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Äâà îáðàçöà íàíî÷àñòèö êàðáèäà âîëüôðàìà äèàìåòðîì 15 è 50 íì, à òàêæå íàíî÷àñòèöû êàðáèäà âîëüôðàìà
ñ âêëþ÷åíèåì 8% êîáàëüòà (d = 50 íì) ââîäèëèñü âíóòðèáðþøèííî ìûøàì FVB â äîçàõ 0,005; 0,025; 0,05;
0,25; 0,5; 1; 2,5 è 5 ìêã íà 1 ã âåñà. ×åðåç 3 ÷àñà è 36 ÷àñîâ ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ ïåðèòîíåàëüíûõ íåéòðîôèëîâ (ïî
ìàðêåðàì àêòèâàöèè CD11b è S100), êîòîðàÿ íîñèëà ÷åòêèé áèìîäàëüíûé õàðàêòåð äëÿ âñåõ íàíî÷àñòèö.
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Murine peritoneal neutrophil activation upon tungsten nanoparticles exposure
in vivo
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Two examples of tungsten carbide nanoparticles (d = 15 nm, 50 nm) and tungsten carbide nanoparticles with 8% cobalt
(d = 50 nm) have been found to induce the neutrophil activation 3 h and 36 h after intraperitoneal administration in the doses
0,005; 0,025; 0,05; 0,25; 0,5; 1; 2,5 and 5 microgram per 1 gram body weight to FVB mice. Neutrophil activation was cal-
culated based on the CD11b and S100 antigen expression. Effect of nanoparticles is bimodal for all tested examples.
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Íåéòðîôèëû — ýòî ãåòåðîãåííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëå-
òîê, âûïîëíÿþùèõ ôàãîöèòàðíóþ, àíòèáàêòåðèàëü-
íóþ è èììóíîðåãóëÿòîðíóþ ðîëü. Â öèðêóëÿöèè îá-
íàðóæåíî äâå ñóáïîïóëÿöèè, ðàçëè÷íûõ ïî ðàçìåðàì,
ãðàíóëÿðíîñòè, ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ (CD11b,
Ly6G) è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè. Â ïåðèòîíå-
àëüíîé ïîëîñòè ìûøåé íåéòðîôèëû ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ãîìîãåííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê ïî ðàçìåðíîñòè è
ãðàíóëÿðíîñòè, íî âûäåëÿþò äâå ïðèìåðíî ðàâíûå ïî
÷èñëåííîñòè ñóáïîïóëÿöèè ïî ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ
CD62L+/CD43+ è CD62L–/CD43–, ðåöåïòîðû
CD11b, Ly6G, CD14 è CXCR2 ýêñïðåññèðóþòñÿ íà
âñåõ íåéòðîôèëàõ [1]. Â àêòèâàöèè íåéòðîôèëîâ ïðè-
íèìàþò ó÷àñòèå ñèãíàëüíûå ïóòè ERK1/2, ð38
MAPK, Akt, STAT3 [3,9]. Ñèãíàëüíûé ïóòü ð38
MAPK/STAT1 ñîïðÿæåí ñ ñîçðåâàíèåì íåéòðîôè-
ëîâ è èõ ãîìåîñòàçîì [5]. Àêòèâèðîâàííûå íåéòðîôè-
ëû ñåêðåòèðóþò áåëîê S100, êîòîðûé âîâëå÷åí â ïà-
òîãåíåç âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèé [2]. Áåëêè
S100À8 è S100À9 ôîðìèðóþò ðåãóëÿòîðíûé êîìï-
ëåêñ êàëüïðîòåêòèí, êîòîðûé çàùèùàåò òêàíè îò
îêèñëèòåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ ñâîáîäíûìè ðàäèêàëà-

ìè. Ýòîò ìåõàíèçì ñâÿçàí ñ êîíòðîëåì àêòèâàöèè ðå-
öåïòîðîâ PAR-2 [8].

