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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ПРИРОДА ЦИТОТОКСИЧНОСТИ  
НАНОСТРУКТУР ОКСИДА ЦИНКА

Аннотация. Проведен сравнительный анализ молекулярных процессов, вызванных воздействием нанострукту-
рированного оксида цинка разной формы (стержни и сферические частицы), а также хлоридом цинка как источника 
свободных ионов на лимфоциты человека. Выявлено снижение процента жизнеспособных клеток при инкубации их 
в течение 20 и 40 ч с наноструктурами оксида цинка и хлоридом цинка за счет увеличения внутриклеточной концен-
трации лабильного пула Zn2+. Обнаружено, что наименьшей цитотоксичностью обладают наностержни оксида цин-
ка, а наибольшей – хлорид цинка. Возможным механизмом цитотоксичного действия данных агентов выступает 
Zn-опосредованная активация свободнорадикальных процессов в клетке – увеличение накопления активных форм 
кислорода в модифицированных лимфоцитах. Таким образом, форма наноматериала и его способность «отдавать» 
ионы цинка вносят основной вклад в обнаруженные клеточные молекулярные процессы in vitro.
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Abstract. A comparative analysis of the molecular process of nanostructured zinc oxide of different shape (rod and 
spherical particle) and zinc chloride as a source of free ions on human lymphocytes was carried out. Our data indicated that 
ZnO nanostructures induced a decrease in the lymphocyte viability and an increase in the intracellular labile Zn2+ pool  
in a concentration-dependent manner after 20 and 40 h incubation with cells. It was found that ZnO NRs have the lowest 
cytotoxicity, but ZnCl2 – the highest. The Zn-mediated activation of free radical processes – ROS accumulation in the cells – 
is a possible mechanism of the cytotoxic action of these agents. Thus, the shape of ZnO nanomaterial and its ability “to shed” 
zinc ions make the main contribution to the detected molecular and membrane process on human lymphocytes in vitro.
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Введение. За последние десять лет достигнуты значительные успехи в исследованиях, каса-
ющихся биомедицинского применения наноматериалов. Установлено, что уменьшение размера 
частиц от объемного материала до наноразмера сопровождается изменением не только их хими-
ческих и физических, но и биологических свойств [1; 2]. Эти особые характеристики в итоге  
и позволяют наночастицам взаимодействовать определенным образом с биомолекулами и про-
никать внутрь клетки [3]. Многие наноструктурированные материалы имеют большую площадь 
поверхности, что сказывается на их высокой реактивности. Однако несмотря на прогресс в нано-
медицине, исследования данной области еще далеки от достижения полного понимания поведе-
ния наноматериала в организме человека. 
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Наноструктурированный оксид цинка – наноматериал, который в настоящее время нашел ши-
рокое применение в биомедицинском секторе, в большей степени благодаря своей способности 
«отдавать» ионы цинка (ion-shedding effect), которые являются эссенциальными для организма, что 
и отличает ZnO от других используемых наноструктурированных металлсодержащих оксидов [4]. 
Известно, что цинк (Zn2+) – жизненно необходимый микроэлемент, который контролирует процес-
сы пролиферации, дифференцировки и клеточной гибели, может имитировать действие гормонов, 
ростовых факторов, цитокинов. Однако нами в [5; 6], посвященных действию цинка, показано, что 
существуют механизмы регуляции цинкового гомеостаза в эритроцитах человека и четкая концен-
трационная грань между его «эссенциальными» и токсичными свойствами. 

В экспериментах как in vivo, так и in vitro продемонстрированы токсические эффекты нано-
структурированного ZnO [4; 7]. Мы предположили, что ключевую роль в данном процессе игра-
ют именно ионы цинка, которые способны в высокой концентрации активировать свободнора-
дикальные реакции в клетках и запускать программируемую клеточную гибель. Поэтому целью 
данной работы явилось изучение молекулярных эффектов действия наностержней и сфериче-
ских наночастиц оксида цинка после их взаимодействия с лимфоцитами человека и выявление 
механизмов цитотоксичного действия данных наноструктур. В качестве источника свободных 
ионов для проведения сравнительного анализа был использован хлорид цинка.

