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Были исследованы особенности морфофункциональных реакций в нейронах аркуатного 
и преоптического ядер (АЯ и ПОЯ соответственно) гипоталамуса (измерялись площади 
сечений ядер нейроцитов). Эти реакции вызывались введением наночастиц (НЧ) золота 
и серебра (НЧЗ и НЧС соответственно) в условиях активации и блокирования кисспеп­
тинопосредованной сигнализации у одно- и шестимесячных самцов крыс. Внутрибрю­
шинное введение и НЧЗ, и НЧС обусловливало уменьшение размеров ядер упомянутых 
нейронов животных обеих возрастных групп, что, вероятно, указывало на подавление 
активности гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси. При  комбинации введения НЧ с 
интрацеребровентрикулярными инъекциями активатора или блокатора кисспептинер­
гической сигнализации наблюдали независимое действие примененных агентов на 
нейроциты ПОЯ. Нейроны АЯ молодых крыс в случае комбинированных введений со­
храняли чувствительность к инъекциям кисспептина, но не его антагониста; нейроны 
АЯ взрослых крыс реагировали противоположным образом. Полученные результаты 
свидетельствуют о неспецифическом токсическом действии НЧЗ и НЧС на работу цен­
трального регулятора репродуктивной системы самцов крыс.
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ВВЕДЕНИЕ

Функционирование репродуктивной системы мле­
копитающих зависит от состояния гипоталамо-ги­
пофизарно-гонадной оси (ГГГО). Основным цен­
тральным регуляторным компонентом последней 
является комплекс гипоталамических структур 
промежуточного мозга. Важнейшую роль при этом 
играют нейроны двух пар гипоталамических ядер – 
аркуатных (АЯ) и преоптических (ПОЯ). Повыше­
ние активности половой системы обеспечивается 
выделением гонадолиберина (гонадного рилизинг-
гормона – ГнРГ) нейроцитами, расположенными 
в ПОЯ переднего гипоталамуса [1]. Активность 
этих клеток, в свою очередь, регулируется белком 

кисспептином, который продуцируется и выделя­
ется нейронами АЯ и перивентрикулярного ядра. 
АЯ обеспечивает регуляцию активности половой 
системы по принципу негативной обратной связи. 
Изменения активности нейроцитов АЯ определя­
ют наступление полового созревания и у самцов, 
и у самок. Перивентрикулярное ядро гипоталаму­
са у грызунов развито только у самок; его актив­
ность  обеспечивает преовуляторный выброс поло­
вых гормонов [2, 3]. 

Использование наноматериалов в настоящее 
время является одним из наиболее популярных и 
перспективных направлений науки и медицины. 
Наночастицы (НЧ) разных форм и размеров пред­
лагается применять для терапии онкологических 
заболеваний, доставки лекарственных препаратов 
к тканям/клеткам-целям, а также в системах биоде­
текции [4, 5]. Во многих случаях такие предложе­
ния уже реализуются. Уже существует значитель­
ное количество готовых коммерческих продуктов, в 
составе которых присутствуют НЧ; такие продукты 
создаются пищевой и фармацевтической промыш­
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ленностью, применяются в косметологии. В то же 
время необходимо признать, что информация о био­
безопасности подобных продуктов крайне ограни­
чена [6].

Было продемонстрировано, что НЧ различных 
размеров и химического состава способны пре­
одолевать биологические барьеры в организме, се­
лективно накапливаться в определённых тканях и 
вызывать в них существенные структурные и функ­
циональные изменения [7]. В ряде исследований 
была показана токсичность НЧ в отношении репро­
дуктивной системы, но конкретные механизмы та­
кого действия пока не установлены [8, 9]. 

В нашей работе мы пытались выяснить влияния 
введения НЧ таких металлов, как золото и серебро 
(НЧЗ и НЧС соответственно), на работу централь­
ных регуляторов половой функции – АЯ и ПОЯ ги­
поталамуса крыс. В качестве индикаторов функцио­
нального состояния упомянутых гипоталамических 
структур мы использовали геометрические разме­
ры ядер нейроцитов, расположенных в их пределах, 
поскольку известно о положительной корреляции 
между изменениями этих параметров и активацией 
соответствующих клеточных элементов или пода­
влением их активности [10, 11]. 

