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affect the viability of monocytes in the short-term culture. The ratio of morphological classes in the 
presence of ND and F significantly different from the control group of cultivation. Effects of NA and 
F were characterized by dose-dependent. The formation of a protein corona on the surface of NA 
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impact of new materials on the processes of differentiation of monocyte subpopulations.
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Влияние биоматериалов медицинского назначения  
на структурно-функциональные особенности  
моноцитов

Н.Г. Мензяноваa, Е.Д. Николаеваa,  
Д.В. Винокуроваa, А.В. Шабановб,  

А.М. Шершневаa, Е.И. Шишацкаяa, К.В. Суховаa

aСибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79 

бИнститут физики им. Л.В. Киренского СО РАН 
Россия, 660036, Красноярск, Академгородок, 38

Изучены морфофункциональные особенности моноцитов в условиях кратковременного 
культивирования in vitro на носителях из биополимера полигидроксиалканоата (ПГА) в 
присутствии наноалмазов (НА) и фуллеренов (Ф). Показано, что НА и Ф в исследованных 
концентрациях не влияли на жизнеспособность моноцитов в кратковременной культуре. 
Соотношение морфологических классов моноцитов в присутствии НА и Ф существенно 
отличалось от контрольного варианта культивирования. Влияние НА и Ф характеризовалось 
дозовой зависимостью. Воздействие наночастиц на культуру моноцитов значительно 
изменялось при формировании белковой короны на поверхности НА и Ф, что приводило к 
возникновению новых количественных соотношений между морфологическими классами 
моноцитов в культуре in vitro. Полученные результаты позволяют рассматривать 
кратковременную культуру моноцитов in vitro как адекватную модельную систему для оценки 
влияния новых материалов на процессы дифференцировки субпопуляций моноцитов.

Ключевые слова: биоматериалы медицинского назначения, полигидроксиалканоаты, 
моноциты, наноалмазы, фуллерены.

Введение

В настоящее время наночастицы и на-
ноструктурированные материалы рассматри-
ваются как перспективные «инструменты» 
целенаправленной регуляции дифференци-
ровки и функциональной активности клеток. 
В огромном потоке экспериментальных ис-
следований влияния наноматериалов на био-
логические системы (от клеток до экосистем) 
выделяются два направления, которые могут 
сыграть решающую роль в развитии техноло-
гий управления диффренцировкой клеток in 
vitro и in vivo.

Первое направление связано с изучени-
ем нерецепторных систем взаимодействия 
клеточной мембраны с наноматериалами, 
систем нерецепторного сигналинга и его эф-
фекторных мишеней. Рецепторнезависимый 
сигналинг – механохимическая трансляция 
сигнала, зависящая от кривизны биомембра-
ны (Galic et al., 2014; Echarri et al., 2015). Физи-
ческие силы, которые возникают в плазмати-
ческой мембране в процессе интернализации 
частиц, запускают наноразмерные деформа-
ции мембраны, которые затем транслируются 
в химический сигнал, активирующий каскад 



– 35 –

Natalia G. Menzyanova, Elena D. Nikolaeva… Effect of Biomaterials of Medical Purpose on the Structural and Functional…

трансдукции (Bharde et al., 2013; Lee et al., 
2014; Curtis et al., 2014; Henstock et al., 2014, 
2015; Kilinc et al., 2016).

Второе направление связано с модифика-
цией влияния наноматериалов через формиро-
вание белковой короны: сорбции различных 
белков на поверхности наночастиц. Особен-
ности белковой короны определяют пути 
интернализации, системы внутриклеточного 
сигналинга и эффекторные мишени: систе-
мы липидного метаболизма, окислительно-
восстановительного гомеостаза, провоспа-
лительных и антивоспалительных реакций 
(Fleischer et al., 2014; Mortimer et al., 2014; Hata 
et al., 2014; Shannahan et al., 2015; Matczuk et 
al., 2015; Di Silvio et al., 2015; Zanganeh et al., 
2016; Polyak et al., 2016).

Экспериментальные данные свидетель-
ствуют о том, что исследования в этих двух 
направлениях будут способствовать дальней-
шему развитию представлений о механизмах 
влияния наноматериалов на биологические 
системы.

В работе изучали морфофункциональ-
ные особенности клеток крови в условиях 
культивирования in vitro на наноструктури-
рованных подложках из ПГА в присутствии 
наночастиц углерода – наноалмазов (НА) и 
фуллеренов (Ф). 

