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Резюме 

Цель. Исследование биопротекторных свойств аблированных наночастиц диоксида церия по отношению к 

иммортализованным фибробластам человека в условиях окислительного стресса, вызванного реакцией 

Фентона. 

Методы. Методом лазерной абляции получены наночастицы диоксида церия. Выявлены средние предель-

ные размеры аблированных частиц оксидированного церия с помощью метода атомно-силовой микроско-

пии. Спектрофотометрическим методом выявлено, что аблированные наночастицы диоксида церия про-

являют антиоксидантные свойства и препятствуют деградации красителя метиленового синего в ходе 

реакции Фентона. Методом сканирующей электронной микроскопии с помощью энергодисперсионной при-

ставки картированы образцы клеточных культур после их инкубации с аблированными наночастицами ди-

оксида церия. Методом МТТ-анализа исследовано влияние аблированных наночастиц диоксида церия на вы-

живаемость культуры клеток BJ TERT в реакции Фентона.  

Результаты. Установлены средние предельные размеры аблированных наночастиц диоксида церия, зна-

чения которых составляют (61,95±0,1) нм для нецентрифугированного водного раствора и (56,59±0,1) нм 

для водного раствора, центрифугированного со скоростью 1000 об/мин. Выявлено, что в присутствии аб-

лированных наночастиц диоксида церия степень окислительной деградации метиленового синего в ходе 

реакции Фентона снижалась. Из полученных СЭМ-изображений клеточных культур с аблированными нано-

частицами диоксида церия следует, что наночастицы захватываются клетками в процессе инкубации. 

Статистический анализ по результатам МТТ-анализа показал, что 6-часовая и 24-часовая инкубация с аб-

лированными наночастицами диоксида церия оказывает выраженное защитное действие на клеточную ли-

нию BJ TERT. 

Заключение. В данной работе показано, что в ходе реакции Фентона наночастицы диоксида церия предот-

вращают окислительную деградацию красителя метиленового синего. При инкубации иммортализованных 

фибробластов человека аблированные наночастицы оксида церия захватываются клетками и оказывают 

на них значительное защитное действие в окислительной реакции. Высокая антиоксидантная активность 

наночастиц определяется высоким содержанием функциональных дефектов на поверхности наночастиц, 

полученных в резко неравновесных условиях лазерной абляции. 
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Abstract 

Purpose. Study of the bioprotective properties of ablated cerium dioxide nanoparticles in relation to immortalized hu-

man fibroblasts under conditions of oxidative stress caused by the Fenton reaction. 

Methods. Cerium dioxide nanoparticles with pronounced antioxidant properties were obtained using laser ablation. 

The average maximum sizes of ablated particles of oxidized cerium in non-centrifuged and centrifuged at a speed of 

1000 rpm nanodispersed aqueous solutions were revealed using the method of atomic force microscopy. The spectro-

photometric method revealed that ablated cerium dioxide nanoparticles exhibit antioxidant properties and prevent the 

degradation of the methylene blue dye during the Fenton reaction. Cell culture samples were mapped using scanning 

electron microscopy using an energy-dispersive attachment after their incubation with ablated cerium dioxide nanopar-

ticles. Using MTT analysis, the effect of ablated cerium dioxide nanoparticles on the survival of BJ TERT cell culture in 

the Fenton reaction was studied. Non-centrifuged and centrifuged at a speed of 1000 rpm nanodispersed solutions of 

oxidized cerium were used. The antioxidant activity of cerium dioxide nanoparticles after 6- and 24-hour incubation was 

studied. 

Results. The average limiting sizes of ablated cerium dioxide nanoparticles have been established, the values of which 

are (61,95±0,1) nm for a non-centrifuged aqueous solution and (56,59±0,1) nm for an aqueous solution centrifuged at 

a microcentrifuge speed of 1000 rpm. It was revealed that in the presence of ablated cerium dioxide nanoparticles, the 

degree of oxidative degradation of methylene blue during the Fenton reaction was significantly reduced. It was found 

that with an increase in the concentration of ablated cerium dioxide nanoparticles from 20 to 1000 mg/l, their antioxidant 

effect increased. From the obtained SEM images of cell cultures with ablated cerium dioxide nanoparticles, it follows 

that the nanoparticles are captured by cells during incubation and can have a significant effect on oxidative processes 

during the Fenton reaction. Statistical analysis based on the results of the MTT assay showed that 6-hour and 24-hour 

incubation with ablated cerium dioxide nanoparticles had a pronounced protective effect on the BJ TERT cell line. 

