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В статье представлены результаты оценки процесса апоптоза в нейронах белых крыс методом 
ДНК-комет и иммуногистохимическим анализом определения активности про/антиапоптоти-
ческих белков caspase 3 и bcl-2  при воздействии нанобиокомпозита, представляющего собой 

наносеребро, встроенное в матрицу природного полимера-арабиногалактан. В препаратах нервной 
ткани крыс, подвергшихся воздействию арабиногалактаном наносеребра, установлено статистиче-
ски значимое увеличение содержания ДНК в хвостах комет. ДНК-кометы с содержанием ДНК в 
хвосте более 70%, которые можно было бы рассматривать как апоптотические, в исследованных 
препаратах не наблюдались. Результаты, полученные при иммуногистохимическом определении экс-
прессии в нейронах анти/проапоптотических белков bsl-2 и caspase-3, наоборот, свидетельствуют о 
развитии процесса апоптоза в нервных клетках. Сравнивая результаты проведенного исследования, 
можно сделать заключение о более эффективном выявлении процесса апоптоза при помощи имму-
ногистохимических методов определения экспрессии анти/проапоптотических белков, чем методом 
ДНК-комет.

Ключевые слова: арабиногалактан наносеребра, белые крысы, апоптоз, генотоксичность, 
caspase 3, bcl-2, ДНК-кометы.

Введение. В последние годы благодаря своим 
уникальным свойствам наночастицы нашли 
широкое применение в  различных областях. 
Антибактериальные и  противогрибковые 
свойства наночастиц серебра (nAg) позволя-
ют использовать их при производстве одеж-
ды, косметики, перевязочного материала, 
освежителей воздуха, солнцезащитных и  ги-
гиенических средств, контейнеров для пи-
щевых продуктов, для дезинфекции воды [1]. 
Антимик робная способность nAg связана с их 
сильной окислительной активностью и высво-
бождением ионов серебра. Однако данные ча-
стицы индуцируют окислительное поврежде-
ние клеточной мембраны и  органелл, в  том 
числе лизосом, митохондрий и ядра, способны 
вызывать повреждения ДНК, что обусловли-
вает ряд негативных последствий, таких как, 
цито- и  генотоксичность, иммунологические 
реакции и может привести к развитию апопто-
за или некроза клетки [2,3]. 

Для снижения уровня побочных эффектов 
и  токсичности, пролонгирования действия, 
увеличения избирательности воздействия 
создаются новые препараты, основанные на 
иммобилизации nAg на полимерных матри-
цах – нанобиокомпозиты. В качестве матрицы 
в  последние годы активно используется при-
родный полимер из лиственницы сибирской – 
арабиногалактан (АГ) [4].

В наших предыдущих исследованиях по воз-
действию нанобиокомпозита – арабиногалак-
тана наносеребра (nAg-АГ) на мозг белых 
крыс с  помощью иммуногистохимического 
метода (ИГХ) выявлены нейроны с повышен-
ной экспрессией белка bsl-2, одной из функций 
которого, является предотвращение запуска 
процесса апоптоза, что может быть связано 
с начавшейся в этих клетках мобилизацией за-
щитных механизмов [5].

Известно, что метод ДНК-комет также позво-
ляет выявить наличие апоптотических клеток 
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[6]. Для более полной и информативной оценки 
процесса апоптоза в нейронах при воздействии 
нанобиокомпозита представляет интерес сопо-
ставление метода ДНК-комет и ИГХ анализа, 
что позволит оценить одну из патогенетиче-
ских сторон программируемой гибели клетки. 

Целью исследования являлось изучение по-
врежденности ДНК, а также активности бел-
ков апоптоза caspase 3 и bcl-2 в нервных клет-
ках белых крыс, подвергавшихся воздействию 
арабиногалактана наносеребра.

Материалы и  методы исследования. В  со-
став nAg-АГ входят частицы серебра в нульва-
лентном состоянии, стабилизированные АГ, 
находящимся в  аморфной фазе. Параметры 
ячейки серебра-0,4 нм. Частицы серебра име-
ют сферическую форму, размер варьируется 
от 3 до 27 нм. Нанобиокомпозит является узко-
дисперсным: доля частиц с размерами в интер-
вале 6-12 нм составляет 80%, содержание се-
ребра – 16,73%. Молекулярная масса около 12 
кДа. Вещество было синтезировано в институ-
те химии имени А.Е. Фаворского СО РАН (Ир-
кутск, Россия) [7,8].

Для проведения исследования из вивария 
ФГБНУ «ВСИМЭИ» получены нелинейные 
белые крысы-самцы в трёхмесячном возрасте 
массой 200-240 г, которые были разделены на 
четыре группы по 8 особей. 

