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Введение. Одностенные углеродные нанотрубки (ОСУНТ) могут создавать риски для здоровья человека при 
поступлении в организм пероральным путём в случае использования их в упаковочных материалах, в качестве 
перспективных агрохимикатов и пестицидов. Цель работы – оценка подострой пероральной токсичности 
ОСУНТ для крыс. 
Материал и методы. В 92-дневном эксперименте ОСУНТ вводили крысам вместе с питьевой водой в до-
зах 0 (контроль); 0,01; 0,1; 1,0 и 10 мг/кг массы тела (м.т.) в группах с первой по пятую, соответственно. 
Изучали гематологические показатели крови, апоптоз гепатоцитов, уровни про- и противовоспалительных 
цитокинов в плазме крови и их продукцию клетками селезёнки ex vivo, содержание основных и транзиторных 
компонентов кишечного микробиоценоза слепой кишки. 
Результаты. При дозе ОСУНТ 0,01 мг/кг м.т. отмечалось снижение количества нейтрофилов и базофилов, 
повышение численности лимфоцитов, снижение числа и объёма тромбоцитов. При дозе 0,1 мг/кг м.т. выяв-
лено снижение числа клеток на ранней стадии апоптоза и общего числа клеток в апоптозе, а также отме-
чено достоверное снижение уровней цитокинов IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, хемокина MIP-3a, изоформы 1 TGF-b; 
при дозе 1,0 мг/кг цитокина IL-12p70 кД и изоформ 1 и 3 TGF-b. Уровень TGF-b2 был достоверно повышен в 
группе 5. Отмечалось подавляющее действие ОСУНТ на содержание плесневой флоры кишечника при всех 
дозах наряду с возрастанием содержания дрожжей при дозе 1 мг/кг м.т. В 28-дневном эксперименте им-
мунизация крыс овальбумином оказала определённое модулирующее действие на иммунотропные эффекты 
ОСУНТ, вводимых в дозе 0,1 мг/кг м.т. 
Заключение. ОСУНТ проявляют ряд эффектов в отношении изученных показателей, не демонстрирую-
щие монотонной зависимости от дозы наноматериала, что, по-видимому, связано с процессами агрегации 
ОСУНТ.
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Introduction. Single-walled carbon nanotubes (SWCNTs) can create risks to human health when they enter the body 
by oral route when used in packaging materials, as promising agrochemicals and pesticides. 
The aim of the study. Evaluation of the subacute oral toxicity of SWCNT in rats. 
Material and methods. In the 92-days of the experiment, the SWCNTs were administered to rats along with drinking 
water at doses of 0 (control); 0.01; 0.1; 1.0 and 10 mg/kg body weight (BW) in the groups 1-5, respectively. 
Hematological indices of blood, apoptosis of hepatocytes, levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in blood 
plasma and their production by cells of the spleen ex vivo, the content of the main and transient components of the 
intestinal microbiocenosis in the cecum were studied. There were determined hematological blood counts, hepatocyte 
apoptosis, levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in blood plasma and their production by spleen cells ex vivo, 
content in the cecum of the main and transient components of the intestinal microbiocenosis.
Results. At the SWCNT dose of 0.01 mg/kg BW there was a decrease in the number of neutrophils and basophils, an 
increase in the number of lymphocytes, and a decrease in the number and volume of platelets. At a dose of 0.1 mg/
kg bw there was noted a decrease in the number of cells in the early stage of apoptosis and the total number of cells 
in apoptosis, as well as a significant decrease in the levels of cytokines IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, chemokine MIP-3a, 
TGF-β isoform 1; at a dose of 1.0 mg/kg IL-12p70, and TGF-β isoforms 1 and 3. TGF- β2 level was significantly 
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стабильных водных дисперсий использовали метод, апробиро-
ванный ранее на препарате МУНТ [15], и состоящий в обработке 
ультразвуком в растворе 1% по объёму поверхностно-активного 
вещества «Tween-20» (далее – «носитель»). В результате ультра-
звукового диспергирования в водном растворе носителя ОСУНТ 
в максимальной концентрации 100 мкг/см3 давали интенсивно 
окрашенный однородный коллоидный раствор, стабильный в 
течение не менее одних суток. Анализ по методу динамического 
рассеяния света показал (см. рисунок, а, на 3-й стр. обложки), что 
в водной дисперсии наблюдается бимодальное распределение по 
размерам агрегатов (клубков) ОСУНТ со средними гидродина-
мическими диаметрами 161 нм (98% по числу частиц) и 1100 нм 
(2%). По данным трансмиссионной электронной микроскопии 
(см. рисунок, б, на 3-й стр. обложки) препарат был представлен 
индивидуальными волокнистыми объектами диаметром около 5 
нм и длиной более 1000 нм и некоторого количества сфериче-
ских частиц диаметром 5–10 нм, предположительно аморфного 
углерода. На электронной дифрактограмме образца (см. рисунок, 
в, на 3-й стр. обложки) присутствовали непрерывные концентри-
ческие кольца, характерные для поликристаллической углерод-
ной структуры. В спектрах комбинационного рассеяния света от 
материала, использованного для приготовления суспензий, была 
представлена спектральная компонента при 1589 см–1, относя-
щаяся к продольным колебаниям атомов углерода для одностен-
ных нанотрубок, и компонента в области «дыхательных» мод  
(100–250 см–1), отвечающая радиальным колебаниям атома угле-
рода одностенной нанотрубки. В совокупности полученные дан-
ные позволяют охарактеризовать изученные образцы как одно-
стенные углеродные нанотрубки.

