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РЕЗЮМЕ
Введение. Длительное ингаляционное воздействие наночастиц свинца может приводить к увеличению рисков для здоровья работающих. Один из 
органов-мишеней для наночастиц свинца – печень, что связано с её детоксикационной функцией.
Цель исследования – оценка гепатотоксических эффектов наночастиц оксида свинца при хроническом ингаляционном воздействии в эксперименте 
in vivo на крысах. 
Материалы и методы. В ходе эксперимента крысы-самки подвергались хроническому (4 мес) ингаляционному воздействию наночастиц оксида 
свинца в концентрации 0,2 мг/м3 в течение 4 ч в день, 5 раз в неделю на протяжении 4 мес. Были оценены следующие параметры: биохимические 
параметры сыворотки крови, гистоморфология и цитограмма печени, ядерно-цитоплазматическое отношение и митохондриальный профиль гепа-
тоцитов, экспрессия апоптотических генов.
Результаты. Наблюдалось увеличение уровней малонового диальдегида, каталазы и С-реактивного белка по данным биохимического анализа кро-
ви. Были зафиксированы воспалительные и дистрофические изменения печёночной ткани. Митохондриальный профиль гепатоцитов был смещён 
в сторону везикулярно набухшего морфотипа. Выявлено увеличение уровня экспрессии апоптотического гена bax и тенденция к росту соотношения 
bax/bcl-2 в ткани печени крыс. 
Ограничения исследования. Используемые в эксперименте лабораторные животные принадлежали к одному виду и полу.
Заключение. Ингаляционное введение НЧ PbO в концентрации 0,2 мг/м3 индуцировало у самок крыс комплексное гепатотоксическое действие, 
ключевыми механизмами которого являются окислительный стресс, воспаление и запуск апоптоза.
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ABSTRACT
Introduction. Long-term inhalation exposure to lead nanoparticles may increase health risks for workers. The liver is one of their target organs due to its detoxifying 
function. 
The aim of the study is to evaluate hepatotoxic effects of lead oxide nanoparticles following chronic inhalation exposure in an “in vivo” experiment on rats.
Materials and Methods. Female rats were subjected to chronic inhalation exposure to lead oxide nanoparticles at a concentration of 0.2 mg/m³ for 4 hours per day, 
5 times a week for 4 months. After cessation of exposure, we evaluated serum biochemical parameters, liver histomorphology and cytogram, nuclear-cytoplasmic 
ratio and mitochondrial profile of hepatocytes, and apoptotic gene expression.
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Введение
Увеличение химической нагрузки на окружающую среду –  

серьёзная угроза для здоровья человека. Одним из распро-
странённых поллютантов выступает свинец, который за-
грязняет воздух не только производственных помещений, 
но и атмосферу промышленных городов и мегаполисов [1, 2]. 

Наибольшую опасность для здоровья человека представ-
ляют ультрадисперсные частицы свинца, входящие в состав 
многокомпонентного аэрозоля [3–5]. Одним из органов-
мишеней для наночастиц (НЧ) свинца выступает печень, 
что связано с её детоксикационной функцией. В научной 
литературе встречаются данные о токсическом действии НЧ 
свинца на печень [6, 7] при пероральном и ингаляционном 
воздействии, однако преимущественно оценивались острая 
и субхроническая токсичность. Хроническое же воздействие 
свинца на печень изучалось преимущественно на более 
крупных частицах [8] и в эпидемиологических исследовани-
ях [9, 10], в то время как токсичность НЧ свинца на печень 
при длительном воздействии изучена недостаточно.

Таким образом, целью данного исследования стала оцен-
ка гепатотоксических эффектов наночастиц оксида свинца 
при хроническом ингаляционном воздействии в экспери-
менте in vivo на крысах.

Материал и методы
Эксперимент проводился на аутбредных крысах-самках 

массой тела 321,47 ± 3,85 г (разброс по массе не превышал 
10%), которых случайным образом разделили на две группы 
по 10 крыс в каждой – «Контроль» и «НЧ PbO». Животных 
содержали в соответствии с требованиями ГОСТ 33216–20141. 
Исследование было одобрено локальным этическим комите-
том ФБУН ЕМНЦ ПОЗРПП Роспотребнадзора (протокол 
№ 4 от 12.06.2022 г.).

