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Введение. Наночастицы являются продуктом как естественного, так и искусственного происхождения, могут присутствовать в окружающей 
среде в высоких концентрациях и рассматриваются как фактор, способный оказывать токсическое воздействие на организм человека. Преодоление 
металлосодержащими наночастицами гематоэнцефалического барьера доказано и представляет интерес с точки зрения промышленной токсико-
логии и гигиены.
Материалы и методы. Экспозиция наночастицами оксида железа (III) была осуществлена на крысах-самках интраназально. В контрольную и 
опытную группы включали одинаковое число животных (7). Наночастицы в виде суспензии 0,25 мг/мл вводили крысам в каждый носовой проход по 
50 мкл три раза в неделю в течение 6 нед. Образцы ткани для исследования были взяты из обонятельных луковиц мозга крыс. Идентификацию нано-
частиц оксида железа (III) проводили методом электронной микроскопии и энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии. Цитотоксическое 
действие наночастиц оксида железа (III) оценивалось путём ранжирования митохондрий по морфотипам митохондриальной мембраны и сравнения 
их распределения у опытной и контрольной групп животных.
Результаты. Подтверждено наличие наночастиц в тканях обонятельных луковиц мозга крыс. Морфотипический состав митохондрий показал 
существенные изменения после экспозиции наночастицами оксида железа (III): доля митохондрий с нормальным и везикулярно набухшим морфо-
типами снизилась на 36,4 и 4,9% соответственно по сравнению с контрольной группой животных, доля митохондрий нормально-везикулярного и 
везикулярного морфотипов повысилась на 19,8 и 21,8%, доля везикулярно набухших митохондрий снизилась с 9,5 до 4,6%.
Ограничения исследования. Исследование было ограничено изучением ультраструктурных нарушений митохондрий и идентификацией наночастиц 
оксида железа (III) в тканях.
Заключение. Дальнейшие исследования воздействия на структуру и функции митохондриального аппарата железосодержащих наночастиц могут 
способствовать выявлению их потенциальной опасности на субклеточном уровне и дать информацию для разработки мер защиты населения, фор-
мирования новых стратегий профилактики и лечения токсико-индуцированных патологий.
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Introduction. Both naturally occurring and artificially produced nanoparticles are ubiquitous; their high concentrations can be detected in the environment, thus 
posing risks of toxic effects in humans. Penetrating the blood-brain barrier by metal nanoparticles has been already proven and is currently of interest from the point 
of view of toxicology and hygiene.
Materials and methods. Female rats were exposed to ferric oxide nanoparticles administered intranasally with a 25 mg/ml suspension at a dose of 50 µl three times 
a week during six weeks. The experimental and control groups contained seven animals each. Tissue samples for testing were taken from the olfactory bulbs of 
the rat’s brain. Iron (III) oxide nanoparticles were identified by electron microscopy and energy-dispersive X-ray spectroscopy. The cytotoxic effect of ferric oxide 
nanoparticles was assessed by ranking mitochondria by mitochondrial membrane morphotypes and comparing their distribution in the experimental and control 
groups.
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Митохондрии играют важную роль в клеточном метаболиз-
ме и производстве энергии, и их дисфункция может иметь 
множественные негативные эффекты на клетки и органы 
[12]. Воздействие токсинов окружающей среды может на-
рушить функцию митохондрий и способствовать развитию 
ассоциированных с данным процессом патологий [13].

Митохондрии также участвуют в процессе запрограм-
мированной клеточной гибели (апоптозе) и при повреж-
дении могут высвобождать проапоптотические белки, за-
пускающие каскад гибели клеток. Этот процесс необходим 
для поддержания клеточного гомеостаза и предотвращения 
накопления повреждённых или аномальных клеток [14], 
однако чрезмерный апоптоз вследствие митохондриальной 
дисфункции может способствовать развитию различных па-
тологий [15]. В качестве метода, позволяющего оценить ин-
дукцию апоптотических процессов на субклеточном уровне, 
может выступать анализ митохондриального профиля по-
средством электронной микроскопии [16].

Цель исследования – определить, способны ли НЧ Fe2O3 в 
низких дозах при интраназальном введении лабораторным жи-
вотным в виде суспензии оказывать цитотоксическое воздей-
ствие на нейроны, проникая в клетки обонятельных луковиц.

