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РЕЗЮМЕ

Целью данного исследования явилось изучение гемосовместимости магнитных наночастиц (МНЧ) в мо-
дельных системах in vitro.

Материалы и методы. В работе использованы коллоидные растворы наночастиц магнетита (МНЧ1) 
и композитных частиц магнетита-кремнезема (МНЧ2) в 0,9%-м растворе NaCl в концентрациях 0,2; 
2,0 и 20,0 мг/мл. Исследование проводили на гепаринизированной цельной крови человека, для чего  
к 1 мл крови добавляли 1 мл раствора наночастиц или физиологического раствора (контроль). Изме-
рения проводили непосредственно после приготовления смеси через 1; 2,5 и 5 ч. Количество активных 
форм кислорода (АФК) детектировали с помощью метода люминолзависимой хемилюминесценции (ХЛ), 
вычисляли индекс агрегации эритроцитов, для оценки гемолитических свойств рассчитывали коэффи-
циент гемолиза на основе показателей оптической плотности плазмы, исследование белкового слоя на 
поверхности наночастиц производили при помощи ИК-Фурье спектроскопии.

Результаты. Установлено, что наночастицы обоих типов в концентрации 0,2 и 20,0 мг/мл усиливают 
ХЛ непосредственно после введения и подавляют ее в ходе инкубации, при этом эффект усиливается с 
увеличением концентрации и времени воздействия. Также отмечено увеличение агрегационной устой-
чивости эритроцитов, однако с повышением дозы и времени воздействия наблюдался значительный 
гемолиз. ИК-Фурье спектроскопия показала оседание альбумина на поверхности МНЧ, который меняет 
свою конформацию с течением времени.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день активно ведутся раз-
работки наночастиц для биомедицинских при-
менений, таких как адресная доставка лекарств, 
индукция локальной гипертермии, клеточная мар-
кировка и доставка генов и т.д. Отдельное место 
в широком спектре наночастиц занимают магнит-
ные наночастицы (МНЧ), а именно наноразмер-
ные частицы оксида железа, что обусловлено их 
уникальными химическими, биологическими и 
магнитными характеристиками, обеспечивающи-
ми их многофункциональность. Так, магнитные 
наночастицы могут быть сконцентрированы в 
определенной зоне с помощью местного приме-
нения внешнего магнитного поля, обеспечивая 
целевую доставку фармакологических агентов. 
Кроме того, они могут быть использованы в ка-
честве теплогенерирующих систем для гипертер-
мического воздействия (например, на опухоль) 
[1, 2]. Существует возможность использования 
МНЧ в качестве диагностического агента (маг-
нитно-резонансная диагностика) [3]. 

Наночастицы, разрабатываемые для использо-
вания в организме человека, требуют тщательно-
го изучения их биосовместимости, в том числе  
в случае предполагаемого введения наночастиц 
в системный кровоток, исследования их гемо-
совместимости, что позволяет сделать выводы о 
возможности их использования in vivo.

Известно, что механизмы биологического дей-
ствия и оказываемые эффекты в значительной 
степени определяются физико-химическими ха-
рактеристиками наночастиц, которые зависят от 
способа получения, наличия оболочки и ее каче-
ственного состава.

Одним из широко применяемых способов по-
лучения наночастиц на основе оксида железа в 
настоящее время является золь-гель метод, по-
зволяющий синтезировать наночастицы с задан-
ными формой и размерами, а также создавать 
магнитные композиты этих частиц, интегриро-
ванных в объем или на поверхность диэлектри-
ческой аморфной матрицы диоксида кремния. 
Использование оболочки позволяет обеспечить 

стабилизацию МНЧ, упростить их дальнейшую 
функционализацию и конъюгацию с белками, 
ферментами, антителами, лекарственными препа-
ратами, а также повысить их биосовместимость 
[4, 5].

Целью исследования явилось изучение гемо-
совместимости магнитных наночастиц магнетита 
и композитных частиц магнетита-кремнезема в 
модельных системах in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Приготовление исследуемых агентов. В рабо-

те использованы наночастицы магнетита (МНЧ1) 
и композитные частицы магнетита-кремнезема 
(МНЧ2), синтез и физико-химические свойства 
которых подробно описаны ранее [6]. Приготов-
ление коллоидного раствора наночастиц в 0,9%-м 
растворе хлорида натрия (физиологическом рас-
творе (ФР)) осуществлялось на ультразвуковом 
диспергаторе УЗД-2 (Ультразвуковая техника, 
Россия) в течение 5 мин. 

