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В исследованиях механизма цитотоксичности наночастиц серебра (НЧС), стабилизированных ани-
онным поверхностно-активным веществом (ПАВ) бис(2-этилгексил)сульфосукцинатом натрия
(АОТ), определены вклады мономеров и мицелл стабилизатора в токсический эффект водных рас-
творов наночастиц. Эксперименты проводили на эндотелиальных (EA.hy926) и фибробластоподоб-
ных (FRSN) клетках по разработанной авторами ранее методике разделения вкладов двух форм ста-
билизатора. НЧС получали методом биохимического синтеза в водной среде (Патент РФ
№ 2618270), препарат содержал 108 мкг/мл серебра и 3 ммоль/л АОТ. Цитотоксичность раствора
НЧС оценивали с помощью тетразолиевого (МТТ) теста после 24-часовой инкубации клеток с 1–
7 мкг/мл НЧС. Вклад разных форм АОТ оценивали по снижению жизнеспособности клеток после
инкубации с контрольными растворами АОТ с концентрацией 1.7 ммоль/л (только мономеры) и
3 ммоль/л (мономеры и мицеллы) в тех же разведениях, что и раствор НЧС. Для обеспечения равен-
ства значений критической концентрации мицеллообразования АОТ в растворе НЧС и растворах
АОТ последние готовили в 8 ммоль/л KNO3. Для EA.hy926 найдены зависимости отдельных вкла-
дов мономеров и мицелл АОТ в общую токсичность раствора НЧС от концентрации наночастиц в
исследованном диапазоне. Для FRSN подобные зависимости получить не удалось, так как не было
возможности обеспечить необходимый уровень воспроизводимости значений жизнеспособности,
которые менялись в зависимости от используемого номера пассажа клеток. Полученные результаты
дают представление о влиянии мицелл и мономеров ПАВ на эффекты НЧС in vitro, а также показы-
вают, что используемая авторами методика оценки цитотоксичности ПАВ чувствительна к специ-
фическим особенностям клеточных линий.
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ВВЕДЕНИЕ
Наночастицы серебра (НЧС) в настоящее вре-

мя являются одним из наиболее широко исполь-
зуемых наноматериалов, что обусловлено их вы-
раженной биоцидной активностью. НЧС могут
вызывать угнетение жизнедеятельности и гибель
множества болезнетворных агентов, что делает
эти частицы привлекательным объектом для раз-
работки лекарственных препаратов, различных
материалов и медицинских приборов с антимик-
робной активностью [1–4]. Имеются сведения и о
неспецифической активности НЧС по отноше-
нию к опухолевым клеткам [5–7]. Вместе с тем
уже накоплен обширный пул данных о токсиче-
ском действии НЧС по отношению как к клеткам
in vitro, так и к животным in vivo; примеры обзоров
таких токсикологических исследований можно
найти в [8–10]. При массовом и слабо контроли-
руемом использовании НЧС в различных обла-

стях хозяйственной деятельности серьезной про-
блемой становится недостаток систематизиро-
ванной информации об условиях их безопасного
применения.

Использование поверхностно-активных ве-
ществ (ПАВ) в качестве стабилизаторов наноча-
стиц позволяет добиться их высокой устойчиво-
сти к агрегации. Однако в этом случае взаимодей-
ствие наночастиц с живыми системами и его
возможные последствия могут осложняться соб-
ственными биологическими эффектами ПАВ;
последние давно являются предметом изучения в
связи с их применением в косметике, бытовой
химии [11, 12] и в медицинской практике, напри-
мер для борьбы с герпесом, гонореей и другими
инфекциями [13–15]. В случае стабилизации на-
ночастиц поверхностно-активными веществами
их присутствие в растворах наночастиц может
вносить собственный вклад в токсическое дей-

УДК 57.044+615.28+620.3

НАНОБИОМЕДИЦИНА
И НАНОФАРМАЦЕВТИКА



РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 15  № 4  2020

ВКЛАД СТАБИЛИЗАТОРА В ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 541

ствие этих растворов [16–20]. Поэтому возникает
необходимость контролировать биологические (в
том числе токсические) эффекты стабилизаторов
и выяснять, какой вклад они вносят в действие
наночастиц на биологические объекты.

