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Unique sizes and a high level of bioavailability allow nanoparticles of metals (NPMe) to come into direct contact 
with biological systems, with infectious agents, toxins, as well as with different chemical compounds and separate cell 
structures (proteins, lipids, nucleic acids). Other biological effects, including less toxicity than in microscopic 
substances, require attention to be paid to the study of the potential risk of using nanoparticles of each type in a 
particular way, therefore scientific support is absolutely necessary in this direction. It is believed that the cytotoxicity of 
nanomaterials is due to genomic and mutagenic effects, but the mechanical forces of interaction of NPMе with cells, 
obviously, will change not only cytological but also their metabolic reactions. Therefore, the purpose of this research 
was to determine the biochemical markers of safety (potential toxicity) of NPMe (Au, Ag, Cu, Fe, Co, GFCo, Zn, 
MnO2) on the model of isolated membrane and cytosolic fractions of eukaryotic test cells of CHO-K1 and U937 lines. 
Under conditions of preincubation of experimental samples of NPMe at a final concentration of 1 μg/cm3 by the metal 
with preparations of subcellular fractions of CHO-K1 and U937 (in the final amount of protein 150–200 μg/cm3) for 
3 minutes at 37 ± 1 ºС, there was determined the magnitude of membrane ATP-ase and cytosolic LDH-ase activity 
compared to intact cells ("control"). According to the results of the research, colloidal dispersions of NPAg average size 
~30 nm, NPFe ~100 nm, NPCu ~70 nm, and NPMnO2 ~50 nm are safe and biocompatible by their membranotropic 
effect on subcellular fractions of eukaryotic test cells, as evidenced by an increase in the level of membrane ATPase and 
cytosolic LDHase of test-cells CHO-K1, and the experimental samples NPCo, NPGFCo and NPZn average size of 
~100 nm are membrane-toxic, that is, dangerous. By the nature of the changes in the enzymatic activity of the test cells 
U937, the discrete dimensions of the membranotropic action of NPAu have been demonstrated: nanoparticles of size 
~10 nm caused the inhibition of the membrane Na+,K+-ATPase, and the size of ~30 nm and ~45 nm – its induction; 
nanoparticles of size ~10, ~20 and ~30 nm induced cytosolic LDHase and the size of ~45 nm – its inhibition relative to 
the control level of enzymes, so NPAu ~10 and ~45 nm can be considered membrane toxic, and size ~30 nm – safe and 
biocompatible for eukaryotic cells. Based on the hypothesis about the involvement of metabolism-dependent 
mechanisms of contact interaction of colloidal dispersions of experimental samples of NPMe with cells through 
membranotropic properties, the study of their potential danger or biocompatibility in further research can be carried out 
by determining the intensity of oxidation of the main structural components of biomembranes of cells – lipids and 
proteins and indicators of their AO-regulation.  
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Біохімічні маркери безпечності наночастинок металів  
на моделі ізольованих субклітинних фракцій еукаріотів  

М. Є. Романько  
Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» НААН, Харків, Україна  