Выбор НА и Ф в качестве модельных на-
ночастиц был обусловлен следующими при-
чинами. С учетом известной зависимости 
биологических эффектов наночастиц от их 
размеров использование частиц конкретного 
класса позволяет определить конкретные эф-
фекторные мишени и обеспечивает хорошую 
воспроизводимость результатов в стандарт-
ных условиях.

Высокая биосовместимость полигидрок-
сиалканоатов (ПГА) показана в многолетних 
экспериментальных и клинических исследо-
ваниях на всех уровнях ответа биологических 

систем (Volova et al., 2013), тогда как биосов-
местимость НА и Ф остается под вопросом, 
что и определило подход, используемый в 
работе. На поверхности НА и Ф в результате 
адсорбции различных белков в физиологиче-
ских условиях формируется белковая коро-
на. Кроме того, размерные особенности НА 
(размеры НА были соизмеримы с размерами 
некоторых крупных белков) и Ф позволяют 
предположить нерецепторную интернализа-
цию этих частиц и ожидать специфические 
морфологические изменения клеточных мем-
бран.

Материалы и методы

Образцы ПГА получены на основе ми-
кробного синтеза в Институте биофизики СО 
РАН (ИБФ СО РАН) и Сибирском федераль-
ном университете (СФУ) (Volova et al., 2013). 
Стабильные водные растворы наноалмазов 
(НА) и фуллеренов (Ф) (С60) предоставлены 
лабораторией нанобиотехнологии и биолю-
минесценции ИБФ СО РАН (Бондарь, 2004). 
Средний диаметр НА (54,07+0,35) нм, индекс 
PdI = 0,225+0,005. Средний диаметр Ф состав-
лял (94,64±3,12) нм, индекс PdI = 0,482±0,031.

Использовали полимерные подложки 
в виде пленок, полученные методом полива 
раствора ПГА на обезжиренную поверхность 
тефлона с последующим полным высушива-
нием растворителя в боксе-ламинаре.

Варианты культивирования моноцитов:
1. Подложка из ПГА, среда DMEM c фе-

тальной сывороткой (контроль).
2. Подложка из ПГА, среда DMEM c фе-

тальной сывороткой, НА в различной 
концентрации (конечная концентра-
ция 5, 25, 50 мкг/мл).

3. Подложка из ПГА, среда DMEM c фе-
тальной сывороткой, Ф в различной 
концентрации (конечная концентра-
ция 5, 25, 50 мкг/мл).
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4. Подложка из ПГА, среда DMEM c фе-
тальной сывороткой, НА в различной 
концентрации (конечная концентрация 
5, 25, 50 мкг/мл). НА предварительно 5 
мин инкубировали в фетальной сыво-
ротке для образования белковой «ко-
роны».

5. Подложка из ПГА, среда DMEM c фе-
тальной сывороткой, Ф в различной 
концентрации (конечная концентра-
ция 5, 25, 50 мкг/мл). Ф предваритель-
но инкубировали 5 мин в фетальной 
сыворотке для образования белковой 
короны.

Моноциты выделяли из перифериче-
ской крови здоровых доноров на градиен-
те плотности фиколл-урографин по методу 
H.R. Recalde (1984). Выделенные моноциты 
суспендировали в среде DMEM c феталь-
ной сывороткой. Клеточные суспензии 
моноцитов вносили в пластиковые 96-лу-
ночные культуральные планшеты (104 кле-
ток на лунку, объем 80 мкл), на дне лунок 
находились стерильные пленочные под-
ложки. Растворы НА и Ф готовили на среде 
DMEM c 10%-ной фетальной сывороткой. 
В экспериментальные варианты вносили по 
80 мкл растворов НА и Ф разной концен-
трации, в контрольный вариант – 80 мкл 
среды DMEM c 10%-ной фетальной сыво-
роткой. Клетки культивировали 36 ч в СО2-
инкубаторе. После завершения инкубации 
удаляли культуральную среду и фиксиро-
вали клетки 2,5 % глутаровым альдегидом 
на фосфатном буфере, рН=7,4. После фик-
сации клеточные образцы по общеприня-
тым методам (Parameswaran, 2011) готовили 
для электронно-микроскопического анали-
за с помощью сканирующего микроскопа 
Quanta FEI 200 (США). Жизнеспособность 
клеток в различных экспериментальных 
вариантах определяли с помощью МТТ-

теста с [3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразол бромидом] (Sigma). 

Результаты и обсуждение

Показано, что Ф (без белковой короны 
и после предварительного формирования 
белковой короны) в исследованных концен-
трациях не влияли на жизнеспособность кле-
ток по сравнению с контрольным вариантом 
(табл. 1).

