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Введение. Медь играет важную роль в метаболизме мозга, однако частицы меди нанометрового 
диапазона могут проявлять нейротоксические свойства и вызывать нарушения работы клеток 
мозга. 
Материал и методы. В течение 6 нед 3 раза в неделю внутрибрюшинно животным вводили сус-
пензию НЧ оксида меди. Определение экспрессии генов GRIN1, GRIN2a и GRIN2b, кодирующих 
белки GluN1, GluN2a и GluN2b, соответственно проводилось методом ПЦР в реальном времени 
с зондами.
Результаты. Определено статистически достоверное снижение уровня экспрессии генов,  
кодирующих белки рецептора NMDA, при воздействии наночастиц CuO 0,5 мг/мл  
(ΔCt(GRIN1) = 0,813; ΔCt(GRIN2A) = 3,477; ΔCt(GRIN2B) = 1,37) в сравнении с контрольной группой 
(ΔCt(GRIN1) = 6,301; ΔCt(GRIN2A) = 7,823; ΔCt(GRIN2B) = 4,747). 
Заключение. Оценка уровня экспрессии генов рецептора NMDA может быть использована в ка-
честве генетического маркера для определения токсического действия наночастиц оксида меди, 
однако необходимы дальнейшие исследования, включающие проведение поведенческих тестов, 
которые позволили бы подтвердить наличие клинических проявлений нейродегенеративных 
растройств.
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Introduction. Copper plays an important role in the metabolism of the brain, but particles of copper, in the 
nanometer range, exhibit neurotoxic properties and cause malfunctioning of brain cells.
Material and methods. For 6 weeks, 3 times a week, the animals were injected with a suspension of 
NPs of copper oxide. The determination of the expression of the genes GRIN1, GRIN2a, and GRIN2b,  
encoding the proteins GluN1, GluN2a, and GluN2b, respectively, was carried out by real-time PCR 
with probes.
Results. A statistically significant decrease in the expression level of genes encoding NMDA recep-
tor proteins was determined when exposed to 0.5 mg/ml CuO nanoparticles (ΔCt(GRIN1) = 0.813;  
ΔCt(GRIN2A) = 3.477; ΔCt(GRIN2B) = 1.37) in comparison with control group (ΔCt(GRIN1) = 6.301;  
ΔCt(GRIN2A) = 7.823; ΔCt(GRIN2B) = 4.747).
Conclusion. Evaluation of gene expression of the NMDA receptor may be present in a genetic marker to 
determine the toxic effect of copper oxide nanoparticles; however, further studies are needed, including 
behavioral tests to confirm the clinical manifestations of neurodegenerative disorders.
Keywords: nanoparticles; copper oxide; gene expression; NMDA receptors
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Введение
В связи с глобализацией развития нанотех-

нологий в настоящее время изучение нанома-
териалов и воздействия наночастиц (НЧ) име-
ет огромное значение в рамках оценки риска, 
создаваемого производством и применением 
таких материалов. Частицы нанометрового 
диапазона составляют существенную фрак-
цию в аэрозольном загрязнении атмосферно-
го воздуха и воздуха рабочих помещений ряда 
отраслей промышленности [1, 2]. При высо-
котемпературных металлургических и свароч-
ных технологиях в воздух рабочих помещений 
выделяются аэрозоли конденсации металлов 
и главным образом их оксидов, в дисперсном 
составе которых преобладают субмикронные 
НЧ. Значительная их часть может быть отне-
сена к НЧ наряду с частицами, измеряемыми 
сотнями нанометров. Подобная ситуация ха-
рактерна, в частности для плавки и разливки 
меди [3]. Изучение токсичности металлсодер-
жащих НЧ и их гигиенического нормирова-
ния является необходимым для углубления 
теоретических основ оценки риска для здоро-
вья [4–6].

НЧ являются фактором риска возникно-
вения и прогрессирования многих нейроде-
генеративных заболеваний. При попадании 
в организм различными путями НЧ распро-
страняются посредством системного крово-
обращения и проникают в различные ткани 
и органы, включая мозг, за счет разрушения 
мембран нейрональных клеток и прохождения 
через ГЭБ [7, 8].