МЕТОДИКА

НЧЗ и НЧС получали соответственно путем восста­
новления натрия тетрахлораурата(III) и серебра ни­
трата аскорбиновой кислотой в присутствии 0.25 мМ  
натрия полифосфата в качестве стабилизатора. 
Физико-химические параметры полученных на­
ноструктур контролировали, используя растровую 
электронную микроскопию (LMU Mira3 Tescan; 
«Tescan a.s.», Чехия) и энергодисперсионную рент­
геновскую спектроскопию (Oxford X-MAX 80-mm2; 
«Oxford Instruments», США). Как выяснилось, полу­
ченные нами частицы имели сферическую форму и 
диаметр 8–12 нм. Концентрация указанных метал­
лов в их коллоидных растворах составляла 0.2 г/л. 
Готовые растворы хранили в темноте при комнатной 
температуре.

Эксперименты были проведены на самцах белых 
лабораторных крыс двух возрастных групп – одно- 
и шестимесячных; начальная масса тела составляла 
130–150 и 250–300 г соответственно. Животные каж­
дой из возрастных групп были рандомизированно 
разделены на 11 подгрупп (в каждой группе n = 6).  

Характеристики экспериментальных групп пред­
ставлены в табл. 1.

Животным контрольной группы ежедневно в 
течение 10 дней внутрибрюшинно (в.б.) вводили  
0.9 %-ный изотонический раствор натрия хлори­
да. Крысам группы холостого контроля вводили 
в.б. только раствор натрия полифосфата (0.25 мМ). 
Экспериментальным группам животных вводили 
в.б. НЧЗ или НЧС из расчёта 0.1 мг металла/100 г 
массы тела.

Активацию функционирования ГГГО экспери­
ментальных животных трех групп моделирова­
ли введением кисспептина-10 (КП-10; метастин- 
(45-54)-амид; «Merck KGaA», ФРГ. Для подавле­
ния указанной системы крысам других трёх групп 
инъецировали антагонист рецепторов  кисспептина 
пептид 234 (Р-234; кисспептин-234-трифторацетат; 
«Sigma», США). Рабочие растворы пептидов гото­
вили на 10 %-ном диметилсульфоксиде (ДМСО) и 
вводили интрацеребровентрикулярно (в полость ле­
вого желудочка мозга) в дозах 0.1 мкг/100 г массы 

Т а б л и ц а 1. Характеристика экспериментальных групп 
животных

Т а б л и ц я 1. Характеристика експериментальних груп 
тварин

Группа

Вводимые препараты и способ введения 

первый–10-й дни 
эксперимента, 

внутрибрюшинно

восьмой–10-й дни  
эксперимента, 

интрацеребровентри­
кулярно

Контроль NaCl, 0.9 % –
Холостой 
контроль

натрия полифосфат, 
0.25 мM –

НЧЗ коллоидный раствор 
НЧЗ –

НЧС коллоидный раствор 
НЧС –

ДМСО NaCl, 0.9 % ДМСО, 10 %
КП-10 NaCl, 0.9 % КП-10
Р-234 NaCl, 0.9 % Р-234
НЧЗ+КП-10 раствор НЧЗ КП-10
НЧЗ+Р-234 раствор НЧЗ Р-234
НЧС+КП-10 раствор НЧС КП-10
НЧС+Р-234 раствор НЧС Р-234

П р и м е ч а н и я. НЧЗ – наночастицы золота, НЧС – наночастицы 
серебра; ДМСО – диметилсульфоксид; КП-10 – кисспептин-10; Р-234 – 
блокатор кисспептиновых рецепторов.
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тела в течение восьмого–10-го дней согласно ра­
нее описанной методике [12]. Контролем  выступа­
ла группа животных, которым также интрацеребро­
вентрикулярно вводили 10  %-ный ДМСО. Место 
инъецирования определяли согласно картам стере­
отаксического атласа [13].

