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Аннотация. На сегодняшний день среди наноматериалов в наиболее значительных масштабах ис-

пользуются наночастицы диоксида титана. Вместе с тем, результаты исследований последних лет пока-
зали, что эти частицы оказывают негативное влияние на половые клетки организма. Тем не менее, меха-
низмы, лежащие в основе нарушения процессов гаметогенеза под влиянием наночастиц остаются недос-
таточно изученными. В статье представлены результаты исследования влияния наночастицы TiO2 на им-
муногистохимические и морфометрические характеристики семенников крыс. Показано, что в условиях 
перорального введения наночастицы TiO2 (50 мг/кг массы тела, 14 и 30 дней) определяются дистрофиче-
ские изменения сперматогенного эпителия, заключающиеся в уменьшении его толщины, дезорганизации 
слоев и отрыве сперматогенных клеток от базальной мембраны, уменьшение площади ядер интерстици-
альных клеток Лейдига. Иммуногистохимическия исследования выявили уменьшение экспрессии марке-
ров пролиферации (ki-67) и стволовых клеток (c-kit), что указывает на снижение пролиферативной ак-
тивности клеток и их способности к дифференцировке. Полученные нами данные свидетельствуют о 
негативном влиянии наночастицы TiO2 на морфофункциональные характеристики репродуктивной сис-
темы самцов крыс и как следствие, нарушениях сперматогенеза. 

Ключевые слова: наночастицы, диоксид титана, токсичность, сперматогенный эпителий, клетки 
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Abstract. To date, among nanomaterials, titanium dioxide (TiO2) nanoparticles are used on the most sig-
nificant scale. At the same time, the results of recent studies have shown that these particles have a negative im-
pact on the body's germ cells. However, the mechanisms underlying the disruption of gametogenesis under the 
influence of nanoparticles remain insufficiently studied. The article presents the results of the study of the influ-
ence of FiO2 on the immunohistochemical and morphometric characteristics of rat testes. It is shown that under 
the conditions of oral administration of TiO2 LF (50 mg/kg body weight, 14 and 30 days) dystrophic changes of 
the spermatogenous epithelium are determined, which consist in reducing its thickness, disorganization of layers 
and separation of spermatogenic cells from the basal membrane, reducing the area of nuclei of interstitial Leydig 
cells. Immunohistochemical studies revealed a decrease in the expression of proliferation markers (ki-67) and 
stem cells (c-kit), indicating a decrease in cell proliferative activity and their ability to differentiate. The data 
obtained by us indicate the negative impact of low-frequency TiO2 on the morphological and functional charac-
teristics of the reproductive system of male rats and as a consequence, violations of spermatogenesis. 

Keywords: nanoparticles, titanium dioxide, toxicity, spermatogenic epithelium, Leydig cells. 
 
Введение. Сперматогенез представляет собой сложный биологический процесс, который особенно 

чувствителен к любым неблагоприятным воздействиям [1, 2]. Исследования последних лет убедительно 
доказывают, что в неблагоприятных экологических условиях контакт с различными химическими соеди-
нениями приводит к снижению качества спермы, уменьшению количества сперматозоидов и в конечном 
счете к снижению мужской фертильности [14]. Среди появившихся в последнее время токсикантов, вы-
зывающих особую тревогу у врачей репродуктологов, серьезное внимание уделяют наноматериалам и 
наночастицам [8]. На сегодняшний день в наиболее значительных масштабах используются наночасти-
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цы диоксида титана (НЧ TiO2). Вместе с тем, результаты исследований последних лет показали, что  НЧ 
TiO2 оказывают негативное влияние как на соматические, так и на половые клетки организма человека и 
животных [3, 12]. Тем не менее, механизмы, лежащие в основе нарушения сперматогенеза под влиянием 
НЧ остаются недостаточно изученными. С появлением специфичных маркеров, позволяющих адекватно 
идентифицировать не только сами клетки, но и их функциональное состояние, стало возможным иссле-
дование клеточных основ токсического воздействия наночастиц на органы и ткани. Применительно к 
сперматогенному эпителию (СЭ) семенников целесообразно использование маркера стволовых клеток – 
c-kit, экспрессия которого позволяет отслеживать количество стволовых клеток СЭ, расположенных на 
его базальной мембране. Одним из ключевых показателей эффективности сперматогенеза является ско-
рость пролиферации клеток, входящих в его состав, что можно оценить, используя маркер пролифера-
ции, например, ki-67. В связи с чем, целью настоящей работы явилось исследование иммуногистохими-
ческих и морфометрических характеристик семенников крыс на фоне перорального введения НЧ TiO2. 