Медь является кофактором ферментов и 
играет важную роль в метаболизме мозга, од-
нако в настоящее время очень мало известно 
о точных механизмах взаимодействия меди 
с клеточными процессами, регулирующими 
обучение и память [9, 10]. Источниками по-
ступления меди в ионной форме и форме НЧ 
в окружающую среду являются горнорудная, 
металлообрабатывающая, деревообрабаты-
вающая (консервирование древесины), тек-
стильная промышленности, производство 
красителей. При плавке и разливке меди 
и медных сплавов нанометровые частицы 
CuO загрязняют воздух рабочей зоны и воз-
действуют на рабочих [11]. Высокий уровень 
меди может быть токсичным из-за образова-
ния свободных радикалов [12, 13]. Нарушение 
регуляции медью рецепторов NMDA может 
способствовать развитию других неврологи-
ческих расстройств, например, при болезнях 
Менкеса и Альцгеймера [14, 15]. 

Ранее было показано, что NMDA-рецеп-
торы в гиппокампе играют решающую роль 
в развитии пространственного обучения, па-
мяти, синаптической пластичности [16], а 
также в нейротоксичности [17]. Нарушение 
формирования NMDA-рецепторов ассоции-
руется со снижением регенерации нейронов, 
нарушением пространственного обучения и 
приводит к возникновению психоэмоцио-
нальных расстройств [18-21]. 

Цель работы – исследование изменений 
уровня экспрессии генов рецептора NMDA 
(GluN1, GluN2a и GluN2b) под воздействием 
наночастиц оксида меди.

Материал и методы
Суспензия исследуемых наночастиц окси-

да меди была получена в Центре коллектив-
ного пользования «Современные нанотехно-
логии» Уральского федерального универси-
тета с помощью лазерной абляции из тонких 
листовых мишеней соответствующего мате-
риала 99,99% чистоты в стерильной деиони-
зированной воде (рис. 1).

Форма и размер частиц были охаракте-
ризованы с использованием сканирующей 
электронной микроскопии и функции рас-
пределения частиц по диаметру. Средний 
диаметр использованных наночастиц оксида 
меди составил – 21± 4 нм (рис. 2).

Стабильность суспензий характеризова-
лась величиной дзета-потенциала, измерен-
ного с помощью анализатора Zetasizer Nano 
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Лазер (1)

Металлическая мишень (3)
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с деионизированной 
водой (4)

Фокусирующая 
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Рис. 1. Схема метода получения водной суспензии 
Ме-НЧ.
Fig. 1. Diagram of the method for obtaining a suspension 
of Me-NPs: 1 – laser; 2 – focusing lens; 3 – metal target;  
4 – cuvette with deionized water.

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/brain-metabolism
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ZS (Malvern, UK), и была высокой (дзета-
потенциал вплоть до 42 mV), что позволило 
повысить концентрацию суспензии путём 
частичного испарения воды при 50 ○C. Этим 
способом удалось достичь концентрации 
0,25 мг/л без изменения размера и химиче-
ской идентичности Ме-НЧ.

Субхронический эксперимент был про-
ведён на аутбредных белых крысах-самцах 
массой от 200 до 270 г, в возрасте 3–4 мес. 
В течение 6 нед 3 раза в неделю внутрибрю-
шинно животным вводили суспензию НЧ. 
Контрольным животным вводили стериль-
ную деионизированную воду в аналогичном 
объёме. Внутрибрюшинная модель введения 
была выбрана для большей точности индиви-
дуальной дозировки.

1-я группа («Контроль») являлась конт- 
рольной и состояла из 5 животных; 2-я груп-
па («CuO0,25»), состоящая из 4 животных, 
подвергалась воздействию НЧ меди в разо-
вой дозе 1 мг/ кг массы тела (была исполь-
зована суспензия НЧ CuO концентрацией  
0,25 мг/мл); 3-я («CuO0,5»), состоящая из  
5 животных, — воздействию НЧ меди в разо-
вой дозе 2 мг/ кг массы тела (была исполь-
зована суспензия НЧ CuO концентрацией  
0,5 мг/мл). Выбор доз был проведён на основа-
нии результатов предыдущих экспериментов с 
использованием наночастиц оксида меди [3].

