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С целью изучения влияния наночастиц на морфофункциональные характеристики клеток 

проведено тестирование водных суспензий наночастиц CuO и Fe2O3 на диплоидные 
клеточные культуры фибробластов эмбриона кур, клеток тестикулов ягнят, фибробластов 
эмбриона человека (ФЭЧ-Т) и перевиваемые культуры клеток человека (A549) и животных 
(ВНК-21, Vero). Показано различное токсическое воздействие исследуемых препаратов на 
клетки. С помощью МТТ-теста выявлено снижение жизнеспособности клеток в процессе их 
инкубации с изучаемыми препаратами. Наибольшая цитотоксичность через 48 ч инкубации 
выявлена у наночастиц окисла меди, наименьшая – у наночастиц окисла железа. 
Наночастицы CuO в водной суспензии вызывали значительную гибель клеток в 
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концентрациях вплоть до 1 мкг/мл, тогда как образец Fe2O3 - в концентрациях 500-125 мкг/мл, 
что может свидетельствовать о зависимости степени воздействия тестируемых наночастиц на 
клетки от физико-химических свойств препаратов. С помощью трансмиссионной электронной 
микроскопии обнаружены изменения морфологии культивируемых фибробластов эмбриона 
человека при их инкубации в течение 48 ч с наночастицами Fe2O3  в концентрации 100 мкг/л.  

Изучено влияние тестируемых препаратов в субтоксических концентрациях на параметры 
иммунитета. Отмечено, что наночастицы CuO подавляли в клетках ФЭЧ-Т экспрессию гена 

ИФН-λ3 и способствовали активации транскрипции ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-18, ФНО-α. Наночастицы 

Fe2O3 активировали экспрессию генов ИФН-γ, ИЛ-2, а также ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-10 и ФНО-α. Т.о. 

показана потенциальная возможность использования препаратов на основе наночастиц 
окислов металлов для коррекции иммунопатологических состояний при ряде патологий.  

Ключевые слова: наночастицы, окислы железа, меди, жизнеспособность клеток, 
электронная микроскопия, цитокины. 

 
 Внедрение нанотехнологии во многие сферы деятельности человека, в том числе в 

медицинскую и биологическую практику, ставит человечество перед новыми проблемами. 
Выяснение характера воздействия наноматериалов и наночастиц на здоровье и среду 
обитания человека является непростой задачей. Токсичность наночастиц для живых систем  
зависит от многих факторов (1, 2). Среди различных способов оценки безопасности 
наночастиц существенную роль играют методы, основанные на использовании культур клеток. 
Накоплен материал по изучению влияния наночастиц металлов на культивированные клетки и 
их ДНК (3, 4 ,5). Однако, вопрос о влиянии наночастиц металлов на культивируемые клетки 
изучен недостаточно, полученные данные неоднозначны. Есть сведения об отсутствии 
цитотоксичности наночастиц in vitro, а также об их взаимодействии с компонентами 
культуральной среды  (6, 7, 8). Вопрос требует дальнейшего изучения. Представляет интерес 
накопление методического опыта тестирования наночастиц на различных видах клеток, что 
позволит установить порог допустимых доз вводимых наночасти в условиях организма. Цель 
данной работы – получить информацию о влиянии водных суспензий наночастиц окислов 
металлов CuO и Fe2O3 на морфофункциональные характеристики культивируемых клеток 
человека и животных.  
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Материал и методы 
Препараты наночастиц.  

 - CuO; ( Los Alamos, NM, USA), < 50 нм;  
 - Fe2O3 (alpha); (Los Alamos, NM, USA), 20-50 нм, 50 м2 г-1 . 
 Наночастицы были автоклавированы при 1 атм.,120º С в течение 30 мин и из них были 

приготовлены водные суспензии на 3-х дистиллированной воде в исходной концентрации 1 
мг/мл. Для экспериментов с клетками препараты наночастиц оксидов меди и железа 
использовали в концентрациях от 500 до 0.25 мкг/мл.  

Культуры клеток и питательные среды.  
 Для экспериментов из Коллекции культур клеток Института вирусологии им. Д.И. 

