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Впервые проанализированы коллоидная стабильность наночастиц              
Ce1–xGdxO2–y в различных биологических средах и их влияние на функциональное 
состояние мышиных фибробластов линии NCTC clone L929. Определена локали-
зация наночастиц в клетках. В широком диапазоне концентраций Ce1–xGdxO2–y не 
проявляет цитотоксичности и не вызывает увеличения уровня активных форм 
кислорода в клетках. При концентрациях 10–4 М Ce1–xGdxO2–y снижает уровень 
дегидрогеназной активности, что, однако, не приводит к гибели клеток. 
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Введение 
 

Диоксид церия находит широкое применение во многих промышлен-
ных приложениях, в том числе в составе абразивов [1], катализаторов [2] и 
топливных элементов [3]. Высокий уровень кислородной нестехиометрии 
и связанная с этим редокс-активность, а также низкая токсичность и био-
совместимость делают нанокристаллический диоксид церия весьма пер-
спективным материалом и для биомедицинских приложений. Показано, 
что наночастицы диоксида церия обладают антиоксидантными [4], кар-
диопротекторными [5], гепатопротекторными [6], геропротекторными [7], 
генопротекторными [8], радиопротекторными [9] свойствами, способны 
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выступать в качестве эффективных УФ-фильтров [10] и стимулировать 
пролиферацию клеток in vitro [11–12]. Допирование диоксида церия раз-
личными металлами, в частности гадолинием, приводит к изменению фи-
зико-химических характеристик наночастиц и придает им новые функцио-
нальные свойства. Как известно, ион Gd3+ имеет 7 неспаренных электронов 
(8S7/2) и обладает высоким магнитным моментом (7,94 μВ), что позволяет 
использовать гадолинийсодержащие соединения в качестве контрастиру-
ющих агентов в магнитно-резонансной томографии (МРТ). Оксид гадоли-
ния в нанокристаллическом состоянии является одним из перспективных 
контрастирующих агентов для МРТ, поскольку он характеризуется более 
высоким значением констант продольной релаксации по сравнению с хе-
латными комплексами Gd3+ [13]. Следует отметить, что оксид гадолиния 
существенно менее токсичен, чем соли гадолиния [14–15]. Допирование 
диоксида церия ионами Gd3+ позволяет повысить его кислородную несте-
хиометрию [16], а следовательно, и антиоксидантную активность, что от-
крывает новые направления использования данного соединения в биомеди-
цинских целях. В связи с этим возникает необходимость комплексного ис-
следования влияния диоксида церия, допированного гадолинием, на функ-
циональное состояние и жизнеспособность клеток. В настоящей работе было 
впервые проведено исследование влияния стабилизированных водных золей 
наночастиц Ce1–xGdxO2–y на функциональное состояние мышиных фибробла-
стов линии NCTC clone L929.  

 
Экспериментальная часть 

 
Синтез золя Ce1–xGdxO2–y (x = 0,2) был выполнен по методике, описан-

ной ранее [17], включающей дополнительную стабилизацию цитратом ам-
мония. Для очистки от примесей 1 мл золя (0,01 М) смешали с 2 мл изо-
пропилового спирта (70%) и нагревали в течение 30 мин при температуре 
~80С при перемешивании. Далее раствор центрифугировали при 9 000 g в 
течение 10 мин при 20°С и полученный осадок редиспергировали в 
500 мкл изопропилового спирта (99,9%). Эту процедуру повторили три-
жды. Полученный осадок высушили в сушильном шкафу при 50°С, а затем 
редиспергировали в 500 мкл деионизованной воды. Золь довели до рН 7.2 
10%-ным водным раствором аммиака. 

Определение гидродинамического диаметра наночастиц в золях прово-
дили методом динамического светорассеяния на анализаторе N5 Submicron 
Particle Size Analyser «Beckman Coulter». Оценку проводили для дисперсий 
на основе деионизованной воды, культуральной среды F12 (HEPES) и 
культуральной среды F12 (HEPES), содержащей 5%-ную эмбриональную 
телячью сыворотку (ЭТС). -потенциал золей измеряли с помощью анали-
затора Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). 

