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Введение. Активное использование в различных сферах хозяйственной деятельности и крупно-
тоннажный характер производства обусловливают актуальность изучения эффектов наночастиц 
оксида меди (II) (НЧ CuO) на организм при пероральном пути поступления. 
Материал и методы. Размер частиц определяли методами растровой электронной микроско-
пии и динамического лазерного светорассеяния; удельную площадь поверхности – Брунауэра,  
Эммета и Теллера; общий объём пор – Баррета, Джойнера и Халенды. На крысах линии Wistar в 
соответствии с ГОСТ 32644-2014 изучена острая пероральная токсичноть НЧ CuO, многократную 
пероральную токсичность исследовали методом Лима. После многократной экспозиции опреде-
ляли биохимические и гематологические показатели крови, концентрацию меди в органах, пато-
морфологические изменения тканей органов.
Результаты. Размер НЧ CuO в составе нативного порошка составил 45,86 нм, в водной сус-
пензии – 307,40 нм, удельная площадь поверхности равна 17,70 м2/г, суммарный объём пор –  
0,056 см3/г. По результатам однократной пероральной экспозиции значение LD50 составило  
> 2000 мг/кг массы тела, что соответствует 3-му (ГОСТ 12.1.007-76) и 4-му (ГОСТ 32644-2014) 
классам опасности. При многократной пероральной экспозиции отмечено увеличение уров-
ней активности АЛТ, АСТ, ЩФ, ЛДГ, амилазы, АОА и МДА; увеличено относительное число 
сегментоядерных нейтрофилов, количество лейкоцитов, снижено относительное число лим-
фоцитов. Концентрация меди при действии НЧ увеличивается в лёгких, печени, желудке, ки-
шечнике, почках, головном мозге и крови. Установлены патоморфологические изменения в 
тканях печени, почек, желудка, тонкого и толстого кишечника, лёгких. 
Заключение. Полученные результаты доказывают наличие токсических свойств НЧ CuO и могут 
быть использованы в разработке профилактических мер для работников и потребителей, кон-
тактирующих с продукцией, содержащей в себе НЧ CuO.
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Introduction. Active use in various spheres of economic activity and the large-scale nature of production 
determine the relevance of studying the effects of copper (II) oxide nanoparticles (CuO NPs) on the body 
during the oral route of intake.
Material and methods. Particle size was determined by scanning electron microscopy and dynamic la-
ser light scattering; specific surface area – Brunauer, Emmett and Teller; total pore volume – Barrett, 
Joyner and Khalenda. Acute oral toxicity of CuO NPs was studied in Wistar rats in accordance with 
GOST 32644-2014, multiple oral toxicity was studied by the Lim method. After repeated exposure, the 
biochemical and hematological parameters of the blood, the concentration of copper in the organs, and 
pathomorphological changes in the tissues of the organs were determined.
Results. The size of CuO NPs in the composition of the native powder was 45.86 nm, in the aqueous sus-
pension – 307.40 nm, the specific surface area was 17.70 m2/g, and the total pore volume was 0.056 cm3/g. 
According to the results of a single oral exposure, the LD50 value was > 2000 mg / kg body weight, which 
corresponds to 3 (GOST 12.1.007-76) and 4 (GOST 32644-2014) hazard classes. With repeated oral expo-
sure, an increase in the levels of activity of ALT, AST, ALP, LDH, amylase, AOA and MDA was noted; the 
relative number of segmented neutrophils is increased, the number of leukocytes is increased, the relative 
number of lymphocytes is reduced. The concentration of copper under the action of NPs increases in the 
lungs, liver, stomach, intestines, kidneys, brain and blood. Pathomorphological changes in the tissues of 
the liver, kidneys, stomach, small and large intestines and lungs were established.
Conclusion. The results obtained prove the presence of toxic properties of CuO NPs and can be used in 
the development of preventive measures for workers and consumers in contact with products containing 
CuO NPs.
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Введение
В настоящее время в мире в целом и Рос-

сийской Федерации в частности наблюдается 
тенденция увеличения доли продукции на-
ноиндустрии и производственных процессов 
с использованием наноматериалов. Наноча-
стицы оксида меди (II) (НЧ CuO) являются 
примером одного из крупнотоннажных на-
номатериалов. Прогнозируют, что мировой 
объём произведённых НЧ CuO к 2025 г. со-
ставит 1600 тонн/год, что примерно в 3 раза 
больше по сравнению с данным показателем 
в 2014 г. – 570 тонн/год [1]. 