Унікальні розміри та значний рівень біодоступності дозволяють наночастинкам металів (NPМе) вступати в прямий контакт із 
біологічними системами, з інфекційними агентами, токсинами, а також із різними хімічними сполуками та окремими структурами клітин 
(протеїнами, ліпідами, нуклеїновими кислотами). Інші біологічні ефекти, у тому числі – менша токсичність, ніж у речовин у 
макророзмірному стані, вимагають приділяти увагу вивченню потенційного ризику використання наночастинок кожного виду окремим 
чином, тому науковий супровід цього напряму абсолютно необхідний. Мета досліджень – визначити біохімічні маркери безпечності 
(потенційної токсичності) NPМе (Au, Ag, Cu, Fe, GFCo, Co, Zn, MnO2) на моделі ізольованих мембранної та цитозольної фракцій 
еукаріотичних тест-клітин ліній СНО-К1 та U937. За преінкубації дослідних зразків NPMe у кінцевій концентрації 1 мкг/см3 за металом із 
препаратами субклітинних фракцій СНО-К1 і U937 (у кінцевій кількості білка 150–200 мкг/см3) упродовж 3 хвилин за температури 37 ºС 
визначали мембранну АТР-азну та цитозольну ЛДГ-азну активність порівняно з показниками інтактних клітин (контроль). Колоїдні 
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дисперсії NPAg середнього розміру 30 нм, NPFe 100 нм, NPCu 70 нм та NPMnO2 50 нм безпечні та біосумісні за їх мембранотропної дії 
щодо субклітинних фракцій еукаріотичних тест-клітин, про що свідчить підвищення рівня мембранної АТР-ази та цитозольної ЛДГ-ази 
тест-клітин СНО-К1, а дослідні зразки NPСо, NPGFСо і NPZn розміром 100 нм – мембранотоксичні, тобто небезпечні. За характером змін 
ферментативної активності в ізольованих мембранах тест-клітин U937 доведено дискретні розміри мембранотропної дії NPAu: 
наночастинки металу розміром 10 нм викликали інгібування мембранної активності Na+,K+-АТР-ази, а розміром 30 і 45 нм – її індукцію; 
наночастинки металу розміром 10, 20 і 30 нм індукували активність цитозольної ЛДГ-ази, а розміром 45 нм – її пригнічення відносно 
контрольного рівня ензимів, тому NPAu розміром 10 і 45 нм можна вважати мембранотоксичними, а розміром 30 нм – безпечними та 
біосумісними для еукаріотичних клітин.  

Ключові слова: наночастинки металів; мембранна АТР-аза; цитозольна ЛДГ-аза; безпечність; біосумісність; еукаріотична клітина  

Вступ  
 

Унікальні розміри та значний рівень біодоступності дозво-
ляють наночастинкам, зокрема наночастинкам металів (NPМе), 
вступати у прямий контакт із біологічними системами, з інфек-
ційними агентами, токсинами, а також із різними хімічними 
сполуками та окремими структурами клітин (протеїнами, ліпі-
дами, нуклеїновими кислотами) (Elder et al., 2002; Silvа, 2004; 
Oberdörster et al., 2005; Yan et al., 2007; Duttа et al., 2007; Owino 
et al., 2008; Xu et al., 2008; Cardinal et al., 2008). Інші біологічні 
ефекти, у тому числі менша токсичність (Kagan et al., 2005; 
Kabanov 2006; Lewinski et al., 2008; Jahnen-Dechent and Simon, 
2008), ніж у речовин у макророзмірному стані, вимагають при-
діляти увагу вивченню потенційного ризику використання на-
ночастинок кожного виду окремим чином, тому науковий су-
провід у цьому напрямку абсолютно необхідний.  

Відомі наукові праці присвячені уявленню цитотоксичної 
дії наночастинок взагалі на рівні культур клітин або стосовно 
інших видів – карбонових нанотрубок, фулеренів, модифікова-
них наноалмазів (Weyermann et al., 2005; Chen et al., 2006, 2008; 
Powers et al., 2006). Цитотоксичність наноматеріалів зумовлена 
гено- та мутагенними ефектами (Jia et al., 2005; Brunner et al., 
2006; Lynch et al., 2007), але механічні сили взаємодії NPМе з 
клітинами, очевидно, будуть змінювати не лише цитологічні, а 
й метаболічні реакції.  

Існують розбіжності між поглядами вчених щодо небез-
печності наночастинок ауруму (NPAu): одні визначають їх не-
токсичними через інертність металу в діапазоні 0,5–100 нм, а 
інші – цитотоксичними (Goodman et al., 2004; Connor et al., 
2005; Shukla et al., 2005). Токсичні ефекти наночастинок ар-
гентуму (NPAg), навпаки, вважають очевидними через відому 
їх біоцидну дію відносно клітин мікроорганізмів (Egorova et al., 
2001; Alt et al., 2004; Borysevych and Borysevych, 2010); бракує 
досліджень in vitro. Токсичність наночастинок купруму (NPCu) і 
феруму (NPFe) в основному досліджена в системі in vivo за 
різними шляхами введення та проявляє чітку розмірну залеж-
ність (Gupta and Gupta, 2005; Zhu et al., 2008; Sljunjaeva, 2012). 
Публікації щодо біологічних ефектів наночастинок інших ме-
талів обмежені за кількістю, не вистачає ґрунтовного розумін-
ня біохімічних механізмів їх природи.  