Исследования на животных выполняли в соответствии с 
Российскими и международными требованиями надлежащей 
лабораторной практики*. Использовали крыс самцов линии 
Вистар исходной средней массой тела (м.т.) 80 г, полученных 
из питомника Филиала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий ФМБА России». Животные по-
лучали сухой сбалансированный корм производства фирмы 

Введение
В настоящее время производство предприятиями наноин-

дустрии одностенных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) при-
обретает массовый характер. Выпускаемые в виде порошков 
ОСУНТ содержат агломераты и спутанные клубки (тяжи) инди-
видуальных нанотрубок и применяются при изготовлении токо-
проводящих покрытий в электронной технике, в композитных 
материалах для авиации и автомобилестроения [1]. В фарма-
цевтической промышленности предполагается использование 
углеродных нанотрубок в роли носителей лекарственных пре-
паратов [2, 3], в сельском хозяйстве – в качестве компонентов 
пестицидов, стимуляторов роста растений и средств регуляции 
численности грызунов-вредителей [4, 5]. Вместе с тем контакт 
человека с углеродными нанотрубками, в частности с ОСУНТ, 
может явиться источником потенциальных рисков в связи с на-
личием у них общетоксического [6, 7] и иммунотоксического 
действия [8, 9], предположительно опосредуемого эффектами 
так называемого «незавершённого фагоцитоза» [7]. Такие эф-
фекты ОСУНТ, как развитие воспаления, гранулём и фиброза 
ткани лёгких и печени, охарактеризованы почти исключительно 
при парентеральном [11, 12] и ингаляционном [6] поступлении в 
организм лабораторных животных. Однако всесторонняя оценка 
риска ОСУНТ требует учёта и других сценариев их поступления 
в организм, в том числе пероральным путём. Сведения об эф-
фектах ОСУНТ при поступлении в желудочно-кишечный тракт 
в литературе немногочисленны. Так, в исследовании [8] ОСУНТ 
длиной более 1 мкм при пероральном введении мышам в очень 
высокой дозе (1000 мг/кг м.т.) не продемонстрировали никаких 
признаков токсичности. Но по аналогии с многостенными угле-
родными нанотрубками (МУНТ) [13, 14] можно предположить, 
что большинство эффектов ОСУНТ парадоксальным образом 
проявляются при их малых и сверхмалых дозах. В связи с этим 
целью настоящей работы явилось изучение в подостром экс-
перименте гематологических, иммунологических показателей 
организма, апоптоза клеток печени и состояния микробиоты ки-
шечника у лабораторных крыс, получающих ОСУНТ с питьевой 
водой в широком интервале доз. 

Материал и методы 
В работе был исследован препарат ОСУНТ производства 

фирмы ООО «Углерод-ЧГ» (г. Черноголовка Московской обла-
сти), состоящий более чем на 90% из ОСУНТ с примесью двус-
лойных нанотрубок и аморфного углерода. Для получения его 

elevated in group 5. The suppressive effect was noted for SWCNTs on the mold flora in intestinal contents at all 
doses of nanomaterial used, whereas the number of yeasts increased at 1 mg/kg BW. The immunization of rats with 
ovalbumin had a clear modulating effect on the immunotropic effects of SWCNTs administered at a dose of 0.1 mg/kg 
BW in a 28-days experiment. 
Discussion. The mechanisms of the observed changes development are likely to be associated with both systemic 
anti-inflammatory effects and with a decrease in the effect of SWCNT on the permeability of the intestinal barrier to 
protein antigens and microbial toxins. 
Conclusion. SWCNTs exhibit a number of effects in relation to the studied indices that do not demonstrate a monotonic 
dependence on the dose of nanomaterial, which, apparently, is related to the processes of aggregation of the SWCNT.
K e y w o r d s :  single-walled carbon nanotubes; rats; oral toxicity; apoptosis; cytokines; intestinal microbiome.
For citation: Shipelin V.A., Riger N.A., Trushina E.N., Mustafina O.K., Markova Yu.M., Polyanina A.S., Masyutin A.G., Chernov A.I., 
Gmoshinsky I.V., Khotimchenko S.A. Ingested single-walled carbon nanotubes affect on immunological, hematological and microecological 
indices of Wistar rats. Gigiena i Sanitaria (Hygiene and Sanitation, Russian journal) 2018; 97(11): 1114-21. (In Russ.). DOI: http://dx.doi.
org/10.18821/0016-9900-2018-97-11-1114-21
For correspondence: Ivan V. Gmoshinsky, MD, Ph.D. DSci., a leading researcher of the Department of Food Toxicology and Evaluation 
of Nanotechnology Safety of the Federal Research Centre for Nutrition and Biotechnology, Moscow, 109240, Russian Federation. Е-mail: 
gmosh@ion.ru .
Information about authors: Shipelin V.A., http://orcid.org/0000-0002-0015-8735; 
Riger N.A., http://orcid.org/0000-0001-7149-2485; Trushina E.N., http://orcid.org/0000-0002-0035-3629;
Mustafina O.K., http://orcid.org/0000-0001-7231-9377; Markova Yu.M., http://orcid.org/0000-0002-2631-6412;
Polyanina A.S., http://orcid.org/0000-0002-2766-7716; Chernov A.I., http://orcid.org/0000-0002-6492-9068;
Gmoshinsky I.V., http://orcid.org/0000-0002-3671-6508; Khotimchenko S.A., http://orcid.org/0000-0002-5340-9649. 
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgment. The work was carried out at the expense of subsidies for the implementation of the state task in the framework of the Program of Fundamental 
Scientific Research (topic of the Federal Agency for Interventions in the Russian Federation No. 0529-2014-0045).
Received: 10 May 2018
Accepted: 18 October 2018 

DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0016-9900-2018-97-11-1114-21
Original article

* Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации  
№ 199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении правил надлежащей лабо-
раторной практики». Guide for the care and use of laboratory animals. 
Eighth Edition. Committee for the Update of the Guide for the Care and Use 
of Laboratory Animals; Institute for Laboratory Animal Research (ILAR); 
Division on Earth and Life Studies (DELS); National Research Council of the 
national academies. Washington: The National Academies Press. 2011.



