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Ранее нами был разработан новый альтернативный 
подход для внеклеточного синтеза квантовых то-
чек CdS с использованием биологических матриц, по-
лученных на основе бактерии Escherichia coli, гри-
ба Pleurotus ostreatus и растения Linaria maroccana. 
Полученные наночастицы обладают устойчивыми 
люминесцентными свойствами и имеют диапазон 
размеров от 2 до 10 нм в диаметре. В данной работе 
представлены результаты исследования цитотокси-
ческого/цитостатического воздействия, пролифера-
тивной активности, адгезивной способности синте-
зированных квантовых точек CdS на клетки HeLa 
(рак шейки матки человека), опухолевые клетки 
Т- и B-лимфоцитов человека, линию опухолевых 
клеток AGS (рак желудка) с использованием МТТ-
mecma и проточной цитометрии. Обнаружено, что 
квантовые точки CdS, полученные методом «зеле-
ного» синтеза, имеют более низкую токсичность 
по сравнению с неорганическим сульфидом кадмия, 
что делает их привлекательными в качестве нового 
типа нетоксичных люминесцентных зондов для био-
визуализации в цитологических исследованиях. 

Ключевые слова: квантовые точки, сульфид кадмия, 
цитотоксичность, опухолевые клетки, пролифератив-
ная активность, адгезивная способность. 

Введение. Квантовые точки представляют со-
бой люминесцентные полупроводниковые час-
тицы, которые могут быть использованы в 
качестве новых флуоресцентных зондов [1]. 
По сравнению с обычными органическими 
красителями квантовые точки обладают уни-
кальными фотофизическими свойствами: на-
страиваемое по яркости свечение, интенсив-
ность флуоресценции, устойчивость к фото-
обесцвечиванию и одновременное возбуждение 
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нескольких цветов флуоресценции. Кроме то-
го, квантовые точки получают для различных 
биологических применений, включая иммуно-
гистохимическое детектирование, доставку ле-
карств и терапию, визуализацию и отслежива-
ние одиночных молекул [2, 3]. 

Среди различных полупроводниковых ма-
териалов квантовые точки Сс15 являются наи-
более важной группой полупроводников II— 
VI групп, которые детально изучены из-за их, 
зависящей от размера, фотолюминесценции, 
перестраиваемой по видимому спектру. Фак-
тически, основной интерес к изучению кван-
товых точек Сс15 связан с их фотолюминес-
центными свойствами, которые делают их при-
годными для биологических и биомедицинс-
ких исследований [4]. 

Получение квантовых точек Сс15 проводи-
ли с использованием различных химических 
методов, а именно: микроволновый нагрев, 
микроэмульсионный синтез и ультразвуковое 
облучение [5,6]. Однако, химические методы 
требуют дорогостоящих установок, высокоток-
сичных реактивов и в результате производят 
большое количество токсичных отходов, загряз-
няющих окружающую среду. Поэтому альтер-
нативный подход предполагает использование 
биологических систем для синтеза наномате-
риалов [7]. Живые организмы обладают уни-
кальным потенциалом для получения нано-
частиц различной формы и размеров. В част-
ности, нами ранее успешно внеклеточно син-
тезированы наночастицы сульфида кадмия с 
использованием в качестве матриц различных 
живых организмов, а именно — бактерии, гри-
бы и растения [8-12]. Культуры клеток, ис-
пользуемые для синтеза наночастиц, легко вы-
ращивать в лабораторных условиях, они без-
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опасны для окружающей среды и продуцируют в 
короткий срок большое количество биомассы. 

Однако вопрос цитотоксичности квантовых 
точек имеет важное значение для их последу-
ющего практического использования. Извест-
но, что токсичность квантовых точек опреде-
ляется их физико-химическими параметрами: 
размером, зарядом, стабильностью, а также хи-
мическим составом. Поэтому необходимо тща-
тельное тестирование квантовых точек CdS, 
полученных методом «зеленого» синтеза, отно-
сительно их токсического воздействия на раз-
личные типы клеток для возможности их 
дальнейшего биологического и биомедицин-
ского применения. 

Исходя из этого целью данного исследова-
ния была оценка возможного цитотоксичес-
кого эффекта полупроводниковых наночас-
тиц CdS, которые были синтезированы нами 
ранее [8—12]. Оценка цитотоксического/цито-
статического действия, пролиферативной ак-
тивности и адгезионных свойств проводилась 
с использованием клеток HeLa (рак шейки 
матки человека), трансформированных Т- и 
B-лимфоцитов человека и линии опухолевых 
клеток AGS (рак желудка). Цитотоксичность 
синтезированных наночастиц и жизнеспособ-
ность клеток исследовали с помощью МТТ-
анализа и проточной цитофлуорометрии. Бы-
ло сопоставлено токсическое воздействие на-
ночастиц CdS, полученных с использованием 
различных биологических матриц, с потенци-
альной токсичностью неорганического суль-
фида кадмия. 