Животным первой и  второй групп внутри-
желудочно через зонд на протяжении 9 дней 
вводили водный раствор nAg-АГ из расчёта 
100 мкг и 500 мкг серебра на килограмм мас-
сы соответственно (nAg-АГ 100 и nAg-АГ 500). 
Белые крысы третьей группы получали в эк-
вивалентных количествах раствор АГ, особи 
четвертой (контрольной) группы – дистилли-
рованную воду. 

На следующий день после последнего введе-
ния испытуемых растворов животных декапи-
тировали, быстро извлекали головной мозг, 
200 мг ткани которого использовали для даль-
нейшего анализа методом ДНК-комет согласно 
методике [9]. Окраска препаратов осуществля-
лась SYBR Green I, регистрацию проводили на 
микроскопе «OLYMPUS ВХ-52», совмещенном 
с цифровой камерой «OLYMPUS RХ-420» при 
увеличении «х100». Изображения ДНК-комет 
(по 100 клеток от каждого животного) анали-
зировали с помощью программы «CASP 1.2.2». 
В качестве показателя поврежденности ДНК 
использовали процентное содержание фраг-
ментов ДНК в хвосте комет. 

Иммуногистохимическое исследование ак-
тивности белков проводили с помощью моно-
клональных антител (Lab Vision Corporation, 
США) и вторичных антител, конъюгирован-
ных с полимером и пероксидазой (Lab Vision 

Corporation). Визуализацию прореагировав-
ших первичных антител производили при по-
мощи хромогена DAB+ (Lab Vision Corporation). 
Выявление экспрессии осуществляли на пара-
финовых срезах. Для этого осуществляли де-
парафинизацию срезов по общепринятой ме-
тодике: препараты опускали в  ксилол на 10 
мин, затем в  960 спирт на 5-6 мин, в  700-800 
спирт на 2-3 мин, после чего промывали обра-
зец погружением в дистилированную воду на 
10 мин. Затем для блокирования эндогенной 
пероксидазы срезы обрабатывали 3% переки-
сью водорода в течение 5-10 мин. По окончании 
этой процедуры срезы помещали в 1xPBS (pH 
7,5) на 5-10 мин, для блокирования неспецифи-
ческого фонового окрашивания обрабатывали 
5% BSA в течение 10 мин. При последующем 
нанесении первичных моноклональных анти-
тел предметные стекла помещали во влажную 
камеру для предотвращения высыхания препа-
ратов и, как следствие, развития неспецифиче-
ской фоновой реакции, ставили в хладотермо-
стат (t= 4-8°C) на 18 часов. После этого срезы 
помещали в 1xPBS на 5 мин. Далее на образ-
цы наносили вторичные антитела и оставля-
ли при комнатной температуре в  течение 30 
мин, после чего излишки антигена удаляли 
погружением срезов в 1xPBS на 5 мин. На сле-
дующем этапе проводили обработку коньюга-
том стрептавидина и пероксидазой в течение 
15 мин, с  последующей промывкой препара-
тов в 1xPBS в течение 5 мин. Далее на срезы 
наносили хромоген DAB+ для визуализации 
окрашенного продукта, контролируя степень 
окраски под микроскопом. После достижения 
оптимального уровня окрашивания препараты 
промывали дистиллированной водой в течение 
10-15 мин, после чего проводили подкрашива-
ние толуидиновым синим в течение 5 мин. По-
сле промывания дистиллированной водой в те-
чение 1 минуты срезы помещали в 960 спирт для 
дифференцировки окрашивания нейронов. На 
заключительном этапе препараты обезвожи-
вали в абсолютном этаноле и в смеси этанола 
с орто-ксилолом 1:1 по 2-3 мин в каждом реа-
генте. Просветляли в орто-ксилоле и заключа-
ли в полистирол.

Результаты обрабатывали с использованием 
критерия Краскела-Уоллиса для несвязанных 
групп, критерия Вилкоксона для связанных 
выборок и критерия Манна-Уитни с примене-
нием ППП «STATISTICA 6.1» (StatSoft). При 
иммуногистохимическом исследовании отли-
чия считали статистически значимыми при 
значении р<0,01, при исследовании генотоксич-
ности – р<0,02 с учетом поправки Бонферрони.

Все животные содержались в  стандартных 
условиях вивария со свободным доступом к во-
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де и пище. Исследования проводились в соот-
ветствии с «Правилами лабораторной практи-
ки» (Приказ МЗСР РФ № 708н от 23.08.2010 г.).

Результаты и обсуждение. Исследование по-
врежденности ДНК в нейронах коры головного 
мозга экспериментальных животных выявило, 
что процентное содержание ДНК в хвостах ко-
мет у особей, получавших АГ, и контрольных 
не имело различий (табл.1). 

