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Модифицированные хитозаном наночастицы магнетита являются перспективной основой для создания
новых диагностических и терапевтических препаратов. В работе изучены клетки эритроцитарного, грану-
лоцитарного, моноцитарного, лимфоцитарного и тромбоцитарного дифферонов костного мозга поло-
возрелых крыс в течение 120 сут после однократного внутривенного введения суспензии модифицирован-
ных хитозаном наночастиц магнетита (Fe3O4) в дозе 0.14 г на 1 кг массы тела. С использованием световой
микроскопии описана структура гемопоэтических клеток и выполнено морфометрическое исследование
мазков костного мозга, окрашенных по методу Романовского–Гимзы: определён размер клеток (мкм) и
их относительное количество (%). Проведено сравнение биологических эффектов немодифицированных
и модифицированных хитозаном наночастиц магнетита на гемопоэтические клетки костного мозга, пока-
заны преимущества модификации. Модифицированные хитозаном наночастицы магнетита не влияют на
структуру гемопоэтических клеток костного мозга крыс, а их введение вызывает обратимое повышение
относительного количества моноцитов, палочкоядерных и сегментоядерных нейтрофилов, а также поли-
хроматофильных и оксифильных нормобластов.
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В последние десятилетия в связи с интенсивным
развитием нанотехнологий, отмечается рост произ-
водства высокотехнологичных продуктов на основе
наночастиц, который сопровождается увеличением
их влияния на здоровье человека (Gaharwar, Paulraj,
2015). Следует отметить, что современный человек
постоянно сталкивается в повседневной жизни с
воздействием наночастиц, которые могут поступать
в организм ингаляционно, перорально или резорб-
тивно (Oberdoster et al., 2005). Кроме того, использо-
вание наноматериалов в медицинских целях может
сопровождаться их парентеральным введением в ор-
ганизм. Детальное исследование биологических
свойств наноматериала является обязательным эта-
пом изучения любого его вида для биомедицинского
применения (Easo, Mohanan, 2015).

Наночастицы магнетита (НЧМ) являются пер-
спективным материалом для целевой магнитоуправ-
ляемой доставки лекарственных препаратов, ло-
кальной гипертермии, а также разработки контраст-
ных препаратов для магнито-резонансной терапии.
Несмотря на активное изучение и использование
НЧМ в биомедицинских целях, их безопасность яв-
ляется дискуссионной (Oberdoster et al., 2005; Wu et
al., 2010; Couto et al., 2015). Использование НЧМ в
диагностических и терапевтических целях требует
повышения соотношения польза-риск, что обуслав-
ливает необходимость применения НЧМ только по-
сле их предварительной модификации (Couto et al.,
2014).

Данные о токсичности ряда наноматериалов (зо-
лото, оксид титана, углеродные нанотрубки, оксид
железа(III), магнетит), представленные в научной
литературе, получены, главным образом, in vitro (Ea-
so, Mohanan, 2015; Wu et al., 2017). Так, большинство
работ по изучению влияния НЧМ на клетки костно-

Принятые сокращения: НЧМ – наночастицы магнетита (маг-
нитные наносферы); НМ-НЧМ и М-НЧМ – немодифициро-
ванные и модифицированные хитозаном НЧМ соответствен-
но; МНФ – мононуклеарные фагоциты.
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го мозга и форменные элементы крови выполнено
на клеточных культурах (Ruiz et al., 2015). Однако по-
лученные в культуральных исследованиях данные
полностью не отражают возможные эффекты НЧМ
при их введении в организм. В связи с этим требует-
ся изучение биологических свойств НЧМ на орга-
низменном уровне. Сведения о биологических эф-
фектах НЧМ на различные системы организма
крайне противоречивы (Paik et al., 2015). Ввиду того,
что после проникновения в организм распределение
НЧМ осуществляется гематогенно, изучение их вли-
яния на костный мозг представляется наиболее ак-
туальной задачей.

Цель настоящей работы заключалась в описании
структуры клеток основных гемопоэтических диф-
феронов костного мозга и динамики гемопоэза у
крыс после однократного внутривенного введения
суспензии модифицированных хитозаном НЧМ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Приготовление суспензии немодифицированных
наночастиц магнетита (НМ-НЧМ) и модифицирован-
ных наночастиц магнетита (М-НЧМ). Наночастицы
FeO · Fe2O3 (Fe3O4) являются сферическими части-
цами, которые получены механохимическим спосо-
бом в отделе структурной макрокинетики ТНЦ СО
РАН (г. Томск). НЧМ представлены агломератами
размером 200–300 нм, состоящими из слабо связан-
ных друг с другом сферических частиц, средний диа-
метр которых составляет 7 нм. Площадь удельной
поверхности НЧМ 150 м2/г.

