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изображения с достаточно высокой скоростью, при этом отличаясь помехоустойчивостью; 

в частности, возможна обработка кадров, на которых зрачок частично закрыт веками. 

Разработанная система видеонистагмографии позволит  точно фиксировать горизон-

тальные, вертикальные и круговые движения глаз, а так же реакцию зрачка в ответ на ве-

стибулярные раздражения, регистрировать взаимодействия глаза и века в норма и в пато-

логии, математически обработать данные в режиме реального времени. Отсутствие элек-

тродов даст возможность   большей экономии времени для обследования. 
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Аннотация.. Наночастицы поглощаются клетками карциномы Эрлиха в условиях in vitro, не оказы-

вая цитотоксического эффекта. Мягкая трипсинизация клеток изменяет свойства клеточной мембраны, 

увеличивая ее адгезивность, оцененную методом атомно-силовой микроскопии,  и способствуя интерна-

лизации наночастиц.  

 

Исследовано взаимодействие флуоресцентных наночастиц CdSe/ZnS, покрытых  

функционализирующей оболочкой из цистеина, с  клетками перевиваемой мышиной опу-

холи асцитной карциномы Эрлиха в условиях in vitro. Работа направлена на поиск ста-

бильного нетоксичного флуоресцентного маркера для опухолевых клеток. Использование 

в качестве клеточной модели перевиваемой экспериментальной опухоли обусловлена тем, 

что она будет применятся авторами в дальнейшем в качестве модели клеток, способных 

расти в организме животного. Стабильный нетоксичный флуоресцентный маркер расши-

рит возможности изучения межклеточных взаимодействий как  in vitro, так и in vivo. 

Охарактеризована динамика проникновения наночастиц в клетки, исследовано влия-

ние обработки клеток протеолитическим ферментом трипсином на свойства клеточной 

мембраны и поглощение наночастиц.  

Анализ препаратов показывает, что уже через 5 мин после начала инкубации кле-

точной суспензии с наночастицами последние концентрировались вблизи клеток, посте-

пенно оседая на их поверхности (рис. 1А).  Через 20 мин наночастицы были хорошо вид-

ны в виде ярко флуоресцирующих крупных глобулярных конгломератов округлой формы 
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(рис. 1 B); в течение последующих 10 мин значительных изменений морфологической 

картины не наблюдалось (рис. 1 C). Через 60 мин инкубации флуоресценция внутри кле-

ток становилась более равномерной, видна мелкая ярко флуоресцирующая зернистость 

(рис. 1 D). Различная интенсивность флуоресценции в разных клетках свидетельствует о 

том, что их способность поглощать наночастицы не одинакова: на препаратах встречались 

клетки как с очень яркой флуоресценцией по всему объему, так и с очень слабо светящей-

ся областью вблизи мембраны, а также промежуточные формы. Так как в течение 30 мин 

окрашивания наночастицы концентрировались на клетках  в виде гранул или скоплений, 

можно предположить, что их адсорбция и поглощение происходит в определенных участ-

ках клеточной мембраны. Затем, проникнув в клетку, наночастицы распределяются в ци-

топлазме более равномерно (рис. 1 D). Манипуляции с клетками (отмывки, перенос в ин-

кубационную среду) сопровождались клеточным стрессом, признаком чего являлся мем-

бранный блеббинг, однако при инкубировании с наночастицами большинство клеток со-

храняли целостность и округлую форму ядра, не фрагментируясь на апоптотические тель-

ца.  

Процесс поглощения наночастиц разделяют на три основные стадии: эндоцитоз, 

распределение в ранних эндосомах и транслокация в поздние эндосомы и лизосомы [1, 2]. 

Вероятно, что скорость и интенсивность первой стадии  в значительной степени должны 

зависеть от способности наночастиц сорбироваться на клеточной мембране. Наблюдаемая 

нами морфологическая картина свидетельствует о тропности наночастиц, покрытых ци-

стеином, к мембране клеток. Возможно, сорбции способствует наличие заряженных групп 

на оболочке  использованных наночастиц, что благоприятствует  электростатическому 

взаимодействию с противоположно заряженными группами на клеточной мембране. 

