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Резюме

Цель. Исследование протекторных свойств аблированных наночастиц оксида церия для клеточных куль-

тур в окислительной реакции при ультрафиолетовом и ионизирующем облучении.

Методы. Методом лазерной абляции получены наночастицы диоксида церия с высокой антиоксидантной 

активностью. С помощью атомно-силовой микроскопии выполнена характеризация аблированных наноча-

стиц диоксида церия и клеток, инкубированных с наночастицами диоксида церия. Исследованы протектор-

ные свойства наночастиц диоксида церия после 0 (без инкубации), 6- и 24-часовой инкубации с помощью

колориметрического метода MTT-теста.

Результаты. Методом лазерной абляции были получены наночастицы оксида церия с предельным разме-

ром до 50 нм. Полученные наночастицы были инкубированы с клеточными линиями BJ TERT в течение 6 и 

24 часов. Образцы были подвергнуты ультрафиолетовому и ионизирующему облучению с целью выявления 

протекторных свойств наночастиц CeO2. По результатам МТТ теста установлено, что инкубация с на-

ночастицами диоксида церия имеет выраженный протективный эффект на клеточную линию BJ TERT. 

После УФ-облучения 6-часовая и 24-часовая инкубация наночастиц оксида церия с клеточной культурой 

обеспечивает на 15±5% и 20±5% больше выживаемости клеток соответственно, чем без частиц. После 

ионизирующего излучения процент выживаемости клеток инкубированных в течение 24 часов с наночасти-

цами церия также повышается на 20±5%.

Заключение. В данной работе показано, что аблированные наночастицы диоксида церия оказывают про-

тективный эффект в отношении здоровых клеток линии BJ TERT. В работе показано, что наночастицы 

оксида церия являются перспективными антиоксидантами, способными обеспечить протекторное дей-

ствие для клеточных культур от ультрафиолетового и ионизирующего облучения. 
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Abstract

Purpose. Study of the protective properties of ablated cerium oxide nanoparticles for cell cultures in an oxidative reac-

tion under ultraviolet and ionizing irradiation. 

Methods. Cerium dioxide nanoparticles with high antioxidant activity were obtained using laser ablation. Atomic force 

microscopy was used to characterize ablated cerium dioxide nanoparticles and cells incubated with cerium dioxide 

nanoparticles. The protective properties of cerium dioxide nanoparticles were studied after 0 (without incubation), 6- 

and 24-hour incubation using the colorimetric MTT test method. 

Results. Using laser ablation, cerium oxide nanoparticles with a maximum size of up to 50 nm were obtained. The 

resulting nanoparticles were incubated with BJ TERT cell lines for 6 and 24 hours. The samples were subjected to 

ultraviolet (UV) and ionizing irradiation in order to reveal the protective properties of CeO2 nanoparticles. Based on the 

results of the MTT test, it was found that incubation with cerium dioxide nanoparticles has a pronounced protective 

effect on the BJ TERT cell line. After UV irradiation, 6-hour and 24-hour incubation of cerium oxide nanoparticles with 

cell culture provides 15±5% and 20±5% more cell survival, respectively, than without particles. After ionizing radiation, 

the percentage of survival of cells incubated for 24 hours with cerium nanoparticles also increases by 20±5%.

Conclusion. This work shows that ablated cerium dioxide nanoparticles have a protective effect on healthy BJ TERT 

cells. The work shows that cerium oxide nanoparticles are promising antioxidants that can provide a protective effect 

for cell cultures from ultraviolet and ionizing radiation. 
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Введение

В настоящее время остается актуаль-

ной задачей разработка эффективных и 

безопасных защитных средств от солнеч-

ного излучения, насыщенного ультрафио-

летовым спектром и ионизирующими лу-

чами, которое может приводить к повре-

ждению кожных покровов и даже способ-

ствовать развитию онкологических забо-

леваний [1–4]. Одним из недостатков тра-

диционно используемых солнцезащитных 

средств, которые часто содержат частицы 

оксида титана или цинка, является форми-

рование активных форм кислорода (АФК) 

при поглощении данными частицами уль-

трафиолетовых фотонов [5–7]. Фотогене-

рированные АФК способны повреждать 

клетки кожи, а также приводить к их му-

тациям за счет повреждения ДНК струк-

тур [8–10]. В этом случае весьма перспек-

тивным выглядит использование наноча-

стиц, обладающих антиоксидантными 

свойствами, которые способны обеспечи-

вать высокую защиту клеточных струк-

тур, уничтожая такие опасные радикалы, 

как супероксид анион O2-, перекись водо-

рода Н2О2, синглетный кислород *O2, а 

также крайне опасные короткоживущие 

гидроксильные радикалы *OH [11–14].  

