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Введение. Уникальные физико-химические свойства углеродных нанотрубок позволяют использо-
вать их во многих сферах. Ежегодно наблюдается рост глобального рынка наноматериалов. Важ-
ным шагом при выведении продукции на внутренний и мировые рынки является определение 
безопасных уровней воздействия УНТ. Предварительным этапом перед утверждением государ-
ственного гигиенического норматива может служить установление корпоративного норматива. 
Материал и методы. Материалом для анализа послужили источники сведений об имеющихся 
нормативах содержания УНТ в воздухе рабочей зоны с использованием информации регулятор-
ных агентств, научно-исследовательских центров, производителей УНТ, библиографических и 
реферативных баз данных Web of Science, Scopus, PubMed, РИНЦ.
Результаты. Разработана схема обоснования безопасных уровней воздействия УНТ (корпо-
ративного норматива), состоящая из нескольких этапов: характеризация УНТ в воздухе на ра-
бочих местах, подбор экспериментальных доз УНТ, подготовка дисперсий УНТ, проведение 
токсиколого-гигиенических экспериментов. Обоснование корпоративного норматива прово-
дится в экспериментах in vitro и in vivo. Планирование экспериментов должно осуществлять-
ся с учётом органа-мишени при воздействии УНТ – дыхательная система. Рекомендуемый 
диапазон доз/концентраций для экспериментов должен включать в себя дозы/концентрации, 
полученные на основании расчётных и литературных данных. Необходимым этапом являет-
ся получение гомогенных дисперсий, в которых УНТ становятся биодоступными для биоло-
гических систем. В ходе экспериментов in vitro и in vivo определяется уровень воздействия, 
при котором не наблюдается вредный эффект и/или наименьший уровень воздействия; при 
котором наблюдается вредный эффект на клеточные культуры/дыхательные пути животных. 
После этапа обоснования корпоративного норматива на предприятии в течение нескольких 
лет должны проводиться мероприятия по корректировке корпоративного норматива на осно-
ве данных клинико-гигиенических исследований, в ходе которых проводится мониторинг 
условий труда и состояния здоровья работников и расширенных токсиколого-гигиенических 
исследований.
Заключение. Наличие корпоративного норматива позволит предприятию-производителю УНТ 
провести мероприятия по разработке и реализации программы производственного контроля с 
внедрением мониторинга за состоянием воздуха рабочей зоны. Разработка корпоративного нор-
матива может рассматриваться как подготовительный этап перед установкой государственного 
норматива. 
Ключевые слова: углеродные нанотрубки; безопасные уровни воздействия; корпоративный норма-
тив; in vitro; in vivo
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Introduction. The unique physicochemical properties of carbon nanotubes allow them to be used in many 
fields. The global nanomaterials market is growing every year. An important step in introducing products to 
the domestic and world markets is to determine the safe exposure levels of CNTs. Establishing a corporate 
standard can serve as a preliminary stage before the approval of a state hygiene standard. 
Material and methods. The material for the analysis was the sources of information on the available standards 
for the content of CNTs in the air of the working area using information from regulatory agencies, research 
centers, CNT manufacturers, bibliographic and abstract databases Web of Science, Scopus, PubMed, RSCI.
Results. A scheme for justifying safe levels of exposure to CNTs (corporate standard) has been developed, 
consisting of several stages: characterization of CNTs in the air at workplaces, selection of experimental doses 
of CNTs, preparation of CNT dispersions, and conducting toxicological and hygienic experiments. Justifica-
tion of the corporate standard is carried out in in vitro and in vivo experiments. The planning of experiments 
should be carried out taking into account the target organ under the influence of CNT – the respiratory sys-
tem. The recommended dose / concentration range for experiments should include doses / concentrations 
derived from calculated and literature data. A necessary step is to obtain homogeneous dispersions in which 
CNTs become bioavailable for biological systems. In vitro and in vivo experiments determine the level of ex-
posure at which no harmful effect is observed and / or the lowest level of exposure at which there is a harmful 
effect on the cell culture / respiratory tract of animals. After the stage of substantiating the corporate standard, 
the enterprise should take measures for several years to adjust the corporate standard based on data from clini-
cal and hygienic studies, during which the working conditions and health status of workers are monitored, 
and extended toxicological and hygienic studies. 
Conclusion. The presence of a corporate standard will allow the manufacturer of CNTs to carry out activi-
ties for the development and implementation of a production control program with the introduction of 
monitoring the air condition in the working area. The development of a corporate regulation can be seen 
as a preparatory stage before the establishment of a government regulation.
Keywords: carbon nanotubes; safe exposure levels; corporate standard; in vitro; in vivo
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Введение 
Производство различных типов углеродных 

нанотрубок (УНТ) растёт из года в год [1], что 
связано с их применением в строительстве, 
машиностроении [2], электронике [3], энерге-
тике [4], космической отрасли [5] и биомеди-
цине [6,7]. Широкое применение УНТ в про-
мышленности и растущий спрос со стороны 
потребителей диктуют необходимость расши-
рения объёмов производства УНТ и способ-
ствуют появлению новых производителей на 
рынке. Многие начинающие компании, имея 
большой потенциал для роста, выходят на 
внутренний и мировые рынки УНТ. 