Материалы и методы исследования. Объектом исследования являлись половозрелые самцы 
крыс линии Wistar массой 170-210 г (n=38). Изучение влияния НЧ TiO2 на морфофункциональные пока-
затели семенников проводили после перорального введения крысам изучаемого соединения в дозе 50 
мг/кг веса животного. В работе использовалась дисперсия диоксида титана (рутильная форма, 40-60 нм), 
полученная разведением порошка TiO2 в дистилированной воде. Агрегацию наночастиц предотвращали 
обработкой суспензии нанодисперсного TiO2 в ультразвуковой ванне. Животных опытных групп выводи-
ли из эксперимента на 14-й (опытная группа 1, n=10) и 30-й дни (опытная группа 2, n=10) декапитацией с 
соблюдением основных требований к эвтаназии, изложенных в Приложении № 4 к «Правилам проведе-
ния работ с использованием экспериментальных животных». Всех животных содержали в одинаковых 
условиях вивария на стандартном сбалансированном рационе, при свободном доступе к воде и пище, в 
соответствии с правилами, принятыми Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и иных научных целей.  

Для гистологического исследования семенники фиксировали в 10%-ном растворе нейтрального 
формалина, обезвоживали в серии спиртов возрастающей концентрации и заливали в парафин по обще-
принятой методике. Гистологические срезы готовили на микротоме LEICA RM 2145 (Германия), окраши-
вали гематоксилином и эозином. Исследование и визуализацию препаратов проводили с использованием 
микроскопа AxioImager Z1 (C.Zeiss, Германия). Иммуногистохимические исследования осуществляли на 
парафиновых срезах толщиной 6-8 мкм. Окраску проводили на автоматизированном стайнере для имму-
ногистохимии и гибридизации in situ Leica Microsystems Bond™ (Германия). В качестве первичных поли-
клональных антител применяли: C-kit и ki-67 (SantaCruzBiotechnology, США). Использовали поликло-
нальную непрямую стрептавидин-биотиновую систему детекции Leica BOND (Novocastra™, Германия). 
Оценку специфичности реакции проводили при окрашивании срезов без первичных антител. Подсчет 
клеток производили в 20-и полях зрения каждого образца при увеличении х400 на поперечно ориентиро-
ванных срезах. Пролиферативную клеточную активность оценивали по процентному соотношению пози-
тивно окрашенных на ki-67 клеток к негативно окрашенным клеткам (на 100 просчитанных клеток). 
Морфометрические исследования осуществляли на светооптическом уровне. Подсчитывали толщину 
СЭ, диаметр поперечного сечения извитых семенных канальцев (ИСК), площадь ядер клеток Лейдига.  

Математико-статистическую обработку данных производили с использованием лицензионного 
пакета прикладных программ «STATISTICA» v.7.0 (Stat Soft Inc., США). В модуле «Основные статистики» 
(«Basic Statistics») для всех изученных количественных показателей были подсчитаны выборочное сред-
нее (среднее арифметическое, Mean, M) и стандартная ошибка среднего (Standard Error of Mean, m). С 
помощью критерия Шапиро-Уилка (Shapirо-Wilk’s W test) проводили анализ соответствия вида распреде-
ления количественных признаков закону нормального распределения. Поскольку распределение призна-
ков в группах являлось нормальным, сравнительный анализ групп проводился с помощью параметриче-
ских методов (t-критерий Стьюдента). Различия считали статистически значимыми при p<0,05. Количе-
ственные данные в таблице представлены в виде М±m. 

