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Введение. В настоящем исследовании проведена сравнительная оценка токсических эффектов промышленных одностенных углеродных нанотрубок 
(ОУНТ) и многостенных углеродных нанотрубок (МУНТ) в низких дозах, соответствующих производственным экспозициям, на культурах клеток 
бронхиального эпителия BEAS-2B и альвеолярного эпителия A549.
Материалы и методы. Распределение по размерам агломератов ОУНТ и МУНТ в дисперсиях оценивалось методами динамического светорассеяния 
и просвечивающей электронной микроскопии. Оценка цитотоксичности проводилась с помощью MTS-теста и определения лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ) в клеточном супернатанте. Визуализация взаимодействия углеродных нанотрубок (УНТ) с клетками осуществлялась с использованием тем-
нопольной и просвечивающей электронной микроскопии.
Результаты. Данные MTS-теста и ЛДГ-теста свидетельствуют о цитотоксичности неочищенных ОУНТ и МУНТ в диапазоне концентраций 
50–200 мкг/мл и очищенных ОУНТ в диапазоне 25–200 мкг/мл в отношении клеток BEAS-2B. Показано, что наиболее подходящей моделью для 
изучения УНТ является клеточная культура бронхиального эпителия человека BEAS-2B. Выявлено, что ОУНТ и МУНТ проникают в цитоплазму 
клеток BEAS-2B и А549, при этом МУНТ чаще обнаруживаются во внутриклеточном содержимом в виде вакуолизированных скоплений, тогда как 
единичные и агломераты ОУНТ визуализируются в цитоплазме без тенденции к вакуолизации.
Ограничения исследования. Внесение УНТ в клетки осуществлялось в виде дисперсий, где обнаруживались как единичные нанотрубки, так и их 
агломераты. Также в настоящем исследовании расчёт концентраций УНТ для внесения в клетки был основан на компьютерном моделировании.
Заключение. Различия в проникновении УНТ в клетки могут быть объяснены структурными особенностями: агломераты МУНТ в несколько 
раз меньше по сравнению с ОУНТ, что облегчает их захват клетками. Дальнейшее изучение механизмов цитотоксического и генотоксического 
действия разных типов УНТ может способствовать выявлению особенностей воздействия МУНТ и ОУНТ на клетки дыхательной системы для 
разработки методологических подходов к безопасному использованию УНТ.
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Introduction. In the present study, a comparative assessment of the toxic effects of industrial single-walled and multi-walled carbon nanotubes (SWCNT 
and MWCNT) at doses corresponding to industrial exposures on BEAS-2B and A549 cells was carried out. 
Materials and methods. The size distribution of SWCNT and MWCNT agglomerates in dispersions was estimated by dynamic light scattering and transmission 
electron microscopy. Cytotoxicity was assessed using a MTS test and LDH assay. The interaction of CNTs with cells was visualized using dark-field and transmission 
electron microscopy.
Results. Cytotoxic effects of pristine SWCNT and MWCNT in concentrations of 50–200 µg/ml and purified SWCNT in the range of 25–200 µg/ml were found in 
BEAS-2B cells. SWCNT and MWCNT were found to penetrate into the cytoplasm of both BEAS-2B and A549 cells, while MWCNT are more often revealed in 
the intracellular content as vacuolized clusters, and single SWCNT and agglomerates are visualized in the cytoplasm without a tendency to vacuolization.
Limitations. CNT were introduced into cells in the form of dispersions, where both single nanotubes and their agglomerates were found. The calculation of CNT 
concentrations for introduction into cells was based on computer simulation.
Conclusion. Further study of the mechanisms of cytotoxic and genotoxic effects of different types of carbon nanotubes (CNT) may contribute to the 
identification of MWCNT and SWCNT specific effects on the cells of the respiratory system to develop methodological approaches to the safe use of CNT.
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Введение

Уникальные физические и химические свойства угле-
родных нанотрубок (УНТ) обусловливают их широкое 
применение в различных областях, включая производство 
электронной техники, сенсоров, высокопрочных волокон, 
композитных материалов [1, 2]. Кроме того, УНТ рассматри-
ваются как перспективные материалы для использования в 
биомедицинских областях [3]. УНТ представляют собой свёр-
нутые в трубку листы графена. Одностенные углеродные на-
нотрубки (ОУНТ) состоят из одного цилиндрического листа 
графена, а многостенные углеродные нанотрубки (МУНТ) – 
из нескольких структурообразующих слоёв. Растущие объ-
ёмы производства УНТ и увеличение числа предприятий, 
производящих и использующих данный вид наноматериа-
лов, приводят к увеличению числа лиц, подвергающихся воз-
действию аэрозолей УНТ на рабочих местах [4].

Ингаляционный путь поступления определяет дыхатель-
ную систему как наиболее вероятную мишень токсическо-
го действия нанотрубок. При изучении токсичности УНТ в 
экспериментах in vitro взаимодействие УНТ с дыхательными 
путями чаще всего моделируют на культурах клеток бронхи-

ального эпителия человека BEAS-2B и альвеолярного эпи-
телия лёгких человека A549 [2]. Обзор статей по изучению 
токсического действия УНТ на клетки дыхательной систе-
мы описывает такие эффекты воздействия нанотрубок, как 
снижение жизнеспособности клеток, индукция апоптоза, 
повреждение генетического материала, нарушение барьер-
ных функций и развитие фиброза [5]. Многие исследователи 
отмечают способность клеток дыхательных путей к погло-
щению как ОУНТ, так и МУНТ с последующей их локали-
зацией в цитоплазме или в ядре [6–8].

