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В работе представлены результаты исследования влияния фуллерена С60 на морфологические па-
раметры нейтрофилов с целью выявления его возможной токсичности. Проведена оценка морфоме-
трических параметров нейтрофилов крови методом атомно-силовой микроскопии. Установлено, что 
диаметр тела и ядра клеток после воздействия фуллерена С60 существенно изменяется.
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Введение
В настоящее время одним из прио-

ритетных направлений научно-техни-
ческого прогресса  является изучение и 
применение наноразмерных объектов. 
Исследования материалов на нанораз-
мерном уровне и их использование ве-
дутся несколько десятилетий, однако 
традиционно считают началом зарожде-
ния эпохи нанотехнологий открытие 
углеродных материалов, построенных 
исключительно из атомов углерода. 
Главная особенность этих молекул – это 
их каркасная форма. Среди множества 
структурных разновидностей углерод-
ных наноматериалов наибольший инте-
рес представляют  фуллерены. Впервые 
фуллерены были открыты в 1985 г. Х. 
Крото, Дж. Хит, 0′ Брайен и Р. Смол-
ли [8, 11], а в 1992 г. их обнаружили в 

древних пластах земной коры, шунгите, 
а позже и в метеоритном веществе. От-
крытие фуллеренов удостоено Нобелев-
ской премии по химии за 1996 г. и стало 
одним из ярких научных достижений 
конца ХХ века. 

Наиболее полно изученный предста-
витель семейства фуллеренов – фулле-
рен C60. Его иногда называют «бакмин-
стер-фуллерен», в котором 60 атомов 
углерода образуют многогранник из 12 
пятиугольников и 20 шестиугольников, 
что придает такому фуллерену полное 
сходство с покрышкой футбольного 
мяча, размер такой молекулы – прибли-
зительно 10 Аo. Фуллерены считаются 
идеальным наноконтейнером, облада-
ющим исключительной избиратель-
ностью и высокой биодоступностью. 
Практически сразу фуллерены привле-
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кли внимание многих исследователей, 
в том числе благодаря возможности их 
использования в биологии и медицине. 

Однако в последнее время в литера-
туре широко обсуждается вопрос  о ток-
сичности фуллеренов. Начиная с самых 
ранних работ [8, 11], в которых были по-
лучены данные о низкой острой токсич-
ности фуллеренов, остался открытым 
вопрос о выраженности их токсичности 
при длительном применении. Так, были 
получены данные о его неблагоприят-
ном влиянии на эмбриогенез у мышей 
[10], а также о его мутагенном действии 
на дрожжи [9] и дрозофилу [12]. Еще 
более остро этот вопрос встал в связи 
с потенциальным широкомасштабным 
производством фуллеренов и их широ-
ким использованием, а также высокой 
вероятностью загрязнения ими окружа-
ющей среды [7]. В связи с этим, начиная 
с 2005 г., изучению возможной токсич-
ности фуллеренов уделяется все боль-
шее внимание. 

На значимость проблемы токсично-
сти наноматериалов указывает то, что 
в России 31 октября 2007 г. была утвер-
ждена «Концепция токсикологических 
исследований, методологии оценки 
риска, методов идентификации и коли-
чественного определения наноматериа-
лов», разработанная Федеральной служ-
бой по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека 
совместно с ведущими научными цен-
трами и НИИ РАМН, Минобрнауки 
РФ и Роспотребнадзора. Исследования 
влияния наноматериалов на организм 
человека, деградации наночастиц при 
взаимодействии с биологическим мате-
риалом, их влиянии на метаболические 
процессы в живых организмах и разра-
ботка методов, позволяющих получать 

эту информацию, являются в настоящее 
время весьма важными и актуальными 
задачами.

