
 52 том 7 №2 / 2020

Трансляционная медицина / Translyatsionnaya meditsina / Translational Medicine

ВЛИЯНИЕ ВНУТРИВЕННОГО ВВЕДЕНИЯ КРЫСАМ 
НАНОЧАСТИЦ МАГНЕТИТА С РАЗЛИЧНЫМИ ОБОЛОЧКАМИ 
НА ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ И МОРФОЛОГИЮ 
ЭНДОТЕЛИЯ И НА АНТИОКСИДАНТНЫЙ СТАТУС

ISSN 2311-4495
ISSN 2410-5155 (Online)
УДК 57.084

Контактная информация:
Торопова Яна Геннадьевна,
ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» 
Минздрава России,
пр. Пархоменко, д. 15, Санкт-Петербург, 
Россия, 194156.
Email: toropova_yag@almazovcentre.ru

Статья поступила в редакцию 30.01.2020 
и принята к печати 06.04.2020.

Резюме
Актуальность. На сегодняшний день активно ведутся разработки наночастиц для таргетной доставки 

лекарственных препаратов. Отдельное место занимают магнитные наночастицы (МНЧ) на основе ок-
сидов железа ввиду их химической стабильности, относительно высокой биосовместимости и сравни-
тельной легкости получения. Немодифицированные МНЧ могут легко окисляться, что, вероятно, при-
ведет к токсическим эффектам и потере магнитной и коллоидной устойчивости, во избежание данных 
эффектов необходимо нанесение покрытия на их поверхность с последующим исследованием их влия-
ния на эндотелий сосудов и антиоксидантный статус. Цель работы. Изучение влияния внутривенного 
введения крысам МНЧ на основе оксида железа с различными оболочками на функциональное состояние 
и морфологию эндотелия и на антиоксидантный статус. Материалы и методы. В данной работе ис-
пользованы коллоидные растворы наночастиц магнетита, покрытые оболочками из альбумина (МНЧ + 
альбумин), полилактида (МНЧ + полилактид) и полисахарида (МНЧ + полисахарид), в 0,9 %-ом растворе 
NaCl. Исследование проводили на  крысах-самцах стока Wistar SPF-категории. МНЧ вводились одно-
кратно в латеральную хвостовую вену крыс. Гистологическими методами была изучена морфология со-
судов. Для исследования функциональной активности эндотелия использовали метод проволочной мио-
графии. Оценивались концентрации оксида азота и продуктов перекисного окисления липидов. Методом 
люминол-активированной хемилюминисценции оценены общая антиоксидантная активность и  общая 
антиоксидантная емкость плазмы крови, полученной после введения МНЧ. Результаты. Однократное 
внутривенное введение крысам МНЧ + альбумин и МНЧ + полилактид не обеспечивает изменений реак-
тивности сосудов, тогда как введение МНЧ + полисахарид обусловливает снижение эндотелий-зависи-
мого расслабления с сохранением при этом способности к сокращению. Исследуемые виды магнитных 
наночастиц не влияют на метаболическую активность эндотелия и морфологию сосудов. Установлено, 
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Abstract
Background. Today, the development of nanoparticles for targeted drug delivery is underway. A separate 

place is occupied by magnetic nanoparticles based on iron oxides (MNPs) due to their chemical stability, rel-
atively high biocompatibility, and comparative ease of preparation. Unmodified MNPs can easily be oxidized, 
that can to lead to toxic effects and a loss of magnetic and colloidal stability, in order to avoid these effects, it 
is necessary to coat their surface, then to study of their effect on vascular endothelium and antioxidant status. 
Objective. The aim of the work was to study the effect of intravenous injection to rats of magnetic nanoparticles 
of iron oxide with various shells on the functional condition and morphology of the endothelium and on antiox-
idant status. Design and methods. In this work, we used colloidal solutions of magnetite nanoparticles (MNP) 
in a 0.9 % NaCl solution. MNPs were coated with albumin (MNP + albumin), polylactide (MNP + polylactide) 
and polysaccharide (MNP + polysaccharide). The study was performed on male rats of the Wistar SPF-catego-
ry. MNP were injected once into the lateral tail vein of rats. Vascular morphology was studied by histological 
methods. The functional activity of the endothelium was studied by wire myography method. The concentration 
of nitric oxide and the concentration of lipid peroxidation products were evaluated by enzyme immunoassay. 
Total antioxidant activity and total antioxidant capacity of plasma were evaluated by using the method of lumi-
nol-activated chemiluminescence. Results. A single intravenous injection to rats of MNP + albumin and MNP + 
polylactide does not provide changes in vascular reactivity, however, the introduction of MNP + polysaccharide 
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что введение исследуемых агентов обусловливает снижение уровня перекисного окисления липидов. 
МНЧ + альбумин, МНЧ + полилактид и МНЧ + полисахарид при их однократном внутривенном введе-
нии обеспечивают схожий по выраженности, но разный по механизмам реализации эффект на антиокси-
дантный статус. Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что исследуемые виды МНЧ 
обладают равнозначной биосовместимостью при их однократном внутривенном введении крысам.