Conclusion. This work shows that during the Fenton reaction, cerium dioxide nanoparticles prevent the oxidative deg-

radation of the methylene blue dye. When immortalized human fibroblasts are incubated, ablated cerium oxide nano-

particles are taken up by the cells and have a significant protective effect on them in the oxidative reaction. The high 

antioxidant activity of nanoparticles is determined by the high content of functional defects on the surface of nanopar-

ticles obtained under sharply nonequilibrium conditions of laser ablation. 

Keywords: cerium dioxide; laser ablation; nanosensitizer; fibroblast cultures; antioxidant activity; Fenton reaction. 
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*** 

Введение 

Структурные дефекты во многом 

определяют физико-химические свойства 

каталитических и антиоксидантных нано-

материалов, повышая их биохимическую 

активность, термоупругие свойства, 

устойчивость к полиморфным фазовым 

превращениям и т. д. [1] В связи с этим ла-

зерная абляция может стать перспектив-

ным способом получения наноматериалов 

[2]. Этот метод за счет структурирования 

вещества в резко неравновесных условиях 

с большим градиентом изменения темпе-

ратуры и концентрации позволяет полу-

чать наночастицы с поверхностными 

атомными слоями, обогащенными струк-

турными дефектами [3]. 

В живых системах большое значение 

имеют антиоксидантные процессы, 

нейтрализующие химически активные ра-

дикалы, такие как активные формы кисло-

рода и азота [4]. Антиоксиданты способны 

повышать устойчивость биологических 

форм к окислительному стрессу, вызван-

ному как внутренними процессами, так и 

внешними физико-химическими воздей-

ствиями [5]. Оксид церия является пер-

спективным антиоксидантом, обладаю-

щим рядом уникальных характеристик 

[6]. Благодаря способности наночастиц 

диоксида церия активно взаимодейство-

вать с кислородом на поверхности реали-

зуется антиоксидантный цикл, который 

способен нейтрализовать опасные ради-

калы активных форм кислорода (АФК), 

таких как короткоживущий гидроксид- 

радикал ОН*, супероксид-анион О2- и  

т. д. [7] Наночастицы оксида церия, полу-

ченные методом лазерной абляции, харак-

теризуются более высокой биохимиче-

ской активностью по сравнению с части-

цами, синтезированными в более равно-

весных условиях, например, при сольво-

термическом синтезе [8]. В наших работах 

[9] было показано, что аблированные на-

ночастицы оксида церия проявляют высо-

кую антиоксидантную активность в фото-

каталитическом процессе деградации ме-

тиленового синего под действием ультра-

фиолетового облучения. Кроме того, было 

обнаружено, что антиоксидантная актив-

ность наночастиц CeO2 возрастает с уве-

личением pH среды [10]. 

Можно предположить, что аблиро-

ванные наночастицы оксида церия из-за 

большого количества поверхностных 

структурных дефектов будут обладать вы-

сокой антиоксидантной активностью в 

окислительной реакции Фентона, предот-

вращая как деградацию органического 

красителя метиленового синего, так и ги-

бель клеточных культур в ходе их реакции 

взаимодействия с АФК [11]. В данной ра-

боте для подтверждения биозащитных 

свойств аблированных наночастиц CeO2 

по отношению к культурным биологиче-

ским объектам мы представляем резуль-

таты исследования антиоксидантной ак-

тивности этих частиц в отношении иммор-

тализованных фибробластов человека в 

условиях окислительного стресса, вызван-

ного реакцией Фентона. 
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Материалы и методы 

Наночастицы диоксида церия были 

получены методом лазерной абляции с ис-

пользованием волоконно-оптического им-

пульсного иттербиевого лазера IPG 

Photonics с опцией «Высокий контраст» на 

длине волны 1,06 мкм. Интенсивность из-

лучения составляла 109 Вт/м2, длитель-

ность импульса 200 мкс, частота следова-

ния до 1 кГц [9]. В результате воздействия 

сфокусированного лазерного излучения 

на цилиндрическую мишень из диоксида 

церия аблированные наночастицы распы-

лялись на предметные стекла, располо-

женные на расстоянии 10 мм от мишени. 