Можно предположить, что основной вклад во взаимодействие с отрицательно заряженной 

клеточной мембраной вносят положительно заряженные аминогруппы цистеина. Действи-

тельно, в экспериментах Harush-Frenkel с соавт. поглощение наночастиц  зарегистрирова-

но через 5 мин инкубации, причем положительно заряженные частицы поглощались клет-

ками HeLa более интенсивно [3]. Однако наличие положительно заряженных групп не 

всегда ведет к инициации механизмов клеточного поглощения. В исследовании Zhang  и 

соавторов CdTe/CdS наночастицы диаметром ~ 6 нм,  cтабилизированные L-цистеином, в 

течение 1 часа не входили в клетки HeLa (люминесцентная микроскопия  в этом случае не 

выявила также абсорбции наночастиц  на мембране клеток), если не были конъюгированы 

с антителами к CD67 [4].  В нашей работе образующиеся крупные гранулы достаточно 

быстро (в течение 1 часа) разрушались до более мелкой зернистости. Один из механизмов 

мелкодисперстного распределения в цитоплазме предложен Duan и Nie [5], которые  пока-

зали, что несущие положительные заряды наночастицы могут выходить из лизосом и рав-

номерно распределяться в цитозоле. Эти авторы предложили  конструкцию наночастиц с 

покрытием из ПЭГ-связанного полиэтиленимина, равномерно распределеляющихся в ци-

топлазме. В данном случае высокий положительный заряд аминных групп на оболочке 

наночастицы обеспечивает  «эффект протонной губки», который ведет к абсорбции про-

тонов в кислых органеллах, возрастанию осмотического давления в лизосомах, их набуха-

нию, разрушению и выходу содержимого в цитозоль [5].  Би
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Рисунок 1 – Клетки АКЭ, различное время окрашивания  наночастицами 

CdSe/ZnS/цистеин: А –5 мин; B – 20 мин; C – 30 мин; D – 60 мин; изображения получены 

наложением снимков поля зрения в люминесцентном  и обычном объективе 

Исследовали влияние обработки клеток трипсином на жизнеспособность клеток, по-

глощение ими наночастиц и свойства клеточной мембраны. Жизнеспособность клеток 

оценивали после их обработки трипсином и инкубации с наночастицами. Результаты, 

представленные в таблице 1, показывают, что десятиминутная обработка трипсином не 

повлияла на жизнеспособность клеток, в то время как при 20-минутной обработке выяв-

лялся цитотоксический эффект трипсина: жизнеспособность снизилась по сравнению с 

контролем на 15,0%, составив 75,6 ± 1,6%.  Инкубация с наночастицами не внесла допол-

нительного вклада в снижение жизнеспособности.  

При обработке трипсином в клетках наблюдалось слабое свечение цитоплазмы и бо-

лее яркая флуоресценция мембраны (рис 2, А). После 10-минутной трипсинизации флуо-

ресценция была несколько ярче, при этом встречались клетки с очень ярким свечением по 

всему объему (рис. 2, В). После 20-минутной обработки клеток трипсином поглощение 

ими наночастиц заметно усиливалось, их флуоресценция после инкубации с суспензией 

квантовых точек была значительно интенсивнее, чем в клетках, не обработанных трипси-

ном или обработанных этим препаратом в течение 10-ти минут (рис. 2, С). Для того чтобы 

дифференцировать живые клетки от погибших и проанализировать поглощение наноча-

стиц живыми клетками, клетки в суспензиях были окрашены трипановым синим. При та-

кой обработке наблюдается заметное снижение яркости свечения клеток, что, вероятно, 

объясняется  тушением внеклеточной флуоресценции наночастиц (в том числе наноча-

стиц, адсорбированных на мембране, но не вошедших в клетки) и флуоресценции погиб-

ших клеток, в которые проникает трипановый синий. Клетки, окрасившиеся трипановым 

синим, начинают светиться в красной области, что обусловлено флуоресценцией ком-

плекса этого красителя, проникшего в клетки, с цитоплазматическими белками [6, 7]. В 