Cогласно определению Европейского со-
юза от 2011 г. [8], углеродные нанотрубки 
(УНТ) являются наноматериалами. В то же 
время морфологические параметры (длина 
и отношение диаметра к длине) позволяют 
отнести их к волокнам [9]. Физико-химиче-
ские свойства УНТ обусловливают их высо-
кую проникающую способность и реактоген-
ность, что может привести к развитию пато-
логических процессов [10]. 

Одновременно у специалистов и потре-
бителей продукции возникает много вопро-
сов по безопасности УНТ и технологиям их 
производства и применения. Введение новых 
наноматериалов в промышленность требу-
ет понимания влияния этих материалов на 
окружающую среду, биологические виды и 
здоровье человека. Последствиями бездей-
ствия могут быть снижение темпов развития 
и убытки предприятий. Вывод продукции на 
рынок без гарантий безопасности может уда-
рить по репутации , привести к имиджевым 
потерям и утрате рынков сбыта. Получение 
объективной информации о потенциальных 
медико-биологических и экологических рис-
ках является во многом ключевым для обес-
печения устойчивого развития отрасли [11]. 
Таким образом, важным этапом при выве-
дении продукции на внутренний и мировые 
рынки является установление безопасных 
уровней воздействия УНТ. 

Цель работы – разработка методологиче-
ских подходов к обоснованию безопасных 
уровней воздействия УНТ в токсиколого-ги-
гиенических экспериментах.

Материал и методы
Проведён анализ и обобщение сведений 

об имеющихся нормативах содержания УНТ 
в воздухе рабочей зоны с использованием 

информации регуляторных агентств, науч-
но-исследовательских центров, производи-
телей УНТ, библиографических и рефера-
тивных баз данных Web of Science, Scopus, 
PubMed, РИНЦ, с последующей разработкой 
методологических подходов к обоснованию 
безопасных уровней воздействия углеродных 
нанотрубок.

Результаты 

Современные подходы к нормированию УНТ 
на рабочих местах. Для того, чтобы перейти 
к оценке степени риска на рабочих местах и 
в объектах окружающей среды, необходимы 
сведения о допустимых уровнях воздействия 
УНТ, но их разработка пока сталкивается с 
различными трудностями, включая много-
образие различных типов УНТ, сложность и 
трудоёмкость выявления и количественной 
оценки во внешней среде, несовершенство 
методологических подходов, недостаток ин-
формации о биологических эффектах. 

В настоящее время отсутствуют нацио-
нальные, в том числе российские, нормати-
вы содержания УНТ в воздухе рабочей зоны. 
Для углеродных нанотрубок имеются нор-
мативы, разработанные отдельными науч-
но-исследовательскими центрами, и корпо-
ративные нормативы. При этом предлагае-
мые различными авторами безопасные уров-
ни воздействия УНТ на рабочих местах зна-
чительно различаются [12]. В рамках евро-
пейского проекта ENRHES «Искусственные 
материалы: обзор влияния на здоровье и 
окружающую среду» Stone и соавт. (Уни-
верситет Heriot-Watt, Шотландия) в 2009 г. 
было предложено использовать 0,67 мкг/м3 
в качестве референтной концентрации для 
УНТ [13]. Национальным институтом безо- 
пасности и гигиены труда (National Institute 
for Occupational Safety and Health (NIOSH), 
США) в 2010 г. рекомендовано значение  
1 мкг/м3 [14]. Nakanishi и соавт. (Националь-
ный институт передовой промышленной нау-
ки и технологии, Япония) в 2015 г. предло-
жили уровень, который в 30 раз больше 
уровня, рекомендованного NIOSH, но бу-
дет защищать работника только в течение  
15 лет, тогда как значение NIOSH рассчитано 
на 45-летний стаж работы [15]. Кроме того, 
имеются корпоративные нормативы, предло-
женные для МУНТ Nanocyl® NC7000 (ком- 
пания Nanocyl SA, Бельгия) [16] и Baytubes® 
(компания Bayer AG, Германия) [17].  
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Aschberger и соавт. (Объединённый иссле-
довательский центр Европейской комис-
сии) [18] в 2010 г. предложили свое обос-
нование нормативов для Nanocyl® NC7000 
и Baytubes®, основываясь на исходных 
данных Ma-Hock и соавт. [19] и Pauluhn и  
соавт. [20]. Роспотребнадзором РФ в 2010 г. 
были приняты нормативы для трех типов на-
номатерилов, включая УНТ, срок действия 
которых истёк в 2013 г. 

