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РЕЗЮМЕ
Введение. При различных технологиях производства свинца воздух загрязняется аэрозольными наночастицами, в том числе наночастицами оксида 
свинца (НЧ PbО). Свинец способен вызывать окислительный стресс, приводящий к гибели клеток. Экспериментальные исследования, посвящённые 
влиянию НЧ PbО на уровне транскрипции генов, расширят знания в механизмах токсичности НЧ PbО для оценки риска для здоровья населения, 
подверженного их воздействию.
Цель исследования – изучение экспрессии генов, вовлечённых в антиоксидантную защиту и апоптоз, при ингаляционном воздействии наночастиц 
свинца на крыс, в субхроническом эксперименте.
Материалы и методы. Экспозиции НЧ PbO проводились в ингаляционной установке на белых самках крыс, где опытная группа подвергалась воз-
действию НЧ PbO в концентрации 1,55 ± 0,06 мг/м3 4 ч в день 5 раз в неделю в течение 1 мес, а контрольная дышала чистым воздухом в аналогичной 
установке. РНК выделяли из фрагментов обонятельной луковицы, мозжечка, лёгкого и печени. Экспрессию генов P53, BAX, BCL-2, GSTM1, GSTP1, 
SOD2 определяли методом количественной ПЦР. Данные анализировали статистическим критерием Манна – Уитни.
Результаты. В обонятельной луковице экспрессия гена BCL-2 была достоверно ниже, а P53 выше в опытной группе по сравнению с контрольной.  
В мозжечке животных из опытной группы экспрессия гена BAX была достоверно выше, а экспрессия гена P53 ниже. Экспрессия гена BCL-2 в печени 
была достоверно ниже в опытной группе.
Ограничения исследования. Работа выполнена на самках крыс и не учитывает межполовые различия и рассматривает исключительно экспрессию 
генов, не учитывая посттрансляционные механизмы и экспрессию белков.
Заключение. Ингаляционное воздействие НЧ PbO в концентрации 1,55 ± 0,06 мг/м3 вызывает изменение экспрессии генов, связанных с митохондри-
альным апоптозом в головном мозге и печени, но не в лёгких лабораторных крыс.
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ABSTRACT
Introduction. Lead production technologies pollute the air with aerosol nanoparticles, including those of lead oxide (PbO NPs). Lead can cause oxidative stress 
that leads to cell death. Experimental studies of effects of PbO NPs at the gene transcription level will expand our knowledge of the mechanisms of PbO NP toxicity 
and improve assessment of health risks for the population exposed to them.
The purpose was to study the expression of genes involved in antioxidant protection and apoptosis following subchronic inhalation exposure of lead nanoparticles to rats.
Materials and methods. Female albino rats were exposed to PbO NPs in an inhalation chamber at a concentration of 1.55 ± 0.06 mg/m3, 4 hours a day, 5 days 
a week for 1 month; the control group breathed clean air in a similar chamber. After exposure cessation, RNA was isolated from fragments of the olfactory bulb, 
cerebellum, lung, and liver. Expression of the P53, BAX, BCL-2, GSTM1, GSTP1, and SOD2 genes was determined by quantitative real-time PCR. The data was 
analyzed using the Mann-Whitney test.
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Results. In the olfactory bulb, BCL-2 gene expression was significantly lower, while that of P53 was higher in the exposed rodents compared to the controls. In the 
cerebellum of the exposed animals, BAX and P53 genes expression was statistically higher and lower than in the control group, respectively. BCL-2 gene expression 
in the liver was significantly lower in the exposed group.
Limitations. The experiment involved only female rats, so it does not take into account sex differences and considers only gene expression, neglecting  
post-translational mechanisms and protein expression.
Conclusion. Inhalation exposure to PbO NPs at the concentration of 1.55 ± 0.06 mg/m3 causes changes in the expression of genes associated with mitochondrial 
apoptosis in the brain and liver, but not in the lungs of laboratory rats.
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Введение
Наночастицы оксида свинца (НЧ PbО) повсеместно при-

сутствуют в окружающей среде и загрязняют атмосферный 
воздух, воду и почву, создавая риски для здоровья человека. 
Они образуются в результате как антропогенного действия 
человека (технологии добычи и производства свинца, сва-
рочные работы, автомобильные выбросы, производство 
аккумуляторов и удобрений), так и в результате природных 
явлений (лесные пожары, вулканические выбросы) [1–3]. 
Одним из путей поступления НЧ PbО в организм является 
ингаляционный, который рассматривается как основной 
способ поступления в условиях промышленного воздей-
ствия [3, 4]. Хорошо известно, что свинец нарушает функ-
ционирование всех систем человеческого организма [5, 6], 
однако механизмы токсичности его наноформ по-прежнему 
остаются не до конца изученными, что не позволяет оценить 
риски для здоровья рабочих и населения, подверженного их 
воздействию.