Экспозицию НЧ PbO в концентрации 0,2 мг/м3 выпол-
няли с помощью ингаляционной установки по типу «толь-
ко нос» (CH Technologies, СШA) в течение 4 час в день 
5 раз в неделю на протяжении 4 мес. НЧ генерировали 
с помощью электрического искрения между свинцовыми 
стержнями 99,99%-й чистоты в атмосфере азота. Получен-
ные НЧ смешивались с воздухом, окислялись до PbO и по-
давались воздушным потоком в ингаляционную установку. 
Для фиксации положения во время ингаляции животных 
помещали в рестрейнеры. Для определения размера НЧ  

отбирали на фильтр и анализировали с помощью сканирую-
щей электронной микроскопии (СЭМ), средний диаметр –  
18,2 ± 4,2 нм.

По окончании экспозиционного периода проводили за-
бор крови из бедренной артерии под изофлурановым нар-
козом для последующего биохимического анализа. Затем 
животных выводили из эксперимента путём быстрой декапи-
тации и проводили аутопсию. Сразу после извлечения печени 
оценивали её массовые показатели (абсолютная и относи-
тельная масса) с использованием весов неавтоматического 
действия BM-300G специального (I) класса точности. 

Биохимические параметры сыворотки крови (альбу-
мин, щелочная фосфатаза (ЩФ), аланинаминотрансфераза 
(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), билирубин об-
щий, холинэстераза, C-реактивный белок (СРБ), гамма-глу-
тамилтранспептидаза (ГГТП), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), 
триглицериды, холестерин, липопротеины высокой плот-
ности (ЛПВП), липопротеины низкой плотности (ЛПНП) 
определяли с помощью автоматического биохимического 
анализатора Cobas Integra 400 plus стандартными наборами 
согласно инструкции. Малоновый диальдегид лизата цель-
ной крови определяли в кислой среде с тиобарбитуровой 
кислотой при длине волны 580 нм. Активность каталазы 
сыворотки крови определяли в пробах по образованию ком-
плекса перекиси водорода с молибденовокислым аммони-
ем при длине волны 410 нм на спектрофотометре СФ-2000. 
Определение активности пероксидазы проводили в цельной 
крови индигокарминовым методом при оптической плот-
ности 590 нм. Определение восстановленного глутатиона 
(GSH) цельной крови выполняли спектрофотометрическим 
методом с использованием реактива Элмана, оптическую 
плотность измеряли при длине волны 305 нм.

Гистологическое исследование печени проводили 
по дистрофическим изменениям, количеству полиплоид-
ных двуядерных гепатоцитов и инфильтрации портальной 
зоны. Ткани печени фиксировали, обезвоживали и пара-
финизировали, а затем подготавливали ультратонкие срезы.  
Полученные препараты окрашивали гематоксилином  
и эозином и исследовали с помощью светового микроскопа 
Axio Lab.A1 при увеличении ×7502.

Results. Increased levels of malondialdehyde, catalase, and C-reactive protein were observed based on blood biochemistry. Inflammatory and degenerative 
changes in liver tissue were registered. The mitochondrial profile of hepatocytes shifted toward a vesicular swollen morphotype. Elevated expression of the apoptotic 
bax gene and a trend toward an increasing bax/bcl-2 ratio were detected in rat liver tissue.
Limitations. Laboratory animals used in the experiment belonged to the same species and sex.
Conclusion. Inhalation exposure to PbO NPs at the concentration of 0.2 mg/m³ induced complex hepatotoxic effects in female rats, the key mechanisms of which 
include oxidative stress, inflammation, and apoptosis.

Keywords: nanoparticles; lead oxide; hepatotoxicity; apoptosis; liver; chronic exposure; in vivo
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Оценку цитоморфологических показателей клеток (клет-
ки эпителия протоков, гепатоциты, дегенеративно из-
менённые гепатоциты, нейтрофилы, эозинофилы, двуя-
дерные клетки, купферовские макрофаги, фибробласты) 
мазков-отпечатков печени крыс оценивали при подсчёте 
на 200 клеток при увеличении ×100 с использованием све-
тового микроскопа Axio Lab.A1 и в соответствии с приня-
тыми критериями [11]. 

Дополнительной морфологической характеристикой, 
которая позволила оценить уровень метаболизма и выявить 
компенсаторные реакции, служило ядерно-цитоплазмати-
ческое отношение (ЯЦО) клеток печени, которое определя-
ли по соотношению площадей ядер и клеток3.