Материалы и методы
Дизайн эксперимента. Суспензия НЧ Fe2O3 была синтези-

рована методом лазерной абляции в стерильной деионизи-
рованной воде. Средний диаметр использованных НЧ Fe2O3 
составил 18 ± 4 нм, концентрация суспензии – 0,25 мг/мл. 
Эксперимент проводился на аутбредных крысах-самках 
собственного разведения (n = 14, возраст 3–4 мес к началу 
эксперимента, масса около 200 г). Введение НЧ животным 
осуществлялось интраназально без анестезии [17]. Суспен-
зия вводилась в каждый носовой ход по 50 мкл три раза в  
неделю. Общая длительность экспозиции – 6 нед, суммарная 
доза за весь период – 0,45 мг на одну крысу. Контрольной 
группе вводили деионизированную воду в том же объёме. 
Эвтаназия осуществлялась методом быстрой декапитации.

Электронная микроскопия. Образцы обонятельных лу-
ковиц головного мозга из контрольной (n = 7) и опытной 
(n = 7) групп животных исследовали методами электронной 
микроскопии. Образцы тканей полностью извлекали из 

Введение
Основу обеспечения химической безопасности Россий-

ской Федерации составляют меры охраны здоровья граж-
дан от воздействия опасных химических факторов среды1,2. 
В связи с широким развитием и внедрением нанотехноло-
гий особую актуальность приобретает оценка воздействия 
техногенных наночастиц (НЧ)3. Металлосодержащие НЧ 
могут являться продуктом термической и (или) механиче-
ской обработки металлов, руд и других металлосодержащих 
материалов4.

Известно, что богатые железом НЧ оказывают токсиче-
ское действие на организм, в том числе на репродуктивную 
систему, щитовидную железу и систему мононуклеарных 
фагоцитов. Данное утверждение подкреплено результата-
ми исследований in vivo и данными эпидемиологических 
исследований [1–3]. Имеются данные о потенциальной 
нейротоксичности железосодержащих НЧ вследствие спо-
собности проникать через гематоэнцефалический барьер и 
повреждать его, накапливаться в головном мозге, вызывать 
поражение центральной нервной системы, нарушения пове-
денческих реакций и памяти [4–9]. Исследования также по-
казали, что пероральное и интраназальное воздействие НЧ 
железа способно привести к отёку ткани головного мозга и 
повреждению полосатого тела [10, 11]. Из вышеизложенного 
можно сделать вывод о важности исследований токсическо-
го воздействия железосодержащих НЧ и его механизмов на 
всех уровнях организма, а также о необходимости приме-
нения современных методов изучения такого воздействия. 

Results. We confirmed the presence of nanoparticles in tissues of the olfactory bulbs of the exposed rodents. The morphotype pattern of mitochondria showed 
significant changes following the exposure to ferric oxide nanoparticles: the proportion of mitochondria with normal and vesicular swollen morphotypes decreased 
by 36.4 and 4.9%, respectively, compared with the control group of animals, the proportion of mitochondria with normal vesicular and vesicular morphotypes 
increased by 19.8 and 21.8%, while the proportion of vesicular swollen mitochondria decreased from 9.5% to 4.6%.
Limitations. The study was limited to examining ultrastructural changes in mitochondria and identifying ferric oxide nanoparticles in tissues.
Conclusions. Further studies of the impact of iron-containing nanoparticles on the structure and functions of the mitochondrial apparatus can help to identify their 
potential harm at the subcellular level and provide information for the development of appropriate health protective measures and new strategies for prevention and 
treatment of metal toxicity-induced diseases in humans.

Keywords: nanoparticles; ferric oxide; brain; olfactory bulbs; mitochondria; cytotoxicity; electron microscopy
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Рис. 1. СТЭМ-изображения тканей обонятельных луковиц контрольной (a) и опытной (б) (с отложениями НЧ Fe2O3) групп животных (полоса 1 мкм); 
в, г – спектры ЭДРС-областей, отмеченных на изображении (a и б соответственно).