Краткая характеристика МНЧ1 и МНЧ2. 
Основными различающимися параметрами, вли-
яющими на биологические свойства наночастиц, 
являются средний гидродинамический радиус  
(> 1 000 нм для МНЧ1 и 75 нм для МНЧ2), фор-
ма и размеры (игольчатые МНЧ1 средней шири-
ной 10 нм и средней длиной 43 нм,  различные 
по форме МНЧ2 размером 5–15 нм, образующие 
сферические агрегаты 100–200 нм). Кроме того, 
МНЧ2 имеют оболочку из диоксида кремния.

Исследование гемосовместимости магнит-
ных наночастиц. Для оценки гемосовместимости 
проводили исследование влияния наночастиц на 
продукцию активных форм кислорода, агрега-
тивную устойчивость эритроцитов, спонтанный 
гемолиз, а также изучали процесс формирова-
ния белкового слоя на поверхности наночастиц 
(играющего центральную роль в гемосовместимо-
сти наноструктур).

Для выявления дозозависимости оказываемых 
эффектов исследовали МНЧ в концентрациях 
0,2; 2,0 и 20,0 мг/мл. Объем выборки (n) в ка-
ждой из исследуемых групп – восемь образцов. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о безопасности данных МНЧ по исследованным 
параметрам в низких концентрациях (0,2 и 2,0 мг/мл) при взаимодействии до 2,5 ч. Это позволяет рас-
сматривать данные агенты как перспективные средства для дальнейшего использования в медицинской 
практике после завершения исследований в отношении других показателей гомеостаза.

Ключевые слова: магнитные наночастицы, гемосовместимость, хемилюминесценция, агрегация эри-
троцитов, гемолиз, «белковая корона», ИК-Фурье спектроскопия.
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Оригинальные  статьи

Исследование проводили на гепаринизированной 
цельной крови человека, для чего готовили инку-
бационную взвесь: к 1 мл крови при постоянном 
перемешивании добавляли 1 мл раствора иссле-
дуемых магнитных наночастиц. 

Полученную взвесь инкубировали при 37 °C 
при постоянном перемешивании на возвратно-по-
ступательном шейкере (Heidolp, Германия) при 
200 об./мин. Контролем служили образцы крови 
с добавлением эквивалентного объема физиоло-
гического раствора (ФР, группа ФР).

Регистрацию исследуемых показателей осу-
ществляли непосредственно после добавления 
наночастиц или ФР к образцам крови (исходный 
уровень), а также через 1; 2,5  и 5 ч инкубации 
при постоянном перемешивании (200 об./мин). 
Регистрацию изучаемых параметров в каждом 
образце на каждой дискретной точке осущест-
вляли в троекратных повторах.

Оценка генерации активных форм кислорода. 
Продукцию активных форм кислорода детекти-
ровали с помощью метода люминолзависимой 
хемилюминесценции (ХЛ) на хемилюминометре 
Lum-5773 (ДИСофт, Россия). С целью измерения 
ХЛ каждого образца к 200 мкл инкубационной 
взвеси добавляли 600 мкл раствора Хэнкса и 200 
мкл раствора люминола, приготовленного добав-
лением 200 мкл диметилсульфоксида (DMSO) к 
твердому люминолу (0,002 г) и доведенного до 
10 мл дистиллированной водой. В течение 10 мин 
после введения люминола регистрировали макси-
мальную интенсивность Imax и полную светосум-
му S свечения за данный промежуток времени. 
Из регистрируемых значений хемилюминесцен-
ции вычитали фоновое свечение хемилюмино- 
метра. 

Оценка спонтанной агрегации эритроцитов 
цельной крови. Перед проведением исследования 
под дно пробирки на 3 мин устанавливали посто-
янный магнит для изоляции МНЧ из взвеси. Для 
анализа производили забор образца из нижнего 
слоя осевших за 3 мин эритроцитов. Для каждо-
го образца вычисляли индекс агрегации эритро-
цитов (число агрегатов к количеству свободных 
клеток), усредняя значения из трех больших ква-
дратов камеры Горяева [7]. 

Оценка влияния магнитных наночастиц на 
спонтанный гемолиз. Для получения анализиру-
емого супернатанта инкубационную взвесь цен-
трифугировали 10 мин при 1 600 об./мин. Для 
оценки количества освобожденного гемоглобина 
измеряли оптическую плотность полученных су-
пернатантов (λ = 540 нм) на спектрофотометре 
SQ-2802S (UNICO, США).

