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Введение. Вопрос генотоксического действия наноматериалов на клетки вызывает основное 
беспокойство при исследовании новых наноматериалов, имея в виду их безопасность. Каждый 
мутаген считается потенциально канцерогенным, поэтому оценка генотоксичности необхо-
дима. Однако чёткая стратегия оценки генотоксического действия наноматериалов до сих пор  
не разработана. 
Материал и методы. Материалом для анализа послужили источники литературы из библиогра-
фических баз PubMed, Scopus, РИНЦ. 
Результаты. Физико-химическую характеризацию наноматериалов проводят с помощью микро-
скопических методов высокого разрешения, методов светорассеяния. Перед проведением тести-
рования на генотоксичность необходимо знать цитотоксичность тестируемых НМ, чтобы выбрать 
соответствующий диапазон концентраций. Наиболее важные и значимые тесты основаны на 
определении жизнеспособности клеток. Популярным является МТТ-тест – колориметрический 
тест, оценивающий метаболическую активность клеток. Кроме него жизнеспособность можно 
определять с помощью микроскопии, проточной цитометрии, определения лактатдегидрогена-
зы. Только после предварительных этапов можно приступать к оценке генотоксичности. Набор 
тестов должен охватывать повреждения ДНК, генные мутации, хромосомные повреждения как 
чувствительные точки генотоксичности. Тест на мутацию генов млекопитающих in vitro обычно 
проводится с использованием клеток лимфомы мышей и выявляет широкий спектр генетиче-
ских повреждений, включая делецию генов. Наиболее распространённым тестом для выявления 
хромосомных повреждений является анализ микроядер in vitro. Разрывы цепей ДНК чаще всего 
оцениваются с помощью теста ДНК-комет.
Заключение. Обязательными этапами изучения генотоксичности наноматериалов должны быть 
предварительные исследования, включающие физико-химическую характеризацию и оценку 
цитотоксичности, а также изучение не только конечных точек генотоксичности, но и потенци-
ально возможных механизмов.
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Introduction. Genotoxicity of nanomaterials (NM) is becoming a major concern when investigating new 
NM for their safety. Each mutagen is considered to be potentially carcinogenic, therefore a genotoxicity 
assessment is necessary. However, a clear strategy for assessing the genotoxic effect of NM has not yet been 
developed.
Material and methods. The material for the analysis have included literature sources from the bibliographic 
databases PubMed, Scopus, RSCI.
Results. Physicochemical characterization of NM is carried out using high-resolution microscopic and 
light scattering methods. Before testing for genotoxicity, it is necessary to know the cytotoxicity of the 
tested NM in order to select the appropriate concentration range. The most important and significant 
tests are based on the cell viability. MTT assay is a colorimetric test that evaluates the metabolic activity of 
cells. In addition, viability can be determined using microscopy, flow cytometry, determination of lactate 
dehydrogenase. Genotoxicity evaluation can be carried out only after the preliminary steps. The strategy 
should include genotoxicity endpoints: DNA damage, gene mutations, chromosomal damage. The in vitro 
mammalian gene mutation test, usually performed using mouse lymphoma cells, detects a wide range of 
genetic damage, including gene deletions. The most common test for detecting chromosomal damage is 
an in vitro micronucleus assay. DNA strand breaks are most often assessed using the comet DNA assay.
Conclusion. Compulsory stages in the study of the genotoxicity of nanomaterials should be preliminary 
studies, including physicochemical characterization and assessment of cytotoxicity, as well as the study of 
the endpoints of genotoxicity and potential mechanisms.
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Введение

Введение новых наноматериалов (НМ) в 
промышленность требует понимания влия-
ния этих материалов на окружающую среду 
и здоровье человека. Углеродные нанотрубки 
(УНТ) имеют уникальные физико-химические 
свойства, которые обусловливают расширение 