Ранее [21, 22] нами было обнаружено, что при-
сутствующий в растворе НЧС стабилизатор
(АОТ), будучи анионным ПАВ, способен в значи-
тельной степени снижать жизнеспособность ис-
следуемых клеток в культуре. Для выяснения ме-
ханизма токсичности АОТ была разработана ме-
тодика, позволяющая определить отдельные
вклады мономеров и мицелл этого ПАВ в общую
цитотоксичность растворов НЧС. Для этого ис-
пользовались имеющиеся в литературе, а также
собственные результаты измерений критической
концентрации мицеллообразования (ККМ) АОТ
в водных растворах. Детальное описание методи-
ки и результаты, полученные с ее применением в
экспериментах на культуре клеток Т-лимфобласт-
ной лейкемии человека (линия Jurkat) приведены
в [23]; общая схема исследования описана в учеб-
ном пособии [24].

Оказалось, что с изменением концентрации
НЧС вклады мономеров и мицелл изменяются
различным образом, причем вклад мицелл замет-
но превышает вклад мономеров в области высо-
ких концентраций НЧС в исследованном диапа-
зоне. Далее встала задача выяснить, зависят ли
эти результаты от индивидуальных свойств кле-
точных линий, т.е. апробировать предложенную
методику на культурах клеток другого типа.

Цель настоящей работы – определить вклады
различных форм АОТ в цитотоксичность иссле-
дуемых растворов НЧС на культурах нормальных
клеток человека: эндотелиальных (линия EA.hy926)
и фибробластоподобных (линия FRSN). Такой
выбор обусловлен тем, что это клетки нормаль-
ные адгезионного типа, тогда как клетки Jurkat
злокачественные суспензионного типа; таким об-
разом, сравнение полученных результатов позво-
ляет выяснить, насколько предложенный подход
к исследованию действия на клетки разных форм
ПАВ зависит от природы клеток (злокачествен-
ные или нормальные) и (или) от их типа (суспен-
зионные или адгезионные).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез и характеристика наночастиц серебра.
Синтез НЧС проводили в водном растворе по
процедуре, описанной ранее [26, 27]. Вначале го-
товили раствор АОТ (бис(2-этилгексил)сульфо-
сукцината натрия, 96%, “Merck”, Германия) в ди-
стиллированной воде, затем в него вводили по-
следовательно раствор кверцетина в этаноле и
раствор диамминнитрата серебра. Контроль фор-
мирования и стабильности НЧС, а также опреде-

ление их концентрации проводили на спектрофо-
тометре “Shimadzu U2600” (“Shimadzu”, Япо-
ния). Значения ζ-потенциала определяли
методом фотонной корреляционной спектроско-
пии на приборе “ZetaPALS” (“Brookhaven Instru-
ments”, США). Изображения наночастиц получа-
ли с помощью просвечивающей электронной
микроскопии на приборе “LEO912 AB OMEGA”
(“Carl Zeiss”, Германия). Концентрация наноча-
стиц в растворе составляла 108 мкг/мл (1 ммоль/л);
концентрация АОТ – 1 ммоль/л (1-НЧС) и
3 ммоль/л (3-НЧС).

Приготовление растворов стабилизатора. Рас-
творы АОТ готовили в трех вариантах в зависимо-
сти от цели эксперимента. Для контроля токсич-
ности стабилизатора в экспериментах, постав-
ленных с целью проверить, имеется ли на
эндотелии и фибробластах различие цитотоксич-
ности растворов 1-НЧС и 3-НЧС, наблюдавшее-
ся ранее на начальной стадии исследований на
клетках Jurkat [23, 24], готовили растворы АОТ 1 и
3 ммоль/л в дистиллированной воде. Поскольку
критическая концентрация мицеллообразования
АОТ как заряженного (анионного) ПАВ зависит
от ионной силы (например, [28]), которая в рас-
творе НЧС выше, чем в воде, ранее было показа-
но, что для контроля токсичности стабилизатора
следует использовать растворы АОТ не в воде, а в
растворе нитрата калия с ионной силой, равной
таковой в растворе наночастиц [23–25]. Поэтому
в настоящей работе для коррекции контроля ток-
сичности АОТ в опытах с НЧС на эндотелии и
фибробластах готовили растворы 3 ммоль/л АОТ
в 8 ммоль/л KNO3 (х.ч., “Реахим”, Россия), а для
определения вклада мономеров в цитотоксич-
ность АОТ готовили раствор в 8 ммоль/л KNO3 с
концентрацией АОТ 1.7 ммоль/л, равной его
ККМ в растворе 3-НЧС.

