
8

РЕАКцИЯ ГЛУБОКИХ 
ДыХАТЕЛЬНыХ ПУТЕй 
КРыСы НА ОДНОКРАТНОЕ 
ИНТРАТРАХЕАЛЬНОЕ 
ВВЕДЕНИЕ НАНОЧАСТИц 
ОКСИДОВ НИКЕЛЯ 
И МАРГАНцА ИЛИ 
ИХ КОМБИНАцИИ 
И ЕЕ ОСЛАБЛЕНИЕ 
БИОПРОТЕКТОРНОй 
ПРЕМЕДИКАцИЕй

УДК  54.31 : 615.099 

Б.А. Кацнельсон1,  
И.А. Минигалиева1,  
Л.И. Привалова1, М.П. Сутункова1, 
В.Б. Гурвич1, В.Я. Шур2,  
Е.В. Шишкина2, А.Н. Вараксин3, 
В.Г. Панов3

1ФБУН «Екатеринбургский медицинский 
научный центр профилактики и охраны 
здоровья рабочих промпредприятий» 
Роспотребнадзора, 620014, г. Екатеринбург, 
Российская  Федерация 
2Центр коллективного пользования 
«Современные нанотехнологии» Уральского 
федерального университета, 620000, г. 
Екатеринбург, Российская Федерация
3 ФГБУН «Институт промышленной экологии 
УрО» РАН, 620990, г. Екатеринбург, 
Российская Федерация

Оксид никеля (II) и разнообразные химические формы марганца, включая оксид марган-
ца (II, III), могут присутствовать вместе в субмикронной фракции сварочного дыма. Мы 
приготовили с помощью лазерной абляции в деионизированной воде металлических пла-

стинок 99,99% чистоты суспензии наночастиц NiO со средним диаметром (± ) 30±12 нм и Mn3O4 
32±10 нм. Эти суспензии вводились интратрахеально крысам одна немедленно после другой в че-
редующейся последовательности или же изолированно (при этом для второго введения исполь-
зовалась вода), и через 24 часа мы получали жидкость бронхоальвеолярного лаважа (БАЛЖ). 
Увеличение общей клеточности БАЛЖ, числа альвеолярных макрофагов (АМ) и нейтрофиль-
ных лейкоцитов (НЛ), а особенно отношения НЛ/АМ (которое является надёжным сравнитель-
ным индексом цитотоксичности введенных частиц) было значительно выше при действии NiO, 
чем при действии Mn3O4. Полуконтактная атомно-силовая микроскопия топографии поверхно-
сти клеток продемонстрировала активный эндоцитоз наночастиц NiO и Mn3O4 лёгочными фа-
гоцитами. Более высокая пульмонарная цитотоксичность наночастиц NiO по сравнению с нано-
частицами Mn3O4 была показана также по увеличению активности некоторых лизосомиальных 
энзимов в БАЛЖ. Математический анализ выявил субаддитивное комбинированное действие 
NiO и Mn3O4, судя по клеточным показателям, в то время как по разным биохимическим – ад-
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Введение. Публикации по эксперименталь-
ной токсикологии металлических и метал-
ло-оксидных наночастиц (НЧ), появившиеся 
за последние несколько лет, исчисляются мно-
гими десятками, однако в этой обширной ли-
тературе мы не встретили работ, в которых 
исследовались бы закономерности комбиниро-
ванной токсичности таких НЧ. Крайне мало и 
опубликованных исследований, в которых бы 
в параллельно проведенных экспериментах 
сравнивалась токсичность равноразмерных 
НЧ разных металлов. Между тем оба вопроса 
имеют важное значение, в особенности, если 
не ограничиваться задачей частной токсиколо-
гической характеристики многочисленных то-
варных наноматериалов (в том числе и метал-
лосодержащих), изготавливаемых с заданными 
свойствами для использования в науке, технике, 
медицине и т.д., а развивать гигиеническую на-
нотоксикологию металлов в связи с загрязнени-
ем воздуха при многих высокотемпературных 
технологиях аэрозолями конденсации с преоб-
ладанием частиц субмикронной, в том числе на-
нометровой размерности. 