объёмов производства и сфер применения дан-
ных НМ, включая композитные материалы, 
строительство, наноэлектронику, нанобиотех-
нологию, разработку бионаносенсоров [1–3]. 
Постоянно растущее коммерческое примене-
ние в большом количестве потребительских то-
варов обусловливает необходимость исследова-
ния наноматериалов на предмет безопасности. 
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Основное беспокойство вызывает вопрос 
генотоксического действия наноматериалов, 
в том числе и углеродных нанотрубок, на 
клетки [4]. Генотоксичность описывает свой-
ство химических или физических агентов, ко-
торые могут изменять генетическую инфор-
мацию. Генотоксические события могут быть 
временными (восстановимые, обратимые по-
вреждения) или же приводящими к мутациям 
в количестве или структуре генетического ма-
териала в клетке. Когда мутация присутствует 
в зародышевой клетке, она передаётся следу-
ющему поколению и может вызвать генети-
ческое заболевание. В соматических клетках 
мутация критического гена может привести к 
раку. Таким образом, каждый мутаген счита-
ется потенциально канцерогенным [5].

Данные ряда проведённых экспериментов  
убедительно свидетельствуют о том, что много-
стенные углеродные нанотрубки МУНТ-7  
(производитель Mitsui Ltd., Япония) класси-
фицированы как возможный канцерогенный 
фактор для человека и отнесены Международ-
ным агентством по изучению рака (МАИР) к 
категории 2B [6]. В ряде других исследований 
in vivo и in vitro показан генотоксический по-
тенциал многостенных и одностенных угле-
родных нанотрубок (МУНТ и ОУНТ) разных  
типов [4, 7–9]. Среди методов in vivo, исполь-
зуемых для оценки генотоксичности нано-
материалов, выделяют метод ДНК-комет и 
микроядерный тест in vivo, анализ мутаций на 
трансгенных грызунах, оценка хромосомных 
аберраций, метод оценки полиморфизма длин 
амплифицированных фрагментов (ПДАФ) [7].

В соответствии с принципами 3R (сни-
жение – reduction, уменьшение дистресса – 
refinement, замена – replacement) в отноше-
нии экспериментов на лабораторных живот-
ных, наблюдается переход от исследований на 
моделях in vivo к передовым моделям in vitro, 
имитирующих реальные взаимодействия кле-
ток в организме. Эксперименты in vitro дают 
возможность изучить механизмы генотокси-
ческого действия. На сегодняшний день су-
ществует огромное количество методов для 
оценки генотоксичности в исследованиях на 
клеточных культурах. Однако правильная ин-
терпретация и обобщение результатов иссле-
дований генотоксического потенциала нано-
материалов требует общей стратегии и валид-
ности используемых подходов [10].

Цель работы – определить стратегии оцен-
ки генотоксичности углеродных нанотрубок 
в экспериментах in vitro.

Материал и методы
Анализ и обобщение сведений об име-

ющихся методах оценки генотоксичности  
in vitro и данных о возможных механизмах  
генотоксического действия УНТ с использо-
ванием баз данных Scopus, PubMed, РИНЦ.

Результаты
Анализ исследований и обзоров по данной 

теме демонстрирует разнообразие используе-
мых методов для оценки генотоксичности на-
номатериалов [10]. Однако наноматериалы, в 
отличие от химических веществ, заслужива-
ют особого внимания в некоторых экспери-
ментальных деталях и требуют оптимизации 
существующих протоколов испытаний [11]. 
Например, данные некоторых исследований 
свидетельствуют о существовании зависи-
мости токсических эффектов от физико-хи-
мических свойств наноматериалов [12–20]. 
Поэтому комплексная характеристика и под-
готовка дисперсий наноматериалов имеют 
решающее значение при интерпретации ре-
зультатов эксперимента. 

Кроме того, использование некоторых 
традиционных методов исследования огра-
ничено в связи с особыми свойствами НМ. 
Широко используемый для изучения гено-
токсических агентов тест Эймса не подходит 
для оценки генных мутаций, вызванных дей-
ствием НМ, из-за небольшого размера бакте-
рий и отличий клеточной стенки бактерий от 
мембран клеток человека [12]. 