Первые попытки компаний-производи-
телей установить собственные безопасные 
уровни воздействия, основанные на ингаля-
ционных экспериментах in vivo, были прове-
дены для МУНТ Nanocyl® NC7000 (произво-
дитель Nanocyl SA, Бельгия) [16] и Baytubes® 
(производитель Bayer AG, Германия) [17]. 
Компания Nanocyl [21] использовала ре-
зультаты 90-дневного ингаляционного экс-
перимента на крысах, опубликованного Ma-
Hock и соавт. в 2009 г. [19]. Это было первое 
исследование токсичности при длительном 
ингаляционном поступлении МУНТ, про-
ведённое в соответствии с руководством 413 
Организации экономического сотрудниче-
ства и развития по испытанию химических 
веществ (OECD Test N 413:2017) [22]. В каче-
стве органа-мишени оценивалось состояние 
дыхательной системы лабораторных живот-
ных. Исследователи установили минималь-
ную действующую концентрацию МУНТ 
Nanocyl® NC7000 в воздухе рабочей зоны – 
0,1 мг/м3, что соответствовало , как указано 
авторами, депонированной дозе за весь пе-
риод ингаляции – 46,8 мкг. Проведя оценку 
риска и получив фактор неопределённости 
40, на основе минимальных уровней токси-
ческого действия, полученных в эксперимен-
те Ma-Hock и соавт. [19], компания Nanocyl 
установила предельно допустимую 8-часовую 
среднесменную концентрацию для МУНТ 
Nanocyl® NC7000 – 2,5 мкг/м3 [16, 21]. 

Pauluhn в 2010 г. [23] был проведён 
90-дневный ингаляционный эксперимент, в 
ходе которого оценивались эффекты МУНТ 
Baytubes® на органы дыхательной системы 
крыс. Исходя из максимальной недейству-
ющей концентрации 0,1 мг/м3 (соответству-
ет депонированной дозе 40 мкг) и фактора 
неопределённости 2 для МУНТ Baytubes®, 
был рекомендован корпоративный норма-
тив – 50 мкг/м3 [20]. 

Позднее Aschberger и соавт. [18], исполь-
зуя данные экспериментов Ma-Hock и соавт. 
[19] и Pauluhn и соавт. [23] и применив на 

основе расчётных методов факторы неопре-
делённости 50 и 25 соответственно, предло-
жили ОБУВ 1 мкг/м3 в воздухе рабочей зоны 
для МУНТ Nanocyl® NC7000 и 2 мкг/м3 для 
МУНТ Baytubes®.

Mitchell L.A. и соавт. был проведён инга-
ляционный эксперимент in vivo продолжи-
тельностью 14 дней для МУНТ, произведён-
ных Nanotech Port Co (Китай) [24]. Были 
выявлены признаки системного действия на 
иммунную систему мышей при концентра-
ции МУНТ 0,3 мг/м3 (депонированная доза –  
2 мкг). На основе полученных данных Stone 
и соавт. [13] в 2009 г. был предложен безо- 
пасный уровень воздействия для МУНТ –  
0,67 мкг/м3; при этом применялся фактор 
неопределённости 75.

В 2010 г. NIOSH США, проведя коли-
чественную оценку риска на базе преды-
дущих in vivo-исследований с ингаляцион-
ным введением УНТ (депонированные дозы  
от 5 мкг до 46,8 мкг/животное) [19, 23, 25],  
интратрахеальным введением – доза УНТ  
100 мкг/животное [26], интрафарингеаль-
ным введением – доза УНТ 10 мкг/живот-
ное [25, 27], установил, что 8-часовая сред-
несменная концентрация УНТ 0,2–2 мкг/м3  
при воздействии в течение всего рабочего 
стажа связана с 10% риском развития пато-
логии дыхательной системы. Однако, учи-
тывая несовершенство методик детекции и 
подсчёта количества УНТ в пробах, предло-
женный рекомендуемый уровень воздей-
ствия (REL – Recommended Exposure Level) 
составил 7 мкг/м3 (в пересчёте на элементный 
углерод, определённый с помощью метода 
термооптического анализа). В апреле 2013 г. 
был опубликован новый доклад этого инсти-
тута, который установил рекомендованный 
уровень воздействия к УНТ всех типов –  
1 мкг/м3, что было связано с повышением 
точности методик и, соответственно, сниже-
нием предела детекции УНТ в пробах [14]. 

Morimoto и соавт. проведены 4-недель-
ные ингаляционные эксперименты in vivo с 
последующим 90-дневным наблюдением для 
МУНТ (производитель Nikkiso Co Ltd, Япо-
ния) [28] и ОУНТ (производитель AIST, Япо-
ния) [29]. В обоих случаях оценивались эф-
фекты УНТ в отношении дыхательной систе-
мы крыс. Было показано, что максимальные 
недействующие концентрации для МУНТ 
составили 0,37 мг/м3, для ОУНТ – 0,13 мг/м3, 
что соответствовало депонированным дозам 
за 4 нед ингаляционного эксперимента в 50 
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и 10,8 мкг для МУНТ и ОУНТ соответствен-
но. На основании проведённых исследований 
Японским национальным институтом пере-
довой промышленной науки и технологии 
были установлены предельно допустимые 
концентрации для МУНТ 80 мкг/м3 и для 
ОУНТ – 30 мкг/м3 [15]. Применялся фактор 
неопределённости 5, защитный срок норма-
тива был установлен в 15 лет. 

Роспотребнадзором РФ в 2010 г. были уста-
новлены ОБУВ для трех наноматериалов [30], 
включая нанотрубки в воздухе рабочей зоны. 
ПДК УНТ составляла 0,01 волокно в 1 см3.  
С 2013 г. документ утратил свою силу.

