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Изучены факторы, влияющие на мечение линии NIH 3Т3 фибробластов мыши магнитными нано-
частицами (МНЧ) на основе Fe3O4. В работе использовали МНЧ, полученные газофазным методом
и методом осаждения из раствора, а также МНЧ, поверхностно модифицированные 3-аминопро-
пилсиланом или L-лизином. Показано, что способ получения, поверхностная модификация, кон-
центрация частиц и их размер, а также состояние клеточной популяции и методы введения МНЧ
могут существенно влиять на эффективность связывания МНЧ клетками. В частности, суспензии
МНЧ в ДМСО могут содержать крупные кластеры, разрушение которых ультразвуком способствует
увеличению доли клеток с МНЧ. Статическая инкубация суспензии клеток с МНЧ также дает более
высокую долю клеток с МНЧ по сравнению с инкубацией с непрерывным перемешиванием. При-
крепленные к пластику клетки NIH 3Т3 способны метиться с большей эффективностью, чем в со-
стоянии суспензии, но требуют значительно более длительной инкубации с МНЧ; при этом центри-
фугирование МНЧ на клеточные слои (магнетоспинокуляция) позволяет значительно повысить
скорость и эффективность мечения. Стабильность магнетизации клеток также зависит от дозы
МНЧ при мечении. Электронно-микроскопические исследования показали, что МНЧ после инку-
бации с клетками в течение 20 мин ассоциированы с поверхностью клеток, а через 4 ч находятся
главным образом внутри клеток. Результаты работы могут быть полезны при создании и использо-
вании магнетизированных клеточных препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ
Магнитные свойства наночастиц определяют

свойства магнитных материалов, созданных на их
основе. Широкий спектр методов получения все-
возможных магнитных наночастиц (МНЧ) дает
возможность удовлетворить спрос на магнитные
материалы на их основе в различных областях на-
уки и техники [1]. В частности, МНЧ широко
применяют в биомедицине (см. обзоры [2, 3]).
Одно из наиболее используемых приложений
МНЧ – специфическое мечение клеток с помо-
щью антител, конъюгированных с МНЧ, c целью
последующего выделения клеточных субпопуля-

ций в магнитных полях высокой интенсивности
(так называемая магнитная сортировка) [4]. МНЧ
применяют для отслеживания с помощью маг-
нитно-резонансной томографии трансплантиро-
ванных клеток в животных моделях различных
патологий [5, 6], для специфической доставки ле-
карств [6, 7] и термоабляции раковых клеток [8,
9]. Отдельно можно отметить использование
МНЧ для трансфекции клеток плазмидной ДНК
или вирусными частицами [10]. Опубликованы
весьма интересные результаты применения нано-
частиц для создания контролируемой ишемии
участков мозга [11] у лабораторных животных.

1 К статье имеются дополнительные материалы, доступные для авторизированных пользователей по doi: 10.1134/S0026898420010073.
Сокращения: ДМСО ‒ диметилсульфоксид; ДМФ ‒ диметилформамид; ИК-спектроскопия – инфракрасная спектроско-
пия; МНЧ – магнитные наночастицы; ТГА – термогравиметрический анализ; УЗ – ультразвук; ФСБ – фосфатно-солевой
буферный раствор; APS – 3-аминопропилсилан; APTMS – (3-аминопропил)триметоксисилан; TBTU – О-(1Н-бензотриа-
зол-1-ил)-N,N,N ',N '-тетраметилуронийтетрафторборат; DIPEA – N,N-диизопропилэтиламин.
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Весьма многообразно применение МНЧ и
других магнитных наноматериалов при культиви-
ровании клеток. В частности, магнитные клетки
используют при 3D культивировании для форми-
рования множественных слоев клеток в гомоти-
пических [12] и гетеротипических [13] клеточных
культурах, в том числе с использованием принци-
па магнитной левитации [14]. Весьма интересным
представляется применение магнитных нанома-
териалов при совместном культивировании кле-
ток для последующего выделения целевых кле-
ток, хотя до последнего времени этот метод редко
использовали [15]. Мы недавно применили МНЧ
для магнетизации стромальных клеток в системе
культивирования гемопоэтических клеток на
стромальных слоях, что позволило получать ре-
презентативные клеточные популяции, обога-
щенные ранними клетками [16].

Учитывая многообразие применений МНЧ в
клеточной биологии, нами проведен систематиче-
ский анализ факторов, влияющих на магнетиза-
цию клеток с помощью МНЧ. В ходе исследования
выявлено значительное ускорение магнетизации
прикрепленных клеток за счет центрифугирования
МНЧ на них.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение МНЧ. МНЧ Fe3O4 со средним диа-

метром 20 нм (MNPs-1) синтезированы методом
осаждения из газовой фазы в Институте физики
металлов УрО РАН (г. Екатеринбург) [16‒18].
МНЧ Fe3O4 со средним диаметром 9 нм (MNPs-2)
получали методом осаждения из водного раство-
ра солей Fe3+ и Fe2+. Модификацию наночастиц
3-аминопропилсиланом (APS) [19, 20], N-защи-
щенным производным L-лизина, с последующим
удалением защитных групп проводили по анало-
гии с [16, 17].

Характеристика МНЧ. Спектры НПВО (нару-
шенного полного внутреннего отражения) запи-
саны на инфракрасном Фурье-спектрометре Ni-
colet 6700 (“Thermo Electron Corp”, США) с при-
ставкой Smart Orbit (с алмазным кристаллом).
Элементный анализ (CHN) полученных материа-
лов проводили с использованием автоматическо-
го CHN-анализатора РЕ 2400, серия II (“Perkin
Elmer”, США). Термогравиметрический анализ
(ТГА) проводили на термогравиметрическом
анализаторе TGA/DSC1 (“Mettler Toledo”,
США). Магнитные свойства изучены на вибро-
магнитометре с магнитным полем 2.2 MA/м.

