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Цель  исследования  –  изучить  влияние  стабилизированного  цитратом  наноразмерного  диоксида  церия 
на гены окислительного метаболизма в эмбриональных фибробластах легких человека в отношении жизнеспо-
собности клеток, экспрессии белков NOX4 и NRF2, окислительного повреждения / репарации ДНК. Наночасти-
цы получали термогидролизом гексанитратоцерата(IV) аммония и модифицировали путем постепенного добав-
ления по каплям к раствору цитрата аммония. Определяли гидродинамический диаметр методом динамического 
рассеяния света и дзета-потенциал. Наночастицы культивировали с клетками в течение 1, 3, 24 и 72 ч. Для оцен-
ки  выживаемости  клеток  использовали  стандартный  72-часовой  МТТ-тест  (тест  с  3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолийбромидом), на основании которого выбрали концентрации для исследования 5 нМ 
и 1,5 мкМ. Экспрессию белков определяли методом проточной цитометрии. Окислительное повреждение ДНК 
и уровень двухцепочечных разрывов оценивали по количеству 8-оксо-2’-дезоксигуанозина и фосфорилирован-
ного гистона γH2AX. Активность систем репарации оценивали по экспрессии BRCA. Показано, что наноча-
стицы проникают в клетки в течение 1–3 ч, что приводит к активации NOX4, NRF2 примерно в 2 раза по от-
ношению к контролю, окислительному повреждению ДНК и двухцепочечным разрывам примерно в 1,8 раза 
по отношению к контролю и, как следствие, к активации систем репарации примерно в 3 раза; через 72 ч эти 
эффекты исчезали. Таким образом, стабилизированный цитратом наноразмерный диоксид церия можно рас-
сматривать как вещество с краткосрочным противовоспалительным действием.
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The objective of the study was to investigate the effect of citrate-stabilized nanosized cerium dioxide on oxi-
dative metabolism genes in human embryonic lung fibroblasts in terms of cell viability, NOX4 and NRF2 protein 
expression, and oxidative DNA damage/repair. Nanoparticles were obtained by thermal hydrolysis of ammonium 
hexanitrate(IV) cerate and modified by gradual dropwise addition  to ammonium citrate solution. Hydrodynamic 
diameter and zeta potential were determined by dynamic light scattering. Nanoparticles were cultured with cells for 
1, 3, 24, and 72 h. Standard 72-h MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay) 
was used to assess cell survival, based on which concentrations of 5 nM and 1.5 μM were selected for the study. 
Protein expression was determined by flow cytometry. Oxidative DNA damage and the level of double-strand breaks 
were assessed by the amount of 8-oxo-2’-deoxyguanosine and phosphorylated histone γH2AX. The activity of re-
pair systems was assessed by the expression of BRCA. It was shown that nanoparticles penetrate into cells within 
1–3 hours, which leads to the activation of NOX4, NRF2 approximately twofold compared to the control, oxidative 
DNA damage and double-strand breaks approximately 1.8 times compared to the control and, as a result, the acti-
vation of repair systems approximately threefold; after 72 hours, these effects disappeared. Thus, citrate-stabilized 
nanoceria can be considered a substance with a short-term anti-inflammatory effect.
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Введение

Последние  достижения  в  области  фар-
мацевтической  науки  и  практики  привели 
к развитию новой области – нанофармацев-
тики, что делает актуальными проблемы ка-
чества, контроля эффективности и безопас-
ности нанопрепаратов. Цито- и генотоксич-
ность  имеют  особое  значение  для  неорга-
нических  наночастиц,  характеризующихся 
плохой биоразлагаемостью. 

Наночастицы диоксида церия являются 
весьма перспективными нанофармпрепара-
тами благодаря своему уникальному взаимо-
действию с активными формами кислорода 
(АФК) [1]. Наноразмерный CeO2 проявляет 
выраженные ферментоподобные  (нанозим-
ные) свойства, являясь миметиком суперок-
сиддисмутазы (СОД), а также пероксидазы, 
каталазы,  фосфатазы.  Несмотря  на  много-
численные исследования, активность нано-
размерного диоксида церия по отношению 
к генам изучена в основном на модели жи-
вотных.  По  отношению  к  клеткам  челове-
ка  токсичность  изучена,  главным  образом, 
на  модели  раковых  клеток  [2].  Исследова-
ния на культурах неопухолевых клеток от-
носительно  малочисленны  (например,  это 
работы  по  исследованию  кератиноцитов 
кожи  [3],  пигментного  эпителия  сетчатки 
[4]).  В  целом,  систематических  исследова-
ний  влияния  диоксида церия на  гены нор-
мальных  клеток  человека,  участвующих 
в окислительном метаболизме и регуляции 
ключевых АФК-зависимых сигнальных пу-
тей, не проводилось.

