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РЕЗЮМЕ
Введение. Углеродные нанотрубки (УНТ) – высокотехнологичные материалы, однако их геноток-
сический и канцерогенный потенциал изучен недостаточно. Для оценки генотоксичности УНТ не-
обходимы альтернативные методы in vitro, разработка которых невозможна без предварительного 
изучения механизмов повреждения ДНК.
Материал и методы. Исследование проведено на 2D- и 3D-культурах клеток дыхательной системы 
человека. Исследованы эффекты российских одностенных (ОУНТ TUBALL™, очищенные и неочи-
щенные) и многостенных (МУНТ «Таунит-М») УНТ. Цитотоксичность УНТ оценивали с помощью 
MTS-теста и анализа лактатдегидрогеназы (ЛДГ). Генотоксический потенциал исследовали мето-
дом ДНК-комет. Локализацию УНТ в клетках определяли методом просвечивающей электронной 
микроскопии. Для выявления окислительного стресса измеряли уровень активных форм кислорода 
(АФК) с использованием набора DCFDA. Профиброгенную и проапоптотическую активность УНТ 
определяли по экспрессии генов (TGF-β1, P53, Bax, Bcl2) методом ПЦР в реальном времени.
Результаты. Наибольшую чувствительность к цитотоксичности УНТ показали фибробласты, наи-
меньшую – клетки A549. Генотоксичность УНТ выявлена на всех клетках при концентрации 20 мкг/мл. 
Все УНТ проникали в клетки, МУНТ обнаруживались в ядре клеток. Окислительный стресс дозоза-
висимо индуцировался всеми типами УНТ, неочищенные ОУНТ вызывали наиболее выраженный 
эффект. В клетках BEAS-2B МУНТ вызывали повышение экспрессии TGF-β1 при низких концен-
трациях, в то время как ОУНТ вызывали аналогичный эффект лишь при высокой концентрации.  
В клетках A549 все типы УНТ проявляли профиброгенный эффект во всех концентрациях. В фибро-
бластах значимого повышения экспрессии гена TGF-β1 не наблюдалось. В клетках BEAS-2B и A549 
УНТ демонстрировали способность к инициации апоптотических сигнальных путей, в MRC5-SV40 
признаков апоптоза в ответ на воздействие УНТ не выявлено. Исследования на 3D-моделях клеточ-
ных культур продемонстрировали признаки окислительного стресса в ответ на воздействие УНТ, 
проапоптотических и профиброгенных эффектов УНТ обнаружено не было.
Заключение. Генотоксичность УНТ определяется их типом и видом клеток-мишеней, проявляясь в 
субтоксическом диапазоне концентраций. Ключевые механизмы включают окислительный стресс, 
прямое повреждение ДНК и индукцию апоптоза. Результаты, полученные на 3D-моделях, демонстри-
руют меньшую чувствительность, что может указывать на защитную роль тканевой организации.
Ограничения исследования. В рамках данной работы не оценивалась возможная роль репарации ДНК. 
Исследование охватывает ограниченное число конкретных типов отечественных УНТ.
Ключевые слова: механизмы генотоксичности; BEAS-2B; A549; MRC5-SV40; наноматериалы; углеродные 
нанотрубки; in vitro
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ABSTRACT 
Introduction. Carbon nanotubes (CNTs) are high-tech materials, but their genotoxic and carcinogenic 
potential has not been sufficiently studied. To assess the genotoxicity of CNTs, alternative in vitro methods are 
needed, the development of which is impossible without a preliminary study of DNA damage mechanisms.
Material and methods. The study was conducted on 2D and 3D human respiratory cell cultures. The effects 
of Russian single-wall (SWCNT TUBALL™, purified and unpurified) and multi-wall (MWCNT Taunit-M) 
CNTs were investigated. The cytotoxicity of CNTs was assessed using the MTS assay and lactate dehydrogenase 
(LDH) assay. The genotoxic potential was investigated using the DNA comet method. The localization of 
CNTs in cells was determined by transmission electron microscopy. To detect oxidative stress, reactive oxygen 
species (ROS) levels were measured using a DCFDA kit. The pro-fibrogenic and pro-apoptotic activities of 
CNTs were determined by assessing gene expression (TGF-β1, P53, Bax, Bcl2) using real-time PCR.
Results. Fibroblasts demonstrated the highest sensitivity to CNT cytotoxicity, while A549 cells demonstrated 
the lowest. CNT genotoxicity was detected in all cells at a concentration of 20 μg/ml. All CNTs penetrated 
the cells, and MWCNTs were detected in the cell nucleus. Oxidative stress was induced dose-dependently 
by all types of CNTs, with unpurified SWCNTs producing the most pronounced effect. In BEAS-2B cells, 
MWCNTs induced an increase in TGF-β1 expression at low concentrations, while SWCNTs induced a similar 
effect only at high concentrations. In A549 cells, all types of CNTs exhibited a pro-fibrogenic effect at all 
concentrations. In fibroblasts, no significant increase in TGF-β1 gene expression was observed. In BEAS-2B 
and A549 cells, CNTs demonstrated the ability to initiate apoptotic signaling pathways, while in MRC5-SV40 
cells, no signs of apoptosis in response to CNTs were detected. Studies in 3D cell culture models demonstrated 
signs of oxidative stress in response to CNTs; no pro-apoptotic or pro-fibrogenic effects of CNTs were detected.
Limitations. The possible role of DNA repair was not assessed in this study. The study covers a limited number 
of specific types of domestically produced CNTs.
Conclusion. The genotoxicity of CNTs is determined by their type and type of target cells, manifesting itself in 
a subtoxic concentration range. Key mechanisms include oxidative stress, direct DNA damage, and induction 
of apoptosis. The results obtained on 3D models demonstrate lower sensitivity, which may indicate a protective 
role of the tissue organization.
Keywords: genotoxicity mechanisms; BEAS-2B; A549; MRC5-SV40; nanomaterials; carbon nanotubes; in vitro
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Введение
Одностенные (ОУНТ) и многостенные (МУНТ) 