Клеточная культура. Клетки NIH 3Т3 культи-
вировали при 37°С и 5% СО2 в среде DMEM с до-
бавлением 4 г/л глюкозы, 10%-ной эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота, 2 мМ глутами-
на, 100 мкг/мл стрептомицина и 100 МЕ/мл пени-
циллина.

Мечение МНЧ клеток в суспензии. В экспери-
ментах с клетками использовали суспензии, со-
держащие 5 мг МНЧ (MNPs-1–MNPs-5) в 1 мл
диметилсульфоксида (ДМСО). Перед проведени-
ем экспериментов с клетками суспензии МНЧ
обрабатывали ультразвуком (УЗ) в течение 30 мин
при комнатной температуре в УЗ-бане Bransonic-
2510. Захват МНЧ клетками изучали с использо-
ванием как суспензионных, так и прикрепленных
клеток NIH 3Т3. Суспензии МНЧ и клетки фото-
графировали камерой микроскопа Olympus CKX41
(“Olympus”, Япония). Оптическую плотность
суспензий с МНЧ определяли с помощью прибо-
ра GENESYS 10UV (CША), на длине волны 600 нм.

Клетки NIH 3Т3, выращенные в указанных
условиях, снимали с поверхности пластика рас-
твором TrypLE Express (“Gibco”, США) при 37°С
в течение 2–3 мин с последующим добавлением к
клеточной суспензии 1 мл среды DMEM, содер-
жащей сыворотку. Полученную суспензию цен-
трифугировали в течение 5 мин при 150 g, супер-
натант удаляли, а клетки суспендировали в бес-
сывороточной среде DMEM или в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ). Весь объем суспензии с
заданной концентрацией клеток разбивали на
равные части, каждую из которых переносили в
пробирку, объемом 15 мл. Объем суспензии дово-
дили до 2 мл средой без сыворотки, добавляли
МНЧ, смесь суспендировали и инкубировали в
течение 20 мин в вертикальном положении. В не-
которых экспериментах инкубацию проводили с
перемешиванием (угловая скорость 0.5 рад/с,
Thermo/Hybaid HS9360 Hybridization Oven (“Arti-
san Technology Group”, США)). Перед разделени-
ем клеток смесь вновь суспендировали и устанав-
ливали на постоянный магнит (“Promega”, США)
на 2 мин. После чего, не снимая пробирку с маг-
нита, всю среду с клетками собирали в отдельную
пробирку. Затем отделяли магнит от пробирки, к
оставшимся клеткам с МНЧ добавляли 1 мл бес-
сывороточной среды. Клетки каждой фракции
считали отдельно с помощью гемоцитометра. В
качестве контрольного варианта использовали
клетки, к которым не добавляли МНЧ, но прово-
дили все те же процедуры, что и с МНЧ.

Мечение МНЧ клеток в прикрепленном состоя-
нии. Клетки NIH 3Т3 снимали с поверхности рас-
твором TrypLE Express, переносили в лунки шести-
луночного планшета, содержащие 300 мкл/см2 сре-
ды DMEM. Плотность посадки клеток при этом
составляла 105/см2, что обеспечивало полную
конфлюентность прикрепленных клеток. Через
24 ч после пересадки клеток среду удаляли и вно-
сили в лунки по 2 мл бессывороточной среды с
MNP-1, суспензию распределяли равномерно по
всей поверхности и переносили планшет в инку-
батор “Sanyo” (Япония) MCO-18AIC, если время
инкубации превышало 60 мин. Затем среду с
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МНЧ удаляли, клеточный слой дважды промыва-
ли бессывороточной средой и 1 раз ФБС. Затем в
каждую лунку добавляли 0.5 мл смеси Версена и
TrypLE Express (1 : 1). Суспендированные клетки
собирали в 15 мл пробирку и добавляли 1.5 мл сре-
ды, не содержащей сыворотки, если не оговорено
иное. Клетки с МНЧ и без них разделяли, как
описано ранее, для суспензионных клеток. Срав-
нивали эффективность введения МНЧ в адгези-
онные и суспензионные клетки. Клетки для сус-
пензионного варианта выращивали в тех же усло-
виях и в том же количестве, что и в адгезионном
варианте.

Мечение МНЧ клеток методом магнетоспино-
куляции. Прикрепленные клетки подготавлива-
ли, как описано выше. Среду удаляли, в лунки
шестилуночного планшета вносили 2 мл бессы-
вороточной среды с МНЧ. Планшет устанавлива-
ли в центрифугу Eppendorf 5810R и центрифуги-
ровали при комнатной температуре. После этого
проводили все процедуры, описанные ранее для
адгезионных клеток. Контрольные варианты не
центрифугировали.

Анализ агрегации МНЧ в растворах. Оптиче-
скую плотность водных суспензий МНЧ реги-
стрировали при длине волны 600 нм на спектрофо-
тометре GENESYS 10UV (США). Оценивали влия-
ние различных сред на скорость осаждения МНЧ
под действием гравитации. С этой целью 30 мкл
суспензии МНЧ в ДМСО разбавляли в 270 мкл
ДМСО, воды, бессывороточной среды DMEM
или ФБС. Полученные суспензии перемешивали
и центрифугировали в течение 5 мин при 320 g. К
20 мкл супернатанта добавляли 180 мкл воды, пе-
ремешивали, инкубировали в УЗ-бане в течение
30 мин и измеряли оптическую плотность суспен-
зий, как описано выше.

