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Углеродные нанотрубки (УНТ) очень перспективны для использования в разных
областях деятельности человека, в том числе и в медицине, но могут оказывать
негативное воздействие на организм, в частности на нервную систему. УНТ в
больших дозах в экспериментах на животных часто вызывают тревожно-депрес-
сивные расстройства. Влияние малых доз УНТ на поведение животных мало изу-
чено. В настоящей работе исследовали показатели поведения в тестах на тревож-
ность у крыс, которым интраназально ежедневно в течение 4 дней вводили
взвесь однослойных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) в небольших дозах – 5.2
или 52 мкг/кг. Оказалось, что обе дозы ОСУНТ однонаправленно изменяли сле-
дующие показатели поведения у крыс: в тесте “открытое поле” снижалась иссле-
довательская активность (стойки), в тесте “свет–темнота” увеличивались ла-
тентный период захода в темный отсек и выглядывания из него, в тесте “припод-
нятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) активировалось поведение в открытом
рукаве. Однако, если доза 5.2 мкг/кг вызывала у крыс поведение с признаками
ажитации (в тестах “свет–темнота” и ПКЛ усиление исследовательской актив-
ности, а в тесте ПКЛ и двигательной активности при частых посещениях разных
отсеков лабиринта), то доза 52 мкг/кг, наоборот, тормозила ряд поведенческих
реакций, что выражалось в усилении тревожности (увеличение показателей за-
мирания в открытом поле и ПКЛ) и увеличении латентного периода входа в за-
крытый рукав ПКЛ. Предполагается, что разные небольшие дозы ОСУНТ, попа-
дая при интраназальном введении в мозг крыс, могут неодинаково нарушать
структурно-функциональное состояние клеток нервной ткани и/или вызывать
нейровоспаление в структурах, задействованных в механизмах тревожности и
сопутствующих состояний, в результате чего по-разному изменяется и поведе-
ние крыс в тестах на тревожность.
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В настоящее время отмечается бурный рост производства углеродных нанотру-
бок (УНТ), которые, обладая уникальными свойствами – значительно повышен-
ными электро- и теплопроводностью, прочностью, гибкостью и другими, востре-
бованы в самых различных областях деятельности человека и очень перспективны
для медицины. В экспериментальных работах in vivo и in vitro было показано, что
УНТ могут быть использованы для адресной доставки лекарств и биологически-
активных веществ для диагностики и лечения опухолевых процессов, для регене-
рации тканей, для усиления механических свойств имплантатов [1, 2]. Они могут
применяться для создания биосенсорных систем [3], а также быть задействованы в
генной терапии и тканевой инженерии. В нейромедицине на УНТ возлагают на-
дежды для лечения опухолей мозга и нейродегенеративных заболеваний [4, 5]. На-
нотрубки можно использовать как основу для роста нервных волокон при повре-
ждениях мозга. В их присутствии ускоряется рост и дифференцировка нейральных
стволовых клеток [6]. В области инсульта мозга в присутствии гидрофобных УНТ
улучшается дифференцировка трансплантированных прогениторов из субвентри-
кулярной зоны [7]. УНТ бывают однослойные и многослойные. В России особое
внимание уделяют производству однослойных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) [8].
Однако, вместе с развитием производства углеродных нанотрубок возрастает воз-
можность их негативного воздействия на здоровье человека и среду его обитания.
В группы риска попадают не только работники, задействованные в производстве
УНТ, и население, проживающее недалеко от таких производств, но и потребители
продукции, содержащей УНТ. Токсичное влияние УНТ на организм животных ак-
тивно исследуется, данные противоречивы, и неполная ясность в этом вопросе
тормозит использование УНТ в медицинской практике. Из обстоятельного обзора
по токсичности ОСУНТ у лабораторных животных известно, что у грызунов при
ингаляциях, глоточной аспирации и интратрахеальном введении ОСУНТ наиболь-
шее токсическое воздействие оказывается на легкие и, как следствие, приводит к
сердечно-сосудистым заболеваниям. При инъекциях они проникают в разные ор-
ганы и ткани, в том числе и мозг, задерживаются в легких, селезенке и печени и
выводятся через почки и желчные протоки. Предполагается, что при пероральном
введении ОСУНТ всасываются из желудочно-кишечного тракта в кровоток у крыс
и мышей [9]. При однократном интратрахеальном введении коротких и длинных
ОСУНТ в больших дозах (0.2–1 мг/кг) у крыс были обнаружены патологические
изменения в легких даже через 104 нед. [10]. Многочисленные токсические эффек-
ты на плаценту и потомство были обнаружены при введении УНТ беременным
самкам мышей [11]. На модельном объекте (пекарские дрожжи – Saccharomyces cer-
evisiae) было показано, что ОСУНТ могут прямо или путем эндоцитоза проникать в
клетки и распространяться в цитоплазме, везикулах, лизосомах и клеточных ядрах.
Кроме того, ОСУНТ (188.2 и 376.4 мг/л) могут вызывать апоптоз в клетках дрож-
жей, в активации которого участвует окислительный стресс [12].