Однако у  крыс обеих групп, подвергшихся 
воздействию nAg-АГ, выявлено статистически 
значимое увеличение содержания ДНК в хво-
стах комет и, следовательно, поврежденность 
ДНК. При сравнении групп nAg-АГ100 и nAg-
АГ500 выявлен больший уровень деструкции 
ДНК у особей в первой группе (р=0,0002).

Следует отметить, что в исследованных пре-
паратах не наблюдались ДНК-кометы с  со-
держанием ДНК в хвосте более 70% (табл.1), 
которые можно было бы рассматривать как 
апоптотические [6]. ДНК-кометы характер-
ной формы (апоптотические «ежики») встре-
чались в образцах нервной ткани в единичных 
количествах, как в контрольной, так и опыт-
ных группах.

Проведенное иммуногистохимическое ис-
следование экспрессии в нейронах белка bcl-2, 
являющегося ингибитором процесса апоптоза 
в клетке, выявило, что в группе nAg-АГ100 на-
блюдалось статистически значимое увеличе-
ние процентного содержания живых клеток, 
в  которых обнаружены признаки повышен-
ной экспрессии данного белка, а также уже по-
гибших нейронов с повышенной экспрессией 
bcl-2 (табл.2). Обращает на себя внимание тот 
факт, что подобные изменения не обнаружены 
в группе nAg-АГ500. 

При исследовании экспрессии в нервных клет-
ках головного мозга белка caspase-3, который, 
напротив, является активатором апоптоза, на-
блюдалось статистически значимое увеличе-
ние процентного содержания живых и погиб-
ших клеток, экспрессирующих данный белок: 
в группе nAg-АГ100, по сравнению с группой 
АГ, а группе nAg-АГ500 – эти изменения значи-
мы по сравнению с контрольными значениями 
и с группой АГ. Полученные результаты свиде-
тельствовали о том, что в погибших и живых 
нейронах экспрессия данного апоптотического 
белка происходит или происходила усиленно, 
что привело к гибели одних, и регистрации по-
вышенного уровня белка в других (табл.2) 

Выявленные результаты экспрессии cas-
pase-3 позволяют предположить активацию 
апоптотических процессов в нейронах уже на 
10-й день после окончания воздействия нано-
биокомпозита. Это сочетается с данными экс-
прессии ингибитора апоптоза bcl-2, который 
в ответ на активацию апоптотического про-
цесса начинает в эти же сроки оказывать про-
тективное действие, особенно выраженное 
при воздействии nAg-АГ100. Считаем необхо-
димым отметить отсутствие достоверных раз-
личий в экспрессии изучаемых белков в груп-
пе животных, получивших в эквивалентных 
количествах раствор АГ, т.е. собственно мат-
рица (арабиногалактан) не оказывала влия-
ния на индукцию апоптоза в клетках головно-
го мозга.

Таким образом, в представленном исследо-
вании у  животных, подвергавшихся воздей-
ствию nAg-АГ, выявлен повышенный уровень 
поврежденности ДНК в  клетках головного 
мозга, что позволяет свидетельствовать о на-

Таблица 1
Содержание ДНК в хвосте комет нейронов коры головного мозга белых крыс

Группы %ДНК в хвосте комет, 
Me(Q25-Q75)

min-max р при сравнении с 
контролем

Контроль 0,43(0,07-1,97) 0,01-18,19

АГ 0,46(0,06-2,27) 0,01-15,02 0,92

nAg-АГ100 12,0(5,69-19,91) * 0,01-58,99 0,001

nAg-АГ500 5,47(2,01-9,02) * 0,01-46,87 0,000002

Примечания:* - различия статистически значимы по сравнению с контрольной группой при р<0,01; Статистическая 
значимость рассчитывалась по критерию Манна-Уитни.
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личии генотоксического эффекта. Причем 
при воздействии меньшей дозы nAg-АГ100 со-
держание ДНК в хвосте комет клеток голов-
ного мозга белых крыс встречалось значимо 
(более чем в 2 раза) чаще, чем при введении 
дозы nAg-АГ500. То есть в данном случае на-
блюдалась парадоксальная генотоксичность: 
нарушение принципа «доза-эффект», когда 
меньшая доза (концентрация) вызывает боль-
ший эффект, чем существенно более высокая. 
Вместе с тем, невысокая степень содержания 
ДНК в хвостах комет не позволяет однознач-
но предполагать о развитии процесса апопто-
за в нервных клетках. 

