В проведенных экспериментах было изучено воздействие НЧС-ПВП на со-

держание провоспалительных (ИФН-γ и ФНО-α) и противовоспалительного  
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(ИЛ-4) цитокинов в сыворотке крови и жидкости бронхо-легочного лаважа боль-

ных ТБ мышей.  

Содержание ИФН-γ в сыворотке крови и в жидкости БЛЛ эксперименталь-

ных мышей представлено на рисунке 17.  
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Контроль − группа здоровых мышей, К+НЧС-ПВП − группа здоровых мышей че-
рез месяц после введения НЧС-ПВП, ТБ − группа больных ТБ мышей,  
ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения  
НЧС-ПВП. * − результат статистически достоверен по сравнению с группой мы-
шей, больных ТБ (Р˂0,05). 

Рисунок 17 − Содержание ИФН-γ в сыворотке крови и жидкости бронхо-

легочного лаважа мышей 

 

Из диаграммы видно, что у больных ТБ мышей наблюдался повышенный 

уровень гамма-интерферона в жидкости БЛЛ (50,01±3,33 пг/мл) по сравнению с 

контрольной группой животных ((25,40±3,58), Р˂0,05). На 30 сут после введения 

НЧС-ПВП больным ТБ мышам содержание ИФН-γ в жидкости БЛЛ снижалось до 

(39,00±2,35) пг/мл, Р˂0,05 (рисунок 17). В экспериментах по изучению уровня 

ИФН-γ в сыворотке крови мышей не было получено достоверных отличий в со-
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держании данного цитокина во всех испытуемых группах на 30 сут наблюдения 

(рисунок 17). 

Однако при изучении динамики изменения содержания ИФН-γ в сыворотке 

крови больных ТБ мышей в течение месяца после введения НЧС-ПВП наблюда-

лось достоверное увеличение количества данного цитокина на 7 сут после воздей-

ствия. Содержание ИФН-γ в группе больных ТБ мышей составляло 

(26,6±1,83) пг/мл, а на 7 сут после введения НЧС-ПВП – (41,34±3,06), Р˂0,05.  

К 30 сут уровень гамма-интерферона снижался до значения (30,20±1,62) пг/мл, но 

оставался достоверно выше показателей контрольной группы и группы мышей, 

больных ТБ (рисунок 18).  
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ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей после введения НЧС-ПВП,  
ТБ − группа больных ТБ мышей, Контроль − группа здоровых мышей. 

Рисунок 18 − Динамика изменения содержания ИФН-γ в сыворотке крови мышей 

в течение месяца 

В жидкости БЛЛ больных ТБ мышей на 7 сут после введения НЧС-ПВП 

также наблюдалось значительное увеличение содержания гамма-интерферона до 

значения (85,00±5,68) пг/мл по сравнению с уровнем данного цитокина до введе-

ния НЧС-ПВП ((50,01±3,33) пг/мл, Р˂0,05). К 30 сут после введения  



 
 

 

106

НЧС-ПВП содержание ИФН-γ составляло (39,00±2,35) пг/мл, что достоверно ни-

же содержания данного цитокина в группе больных ТБ мышей (Р˂0,05)  

(рисунок 19). 
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ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей после введения НЧС-ПВП, ТБ − 
группа больных ТБ мышей, Контроль − группа здоровых мышей. 

Рисунок 19 − Динамика изменения содержания ИФН-γ в жидкости  

бронхо-легочного лаважа мышей в течение месяца 

Содержание ФНО-α в сыворотке крови и в жидкости БЛЛ эксперименталь-

ных мышей представлено на рисунке 20. У больных ТБ мышей наблюдался по-

вышенный уровень данного цитокина в сыворотке крови (25,37±2,61 пг/мл) и в 

жидкости БЛЛ (34,91±2,98 пг/мл) по сравнению с контрольной группой 

((10,27±0,85) пг/мл и (11,29±0,79), соответственно, Р˂0,05). После введения  

НЧС-ПВП содержание ФНО-α в сыворотке крови больных ТБ мышей снижалось 

до (10,89±0,78) пг/мл, а в жидкости БЛЛ − до (17,40±2,41), Р˂0,001 (рисунок 20). 
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Контроль − группа здоровых мышей, К+НЧС-ПВП − группа здоровых мышей че-
рез месяц после введения НЧС-ПВП, ТБ − группа больных ТБ мышей, ТБ+НЧС-
ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения НЧС-ПВП. * − ре-
зультат статистически достоверен по сравнению с группой мышей, больных ТБ 
(Р˂0,001). 