В реальных производственных условиях на-
личие в воздухе наночастиц, содержащих толь-
ко один какой-либо металл, является достаточ-
но редким исключением, а комбинированное 
загрязнение несколькими металлами – прави-
лом. Так, при электродуговой сварке в воздух 
рабочего помещения выделяются в разных 
количественных соотношениях (в зависимо-
сти от элементного состава свариваемой стали, 
металла сварочного электрода или проволо-
ки, защитной газовой атмосферы и некоторых 
других технических характеристик процесса) 
разные соединения железа, хрома, марганца, 
никеля, а нередко и других металлов. Однако, 
учитывая сложность проблемы комбинирован-
ной токсичности в целом и трудности её анали-
за [1, 2], преобладающей тенденцией всё ещё 
является исследование не многофакторных, а 
бинарных комбинаций и обсуждение соответ-
ствующих математических моделей. Этот шаг 
тем более оправдан, когда речь идёт о практи-
чески первых подходах к изучению комбиниро-
ванной токсичности наночастиц. 

В качестве первого объекта такого исследо-
вания мы остановились на никель-марганцевой 
комбинации. По литературным данным [3, 4, 5], 
в составе сварочных дымов никель встречается 

в форме никель (II) оксида (NiO), а марганец в 
виде большого числа кислородных соединений, 
одним из которых является марганец (II, III) ок-
сид (Mn3O4), что и побудило нас изучить срав-
нительную и комбинированную токсичность 
соответствующих НЧ.

Защитные и патологические реакции лёгких 
на любые частицы, загрязняющие вдыхаемый 
воздух, имеют ключевое значение, а давно из-
вестное хорошее соответствие этих реакций, 
развивающихся в ответ на однократное интра-
трахеальное введение малых доз суспензий, с 
теми, которые наблюдаются при ингаляции 
соответствующих аэрозолей, обусловливают 
адекватность интратрахеального введения как 
экспериментальной модели реальных ингаля-
ционных экспозиций. Наш опыт [6, 7, 8, 9] сви-
детельствует о том, что это справедливо и в об-
ласти нанотоксикологии. 

Материалы и методы исследования. C по-
мощью лазерной абляции поверхности метал-
лической пластины никеля или марганца 99,99% 
чистоты в стерильной деионизированной воде 
были получены суспензии частиц со средним  
(± ) диаметром, соответственно 30±12нм и 
32±10 нм. Судя по данным рентгеноструктурно-
го анализа, в составе этих НЧ никель находится 
в форме NiO, а марганец – в форме Mn3O4. 

Наносуспензия NiO была высокостабильной, 
в то время как НЧ Mn3O4 проявляли склонность 
к быстрой агрегации, что потребовало ресу-
спендирования их с помощью ультраозвучи-
вания непосредственно перед экспериментом 
на животных. Эта агрегация резко ускорялась 
при смешивании суспензий (в связи с противо-
положными зарядами НЧ), поэтому нами была 
предварительно отработана описываемая ниже 
методика раздельной интратрахеальной экспо-
зиции крыс.

Эксперимент был проведен на аутбредных 
белых крысах-самках весом 150–220 г по 12 осо-
бей в каждой подопытной и контрольной груп-
пе. Наносуспензии вводились интратрахеально 
крысам в объёме 1 мл (0,25 мг металлооксидных 
НЧ) одна немедленно после другой в последова-
тельности, чередующейся для разных крыс, или 
же только одна из них (в этом случае для второ-
го введения использовалась деионизированная 
вода, которая у контрольных крыс использова-
лась для обоих введений). Во избежание допол-
нительного травмирования гортани и трахеи, 

дитивность, субаддитивность либо синергизм. У крыс, которые в течение 4 недель перед введе-
нием NiO+Mn3O4 (по 0,25 мг каждого) получали перорально глютамат, глицин, ацетил-цистеин, 
иод и селенсодержащий поливитаминный препарат, наночастицы вызвали существенно менее 
выраженную мобилизацию НЛ, чем при такой же экспозиции без премедикации.

