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Аннотация. Разработка и синтез новых функциональных наноматериалов  для биомедицинских целей 

требует обязательного проведения комплексной оценки их токсичности в условиях in vitro и in vivo. В данной 

работе проведен анализ агрегативной устойчивости нового типа наночастиц диоксида церия, допированных 

гадолинием, а также проведено исследование их влияния на пролиферативную и метаболическую активность 

МСК человека in vitro. Показано, что наночастицы диоксида церия не является токсичными в широком 

диапазоне концентраций (10-5-10-9 М), а также способны стимулировать пролиферацию МСК человека в 

дозозависимой манере. Высокая степень биосовместимости и низкая токсичность синтезированных 

наноматериалов позволяют говорить о перспективности разработки биомедицинских препаратов на их основе. 

Ключевые слова: наночастицы диоксида церия, пролиферативная активность, МСК человека 
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Abstract. Design and synthesis of new nanomaterials for biomedical applications require a comprehensive 

assessment of their toxicity in vitro and in vivo. We analyzed the aggregate stability of new types of cerium oxide 

nanoparticles doped with gadolinium and checked their influence on the proliferative and metabolic activity of human 

fibroblast in vitro. It has been shown that cerium oxide nanoparticles are not toxic in a wide range of concentrations (10-

5-10-9 M), and are able to stimulate proliferation of the human MSCs in a dose-dependent manner. The high degree of 

biocompatibility and low toxicity of synthesized nanomaterials allow us to consider it as perspective compound for 

development of biomedical products. 
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Введение. Наночастицы диоксида церия находят широкое применение во многих промышленных 

приложениях, в том числе в качестве абразивов [1],  катализаторов [2] и топливных элементов [3]. Высокий 

уровень кислородной нестехиометрии и редокс-активность поверхности, а также низкая токсичность и 

биосовместимость делают наночастицы диоксида церия  весьма перспективным материалом в биомедицинских 
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приложениях. Ранее показано, что наночастицы диоксида церия обладают антиоксидантными [4], 

кардиопротекторными [5], гепатопротекторными [6], геропротекторными [7], генопротекторными [8], 

радиопротекторными [9] свойствами, а также способны выступать в качестве эффективных УФ-фильтров [10]. 

Допирование наночастиц диоксида церия различными  металлами, в частности ионами гадолиния,  приводит к 

изменению физико-химических характеристик, а вместе с тем придает ему новые функциональные свойства. 

Как известно, ион Gd3+ имеет 7 неспаренных электронов (8S7/2) и обладает высоким магнитным моментом  

(7.94 µB), что позволяет использовать гадолинийсодержащие соединения в качестве контрастирующих агентов 

в магнитно-резонансной томографии (МРТ). Оксид гадолиния в нанокристаллическом состоянии является 

одним из наиболее перспективных контрастирующих агентов для МРТ, поскольку он характеризуется более 

высоким значением констант продольной релаксации по сравнению с хелатными комплексами Gd3+ [11]. 

Следует отметить, что в форме малорастворимого оксида гадолиний существенно менее токсичен, чем 

гадолиний в ионной форме [12]. Допирование диоксида церия ионами Gd3+ позволяет повысить его 

кислородную нестехиометрию [13], а, следовательно, и антиоксидантную активность, что открывает новые 

направления использования данного соединения в биомедицинских целях. В связи с этим возникает 

необходимость комплексного исследования влияние нового типа наноматериала на функциональное состояние 

и жизнеспособность клетки. 

Материалы и методы. Синтез твердых растворов CeGdO2 был произведен в лаборатории методов 

получения и диагностики наноматериалов ИОНХ РАН  им. Н.С. Курнакова по методике, описанной [13]. 

Анализ гидродинамического радиуса и дзета-потенциала. Определение гидродинамического радиуса 

частиц в золях проводили методом динамического светорассеивания на анализаторе N5 Submicron Particle Size 

Analyser «Beckman Coulter». Анализ дзета-потенциала наночастиц диоксида церия определяли с 

использованием  ZetaNanoSizer (Malvern, UK). 