На данный момент можно выделить 
несколько обязательных этапов в стратегии 
исследования генотоксичности наномате-
риалов:
1. Физико-химическая характеризация нано-

материала
Физико-химические параметры нанома-

териалов, включая форму, размер, свойства 
диспергируемости и агломерации, свойства 
поверхности, могут влиять на токсикокине-
тику и токсикодинамику данных материалов. 

Форма. Показано, что эндоцитоз волокни-
стых наноматериалов (например, углеродных 
нанотрубок) происходит сложнее и медленнее 
по сравнению со сферическими [12]. Форма 
углеродных нанотрубок затрудняет их погло-
щение фагоцитами, из-за чего может происхо-
дить повреждение макрофагов и высвобожде-
ние свободных радикалов из клеток [14]. 

Размер (удельная площадь поверхности). 
Потенциал образования активных форм кис-



19

Токсикологический вестник · Том 29 · ¹ 6 · 2021Токсикологический вестник · Том 29 · ¹ 6 · 2021

Н О Я Б Р Ь –  Д Е К А Б Р Ь

лорода (АФК) увеличивается с уменьшением 
размера НМ. Площадь реакционноспособной 
поверхности увеличивается с уменьшением 
размера, и активные участки НМ вступают 
в реакцию с молекулярным кислородом, что 
приводит к образованию свободных ради-
калов [15]. Для УНТ показано, что площадь 
поверхности зависит от количества стенок и 
диаметра [16]. Площадь поверхности увели-
чивается с уменьшением внешнего диаметра 
УНТ [16]. 

Диспергирование и агломерация. Стабиль-
ность и биосовместимость дисперсии НМ 
может стать определяющим параметром 
при оценке влияния НМ на биологический 
объект [17]. Некоторые наночастицы могут 
обладать разными агломерационными свой-
ствами в разных типах сред и, следовательно, 
могут по-разному взаимодействовать с раз-
личными биологическими системами [18]. 
Свойства диспергируемости и агломерации 
также влияют на распределение НМ в орга-
низме, тип взаимодействия НМ с клетками и 
индуцированные этим взаимодействием эф-
фекты. Высокий уровень агломерации УНТ 
приводит к более выраженным токсическим 
эффектам по сравнению с УНТ с низким 
уровнем агломерации [19].

В ходе большинства экспериментов на 
клеточных культурах исходные наномате-
риалы диспергируют в среде для культиви-
рования клеток. В условиях дисперсии по-
верхностные свойства наноматериалов мо-
гут изменяться. Например, фетальная бычья 
сыворотка в культуральной среде приводит к 
образованию так называемых белковых ко-
рон, которые довольно сильно меняют фи-
зико-химическую природу наноматериалов 
и, соответственно, их токсическое дейст- 
вие [20]. Поэтому точная интерпретация  
результатов исследований подразумевает 
анализ не только исходных наноматериалов, 
но и их суспензий. 

Поверхностный заряд. Поверхностный за-
ряд может определять коллоидную стабиль-
ность и адсорбцию биомолекул и ионов, 
впоследствии влияющих на взаимодействие 
НМ с биологическими объектами. Катион-
ные поверхности склонны вызывать агрега-
цию тромбоцитов и гемолиз [21]. Они более 
токсичны, чем анионные поверхности, из-за 
их более сильного взаимодействия с отрица-
тельными доменами белка или головными 
группами фосфолипидов на клеточных мем-
бранах [22]. 

Правильное покрытие поверхности может 
устранить неблагоприятное влияние НМ, 
предотвращая агломерацию и высвобожде-
ние токсичных ионов. Показано, что МУНТ, 
покрытые диэтилентриаминпентауксусным 
диангидридом, не обладают значительным 
генотоксическим действием [23].

