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Введение. Углеродные нанотрубки (УНТ) представляют собой группу перспективных наноматериалов для использования в промышленных и биоме-
дицинских целях. Литературные данные свидетельствуют о влиянии физико-химических особенностей УНТ на реализацию токсических эффектов, 
в том числе способность вызывать повреждения ДНК и индуцировать апоптоз. В настоящем исследовании проведена сравнительная оценка про-
апоптотических эффектов и механизмов их реализации при воздействии одностенных и многостенных УНТ российского производства на культурах 
клеток дыхательной системы человека.
Материалы и методы. Клетки бронхиального эпителия BEAS-2B, альвеолярного эпителия A549 и фибробластов лёгких MRC5-SV40 человека 
подвергались экспозиции очищенных и неочищенных от металлических примесей ОУНТ TUBALLTM и МУНТ Таунит-М. В клетках, подвергшихся 
воздействию 4 концентраций (100; 50; 0,03; 0,0006 мкг/мл) всех типов исследуемых УНТ в течение 72 ч, оценивали уровень мРНК генов P53, BAX  
и BCL2, а также уровень активных форм кислорода.
Результаты. Все изученные в эксперименте типы УНТ инициировали апоптоз эпителиальных клеток дыхательной системы человека BEAS-2B  
и A549, но не фибробластов лёгких MRC5-SV40. BEAS-2B были более чувствительны к воздействию МУНТ, тогда как A549 – к ОУНТ с металли-
ческими включениями. Признаки инициации апоптоза появлялись на низких концентрациях, в том числе соответствовавших производственным 
экспозициям. Механизм оксидативного стресса может выступать фактором запуска апоптоза в клетках лёгочного эпителия.
Ограничения исследования. Относительно короткое (72 ч) время экспозиции  клеток и применение 2D-клеточных моделей, не учитывающих реаль-
ные взаимодействия клеток.
Заключение. Выявлены различия в механизмах реализации внутреннего пути апоптоза и чувствительности к разным типам УНТ в зависимости 
от вида эпителиальных клеток. Сравнительный анализ инициации апоптоза различными типами УНТ показывает, что существуют различия  
в потенциальных клетках-мишенях и токсических механизмах, что необходимо учитывать в дальнейших исследованиях.
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Introduction. Carbon nanotubes (CNTs) are a group of promising nanomaterials for industrial and biomedical applications. There has been shown influence of 
the physicochemical characteristics of CNTs on the toxic effects, including the ability to cause DNA damage and induce apoptosis. In this study, there was carried 
out a comparative assessment of pro-apoptotic effects under exposure to single-walled and multi-walled CNTs produced in Russia on human respiratory cells.
Materials and methods. Human bronchial epithelial cells BEAS-2B, alveolar epithelial cells A549, and lung fibroblasts MRC5-SV40 were exposed to pristine and 
purified TUBALLTM SWCNTs and Taunit-M MWCNTs. In cells exposed to 4 concentrations (100, 50, 0.03, 0.0006 µg/ml) of all types of CNTs for 72 hours, the 
level of mRNA of the P53, BAX and BCL2 genes, as well as the level of reactive oxygen species were assessed.
Results. All types of CNTs initiated apoptosis in human respiratory epithelial cells BEAS-2B and A549, but not in MRC5-SV40 lung fibroblasts. BEAS-2B were 
more sensitive to the effects of MWCNTs, while A549 were more sensitive to pristine SWCNTs. Apoptosis was initiated at low concentrations, including those 
corresponding to industrial exposures. The mechanism of oxidative stress could act as a factor in triggering apoptosis in lung epithelial cells.
Limitations. Relatively short (72 hours) cell incubation time and the use of 2D cell models that do not consider real cell interactions.
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сичности in vitro, как правило, проводят на культурах клеток 
(2D-, 3D-модели), а также на срезах культур высокой точно-
сти, которые получают из однородных тканей в стерильных 
условиях [13].

