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Оценка цитотоксического комбинированного действия наночастиц 
оксидов селена и меди в остром эксперименте на крысах
ФБУН «Екатеринбургский медицинский-научный центр профилактики и охраны здоровья рабочих промпредприятий» Роспо-
требнадзора, 620014, Екатеринбург, Россия

Введение. В известной нам научной литературе нет данных об экспериментальном изучении комбинированного действия наночастиц (НЧ) оксидов 
селена (SeO) и меди (CuO), воздействие которых на организм рабочих возможно в металлургическом производстве.
Материалы и методы. Путём однократного интратрахеального введения наночастиц оксидов селена и меди в концентрации 0,25 мг/мл аутбред-
ным крысам-самкам моделировали цитотоксическое действие изучаемых частиц. Через 1 сут после введения суспензии оценивали цитологические 
и биохимические показатели жидкости бронхоальвеолярного лаважа.
Результаты. Реакция глубоких дыхательных путей на комбинированное действие НЧ SeO и НЧ CuO является более выраженной, нежели на какие-
либо из этих частиц при изолированном введении, что свидетельствует о более высокой цитотоксичности комбинации изученных НЧ. Комбини-
рованное цитотоксическое действие наночастиц оксидов селена и меди характеризуется типологическим разнообразием, однако по большинству 
изученных показателей выявлен аддитивный характер комбинированного действия высоких доз НЧ SeO и НЧ CuO, когда исследованные вещества 
усиливали токсическое действие друг друга.
Ограничения исследования. Исследование было ограничено изучением основных показателей цитотоксического действия.
Заключение. При оценке многофакторного риска для здоровья рабочих во избежание занижения реальной оценки суммарного риска в химико-метал-
лургических и шламовых цехах медеплавильных предприятий необходимо учитывать аддитивный характер комбинированного действия изученных 
токсикантов.
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Evaluation of the cytotoxic combined effect of selenium and copper 
oxide nanoparticles in an acute experiment on rats
Yekaterinburg Medical Research Center for Prophylaxis and Health Protection in Industrial Workers, Yekaterinburg, 620014,  
Russian Federation

Introduction. In the scientific literature known to us, there are no experimental data on the combined human health effect of nanoparticles of selenium and copper 
oxides, the exposure to which is feasible in metallurgy.
Materials and methods. The cytotoxic effect was modelled on outbred female rats by a single intratracheal instillation of suspended nanoparticles of selenium and 
copper oxides at a concentration of 0.25 mg/ml. Cytological and biochemical parameters of the bronchoalveolar lavage fluid were evaluated 24 hours after the 
administration of the suspension.
Results. The response of the lower airways to the combined exposure to SeO and CuO nanoparticles was more pronounced than that to the exposure to either of 
them, thus indicating its higher cytotoxicity as judged by cytological and biochemical parameters of the bronchoalveolar lavage fluid. The combined cytotoxic effect 
of SeO and CuO nanoparticles was characterized by typological diversity. According to the overwhelming number of the parameters studied, the additive nature of 
the combined effect of high exposure doses of SeO and CuO nanoparticles was demonstrated.
Limitations. The research was limited to the study of the main indicators of cytotoxic effects.
Conclusion. To avoid underestimation of the cumulative health risk for workers in the chemical and slime shops of copper smelters, it is important to take into 
consideration the additive nature of the combined effect of toxicants under study.
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Введение
Селен может быть получен преимущественно при ком-

плексной переработке различных видов сульфидного сырья 
[1]. Шламы, образующиеся при электролитическом рафи-
нировании анодной меди, служат основными (90%) про-
мышленными источниками селена [1–3]. Халькогенам, к 
каковым относится селен, свойственно значительное уле-
тучивание при высокотемпературной обработке. Переход 
селена в газовую фазу при обжиге медного концентрата со-
ставляет 45–60% [1]. Упомянутые процессы, так или иначе 
связанные с эффектами дезинтеграции и конденсации мате-
риалов, сопровождаются образованием аэрозолей сложного 
состава [4]. В их дисперсном составе преобладают частицы, 
значительная часть которых может быть отнесена к части-
цам нанометрового диапазона [4, 5].

