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Высокая бактерицидная активность наночастиц серебра (НЧС) предполагает возможность их 
использования при подготовке питьевой воды. В данной работе на лимфоцитах перифериче-
ской крови человека, культивированных в микроядерном тесте с цитохалазином В, изучены 

эффекты нестабильности генома в диапазоне концентраций 0,005-5,0 мг/л наночастиц серебра (НЧС) 
размером 14,3±0,2 нм (Ag14) и 100,0±11,0 нм (Ag100), стабилизированных аравийской камедью, и - для 
сравнения – в том же диапазоне концентраций Ag2SO4 (ионов серебра). Все вещества суспендированы 
или растворены в питьевой воде.

Результаты показали, что НЧС обладают генотоксическим и цитотоксическим действием, что де-
лает их непригодными для улучшения качества питьевой воды. Эффекты нестабильности генома, 
определенные по частоте делящихся клеток с микроядрами и нуклеоплазменными мостами, также 
как торможение митотической активности и снижение пролиферативной активности и увеличение 
продолжительности клеточного цикла уменьшались в ряду Ag2SO4>>Ag100>>Ag14. Однако повыше-
ние частоты асимметричных 3-ядерных клеток, обусловленное индукцией анеуплоидии, оказалось 
наиболее характерным для частиц Ag14. 
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Введение. Наночастицы серебра (НЧС) стано-
вятся все более востребованными в электронных 
приборах и биодатчиках, при производстве кра-
сителей и тканей для пошива одежды, в пищевой 
промышленности, при производстве косметики, 
широкого спектра медицинских изделий [1]. Вы-
сокая бактерицидная активность НЧС предпола-
гает широкую перспективу их использования при 
подготовке питьевой воды [2, 3]. Однако на лини-
ях клеток кожи, печени, легких, мозга, сосудов и 
половых клеток животных, а также in vivo в соот-
ветствующих тканях лабораторных грызунов и не-

которых морских организмов были выявлены ци-
тотоксические эффекты, индуцированные НЧС 
[4, 12]. Поэтому для использования НЧС в водопод-
готовке должны быть проведены дополнительные 
исследования. 

Считается, что основой цито- и генотоксическо-
го действия наночастиц, в том числе, НЧС являет-
ся эндоцитоз, когда НЧС могут терять в виде ионов 
серебра до 90 % своей массы [1, 12, 13, 14, 15]. На 
следующих стадиях развития эффектов НЧС вы-
деляют образование свободных радикалов, кото-
рые считают основным индуктором дисфункции 
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митохондрий и истощения системы синтеза АТФ 
[12]. При этом особо отмечается, что НЧС – в от-
личие от других НЧ близкого размера (например, 
нанозолота) – не обнаруживаются внутри клеточ-
ного ядра, что, тем не менее, в эксперименте соче-
тается с более высокой генотоксической актив-
ностью НЧС по сравнению с НЧ золота близких 
размеров [7]. 

Среди процессов, происходящих в присутствии 
НЧС в клеточном ядре, основную роль отводят 
образованию двунитевых разрывов ДНК и хромо-
сомных перестроек, что сопровождается задерж-
кой клеточного цикла на стадии S/G2 и индукци-
ей апоптоза [1, 7, 8, 12, 16, 17]. Следует отметить, 
что большинство указанных эффектов обнаруже-
но на перевиваемых клеточных линиях опухолей 
животных и человека, о которых известно, что их 
чувствительность к воздействию всегда значитель-
но выше, чем у первичных культур [18, 19, 20]. В то 
же время, все еще очень мало публикаций об эф-
фектах НЧС in vivo и экспериментах на первичных 
культурах нормальных клеток человека – системе, 
удобной для скрининга эффектов нестабильности 
генома [7, 8, 16, 20].

Принимая во внимание принципиальную воз-
можность использования НЧС для улучшения ка-
чества питьевой воды и, следовательно, необходи-
мость надежной оценки безопасности НЧС, в том 
числе – генетической.

Целью настоящей работы является анализ эф-
фектов нестабильности генома, индуцированных 
НЧС разного размера на первичной культуре кро-
ви человека ex vivo. Поскольку идеальным инстру-
ментом для изучения всего комплекса возможных 
цитогенетических изменений стабильности генома 
in vitro и ex vivo является цитомный анализ в микро-
ядерном тесте на клетках, культивируемых в усло-
виях цитокинетического блока, именно этот под-
ход использован в данной работе [21, 22, 23, 24, 25]. 