В исследованиях in vitro описаны такие эффекты мно-
гостенных и одностенных углеродных нанотрубок (МУНТ 
и ОУНТ), как индукция воспалительных процессов [14], 
снижение жизнеспособности клеток [14, 15], окислитель-
ный стресс [15, 16], повреждение ДНК [17], индукция 
апоптоза [18]. Выделяют разные пути реализации апоптоза 
в клетках млекопитающих: внутренний митохондриаль-
ный путь и внешний путь, инициированный «рецептора-
ми смерти». Внутренний путь апоптоза реализуется через 
повышение проницаемости митохондриальных мембран 
и может запускаться при воздействии генотоксических 
агентов и образовании двухцепочечных разрывов [19, 20]. 
Ключевой белок, играющий роль в запуске внутренне-
го пути апоптоза, – белок p53, основным действием ко-
торого является регуляция транскрипции проапоптоти-
ческих и антиапоптотических членов семейства белков  
Bcl2 [19, 21]. Проапоптотические белки, такие как Bax, 
Bid и Bak1, встраиваются во внешнюю митохондриальную 
мембрану и инициируют апоптоз [19, 21]. Высвобожда-
ющийся в цитозоль цитохром С связывается с фактором 
активации апоптотической пептидазы 1 (APAF1) и фор-
мирует апоптосому, которая активирует CASP9, CASP3, 
CASP6 и CASP7, и в конечном итоге приводит к апоптозу. 
Антиапоптотические белки данного семейства, такие как 
Bcl2, поддерживают в неактивном состоянии проапопто-
тический белковый комплекс. Изменение баланса между 
проапоптотическими и антиапоптотическими белками се-
мейства Bcl2, в частности отношение Bax/Bcl2, сигнализи-
рует о запуске апоптоза или выживании клетки. Регулятор 
p53 активирует транскрипцию BAX и одновременно пода-
вляет экспрессию BCL2 [21].

В ряде исследований in vitro изучались механизмы апоп-
тоза, индуцированного УНТ [22–25]. Отмечено, что по-
вреждение ДНК под воздействием УНТ отмечалось наряду 
с апоптозом [22, 23]. Действие ОУНТ на нормальные эпите-
лиальные клетки почек крыс (NRK-52E) вызвало подтверж-
дение ДНК и повышение уровней белка р53 [22]. Внесение 
МУНТ в клетки фибробластов кожи человека (NHDF) также 
приводило одновременно к генотоксическим и апоптотиче-
ским эффектам [23]. Результаты исследования R. Srivastava 
и соавт. в клетках альвеолярного эпителия А549 продемон-
стрировали значительную активацию генов P53, BAX, CASP3 
и снижение экспрессии BCL2 под действием МУНТ [24].

Введение

Углеродные нанотрубки (УНТ), обладая исключитель-
ными физико-химическими свойствами, представляют со-
бой группу перспективных наноматериалов для использо-
вания в промышленных и биомедицинских целях [1, 2]. Их 
диаметр составляет от долей до десятков нанометров, дли-
на может достигать нескольких микрометров. Уникальные 
свойства УНТ выражаются в высоком модуле упругости – 
более 1 ТПа (модуль упругости алмаза составляет 1,2 ТПа); 
высокой прочности – в 10–100 раз превышающей прочность 
стали [3]; УНТ обладают превосходной термической ста-
бильностью и высокой электропроводностью [4, 5]. Помимо 
этого УНТ обладают особыми электронными и оптическими 
свойствами [6].

Углеродные нанотрубки улучшают механические, элек-
трические и термические свойства полимеров в составе 
композитных материалов и находят широкое применение 
в таких отраслях, как строительство, автомобилестроение, 
аэрокосмическая промышленность, энергетика [1, 2]. Свой-
ства УНТ открывают широкий потенциал для их использо-
вания в электронике [2, 7], в составе материалов для защиты 
от коррозии [8], солнечных элементов [9], химических сен-
соров [10], аккумуляторных батарей [11], в наномедицине и 
нанобиотехнологии [12].

С учётом растущих объёмов производства проведение 
исследований в области обеспечения безопасности при 
производстве и применении УНТ следует считать одним из 
приоритетных направлений, способствующих гармонично-
му развитию инновационной отрасли наноиндустрии. Без-
опасность УНТ вызывает обеспокоенность у специалистов 
в области охраны труда и потребителей продукции. Малые 
размеры и высокая проникающая способность, большая 
площадь и физико-химические свойства поверхности УНТ 
и, как следствие, высокая реакционная способность об-
условливают активное взаимодействие с биологическими 
объектами [1], что может служить причиной токсичности 
данного типа наноматериалов.

Высокая пропускная способность и гуманность экс-
периментов in vitro, а также потенциал для изучения моле-
кулярно-клеточных механизмов являются важными пре-
имуществами при выборе методов для оценки токсичности,  
в том числе наноматериалов [13]. Применение методов  
in vitro может значительно сократить количество животных 
в исследованиях, позволяет изучать эффекты и механизмы 
действия на различных типах клеточных культур и значи-
тельно снизить экспериментальную стоимость. Оценку ток-

Conclusion. There were revealed differences in the mechanisms of initiation of the internal pathway of apoptosis and sensitivity to different types of CNTs depending 
on the type of epithelial cells. Comparative analysis of the initiation of apoptosis by different types of CNTs has shown that there are differences in potential target 
cells and toxic mechanisms, which should be considered in further studies. 
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додецилсульфата натрия не приводили к существенным по-
вреждениям и разрывам УНТ [27]. Характеристики получен-
ных биосовместимых дисперсий оценивали методами дина-
мического светорассеяния (анализатор Zetasizer Nano-ZS, 
Malvern Instruments, Великобритания) и трансмиссионной 
электронной микроскопии (Hitachi HT7700 Exalens, Япо-
ния). При изучении динамического светорассеяния каждый 
образец анализировали не менее трёх раз, при этом одно из-
мерение состояло из 15 повторений по 10 с каждое.

