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Встановлено, що вуглецевi нанотрубки залежно вiд їх типу та концентрацiї в середо-
вищi iнкубацiї прискорюють процеси гемолiзу еритроцитiв щура та знижують жит-
тєздатнiсть клiтин за умов in vitro. Показано, що одностiннi вуглецевi нанотрубки
в концентрацiї > 0,5 мг/мл, а багатостiннi в концентрацiї > 0,1 мг/мл спричиняють
токсичну дiю на тимоцити та клiтини лейкозу L1210, яка має часо- та дозозалежний
характер.

Вуглецевi нанотрубки (ВНТ) — це цилiндричнi структури, поверхня яких вкрита гексаго-
нальною сiткою з атомами вуглецю у вузлах (згорнутий шар графену). Залежно вiд кiлько-
стi згорнутих i вкладених один в один шарiв графену розрiзняють одностiннi (ОВНТ) i ба-
гатостiннi ВНТ (БВНТ). Завдяки своїм унiкальним фiзико-хiмiчним властивостям ВНТ [1]
є перспективним матерiалом для застосування в нанобiотехнологiї [2], зокрема для культи-
вування м’язових та нервових клiтин, вiдновлення кiсток та хрящiв, знешкодження ракових
клiтин. Здатнiсть ВНТ цiленаправлено транспортувати лiкарськi речовини до бiологiчних
мiшеней викликає неабиякий iнтерес у дослiдникiв [3]. Однак суперечливий характер да-
них лiтератури щодо цитотоксичностi ВНТ [4] залишається перешкодою в їх практичному
застосуваннi.

У зв’язку з вищесказаним нами дослiджено вплив ОВНТ та БВНТ у рiзних концентра-
цiях на стiйкiсть еритроцитiв до гемолiзу та на життєздатнiсть тимоцитiв i клiтин лейкозу
L1210 за умов in vitro.

Матерiали i методи. Воднi суспензiї ОВНТ та БВНТ було синтезовано в Технiчному
унiверситетi Iлменау (Нiмеччина) за методикою [5]. Дiаметр ОВНТ та БВНТ становив 1,4–2
та 8–12 нм вiдповiдно. Їх довжина не перевищувала 1–4 мкм.

Еритроцити, отриманi з гепаринiзованої кровi щурiв, iнкубували протягом 1 год
при 25 ◦С без добавок (контроль) та в присутностi ВНТ у концентрацiях 0,01, 0,05, 0,1
та 0,5 мг/мл. Гемолiз еритроцитiв викликали 0,002 н НСl. Вимiрювання кiнетики гемолi-
зу проводили протягом 2 хв через кожнi 10 с на спектрофотометрi “Scinco” (Нiмеччина)
при λ = 630 нм. Побудову еритрограм (залежнiсть вiдсотка еритроцитiв у суспензiї вiд
часу гемолiзу) здiйснювали як описано в роботi [6].

Тимоцити отримували шляхом перетирання тимуса щурiв лiнiї Вiстар у середовище
RPMI 1640. Клiтини лейкозу L1210 видiляли на 8-му — 12-ту добу пiсля внутрiшньочерев-
ного перещеплення їх безпородним мишам масою 20 г. Клiтини ((2÷5) ·106/мл) iнкубували
протягом 4 та 24 год у середовищi RPMI 1640 з додаванням 8 мМ NaHCO3, 20 мМ HEPES,
5% сироватки, стрептомiцину та пенiцилiну (10 мкг та 10 од на 1 мл середовища вiдповiд-
но) без добавок (контроль) та в присутностi ВНТ у концентрацiях 0,01, 0,1 та 0,5 мг/мл
при 37 ◦С у термостатi. Кiлькiсть життєздатних клiтин пiдраховували в камерi Горяєва
з використанням 0,4% трипанового синього.
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Рис. 1. Динамiка гемолiзу еритроцитiв щура, iнкубованих без добавок (контроль) та в присутностi ОВНТ
(а) i БВНТ (б ) за рiзних концентрацiй.
∗