Материалы и методы исследования. Цитом-
ный анализ в микроядерном тесте с цитокинети-
ческим блоком разработан и рекомендован для 
тестирования на наличие генотоксической ак-
тивности отдельных химических соединений и их 
смесей, включая лекарственные препараты [17, 26, 
27]. Специальные исследования были предприня-
ты для оценки возможности его применения для 
НЧ различных материалов [20, 28]. Использова-
ние расширенного протокола цитомного анали-
за, позволяющего определять комплекс основных 
эффектов нестабильности генома (генетические 
повреждения, симметрию распределения генети-
ческого материала между дочерними ядрами, уско-
рение либо замедление клеточного цикла, проли-
феративную активность и апоптоз) сделало этот 
тест одним из универсальных инструментов для 
выявления эффектов нестабильности генома и из-
учения механизмов их образования [22, 28, 29]. 

В работе использовали коммерческие препараты 
сферических частиц серебра типа КНД-С-К разме-
рами 14,3±0,2 нм (Ag14) и 100,0±11,0 нм (Ag100), ста-
билизированных аравийской камедью (1:7 по мас-
се). Частицы синтезированы по технологии Multi 
Mode SPM и предоставлены для экспериментов 
OOO НПП «Cентоза Факторинг НП» (Россия) [30].

Эффекты НЧС сравнивали с действием суль-
фата серебра (Ag2SO4, ТУ 6-09-370374), который в 
использованных концентрациях растворим (рас-
творимость в воде 0,79 г/100 г H2O при 200C) и дис-
социирован на ионы. 

НЧС разного размера и сульфат серебра вноси-
ли в стерилизованную кипячением и охлажден-
ную до комнатной температуры дистиллирован-
ную воду (ГОСТ 6709-72 «Вода дистиллированная. 
Технические условия») так, что маточные суспен-
зии содержали 50 мг/л серебра. Их разводили той 
же водой до концентраций 0,005–5,0 мг/л и исполь-
зовали в экспериментах. В качестве дополнитель-
ного контроля использовали аравийскую камедь 
в концентрации 5 мг/л, что заведомо превышало 
ее суммарное содержание в оболочке НЧС при их 
максимальной концентрации. В экспериментах ис-
пользовали только свежеприготовленные суспен-
зии и растворы.

Для постановки культур использовали цельную 
венозную кровь молодого здорового некуряще-
го донора-мужчины. Среду для культивирования 
клеток готовили, используя собственный подход, 
разработанный ранее [29]. Цитохалазин В до ко-
нечной концентрации 6 мкг/мл вносили в культуру 
на 44 часу от начала постановки; клетки культиви-
ровали 72 часа (37 0С) [23, 24]. Клетки фиксирова-
ли смесью метанола и ледяной уксусной кислоты, 
цитогенетические препараты окрашивали по Гим-
зе-Романовскому, шифровали и анализировали под 
микроскопом (10�100, масляная иммерсия) [21, 28, 
29]. Для анализа выбирали только те поля зрения, 
на которых все клетки лежали отдельно, каждая 
из интерфазных клеток имела четкую цитоплазму 
и в ней можно было точно определить количество 
ядер, обнаружить МЯ, НПМ и другие ядерные ано-
малии. Поля зрения, не соответствовавшие этим 
критериям, пропускали. Эксперимент повторяли 
дважды.

Статистический анализ для оценки значимости 
различий с контролями проводили с использова-
нием критерия Х2. Различия считали значимыми 
при р ≤0,05. Наличие дозовых зависимостей опре-
деляли с использованием регрессионного анализа. 
Статистический анализ проводили с использова-
нием стандартного пакета программ Statistica 10.0 
Statsoft.

Результаты и обсуждение. Под нестабильностью 
генома принято понимать совокупность механиз-
мов и изменений, трансформирующих стабильный 
геном нормальной клетки в нестабильный, харак-
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терный для клеток опухоли [31]. Классический ва-
риант цитомного анализа в микроядерном тесте 
предусматривает оценку эффектов нестабильно-
сти генома по частоте генетических повреждений 
(МЯ и/или НПМ) только в 2-ядерных клетках, а 
также разные варианты гибели клеток [20, 23, 24]. 
Поэтому, прежде всего, мы провели анализ имен-
но 2-ядерных клеток (рис. 1А). 

Как видно, в двуядерных клетках значимые гено-
токсические эффекты наблюдали только при дей-
ствии высоких концентраций Ag100 и сульфата се-
ребра. При учете повреждений во всех делящихся 
клетках, генотоксические эффекты также наблю-
дали только при действии максимальной концен-
трации Ag100 и 0,05 мг/л сульфата серебра (рис. 1Б). 

