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В статье проанализирована биоэффективность применения наночастиц золота (AuНЧ) сфериче-
ской формы размером 50 нм в сочетании с облучением протонами в дозе 30 Гр (энергия 150 МэВ) с
целью усиления цитотоксического эффекта бинарной терапии. Анализ проведен в опытах in vivo на
примере модельного беспозвоночного животного из подотряда ракообразные Daphnia magna. Изу-
чено биораспределение AuНЧ в организме животного и проанализирован биохимический эффект
раздельного и сочетанного с облучением действия AuНЧ. Обнаружено накопление AuНЧ в кишеч-
нике D. magna, а также в формирующихся яйцах и эмбрионах следующего поколения. МТТ- и
МДА-тестом выявлено усиление наночастицами цитотоксического действия облучения.
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ВВЕДЕНИЕ
Наночастицы золота (AuНЧ) имеют перспек-

тиву широкого применения в качестве радиосен-
сибилизаторов при клиническом использовании
пучков протонов высокой энергии для лечения
злокачественных новообразований [1–5]. Анализ
результатов и схем исследований выявил значи-
тельные различия в экспериментальных услови-
ях. В первую очередь обращает на себя внимание
различие в размере, форме и функционализации
используемых AuНЧ. Вариация свойств и геомет-
рия поверхности AuНЧ играют важную роль в би-
ораспределении и биодоступности внутри организ-
ма. Например, обнаружено, что сферические AuНЧ
не вызывают цитотоксический эффект в клетках
остеобластов плода человека, остеосаркомы и про-
токов поджелудочной железы [6]. Однако, AuНЧ
размером 50 нм и более, накапливаясь в кровя-
ном русле и костном мозге, вызывают биохими-
ческие нарушения в печени и почках мышей [7].
За счет того, что AuНЧ химически инертны и лег-
ко функционализируются, их широко использу-

ют также в пищевой промышленности [8] и элек-
тронике [9].

Целью данного исследования являлся анализ
распределения в организме и эффективность при-
менения AuНЧ сферической формы размером
50 нм в сочетании с облучением протонами в дозе
30 Гр (энергия 150 МэВ) для усиления цитотоксиче-
ского эффекта бинарной терапии. Анализ выпол-
нен на примере модельного беспозвоночного жи-
вотного из подотряда ракообразные Daphnia magna.

D. magna является распространенной моделью
для радиобиологических исследований и экоток-
сикологического тестирования наноматериалов
из-за ее чувствительности к изменениям окружа-
ющей среды, клонального размножения, просто-
ты культивирования, прозрачного тела и малых
размеров [10–12]. Дафниды естественным обра-
зом поглощают частицы из толщи воды, являясь
фильтраторами, и накапливают их в кишечнике в
течение 6−12 ч после воздействия [13–15]. Прове-
денный нами раннее анализ выживаемости D. mag-
na в 21-суточном эксперименте показал 1.5-крат-
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ное усиление наночастицами золота токсическо-
го эффекта облучения протонами [16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Характеристика наночастиц

AuНЧ были синтезированы в лаборатории
“Бионанофотоники” НИЯУ МИФИ. В результа-
те лазерной абляции мишени золота был получен
стабильный коллоидный раствор сферических на-
ночастиц золота, размер которых равен 50 нм со
стандартным отклонением 13 нм. Поверхност-
ный заряд составил –30 мВ. Размер и характери-
стики AuНЧ контролировали спектрофотометри-
ческим методом [17]. Из литературы известно, что
AuНЧ в концентрации 10 мкг/мл оказывают ра-
диосенсибилизирующее действие на клетки [18].

Облучение протонами
Острое облучение D. magna проводили на

протонном комплексе “Прометеус” в МРНЦ
им. А.Ф. Цыба (Обнинск) сканирующим пучком
протонов (энергия 150 МэВ) в дозе 30 Гр до пика
Брэгга (прострельное облучение), как наиболее
перспективное расположение применительно к
бинарным технологиям [1]. Во время облучения
животные находились в пластиковых флаконах-
матрасах с 20 мл культуральной воды (высота во-
дяного столба 2 см, горизонтальныйвывод пучка).

