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ОтсУтствИе ОстРОЙ тОКсИЧнОстИ У вОднОГО РАствОРА ФУллеРенА C60
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Фуллерен C60 — один из самых мощных нейтрализаторов активных форм кислорода и свободных радикалов, что 
связано с его высоким сродством к электрону. Именно это свойство делает его привлекательным веществом для 
изготовления лекарственных препаратов с целью лечения острых и хронических заболеваний. Однако вопрос его 
токсикологии требует детальных исследований. В частности, он связан с методами получения водных растворов 
C60, которые непосредственно влияют на агрегатное состояние наночастиц, их размер и химию поверхности. Не-
давно мы разработали новый диализный метод получения водного раствора фуллерена C60 (dnC60) без использо-
вания токсических компонентов, потенциально пригодный для биомедицинского применения. В настоящем иссле-
довании изучены токсические эффекты dnC60 в мышиной модели в зависимости от дозы и способов его введения 
(внутрибрюшинный, интрагастральный и внутривенный). Показано, что dnC60 токсическим эффектом не обладает 
при любом способе введения. При использовании же небольших доз у мышей наблюдали более активный набор 
веса по сравнению с контрольной группой. Гистологический анализ не выявил каких-либо патологических измене-
ний внутренних органов, характерных для токсического поражения.
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Fullerene C60 is one of the most potent neutralizers of reactive oxygen species and free radicals, due to the high electron 
affinity. This property makes it an attractive agent for medicines, for example, for the treatment of acute and chronic dis-
eases. However, the question of its toxicology requires detailed research. In particular, it relates to methods for preparing 
aqueous solutions of C60, which directly affect the aggregation state of nanoparticles, their size and surface chemistry. Re-
cently, we have developed a new approach to obtain a water-soluble form of C60 without the use of aggressive conditions 
based on dialysis principle (dnC60), potentially useful for biomedical applications. In the present study, we explored the 
toxic effects of dnC60 in mouse model depending on the dose and administration routes (intraperitoneal, intragastrical and 
intravenous). It was shown that the dnC60 had no toxic effects by any route of administration. Furthermore, we observed 
more active weight gain of mice when small doses of dnC60 were administrated compared with the control group. Histo-
logical analysis also did not reveal any pathological changes in the internal organs, characteristic for toxic damage.
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введение
Стремительное развитие технологии наноструктуриро-

ванных материалов и масштабирование их производства 
приводит к тому, что человек, животные и другие биологи-
ческие объекты оказываются с ними в тесном контакте. По-
этому очень важна оценка потенциальных рисков при про-
никновении данных веществ в организм. По классификации 
наноматериалов к основным их типам относят углеродные 
структуры: фуллерены, нанотрубки, графен, наноалмазы и 
др. Их в настоящее время активно используют в научных и 
технологических целях. Открытие в 1990 г. простого эффек-
тивного способа препаративного синтеза фуллерена c60 [1] 
послужило толчком к лавинообразному росту исследований 
его биологической активности и синтеза многочисленных 
производных, многие из которых показывали антивирус-
ную, антибактериальную, нейропротекторную, противовос-
палительную и противоопухолевую активность. Сам по себе 
фуллерен нерастворим в водных средах, и основные пути 
повышения его гидрофильности связаны с его функциона-
лизацией путем присоединения гидрофильных аддендов 
или формированием коллоидных растворов. В водных сре-
дах всегда происходит агрегация (кластерообразование) 
гидрофобных фуллереновых молекул, а стабилизация фор-
мируемых кластеров осуществляется за счет приобретения 
поверхностного отрицательного заряда. Ковалентно модифи-
цированный фуллерен, по сути, уже не остается собственно 
фуллереном, и данные по токсичности его производных не-
корректно применять к немодифицированному фуллерену. 
Последнее замечание связано с тем, что в литературе часто 
обобщают понятия «фуллерен» и «функционализированный 
фуллерен», хотя это разные вещества. Более того, введение 
функциональных групп может нивелировать специфическую 
электроноакцепторную активность фуллерена и таким обра-
зом резко изменить его характерные свойства и взаимодей-
ствие с биологической системой.

