
 66 3 (4) / 2016

Трансляционная медицина / Translyatsionnaya meditsina / Translational Medicine

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ИНТЕРСТИЦИЯ ЛёГКИХ КРЫС ПОСЛЕ 
ПАРЕНТЕРАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ ДИОКСИДА КРЕМНИЯ 

Журавский С. Г.1,2, Юкина Г. Ю.1, Блюм Н.М.1, Томсон В.В.1

1	Федеральное	государственное	бюджетное	образовательное	
учреждение	высшего	образования	«Первый	Санкт-Петербургский	
государственный	медицинский	университет	им.	акад.	и.	П.	Павлова»	
минздрава	россии,	Санкт-Петербург,	россия
2	Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение	 
«Северо-Западный	Федеральный	медицинский	исследовательский	
центр	им.	В.	а.	алмазова»	минздрава	россии,	Санкт-Петербург,	
россия

ISSN 2311-4495
ISSN 2410-5155 (Online)
УДК 616.24-092.9

Контактная информация:
Журавский	Сергей	григорьевич
ФгБУ	«СЗФмиц	им.	В.	а.	алмазова»	
минздрава	россии
ул.	Пархоменко,	д.	15	лит.	Б,	Санкт-
Петербург,	россия,	194156.	
E-mail:	s.jour@mail.ru

Статья поступила в редакцию 29.06.2016 
и принята к печати 30.08.2016.

Резюме
Проведен	патоморфологический	анализ	клеточного	состава	интерстиция	лёгких	(крысы	стока	Wistar,	

самцы,	250-300	г,	n=20)	после	однократного	внутривенного	введения	1	мл	суспензии	наночастиц	диок-
сида	кремния	сферической	формы,	размером	13±2	нм	(2	мг/мл).	изменения	оценивались	на	21-й	и	60-й	
дни	эксперимента.	отмечено	нарастание	диффузной	инфильтрации	альвеолярных	перегородок	макро-
фагами	и	лимфоцитами	(р<0,05)	при	незначимом	увеличении	пула	тучных	клеток	и	эозинофилов.	Фор-
мирования	гранулём	и	пневмофиброза	не	наблюдалось.	Выявленные	реактивные	изменения	указывают	
на	 персистенцию	дисперсных	частиц	 кремнезёма	 в	 интерстициальных	пространствах	 лёгочной	 ткани	
в	течение	всего	срока	наблюдения.	Характер	клеточных	изменений	указывает	на	то,	что	биораспределе-
ние	изучаемых	частиц	в	легких	проходит	при	естественном	рекрутировании	фагоцитарного	потенциала	
интерстициальных	макрофагов.	

Ключевые слова:	диоксид	кремния,	Sio2,	наночастицы	12-16	нм,	биораспределение,	хроническая	in	
vivo	токсичность,	поражение	легких,	макрофаги,	тучные	клетки,	эозинофилы.
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Введение
решение	 актуальных	 задач	 направленной	 (це-

левой,	 таргетной)	 доставки	 тормозится	 дефицитом	
фундаментальных	 представлений	 об	 органной	 спе-
цифике	 интернализации	 дисперсных	 нанообъектов 
in vivo.	 Характер	 капиллярной	 системы	 (варианты	
строе	ния	 эндотелия	 и	 базальной	 мембраны),	 осо-
бенности	 лимфатического	 дренажа,	 заряд	 мембран,	
существование	 гисто-гематических	 барьеров,	 ре-
зидентных	 интра	органных	 пулов	 фагоцитов	 прямо	
или	опосредованно	могут	оказывать	влияние	на	био-
распределение	наноразмерных	дисперсий	[1-3].	Эти	
морфофункциональные	особенности	определяют	ме-
ханизмы,	которые	обеспечивают	пассивную	направ-
ленную	лекарственную	доставку.	

