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Исследовано влияние инкапсулированных в  амфифильный полимер флуоресцентных полупро-
водниковых наночастиц типа «ядро-оболочка» CdSe/ZnS на образование активных форм кислорода 
и  жизнеспособность клеток. Методом проточной цитометрии проводили исследования на клетках Hela 
и  асцитной карциномы Эрлиха. Установлено, что положительный дзета-потенциал наночастиц способ-
ствует их связыванию с клетками, повышению клеточного уровня активных форм кислорода и снижению 
выживаемости. Показана индукция апоптотической и некротической гибели клеток, подвергшихся воздей-
ствию наночастиц со слабоположительным дзета-потенциалом.

The effect of polymer-encapsulated fluorescent semiconductor core-shell CdSe/ZnS nanoparticles on the formation 
of reactive oxygen species and cell viability has been studied. The studies were carried out on Hela and Ehrlich ascites 
carcinoma cells using the method of flow cytometry. It was shown that the positive zeta potential of nanoparticles 
promotes their binding to cells, an increase in the cellular level of reactive oxygen species and a decrease in survival. 
Induction of apoptotic and necrotic death of cells exposed to nanoparticles with positive zeta potential was shown.
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Введение
Быстрый прогресс нанотехнологий и все более широкое применение наночастиц в промышленности и меди-

цине диктует необходимость тщательного исследования токсических эффектов наноструктур. Это позволит опре-
делить рамки применения наночастиц, а также последствия их воздействия на человека и окружающую среду.

Флуоресцентные 0-мерные полупроводниковые наночастицы, получившие в научной литературе назва-
ние квантовых точек, обладают широким спектром возбуждения, узким пиком флуоресценции, устойчивы 
к выгоранию, что является несомненным преимуществом над традиционными органическими флуорофорами. 
По этой причине квантовые точки рассматриваются как перспективные клеточные маркеры [1]. Ядро кванто-
вых точек размером 2–10 нм состоит из элементов II–VI групп; чаще всего это ядра CdSe или CdTe, которые 
покрываются оболочкой ZnS, защищающей ядра от влияния внешней среды и улучшающей квантовый выход 
люминесценции частиц. Для гидрофилизации и биологической совместимости наночастицы покрывают обо-
лочками различного состава, которые могут также включать таргетирующие молекулы, например, лиганды 
к рецепторам или антитела [2].

Все компоненты наночастиц могут вносить свой вклад в их биологические свойства [3]. Высокая поверх-
ностная площадь нанокристаллов обусловливает их более выраженные биологические эффекты по сравнению 
с макрообъектами.

Механизмы цитотоксичности квантовых точек включают образование активных форм кислорода (АФК) 
и развитие окислительного стресса [4]. При клеточном стрессе активные формы кислорода и азота окисляют 
различные биомолекулы, изменяя их активность, что отражается на физиологии клетки. При недостаточности 
механизмов антиоксидантной защиты происходит повреждение клеточных структур и  индукция клеточной 
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гибели. Кроме того, можно предположить, что токсичность наночастиц будет зависеть не только от химического 
состава ядра и оболочки, но и от физических свойств нанокристаллов, в частности, от их поверхностного заряда. 

Задачей данной работы было исследовать влияние флуоресцентных полупроводниковых наночастиц, обла-
дающих различным поверхностным зарядом, на образование АФК и выживаемость клеток. 

Материалы и методы
Наночастицы. Для исследования использовали 3 типа нанокристаллов типа «ядро-оболочка» CdSe/

ZnS, инкапсулированных в производные поли(малеинового ангидрид-альт-тетрадецена), отличающихся со-
отношением отрицательно заряженных карбоксильных групп или положительно заряженных четвертичных 
аммонийных остатков. Источником четвертичных аммонийных групп являлся (2-аминоэтил)триметилам-
моний хлорид, который вводился в  состав полимера посредством стандартной карбодиимидной методики 
через образование амидной связи. Соотношение карбоксильных и четвертичных аммонийных групп поли-
мерной оболочке определяет значение дзета-потенциала инкапсулированных нанокристаллов. Наночасти-
цы, несущие в  оболочке только отрицательно заряженные группы, характеризовались дзета-потенциалом 
-33 мВ – (-)НЧ; несущие в оболочке и отрицательно, и положительно заряженные группы – дзета-потенци-
алом +13 мВ – (-/+)НЧ (т. н. слабоположительные); только положительно заряженные группы – дзета-по-
тенциалом +22 мВ –  (+)НЧ (т. н. сильноположительные). Гидродинамический размер наночастиц составлял 
15–17 нм, максимум флуоресценции λ = 580 нм. 

Клетки. Исследования проводили на клетках культивируемой линии Hela и перевиваемой мышиной опухо-
ли асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ). 

Проведение экспериментов. Клетки Hela снимали с  чашек Петри без использования трипсина, после 
5–7 минутной инкубации с изотоническим раствором хлорида натрия. Клетки АКЭ получали из брюшной по-
лости мышей через 8–11 суток после внутрибрюшинной прививки этой опухоли. Клетки центрифугировали, 
ресуспензировали в  физиологическом растворе, инкубировали с  наночастицами 1 ч, отмывали от наночастиц 
в избытке среды культивирования (DMEM, Sigma) и культивировали в среде DMEM с 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (HyClone) при 37°С и 5% СО2 в лунках культуральных планшетов. 

