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БИОТЕХНОЛОГИИ

Углеродные точки (УТ) — новый класс угле-
родных наноматериалов. УТ достаточно просто 
и дёшево синтезировать, они хорошо раство-
римы в воде и биосовместимы. В отличие от 
квантовых точек, они нетоксичны, не содержат 
металлов, состоят из карбоксильных групп: C 
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Углеродные точки (УТ), получаемые методами микроволнового или гидротер-
мального синтеза, представляют собой низкотоксичные полупроводниковые 
наночастицы на основе углерода, которые можно использовать для визуализа-
ции биологических объектов и для терапии опухолей. Для придания УТ новых 
функциональных свойств в биомедицинских целях используется покрытие 
поверхностно-активными веществами (ПАВ), в частности полоксамерами или 
плюрониками, которые являются блок-сополимерами полиоксиэтилена и по-
лиоксипропилена. Для оценки степени цитотоксичности УТ без покрытия и с 
ПАВ-покрытием из полоксамера проводили эксперименты in vitro на клеточных 
линиях глиобластомы мыши М6 и эмбриона почки человека HEK293. Подсчёт 
числа жизнеспособных клеток (МТТ-тест) и морфологические исследования пока-
зали, что УТ в концентрациях 0.45 и 0.88 мг/мл без ПАВ-покрытия не оказывали 
значимого ингибирующего действия на клетки HEK293 и М6. УТ в концентрации 
0.65 мг/мл с ПАВ-покрытием (1 % раствор полоксамера) значимо снижали мета-
болическую активность клеток HEK293 и М6. Таким образом, применение УТ с 
ПАВ-покрытием снижает метаболическую активность клеток, что в сочетании с 
их люминесцентными свойствами может быть использовано для одновременной 
терапии и диагностики опухолей.
Ключевые слова: глиобластома; HEK293; углеродные точки; полоксамер; цитоток-
сичность

Адрес для корреспонденции: verakudelkina8047@gmail.
com. Куделькина В.В. 
DOI 10.47056/0365-9615-2024-178-10-503-508

(53.93 %), H (2.56 %), O (40.33 %) и N (1.20 %) 
[1]. Методами сканирующей и просвечивающей 
электронной микроскопии установлены их раз-
меры — от 2 до 100 нм [2]. УТ электропровод-
ны, фотохимически и термически стабильны, 
безопасны для окружающей среды [3]. УТ также 
подходят для химической модификации органи-
ческими, полимерными, неорганическими или 
биологическими материалами. Они обладают 
фотолюминесценцией от синего до оранжевого 
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цвета при возбуждении УФ или синим светом. 
Люминесценцию УТ модулируют путём их свя-
зывания с N, S, F, Se и др. [4].

УТ исследуют для визуализации биологи-
ческих объектов, в качестве биозондов и био-
сенсоров, для измерения внутриклеточного рН, 
концентрации глюкозы и для доставки лекар-
ственных веществ [5,6]. В составе компо зитов 
их применяют для доставки генов, фототер-
мальной и фотодинамической терапии опухо-
лей [5]. Перспективны УТ как тераностику-
мы — лечение с одновременной диагностикой, 
визуа лизацией клеток опухоли [6,7], в МРТ-кон-
трастировании, интраоперационной визуали-
зации тканей опухоли. УТ могут специфично 
накапливаться в опухоли, что способствует 
визуализации опухолевого узла, можно оце-
нить выраженность гибели опухолевых клеток 
[8]. УТ связывают с гадолинием [7], аптамера-
ми, макромолекулами, антителами, поверхност-
но-активными веществами (ПАВ), что придаёт 
им бóльшую функциональность и способствует 
селективной доставке УТ и связанных с ними ле-
карственных и диагностических агентов [9,10].

Глиобластома — диффузная глиома взрос-
лых IDH-дикого типа, 4 степени злокачествен-
ности, имеет агрессивное течение и крайне 
неблагоприятный прогноз [11]. Медианная про-
должительность жизни больных глиобластомой 
без лечения обычно составляет 3 мес [12], после 
стандартной терапии — около 21 мес. Поэтому 
поиск новых подходов к её диагностике и лече-
нию по-прежнему актуален. Считается, что ГЭБ 
в опухолях головного мозга частично нарушен. 
Существуют факторы, как способствующие про-
никновению лекарств и диагностикумов, так и 
препятствующие этому. Как правило, не более 
1–2 % лекарственных веществ достигает тканей 
интрацеребральных опухолей [13]. Отметим, что 
мочевина, из которой обычно синтезируют УТ, 
может свободно диффундировать через ГЭБ — 
через специальные каналы, представленные в 
основном белком аквапорином-9 [14], что может, 
вероятно, также способствовать преодолению 
ими ГЭБ и их накоплению в тканях опухоли.

