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Биомедицинская инженерия является наиболее перспективной областью использования ферроге-
лей в качестве матриц для культивирования клеток для нужд регенеративной медицины, адресной
доставки лекарств и биосенсорики. Настоящая работа посвящена исследованию вклада магнитных
наночастиц (МНЧ) оксида железа в биосовместимость феррогелей к фибробластам кожи человека.
Представлены результаты экспериментов на полиакриламидных гелях, наполненных МНЧ, кото-
рые демонстрируют значимое влияние МНЧ на биологическую активность клеток, вне зависимо-
сти от механических и электрических характеристик феррогелей.
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ВВЕДЕНИЕ
Феррогель (ФГ) представляет собой компо-

зитный материал на основе набухшего в раство-
рителе полимера, в трехмерную сеть которого
встроены магнитные частицы. Чувствительность
ФГ к внешнему магнитному полю делает этот ма-
териал востребованным для различных инженер-
ных задач. Биомедицинская инженерия является
наиболее перспективной областью применения
ФГ в качестве магнитоуправляемых конструкций
для нужд регенеративной медицины, адресной
доставки лекарств, биосенсорики [1, 2]. Ферроге-
ли также являются хорошим модельным материа-
лом для изучения фундаментальных свойств маг-
нитных композитов с низкими концентрациями
магнитных наночастиц (МНЧ) [3, 4].

В наших ранних работах была продемонстри-
рована хорошая совместимость различных клеток
с полиакриламидными (ПAA) гелями, наполнен-
ными МНЧ оксидов железа, которые были полу-
чены электрофизическими методами [5, 6]. В
частности, было установлено, что постепенное
увеличение весовой концентрации МНЧ в поли-
мерной сети геля от 0 до 1.0% сопровождается
значительным увеличением индекса адгезии как
для фибробластов кожи человека, так и для лей-

коцитов периферической крови человека. Интер-
претировать полученный результат оказалось не-
возможным по причине того, что увеличение
концентрации МНЧ в ПAA геле сопровождалось
значительным сдвигом электрического потенци-
ала и жесткости ФГ. Оба этих фактора и, прежде
всего, упругие свойства материала матриц для
клеточных технологий оказывают существенное
влияние на биологическую активность клеток
[7–10].

Между тем было показано, что при одинако-
вом значении модуля Юнга у платформ для куль-
тивирования клеток на основе ПАА адгезивная и
пролиферативная активности фибробластов ко-
жи человека значительно ниже на поверхности
полиакриламидного геля, чем на поверхности ФГ
на его основе [11]. Следовательно, вне зависимо-
сти от влияния МНЧ на упругость ФГ, магнитные
частицы непосредственно увеличивают биологи-
ческую активность клеток.

Как известно, производство фармацевтиче-
ских препаратов, содержащих наночастицы, кри-
тически ограничено размером партии, произво-
димой в одном технологическом цикле [12]. Не-
смотря на широкое использование химических
методов синтеза МНЧ оксидов железа, большин-
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ство из них по производительности не могут срав-
ниться с электрофизическими методами, такими
как электрический взрыв проволоки [13] и лазер-
ное испарение мишени [14]. В вышеупомянутых
работах [5, 6, 11] были использованы МНЧ, полу-
ченные методом лазерного испарения мишени.
При соблюдении условий синтеза и тщательной
аттестации МНЧ данный метод позволяет обос-
нованно сопоставлять результаты различных ис-
следований.

