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Исследовано влияние водного коллоидного раствора фуллерена С60 на активность окислитель­
но-восстановительных и пролиферативных процессов в клетках линии СПЭВ (перевиваемая линия 
клеток почки эмбриона свиньи). Показано, что присутствие фуллерена С60 (127 мкм) в среде культи­
вирования клеток линии СПЭВ на протяжении 48 ч не изменяет их способности к восстановлению 
нетоксичного редокс-индикатора аlamarBlue и их пролиферативной активности. 

к л ю ч е в ы е  с л о в а: водный коллоидный раствор фуллерена С60, культура клеток линии СПЭВ, ме­
таболическая и пролиферативная активность, атомно-силовая микроскопия.

Перспективы использования фуллере-
на С60 в медицинской практике требу-
ют всестороннего изучения возможных 

проявлений его токсического действия как на 
уровне целого организма, так и на уровне изо-
лированных клеток. Сотни публикаций по этой 
проблеме за последние 20 лет свидетельствуют, 
с одной стороны, о постоянном интересе иссле-
дователей к биологическим эффектам этой уни-
кальной по структуре и химическим свойствам 
аллотропной форме наноуглерода [1–3], а с дру-
гой, – о значительной противоречивости сведе-
ний о его токсичности [4]. Известно, что токсич-
ный эффект фуллерена С60 существенно зависит 
от концентрации, модификации поверхности 
его молекулы, условий синтеза и обработки [5]. 
Токсический эффект фуллерена С60 и его произ-
водных значительно отличается по отношению 
к различным клеточным линиям [5, 6]. Предпо-
лагается, что основными механизмами их ци-
тотоксического действия являются вызванные 
ими пероксидное окисление липидов, развитие 
оксидативного стресса и, как следствие, гено-
токсичность и некроз [7]. В то же время имеются 
данные о способности фуллерена С60 предотвра-

щать развитие окислительного стресса в тимо-
цитах [8]. Благодаря наноразмеру и гидрофоб-
ности фуллерен С60 способен взаимодействовать 
с биомолекулами [9], встраиваться/проникать в 
мембраны клеток [10, 11] и обнаруживать специ­
фические биологические эффекты, например, 
противоопухолевые [12–14], включающие моди-
фикацию адгезивного потенциала клеток и свя-
занную с ним способность к делению [15]. 

Монослойная культура эпителиальных 
клеток, например, СПЭВ (перевиваемая линия 
клеток почки эмбриона свиньи), может рассма-
триваться как модель эпителиальной ткани­ми-
шени для фуллерена С60. В связи с этим целью 
настоящей работы было исследование влияния 
водного коллоидного раствора фуллерена С60 
(ВКРФ) на метаболическую и пролиферативную 
активность клеток линии СПЭВ в культуре.

материалы и методы

Получение ВкрФ и его характеристи­
ка. Для приготовления ВКРФ использовали 
насыщенный раствор чистого фуллерена С60 
(~0,7 нм в диаметре) в толуоле (чистота >99,5%), 
концентрация С60 фуллерена соответствовала 
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максимальной растворимости ~2,9 мг/мл, и та-
кой же объем дистиллята в открытом стакане 
[16, 17]. Две полученные фазы подвергали уль­
тразвуковому воздействию. Процедуру продол-
жали до полного испарения толуола и до появ-
ления желтого цвета водной фазы. Фильтрацией 
отделяли нерастворившийся фуллерен С60 вод­
ной фазы раствора и получали нужный продукт. 
С помощью этого метода удается получить раз-
личные концентрации фуллерена С60 в воде – от 
0,1 до 1,2 мг/мл. Полученный таким образом 
ВКРФ с исходной концентрацией фуллерена С60 
~127 мкМ является стабильным на протяжении 
12 месяцев при температуре 4 °С. 

Для подтверждения присутствия фуллере-
на С60 в воде измеряли его спектр поглощения 
(SQ­4802; UNICO, США) в диапазоне длин волн 
от 200 до 700 нм при комнатной температуре, 
используя полиметилакрилатную кювету (1 см). 

Агрегацию фуллерена С60 контролировали 
с помощью атомно­силовой микроскопии (АСМ; 
коммерческая система Solver Pro M; NT­MDT, 
Россия). Каплю ВКРФ объемом ~0,01 мкл нано-
сили на поверхность свежесколотой слюды (V­1 
Grade, SPI Supplies) так, чтобы после растекания 
раствор покрывал только ограниченную часть 
подложки (диаметр пятна ~0,8 мм). Измерения 
с помощью АСМ проводили с использованием 
зондов NSG10 (NT­MDT) после полного испаре-
ния растворителя. Визуализацию образцов про-
водили в полуконтактном режиме.