Таким образом, по данным проведённых 
исследований, диапазон рекомендуемых 
уровней воздействия УНТ на рабочих ме-
стах составляет от 0,67 до 80 мкг/м3, при этом 
данные были получены в 90-дневных инга-
ляционных экспериментах [19, 23]; 14-днев-
ных ингаляционных экспериментах [24]; 
4-недельных ингаляционных экспериментах 
с последующим 90-дневным наблюдением 
[28, 29]; 4-дневных ингаляционных экспе-
риментах с 28-дневным наблюдением [25]; 
экспериментах с однократным интрафарин-
геальным введением с 56-дневным наблю-
дением [27] и интратрахельным введением 
с 90-дневным наблюдением [26]. В связи с 
ограниченными данными по производствен-
ным экспозициям к УНТ, диапазон доз, ис-
пользуемых в перечисленных исследовани-
ях, не учитывал реальные производственные 
экспозиции и в отдельных случаях осно-
вывался на более ранних экспериментах по 
оценке токсичности УНТ [19, 25]. Введение 
УНТ в организм животных осуществлялось 
с помощью сухого распыления [19, 23–25] 
или дисперсий на основе биосовместимых  
сред [25–27] и химических поверхностно-ак-
тивных веществ [28, 29].

Отсутствие на сегодняшний день государ-
ственных нормативов для УНТ объясняется 
сложностями, с которыми приходится стал-
киваться при решении этой задачи. Широ-
кое разнообразие УНТ затрудняет процесс 
унификации подходов к обоснованию нор-
матива. Не разработаны стандартизованные 
и общепринятые методы по оценке содер-
жания УНТ в воздухе рабочей зоны, в связи 
с чем сложно оценить реальные уровни воз-
действия УНТ на работников. Кроме того, 
непростым вопросом при проведении оценки 
воздействия УНТ также является получение 
биосовместимых дисперсий УНТ для после-

DOI: https://doi.org/10.36946/0869-7922-2021-29-6-5-15
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дующего тестирования их на биологических 
объектах в экспериментах in vivo и in vitro. 

Большинство предприятий-производи-
телей УНТ являются инновационными ма-
лообъёмными производствами, при этом вы-
сокий спрос на продукцию повлечёт за собой 
и рост производства. Расширение объёмов 
производства УНТ неизбежно приведёт к 
необходимости разработки предприятиями 
норматива для выхода на внутренние и миро-
вые рынки. В частности, в обновлённой ре-
дакции Трудового Кодекса РФ (ст. 215) ука-
зывается, что «в производстве запрещается 
применение вредных или опасных веществ, 
материалов, продукции, товаров, токсико-
логическая (санитарно-гигиеническая, ме-
дико-биологическая) оценка которых не 
проводилась» [31], что обязывает отечествен-
ных производителей УНТ проводить всесто-
роннюю оценку выпускаемой продукции. 

Промежуточным этапом перед установле-
нием государственного норматива для УНТ 
может быть разработка корпоративного нор-
матива, что позволит предприятию внедрить 
мониторинг условий труда и состояния здо-
ровья работников, в дальнейшем провести 
мероприятия по корректировке принятого 
норматива и приступить к этапу разработки 
государственного норматива. 

На основании собственных исследова-
ний ниже предлагается схема обоснова-
ния безопасных уровней воздействия УНТ 
(корпоративного норматива), состоящая из 
нескольких этапов: характеризация УНТ в 
воздухе на рабочих местах, подбор экспери-
ментальных доз УНТ, подготовка дисперсий 
УНТ, проведение токсиколого-гигиениче-
ских экспериментов.

Методологические подходы к обоснованию 
безопасных уровней воздействия углеродных  
нанотрубок предприятиями-производителями 
(корпоративный норматив). Первые попытки 
гигиенической оценки экспозиции к УНТ на 
рабочих местах были предприняты одновре-
менно с ранними токсикологическими экспе-
риментами и были основаны на использова-
нии косвенных методов, когда определялось 
содержание примесей (в первую очередь ка-
тализаторов – никеля или кобальта) в воздухе 
рабочей зоны [32–34]. Результаты измерений, 
в совокупности с данными электронной ми-
кроcкопии проб, продемонстрировали реаль-
ную возможность контакта работников с УНТ. 

В последующем в области гигиенической 
оценки произошли существенные изменения. 
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На смену косвенным способам определения 
содержания УНТ в объектах окружающей сре-
ды (по остаточным количествам катализатора) 
пришли прямые методы подсчета элементного 
неорганического углерода, входящего в состав 
углеродных нанотрубок [35, 36].

Метод определения УНТ на основе просве-
чивающей электронной микроскопии и термо-
оптического анализа. Данный метод основан 
на комбинации визуализации УНТ и/или их 
агломератов при помощи просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ) и опре-
деления концентрации элементного углеро-
да при помощи термооптического анализа. 
Этот методический подход был предложен 
NIOSH США и является модификацией ме-
тода NIOSH 5040 [37, 38], разработанного для 
определения элементного углерода в выхлоп-
ных газах дизельных двигателей внутреннего 
сгорания, и метода NIOSH 7402 [39], разра-
ботанного изначально для подсчёта волокон 
асбеста при помощи просвечивающей элек-
тронной микроскопии. Сегодня это один из 
наиболее распространённых методов, ис-
пользующихся для определения концентра-
ции различных УНТ и углеродных нановоло-
кон (УНВ) в воздухе рабочей зоны [36, 40]. 