Fig. 1. STEM images of tissues of olfactory bulbs in the (a) control and (б) exposed (with deposits of Fe2O3 NPs) animals (band: 1 µm); в, г – EDRS spectra 
of the regions marked on the image (a and б, respectively).

головного мозга, после чего нарезали кубиками размером 
около 1 мм3. Три-пять кубиков ткани фиксировали в от-
дельных пробирках в 2,5%-м растворе глутарового альдеги-
да на 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,4). Образцы постфик-
сировали раствором четырёхокиси осмия и обезвоживали в 
восходящей последовательности этанола. После чего заме-
щали этанол пропиленоксидом и заливали в смолу Epon812 
в трёх экземплярах. Срезы толщиной 70–100 нм вырезали 
на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Leica Microsystems, 
Австрия) и помещали на медные сетки. Для каждого об-
разца подготавливали серию срезов по 5–6 штук. Срезы 
окрашивали растворами уранилацетата и цитрата свинца. 
Для оценки состояния митохондрий нейронов исследовали 
только один (наиболее качественный) ультратонкий срез из 
серии, по 20+ полей зрения, равномерно распределённых 
по всей поверхности среза. Для идентификации НЧ Fe2O3 
исследовали каждый срез. Визуализацию срезов проводи-
ли при помощи сканирующего электронного микроскопа 
сверхвысокого разрешения Hitaсhi REGULUS SU8220 в 
режиме STEM. Изображения обрабатывали с помощью 
ImageJ (Национальный институт здравоохранения, США) 
и GIMP (программа обработки изображений GNU, Gimp 
2.8, разработанная GIMP).

Идентификацию НЧ Fe2O3 проводили с использованием 
ЭДРС детектора Ultim® Extreme Windowless 100 мм2 (Oxford 
Instruments, Великобритания). Спектры ЭДРС анализиро-
вали с использованием программного обеспечения AZtec 
(Oxford Instruments, Великобритания). Применение данного 
метода позволяет абстрагироваться от авторского суждения 
о наблюдаемых объектах и заменить их объективными по-
казаниями ЭДРС при анализе в высоком разрешении.

Для идентификации НЧ Fe2O3 в общей сложности было 
проанализировано 210 ультратонких срезов тканей обоня-
тельных луковиц головного мозга у всех животных, в том 
числе из контрольной группы (выступали в роли отрица-
тельного контроля).

При оценке степени повреждения митохондрий после 
воздействия НЧ Fe2O3 мы выделили пять последовательных 
стадий трансформации внутренней мембраны, по класси-
фикации Mei G. Sun с соавт., и ранжировали 2240 мито-
хондрий в 42 образцах от 14 крыс контрольной и опытной 
групп (по 7 животных в каждой) [16]. Морфотипирование 
проводилось двумя независимыми исследователями для 
снижения субъективизма в определении митохондриально-
го морфотипа, после чего результаты процентного распре-
деления морфотипов усреднялись для каждого типа ткани 
и животного.

Статистический анализ. Статистическую обработку дан-
ных СЭМ проводили с помощью программного обеспечения 
Statistica компании StatSoft. Оценку статистической значи-
мости различий распределений митохондриальных профи-
лей проводили с помощью критерия согласия Пирсона (χ2). 
Для анализа с помощью критерия согласия Пирсона пред-
варительно производилось экстраполирование процентных 
значений распределения митохондрий по морфотипам на 
1000 штук. Численное распределение митохондрий кон-
трольной группы принималось как ожидаемое, а опытной 
группы – как наблюдаемое. Достоверность различий между 
группами определяли с помощью U-критерия Манна – Уит-
ни и t-критерия Стьюдента. Разницу между средними зна-
чениями считали статистически значимой, если вероятность 
её случайного появления была ниже 0,05 (p ≤ 0,05).
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альных морфотипов у крыс, получивших суспензию НЧ 
Fe2O3, относительно животных из контрольной группы 
(χ2 (4; 0,05) = 1010; p << 0,0001).

