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В последние годы наблюдается существенный прогресс в ветеринарной онкологии: раз-
рабатываются новые методы диагностики и лечения онкологических заболеваний у животных, 
расширяется спектр возможных терапевтических мероприятий. Представляют интерес, в частно-
сти, перспективы создания ветеринарных лекарственных препаратов с использованием разнооб-
разных наночастиц (в том числе, коллоидного селена), на поверхности которых иммобилизованы 
биологически активные вещества, обладающие противоопухолевым действием. Наночастицы 
селена проявляют цитотоксическое воздействие на опухолевые клетки и рассматриваются также 
в качестве эффективных носителей для адресной доставки in vivo лекарств, генетических матери-
алов, белков и т.п. Хорошо «настраиваемые» поливалентные структуры поверхности селеновых 
наночастиц обеспечивают удобную платформу для интеграции нескольких терапевтических пре-
паратов или биомакромолекул с ковалентным или нековалентным конъюгированием. Нами был 
синтезирован комплекс наночастиц селена с силимарином — гепатопротектором флавоноидного 
типа, выделяемым из плодов расторопши пятнистой Silybum marianum (L.) Gaertn., и оценена 
цитотоксичность полученного препарата для линий опухолевых клеток, различающихся проис-
хождением и онкологическими свойствами. Методами электронной микроскопии и динамического 
рассеяния света установлено, что разработанная методика обеспечивает получение стабильных 
взвесей конъюгатов селеновых наночастиц с силимарином в диапазоне размеров порядка 20-40 нм. 
Показано, что полученный конъюгат проявляет ярко выраженный цитотоксический эффект в 
отношении линии опухолевых клеток Hep-2 с уменьшением количества жизнеспособных клеток 
примерно в 6,5 раза по сравнению с контролем, против уменьшения примерно 2,3 раза в отноше-
нии линии клеток SPEV-2. При этом препарат исходного коллоидного селена оказывал значи-
тельно более слабое воздействие на культуры клеток обоих типов, а чистый силимарин не прояв-
лял статистически значимого влияния на клетки SPEV-2 (в отличие от Hep-2). Предполагается, 
что полученный препарат может быть использован в дальнейшем для разработки противораковых 
методик нового поколения и представляет интерес также с точки зрения реализации подходов на 
основе принципов «зеленой химии». 
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Несмотря на то, что успехи современной ветеринарной медицины 
позволили снизить смертность животных, вызванную онкологическими за-
болеваниями, рак нередко продолжают рассматривать как одно из наиболее 
серьезных заболеваний нашего времени. По имеющимся данным, гибель 
более 50 % всех собак и кошек старше 10 лет обусловлена раком, а онколо-
гические заболевания домашних животных остаются одной из наиболее 
распространенных причин обращения за ветеринарной помощью (1).  

В последние годы наблюдается существенный прогресс в ветери-
нарной онкологии: разрабатываются новые методы диагностики и лечения 
онкологических заболеваний у животных, расширяется спектр возможных 
терапевтических мероприятий (2). Однако стоит отметить, что в арсенале 
ветеринарного врача практически отсутствуют специализированные лекар-
ственные препараты, предназначенные для лечения онкологических забо-
леваний животных. Представляют интерес, в частности, перспективы со-
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здания ветеринарных лекарственных средств с использованием разнооб-
разных наночастиц (в том числе коллоидного селена), на поверхности ко-
торых иммобилизованы биологически активные вещества с противоопухо-
левым действием. 

Селен (Se) — микроэлемент, имеющий важное значение для здоро-
вья человека и животных (3, 4). Физиологическая роль селена в основном 
связана с его присутствием в селенометионине и селеноцистеине — ами-
нокислотах, которые входят в относительно небольшой набор (около 25) 
селенопротеинов, обладающих, в том числе, окислительно-восстанови-
тельными и иммуномодулирующими свойствами (5).  