Ключевые слова: антиоксидантный статус, биосовместимость, магнитные наночастицы, проволоч-
ная миография, хемилюминесценция, эндотелий.

Для цитирования: Торопова Я.Г., Моторина Д.С., Горшкова М.Н. и др. Влияние внутривенного вве-
дения крысам наночастиц магнетита с различными оболочками на функциональное состояние и мор-
фологию эндотелия и на антиоксидантный статус. Трансляционная медицина. 2020;7(2): 52–64. DOI: 
10.18705/2311-4495-2020-7-2-52-64.
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Список сокращений:
АБАП  — 2,2’-азо-бис(2-амидинопропан)диги-

дрохлорид, АО — антиоксидант, АОА — антиок-
сидантная активность, АОЕ  — антиоксидантная 
емкость, АХ — ацетилхолин, ИФА — иммунофер-
ментный анализ, МНЧ — магнитные наночастицы, 
МНЧ + альбумин — магнитные наночастицы, покры-
тые оболочкой из альбумина, МНЧ + полилактид — 
магнитные наночастицы, покрытые оболочкой из 
полилактида, МНЧ + полисахарид  — магнитные 
наночастицы, покрытые оболочкой из полисахари-
да, ФЭ — фенилэфрин, ХЛ — люминол-активиpо-
ванная хемилюминесценция, Emax — значение мак-
симальной величины ответа сосудов, ∆I — прирост 
интенсивности хемилюминесценции после выхода 
сигнала на плато, logEC50 — логарифм концентра-
ции агониста, обеспечивающей половину величины 
максимального ответа, S — площадь «провала», или 
область подавления свечения после внесения плаз-
мы в кювету, tgα — тангенс угла наклона кривой во 
время нарастания интенсивности хемилюминесцен-
ции после ингибирования свечения.

Введение
На сегодняшний день активно ведутся разработ-

ки наночастиц для биомедицинских применений. 
Отдельное место в  широком спектре наночастиц 
(липосомы, неорганические и  полимерные нано-
частицы, наностержни и  т. д.) занимают магнит-
ные наночастицы (МНЧ) на основе оксидов железа 
ввиду их химической стабильности, относительно 
высокой биосовместимости и  сравнительной лег-
кости получения наночастиц магнетитаи маггемита 
(ɣ-Fe2O3), а  также возможности придания различ-
ных свойств посредством поверхностной модифи-
кации. МНЧ могут использоваться для адресной до-
ставки лекарственных препаратов [1–3] в  качестве 

теплогенерирующих систем для гипертермическо-
го воздействия [4], в качестве контрастных агентов 
для магнитной резонансной томографии (МРТ) [3]. 
Перспективной областью применения МНЧ являет-
ся создание чувствительных биосенсоров [5]. К не-
достаткам немодифицированных наночастиц можно 
отнести их способность легко окисляться в  усло-
виях окружающей среды (что, в свою очередь, мо-
жет обусловливать токсические эффекты), а  также 
потерю магнитной и коллоидной устойчивости [6]. 
Кроме того, агрегация наночастиц приводит к  их 
быстрому обнаружению иммунной системой и, как 
следствие, уменьшению времени нахождения в кро-
вотоке. Для обеспечения высокой коллоидной ста-
бильности и преодоления тенденции к агломерации, 
повышения биосовместимости, а также для увели-
чения времени циркуляции наночастиц в кровотоке 
необходимо нанесение покрытия на их поверхность 
[7–8]. В качестве оболочек для МНЧ могут исполь-
зоваться биосовместимые полимеры, такие как по-
лиэтиленгликоль, полисахариды (декстран, крахмал 
и хитозан), полилактид [9] и др. Также естественным 
веществом для формирования биодеградируемой 
оболочки является альбумин — белок, содержащий-
ся в плазме крови и формирующий «белковую ко-
рону» на поверхности необработанных наночастиц 
при введении в кровоток [10]. Известно, что нали-
чие оболочки и ее качественный состав в значитель-
ной степени определяют механизм биологического 
действия и оказываемые эффекты [11]. Ранее авто-
рами было подтверждено активное взаимодействие 
непокрытых наночастиц с эндотелием при их вну-
тривенном введении [10, 12]. Данный факт обуслов-
ливает необходимость при модификации поверхно-
сти МНЧ проведения исследований, направленных 
на  изучение эффектов взаимодействия МНЧ (при 
их внутривенном введении) с эндотелием сосудов. 

