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В данной работе представлены результаты изучения общетоксического и раздражающего дей-
ствия наноразмерных частиц серебра, цинка и титана диоксида в экспериментах на животных 
и альтернативных моделях (сперма КРС, бактерии «Эколюм» и сосуды ХАО куриного эмбри-

она). Обоснована эффективность использования высокочувствительных альтернативных моделей 
для скрининговой оценки общетоксического и раздражающего действия на предварительном этапе 
токсиколого-гигиенических исследований наносодержащей продукции. 
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Введение. Количество промышленно про-
изводимых наноматериалов  (НМ) и  наносо-
держащей продукции ежегодно существен-
но увеличивается, области применения НМ 
в современной науке и технике чрезвычайно 
разнообразны [1,2,3]. Преобладающее место 
в структуре потребительской продукции на-
ноиндустрии занимает косметическая про-
дукция – 73%; пищевая продукция и упаковка 
для пищевых продуктов – 10%; строительные 
материалы и бытовая химия – 8%; медицин-
ские изделия – 2% [4].

В соответствии с «Концепцией токсиколо-
гических исследований, методологии оцен-
ки риска, методов идентификации и  коли-
чественного определения наноматериалов», 
утверждённой Постановлением Главно-
го государственного санитарного врача РФ 
от 31 октября 2007 г. N 79 перед Федеральной 
службой по надзору в сфере защиты прав по-
требителей и  благополучия человека стоит 

чрезвычайно важная задача по безопасному 
регулированию НМ и наносодержащей про-
дукции, обращающейся на  территории РФ 
и других стран ЕврАзЭС.

Необходимость в  короткие сроки оценки 
опасности для здоровья человека ежегодно 
увеличивающейся номенклатуры промыш-
ленно производимых НМ и наносодержащей 
продукции, предназначенной для широкого 
использования всеми категориями населе-
ния, затрудняет использование классических 
токсикологических методов исследования in 
vivo, требующих значительных временных, 
трудовых затрат и  больших материальных 
ресурсов. В связи с этим возникает пробле-
ма выбора среди разнообразных методов in 
vitro таких, которые были бы наиболее ин-
формативны, стандартизованы, имели объ-
ективную количественную оценку резуль-
татов и  хорошо коррелировали с  данными, 
полученными на животных. Целью настоя-
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щего исследования являлась сравнительная 
оценка эффективности экспресс-методов ис-
следования токсических свойств наномате-
риалов для выбора наиболее чувствительных 
тест-методов.

Материалы и методы исследования. Объ-
ектами исследования являлись наноразмер-
ные частицы металлического серебра  (Ag-
бион-2), цинка в  водном растворе крахмала 
Zn WDx и порошка титана диоксида  (TiO2), 
по  данным просвечивающей электронной 
микроскопии  (ПЭМ), рентгеновской реф-
рактометрии  (XRD) и  лазерной грануломе-
трии средний размер  (гидродинамический 
диаметр) которых составлял 10  нм, 24  нм 
и  20  нм, соответственно. Предмет исследо-
вания – токсикологические методы исследо-
вания опасных свойств НМ в опытах in vitro 
и in vivo. В работе использован комплекс экс-
периментальных токсикологических  (кли-
нических, физиологических, патоморфоло-
гических, цитотоксических, физических), 
статистических, аналитических и библиогра-
фических методов исследований. Исследова-
ния проведены на  базе ИЛЦ ФБУЗ «Центр 
гигиены и эпидемиологии в городе Москве» 
в  соответствии с  требованиями стандарта 
ISO/IEC 17025:2005 (DIN EN ISO 17025:2005, 
ГОСТ Р ИСО/МЭК 17025-2006) и «Правил ла-
бораторной практики» (Приказ Минздравсо-
цразвития РФ от 23 августа 2010 г. №708н).