Поскольку (ср. данные на рис. 1А и 1Б) суммар-
ные частоты делящихся клеток с МЯ и НПМ в 
наших экспериментах были существенно выше, 
чем частоты двуядерных клеток с повреждения-
ми для всех видов воздействия (картина, которую 
неоднократно наблюдали ранее в культурах кро-
ви, экспонированных различными веществами, а 
также при обследовании разных групп населения), 
мы обоснованно ожидали обнаружить накопление 
генетических повреждений в клетках, прошедших 
за время культивирования более одного клеточ-
ного цикла (делящихся ускоренно, рис.1В) [22, 32]. 
Однако среди таких клеток, особенно при малых 
уровнях экспозиции, мы обнаружили снижение ча-
стоты клеток с повреждениями, индуцированных 
НЧС вне зависимости от размера.

Анализ частот клеток с МЯ и НПМ показал, 
что сульфат серебра (в нашем случае ионы сере-
бра) во всем диапазоне изученных концентраций 
не изменяли частоты делящихся клеток с НПМ, в 
то время как в присутствии Ag14 наблюдалось рез-
кое снижение частоты таких клеток относительно 
контроля (рис. 2). 

В культурах, экспонированных к сульфату сере-
бра, при низких уровнях воздействия доминирова-
ли клетки с НПМ, частота которых с увеличением 
концентрации существенно снижалась. Похожая 
динамика, но с пиком на концентрации, соответ-
ствующей ПДК серебра в воде, наблюдалась для 
Ag100. В то же время, для Ag14 значимое превы-
шение частоты клеток с НПМ над клетками с МЯ 
наблюдалось только на высоких концентрациях. 
Среди клеток второго митоза (преимущественно 
4-ядерных) в присутствии сульфата серебра часто-
ты клеток с НПМ превышали частоты клеток с 
МЯ уже при экспозиции ниже ПДК, а затем этот 
эффект снижался в динамике, близкой к обнару-
женной в 2-ядерных клетках. В присутствии Ag100 
наоборот – в пределах ПДК для серебра частоты 
клеток с МЯ были выше, чем клеток с НПМ, и 
частота последних доминировала только при бо-
лее высоких концентрациях. В присутствии Ag14 
во всем диапазоне концентраций, за исключением 

максимальной, частоты клеток с МЯ были значи-
тельно выше частот клеток с НПМ. Учет всех деля-
щихся клеток показал близкую динамику клеток с 
МЯ и НПМ для сульфата серебра и Ag100, кото-
рая качественно отличалась от эффектов Ag14. 
То есть, по видам индуцированных генетических 
повреждений, их частотам и динамике действие 
Ag100 было близко к сульфату (ионам) серебра, но 
качественно и по тем же параметрам отличалось 
от эффектов частиц Ag14. 

Дозозависимое повышение частоты апоптоза 
(рис.3) во всем диапазоне изученных концентраций 
наблюдалось только в двух случаях – под действи-
ем сульфата (ионов) серебра и частиц Ag14, причем 

Рис.1. Частоты разных типов клеток с генетическими 
повреждениями (микроядрами и нуклеоплазменными 
мостами): двуядерные клетки (А), ускоренно делящиеся 
клетки (В), все делящиеся клетки
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эффекты сульфата серебра были существенно бо-
лее выражены, особенно на высоких концентра-
циях. Неожиданно, частицы Ag100 дозозависимо 
повышали частоту апоптоза только в диапазоне 
концентраций, не превышающих 0,05 мг/л ПДК 
серебра в питьевой воде. Это означает, что в при-
сутствии более высоких концентраций Ag100 воз-
можно минимум два варианта развития эффектов: 
увеличение клеточной гибели по механизму не-
кроза (токсическое действие), который трудно учи-
тывать в микроядерном тесте, либо активизацию 
процессов репарации. В последнем случае должна 
возникать задержка митоза и связанное с ней сни-
жение митотической и/или пролиферативной ак-
тивности клеток в культуре. Тогда можно ожидать 
еще и снижение частоты ускоренно делящихся 
клеток в спектре клеточных популяций. В другом 
случае снижение частоты апоптоза может быть 
обусловлено изменением характера либо сигнала 
апоптоза, что должно привести к накоплению по-
вреждений в делящихся клетках и также к сниже-
нию пролиферативной активности (ср. рис.2).