Ключевые слова: наночастицы, оксид никеля, оксид марганца, бронхоальвеолярный лаваж, 
лёгочая цитотоксичность, комбинированное действие, биопротекторы  
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введенная под визуальным контролем затуплен-
ная игла оставалась in situ и производилась бы-
страя замена шприца, непосредственно перед 
этим заполненного второй суспензией или водой.

Для цитологического и биохимического ис-
следования использовали жидкость, получен-
ную при бронхоальвеолярном лаваже (БАЛЖ) 
через 24 часа после интратрахеального введения 
суспензий НЧ и/или воды, на которой они гото-
вились. После подсчёта меланжерным способом 
общей клеточности в аликвотной пробе БАЛЖ 
отцентрифугированный клеточный осадок ис-
пользовался: (а) для приготовления мазков, 
окрашиваемых по Гимза-Романовскому, в кото-
рых производился дифференциальный подсчёт 
клеток при оптической микроскопии с иммер-
сией; (б) для изучения топографии поверхности 
клеток при полуконтактной атомно-силовой ми-
кроскопии (пкАСМ). Техника этих исследова-
ний детально описывалась нами ранее [6, 7, 8]. В 
надосадочной (бесклеточной) фракции БАЛЖ 
проводились биохимические определения, рас-
сматриваемые в следующем разделе статьи.

В дополнительном эксперименте крысы под-
вергались только комбинированному интра-
трахеальному воздействию Mn3O4 + NiO по той 
же методике, но половина этих животных, как 
и половина тех, кому интратрахеально ввели 
только воду, получали с кормом и питьём на 
протяжении предшествовавших 4 недель ком-
плекс предположительных биопротекторов: 
глютамат натрия, глицин, ацетил-цистеин, ио-
дистый калий и селенсодержащий поливита-
минный препарат. 

Оценка статистической значимости разли-
чий между групповыми средними показателя-
ми, характеризующими каждый из вышеопи-
санных вариантов воздействия, проводилась по 
t-критерию Стьюдента с поправкой Бонферро-
ни на множественные сравнения. Тип комбини-
рованной токсичности оценивался с помощью 
построения изобол для полного факторного 
эксперимента с двумя двухуровневыми факто-
рами, где в качестве математического выра-
жения для данного показателя (отклика) была 
взята линейная модель с перекрестным членом 
[2, 10]. После построения этой модели по экспе-
риментальным данным изобола получается как 
геометрическое место точек, имеющих задан-
ное постоянное значение отклика. 

Результаты и обсуждение. Данные оптиче-

ской микроскопии, представленные в таблице 
1, свидетельствуют о том, что оба вида испы-
танных НЧ, отложившихся в глубоких дыха-
тельных путях, вызывают резкое и статисти-
чески значимое увеличение (по сравнению с 
контрольной БАЛЖ) общей клеточности и 
абсолютного числа нейтрофильных лейкоци-
тов (НЛ) и менее выраженное (но при действии 
НЧ оксида никеля тоже статистически значи-
мое) увеличение числа альвеолярных макро-
фагов (АМ). При этом статистически значимо 
и резко повышено по сравнению с контролем 
численное отношение НЛ/АМ, которое являет-
ся косвенным, но высоко информативным по-
казателем цитотоксического действия любых 
интратрахеально введенных или ингалирован-
ных малорастворимых частиц, поскольку его 
увеличение связано с преобладающей мобили-
зацией НЛ в ответ на действие продуктов раз-
рушения АМ [11, 12]. Как видно из таблицы 1, 
по всем четырём показателям реакция на на-
но-NiO превышает реакцию на нано-Mn3O4 (по 
двум из них – статистически значимо), а реак-
ция на комбинированное воздействие Mn3O4 + 
NiO занимает промежуточное положение1. Это 
свидетельствует о более высокой пульмонар-
ной цитотоксичности нано-NiO2 и, вместе с тем, 
указывает на вероятно субаддитивный харак-
тер комбинированной токсичности. 