. 2018; 97(11)

1116

1a, MIP-3a, RANTES, TNF-a, VEGF, TGF-b1, TGF-b2, TGF-b3) в 
сыворотке крови использовали коммерческий набор для мульти-
плексного иммуноанализа Bio-Plex Pro Rat Cytokine Grp I Panel 
24-Plex производства фирмы Bio-Rad Laboratories, Inc. (США). 
Концентрации перечисленных факторов определяли одновре-
менно в одной пробе сыворотки с использованием технологии 
Luminex на основе магнитных микросфер Bio-Plex Pro. Измере-
ния выполняли на лазерном мультиплексном проточном анали-
заторе Luminex 200 (производства фирмы Luminex Corporation, 
США). Продукцию цитокинов и хемокинов культивируемыми 
ex vivo клетками селезенки животных оценивали согласно [17]. 
Методика соответствовала МУ 1.2.2635-10 «Медико-биологиче-
ская оценка безопасности наноматериалов».

Для оценки состояния микробиоты кишечника делали ряд 
десятикратных разведений проб содержимого слепой кишки 
в фосфатно-тиогликолевом буфере и количественно засевали 
в дифференциально-диагностические и селективные среды. 
Содержание бифидобактерий определяли на среде ГМК, лак-
тобацилл – на MRS агаре, энтеробактерий – на среде Эндо, 
цитратассимилирующих энтеробактерий – на цитратном ага-
ре Симмонса, Staphylococcus spp. – на агаре Байрд – Паркера, 
Enterococcus spp. – на азидном агаре с канамицином и эскули-
ном; Bacteroides spp. – на желчно-эскулиновом агаре для бак-
тероидов, дрожжей и плесневых грибов – на среде Сабуро со 
стрептомицином. Инкубирование анаэробных микроорганизмов 
осуществляли с использованием газогенерирующих пакетов для 
химического связывания кислорода AnaeroGen™ (Oxoid, Япо-
ния). Количество микроорганизмов выражали в lg КОЕ/г сырой 
массы содержимого слепой кишки. Оценку антагонистической 
(кислотообразующей) активности бифидобактерий проводили 
путём определения рН культуральной жидкости среды выращи-
вания на 5-е сутки инкубации с помощью рН-метра. Методика 
эксперимента соответствовала МУ 1.2.2634–10 «Микробиологи-
ческая и молекулярно-генетическая оценка воздействия нанома-
териалов на представителей микробиоценоза».

Статистическую обработку результатов проводили с помощью 
программы SPSS 18.0. Расчёт включал определение выборочно-
го среднего, стандартной ошибки, вероятности принятия нуль-
гипотезы о совпадении распределений сравниваемых выборок со-
гласно критерию Стьюдента, Манна – Уитни и ANOVA. Различия 
признавали достоверными при уровне значимости р < 0,05.

ООО «Лабораторкорм» (Россия) в режиме неограниченного 
доступа. Крыс размещали по 2 особи в клетках из поликарбо-
ната при 12/12 часовом режиме освещённости и температуре 
21 ± 1 оС. В первом эксперименте 80 крыс были разделены 
методом случайной выборки на 5 групп по 16 особей; исход-
ная м.т. в группах не различалась (p > 0,1 ANOVA). В течение  
92 суток животные получали с питьевой водой носитель (пер-
вая, контрольная группа) или дисперсии ОСУНТ в разведениях 
на растворе носителя согласно [15]. Дозы ОСУНТ, определён-
ные на основе ежедневных замеров количества потребляемой 
животными жидкости, составили в опытных группах (со вто-
рой по пятую), 0,01; 0,1; 1,0 и 10 мг/кг м.т. соответственно. 
Доза носителя во всех группах, включая контрольную, состав-
ляла в среднем 2 г/кг м.т. в сутки. Выведение животных из 
эксперимента осуществляли на 93-е сутки после 16-часового 
голодания путём обескровливания из нижней полой вены под 
глубокой эфирной анестезией. В асептических условиях сте-
рильными инструментами отбирали кровь, ткань печени, се-
лезенки и содержимое слепой кишки. 

Во втором эксперименте, проведённом в соответствии с МР 
1.2.0052–11 «Оценка воздействия наноматериалов на функцию 
иммунитета», 4 группы крыс (по 10 крыс в каждой) получали 
в течение 28 суток с питьевой водой раствор носителя (группы 
1а и 3а) или дисперсию ОСУНТ в дозе 0,1 мг/кг м.т. (группы 
2а и 4а). При этом на 1-е, 3-и, 5-е и 22-е сутки крыс групп 2а 
и 4а внутрибрюшинно иммунизировали овальбумином кури-
ного яйца (ОВА), адсорбированным на гидроксиде алюминия. 
Животных выводили из эксперимента на 29-е сутки с отбором 
крови для определения иммунологических и гематологических 
показателей. 

