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Использование метода спиновьіх зондов для оценки 
цитотоксичности углеродньїх нанотрубок 

Для вивчення механізмів цитотоксичності вуглецевих нанотрубок (ВНТ) застосовано 
модификацгї методу спінових зондів. Показано, що поіикодження мембран еритроцитів 
під дією ВНТ розвивається у часі, зокрема, при введенні суспензії ВНТ (200 мкг/мл) 
через 2 доби експозиції зразків (6 °С) кількість пошкоджених еритроцитів станови
ла 25%. Експозиція гомогенату печінки з ВНТ протягом 4 год при 0 °С призводить до 
значного зниження мітохондріальної активності (інгібуванню ланцюга передачі елект
ронів у мітохондріях). Отримані дані показують, що гщтотоксичність, обумовлена 
дією ВНТ, пов'язана не тільки зі зміною мембранних структур клітин, а й з впливом 
на їхні функціональні властивості. 

Со времени открьітия углеродньїх нанотрубок (УНТ) в 1991 г. С. Иидзнмой [1] (фактичес-
ки повторно за Л. В. Радушкевичем, В. М. Лукьяновичем, 1952) вопрос об их токсичности 
остается одним из ключевьіх. В связи с зтим с 2001 г. начатьі систематические и масштаб-
ньіе исследования токсичности и биосовместимости УНТ, разлпчающихся происхождением, 
структурой и чистотой, с разлнчньїми биологическими обьектами в зкснериментах іп УІІ-
то и іп УІУО [2—6]. Полученньїе к настоящему времени данньїе не дают четкой картиньї об 
уровне безвредности и безопасности таких наноматериалов д л я живого организма. 

В частности, до сих йор неясен вклад в токсичность нанотрубок механнческого иовреж-
дения йми мембран клеток, а также более тонкого з ф ф е к т а влияния У Н Т на биохнмнче-
ские процессьі в субклеточньїх органеллах — митохондриях и ядре. Если ф а к т влияния 
нанотрубок на Д Н К и ядро клеток не раз зксперимєнтально доказан [7, 8], то в отноше-
нии митохондрий, паходящихся внутри клеток, данньїх о влпянии У Н Т на их активность 
в настоящее время нет. 

Д л я изучения механизмов токсичности У Н Т на молекулярном и мембранном уровнях 
нами предложен метод спиновьіх зондов, которьій успешно используется в молекулярної"! 
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биологии и фармакологии [9]. Зтот метод позволяет изучать непрозрачньїе растворьі и вяз-
кие взвеси биообьектов, суспензии клеток, образцьі биологических тканей кожи, печени, 
ночки, мьішечной и нервной ткани. 

В настоящем еообщении описаньї с помощью спиновьіх зондов механизмьі цитотокси-
чности углеродньїх нанотрубок. Для зтого прослеживали целостность мембран зритроцн-
тов крови человека и митохондриальную активность гомогената печени крьіс в присутствии 
суспензии УНТ. Исследовано непосредственное взаимодействие (образование супрамолеку-
лярньїх комплексов) УНТ с гидрофильньїм и липофильньїм зондами, рассматриваемьіх 
в качестве парамагнитньїх моделей лекарственньїх веществ. 

В работе использовали вьісокочистьіе многостенньїе УНТ, полученньїе на пилотной 
установке, разработанной Институтом химии поверхности им. А. А. Чуйко НАН Украиньї 
и ООО "ТМСпецмаш" (Киев), путем каталитического пиролиза непредельньїх углеводоро-
дов [10]. Внутренний диаметр нанотрубок равен 1-2 нм, внешний 10-40 нм, зольность — 
менее 0,4%, содержание нанотрубок — более 95%. 

Зритроцитьі крови человека нолучали из зритромассьі, отмьітой от плазмьі и стабилизи-
рующего раствора центрифугированием в физиологическом растворе (рН 7,2). Гомогенат 
печени крьіс готовили по методике [11]. 

В качестве парамагнитньїх зондов использовали водорастворимьій иминоксильньїй ра
дикал: 2,2,6,6-тетраметил-4-оксо-пинеридин-1-оксил (1) и липофильньїй иминоксильньїй ра
дикал 2,2,6,6-тетраметил-4-оксо-пииеридин-1-цианурхлорид (2). 

