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В	настоящее	время	активно	изучаются	патологические	изменения	в	гистофизиологии	легких	при	введе-
нии	в	организм	различными	путями	наночастиц	диоксида	кремния	(НЧДК)	разного	размера.	Однако	следует	
заметить,	что	особенности	изменений	структурной	организации	и	численности	бронхиолярных	экзокрино-
цитов	(БЭ)	при	таком	воздействии	не	изучены	вовсе,	в	то	время	как	эти	клетки	являются	многофункциональ-
ными	и	их	роль	чрезвычайно	важна.	В	связи	с	этим	целью	настоящего	исследования	является	анализ	мор-
фофункциональной	реорганизации	и	динамики	морфометрических	показателей	БЭ	в	легком	крыс	в	течение	
6	месяцев	после	однократного	парентерального	введения	НЧДК	трех	размерных	категорий.	На	самцах	крыс	
стока	Wistar	(n=80)	на	21-е	сутки,	через	2,	4	и	6	месяцев	гистологическим	и	морфометрическим	методами	
показана	реакция	БЭ	на	однократное	парентеральное	введение	НЧДК	размером	7	нм,	12	нм	и	34	нм.	Морфо-
метрическое	исследование	включало	подсчет	относительного	числа	БЭ	на	1000	мкм	эпителия,	определение	
площади	клетки	(Sкл)	и	площади	ядра	(Sя).	Полученные	данные	использовали	для	расчета	площади	ци-
топлазмы	(Sц)	по	формуле:	Sц	=	Sкл	–	Sя	и	ядерно-цитоплазматического	отношения	(ЯЦО)	по	формуле:	
ЯЦО	=	Sя	 /	Sц.	Морфометрический	анализ	показал,	что	однократное	парентеральное	введение	НЧДК	раз-
мером	7	нм	приводит	к	существенному	долгосрочному	снижению	синтетической	и	секреторной	функций	БЭ,	
в	то	время	как	НЧДК	размером	12	нм	и	34	нм	–	к	краткосрочному	снижению	функциональной	активности	этих	
клеток.	При	этом	ни	в	одной	группе	на	всем	протяжении	эксперимента	не	меняется	относительное	число	БЭ.
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Currently,	pathological	changes	in	the	lung	histophysiology	after	the	different-way	administration	of	silicon	
dioxide	nanoparticles	(SDNP)	of	different	sizes	are	studied	actively.	Herewith,	it	should	be	noted	that	peculiarities	
of	changes	in	the	structural	organization	and	number	of	club	cells	(CCs)	have	not	been	studied	at	all	while	using	
them,	though	these	cells	are	multifunctional	and	their	role	is	extremely	important.	Therefore,	the	aim	of	the	present	
study	is	to	analyze	the	morphofunctional	reorganization	and	dynamics	of	morphometric	indices	of	CCs	in	rat	lung	
for	6	months	after	a	single	parenteral	injection	of	SDNP	of	three	categories	of	size.	In	male	Wistar	rats	(n=80),	the	
response	of	CCs	was	shown	by	histological	method	at	21	days,	2,	4	and	6	months.	Morphometric	study	included	
counting	of	relative	number	of	CCs	per	1000	mcm	of	epithelium,	determination	of	cell	area	(Sc)	and	nucleus	area	
(Sn).	The	obtained	data	were	 used	 to	 calculate	 the	 cytoplasmic	 area	 (Scyt)	 using	 the	 formula:	Scyt	=	Sc	 –	Sn;	 and	
nuclear-cytoplasmic	ratio	(NCR)	by	the	formula:	Sn	/	Sсyt.	Morphometric	analysis	showed	that	a	single	parenteral	
injection	of	7-nm	SDNP	results	in	a	significant	long-term	decrease	in	the	synthetic	and	secretory	function	of	CCs,	
while	12-nm	and	34-nm	SDNP	results	in	a	short-term	decrease	in	the	functional	activity	of	these	cells.	At	the	same	
time,	the	relative	number	of	CCs	did	not	change	in	either	group	throughout	the	experiment.
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Бронхиолярные	 экзокриноциты	 (БЭ),	
также	 известные	 как	 булавовидные	 клет-
ки	 (club	 cells,	 CCs-клетки)	 или	 клетки	
Клара,	 –	 это	 безреснитчатые	 кубические	
или	 цилиндрические	 эпителиальные	 клет-
ки,	 выстилающие	 самые	 дистальные	 отде-
лы	воздухоносных	путей	и	 респираторные	
бронхиолы.	У	крыс	они	значительно	высту-
пают	в	просвет	бронхиол	своей	апикальной	
частью,	 напоминающей	 булаву.	 В	 норме	
в	 общей	 популяции	 клеток	 бронхиолярно-
го	эпителия	у	крысы	количество	БЭ	в	тер-
минальных	бронхиолах	в	два	раза	меньше,	

чем	в	респираторных	бронхиолах,	а	в	прок-
симальных	воздушных	путях	они	практиче-
ски	отсутствуют	[1].	