Материалы и методы. Методика «зеленого» 
синтеза квантовых точек CdS, а также их фи-
зико-химические свойства подробно описаны 
в наших предыдущих работах [8—11]. Харак-
теризацию квантовых точек CdS проводили 
с использованием электронного микроскопа 
JEM-2100F (Япония) с ускоряющим напряже-
нием 200 кВ. Каждый образец диспергировали 
ультразвуком для отделения частиц. 

Концентрация наночастиц CdS, полученных 
с использованием бактерии Escherichia coli в 
стоковом растворе, была 3,6 мг/мл; с помощью 
гриба Pleurotus ostreatus — 3,75 мг/мл; с помо-
щью растения Linaria тагоссапа — 1,2 мг/мл. 
Концентрация соли CdS, полученной без до 
ставляла 4 мг/мл. 

Токсичность квантовых точек CdS изучали, 
используя следующие клеточные линии: транс-
формированные клетки HeLa (рак шейки мат-
ки); клеточная линия Namalwa (лимфома Бер-
китта); МТ-4 (Т-клеточная лейкемия); клеточ-
ная линия AGS (рак желудка). 

Инкубирование клеток HeLa проводили в 
стандартных условиях в термостате при 37 °С, 
100%-ной влажности, 5 % С02, с использова-
нием питательной среды RPMI («Sigma», США) 
с добавлением 10%-ной FBS («Sigma», США), 
2 мМ L-глутамина и 40 мг/мл гентамицина. 
Т- и В-лимфоциты ресуспендировали в среде 
(DMEM или RPMI-1640 («Sigma», США), с 
добавлением 10-15 % FBS («Sigma», США). 
Исследование митогенного воздействия кван-
товых точек по отношению к опухолевым клет-
кам проводили в стационарной фазе роста, 
когда большая часть клеток находилась в фа-
зе G0 клеточного цикла. Лимфоциты выделяли 
из периферической крови здоровых доноров 
путем центрифугирования в градиенте фи-
колл-верографина (р = 1,077 г/ст3) при 1000 g, 
в течение 40 мин. Лимфоциты в концентра-
ции 1 х Ю6/мл инкубировали на протяжении 
3 дней при 37 °С, 5 % С02 на питательной 
среде RPMH640 с добавлением 10 % FBS, 
200 мкМ/л L-глутамина; 100 мкг/мл пеницил-
лина и 100 мкг/мл стрептомицина. 

Цитотоксическое/цитостатическое действие 
CdS, их влияние на пролиферативную актив-
ность, и жизнеспособность клеток определяли 
с помощью МТТ-колориметрического метода 
[13]. Метод основан на способности митохонд-
риальных ферментов живых клеток трансфор-
мировать 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенилтетра-золиумбромид (МТТ) — желтую 
соль в нерастворимый формазан фиолетового 
цвета. С этой целью 20 мкл раствора МТТ 
(«Sigma», США) добавляли в лунки 96-луноч-
ных планшетов и инкубировали с клетками на 
протяжении 3 ч. После центрифугирования 
(1500 об/мин) удаляли супернатант. Затем 
100 мкл диметилсульфоксида («Sigma», США) 
добавляли в каждую лунку для растворения 
кристаллов формазана. Оптическое поглоще-
ние измеряли с помощью спектрофотометра 
(длина волны 540 нм). 

Токсичность квантовых точек CdS также изу-
чали, используя цитофлуориметрический ана-
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лиз. Известно, что клетки в фазе G2 + М 
содержат удвоенное количество ДНК и флуо-
рохрома соответственно по сравнению с фа-
зой G1/0 клеточного цикла. Количество ДНК 
в S-фазе постепенно увеличивается, что фик-
сируется прибором. Число импульсов на канал 
регистрируется на оси ординат: чем выше 
кривая в любой точке, тем больше клеток с 
соответствующим содержанием ДНК в этом 
канале. ДНК исследуемых клеток окрашивали 
пропидий иодидом (PI) — флуоресцентным 
красителем, который избирательно связыва-
ется с интеркалирующими сайтами в ДНК. 
Плотность клеток в образце составляла 106. 
Чтобы оценить пропорциональное количество 
клеток в разных фазах клеточного цикла (Gl/0, 
S, G2 + М) были построены гистограммы рас-
пределения с использованием математических 
программ ModFit LT 2.0 («BDIS», США). Для 
измерения флуоресценции PI использовали 
узкополосный фильтр 585/42 нм. 