целом, рис. 3 демонстрирует, что более яркая флуоресценция трипсинизированных кле-

ток, по сравнению с не обработанными трипсином, сохраняется и после окраски трипано-

вым синим.  Это свидетельствует, что живые клетки после трипсинизации более интен-

сивно поглощают наночастицы, а, следовательно, флуоресцируют ярче.  
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Рисунок 2 – Клетки АКЭ, окрашивание  наночастицами CdSe/ZnS/цистеин после трипси-

низации, люминесцентная микроскопия: А – без обработки трипсином; В – трипсинизация 

10 мин; С – трипсинизация 20 мин. Справа - обработка трипановым синим после 

окрашивания наночастицами, слева - без обработки трипановым синим 

Таким образом, после обработки трипсином изменяются свойства поверхности опу-

холевых клеток, уменьшается их жесткость и увеличивается адгезия клеточной мембраны 

к объекту зондирования поверхности. 

Полученные нами результаты свидетельствуют, что трипсин-чувствительные сайты 

на мембранах участвуют в регуляции процесса поглощения. Так как нарушение их струк-

туры протеолитической обработкой ведет к усилению абсорбции и поглощения наноча-

стиц, вероятно, эти структуры ограничивают проникновение наноразмерных объектов в 

клетку, играя барьерную роль и оказывая влияние на связывание наночастиц с мембраной. 

Один из предполагаемых механизмов может быть следующим. Первым шагом процесса 

интернализации является адсорбция частиц на мембране. При изучении процессов ад-

сорбции высокомолекулярных белков плазмы крови на мембранах эритроцитов показано, 

что обработка этих клеток трипсином приводит к увеличению показателя адсорбции. По-

лагают, что под воздействием трипсина происходит протеолиз наружных фрагментов 

мембранных белков и образование на поверхности мембраны заряженных группировок, 

на которых может осуществляться адсорбция [8]. Возможно, что подобное увеличение за-

ряда поверхности клеток, обработанных трипсином, является причиной более интенсив-

ного поглощения наночастиц. В пользу этого предположения свидетельствуют и получен-

ные нами  помощью АСМ данные об увеличении адгезивности клеточной мембраны. 

Кроме того, протеолитическое расщепление также может обуславливать активацию 
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структур, участвующих в рецепции и трансмембранном переносе, например, трипсин спо-

собствует активации эпителиальных натриевых каналов  [9, 10]. Однако не ясно,  может 

ли подобный процесс иметь значение для усиления адсорбции и поглощения наночастиц. 
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Аннотация. Устройства медицинского назначения являются важным компонентом обеспечения ме-

дицинской помощи и улучшения здоровья населения. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 

признает это. Улучшение здоровья многих людей связано с недавно открывшимися возможностями про-

гнозировать, предотвращать, диагностировать, а также лечить при помощи технологий, ставшими доступ-

ными лишь в последние десятилетия, когда отмечается экспоненциальный рост наименований устройств 

медицинского назначения. Однако, несмотря на быстрый научно-технический прогресс, не всѐ население 

Республики Беларусь может либо хочет пользоваться этими новшествами. Для этого есть несколько при-

чин.  

 

Согласно [1], промышленность, возможно, в состоянии поставлять медицинские ди-

агностические устройства, способные удовлетворить потребности всего мира. Но зача-

стую наблюдается беспорядочное разнообразие таких устройств, которые приобретаются 

без необходимости или необдуманно, применяются без соблюдения мер безопасности, 

применяются неэффективно с точки зрения целей, для которых они предназначались, или 

даже не применяются вообще. 

Кроме того, недостаточное количество информации о потребности, которая будет 

удовлетворяться диагностическим устройством, влияет на функциональные характеристи-
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Harush-Frenkel%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Debotton%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benita%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Altschuler%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harush-Frenkel%20%20%20%20Debotton%20%20N%20Benita%20S%20%20%20Altschuler%20Y##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harush-Frenkel%20%20%20%20Debotton%20%20N%20Benita%20S%20%20%20Altschuler%20Y##