На	сегодняшний	день	выяснено,	что	БЭ	
являются	 многофункциональными	 клетка-
ми,	хотя	окончательно	их	функции	не	опре-
делены,	 поскольку	 не	 известен	 полностью	
состав	 секрета,	 который	 они	 синтезируют	
и	 выделяют	 в	 просвет	 бронхиол.	 Среди	
установленных	 функций	 БЭ	 следует	 упо-
мянуть	 секреторную	 функцию,	 а	 именно	
их	 участие	 в	 образовании	 бронхиолярного	
секрета,	 благодаря	 перемещению	 которого	
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осуществляется	 бронхиолярный	 мукоци-
лиарный	клиренс.	Помимо	этого,	БЭ	секре-
тируют	 компоненты	 сурфактанта,	 а	 также	
различные	 белки,	 ингибирующие	 выделе-
ние	 лейкоцитами	 провоспалительных	 ве-
ществ	и	хемотаксис	фибробластов	[2,	3,	4].	
Не	 менее	 важной	 функцией	 БЭ	 является	
обеспечение	 метаболизма	 канцерогенных	
веществ	и	ксенобиотиков,	что,	по	выраже-
нию	 В.Л.	 Горячкиной,	 позволяет	 считать	
БЭ	своего	рода	цитоэкологическим	форпо-
стом,	 защищающим	 респираторный	 отдел	
легкого	от	загрязнения	[5].	Ну	и,	пожалуй,	
еще	 одна	 их	 значимая	 функция	 –	 участие	
в	 качестве	 стволовых	 клеток	 в	 обновлении	
собственной	 популяции,	 а	 также	 популяции	
реснитчатых	клеток,	как	в	нормальных	физи-
ологических	условиях,	так	и	при	патологиче-
ских	воздействиях	на	эпителий	бронхов	[6,	7].	

В	 настоящее	 время	 одним	 из	 наибо-
лее	 активно	 изучаемых	 патологических	
воздействий	 на	 гистофизиологию	 легких	
является	 введение	 в	 организм	 различны-
ми	 путями	 наночастиц	 диоксида	 кремния	
(НЧДК)	разного	размера	 [8,	9,	10].	Однако	
следует	 заметить,	 что	 особенности	 изме-
нений	 структурной	 организации	 и	 числен-
ности	 БЭ	 при	 их	 воздействии	 не	 изучены	
вовсе.	 В	 связи	 с	 этим	 целью	 настоящего	
исследования	является	анализ	морфофунк-
циональной	 реорганизации	 и	 динамики	
морфометрических	 показателей	 БЭ	 в	 лег-
ком	крыс	в	течение	6	месяцев	после	одно-
кратного	 парентерального	 введения	НЧДК	
размером	7,	12	и	34	нм.	

Материал и методы исследования
Исследование	 проведено	 на	 80 самцах	

крыс	 стока	Wistar,	 соматически	 здоровых,	
массой	220–250	г	(ФГУП	«ПЛЖ	«Рапполо-
во»,	Россия),	содержавшихся	в	стандартных	
условиях	 вивария	 конвенциональной	 кате-
гории.	Животные	были	разделены	на	4	груп-
пы:	 1)	 контрольная	 (n=20)	 –	 с	 введением	
1	мл	физиологического	раствора	(К);	2)	экс-
периментальная	группа	1	(n=20)	–	с	введе-
нием	1	мл	суспензии	НЧДК	размером	7	нм	
(официнальный	препарат	«Полисорб-МП»,	
АО	 «Полисорб»,	 Россия)	 в	 физиологиче-
ском	растворе	(ЭГ1);	3)	экспериментальная	
группа	2	(n=20)	с	введением	1	мл	суспензии	
НЧДК	 размером	 12	 нм	 («Аэросил-200»,	
Россия)	(ЭГ2);	4)	экспериментальная	груп-
па	 3	 (n=20)	 –	 с	 введением	1	мл	 суспензии	
НЧДК	размером	34	нм	(«Белая	сажа	БС-100»,	
ООО	 «Товесорб»,	 Россия)	 в	 физиологиче-
ском	 растворе	 (ЭГ3).	 Во	 всех	 эксперимен-
тальных	случаях	суспензию	НЧДК	вводили	
однократно	 из	 расчета	 7	 мг/кг	 массы	 тела	
животного	 в	 концентрации	 2	 мг/мл	 в	 хво-

