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Среди всего многообразия отдельный интерес представляют наночастицы на основе оксида железа
ввиду наличия магнитных свойств, возможности придания им необходимых физико-химических
свойств, а также модификации их поверхности биосовместимыми, биоактивными материалами, ли-
гандами и антителами. Важным аспектом, определяющим возможность и спектр клинического приме-
нения наночастиц, является профиль биосовместимости. Учитывая опосредованный активными фор-
мами кислорода (АФК) механизм в реализации токсического эффекта наночастиц, особое внимание
на этапе их разработки для биомедицинских применений должно уделяться оценке их безопасности с
позиции развития окислительного стресса. В связи с этим в данной работе было изучено дозозависи-
мое влияние наночастиц магнетита (МНЧ), модифицированных различными оболочками (на основе
полилактида, полисахарида и альбумина), на генерацию АФК, стимулированными клетками крови че-
ловека, а также на динамику индуцированного окислительного гемолиза эритроцитов. Установлено,
что МНЧ с оболочкой из полилактида, альбумина и полисахарида в диапазоне всех используемых кон-
центраций (0.1–2.0 мг/мл) в условиях всего периода инкубации (0–180 мин) не влияют на кинетику хе-
милюминесцентного ответа, обеспечивая при этом однонаправленное, но различное по выраженности
снижение максимальной интенсивности индуцированной хемилюминесценции и суммарной выра-
ботки АФК. Все виды исследуемых наночастиц в ряду концентраций 1.0–2.0 мг/мл обеспечивают до-
зозависимое усиление данного влияния. В условиях индуцированной генерации АФК различные обо-
лочки МНЧ не обусловливают изменения оказываемых эффектов, регулируя лишь их интенсивность.
Максимальным эффектом обладают МНЧ с оболочкой из полилактида.

Ключевые слова: наночастицы магнетита, оболочка, цельная кровь, индуцированная хемилюминесцен-
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ВВЕДЕНИЕ

Наноматериалы обладают целым рядом свойств,
обусловливающих их пригодность для широкого
спектра биомедицинских применений. Наноча-
стицы характеризуются наноразмерностью (от 1 до
100 нм) и большой площадью поверхности, кото-
рые в значительной степени определяют их уни-
кальные физико-химические свойства. На сего-

дняшний день большое количество наночастиц на-
ходится на стадии разработки [1–3], в то время как
их отдельные виды уже используются в клиниче-
ской практике или находятся на стадии клиниче-
ских испытаний [4, 5]. Среди всего многообразия
отдельный интерес представляют наночастицы на
основе оксида железа ввиду наличия магнитных
свойств, возможности придания им необходимых
для обеспечения конкретного биологического эф-
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фекта физико-химических свойств за счет измене-
ний условий синтеза, а также модификации их по-
верхности биосовместимыми, биоактивными ма-
териалами, лигандами и антителами [6, 7]. Кроме
того, магнитные свойства наноразмерного оксида
железа обусловливают их многофункциональ-
ность, поскольку определяют возможность их на-
грева для обеспечения магнитной гипертермии,
применяющейся для деструктивного воздействия
на опухоль [8], а также возможность управления их
накоплением в определенных участках тела с по-
мощью приложенного внешнего магнитного поля
в рамках обеспечения адресной доставки лекар-
ственных средств [9]. Сочетание диагностических
свойств [10] с возможностью обеспечения адрес-
ной доставки лекарств позволяет рассматривать
наночастицы магнетита (МНЧ) в качестве пер-
спективных агентов для тераностики, предполага-
ющих совмещение терапевтического воздействия с
отслеживанием результатов лечения [11].

Ключевым аспектом, определяющим возмож-
ность и спектр клинического применения наноча-
стиц, является профиль биосовместимости, харак-
теризующий характер и выраженность взаимодей-
ствия наночастиц с биологическими структурами
на уровне клеток, тканей и органов. С учетом клю-
чевой роли опосредованного активными формами
кислорода (АФК) механизма в реализации токси-
ческого эффекта наночастиц, особое внимание на
этапе их разработки для биомедицинских приме-
нений должно уделяться оценке их безопасности с
позиции развития окислительного стресса [12]. Из-
вестно, что биологический эффект наночастиц
определяется множеством факторов, среди кото-
рых можно выделить размер, форму, характеристи-
ку поверхности, а также наличие оболочки и ее ка-
чественный состав [13].