Многочисленными исследованиями как in vitro, так и in 
vivo были продемонстрированы цитотоксические эффекты 
наночастиц на лёгочную ткань. Например, наночастицы 
алюминия, титана и кремния размером от 10 до 60 нм стиму-
лировали образование активных форм кислорода и снижа-
ли уровень аденозинтрифосфата в культуре раковых клеток 
А549, полученных из бронхоальвеолярной карциномы чело-
века [6]. На той же клеточной культуре было показано сни-
жение жизнеспособности клеток дозозависимым образом и 
одномоментно повышение концентрации АФК в среде при 
воздействии наночастиц диоксида кремния размером 15 и 
46 нм [7]. В исследовании на крысах выявили токсическое 
действие наночастиц оксида индия-олова, сопряжённое с 
развитием острой воспалительной реакции после интратра-
хеального воздействия [8]. После кратковременной ингаля-
ционной экспозиции к наночастицам оксида церия у крыс 
наблюдали воспалительный эффект в лёгких [9]. Наночасти-
цы оксида меди демонстрировали цитотоксическое действие 
на клеточной культуре HUVEC, вызывая окислительный 
стресс с последующей гибелью клеток [10]. Токсичность 
этих наночастиц в отношении раковых клеток также тесно 
связана с генерацией АФК [11]. Показано, что воздействие 
наномеди размером 100 нм на клетки гранулёзной опухоли 
яичников человека (линия COV434) снижало их жизнеспо-
собность и потенциал митохондриальной мембраны, увели-
чивало скорость апоптоза и индуцировало окислительный 
стресс [12]. Цитотоксическое действие наноселена неодно-
значно, и даже характерные для большинства наночастиц 
прооксидантные эффекты он проявляет не всегда, порой 
реализуя антиоксидантную активность [13]. Так, с одной 
стороны, известна противоопухолевая активность наноселе-
на [14–16], а с другой стороны, имеются данные о способ-
ности наноселена генерировать свободные радикалы [17]. 
Вероятно, цитотоксическое действие наноселена реализу-
ется за счёт способности взаимодействовать с клеточными 
мембранами [14] и накапливаться в клетках, в том числе в их 
митохондриях [18].

Экспериментальное изучение и математическое модели-
рование комбинированного воздействия вредных факторов, 
характерного для конкретных производственных процессов, 
выступает в качестве научной основы оценки многофактор-
ных профессиональных и экологических рисков [19]. В част-
ности, комбинированное действие на организм наночастиц 

(НЧ) оксидов селена (НЧ SeO) и меди (НЧ CuO) возможно 
в медеплавильных, электролизных и шламовых цехах меде-
плавильных предприятий. Таким образом, оценка комби-
нированного действия наночастиц оксидов селена и меди 
представляется актуальной задачей и является целью данного 
экспериментального исследования.

Материалы и методы
Растворы суспензий НЧ концентрацией 0,25 мг/л, задей-

ствованных в экспериментальном исследовании, были полу-
чены на базе ЦКП «Современные нанотехнологии» ФГАОУ 
ВО «УрФУ имени первого Президента России Б.Н. Ельци-
на» по методу лазерной абляции (рис. 1, 2). Методика полу-
чения и характеристики НЧ были подробно описаны нами 
ранее [20].

Для экспериментального исследования острого цитоток-
сического действия НЧ SeO и НЧ CuO были использованы 
аутбредные крысы-самки.

Животным вводили под эфирным рауш-наркозом:
• по 0,5 мл суспензий НЧ SeO и CuO в концентрации 

0,25 мг/мл НЧ – группа «НЧ SeO + НЧ CuO» (10 особей);
• по 1 мл суспензий НЧ SeO или CuO в концентрации 

0,25 мг/мл НЧ: группа «НЧ SeO» (10 особей) и группа 
«НЧ CuO» (10 особей);

• по 1 мл стерильной деионизированной воды без частиц – 
группа «Контроль».
Забор бронхоальвеолярной лаважной жидкости (БАЛЖ) 