Для исследований морфометрических показателей ми-
тохондриального профиля гепатоцитов было проанализи-
ровано соотношение пяти последовательных стадий изме-
нения внутренней мембраны митохондрий в соответствии 
с классификацией M. Sun и соавт. [12] с помощью просве-
чивающего электронного микроскопа сверхвысокого раз-
решения Hitaсhi REGULUS SU8220 в режиме BF-STEM 
(увеличение ×25 000). 

Оценку уровней экспрессии генов bax, bcl-2 в ткани пе-
чени осуществляли с применением молекулярно-генетиче-
ских методов исследования [13]. Методика анализа экспрес-
сии генов включала экстракцию тотальной РНК из тканей 
печени с помощью реагента ExtractRNA («Евроген», Рос-
сия) и последующий синтез кДНК с использованием набора 
MMLV-RH («Диаэм», Россия). 

Все полученные данные были представлены в виде сред-
него значения ± стандартная ошибка среднего, если не ука-
зано иное. Нормальность распределения данных оценивали 
с использованием критерия Шапиро – Уилка, а статистиче-

скую значимость между групповыми значениями – с при-
менением U-критерия Манна – Уитни и t-критерия Стью-
дента при помощи программного обеспечения Statistica 10 
(StatSoft, Inc., США). Значения считали статистически зна-
чимыми при p ≤ 0,05.

Результаты
Хроническое ингаляционное воздействие НЧ PbO при-

вело к развитию у крыс комплекса биохимических и морфо-
логических изменений, свидетельствующих о гепатотокси-
ческом действии. При биохимическом исследовании крови 
в группе «НЧ PbO» зафиксировали статистически значимое 
увеличение уровня маркёра системного воспаления СРБ, 
а также повышение концентрации МДА и каталазы относи-
тельно контрольных значений. Были отмечены также тен-
денции к росту восстановленного глутатиона и пероксидазы 
(табл. 1).

Гистологическое исследование тканей печени экспо-
нированных животных выявило дистрофические измене-
ния, увеличение количества полиплоидных двуядерных 
гепатоцитов и выраженную лейкоцитарную инфиль-
трацию портальной зоны (рис. 1, а–в, см. на вклейке). 
При этом относительная масса печени (2,58 ± 0,09 г/100 г м.т. 
против 2,59 ± 0,12 г/100 г м.т. в контроле), а также отно-
шение площади поперечного сечения гепатоцитов к их 
ядрам (в обеих группах ≈ 0,12 у. е.) значимо не отличались 
от контроля.

Анализ цитограмм мазков-отпечатков подтвердил нали-
чие повреждения паренхимы органа: выявлено статистиче-
ски значимое увеличение доли дегенеративно изменённых 
гепатоцитов и снижение количества клеток эпителия про-
токов (табл. 2).

СЭМ-анализ ультраструктуры клеток печени выявил все 
морфотипы митохондрий, описанных в работе Sun M. и со-
авт. [12] (рис. 2, a–д, см. на вклейке). В группе «НЧ PbO» 
было установлено изменение в распределении морфотипов: 

3 Мяделец О.Д. Гистология, цитология и эмбриология челове-
ка: [учебник]: в 2 ч. Ч. 1: Цитология, эмбриология и общая гисто-
логия. М-во здравоохранения Республики Беларусь, Витебский гос. 
мед. ун-т. Витебск (ВГМУ), 2014. 439 с.

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Биохимические показатели крови экспериментальных крыс
Biochemical blood parameters in experimental rats