культивирование клеток линии СПЭВ и 
аlamarBlue-тест. Для оценки биоактивности 
ВКРФ при исходной концентрации в нем фулле-
рена С60 127 мкМ использовали культуру линии 
СПЭВ. Клетки культивировали в 24­луночных 
планшетах (РАА, Австрия) с посевной дозой 
104 клеток/см2 в среде DMEM (РАА, Австрия), 
с добавлением 5%­го раствора эмбриональной 
сыворотки крупного рогатого скота (РАА, Ав-
стрия), пенициллина (100 ед./мл) и стрептоми-
цина (100 мкг/мл). 

Контроль метаболической активности кле-
ток при культивировании в среде, содержащей 
ВКРФ, проводили при помощи нетоксичного 
редокс­индикатора АlamarBlue (AbD Serotec, 
Великобритания), который восстанавливается в 
присутствии метаболически активных клеток с 
образованием флуоресцирующего продукта [18]. 

Через одни сутки культивирования в лун-
ки вносили среду с ВКРФ и оставляли в СО2-

инкубаторе при 37 °С на 48 ч. После этого в 
среду культивирования добавляли АlamarBlue 
до концентрации 10% и инкубировали 2 ч при 
37 °С. Флуоресценцию АlamarBlue оценивали с 
использованием планшетного спектрофлуори-
метра Tecan GENios (Tecan Inc., Австрия) при 
волне возбуждения 550 нм и эмиссии 590 нм. 
Обработку данных проводили с помощью про-
граммы XFLUOR4 v.4.50. Результаты представ-
ляли как разницу между флуоресценцией опыт-
ной и холостой (без клеток) пробы и выражали 
в условных единицах флуоресценции (УЕФ). В 
качестве холостой пробы использовали 10%­ый 
раствор АlamarBlue в среде культивирования 
без добавления (проба 1) и с добавлением ВКРФ 
(проба 2).

Визуальный контроль культур проводили с 
помощью фазовоконтрастного инвертированно-
го микроскопа (Meiji Techno, Япония), оснащен-
ного видеокамерой и компьютером. Количество 
клеток в лунке определяли с помощью програм-
мы BioVision 4.0 путем их подсчета в 10 полях 
зрения и последующего пересчета на площадь 
лунки с использованием соответствую щих ка-
либровок. 

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили параметрическим и не-
параметрическим методами [19] с использовани-
ем программы SPSS Statistics 17.0.

результаты и обсуждение

Структурная характеристика ВкрФ. На 
рис. 1 представлен УФ/ВИД спектр поглощения 
ВКРФ фуллерена С60 (127 мкМ) при комнатной 
температуре. Как видно, доминируют три ин-
тенсивные широкие полосы поглощения с мак-
симумами при 208, 265 и 347 нм в УФ­области 
спектра, что хорошо согласуется с результатами 
[16, 20]. Важно заметить, что с увеличением кон-
центрации фуллерена С60 в ВКРФ в видимой об-
ласти спектра появляются дополнительные сла-
бые по интенсивности полосы поглощения при 
450 и 622 нм [16]. 

Данные по динамическому рассеянию све-
та [21] свидетельствуют, что при концентрации 
фуллерена С60 127 мкМ в ВКРФ основная фрак-
ция светорассеивающих сфероподобных частиц 
по диаметру распределяется в диапазоне от 140 
до 260 нм. Поэтому для отделения крупных ча-
стиц ВКРФ предварительно (перед эксперимен-
том) центрифугировали 10 мин при 15 000 об./

КОРОТКі ПОВіДОМлЕННЯ
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мин (5424R, Eppendorf, Германия). В результате 
обработки коллоидная взвесь изменяла цвет с 
насыщенно­желтого до почти бесцветного. По-
лученные изображения АСМ демонстрируют 

как отдельные молекулы фуллерена С60 [21], так 
и их агрегаты с характерным размером 10–50 нм 
(рис. 2), присутствующие в ВКРФ, что хорошо 
согласуется с теоретическими расчетами [21–23] 
и данными нейтронной спектроскопии [16]. 