Скорость осаждения МНЧ под действием маг-
нитного поля оценивали, разбавляя 15 мкл сус-
пензии МНЧ в ДМСО в 2 мл ФСБ, бессывороточ-
ной среды DMEM, ДМСО или Н2О. Полученные
суспензии перемешивали и устанавливали на по-
стоянный магнит на 5 мин. Затем супернатант
удаляли, не снимая пробирку с магнита, к осадку
МНЧ добавляли 2 мл воды. Смесь перемешивали,
инкубировали в УЗ-бане в течение 30 мин и изме-
ряли оптическую плотность.

Электронная микроскопия. Клетки отмывали
от среды ФСБ, фиксировали 2%-ным глутаровым
альдегидом на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) в
течение 1 ч при комнатной температуре, заключали
в 2%-ный агар на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4),
дофиксировали 1%-ным OsO4 на 0.1 М фосфат-
ном буфере (pH 7.4) в течение 1 ч при температуре
4°С, дегидратировали в серии спиртов возрастаю-
щей концентрации, заключали в смесь эпон-
аралдит по стандартной методике. Ультратонкие
срезы толщиной 50‒70 нм получали на ультрато-

ме LKB-III (“LKB”, Швеция) и монтировали на
бленды, покрытые угольно-формваровой плен-
кой-подложкой. Срезы контрастировали уранил-
ацетатом и цитратом свинца по стандартной мето-
дике [21]. Препараты просматривали в электрон-
ном микроскопе JEM-100CX (“Jeol”, Япония) в
ЦКП “Коллекция UNIQEM” ФИЦ Биотехноло-
гии РАН (Москва).

Статистический анализ. Все эксперименты
проводили не менее 3 раз по три повтора. Данные
нормировали относительно контрольных вари-
антов, значения в которых приняты за единицу, и
представляли как средние значения ± стандарт-
ное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Синтез и свойства МНЧ

В работе использовали МНЧ на основе Fe3O4,
полученные методом осаждения из газовой фазы
(MNPs-1, 20 нм) [16‒18] и методом осаждения из
водного раствора солей Fe3+ и Fe2+ (MNPs-2,
9 нм) [19, 20]. Поскольку интерес представляло
также изучение поведения положительно заря-
женных наночастиц, предположительно более
эффективно взаимодействующих с отрицатель-
но заряженной клеточной поверхностью, до-
полнительно были получены наночастицы, хи-
мически модифицированные 3-аминопропил-
силаном (MNPs-3), N-ди-Fmoc-L-лизином
(MNPs-4) и L-лизином (MNPs-5) (рис. S1, см.
Приложение на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2020/1/supp_Kandarakov_rus.pdf), по
аналогии с [16, 17].

Согласно данным ИК-спектроскопии (рис. S2)
поверхность наночастиц второго типа (MNPs-2)
имеет заметно большую степень гидратированно-
сти, чем MNPs-1, о чем можно судить по отноше-
нию площадей (SO–H/SFe–O) под кривыми абсорб-
ции в областях 3650‒2400 см–1 (SO–H) и 750‒460 см–1

(SFe–O), относящихся к валентным колебаниям
О–Н в составе молекул H2O и ОН-групп на по-
верхности МНЧ и Fe–O наночастиц Fe3O4 соответ-
ственно. Так, значение SO–H/SFe–O составило 0.73 и
1.43 в образцах MNPs-1 и MNPs-2 (рис. S2). По
данным ТГА (рис. S3) MNPs-1 и MNPs-2 содер-
жали порядка 1.8% адсорбированной воды (30–
380°С), а также 0.8 и 1.8 масс. % гидроксильных
групп соответственно (по расчету потери массы
образцов в области 160‒380°С, в которой проис-
ходит их удаление). Таким образом, согласно дан-
ным ИК-спектроскопии и ТГА (рис. S3), химиче-
ски полученные МНЧ обладают более выражен-
ными гидрофильными свойствами благодаря
присутствию большего количества гидроксиль-
ных групп и адсорбированных молекул воды на
их поверхности, чем МНЧ, полученные газофаз-
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ным методом, что обуславливает легкость полу-
чения их водных суспензий.

Иммобилизация APS, L-лизина и его защи-
щенного производного на МНЧ подтверждена
данными ИК-спектроскопии. Для сопоставления
результатов, полученных в in vitro экспериментах,
с помощью элементного анализа (по масс. % С в
образце) оценено количество органических моле-
кул на поверхности MNPs-3–MNPs-5 (по анало-
гии с [20, 21]) и проведена ИК-спектроскопии
[22]. Показано, что MNPs-3–MNPs-5 содержали
0.61, 0.14 и 0.12 ммоль APS, N-ди-Fmoc-L-лизина
и L-лизина в расчете на 1 г наночастиц соответ-
ственно. По данным ТГА для MNPs-3–MNPs-5 об-
щая потеря массы образца, обусловленная деструк-
цией и удалением органического покрытия, соста-
вила 7.6, 15.7 и 12.4% соответственно (рис. S3).

Магнитные свойства МНЧ на основе химиче-
ски синтезированных наночастиц были не-
сколько лучше, чем у наночастиц, синтезиро-
ванных газофазным методом. Так, удельная на-
магниченность насыщения MNPs-1 составила
61 А м2/кг, MNPs-2 – 81 А м2/кг, модифициро-
ванных MNPs-3–MNPs-5 – порядка 73 А м2/кг.