Особое внимание уделяется нейротоксичности наноматериалов [13]. Так, в экс-
периментах in vitro и in vivo показано, что под действием УНТ в больших дозах мо-
гут развиваться нейродегенеративные процессы, тормозиться клеточная пролифе-
рация, усиливаться апоптоз, развиваться оксидативный стресс, снижаться мем-
бранный потенциал митохондрий, усиливаться перекисное окисление липидов,
подавляться функции астроцитов, нарушаться поведенческие реакции [14]. Дан-
ные о поведении животных под действием УНТ немногочисленны и противоречивы.
Так, длительное пероральное введение крысам разных доз (0.01; 0.1; 1 и 10 мг/кг)
многослойных углеродных нанотрубок (МСУНТ) приводило к снижению массы
тимуса и увеличению массы головного мозга и надпочечников, но не влияло на
уровень тревожности и когнитивные показатели при выработке условного рефлекса
пассивного избегания [15]. В другой работе при получении МСУНТ (в дозе 500 мг/кг) с
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пищей у крыс показана динамика увеличения тревожности и снижения исследова-
тельской активности в тесте “открытое поле” [16]. Усиление тревожно-депрессив-
ного поведения было показано и у детенышей при внутрибрюшинном введении
разных доз (1–10 мг/кг) МСУНТ и ОСУНТ беременным мышам [17, 18]. Внутри-
брюшинные инъекции МСУНТ и ОСУНТ в дозах 80 и 800 мг/кг также приводили
к тревожно-депрессивному поведению взрослых мышей [19]. Нейротоксичность,
главным образом, была продемонстрирована при использовании больших доз
УНТ. Как влияют небольшие дозы УНТ на поведение животных, мало изучено.
Появилась работа, в которой МСУНТ вводили мышам однократно в малых дозах –
20 мкг при фарингеальной аспирации и 0.2 мкг внутривенно. Было показано, что
через 24 ч в открытом поле при интрафаренгиальной аспирации у мышей развива-
лось эмоциональное напряжение и ослабление ориентировочно-исследователь-
ских реакций, тогда как при внутривенном введении, наоборот, повышалась дви-
гательная и исследовательская активность [20].

Интраназальное введение низкомолекулярных веществ и различных частиц, в
том числе и наноматериалов считают наиболее эффективным путем для их достав-
ки в мозг через обонятельную луковицу со слабым гематоэнцефалическим барье-
ром [21, 22]. Есть надежда успешно доставлять с мозг лекарственные пептиды с по-
мощью нанотрубок [23]. Ранее мы показали, что однократное интраназальное вве-
дение крысам взвеси ОСУНТ в малой дозе (4 мкг/кг) через сутки приводило к
угнетению продукции мРНК большинства цитокинов в селезенке, а также к сни-
жению суммарной активности транскрипции цитокинов в селезенке и мозге, то
есть оказывало иммуносупрессивный эффект. При этом наблюдалось усиление
экспрессии раннего гена c-fos в обонятельной луковице и тесно связанной с ней
пириформной области неокортекса, то есть происходила активация этих структур
мозга [24]. Мы предположили, что ОСУНТ в небольших дозах при интраназальном
введении могут частично проникать в клетки мозга и, благодаря своим уникаль-
ным свойствам (сверхпрочности, повышенными электро- и теплопроводности)
нарушать их структурно-функциональную целостность, что может привести к ней-
родегенеративным процессам и нейровоспалению и, как следствие, к изменению
поведения животных. Поэтому в данном исследовании было решено использовать
две небольшие дозы ОСУНТ для проверки влияния их непродолжительного интра-
назального введения на поведение крыс в тестах на тревожность.

Задача настоящей работы состояла в сравнительном анализе показателей пове-
дения крыс в тестах на тревожность – “открытое поле”, “свет–темнота”, “припод-
нятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) – при непродолжительном интраназаль-
ном введении ОСУНТ в двух небольших дозах (5.2 или 52 мкг/кг).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на 25-ти крысах-самцах Вистар с массой тела 230–280 г. Жи-
вотные были разделены на 3 группы. Крысам двух экспериментальных групп по
разработанной нами ранее методике [24] вводили интраназально один раз в день
(в течение 4-х дней) по 100 мкл взвеси двух доз ОСУНТ – 5.2 мкг/кг (доза 1) или
52 мкг/кг (доза 2) в физиологическом растворе (ФР) (группы ОСУНТ-1, n = 9 и
ОСУНТ-2, n = 8 соответственно). Контролем служили крысы, которым аналогич-
но раз в день (в течение 4-х дней) интраназально вводили по 100 мкл ФР (группа
Контроль, n = 8).

В настоящем исследовании была использована паста к-ОСУНТ-90А (производ-
ство “Углерод ООО Чг”), любезно предоставленная А.В. Крестининым (Институт
проблем химической физики РАН, Черноголовка, Россия). Эту пасту мы исполь-
зовали и в предыдущей работе, где подробно описаны ее характеристики [24]. Про-
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центное содержание ОСУНТ (диаметр – 1.4–1.6 нм, длина – 0.5–1.5 мкм) в твер-
дой фазе в пасте составляло более 90%. После автоклавирования при 1 атм. и 120°C
в течение 30 мин из 1 г пасты была приготовлена 1% взвесь ОСУНТ в 100 мл фи-
зиологического раствора (ФР) (0.9% NaCl), которую затем разводили в 1000 раз
(для получения дозы 1) или в 100 раз (для получения дозы 2). Для однократного
введения использовали по 100 мкл каждого раствора, что в перерасчете на массу те-
ла крыс составляло 5.2 или 52 мкг/кг соответственно.