Гематологические показатели определяли в цельной кро-
ви стандартными методами на гематологическом анализаторе 
«Coulter AC TTM 5 diff OV» (Beckman Coulter, США) с набо-
ром реагентов (Beckman Coulter, Франция). Апоптоз клеток пе-
чени изучали на проточном цитофлуориметре FC 500 (Beckman 
Coulter International S.A., Австрия) с использованием технологии 
окрашивания гепатоцитов в суспензии флуоресцентными реа-
гентами FITC-аннексином V и 7-аминоактиномицином (7-AAD) 
[16]. Для определения уровней цитокинов и ростовых факторов 
(GM-CSF, GRO/KC, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-1a, 
IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, INF-g, MCP-1, M-CSF, MIP-
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Т а б л и ц а  1
Показатели апоптоза гепатоцитов крыс групп 1–5 на 92-е сутки эксперимента

Группа Число 
крыс, n

Доза ОСУНТ,  
мг/кг м.т.

Живые клетки 
AnV-FITC(-) 

7-AАD(-)

«Ранний» апоптоз 
AnV-FITC(+) 

7-AAD(-)

«Поздний» апоптоз 
AnV-FITC(+) 

7-AAD(+)

Сумма клеток  
в апоптозе

Мёртвые клетки 
AnV-FITC(-) 

7-AAD(+)
1 6 0 95,6 ± 0,4 4,20 ± 0,39 0,133 ± 0,042 4,33 ± 0,41 0,08 ± 0,02
2 5 0,01 96,0 ± 0,4 3,66 ± 0,39 0,120 ± 0,020 3,78 ± 0,38 0,18 ± 0,04*
3 6 0,1 96,9 ± 0,3* 2,83 ± 0,33* 0,067 ± 0,021 2,90 ± 0,33* 0,18 ± 0,06
4 6 1,0 96,3 ± 0,2 4,08 ± 0,55 0,133 ± 0,033 4,15 ± 0,55 0,17 ± 0,02*
5 6 10 95,3 ± 0,4 4,42 ± 0,34 0,183 ± 0,048 4,60 ± 0,34 0,10 ± 0,04

П р и м е ч а н и е. * – различие с группой 1 (контроль) достоверно, p < 0,05, t-тест Стьюдента и/или критерий Манна–Уитни.

Т а б л и ц а  2
Гематологические показатели* (лейкоциты, тромбоциты) крови крыс групп 1-5** на 92-е сутки эксперимента

Группа Число 
крыс, n

Доза ОСУНТ, 
мг/кг м.т. Нейтрофилы, % Базофилы, % Лимфоциты, % Моноциты, % Тромбоциты, 

109 дм–3
Средний объем 

тромбоцита, мкм–3

1 9 0 30,2 ± 2,82** 0,22 ± 0,042 58,2 ± 2,72 9,5 ± 0,54 601 ± 22 6,21 ± 0,082

2 10 0,01 20,4 ± 1,21 0,12 ± 0,011 67,1 ± 1,91 8,9 ± 0,3 597 ± 15 5,91 ± 0,101

3 10 0,1 23,3 ± 2,2 0,13 ± 0,02 65,4 ± 2,5 9,4 ± 0,5 587 ± 30 6,14 ± 0,15
4 10 1,0 25,1 ± 2,4 0,15 ± 0,02 65,1 ± 2,4 7,9 ± 0,51 616 ± 23 6,13 ± 0,10
5 10 10 26,5 ± 2,9 0,15 ± 0,02 61,3 ± 3,3 10,2 ± 0,7 591 ± 28 6,16 ± 0,10

П р и м е ч а н и е. * – достоверных различий в показателях эритроцитов, общего числа лейкоцитов, % эозинофилов, тромбокрита не выявлено 
(данные не показаны). Здесь и в табл. 4: ** – надстрочные числовые индексы – номера групп, различие с которыми достоверно, p < 0,05, t-тест 
Стьюдента и/или критерий Манна – Уитни.
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только в группе 5 (p < 0,05). В группе, получавшей наноматери-
ал в максимальной из доз, также следует отметить достоверное 
снижение уровней изоформы TGF-b1 и хемокина MIP-3a.

При культивации клеток селёзенки ex vivo наблюдали (табл. 4) 
снижение продукции IL-18 при дозе ОСУНТ 0,01 мг/кг м.т. и 
повышение – IL-1b и TNF-a при дозе ОСУНТ 0,1 мг/кг м.т. Ука-
занные цитокины не продемонстрировали ответа на введение 
ОСУНТ при анализе их уровней in vivo .

Содержание большинства облигатных и транзиторных по-
пуляций микробиоты в содержимом кишечника крыс (табл. 5)  
не показало достоверной зависимости от введения ОСУНТ. 

Приблизительно 10-кратное по абсолютной величине (или 
на 1 порядок в lg КОЕ/г) возрастание среднего количества би-
фидобактерий при дозе 0,1 мг/кг м.т. было статистически незна-
чимым. Обращает на себя внимание достоверное подавляющее 
действие ОСУНТ на рост плесневой флоры при всех использо-
ванных дозах наноматериала (максимум в 110 раз по абсолютной 
величине при дозе 0,01 мг/кг м.т.). При этом содержание дрож-

Результаты 
Подострый эксперимент длительностью 92 суток
Как показали результаты исследования методом проточной 

цитофлуориметрии (табл. 1), введение крысам в течение 92 су-
ток ОСУНТ с питьевой водой не приводит к снижению числа 
живых (AnV-FITC(-)7-AАD(-)) гепатоцитов, и, более того, при 
дозе 0,1 мг/кг наблюдается небольшое, но достоверное (p < 0,05) 
возрастание числа живых клеток. Этому соответствует сниже-
ние в 1,5 раза (p < 0,05) числа клеток на ранней стадии апопто-
за (AnV-FITC(+)7-AАD(-)). При этом число клеток на поздней 
стадии апоптоза ((AnV-FITC(+)7-AАD(+)) не зависит от вводи-
мой дозы ОСУНТ. Количество мёртвых клеток ((AnV-FITC(-)7-
AАD(+)) во всех исследованных образцах ткани было низким 
(менее 0,2%) и, возможно, является методическим артефактом. 
Достоверное возрастание этого показателя в группах 2 и 5 может 
рассматриваться, по-видимому, как биологически незначимое. 
Таким образом, под действием ОСУНТ не наблюдается суще-
ственного усиления процессов апоптоза гепатоцитов.

