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Аннотация. Исследованы некоторые маркерные показатели процессов клеточной смерти лим-
фоцитов крови человека в условиях воздействия серебряных наночастиц сферической формы в от-
сутствие и в присутствии транс-ресвератрола, кофеина, верапамила. Величины размеров серебря-
ных наночастиц, полученных путем химического синтеза, составили 94±3 нм (89 %) и 13±2 нм 
(11 %), а дзета-потенциала – -36,6±0,6 мВ. Обнаружено, что серебряные наночастицы индуцируют 
процессы гибели лимфоцитов крови человека по типу некроза, апоптоза и этоза, сопровождающи-
еся интенсивным образованием внутриклеточных активных форм кислорода и, в том числе, оксида 
азота. Преимущественно некротические клетки и внеклеточные ловушки ДНК обнаруживаются в 
исследуемых образцах через 1 ч после воздействия частиц коллоидного серебра на иммуноциты, а 
ДНК-кометы – один из маркерных признаков апоптоза –  через 3 ч. 

Ресвератрол (10-5 моль/л), кофеин (10-5 моль/л) и верапамил (10-4 моль/л) в условиях воздействия 
наночастиц серебра инициируют повышение уровня жизнеспособности лимфоцитов, снижение 
продукции внутриклеточных активных форм кислорода и количества некротических клеток по от-
ношению к таковым для иммуноцитов, модифицированных наночастицами в отсутствие этих со-
единений. Обсуждаются возможные механизмы протекторного эффекта ресвератрола, кофеина и 
верапамила по отношению к лимфоцитам в условиях воздействия наночастиц серебра. Кофеин и 
ресвератрол защищают лимфоциты от некроза за счет своих антиоксидантных свойств, а верапамил 
– путем блокирования кальциевых каналов плазматических мембран и снижения уровня свободного 
кальция в клетке. Ресвератрол, уменьшая уровень повреждений ДНК, способен снижать интенсив-
ность процессов апоптотической гибели иммуноцитов, модифицированных серебряными наноча-
стицами. Защитное действие ресвератрола по отношению к лимфоцитам может быть связано с его 
антиокислительными и антиоксидантными свойствами, встраиванием его молекул в лимфоцитар-
ные мембраны и их стабилизацией, взаимодействием (интеркаляцией) с ДНК и снижением уровня 
ее повреждений. Ресвератрол, кофеин и верапамил могут быть использованы как агенты, защищаю-
щие лимфоциты человека от цитотоксического действия серебряных наночастиц.
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Одной из актуальных проблем бионанотехно-
логии и наномедицины является изучение меха-
низмов биологического действия неорганических 
наночастиц, в том числе, серебряных. 

Наночастицы серебра (НЧС) проявляют эф-
фективную антимикробную активность в от-
ношении Escherechia coli, Klebsiella pneumonia, 
Staphylococcus aureus и других бактерий, обуслов-

ленную, в первую очередь, разрушением клеточ-
ных стенок, генерацией активных форм кисло-
рода, повреждением ДНК [1, 2, 3]. В отличие от 
распространенной антибиотикорезистентности 
редко наблюдаемая устойчивость бактерий к НЧС 
связана с одновременной реализацией  множе-
ственных антибактериальных механизмов [1, 2]. 
Серебряные наночастицы обладают противирус-
ным действием в отношении ряда вирусов: имму-
нодефицита человека, гепатита В, простого гер-
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песа, респираторно-синцитиального и некоторых 
других [1, 4]. Применение НЧС в качестве терапев-
тических агентов для лечения инфекционных за-
болеваний человека имеет высокий потенциал как 
альтернатива традиционным антибактериальным 
и антивирусным средствам с различными побоч-
ными эффектами [1-4]. НЧС активно используют 
для изготовления раневых повязок, сердечно-со-
судистых имплантатов, катетеров, стоматологиче-
ских композитов [1, 2].  Кроме того, наночастицы 
серебра проявляют нематоцидную, антигельминт-
ную и антимикотическую виды активности [1-3]. 
В настоящее время НЧС привлекают внимание 
исследователей в связи с их противоопухолевы-
ми эффектами: инициацией гибели трансформи-
рованных клеток, блокированием инвазии и ме-
тастазирования, ингибированием ангиогенеза [1, 
5]. Противоопухолевую активность серебряных 
наночастиц связывают в основном с процессами 
генерации активных форм кислорода (АФК), по-
вреждением  ДНК, инактивацией ферментов, мо-
дулированием активности компонентов сигналь-
ных систем клетки [1, 5, 6]. Имеются сведения 
о проявлении антидиабетических эффектов НЧС 
[1]. Перспективы биомедицинского применения 
серебряных наночастиц связаны и с их исполь-
зованием для биосенсоринга (биовизуализации) 
и разработки современных диагностических си-
стем [1]. 

