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ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК  
НА ПРОТОПЛАСТИ ТЮТЮНУ  

ДЛЯ СТВОРЕННЯ НОВИХ ПІДХОДІВ У БІОТЕХНОЛОГІЇ РОСЛИН

гатошарових ВНТ (ОШВНТ та БШВНТ, відпо-
відно) на протопласти мезофілу листків тютю-
ну Nicotiana tabacum L. Отримані результати ма-
ють значення для розробки методів використання 
функціоналізованих ВНТ у біотехнології рослин, 
зокрема для створення підходів доставки ДНК у 
рослинні клітини у генетичній інженерії.

Матеріали і методи
У дослідженні використовували комерційні 

ОШВНТ (arS002 “arry”, Німеччина) та БШВНТ 
(698849 “aldrich”, США), синтезовані методом хі-
мічного паро-фазного осадження. Функціоналі-
зацію ВНТ, з метою диспергування у воді, прово-
дили за раніше розробленою методикою [7] з ви-
користанням таких молекул біологічного похо-
дження як дволанцюгова плазмідна ДНК (0,5 мг/
мл), ізольована за методом [8] із попередньо тран-
сформованих компетентних клітин Esherichia сoli 
штаму DH5б; бичачий сироватковий альбумін 
(БСА) (10 мг/мл) (“Sigma”, США); водний екст-
ракт скловидного тіла (ЕСТ) (“Біофарма”, Украї-
на), що містить білки та гіалуронову кислоту. Роз-
чини готували з використанням бідистильованої 
води, отриманої на приладі Barnstead Easypure II 
(“Thermo Scientific”, США). Усі зразки обробля-
ли ультразвуком частотою 22 кГц (Unitra UM-4, 
“Unima Olsztyn”, Польща) за температури 25 °C 
протягом 60 хв. Концентрація ВНТ у всіх зраз-
ках становила 1 мг/мл. Асептичні рослини тютю-
ну N. tabacum, отримані шляхом пророщування 
стерилізованого у 5 %-му розчині гіпохлориту на-
трію (NaOCl) протягом 15 хв насіння, вирощува-
ли у закритих скляних ємкостях на агаризованому 
середовищі Мурасіге-Скуга (МС) [9], що містило 
8 г/л агару, за температури 24 °С та 16-годинному 
фотоперіоді.

Протопласти з клітин мезофілу листків тю-
тюну ізолювали у асептичних умовах за метода-
ми, що описані у [10, 11]. Молоді листки тютю-
ну, нарізані тонкими смужками від центральної 
жилки, інкубували протягом 16 год у суміші фер-
ментів, що містила 0,4 % целюлази Onozuka r-10 

На сьогодні у рослинній біотехнології од-
ним із найбільш актуальних напрямків є розроб-
ка вдосконалених методів доставки сполук інтере-
су (ДНК, візуалізувальні мітки тощо) у клітини 
рослин з використанням вуглецевих нанотрубок 
(ВНТ). значний потенціал ВНТ у даній сфері обу-
мовлений їх нанорозміром у поєднанні із рядом 
структурних особливостей [1]. Водночас, прогрес 
у даному напрямі значною мірою лімітується від-
сутністю вичерпної інформації з приводу механіз-
мів взаємодії та впливу ВНТ на рослинні клітини. 
Різні дослідження відзначають як позитивний, так 
і негативний ефект ВНТ на ріст та розвиток рос-
лин [2–4]. Механізми дії ВНТ пов’язують зі змі-
нами у функціонуванні судинної системи рослин, 
внаслідок фізичного проникнення у неї нанотру-
бок, та варіюванням експресії генів у відповідь 
на спровокований нанотрубками стрес. Результа-
ти вивчення взаємодій ВНТ із рослинами на клі-
тинному рівні свідчать про здатність нанотрубок 
проникати через клітинну стінку та накопичува-
тися у різних субклітинних структурах, таких як 
лізосоми, мітохондрії, хлоропласти, вакуолі, ядро 
тощо [5]. Характер впливу ВНТ на рослинні клі-
тини може варіювати від позитивного у нижчих 
концентраціях до негативного у високих. До ме-
ханізмів, що спричиняють негативний вплив ВНТ 
на клітини рослин відносять фізичне ушкоджен-
ня клітинних структур нанотрубками, порушення 
енергетичного метаболізму, накопичення реактив-
них форм кисню та генерування оксидативного 
стресу [6]. При цьому, біологічно-сумісна функ-
ціоналізація першопочатково гідрофобних ВНТ з 
подальшим диспергуванням їх у водному середо-
вищі, зазвичай, розглядається як фактор суттєвого 
зниження токсичності ВНТ для рослин. Остання 
ж, у свою чергу, здебільшого демонструє дозо- та 
часозалежний характер, а також визначається ря-
дом характеристик ВНТ, таких як кількість їх ша-
рів, довжина, тип поверхневої модифікації тощо.

