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Введение. Одним из важных этапов оценки безопасности наночастиц (НЧ) является анализ мутагенной 
активности, включающий оценку генных, хромосомных, геномных мутаций. 
Материал и методы. НЧ покрытого симетиконом диоксида титана (33,16 ± 16,7 нм, анатаз, 5–50000 мкг/
мл), покрытого силикатом магнетита (10 нм, 0,92–575 мкг/мл), НЧ серебра, стабилизированные камедью 
аравийской (14 ± 0,2 нм, 5–50000 мкг/мл), нановолокно гидроксида алюминия (50–70 нм, 24–3000 мкг/мл) и 
многослойные углеродные нанотрубки (МУНТ «Таунит» с наружным диаметром 15–40 нм, внутренним диа-
метром 3–8 нм, длиной 2 и более мкм, 5–50000 мкг/мл). Параллельно в экспериментах оценивали мутагенную 
активность эквивалентных микрочастиц. Исследования проводили в тесте Эймса (Salmonella/микросомы), 
регистрирующем генные мутации разного механизма действия, в варианте с преинкубацией. Использован 
набор индикаторных штаммов Salmonella typhimurium: ТА 100 (мутации типа замены пар оснований), ТА 98 
и ТА 97 (мутации типа сдвига рамки считывания генетического кода). Добавление во время эксперимента 
микросомальной активирующей смеси позволяет определять воздействие не только самих веществ, но и их 
метаболитов. 
Результаты. Во всех экспериментах кратность превышения среднего числа колоний ревертантов в опыте 
над таковым в контроле была менее 2, что свидетельствует об отсутствии мутагенного эффекта. 
Заключение. Исследованные наноматериалы, как и их микро-аналоги, в изученном диапазоне доз не индуци-
ровали генные мутации в тесте Эймса на трёх штаммах Salmonella typhimurium в присутствии или без до-
бавления микросомальной активирующей смеси.
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наночастицы диоксда титана; наночастицы магнетита; многостенные углеродные нано-
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Introduction. One of the important steps in assessing the nanoparticles (NP) safety is the analysis of mutagenic 
activity, including the evaluation of gene, chromosomal, and genomic mutations.
Material and methods. The purpose of this investigation is to study the ability of different NP aqueus suspensions and 
the same compounds in microforms to unduce gene mutations in Salmonella/microsome test (Ames test). 
Anatase titanium dioxide NP coated with simethicone (33.16 ± 16.7 nm, 5-50000 μg/ml), magnetite NP coated with 
silicate (10 nm, 0.92-575 μg/ml), silver NP coated with аrabian gum (14 ± 0.2 nm, 5-50000 μg/ml), aluminum hydroxide 
nanofibres (50-70 nm, 24-3000 μg/ml) and multi-walled carbon nanotubes (Taunit MWСNTs, outer diameter 15-40 nm, 
inner diameter 3-8 nm, length 2 and more microns, 5-50000 μg/ml). In parallel, the mutagenic activity of equivalent 
microparticles was evaluated in experiments. Ames test (Salmonella/microsomes) registers gene mutations induced by 
a different mechanism of action, in the variant with preincubation. A set of Salmonella typhimurium indicator strains: 
TA 100 (base pair substitution mutations), TA 98 and TA 97 (mutations of the frameshift type of the genetic code) were 
used. Using addition the S9 microsomal activating mixture during the experiment makes it is possible to determine the 
effect not only of the substances themselves, but also of their metabolites.
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Введение
Стратегия обеспечения безопасности наноматериалов 

для здоровья человека включает комплексную оценку их 
мутагенных свойств [1, 2]. В экспериментальных работах 
в основном используют цитогенетические методы и ме-
тод ДНК-повреждений (метод ДНК-комет). В то же время 
обязательным этапом оценки мутагенности химических 
соединений является определение генных мутаций с ис-
пользованием метода оценки обратных мутаций на бакте-
риях, в частности, теста Эймса. Таких работ в отношении 
исследования наноматериалов существенно меньше.

