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Р ассматриваются физические основы и методические вопросы применения ядерно-физических методов (радиоактивных индикаторов 
и нейтронно-активационного анализа) для изучения процессов ассимиляции ряда неорганических наночастиц (НЧ) живыми орга-

низмами, их распределения по органам и экскреции. Анализируются способы активации изучаемых НЧ в составе коллоидного раствора 
или биологических образцов, сравниваются достоинства метода радиоактивных индикаторов и нейтронно-активационного анализа, при-
веден краткий обзор ряда успешных работ, использующих ядерно-физические методы для изучения взаимодействия НЧ серебра, золота, 
селена, окислов цинка и титана с живым организмом. В качестве примера приведены описание и результаты эксперимента по длительному 
(30 дней) введению НЧ серебра лабораторным мышам, продемонстрированы возможности нейтронно-активационного анализа для оценки 
массы остаточной крови (и содержащихся в ней НЧ) в биологических образцах и подтверждения проникновения НЧ через гематоэнцефали-
ческий барьер в количественном выражении.

radiotraCer methods and neutron aCtivation analysis for the investigation of nanopartiCles 
bioKinetiCs in living organisms

T he physical foundations and methodological issues of nuclear activation methods (radiotracers and neutron activation analysis) are discussed in rela-
tion to the study of assimilation of a number of inorganic nanoparticles (NPs) by living organisms, their distribution in organs and excretion. The 

ways of NPs activation as the part of a colloidal solution or biological samples are analyzed. The advantages of the radioactive tracers method and neutron 
activation analysis are compared. A brief overview of a number of successful works using nuclear methods for studying the interaction of silver, gold, sele-
nium, zinc and titanium oxides NPs with living organisms is presented. As an example, a description and results of the experiment on long-term (30 days) 
injection of silver NPs into laboratory mice are shown. The abilities of neutron activation analysis to estimate the mass of residual blood (and NPs in it) in 
biological samples and to confirm the NPs penetration through the blood-brain barrier in a quantitative terms are demonstrated.

ВВЕДЕНИЕ
Производство наноматериалов и их применение в различных 
сферах человеческой деятельности неуклонно расширяют-
ся. Быстро растут объем выпуска потребительских товаров 
на основе наноматериалов [1] и применение наночастиц (НЧ) 
в медицине [2–5]. В этой связи особую актуальность приоб-
ретает изучение взаимодействия НЧ с живыми организмами. 
Измерение биокинетических параметров, характеризующих 
поведение НЧ в организме, таких, как их усвоение, распреде-
ление по органам и тканям, метаболизм и экскреция необхо-
димы, в первую очередь, для оценки степени потенциальной 
опасности НЧ данного вида для живого организма. Эти пара-
метры необходимы как в фундаментальных исследованиях 
по воздействию НЧ на живую природу, так и в практических 
применениях НЧ, например в фармакологии, ветеринарии, 
пищевой промышленности, косметологии и т.д.

На практике биокинетические параметры НЧ, как пра-
вило, определяются путем измерения массы или числа НЧ 
в биологических образцах органов, тканей, крови и выделе-
ний лабораторных животных после введения НЧ в организм 
лабораторных животных [2, 6–11]. Если данные измерения 
проводятся для биообразцов, отбираемых через различные 
сроки после введения НЧ в организм, то это позволяет полу-
чать характеристики усвоения, распределения и экскреции 
в зависимости от времени, т.е. динамику изменения изучае-
мых параметров.

В общем случае, методики измерений содержания НЧ 
в биологических образцах зависят от химического состава 
и особенностей структуры НЧ, и на текущий момент не суще-
ствует универсального метода, пригодного для всех нанома-
териалов. Ограничиваясь достаточно распространенными 
на практике методами, необходимо упомянуть электронную 
и оптическую микроскопию, количественный химический 
анализ, различные методы спектроскопического элементного 
анализа (включая различные виды оптической [12] и масс-
спектрометрии [13, 14]), нейтронно-активационный анализ 
[2, 15, 16], хроматографию и методы, основанные на внесе-
нии метки в изучаемые НЧ [11]. Таким образом, при выборе 
методики измерения количества НЧ в биологических образ-
цах существует определенный выбор. Критерии для выбора, 
наряду с очевидными требованиями точности и чувствитель-
ности, включают в себя также такие параметры, как трудо-
емкость и представительность. Требование малой трудоем-
кости связано с большим количеством образцов, необходи-
мых для измерения биокинетических параметров (характер-
ное число подлежащих измерению образцов в эксперименте 
для одного вида НЧ – около 200). Под представительностью 
понимается возможность получать за одно измерение досто-
верное интегральное значение количества НЧ в биологиче-
ском образце, имеющем макроскопические размеры (от еди-
ниц до десятков мм), при возможном неоднородном распре-
делении НЧ по объему образца. 