Для исследования показателей поведения всех крыс оценивали в общепринятых
в мировой практике тестах на тревожность – “открытое поле”, “свет–темнота”,
“приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) [25]. Для регистрации показате-
лей поведения во всех тестах использовали компьютерную программу RealTimer,
разработанную ООО “НПК Открытая Наука” (Россия). Тест “открытое поле” вы-
полняли через сутки после 1-го введения препаратов (ОСУНТ в обеих дозах или
ФР), тест “свет–темнота” – через сутки после 3-го, а тест ПКЛ – через сутки после
4-го введения препаратов. То есть, препараты вводили непродолжительно в тече-
ние всех поведенческих экспериментов. Более продолжительное интраназальное
введение ОСУНТ и оценка его влияния на поведение животных планируется нами
в будущем. Особенности использованных поведенческих установок подробно опи-
саны нами ранее [26]. Тест в каждой установке проводили в течение 5 мин для каж-
дой крысы.

Для проведения теста “открытое поле” использовали квадратную камеру (100 × 100 см),
пол которой разделен 25 квадратов (20 × 20 см) – 1 центральный, 8 медиальных,
14 периферических, а высота стенок составляла 40 см. Крыс сажали на периферию
открытого поля боком к стенке камеры. Определяли латентные периоды (с) выхода
в центральный квадрат и медиальную зону, число пересеченных центрального, ме-
диальных и периферических квадратов, а также общее число пересеченных квадра-
тов. Кроме того, подсчитывали число актов, общую продолжительность (с) и
среднюю продолжительность (с) стоек, груминга (умываний и чесаний отдельно)
и принюхивания, число периодов неподвижности и замираний (подавление всех
движений, кроме дыхательных), а также их общую и среднюю продолжитель-
ность (с). Полагают, что чем больше выходов в медиальные и центральный квадра-
ты и продолжительность нахождения в них, тем меньше выражена тревожность, и
наоборот.

Для выполнения теста “свет–темнота” использовали стандартную установку,
состоящую из светлого и темного отсеков с отверстием в перегородке. Животных
сажали в светлый отсек (СО) камеры хвостом к отверстию. Определяли латентные
периоды (с) входа в темный отсек (ТО) и выхода в СО, первого выглядывания и
вытягивания из ТО; число выходов в СО, продолжительность (с) пребывания в СО
при выходах из ТО. Также оценивали число, общую и среднюю продолжитель-
ность (с) актов груминга, выглядывания (только весь нос и часть головы или голо-
ва) и вытягивания (задние лапы в ТО, голова и передние лапы в СО) из ТО. Кроме
того, измеряли число, общую и среднюю продолжительность (с) стоек с опорой и
без опоры, всех стоек, а также стоек до первого захода в ТО и при выходах из него в
СО. Кроме того, определяли число болюсов в ТО и СО. Считается, что чем больше
времени крыса находится в светлом отсеке камеры и выглядывает из темного отсе-
ка, тем меньше уровень тревожности.

Для проведения теста ПКЛ использовали установку “Приподнятый крестооб-
разный лабиринт” (НПК Открытая Наука, Россия). Крыс помещали в центр камеры
боками к закрытым рукавам (ЗР). Регистрировали латентный период (с) первого
захода в ЗР и латентный период (с) первого выхода в открытый рукав (ОР). Каж-
дый рукав делили на 3 квадрата – ближний, средний и дальний от центра лабирин-
та. Регистрировали число разных пересеченных квадратов в ОР и ЗР, число и время (с)
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посещений центральной зоны, число заходов в ЗР и выходов в ОР, а также общую
и среднюю продолжительность (с) пребывания в них. Кроме того, определяли чис-
ло актов, общую и среднюю продолжительность (с) стоек, груминга (умываний и
чесаний отдельно), принюхивания, выглядывания из ЗР (только весь нос и часть
головы или голова), вытягивания (задние лапы в ЗР, голова и передние лапы в цен-
тре или в ОР), свешивания с ОР. Также оценивали число периодов, общее и сред-
нее время (с) замирания и неподвижности. Кроме того, определяли число болюсов
в разных отсеках ПКЛ – ЗР, ОР и центре. Принято считать, что чем больше време-
ни крыса проводит с открытом рукаве и выглядывает из закрытого рукава, тем она
менее тревожна (если не увеличена общая двигательная активность).

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
пам Базельской декларации и рекомендациям биоэтического комитета ИВНД и
НФ РАН (протокол № 3 от 10.07.2020 г.).

Для проверки выборок показателей поведения на нормальность распределения
был проведен анализ Колмогорова–Смирнова. Поскольку большинство выборок
не имело нормального распределения, статистический анализ показателей поведе-
ния во всех тестах был проведен с помощью непараметрического критерия Краске-
ла–Уоллиса для нескольких независимых переменных (альтернатива однофактор-
ного межгруппового ANOVA) с последующим сравнением по критерию Манна–
Уитни, используя программу STATISTICA 7.0. Различия считали статистически
значимыми при p < 0.05 и на уровне статистической тенденции при p < 0.1. По кри-
терию Манна–Уитни проверяли межгрупповые отличия только по тем показате-
лям, в которых были выявлены статистически значимые или в виде тенденции от-
личия по критерию Краскела–Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В тесте “открытое поле” дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса выявил ста-
тистически значимые или в виде тенденции отличия между тремя группами крыс
по числу стоек (H (2.25) = 5.73, p = 0.06), их общей и средней продолжительности
(с) (H (2.25) = 7.85, p = 0.02 и H (2.25) = 5.11, p = 0.08 соответственно); по числу за-
мираний (H (2.25) = 5.49, p = 0.06), их общей и средней продолжительности (с)
(H (2.25) = 8.46, p = 0.01 и H (2.25) = 10.87, p = 0.01 соответственно); по общей и
средней продолжительности (с) умываний (H (2.25) = 5.96, p = 0.05 и H (2.25) = 4.67,
p = 0.09 соответственно). Сравнение групп по критерию Манна–Уитни проводили
только по этим показателям. Результаты этого анализа представлены на рис. 1.

