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Аннотация. В  статье описывается экспериментальное исследование 
на  клетках дермальных фибробластов человека. Цель исследования — 
оценить in vitro пролиферативную активность дермальных фибробластов 
человека в зависимости от концентрации углеродных точек (УТ). К концу 
эксперимента наиболее «пострадавшей» оказалась группа, в которую до-
бавлен наибольший объем раствора углеродных точек (50 мл), практиче-
ски не «пострадала» группа при наименьшем объеме (10 мл). Полученные 
результаты подтверждают, что токсичность УТ зависит от протокола их из-
готовления и обнаруживается только при более высоких концентрациях.

Ключевые слова: углеродные точки, фибробласты, цитотоксичность, куль-
тура клеток, пролиферация, гидротермальный метод, черемуха обыкно-
венная, положительный заряд, концентрация, in vitro.

У глеродные точки (УТ) представляют собой лю-
минесцентный углеродный наноматериал, обла-
дающий хорошей биосовместимостью и низкой 

токсичностью. Разнообразное моделирование с  при-
менением различных культур клеток человека на при-
мере здоровых клеточных линий фибробластов, позво-
лит дать достоверные результаты цитотоксического 

действия УТ на клетки. Многие исследования цитоток-
сичности продемонстрировали, что УТ обладают очень 
низкой токсичностью [1, с. 279–286; 2, с. 1177], на лини-
ях клеток фибробластов 3T3 не были цитотоксичными 
до 400 мкг / мл [3, № 100243], тест на цитотоксичность 
водорастворимых УТ против клеток фибробластов че-
ловека с  использованием анализа MTT показал выжи-
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Таблица 1. Медианы количества фибробластов в контрольной и в экспериментальных группах

Дни n Медиана Минимум Максимум 25-й процентиль 75-й процентиль

Первая группа (контрольная)

1 5 52 38 57 45 56

2 5 360 216 432 332 376

3 5 680 572 994 588 884

4 5 704 648 906 686 866

5 5 940 848 1108 896 1024

Вторая группа

1 5 58 40 68 48 64

2 5 260 165 420 252 260

3 5 312 268 544 276 328

4 5 352 241 605 337 518

5 5 956 836 1308 886 1032

Третья группа

1 5 57 54 68 57 62

2 5 208 184 224 188 216

3 5 344 236 392 268 348

4 5 390 341 552 363 442

5 5 819 768 852 782 824

Четвертая группа

1 5 59 49 64 58 63

2 5 157 118 180 122 168

3 5 348 152 513 152 394

4 5 344 247 503 290 357

5 5 844 792 988 816 852

Пятая группа

1 5 62 61 64 62 63

2 5 204 124 312 161 292

3 5 576 524 988 540 604

4 5 562 247 671 495 628

5 5 627 543 643 619 642

Шестая группа

1 5 62 56 65 60 63

2 5 272 176 456 220 384

3 5 668 532 836 601 692

4 5 238 88 402 100 302

5 5 186 117 277 123 192
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Рис. 1. Динамика пролиферации фибробластов

Box Plot of 1 день grouped by  группы
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Рис. 2 (продолжение на стр. 21). Медианы количества фибробластов: а) — 1-й день; б) — 2-й день;  
в) — 3-й день; г) — 4-й день; д) — 5-й день
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Box Plot of 2 день grouped by  группы
Spreadsheet1 10v*30c
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Рис. 2 (продолжение на стр. 22). Медианы количества фибробластов: а) — 1-й день; б) — 2-й день;  
в) — 3-й день; г) — 4-й день; д) — 5-й день
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г)

Box Plot of 5 день grouped by  группы
Spreadsheet1 10v*30c
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Рис. 2. Медианы количества фибробластов: а) — 1-й день; б) — 2-й день; в) — 3-й день; г) — 4-й день; 
д) — 5-й день
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ваемость клеток ~ 94% при концентрации N-CD <125 
мкг  / мл [4, № 109356], по  сравнению со  свободным 
доксорубицином комплексы углеродные точки-доксо-
рубицин проявляли меньшую токсичность для линии 
клеток фибробластов мыши (L929) [5, с. 349–359], угле-
родные квантовые точки для них также гораздо менее 
фотоцитотоксичны, чем цис- диамминдихлороплатина 
[6, № 111647].

Цель этого исследования заключалась в  оценке in 
vitro пролиферативной активности дермальных фи-
бробластов человека в  зависимости от  концентрации 
углеродных точек.

Материалы и методы.