Для получения стабильной суспензии УНТ ее обрабатьівали ультразвуком, заморажи-
вали и после размораживания центрифугировали при скорости 10000 об/мин. В зкспсри-
ментах использовали надосадочную жидкость. В каждом опьіте готовили два образца су
спензии зритроцитов по 0,9 мл. Один образец (контроль для учета старения клеток при 
зкспозиции) вьідерживали в течение необходимого времени зкспозиции и необходимой тем-
пературьі без УНТ, а другой (опьітньїй) — в контакте с суспензией УНТ. Через различное 
время вьідержки к образцам добавляли по 0,1 мл стандартного раствора спинового зон
да и уширителя (феррицианида калия), а затем регистрировали снектрьі ЗПР с помощью 
радиосиектрометра (Вгикег ЕК. 100 О, Германия). Аналогичньїй оньїт проводили со взве-
сью гепатоцитов. Контакт зритроцитов с УНТ осуществляли в течение 2 сут при 6 °С, 
а гомогената печени — в течение 4 ч при 0 °С. 

Ранее для изучения целостиости нзолнрованньїх клеток и клеток образцов тканей бьіл 
предложен количественньїй зкспресс-метод, в котором в суспензию клеток вводят парама-
гнитньїй зонд (1), бьістро проникающий внутрь клеток. Далее вводят уширитель спектров 
ЗПР — феррицианид калия, которьій в норме не проникает внутрь клеток, зато уширяет 
до нуля линин сверхтонкой структури спектра ЗПР зонда, находящегося во внеклеточной 
среде [12]. Интенсивность спектра ЗПР от зонда, находящегося внутри клеток, нропор-
циональна количеству цельїх клеток в суспензии. Ошибка метода в определении неповре-
жденньїх клеток не превьішает 3%. Зтот способ можно реализовать в ином плане: вначале 
получить раствор зонда с уширителем (нулевая линия), добавить взвесь клеток, получив 
спектр ЗПР (триплет) от зондов, протікших внутрь клеток, затем изучить целостность 
клеток. Появление триплета в зтом случае показьівает, что внутриклеточная среда недо
ступна для уширителя. 

В работе авторов настоящего сообщения бьіл исиользован данньш способ для оценки 
влияния УНТ на целостность мембран зритроцитов. При зтом мьі прнняли к сведению 
результати многочисленньїх исследований [2-6], в которьіх порог токсических зффектов, 
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Рис. 1. Спектрьі З П Р стінового зонда в циіозоле зритроцитов донорской крови после инкубации 2 сут при 
6 °С с УНТ различиой концентрации: 1 — контроль; 2 — 10 мкг/мл; 3 — 200 мкг/мл 

вьізьіваемьіх суспензиями УНТ, может наблюдаться при концентрации порядка 10 мкг/мл 
для клеток. 

Нами бьіло показано, что добавление суспензий УНТ с концентрацпями 10, 50, 100 
п 200 мкг/мл к суспензіш зритроцитов после десятимипутной зксиознции не приводило 
к каким-либо изменениям в спектрах ЗПР, что свидетельствовало о сохранении целостно-
сти зритроцитов во всех опьітах. Лишь после 45 мин в опьіте, где использовалась суспе-
зия УНТ в концентрации 200 мкг/мл, интенсивность сигнала З П Р слизилась на 12-15%, 
что свидетельствовало о появлении нарушений мембран у значптєльной части зритроци
тов. Через 2 сут количество поврежденньїх зритроцитов достигало более 25% (рис. 1). 
Зто свидетельствует о том, что зффект повреждения мембран зритроцитов под действием 
УНТ является процессом, развнвающимся во времени. Полученньїй результат согласуется 
с вьіводами работ [2-6]: процесе разрушения разлнчньїх клеток получает своє развитие в пе-
риод от нескольких часов до нескольких суток. Оказалось, что и мєньшие концентрации 
УНТ оказьівают повреждающее действие на зритроцнтьі. Так, через 2 сут суспензий УНТ 
с концентрацпями 10, 50 и 100 мкг/мл разрушили соответственно 4, 10 и 16% зритроцитов 
(рис. 2). 