Суспензию НМ-НЧМ готовили, растворяя на-
веску сухого порошка НЧМ в водно-солевом стаби-
лизирующем растворе (pH 7.4), содержащем хлорид
натрия, цитрат натрия и динатриевую соль HEPES.
Полученную суспензию подвергали сонификации
(22 кГц) на ультразвуковом дезинтеграторе УЗДН-
2Т (Укрросприбор, Украина) в течение 10 мин для
разрушения агломератов НЧМ. После дезинтегра-
ции суспензию центрифугировали (500 g) в течение
10 мин для осаждения агломератов НЧМ. Суперна-
тант отбирали и фильтровали через поликарбонат-
ные фильтры с диаметром пор 100 нм под избыточ-
ным давлением аргона (15 атм), после чего исполь-
зовали для исследования.

Для приготовления М-НЧМ хитозан растворяли
в 0.06%-ном водном растворе лимонной кислоты.
Раствор хитозана (1 г/л) и стабилизированную сус-
пензию НМ-НЧМ (в соотношении 1 : 1) перемеши-
вали на магнитной мешалке в течение 3-х ч при ком-
натной температуре. Доводили рН полученной сус-
пензии до 7.4 водным раствором гидроксида натрия
(0.1 М), после чего подвергали сонификации на уль-
тразвуковом дезинтеграторе УЗДН-2Т (22 кГц) в те-
чение 10 мин. Суспензию М-НЧМ фильтровали че-
рез поликарбонатные фильтры с диаметром пор

100 нм под избыточным давлением аргона, после че-
го использовали для исследования.

Стандартизация суспензий НМ-НЧМ и М-НЧМ.
Концентрацию НЧМ в суспензиях определяли рент-
гено-флуоресцентным методом по концентрации
атомарного железа на спектрометре Quant’X (Ther-
mo Scientific, Швейцария).

Распределение структурных элементов суспензий
по размерам устанавливали методом динамического
светорассеяния на приборе Zetasizer Nano ZS (Mal-
vern Instruments, Великобритания).

Форму и структуру частиц в суспензиях определя-
ли с помощью трансмиссионного электронного
микроскопа JEM-100 CX II (JEOL, Япония).

Дизайн эксперимента. Исследование проведено на
128 беспородных половозрелых (4 мес.) крысах-сам-
цах, массой 150 ± 30 г, из которых было сформирова-
но 4 группы: 1) интактная группа (24 крысы);
2) группа “Хитозан” (24 крысы), которой вводили
2.5 мл раствора хитозана (6.25 мг на 1 кг массы тела);
3) группа НМ-НЧМ (40 крыс), которой вводили 2 мл
суспензии немодифицированных НЧМ (0.14 г Fe3O4
на 1 кг массы тела); 4) группа М-НЧМ (40 крыс), ко-
торой вводили 2.5 мл суспензии НЧМ, модифици-
рованных хитозаном (Fe3O4 на 1 кг массы тела).

Работа с животными. Раствор хитозана, суспен-
зию НМ-НЧМ и М-НЧМ вводили животным внут-
ривенно через одну из хвостовых вен. Содержание,
питание, уход и выведение крыс из эксперимента
осуществляли в соответствии с Правилами проведе-
ния работ с использованием экспериментальных
животных (Приказ Минздрава РФ № 755 от
12.08.1987 г.). Внутривенные инъекции крысам про-
водили в фиксаторе Когана. Выведение крыс из экс-
перимента осуществляли путём асфиксии углекис-
лым газом через 1, 7, 14, 21, 40, 60, 90 и 120 сут после
инъекции. Взятие костного мозга у животных всех
4-х групп производили в одни и те же сроки.

Приготовление гематологических препаратов. Из
костного мозга грудины крыс в течение 2–3 мин по-
сле смерти животного готовили мазки, которые вы-
сушивали, фиксировали в абсолютном метаноле и
окрашивали азуром II и эозином по методу Рома-
новского−Гимзы. Из костного мозга каждого живот-
ного готовили по 3 мазка. Окрашивание мазков
костного мозга проводили согласно инструкции
производителя раствора азур-эозин по Романовско-
му (МиниМед-Р, Россия).

Исследование гематологических препаратов. Ис-
следование окрашенных мазков костного мозга осу-
ществляли с помощью светового микроскопа Axio-
scope 40 (Zeiss, Германия) с использованием объекти-
ва 100× с масляной иммерсией). На препаратах
костного мозга крыс оценивали структуру гемопоэти-
ческих клеток и подсчитывали миелограмму. Для
определения миелограммы считали не менее 1000 кле-
ток мазка костного мозга по правилу меандров. Фо-
тосъемку препаратов костного мозга выполняли с
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помощью цифровой камеры Canon G5 (Canon, Япо-
ния). Определение размеров клеток костного мозга
проводили по фотографиям с помощью программы
ImageJ 1.48 (NIH Image, США).