Культуры клеток. Клетки линии Ea.hy926 –
эндотелиоциты пупочной вены человека (далее
“эндотелий”) получены из Американской кол-
лекции типовых культур (American Type Culture
Collection, США). Условия субкультивирования:
37°С в увлажненной атмосфере 5%-ного CO2 с ис-
пользованием инкубатора “New Brunswick Galaxy
48 R” (“Eppendorf”, Германия). Клетки культиви-
ровали в среде DMEM, содержащей 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки, 2 ммоль/л глутами-
на, смесь HAT (0.1 ммоль/л гипоксантина,
0.4 ммоль/л аминоптерина и 0.016 ммоль/л тими-
дина), заменимые аминокислоты (по 0.1 ммоль/л
каждая), а также 50 мкг/мл гентамицина (все
компоненты производства “Thermo Fisher Scien-
tific”, США). Клетки пассировали дважды в не-
делю, при этом их открепляли с помощью
0.25%-ного раствора трипсина в этилендиамин-
тетрауксусной кислоте и ресуспендировали в све-
жей среде. Концентрацию и жизнеспособность
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клеток оценивали путем подсчета в камере Горя-
ева, окрашивали клетки 0.1%-ным трипановым
синим. Определенная данным методом жизне-
способность клеток, используемых для дальней-
шей работы, составляла не менее 95%.

Мезенхимные стволовые клетки фибробла-
стоподобной морфологии, выделенные из край-
ней плоти человека, линии FRSN (далее клетки
FRSN или фибробластов) были получены из Рос-
сийской коллекции клеточных культур (Инсти-
тут цитологии РАН). Клетки культивировали в
среде DMEM, содержащей 10% эмбриональной
бычьей сыворотки в инкубаторе при 37°С в
увлажненной атмосфере 5%-ного СО2. Пассиро-
вание проводили раз в 3 дня по той же методике,
что и клетки эндотелия. Для экспериментов ис-
пользовали клетки, начиная с 19-го пассажа, с
жизнеспособностью не ниже 95%. Оценку жизне-
способности и концентрации проводили так же,
как и для эндотелиальных клеток.

Определение жизнеспособности клеток
(МТТ-тест). Инкубацию обоих типов клеток с
растворами НЧС и АОТ проводили в 96-луноч-
ных микропланшетах. В лунки планшета вносили
суспензию клеток объемом 200 мкл и концентра-
цией 5 ⋅ 104 клеток/мл (по 10 тыс. клеток на лун-
ку). После внесения в лунки планшета клетки ин-
кубировали перед экспериментом 24 ч при 37°С в
увлажненной атмосфере 5%-ного СО2. Затем в
одни лунки с клетками вносили исходные раство-
ры НЧС с концентрацией 108 мкг/мл, разбавляя
их до концентраций в диапазоне 1–7 мкг/мл с
шагом 1 мкг/мл (в разведениях 108, 54, 36, 27, 21.6,
18, 15.4). В другие лунки с клетками вносили рас-
творы АОТ с концентрацией 1, 3 или 1.7 ммоль/л
в тех же разведениях. Такие разведения использо-
вали во всех экспериментах с клетками, далее они
обозначены как стандартные разведения. Во всех
экспериментах в качестве отрицательного кон-
троля использовали дистиллированную воду; в
экспериментах с растворами АОТ, приготовлен-
ными в нитрате калия, в качестве дополнительно-
го контроля использовали раствор 8 ммоль/л
KNO3. Клетки инкубировали 24 ч.

После инкубации клетки однократно отмыва-
ли в фосфатно-солевом буфере с pH 7.4
(“ПанЭко”, Россия), затем к ним вносили све-
жую культуральную среду DMEM и раствор 3-
(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразо-
лия бромида (МТТ) до концентрации 500 мкг/мл
и до объема 200 мкл. Через 4 ч инкубации с МТТ
из лунок аккуратно отбирали среду, вносили по
100 мкл диметилсульфоксида и оставляли план-
шеты на 20–30 мин в темноте при комнатной тем-
пературе. Оптическую плотность полученного
раствора формазана в лунках измеряли на фото-
метре “Chameleon V” (“Hidex”, Финляндия) при
544 нм. Жизнеспособность клеток вычисляли как

долю оптической плотности испытуемых клеток
от оптической плотности контрольных клеток
(инкубированных с дистиллированной водой),
выраженную в процентах. Все эксперименты вы-
полняли не менее чем в трех повторениях.