Нанобиология
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По данным работы [1], в коммерческих наноматериа-

лах наиболее востребованы НЧ на основе неорганических 
материалов (в частности, серебра, углерода, оксидов титана 
и цинка, кремния, золота). Это обстоятельство определило 
направление описываемых в настоящей работе исследований 
и выбор неорганических НЧ. При анализе методов измере-
ния биокинетических параметров неорганических НЧ был 
сделан вывод, что значительными преимуществами обладают 
те из них, которые основаны на внесении меток в исследуе-
мые НЧ. Оказалось, что совокупности требований: точности, 
чувствительности, малой трудоемкости и представительно-
сти измерений в наибольшей мере удовлетворяют некоторые 
ядерно-физические методы, использующие радиоактивные 
метки-маркеры, внедряемые в исследуемые НЧ (методы 
радиоактивных индикаторов или меченых атомов, нейтрон-
но-активационный анализ). Ядерно-физические методы ана-
лиза вещества основаны на облучении исследуемых образцов 
потоками возбуждающего излучения (нейтроны, заряжен-
ные частицы, γ-кванты) и последующей регистрации возни-
кающего вторичного излучения атомов образца. Они имеют 
длительную историю применения в биологии и других обла-
стях научных исследований, а в применении к исследова-
ниям НЧ эти методы начали применяться начиная с 1990-х 
[17, 18]. В отечественной практике эти методы для исследо-
вания НЧ ранее либо не применялись вообще, либо редко 
и несистематично.

В принципе, ядерно-физические методы позволяют 
использовать метод меченых атомов для количественных 
измерений наноматериалов любой природы – как органиче-
ских, так и неорганических, поскольку радиоактивная, изо-
топная, спиновая или какие-либо другие метки могут быть 
внесены в любое вещество, однако для НЧ различной при-
роды и состава оптимальными являются разные способы 
внесения радиоактивной метки и измерения ее активности 
в образцах. Для рассматриваемых ниже неорганических НЧ 
внесение радиоактивного маркера наиболее просто реализу-
ется путем нейтронного [2, 11] или протонного [19] облуче-
ния НЧ или биообразцов с последующими количественными 
измерениями активности изотопа-метки гамма-спектроме-
трическими методами.

МЕТОДИКИ АКТИВАЦИИ НАНОЧАСТИЦ
Наиболее адекватным способом инкорпорирования радио-
активной метки в неорганические НЧ является их активация 
тепловыми (или эпитепловыми) нейтронами в ходе реакции 
нейтронного захвата с превращением части ядер в иссле-
дуемых НЧ в радиоактивные изотопы. Поскольку химиче-
ские свойства изотопов (определяемые электронными обо-
лочками атомов) полностью идентичны исходным атомам 
в активируемых НЧ, изотопная метка не меняет биокинети-
ческие характеристики меченых НЧ относительно исходных. 
Небольшая энергия тепловых или эпитепловых нейтронов 
не нарушает расположение молекул (атомов) во внутрен-
ней структуре НЧ и, кроме того, обуславливает значитель-
ные сечения поглощения таких нейтронов активируемыми 
атомами. Величина активности изотопа-метки в исследуе-
мых образцах может быть измерена по интенсивности бета- 
или гамма-излучения, генерируемого при бета-распаде ядер 
изотопной метки, или по интенсивности рентгеновского 
излучения, образующегося при распаде некоторых неста-
бильных изотопов в результате реакции К-захвата электро-
нов. В отличие от бета-излучения, гамма- и рентгеновское 
излучения бета-распадов имеют линейчатый энергетиче-
ский спектр, который индивидуален для каждого изотопа. 
Это позволяет при измерениях использовать высокую энер-

гетическую селективность современной гамма-спектроме-
трической аппаратуры и заметно повысить чувствительность 
и точность измерений. Кроме того, гамма- и рентгеновское 
излучения слабо поглощаются материалом образцов (в отли-
чие от бета-излучения), а измерительная аппаратура для них 
хорошо технически освоена и коммерчески доступна. Исходя 
из этого, в качестве радиоактивной метки-маркера желатель-
но выбирать изотопы, испускающие в ходе распада гамма- 
и/или рентгеновское излучение. Активация неорганических 
НЧ тепловыми нейтронами ядерного реактора была успешно 
использована при изучении распределения и тропности НЧ 
к различным органам и тканям в ряде зарубежных работ [2, 
17, 18], а также авторами настоящей работы при проведении 
экспериментов по изучению биокинетики НЧ окиси цинка 
[6–8], серебра [9, 10], золота и селена [9, 11].

Важным параметром при выборе радиоактивного маркера 
является его время жизни, которое не должно быть слишком 
коротким, чтобы успеть провести измерения до неприем-
лемого снижения его активности, и не слишком большим, 
поскольку слишком длительный период полураспада про-
порционально снижает активность изотопа-метки в связи 
с уменьшением числа распадов в единицу времени. В общем 
случае, приемлемое время полураспада лежит в промежутке 
от нескольких суток до нескольких лет. Вне данного диапазо-
на резко возрастают технические трудности процесса изме-
рений. В таких ситуациях можно использовать другие, более 
сложные методы активации, помимо облучения тепловыми 
нейтронами. Возможными вариантами являются активация 
быстрыми нейтронами в ходе реакции (n, p), протонами – (p, 
n), (p, 2n) и др., в ходе которых из исходных ядер образуются 
ядра новых элементов (трансмутация исходных ядер) [11, 19]. 
В ходе трансмутации могут возникать радиоактивные ядра 
элементов, соседствующих в таблице Менделеева с исход-
ными элементами и имеющих допустимое время жизни. 
Большое разнообразие ядерных реакций на быстрых нейтро-
нах или протонах позволяет подобрать нужный способ акти-
вации, однако для каждого конкретного вида НЧ и исследу-
емых образцов, в общем случае, требуется индивидуальный 
подбор варианта методики.