стовую	вену	в	объеме	1	мл.	Для	проведения	
экспериментов	in	vivo	использовались	пре-
параты	высокой	степени	чистоты,	применя-
емые	 в	фармацевтической	и	пищевой	про-
мышленности.	Манипуляции	с	животными	
проводили	 в	 условиях	 анестезии	 препара-
том	 Золетил	 (6	 мг/кг),	 вводимым	 внутри-
брюшинно.	При	экспериментальных	иссле-
дованиях	 руководствовались	 приказом	
Минздрава	России	от	01.04.2016	г.	№	199н	
«Об	 утверждении	Правил	 надлежащей	 ла-
бораторной	 практики»	 и	 рекомендациями	
Этического	комитета	ФГБОУ	ВО	ПСПбГМУ	
им.	И.П.	Павлова	Минздрава	России.	Мате-
риал	забирали	на	21-е	сутки,	через	2,	4	и	6	ме-
сяцев	после	введения	НЧДК,	по	5	животных	
в	группе.	Для	получения	сопоставимых	ре-
зультатов	 образцы	 обрабатывали	 парал-
лельно	и	в	одинаковых	условиях.	Получали	
фронтальный	 срез	 доли	 левого	 легкого,	
растянутого	 при	 фиксации	 10%	формали-
ном	(рН	7,4).	Для	гистологического	анали-
за	 использовали	 парафиновые	 срезы	 тол-
щиной	 5	 мкм,	 изготовленные	 с	 помощью	
микротома	Accu-Cut	SRT	200	(Sakura,	Япо-
ния),	окрашенные	гематоксилином	и	эози-
ном	 и	 по	 методу	Маллори	 («Биовитрум»,	
Россия).	

Морфологическое	 исследование	 прово-
дили	 при	 помощи	 светового	 микроскопа	
Leica	 DM750	 (Leica,	 Германия),	 цифровой	
фотокамеры	ICC50	(Leica,	Германия)	и	при-
кладной	компьютерной	программы	анализа	
изображений	ImageScope	Color	(версия	M).	
Содержание	соединительной	ткани	в	респи-
раторном	 отделе	 легкого	 оценивали	 визу-
ально.	На	каждом	срезе	определяли	10	по-
лей	 зрения,	 содержащих	 респираторную	
или	 терминальную	 бронхиолу,	 в	 которой	
проводили	измерение	длины	респираторно-
го	эпителия	 (Lэ,	мкм)	и	подсчет	БЭ	в	этом	
эпителии	 (Nабс.)	 с	 дальнейшим	 пересчетом	
их	 числа	 на	 1000	 мкм	 (Nотн.)	 по	 формуле:	
Nотн.	=	(Nабс.	/	Lэ)	×	1000.	БЭ	считали	низко-
призматические	 клетки	 с	 куполообразной	
апикальной	частью,	значительно	выступаю-
щие	в	просвет	бронхиолы.	У	20	БЭ	с	каждо-
го	 препарата	 определяли	 площадь	 клетки	
(Sкл,	мкм2)	и	площадь	ядра	(Sя,	мкм2).	Полу-
ченные	 данные	 использовали	 для	 расчета	
площади	цитоплазмы	(Sц,	мкм2)	по	форму-
ле:	Sц	=	Sкл	–	Sя	и	ядерно-цитоплазматиче-
ского	 отношения	 (ЯЦО)	 по	 формуле:	
ЯЦО	=	 Sя	 /	 Sц.	Статистическую	 обработку	
проводили	 с	использованием	стандартного	
пакета	 Statistica	 7.0	 Stat.	 Soft	 for	Windows	
по	группам.	Объем	выборки	в	каждой	груп-
пе	для	подсчета	относительного	числа	БЭ	–	
50		элементов	(5	животных	в	группе,	10	по-
лей	 зрения	 с	 1	 микропрепарата),	 для	 под-
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счета	площади	клетки,	площади	ядра	клет-
ки,	 ЯЦО	 –	 100	 элементов	 (5	 животных	
в	 группе,	 20	 клеток	 с	 1	 микропрепарата).	
Распределение	 данных	 в	 каждой	 группе	
соответствует	нормальному,	что	подтверж-
дено	по	W-критерию	Шапиро–Уилка	с	ве-
роятностью	ошибки	<0,05.	Для	оценки	до-
стоверности	 различий	 количественных	
данных	между	 группами	 эксперименталь-
ных	 животных	 использовали	 U-критерий	
Манна–Уитни.	Значимыми	считали	разли-
чия	при	p<0,01.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Как	у	животных	группы	К,	так	и	у	жи-
вотных	всех	экспериментальных	групп	про-
свет	 терминальных	 и	 респираторных	
бронхиол	 чистый,	 в	 просвете	 единичных	
бронхиол	 встречаются	 отдельные	 редкие	
макрофаги	 и	 слущенные	 эпителиальные	
клетки.	 Однослойный	 кубический	 эпите-
лий	во	всех	бронхиолах	без	изменений,	соб-
ственная	пластинка	без	признаков	воспали-
тельной	реакции	(рисунок).	На	всех	сроках	
эксперимента	не	было	обнаружено	призна-
ков	 соединительнотканного	 ремоделирова-
ния	слизистой	оболочки	бронхиол.