В ходе термооптического анализа опреде-
ляется содержание элементного углерода в 
образце путём окисления его в условиях вы-
сокой температуры на подложке диоксида 
марганца, восстановления в метанаторе и из-
мерения итоговых концентраций метана пла-
менно-ионизационным детектором (ПИД). 
Особенностью метода является постоянный 
контроль температуры и коэффициента про-
пускания исследуемого кварцевого фильтра 
с помощью лазера, что позволяет в итоге по-
лучить отдельные данные по содержанию уг-
лерода органического происхождения (ОУ) и 
элементного углеродa (ЭУ) [37, 41]. Преиму-
ществом метода является возможность по-
лучить количественные характеристики для 
концентраций различных типов УНТ и УНВ в 
воздухе рабочей зоны на основе определения 
элементного углерода. Ограничениями ме-
тода являются: 1) необходимость визуально 
подтвердить присутствие УНТ и/или их агло-
мератов; 2) использование редкого и дорого-
стоящего оборудования (термооптический 
анализатор углерода, Sunset Laboratory Inc., 
USA); 3) снижение точности метода в присут-
ствии других источников элементного угле-
рода, например, выхлопных газов. Необходи-
мо также учитывать, что автоматическое раз-

деление на элементный и органический угле-
род, как это предусмотрено методом NIOSH 
5040, при 920–940 ºС, без предварительной 
проверки термооптического профиля исход-
ного материала, может привести к заниже-
нию концентраций УНТ из-за размера агло-
мератов. Эту проблему можно предупредить 
ручной настройкой температуры разделения 
с учётом температурного профиля исходного 
материала и, при необходимости, проб аэро-
золя, отобранных из контрольных зон.

Результаты термооптической оценки со-
держания элементного углерода в каждой ис-
следуемой пробе учитываются только в случае 
подтверждения наличия УНТ в параллельной 
пробе (согласно данным ПЭМ) на фильтры 
из смешанных эфиров целлюлозы (СЭЦ-
фильтры). В случае затруднения идентифика-
ции в качестве контрольного материала мо-
гут выступать отобранные образцы продукта. 
ПЭМ не позволяет давать количественную 
оценку содержания УНТ в воздухе рабочей 
зоны, но используется как способ визуализа-
ции агломерированных УНТ.

Метод определения УНТ на основе Рама-
новской спектроскопии. В 2017 г. компания Stаt 
Peel (Швейцария – США) разработала новый 
метод экспресс-оценки содержания УНТ в 
воздухе рабочей зоны, основанный на при-
менении Рамановской спектроскопии. Метод 
основан на сборе аэрозоля в течение рабочей 
смены с последующей детекцией собранной 
фракции аэрозоля. Метод, как сообщают 
авторы, успешно дифференцирует ОУНТ, 
МУНТ и сажу [42]. Измеряя Рамановские 
спектры УНТ, отобранных на фильтры, воз-
можно достичь селективности, не достигае-
мой при использовании стандартного метода 
оценки на основе определения элементного 
углерода. Углеродные нанотрубки и графен 
можно отличить от пыли или других частиц, 
которые обычно встречаются в профессио-
нальных условиях, таких, как сажа. 

Разработанное компанией Stat Peel обо-
рудование представляет собой носимый 
портативный пробоотборник с системой 
фильтрации воздуха. Пробоотборник имеет 
форму бейджа, оснащён насосом, датчиками 
состояния окружающей среды и фильтра-
ционной пластиной. После отбора проб 
бейдж-пробоотборник вставляется в ридер, 
оборудованный Рамановским спектромет-
ром, который автоматически анализирует 
собранные образцы. Как заявляют разработ-
чики, система позволяет обнаруживать УНТ 

DOI: https://doi.org/10.36946/0869-7922-2021-29-6-5-15
Review article
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в количествах до 1 нг. Важным преимуще-
ством этого метода является возможность, 
используя Рамановскую спектроскопию, од-
нозначно различать углеродные нанотрубки 
от фоновых аэрозолей и сажи, присутствую-
щих в воздухе. Исследования, проведённые 
разработчиком, показывают 96% эффектив-
ность захвата аэрозоля УНТ бейджем-пробо-
отборником. 

Несмотря на то, что метод является пер-
спективным, на сегодняшний день этот под-
ход не нашёл широкого распространения сре-
ди исследователей. 

Подбор доз для исследований. Выбор дозы, 
которая имитирует воздействие на челове-
ка тестируемых наноматериалов, является 
непростой задачей, поскольку общая экспо-
зиция включает в себя различные способы 
воздействия на организм через дыхательную 
систему, желудочно-кишечный тракт, кожу. 
Таким образом, необходимо рассматривать 
каждый случай воздействия индивидуально.