Материалы и методы исследования. В работе использована периферическая кровь практи-
чески здоровых доноров в антикоагулянте «гепарин», полученная из РНПЦ трансфузиологии  
и медицинских биотехнологий Министерства здравоохранения Республики Беларусь. 

Периферические мононуклеарные клетки крови выделяли в градиенте плотности гисто-
пак-1077 путем центрифугирования при 300g в течение 30 мин. Далее клетки отмывали в 10 мМ 
фосфатном буфере (PBS: KH2PO4 – 2 мM, Na2HPO4 · 12H2O – 10 мM, NaCl – 137 мM, KСl – 2,7 мМ, 
pH 7,4) с последующим центрифугированием 300g, 15 мин. 

В качестве источника наноструктурированного оксида цинка были использованы нано-
стержни оксида цинка (ZnO NRs) и наночастицы оксида цинка (ZnO NPs) в виде белого порошка, 
предоставленные Институтом атомной физики и спектроскопии Латвийского университета 
(Рига, Латвия). Данные наноматериалы получали путем газодисперсионного синтеза. Порошок 
ZnO NPs и ZnO NRs растворяли в деионизированной воде до конечной концентрации 1 мг/мл. 
Перед каждым использованием полученную суспензию обрабатывали ультразвуком 22 KHz  
в течение 30 мин, после чего готовили необходимые стоковые растворы для обработки клеток. 
Хлорид цинка также растворяли в деионизированной воде до конечной концентрации 1 мг/мл. 
Морфология данных ZnO NRs и ZnO NPs нами ранее была изучена методом сканирующей элек-
тронной микроскопии, который продемонстрировал, что геометрические размеры ZnO NPs со-
ставляют 30–100 нм, а диаметр ZnO NRs: 70–150 нм и длина не превышала 500 нм [8].

Клетки, находящиеся в питательной среде RPMI-1640 с добавлением 10 %-ной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки и 2 мM L-глутамина, инкубировали с растворами наноструктурирован-
ного ZnO или ZnCl2 в концентрациях 1; 10; 50, 100 мкг/мл в 24-луночных планшетах (600 тыс. 
клеток/на лунку) в увлажненной атмосфере с 5 %-ным содержанием СО2 при температуре 37 °C 
в течение 20 и 40 ч, затем отмывали (300g, 10 мин) в 10 мМ PBS pH 7,4 от ксенобиотиков и RPMI-
1640 и использовали согласно экспериментальным протоколам.

Оценку жизнеспособности лимфоцитов проводили с использованием теста аннексин-V-FITC/7- 
аминоактиномицин (7-AAD). Для этого лимфоциты (200 тыс. клеток/мл) ресуспензировали в хо-
лодном аннексин-V-связывающем буфере (HEPES/NaOH – 10 мM, NaCl – 140 мM, CaСl2 – 2,5 мМ, 
pH 7,4), содержащем аннексин-V-FITC и 7-AAD, и инкубировали 15 мин на холоде. Далее неза-
медлительно проводили цитофлуориметрический анализ в FITC-H и PC 5.5-H каналах. Жизне-
способными считали клетки, неокрашенные аннексином-V и 7-AAD.

Оценку внутриклеточной концентрации лабильных ионов цинка проводили с использовани-
ем флуоресцентного зонда FluoZin-3-AM. Для этого лимфоциты, ресуспензированные в 10 мМ 
трисHCl буфере, содержащем 155 мМ NaCl pH 7,4 до 200 тыс. клеток/мл, нагружали красителем, 
который находился в растворе плюроновой кислоты F 127 и ДМСО, в течение 30 мин при 37 °С 
при постоянном перемешивании. Зонд, несвязавшийся с лимфоцитами, отмывали путем центри-
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фугирования суспензии клеток (300g, 10 мин), ресуспензировали их в исходном буфере, содержа-
щем 2 % бычьего сывороточного альбумина, инкубировали при комнатной температуре в тече-
ние 15 мин в темноте и дважды отмывали (300g, 10 мин) в 10 мМ трисHCl буфере + 155 мМ NaCl 
pH 7,4. После этого проводили измерение интенсивности флуоресценции в FITC-H канале на 
проточном цитофлуориметре.