Результаты и их обсуждение. Результаты исследования показали, что морфологическая картина 
семенников крыс контрольной группы соответствовала типичной для этих животных. На гистологиче-
ских препаратах четко визуализируются плотно расположенные ИСК округлой формы. Пространство 
между ИСК заполнено интерстициальной тканью, содержащей клетки Лейдига, расположенные вокруг 
сосудов микроциркуляторного русла. На базальной мембране СЭ определяются сперматогенные клетки 
на разных стадиях сперматогенеза, связанные с клетками Сертоли. 

При исследовании семенников крыс, подвергшихся воздействию НЧ TiO2, были выявлены выра-
женные морфологические изменения в тканях органа. Так, к 14-му дню эксперимента в ИСК отмечались 
дистрофические изменения СЭ, проявляющиеся в его деструкции: появлении пустот в цитоплазме клеток 
Сертоли и отрыве сперматогенного эпителия от базальной мембраны. Возможно, что вакуолизация кос-
венно свидетельствует о нарушении интегративных связей развивающихся гамет и сустентоцитов, при-
чем к 30-му дню экспериментального воздействия указанные морфологические изменения были более 
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выраженными. Кроме того, в указанные сроки было отмечено резкое уменьшение числа зрелых сперма-
тид, в результате чего эпителиосперматогеный слой был представлен только тремя генерациями половых 
клеток: сперматогонии, сперматоциты первого и второго порядков. Отсутствие зрелых сперматид в се-
менниках животных опытных групп нашло отражение в изменении морфометрических параметров СЭ 
(табл. 1). Установлено, что в семенниках обеих опытных групп снижается толщина СЭ, что может свиде-
тельствовать о негативном воздействии НЧ TiO2 на структурные характеристики семенников, связанное с 
уменьшением количества клеток в эпителии. Естественно, что такие изменения не могут не сказаться на 
процессах сперматогенеза. На угнетение сперматогенеза косвенно указывает и уменьшение диаметра 
ИСК к 14–му дню эксперимента. К 30-му дню наблюдений отмечается тенденция увеличения указанного 
параметра, что по-видимому связано с вакуолизацией клеток Сертоли, дезорганизацией слоев и отрыва 
сперматогенных клеток от базальной мембраны.  

Результаты проведенного сравнительного морфометрического анализа площади ядра клеток Лей-
дига на фоне введения НЧ TiO2 показали, что по сравнению с контрольной группой, значение данного 
параметра уменьшается (р<0,05). 

 
Таблица 1 

 
Морфометрические показатели семенников крыс в условиях воздействия НЧ TiO2 

 

 контроль 14 дней 30 дней 
Толщина СЭ, мкм 106,71±2,18 86,19±1,44* 82,31±1,51* 
Диаметр ИСК, мкм 262,5+5,57 239,04+2,69* 245,64±1,95* 
Площадь ядра клеток Лейдига, мкм2 29,94±0,73 25,14±0,71* 27,42±1,02* 

 
Примечание: * – статистически значимые отличия по сравнению с контрольной группой (р<0,05) 

 
А       Б 

 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 

 
 

Рис. 1. Извитые семенные канальца семенников крыс контрольной (А) и опытной группы 2 (Б).   
1 – иммуногистохимическое окрашивание антителами к ядерному антигену пролиферирующих клеток 
(ki-67). Продукт иммуногистохимической реакции обозначен ↑) Непрямая стрептавидин-биотиновая  
система детекции. Ув. 100. 2 – иммуногистохимическое окрашивание антителами к рецептору c-kit.  