Известно, что свинец обладает генотоксичностью и спо-
собностью к индукции окислительного стресса посредством 
генерации активных форм кислорода, вызывая окислитель-
ное повреждение ДНК [3–5, 7]. Сдвиг в уровне оксидантов 
и антиоксидантов может приводить к неблагоприятным по-
следствиям вплоть до гибели клеток через апоптотические 
процессы [7, 8]. В современной научной литературе исследо-
вания о токсичности различных металлических наночастиц 
сообщали об изменениях экспрессии генов, кодирующих 
антиоксидантные ферменты [9, 10], и апоптотических генов 
семейства BCL-2 и P53, которые являются ключевыми регу-
ляторами митохондриального апоптоза [9, 11–14]. Опреде-
ляя уровни экспрессии генов, связанных с антиоксидантной 
системой и апоптозом, можно установить, активировало ли 
воздействие НЧ PbО окислительный стресс и апоптоз клеток 
на уровне транскрипции генов.

Изучение ответа организма на молекулярно-генетиче-
ском уровне посредством изучения экспрессии генов, про-
дукты которых вовлечены в процессы антиоксидантного 
ответа и апоптоза, позволит расширить и углубить знания  
в механизмах токсичности НЧ PbО и послужит основой для 
разработки санитарно-гигиенических и профилактических 
мероприятий, направленных на здоровьесбережение насе-
ления. Несмотря на своё токсикологическое значение, ис-
следования, посвящённые влиянию НЧ PbО на молекуляр-
но-генетическом уровне при ингаляционном поступлении, 
по-прежнему ограничены и немногочисленны.

Цель исследования – изучение изменения экспрессии ге-
нов, вовлечённых в антиоксидантную защиту и апоптоз, при 
ингаляционном воздействии наночастиц оксида свинца на 
крыс в субхроническом эксперименте.

Материалы и методы
Эксперимент на животных. Планирование и проведе-

ние экспериментального исследования осуществлялось  
в соответствии с руководством «ARRIVE guidelines» и было 
одобрено локальным этическим комитетом ФБУН ЕМНЦ 
ПОЗРПП Роспотребнадзора (протокол № 4 от 12.07.2022 г.). 
Лабораторные животные содержались в стандартных усло-
виях клиники экспериментальных животных на базе ФБУН 
ЕМНЦ ПОЗРПП Роспотребнадзора при температуре плюс 
22 ± 2 °C, цикл «свет – темнота» 12/12 ч. Эксперимент был 
проведён на белых самках крыс, случайным образом разде-
лённых на 2 группы: опытная («НЧ PbO») и контрольная,  
по 10 животных в каждой. Возраст животных на момент на-
чала эксперимента составлял около 12–14 нед, масса тела – 
около 250 г.

НЧ PbO генерировались с помощью электрического 
искрения из 99,99% чистого свинцового стержня диаме-
тром 5,6 мм в атмосфере азота. Поток полученных НЧ Pb, 
смешиваясь с воздухом, окислялся в НЧ PbO размером  
18,2 ± 4,2 нм, которые подавались в экспозиционную башню 
для воздействия «только нос» (CH Technologies, Westwood, 
NJ, USA) с автоматической регулировкой всех параметров 
экспозиции.

Экспозиции НЧ PbO проводились в ингаляционной 
установке типа «только нос». Лабораторных крыс помещали 
в рестрейнеры, в которых контрольная группа дышала чи-
стым воздухом, а опытная группа подвергалась воздействию 
НЧ PbO в концентрации 1,55 ± 0,06 мг/м3 4 ч в день 5 раз  
в неделю в течение 1 мес.

После завершения эксперимента проводили полную де-
капитацию животных и фиксировали фрагменты обонятель-
ной луковицы, мозжечка, лёгкого и печени с последующим 
хранением в морозильной камере при минус 80 °C.