Оценку уровня содержания активных форм кислорода (АФК) проводили методом проточной 
цитофлуориметрии с применением флуоресцентного зонда 2 ,́7ʹ-дихлородигидрофлуоресцеин 
диацетата (H2DCFDA). Изолированные лимфоциты (200 тыс. клеток/мл) помещали в 10 мМ PBS, 
содержащий H2DCFDA в конечной концентрации 1 мкМ, и инкубировали в течение 40 мин при 
температуре 37 °C. Затем проводили отмывку лимфоцитов в PBS от несвязавшегося зонда (300g, 
10 мин) и измерения на проточном цитофлуориметре в FITC-H канале.

В работе использованы следующие химические реактивы: FluoZin-3-АМ и 2 ,́7ʹ-дихлородиги-
дрофлуоресцеин диацетат (H2DCFDA) (Мolecular Probes, США); FITC-конъюгированный аннек-
син V (Beckman Coulter, США); диметилсульфоксид (ДМСО), плюроновая кислота F-127, гисто-
пак-1077, L-глутамин, питательная среда RPMI-1640, хлорид цинка, трисаминометан (Sigma, 
США); эмбриональная телячья сыворотка (Thermo Scientific, США); N-гидроксиэтилпиперазин-
N-этансульфонат натриевая соль (HEPES/NaOH), бычий сывороточный альбумин (Applichem, 
Германия); хлорид кальция, хлорид натрия, хлорид калия, натрий фосфорнокислый, калий фос-
форнокислый, соляная кислота (Реахим, Россия).

Цитофлуориметрический анализ проводили на цитофлуориметре CytoFLEX (Beckman 
Coulter). Результаты экспериментов анализировали методом вариационной статистики с исполь-
зованием непараметрических критериев Уилкоксона и Спирмена (Rs) в программе Statistica 8.0.  
В работе представлены средние значения 5–8 независимых экспериментов в виде хср ± sx, где  
хср – среднее значение, sx – стандартное отклонение.

Результаты и их обсуждение. Для оценки жизнеспособности лимфоцитов после воздей-
ствия исследуемых форм наноструктурированного оксида цинка – сферических частиц и стерж-
ней, а также хлорида цинка как источника свободных ионов Zn2+, был выбран тест FITC-
анексин-V / 7-AAD [5]. Данный метод предназначен для детекции клеток, в которых индуциро-
ваны процессы апоптоза и/или некроза. Принцип действия реагентов основан на высоком 
сродстве аннексина-V к фосфатидилсерину (ФС) в присутствии ионов Ca2+ и специфичном свя-
зывании 7-AAD с нуклеотидными парами гуанин–цитозин в ДНК. Клетки, находящиеся в апоп-
тозе, связываются с аннексином-V до того, как происходят изменения в их морфологии и начина-
ется гидролиз ДНК. Ранняя детекция ФС на всех апоптотических клетках делает тест по аннек-
сину-V мощным средством исследования с точки зрения простоты и быстроты постановки.  
В данном эксперименте жизнеспособными считали только клетки, которые давали низкий сиг-
нал по FITC-аннексину-V и 7-AAD (AnV–7AAD–). Все остальные 3 популяции клеток относили  
к нежизнеспособным: 1) клетки с ранними признаками апоптоза (AnV+7AAD–); 2) апоптотиче-
ские клетки (AnV+7AAD+); 3) поврежденные клетки (некротические) (AnV–7AAD+). 

Как видно из рис. 1, при 20 ч инкубации лимфоцитов с хлоридом цинка в концентрациях 10, 
50, 100 мкг/мл процент жизнеспособных клеток в среднем составляет 98–99, 65–73 и 29–41 % 
соответственно, по сравнению с интактными лимфоцитами. При инкубации лимфоцитов с нано-
частицами оксида цинка в тех же концентрациях процент жизнеспособных клеток в среднем со-
ставил 95–99, 88–92 и 82–89 %, а при воздействии наностержней оксида цинка – 97–99, 95–98  
и 90–95 % соответственно (рис. 1, а). Инкубация лимфоцитов как с наноструктурированным ок-
сидом цинка различной формы, так и хлоридом цинка в концентрации 1 мкг/мл существенно  
не сопровождалась изменением жизнеспособности клеток по сравнению с интактными лимфоцитами. 