лёгкое	 является	 тем	 органом-мишенью,	
для	которого	сохраняется	актуальность	исследо-
ваний	по	изучению	прикладных	аспектов	целево-

го	доступа.	Возможность	транспорта	дисперсных	
нанообъектов,	 используемых	 в	 качестве	 лекар-
ственных	матриц	 из	 капиллярного	 пространства	
в	альвеолярное	и	обратно,	в	условиях	существо-
вания	 аэро	гематического	 барьера	 (агБ)	 очевид-
но	зависит	от	проницаемости	компонентов	этого	
барьера	[4].	

Наш	научный	интерес	определился	разработкой	
общих	 вопросов	 неспецифических	 механизмов,	
связанных	 с	 естественными	 морфофункциональ-
ными	 особенностями	 органов-мишеней,	 которые	
могут	быть	вовлечены	в	направленное	биораспре-
деление.	Кроме	того,	мы	будем	учитывать	физиче-
ские	 характеристики	 дисперсных	 объектов,	 кото-
рые	при	органных	морфофункциональных	особен-
ностях	будут	обеспечивать	максимальную	пульмо-
доступность	 лекарственных	 препаратов	 (размер,	
форма	 и	 заряд	 наночастиц).	 С	 учетом	 известных	
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Abstract
We	analyzed	pathomorphologic	changes	of	lung	interstitium	tissue	in	male	Wistar	rats	(average	weight	250-

300	g,	n=20)	after	single-pass	intravenous	administration	1ml	(2	mg/ml)	13±2	nm	silicon	dioxide	spherical	shape	
nanoparticles.	We	estimated	tissue	reaction	on	21	st	and	60th	days	after	injection.	diffuse	infiltration	of	alveolar	
partitions	increase	was	noticed	(p	<0,05);	mast	cells	and	eosinocytes	pool	increase	was	not	significant.	We	did	
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патогенетических	 примеров	 [5,6]	 представляет-
ся,	 что	 «идеальная	 лекарственная	 матрица»	 для	
получения	 оптимальной	 инкорпорации	 в	 лёгкое	
для	 случаев	 парентерального	 и	 эндотрахеального	
введения	должна	располагать	различными	физиче-
скими	характеристиками.

Цель работы	—	оценить	морфологические	из-
менения	интерстиция	респираторного	отдела	в	от-
вет	на	однократное	парентеральное	введение	НЧК.

Материал и методы
исследование	проведено	на	20 самцах	крыс	сто-

ка	Wistar	соматически	здоровых,	массой	220-250	г.	
(ФгУП	«ПлЖ	«рапполово»,	россия),	содержавших-
ся	в	стандартных	условиях	вивария	конвенциональ-
ной	категории.	

Животные	 были	 разделены	 на	 2	 группы:	 1)	
контроль	 (n=10)	—	 с	 введением	 1	мл	физиологи-
ческого	 раствора;	 2)	 экспериментальная	 группа	
(n=10)	—	с	введением	1	мл	суспензии	наночастиц	
кремнезема	(НЧК)	в	физиологическом	растворе.

объектом	 исследования	 явились	 дисперсные	
частицы	 (кремнезем,	 аэросил	 175),	 имеющие	
сферическую	 форму	 и	 размер	 13±2	 нм	 (“Evonik	
industries	Ag”).	 Суспензия	 НЧК	 вводилась	 одно-
кратно	 в	 объеме	 1	 мл	 при	 концентрации	 кремне-
зема	2	мг/мл.	инъекции	проводили	путем	катете-
ризации	 бедренной	 вены	при	 соблюдении	правил	
асептики	и	антисептики.	манипуляции	с	животны-
ми	 выполнялись	 в	 условиях	 анестезии	 раствором	
золетила	 (6	 мг/кг),	 вводимого	 внутрибрюшинно.	
При	 экспериментальных	 исследованиях	 руко-
водствовались	требованиями	приказов	№1179	мЗ	
СССр	от	10.10.1983	г.,	№267	мЗ	рФ	от	19.06.2003	
г.,	«Правилами	проведения	работ	с	использовани-
ем	 экспериментальных	 животных»,	 принципами	
Европейской	 конвенции	 (г.	 Страсбург,	 1986	 г.),	
Хельсинской	декларации	Всемирной	медицинской	
ассоциации	 о	 гуманном	 обращении	 с	животными	
(1996	г.)	и	в	соответствии	с	рекомендациями	Эти-
ческого	комитета	ФгБоУ	Во	«ПСПбгмУ	им.	и.П.	
Павлова».	