Цель работы – оценить мутагенную активность ряда 
веществ, используемых в виде нано- и микрочастиц, в те-
сте Эймса (Salmonella / микросомы).

Материал и методы
Объектами исследования были водные суспензии ча-

стиц в нано- и микроформе:
1. Наночастицы диоксида титана, покрытые симетико-

ном (НЧ TiO2, природный анатаз, 33,16 ± 16,7 нм, Герма-
ния). 

Микрочастицы диоксида титана (микро-TiO2, природ-
ный анатаз, 160,0 ± 59,4 нм, США).

Исследуемые концентрации – 5; 50; 500; 500 и 500000 
мкг/мл или 0,5; 5; 50; 500 и 5000 мкг/чашку.

2. Нановолокно гидроксида алюминия (НВ ALOOH, 
марка IPC, ТУ 1791-002-36280340–2005, ООО «Передо-
вые порошковые технологии», Россия, 50–70 нм. Матери-
ал содержит гидроксиды алюминия ALOOH – 55% масс., 
AL(OH)3 – 33% масс., оксид алюминия AL2O3 – 5% масс., 
металлический алюминий AL – не более 5% масс., адсор-
бированная вода Н2O – до 2% масс., другие примеси – до 
0,55 % масс. Удельная поверхность, измеренная методом 
БЭТ, – около 350 м2/г.

Микрочастицы химически чистого (х. ч.) гидроксида 
алюминия (микро-ALOOH, ˃1000 нм, ООО «АО Реахим», 
Россия).

Исследуемые концентрации – 24; 120; 600 и 3000 мкг/мл 
или 2,4; 12; 60 и 300 мкг на чашку Петри.

3. НЧ магнетита, покрытые силикатом (НЧ Fe3O4/SiO2, 
средний размер 10 нм, концентрация 575 мкг/мл), изготов-
лены по методике TEOS (Whitehead R. A. Et al. [Patent]: 
4554088.-U.S., 1985). Синтез проведён канд. биол. наук, 
вед. науч. сотр. лаб. генной терапии вирусных инфекций 
ГУ НИИ Вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова 
РАМН Кривцовым Г.Г.

Исследуемые концентрации – 0,92; 4,6; 23; 115; 
575 мкг/мл или 0,092; 0,46; 2,3; 11,5; 57,5 мкг/чашку.
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4. Многослойные углеродные нанотрубки (МУНТ) 
«Таунит» (ТУ 2166-001-02069289–2006, ООО «НаноТех-
Центр», Россия, г. Тамбов,). Наружный диаметр 15–40 нм, 
внутренний диаметр 3–8 нм, длина 2 и более мк, удельная 
геометрическая поверхность 0,4–0,5 м2/г). Наружный диа-
метр МУНТ 15–40 нм, внутренний диаметр 3–8 нм, дли-
на 2 и более мкм, удельная геометрическая поверхность 
0,4–0,5 м2/г;

Порошкообразный активный уголь «Флотосорб» мар-
ки А (˂ 0,1 мм, ТУ 2162-325-05795731–2007, ОАО «Сор-
бент», Россия, г. Пермь).

Исследуемые концентрации – 5; 50; 500; 5000 и  
50 000 мкг/мл или 0,5; 5; 50; 500 и 5000 мкг/чашку.

5. НЧ серебра, стабилизированные камедью ара-
вийской 1:7 по массе (НЧ Ag, 14 ± 0,2 нм, TУ 9197-009-
77342998 11, OOO НПП «Cентоза Факторинг НП»,  
Россия);

Камедь аравийская;
Микрочастицы серебра (микро-Ag,100–120 нм);
Сульфат серебра (Ag2SO4, ТУ 6-09-370374, х. ч.,  

Россия).
Исследуемые концентрации – 5; 50; 500; 5000 и  

50 000 мкг/мл или 0,5; 5; 50; 500 и 5000 мкг/чашку. В свя-
зи с сильным бактерицидным эффектом диапазон тести-
руемых концентраций сульфата серебра был расширен до 
0,04 мкг/мл.