Спектры поглощения водного золя наночастиц Ce1–xGdxO2–y регистри-
ровали с использованием УФ-спектрофотометра Lambda-45 (Perkin Elmer, 
USA). 
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Анализ цитотоксичности проводили на линии клеток из коллекции кле-
точных культур Института биофизики клетки РАН: NCTC clone L929 – 
фибробласты, полученные из клеток подкожной соединительной ткани 
мышей С3H/An (Flow Laboratories, Великобритания, J. Nat.Cancer Inst. 
1948, 9, 229). Клетки высевали в 96-луночные планшеты в плотности 
20 тыс/см2 в среде ДМЕМ/F12 (1:1) с добавлением 5%-ной эмбриональной 
телячьей сыворотки (ЭТС) и 100 Ед/мл пенициллин/стрептомицина и куль-
тивировали в условиях 5%-ной СО2 и температуре 37С. 

Уровень дегидрогеназной активности клеток оценивали с помощью 
МТТ-теста. Клетки высевали в 96-луночные планшеты и культивировали в 
течение 24 и 72 ч в атмосфере, содержащей 5% СО2 при 37С. Через 6 ч 
после посева клеток среда заменялась на среду, содержащую наночастицы 
Ce1–xGdxO2–y в концентрациях 10–4–10–9 М. В качестве контроля использо-
вали клетки со средой, но без добавления Ce1–xGdxO2–y. В качестве отрица-
тельного контроля использовали лунки с клетками, в которые вносили 10% 
ДМСО (10 мкл). Через 24 и 72 ч после внесения наночастиц Ce1–xGdxO2–y 
среду во всех лунках заменяли на среду, содержащую 3-4,5-
диметилтиазол-2-ил-2,5-дифенилтетразол (5 мкг/мл), а затем проводили 
МТТ-тест по стандартной методике [18]. Оптическую плотность определя-
ли на длине волны λ = 540 нм с использованием фотоколориметра «BIO-
RAD model 680». 

Концентрацию свободной лактатдегидрогеназы, которая обнаруживает-
ся в культуральной среде в случае повреждения клеточной мембраны, оце-
нивали колориметрически. Клетки высевали в 96-луночные планшеты и 
культивировали в течение 24 ч в атмосфере, содержащей 5% СО2 при 37С. 
Через 6 ч после посева клеток среду заменяли на среду, содержащую нано-
частицы Ce1–xGdxO2–y в концентрациях 10–4–10–9 М. В качестве положи-
тельного контроля использовали клетки со средой, но без добавления     
Ce1–xGdxO2–y. В качестве отрицательного контроля использовали лунки с 
клетками, в которые вносили Тритон Х-100 (10 мкл). Через 24 ч после вне-
сения наночастиц Ce1–xGdxO2–y 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 уровня АФК проводили с помощью 2',7'-дихлорфлуоресцеин 
диацетата – красителя, который диффундирует через липидную мембрану 
в клетку и впоследствии окисляется внутриклеточными АФК, образуя 
сильнофлуоресцирующий дихлорфлуоресцеин. Клетки предынкубировали 
с наночастицами Ce1–xGdxO2–y в различных концентрациях в течение 24 ч в 
96-луночном планшете, после чего среду заменяли на раствор Хэнкса, со-
держащий 2,7-DCFH-DA (100 мкМ) (Sigma, USA). В качестве отрицатель-
ного контроля использовали 1 мМ раствор перекиси водорода (Sigma, 
USA). Анализ проводили по окрашиванию клеток специфическим флуо-
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ресцентным красителем дигидроэтидиумом (60 мкM) (Sigma, USA). Ин-
тенсивность флуоресценции детектировали с использованием планшетного 
ридера FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH (Offenburg, Germany) при 
485 нм/520 нм для 2',7'-дихлорфлуресцеин диацетата и 370 нм/420 нм для 
дигидроэтидиума. 

Конфокальную микроскопию проводили с использованием микроскопа 
LSM 510 META (Zeiss, Германия). Клетки высевали в чашки Петри µ-35 mm 
(Ibidi, Germany) при плотности 25 тыс/см2. Через 24 ч после посева в культуру 
клеток вносили золь наночастиц Ce1–xGdxO2–y в концентрации 10–6 М путем 
замены культуральной среды. После 6 ч инкубации клеток с наночастица-
ми проводили микрофотосъемку, перед этим трижды промыв клетки фос-
фатно-солевым буфером. 

