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На клетках костного мозга и селезенки крыс in vivo изучено ДНК-повреждающее 

действие наночастиц серебра со средним диаметром 13±7 нм, синтезированных 

методом «зеленой» химии и стабилизированных биосовместимым природным полимером 

– пектином. Нанокомпозит пектин-серебро не вызывает увеличение спонтанного уровня 

хромосомных аберраций в клетках костного мозга и селезенки аутбредных крыс при 

тестировании согласно рекомендациям OECD TG 475. Одновременно с этим в селезенке 

установлено увеличение клеток с признаками апоптоза и наличие «митотических 

катастроф», что свидетельствует об усилении митотической активности и 

пролиферации клеток селезенки. 
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DNA damage of silver nanoparticles with an average diameter of 13 ± 7 nm synthesized by 

the method of "green" chemistry and stabilized by a biocompatible natural polymer - pectin was 

studied in vivo on rat bone marrow and spleen cells. Pectin - silver nanocomposite does not cause 

an increase in spontaneous chromosomal aberration in the bone marrow and spleen cells of 

outbred rats when tested according to the recommendations of OECD TG 475. At the same time, an 

increase in cells with signs of apoptosis and the presence of «mitotic catastrophes» was 

established in the spleen, which indicates an increase in mitotic activity and proliferation of spleen 

cells. 
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Наночастицы серебра (НЧ Ag) получили наиболее широкое применение из всех 

известных наночастиц металлов и их оксидов. В 2011 году объем ежегодного мирового 

производства НЧ Ag составлял порядка 55 тонн (в пересчете на Ag) *1+.  

В настоящее время НЧ Ag синтезируют как физическими, так и химическими 

методами. При химическом синтезе необходимо вводить токсичные соединения, например, 

восстановители (гидразин, борогидрид натрия) или органические растворители (гексан), что 

ограничивает возможность применения полученных коллоидов в ветеринарии и медицине. 

В связи с этим  в  настоящее время все больше  внимания уделяется синтезу НЧ Ag методами 

«зеленой» химии *2+. Одним из таких способов является восстановление ионов Ag+ 

полисахаридами в водных средах, обеспечивающих стабилизацию образующихся коллоидов 

Ag+.  

В то же время НЧ Ag могут специфически взаимодействовать с биологическими 

клетками и молекулой ДНК, проявляя цитотоксические и цитогенетические свойства. 

Возможно, токсичность НЧ Ag опосредована действием активных форм кислорода (АФК), 

которые приводят к повреждению различных компонентов клетки, разрывам ДНК, индукции 

клеточного апоптоза и хромосомным аберрациям [3].  

На фоне достаточного большого количества результатов экспериментов in vitro, 

исследований цитогенетических эффектов НЧ Ag in vivo недостаточно, а полученные 

результаты противоречивы. Так, в лейкоцитах крови крыс линии Вистар после внутривенного 

введения НЧ Ag (размерный диапазон по рентгенограмме 13±1 – 35±1 нм; дозы – 4, 10, 20 и 
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40 мг/кг массы тела в течение 32 дней с интервалом в 5 дней) наблюдалось дозозависимое 

увеличение степени повреждений ДНК, установленное с помощью комет-анализа. Длина 

хвоста кометы в группе с дозой 40, 20, 10, 4 мг/кг были соответственно в 5,0, 4,7, 2,6 и 1,4 

раза выше, чем в контрольной группе, что указывает на значительное увеличение 

повреждения ДНК при всех дозах НЧ Ag. [4]. Kim и соавт. (2010) были получены 

отрицательные результаты (отсутствие повреждения ДНК) в микроядерном тесте с 

эритроцитами костного мозга в эксперименте на крысах линии Sprague-Dawley после 28-

дневного внутрижелудочного введения НЧ Ag (средний размер частиц 60 нм), в дозе – 30, 

300 и 1000 мг/кг/день *5+ и после 90-дневного ингаляционного воздействия НЧ Ag (средний 

размер частиц 18 нм, концентрации – 0,7, 1,4 и 2,9×106 частиц/см3, экспозиция 6 ч/день) *6+. 

В ряде исследованиях было показано, что мутагенность НЧ Ag по отношению к 

клеткам млекопитающих может быть значительно снижена, если в ходе их синтеза 

использовать различные типы органических стабилизаторов, из которых будет 

сформирована оболочка (сывороточные белки, поливинилпирролидон, полисахариды и 

т.д.), которые не оказывают влияния на антимикробную активность серебра *7+. Так, в работе 

Кирбик и соавт. (2015) при изучении мутагенного эффекта НЧ Ag в подостром опыте при 

внутрибрюшинном введении в дозе 25 мг/кг в сутки (4 сут) было установлено отсутствие 

мутагенного эффекта, что авторы объяснили использованием в эксперименте наночастиц с 

модифицированной поверхностью, заключенной в органическую оболочку, повышающую 

биосовместимость наночастиц и способствующую уменьшению мутагенности *8+.  