Коэффициент гемолиза (КГ), %,  рассчитыва-
ли при помощи уравнения

КГ = (ОПОП – ОПНК) /  
(ОППК – ОПНК) × 100%, 

где ОП − оптическая плотность (λ = 540 нм),  
НК – негативный контроль, ПК − позитивный 
контроль, ОП – опытный образец.

В качестве позитивного контроля выступали 
образцы со 100%-м гемолизом, индуцированным 
добавлением 0,01%-го раствора додецилсульфа-
та натрия при соотношении «образец – реагент»  
1 : 10. За негативный контроль принимали обра-
зец с добавлением ФР (NaCl 0,9%), КГ менее 5% 
свидетельствовал об отсутствии гемолитического 
эффекта наночастиц. 

Определение качественного состава белкового 
слоя. Определение белков на поверхности МНЧ 
осуществляли на ИК-Фурье спектрометре Nicolet 
8700 (Thermo Fisher Scientific, США) с исполь-
зованием приставки НПВО (нарушенное полное 
внутреннее отражение) (диапазон 4 000−650 см–1, 
разрешение 2 см–1, 512 сканирований), а также де-
тектора MCT-A (Thermo Fisher Scientific, США) с 
рабочей температурой 77 К. В качестве источника 
возбуждения использовали карбидокремниевый 
инфракрасный излучатель Globar (Kanthal, Шве-
ция). В качестве фона использовался физиологи-
ческий раствор (NaCl 0,9%), концентрация МНЧ 
в исследованных образцах составила 2,0 мг/мл. 
Контролем служили спектры наночастиц в «чи-
стом виде», для получения которых  смешивали 
1,5 мг МНЧ с 300 мг бромида калия (имеющим 
спектр поглощения, не совпадающий со спектром  
химических элементов наночастиц) и готовили 
пробы в виде таблеток.

Статистическая обработка данных. Провер-
ку гипотезы о равенстве средневыборочных вели-
чин в нескольких зависимых выборках проводили 
методами дисперсионного анализа для повторных 
измерений, значения в группах – методами непа-
раметрической статистики, указывали медиану, 
25- и 75-й процентили (Ме [Q

25
; Q

75
]). Проверку 

гипотезы о равенстве средневыборочных величин 
в независимых выборках проводили с использо-
ванием критерия Манна – Уитни. Статистически 
значимыми считали различия при уровне значи-
мости р < 0,05. Вычисления производили в про-
грамме Statistica 10.0. 

Ограничения данной работы. В настоящем 
исследовании производилась оценка отдельных 
параметров гемосовместимости наночастиц, пе-
речень которых был сформирован исходя из воз-
можных токсикологических эффектов данного 
типа наночастиц. 
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Т а б л и ц а  
T a b l e 

Динамика показателей люминолзависимой хемилюминесценции цельной крови при воздействии магнитных наночастиц 
(МНЧ),  Ме [Q25; Q75] 

Changes in the characteristics of luminal-dependent chemiluminescence of whole blood under the influence of magnetic 
nanoparticle (MNP), Ме [Q25; Q75]

Группа
Group

Доза,  
мг/мл
Dose,
mg/ml

Время инкубации, ч
Incubation period, h

0 1 2,5 5 

I
max, 

имп/с
I

max, 
cps

ФР
NSS

6,25 [2,86;  6,43]
30,17 [17,54; 31,45] 

p
3  
< 0,001

28,60 [27,02; 30,17]
p

3 
< 0,001

20,41 [15,17; 25,65] 
p

3 
< 0,001

МНЧ1
MNP1

0,2
13,81 [12,13; 15,50],
p

1 
< 0,001; p

2 
= 0,044

32,71 [30,99; 
37,21]

p
3 
< 0,001;  

p
2 
< 0,001

26,34 [24,85; 27,82]
 p

3 
< 0,001

18,91 [18,49; 19,33] 
p

3 
< 0,001

2,0
11,98 [11,62; 12,33] 

p
1 
< 0,001

12,33 [10,44; 
13,11] 

p
4 
< 0,001

18,44 [18,29; 18,60]
p

4 
< 0,001

12,35 [11,39; 13,32]
p

4 
< 0,001

20,0
1,66 [1,43; 2,38]