метаболическая и пролиферативная ак­
тивность клеток СПЭВ в культуре. Результаты 
оценки активности клеток по тесту с АlamarBlue 
в присутствии фуллерена С60 (127 мкМ) пред-
ставлены в таблице. Как видно, значения ин-
тенсивности флуоресценции красителя до до-
бавления ВКРФ свидетельствуют о высокой 
метаболической активности клеток. Через двое 
суток после внесения ВКРФ интенсивность све-
чения восстановленной формы АlamarBlue в 
контроле и опыте достоверно не различается и 
увеличивается примерно на 80% по сравнению 
с таковой после суток культивирования, что го-
ворит об увеличении количества клеток в куль-
туре. 

Параллельно с оценкой уровня восстанов-
ления AlamarBlue, являющегося интегральным 
показателем активности пролиферации и мета-
болизма клеток, определяли также количество 
клеток в лунках планшета. В контрольной пробе 
и в пробе, содержащей фуллерен С60, в процес-

рис. 1. Спектр поглощения ВкрФ фуллерена С60 (127 мкм)

рис. 2. аСм изображение агрегатов фуллере­
на С60 127 мкм в ВкрФ на слюде (полуконтакт­
ный режим)
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Изменение интенсивности свечения продукта восстановления красителя аlamarBlue и количества 
клеток в процессе их культивирования в присутствии фуллерена С60 (127 мкм)

*При всех условиях эксперимента различия статистически незначимы относительно соответствующего кон-
троля; ** интенсивность флуоресценции питательной среды без добавления ВКРФ (проба 1) и через 2 ч после 
добавления ВКРФ (проба 2).

Пробы
Интенсивность флуоресценции (УЕФ) Прирост 

интенсивности 
флуоресценции, %

Прирост 
количества 
клеток, %

До введения 
ВКРФ 

Через 48 ч после 
введения ВКРФ

Контроль 14262 ± 985 26181 ± 1247 83 73
Фуллерен С60* 13455 ± 1037 23949 ± 1327 78 69
Проба 1** 565 ± 42 565 ± 42 – –
Проба 2** 548 ± 51 548 ± 51 – –

се культивирования наблюдалось увеличение 
количества клеток в среднем на 70%, что корре-
лирует с ростом интенсивности флуоресценции 
продукта восстановления AlamarBlue. 

Клетки линии СПЭВ имеют эпителиаль-
ную природу и в условиях культивирования от-
личаются, как правило, стабильной, типичной 
для эпителия морфологией с отсутствием тяжей 
и отростков. Однако фаза деления для любой 
клетки сопровождается округлением с частич-
ным снижением адгезии клетки к субстрату, 
а затем – восстановлением характерного вида 
двух новых клеток. После добавления ВКРФ в 
среду культивирования не обнаружено видимых 
изменений клеток (рис. 3). Тем не менее, нельзя 
исключать факт взаимодействия фуллерена С60 с 
мембранами клеток [11]. По­видимому, предпо-
лагаемая модификация мембран клеток СПЭВ 

рис. 3. клетки линии СПЭВ в культуре после 48 ч 
контакта с фуллереном С60 (127 мкм); фазовый 
контраст, ×100

не является критичной для реализации их про-
лиферативных свойств, по крайней мере, на про-
тяжении 48 ч контакта с фуллереном С60.
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Досліджено вплив водного колоїдного 
розчину фулерену С60 (ВКРФ) на активність 
окислювально­відновлювальних і пролі­
феративних процесів у клітинах лінії СПЕВ 
(перещеплювана лінія клітин нирки ембріона 
свині). Зокрема, встановлено, що присутність 
фулерену С60 (127 мкМ) в середовищі культи-
вування клітин лінії СПЕВ упродовж 48 год 
не змінює здатності їх до відновлення не-
токсичного редокс­індикатора АlamarBlue та 
проліферативної активності. 

К л ю ч о в і  с л о в а: водний колоїдний роз-
чин фулерену С60, культура клітин лінії СПЕВ, 
метаболічна та проліферативна активність, 
атомно­силова мікроскопія.

КОРОТКі ПОВіДОМлЕННЯ
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The effect of С60 fullerene aqueous colloid so-
lution (C60FAS) on activity of redox and prolifera-
tive processes in PKE (transplantable cell line of pig 
kidney embryo) cells has been studied. In particular, 
it was established that the presence of С60 fullerene 
(127 μМ) in culturing medium of PKE cells during 
48 h did not change their ability to reduce non­toxic 
АlamarBlue redox indicator and proliferative acti­
vity. 

K e y  w o r d s: С60 fullerene aqueous colloid 
solution, PKE cell culture, metabolic and prolifera-
tive activity, atomic­force microscopy.
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