Связывание МНЧ с клетками

В таблице 1 суммированы свойства МНЧ, ис-
пользованных в данной работе.

Для выяснения возможных различий в эффек-
тивности связывания клетками разных типов

МНЧ проведено сравнительное исследование, в
котором по 30 мкл суспензии (0.15 мг) МНЧ каж-
дого типа озвучивали в течение 30 мин и добавля-
ли к клеткам NIH 3T3, снятым с пластика и нахо-
дящимся в суспензионном состоянии (в дальней-
шем ‒ суспензионные клетки). После инкубации
в этих условиях более 95% клеток (независимо от
способа получения и химических модификаций)
удерживались на стенке пробирки магнитным
полем постоянного магнита. Не выявлено значи-
мых различий в связывании клеток разными ти-
пами МНЧ (рис. 1). В контроле (без МНЧ) менее
5% клеток оказались в месте локализации магни-
та, очевидно, в результате осаждения под дей-
ствием гравитационного поля.

Мы предположили, что этот результат может
быть следствием насыщающего количества до-
бавленных к клеткам МНЧ, нивелирующего воз-
можные различия между типами магнитных ча-
стиц. В связи с этим доза МНЧ была снижена до
5 мкл, т.е. в 6 раз (рис. 1). При таком количестве
МНЧ (MNPs-1, MNPs-3 и MNPs-5) магнит удер-
живал не более 40% клеток. В случае MNPs-2 и
MNPs-4, однако, доля клеток на магните оказа-
лась еще меньше и не превышала 25%. Получен-
ные данные показывают, что способ получения и
химические модификации поверхности МНЧ вли-
яют на эффективность магнетизации ими клеток.
Так, эффект наночастиц MNPs-3 и MNPs-5 с боль-
шим положительным зарядом поверхности, обу-
словленным присутствием аминогрупп, был бо-
лее выражен, чем у MNPs-4, содержащих гораздо

Таблица 1. Виды МНЧ, использованные в работе
МНЧ Способ получения Формула

MNPs-1 Газофазный метод без покрытия

MNPs-2 Осаждение из водного раствора солей
без покрытия

MNPs-3 Осаждение из водного раствора солей. 
Модифицированы 3-аминопропилсиланом (содер-
жит на поверхности аминогруппы)

MNPs-4 Осаждение из водного раствора солей. 
ди-Fmoc-L-лизин-модифицированные МНЧ Fe3O4 
(содержат на поверхности L-лизин с защищенными 
аминогруппами)

MNPs-5 Осаждение из водного раствора солей. Модифициро-
ваны L-лизином (содержат на поверхности моле-
кулы L-лизина со свободными аминогруппами)
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меньше аминогрупп APS, не участвующих в свя-
зывании с молекулами N-ди-Fmoc-L-лизина.
Сравнение немодифицированных МНЧ показы-
вает, что частицы MNP-1, полученные газофаз-
ным методом, более эффективно включались в
клетки, чем частицы MNPs-2, полученные оса-
ждением из водного раствора.

Эффекты агломерации МНЧ
Микроскопический анализ суспензии МНЧ

до обработки УЗ показал присутствие достаточно
крупных частиц, размер которых может превы-
шать 5 мкм (рис. 2). Исходный средний размер га-

зофазных частиц МНЧ составляет порядка 20 нм, а у
частиц, полученных осаждением ‒ 10 нм (рис. S1,
см. Приложение на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2020/1/supp_Kandarakov_rus.pdf). Оче-
видно, что в световом микроскопе частицы тако-
го размера не видны, т.е. мы наблюдали их агло-
мераты. Размеры больших агломератов МНЧ и
клеток сопоставимы, поэтому они не могут про-
никать в клетки, однако способны аккумулиро-
вать значительную массу частиц, снижая эффек-
тивную концентрацию МНЧ. Исходя из получен-
ных результатов, можно предположить, что
разрушение агломератов МНЧ будет способство-
вать увеличению доли клеток с МНЧ. Поэтому на

Рис. 1. Доля клеток NIH 3T3 (N) на магните и в среде с 30 и 5 мкл суспензии МНЧ. К ‒ контроль, вариант без добав-
ления МНЧ. Перед добавлением к клеткам МНЧ озвучивали в течение 30 мин.
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Рис. 2. Фотографии суспензий МНЧ в ДМСО до УЗ-обработки.
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Рис. 3. Доля клеток NIH 3T3 (N) на магните и в среде при увеличении времени обработки суспензий MNPs-2 и MNPs-
4 в ДМСО ультразвуком. К препаратам клеток добавляли по 5 мкл суспензии МНЧ. К – контроль, вариант без МНЧ.
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Рис. 4. Изменение доли клеток (N) в среде и на магните при инкубации 15 мкл MNPs-1 с суспензионными клетками
NIH 3T3. а – Динамическая (Д) и статическая (С) инкубация клеток с МНЧ, б – Статическая инкубация клеток с
МНЧ в бессывороточной среде DMEM (Б/С) и в фосфатном солевом буфере (ФСБ), К(Д), К(С), К ‒ соответствую-
щие контрольные варианты без МНЧ. Данные нормированы относительно значений в контрольных вариантах, при-
нятых за 1.
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примере MNPs-2 и MNPs-4 изучено включение
клетками МНЧ в зависимости от продолжитель-
ности УЗ-обработки. С этой целью были приго-
товлены суспензии МНЧ для точного отсчета
времени УЗ-обработки. В экспериментах, пред-
ставленных на рис. 3, к суспензионным клеткам
добавляли 5 мкл МНЧ.