Перспективными антиоксидантными 

наночастицами, обладающими в том 

числе хорошим поглощением ультрафио-

летового излучения, могут служить нано-

частицы оксида церия [15–18]. Благодаря 

способности активно взаимодействовать с 

кислородом на поверхности наночастиц 

реализуется антиоксидантный цикл 

Ce3+↔Ce4+, способный нейтрализовать 

опасные радикалы активных форм кисло-

рода [19–20]. Для повышения биохимиче-

ской активности можно использовать на-

ночастицы, полученные методом лазер-

ной абляции [21]. В этом случае актив-

ность частиц возрастает за счет формиро-

вания их в резко неравновесных термиче-

ских условиях, которые приводят к их 

обогащению функциональными структур-

ными дефектами, значительно улучшаю-

щими их физико-химические свойства

[22–24]. В наших работах показано [25–

26], что при деградации метиленового си-

него в окислительной реакции Фентона 

аблированные наночастицы оксида церия 

демонстрируют высокую антиоксидант-

ную активность, препятствуя разложению 

органического красителя. В данной работе 

приводятся результаты исследования ан-

тиоксидантных (протекторных) свойств 

аблированных наночастиц CeO2 для кле-

точных культур фибробластов в условиях 

облучения их ультрафиолетовым излуче-

нием.

Материалы и методы

Для изучения протекторных свойств 

наночастиц CeO2 был выполнен ряд эта-

пов. Сначала готовили растворы аблиро-

ванных наночастиц оксида церия в пита-

тельной среде для выращивания клеток, 

затем в полученной среде инкубировали 

культуральные клетки для проведения 

экспериментов. Под действием ультрафи-

олетовой лампы производили облучение 

клеточных культур, инкубированных как 

с частицами, так и без. На последнем этапе 

проводили МТТ-тест выживаемости кле-

ток [27], сравнивая результаты с кон-

трольными образцами без облучения.

Лазерную абляцию [28] наночастиц 

оксида церия производили с помощью во-

локонного иттербиевого импульсного ла-

зера IPG Photonics с опцией "High 

Contrast" с длиной волны 1,06 мкм. Интен-

сивность излучения составляла 109 Вт/м2,

длительность импульсов 200 мкс, частота 

следования до 1 кГц. Мишенью для лазер-

ной абляции являлась таблетка переплав-

ленного химически чистого порошка ди-

оксида церия (99,99%).  В процессе абля-

ции наночастицы наносились на под-

ложку из монокристаллического кремния, 

расположенную на расстоянии 10 мм, в 
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результате на поверхности подложки фор-

мировались слои толщиной до 300 мкм из 

аблированных наночастиц диоксида це-

рия. Структура и морфология аблирован-

ных центрифугированных наночастиц ди-

оксида церия и клеток, инкубированных с 

наночастицами диоксида церия, изучалась 

с помощью атомно-силового микроскопа 

SmartSPM.  

Эксперименты выполнены на клеточ-

ной линии BJ TERT, являющейся модифи-

цированной линией первичных фибробла-

стов человека, полученной путем введе-

ния специфического генетического эле-

мента – человеческой каталитической 

субъединицы фермента теломеразы 

(Telomerase reverse transcriptase – hTERT). 

Клетки линии BJ TERT высевали в 

культуральные чашки Петри диаметром

60 мм (Corning, США) в среде DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, США) с 

добавлением 10% эмбриональной теля-

чьей сыворотки (Thermo Fisher Scientific, 

США), 0,32 мг/мл глутамина (Thermo 

Fisher Scientific, США), 0,85% "Glutamax" 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, США) и 

1% пенициллина, 1% стрептомицина 

(Thermo Fisher Scientific, США).