В дальнейшем подложки с нанесенными 

на них наночастицами диоксида церия 

диспергировались ультразвуком в деиони-

зированной воде с целью формирования 

нанодисперсных коллоидных растворов. 

Размерный состав аблированных на-

ночастиц диоксида церия изучали с помо-

щью атомно-силового микроскопа СЗМ 

SmartSPMтм-1000. Элементный состав 

охарактеризовали с помощью сканирую-

щего электронного микроскопа JEOL 

6610LV, оснащенного приставкой для 

энергодисперсионного анализа. Оптиче-

ские характеристики изучали на спектро-

фотометре СФ-2000. 

Для изучения защитных свойств на-

ночастиц CeO2 был проведен ряд этапов. 

Сначала были приготовлены растворы аб-

лированных наночастиц оксида церия в 

ионизированной воде для определения ан-

тиоксидантной активности в реакции 

Фентона с органическим красителем ме-

тиленовым синим. Затем готовили рас-

творы аблированных наночастиц оксида 

церия в среде для культивирования кле-

ток, в которой впоследствии инкубиро-

вали культуральные клетки для экспери-

ментов. Реакцию Фентона проводили на 

клеточных культурах, инкубированных 

как с частицами, так и без них. На послед-

нем этапе проводили анализ выживаемо-

сти клеток МТТ [12], сравнивая резуль-

таты с контрольными образцами без облу-

чения. 

Антиоксидантные свойства аблиро-

ванных наночастиц оксида церия были 

изучены в реакции Фентона [13] на  

примере деградации красителя метилено-

вого синего. В этой реакции перекись во-

дорода взаимодействует с ионами двухва-

лентного железа, в результате чего образу-

ются активные радикалы, приводящие к 

разрушению и люминесценции органиче-

ского красителя [13]. Краситель метилено-

вый синий содержит как мономерную 

форму, характеризующуюся светопогло-

щением с максимумом при длине волны 

λмакс = 668 нм, так и димерную форму с 

максимумом при λмакс = 612 нм. Остаточ-

ную концентрацию красителя измеряли 

фотометрическим методом на спектрофо-

тометре СФ-2000. В эксперименте кон-

центрация FeSO4 в растворе составляла 

0,48 г/л; концентрация H2O2 устанавлива-

лась в диапазоне от 0,88 мг/л до 13,2 мг/л. 

Изучены антиоксидантные свойства нано-

частиц диоксида церия в зависимости от 

их концентрации в растворах в диапазоне 

от 20 до 1000 мг/л. 

Иммортализованные фибробласты 

человека (BJ TERT), полученные из Аме-

риканской коллекции культур (ATCC), 

культивировали в соответствии со стан-

дартным протоколом. В частности, BJ 

TERT выращивали в среде DMEM с 10% 

фетальной бычьей сыворотки, 1% анти-

биотика (5000 ед/мл) пенициллина,  

5 мг/мл стрептомицина) и 1% добавки 

Gibco™ GlutaMAX™ в CO2-инкубаторе с 

5% атмосферой при 37°C и относительной 

влажности 96%. Культуральную среду ме-

няли каждые 3 дня. 
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Наночастицы оксида церия, получен-

ные методом лазерной абляции, дисперги-

ровали в среде культуры клеток с помо-

щью ультразвуковой ванны (мощность не 

более 30 Вт) и центрифугировали с помо-

щью высокоскоростной центрифуги со 

скоростью 10 об/мин до установления 

предельного размера частиц не более чем 

50 нм. 