Показатель
Parameter

Контроль 
Control

НЧ PbO
PbO NP

Альбумин, г/л | Albumin, g/L 51.20 ± 0.59 50.64 ± 1.24
Щелочная фосфатаза, Е/л | Alkaline phosphatase, U/L 27.08 ± 4.59 33.91 ± 4.18
Аланинаминотрансфераза,Е/л | Alanine aminotransferase, U/L 36.20 ± 4.53 44.56 ± 3.78
Аспартатаминотрансфераза, Е/л | Aspartate aminotransferase, U/L 185.80 ± 12.46 217.89 ± 14.58
Билирубин, мкмоль/л | Bilirubin, µmoL/L 1.09 ± 0.08 1.20 ± 0.12
Холинэстераза, Е/л | Cholinesterase, U/L 1302.13 ± 104.40 1208.13 ± 71.89
C-реактивный белок, мг/л | C-reactive protein, mg/L 46.09 ± 1.50 51.84 ± 1.44*
Гамма-глутамилтранспептидаза, е/л | Gamma-glutamyl transpeptidase, U/L 0.19 ± 0.01 0.22 ± 0.02
Лактатдегидрогеназа, Е/л | Lactate dehydrogenase, U/L 4.99 ± 0.23 5.16 ± 0.24
Триглицериды, ммоль/л | Triglycerides, mmoL/L 68.59 ± 0.64 66.96 ± 1.31
Холестерин, ммоль/л | Cholesterol, mmoL/L 0.60 ± 0.04 0.66 ± 0.02
Липопротеины высокой плотности, ммоль/л | High-density lipoproteins, mmoL/L 1.85 ± 0.06 2.12 ± 0.12
Липопротеины низкой плотности, ммоль/л | Low-density lipoproteins, mmoL/L 0.36 ± 0.02 0.41 ± 0.05
Восстановленный глутатион, мкмоль/л | Reduced glutathione, μmoL/L 124.80 ± 11.79 151.60 ± 10.60
Пероксидаза, мккат/мл | Peroxidase, µkat/mL 2.54 ± 0.20 3.14 ± 0.28
Каталаза, мккат/л | Catalase, µkat/L 18.49 ± 1.00 29.19 ± 1.54*
Малоновый диальдегид, мкмоль/л | Malondialdehyde, µmoL/L 4.58 ± 0.18 5.45 ± 0.25*

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: * – p ≤ 0,05.
N o t e: Here and in Table 2: * – p ≤ 0.05.
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Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Цитоморфологические показатели в мазках-отпечатках печени экспериментальных крыс
Cytomorphological parameters in liver imprint smears of experimental rats

Показатель | Parameter Контроль | Control НЧ PbO | PbO NP

Клетки эпителия протоков, % | Ductal epithelial cells, % 7.17 ± 0.31 5.00 ± 0.45 *
Гепатоциты, % | Hepatocytes, % 74.33 ± 0.61 74.50 ± 0.43
Дегенеративно изменённые гепатоциты, % | Degenerated hepatocytes, % 4.50 ± 0.22 6.33 ± 0.49 *
Нейтрофилы, % | Neutrophils, % 5.67 ± 0.42 5.00 ± 0.37
Эозинофилы, % | Eosinophils, % 4.17 ± 0.31 5.17 ± 0.48
Двуядерные клетки, % | Binucleated cells, % 1.17 ± 0.17 1.17 ± 0.17
Купферовские макрофаги, % | Kupffer cells, % 2.83 ± 0.17 2.83 ± 0.31
Фибробласты, % | Fibroblasts, % 0.17 ± 0.17 0.00 ± 0.00

доля патологического везикулярно набухшего морфотипа 
увеличилась на 17,3% (p ≤ 0,05) с соответствующим сниже-
нием доли нормальных форм. 

На молекулярном уровне это сопровождалось значи-
мым увеличением экспрессии проапоптотического гена bax 
и тенденцией к росту соотношения bax/bcl-2 (рис. 3). 

Обсуждение
Проведённое исследование выявляет сложный патогенез 

гепатотоксичности, индуцированной хроническим ингаля-
ционным воздействием НЧ PbO.

Статистически значимое увеличение уровня МДА и СРБ 
указывает на индукцию НЧ PbO процессов перекисного 
окисления липидов и системного воспалительного ответа, 
что согласуется с общепризнанным механизмом токсич-
ности НЧ [14–16]. Компенсаторный рост активности ката-
лазы и пероксидазы, а также показателя восстановленного 
глутатиона подтверждают активацию антиоксидантной си-
стемы [17, 18]. Отсутствие значимых изменений оставшихся 
уровней билирубина, АЛТ, АСТ, ЩФ, концентрации обще-
го белка, альбумина, липидного профиля и холинэстеразы 
не согласуется с экспериментальными данными о свинцо-
вых НЧ, представленных в [6, 19, 20]. Подобные различия 
могут быть обусловлены условиями эксперимента, в том 
числе разными дозой, периодом экспозиции или методом 
введения.

Рис. 3. Уровень экспрессии генов bax, bcl-2 и их соотношение в печени экс-
периментальных крыс. * – p ≤ 0,05.