Общетоксическое действие на эксперимен-
тальных животных изучали комплексно (та-
бл. 1) по  клиническим, физиологическим 
и патоморфологическим показателям при од-
нократном внутрижелудочном введении, в со-
ответствии с МУ 1.2.2520-09. Опыты проводи-
лись на нелинейных мышах, отдельно самцах 
и самках (240 животных).

Местные воспалительные реакции изучали 
с помощью накожных аппликаций и конъюнк-
тивальной пробы  (МУ  1.2.2635-10). При ис-
следовании использовали молодых морских 
свинок светлой масти обоих полов (80 живот-
ных) и кроликов альбиносов одной масти обо-
их полов (40 животных).

В целях определения возможности исполь-
зования экспресс-методов in vitro для изуче-
ния общетоксического действия наноразмер-
ных частиц проводили токсикологические 
исследования на  сперме крупного рогато-
го скота (КРС) (ГОСТ 26030-83) и фотобак-
териях «Эколюм»  (ТУ 6-09-20-236-01) в  со-
ответствии с  МУ  1.1.037-95, МУ 1.2.2634-10. 
Токсическое действие оценивали по  вели-
чине индекса токсичности  (It и  T) на  осно-
ве параметров функционального состояния 
тест-объектов  (двигательная активность 
сперматозоидов, интенсивность биолюминес-
ценции бактерий «Эколюм»). Для установле-
ния характера и степени выраженности раз-
дражающего действия наноразмерных частиц 
на слизистые оболочки использовали альтер-
нативную модель – сосуды хориоаллантоис-
ной оболочки  (ХАО) 10  –дневных куриных 
эмбрионов кур породы белый леггорн  (МР 
1.2. 0025-11). С помощью программы Minimax 
Dopler v.1.7. автоматически вычислялись ко-
личественные параметры скорости крово-
тока: линейная скорость кровотока Vs  (см/
сек), объёмная скорость кровотока Qs  (мл/
сек), средневзвешенная скорость кровото-
ка по кривой средней скорости Vam (см/сек). 
По  изменению линейной скорости кровото-
ка (X) контрольной и опытной проб оценива-
ли местно раздражающее действие. 

Статистическую обработку данных про-
водили с  помощью программ Excel, Probit 

Таблица 1

показатели оценки общетоксического действия наноразмерных частиц  на организм 
лабораторных животных

Клинические показатели Определение DL50 мг/ кг; гибель животных и признаки 
интоксикации; наличие и характер судорог

Физиологические показатели

Общее состояние животных (внешний вид, поведение, 
двигательная активность, состояние шерстного покрова, 

потребление корма и воды, частота мочеиспускания, 
динамика массы тела)

Патоморфологические показатели
Макроскопические исследования: коэффициенты 

массы внутренних органов (печень, почки, селезенка, 
надпочечники)
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Analys, Statistica. Величины параметров ток-
сикометрии определяли методом наимень-
ших квадратов с  помощью программы вну-
трилабораторного контроля Q  Control v. 5. 
Достоверность различий определяли по кри-
терию Манна-Уитни и  t  – тесту Стьюдента. 
Различия между группами признавали досто-
верными при уровне значимости P<0,05. 

Результаты и обсуждение. В условиях дан-
ного эксперимента, несмотря на  отсутствие 
летальности при однократном внутрижелу-
дочном введении наноразмерных частиц сере-
бра в дозе 5000 мг/ кг, при оценке физиологи-
ческих показателей были отмечены признаки 
общетоксического действия в виде изменения 
двигательной активности животных подо-
пытной группы  (P<0,05), которые проявля-
лись в снижении вертикальной двигательной 
активности по  сравнению с  контролем  (та-
бл.2). 