Культивирование D. magna
Культура D. magna Straus в течение более 15 лет

культивируется в лаборатории отделения биотех-
нологий ИАТЭ НИЯУ МИФИ в соответствии с
международным протоколом [19]. Маточную куль-
туру содержали в климатостате (модель Р2, Рос-
сия) в стеклянных сосудах объемом 500 мл с плот-
ностью посадки до 10 особей в режиме свет-тьма
12 : 12 ч при оптимальной температуре 20°С, под-
держиваемой терморегулятором. Кормили жи-
вотных через сутки суспензией зеленых водорос-
лей (Chlorella vulgaris) в концентрации 2 мг С/л.

Новорожденную молодь и погибших животных
регулярно удаляли. Воду меняли раз в месяц.

Визуализация биораспределения наночастиц золота

Для оценки биораспределения AuНЧ десять
D. magna были отобраны из маточной культуры и
перенесены в отдельный сосуд. Перед началом экс-
перимента животных не кормили неделю, чтобы
очистить кишечник от хлореллы. Полученную од-
носуточную новорожденную молодь брали в экспе-
римент (рис. 1a).

Животных помещали в раствор AuНЧ (С =
= 10 мкг/мл) на 24 ч. По истечении времени ин-
кубации отмывали от наночастиц, перенося пла-
стиковой пипеткой на 15–20 мин в чистую культу-
ральную воду, и проводили первую фото- и видео-
съемку с использованием системы визуализации,
включающей в себя портативную цифровую ка-
меру W05A (Китай) с увеличением 10×, подклю-
ченную к компьютеру Pentium IV. Для визуализа-
ции D. magna поодиночно размещали на предмет-
ном стекле в капле воды. Съемку проводили не
более минуты, после чего животных возвращали в
культуральные стаканы. Визуализацию проводи-
ли на ежедневной основе до появления первого
помета. Обработку изображения осуществляли в
лицензированной программе DLScope. Живот-
ных в ходе эксперимента не кормили.

Схема эксперимента

Для анализа механизмов раздельного и соче-
танного действия исследуемых факторов односу-
точных D. magna из маточной культуры распреде-
ляли на следующие группы: контроль; облучение;
AuНЧ и (AuНЧ + облучение). Животных культиви-
ровали в лабораторных стаканах объемом 150 мл по
50 особей на сосуд. D. magna из контрольной группы
не подвергали воздействию исследуемых факторов.
В растворе AuНЧ (10 мкг/мл) животных выдер-
живали 24 ч, затем отмывали от наночастиц, пе-
ресаживая пластиковой пипеткой в чистую куль-
туральную воду. Для облучения протонами жи-

Рис. 1. D. magna (а) до начала эксперимента и (б) на 1, 4, 8, и 9 сутки после культивирования животных в растворе
AuНЧ: 1 – сердце, 2 – яичник, 3 – выводковая камера, 4 – кишечник, 5 – грудные конечности, 6 – эмбрионы в вы-
водковой камере.
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вотных переносили в пластиковые контейнеры с
20 мл культуральной воды.

МТТ-анализ цитотоксического действия 
исследуемых факторов

Интегральную характеристику цитотоксическо-
го действия облучения протонами и AuНЧ прово-
дили МТТ-тестом, который демонстрирует актив-
ность митохондриальных дегидрогеназ, соотноше-
ние живых и мертвых клеток и работу системы
антиоксидантных ферментов по изменению опти-
ческой плотности (ОП) перехода бесцветного
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразола
(МТТ) в фиолетово окрашенный формазан [20].
Цитотоксичность оценивали по модифицирован-
ной для работы с беспозвоночными животными
методике [21].

Анализ проводили на планшетном иммунофер-
ментном анализаторе StatFax 2100 (Awareness Tech-
nology, США, VIS-модель) при длине волны 492 нм
(фоновая 630 нм). Для этого по 20 животных из
контрольной и каждой экспериментальной груп-
пы помещали в микропробирки типа “Эппен-
дорф”. После удаления воды к суспензии добав-
ляли 100 мкл водного раствора МТТ в концентра-
ции 0.5 мг/мл и инкубировали образцы 1 ч в
темноте при комнатной температуре. По оконча-
нии инкубации раствор МТТ замещали на 200 мкл
диметилсульфоксида (ДМСО) для растворения
осадка формазана. Через 10 мин содержимое мик-
ропробирок гомогенизировали. Далее 100 мкл сус-
пензии каждого образца переносили в лунки 96-лу-
ночного планшета. Согласно методике [20], ОП
образов пропорциональна количеству формаза-
на, образованного при восстановлении МТТ де-
гидрогеназами живых клеток. Всего в контроль-
ных и экспериментальных группах было проана-
лизировано от 11 до 47 образцов.