При добавлении в среду НА в концентра-
ции 50 мкг/мл количество жизнеспособных 
и метаболически активных клеток (опреде-
ляемое с помощью МТТ-теста) было выше по 
сравнению с контрольным вариантом (табл. 1). 
Вероятно, это связано с активацией продук-
ции реактивных форм кислорода в митохон-
дриях моноцитов. После предварительного 
формирования белковой короны на поверх-
ности НА величина экстинкции в МТТ-тесте 
для варианта с НА в концентрации 50 мкг/мл 
не отличалась от контроля. Это позволяет го-
ворить, что формирование белковой короны 
влияет на процессы интернализации НА и их 
воздействие на клетку. 

Процессы интернализации наночастиц и 
последующие реакции эффекторных систем 
могут сопровождаться значительными пере-
стройками рельефа плазматической мембра-
ны и морфологии клеток в целом. В связи с 
этим на следующем этапе работы был про-
веден морфологический анализ клеток в раз-
личных условиях культивирования.

В контрольном варианте было выделе-
но четыре основных морфологических клас-
са моноцитов (табл. 2 и рис. 1). Преобладали 
сферические клетки с тонким рельефом из 
микроворсинок – 54 % (рис. 1а, б; класс 1 в 
табл. 2). Вторым по численности был мор-
фологический класс адгезированных клеток 
с выраженными мембранными раффлами на 
поверхности (рис. 1в, г; класс 2 в табл. 2) – 
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Таблица 1. Жизнеспособность моноцитов (результаты МТТ-теста) при культивировании на подложке из 
ПГА с добавлением в среду наночастиц. Приведены значения экстинкции для λ=570 нм

Варианты 
культивирования

Концентрация наночастиц в среде культивирования
2,5 мкг/мл 25 мкг/мл 50 мкг/мл

Контроль 0,051
Ф 0,048 0,058 0,051

Ф+К 0,055 0,059 0,055
НА 0,053 0,053 0,073

НА+К 0,055 0,051 0,045

Примечание. Контроль – культивирование без добавления наночастиц; Ф – культивирование в присутствии 
фуллеренов; НА – культивирование в присутствии наноалмазов; Ф+К – культивирование в присутствии фуллеренов 
с белковой короной; НА+К – культивирование в присутствии наноалмазов с белковой короной.

Таблица 2. Соотношение морфологических классов моноцитов при культивировании на подложке из 
ПГА с добавлением в среду наночастиц

Морфологические классы моноцитов, % от общего количества клеток
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Контроль 54 21 11 14 0 0
Ф, 25 мкг/мл 8 4 4 4 80 0

Ф+К, 25 мкг/мл 50 33 17 0 0 0
Ф, 50 мкг/мл 25 1 11 13 0 50

НА, 25 мкг/мл 55 10 20 5 10 0
НА+К, 25 мкг/мл 40 13 47 0 0 0

НА, 50 мкг/мл 50 43 2 5 0 0
НА+К, 50 мкг/мл 70 11 15 4 0 0

Примечание. Контроль – культивирование без добавления наночастиц; Ф – культивирование в присутствии 
фуллеренов, конечная концентрация 25 и 50 мкг/мл; НА – культивирование в присутствии наноалмазов, конечная 
концентрация 25 и 50 мкг/мл; Ф+К – культивирование в присутствии фуллеренов с белковой короной, конечная 
концентрация 25 мкг/мл; НА+К – культивирование в присутствии наноалмазов с белковой короной, конечная 
концентрация 25 и 50 мкг/мл.

21 %. 3-й класс (11 %) был представлен пло-
скими, распластанными клетками со слож-
ным рельефом плазматической мембраны по 
периметру (рис. 1д, е; класс 3 в табл. 2). Для 
этого типа клеток были характерны контак-
ты с одиночными тромбоцитами и группами 

агрегированных тромбоцитов. Макрофаго-
подобные клетки (рис. 1ж, з, и; 4-й класс в 
табл. 2) были немногочисленны – 14 % от всей 
клеточной популяции. Морфологическая ге-
терогенность популяции моноцитов в куль-
туре связана с существованием различных 



– 38 –

Natalia G. Menzyanova, Elena D. Nikolaeva… Effect of Biomaterials of Medical Purpose on the Structural and Functional…

 