осуществлялся спустя 1 сут после интратрахеального введе-
ния по описанной ранее методике [20], после жидкость по-
мещалась в охлаждённые пробирки, объём фиксировали. 
В меланжер для белых кровяных телец вместе с метилено-
вым синим, растворённым в 3%-й уксусной кислоте, забира-
ли аликвотную пробу БАЛЖ. Подсчёт общего числа клеток 
осуществляли методом оптической микроскопии с исполь-
зованием камеры Горяева. Из осадка БАЛЖ, центрифугиро-
ванного в течение 4 мин при 200 g, готовили мазки, которые 
окрашивали азур-эозином и микроскопировали для опре-
деления процента альвеолярных макрофагов (АМ), нейтро-
фильных лейкоцитов (НЛ) на 100 подсчитанных клеток. Для 
определения активности фагоцитарного ответа проводили 
клеточные тесты оценки активности и интенсивности фаго-
цитоза [21]. Биохимические показатели надосадочной жид-
кости БАЛ были охарактеризованы при помощи анализатора 
Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics GmbH, Германия) 
с использованием соответствующих диагностических набо-
ров.

Статистическую значимость межгрупповых различий 
средних значений оценивали с помощью t-критерия Стью-
дента.

Результаты
На рис. 3 на основании данных, полученных методом 

оптической микроскопии, показано выраженное увеличе-
ние общей клеточности и абсолютного числа НЛ при ком-
бинированном действии НЧ SeO и НЧ CuO в сравнении с 
показателями группы «Контроль» и групп изолированного 
воздействия. Возрастает соотношение НЛ/АМ (рис. 4).
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Рис. 1. a – НЧ SeO в суспензии (электронная микроскопия, увеличение × 20 200); б – график распределения частиц по диаметру, демонстриру-
ющий, что средний диаметр использованных НЧ SeO составил 51 ± 14 нм.

Fig. 1. a – The SeO NPs in suspension (electron microscopy, × 20,200 magnification); б – the nanoparticle diameter distribution graph (the average 
diameter of the used SeO NPs was 51 ± 14 nm).

Рис. 2. a – НЧ CuO в суспензии (электронная микроскопия, увеличение × 100 000); б – график распределения частиц по диаметру, демонстриру-
ющий, что средний диаметр использованных НЧ CuO составил 21 ± 4 нм.

Fig. 2. a – The CuO NPs in suspension (electron microscopy, × 100,000 magnification); б – the nanoparticle diameter distribution graph (the average 
diameter of the used CuO NPs was 21 ± 4 nm).

Рис. 3. Число клеток в БАЛЖ после суточной экспозиции к НЧ SeO, НЧ CuO либо их комбинации (Х ± Sx).
* – статистически значимые отличия от группы «Контроль», p ≤ 0,05; # – статистически значимые отличия от группы «НЧ SeO», p ≤ 0,05;  
@ – статистически значимые отличия от группы «НЧ CuO», p ≤ 0,05.

Fig. 3. The number of cells in BALF after 24 hours exposure to SeO NPs, CuO NPs, or their combinations (Х ± Sx). Statistically different from the Control group 
demonstrated by *; # – statistically different from the from the group received SeO NP; @ – statistically different from the group received CuO NP, p ≤ 0.05).
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Рис. 4. Изменение соотношения НЛ/АМ после суточной экспозиции к 
НЧ SeO, НЧCuO либо их комбинации (Х ± Sx).
* – статистически значимые отличия от группы «Контроль», p ≤ 0,05; 
# – статистически значимые отличия от группы «НЧ SeO», p ≤ 0,05; 
@ – статистически значимые отличия от группы «НЧ CuO», p ≤ 0,05.

Fig. 4. Changes of Neutrophil to alveolar macrophage ratio ratio after  
24 hours exposure to SeO NPs, CuO NPs, or their combinations (Х ± Sx). 
Statistically different from the Control group demonstrated by *;  
# – statistically different from the from the group received SeO NP;  
@ – statistically different from the group received CuO NP, p ≤ 0.05).

Рис. 5. Пример изоболограммы, иллюстрирующий характер комби-
нированного действия НЧ SeO и НЧ CuO на клеточные показатели 
БАЛЖ: отношение НЛ/АМ. На осях обозначены дозы НЧ, мг/живот-
ное; числа на изоболах обозначают величину эффекта.

Fig. 5. The isobologram demonstrating the type of the combined effect of 
SeO and CuO nanoparticles on cellular parameters of the bronchoalveolar 
lavage fluid: neutrophil to alveolar macrophage ratio. Doses of NPs on 
axes in mg/animal; the numbers on the isoboles indicate the magnitude 
of the effect.

