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Токсические эффекты углеродных нанотрубок 
в культурах клеток макрофагов и бронхиального эпителия

На сегодняшний день есть основания предполагать наличие риска здоровью 
людей, имеющих контакт с углеродными нанотрубками (УНТ). Была проведе-
на сравнительная оценка токсических эффектов промышленных однослойных и 
многослойных УНТ (ОУНТ / МУНТ) в культурах макрофагов (RAW 264.7) и кле-
ток бронхиального эпителия (BEAS-2B). RAW 264.7 оказались гораздо более чув-
ствительны к воздействию различных типов УНТ, чем клетки BEAS-2B. Внесение 
МУНТ не сопровождалось достоверным снижением жизнеспособности макро-
фагов, но вызвало повреждение клеточных мембран; оксидативный стресс имел 
дозо- и времязависимый характер. ОУНТ вызвали значительное снижение жиз-
неспособности и индукцию оксидативного стресса. Улучшенная темнопольная 
микроскопия выявила адсорбцию и накопление МУНТ и ОУНТ на поверхности и 
внутри макрофагов. BEAS-2B оказались маловосприимчивы к экспозиции МУНТ. 
Внесение ОУНТ в культуру BEAS-2B вызвало небольшое статистически значи-
мое дозо- и времязависимое снижение жизнеспособности и выраженное сни-
жение уровня восстановленного глутатиона только при самой высокой концен-
трации наночастиц. Результаты исследования свидетельствуют о различиях в 
токсическом действии различных УНТ и о необходимости вдумчивого подхода к 
оценке токсичности наноматериалов и разработке отечественной норматив-
ной документации с учетом особых физико-химических свойств углеродных на-
номатериалов. 

Ключевые слова: углеродные нанотрубки; нанотоксикология; in vitro; ма-
крофаги; RAW 264.7.

Введение

Одно- и многослойные углеродные нанотрубки, как одни из самых пер-
спективных наноматериалов, получают все большее распространение. 
В мире наблюдается значительный рост предприятий, производящих и ис-
пользующих готовые УНТ. Одновременно растет число лиц, потенциаль-
но экспонированных к аэрозолю углеродных нанотрубок на своих рабочих 
местах [1, 2]. Накопленные данные дают основания предположить наличие 
риска здоровью людей, имеющих производственный контакт с углеродными 
наночастицами. Волокнистая структура углеродных нанотрубок может об-
условливать патогенность, свойственную минеральным волокнам (асбест, 
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диоксид кремния) [3–5]. Существует мнение, что углеродные наноразмер-
ные частицы опаснее частиц микроразмера за счет большей проникающей 
способности, удельной поверхности и реактогенности [6].

Целью исследования была сравнительная оценка токсических эффектов 
промышленных однослойных и многослойных УНТ в культурах клеток ма-
крофагов и бронхиального эпителия.

Материалы и методики исследования

Частицы. Одно- и многослойные углеродные нанотрубки были полу-
чены промышленным методом каталитического осаждения паров (ООО 
«Нанотехцентр», г. Тамбов). В растворе дипальмитоилфосфатидилхолина 
(ДПФХ) УНТ визуально представляли собой спутанные клубки размером до 
5 мкм в ширину и отдельные волокна. В таблице приведены характеристики 
нанотрубок, предоставленные предприятиями-производителями.

Физико-химические характеристики промышленных углеродных нанотрубок

Физико-химические характеристики
Многослойные 

углеродные 
нанотрубки

Однослойные 
углеродные 
нанотрубки

Наружный диаметр, нм 8–15 1–2
Внутренний диаметр, нм 4–8 0,8–1,4
Длина, мкм 2 и более 3 и более
Общий объем примесей, % до 5 4–7
Насыпная плотность, г/см3 0,03–0,05 0,15
Удельная геометрическая поверхность, м2/г 300–320 1100
Термостабильность, °С До 600 До 700

Дозировка. УНТ были растворены вместе с ДПФХ (0,01 мкг/мл) с целью 
увеличения дисперсии частиц [7, 8]. С целью оценки дозозависимых эффек-
тов в культурах были выбраны концентрации 0,02, 0,2, 2,4 и 24 мкг на см2 
поверхности монослоя (0,1, 1, 10, 100 мкг/мл среды). Эти концентрации ис-
пользовались в предыдущих исследованиях по сравнительной оценке ток-
сичности углеродных частиц нано- и микроразмера [9–11].	