Ивановского были выбраны диплоидные клеточные культуры фибробластов эмбриона кур 
(ФЭК), клетки тестикулов ягнят (ТЯ), фибробластов эмбриона человека (ФЭЧ-Т), 
перевиваемые клеточные культуры карциномы легкого человека (А549) и перевиваемые 
клеточные культуры животных: клетки почки сирийского хомячка (ВНК-21) и клетки почки 
зеленой мартышки (Vero).  

 Для культивирования клеток использовали стандартные питательные среды производства 
Московского института полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова с 10% 
эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) фирмы «ПанЭко». Клетки рассевали на 96-
луночную панель фирмы «Costar» (США) в концентрации 200 тыс. кл./мл в каждую лунку в 
объёме 100 мкл культуральной среды с 10% ЭТС и инкубировали в СО2- термостате при 37°С. 
Через 24 ч после посадки клеток перед внесением препаратов инкубационную среду меняли, 
добавляя в нее по100 мкл среды с 1 % ЭТС в лунку.  

 Изучаемый препарат в исходной концентрации 1мг/мл раститровывали в  разведениях от 
1/2 до 1/4096, что соответствовало концентрациям от 500 до 0,25 мкг/мл, и инкубировали с 
клетками в течение 24 и 48 ч в СО2-термостате при 37º С. Эксперименты выполняли с тремя 
повторами. Контролем служили интактные клетки, культивируемые параллельно с опытными.  

Оценка жизнеспособности клеток с помощью МТТ-метода. 
 Для оценки цитотоксического действия наночастиц применяли МТТ– тестирование (9, 10). 

Жизнеспособность клеток оценивали по интенсивности окраски раствора синего формазана, 
измеряя его оптическую плотность при длине волны 545 нм на спектрофотометре 
Immunochem 2100 (США). Долю жизнеспособных клеток рассчитывали как отношение 
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оптической плотности раствора формазана в опытных и контрольных образцах в процентах   
(5). Статистическую обработку результатов проводили с использованием программного 
обеспечения Microsoft Excel, «Statistica 6,0». Достоверность различия средних величин 
устанавливали с помощью t-критерия Стьюдента при Р<0,05. 

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
 Изучение влияния препаратов наночастиц на морфологию культивируемых клеток ФЭЧ-Т 

после их инкубации с препаратами в течение 48 ч проводили с помощью  трансмиссионной 
электронной микроскопии. Использовали общепринятую методику фиксирования материала в 
2,5%-ном глютаральдегиде и 1%-ном водном растворе OsO4, обезвоживания, пропитки и 
заливки в эпоксидную смолу. Ультратонкие срезы контрастировали уранилацетатом и 
цитратом свинца. Полученные контрольные и опытные препараты изучали под электронным 
микроскопом JEOL 100XC с ускоряющим напряжением 80 кВ. 

Изучение уровня транскрипции цитокинов. 
 Для исследования возможных механизмов воздействия препаратов наночастиц окислов 

железа и меди на показатели иммунитета было проведено исследование синтеза цитокинов 
на уровне их транскрипции in vitro в клеточной культуре ФЭЧ-Т через 48 ч после введения 
препаратов. Клетки помещали в 24-х луночные панели в посевной дозе 100 тыс.кл/мл, 
инкубировали 24 ч до образования монослоя, и затем после смены среды в лунки вносились 
препараты наночастиц CuO в концентрации  0.25 мкг/мл и 0.1 мкг/мл и Fe2O3 в концентрации 
32.25 мкг/мл и 1 мкг/мл. Экспрессия генов интерлейкинов (ИЛ)-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-

10, ИЛ-12, ИЛ-17, ИЛ-18, фактора некроза опухолей (ФНО)-α, интерферонов (ИФН)-α, ИФН-β, 

ИФН-α, ИФН-λ1, ИФН-λ2, ИФН-λ3 оценивалась по активности их мРНК. Определение 

активности мРНК цитокинов в клетках проводили с использованием методов обратной 
транскрипции и полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР). В качестве положительного 
контроля использовали β-актин. Регистрацию результатов ПЦР осуществляли с помощью 
электрофореза в 2,5%-ном агарозном геле, окрашенном бромистым этидием. Для 
идентификации нуклеотидных последовательностей использовали маркер для электрофореза 
фирмы Ргоmegа (G 1758) (11-14). 