Культуральные чашки Петри с клет-

ками содержали в CO2-инкубаторе 

(Binder, Германия) при стандартных кон-

тролируемых условиях (5% CO2, 37ºС). 

Пассаж клеток осуществляли каждые 

7 дней по стандартному протоколу с ис-

пользованием буфера DPBS (Dulbecco's 

phosphate-buffered saline, Gibco, Thermo 

Fisher Scientific), 0,25%-ного раствора 

трипсина-ЭДТА с феноловым красным 

(Thermo Fisher Scientific, США); замену 

среды проводили каждые 3 дня.

Полученные методом лазерной абля-

ции наночастицы оксида церия дисперги-

ровали в питательной среде для клеток с 

помощью ультразвуковой ванны (мощ-

ность не более 30 Вт) и центрифугировали 

с помощью высокоскоростной центри-

фуги со скоростью 1000 об/мин для зада-

ния предельного размера частиц не более 

50 нм.

Для эксперимента фибробласты BJ 

TERT высаживали в 24-луночные план-

шеты (Corning, США) при концентрации 

клеток в суспензии 2∙105/мл (объем кле-

точной среды 1000 мкл на лунку). Клетки 

инкубировали при стандартных контроли-

руемых условиях (5% CO2, 37ºС). Через 48 

часов в клеточную культуру вносили 

среду с наночастицами диоксида церия. 

После 6-часовой инкубации с наночасти-

цами проводили оценку цитотоксичности. 

Также в ходе эксперимента была изучена 

активность наночастиц диоксида церия 

после 24-часовой инкубации (внесение ча-

стиц в лунки через 84 часа поcле высажи-

вания клеток) и без инкубации (0 часов) 

наночастицы вносили за 5 минут до 

начала облучения.

С целью воздействия излучением раз-

ной интенсивности источник УФ-

излучения размещали на расстоянии от 

клеток в диапазоне от 6 до 30 см в течение 

30 минут. По результатам эксперимента 

была определена наиболее оптимальная 

интенсивность излучения, которая форми-

ровалась при расположении объекта ис-

следования на расстоянии 15 см от лампы.

УФ-облучение проводили на клетках, 

находящихся в планшете с физиологиче-

ским раствором 0,9%-ного хлорида 

натрия. В качестве контроля были выде-

лены две группы: клетки, находящиеся в 

физиологическом растворе 0,9%-ного

хлорида натрия в течение 30 минут и не 

подвергающиеся облучению – интактные 

клетки, а также клетки, находящиеся в фи-

зиологическом растворе 0,9%-ного хло-

рида натрия и подвергнутые воздействию 

УФ-излучения в сопоставимом с интакт-

ными клетками и клетками опытных 

групп временном интервале 30 минут. По-

сле облучения производили МТТ-тест.
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Облучение ионизирующим излуче-

нием производили при стратосферном за-

пуске образцов на высоту 25 км, где они 

подвергались воздействию космического 

излучения, преимущественно γ, и 

нейтронным потокам и частиц. Для этого 

была специально разработана термостаби-

лизированная барокамера, сохраняющая 

внутри благоприятные для жизни клеток 

температуру 36,8°С и давление 1 атм в 

стратосферных условиях –55°С и 0,2 Па 

снаружи соответственно. Запуск барока-

меры производился с помощью страто-

сферного спутника с установленными дат-

чиками радиоактивности и геолокации. В 

камеру были загружены 8 штук образцов 

клеточной линии BJ TERT с инкубацией 

(4 шт.) и без (4 шт.) наночастиц оксида це-

рия. В процессе запуска стратосферный 

аппарат с образцами в барокамере подвер-

гался радиоактивному воздействию от 

космического излучения мощностью до  

2 мР/ч в течение 80 минут. Кроме того, в 

течение полета была зафиксирована 

вспышка солнечного излучения до 20 мР/ч 

длительностью до 10 мин. После достиже-

ния высоты 25 км стратосферный аппарат 

с образцами в барокамере был спущен на 

землю с помощью парашюта, и сразу по-

сле извлечения проведен MTT-тест образ-

цов для определения процента выживших 

клеток. 

