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СКРИНІНГОВА ОЦІНКА ПОШКОДЖУЮЧОЇ ДІЇ  
НАНОМАТЕРІАЛІВ З ВИКОРИСТАННЯМ СПЕРМАТОЗОЇДІВ  

ВЕЛИКОЇ РОГАТОЇ ХУДОБИ ЯК ТЕСТ-ОБ'ЄКТУ

Анотація: Стаття присвячена проблемі медико-біологічних досліджень наноматеріалів. Скринінгова оцінка нових 
матеріалів у методах in vitro дозволяє отримати попередню інформацію щодо потенційної небезпеки, а також є доціль-

ною з позицій біоетики. Запропоновано спосіб стабілізації нанопорошків металів та їх похідних, а також проведено вияв-

лення пошкоджуючої дії наноматеріалів шляхом оцінки перекисного окиснення мембранних ліпідів сперматозоїдів бика 
in vitro. Встановлено, що комплекс оксиду титану, допованого сріблом, та нанопорошок діоксиду титану у концентраціях  
3 мг/мл ініціюють патологічні зміни у сперматозоїдах великої рогатої худоби (бика), що є маркерами оксидативного стре-

су, при цьому патологічна дія нанокомпозиту ТіО2+Ag є більш вираженою.

Аннотация: Статья посвящена проблеме медико-биологических исследований наноматериалов. Скрининговая 
оценка новых материалов в методах in vitro позволяет получить предварительную информацию о потенциальной опас-

ности, а также целесообразна с позиций биоэтики. Предложен способ стабилизации нанопорошков металлов и их 
производных, а также проведено выявление повреждающего действия наноматериалов путем оценки перекисного окис-

ления мембранных липидов сперматозоидов быка in vitro. Установлено, что комплекс оксида титана, допированного 
серебром, и нанопорошок диоксида титана в концентрациях 3 мг / мл инициируют патологические изменения в сперма-

тозоидах крупного рогатого скота (быка), которые являются маркерами оксидативного стресса, при этом патологическое 
действие нанокомпозита TiO 2 + Ag более выражено.

Summary: The article is devoted to the problem of medical and biological research of nanomaterials. Screening evalua-

tion of new materials in vitro allows to obtain preliminary information on the potential hazard, and is also appropriate from the 
standpoint of bioethics. A method for stabilizing metal nanopowders and their derivatives is proposed, and the damaging effect 
of nanomaterials is detected by evaluating the peroxidation of membrane lipids of bull sperm in vitro. It was found that the com-

plex of titanium oxide doped with silver and nanopowder of titanium dioxide at concentrations of 3 mg / ml initiate pathological 
changes in bovine sperm (bull), which are markers of oxidative stress, while the pathological effect of TiO2 + Ag nanocomposite 
is more pronounced.
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Вступ. Через економічний потенціал комерціа-
лізація різних типів наноматеріалів для широкого 
спектра застосувань, включаючи промислову, спо-
живчу, медичну та діагностичну сферу, являє со-
бою проблему для компаній і регулюючих органів 
щодо забезпечення розробки безпечних та ефек-
тивних продуктів для споживачів. Тому оцінка по-
тенційних небезпек, пов'язаних з цією технологією 
і відповідними продуктами, стала новою областю 
для оцінки ризику для здоров'я. Розуміння цього 
є елементом широкого процесу взаємодії із заці-
кавленими сторонами та потенційними клієнтами 
щодо питань гігієни навколишнього середовища та 
безпеки людей.

Протягом останніх 10 років було запропоно-
вано кілька дослідницьких стратегій і завдань для 
прямої «перевірки», тобто безпечного поводження 
з окремими формами наночастинок і нанотехноло-
гій в цілому [1].

При цьому основна проблема полягає у тому, 
що всі наночастинки не можуть бути своєчасно 
ефективно оцінені на предмет безпеки і впливу на 
навколишнє середовище через:

1) велику кількість різних типів наночастинок;
2) численні варіації всередині конкретних типів 

наночастинок (наприклад, існує безліч різних на-
норозмірних вуглецевих частинок: частинки сажі, 
фулерени, одностінні вуглецеві нанотрубки, бага-
тостінні вуглецеві нанотрубки, вуглецеві наново-
локна та ін.);

3) значні матеріальні витрати, що є необхідни-
ми для адекватного тестування кожного окремого 
типу наночастинок.