Культуры клеток. Были взяты две линии клеток: трансформирован-
ные мышиные макрофаги RAW 264.7 и иммортализованные клетки нор-
мального человеческого бронхиального эпителия BEAS-2B. Клетки были 
выращены с использованием сред MEM (Minimal Essential Media, «Gibco», 
США) и DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, «Gibco», США) с до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 100 Ед/мл пеницил-
лина и 100 мкг/мл стрептомицина в термостатах (37°C, 5% CO2). Клет-
ки были засеяны в 96-луночные планшеты в количестве около 2 000 на 
лунку.
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В культурах клеток непосредственно в среде были измерены уровни 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) как маркера повреждения клеточных мембран 
[12]. В лизатах культур с помощью реагента ThioGlo® («Calbiochem», США) 
определялись уровни внутриклеточного глутатиона для косвенной оценки 
активности свободнорадикального окисления. Жизнеспособность клеток 
определялась методом флюоресценции.

Часть клеток (RAW 264.7, экспонированные к МУНТ и ОУНТ, 
концентрация 0,2 мг/см2, через 2, 4, 6, 24 и 48 ч) была собрана, отмыта и 
отброшена на стекла для изучения с помощью улучшенной темнопольной 
микроскопии («CytoViva®», США).

Статистическая обработка проводилась с использованием t-критерия 
Стьюдента в программном пакете Microsoft Excel 2010. Данные представ-
лены в виде средней ± ошибка средней. Отличия считались статистически 
значимыми при p < 0,05.

Результаты исследования и обсуждение

Для исследования нами были взяты мышиные макрофаги RAW 264.7, так 
как именно макрофаги являются клетками, запускающими и поддерживаю-
щими различные типы иммунных ответов в случаях контакта с инородным 
материалом [13].

Внесение МУНТ в культуру RAW 264.7 не вызвало достоверного снижения 
жизнеспособности (рис. 1, а), однако сопровождалось повышением концен-
траций ЛДГ во внеклеточной среде через 48 ч при всех дозировках (но не через 
24 ч) (рис. 1, б). Оксидативный стресс имел дозо- и времязависимый характер 
(рис. 1, в): уровни внутриклеточного восстановленного глутатиона снижались 
с повышением дозы и времени воздействия (для самой высокой дозы).

Внесение ОУНТ в культуру RAW 264.7 привело к снижению жизнеспособ-
ности на 10–15% через 24 ч после экспозиции независимо от дозы. Спустя 
48 часов при 2,4 мкг/см2 ОУНТ жизнеспособность снизилась до 78%, а при 
24 мкг/см2 – до 50% от уровня неэкспонированных клеток (рис. 2, а). Уровни 
ЛДГ резко выросли через 48 ч при концентрациях 0,2, 2,4 и 24 мкг/см2 (рис. 2, 
б), что в целом совпало с зафиксированным снижением жизнеспособности 
в тех же группах. Было обнаружено значительное снижение уровней вос-
становленного глутатиона: чем больше были экспозиционная доза и время 
воздействия, тем ниже уровни (рис. 2, в).

Клетки бронхиального эпителия BEAS-2B, играющие ведущую роль в 
эвакуации пылевых частиц из дыхательного тракта, оказались маловоспри-
имчивы к внесению МУНТ: через 24 и 48 ч не было зафиксировано достовер-
ного снижения жизнеспособности по сравнению с контрольной культурой. 
Такие же результаты были получены при оценке показателей повреждения 
клеток и оксидативного стресса (данные не приведены).

Токсические эффекты углеродных нанотрубок
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Рис. 1. Результаты внесения многослойных углеродных нанотрубок (МУНТ) 
в культуру RAW 264.7 макрофагов. * – p < 0,05 vs. контроль, α – p < 0,05 vs. 24 ч
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Рис. 2. Результаты внесения однослойных углеродных нанотрубок (ОУНТ) 
в культуру RAW 264.7 макрофагов. * – p < 0,05 vs. контроль, α – p < 0,05 vs. 24 ч
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ности и выраженное снижение уровня восстановленного глутатиона при са-
мой высокой концентрации наночастиц в 24 мкг/см2 (данные не приведены).