Данные о сравнительной токсичности ОУНТ и МУНТ в 
экспериментах in vitro являются немногочисленными и про-
тиворечивыми. Авторы сообщают о большей цитотоксично-
сти ОУНТ по отношению к клеткам человека и животных, в 
то время как МУНТ проявляют меньшую активность [9–11]. 
В других исследованиях не показаны различия в цитотокси-
ческих эффектах при воздействии разных видов углеродных 
нанотрубок [12–14]. Однако следует учитывать, что по резуль-
татам экспериментов in vivo МУНТ-7 (производитель Mitsui 
Ltd., Япония) классифицированы как возможный канцеро-
генный фактор для человека и отнесены Международным 
агентством по изучению рака (МАИР) к категории 2B [15].
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Материалы и методы

С учётом преимущественно ингаляционного пути посту-
пления УНТ [25, 26] для исследования были выбраны им-
мортализованные клетки нормального человеческого брон-
хиального эпителия BEAS-2B (Cell Applications, Inc., США), 
представляющие собой клетки нижних дыхательных путей, 
и клетки альвеолярного эпителия лёгких человека линии 
A549 (Cell Applications, Inc., США).

В качестве материала для исследования использова-
лись очищенные и неочищенные от металлических приме-
сей ОУНТ TUBALLTM (производитель – группа компаний 
OCSiAl) и МУНТ Таунит-М (производитель – ООО «Нано-
ТехЦентр»). Физико-химическая характеристика используе-
мых материалов представлена в табл. 1.

Диапазон концентраций исследуемых материалов, со-
ответствующих производственным экспозициям, был рас-
считан с учётом предварительных данных о концентрации и 
дисперсности УНТ в воздухе рабочей зоны предприятий – 
производителей ОУНТ и МУНТ. С учётом данных, полу-
ченных в ходе компьютерного моделирования депониро-
вания аэрозоля УНТ в различных отделах лёгких человека 
с использованием свободно распространяемой программы 
MPPD (Multiple Path Particle Dosimetry V3.04) [27], и данных 
открытых источников литературы диапазон концентраций 
для исследования составил 0,0006–200 мкг/мл, включая ши-
рокий набор нетоксичных и потенциально токсичных доз 
УНТ.

Дисперсии исследуемых материалов были подготовле-
ны на основе культуральной среды Bronchial Epithelial Cell 
Growth Medium (BEGM) (Sigma-Aldrich, 511K-500, Гер-
мания) с добавлением 10%-й эмбpиoнaльнoй телячьей сы-
воротки (ЭТС) и культуральной среды Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM) (ПанЭко, С410П, Россия) с добав-
лением 10%-й ЭТС.

Приготовление дисперсий проводили в асептических 
условиях (в биобоксе) методом ультразвуковой обработ-
ки с использованием аппарата Sonic Vibra Cell Sonicator 
(Sonics&Materials, США) при следующих параметрах ра-
боты: 750 Ватт, 20 кГц, 40%-я амплитуда, пульс 5/6, время 
30 мин [28]. Изначально были подготовлены дисперсии УНТ 
в исходной концентрации 0,2 мг/мл, из которой получали 
необходимые разведения для экспериментов.

Характеристика дисперсий. Контроль качества получен-
ных дисперсий ОУНТ и МУНТ проводили методом про-
свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) на базе 
Междисциплинарного центра «Аналитическая микроско-
пия» ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный 
университет» (КФУ). Образцы дисперсий наносили по 5 мкл 
на медные сеточки с подложкой Formvar/Carbon (Electron 

Противоречивые результаты могут быть объяснены 
различными механизмами токсического действия ОУНТ 
и МУНТ, которые реализуются в зависимости от струк-
турных характеристик материалов и особенностей взаи-
модействия с клетками в условиях in vitro. Например, при 
изучении влияния ОУНТ и МУНТ в концентрациях 2,5 
и 25 мкг/мл на клетки бронхиального эпителия человека 
16HBE было обнаружено, что разные виды углеродных на-
нотрубок индуцируют разные пути гибели клетки: воздей-
ствие ОУНТ приводило к активации запрограммированной 
гибели клеток и ороговению, а при действии МУНТ запу-
скались процессы аутофагии [16]. Физико-химические осо-
бенности нанотрубок, в частности длина и размер, могут 
влиять на их проникновение в клетки [17–19]. Сравнение 
проникновения ОУНТ и МУНТ в клетки гепатоцеллюляр-
ной карциномы человека HepG2 продемонстрировало, что 
УНТ с меньшими длиной и наружным диаметром обна-
руживаются во внутриклеточном содержимом, тогда как 
УНТ больших размеров в клетки не поступают [18]. Изуче-
ние действия МУНТ разной длины на клетки гиппокампа 
мыши и клетки феохромоцитомы с использованием метода 
просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) по-
казало, что короткие нанотрубки легче проникают через 
мембрану, действуя как «наноиглы», в то время как длин-
ные нанотрубки располагаются в виде «пучков», что сни-
жает эффективность проникновения [19]. Более свободное 
поступление коротких УНТ в клетки может обусловливать 
большую токсичность, что подтверждается результатами 
исследований: короткие УНТ оказывают значительно вы-
раженное токсическое действие в экспериментах in vitro и 
in vivo [20, 21].

