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Аннотация. Наночастицы серебра эффективно используются в качестве бактерицидных, проти-
вовирусных, противогрибковых и антисептических агентов, однако способны проявлять токсиче-
ские свойства по отношению к клеткам млекопитающих и человека. С целью выявления механизмов 
возможного токсического действия серебряных наночастиц на клетки человека с использованием 
методов спектрофотометрии, люминесценции и электронной микроскопии исследованы структур-
но-функциональные модификации эритроцитов периферической крови доноров в условиях воздей-
ствия коллоидного серебра. С помощью метода динамического светорассеяния установлено, что 
размеры наночастиц коллоидного серебра, полученного путем восстановления нитрата серебра ги-
дроксиламином гидрохлоридом, составляют 83±5 нм. Выявлено, что воздействие наночастиц се-
ребра (83±5 нм) на эритроциты в течение 30 мин индуцирует их гемолиз, сопровождающийся вы-
ходом молекул гемоглобина из клеток. Обнаружено снижение уровня пероксидной резистентности 
модифицированных наночастицами серебра эритроцитов по сравнению с таковым для нативных 
клеток, обусловленное процессами усиления интенсивности свободнорадикальных реакций на по-
верхности эритроцитов. Показано, что величина каталитической активности антиоксидантного фер-
мента ― каталазы эритроцитов, модифицированных коллоидным серебром, значительно снижается 
по сравнению с таковой для интактных клеток. Следствием инактивации каталазы в эритроцитах 
может быть накопление пероксида водорода и оксидативная модификация биомолекул. Установле-
но, что воздействие наночастиц серебра на эритроциты индуцирует нарушения их поверхностной 
архитектоники по сравнению с нормой, проявляющиеся в снижении количества дискоцитов, уве-
личении количества необратимо деформированных сфероцитов  и агрегации модифицированных 
клеток. Обнаружен сходный характер изменений оптических свойств гемоглобина, модифициро-
ванного воздействием коллоидного серебра в составе эритроцитов и в свободном состоянии: на-
блюдается снижение оптической плотности в максимумах поглощения по отношению к таковой 
для интактного гембелка. Следовательно, процессы гемолиза эритроцитов после воздействия се-
ребряных наночастиц сопровождаются интенсификацией образования активных форм кислорода, 
нарушениями  состояния плазматических мембран, формы и поверхности клеток,  изменениями 
структурно-функциональных свойств молекул гемоглобина и каталазы. 
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В настоящее время в мире наблюдается зна-
чительный рост объемов производства новых ма-
териалов, содержащих наноразмерные частицы, 
и расширение областей их применения. В нашей 
стране научные исследования, связанные с созда-
нием и использованием  наночастиц, наноматери-
алов и наноустройств, составляют весомую часть 
направлений Перечня критических технологий 
РФ. 

К приоритетным техногенным наночастицам, 
которые производятся или в ближайшее время 
будут производиться в больших объемах, а так-
же  оказывают воздействие на жизненно важные 
системы организма, относятся серебряные нано-
частицы [1-4]. Они используются для получения 
покрытий, поглощающих солнечную энергию, 
в качестве катализаторов химических реакций, 
антимикробных и дезинфицирующих средств, 
компонентов пищевых упаковок. Добавки нано-
серебра придают антибактериальные свойства 



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2018, № 4116

одежде, краскам, эмалям. Серебро в наноразмер-
ном диапазоне обладает выраженным бактери-
цидным, противовирусным, противогрибковым и 
антисептическим действием [2-8]. Наночастицы 
серебра высоко стабильны в окружающей среде, 
способны длительно сохранять токсические свой-
ства. Полагают [4-8], что токсические эффекты 
обусловлены сочетанным действием наночастиц 
и высвобождающихся с их поверхности ионов се-
ребра. 

Высокая биологическая активность техноген-
ных наночастиц обусловливает риски возникно-
вения нежелательных токсических эффектов для 
работников нанотехнологических предприятий 
и потребителей продукции наноиндустрии [1]. 
В этой связи в настоящее время закладываются 
основы систем контроля рисков, связанных с ис-
пользованием нанотехнологической продукции, и 
определения степени потенциальной опасности 
новых наноматериалов. Использование наноча-
стиц серебра в медицине подразумевает проведе-
ние предварительной тщательной оценки их без-
опасности и эффективности [9].

Последствия и механизмы биологического 
действия наночастиц серебра на клетки челове-
ка изучены недостаточно. В связи с этим целью 
нашей работы явилось исследование структурно-
функциональных модификаций эритроцитов че-
ловека в присутствии коллоидного серебра.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования явились эритроциты, 

выделенные из гепаринизированной крови доно-
ров. Эритроциты выделяли из крови доноров пу-
тем центрифугирования крови при 1500 об/мин в 
течение 15 мин с последующим трехкратным от-
мыванием клеток в тех же условиях [10]. 

