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Введение. Экспозиция организма к наночастицам оксида селена, связанная с условиями труда, мо-
жет сочетаться с экспозициями к наночастицам оксида меди. Характер такого комбинированного 
действия на организм ранее не изучался. 
Материал и методы. Стабильные суспензии наночастиц оксида селена и меди (при разовой дозе  
1 либо 2 мг/кг массы тела) или деионизированная вода (контроль) вводились крысам-самцам 3 раза  
в 1 нед в течение 6 нед. По завершении экспозиции состояние организма животных оценивалось по 
ряду общепризнанных критериев оценки токсического действия. Статистическая значимость меж-
групповых различий средних значений оценивалась с помощью t-критерия Стьюдента. Для анализа 
закономерностей двухфакторной комбинированной токсичности использовали метод построения 
поверхности отклика (RSM-анализ). 
Результаты. При комбинированной интоксикации наночастицами оксидов селена и меди наблю-
далось повреждение печени, исходя из снижения альбумино-глобулинового индекса и содержания 
щелочной фосфатазы в сыворотке крови, увеличения числа дегенеративно изменённых гепатоци-
тов. О нарушении функции почек свидетельствуют снижение уровня мочевины и мочевой кислоты 
в моче, креатинина в сыворотке крови, увеличение дегенеративно изменённых клеток дистальных 
и проксимальных канальцев почек. Анализ изоболограмм, полученных с помощью построения по-
верхности отклика, выявил неоднозначность типа комбинированного действия наночастиц оксидов 
селена в зависимости от того, по какому эффекту и на каком уровне доз он оценивается.
Заключение. Субхроническая токсичность наночастиц оксидов селена и меди характеризуется ка-
чественно сходными вредными эффектами. При этом комбинированное действие этих наноча-
стиц на организм является типологически неоднозначным, варьируя от противонаправленности 
до синергизма.
Ключевые слова: наночастицы; оксид селена; оксид меди; комбинированное действие; изоболы; метод 
поверхности отклика
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Introduction. Exposure to selenium oxide nanoparticles can be combined with exposure to copper oxide 
nanoparticles at working place. The type of this combined action has not been previously studied.
Material and methods. Stable suspensions of selenium oxide and copper oxide nanoparticles (at a single dose 
of 1 or 2 mg/kg of body weight) or deionized water (control) were administered to male rats 3 times a week for 
6 weeks. At the end of the exposure, the toxic effect was evaluated by a large number of the animal organism 
indices. The statistical significance of intergroup differences was assessed using Student’s t-test. To analyze 
the patterns of two-factor combined toxicity, we used the Response Surface Methodology (RSM analysis).
Results. Under combined intoxication with selenium oxide and copper oxide nanoparticles, liver damage was 
observed, assessed by a decrease in the albumin-globulin index and the content of alkaline phosphatase in 
the blood serum, an increase in the number of degenerated hepatocytes. Kidney function altered as indicated 
by a decrease in the level of urea and uric acid in the urine, creatinine in the blood serum, an increase in 
degenerated cells of proximal and distal tubules. The analysis of isobolograms obtained by RSM revealed 
the ambiguity of the type of selenium oxide and copper oxide nanoparticles combined action, depending on 
which effect and at which dose level it is estimated by.
Conclusion. The subchronic toxicity of selenium oxide and copper oxide nanoparticles is characterized 
by qualitatively similar harmful effects. At the same time, the combined action of these nanoparticles is 
typologically ambiguous, varying from contradirectionality to synergism.
Keywords: nanoparticles; selenium oxide; copper oxide; combined action; isoboles; response surface method
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Введение
Селен (Se) и его соединения широко исполь-

зуются в различных отраслях человеческой дея-
тельности: при производстве стекла и керамики, 
в электронике и оптоэлектронике, химической 
и металлургической промышленности, меди- 
цине [1–3]. Селен не имеет собственных место-
рождений, является типичным представителем 
группы редких и рассеянных элементов [2], од-
нако содержится во многих природных суль-
фидных минералах [4], включая медные. Основ-
ными (на 90%) промышленными источниками 
Se служат шламы, образующиеся при электро-
литическом рафинировании анодной меди. 
Мировые извлекаемые запасы Se, при учете 
только «медных» месторождений, оцениваются  
в 80–90 тыс. тонн в год [2, 5]. 