Последовательное изучение экспонированных культур RAW 264.7 мето-
дом улучшенной темнопольной микроскопии выявило адсорбцию и нако-
пление МУНТ и ОУНТ на поверхности и внутри клеток. С увеличением вре-
мени экспозиции увеличивалось количество УНТ, визуально определяемое 
внутри и снаружи клеток (рис. 3).

 
   

Рис. 3. Слева – экспозиция RAW 264.7 к МУНТ, 24 ч, 0,2 мкг/см2. 
Справа – контрольная культура (фотографии сделаны Т.О. Халиуллиным)

Полученные данные позволяют предположить, что исследуемые про-
мышленные ОУНТ обладают токсическим действием, вызывая индукцию 
оксидативного стресса и гибель клеток. В то же время МУНТ, не приводя 
к значительному снижению жизнеспособности, оказывают повреждающее 
воздействие на мембраны чувствительных клеток (макрофагов). Это хорошо 
соотносится с данными, полученными в исследовании Hirano и др. [14], где 
было обнаружено, что МУНТ может ассоциироваться с мембраной макро-
фагов и нарушать ее целостность. 

Сравнительные исследования токсичности ОУНТ и МУНТ in vitro не-
многочисленны. Имеющиеся данные носят разнонаправленный характер. 
Одни исследователи обнаружили, что ОУНТ обладают большей цитоток-
сичностью [11, 15, 16]. Другие сообщили об отсутствии острых токсиче-
ских эффектов для обоих типов УНТ [17]. Некоторые выявили снижение 
жизнеспособности при экспозиции УНТ, но не обнаружили количественных 
различий между одно- и многослойными трубками [18, 19]. Бактерии E. coli, 
P. aeruginosa и др. оказались наиболее чувствительны к воздействию ОУНТ, 
в то время как МУНТ показали умеренную токсичность [20]. Согласно на-
шим результатам, и ОУНТ и МУНТ обладают токсическим действием, но 
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механизмы и проявления эффектов различны, что необходимо учитывать в 
будущем при проведении сравнительных токсикологических исследований.

Одной из особенностей нашего исследования является изучение реак-
ции макрофагов. Опыты in vivo говорят о значительной роли последних в 
развитии острого и хронического воспаления, а также профибротических 
изменений в легких в ответ на экспозицию УНТ [9, 21, 22]. Также было по-
казано, что ОУНТ в гораздо меньшей степени, чем МУНТ, аккумулируются 
макрофагами [23]. В предыдущих исследованиях на RAW 264.7 макрофагах, 
изучая генотоксические эффекты экспозиции к УНТ, исследователи обнару-
жили признаки повреждения генетического аппарата клеток в концентраци-
ях выше 0,1 мкг/см2 для ОУНТ и выше 1 мкг/см2 для МУНТ, хотя цитоток-
сические эффекты проявились лишь при самых высоких дозах (100 мкг/мл2) 
[24]. Механизмы вредного воздействия остаются малоизученными, а иссле-
дований с применением культур макрофагов сравнительно мало.

Наше исследование показало, что УНТ действительно оказывает ток-
сическое действие на RAW 264.7 макрофаги, в отличие от бронхиального 
эпителия. Необходимо отметить, что в эксперименте использовались им-
мортализованные лейкемические макрофаги, которые, однако, способны к 
фагоцитозу, имеют выраженную лизосомальную активность и секретируют 
большинство биологически активных веществ, свойственных нормальным 
макрофагам, в том числе различные цитокины и медиаторы.