causes a decrease in endothelium-dependent relaxation while maintaining the ability to reduce. The studied types 
of magnetic nanoparticles do not affect the metabolic activity of the endothelium and vascular morphology. It 
was found that the introduction of the studied agents causes a decrease in the level of lipid peroxidation. MNP + 
albumin, MNP + polylactide, and MNP + polysaccharide, when it injected once intravenously, provide a similar 
effect, but different mechanisms of realization on the antioxidant status. Conclusion. The obtained data indicate 
that the studied species of MNPs have equal biocompatibility when they are once administered intravenously to 
rats.

Key words: antioxidant status, biocompatibility, chemiluminescence, endothelium, magnetic nanoparticles, 
wire myography.
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Кроме того, необходимо учитывать при этом реали-
зацию основного классического механизма, лежа-
щего в основе токсического эффекта МНЧ — окис-
лительного стресса.

Таким образом, целью исследования явилось 
сравнительное изучение влияния внутривенного 
введения крысам МНЧ на  основе оксида железа 
с различными оболочками на функциональное со-
стояние и морфологию эндотелия и  на антиокси-
дантный статус.

Материалы и методы
Исследование выполнено на  крысах-самцах 

стока Wistar SPF-категории массой 250 г ± 10  %, 
содержавшихся на  полном пищевом рационе со-
ответственно суточным нормативам питания для 
данного вида животных, при стандартном суточном 
свето-темновом режиме. Эксперимент проводили, 
соблюдая принципы гуманного обращения с живот-
ными, регламентированные требованиями Европей-
ской конвенции (Страсбург, 1986) по  содержанию, 
кормлению и  уходу за подопытными животными, 
а также выводу их из эксперимента и последующей 
утилизации. В  постановке опытов руководствова-
лись требованиями Всемирного общества защиты 
животных (WSPA) и Европейской конвенции по за-
щите экспериментальных животных. 

Синтез исследуемых агентов
В данной работе использованы МНЧ на основе 

магнетита с различными оболочками: МНЧ + аль-
бумин, МНЧ + полилактид и МНЧ + полисахарид. 

Синтез наночастиц магнетита. Раствор, объ-
емом 1000 мл, содержащий смесь сульфатов желе-
за (II), железа (III) и оксалата аммония в мольном 
соотношении 2:1:0.1, постоянно перемешивали 
со  скоростью 4 мл/мин при добавлении 50  %-го 
раствора гидроксида аммония. МНЧ синтезирова-
ли до фиксации насыщенно черной окраски и уста-
новления значения pH 8–9. При помощи дисково-
го неодимового магнита полученную суспензию 
подвергали осаждению, а затем промывали 4 раза 
дистиллированной водой. Для подготовки сухой 
пробы полученные МНЧ подвергались лиофиль-
ной сушке при температуре −50 °С и давлении 3 Па 
в течение 7 суток.

Для синтеза был использован модифицирован-
ный реактор идеального смешения периодического 
действия емкостью резервуара 2000 мл (YHCHEM, 
Китай).

Получение опытных образцов МНЧ с различны-
ми оболочками:

Оболочка на  основе полилактида. К  200 мг 
МНЧ добавляли 2 мл раствора PLA-D,L в  хло-

роформе концентрацией 0,1 г/мл и 2 мл раствора 
карбоплатина в диметилсульфоксиде. Затем полу-
ченную суспензию с использованием шейкера LS-
220 (LOIP, Россия) перемешивали 30 минут с  ча-
стотой 300 мин–1. После чего три раза промывали 
с магнитной сепарацией. В качестве растворителя 
на первой и второй промывке использовали хлоро-
форм или изопропиловый спирт. В случае исполь-
зования изопропилового спирта добавление его 
в суспензию производили при постоянном ультраз-
вуковом воздействии длительностью 5–10 минут 
с  использованием ультразвукового диспергатора 
УЗД-2 (ФГУП НИИ ТВЧ, Россия). После третьей 
промывки изопропиловым спиртом полученный 
осадок редиспергировали в  дистиллированной 
воде, замораживали и  лиофилизировали при тем-
пературе −50 °С и давлении 30 Па в течение 48 ча-
сов на лиофильной сушилке Vaco II (ZirBus, США).