Источником быстрых протонов может служить цикло-
трон или иные ускорители заряженных частиц, источником 
быстрых нейтронов может быть как ядерный реактор (при 
размещении облучаемых образцов вблизи тепловыделяющих 
урановых стержней), так и бериллиевая мишень, бомбардиру-
емая быстрыми протонами из циклотрона.

При формировании радиоактивного маркера в НЧ дву-
окиси титана активация титана тепловыми нейтронами в ходе 
реакции нейтронного захвата нецелесообразна, поскольку 
производит изотопы с чрезмерно малым (порядка мс) време-
нем жизни. В то же время в ходе реакции (n, p) при облуче-
нии титана нейтронами с энергией более 2.2 МэВ образуются 
гамма-излучающие изотопы скандия 46Sc и 47Sc c временем 
полураспада 88.3 и 3.4 сут соответственно. Эта методика была 
успешно использована авторами в эксперименте по изучению 
биокинетических параметров НЧ двуокиси титана (рутил) 
[10].

Следует отметить, что в случае использования трансмута-
ции ядер меченые НЧ уже не полностью идентичны исход-
ным НЧ, поскольку в них содержатся атомы радиоактивного 
маркера, отличающиеся от атомов исходной НЧ. Это, стро-
го говоря, оказывает влияние на биокинетические характе-
ристики меченых НЧ. Тем не менее изменение биокинети-
ческих свойств меченых НЧ за счет изменения заряда части 
(активированных) ядер и соответственно их химических 
свойств пренебрежимо мало: при формируемых на практике 
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активностях образцов порядка десятков-сотен Бк количество 
активированных ядер, равномерно распределенных внутри 
НЧ, составляет величину около 10-8–10-6 от общего числа 
молекул/атомов в составе одной НЧ. Примерно такая же доля 
меченых атомов находится на поверхности НЧ, т.е. химиче-
ские и биокинетические свойства поверхности неорганиче-
ских НЧ меняются несущественно.

Таким образом, возможность активации ядер элементов-
маркеров без изменения их заряда предпочтительна транс-
мутации, хотя и в случае трансмутации изменение биокине-
тических характеристик пренебрежимо мало. В то же время 
активация путем трансмутации значительно расширяет 
границы применимости метода радиоактивных маркеров, 
делая его пригодным для большого числа элементов таблицы 
Менделеева.

МЕТОДИКА ИЗМЕРЕНИЯ БИОКИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ НАНОЧАСТИЦ 
ПРИ ИХ ВВЕДЕНИИ В ЖИВОЙ ОРГАНИЗМ
Активационные методы для измерения биокинетических 
параметров НЧ при их введении в живой организм могут 
реализовываться двумя основными способами. В первом 
варианте исследуемые НЧ, предварительно меченные радио-
активными изотопами одним из способов, описанных в пре-
дыдущем разделе, вводятся в организм лабораторных живот-
ных путем, отвечающим задачам эксперимента (перорально 
или парентерально, включая ингаляцию, трансдермальное 
или интраназальное введение и т.д.). Во втором варианте 
животным вводятся нерадиоактивные НЧ, которые активи-
руются на последующем этапе в составе отобранного био-
образца, облучаемого нейтронами как целое [2, 10, 17, 18]. 
По сути, этот вариант методики является классическим ней-
тронно-активационным анализом и далее так и именуется, 
в отличие от первого варианта, который мы будем называть 
далее методом радиоактивных маркеров (или индикаторов). 
Следует отметить, что в иностранной и отечественной лите-
ратуре нейтронно-активационный анализ с использовани-
ем гамма-спектроскопии часто именуют инструментальным 
нейтронно-активационным анализом, подчеркивая его отли-
чие от редко используемого ныне нейтронно-активационного 
анализа с радиохимическим анализом продуктов активации.

Серьезным ограничением нейтронно-активационного ана-
лиза являются трудности, связанные с выявлением меченых 
НЧ в том случае, если они содержат биогенные элементы 
с высоким естественным содержанием в организме (железо, 
цинк, селен и др.), которые активируются вместе с иссле-
дуемыми наноматериалами из тех же элементов. В образце 
возникает высокий естественный уровень излучений, свой-
ственных применяемому маркеру, достоверно не отражаю-
щий количество НЧ, попавших в организм извне. Например, 
нейтронно-активационный метод неприменим для НЧ 
оксидов железа или цинка, в то время как эти же НЧ успеш-
но обнаруживаются и измеряются методом радиоактивных 
индикаторов. 

Следует подчеркнуть, что серьезным преимуществом ней-
тронно-активационного анализа является возможность вво-
дить животным нерадиоактивные НЧ, что имеет большое 
значение при экспериментах с длительным введением (неде-
ли или месяцы). На практике эксперимент с применением 
нейтронно-активационного анализа можно проводить в два 
этапа. На первом «нерадиоактивном» этапе проводится вве-
дение животным препарата НЧ и подготовка биообразцов. 
На втором «радиоактивном» этапе проводится активация 
биообразцов и измерение в них массы НЧ. Это позволяет 
научным учреждениям, не имеющим специальной инфра-
структуры по работе с радиоактивными веществами, прово-

дить «нерадиоактивную» часть экспериментов своими силами 
и передавать затем биообразцы для активации и измерений 
в учреждения, имеющие соответствующую инфраструкту-
ру. Этот вариант взаимодействия успешно использовался 
на практике в работе [10] и в описанном ниже эксперименте.