 p
1 
< 0,001

9,59 [8,96; 10,21] 
p

1 
< 0,001

10,12 [9,89; 10,35]
p

1 
< 0,001; p

3 
< 0,001

8,52 [5,32; 11,88]
p

1 
< 0,001; p

3 
< 0,001; p

2 
= 0,037 

МНЧ2
MNP2

0,2
9,22 [5,72; 12,72]

 p
1 
= 0,037; p

2 
= 0,044

13,50 [12,15; 
14,85] 

p
1 
< 0,001;  

p
2 
< 0,001

24,20 [23,81; 29,47]
р

3 
= 0,046

9,15 [8,52; 9,77]
p

1 
< 0,001

2,0
11,07 [6,02; 16,12]

 p
1 
< 0,001

12,63 [9,20; 16,06] 
p

1 
< 0,001

17,63 [16,06; 20,14]
p

1 
< 0,001; p

3 
< 0,001

11,25 [10,98; 11,53]
p

1 
< 0,001

20,0 3,90 [2,46; 11,65] 
10,36 [9,06; 11,65]

 p
1 
< 0,001

10,11 [8,00; 15,72]
p

1 
< 0,001

2,01 [1,66; 2,35]
p

1 
< 0,001; p

2 
= 0,037

S, имп/с

ФР
NSS

828,53 [695,79; 1557,78]
15371,79 

[12888,70; 18840,74]
 p

3 
< 0,001

12327,14 
[11765,57; 12888,70]

6102,69 
[4229,13; 7976,25]

МНЧ1
MNP1

0,2
2803,34 

[1980,17; 3626,51]
p

1 
< 0,001

8118,49 
[7776,66; 9330,79]

p
1 
< 0,001

9717,43
[8855,82; 10579,05]

5887,48
[5152,13; 6622,83] 

2,0
3875,80 

[2715,75; 5035,84]

5035,84
[4849,03; 5794,36]

p
4 
< 0,001

5130,76
[4937,13; 5241,31],

p
4  

< 0,001

4397,94 
[4214,31; 4581,57]

p
4 
< 0,001

20,0
478,93 [456,05; 653,50]

p
2 
< 0,001

3328,39
[3291,60; 3365,18]

p
4 
< 0,001

3953,75 [3703,21; 4204,29]
p

4 
< 0,001

2715,77 [2128,37; 4058,52]
p

2 
< 0,001; p

4 
= 0,004

МНЧ2
MNP2

0,2 2013,14 [1385,77; 2640,51]
5382,44 [5125,65; 

5639,24]
10036,34 [7302,20; 11932,37] 3178,85 [3061,36; 3296,34]

2,0
4241,76 [1895,75; 6587,77]

p
1 
< 0,001

4918,03 [3792,51; 
6043,54]
p

1 
< 0,001

6208,53 [6043,54; 6862,96]
p

1 
< 0,001

3109,69 [2671,90; 3547,47]
p

1 
< 0,001

20,0
957,41 [704,18; 1210,64]
p

2 
< 0,001; p

4 
< 0,001

3844,87 [3536,11; 
4153,63]
p

1 
< 0,001

3626,95 [2253,50; 4298,76]
p

1 
< 0,001; p

4 
< 0,001

667,48 [569,60; 765,36]
p

1 
< 0,001; p

2 
< 0,001;  

p
4 
< 0,001

П р и м е ч а н и е. ФР – физиологический раствор. Уровень значимости по сравнению с контролем (p
1
); между МНЧ1 и 

МНЧ2 одной концентрации (p
2
); по сравнению с исходными значениями (p

3
);  по сравнению с меньшей концентрацией МНЧ 

того же типа (p
4
).

N o t e. NSS – normal saline solution. Significance value as compared to a control group (p
1
); between MNP1 and MNP2 with the 

same concentration (p
2
); as compared to baseline value (p

3
); as compared to lower concentration of MNP of the same type (p

4
). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование генерации активных форм кис-

лорода в условиях влияния магнитных наноча-
стиц. Показатели максимальной интенсивности 
свечения Imax и полной светосуммы S в образцах 
всех исследуемых групп представлены в таблице.