Иммортализованные фибробласты 

человека высевали в 24-луночные план-

шеты при концентрации клеток в суспен-

зии 1∙105/мл и инкубировали в стандарт-

ных контролируемых условиях в течение 

48 часов. Затем культуральную среду уда-

ляли и добавляли среду, содержащую на-

ночастицы диоксида церия. Клетки про-

должали инкубировать еще 24 часа. От-

дельно клетки высевали в 24-луночные 

планшеты на 66 часов, затем культураль-

ную среду заменяли средой, содержащей 

наночастицы диоксида церия. Инкубацию 

продолжали еще 6 часов. 

После инкубации клеток с наночасти-

цами среду полностью удаляли из лунок, 

затем к клеткам добавляли по 1 мл вод-

ного раствора хлорида натрия 0,9%, со-

держащего наночастицы. Далее для про-

ведения реакции Фентона в лунки добав-

ляли по 20 мкл 3%-ной Н2О2 и 40 мкл 

FeSO4 и инкубировали в течение 30 мин 

при температуре 37°С. В контрольные 

лунки добавляли по 1 мл водного раствора 

хлорида натрия 0,9%. Для оценивания 

жизнеспособности фибробластов исполь-

зовали МТТ-анализ. 

МТТ-анализ проводили по стандарт-

ному протоколу после инкубации клеток с 

наночастицами. Соль МТТ растворяли в 

PBS (маточный раствор; 5 мг/мл). После 

инкубации с наночастицами реакционную 

среду удаляли, МТТ растворяли в культу-

ральной среде (рабочий раствор:  

0,5 мг/мл) и добавляли в каждую лунку 

для инкубации в течение 30 мин. Затем 

раствор ММТ удаляли и добавляли ДМСО 

на 5 мин. Наконец, раствор переносили на 

96-луночный планшет и регистрировали 

поглощение на спектрофотометре 

(Мultiscan, Labsystems, Финляндия), уста-

новленном при λ = 540 нм. 

Для анализа нормальности распределе-

ния данных использовался тест Шапиро – 

Уилка. Для анализа параметрических дан-

ных использовался однофакторный тест 

ANOVA. Тест Даннета использовался в 

качестве апостериорного анализа. Крити-

ческое значение значимости (р-значение) 

было принято равным 0,05. 

Результаты и их обсуждение 

Исследования с помощью атомно-си-

ловой микроскопии (СЗМ SmartSPMтм-

1000) показали (рис. 1), что средний пре-

дельный размер исходных аблированных 

наночастиц составляет (61,95±0,1) нм. 

Ультразвуковое диспергирование и после-

дующее центрифугирование позволяют 

снизить средний предельный размер ча-

стиц в коллоидной системе до значения 

(56,59±0,1) нм [14].  

На рисунке 2 представлены совме-

щённые гистограммы распределения  

по размерам нанодисперсных водных рас-

творов диоксида церия, нецентрифугируе-

мых и центрифугируемых со скоростью  

1000 об/мин после процесса ультразвуко-

вого диспергирования. Согласно резуль-

татам средний предельный размер частиц 

после процесса центрифугирования 

уменьшается до (56,59±0,1) нм. 

Кристаллическая решетка аблирован-

ных наночастиц, как по данным электрон-

ной, так и рентгеновской дифракции, со-

ответствует кубической структуре CeO2 

[9]. Однако фазы CeO2-x с дифракцион-

ными пиками обнаруживаются и в аблиро-

ванных наночастицах. Эти фазы являются 

производными CeO2, сильно обогащен-

ными кислородными вакансиями [15]. 
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Рис. 1. АСМ-изображения аблированных наночастиц CeO2, a – нецентрифугированных;  

б – центрифугированных со скоростью 1000 об/мин 

Fig. 1. AFM images of ablated CeO2 nanoparticles: a – non-centrifuged; б – centrifuged at a speed 

of 1000 rpm 

 

Рис. 2. Совмещённая гранулометрия аблированных наночастиц оксидированного церия  

по АСМ-изображениям:  серый цвет – нецентрифугированных; чёрный цвет – 

центрифугированных со скоростью 1000 об/мин 

Fig. 2. Combined granulometry of ablated oxidized cerium nanoparticles according to AFM images:  

gray color – non-centrifuged; black color – centrifuged at 1000 rpm 
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В экспериментах по окислительной 

деструкции органического красителя  

метиленового синего в ходе реакции  

Фентона установлено, что остаточная кон-

центрация красителя снижается с увеличе-

нием содержания окислителя Н2О2  

(рис. 3). При этом наблюдался гипохром-

ный (длинноволновый) сдвиг в максиму-

мах пиков поглощения. 