Для оценки соотношения живых и мертвых клеток в культуре использова-
ли набор L-7007 LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen), со-
держащий красители SYTO 9 (окрашивает все клетки, λ = 485/498 нм), и про-
пидий йодид (окрашивает ядра мертвых клеток, λ =535/617 нм). Окраску 
клеток осуществляли путем замены культуральной среды DMEM/F12 с 5% 
ЭТС на среду, содержащую смесь красителей в концентрации 1 мкл/мл. 
Наблюдение за морфологией и флуоресцентной окраской проводили на 
инвертированном микроскопе LSM-510 (Carl Zeiss). Микрофотосъемку 
осуществляли с использованием цифрового фотоаппарата Power Shot A620 
(Canon). Подсчет окрашенных клеток проводили с использованием про-
граммы Image J. 

Статистическую обработку результатов проводили методами вариаци-
онной статистики. Определяли среднее значение величин и среднеквадра-
тичное отклонение от среднего значения. Достоверность различий между 
группами оценивали по U-критерию Манна–Уитни. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Перспективы использования наночастиц диоксида церия в биомедицин-

ских приложениях определяются его особыми физико-химическими харак-
теристиками, в первую очередь высоким уровнем кислородной нестехио-
метрии, что обусловливает активность данного соединения в окислитель-
но-восстановительных реакциях в клетке [19]. При этом, в отличие от 
классических антиоксидантов, наночастицы диоксида церия через опреде-
ленный промежуток времени после взаимодействия с субстратом способ-
ны восстанавливать степень своей кислородной нестехиометрии, что поз-
воляет им многократно участвовать во внутриклеточных редокс-
процессах, инактивируя широкий спектр свободных радикалов и активных 
форм кислорода (АФК) [20, 21].  

Редокс-активность наночастиц CeO2 определяется многочисленными 
факторами: методом синтеза, природой использованных прекурсоров и 
поверхностно-активных веществ и т.д. Существует ряд работ, демонстри-
рующих в определенных условиях токсические эффекты наночастиц диок-
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сида церия в моделях in vitro и in vivo, что связывает с их способностью 
генерировать АФК [22, 23]. Поведение CeO2 в живых системах определя-
ется такими физико-химическими характеристиками, как размер частиц, 
заряд их поверхности, присутствие на поверхности тех или иных лигандов 
[24]. В частности, взаимодействие наночастиц диоксида церия с компонен-
тами культуральной среды может кардинально влиять на процессы про-
никновения частиц в клетку и дальнейшие биологические эффекты внутри 
клетки [25].  

Из-за своего небольшого размера наночастицы имеют высокое соотно-
шение поверхности к объему, что придает им большую адсорбционную 
емкость в отношении молекул, таких как аминокислоты, белки, сахара, 
присутствующих в биологических средах. Вполне возможно, что взаимо-
действие с этими молекулами может блокировать участки на поверхности 
наночастиц. Как показали Сингх и соавт. [26], каталитическая активность 
наночастиц диоксида церия сильно зависит от состава культуральной сре-
ды или используемых буферов. Так, использование фосфатного буфера для 
диспергирования наночастиц диоксида церия приводит к значительному 
снижению СОД-миметической активности и дозозависимому возрастанию 
каталазоподобной активности наночастиц диоксида церия. При этом ис-
пользование сульфатных и карбонатных буферов не оказывает влияния на 
энзимоподобную активность наночастиц диоксида церия. 

Из-за большого соотношения площади поверхности к объему наночасти-
цы склонны к агломерации, особенно в биологических средах. Это нередко 
приводит к изменению физико-химических характеристик и биологической 
активности наночастиц. Для оценки влияния состава среды на коллоидно-
химические характеристики золей (гидродинамический диаметр, распреде-
ление по размерам и агрегативная устойчивость) в настоящей работе были 
приготовлены суспензии наночастиц Ce1–xGdxO2–y в деионизованной воде, 
культуральной среде F12, а также в культуральной среде F12, содержащей 
5%-ную эмбриональную телячью сыворотку. Было установлено, что в де-
ионизированной воде (рН 7.2) гидродинамический диаметр частиц             
Ce1–xGdxO2–y составляет 3,2 нм (88,9% в пробе) и 11,1 нм (6,4% в пробе).          
-потенциал золей Ce1–xGdxO2–y составил около –55 мВ (рис. 1, г), что указы-
вает на их высокую стабильность. Использование в качестве растворителя 
культуральной среды F-12 приводит к некоторому увеличению гидродина-
мического диаметра частиц (до ~6–7 нм), а также к появлению в пробе не-
большого количества агрегатов размером от 45 до 60 нм, при этом их про-
центное содержание весьма незначительно: 1–2% (рис. 1, а–в). 