Коллоидный раствор серебра получали путем 
восстановления AgNO3 гидроксиламином гидрох-
лоридом [11].

Измерение размеров наночастиц серебра про-
водили с помощью метода динамического свето-
рассеяния с использованием системы для харак-
теризации наночастиц Zetasizer Nano ZSP Malvern 
(Англия). 

Для исследования свойств эритроцитов в ус-
ловиях воздействия коллоидного серебра исполь-
зовали суспензии нативных и модифицированных 
клеток в буфере Алена, как описано в [11]. К 12 мл 
суспензии эритроцитов (разведение в 1000 раз в 
гиперосмолярном буфере Алена) добавляли 8 мл 
коллоидного серебра. Образцы инкубировали 30 

мин в темноте при комнатной температуре.
О степени гемолиза эритроцитов судили по 

приросту оптической плотности гемоглобина при 
412 нм, вышедшего в раствор при разрушении 
эритроцитов [10], на спектрофотометре СФ-2000 
(«ЛОМО», Россия).

Регистрацию электронных спектров поглоще-
ния растворов гемоглобина контрольных и опыт-
ных образцов осуществляли на спектрофотометре 
«Shimadzu» (Япония). 

Пероксидную резистентность эритроцитар-
ных мембран исследовали на биохемилюминоме-
тре БХЛ-07 (Россия) [10]. 

Уровень функциональной активности катала-
зы эритроцитов исследовали спектрофотометри-
ческим методом при длине волны 240 нм на спек-
трофотометре СФ-2000 («ЛОМО», Россия) [10].

Поверхностную архитектонику эритроцитов 
крови доноров изучали методом электронной ми-
кроскопии на сканирующем электронном микро-
скопе JSM-6380 LU (Япония) при ускоряющем на-
пряжении 20-25 кВ на базе Центра коллективного 
пользования научным оборудованием Воронеж-
ского государственного университета.

Достоверность отличий контрольных и экс-
периментальных результатов оценивали при по-
мощи t-критерия Стьюдента. Различия сравнивае-
мых показателей считали значимыми при p≤ 0, 05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Размеры частиц коллоидного серебра, опреде-

ленные методом динамического светорассеяния, 
составили 83±5 нм, что соответствует характе-
ристике наночастиц [3, 12]. В коллоидном рас-
творе содержатся наночастицы серебра, раство-
ренное серебро и ионное серебро на поверхности 
наночастиц серебра (НЧС) [12, 13]. Чем меньше 
размер наночастиц, тем больше проявляется их 
токсичность [13-15]. Это связано с увеличением 
удельной поверхности наночастиц,  повышением 
их реакционной способности и высвобождением 
токсичных ионов серебра. Наночастицы с разме-
рами менее 100 нм способны проникать в клетки 
и взаимодействовать с биомолекулами на поверх-
ности и внутри клеток [3].

В связи с этим нами были исследованы воз-
можные гемолитические свойства коллоидного 
серебра (табл. 1). Эритроциты инкубировали с 
коллоидным серебром и затем определяли опти-
ческую плотность супернатанта, полученного пу-
тем осаждения эритроцитов, в максимуме погло-
щения гемоглобина при 412 нм.
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Обнаружено, что воздействие НЧС на эритро-
циты в течение 30 мин вызывает статистически 
значимое по сравнению с контролем повышение 
величины оптической плотности при λ = 412 нм 
супернатанта, полученного путем осаждения кле-
ток. Следовательно, коллоидное серебро проявля-
ет гемолитическую активность в отношении эри-
троцитов человека. 

Далее представлялось необходимым выявить 
возможность  нарушений структурного состояния 
молекул гемоглобина после воздействия коллоид-
ного серебра на эритроциты и растворы гембелка, 
выделенные из эритроцитов.

На рис. 1 показаны спектры поглощения гемо-
глобина, полученного из эритроцитов, модифици-
рованных воздействием НЧС. Инкубация эритро-
цитов с коллоидным серебром сопровождалась 
снижением оптической плотности в максимумах 
поглощения гемоглобина: при 274, 346, 412, 542, 
576 нм по сравнению с таковой для интактных об-
разцов, что указывает на изменения хромофоров, 
отвечающих за появление названных полос по-
глощения, в том числе  при 412 нм (полоса Соре) 
и 342 нм гемовой части белка. К тому же, наруша-
ется симметричность полосы гема при λ=342 нм. 