Однако медицинское применение НЧС требует 
тщательной оценки их потенциальной токсично-
сти [1, 5, 7]. Серебряные наночастицы проявляют 
цитотоксические эффекты в условиях in vitro, за-
висящие от их размеров, формы, поверхностного 
заряда, покрытия («короны»), дозы, степени окис-
ления, процессов агломерации и агрегации [5, 8]. 
НЧС могут активировать гены, связанные с иници-
ацией процессов клеточной гибели: некроза, апоп-
тоза, аутофагии [8, 9]. Обнаружена потенциальная 
токсичность наночастиц серебра для многих ор-
ганов и систем (кожи, глаз, печени, дыхательной, 
нервной, иммунной, выделительной, репродук-
тивной систем) [1]. К настоящему времени отсут-
ствуют целостные представления о едином ток-
сикологическом механизме действия серебряных 
наночастиц на клетки, ткани и органы человека. 

Особый интерес в этой связи представляют 
исследования, направленные на изучение влияния 
серебряных наночастиц на клетки крови челове-
ка и, в частности, иммуноциты. Обнаружено [1, 
2, 7, 10], что НЧС снижают жизнеспособность 
лейкоцитов дозозависимым способом, нарушают 

структурно-функциональное состояние иммуно-
цитов, их пролиферацию и продукцию цитокинов, 
вызывают развитие окислительного стресса, ини-
циируют процессы клеточной гибели. Они могут 
накапливаться в иммунных органах (лимфатиче-
ских узлах, селезенке) и модулировать иммунные 
процессы в организме человека [1]. 

Ранее нами было выявлено [11], что воздей-
ствие наночастиц серебра (2-12 нм) на лимфоци-
ты человека индуцирует по сравнению с контро-
лем снижение уровня жизнеспособности клеток, 
РНК, активности лактатдегидрогеназы, глутати-
онредуктазы, цитозольного кальция, повышение 
количества внутриклеточных активных форм кис-
лорода, изменения поверхностной архитектоники 
клеток, нарушения степени гидрофобности и за-
рядового состояния их плазматических мембран. 
С помощью метода флуоресцентной микроскопии 
с использованием красителя SYBR GREEN I, свя-
зывающегося с двухцепочечной молекулой ДНК, 
обнаружено [11], что модификация лимфоцитов 
НЧС вызывает деформацию клеточных ядер, со-
провождающуюся выбросом хроматина в среду 
и образованием внеклеточных ловушек, т.е. про-
цесс этоза. Однако другие типы клеточной гибели 
иммуноцитов в условиях воздействия серебряных 
наночастиц не были исследованы. Кроме того, 
представляется актуальным изучение влияния 
микроокружения и физиологического состояния 
клеток-мишеней в условиях воздействия серебря-
ных наночастиц для понимания механизмов их 
цитотоксичности и разработки способов защиты 
иммуноцитов от клеточной гибели. Показано [12, 
13], что в качестве возможных регуляторов про-
граммированной клеточной гибели лимфоцитов, 
модифицированных УФ-облучением и перокси-
дом водорода, могут выступать соединения с ан-
тиоксидантной активностью – кофеин, генистеин, 
ресвератрол, а также верапамил – блокатор каль-
циевых каналов плазматических мембран. Вы-
явлены антиапоптотический и антиоксидантный 
эффекты кофеина (10-4 моль/л) по отношению к 
лимфоцитам в условиях их УФ-облучения (240-
390 нм) в дозе 1510 Дж/м2 [12]. Верапамил (10-4 

моль/л) проявлял эффекты снижения уровня ак-
тивных форм кислорода в фотомодифицирован-
ных иммуноцитах [12]. Обнаружено снижение 
интенсивности процессов апоптотической и не-
кротической гибели лимфоцитов после воздей-
ствия УФ-света (254 нм, 1510 Дж/м2) и пероксида 
водорода (10-5 моль/л) в присутствии ресвератрола 
(10-7, 10-6, 10-5 моль/л) [13].