Выполнялась фиксация части гиппокампа 
крыс в фиксаторе IntactRNA для стабилиза-
ции РНК в биологических образцах с после-

дующим выделением суммарной РНК фенол-
хлороформным методом. Количественный 
анализ РНК проводился с использованием 
флуориметра Qubit 4 и набора реактивов 
Qubit™ RNA BR Assay Kit 100 assays. 

Образцы РНК обрабатывались раствором 
ДНКазы I, не содержащей РНКаз. Далее про-
водилась реакция обратной транскрипции 
с набором реактивов MMLV-RH (Диаэм) 
при помощи амплификатора Thermal Cycler 
SimpliAmp™. 

Определение экспрессии генов GRIN1, 
GRIN2a и GRIN2b, кодирующих белки GluN1, 
GluN2a и GluN2b, соответственно прово-
дилось методом ПЦР в реальном времени с 
праймерами, зондами [21], готовой смесью 
для ПЦР qPCRmix-HS, Евроген, на ампли-
фикаторе для ПЦР в режиме реального вре-
мени Quant Studio 3.

Уровень экспрессии генов определяли по 
содержанию мРНК исследуемого гена отно-
сительно количества мРНК референсного 
гена домашнего хозяйства GAPDH. Для это-
го использовали значение показателя поро-
гового цикла дельта Ct (ΔCt). Показатель по-
рогового цикла рассчитывали при помощи 
формулы: 

ΔCt(ген) = Ct(ген) – Ct(GAPDH). 
Для статистической обработки данных 

использовали непараметрический критерий 
Краскела–Уоллиса для попарного сравнения 
нескольких групп в программе Statistica 12.
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Рис. 2. Наночастицы CuO в суспензии, приготовленной для экспериментов на животных:  
а – сканирующая электронная микроскопия с увеличением ×100 000; б – функция распределения частиц по диаметру.

Fig. 2. CuO nanoparticles in a suspension prepared for experiments:  
а – scanning electron microscopy with magnification × 100 000; б – and the particle diameter distribution function.
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Результаты и обсуждение
Ионотропные глутаматные рецепторы 

NMDA отвечают за быструю синаптическую 
передачу и играют важную роль в регуляции 
длительности возбуждающего потенциала, 
тем самым участвуя в осуществлении когни-
тивных функций. Функциональная актив-
ность NMDA-рецепторов напрямую свя-
зана с их субъединичным составом [22, 23].  
NMDA-рецепторный комплекс представ-
ляет собой гетеротетрамер, состоящий из 
обязательных GluN1 и вариантных GluN2 
(a–d) либо GluN3 (a, b) субъединиц, благо-
даря которым обеспечивается большая функ-
циональная и региональная вариативность 
NMDA-рецепторов [23]. Отличительной чер-
той рецепторов NMDA-класса является ре-
гуляция проводимости ионных каналов для 
Ca2+. Благодаря этому субъединицы GluN2 
регулируют ряд важных свойств рецептора, 
включая скорости дезактивации и десенси-
билизации, сродство к глицину и глутамату, 
максимальную вероятность открытия и вос-
приимчивость к блокированию магния [24].

Обнаружена обратная корреляция уровня 
экспрессии генов GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, 
кодирующих белки субъединиц рецептора 
NMDA ( GluN1, GluN2a и GluN2b) в гиппо-
кампе и концентрации НЧ оксида меди. Так, 
при воздействии наночастиц оксида меди в 
концентрации 0,5 мг/мл было выявлено ста-
тистически значимое уменьшение уровня 
экспрессии для каждого гена (GluN1, GluN2a 
и GluN2b). Однако статистически значимые 
различия значений показателя порогового 
цикла для всех исследуемых генов не обнару-
жены между контрольной группой и группой 
CuO0,25. Также нет статистически значимых 
различий между группами CuO0,25 и CuO0,5. 

Значения показателя порогового цикла гена 
GRIN1 у группы после введения НЧ в концен-
трации 0,5 мг/мл снизилось в 7,75 раза в срав-
нении со значением в контрольной группе: 
ΔCt(GRIN1) контроль = 6,301; ΔCt(GRIN1) НЧ CuO 
в концентрации 0,25 мг/мл = 3,677; ΔCt(GRIN1)  
НЧ CuO в концентрации 0,5 мг/мл = 0,813 
(рис. 3).