Альбумин, являющийся основным белковым компонентом сыворотки, 
предположительно адсорбируется на поверхности наночастиц диоксида 
церия и формирует так называемую «белковую корону». Другие компо-
ненты культуральной среды также вносят свой вклад в агрегативную 
устойчивость наночастиц допированного диоксида церия. 

МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий) тест исполь-
зовали для анализа жизнеспособности клеточной линии NCTC clone L929 
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в присутствии наночастиц Ce1–xGdxO2–y. Данный анализ основан на восста-
новлении в живых клетках митохондриальными дегидрогеназами раство-
римого желтого тетразолия с образованием нерастворимых фиолетовых 
кристаллов формазана. Таким образом, скорость образования кристаллов 
формазана прямо пропорциональна числу жизнеспособных клеток. 

 

 
                                           а                                                                            б 

 
                                             в                                                                          г 

 
Рис. 1. Распределения частиц по размерам (а, б, в) и спектр поглощения в УФ-видимой 

области (г) для золя наночастиц Ce1–xGdxO2–y (0,001 М): (а) в H2O MQ (рН = 7.2),  
(б) в среде F12 (HEPES), (в) в среде F12 (HEPES) + 5% FBS 

 
Нами показано, что наночастицы допированного диоксида церия в диа-

пазоне концентраций 10–5–10–9 М незначительно снижают уровень дегид-
рогеназной активности клеток после 24 ч культивирования, при этом мак-
симальная концентрация (10–4 М) приводит к достоверному 20%-ному 
снижению уровня дегидрогеназной активности по результатам МТТ-теста. 
Отметим, что многочисленные публикации [27, 28] свидетельствуют о том, 
что позитивное воздействие на живые системы оказывают малые (микро- и 
наномолярные) концентрации наночастиц диоксида церия.  

Из рис. 2, б видно, что инкубация клеток с наночастицами Ce1–xGdxO2–y 
в течение 72 ч только в концентрации 10–4 М приводит к достоверному 
снижению уровня дегидрогеназной активности по сравнению с контролем. 
Это показывает, что наночастицы Ce1–xGdxO2–y в высоких концентрациях 
(10–4 М) при длительном культивировании способны вызывать некоторые 
токсические эффекты и влиять на внутриклеточный метаболизм. Цитоток-
сический эффект при высоких концентрациях может быть связан с агрега-
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цией наночастиц в крупные агломераты. Можно также выдвинуть предпо-
ложение о том, что снижение митохондриальной метаболической активно-
сти связано с разобщением дыхательной цепи и нарушением ее функцио-
нирования. Вместе с тем не происходит нарушения целостности митохон-
дриальной мембраны и падения уровня митохондриального потенциала, 
что подтверждается отсутствием апоптотических процессов в клетке. При 
этом более низкие концентрации наночастиц (10–6–10–9 М) не вызывают 
токсического эффекта, а напротив, обладают стимулирующим эффектом, 
что подтверждается увеличением количества клеток при анализе ростовой 
кривой (рис. 2, в). 