Чаще всего для визуализации формы, раз-
мера, морфологии поверхности используются 
микроскопические методы высокого разре-
шения, среди которых просвечивающая элек-
тронная микроскопия (ПЭМ), сканирующая 
электронная микроскопия (СЭМ), атомно-
силовая микроскопия (АСМ) [24]. Методы 
светорассеяния, к которым относятся дина-
мическое рассеяние света и анализ траекторий 
наночастиц, могут быть применены для оцен-
ки распределения НМ по размерам [24, 25]. 
Также методы светорассеяния могут исполь-
зоваться для определения поверхностного за-
ряда (дзета-потенциала) [26]. 
2. Исследование цитотоксичности перед оцен-

кой генотоксичности
Перед оценкой генотоксичности необхо-

димо исследовать цитотоксичность нанома-
териалов и установить ЛК50 (летальная кон-
центрация, при которой 50% клеток гибнут), 
чтобы выбрать соответствующий диапазон 
концентраций для дальнейших эксперимен-
тов [11]. Диапазон доз зависит от типа теста 
на генотоксичность, применяемого к НМ. 

Для анализа генных мутаций и микроядер 
выбирают концентрации, охватывающие 
диапазон от нецитотоксических до ЛК50 [11]. 
При проведении тестов, выявляющих разры-
вы ДНК, используют только нецитотокси-
ческие концентрации НМ, так как разрывы 
ДНК могут быть индуцированы косвенно как 
следствие цитотоксичности. В ходе апопто-
тической гибели клеток одним из этапов яв-
ляется фрагментация ДНК, поэтому оценка 
генотоксичности при цитотоксических кон-
центрациях может демонстрировать ложно-
положительные результаты [5]. 

Повреждение клеточной мембраны яв-
ляется одним из индикаторов цитотоксиче-
ского действия. Живые клетки непроницае-
мы для красителей вследствие способности к 
восстановлению молекул красителя. Мертвые 
клетки имеют повреждённую и проницаемую 
клеточную мембрану, что определяет погло-
щение мёртвыми клетками различных краси-
телей (например, трипанового синего) [27]. 
Другой распространённый метод – двойное 
окрашивание флуоресцентными красителя-
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ми пропидиум йодидом для мёртвых клеток и 
диацетатом флуоресцеина для живых клеток 
и последующий анализ с помощью микро-
скопии или проточного цитометра [28]. 

Кроме этого, мертвые или погибающие 
клетки можно обнаружить по утечке внутри-
клеточных веществ, таких как лактатдегидро-
геназа (ЛДГ) [27]. Распространённым и удоб-
ным тестом является анализ alamarBlue™, 
основанный на восстановлении резазурина 
до высоко флуоресцентного резоруфина, или 
аналогичный тест МТТ [29]. 

Изучение проникновения наноматериа-
лов в клетку позволяет оценить возможность 
взаимодействия с клеточными структурами. 
Визуализация также проводится с помощью 
микроскопических методов высокого разре-
шения (ПЭМ, СЭМ, конфокальная микро-
скопия, темнопольная микроскопия) [30,31]. 
Темнопольная микроскопия хорошо подхо-
дит для неокрашенных биологических образ-
цов и требует минимальной пробоподготовки 
по сравнению с методами электронной ми-
кроскопии [32]. 
3. Оценка генотоксического действия в экспе-

риментах in vitro
Чувствительными конечными точками 

генотоксичности являются повреждения 
ДНК, генные мутации и хромосомные по-
вреждения.

Генные мутации. Мутагенный потен-
циал наноматериалов можно исследовать 
при оценке мутаций в определённых генах 
(например, в генах Tk (тимидинкиназа) или 
Hprt (гипоксантинфосфорибозилтрансфе-
раза) в клетках млекопитающих in vitro.  
С помощью метода выявления мутантного 
гена Hprt в клеточной линии V79 было по-
казано увеличение частоты генных мутаций 
при воздействии многостенных углеродных 
нанотрубок [33]. Анализ мутаций в гене Tk в 
клетках лимфомы мышей выявляет не только 
широкий спектр генетических повреждений, 
но и эпигенетическое подавление экспрес-
сии гена [34]. Индукция генных мутаций на 
клетках лимфомы мышей была показана при 
воздействии различных форм МУНТ в высо-
ких концентрациях [35].