Статистическая обработка результатов. Использо-
вали программу “SPSS 17.0” (IBM, США). Результа-
ты представлены в виде медианы (Ме), а также ниж-
него (Q25) и верхнего (Q75) квартилей. Так как распре-
деление не соответствовало нормальному (критерий
Шапиро−Уилкса), то для выяснения достоверности
различий морфометрических показателей между экс-
периментальными группами использовали критерий
Манна−Уитни для независимых выборок (Р < 0.05).
Для сравнения параметров внутри групп применя-
ли критерий Вилкоксона для зависимых выборок
(Р < 0.05).

Реактивы: азур-эозин по Романовскому (Мини-
Мед-Р, Россия), гидроксид натрия (РЕАХИМ, Рос-
сия), динатриевая соль HEPES (AppliChem GmbH,
Германия), лимонная кислота (РЕАХИМ, Россия),
хитозан (Sigma Aldrich, Япония), хлорид натрия (РЕ-
АХИМ, Россия), цитрат натрия (РЕАХИМ, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эритроцитарный дифферон. Нами не выявлено
нарушения структуры клеток эритроцитарного диф-
ферона крыс ни в одной из экспериментальных
групп в течение 120 сут. Относительное количество
клеток эритроцитарного дифферона в костном моз-
ге крыс представлено в табл. 1. В мазках костного
мозга крыс всех 4-х групп в течение всего экспери-
мента определяются следующие клетки эритроци-
тарного дифферона: эритробласты, пронормобла-
сты, а также базофильные, полихроматофильные и
оксифильные нормобласты. Средний диаметр соот-
ветствующих клеток крыс всех экспериментальных
групп в исследуемые сроки не изменяется.

Эритробласты. Это круглые крупные клетки с
диаметром в среднем 14.00 (13.33; 15.23) мкм с
ультрабазофильной цитоплазмой и крупным круг-
лым ядром, в котором преобладает эухроматин
(структура хроматина сетчатая, содержится 1–2 яд-
рышка) (рис. 1а).

Пронормобласты – круглые клетки диаметром в
среднем 10.70 (10.15; 11.95) мкм с базофильной цито-
плазмой и крупным круглым ядром, в котором пре-
обладает эухроматин сетчатой структуры, и ядрыш-
ки не определяются.

Таблица 1. Динамика относительного количества клеток эритроцитарного дифферона и дифферона нейтрофила в
костном мозге крыс в различные сроки после внутривенного введения немодифицированных (НМ-НЧМ) и модифи-
цированных хитозаном (М-НЧМ) наночастиц, а также хитозана

Результаты представлены в виде медианы, в скобках указаны значения нижнего и верхнего квартилей (Q25; Q75). 
a Отличие от соответствующего показателя крыс интактной группы; б отличие от соответствующего показателя крыс группы НМ-
НЧМ; в отличие от показателя предыдущего срока этой же группы. Уровень значимости Р < 0.05.

Группа
Экспериментальный срок, сут

1 7 14 21 40 60 90 120

Относительное количество клеток эритроцитарного дифферона, %
Интактная 33.2

(27.2; 40.4)
45.6

(40.8;49.7)
46.7

(37.4; 57.7)
36.6

(29.6; 48.1)
37.8

(33.0; 47.1)
35.6

(34.3; 47.5)
45.5

(31.3; 55.4)
40.2

(30.5; 43.1)
Хитозан 34.5

(29.1; 43.1)
35.4

(27.0; 40.9)
35.6

(26.3; 44.8)
36.4

(26.3; 41.5)
36.6

(25.9; 43.1)
34.4

(30.6; 38.9)
35.8

(24.6; 37.4)
37.0

(30.9; 40.6)
НМ-НЧМ 29.6 a

(21.8; 40.1)
29.5a

(21.8; 35.4)
23.0a

(19.5; 53.8)
34.6

(21.2; 38.2)
35.0

(34.1; 44.0)
42.0

(28.8; 46.0)
35.6

(32.0; 49.3)
39.4

(31.6; 46.1)

М-НЧМ 34.5
(26.3; 36.8)

32.2
(28.2; 40.2)

36.0
(28.2; 41.8)

29.0a

(25.8; 39.5)
28.1a

(26.6; 33.2)
28.7a

(26.9; 32.3)
31.4

(24.1; 43.1)
32.3

(25.3; 46.8)

Относительное количество клеток дифферона нейтрофила, %
Интактная 34.5

(28.4; 47.4)
36.1

(28.9; 45.8)
36.0

(32.4; 39.0)
36.0 

(32.9; 39.8)
34.5 

(28.7; 47.8)
36.1

(26.0; 40.4)
37.0

(31.2; 43.4)
35.0

(29.8; 43.6)
Хитозан 38.0

(32.7; 44.0)
34.4

(28.7; 42.4)
38.4

(17.7; 45.3)
48.2а

(43.5; 50.7)
39.9а

(33.6;50.3)
48.6а

(42.5; 53.2)
37.2

(34.5; 42.7)
35.6

(32.9; 39.4)