 

а 
 

б 

в 
 

г 
 

Рис. 2. Зависимость количества жизнеспособных клеток NCTC clone L 929 (в % от кон-
троля) в МТТ-тесте от концентраций наночастиц Ce1–xGdxO2–y (10–4–10–9 М) через 24 ч 

(а) и 72 ч (б) после добавления наночастиц; в – зависимость оптической плотности  
клеток линии NCTC clone L 929 в МТТ-тесте от концентраций наночастиц (10–4–10–9 М 
через 24 и 72 ч после добавления наночастиц; г – уровень лактатдегидрогеназы через 24 

(красный цвет) и 72 (синий цвет) ч инкубации с наночастицами Ce1–xGdxO2–y  
(10–4–10–9 М). (* – статистически достоверные различия по t-критерию Стьюдента 
(р < 0,05); # – статистически достоверные различия по U-критерию Манна–Уитни  

(р < 0,05)) 
 

Дополнительные исследования показали, что культивирование клеток с 
наночастицами Ce1–xGdxO2–y во всем диапазоне исследованных концентра-
ций (10–4–10–9 М) не приводит к увеличению уровня лактатдегидрогеназы 



Исследование воздействия нанокристаллического диоксида церия 

 75

в культуральной среде (см. рис. 2, г), что подтверждает отсутствие нару-
шений целостности клеточных мембран.  

Высокие уровни дегидрогеназной активности и увеличение количества 
клеток в лунках, содержащих наночастицы Ce1–xGdxO2–y, подтверждают 
более активную пролиферацию клеток, что может быть связано с косвен-
ным влиянием наночастиц диоксида церия на внутриклеточные сигналь-
ные пути. Действительно, недавние публикации показывают, что наноча-
стицы диоксида церия способны ускорять пролиферацию клеток в культу-
ре. Предположительно, один из механизмов, лежащих в основе стимуля-
ции пролиферативной активности, заключается в способности наночастиц 
диоксида церия выступать в качестве эффективного антиоксиданта и сни-
жать базовый уровень АФК в клетке.  

Хорошо известно, что высокий уровень АФК в процессе клеточного ро-
ста препятствует активной пролиферации клеток [29]. При этом нестехио-
метричный диоксид церия способен регулировать уровень АФК, стимулируя 
пролиферативную функцию, что может быть использовано в разработке 
технологий эффективного культивирования МСК для клеточной терапии. 
С другой стороны, имеются сведения, подтверждающие способность нано-
частиц диоксида церия эффективно адсорбировать ионы Са2+ [30].  

Ca2+ является важным элементом внутриклеточных сигнальных путей, а 
также определяет активность некторых ферментативных систем, и поэтому 
уровень внутриклеточного Ca2+ очень жестко регулируется внутриклеточ-
ными органоидами. В нормальных здоровых клетках концентрация Ca2+ в 
цитоплазме остается очень низкой. Приток Ca2+ из внеклеточных источни-
ков и/или его высвобождение из эндоплазматического ретикулума имеют 
значительные физиологические эффекты. Показано, что активация кальпа-
ина, кальций-зависимой цистеиновой протеазы, может происходить при 
попадании в цитоплазму наночастиц диоксида церия.  

Существуют два предположения о возможных механизмах адсорбции ионов 
кальция на наночастицах CeO2: первый механизм связан с непосредственной 
адсорбцией ионов Ca2+ на поверхности наночастиц, второй – с адсорбцией 
ионов Ca2+ на сывороточном альбумине, являющемся кальций-связывающим 
белком. Известно, что наночастицы диоксида церия активно адсорбируют на 
своей поверхности сывороточный альбумин [31], поэтому действительно спо-
собны вносить ионы Ca2+ в цитоплазму клетки, тем самым активируя кальций-
зависимые киназы и запуская некоторые внутриклеточные процессы.  

Для оценки соотношения количества мертвых и живых клеток в куль-
туре использовали метод дифференцированного флуоресцентного окраши-
вания (рис. 3, табл. 1), используя набор L-7007 LIVE/DEAD BacLight Bacte-
rial Viability Kit (Invitrogen). Метод дифференцированного флуоресцентно-
го окрашивания основан на мониторинге жизнеспособных клеток в зави-
симости от целостности их мембраны. Краситель SYTO 9 окрашивает все 
клетки в культуре (зеленое окрашивание), в то время как нарушение це-
лостности мембраны обеспечивает ее проницаемость для селективного 
ДНК-красителя пропидия иодида (красное окрашивание ядра). 
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Рис. 3. Микрофотографии клеток линии NCTC clone L929 при культивировании  
с различными концентрациями наночастиц Ce1–xGdxO2–y (10–4–10–9 М) в течение  

24 и 72 ч. Флуоресцентное окрашивание набором L-7007 LIVE/DEAD 
 

Результаты подсчета количества мертвых клеток (положительно окрашенных  
на пропидий иодид) по микрофотографиям 