Большой интерес представляет способность соединений селена 
оказывать цитотоксический эффект на опухолевые клетки, что связано с 
потенциальной способностью селенолата и селенида водорода эффективно 
реагировать с кислородом и тиолами, приводящей к нестехиометрическо-
му потреблению тиолов и NADPH, окислительному стрессу и, в конечном 
итоге, гибели клеток вследствие апоптоза, некроза или некроптоза (6, 7). 
Онкоингибирующий эффект наночастиц селена был продемонстрирован, 
в частности, в ряде работ (8, 9). 

Наночастицы селена рассматриваются также в качестве эффектив-
ных носителей для адресной доставки in vivo лекарств, генетических мате-
риалов, белков и т.п. Хорошо «настраиваемые» поливалентные структуры 
поверхности селеновых наночастиц обеспечивают удобную платформу для 
интеграции нескольких терапевтических препаратов или биомакромолекул 
с ковалентным или нековалентным конъюгированием (10). При «биосин-
тетическом» («зеленом») получении селеновых наночастиц используются 
аминокислоты (11, 12), грибные полисахариды (13), растительный экс-
тракт из листьев Terminalia arjuna (14), фолиевая кислота (15), культуры 
клеток Saccharomyces cerevisiae (16) и др. При изучении механизмов дей-
ствия модифицированных селеновых наночастиц ряд исследователей от-
мечают их тенденцию активировать митохондриальный апоптоз в клеточ-
ной линии MCF-7, вызывая окислительный стресс и в дальнейшем дис-
функцию митохондрий, останавливая тем самым рост раковых клеток (15). 
Также отмечается снижение мембранного потенциала митохондрий и пе-
репроизводство активных форм кислорода в клетках Hep-2 под действием 
селеновых наночастиц (17). 

В последние годы описано около 30 классов химических веществ с 
раково-профилактическим эффектом, которые могут иметь практическое 
значение в снижении заболеваемости раком у человека (18). Среди них 
большое внимание уделяется полифенольным антиоксидантам естествен-
ного происхождения (19). Флаволигнаны, выделяемые из лекарственного 
растения расторопши пятнистой Silybum marianum (L.) Gaerth., являясь 
сильными антиоксидантами, способны инактивировать как свободные ра-
дикалы, так и активные формы кислорода в клетке. Также они блокируют 
рецепторы и транспортные системы на клеточной мембране, которые 
обеспечивают перенос токсических веществ в клетку, уменьшают актив-
ность макрофагальных клеток, участвующих в презентации антигенов, 
снижают продукцию -глобулинов, блокируют липооксигеназы и циклоок-
сигеназы, оказывая тем самым противовоспалительное, иммуномодулиру-
ющее и антиканцерогенное действие (20). 

В частности, было показано, что силибинин — один из флаволиг-
нанов расторопши пятнистой, на долю которого приходится до 70 % от 
общего количества флаволигнанов (21), увеличивает ацетилирование ги-
стонов Н3 и Н4 in vitro и in vivo в клетках линии Huh-7 ксенотрансплан-
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татов у голых мышей (22, 23). В клетках немелкоклеточного рака легкого 
силибинин ингибирует активность деацетилаз гистонов (HDAC) и сниже-
ние их внутриклеточного содержания (24). Силимарин — аналог силиби-
нина, также относящийся к категории гепатопротекторов растительного 
происхождения флавоноидного типа, который выделяют из плодов расто-
ропши пятнистой. 

Нами впервые предложена методика получения стабилизированно-
го конъюгата наночастиц селена из исходно неустойчивых суспензий с 
использованием силимарина и изучена цитотоксичность такого конъюгата 
для иммортализованных клеток почки эмбриона свиньи (линия SPEV-2) и 
клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека (линия Hep-2). 

Цель исследования заключалась в разработке способа стабилизации 
взвеси наночастиц селена при образовании комплекса с силимарином и 
оценке цитотоксических свойств полученного препарата по отношению к 
опухолевым клеткам. 