Изучение влияния наночастиц на 
клетки крови как важного гомеостати-
ческого фактора и показателя функцио-
нального состояния организма в целом 
представляется нам весьма актуальной 
задачей. В связи с этим, изучено влия-
ние фуллерена С60 на морфометриче-
ские показатели нейтрофильных гра-
нулоцитовов (НГ) с использованием 
сканирующей зондовой микроскопии. 
Как объект исследования биосовмести-
мости наночастиц фуллерена нейтрофи-
лы нами взяты ввиду того, что любой 
вариант введения наноматериалов при 
использовании  in vivo  предполагает 
контакт с клетками неспецифической 
и специфической защиты. НГ перифе-
рической крови человека – наиболее 
чувствительные и мобильные элементы 
системы неспецифической резистент-
ности организма. Это клетки, характе-
ризующиеся высокой морфологической 
пластичностью, которые, выполняя свои 
физиологические функции, подвергают-
ся значительным внешним перестрой-
кам. НГ являются клетками с богатым 
деструктивным потенциалом, запуска-
ют процесс биодеструкции вновь по-
глощенных частиц, с одной стороны, 
и, с другой стороны, частицы сами мо-
гут оказывать негативное воздействие 
на различные звенья цитотоксического 
комплекса нейтрофилов [2]. 

 В настоящее время изменение мор-
фологических параметров клеток крови 
человека часто соотносят с физиологи-
ческими свойствами, что наряду с функ-
циональной характеристикой дает пол-
ноценную информацию об их участии в 
поддержании гомеостаза [1, 2, 5].
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Материалы и методы
Для достижения поставленной цели 

была проведена пробоподготовка ней-
трофильных гранулоцитов. Выделение 
НГ проводили по методу И.С. Подосин-
никова и соавт. (1981) из венозной крови 
условно здоровых доноров студентов-
добровольцев (n=10). Выделяли нейтро-
филы по стандартной методике в гради-
енте плотности фиколл-урографина. 

Поскольку фуллерены нерастворимы 
в воде, готовили суспензию фуллерена 
С60, для чего к нанопорошку добавля-
ли физиологический раствор. Конечная 
концентрация фуллерена С60 составила 
0,75мг/мл. Полученную суспензию тща-
тельно перемешивали с использованием 
Vortex-3 и подвергали диспергированию 
в ультразвуковой ванне. Для определе-
ния размеров наночастиц, находящихся 
в исследуемой суспензии фуллерена С60,  
использовали лазерный анализатор раз-
меров частиц SALD-7101  (Shimadzu): 
спектральное разрешение 1 нм, диапа-
зон от 10 нм до 300 мкм, метод – лазер-
ная дифракция (УФ-лазер, длина волны 
излучения 375 нм).  Показано, что в по-
лученной суспензии присутствовали на-
ночастицы фуллерена С60 от 10 до 40 нм.

На базе лаборатории Научно-образо-
вательного центра «Физика твердотель-
ных наноструктур» Нижегородского го-
сударственного университета им. Н.И. 
Лобачевского была создана сертифици-
рованная методика измерений фиксиро-
ванных нейтрофилов, в основе которой 
лежит их фиксация глутаровым альдеги-
дом с последующими исследованием на 
атомно-силовом микроскопе (АСМ) [3]. 
Методика включает контактный режим 
измерения как наиболее точно переда-
ющий топографические и размерные 
характеристики фиксированного биоло-

гического объекта. На АСМ-изображе-
нии четко визуализируются ядро и гра-
нулы, причем существует возможность 
определения латеральных размеров 
нейтрофилов и их высоты. Нейтрофиль-
ные гранулоциты (2·10

6 
клеток/мл) ин-

кубировали с фуллереном С60 (0,75 мг/
мл) в течение 30 мин при 37°С.  Далее 
осуществляли фиксацию нейтрофилов 
1,5% глутеральдегидом на предметном 
стекле.

В серии экспериментов изучали 
нейтрофилы, полученные из крови 
здоровых доноров, и сравнивали мор-
фометрические показатели до и после 
воздействия фуллерена С60. Сканирова-
ние образцов для измерения геометри-
ческих параметров нейтрофилов произ-
водили с помощью АСМ. Исследования 
проводились на установке SOLVER 
BIO

TM 
(NT-MDT, г. Зеленоград). 