Таблица 1
Величины оптической плотности  супернатанта 

гемолизированных эритроцитов в максимуме погло-
щения гемоглобина

Образец
Оптическая 
плотность, 

отн. ед
Контроль (интактные клетки) 0.12±0.05
Эритроциты, модифицированные воз-
действием коллоидного серебра 0.30±0.06

При исследовании спектров поглощения гемо-
глобина, выделенного из эритроцитов и модифици-
рованного коллоидным серебром, также обнаруже-
но снижение оптической плотности в максимумах 
поглощения (при 274, 346, 412 нм) гемоглобина по 
отношению к таковой для нативного белка (рис. 
2). Таким образом, в описанных условиях выявлен 
сходный характер изменений оптических свойств 
гемоглобина, модифицированного воздействием 
НЧС в составе эритроцитов и в свободном состо-
янии. На основании анализа полученных резуль-
татов можно заключить, что наночастицы серебра 
проникают в эритроциты, взаимодействуют с мо-
лекулами гемоглобина и инициируют нарушения 
его структурного состояния.

Рис. 1. Спектры поглощения гемоглобина эри-
троцитов, модифицированных воздействием кол-
лоидного серебра

Нарушения целостности эритроцитов и струк-
турного состояния гемоглобина после воздействия 
коллоидного серебра могут быть связаны как с 
модификацией наночастицами и ионами серебра 
белковых молекул эритроцитов, так и с индукцией 
окислительного стресса в исследуемых клетках. 

С целью выявления возможности генерации 
активных кислородных метаболитов необходимо 
было исследовать пероксидную резистентность 
эритроцитов после воздействия НЧС. Получен-
ные  результаты представлены в табл. 2.

Из анализа данных, представленных в табл.  2, 
следует, что НЧС  вызывают статистически значимое 
повышение по сравнению с контролем параметров 
хемилюминесценции эритроцитов — светосуммы 
и интенсивности люминесценции в максимуме, что 
указывает на интенсификацию свободнорадикаль-
ных реакций на поверхности исследуемых клеток.

При изучении изменений функциональной ак-
тивности каталазы эритроцитов, модифицирован-

Структурно-функциональные модификации эритроцитов человека

Рис. 2. Спектры поглощения гемоглобина, мо-
дифицированного воздействием коллоидного се-
ребра
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ных воздействием коллоидного серебра, выявле-
но снижение уровня изучаемого параметра до 14 
% по сравнению с таковым для интактных клеток 
(100 %). Следствием инактивации каталазы явля-
ется накопление в клетках пероксида водорода и 
окислительная модификация биомолекул.

Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами исследований [16-19], в которых на эу-
кариотических клетках в условиях in vitro в при-
сутствии НЧС выявлена активизация процессов, 
приводящих к окислительному стрессу.

Процессы усиления свободнорадикальных 
реакций и окислительной модификации белков и 
других биомолекул (в частности, липидов) в усло-
виях воздействия НЧС могут вызвать нарушения 
структурного состояния плазматических мембран 
клеток. В этой связи были исследованы измене-
ния поверхностной архитектоники эритроцитов, 
модифицированных воздействием НЧС.

На рис. 3, 4 представлены электронные микро-
фотографии эритроцитов в интактном состоянии 
и через 30 мин после воздействия  НЧС. 

В образце интактных эритроцитов (рис. 3) обна-
руживаются дискоциты ― клетки двояковогнутой 
формы. После воздействия НЧС на эритроциты (рис. 
4, а, б) в исследуемых образцах, согласно классифи-
кации Г.И. Козинца и соавт. [20], выявляются как нор-
мальные, так и измененные формы клеток: отдельные 
дискоциты, отдельные эхиноциты («шиповидные» 
клетки) и, в основном, необратимо деформированные 

сфероциты. На электронных микрофотографиях вид-
ны скопления (агрегаты) модифицированных НЧС 
эритроцитов. По-видимому, образование агрегатов 
эритроцитов после воздействия коллоидного серебра 
связано с изменениями структурного состояния мем-
бран клеток и их поверхностного заряда.

Таблица 2
Параметры хемилюминесценции эритроцитов в присутствии сульфата железа и пероксида водорода

Образец Интенсивность люминес-
ценции (максимальная), мВ

Светосумма люми-
несценции, мВ·с

Контроль (интактные клетки) 3.0±0.5 26±4
Эритроциты, модифицированные воздействием коллоидного серебра 5.0±0.7 178±8

Рис. 4. Электронные микрофотографии эритроцитов, модифицированных воздействием НЧС (а, б)

Рис. 3. Электронная микрофотография ин-
тактных эритроцитов

Итак, нами установлено, что воздействие на-
ночастиц серебра на эритроциты индуцирует их 
гемолиз, нарушения формы клеток и их агрега-
цию, накопление необратимо деформированных 
форм эритроцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом динамического светорассеяния уста-

новлено, что размеры наночастиц коллоидного 
серебра, полученного путем восстановления ни-
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трата серебра гидроксиламином гидрохлоридом, 
составляют 83±5 нм. 