При выборе лекарственных веществ и ди-
агностикумов важно не только высокое их на-
копление в тканях опухоли, но и снижение или 
устранение токсических эффектов. Клетки эмб-
риональной почки человека HEK293 применя-
ют в качестве биологической модели в системе 
доклинического скрининга на цитотоксичность 
диагностических и лекарственных веществ.

Полоксамеры представляют собой неионо-
генные триблок-сополимеры, состоящие из цен-

тральной гидрофобной цепи полиоксипропиле-
на, окружённой двумя гидрофильными цепями 
полиоксиэтилена. Их применяют для повыше-
ния растворимости в воде гидрофобных ве-
ществ. Полоксамеры встраиваются в клеточные 
мембраны, изменяют их механические свойства 
и влияют на их микровязкость [15]. Мембраны 
становятся более жёсткими, при этом их размер 
или жизнеспособность клеток не изменяется 
[16]. Добавление полоксамеров в биореакто-
ры приводит к менее стрессовым условиям 
для клеток благодаря его амортизирующему 
действию. Из-за особенностей мембран опухо-
левых клеток полоксамеры преимущественно 
воздействуют на них, чем на мембраны других 
клеток организма. Поэтому применение УТ с 
ПАВ-покрытием перспективно и может повы-
сить их накопление в тканях опухолей.

В данной работе мы оценивали противоопу-
холевое действия УТ с ПАВ-покрытием на 
клеточную линии глиобластомы мыши М6, а 
также их цитотоксический эффект на клеточ-
ную линию эмбриона почки человека HEK293.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследуемые вещества. Коллоидные водные 
растворы УТ получали, используя в качестве 
прекурсоров мочевину и лимонную кислоту 
(источники атомов С и N). УТ были сферической 
формы, в водном растворе имели рН 5.5–6.0, 
наиболее вероятностный размер 6 (4; 9) нм, 
дзета-потенциал -15 мВ и эффективную фото-
люминесценцию при возбуждении УФ-светом 
(рис. 1). Синтез УТ проводили при растворе-
нии 300 мг мочевины (pure, Reakhim) и 150 мл 
лимонной кислоты (pure, Reakhim) в 5 мл дис-
тиллированной воды. Температура синтеза УТ 
составила 180 ºС при 1200 об/мин, время синте-
за — 15 мин. После синтеза УТ охлаждали до 
55 ºС, синтез проходил в виалах G10. Суспензию 
УТ очищали диализом в деионизированной воде 
через мембраны MWCO 500 Да в течение 6 ч. 
Размер УТ изучали методом просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ) на приборе 
JEOL JEM-2100 с разрешением 0.19 нм. Перед 
добавлением к клеточным линиям УТ растворя-
ли до указанных концентраций в полной куль-
туральной среде или в полной культуральной 
среде с 1 % неионным ПАВ полоксамером F68 
(Sigma-Aldrich), выдерживали 10 мин перед 
внесением в лунки с клетками.

Объекты исследования. Иммортализован-
ные клетки эмбриона почки человека HEK293 
и линия клеток глиобластомы мыши М6 были 
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получены из "Коллекции экспериментальных 
опухолей нерв ной системы и нейтральных опу-
холевых кле точных линий" (НИИМЧ им. акад. 
А.П.Авцына).

Культивирование клеточных линий. Пе-
ревиваемые линии клеток НЕK293 и М6, хра-
нящихся в атмосфере жидкого азота, размора-
живали и субкультивировали в пластиковых 
флаконах, затем в течение 24 ч на 96-луночных 
планшетах (Sovtech) в количестве 104 клеток 
на лунку. Клетки культивировали в полной 
культуральной среде Imdm gluta max (Gibco) 
с добавлением 10 % фетальной телячьей сы-
воротки (HyClone), 0.1 мг/мл пенициллина и 
стрептомицина (Gibco), при 37 ºС, в атмосфере 
5 % CO2 и 95 % воздуха.