Диапазон исследуемых концентраций подбирался на ос-
нове анализа нетоксических и токсических концентраций по 
результатам исследований других авторов, а также включал 
концентрации, соответствующие реальным производствен-
ным экспозициям [28].

В качестве клеточных моделей были выбраны различные 
типы резидентных клеток дыхательной системы человека: 
нормальная линия клеток бронхиального эпителия чело-
века BEAS-2B (Cell Applications, Inc., США); линия кле-
ток аденокарциномы лёгких человека А549 (CLS Cell Lines 
Service, Германия), моделирующая эпителиальные клетки 
дыхательной системы; SV40-трансформированные клетки, 
полученные из диплоидных фибробластов лёгких человека 
MRC5, представляющие собой стромальные клетки (клет-
ки предоставлены Черняком Б.В., НИИ физической химии 
им. А.Н. Белозерского МГУ). Клетки культивировали в сре-
де DMEM с 10%-й фетальной бычьей сывороткой и анти-
биотиками пенициллином и стрептомицином. Клетки вы-
ращивали во влажной атмосфере с 5% CO2 при температуре 
37 °C. Клеточные культуры высевали в чашки для клеточных 
культур или 96-луночные планшеты в зависимости от анали-
за и оставляли для прикрепления в течение 48 ч перед экс-
периментами.

В клетках, подвергшихся воздействию 4 концентраций 
(100; 50; 0,03; 0,0006 мкг/мл) всех типов исследуемых УНТ 
в течение 72 ч, оценивали уровень мРНК генов P53, BAX и  
BCL2. Суммарную РНК получали из суспензий клеток фе-
нол-хлороформным методом экстракции с использованием 
реагента TRIzolTM (Invitrogen, США). Хранили полученные 
образцы мРНК при минус 20 °C. Качество и количество вы-
деленной РНК оценивали спектрофотометрически на при-
боре Nanodrop Lite (ThermoFisher, США). Проводили по-
следующий синтез кДНК с использованием набора MMLV 
RT kit (Евроген, Россия), согласно инструкции фирмы-
производителя. Уровень мРНК оценивали методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени. Для 
набора оцениваемых генов проводили эксперименты, в ко-
торых варьировали количество циклов и температуру отжига 
праймеров. Условия амплификации и последовательности 
праймеров приведены в табл. 1. В качестве референтного 
гена использовали гены «домашнего хозяйства»: GAPDH для 
клеток BEAS-2B и MRC5-SV40 и ACTB – для клеток А549. 
Синтез олигонуклеотидных праймеров, согласно приведён-
ным последовательностям, проводила компания «Евроген» 
(Россия). Для амплификации полученных кДНК использо-
вали коммерческую смесь для ПЦР 5x qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, Россия) и термоциклер CXF96 (BioRad, США). 

В одном из исследований показаны различия в реали-
зации проапоптотических эффектов под действием МУНТ 
и ОУНТ в клетках бронхиального эпителия человека 
(16HBE14). Воздействие МУНТ привело к увеличению Bcl2 
и подавлению активности каспазы-3/7, что, по предположе-
нию авторов, связано с процессом аутофагии клеток. Напро-
тив, при воздействии ОУНТ наблюдалась сверхэкспрессия 
каспазы-3/7 и активация проапоптотического белка Bax, что 
ведёт к инициации апоптоза [25].

Таким образом, вышеперечисленные данные свиде-
тельствуют о способности разных типов УНТ индуцировать 
апоптотические эффекты с реализацией внутреннего пути 
апоптоза наряду с генотоксическим действием. В то же вре-
мя имеются данные о некоторых отличиях проапоптотиче-
ских эффектов под действием МУНТ и ОУНТ, что может 
свидетельствовать о существенном влиянии физико-хими-
ческих особенностей при реализации токсических эффектов 
УНТ. Следует учитывать, что полученные результаты могут 
быть специфичными для отдельных УНТ и существует не-
обходимость оценки токсичности каждого вида УНТ.

С учётом вышеизложенного в настоящем исследова-
нии проведена сравнительная оценка проапоптотических 
эффектов и механизмов их реализации при воздействии 
промышленных одностенных и многостенных УНТ рос-
сийского производства на культурах клеток бронхиального 
эпителия BEAS-2B, альвеолярного эпителия A549 и фибро-
бластов лёгких MRC5-SV40.