Анализ гематологических показателей (табл. 2) позволил 
выявить ряд изменений, которые, однако, не демонстрируют 
определённой зависимости от дозы наноматериала. Наибольшее 
число достоверных (p < 0,05) сдвигов (снижение в 1,5 раза коли-
чества нейтрофилов, в 1,8 раза – базофилов, повышение числен-
ности лимфоцитов, некоторое снижение объёма тромбоцитов) 
наблюдалось при минимальной дозе ОСУНТ – 0,01 мг/кг м.т. 
Помимо этого при дозе 1 мг/кг м.т. было замечено незначитель-
ное по абсолютной величине снижение количества моноцитов. 
При максимальной дозе наноматериала (10 мг/кг м.т.) никаких 
изменений в состоянии лимфоцитов, эозинофилов, эритроцитов 
(данные не представлены) и тромбоцитов животных не наблю-
далось.

Основная часть изменений в уровнях цитокинов и хемо-
кинов сыворотки крови, характеризующих иммунный статус 
животных (табл. 3) также не имела чёткой зависимости «доза – 
ответ» и проявлялась в наибольшей степени при средних дозах 
наноматериала. Так, при дозе 0,1 мг/кг м.т. отмечено достовер-
ное снижение уровней цитокинов IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, хемо-
кина MIP-3a, изоформы 1 трансформирующего фактора роста 
(TGF-b); при дозе 1,0 мг/кг цитокина IL-12 (изоформы массой 
70 кД) и изоформ 1 и 3 трансформирующего фактора роста 
(TGF-b). В отличие от этого изоформа TGF-b2 демонстрировала 
выраженную тенденцию к возрастанию, которая является, по-
видимому, дозозависимой, однако достоверно отличающейся 
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Т а б л и ц а  3
Уровни цитокинов и хемокинов в сыворотке крови крыс групп 1-5 на 92-е сутки эксперимента

Группа
Доза 

ОСУНТ,  
мг/кг м.т.

Уровни цитокинов**, медиана (интервал изменения); число животных (n)

IL-10 IL-12 p70 IL-13 IL-2 IL-4 MIP-3a TGF-β1 TGF-β2 TGF-β3

1 0 0,455 
(0,275–0,534) 

n = 6

1,80 
(1,15–2,57) 

n = 6

0,211 
(0,143–0,300) 

n = 5

4,86 
(2,48–6,41) 

n = 6

0,140 
(0,085–0,200) 

n = 6

0,0751 
(0,0438–0,1030) 

n = 6

34,4 
(33,5–38,5) 

n = 6

1,34 
(1,21–1,48) 

n = 6

0,724 
(0,647–0,763) 

n = 6
2 0,01 0,417 

(0,307–0,486) 
n = 5

1,48 
(1,40–2,03) 

n = 5

0,120 
(0,039–0,205) 

n = 4

3,55 
(2,86–6,17) 

n = 5

0,111 
(0,087–0,178) 

n = 5

0,0723 
(0,0469–0,0800) 

n = 5

35,1 
(28,0–37,6) 

n = 5

1,31 
(1,14–1,56) 

n = 5

0,722 
(0,528–0,786) 

n = 5
3 0,1 0,237 

(0,110–0,408)* 
n = 6

1,34 
(0,79–1,90) 

n = 6

0,073 
(0,009–0,277)* 

n = 6

2,91 
(1,56–4,00)* 

n = 6

0,085 
(0,038–0,110)* 

n = 6

0,0530 
(0,0166–0,0633)* 

n = 6

32,6 
(30,9–35,7)* 

n = 6

1,69 
(1,11–2,24) 

n = 6

0,710 
(0,639–0,751) 

n = 6
4 1,0 0,347 

(0,101–0,510)
n = 6

1,30 
(0,44–1,71)* 

n = 6

0,156 
(0,001–0,205)

n = 6

3,39 
(1,59–4,61) 

n = 6

0,099 
(0,025–0,129) 

n = 6

0,0331 
(0,0099–0,0993) 

n = 6

30,0 
(25,4–33,0)* 

n = 6

1,56 
(1,12–1,70) 

n = 6

0,640 
(0,556–0,699)* 

n = 6
5 10 0,346 

(0,169–0,541)
n = 5

1,52 
(0,72–2,31) 

n = 5

0,177 
(0,096–0,432)

n = 5

3,52 
(1,35–5,90) 

n = 5

0,120 
(0,054–0,164) 

n = 5

0,0441 
(0,0289–0,0622)* 

n = 5

31,1 
(25,6–34,2)* 

n = 5

1,57 
(1,30–1,67)* 

n = 5

0,687 
(0,598–0,703) 

n = 5
П р и м е ч а н и е. * – различие с группой 1 (контроль) достоверно, p < 0,05, Т-тест Стьюдента и/или критерий Манна – Уитни; ** – различия 
между группами животных в уровнях GM-CSF, GRO/KC, IL-17A, IL-18, IL-1a, IL-1b, IL-5, IL-6, IL-7, INF-γ, MCP-1, M-CSF, MIP-1a, RANTES, 
TNF-α, VEGF были недостоверными (p > 0,05).