Рисунок 20 − Содержание ФНО-α в сыворотке крови и жидкости  

бронхо-легочного лаважа мышей 

 

Содержание противовоспалительного цитокина ИЛ-4 в сыворотке крови и в 

жидкости БЛЛ экспериментальных мышей представлено на рисунке 21. Из диа-

граммы видно, что у больных ТБ мышей наблюдалось значительное увеличение 

содержания ИЛ-4 в сыворотке крови и в жидкости БЛЛ в 6 и 17 раз соответствен-

но относительно значений данных показателей в контрольной группе ((3,67±0,72) 

и (4,12±0,64) пг/мл, Р˂0,001). Через 30 сут после введения наночастиц серебра у 

мышей, больных ТБ, наблюдалось снижение уровня ИЛ-4 до (4,23±1,08) пг/мл в 

сыворотке крови и до (3,91±0,55) пг/мл в жидкости БЛЛ (Р˂0,001), что достоверно 

не отличалось от содержания ИЛ-4 в исследованных биологических жидкостях 

животных контрольной группы (рисунок 21). 
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Контроль − группа здоровых мышей, К+НЧС-ПВП − группа здоровых мышей че-
рез месяц после введения НЧС-ПВП, ТБ − группа больных ТБ мышей,  
ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей через месяц после введения  
НЧС-ПВП. * − результат статистически достоверен по сравнению с группой мы-
шей, больных ТБ (Р˂0,001). 

Рисунок 21 − Содержание ИЛ-4 в сыворотке крови и жидкости бронхо-легочного 

лаважа мышей 

 

6.2.4. Определение количества белка, содержащегося в жидкости  

бронхо-легочного лаважа мышей 

 

Концентрация белка в жидкости бронхо-легочного лаважа отражает альвео-

лярно-капиллярную проницаемость и/или альвеолит [131]. Поэтому следующим 

этапом было определение количества общего белка в жидкости бронхо-легочного 

лаважа мышей, хронически больных туберкулезом, до и после ингаляционного 

воздействия НЧС-ПВП т.к. повышение данного показателя является одним из 

признаков легочного воспаления. Содержание количества белка в жидкости брон-

хо-легочного лаважа экспериментальных мышей представлено в таблице 14. 
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Таблица 14 − Содержание количества белка в жидкости бронхо-легочного лаважа 

мышей, мг/л 

 Количество белка, мг/л 

Контроль 926,7±76,3 

Контроль+НЧС-ПВП 897,2±81,4  

ТБ 3826,8±215,3* 

ТБ+НЧС-ПВП 1908,5±105,7** 

Примечание − * − результат статистически достоверен по сравнению с 
контролем (Р˂0,001); ** − результат статистически достоверен по сравнению с 
группой мышей, больных ТБ (Р˂0,001). Контроль − группа здоровых мышей, 
Контроль+НЧС-ПВП − группа здоровых мышей через месяц после введения 
НЧС-ПВП, ТБ − группа больных ТБ мышей, ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ 
мышей через месяц после введения НЧС-ПВП. 
 

Как видно из таблицы 14 у мышей, хронически больных ТБ, наблюдалось 

повышение содержания белка в жидкости бронхо-легочного лаважа до 

(3826,8±215,3) мг/л по сравнению с таковым показателем в контрольной группе 

животных (926,7±76,3) мг/л (увеличение в 4 раза). После воздействия НЧС-ПВП 

количество белка в жидкости бронхо-легочного лаважа снижалось в два раза до 

показателя (1908,5±105,7) мг/л, что отражает уменьшение воспаления в легких. У 

контрольных животных ингаляционное введение НЧС-ПВП не вызывало увели-

чения количества белка в жидкости бронхо-легочного лаважа. 