Настоящая работа посвящена поиску допол-
нительных аргументов в поддержку позитивного
действия МНЧ оксида железа на биосовмести-
мость ФГ. Для этого была синтезирована серия
ПАА феррогелей с МНЧ, очень близкими по сво-
им свойствам к используемым ранее, и изучены
особенности адгезии и пролиферации фибробла-
стов человека на этих матрицах. Мы покажем, что
в области весовых концентраций МНЧ от 1.0 до
2.0%, при которых электрические и механические
свойства материала достоверно не меняются, сов-
местимость клеток с ФГ значительно возрастает
по мере увеличения концентрации МНЧ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Наночастицы маггемита γ-Fe2O3 готовили ме-
тодом лазерного испарения мишени [14], а их
структура и магнитные свойства были детально
изучены стандартными методами [3, 5, 11]. В
частности, по данным просвечивающей элек-
тронной микроскопии (JEOL JEM2100) частицы
были неагломерированы и имели сферическую
форму. Распределение частиц по размерам, по-
строенное по данным графической обработки
2160 изображений, было логнормальным с меди-
аной 11.4 нм и дисперсией 0.423. Среднечисловой
и средневзвешенный размеры частиц составили
11.7 и 18.5 нм соответственно. Удельная поверх-
ность наночастиц методом БЭТ по данным низ-
котемпературной сорбции азота (Micromeritics
TriStar3000) составила 78.1 м2/г. Средний по по-
верхности диаметр частиц составил 16.7 нм. По
данным рентгенофазового анализа (Bruker D8
Discover) кристаллическая структура частиц соот-
ветствовала обратной шпинели – пространствен-
ная группа Fd3m, которая характерна для магне-
тита и маггемита. Химический состав частиц был
определен методом потенциометрического тит-
рования (Schott Titriline) и соответствовал магге-
миту (γ-Fe2O3).

Магнитные свойства γ-Fe2O3 МНЧ исследова-
ли при комнатной и криогенных температурах с
помощью СКВИД-магнитометра (Quantum De-
sign MPMS-7).

Синтез полиакриламидных гидрогелей осу-
ществляли свободнорадикальной полимеризаци-
ей в 1.6 М-водном растворе мономера – акрила-
мида с использованием N,N'-метилендиакрила-
мида (МДАА) в качестве сшивающего агента.
Соотношение MДAA/AA было задано таким об-
разом, чтобы обеспечить плотность сшивки по-
лимерной сетки гидрогелей на уровне 1 : 100. Для
инициирования полимеризации был использо-
ван персульфат аммония в концентрации 3 мМ.
Катализатором реакции служил N,N,N',N'-тетра-
этилметилен-диамин в концентрации 5 мМ. Все
использованные реактивы произведены компа-
нией Merck (Германия).

Для синтеза феррогелей реакционную смесь
готовили с использованием водной суспензии на-
ночастиц, стабилизированных 5 мМ цитратом
натрия. Смесь дезагрегировали ультразвуковой
обработкой 30 мин с использованием процессора
CPX-750 (Cole-Parmer Instruments Corp., США)
при мощности 250 Вт и постоянном охлаждении
суспензии. Оставшиеся агрегаты удаляли центри-
фугированием при 8000 об./мин, 5 мин. Далее
феррожидкость разбавляли 5 мМ цитратом на-
трия таким образом, чтобы обеспечить в реакци-
онной смеси весовую концентрацию МНЧ в фер-
рогелях на уровне 1.0 и 2.0%.

Полимеризацию гелей и феррогелей проводи-
ли 60 мин при 25°С в специально подготовленных
формах, обеспечивающих образцы материала не-
обходимого размера. В частности, для электриче-
ских и механических испытаний были синтези-
рованы цилиндры диаметром ~10 мм и высотой
~8 мм. Для экспериментов с культивированием
клеток были приготовлены диски толщиной ~1 мм
и диаметром ~13 мм. Непосредственно перед ис-
пользованием диски стерилизовали в автоклаве
20 мин при 121°С.

Упругие свойства гелей и феррогелей были
определены на установке для механических ис-
пытаний материалов лабораторного дизайна [5].
Цилиндрические заготовки гелей помещали меж-
ду двумя пластинами, одна из которых была жест-
ко связана с рычагом линейного электромагнит-
ного мотора, а другая – с прецизионным тензо-
метрическим датчиком силы. С помощью мотора
образцам задавали ступенчатые деформации на
сжатие величиной до 20% и с шагом 2% от исход-
ной длины гелей. В результате механических ис-
пытаний образцов были определены зависимости
“напряжение–деформация”, по линейной части
которых был вычислен модуль Юнга для тестиру-
емых материалов.