НМ-НЧМ 55.0a

(41.5; 69.5)
50.6a

(39.2; 57.8)
35.0в

(30.5; 42.6)
36.0

(33.3; 37.5)
36.0a, б

(27.0; 43.6)
35.0

(31.2; 41.1)
34.0

(26.7; 38.2)
35.5

(33.4; 41.4)

М-НЧМ 37.5
(33.5; 40.5)

39.8
(35.0; 41.0)

44.2
(27.5; 47.0)

54.6a, б, в

(49.3; 58.2)
55.3

(51.0; 59.2)
55.4a, б

(51.4; 60.7)
33.5в

(29.3; 49.6)
35.5

(25.6; 64.6)
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Базофильные нормобласты – круглые мелкие
клетки диаметром в среднем 9.30 (8.40; 9.90) мкм с
умеренно базофильной цитоплазмой и круглым яд-
ром, в котором преобладает гетерохроматин (струк-
тура хроматина зернистая, ядрышки не определяют-
ся) (рис. 1б).

Полихроматофильные нормобласты – круглые
мелкие клетки диаметром в среднем 7.25 (6.90; 7.80)
мкм. Цитоплазма – полихромная (слабо базофиль-
ная или серо-розоваяй) ядро – круглое, в котором
преобладает гетерохроматин (структура хроматина
плотная, ядрышки не определяются) (рис. 1б).

Оксифильные нормобласты – круглые мелкие
клетки диаметром в среднем 6.45 (5.98; 6.83) мкм с
оксифильной цитоплазмой и круглым пикнотич-
ным ядром.

Введение НМ-НЧМ сопровождается снижением
через 1 и 7 сут относительного количества полихро-
матофильных и оксифильных нормобластов, по
сравнению с аналогичным показателем интактных
крыс. Модифицированные хитозаном М-НЧМ вы-
зывают аналогичные изменения клеток эритроци-
тарного дифферона (рис. 2), но на более поздних
сроках (с 14 по 40 сут).

Гранулоцитарный дифферон. Нами не выявлено
нарушения структуры клеток гранулоцитарного
дифферона костного мозга крыс ни в одной из экспе-
риментальных групп в течение 120 сут. Гранулоцитар-
ный дифферон в костном мозге крыс представлен ми-
елобластами, промиелоцитами (нейтрофильными,
эозинофильными и базофильными), миелоцитами
(нейтрофильными, эозинофильными и базофиль-
ными), метамиелоцитами (нейтрофильными, эози-
нофильными и базофильными), палочкоядерными
и сегментоядерными гранулоцитами (нейтрофила-
ми, эозинофилами и базофилами).

Миелобласты. Это округлые клетки диаметром в
среднем 15.70 (14.30; 16.30) мкм. Цитоплазма – базо-

фильная, в ней могут встречаться единичные азуро-
фильные гранулы, ядро – крупное круглое, в кото-
ром преобладает эухроматин (структура хроматина
сетчатая, есть 1–2 ядрышка).

Промиелоциты – крупные округлые клетки диа-
метром в среднем 17.30 (16.60; 18.80) мкм с крупным
центрально расположенным ядром (хроматин имеет
более грубую структуру, чем у миелобласта), содер-
жащем 1–2 ядрышка. В обильной слабо базофиль-
ной цитоплазме определяется азурофильная зерни-
стость и появляются специфическая зернистость,
которая у нейтрофилов представлена мелкими (пы-
левидными) оксифильными гранулами (нейтро-
фильная зернистость), у эозинофилов – крупными
оксифильными гранулами (эозинофильная зерни-
стость), у базофилов – крупными базофильными гра-
нулами (базофильная зернистость). Предшественники
нейтрофилов и эозинофилов со стадии промиелоцита
представлены двумя формами клеток: с круглыми и то-
ровидными или кольцевидными ядрами.

Миелоциты – округлые клетки диаметром в сред-
нем 14.60 (13.60; 15.90) мкм с бобовидным или торо-
видным, эксцентрично расположенным ядром
(структура хроматина грубая, ядрышки не определя-
ются). Цитоплазма – голубовато-розовая с хорошо
выраженной специфической зернистостью. Азуро-
фильная зернистость не определяется (рис. 1а, б).

Метамиелоциты – округлые клетки диаметром в
среднем 12.90 (12.15; 13.80) мкм с бобовидным или
кольцевидным, эксцентрично расположенным яд-
ром (структура хроматина глыбчатая, ядрышки от-
сутствуют). В розовой цитоплазме хорошо определя-
ется специфическая зернистость (рис. 1а).

Палочкоядерные нейтрофилы всех эксперимен-
тальных групп – округлые клетки диаметром в сред-
нем 11.40 (10.20; 12.25) мкм с незамкнутым или коль-
цевидным несегментированным ядром (рис. 1а).