МДА-анализ цитотоксического действия 
исследуемых факторов

Малоновый диальдегид (МДА) является ко-
нечным продуктом перекисного окисления ли-
пидов. Благодаря этому свойству МДА использую
в качестве маркера окислительного стресса в ор-
ганизме [22].

Для анализа накопления МДА из контрольной и
каждой экспериментальной группы отбирали по
50 животных и помещали в микропробирки типа
“Эппендорф”. Воду в эппендорфах замещали на
физраствор (80 мкл). Образцы с D. magna механи-
чески гомогенизировали, добавляли реакцион-
ную смесь (рН = 3.5) в объеме 200 мкл, содержащую
0.57% тиобарбитуровой кислотой (ТБК), 10% ук-
сусной кислоты, 0.8% SDS. Далее образцы инку-
бировали на водяной бане 60 мин при 95°С. ОП из-
меряли на планшетном спектрофотометре Mul-

tiskan FC (Thermoscientific instruments Co, Ltd
(Китай) при длине волны 530 нм. МДА представ-
ляет собой органическое соединение с трехчленной
углеродной цепью и двумя альдегидными группами
на концах, который, реагируя с ТБК, образует три-
метиновый комплекс. Количество образованного
триметинового комплекса пропорционально ко-
личеству прореагировавшего МДА [22]. Всего в
контрольных и экспериментальных группах было
от 5 до 13 образцов.

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных дан-

ных проводили по критерию Манна−Уитни с по-
правкой на множественное сравнение в програм-
ме STATISTICA 8. Для оценки вклада исследуе-
мых факторов в наблюдаемый эффект проведен
двухфакторный ANOVA-анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
D. magna, культивируемые в лабораторных усло-

виях, имеют короткий жизненный цикл, который
редко превышает 2−3 месяца. При температуре
около 20°C D. magna производит партеногенети-
ческие (амейотические) яйца [12]. Ранний эм-
бриогенез начинается, когда яйцо созревает на
пути к выводковой сумке к двухсуточному воз-
расту животных. Выход эмбрионов из яиц проис-
ходит примерно на 3−4 сутки, однако, они оста-
ются в выводковой сумке еще около трех суток.
Период половозрелости начинается на 8–10 сут.
Как правило, в первом помете бывает от одного
до пяти новорожденных. Далее в оптимальных
условиях (освещение, температура, рН, О2) каж-
дые трое – четверо суток самка производит парте-
ногенетические яйца и вымет молоди. В помете
бывает от 10 до 30 и более новорожденных [23].

На рис. 1б представлено распределение AuНЧ
в теле D. magna после культивирования односу-
точных животных в растворе наночастиц в тече-
ние 24 ч. Видно, что AuНЧ попадают в организме
D. magna через кишечник в результате фильтра-
ции уже на первые сутки. Наши данные согласу-
ются с результатами, полученными методом кон-
фокальной микроскопии [13]. В цитируемой ста-
тье также обнаружено, что поглощенные AuНЧ
повышали образование активных форм кислоро-
да в кишечнике D. magna, на что указывала ярко-
зеленая флуоресценция в цитоплазме энтероци-
тов после 24-часового воздействия наночастица-
ми. Нами обнаружено налипание AuНЧ на груд-
ные конечности D. magna в области эпиподит, что
может вызывать блокировку дыхания и создать
условия гипоксии во время облучения [23]. Из
рисунка также видно, что наночастицы находятся
в районе яичников и, видимо, проникают внутрь,
т.к. на 8 и 9 сутки визуализируются вышедшие в вы-
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водковую камеру эмбрионы, наполненные AuНЧ.
Наши данные согласуются с исследованиями, в ко-
торых методом конфокальной микроскопии обна-
ружено, что квантовые точки – разновидность
металлических наночастиц, накапливались в ки-
шечнике и яйцах D. magna [24]. С помощью элек-
тронного микроскопа авторы цитируемой статьи
обнаружили накопление наночастиц в ворсинках
кишечника.

На рис. 2 приведены медианные значения и
доверительные интервалы МТТ- и МДА-показате-
лей в единицах ОП, которые характеризуют уро-
вень окислительного стресса в клетках экспери-
ментальных и контрольных D. magna.