Обработка суспензий MNPs-2 и MNPs-4 в
ДМСО УЗ в течение 6 ч приводила к увеличению
доли клеток на магните как минимум в 2 раза. Од-
нако дополнительное воздействие УЗ до 12 ч не
приводило к дальнейшему увеличению доли кле-
ток на магните, что, вероятно, связано с достиже-

нием предела диспергирования МНЧ в данных
условиях (рис. 3).

Полученные нами результаты показывают, что
использование малых доз МНЧ позволяет лучше
выявлять различия в эффективности их связыва-
ния клетками и исследовать факторы, влияющие
на связывание. Этот подход применен нами для
изучения других факторов, влияющих на связыва-
ние МНЧ (а именно MNPs-1) клетками (рис. 4).
Показано, что постоянное перемешивание сус-
пензии (динамическая инкубация) приводит к
снижению магнетизации клеток по сравнению со
статической инкубацией без перемешивания. В
то же время, при инкубации клеток с МНЧ в ФСБ
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степень магнетизации была выше, чем при инку-
бации в среде без сыворотки.

Магнетизация прикрепленных клеток

В проведенных нами опытах МНЧ инкубиро-
вали только с клетками в суспензионном состоя-
нии. Преимущество этого подхода состоит в том,
что эффективность связывания МНЧ с клетками
можно определить сразу после окончания инку-
бации. Значительный интерес представляет так-
же сравнение этого подхода с альтернативным, в
котором МНЧ инкубировали с клетками, кото-
рые находятся в прикрепленном к пластику со-
стоянии (далее – прикрепленные клетки). Для
этого к прикрепленным клеткам добавляли сус-
пензию МНЧ (MNPs-1) в среде без сыворотки и
анализировали динамику связывания МНЧ через
определенные промежутки времени, снимая
клетки трипсином и измеряя долю клеток на по-
стоянном магните и в среде. Как следует из рис. 5,
время инкубации клеток с МНЧ имеет критиче-
ское значение. Доля магнетизированных клеток в
прикрепленном варианте со временем увеличи-
вается, достигая максимальных значений через
3‒4 ч, в суспензионном же варианте максимума
наступает через 20‒40 мин. При одной и той же до-
зе МНЧ доля магнетизированных клеток в при-
крепленном варианте выше, чем в суспензионном.

Как показано выше (рис. 1), для повышения
доли суспензионных клеток, связавших МНЧ,
достаточно увеличить количество МНЧ. Такая же
тенденция наблюдается и в случае адгезионных
клеток. Из рис. 6 видно, что увеличение количе-
ства MNPs-1 в 6 раз приводит к резкому увеличе-
нию доли клеток, осаждаемых на магните.

Приведенные данные показывают, что эффек-
тивная магнетизация клеток в прикрепленном
состоянии требует нескольких часов инкубации.
Мы проверили, возможно ли ускорение этого
процесса за счет принудительного осаждения
МНЧ на клетки путем центрифугирования. На
рис. 7 представлены результаты эксперимента,
который показывает возможности данного под-
хода при введении MNPs-1 в клетки NIH 3T3.
Как видно из рис. 7, низкоскоростного центри-
фугирования (500 об/мин) в течение 2 мин доста-
точно для увеличения доли магнетизированных
клеток примерно до 50%, тогда как при простой
инкубации тех же клеток с МНЧ эта доля не пре-
вышала 10%. Увеличение времени центрифугиро-
вания в 2 раза приводило к 65%-ной магнетизации
клеток, однако дальнейшее центрифугирование
не давало дополнительного эффекта. Магнето-
спинокуляция суспензионных клеток также при-

Рис. 5. Изменение доли клеток (N) в среде и на магните при инкубации 15 мкл MNPs-1 с прикрепленными и суспен-
зионными клетками NIH 3T3. К – контроль без добавления МНЧ.
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Рис. 6. Изменение доли клеток (N) в среде и на маг-
ните при инкубации MNPs-1 с прикрепленными
клетками NIH 3T3. Время инкубации ‒ 180 мин. К –
контроль без добавления МНЧ.
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водила к некоторому положительному эффекту,
однако увеличение степени магнетизации клеток
по сравнению с контрольными образцами без
центрифугирования было небольшим (данные не
приведены).

Замечено, что суспензия МНЧ в ДМСО до озву-
чивания способна достаточно быстро (в течение
минут) осаждаться на магните, тогда как после УЗ-
обработки МНЧ садятся на магнит крайне медлен-
но. При этом клетки, магнетизированные такими
МНЧ, могут быть собраны на магните весьма быст-
ро, в течение 1‒2 мин. Чтобы объяснить этот пара-
докс, мы измеряли оптическое поглощение суспен-
зий MNPs-1, которое, как показали предваритель-
ные эксперименты, в использованном диапазоне
пропорционально концентрации МНЧ (рис. 8а). В
следующем эксперименте аликвоты MNPs-1 доба-
вили в ДМСО, воду, среду без сыворотки и ФСБ.
После инкубации в течение 5 мин измерили опти-
ческое поглощение МНЧ, осевших на магнит. По-
казано (рис. 8б), что количество МНЧ, осевших на
магнит в среде или ФСБ, намного выше, чем в
ДМСО или воде. Это говорит о том, что в средах с
физиологической ионной силой (в отличие от во-
ды) происходит быстрая агломерация МНЧ, при-
водящая к значительному ускорению их посадки
на магнит. При центрифугировании в указанных
растворах в отсутствие внешнего магнитного по-
ля MNPs-1 медленнее всего осаждается в воде и
ДМСО (рис. 8в), что также свидетельствует об их
агрегации в средах с физиологической ионной
силой.