Несмотря на то что фуллерен c60 используют уже более 20 
лет, ни в одной из стран мира он не был изучен на безопасность 
в полном объеме. В то же время имеется масса публикаций, свя-
занных с анализом отдельных биологических эффектов фулле-
рена и его производных в экспериментах in vitro и in vivo, из 
большинства которых следует, что серьезных токсических эф-
фектов у немодифицированного фуллерена c60 обнаружено не 
было. Первые работы по исследованию токсичности фуллерена 

появились уже в 1995—1996 гг. [2, 3]. Было показано, что при 
введении мышам фуллерена в дозе 2,5 г/кг он не вызывал гибе-
ли мышей и побочных эффектов у животных при наблюдении 
в течение 8 нед. Отмечали, что при внесении фуллерена в сре-
ду с культурой человеческих кератиноцитов или фибробластов 
наблюдают его довольно быстрое поглощение при отсутствии 
влияния на пролиферацию. В то же время имеется достаточно 
много противоречивых данных по токсикологии, которые слож-
но унифицировать из-за разнообразия использованных препара-
тов c60 и примененных методов анализа. В 2004 г. неожиданно 
обнаружили токсическое воздействие водных наносуспензий 
фуллерена c60 на дафний и на мальков большеротого окуня, 
которое проявлялось в форме окислительного стресса [4]. Од-
нако позже выяснилось, что саму суспензию готовили с приме-
нением органического растворителя тетрагидрофурана (ТГФ), 
который захватывал фуллерен, и токсичность препарата была 
связана именно с ТГФ [5—7].

Введение внутрибрюшинно мышам суспензии фуллерена 
в дозе 100 мг/кг не влияло на их поведенческие реакции (тест 
Irwin) по сравнению с контролем [8]. При изучении острой 
пероральной токсичности на крысах для смеси фуллеренов 
c60 и c70 (фуллерит) в дозе 2000 мг/кг за весь период наблю-
дения также не выявлено никаких отрицательных эффектов 
[9]. Воздействие фуллерена на кожу изучали на мышах, вводя 
образец внутрикожно в дозе 200 мг/кг. Через 72 ч не было вы-
явлено никакого влияния ни на синтез ДНК, ни на индукцию 
орнитиндекарбоксилазы в эпидермисе. После подкожного 
введения образца фуллерена в дозе 100 мг/кг в течение 24 нед 
развитие опухолей (в отличие от группы мышей, которым 
вводили тетрадеканоилфорболацетат) не наблюдалось [10].

Цель данной работы — изучение острой токсичности во-
дного раствора (дисперсии) фуллерена c60 (dnc60), изготов-
ленного недавно разработанным диализным методом, по-
зволяющим получать с высоким выходом водные растворы 
фуллерена в очень мягких условиях, без использования ток-
сичных ароматических растворителей и ультразвука [11].

Материал и методы
Экспериментальные животные. В работе использова-

ли самок мышей линии BALB/c весом 18—20 г., в возрас-
те 8—10 нед, из питомника ГУНЦБМТ РАМН. Токсические 
свойства dnc60 изучали путем введения препарата внутри-
венно (в/в), внутрибрюшинно (в/б) и интрагастрально (и/г).
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Получение dnC60. Водный раствор фуллерена, dnc60, был 
получен диализным методом, как описано ранее [28]. Этот 
метод обеспечивает почти количественный выход фуллерена 
c60 из кристаллического состояния в раствор, при этом гидро-
динамический размер частиц, определенный методом динами-
ческого светорассеяния, составляет 80—100 нм. Его УФ-Вид 
спектр поглощения показывает характерные максимумы при 
220, 265, 344 и слабую полосу с центром 450 нм. Полученный 
dnc60 можно стерилизовать, что становится важным пунктом 
при проведении биомедицинских исследований. В настоящей 
работе максимальная концентрация c60 составляла 320 мкг/мл. 
Дозы рассчитывали с учетом весового содержания c60, опреде-
ленного по оптической плотности при 340 нм (коэффициент 
молярной экстинкции ε340 нм = 50 200).