Оценка вкладов мономеров и мицелл АОТ в общую
цитотоксичность раствора наночастиц (3-НЧС).
При оценке влияния мономеров и мицелл АОТ
на жизнеспособность клеток применяли методи-
ку, описанную в [23, 25]. Изменения жизнеспо-
собности после инкубации со стандартными раз-
ведениями 3 ммоль/л раствора АОТ (общая ток-
сичность, ΔVобщ) оценивали как разность между
значениями жизнеспособности клеток в контро-
ле (принятой за 100%) и опыте: ΔVобщ = 100% – Vn,
где Vn – жизнеспособность клеток при данном
разведении. Аналогично оценивали изменения
жизнеспособности под воздействием стандарт-
ных разведений раствора мономеров АОТ, т.е. с
исходной концентрацией 1.7 ммоль/л (ΔVмон).
С учетом того, что ΔVобщ можно представить как
сумму токсических вкладов мономерной и ми-
целлярной форм АОТ, рассчитывали вклад ми-
целл: ΔVмиц = ΔVобщ – ΔVмон. Все указанные вели-
чины ΔV вычисляли для каждой точки стандарт-
ных разведений растворов НЧС и АОТ. Как было
показано ранее [23], расход АОТ на стабилиза-
цию наночастиц порядка сотых долей миллимо-
ля, так что концентрация АОТ в растворе 3-НЧС
практически равна таковой в 3 ммоль/л растворе
стабилизатора; поэтому равны и соответствую-
щие вклады мономеров и мицелл.

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистические данные МТТ-теста представляли как
среднее ± стандартное отклонение из шести неза-
висимых измерений. Значимость различий между
экспериментальными группами и контролем
оценивали однофакторным дисперсионным ана-
лизом (ANOVA) с последующей проверкой те-
стом Тьюки, используя программу StatPlus вер-
сии 6.5 (Analyst Soft, США), уровень p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе следовали общей схеме, разработан-

ной для клеток Jurkat, с некоторыми сокращени-
ями, возможными благодаря полученным ранее
результатам по значениям критической концен-
трации мицеллообразования АОТ в воде и в мо-
дельных растворах нитрата калия, используемых
для определения критической концентрации ми-
целлообразования АОТ в растворах НЧС, а также
соответствующей коррекции состава контроль-
ных растворов стабилизатора при измерениях
жизнеспособности клеток [23, 25]. Вначале полу-
чали два раствора НЧС с концентрацией АОТ 1 и
3 ммоль/л. Далее, используя МТТ тест, (1) опре-
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деляли жизнеспособность клеток при изменении
концентрации наночастиц и соответствующих
контрольных растворов АОТ, (2) интерпретиро-
вали различия в токсичности двух исследуемых
растворов как следствие различия в биологиче-
ской активности мономеров и мицелл АОТ,
(3) находили вклады отдельных форм АОТ, ис-
пользуя значения его ККМ в воде и растворах
НЧС с 3 ммоль/л АОТ (в последних с учетом за-
висимости ККМ от ионной силы), и (4) получали
зависимости вкладов в цитотоксичность мономе-
ров и мицелл от общей концентрации АОТ и НЧС
в исследуемых растворах.

Использованные НЧС в растворах с концен-
трацией АОТ 1 ммоль/л (1-НЧС) и 3 ммоль/л
(3-НЧС) имели одинаковые средний размер
(~16 нм) и значения ζ-потенциала (–32 ± 2 мВ) и
отличались друг от друга только концентрацией
стабилизатора. Для примера на рис. 1 показаны
электронная микрофотография и гистограмма
распределения по размерам наночастиц в раство-
ре с концентрацией АОТ 3 ммоль/л.

Эксперименты с этими растворами наноча-
стиц проводили вначале на клетках эндотелия,
затем на клетках фибробластов. Ниже приведена
последовательность экспериментов на клетках
эндотелия, которая позволила разделить вклады
мономеров и мицелл АОТ в цитотоксичность рас-
творов НЧС и определить характер их зависимо-
сти от общей концентрации наночастиц и АОТ.
Затем следуют результаты, полученные в опытах
на фибробластах, в которых проявились особен-
ности этой линии клеток, не позволяющие про-
вести полную последовательность эксперимен-
тов и получить подобные зависимости вкладов в
цитотоксичность двух форм стабилизатора.

Результаты экспериментов на эндотелии. Тест
на жизнеспособность этих клеток выявил суще-

ственные различия цитотоксичности двух иссле-
дуемых препаратов НЧС (рис. 2). При инкубации
с раствором 1-НЧС цитотоксический эффект от-
сутствовал, тогда как раствор 3-НЧС вызывал
снижение жизнеспособности в культуре, тем бо-
лее значительное, чем выше концентрация нано-
частиц. В последнем случае наблюдалось также
резкое увеличение цитотоксичности стабилиза-
тора при разведениях, соответствующих области
высоких концентраций НЧС в исследованном
диапазоне; отсюда следует, что стабилизатор мо-
жет вносить заметный вклад в цитотоксичность
растворов наночастиц.