 

6.2.5. Изучение воздействия наночастиц серебра,  

покрытых поливинилпирролидоном, на продукцию активных форм  

кислорода нейтрофилами мышей, больных туберкулезом 

 

Бактерицидная способность нейтрофилов играет ключевую роль в иммуно-

патогенезе туберкулеза. Бактерицидный потенциал данных клеток обуславливает-

ся в том числе через продукцию активных форм кислорода. Интересным пред-

ставлялось изучение воздействия НЧС-ПВП на продукцию активных форм кисло-
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рода нейтрофилами больных ТБ мышей. Оценку уровня продукции активных 

форм кислорода нейтрофилами проводили с помощью метода люминолзависимой 

хемилюминесценции. Значение интенсивности хемилюминесценции измерялось  

6 раз, длительность одного измерения 10 мин. Концентрация люминола  

5,6×10-4 М. Интенсивность продукции АФК нейтрофилами больных ТБ мышей 

была снижена по сравнению со значениями данного показателя в группе кон-

трольных животных (Р˂0,001) (рисунок 22). Через 30 сут после введения  

НЧС-ПВП наблюдалось увеличение в 2,5 раза уровня продукции АФК нейтрофи-

лами больных ТБ мышей (Р˂0,001), что достоверно не отличалось от контроль-

ных значений (рисунок 22). Полученные данные свидетельствуют об увеличении 

бактерицидной активности нейтрофилов больных ТБ мышей после воздействия 

НЧС-ПВП. 
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Контроль − группа здоровых мышей, ТБ − группа больных ТБ мышей,  
ТБ+НЧС-ПВП − группа больных ТБ мышей после введения НЧС-ПВП.  
* − результат статистически достоверен по сравнению с контролем (Р˂0,001);  
** − результат статистически достоверен по сравнению с группой мышей, боль-
ных ТБ (Р˂0,001). 

Рисунок 22 − Уровень продукции АФК нейтрофилами мышей 
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6.3. Заключение по Главе 6 

 

Ингаляционное введение НЧС-ПВП мышам с хронической формой тубер-

кулеза способствовало снижению количества высеваемых M. tuberculosis из лег-

ких и селезенок на 95 % по сравнению с животными без введения наночастиц се-

ребра.  

Субпопуляционный состав лимфоцитов в селезенке после введения  

НЧС-ПВП больным ТБ мышам не отличался от данных показателей в группе здо-

ровых животных.  

Процентное содержание Т-лимфоцитов (в том числе Т-хелперов), способ-

ных к продукции ИФН-γ, при течение хронического ТБ было значительно выше 

данного значения у здоровых животных. Однако после введения больным ТБ 

мышам НЧС-ПВП наблюдалось снижение относительного количества данных 

лимфоцитов. Полученные нами результаты о влиянии НЧС-ПВП на количество 

ИФН-γ-позитивных клеток согласуются с работами других авторов. В литературе 

имеются данные о том, что у больных туберкулезом количество Т-лимфоцитов, 

содержащих внутриклеточный ИФН-γ, повышено по сравнению со здоровыми 

лицами и носителями латентной инфекции. Лечение туберкулеза сопровождается 

снижением количества ИФН-γ-позитивных клеток. По мнению ряда авторов вы-

сокое содержание ИФН-γ-продуцирующих лимфоцитов у больных туберкулезом 

является следствием перманентной стимуляции Т-клеток антигенами микобакте-

рий и увеличением пула антигенспецифических Т-лимфоцитов [8].  Таким обра-

зом, уменьшение относительного количества ИФН-γ-продуцирующих лимфоци-

тов в селезенке после введения НЧС-ПВП скорее всего вызвано уменьшением ко-

личества M. tuberculosis. 

Такая же закономерность была нами отмечена и при измерении уровней 

ИФН-γ как в сыворотке крови, так и в жидкости бронхо-легочного лаважа. Сыво-

роточное содержание данного цитокина резко увеличивалось через 7 сут после 

введения НЧС-ПВП, что по времени совпадало с уменьшением количества мико-
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бактерий в легких и селезенке. Однако через 30 сут после воздействия наночастиц 

серебра количество гамма-интерферона в сыворотке крови снижалось, но остава-

лось достоверно выше показателей контрольной группы и группы мышей, боль-

ных ТБ. Содержание данного цитокина в жидкости БЛЛ также резко увеличива-

лось через 7 сут после введения НЧС-ПВП, а к 30 сут снижалось. В исследова-

тельских работах, изучающих данный вопрос, отмечается, что у больных актив-

ным туберкулезом уровень ИФН-γ в крови снижен по сравнению со здоровыми 

лицами, а лечение туберкулеза сопровождается повышением сывороточного 

уровня ИФН-γ. В то же время по некоторым наблюдениям у больных туберкуле-

зом, особенно при благоприятном течении процесса, может отмечаться и высокий 

уровень ИФН-γ [8]. 