Оболочка из полисахаридов. Оболочку из по-
лисахаридов наносили гидротермальным мето-
дом. Суспензию МНЧ обрабатывали насыщенным 
водным раствором глюкозы с  добавлением кар-
боплатина при повышенном давлении до 50 МПа 
в течение 24 часов. К 50 мг МНЧ добавляли 1 мл 
водного раствора карбоплатина концентрацией 5 
мг/мл и  200 мг глюкозы. После этого производи-
ли перемешивание суспензии с  использованием 
шейкера LS-220 (LOIP, Россия) в течение 30 минут 
с частотой 300 мин–1. Затем доводили объем образ-
ца до 15 мл добавлением дистиллированной воды 
и  загружали в  стальной мини-автоклав с  вклады-
шем из политетрафторэтилена КН-25 (КНР). После 
остывания реактора естественным образом до ком-
натной температуры полученные МНЧ, промывали 
водой трехкратно с магнитной сепарацией. Затем 
осадок замораживали и лиофилизировали при тем-
пературе −50 °С и давлении 30 Па в течение 48 ча-
сов на лиофильной сушилке Vaco II (ZirBus, США).

Оболочка из альбумина. К 50 мг МНЧ добавля-
ли 1 мл раствора альбумина человека в воде кон-
центрацией 0,2 г/мл и 1 мл раствора карбоплатина 
в  воде концентрацией 5 мг/мл. Полученную су-
спензию перемешивали с  использованием шейке-
ра LS-220 (LOIP, Россия) в течение 30 минут с ча-
стотой 300 мин–1. Затем осадок промывали водой 
трехкратно с  магнитной сепарацией, заморажи-
вали и лиофилизировали при температуре −50 °С 
и давлении 30 Па в течение 48 часов на лиофиль-
ной сушилке Vaco II (ZirBus, США).

Протокол исследования
Осуществляли однократное введение исследуе-

мых агентов в латеральную хвостовую вену крыс 
в объеме, не превышающем максимально допусти-
мые значения для лабораторных животных (2 мл). 
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Доза введенных наночастиц составляла 1,4 мг, что 
не превышает максимальных переносимых доз для 
данного металла [13]. Группы формировались в со-
ответствии с введенными агентами (МНЧ + альбу-
мин, МНЧ + полилактид и МНЧ + полисахарид). 
Животные контрольной группы получали инъек-
цию 0,9 % NaCl в эквивалентном объеме. 

Через 1 час после введения [10, 14] исследуе-
мых агентов животных наркотизировали (изофлю-
ран), после чего производили взятие крови мето-
дом прокола задней полой вены для дальнейшего 
хемилюминесцентного и иммуноферментного ана-
лиза, а также выделение брыжейки тонкого кишеч-
ника для проведения миографии (n = 9 в  каждой 
группе) и образцов сосудов брыжейки, срезов киш-
ки и сальника для гистологических исследований.

Образцы крови, полученной от животных всех 
исследуемых групп, центрифугировали, получен-
ную плазму аликвотировали и  хранили при −80 
ºС до  момента проведения иммуноферментного 
анализа (ИФА) и  хемилюминесцентного анализа. 
ИФА анализ (уровень NO, содержание переки-
сей) проводили на  автоматическом биохимиче-
ском и ИФА-анализаторе ChemWell 2910 (Combi) 
(AwarenessTechnology, США) с помощью коммер-
ческих наборов.

Оценка функциональной активности 
эндотелия

Функциональную активность эндотелия оцени-
вали с помощью проведения проволочной миогра-
фии изолированных сосудов брыжейки (ex vivo), 
а также на основании определения уровня оксида 
азота (NO), как основного маркера сохранности 
эндотелия. Выделенную брыжейку помещали в ох-
лажденный раствор Кребса–Хензеляйта следующе-
го состава (мМ): NaCl 119; KCl 4,7;1,17;1,6;1,2;25; 
глюкоза 5,5; ЭДТА 0,03. Для исследования функ-
циональной активности использовали артериолы 
брыжейки 3-го порядка диной 3 мм. Эксперимент 
проводили в многокамерном миографе DMT620M 
(Дания) согласно описанной методике [15]. Сосу-
ды монтировали в  камере миографа при помощи 
стальных проволок (40 мкм). В течение всего экс-
перимента производили подогрев до 37 °С и аэра-
цию карбогеном рабочего раствора. Для исследо-
вания функциональной активности использовали 
кумулятивные кривые «концентрация–ответ» для 
фенилэфрина (ФЭ) и ацетилхолина (АХ). Для ис-
следования сократительной функции сосуд инку-
бировали в растворах с концентрацией ФЭ от 0,1 
до  10 мкМ (10−7–10−5 М). Для исследования рас-
слабления сосуд предварительно сокращали фе-
нилэфрином на  60% от  максимального сокраще-

ния, а  затем производили инкубацию в растворах 
с концентрацией АХ от 0,1 до 10 мкМ. Регистра-
цию данных производили с помощью программы 
LabChart 8.