Значение показателя порогового цик-
ла гена GRIN2A у группы после введе-
ния НЧ в концентрации 0,5 мг/мл снизи-
лось в 2,25 раза в сравнении с контроль-
ной группой: ΔCt(GRIN2A) контроль = 7,823;  
ΔCt(GRIN2A) НЧ CuO в концентрации  

0,25 мг/мл = 4,851; ΔCt(GRIN2A) НЧ CuO в кон-
центрации 0,5 мг/мл = 3,477 (рис. 4).

Значение показателя порогового цик-
ла гена GRIN2B у группы после введения 
НЧ в концентрации 0,5 мг/мл снизилось  
в 3,46 раза в сравнении с контрольной груп-
пой: ΔCt(GRIN2A) контроль = 4,747; ΔCt(GRIN2A) 
НЧ CuO в концентрации 0,25 мг/мл = 2,571;  
ΔCt(GRIN2A) НЧ CuO в концентрации  
0,5 мг/мл = 1,37 (рис. 5).

Рис. 3. Значения показателя ΔCt гена GRIN1. Данные 
представлены в виде Ме ± SE.
n – количество исследуемых животных в группе. 

Fig. 3. Values of the ΔCt index of the GRIN1 gene. Data a 
presented as Ме ± SE.
n – is the number of studied animals in the group. 
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Рис. 4. Значения показателя ΔCt гена GRIN2A. Данные 
представлены в виде Ме ± SE.
n – количество исследуемых животных в группе.

Fig. 4. Values of the ΔCt index of the GRIN2A gene. Data a 
presented as Ме ± SE.
n – is the number of studied animals in the group. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899313014200#bib33
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Н О Я Б Р Ь –  Д Е К А Б Р Ь

Большое количество исследований по-
казывает, что NMDAR являются ключевы-
ми мишенями для тяжёлых металлов. В ряде 
исследований было показано, что Pb2 и TiO2 
являются неконкурентными ингибиторами 
GluN2A-содержащих NMDAR [25, 26].

Полученные нами данные частично согла-
суются с проведёнными ранее исследовани-
ями Li с соавторами, где экспрессия GRIN2A 
значительно снижалась у крыс, обработан-
ных наночастицами оксида меди, однако не 
было обнаружено изменений в экспрессии 
субъединицы GRIN2B [27]. 

Вероятно, что интенсификация процесса 
перекисного окисления липидов, вызван-
ная наночастицами оксида меди, изменила 
буферную способность Са2+ и мембранный 
потенциал, а затем повлияла на активацию 
NMDAR в окружающих синаптических окон-
чаниях [28], что способствовало образованию 
активных форм кислорода. Кроме того, было 
показано, что воздействие наночастиц CuO 
индуцировало апоптоз нейронов гиппокампа 
[29]. Данный факт может объяснить наличие 
снижения уровня экспрессии генов рецеп-
тора NMDA в гиппокампе крыс вследствие 
окислительного стресса, вызванного наноча-
стицами меди.

Заключение
Таким образом, было выявлено статисти-

чески достоверное снижение уровня экспрес-
сии генов ионотропного рецептора глутамата 
NMDA (GRIN1, GRIN2A, GRIN2B) в гиппо-
кампе мозга крыс при воздействии наноча-
стиц оксида меди в концентрации 0,5 мг/мл. 
Полученные результаты подтверждают про-
явление нейротоксического действия, вы-
званного наночастицами оксида меди, а так-
же могут послужить основой для дальнейших 
исследований. 

Исследование нейротоксичности на моде-
лях экспериментальных животных является 
важной ступенью, которая даст возможность 
понять молекулярные механизмы специфи-
ческого ответа центральной нервной системы 
на токсическое воздействие.
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Рис. 5. Значения показателя ΔCt гена GRIN2B. Данные 
представлены в виде Ме ± SE.
n – количество исследуемых животных в группе.

Fig. 5. Values of the ΔCt index of the GRIN2B gene. Data a 
presented as Ме ± SE.
n – is the number of studied animals in the group. 
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