Адгезионные свойства определяли по коли-
честву (в %) прикрепленных клеток, окрашен-
ных кристаллическим фиолетовым. Для этого 
исследованные клетки обрабатывали кванто-
выми точками CdS и положительным контро-
лем — биологическими матрицами, использу-
емые для синтеза квантовых точек CdS в 96-
луночных планшетах в течение 48 часов. Да-
лее клетки дважды промывали в PBS-буфере 
и фиксировали прикрепленные клетки в рас-
творе 70%-ного этанола. После этого образцы 
окрашивали кристаллическим фиолетовым в 
течение 15—30 мин, затем трижды промыва-
ли в PBS-буфере. Краситель растворяли в ди-
метилсульфоксиде, оптическое поглощение 
измеряли на длине волны 570 нм. 

Для определения выживаемости клеток 
HeLa под действием наночастиц CdS исполь-
зовали метод подсчета клеток после окраши-
вания трипановым синим. Выживаемость кле-
ток определяли как процент живых клеток 
после обработки наночастицами по сравне-
нию с соответствующим контролем (бактери-
альная, грибная и растительная матрицы, ис-
пользуемые для синтеза наночастиц). 

Люминесцентная микроскопия. Для изучения 
проникновения и внутриклеточной локализа-
ции синтезированных нами наночастиц клет-
ки инкубировали с квантовыми точками CdS 

«зеленого» синтеза: сравнительный анализ Ш 

Рис. 1. ТЕМ-микрофотография квантовых точек 
CdS (Escherichia coli) 

Рис. 2. ТЕМ-микрофотография квантовых точек 
CdS (Pleurotus ostreatus) 

Рис. 3. ТЕМ-микрофотография квантовых точек 
CdS (Ыпапа тагоссапа) 

на протяжении 48 ч. Для окрашивания кле-
точных ядер использовали 10 мкл ЭАР1 (4',6-
диамидино-2-фенилиндол) в фосфатном бу-
ферном солевом растворе и глицерине). 06-
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разцы анализировали с помощью люминесцент-
ного микроскопа Axiolmager Ml «Carl Zeiss» 
(Германия) с использованием фильтра для FITC 
и DAPI. Сравнение изображений, полученных 
с использованием фильтров DAPI и FITC, вы-
полняли с помощью программного обеспече-
ния Isis V 5.3 «Meta Systems» (Германия). 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием стандартного программного обеспе-
чения «Statistica 8.0». Для проверки среднего 
значения образцов, использовали t-критерий 
Стьюдента [14]. 

Результаты исследований и их обсуждение. Ха-
рактеристика синтезированных квантовых то-
чек CdS с помощью трансмиссионной электрон-
ной микроскопии (ТЕМ). С помощью метода 
ТЕМ была исследована морфология и крис-
таллическая структура наночастиц CdS (рис. 
1—3). Было показано, что квантовые точки, 
полученные методом «зеленого» синтеза, име-
ют сферическую форму, гладкую поверхность 
и диаметр в пределах 3—8 нм, в зависимости 
от используемой для их получения биологи-
ческой матрицы. Полученные наночастицы 
CdS фильтровали через стерильные фильтры 
Millipore для проведения дальнейших иссле-
дований по цитотоксичности. 

Цитотоксическое влияние квантовых точек 
CdS на клетки HeLa. Оценка цитотоксичнос-
ти квантовых точек имеет решающее значение 
для их дальнейшего практического примене-
ния в биологических и биомедицинских ис-
следованиях. Для этого, как правило, исполь-
зуют классический МТТ-анализ, позволяющий 
отобразить метаболическую активность внутри-

клеточных ферментов [15]. В нашем исследо-
вании была проанализирована токсичность трех 
типов квантовых точек CdS, синтезированных 
с использованием матриц, полученных на ос-
нове бактерии E.coli, гриба Р. ostreatus и расте-
ния L. тагоссапа. 