Рис. 1. Костный мозг крысы из группы, которой вводили суспензию НЧМ, модифицированных хитозаном (М-НЧМ), через
7 (а) и (б) 40 сут. Эритробласт (1), базофильный нормобласт (2), полихроматофильный нормобласт (3), нейтрофильный ми-
елоцит (4), нейтрофильный метамиелоцит (5), эозинофильный метамиелоцит (6), палочкоядерный нейтрофил (7), сегменто-
ядерный нейтрофил (8), лимфоцит (9), моноцит (10). Окраска: азур II–эозин.
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Сегментоядерные нейтрофилы крыс всех 4-х групп
представляют собой округлые клетки диаметром в
среднем 11.40 (10.86; 12.12) мкм с сегментированным
незамкнутым гиперхромным ядром, имеющем 4–5 пе-
ретяжек (рис. 1б).

Цитоплазма нейтрофилов слабо оксифильна и
заполнена большим количеством мелких оксифиль-
ных гранул. Повышение относительного количества
нейтрофилов и их предшественников в костном
мозге крыс после введения М-НЧМ отмечается в те-
чение 21–40 сут (рис. 3). Относительное количество
клеток дифферона нейтрофила в костном мозге
крыс в течение эксперимента у животных исследо-
ванных групп представлено в табл. 1.

На мазках костного мозга крыс всех эксперимен-
тальных групп определяются эозинофильные про-
миелоциты, эозинофильные миелоциты, эозино-
фильные метамиелоциты, палочкоядерные и сег-
ментоядерные эозинофилы.

Палочкоядерные эозинофилы (9.40 (9.00; 11.65) мкм
в диаметре) представлены в мазках клетками с неза-
мкнутым или кольцевидным несегментированным
ядром. Сегментоядерные эозинофилы (11.93 (11.76;
12.42) мкм в диаметре) имеют незамкнутое сегмен-
тированное гиперхромное ядро. Палочкоядерные и
сегментоядерные эозинофилы содержат в цитоплаз-
ме большое количество крупных интенсивно окси-
фильных гранул.

Клетки дифферона базофила определяются в маз-
ках костного мозга крыс в течение эксперимента в
небольшом количестве и представлены базофиль-
ными промиелоцитами, базофильными миелоцита-
ми, базофильными метамиелоцитами, палочкоядер-
ными и сегментоядерными базофилами.

Динамика относительного количества клеток
дифферона эозинофила и дифферона базофила в те-
чение 120 сут эксперимента представлена на рис. 4.

Рис. 2. Динамика относительного количества клеток (%) эритроцитарного дифферона в костном мозге интактных крыс и
крыс, которым вводили суспензию или хитозана (Хитозан), или немодифицрованных НЧМ (НМ-НЧМ), или модифициро-
ванных хитозаном НЧМ (М-НЧМ), в течение 120 сут. Здесь и на рис. 3, 4: результаты представлены в виде медианы (Me) и
нижнего (Q25) и верхнего (Q75) квартилей; достоверность различий соответствующих показателей при Р < 0.05 показана бук-
вами: от интактной группы (а), от группы НМ-НЧМ (б), от показателя предыдущего срока той же группы (в).
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Моноцитарный дифферон. Клетки моноцитарного
дифферона костного мозга крыс 4-х эксперимен-
тальных групп представлены монобластами, промо-
ноцитами и моноцитами. Монобласты костного
мозга крыс всех групп представлены крупными
округлыми клетками (15.15 (13.5; 17.18) мкм в диа-
метре) с центрально расположенным ядром, имею-
щим хроматин нежно сетчатой структуры и 1–3 яд-
рышка. Цитоплазма монобласта базофильна, лишена
гранул и в виде узкой каймы окружает ядро. Промо-
ноциты – округлые клетки (13.20 (12.55; 14.20) мкм в
диаметре) с одним бобовидным крупным ядром, ко-
торое смещено на периферию. В ядре определяются
хроматин более грубой структуры, чем у монобласта
и 1–2 ядрышка. Цитоплазма имеет серо-голубой
цвет и окружает ядро в виде широкой каймы.

Моноциты костного мозга крыс всех групп явля-
ются крупными округлыми клетками (13.87 (12.24;
14.61) мкм в диаметре) с овальным или бобовидным
ядром, в котором преобладает эухроматин. Слабо
базофильная цитоплазма моноцитов хорошо выра-

жена и содержит единичные азурофильные гранулы
(рис. 1а). Повышение относительного количества
моноцитов и их предшественников в костном мозге
крыс после введения М-НЧМ отмечается в течение
40 сут. В мазках костного мозга также присутствует
небольшое количество макрофагов (15.50 (14.95;
16.35) мкм в диаметре), количество которых не отли-
чается у крыс экспериментальных групп и не изме-
няется в течение 120 сут.