При детализации изменений в распределении мито-
хондрий по морфотипам с помощью попарного сравнения 
U-критерия Манна – Уитни было подтверждено, что в 
тканях обонятельных луковиц головного мозга животных, 
подвергшихся воздействию НЧ Fe2O3, доля митохондрий с 
нормальным и везикулярно набухшим морфотипами ниже 
на 36,4 и 4,9% соответственно по сравнению с контроль-
ной группой животных. Вместе с тем доли митохондрий 
нормально-везикулярного и везикулярного морфотипов 
выше на 19,8 и 21,8% соответственно в экспонированной 
группе. В целом распределение митохондрий по морфо-
типам в группе животных, подвергшихся воздействию НЧ 
Fe2O3, было смещено в сторону везикулярного морфотипа 
с преобладанием нормально-везикулярного относитель-
но контрольной группы животных. Результаты попарно-
го анализа с использованием t-критерия Стьюдента были 
аналогичными.

Результаты

Идентификация НЧ FeO в тканях головного мозга. В про-
цессе исследования фонового сигнала Fe в образцах обоня-
тельных луковиц головного мозга как контрольной, так и 
опытной групп животных не зафиксировано. Не обнаружено 
также электронно-плотных объектов, содержащих Fe, в об-
разцах контрольной группы (рис. 1).

Вместе с тем в тканях обонятельных луковиц крыс, по-
лучивших суспензию НЧ Fe2O3, были выявлены отложения 
НЧ, а их состав был подтверждён методом ЭДРС.

Исследование цитотоксического действия НЧ Fe2O3. Ана-
лиз подтвердил наличие всех пяти морфотипов митохон-
дрий в нейронах обонятельных луковиц животных опытной 
и контрольной групп (рис. 2).

Оценка распределений митохондриальных морфотипов  
для каждой группы животных выявила изменение митохондри-
ального профиля после введения суспензии НЧ Fe2O3 (рис. 3).

При помощи критерия согласия Пирсона (χ2) было 
подтверждено различие в распределении митохондри-

Рис. 2. Репрезентативные СТЭМ-изображения митохондриальных морфотипов, обнаруженных в нейронах обонятельных луковиц животных 
опытной и контрольной групп: a – нормальный; б – нормально-везикулярный; в – везикулярный; г – везикулярно набухший;  д – набухший.

Fig. 2. Representative STEM images of mitochondrial morphotypes found in olfactory bulb neurons of both study groups: a – normal; б – normal vesicular; 
в – vesicular; г – vesicular swollen; д – swollen.
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В митохондриях НЧ могут вызывать деполяризацию ми-
тохондриальной мембраны и запускать митохондриальное 
повреждение [23, 24].

В данном исследовании было показано смещение ми-
тохондриального профиля в сторону нарушенных морфо-
типов митохондрий при введении животным НЧ Fe2O3, что 
говорит о цитотоксическом действии НЧ Fe2O3 на нейроны 
обонятельных луковиц ГМ крыс (см. рис. 3). Известно, что 
метаболизм митохондрий тесно связан с железом, особенно 
в цепи переноса электронов. Предыдущие исследования по-
казали, что НЧ оксидов железа встраивались в цепь переноса 
электронов, что влияло на выработку АТФ, мембранный по-
тенциал митохондрий и микрораспределение кальция [23]. 
Предполагается, что НЧ оксидов железа в митохондриях 
участвуют в химических реакциях и затем нарушают равно-
весие реакций с железом, что приводит к деполяризации 
митохондриальной мембраны и снижению жизнеспособно-
сти клеток. Так, Ruan L. и соавт. показали, что накоплен-
ные в митохондриях НЧ оксида железа вызывали сильный 
цитотоксический эффект, в то время как НЧ в лизосомах не 
вызывали значительной цитотоксичности. Изучив транс-
формацию наночастиц в митохондриях, авторы обнаружили 
как увеличение количества краевых дефектов, так и повы-
шенное среднее валентное состояние железа. Эти два из-
менения привели к переходу железа в химически активную 
форму [22].

Преобладание нормально-везикулярной стадии, а также 
увеличение доли везикулярного морфотипа говорит о ран-
ней индукции апоптотических процессов и начале выхода 
цитохрома. Удельный вес митохондрий набухшего морфоти-
па (< 2,5%) также свидетельствует о малом количестве вре-
мени, прошедшем с момента выхода цитохрома [16, 25, 26]. 
В то же время снижение доли митохондрий везикулярно 
нарушенного морфотипа предположительно может быть 
обусловлено активизацией репаративных процессов, замед-
ляющих апоптотические, но данное утверждение требует 
дальнейших иследований, в том числе с применением моле-
кулярных методов.