В образцах крови с добавлением ФР через  
1 ч инкубации отмечалось достоверное повы-
шение показателей ХЛ относительно исходного 
уровня, сохранявшееся в течение всего экспери-
мента. Это, вероятно, являлось свидетельством 
интенсификации выработки АФК в эксперимен-
тальных условиях [8]. Показатели ХЛ при воз-
действии наночастиц обоих видов в минимальной 
концентрации до инкубации (непосредственно 
после добавления МНЧ) были на более высоком 
уровне в сравнении с группой ФР, однако в те-
чение инкубации отмечалось снижение ХЛ. Так, 
показатели ХЛ при воздействии наночастиц обо-
их видов в минимальной концентрации через 1 и 
2,5 ч были ниже по сравнению с группой ФР на 
том же этапе исследования.

Через 5 ч показатели ХЛ группы МНЧ1 сни-
жались до уровня контрольных, в то время как в 
группе МНЧ2 достигали достоверно более низких 
значений. С увеличением концентрации наноча-
стиц вышеописанная динамика ХЛ в ходе про-
ведения эксперимента сохранялась. На момент 
окончания эксперимента (5 ч) показатели интен-
сивности и светосуммы обеих групп значимо не 
отличались друг от друга и находились на досто-

верно более низком уровне относительно контро-
ля. На фоне увеличения концентрации МНЧ до 
20,0 мг/мл и времени их воздействия отмечалось 
снижение генерации АФК под влиянием нано-
частиц, при этом МНЧ2 оказывают достоверно 
больший эффект в сравнении с МНЧ1. 

Таким образом, исследуемые магнитные нано-
частицы снижают спонтанную хемилюминесцен-
цию цельной крови. Увеличение концентрации 
наночастиц обоих типов (от 0,2 до 20,0 мг/мл) 
и увеличение времени их воздействия (0; 1; 2,5 
и 5 ч) обеспечивают усиление данного влияния. 
МНЧ2 оказывают более выраженный эффект в 
отношении снижения генерации активных форм 
кислорода.

Исследование влияния МНЧ на спонтанную 
агрегацию эритроцитов крови человека. Степень 
спонтанной агрегации эритроцитов под влиянием 
магнитных наночастиц  представлена на рис. 1. Об-
щее количество эритроцитов статистически не раз-
личалось в контрольных и испытуемых образцах 
(p > 0,05 между группами) и составляло в среднем 
4,8 × 1012/л, что свидетельствовало об отсутствии 
возможного осаждения из взвеси эритроцитов, 
ассоциированных с наночастицами и, следователь-
но, отсутствии вероятности изменения агрегации 
эритроцитов за счет изменения их концентрации 
в среде (а не под влиянием наночастиц). Во всех 
исследуемых группах через 5 ч инкубации наблю-
дался гемолиз, что не позволило произвести адек-
ватную оценку степени агрегации эритроцитов. 

Рис. 1. Изменение агрегации эритроцитов под влиянием МНЧ1 (а) и МНЧ2 (b) по сравнению с исходными зна-
чениями непосредственно после добавления МНЧ или ФР:  – p = 0,045 между МНЧ1 и МНЧ2 одной концен-

трации; @ – p = 0,037 по сравнению с меньшей концентрацией МНЧ того же типа

Fig. 1. The change in erythrocyte aggregation under the influence of MNP1 (a) and MNP2 (b) in comparison with 
baseline values immediately after the addition of MNP or NSS:  – p = 0.045 between MNP1 and MNP2 of the same 

concentration; @ – p = 0.037 in comparison with the lower concentration of the MNO of the same type  

В группах МНЧ1 и МНЧ2 (доза 0,2 мг/мл) на-
блюдалось достоверное снижение степени агре-
гации в среднем на 20%. Данный показатель не 
претерпевал значительных изменений с течением 

времени (1,0–2,5 ч). Увеличение концентрации 
МНЧ1 до 2,0 мг/мл (в 10 раз) обеспечивало до-
стоверное увеличение оказываемого эффекта до 
27% через 1 ч инкубации, чего не наблюдалось 
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в группе МНЧ2. Увеличение времени инкубации 
не повлияло на степень агрегации эритроцитов. В 
группе МНЧ1 в дозе 20,0 мг/мл происходил ге-
молиз через 1 ч инкубации, что привело к невоз-
можности оценки степени агрегации. При этом 
в образцах группы МНЧ2 в дозе 20,0 мг/мл на 
данном этапе эксперимента отмечалось сниже-
ние показателя агрегации эритроцитов на 21% по 
сравнению с контролем, однако через 2,5 ч – вы-
раженный гемолиз.