Рис. 6. Биохимические показатели надосадочной жидкости, полученной при БАЛ после суточной экспозиции к НЧ SeO, НЧ CuO либо их 
комбинации (Х ± Sx).
* – статистически значимые отличия от группы «Контроль», p ≤ 0,05; # – статистически значимые отличия от группы «НЧ SeO», p ≤ 0,05;  
@ – статистически значимые отличия от группы «НЧ CuO», p ≤ 0,05.

Fig. 6. Biochemical parameters of the bronchoalveolar lavage fluid obtained after 24 hours exposure to SeO NPs, CuO NPs, or their combinations (Х ± Sx). 
Statistically different from the Control group demonstrated by *; # – statistically different from the group received SeO NP; @ – statistically different 
from the group received CuO NP, p ≤ 0.05).
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SeO наблюдалось для воздействия на активность ГГТП 
(рис. 7, б). Супераддитивный характер комбинированного 
действия, переходящий в аддитивность при высоких до-
зах обоих веществ, показан для воздействия на активность 
амилазы (рис. 7, в).

Изменения показателей, характеризующих фагоцитоз 
НЛ и АМ, отражены на рис. 8. Интратрахеальное введение 
суспензии НЧ CuO не вызвало статистически значимых в 
сравнении с контролем изменений показателей активности 
либо индекса фагоцитоза НЛ и АМ. При интратрахеальном 
введении суспензии НЧ SeO наблюдали увеличение про-
цента АМ, вступивших в фагоцитоз, от общего их числа и 
увеличение среднего числа частиц латекса, поглощённых 
одним АМ.

При комбинированном интратрахеальном введении на-
ночастиц оксидов селена и меди наблюдали резкое увели-
чение процента НЛ, вступивших в фагоцитоз, от общего их 
числа и рост среднего числа частиц латекса, поглощённых 
одним НЛ.

Исходя из полученных результатов, мы предполагаем 
противонаправленное действие НЧ SeO и НЧ CuO на актив-
ность и индекс фагоцитоза АМ и аддитивное действие на ак-
тивность и индекс фагоцитоза НЛ.

По результатам RSM-анализа комбинированное дей-
ствие НЧ SeO и НЧ CuO на активность и интенсивность 
фагоцитоза АМ действительно является противонаправ-
ленным, но только при высокой дозе НЧ SeO и низкой 
дозе НЧ CuO. С увеличением дозы НЧ CuO характер ком-
бинированного действия меняется, и мы можем предполо-
жить переход к однонаправленности. В качестве примера 
приведена изоболограмма, иллюстрирующая комбиниро-
ванное воздействие по показателю активности фагоцитоза 
АМ (рис. 9, a). Комбинированное действие НЧ SeO и НЧ 
CuO на активность и интенсивность фагоцитоза НЛ дей-
ствительно является аддитивным при высоких дозах обо-
их токсикантов и супераддитивным при низких. В качестве 
примера приведена изоболограмма, иллюстрирующая ком-
бинированное воздействие по показателю активности фа-
гоцитоза НЛ (рис. 9, б).

Результат позволил нам предположить супераддитивный 
характер комбинированной токсичности для всех показа-
телей клеточного состава жидкости БАЛ. Анализ изоболо-
грамм, полученных с помощью построения поверхности 
отклика (RSM-анализ), подтвердил наше предположение, 
выявив супераддитивный характер комбинированного дей-
ствия НЧ SeO и НЧ CuO во всех случаях по показателям 
клеточного состава жидкости БАЛ. Отметим, что характер 
комбинированного действия переходит в аддитивность при 
больших дозах обоих веществ (рис. 5).

На рис. 6 отражены биохимические изменения показате-
лей надосадочной бронхоальвеолярной лаважной жидкости 
крыс, подвергшихся острому воздействию НЧ SeO и (или) 
НЧ CuO. При интратрахеальном введении НЧ SeO не вызы-
вали изменений биохимических показателей надосадочной 
жидкости БАЛЖ, в то время как под воздействием НЧ CuO 
статистически значимо в сравнении с контролем повыси-
лась активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ), аспартатами-
нотрансферазы (АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ).