Оценка антиоксидантного статуса
Антиоксидантный статус оценивали с помощью 

люминол-активиpованной хемилюминисценции [с 
определением общей антиоксидантной активности 
(АОА) и антиоксидантной емкости (АОЕ) плазмы]. 
Также определяли уровни перекисного окисления 
липидов (по содержанию перекисей, образующих-
ся при свободнорадикальном окислении липидов 
клеточной мембраны).

Оценку антиоксидантной активности и антиок-
сидантной емкости производили с помощью мето-
дики люминол-активиpованной хемилюминесцен-
ции (ХЛ) [16] на 12-кюветном xемилюминометpе 
«Lum-1200» (ДИСофт, Россия) в термостатирован-
ных условиях пpи 37 °C. В качестве реагентов ис-
пользовали: генератор свободных радикалов 50 мМ 
раствор АБАП (2,2’-азо-бис(2-амидинопропан)ди-
гидрохлорид) (Fluka, Германия) [17]; 1 мМ раствор 
люминола (5-амино-1,2,3,4-тетpагидpо-1,4-фтала-
зиндион), (Fluka, Германия); калий-фосфатный бу-
фер pH 7.4. Для записи и визуализации сигнала ис-
пользовали программное обеспечение PowerGraph 
3.3. Оценивали изменение интенсивности свечения 
после добавления антиоксиданта (АО) в  систему 
АБАП + люминол. Для проведения исследования 
в кювету вносили 920 мкл буфера, 20 мкл раствора 
люминола и 50 мкл раствора АБАП, инкубировали 
в течение 5 минут до стабилизации сигнала, затем 
добавляли 10 мкл плазмы, предварительно разбав-
ленной в  10 раз, после чего дожидались выхода 
сигнала на плато. Общий объем пробы в кювете со-
ставлял 1 мл. Интенсивность ХЛ регистрировали 
в  вольтах. В контрольные кюветы вместо плазмы 
вносили эквивалентный объем буфера.

Общий антиоксидантный статус образца оце-
нивали на основе следующих показателей (рис. 1): 
S — площадь «провала», или область подавления 
свечения; ∆I — прирост интенсивности ХЛ после 
выхода сигнала на  плато; tgα — тангенс угла на-
клона кривой во время нарастания интенсивности 
ХЛ после ингибирования свечения. На  хемилю-
минесцентной кривой после добавления плазмы 
выделяли следующие фазы: фаза 1 — подавление 
хемилюминесценции, фаза 2 — нарастание после 
ингибирования свечения, фаза 3 — область стаци-
онарного свечения. Рассчитывали площади фазы 1, 
являющейся мерой АОЕ плазмы, фазы 2, отобра-
жающей AOA белков плазмы, а также фазы 3, свя-
занной с количеством альбумина (как важнейшего 
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компонента антиоксидантной системы организма) 
и степенью его окисленности.

Оценка морфологических изменений сосудов
Производили оценку морфологических измене-

ний фрагментов тонкой кишки, сальника и сосудов 
животных, как наиболее распространенных и  хо-
рошо изученных объектов исследований в аспекте 
физиологических изменений и нарушений состоя-
ния микроциркуляторного русла [18–19]. Материал 
для гистологического исследования фиксировали 
в 10 %-ом растворе нейтрального формалина в те-
чение 24 часов, после чего по общепринятой мето-
дике заливали в парафин [20]. Затем изготавливали 
срезы толщиной 5–7 мкм, которые окрашивали ге-
матоксилином и эозином. Также образцы окраши-
вали по Перлсу с целью выявления трехвалентного 
железа [21]. Морфологическое исследование гисто-
логических препаратов проводилось при помощи 
светооптического микроскопа CarlZeissPrimoStar 
при увеличении 10 и  40. Микрофотографирова-
ние проводили при помощи цифровой фотокамеры 
ToupCam и программного обеспечения ToupView.

Статистическая обработка данных
Для обработки результатов проволочной мио-

графии использовали программы MicrosoftExcel 
и  GtaphPadPrism 6. Данные подвергали нормали-
зации, а  затем применяли методы нелинейного 
регрессионного анализа. За критический уровень 
статистической значимости принимали р < 0,05. 
Вычисляли значение логарифма концентрации 
агониста, обеспечивающей половину величины 
максимального ответа (logEC50), характеризующее 

чувствительность сосудов, и значение максималь-
ной величины ответа (Emax), характеризующее ин-
тенсивность реакции сосудов.