Было обнаружено, что в тесте “открытое поле” число стоек уменьшалось только
в группе ОСУНТ-2 (р = 0.03), а общее время стоек и средняя продолжительность
акта стойки уменьшались в обеих группах – ОСУНТ-1 (р = 0.02 и р = 0.06 соответ-
ственно) и ОСУНТ-2 (р = 0.01 и р = 0.04 соответственно). По показателям груминга
снижалось общее время умывания только в группе ОСУНТ-1 (р = 0.1). Остальные
показатели груминга в обеих группах не изменялись. Число замираний снижалось
в группе ОСУНТ-1 (р = 0.09), а общая и средняя их продолжительность возрастала
в группе ОСУНТ-2 (р = 0.07 и р = 0.01 соответственно).

Таким образом, в тесте “открытое поле” в группе ОСУНТ-1, по сравнению с
контролем, уменьшались общая и средняя продолжительность стоек, длительность
умываний и число замираний. В группе ОСУНТ-2 уменьшались число, общая и
средняя продолжительность стоек, и увеличивались общая и средняя продолжи-
тельность акта замирания. То есть группы, получавшие разные дозы ОСУНТ, от-
личались от контроля по-разному. При этом у группы ОСУНТ-2, по сравнению с
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Рис. 1. Сравнение некоторых показателей поведения у групп крыс Контроль, ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 в
тесте “открытое поле”.
Показатели поведенческих реакций: стоек (Rears), умываний (Grooming, washing) и замираний (Freez-
ing), по которым выявлены статистически значимые (p < 0.05) или в виде тенденции (p < 0.1) различия
между группами крыс по критерию Краскела–Уоллиса. Группы крыс: 1 – Контроль (n = 8), 2 –
ОСУНТ-1 (n = 9). 3 – ОСУНТ-2 (n = 8). Описание групп дано в разделе “Методика исследования”.
(а) Число стоек, умываний и замираний. (b) Общая продолжительность тех же событий, с. (с) Средняя
продолжительность тех же событий, с. Данные представлены в mean ± SEM. ** – p < 0.01 и * – p < 0.05 –
различия статистически значимы или *t – p < 0.1 – на уровне статистической тенденции по сравнению с
группой Контроль; ^^ – p < 0.01, ^ – p < 0.05 – различия статистически значимы или ^t – p < 0.1 на уров-
не тенденции по сравнению с группой ОСУНТ-1. Критерий Манна–Уитни.
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группой ОСУНТ-1, было меньше число стоек (р = 0.08), но больше число (р = 0.09),
общая (р = 0.04) и средняя (р = 0.01) продолжительность замираний.

То есть группа ОСУНТ-2 демонстрировала в открытом поле более тревожное
поведение по сравнению с контролем (больше общая и средняя продолжитель-
ность замираний) и с группой ОСУНТ-1 (больше все показатели замираний).
В группе ОСУНТ 1 число замираний и длительность умываний, по сравнению с
контролем, снижались, следовательно по этим признакам тревожность была мень-
ше. В то же время, вертикальная исследовательская активность (показатели стоек)
уменьшалась на фоне обеих доз ОСУНТ, но в группе ОСУНТ-2 в большей степени,
чем в группе ОСУНТ-1.

В тесте “свет–темнота” дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса выявил ста-
тистически значимые или в виде тенденции отличия между группами Контроль,
ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 по числу стоек до первого входа в темный отсек (ТО)
(H (2.25) = 6.52, p = 0.04) и их средней продолжительности (с) (H (2.25) = 4.88, p =
= 0.09); по числу выглядываний из ТО (H (2.25) = 4.94, p = 0.09); по латентным пери-
одам (с) входа в ТО (H (2.25) = 8.49, p = 0.01) и выглядывания из ТО (H (2.25) = 6.95,
p = 0.03). Сравнение групп по критерию Манна–Уитни проводили только по этим
показателям. Результаты этого анализа представлены на рис. 2.

В тесте “свет–темнота” по сравнению с контролем, в группах ОСУНТ-1 и
ОСУНТ-2 увеличивались латентные периоды первого входа в ТО (р = 0.04 и р = 0.05
соответственно) и выглядываний из него (р = 0.05 и р = 0.05 соответственно) (рис. 2a).
При этом в группе ОСУНТ-1 увеличивалось число стоек до первого входа в ТО
(р = 0.05). Группа ОСУНТ-2, по сравнению с группой ОСУНТ-1, меньшее количе-
ство раз выглядывала из ТО (p = 0.08) (рис. 2b). По остальным показателям значи-
мых различий между группами не обнаружено. Однако, следует отметить, что толь-
ко по критерию Манна–Уитни средняя продолжительность периода нахождения в
ТО была меньше в группе ОСУНТ-1, по сравнению с группой Контроль (р = 0.04) и
больше в группе ОСУНТ-2, по сравнению с группой ОСУНТ-1 (р = 0.08).