По остальным признакам: внешнему виду, 
состоянию шерстного покрова, потребле-
нию корма и воды, частоте мочеиспусканий 
и  динамике массы тела за весь наблюдае-
мый период статистически значимых разли-
чий между опытом и контролем не было вы-
явлено (P>0,05). Проведенные исследования 
позволяют предположить, что наиболее чув-
ствительным органом при воздействии на-
норазмерных частиц серебра является цен-
тральная нервная система. Подтверждением 
этому являются данные о  признаках окси-
дантного стресса клеток головного мозга при 
остром внутрижелудочном воздействии на-
норазмерных частиц серебра в дозе 1000 мг/
кг в результате их проникновения через гема-
то-энцефалический барьер[5]. Следует отме-
тить, что в литературе имеется информация 
о проявлении общетоксического действия на-

норазмерных частиц серебра при введении 
ещё более низких доз: 90 мг/кг [6] и 5 мг/л [7], 
но в условиях субхронических и хронических 
экспериментов.

В результате изучения общетоксического 
действия в  опытах in vitro было выявлено, 
что наноразмерные частицы серебра оказы-
вают дозозависимое действие на фотобакте-
рии «Эколюм» и сперму КРС. Действующие 
концентрации 1·10-1 г/л, 1·10-2 г/л, 1·10-3г/л, 1·10-

4  г/л вызывали тушение свечения биосенсо-
ра  (рис. 1) и  снижали подвижность сперма-
тозоидов (рис. 2), что указывает на высокую 
чувствительность используемых моделей.

Для удобства сравнительной оценки обще-
токсического действия в  экспериментах in 
vivo и  in vitro величины доз и концентраций, 
оказывающих токсическое воздействие, бы-
ли приведены к  единообразным показате-
лям (табл. 3). Как показывает сравнительный 
анализ  (табл.3), признаки общетоксическо-
го действия наноразмерных частиц серебра 
в опытах in vivo отмечались в дозах 30-150 мг/
животное при изучении острой токсичности, 
в  дозе 2,7  мг/животное в  опытах по  субхро-
нической токсичности [6] и  в  дозе 0,005  мг/
мл при проведении длительных эксперимен-
тов на животных [7]. Общетоксическое дей-
ствие наноразмерных частиц серебра в опы-
тах in vitro было выявлено в концентрациях 
0,001  и  0,005  мг/мл на  одну пробу культуры 
бактерий «Эколюм» и спермы КРС соответ-
ственно (табл. 3), что коррелирует с величи-
ны эффективных токсических концентраций 
или полученными на клетках человеческого 
лёгкого [8].

При изучении общетоксического действия 
наноразмерных частиц цинка в эксперимен-
тах in vivo было установлено, что при остром 

Таблица 2 

показатели поведенческих реакций у исследуемых животных после внутрижелудочного введения 
наночастиц серебра в дозе 5000 мг/кг

Группы животных

Комплексный метод с интегральной оценкой поведенческих параметров  
(время измерения 3 минуты)

Горизонтальная 
двигательная 

активность

вертикальная 
двигательная 

активность

«Норковый 
рефлекс»