Ингаляционное введение НЧС-ПВП больным ТБ мышам приводило к уве-

личению относительного количества ФНО-α-продуцирующих Т-хелперов в селе-

зенке. А количество ФНО-а, содержащегося в сыворотке крови и жидкости БЛЛ, 

наоборот уменьшалось, что указывает на снижение уровня воспалительных реак-

ций организма [42, 171]. 

Для лучшего понимания воздействия НЧС-ПВП на течение хронического 

туберкулеза мы определили содержание противовоспалительного цитокина ИЛ-4 

в сыворотке крови и жидкости БЛЛ экспериментальных животных. В результате 

проведенных исследований было установлено, что в изученных биологических 

жидкостях больных туберкулезом мышей наблюдался повышенный уровень  

ИЛ-4. После введения НЧС-ПВП уровень данного цитокина снижался до значе-

ний контрольных групп животных. Такая же закономерность наблюдается после 

противотуберкулезной лимфотропной химиоиммунотерапии [7].  

Уменьшение количества белка в жидкости БЛЛ у хронически больных ТБ 

мышей после воздействия НЧС-ПВП также свидетельствует о снижении уровня 

воспаления в легких. 

В нашей экспериментальной работе наблюдалось снижение уровня продук-

ции активных форм кислорода нейтрофилами в группе больных ТБ мышей, что 

связано со способностью микобактерий снижать бактерицидный потенциал моно-
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нуклеарных фагоцитов − основных продуцентов токсичных метаболитов кисло-

рода. Через 30 сут после введения НЧС-ПВП данной группе животных наблюда-

лось увеличение уровня продукции АФК в 2,5 раза, что по времени совпадает со 

снижением микобактериальной нагрузки органов. В результате снижения обсеме-

ненности органов микобактериями снижается уровень воспаления в легких, а, 

следовательно, вновь продуцируемые поколения нейтрофилов, выходящие из 

костного мозга и насыщающие весь организм, а особенно очаги воспаления, яв-

ляются более полноценными и компетентными фагоцитами, т.е. обладают боль-

шей способностью к продукции активных форм кислорода.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

В ходе проведенной работы нами были исследованы антибактериальные и 

иммунобиологические свойства наночастиц серебра и углеродных нанотрубок, а 

также выявлены особенности их действия на иммунную систему здоровых и ин-

фицированных M. tuberculosis экспериментальных животных в зависимости от 

пути проникновения этих частиц в макроорганизм. 

Анализ бактерицидной активности тестируемых наночастиц в эксперимен-

тах in vitro показал, что более выраженной бактерицидностью по отношению к 

грамположительным и грамотрицательным бактериям обладают НЧС-ПВП. 

На основании результатов, полученных при оценке цитотоксичности тести-

руемых наночастиц в экспериментах in vitro, было показано, что НЧС обладают 

более выраженными цитотоксическими свойствами по сравнению с НЧС-ПВП и 

УНТ. Даже в минимальной концентрации 0,05 мг/л эти наночастицы снижали ми-

тохондриальную активность макрофагов на 23 %. Углеродные нанотрубки не ока-

зывали цитотоксического воздействия на мышиные макрофаги в низких концен-

трациях (0,05; 0,25 и 0,5 мгл). Токсическое действие данных наночастиц наблю-

далось при более высоких концентрациях (5-50 мг/л). 

Наименьшей цитотоксичностью характеризовались НЧС-ПВП. При всех 

изученных нами концентрациях, кроме самой высокой (50 мг/мл) эти наночасти-

цы не снижали активность митохондриальных дегидрогеназ макрофагов в течение 

24 ч инкубации. Снижение активности митохондриальных дегидрогеназ макро-

фагов в присутствии НЧС-ПВП при самой высокой тестовой концентрации 

50 мг/л снижалась через 24 ч, но уже к 48-72 ч инкубации не отличалась от пока-

зателей контрольных клеток, что свидетельствует об отсутствии ингибирующей 

активности препарата на ферментную систему клеток. НЧС-ПВП не индуцирова-

ли развитие окислительного стресса в клетках и не снижали бактерицидную спо-

собность нейтрофилов. Под воздействием НЧС-ПВП in vitro не наблюдалась про-

дукция провоспалительных цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α) спленоцитами мышей.  
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В ходе проведенных нами исследований была установлена зависимость 

влияния наночастиц на функциональную активность иммунокомпетентных кле-

ток и морфологическую структуру органов мышей от пути проникновения в орга-

низм животного.  