Цель исследования – изучить влияние 
стабилизированного цитратом наноразмер-
ного  диоксида  церия  на  гены  окислитель-
ного метаболизма в эмбриональных фибро-
бластах  легких  человека  в  отношении:  (1) 
жизнеспособности  клеток,  (2)  экспрессии 
NOX4 и NRF2, (3) окислительного повреж-
дения / репарации ДНК.

Материалы и методы исследования
Синтез и физико-химическая характе-

ристика наночастиц СеО2. Нестабилизиро-
ванный коллоидный раствор СеО2 получали 
термогидролизом  гексанитратоцерата(IV) 
аммония  (#215473,  Sigma)  [5].  Концентра-
цию  золя  СеО2  определяли  термогравиме-
трическим методом. Раствор модификатора 
готовили путем растворения цитрата аммо-
ния  (#247561,  Sigma)  в  деионизированной 
воде. Модификацию наночастиц CeO2 про-
водили  путем  постепенного  добавления 
по каплям при непрерывном перемешивании 
не менее 30 мин водного раствора диоксида 
церия к раствору лиганда. Рентгенограммы 
образцов  нанодисперсного  СеО2  были  по-

лучены  с  помощью  дифрактометра  Bruker 
D8  Advance  (CuKα-излучение,  геометрия 
θ–2θ).  Идентификацию  дифракционных 
максимумов осуществляли с использовани-
ем банка данных ICDD PDF2. Электронные 
изображения  получали  с  помощью  про-
свечивающего  электронного  микроскопа 
Leo  912 AB Omega  (Carl  Zeiss,  Германия). 
Гидродинамический  диаметр  наночастиц 
измеряли с помощью анализатора Photocor 
Complex (Photocor, Россия). Для измерения 
дзета-потенциалов  использовали  Nano  ZS 
Zetasizer  (Malvern  Panalytical,  UK)  в  соот-
ветствии с ISO/TR 19997:2018.

Культивирование клеток. Эмбриональ-
ные фибробласты легких человека (4-й пас-
саж) рассеивали в концентрации 1,7×104 кл/мл 
в  культуральной  среде  DMEM  («Панэко», 
Россия), содержащей 1-% фетальную теля-
чью  сыворотку  (PAA,  Австрия),  50  ЕД/мл 
пенициллина,  50  мкг/мл  стрептомицина  и  
10  мкг/мл  гентамицина.  Клетки  культиви-
ровали при 37°C в течение 24 ч, далее до-
бавляли наночастицы и инкубировали в те-
чение 1, 3, 24 и 72 ч.

МТТ-тест. Для  оценки  выживаемо-
сти  клеток  проводили  MTT-тест  (3-(4,5- 
диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий 
бромид).  Флуоресценцию  при  550  нм  из-
меряли  на  планшетном  ридере  EnSpire 
(EnSpire  Equipment,  Финляндия).  В  каче-
стве отрицательного контроля использовали 
клетки,  инкубированные  с  культуральной 
средой и раствором цитрата в деионизиро-
ванной воде. С наночастицами CeO2 клетки 
инкубировали в течение 72 ч.

Проточная цитометрия.  Клетки  про-
мывали  раствором Версена  (Thermo Fisher 
Scientific, США), обрабатывали 0,25%-ным 
трипсином  («Панэко», Россия), промывали 
средой,  суспендировали  в  фосфатном  бу-
ферном растворе  (PBS,  pH 7,4)  («Панэко», 
Россия),  фиксировали  параформальдеги-
дом (Sigma-Aldrich, США) при 37°C в тече-
ние 10 мин,  трижды промывали 0,5%-ным 
BSA-PBS,  обрабатывали  0,1%-ным  Triton 
X-100 в PBS в течение 15 мин при 20°C. Да-
лее  окрашивали  конъюгированными  анти-
телами (1 мкг/мл) в течение 2 ч при комнат-
ной температуре, промывали PBS и анали-
зировали с помощью проточного цитометра 
(CytoFlex S, Beckman Coulter, США). 