При оценке воздействия на дыхательные 
пути подбор доз УНТ для экспериментов  
in vitro и in vivo, рекомендуется осуществлять 
на основе расчёта количества и массы осевших 
частиц в дыхательных путях человека при раз-
личных сценариях его нахождения в запылён-
ной воздушной среде с использованием ре-
зультатов полевых исследований загрязнения 
воздуха рабочей зоны УНТ на рабочих местах 
предприятия-производителя и/или на основе 
данных, имеющихся в открытых источниках, 
о загрязнении воздуха рабочей зоны УНТ. 
Компьютерное моделирование оседания 
аэрозольных частиц в различных зонах дыха-
тельных путей человека можно проводить с 
использованием программного обеспечения 
Multiple-Path Particle Dosimetry (MPPD) в за-
висимости от концентрации аэрозоля в возду-
хе рабочей зоны и дисперсности аэрозоля [43].  
Также необходимо учитывать имеющиеся 
в открытых источниках литературы данные 
о результатах токсикологических экспери-
ментов на клеточных культурах и в экспери-
ментах с использованием животных [44, 45].  
Таким образом, рекомендуемый диапазон 
доз/концентраций для экспериментов должен 
включать в себя дозы/концентрации, полу-
ченные на основании расчётных и литератур-
ных данных: для экспериментов in vitro реко-
мендуемый диапазон концентраций состав-
ляет 0,0001–10 мкг/мл среды при культирова-
нии клеток; диапазон доз для экспериментов 
in vivo – 1–40 мкг/животное). 

Подготовка дисперсий УНТ. Важной зада-
чей при оценке воздействия УНТ является 
получение гомогенных дисперсий, в которых 
УНТ становятся биодоступными для биоло-
гических систем. Основной проблемой при 
выборе диспергантов для исследований in 
vitro и in vivo является подбор нетоксично-
го соединения, способного переводить УНТ 
в гомогенную дисперсию, в том числе для 
процесса аэрозолизации УНТ. По данным 
нашего предыдущего исследования [46], при-
менение стерильных культуральных сред с 
использованием ультразвуковой обработки 
представляется наиболее оптимальным для 
приготовления дисперсий УНТ при проведе-
нии экспериментов на клеточных культурах. 
Для проведения исследования на лаборатор-
ных животных средой выбора может служить 
1% бычий сывороточный альбумин. 

Эксперименты in vitro. Обоснование кор-
поративного норматива проводится в экспе-
риментах in vitro (на клеточных культурах) и 
in vivo (с использованием лабораторных жи-
вотных).

В настоящее время при оценке токсично-
сти широко используются методы, альтерна-
тивные классическим тестам на эксперимен-
тальных животных, – модели с использовани-
ем культур клеток. Широкое распростране-
ние получила концепция «3Rs» (Refinement, 
Reduction, and Replacement) или концепция 
«меньше животных – меньше болезненных 
процедур – применение альтернативных ме-
тодов», согласно которой правильная органи-
зация эксперимента должна основываться на 
методах, снижающих стрессовые воздействия 
и уменьшающих число животных, необходи-
мых для проведения теста, или заменяющих 
животных моделями, например, клеточными 
культурами in vitro [47]. Использование кле-
точных культур позволяет не только решить 
этические проблемы, связанные с использо-
ванием и гибелью лабораторных животных в 
ходе экспериментов, но и значительно сни-
зить стоимость предварительных исследова-
ний токсичности новых материалов. Кроме 
этого, сокращаются сроки полного цикла 
токсикологических исследований. 

Общая схема, которая сегодня использу-
ется при оценке токсичности, включает тео-
ретическую оценку активности тестируемого 
вещества на основании анализа его структу-
ры с оценкой токсичности УНТ на in vitro-мо-
делях [48]. Характеризация УНТ может дать 
информацию о химических и физических 
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свойствах тестируемого вещества, путях его 
возможного метаболизма и воздействия на 
клеточном уровне. С помощью клеточных 
культур определяют цитотоксичность, био-
совместимость, генотоксическую актив-
ность, орган-специфичность тестируемого 
вещества [49]. 

При планировании экспериментов in vitro 
важно выбрать линию клеток, которая наилуч-
шим образом соответствует предполагаемому 
маршруту воздействия и органу-мишени. Для 
моделирования ингаляционного пути воздей-
ствия УНТ как наиболее вероятного пути по-
ступления его в организм человека рекоменду-
ется использовать в первую очередь клеточные 
линии, представляющие дыхательные пути 
человека. Тестирование воздействия УНТ сле-
дует начать с вторичных клеток, являющихся 
клеточными линиями, способными к дли-
тельной пролиферации: например, клеточная 
линия BEAS-2B – клетки эпителия бронхов 
человека; клеточная линия А549 – клетки 
карциномы лёгкого человека [50]. Проведе-
ние экспериментов на вторичных клеточных 
культурах позволит определить наиболее веро-
ятный сценарий воздействия на клетки, кон-
центрации, время экспозиции и оптимальный 
набор тестов для дальнейшего исследования 
действия УНТ. Недостатком при использова-
нии вторичных клеточных линий может слу-
жить то, что долгоживущие (вторичные) кле-
точные линии демонстрируют нестабильный 
фенотип, изменения в котором могут быть ин-
дуцированы в процессе длительного культи-
вирования спонтанно или целенаправленно в 
процессе иммортализации. 