Последнее предположение подтверждается 
математическим анализом данных, который 
по всем 4 клеточным показателям привёл к по-
строению изобол, выгнутых кверху, что, как 
известно [1, 2, 13], характеризует именно субад-
дитивность (скрытый антагонизм) комбиниро-
ванного действия. Более того, математическое 
моделирование предсказывает, что на уровне 
высоких доз оксида никеля он действует в на-
правлении, как бы противоположном действию 
оксида марганца, что отражается изменением 
наклона изоболы. Всё это иллюстрируется на 
примере показателя НЛ/АМ (рис. 1) 2, 3 

При пк-АСМ фиксированных клеток БАЛЖ 
у крыс, которым были введены оба типа нано-
частиц, обнаружено, что их поверхность, в отли-
чие от почти гладкой поверхности клеток кон-
трольных крыс, испещрена «ямками», которые 
являются следом инвагинации плазматической 
мембраны фагоцита как первой фазы эндоцито-
за частиц (рис. 2). Этот феномен, ранее впервые 
наблюдавшийся нами в экспериментах с нано- и 

1 Между подгруппами, в которых сравниваемые НЧ вводили в разном порядке, различий не было.
2 Об этом же свидетельствовали не приводимые в данной статье результаты другого эксперимента, в котором НЧ сопоставлялись при 
дозировке 0,5 мг на крысу.
3 Отметим, что ранее в исследованиях нашей лаборатории [14] на примере оксида марганца (II) и хромата бария была впервые 
показана субаддитивность как преобладающий тип комбинированного действия полидисперсных микрометровых частиц на 
фагоцитарную реакцию лёгких (в частности, на показатель НЛ/АМ) при интратрахеальном введении, а также на жизнеспособность 
макрофагов «ин витро». 
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микрочастицами магнетита [6,7], серебра [8] и 
золота [8], а также оксида меди [9], свидетель-
ствует о том, что АМ и НЛ, мобилизующиеся 
на свободную поверхность дыхательных путей, 
действительно участвуют в важнейшем механиз-
ме их самоочищения от отложившихся НЧ. 

Во всех этих экспериментах мы находили, что 
средний диаметр «ямок» всегда несколько выше 
среднего диаметра введенных частиц, но корре-
лирует с ним. В данном случае этот средний ди-
аметр (±sx) был равен 45,4 ± 0,6 нм при действии 
НЧ оксида никеля, 44,4 ± 1,6 нм при действии 
НЧ оксида марганца и 42,7 ± 0,7 нм при комбини-
рованном действии НЧ, т.е. практически совпа-
дал, что вполне соответствует близости сред-
них размеров самих НЧ. Среднее число ямок 
на 1 мкм2 поверхности в сравниваемых группах 
также было близким: соответственно 11,5±1,9, 
17,6±2,6 и 16,5±1,5 (в контроле – 1,2±0,3). Этот 
результат отличается от полученных в наших 
экспериментах с другими нанометаллами, в ко-
торых более цитотоксичные НЧ всегда погло-
щались клетками более активно (и потому вы-
зывали образование большего числа «ямок»), 
чем менее цитотоксичные.

К показателям цитотоксического повреж-
дения фагоцитирующих клеток дыхательных 
путей (а возможно, и их эпителия) частицами, 
наряду с цитологическими данными, относят 
также некоторые внеклеточные биохимиче-
ские характеристики БАЛЖ. Так, например, 
существенные различия динамики содержа-
ния лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и N-ацетил-
 -D-глюкозаминидазы наблюдались при хро-

нической ингаляции пыли кварца, асбеста и 

диоксида титана [15]. Активность ЛДГ в БАЛЖ 
через 24 часа после интратрахеального введе-
ния частиц высоко цитотоксичного стандартно-
го кварца DQ12 также была повышена в боль-
шей степени, чем после введения наночастиц 
TiO2, но в гораздо меньшей, чем после введения 
наночастиц кобальта и особенно никеля [16]. В 
другом эксперименте эти же исследователи [17] 
нашли, что через 3 дня после интратрахеально-

Таблица 1
Число клеток в жидкости бронхо-альвеолярного лаважа, проведенного  

через 24 часа после интратрахеального введения стерильной деионизированной  
воды или водных суспензий наночастиц оксидов никеля и/или марганца (М ± m)

Введено

Число клеток (×106)