углеродные нанотрубки представляют собой класс 
высокотехнологичных материалов с уникальными 
механическими, электрическими и термически-
ми свойствами, что обусловливает расширение их 
применения в составе композитных материалов, 
электронике, биомедицине и других областях [1, 2]. 
Вместе с этим растёт и потенциал воздействия на-
номатериалов на человека, преимущественно че-
рез дыхательную систему [3]. 

Вопрос о безопасности УНТ, их канцероген-
ном и генотоксическом потенциале остаётся дис-
куссионным [4]. Международное агентство по 
изучению рака (IARC) классифицировало опре-
делённые типы МУНТ (Mitsui-7) как возможный 
канцероген для человека (группа 2B) [5]. Гено-
токсичность как способность химических или 
физических агентов повреждать генетический 
материал клетки может явиться ключевым со-
бытием в инициации канцерогенеза и развитии 
наследственных болезней [6]. Однако генотокси-
ческий потенциал многих коммерчески произво-
димых УНТ, в том числе отечественных, изучен 
недостаточно. 

Наряду с изучением конечных точек геноток-
сичности для определения практического прило-
жения результатов важно установление механиз-
мов генотоксического действия. Потенциальные 
механизмы генотоксичности наноматериалов, в 
том числе УНТ, могут быть прямыми (физиче-
ское взаимодействие с ДНК или компонентами 
митотического аппарата) или косвенными, опо-
средованными через индукцию окислительного 
стресса, воспаления или нарушение процессов 
репарации ДНК [7–10]. 

Многочисленные экспериментальные данные, 
полученные как in vivo, так и in vitro, свидетель-
ствуют о способности УНТ индуцировать фиброз 
[11, 12–17]. Накопленные данные указывают на 
тесную связь между фиброзом и канцерогенезом 
[11]. Предположительно, профиброгенная актив-
ность УНТ может представлять собой дополни-
тельный механизм, способствующий развитию 
злокачественных новообразований.

В ряде исследований in vitro продемонстриро-
вано, что различные типы УНТ способны инду-
цировать апоптоз; при этом было зафиксировано, 
что апоптотические процессы под воздействием 
УНТ часто сопровождались повреждением ДНК. 
Полученные данные позволяют сделать вывод 
о способности различных УНТ индуцировать 
апоптоз и параллельном проявлении ими гено-
токсической активности [18, 19]. 

Необходимость оценки в короткие сроки 
опасности для здоровья человека промышленно 
производимых наноматериалов и наносодержа-
щей продукции, номенклатура которых ежегодно 
расширяется, затрудняет использование класси-
ческих токсикологических методов исследования 
in vivo, требующих значительных временных, тру-
довых затрат и больших материальных ресурсов 
[19]. Современные подходы к оценке токсично-
сти диктуют необходимость разработки и валида-
ции альтернативных методов in vitro (например, 
с использованием клеточных культур), частично 
заменяющих эксперименты на животных [20]. 
Культуры клеток, в том числе усовершенство-
ванные 3D-модели (сфероиды), могут использо-
ваться для экспериментального выявления моле-
кулярно-клеточных механизмов и особенностей 
действия наноматериалов при контакте с биоло-
гическими объектами [21, 22]. 

Цель настоящей работы – оценка генотокси-
ческого потенциала ОУНТ и МУНТ российско-
го производства в экспериментах in vitro на 2D- и 
3D-клетках эпителия и фибробластов дыхатель-
ной системы человека, а также исследование 
ключевых механизмов, лежащих в основе гено-
токсического действия УНТ, для последующей 
разработки подходов к оценке генотоксического 
потенциала УНТ в экспериментах in vitro.

Материал и методы
Исследования проведены на 2D-культурах 

клеток дыхательной системы человека: BEAS-
2B (иммортализированные клетки бронхиаль-
ного эпителия человека) (Cell Applications, Inc., 
США); A549 (клетки аденокарциномы альве-
олярного эпителия лёгких человека) (CLS Cell 
Lines Service, Германия) и MRC5-SV40 (иммор-
тализированные фибробласты лёгких человека, 
трансформированные SV40) (клетки предостав-
лены Черняком Б.В., НИИ физической химии  
им. А.Н. Белозерского МГУ). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM с добавлением 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки, 100 Ед/мл пеницилли-
на и 100 мкг/мл стрептомицина в инкубаторе при 
температуре плюс 37 °C и 5%-м содержании CO2. 

Для формирования 3D-сфероидов клетки вы-
севали в 96-луночные планшеты с покрытием, 
препятствующем адгезии, и круглым дном (Cell 
Floater, SPL Lifesciences, Корея) [23]. Исследова-
ли совместные культуры клеток бронхиального 
эпителия BEAS-2B и фибробластов лёгких чело-
века MRC5-SV40.