Изучение острой токсичности dnC60. Острую токсич-
ность изучали путем в/в, в/б и и/г введений препарата в раз-
личных дозах.

Изучали токсические свойства dnc60 при в/в введении по 
следующей схеме. Мышей разделили на 5 групп по 6 особей в 
каждой. Первой — четвертой группам фуллерен c60 вводили 
в дозах 2, 8, 40 и 200 мкг соответственно, в объеме 200 мкл. 
Пятая группа служила контрольной, в ней мыши получали 
фосфатно-солевой буфер (ФСБ) в том же объеме. Наблюде-
ние за поведением животных и оценку их веса проводили в 
течение 7 дней после введения препарата.

В эксперименте по изучению токсичности dnc60 при в/б 
введении мышей разделили на 9 групп по 6 особей в каждой. 
Мышам вводили препарат в расчете на фуллерен в дозах 40, 
80, 160, 200, 320, 500, 1000 и 2700 мкг (1—8-я группы со-
ответственно) в объеме 500 мкл. Раствор, содержащий 500 
мкг фуллерена и более, представлял собой суспензию с види-
мыми частицами препарата. Животные 9-й группы получали 
ФСБ. Наблюдение за поведением животных и оценку их веса 
проводили в течение 7 дней после введения фуллерена c60.

Для изучения токсического эффекта при и/г введении 
препарат был взят в дозе 1 мг в объеме 300 мкл, содержащей 
как растворимую форму c60, так и нерастворимые частицы 
c60. Контрольным животным вводили воду в том же объеме. 
После введения в течение 16 сут проводили наблюдение за 
животными, которое включало в себя ежедневный клиниче-
ский осмотр, динамическое измерение массы тела. Проце-
дура клинического осмотра состояла из внешнего осмотра и 
оценки состояния кожного покрова, полости носа и наружно-
го слухового прохода, состояния перианальной, периораль-
ной и периорбитальной областей. Оценивали также наличие 
и характер дефекации и мочеиспускания. Через 16 сут от 
момента введения суспензии фуллерена проводили наркоти-
зирование мышей в cO2-камере с последующим обескровли-
ванием через вскрытие грудной полости и рассечение аорты. 
Процедура некропсии была проведена с каждым животным, 
при этом отмечали состояние внутренних полостей тела и 
органов, а также забирали кусочки органов и тканей на ги-
стологическое исследование. Для контроля наличия фулле-
рена c60 в крови через час после и/г введения у мышей брали 
кровь на анализ. Затем для гистологического исследования 
извлекали желудочно-кишечный тракт, печень, поджелудоч-
ную железу, почки, матку, яичники.

Некропсия и гистологическое исследование. Через 14 
сут от момента введения суспензии фуллеренов проводили 
наркотизирование мышей в cO2-камере с последующим обе-
скровливанием через вскрытие грудной полости и рассечение 
аорты. Процедура некропсии была проведена с каждым жи-
вотным, при этом отмечали состояние внутренних полостей 
тела и органов, а также забирали кусочки органов и тканей на 
гистологическое исследование.

Образцы органов фиксировали в 10% буферным раствором 
формалина (pH 6,8—7,2). Обезвоживание, проводку образцов 
и пропитывание парафином производили в гистопроцессо-
ре автоматического типа SLEE MAInZ (Германия), заливку 

в парафин — с использованием заливочной станции SLEE 
MAInZ (Германия). Микротомирование парафиновых блоков 
для получения срезов толщиной 4 мкм осуществляли с помо-
щью автоматизированного ротационного микротома Finesse 
E+ (Финляндия), окрашенные по общепринятой методике ге-
матоксилином и эозином гистологические срезы заключали 
в монтирующую среду под покровные стекла для получения 
постоянных микропрепаратов. Микроскопический анализ ги-
стологических препаратов кожи мышей разных групп прово-
дили на микроскопе Leica DM2000 (Германия).