Значительный цитостатический эффект про-
демонстрировали квантовые точки CdS, полу-
ченные с использованием в качестве матри-
цы — E.coli. Обработка клеток HeLa этим ти-
пом наночастиц приводила к увеличению ко-
личества мертвых клеток в 2 и 2,8 раза по 
сравнению с отрицательным контролем. Пос-
ле обработки квантовыми точками CdS (Е. 
coli) апоптотический индекс клеток HeLa со-
ставлял 9,5 и 7,5 % в отрицательном контроле 
(таблица). Квантовые точки CdS, синтезиро-
ванные с использованием Р. ostreatus проде-
монстрировали антипролиферативный эффект — 
уменьшение количества клеток в сравнении с 
контролем составило 29,2 %. В то же время на-
блюдали ингибирование пролиферативной ак-
тивности опухолевых клеток, обработанных 
квантовыми точками CdS (L. тагоссапа), по 
сравнению с интактными клетками HeLa. Бы-
ли выявлены также апоптотические, цитоста-
тические и цитотоксические эффекты нано-
частиц. По сравнению с контролем наблюда-
ли 3- и 2-кратное увеличение апоптотического 
и цитостатического эффекта для CdS (L. та-
госсапа). В частности, до 21 % увеличилось 
количество мертвых клеток после обработки 
клеток HeLa квантовыми точками CdS (L. та-
госсапа), а апоптотический индекс клеток Heia 
достигал 17,5 % (таблица). 

Цитотоксическое/цитостатическое эффекты, индекс апоптоза 
и выживаемость клеток НеЬа после обработки квантовыми точками СМ8 

Показатели 
Интактные Неорганичес-

кий CdS 
(1,8 мг/л) 

Квантовые Квантовые Квантовые 
клетки Неорганичес-

кий CdS 
(1,8 мг/л) 

точки CdS точки CdS точки CdS 
(негативный 

Неорганичес-
кий CdS 
(1,8 мг/л) ( Е. coli) (Р. ostreatus) (L. тагоссапа) 

контроль) 

Неорганичес-
кий CdS 
(1,8 мг/л) (1,8 мг/л) (1,8 мг/л) (0,6 мг/л) 

Количество клеток (х 105) 2,4 0,1 0,8 1,7 1,9 
Изменение количества клеток (%) - 4 %* 33,3 %* 70,8 %* 79,2 %* 
Живые клетки (х 105) 2,1 0,02* 0,6* 1,6* 1,5* 
Мертвые клетки (х 105) 0,3 0,08 0,2 0,1 0,4 
Живые : мертвые (%) 91 ,3 :8 ,7 20,0:80,0* 75,0:25,0 94 ,1 :5 ,9 79,0:21,0 
Индекс апоптоза (%) 7,5 45,8* 9,5 8,9 17,5* 

Примечание. * - Р < 0,05 относительно контроля. 
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Рис. 4. Адгезионный потенциал клеток НеЬа после обработки квантовыми точками CdS (Е. соН) 
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Рис. 5. Адгезионный потенциал клеток НеЬа после обработки квантовыми точками CdS (Р. оьКеаШь) 

Молекулы клеточной адгезии играют зна-
чительную роль в прогрессировании рака и 
метастатическом процессе [16]. Важным пока-
зателем функционального состояния раковых 
клеток является их способность к межклеточ-
ной адгезии, которая вызывает врастание в со-
судистую систему и развитие метастазов. Сни-
жение адгезионной способности опухолевых 
клеток, по-видимому, коррелирует со сниже-
нием злокачественности опухолевых клеток. 
В этой связи также изучался адгезионный 
потенциал клеток Не La до и после обработки 
квантовыми точками CdS. Обработка клеток 
HeLa квантовыми точками, полученными с по-
мощью Е. coli, в высоких концентрациях (0,9— 
1,8 мг/л) приводила к снижению адгезионно-
го потенциала клеток, его показатели снижа-
лись с 70 до 20 % (рис. 4). 

В то время как адгезионный потенциал 
клеток НеЬа, обработанных неорганическим 
сульфидом кадмия в тех же концентрациях, до-
стигал 30 %. Нами было обнаружено, что кван-
товые точки CdS, синтезированные с помощью 
Р. ОБ&еаШБ, обладают свойствами, которые зна-
чительно уменьшают адгезионный потенциал 
клеток НеЬа по сравнению с неорганическим 
CdS. Было установлено, что различные кон-
центрации квантовых точек CdS (Р. озКеаШз) от 
0,1 до 1,8 мг/л снижают адгезионный потенци-
ал раковых клеток от 55 до 22 %. В то же время 
такие концентрации неорганического не 
изменяли существенно адгезионный потенциал 
клеток НеЬа. Значение адгезионного потенци-
ала составляло примерно 29 % и оно снижа-
лось лишь до 25 % при использовании высо-
кой концентрации неорганического CdS (рис. 
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Рис. 6. Адгезионный потенциал клеток НеЬа после обработки квантовыми точками CdS (Ь. тагоссапа) 
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Рис. 7. Уровень пролиферации клеток HeLa после обработки квантовыми точками CdS (Е. coli) 

5). Клетки HeLa после обработки квантовыми 
точками CdS (L. тагоссапа) в концентрациях 
от 0,037 до 0,6 мг/л имели тенденцию поддер-
живать высокий уровень адгезионной способ-
ности до 90 % (рис. 6). 