Увеличение времени инкубации лимфоцитов с хлоридом цинка до 40 ч приводило к росту 
процентного содержания некротических и находящихся в ранней и поздней фазах апоптоза кле-
ток от 5 до 95 %. Таким образом, процент жизнеспособных клеток составил: после воздействия 
10 мкг/мл ZnCl2: 95–97 %, 50 мкг/мл ZnCl2: 30–38 %, 100 мкг/мл ZnCl2: 7–14 % от всей популя- 
ции клеток. При инкубации лимфоцитов с наночастицами оксида цинка в концентрациях 10, 50 
и 100 мкг/мл в течение 40 ч жизнеспособность лимфоцитов была снижена до 94–97, 70–77 и 42–
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58 % соответственно. При 40-часовом воздействии наностержней оксида цинка в тех же концен-
трациях процент жизнеспособных лимфоцитов составил: 96–99, 92–93, 85–90 % соответственно. 
Инкубация лимфоцитов (40 ч) с исследуемыми агентами в концентрации 1 мкг/мл, также как  
и при 20-часовом воздействии, сопровождалась статистически незначимыми сдвигами процента 
жизнеспособных клеток в среднем на 1–5 %.

Таким образом, можно заключить, что через 20 ч инкубации количество нежизнеспособных 
лимфоцитов (апоптотических и некротических в сумме) возрастает в ряду ZnO NRs < ZnO 
NPs < ZnCl2 и составляет в среднем 7, 14 и 65 % при действии максимально исследуемых концен-
траций. После 40 ч инкубации клеток с данными агентами направленность эффекта остается 
прежней (ZnO NRs < ZnO NPs < ZnCl2), а процент нежизнеспособных клеток составляет в среднем 
11, 51 и 85 % соответственно. Проведенный сравнительный анализ воздействия, оказываемого на-
ностержнями и наночастицами оксида цинка на жизнеспособность лимфоцитов периферической 
крови человека, выявил более сильную цитотоксичность у наночастиц оксида цинка, возможно,  
в результате высвобождения из наноструктур свободных ионов Zn2+ (ion-shedding effect).

Литературные сведения относительно апоптотического действия повышенных концентра-
ций ионов цинка носят противоречивый характер. С одной стороны, показано, что присутствие 
цинка в среде инкубации клеток оказывало защитный эффект против запуска апоптоза, индуци-
рованного другими агентами, в том числе и ионами тяжелых металлов, например, ионами кад-
мия; глюкокортикоидами или ионизирующим излучением. Однако другие исследования, прове-
денные на клеточных линиях, продемонстрировали, что повышенные внеклеточные концентра-
ции ионов цинка являются генотоксичными и сами по себе могут запускать запрограммированную 
клеточную гибель – наблюдалась фрагментация ДНК и конденсация хроматина, формирование 
апоптотических телец [7]. Ранее I. Tabas [9] показал, что ионы цинка активируют секреторную 
сфингомиелиназу (S-SMase), что, в свою очередь, приводит к усиленному образованию церами-
дов, важного триггера запрограммированной гибели клеток, ранним признаком которой, как 
было сказано выше, и является перераспределение фосфолипидов в мембранах клеток с перехо-
дом ФС во внешний монослой липидного бислоя. 

      
                                                           a                                                                                                 b

Рис. 1. Процентное содержание жизнеспособных лимфоцитов после их экспозиции in vitro с хлоридом цинка, 
наностержнями и наночастицами оксида цинка в течение 20 ч (a) и 40 ч (b). * – p < 0,05 по сравнению с контролем