УНТ при подкожном или пероральном введении мышам не оказывали цито-

токсического действия на иммунокомпетентные клетки и не вызывали морфоло-

гических изменений в органах. При ингаляционном введении УНТ не оказывали 

выраженного действия на клетки иммунной системы. Однако данные гистологи-

ческих исследований показали, что ингаляционное введение УНТ вызывает пато-

морфологические изменения в легких, проявляющиеся диффузным утолщением 

межальвеолярных перегородок и образованием гранулем.  

Многократное ингаляционное и внутрижелудочное введение животным 

НЧС-ПВП не вызывало изменения исследованных показателей иммунной системы 

и морфологической структруры органов мышей. Подкожное введение НЧС-ПВП 

оказывало воздействие на субпопуляционный состав лимфоцитов, количество 

ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов в селезенке и содержание ИФН-γ в сыво-

ротке крови мышей. Проведенные нами гистологические исследования у мышей 

после подкожного введения наночастиц серебра выявили изменения в соотноше-

нии популяций иммунокомпетентных клеток в селезенке, печени и лимфатиче-

ских узлах, что совпадает с данными Korani с соавт. (2011) [105].  

На основании полученных результатов нами было показано, что НЧС-ПВП 

обладают высокой бактерицидной активностью и характеризуются отсутствием 

токсического действия для организма животных, что послужило основой для вы-

бора данного препарата для дальнейших его исследований на мышиной модели 

хронического туберкулеза. Микробиологические исследования, проведенные по-

сле ингаляционного введения НЧС-ПВП, показали снижение обсемененности 

легких M. tuberculosis до единичных колоний, либо полное отсутствие 

M. tuberculosis. Кроме того, после введения НЧС-ПВП мышам, больным хрониче-

ским туберкулезом, процентное содержание Т-лимфоцитов, синтезирующих 
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ИФН-γ и ФНО-α, не отличалось от данных показателей в группе здоровых живот-

ных, что согласуется с работами других авторов [8]. 

В наших исследованиях мы выявили, что через 7 сут после ингаляционного 

введения мышам НЧС-ПВП содержание ИФН-γ в сыворотке крови увеличива-

лось, что по времени совпадает с резким уменьшением количества микобактерий 

в легких и селезенках. К 30 сут после введения НЧС-ПВП количество ИФН-γ в 

сыворотке крови снижалось, но оставалось достоверно выше показателей кон-

трольной группы и группы мышей, больных ТБ. 

Одним из признаков воспалительных процессов в легких является высокое 

содержание белка в жидкости бронхо-легочного лаважа. В наших экспериментах 

мы выявили увеличение белка в бронхо-легочном лаваже у мышей, больных хро-

ническим туберкулезом, в четыре раза по сравнению с данным показателем в кон-

трольной группе животных. После обработки НЧС-ПВП у больных туберкулезом 

мышей количество белка в жидкости бронхо-легочного лаважа снизилось в два 

раза, что свидетельствует об уменьшении воспаления в легких. 

Также ингаляционное введение НЧС-ПВП приводило к восстановлению ин-

тенсивности продукции АФК нейтрофилами больных ТБ мышей, что свидетель-

ствуют об увеличении бактерицидной активности данных клеток. 

Таким образом, после ингаляционного введения НЧС-ПВП мышам, боль-

ным хроническим туберкулезом, было отмечено снижение обсемененности орга-

нов мышей M. tuberculosis, уменьшение воспаления в легких, увеличение бакте-

рицидной активности нейтрофилов и восстановление цитокинового баланса у 

экспериментальных животных. 

На основании полученных данных следует отметить, что препараты, содер-

жащие НЧС-ПВП, могут быть перспективными в мероприятиях профилактики и 

лечения туберкулеза.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, и наноча-

стицы серебра без покрытия характеризуются устойчивостью к агрегации и гомо-

генно распределяются  в растворе. Углеродные нанотрубки формируют в растворе 

агрегаты.  

2. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, обладают 

выраженным бактерицидным эффектом по отношению к микроорганизмам 

M. tuberculosis H37Rv, F. tularensis 15 НИИЭГ, S. enterica 4412. Наночастицы се-

ребра без покрытия характеризуются менее выраженной бактерицидной активно-

стью, а углеродные нанотрубки практически не оказывают бактерицидного 

дейстия на исследуемые патогены. 

3. Наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном, в концен-

трациях от 0,05 до 50 мг/л не оказывают цитотоксического действия на иммуно-

компетентные клетки мышей in vitro. Наночастицы серебра без покрытия и угле-

родные нанотрубки снижают жизнеспособность и функциональную активность 

иммунных клеток. 

4. Многократное ингаляционное и внутрижелудочное введение наночастиц 

серебра, покрытых поливинилпирролидоном, мышам линии ВАLВ/с в дозе 

0,1 мг/кг не изменяет функциональной активности иммунокомпетентных клеток. 

Подкожное введение наночастиц серебра, покрытых поливинилпирролидоном, в 

дозе 0,1 мг/кг вызывает изменение субпопуляционного состава лимфоцитов, уве-

личивает количество ИФН-γ-продуцирующих Т-лимфоцитов в селезенке в 3,6 ра-

за по сравнению с контролем, а также повышает содержание ИФН-γ в сыворотке 

крови мышей до (125±9,2) пг/мл по сравнению с контролем ((74,5±6,4) пг/мл). 

5. Установлен противотуберкулезный эффект наночастиц серебра, покры-

тых поливинилпирролидоном: ингаляционное введение данных наночастиц мы-

шам, больным ТБ, обеспечивало снижение обсемененности органов 

M. tuberculosis на два порядка до полной элиминации бактерий у отдельных жи-

вотных. Показано, что на 30 сут после введения наночастиц серебра, покрытых 
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поливинилпирролидоном, больным ТБ мышам наблюдается снижение количества 

белка в жидкости бронхо-легочного лаважа в два раза, восстановление баланса 

цитокинов и соотношения популяций лимфоцитов в селезенке, а также усиление 

бактерицидного потенциала нейтрофилов.  
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СПИСОК ПРИНЯТЫХ СОКРАЩЕНИЙ, УСЛОВНЫХ  

ОБОЗНАЧЕНИЙ, СИМВОЛОВ, ЕДИНИЦ И ТЕРМИНОВ 

 

АСМ атомно-силовая микроскопия 

АФК активные формы кислорода 

БЛЛ бронхо-легочный лаваж 

БСА бычий сывороточный альбумин 

ВИЧ вирус иммунодефицита человека 

ВОЗ Всемирная Организация Здравоохранения 

ГКПМ – Оболенск Государственная коллекция патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур − Оболенск 

ДНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДСН додецилсульфат натрия 

ЗФР забуференный физиологический раствор 

ИЛ-1 интерлейкин 1 

ИЛ -1b интерлейкин 1b 

ИЛ-2 интерлейкин 2 

ИЛ-4 интерлейкин 4 

ИЛ-5 интерлейкин 5 

ИЛ-6 интерлейкин 6 

ИЛ-10 интерлейкин 10 

ИЛ-12 интерлейкин 12 

ИФА иммуноферментный анализ 

ИФН-γ гамма-интерферон 

кДа килодальтон 

КОЕ колониеобразующая единица 

МЛУ множественная лекарственная устойчивость 

МЛУ-ТБ туберкулез, вызванный возбудителем с множественной ле-

карственной устойчивостью 
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мМ миллимоль 

МТТ 3-(4,5-диметитиазол-2-ил) -2,5-дифенилтетразолий бромид 

НАДФ (NADP) Никотинамидадениндинуклеотидфосфат (Nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate) 

НЧС наночастицы серебра 

НЧС-ПВП наночастицы серебра, покрытые поливинилпирролидоном 

ПВП поливинилпирролидон 

ППС полная питательная среда 

ТБ туберкулез 

УНТ углеродные нанотрубки 

ФБУН ГНЦ ПМБ Федеральное бюджетное учреждение науки Государствен-

ный научный центр прикладной микробиологии и биотехно-

логии 

ФНО-α фактор некроза опухоли-альфа 

ФСБ фосфатно-солевой буфер 

ХЛ хемилюминесценция 

Ag серебро 

ALF искусственная лизосомальная жидкость 

C3b белок системы комплемента 

CD   cluster of differentiation (кластеры дифференцировки) − по-

верхностные дифференцировочные антигены лейкоцитов 

DMEM среда Игла в модификации Дульбекко 

In vitro эксперимент в «пробирке», без участия животных 

In vivo эксперимент на животных 

MRSA метициллин-резистентные штаммы Staphylococcus aureus 

pH водородный показатель 

Th1 Т-хелперы первого типа 

Th2 Т-хелперы второго типа 

VRSA ванкомицин-резистентные штаммы Staphylococcus aureus 
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