В качестве материалов для исследования ис-
пользованы одностенные углеродные нанотруб-
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ки TUBALL™ производства группы компаний 
OCSiAl (Новосибирск, Россия) в двух вариантах: 
очищенные и не очищенные от металлических 
примесей, а также многостенные углеродные на-
нотрубки «Таунит-М» производства ООО «Нано-
ТехЦентр» (Тамбов, Россия). 

Суспензии УНТ для экспериментов готовили в 
культуральной среде DMEM (Панеко, С410п, Рос-
сия) с добавлением 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки (BioSera, Южная Америка) и подвер-
гали ультразвуковой соникации при помощи при-
бора Sonic Vibra Cell Sonicator (Sonics&Materials, 
США). Были подобраны следующие параметры 
работы прибора: 750 Ватт, 20 кГц, 40% амплитуда, 
пульс 5/6, время 30 минут непосредственно перед 
внесением в культуру клеток [24].

Диапазоны концентраций УНТ для экспери-
ментов in vitro были определены на основе дан-
ных, полученных при исследовании содержания 
УНТ в воздухе рабочей зоны предприятий, про-
изводящих исследуемые наноматериалы, а также 
сведений из научной литературы, описывающих 
как нетоксичные, так и потенциально токсичные 
концентрации УНТ. 

Цитотоксичность УНТ определяли с помощью 
MTS-теста (Promega, США), оценивающего ме-
таболическую активность и жизнеспособность 
клеток, и анализа лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 
(набор для анализа ЛДГ, Abcam, Великобрита-
ния), определяющего целостность плазматиче-
ской мембраны. 

Для MTS-теста клетки инкубировали с 18 кон-
центрациями (от 0.0006 до 200 мкг/мл) для каж-
дого типа исследуемых УНТ в течение 72 часов. 
Оптическая плотность образцов в трёх повторах 
оценивалась с помощью микропланшетного фо-
тометра Multiskan™ FC (Thermo Fisher Scientific, 
США) при длине волны 492 нм. При анализе ре-
зультатов MTS-теста считалось, что УНТ облада-
ют цитотоксическим потенциалом, проявляемым 
в отношении клеток, если жизнеспособность 
клеточной культуры снижалась до ≤ 70% по срав-
нению с контролем, для которого жизнеспособ-
ность условно принималась за 100%.

Для анализа активности ЛДГ исследуемые 
клетки подвергали воздействию четырёх концен-
траций каждого типа УНТ (100, 50, 0.03 и 0.0006 
мкг/мл) в течение 72 ч. Активность ЛДГ, высво-
бодившейся в культуральную среду, определяли 
с использованием набора LDH Assay Kit (Аbcam, 
UK (Великобритания)) согласно протоколу про-
изводителя. Оптическую плотность образцов в 
трёх повторах определяли на микропланшет-
ном фотометре Multiskan™ FC (Thermo Fisher 
Scientific, США). 

Генотоксичность оценивали с использова-
нием щелочного варианта теста ДНК-комет 
(Trevigen, США). В эксперименте использова-
ны две концентрации УНТ (20 и 0.0006 мкг/мл) 
при инкубации 72 ч. В качестве положительно-
го контроля использовали доксорубицин в кон-
центрации 1 мМ/мл, в качестве отрицательного 
контроля – клетки без воздействия УНТ. По-
сле окрашивания флуоресцентным красителем 
SybrGreen (Invitrogen, США) клетки визуализи-
ровали на флуоресцентном микроскопе Olympus 
BX63 (Япония) при длине волны 425–500 нм. 
Цифровые изображения анализировали в про-
грамме CaspLab (v.1.2.3), оценивая не менее 100 
случайных комет на образец. Результаты выража-
ли в процентах ДНК в хвосте кометы (% ДНК в 
хвосте кометы).

Локализацию УНТ в клетках анализировали 
методом просвечивающей электронной микроско-
пии после инкубации клеток с дисперсией иссле-
дуемых УНТ в концентрации 100 мкг/мл в течение 
72 часов. Визуализацию образцов проводили с по-
мощью просвечивающего электронного микро-
скопа Hitachi HT 7700 Exalens (Hitachi, Япония).

Уровень активных форм кислорода (АФК) в 
клетках измеряли с помощью набора для анали-
за активных форм кислорода DCFDA (Abcam, 
Великобритания) после 72 ч инкубации клеток 
с УНТ в пяти концентрациях (100, 50, 20, 0.03, 
0.0006 мкг/мл). Флуоресценцию образцов в трёх 
повторах измеряли при длине волны 485 нм с по-
мощью микропланшетного ридера Varioskan LUX 
(Thermo Fisher Scientific, Германия). 

Профиброгенную и проапоптическую актив-
ность УНТ оценивали с помощью анализа экс-
прессии генов методом ПЦР в режиме реального 
времени. Уровни мРНК профибротического гена 
TGF-β1, маркёров апоптоза P53, Bax и Bcl2 оце-
нивали в клетках, подвергнутых воздействию че-
тырёх концентраций (100, 50, 0.03, 0.0006 мкг/мл) 
всех типов УНТ после 72 часов воздействия. Каж-
дый образец анализировали в трёх повторностях. 
Расчёт оценки уровня мРНК генов проводили 
методом 2–ΔΔCt относительно контроля для ка-
ждой клеточной линии.