При комбинированном интратрахеальном введении 
наночастиц оксидов селена и меди наблюдалось статисти-
чески значимое в сравнении с контролем увеличение ак-
тивности практически всех изученных нами ферментов за 
исключением гамма-глутамилтрансферазы (ГГТП): АСТ, 
АЛТ, амилаза, ЛДГ.

Исходя из вышесказанного, мы предлагаем оценивать 
супераддитивный характер комбинированного токсическо-
го действия по большему числу биохимических показателей.

RSM-анализ выявил неоднозначность характера комби-
нированного токсического действия по рассматриваемым 
показателям.

Противоположное действие низких доз токсикантов, 
переходящее в практически однофакторное действие 
меди и далее в аддитивное действие при высоких дозах 
обоих токсикантов через супераддитивность, наблюда-
лось нами для активности АЛТ, АСТ и ЛДГ. В качестве 
примера приведена изоболограмма, иллюстрирующая 
комбинированное воздействие по показателю активности 
АСТ (рис. 7, а). Практически однофакторное действие НЧ 

Рис. 7. Изоболограммы, иллюстрирующие неоднозначность комбинированного действия НЧ SeO и НЧ CuO на биохимические показатели 
надосадочной жидкости БАЛ: a – активность АСТ; б – активность ГГТП; в – активность амилазы. На осях обозначены дозы НЧ, мг/животное; 
числа на изоболах обозначают величину эффекта.

Fig. 7. Isobolograms illustrating a controversial effect of the combined exposure to SeO and CuO nanoparticles on biochemical parameters of the 
bronchoalveolar lavage fluid: a – AST activity; б – GGTP activity; в – amylase activity. Doses of NPs on axes in mg/animal; the numbers on the isoboles 
indicate the magnitude of the effect.
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Рис. 8. Показатели фагоцитоза НЛ и АМ после суточной экспозиции к НЧ SeO, НЧ CuO либо их комбинации (Х ± Sx).
* – статистически значимые отличия от группы «Контроль», p ≤ 0,05; # – статистически значимые отличия от группы «НЧ SeO», p ≤ 0,05;  
@ – статистически значимые отличия от группы «НЧ CuO», p ≤ 0,05.

Fig. 8. Indicators of phagocytosis of neutrophils and alveolar macrophages established in BALF after 24 hours exposure to SeO NPs, CuO NPs, or their 
combinations (Х±Sx). Statistically different from the Control group demonstrated by *; # – statistically different from the from the group received  
SeO NP; @ – statistically different from the group received CuO NP, p ≤ 0.05).

Рис. 9. Изоболограммы, иллюстрирующие неоднозначность комбинированного действия НЧ SeO и НЧ CuO на биохимические показатели 
надосадочной жидкости БАЛ: a – активность фагоцитоза АМ; б – активность фагоцитоза НЛ. На осях обозначены дозы НЧ, мг/животное; 
числа на изоболах обозначают величину эффекта.

Fig. 9. Isobolograms illustrating a controversial effect of the combined exposure to SeO and CuO nanoparticles on biochemical parameters of the 
bronchoalveolar lavage fluid: a – phagocytic activity of alveolar macrophages; б – phagocytic activity of neutrophils. Doses of NPs on axes in mg/animal; 
the numbers on the isoboles indicate the magnitude of the effect.
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отсутствия каких-либо биохимических изменений в груп-
пе «НЧ SeO» (см. рис. 6) такой результат может говорить 
о начальных проявлениях цитотоксического действия. На 
момент забора жидкости БАЛ уже произошло увеличение 
общей клеточности за счёт некоторой мобилизации АМ и 
НЛ, о чём свидетельствует возросшее отношение НЛ/АМ 
(см. рис. 4). Клетки, преимущественно АМ, поглощали от-
ложенные в дыхательных путях частицы, что подтверждается 
ростом активности и индекса фагоцитоза (см. рис. 8). При 
этом они ещё не были повреждены под воздействием НЧ и 
не были разрушены, поскольку биохимические показатели 
надосадочной жидкости БАЛ статистически не отличались 
от соответствующих контрольных значений (см. рис. 6). При 
комбинированном воздействии НЧ SeO и НЧ CuO мы на-
блюдали рост активности и индекса фагоцитоза НЛ. Полу-
ченный результат соответствует картине развивающегося 
цитотоксического действия: уже произошла активизация и 
мобилизация НЛ в ответ на продукты разрушения АМ (см. 
рис. 3, 4). Продукты разрушения клеток определяются в на-
досадочной жидкости БАЛ (см. рис. 6).