Соответственно поставленным задачам подготавливаются 
для введения препараты, содержащие радиоактивно мечен-
ные или неактивированные НЧ (обычно коллоидный раствор 
исследуемых НЧ в дистиллированной воде). Особенностью 
многих разновидностей коллоидных растворов с невысоким 
дзета-потенциалом является их склонность к агломерации 
с образованием кластеров из нескольких НЧ и увеличением 
их линейных размеров. В этих случаях для чистоты экспе-
риментов по исследованию влияния именно отдельных НЧ, 
а не их агломератов, следует применять стерически или элек-
тростатически стабилизированные растворы НЧ. В первом 
варианте поверхность НЧ покрывается специальными ста-
билизирующими полимерами (например, поливинилпирро-
лидоном), вводимыми в раствор. В случае электростатиче-
ской стабилизации корректируют pH водной фазы препарата 
НЧ. В обоих вариантах необходимо тщательно контролиро-
вать размеры / распределения по размерам исследуемых НЧ. 
При необходимости можно подвергать используемые суспен-
зии (препараты) обработке на ультразвуковых диспергаторах, 
которые достаточно эффективно разрушают образующиеся 
кластеры НЧ. В случае применения методики радиоактивных 
маркеров предпочтительно активировать исходные ультради-
сперсные порошки НЧ, на которые повышенная температу-
ра и интенсивное гамма-излучение в реакторе не оказывают 
влияния, в то время как при активации готовых взвесей НЧ 
возможно влияние температуры и гамма-излучения в реак-
торе на стабилизирующие вещества и процессы агломерации.

Современная измерительная гамма-спектрометриче-
ская аппаратура в настоящее время обладает высокой чув-
ствительностью и значительной энергетической селектив-
ностью, которые позволяют с хорошей точностью (порядка 
единиц процентов и выше) проводить измерения с образ-
цами с активностью порядка нескольких Бк, а при условии 
достаточно низкого радиоактивного фона (например, в слу-
чае применения метода радиоактивных маркеров и низко-
фоновой гамма-спектрометрии) и до десятых долей Бк. Это 
дает возможность использовать для введения лабораторным 
животным дозы препаратов с активностью не более несколь-
ких сотен кБк, не превышающей уровень минимально зна-
чимой активности. Последняя определяется в действующих 
в РФ Нормах радиационной безопасности НРБ-99/2009 
как активность, которая настолько мала, что на нее не рас-
пространяется действие НРБ-99/2009 и соответствующие 
ограничения на использование радиоактивных веществ [20]. 
Таким образом, процедура введения препаратов меченых НЧ 
безопасна для персонала, а радиационное влияние вводимой 
дозы меченых НЧ на лабораторных животных пренебрежимо 
мало.

Через периоды времени после введения препарата, опреде-
ляемые условиями эксперимента, у животных берутся пробы 
выделений, а затем отбираются образцы интересующих 
органов, тканей и крови. Для количественного определения 
активности радиоактивного маркера в биологических образ-
цах проводят измерения на низкофоновой гамма-спектроме-
трической аппаратуре интенсивности линий спектра в одном 
или нескольких энергетических диапазонах, характерных 
для данного радиоактивного маркера. Для перехода от изме-
ренной активности маркера к массовому содержанию НЧ 
в биообразцах используют метод сравнения с активностью 
образца-эталона, содержащего известное количество вводи-
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мого животным препарата изучаемых НЧ [2, 6, 8, 11]. В тече-
ние ряда лет (с 2008 года) специалисты НИЦ «Курчатовский 
институт» совместно с НИИ Питания РАМН, Московским 
областным научно-исследовательским клиническим инсти-
тутом им. М.Ф. Владимирского (МОНИКИ) и другими 
научными и медицинскими учреждениями проводят работы 
по исследованию биокинетики НЧ в живых организмах ядер-
но-физическими методами, описанными выше. В ходе этих 
работ для НЧ серебра, золота, цинка и селена были измере-
ны параметры, характеризующие усвоение этих НЧ организ-
мом лабораторных животных (крыс и мышей) при однократ-
ном пероральном введении, распределение введенных НЧ 
по органам и крови, а также процесс вывода НЧ из организ-
ма [6–11]. Для НЧ серебра были также измерены параметры 
усвоения и распределения их по органам при длительном 
многократном пероральном введении в организм крыс [10]. 
Для НЧ серебра и окиси цинка эти методики аттестованы 
в системе ГОСТ-Р [21, 22]. Также методики рекомендованы 
нормативным документом Минздрава РФ для определения 
органотропности и токсикокинетических параметров искус-
ственных наноматериалов [23].

Ниже приведены новые результаты по долговременному 
введению НЧ серебра мышам. Количественные измерения 
массы НЧ в биологических образцах проводились сравнени-
ем измеренной с помощью гамма-спектрометрии активности 
биообразцов с эталонными образцами так же, как в работах 
[2, 11]. Кроме того, большое внимание уделялось измерению 
линейных размеров используемых НЧ.

