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Изучение биологической активности наночастиц

золота в живых системах требует использования

биосовместимого стабилизатора, выполняющего

одновременно функцию транспортного средства. В

решении указанной проблемы перспективным пред-

ставляется применение природного полимера хито-

зана (ХТЗ) — поли((1,4)-2-амино-2-дезокси-β-D-

глюкозы). Наличие в структуре амино- и гидроксиль-

ных групп обуславливают его высокую способность

к комплексообразованию с ионами металлов и ста-

билизации их наночастиц. ХТЗ и его производные

имеют широкие перспективы применения в биоло-

гии и медицине благодаря отсутствию токсичности,

гипоаллергенности и биосовместимости, в частности

для компонентов биологически активных препаратов,

стабилизаторов и средств доставки лекарственных

веществ [2, 3]. Авторами [4, 5] также выявлена

антиоксидантная активность ХТЗ при повреждающем

действии радиации.

Введение

В подавляющем большинстве случаев при

нарушениях в работе сердечно-сосудистой системы,

лёгких, системы крови, отравлениях изменяется либо

доставка, либо утилизация кислорода. Известно, что

одним из главных повреждающих механизмов при

гипоксии является резкое увеличение интенсивности

свободно-радикальных процессов, сопровожда-

ющихся образованием активных форм кислорода

(окислительный стресс). Классические химически

синтезированные антигипоксанты зачастую обладают

симптоматическим действием и имеют серьезные

побочные эффекты. В связи с этим актуальным явля-

ется поиск новых эффективных антигипоксических и

адаптогенных средств. Ранее нами в опытах in vitro с

применением метода электронного парамагнитного

резонанса была показана антиоксидантная актив-

ность наночастиц золота [1].
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Можно ожидать высокую антиоксидантную

активность наноструктурированных препаратов

“ХТЗ – золото”.

Цель данной работы — исследование антиокси-

дантных и адаптогенных свойств нанодисперсий

золота, стабилизированных ХТЗ (нанопрепарата

ХТЗ – золото), на лабораторных животных в условиях

гипоксии при пероральном применении.

Экспериментальная часть

В работе использовали водные дисперсии нано-

частиц золота, стабилизированных ХТЗ с молеку-

лярной массой 1,3·105 и степенью деацетилирования

0,80 – 0,82. Нанодисперсии золота получали в водных

растворах ХТЗ, содержащих HAuCl4, при ультра-

фиолетовом воздействии по методике, разработанной

авторами [6]. Установлено [1], что антиоксидантная

активность наночастиц золота зависит от их размера:

максимальной активностью обладают системы с

размером наночастиц до 10 нм, при увеличении

размеров активность резко уменьшается. На осно-

вании этого при изучении антиоксидантной актив-

ности композиции “ХТЗ – наночастицы золота” мы

подбирали условия, обеспечивающие получение

наночастиц золота наименьшего размера (средний

размер 8 нм) и узким распределением по размерам

(от 2 до 12 нм) (рис. 1). Размер наночастиц определяли

неразрушающим методом рассеяния рентгеновских

лучей под малыми углами (РМУ). Для получения

малоугловых рентгенограмм использовали ориги-

нальную установку КРМ-1 с коллимацией первичного

пучка по схеме Кратки [7], Cu Kα  -излучение,

монохроматизированное с помощью Ni-фильтра;

интенсивность рассеянного излучения регистриро-

вали в угловом интервале от 5′ до 160′. Точность

регистрации не менее 3%. Обработку полученных

экспериментальных данных по РМУ проводили по

методике [7].

Работа выполнена на беспородных крысах-

самцах массой 250 – 300 г, выращенных в условиях

вивария при свободном доступе к пище и воде и

естественном чередовании суточной освещенности.

Животные были разделены на 4 группы по 7 особей

в каждой. В первую группу вошли интактные

животные (относительная норма), во вторую (конт-

рольная) — крысы, которым вводили физиологи-

ческий раствор, в третью — животные, получавшие

раствор ХТЗ (доза ХТЗ 100 мг/кг), в четвертую —

нанодисперсию ХТЗ – золото (ХТЗ — 100 мг/кг, золото

— 0,5 мг/кг). Ранее нами была показана высокая

зффективность используемых доз препарата [4, 5].

Препараты вводили перорально при помощи зонда в

объеме 1 мл на животное в течение 7 дней с

периодичностью 1 раз в сутки. Следует отметить, что

контрольная группа животных, которым вводится

препарат только наночастиц золота, отсутствует, так

как наночастицы не могут находиться в коллоидном

растворе без стабилизатора. Поскольку система

агрегативно неустойчива, происходит мгновенная

агломерация наночастиц до “блочного” золота и

выпадение осадка.