Статистический анализ. При сравнении групп резуль-
таты статистически обрабатывали с использованием про-
граммы Statistica 8.0 (Stat Soft Inc., США), причем статисти-
ческую значимость устанавливали с помощью t-критерия 
Стьюдента. Значения p ≤ 0,05 принимали как статистически 
значимые.

результаты и обсуждение
Оценка изменения массы тела и поведения мышей. 

Токсическое действие препарата c60 изучено при однократ-
ном в/в, в/б и и/г введении. В течение 7 дней после его вве-
дения проводили мониторинг массы тела и поведенческих 
реакций мышей.

После однократного в/в введения различных доз препара-
та падежа мышей зафиксировано не было. Кроме того, за все 
время наблюдения никаких изменений в поведении мышей 
не выявлено.

Потери массы тела у мышей после введения фуллерена 
c60 в целом не наблюдается. Однако при дозе 200 мкг проис-
ходит недостоверная потеря массы примерно на 1,5%, что со-
ставляет около 0,3 г. Такое изменение массы, на наш взгляд, 
находится в допустимом диапазоне неспецифических коле-
баний. Например, на 4—6-й дни наблюдений у животных 
контрольной группы отмечено подобное неспецифическое 
колебание массы тела. При введении небольших доз фулле-
рена (2 и 40 мкг) наблюдают тенденцию к лучшему набору 
массы тела у мышей.

Таким образом, при в/в введении фуллерена токсических 
проявлений и изменения поведения животных выявлено не 
было. Потери массы тела у мышей тоже не наблюдали.

Затем было изучено токсическое действие различных доз 
dnc60 при введении в/б. Показано, что однократное в/б вве-
дение не приводит к падежу животных, а также не влияет на 
поведенческие реакции мышей в течение 7 дней наблюдения. 
Введение больших доз фуллерена c60 (500; 1000 и 2700 мкг) 
приводит к достоверному снижению массы тела животных. 
Важно, что уже на 6-й день наблюдений разница в весе опыт-
ных и контрольных животных перестает быть достоверной. 
На 7-й день мониторинга масса животных, получавших 500 
мкг фуллерена c60 и не получавших препарат, выравнивается. 
При введении небольших доз фуллерена c60 (до 500 мкг) до-
стоверной разницы между массой тела опытных и контроль-
ных животных выявлено не было. Однако после 5-го дня 
наблюдений отмечено достоверное увеличение массы тела 
животных, получивших 80 мкг фуллерена c60.

Для изучения токсического эффекта dnc60 при и/г введе-
нии препарат вводили в дозе 1000 мкг. Показано, что при од-
нократном введении и/г фуллерена c60 гибели животных не 
происходило. Поведенческие реакции у животных контроль-
ной и опытной групп не отличались. В процессе внешнего 
клинического осмотра не обнаружено никаких патологиче-
ских изменений шерсти и кожи мышей, не наблюдали про-
цессы экссудации, кровоизлияний, пролиферативные про-
цессы; дефекация и мочеиспускание были регулярными и без 
патологических особенностей, кал и моча обычного цвета. 
Через час после введения фуллерена c60 у мышей была взя-
та кровь на анализ содержания в ней введенного препарата. 
Анализ показал, что содержание фуллерена c60 в крови со-
ставляло более 100 нг/мл.
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Средняя масса тела мышей в опытной группе статисти-
чески не отличалась от средней массы в контрольной груп-
пе. Ни у одного животного не выявили снижения массы тела 
относительно исходных значений. Кроме того, набор тела у 
животных, получивших фуллерен c60, происходил несколь-
ко лучше, чем в контрольной группе. На 9-й и 12-й дни на-
блюдений разница становилась даже достоверной. Однако в 
целом введение фуллерена c60 не повлияло на набор живот-
ными массы тела.

Таким образом, по совокупности полученных данных по 
изменению массы тела мышей и их поведения при однократ-
ном введении фуллерена c60 можно сделать вывод о том, что 
независимо от пути введения препарат не обладает токсиче-
ским эффектом.