Материалы и методы
В качестве материала для исследования использова-

лись очищенные и неочищенные от металлических приме-
сей ОУНТ TUBALLTM (производитель – группа-компания 
OCSiAl, Новосибирск) и МУНТ Таунит-М (производитель – 
ООО «НаноТехЦентр», Тамбов). Усреднённый диаметр 
МУНТ Таунит-М составил 8–15 нм, ОУНТ TUBALLTM – 
1,6 ± 0,4 нм; длина – более 2 нм для МУНТ Таунит-М и бо-
лее 5 нм для ОУНТ TUBALLTM; ОУНТ TUBALLTM содержали 
включения железа, МУНТ Таунит-М – включения кобальта 
(данные предоставлены производителями).

Дисперсии УНТ готовили по тому же протоколу, что и в 
ранее опубликованном исследовании [26]. УНТ суспендиро-
вали в модифицированной Дульбекко среде Игла (DMEM) 
(ПанЭко, С410П, Россия) с добавлением 10%-й феталь-
ной бычьей сыворотки (BioSera, Франция) и антибиотиков 
пенициллина и стрептомицина (25 000 ЕД и 25 000 мкг, 
100-кратно лиофилизированный препарат, ПанЭко, Рос-
сия). Исходные дисперсии с концентрацией 200 мкг/мл го-
товили в биологическом боксе с использованием ультразву-
кового аппарата Sonic Vibra Cell Sonicator (Sonics&Materials, 
США) при следующих рабочих параметрах: 750 Вт, 20 кГц, 
амплитуда 40%, импульс 5/6, время 30 мин, остальные необ-
ходимые концентрации получали путём разведения. Наши 
предыдущие исследования показали, что аналогичные по 
мощности и при этом более длительные режимы ультразву-
ковой обработки при подготовке суспензий в 1% растворе 

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Нуклеотидная последовательность специфических праймеров и их температурные условия отжига
Nucleotide sequences of specific primers and their anneling temperatures conditions

Ген 
Gene

Последовательность праймера от 5’ к 3’ / Primer sequence from 5’ to 3’ Температура отжига, °C 
Anneling temperature, °Cпрямой / direct обратный / inverse

BAX GGG TGG TTG CCC TTT TCT ACT CCC GGA GGA AGT CCA GTG TC 56
BCL2 ATG GGG TGA ACT GGG GGA TTG TTC CGA ATT TGT TTG GGG CAG GTC 56
P53 GAC GGT GAC ACG CTT CCC TGG ATT GGG AAC AAG AAG TGG AGA ATG TCA 56
GAPDH GAC CAC AGT CCA TGC CAT CA TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA 63
ACTB AGC ACA GAG CCT CGC CTT CAT CAT CCA TGG TGA GCT GG 61
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ром участвует ряд связанных с апоптозом белков, включая 
проапоптотический белок Bax, опосредующий сигналы 
гибели клетки, и антиапоптотический белок Bcl2, ингиби-
рующий апоптоз и продлевающий выживание клеток. Ба-
ланс данных белков может детерминировать инициацию 
апоптоза. В клетках бронхиального эпителия BEAS-2B,  
подвергшихся воздействию МУНТ, уровень экспрессии 
гена P53 не отличался от контроля (см. рис. 1). При этом 
после экспозиции к МУНТ в концентрациях 0,0006 и 
0,03 мкг/мл наблюдалось повышение экспрессии гена BAX 
и сниженная экспрессия гена BCL2 (рис. 2, табл. 2), что 
свидетельствует о процессе инициации апоптоза; на более 
высоких концентрациях 50 и 100 мкг/мл признаки апоп-
тоза уже отсутствовали. Наши более ранние исследования, 
показавшие статистически значимое повышение уровня 
ЛДГ в аналогичном по дизайну эксперименте [28, 30], 
позволяют предположить включение на высоких концен-
трациях отличного от апоптоза механизма гибели клеток 
(некроз, некроптоз, аутофагия клеток) [31]. Выражен-
ность эффектов ОУНТ на клетках BEAS-2B отличалась от 
эффектов МУНТ: инициация апоптоза происходила лишь 
на высокой концентрации 100 мкг/мл – при воздействии  
неочищенных ОУНТ TUBALLTM наряду с отмеченным 
выше повышением экспрессии P53 (см. рис. 1) повы-
шалась экспрессия проапоптотического гена BAX (см. 
рис. 2), а при экспозиции очищенных ОУНТ TUBALLTM 
снижалась экспрессия гена BCL2 с изменением баланса  
BAX/BCL2 до 2,68 на концентрации 100 мкг/мл (см. табл. 2).

Выявленные закономерности свидетельствуют об ини-
циации внутреннего пути апоптоза при воздействии УНТ на 
клетки BEAS-2B и наличии существенных различий в чув-
ствительности клеток бронхиального эпителия к различным 
типам УНТ, что может быть связано с физико-химическими 
свойствами последних.