Статистическую обработку данных выполня-
ли с использованием программы Microsoft Excel 
2016 и пакета R [25]. Для оценки достоверности 
различий применяли t-критерий Стьюдента, раз-
личия при p < 0.05 считали статистически зна-
чимыми. Результаты представлены в формате  
M ± SD (среднее арифметическое ± стандарт-
ное отклонение). Интегральную оценку уровня 
мРНК генов – маркёров фиброза и апоптоза про-
водили с помощью анализа главных компонент.
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Результаты

Определение диапазона концентраций для экс-
периментов in vitro. Данные о содержании УНТ в 
воздухе рабочей зоны предприятий, производя-
щих исследуемые наноматериалы, были исполь-
зованы для расчёта диапазона концентраций в 
экспериментах in vitro [19, 26]. С учётом данных, 
полученных при компьютерном моделировании 
депонирования аэрозоля УНТ в различных от-
делах лёгких человека (с использованием про-
граммного обеспечения MPPD (Multiple Path 
Particle Dosimetry V3.04) [27]) и данных открытых 
источников литературы, диапазон концентра-
ций для исследования составил 0,0006–200 мкг/
мл. Нижний предел диапазона (0,0006 мкг/мл) 
соответствует реальной производственной экспо-
зиции ОУНТ, а 0,03 мкг/мл – производственной 
экспозиции МУНТ.

С целью выбора соответствующего диапазона 
концентраций для дальнейших экспериментов 
перед оценкой генотоксичности исследовали ци-
тотоксичность наноматериалов.

Оценка цитотоксичности. Оценка жизнеспо-
собности клеток выявила значительные различия 
в чувствительности к УНТ в зависимости от типа 
клеток и наноматериала. 

Для клеток бронхиального эпителия BEAS-2B 
порог цитотоксичности (снижение жизнеспо-
собности до ≤ 70%), по данным MTS-теста, со-
ставлял 100 мкг/мл для МУНТ и неочищенных 
ОУНТ, 50 мкг/мл – для очищенных ОУНТ. Ана-
лиз активности лактатдегидрогеназы подтвердил 
дозозависимое увеличение цитотоксического эф-
фекта в тех же диапазонах концентраций. 

Клетки A549 проявили наименьшую чувстви-
тельность: ни один из типов УНТ в исследован-
ном диапазоне (до 200 мкг/мл) не привёл к зна-
чимому снижению жизнеспособности (по дан-
ным MTS-теста и анализа ЛДГ).

Фибробласты лёгких MRC5-SV40 были наи-
более чувствительной линией. По данным MTS 
теста, цитотоксические эффекты МУНТ наблю-
дались уже при концентрации 0,1 мкг/мл, в то 
время как для очищенных и неочищенных ОУНТ 
порог составлял 6 мкг/мл. Данные ЛДГ-теста на 
клетках MRC5-SV40 свидетельствовали о цито-
токсической активности УНТ во всех четырёх ис-
следуемых концентрациях. 

На основании этих данных для последующей 
оценки генотоксичности были выбраны две ко-
нечные точки, на которых потенциальная фраг-
ментация ДНК при цитотоксичности не влияет 
на результаты теста ДНК-комет: нецитотоксиче-
ская концентрация (0,0006 мкг/мл), при которой 

жизнеспособность всех линий сохранялась на 
уровне ≥ 75%, и субтоксическая концентрация 
(20 мкг/мл), при которой жизнеспособность со-
ставляла ≥ 55% (на границе или ниже порога ци-
тотоксичности для MRC5-SV40).

Оценка генотоксичности. В клетках бронхи-
ального эпителия, альвеолярного эпителия и фи-
бробластах лёгких воздействие всех видов УНТ в 
концентрации 0,0006 мкг/мл, соответствующей 
производственной экспозиции, и при 72-часо-
вой инкубации не вызвала значимого повышения 
процентного содержания ДНК в хвосте комет.

В клеточной линии бронхиального эпителия 
BEAS-2B при воздействии УНТ в концентрации 
20 мкг/мл наблюдалось значимое повышение со-
держания ДНК в хвосте кометы (p < 0.05), при 
этом МУНТ и не очищенные от металлических 
примесей ОУНТ вызывали более высокую сте-
пень повреждения ДНК по сравнению с очищен-
ными ОУНТ. 

Несмотря на отсутствие цитотоксических эф-
фектов в клетках линии А549 вплоть до концен-
трации 200 мкг/мл, результаты теста ДНК-комет 
также продемонстрировали значимое повышение 
уровня повреждения генетического материала 
при воздействии всех видов УНТ в концентрации 
20 мкг/мл (p < 0,05), при этом процентное содер-
жание ДНК в хвосте кометы в клетках, инкуби-
рованных с УНТ, оказалось сопоставимо с по-
ложительным контролем – доксорубицинином в 
концентрации 1 мМ/мл.

Воздействие МУНТ и очищенных ОУНТ в 
концентрации 20 мкг/мл вызывало значимое по-
вышение доли ДНК в хвосте кометы в клетках 
MRC5-SV40 по сравнению с отрицательным кон-
тролем (p < 0.05), при этом воздействие неочи-
щенных ОУНТ не индуцировало такого эффекта.