Необхідність постійного вдосконалення альтер-
нативних методів тестування токсичності нанома-
теріалів in vitro визначається високою швидкістю 
розвитку нанотехнологій, а сучасні альтернативні 
методи тестування речовин хімічного та біологіч-
ного походження, у тому числі й наноматеріалів, у 
багатьох випадках мають стати заміною загально-
прийнятим токсикологічним дослідам на лабора-
торних тваринах.

Скринінгова оцінка нових матеріалів у методах 
in vitro дозволяє отримати попередню інформацію 
щодо потенційної небезпеки, а також є доцільною з 
позицій біоетики. Тому розробка наукових підходів 
до експрес-оцінки небезпечності нанорозмірних 
об'єктів різної хімічної природи та складу є одним з 
пріоритетних завдань сучасної експериментальної 
медицини, що дозволить отримати нові дані щодо 
особливостей токсичної дії наноматеріалів та спри-
ятиме уточненню механізмів пошкоджуючої дії на 
організм нанорозмірних об'єктів, удосконаленню 
оцінки їх небезпечного впливу.

Головною перевагою більшості досліджень 
in vitrо є можливість проводити тестування ве-
ликого масиву об'єктів, а також можливість оцін-
ки їх прямої токсичної дії на клітину (мішень), 
до того ж отримані дані можна використовувати 
для аналізу механізму токсичної дії. Слід зазна-
чити, що токсичність наночастинок зумовлена, 
насамперед, розвитком оксидативного стресу,  

перекисним окисненням мембран з подальшим 
збільшенням їх проникності, порушенням функцій 
та руйнуванням [2].

Необхідність постійного удосконалення ме-
тодів in vitro тестування наночастинок обумов-
люється високою швидкістю розвитку сучасних 
нанотехнологій, які постійно представляють все 
нові об'єкти. Вибір як тест-об'єкту сперматозоїдів 
обумовлений тим, що незважаючи на порівняно 
короткий (до декількох годин) період життя, їх 
біологічні особливості (плазматична мембрана і 
акросома, що представляють собою ліпопротеїдні 
та глікопротеїдні утворення, щільність упаковки 
білків і нуклеїнових кислот в ядрі, малий вміст 
води, низький рівень метаболізму в нерухомому 
стані) зумовлюють велику стійкість до зовнішніх 
впливів. У той же час, сперматозоїди більш чутливі 
до оксидативного стресу, ніж інші клітини, через 
велику кількість поліненасичених жирних кислот, 
які легко піддаються перекисному окисленню, не-
значну кількість цитоплазми, що містить низьку 
концентрацію ДНК-відновлювальних систем та 
антиоксидантних ензимів, які виявляються нездат-
ними захистити клітинну мембрану на рівні хвоста 
і акросоми. Накопичення перекисів ліпідів у ткани-
нах супроводжується руйнуванням молекулярної 
структури клітинних мембран, найважливішими 
компонентами яких є фосфоліпіди. Інтенсифікація 
процесів перекисного окислення ліпідів залежить 
від ступеня пошкодження мембран сперматозоїдів.

Отже, мета роботи полягала у визначенні ефек-
тів токсичної дії наноматеріалів за показниками 
оксидативного стресу в експрес-методі in vitro.

Матеріали та методи досліджень. В дослі-
дженні використовували комплекс оксиду титану, 
допованого сріблом (нанокомпозит ТіО

2
+Ag, масо-

ва частка Ag~ 4мас.%), а також нанопорошок окси-
ду титану (ТіО

2
), синтезованого методом термічно-

го розкладу.
Розмір частинок визначали методом динаміч-

ного розсіювання світла за допомогою приладу 
DinaSizer («Fritsch», Німеччина).

Оптичну густину фосфоліпідів визначали за до-
помогою приладу спектрофотометр ULAB 101UV 
(робочий діапазон довжин хвиль – 325–1000 нм).