Анализ концентраций УНТ в экспериментах in vitro 
показывает, что лишь в некоторых случаях используе-
мые концентрации совпадают с производственными экс-
позициями, в то время как в большинстве исследований 
изучаемые концентрации превышают производственные 
в несколько десятков раз [2, 22–24]. Большой объём на-
копленных данных о производственных экспозициях на 
рабочих местах предприятий – производителей углерод-
ных нанотрубок [25] позволяет оценивать их эффекты в 
меньшем диапазоне концентраций. Существует необхо-
димость исследования токсичности УНТ в более низких 
концентрациях, соответствующих реальным экспозициям 
на рабочих местах.

В настоящем исследовании проведена сравнительная 
оценка токсических эффектов промышленных одностен-
ных и многостенных УНТ в низких дозах, соответствую-
щих производственным экспозициям, на культурах клеток 
бронхиального эпителия BEAS-2B и альвеолярного эпите-
лия A549.

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Физико-химическая характеристика очищенных и неочищенных ОУНТ и МУНТ
Physico-chemical characteristics of pristine and purified SWCNTs and MWCNTs

Физико-химическая характеристика 
Physical-chemical characteristics

Неочищенные ОУНТ 
TUBALL™ 

Pristine single-walled carbon nanotubes 
(SWCNT) TUBALL™

Очищенные ОУНТ 
TUBALL™ 

Purified SWCNT TUBALL™

МУНТ 
Таунит-М 

Multi-walled carbon nanotubes 
(MWCNT) Taunit-M

Металлические примеси 
Metal impurities

14 ± 1% от массы / of mass менее 1% от массы 
less 1% оf mass

до 5% от массы 
up to 5% of mass

Длина, мкм / Length, µm > 5 > 5 > 2

Средний диаметр УНТ, нм 
Average carbon nanotubes (CNT) diameter, nm

1.6 ± 0.4 1.6 ± 0.4 8–15

Полная удельная поверхность, м2/г 
Total surface area, m2/g

410 490 300–320

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-12-1509-1520

Original  article



1512 ГИГИЕНА И САНИТАРИЯ • Том 101 • № 12 • 2022

МЕДИЦИНА ТРУДА

териала исследовалась в трёх повторностях2. Поглощение 
измеряли при 450 нм с использованием планшетного фо-
токолориметра Multiskan (Thermo Fisher Scientific, США). 
Данные для контрольных и экспонированных клеток рас-
считывали и выражали в виде процента цитотоксичности, 
представляющего среднее значение трёх лунок для каждой 
концентрации. Для каждого эксперимента процент цито-
токсичности рассчитывали по формуле:

Цитотоксичность (%) =

=
среднее (клетки под воздействием УНТ) – среднее (контроль)

среднее (позитивный контроль) – среднее (контроль)

Визуализация УНТ с использованием метода темнополь-
ной микроскопии. Микроскопию клеточных культур прово-
дили на микроскопе Olympus BX51 (Япония), оснащённом 
темнопольным конденсором CytoViva® для визуализации в 
режиме тёмного поля с масляной иммерсией [30, 31]. Ис-
следования выполнены на базе научно-исследовательской 
лаборатории «Бионанотехнологии» КФУ. Темнопольные 
изображения были получены с использованием полуапохро-
матического объектива Olympus (×100, переменная числовая 
апертура 0,6–1,3), CCD-видеокамеры Dage xL и программ-
ного обеспечения Exponent 7 (Dage-MTI, США). Примене-
ние темнопольной микроскопии позволяет визуализировать 
наноразмерные частицы в клетках [30, 31]. Результаты тем-
нопольной микроскопии оценивали через 72 ч в концентра-
ции 100 мкг/мл в клеточных культурах BEAS-2B, А549.

Визуализация УНТ с использованием метода ПЭМ. Для ис-
следования на ПЭМ были выбраны образцы клеток BEAS-
2В и А549 под действием концентрации 100 мкг/мл с пери-
одом экспозиции 72 ч. УНТ фиксировали для электронной 
микроскопии по стандартному протоколу. Образцы были 
зафиксированы последовательно в глутаровом альдегиде и 
тетраоксиде осмия, обезвожены и полимеризованы в эпок-
сидную смолу Epon (Electron Microscopy Sciences, США). 
Ультратонкие срезы клеток толщиной 50–80 нм получа-
ли на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Leica Microsystems 
GmbH, Германия), помещали на медные сеточки с подлож-
кой Formvar/Carbon и окрашивали в течение 20 мин насы-
щенным водным раствором уранилацетата и 5 мин цитратом 
свинца. Срезы просматривали в просвечивающем электрон-
ном микроскопе Hitachi HT 7700 Exalens при ускоряющем 
напряжении 100 кэВ.

Статистическая обработка. Полученные данные обра-
батывали с помощью компьютерной программы Microsoft 
Excel 2007. Для оценки достоверности различий изучаемых 
выборок применяли t-критерий Стьюдента. При р < 0,05 
различия считали статистически значимыми. Полученные 
результаты представлены в виде среднего арифметического 
значения плюс-минус стандартное отклонение.

Результаты
Характеристика дисперсий ОУНТ и МУНТ. Физико-хи-

мическая характеристика трёх типов УНТ представлена в 
табл. 1.