Культура клеток. Клетки пульпы зуба (Th1) выделяли из зачатка третьего моляра, извлеченного по 

ортодонтическим показаниям у здорового пациента 16 лет. Клетки извлекали промывкой струей среды ДМЕМ 

("ПанЭко", Россия), содержащей 200 Ед/мл пенициллина и 200 мкг/мл стрептомицина ("Life technologies", 

США) через иглу шприца, вставленную в верхушку канала зуба, и диссоциировали обработкой раствора 0.25 % 

трипсин-0.02 % ЭДТА ("ПанЭко", Россия) в течение 30 минут при 37 оС. Полученные клетки собирали 

центрифугированием в течение 2 минут при 1500 об/мин, а затем ресуспензировали до состояния одиночных 

клеток в среде ДMEM/F12 («ПанЭко») в соотношении 1:1 с добавлением 10 % фетальной сыворотки крупного 

рогатого скота (ФБС), переносили в 25 см2  флаконы и культивировали в атмосфере 5 % СО2,  при 37 ºC в среде 

ДМЕМ («ПанЭко»), содержащей 10 % ЭТС (HyClone), 100 ед./мл  пенициллина/стрептомицина и добавлением  

2 мМ L-глютамина. При достижении субконфлюентного состояния клетки обрабатывали 0.25 % раствором 

трипсин-ЭДТА и пассировали в 75 см2 флаконы в соотношении 1:3, культивирование проводили в среде  

α – МЕМ («ПанЭко»), с 10 % ЭТС, 100 ед./мл пенициллина/стрептомицина и добавлением 2мМ L-глютамина. 

При проведении исследований использовали культуры 5-8 пассажей.  

Метод дифференцированного флуоресцентного окрашивания клеток. Для оценки соотношения живых и 

мертвых клеток в культуре использовали набор L-7007 LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen), 

содержащий красители  SYTO 9 (окрашивает все клетки, λ = 485⁄498 нм) и пропидий йодид (окрашивает ядра 

мертвых клеток, λ = 535 / 617 нм). Окраску клеток осуществляли путем замены культуральной среды 

DMEM/F12 с 5 % ЭТС, на содержащую смесь красителей в концентрации 1 мкл/мл. Наблюдение за 

морфологией и флуоресцентной окраской проводили на инвертированном микроскопе LSM-510 (Carl Zeiss). 

Микрофотосъемка осуществлялась с использованием цифрового фотоаппарата Power Shot A620 (Canon).  

Оценка уровня лактатдегидрогеназы. Метод позволяет оценить концентрацию цитоплазматического 

фермента – лактатдегидрогеназы, которая обнаруживается в культуральной среде в случае повреждения 

клеточной мембраны. Клетки высевались в 96-луночные планшеты и культивировались в течение 24 часов в 

атмосфере, содержащей 5 % СО2 и 37 ˚С. Через 6 часов после посева клеток среда заменялась на среду, 

содержащую наночастицы CeGdO2 в концентрациях 10-4-10-9 М. В качестве положительного контроля 

использовались клетки со средой, но без добавления CeGdO2. В качестве отрицательного контроля 

использовали лунки с клетками, в которые вносили Тритон Х-100 (10 мкл). Через 24 часа после внесения 

наночастиц CeGdO2 определяли уровень лактатдегидрогеназы в культуральной среде в соответствии с 

протоколом производителя  (The Thermo Scientific™ Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit). Оптическую 

плотность растворов определяли на длине волны λ = 490 нм  и λ = 640 нм с использованием фотоколориметра 

Microplate Reader Thermo Multiskan Ascent 96 & 384 (Thermo Fisher Scientific, United Kingdom) 

Анализ пролиферативной активности. Первичные фибробласты мыши вывевались в 96 луночные 

планшеты (Corning Costar, USA) в плотности 10 тыс/см2, далее культивировались 12 часов при 5 % СО2 и 37 ºC, 

а затем путем смены среды вносились различные концентрации наночастиц диоксида церия (10-3-10-9 М) и 

каждый день в течение 5 дней проводился анализ пролиферативной активности и числа клеток в каждой лунке 

с помощью планшетного ридера CloneSelect Imager System (Molecular Devices, USA). 