Ранее в условиях in vitro и in vivo было показано
ингибирующее время- и дозозависимое влияние
МНЧ с немодифицированной поверхностью и по-
крытых различными оболочками, на выработку сво-
бодных радикалов. Полученные результаты позво-
лили предполагать вероятность связывания указан-
ными наночастицами АФК, а также возможную
взаимосвязь эффекта с качественным составом обо-
лочки наночастиц [14, 15]. Между тем в другой ра-
боте [16] было показано, что МНЧ с различными
оболочками обеспечивают усиление выработки
АФК клетками цельной крови.

Для того, чтобы составить представление о воз-
можных ингибирующих эффектах наночастиц окси-
да железа, модифицированных различными оболоч-
ками, в отношении генерации АФК, необходимо
изучить их эффекты в условиях стимулированной
выработки АФК с сопоставлением полученных ре-
зультатов с характеристиками наночастиц, их до-
зой, а также длительностью воздействия.

Целью данной работы явилось сравнительное
изучение дозозависимого влияния МНЧ с различ-
ными оболочками на динамику генерации АФК
стимулированными клетками крови человека, а
также на динамику гемолиза эритроцитов в усло-
виях индуцированного окислительного стресса.
Для модификации поверхности МНЧ были выбра-
ны оболочки на основе сложного полиэфира мо-
лочной кислоты, поликонденсированной глюкозы
и на основе сывороточного альбумина. Выбор обо-
лочек обусловлен относительной изученностью,
биоразлагаемостью и степенью биосовместимости
данных полимеров, позволяющих использовать их
в медицинских целях, в том числе и в качестве
средства адресной доставки лекарств за счет вклю-
чения последних в состав оболочки [17–19].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись МНЧ с обо-
лочками на основе сложного полиэфира молочной
кислоты (полилактид), на основе поликонденси-
рованной глюкозы (полисахарид) и на основе аль-
бумина (МНЧ + полилактид, МНЧ + полисахарид
и МНЧ + альбумин соответственно). Синтез МНЧ
описан в работе [20]. Модификацию поверхности
МНЧ различными оболочками осуществляли опи-
санными ранее методами [16, 21, 22]. Гидродина-
мический радиус, индекс полидисперсности (PDI)
и электрокинетический потенциал (ζ-потенциал)
наночастиц исследовался методами динамическо-
го и электрофоретического рассеяния света на
приборе Photocor Compact-Z (Photocor, Россия).

Опытные группы были сформированы в соответ-
ствии с исследуемыми наночастицами: МНЧ + поли-
лактид, МНЧ + полисахарид и МНЧ + альбумин.
Группами контроля являлись образцы крови с до-
бавлением эквивалентного объема физиологиче-
ского раствора (ФР). Объем выборки в каждой экс-
периментальной группе составил 8 образцов. Для
оценки дозозависимости исследуемые виды МНЧ
изучали в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/мл.

Генерацию АФК и выраженность индуцирован-
ного окислительного гемолиза эритроцитов в усло-
виях воздействия модифицированных различными
оболочками МНЧ проводили в условиях in vitro в
соответствии с Хельсинкской Декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации (1964, 2013 ред.)
с использованием свежей гепаринизированной
цельной крови человека, полученной от некуря-
щих мужчин в возрасте 20–35 лет.

Генерацию АФК изучали с помощью метода ин-
дуцированной люминолзависимой клеточной хеми-
люминесценции (ХЛ) на хемилюминометре Lum-
1200 (ДИСофт, Россия), позволяющей определить



312

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 4  2021

ТОРОПОВА и др.

степень связывания наночастицами АФК, генери-
руемых клетками крови при их стимуляции зимо-
заном.

Предварительно были подготовлены растворы
люминола (1 мМ) и зимозана (2.0 мг/мл). Для каж-
дого вида МНЧ готовили инкубационную взвесь: к
100 мкл крови при постоянном перемешивании до-
бавляли 100 мкл раствора МНЧ. Полученную
взвесь инкубировали при комнатной температуре
при постоянном перемешивании на возвратно-
поступательном шейкере (Heidolph Instruments
GmbH & Co KG, Германия) при 200 об/мин.