Качественно подобные результаты были по-
лучены на культуре клеток Jurkat [23]: отсут-
ствие токсического действия растворов НЧС с
1 ммоль/л АОТ и явное снижение жизнеспособ-
ности клеток после инкубации с НЧС, получен-
ными с 3 ммоль/л АОТ. Однако в последнем слу-
чае токсический эффект самого стабилизатора не
был столь сильно выражен в области высоких
концентраций наночастиц, что говорит о мень-
шей чувствительности клеток Jurkat. Как уже бы-
ло объяснено в исследовании механизма токсиче-
ского действия этого стабилизатора на клетки
Jurkat [23, 24], в свете имеющихся в литературе
данных о резком увеличении цитотоксичности
некоторых ПАВ при увеличении их концентра-
ции до значений, превышающих ККМ [14], на-
блюдаемое на эндотелии увеличение токсично-
сти АОТ можно рассматривать как следствие
появления мицелл этого ПАВ, обладающих боль-
шей токсичностью, чем мономеры.

Для проверки правильности такой точки зре-
ния определяли концентрации мономеров и ми-
целл, во-первых, в водном 3 ммоль/л растворе
АОТ, используемом в контрольных эксперимен-
тах на клетках, и, во-вторых, в растворах 1-НЧС и

Рис. 1. Микрофотография (а) и гистограмма распределения частиц по размерам (б) в растворе 3-НЧС.
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3-НЧС, измеряя соответствующие значения
ККМ кондуктометрическим методом. Соответ-
ствующие зависимости и полученные результаты
приведены в [23]. Найденное нами значение
ККМ АОТ в дистиллированной воде составляет
2.81 ммоль/л, т.е. в растворе 1-НЧС (при концен-
трации ниже ККМ) присутствуют только моно-
меры, а в растворе 3-НЧС (при концентрации вы-
ше ККМ) – как мономеры, так и мицеллы АОТ.
Оказалось, однако, что раствор АОТ в дистилли-
рованной воде в данном случае не может служить
контролем токсичности стабилизатора, присут-
ствующего в растворах НЧС, поскольку критиче-
ская концентрация мицеллообразования АОТ
как ионного ПАВ зависит от ионной силы рас-
твора [28], а ионная сила в растворах НЧС (как
было установлено при измерениях ζ-потенциала)
существенно выше, чем в дистиллированной во-
де. Поэтому были внесены коррективы на изме-
нение критической концентрации мицеллообра-
зования АОТ в растворах наночастиц по сравне-
нию с раствором в воде путем измерения ККМ в
модельных растворах нитрата калия с ионной си-
лой, равной таковой в соответствующих раство-
рах НЧС; обоснование выбора этой соли, опреде-
ление ионной силы в растворах НЧС и результаты
измерений критической концентрации мицелло-
образования АОТ в растворах нитрата калия раз-
ной ионной силы даны в [23, 25, 29]. Для раствора
3-НЧС в качестве корректного контрольного рас-
твора стабилизатора был выбран 3 ммоль/л рас-
твор АОТ в 8 ммоль/л растворе KNO3; для этого
раствора значение критической концентрации
мицеллообразования АОТ составляло 1.7 ммоль/л.

Сравнение жизнеспособности клеток Jurkat
после инкубации с 3 ммоль/л растворами АОТ в
воде и в 8 ммоль/л растворе KNO3 показало [29],
что в модельном растворе нитрата калия токсич-
ность АОТ превышает таковую для его раствора в
воде во всем диапазоне концентраций наноча-

стиц (1–7 мкг/мл). Поскольку в модельном рас-
творе критическая концентрация мицеллообра-
зования АОТ ниже (соответственно, концентра-
ция мицелл выше), чем в воде, увеличение
токсичности АОТ может быть обусловлено уве-
личением вклада мицелл в общую токсичность
раствора 3-НЧС. Подобный вывод можно сделать
из сопоставления результатов инкубации клеток
эндотелия с растворами АОТ 3 ммоль/л в воде и в
модельном растворе KNO3 (рис. 3); в последнем
случае средние значения жизнеспособности (Vn) в
том же диапазоне концентраций наночастиц ни-
же, причем отсутствует какой-либо эффект от ин-
кубации с самим раствором нитрата калия (KN).
Соответствующие величины изменений жизне-
способности по сравнению с контролем по воде
(ΔVn) для одинаковых разведений 3 ммоль/л рас-
творов АОТ приведены в табл. 1. Явное увеличе-
ние токсичности АОТ в растворе нитрата калия,
опять-таки, указывает на больший вклад мицелл
в токсичность раствора наночастиц.