Приведённая в статье оценка цитотоксического комби-
нированного действия наночастиц оксидов селена и меди в 
остром эксперименте на крысах была ограничена изучением 
основных показателей цитотоксического действия в одном 
экспериментальном исследовании. Кроме того, нами было 
использовано хотя и достаточное, но сравнительно неболь-
шое число особей в каждой группе (по 10 крыс).

Заключение
Математический анализ, основанный на модели по-

верхности отклика, показал, что комбинированное цито-
токсическое действие наночастиц оксидов селена и меди 
характеризуется типологическим разнообразием. Однако по 
подавляющему числу изученных показателей (в том числе по 
соотношению НЛ/АМ, активности АСТ и амилазы, актив-
ности фагоцитоза НЛ) продемонстрирован аддитивный ха-
рактер комбинированного действия высоких доз НЧ SeO и 
НЧ CuO, когда исследованные вещества усиливали токсиче-
ское действия друг друга. Последнее необходимо учитывать 
при оценке многофакторного риска для здоровья рабочих во 
избежание занижения реальной оценки суммарного риска, 
в частности в химико-металлургических и шламовых цехах 
медеплавильных предприятий.

Обсуждение
Реакция на изолированное интратрахеальное введение 

НЧ CuO превышает реакцию на введение НЧ SeO, о чём 
можно судить по преобладающей мобилизации НЛ в группе 
животных «НЧ CuO» (см. рис. 3) и соответственно по изме-
нению отношения НЛ/АМ (см. рис. 4). В то же время ре-
акция на комбинированное воздействие НЧ SeO и НЧ CuO 
является более выраженной, нежели на изолированное воз-
действие какой-либо из этих частиц. Это свидетельствует о 
более высокой цитотоксичности комбинации НЧ SeO и НЧ 
CuO, поскольку отношение НЛ/АМ является хотя и косвен-
ным, но информативным показателем цитотоксического 
действия частиц [22–26].

Изменения биохимических показателей в надосадочной 
жидкости БАЛ свидетельствуют о большей токсичности для 
лёгких НЧ CuO по сравнению с НЧ SeO, что подтвержда-
ется статистически значимым повышением активности 
АЛТ и АСТ в сравнении с группой «НЧ SeO» и повыше-
нием активности ЛДГ в сравнении с группами «НЧ SeO» и 
«Контроль». Однако наибольшее токсическое действие на 
лёгкие оказывает комбинации изученных НЧ (см. рис. 6). 
Наблюдаемое после воздействия пылевых частиц повыше-
ние активности ферментов может быть объяснено их вы-
бросом в цитоплазму, а затем во внеклеточную жидкость, 
произошедшим в результате повреждения фаголизосом ма-
крофагов и эпителиальных клеток. Известно, что контакт 
лёгочной ткани с НЧ размером около 50 нм способен при-
водить к перфорации мембран альвеолярных клеток I типа 
и последующему проникновению НЧ внутрь таких клеток. 
Это в свою очередь вызывает некроз клеток [27]. В результа-
те повреждения фаголизосом макрофагов и эпителиальных 
клеток происходит выброс клеточных ферментов в цито-
плазму, а затем во внеклеточную жидкость. Другой при-
чиной обнаруженных сдвигов помимо цитотоксического 
действия НЧ могли стать воспалительные процессы ткани 
лёгких, индуцированные медью [28, 29]. В пользу послед-
него свидетельствует рост числа лимфоцитов (см. рис. 3). 
Выраженные изменения в группе комбинированного воз-
действия были следствием преимущественно аддитивного 
действия НЧ SeO и НЧ CuO.

Вводимые интратрахеально НЧ SeO в большей степе-
ни, нежели НЧ CuO, влияют на фагоцитарную способность 
клеток. В частности, они активируют АМ (см. рис. 8). Ввиду 
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