интегральная 
активность

Опыт 29,2±2,3 13,3±2,1* 12,2±1,3 54,8±1,8*

Контроль 32,1±1,7 18,9±1,2 13,2±1,0 64,9±2,4

*- достоверные различия P<0,05
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воздействии доза 5000 мг/кг 
не  оказывает общетоксиче-
ского эффекта и не вызыва-
ет признаков интоксикации 
и  патоморфологических на-
рушений. Вместе с тем, в ли-
тературе имеются сведения 
о проявлении общетоксиче-
ского действия наноразмер-
ных частиц цинка при вве-
дении более низкой дозы 
500 мг/кг (15 мг/ на одно жи-
вотное) в исследованиях суб-
хронической токсичности 
[9]. При изучении общетокси-
ческого действия в опытах in 
vitro было выявлено, что на-
норазмерные частицы цинка 
оказывают дозозависимое 
действие на  альтернатив-
ные модели фотобактерий 
«Эколюм» и  спермы КРС. 
Действующие концентрации 
2·10-3  г/л, 3·10-3  г/л, 4·10-3г/л, 
5·10-3  г/л вызывали тушение 
свечения биосенсора и  сни-
жали подвижность сперма-
тозоидов в  концентрации 
20  г/л, 30  г/л, 40  г/л, 50  г/л. 
Токсическая концентрация 
наноразмерных частиц цин-
ка для альтернативной моде-
ли фотобактерий «Эколюм» 
составила 0,005 мг/мл на од-
ну пробу культуры, а для мо-
дели спермы КРС – 20 мг/мл 
на  одну пробу сперматозои-
дов  (табл. 3), что указывает 
на более высокую чувствительность альтер-
нативной модели фотобактерий «Эколюм». О 
репрезентативности полученных результатов 
свидетельствует тот факт, что аналогичные 
токсические концентрации были получены и 
на пневмоцитах человека [8].

 Изучение общетоксического действия на-
норазмерных частиц титана диоксида при 
однократном внутрежелудочном введении 
показало,  что доза 5000 мг/кг не вызыва-
ет  эффекта: отсутствуют признаки инток-
сикации и патоморфологических нарушений.
Тем не  менее, в  литературе имеются сведе-
ния о признаках общетоксического действия 
наноразмерных частиц титана диоксида, вы-
званных более низкими концентрациями 
в  субхронических и  хронических экспери-
ментах: 500 мг/кг  (15 мг/ на одно животное) 
[9], 200  мг/кг  (10  мг/ на  одно животное) [10] 
и 10 мг/кг (0,3 мг/ на одно животное) [11]. 

При изучении общетоксического действия 
в  опытах in vitro было выявлено, что нано-
размерные частицы титана диоксида ока-
зывают дозозависимое действие только 
на  альтернативную модель фотобактерии 
«Эколюм» в концентрациях 2,5·10-1г/л; 2,5 г/л; 
25  г/л и  250  г/л, вызывая тушение свечения 
биосенсора по сравнению с контролем. Ток-
сическая концентрация наноразмерных ча-
стиц титана диоксида составила 0,2  мг/мл 
на  одну пробу фотобактерий «Эколюм». 
Полученные результаты аналогичны вели-
чинам токсических концентраций получе-
ных на других клеточных объектах: лимфо-
цитах периферической крови, макрофагах, 
эпителиальных клетках дыхательных путей 
и кишечника человека [Demir. E., et al. 2013; 
Tilton. S.C. et al. 2014]. Наноразмерные части-
цы титана не  оказывали общетоксического 
действия на альтернативную модель спермы 

рис.1. Изменение индекса токсичности при исследовании 
общетоксического действия наноразмерных частиц серебра 
на альтернативной модели фотобактерий «Эколюм».

рис. 2. Изменение индекса токсичности при исследовании 
общетоксического действия наноразмерных частиц серебра 
на альтернативной модели спермы КРС.
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Таблица 3 
Сравнительная оценка общетоксического действия наноразмерных частиц серебра, цинка 

и титана диоксида в экспериментахin vivo и in vitro (* результаты собственных исследований)

вид 
исследования

Наноразмерные частицы

Ag Zn TiO2

Эксперименты
in vivo

(Животные)

Острая токсичность (14 дней)
150 мг/ животное  

(5000 мг/кг)
DL50>5000 мг/кг изменение 

двигательной активности 
животных*

Острая токсичность (14 дней)
150 мг/ 

животное (5000 мг/ кг)
DL50>5000 мг/кг 

общетоксическое действие 
не выявлено*

Острая токсичность (14 дней)
150 мг/ животное (5000 мг/

кг)
DL50>5000 мг/кг

общетоксическое действие 
не выявлено*

Острая токсичность (14 дней)
30 мг/ животное (1000 мг/кг)

[Rahman M.F. et al., 2009]
Субхроническая

токсичность(28 дней)
2,7 мг/животное (90 мг/кг)