Известно, что пирометаллургические про-
цессы, связанные с эффектами дезинтеграции и 
конденсации материалов, сопровождаются об-
разованием аэрозолей сложного состава [6]. В их 
дисперсном составе преобладают частицы, зна-
чительная часть которых может быть отнесена 
к частицам нанометрового диапазона [6, 7]. Как 
данные литературы, так и экспериментальные 
исследования нашего коллектива свидетельству-
ют о том, что ультратонкие металлические и ме-
талло-оксидные частицы обладают выраженным 
вредным действием на организм. 

Профессиональный контакт с селеном, медью 
и их соединениями, включая наноразмерные фор-
мы, встречается в металлургии – при переработке 
медных шламов, обжиге медного колчедана, произ-
водстве марганца, селена и теллура, в стекольном 
производстве, производстве керамики, резиновой 

и химической промышленности, в электронике и 
оптоэлектронике. Контакт человека с этими нано-
частицами не ограничивается производственной 
деятельностью. Он может произойти из-за загряз-
нения ими окружающей среды: предприятия меде-
плавильной промышленности являются мощны-
ми источниками поступления во внешнюю среду 
пылей сложного состава. 

Экспериментальное изучение и математиче-
ское моделирование комбинированного воздей-
ствия вредных факторов, характерные для кон-
кретных производственных процессов, высту-
пают в качестве научной основы оценки много-
факторных профессиональных и экологических 
рисков [8]. В частности, в химико-металлургиче-
ских и шламовых цехах при производстве селена 
из медных шламов возможно комбинированное 
действие на организм наночастиц (НЧ) оксидов 
селена и меди, о котором в известной нам науч-
ной литературе данных нет.

Материал и методы
Суспензии исследуемых НЧ были получены в 

Центре коллективного пользования «Современ-
ные нанотехнологии» Уральского федерально-
го университета с помощью лазерной абляции 
тонких листовых мишеней соответствующего 
материала 99,99% чистоты в стерильной деиони-
зированной воде методом, описанным ранее [8]. 
Форма и размер частиц были охарактеризованы 
с использованием сканирующей электронной 
микроскопии и функции распределения частиц 
по диаметру. Средний диаметр использованных 
наночастиц оксида селена составил 51 ± 14 нм 
(рис. 1), оксида меди – 21 ± 4 нм (рис. 2).

https://doi.org/10.47470/0869-7922-2022-30-4-238-247
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Рис. 1. СЭМ-изображение наночастиц SeO в суспензии, приготовленной для экспериментов (сканирующая электронная 
микроскопия с увеличением ×20200) и функция распределения частиц по диаметру.

Fig. 1. The SeO NPs in suspension obtained for experiments (SEM, magnification ×20200), and NP’s diameter distribution 
function.
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Стабильность суспензий характеризовалась 
величиной дзета-потенциала, измеренного с по-
мощью анализатора Zetasizer Nano ZS (Malvern, 
UK), и была высокой (дзета-потенциал вплоть 
до 42 mV), что позволило путём частичного ис-
парения воды при 50 °C повысить концентрацию 
суспензии до 0,25 мг/л без изменения размера и 
химической идентичности НЧ.

Исследование проводилось на аутбредных 
белых крысах-самцах по 12 животных в каждой 
группе. Начальная масса тела животных состав-
ляла 200–270 г, средний возраст на начало экс-
перимента – 3–4 мес. Субхроническая интокси-
кация моделировалась путем повторных внутри-
брюшинных инъекций 3 раза в 1 нед в течение  
6 нед (всего 18 введений). 