Для исследования морфологических 
изменений НГ в системе с фуллеренами 
С60 проводили сканирование топогра-
фии НГ в полуконтактном режиме с ис-
пользованием зондов DNP (Veeco, USA) 
[3]. Для визуализации сканируемых 
объектов применялась программа Nova 
NT-MDT SPM Software (NT-MDT, г. Зе-
леноград). Дальнейшая обработка изо-
бражений проводилась с использовани-
ем программного обеспечения SPMLab 
Analysis Only (Topometrix, США).  В 
программном пакете прикладных про-
грамм Statistica (v.6.0) проведен стати-
стический анализ полученных результа-
тов измерений.

Результаты и их обсуждение
На рисунке представлены результаты 

сканирования нейтрофилов. В контр-
ольных образцах (рис. А) нейтрофил 
имеет ядро округлой формы, ядерная 
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мембрана практически ровная, с незна-
чительными выбуханиями. Цитоплаз-
ма занимает большой объем и имеет 
трехлопастную форму.

В таблице представлены замеры вы-
соты нейтрофилов и поперечных разме-
ров (диаметр) клеток.

Таблица 
Морфометрические параметры 
нейтрофильных гранулоцитов, 

полученные методом сканирующей 
зондовой микроскопии, до и после 

воздействия фуллерена С60

Параметры Контроль Опыт

Диаметр тела, 
мкм

18,2±0,72 15,16±0,47*

Высота ядра, 
мкм

4,34±0,61 5,98±0,71

Диаметр ядра, 
мкм

4,85±0,69 5,85±0,85*

Примечание: * – различия достоверны при 
p<0,01.

Как следует из данных табл. и заметно 
на рис. Б, после воздействия фуллерена 
С60 морфология нейтрофила изменяется: 
ядро приобретает овально-вытянутую 
форму, что отражается на его размере. 
Так, если до воздействия диаметр ядра 
составлял 4,85±0,69 мкм, то после инку-
бации с фуллереном С60 этот показатель 
достоверно увеличивается и составляет 
5,85±0,85 мкм. Ядерная мембрана при-
обретает пористый, разрыхленный вид. 
Объем цитоплазмы уменьшается, в не-
которых областях имеет опустошенный 
вид, что может свидетельствовать о гибе-
ли органелл. Следует отметить, что при 
сравнении на АСМ-изображении контр-
ольного образца определяется нежная 
зернистость, тогда как в опытном образце 
в цитоплазме видны грубые гранулы, что 
можно определить как патологическую 
зернистость. Также отмечается истонче-
ние мембраны на периферии клетки.

На сегодняшний день общепринято, 
что изменение формы клеточного ядра 

Рис. Нейтрофилы до (А) и после (Б) инкубирования с фуллереном С60.
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является существенным диагностиче-
ским признаком: деформация ядер цито-
плазматическими включениями при ди-
строфических процессах, полиморфизм 
ядер при воспалении (гранулематоз) и 
опухолевом росте (клеточный атипизм) 
свидетельствует о дифункциональных 
изменениях клетках крови в ответ на ток-
сическое воздействие. 

Выводы
Таким образом, сравнение морфоме-

трических показателей нейтрофильных 
гранулоцитов показало, что воздействие 
фуллерена С60 приводит к значительному 
снижению диаметра тела клетки и увели-
чению диаметра ядра (p<0.01). Наблюдае-
мый нами сдвиг морфометрических пара-
метров нейтрофилов является маркером 
изменения их функциональной активно-
сти и может свидетельствовать о потенци-
альной цитотоксичности  фуллерена С60.
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Neutrophiles morphological parameters estimation by 
nuclear and power microscopy after fullerene C

60
 influence

L.A. Sharafutdinova, E.N. Gorshkova, I.I. Sadrtdinova, Z.R. Khismatullina

Fullerene C60 possible toxicity upon morphological parameters of human neutrophiles influence was 
investigated. Blood neutrophiles morphological parameters by nuclear and power microscopy were 
estimated. It was disappeared that cell soma and nuclei diameters after fullerene C60 exposure were changed 
significantly.

Key words: neutrophils, biocompatibility, fullerenes, atomic force microscopy.
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