Рис. 1. Морфологические типы моноцитов при культивировании на подложках из ПГА. 
Контрольный вариант: А, Б - сферические клетки с тонким рельефом из «микроворсинок» 
(класс 1 в таблице 2); В, Г - адгезированные клетки с раффлами на поверхности (класс 2 в 
таблице 2); Д, Е - адгезированные «плоские» клетки cо сложным рельефом мембраны по 
краю (класс 3 в таблице 2); Ж, З, И - макрофагоподобные клетки (класс 4 в таблице 2). 
На всех микрофотографиях масштабный отрезок соответствует 3 мкм. 
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Рис. 1. Морфологические типы моноцитов при культивировании на подложках из ПГА. Контрольный 
вариант: А, Б – сферические клетки с тонким рельефом из «микроворсинок» (класс 1 в табл. 2); В, Г – 
адгезированные клетки с раффлами на поверхности (класс 2 в табл. 2); Д, Е – адгезированные «плоские» 
клетки cо сложным рельефом мембраны по краю (класс 3 в табл. 2); Ж, З, И – макрофагоподобные клетки 
(класс 4 в табл. 2). На всех микрофотографиях масштабный отрезок соответствует 3 мкм

структурно-функциональных субпопуляций 
циркулирующих в сосудистом русле моно-
цитов (Stansfield et al., 2015; Mikołajczyk et al., 
2016). После выделения из крови субпопуля-
ции моноцитов «реализуют» специфические 
программы дифференцировки в культуре 
in vitro, в частности морфологические пере-
стройки плазматической мембраны. В резуль-
тате гетерогенность клеточной популяции со-
храняется и в условиях in vitro.

Добавление наночастиц в среду приво-
дило к существенным изменениям в количе-

ственных соотношениях между различными 
морфологическими классами (табл. 2). Так, 
присутствие Ф в концентрации 25 мкг/мл при-
водило к появлению нового морфологическо-
го класса клеток – адгезированных плоских 
клеток с гладкими краями (рис. 2а, б; класс 5 
в табл. 2). К этому классу относилось 80 % 
клеточной популяции. Клетки этого типа ча-
сто наблюдались в контакте с тромбоцитами.

В варианте с Ф, модифицированными 
белковой короной (концентрация 25 мкг/мл), 
этот морфологический класс адгезированных 
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плоских клеток с гладкими краями не выяв-
лялся и доминировал класс сферических кле-
ток с рельефом из микроворсинок (рис. 2в, г; 
класс 1 в табл. 2). Причем эти клетки часто 
встречались в контакте с группами тромбо-
цитов (рис. 2в, г).

Наличие в среде Ф в концентрации 50 
мкг/мл приводило к появлению макрофаго-
подобных клеток, поверхность которых была 
покрыта тромбоцитами шарообразной формы 
(рис. 2е; класс 6 в табл. 2). Эти клетки состав-
ляли 50 % всей популяции моноцитов.

В присутствии НА формировались со-
вершенно иные количественные соотношения 
между морфологическими классами, отлич-
ные и от контрольного варианта, и от вари-
анта с Ф (табл. 2). При этом воздействие НА с 

белковой короной и без нее значительно раз-
личалось. Так, численность класса адгезиро-
ванных плоских клеток со сложным рельефом 
мембраны по краю (рис. 3а; класс 3 в табл. 2) 
возрастала в 2 раза после формирования бел-
ковой короны на частицах НА (концентрация 
25 мкг/мл). Для НА в концентрации 50 мкг/мл 
после формирования белковой короны чис-
ленность адгезированных клеток с раффла-
ми уменьшалась в 4 раза (рис. 3б, в; класс 2 
в табл. 2).

Следует также отметить, что макрофа-
гоподобные клетки (рис. 1ж, з, и; класс 4 в 
табл. 2) в заметных количествах наблюдали 
в контрольном варианте и в случае культи-
вирования с Ф в концентрации 50 мкг/мл. В 
других экспериментальных вариантах чис-
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гладким краем (класс 5 в таблице 2) контактируют с одиночными тромбоцитами (А); 
группа агрегированных тромбоцитов на поверхности «плоского» моноцита (Б). 
В, Г, Д – Культивирование в присутствии Ф+К, 25 мкг/мл. Сферические клетки с 
«микроворсинками» (класс 1 в таблице 2) контактируют с тромбоцитами (В, Г). Плоская 
клетка с раффлами на одной стороне контактирует с группой агрегированных 
тромбоцитов (Д). 
Е – Культивирование в присутствии Ф, 50 мкг/мл. Макрофагоподобный моноцит, 
покрытый тромбоцитами (класс 6 в таблице 2). 
На всех микрофотографиях масштабный отрезок соответствует 3мкм. 
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Рис. 2. Морфологические типы моноцитов при культивировании на подложках из ПГА с добавлением в 
среду фуллеренов (Ф) и фуллеренов с белковой короной (Ф+К): А, Б – культивирование в присутствии 
Ф, 25 мкг/мл. Адгезированные «плоские» клетки с гладким краем (класс 5 в табл. 2) контактируют с 
одиночными тромбоцитами (А); группа агрегированных тромбоцитов на поверхности «плоского» 
моноцита (Б); В, Г, Д – культивирование в присутствии Ф+К, 25 мкг/мл. Сферические клетки с 
«микроворсинками» (класс 1 в табл. 2) контактируют с тромбоцитами (В, Г). Плоская клетка с раффлами 
на одной стороне контактирует с группой агрегированных тромбоцитов (Д); Е – культивирование в 
присутствии Ф, 50 мкг/мл. Макрофагоподобный моноцит, покрытый тромбоцитами (класс 6 в табл. 2). 
На всех микрофотографиях масштабный отрезок соответствует 3 мкм
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ленность макрофагоподобных клеток резко 
сокращалась (табл. 2).