Электрохимический потенциал гелей опреде-
ляли с помощью микроэлектродной техники,
стандартно используемой для фиксации потен-
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циалов в живой клетке. В частности, применяли
два идентичных хлорсеребряных электрода, по-
груженных в стеклянные микропипетки (World
Precision Instruments, Inc., США) с диаметром
кончика около одного микрона, и заполненные
3 М-раствором KCl. Один электрод размещали в
растворе, окружающем гель, а второй был погру-
жен в тело образца. Разность потенциалов фикси-
ровали с помощью измерительного операцион-
ного усилителя INA 129 (Burr-Brown, США).

Дермальные фибробласты человека были вы-
браны для оценки совместимости клеток с геля-
ми. Для получения первичной культуры клеток
фрагмент кожи размером ~0.5 × 1 см был изъят во
время плановой хирургической операции у паци-
ента, предварительно давшего письменное согла-
сие на данную процедуру. Эксперименты с био-
логическим материалом были одобрены комис-
сией по этике Института медицинских клеточных
технологий.

Процедура приготовления культуры фиброб-
ластов подробно изложена в наших ранних пуб-
ликациях [5, 6, 11]. Диски из гелей помещали в
лунки 24-луночных планшетов (Techno Plastic
Products, Швейцария), куда затем вносили сус-
пензию ростовой среды с плотностью посева
3000 клеток/см2. В качестве контроля клетки бы-
ли размещены также в свободных от гелей лунках
культурального пластика. Планшеты выдержива-
ли в СО2-инкубаторе до момента учета результата.
Биосовместимость материалов оценивали по
плотности монослоя клеток, т.е. по количеству
фибробластов на см2 поверхности образцов через
12 ч и 4 дня инкубации.

После инкубации клетки на дисках из гелей и
на культуральном пластике отмывали фосфатным
буферным раствором, затем их фиксировали и
окрашивали DAPI (ядра) и пиразолоновым жел-
тым (цитоплазма). Микроскопирование и фотогра-
фирование материала производили с помощью
флуоресцентного микроскопа Axio Lab.A1 FL (Carl
Zeiss, Германия). Подсчет количества клеток по
снимкам был выполнен в каждой лунке в 9 полях
зрения с использованием программы “ImageJ”
(Wayne Rasband, NIH, США).

Для статистической обработки данных применя-
ли прикладной пакет программ “STATISTICA 6.0”.
Для сравнительного анализа двух независимых
групп использовали двусторонний вариант непа-
раметрического критерия Манна–Уитни, стати-
стическую гипотезу считали подтвержденной при
уровне значимости Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Данные магнитных измерений (рис. 1) дают
информацию о магнитном отклике МНЧ, необ-
ходимом для анализа магнитного и магнитомеха-
нического отклика ФГ [15]. Можно видеть отсут-
ствие максимума на кривой для частиц, предва-
рительно охлажденных в нулевом поле (ZFC)
(рис. 1а). Также отсутствует совпадение этой кри-
вой с кривой (FC) для частиц, предварительно
охлажденных в поле 100 Э. Эти результаты указы-
вают на то, что МНЧ находятся в заблокирован-
ном состоянии. Для оценки магнитных парамет-
ров МНЧ была использована подгонка кривых
приближения намагниченности к насыщению
выражением [14]:

(1)( ) ( )
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s 1/2 3/2 3/2
11 ,
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Рис. 1. Термомагнитные кривые ZFC–FC, H = 100 Э (a);
кривых намагничивания в области приближения намаг-
ниченности к насыщению для ряда температур (б).
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где Ms – намагниченность насыщения, Ha – поле
анизотропии, HR – обменное поле в системе “яд-
ро–оболочка”, χ – магнитная восприимчивость.