Тест Эймса. Мутагенную активность наночастиц 
определяли в тесте Эймса [3–5], регистрирующем спо-
собность испытуемого соединения индуцировать обрат-
ные генные мутации у индикаторных микроорганизмов 
от ауксотрофности по гистидину к прототрофности. Ис-
пользовали набор индикаторных штаммов Salmonella 
typhimurium, регистрирующий мутации типа сдвига рам-
ки считывания генетического кода (ТА 98 и ТА 97) и за-
мены пар оснований (ТА 100). В опыт включали варианты 
в присутствии системы метаболической активации (СМ+) 
и без таковой (СМ-), что позволяет выявлять мутагенное 
действие самих веществ (прямые мутагены) и их метабо-
литов. Непосредственно перед экспериментом готовили 
микросомальную активирующую смесь [6]. Ночную куль-
туру центрифугировали 15 мин при 5000 об/мин. Полу-
ченный осадок ресуспендировали в буферном растворе до 
плотности 2 ∙ 109 клеток на 1 мл. 

Вещества испытывали в преинкубационном вариан-
те теста. В центрифужные пробирки, содержащие 0,1 мл 
культуры бактерий в 0,5 мл 0,02М фосфатного буфера 
или микросомальной активирующей смеси (в варианте 
СМ+), вносили 0,1 мл соответствующей концентрации 

Conclusion. The investigated nanomaterials as well as their micro analogs in the studied dose range did not induce 
gene mutations in the Ames test both in presence and absence microsomal activating mixture.
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тестируемых частиц. Смесь инкубировали 2 ч при тем-
пературе 37 °С на перемешивающем устройстве ПЭ-6410  
(50 об/мин), затем переносили в пробирки с 0,7% селек-
тивным полуобогащённым агаром, перемешивали и рав-
номерно распределяли на слой нижнего агара на чашках 
Петри. Учёт результатов проводили через 48 ч инкубации 
при 37 °С.

Эксперимент сопровождали контролем растворите-
ля (0,1 мл дистиллированной воды) и положительным 
контролем со стандартными мутагенами: азид натрия  
(NaN3) – 10 мкг на чашку для штамма ТА 100; 
2 ,7 -диамино-4 ,9 -диокси-5 ,10 -диоксо-4 ,5 ,9 ,10 -
тетрагидро-4,9-диазопирен (ДИАМ) – 10 мкг на чашку 
для штамма ТА 98; 9-аминоакридин (9АА) – 50 мкг на 
чашку для штамма ТА 97. Растворителем для ДИАМ и 
9-АА был диметилсульфоксид (ДМСО). Для контроля 
активности системы метаболической активации (СМ+) 
использовали этидиум бромид (BrEt) – 10 мкг на чашку 
на штамме ТА 98. На каждую точку в опыте ставили по 2 
чашки. Мутагенный эффект считали значимым при пре-
вышении среднего числа колоний ревертантов на чашку 
в опыте над таковым в контроле в 2 и более раз [7–9], 
бактерицидный эффект – при снижении этого показателя 
в 2 и более раз.

Результаты
Результаты экспериментов по изучению мутагенной 

активности НЧ и микрочастиц в тесте Эймса представ-
лены в табл. 1–7 в виде кратности превышения среднего 
числа колоний ревертантов в опытных чашках Петри над 
таковым в контрольных (растворитель). Количество коло-
ний ревертантов на чашку в контрольных вариантах и от-
вет штаммов на стандартные мутагены были в пределах 
уровней исторического контроля лаборатории [6, 10].