Хромосомное повреждение. К хромосомным 
повреждениям можно отнести структурные 
хромосомные или хроматидные разрывы, 
дицентрики и другие аномальные хромосо-
мы, а также потерю хромосом. Наиболее 
распространённым методом для выявления 
хромосомных повреждений является микро-

ядерный тест in vitro, который заключается в 
оценке микроядер в цитоплазме интерфазных 
клеток [36]. Микроядра образуются из фраг-
ментов хромосом или целых хромосом, отста-
ющих при делении клеток, образуя одно или 
несколько микроядер в цитоплазме. Микро-
ядерный анализ выявляет как структурные 
повреждения хромосом (кластогенный эф-
фект), так и численные хромосомные изме-
нения (анеугенный эффект). 

Противоречивые результаты получены при 
оценке хромосомных повреждений при воз-
действии МУНТ и ОУНТ на клетки. ОУНТ в 
концентрациях 0,1 мкг/мл и выше вызывали 
образование микроядер в клетках мышиных 
макрофагов RAW264.7, однако не приводили 
к значимой индукции хромосомных повре-
ждений в культуре фибробластов лёгкого ки-
тайского хомячка V79 [37, 38]. МУНТ-7 приво-
дил к увеличению формирования микроядер в 
культуре клеток лёгких человека A549 в кон-
центрациях выше 20 мкг/мл, при этом было 
показано появление двуядерных и мульти-
ядерных клеток на низких концентрациях 
(0,02–5 мкг/мл) в исследовании фибробластов 
китайского хомячка CHL/IU [39, 40].

Повреждения ДНК. К повреждениям ДНК 
относят однонитевые или двунитевые раз-
рывы цепей ДНК. Появление разрывов ДНК 
можно оценить с помощью метода ДНК-ко-
мет, который является методом выбора для 
исследования повреждений клеточной ДНК, 
вызванных НМ [41]. Этот анализ представ-
ляет собой простой, надёжный и удобный 
метод, широко используемый для тестирова-
ния генотоксичности химических веществ и 
НМ. Высокая чувствительность анализа, об-
наруживающего от 100 до нескольких тысяч 
разрывов на клетку, позволяет обнаруживать 
также слабые генотоксические агенты. Моди-
фикации метода ДНК-комет также позволя-
ют обнаруживать специфичные поврежден-
ные основания и оценивать эффекты окисли-
тельного стресса на ДНК [42].

На участках разрывов ДНК образуют-
ся локальные скопления или модификации 
белков. Их можно визуализировать с помо-
щью микроскопии после иммуноцитохи-
мического (или иммуногистохимического) 
окрашивания или флуоресцентного мечения 
белков. Например, гистоновый белок γH2AX 
предложен в качестве потенциального био-
маркера двухцепочечных разрывов ДНК и 
широко используется в оценке генотоксич-
ности НМ [11]. Данный гистон накаплива-
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ется в непосредственной близости от двух-
цепочечных разрывов ДНК, способствуя их 
репарации. 

Метод ДНК-комет наиболее часто исполь-
зуется для оценки генотоксического потен-
циала углеродных нанотрубок, в меньшей 
степени исследователи применяют опреде-
ление гистона γH2AX. В основном получе-
ны результаты, свидетельствующие о гено-
токсичности МУНТ и ОУНТ [43], лишь в 
немногочисленных исследованиях не выяв-
лена индукция разрывов цепей ДНК [44].
4. Исследование механизмов генотоксического 

действия наноматериалов
Помимо изучения конечных точек гено-

токсичности, решающее значение в пони-
мании практического приложения результа-
тов имеют механизмы генотоксического 
действия. Различают прямые и косвенные 
механизмы генотоксичности НМ, захвачен-
ные клетками, они могут вступать в прямой 
контакт с генетическим материалом, физи-
чески или химически вызывая повреждение. 
Однако наиболее вероятный механизм гено-
токсичности, вызванной НМ, является кос-
венным, через промежуточные биомолекулы, 
которые либо участвуют в нормальной функ-
ции генома или делении клеток, либо атакуют 
ДНК, вызывая повреждение ДНК или хро-
мосомные аномалии. Окислительный стресс 
считается ключевым косвенным механизмом 
генотоксичности, вызванной НМ. Индукция 
активных форм кислорода (АФК) НМ может 
вызывать повреждение ДНК, а также повре-
ждение липидов, белков и других клеточных 
компонентов [33]. 