P < 0,05 порiвняно з контролем

Життєздатнiсть клiтин оцiнювали за тестом з МТТ [7]. Клiтини ((1÷ 10) · 105/мл) iнку-
бували в 96-лунковому планшетi при 37 ◦С за вiдсутностi (контроль) та в присутностi ВНТ
у концентрацiях 0,01, 0,1 та 0,5 мг/мл протягом 4 та 24 год до внесення МТТ. Основним
принципом методу є вiдновлення МТТ (3-[4,5-диметилтiазол-2-iл]-2,5-дифенiл тетразолiю
бромiду) активними формами кисню, у результатi чого утворюється формазан i виникає
фiолетове забарвлення. Вмiст утвореного формазану визначали на цифровому спектрофо-
тометрi IФКО-2 (АВОТЕК, Росiя) при λ = 570 нм.

Статистичну обробку результатiв дослiджень та побудову графiкiв проводили з вико-
ристанням прикладних програм “Microsoft Excel 98” та “Origin 8”.

Результати та їх обговорення. Цитотоксичнiсть ВНТ на клiтинному рiвнi оцiнювали
за такими показниками, як гемолiтична активнiсть та вплив на життєздатнiсть тимоцитiв
i клiтин L1210 у суспензiї.

Спочатку дослiджували вплив ВНТ на стiйкiсть еритроцитiв щура до гемолiзу. Для
цього еритроцити iнкубували протягом 60 хв без добавок (контроль) та в присутностi ВНТ
за рiзних концентрацiй.

Згiдно з одержаними результатами, показники гемолiзу еритроцитiв, iнкубованих у при-
сутностi ОВНТ у концентрацiях 0,01 та 0,05 мг/мл, не вiдрiзнялися вiд контрольних значень
(рис. 1, а). Процес гемолiзу вiдбувався протягом 80 с, максимальна кiлькiсть гемолiзова-
них еритроцитiв щура становила 24,2%, а час максимального гемолiзу спостерiгався на 40 с.
Однак за умови преiнкубацiї еритроцитiв у присутностi 0,1 мг/мл ОВНТ гемолiз завершу-
вався на 70 с, що свiдчить про прискорення процесу гемолiзу. Пiсля преiнкубацiї еритроци-
тiв у присутностi 0,5 мг/мл ОВНТ частка гемолiзованих еритроцитiв зростала до 30,8% на
30 с, а процес завершувався на 60 с. Вмiст гемолiзованих еритроцитiв на початку гемолiзу
(на 10 с) збiльшувався в 3 рази вiдносно контролю.

БВНТ у концентрацiях 0,01 мг/мл не впливали на показники гемолiзу еритроцитiв,
тодi як у присутностi 0,05 мг/мл БВНТ максимальна кiлькiсть гемолiзованих еритро-
цитiв зростала з 24,2 до 27,3% (див. рис. 1, б ). У присутностi 0,1 та 0,5 мг/мл БВНТ
стiйкiсть еритроцитiв до дiї гемолiтика знижувалась — загальний час гемолiзу вкорочу-
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Рис. 2. Життєздатнiсть тимоцитiв (а) i клiтин лейкозу L1210 (б ) (% вiд контролю) за МТТ-тестом пiс-
ля 4 та 24 год iнкубацiї в присутностi ОВНТ та БВНТ у концентрацiях 0,01 мг/мл (1 ), 0,1 мг/мл (2 ) та
0,5 мг/мл (3 ).
∗

P < 0,05 порiвняно з контролем

вався, а максимальна кiлькiсть гемолiзованих еритроцитiв зростала до 30,2 та 33,8% вiд-
повiдно.

На пiдставi отриманих результатiв можна припустити, що ОВНТ у концентрацiї
> 0,1 мг/мл та БВНТ у концентрацiї > 0,05 мг/мл здатнi взаємодiяти з мембраною еритро-
цитiв i спричиняти її ушкодження, що призводить до зниження стiйкостi еритроцитiв до дiї
дослiджуваного гемолiтика. Оскiльки БВНТ мають значно бiльший дiаметр, нiж ОВНТ,
вони можуть бiльшою мiрою пошкоджувати мембрану еритроцитiв внаслiдок перфорацiї.