Таким образом, при 2,5-часовой инкубации 
крови с МНЧ1 в диапазоне концентраций 0,2–2,0 

мг/мл имеет место дозозависимое нарастание эф-
фекта в виде снижения агрегации эритроцитов, 
не изменяющегося в течение инкубации. МНЧ2 в 
концентрациях 0,2 и 2,0 мг/мл в равной степени 
обеспечивают данный эффект, также не изменя-
ющийся со временем инкубации. В условиях воз-
действия МНЧ1 степень агрегации эритроцитов 
достоверно ниже по сравнению с МНЧ2.

Исследование влияния МНЧ на спонтанный 
гемолиз. Значения коэффициента гемолиза об-
разцов крови исследуемых групп представлены 
на рис. 2.

Рис. 2. Влияние магнитных наночастиц МНЧ1 (а) и МНЧ2 (b) на спонтанный гемолиз: ^ – p = 0,014 между МНЧ1 
и МНЧ2 одной концентрации; @ – p = 0,029 по сравнению с меньшей концентрацией МНЧ того же типа 

Fig. 2. Influence of magnetic nanoparticles MNP1 (a) and MNP2 (b) on spontaneous hemolysis: ^ – p = 0.014 between 
MNP1 and MNP2 of the same concentration; @ – p = 0.029 in comparison with the lower concentration of MNP of 

the same type 

При воздействии наночастиц обоих типов в 
минимальной концентрации гемолиз наблюдался 
только после 5 ч инкубации: 7% для МНЧ1 и 20% 
для МНЧ2 (p < 0,05 между группами). При уве-
личении концентрации до 2 мг/мл гемолиз так-
же наблюдался только через 5 ч: 6,9 и 91,1% для 
МНЧ1 и МНЧ2 соответственно. В группе МНЧ1  
в дозе 20,0 мг/мл через 2,5 ч наблюдался незна-
чительный гемолитический эффект (8%), который 
на момент окончания эксперимента увеличивался 
до 28,7%, в то время как в группе МНЧ2 в дозе 
20,0 мг/мл уже через 2,5 ч инкубации наблюдался 
98%-й гемолиз.

Таким образом, гемолитическая активность 
исследуемых наночастиц носила дозозависимый 
характер и увеличивалась с течением времени. 
Наночастицы магнетита и композитные частицы 
магнетита-кремнезема в диапазоне концентра-
ций 0,2–2,0 мг/мл не проявляли гемолитической 
активности до 2,5-часовой инкубации. В дозе 
20,0 мг/мл наночастицы оказывали выраженное 
гемолитическое действие, при этом наиболее вы-
раженное разрушение эритроцитов обеспечива-

ли композитные наночастицы магнетита-кремне-
зема.

Исследование кинетики формирования белко-
вого слоя на поверхности наночастиц. ИК-спек-
тры исследуемых образцов (2,0 мг/мл) представ-
лены на рис. 3. 

Полученные данные характеризовались ти-
пичным для образцов крови набором пиков [9] с 
выраженными изменениями в спектральном диа-
пазоне 3 000–3 300 см–1, определяющих наличие 
альбумина на поверхности магнитных наноча-
стиц. С увеличением времени инкубации отмеча-
лось изменение соотношения интенсивности ука-
занных колебаний для обоих типов наночастиц 
во всем диапазоне доз. Вероятно, такие измене-
ния ИК-Фурье спектров связаны с конформаци-
онными изменениями белка при формировании 
«белковой короны» вследствие длительной инку-
бации [10]. 

Таким образом, в условиях взаимодействия на-
ночастиц с плазмой крови на поверхности иссле-
дованных видов МНЧ происходит формирование 
белкового слоя, качественный состав которого не 
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зависит от поверхностных характеристик МНЧ 
(по местоположению пиков) и представлен доми-
нирующим по количеству в плазме крови альбуми-
ном. В условиях 5-часовой инкубации отмечаются 

конформационные изменения белка (подтвержда-
ется соотношением пиков к изолинии), ассоции-
рованного с поверхностью наночастиц обоих ти-
пов во всем диапазоне доз (0,2–20,0 мг/мл). 