Гистологический анализ. Проведение некропсии показа-
ло отсутствие у животных опытной и контрольной групп пато-
логических признаков воспаления, некроза, геморрагии, отека 
внутренних органов; внутренние полости тела не содержали 
свободной или осумкованной жидкости. Не отмечали раздра-
жающего действия исследуемого вещества и растворителя на 
слизистую оболочку желудочно-кишечного тракта. Процедура 
некропсии и результаты исследования показали следующее. 
Ротовая полость свободна, зубы сохранены, язык свободно вы-
таскивается из ротовой полости, подвижен. Просвет пищево-
да свободен, кардиальный сфинктер сжат, слизистая пищевода 
гладкая, серовато-розового цвета. Полость желудка заполнена 
измельченной непереваренной пищей, желудочным соком 
и небольшим количеством слизи, пилорический сфинктер 
сжат, тело желудка достаточно четко подразделяется на кар-
диальную и фундальную части, слизистая оболочка желудка 
умеренно складчатая, сероватого цвета. Просвет двенадцати-
перстной и тощей кишки заполнен химусом и желчью, сли-
зистая оболочка тонкого отдела кишечника серовато-розового 
цвета, илеоцекальный клапан состоятелен. Просвет толсто-
го отдела кишечника заполнен каловыми массами, слизи-
стая оболочка серовато-розового цвета. На всем протяжении 
желудочно-кишечного тракта не обнаружено явлений непро-
ходимости, стенка его была нормальной толщины, слизистая 
оболочка была обычного вида. Исследовали также и пищева-
рительные железы: печень и поджелудочную железу, в кото-
рых внешних патологических изменений не было обнаруже-
но. Печень красно-коричневого цвета, мягкой консистенции, 
умеренно кровенаполнена, желчный пузырь обычной формы, 
немного наполнен желчью. Поджелудочная железа располо-
жена диффузно в брыжейке тонкой кишки. Брыжейка тонкой 
и подвздошной кишки обычного вида, содержит небольшое 
количество жира, сосуды и комплекс брыжеечных лимфа-
тических узлов. Почки расположены в брюшной полости, 
темно-коричневого цвета, на разрезе корково-медуллярная 
дифференцировка сохранена, лоханка почки не расширена, 
конкрементов не обнаружено. Матка обычного вида, состоит 
из шейки, тела и двух рогов, миометрий не утолщен, в полости 
матки не содержится макроскопически видимой жидкости. 
Яичники обычного вида, бугристые, кист и выраженных об-
разований не обнаружено.

Проведено гистологическое исследование перечислен-
ных органов и их фрагментов. При этом не выявлено ни-
каких патологических изменений, свидетельствующих за 
воспалительные, некробиотические, гипопластические или 
гиперпластические процессы, дистрофии и атрофии, крово-
излияния и новообразования в органах и тканях мышей как 
в опытной, так и в контрольной группе. Пищевод в гисто-
логических препаратах представлен полой гладкомышечной 
трубкой, выстланной изнутри многослойным плоским эпите-
лием, снаружи пищевод покрыт адвентицией.

Стенка желудка состоит из эпителиального, мышечного 
и серозного слоев. Эпителиальный слой представлен одно-
слойным железистым эпителием. Его клетки характеризу-
ются ярко выраженной полярной дифференциацией. Железы 

желудка не атрофированы. Собственная пластинка построе-
на из рыхлой соединительной ткани. Мышечная оболочка 
состоит из гладкомышечных клеток. Серозная оболочка по-
строена из рыхлой соединительной ткани и снаружи покры-
та мезотелием. Тонкий кишечник представлен трубчатым 
мышечным органом, который состоит из эпителиального, 
мышечного и серозного слоя. Эпителиальный внутренний 
слой образует множество выпячиваний — кишечных ворси-
нок. Мышечный слой состоит из гладкой мышечной ткани. 
Серозный слой — из соединительной ткани, которая пере-
ходит на него с брыжейки. Толстый кишечник также пред-
ставлен трубчатым мышечным органом, который состоит из 
эпителиального, мышечного и серозного слоя. Но в отличие 
от тонкого отдела кишечника в толстом кишечные ворсин-
ки отсутствуют. В слизистой оболочке тонкого и толстого 
отдела кишечника расположены кишечные железы. При 
микроскопическом исследовании печени отмечено сохране-
ние балочно-радиарного расположения гепатоцитов, пери-
портальные и центролобулярные зоны без патологических 
особенностей. Микроскопическое строение поджелудочной 
железы характеризует ее нормальное развитие и функцио-
нирование: ацинусы и протоки железы сохранены, островки 
Лангерганса обычного вида. Матка состоит из трех слоев: 
серозного, мышечного и эпителиального. Эпителий матки 
и маточные железы в неактивном состоянии. Яичники име-
ют фолликулы всех стадий созревания и единичные желтые 
тела. В почках клубочки, канальцы и собирательные тру-
бочки без видимой патологии.