Результаты цитомного анализа показали, что 
в присутствии частиц Ag14 даже в максимальной 
концентрации – и только для этой формы сере-
бра – ни при одной концентрации не наблюдали 
снижения объема пролиферативного пула (рис.4 
левый). При этом частота ускоренно делящихся 
клеток снижалась только в присутствии макси-
мальной концентрации Ag14. В совокупности это 
подтверждает реализацию сценария 1. 

Для сульфата серебра снижение пролифератив-
ного пула и частота ускоренно делящихся клеток 
были согласованы с частотой апоптоза, что еще 
раз доказывает гибель клеток в присутствии вы-
соких концентраций. Влияние высоких концен-
траций частиц Ag100 на пролиферативную ак-
тивность проявлялось в динамике, практически 
аналогичной действию сульфата серебра, что до-
статочно точно подтверждает развитие событий 
по сценарию 2 – накопление повреждений в деля-
щихся клетках путем модификации каскада апоп-
тоза и снижения пролиферативной активности.

То есть, частицы разного размера оказывают 
влияние на пролиферативную активность клеток 
крови человека по разным механизмам. 

Анализ спектра клеточных популяций, обра-
зовавшихся в культурах показал, что с увеличе-
нием концентрации Ag100 и сульфата серебра в 
культуре действительно наблюдалось увеличе-
ние частоты одноядерных (неделящихся за вре-
мя культивирования) и двуядерных (прошедших 1 
цикл деления) клеток и снижение частоты клеток, 
прошедших более одного митотического цикла 
(рис. 5). Это подтверждает предположение о дозо-
зависимом увеличении продолжительности кле-
точного цикла в присутствии сульфата серебра и 
НЧ Ag100. В культурах, экспонированных к Ag14, 

частота одноядерных клеток с экспозицией не ме-
нялась, однако частота ускоренно делящихся кле-
ток, прошедших за время культивирования более 
2 циклов деления, существенно не менялась, что 
говорит о слабом влиянии на продолжительность 
клеточного цикла.

Рис. 2. Соотношение частот основных типов генетических 
повреждений (микроядер и нуклеоплазменных мостов) 
в клетках, прошедших за время культивирования разное 
количество цикла деления: двуядерные клетки (А), 
ускоренно делящиеся клетки (Б),  все делящихся клетках (В)  

Рис. 3. Частоты апоптоза, индуцированные НЧС разных 
размеров и сульфатом (ионами) серебра 

(А)

(Б)

(В)



39

Анеуплоидия, связанная с нарушениями в меха-
низме распределения хромосом между дочерними 
клетками, может возникать как в результате мута-
ций, так и других повреждений ДНК. Анеуплоидия 
является одним из доказанных механизмов канце-
рогенеза и стимулятором прогрессии генетических 
повреждений в ряду клеточных поколений, что де-
лает показатель частоты анеуплоидии одним из 
ключевых при оценке эффектов нестабильности 
генома [33]. Расширенный протокол микроядерно-
го теста позволяет надежно оценить уровень анеу-

плоидии во втором митотическом цикле - когда во 
время инкубации с цитохалазином В двуядерные 
клетки делятся еще раз и в норме образуют симме-
тричные 4-ядерные клетки. Параллельно во 2 ми-
тозе могут образовываться асимметричные 3-ядер-
ные клетки, которые являются удобным и точным 
маркером анеуплоидии [21, 22, 28]. 

На рисунке 6 видно, что значимое повышение 
частоты 3-ядерных клеток наблюдалось толь-
ко при экспозиции клеток к двум минимальным 
концентрациям Ag100, а также во всем диапазоне 
экспозиции к Ag14, за исключением максималь-
ной концентрации. Снижение частоты 3-ядерных 
клеток при экспозиции к более высоким концен-
трациям сульфата серебра и НЧС, вероятнее все-
го, обусловлено комплексом причин, связанных с 
индукцией повреждений ДНК, замедлением про-
лиферации и развитием токсических эффектов 
или гибелью клеток. Интересно, что и по этому 
показателю Ag14 отличался и от сульфата сере-
бра, и от наночастиц Ag100, поскольку именно в 
присутствии Ag14 обнаружена максимальная ча-
стота 3-ядерных клеток, причем этот эффект на-
блюдали даже при очень высокой концентрации, 
когда в присутствии ионов серебра и частиц Ag100 
уже проявлялись токсические эффекты. То есть, в 
присутствии Ag14 анеуплоидия наблюдалась при 
максимальной выживаемости клеток. Это озна-
чает, что анеуплоидные клетки не погибали, а вы-
живали. Принимая во внимание тот факт, что са-
мые высокие уровни анеуплоидии обнаружены в 
опухолевых клетках, феномен анеуплоидного дей-
ствия Ag14, на наш взгляд, во многом определяет 
высокий канцерогенный потенциал этих частиц.