Через 24 и  48 ч клетки снимали с  использованием трипсина – ЭДТА и  исследовали методом проточной 
цитометрии на цитофлуориметре BD FACSCanto II (Becton Dickinson). Определяли интенсивность связывания 
клеток с наночастицами по флуоресценции клеток в  области 580 нм, количество некротических клеток с по-
мощью красителя 7-ААД (Sigma), количество апоптотических клеток – с помощью красителя Аннексин-V-450 
(Sigma), уровень активных форм кислорода – с помощью красителя дигидрородамин 123 (Molecular Probes by 
Life technologies), в последнем случае выделяя гейт живых клеток. Красители использовали согласно рекоменда-
циям производителей. В каждой серии исследовали по 5 клеточных проб.

Статистический анализ полученного цифрового материала выполнен с помощью пакетов программ Excel 
и Statistica 7. Отличия считали статистически значимыми при p < 0.05 согласно тесту Манна-Уитни. Данные пред-
ставлены в виде средней и ее ошибки.

Результаты
При инкубировании в течение 24 ч клетки Hela были наиболее интенсивно маркированы (+) НЧ, в то 

время как (-) НЧ и (-/+) НЧ маркировали клетки в 1,3 и 1,4 раза слабее (рис. 1, а). 

     

Рис. 1 – Интенсивность флуоресценции клеток Hela (а) и АКЭ (б) через 24 ч после окраски наночастицами;  
* – р < 0,05 при сравнении с контролем

Через 24 ч наблюдалась тенденция к снижению (на 5 и 4%) жизнеспособности клеток Hela, а через двое 
суток – статистически достоверное снижение, более выраженные в сериях, где клетки были окрашены слабо- или 
сильноположительными наночастицами – на 14 и 11% соответственно (рис. 2).

Уровень активных форм кислорода при действии (+) НЧ через 24 ч культивирования повышался более чем на 
30%. Через 48 ч повышенный уровень образования активных форм кислорода выявлялся в клетках, окрашенных (-/+) 
НЧ и (+) НЧ. В клетках, окрашенных (-) НЧ, также наблюдалась тенденция к повышению уровня активных форм 
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кислорода (30%). Из рис. 3 видно, что наличие положительно заряженных групп в оболочке наночастиц способствова-
ло более интенсивному образованию АФК в клетках.

    

Рис. 2 – Влияние наночастиц на жизнеспособность клеток Hela через 24 (a) и 48 (б) ч после окраски;  
* – р < 0,05 при сравнении с контролем

Таким образом, наночастицы с сильноположительным дзета-потенциалом индуцируют повышение АФК че-
рез 24 ч, а наночастицы с цвиттер-ионной оболочкой – через 48 ч.

Далее изучали интенсивность некротической и апоптотической гибели под влиянием слабоположительных 
(-/+) НЧ в клетках Hela. Показано, что через 48 ч процент живых клеток по сравнению с контролем снижен на 9%, 
при этом на 3% увеличивается количество клеток с маркерами некроза/позднего апоптоза и на 6% – с маркером 
раннего апоптоза, рис. 4. 

   

Рис. 3 – Влияние наночастиц на уровень образования активных форм кислорода 
 в клетках Hela через 24 (а) и 48 (б) ч после окраски; * – р < 0,05 при сравнении с контролем 

Рис.  4 – Пути клеточной гибели Hela под влиянием (-/+) НЧ (48 ч после окраски); * - р < 0,05

Сходные тенденции связывания наночастиц с клетками и усиления окислительного стресса отмечены при 
проведении опытов на клетках АКЭ. Через 24 ч клетки были интенсивно маркированы наночастицами с положи-
тельным дзета-потенциалом (рис. 1, б). Жизнеспособность снизилась незначительно по сравнению с контролем 
(в среднем, менее 1% в любой из серий, рис. 5, a), в то же время выявлено усиление образования АФК более 
чем на 40% в клетках, подвергшихся влиянию наночастиц с положительным дзета-потенциалом (рис. 5, б). Эта 
картина сходна с полученной для клеток Hela через 48 ч после окраски. Таким образом, клетки АКЭ оказались 
несколько более чувствительны к действию наночастиц, быстрее развивая признаки окислительного стресса, чем 
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Hela. Возможно, это обусловлено тем, что АКЭ не является культивируемой линией, и само нахождение вне ор-
ганизма является для этих клеток стрессом, который углубляется под действием наночастиц.

      

Рис. 5 – Влияние наночастиц на жизнеспособность клеток АКЭ (а) и на клеточный уровень  
активных форм кислорода (б) через 24часа после окраски; * – р < 0,05 при сравнении с контролем

Положительный поверхностный заряд наночастиц способствует их связыванию с клетками, что демонстри-
руют как представленные выше, так и полученные нами ранее [5] результаты. Можно предположить, что положи-
тельно заряженные группы полимерной оболочки нанокристаллов способствуют также окислительному стрессу, 
активно взаимодействуя с отрицательно заряженными группами снаружи и внутри клетки. Более выраженная 
цитотоксичность наночастиц с положительным дзета-потенциалом, возможно, в значительной мере обусловлена 
их более интенсивным поглощением. 

Заключение
Положительный дзета-потенциал наночастиц способствует их связыванию с клетками, повышению клеточно-

го уровня активных форм кислорода и снижению выживаемости клеток. Показана индукция апоптотической и не-
кротической гибели клеток, подвергшихся воздействию наночастиц со слабоположительным дзета-потенциалом.

Работа выполнена при частичной поддержке гранта БРФФИ №Х20М-031 и ГПНИ ««Химические процессы, 
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