Исследование процессов клеточной гибели лимфоцитов человека
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В этой связи нами были исследованы некото-
рые маркерные показатели процессов клеточной 
смерти лимфоцитов человека в условиях действия 
серебряных наночастиц в отсутствие и в присут-
ствии транс-ресвератрола, кофеина, верапамила. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования явились лимфоци-

тарные клетки, полученные из гепаринизирован-
ной крови доноров. Лимфоциты получали путем 
центрифугирования донорской крови в градиенте 
плотности фиколл-урографина (ρ = 1,077 г/см3). 

Коллоидный раствор серебра готовили путем 
восстановления AgNO3 гидроксиламином гидрох-
лоридом с последующей обработкой в течение 5 
мин на ультразвуковом гомогенизаторе Sonicators 
Q500 («Qsonica», США) при мощности 5 Вт и ча-
стоте 22 кГц.  

Измерение размеров наночастиц серебра и их 
дзета-потенциала проводили методом динамиче-
ского светорассеяния с использованием системы 
для характеризации наночастиц Zetasizer Nano 
ZSP («Malvern», Англия).

Электронные спектры поглощения НЧС  реги-
стрировали на автоматическом спектрофотометре 
UV-2401 PC (Shimadzu, Япония) в диапазоне длин 
волн от 400 до 600 нм. 

К суспензиям лимфоцитов (2·106 кл/мл) добав-
ляли растворы  верапамила и транс-ресвератрола 
(Shaanxi Hongao Bio-Tech Inc., Китай, степень 
очистки 99 %) в концентрации 10-3 моль/л, кофеина 
(10-4 моль/л), приготовленные на растворе Хенкса 
(pH 7,4 при 20°C), в соотношении 1:0,1, инкубиро-
вали 30 мин при комнатной температуре. Далее к су-
спензии лимфоцитов с ресвератролом, верапамилом 
и кофеином добавляли коллоидный раствор серебра 
в соотношении 1:0,1 и инкубировали 1 ч и 3 ч. 

Число жизнеспособных клеток во взвесях 
определяли методом эксклюзии трипанового си-
него. 

Внутриклеточный уровень активных форм 
кислорода в нативных и модифицированных лим-
фоцитах исследовали при помощи флуоресцент-
ного зонда 2',7'-дихлорфлуоресцеин диацетата 
(DCFH–DA). На спектрофлуориметре Shimadzu 
RF-1501 (Япония) измеряли интенсивность флу-
оресценции образовавшегося в ходе реакции про-
дукта – DCF (длина волны возбуждения − 480 нм, 
длина волны эмиссии – 520−521 нм).

Интенсивность образования оксида азота в 
лимфоцитах оценивали по накоплению нитрит-
аниона (NO-

2) колориметрическим методом, ос-

нованным на реакции Грисса [14]. Содержание 
NO-

2 определяли по калибровочному графику, для 
построения которого использовали стандартные 
растворы NaNO2. 

Для исследования процесса некроза лимфо-
циты окрашивали раствором пропидия йодида, 
который связывается с неповрежденной ДНК 
и способен проникать в клетки лишь при поте-
ре целостности цитоплазматической мембраны. 
Микроскопические препараты просматривали 
на флуоресцентном микроскопе Nikon ECLIPSE 
Ni–E/Ni–U Nikon (Япония).

Исследование изменений структурного состо-
яния ДНК в условиях реализации апоптоза про-
водили с помощью метода ДНК-комет. Изображе-
ния ДНК-комет, полученные на флуоресцентном 
микроскопе, обрабатывали с помощью специали-
зированного программного обеспечения для рас-
чета стандартных параметров комет CometScoretm

.