Полученные результаты ХЛ и ИФА обрабатыва-
лись с помощью программы GraphPadPrism 6. Для 
оценки достоверности различий между несопря-
женными совокупностями применялся U-критерий 
(Манна–Уитни). Достоверными считались разли-
чия при p < 0,05.

Результаты
Исследование функциональной активности 

эндотелия
Исследование активности эндотелия в услови-

ях ex vivo
Значения logEC50 и Emax для АХ и ФЭ в исследу-

емых группах представлены в  таблице 1. Кривые 
зависимостей «концентрация–ответ» при воздей-
ствии фенилэфрина представлены на рисунке 2А. 
В  условиях введения всех видов наночастиц со-
кратительная активность изолированных сосудов 
не  отличалась от  таковой в  группе контроля (p > 
0,05). Значения logEC50 для ФЭ во всех исследу-
емых группах статистически не  различались (p > 
0,05), что являлось свидетельством сохранности 
чувствительности сосудов к  агонисту в  условиях 
воздействия всех видов МНЧ.

В условиях введения МНЧ + альбумин и МНЧ + 
полилактид характер расслабления сосудов не отли-
чался от такового в группе контроля. В то же время 
на  фоне введения МНЧ + полисахарид отмечалось 
достоверное снижение ответа на АХ в диапазоне кон-
центраций 1,3; 1,5; 3 (мкМ) (в логарифмическом мас-
штабе соответственно: −5,9; −5,8; −5,5 (М), p < 0,05 

Рис. 1. Кривая развития ХЛ в системе АБАП + люминол + плазма: I — ХЛ в кювете с образцом 
плазмы; II — ХЛ в контрольной кювете
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по сравнению с контролем), с приближением релак-
сации к  контрольному уровню, с  увеличением кон-
центрации агониста от 3 до 10 мкМ (табл. 1, рис. 2Б).

Таким образом, однократное внутривенное вве-
дение крысам МНЧ + альбумин и МНЧ + поли-
лактид не  обеспечивает изменений реактивности 
сосудов, тогда как введение МНЧ + полисахарид 
обусловливает снижение эндотелий-зависимого 
расслабления с сохранением при этом способности 
к сокращению.

Исследование содержания оксида азота
Концентрация оксида азота в образцах плазмы 

крови животных всех исследуемых групп стати-
стически не различалась (p > 0,05). Значения кон-
центраций NO в исследуемых группах представле-
ны на рисунке 3.

В условиях однократного внутривенного введе-
ния крысам всех видов наночастиц уровень оксида 
азота соответствовал таковому в группе контроля.

Таким образом, однократное внутривенное вве-
дение всех исследуемых видов МНЧ не обеспечи-
вает изменения уровня оксида азота. 

Исследование антиоксидантного статуса 
плазмы крови

Исследование антиоксидантной активности 
и антиоксидантной емкости

Наибольшая площадь ингибирования свече-
ния наблюдалась у  образцов плазмы, получен-
ной от  крыс после введения МНЧ + полилактид  
(p < 0,05 по  сравнению с  МНЧ + полисахарид 
и МНЧ + альбумин, контроль), тогда как наимень-

Рис. 2. Дозозависимое сокращение (А) и расслабление (Б) сосудов брыжейки крыс  
при внутривенном однократном введении МНЧ с различными оболочками. 

По оси x: концентрация агониста в логарифмическом масштабе в молях. По оси y: интенсивность ответа в про-
центах (M ± SEM). # — p < 0,05, контроль по сравнению с МНЧ + полисахарид; * — p < 0,05, МНЧ + альбумин 
по сравнению с МНЧ + полисахарид

Таблица 1. Значения log EC50 в молях (M ± SEM) и Emax в процентах (M ± SEM) для фенилэфрина 
(ФЭ) и ацетилхолина (АХ) в экспериментальных группах с введением МНЧ с различными 

оболочками

Аго-
нист Показатель Контрольная 

группа МНЧ + альбумин МНЧ + 
полисахарид

МНЧ + 
полилактид

ФЭ
log, EC50, М −5,88 ± 0,07 −5,87 ± 0,056 −5,96 ± 0,06 −5,76 ± 0,28

Emax, % 124,02 ± 11,21 130,39 ± 7,13 121,17 ± 7,37 124,41 ± 7,58

АХ
log, EC50, М −6,69 ± 0,05 −6,94 ± 0,15 −6,72 ± 0,14 −6,82 ± 0,08

Emax, % 93,19 ± 2,66 82,45 ± 6,76 80,26 ± 7,93* 94,67 ± 1,92

Примечание: * p < 0,05 по сравнению с контролем. 
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шая площадь ингибирования свечения оказалась 
у группы животных после введения МНЧ + альбу-
мин (p < 0,05 по сравнению с контролем и группой 
МНЧ + полилактид) (рис. 4).