В клетках альвеолярного эпителия A549 многостенные 
углеродные нанотрубки статистически значимо повышали 
экспрессию гена Р53 по сравнению с контролем начиная с 

Проводили денатурацию при 96 °C в течение 3 мин; далее 
40 циклов, включающих денатурацию при 96 °C в течение 
10 с, отжиг и визуализацию, согласно подобранным темпе-
ратурам отжига для каждого отдельного праймера, и мелтинг 
для оценки пройденной реакции. Каждый образец ставился 
отдельно и выполнен в трёх повторностях. Расчёт оценки 
уровня мРНК генов проводился методом 2–∆∆Ct относительно 
контроля для каждой клеточной линии.

Для количественной оценки активных форм кислорода 
(АФК) в образцах живых клеток использовали набор для 
анализа АФК DCFDA – Cellular Reactive Oxygen Species 
Assay Kit (Abcam, Великобритания), основанный на диф-
фузии реагента 2,7-дихлорофлуоресциндиацетата в клетку, 
где он окисляется активными формами кислорода до обла-
дающего флуоресценцией соединения 2,7-дихлорфлуорес-
цеина. Исследовались 4 концентрации УНТ (100; 50; 0,03; 
0,0006 мкг/мл) в трёх типах клеточных культур после 72-ча-
совой экспозиции. В качестве положительного контроля 
использовали трет-бутилгидропероксид (TBHP), в качестве 
отрицательного контроля – клетки без воздействия. Каж-
дая концентрация УНТ была исследована в трёх повторно-
стях. Клетки культивировали в 96-луночном планшете, пе-
ред измерением уровня АФК наслаивали 100 мкл раствора 
DCFDA в концентрации 50 мкмоль, инкубировали 40 мин 
при 37 °C. Флуоресценцию измеряли при 485/535 нм на 
микропланшетном ридере Varioskan LUX (ThermoFisher 
Scientific, Германия). Уровень окислительного стресса вы-
ражали в виде кратного увеличения относительно отрица-
тельного контроля.

Полученные данные обрабатывали с помощью компью-
терной программы Microsoft Excel 2016 и пакета R. Для оцен-
ки достоверности различий изучаемых выборок применяли 
t-критерий Стьюдента. При р < 0,05 различия считали ста-
тистически значимыми, при p < 0,1 результат рассматривали 
как тенденцию. Полученные результаты представлены в виде 
среднего арифметического значения ± стандартное отклоне-
ние. Для интегральной оценки уровня мРНК генов – маркё-
ров апоптоза использовался анализ главных компонент.

Результаты
Методом динамического светорассеяния выявлено при-

сутствие УНТ в исходных суспензиях в двух различных фор-
мах: агломератах и пучках. Во всех трёх типах УНТ основной 
пик наблюдался в диапазоне 100–1000 нм. Кроме того, для 
МУНТ и неочищенных ОУНТ вторичный пик был иденти-
фицирован в диапазоне от 10 до 100 нм, а для очищенных 
ОУНТ – в диапазоне от 1000 до 10 000 нм. Средний размер 
агломератов МУНТ в дисперсиях был в несколько раз мень-
ше, чем у обоих типов ОУНТ: 242,37 ± 3,11 нм для МУНТ, 
604,4 ± 23,07 для неочищенных ОУНТ и 847,43 ± 27,3 нм для 
очищенных ОУНТ. Просвечивающую электронную микро-
скопию (ПЭМ) использовали для получения изображений 
отдельных нанотрубок, жгутов и кластеров УНТ в биосов-
местимых дисперсиях. ОУНТ наблюдались в виде жгутов 
и агломератов, тогда как МУНТ обнаруживались и в виде 
отдельных нанотрубок. Данное обстоятельство отражает 
физико-химические особенности разных типов УНТ, в том 
числе их способность к диспергированию. Получение био-
совместимых суспензий ОУНТ TUBALLTM в отличие от дру-
гих УНТ является весьма сложной задачей [29], которую нам 
удалось успешно решить в ходе предварительных экспери-
ментов [26].

В клетках бронхиального эпителия BEAS-2B, инкуби-
рованных в течение 72 ч со 100 мкг/мл (наиболее высокая 
из изученных концентраций) уровень экспрессии гена-су-
прессора опухолевого роста P53 оказался выше контроля, 
для неочищенных ОУНТ различия с контролем были ста-
тистически значимыми (рис. 1).

Чаще всего апоптоз клеток реализуется по митохон-
дриальнозависимому внутреннему пути апоптоза, в кото-

Рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена P53 в клетках линии 
BEAS-2B после воздействия исследуемых материалов (инкубация – 
72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение; * – p < 0,05  
в сравнении с контролем.