После серии экспериментов на вторичных 
клеточных культурах необходимо продолжить 
исследования на первичных культурах кле-
ток, наилучшим образом отражающих сцена-
рий воздействия на человека и позволяющих 
изучить механизм воздействия УНТ на клет-
ки конкретных органов-мишеней: например, 
клеточная линия HLF – фибробласты лёгких 
человека; HBepC – клетки эпителия бронхов 
человека; клеточная линия HMDM – макро-
фаги, полученные из первичных человече-
ских моноцитов. 

Наряду с клетками человека также допус-
кается использовать клеточные линии, пред-
ставленные клетками животных: например, 
клеточная линия RAW 264.7 – мышиные 
макрофаги; клеточная линия 3T3 – эмбрио-
нальные фибробласты мыши; клеточная ли-
ния V79 – фибробласты лёгких хомяка.

Для оценки цитотоксичности существу-
ет группа методов, принцип которых заклю-
чается в окраске клетки или специфических 
клеточных компонентов клеточным краси-
телем, антителами с флуоресцентной меткой 
или введением молекулярных зондов, кото-
рые взаимодействуют с конкретными биомо-
лекулами. Примерами таких тестов являют-
ся тест МТS и тест на измерение активности 
фермента лактатдегидрогеназы в среде кле-
точной культуры [48]. 

Существуют также группы методов для 
оценки пролиферативной активности клеток. 
Они включают в себя гистохимические, им-
муногистохимические методы и проточную 
цитометрию. 

В более сложных подходах оценки токсич-
ности используются флуоресцентные зон-
ды. Использование таких меток делает тесты 
очень чувствительными и позволяет оцени-
вать изменения межклеточных параметров, 
потенциал мембраны, изменения рН. 

Оценку токсичности in vitro проводят  
не только на культурах клеток, но и на срезах 
культур высокой точности, которые получают 
из однородных тканей в стерильных услови-
ях. Такие системы имеют ряд преимуществ по 
сравнению с культурами однородных клеток. 
В срезах культур присутствуют все виды кле-
ток исследуемого органа, кроме этого сохра-
няется система межклеточной коммуника-
ции, которая позволяет дать оценку степени 
воздействия наноматериалов на конкретные 
клетки. Существенным недостатком срезов 
культур высокой точности является их бы-
страя дегенерация. Срок жизни таких систем 
составляет не более 24 ч.

Проведение экспериментов in vitro позво-
лит уточнить наиболее вероятный механизм 
воздействия УНТ, диапазон доз и оптималь-
ный набор тестов для экспериментов in vivo.

Эксперименты in vivo. In vivo-исследования 
можно проводить как на линейных (крысы 
линий Wistar, Sprague-Dawley и др.; мыши ли-
ний СВА, С57ВL/6 и др.), так и нелинейных 
здоровых половозрелых животных. Наиболее 
обоснованным методом оценки воздействия 
УНТ является хронический ингаляционный 
эксперимент, общей продолжительностью 
до 4 мес [51]. Ингаляционные эксперименты 
наиболее точно имитируют лёгочную экс-
позицию, однако техническая сложность и 
высокая стоимость выполнения подобных 
исследований ограничивают применение 
данного метода затравки [51]. Оценка инга-
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Н О Я Б Р Ь –  Д Е К А Б Р Ь

ляционного воздействия УНТ также может 
проводиться при однократном интратрахе-
альном введении для крыс или фарингеаль-
ной аспирации для мышей с последующим 
наблюдением в течение 90 [22] или 180 [51] 
дней. Ранее Shvedova и соавт. установили, 
что распределение УНТ в лёгких и ответные 
реакции организма при однократной инстил-
ляции сопоставимы с ингаляционным экспе-
риментом [25].

После завершения периода наблюдений 
при однократном интратрахеальном/интра-
фарингеальном введении через 24 ч, после 
30, 90 и 180 (при обосновании) дней, прово-
дится запланированный объём исследова-
ний. Объём исследований включает в себя 
изучение функционального состояния цен-
тральной нервной системы и высшей нерв-
ной деятельности исследуемых животных; 
оценку клеточного состава бронхоальвеоляр-
ного лаважа и биохимического состава на-
досадочной жидкости бронхоальвеолярного  
лаважа [51]; клеточного и биохимического 
состава крови; цитологические и морфоло-
гические исследования органов (лёгкие и 
окололёгочные лимфатические узлы, печень, 
почки, селезёнка, головной мозг, сердце, 
аорта); определение коллагена/оксипроли-
на (лёгкие и окололёгочные лимфатические 
узлы); оценку генотоксичности УНТ. Учиты-
вая, что основным органом-мишенью являют-
ся лёгкие, рекомендуется проведение при-
жизненной МРТ лёгких экспериментальных 
животных для определения лёгочной нагрузки 
УНТ, а также определение маркеров лёгочного 
воспаления, фиброза и канцерогенеза.