При использовании растворов АОТ в 8 ммоль/л
KNO3 здесь и далее в качестве отрицательного
контроля, помимо инкубации клеток в дистилли-
рованной воде, вводили дополнительный кон-
троль – инкубацию в 8 ммоль/л KNO3.

В настоящей работе стояла задача определить
вклады в цитотоксичность мономеров и мицелл в
растворе НЧС, стабилизированном 3 ммоль/л
АОТ; при этом для клеток эндотелия следовали
той же логике, которая была апробирована на
клетках Jurkat. Вначале оценивали вклад мономе-
ров. Для этого измеряли жизнеспособность клеток
после инкубации с раствором АОТ в 8 ммоль/л
KNO3 при исходной концентрации АОТ, равной
его ККМ (1.7 ммоль/л); поскольку значение кри-
тической концентрации мицеллообразования
ПАВ равно концентрации его мономеров в рас-
творе, очевидно, что в этом 1.7 ммоль/л растворе

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток EA.hy926 после 24-часовой инкубации с растворами НЧС, стабилизиро-
ванными АОТ: а – 1-НЧС, 1 ммоль/л АОТ; б – 3-НЧС, 3 ммоль/л АОТ. К – контроль (дистиллированная вода). Ука-
заны статистически достоверные отличия от контроля: * – при p < 0.05; ** – при p < 0.01. Здесь и на следующих рисун-
ках разведения растворов АОТ соответствуют указанным концентрациям наночастиц.
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присутствуют только мономеры АОТ. Результа-
ты, полученные с таким раствором для эндоте-
лия, приведены на рис. 4.

Видно, что жизнеспособность клеток в этом
случае не демонстрирует резкого падения в обла-
сти больших концентраций наночастиц, как это
наблюдалось в эксперименте с раствором 3-НЧС.
Снижение жизнеспособности клеток при данном
разведении (Vn) по сравнению с контролем (по
воде) позволяет оценить цитотоксичность только
мономеров АОТ; в качестве примера на рисунке
показано изменение жизнеспособности клеток
после инкубации с раствором АОТ в разведе-
нии, соответствующем концентрации наноча-
стиц 4 мкг/мл:  = 100% – V4.Δ мон

4V

Далее повторяли исследование цитотоксично-
сти раствора 3-НЧС с корректным контролем ток-
сичности стабилизатора, т.е. используя 3 ммоль/л
раствор АОТ в 8 ммоль/л KNO3 (АОТ–KN). Ре-
зультаты для клеток эндотелия показаны на
рис. 5. Видно, что общий характер изменения
жизнеспособности клеток с концентрацией АОТ
при действии AOT–KN не изменился (ср. с
рис. 2б), но абсолютные значения жизнеспособ-
ности стали меньше, что указывает на бóльшую
токсичность этого стабилизатора. Контрольные
эксперименты с 8 ммоль/л KNO3 не выявили ка-
кой-либо токсичности этого раствора во всем ис-
следованном диапазоне. Поэтому можно предпо-

Рис. 3. Жизнеспособность клеток EA.hy926 после
24-часовой инкубации со стандартными разведения-
ми 3 ммоль/л раствора АОТ в воде и в 8 ммоль/л
KNO3 . Указаны статистически достоверные отличия
от контроля: * – при p < 0.05; ** – при p < 0.01. Кон-
троли здесь и на следующих рисунках: К – дистилли-
рованная вода, KN – 8 ммоль/л KNO3.
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Таблица 1. Изменения жизнеспособности клеток EA.hy926 после инкубации с растворами АОТ в воде и в 
8 ммоль/л KNO3 (KN) при стандартных разведениях, соответствующих концентрациям НЧС 1–7 мкг/мл

Примечание. ΔVn – изменение жизнеспособности клеток относительно контроля по воде; – изменение жизнеспособ-

ности (вклада мономеров) после инкубации с раствором 1.7 ммоль/л АОТ; – вклад мицелл АОТ в изменения жизне-
способности после инкубации с раствором 3 ммоль/л АОТ.

Концентрация наночастиц серебра (3-НЧС), мкг/мл

1 2 3 4 5 6 7

ΔVn (3 ммоль/л АОТ в воде) 3.3 9.9 15.4 19.2 30.5 72.8 90.2
ΔVn (3 ммоль/л АОТ в KN) 13.3 16.5 26.9 37.8 49.2 74.2 94.6

 (1.7 ммоль/л АОТ в KN) 7.7 17.9 21.9 30.1 34.9 35.8 41.3

 (3 ммоль/л АОТ в KN) 5.6 –1.3 5.0 7.7 14.4 35.5 53.3

Δ мон
nV

Δ миц
nV

Δ мон
nV

Δ миц
nV

Рис. 4. Жизнеспособность клеток EA.hy926 после
24-часовой инкубации со стандартными разведения-
ми 1.7 ммоль/л раствора АОТ в 8 ммоль/л KNO3.