[van der Zande M. et al., 2012]
Хроническая токсичность

(6 месяцев)
0,005 мг/мл (5 мг/л) 

[Рахманин Ю.А и др., 2014]

Субхроническая 
токсичность(28 дней)

15 мг/животное (500 мг/кг)
[Shrivastava R.,  et al., 2014]

[Jo E.,  et al., 2013]

Субхроническая 
токсичность(28 дней)

15 мг/животное (500 мг/кг) 
[Shrivastava R.,  et al., 2014]
10 мг/животное (200 мг/кг) 

[Wang Y., et al., 2013]

Хроническая токсичность
(90 дней)

0,3 мг/животное (10 мг/кг)
[Gui S.,  et al., 2013]

Эксперименты
in vitro

(Альтернативные 
модели)

0,005 мг/мл (2 дня)
на одну пробу спермы*
0,001 мг/мл (1 день)

на одну пробу бактерий*

20 мг/мл (2 дня)
на одну пробу спермы*
0,005 мг/мл (1 день)

на одну пробу бактерий*

0,2 мг/мл (1 день)
на одну пробу бактерий*

0,002-0,005 мг/мл (1-2 дня)
на клеточных культурах
[Gliga A. R, et al., 2013]

0,005 мг/мл (1-2 дня)
на культуре пневмоцитов
[Gliga A. R., et al., 2013]

0,2 мг/мл (1-2 дня)
на клеточных культурах
[Demir. E., et al., 2013]

КРС в концентрациях 250 г/л, 300 г/л, 400 г/л, 
индекс токсичности находился в  норматив-
ном интервале (70-120%).

Следует отметить, что исследования по из-
учению общетоксического действия нано-
размерных частиц серебра, цинка и  тита-
на диоксида в  длительных субхронических 
и хронических экспериментах на животных 
проводились с  привлечением высокотехно-
логичного оборудования, которое в обычной 
практике при проведении санитарно-эпиде-
миологической экспертизы не  применяется 
в  виду отсутствия возможности оснащения 
испытательных лабораторных центров та-
ким дорогостоящим оборудованием и  огра-
ниченностью сроков проведения эксперти-
зы (не более 1 месяца). При этом, как показали 
результаты исследований, чувствительность 
используемых в работе методов in vivo не по-
зволяет выявить токсическое действие 
в острых опытах, так как для этого необхо-

димо использование высокотехнологичного 
оборудования, тогда как чувствительность 
методов in vitro способна выявить токсиче-
ский эффект даже в острых опытах.

Результаты исследований показали высо-
кую чувствительность альтернативных мо-
делей и их способность в остром опыте улав-
ливать токсический эффект тех доз, которые 
вызывают подобный эффект у  животных 
лишь в условиях длительных экспериментов 
и  требуют использования высокочувстви-
тельного специального оборудования. Этот 
факт чрезвычайно важен, так как использо-
вание альтернативных методов позволит по-
лучить скрининговую оценку токсичности 
исследуемых НМ или наносодержащей про-
дукции, что очень актуально в условиях на-
растающих объемов токсикологической экс-
пертизы. [1]