 

Показатель 
Общее кол-во клеток Количество мертвых Процентное соотношение 

мертвых клеток 
24 ч 72 ч 24 ч 72 ч 24 ч 72 ч 

Контроль 1 000 1 000 28 39 2,8 3,9 
ДМСО 1 100 1 100 1012 –* 92 –* 
10–4 М 1 000 1 000 29 36 2,9 3,6 
10–5 М 1 000 1 000 26 32 2,6 3,2 
10–7 М 1 200 1 100 27 37 2,7 3,7 
10–9 М 1 200 1 200 24 35 2,4 3,5 

* Структуры клеток разрушены и лизированы. Отсутствие яркой структурированной 
окраски ядер не позволяет произвести точный подсчет количества мертвых клеток. 

 

Показано, что обработка клеток 10%-ным ДМСО в качестве положи-
тельного контроля приводит к 100%-ной гибели клеток через 24 ч инкуба-
ции, при этом через 72 ч инкубации интенсивность окрашивания ядер зна-
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чительно снижается, это связано с тем, что структуры клетки к этому мо-
менту полностью лизированы и разрушены. Наночастицы Ce1–xGdxO2–y во 
всем диапазоне исследованных концентраций не вызывают появления кле-
ток, окрашенных пропидий иодидом; аналогичный результат наблюдается 
для лунок, в которые не вносили наночастицы допированного диоксида це-
рия. Подсчет количества живых/мертвых клеток показал отсутствие цито-
токсического эффекта наночастиц диоксида церия, допированного гадоли-
нием, во всем диапазоне исследованных концентраций (10–4–10–9 М).  

Одним из основных видов цитотоксического действия наноматериалов 
является их способность индуцировать развитие окислительного стресса в 
клетке [32]. Физико-химические свойства наночастиц, включая размер, 
форму, структуру, заряд поверхности, являются ключевыми факторами, 
определяющими способность генерировать АФК и свободные радикалы, 
вызывая повреждение внутриклеточных структур клетки [33]. Механизмы 
токсического действия наночастиц включают в себя прямую генерацию 
активных форм кислорода и свободных радикалов (в основном по меха-
низму реакции Фентона) или же косвенную, через нарушение нормального 
функционирования митохондриального комплекса и разобщение дыха-
тельной цепи. При этом активные формы кислорода также играют важную 
роль во многих физиологических процессах в клетке, которые включают в 
себя внутриклеточную передачу сигналов, экспрессию генов и регуляцию 
активности белков. Изменение концентрации внутриклеточных АФК спо-
собно активировать редокс-чувствительные транскрипционные факторы, 
такие как NRF2 или NFκB, что приводит к развитию каскада киназных ре-
акций и активации экспрессии большого количества генов [34].  

Нами проведено исследование уровней внутриклеточных активных 
форм кислорода и свободных радикалов при культивировании клеток с 
наночастицами допированного диоксида церия. Показано, что в диапазоне 
использованных концентраций (10–5–10–9 М) наночастицы Ce1–xGdxO2–y не 
вызывают повышение уровней внутриклеточных АФК (рис. 4) и суперок-
сид-анион радикала (рис. 5). Эти данные согласуются с результатами оцен-
ки уровня лактатдегидрогеназы при инкубации с наночастицами диоксида 
церия (см. рис. 2, г). Низкие значения уровней АФК и лактатдегидрогена-
зы, а также отсутствие положительно окрашенных на пропидий иодид кле-
ток подтверждают, что наночастицы Ce1–xGdxO2–y не участвуют в процес-
сах перекисного окисления липидов, не вызывают повреждений мембран 
клеток и не приводят к развитию апоптотических процессов в клетке.  

Методом конфокальной микроскопии показано, что наночастицы диок-
сида церия проникают в клетку, при этом подтверждена их цитоплазмати-
ческая и лизосомальная локализация (рис. 6). Показано, что наночастицы 
не проникают в ядро, что подтверждает отсутствие генотоксического эф-
фекта и способности вызывать повреждения ДНК.  