Отже, визначення особливостей модуляції NPMe біохіміч-
них процесів у клітині в цілому та її окремих структурах від-
криває нові перспективи у фундаментальному розумінні їх впливу 
на стан і функціональну активність мікроорганізмів. Саме тому 
мета наших досліджень – визначити біохімічні маркери без-
печності (потенційної токсичності) наночастинок металів (Au, 
Ag, Cu, Fe, GFCo, Co, Zn, MnO2) на моделі ізольованих мем-
бранної та цитозольної фракцій еукаріотичних тест-клітин 
ліній СНО-К1 та U937.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

Як біологічні моделі використовували лінії пухлинних клі-
тин гістіоцитарної лімфоми людини U937 та лінії клітин яєч-
ника китайського хом’ячка СНО-К1.  

Тест-клітини лінії U937 культивували у стандартному се-
редовищі RPMI 1640, що містить 10% ембріональної сироват-
ки ВРХ, а СНО-К1 – у середовищі F10, що містить 5% ембріо-
нальної сироватки ВРХ, за температури 37,0 ± 1,0 ºС у СО2-
інкубаторі в атмосфері 5% СО2 до титру 5 • 106 кл./см3.  

Життєздатність клітин оцінювали за допомогою фарбуван-
ня з використанням 0,3% розчину трипанового синього. Кількість 
живих клітин складала не менше 90%.  

Виділення цитозольної та мембранної фракцій еукаріотич-
них тест-клітин проводили, як описано Maianski et al. (2004): 
клітини відмивали від живильного середовища ФСБ, ресуспен-
дували у буфері для екстракції цитозолю (250 мМ сахароза, 
70 мМ KCl, 250 мкг/мл дигітонін, 1 мМ ФМСФ, 5 мМ ЕДТА 
на ФСБ-буфері, рН 7,4) упродовж 20 хвилин за температури 
40 ºС за постійного перемішування, центрифугували за 
1 000 об./хв, надосад збирали як цитозольну фракцію клітин; 
осад ресуспендували у середовищі (50 мМ Трис-HCl, 10 мМ 
NaCl, 10 мМ MgCl2, 2 мМ ЕДТА, 1% тритон Х100, 10% 
гліцерин, рН 7,5) упродовж 10 хвилин, постійно перемішуючи, 
центрифугували за 10 000 g та отримували осад – сумарну 
мембранну фракцію (СМФ) клітин.  

Препарати субклітинних фракцій характеризували за вміс-
том білка методом (Lowry et al., 1951) та зберігали за темпе-
ратури –20 ± 1 ºС; повторного заморожування не допускали. 
Як стандартний білок для побудови калібрувальної кривої 
використовували бичачий сироватковий альбумін (BSA).  

У дослідженні використані такі колоїдні розчини NPMe: нано-
частинки ауруму (NPAu) середнього розміру 10, 20, 30 та 45 нм із 
вихідною концентрацією за металом 38,6 мкг/см3 та у діапазоні 
розведень 0,12–1,40 мкг/см3; наночастинки аргентуму (NPAg) 
30 нм із концентрацією 86,4 мкг/см3; наночастинки феруму (NPFe) 
100 нм із концентрацією 3174,0 мкг/см3; наночастинки гексаціано-
ферату кобальту (NPGFCo) 100 нм із концентрацією 2 489 мкг/см3; 
наночастинки кобальту (NPCo) 100 нм із концернтрацією 
1 992 мкг/см3; наночастинки купруму (NPCu) 70 нм із концентра-
цією 2 679 мкг/см3; наночастинки цинку (NPZn) 100 нм із концерн-
трацією 2 407 мкг/см3; наночастинки двоокису мангану (NPМnO2) 
50 нм із концентрацією 2 785 мкг/см3.  