Рост объёма производства НЧ CuO обес-
печивается активным применением данного 
наноматериала в различных отраслях хозяй-
ственной деятельности человека: в медицине –  
в биоцидных препаратах; косметологии –  
в средствах личной гигиены; электронике –  
в суперконденсаторах, полупроводниках, 
датчиках, солнечных батареях, датчиках; 
сельском хозяйстве – в составе удобрений и 
пестицидов; авиакосмической отрасли – как 
катализатор горения топлива [2, 3].

В связи с широким спектром применения 
и высоким объёмом производства НЧ CuO 
возрастает риск загрязнения объектов окру-
жающей среды данным наноматериалом, что, 
в свою очередь, может приводить к экспози-
ции населения и, как следствие, к росту числа 
случаев заболеваний, связанных с увеличе-
нием концентрации меди в организме. Учи-
тывая вышесказанное, особую актуальность 
приобретают исследования, направленные на 
изучение токсических свойств НЧ CuO при 
различных путях поступления в организм.

Цель исследования – изучить особенности 
бионакопления и токсического действия НЧ 
CuO при пероральном пути поступления в 
организм.

Материал и методы 
Для проведения исследования использова-

ли порошок НЧ CuO (Sigma-Aldrich, США). 
Размер частиц тестируемого материала в на-
тивном виде оценивали методом растровой 
электронной микроскопии (РЭМ) на скани-
рующем микроскопе высокого разрешения 
S-3400N (HITACHI, Япония). Определение 
гидродинамического диаметра в составе вод-
ной суспензии осуществляли методом дина-
мического лазерного светорассеяния (ДЛС) 
на анализаторе Horiba LB-550 (Horiba, Япо-
ния). Перед измерением размера частиц в 
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водной среде полученную суспензию гомо-
генизировали с помощью ультразвука при-
бором Sonopuls Hd (Bandelin, Германия) в 
течение 2 мин непрерывной пульсации на 
80% мощности. Удельную площадь поверх-
ности НЧ CuO рассчитывали методом Бру-
науэра, Эммета и Теллера (BET) на прибо-
ре ASAP 2020 (Micromeritics, США). Общий 
объём пор рассчитывали из количества азота, 
адсорбированного при относительном давле-
нии р/р0 ≈0,99. Распределение пор по разме-
рам определяли методом Баррета, Джойнера 
и Халенды (BJH).

Эксперименты на животных проведены в 
соответствии с требованиями Европейской 
конвенции по защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных 
или иных научных целей (ETS № 123) и эти-
ческого комитета Федерального научного 
центра медико-профилактических техно-
логий управления рисками здоровьем на-
селения. В качестве биологической модели 
использовали 30 самцов крыс линии Wistar. 
Экспериментальных животных распредели-
ли на 3 группы по 10 особей: 1-я опытная 
группа – для проведения однократной пе-
роральной экспозиции водной суспензией 
НЧ CuO, 2-я опытная группа – для прове-
дения многократной пероральной экспози-
ции водной суспензией НЧ CuO, контроль-
ная (3-я) группа – животные, не подверга-
ющиеся воздействию тестируемого нанома-
териала. 

Однократную пероральную экспози-
цию проводили в соответствии со схемой, 
представленной в ГОСТ 32644-20141. Кры-
сам вводили водную суспензию НЧ CuO в 
дозе 2000 мг/кг массы тела в объёме 1,5 см3.  
По результатам выживаемости в течение пе-
риода наблюдения (14 сут) определяли сред-
нюю смертельную дозу (LD50) тестируемого 
наноматериала. Класс опасности установ-
лен в соответствии с ГОСТ 12.1.007.762 и  
ГОСТ 32644-2014.

Многократную пероральную экспози-
цию проводили в соответствии со схемой, 
предложенной Лимом и др. Первые 4 дня 
крысам вводили дозу НЧ CuO, равную 1/10 
установленной LD50 (200 мг/кг массы тела), 

1 ГОСТ 32644-2014 «Методы испытания по воздей-
ствию химической продукции на организм человека. 
Острая пероральная токсичность – метод определения 
класса острой токсичности».