По данным динамического светорассеяния в дисперсиях 
ОУНТ и МУНТ, подготовленных на основе культуральной 
среды BEGM и на основе культуральной среды DMEM, пре-
обладали агломераты размером до 1000 нм (табл. 2).

При оценке морфометрических характеристик УНТ в 
суспензии с использованием ПЭМ было показано, что на-
ружный диаметр всех исследованных материалов находит-
ся в одном диапазоне (табл. 3). Средняя длина агломератов 
УНТ в дисперсии меньше, чем заявлено производителем. 
Такое изменение длины УНТ может быть связано как с про-
ведением ультразвуковой обработки во время подготовки 
дисперсий, так и с тем, что УНТ в дисперсии, как прави-
ло, представлены преимущественно в виде скоплений из-за 
склонности их к агломерации. На рис. 1 приведены ПЭМ-
изображения дисперсии неочищенных, очищенных ОУНТ и 

Microscopy Sciences, США). Анализ образцов проводили с 
помощью аппаратного комплекса ПЭМ атомарного раз-
решения для исследования нанообъектов Hitachi HT7700 
Exalens (Япония). Для количественной оценки агломератов 
ОУНТ и МУНТ в дисперсиях использовали программное 
обеспечение ImageJ (National Institutes of Health, США).

Распределение по размерам агломератов ОУНТ и МУНТ 
в полученной дисперсии дополнительно оценивалось мето-
дом динамического светорассеяния при помощи анализато-
ра Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Великобритания) 
Центра коллективного пользования ФГБОУ ВО Казанский 
ГМУ Минздрава России (ЦКП Казанский ГМУ). Измерение 
проводили при температуре плюс 25 ○C. Каждый образец по-
мещали в одноразовую кювету из полистирола (Brand, Гер-
мания) и анализировали не менее трёх раз, одно измерение 
состояло из 15 повторов длительностью по 10 с каждый.

В процессе размола, упаковки или обработки материалы 
(ОУНТ, МУНТ) могут быть загрязнены бактериальными эн-
дотоксинами (липополисахаридами – основными структур-
ными компонентами наружной клеточной стенки грамотри-
цательных бактерий), вызывающими различные побочные 
реакции при воздействии на биологические объекты [29], 
поэтому приготовленные дисперсии дополнительно были 
протестированы на наличие бактериального эндотоксина 
с помощью ЛАЛ-реактива (Endosafe KTA, серия К2422L, 
Charles River Endosafe, США) с использованием турбиди-
метрического кинетического метода1 на базе НПО «ЛАЛ-
центр» (г. Москва).

Клеточные линии культивировали в CO2-инкубaтope 
(LАМSYSТЕМS ИЛМ-170, Миасс, Россия) при стандартных 
условиях: температура плюс 37 ○С, 5%-й CO2. Клетки BEAS-
2B засевали в культуpaльную среду BEGM c добавлением 
10%-й ЭТС, а клетки A549 – в культуральную среду DMEM 
с добавлением 10%-й ЭТС. Проведение клеточных экспери-
ментов осуществлялось на базе ЦКП Казанский ГМУ.

Через 72 ч после внесения дисперсий исследуемых мате-
риалов проводили оценку цитотоксичности и визуализация 
УНТ в клетках BEAS-2B и А549.

Оценка цитотоксичности. Оценку цитотоксичности про-
водили с помощью колометрического MTS-теста (Promega, 
США), основанного на оценке мeтaбoличecкoй активности 
клеток, отражающей их жизнеспособность. В эксперимен-
те исследовали 18 концентраций в диапазоне от 0,0006 до 
200 мкг/мл; оценку результатов теста MTS-теста проводили 
путём сопоставления оптической плотности в опытных и 
контрольных лунках. Для достижения статистической до-
стоверности каждая концентрация материала была исследо-
вана в трёх повторностях2. Измерение оптической плотности 
осуществляли с помощью планшетного фотоколориметра 
Multiskan (Thermo Fisher Scientific, США) при длине волны 
492 нм.

Оценку целостности плазматической мембраны про-
водили путём исследования высвобождения фермента 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) с помощью набора LDH Assay 
Kit (Аbcam, UK) в культуральной среде клеток, подверг-
шихся воздействию УНТ в течение 72 ч. В эксперименте 
изучали 4 концентрации исследуемых УНТ (100; 50; 0,03 и 
0,0006 мкг/мл). Клетки без воздействия УНТ использовали 
в качестве контроля, а клетки, подвергшиеся воздействию 
1%-го раствора Triton X-100, использовали в качестве по-
ложительного контроля цитотоксичности. Для достижения 
статистической достоверности каждая концентрация ма-

1 Государственная фармакопея Российской Федерации XIV из-
дания (ГФ РФ XIV) (утв. приказом Министерства здравоохране-
ния Российской Федерации 31 октября 2018 г.). Доступно: https://
minzdrav.gov.ru/ministry/61/11/gosudarstvennaya-farmakopeya-
rossiyskoy-federatsii-xiv-izdaniya

2 Методические указания МУ 1.2.2635–10 «Медико-биоло-
гическая оценка безопасности наноматериалов» (утв. Главным 
государственным санитарным врачом Российской Федерации  
24 мая 2010 г.). Справочно-правовая система «ГАРАНТ». Доступно: 
https://www.garant.ru/
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тролем при воздействии неочищенных ОУНТ: через 72 ч 
после экспозиции выжили 62, 72 и 90% клеток бронхи-
ального эпителия при концентрациях 200, 100, 50 мкг/мл 
соответственно (рис. 2, б). Цитотоксические эффекты на-
блюдались на более низких концентрациях для очищенных 
ОУНТ: дозозависимое снижение жизнеспособности клеток 
по сравнению с контролем зафиксировано на концентра-
циях 200, 100, 50 и 25 мкг/мл (рис. 2, в). Процент выжив-
ших клеток составил 65, 68, 70 и 86% на соответствующих 
концентрациях.