Оценка токсичности УТ (МТТ-тест). Ме-
таболическую активность клеточных линий 
оценивали по восстановлению солей тетразолия 
(Sigma) и морфологически. Концентрации УТ 
без ПАВ составили 0.45 и 0.88 мг/мл, с ПАВ — 
0.65 мг/мл. Для оценки цитотоксичности ПАВ к 
клеточным линиям добавляли раствор 1 % по-
локсамера. В контрольные лунки с клеточными 
линиями добавляли только полную культураль-
ную среду. Через 72 ч после инкубации с иссле-
дуемыми веществами морфологически (рис. 2) 
оценивали пролиферацию клеток с помощью 
инвертированной микроскопии (Axiovert, Zeiss) 
и проводили цитотоксический МТТ-тест, кото-
рый отражает метаболическую активность кле-
ток. Для МТТ-теста в лунки добавляли 0.02 мл 
5 % раствора МТТ-реагента. После 2 ч инкуба-
ции среду удаляли из лунок и в каждую лунку 
добавляли 0.2 мл ДМСО. После полного раство-
рения кристаллов формазана проводили спек-
трофотометрию образцов на микропланшетном 
ридере (Anthos 2010) при длине волны 495 нм. 
Долю жизнеспособных клеток рассчитывали по 

формуле: Dо/Dк × 100 %, где Dо — оптическая 
плотность раствора в опытной группе, Dк — в 
контрольной группе.

Статистический анализ. Полученные дан-
ные анализировали в программе Statistica 8.1 
(StatSoft, Inc.). Характер распределения анали-
зируемых параметров в выборках оценивали с 
помощью непараметрического H критерия Кру-
скала—Уоллиса, с последующим применением 
попарного сравнения с критерием Данна при 
p < 0.05. Данные представляли в виде медианы 
(Ме) и квартилей (Q1; Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
По результатам МТТ-теста медианы метаболи-
ческой активности интактных клеточных линий 
(контроль) и после инкубации с 1 % полоксаме-
ром составили практически 100 % в пределах 
статистических отклонений. УТ в концентра-
ции 0.45 и 0.88 мг/мл, растворённые в полной 
питательной среде, не оказывали значимого 
ингибирующего действия на клетки HEK293 
и М6 (рис. 2; таблица). УТ в концентрации 
0.65  мг/ мл с ПАВ-покрытием статистически 
значимо снижали метаболическую активность 
клеток HEK293 по сравнению с их большей 
концентрацией (0.88 мг/мл) без ПАВ. Метабо-
лическая активность клеток снижалась (11 %). 
Анализ множественных сравнений показал 
ингибирую щее воздействие УТ (0.65 мг/мл) с 
ПАВ-покрытием на опухолевые клетки глио-
бластомы мыши М6. Метаболическая актив-
ность клеток также снизилась как по сравнению 
с контролем (12 %), так и с УТ в меньшей дозе 
(0.45 мг/мл) без ПАВ (12 %).

Таким образом, УТ в концентрациях 0.45 и 
0.88 мг/мл не оказывали ингибирующего дей-
ствия ни на клетки глиобластомы мыши М6, ни 

Рис. 1. Пробирка из нефлуоресцентного пластика с УТ при освещении УФ-светом (а), изображение УТ в ПЭМ 
(б) и распределение УТ по размерам по данным ПЭМ (в).
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на клетки эмбриона почки человека HEK293 
в системе in vitro. В то время как УТ с ПАВ в 
концентрации 0.65 мг/мл ингибировали и клет-
ки М6, и клетки HEK293.

Полученные нами результаты, свидетель-
ствующие об отсутствии цитотоксичности у 
УТ без ПАВ-покрытия, хорошо согласуются с 
данными работы [17], в которой показано, что 
УТ (диапазон концентраций 0.1–2 мг/мл), по-
лученные гидротермальным методом из лимон-
ной кислоты, не оказывали цитотоксического 
действия ни на клетки глиобластомы, ни на 
клетки почки, в то время как токсичность УТ, 
синтезированных с использованием в качестве 
прекурсоров различных специй растительного 
происхождения, возрастала в концентрациях от 
0.5 до 2 мг/мл.