 – снижение жизнеспособности клеток при
разбавлении, соответствующем концентрации НЧС
4 мкг/мл. * – значения, достоверно отличающиеся от
контроля по воде (p < 0.05).
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ложить, что увеличение токсичности АОТ вызва-
но изменением соотношения между мономерами
и мицеллами в исходном растворе AOT–KN.

Теперь возможно определить вклад мицелл,
ΔVмиц, используя данные, полученные при кор-
ректном контроле действия раствора АОТ
(рис. 5). Для каждой концентрации наночастиц
вклад мицелл АОТ можно найти как разность
между суммарным эффектом раствора АОТ и эф-
фектом только мономеров, найденным из данных
рис. 4. В примере, показанном на рис. 5, вклад
мицелл при концентрации наночастиц 4 мкг/мл
(3 ммоль/л АОТ, разбавленный в 27 раз), равен

 =  – . Найденные подобным
образом вклады мономеров и мицелл для всех ис-
следованных концентраций наночастиц приведе-
ны в табл. 1. Зависимости этих вкладов от кон-
центрации наночастиц (и соответствующих
концентраций стабилизатора) представлены на
рис. 6.

Отметим, что изменения жизнеспособности
клеток под действием мономеров и мицелл име-
ют разный вид, что указывает на возможное раз-
личие в механизме их взаимодействия с клетка-
ми. Точнее говоря, эти два набора эксперимен-
тальных точек аппроксимируются экспонентами,
причем в случае мицелл экспонента имеет явную
тенденцию к резкому подъему в области высоких
концентраций АОТ, тогда как в случае мономе-
ров в той же области наблюдается постепенное
увеличение значений ΔVмон и экспонента имеет
тенденцию к выполаживанию. По нашему мне-
нию, этот результат можно рассматривать как
указание на различие в механизме действия на
клетки между этими двумя формами ПАВ. По-
добный же вид имели аналогичные зависимости
для клеток Jurkat [23], но абсолютные величины
вкладов каждой формы отличались от найденных
для эндотелия, что может быть обусловлено зави-
симостью механизмов действия мономеров и ми-
целл от индивидуальных свойств клеточных ли-
ний.

Результаты экспериментов на фибробластах
(линия FRSN). Основываясь на результатах иссле-
дований цитотоксичности 1-НЧС и 3-НЧС, про-
веденных ранее на клетках Jurkat, а также полу-
ченных в настоящей работе на клетках эндотелия,
в экспериментах на фибробластах для определе-
ния вкладов мономеров и мицелл стабилизатора
использовали раствор НЧС с концентрацией
АОТ выше ККМ, а также изначально вводили
описанную выше коррекцию контроля токсично-
сти стабилизатора на увеличение ионной силы
раствора наночастиц по сравнению с дистилли-
рованной водой. Поэтому здесь использовали
только раствор 3-НЧС и все измерения токсично-
сти стабилизатора проводили на растворах АОТ в
8 ммоль/л растворе KNO3.

Δ миц
4V Δ общ

4V Δ мон
4V

В процессе исследования действия растворов
наночастиц и АОТ на жизнеспособность фиброб-
ластов после проведения нескольких серий экс-
периментов выяснилось, что здесь не удается по-
лучить необходимый уровень воспроизводимо-
сти средних значений жизнеспособности во всем
диапазоне концентраций НЧС, поскольку для
данной концентрации наночастиц и АОТ эти зна-
чения могут варьировать для клеток, взятых после
разного числа пассажей. Для примера на рис. 7
показаны результаты измерений жизнеспособно-
сти фибробластов, взятых на 23-м и 25-м пасса-
жах, после инкубации с растворами 3-НЧС и
3 ммоль/л АОТ, содержащими как мономеры, так
и мицеллы стабилизатора.

Из рисунка видно, что клетки, исследованные
на 25-м пассаже, при тех же концентрациях реа-
гентов демонстрируют меньшую чувствитель-
ность, чем взятые на два пассажа раньше. Разли-
чие в жизнеспособности клеток здесь наиболее
выражено в области больших концентраций в ис-
следованном диапазоне. Подобный результат по-
лучен также в измерениях жизнеспособности
этих клеток при инкубации с раствором АОТ
1.7 ммоль/л, содержащим только мономеры
(рис. 8).