Повторные парентеральные (в частности, 
интраперитонеальные) инъекции токсикантов 
являются признанным методом эксперимен-
тального моделирования тех принципиальных 
особенностей и механизмов, соответствующих 
хронической или субхронической интоксикации, 
которые не связаны с реакциями, зависящими 
от точки приложения соответствующей «есте-
ственной» экспозиции (пероральной, ингаляци-
онной или транскутанной). Точность дозировки 
и надёжная воспроизводимость являются основ-
ными преимуществами этой модели при решении 
количественных задач сравнительного плана. 

Вводились растворы стабильных суспензий 
объемом 2 мл, соответствующих НЧ в разовой 
дозе 1 мг/кг (группа «НЧ SeO 0,25», «НЧ CuO 
0,25»), либо объемом 2 мл, соответствующих НЧ 
в разовой дозе 2 мг/кг (группа «НЧ SeO 0,5», «НЧ 
CuO 0,5»), и дополнительно 2 мл стерильной де-

ионизированной воды для групп изолированного 
воздействия. Группы комбинированного воздей-
ствия получали 2 мл суспензии НЧ SeO и 2 мл 
суспензии НЧ CuO в аналогичных разовых дозах 
(группы «НЧ SeO 0,25 + НЧ CuO 0,5», «НЧ SeO 
0,5 + НЧ CuO 0,25»,«НЧ SeO 0,5 + НЧ CuO 0,5»). 
Контрольные животные получали 4 мл стериль-
ной деионизированной воды. 

Содержание, питание, уход за животными и 
выведение их из эксперимента осуществляли в 
соответствии с общепринятыми требованиями 
согласно документу Р 1.2.3156-13 Оценка ток-
сичности и опасности химических веществ и 
их смесей для здоровья человека, «International 
guiding principles for biomedical research involving 
animals» (the Council for International Organizations 
of Medical Sciences, the International Council For 
Laboratory Animal Science, 2012). Работа одобрена 
Локальным независимым этическим комитетом 
ФБУН ЕМНЦ ПОЗРПП Роспотребнадзора. 

По окончании эксперимента оценивали биохи-
мические показатели сыворотки крови стандарт-
ными методиками [9, 10]. Активность сукцинат-
дегидрогеназы (СДГ) оценивали цитохимически 
с использованием пара-нитрофиолетового тетра-
золия и выражали количеством гранул формазана 
в 50 клетках при оптической микроскопии с им-
мерсией [11]. Был проведен цитологический ана-
лиз тканевых отпечатков. Для этого с поперечных 
срезов печени, почек делались мазки-отпечатки, 
которые высушивались при комнатной темпера-
туре и окрашивались по Лейшману. Клеточный 
состав и признаки повреждения клетки оцени-
вали с использованием светового бинокулярно-
го микроскопа Carl Zeiss Primo Star с системой 

https://doi.org/10.47470/0869-7922-2022-30-4-238-247
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Рис. 2. СЭМ-изображение наночастиц CuO в суспензии, приготовленной для экспериментов (сканирующая электронная 
микроскопия с увеличением ×100 000) и функция распределения частиц по диаметру.

Fig. 2. The CuO NPs in suspension obtained for experiments (SEM, magnification ×100 000), and NP’s diameter distribution 
function.
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визуализации видеокамерой USCMOS 
при увеличении ×100 и ×1000. При 
микроскопировании подсчитывали по 
300 клеток с каждого мазка. Статисти-
ческая значимость межгрупповых раз-
личий средних значений оценивалась с 
помощью t-критерия Стьюдента. Ста-
тистическая значимость межгрупповых 
различий средних значений оценива-
лась с помощью t-критерия Стьюдента. 