Обработку результатов экспериментов про-
водили с помощью пакета программ «Microsoft 
OfÏce Excel 2019». Количественные показатели 
описывались с помощью средних арифметиче-
ских величин и стандартных отклонений. До-
стоверность отличий контрольных и экспери-
ментальных результатов оценивали при помощи 
t-критерия Стьюдента. Различия тестируемых по-
казателей считались достоверными при р< 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Величины размеров серебряных наночастиц 

составили 94±3 нм (89 %) и 13±2 нм (11 %), а дзе-
та-потенциала -36,6±0,6 мВ. По всей вероятности, 
часть НЧС в исследуемых образцах образует агло-
мераты или агрегаты, которые тестируются мето-
дом динамического светорассеяния как частицы с 
размерами ~ 100 нм.  

 Спектр поглощения полученной суспензии 
наночастиц серебра имеет λmax при 417 нм, а опти-
ческая плотность в максимуме в среднем состав-
ляет 0,45. По разным данным [15-17], положение 
λmax спектров поглощения немодифицированных 
НЧС варьирует от 380 до 420 нм. Одна полоса по-
глощения в спектре соответствует сферическим 
частицам малого размера. 

С целью получения информации о возможно-
сти реализации некротической гибели лимфоци-
тов после воздействия НЧС мы провели флуорес-
центно-микроскопические исследования клеток 
после их окрашивания пропидиумом йодидом 
(рис. 1). Это ДНК-связывающий (интеркалирую-
щий) краситель, который не проникает через плаз-
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матические мембраны интактных клеток. Про-
пидия йодид после связывания с ДНК испускает 
красную флуоресценцию (максимум поглощения 
– 535 нм, максимум эмиссии – 615-617 нм). При-
менение йодистого пропидия, методов флуорес-
центной микроскопии и проточной цитофлуори-
метрии позволяет визуализировать ядра мертвых 
клеток,  различать жизнеспособные нативные, не-
кротические и «поздние» апоптотические клетки.

модифицированных серебряными наночастицами 
в течение 3 ч, относятся к классу С2, однако, в 
исследуемых образцах обнаруживаются и коме-
ты класса C3. С2-кометы характерны для преда-
поптотических клеток с фрагментами ДНК ≤ 50 
т.п.н. Кометы, входящие в класс С3, соответству-
ют апоптотическим клеткам с межнуклеосомной 
фрагментацией ДНК. 

Уровень повреждений ДНК, оцениваемый по 
процентному содержанию ДНК в «хвосте» комет, 
в интактных клетках через 3 ч после их инкуба-
ции в присутствии НЧС составил 70±7 %, а для 
интактных иммуноцитов – 25±9 %. Этот показа-
тель характеризует уровень однонитевых разры-
вов в ДНК, наличие которых  рассматривают как 
сигнал к инициации апоптоза. 

На основании полученных данных можно за-
ключить, что через 1-3 ч после воздействия на лим-
фоциты серебряных наночастиц реализуются про-
цессы их гибели по типу некроза, апоптоза и этоза. 

С одной стороны, процессы гибели клеток со-
провождаются интенсивным образованием АФК, 
а с другой, повышение внутриклеточного уровня 
продукции АФК в условиях воздействия наноча-
стиц – один из механизмов их цитотоксической 
активности. 

Нами обнаружено существенное повышение 
в среднем в 2,5 раза по сравнению с контролем 
(интактные иммуноциты) уровня внутриклеточ-
ных АФК в лимфоцитах после воздействия НЧС 
(табл. 1). 

Действие активных форм кислорода тесно со-
пряжено с оксидом азота – важнейшим внутри- и 
межклеточным сигнальным агентом. Регулиру-
ющее влияние оксида азота на внутриклеточные 
процессы осуществляется путем активации рас-
творимой гуанилатциклазы с образованием ци-
клического  гуанозинмонофосфата, активирую-

Рис. 1. Флуоресцентно-микроскопические 
изображения ядер лимфоцитов (а) и внеклеточ-
ных ловушек (б, в) через 1 ч после воздействия 
серебряных наночастиц (окрашивание пропидия 
йодидом)

Через 1 и 3 ч после инкубации лимфоцитов 
в присутствии серебряных наночастиц были об-
наружены окрашенные пропидия йодидом ядра 
погибших лимфоцитов (рис. 1, а). В этих же ус-
ловиях также выявлены отдельные внеклеточные 
ловушки ДНК (рис. 1, б, в). Следовательно, через 
1 и 3 ч после воздействия серебряных наночастиц 
на лимфоциты осуществляются процессы гибели 
лимфоцитов по типу некроза и этоза. 