На основании полученных результатов мож-
но заключить, что обработка неорганическим 
сульфидом кадмия снижала адгезионный по-
тенциал клеток HeLa до 25—29 %. Тогда как, 
обработка квантовыми точками CdS (Е. coli) 
и квантовыми точками CdS (Р. ostreatus) вы-
зывала дозозависимое снижение адгезионного 
потенциала раковых клеток. В частности, бы-
ло обнаружено, что увеличение концентрации 
квантовых точек CdS в образцах приводит к 
снижению адгезионных свойств клеток HeLa 
(рис. 4, 5). 

Также изучали влияние различных типов 
квантовых точек CdS, синтезированных нами 

ранее с использованием разных биоматриц, на 
пролиферацию клеток НеЕа с помощью МТТ-
теста. Было установлено, что пролифератив-
ная активность клеток НеЕа после обработки 
квантовыми точками CdS (Е. соН) при увеличе-
нии их концентраций снижалась с 86 до 40 %. 
В то время как обработка неорганическим CdS 
в тех же концентрациях приводила к измене-
нию показателей пролиферации клеток НеЕа, 
пролиферативная активность клеток была на 
уровне 20—28 % (рис. 7). 

Обработка квантовыми точками CdS (Р. о^Г-
геаШБ) приводила к дозозависимому ингибиро-
ванию пролиферации раковых клеток. Так, кон-
центрации 0,9—1,8 мг/л квантовых точек (Р. 05-
кеаШБ) снижали пролиферацию клеток до 22 %. 
Обработка неорганическим сульфидом кадмия 
при этих концентрациях снижала пролифера-
тивную активность клеток до 23—28 % (рис. 8). 
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Рис. 8. Уровень пролиферации клеток НеЬа после обработки квантовыми точками СёБ (Р. ОБ^еаШз) 
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Рис. 9. Уровень пролиферации клеток НеЬа после обработки квантовыми точками СбБ (£. тагоссапа) 

Квантовые точки CdS (L. тагоссапа) в не-
больших концентрациях значительно увели-
чивали пролиферацию раковых клеток (до 
100 %). Воздействие неорганического CdS на 
клетки HeLa приводило к изменениям проли-
феративной активности клеток в диапазоне 
22—30 % (рис. 9). Таким образом, наиболее 
перспективными оказались квантовые точки 
CdS, синтезированные с помощью Е. coli и 
Р. ostreatus, поскольку они уменьшают адге-
зионный потенциал клеток HeLa и обладают 
антипролиферативным эффектом. 

Цитотоксичность квантовых точек CdS на 
трансформированные Т- и 5-лимфоциты. По-
тенциальное токсическое влияние квантовых 
точек на иммунные клетки и их функции ос-
тается плохо изученным. Поэтому были ис-
следованы цитотоксические/цитостатические 
эффекты синтезированных нами квантовых то-
чек CdS (Р. ostreatus) в сравнении с неоргани-
ческим сульфидом кадмия на трансформиро-

ванных Т- и В-лимфоцитах человека. Следует 
отметить, что неорганический CdS оказывает 
выраженное токсическое воздействие на Т-
лимфоциты (клеточная линия МТ-4) (рис.10). 
Согласно результатам МТТ-анализа, было ус-
тановлено, что уровень ферментативной ак-
тивности в обработанных клетках постепенно 
снижался в зависимости от использованных 
концентраций сульфида кадмия. Обработка Т-
лимфоцитов неорганическим CdS в концент-
рациях 0,04—0,3 мг/мл вызывала снижение 
ферментативной активности и приводила к ин-
гибированию жизнеспособности клеток. Про-
лиферативная активность клеток при этом 
снижалась с 70 до 50 %. Также было оцене-
но цитотоксическое/цитостатическое действие 
квантовых точек CdS (Р. э^ваШБ) на Т-лим-
фоцитах клеточной линии МТ-4, используемых 
в концентрациях 2,5—5 мг/мл. Нами было ус-
тановлено, что обработка квантовыми точка-
ми приводит к образованию кластеров Т-лим-
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