Оценка проникновения УНТ в клетки. При 
изучении проникновения УНТ в клетки линии 
BEAS-2B были получены ПЭМ-изображения 
стадии эндоцитоза. МУНТ образуют большие 
скопления у плазматической мембраны клеток, 
единичные нанотрубки и спутанные клубки на-
нотрубок захватывались клетками. ОУНТ были 
более склонны к группированию в виде пучков, 
что может затруднять проникновение в клетки 
ввиду их длины. МУНТ также показали накопле-
ние в клетке в виде лизосомоподобных структур, 
где они выглядят более агрегированными, чем 
вне клетки.

Такие же результаты были получены при 
изучении проникновения УНТ в клетки альвео-
лярного эпителия. Кроме этого, выявлено взаи-
модействие МУНТ с ядерной мембраной клеток 
альвеолярного эпителия: наночастицы образуют 
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скопления вблизи ядерной мембраны клеток и 
проникают сквозь неё, единичные МУНТ обна-
ружены внутри ядра, что свидетельствует о воз-
можном прямом воздействии данного вида УНТ 
на ДНК (рисунок, а). 

Аналогичные результаты были получены в фи-
бробластах MRC5-SV40: УНТ также проникают в 
клетки, при этом МУНТ имеют тенденцию обра-
зовывать кластеры в цитоплазме клеток. Обнару-
жены одиночные МУНТ, проникающие в ядер-
ную мембрану клеток MRC5-SV40 (рисунок, б).

Оценка прооксидантных свойств УНТ. По ре-
зультатам теста DCFH-DA установлено, что во 
всех клеточных культурах происходило дозоза-
висимое увеличение уровня активных форм кис-
лорода при действии всех типов УНТ, при этом 
значимое повышение по сравнению с отрица-
тельным контролем наблюдалось начиная с кон-
центрации 20 мкг/мл (табл. 1). 

Воздействие неочищенных ОУНТ по сравне-
нию с МУНТ приводило к более высокому уровню 
окислительного стресса: в клетках BEAS-2B при 
концентрациях 20 и 50 мкг/мл с выравниванием 
эффектов при концентрации 100 мкг/мл, в клет-
ках A549 и MRC5-SV40 – в диапазоне концентра-
ций 20–100 мкг/мл. Кроме того, неочищенные 
ОУНТ продемонстрировали более высокий окис-
лительный потенциал по сравнению с очищенны-
ми ОУНТ при концентрациях 20 и 50 мкг/мл. 

Оценка профиброгенных эффектов УНТ. При 
оценке экспрессии гена TGF-β1, участвующего 
в патогенезе фиброза, в клетках бронхиального 
эпителия установлено, что МУНТ в концентра-
циях 0,0006 и 0,03 мкг/мл при 72-часовом воз-

действии вызывали повышение экспрессии гена, 
свидетельствующее о потенциальном профи-
брогенном эффекте. Для двух типов ОУНТ по-
вышение экспрессии гена TGF-β1 наблюдалось 
при концентрации 100 мкг/мл. В альвеолярных 
эпителиальных клетках A549 положительная экс-
прессия гена TGF-β1 наблюдалась при воздей-
ствии УНТ во всех концентрациях. Для фиброб-
ластов MRC5-SV40 обнаружено подавление экс-
прессии гена TGF-β1, что может рассматриваться 
как проявление регуляторной адаптации фиброб-
ластов. Обобщённые результаты представлены в 
табл. 2.

Оценка проапоптических эффектов УНТ.  
В клетках бронхиального эпителия BEAS-2B, 
подвергшихся воздействию УНТ, уровень экс-
прессии гена P53, играющего основную роль в 
регуляции транскрипции проапоптотических 
и антиапоптотических членов семейства бел-
ков BCL2, значимо не отличался от контроля (p 
> 0.05). При этом после экспозиции к МУНТ в 
концентрациях 0,0006 и 0,03 мкг/мл наблюда-
лось повышение экспрессии гена BAX (p <0,05), 
инициирующего апоптоз, и сниженная экспрес-
сия антиапоптического гена BCL2 (p < 0,05); при 
более высоких концентрациях (50 и 100 мкг/мл) 
признаки апоптоза уже отсутствовали. Выражен-
ность эффектов ОУНТ на клетках BEAS-2B отли-
чалась от эффектов МУНТ: инициация апопто-
за происходила лишь при воздействии высокой 
концентрации 100 мкг/мл неочищенных ОУНТ 
TUBALLTM – в первую очередь повышалась экс-
прессия проапоптотического гена BAX (p < 0,05). 
При экспозиции очищенных ОУНТ TUBALLTM 

Взаимодействие МУНТ с ядром клеток A549 и MRC5-SV40 в концентрации 100 мкг/мл через 72 часа экспозиции  
на изображениях, полученных методом просвечивающей электронной микроскопии. Увеличение ×6.  

Стрелки указывают на углеродные нанотрубки: а – клетки А549; б – клетки MRC5-SV40.
Interaction of MWCNTs with the nucleus of A549 and MRC5-SV40 cells at a concentration of 100 μg/ml after 72 hours of exposure in 
transmission electron microscopy images, magnification x6. Arrows point to carbon nanotubes: а – A549 cells; б – MRC5-SV40 cells.