Значение тангенса угла наклона кривой во вре-
мя нарастания интенсивности ХЛ после ингибиро-
вания свечения оказалось максимальным в образ-
цах плазмы, полученной от животных с введением 
МНЧ + альбумин (p < 0,05 по  сравнению c кон-
трольной группой, МНЧ + полисахарид и МНЧ + 
полилактид) (рис. 5).

Минимальный прирост уровня стационарного 
свечения наблюдался в  образцах плазмы крови, 
полученной от крыс с введением МНЧ + альбумин  
(p < 0,05 по сравнению с контролем) (рис. 6).

Таким образом, образцы из группы МНЧ + по-
лилактид обладали наибольшей площадью инги-
бирования свечения и соответственно наибольшей 
АОЕ. Показатели тангенса угла наклона касатель-
ной к  кривой возрастания интенсивности и  при-
роста уровня стационарного свечения для данной 
группы не  отличались от  контроля. Образцы из 
группы МНЧ + полисахарид отличались наимень-
шим tgα, причем данный показатель статистически 
значимо не отличался от контроля, только от груп-
пы МНЧ + полилактид. Таким образом, скорость 
взаимодействия (АОА) белков плазмы из группы 
МНЧ + полисахарид со  свободными радикала-
ми была наименьшей, но  значимо не  отличалась 
от  контроля. Показатели S и  ∆I для плазмы, по-
лученной после введения магнитных наночастиц 

с оболочкой из полисахарида, не отличались от по-
казателей контрольной группы.

По всем тем показателям от контрольной груп-
пы отличались образцы из группы МНЧ + альбу-
мин. Количество антиоксидантов (АОЕ) в данной 
системе оказалось наименьшим, а  tgα (скорость 
взаимодействия АО со свободными радикалами) — 
наибольшим по сравнению со всеми исследуемы-
ми группами. Изменение интенсивности свечения 
∆I также оказалось наименьшим.

Таким образом, МНЧ + альбумин, МНЧ + по-
лилактид и МНЧ + полисахарид при их однократ-
ном внутривенном введении обеспечивают схожий 
по выраженности, но разный по механизмам реа-
лизации эффект на антиоксидантный статус.

Исследование концентрации перекисей
Концентрация продуктов перекисного окисле-

ния липидов в контрольных образцах была досто-
верно (p < 0,05) выше, чем в образцах плазмы кро-
ви крыс с введением МНЧ + полисахарид, МНЧ + 
полилактид и МНЧ + альбумин. Уровни концентра-
ций перекисей для всех исследуемых групп пред-
ставлены на рисунке 7.

Однократное внутривенное введение крысам 
МНЧ с  оболочками из полилактида, альбумина 
и полисахарида обеспечивает равнозначное сниже-
ние уровня перекисей в плазме крови.

Результаты гистологического исследования
Кровеносные сосуды во всех исследованных об-

разцах имели типичное гистологическое строение. 

Рис. 3. Уровни NO (мкмоль/л) в плазме крови крыс на фоне внутривенного введения магнитных 
наночастиц c различными оболочками



 60 том 7 №2 / 2020

Экспериментальные исследования / Experimental studies

Внутренняя оболочка была представлена эндотели-
альным слоем, образованным уплощенными эндо-
телиоцитами вытянутой формы, и субэндотелиаль-
ным слоем из элементов рыхлой соединительной 
ткани. В интиме артерий определялась внутренняя 

эластическая мембрана. Средняя оболочка была 
образована гладкими миоцитами, клетками фибро-
бластического ряда и  эластическими элементами 
(эластические волокна и  мембраны в  артериях). 
Адвентиция сосудов была образована рыхлой сое-

Рис. 4. Площадь ингибирования ХЛ после добавления плазмы в систему АБАП + люминол (В×с)
наночастиц c различными оболочками

Рис. 5. Тангенс угла наклона касательной к кривой возрастания интенсивности ХЛ
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динительной тканью. Сосуды микроциркуляторного 
русла были представлены артериолами, прекапил-
лярами, капиллярами, посткапиллярами и венулами. 
Гистологическое строение сосудов микроциркуля-
торного русла в исследованных образцах также со-
ответствовало норме. Эндотелиальные клетки были 
без выраженных повреждений, имели характерную 
полярность, сохраняли межклеточную связь, обе-
спечивая непрерывность эндотелия во всех исследо-
ванных сосудах. Гистохимическая окраска по Пер-
лсу показала отсутствие в исследованных образцах 
соединений трехвалентного железа. 