На 10-й день эксперимента, через 1 ч после по­
следней инъекции, животных усыпляли в атмосфе­
ре СО2 и декапитировали. Участки головного мозга, 
соответствующие гипоталамической зоне, фиксиро­
вали в жидкости Буэна и заливали в парафин по 
общепринятой методике [14]. Из этих блоков изго­
тавливали фронтальные срезы толщиной 5 мкм, ко­
торые окрашивали гематоксилином Бёмера и эози­
ном.

В ходе морфометрических исследований пре­
параты просматривали под микроскопом Olympus 
Primo Star («Carl Zeiss Microimaging GmbH», ФРГ) 
при большом увеличении; цветные микрофотогра­
фии получали с помощью камеры Tucsen 5.0MP 
CMOS TCA-5.0C («Tucsen Photonics», КНР). Ис­
пользуя анализатор изображений, измеряли морфо­
метрический коррелят функционального состояния 
клеток – площади поперечного сечения ядер нейро­
цитов (n таких измерений в группах варьировало в 
пределах 120–150) .

Полученные данные представлены ниже как 
среднее ± ошибка среднего (M ± m). Межгрупповые 
сравнения проводили с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа с апостериорным тестом 
Тьюки. Межгрупповые различия считали значимы­
ми при Р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

При в.б. введении раствора натрия полифосфата 
каких-либо значимых отличий средних размеров 
ядер нейроцитов обеих исследованных гипотала­
мических структур как молодых, так и взрослых 
животных от контроля не наблюдалось. Анало­
гичные результаты были получены в условиях ин­
трацеребровентрикулярного введения 10 %-ного 
ДМСО, комбинированного с в.б. инъекциями фи­
зиологического раствора. 

В то же время после 10-дневного в.б. введе­
ния коллоидного раствора НЧЗ средние значе­
ния площадей поперечного сечения ядер нейроци­
тов как в АЯ, так и в ПОЯ оказались достоверно 
меньшими, чем в контроле. Декременты у нейро­
цитов АЯ молодых и взрослых крыс составляли  
8 и 17%, а у клеток ПОЯ – 12 и 14 % со­
ответственно. Действие НЧС обуслов­
ливало в целом аналогичные эффекты; у 
нейронов одномесячных крыс измеренные пара­
метры АЯ и ПОЯ соответственно были меньше на  
9 и 14%, а у шестимесячных – на 16 и 14 %. Сред­
ние значения измеренных параметров вышеопи­
санных групп приведены в табл. 2.

Интрацеребровентрикулярное введение КП-10 
обусловливало достоверное уменьшение средней 
площади сечения ядер нейронов АЯ как у моло­
дых, так и у взрослых животных (рис. 1). В то же 
время существенных изменений размеров ядер ней­
роцитов ПОЯ в условиях данного модуса введения 
не наблюдали ни в одной из возрастных групп. Ин­

Т а б л и ц а 2. Средние площади поперечного сечения ядер нейроцитов аркуатного и преоптического ядер (АЯ и ПОЯ 
соответственно) гипоталамуса при введении наночастиц золота и серебра (НЧЗ и НЧС соответственно)

Т а б л и ц я 2. Середні площі поперечного перерізу ядер нейроцитів аркуатного та преоптичного ядер (АЯ і ПОЯ відповідно) 
гіпоталамуса при введенні наночастинок золота та срібла (НЧЗ і НЧС відповідно)

Группа
Площадь сечения ядер, мкм2

одномесячные крысы шестимесячные крысы
АЯ ПОЯ АЯ ПОЯ

Контроль 40.45 ± 0.48 36.71 ± 0.33 45.21 ± 0.46 48.06 ± 0.64
Полифосфат натрия 39.75 ± 0.35 37.00 ± 0.37 46.27 ± 0.50 48.13 ± 0.82
ДМСО 40.56 ± 0.49 37.38 ± 0.33 45.21 ± 0.55 48.17 ± 0.78
НЧЗ 37.26 ± 0.36* 32.46 ± 0.51* 37.30 ± 0.59* 41.46 ± 0.67*
НЧС 36.83 ± 0.49* 31.66 ± 0.28* 37.86 ± 0.47* 41.67 ± 0.70*