Колоїдні розчини NPMe отримували методом хімічної кон-
денсації шляхом відновлення відповідних солей металів у водно-
му середовищі (Percov, 1976), який дозволяє отримувати стійкі 
водні дисперсії наночастинок певного розміру. Середній розмір 
NPMe обчислювали методом лазерно-кореляційної спектрометрії 
(Zetasizer–3; Malvern Instruments Ltd, Великобританія), що дозво-
ляє з високою точністю визначити константи швидкості дифузії 
частинок і обчислити їх гідродинамічний діаметр, виходячи з при-
пущення щодо їх сферичної геометрії (Rawle, 1994).  

За преінкубації дослідних зразків NPMe у кінцевій концен-
трації 1 мкг/см3 за металом із препаратами субклітинних фрак-
цій СНО-К1 і U937 (у кінцевій кількості білка 150–200 мкг/см3) 
упродовж 3 хвилин за температури 37 ± 1 ºС визначали мем-
бранну АТР-азну та цитозольну ЛДГ-азну активність порівня-
но з показниками інтактних клітин (контроль). У контрольну 
пробу замість NPMе додавали Трис-HCl буфер або ФСБ.  

Активність питомої АТРази (КФ 3.6.3.6) у СМФ тест-клітин 
визначали спектрофотометрично, як описано Prohorova (1982), за 
швидкістю накопичення неорганічного фосфору в результаті гід-
ролізу АТР у середовищі інкубації (10 мМ трис-HCl, 3 мМ MgCl2, 
3 мМ АТР, рН 7,5) упродовж 10 хвилин; виражали у відносних 
одиницях А/А0. Реакцію ініціювали уведенням до середовища ін.-
кубації 0,1 см3 дослідної проби (кількість мембранного білка – 15–
20 мкг/см3). Контролем на неферментативний гідроліз АТР слугу-
вало середовище інкубації за відсутності в ньому СМФ; контро-
лем на ендогенний Рі – середовище, що містило лише СМФ у 
водному розчині.  
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Активність ЛДГази (КФ 1.1.1.27) у цитозольній фракції тест-
клітин визначали спектрофотометрично за швидкістю окиснення 
NADH за довжини хвилі 340 нм, як описано Prohorova (1982), у 
середовищі інкубації (50 мМ К-фосфатний буфер, 0,3 мМ Na-пі-
рувату, 9 мМ NADH, рН 7,5); виражали у відносних одиницях А/А0.  

Реакцію ініціювали внесенням до середовища інкубації 0,1 см3 
дослідної проби цитозольної фракції. Реєстрацію показника про-
водили кожні 30 секунд упродовж 3–5 хвилин, розраховуючи се-
реднє значення зміни оптичної густини проби упродовж 1 хвили-
ни. Токсичними вважали зразки NPMe у випадку інгібування ак-
тивності АТРази дослідної проби за взаємодії з такими не менше 
ніж на 20%, та у випадку стимуляції активності ЛДГази дослідної 
проби за взаємодії з такими не менше ніж на 50%, порівняно з рів-
нем ферментативної активності у контрольній пробі. Вірогідність 
отриманих результатів оцінювали за критерієм Стьюдента після 
перевірки нормальності розподілу показників. Для одержання ста-
тистично вірогідних результатів під час виконання досліджень на 
культурах клітин і субклітинних фракціях, визначення параметрів 
проводили у 5-кратній повторності з трьома пробами.  
 
Результати  
 

Результати (рис. 1), свідчать, що за впливу дослідних зразків 
NPAg, NPFe, NPCu та NPMnO2 не реєстрували вірогідного галь-

мування активності мембранної АТР-ази відносно її значень у 
фракціях інтактних тест-клітин СНО-К1 (контроль). Але за кон-
тактної взаємодії ізольованих СМФ тест-клітин із NPCo і NPGFCo, 
навпаки, визначали вірогідне зниження активності АТРази у се-
редньому на 22,3% та 26,1%, а за впливу NPZn – лише тенденцію 
до зниження активності цього ензиму, що складало 10,8% від-
носно її значень у контролі (СМФ інтактних клітин). Внаслідок 
преінкубації ізольованих цитозольних фракцій тест-клітин СНО-
К1 із дослідними зразками всіх видів NPMe не реєстрували віро-
гідних змін активності ЛДГази відносно її значень в інтактних 
клітин (контроль) (рис. 1). Виняток складало збільшення рівня 
ЛДГазної активності за взаємодії з NPGFCo та NPCu в середньому 
на 19,4% та 38,9% (Р < 0,05), відповідно.  