Fig. 1. The percentage of viable lymphocytes after exposure in vitro with zinc chloride, zinc oxide nanorods and zinc oxide 
nanoparticles for 20 h (a) and 40 h (b). * – p < 0.05 compared to control
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Поэтому следующим этапом работы явилась оценка содержания внутриклеточного лабиль-
ного пула цинка после экспозиции лимфоцитов с исследуемыми агентами (наноструктурирован-
ный оксид цинка и хлорид цинка). Так как известно, что концентрация свободных ионов цинка  
в клетках крови человека составляет порядка 10 пМ, а уровень лабильного цинка колеблется  
в диапазоне 1 нМ [6], то для регистрации низких концентраций цинка был выбран относительно 
новый флуоресцентный индикатор – FluoZin-3. Он обладает рядом преимуществ по сравнению  
с другими аналогами: 1) чувствительностью к низким уровням Zn2+ и к незначительным концен-
трационным изменениям (Kd = 15 нМ); 2) стабильностью в присутствии окислителей; 3) относи-
тельной невосприимчивостью к колебаниям pH в физиологических условиях; 4) концентрации 
FluoZin-3, используемые в биологических системах, относительно малы в отличие от других 
аналогов (0,5–2 мкМ) [10]. Нами была использована эстерифицированная форма зонда – FluoZin-
3-АМ, которая способна проходить через мембрану внутрь клетки, где эндогенные эстеразы «ак-
тивируют» ее с образованием свободной окисленной формы – FluoZin-3, непроницаемой для 
мембраны. Это приводит к аккумуляции загруженного зонда в клеточном цитозоле, что позво-
ляет контролировать в нем даже незначительные колебания уровня Zn2+. 

Как видно из рис. 2, оценка изменения цитозольной концентрации лабильных ионов цинка  
в лимфоцитах человека с помощью FluoZin-3-АМ после инкубации с наночастицами оксида цин-
ка (ZnO NPs) в концентрациях 10, 50 и 100 мкг/мл в течение 20 ч выявила статистически досто-
верное дозозависимое увеличение внутриклеточного пула Zn2+ в среднем в 1,5–10 раз, по сравне-
нию с интактными клетками. После 40 ч инкубации лимфоцитов с ZnO NPs зарегистрирован 
20-кратный рост интенсивности флуоресценции FluoZin-3 (при максимально исследуемой кон-
центрации) по сравнению с контролем. В свою очередь, выдерживание лимфоцитов в среде, со-
держащей ZnO NRs в концентрации 10 мкг/мл, в течение 20 и 40 ч не сопровождалось изменени-
ем цитозольного лабильного пула цинка, а инкубация клеток с ZnO NRs в концентрациях 50  
и 100 мкг/мл выявила увеличение внутриклеточного пула ионов цинка в среднем в 1,2–2,5 раз 
(рис. 2). Однако изменения исследуемого параметра не зависели от времени экспозиции лимфо-

   
                                                            а                                                                                  b

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции FluoZin-3 в жизнеспособной популяции лимфоцитов доноров до и после воз-
действия in vitro хлорида цинка, наностержней и наночастиц оксида цинка в течение 20 ч (a) и 40 ч (b). За 1,0 принято 
значение интенсивности флуоресценции FluoZin-3 в интактных лимфоцитах (контроль); * – p < 0,05 по сравнению  

с контролем

Fig. 2. Fluorescence intensity of FluoZin-3 in a viable population of donor’s lymphocyte before and after exposure in vitro  
to zinc chloride, zinc oxide nanorods and zinc oxide nanoparticles for 20 h (a) and 40 h (b). The value of fluorescence intensity 

of FluoZin-3 in intact lymphocytes is taken as 1.0 (control); * – p < 0.05 compared to control
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цитов с данным наноматериалом. Более того, наблюдалось незначительное снижение содержа-
ния цитозольного пула цинка после 40-часового воздействия (рост в среднем 1,2–1,8 раз), по 
сравнению с 20-часовым (рост в среднем в 1,5–2,5 раз). После инкубации лимфоцитов человека  
с хлоридом цинка в тех же концентрациях происходит резкое увеличение цитозольного уровня 
лабильного Zn2+ в клетках (рис. 2). Воздействие ZnCl2 в концентрации 10 мкг/мл в течение 20  
и 40 ч приводило к увеличению в 1,2–1,4 раз; в концентрации 50 мкг/мл: в 10–14 и 16–20 раз со-
ответственно; а в концентрации 100 мкг/мл: к 30–34-кратному росту (20 ч) и 45–53-кратному ро-
сту (при 40 ч инкубации) цитозольной концентрации Zn2+ по сравнению с интактными клетками.