Т а б л и ц а  4
Продукция цитокинов ex vivo клетками селезенки,  
полученными от крыс групп 1–5 на 92–е сутки эксперимента

Группа
Доза 

ОСУНТ, 
мг/кг м.т.

Концентрация цитокинов** в среде культивации, 
медиана (интервал изменения); число животных (n)

IL–1β IL–18 TNF–α
1 0 0,0206 

(0,0041–0,0355)3* 
n = 6

0,079 
(0,004–0,242)2 

n = 6

0,0012 
(0,0008–0,0841) 

n = 5
2 0,01 0,0222 

(0,0017–0,0551) 
n = 6

0,004 
(0,004–0,024)1 

n = 5

0,0010 
(0,0008–
0,0179)3 

n = 5
3 0,1 0,0391 

(0,0351–0,0434)1 
n = 5

0,045 
(0,004–0,186) 

n = 6

0,0712 
(0,0012–0,205)2 

n = 6
П р и м е ч а н и е. ** – различия между группами животных в про-
дукции клетками цитокинов и хемокинов GM–CSF, GRO/KC, IL–
10, IL–12p70, IL–13, IL–17A, IL–1α, IL–2, IL–4, IL–5, IL–6, IL–7, 
INF–γ, MCP–1, M–CSF, MIP–1a, MIP–3a, RANTES, VEGF, TGF–β1,  
TGF–β2, TGF–β3 были недостоверными (p > 0,05).
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жания IL-7, MCP-1; заметным было повышение уровня TNF-a 
и снижение RANTES, отсутствовавшее у интактных животных. 

Обсуждение 
Как было указано выше, иммунорегуляторное влияние 

ОСУНТ на развитие воспаления, гранулём и фиброза ткани 
лёгких и печени охарактеризовано в большинстве работ при па-
рентеральном [11, 12] или ингаляционном [6] поступлении в ор-
ганизм лабораторных животных. При этом ключевым фактором 
цитотоксического действия УНТ является способность клеток 
связывать их на своей мембране и затем поглощать их [18].

Проведённые исследования показали, что большинство из-
ученных гематологических и иммунологических (цитокины, 
хемокины) показателей характеризуется сложным характе-
ром зависимости от дозы ОСУНТ, и наибольшее число их из-
менений отмечается при низкой (0,01 мг/кг м.т.) и средней  
(0,1–1 мг/кг м.т.) дозах. Выявленные эффекты проявляются из-
менением соотношения гранулоцитов и мононуклеаров перифе-
рической крови (МПК) (см. табл. 2, 6), уровней цитокинов (см. 
табл. 3, 7) и регуляции апоптогенных процессов (см. табл. 1). 
Это согласуется с данными о том, что ОСУНТ длиной более 1 
мкм при пероральном введении мышам в очень высокой дозе 
(1000 мг/кг м.т.) не продемонстрировали никаких признаков ток-
сичности [11]. В работе [19] при изучении в культуре клеток вы-
соких концентраций МУНТ и ОУНТ методами протеомики были 
выявлены изменения в экспрессии только нескольких десятков 

жей в кишечном содержимом, напротив, возрастало (максимум 
в 9,1 раза при дозе ОСУНТ 1 мг/кг м.т.). Как и для большинства 
других изученных показателей, эффекты ОСУНТ в отношении 
кишечной микробиоты не демонстрировали однозначной зави-
симости от дозы.

Эксперимент длительностью 28 суток с использованием 
иммунизации

При введении крысам ОСУНТ с питьевой водой в дозе 0,1 
мг/кг м.т. в течение 28 суток выявлен ряд различий с эффектом 
наноматериала в той же дозе при более длительной, 3-месячной 
экспозиции. Так, в отличие от предыдущего эксперимента, от-
мечено (табл. 6) увеличение на 30% числа моноцитов и опреде-
лённые сдвиги в системе гемопоэза (объём эритроцита и содер-
жание в нём гемоглобина). 

Оценка иммунологических показателей (табл. 7) выявила 
увеличение продукции IL-5, IL-7, GRO(KC), MCP-1, MIP-1a, 
то есть факторов, для которых при 3-месячном воздействии 
ОСУНТ было характерно снижение или отсутствие эффекта. 
Для изоформы TGF-b2 в отличие от эксперимента с введением 
наноматериала длительностью 92 суток отмечено снижение, 
тогда как уровень TGF-b1 у экспонированных в данной дозе 
ОСУНТ животных отвечал в обоих экспериментах сходным 
образом. Характер влияния ОСУНТ на иммунологические по-
казатели различался также у интактных и иммунизированных 
животных. Так, у последних фактически получал противопо-
ложную направленность эффект ОСУНТ в отношении содер-
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Т а б л и ц а  5
Микробиологические показатели содержимого слепой кишки крыс групп 1–5 на 92-е сутки эксперимента

Компоненты микробиома
Группы (по 6 животных в группе) / Доза ОСУНТ, мг/кг м.т.