Таким образом, согласно данным проведен-
ных нами экспериментов реакция этих клеток на
действие как наночастиц, так и стабилизатора за-
висит от их “возраста” – возможно, что при ста-
рении клеток их чувствительность к действию ис-

Рис. 5. Жизнеспособность клеток EA.hy926 по-
сле 24-часовой инкубации с 3-НЧС и с раствором
3 ммоль/л АОТ в 8 ммоль/л KNO3 (AOT–KN).
На примере концентрации НЧС 4 мкг/мл показан
вклад стабилизатора в общую токсичность раствора

( ) как сумма вкладов мономеров ( ) и

мицелл (  ) АОТ. Все значения в опыте досто-
верно отличались от контроля по воде (p < 0.01).
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следованных токсических агентов снижается.
Для окончательного вывода планируется прове-
сти дополнительные исследования с использова-
нием наночастиц с другими характеристиками и с
другими концентрациями стабилизатора. На се-
годняшний день можно лишь предположить, что,
если зависимость чувствительности клеток от
числа пассажей подтвердится, причиной ее могут
быть комплексные изменения метаболизма кле-
ток, которые сопутствуют старению фибробла-
стоидных клеток в культуре; такие изменения бы-
ли подробно описаны авторами этой клеточной

линии [30]. Из результатов для клеток FRSN,
имеющихся в настоящее время, следует, что они,
возможно, в среднем менее чувствительны к дей-
ствию растворов наночастиц и стабилизатора,
чем клетки эндотелия, что видно, например, из
сравнения соответствующих значений жизнеспо-
собности на рис. 7 и 5. Однако это наблюдение
носит предварительный характер и должно быть
проверено в ходе дальнейших исследований на
фибробластах при достаточно высокой воспроиз-
водимости экспериментальных данных.

Рис. 6. Вклады мономеров и мицелл АОТ в токсический эффект АОТ по отношению к клеткам EA.hy926 при различ-
ных концентрациях НЧС. Использованы данные из табл. 1; ΔV – общий вклад АОТ в токсичность НЧС при стандарт-
ных разведениях; ΔVмон и ΔVмиц – вклад соответственно мономеров и мицелл АОТ в общую токсичность раство-
ра НЧС.
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Рис. 7. Жизнеспособность клеток FRSN после 24-часовой инкубации со стандартными разведениями растворов
3-НЧС и 3 ммоль/л АОТ на 23-м (а) и 25-м пассаже клеток (б).
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КАБА, ЕГОРОВА

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В согласии с полученными ранее результатами
для клеток Jurkat для нормальных эндотелиаль-
ных клеток человека (EA.hy926) найдено подоб-
ное же различие в характере изменений токсич-
ности мономеров и мицелл АОТ с изменением
его общей концентрации в растворе, что подтвер-
ждает вывод о различии механизмов токсическо-
го действия двух разных форм этого поверхност-
но-активного вещества. Таким образом, в иссле-
довании действия растворов наночастиц на
культивируемые клетки разного типа предложен-
ная нами методика позволила выявить отдельные
вклады разных форм существования ПАВ в вод-
ном растворе и тем самым расширить набор фак-
торов, которые следует учитывать в исследовани-
ях механизма цитотоксичности растворов нано-
частиц.

Для фибробластоидных клеток линии FRSN
наблюдаются изменения жизнеспособности
клеток со временем; возможно, такой эффект
обусловлен специфическими свойствами данной
клеточной линии, которые описаны ее авторами.
Поскольку для определения отдельных вкладов
мономеров и мицелл по используемой здесь ме-
тодике существенную роль играет воспроизводи-
мость результатов измерения жизнеспособности
клеток, на данном этапе для клеток FRSN оказа-
лось невозможным определить вклады разных
форм стабилизатора. Планируется продолжить
апробацию предложенного способа разделения
вкладов разных форм ПАВ на этой и других кле-
точных культурах, что позволит, как мы полагаем,
продвинуться в понимании механизмов токсиче-
ского действия растворов наночастиц, стабили-
зированных поверхностно-активными вещества-
ми, на клетки in vitro.

В целом результаты нашей работы подтвер-
ждают важность высказанных ранее соображе-
ний [23, 24] о необходимости учета действия
мицелл ПАВ в исследованиях механизмов ци-

тотоксичности как растворов наночастиц, ста-
билизированных ПАВ, так и водных растворов
самих ПАВ, применяемых в практической меди-
цине.
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