Методика. Взвесь наночастиц селена получали, добавляя к 67 мл 
раствора селенистой кислоты 40 мл раствора L-цистеина. Для приготовле-
ния первого раствора к 0,128 г селенистой кислоты (АО «УЗПХ», Россия) 
добавляли 100 мл дистиллированной воды, для приготовления второго — к 
0,726 г сухого L-цистеина (ООО «Неолаб», Россия) приливали 100 мл ди-
стиллированной воды; рН растворов доводили до 8,5, используя 0,1 М 
NaOH. Полученная взвесь (исходный препарат наноселена) приобретала 
красно-коричневую окраску.  

Диаметр (d) синтезированных наночастиц измеряли с использовани-
ем трансмиссионного электронного микроскопа Libra 120 («Carl Zeiss,» 
Германия) и методом динамического рассеяния света (ДРС) на анализаторе 
Zetasizer Nano-ZS («Malvern», Великобритания), как описано (25).  

Для получения конъюгатов наночастиц селена использовали ком-
мерческий силимарин («TEVA Czech Industries s.r.o.», Чехия). Концентра-
цию силимарина в конечном препарате определяли методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии. Анализ выполняли на жидкостном 
хроматографе Стайер (ЗАО «Аквилон», Россия) со спектрофотометриче-
ским детектором А288 согласно прилагаемой инструкции. Для разделения 
компонентов использовали колонку Onix Monolithic C 18 (производство 
ЗАО «Аквилон» по лицензии фирмы «Merck KGaA», Германия). 

Цитотоксические исследования проводили на клеточных линиях 
SPEV-2 (иммортализованные клетки почки эмбриона свиньи) и Hep-2 
(опухолевые клетки гепатоцеллюлярной карциномы человека). Клетки вы-
ращивали в пластиковых матрасах на среде Игла в модификации по спосо-
бу Дульбекко (DMEM) («Biological Industries», Израиль), содержащей L-
глутамин, 15 мМ HEPES, 10 % фетальной коровьей сыворотки и антибио-
тики (20 мкг пенициллина с активностью 1000000 ЕД и 25 мкл гентамицина 
с активностью 1000 ЕД на 100 мл среды). Культивирование проводили в 
СО2-инкубаторе при температуре 37 С в атмосфере, содержащей 5 % СО2. 
Клетки отделяли от пластика обработкой раствором трипсина с версеном 
при температуре 37 С в течение 10-15 мин, затем осаждали центрифугиро-
ванием при 900 g в течение 20 мин. Осадок ресуспендировали в фосфатно-
солевом буфере при рН 7,2-7,4 и повторно центрифугировали в указанном 
выше режиме. После ресуспендирования клеток в полной DMEM их поме-
щали в лунки культурального планшета (1½105 клеток на лунку). 

Для изучения цитотоксического действия синтезированных нано-
частиц клетки предварительно культивировали в течение 18-24 ч до фор-
мирования слоя, занимающего 80 % поверхности лунки. Препарат наноча-
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стиц селена, конъюгированных с силимарином, лиофильно высушивали, 
перерастворяли в среде для инкубации (рН 7,2-7,4) и вносили в лунки 
планшета с культурами перевиваемых клеток (в 8 повторах в дозе 8 мкг си-
лимарина на лунку). Для сравнения использовали раствор силимарина той 
же концентрации в культуральной среде. Контролем служили лунки, в ко-
торые препараты не добавляли. Жизнеспособность культивируемых клеток 
оценивали по их способности восстанавливать нитротетразолевый синий 
(MTT) до формазана (MTT-тест, MTT tetrazolium assay technology) (26) с 
определением концентрации формазана. 