Наночастицы диоксида титана (33 нм) и микрочасти-
цы (160 нм) в диапазоне концентраций 5–50000 мкг/мл в 
эксперименте на штаммах S. typhimurium ТА 100, ТА 97 
и ТА 98 в варианте без метаболической активации не по-
казали мутагенной активности (см. табл. 1). Нановолокна 
(50–70 нм) и микрочастицы (˃1000 нм) гидроксида алю-
миния (см. табл. 2), наночастицы магнетита (см. табл. 3) в 
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Т а б л и ц а  1 
Результаты оценки мутагенной активности диоксида титана  
в тесте Эймса

Концентрация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97
СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

НЧ TiO2

5 0,83 – 0,79 – 1,01 –
50 0,76 – 0,84 – 1,12 –
500 0,86 – 0,96 – 1,08 –
5000 0,72 – 0,72 – 1,13 –
50 000 0,69 – 0,88 – 0,94 –

микро-TiO2

5 0,83 – 0,72 – 1,06 –
50 0,85 – 0,93 – 1,06 –
500 0.86 – 0,63 – 1,18 –
5000 0,92 – 0,98 – 1,12 –
50 000 0,78 – 0,88 – 0,94 –

Позитивные контроли:
NaN3 8,89* – – – – –
ДИАМ – – 21,78* – – –
9-AA – – – – 3,70* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)
Н2О 112,5 – 28,5 – 125,5 –
ДМСО – – 27,0 – 135,0 –

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2–7: «–» – не исследовано;  
* – мутагенный эффект.

Т а б л и ц а  2 
Результаты оценки мутагенной активности гидроксида  
алюминия в тесте Эймса

Концентрация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

НЧ ALOOH
24 0,94 – 0,74 – 0,85 –
120 1,01 – 0,97 – 0,85 –
600 0,79 – 1,26 – 1,08 –
3000 0,89 – 0,84 – 1,02 –

микро-ALOOH
24 0,92 – 0,94 – 1,33 –
120 0,78 – 1,03 – 0,79 –
600 0,89 – 1,19 – 1,27 –
3000 0,89 – 1,03 – 0,92 –

Позитивные контроли
NaN3 7,84* – – – – –
ДИАМ – – 38,5* – – –
9-AA – – – – 3,52* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)
Н2О 127,5 – 15,5 – 175,5 –
ДМСО – – 17,5 – 153,5 –

Т а б л и ц а  3 
Результаты оценки мутагенной активности НЧ магнетита  
в тесте Эймса

Концентрация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

0,092 0,96 – 0,78 – 1,01 –
0,46 0,92 – 0,81 – 1,02 –
2,3 0,93 – 0,73 – 0,83 –
11,5 0,85 – 0,73 – 0,82 –
57,5 0,82 – 0,86 – 0,81 –

Позитивные контроли
NaN3 8,47* – – – – –
ДИАМ – – 42,18* – – –
9-AA – – – – 6,25* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)
Н2О 118,0 – 18,5 – 159,0 –
ДМСО – – 17,0 – 160,0 –
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изученных дозах не проявили мутагенной активности на 
штаммах S. typhimurium в варианте без метаболической 
активации. 

Активный уголь «Флотосорб» (˂ 0,1 мм) и МУНТ «Та-
унит» (15–40 нм) не проявили мутагенности в концентра-
циях 5–50000 мкг/мл на штаммах ТА 100, ТА 97 и ТА 98 
в присутствии и без системы метаболической активации 
(см. табл. 4). С дозы 500 мкг/мл начиналась агрегация на-
нотрубок, возрастающая с увеличением концентрации, 
которая не мешала подсчёту колоний ревертантов.

Сульфат серебра (0,04–50000 мкг/мл), микрочастицы 
серебра (100–120 нм), НЧ серебра в камеди аравийской 
(14 нм), а также само покрытие (камедь аравийская) в 
концентрациях 5–50000 мкг/мл не показали мутагенной 
активности в тесте Эймса на штаммах ТА 100, ТА 97 и ТА 
98 в присутствии и без добавления системы метаболиче-
ской активации (см. табл. 5–7). 