ПРИМЕНЕНИЕ НЕЙТРОННО-АКТИВАЦИОННОЙ МЕТОДИКИ ДЛЯ ИЗМЕРЕНИЯ 
БИОКИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ НАНОЧАСТИЦ
В настоящее время наиболее востребованными в товарах 
широкого потребления являются наноматериалы на осно-
ве НЧ серебра [1]. В этой связи, весьма актуальным являет-
ся изучение биокинетических характеристик НЧ серебра и, 
в особенности, в отношении преодоления внутренних защит-
ных барьеров организма.

В серии экспериментов с применением ядерно-физических 
методов были получены биокинетические характеристики 
стерически стабилизированных НЧ серебра [9, 11] и не име-
ющие аналогов в мировой практике результаты по транспор-
ту НЧ серебра через гематоэнцефалический барьер в экспе-
риментах, учитывающих наличие остаточной крови в био-
образцах [10]. Особый практический интерес для вопросов 
безопасности человека и соответствующего нормирования 
представляют исследования, связанные с длительным вве-
дением НЧ серебра. Именно такой путь поступления в орга-
низм представляет наибольшую потенциальную опасность 
в условиях возрастающих масштабов использования НЧ сере-
бра в фармакологии, ветеринарии, упаковочных материалах, 
БАД к пище, гигиенической и косметической продукции [9]. 
Ниже представлены описание и результаты недавно завер-
шенного эксперимента по исследованию биокинетических 
параметров НЧ серебра при длительном (30 сут) пероральном 
введении НЧ в организм лабораторных мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе исследовались процессы бионакопления НЧ серебра 
препарата «Арговит-С», коммерчески производимого в РФ 
НПЦ «ВЕКТОР-ВИТА», и НЧ серебра производства МАТИ 
РГТУ им. Циолковского. НЧ марки «Арговит-С» представля-
ют собой коллоидный раствор с номинальной концентрацией 
НЧ около 10 мг/мл, диспергированных в дистиллированной 
воде и покрытых стабилизирующей оболочкой из поливи-
нилпирролидона. Второй тип использованных НЧ серебра 

был получен диспергационно-конденсационным методом, 
в результате которого НЧ оказывались взвешенными в дис-
тиллированной воде с концентрацией 50 мг/л. Процессы 
агломерации предотвращались очень низкой концентрацией 
НЧ в растворе, сводящей до минимума взаимодействия НЧ 
друг с другом (кроме того, возможна слабая электростатиче-
ская стабилизация НЧ, согласно описанию производителя). 
Данный сорт НЧ Ag будем в дальнейшем называть нестабили-
зированными НЧ серебра.

Для определения размеров НЧ использовался метод дина-
мического рассеяния света (ДРС) на ДРС-спектрометре 
Malvern. Исходный коллоидный раствор препарата 
«Арговит-С» с концентрацией 10 мг/мл был высококонцен-
трированным и непрозрачным. По этой причине для предот-
вращения процессов многочастичного рассеяния при измере-
ниях были подобраны оптимальные концентрации, которые 
составили 100, 50 и 10 мг/л. Для измерения размеров неста-
билизированных НЧ серебра, наряду с исходным раствором, 
использовали растворы с концентрациями 25 и 12.5 мг/л. 
Разбавление растворов осуществлялось дистиллированной 
деионизованной водой. Перед каждым измерением растворы 
тщательно перемешивались и обрабатывались в ультразву-
ковой ванне в течение 15 мин. Дальнейшие ДРС-измерения 
проводили через 2 мин после обработки.

Для изучения процессов бионакопления НЧ серебра вво-
дились белым лабораторным мышам-самцам линии SHK, 
исходной массой 25–30 г. Эксперимент проводился совмест-
но с МОНИКИ, в котором осуществлялось содержание 
животных, ежесуточное введение им НЧ в течение меся-
ца и подготовка образцов головного мозга, крови и печени 
для последующей активации и измерений массы НЧ серебра 
в образцах. Работа с животными проводилась в соответствии 
с требованиями приказа Министерства здравоохранения 
СССР № 755 от 12.08.77 «О мерах по дальнейшему совершен-
ствованию организационных форм работы с использовани-
ем экспериментальных животных» и приказа Министерства 
высшего и среднего специального образования № 742 
от 13.11.84 года «Об утверждении правил проведения работ 
с использованием экспериментальных животных».

Мыши получали сбалансированный по всем основным 
макро- и микронутриентам корм и воду в количестве 2.5 см3 
в сутки.

Животные были разделены на 3 группы по способу кормле-
ния и по типу вводимых НЧ:

– группа 1 (5 мышей): контроль, отсутствие препаратов 
НЧ, время содержания 1 сут;

– группа 2 (5 мышей): однократное энтеральное внутриже-
лудочное введение НЧ «Арговита-С» в дозе 100 мкг;

– группа 3 (5 мышей): пероральное введение нестабилизи-
рованных НЧ серебра в дозе 125 мкг на протяжении 30 дней.

Тестируемые препараты НЧ вводили ежедневно в составе 
питьевой воды на протяжении 30 дней эксперимента (груп-
па 3) или однократно внутрижелудочно через зонд (группа 
2). Контрольная группа мышей получала дистиллированную 
деионизованную воду в режиме неограниченного доступа.

По окончании эксперимента мышей подвергали анесте-
зии посредством внутрибрюшинного введения 0.6 % раствора 
уретана и обескровливали из нижней полой вены. Брюшную 
полость асептически вскрывали, отбирали стерильными 
инструментами в одноразовые полиэтиленовые контейнеры 
печень, головной мозг и кровь (0.5 см3).