При изучении раздражающего действия 
в экспериментах in vivo было выявлено, что на-
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норазмерные частицы серебра не оказывают 
раздражающего действия на  кожные покро-
вы, но умеренно раздражают слизистые обо-
лочки. Уже через 1 час после внесения в конъ-
юктивальный мешок глаза кролика раствора 
наноразмерных частиц серебра в  концентра-
ции 50  г/л отмечались гиперемия конъюкти-
вы глаза, которая оценивалась в 2 балла (от-
дельные сосуды трудно различимы), отёк 
века- 1  балл  (слабый) и  наличие выделений 
– 1 балл (минимальные, в углу глаза). Общая 
суммарная оценка раздражающего действия 
на слизистую глаз составила 4 балла, что по-
зволяет отнести НЧ серебра к умеренно раз-
дражающим веществам. Способность нанораз-
мерных частиц серебра раздражать слизистые 
оболочки была подтверждена исследования-
ми в опытах in vitro на сосудах ХАО курино-
го эмбриона (табл. 4). Об этом свидетельствует 
изменение линейной скорости кровотока (Х) 
на  16,4%  (P<0,05). Результаты исследований 
однократного раздражающего действия НЧ 
цинка (нативный раствор) и НЧ титана диок-
сида (250г/л) не выявили повреждающего дей-
ствия на слизистые оболочки. Такие признаки 
раздражения как гиперемия конъюктивы и ро-
говицы, отёк век и выделения не отмечались 
ни через 15 минут после воздействия (быстрая 
реакция), ни через 24-48 часов (гиперчувстви-
тельность замедленного типа), ни по окончании 
периода наблюдения (14 дней). Отсутствие раз-
дражающего действия на слизистые оболочки 
было подтверждено исследованиями в опытах 
in vitro на  сосудах ХАО куриного эмбриона   
(табл.4).

Выводы. 1. Установлено совпадение резуль-
татов изучения общетоксического и раздра-

жающего действия наноразмерных частиц 
серебра, цинка и  титана диоксида, получен-
ных в классических токсикологических экс-
периментах на животных и альтернативных 
моделях in vitro, что свидетельствует о  воз-
можности использования альтернативных 
методов в качестве скрининговой оценки об-
щетоксического и раздражающего действия 
на  предварительном этапе токсиколого-ги-
гиенических исследований наносодержащей 
продукции.

 2. Выявлена высокая чувствительность 
альтернативных моделей и  их способность 
в  остром эксперименте улавливать токси-
ческий эффект доз, вызывающих подобный 
общетоксический эффект у животных лишь 
в  условиях длительных экспериментов. При 
изучении общетоксического действия токсич-
ные концентрации для бактерий «Эколюм» 
и спермы КРС соответственно составили: при 
воздействии наноразмерных частиц серебра 
0,001 мг/мл и 0,005 мг/мл; наноразмерных ча-
стиц цинка 0,005 мг/мл и 20 мг/мл; нанораз-
мерных частиц титана диоксида - 0,2  мг/мл 
для бактерий «Эколюм».

3. Выявлено, что среди используемых аль-
тернативных тест-объектов наиболее чув-
ствительным по  отношению к  изучаемым 
веществам оказалась модель фотобактерий 
«Эколюм», что, прежде всего, связано с высо-
кой бактерицидной активностью наноразмер-
ных частиц серебра и цинка.

4. Установлено, что однократное внутри-
желудочное введение наноразмерных частиц 
серебра в дозе 5000 мг/кг оказывает токсиче-
ское действие на центральную нервную систе-
му, проявляющееся изменением двигательной 

Таблица 4

изменение линейной скорости кровотока Х (%) при воздействии наноразмерных частиц серебра, 
цинка и титана диоксида на сосуды Хао куриного эмбриона

исследуемые группы изменение линейной скорости кровотока Х (%)

НЧ металлического серебра (Agбион-2) (50 г/л) 16,4 ( 4,48)*

НЧ цинка в водном растворе крахмала 
Zn WDx (нативный раствор) 3,4 (σ 2,1)

НЧ титана диоксид (250 г/л) 4,0 (σ 2,0)

Контроль негативный 0,05 (σ 0,06)

Контроль позитивный 40,7 (σ 1,2)*

*- достоверные различия P<0,05
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активности животных (P<0,05).
5. Выявлено, что наиболее выраженное об-

щетоксическое и  раздражающее действие 
на альтернативные модели оказывают нанораз-
мерные частицы серебра, в  меньшей степени 

наноразмерные частицы цинка и титана диок-
сида, что коррелирует с экспериментальными 
данными, полученными в опытах на животных. 
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