Рис. 3. ИК-Фурье спектры образцов крови, инкубированных с наночастицами в дозе 2,0 мг/мл: а – МНЧ1, b – МНЧ2

Fig. 3. IR Fourier-spectrum of blood samples incubated with nanoparticles at a dose of 2.0 mg / ml: a – MNP1, b –MNP2

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании проводилось изу-
чение гемосовместимости наночастиц магнетита 
и композитных частиц магнетита-кремнезема, 
различающихся по физико-химическим характе-
ристикам и наличию или отсутствию оболочки. 
Целью тестирования гемосовместимости являлось 
изучение возможных нежелательных изменений в 
крови, обусловленных воздействием наночастиц.

На основании результатов, полученных в ходе 
изучения влияния наночастиц на выработку сво-
бодных радикалов, установлено, что магнитные 
наночастицы обеспечивают снижение спонтан-
ной ХЛ цельной крови в процессе инкубации, что 
может быть обусловлено снижением генерации 
активных форм кислорода [11, 12].  При этом 
данный эффект усиливался при увеличении кон-
центрации наночастиц и времени их воздействия. 
Можно предположить, что одной из причин ука-
занной динамики хемилюминесценции крови в 
условиях воздействия наночастиц являлось фор-
мирование белковой оболочки на поверхности 
наночастиц, что обеспечивало постепенное сни-
жение их реакционной способности. 

Другой возможной причиной может быть 
компенсаторная активация антиоксидантных си-
стем плазмы крови в ответ на первоначальное 
воздействие наночастиц при их добавлении в ин-
кубационную среду. Также нельзя исключать и 

вероятность связывания самими наночастицами 
свободных радикалов и (или) их стимулирующее 
влияние на ферменты антиоксидантных систем. 
Следует отметить, что наиболее выраженное 
снижение ХЛ наблюдалось на фоне воздействия 
композитных наночастиц магнетита-кремнезе-
ма. Результаты исследования гемолитической 
активности наночастиц показали, что наноча-
стицы магнетита и композитные частицы магне-
тита-кремнезема в диапазоне концентраций 0,2– 
2,0 мг/мл не проявляли гемолитической активно-
сти до 2,5-часовой инкубации. Однако с увели-
чением времени инкубации отмечалось усиление 
гемолитического эффекта наночастиц, при этом 
наночастицы магнетита-кремнезема обеспечива-
ли более выраженный гемолиз. Усиление гемо-
лиза происходило, предположительно, благодаря 
ослаблению механической прочности плазмати-
ческой мембраны эритроцитов и уменьшению ее 
эластичности в условиях длительного 5-часового 
воздействия наночастиц.

Показано снижение степени агрегации эри-
троцитов в условиях воздействия наночастиц. 
При этом наночастицы магнетита оказывали бо-
лее выраженный эффект по сравнению с компо-
зитными наночастицами магнетита-кремнезема 
при 2,5-часовой инкубации с кровью. В данном 
случае описанный эффект, возможно, обуслов-
лен тем, что МНЧ адсорбируют на своей поверх-
ности белки, образуя «белковую корону» (о чем 
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свидетельствуют результаты, полученные в ходе 
изучения кинетики формирования белкового 
слоя на поверхности наночастиц). Со временем 
количество адсорбированного белка на МНЧ уве-
личивается (заметно по росту значений максиму-
мов поглощения спектров ИК-Фурье во времени, 
см. рис. 3), что, вероятно, и обеспечивало сниже-
ние агрегации эритроцитов. 

Предположительно, взаимодействие белков 
с поверхностью наночастиц магнетита является 
более выраженным по сравнению с композит-
ными наночастицами. Не исключено, что такое 
взаимодействие наночастиц с белками плазмы 
могло обеспечивать изменение заряда формен-
ных элементов крови, что, в свою очередь, также 
влияло на степень агрегации эритроцитов. Про-
демонстрированное в ходе наших исследований 
отсутствие гемолитического эффекта наночастиц 
в концентрациях 0,2–2 мг/мл не позволяет рас-
сматривать гипоагрегационный эффект наноча-
стиц как токсический или лизирующий эффект 
на эритроциты (т. е. реализуемый за счет умень-
шения их количества в среде).