Выведение	 животных	 из	 эксперимента	 осуще-
ствляли	по	группам	из	5	крыс	на	21-е	и	60-е	сут-
ки.	 материал	 фиксировали	 в	 10%	 нейтральном	
формалине	на	фосфатном	буфере	 (рН	7,4)	в	тече-
ние	суток.	для	гистологического	анализа	получали	
фронтальный	 срез	 доли	 левого	 лёгкого,	фиксиро-
ванного	 в	 спавшемся	 состоянии,	 с	 обязательным	
присутствием	 долевого	 и	 сегментарных	 бронхов,	
лёгочных	сосудов	и	альвеолярной	ткани,	покрытой	
висцеральной	 плеврой.	образцы	 ткани	 обезвожи-
вали	в	серии	этанола	возрастающей	концентрации	
и	 заливали	 в	 парафиновые	 блоки	по	 стандартной	

гистологической	методике.	
для	 морфологического	 анализа	 парафиновые	

срезы	 толщиной	 5	мкм	 окрашивали	 гематоксили-
ном	и	эозином.	Визуализацию	тучных	клеток	про-
водили	окрашиванием	толуидиновым	синим	(Bio-
optica,	италия)	 с	 последующим	 подсчётом	 на	 10	
полях	 зрения.	 для	 выявления	 соединительной	
ткани	 использовали	 метод	 маллори	 (Bio-optica,	
италия).	 макрофагами	 считали	 крупные	 клетки	
диаметром	18-25	мкм	c	выраженной,	неправильной	
формой,	 вакуолизированной	 цитоплазмой,	 имею-
щие	 округлое	 или	 бобовидное	 ядро	 с	 нежно-дис-
персным	 хроматином	 и	 расположенные	 в	 интер-
стиции	 альвеолярных	 перегородок.	 микроскопи-
ческий	анализ	проводили	на	световом	микроскопе	
leica	dm750	(германия)	при	окуляре	10,	объективе	
10	и	40.	Фотосъёмку	гистологических	объектов	вы-
полняли,	 используя	 цифровую	 микрофотокамеру	
icc50	(leica,	германия).

морфометрический	 анализ	 производили	 с	 по-
мощью	 аппаратно-программного	 комплекса	 «Ви-
деотест»	на	20	полях	зрения	при	окуляре	10,	объек-
тиве	40.	Подсчитывали	относительное	количество	
макрофагов,	 лимфоцитов,	 тучных	 клеток	 и	 эози-
нофилов,	 измеряли	 толщину	 альвеолярных	 пере-
городок	и	визуально	оценивали	представительство	
соединительной	ткани.

Статистическую	 обработку	 полученных	 ре-
зультатов	 исследования	 проводили	 с	 использова-
нием	статистической	программы	Statistica	7.0.	Зна-
чимость	различий	оценивали	с	помощью	u-крите-
рия	 манна-Уитни.	 различия	 считали	 значимыми	
при	p<0,05.

Результаты и обсуждения
У	 контрольных	 животных	 в	 интерстиции	 ре-

спираторного	 отдела	 альвеолярные	 перегородки	
содержат	 полиморфный	 клеточный	 пул,	 включа-
ющий	 в	 основном	 компоненты	 макрофагального,	
лимфоидного	ряда	и	с	присутствием	эозинофиль-
ных	 лейкоцитов.	 Тучные	 клетки	 в	 интерстиции	
данной	 зоны	не	выявлялись.	В	 альвеолах	отмеча-
лись	единичные	альвеолярные	макрофаги.