Обсуждение
В настоящем исследовании проводилось изуче-

ние влияния однократного внутривенного введения 
крысам МНЧ, различающихся качественным соста-
вом оболочки (из альбумина, полисахарида, поли-
лактида), на функциональное состояние и морфоло-
гию эндотелия и на антиоксидантный статус.

На основании результатов, полученных в ходе 
изучения функциональной активности эндотелия, 
установлено, что однократное внутривенное вве-
дение крысам МНЧ + альбумин и МНЧ + поли-
лактид не обеспечивает изменений реактивности 
сосудов, тогда как введение МНЧ + полисахарид 
обусловливает снижение эндотелий-зависимого 
расслабления с  сохранением при этом способно-
сти к  сокращению. Следует отметить при этом 
сохранность метаболической активности и  мор-
фологического строения эндотелия в  условиях 

воздействия всех используемых видов наноча-
стиц. Ранее авторами было показано активное 
взаимодействие непокрытых наночастиц магнети-
та с клетками эндотелия в условиях in vitro, про-
являющееся в  виде снижения пролиферативной 
активности и жизнеспособности эндотелиоцитов, 
интернализации наночастиц в  эндотелиальные 
клетки и, как следствие, изменении их морфоло-
гии [12]. Также в  экспериментах in vivo c одно-
кратным внутривенным введением крысам нано-
частиц магнетита при отсутствии оболочки было 
продемонстрировано изменение в  условиях их 
воздействия сократительной активности сосудов 
с  сохранением эндотелий-зависимого расслабле-
ния [10]. Предположительно, наличие оболочки 
на поверхности наночастиц магнетита обусловли-
вает изменение механизма взаимодействия нано-
частиц с эндотелием. Вероятно, наличие оболоч-
ки вне зависимости от  ее качественного состава 
замедляет или нивелирует возможность поглоще-
ния наночастиц эндотелиальными клетками, о чем 
косвенно свидетельствует гистохимический и ги-
стологический анализ. Не исключено, что данный 
факт находит свое отражение в  виде отсутствия 
влияния внутривенного введения МНЧ + альбу-
мин и МНЧ + полилактид на функциональную ак-
тивность сосудов. При этом снижение релаксации 
сосудов в условиях воздействия МНЧ + полисаха-
рид может быть обусловлено повреждающим дей-
ствием свободных радикалов в условиях наимень-
шего (по сравнению с МНЧ + альбумин и МНЧ 

Рис. 6. Изменение интенсивности свечения (В) после окончания фазы ингибирования (прирост 
уровня стационарного свечения)
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+ полилактид) воздействия на  антиоксидантный 
статус.

Тенденция к снижению концентрации альбуми-
на прослеживалась для всех исследуемых групп, 
что может быть связано с формированием «белко-
вой короны» из альбумина на поверхности магнит-
ных наночастиц при введении их в кровоток [10]. 
Значение концентрации продуктов перекисного 
окисления липидов для всех групп оказалось зна-
чимо меньше значения оксистата в  контрольной 
группе. Это может быть обусловлено снижением 
генерации активных форм кислорода после введе-
ния исследуемых агентов. Также нельзя исключать 
и вероятность связывания наночастицами свобод-
ных радикалов [14].

Заключение
1.	 Однократное внутривенное введение кры-

сам МНЧ + альбумин и МНЧ + полилактид не обе-
спечивает изменений реактивности сосудов, тогда 
как введение МНЧ + полисахарид обусловливает 
снижение эндотелий-зависимого расслабления с со-
хранением при этом способности к сокращению.

2.	 Однократное внутривенное введение всех 
исследуемых видов магнитных наночастиц не вли-
яет на  метаболическую активность эндотелия, 

а также не обусловливает морфологических изме-
нений сосудов.

3.	 Однократное внутривенное введение кры-
сам магнитных наночастиц с оболочками из поли-
лактида, полисахарида, альбумина обусловливает 
снижение уровня перекисного окисления липидов. 
По  выраженности данного эффекта исследуемые 
виды наночастиц можно расположить в  ряду (в 
порядке убывания эффекта): МНЧ + полилактид, 
МНЧ + полисахарид, МНЧ + альбумин.

4.	 Таким образом, МНЧ + альбумин, МНЧ + 
полилактид и МНЧ + полисахарид при их одно-
кратном внутривенном введении обеспечивают 
схожий по  выраженности, но  разный по  меха-
низмам реализации эффект на антиоксидантный 
статус.

5.	 МНЧ + альбумин, МНЧ + полилактид 
и  МНЧ + полисахарид обладают равнозначной 
биосовместимостью при их однократном внутри-
венном введении крысам.
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Рис. 7. Уровни оксистата (мкмоль/л) в плазме крови крыс на фоне внутривенного однократного 
введения магнитных наночастиц с различными оболочками
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