Результаты и обсуждение 
Проведенное нами ранее тестирование изучаемых наночастиц окислов металлов в виде 

суспензий на культуральной среде 199 на двух линиях клеток выявило, что оба препарата 
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вызывали цитотоксическое воздействием на пролиферацию клеток, приводили к уменьшению 
количества клеток, увеличению их объема и диаметра, причем наиболее токсичными были  
наночастицы оксида меди (15, 16).  

В данной работе мы сравнили действие водных суспензий изучаемых наночастиц на 
различных клеточных культурах, как диплоидных, так и перевиваемых. В таблице 1 
приведены экспериментальные данные цитотоксического действия препаратов наночастиц 
окислов меди и железа на различные виды клеток. Приведенные данные позволяют сделать 
вывод, что в концентрации 1 мкг/мл  наночастицы  оксида меди более токсичны, чем  
наночастицы окисла железа в той же концентрации. Образец CuO в водной суспензии 
вызывал значительную гибель клеток в концентрациях вплоть до 1 мкг/мл, тогда как образец 
Fe2O3– лишь до концентрации 125-500 мкг/мл. При этом наибольшее токсическое воздействие 
наночастицы оксида меди в концентрациях 1-8 мкг/мл оказывали на эмбриональные клетки и 
клетки тестикулов, что может свидетельствовать о потенциальной токсичности данных 
наночастиц для зародышей и половых клеток организма.  

Эти результаты совпадают с аналогичными данными по тестированию нами препаратов 
данных наночастиц, приготовленных на культуральной среде 199 (14, 15), и согласуются с 
данными, полученными другими исследователями (3, 4, 5). Вместе с тем отметим, что в 
упомянутых работах тестирование проводили на других линиях клеток. В работе Брэйдих-
Столле с соавт. (3) изучали действие наночастиц на культивируемые сперматогонии мыши. В 
работе Бруннера с соавт. (4) исследовали действие наночастиц на культивируемые клетки 
мезотелиомы человека и фибробласты грызунов. В работе Вэй с соавт. (5) использовали 
клетки гепатомы человека (human hepatoma BEL-7402 cells).                                                                               

Первым этапом работы с использованием метода электронной микроскопии негативного 
контрастирования были исследованы суспензии наночастиц Fe2O3 в концентрации 100 мкг/мл.                     

На рис. 1 А  наночастицы Fe2O3 представлены несколькими видами частиц: в виде крупных 
треугольников, прямоугольников размером от 400-500 нм до 600 нм и в виде скоплений 
мелких частиц и зерен. 
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Таблица 1.  
Определение влияния препаратов наночастиц окислов металлов на 

жизнеспособность клеток с помощью МТТ-метода 
  Оптическая плотность  при длине волны   545 нм 
   

 Диплоидные культуры                             Перевиваемые культуры 
    ФЭК        Т.Я.     ФЭЧ-Т     Vero ВНК-21 А549 