2 ГОСТ 12.1.007.76 «Система стандартов безопасности 
труда. Вредные вещества. Классификация и общие требо-
вания безопасности».
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каждые последующие 4 дня дозу увеличивали  
в 1,5 раза. Экспозицию проводили до дости-
жения гибели 50 % особей. 

По окончанию периода экспозиции у вы-
живших крыс для исследования биохимиче-
ских и гематологических показателей перед 
эвтаназией отбирали образцы крови из подъ-
язычной вены в объёме 3 см3. Биохимические 
показатели: уровни активности аланинами-
нотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотра-
сферазы (АСТ), щелочной фосфатазы (ЩФ), 
гамма-глутамилтранспептидазы (γ-ГТ), ами-
лазы, лактатдегидрогеназы (ЛДГ), концен-
трации билирубина общего, билирубина пря-
мого, креатинина, мочевины и С-реактивно-
го белка (СРБ) определяли в сыворотке кро-
ви с помощью биохимического анализатора 
Keylab (BPC BioSed, Италия); антиоксидант-
но-окислительный статус крови изучали по 
показателям содержания малонового диаль-
дегида (МДА) и антиоксидантной активности 
плазмы (АОА) с помощью спектрофотометра  
ПЭ-5300В (ЗАО «НПО Экрос», Россия).  
Гематологические показатели: относитель-
ное число эозинофилов, палочкоядерных 
нейтрофилов, сегментоядерных нейтрофи-
лов, лимфоцитов, моноцитов, количество 
лейкоцитов, эритроцитов, тромбоцитов, кон-
центрацию гемоглобина, гематокрит, сред-
ний объём эритроцита (MCV), среднее содер-
жание гемоглобина в отдельном эритроците, 
среднюю концентрацию гемоглобина в эрит-
роцитарной массе, относительную ширину 
распределения эритроцитов, средний объём 
тромбоцитов, относительную ширину рас-
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пределения тромбоцитов по объёму и тром-
бокрит изучали на автоматическом анализа-
торе Coulter Ac-T 5diff AL (Beсkman Coulter, 
США).

Отбор лёгких, печени, желудка, кишеч-
ника, почек и головного мозга для изучения 
бионакопления меди и патоморфологиче-
ских изменений тканей при многократной 
пероральной экспозиции осуществляли по-
сле эвтаназии экспериментальных живот-
ных цервикальной дислокацией с последу-
ющей немедленной декапитацией. Коли-
чественное определение содержания меди 
осуществляли методом атомной абсорбции с 
атомизацией в пламени ацетилен-воздух на 
атомно-абсорбционном спектрофотометре 
Aanalyst-400 (Perkin Elmer, США).

Для выявления патоморфологических из-
менений проводили гистологический анализ 
органов. После отбора органы фиксировали 
в 10 % растворе нейтрального формалина с 
добавлением фосфатного буфера. Дегидрата-
цию фиксированных кусочков тканей про-
водили в автоматическом гистологическом 
процессоре Excelsior ES (Thermo Scientific, 
Германия). Гистологические препараты изго-
тавливали из парафиновых срезов толщиной 
3–4 мкм, окрашивая гематоксилином и эози-
ном в роботе-окрашивателе Varistain Gemini 
ES (Thermo Scientific, Германия). Получен-
ные микропрепараты исследовали на све-
тооптическом микроскопе Axio Lab A1 (Carl 
Zeiss, Германия). 

Статистическую обработку результатов 
исследования осуществляли по U-критерию 
Манна–Уитни, рассчитанному в программе 
Statistica 10. Различия полученных результа-
тов считали статистически значимыми при  
р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

По результатам РЭМ средний размер НЧ 
CuO составил 45,86 нм (рис. 1). Гидродинами-
ческий размер НЧ CuO в водной среде, уста-
новленный методом ДЛС, составил 307,40 нм.  
Удельная площадь поверхности НЧ CuO 
по результатам измерения методом BET –  
17,70 м2/г. Суммарный объём пор НЧ CuO,  
измеренный методом BJH, – 0,056 см3/г.