Для морфологічних досліджень дефектів спер-
матозоїдів при дії нанопорошку ТіО

2 
та композиту 

Ті+Ag готували мазки замороженого еякуляту шля-
хом рівномірного розподілення краплі біорідини 
на предметному склі, висушували на повітрі та 
фіксували етанолом протягом однієї хвилини. Фар-
бування мазків проводили за методикою Лефлера 
метиленовим синім. Пофарбовані препарати аналі-
зували з імерсією під об'єктивом х1000.

Отримані результати досліджень статистично 
обробляли методами варіаційної статистики з ви-
користанням пакету програм Microsoft Excel.

Результати та їх обговорення. Для досліджен-
ня потенційної пошкоджуючої дії наноматеріалів 
необхідно було розробити спосіб стабілізації на-
нопорошків металів та їх похідних у водних роз-
чинах для наступного використання у біомедичних  
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дослідженнях in vitro та in vivo. Як відомо, для 
стабілізації наноматеріалів у розчинах викорис-
товують органічні та неорганічні сполуки, що за-
безпечують отримання колоїдних розчинів різного 
ступеню стійкості. Токсичність композиції визна-
чається не тільки токсичністю діючої речовини 
(наприклад, наночастинок металу), а також стабі-
лізуючих або інших допоміжних компонентів, що 
можуть вплинути на біологічну активність отрима-
ного розчину. Принциповим аспектом був пошук 
стабілізатора, який не тільки не буде підвищувати 
показники токсичності вихідного наноматеріалу, а 
й забезпечить «комфортне» середовище для деяких 
тест-об'єктів, зокрема, сперматозоїдів великої рога-
тої худоби, які використовують у скринінгових до-
слідженнях цитотоксичності наноматеріалів.

В якості стабілізатора запропоновано глюкозо-
цитратний буфер (глюкоза (4 г), натрію цитрат (1 г) 
у 100 мл дистильованої води), що зазвичай засто-
совують в експрес-методі визначення токсичності 
наноматеріалів у розчинах з використанням спер-
матозоїдів великої рогатої худоби як тест-об'єкту 
для розморожування сперми, а також в якості 
контрольного розчину [3]. Встановлено, що серед-
ній аеродинамічний діаметр частинок нанокомпо-
зиту ТіО

2
+Ag у фізіологічному розчині становив  

677,7 нм, у глюкозо-цитратному буфері (глюкоза та 
натрію цитрат у співвідношенні 4 : 4) – 718 нм, тоді 
як при використанні глюкозо-цитратного буферу  
зі співвідношенням глюкози та натрію цитрату  
4 : 1 – 43,9 нм (на другу добу – 53,37 нм). Своєю чер-
гою, розмір частинок нанопорошку оксиду титану 
(ТіО

2
), синтезованого методом термічного розкла-

ду, у фізіологічному розчині виміряти не вдалося 
через агломерацію наночастинок. Натомість у глю-
козо-цитратному буфері зі співвідношенням глюко-
зи та натрію цитрату 4:1 середній аеродинамічний 
діаметр частинок становив 46,84 нм.

Таким чином, запропонований стабілізатор до-
зволяє отримувати відносно стабільні гідрозолі 
нанопорошків металів, уникаючи при цьому неба-
жаного впливу на токсичність вихідного наномате-
ріалу. Це своєю чергою, надало можливість оцінити 
пошкоджуючу дію досліджуваних зразків нанома-
теріалів (нанокомпозиту ТіО2+Ag із середнім ае-
родинамічним діаметр частинок у розчині 43,9 нм, 
та ТіО