С целью выявления возможности осущест-
вления процессов апоптоза лимфоцитов в ус-
ловиях воздействия серебряных наночастиц мы 
использовали метод ДНК-комет, который позво-
ляет выявить одно- и двунитевые разрывы ДНК. 
Кометы интактных лимфоцитов относятся пре-
имущественно к классу С0. Кометы лимфоцитов, 

Таблица 1
Изменения уровня жизнеспособности лимфоцитов, внутриклеточных активных форм кислорода, повреждений 

ДНК и количества некротических клеток, модифицированных воздействием НЧС в отсутствие и в присут-
ствии верапамила, кофеина и ресвератрола

Показатель Модификаторы
- (контроль) НЧС Верапамил + НЧС Кофеин + НЧС Ресвератрол + НЧС

Уровень жизнеспособности 
(через 1 ч), % 94±3 51±6 64±5 77±6 80±4
Уровень продукции АФК
(через 1 ч), отн. ед. 15±3 38±10 - 17±5 19±7
Количество некротических клеток
в поле зрения (через 1 ч) 5±1 34±4 20±4 19±3 18±4
Количество некротических клеток
в поле зрения (через 3 ч) 9±2 42±4 19±3 14±5 17±3

Изменения процентного содержания 
ДНК в «хвосте» комет (через 3 ч) 25±9 70±7 - - 40±10
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щего цГМФ-зависимую протеинкиназу. Эффекты 
NO могут быть и цГМФ-независимыми. Оксид 
азота способен оказывать как про-, так и антиок-
сидантное, цитопротекторное и цитотоксическое 
действие в зависимости от его внутриклеточного 
уровня. Более низкие концентрации монооксида 
азота способствуют выживанию и пролиферации 
клеток, а более высокие – приводят к остановке 
клеточного цикла, апоптозу и старению [18].

Нами обнаружено повышение уровня окси-
да азота в лимфоцитах до 73,0±10,0 и 88,0±9,0 
нмоль/л соответственно через 2 и 4 ч после воз-
действия серебряных наночастиц по отноше-
нию к таковому для интактных иммуноцитов 
(2,0±0,6 нмоль/л ). 

По-видимому, повышение уровня NO в лим-
фоцитах после воздействия НЧС может быть свя-
зано с активацией сигнальных путей клеток, при-
водящей к активации факторов транскрипции (в 
том числе транскрипционного фактора каппа В), 
которые запускают экспрессию индуцибельной 
NO-синтазы (iNOS). Известно [19], что экспрессия 
iNOS может происходить в любой ядросодержа-
щей клетке. Макрофаги, Т-клетки и другие имму-
ноциты экспрессируют iNOS в ответ на действие 
бактериальных продуктов или провоспалительных 
цитокинов (интерлейкина-1, фактора некроза опу-
холи-альфа, интерферона-гамма). Последние свя-
зываются с рецепторами клеточной поверхности 
и индуцируют экспрессию синтазы оксида азота. 
Провоспалительные цитокины могут синтезиро-
ваться в клетках после воздействия на них наноча-
стиц, инициирующих генерацию АФК [1]. 

Взаимодействие оксида азота с супероксид-
ным анион-радикалом с образованием перокси-
нитрита приводит к снижению уровня NO, спо-
собного выступать в качестве потенциального 
антиапоптотического агента, изменению процес-
са NO-сигнализации, увеличению уровня окисли-
тельного и нитрозативного стресса [20]. В резуль-
тате в условиях действия серебряных наночастиц 
запускаются процессы гибели лимфоцитов по 
типу некроза, апоптоза, этоза.

Следующим этапом работы явилось исследо-
вание возможности регулирования интенсивно-
сти процессов клеточной гибели лимфоцитов в 
условиях воздействия НЧС в присутствии ресве-
ратрола, кофеина и верапамила. Полученные ре-
зультаты представлены в табл. 1. 