На наступному етапi дослiджували вплив ВНТ на життєздатнiсть тимоцитiв та клiтин
L1210, яку оцiнювали за допомогою МТТ-тесту.

Життєздатнiсть тимоцитiв та клiтин лейкозу L1210 за МТТ-тестом за вiдсутностi ВНТ
через 4 год iнкубацiї становила (0,38 ± 0,2) та (0,81 ± 0,07) опт. од./год вiдповiдно, а через
24 год iнкубацiї — (0,30± 0,1) та (0,91± 0,07) опт. од./год. Цi показники вiдповiдно до типу
клiтин та термiнiв iнкубацiї було прийнято за 100% i використано як контроль.

Як свiдчать результати дослiдження (рис. 2), життєздатнiсть тимоцитiв та клiтин L1210
через 4 год iнкубацiї в присутностi 0,01, 0,1 та 0,5 мг/мл як ОВНТ, так i БВНТ не змiню-
валась. Через 24 год дiї ВНТ спостерiгались негативнi ефекти на клiтини, якi залежали
вiд типу клiтин, типу ВНТ та їх концентрацiї в середовищi iнкубацiї. Як виявилося, ОВНТ
справляли менш токсичний вплив на клiтини обох типiв порiвняно з БВНТ. Так, через
24 год iнкубацiї життєздатнiсть клiтин знизилась лише в присутностi 0,5 мг/мл ОВНТ: ти-
моцитiв — на 25% (див. рис. 2, а), клiтин L1210 — на 19% (див. рис. 2, б ) вiдносно контролю.
БВНТ бiльшою мiрою впливали на життєздатнiсть клiтин, а саме через 24 год iнкубацiї ти-
моцитiв у присутностi 0,1 i 0,5 мг/мл БВНТ цей показник знизився на 27 i 36% вiдповiдно
(див. рис. 2, а), а клiтин L1210 — на 25 i 39% (див. рис. 2, б ) вiдносно контролю.

Отже, цитотоксичнi ефекти ВНТ виявляються залежно вiд їх типу i концентрацiї в се-
редовищi, вiд термiнiв iнкубацiї та типу клiтин. БВНТ характеризуються бiльш токсичною
дiєю на еритроцити, тимоцити та клiтини лейкозу L1210, нiж ОВНТ. Цитотоксичний ефект
ОВНТ спостерiгається за концентрацiї > 0,5 мг/мл, а БВНТ — за концентрацiї > 0,1 мг/мл
i має часо- та дозозалежний характер, що, на нашу думку, пов’язано зi здатнiстю ВНТ
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взаємодiяти з клiтинними мембранами [3]. Цi результати дослiджень узгоджуються з дани-
ми лiтератури [8, 9], згiдно з якими ОВНТ та БВНТ у концентрацiях вiд 0,1 до 0,8 мг/мл
обумовлюють часо- та дозозалежне зниження життєздатностi легеневих клiтин A549 та
Т-лiмфоцитiв людини.

З отриманих результатiв дослiджень можна зробити такi висновки:
у присутностi ВНТ процес гемолiзу еритроцитiв прискорюється залежно вiд їх концен-

трацiї в середовищi iнкубацiї. БВНТ бiльшою мiрою знижують стiйкiсть еритроцитiв до дiї
гемолiтика порiвняно з ОВНТ;

ОВНТ у концентрацiї > 0,5 мг/мл та БВНТ у концентрацiї > 0,1 мг/мл виявляють то-
ксичну дiю на тимоцити та клiтини лейкозу L1210, яка має часо- та дозозалежний характер.
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Comparative analysis of cytotoxicity of carbon nanotubes

We show that CNTs, depending on their type and concentrations in the incubation medium, accele-
rate the rat erythrocyte haemolysis and decrease the cells viability in vitro. SWCNTs at the concent-
ration > 0.5 mg/ml and MWCNTs at the concentration > 0.1 mg/ml exhibit toxic effects on
thymocytes and cells of leukemia L1210 which have time- and dose-dependent character.
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