Результаты исследования  
и их применение

МТТ-тест.  Результаты  МТТ-теста 
свидетельствуют о том, что стабилизиро-
ванный цитратом CeO2 безопасен для кле-
ток  в  широком  диапазоне  концентраций 
(рис.  1).  Для  дальнейших  экспериментов 
выбраны концентрации 5 нМ и 1,5 мкМ.
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Рис. 1. Результаты 72-часового МТТ-теста. Пунктирными линиями отмечены линия контроля 
(выживаемость 1) и граница биологического эффекта (выживаемость клеток 0,8)

(а)   

(б)   

Рис. 2. Экспрессия белков (a) NOX4 (б) и NRF2 в результате инкубации клеток  
с наночастицами стабилизированного цитратом CeO2 (5 нМ, 1,5 мкМ) в течение 1–72 ч. 

Значимые различия по критерию Манна–Уитни (p<0,05) отмечены знаком *
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(а)   

(б)   

Рис. 3. Уровни (а) 8-oxo-dG и (б) γH2AX в результате инкубации клеток  
с наночастицами стабилизированного цитратом CeO2 (5 нМ, 1,5 мкМ) в течение 1–72 ч. 

Значимые различия по критерию Манна–Уитни (p<0,05) отмечены знаком *

Рис. 4. Экспрессия белка BRCA в результате инкубации клеток с наночастицами 
стабилизированного цитратом CeO2 (5 нМ, 1,5 мкМ) в течение 1–72 ч.  

Значимые различия по критерию Манна–Уитни (p<0,05) отмечены знаком *

Экспрессия NOX4 и NRF2.  Ключевы-
ми  источниками  АФК  в  клетке  являются 
НАДФН-оксидазы.  Спустя  1–3  ч  после 
добавления  наночастиц  к  клеткам  экс-

прессия  белка  NOX4  увеличилась  в  1,4–
2,0  раза  (рис.  2а).  Фактор  транскрипции 
NRF2 участвует в антиоксидантном ответе. 
Экспрессия  транскрипционного  фактора 
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NRF2 увеличилась в 1,5–2 раза через 24 ч 
(рис. 2б). Кратковременная активность фак-
тора NRF2,  скорее  всего,  связана  с  высво-
бождением  его  из  белковых  комплексов 
с  KEAP1  и  фосфорилированием  NRF2, 
депонированного  в  клетках.  Повышение 
активности через 24 ч инкубации является 
результатом ответа на повышение экспрес-
сии NOX4.

Окислительное повреждение и репара-
ция ДНК. Спустя  1–3  ч  инкубации  клеток 
с наночастицами  (5 нМ, 1,5 мкМ) уровень 
8-оксо-2’-дезоксигуанозина  (8-oxo-dG),  яв-
ляющегося  маркером  окислительного  по-
вреждения ДНК, увеличился в 1,8–2,7 раза 
(рис. 3а). Увеличение 8-oxo-dG может слу-
жить  причиной  разрывов  ДНК.  Уровень 
двухцепочечных разрывов ДНК был оценен 
по  концентрации фосфорилированного  ги-
стона  γH2AX. Спустя 1 ч инкубации с на-
ночастицами  уровень  γH2AX  увеличился 
в 1,5–1,8 раза, что коррелирует с изменени-
ями 8-oxo-dG (рис. 3б).

Уменьшение разрывов ДНК может быть 
обусловлено  активацией  генов,  участвую-
щих  в  репарации  ДНК.  Ключевым  геном 
репарации  является  ген BRCA1. В  резуль-
тате действия наночастиц (5 нМ, 1,5 мкМ) 
на  клетки  через  1–3  ч  экспрессия  белка 
BRCA1 увеличилась в 1,5–3,5 раза (рис. 4). 
Увеличение экспрессии белка BRCA1 в те-
чение 24 ч  объясняет  уменьшение двухце-
почечных разрывов через 24–72 ч после до-
бавления CeO2.

Основные  результаты  исследования 
можно  суммировать  следующим  образом: 
1)  стабилизированный  цитратом  нанораз-
мерный  диоксид  церия  не  проявляет  ток-
сичности  по  отношению  к  эмбриональным 
фибробластам  легких  человека  в  широ-
ком  диапазоне  концентраций  до  0,53  мМ; 
2) он быстро проникает в клетки в течение 
1–3  ч,  при  этом  увеличивается  экспрессия 
NOX4  и  NRF2;  3)  увеличение  экспрессии 
NOX4 приводит к окислительному повреж-
дению  ДНК  и  двухцепочечным  разрывам, 
что,  в  свою  очередь,  активирует  систе-
мы репарации; 4) как в низкой (5 нМ), так 
и  в  300  раз  более  высокой  концентрации 
(1,5  мкМ)  наночастицы  действуют  при-
мерно  с  одинаковой  эффективностью. Эф-
фекты диоксида церия развиваются доволь-
но  быстро  –  в  течение  24  ч  –  и  исчезают 
через 72 ч, что, предположительно, связано 
с удалением CeO2 из клеток.