Нано 
части 
цы   
мкг/мл 

CuO Fe2O3 CuO Fe2O3   CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 

500 0 0 0 0.227 
±0.09 

0 0.127 
±0.02 

0 0.162 
±0.02 

0 0.618 
±0.1 

0 0 

250 0 0.155 
±0.04 
 

0 0.231 
±0.02 

0 0.186 
±0.02 

0 0.221 
±0.03 

0 1.019 
±0.2 

0 0.23 
±0.01 
 

125 0 0.187 
±0.01 

0 0.278 
±0.01 
 

0 0.215 
±0.03 
 

0 0.266 
±0.06 

0 1.087 
±0.2 

0 0.242 
±0.09 
 

62.5 
 

0 0.211 
±0.05 

0 0.302 
±0.06 

0 0.242 
±0.01 

0 0.331 
±0.06 

0.243 
±0.09 
 

1.15 
±0.09 

0 0.314 
±0.04 

31.25 0 0.213 
±0.06 

0.108 
±0.02 
 

0.313 
±0.03 

0 0.210 
±0.05 

0 0.366 
±0.05 

0.481 
±0.02 

1.19 
±0.07 

0 0.329 
±0.04 

15.625 
 

0 0.252 
±0.06 

0.144 
±0.04 
 

0.320 
±0.03 
 

0.1 
±0.0
1 
 

0.273 
±0.05 

0 0.332 
±0.06 

0.783 
±0.01 

1.263 
±0.15 

0.184 
±0.01 

0.348 
±0.03 

7.8125 0 0.250 
±0.02 

0.184 
±0.09 

0.310 
±0.01 
 

0.145 
±0.0
3 

0.247 
±0.02 
 

0.143 
±0.02 

0.358 
±0.07 

0.896 
±0.08 

1.276 
±0.07 
 

0.314 
±0.01 

0.345 
±0.01 

3.9063 0 0.258 
±0.03 
 

0.213 
±0.06 
 

0.314 
±0.01 

0.169 
±0.0
1 

0.235 
±0.03 
 

0.174 
±0.02 

0.350 
±0.03 

0.992 
±0.2 
 

1.226 
±0.07 

0. 344 
±0.02 

0.351 
±0.04 

1.9531 0.136 
±0.05 
 

0.260 
±0.03 

0.264 
±0.04 
 

0.311 
±0.01 

0.169 
±0.0
1 
 

0.258 
±0.01 
 

0.21 
±0.05 

0.414 
±0.03 

1.135 
±0.09 

1.245 
±0.06 

0.340 
±0.02 

0.345 
±0.01 

0.9766 0.194 
±0.06 

0.264 
±0.02 

0.269 
±0.03 

0.295 
±0.03 
 

0.17 
±0.0
1 

0.245 
±0.03 

0.276 
±0.02 

0.350 
±0.06 

1.177 
±0.2 

1.262 
±0.03 

0 342 
±0.02 

0.340 
±0.07 

0.4883 0.222 
±0.2 
 

0.260 
±00.2 

0.304 
±0.1 
 

0.300 
±0.02 
 

0.171 
±0.0
1 

0.274 
±0.02 
 

0.313 
±0.2 

0.386 
±0.07 

1.229 
±0.09 

1.262 
±0.02 

0 350 
±0.02 

0.342 
±0.02 

0.2441 0.242 
±0.2 
 

0.260 
±00.2 

0.300 
±0.02 

0.303 
±0.05 

0.228 
±0.0
6 
 

0.3 
±0.05 

0.320 
±0.02 

0.351 
±0.05 

1.243 
±0.2 
 

1.3 
±0.07 
 

0 346 
±0.02 

0.343 
±0.01 

Контр.
клетки 

0.248±0.07 0.258±0.09 
 

0.249±0.05 0.375±0.06 1.089±0.13 
 

0.333±0.06 
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А                                                                       Б 

Рис. 1 – Электронные микрофотографии. Увеличение 50000х. 
А – электронная микрофотография наночастиц Fe2O3. Метод негативного контрастирования. 
Видны крупные частицы размером 400 нм, мелкие - 50-70 нм; 
Б – ультратонкий срез клетки ФЭЧ-Т, сокультивированной с суспензией наночастиц Fe2O3. 
Скопление наночастиц Fe2O3 в вакуолях клетки. 

 
При исследовании клеток ФЭЧ-Т после культивирования с наночастицами Fe2O3 в 

концентрации 100 мкг/мл отдельные гранулы и скопление наночастиц размером 50-70 нм 
были обнаружены в различных частях цитоплазмы, в основном у поверхности плазматической 
мембраны клетки и во внутриклеточных вакуолях. Патологическое состояние плазматической 
мембраны характеризовалось процессом клазматоза. Ядра клеток были увеличены, но не 
содержали наночастиц. Наблюдалось расширение перинуклеарного пространства и 
многочисленные вакуоли в цитоплазме клеток (рис.1 Б). Аналогичные данные были получены 
Вэй с соавт. (5). 

 В исследованиях in vitro воздействия наночастиц металлов на особенности экспрессии 
генов цитокинов нами было показано, что в клетках ФЭЧ-Т под действием наночастиц CuO и 
Fe2O3 не происходило активации экспрессии генов ИФН-β, ИФН-λ1, ИФН-λ2, ИЛ-4, ИЛ-12, ИЛ-
17 а также не изменялась активность присутствующей мРНК ИЛ-8 (табл. 2, рис. 2). Отмечено, 
что наночастицы CuO в концентрации 0,25 мкг/мл подавляли экспрессию гена ИФН-λ3 (ИФН 

III-типа, сходный по антивирусным свойствам с ИФН-α) (17). При этом в данной концентрации 

этот препарат способствовал активации транскрипции ИЛ-18, продуцируемого в условиях 