Таким образом, литературный анализ доступной информации о цитогенетических 

эффектах НЧ Ag позволяет констатировать, что имеющиеся данные, полученные в опытах in 

vivo недостаточны, а их трактовка неоднозначна. Отдельного изучения требует вопрос о 

влиянии стабилизирующих оболочек на индукцию НЧ Ag цитогенетических повреждений.  

Цель – изучение в опыте in vivo цитогенетических эффектов гидрозоля НЧ Ag, 

стабилизированных пектином (далее - нанокомпозит пектин-Ag).  

Материалы и методы. НЧ Ag, стабилизированные оболочкой из 

высокометоксилированного пектина (степень этерификации 80,4%, средневязкостная 

молекулярная масса 141∙103 г/моль), синтезировали в соответствии с принципами «зеленой» 

химии путем химического восстановления AgNO3 в водных средах под действием 

природного полисахарида пектина по ранее разработанной методике *9, 10+. Спектры 

поглощения синтезированного нанокомпозита пектин-Ag записывали на 

спектрофлуориметре CM2203 (Solar, Беларусь) в диапазоне 350-650 нм. 

Количество непрореагировавших катионов серебра Ag+ после синтеза, а также 

выделяющихся в процессе хранения гидрозолей определяли в диализных водах методом 

атомно-абсорбционной спектроскопии (СontrAA 300, Analytik Jena AG, Германия). 

Размер частиц определяли методом просвечивающей электронной микроскопии 

(ПЭМ) на микроскопе JEOL-LEM-1400 (Jeol Ltd., Япония). Образцы для исследований готовили 

путем нанесения капли гидрозоля нанокомпозита пектин-Ag на медные сетки с 

последующим высушиванием на воздухе. 

Средний гидродинамический диаметр и ξ-потенциал нанокомпозита пектин-Ag 

измеряли на анализаторе Zetasizer Nano ZS (Malvern, Великобритания) методом 
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динамического рассеяния света и путем измерения электрофоретической подвижности 

частиц соответственно. 

Условия эксперимента соответствовали рекомендациям Организации 

экономического содействия и развития (OECD/ОЭСР), приведенным в описании метода OECD 

TG475: OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS: Mammalian Bone Marrow 

Chromosome Aberration Test (OЭСР руководство №475 «Метод оценки хромосомных 

аберраций в клетках костного мозга млекопитающих») *11+. Одновременно необходимо 

отметить, что данный тест относится к стандартным методам, которые включены в перечень 

рекомендуемых Всемирной организацией здравоохранения тестов для определения 

мутагенности и канцерогенности химических веществ.  

Для исследований цитогенетического эффекта нанокомпозита пектин-Ag 

использовали костный мозг и селезенку.  Известно, что костный мозг и селезенка отличаются 

своей чувствительностью к ДНК-повреждающему воздействию известных и вновь изучаемых 

веществ и их смесей из-за гетерогенности клеточных популяций, когда уровень клеток с 

апоптозом и аберрациями может различаться для разных клеточных субпопуляций. 

Кроветворные клетки костного мозга являются популяцией недифференцированных быстро 

делящихся клеток, а в селезенке находятся лимфоцитарные клетки на различных стадиях 

дифференциации. Таким образом, цитогенетический анализ проводился с учетом различных 

субпопуляций клеток. 

Экспериментальные группы были сформированы методом случайного отбора. 

Количество животных в группе – 6 (по 3 самки и 3 самца). В эксперимент были взяты 3 

группы животных (1 опытная и 2 контрольные (положительный и отрицательный). 

Животных опытной группы подвергали ежедневному внутрижелудочному введению 

гидрозоля нанокомпозита пектин-Ag в максимально рекомендуемой дозе – 2000 мг/кг/день 

на протяжении 4 суток, через 24 часа после последнего введения образца животным 

вводили внутрибрюшинно колхицин (2,5 мг/кг), блокирующий митоз на стадии метафазы.  

Умерщвление животных проводили по истечении 2 часов с момента введения колхицина.  

Животным группы отрицательного контроля внутрижелудочно вводили пектин, доза 

и кратность были  аналогичны опытной группе. Животным группы положительного контроля 

на 3-е сутки эксперимента вводили однократно внутрибрюшинно циклофосфамид в дозе 50 

мг/кг. В положительном контроле процент аберрантных метафаз в костном мозге составил 

11,08±1,04, что указывает на чувствительность животных к цитогенетическому (в т.ч. 