В свете вышеизложенного можно заключить, что НЧ 
Fe2O3 способны проникать в обонятельные луковицы голов-
ного мозга крыс при интраназальном введении суспензии 
даже в низких дозах. Вместе с тем наблюдаемые изменения 
в митохондриальном профиле позволяют сделать выводы о 
цитотоксическом действии НЧ Fe2O3 на нейроны обонятель-
ных луковиц головного мозга.

Заключение
В данном исследовании методами электронной микро-

скопии и ЭДРС было показано, что НЧ Fe2O3 оказывают 
токсическое воздействие на крыс при интраназальном 
введении суспензии в суммарной дозе 0,45 мг на одно жи-
вотное. В процессе исследования было подтверждено, что 
НЧ Fe2O3 способны преодолевать гематоэнцефалический 
барьер и проникать в клеточные и субклеточные структу-
ры обонятельных луковиц головного мозга и при низких 
дозах. Также было обнаружено существенное изменение 
митохондриального профиля нейронов в этих тканях при 
интраназальном введении суспензии НЧ Fe2O3.

Таким образом, изучение воздействия железосодер-
жащих НЧ на структуру и функции митохондриального 
аппарата может помочь выявить их потенциальную опас-
ность на субклеточном уровне и дать информацию для 
разработки мер по защите здоровья населения. Кроме 
того, исследования митохондриальной дисфункции в кон-
тексте болезней могут способствовать разработке страте-
гий, нацеленных на защиту митохондриального аппарата, 
для профилактики и лечения токсико-индуцированных 
патологий.

Обсуждение
Наличие НЧ Fe2O3 в тканях обонятельных луковиц крыс 

после интраназального введения суспензии согласуется с тео-
рией миграции НЧ в мозг по ольфакторному пути, где гемато-
энцефалический барьер наиболее проницаем. Ранее другими 
авторами была отмечена эта особенность для ряда металло-
содержащих НЧ – оксидов меди, свинца и цинка [18, 19].  
Следует отметить, что НЧ Fe2O3 встречались как в субкле-
точных структурах (например, клеточное ядро и митохон-
дрии), так и в свободном виде в цитоплазме нейронов. Это 
согласуется с другими исследованиями: НЧ также были об-
наружены и во внутриклеточных структурах, включая мито-
хондрии, и в ядре, несмотря на различия НЧ по физическим 
(форма и размер) и химическим (серебро и золото) характе-
ристикам [20, 21].

Известно, что НЧ оксида железа при подпадании в 
клетки организма стимулируют образование активных 
форм кислорода (АФК) путём катализа реакций Фенто-
на и Габера – Вейсса, которые рассматриваются как ме-
ханизм повреждения клеток. В реакции Фентона двухва-
лентное железо (Fe2+) и перекись водорода (H2O2) могут 
генерировать ионы трёхвалентного железа (Fe3+), гидрок-
сид-анионы	 (OH–)	 и	 гидроксильные	 радикалы	 (•OH).	
Окислительный стресс, который возникает из-за действия 
АФК, приводит к внутриклеточным повреждениям, а так-
же к повреждению ДНК. Так, НЧ оксидов железа могут 
увеличивать проницаемость и рН лизосом, повреждения 
эндоплазматического ретикулума и телец Гольджи [22]. 
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Рис. 3. Митохондриальные профили нейронов обонятельных луковиц 
животных контрольной и опытной групп. Значения даны как среднее 
арифметическое процента митохондрий в общем числе обнаружен-
ных нейрональных митохондрий; усы показывают среднеквадратич-
ное отклонение; 
* – статистически отличается от контрольной группы (p < 0,05; 
U-критерий Манна – Уитни).

Fig. 2. Mitochondrial profiles of olfactory bulb neurons in the control 
and exposed animals. Values are given as the arithmetic mean of the 
percentage of mitochondria in the total number of neuronal mitochondria 
detected; the whiskers show the standard deviation; 
* – p < 0.05 (Mann – Whitney U-test) compared with the control group.
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