Итак, после помещения в камеру “свет–темнота” обе группы крыс, получавших
ОСУНТ, долго не заходили в темный отсек, а группа ОСУНТ-1 (но не ОСУНТ-2)
еще и делала при этом много стоек, демонстрируя повышенную вертикальную ис-
следовательскую активность, а также у нее был меньше средний период посещения
ТО. Обе группы дольше, чем в контроле, в первый раз не выглядывали из ТО, а
группа ОСУНТ-2 еще и меньше раз выглядывала из ТО. То есть, обе эксперимен-
тальные группы крыс, наряду с повышенной активностью в СО, которая проявля-
лась в большей степени в группе ОСУНТ-1, демонстрировали тревожное поведе-
ние в ТО, которое проявлялось в большей степени в группе ОСУНТ-2.

Для теста ПКЛ результаты сравнения по критерию Манна–Уитни тех показате-
лей поведения, которые по критерию Краскела–Уоллиса показали статистически
значимые или в виде тенденции различия между группами Контроль, ОСУНТ-1 и
ОСУНТ-2, представлены в табл. 1. Далее проанализированы межгрупповые срав-
нения этих показателей по критерию Манна–Уитни. Оказалось, что в группе
ОСУНТ-1, по сравнению с контролем, увеличивалось число посещений центра, но
уменьшалось среднее время пребывания в нем, увеличивалось число заходов в ЗР и
выходов в ОР. В группе ОСУНТ-2, по сравнению с контролем, не изменялось чис-
ло посещений центра и ЗР, а в ОР этот показатель увеличивался. При этом общая
продолжительность пребывания увеличивалась в ОР, а среднее время пребывания
уменьшалось в центре и увеличивалось в ОР. Латентные периоды первого посеще-
ния ОР уменьшались в обеих группах с ОСУНТ, но в группе ОСУНТ-2 это уменьше-
ние было выражено гораздо в большей степени (ОСУНТ-1 – р = 0.06, ОСУНТ-2 –
р = 0.01). При этом латентный период первого посещения ЗР был значительно уве-
личен только в группе ОСУНТ-2. При определении двигательной активности в
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ПКЛ было обнаружено больше пересечений центральной зоны и ближних квадра-
тов в ОР только у группы ОСУНТ-1. В группе ОСУНТ-2 эти показатели, по сравне-
нию с контролем, не изменялись. В группах ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2, по сравнению
с контролем, была увеличена средняя продолжительность стоек. При этом у крыс
из группы ОСУНТ-2 увеличивались число и общая продолжительность замира-
ний, а увеличение среднего времени акта замирания приблизилось к уровню ста-
тистической тенденции (р = 0.11).

При сравнении групп, получавших ОСУНТ, оказалось, что группа ОСУНТ-2
меньше раз и времени посещала центр, и меньше раз посещала ЗР, чем группа

Рис. 2. Анализ некоторых показателей поведения у групп крыс Контроль, ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 в тесте
“свет–темнота”.
Показатели поведения, по которым обнаружены статистически значимые (p < 0.05) или в виде тенден-
ции (p < 0.1) различия между группами крыс по критерию Краскела–Уоллиса. Группы крыс: 1 – Кон-
троль (n = 8), 2 – ОСУНТ-1 (n = 9), 3 – ОСУНТ-2 (n = 8). Описание групп дано в разделе “Методика ис-
следования”. (а) Латентные периоды событий – первого входа в темный отсек (ТО) и первого выгляды-
вания из ТО, с. (b) Число событий – стоек до первого входа в ТО и выглядываний из ТО. Описание
групп дано в разделе “Методика”. Данные представлены в mean ± SEM. * – p < 0.05 – различия стати-
стически значимы по сравнению с группой Контроль; ^t – p < 0.1 различия на уровне статистической
тенденции по сравнению с группой ОСУНТ-1. Критерий Манна–Уитни.
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ОСУНТ-1. Суммы пересечений квадратов в ЗР и пересечений всех квадратов
(в ОР, ЗР и центре) по критерию Манна–Уитни, р = 0.08 у группы ОСУНТ-2 были
меньшими, чем в группе ОСУНТ-1. Кроме того, в группе ОСУНТ-2 были больши-
ми общее и среднее время замираний, а увеличение числа замираний приблизи-
лось к уровню тенденции (р = 0.11).

Таким образом, группа ОСУНТ-1 демонстрировала повышенную активность в
тесте ПКЛ, что выражалось в частом посещении всех рукавов камеры и централь-
ной зоны, в повышенной двигательной и вертикальной исследовательской актив-
ности. В противоположность этому, в группе ОСУНТ-2 наблюдалась активность,
характеризующаяся уменьшением нахождения в центре, но увеличением показате-
лей пребывания в ОР, увеличением всех показателей замираний, при этом латент-
ный период выхода в ОР был очень мал, а первого посещения ЗР очень велик, по
сравнению с контролем и группой ОСУНТ-1. То есть, животные группы ОСУНТ-2
после помещения в центр сразу же выходили в СО и долго не заходили в ТО. Сово-
купность показателей поведения в группе ОСУНТ-2 может свидетельствовать не
только об увеличении тревожно-подобного поведения у крыс, но и о торможении
их способности адекватно оценить обстановку в ПКЛ, и, соответственно, сниже-
нии скорости принятия решения быстро спрятаться в ТО от света, как обычно по-
ступают животные контрольной группы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, наше предположение о нарушении поведения крыс в тестах на
тревожность под действием непродолжительного интраназального введения
ОСУНТ в небольших дозах подтвердилось. Однако изменения показателей поведе-
ния под влиянием ОСУНТ в дозах 1 (5.2 мкг/кг) и 2 (52 мкг/кг) были большей ча-
стью не одинаковы.