Для анализа закономерностей двух-
факторной комбинированной токсич-
ности мы использовали метод построе-
ния поверхности отклика (the Response 
Surface Methodology – RSM). Теория 
метода RSM показывает, что даже на 
основе эксперимента, в котором ис-
пользовались только по два уровня каж-
дого воздействия, можно прогнозиро-
вать значение Y для любой комбинации 
x1 и x2 в пределах этих уровней [8, 12].

Результаты и обсуждение 
В табл. 1 представлены измене-

ния показателей состояния организма 
крыс, подвергшихся субхроническому 
воздействию наночастиц оксидов селе-
на и/или меди на разных уровнях доз.

Под воздействием наночастиц ок-
сида меди или селена на разных уров-
нях доз наблюдалось существенное 
и статистически значимое снижение 
уровня сукцинатдегидрогеназы (СДГ) 
в лимфоцитах крови, который являет-
ся одним из параметров, отражающих 
состояние энергетических процессов 
в организме [13, 14]. Полученное нами 
снижение активности СДГ свидетель-
ствует об изменении биохимических 
реакций в цикле Кребса — ключевого 
звена метаболизма (cм. табл. 1). 

При анализе изоболограмм, полу-
ченных с помощью построения поверх-
ности отклика (RSM-анализ), тип ком-
бинированного действия наночастиц 
оксидов селена и меди внутри диапазо-
на изученных доз был неоднозначен: от 
субаддитивности на низких дозах через 
противонаправленное действие при вы-
соких дозах одного токсиканта и низ-
ких другого до супераддитивности при 
сочетании высоких доз (см. рис. 3). 

При комбинированной интоксика-
ции наночастицами оксидов селена и 
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Рис. 4. Примеры изоболограмм, иллюстриру-
ющие неоднозначность типа комбинирован-
ного действия селена и меди на различные 
показатели состояния печени: а – преиму-
щественно однофакторное действие нано-
частиц CuO на изменение альбумино-гло-
булинового индекса; б – неоднозначность 
комбинированного субхронического дей-
ствия наночастиц SeO и CuO на изменение 
активности щелочной фосфатазы в сыво-
ротке крови. На осях – дозы, соответствую-
щие МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах 
обозначают величину эффекта. 
Fig. 4. Examples of isobolograms characterizing 
the combined toxic action of SeO- and CuO-NPs 
on rat liver functional indices: a – one-factor 
action of CuO-NPs on albumin-globulin index change; б – the ambiguous action of SeO- and CuO-NPc on changes in the activity of 
alkaline phosphatase in blood serum. The concentrations of SeO- and CuO-NPs are plotted on the axes in mg/mL. The numbers at 
the isobole lines show the effect levels which they correspond to.

https://doi.org/10.47470/0869-7922-2022-30-4-238-247
Оригинальная  статья

Рис. 3. Неоднозначность комбинированного субхронического действия наноча-
стиц SeO и CuO на активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ) в лимфоцитах крови: 
от субаддитивности на низких дозах через противонаправленное действие при 
высоких дозах одного токсиканта и низких другого до супераддитивности при 
сочетании высоких доз. На осях – дозы, соответствующие МеО-НЧ в мг на крысу; 
числа на изоболах обозначают величину эффекта (количество гранул формазана 
в 50 лимфоцитах).
Fig. 3. Isoboles of binary combined toxicity of SeO- and CuO-NPs assessed by change in 
lymphocytes succinatedehydrogenase (SDH) activity: subadditivity at low doses, then 
contra-directional action at high doses of one toxicant and low doses of the other, then 
superadditivity at high doses. The concentrations of SeO- and CuO-NPs are plotted on 
the axes in mg/mL. The numbers at the isobole lines show the effect levels which they 
correspond to (number of formazane granules per 50 lymphocytes.