Механизмы генотоксичности, индуциро-
ванной наноматериалами, также делятся на 
первичные и вторичные. В первичных меха-
низмах повреждение генетического материа-
ла реализуется через прямое взаимодействие 
НМ с ДНК либо через воздействие ионов и 
активных форм кислорода (АФК), появле-
ние которых индуцировано НМ. Во вторич-
ных механизмах появление АФК обусловле-
но воспалением и активацией фагоцитов при 
попадании НМ в организм [33]. 

Однако для НМ показаны и специфич-
ные механизмы генотоксического действия. 
Например, УНТ могут нарушать процесс де-
ления клеток, вызывая разрывы хромосом, 
создание моно- и полиполярных центриолей, 
нарушение правильной функции центро-
сом [43]. Из-за структурного сходства с ми-
кротрубочками УНТ могут имитировать или 

вмешиваться в процессы, связанные с микро-
трубочками [43, 45]. Более того, УНТ могут 
нарушать митоз из-за интеграции с центросо-
мным аппаратом и митотическим веретеном, 
что приводит к образованию моно- или по-
липолярных центросом [46]. Последствиями 
этого неправильного процесса являются лом-
ка хромосом и анеуплоидия. 
5. Использование трехмерных моделей in vitro 

Стандартные тесты на генотоксичность 
in vitro проводятся на монослойных культу-
рах клеток, что позволяет оценить только 
первичные механизмы генотоксичности. 
Однако вторичный механизм генотоксично-
сти НМ, опосредованный фагоцитами, иг-
рает большую роль в индукции изменений в 
ДНК [47, 48]. Поэтому одним из новейших 
направлений в оценке генотоксичности НМ 
является использование сложных клеточных 
моделей in vitro, основанных на трехмерных 
структурах либо одного типа клеток, либо 
совместных культур двух или более типов 
клеток. Считается, что применение трехмер-
ных моделей в токсикологии даёт надёжные 
данные, которые более актуальны для оценки 
генотоксичности у людей, чем стандартные 
2D-модели [49, 50]. 

Основным путём воздействия углеродных 
нанотрубок на организм человека является 
респираторный. Большинство исследований 
оценки токсичности данных НМ in vitro про-
водится в условиях, не отражающих физиоло-
гические при вдыхании. Метод культивиро-
вания клеток на границе раздела воздух-жид-
кость (air-liquid interface) позволяет предот-
вратить взаимодействие с компонентами сре-
ды для культивирования клеток. Воздействие 
двух типов МУНТ (Mitsui-7 и Nanocyl) было 
изучено в модели совместного культивиро-
вания, включающей альвеолярные эпители-
альные клетки, фибробласты и макрофаги, на 
границе раздела воздух-жидкость. При этом 
острое или продолжительное воздействие раз-
личных концентраций МУНТ (2–10 мкг/см2) 
не вызывало цитотоксического или профи-
бротического эффекта [51].

Заключение
Изучение генотоксичности наноматери-

алов должно включать в себя исследование 
чувствительных конечных точек (генные му-
тации, хромосомные повреждения, разрывы 
ДНК), а также исследование механизмов, по-
тенциально ведущих к генотоксическим эф-
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фектам. Помимо этого, обязательными эта-
пами должны стать предварительные иссле-
дования, включающие физико-химическую 
характеристику наноматериалов и оценку 
цитотоксического действия.

Помимо этого, особое внимание следует 
уделить новым направлениям изучения гено-
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токсичности наноматериалов, среди которых 
можно выделить изменение экспрессии генов 
и эпигенетику. Оценка токсического дей-
ствия наноматериалов в 3D-моделях in vitro 
может открыть доступ к наиболее надёжным 
данным, отражающим реальные взаимодей-
ствия с клетками в организме человека. 
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