У роботі було досліджено вплив нековалент-
но функціоналізованих з використанням біологіч-
них молекул різної природи одношарових та ба-
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(“Serva”, Німеччина), 0,3 % дріцелази (“Sigma”, 
США), 0,5 M сахарози та 5 мM CaCl2 за темпе-
ратури 24 °С. Протопласти у ферментному роз-
чині фільтрували через нейлоновий фільтр із діа-
метром пор 0,2 мм. Фільтрат збирали у стерильну 
пробірку і по стінці нашаровували зверху 2 мл роз-
чину W5 (154 мM NaCl; 5 мM KCl; 125 мM CaCl2; 
5 мM глюкози; pH 5,7) таким чином, щоб нижній 
і верхній розчини не змішувалися. Центрифугу-
вали при 1000 об/хв протягом 2 хв (ЦЛУ-1 “Ор-
біта”, “Ветінструмент”, Україна) і відбирали про-
шарок живих протопластів, що по градієнту роз-
ташовувалися на межі двох розчинів. Ресуспенду-
вали протопласти у 10 мл розчину W5, центрифу-
гували протягом 2 хв при 1000 об/хв. Відбирали 
надосадову рідину та ресуспендували протоплас-
ти у середовищі 8р [12]. з метою оцінки пошко-
джувального впливу ВНТ на протопласти до ряду 
аліквот суспензії щойно виділених протопластів, 
ресуспендованих у живильному середовищі 8р у 
пластикових чашках Петрі (d = 35 мм), додавали 
колоїдний розчин функціоналізованих ВНТ з роз-
рахунку досягнення кінцевої концентрації ВНТ 
1, 15, 30, 45, 60 та 75 мкг/мл. Після цього, про-
топласти витримували протягом доби за темпера-
тури 24 °С на розсіяному світлі. У якості контро-
лю використовували протопласти, що культивува-
ли у живильному середовищі 8р. Оцінювали ви-
живання протопластів за допомогою мікроскопа 
axioskop 40 (“Carl Zeiss”, Німеччина), об’єктиву 
40Х із вбудованим фотоапаратом. Комп’ютерну 
обробку мікрофотографій проводили з викорис-
танням програмного забезпечення axioVision LE 
4.8.2.0 (“Carl Zeiss MicroImaging GmbH”, Німеч-
чина, 2010). У візуальній ідентифікації стану про-
топластів керувалися тим фактом, що повноцінні 
життєздатні протопласти, мають сферичну форму 
та рівний контур [13]. Підрахунок протопластів 
здійснювався за допомогою камери Горяєва.

Результати та обговорення
У результаті проведеної роботи було дослі-

джено влив нековалентно функціоналізованих 
ОШВНТ та БШВНТ на протопласти мезофілу 
листків рослин тютюну N. tabacum. Чисті ВНТ во-
лодіють високою гідрофобністю, що часто поси-
лює їх негативний вплив на живі об’єкти та об-
межує спектр їх застосувань. Оскільки у біологіч-
них системах основним розчинником і дисперс-
ним середовищем є вода, подолання гідрофобно-
сті ВНТ є базовим етапом усіх підходів, що пе-
редбачають їх використання у даній сфері. Вод-
ночас, використання багатьох існуючих методів 

ковалентної функціоналізації ВНТ у біологічних 
дослідженнях лімітується надлишковою реактив-
ністю та токсичністю продукту, а також техноло-
гічною складністю, екологічною небезпечністю та 
високою енерговитратністю процесу функціона-
лізації [14]. Тому, з метою створення застосовних 
у біотехнології рослин підходів на основі викори-
стання ВНТ, у проведеній роботі із встановлен-
ня впливу модифікованих ВНТ на рослинні клі-
тини, застосовували нековалентну опосередкова-
ну ультразвуковою обробкою екологічно сумісну 
функціоналізацію нанотрубок. Було використано 
три типи функціоналізувальних покриттів, які за-
безпечували формування стабільних водних дис-
персних систем ВНТ, а саме: нуклеїнову кисло-
ту – ДНК, білок – БСА та комплекс сполук водно-
го екстракту скловидного тіла – ЕСТ, основними 
компонентами якого є білки та гіалуронова кисло-
та. Дані речовини є не токсичними та мають біо-
логічне походження, що дозволяє припустити їх 
біологічну сумісність та відсутність негативного 
впливу на клітини рослин у складі покриття ВНТ, 
порівняно із рядом синтетичних сполук, що вико-
ристовуються для функціоналізації. Окрім того, 
подібні функціоналізувальні покриття здатні част-
ково знижувати негативний вплив ВНТ на клітини 
за рахунок ефекту маскування.