Під час визначення впливу NPAu у діапазоні розмірних зна-
чень на активність мембранної Na+,K+-АТРази тест-клітин U937 
встановлено (рис. 2), що NPМе в усьому концентраційному діапа-
зоні середнього розміру (10 нм) інгібували ферментативну актив-
ність у середньому на 70%, а розміром 30 і 45 нм індукували її у 
межах 20–40% (Р < 0,05), відповідно, відносно рівня активності 
цього ензиму у СМФ інтактних клітин (контроль). Виняток скла-
дало зниження (Р < 0,05) активності цього ензиму у СМФ клітин 
за впливу NPAu середнього розміру (20 нм) у концентрації 
0,30 мкг/см3 за металом.  

 
Рис. 1. Активність мембранної АТРази та цитозольної ЛДГази тест-клітин СНО-К1 за контактної взаємодії з NPМе (ум. од.):  

M ± m; n = 5; Р < 0,05 відносно контролю (СМФ інтактних клітин)  

 
Рис. 2. Активність мембранної Na+,K+-АТРази (А/А0, %)  

тест-клітин U937 за контактної взаємодії з NPAu середнього 
розміру: 1 – 10 нм, 2 – 20 нм, 3 – 30 нм, 4 – 45 нм (n = 5,  

Р < 0,05 – відносно контролю (СМФ інтактних клітин) – А0):  
за 100% прийнято величину АТРазної активності СМФ 
інтактних клітин лінії U937 (контроль) за відсутності  

впливу NPAu  

Дослідження впливу дослідних NPAu на активність ЛДГази 
цитозольної фракції тест-клітин U937 показало (рис. 3), що 

NPМе викликають підвищення її активності у діапазоні кон-
центрацій 0,20–1,20 мкг/см3 (NPAu розміром 10 нм) у серед-
ньому складало 4,0–4,5 раза, у концентраціях 0,18–0,70 мкг/см3 
за металом (NPAu розміром 20 і 30 нм) – 1,5–2,0 раза (Р < 0,05) 
відповідно відносно її контрольного рівня.  

За впливу NPAu середнього розміру 45 нм у концентрацій-
ному діапазоні 0,20–0,60 мкг/см3 за металом, навпаки, реєстру-
вали інгібування активності цитозольної ЛДГази, зниження 
значень склало в середньому 5,0 раза (Р < 0,05) відносно її ба-
зового рівня (контроль).  
 
Обговорення  
 

Еукаріотичні клітини мають вищу організацію порівняно з 
прокаріотичними, що знаходить відображення в їх метаболіч-
них процесах (Artjuhov and Nakvasina, 2000). АТРаза – один із 
ключових ферментів енергетичного метаболізму клітини, зав-
дяки якому відбувається формування різниці електрохімічних 
потенціалів на мембрані (Basnak’jan et al., 1981; Ulberg, 2005; 
Danylovych et al., 2007). Фермент локалізується у плазматичній 
мембрані клітини таким чином, що його субодиниці експоно-
вані як до цитоплазми, так і до зовнішнього середовища, тому 
активність може бути використана як індикатор стресового 
впливу будь-якого фактора ризику.  
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Поряд із десятьма цитозольними ферментами, які перетворю-
ють глюкозу на піруват, ЛДГазі у тому числі властиво забезпечу-
вати синтез АТР за відсутності оксигену, в анаеробних умовах 
(Artjuhov and Nakvasina, 2000). При цьому акцептором гідрогену 
слугує піровиноградна кислота, яка перетворюється на лактат, що 
виконує функцію резервуара відновлених еквівалентів.  