Наряду с этим результаты, полученные при 
иммуногистохимическом определении экс-
прессии в нейронах анти/проапоптотических 
белков bsl-2 и  caspase-3 свидетельствуют об 
обратном. Наносеребро, инкапсулированное 
в полимерную матрицу, при подостром введе-
нии в организм экспериментальных животных 
способно индуцировать в нейронах коры го-
ловного мозга запуск апоптотического каска-
да. Установлено, что после девятикратного 
введения обоих доз nAg-АГ в клетках нервной 
ткани головного мозга белых крыс резко воз-
растает количество нейронов, продуцирую-
щих белок caspase-3, достоверное по отноше-
нию к результатам групп с введением чистого 
АГ, так и контрольной.. Наряду с этим у крыс, 
получивших nAg-АГ100, отмечалось значимое 
возрастание количества нейронов, экспресси-
рующих bcl  – 2, однако, активности данного 

антиапоптотического белка в нейронах коры 
головного мозга не хватает для предотвра-
щения апоптоза и формирования внутрикле-
точных защитных механизмов. Обращает на 
себя внимание факт отсутствия повышения 
экспрессии белка bcl – 2 при воздействии до-
зы nAg-АГ500, что может быть связано с пода-
влением активности данного белка в ответ на 
введение большей дозы наносеребра, наряду 
с резким возрастанием внутриклеточной про-
дукции апоптотического белка caspase-3, сви-
детельствующего о запуске механизмов моду-
ляции процесса апоптоза.

Заключение. Сравнивая результаты прове-
денного исследования можно предварительно 
сделать заключение, что при данных условиях 
моделирования более эффективным являет-
ся выявление процесса апоптоза при помощи 
иммуногистохимических методов определе-
ния экспрессии анти/проапоптотических бел-
ков, чем методом ДНК-комет. Учитывая, что 
в данных исследованиях проведено подострое 
введение нАГ, можно предположить, что про-
цесс апоптоза находится на ранней стадии 
своего развития, тогда как деградация ДНК 
происходит на заключительных этапах апоп-
тотического процесса.

В целом представленные результаты свиде-
тельствуют о сохранении токсических свойств 
nAg даже при заключении их в матрицу ара-
биногалактана, что подтверждается и  с дан-
ными ранее выполненного гистологического 
обследования [10].

Таблица 2
Экспрессия bcl-2 и caspase-3 при воздействии аГ, nAg-аГ100 и н nAg-аГ500 (% от общего 

количества клеток в 0.2 мм2), Med (Q25 – Q75), n=10

Группы

Bcl-2 Caspase-3

Погибшие клетки с 
экспрессией белка

Живые клетки с 
экспрессией белка

Погибшие клетки с 
экспрессией белка

Живые клетки с 
экспрессией белка

контроль 0,59 (0,52-0,62) 2,07 (1,55-2,19) 0,68 (0,52-0,96) 1,93 (1,76-2,09)

АГ 0,57 (0,43-0,99) 3,89 (2,46-5,92) 0,33 (0-0,67) 1,92 (1,66 -2,1)

nAg-АГ100 0,93 (0,53-1,68) ♦ 5,04 (4,3-5,35)* ♦ 1,1 (0,49-1,4)♦ 4,9 (2,34-12,8)♦ 

nAg-АГ500 0 (0-0) 2,67 (0-3,57) 2,74 (1,96-3,24)* ♦ 5,1 (3,18-8,24)*♦

Примечание:* - различия статистически значимы по сравнению с контрольной группой при р<0,01; ♦ - различия 
статистически значимы по сравнению с группой АГ при р<0,01 . Статистическая значимость рассчитывалась по критерию 
Манна-Уитни.
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ACTIVITY OF APOPTOSIS IN THE  NERVE TISSUE OF WHITE RATS EXPOSED TO  
NANOSILVER ARABINOGALACTAN 

East-Siberian Institute of Medico-Ecological Researches, 665827, Angarsk, Russian Federation

The article presents results of apoptosis evaluation in albino rat neurons using comet assay for DNA and 
immune histochemical analysis to determine the activity of pro-and anti--apoptotic proteins caspase 3 and bcl-2 
at exposure to nano biocomposites representing nano silver embedded in a matrix of a natural arabinogalactan. 
In preparations of nervous tissue of rats exposed to nano silver arabinogalactan polymer, a statistically significant 
increase of  DNA content in comet tails  was found out. DNA comets with DNA tail content of more than 
70%, which could be regarded as apoptotic have not been observed in investigated formulations. The results of 
the immune histochemical determination of expression of anti-and pro- apoptotic proteins bsl-2 and caspase-3 
in neurons show on the contrary the development of apoptosis in nerve cells. Comparing results of the studies 
performed, a conclusion can be drawn that  to detect the apoptosis process,  immune histochemical methods for  
determination of anti-and pro-apoptotic proteins are more efficient than DNA comet assay.

Keywords: nanosilver arabinogalactan, white rats, apoptosis, genotoxicity, caspase 3, bcl-2, DNA-comets.
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