Непрямая стрептавидин-биотиновая система детекции. Ув. 400 
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Полученные нами сведения о структурных характеристиках семенников опытных групп животных 
хорошо соотносятся с результатами, полученными при использовании иммуногистохимических марке-
ров. Иммуногистохимическое типирование позволило обнаружить, что максимальные изменения были 
выявлены нами на сроке 30 дней от начала эксперимента. При выявлении маркеров пролиферации ki-67 
нами было показано, что в условиях воздействия НЧ TiO2 в течение 30 дней наблюдалось снижение 
уровня экспрессии этого маркера (рис. 2), что свидетельствует о нарушении процессов пролиферации 
клеток сперматогенного эпителия (рис. 1, 1). Аналогичная картина наблюдалась нами при анализе экс-
прессии маркера стволовых клеток  c-kit (рис.2): к 30-му дню от начала экспериментального воздействия 
количество клеток, содержащих этот маркер, существенно снижается по сравнению с интактными жи-
вотными (рис. 1, 2). 

Результаты проведенного нами исследования демонстрируют возможное неблагоприятное воздей-
ствие НЧ TiO2 на морфофункциональные свойства семенников крыс, что хорошо согласуется с имеющи-
мися сведениями о высокой чувствительности органов мужской репродуктивной системы к действию 
различных дестабилизирующих факторов, в том числе и наноматериалов. Так, в исследованиях геноток-
сичности НЧ TiO2 показано, что одним из неблагоприятных эффектов наночастиц является окислитель-
ный стресс, который приводит к нарушению хода клеточного цикла и, как следствие, к угнетению кле-
точной пролиферации [5, 11]. В других работах [6] продемонстрировано негативное влияние внутривен-
ного введения НЧ Ag (1 мг/кг) самцам мышей в течение 12 дней на сперматогонии, заключающееся в 
подавлении их вступления в процесс дифференцировки и снижении пролиферативного потенциала. По-
казано, что именно сперматогенные стволовые клетки наиболее чувствительны к воздействию НЧ TiO2 

[4], что согласуется с результатами проведенных нами имуногистохимических исследований. С исполь-
зованием иммуногистохимических маркеров нами выявлено нарушение процессов пролиферации и диф-
ференцировки клеток сперматогенного эпителия, о чем свидетельствует снижение экспрессии поверхно-
стного рецептора c-kit – белка, который поддерживает трансформацию недифференцированных сперма-
тогоний типа Aal в сперматогонии класса A, и  маркера пролиферации ki-67 в условиях эксперименталь-
ного воздействия НЧ TiO2.  

 

 
 

Рис. 2. Процент ki-67- и c-kit-иммунопозитивных клеток в ИСК семенников животных контрольной  
и опытной группы 2 

 
Одним из адекватных методов исследования изменений репродуктивной способности мужского 