Рис. 5. Примеры изоболограмм, иллюстрирующие неоднозначность типа комбинированно действия НЧ оксидов селена 
и меди на различные показатели состояния почек. а – преимущественно однофакторное действие наночастиц SeO на 
уровень креатинина в сыворотке крови, ммоль/л; б – неоднозначость комбинированного субхронического действия нано-
частиц SeO и CuO на изменение уровня мочевой кислоты в моче: от практически однофакторного действия наночастиц 
меди до однонаправленного действия НЧ на высоких дозах токсикантов; в – преимущественно однофакторное действие 
наночастиц CuO на уровень мочевины в моче. На осях – дозы, соответствующие МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах 
обозначают величину эффекта. 
Fig. 5. Examples of isobolograms characterizing the combined toxic action of SeO- and CuO-NPs on rats kidney functional 
indices: (a) one-factor action of SeO-NPs on the level of creatinine in the blood serum; (б) the combined action of SeO- and 
CuO-NPs on uric acid levels in urine changes: from almost one-factor action of copper nanoparticles to unidirectional action of 
NPs at high doses; (в) one-factor action of CuO-NPs on urinary urea levels. The concentrations of SeO- and CuO-NPs are plotted 
on the axes in mg/mL. The numbers at the isobole lines show the effect levels which they correspond to.

а б в

а б
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меди наблюдалось снижение белок-син-
тезирующей функции печени, о котором 
судили по снижению альбумино-глобу-
линового индекса в сыворотке крови. 
Как видно из табл. 1, ведущий вклад в 
снижение альбумино-глобулинового 
индекса вносят наночастицы оксида 
меди, что подтверждается RSM-анали-
зом (рис. 4, а). При воздействии дозы  
селена, превышающей дозу меди «SeO 
0,5 + CuO 0,25» значение показателя 
приближается к контрольному. Стати-
стически значимое снижение активно-
сти щелочной фосфатазы в сыворотке 
происходит при изолированном влия-
нии обоих токсикантов (в группах «SeO 
0,5», «CuO 0,5»), а их комбинированное 
действие неоднозначно (рис. 4, б). 

О нарушении функции почек при 
комбинированном воздействии нано-
частиц оксидов селена и меди свиде-
тельствуют снижение уровня мочевины 
и мочевой кислоты в моче в группе «SeO 

Рис. 6. Неоднозначость комбинированного суб-
хронического действия наночастиц SeO и CuO 
на число дегенеративно-измененных гепатоци-
тов в мазках-отпечатках печени: от субадди-
тивности на низких дозах токсикантов до про-
тивонаправленного действия на высоких дозах 
наночастиц оксида селена. На осях – дозы ,соот-
ветствующие МеО-НЧ в мг на крысу; числа на 
изоболах обозначают величину эффекта.
Fig. 6. Isoboles of binary combined toxicity of SeO- 
and CuO-NPs assessed by an change in change 
degenerated hepatocytes or rat liver tissue imprints: 
from subadditivity at low doses to counteraction at 
high doses SeO-NP. The concentrations of SeO- and 
CuO-NPs are plotted on the axes in mg/mL. The 
numbers at the isobole lines show the effect levels 
which they correspond to.
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Рис. 7. Примеры изоболограмм, иллюстрирующие неоднозначность типа комбинированного действия селена и меди на 
число дегенеративных клеток канальцев в мазках-отпечатках почек: а – неоднозначность комбинированного субхро-
нического действия наночастиц SeO и CuO на число дегенеративных клеток проксимальных канальцев (аддитивность, 
переходящая в субаддитивность при увеличении доз наночастиц, которая сменяется супераддитивностью при сочетании 
наибольших, исследованных в эксперименте, доз наночастиц); б – субаддитивное действие наночастиц SeO и CuO на число 
дегенеративных клеток дистальных канальцев. На осях – дозы, соответствующие МеО-НЧ в мг на крысу; числа на изоболах 
обозначают величину эффекта. 
Fig. 7. Examples of isobolograms characterizing the combined toxic action of SeO- and CuO-NPs on rats liver functional 
indices: a – combined action of SeO- and CuO-NPs on the number of degenerative cells of the proximal tubules (additivity 
that turns into subadditivity with increasing doses of nanoparticles and changes into superadditivity with the combination 
of the highest doses); б – subadditive action of SeO- and CuO-NPs on the number of degenerative cells in the distal tubules. 
The concentrations of SeO- and CuO-NPs are plotted on the axes in mg/mL. The numbers at the isobole lines show the effect 
levels which they correspond to.
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0,5 + CuO 0,5». В группе «SeO 0,25 + CuO 0,5» 
статистически значимо в сравнении с контро-
лем снижается уровень креатинина в сыворотке 
крови. При RSM-анализе выявлена неодно-
значность воздействия токсикантов на «почеч-
ные» показатели: практически однофакторное 
действие наночастиц оксида селена на уровень 
креатинина в сыворотке крови (рис. 5, а) и меди 
на уровень мочевины и мочевой кислоты в моче 
(рис. 5, б, в).