Специальными опытами нами установлено, что

развитие неспецифической адаптационной реакции

тренировки развивается через неделю после введения

нанопрепарата. В связи с этим моделирование

гипоксии проводили спустя 7 дней после окончания

процедур. Животных 2 – 4 групп помещали в

барокамеру на 30 мин, создавая разряжение,

соответствующее высоте 8 тыс. метров. Анализ крови

проводили на следующий день после экспозиции в

барокамере.

Кровь для анализа забирали из подъязычной вены

наркотизированных животных и определяли в ней

количество лейкоцитов, лейкоцитарную формулу [8],

Рис. 1. Результаты исследования нанодисперсий “ХТЗ –
золото” методом РМУ: а — кривая малоуглового
рассеяния в координатах lgI – lgϕ; б — функции
распределения p(l) наночастиц золота по размерам.

а

б
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лейкоцитарный коэффициент (отношение про-

центного содержания лимфоцитов к процентному

содержанию сегментоядерных нейтрофилов) [9],

концентрацию гемоглобина [8] и в плазме крови

содержание первичных (диеновых конъюгатов),

вторичных (триеновых конъюгатов) и конечных

(оснований Шиффа) продуктов липопероксидации

[10], а также активность лактатдегидрогеназы [11].

Результаты исследований статистически обра-

батывали с помощью программы BIOSTAT. Незави-

симые выборки сравнивали с помощью однофак-

торного дисперсионного анализа, непараметри-

ческих критериев Крускала – Уоллиса и Ньюмена –

Кейлса.

Результаты и обсуждения

Изучение показателей крови после перенесенной

гипоксии показало, что содержание продуктов

липопероксидации в плазме крови животных конт-

рольной группы (группа 2) увеличилось в 3 – 6 раз

относительно интактных животных (группа 1)

(табл. 1).

В контрольной группе наблюдалось также ста-

тистически значимое увеличение количества сегмен-

тоядерных нейтрофилов и снижение лимфоцитов.

Это указывает на то, что животные контрольной

группы находились в состоянии стресса. На это же

указывало снижение величины лейкоцитарного

коэффициента. Авторами [9] показано, что его

значение уменьшается при стрессе.

В группах животных, получавших раствор ХТЗ и

нанопрепарат, содержание первичных продуктов

перекисного окисления липидов было выше, чем у

интактных и не отличалось от значений контрольной

группы. Необходимо отметить, что содержание

диеновых конъюгатов у животных, получавших

нанопрепарат, было выше, чем в других группах. С

большой долей вероятности это свидетельствует о

том, что нанопрепарат фагоцитируется нейтрофи-

лами. Известно, что процесс фагоцитоза сопровож-

дается интенсивным синтезом активных форм

кислорода и соответственно всплеском свободно-

радикальных процессов [12]. С другой стороны,

усиление фагоцитоза указывает на стимуляцию

препаратом неспецифического (врожденного) имму-

нитета. Эти эффекты, по-видимому, связаны с

наноструктурированной формой препарата, которая

обеспечивается наночастицами золота, имеющими

высокую удельную поверхность.

Повышение активности свободно-радикальных

процессов индуцирует увеличение мощности стресс-

лимитирующей антиоксидантной системы орга-

низма. Из табл. 1 видно, что содержание наиболее

токсичных — конечных продуктов липопероксидации

— оснований Шиффа, обладающих мутагенным,

мембранодестабилизирующим эффектом, у жи-

вотных 4 группы статистически значимо ниже (в три

Таблица 1

Содержание продуктов перекисного окисления липидов в плазме крови крыс на следующие сутки после моделирования
гипобарической гипоксии при профилактическом применении нанопрепаратов ХТЗ – золото

Диеновые конъюгаты, Триеновые конъюгаты, Основания Шиффа,

отн. ед. (экстинкция) отн. ед. (экстинкция) отн. ед. (экстинкция)

1 Интактные 0,060 ± 0,003 0,025 ± 0,005 0,053 ± 0,019

2 Контроль (физиологический раствор) 0,151 ± 0,017* 0,318 ± 0,063* 0,309 ± 0,058*

3 ХТЗ ММ = 1,3·105, 100 мг/кг 0,115 ± 0,021*** 0,035 ± 0,005** 0,156 ± 0,029**

4 Нанопрепарат ХТЗ – золото 0,186 ± 0,019* 0,084 ± 0,029** 0,092 ± 0,016**

(ХТЗ 100 мг/кг, наночастицы Au 0,5 мг/кг)

Примечания: статистически значимые отличия: * — р ≤ 0,05 по отношению к интактным; ** — р ≤ 0,05 по отношению к

контролю (физиологический раствор); *** — по отношению у группе 3 (ХТЗ).