Обнаружено статистически значимое повы-
шение уровня жизнеспособности лимфоцитов 
человека, модифицированных серебряными на-

ночастицами в присутствии ресвератрола (10-5 
моль/л), кофеина (10-5 моль/л) и верапамила (10-4 

моль/л), по сравнению с таковым для клеток в ус-
ловиях воздействия НЧС (табл. 1). 

После воздействия на лимфоциты серебряных 
наночастиц в присутствии ресвератрола, кофеи-
на и верапамила наблюдалось статистически до-
стоверное снижение продукции активных форм 
кислорода по отношению к таковому для клеток, 
модифицированных наночастицами (табл. 1). 

Предварительная инкубация лимфоцитов с 
ресвератролом (10-5 моль/л) вызывала статисти-
чески достоверное снижение уровня поврежден-
ности ДНК в условиях воздействия НЧС по от-
ношению к величине исследуемого параметра для 
клеток, модифицированных наночастицами в от-
сутствие исследуемого соединения (табл. 1). 

Кофеин, верапамил и ресвератрол в исполь-
зованных концентрациях в условиях воздействия 
НЧС инициировали снижение количества некроти-
ческих клеток по сравнению с таковым для клеток, 
обработанных суспензией коллоидного серебра 
(табл. 1). 

После воздействия на интактные лимфоциты 
кофеина, верапамила, ресвератрола в исследуемых 
образцах также обнаруживались отдельные некро-
тические клетки, но не внеклеточные ловушки. 

После воздействия НЧС на лимфоциты, пред-
варительно модифицированные верапамилом, ко-
феином, ресвератролом, в образцах также выявля-
лись некротические клетки. Примечательно, что в 
присутствии верапамила на микрофотографиях 
обнаруживались поврежденные клетки с менее 
объемными («сжатыми») ядрами наряду с ядрами 
обычных размеров, а в присутствии ресвератрола 
– деформированные ядра. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием методов флуоресценции, 

ДНК-комет, флуоресцентной и световой микро-
скопии исследованы процессы гибели лимфоцитов 
крови человека, индуцированные воздействием се-
ребряных наночастиц сферической формы в при-
сутствии ресвератрола (10-5 моль/л), кофеина (10-5 
моль/л) и верапамила (10-4 моль/л). Обнаружено, 
что серебряные наночастицы индуцируют процес-
сы гибели лимфоцитов по типу некроза, апоптоза и 
этоза, сопровождающиеся интенсивным образова-
нием внутриклеточных АФК и, в частности, оксида 
азота. Активные формы кислорода вызывают по-
вреждение ДНК и активацию сигнальных путей с 
участием р53, AKT (серин-треонин-протеинкиназа 

Наквасина М.А., Артюхов В.Г., Колтаков И.А., Пономаренко В.Е
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Исследование процессов клеточной гибели лимфоцитов человека

В), MAPK (митоген-активируемые протеинкина-
зы), что приводит к инициации апоптоза. Меха-
низмы цитотоксичности серебряных наночастиц 
могут быть и не связаны с окислительным стрес-
сом, а обусловлены взаимодействием наночастиц с 
молекулами аминокислот и белков. 

Преимущественно некротические клетки и 
внеклеточные ловушки ДНК обнаруживаются в 
исследуемых образцах через 1 ч после воздействия 
коллоидного серебра на иммуноциты. Апоптоз, по-
видимому, является более медленным процессом: 
ДНК-кометы обнаруживаются через 3 ч. 

Предварительная обработка лимфоцитов рес-
вератролом (10-5 моль/л), кофеином (10-5 моль/л) и 
верапамилом (10-4 моль/л) индуцирует в условиях 
воздействия серебряных наночастиц повышение 
уровня жизнеспособности клеток, снижение про-
дукции внутриклеточных активных форм кисло-
рода и количества некротических лимфоцитов по 
отношению к таковым для иммуноцитов, моди-
фицированных наночастицами в отсутствие этих 
агентов. Вероятно, кофеин и ресвератрол защища-
ют лимфоциты от некроза за счет своих антиок-
сидантных свойств, а верапамил – за счет блоки-
рования кальциевых каналов и снижения уровня 
свободного кальция в клетке, необходимого для 
активации кальпаинов в процессе некроза. 