П р и м е ч а н и я. ДМСО – диметилсульфоксид.  *Разница между контрольной и экспериментальной группами достоверна с P < 0.05.
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трацеребровентрикулярное введение КП-10, ком­
бинированное с в.б. инъекциями НЧЗ одномесяч­
ным животным, приводило к уменьшению размеров 
ядер (при сравнении с соответствующим значением 
в группе НЧЗ) и, очевидно, соответственно к по­
нижению функциональной активности нейроцитов 
АЯ. В то же время в ПОЯ параллельных измене­
ний не наблюдалось. При аналогичной схеме вве­
дений достоверных изменений как в АЯ, так и в 
ПОЯ взрослым животным также не наблюдалось. 
Инъекции КП-10 животным, получающим колло­
идный раствор НЧС, не приводили к сдвигам раз­
мерных параметров и, соответственно, изменени­
ям активности нейроцитов ПОЯ в обеих возрастных 
группах. В то же время в АЯ молодых крыс было 
отмечено уменьшение площади сечения ядер ней­
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Р и с. 1. Средние значения площадей поперечного сечения 
(мкм2) ядер нейроцитов аркуатного (А, Б) и преоптического 
(В, Г) ядер гипоталамуса одно- (А, В) и шестимесячных (Б, Г) 
крыс при действии кисспептина (КП-10) и наночастиц золота и 
серебра (НЧЗ и НЧС соответственно). 
ДМСО – группы холостого контроля, животным которых 
вводили демитилсульфоксид. *Разница между контрольной 
и экспериментальной группами достоверна с P < 0.05; 
+ разница между группой КП-10 и экспериментальной группой 
достоверна с Р < 0.05.

Р и с. 1. Середні значення площ поперечного перерізу (мкм2) 
ядер нейроцитів аркуатного (А, Б) та преоптичного (В, Г) ядер 
гіпоталамуса одно- (А, В) та шестимісячних (Б, Г) щурів при дії 
кісспептину (КП-10) та наночастинок золота та срібла (НЧЗ і 
НЧС відповідно). 
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Р и с. 2. Средние значения площадей поперечного сечения 
(мкм2) ядер нейроцитов аркуатного (А, Б) и преоптического  
(В, Г) ядер гипоталамуса одно- (А, В) и шестимесячных (Б, Г) крыс 
при действии блокатора кисспептиновых рецепторов (Р-234)  
и наночастиц золота и серебра (НЧЗ и НЧС соответственно). 
#Разница между группой Р-234 и экспериментальной группой 
достоверна с Р < 0.05. Остальные обозначения те же, что и на 
рис. 1.

Р и с. 2. Середні значення площ поперечного перерізу (мкм2) 
ядер нейроцитів аркуатного (А, Б) та преоптичного (В, Г) ядер 
гіпоталамуса одно- (А, В) та шестимісячних (Б, Г) щурів при дії 
блокатора кісспептинових рецепторів (Р-234) та наночастинок 
золота та срібла (НЧЗ і НЧС відповідно).

роцитов в среднем на 13 %.
Введение в полость бокового желудочка голов­

ного мозга антагониста кисспептиновых рецеп­
торов P-234 обусловливало увеличение размеров 
ядер, т.  е. достоверное повышение активности 
нейронов в АЯ и понижение – в ПОЯ крыс  обе­
их возрастных групп (рис. 2). Комбинированное 
введение Р-234 и НЧ металлов вызывало подавле­
ние активности нейронов по сравнению с таковой 
в группах НЧЗ и НЧС. В АЯ шестимесячных жи­
вотных при комбинации введений Р-234 и НЧ было 
отмечено достоверное увеличение размеров ядер 
нейронов. В то же время в АЯ молодых животных 
аналогичных существенных изменений не наблю­
далось. 
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ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенных нами исследованиях введения на­
трия полифосфата и 10 %-ного раствора ДМСО не 
вызывали заметных биологических эффектов. Это 
подтверждает правомерность выбора данных сое­
динений в качестве вспомогательных веществ для 
проведенных экспериментов.