С целью измерения ХЛ каждого образца к 100 мкл
инкубационной взвеси добавляли 700 мкл раствора
Хэнкса и 100 мкл раствора люминола, после чего в
каждую кювету добавляли 100 мкл опсонизирован-
ного зимозана с дальнейшей регистрацией показа-
телей индуцированной ХЛ в течение 30 мин.

Оценивали следующие показатели: интеграль-
ные значения интенсивности ХЛ (Sind), характери-
зующие суммарный синтез АФК за 30 мин иссле-
дования; время достижения максимальной интен-
сивности ХЛ (Xmax), характеризующее скорость
развития ХЛ-реакции; максимальную интенсив-
ность свечения (Imax), отражающую максимальный
уровень синтеза АФК [23]. Из регистрируемых зна-
чений ХЛ вычитали фоновое свечение хемилюми-
нометра. Регистрация данных проходила в форма-
те записи последовательно измеряемых значений
интенсивности ХЛ и отображалась в виде графиков
в программе PowerGraph.

Изучение выраженности индуцированного
окислительного гемолиза эритроцитов проводили
с помощью спектрофотометра SQ-2802S (UNICO,
США) на взвеси изолированных эритроцитов, от-
деленных от плазмы и других форменных элемен-
тов крови посредством центрифугирования в ре-
жиме 10 мин при 2800 об/мин. Изолированные
эритроциты троекратно промывали в 0.9% физио-
логическом растворе. Полученную эритроцитар-
ную массу разбавляли забуференным физиологи-
ческим раствором (0.15 М натрия хлорида и 0.01 М
натрий-фосфатного буферного раствора, рН 7.4)
до получения конечной взвеси. К полученной взве-
си добавляли гипохлорит натрия (NaOCl) в кон-
центрации 250 мМ. В опытных группах сразу после
добавления индуктора окислительного гемолиза
осуществляли помещение в инкубационную взвесь
исследуемых видов МНЧ (1:1 по отношению к объ-
ему взвеси). Для оценки количества освобожден-
ного гемоглобина осуществляли измерение оптиче-
ской плотности полученных образцов (λ = 540 нм) на
спектрофотометре UNICO-2802S (UNICO SYS,
США) на следующих дискретных точках: 5 мин по-
сле добавления индуктора (исходный уровень), че-
рез 60 и 180 мин индукции окислительного стресса
[14] при постоянном перемешивании на возврат-

но-поступательном шейкере (Heidolp, Германия)
(200 об/мин) и комнатной температуре.

В качестве позитивного контроля выступали об-
разцы со 100%-ным гемолизом, индуцированным
добавлением 0.01% раствора додецилсульфата на-
трия при соотношении образец: реагент 1 : 10. За
негативный контроль принимали образцы с добав-
лением 0.9% физиологического раствора.

Коэффициент гемолиза (КГ) рассчитывали с
использованием уравнения:

КГ, % = (ОПОП – ОПНК)/(ОППК – ОПНК) * 100%,
где ОП – оптическая плотность (λ = 540 нм), нк –
негативный контроль, пк – позитивный контроль,
оп – опытный образец.

За контрольные принимались значения, полу-
ченные после добавления в инкубационную среду
NaOCl при отсутствии воздействия МНЧ. Реги-
страцию изучаемых параметров в каждом образце
на каждой дискретной точке осуществляли в трое-
кратных повторах.

Статистическую обработку экспериментальных
данных проводили с помощью программы “Graph-
PadPrism 8”. Проверку гипотезы о равенстве сред-
невыборочных величин в нескольких зависимых
выборках проводили методами дисперсионного
анализа для повторных измерений, в независимых
выборках – с использованием критерия Манна–
Уитни. Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартная ошибка среднего (М ± SEM).
Статистически значимыми считали различия при
уровне значимости р < 0.05.

Ограничения данной работы:
В настоящем исследовании не производилась

оценка изменений физико-химических характери-
стик наночастиц до и после нанесения оболочек, а
также в условиях их инкубации с цельной кровью
человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Основные физико-химические характеристики

МНЧ (морфология, гидродинамический радиус и
ζ-потенциал) изучены нами в предыдущей работе
[16] и для удобства обобщены в табл. 1.