В	ЭГ1	относительное	число	БЭ	в	 	эпи-
телии	соответствует	таковому	в	группе	К	и		
не	 изменяется	 на	 всех	 сроках	 эксперимен-
та.	 Однако	 Sкл	 и	 Sя	 значимо	 снижаются	
уже	на	21-е	сутки	эксперимента	и	остаются	
пониженными	 на	 всех	 экспериментальных	
сроках,	 при	 этом	 также	 значимо	 снижает-
ся	ЯЦО	на	 21-е	 сутки,	 через	 2	 и	 4	месяца	
эксперимента.	На	6-м	месяце	эксперимента	
данный	показатель	соответствует	значению	
в	группе	К	(таблица,	рисунок).	

В	 ЭГ2	 и	 ЭГ3	 относительное	 число	 БЭ		
также	не	изменяется	по	сравнению	с	 	дан-
ным	показателем	в	 группе	К.	Sкл	на	 	 всех	
сроках	эксперимента	не	отличается	от		кон-
трольных	значений	(таблица).	

Но	 стоит	 отметить,	 что	 Sя	 в	 ЭГ2	 и		
ЭГ3	 значимо	 уменьшается	 по	 сравнению	
с	 показателями	 в	 группе	 К	 практически	
на	всех	сроках	эксперимента.	Однако	рас-
чет	 ЯЦО	 показывает	 значимое	 сниже-
ние	 этого	 показателя	 в	ЭГ2	 и	ЭГ3	 только	
на	21-е	сутки	эксперимента	(таблица).	

Статистический	 анализ	 полученных	
данных	показывает	также	значимое	умень-
шение	 ЯЦО	 в	 ЭГ1	 относительно	 данного	
показателя	в	ЭГ2	и	ЭГ3	на	2-м	и	4-м	месяце	
эксперимента.	

Динамика	показателей	объектов	морфометрии	в	терминальных	и	респираторных	
бронхиолах	после	введения	наночастиц	диоксида	кремния	различного	размера

Показатель Срок	/	Группа Контроль
(физраствор)

ЭГ1
(7	нм)

ЭГ2
(12	нм)

ЭГ3
(34	нм)

Относительное
число
клеток

(кл	/	1000	мкм)

21-е	сутки 12	±	2 12	±	1 11	±	2 14	±	2
2	месяца 11	±	2 12	±	1 12	±	2 11	±	2
4	месяца 11	±	0 11	±	3 12	±	1 11	±	0
6	месяцев 10	±	2 11	±	2 10	±	3 9	±	3

Площадь
клетки
(мкм2)

21-е	сутки 2648	±	492 1968	±	320* 1789	±	120 2279	±	422
2	месяца 1802	±	67 1979	±	374 2128	±	452 2053	±	329
4	месяца 2119	±	253 1942	±	306 1875	±	147 1750	±	111
6	месяцев 2137	±	67 1789	±	120* 1955	±	59 2128	±	104

Площадь
ядра
(мкм2)

21-е	сутки 737	±	133 519	±	71* 470	±	63* 537	±	79*
2	месяца 526	±	47 437	±	68* 601	±	143 556	±	130
4	месяца 612	±	10 470	±	43* 503	±	57* 443	±	22*
6	месяцев 545	±	37 470	±	63 419	±	64* 534	±	35