Fig. 3. Bax and bcl-2 genes expression level and their ratios in the liver of 
experimental rats. * – p ≤ 0.05.

а б в

г д

Рис. 2. Митохондрии печени по морфотипам (уве-
личение ×25 000): а – нормальный; б – нормальный 
везикулярный; в – везикулярный; г – везикулярно 
набухший; д – набухший.

Fig. 2. Liver mitochondria by morphotypes (25,000×): 
а – normal; б – normal vesicular; в – vesicular;  
г – vesicular swollen; д – swollen.
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Гепатотоксичность НЧ PbO при ингаляционном воздей-
ствии подтверждается полученными результатами анализа 
мазков-отпечатков и гистологического исследования, ко-
торые указывают на воспалительные и дистрофические из-
менения в печени. Такие патологические изменения могут 
быть связаны с окислительным стрессом, воспалением, ми-
тохондриальной дисфункцией и апоптозом [14, 19, 21].

Морфометрический анализ клеток печени показал, 
что ингаляционное поступление НЧ PbO в концентрации 
0,2 мг/м3 в течение 4 мес не привело к статистически значи-
мым изменениям отношения площади поперечного сечения 
ядер к цитоплазме гепатоцитов по сравнению с контролем. 
ЯЦО в обеих группах сохранялось на уровне, характер-
ном для высокодифференцированных гепатоцитов [22]. 
V. Aleksiichuk и соавт. изучали токсичность НЧ сульфида 
свинца (в дозе 1,08 мг/кг м.т., 12 нед) и отметили увеличе-
ние ЯЦО, что, по мнению авторов, свидетельствует о сни-
жении функциональной активности клеток [19]. Это позво-
ляет предположить, что влияние химического соединения, 
используемой концентрации и продолжительности экспо-
зиционного периода играет определяющую роль в оценке 
гепатотоксического действия НЧ. 

Наиболее значимые изменения обнаружены на субкле-
точном уровне. Выявленное смещение митохондриального 
профиля гепатоцитов в сторону патологически изменённых 
морфотипов может свидетельствовать о повышении митохон-
дриальной проницаемости, транслокации белка BAX на ми-
тохондриальную мембрану и нарушении её потенциала. Это 
согласуется с данными о способности НЧ металлов накапли-
ваться в митохондриях, вызывая оксидативный стресс и разоб-
щение окислительного фосфорилирования [7, 14, 21, 23]. 

Нарушение нормального функционирования митохон-
дриального аппарата – один из триггеров апоптоза. Обна-
руженное значительное увеличение экспрессии гена bax 
в печени крыс подтверждает активацию митохондриального 
пути апоптоза, поскольку белок BAX способствует повы-
шенной проницаемости митохондрий [24, 25]. Это объясня-
ет увеличение числа дегенеративно изменённых гепатоци-
тов и гистологические признаки повреждения без массового 
некроза. 

Выявленный комплекс изменений говорит об избира-
тельной митохондриально опосредованной гепатотоксич-
ности НЧ PbO. 

Ограничением исследования выступает использование 
в эксперименте лабораторных животных, принадлежащих 
к одному виду и полу.

Заключение
Ингаляционное воздействие НЧ PbO в концентрации 

0,2 мг/м3 в течение четырёх месяцев индуцировало у самок 
крыс гепатотоксическое действие, ключевым механизмом 
которого является митохондриальный путь запуска апоп-
тоза. Патологические изменения в печени подтвердились 
данными анализа мазков-отпечатков и гистологического 
исследования, которые указывают на воспалительные и дис-
трофические изменения в печени. 

Полученные данные вносят вклад в понимание пато-
генеза хронической интоксикации НЧ PbO и формируют 
основу для разработки научно обоснованных мер профи-
лактики профессиональных и экологически обусловленных 
рисков для здоровья.
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Рис. 1. Микрофотографии ткани печени: а – группа «Контроль»; б, в – группа «НЧ PbO». Красной стрелкой показаны двуядерные гепатоциты,  
жёлтой – лейкоцитарная инфильтрация, синей – жировая дистрофия.

Fig. 1. Micrographs of rat hepatic tissues in the (а) control and (б, в) PbO NP exposure groups. The red, yellow, and blue arrows indicate binucleated hepatocytes, 
leukocyte infiltration, and fatty degeneration, respectively.

а

б

в