При добавлении в раствор наноча-

стиц диоксида церия степень окислитель-

ной деструкции метиленового синего су-

щественно снижалась (рис. 3). Также 

можно отметить, что с увеличением со-

держания наночастиц диоксида церия от 

20 до 1000 мг/л антиоксидантный эффект 

возрастал. 

  

Рис. 3. Зависимость отрицательного логарифма остаточной концентрации раствора метиленового 

синего от содержания перекиси водорода в присутствии наночастиц CeO2 с концентрацией:  

1 – 400 мг/л; 2 – 40 мг/л; 3 – 20 мг/л; 4 – без наночастиц CeO2; сплошные линии – 

аппроксимирующие кривые 

Fig. 3. Dependence of the residual concentration of the methylene blue solution on the content of hydrogen  

 peroxide in the presence of CeO2 nanoparticles with a concentration of: 1 – 400 mg/L; 2 – 40 mg/L;  

 3 – 20 mg/L; 4, without CeO2 nanoparticles; solid lines are approximating curves 

 

С помощью энергодисперсионной 

приставки сканирующего электронного 

микроскопа картировали образцы клеточ-

ных культур после их инкубации с нано-

частицами оксида церия (рис. 4). На ри-

сунке 4 представлено составное изображе-

ние, состоящее из СЭМ-изображения им-

мортализованного фибробласта (рис. 4, а) 

и карты распределения элементов Ce по 

поверхности образца с разрешением 

100×100 пикселей (рис. 4, б). Из рисунка 

видно, что аблированные наночастицы ок-

сида церия захватываются клетками в про-

цессе инкубации и могут оказывать суще-

ственное влияние на окислительные про-

цессы в ходе реакции Фентона.
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Рис. 4. СЭМ-изображения фибробластов BJ TERT (а) и EDX-картирование фибробластов, 

инкубированных с удаленными наночастицами CeO2 (б) 

Fig. 4. SEM images of BJ TERT fibroblast cells (a) and EDX mapping fibroblast cells incubated  

with ablated CeO2 nanoparticles (б) 

В ходе эксперимента изучали влияние 

наносенсибилизатора диоксида церия на 

выживаемость культуры клеток BJ TERT 

в условиях реакции Фентона. Наноча-

стицы диоксида церия использовали без 

центрифугирования и после центрифуги-

рования со скоростью 1000 об/мин. Изу-

чена антиоксидантная активность наноча-

стиц диоксида церия после 6-часовой и  

24-часовой инкубации. По результатам 

однофакторного дисперсионного анализа 

выявлены статистически значимые разли-

чия между средними значениями в иссле-

дуемых группах F(7, 39) = 10,8; p = 0,0000. 

Статистический анализ по результа-

там МТТ-анализа показывает, что 6-часо-

вая и 24-часовая инкубация с наночасти-

цами диоксида церия оказывает выражен-

ное защитное действие на клеточную ли-

нию BJ TERT (табл. 1).

Таблица 1. Результаты МТТ-теста клеточной линии BJ TERT с наночастицами CeO2 после реакции 
Фентона 

Table 1. Results of the MTT test for the BJ TERT cell line with CeO2 nanoparticles after Fenton 

Образцы МТТ тест 

Контроль 100±5% 

Фентон 76±5% 

Фентон + CeО2 (0 об/мин; 6 часов) 77±5% 

Фентон + CeО2 (1000 об/мин; 6 часов) 76±5% 

Фентон + CeО2 (0 об/мин; 24 часа) 83±5% 

Фентон + CeО2 (1000 об/мин; 24 часа) 85±5% 

 