Обнаружено, что воздействие коллоидного сере-
бра на эритроциты индуцирует процессы усиления 
интенсивности свободнорадикальных реакций и 
снижения по сравнению с контролем уровня  актив-
ности антиоксидантного фермента ― каталазы, след-
ствием которых являются окислительный стресс, 
снижение пероксидной резистентности эритроцитов 
и их разрушение (гемолиз). Выявлены нарушения по-
верхностной архитектоники эритроцитов после воз-
действия наночастиц серебра: снижение количества 
дискоцитов, появление эхиноцитов и необратимо де-
формированных сфероцитов, а также агрегация мо-
дифицированных клеток.  Нарушения структурного 
состояния эритроцитарной мембраны и формы эри-
троцитов приводят к гемолизу клеток.

Выявлен сходный характер изменений спек-
тральных свойств молекул гемоглобина, модифи-
цированного воздействием коллоидного серебра 
в составе эритроцитов и в свободном состоянии. 
На основании полученных результатов можно за-
ключить, что наночастицы серебра проникают в 
эритроциты, взаимодействуют с молекулами гемо-
глобина и инициируют нарушения его структурно-
го состояния, проявляющиеся в снижении оптиче-
ской плотности белка в максимумах поглощения по 
сравнению с таковой для интактного биополимера.

Вероятно, цитотоксическое действие колло-
идного серебра на эритроциты человека связано с 
процессами взаимодействия наночастиц серебра 
со спектрин-актиновой сетью, поддерживающей 
целостность, механическую прочность и дефор-
мируемость плазматических мембран клеток, 
усилением генерации активных форм кислорода и 
окислительным стрессом, модификацией поверх-
ности и зарядового состояния мембран и наруше-
нием  структурно-функционального состояния  
молекул каталазы и гемоглобина.

Полученные нами результаты необходимо 
учитывать при обсуждении вопросов, касающих-
ся изучения влияния наночастиц серебра на струк-
турно-функциональные свойства клеток крови и 
их компонентов.
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL MODIFICATIONS OF 
HUMAN ERYTHROCYTES AND THEIR COMPONENTS 

UNDER CONDITIONS OF EXPOSURE TO SILVER 
NANOPARTICLES

M. A. Nakvasina, Yu. R. Machneva, V. A. Khotina, D. A. Popova, V. G. Artyukhov

Voronezh State University

Abstract. Silver nanoparticles are effectively used as bactericidal, antiviral, antifungal and antiseptic 
agents, however, they are able to exhibit toxic properties in relation to mammalian and human cells. 
Structural and functional modifications of the peripheral blood erythrocytes of donors were studied under the 
conditions of exposure to colloidal silver. The purpose was to identify the mechanisms of the possible toxic 
effects of silver nanoparticles on human cells. Spectrophotometry, luminescence and electron microscopy 
methods were used.Using the method of dynamic light scattering, it was established that the size of colloidal 
silver nanoparticles obtained by reducing silver nitrate with hydroxylamine hydrochloride is 83±5 nm. It 
was revealed that the effect of silver nanoparticles (83±5 nm) on erythrocytes for 30 min induces their 
hemolysis, accompanied by the release of hemoglobin molecules from the cells. A decrease in the level 
of peroxide resistance of erythrocytes modified by silver nanoparticles as compared to that of native cells, 
caused by an increase in the intensity of free-radical reactions on the surface of erythrocytes, was found.A 
significant decrease in the catalytic activity of the antioxidant enzyme catalase of erythrocytes modified 
with colloidal silver has been shown compared to that of intact cells. The consequence of inactivation of 
catalase in erythrocytes may be the accumulation of hydrogen peroxide and the oxidative modification 
of biomolecules. It has been established that the effect of silver nanoparticles on erythrocytes induces 
disturbances of their surface architectonics compared with the norm. This is manifested in a decrease in the 
number of discocytes, an increase in the number of irreversibly deformed spherocytes, and aggregation of 
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modified cells.A similar pattern of changes in the optical properties of hemoglobin modified by exposure 
to colloidal silver in the composition of erythrocytes and in the free state was found. A decrease in optical 
density at the absorption maxima is observed in relation to that of the intact hemeprotein. Consequently, 
the processes of hemolysis of erythrocytes after exposure to silver nanoparticles are accompanied by 
an intensification of the formation of reactive oxygen species, disturbances in the state of the plasma 
membranes, shape and surface of cells, changes in the structural and functional properties of hemoglobin 
and catalase molecules.

Keywords: erythrocytes, colloidal silver, nanoparticles, hemolysis, hemoglobin, catalase, structural 
state
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