Экспериментальные данные, полученные для одного образца УНТ долж-
ны с осторожностью экстраполироваться на УНТ, полученные другими пред-
приятиями и / или при других условиях. Так, были обнаружены различные 
ответные реакции на введение МУНТ, различающихся по морфологии и дли-
не, в плевральную полость крыс – от незначительного локального воспали-
тельного ответа в случае скрученных коротких нанотрубок до выраженной 
воспалительной реакции и образования гранулем в случае более длинных 
ригидных структур [25]. УНТ, полученные методом каталитического пиро-
лиза углеводородов, также различаются по содержанию того или иного ката-
лизатора. Профессиональная экспозиция на первичном производстве пред-
полагает контакт как с неочищенным, так и с очищенным от катализаторов 
материалом, в то время как вторичное производство и применение – контакт с 
уже очищенными (и / или функционализированными) нанотрубками. Иссле-
дователи указали на роль контаминантов – катализаторов в развитии оксида-
тивного стресса в случае контакта клеток с УНТ [17, 26]. А в опыте на мышах 
очищенные ОУНТ оказались менее токсичными для мышей, чем образцы, со-
держащие остаточные количества катализаторов – железа и никеля [27].

Заключение

Макрофаги (RAW 264.7) оказались гораздо более чувствительны к воз-
действию различных типов УНТ, чем клетки бронхиального эпителия 
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(BEAS-2B). Действие ОУНТ на клетки привело к индукции оксидативного 
стресса и гибели клеток. Внесение МУНТ не вызвало значительного сниже-
ния жизнеспособности, однако сопровождалось признаками повреждения 
мембран макрофагов. Полученные результаты показывают, что необходим 
поиск доступных in vitro и in silico моделей для оценки различных пара-
метров токсичности наночастиц. Сравнение различных типов УНТ должно 
опираться не только на оценку жизнеспособности, но и на специфические 
показатели вредного воздействия, такие как оксидативный стресс, повреж-
дение клеточных мембран, цитокиновый профиль. Кроме того, в норматив-
ных документах необходимо классифицировать наночастицы не только по 
признаку химического состава, но и по морфологическим особенностям.
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Toxic effects of carbon nanotubes in macrophage 
and bronchial epithelium cell cultures

Single- and multi-walled carbon nanotubes (SWCNTs / MWCNTs), being one of 
the most promising nanomaterials are becoming more and more common. Accumulated 
data suggest that there is a risk to human health, upon the occupational contact with 
carbon nanoparticles. The aim of this study was to evaluate the comparative toxic effects 
of industrial single-and multi-walled CNTs in macrophages and bronchial epithelial 
cells. RAW 264.7 murine macrophages culture exposure to MWCNT did not result in 
significant viability loss but was accompanied by an increase in lactate dehydrogenase 
(LDH) concentrations in the extracellular medium 48 hours post exposure at all doses 
(but not after 24 hours). Oxidative stress had a dose- and time-dependent nature, 
intracellular glutathione levels decreased with increasing dose and exposure time (for 
the highest dose). SWCNTs exposure of the RAW 264.7 culture reduced the viability 
by 10–15% after 24 hours, regardless of the dose. After 48 hours viability decreased 
to 78% at 2.4 ug/cm2 SWCNT, and at 24 ug/cm2 – down to 50% of the unexposed 
cells. LDH levels rose sharply 48 hours after exposure at concentrations of 0.2, 2.4 
and 24 ug/cm2, which generally coincides with the observed viability loss in the same 
groups. A significant decrease in reduced glutathione levels was found: the higher 
exposure dose and exposure time were, the lower were the levels. Bronchial epithelial 
cells BEAS-2B appeared to be little susceptible to the MWCNT introduction: after 24 
and 48 hours there were no significant decrease in viability compared to the control 
culture. The same results were obtained when assessing the cell damage and oxidative 
stress indicators. BEAS-2B exposure to SWCNTs after 24 h and 48 h caused a small 
statistically significant dose- and time-dependent viability decrease and a considerable 
reduction in reduced glutathione levels at highest concentration of nanoparticles 24 ug/
cm2. Macrophages (RAW 264.7) were much more sensitive to different types of CNTs 
than bronchial epithelial cells (BEAS-2B). The results show the necessity for available 
in vitro and in silico models to evaluate different parameters of nanoparticles toxicity. 
Comparison of different CNT types should be based not only on viability assessment, 
but also on specific exposure indicators and biomarkers, such as oxidative stress, cell 
membrane damage and cytokine profile changes. In addition, during the process of 
new regulations introduction, nanoparticles should be classified not only by chemical 
composition, but also by their morphological features.
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