МУНТ в клеточных средах BEGM и DMEM. УНТ в диспер-
сиях представлены как единичными нанотрубками, так и их 
скоплениями. В случае с неочищенными ОУНТ на рисунках 
также можно наблюдать наличие примесей.

Оценка цитотоксичности. По результатам MTS-теста 
выявлено снижение жизнеспособности клеток BEAS-2B на 
34, 27 и 23% при экспозиции в течение 72 ч к МУНТ в кон-
центрациях 200, 100 и 50 мкг/мл соответственно (рис. 2, а). 
При таких же концентрациях были отмечены значимые 
отличия в жизнеспособности клеток по сравнению с кон-

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Результаты ДСР по распределению размеров агломератов УНТ (средний размер агломератов, нм) (X ± σ)
DLS results on the size distribution of CNT agglomerates (average size of agglomerates, nm) (X ± σ)

Агломерат УНТ
CNT agglomerates

Культуральная среда с добавлением 10%-й бычьей сыворотки (средний размер агломератов УНТ, нм) 
Culture medium supplemented with 10% bovine serum (average size of CNT agglomerates, nm)

BEGM DMEM

Неочищенные ОУНТ / Pristine SWCNT 578.33 ± 71.67 604.4 ± 23.07
Очищенные ОУНТ / Purified SWCNT 806.37 ± 34.48 847.43 ± 27.30
МУНТ / MWCNT 207.4 ± 1.54 242.37 ± 3.11

Рис. 1. Просвечивающая электронная микроскопия дисперсий УНТ в средах BEGM с 10% бычьей сывороткой (200 нм): а – МУНТ; б – ОУНТ 
(неочищ.); в – ОУНТ (очищ.); DMEM c 10% бычьей сывороткой: г – МУНТ; д – ОУНТ (неочищ.); е – ОУНТ (очищ.).

Fig. 1. Transmission electron microscopy of CNT dispersions in BEGM media with 10% bovine serum (200nm): а – MWCNT;, б – SWCNT (pristine);  
в – SWCNT (purified); DMEM with 10% bovine serum: г – MWСNT; д – SWСNT (pristine); е – SWCNT (purified).

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-12-1509-1520
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Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Результаты ПЭМ по распределению размеров УНТ (средний размер агломератов, нм) (X ± σ)
TEM results on CNT size distribution  (average size of agglomerates, nm) (X ± σ)

Агломерат УНТ
CNT agglomerates

Культуральная среда с добавлением 10%-й бычьей сыворотки (средний размер агломератов УНТ, нм) 
Culture medium supplemented with 10% bovine serum (average size of CNT agglomerates, nm)

BEGM DMEM
наружный диаметр, нм

outer diameter, nm
длина, мкм
length, µm

наружный диаметр, нм
outer diameter, nm

длина, мкм
length, µm

Неочищенные ОУНТ / Pristine SWCNT 6.299 ± 4.436 1.646 ± 0.980 9.287 ± 1.225 1.156 ± 0.112
Очищенные ОУНТ / Purified SWCNT 8.807 ± 5.312 0.653 ± 0.554 12.585 ± 1.060 1.258 ± 0.075
МУНТ / MWCNT 7.667 ± 3.814 0.242 ± 0.132 12.896 ± 2.604 0.485 ± 0.063

ба в

г д е
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Рис. 2. Цитотоксическая актив-
ность исследуемых материалов в 
отношении клеток линии BEAS-2B; 
среднее значение ± стандартное 
отклонение выживаемости клеток 
в MTS-тесте после 72-часовой экс-
позиции исследуемых материа-
лов: а – МУНТ; б – ОУНТ (неочищ.); 
в – ОУНТ (очищ.).
* – p < 0,05 по сравнению с кон-
тролем.

Fig. 2. Cytotoxic activity of the studied 
materials to the BEAS-2B cells; mean 
value ± standard deviation of cell 
survival in the MTS test after 72-hour 
exposure to the studied materials: 
а – MWCNT; б – SWCNT (pristine); 
в – SWCNT (purified).
* – p < 0.05 compared to control.

Рис. 3. Цитотоксическая активность исследуемых материалов в отношении клеток линии BEAS-2B; среднее значение ± стандартное 
отклонение по данным ЛДГ-теста после 72-часовой экспозиции исследуемых материалов; * – p < 0,05 по сравнению с контролем.

Fig. 3. Cytotoxic activity of the studied materials to the BEAS-2B cells; mean value ± standard deviation according to the LDH assay after 72-hour 
exposure to the studied materials; * – p < 0.05 compared to control.

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-12-1509-1520
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Рис. 4. Цитотоксическая актив-
ность исследуемых материалов 
в отношении клеток линии А549; 
среднее значение ± стандартное 
отклонение выживаемости клеток 
в MTS-тесте после 72-часовой экс-
позиции исследуемых материа-
лов: а – МУНТ; б – ОУНТ (неочищ.); 
в – ОУНТ (очищ.). 