Fig. 1. Relative level of P53 gene expression in BEAS-2B cell line after 
exposure to materials under study (incubation – 72 hours): mean ± 
standard deviation; * – p < 0.05 for comparison with control.
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В экспериментах с культурой фибробластов лёгких 
MRC5-SV40 признаков апоптоза при воздействии на клетки 
МУНТ обнаружено не было (рис. 5, 6). Для ОУНТ, несмо-
тря на положительную экспрессию гена Р53 (см. рис. 5), на-
блюдалась тенденция к смещению соотношения BAX/BCL2 
в сторону повышенной экспрессии антиапоптотического 
гена BCL2 на всём диапазоне изученных концентраций, 
что может свидетельствовать об ингибировании апоптоза  
(см. табл. 2).

Для изучения потенциального патогенетического меха-
низма, который может выступить как фактор запуска вну-
треннего пути апоптоза, в изучаемых клеточных культурах 
определялся относительный уровень активных форм кисло-
рода. Установлено, что статистически значимое повышение 

концентрации 0,03 мкг/мл (рис. 3); статистически значимое 
увеличение экспрессии генов BAX и BCL2 (с повышением 
соотношения BAX/BCL2 до 1,5) наблюдалось на концен-
трации 100 мкг/мл (рис. 4). Для неочищенных ОУНТ экс-
прессия гена Р53 статистически значимо повышалась уже на 
самой низкой концентрации 0,0006 мкг/мл, для очищенных 
ОУНТ – начиная с 0,03 мкг/мл; на 100 мкг/мл признаки 
апоптоза уже отсутствовали (см. рис. 3). При этом на всём 
диапазоне концентраций соотношение BAX/BCL2 при экс-
понировании клеток A549 к ОУНТ было выше 1 (статисти-
чески значимо для неочищенных ОУНТ в концентрациях 
0,0006 и 100 мкг/мл), свидетельствуя о преобладании про-
апоптотических процессов над антиапоптотическими (см. 
табл. 2).

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Отношение BAX/BCL2 в культурах клеток BEAS-2B, A549, MRC5-SV40 при воздействии различных типов УНТ
BAX/BCL2 ratio in BEAS-2B, A549, MRC5-SV40 cells cultures  under exposure to different types of CNT

Исследуемый материал 
Material under  study

Концентрация, мкг/мл 
Concentration, μg/ml

BAX/BCL2, среднее значение ± стандартное отклонение 
BAX/BCL2, mean ± standard deviation

BEAS-2B A549 MRC5

Отрицательный контроль 
Negative control

– 0.98 ± 0.17 1.07 ± 0.35 1.00 ± 0.19

МУНТ Таунит-М 
MWCNT Taunit-M

0.0006 3.59 ± 0.48 1.97 ± 0.87 0.26 ± 0.07

0.03 3.41 ± 0.39 0.43 ± 0.21 0.52 ± 0.08
50 0.69 ± 0.29 0.89 ± 0.49 0.43 ± 0.34

100 1.75 ± 0.55 1.50 ± 0.55 0.46 ± 0.37
Очищенные ОУНТ TUBALLTM 
Purified SWCNT TUBALLTM

0.0006 1.04 ± 0.11 3.57 ± 2.20 0.51 ± 0.23
0.03 0.45 ± 0.04 1.95 ± 1.00 0.39 ± 0.14

50 0.28 ± 0.05 4.73 ± 2.68 0.14 ± 0.06

100 2.68 ± 0.38 1.13 ± 0.03 0.09 ± 0.01

Неочищенные ОУНТ TUBALLTM

Pristine SWCNT TUBALLTM
0.0006 1.68 ± 0.39 2.83 ± 0.34 0.03 ± 0.0003

0.03 0.26 ± 0.23 1.05 ± 0.21 0.41 ± 0.48
50 0.26 ± 0.05 1.83 ± 0.14 0.20 ± 0.18

100 1.28 ± 0.08 7.73 ± 0.51 0.31 ± 0.04
П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: * – жирным шрифтом выделены значения, имеющие статистически значимые различия с контролем на 
уровне p < 0,05.
N o t e: Here and in the Table. 3: * – values that have statistically significant differences with the control at the level of p < 0.05 are highlighted in bold.
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Рис. 2. Относительный уровень экспрессии генов семейства Bcl2 (а – BAX, б – BCL2) в клетках линии BEAS-2B после воздействия исследуемых 
материалов (инкубация – 72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение; * – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Fig. 2. Relative level of Bcl2-associated protein gene expression (а – BAX, б – BCL2) in BEAS-2B cell line after exposure to materials under study 
(incubation – 72 hours): mean ± standard deviation; * – p < 0.05 for comparison with control.
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Рис. 3. Относительный уровень экспрессии гена P53 в клетках альвео-
лярного эпителия A549 после воздействия исследуемых материалов 
(инкубация – 72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение;  
* – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Fig. 3. Relative level of P53 gene expression in A549 cell line after exposure 
to materials under study (incubation – 72 hours): mean ± standard 
deviation; + – p < 0.05 for comparison with control.