Такое описание позволяет хорошо охаракте-
ризовать кривые намагничивания в высоких по-
лях (рис. 1б) и оценить намагниченность насы-
щения частиц.

Для дальнейших рассуждений нам важно значе-
ние намагниченности насыщения частиц (табл. 1).

Отметим, что температурный градиент намаг-
ниченности Ms вблизи комнатной температуры
незначителен. Следовательно, намагниченность
насыщения частиц в период описанных выше
экспериментов с живыми клетками можно при-
нимать неизменной и равной 319 Гс.

В табл. 2 приведены результаты измерений
электрического потенциала и модуля Юнга в об-
разцах ПАА гелей и феррогелей на его основе с
различной концентрацией МНЧ. Данные пред-
ставлены в виде X ± σ, где X есть среднее значение
параметра (n = 6), σ – стандартное отклонение.
Видно, что добавление МНЧ в полиакриламид-
ный гель в весовой концентрации 1% приводит к

значительному увеличению электроотрицательно-
сти и упругости образцов (р < 0.01). Вместе с тем
феррогели в выбранном диапазоне концентраций
МНЧ имели близкие по величине параметры, ха-
рактеризующие электрические и механические
свойства образцов.

Таблица 3 отражает результаты количествен-
ной оценки фибробластов на поверхности тестиру-
емых материалов через 12 ч и четверо суток после
посева клеток в лунки планшета для культивирова-
ния клеток. Плотность монослоя фибробластов
была проанализирована по 54 фото на один тип
материала. Данные в таблице представлены в ви-
де X ± m, где m – стандартная погрешность сред-
него значения параметра (X).

Согласно полученным результатам, плотность
монослоя клеток на поверхности феррогелей бы-
ла больше, чем на ПАА гелях. Обращает на себя
внимание факт, что как через 12 ч, так и четверо
суток инкубации фибробластов количество кле-
ток на см2 поверхности ФГ с весовой концентра-
цией МНЧ в 2% достоверно больше, чем на ФГ с
однопроцентной концентрацией МНЧ. Рисунок 2
качественно иллюстрирует полученную законо-
мерность.

Следует добавить, что плотность монослоя
фибробластов на культуральном пластике (кон-
троль) была достоверно больше в сравнении со
всеми другими материалами. Данный факт под-
тверждает хорошую жизнеспособность использо-
ванной культуры клеток. Кроме того, можно ви-
деть (см. табл. 3), что плотность монослоя фиб-
робластов на феррогелях возрастает по мере
увеличения концентрации МНЧ в ПАА геле. Дру-
гими словами, биосовместимость ФГ тем больше,
чем выше в нем концентрация МНЧ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
К настоящему времени накопилось опреде-

ленное количество знаний и опыта использова-
ния композитных материалов в качестве матриц
(scaffolds) для культивирования клеток, необходи-
мых для нужд инженерии тканей и регенеративной
медицины. Среди прочих материалов, феррогели
относят к наиболее перспективным, поскольку
действием внешнего магнитного поля можно из-
менять их физические свойства. Вместе с тем со-
здание новых матриц на основе феррогелей ли-
митируется рядом нерешенных вопросов, к числу
которых относится и вопрос о вкладе МНЧ в био-
совместимость магнитных композитов.