В целом полученные результаты свидетель-
ствуют о гемосовместимости магнитных нано-
частиц магнетита и композитных наночастиц 
магнетита-кремнезема в концентрациях 0,2– 
2,0 мг/мл, что позволяет рассматривать их в ка-
честве перспективных кандидатов для разработки 
лекарственных средств на основе наночастиц для 
внутривенного применения. Повышение концен-
трации наночастиц указанных типов до 20,0 мг/мл  
обусловливает проявление ими токсического 
эффекта в отношении цельной крови человека, 
о чем свидетельствуют результаты изучения ге-
молитической активности частиц. Общепринятым 
считается, что такие факторы, как форма нано-
частиц, а также их размер, являются критически-
ми параметрами, определяющими в значительной 
мере биосовместимость наночастиц. Установле-
но, что наночастицы сферической формы оказы-
вают менее выраженные токсические эффекты в 
организме, чем подобные им частицы стержне-
образной формы [13]. Предполагается также, что 
уменьшение размера частиц приводит к экспо-
ненциальному увеличению площади их поверхно-
сти по отношению к объему, что обусловливает 
высокую химическую активность наночастиц и их 
высокую реакционную способность. Иными сло-
вами, чем меньше размер частиц, тем больше их 
удельная площадь и степень токсичности [13, 14]. 

Кроме того, в зависимости от размера нано-
частиц могут изменяться их магнитные, адсорб-
ционные свойства и многие другие, обусловливая 

в свою очередь различный характер взаимодей-
ствия наночастиц с биологическими структура-
ми. Несмотря на игольчатую форму наночастиц 
магнетита, их меньший размер, а также более 
низкую агрегативную устойчивость (по сравне-
нию с композитными частицами), наночастицы 
данного типа оказывают наименее выраженное 
токсическое воздействие на клетки крови. По-
лученные данные согласуются с более ранни-
ми результатами авторов [6]. Вероятно, данный 
факт обусловлен более интенсивным связы-
ванием альбумина на поверхности наночастиц 
магнетита и их агрегированием вследствие от-
сутствия защитной оболочки (в отличие от ком-
позитных наночастиц). Таким образом, после 
быстрого формирования «белковой короны» на 
поверхности наночастиц магнетита последние 
становятся биологически инертными в отличие 
от наночастиц магнетита-кремнезема, оболочка 
которых препятствует агрегации наночастиц и 
может содержать остатки кремнийорганических  
соединений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в ходе исследования данные по-

зволили сделать вывод о влиянии магнитных на-
ночастиц на спонтанную хемилюминесценцию 
крови, агрегативную устойчивость эритроцитов, 
спонтанный гемолиз в зависимости от материа-
ла поверхности наночастиц, их концентрации, а 
также времени инкубации. Магнитные наноча-
стицы магнетита и композитные частицы магне-
тита-кремнезема в диапазоне доз 0,2–2,0 мг/мл 
биосовместимы в отношении клеток крови чело-
века в условиях их воздействия в течение 2,5 ч. 
Повышение концентрации наночастиц указанных 
типов до 20,0 мг/мл обусловливает проявление 
ими токсического эффекта в отношении цельной 
крови человека. Наиболее выраженное токсиче-
ское воздействие на клетки крови оказывают на-
ночастицы магнетита-кремнезема.
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ABSTRACT

The goal of the present research is to study the hemocompatibility of magnetic nanoparticles (MNPs)  in model systems in 
vitro.

Materials and methods. Magnetite nanoparticles and magnetite colloidal solutions were used in 0.9% NaCl in concentrations 
0.2, 2.0 and 20.0 mg/ml. The study was performed with heparinized human whole blood, 1 ml of which was mixed 
with 1 of ml nanoparticles/physiological solution. Measurements were made directly after mixing, and then 1, 2.5 and 5 
hours later. The amount of reactive oxygen species (ROS) was measured with luminol-dependent chemiluminiscence (CL). 
An erythrocyte aggregation index was calculated. For the assessment of hemolytic properties, a hemolysis coefficient was 
calculated based on optical density of the plasma. The nanoparticless surface protein layer investigation was performed with 
IR-Fourier spectroscopy. 
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Results. Nanoparticles decline CL in time- and concentration-dependent manner. Erythrocyte aggregation stability grows, 
but concentration and/or application time increment leads to significant hemolysis. IR-Fourier spectroscopy data shows 
albumin as main component of protein crown, whose conformation changes in time. 

Given data proves safety of studied MNPs in relation to examined parameters in low (0.2 and 2.0 mg/ml) concentrations up 
to 2.5 hours interaction. This allows us to treat these MNPs as a promising agents for further use in medical practice after 
completing examinations related to other homeostasis indicators.

Key words: magnetic nanoparticles, hemocompatibility, chemiluminescence, erythrocyte aggregation, 
hemolysis, «albuminous crown», IR-Fourier spectroscopy.
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