По данным электронной микроскопии [16] все
виды исследуемых МНЧ характеризуются сфери-
ческой формой. МНЧ с оболочкой из альбумина и
полилактида обладают близким к нулю электроки-
нетическим потенциалом, тогда как МНЧ с обо-
лочкой из полисахарида характеризуется значи-
тельным отрицательным ζ-потенциалом. По-ви-
димому, это связано со значительным количеством
концевых карбоксильных групп, образовавшихся в
результате синтеза полисахарида из глюкозы гид-
ротермальным методом [22]. Методом динамиче-
ского светорассеяния показано, что во всех случаях
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распределение частиц по размеру является моно-
модальным, при этом гидродинамический радиус
МНЧ + полисахарид был в 2–3 раза меньше по
сравнению с образцами МНЧ + полилактид и
МНЧ + альбумин. PDI во всех случаях был менее
0.1 (табл. 1), что свидетельствует о достаточно уз-
ком распределении МНЧ по размеру.

Динамика параметров индуцированной ХЛ цель-
ной крови в условиях воздействия МНЧ с различны-
ми оболочками в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/л от-
ражена в табл. 2.

Время достижения максимальной интенсивно-
сти свечения индуцированной ХЛ (Xmax), характе-
ризующее скорость развития “респираторного
взрыва” и отражающее специфический ответ фаго-
цитов на стимул (зимозан), во всех исследуемых
группах при использовании всего диапазона кон-
центраций (0.2–2.0 мг/мл) МНЧ в динамике экс-
перимента оставалось на уровне исходных значе-
ний (p > 0.05 по сравнению с исходным, между
группами). Данный факт косвенно свидетельствует
об отсутствии влияния всех видов МНЧ на ско-
рость образования АФК.

Максимальная интенсивность ХЛ, отражающая
максимальный уровень синтеза АФК, в группе кон-
троля на всех этапах эксперимента не изменялась,
оставаясь на уровне исходных значений (p > 0.05 по
сравнению с исходным). Добавление в инкубаци-
онную среду всех видов МНЧ в диапазоне концен-
траций 0.2–1.0 мг/мл не обеспечивало изменения
Imax через 5 мин после воздействия. На фоне влия-
ния указанных концентраций МНЧ + полилактид
через 60 мин инкубации отмечалось достоверное
снижение данного показателя (относительно кон-
трольных значений, а также значений в группах с
воздействием МНЧ + альбумин и МНЧ + полиса-
харид), сохраняющееся к моменту окончания экс-
перимента (180 мин инкубации). При использова-
нии всех исследуемых видов МНЧ в максимальных
концентрациях (2.0 мг/мл) через 5 мин их воздей-
ствия отмечалось достоверное равнозначное сни-
жение максимальной интенсивности свечения от-
носительно контрольных значений, сохраняющее-
ся на всех этапах эксперимента. Максимальным

эффектом в отношении снижения показателя Imax
обладали МНЧ с оболочкой из полилактида.

Интегральное значение интенсивности индуци-
рованной ХЛ (Sind), отражающее суммарный син-
тез АФК, в группе контроля в динамике экспери-
мента не претерпевало изменений. На фоне 5-ми-
нутного воздействия всех видов МНЧ во всем
диапазоне концентраций (0.2–2.0 мг/мл) данный
показатель не изменялся относительно контроль-
ных значений. При использовании МНЧ + поли-
лактид через 60 мин инкубации отмечалось досто-
верное снижение данного показателя относитель-
но контрольных значений, сохраняющееся к 180-й
минуте воздействия. Данный эффект отмечался
при использовании всех концентраций МНЧ + по-
лилактид и характеризовался дозозависимостью –
увеличение концентрации обусловливало более
выраженное снижение суммарного синтеза АФК.
МНЧ с оболочками из полисахарида и альбумина в
концентрации 2.0 мг/мл через 60 мин воздействия
также обеспечивали снижение Sind, которое харак-
теризовалось меньшей выраженностью по сравне-
нию с МНЧ + полилактид.

Динамика индуцированного окислительного
гемолиза в условиях воздействия различных кон-
центраций (0.2–2.0 мг/мл) исследуемых видов
МНЧ представлена на рис. 1.