В	результате	введения	НЧК	на	всех	сроках	экс-
перимента	 не	 наблюдалось	 достоверного	 измене-
ния	 толщины	 альвеолярных	 перегородок.	 Вместе	
с	тем	отмечено	увеличение	количества	макрофагов	
и	лимфоцитов	на	21-й	день	наблюдения.	Характер-
но,	 что	 представительство	 эозинофилов,	 тучных	
клеток	и	альвеолярных	макрофагов	значимо	не	из-
менялось	(табл.	1,	рис.	1).	развившиеся	изменения	
сохранялись	до	окончания	эксперимента.

особенностью	 гистологических	 изменений	
в	 лёгочной	 ткани,	 по	 сравнению	 с	 патоморфоло-
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гической	картиной	печени	при	введении	такого	же	
образца	 НЧК,	 оказалось	 отсутствие	 качественно	
иной	реакции	резидентного	пула	макрофагов	в	виде	
гранулёмообразования	 и	 ассоциированного	 с	 ним	
фиброгенеза	 [7].	 Также	 в	 альвеолоцитах	 не	 обна-
руживалось	видимых	инородных	внутриклеточных	
включений,	 представляющих	 собой	 агломераты	
НЧК,	какие	отмечаются	в	гепатоцитах	[8].

Нарастание	пула	интерстициальных	макрофагов	
и	 отсутствие	 численного	 увеличения	 альвеоляр-
ных	макрофагов	мы	 рассматриваем	 как	 результат	
дифференцированности	макрофагов	по	месту	про-
явления	 своей	 функциональной	 активности.	 Так,	
на	гематогенный	путь	инкорпорации	НЧК	реагиру-
ют	именно	макрофаги	интерстиция	легких	усиле-
нием	своей	защитной	(клининговой)	функции.	При	

Таблица 1. Динамика морфометрических показателей респираторного отдела лёгкого  
при однократном внутривенном введении НЧК (2мг/мл)

21	день	 60	день	

физ.р-р НЧК физ.р-р НЧК

Толщина	
альвеолярной	

перегородки,	мкм
30,2±3,6 40,3±9,6 31±5,6 30,3±6,1

Количество
макрофагов 33,8±8,3 84,5±25,5* 44,5±11,8 102±15,5*

Количество
лимфоцитов 51,8±4,3 154±57* 87,2±18,2 228,8±98,2*

Количество
эозинофилов 10±3,5 13,8±3,9 6±1,2 11,8±4,2

Количество
тучных	клеток	 0 1±0,05 0 0

Количество
альвеолярных
макрофагов

1,8±0,8 2,3±0,9 3±0,8 2,4±1,3

*	—	различия	значимы	по	сравнению	с	показателями	в	группе	с	введением	физиологического	раствора	при	р<0,05.

Рисунок 1. Респираторный отдел лёгкого крыс к моменту окончания эксперимента

окраска	гематоксилином-эозином.	Ув.	400.		—	интерстициальные	макрофаги,		—	лимфоциты	
в	интерстиции	респираторного	отдела.

1	а.	Введение	физиологического	раствора.
1	б.	Введение	суспензии	наночастиц	диоксида	кремния	(2	мг/мл).
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этом	 структурная	 картина	 респираторного	 отдела	
легких	в	целом	указывает	на	успешное	выполнение	
аэрогематическим	барьером	своей	функции	на	его	
промежутке	между	базальной	мембраной	и	альвео-
лоцитами	(схема	1).	