При однократной пероральной экспози-
ции крыс НЧ CuO в дозе 2000 мг/кг массы 
тела установлено, что клиническая карти-
на эффектов острой интоксикации носит  
общий неспецифический характер. В первые 

Рис. 1. Изображение наночастиц CuO методом РЭМ.
Fig. 1. Image of CuO nanoparticles by the SEM-method.
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10 мин эксперимента у животных отмечено 
состояние заторможенности и незначитель-
ное угнетение двигательной активности. 
Через 5–10 мин данный эффект в обеих 
группах нивелировался. В течение перио-
да наблюдения не зафиксировано гибели, 
ухудшения состояния шерсти и слизистых. 
В соответствии с алгоритмом определения 
класса острой токсичности, LD50 для крыс 
самцов линии Wistar для НЧ CuO составляет 
> 2000 мг/кг массы тела. При многократной 
пероральной экспозиции НЧ CuO гибель 
крыс отмечена на 13-е (n = 1), 17-е (n = 2) и 
20-е (n = 2) сутки эксперимента. 

Таким образом, гибель 50% особей до-
стигнута при суммарной дозе исследуемого 
наноматериала 10 550 мг/кг массы тела на 
20-е сутки эксперимента.

Исследование биохимических показате- 
лей крови крыс, экспонированных НЧ CuO,  
позволило установить достоверное увели-
чение уровней активности АЛТ, АСТ, ЩФ,  
ЛДГ и амилазы в 3,07 (p < 0,01), 3,43 (p < 0,01), 
4,71 (p < 0,01), 4,14 (p < 0,01) и 7,61 раза (p < 0,01)  
соответственно относительно контроля.  
Установлены изменения биохимических по-
казателей крови, связанных с антиоксидант-
но-окислительными процессами в организме. 
Так, в сыворотке крови животных 2-й опыт-
ной группы увеличена концентрация МДА в 
4,73 раза (p < 0,01), АОА снижена в 1,45 раза 
(p < 0,01) относительно контроля.

Изменение гематологических показателей 
крови крыс 2-й опытной группы относитель-
но контроля установлено по увеличению от-
носительного числа сегментоядерных ней-
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трофилов в 2,07 раза (p < 0,01), количества 
лейкоцитов в 2,72 раза (p < 0,01) и снижению 
относительного числа лимфоцитов в 1,64 раза 
(p < 0,01).

После многократной пероральной экспо-
зиции НЧ CuO у крыс отмечено увеличение 
концентрации меди относительно контроля в 
лёгких, печени, желудке, кишечнике, почках, 
головном мозге и крови в 6,79 (p < 0,0001), 
30,36 (p < 0,0001), 3255,61 (p < 0,0001), 60,00 
(p < 0,0001), 5,72 (p < 0,0001), 1,62 (p < 0,01) и 
90,39 раза (p < 0,01) соответственно.

Гистологическими методами исследования 
у крыс 2-й опытной группы установлены па-
томорфологические изменения ткани печени 
в виде острого активного гепатита, гиалино-
во-капельной дистрофии гепатоцитов и об-
ширных центролобулярных некрозов (рис. 2),  
почек – гиалиново-капельной дистрофии 
и пролиферации мезангиальных клеток со 
скоплениями коричневого пигмента в эпи-
телии проксимальных канальцев; желудка –  
острого гастрита, скоплений коричневого пиг-
мента; тонкого кишечника – энтерита, гипер-
плазии лимфоидной ткани и клеток Панета; 
толстого кишечника – распространённого 
колита; лёгких – гиперплазии лимфоидной 
ткани, абсцессов, интерстициальной пнев-
монии, острого бронхита, распространённых 
васкулитов, скоплений коричневого пигмен-
та в цитоплазме макрофагов. В тканях орга-
нов крыс контрольной группы не установле-
но патоморфологических изменений. 

Таким образом, по результатам про-
ведённых исследований установлено, что 
тестируемый образец CuO по показателям 

а б

Рис. 2. Микрофотографии гистологических препаратов печени крыс: а – 2-я опытная группа; б – контрольная группа. 
Окраска гематоксилин-эозин, масштаб 200:1. 
Fig. 2. Micrographs of histological preparations of rat liver: а – 2nd experimental group; б – control group. Hematoxylin-eosin 
staining, scale 200:1.
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размера, удельной площади поверхности 
и суммарного объёма пор является нано-
материалом. Размер НЧ CuO, полученный 
методом РЭМ, в 6,70 раза меньше данного 
показателя при измерении методом ДЛС. 
Стабильность наноразмерной фазы НЧ CuO 
зависит от силы электростатического оттал-
кивания, которая уменьшается тем сильнее, 
чем значение pH среды ближе к 6 [4]. В связи 
с этим, вероятно, что НЧ CuO в водной сре-
де, значение pH которой равно 7, агломери-
руют, и размер частиц увеличивается.