При воздействии NaClO в динамике эксперимента
наблюдалось увеличение КГ. Так, через 60 мин после
добавления NaClO в инкубационную среду данный
показатель составил 22%, тогда как на момент
окончания эксперимента – 38%.

Минимальные концентрации (0.2 мг/мл)
МНЧ с оболочками из полисахарида и альбумина
не обусловливали изменений КГ относительно кон-
трольных значений. В условиях 180-минутного воз-
действия МНЧ + полилактид в концентрации
0.2 мг/мл отмечалось снижение КГ относительно
контрольных значений на 29.2% (после 60 мин ин-
кубации) и 36% (после 180 мин инкубации).

При использовании МНЧ в концентрации 1.0 мг/мл
динамика КГ значимо не менялась относительно
таковой при использовании минимальных кон-
центраций МНЧ. Максимальное снижение ГК от-

Таблица 1. Характеристика наночастиц магнетита, покрытых различными оболочками [16]

Примечание: * p < 0.05 по сравнению с МНЧ + полисахарид.

Вид наночастиц Форма Средний гидро-
динамический радиус, нм PDI ζ- потенциал МНЧ, 

покрытых оболочками, мВ

МНЧ + полилактид Сферическая 122 ± 38* 0.10 –0.1 ± 2.7

МНЧ + полисахарид Сферическая 66 ± 19 0.08 –21.4 ± 0.9

МНЧ + альбумин Сферическая 192 ± 58* 0.09 4.0 ± 2.2
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Таблица 2. Динамика интенсивности индуцированной ХЛ цельной крови в условиях воздействия МНЧ с различны-
ми оболочками в концентрациях 0.2, 1.0 и 2.0 мг/мл

Примечание: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 – по сравнению с контролем. #p < 0.05, ##p < 0..001, ###p < 0.0001 – по сравнению
с исходными значениями в данной группе. $p < 0.05, $$p < 0.001, $$$p < 0.0001 – по сравнению со значениями в группе МНЧ +
+ полилактид в аналогичной концентрации и на аналогичной точке. @p < 0.05, @@p < 0.001, @@@p < 0.0001 – по сравнению с дан-
ным видом МНЧ в минимальной концентрации на аналогичной точке.

Концентрация
МНЧ, мг/мл Вид МНЧ

Время инкубации, мин/Incubation time, min

5 60 180

Xmax, с

0.2

МНЧ + полилактид 926 ± 102 940 ± 118 1041 ± 39

МНЧ + альбумин 852 ± 88 835 ± 50 717 ± 154

МНЧ + полисахарид 938 ± 115 893 ± 106 1137 ± 202

1.0

МНЧ + полилактид 1008 ± 115 866 ± 102 1008 ± 137

МНЧ + альбумин 859 ± 45 828 ± 108 819 ± 57

МНЧ + полисахарид 886 ± 60 1147 ± 134 957.00 ± 26

2.0

МНЧ + полилактид 967 ± 43 1159 ± 150 981 ± 88

МНЧ + альбумин 725 ± 81 816 ± 92 849 ± 127

МНЧ + полисахарид 967 ± 92 1015 ± 126 855 ± 127

0 Контроль 783 ± 56 948 ± 141 831 ± 112

Imax, имп/с

0.2

МНЧ + полилактид 9 ± 3 3,4 ± 0.8*/## 2.7 ± 0,6***/##

МНЧ + альбумин 12 ± 5 9,5 ± 1.4$$$ 19 ± 6$$$

МНЧ + полисахарид 15 ± 5 13 ± 5$$$ 10 ± 5$$

1.0

МНЧ + полилактид 7 ± 5 1.3 ± 0.2***/### 1.8 ± 0,5***/###

МНЧ + альбумин 7.9 ± 1,7 9.1 ± 1.8$$$ 10.0 ± 1.7$$$

МНЧ + полисахарид 7 ± 2 4.4 ± 1.6$ 4.6 ± 1.1$

2.0

МНЧ + полилактид 5 ± 3* 0.8 ± 0.3***/###/@ 1.4 ± 0.2***/###/@

МНЧ + альбумин 5.5 ± 1.4* 3.3 ± 0.7***/@ 3.8 ± 0.9***/@

МНЧ + полисахарид 5.0 ± 1.2*/@@@ 5 ± 2*/@ 3.4 ± 1.1***/@@@

0 Контроль 15 ± 6 11 ± 5 13 ± 5

Sind, о.е.