2
 із середнім аеродинамічним діаметром  

частинок 46,84 нм), які було стабілізовано глюкозо-
цитратним буфером. В якості скринінгового методу 
визначення токсичності та пошкоджуючої дії нано-
матеріалів in vitro з використанням як тест-об'єкту 
сперматозоїдів великої рогатої худоби (бика) було 
адаптовано та використано відомий метод вилучен-
ня фосфоліпідів з мозку щурів [4]. Замість мозку 
щурів використовували заморожену бичачу сперму 
(гранули), які відтаювали у глюкозо-цитратному 
буфері (співвідношення глюкози та натрію цитрату  
4 : 1) у термостаті при температурі 37 0С протягом  
90 хв. До дослідного розчину на початку відтаю-
вання додавали 3 мг нанопорошку в 1 мл глюкозо-
цитратного буферу. Наприкінці отриманий фосфо-
ліпідний екстракт дослідної та контрольної проби 
досліджували на спектрофотометрі ULAB 101 UV. 
Визначення оптичної густини отриманих фосфолі-
підних екстрактів при довжині хвилі 540 нм свід-
чить на користь руйнування молекулярної струк-
тури мембран сперматозоїдів, що були експоновані 
наноматеріалами, та вивільнення фосфоліпідів.

З цього приводу слід зазначити, що саме на-
копичення перекисів ліпідів в тканинах супрово-
джується руйнуванням молекулярної структури 
мембран, найважливішими компонентами яких є 
фосфоліпіди. Відповіддю статевої клітини на стрес 
є порушення низки найважливіших біохімічних 
процесів, в тому числі і функціонування мембран-
них структур, а також активація «суїцидальної» 
програми – апоптозу. Апоптоз характеризується 
цілим набором постадійних специфічних біохіміч-
них змін, що відбуваються як в ядрі, так і в клітин-
ній мембрані сперматозоїда, серед яких, зокрема, 
зміни в динаміці фосфоліпідів [5, 6].

Отримані результати кореспондують із дани-
ми морфологічного аналізу аномалій спермато-
зоїдів, експонованих досліджуваними наномате-
ріалами: частка їх дефектів була значно більшою 
у дослідних зразках (61% при впливі нанокомпо-
зиту ТіО2+Ag та 39% при впливі ТіО

2
) порівняно 

із контролем (20%) (Табл.1). При оцінці головки 
сперматозоїдів було зазначено її набряк та відсут-
ність акросомальної області, яка частіше виявля-
лась у всіх спостереженнях. Дефекти хвоста спер-
матозоїдів характеризувалися його вкороченням, 
закрученням та набряком, що вказує на їх низь-
ку рухливість. Крім цього визначалася агрегація  

Таблиця 1
Частка морфологічних аномалій сперматозоїдів при дії наноматеріалів

Морфологічні аномалії
сперматозоїдів

Контроль,
%

ТіО2,%
Ті+Ag,

%
Дефекти головки 3 6 11

Відсутність акросоми 12 21 23
Дефекти середньої частини відсутні 5 9

Дефекти хвоста 5 7 18
Частка аномалій 20 39 61

Частка нормальних 
сперматозоїдів 80 61 39
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сперматозоїдів (їх скупчення), що додатково свід-
чить про їх патологічний стан.

Після експозиції сперматозоїдів нанокомпо-
зитом ТіО2+Ag виявлено значну кількість залиш-
кових тілець, що є результатом загибелі клітин. 
Зазначені зміни, поряд із виявленими аномалія-
ми сперматозоїдів, свідчать на користь більш ви-
раженого патологічного впливу нанокомпозиту 
ТіО2+Ag.

Таким чином, запропонований експрес-спосіб 
може бути використаний в якості скринінгового 
при дослідженнях наноматеріалів in vitro.

Висновки
1. Запропоновано стабілізатор (глюкоза (4 г), 

натрію цитрат (1 г) у 100 мл дистильованої води), 

який дозволяє отримувати відносно стабільні 
гідрозолі нанопорошків металів, уникаючи при 
цьому небажаного впливу на токсичність вихід-
ного наноматеріалу.

2. Встановлено, що комплекс оксиду  
титану, допованого сріблом (нанокомпо-
зит ТіО

2
+Ag, масова частка Ag~ 4мас.%), та  

нанопорошок TiO
2
 у концентраціях 3 мг/мл  

ініціюють патологічні зміни у спермато- 
зоїдах великої рогатої худоби (бика),  
що є маркерами оксидативного стресу (ано- 
малії головки, середньої частини та хвоста,  
а також відсутність акросоми тощо), при  
цьому патологічна дія нанокомпозиту ТіО

2
+Ag є 

більш вираженою.
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