Проведенный корреляционный анализ выявил обратные достоверные зависимости между 
изменением внутриклеточного уровня лабильного цинка и процентом жизнеспособных лимфо-
цитов после экспозиции с ZnCl2, как в течение 20 ч, так и 40 ч (коэффициент Спирмена, 
rs1 = –0,928, р = 0,0003 и rs2 = –0,898, р = 0,001 соответственно). Такая же статистически достовер-
ная корреляция была обнаружена и при 20- и 40-часовом воздействии ZnO NPs (rs1 = –0,888, 
р = 0,0014 и rs2 = –0,941, р = 0,00015 соответственно). В отношении действия ZnO NRs статисти-
чески достоверная обратная зависимость была обнаружена только при 20-часовом воздействии 
(rs2 = –0,764, р = 0,017), но не при 40-часовом (rs1 = –0,387, р = 0,304). Полученные эффекты под-
тверждают результаты исследований, проведенных нами ранее [11; 12], о существовании зависи-
мости между количеством свободного цинка в цитозоле клетки и ее выживаемостью. Данную 
тенденцию мы проследили как для ZnCl2, так и для ZnO NPs, инкубация с которыми сопрово-
ждается многократным увеличением внутриклеточного пула Zn2+.

Еще в 1999 г. Kim и соавт. в своей работе предположили, что возможным триггером Zn-
индуцированной гибели нейронов с признаками апоптоза и некроза может быть генерация АФК 
[13]. D. Choi и J. Koh показали, что ионы цинка в высоких концентрациях (>100 мкМ) являются 
потенциально токсичными как in vivo, так и iv vitro, и связали это также с усилением продукции 
АФК [14]. Нами в работах, выполненных на эритроцитах человека, также была продемонстриро-
вана Zn-индуцированная активация свободнорадикальных процессов [6; 11; 12]. Можно было 
предположить, что нарушение баланса «антиоксиданты–прооксиданты» в лимфоцитах также 
служит одной из причин запуска процесса программируемой гибели клеток, индуцированного 
повышенным содержанием лабильного пула цинка в цитозоле. Проверка этой гипотезы и стала 
целью следующего этапа работы.

Степень образования свободнорадикальных соединений в лимфоцитах, подвергшихся воз-
действию наностержней и наночастиц оксида цинка, а также хлорида цинка, оценивали с помо-
щью флуоресцентного зонда 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата (H2DCF-DA), который, 
как известно, быстро проникает через клеточную мембрану и подвергается деацетилированию 
внутриклеточными эстеразами до нефлуоресцирующей формы 2′,7′-дихлородигидрофлуоресце-
ин (DCFH2). Далее, под действием АФК образуется флуоресцирующий компонент 2′,7′-дихлоро-
флуоресцеин (DCF) [15]. 

Как видно из рис. 3, после воздействия на лимфоциты наноструктур оксида цинка и хлорида 
цинка в концентрациях 10, 50 и 100 мкг/мл в течение 20 и 40 ч наблюдался статистически досто-
верный концентрационно-зависимый рост интенсивности флуоресценции DCF. Причем макси-
мальный эффект был характерен для хлорида цинка – 2-кратное увеличение при 20 ч и 4-крат-
ное при 40-часовой инкубации клеток по отношению к интактным клеткам. Для сравнения, ZnO 
NPs активировали свободнорадикальные процессы на 10–70 % при 20-часовой инкубации и на 
5–250 % при 40-часовом воздействии. При этом присутствие в среде инкубации ZnO NRs сопро-
вождалось менее значительным ростом интенсивности флуоресценции DCF: в среднем на 5–55 % 
при 20-часовом воздействии и на 1–35 % при 40-часовом воздействии (рис. 3). Как было показано 
выше, цитозольный уровень лабильного пула цинка в клетках через 40 ч воздействия ZnO NRs 
также был снижен по сравнению с 20-часовой экспозицией (рис. 2). Данный факт свидетельству-
ет о запуске в клетке адаптационных процессов к изменяющемуся цинковому гомеостазу и мо-
жет указывать на возможную активацию клеточных процессов его поддержания, который кон-
тролируется «импоpтеpами» цинка (ZIPs/SLC39s), «экcпоpтеpами» цинка (ZnTs/SLC30s) и Zn-
cвязывающими белками – металлотионеинами (MTs) [6]. В случае же воздействия хлорида цинка 
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и наночастиц ZnO увеличение цитозольного лабильного пула цинка происходит настолько силь-
ное, что клеточные системы поддержания гомеостаза уже не справляются. 