Поясняя полученные результаты, 

можно отметить следующее. В ходе реак-

ции Фентона образуется высокореактив-

ный короткоживущий гидроксильный ра-

дикал OH*, который является одним из 

наиболее опасных компонентов активных 

форм кислорода (АФК) [16]:  

Fe2+ + H2O2→Fe3+ + *OH + OH-          (1) 
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Этот радикал окисляет многие орга-

нические вещества, что приводит, в част-

ности, к обесцвечиванию органических 

красителей, таких как метиленовый си-

ний. По остаточной интенсивности 

окраски метиленового синего можно су-

дить о его деградации и, соответственно, о 

количестве и активности АФК [17]. Урав-

нение реакции окислительной деградации 

красителя метиленового синего переки-

сью водорода выглядит следующим обра-

зом: 

C16H18CIN3S + 41H2O2 → 

→ 16CO2 + 50H2O + CI + 3N + S     (2) 

Таким образом, наночастицы оксида 

церия могут служить мощным антиокси-

дантом окислительных процессов, предот-

вращая деградацию органических соеди-

нений. В результате окислительно-восста-

новительных реакций степень окисления 

церия в CeO2 варьируется от Ce3+ до Ce4+, 

что сопровождается генерацией кислород-

ных вакансий на поверхности и в объеме 

материала [18]. Как было отмечено, эф-

фективность окислительно-восстанови-

тельных циклов возрастает с увеличением 

числа кислородных вакансий на поверх-

ности CeO2. На основе обратимого пере-

хода между CeO2 и Ce2O3 на поверхности 

наночастиц диоксида церия реализуется 

антиоксидантный цикл, эффективно 

устраняющий вредные для живых орга-

низмов активные формы кислорода 

(АФК), такие как супероксид O2-, пере-

кись водорода H2O2 [19], а также высоко-

реактивный короткоживущий гидрок-

сильный радикал ОН* [20]. 

Представленные результаты наглядно 

демонстрируют, что наночастицы CeO2, 

полученные методом лазерной абляции, 

обладают хорошими антиоксидантными 

свойствами. Высокая антиоксидантная ак-

тивность аблированных наночастиц ок-

сида церия определяется высоким содер-

жанием функциональных дефектов на по-

верхности наноразмерных частиц. С 

уменьшением размера частиц диоксида 

церия в них существенно возрастает кон-

центрация структурных дефектов, в част-

ности кислородных вакансий. Поскольку 

при центрифугировании со скоростью 

1000 об/мин средний размер частиц CeO2 

в водных растворах уменьшается до 25 нм, 

полученные частицы должны содержать 

большее количество структурных дефек-

тов, что в конечном итоге и определяет их 

отличительные антиоксидантные свой-

ства. Кроме того, резко неравновесные 

условия лазерной абляции, в которых про-

исходит образование аблированных нано-

частиц, способствуют их повышенному 

обогащению поверхностными структур-

ными дефектами [10]. Полученные ре-

зультаты могут иметь большое значение 

для разработки новых перспективных ан-

тиоксидантных препаратов. 

Выводы 

1. С помощью лазерной абляции по-

лучены наночастицы диоксида церия, про-

являющие антиоксидантные свойства в 

процессах окислительной деградации ор-

ганического красителя метиленового си-

него по реакции Фентона. С увеличением 

содержания наночастиц диоксида церия в 

водном растворе от 20 до 1000 мг/л интен-

сивность антиоксидантного процесса воз-

растает. 

2. В процессе инкубации аблирован-

ные наночастицы оксида церия захватыва-

ются клетками и могут оказывать суще-

ственное влияние на окислительные про-

цессы. 

3. Инкубация в течение 6 и 24 часов с 

наночастицами диоксида церия оказывает 

выраженное защитное действие на иммор-

тализованные фибробласты человека в 

ходе реакции Фентона. 

4. Высокая антиоксидантная актив-

ность наночастиц определяется высоким 

содержанием функциональных дефектов 

на поверхности наночастиц, полученных в 

резко неравновесных условиях лазерной 

абляции. 
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