Экстракция РНК и количественная ПЦР в реальном вре-
мени. РНК из зафиксированных тканей выделяли с исполь-
зованием реагента ExtractRNA («Евроген», Россия), соглас-
но протоколу производителя. С помощью спектрофотометра 
NanoDrop-ONE (Thermo Fisher Scientific, США) определяли 
концентрацию и чистоту выделенной РНК по соотношению 
оптической плотности. Синтез кДНК осуществлялся набо-
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не обнаружено достоверных различий в экспрессии генов 
антиоксидантной системы (GSTM1, GSTP1, SOD2) ни в од-
ном из изученных органов между контрольной и опытной 
группами (данные не представлены).

Обсуждение
В соответствии с предыдущими экспериментами по ин-

галяционному воздействию НЧ PbO [15, 16] настоящее ис-
следование также подтвердило нейротоксические эффекты 
НЧ PbO. Изменения экспрессии генов наблюдались как в 
обонятельной луковице, так и в мозжечке лабораторных 
крыс, однако паттерн этих изменений был различным в от-
делах головного мозга. Исследования по воздействию НЧ 
PbO и их распределению в органах-мишенях подтверж-
дают поступление наночастиц в мозг по ольфакторному 
пути через обонятельный нерв [17]. В данной работе в обо-
нятельной луковице животных из опытной группы была 
увеличена экспрессия гена P53, в то время как экспрессия 
гена BCL-2 была снижена по сравнению с контрольной 
группой. Считается, что P53 регулирует активность генов 

ром реактивов MMLV-RH («Диаэм», Россия) в соответствии 
с инструкциями производителя в амплификаторе Bio-Rad 
Т100 (Bio-Rad Laboratories, США).

Уровень экспрессии генов антиоксидантной системы 
(GSTM1, GSTP1, SOD2) и митохондриального апоптоза (BAX, 
BCL-2, P53) определяли с помощью количественной ПЦР в 
реальном времени в амплификаторе QuantStudio 3 (Thermo 
Fisher Scientific, США), как описано ранее [15]. В качестве 
эндогенного контроля использовали уровень экспрессии 
гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH). По-
лученные данные экспрессии генов были проанализированы 
методом 2–ΔΔCt.

Статистический анализ. Нормальность распределения 
проверяли с помощью критерия Колмогорова – Смирнова. 
Статистический анализ экспериментальных данных про-
водили с применением непараметрического U-критерия 
Манна – Уитни в программе Statistica (StatSoft). Результаты 
принимали за достоверные при p < 0,05.

Результаты
В результате проведённого эксперимента были об-

наружены изменения экспрессии апоптотических генов  
в обонятельной луковице (рис. 1). У животных из опытной 
группы уровень экспрессии гена BCL-2 был статистически 
значимо снижен в 1,5 раза по сравнению с контрольной 
группой (p = 0,04). А уровень экспрессии гена P53 в обоня-
тельной луковице был значимо выше в опытной группе по 
сравнению с контрольной в 2,3 раза (p = 0,04). Уровень экс-
прессии гена BAX и соотношение BAX/BCL-2 достоверно  
не различались в обонятельной луковице животных между 
изученными группами.

В мозжечке животных также наблюдались некоторые до-
стоверные изменения (рис. 2). Уровень экспрессии гена BAX 
был достоверно выше в опытной группе животных в 1,3 раза 
по сравнению с контролем (p = 0,01), а уровень экспрессии 
гена P53 был снижен в 1,5 раза (p = 0,02). Однако уровень экс-
прессии BCL-2 и соотношение BAX/BCL-2 достоверно не раз-
личались между опытной и контрольной группами животных.

Результаты анализа уровня экспрессии в печени живот-
ных показали снижение экспрессии гена BCL-2 в опытной 
группе по сравнению с контрольной в 1,6 раза (p = 0,02) (рис. 3).  
Экспрессия генов BAX, P53 и соотношение BAX/BCL-2  
достоверно не различались между группами.

Анализ экспрессии генов в лёгких животных не показал 
достоверных различий (данные не представлены). Также  

Рис. 3. Изменение экспрессии генов BAX, BCL-2, P53 и соотношения 
BAX/BCL-2 в печени лабораторных крыс в контрольной и опытной груп-
пе (НЧ PbO). На графиках указаны среднее арифметическое ± стан-
дартное отклонение; * – статистически значимое различие р < 0,05.