MTT-тест является общепринятым 

колориметрическим методом для опреде-

ления количества жизнеспособных клеток 

и цитотоксической (антипролифератив-

ной и/или проапоптотической) активности 

различных химиопрепаратов. Данный ме-

тод основан на восстановлении МТТ-

реагента (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2-5-

дифенил-тетразолий бромид) НАДФ-H-

зависимыми оксидоредуктазами в оптиче-

ски активное вещество синего цвета – 

формазан. Количество формазана, образо-

вавшегося в результате данной реакции, 

пропорционально количеству жизнеспо-

собных клеток в лунке. 

Для реализации анализа здоровые 

клетки BJ TERT высаживали в 24-луноч-

ные планшеты (Corning, США) при кон-

центрации клеток в суспензии 2∙105/мл 

(объем клеточной среды 900 мкл на 

лунку). Подсчет клеток в клеточной сус-

пензии производили при помощи счет-

чика клеток и анализатора жизнеспособ-

ности клеток Countess II Automated Cell 

Counter (ThermoScientific, США). Лунки 

засаживали в дублях. Клетки инкубиро-

вали в течение 24 часов при стандартных 

контролируемых условиях (5% CO2, 

37ºС), после чего в среду культивирования 

добавляли доксорубицин в концентрациях 

от 1 до 0,06 мкM/мл в объеме 100 мкл в 

каждую лунку. В контрольные лунки вно-

сили эквивалентные объемы культураль-

ной среды. Затем клетки инкубировали в 

течение 72 часов при стандартных контро-

лируемых условиях (5% CO2, 37ºС). 

По истечении времени инкубации 

культуральную среду удаляли, в каждую 

лунку добавляли 350 мкл 3% МТТ-

реагента и инкубировали в течение 30 ми-

нут при температуре 37ºС. Затем сливали 

рабочий раствор МТТ и добавляли  

300 мкл диметилсульфоксида (ДМСО) для 

растворения формазана, выпавшего в оса-

док. Инкубировали 5 минут на шейкере 

при комнатной температуре. После чего 

содержимое лунок переносили в 96-лу-

ночный планшет (Corning, США) для из-

мерения оптической плотности при длине 

волны 540 нм на спектрофотометре 

(Мultiscan, Labsystems, Финляндия). 

Результаты и их обсуждение 

Согласно результатам атомно-сило-

вой микроскопии (рис. 1) аблированные 

частицы оксида церия являются нанораз-

мерными с широким размерным распреде-

лением.  
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Рис. 1. Изображения с атомно-силового микроскопа аблированных наночастиц диоксида церия, 

центрифугированных со скоростью 1000 об/мин 

Fig. 1. Atomic force microscope images of ablated cerium dioxide nanoparticles centrifuged at 1000 rpm 

После ультразвукового диспергиро-

вания частиц в физрастворе и последую-

щего центрифугирования со скоростью 

1000 об/мин были получены коллоидные 

биосовместимые растворы частиц с пре- 

дельным размером до 50 нм (рис. 2). Такие 

размеры позволяли клеткам поглощать на-

ночастицы посредством эндоцитоза в про-

цессе инкубирования [29].

 

Рис. 2. Гранулометрия аблированных наночастиц диоксида церия по АСМ-изображениям, 

центрифугированных со скоростью 1000 об/мин 

Fig. 2. Granulometry of ablated cerium dioxide nanoparticles from AFM images centrifuged at 1000 rpm 

Кристаллическая решетка аблирован-

ных наночастиц, согласно данным элек-

тронной дифракции, соответствует куби-

ческой структуре CeO2 [30]. Однако фазы 

CeO2-x с дифракционными пиками обнару-

живаются и в аблированных наночасти-

цах. Эти фазы являются производными 

CeO2, сильно обогащенными кислород-

ными вакансиями [31]. Также наличие 

кислородных вакансий в аблированных 
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наночастицах CeO2 подтверждено полуко-

личественным анализом спектров потерь 

энергии электронов, зарегистрированных 

на просвечивающем электронном микро-

скопе [32]. 

Методом атомно-силовой микроско-

пии выполнена характеризация клеток, 

инкубированных с наночастицами диок-

сида церия. На рисунке 3 представлены 

АСМ-изображения клеток. 