При однократной пероральной экспозиции 
в дозе 2000 мг/кг массы тела не установлено 
гибели экспериментальных животных, в свя-
зи с чем установленное значение LD50 соста-
вило > 2000 мг/кг массы тела, что позволяет 
в соответствии с ГОСТ 12.1.007.76 отнести те-
стируемый наноматериал к 3-му классу опас-
ности, в соответствии с ГОСТ 32644-2014 –  
к 5-му классу.

Основными органами и тканями, в кото-
рых происходит бионакопление НЧ CuO при 
пероральном поступлении, являются желу-
док, кровь, кишечник, печень, почки, лёгкие 
и головной мозг. Особенности бионакопле-
ния НЧ CuO при пероральном поступлении 
в организм, вероятно, связаны с их раствори-
мостью в желудке. В исследовании [5] уста-
новлено, что НЧ CuO в течение 24 ч раство-
ряются в смоделированной среде желудка 
(pH 1.5) в количестве 84,5% от общего числа 
частиц. Наночастицы и образовавшиеся в ре-
зультате диссоциации ионы Cu2+ могут всасы-
ваться в кишечнике в кровеносное русло, на 
что указывает увеличение концентрации меди 
в крови, и распространяться к различным ор-
ганам и тканям, накапливаясь в них. Биона-
копление НЧ CuO в тканях желудка, почек и 
лёгких крыс, предположительно, обусловли-
вает наличие коричневого пигмента в данных 
органах, состоящего, вероятно, из меди и её 
соединений.

При экспозиции НЧ CuO в органах экс-
периментальных крыс развиваются воспа-
лительные процессы: пневмония, бронхит, 
васкулиты, гепатит, гастрит, энтерит и ко-
лит, что можно проследить по увеличению 
числа лейкоцитов. Лейкоцитоз, обуслов-
ленный действием НЧ CuO, отмечен в ра-
нее проводимых исследованиях при одно-
кратном пероральном введении мышам и 
многократных внутрибрюшинных инъек-
циях крысам [6, 7]. Гиперплазия лимфо-

идной ткани, отмеченная в лёгких и тон-
ком кишечнике животных, характерна при 
развитии воспалительных процессов [8]. 
Воспаление печени сопровождается гиали-
ново-капельной дистрофией, вероятно, вы-
званной денатурацией и/или коагуляцией 
белков цитоплазмы гепатоцитов, а также не-
крозами, которые характерны при развитии 
диспротеинозов [9]. Отмеченные патомор-
фологические изменения печени, вероят-
но, повлияли на изменение биохимических 
показателей крови: увеличение активности 
АЛТ, АСТ, ЩФ и ЛДГ [10]. Изменение па-
ренхиматозной ткани в виде гиалиново-
капельной дистрофии в почках, вероятно, 
также является результатом нарушения ме-
таболических процессов. Пролиферация 
мезангиальных клеток подтверждает дан-
ную гипотезу [11]. В данном исследовании 
не установлено увеличения концентраций 
креатинина и мочевины в крови крыс, ха-
рактерного при развитии патологий почек. 
Однако увеличение активности ЛДГ может 
указывать на повреждение клеток данного 
органа. Бионакопление меди в головном 
мозге не сопровождается патоморфологи-
ческими изменениями тканей. Данная осо-
бенность может указывать на отсутствие 
нейротоксических свойств у НЧ CuO.

В исследованиях in vivo и in vitro установ-
лена способность НЧ CuO генерировать 
свободные радикалы, в частности активные 
формы кислорода и азота [12, 13]. В связи 
с этим сделано предположение, что уста-
новленные по результатам данного иссле-
дования патоморфологические изменения 
тканей органов, которые в основном пред-
ставляют собой воспалительные процес-
сы или являются результатом воспаления, 
обусловлены развитием окислительного 
стресса. На это указывает снижение АОА 
и увеличение концентрации МДА в крови 
экспонированных животных относительно 
контроля, что также отмечено при внутри-
брюшинном введении тестируемого нано-
материала крысам [14]. 

Заключение
Полученные результаты доказывают на-

личие токсических свойств НЧ CuO и могут 
быть использованы в разработке профилак-
тических мер для работников и потребителей, 
контактирующих с продукцией, содержащей 
в себе НЧ CuO.
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