Таким образом, макроскопическое и микроскопическое 
исследование внутренних органов и тканей у подопытных 
животных показало отсутствие токсического и раздражаю-
щего действия водного раствора фуллерена.

Заключение
Основная цель настоящего исследования — интеграль-

ная оценка возможного токсического эффекта водной дис-
персии фуллерена c60, полученной новым диализным мето-
дом [11, 12]. Тонкая структура наночастиц в такой дисперсии, 
по-видимому, отличается от дисперсий c60, получаемых наи-
более распространенным методом, включающим ультразву-
ковую обработку и применение толуола [13, 14]. Ранее мы 
показали, что dnc60 обладает противоаллергической актив-
ностью, а также способен снижать воспалительную реак-
цию в модели ГЗТ [15]. Анализ острой токсичности dnc60 —  
один из этапов оценки его биологической безопасности и пер-
спективности применения как действующего начала терапев-
тического средства. В настоящей работе мы установили, что 
независимо от способа введения токсическим эффектом dnc60 
не обладает. Более того, при введении его небольших доз у мы-
шей наблюдали более активный набор массы тела по сравне-
нию с контрольной группой. Гистологический анализ также не 
выявил каких-либо патологических изменений внутренних ор-
ганов, характерных для токсического поражения. Полученные 
данные хорошо согласуются с ранними результатами других 
авторов. Так, длительный эксперимент по анализу токсичности 
фуллерена c60, проведенный на крысах, показал, что фуллерен 
почти в два раза увеличивал продолжительность жизни крыс, а 
динамика изменения массы тела животных говорила об отсут-
ствии явных токсических эффектов. Анализ механизмов дей-
ствия с использованием экспериментальной модели интоксика-
ции крыс четыреххлористым углеродом показал, что влияние 
фуллерена на продолжительность жизни связано, по-видимому, 
с подавлением окислительного стресса [16]. В другой недавней 
публикации [17] установлено, что водная дисперсия c60, стаби-
лизованная крахмалом, не проявляла хронической токсичности 
при и/г введении крысам, гематологические и биохимические 
показатели не отличались от контроля (нормы). Таким образом, 
все больше данных свидетельствует о биологической безопас-
ности немодифицированной формы фуллерена.
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ПРОтИвОАллеРГИЧесКИе свОЙствА вОдОРАствОРИМОЙ ФОРМЫ 
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Водорастворимая форма фуллерена C60 (ВРФ), получаемая путем исчерпывающего диализа водно-органического 
раствора, — перспективное средство для противоаллергической терапии. Противовоспалительные эффекты ВРФ 
оценивали на мышах BALBc с генерированной патологией атопического дерматита, индуцированной овальбуми-
ном. Значительное подавление IgE и цитокинов Th2-профиля и, наоборот, увеличение продукции цитокинов Th1-
профиля наблюдали у мышей после эпидермальной аппликации ВРФ. Наблюдали также значительное увеличение 
уровней FOXP3+ регуляторных клеток и экспрессии мРНК филаггрина. Гистологическое исследование образцов 
кожи показало выраженное снижение эозинофильной и лейкоцитарной инфильтрации во взятых образцах. Ис-
пользуемый подход — хорошая альтернатива для лечения аллергических заболеваний.
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