Лимфоцитарный дифферон. Клетки лимфоцитар-
ного дифферона в костном мозге крыс всех экспери-
ментальных групп представлены лимфобластами,
пролимфоцитами и лимфоцитами. Лимфобласты –
округлые клетки (9.90 (9.38; 10.68) мкм в диаметре) с
одним крупным круглым, центрально расположен-
ным ядром (структура хроматина нежно сетчатая,
определяется 1–2 ядрышка). Слабо базофильная ци-
топлазма лимфобласта имеет светлую перинуклеар-
ную зону и окружает ядро в виде умеренно выражен-
ной каймы. Пролимфоциты – округлые клетки (8.50
(7.80; 8.70) мкм в диаметре) с одним крупным круг-

Рис. 3. Динамика относительного количества клеток (%) дифферона нейтрофила в костном мозге крыс интактных и в экспе-
риментальных группах в течение 120 сут. Все объяснения те же, что и к рис. 2.
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лым или овальным, центрально или периферически
расположенным ядром (структура хроматина тонко-
петлистая и мелкоглыбчатая, могут определяться 1–
2 ядрышка). Цитоплазма пролимфоцита умеренно вы-
ражена и слабо базофильна. Лимфоциты костного
мозга крыс всех экспериментальных групп представле-
ны мелкими круглыми клетками (8.67 (8.00; 10.16) мкм
в диаметре) с крупным гиперхромным округлым яд-
ром, которое окружено узкой полоской базофиль-
ной цитоплазмы (рис. 1б). В цитоплазме лимфоци-
тов встречаются единичные азурофильные гранулы.

Плазматические клетки. Эти клетки также опре-
деляются в костном мозге крыс. Они представляют
собой округлые клетки (11.00 (10.55; 12.80) мкм в
диаметре) с мелким эксцентрично расположенным
ядром и базофильной цитоплазмой. Ядро плазмоци-
тов часто имеет характерную структуру – гетерохро-
матин формирует радиальные тяжи. Мы не наблю-
дали изменения их относительного количества у
крыс в течение эксперимента ни в одной из групп.

Относительное количество клеток моноцитарно-
го и лимфоцитарного дифферонов в костном мозге
крыс всех экспериментальных групп в течение экс-
перимента представлено на рис. 4.

Тромбоцитарный дифферон. На мазках костного
мозга крыс тромбоцитарный дифферон характери-
зовали по структуре и количеству мегакариоцитов.
Мегакариоциты крыс всех экспериментальных
групп в течение 120 сут представлены крупными
клетками (49.90 (37.75; 69.65) мкм в диаметре) непра-
вильной формы с крупным дольчатым ядром и
обильной слабо базофильной цитоплазмой, содер-
жащей мелкие оксифильные гранулы. Относитель-
ное количество мегакариоцитов у крыс не меняется
в течение эксперимента, не отличается между экспе-
риментальными группами и не превышает 0.4%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Активное биомедицинское исследование НЧМ

определяется их многофункциональностью, малым

Рис. 4. Динамика относительного количества клеток (%) лимфоцитарного и моноцитарного дифферонов, а также дифферо-
нов эозинофила и базофила в костном мозге крыс интактных и крыс в экспериментальных группах в течение 120 сут. Все объ-
яснения те же, что и к рис. 2.
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размером частиц, низкой токсичностью (LD50 со-
ставляет приблизительно около 1 г на 1 кг массы те-
ла), суперпарамагнитными свойствами и биосовме-
стимостью (Couto et al., 2014; Wu et al., 2017). В вод-
ных растворах НМ-НЧМ подвергаются агрегации,
что уменьшает время их циркуляции в крови, за-
трудняет выведение из организма и сопровождается
накоплением в клетках (Chen et al., 2018). Модифи-
кация поверхности препятствует агрегации НЧМ,
предотвращает интернализацию НЧМ или способ-
ствует ей, а также препятствует образованию сво-
бодных ионов железа, снижая токсичность нанома-
териала (Couto et al., 2015; Wu et al., 2017; Chen et al.,
2018). Для модификации поверхности НЧМ часто
используют биодеградируемые полимеры (декстран,
крахмал, полиакриловую кислоту, полимолочнуюя
кислоту и др.) (Wu et al., 2017).

Несмотря на длительное изучение биологических
свойств НЧМ, многие аспекты их влияния на орга-
низм (гемосовместимость, цитотоксичность) неод-
нозначны и требуют индивидуального исследова-
ния. Противоречивость сведений о биологических
эффектах НЧМ объясняется широким варьировани-
ем их физико-химическими свойств в зависимости
от размера, формы и заряда частиц, площади удель-
ной поверхности, способа поверхностной модифи-
кации, химических особенностей покрытия и др.
(Paik et al., 2015; Chen et al., 2018). Модифицирован-
ные НЧМ должны обладать низкой реакционной
способностью и токсичностью, а также высокой
биосовместимостью и биоэлиминацией.

Применение в нашем исследовании НЧМ в дозе
0.14 г/кг, которая превышает планируемую для них
терапевтическую дозу, связано со стремлением к вы-
явлению негативных эффектов модифицированных
хитозаном НЧМ. Следует отметить, что аналогич-
ную дозу НЧМ мы использовали в предварительных
исследованиях биологических свойств НЧМ (Миль-
то, Суходоло, 2012). В настоящее время модифици-
рованные НЧМ используются в медицине в качестве
препаратов для визуализации магнито-резонансной
томографии (Endorem®, Resovist®, Combidex®
и др.). Для сравнения: рекомендованная доза препа-
рата Endorem (Guerbert) составляет 0.56 мг Fe3O4 на
1кг массы тела (Ruiz et al., 2015).