0.2

МНЧ + полилактид 11197 ± 3873 4331 ± 1024*** 3364 ± 766***

МНЧ + альбумин 15299 ± 5990 17615 ± 4912 27727 ± 9497

МНЧ + полисахарид 18086 ± 5106 15755 ± 5840 12977 ± 6101

1.0

МНЧ + полилактид 8584 ± 5759 1635 ± 326*** 2258 ± 602***

МНЧ + альбумин 10620 ± 2157 11812 ± 2315 13285 ± 1919

МНЧ + полисахарид 9731 ± 2814 5397 ± 1977* 5955 ± 1317*

2.0

МНЧ + полилактид 6304 ± 3698 988 ± 360*** 1695 ± 305***

МНЧ + альбумин 7054 ± 1655 4263 ± 938***/$$ 5097 ± 1188***/$

МНЧ + полисахарид 6535 ± 3608 6128 ± 2873*/$$$ 4284 ± 1341***/$

0 Контроль 20600 ± 8446 15507 ± 6490 16096 ± 6165
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носительно контрольных значений обеспечивали
МНЧ + полилактид – на 49% (после 60 мин) и на
40% после 180 мин инкубации. МНЧ с оболочкой
из полисахарида в указанной концентрации через
180 мин воздействия обеспечивали защитный эф-
фект в отношении окислительного гемолиза – ГК в
данной группе на момент окончания эксперимента
оказался на 8% ниже относительно контрольных
значений.

При использовании всех видов МНЧ в макси-
мальных концентрациях (2.0 мг/мл) через 180 мин их
воздействия отмечалось равнозначное снижение ГК
(31–41%) относительно контрольного уровня.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время магнитные наночастицы ок-
сида железа рассматриваются как перспективные
материалы для решения широкого спектра биоме-
дицинских задач. Поверхностная модификация
магнитных наночастиц позволяет не только повы-
сить их биосовместимость, но и придать им необ-
ходимые для конкретного планируемого клиниче-
ского использования свойства (например, обеспе-

чение дозирования лекарственного препарата за
счет его контролируемого высвобождения с по-
верхности наночастиц, тропности к конкретным
органам-мишеням и т.д.). При этом качественный
состав оболочки в значительной степени определяет
биологические эффекты наночастиц [13]. С учетом
ключевой роли АФК-опосредованного механизма в
реализации их токсического эффекта, в настоящем
исследовании изучали дозозависимое влияние МНЧ,
модифицированных различными оболочками (на ос-
нове полилактида, полисахарида и альбумина), на
генерацию АФК стимулированными клетками
крови человека, а также на динамику индуциро-
ванного окислительного гемолиза эритроцитов.

Установлено, что МНЧ с оболочкой из поли-
лактида, альбумина и полисахарида в диапазоне
всех используемых концентраций (0.1–2.0 мг/мл) в
условиях всего периода инкубации (0–180 мин) не
влияют на кинетику хемилюминесцентного ответа,
обеспечивая при этом однонаправленное, но раз-
личное по выраженности снижение максимальной
интенсивности индуцированной ХЛ и суммарной
выработки АФК. Все виды исследуемых МНЧ в ряду
концентраций 1.0–2.0 мг/мл обеспечивают дозозави-

Рис. 1. Коэффициент гемолиза в динамике 180-минутного воздействия МНЧ с различными оболочками. (a) Концентра-
ция всех видов МНЧ 0.2 мг/мл; (b) Концентрация всех видов МНЧ 1.0 мг/мл; (c) Концентрация всех видов МНЧ
2.0 мг/мл. Примечание: *p < 0.05 – по сравнению с контролем; @p < 0.05 – по сравнению со значениями в группе МНЧ +
+ полилактид в аналогичной концентрации и на аналогичной точке; #p < 0.05 – по сравнению с исходными значениями
в данной группе.
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симое усиление данного влияния. Максимальным

эффектом при этом обладают МНЧ + полилактид.