В ходе экспериментов in vivo определяется 
уровень воздействия, при котором не наблю-
дается вредный эффект и/или наименьший 
уровень воздействия (пороговая концен-
трация), при котором наблюдается вредное 
воздействие на животных. Для перехода от 
пороговой концентрации УНТ к величине 
корпоративного норматива рекомендуется 
использовать фактор неопределённости (ко-
эффициент запаса) 10, учитывающий раз-
личия между разными видами животных и 
человеком (коэффициент 2 – переход между 
различными видами животных, 5 – переход 
от животных к человеку). 

Этап уточнения и корректировки корпо-
ративного норматива. После этапа обосно-
вания корпоративного норматива на пред-
приятии в течение нескольких лет должны 
проводиться мероприятия по корректировке 

корпоративного норматива на основе дан-
ных клинико-гигиенических исследований, 
в ходе которых проводится мониторинг усло-
вий труда и состояния здоровья работников, 
и расширенных токсиколого-гигиенических 
исследований.

В случае получения данных, свидетель-
ствующих о периодическом превышении 
корпоративного норматива в зоне дыхания 
рабочих, вопрос о необходимости корректи-
ровки корпоративного норматива УНТ дол-
жен решаться с учётом величины и частоты 
превышения концентраций. 

В план токсиколого-гигиенических иссле-
дований, необходимых для корректировки 
корпоративного норматива УНТ, рекоменду-
ется включить проведение 13-недельного ин-
галяционного эксперимента в соответствии с 
требованиями OECD Test N 413:2017 [22].

Для установления отклонений в состоя-
нии здоровья работающих при корректиров-
ке корпоративного норматива могут быть 
использованы следующие материалы: а) ре-
зультаты анализа случаев профессиональных 
отравлений; б) результаты периодических и 
углублённых медицинских осмотров и дис-
пансерного наблюдения; в) результаты углу-
блённого изучения заболеваемости с времен-
ной утратой трудоспособности, смертности; 
г) биомониторинг биологических маркеров 
воспаления, фиброза, канцерогенных эф-
фектов. Методы оценки состояния здоровья 
должны включать физикальный осмотр с уча-
стием пульмонолога, кардиолога, оторино-
ларинголога, дерматовенеролога, онколога, 
аллерголога (ежегодно), изучение функции 
внешнего дыхания (ежегодно), рентгеногра-
фию грудной клетки (ежегодно), по показа-
ниям – компьютерную томографию грудной 
клетки, биохимические анализы содержания 
маркеров воспаления, фиброза, канцероген-
ных эффектов в сыворотке крови и индуци-
рованной мокроте (1 раз в 6 мес), нагрузку 
УНТ в индуцированной мокроте. 

Необходимо собирать и накапливать банк 
биологических образцов (цельная кровь, сы-
воротка крови, супернатант индуцированной 
мокроты) для обеспечения возможности про-
ведения дополнительных исследований при 
получении новых экспериментальных дан-
ных. Сбор биологических образцов необхо-
димо проводить с учётом прав работников на 
защиту персональной информации. В после-
дующем полученные данные по токсиколо-
го-гигиеническим и клинико-гигиеническим 
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исследованиям могут быть использованы для 
установления государственных гигиениче-
ских нормативов условий труда при ингаля-
ционном воздействии УНТ.

Следует отметить, что в настоящее время 
работники при контакте с углеродными на-
нотрубками могут проходить медицинские 
осмотры по пункту 3.1.9 «углерода пыли» 
Приказа Минтруда России №988н, Минздра-
ва России №1420н от 31.12.2020 «Об утвер-
ждении перечня вредных и (или) опасных 
производственных факторов и работ, при 
выполнении которых проводятся обязатель-
ные предварительные медицинские осмотры 
при поступлении на работу и периодические 
медицинские осмотры». Однако в ситуа-
ции, когда массовые концентрации наноча-
стиц в воздухе рабочей зоны намного ниже 
ПДК, установленных для микроразмерных 
аэрозолей, вероятность того, что работники, 
контактирующие с УНТ, будут проходить в 
соответствии с существующим законода-
тельством предварительные и периодические 
медицинские осмотры, невысокая или даже 
практически нулевая. Для введения нано-
размерных аэрозолей в Перечень вредных и 
(или) опасных производственных факторов и 
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работ необходимо иметь утверждённые госу-
дарственные нормативы и соответствующие 
методы контроля; в настоящее время и то, и 
другое пока отсутствует. Одним из вариантов 
решения данной проблемы является внесение 
изменений в Приказ Минздрава России от 
28.01.2021 N 29н, например, добавление поло-
жения о том, что для ряда производств (инно-
вационные, с новыми факторами риска и т.д.) 
медосмотры нужны для организации долго-
срочного мониторинга и биомониторинга. 

Заключение
Наличие корпоративного норматива поз-

волит предприятию-производителю УНТ 
провести мероприятия по разработке и ре-
ализации программы производственного 
контроля с внедрением мониторинга за со-
стоянием воздуха рабочей зоны. Разработка 
корпоративного норматива может рассмат-
риваться как подготовительный этап перед 
установкой государственного норматива, что 
станет необходимым при расширении объёма 
производства и будет способствовать повы-
шению конкурентоспособности предприя-
тий-производителей УНТ на мировом рынке. 
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