Так, в группе ОСУНТ-1, которой вводили интраназально ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг,
при сравнении с контролем, по показателям груминга и замираний снижалась тре-
вожность, а по показателям стоек уменьшалась исследовательская активность в те-
сте “открытое поле”. В тестах “свет–темнота” и ПКЛ наблюдали также усиление
исследовательской и двигательной активности, а в тесте ПКЛ еще и частые пере-
бежки из одного отсека в другой. При этом животные больше времени, чем в кон-
троле, проводили в светлых отсеках камер “свет–темнота” и ПКЛ, что может ука-
зывать на снижение тревожности (анксиолитический эффект) [27]. Однако хоро-
шо известно, что анксиолитики не вызывают беспорядочную двигательную
активность, которая наблюдалась в группе ОСУНТ-1, а наоборот, снижают ее, по-
этому говорить об анксиолитическом действии ОСУНТ в данном случае не кор-
ректно. Вероятнее всего, в тесте ПКЛ у крыс, получавших 5.2 мкг/кг ОСУНТ в те-
чение 4-х дней и демонстрирующих увеличение двигательной и исследовательской
активности, частые беспорядочные побежки в разные отсеки, длительное пребы-
вание в светлых отсеках, мы имеем дело с ажитацией, пространственной дезориен-
тацией и нерациональной поисковой активностью.

Для ориентации в пространстве важную роль играют несколько областей не-
окортекса (теменная, ретроспленальная и префронтальная), гиппокамп и некото-
рые другие структуры мозга. Механизмы дезориентации в пространстве активно
изучаются [28]. Известно, что ажитация может сопровождаться дисбалансом ос-
новных нейромедиаторных систем и чрезмерной активацией лимбико-ретикуляр-
ных структур мозга при недостаточности контроля коры [29]. Кроме того, при ажи-
тации у больных психозами изменяются уровни цитокинов в сыворотке крови [30],
что свидетельствует о важной роли иммунной системы в ее механизмах. Согласно
нашим предыдущим данным, при однократном интраназальном введении крысам
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взвеси ОСУНТ в сходной малой дозе (4 мкг/кг) через сутки наблюдалось усиление
экспрессии раннего гена c-fos в лимбических структурах – обонятельной луковице
и пириформной области неокортекса, свидетельствующее об их активации [24].
Кроме того, в той же работе было показано иммуносупрессивное влияние ОСУНТ
в дозе 0.4 мкг/кг через сутки после введения на экспрессию мРНК большинства
цитокинов (интерферонов α, β и γ, интерлейкинов 1β, 2, 5, 6, 8, 13, 17, фактора не-
кроза опухолей α) в селезенке, при этом в мозге снижалась суммарная экспрессия
генов цитокинов [24]. Можно предположить, что в настоящей работе у крыс, полу-
чавших ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг в течение 4-х дней, также имели место активация
обонятельной луковицы, пириформной коры и снижение иммунного ответа, что
могло привести к ажитации некоторых поведенческих реакций у этой группы жи-
вотных. Не исключено, что при этом имел место и дисбаланс нейромедиаторных
систем мозга. Дальнейшие иммуногистохимические, иммунологические и биохи-
мические исследования влияния малых доз ОСУНТ на нервную и иммунную си-
стемы помогут разобраться в правомерности этих предположений.

При интраназальном введении большей дозы ОСУНТ (52 мкг/кг) крысы из
группы ОСУНТ-2, так же как из группы ОСУНТ-1, много времени проводили в
светлых помещениях камер “свет–темнота” и ПКЛ. Но в группе ОСУНТ-2, были
выявлены и другие изменения в структуре поведения, по сравнению с группой
ОСУНТ-1. Во всех тестах у этих крыс не повышалась двигательная и исследова-
тельская активность. Наоборот, в тесте “свет–темнота” были выражены признаки
тревожного поведения, а в тестах “открытое поле” и ПКЛ – тревожного и депрес-
сивного поведения. В тесте ПКЛ в группе ОСУНТ-2 также был очень длительный
латентный период захода в закрытый рукав и увеличивались, как и в тесте “откры-
тое поле”, показатели замираний. Это может свидетельствовать о том, что скорость
оценки обстановки и принятия адекватного решения у этих животных снизилась, а
тревожность усилилась. Возможно, они испытывали больший стресс в ПКЛ, чем
контрольные крысы. Мы предполагаем, что интраназальное введение ОСУНТ в
дозе 52 мкг/кг могло привести к нарушению целостности и функциональной ак-
тивности клеток в структурах мозга, ответственных за механизмы оценки обста-
новки и принятия решения, например, хабенулу [31], орбитофронтальную кору
[32, 33], стриатум [34]. При этом могло измениться и морфофункциональное со-
стояние стресс-реактивных структур [35].