Следует отметить, что в современных исследо-
ваниях анеуплоидия определяется, преимуще-
ственно, с использованием fish-окраски, специ-
фичной для определенных хромосом, поэтому для 
оценки неспецифических анеуплоидий требуется 
сложный и дорогой полногеномный анализ. Мо-
жет быть, поэтому анеуплоидия, индуцированная 
НЧС, была выявлена еще только в одном извест-

Рис. 4. Динамика пролиферативной активности и частоты ускоренно делящихся клеток в культурах лимфоцитов крови 
человека, экспонированных к сульфату серебра и наночастицам серебра разных размеров. 

Рис. 5. Спектр клеточных популяций в культурах крови 
человека, экспонированных к различным концентрациям 
сульфата (ионов) серебра и наночастицам Ag14 и Ag100.

Рис. 6. Динамика образования асимметричных 3-ядерных 
клеток при экспозиции культур крови человека сульфатом 
серебра и наночастицами серебра разных размеров.
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ном нам исследовании - на клетках Oryzias latipes 
при их инкубации с 0.05 - 0,3 мкг/см2 частиц разме-
ром 30 нм [34].

Заключение. Обобщая приведенные данные, 
необходимо, прежде всего, отметить, что все изу-
ченные НЧС обладали генотоксическими и цито-
токсическими свойствами, что делает их малопри-
годными для улучшения качества питьевой воды, 
хотя частицы Ag14 обладали наименьшей токсич-
ностью из всех изученных соединений.

Кроме того, результаты исследования пока-
зали, что все изученные соединения индуци-
ровали эффекты нестабильности генома на 
культуре лимфоцитов крови человека, причем 
количественно эти эффекты ослабевали в ряду 
Ag2SO4>>Ag100>>Ag14. Однако типы генетиче-
ских повреждений и степень симметрии распре-
деления генетического материала в митозе под 
действием НЧС разного размера, принципиаль-
но различались. Наиболее серьезные эффекты, 
и, что очень важно, связанные с выживаемостью 
поврежденных клеток и анеуплоидией, вызывали 
частицы Ag14. Поэтому частицы Ag14 представ-

ляются более опасными, чем Ag100 и ионы сере-
бра. Таким образом, в данной работе впервые по-
казано, что частицы наносеребра разных размеров 
индуцируют эффекты нестабильности генома по 
принципиально разным механизмам, а также раз-
личаются по уровню и динамике индукции анеу-
плоидии и влиянию на выживаемость клеток. 
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CYTOME ANALYSIS OF EFFECTS OF GENOMIC INSTABILITY INDUCED BY
DIFFERENTLY SIZED SILVER NANOPARTICLES IN HUMAN WHOLE BLOOD CULTURE

A.N. Sysin Research Institute of Human Ecology and Environmental Health, of Ministry of Health of Russia, 119121, Moscow, 
Russian Federation

A high bactericidal activity of silver nanoparticles (NHS) suggests the possibility of their use in the preparation 
of drinking water. On the example of human peripheral blood lymphocytes cultured in  micronucleus test with 
cytochalasin B, effects of genome instability were investigated  in a concentration range of 0.005-5.0 mg / l  of 
silver nanoparticles (NHS) with a size of 14.3 ± 0.2 nm (Ag14) and 100.0 ± 11.0 nm (AG100), stabilized with  gum 
acacia  and  for comparison , those of Ag2SO4 (silver ions). in the same range of concentrations . All substances 
were suspended or dissolved in drinking water.The results showed that the NPS had genotoxic and cytotoxic effects 
that made them unsuitable  to  improve  the quality of drinking water. Effects of genome  instability determined 
by the frequency of dividing cells with micronuclei and  nucleoplasmic  bridges, as well as inhibition of mitotic 
activity,  decrease of  proliferative activity and  increasing  duration of the cell cycle came down in series of Ag2SO4
>> Ag100 >> Ag14. However, frequency  rise of asymmetric 3-nucleated cells due to aneuploidy induction was the 
most characteristic of  Ag14 particles.

Key words: silver nanoparticles, micronucleus test with cytochalasin B, human blood cells, genome instability, 
aneuploidy.
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