Статистический анализ. Статистическую обработку результатов проводили методами вариационной 

статистики. Определяли среднее значение величин и среднеквадратичное отклонение от среднего значения. 

Достоверность различий между группами в результатах микроядерного теста определяли по t-критерию 

Стьюдента, при проведении клеточных тестов и экспериментов по выживаемости животных значимость 

различий оценивали по  U-критерию Манна-Уитни. 
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Результаты и обсуждение. Для оценки влияния среды на коллойдно-химические характеристики  в золях 

(гидродинамический радиус, размерное распределение и агрегативную устойчивость) была приготовлена 

дисперсия наночастиц CeGdO2 в деионизованной воде. Выявлено, что дзета-потенциал составляет -31.1 мэВ 

(см. рис. 1 А), а гидродинамический радиус порядка 8-9 нм (30 % объема частиц) (см. рис. 1 Б). 
 

   
 

Рисунок 1 – Гидродинамический радиус (А) и дзета-потенциал (Б) наночастиц диоксида церия, 

допированных гадолинием, при разведении в деионизованной воде 

 

Метод дифференцированного флуоресцентного окрашивания основан на мониторинге жизнеспособных 

клеток в зависимости от целостности их мембраны. Краситель SYTO 9 окрашивает все клетки в культуре 

(зеленое окрашивание), в то время как нарушение целостности мембраны обеспечивает ее проницаемость для 

селективного ДНК-красителя пропидия иодида (красное окрашивание ядра). Наночастицы CeGdO2 во всем 

диапазоне исследованных концентраций не вызывают появления окрашенных пропидий иодидом; аналогичный 

результат наблюдается для лунок в которые не вносили наночастицы диоксида церия (см. рис. 2 Б). 

 

 

Б 

 
 

Рисунок 2 – Оценка уровня лактатдегидрогеназы через 24 часа инкубации с наночастицами CeGdO2 (А),  

дифференциальное окрашивание набором LIVE/DEAD через 72 часа инкубации с наночастицами CeGdO2  

в концентрации 10-5 М (Б) 

 

По результатам анализа пролиферативной активности с использованием системы Clone Select Imager 

показано, что концентрации 10-5 по 10-9 М наиболее эффективно стимулируют пролиферацию МСК человека 

после 4 дней культивирования. При этом высокие концентрации наночастиц диоксида церия (10-5 М) также 

стимулируют клеточную пролиферацию, но в меньшей степени (см. рис. 3). Предположительно, высокие 

концентрации наночастиц СеО2 снижают уровень АФК до минимальных значений (ниже физиологического 

уровня), что негативно сказывается на внутриклеточном метаболизме. Увеличение количества клеток в 

лунках, содержащих наночастицы CeGdO2, подтверждают более активную пролиферацию клеток, что может 

быть связано с косвенным влиянием наночастиц диоксида церия на внутриклеточные сигнальные пути. 

Недавние публикации показывают, что наночастицы диоксида церия способны ускорять пролиферацию 

клеток в культуре при этом присутствие ионов церия в той или иной степени окисления может быть 

важнейшим параметром, регулирующим пролиферативную активность клеток. Так [14] показано, что при 

культивировании мезенхимальных стволовых клеток на участках подложки с адсорбированными на 

поверхность  ионами Се4+, происходит лучшая адгезия и пролиферация клеток, в отличие от поверхности с 
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Се3+ на которую адгезировалось небольшое количество клеток. При этом анализ адсорбции компонентов 