Стабильность магнетизации клеток
Во многих случаях важна не только эффектив-

ность связывания МНЧ клетками, но и стабиль-

ность магнитного мечения клеток. Для анализа
этого аспекта магнитной модификации клеток
проводили магнетизацию суспензионных клеток
различающимися в 3 раза дозами MNPs-2, после
чего 2 раза очищали клетки на магните. Магнети-
зированные клетки после второго раунда очистки
обрабатывали митомицином для остановки про-
лиферации и культивировали в течение суток. За-
тем клетки повторно выделяли на магните. Пред-
ставленные на рис. 9 данные показывают, что на
втором раунде очистки доля клеток, не осаждаю-
щихся на магнит, весьма невелика. Однако после
культивирования в течение суток процент кле-
ток, переставших связываться с магнитом, замет-
но повысился. При этом доля таких клеток была

Рис. 7. Изменение доли магнетизированных клеток
NIH 3T3 (N) при центрифугировании (500 об/мин)
прикрепленных клеток с 15 мкл MNPs-1. Ось абцисс:
время (минуты). Обозначения: Ц – центрифугирова-
ние, К-контроль без центрифугирования.
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Рис. 8. Оптическая плотность возрастающих концен-
траций водных суспензий MNPs-1 (а), водных сус-
пензий препаратов MNPs-1, осажденных из различ-
ных сред на магните (б), супернатантов после центри-
фугирования суспензий MNPs-1 в различных средах (в).
ФСБ – фосфатно-солевой буфер, Б/С – среда DMEM
без сыворотки.
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значительно ниже при использовании для мече-
ния более высокой дозы МНЧ. Таким образом,
начальная магнетизация клеток, которая после
двукратной очистки на магните должна быть
близкой к 100%, не означает, что при дальнейшем
культивировании все магнитные клетки остаются
такими же; часть из них после культивирования
перестает садиться на магнит.

Электронно-микроскопический анализ 
распределения МНЧ в клетках

Локализацию МНЧ в клетках при магнетиза-
ции определяли с помощью электронной микро-
скопии. Показано, что в клетках NIH 3T3, инку-
бируемых в среде с MNPs-1, накапливаются маг-
нитные частицы. Ультраструктура клеток при
этом не меняется (рис. 10а–в). На ультратонких

срезах видно, что магнитные частицы в среде аг-
регируют и имеют вид скоплений электронно-
плотных гранул разного размера (рис. 10б, в). По-
сле 20 мин инкубации с клетками агрегаты маг-

Рис. 9. Отбор магнетизированных клеток сразу после
инкубации с МНЧ (20 мин) и после культивирования
отобранных магнетизированных клеток в течение 24 ч
(24 ч). По оси абсцисс показан объем добавленной
суспензии MNPs-2 при инкубации клеток с МНЧ, по
оси ординат ‒ доля клеток (N) на магните и в среде
после двух последовательных отборов магнетизиро-
ванных клеток, проведенных сразу после инкубации
клеток с МНЧ (1 отбор и 2 отбора). В этом случае до-
лю клеток на магните определяли после второго отбо-
ра. После культивирования магнетизированных кле-
ток (24 ч) вновь проведен однократный отбор магне-
тизированных клеток.

20 мин 24 ч

2 отбор

Магнит

15
MNPs-2, мкл

N

0

0.5

1.0

1.5

45 15 45

1 отбор

Рис. 10. Электронная микроскопия ультратонких сре-
зов клеток NIH 3T3. а – Контрольные клетки до инку-
бации с магнитными частицами; б ‒ клетки после инку-
бации с магнитными частицами в течение 20 мин. Агре-
гаты электронно-плотных МНЧ располагаются вне
клеток и на поверхности клеток; в – после инкубации в
течение 4 ч МНЧ располагаются внутри клеток, в цито-
плазме (обозначены стрелками). Обозначения субкле-
точных структур: Cyt – цитоплазма, M – митохондрии,
N – ядро, nl – ядрышки. Масштаб 1 мкм.
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нитных частиц выявляются только в среде и на
поверхности клеток (рис. 10б). Однако через 4 ч
большое количество МНЧ обнаруживается внут-
ри клеток, в цитоплазме (рис. 10в). Таким обра-
зом, после инкубации с клетками наблюдается
довольно быстрая интернализация МНЧ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты настоящего исследования показы-
вают, что мечение МНЧ клеток NIH 3T3 в значи-
тельной степени зависит от композиции частиц и
условий, в которых проходит магнетизация. По-
казано, в частности, что МНЧ с поверхностным
положительным зарядом более эффективно маг-
нетизируют клетки, что согласуется с ранее опуб-
ликованными результатами [23]. Кроме того,
имеет значение и способ получения МНЧ.

В данном исследовании сравнили магнетиза-
цию клеток, находящихся в суспензионном и
прикрепленном к пластику состоянии. Время ин-
кубации имеет большое значение при связыва-
нии МНЧ клетками как в прикрепленном, так и в
суспензионном состоянии, причем если в первом
случае для достижения эффективного мечения тре-
буется несколько часов, то во втором случае опти-
мальное время мечения не превышает 20‒40 мин,
после чего жизнеспособность клеток NIH 3T3 в
суспензии падает.