Рис. 4. Относительный уровень экспрессии генов семейства Bcl2 (а – BAX, б – BCL2) в клетках альвеолярного эпителия A549 после воздействия 
исследуемых материалов (инкубация – 72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение; * – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Fig. 4. Relative level of Bcl2-associated protein gene expression (а – BAX, б – BCL2) in A549 cell line after exposure to materials under study (incubation – 
72 hours): mean ± standard deviation; * – p < 0.05 for comparison with control.
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Рис. 5. Относительный уровень экспрессии гена Р53 в фибробластах 
лёгких MRC5-SV40 после воздействия исследуемых материалов 
(инкубация – 72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение;  
* – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Fig. 5. Relative level of P53 gene expression in lung fibroblasts MRC5-SV40 
cell line after exposure to materials under study (incubation – 72 hours): 
mean ± standard deviation; * – p < 0.05 for comparison with control.
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активных форм кислорода происходило во всех типах клет-
кок дыхательной системы человека при воздействии УНТ 
всех типов, начиная с 50 мкг/мл (табл. 3).

Относительный уровень активных форм кислорода соот-
носился с уровнем интегрального показателя, в качестве ко-
торого рассматривалась первая главная компонента, полу-
ченная в результате обработки массива данных по маркёрам 
апоптоза (уровень экспрессии генов P53, BAX, BCL2) мето-
дом главных компонент. Компонента объясняла 84,2% дис-
персии признаков со следующим коэффициентами вклада 
исходных показателей (уровень экпрессии P53, BAX, BCL2): 
0,55; 0,60; 0,58. С учётом структуры данной компоненты её 

значения отражают интенсивность реализации внутреннего 
пути апоптоза, характеризующегося одновременным повы-
шением экспрессии генов P53, проапоптотического (BAX) и 
антиапоптотического (BCL2) белков со сдвигом равновесия 
в сторону проапоптотических белков. Более высокие уровни 
активных форм кислорода в клетках были связаны (p = 0,08) 
с более высоким значением данного интегрального показа-
теля, что можно рассматривать как проявление тенденции  
и заслуживает дальнейшего изучения.
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эпителия A549, независимо от типа УНТ; как было показано  
выше, этот механизм апоптоза может быть опосредован  
образованием активных форм кислорода.

Апоптоз как механизм гибели клеток инициировался в 
основном на низких концентрациях, в том числе – в случа-
ях воздействия МУНТ на клетки BEAS-2B и неочищенных 
ОУНТ на клетки A549 – на самой низкой концентрации 
0,0006 мкг/мл, соответствующей потенциальным производ-
ственным экспозициям. Отсутствие признаков апоптоза на 
высоких цитотоксических концентрациях, отмеченное для 
клеток BEAS-2B, подвергшихся воздействию МУНТ, и кле-
ток A549, экспонированных к ОУНТ, возможно, объясняет-
ся массовой гибелью клеток вследствие некроза, некроптоза 

Обсуждение
Все изученные в эксперименте типы УНТ вызывали 

апоптоз эпителиальных клеток дыхательной системы чело-
века BEAS-2B и A549. При экспонировании клеток бронхи-
ального эпителия BEAS-2B к УНТ происходило повышение 
экспрессии гена проапоптотического белка BAX и (или) сни-
жение экспрессии гена BCL2; при этом МУНТ оказывали 
более выраженное повреждающее действие на клетки BEAS-
2B. Второй механизм, проявившийся повышением экспрес-
сии P53, проапоптотического (BAX) и антиапоптотического 
(BCL2) генов с выраженным сдвигом равновесия в сторону 
проапоптотического гена, наблюдался на клетках лёгочного 

Рис. 6. Относительный уровень экспрессии генов семейства Bcl2 (а – BAX, б – BCL2) в фибробластах лёгких MRC5-SV40 после воздействия 
исследуемых материалов (инкубация – 72 ч): среднее значение ± стандартное отклонение; * – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Fig. 6. Relative level of Bcl2-associated protein gene expression (а – BAX, б – BCL2) in lung fibroblasts MRC5-SV40 cell line after exposure to materials 
under study (incubation – 72 hours): mean ± standard deviation; * – p < 0.05 for comparison with control.
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Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Уровни активных форм кислорода в культурах клеток BEAS-2B, A549, MRC5 при воздействии различных типов УНТ
ROS levels in BEAS-2B, A549, MRC5 cells under exposure to different types of CNT