организма при различных физиологических и патологических состояниях является количественная оцен-
ка морфометрических параметров семенников [12]. В настоящем исследовании выявлены специфические 
структурные изменения, обусловленные неблагоприятным влиянием изучаемых НЧ на морфологические 
характеристики репродуктивной системы самцов крыс. К ним можно отнести: уменьшение толщины 
сперматогенного эпителия, диаметра ИСК, дезорганизация слоев и отрыв сперматогенных клеток от ба-
зальной мембраны. Подобные морфологические изменения со стороны сперматогенного эпителия опи-
саны и рядом других исследователей. Так, пероральное введение НЧ TiO2 мышам (10-300  мг/кг) в тече-
ние 35 дней вызывало значительные морфофункциональные изменения ИСК, заключающиеся в некроти-
зации и слущивании сперматогенных клеток [9]. Исследование Ли и соавт. [10], посвященное изучению 
эффекта наночастиц выхлопных газов дизельных двигателей (NRDE) выявило дегенеративные и некро-
тические изменения СЭ с уменьшением числа сперматогенных клеток в его составе, а также отек интер-
стициальной ткани яичка в семенниках экспериментальной группы животных. Внутривенное введение в 
организм мышей НЧ серебра вызывают уменьшение высоты СЭ, увеличение диаметра просвета ИСК и 
усиление процессов апоптоза сперматогенных клеток [6]. Подобный эффект был обнаружен и при перо-
ральном введении наночастиц цинка в организм мышей (50-300 мг/кг) [13]. В этой же работе продемон-
стрировано наличие значительного числа вакуолей в клетках Сертоли мышей, что, по мнению авторов, 
является ранним морфологическим признаком повреждения семенников и рассматривается как основной 
ответ клеток Сертоли на многие ксенобиотики и связано с угнетением их функции. Подтверждением это-
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го тезиса является исследование in vitro, в котором показано, что НЧ TiO2 вызывают повышение генера-
ции активных форм кислорода в клетках Сертоли, усиление перекисного окисления липидов, поврежде-
ние ДНК, активацию ряда каспаз с последующей гибелью этих клеток [8]. В другой работе интратрахе-
альное введение наночастиц углерода (14, 56 и 95 нм, 0,1 мг /кг) вызвало частичную вакуолизацию кле-
ток Сертоли [15].  

Согласно существующим представлениям, толщина эпителия коррелирует с количеством клеток в 
его составе. Применительно к СЭ уменьшение его толщины может быть обусловлено в том числе редук-
цией числа герминативных клеток в его составе. Этот факт указывает на низкую регенерационную спо-
собность СЭ как тканевой системы и в условиях воздействия НЧ TiO2 сперматогенез, характеризующий-
ся высокой пролиферативной активностью вовлеченных в него клеток, оказывается уязвимым.  

Общепризнанно, что достаточные уровни ЛГ, ФСГ и тестостерона имеют решающее значение для 
сперматогенеза, однако, экологические токсиканты могут нарушить продукцию и регуляцию синтеза 
этих гормонов, что может привести к структурным изменениям семенников, нарушениям сперматогенеза 
и в конечном счете к мужскому бесплодию. Известно, что уровень тестостерона коррелирует с количест-
венными и морфометрическими параметрами клеток Лейдига [7]. Поскольку размер ядер клеток косвен-
но свидетельствует об уровне их функциональной активности, а следовательно об уровне секреции тес-
тостерона, нами был проведен сравнительный морфометрический анализ площади ядра клеток Лейдига 
на фоне введения НЧ TiO2. Результаты проведенного исследования показали, что по сравнению с кон-
трольной группой, средняя площадь ядра клеток Лейдига уменьшается (р<0,05). Полученные нами дан-
ные сопоставимы с результатами ряда работ, в которых показано, что НЧ TiO2 вызывают угнетение про-
цесса пролиферации клеток Лейдига и снижение уровня тестостерона в семенниках [9]. 

Выводы. Таким образом, результаты проведенных нами исследований показывают, что негатив-
ное действие наночастиц титана на морфологические параметры семенников крысы затрагивает ключе-
вые для этой структуры характеристики, такие как, пролиферативная активность клеток и их способ-
ность к дифференцировке. В наших экспериментальных условиях обнаруживались и специфические 
структурные изменения, свидетельствующие о неблагоприятном влиянии изучаемых НЧ на репродук-
тивную систему самцов крыс. Суммарный эффект обнаруженных нами изменений в семенниках крыс – 
это нарушение процессов сперматогенеза. Однако полученные результаты проведенных нами исследова-
ний могут свидетельствовать не только о прямом воздействии НЧ TiO2, но и являться следствием их 
влияния на гуморальные системы организма, что требует проведения дальнейших исследований. Полу-
ченные нами данные необходимо учитывать при разработке мер безопасности в условиях производства и 
использования наноматериалов. 
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