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Влияние наночастиц и ионов металлов на выживаемость и пролиферацию стволовых клеток человека in vitro
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В последние годы нанотехнология стала 
одной из наиболее развивающихся и одной из 
самых многообещающих областей знаний. В ре-
зультате объединения нанотехнологии и биотех-
нологии появилась новая дисциплина – нано-
биотехнология [1]. Наночастицы обладают вы-
сокоразвитой активной поверхностью, благода-
ря этому и своим размерам (менее 100 нм), сопо-
ставимым с размерами клеток, наночастицы мо-
гут приближаться к клеткам, взаимодействовать 
с рецепторами на их поверхности и проникать 
внутрь [2].

Наночастицы, обладающие магнитными 
свойствами, интересны для медицины тем, что 
ими возможно дистантно управлять при наложе-
нии внешнего магнитного поля. Частицы окси-
дов металлов обладают более слабыми магнит-
ными свойствами, однако они более устойчивы 
к окислению. В настоящее время наиболее ши-
роко применяются в биомедицине наночастицы 
оксида железа (II, III), что обусловлено их низ-
кой токсичностью и стабильностью магнитных 
характеристик [3, 4].

В настоящее время продолжается поиск 
новых более успешных методов терапии раз-
личных повреждений кожи. Использование ма-
зей, гелей, повязок сокращает сроки заживле-
ния ран, ожогов, трофических язв. Перспектив-
ным является создание новых лекарственных 
форм и биотехнологических средств (как, напри-
мер, биологически активные раневые покрытия), 
содержащих наноматериалы в своём составе. 
Есть данные, указывающие на то, что биологиче-
ский ответ на попадание в живой организм нано-
частиц металлов отличается от реакции на ионы 
металлов. Определённые дозы металлических 
наночастиц стимулируют метаболические про-
цессы [5, 6], а также проявляют бактериостати-
ческую и бактерицидную активность. Бактери-
цидный эффект серебра широко известен, также 
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в литературе имеются данные по поводу бакте-
рицидного эффекта, например, наночастиц желе-
за и меди по отношению к стандартным штам-
мам E. coli, St. aureus [5]. Имеются данные по 
влиянию экзогенного железа, цинка, марганца на 
заживление ран [7, 8].

Магнитные наночастицы окиси железа (II, 
III) признаны многообещающим инструмен-
том для выполнения многих медицинских задач. 
Их воздействие на клетки зависит от типа кле-
ток, концентрации и времени воздействия нано-
частиц на клетки [9, 10].

Ранее в Институте биоколлоидной химии 
им. Ф.Д. Овчаренко НАН Украины были син-
тезированы гидрогелевые покрытия на осно-
ве сшитого сополимера акриламида и акрило-
нитрила, полученные посредством радикальной 
сополимеризации, и в совместной работе с нами 
апробированы на совместимость со стволовыми 
клетками человека [11, 12]. Показано, что дан-
ные гидрогели не являются цитотоксичными: че-
рез сутки после посева клеток на соответствую-
щие гидрогелевые подложки наблюдалось при-
крепление и распластывание клеток на носите-
ле с последующим размножением до образова-
ния монослоя [13]. В дальнейшем оказалось, что 
в состав этих гидрогелей можно дополнительно 
вводить наночастицы или ионы металлов.

Исходя из этих предпосылок, целью нашей 
работы было изучение влияния наночастиц неко-
торых металлов на жизнеспособность и проли-
феративную активность клеток человека in vitro.

Материалы и методы
В работе использовались мезенхимальные 

стволовые клетки человека линии 4BL, полу-
ченной в отделе генетики человека ИМБиГ НАН 
Украины [14]. Клетки культивировались в среде 
DMEM-HG с добавлением таких компонентов: 
10 % термоинактивированной фетальной бычьей 
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инкубации добавляли ростовую среду с таким 
расчетом, чтобы общий объём среды культиви-
рования соответствовал стандартным значениям 
для чашек Петри определенного размера.

Цитотоксичность изучали с помощью 
МТТ-теста [15], который основан на том, что де-
гидрогеназы митохондрий превращают МТТ-ре-
актив в окрашенные кристаллы формазана в ме-
таболически активных клетках. Клетки высева-
ли в 96-луночные планшеты и после их прикре-
пления к поверхности лунок добавляли соответ-
ствующие количества порошка оксида железа. за-
тем после культивирования клеток с наночасти-
цами в ростовую среду добавляли 10 мкл 0,5%-
ного раствора МТТ, их инкубировали 3 часа при 
37 °С. затем кристаллы формазана растворяли в 
0,2 мл DMSO при встряхивании на шейкере. По-
сле этого измеряли на мультискане оптическую 
плотность растворов при длине волны 540 нм.