Нл/AM
всех нейтрофильных лейкоцитов 

(Нл)
альвеолярных 

макрофагов (AM)

Нано-оксид никеля 
nNiO 9,81±1,8* 5,43±1,3* 4,38±0,6* 1,20±0,3*

Нано-оксид марганца 
nMn3O4

4,37±1,4       1,84±0,8* 2,49±0,7 0,67±0,3*

nMn3O4 + nNiO 6,39±1,3* 3,12±0,8* 3,27±0,7* 0,95±0,3*

Вода 1,28±0,5 0,07±0,02 1,21±0,5 0,06±0,01

Примечание: * – статистически значимое отличие от группы «вода»;  – от группы «nNiO» (p – < 0.05 по t Стьюдента).

рис. 1. Изоболы, построенные математической моделью 
комбинированной цитотоксичности наночастиц 
оксидов никеля и марганца. По осям координат – дозы 
в мг, числа возле кривых обозначают тот уровень 
отклика на комбинированное воздействие (в данном 
случае – показателя НЛ/АМ), которому соответствует 
данная изобола.
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Таблица 2
активность некоторых энзимов в жидкости, полученной при бронхоальвеолярном лаваже у крыс 
через 24 часа после интратрахеального введения наночастиц оксидов марганца и/или никеля, 

единицы/литр ((М ± m)

Введено Гамма-глутамилтранспептидаза амилаза лактатдегидрогеназа

Нано-оксид никеля nNiO 3,64±1,05 8,86±2,97 108±41,30

Нано-оксид марганца nMn3O4 2,76±0,67 7,48±1,98 42±8,22

nNiO+ nMn3O4 6,12±2,16 9,16±2,65* 133±46,69*

Вода 1,97±0,31 3,6±0,51 32,5±4,17

Примечание: * – статистически значимое отличие от группы «вода».

Таблица 3
Число клеток в жидкости бронхоальвеолярного лаважа через 24 часа после комбинированного 
интратрахеального введения крысам суспензий наночастиц оксидов марганца и никеля после 

приема БПК или без него (М ± m)

Группы крыс
Число клеток *106

Нл/аМ
общее нейтрофильные лейкоциты (Нл) альвеолярные макрофаги (аМ)

Наноникель+ 
наномарганец 9,6±1,6* 7,17±1,24* 2,3±0,43 3,44±0,62*

Наноникель+ 
наномарганец после БПК 5,7±1,49 3,36±1,38* 2,3±0,29 1,46±0,54*

Контроль на БПК 3,8±0,75 0,67±0,21 3,09±0,64 0,23±0,07

Контроль интактный 3,8±0,9 0,34±0,12 3,4±0,86 0,12±0,05

Примечание: * – статистически значимое отличие от показателя группы «интактный контроль»;
 – статистически значимое отличие от показателя группы «Наноникель+ наномарганец».

го введения никелевых частиц диаметром 20 нм 
существенно большее повышение концентра-
ции ЛДГ (а также общего белка и фактора не-
кроза опухоли – альфа) по сравнению с контро-
лем, чем после введения частиц Ni диаметром 
5 мкм. Мы сами [9] описали подобные сдвиги 
после интратрахеального введения медьсодер-
жащих субмикронных и особенно наночастиц. 
Повышение концентрации лизосомальных эн-
зимов в БАЛЖ обычно объясняют их релизом 
в результате повреждения частицами фаголизо-
сом макрофага, а также эпителиальных клеток. 

Как видно из наших новых данных, приведен-
ных в таблице 2, при действии наночастиц ок-
сидов никеля и марганца, наряду с повышением 
концентрации ЛДГ, была повышена по сравне-
нию с контролем также концентрация двух дру-
гих ферментов, имеющих лизосомальную фрак-

цию (амилазы и гамма-глютамилтрансферазы). 
Однако статистически значимым это повыше-
ние оказалось только при комбинированной 
экспозиции и только по двум показателям (ЛДГ 
и амилаза). При изолированном воздействии 
различие между рассматриваемыми эффекта-
ми NiO и Mn3O4 статистически не значимо, но 
имеет тот же знак, что и по клеточным показа-
телям БАЛЖ (т.е. NiO оказывается однознач-
но более токсичным). Однако, в отличие от 
клеточных показателей, сдвиги биохимических 
данных в группе комбинированного действия 
занимают не промежуточный, а наивысший 
уровень, что позволяет думать о преобладании 
аддитивности эффектов. Действительно, мате-
матический анализ комбинированного действия 
по этим показателям выявил аддитивность (по 
ЛДГ) или лишь небольшое от неё отклонение в 
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сторону либо суб- (по амилазе), либо суперадди-
тивности (по гамма-глютамилтранспептидазе). 