а б
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Таблица 1 / Table 1

Уровень АФК (кратный увеличению в сравнении с контролем) в исследуемых клетках (M ± SD)
ROS level (fold increase compared to control) in the studied cells (M ± SD)

Исследуемый материал 
The material under study

Концентрации УНТ, мг/мл 
CNT concentrations, mg/ml

Клетки BEAS-2B 
BEAS-2B cells

Клетки А549 
A549 cells

Клетки MRC5-SV40 
MRC5-SV40 cells

Отрицательный  контроль / Negative control 1 ± 0.03 1 ± 0.03 1 ± 0.03

МУНТ 
MWCNTs

0.0006 0.81 ± 0.019 0.98 ± 0.037 0.98 ± 0.028

0.03 0.98 ± 0.019 0.93 ± 0.040 0.93 ± 0.044

20 2.08 ± 0.034* 1.43 ± 0.028* 1.58 ± 0.217*

50 3.69 ± 0.163* 2.07 ± 0.131* 2.68 ± 0.135*

100 6.21 ± 0.782* 3.31 ± 0.205* 4.92 ± 0.237*

ОУНТ неочищенные 
Unpurified SWCNTs

0.0006 0.91 ± 0.002 0.96 ± 0.005 0.86 ± 0.019

0.03 0.90 ± 0.028 1.02 ± 0.14 0.96 ± 0.002

20 3.32 ± 0.012*#◊ 4.19 ± 0.261*#◊ 4.14 ± 0.015*#◊

50 5.71 ± 0.144*# 8.35 ± 0.134*#◊ 7.55 ± 0.203*#◊

100 6.43 ± 0.012* 8.82 ± 0.197*# 8.17 ± 0.268*#

ОУНТ очищенные 
Purified SWCNTs

0.0006 0.90 ± 0.045 0.93 ± 0.031 0.84 ± 0.016

0.03 0.88 ± 0.019 0.95 ± 0.029 0.96 ± 0.016

20 2.07 ± 0.028* 2.54 ± 0.035* 2.46 ± 0.033*

50 5.63 ± 0.085* 6.25 ± 0.089* 6.59 ± 0.172*

100 6.86 ± 0.175* 8.04 ± 0.014* 8.35 ± 0.011*

Примечание. * – p < 0.05 при сравнении с отрицательным контролем; # – p < 0.05 при сравнении c МУНТ, ◊ – p < 0.05 при 
сравнении c очищенными ОУНТ. 
Note. * – p < 0.05 when compared with the negative control; # – p < 0.05 when compared with MWCNTs; ◊ – p < 0.05 when 
compared with purified SWCNTs.

Таблица 2 / Table 2

Относительный уровень экспрессии гена TGF-β1 в исследуемых клетках (M ± SD)
Relative expression level of the TGF-β1 gene in the studied cells (M ± SD)

Исследуемый материал 
The material under study

Концентрации УНТ, мг/мл 
CNT concentrations, mg/ml

Клетки BEAS-2B 
BEAS-2B cells

Клетки А549 
A549 cells

Клетки MRC5-SV40 
MRC5-SV40 cells

Контроль / Сontrol 0 ± 0.03 0 ± 0.05 0 ± 0.18

МУНТ 
MWCNTs

0.0006 2.13 ± 0.26* 3.03 ± 0.50* − 1.28 ± 0.02

0.03 1.45 ± 0.05* 4.52 ± 0.61* − 1.16 ± 0.05

50 − 0.06 ± 0.75 2.04 ± 0.09* − 1.53 ± 0.23

100 − 0.09 ± 0.31 26.95 ± 0.20* − 1.04 ± 0.18

ОУНТ неочищенные 
Unpurified SWCNTs

0.0006 0.22 ± 0.63 3.19 ± 0.25* − 1.91 ± 0.49*

0.03 − 1.60 ± 0.88 2.92 ± 0.11* − 0.44 ± 0.03

50   − 1.93 ± 0.40* 7.18 ± 0.05* − 0.69 ± 0.45

100 0.79 ± 0.04* 4.16 ± 0.10* 0.38 ± 0.29

ОУНТ очищенные 
Purified SWCNTs

0.0006 − 0.23 ± 0.08* 4.73 ± 0.16* − 1.15 ± 0.50

0.03 − 1.35 ± 0.47* 3.97 ± 0.23* − 1.12 ± 0.09

50 − 2.22 ± 0.04* 6.88 ± 0.08* − 0.78 ± 0.05

100 0.71 ± 0,31* 5.46 ± 0.16* 0.46 ± 0.20

Примечание. * – p < 0.05 – по сравнению с контролем.
Note. * – p < 0.05 – compared to control.
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снижалась экспрессия гена BCL2 (p < 0,05) с из-
менением баланса BAX/BCL2 до 2.68 при кон-
центрации 100 мкг/мл, что указывает на возмож-
ность запуска процессов апоптоза.

В клетках альвеолярного эпителия A549 МУНТ 
статистически значимо повышали экспрессию 
гена Р53 по сравнению с контролем начиная с 
концентрации 0.03 мкг/мл (p < 0.05); статистиче-
ски значимое увеличение экспрессии генов BAX и 
BCL2 (с повышением соотношения BAX/BCL2 до 
1,5) наблюдалось при концентрации 100 мкг/мл 
(p < 0.05). Для неочищенных ОУНТ экспрессия 
гена Р53 статистически значимо повышалась уже 
при самой низкой концентрации – 0,0006 мкг/мл 
(p < 0.05), для очищенных ОУНТ – начиная с 0,03 
мкг/мл (p < 0,05). При концентрации 100 мкг/
мл признаки апоптоза отсутствовали, что может 
указывать на преобладание некротического пути 
гибели клеток. Во всём диапазоне концентраций 
соотношение BAX/BCL2 при экспонировании 
клеток A549 к ОУНТ было выше 1,0 (статистиче-
ски значимо для неочищенных ОУНТ в концен-
трациях 0,0006 и 100 мкг/мл) (p < 0,05), что сви-
детельствует о преобладании проапоптотических 
процессов над антиапоптотическими. 