Серебро во всех формах проявило бактерицидность по 
отношению к штаммам S.typhimurium. В варианте без ме-
таболической активации бактерицидный эффект проявил-
ся на более низких дозах. Бактерицидный эффект разных 
типов одного и того же вещества существенно отличался. 
Микрочастицы серебра проявили бактерицидность толь-
ко в варианте без метаболической активации на штамме 
ТА 98 в дозе 50000 мкг/мл, на штаммах ТА 100 и ТА 97 
в дозе 5 000 мкг/мл. НЧ серебра были бактерицидны в 
обоих вариантах эксперимента (СМ+ и СМ-). На штамме  
ТА 98 (СМ+, СМ-), ТА 100 (СМ+) и ТА 97 (СМ+) эффект 
проявился в концентрации 50000 мкг/мл, на ТА 100 (СМ-) 
и ТА 97 (СМ-) – 5000 мкг/мл. Сульфат серебра был высоко 
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бактерициден на всех трёх штаммах в присутствии систе-
мы метаболической активации, начиная с концентрации 
50 мкг/мл, а без системы метаболической активации – 
с 0,2 мкг/мл. Таким образом, серебро во всех формах 
было бактерицидно по отношению к данным штаммам  
S. typhimurium и по степени бактерицидности распредели-
лось в следующем порядке: сульфат серебра ˃ нано сере-
бро в камеди аравийской ˃ порошок серебра.

Обсуждение
Результаты экспериментов по оценке мутагенной ак-

тивности в нано- и микроформе частиц диоксида титана, 
гидроксида алюминия, магнетита, серебра, МУНТ и ак-
тивного угля показали отсутствие у них способности вы-
зывать генные мутации в тесте Эймса. Исследование этих 
же веществ в других тестах выявило, что в микроядерном 
тесте на культуре лимфоцитов периферической крови че-
ловека с цитохалазином В НЧ диоксида титана активнее 
микрочастиц индуцировали микроядра и нуклеоплазмен-
ные мосты [11], частицы серебра размером 100 нм актив-
нее частиц 14 нм повышали частоту генетических повреж-
дений [12]. В экспериментах in vivo [13, 14] установлено, 
что микрочастицы TiO2 индуцировали повреждение ДНК 
и образование микроядер в клетках костного мозга, а НЧ 
TiO2 индуцировали повреждение ДНК в клетках костного 
мозга и печени мышей. В полиорганном микроядерном 
исследовании на мышах при воздействии с питьевой во-

Т а б л и ц а  4 
Результаты оценки мутагенной активности МУНТ в тесте 
Эймса

Концен-
трация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

«Таунит»
5 1,05 1,17 0,97 1,05 0,75 0,87
50 0,93 1,06 1,08 1,12 0,77 1,04
500 1,26 0,97 1,00 0,99 0,78 0,98
5000 1,18 0,98 0,85 0,82 0,95 0,94
50 000 1,19 1,51 0,88 0,82 0,93 0,89

«Флотосорб»
5 0,92 1,09 0,88 1,08 0,83 0,94
50 0,91 1,02 1,31 0,97 0.81 0,91
500 0,84 1,36 1,05 1,08 0,78 1,01
5000 0,85 1,11 1,02 0,89 0,61 0,91
50 000 0,76 0,95 1,02 0,93 0,68 1,03

Позитивные контроли
NaN3 7,58* – – – – –
ДИАМ – – 25,30* – – –
BrEt – – – 7,77* – –
9-AA – – – – 5,75* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)
Н2О 132,0 119,5 29,5 37,0 115,0 123,5
ДМСО – – 27,0 – 113,0 –

Т а б л и ц а  5 
Результаты оценки мутагенной активности НЧ серебра в тесте 
Эймса

Концентрация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

НЧ Ag
5 0,98 0,95 0,89 0,86 1,00 1,24
50 0,99 1,11 0,94 0,70 0,83 0,95
500 0,79 0,76 1,09 0,74 0,44** 1,04
5000 0,22** 0,90 0,77 0,88 0,35** 1,12
50 000 0,10** 0,50** 0,49** 0 0,38** 0,40**