Таким образом, проведенное исследование продемонстрировало, что 
наночастицы диоксида церия, допированного гадолинием, проникают в 
клетку и имеют цитоплазматическую и лизосомальную локализацию. 
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Культивирование клеток линии NCTC clone с наночастицами Ce1–xGdxO2–y 
в диапазоне концентраций 10–5–10–9 М не приводит к увеличению доли 
мертвых клеток и уровня лактатдегидрогеназы по сравнению с контролем, 
что свидетельствует об отсутствии цитотоксического действия. Отклоне-
ние результата МТТ-теста при концентрации 10–4 М не является критиче-
ским, так как это не приводит к увеличению количества мертвых клеток 
или развитию апоптотических процессов в культуре. 

 

 
 

Рис. 4. Уровень внутриклеточных АФК в культуре клеток линии NCTC clone L929  
при культивировании с различными концентрациями наночастиц Ce1–xGdxO2–y  

(10–4–10–9 М). Окрашивание 2,7-дихлорфлуреисцеин диацетатом. Клетки  
культивировали с наночастицами в течение 24 ч. 1 мM H2O2 – положительный контроль. 

* Достоверные различия с контролем по U-критерию Манна–Уитни, р < 0,05 
 

 
 

Рис. 5. Уровень супероксид анион-радикала в культуре клеток линии NCTC clone L929 
при культивировании с различными концентрациями наночастиц Ce1–xGdxO2–y  

(10–4–10–9 М). Окрашивание дигидроэтидином (60 мкM). Клетки культивировали  
с наночастицами в течение 24 ч. Контроль – клетки без добавления наночастиц 
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Рис. 6. Микрофотографии клеток линии NCTC clone L929 после 6 ч культивирования  
с наночастицами Ce1–xGdxO2–y (10–6 М) 

 
Неорганические наноматериалы все чаще используются в терапии ши-

рокого круга социально значимых заболеваний, начиная от заболеваний 
опорно-двигательного аппарата и заканчивая онкологическими заболева-
ниями [35, 36]. Публикации последнего десятилетия дают возможность 
говорить о больших перспективах использования нанокристаллического 
диоксида церия в ряде биомедицинских применений. Уникальные редокс-
свойства, низкая токсичность и высокая биосовместимость обеспечивают 
высокую эффективность в предотвращении развития состояния окисли-
тельного стресса в клетке.  

Выбор методики синтеза и использование различных прекурсоров в 
значительной степени определяют направление биомедицинского исполь-
зования наночастиц диоксида церия. Допирование нанокристаллического 
диоксида церия ионами гадолиния позволяет значительно изменить физи-
ко-химические характеристики CeO2, в частности кислородную нестехио-
метрию, которая в свою очередь играет основную роль при участии во 
внутриклеточных окислительно-восстановительных реакциях. Именно это 
обусловливает необходимость проведения комплексного тестирования 
влияния данного наноматериала на биологические объекты. Отметим, что 
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существуют две основные парадигмы токсического влияния наноматериа-
лов на клеточные структуры и организм в целом [37]. Первая парадигма 
учитывает окислительное действие наноматериалов и их способность ге-
нерировать АФК [38]. Повреждения, вызываемые наночастицами, могут 
быть результатом и других физико-химических процессов [39]. Одним из 
примеров является способность наночастиц адсорбировать на своей по-
верхности белки и образовывать так называемую «белковую корону», 
формирование которой зависит от размера, формы и поверхностных харак-
теристик наночастиц: заряда, природы функциональных групп, а также 
избыточной свободной энергии [40, 41]. Негативные эффекты могут воз-
никать вследствие нарушения структуры белков, их фибрилляции, тиол-
сшивания и потери ферментативной активности. Таким образом, токсич-
ность наночастиц может зависеть от состава окружающей среды и адсор-
бированных на их поверхности молекул и ионов, а также способности са-
мих наночастиц генерировать АФК напрямую или опосредованно, через 
нарушения митохондриальной электрон-транспортной сети.  