мутагенному) воздействию. 

Для цитогенетического анализа готовили препараты метафаз костного мозга и 

селезенки с помощью стандартного методического приема, выдерживая клетки в 

гипотоническом растворе хлористого калия с концентрацией  0,56% в течение 30 мин. 

Гипотоническая обработка клеточного биоптата создает достаточный для цитогенетического 

анализа разброс хромосом и фрагментов хроматина в апоптотических клетках, но не 

оказывает влияния  на их формирование. Далее клетки центрифугировали, диспергировали 

и фиксировали троекратно смесью этилового спирта и уксусной кислоты в соотношении 3:1. 

Клеточную суспензию наносили капельно на предметные стекла и окрашивали по 

Романовскому-Гимзе. Учет хромосомных аберраций проводили на световом микроскопе 
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Lеica DM2500 при увеличении в 1000 раз. На метафазных пластинках учитывались 

структурные аберрации хромосом без учета гепов (gaps). В связи с тем, что аберрации 

хромосом в контрольной и опытной группе с пектином были представлены только 

одиночными хроматидными фрагментами, спектр и среднее число аберраций на метафазу в 

клетках костного мозга и селезенки не приводятся.   

В цитологических препаратах костного мозга и селезенки кроме аберрантных 

хромосом проводили учет числа клеток с признаками повреждений и гибели в виде 

апоптоза и «митотических катастроф», которые принято определять в качестве маркеров 

цитогенной активности (мутагенеза) в других цитогенетических тестах, например в 

микроядерном тесте *12+.  

Полученные результаты исследований подвергались статистической обработке с 

использованием программы STATISTICA версия 7.0, проверка нулевой гипотезы проводилась 

с помощью F-критерия Фишера при уровне вероятности р˂0,05. 

Результаты и обсуждение. Использование полимерной оболочки на НЧ Ag может 

приводить не только к повышению их агрегационной стабильности, но и является одним из 

путей снижения их токсичности *13+. Исследуемые НЧ Ag0 были синтезированы в 

соответствии с принципами «зеленой» химии путем восстановления катионов серебра в 

водных средах пектином, макромолекулы которого одновременно выступают в качестве 

стабилизатора образующихся наночастиц за счет формирования на их поверхности 

биополимерной оболочки. 

На спектре поглощения синтезированного гидрозоля нанокомпозита пектин-Ag 

имеется пик с максимумом поглощения 412 нм, который соответствует пику поверхностного 

плазмонного резонанса (ППР) НЧ Ag и подтверждает их формирование (рис. 1). Известно, что 

длина волны максимума пика ППР НЧ Ag коррелирует с их диаметром *14+. Размер 

нанокомпозита пектин-Ag, оцененный на основании положения максимума поглощения 

синтезированных гидрозолей, составляет ~20-30 нм. 

С помощью атомно-адсорбционной спектроскопии установлено, что доля катионов 

серебра, которые провзаимодействовали с пектином, составляет 97%. При этом 

концентрация НЧ Ag в синтезированном гидрозоле составила 1,45 ммоль/л. 

Согласно данным просвечивающей электронной микроскопии (рис. 2), 

синтезированные методом «зеленой» химии наночастицы пектин-Ag обладают сферической 

формой, а их средний диаметр составляет 13±7 нм. При этом, согласно диаграмме 

распределения, более 90% частиц имеют диаметр менее 20 нм (рис. 3а). Следует отметить, 

что средний гидродинамический диаметр частиц пектин-Ag в гидрозоле на порядок 

превышает данные, полученные на просвечивающем электронном микроскопе, и составляет 

255±14 нм. Так как величина гидродинамического диаметра дает информацию о размере НЧ 

Ag вместе с гидратированной оболочкой на их поверхности, то эти данные еще раз 

подтверждают, что синтезированный нанокомпозит представляет собой металлическое 

ядро, покрытое оболочкой полисахарида. Согласно данным динамического рассеяния света, 

в водной среде частицы нанокомпозита пектин-Ag также однородны по размерам (индекс 

полидисперсности = 0,165) и более 80% частиц имеет гидродинамический диаметр в 

диапазоне 190-390 нм (рис. 3б). 
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Рис. 1. Спектр поглощения гидрозоля наночастиц пектин-Ag: исходный (1) и через 6 месяцев 

хранения (2) 

 

 
Рис. 2. ПЭМ-изображение наночастиц пектин-Ag 
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Рис. 3. Распределение наночастиц пектин-Ag по размерам, согласно данным ПЭМ (а) и по 

гидродинамическому диаметру (б) 

 

Важной характеристикой коллоидных растворов серебра является их агрегационная 

устойчивость при хранении, так как изменение во времени размеров частиц может 

приводить как к снижению их антибактериальных свойств, так и изменению токсичности. 