обнаруженные	изменения	указывают	на	способ-
ность	 НЧК	 размером	 13±2	 нм	 проницать	 через	
лёгочные	 капилляры,	 имеющие	 непрерывную	 эн-
дотелиальную	 выстилку,	 также	 как	 через	 синусо-
идные	 капилляры	 печени	 или	 фенестрированные	
капилляры	почечного	клубочка	[8].	При	этом	можно	
полагать,	что	среди	элементов,	 составляющих	агБ	
(эндотелий,	базальная	мембрана,	альвеолоцит	i	типа	
и	 сурфактант),	 выполнение	барьерной	функции	 за-
мыкается	на	альвеолоците	i	типа,	который	не	допус-
кает	трансцеллюлярного	транспорта	НЧК.	В	против-
ном	случае,	мы	наблюдали	бы	реакцию	численного	
увеличения	макрофагов	альвеолярного	пула.	имен-
но	такого	рода	изменения	возникают	при	аэрогенной	
инкорпорации	аэрозолей	дисперсных	объектов	с	из-
вестными	патогенными	свойствами	[9,10]	

Нашим	 наблюдением	 обнаружено,	 что	 гемато-
генно	вводимые	дисперсии,	содержащие	НЧК	13±2	
нм,	проявляя	«размерные»	физико-химические	эф-
фекты,	 «захламляют»	 интерстиций	 легочной	 тка-
ни	 и	 этим	 стимулируют	 фагоцитарное	 поведение	
макрофагов,	 преследующих	 сохранность	 ткане-
вого	гомеостаза.	Возрастание	и	поддержание	чис-
ленности	 макрофагально-лимфоцитарного	 пула	

в	 легочной	 ткани	 свидетельствует	 о	 длительной	
персистенции	НЧК	в	интерстиции	респираторного	
отдела	 легкого	 и,	 видимо,	 о	 замедленной	 их	 эли-
минации	(по	крайней	мере	в	течение	срока	наблю-
дения	 эксперимента).	 морфологические	 данные	
о	 характере	 кумуляции	НЧК	в	интерстициальных	
пространствах	лёгочной	ткани	могут	быть	востре-
бованы	для	моделирования	хронической	интерсти-
циальной	 патологии	 лёгких,	 а	 также	 учитываться	
при	разработке	методик	направленной	лекарствен-
ной	доставки	[11].	

Выводы
1.	 однократное	 внутривенное	 введение	 НЧК	

сферической	формы,	размером	13±2	нм,	вызывает	
в	интерстиции	респираторного	отдела	легкого	от-
ветную	реакцию	в	 виде	 диффузной	макрофагаль-
но-лимфоцитарной	 клеточной	 инфильтрации	 аль-
веолярных	 перегородок,	 персистирующей	 в	 тече-
нии	2	месяцев	без	формирования	гранулем	и	сти-
муляции	процесса	пневмофиброгенеза.	

2.	 Наблюдаемая	 макрофагальная	 реакция	 без	
привлечения	тучных	клеток	и	эозинофилов	может	
трактоваться	 как	 результат	 «аккуратного»	 выпол-
нения	 тканевого	 клининга	 интерстициальными	
фагоцитами.	 отсутствие	 изменения	 в	 поведении	
альвеолярных	макрофагов	при	признаках	рекрути-
рования	 функции	 интерстициальных	 макрофагов	
предполагает	 о	 невозможности	 трансцеллюляр-

Рисунок 2. Взаимоотношения элементов аэрогематического барьера и обсуждаемого 
биораспределения НЧК в интерстиции респираторного отдела легкого (схема)

а.	—	альвеола;	 Б.	—	просвет	 капилляра;	В.	—	 альвеолярный	макрофаг;	 г.	—	интерстициальный	макрофаг;	 
д.	—	наночастицы;	Е.	—	сурфактант.
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ного	переноса	НЧК	изучаемого	параметра	сквозь	
альвеолоциты	i	типа,	которые	становятся	в	данном	
случае	главным	блокирующим	звеном	агБ.
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