Данное исследование имеет больше теорети-
ческую направленность, нежели прикладную.
Оно является логическим продолжением серии
наших предварительных работ, посвященных вы-

Таблица 1. Намагниченность насыщения частиц

T, K 5 100 200 300

Ms, Гс 359 348 337 319

Таблица 2. Электрические и механические характери-
стики полиакриламидного геля и феррогелей на его
основе (пояснения в тексте)

Материал Потенциал, мВ Модуль Юнга, кРа

ПАА-100 –11 ± 2 22 ± 5

ПАА-100 + 1% Fe –38 ± 6 42 ± 4

ПАА-100 + 2% Fe –39 ± 4 47 ± 6

Таблица 3. Плотность фибробластов на см2 поверхно-
сти тестируемых материалов. Р ≤ 0.05 по сравнению с
контролем (*) и по сравнению с ПАА-100 + 2% Fe (†)

Материал 12 часов 4 суток

ПАА-100 480 ± 70*† 1300 ± 200*†

ПАА-100+1% Fe 2400 ± 200*† 3200 ± 400*†

ПАА-100+2% Fe 2900 ± 200* 6800 ± 800*

Пластик (контроль) 3900 ± 400 18000 ± 1500
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яснению роли МНЧ в регуляции совместимости
живых клеток с ФГ [5, 6, 11]. В целом, позитив-
ный эффект МНЧ на биологическую активность
клеток на поверхности феррогелей был подтвер-
жден во всех наших ранних исследованиях. Одна-
ко ключевые факторы, посредством которых
МНЧ определяют такой результат, пока не ясны.

Априори, МНЧ могут оказывать прямое и кос-
венное воздействие на биологические процессы в
клетках. К числу опосредованных факторов мож-
но отнести влияние МНЧ на упругость, электри-
ческий потенциал, шероховатость поверхности
матриц из ФГ и на величину магнитного поля вбли-
зи клеток. Вклад большинства этих переменных в
биологическую активность клеток подтвержден
экспериментально в ряде исследований [7–10].

В этой работе мы попытались исключить воз-
можное влияние двух ключевых косвенных фак-
торов на результат тестирования биосовместимо-
сти феррогелей. Это упругость и электрический
потенциал ФГ. Для этого были синтезированы
феррогели с весовой долей МНЧ 1 и 2%. Такой вы-
бор основан на результатах исследований [5, 6], в
которых были получены зависимости модуля
Юнга и электрического потенциала от весовой
доли МНЧ в полиакриламидных феррогелях.

В частности, было установлено, что добавле-
ние МНЧ в ПАА гель в минимальной концентра-
ции (0.25%) приводит к значительному увеличе-
нию жесткости образцов. Похожую динамику мо-
дуля Юнга наблюдали при увеличении весовой
доли МНЧ вплоть до 0.75%, однако дальнейший
прирост концентрации до 1.0% не сопровождался
существенными изменениями упругости ФГ. Ка-
чественно похожую закономерность наблюдали и
для зависимости электрического потенциала в
феррогелях от весовой доли МНЧ в них. А имен-
но, резкий скачок потенциала в сторону отрица-
тельных значений при минимальной концентра-
ции (0.25%), после чего плавная динамика пара-
метра с выходом на плато при доле МНЧ в 0.75%.

Таким образом, было предположено, что уве-
личение весовой доли МНЧ в ФГ до 1% и выше не
будет значительным образом влиять на механиче-
ские и электрические свойства магнитных мат-
риц. Именно поэтому были синтезированы фер-
рогели с концентрацией МНЧ 1 и 2%. Здесь сле-
дует добавить, что синтез ФГ с весовой долей
МНЧ, большей 2%, в настоящий момент оказал-
ся технологически невозможным.

Вместе с тем полученные в настоящей работе
результаты измерений модуля Юнга и электриче-
ского потенциала в ФГ с двумя концентрациями
МНЧ наглядно демонстрируют отсутствие между
ними значимых отличий в параметрах (см. табл. 2).
Важно добавить, что все тестируемые показатели

в феррогелях достоверно больше, чем в ПАА геле,
на основе которого они были синтезированы.
Данный факт полностью согласуется с уже из-
вестными наблюдениями [5, 6, 11].