Fig. 4. Cytotoxic activity of the 
studied materials to the A549 cells; 
mean value ± standard deviation of 
cell survival in the MTS test after 
72-hour exposure of the studied 
materials: а – MWCNT; б – SWCNT 
(pristine); в – SWCNT (purified). 

Рис. 5. Цитотоксическая активность исследуемых материалов в отношении клеток линии А549; среднее значение ± стандартное отклонение 
по данным ЛДГ-теста после 72-часовой экспозиции исследуемых материалов.

Fig. 5. Cytotoxic activity of the studied materials to the A549 cells; mean value ± standard deviation according to the LDH assay after 72-hour exposure 
to the studied materials.
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Рис. 6. Визуализация проникновения УНТ в цитоплазму клеток посредством темнопольной микроскопии. Клетки BEAS-2B под действием иссле-
дуемых материалов в концентрации 100 мкг/мл: а – контроль (клеточная среда BEGM); б – МУНТ; в – неочищенные ОУНТ; г – очищенные ОУНТ.

Fig. 6. Visualization of CNT penetration into the cell cytoplasm by dark-field microscopy. BEAS-2B cells exposed to test materials at a concentration  
of 100 μg/ml: а – control (BEGM cell medium); б – MWCNT; в – pristine SWCNT; г – purified SWCNT.

ба в г

Рис. 7. Визуализация проникновения УНТ в цитоплазму клеток посредством темнопольной микроскопии. Клетки А549 под действием исследу-
емых материалов в концентрации 100 мкг/мл: а – контроль (клеточная среда BEGM); б – МУНТ; в – неочищенные ОУНТ; г – очищенные ОУНТ.

Fig. 7. Visualization of CNT penetration into the cell cytoplasm by dark-field microscopy. A549 cells exposed to test materials at a concentration of 
100 μg/ml: а – control (BEGM cell medium); б – MWCNT; в – pristine SWCNT; г – purified SWCNT.

ба в г

Рис. 8. Просвечивающая электронная микроскопия клеток BEAS-2B после 72-часовой экспозиции исследуемых материалов (500 нм):  
а – клетки без воздействия; б – МУНТ; в – ОУНТ неочищ.; г – ОУНТ очищ. (стадия взаимодействия УНТ с клеткой).

Fig. 8. Transmission electron microscopy of BEAS-2B cells after 72-hour exposure of the studied materials (500 nm): а – untreated cells; б – MWCNT;  
в – pristine SWCNT; г – purified SWCNT (stage of CNT interaction with the cell).
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Рис. 9. Просвечивающая электронная микроскопия клеток BEAS-2B после 72-часовой экспозиции исследуемых материалов (1 мкм): 
а – клетки без воздействия; б – МУНТ; в – ОУНТ неочищ.; г – ОУНТ очищ. (частицы УНТ в цитоплазме клеток).

Fig. 9. Transmission electron microscopy of BEAS-2B cells after 72-hour exposure of the studied materials: а – untreated cells; б – MWCNT;  
в – pristine SWCNT; г – purified SWCNT (particles of CNT in the cytoplasm of cells).

Рис. 10. Просвечивающая электронная микроскопия клеток А549 после 72-часовой экспозиции исследуемых материалов (1 мкм):  
а – клетки без воздействия; б – МУНТ; в – ОУНТ неочищ.; г – ОУНТ очищ. (частицы УНТ в цитоплазме клеток).

Fig. 10. Transmission electron microscopy of A549 cells after 72-hour exposure of the studied materials: а – untreated cells; б – MWCNT; в – pristine 
SWCNT; г – purified SWCNT (particles of CNT in the cytoplasm of cells).
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Оценка повреждения плазматической мембраны, опре-
деляемого с помощью анализа ЛДГ, показала тенденцию, 
сходную со снижением жизнеспособности в исследованных 
клетках (рис. 3). При воздействии МУНТ в концентрации 
100 мкг/мл наблюдалось значительное повышение уровня 
ЛДГ в супернатанте клеток BEAS-2B. Повреждение целост-
ности мембраны клеток BEAS-2B было более выраженным 
при воздействии очищенных ОУНТ, чем неочищенных 
ОУНТ. Воздействие УНТ на бронхиальные клетки вызывало 
повышение уровня ЛДГ в супернатанте при 100 мкг/мл для 
всех типов УНТ и при 50 мкг/мл для очищенных ОУНТ.

В клетках A549 токсичность УНТ была ниже, чем в клет-
ках BEAS-2B. По данным MTS-теста, выживаемость клеток 
А549 под действием очищенных, неочищенных ОУНТ и 
МУНТ была не ниже 75% по сравнению с контролем и ста-
тистически значимо не отличалась от контроля (рис. 4).

Активность ЛДГ в супернатанте клеток А549, подверг-
шихся воздействию УНТ, на всех концентрациях также  
не отличалась от контроля (рис. 5).