культуральной среды на эти типы поверхности не показал достоверных отличий, что косвенно подтверждает 

способность наночастиц направленно регулировать пролиферативную активность.  Предположительно, 

одним из механизмов, лежащих в основе стимуляции пролиферативной активности, заключается в  

способности наночастиц диоксида церия выступать в качестве эффективного антиоксиданта и снижать 

базовый уровень АФК в клетке. Хорошо известно, что высокий уровень АФК в процессе клеточного роста, 

препятствует активной пролиферации клеток [15]. При этом  дисперсный диоксид церия способен 

регулировать уровень АФК, стимулируя пролиферативную функцию, что может быть использовано в 

разработке технологий эффективного культивирования МСК для клеточной терапии. 

 

 
Рисунок 3 – Анализ пролиферативной активности МСК человека при культивировании с наночастицами 

CeGdO2 

 

Выводы. Показано, что наночастицы диоксида церия, допированные ионами гадолиния, не является 

токсичными для мезенхимальных стволовых клеток человека в широком диапазоне концентраций  (10-5-10-9 М), 

а также способны стимулировать их пролиферацию в дозозависимой манере. Высокая степень 

биосовместимости и низкая токсичность синтезированных наноматериалов позволяют говорить о 

перспективности разработки биомедицинских препаратов на их основе. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ и Правительства Москвы № 15-34-70019 

«мол_а_мос»), РФФИ  № 14-44-03615 р_центр_a, № 3116-34-60248\15 мол_a_дк. 
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ОБРАТНАЯ КРАЕВАЯ ЗАДАЧА ДЛЯ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ МАГНИТНО МОДИФИЦИРОВАННЫХ 

МИКРООРГАНИЗМОВ В МАГНИТНОМ ПОЛЕ 
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Аннотация. Модификация исходно немагнитных клеток и микроорганизмов с помощью магнитных 

наночастиц является одной из перспективных тенденций нанотехнологий. Искусственно созданные магнитно 

чувствительные клетки поддаются дистанционному управлению, транспорту или целенаправленной 

локализации с помощью магнитного поля. Предложена математическая модель, описывающая движение и 

распределение магнитно модифицированных микроорганизмов во внешнем магнитном поле. Цель данной 

работы состояла в решении обратной задачи поиска значений координат поля, в которых скорости 

перемещения магнитно модифицированных микроорганизмов обращаются в ноль. Определены изолинии 

нулевых значений скоростей в расчетной области, в которой клетки захватываются магнитным полем. 

Показано, что решение обратной задачи при заданных магнитной индукции, плотности среды, концентрации 

клеток, размера наночастиц и их намагниченности зависит от размера клетки и числа наночастиц, 

присоединенных к ней и позволяет определять область захвата магнитно модифицированных клеток.  

Ключевые слова: магнитные наночастицы, магнитно модифицированные клетки, магнитное поле. 

 

INVERSE BOUNDARY VALUE PROBLEMS FOR THE DISTRIBUTION OF MAGNETIC MODIFIED 
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Abstract. Modification of originally non-magnetic cells and microorganisms using magnetic nanoparticles is one 

of the promising trends in nanotechnology. Artificially created magnetic sensitive cells amenable to remote control, 

transport or targeted localization using a magnetic field.  We propose a mathematical model describing the movement 

and distribution of the magnetically modified microorganisms in an external magnetic field. The work focuses on the 

solution of the inverse value problem in order to search coordinate, where velocity of magnetically modified 

microorganisms are treated to zero. Zero-speed contours are defined in the computational domain, in which cells are 

captured by the magnetic field. It is shown that the solution of the inverse problem under given magnetic induction, 

density of the medium, cell’s concentration, the size of nanoparticles and their magnetization depends on the size of 

matrix cells and on the number of nanoparticles attached to it and allows to determine the area to capture the 

magnetically modified cells. 

Key words: magnetic nanoparticles, the magnetically modified cells, the magnetic field. 