В таблице 3 показаны результаты того экспе-
римента, в котором по цитологическим характе-
ристикам БАЛЖ сравнивалась реакция лёгких 
на комбинированное воздействие наночастиц 
NiO и Mn3O4 у крыс, подготовленных предвари-
тельным пероральным назначением биопротек-
торного комплекса (БПК), и у крыс, его не полу-
чавших. Как видно из этих данных, под влиянием 
БПК за счёт ослабленной мобилизации нейтро-
фильных лейкоцитов был в 2,4 раза статистиче-
ски значимо снижен показатель НЛ/АМ, то есть 
организм реагировал на введенные наночастицы 
как на менее цитотоксичные, что свидетельству-
ет о повышении резистентности к их действию.

Заключение. Показано, что наночастицы ок-
сида никеля (II) обладают, судя как по цитоло-
гической характеристике БАЛЖ, так и по рели-
зу лизосомальных ферментов во внеклеточную 
среду, более высокой лёгочной цитотоксич-
ностью, чем близкие по размеру наночастицы 

оксида марганца (II, III), но фагоцитируются 
примерно в равной степени активно . Их комби-
нированное действие на лёгкие является субад-
дитивным по показателям клеточной реакции, 
в то время как судя по разным биохимическим 
показателям, оно характеризуется либо адди-
тивностью, либо небольшими отклонениями 
от неё в ту или иную сторону. Предварительная 
субхроническая подготовка животных комби-
нацией биопротекторов, направленных как на 
неспецифическое повышение защитной реак-
тивности, так и на некоторые звенья токсико-
динамики никеля и марганца, повысила рези-
стентность организма к цитотоксичности этих 
наночастиц. 

рис. 2. Визуализация с помощью полуконтактной 
атомно-силовой микроскопии топографии поверхности 
альвеолярного макрофага контрольной крысы (А) и после 
интратрахеального введения наночастиц оксида никеля 
(Б), оксида марганца (В) или их комбинации (Г)
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Nickel(II) oxide and multiple manganese species [manganese(II,III) oxide included],  may be jointly 
present in welding fumes submicron fraction. Using laser ablation of 99.99% pure metallic plates in de-
ionized water, suspensions of NiO and Mn3O4 nanoparticles with mean (± ) diameters 30±12 nm and 
32±10 nm respectively were created. Both suspensions were instilled intratracheally to rats, one imme-
diately after another in alternating sequence or separately (another instillation being with water). The 
broncho alveolar lavage fluid (BALF) was obtained 24 h after. The increase in total BALF cells, alveolar 
macrophages (AM) and neutrophil leukocytes (NL) counts and especially in the NL/AM ratio (which is 
a reliable сomparison  index of instilled particles cytotoxicity) was significantly higher at exposure to NiO 
than to Mn3O4. Semi-contact atomic force microscopy of cell surface topography demonstrated active en-
docytosis of   NiO and Mn3O4 nanoparticles by pulmonary phagocytes. The higher pulmonary cytotoxic-
ity of NiO as compared with Mn3O4 nanoparticles  was also shown by increase in some lysosomal enzyme 
activities. Mathematical analysis revealed a sub-additive combined action of NiO and Mn3O4, judging 
by cellular indices, while judging by different biochemical indices additivity, sub-additivity or synergism 
were shown. In rats fed glutamate, glycine, acetyl cysteine, iodide and a Se-containing multivitamin prep-
aration orally during 4 weeks before exposure to NiO+Mn3O4 (0.25 mg each), the latter evoked a signifi-
cantly weaker NL recruitment than in rats so exposed without pretreatment.
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