Исследуемый материал 
Material Under  study

Концентрация, мкг/мл 
Concentration, μg/ml

Относительный уровень активных форм кислорода,  
кратное увеличение по сравнению с контролем

Relative ROS level, fold increase compared to control

BEAS-2B A549 MRC5

Отрицательный контроль / Negative control – 1.00 ± 0.03 1.00 ± 0.03 1.00 ± 0.03
МУНТ Таунит-М 
MWCNT Taunit-M

0.0006 0.81 ± 0.02 0.98 ± 0.04 0.98 ± 0.03
0.03 0.98 ± 0.02 0.93 ± 0.04 0.93 ± 0.04
50 3.69 ± 0.16 2.07 ± 0.13 2.68 ± 0.14

100 6.21 ± 0.78 3.31 ± 0.20 4.92 ± 0.24

Очищенные ОУНТ TUBALLTM 
Purified SWCNT TUBALLTM

0.0006 0.90 ± 0.05 0.93 ± 0.03 0.84 ± 0.02
0.03 0.88 ± 0.02 0.95 ± 0.03 0.96 ± 0.02
50 5.63 ± 0.09 6.25 ± 0.09 6.59 ± 0.17

100 6.87 ± 0.17 8.04 ± 0.01 8.35 ± 0.01

Неочищенные ОУНТ TUBALLTM

Pristine SWCNT TUBALLTM
0.0006 0.91 ± 0.001 0.96 ± 0.01 0.86 ± 0.02

0.03 0.90 ± 0.03 1.02 ± 0.14 0.96 ± 0.002
50 5.71 ± 0.14 8.35 ± 0.13 7.55 ± 0.20

100 6.43 ± 0.01 8.82 ± 0.20 8.17 ± 0.27
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или аутофагии [31, 32]. Как отмечалось выше, в ряде иссле-
дований было показано, что воздействие УНТ приводило 
одновременно к генотоксическим и апоптотическим эф-
фектам [22, 23]. Известно, что повреждение клеточной ДНК 
может явиться одним из факторов инициации апоптоза [31]. 
Таким образом, полученные в настоящем исследовании дан-
ные позволяют предположить потенциальное повреждение 
ДНК эпителиальных клеток дыхательной системы человека 
в ответ на воздействие УНТ в нецитотоксическом диапазоне 
концентраций, что требует дальнейшей верификации.

Сравнительный анализ инициации апоптоза различными 
типами УНТ показывает, что существуют различия в реак-
ции потенциальных клеток-мишеней. В частности, при из-
учении генотоксичности и канцерогенных эффектов МУНТ 
следует обратить внимание на бронхиальное дерево и поиск 
отличных от окислительного стресса механизмов токсиче-
ского действия. Лёгкие могут явиться органом-мишенью для 
разных типов УНТ с большей чувствительностью для одно-
стенных углеродных нанотрубок, и окислительный стресс, 
возможно, играет важную роль в повреждении клеток.

С учётом того, что токсичность УНТ в экспериментах 
in vitro может варьировать в зависимости от их длины, диа-
метра, способа получения, дисперсности и используемой 
культуральной среды [32], при экстраполяции полученных 
результатов на другие типы УНТ и при иных способах под-
готовки материалов для внесения в биологические системы 
необходимо учитывать применённую методику диспергиро-
вания. Ограничениями настоящего исследования являются 

также относительно короткое (72 ч) время экспозиции кле-
ток и применение 2D-клеточных моделей, не учитывающих 
реальные взаимодействия клеток. Разработка и применение 
бескаркасных 3D-клеточных моделей, в том числе сокуль-
тур, является перспективным направлением для повышения 
точности экстраполяции результатов от моделей in vitro к мо-
делям на живых организмах.

Заключение
Все изученные в эксперименте типы УНТ инициировали 

апоптоз эпителиальных клеток дыхательной системы чело-
века BEAS-2B и A549, но не фибробластов лёгких. При этом 
выявлены различия в механизмах реализации внутреннего  
пути апоптоза и чувствительности к разным типам УНТ  
в зависимости от вида эпителиальных клеток. Клетки брон-
хиального эпителия BEAS-2B были более чувствительны к 
воздействию МУНТ, тогда как клетки лёгочного эпителия 
A549 – к ОУНТ с металлическими включениями, что про-
являлось признаками инициации апоптоза на низких кон-
центрациях, в том числе соответствовавших потенциальным 
производственным экспозициям. Механизм окислитель-
ного стресса может выступать фактором запуска апоптоза  
в клетках лёгочного эпителия. Сравнительный анализ ини-
циации апоптоза различными типами УНТ показывает, 
что существуют различия в потенциальных клетках-мише-
нях и токсических механизмах, что необходимо учитывать  
в дальнейших исследованиях.
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