 
Рис. 3. Активність цитозольної ЛДГази (А/А0, %) тест-клітин 

U937 за контактної взаємодії з NPAu середнього розміру:  
1 – 10 нм, 2 – 20 нм, 3 – 30 нм, 4 – 45 нм (n = 5, Р < 0,05 – 

відносно контролю (цитозольна фракція інтактних клітин) – 
А0): за 100% прийнято ЛДГазну активність цитозольної 

фракції інтактних клітин лінії U937 (контроль)  
за відсутності впливу NPAu  

Виходячи з того, що цитоплазматична мембрана клітин уш-
коджується у першу чергу, оскільки вона слугує бар’єром між 
поза- та внутрішньоклітинним оточенням і забезпечує селектив-
ний транспорт речовин (Rapoport et al., 1982; Ivanytsia and Rakhi-
mova, 2002; Kharchuk, 2005), установлені нами зміни активності 
АТРази та ЛДГази у субклітинних фракціях еукаріотичних тест-
клітин за контактної взаємодії з дослідними зразками NPМе доз-
воляють використовувати ферментативну активність як систем-
ний біохімічний маркер під час тестування безпечності та біосу-
місності in vitro. Отримані результати щодо мембранотоксичної дії 
колоїдних дисперсій NPСо, NPGFСо і NPZn розміром 100 нм та 
NPAu розміром 10 і 45 нм вимагають відповідального підходу під 
час їх використання у сучасних біотехнологіях, а з іншого боку – 
подальшого вивчення механізмів потенційної небезпечності та 
біосумісності NPМе із залученням інших маркерів тестування як у 
системі in vitro, так і in vivo. Колоїдні дисперсії NPAg 30 нм, NPFe 
100 нм, NPCu 70 нм та NPMnO2 50 нм, навпаки, слід вважати без-
печними та біосумісними за мембранотропною дією щодо субклі-
тинних фракцій еукаріотичних тест-клітин, про що вказує підви-
щення рівня мембранної АТРази та цитозольної ЛДГази (Р < 0,05) 
СНО-К1.  

Низка авторів (Yamakoshi et al., 2003; Li et al., 2003; Shvedova 
et al., 2004; Garcon et al., 2006) вважає, що механізми цитотоксич-
них ефектів наноматеріалів різного походження (карбонових на-
нотрубок, NPМе, фулеренів, нанопорошків тощо) пов’язані з фор-
муванням окиснювального стресу та накопиченням токсичних 
продуктів ліпопероксидації, тому вважаємо за доцільне у подаль-
ших експериментах зосередитися на визначенні впливу дослідних 
зразків NPМе на структурно-функціональний стан основних ком-
понентів біомембран клітин – ліпідів і протеїнів.  
 
Висновки  
 

За результатами досліджень установлено, що колоїдні диспер-
сії NPAg 30 нм, NPFe 100 нм, NPCu 70 нм та NPMnO2 50 нм без-
печні та біосумісні за мембранотропною дією щодо субклітинних 
фракцій еукаріотичних тест-клітин, про що свідчить підвищення 
рівня мембранної АТРази та цитозольної ЛДГази (Р < 0,05)  
СНО-К1, а дослідні зразки NPСо, NPGFСо і NPZn розміром 
100 нм – мембранотоксичні, тобто небезпечні.  

За характером змін ферментативної активності у субклітин-
них фракціях U937 доведені дискретні розміри мембранотропної 

дії NPAu: наночастинки розміром 10 нм викликали інгібування 
мембранної Na+,K+-АТРази, а розміром 30 і 45 нм – її індукцію; 
наночастинки розміром 10, 20 і 30 нм справляли індукцію цито-
зольної ЛДГази, а розміром 45 нм – її пригнічення відносно кон-
трольного рівня. Тому NPAu розміром 10 і 45 нм можна вважати 
мембранотоксичними, а 30 нм – безпечними та біосумісними для 
еукаріотичних клітин.  

Спираючись на висунуту гіпотезу щодо участі метаболізм-за-
лежних механізмів контактної взаємодії колоїдних зразків NPМе з 
клітинами через мембранотропні властивості, стан їх потенційної 
небезпечності або біосумісності у подальших дослідженнях може 
бути з’ясований через визначення інтенсивності окиснення основ-
них компонентів біомембран клітин – ліпідів та білків, а також 
показників їх АО-регуляції.  
 

Автор висловлює подяку канд. біол. наук Т. Г. Грузіній і канд. біол. 
наук Л. С. Рєзніченко (Інститут біоколоїдної хімії імені Ф. Д. Овчарен-
ка НАН України) за допомогу в синтезі наночастинок металів.  
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