Проведенный корреляционный анализ выявил прямые достоверные зависимости между из-
менением внутриклеточного уровня лабильного пула цинка и уровнем АФК в клетке при дей-
ствии всех исследуемых агентов как после 20 ч воздействия, так и после 40 ч. После 20 и 40 ч 
экспозиции клеток с ZnCl2 коэффициент Спирмена составил rs1 = 0,833, р = 0,005 и rs2 = 0,883, 
р = 0,005 соответственно. После 20 и 40 ч экспозиции клеток с ZnO NPs коэффициент Спирмена 
составил rs1 = 0,867, р = 0,002 и rs2 = 0,917, р = 0,0005 соответственно. После 20 и 40 ч экспозиции 
клеток с ZnO NRs коэффициент Спирмена составил rs1 = 0,7, р = 0,036 и rs2 = 0,683, р = 0,042 соот-
ветственно.

Полученные нами результаты исследования редокс-статуса лимфоцитов человека, модифи-
цированных наностержнями и наночастицами оксида цинка, позволяют заключить, что одним 
из возможных механизмов цитотоксичного действия данных наноструктур может явиться акти-
вация свободнорадикальных процессов. Этот эффект ярко выражен именно для наночастиц ок-
сида цинка. Наностержни, вероятнее всего, сами внутрь клетки проходят плохо и действуют 
опосредованно на клеточную мембрану. В нашем предыдущем исследовании [8] относительно 
мембранных эффектов воздействия наностержней и наночастиц оксида цинка на лимфоциты че-
ловека было показано, что именно воздействие ZnO NRs приводило к существенному измене-
нию микровязкости липидного бислоя, а также к модификации структурного состояния белко-
вой компоненты клеточной мембраны (уровень амино- и сульфгидрильных групп). Исходя из 
этих результатов, нами и был сделал вывод, что электростатическое взаимодействие или «прока-
лывание» цитоплазматической мембраны, по-видимому, является предполагаемым механизмом 
взаимодействия наностержней с клеткой.

   
                                                          а                                                                                                       b

Рис. 3. Интенсивность флуоресценции DCF в жизнеспособной популяции лимфоцитов доноров до и после воздей-
ствия in vitro хлорида цинка, наностержней и наночастиц оксида цинка в течение 20 ч (a) и 40 ч (b). За 100 % принято 
значение интенсивности флуоресценции DCF в интактных лимфоцитах (контроль); * – p < 0,05 по сравнению с кон-

тролем

Fig. 3. Fluorescence intensity of DCF in a viable population of donor’s lymphocyte before and after exposure in vitro to zinc 
chloride, zinc oxide nanorods and zinc oxide nanoparticles for 20 h (a) and 40 h (b). The value of fluorescence intensity of 

DCF in intact lymphocytes is taken as 100 % (control); * – p < 0.05 compared to control
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Заключение. Проведен сравнительный анализ молекулярных процессов, вызванных воздей-
ствием наноструктурированного оксида цинка разной формы (стержни и сферические частицы), 
а также хлоридом цинка как источника свободных ионов, на лимфоциты человека. Выявлено 
достоверное снижение процента жизнеспособных клеток при их экспозиции с наночастицами 
оксида цинка и хлоридом цинка за счет высвобождения Zn2+ во внутриклеточную среду. При 
этом установлено, что возможным механизмом цитотоксичного действия данных агентов высту-
пает Zn-опосредованная активация свободнорадикальных процессов в клетке. Таким образом, 
форма наноматериала и его способность «отдавать» ионы цинка вносят основной вклад в обна-
руженное цитотоксическое действие, оказываемое наноструктурами оксида цинка.
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