Во всех группах, экспонированных к НЧ SeO и 
CuO, по сравнению с контрольной группой повы-
шается число дегенеративно-измененных гепато-
цитов в мазках-отпечатках печени (табл. 2). При 
анализе изоболограмм, полученных с помощью 
построения поверхности отклика (RSM-анализ), 
тип комбинированного действия наночастиц ок-
сидов селена и меди различается при сочетании 
разных уровней доз наночастиц оксидов селена и 
меди (рис. 6).

В группе комбинированного воздействия по 
сравнению с контролем статистически значимо 
возрастает число дегенеративных клеток прок-

симальных и дистальных канальцев почек (см. 
табл. 2). Проксимальные канальцы поврежда-
ются в большей степени, чем дистальные. При 
изолированном воздействии изменения, вызван-
ные НЧ, более выражены, чем во всех группах 
комбинированного воздействия, что позволяет 
предположить ослабление вредного эффекта при 
комбинированном действии наночастиц. В груп-
пе «SeO 0,5 + CuO 0,25» существенно снижается 
количество дегенеративных клеток дистальных 
канальцев (практически до уровня контрольных 
значений) и дегенеративных клеток проксималь-
ных канальцев (статистически значимо с другими 
группами изолированного и комбинированного 
воздействия). 

При RSM-анализе выявлена противонаправ-
ленность комбинированного действия наноча-
стиц на число дегенеративных клеток дистальных 
канальцев почек (рис. 7, б). Комбинированное 
действие наночастиц на число дегенеративных 
клеток проксимальных канальцев почек характе-
ризуется субаддитивностью на низких дозах ток-
сикантов и синергизмом на высоких (рис. 7, а).

а б
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Заключение

В субхроническом эксперименте токсиче-
ское действие наночастиц оксидов селена и 
меди на системно-организменном уровне проя- 
вилось в снижении энергетических процессов  
в организме, токсическом повреждении печени 
и почек.

Математический анализ, основанный на мо-
дели поверхности отклика, показал, что ком-
бинированное действие наночастиц оксидов 
селена и меди характеризуется типологическим 
разнообразием. Исходя из значений некоторых 
биохимических показателей, таких как сукци-
натдегидрогеназа в лимфоцитах крови и щелоч-
ная фосфатаза в сыворотке крови, а также по 

числу дегенеративно-измененных гепатоцитов 
в мазках-отпечатках печени, дегенеративных 
клеток канальцев в мазках-отпечатках почек, 
можно предположить, что действие низких доз 
наночастиц оксида селена на организм крыс 
вызвало протекторный эффект на фоне инток-
сикации медью. Но при этом тип комбиниро-
ванного действия наночастиц оксидов селена и 
меди при введении 2 мл соответствующих НЧ в 
разовой дозе 2 мг/кг с концентрацией суспензии 
0,25 мг/мл в некоторых дозах характеризовался 
как супераддитивность, что необходимо учиты-
вать при оценке риска для здоровья рабочих, в 
частности в химико-металлургических и шла-
мовых цехах при производстве селена из медных 
шламов. 
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