В экспериментах с культурой фибробластов 
лёгких MRC5-SV40 признаков апоптоза при воз-
действии на клетки МУНТ обнаружено не было. 
Для ОУНТ, несмотря на положительную экс-
прессию гена Р53, наблюдалась тенденция к сме-
щению соотношения BAX/BCL2 в сторону повы-
шенной экспрессии антиапоптотического гена 
BCL2 во всём диапазоне изученных концентра-
ций, что может свидетельствовать об ингибиро-
вании апоптоза. 

Оценка цитотоксичности, прооксидантных, 
профиброгенных свойств и проапоптических эф-
фектов УНТ на 3D-моделях клеток дыхательной 
системы человека. Культивирование 3D-моделей 
клеточных культур проводилось в соответствии с 
протоколом, описанным в ранее проведёном ис-
следовании [23].

В трёхмерной ко-культуре BEAS-2B и MRC5-
SV40 повышение активности ЛДГ под действием 
углеродных нанотрубок отмечалось только при 
высокой концентрации (100 мкг/мл) для МУНТ 
и неочищенных ОУНТ. Можно предположить, 
что взаимодействие эпителиальных клеток и фи-
бробластов и их обмен сигналами ведут к форми-
рованию наиболее приближенного к нативной 
ткани микроокружения и включению защитных 
механизмов при воздействии УНТ. Эта законо-
мерность не наблюдалась в случае очищенных 
ОУНТ, что может быть связано с размерами агло-
мератов или другими механизмами реализации 

цитотоксичности, и это требует дальнейшего ис-
следования.

В ко-культуре 3D-модели из клеток BEAS-2B 
и MRC5-SV40 воздействие МУНТ и очищенных 
ОУНТ вызывало статистически значимое повы-
шение уровня активных форм кислорода по срав-
нению с контролем начиная с концентрации 20 
мкг/мл. Для неочищенных ОУНТ было установ-
лено, что при воздействии низких концентраций 
в клетках происходит значимое снижение уровня 
активных форм кислорода по сравнению с кон-
тролем с нарастанием с 20 мкг/мл и значимым 
увеличением только на 50 мкг/мл. В ко-культу-
ре 3D-клеточных систем относительный уровень 
экспрессии гена  TGF-β1 не повышался по срав-
нению с контролем при воздействии всех типов 
УНТ. В ко-культуре клеток 3D бронхиального 
эпителия BEAS-2B и лёгочных фибробластов 
MRC5-SV40 признаков апоптоза при экспозиции 
к каждому из изучавшихся типов УНТ также об-
наружено не было.

Обсуждение

В настоящем исследовании было показано 
отсутствие генотоксического эффекта УНТ при 
концентрации, соответствующей производствен-
ной экспозиции (0,0006 мкг/мл). Однако для суб-
токсической концентрации УНТ 20 мкг/мл было 
выявлено увеличение числа нестабильных участ-
ков ДНК, что свидетельствует о дозозависимой 
генотоксичности этих материалов. Ранее иссле-
дования генотоксичности различных типов УНТ 
при более высоких концентрациях (от 80 мкг/мл 
и выше) показали противоречивые результаты, 
что может быть связано с различиями в чувстви-
тельности клеток к УНТ [28, 29], а также с физи-
ко-химическими характеристиками исследуемых 
УНТ [30]. 

В качестве механизмов генотоксичности УНТ 
в клетках дыхательной системы человека были 
исследованы генерация активных форм кисло-
рода (АФК), прямое повреждение генетическо-
го материала при поглощении наноматериалов 
клеткой и хроническая персистенция УНТ вну-
три клетки и ядра. Кроме этого, были изучены 
профиброгенные эффекты и проапоптотический 
потенциал УНТ.

Генерация АФК широко признана основным 
механизмом, лежащим в основе генотоксичности 
[7]. Результаты анализа DCFH-DA продемон-
стрировали значительное увеличение внутрикле-
точной продукции АФК после 72 часов воздей-
ствия всех типов УНТ начиная с концентрации 
20 мкг/мл. Подобные наблюдения повышенного 
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окислительного стресса и генотоксических эф-
фектов, вызванных воздействием УНТ, были 
зарегистрированы и другими исследовательски-
ми группами для различных типов клеток, в том 
числе эпителиальных клеток бронхов человека 
BEAS-2B [30]. 

Были продемонстрированы особенности про-
никновения разных видов УНТ и накопления их 
в клетках дыхательной системы человека. Про-
никновение УНТ в клетки происходит преиму-
щественно посредством эндоцитоза, при этом 
наночастицы могут локализоваться в лизосомо-
подобных структурах или свободно распреде-
ляться в цитоплазме клетки. Важным наблюде-
нием является обнаруженная склонность МУНТ 
к накоплению вблизи ядерной мембраны и даль-
нейшее проникновение внутрь ядра, что стоит 
рассматривать как прямой механизм геноток-
сичности. Выявлены различия в проникновении 
ОУНТ и МУНТ в клетки: для последних были по-
казаны склонность к образованию внутриклеточ-
ных скоплений и проникновение через ядерную 
мембрану. Данные, подтверждающие прямой 
контакт МУНТ и ОУНТ с ядром, немногочис-
ленны и встречаются лишь в единичных публи-
кациях [30, 31].