Камедь аравийская
5 0,84 0,86 0,94 0,78 0,78 0,75
50 1,00 0,87 0,80 0,60 0,85 0,82
500 0,98 0,95 0,89 0,76 0,79 0,70
5000 0,97 0,67 1,03 0,80 0,77 0,91
50 000 1,07 0,84 0,83 0,64 0,79 0,94

Позитивные контроли:
NaN3 10,42* – – – – –
ДИАМ – – 51,93* – – –
BrEt – – – 13,2* – –
9-AA – – – – 5,27* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)
Н2О 96,0 115,0 17,5 25,0 133,5 126,5
ДМСО – – 14,0 – 137,5 –

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 6, 7: ** – бактерицидный эффект; 
0 – отсутствие роста бактериальной культуры.
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дой в течение двух недель выявлено мутагенное действие 
МУНТ в клетках преджелудка (частота клеток с протру-
зиями ядра), активного угля в лёгких (увеличение доли 
клеток с микроядрами и ядерными протрузиями) [15]. НЧ 
серебра при поступлении в организм мышей с питьевой 
водой в концентрациях 0,1 и 50 мг/л в течение 15 суток 
индуцировали небольшое статистически значимое повы-
шение частоты сперматид с микроядрами [16].

В ряде исследований других авторов также не выявле-
на индукция генных мутаций в тесте Эймса при действии 
наноматериалов, при наличии других генотоксических 
эффектов [17-23]. Отрицательные результаты в экспери-
ментах по оценке мутагенной активности НЧ в тесте Эйм-
са связывают в основном с наличием плотной клеточной 
стенки и отсутствием эндоцитоза у прокариот, что пре-
пятствует проникновению НЧ в бактериальную клетку 
[19, 24, 25].

Заключение
В нашей работе изучена способность пяти наномате-

риалов и их микро-аналогов индуцировать генные му-
тации. Установлено, что все они в изученном диапазоне 
концентраций не индуцировали генные мутации в тесте 
Эймса (Salmonella/микросомы) на штаммах S. typhimurium  
ТА 98, ТА 100 и ТА 97 в присутствии или без добавления 
системы метаболической активации. 
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Результаты оценки мутагенной активности микрочастиц  
серебра в тесте Эймса

Концентрация, 
кг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

микро-Ag

5 0,99 0,97 1,07 1,01 0,87 1,16

50 1,08 0,88 1,26 0,87 1,00 1,21

500 0,91 0,89 0,98 0,96 0,92 1,08

5000 0,17** 0,97 1,30 0,97 0,32** 1,02

50 000 0 0,82 0 1,30 0 1,24

Ag2SO4

5 0 0,89 0 0,67 0 1,22

50 0 0 0 0 0 0,17**

500 0 0 0 0 0 0

5000 0 0 0 0 0 0

50 000 0 0 0 0 0 0

Позитивные контроли

NaN3 9,22* – – – – –

ДИАМ – – 44,44* – – –

BrEt – – – 10,99* – –

9-AA – – – – 5,36* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)

Н2О 108,5 121,5 23,0 33,5 132,5 132,0

ДМСО – – 22,5 – 122,5 –

Т а б л и ц а  7 
Результаты оценки мутагенной активности микрочастиц  
серебра в тесте Эймса (продолжение)

Концентрация, 
мкг/мл

Отношение среднего числа колоний  
ревертантов в опыте к таковому в контроле

штамм ТА 100 штамм ТА 98 штамм ТА 97

СМ- СМ+ СМ- СМ+ СМ- СМ+

Ag2SO4

0,04 1,00 – 0,89 – 1,03 –

0,2 0,28** – 0,44** – 0,43** –

1 0 – 0 – 0,03** –

5 0 – 0 – 0 –

Позитивные контроли

NaN3 7,81* – – – – –

ДИАМ – – 26,98* – – –

9-AA – – – – 5,59* –

Растворители (среднее число колоний ревертантов на чашку)

Н2О 128,0 – 35,0 – 137,0 –

ДМСО – – 29,5 – 140,5 –
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