           

Рис. 3. АСМ-изображения клеток, инкубированных с наночастицами диоксида церия 

Fig. 3. AFM images of cells incubated with cerium dioxide nanoparticles 

 

В ходе эксперимента было изучено 

влияние наночастиц диоксида церия на 

выживаемость клеточной культуры здоро-

вых клеток линии BJ TERT в условиях 

воздействия УФ-облучения. В работе 

были использованы наночастицы диок-

сида церия c предельным размером до  

50 нм. Была изучена антиоксидантная ак-

тивность наночастиц диоксида церия по-

сле 0 (без инкубации), 6- и 24-часовой ин-

кубации. По результатам однофакторного 

дис-персионного анализа one-way 

ANOVA установлено наличие статистиче-

ски значимых различий между средними 

значениями в исследуемых группах  

F(7, 39) = 10,8, p = 0,0000. Статистический 

анализ по результатам МТТ-теста, пред-

ставленный в таблице 1, показывает, что 

6- и 24-часовая инкубация с наночасти-

цами диоксида церия имеет выраженный 

протективный эффект на клеточную ли-

нию BJ TERT.

Таблица 1. Результаты МТТ-теста клеточной линии BJ TERT после УФ-облучения 

Table 1. Results of the MTT test for the BJ TERT cell line after UV irradiation 

Образцы МТТ-тест 

Контроль 100±5% 

УФ 77±5% 

УФ + CeО2 (1000 об/мин; без инкубации) 81±5% 

УФ + CeО2 (1000 об/мин; 6 часов) 90±5% 

УФ + CeО2 (1000 об/мин; 24 часа) 97±5% 

 
В экспериментах по облучению кле-

точных линий BJ TERT ионизирующим 

излучением в стратосфере было также до-

казано, что аблированные наночастицы 

оксида церия обладают протекторными 

свойствами. Так, установлено, что иони-

зирующее излучение приводит к сниже-

нию выживаемости клеток до 60±5%, од- 

нако инкубирование фибробластов в тече-
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ние 24 часов с наночастицами CeО2 при-

водит к повышению клеточной выживае-

мости до 80±5% (табл. 2). Таким образом, 

наблюдается выраженный протективный 

эффект наночастиц CeО2 на клеточную 

линию BJ TERT.

Таблица 2. Результаты МТТ теста клеточной линии BJ TERT после ионизирующего облучения  

Table 2. Results of the MTT test for the BJ TERT cell line after ionizing radiation 

Образцы МТТ-тест 

Контроль 100±5% 

Ионизирующее облучение 60±5% 

Ионизирующее облучение + CeО2 (1000 об/мин; 24 часов) 85±5% 

Известно, что УФ-излучение, как и 

ионизирующее, способно индуцировать 

образование свободных радикалов как в 

межклеточном, так и внутриклеточном 

пространстве, что вызывает повреждение 

мембран и внутренних структур клеток и 

ведет к их гибели [33]. Согласно получен-

ным данным 30-минутное воздействие 

УФ-излучения приводит к гибели до 15% 

здоровых клеток, что статистически зна-

чимо отличалось от показателя клеток 

контрольной группы (p = 0,01). Однако  

6-часовая инкубация с наночастицами  

демонстрирует эффективное протектив-

ное их влияние на клетки, не только 

предотвращая клеточную гибель под воз-

действием УФ и ионизирующего излуче-

ний, но и обеспечив протекцию клеток, 

лишенных питательной среды (см. табл. 1, 

2). С увеличением времени инкубации до 

24 часов протективный эффект нано- 

частиц диоксида церия увеличивается до 

100%. 

Выводы 

1. Были получены коллоидные био-

совместимые растворы частиц с предель-

ным размером до 50 нм. 

2. Наночастицы оксида церия прояв-

ляют выраженные протекторные свойства 

в отношении клеточной линии BJ TERT 

после УФ и ионизирующих излучений. 

3. После УФ-облучения 6-часовая и 

24-часовая инкубация наночастиц оксида 

церия с клеточной культурой обеспечи-

вает на 15±5% и 20±5% больше выживае-

мости клеток соответственно, чем без ча-

стиц.  

4. После ионизирующего излучения 

процент выживаемости клеток, инкубиро-

ванных в течение 24 часов, с наночасти-

цами церия повышается на 20±5%. 
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