Таким образом, процесе нарушения целостности мембран зритроцитов имеет пороговьій 
характер и начинается при концентрации УНТ порядка 10 мкг/мл, но для реализации зтого 
зффекта требуетея достаточно длительное время контакта. 

Мьі предположнли, что затяжнон характер зффекта разрушения зритроцитов может 
бьіть обьяснен рядом факторов. Зто, прежде всего, большие размерьі нанотрубок и по-
верхность контакта между мембранами клеток и нанотрубками, а также их липофиль-
ность. Последняя из-за гидрофильности поверхности мембран, имеющих полярньїе голов
ки фосфолипидов и гликокаликс (полисахаридьі со связанной водой), мешает нанотрубкам 
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Рис. 2. Влияние инкубации зритроцитов донорской крови с УНТ разлччной концентрации на интенсивность 
центрального компонента спектра З П Р парамагнитного зонда (1): 1 — контроль; 2 — 10 мкг/мл; 3 — 
50 мкг/мл; 4 — ЮО мкг/мл; 5 — 200 мкг/мл 

бьістро погрузиться в липидньш бислой мембраньї и осуществить трансмембранную диф-
фузию внутрь клеток. 

Современньїе бифокальньїе и просвечивающие микроскопьі не позволяют непосредствен-
но наблюдать иовреждения и разрьшьі в мембранах норядка 0,5-1,0 нм, по-видимому, тогда 
как метод спиновьіх зондов бьістро и адекватно фиксирует появление дефектов клеточньїх 
мембран независимо от непрозрачности изучаемьіх образцов. 

Следует, по-видимому, учитьівать и способность УНТ проявлять гюлупроводннковьіе 
и металлические свойства в зависимости от строения и внєшних условий [13]. Позтому мьі 
предположили, что нанотрубкн могут существенно повлиять на биохимические процессьі, 
протекающие в митохондриях, нейронах, кардиомиоцитах и связанньїе с переносом заря-
дов. В связії с зтим мьі исгюльзовали модификацию метода сниновьіх зондов, в котором 
по скорости восстановления водорастворимого зонда (1), введенного в суспензию клеток, 
имеющих митохондрии (гепатоцитьі), можно судить об активносте цепи переноса злектро-
нов (дьіхательная цепь митохондрии), не разрушая клетки гепатоцитов [14]. Восстановле-
ние зонда (1) до непарамагнитного гидроксиламина осуществляется сильньїм антиоксидан
том — кознзимом <5ю дьіхательной цепи митохондрии. При зтом интенсивность спектра 
ЗГІР зкспоненциально снижается во времени. Логарифмируя такие кривьіе, получаем пря-
мьіе, тангенс угла наклона которьіх к оси абсцисс пропорционален скорости восстановления 
зонда н, следовательно, митохондриальной активности клеток гепатоцитов. 

На рис. З представленьї данньїе о влнянии суспензии УНТ с концентрацией 200 мкг/мл 
на скорость восстановления стінового зонда (1) в суспензии гепатоцитов (митохондриаль-
ная активность). Скорость восстановления зонда оценивали но скорости падения интенсив-
ности линий спектра ЗПР зонда, находящегося в суспензии гепатоцитов. Из рисунка видно, 
что присутствие УНТ в суспензии гепатоцитов после четьірехчасовой зкпозиции приводит 
к ингибированию цепи переноса злектронов в митохондриях в несколько раз (т. є. к суще-
ственному снижению митохондриальной активности клеток). Следовательно, для гепато
цитов механизм токсичности нанотрубок состоит не только в преодолении и разрушении 
цитоплазматической мембраньї, но и в последующим за зтим ингибировании дьіхательной 
цепи митохондрии гепатоцитов. 