Пробы подсушивались в вентилируемом шкафу-термостате 
в течение 24 ч при температуре 75 °С до состояния, близкого 
к консистенции вяленых пищевых продуктов. Это существен-
но сокращало их объем и позволяло длительно (до несколь-
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ких недель) хранить в холодильнике с температурой не выше 
+5 °С до транспортировки в НИЦ «Курчатовский инсти-
тут» и проведения последующих измерений. Определение 
содержания серебра в исследуемых органах и тканях про-
водилось с помощью описанной выше нейтронно-актива-
ционной методики. Для этого подготовленные в МОНИКИ 
биообразцы органов, тканей и крови были упакованы в мар-
кированные герметичные полиэтиленовые сосуды, которые 
в свою очередь были помещены в алюминиевые контейнеры 
для дальнейшей активации в канале реактора.

Нейтронную активацию НЧ серебра в составе биообразцов 
осуществляли путем облучения потоком тепловых нейтронов 
в вертикальном экспериментальном канале ВЭК-9 ядерного 
реактора ИР-8 НИЦ «Курчатовского института». Величина 
плотности потока нейтронов в течение времени облучения 
была в среднем постоянной и составляла 5.7 × 1012 нейтронов 
на см2 в секунду. Облучение биологических образцов с НЧ 
серебра проводили в течение 24 ч.

Одновременно с исследуемыми образцами осуществля-
ли активацию эталонных образцов с содержанием серебра 
в количестве 1 мкг. Эталонные образцы представляли собой 
высушенный на х/б вате раствор, полученный разведением 
государственных стандартных образцов (ГСО) нитрата сере-
бра, помещенных в герметичные сосуды из полиэтилена, гео-
метрия которых приблизительно соответствовала геометрии 
биологических образцов.

После окончания облучения и выведения образцов 
из активной зоны реактора их выдерживали внутри биоза-
щиты 14 сут для уменьшения фона гамма-излучения корот-

коживущих изотопов, возникающих при активации ядер кон-
тейнера и образца (в основном, 24Na, 31Si и 29Al, с периодами 
полураспада T1/2 = 14.8 ч, 2.6 ч и 6.5 мин соответственно), 
до безопасного уровня. После этого образцы передавались 
на гамма-спектрометрический анализ.

Активность исследуемых образцов измеряли на гамма-
спектрометре производства фирмы Canberra (США) в соста-
ве: германиевого полупроводникового детектора GC4018, 
анализатора DSA-1000, программного обеспечения Genie-
2000 (Genie S501, Genie S502). Регистрацию гамма-излучения 
проводили в энергетических диапазонах, соответствующих 
наиболее интенсивным спектральным линиям анализируе-
мых элементов (табл. 1).

В процессе гамма-спектрометрических измерений про-
водилась регистрация гамма-квантов в диапазоне от 60 кэВ 
до 1.5 МэВ, что позволило, наряду с измерением в биообраз-
цах количества серебра 110mAg, оценить также содержание 
ряда изотопов, образующихся из естественно присутствую-
щих в образцах биогенных элементов, в том числе изотопа 
железа 59Fe. Полученная при этом дополнительная информа-
ция использовалась для оценки количества остаточной крови 
в биообразцах мозга, поскольку это существенно при оценке 
возможности проникновения НЧ через гематоэнцефаличе-
ский барьер (см. ниже). Количественное определение содер-
жания НЧ серебра осуществляли с использованием метода 
эталонов по формуле:

                                  , (1)

Таблица 1 | Основные характеристики исходного нерадиоактивного и радиоактивного изотопов серебра, а также «паразитного» изотопа биогенного 
натрия

Элемент

Изотоп мишени Радиоактивный изотоп

Изотоп
Содержание
в природной

смеси, %

Атомная 
масса,

г/м

σ, 
10-24cм2 Изотоп t1/2,

 сут

Вид
излу-
чения 

Eγ,
кэВ

Ag 109Ag 48.2 108.9 4.4 110mAg 249.8 β-, γ 657

Na 23Na 100 23 0.53 24Na 0.625 β-, γ 1369
2754

Рисунок 1 | Распределение числа частиц по размерам коллоидного 
препарата «Арговит-С»

Д
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я 
ча
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иц

, %

Рисунок 2 | Распределение числа частиц по размерам для концентра-
ции нестабилизированного коллоидного серебра 50 мг/л
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где mэ – известная масса элемента в эталонном образце, Aγ,x 
и Aγ,э – измеренная гамма-активность в исследуемом и эта-
лонном образце соответственно. 

Следует отметить, что гамма-спектрометрический ана-
лиз активированных биологических образцов был затруд-
нен высоким уровнем непрерывного комптоновского фона 
во всех диапазонах измерения [24]. Фон обусловлен присут-
ствием в образце радионуклидов 24Na и 65Zn, образующихся 
при активации биологических образцов из природных натрия 
и цинка, входящих в состав всех животных тканей, однако 
существенно более низкого, чем порог критического распоз-
навания (Critical Level) [13]. Порог критического распознава-
ния представляет собой скорость счета, при которой полез-
ный сигнал превышает флуктуацию фона с 50%-ной вероят-

ностью. При незначительных упрощениях формула расчета 
этого порога Lc (в единицах скорости счета регистрируемых 
распадов) дается выражением:

                                    =L R T2.33 /c b , (2)

где Rb – сумма скорости счета внешнего фона и комптонов-
ской компоненты фона, T – время измерения образца, рав-
ное в большинстве случаев 3600 с. 