В экспериментах с добавлением 1 % полок-
самера УТ могли быть заключены в мицеллы 
из его молекул, что способствовало лучшему 
проникновению и накоплению УТ в клетках 
и снижению их метаболической активности. 
Предполагают, что данный ПАВ способствует 
проникновению наночастиц через ГЭБ, и эф-
фективность терапии пациентов с опухолями 
головного мозга повышается [18]. В кровотоке 
на поверхности наночастиц, покрытых ПАВ, 
аполипопротеины крови лучше адсорбируются, 
что способствует преодолению ГЭБ. В зависи-
мости от условий среды (температуры, концен-
трации и т. д.) для полоксамеров характерно 
образование мицелл и фазовые переходы. На-
ночастицы, мицеллы могут блокировать ион-
ные каналы клеток, изменять внутриклеточные 

Доля метаболически активных клеток эмбриональной почки HEK293 и глиобластомы мыши М6 при 
воздействии исследуемых веществ (Ме (Q1; Q3), %)

Условие опыта Клеточные линии
HEK 293 М6

Контроль (без УТ) 100 (82; 106) 100 (94; 102)
1 % полоксамер 100 (86; 103) 100 (94; 100)
УТ 0.45 мг/мл 95 (84; 99) 100 (94; 104)
УТ 0.88 мг/мл 93 (87; 108) 90 (82; 96)
УТ + 1 % полоксамер 0.65 мг/мл 82 (77; 87)о 88 (74; 90)*+х

Примечание. *р = 0.002 по сравнению с контролем, +р = 0.0002 по сравнению с УТ 0.45 мг/мл, ор = 0.046 по 
сравнению с УТ 0.88 мг/мл, хр = 0.002 по сравнению с 1 % полоксамером.

Рис. 2. Клеточные линии эмбриональной почки HEK293 и глиобластомы мыши М6 in vitro без воздействия (а, 
б) и после инкубации с 1 % полоксамером (в, г), с УТ 0.88 мг/мл (д, е), УТ 0.45 мг/мл (ж, з) и УТ 0.65 мг/мл с 
1 % полоксамером (и, к). Инвертированная микроскопия, × 100.
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сигнальные пути, ионный гомеостаз, pH, это 
способствует эффективности противоопухоле-
вой терапии [19].

Поскольку УТ могут быть получены из раз-
ных веществ, они будут различаться по цито-
токсичности [17]. Сообщалось о возрастающей 
противоопухолевой активности УТ в концен-
трациях от 0.05 до 5 мг/мл [19]. Известно, что 
под воздействием лазерного излучения ближне-
го инфракрасного диапазона 808 нм УТ могут 
приводить к иммуногенной гибели опухоле-
вых клеток и индуцировать высвобождение 
молекулярных клеточных структур, связанных 
с повреждением [20]. Таким образом, можно 
увеличить противоопухолевую активность УТ 
при условии накопления их в клетках опухоли, 
чему может способствовать ПАВ. Поскольку, 
согласно данным наших экспериментов, ин-
кубация клеток с УТ или ПАВ не оказывала 
цитотоксического эффекта в исследуемых до-
зах ни на клетки глиобластомы, ни на клетки 
эмбриональной почки, это подтверждает неток-
сические свойства чистых УТ, полученных экс-
прессным методом микроволнового синтеза. В 
то же время УТ с покрытием из 1 % полоксамера 
значимо снижали метаболическую активность 
как клеток опухоли, так и эмбриональной почки. 
При этом сама по себе добавка такой же кон-
центрации полоксамера практически не влияла 
на жизнеспособность клеток. Это указывает 
на возможный механизм проникновения УТ с 
полоксамерным покрытием через клеточную 
мембрану. В случае с клетками глиобластомы 
это можно использовать для дальнейшего со-
вершенствования противоопухолевых препа-
ратов, а в сочетании с фотолюминесцентными 
свойствами УТ — и для разработки методов 
тераностики данного вида опухоли мозга.

Работа выполнена на научной базе "Кол-
лекция экспериментальных опухолей нервной 
систе мы и клеточных линий нейральных опухо-
лей" под руководством д-ра биол. наук А.М.Ко-
сыревой.

Работа выполнена при поддержке Мин-
обрнауки России (государственное задание 
123030700107-4 "Клеточные и молекулярно-
био логические механизмы прогрессирования 
опухолей головного мозга").
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