У проведеному дослідженні протопласти ізо-
лювали із мезофілу листків асептичних рослин 
тютюну N. tabacum методом ензиматичного гід-
ролізу компонентів клітинної стінки. Внаслідок 
руйнування клітинної стінки, єдиним зовнішнім 
бар’єром протопластів є плазматична мембрана, 
що полегшує проникнення екзогенних речовин 
усередину та значно підвищує чутливість прото-
пластів як тест-системи [13]. Середній вихід про-
топластів у результаті процедури ізолювання скла-
дав ≈ 1,5×106 життєздатних протопластів на 1 г 
тканини листка. Життєздатні протопласти іден-
тифікували візуально за морфологічними показ-
никами, такими як сферична форма, рівний кон-
тур плазматичної мембрани, відсутність видимих 
ушкоджень. Через добу культивування виживання 
протопластів у контролі складало 91 %. У резуль-
таті дослідження було виявлено відсутність за-
лежності ступеня пошкоджувального впливу ВНТ 
від використаного функціоналізувального покрит-
тя (рис. 1).

Так, для кожної використаної концентрації 
ОШВНТ та БШВНТ, відсоток живих протоплас-
тів майже не відрізнявся при використанні трьох 
описаних функціоналізувальних агентів. Це під-
тверджує припущення про застосовність даних ти-
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пів функціоналізації для розробки біотехнологіч-
них підходів на основі використання ВНТ. Водно-
час, було показано підвищений негативний вплив 
БШВНТ на виживання протопластів, порівняно із 
ОШВНТ. Як видно з рис. 1, виживання протоплас-
тів через 24 год у зразках з концентрацією ОШВНТ 
та БШВНТ 1 мкг/мл не відрізнялося від виживан-
ня у контролі. При збільшенні концентрації ВНТ, 
спостерігалось пропорційне підвищення частки 
загиблих протопластів. При цьому, у зразках, що 
містили БШВНТ, не залежно від типу функціона-
лізувального покриття, гинуло більше протоплас-
тів, ніж у зразках із ОШВНТ. загалом, для трьох 
типів функціоналізувального покриття, середні 
значення виживання протопластів при інкубуванні 
із функціоналізованими ОШВНТ і БШВНТ скла-
дали: при концентрації 1 мкг/мл – 91 % та 90 %, 
відповідно, при концентрації 15 мкг/мл – 84 % та 
75 %, 30 мкг/мл – 60 % та 49 %, 45 мкг/мл – 30 % 
та 21 %, 60 мкг/мл – 3 % та 0 %, 75 мкг/мл – усі 
протопласти гинули. Підвищення кількості заги-
блих протопластів, розрив їх мембран та утворен-
ня агломератів при зростанні концентрації ВНТ 
спостерігалося і у зразках, що містили ОШВНТ 
(рис. 2). Проте для останніх можна стверджувати 
наявність більш широкого діапазону застосовних 
концентрацій, ніж для БШВНТ. Виявлена відмін-

Рис. 1. залежність виживання протопластів мезофілу листків тютюну від концентрації ОШВНТ і БШВНТ у сере-
довищі та типу їх функціоналізувального покриття (ДНК, БСА, ЕСТ). 24 год інкубації

Рис. 2. Результати дії різних концентрацій функ-
ціоналізованих бичачим сироватковим альбуміном 
ОШВНТ на протопласти мезофілу листків тютюну: 
а – 1 мкг/мл; б – 15 мкг/мл; в – 30 мкг/мл; г – 45 
мкг/мл; д – 60 мкг/мл; е – 75 мкг/мл. 24 год інкубу-
вання. Стрілками вказано загиблі протопласти та їх 

агломерати. Масштабна поділка 20 мкм
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ність, очевидно, зумовлена структурними особли-
востями БШВНТ, порівняно із ОШВНТ, зокрема 
– меншою вираженістю у них ефекту одновимір-
ності, властивого нанотрубкам. загалом, нанороз-
мір ВНТ, очевидно, виступав критичним фактором 
встановленого їх негативного впливу на виживан-
ня протопластів N. tabacum. Так, макророзмірний 
вуглецевий матеріал – активоване вугілля, широко 
використовується у культурі рослин in vitro для по-
кращення процесів ембріогенезу, калюсоутворен-
ня, укорінення, росту пагонів тощо [15], а також 
регенерації протопластів [16] і не виявляє негатив-
ного впливу на рослинні клітини.