Мы показали далее, что за счет непродолжи-
тельного центрифугирования (магнетоспиноку-
ляции) время инкубации прикрепленных клеток
с МНЧ можно сократить до минимума, сохранив
при этом высокую эффективность магнетизации
клеток. Магнетизация прикрепленных клеток с по-
мощью магнетоспинокуляции представляет собой
простой и эффективный метод, который, по всей
вероятности, может использоваться при работе с
другими клетками млекопитающих in vitro. Ранее
Ocampo и соавт. [24] показали, что центрифугиро-
вание МНЧ с клетками глиомы U251 в суспензии
значительно повышает эффективность интернали-
зации МНЧ по сравнению с теми же клетками в
прикрепленном состоянии. В наших экспери-
ментах небольшое увеличение эффективности
мечения клеток NIH 3T3 в супензии при центри-
фугировании объясняется тем, что в оптимальных
условиях мечение этих клеток в суспензии было и
без того эффективным. В то же время, Ocampo и
соавт. [24] не сравнивали мечение суспензионных
клеток с использованием центрифугирования или
без него, поэтому их вывод о радикальном повы-
шении эффективности мечения за счет центрифу-
гирования не может считаться доказанным. Кроме
того, не выявлено значительного ускорения мече-
ния МНЧ прикрепленных клеток при центрифу-

гировании, что отличает данные [24] от результа-
тов, полученных нами.

Отметим также, что магнетоспинокуляция,
разработанная нами для прикрепленных клеток,
проще подхода, использованного в [24], посколь-
ку не требует перевода клеток в суспензионное
состояние для введения МНЧ. Сходный принцип
может, по-видимому, использоваться и при рабо-
те с немагнитными частицами при условии, что
они формируют агломераты достаточных разме-
ров, а их плотность выше плотности среды.

Следует сказать, что в ряде работ, посвящен-
ных магнетизации клеток МНЧ, показано, что не
все виды МНЧ эффективно метят клетки, а часть
из них практически неспособна к этому [25]. Для
введения МНЧ в клетки в таких случаях исполь-
зуют трансфекционные агенты [26, 27] или другие
способы, такие как магнетофекция [28, 29] или со-
нопорация [30]. В то же время, в наших экспери-
ментах МНЧ разного вида, отличающиеся способа-
ми получения, начальными размерами и поверх-
ностными модификациями, вполне эффективно
метили клетки без применения трансфекционных
агентов, и различия между ними начинали выяв-
ляться только при значительном понижении дозы
МНЧ во время мечения.

Для объяснения этого противоречия можно
привлечь результаты, приведенные на рис. 8, ко-
торые показывают, что МНЧ после длительной
обработки УЗ в ДМСО существуют в виде мелко-
дисперсной суспензии, крайне медленно садя-
щейся на магнит в ДМСО или воде. Однако после
попадания в среду с физиологической ионной си-
лой (культуральная среда или ФСБ) МНЧ начи-
нают собираться на магните или седиментиро-
вать под действием гравитации намного быстрее,
что, по-видимому, объясняется их быстрой агло-
мераций в солевых растворах. Это предположе-
ние подтверждается также успешным примене-
нием предложенного нами метода магнетоспино-
куляции, поскольку мономерные наночастицы
размером 10‒20 нм, в отличие от более крупных
агломератов, не могли бы при низких оборотах
седиментировать за несколько минут на поверх-
ность клеток. Агломерацию МНЧ в солевых рас-
творах наблюдали и ранее [31, 32]. Показано так-
же [33], что размер агломератов растет с увеличе-
нием ионной силы среды, при этом дальнейшая
агломерация, по-видимому, может происходить и
внутри клеток. Скорее всего, агломерация МНЧ,
в том числе и внутри клеток, играет принципи-
альную роль при магнетизации клеток.

Интернализация МНЧ клетками происходит
за счет эндоцитоза [34, 35]. Процесс интернализа-
ции происходит, скорее всего, в две стадии ‒ сна-
чала МНЧ и их агломераты взаимодействуют с
клеточной поверхностью и, вероятно, обратимо
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иммобилизуются на ней, после чего следует само
поглощение путем эндоцитоза [36]. Это предполо-
жение согласуется с результатами проведенных на-
ми электронно-микроскопических исследований
и, в целом, достаточно хорошо объясняет получен-
ные нами результаты, в частности, снижение эф-
фективности магнетизации клеток при динамиче-
ской инкубации с постоянным перемешиванием. В
этом случае движение жидкости может способство-
вать удалению с поверхности тех частиц или агло-
мератов частиц, которые в данный момент слабо
связаны с поверхностью клеток и не могут противо-
стоять гидродинамическим силам, возникающим
при перемешивании.

Если интернализация МНЧ происходит путем
эндоцитоза, процесса, обладающего определен-
ной специфичностью в отношении размера ин-
тернализуемых объектов, то можно предполо-
жить, что эффективному поглощению могут под-
вергаться лишь агломераты МНЧ определенных
размеров. В этом случае доля “компетентных”,
способных к поглощению, агломератов МНЧ бу-
дет зависеть от ряда параметров, прежде всего, от
их агрегатного состояния на момент мечения,
что, в конечном счете, будет определять эффек-
тивность магнетизации клеток при низких дозах
МНЧ. При высоких дозах содержание “компе-
тентных” агломератов, очевидно, становится до-
статочным для магнетизации большинства кле-
ток независимо от доли таких агломератов в пре-
парате МНЧ.