В наших опытах и НЧЗ, и НЧС оказывали замет­
ное негативное воздействие на морфометрические 
характеристики нейроцитов и, соответственно, уро­
вень функционирования обоих регуляторных цен­
тральных компонентов ГГГО. Известно, что на­
норазмерные частицы металлов (<20 нм) могут 
проходить через биологические барьеры – гема­
то-тестикулярный, плацентарный и гемато-энце­
фалический [15]. В экспериментах Села и Ченга 
было показано, что НЧЗ селективно накапливают­
ся в семенниках и головном мозгу [16, 17]. Кро­
ме того, оказывая непосредственное токсическое 
действие на барьеробразующие клетки, НЧ могут 
обусловливать повышение проницаемости биоба­
рьеров, что неизбежно будет сопряжено с наруше­
ниями функционирования соответствующих орга­
нов [15]. Поскольку наблюдаемые нами изменения 
под действием НЧС и НЧЗ были однонаправленны­
ми, можно предположить проникновение данных 
частиц в гипоталамическую область (например, из 
области срединного возвышения), откуда они могут 
проникать непосредственно в кисспептин- и ГнРГ-
продуцирующие нейроны, а это приводит к наруше­
нию функционирования последних [18].

Подавляющее воздействие КП-10 на работу ар­
куатных нейронов является типичным проявлени­
ем функционирования негативной обратной связи. 
Следует, однако, отметить, что такое действие не 
является прямым – на аркуатных кисспептинпроду­
цирующих нейронах не были обнаружены рецепто­
ры собственно к кисспептину. Поэтому компенса­
торное подавление активности упомянутых клеток 
при введении экзогенного КП-10, видимо, связано 
с активацией всей ГГГО. Такая активация приводит 
к повышению концентрации половых гормонов, ко­
торые и действуют на нейроны АЯ [19]. Действие 
блокатора кисспептиновых рецепторов Р-234 на  
аркуатные нейроциты может быть объяснено рабо­
той подобных же механизмов.

Известно, что рецепторы к кисспептину у ГнРГ-
продуцирующих нейронов располагаются как в об­
ласти перикариона, так и около терминалей аксона 
[20]. При этом активация указанных рецепторов не­

обходима и для поддержания определённого уровня 
функциональной активности данных клеток как та­
ковой, и для непосредственного контроля секреции 
ГнРГ [19]. В исследованиях Новайры и соавт. было 
показано, что повышение экспрессии мРНК ГнРГ 
происходит под действием кисспептина только в 
определённой концентрации [21]. С учетом этого 
отсутствие достоверных изменений размеров ядер 
нейронов ПОЯ при введении КП-10 в нашем экс­
перименте может быть связано с десенситизацией 
нейронов. В то же время достоверное уменьшение 
размеров ядер в случае введения Р-234 является ре­
зультатом блокирования поддерживающего влияния 
кисспептина на активность преоптических нейро­
нов.

При комбинированном введении НЧС и НЧЗ со­
вместно с интрацеребровентрикулярными инъек­
циями КП-10 и Р-234 каждое из действующих ве­
ществ сохраняло особенности своего влияния на 
нейроны ПОЯ животных обеих возрастных групп. 
КП-10 не оказывал достоверного влияния на раз­
меры ядер нейроцитов данной структуры, а НЧ и 
Р-234 действовали ингибирующе, причём подобные 
эффекты были синергичными. В условиях комбини­
рованных введений молодым животным было отме­
чено отсутствие стимулирующего действия Р-234 
на аркуатные нейроны. Возможной причиной та­
кой ситуации является общее подавление клеточ­
ного метаболизма исследуемых нейронов в резуль­
тате действия НЧЗ и НЧС. Следует отметить, что 
введение кисспептина на фоне инъекций НЧС обес­
печивало больший подавляющий эффект по сравне­
нию с таковым в группе НЧЗ+КП-10. Подобное на­
блюдение может свидетельствовать о том, что для 
молодых животных наносеребро более токсично, 
чем нанозолото. Было показано, что цитотоксиче­
ские эффекты НЧС в значительной мере обуслов­
лены высвобождением с их поверхности ионов се­
ребра, обладающих весьма высокой токсичностью 
[22]. Подобный вид токсичности у НЧЗ, видимо, 
выражен в меньшей степени. 