Далее, в настоящей работе было установлено,
что увеличение весовой доли МНЧ в гелях от 0 до
2% приводит к значительному возрастанию коли-
чества клеток на единицу поверхности матриц
(см. табл. 3). Принципиально важно, что плот-
ность монослоя фибробластов на феррогелях с
большей концентрацией МНЧ была заметно
больше, чем на ФГ с весовой долей частиц в 1%. В
частности, этот показатель через четверо суток
после посева клеток был примерно в два раза
больше для ФГ с двухпроцентным содержанием
МНЧ, чем с однопроцентным. Следовательно,
вне зависимости от упругих и электрических ха-
рактеристик матриц на основе ФГ, совместимость
клеток с магнитными композитами тем лучше,

Рис. 2. Примеры визуализации дермальных фиброб-
ластов человека на поверхности ФГ с весовой долей
МНЧ 1% (верхняя панель) и 2% (нижняя панель) по-
сле четырех суток инкубации клеток. Увеличение
×100, окраска цитоплазмы клеток пиразолоновым
желтым.
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чем выше концентрация МНЧ в них: МНЧ вы-
ступают важным детерминантом биосовместимо-
сти матриц для культивирования клеток на их по-
верхности.

Возможная роль МНЧ в формировании по-
верхности ФГ была предметом нашего рассмот-
рения в недавнем исследовании [11]. В частности,
было установлено, что ПАА гели с плотностью
сшивки 1 : 50 и феррогели на основе ПАА-1:100 и
весовой долей МНЧ 0.34% имели близкий по ве-
личине модуль Юнга, но принципиально разную
совместимость с фибробластами кожи человека.
Кроме того, высокая биосовместимость ФГ ассо-
циировалась с большей шероховатостью поверх-
ности магнитного композита.

Оценка шероховатости поверхности ПАА геля
и ФГ была выполнена с помощью электронной
микроскопии, для чего образцы материалов необ-
ходимо было предварительно высушить. Отсут-
ствие в гелях растворителя не дает возможности
рассматривать полученный результат как прямое
доказательство вклада МНЧ в модификацию по-
верхности ФГ. Однако установленный факт кос-
венно подтверждает гипотезу о существовании
возможной связи между особенностями структуры
поверхности феррогеля и уровнем его биосовме-
стимости.

Отметим, что изменение концентрации ча-
стиц от 1 до 2% должно привести к увеличению
магнитного поля, создаваемого системой МНЧ
внутри и на поверхности ФГ. Учитывая, что поля,
создаваемые магнитными частицами, очень
быстро спадают с расстоянием, можно заклю-
чить, что напряженность этих полей от частиц с
индукцией насыщения порядка 4000 Гс в подав-
ляющей части объема феррогеля не будет превы-
шать единиц или десятков Эрстед. Согласно ра-
ботам [16, 17], такие концентрации МНЧ и такие
магнитные поля не приводят к заметным дефор-
мациям поверхности. Однако величина необра-
тимых деформаций, связанная со смещением ча-
стиц в ФГ, может возрастать со временем. В отли-
чие от [16, 17], в данной работе времена выдержки
очень велики (12 ч и 4 дня), поэтому магнитомеха-
нический эффект может оказаться значительным.

Прямое воздействие МНЧ на биологическую
активность фибробластов также нельзя обойти
вниманием при рассмотрении феномена совме-
стимости клеток с ФГ. Влиянию частиц оксидов
железа на свойства клеток и тканей посвящено
большое количество работ, однако результаты ис-
следований весьма противоречивы. Это дает ос-
нования полагать, что косвенное действие МНЧ,
посредством их влияния на физические свойства
и структуру материала, является наиболее пред-

почтительным обоснованием хорошей биосовме-
стимости ФГ.

Таким образом, вне зависимости от прямых
и/или опосредованных факторов влияния МНЧ
на биологическую активность фибробластов, на-
ночастицы оксида железа выступают важным по-
зитивным фактором, определяющим биосовме-
стимость феррогелей.

Исследование выполнено при поддержке
гранта РНФ № 18-19-00090.
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