Таким образом, получены согласованные результаты по 
обоим тестам на цитотоксичность. Данные MTS-теста и ЛДГ-
теста свидетельствуют о токсичности ОУНТ и МУНТ в отно-
шении клеток бронхиального эпителия BEAS-2B в концентра-
циях 200, 100, 50 мкг/мл для неочищенных ОУНТ и МУНТ; 
200, 100, 50, 25 мкг/мл для очищенных ОУНТ с активацией 
пути нарушения метаболической активности клеток и повреж-
дения мембран клеток. Клетки альвеолярного эпителия А549 
оказались более устойчивыми к действию УНТ, что проявля-
лось в отсутствии снижения жизнеспособности этих клеток и в 
отсутствии признаков нарушения целостности клеточных мем-
бран при действии всех изучаемых концентраций УНТ.

Визуализация ОУНТ и МУНТ в клетках. Визуализация 
УНТ в клетках бронхиального эпителия BEАS-2B и клетках 
альвеолярного эпителия А549 методом темнопольной ми-
кроскопии показала наличие УНТ на поверхности и внутри 
клеток при концентрации 100 мкг/мл (рис. 6, 7).

Визуализация экспонированных культур BEAS-2B под 
действием концентрации 100 мкг/мл разных видов УНТ с 
помощью ПЭМ выявила способность клеток бронхиального 
эпителия к поглощению ОУНТ и МУНТ. При взаимодей-
ствии углеродных нанотрубок с клетками была обнаружена 
тенденция к инвагинации клеточной мембраны; углеродные 
нанотрубки проникали в клетки преимущественно путём эн-
доцитоза (рис. 8). УНТ внутри клеток находятся в лизосомо-
подобных структурах или свободно в цитоплазме клеток, что 
показано на изображениях ПЭМ (рис. 9). МУНТ обнаружи-
ваются преимущественно в виде скоплений как в процессе 
взаимодействия с клеточной мембраной (см. рис. 8, б), так и 
после проникновения, при этом внутри клеток они локали-
зованы в эндосомах (см. рис. 9, б). Агломераты и единичные 
ОУНТ визуализируются внутри клеток как в эндосомах (см. 
рис. 9, г), так и в цитоплазме (см. рис. 9, в).

При рассмотрении ПЭМ-изображений клеток А549, экс-
понированных ОУНТ, инвагинации клеточной мембраны 
не наблюдается; нет отчётливой картины момента взаимо-
действия ОУНТ с клетками. ОУНТ обнаруживаются в цито-
плазме без тенденции к вакуолизации (рис. 10, в, г). МУНТ 
также обнаруживаются в цитоплазме в виде скоплений, в 
том числе вблизи ядерной мембраны (рис. 10, б).

Таким образом, изображения, полученные методом тем-
нопольной микроскопии и ПЭМ, клеток BEAS-2B и А549, 
экспонированных УНТ, позволяют убедиться в проникно-
вении ОУНТ и МУНТ в цитоплазму клеток.

Обсуждение
Цитотоксические эффекты при воздействии МУНТ и 

ОУНТ на культуру клеток бронхиального эпителия BEAS-
2B оказались сопоставимыми. Подобные результаты получе-
ны и другими авторами [12, 13]. Цитотоксические эффекты 
ОУНТ и МУНТ не различались, однако отмечена разница 

в проникновении УНТ в клетки: при визуализации взаи-
модействия УНТ с клетками с использованием ПЭМ обна-
руживаются вакуолизированные скопления МУНТ в цито-
плазме клеток, тогда как ОУНТ чаще представлены в виде 
единичных трубок или пучков во внутриклеточном содер-
жимом. Такая же картина наблюдается и во внеклеточном 
пространстве: МУНТ оказываются более склонными к фор-
мированию визуально различимых скоплений. Различия в 
проникновении нанотрубок в клетки могут быть объяснены 
структурными особенностями: МУНТ имеют меньшую дли-
ну, а агломераты МУНТ, по данным ДСР, в 3–4 раза мень-
ше по сравнению с ОУНТ, что облегчает их захват клетками 
[18–21]. Кроме того, могут иметь значение и свойства по-
верхности УНТ, определяющие взаимодействие нанотрубок 
друг с другом и с остальными веществами [32].

По данным других исследователей, размеры агломератов 
УНТ могут играть роль в проникновении нанотрубок в клетки 
и реализации цитотоксических эффектов [18–21]. Сравни-
тельная оценка воздействия ОУНТ на клетки BEAS-2B про-
демонстрировала, что очищенные ОУНТ проявляют токсиче-
ские свойства на более низких концентрациях по сравнению 
с неочищенными ОУНТ. Согласно морфометрическим харак-
теристикам нанотрубок в культуральной среде BEGM, наруж-
ный диаметр неочищенных и очищенных ОУНТ сопоставим, 
однако агломераты очищенных ОУНТ в два раза меньше, чем 
неочищенных. Можно предположить, что металлические 
примеси обусловливают некоторую ригидность структуры, 
из-за чего очищенные ОУНТ оказываются более гибкими и 
способными образовывать компактные агломераты.

В случае клеток альвеолярного эпителия А549 МУНТ 
и оба типа ОУНТ не проявляли статистически значимо-
го цитотоксического эффекта через 72 ч. Однако наблю-
дается тенденция к повышению уровня ЛДГ в клеточном 
супернатанте при воздействии МУНТ в концентрации  
100 мкг/мл. Также обнаруживаются вакуолизированные 
скопления МУНТ в цитоплазме клеток, вблизи ядерной 
мембраны и во внутриклеточных органеллах, причём ваку-
оли могут занимать большую часть клетки. При воздействии 
неочищенных и очищенных ОУНТ той же концентрации на 
культуру клеток альвеолярного эпителия такого явления не 
наблюдается. Данные результаты могут быть связаны с меха-
низмом токсичности МУНТ, реализуемым через поврежда-
ющее воздействие на мембраны чувствительных клеток.