Наши данные также показывают, что следует
отличать первичную магнетизацию клеток, часть
которой может быть временной и сопровождает-
ся последующей потерей этой фракцией магнит-
ной метки, от стабильной магнетизации, при ко-
торой потери клетками магнитной метки со вре-
менем относительно невелики. При первичной
магнетизации часть магнитной метки может быть
связана не с интернализацией МНЧ, а с квазиста-
бильным закреплением на поверхности агломе-
ратов, не способных интернализоваться клеткой.
При этом такие МНЧ со временем будут диссоци-
ировать спонтанно. Некоторые виды клеток, такие
как Jurkat, не подвергаются эндоцитозу МНЧ. В
этом случае магнитное мечение клеток осуществля-
ется практически исключительно за счет МНЧ, свя-
занных с клеточной поверхностью [37].

Интересным и требующим дальнейшего изу-
чения является обнаруженное нами увеличение
доли стабильного мечения клеток при повыше-
нии дозы МНЧ. Ранее показали, что магнетиза-
ция неделящихся клеток МНЧ остается достаточ-
но стабильной в течение дней [38, 39]. В послед-
ние годы, однако, обнаружили, что МНЧ на
основе оксидов железа могут деградировать в ли-
зосомах [40, 41], что приводит к потере их намаг-

ниченности. Потери атомов железа клетками при
этом не происходит [41], однако не все согласны с
этим утверждением [40]. В то же время, скорость де-
градации МНЧ сильно зависит от вида частиц и их
покрытия [41]. Утверждается также, что клетки спо-
собны удалять интактные МНЧ за счет экзоцитоза
[40]. МНЧ, использованные в нашей работе, защи-
щены от предполагаемой деградации слоем оксида
кремния, весьма устойчивого к химическим воз-
действиям и способного тормозить деградацию
МНЧ в лизосомах. Тем не менее, при неполном по-
крытии поверхности МНЧ оксидом кремния их де-
градация представляется возможной.

В наших экспериментах несмотря на то, что
клетки, меченные МНЧ, после двукратной очистки
на магните должны иметь близкую к 100% степень
магнитного мечения, независимо от начальной до-
зы МНЧ при инкубации, дальнейшее сохранение
намагниченности зависело от этой дозы. При низ-
ких дозах МНЧ довольно существенное количе-
ство клеток (около 9%) через сутки теряло магнит-
ную метку, в то время как при высоких дозах доля
таких клеток не превышала 5%.

Мы предлагаем три возможных объяснения
этих результатов. Во-первых, можно предполо-
жить, что использованные в работе МНЧ ста-
бильно сохраняются в клетках после интернали-
зации, а освобождение клеток от метки обуслов-
лено квазистабильно связанной с поверхностью
фракцией МНЧ, доля которой будет падать при
увеличении дозы частиц при мечении за счет уве-
личения интернализации, как обсуждалось выше.
Во-вторых, интернализованные МНЧ могут посте-
пенно выбрасываться клеткой, но при больших ко-
личествах интернализованных МНЧ функциони-
рование клеточного аппарата, отвечающего за эк-
зоцитоз продуктов, которые не нужны клетке,
может быть блокировано. В этом случае терять
МНЧ будут только те клетки, первоначальная на-
грузка которых интернализованными частицами
была умеренной. В-третьих, интернализованные
МНЧ могут постепенно подвергаться деградации
в лизосомах; в таком случае доля клеток, сохра-
нивших достаточное количество МНЧ на данный
момент времени, будет возрастать при увеличе-
нии начальной нагрузки.

Какое из предлагаемых объяснений правильно
позволят, очевидно, выяснить, дополнительные
эксперименты.

Эксперименты, отображенные на рис. 1‒10,
выполнены при поддержке Российского научно-
го фонда (проект № 18-14-00300). Синтез и фи-
зико-химическая характеристика использован-
ных в работе МНЧ (рис. S1‒S3) выполнены в
рамках темы государственного задания АААА-
А18-118020290116-5 с использованием оборудова-
ния Центра коллективного пользования “Спектро-
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скопия и анализ органических соединений”
(ЦКП “САОС”).

В статье не использованы люди и животные в
качестве объектов исследования.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.
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FACTORS AFFECTING LABELING OF NIH 3T3 CELLS 
BY MAGNETIC NANOPARTICLES

O. F. Kandarakov1, A. M. Demin2, V. I. Popenko1, O. G. Leonova1,
E. E. Kopantseva1, V. P. Krasnov2, and A. V. Belyavsky1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Postovsky Institute of Organic Synthesis, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, 620990 Russia

*e-mail: abelyavs@yahoo.com

Factors influencing labeling of murine NIH 3T3 fibroblasts by Fe3O4-based magnetic nanoparticles (MNPs)
were studied. In the study, MNPs produced by the gas condensation and solution precipitation methods as
well as MNPs surface-modified with 3-aminopropylsilane or L-lysine were used. Method of synthesis, sur-
face modifications, particle concentration and size, as well as the state of cell population and methods of
MNP introduction all have substantial effect on the efficiency of MNP binding by cells. In particular, MNP
suspensions in DMSO may contain large clusters, which disruption by sonication increases the percentage of
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magnetically labeled cells. Static incubation of cell suspension results in a more efficient labeling as compared
to the continuous agitation. Cells attached to plastic may be labeled to a higher degree than cells in suspension
but require substantially longer incubations with MNPs. However, centrifugation of MNPs on cell layers
(magnetospinoculation) significantly increases the rate and efficiency of labeling. It was shown also that the
stability of magnetic labeling depends on the MNP dose during labeling. Electron microscopy studies
demonstrated that MNPs after their incubation for 20 min with cells are associated with the cell surface, but
after 4 hrs are located in the cell interior. The results of the study may be useful for preparation and application
of magnetized cell samples.

Keywords: NIH 3T3, magnetic nanoparticles, magnetic labeling, Fe3O4, L-lysine, magnetospinoculation
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