Fig. 3. Changes in the BAX, BCL-2, and P53 genes expression and the 
BAX/BCL-2 ratio in the liver of laboratory rats in the control and PbO NP 
exposure groups (arithmetic mean ± standard deviation); * – p < 0.05.

Рис. 1. Изменение экспрессии генов BAX, BCL-2, P53 и соотношения 
BAX/BCL-2 в обонятельной луковице лабораторных крыс в контроль-
ной и опытной группе (НЧ PbO). На графиках указаны среднее ариф-
метическое ± стандартное отклонение; *  – статистически значимое 
различие р < 0,05.

Fig. 1. Changes in the BAX, BCL-2, and P53 genes expression and the  
BAX/BCL-2 ratio in the olfactory bulb in laboratory rats in the control and 
PbO NP exposure groups (arithmetic mean ± standard deviation); * – p < 0.05.

Рис. 2. Изменение экспрессии генов BAX, BCL-2, P53 и соотношения 
BAX/BCL-2 в мозжечке лабораторных крыс в контрольной и опытной 
группе (НЧ PbO). На графиках указаны среднее арифметическое ±  
стандартное отклонение; *  – статистически значимое различие 
р < 0,05.

Fig. 2. Changes in the BAX, BCL-2, and P53 genes expression and the  
BAX/BCL-2 ratio in the cerebellum in laboratory rats in the control and PbO NP  
exposure groups (arithmetic mean ± standard deviation); * – p < 0.05.
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Оригинальная статья 

Многочисленные исследования демонстрируют спо-
собность наночастиц и в том числе НЧ PbO вызывать окис-
лительный стресс при воздействии на организм [2, 9, 17, 
22, 23]. Однако данное исследование не выявило измене-
ний экспрессии генов, связанных с антиоксидантным от-
ветом, ни в одном из изученных органов. Аналогично мы 
не наблюдали изменений данных генов при 4-месячном 
воздействии [16], а выявили их лишь в эксперименте дли-
тельностью 8 мес [15]. Возможно, данный результат мож-
но объяснить другими путями реализации окислительного 
стресса и воспаления при субхроническом воздействии  
НЧ PbO в высокой дозе. Так, при воздействии НЧ PbS было 
показано снижение активности GSH-Px и CAT и увеличе-
ние содержание MDA, что указывало на окислительное по-
вреждение в почечной ткани [22].

Также остаётся неясным отсутствие изменений экспрес-
сии генов в ткани лёгких как в основной мишени токсич-
ности НЧ PbO при ингаляционном поступлении. Эти ре-
зультаты косвенно согласуются с работой, не выявившей 
значительных изменений в биомаркёрах перекисного окис-
ления липидов в лёгких при ингаляционном воздействии 
НЧ PbO [17]. Однако другие исследования, сфокусирован-
ные на ингаляционном воздействии НЧ PbO, сообщали 
как об окислительном стрессе, так и о гистопатологических 
изменениях в лёгких [2, 24]. Так, единственное найденное 
исследование об изменении экспрессии генов глутатион-
S-трансфераз выявило, что воздействие наночастиц Fe3O4 
вызывало снижение экспрессии GSTM1 и GSTP1 в клетках 
бронхиального эпителия лёгких человека [10]. Сравнение 
токсичности наночастиц между исследованиями очень ос-
ложняется из-за различий в путях воздействия, дозе, продол-
жительности эксперимента и модельных организмах, а так-
же из-за огромной изменчивости самих наночастиц. Кроме 
того, мы наблюдаем различные паттерны экспрессии в отве-
те на воздействие и на уровне различных органов. Учитывая 
сложные молекулярные и транскрипционные взаимодей-
ствия, а также множество биологических путей, механизмы 
реализации токсичности НЧ PbO на молекулярно-генетиче-
ском уровне требуют дальнейшего изучения.

Ограничения исследования. Данная работа была выполне-
на на самках крыс породы Wistar и не учитывает возможных 
межполовых различий. Также данная работа рассматривает 
исключительно изменение экспрессии генов и не учитывает 
посттрансляционные механизмы и уровень экспрессии бел-
ков анализируемых генов.