№                           Группа

Таблица 2

Количество лейкоцитов, сегментоядерных нейтрофилов, лимфоцитов в крови крыс и величина лейкоцитарного
коэффициента на следующие сутки после моделирования гипоксии при профилактическом применении нанопрепарата

Количество Сегментоядерных Лимфоциты, Лейкоцитарный

лейкоцитов, 109 нейтрофилов, %  % коэффициент

1 Интактные 11,30 ± 1,90 28,20 ± 1,20 52,60 ± 3,20 1,90 ± 0,10

2 Контроль (физиологический раствор) 19,30 ± 4,30* 35,80 ± 1,48* 43,30 ± 1,40 1,30 ± 0,10*

3 ХТЗ ММ = 1,3·105, 100 мг/кг 12,76 ± 2,30 26,50 ± 0,90 56,80 ± 1,50** 2,20 ± 0,10**

4 Нанопрепарат ХТЗ – золото   9,46 ± 1,83** 23,40 ± 1,00** 58,80 ± 2,40** 2,60 ± 0,20**

(ХТЗ 100 мг/кг, наночастицы Au 0,5 мг/кг)

Примечания: статистически значимые отличия: * — р ≤ 0,05 по отношению к интактным; ** — р ≤ 0,05 по отношению к

контролю (физиологический раствор).

№                            Группа
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раза), чем в контрольной (физиологический раствор)

и в 2 раза ниже, чем в третьей группе животных,

получавших ХТЗ, и не отличается от значений

интактных.

О резистентности к гипоксии животных, полу-

чавших как ХТЗ, так и нанопрепарат говорит тот факт,

что в опытных группах 3 и 4 количество сегменто-

ядерных нейтрофилов было ниже, а количество

лимфоцитов выше, чем в контрольной группе и не

отличалось от показателей интактной (табл. 2). Вместе

с тем более высокое значение лейкоцитарного коэф-

фициента у животных группы 4 является показателем

того, что введение нанопрепарата в большей степени

обеспечивает устойчивость организма к гипоксии.

Обращает внимание повышение концентрации

гемоглобина в крови контрольной группы по

сравнению с интактными животными, что является

следствием компенсаторной реакции организма на

снижение парциального давления кислорода во

вдыхаемом воздухе. В опытной группе 4 содержание

гемоглобина было ниже, чем в контрольной группе

и не отличалось от показателей интактных животных

(рис. 2).

Существенному изменению в плазме крови при

гипоксии подвергается активность одного из клю-

чевых ферментов энергетического обмена, нахо-

дящегося в точке ветвления аэробного и анаэробного

пути окисления углеводов — лактатдегидрогеназы

(ЛДГ). Увеличение на 48% активности ЛДГ (р < 0,05)

в контрольной группе 2 является показателем

нарушения биоэнергетических процессов — резкого

усиления анаэробного гликолиза, приводящего к

накоплению молочной кислоты и закислению среды,

Рис. 2. Содержание гемоглобина в крови крыс после
моделирования гипоксии при профилактическом
применении нанопрепарата. Статистически значи*
мые отличия: * — р ≤ 0,05 по отношению к интакт*
ным; ** — р  ≤ 0,05 по отношению к контролю
(физиологический раствор).

**

Рис. 3. Активность ЛДГ в плазме крови крыс после
моделирования гипоксии при профилактическом
применении нанопрепарата. Статистически зна*
чимые отличия: * — р  ≤ 0,05 по отношению к
интактным; ** — р ≤ 0,05 по отношению к контролю
(физиологический раствор).

**

**

оказывающих неблагоприятное воздействие на

организм вплоть до состояния несовместимого с

жизнью (рис. 3). Активность фермента ЛДГ при

гипобарической гипоксии в группе 4, получавшей

нанопрепарат была ниже, чем в контрольной группе

и достоверно не отличалась от значений интактных

животных, что указывает на переключение энерге-

тического обмена с анаэробного на аэробный путь

окисления пирувата в условиях дефицита кислорода.

В опытной группе 3, получавшей ХТЗ, активность

ЛДГ была ниже, чем в группе контроля, но выше,

чем у животных, получавших нанопрепарат. Полу-

ченные результаты подтверждают более высокую

адаптогенную и антиоксидантную по сравнению с

ХТЗ эффективность наноструктурированного

препарата ХТЗ – золото.

Заключение

Комплексный анализ различных показателей

системы крови, характеризующих резистентность

организма к гипоксии показал, что наноструктури-

рованные препараты на основе комплексов ХТЗ –

золото являются эффективными адаптогенами живых

систем к гипоксии, а также на реальную возможность

создания на их основе новых комплексных препаратов

биологически активных веществ, повышающих

устойчивость организма к экологически неблагопри-

ятным условиям среды и стрессорным состояниям.

Авторы выражают благодарность Т.А.Грачевой

за измерения наночастиц в растворах хитозана

методом РМУ.
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