1/0 2/0,01 3/ 0,1 4/1 5/10
Содержание, lg КОЕ/г, M ± m

Общие анаэробы 8,47 ± 0,23 8,54 ± 0,17 8,77 ± 0,12 8,49 ± 0,18 8,86 ± 0,21
Общие аэробы 8,18 ± 0,25 8,21 ± 0,27 8,34 ± 0,12 8,89 ± 0,33 8,71 ± 0,14
Бифидобактерии 7,67 ± 0,33 7,83 ± 0,31 8,67 ± 0,33 7,67 ± 0,33 8,17 ± 0,31
Лактобактерии 7,92 ± 0,29 8,23 ± 0,31 8,50 ± 0,07 8,39 ± 0,17 8,15 ± 0,21
Бактероиды 6,65 ± 0,24 6,30 ± 0,01 6,54 ± 0,19 6,40 ± 0,06 6,75 ± 0,15
Энтеробактерии 6,19 ± 0,58 6,69 ± 0,32 6,48 ± 0,35 6,88 ± 0,55 7,27 ± 0,21
Энтерококки 6,45 ± 0,28 6,58 ± 0,30 6,05 ± 0,31 6,78 ± 0,20 7,01 ± 0,18
Цитратассимилирующие энтеробактерии 6,58 ± 0,49 6,95 ± 0,41 6,86 ± 0,28 7,08 ± 0,49 7,31 ± 0,31
Стафилококки** 6,33 ± 0,18 6,35 ± 0,20 6,38 ± 0,16 6,22 ± 0,07 5,67 ± 0,69
Аэробы гемолитические 6,84 ± 0,28 6,45 ± 0,07 6,38 ± 0,08 7,29 ± 0,66 6,43 ± 0,09
Анаэробы гемолитические 7,55 ± 0,17 7,79 ± 0,17 7,68 ± 0,20 7,38 ± 0,08 8,04 ± 0,29
Дрожжи 5,72 ± 0,30 5,94 ± 0,39 6,32 ± 0,24 6,68 ± 0,24* 6,12 ± 0,37
Плесени 4,41 ± 0,37 2,35 ± 0,05* 2,58 ± 0,14* 3,21 ± 0,42* 3,07 ± 0,29*
Антагонистическая активность  
бифидобактерий, ед. рН, M ± m

4,34 ± 0,15 4,05 ± 0,13 4,18 ± 0,07 4,24 ± 0,10 4,26 ± 0,17

П р и м е ч а н и е. * – различие с группой 1 достоверно, p < 0,05, Т-тест Стьюдента и/или непараметрический критерий Манна–Уитни; ** – 
данные для трёх животных из каждой группы.

Т а б л и ц а  6
Гематологические показатели* (лейкоциты, эритроциты) крови крыс групп 1а–4а на 29-е сутки эксперимента

Группа
Число 

животных, 
n

Показатели лейкоцитов, M ± m Показатели эритроцитов, M ± m

нейтрофилы, % базофилы, % лимфоциты,% моноциты,% гематокрит, % объём клетки, 
мкм3

Гемоглобин  
в 1 клетке, пг

1а. Контроль 9 21,9 ± 2,8 0,41 ± 0,06 64,5 ± 2,9 11,8 ± 1,0 45,2 ± 0,6 56,2 ± 0,7 18,8 ± 0,3
2а. Контроль + 
иммунизация

10 27,5 ± 2,2 0,41 ± 0,07 57,7 ± 3,6 10,2 ± 0,6 42,7 ± 0,7* 55,3 ± 0,9 18,5 ± 0,3

3а. ОСУНТ 8 22,0 ± 1,6 0,44 ± 0,07 57,9 ± 3,1 15,5 ± 1,4* 43,4 ± 1,4 53,8 ± 0,5* 17,8 ± 0,2*
4а. ОСУНТ + 
иммунизация,

9 25,0 ± 1,7 0,44 ± 0,08 60,7 ± 2,1 11,6 ± 1,1 44,8 ± 1,0 54,9 ± 0,7 18,2 ± 0,2

П р и м е ч а н и е. * – различие с группой 1а достоверно, p < 0,05, Т-тест Стьюдента и/или непараметрический критерий Манна – Уитни.
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белков, тогда как при низкой дозе обоих наноматериалов число 
таких белков составляло несколько сотен. 

Биоинформатический анализ позволил соотнести выявлен-
ные протеомные маркеры с процессами некроза и апоптоза, 
межклеточной передачи сигнала, контактного взаимодействия 
клеток, пролиферации, противоинфекционной резистентости, 
транспорта макромолекул и синтеза белка. Для большинства 
белков отмечалось снижение экспрессии, что интерпретиро-
валось как следствие развития общего стресса. Кластеризация 
протеомных биомаркеров с построением биоинформатических 
сетей показала, что ряд белков неизменно оказывался в их 
центре. Это было характерно для кадгерина 1 (CDH1), STAT1, 
белка адгезионных клеточных контактов (JUP) – плакоглоби-
на и фактора PYCARD, вовлечённого в механизмы регуляции 
апоптоза. 

При пероральным введении ОСУНТ мышам в дозе от 0,05 до 
2,5 мг/кг м.т. было выявлено поражение кишечника с появлени-
ем участков воспаления и ростом секреции провоспалительных 
цитокинов, в частности, IL-1β, IL-6 и TNF-α [20]. Общеизвестно, 
что подобные воспалительные изменения имеют, как правило, 
системный характер и вызывают различной выраженности из-
менения состава периферической крови. Что примечательно, 
изменения подобной направленности для дозы 0,1 мг/кг м.т., 
изученной в данном исследовании, были выявлены для двух из 
указанных выше цитокинов - IL-1β и TNF-α. 

По сравнению с большинством показателей цитокинового 
профиля уровень TGF-β2 достоверно повышался при макси-
мальной дозе наноматериала. Известно, что трансформирую-
щий фактор роста TGF-β относится к маркерам воспалительных 
реакций, развивающихся под действием МУНТ [21] и ОСУНТ 
[22] при ингаляционном воздействии. На важную роль TGF-β 
в качестве маркера фиброза, вызываемого ОСУНТ, указывают 
и данные исследований in vitro [23]. Выработка этого хемокина 
фибробластами положительно коррелировала с длиной ОСУНТ, 
при том, что более длинные нанотрубки обладали на этой моде-
ли большим фиброгенным потенциалом. 