Изученные УНТ проявляют профиброгенные 
свойства в эпителиальных клетках BEAS-2B и 
A549. Было установлено увеличение экспрессии 
гена TGF-β1 в клетках бронхиального эпителия 
при нецитотоксических концентрациях МУНТ 
и высоких цитотоксических концентрациях не-
очищенных ОУНТ. Также было показано, что 
все типы УНТ при исследуемых концентрациях 
вызывали увеличение экспрессии профиброти-
ческого фактора в клетках A549. Ни один из трёх 
типов УНТ не вызывал увеличения экспрессии 
TGF-β1 в фибробластах MRC5-SV40. Ранее в 
экспериментах in vitro с применением культу-
ры фибробластов человека WI38-VA13 было 
установлено, что воздействие УНТ индуцирует 
дифференциацию фибробластов с трансформа-
цией в миофибробласты [32]. Это может менять 
паттерн экспрессии генов и свидетельствовать 
о развитии регуляторной адаптации клеток, 
играющих ключевую роль в развитии фибро-
за. Данные результаты согласуются с предыду-
щими исследованиями, в которых воздействие 
МУНТ приводило к увеличению экспрессии 
гена TGF-β1 в клетках BEAS-2B [12, 17, 33]. Так-
же была показана важная роль окислительного 
стресса в инициации фиброза [34–36]. В нес- 
кольких исследованиях продемонстрировано, 
что окислительный стресс, индуцированный 
УНТ, усиливает выработку и активацию профи-

бротических факторов, в том числе TGF-β1 [12, 
13, 36]. В совокупности эти данные позволяют 
предположить ключевую роль окислительного 
стресса как основного регулятора фиброгенеза, 
индуцированного УНТ.

Инициация апоптоза наблюдалась преимуще-
ственно при низких концентрациях УНТ. Так, 
МУНТ индуцировали апоптоз в клетках BEAS-2B, 
а неочищенные ОУНТ – в клетках A549 уже при 
минимальной концентрации, соответствующей 
производственной (0,0006 мкг/мл). Напротив, 
при высоких цитотоксических концентрациях 
в исследуемых клетках апоптоз не выявлялся. 
Отсутствие апоптоза при высоких цитотокси-
ческих концентрациях может объясняться до-
минированием альтернативных путей гибели 
клеток (некроз, некроптоз, аутофагия), которые 
опережают развитие апоптоза [37, 38]. При этом 
повреждение ДНК как известный фактор также 
может участвовать в инициации апоптоза [37].

Трёхмерные (3D) ко-культуры бронхиального 
эпителия и фибробластов продемонстрировали 
меньшую чувствительность к УНТ по сравнению 
с традиционными монослойными (2D) культура-
ми. Результаты исследования токсичности УНТ 
на разработанных 3D-моделях продемонстри-
ровали отсутствие проапоптотических и профи-
брогенных эффектов при концентрациях, соот-
ветствующих производственным экспозициям. 
Однако начиная с концентрации УНТ 20 мкг/мл, 
значительно превышающей концентрации, соот-
ветствующие производственным экспозициям, в 
клеточных моделях были обнаружены признаки 
окислительного стресса. При этом 3D-модели, 
приближенные по своим свойствам к нативной 
ткани, представляют собой эффективный скри-
нинговый инструмент, снижающий риск ложно-
положительной оценки токсичности при перехо-
де от экспериментов in vitro к in vivo.

Ограничения исследования. В рамках данной ра-
боты не оценивалась возможная роль репарации 
ДНК. Исследование охватывает ограниченное 
число конкретных типов отечественных УНТ.

Заключение

Исследование показало, что генотоксичность 
УНТ зависит от их типа и вида клеток, прояв-
ляясь преимущественно при субтоксических 
концентрациях. Ключевыми механизмами ток-
сичности УНТ являются окислительный стресс, 
прямое взаимодействие с ДНК (для МУНТ) и 
индукция апоптоза. 3D-модели демонстрируют 
меньшую чувствительность, что может указывать 
на защитную роль тканевой организации.
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Проведённая оценка генотоксического по-
тенциала трех типов промышленных УНТ на 
2D- и 3D-моделях клеток дыхательной системы 
человека позволила сформулировать принципы 
проведения подобных исследований. Необхо-
димо использовать линейку тестов для выявле-
ния различных механизмов повреждения ДНК 
(прямое взаимодействие, оксидативный стресс, 
апоптоз, профиброгенный эффект). Обязатель-
ным является учёт клеточной специфичности, 

для чего в скрининг следует включать не менее 
двух различных типов клеток дыхательной си-
стемы как наиболее вероятного органа-мише-
ни. Для повышения прогностической ценности 
данных и снижения риска гипердиагности-
ки рекомендуется использовать продвинутые 
3D-модели, в частности ко-культуры, в каче-
стве следующего шага валидации результатов, 
полученных на традиционных 2D-моделях кле-
точных культур.
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