Одним из перспективных биодеградируемых
природных соединений для поверхностной модифи-
кации наноматериалов является полисахарид хито-
зан. Данные литературы указывают на отсутствие у
него токсического действия на клетки: так для лабо-
раторных мышей LD50 хитозана при пероральном
введении составляет 16 г/кг (Agnihotri et al., 2004).

Стабилизирующий раствор, который использует-
ся в нашем исследовании, не обладает цитотоксич-
ностью, так как его компоненты традиционно ис-
пользуются при культивировании клеток (Мильто,
Суходоло, 2012; Paik et al., 2015).

Костный мозг является основным органом крове-
творения и центральным органом иммунной системы
крыс, который обеспечивает дифференцировку эрит-
роцитов, гранулоцитов, моноцитов, лимфоцитов,
тромбоцитов, а также тучных и миелоидных дендрит-
ных клеток. В костном мозге крыс мы описывали
структуру клеток эритроцитарного, гранулоцитарного,
моноцитарного, лимфоцитарного и тромбоцитарного
дифферонов, которые возможно идентифицировать
при использовании стандартных гематологических
методов окрашивания (азур II-эозин), но есть еще
клетки 4-, 5- и 6-ого классов по схеме кроветворения
Воробьева−Черткова. Взаимодействие НЧМ с клет-
ками костного мозга сопровождается влиянием нано-
частиц на пролиферацию, метаболическую актив-
ность, секрецию цитокинов и гибель гемопоэтиче-
ских клеток (Gaharwar, Paulraj, 2015).

Наблюдаемое в работе увеличение относительно-
го количества полихроматофильных и оксифильных
нормобластов свидетельствует об активации эритро-
поэза у крыс после введения модифицированных хи-
тозаном НЧМ. Активация эритропоэза может являть-
ся компенсаторной реакцией на внутрисосудистый
гемолиз эритроцитов. Так, показано, что инкубация
эритроцитов с НЧМ приводит к повреждению плаз-
молеммы эритроцитов и изменению их морфометри-
ческих параметров, сдвигу эритрограммы в сторону
предгемолитических форм (Плескова и др., 2017).

Другой причиной активации эритропоэза может
быть увеличение содержания ионов железа в орга-
низме крыс, связанное с метаболизированием НЧМ
в клетках системы мононуклеарных фагоцитов
(МНФ). Показано, что макрофаги обеспечивают
внутриклеточную деградацию НЧМ с переводом же-
леза в ионную форму и депонированием его в составе
ферритина (Wu et al., 2010; Wu et al., 2017; Chen et al.,
2018). Стимулирование клеток эритроцитарного
дифферона также можно объяснить влиянием цито-
кинов, выделяемых клетками системы МНФ после
фагоцитоза НЧМ. Например, модифицированные
алкилполиэтиленимином наночастицы оксида же-
леза (III), индуцируют синтез и секрецию макрофа-
гами разных интерлейкинов (ИЛ1β, ИЛ6, ИЛ8,
ИЛ10) и фактора некроза опухолей (Chen et al., 2018).
Более краткосрочное (1–14 сут) влияние на эритро-
поэз крыс после введения немодифицированных
НЧМ по сравнению с модифицированными хитоза-
ном НЧМ, объясняется меньшим временем их цир-
куляции в крови вследствие фагоцитоза клетками
системы МНФ печени и селезeнки.

Данные о влиянии модифицированных НЧМ на
гранулоцитарный дифферон противоречивы. Так,
внутривенное введение модифицированных поли-
этиленгликолем НЧМ сопровождается увеличением
количества лейкоцитов в крови крыс (Ruiz et al.,
2015). Тогда как инкубация модифицированных по-
лиакриламидом или полиакриловой кислотой НЧМ
с нейтрофилами крови человека стимулирует апо-
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птоз нейтрофилов, повышая активность каспазы 3
(Couto et al., 2014).

В нашем исследовании после введения суспензий
НЧМ наблюдается увеличение относительного ко-
личества нейтрофилов и их предшественников, что
связано с их участием в элиминации НЧМ из орга-
низма. НМ-НЧМ вызывают активацию нейтрофи-
лопоэза через 1–14 сут, при этом их эффект более
выраженный и краткосрочный по сравнению с
НЧМ, модифицированными хитозаном, которые
повышают относительное количество клеток диф-
ферона нейтрофила в течение 21–60 сут.