Для подсчёта количества клеток на поверх-
ности гидрогелей мы переносили фрагменты 
гидрогелей в чистые чашки Петри. затем при по-
мощи раствора трипсина в версене (0,25 %) клет-
ки снимали с поверхности гидрогеля и осаждали 
в отдельных пробирках (центрифужные пробир-
ки или пробирки Eppendorf на 1,5 мл) при помо-
щи центрифугирования. затем супернатант осто-
рожно удаляли, а осаждённые клетки суспенди-
ровали в незначительном количестве культураль-
ной среды DMEM-HG. Используя камеру Го-
ряева, подсчитывали общее количество клеток, 
снятых с поверхности каждого гидрогеля.

Результаты и обсуждение
На первом этапе работы было изучено вли-

яние концентрации наночастиц оксида желе-
за Fe3O4 на жизнеспособность клеток в зависи-
мости от размера наночастиц. Для частиц наи-
меньшего размера (10 нм) была показана ярко 

сыворотки, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина («Sigma», США) в СО2-инкубато-
ре при 37 °С в атмосфере 5 % CO2 и 95 % воздуха. 
Инкубирование клеток с наночастицами и мате-
риалами, содержащими наночастицы, проводи-
лось в тех же условиях.

В экспериментах по изучению биологи-
ческой активности наночастиц оксида желе-
за Fe3O4, имеющего ферромагнитные свойства, 
использовались порошки, которые были полу-
чены в Институте проблем материаловедения 
им. И.М. Францевича НАН Украины. В экспери-
ментах по изучению влияния наноразмерных ча-
стиц оксида железа на выживаемость и пролифе-
рацию клеток использовались четыре типа поро-
шков с размерами частиц 10, 20, 60 и 200 нм. 

Кроме того, изучалось влияние на жизне-
способность клеток наночастиц серебра, а также 
ионов цинка и марганца, включенных в состав 
гидрогелей. При этом при формировании гидро-
геля на основе сшитого сополимера акриламида 
и акрилонитрила (при соотношении их звеньев 
62,5:32,5 и концентрации сшивающего агента – 
N,N’-метилен-бис-акриламида – 0,654 мас. %) 
были введены наноразмерные частицы или ионы 
металлов, затем на поверхность такого носителя 
высевались клетки, и мы наблюдали за влиянием 
этих дополнительных компонентов на пролифе-
рацию клеток. При изготовлении гидрогелей их 
вырезали по форме культуральной посуды, перед 
проведением эксперимента высушенные гидро-
гели выкладывали на дно чашек Петри соответ-
ствующего диаметра. затем их насыщали сре-
дой для культивирования клеток, не содержащей 
сыворотки. После такой предварительной адап-
тации излишки среды удаляли, и на поверхность 
гидрогеля наносили суспензию клеток с таким 
расчётом, чтобы капли суспензии не стекали на 
дно чашки, под носитель. Через несколько часов 

Рис. 1. Влияние наличия в среде частиц Fe3O4 раз-
мером 10 нм на пролиферацию клеток

Рис. 2. Влияние наличия в среде частиц Fe3O4 раз-
мером 20 нм на пролиферацию клеток
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торами, проникновению в клетки и воздействию 
на клеточные процессы. Возможно, наночастицы 
размером 200 нм вообще не проникают в иссле-
дуемые клетки, но этот вопрос нуждается в спе-
циальном изучении.

На втором этапе работы мы изучили, влияет 
ли на выживание и пролиферацию клеток вклю-
чение наноразмерных частиц и ионов металлов 
в матрикс, на котором растут клетки. Исходя из 
данных литературы, мы предположили, что на-
личие наночастиц или ионов таких металлов, 
как серебро, цинк и марганец, в составе гидро-
геля может стимулировать пролиферацию клеток 
на поверхности такого матрикса. Это предполо-
жение в определённой степени подтвердилось в 
эксперименте. 

Мы наблюдали отчётливо выраженную тен-
денцию стимуляции пролиферации клеток при 
определённых концентрациях наночастиц сере-
бра (максимум при 25 мкг/г массы гидрогеля, 
рис. 5), соединений марганца (максимум при 0,9 
мкг/мл, рис. 6) и цинка (максимум при 0,5 мкг/

выраженная обратная зависимость выживаемос-
ти клеток от концентрации частиц в культураль-
ной среде (рис. 1). Наночастицы уже при наи-
меньшей концентрации (0,625 мкг/мл), исполь-
зуемой нами, вызывали резкое снижение количе-
ства живых клеток (статистически достоверный 
эффект), и по мере увеличения их концентрации 
цитотоксическое действие значительно усилива-
лось.