Содержание анализируемых химических элементов в орга-
нах выражали в нг на грамм массы органа (ткани). Для каждо-
го показателя рассчитывали среднее значение со стандартной 
ошибкой.

Рисунок 4 | Концентрация серебра в различных органах и тканях 
в результате длительного введения нестабилизированных НЧ серебра 
мышам

Таблица 2 | Измеренные значения активности эталонов и значений коэффициентов пересчета из измеренной активности серебра 110mAg [Бк] в содер-
жание серебра в нг 

№ эталонного
образца Масса Аg, нг Активность, Бк Коэффициент, нг/Бк Средний коэффициент, 

нг/Бк

1 100 6.8 14.8
14.2

2 500 37.0 13.6

3 100 5.0 19.8
19.0

4 500 27.0 18.2

Таблица 3| Масса и активность НЧ, измеренных в биообразцах подопытных животных 

Орган

Однократное введение НЧ (d = 34 нм)
средние значения по группе

Длительное введение НЧ (d = 2.5 нм)
средние значения по группе

масса, нг  активность, Бк масса, нг активность, Бк

ag ag fe ag ag fe

Мозг 11.3 0.5 15.3 203 13.3 14.7

Кровь 18.7 1.0 205 109 7.8 303

Печень 165 8.7 274 1110 58.6 193

Рисунок 3 | Распределение числа частиц по размерам для концентра-
ции нестабилизированного коллоидного серебра 12.5 мг/л
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носных сосудов. Для этого необходимо измерить удельную 
активность отдельно отобранного образца крови живот-
ного по исследуемому меченому элементу (в нашем слу-
чае 110mAg), а также по изотопу железа 59Fe. Далее, измеряя 
активность исследуемого органа по тому же изотопу 59Fe, 
определяют максимальное количество (массу) остаточной 
крови, содержащейся в данном органе (предполагая, что все 
железо сосредоточено в крови, и получая, таким образом, 
оценку сверху). Наконец по известной удельной активно-
сти крови по исследуемому меченому элементу вычисляют 
максимально возможную активность этого элемента в кро-
веносных сосудах рассматриваемого органа. Соответственно 
оставшаяся активность в органе по исследуемому элемен-
ту обусловлена его содержанием непосредственно в тканях 
органа по другую сторону от полостей кровеносных сосудов. 
Таким образом, представленный метод может давать одно-
значное количественное доказательство проникновения 
НЧ сквозь биологические барьеры. В первую очередь, это 
представляет интерес для гематоэнцефалического барьера, 
поскольку многие другие методы часто не способны обе-
спечить представительного доказательства проникновения 
наноматериалов сквозь указанный барьер непосредственно 
в мозговую ткань.

Так, в результате настоящего исследования активности изо-
топов 59Fe и 110mAg в крови мышей (табл. 3) были получены 
данные о доле серебра, содержащегося в сосудах головного 
мозга и составившем не более 15 % от доли всего серебра, 
содержащегося в головном мозге. При этом в ранее проведен-
ных экспериментах на крысах эта характеристика составила 
не более 7 % от общего количества серебра [10]. Таким обра-
зом, можно утверждать, что НЧ серебра способны проникать 
через гематоэнцефалический барьер из кровеносных сосу-
дов непосредственно в нейрональную ткань головного мозга 
в количестве порядка 1 × 10-4 от введенной перорально дозы.

Следует отметить, что результат данной работы являет-
ся одним из первых прямых доказательств способности НЧ 
серебра без стабилизирующей оболочки проникать через 
гематоэнцефалический барьер, демонстрацией возможного 
накопления НЧ Ag в тканях (печень, головной мозг, кровь), 
а также потенциальной зависимости результата от наличия 
стабилизирующей оболочки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Данные измерений методом ДРС показали, что средний 
гидродинамический диаметр НЧ в препарате «Арговит-С» 
для всех исследованных концентраций составил 33.7 нм 
(рис. 1). Следует отметить, что обработка суспензий ультра-
звуком не приводила к изменению размера НЧ, что говорит 
о хорошей стерической стабилизации коллоидных растворов. 

На рис. 2 и 3 представлены распределения числа частиц 
по размерам для нестабилизированного коллоидного сере-
бра соответственно в концентрациях 50 и 12.5 мг/л. Видно, 
что максимум распределения практически не зависит от кон-
центрации, что свидетельствует об отсутствии агломерации 
у сильно разбавленных растворов. При этом для концентра-
ций НЧ серебра 50 и 25 мг/л распределения числа частиц 
по размерам оказались практически идентичными, максимум 
этих распределений лежит в области 2.3 нм (рис. 2). В то же 
время максимум распределения для концентрации 12.5 мг/л 
расположен вблизи 2.6 нм (рис. 3), что в сравнении с преды-
дущими данными находится в пределах точности измерений 
ДРС.

Обработанные данные измерений по бионакоплению НЧ 
Ag представлены в табл. 2 и 3 и на гистограммах рис. 4 и 5.

На рис. 4 представлены концентрации серебра в головном 
мозге, печени и крови для хронического введения нестабили-
зированных НЧ. Результаты однократного (острого) введения 
НЧ препарата «Арговит-С» представлены на рис. 5. 