Ресвератрол, снижая уровень повреждений 
ДНК, оказывает антиапоптотический эффект на 
лимфоциты в условиях воздействия НЧС. За-
щитное действие ресвератрола по отношению 
к лимфоцитам может быть связано с его анти-
окислительными и антиоксидантными свойства-
ми, встраиванием его молекул в лимфоцитарные 
мембраны и их стабилизацией, взаимодействием 
(интеркаляцией) с ДНК и снижением уровня ее 
повреждений. 

Эксперименты с использованием регулято-
ров клеточной гибели –  кофеина, ресвератрола 
и верапамила – показали, что процессы гибели 
лимфоцитов человека, модифицированных сере-
бряными наночастицами, осуществляются с уча-
стием активных форм кислорода и ионов кальция. 

Следовательно, ресвератрол, кофеин и верапа-
мил могут быть использованы как агенты, защи-
щающие лимфоциты человека от цитотоксическо-
го действия серебряных наночастиц. 

Полученные результаты необходимо учиты-
вать при обсуждении вопросов, касающихся ис-
следования процессов клеточной гибели лим-
фоцитов в условиях воздействия серебряных 
наночастиц и поиска способов их регулирования, 

а также при биомедицинском применении этого 
типа неорганических наночастиц.

Работа выполнена при поддержке Министерства на-
уки и высшего образования РФ в рамках государственного 
задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2023-2025 
годы, проект № FZGU-2023-0009.
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Исследование процессов клеточной гибели лимфоцитов человека

INVESTIGATION OF THE PROCESSES OF CELL DEATH 
OF HUMAN LYMPHOCYTES MODIFIED WITH SILVER 

NANOPARTICLES IN THE PRESENCE OF RESVERATROL, 
CAFFEINE AND VERAPAMIL

M.A. Nakvasina, V.G. Artyukhov, I.A. Koltakov, V.E. Ponomarenko

Voronezh State University

Abstract. Some marker indicators of cell death processes in human blood lymphocytes were studied 
under the action of spherical silver nanoparticles in the absence and presence of trans-resveratrol, caffeine, 
and verapamil. The sizes of silver nanoparticles obtained by chemical synthesis were 94±3 nm (89%) and 
13±2 nm (11%), and the zeta potential was -36.6±0.6 mV. It has been discovered that silver nanoparticles 
induce processes of death of human blood lymphocytes by the type of necrosis, apoptosis and ethosis, 
accompanied by intensive formation of intracellular active forms of oxygen and, including, nitric oxide. 
Predominantly necrotic cells and extracellular DNA traps are detected in the studied samples 1 hour after 
the effect of colloidal silver on immunocytes, and DNA comets – one of the marker signs of apoptosis – 
after 3 hours. 

Resveratrol (10-5 mol/l), caffeine (10-5 mol/l) and verapamil (10-4 mol/l) under the influence of silver 
nanoparticles initiate an increase in the level of lymphocyte viability, a decrease in the production of 
intracellular active oxygen species and the number of necrotic cells in relation to those for immunocytes 
modified with nanoparticles in the absence of these compounds. Possible mechanisms of the protective 
effect of resveratrol, caffeine and verapamil on lymphocytes under the influence of silver nanoparticles are 
discussed. Caffeine and resveratrol protect lymphocytes from necrosis due to their antioxidant properties, 
and verapamil does so by blocking calcium channels in plasma membranes and reducing the level of free 
calcium in the cell. Resveratrol, by reducing the level of DNA damage, is able to reduce the intensity 
of apoptotic death processes in immunocytes modified with silver nanoparticles. The protective effect 
of resveratrol on lymphocytes may be associated with its antioxidant and antioxidant properties, the 
incorporation of its molecules into lymphocyte membranes and their stabilization, interaction (intercalation) 
with DNA and a reduction in the level of its damage. Resveratrol, caffeine and verapamil can be used as 
agents that protect human lymphocytes from the cytotoxic effects of silver nanoparticles.

Keywords: silver nanoparticles, lymphocytes, necrosis, apoptosis, ethosis, caffeine, resveratrol, 
verapamil
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