Полученные данные позволяют предполагать нали-

чие антиоксидатного эффекта у исследуемых видов

МНЧ в условиях индуцированного окислительного

стресса, различающегося по степени выраженности в

зависимости от качественного состава оболочки

МНЧ и их физических характеристик. В пользу дан-

ного предположения свидетельствуют результаты,

полученные при изучении влияния МНЧ на изоли-

рованные эритроциты, находящиеся в условиях

окислительного стресса. Так, показано, что МНЧ с

оболочками из полисахарида и альбумина в диапа-

зоне концентраций 0.2–1.0 мг/мл не влияют на сте-

пень индуцированного окислительного гемолиза.

При этом увеличение концентрации данных видов

МНЧ (2.0 мг/мл) при 180-минутном воздействии

обеспечивает защитный эффект в виде снижения

индуцированного окислительного гемолиза. МНЧ

с оболочкой из полилактида во всем диапазоне ис-

пользуемых концентраций (0.2–20 мг/мл) обеспе-

чивают снижение степени окислительного гемоли-

за эритроцитов.

Следует отметить, что в условиях индуцирован-

ной генерации АФК различные оболочки МНЧ не

обусловливают изменения их оказываемых эффек-

тов, регулируя лишь их интенсивность. Макси-

мальным эффектом при этом обладают МНЧ с

оболочкой из полилактида.

Большое количество работ свидетельствует о

том, что наночастицы оксида железа за счет высо-

кой реакционной способности обеспечивают уве-

личение выработки АФК, что может рассматри-

ваться, с одной стороны, как один из ключевых ме-

ханизмов токсичности данного вида наночастиц, а

с другой стороны, может являться основой для их

АФК-опосредованного воздействия на опухоле-

вую ткань с целью лечения [24–27]. При этом про-

демонстрировано, что покрытие наночастиц обо-

лочками может способствовать снижению их реак-

ционной способности [28]. Однако, полученные в

ходе настоящего исследования результаты согласу-

ются с представлением отдельных авторов о воз-

можности наночастиц оксида железа обеспечивать

антиоксидантный эффект. Так, в отдельных рабо-

тах показана антиоксидантная активность нано-

частиц оксида железа [29], а также зависимость

выраженности данного эффекта от характери-

стик наночастиц (в частности, от размера) [30]. В

связи с этим составленное в ходе эксперимен-

тальных исследований представление о влиянии

МНЧ на выработку АФК может явиться основой

для определения спектра их клинического ис-

пользования.

Полученные в ходе настоящей работы данные

имеют некоторое расхождение с результатами, по-

лученными ранее авторами при оценке непосред-

ственного влияния вышеуказанных видов наноча-

стиц на генерацию АФК клетками крови в услови-

ях отсутствия воздействия АФК-индуцирующих

стимулов. Так, Я.Г. Тороповой и соавт. было пока-

зано [16], что МНЧ с оболочкой из полисахарида

обеспечивали дозозависимое повышение генера-

ции АФК, в то время как МНЧ с оболочкой из по-

лилактида не влияли на их выработку. В то же вре-

мя МНЧ с оболочкой из альбумина при используе-

мой концентрации 0.2 мг/мл повышали генерацию

АФК, при этом при увеличении концентрации

данного вида МНЧ эти изменения нивелирова-

лись. Полученные данные позволили предпола-

гать, что отсутствие воздействия МНЧ с оболочкой

из полилактида на генерацию АФК обусловлено не

их способностью к связыванию свободных радика-

лов, а их АФК-токсическим эффектом, реализую-

щимся за счет индукции выработки большого ко-

личества АФК, приводящего к быстрому расходо-

ванию антиоксидантной емкости крови и

окислительной модификации ее компонентов.