130 І85М 1025-6415 Керогіз о/іНе ИаИопаІ Асаіету о/ Зсіепсез о/ Шгагпе, 2009, №8 



0 5 10 15 20 25 ЗО т, мин 

Рис. 3. Восстановление спинового зонда в гомогенате печени после четьірехчасовой инкубации: 1 — конт
роль; 2 — с 200 мкг/мл УНТ 

Предложенньїй метод исследования цитотоксичности УНТ является уникальной воз-
можностью получать важнейшую информацню в отношении активности митохондрий без 
разрушения клеток, а также в отношении влияния проводящих нанотрубок на злектро-
химические процессьі внутри клетки. Возможно, в механизме ннгпбироваиия лежат меха-
нические новреждения митохондрий как субклеточньїх структур, а, взаимодействие про
водящих нанотрубок с митохондриями (гіараллельное соединенне гіроводнпков) прпводит 
к частичному перераспределению н утечке злектронов дьіхательной цепи на нанотрубки, 
что приводит к уменьшению потока злектронов в митохондриях и снижению скорости 
восстановления нитрокснльного радикала (зонда). Нельзя также исключить н то, что на
нотрубки могут обусловить повреждение митохондрий посредством генерации активньїх 
форм кислорода [7], либо образованием газовьіх кислородньїх злектродов и микрогальва-
нических пар, приводящих к злектрохимическому повреждению (своеобразной "коррозии") 
митохондрий. 

Нами изучено также взаимодействие УНТ со спиновьіми зондами (1) и (2) как пара-
магнитньїх моделей лекарственньїх веществ. Так, добавление суспензии УНТ к водному 
раствору зонда (1) не привело к изменениям параметров спектра З П Р — триплета, что 
свидетельствует об отсутствии нековалентного взаимодействия зонда с липофильньїми на-
нотрубкамн. Спектрьі ЗПР липофильного радикала (2) в суспензии УНТ показали расще-
пление низкополевой компонентьі Н + 1, что обусловило нахождение части зонда в воде, 
а другой части — в липофильном окружении. Добавление уширителя привело к исчезно-
вению всего сигнала ЗПР, что говорит о достунности обеих частей зонда (2) для водьі 
и водньїх растворов. Мьі интериретируем зтот факт как частичное нековалентное взаимо
действие (налипание липофильного зонда на липофильную нанотрубку с внешней стороньї) 
радикала и нанотрубки (рис. 4). 

Таким образом, фактически впервьіе бьш нрименен метод спиновьіх зондов для иссле
дования цитотоксичности наноматериалов (УНТ) и развития нанотехнологий (системи до
ставки лекарственньїх веществ, медицинская биотехнология). Преимущества метода свя-
заньї с мгновенной оценкой влияния параметров микроокружения зонда (мнкровязкость, 
полярность, микрорельеф поверхности, редокс-потенциал) на параметри его сиектров ЗПР, 
а также с небольшими размерами зондов (в пределах 1 нм), что хорошо вписнвается в ди-
апазон размеров исследуемнх наноструктур и значительно меньше в диапазон размеров 
биологических обьектов (белков, клеток, субклеточньїх структур и др.). 
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Рис. 4. Спектри З П Р лигюфильного зонда (2): і — в водном растворе; 2 — смеси зонда и уширителя; 3 — 
смеси зонда, уширителя и УНТ; 4 — зонда в суспензин УНТ 

Другим важньш аспектом зффєктивностн спиновьіх зондов является то, что метод по-
зволяет работать с очень сложньїми, оптически непрозрачньїми биологическими обт>ектами 
и судить о состоянии их отдельньїх структур или фрагментов путем регистрации изменений 
параметров микроокружения собственно парамагнитной метки. 

Полученньїе в работе данньїе показьівают, что цитотоксичность УНТ связана не толь-
ко с измененіїем мембранньїх структур клеток, но и воздействием на их функциональньїе 
свойства. 
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Appl icat ion of t h e sp in label m e t h o d t o e s t i m a t e cy to tox i c i ty of carbon 
nanotubes 

To study the mechanisms of cytotoxicity of carbon nanotubes (CNT). we have applied the modified 
method of spin labels. It is shown that the damage of erythrocytes membranes under the influence of 
CNT develops in time. In particular, under the introduction of a CNT suspension at a concentration 
from 10 to 200 mkg/ml during 2 days at a temperature of 6°C, the amount of damaged erythrocytes 
was 25%. The exposition of liver homogenate with CNT for 4 h at a temperature of 0 ° С leads to 
a considerable decrease of the mitochondrial activity (to the inhibition of a chain of transfer of 
electrons in mitochondria). The obtained data show that the cytotoxicity caused by the action of 
CNT is connected not only with a change of membrane structures of cells, but also influence their 
functional properties. 
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