Следует отметить, что на некоторые сходные по природе поведенческие реакции
в настоящей работе ОСУНТ оказывали разнонаправленное влияние в разных те-
стах. Например, в открытом поле все показатели стоек снижались на фоне обеих
доз ОСУНТ, однако в тесте “свет–темнота” число стоек до первого входа в темный
отсек увеличивалось на фоне ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг, а в тесте ПКЛ увеличива-
лась средняя продолжительность стоек на фоне обеих доз ОСУНТ. Такие разнона-
правленные изменения могут быть связаны с разными сроками проведения тестов
и с разными дозировками введенных к этим срокам ОСУНТ. Так, тест “открытое
поле” проводили через сутки после однократного введения ОСУНТ, а тесты
“свет–темнота” и ПКЛ, где направленность изменений этих показателей была
сходной – через сутки после трех и четырехкратного введения ОСУНТ. Сходным
образом латентный период входа в темный отсек светло-темной камеры увеличи-
вался, по сравнению с контролем, на фоне обеих доз ОСУНТ, а латентный период
входа в темный рукав ПКЛ увеличивался только на фоне ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг.
То есть, направленность изменений была сходна в обоих этих тестах, проведенных
с интервалом всего один день и на фоне ежедневного введения трех или четырех
порций обеих доз ОСУНТ. Из литературы известно, что комплексное исследование
поведения крыс в трех тестах на тревожность (“открытое поле”, “свет–темнота”,
ПКЛ) по множеству показателей позволяет достаточно полно дать оценку их эмо-
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циональному состоянию [25]. В этой работе все три установки были соединены
между собой, и все три теста проводили в течение 15 мин, последовательно по
5 мин на каждый тест, то есть условия проведения тестов были максимально уни-
фицированы. Возможно, использование в нашей работе такой модели позволило
бы избежать в разных тестах, проведенных одновременно, разнонаправленных из-
менений некоторых поведенческих реакций под влиянием интраназального введе-
ния, например, четырехкратно разных доз ОСУНТ.

Нарушения поведения, полученные в данной работе, возможно, связаны с тем,
что ОСУНТ могут оказывать на клетки мозга значительное воздействие. Так, обна-
ружено, что субстрат из ОСУНТ может поддерживать и стимулировать электриче-
скую активность в сетях культивируемых нейронов гиппокампа, соединяясь с ними
[36]. Это может быть связано со способностью ОСУНТ образовывать тесные кон-
такты с мембранами нейронов [37]. Возможно, что и в нашей работе электропро-
водность клеток мозга за счет соединившихся с ними ОСУНТ тоже могла увели-
читься. При этом мог нарушиться баланс возбуждения и торможения, необходи-
мый для адекватной работы нервной системы. Не исключено, что, благодаря
большой теплопроводности ОСУНТ, температура мозга в их присутствии также
может увеличиваться.

Известно, что УНТ могут проникать в клетки и клеточные органеллы – лизосо-
мы, митохондрии, ядра, механически нарушая целостность их мембран [38, 39].
В опытах на культуре клеток микроглии было показано, что МСУНТ дозозависимо
нарушают пролиферацию и миграцию микроглии, препятствуют фагоцитарной
активности этих клеток и вызывают их апоптоз [40]. Показано, что МСУНТ могут
вызывать в мозге нейровоспаление, сопровождающееся активацией астроцитов [41].

Предполагается, что в нашей работе ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг, попадая в мозг,
могут увеличивать его электрическую и тепловую проводимость. Это может быть
одной из причин повышенной активации поведенческих реакций в группе
ОСУНТ-1. Но количества ОСУНТ в этой дозе недостаточно, чтобы повредить зна-
чительное число клеток мозга. В то же время ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг, попадая в
мозг, могли не только изменить электро- и теплопроводность ткани, но и значи-
тельно повредить клетки мозга и вызвать в нем воспалительную реакцию, отсюда
выраженное тревожное поведение и снижение скорости адекватной оценки обста-
новки и принятия решения в группе ОСУНТ-2. Подтвердить или опровергнуть эти
предположения могут помочь дальнейшие морфофункциональные исследования
мозга крыс, получавших ОСУНТ в разных небольших дозах в течение разных ин-
тервалов времени.

Литературные данные свидетельствуют о том, что токсические эффекты нано-
трубок зависят от многих факторов – их размеров, склонности к агрегации, хими-
ческого состава поверхности, растворимости в воде, введенной дозы, способа вве-
дения и так далее [42, 43]. Например, чем лучше дисперсированы УНТ и меньше их
размеры, тем менее проявляется токсичность [44, 45]. Поскольку УНТ очень пер-
спективны для использования в медицине и биологии, наряду с работами по выяв-
лению их токсичности ведется активный поиск способов ее уменьшения. Напри-
мер, создаются функционализированные УНТ, поверхность которых покрывается
биосовместимыми молекулами – белками, РНК, ДНК, углеводами. Такие УНТ об-
ладают меньшим повреждающим действием на клетки, чем очищенные [46, 47].
Именно функционализированные УНТ с большой вероятностью будут применять-
ся в медицинской практике, в том числе и в нейромедицине. В нашей работе были
использованы карбоксилированные очищенные ОСУНТ (диаметр – 1.4–1.6 нм,
длина – 0.5–1.5 мкм), поэтому, вероятно, даже небольшие их дозы при интрана-
зальном введении привели к нарушению поведения крыс в тестах на тревожность.
Возможно, что ОСУНТ, поверхность которых покрыта биосовместимыми молеку-
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лами, не оказали бы сходного эффекта на поведение крыс при том же способе вве-
дения и тех же дозах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В тесте “открытое поле” крысы через сутки после однократного введения обеих
доз ОСУНТ демонстрировали снижение исследовательской активности (стойки).
При этом крысы, которым вводили ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг меньше умывались,
меньше замирали, а при введении ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг среднее время замира-
ний, наоборот, увеличивалось.