На основе полученных результатов мож-
но предположить, что взаимодействие Ф и НА 
с различными структурно-функциональными 
субпопуляциями моноцитов, выделенных из 
периферической крови, приводит к значи-
тельным изменениям процессов морфофунк-
циональной дифференцировки этих субпопу-
ляций in vitro по сравнению с контрольным 
вариантом культивирования. Так, под влия-
нием Ф дифференцировалась субпопуляция 
моноцитов, мембрана которых характеризо-
валась повышенной адгезивностью для тром-
боцитов. Это может быть как следствием ак-
тивации синтеза цитокинов, привлекающих 
тромбоциты, так и формированием адгезив-
ного для тромбоцитов антигенного спектра 
мембраны моноцитов. Следует также отме-
тить, что в контактных группах моноцит–
тромбоциты последние сохраняли гладкую 
шарообразную форму.

Важно и то, что белковая корона на по-
верхности Ф и НА значительно модифициро-
вала процессы морфофункциональной диф-
ференцировки субпопуляций моноцитов по 
сравнению с наночастицами без короны.

Влияние Ф и НА на процессы морфо-
функциональной дифференцировки субпопу-
ляций моноцитов может реализоваться: а) че-
рез систему рецепторной интернализации; 
б) учитывая размерные особенности Ф и НА, 
через нерецепторные взаимодействия наноча-
стиц с плазматической мембраной и актива-
цию механохимического сигналинга. Полу-
ченных данных недостаточно для того, чтобы 
обсуждать вклад каждого из двух вариантов 
интернализации наночастиц в процессы диф-
ференцировки субпопуляций моноцитов in 
vitro. Но выявленные выраженные изменения 
в количественных соотношениях морфологи-
ческих классов моноцитов в условиях крат-
ковременного культивирования позволяют 
использовать морфологический критерий для 
предварительной оценки влияния наночастиц 
на процессы дифференцировки субпопуляций 
моноцитов in vitro.

Заключение

Установлено, что наноалмазы и фул-
лерены в исследованных концентрациях не 
влияют на жизнеспособность моноцитов в 
кратковременной культуре in vitro; но соотно-
шение морфологических классов моноцитов в 
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На всех микрофотографиях масштабный отрезок соответствует 3мкм. 

А Б В 

Рис. 3. Морфологические типы моноцитов при культивировании на подложках из ПГА с добавлением в 
среду наноалмазов без короны (НА) и наноалмазов с белковой короной (НА+К): А – культивирование 
в присутствии НА, 25 мкг/мл и НА+К, 25 мкг/мл. Адгезированные «плоские» клетки с тонким 
рельефом из «микроворсинок» (класс 3 в табл. 2); Б, В – культивирование в присутствии НА, 50 мкг/
мл. Адгезированные клетки с мембранными раффлами (класс 2 в табл. 2). На всех микрофотографиях 
масштабный отрезок соответствует 3 мкм



– 41 –

Natalia G. Menzyanova, Elena D. Nikolaeva… Effect of Biomaterials of Medical Purpose on the Structural and Functional…

присутствии НА и Ф существенно отличалось 
от контрольного варианта культивирования. 
Влияние НА и Ф на морфологическом уровне 
характеризовалось дозовой зависимостью. По-
казано, что при формировании белковой коро-
ны на поверхности НА и Ф влияние наночастиц 
на клетки значительно изменялось, что приво-
дило к формированию новых количественных 

соотношений между морфологическими клас-
сами моноцитов в культуре in vitro. Результаты, 
полученные на примере наночастиц, позволя-
ют рекомендовать кратковременную культуру 
моноцитов in vitro в качестве адекватной мо-
дельной системы для оценки влияния новых 
материалов на процессы дифференцировки 
субпопуляций моноцитов.

Коллектив соавторов выражает глубокую признательность сотрудникам лабора-
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