Итогом данных событий могла явиться неспособ-

ность антиоксидантных систем редуцировать даль-

нейшее развитие окислительного стресса, что, в

свою очередь, предположительно, обусловливало

гибель клетки и ее неспособность к генерации

АФК [16]. Принимая во внимание данное предпо-

ложение, можно предполагать, что описанные раз-

ночтения обусловлены различными эксперимен-

тальными условиями. Вероятно, оказываемые эф-

фекты МНЧ в отношении генерации АФК (а

следовательно, и их потенциальная АФК-опосре-

дованная токсичность) определяются не только та-

кими общеизвестными факторами, как физико-хи-

мические характеристики наночастиц, их доза, дли-

тельность воздействия, но и условиями, в которых

исходно находятся клетки-мишени для воздействия

наночастиц. Полученные данные позволяют реко-

мендовать при разработке подходов к биомедицин-

скому использованию МНЧ в дополнение к стан-

дартным тестам, посвященным оценке безопасности

и эффективности МНЧ проведение комплексной

оценки характера оказываемых воздействий МНЧ в

отношении генерации АФК в условиях, отражающих

основные звенья патогенеза конкретного заболева-

ния, при котором планируется использование

МНЧ. Так, условия, при которых проводилось изу-

чение влияния МНЧ на генерацию АФК нативными

клетками крови, отражают физиологический ответ

клеток на воздействие МНЧ. В частности, в данных

условиях МНЧ с оболочкой из полилактида прояв-

ляют АФК-опосредованную токсичность. В то же

время в условиях воздействия МНЧ на клетки крови,

уже находящиеся в условиях окислительного стресса,

тот же вид МНЧ обеспечивает снижение генерации

АФК. Можно предполагать, что реализация данно-

го эффекта обеспечивается высвобождением
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ионов железа при постепенной частичной деграда-

ции магнитного материала, концентрация которых

является достаточной для разложения гидропере-

кисей [31]. При этом различия по выраженности

оказываемых эффектов МНЧ с различными обо-

лочками в отношении снижения генерации АФК в

условиях индуцированного окислительного стрес-

са обусловлены различиями в интенсивности их

биодеградации. С другой стороны, нельзя исклю-

чать и влияние МНЧ на образование АФК клетка-

ми, находящимися в условиях окислительного

стресса [14].
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INFLUENCE OF IRON OXIDE-BASED NANOPARTICLES MODIFIED 
BY DIFFERENT SHELLS ON THE GENERATION OF REACTIVE OXYGEN 

SPECIES IN STIMULATED HUMAN BLOOD CELLS in vitro
Ya. G. Toropovaa, M. N. Gorshkovaa, D. S. Motorinaa, D. V. Koroleva, Yu. A. Skorika,b,

G. A. Shulmeistera, E. Yu. Podyachevaa, and A. Ya. Bagrovc

a V.A. Almazov National North-West Medical Research Center, Ministry of Health of the Russian Federation,
St. Petersburg, Russia

b Institute of Macromolecular Compounds, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
c Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, Russia

Among the variety of nanoparticles, those based on iron oxide are of particular interest due to their biological
safety, magnetic properties, as well as the possibility to give them the required physico-chemical properties and
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to modifying their surface with biocompatible, bioactive materials, ligands and antibodies. An important aspect
that determines the possibility and range of clinical applications of nanoparticles is their biocompatibility profile.
Considering the mechanism mediated by reactive oxygen species (ROS) and involved in the implementation of
the toxic effect of nanoparticles, special attention at the stage of their development for biomedical applications
should be paid to assessing their safety in terms of the development of oxidative stress. In this regard, we studied
the dose-dependent effect of magnetite nanoparticles (MNPs) modified with various shells (based on polylac-
tide, polysaccharide, and albumin) on the generation of ROS in stimulated human blood cells, as well as on the
dynamics of induced oxidative hemolysis of erythrocytes. It was found that MNPs with a shell of polylactide, al-
bumin, and polysaccharide, in the range of all the used concentrations (0.1–2.0 mg/mL) and throughout the en-
tire incubation period (0–180 min), do not affect the kinetics of the chemiluminescent response, while providing
a unidirectional but differently pronounced decrease in the maximum intensity of induced chemiluminescence
and total ROS production. All types of investigated nanoparticles in the range of concentrations from 1.0 to
2.0 mg/mL provide a dose-dependent enhancement of this effect. Under conditions of induced ROS generation,
various MNP shells do not modify the effects of these nanoparticles and only regulate their intensity. MNPs with
a polylactide shell have maximum effect.

Keywords: magnetite nanoparticles, shell, whole blood, induced chemiluminescence, hemolysis, ROS, dose de-
pendence
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