Можно предположить, что при наибольшей дозе ОСУНТ, 
когда проявляется экскреция значительных их количеств с фека-
лиями животных, происходит вторичная ингаляционная экспо-
зиция аэрозолем наноматериала через подстилку по аналогии с 
тем, как это наблюдали в работе [24] для МУНТ, следствием чего 
может быть усиление продукции указанной изоформы TGF-β. 
Однако в условиях перорального поступления уровни других 
изоформ TGF при низких и средних дозах наноматериала, на-
против, снижаются, что указывает на отсутствие прямого про-
воспалительного действия. По данным [20] в развитии спектра 
воспалительных изменений в кишечнике, ключевую роль при 
достаточно длительной экспозиции, вероятно, играет именно 
TGF-β2. 

Наблюдаемое при дозе ОСУНТ 0,1 мг/кг м.т. согласованное 
снижение уровней IL-10, IL-2, IL-4, IL-13, MIP-3a (см. табл. 3) 
может указывать на активацию каскада NLRP3-инфламмосом и 
запуск процессов острого воспаления, проявляющегося в изме-
нении цитокинового профиля. При воздействии УНТ на куль-
туры макрофагов, предварительно активированных липополи-
сахаридом, индуцировалась секреция IL-1β [25]. В настоящем 
исследовании данный факт получил подтверждение в оценке 
продукции цитокинов ex vivo (см. табл. 7). Активация комплекса 
NLRP3-инфламмосомы, вызванная УНТ, осуществляется по-
средством зависимой от STAT6 отрицательной регуляции про-
каспазы 1, а продуцируемые Th2 противовоспалительные цито-
кины, включая IL-4 и IL-13, являются супрессорами указанного 
процесса. 

При нарастании доз ОСУНТ от 0,01 до 1,0 мг/кг м.т. пре-
обладающим является снижение уровня IL-12p70 с наибольшим 
эффектом при 1,0 мг/кг м.т., согласующееся с одновременным 
изменением концентраций других про- и противовоспалитель-
ных цитокинов и изменениями в лейкоцитарной формуле (см. 
табл. 2–4.). Указанные эффекты могут свидетельствовать о сни-
жении совместного действия провоспалительных факторов при 
малых и средних дозах ОСУНТ, одним из проявлений которого 
становится наблюдаемое при потреблении 0,1 мг/кг м.т. ОСУНТ 
подавление апоптоза гепатоцитов (см. табл. 1). При этом суще-
ственно, что какого-либо снижения провоспалительного по-
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тенциала иммунокомпетентных клеток не отмечается, о чём 
свидетельствуют данные ex vivo о продукции IL-1β и TNF-α в 
культурах клеток селезёнки (табл. 4), полученные от этих жи-
вотных. Таким образом, есть основание предполагать о нали-
чии некоторого системного противовоспалительного фактора, 
действующего при поступлении низких доз ОСУНТ в организм 
и сдерживающего продукцию провоспалительных цитокинов. 
Одним из таких факторов, по-видимому, может быть профиль 
абсорбируемых метаболитов кишечной микрофлоры. 

Как показали проведённые исследования, ОСУНТ в низких 
дозах оказывали выраженное ингибирующее действие на раз-
витие транзиторной плесневой флоры, представители которой 
способны продуцировать токсические продукты, в том числе 
обладающие провоспалительным, антибактериальным и сен-
сибилизирующим действием [26, 27]. Такие сдвиги в кишечной 
микробиоте крыс, возможно, связаны именно с антимикробны-
ми эффектами ОСУНТ, известными из литературы [28]. 

ОСУНТ в дозе 0,1 мг/кг м.т. при 28-дневной экспозиции су-
щественно не повлияли на уровень секреции in vivo ключевых 
цитокинов, отвечающих за продукцию иммуноглобулинов, чему 
соответствовало отсутствие различий в уровнях вырабатывае-
мых специфических антител у иммунизированных животных. 
Однако иммунизация ОВА оказала выраженное модулирующее 
действие на иммунотропные эффекты ОСУНТ, проявившиеся 
снижением уровней большинства хемокинов (см. табл. 7) по 
сравнению с простым влиянием ОСУНТ в течение 28 дней. В 
тоже время тенденция к росту уровней IL-18 и TNF-a как в сы-
воротке при 28-дневном эксперименте (см. табл. 7), так и в куль-
турах клеток селезёнки при 92-дневной экспозиции 0,1 мг/кг м.т. 
(см. табл. 4) может свидетельствовать о сохраняющемся систем-
ном воспалительном процессе в ответ на введение ОСУНТ [29, 
30].

Заключение
Таким образом, в результате 28- и 92-суточной пероральной 

экспозиции крыс водными дисперсиями ОСУНТ последние 
продемонстрировали ряд эффектов в отношении иммунологи-
ческих, гематологических показателей организма и состояния 
апоптоза печени, не имеющих однозначной направленности и 
не демонстрирующих определённой зависимости от дозы на-
номатериала. Лежащие в основе этих эффектов механизмы 
предположительно могут быть связаны с системными проти-
вовоспалительными эффектами, обусловленными подавле-
нием роста плесневой флоры кишечника, в составе которой 
присутствуют потенциально патогенные и микотоксигенные 
представители, а также возможным снижением под действи-
ем ОСУНТ проницаемости кишечного барьера для белковых 
антигенов [10]. Немонотонный характер большинства зави-
симостей доза – ответ обусловлен, по-видимому, процессами 
агрегации ОСУНТ, что следует принимать во внимание при 
оценке биологического действия их малых и сверхмалых доз, 
представленных в объектах окружающей среды при реальных 
сценариях экспозиции.
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