 
Заключение 

 
Таким образом, в настоящей работе впервые проведен комплексный 

анализ цитотоксического действия наночастиц диоксида церия, допиро-
ванного гадолинием. Нами показано, что гидродинамический диаметр на-
ночастиц Ce1–xGdxO2–y, диспергированных в культуральной среде, содер-
жащей эмбриональную сыворотку, составляет 6–7 нм. Подтверждена внут-
риклеточная цитоплазматическая и лизосомальная локализации наноча-
стиц Ce1–xGdxO2–y. Оценка уровней АФК при культивировании клеток с 
наночастицами Ce1–xGdxO2–y выявила отсутствие достоверных различий с 
контрольными значениями во всем исследованном диапазоне концентра-
ций наночастиц (10–4–10–9 М). В диапазоне концентраций 10–5–10–9 М на-
ночастицы диоксида церия, допированного гадолинием, не вызывают сни-
жения уровня дегидрогеназной активности в клетках линии NCTC clone L929 
после 24 и 72 ч культивировании. Наночастицы в концентрации 10–4 М после 
24 ч культивирования снижают уровень дегидрогеназной активности, од-
нако дальнейший анализ методом дифференциального флуоресцентного 
окрашивания и оценка уровня лактатдегидрогеназы не выявили достовер-
ных различий с контролем по количеству мертвых и поврежденных клеток. 
Проведенный предварительный анализ позволяет сделать вывод об отсут-
ствии острого токсического эффекта у наночастиц Ce1–xGdxO2–y, однако 
перспективы их биомедицинского применения могут быть определены 
только после комплексного их исследования в моделях in vitro и in vivo.  
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The influence of nanocrystalline gadolinium-doped ceria (Ce1–xGdxO2–y)  
on the functional status and viability of NCTC clone L929 cells 

 

In the present study, the effect of citrate-stabilized nanocrystalline Ce1-xGdxO2-y 
aqueous sols on the functional status of NCTC clone L929 murine fibroblasts was 
studied for the first time. 
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The hydrodynamic diameter of Ce1-xGdxO2-y nanoparticles in the deionized water 
(pH 7.2) was 3.2 nm (88.9% in the sample) and 11.1 nm (6.4% in the sample), and -
potential was about –55 mV, which indicates very high stability of the sol. In the F-12 
culture medium, Ce1-xGdxO2-y particle size increased to ~6–7 nm, and a certain num-
ber of aggregates ranging from 45 to 60 nm appeared, while their percentage was 
very small, 1–2%. 

Nanoparticles of gadolinium-doped ceria in the concentration range of 10–5–10–9 
M slightly reduced the level of dehydrogenase activity in the cells after 24 h of culti-
vation. The use of maximum concentration (10–4 M) resulted in a significant (20%) 
decrease in the level of dehydrogenase activity compared to the control. Thus, high 
concentrations of Ce1-xGdxO2-y nanoparticles can cause some toxic effects and affect 
intracellular metabolism upon their cultivation. Meanwhile, the deviation of the MTT 
assay result at 10–4 М concentration was not critical, since the administration of the 
nanoparticles did not lead to an increase in the number of dead cells or to the devel-
opment of apoptotic processes in the cell culture. Lower concentrations of nanoparti-
cles (10–6–10–9 M) did not cause a toxic effect, but on the contrary, exhibited a stimu-
lating effect, which led to an increase in the number of cells. Cultivation of cells with 
Ce1-xGdxO2-y nanoparticles in the entire range of concentrations (10–4–10–9 M) did not 
lead to an increase in the level of lactate dehydrogenase in the culture medium. This 
confirmed that there was no damage to the cell membranes. 

We studied the influence of Ce1-xGdxO2-y nanoparticles (10–5–10–9 M) on the levels 
of intracellular reactive oxygen species and free radicals in the cells. It was shown 
that in this range of concentrations, gadolinium-doped ceria did not provoke an in-
crease in the levels of intracellular ROS and superoxide anion-radical. 

Confocal microscopy showed that cerium dioxide nanoparticles penetrated the 
cells, and their cytoplasmic and lysosomal localization was confirmed. It was shown 
that the nanoparticles did not penetrate the nucleus, which confirmed the absence of 
genotoxic effect and DNA damage. 

Thus, our preliminary analysis allowed concluding that Ce1-xGdxO2-y nanoparti-
cles did not possess any acute toxic effect; however, the prospects of their biomedical 
application can be determined only after a complex study in vitro and in vivo. 

Keywords: nanocrystalline ceria; gadolinium; cytotoxicity; reactive oxygen spe-
cies; МТТ assay. 
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