Совершенно иначе действовали на выжива-
емость клеток наночастицы оксида железа боль-
шего размера. Так, наночастицы размером 20 нм 
(рис. 2) и 60 нм (рис. 3) не вызывали гибели кле-
ток. Более того, при некоторых концентрациях 
наблюдалась тенденция увеличения количества 
метаболически активных клеток по отношению 
к необработанному контролю.

Как свидетельствуют данные, представ-
ленные на рис. 2 для наночастиц размером 
20 нм эффект стимуляции пролиферации кле-
ток наблюдался при концентрациях 5 и 10 мкг/мл 
(рис. 2). При этом позитивное влияние частиц 
размером 20 нм было статистически достовер-
ным при P≤0,05. В то же время для частиц разме-
ром 60 нм существенный разброс эксперимен-
тальных данных не позволил выявить статис-
тически достоверную разницу между опытом и 
контролем (рис. 3).

Наночастицы оксида железа размером 
200 нм, как можно видеть на рис. 4, не оказыва-
ли существенного влияния на жизнеспособность 
клеток. Опытные и контрольные значения ко-
личества клеток достоверно не различались, 
также не обнаружено позитивных или негатив-
ных тенденций влияния наночастиц на выжива-
емость и пролиферацию клеток. Мы предпола-
гаем, что различия в биологической активности 
наночастиц определяются их различной способ-
ностью к взаимодействию с клеточными рецеп-

Рис. 3. Влияние наличия в среде частиц Fe3O4 раз-
мером 60 нм на пролиферацию клеток

Рис. 4. Влияние наличия в среде частиц Fe3O4 раз-
мером 200 нм на пролиферацию клеток

Рис. 5. Влияние наночастиц ag в составе матрикса на 
пролиферацию клеток на поверхности гидрогеля
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Выводы
Таким образом, полученные нами данные 

свидетельствуют о том, что наноразмерные ча-
стицы и ионы некоторых металлов, таких как же-
лезо, серебро, марганец и цинк при определен-
ных условиях способны стимулировать пролифе-
рацию стволовых клеток человека, а также вли-
ять на их жизнеспособность и метаболическую 
активность. Поэтому наночастицы и ионы ме-
таллов, по-видимому, перспективны для исполь-
зования в качестве дополнительного компонента 
биоконструкций, предназначенных для дальней-
шего использования в медицине.

мл, рис. 7). В последнем случае различия между 
опытными и контрольными значениями статис-
тически достоверны при P≤0,05. 

Однако увеличение концентраций металлов 
выше определенного уровня (для каждого метал-
ла он различен) приводит к снижению количе-
ства клеток до контрольного уровня, а в случае 
наночастиц серебра при концентрациях 60 мкг/г 
массы гидрогеля и выше наблюдалось статис-
тически достоверное цитотоксическое или ци-
тостатическое действие на исследуемые клетки 
(рис. 5).

Рис. 6. Влияние ионов марганца в составе матрикса 
на пролиферацию клеток на поверхности гидрогеля

Рис. 7. Влияние ионов цинка в составе матрикса на 
пролиферацию клеток на поверхности гидрогеля
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INFLUENCE OF NANOPARTICLES AND IONS OF METALS ON SURVIVAL AND 
PROLIFERATION OF HUMAN STEM SELLS IN VItRo
Aims. The development of new therapeutic agents and biotechnological tools with nanomaterials in their compositions is 
perspective and promising field. Thus, the aim of our study was to investigate the effect of nanoscale particles or ions of 
some metals on the survival and proliferation of cells in vitro. Methods. We used human stem cell line 4BL. Cells were 
incubated in the presence of nanoparticles (Fe3O4, ag) and metal ions (Mn2+, Zn2+). Proliferative activity of the cells was 
determined by MTT assay or direct counting the cells in suspension. Results. Metal nanoparticles and ions at certain 
concentrations increased the number of metabolic active cells as compared to control cell populations. Conclusions. Our 
data evidence that the nanoparticles (Fe3O4, ag) and the metal ions (Mn2+, Zn2+) used in our experiments were to be able 
to influence on the survival and the proliferation of the cells in concentration dependent manner.
Keywords: nanoparticles, metal ions, cells in vitro, proliferation, survival.