организма моноцитами/макрофагами и участвующего в синтезе ИФН-α. При разведении 

препарата до 0,1 мкг/мл в клетках была отмечена активация экспрессии генов ИЛ-2, ИЛ-6, 

ФНО-α, в условиях организма являющихся показателями функциональной активности Th1 и 

Th17 (18).                                                                                                               
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Таблица 2. 
Изменение экспрессии генов цитокинов в клетках ФЭЧ-Т под действием 

наночастиц окислов металлов 
        Наличие (+) или (-) отсутствие мРНК цитокинов  

Препараты  ИФН-γ ИЛ-1β ИЛ-2 ИЛ-6 ИЛ-10 ИЛ-18 ФНО-α 
CuO 
0.25 мкг\мл 

- - - - - + - 

CuO  
0.1 мкг/мл 

- - + + - - + 

Fe2O3   
 30 мкг/мл 

- - - + - - - 

Fe2O3  
1 мкг/мл 

+ + + + + - + 

К.кл. 
 

- - - - - - - 

 

CuO 0.25 мкг/мл                                                  Fe2O3 30 мкг/мл 

           

 

CuO 0.1 мкг/мл                                                   Fe2O3 1 мкг/мл 

           

 

Контроль 

 

Рис. 2. Экспрессия генов цитокинов в клетках ФЭЧ-Т под действием  наночастиц окислов   
металлов. Фотография–гель документирования. 
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Показано, что наночастицы Fe2O3 в концентрации 1 мкг/мл активировали в клетках ИФН-α и 

ИЛ-2, обуславливающих у человека и животных клеточный иммунитет, а также ИЛ-1β, ИЛ-6, 

ИЛ-10 и ФНО-α. Следует отметить, что ИЛ-10 является антивоспалительным цитокином, 

участвующим в выработке антител и продуцируемых Treg лимфоцитами. Эти клетки в 
организме экспрессируют FOXP3 - транскрипционный фактор, регулирующий транскрипцию 
генов, ответственных за дифференцировку Т-клеток и экспрессию цитокинов и других 
факторов, участвующих в супрессии иммунного ответа. Для регуляции иммунного ответа Treg 

клетки выделяют цитокины ИФН-α, ИЛ-10, TGF-β, ИЛ-35. 

 Известно, что Т-хелперы (Th0) могут дифференцироваться в направлении Th17 под 
воздействием ИЛ-1β, ИЛ-6, TGFβ, ИЛ-23. Эти цитокины активируют экспрессию 

транскрипционного фактора ROR-α, выполняющего ключевую роль в реализации программы 

дифференцировки Th17. Эти клетки характеризуются экспрессией генов ИЛ-6, ФНО-α, ИЛ-17, 

ИЛ-22 и принимают участие в защите от внеклеточных патогенов и в регуляции 
противоопухолевого иммунитета. Доказано, что Th17 ассоциированы с различными 
аутоиммунными процессами и с аллергическими реакциями (19, 20, 21, 22). 

 В наших экспериментах показано, что наночастицы Fe2O3 активировали транскрипцию 

генов ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α, участвующих в синтезе ИЛ-17. При этом мРНК ИЛ-17 не 

экспрессировалась в клетках. Возможно, этот процесс происходил позднее срока наблюдения. 
Исходя из данных, полученных in vitro, можно предположить, что в субтоксических 
концентрациях наночастицы Fe2O3 в условиях организма будут способны активировать Th1, 
Th17 и Treg лимфоциты, тогда как наночастицы CuO в субтоксических концентрациях, 
вероятно, можно будет использовать для регуляции функции макрофагального звена 
иммунитета. Наши исследования являются первыми шагами, показывающими 
перспективность использования препаратов на основе наночастиц окислов железа и меди для 
коррекции различных иммунопатологических состояний. 
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В статье представлены результаты исследования морфофункциональных характеристик 

тканевых культур фрагментов слизистых бронхов, полученных при бронхоскопии больных 
хроническими заболеваниями бронхов и легких, а также культур тканей фрагментов почек 
урологических больных. Оценивалась площадь зоны роста тканей, число выросших клеток, 
митотическая активность, патологические митозы и число аномальных клеток. Полученные 
данные позволили уточнить диагнозы и прогнозы исхода хронических заболеваний  бронхов и 
легких и оценить репаративный потенциал клеток тканей почек, что имело значение при 
выборе тактики лечения больных.  

 