Статистическую обработку полученных результатов проводили по 
стандартным методикам с использованием t-критерия Стьюдента для 
оценки достоверности различий между выборками в опытных и контроль-
ных экспериментах. По результатам вычисления среднеарифметического 
(M) и стандартного отклонения (±SD) для выборки определяли стандарт-
ную ошибку среднеарифметического (±SEM) и границы его доверительно-
го интервала с учетом коэффициента Стьюдента t при уровне значимости 
95 % (p = 0,05) и числе измерений n = 8. 

Результаты. Согласно данным, полученным методом ДРС (рис. 1), 
размер частиц исходного препарата селена составил d  43-110 нм. Однако 
коллоидный раствор неконъюгированных наночастиц имел довольно низ-
кую стабильность, и в течение 10-15 мин в нем выпадал осадок (предпо-
ложительно аморфного селена) кирпично-красного цвета. В связи с по-
ставленной целью нами была разработана следующая оригинальная мето-
дика получения конъюгата силимарина с наночастицами селена. Силима-
рин в количестве 1,38 г растворяли в 100 мл 0,1 М раствора NaOH. Далее 
к 100 мл раствора силимарина добавляли 67 мл раствора селенистой кис-
лоты, затем 40 мл раствора L-цистеина. Значение pH системы доводили до 
8,5 добавлением 0,1 М раствора HCl (для нейтрализации избытка щелочи). 
По результатам метода ДРС (рис. 1), размер 97 % всех наночастиц в пре-
парате селена с силимарином находится в пределах d  16-44 нм. 

 

 
Рис. 1. Распределение наночастиц по размерам в препаратах селена, конъюгированного с сили-
марином (А), и без силимарина (Б) по данным метода динамического рассеяния света (анализа-
тор Zetasizer Nano-ZS, «Malvern», Великобритания).  

 

В отличие от исходного препарата наноселена, полученная взвесь 
конъюгата селеновых наночастиц с силимарином, приобретая красно-ко-
ричневую окраску и становясь прозрачной с отсутствием видимой опалес-
ценции, в течение длительного времени сохраняла стабильность. Таким 
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образом, достигнутая стабилизация коллоидной взвеси селена силимари-
ном сопровождалась увеличением ее дисперсности (уменьшением значе-
ний d), характерным для коллоидных систем подобного типа, что также 
подтвердила электронная микроскопия (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Электронно-микроскопическое изображение наночастиц (отмечены стрелками) в конъ-
югате селена с силимарином (А) и исходных наночастиц селена (Б) (наночастицы отмечены 
стрелками). 

 

Было установлено, что добавление сухого порошка селена, конъ-
югированного с силимарином, в среду для инкубации клеток не приводи-
ло к изменению ее рН. 

Оценка цитотоксичности двух полученных препаратов селена и на-
тивного силимарина, проведенные с использованием клеточных культур 
SPEV-2 и Hep-2, показала, что чистый силимарин не вызывал статистиче-
ски значимого уменьшения жизнеспособности клеток SPEV-2 (рис. 3, А). 
Однако его добавление к культурам клеток Hep-2 приводило к уменьшению 
концентрации формазана на 10,3 % (см. рис. 3 Б), о достоверности которо-
го свидетельствуют установленные неравенства tфакт. = 2,45 > tтеор. = 2,14; 
pфакт. = 0,028 < 0,05. Внесение в лунки взвеси исходного наноселена вы-
зывало достоверное угнетение жизнеспособности культуры SPEV-2 в 
ММТ-тесте (на 7,3 %), тогда как конъюгат селена с силимарином приво-
дил к уменьшению концентрации формазана на 55,6 % (см. рис. 3, А). 

 

Рис. 3. Оценка жизнеспособно-
сти клеток линий SPEV-2 (А) и 
Hep-2 (Б) по концентрации фор-
мазана при культивировании в 
присутствии селеновых наноча-
стиц, конъюгированных с сили-
марином (1), исходных селеновых 
наночастиц (2) и чистого силима-
рина (3) по сравнению с контро-
лем (без добавления препара-
тов) (4). Вертикальные штрихи — 
доверительные интервалы для 
среднеарифметических при уров-
не значимости 95 %. 