Из рис. 2а видно, что облучение и сочетанное с
наночастицами действие вызывали цитотоксиче-
ский эффект. Наше более ранее исследование на
модели другого беспозвоночного из подтипа плос-
кие черви Schmidtea mediterranea также выявило
цитотоксический эффект облучения протонами в
дозе 30 Гр, приводивший к нарушению регенера-
ции тканей животного [25]. Цитотоксичность
AuНЧ была не значима. Двусторонний ANOVA-
анализ показал усиление эффекта при взаимо-
действии AuНЧ с облучением (р = 6.74 ⋅ 10–7). Вклад
в сочетанный эффект вносили наночастицы (р =
= 1.58 ⋅ 10–5), а не облучение (р = 0.204). Сниже-
ние жизнеспособности клеток, выявленное нами
ранее [16], а также усиление цитотоксичности
при совместном действии факторов, обнаружен-
ное в данном исследовании, можно объяснить
уходом клеток в апоптоз, что было описано и дру-
гими авторами [26].

На рис. 2б видно, что облучение протонами в
дозе 30 Гр вызывает значимое увеличение про-
дукции МДА, что свидетельствует об усилении
токсического эффекта за счет перекисного окис-
ления липидов мембран [22]. AuНЧ не оказывали
цитотоксического действия на клетки эксперимен-

тальных животных. При сочетанном действии с об-
лучением наблюдали значимый радиационно-ин-
дуцированный эффект сенсибилизации (р = 0.007).
Наши данные согласуется с результатами исследо-
вания, проведенного на самцах крыс линии Вистар
[27]. В цитируемой статье AuНЧ (1000 мг/кг) перо-
рально вводили животным за один час до облучения
гамма-квантами (7 Гр). Через сутки после облуче-
ния в тканях коры головного мозга и гиппокампа
экспериментальных животных был обнаружен по-
вышенный уровень биомаркеров окислительного
стресса – МДА и глутатионпероксидазы, а также
уменьшение фрагментации ДНК и гистопатологи-
ческие изменения в исследуемых тканях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведенном исследовании обнаружено, что
при суточном культивировании модельных бес-
позвоночных животных D. magna в водной среде с
AuНЧ (10 мкг/мл), происходит поступление на-
ночастиц в кишечник животных, о чем свиде-
тельствует длительная визуализация с помощью
портативной цифровой камеры W05A (Китай).
AuНЧ поступают в яичники животных, а далее в
формирующиеся к 9-суточному возрасту в теле
экспериментальных животных яйца и эмбрионы.

Облучение пучками протонов в дозе 30 Гр вы-
зывало снижение МТТ-показателя в клетках об-
лученных животных. Двусторонний ANOVA-ана-
лиз показал усиление эффекта при взаимодействии
AuНЧ с облучением. Вклад в сочетанный эффект
вносили наночастицы. Содержание МДА, как ко-
нечного продукта перекисного окисления липи-
дов клеточных мембран и маркера оксидативного
стресса в клетках, значимо усиливалось при ком-
бинированном действии AuНЧ с облучением.

Рис. 2. Изменение МТТ- (а) и МДА- (б) показателей в единицах ОП в клетках D. magna в контроле, при облучении жи-
вотных протонами в дозе 30 Гр, воздействии AuНЧ в концентрации 10 мкг/мл и при сочетанном действии облучения
с AuНЧ.
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ПЕТРОСОВА и др.

Abstract—The article analyzes the effectiveness of using spherical gold nanoparticles (AuNPs) with a size of
50 nm in combination with proton irradiation at a dose of 30 Gy (energy 150 MeV) in order to enhance the
cytotoxic effect of binary therapy. The analysis was carried out in vivo experiments using the model inverte-
brate animal Daphnia magna. The biodistribution of AuNPs in the animal body was studied and the biochem-
ical effect of the separate and combined action of the AuNPs with irradiation was analyzed. Accumulation of
AuNPs in the intestine as well as in the eggs and embryos of the next generation was detected. Analysis of the
level of free radicals and malondialdehyde revealed an increase in the cytotoxic effect of irradiation with
nanoparticles.

Keywords: gold nanoparticles, proton irradiation, Daphnia magna, visualization, cytotoxicity, MTT test,
malondialdehyde
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