Заключение
Ингаляционное воздействие НЧ PbO в концентрации 

1,55 ± 0,06 мг/м3 вызывает изменение экспрессии генов, 
связанных с митохондриальным апоптозом в обонятельной 
луковице и мозжечке лабораторных крыс, что подтвержда-
ет выраженные нейротоксические эффекты НЧ PbO. Также 
воздействие НЧ PbO изменяет экспрессию апоптотических 
генов в печени лабораторных животных. Необходимы даль-
нейшие исследования по воздействию НЧ PbO для уточнения 
механизмов его токсичности для разработки эффективных 
санитарно-гигиенических и профилактических мероприя-
тий, направленных на здоровьесбережение населения.

семейства BCL-2 транскрипционно, повышая активность 
проапоптотических генов и подавляя экспрессию BCL-2 
либо напрямую, либо косвенно через повышение актив-
ности miRNA34 [12]. Таким образом, воздействие НЧ PbO 
приводит к активации экспрессии гена P53, который в 
свою очередь снижает экспрессию антиапоптотического 
гена BCL-2, противодействующего апоптотическим белкам 
в обонятельной луковице животных, что может свидетель-
ствовать о сдвиге в состоянии клеток в сторону апоптоза. 
Отсутствие изменений в экспрессии гена BAX остаются не-
ясными, однако в недавнем обзоре P.E. Czabotar и соавт. 
сообщается о новых функциях белка «инициатора» BID, 
который способен запускать апоптоз независимо от функ-
ционирования BAX [11].

Паттерн экспрессии под воздействием НЧ PbO выгля-
дел иначе в мозжечке животных, где экспрессия гена P53 
была снижена по сравнению с контролем, а уровень экс-
прессии гена BAX был увеличен. Хотя и по современным 
представлениям митохондриальный путь апоптоза реали-
зуется за счёт регуляции P53, он не является обязательным 
условием для экспрессии BAX, поскольку гемопоэтические 
клетки с нулевым P53 экспрессировали те же уровни BAX 
и APAF-1, что и их аналоги дикого типа, и аналогичным 
образом подвергались апоптозу [12, 13]. В эксперименте 
J. Loikkanen и соавт. на нейрональной клеточной линии 
GT1–7, было установлено, что P53 не участвует в токсич-
ности Pb2+, однако авторы предположили, что это может 
быть связано с трансформацией белка, которая нарушила 
нормальную функцию p53 [18].

Печень вовлечена в процессы метаболизма и детокси-
кации ксенобиотиков и является одним из органов-ми-
шеней воздействия НЧ PbO. В нашей предыдущей работе 
по 4-месячному ингаляционному воздействию НЧ PbO в 
концентрации 0,215 мг/м3 было обнаружено достоверное 
изменение экспрессии гена BAX в печени лабораторных 
крыс [16], однако при 4-недельном воздействии в концен-
трации 1,55 ± 0,06 мг/м3 наблюдалось достоверное сниже-
ние экспрессии гена BCL-2 и тенденция к снижению экс-
прессии гена P53 по сравнению с контрольной группой, 
без изменения экспрессии BAX. Возможно, данные изме-
нения в ответе на воздействие наночастиц могут быть свя-
заны как с концентрацией, так и с временем воздействия 
НЧ PbO. Так, в работе J. Lebedová и соавт. было продемон-
стрировано, что тяжесть патологических изменений при 
воздействии НЧ PbO в печени и лёгких возрастала с увели-
чением продолжительности воздействия [2]. Однако оста-
ются неясными механизмы снижения экспрессии BCL-2 
при одновременном снижении экспрессии P53 и неизмен-
ном BAX, так как большинство исследований сообщает об 
одновременном изменении экспрессии этих генов при  
воздействии наночастиц кремния, титана и серебра [8, 9, 14].  
Однако наши результаты согласуются с работами по 
воздействию НЧ CuO и НЧ SiO2, где было также зафик-
сировано снижение экспрессии белков p53 и bcl-2 без  
изменения экспрессии BAX, приводящее клетки к апоп-
тозу [19, 20]. При этом данные эффекты снижаются при 
воздействии больших доз НЧ CuO [19], а при воздействии 
НЧ кремния клетки с нокаутом P53 и BAX по-прежнему 
подвергаются апоптозу [21].
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