 

Более интенсивная ответная реакция на введение полученного 
нами конъюгированного препарата наблюдалась у опухолевых клеток ли-
нии Hep-2 (см. рис. 3, Б): конъюгат селена с силимарином вызывал умень-
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шение количества жизнеспособных клеток (концентрации формазана) на 
84,6 % (исходный коллоидный раствор селена снижал этот показатель у той 
же линии только на 34,6 %).  

Учитывая результаты этого эксперимента и описанные в литературе 
свойства исходных субстанций, рассмотренные нами выше, усиление цито-
токсического действия селеновых наночастиц с силимарином можно объяс-
нить синергетическим эффектом в результате конъюгирования компонентов. 
Предполагается, что наблюдаемое действие полученного конъюгата может 
быть использовано для развития подходов к созданию противораковых пре-
паратов нового поколения. Усовершенствованный «биосинтез» селеновых 
наночастиц с использованием силимарина, по-видимому, представляет ин-
терес и с точки зрения реализации принципов «зеленой» химии (27). 

Таким образом, добавление силимарина в реакционную смесь при 
восстановлении селенистой кислоты L-цистеином приводит к образова-
нию стабильной взвеси с органолептическими свойствами (цвет и про-
зрачность), характерными для коллоидных взвесей селена, при среднем 
(наиболее вероятном) диаметре частиц 25 нм, что примерно втрое меньше, 
чем в исходном, менее стабильном коллоидном растворе селена. Получен-
ный конъюгат наночастиц селена с силимарином проявляет ярко выра-
женный цитотоксический эффект по отношению к линии опухолевых кле-
ток Hep-2 с уменьшением количества жизнеспособных клеток примерно в 
6,5 раза по сравнению с контролем (против примерно 2,3-кратного сни-
жения этого показателя в линии клеток SPEV-2). 
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A b s t r a c t  
 

The past few years have seen substantial progress in veterinary oncology: new methods have 
been developed for the diagnosis and treatment of oncological diseases in animals, and the range of 
possible therapeutic interventions has been broadened. Of interest, in particular, are the prospects 
for the creation of veterinary pharmaceuticals with the use of various nanoparticles, including 
colloidal selenium, on the surface of which are immobilized biologically active substances that 
have antitumor action. Selenium nanoparticles are cytotoxic to tumor cells and have also been 
considered as effective carriers for the in vivo targeted delivery of drugs, genetic materials, pro-
teins, and so on. The well-tunable polyvalent structures of the selenium nanoparticle surface pro-
vide a convenient platform for integrating several therapeutic agents or biomacromolecules with 
covalent or noncovalent surface conjugation. We synthesized selenium nanoparticles in complex 
with silymarin, a flavonoid hepatoprotector extracted from the fruit of milk thistle [Silybum maria-
num (L.) Gaertn.], and we evaluated the cytotoxicity of the resultant preparation to normal and 
tumorous cells. By using electron microscopy and dynamic light scattering, it was found that the 
developed procedure ensured the preparation of stable suspensions of silymarin-conjugated seleni-
um nanoparticles with sizes ranging from 20 to 40 nm. The obtained conjugate was shown to be 
markedly cytotoxic to the Hep-2 tumor cell line, suppressing cell respiration approximately 6.5-
fold as compared to the control, whereas the respiration of SPEV-2 normal cells was inhibited 
approximately 2.3-fold. Initial colloidal selenium had much weaker effects on both cell types, and 
pure silymarin had no statistically significant influence on SPEV-2 cells (in contrast to Hep-2 
cells). The results of this study could be used in developing next-generation anticancer agents and 
are of interest in the implementation of green chemistry-based approaches. 
 

Keywords: Silybum marianum, flavonolignans, silymarin, selenium nanoparticles, conjuga-
tion, cytotoxic effects. 
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