ЯЦО

21-е	сутки 0,41	±	0,03 0,37	±	0,04* 0,37	±	0,04* 0,33	±	0,05*
2	месяца 0,43	±	0,04 0,29	±	0,03*,** 0,40	±	0,07 0,39	±	0,08
4	месяца 0,43	±	0,05 0,33	±	0,03*,** 0,38	±	0,04 0,36	±	0,02
6	месяцев 0,35	±	0,03 0,37	±	0,04 0,28	±	0,05 0,35	±	0,05

*	–	показатели	статистически	значимо	отличаются	от	таковых	в	контрольной	группе	с	вероятно-
стью	ошибки	р<0,01.

**	–	показатели	статистически	значимо	отличаются	от	таковых	в	экспериментальных	группах	
ЭГ2	и	ЭГ3	с	вероятностью	ошибки	р<0,01.
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Респираторная бронхиола и альвеолы 
Контрольная группа (А, Б); экспериментальная группа (SiO2 7 нм) (В, Г).  

Стрелки на бронхиолярные экзокриноциты.  
Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: (А, В) х 100; (Б, Г) х 400

Известно,	что	ЯЦО	является	важнейшей	
морфологической	 характеристикой,	 с	 по-
мощью	которой	оценивается	уровень	мета-
болической	активности	клеток	[11].	Анализ	
полученных	данных	показал,	что	в	ЭГ1	про-
исходит	значимое	понижение	ЯЦО	на	всех	
экспериментальных	 сроках,	 кроме	 6	 меся-
цев.	В	то	же	время	в	ЭГ2	и	ЭГ3	ЯЦО	зна-
чимо	снижено	 только	на	21-е	 сутки	 экспе-
римента.	 Таким	 образом,	 согласно	 нашим	
данным,	 однократное	 парентеральное	 вве-
дение	НЧДК	в	ЭГ1	приводит	к	существен-
ному	долгосрочному	снижению	синтетиче-
ской	и	секреторной	функции	БЭ,	в	то	время	
как	в	ЭГ2	и	ЭГ3	–	к	краткосрочному	сниже-
нию	функциональной	активности.	Это	сви-
детельствует	о	большей	токсичности	НЧДК	
меньшего	размера,	что	согласуется	с	данны-
ми	об	их	влиянии	на	макрофаги	с	развитием	
асептического	 воспаления	 в	 интерстиции	
респираторного	 отдела	 [12,	 13,	 14].	 Также	
полученные	данные	показали,	что	ни	в	од-
ной	 группе	 на	 всем	 протяжении	 экспери-
мента	не	меняется	относительное	число	БЭ,	
что	указывает	на	отсутствие	массовой	гибе-
ли	БЭ	при	введении	НЧДК	всех	исследуе-
мых	размеров.	

Заключение
Нами	 показано,	 что	 однократное	 парен-

теральное	 введение	 НЧДК	 размерами	 7	 нм,	
12	нм	и	34	нм	не	приводит	к	изменению	чис-
ленности	 БЭ	 на	 протяжении	 6	 месяцев,	
что	 свидетельствует,	 по-видимому,	 об	 от-
сутствии	 стимуляции	 НЧДК	 пролифератив-
ной	активности	у	БЭ.	При	этом	НЧДК	7	нм	
вызывают	 наибольшую	 и	 долговременную	
морфофункциональную	 реорганизацию	 БЭ	
в	 терминальных	 и	 респираторных	 бронхи-
олах,	 что,	 безусловно,	 доказывает	 наличие	
токсического	эффекта	у	НЧДК	этого	размера.	
Полученные	 результаты	 указывают	 на	 не-
обходимость	дальнейшего	изучения	влияния	
НЧДК	различных	размеров	на	популяции	раз-
ных	клеток	в	легких	и	на	более	длительных	
сроках.	Таким	образом,	невозможно	говорить	
о	 безопасности	 парентерального	 введения	
НЧДК	для	тканей	легкого,	несмотря	на	отсут-
ствие	существенных	нарушений	структурной	
организации	БЭ	и	признаков	пневмофиброза.

Список	сокращений:	НЧДК	–	наночасти-
цы	диоксида	кремния,	ЯЦО	–	ядерно-цито-
плазматическое	отношение,	БЭ	–	бронхио-
лярные	экзокриноциты.
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