Заметим, что по сравнению с острым введением (рис. 5) 
при хроническом введении (рис. 4) концентрации серебра 
во всех рассматриваемых органах и тканях значительно воз-
росли, что может свидетельствовать о накопительном эффек-
те НЧ, а также частично может отражать влияние стабилизи-
рующей полимерной оболочки в случае коллоидного серебра 
марки «Арговит-С».

Наибольшая концентрация серебра наблюдается в печени, 
при этом следующим органом-мишенью, накапливающим 
серебро, оказывается головной мозг (что совпадает с резуль-
татами работы [14], в ходе которой исследовалась биокинети-
ка НЧ серебра диаметром 14 нм при их 28-дневном перораль-
ном введении лабораторным крысам и измерении их массы 
методом ICP-MS), в то время как концентрация Ag в крови 
оказывается наименьшей. В целом, полученные распределе-
ния по органам близки к данным работы [12], а имеющиеся 
количественные различия могут быть обусловлены разни-
цей размеров НЧ (60 нм в работе [12]). В случае острого вве-
дения ситуация изменяется: концентрация серебра в крови 
превышает концентрацию в мозге. Это, в сочетании с дан-
ными табл. 3, может свидетельствовать о преимущественном 
накоплении НЧ Ag (т.е. медленном выведении по сравнению 
с всасываемостью из крови) в головном мозге животных, 
что хорошо коррелирует с выводами работы [13], в кото-
рой методом одночастичной IСP-MS изучали биокинетику 
НЧ серебра диаметром <20 нм при длительном (28 дней, 
как и в работе [14]) пероральном введении. Концентрации 
серебра в тканях контрольной группы оказались в боль-
шинстве случаев ниже критического порога распознавания 
(кроме крови, где она оказалась пренебрежимо малой). Этот 
результат согласуется с имеющимися в литературе данными 
по естественному содержанию серебра в организме живот-
ных [25].

Следует отметить, что ядерно-физический метод в вари-
анте нейтронно-активационного анализа позволяет досто-
верно произвести оценку количества НЧ, прошедших через 
гистогематический барьер непосредственно в исследуемый 
орган или ткань, без учета НЧ, содержащихся в остаточ-
ной крови в биообразце в просвете или на стенках крове-

Рисунок 5 | Концентрация серебра в различных органах и тканях 
в результате разового введения стабилизированных НЧ серебра 
«Арговит-С» мышам. Красный столбец указывает среднее возможное 
содержание коллоидного серебра в крови мышей контрольной группы
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ВЫВОДЫ
В данной работе с использованием методов нейтронно-акти-
вационного и гамма-спектрометрического анализа были 
исследованы процессы бионакопления покрытых стабили-
зирующей оболочкой (из поливинилпирролидона) и нестаби-
лизированных НЧ серебра в тканях и биожидкостях лабора-
торных мышей, а также исследованы геометрические харак-
теристики НЧ методом ДРС. Полученные результаты, с уче-
том разницы в размере изучаемых НЧ, хорошо коррелируют 
с результатами ранее проведенных отечественных и зару-
бежных работ по бионакоплению НЧ серебра в организме 
крыс [10, 13, 14]. При остром введении стабилизированных 
НЧ выявлен высокий тропизм к некоторым тканям (печень 
и кровь). В свою очередь, результат хронического введения 
нестабилизированных НЧ оказался несколько иным: основ-
ным органом-мишенью, накапливающим серебро, оказался, 
наряду с печенью, головной мозг. С использованием ядерно-
физических методов оказалось возможным непосредственно 
установить, что НЧ серебра преодолевают гематоэнцефали-
ческий барьер и накапливаются в головном мозге, потенци-
ально будучи способными вызывать когнитивные изменения, 
проверка чего является предметом будущих исследований.

Таким образом, в настоящей работе выявлена способ-
ность нестабилизированных НЧ серебра проникать в орга-
низм мышей и накапливаться в различных тканях в результа-
те длительного введения. При этом качественный результат 

не зависит от наличия стабилизирующей оболочки и соот-
ветствует результатам предыдущих работ по хроническому 
введению стабилизированных НЧ серебра крысам, а также 
инвариантен к разнице в размерах использованных НЧ в 13 
раз. В то же время количественный результат, скорее всего, 
следует рассматривать с учетом существенной разницы в раз-
мерах НЧ и химической структуры их поверхности (с поли-
мерной оболочкой и без нее). В свою очередь, концентраци-
онные зависимости, полученные в результате острого введе-
ния стабилизированного коллоидного серебра мышам, оказа-
лись в качественном соответствии с характеристиками остро-
го эксперимента по введению такого же серебра крысам [11]. 

Анализ указанных особенностей ядерно-физических мето-
дов (высокая точность, селективность, возможность выяв-
ления НЧ из биоэссенциальных элементов, возможность 
проведения измерений с гетерогенными макрообразцами), 
а также совокупность экспериментальных результатов [2, 
3–11, 21–23] позволяют сделать вывод о высокой надежности 
и практичности ядерно-физических методов для изучения 
биокинетики (включая токсико- и фармакокинетику) многих 
широко используемых неорганических наноматериалов. 

Описанные в статье экспериментальные прикладные 
научные исследования проведены при финансовой поддержке 

государства в лице Минобрнауки России (проект 
RFMEFI57514X0072).
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