В тесте “свет–темнота” крысы через сутки после трехкратного введения ОСУНТ
в обеих дозах, по сравнению с контролем, позже в первый раз посещали темный
отсек и выглядывали из него. При этом у крыс, получавших ОСУНТ в дозе
5.2 мкг/кг, сокращалось среднее время пребывания в темном отсеке и возрастало
число стоек в светлом отсеке перед первым заходом в темный отсек (исследова-
тельская активность).

В тесте “ПКЛ” у крыс через сутки после четырехкратного введения обеих доз
ОСУНТ наблюдалась активация поведения в открытом рукаве, что выражалось в
более частом и длительном его посещении, чем в контроле. Под влиянием ОСУНТ
в дозе 5.2 мкг/кг также увеличивалась вертикальная исследовательская активность
(стойки), двигательная активность (пересечения квадратов) и частые перебежки в
разные рукава, а под влиянием ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг при увеличении длитель-
ности замираний наблюдался долгий латентный период захода в закрытый рукав,
но очень быстрый латентный период выхода в открытый рукав.

Таким образом, даже непродолжительное интраназальное введение ОСУНТ в
небольших дозах может изменить поведение крыс в тестах на тревожность, причем
по ряду показателей эти изменения разные для исследованных доз. Обе дозы
ОСУНТ вызывали, по сравнению с контролем, в тесте “открытое поле” снижение
исследовательской активности (стойки), в тесте “свет–темнота” увеличение ла-
тентного периода захода в темный отсек, в ПКЛ активацию поведения в открытом
рукаве. При этом на фоне ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг у крыс в тестах “свет–темнота”
и ПКЛ наблюдалась ажитация некоторых поведенческих реакций (усиление двига-
тельной активности при частых посещениях разных отсеков камер, увеличение ис-
следовательской активности). В то же время на фоне ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг на-
блюдалось тревожное поведение (увеличение длительности замираний в тестах
“открытое поле” и ПКЛ), и уменьшалась скорость оценки обстановки и принятия
адекватного решения, свойственного крысам, спрятаться от света в темноту (позд-
ний первый заход в темные рукава ПКЛ). Предполагается, что изменения в пове-
дении крыс могли быть связаны с тем, что после интраназального введения
ОСУНТ частично попадают в мозг, приводя в разных дозах к разной степени нару-
шения структурно-функционального состояния клеточных элементов и/или ней-
ровоспалению в областях, ответственных за адекватное поведение в тестах на тре-
вожность.
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Behavior of Rats in Tests for Anxiety after a Short Intranasal Injection 
of Single-Walled Carbon Nanotubes in Two Small Doses

E. V. Losevaa, *, N. A. Loginovaa, L. I. Russub, and M. V. Mezentsevab

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of the Russian Academy of Sciences,
Moscow, Russia

bIvanovskii Institute of Virusology, Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology
and Microbiology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia

*e-mail: losvnd@mail.ru

Carbon nanotubes (CNTs) are very promising for use in various areas of human activity,
including medicine, but they can have a negative effect on the body, in particular on the
nervous system. CNTs in large doses in animal experiments often cause anxiety and de-
pressive disorders. The effect of low doses of CNTs on the behavior of animals has been
little studied. In the present work, we studied behavioral parameters in tests for anxiety
in rats, which were intranasally injected daily for 4 days with a suspension of single-
walled carbon nanotubes (SWCNTs) in small doses, 5.2 or 52 μg/kg. It turned out that
both doses of SWCNTs unidirectionally changed the following indicators of behavior in
rats: in the open field test exploratory activity (rears) decreased; in the light-dark test the
latency of entering to the dark box and peeping out of the dark box are increased; in the
elevated plus maze test (EPM) behavior in the open arm was activated. However, if a
dose of 5.2 μg/kg induced the rat behavior with signs of agitation (increased exploratory
motor activity in the light-dark and EPM tests, and motor activity with frequent visits to
different boxes or arms and exploratory activity in the light-dark and EPM tests), then a
dose of 52 μg/kg, on the contrary, inhibited a number of behavioral responses, which
was expressed in increased anxiety (increased the freezing in the open field and EPM)
and in increased the latency of entry into the closed arm of the EPM. It is assumed that
SWCNTs in small doses, when injected intranasally into the brain of rats, can dose-de-
pendently disrupt the structural and functional state of nervous tissue cells and/or cause
neuroinflammation in the structures involved in the mechanisms of anxiety and related
conditions, as a result, the behavior of rats in tests for anxiety also changes in a dose-de-
pendent manner.

Keywords: single-walled carbon nanotubes, small doses, intranasal injection, rat behav-
ior, open field test, light-dark test, elevated plus maze test
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