Ñïîñîáíîñòü ê ìèãðàöèè íåéòðîôèëîâ ÷åðåç ýíäî-
òåëèàëüíûé áàðüåð îïðåäåëÿåòñÿ àäãåçèåé ê êëåòêàì
ýíäîòåëèÿ. Ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì ýêñïðåñ-
ñèè ìîëåêóë àäãåçèè Mac-1 è CD66b íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå íåéòðîôèëà [4]. Ìàñ-1 — ýòî ãåòåðî-
äèìåð, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ñóáúåäèíèö — � (Ì)
(CD11b) è �2 (CD18), íåîáõîäèìûõ äëÿ àäãåçèè íåé-
òðîôèëîâ ÷åðåç ýíäîòåëèé, ìèãðàöèè â òêàíè, è äëÿ
âûïîëíåíèÿ èììóííîðåãóëÿòîðíûõ ôóíêöèé [6]. Ïî-
âûøåíèå ýêñïðåññèè CD11b ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì àêòè-
âàöèè íåéòðîôèëîâ. Ìàñ-1 è LFA-1 îòíîñÿòñÿ
ê �2-èíòåãðèíàì, ýêñïðåññèðóåìûì íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå, è çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ èõ ëèãàíäîì
ICAM-1 ðåãóëèðóþùèõ ìèãðàöèþ íåéòðîôèëîâ.

Ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàíû íàíîïîðîøêè êàðáèäà âîëüôðàìà,
îõàðàêòåðèçîâàííûå â ðàáîòå [7]. Ñèìâîëîì W1 äà-
ëåå îáîçíà÷åí íàíîïîðîøîê ìíîãîêîìïîíåíòíîãî êàð-
áèäà âîëüôðàìà äèàìåòðîì (d) 50 íì, óäåëüíîé ïî-
âåðõíîñòüþ (S�) 21—24 ì2/ã. Ñèìâîëîì W2 îáî-
çíà÷åí íàíîïîðîøîê ìîíîêàðáèäà âîëüôðàìà
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d = 15 íì, S� = 6—12 ì2/ã. Cèìâîëîì W3 îáîçíà-
÷åí íàíîïîðîøîê ìîíîêàðáèäà âîëüôðàìà ñ îñàæäåí-
íûì êîáàëüòîì (8% îò ìàññû), d = 50 íì,
S� = 9—11 ì2/ã. Ïðèðîñò êèñëîðîäà çà ìåñÿö õðàíå-
íèÿ îáðàçöîâ â îáû÷íîì âîçäóõå ñîñòàâëÿåò
<0,05 ìàñ.%. Íàíîïîðîøêè áûëè âçâåøåíû â áîêñå,
ïî 1 ìã íàâåñîê ðàñòâîðÿëè â 1 ìë Í2Îbidest, îçâó÷è-
âàëè â óëüòðàçâóêîâîé áàíå 1 ÷. Äëÿ êîíòðîëÿ ðàçìå-
ðà íàíî÷àñòèö àëèêâîòû èñõîäíûõ ðàñòâîðîâ ïðîàíà-
ëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé òðàíñìèññèîí-
íîé ìèêðîñêîïèè. Ïåðåä ââåäåíèåì æèâîòíûì èñõîä-
íûå ðàñòâîðû íàíî÷àñòèö òèòðîâàëè äî ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé êîíöåíòðàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñòå-
ðèëèçîâàëè ÷åðåç ôèëüòðû d = 22 ìêì. Íàíî÷àñòèöû
ââîäèëèñü ñòåðèëüíî â îáúåìå 500 ìêë â ïåðèòîíåà-
ëüíóþ ïîëîñòü ìûøàì â äîçàõ 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20;
50 è 100 ìêã âåùåñòâà íà ìûøü (0,005; 0,025; 0,05;
0,25; 0,5; 1; 2,5 è 5 ìêã íà 1 ã ìàññû æèâîòíûõ).

Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà ìûøàõ ëèíèè FVB (ñàìöû,
ìàññà 19—20 ã). Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü ñî-
ãëàñíî ìåæäóíàðîäíûì ïðàâèëàì ðàáîòû ñ ëàáîðà-
òîðíûìè æèâîòíûìè («Principles of laboratory animal
care», 1985, èçäàíèå Íàöèîíàëüíîãî Èíñòèòóòà Çäî-
ðîâüÿ ÑØÀ, ¹88-23). Ìûøè ïîëó÷àëè ñòàíäàðò-
íûé ãðàíóëèðîâàííûé ìûøèíûé êîìáèêîðì ÏÊ-120
è ïèòüåâóþ âîäó ad libitum. Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü
â îòäåëüíîé êîìíàòå â òèøèíå ïî 8 øòóê â êëåòêå, ñî-
áëþäàëñÿ 12-÷àñîâîé ðåæèì îñâåùåíèÿ ïðè ïîñòîÿí-
íîé òåìïåðàòóðå +25°Ñ. Ìûøè áûëè ðàíäîìèçèðî-
âàíû ïî ãðóïïàì ñîãëàñíî ñõåìå îïûòà. Êàæäàÿ äîçà
íàíîïîðîøêîâ áûëà ââåäåíà 9 ìûøàì ñ ó÷åòîì ïî-
âòîðîì ýêñïåðèìåíòîâ. Ïîñëå ââåäåíèÿ íàíî÷àñòèö
æèâîòíûå áûëè ãèëüîòèíèðîâàíû ÷åðåç 3 ÷ (â ýòîò
ïåðèîä â ïåðèòîíåóì óæå ìèãðèðîâàëè ïîïóëÿöèè
êëåòîê, ïîëó÷èâøèå ñîîòâåòñòâóþùèå ñòèìóëû) èëè
÷åðåç 36 ÷ (â ýòîò ïåðèîä ÷åòêî ïðîÿâëÿþòñÿ ýôôåê-
òû, ñâÿçàííûå ñ àêòèâàöèåé íåéòðîôèëîâ).

Ïåðèòîíåàëüíûå êëåòêè áûëè îòìûòû öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì 10 ìèí ïðè 200 g, ñóïåðíàòàíò ñëèò,
ê îñàäêó äîáàâëåíî 300 ìêë 4% ïàðàôîðìàëüäåãèäà
íà ôîñôàòíîì áóôåðå. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ïðîöåíòà
àêòèâèðîâàííûõ íåéòðîôèëîâ ïåðèòîíåàëüíûå êëåòêè
îòìûâàëè è îêðàøèâàëè FITC-êîíúþãèðîâàííûìè
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê àíòèãåíó S100B
(PharmMingen) è CD11b (BioLegend), êîòîðûå ñ÷è-
òàþòñÿ ìàðêåðàìè àêòèâàöèè íåéòðîôèëîâ. Ôëóîðåñ-
öåíöèþ îáðàçöîâ èçìåðÿëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå
FASCDiva íà êàíàëå FL1 ïðè äëèíå âîëíû
530 ± 15 íì. Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçèðîâàëè
20 òûñ. ñîáûòèé.

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü êàê ìèíèìóì
â òðåõ ïîâòîðàõ, ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû
êàê Ì ± m. Äàííûå àíàëèçèðîâàëè ïî ïðîãðàììå
ANOVA, ñðàâíåíèå ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè — ïî
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Ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ èçìåíåíèå ïðîöåíòà àêòèâèðîâàííûõ
íåéòðîôèëîâ ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè ìûøåé ÷åðåç 3 ÷ è 36 ÷ ïîñëå
ââåäåíèÿ íàíî÷àñòèö êàðáèäà âîëüôðàìà.



êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà
áîëåå ÷åì äâóõ ãðóïï èñïîëüçîâàëèñü ìåòîäû ìíîæå-
ñòâåííîãî ñðàâíåíèÿ è êðèòåðèé Íüþìåíà—Êåéëñà.
Äëÿ ýòîãî ñ ïîìîùüþ äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà ïðîâå-
ðÿþò íóëåâóþ ãèïîòåçó î ðàâåíñòâå âñåõ ñðåäíèõ, åñ-
ëè îíà îòâåðãàåòñÿ, òî âñå ñðåäíèå óïîðÿäî÷èâàþòñÿ
ïî âîçðàñòàíèþ è ñðàâíèâàþòñÿ ïîïàðíî; p < 0,05
äàåòñÿ êàê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ðàçëè÷èå ìåæäó
ãðóïïàìè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðîöåíò àêòèâèðîâàííûõ íåéòðîôèëîâ (ïî ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ àêòèâàöèè) îïðåäåëÿëñÿ ïî îòíîøå-
íèþ â èíòàêòíîìó êîíòðîëþ (êëåòêè ìûøåé, êîòîðûì
ââîäèëñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð). Íà ðèñóíêå
ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå èçìåíåíèå
÷èñëà àêòèâèðîâàííûõ íåéòðîôèëîâ ÷åðåç 3 ÷àñà è ÷å-
ðåç 36 ÷àñîâ ïîñëå ââåäåíèÿ íàíî÷àñòèö. Ñëåäóåò îá-
ðàòèòü âíèìàíèå íà âûñîêóþ ñòåïåíü ïîäîáèÿ êðèâûõ
äëÿ êàðáèäà âîëüôðàìà W1 è W2, ðàçëè÷àþùèõñÿ
äèàìåòðîì íàíî÷àñòèö. Ïðèíöèïèàëüíîå îòëè÷èå âû-
ÿâëåíî òîëüêî äëÿ äîçû 0,1 ìêã íà ìûøü, êîòîðàÿ
â ñëó÷àå íàíî÷àñòèö W1 âûçûâàåò àêòèâàöèþ êëåòîê,
à â ñëó÷àå ñ W2 — èíãèáèðîâàíèå àêòèâàöèè. Â öå-
ëîì äåéñòâèå íàíî÷àñòèö êàðáèäà âîëüôðàìà íà ïåðè-
òîíåàëüíûå íåéòðîôèëû íîñèò áèìîäàëüíûé õàðàê-
òåð, ÷òî óñòàíîâëåíî è äëÿ äðóãèõ ïîêàçàòåëåé. Ýòî
ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ïîÿâëåíèåì äîïîëíèòåëüíûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ìèøåíåé ïî ìåðå èçìåíåíèÿ äîçû.
Òàêæå ñëåäóåò îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî äîçà íàíî÷à-
ñòèö 1 ìêã íà ìûøü, êîòîðàÿ âî âñåõ ïðîâåäåííûõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ âûçûâàëà ìàêñèìàëüíîå óâåëè÷åíèå ÷èñ-
ëà íåéòðîôèëîâ â ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè, òàêæå
îáóñëîâëèâàåò ïîÿâëåíèå ìàêñèìàëüíîãî ïðîöåíòà àê-
òèâèðîâàííûõ íåéòðîôèëîâ äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ
òèïîâ íàíî÷àñòèö ÷åðåç 3 ÷àñà ïîñëå èõ ââåäåíèÿ ìû-
øàì âíóòðèáðþøèííî. Äîçà 5 ìêã íà ìûøü äëÿ âñåõ
èññëåäîâàííûõ íàíî÷àñòèö îêàçûâàëà íåãàòèâíîå
âëèÿíèå íà àêòèâàöèþ íåéòðîôèëîâ. Âêëþ÷åíèå 8%
êîáàëüòà â íàíî÷àñòèöû êàðáèäà âîëüôðàìà W3 ïðè-
âîäèò ê äîñòîâåðíîìó èçìåíåíèþ ôîðìû ãèñòîãðàì-
ìû, îòðàæàþùåé âëèÿíèå äîçû ââåäåííûõ íàíî÷à-
ñòèö íà ïðîöåíò àêòèâíûõ íåéòðîôèëîâ. Ïîÿâëÿåòñÿ

÷åòêèé òðåòèé ïèê ïîâûøåíèÿ àêòèâíîñòè êëåòîê, ÷òî
óêàçûâàåò íà âëèÿíèå äîïîëíèòåëüíîãî âêëþ÷åíèÿ
êîáàëüòà â ñîñòàâ íàíî÷àñòèö âîëüôðàìà.

Âûâîäû

Íàíî÷àñòèöû êàðáèäà âîëüôðàìà âûçûâàþò àêòè-
âàöèþ íåéòðîôèëîâ ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè, ýôôåêò
íîñèò ÷åòêèé áèìîäàëüíûé õàðàêòåð.
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