У подібному дослідженні описано загибель 
значної частини протопластів Arabidopsis thaliana 
L. після доби інкубування із нефункціоналізова-
ними ОШВНТ у концентрації 25 мкг/мл [17]. Інші 
автори відмічають загибель більше 80 % прото-
пластів A. thaliana протягом 48 год культивування 
у середовищі із нефункціоналізованими ОШВНТ 
у концентрації 50 мкг/мл [5]. Водночас, нижчі кон-
центрації нанотрубок були асоційовані із виживан-
ням протопластів та незначною вираженістю нега-
тивних ефектів. Такі дані, загалом, узгоджуються 
із отриманими у нашому дослідженні та дозволя-
ють говорити про відсутність надлишкової токсич-
ності ВНТ, спричиненої функціоналізувальним 
покриттям. Варто, також, зазначити, що ряд дослі-
джень впливу нефункціоналізованих ВНТ на рос-
линні клітини, вкриті клітинною стінкою, демон-
струють значний негативний ефект таких ВНТ на 
клітини. Так, у дослідженні дії нефункціоналізо-
ваних БШВНТ на клітини суспензійної культури 
рису Oryza sativa L. показано, що при концентра-
ції БШВНТ 20 мкг/мл через 48 год культивуван-
ня більшість клітин мали змінену морфологію та 
ознаки вступу на шлях загибелі, тоді як при кон-
центрації 80 мг/л у всіх клітин через 48 годин спо-

стерігали некроз [18]. При дослідженні впливу чи-
стих БШВНТ на клітини суспензійної культури 
A. thaliana було показано суттєве зниження показ-
ників виживання клітин вже через добу при кон-
центрації 10 мкг/мл [19]. У проведеному ж нами 
дослідженні, при концентраціях ВНТ описаних 
у роботах [18, 19] виживання протопластів, що є 
більш чутливими об’єктами, порівняно із рослин-
ними клітинами, вкритими клітинними стінками, 
знижувалося лише на 10–20 %, порівняно з контр-
олем. У даному випадку можна припустити зни-
ження негативного впливу ВНТ на виживання про-
топластів, у зв’язку із маскувальним ефектом вико-
ристаного функціоналізувального покриття.

Висновки
У результаті проведеного дослідження було 

встановлено дозозалежний негативний вплив 
ВНТ на виживання протопластів мезофілу лист-
ків тютюну. Виживання протопластів більш 
стрімко знижувалося при збільшенні концентрації 
БШВНТ, тоді як зростання концентрації ОШВНТ 
спричиняло менш інтенсивний приріст частки за-
гиблих протопластів. Не було відмічено змін по-
казників виживання протопластів при дії однако-
вих концентрацій ВНТ, функціоналізованих різ-
ними молекулами, що свідчить про однакову біо-
логічну сумісність усіх трьох типів використаних 
функціоналізувальних покриттів. загалом, було 
показано, що як для ОШВНТ, так і для БШВНТ, 
нековалентно функціоналізованих ДНК, БСА та 
ЕСТ, наявний діапазон концентрацій, асоційова-
них із мінімальним проявом негативного впливу 
на виживання протопластів. Отримані результати 
показують можливість створення нових підходів 
у біотехнології з використанням функціоналізо-
ваних ВНТ для доставки цільових молекул у рос-
линні клітини.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CARBON NANOTUBES ON TOBACCO PROTOPLASTS 
FOR THE DEVELOPMENT OF NOVEL APPROACHES IN PLANT BIOTECHNOLOGY
Aims. In order to develop the background for the creation of novel carbon nanotubes (CNTs) based approaches in plant 
biotechnology the effect of non-covalently functionalized single-walled and multi-walled CNTs (SWCNTs and MWCNTs, 
respectively) on tobacco Nicotiana tabacum L. mesophyll protoplasts was investigated. Factors influencing the viability of 
protoplasts exposed to CNTs, namely dose, CNTs type, functionalization type, were determined. Methods. Physical and 
chemical CNTs surface modification methods, in vitro plant culture approaches and microscope studies were combined to 
evaluate the effect of CNTs on protoplasts. Results. The dose-dependent adverse impact of CNTs on viability of protoplasts 
was observed. However protoplasts demonstrated higher viability when exposed to SWCNTs in compere to MWCNTs. 
absence of change in protoplasts viability was observed when protoplasts were exposed to identical concentrations of CNTs 
functionalized using different molecules, indicating equal biological compatibility of all three types of used functionalization 
coatings.
Keywords: carbon nanotubes – CNTs, functionalization, protoplasts, plant biotechnology.