Несмотря на отсутствие различий в цитотоксическом эф-
фекте, очевидным становится разное поведение изучаемых 
МУНТ и ОУНТ при взаимодействии с клеткой. Отмеченное 
в настоящем исследовании накопление большого количе-
ства МУНТ в клетках может приводить к реализации хрони-
ческих последствий и вызывать повреждения генетического 
материала [15, 33], что требует дальнейшего изучения.

В ходе исследования также показано, что наиболее под-
ходящей моделью для изучения УНТ являются клеточная 
культура бронхиального эпителия человека BEAS-2B. Воз-
действие УНТ в тех же концентрациях в отношении клеток 
альвеолярного эпителия А549 не вызвало значимого сниже-
ния жизнеспособности клеток. Это согласуется с результа-
тами проведённых ранее исследований по оценке токсич-
ности МУНТ и ОУНТ на клеточных культурах BEAS-2B и 
A549, где авторы отмечали устойчивость клеток А549 к воз-
действию УНТ [34, 35]. Предположительно это может быть 
связано со способностью клеток альвеолярного эпителия 
секретировать сурфактант, богатый фосфолипидами, выра-
ботка которого является защитной реакцией клеток в ответ 
на воздействие инородного агента [36].

Необходимо отметить, что внесение УНТ в клетки осу-
ществлялось в виде дисперсий, где обнаруживались как 
единичные нанотрубки, так и их агломераты, в то время как 
в воздухе рабочей зоны УНТ обнаруживаются преимуще-
ственно в виде агломератов [25]. Также в настоящем иссле-
довании расчёт концентраций УНТ для внесения в клетки 
был основан на компьютерном моделировании. Проведение 

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-12-1509-1520

Оригинальная  статья 



1519Gigiena i Sanitariya (HYGIENE & SANITATION, RUSSIAN JOURNAL). Volume 101, Issue 12, 2022

OCCUPATIONAL HEALTH

25–200 мкг/мл в отношении клеток BEAS-2B. Данные, по-
лученные методами темнопольной микроскопии и ПЭМ, 
позволяют убедиться в проникновении ОУНТ и МУНТ в 
цитоплазму клеток BEAS-2B и А549. При этом МУНТ чаще 
обнаруживаются во внутриклеточном содержимом в виде 
вакуолизированных скоплений, тогда как единичные и 
агломераты ОУНТ визуализируются в цитоплазме без тен-
денции к вакуолизации. Различия в проникновении УНТ в 
клетки могут быть объяснены структурными особенностя-
ми: агломераты МУНТ в несколько раз меньше по сравне-
нию с ОУНТ, по данным ДСР, что облегчает их захват клет-
ками. Накопление МУНТ в большом количестве в клетках 
может приводить к реализации хронических последствий 
и вызывать повреждения генетического материала, что 
требует дальнейшего изучения. Металлические примеси в 
составе неочищенных ОУНТ обусловливают ригидность 
структуры. Очищенные ОУНТ оказываются более гибки-
ми и склонными к агломерации, что может обусловливать 
реализацию цитотоксических эффектов на более низких 
концентрациях. Полученные результаты свидетельствуют 
о влиянии таких характеристик УНТ, как размер агломе-
ратов и наличие примесей, на процессы взаимодействия 
нанотрубок с клетками дыхательных путей и последующую 
реализацию токсических эффектов. Дальнейшее изучение 
механизмов цитотоксического и генотоксического дей-
ствия разных типов УНТ поможет выявить особенности 
воздействия МУНТ и ОУНТ на клетки дыхательной систе-
мы и будет способствовать разработке методологических 
подходов к безопасному использованию УНТ.

экспериментов с оценкой нагрузки на лёгкие могло бы точ-
нее оценить депонированные дозы УНТ в лёгких3. Дальней-
шее изучение механизмов цитотоксического и генотокси-
ческого действия разных типов УНТ может способствовать 
выявлению особенностей воздействия МУНТ и ОУНТ на 
клетки дыхательной системы для разработки методологиче-
ских подходов к безопасному использованию УНТ.

Заключение
Результаты исследования показали сходные цитотокси-

ческие эффекты при воздействии МУНТ и ОУНТ на клетки 
бронхиального и альвеолярного эпителия BEAS-2B и А549. 
Показано, что наиболее подходящей моделью для изучения 
УНТ являются клеточная культура бронхиального эпителия 
человека BEAS-2B. Клетки альвеолярного эпителия А549 
оказались более устойчивы к действию УНТ, что проявля-
лось в отсутствии снижения жизнеспособности этих клеток 
и отсутствии признаков нарушения целостности клеточ-
ных мембран при действии всех изучаемых концентраций 
УНТ. Вероятно, это может быть связано со способностью 
клеток альвеолярного эпителия секретировать сурфактант. 
Данные MTS-теста и ЛДГ-теста свидетельствуют о токсич-
ности неочищенных ОУНТ и МУНТ в диапазоне концен-
траций 50–200 мкг/мл и очищенных ОУНТ в диапазоне 

3 OECD Guidance document on acute inhalation toxicity testing; 
2009. Доступно: https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/
oecd/oecd-gd39.pdf
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