Характер действия Р-234 на нейроны АЯ шести­
месячных животных при комбинированном введе­
нии использованных препаратов соответствовал 
наблюдаемому в группе Р-234, что  может сви­
детельствовать о нормальном, в целом, функци­
онировании внутриклеточных регуляторных си­
стем. Отсутствие ингибирующего действия КП-10 
на нейроны АЯ взрослых животных в условиях 
комбинированных введений может быть следствием 
подавляющего действия наноразмерных структур 
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на функциональное состояние соответствующих 
клеток. Следует отметить, что при введении НЧС 
(но не НЧЗ) в комплексе с введением Р-234 нейро­
ны АЯ восстанавливали свою активность практи­
чески до уровня контрольных значений. Подобная 
специфика может быть обусловлена разными меха­
низмами действия частиц исследуемых металлов.

Таким образом, мы обнаружили, что НЧЗ и НЧС 
оказывают подавляющее действие на активность 
нейронов АЯ и ПОЯ гипоталамуса. Особенности 
изменений морфофункционального состояния ней­
роцитов этих ядер при комбинированных введениях 
препаратов согласуются с интерпретацией действия 
нанопрепаратов золота и серебра как неспецифиче­
ских токсикантов по отношению к исследованной 
функциональной системе (ГГГО).

Эксперименты на животных были проведены в соответ­
ствии с положениями Хельсинкской Декларации 1975 г., 
пересмотренной и дополненной в 2000 г. На всех этапах 
исследования соблюдались современные правила содержа­
ния лабораторных животных, соответствующие принципам  
Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, 
которые используются для экспериментов и других научных 
целей (Страсбург, 1985).

У всех авторов данной работы – В. Е. Калиновского,  
А. С. Пустовалова, Г. Я. Гродзюк, Н. С. Андрюшиной и  
Н. Э. Дзержинского – отсутствуют конфликты любого рода, 
касающиеся коммерческих или финансовых отношений, 
отношений с организациями или лицами, которые каким-
либо образом могли быть связаны с исследованием, а также 
взаимоотношений соавторов статьи.
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Р е з ю м е

Було досліджено особливості морфофункціональних ре­
акцій у нейронах аркуатного та преоптичного ядер (АЯ та 
ПОЯ відповідно) гіпоталамуса (вимірювали площі перері­
зу ядер нейроцитів). Ці реакції викликались уведенням на­
ночастинок (НЧ) золота та срібла (НЧЗ і НЧС відповідно) 
в умовах активації та блокування кісспептинопосередко­
ваної сигналізації в одно- та шестимісячних самців щурів. 
Внутрішньоочеревинне введення і НЧЗ, і НЧС зумовлювало 

зменшення розмірів ядер згаданих нейронів, що, вірогідно, 
вказувало на пригнічення активності гіпоталамо-гіпофізар­
но-гонадної осі. При комбінації введення НЧ з інтрацере­
бровентрикулярними ін’єкціями активатора або блокатора 
кісспептинергічної сигналізації відмічали незалежну дію за­
стосованих агентів на нейроцити ПОЯ. Нейрони АЯ моло­
дих щурів у разі комбінованих уведень зберігали чутливість 
до ін’єкцій кісспептину, але не його антагоніста; нейрони 
АЯ дорослих щурів реагували протилежним чином. Отрима­
ні результати свідчать про неспецифічну токсичну дію НЧЗ 
і НЧС на роботу центрального регулятора репродуктивної 
системи самців щурів.
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