Цитрат-анион  –  широко  используе-
мый  стабилизатор  наночастиц.  Несмотря 
на то что цитрат аммония – нейтральное ве-
щество, но в качестве стабилизатора он мо-
жет влиять на токсичность. Например, ци-
трат-стабилизированные наночастицы сере-

бра оказались более токсичными для керати-
ноцитов  человека,  чем  стабилизированные 
полиэтиленгликолем [6]. Однако на клетках 
гепатомы наночастицы серебра, стабилизи-
рованные цитратом и полиэтиленгликолем, 
проявили  схожую  токсичность  [7].  Кроме 
того, на токсичность влияет и способ при-
готовления суспензии. Цитратное покрытие 
не  мешало  связыванию  олигонуклеотидов 
с  золотыми  наночастицами,  однако  боль-
шое количество цитрата на поверхности зо-
лотых частиц увеличивало их токсичность, 
хотя и не влияло на проникновение в эндо-
телиальные или эпителиальные клетки [8]. 
Авторами  не  найдено  работ,  посвященных 
оценке  токсичности  цитрат-стабилизиро-
ванного  диоксида  церия  по  отношению 
к  клеткам  человека. На фибробластах  мы-
шей цитрат как стабилизатор диоксида це-
рия  проявлял  токсичность  по  сравнению 
с  полиакриловой  кислотой  [9].  Согласно 
полученным  данным,  цитрат  как  стабили-
затор диоксида церия является безопасным, 
а  цитрат-стабилизированные  наночастицы 
проявляют в целом цитопротекторные свой-
ства. Поскольку эффекты наночастиц разви-
ваются достаточно быстро (в течение 1 ч), 
можно  предположить,  что  цитрат  не  пре-
пятствует проникновению в фибробласты.

Наночастицы диоксида церия вызывают 
активацию экспрессии NOX4 [10]. Фермент 
NOX4  катализирует  продукцию  суперок-
сидного анион-радикала и пероксида водо-
рода,  что  ставит  его  в  один  ряд  с  важней-
шими  окислительно-восстановительными 
регуляторами.  Повышение  активности 
NOX4 приводит к активации противовоспа-
лительного ответа NRF2, тем самым клетка 
защищается  от  повреждения.  Негативный 
эффект  NOX4  заключается  в  окислитель-
ном  повреждении  ДНК  и  возникновении 
двухцепочечных разрывов. В свою очередь, 
в  ответ  на  повреждение  ДНК  происходит 
активация систем репарации. 

Относительно  токсичности  и  безопас-
ности наноразмерного диоксида церия в ли-
тературе имеются противоречивые данные. 
Исследования  на  культурах  альвеолярных 
эпителиальных  клеток  II  типа  у  крыс  сви-
детельствуют  о  провоспалительном  и  ок-
сидативном действии диоксида церия  [11]. 
В отношении клеток рака легких CeO2 вы-
зывал  выраженный окислительный  стресс, 
перекисное  окисление  липидов  и  повреж-
дение  мембран.  Ченг  с  соавт.  показали, 
что  наночастицы  CeO2  вызывают  повреж-
дение  и  апоптоз  в  клетках  гепатомы чело-
века  посредством  окислительного  стрес-
са  и  активации  сигнальных  путей  MAPK 
[12]. Токсическое действие CeO2 на клетки 
аденокарциномы  легких  было  продемон-
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стрировано Митталом с соавт. [13]. Напро-
тив,  в  исследовании  клеток  рака  яичников 
и толстой кишки человека CeO2 продемон-
стрировал  антиоксидантные и противовос-
палительные свойства [14]. Одновременное 
введение  CeO2  и  ацетата  свинца  снижало 
генотоксичность, воспаление и образование 
АФК,  восстанавливая  целостность  геном-
ной ДНК [15].

Заключение
Активный  участник  биохимических 

реакций  с  участием  АФК,  диоксид  церия 
проявляет  свою  окислительно-восстанови-
тельную  активность  в  клетках,  регулируя 
АФК-зависимые пути и активируя экспрес-
сию NOX4. В течение 24 ч разворачивается 
каскад  событий,  включающий окислитель-
ную  модификацию  ДНК  и  двухцепочеч-
ные  разрывы  и  одновременно  активацию 
защитных  систем:  антиоксидантного  пути 
NRF2 и систем репарации ДНК. Таким об-
разом,  стабилизированный цитратом диок-
сид церия можно рассматривать  как  веще-
ство  с  кратковременным  противовоспали-
тельным действием.
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