Следует отметить, что внутривенное введение
раствора хитозана также сопровождается активаци-
ей нейтрофилопоэза у крыс, обусловленной участи-
ем нейтрофилов в гидролизе этого полисахарида за
счeт наличия лизоцима и хитиназ (Aiba, 1992; Kzhys-
hkowska et al., 2007). Вследствие этого, отчасти увели-
чение относительного количества клеток дифферона
нейтрофила после введения модифицированных хи-
тозаном НЧМ в настоящей работе обусловлено влия-
нием хитозана. Внутривенное введение НЧМ не со-
провождается изменением относительного количе-
ства клеток дифферонов эозинофила и базофила по
сравнению с аналогичными показателями животных
интактной группы в течение 120 сут. Особенностью
гранулоцитарного дифферона крыс является нали-
чие наряду с типичными предшественниками грану-
лоцитов клеток, имеющих кольцевидные ядра (ха-
рактерно только для предшественников нейтрофи-
лов и эозинофилов). Кроме того, нейтрофилы и их
предшественники имеют оксифильную специфиче-
скую зернистость (Bolliger, 2004).

Моноциты и их предшественники (монобласты,
промоноциты) представлены в костном мозге ин-
тактных крыс в небольшом количестве. Следует от-
метить, что предшественники моноцитов довольно
трудно достоверно идентифицировать в мазках
костного мозга при окраске по методу Романовско-
го−Гимзы (Bolliger, 2004). Увеличение относительно-
го количества клеток моноцитарного дифферона в
костном мозге крыс после введения суспензий НЧМ
объясняется участием этих клеток в элиминации
НЧМ из организма. Более продолжительное повыше-
ние относительного количества клеток моноцитар-
ного дифферона после введения М-НЧМ (1–40 сут)
по сравнению с НМ-НЧМ (1–14 сут) объясняется
влиянием хитозана, который является естественным
стимулятором моноцитов и макрофагов.

Следует отметить, что покрытие хитозаном спо-
собствует увеличению времени циркуляции НЧМ в
крови и их более длительному поглощению клетка-
ми системы МНФ. Помимо этого, имеет место пря-
мое (взаимодействие с НЧМ) и опосредованное
(действие цитокинов) влияние НЧМ на клетки диф-
ферона моноцита. Так, при добавлении НЧМ, моди-
фицированных декстраном, в культуру моноцитов, в
цитоплазме последних определяются свободные

НЧМ и НЧМ в составе везикул. Содержание железа
внутри моноцита через 24 ч инкубации с НЧМ воз-
растет с 0.07 до 5 пг (Paik et al., 2015; Chen et al., 2018).

Количество лимфоцитов и их предшественников
(лимфобласты, пролимфоциты) в костном мозге за-
висит от возраста животного: у молодых крыс отно-
сительное количество лимфоцитов больше, чем у
взрослых животных. При подсчете клеток лимфоци-
тарного дифферона необходимо указывать возраст
животного (Bolliger, 2004). Лимфобласты и пролим-
фоциты присутствуют в костном мозге в незначи-
тельном количестве, их достоверная идентификация
при использовании рутинных методов гематологиче-
ского окрашивания затруднена. Внутривенное введе-
ние НЧМ не сопровождается изменением относи-
тельного количества клеток лимфоцитарного диффе-
рона костного мозга по сравнению с аналогичными
показателями животных интактной группы, что объ-
ясняется незначительным участием этих клеток в
элиминации НЧМ.

Итак, НЧМ, модифицированные хитозаном, не
влияют на структуру гемопоэтических клеток кост-
ного мозга крыс, а их применение сопровождается
обратимыми изменениями гемопоэза, которые свя-
заны с увеличением относительного количества кле-
ток, участвующих в элиминации НЧМ.
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Hematopoeitic Cells of Rat Bone Marrow after Intravenous Application 
of Chitosan Modified Nanomagnetite

I. V. Miltoa, b, *, N. M. Shevtsovaa, V. V. Ivanovaa, О. N. Serebrjakovaa, R. M. Takhauovb, and I. V. Suhodoloa
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Chitosan modified nanomagnetite are basis for the development of new diagnostic and therapeutic drugs. We stud-
ied cells of erythroid, granulocytic, monocytic, lymphocytic and platelet differentiation lines of bone marrow of ma-
ture rats for 120 days after single intravenous injection of suspension chitosan modified nanomagnetite (Fe3O4)
(dose of 0.14 g/kg of body weight). Structure of hematopoietic cells is descrLibed and morphometric study of smears
of bone marrow stained by the Romanovsky-Giemsa method is performed: the cell size (μm) and their relative num-
ber (%) are determined. The biological effects of unmodified and chitosan modified nanomagnetite on bone marrow
hematopoietic cells are compared. Chitosan modified nanomagnetite does not affect on structure of rat bone mar-
row hematopoietic cells. The injection of chitosan modified nanomagnetite induces temporary increase of relative
number of monocytes, nonsegmented and segmented neutrophils, polychromatophilic and oxyphilic normoblasts.

Keywords: modified chitosan of nanomagnetite, hematopoietic cells, bone marrow of rats
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