Так, величина ξ-потенциала синтезированных частиц нанокомпозита пектин-Ag составляет -

45,3±0,7 мВ и свидетельствует об их высокой агрегативной устойчивости. Следовательно, 

синтезированные нанокомпозиты, которые представляют собой НЧ Ag, стабилизированные 

оболочкой отрицательно заряженного полисахарида пектина, должны являться агрегативно-

стабильными и сохранять свои физико-химические характеристики во времени. 

Установлено, что при хранении гидрозолей пектин-Ag в течение 6 месяцев при комнатной 

температуре в темноте седиментации наночастиц, образования агрегатов или осадка не 

происходит. При этом ξ-потенциал частиц через 6 месяцев после синтеза практически не 

меняется и составляет -47,7±3,2 мВ. Сдвига максимума пика поверхностного плазмонного 

резонанса НЧ Ag в спектре поглощения гидрозолей также не наблюдается (λmax = 412 нм), 

однако происходит увеличение интенсивности поглощения в ~ 1,4 раза (рис. 1). Это может 

быть связано с тем, что, по-видимому, часть Ag+ была закреплена на макромолекулах 

пектина и в процессе хранения происходит их медленное восстановление под действием 

боковых цепей пектина (арабинанов и галактанов), содержащих гидроксильные группы с 

восстанавливающими свойствами. Эти данные хорошо согласуются с результатами *2, 13+, 

согласно которым при хранении коллоидных растворов серебра может наблюдаться 

увеличение интенсивности поглощения. При этом следует отметить, что доля 

регистрируемых в растворе свободных катионов серебра через 6 месяцев хранения 

составила менее 6%.  

Полученные данные, характеризующие цитогенетические изменения в клетках 

селезенки и костного мозга подопытных животных на стадии метафазы митоза при 

воздействии нанокомпозита пектин-Ag количественно представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 

Результаты цитогенетического анализа клеток костного мозга и селезенки при 

воздействии нанокомпозита пектин-Ag 

Вид клеток Группа 

животных 

Частота 

встречаемости 

клеток с 

апоптозом на 

100 метафаз 

Частота 

встречаемости 

клеток с 

митотической 

гибелью на 

100 метафаз 

Частота 

встречаемости 

клеток с 

аберрациями на 

100 метафаз 

Клетки 

селезенки 

Опыт 33 2 1 

Контроль 1 0 0 

Клетки 

костного 

мозга 

Опыт 2 0 1,4 

Контроль 0 0 0 

 

 

В проведенном эксперименте in vivo не было выявлено значимых различий между 

количеством аберраций хромосом в костном мозге и селезенке в опытной группе в 

сравнении с контрольной: 1,40±0,53% (7 аберрантных клеток на 500 метафаз) в костном 

мозге и 1,00±0,45% (5 аберрантных клеток на 500 метафаз) в селезенке, что было близко к 

спонтанному уровню. По данным литературы, спонтанная частота клеток с хромосомными 

повреждениями в костном мозге составляет 1,0-2,5%, аналогичный показатель для клеток 

селезенки в 2-3 раза ниже *14+. 

В селезенке, в отличие от аналогичной картины в костном мозге и контроле, 

установлено увеличение клеток с признаками апоптоза (рис. 4) и наличие гибели клеток на 

стадии митоза, которая сопровождается образованием апоптических телец, позволяющих 

утверждать, что данные цитогенетические изменения можно классифицировать как 

«митотические катастрофы» (рис. 5). «Митотическая катастрофа» рассматривается как 

сложный защитный молекулярный механизм гибели соматических клеток, 

предотвращающий анеуплоидизацию и снижающий риск их малигнизации.  Вместе с тем не 

исключается роль фрагментации митотических хромосом в дальнейшей малигнизации 

индуцированных или спонтанно возникающих опухолевых клеток *15+. 
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Рис. 4. Клетки селезенки с признаками апоптоза при воздействии нанокомпозита пектин-Ag 

 

 
Рис. 5. Погибшие клетки селезенки («митотические катастрофы») при воздействии 

нанокомпозита пектин-Ag 

Заключение. Нанокомпозит пектин-Ag, стабилизированный биосовместимым 

природным полимером – пектином, не вызывает увеличения спонтанного уровня индукции 

хромосомных аберраций в клетках костного мозга и селезенки аутбредных крыс при 

тестировании согласно рекомендациям OECD TG 475 *11+. Одновременно с этим в селезенке 

установлено увеличение клеток с признаками апоптоза и наличие «митотических 

катастроф», что свидетельствует об усилении митотической активности клеток и 

пролиферации клеток. 
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