Углеродные точки были получены гидротермаль-
ным методом синтеза: 10  г черемухи обыкновенной 
(Prúnus pádus) без косточек смешивали блендером, 
добавляли 2 г лимонной кислоты, 0,5 г этилендиамина 
и 0,5 г полиэтиленимина. В полученную смесь добавля-
ли 20 мл дистиллированной воды и помещали в поли-
тетрафторэтиленовый автоклав на  5 часов при 180оС. 
Полученный темно-коричневый раствор центрифу-
гировали в  течение 5 минут со  скоростью 14,5  тыс. 
оборотов в минуту. Затем раствор фильтровали через 
трековую мембрану с размерами пор 0,2 мкм. Концен-
трация УТ определялась через массовую концентра-
цию. На покровное стекло (заранее взвешенное) капа-
ли 400 мкл раствора УТ из черемухи. После высыхания 
еще раз взвешивали стекло с  раствором и  затем вы-
читали из получившегося числа массу самого покров-
ного стекла. Затем это число делили на 0,4 (т. к. объем 
раствора был 400 мкл). Затем разбавляли раствор УТ 
из  черемухи с  известной концентрацией в  соотноше-
нии 1: 5,25. Концентрация рабочего раствора с УТ со-
ставила 24,15 мкг/мкл.

В  исследовании были использованы фибробласты, 
выделенные из дермы взрослого здорового человека. 
Перед забором материала, от  пациента получили ин-
формированное добровольное согласие на  использо-
вание биологического материала в научно-исследова-
тельских целях. Клетки были выращены в чашках Петри 

60 х15мм в среде Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 
Nutrient Mixture (Ham), [+] L-Glutamine (DMEM/F-12 (1:1) 
(1X)), FBS20%, anti-anti (1x100), пируват натрия (1х100). 
Инкубировались при 37  °C в  атмосфере, обогащенной 
5% CO2 в течении 5 дней. Экспериментальная часть ра-
боты заключалась в  тестировании пролиферативной 
активности фибробластов в зависимости от концентра-
ции раствора с углеродными точками. Нам было прове-
дено распределение на шесть групп по пять чашек Пе-
три 60х15мм в каждой группе: контрольная группа и 5 
экспериментальных групп. I группа — контрольная без 
добавления раствора с УТ (в течение 5 дней наблюдал-
ся самостоятельный рост). II группа — было добавлено 
10 мкл раствора с УТ только в 1 день (всего 10 мкл), III 
группа — в 1 и 2 дни (20 мкл); IV группа — 1, 2 и 3 дни (30 
мкл); V группа — 1, 2, 3 и 4 дни (40 мкл); VI группа — еже-
дневно (5 дней, всего 50 мкл).

Ежедневно под инвертированным микроскопом 
«ЛОМО XC-1844» проводился подсчет количества фи-
бробластов во флаконах.

Статистический анализ проводился с использовани-
ем программы STATISTICA версия 12.0 (разработчик — 
StatSoft.Inc). Накопление, корректировка, систематиза-
ция исходной информации и визуализация полученных 
результатов осуществлялись в  электронных таблицах 
Microsoft Office Excel 2016. Количественные показате-
ли оценивались на  предмет соответствия нормально-
му распределению, для этого использовался критерий 
Шапиро-Уилка. Совокупности количественных показа-
телей, распределение которых отличалось от нормаль-
ного, описывались при помощи значений медианы (Me) 
и  нижнего и  верхнего квартилей (Q1-Q3). Для срав-
нения независимых совокупностей ввиду отсутствия 
признаков нормального распределения данных ис-
пользовался U-критерий Манна-Уитни. При сравнении 
нескольких выборок количественных данных, посколь-
ку распределение было отличным от нормального, ис-
пользовался критерий Краскела-Уоллиса, являющийся 
непараметрической альтернативой однофакторного 
дисперсионного анализа. При сравнении более двух 
зависимых совокупностей использовался непараме-
трический критерий Фридмана.

Таблица 2. Попарные сравнения медиан экспериментальных групп с контрольной (тест Манна-Уитни)
Группы I день (49,6*) II день (343,2*) III день (743,6*) IV день (762,0*) V день (963,2*)
2 0,504 0,463 0,001 0,001 0,947

3 0,106 0,037 0,000 0,001 0,079

4 0,165 0,003 0,000 0,000 0,335

5 0,026 0,069 0,738 0,026 0,000

6 0,049 0,863 0,865 0,000 0,000

*- медиана контрольной группы
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Критическое значение уровня значимости (р) при-
нималось равным 0,05.

Результаты и обсуждение.

Количество фибробластов менялось в зависимости 
как от концентрации раствора, так и от продолжитель-
ности наблюдения. В  таблице 1 приведены медианы 
количества фибробластов в шести экспериментальных 
группах, оцененные в течение пяти дней.

Далее мы проанализировали статистику роста ме-
диан всех исследуемых групп в динамике.

В общем, следует отметить, что у первых пяти групп 
в  динамике наблюдается рост медианы количества 
фибробластов, наиболее выраженной в  контрольной 
и  второй экспериментальной группах (более чем в  15 
раз). Исключение составила шестая эксперименталь-
ная группа, у которой наблюдались выраженные проти-
воположные изменения пролиферативной активности 
в зависимости от концентрации. В третий день медиана 
выросла почти в  10 раз, похожее резкое увеличение 
пролиферативной активности наблюдается также в пя-
той группе.

Переломным днем для двух экспериментальных 
групп с высокой концентрацией (пятая и шестая груп-
пы) явились четвертый-пятый дни. Необходимо отме-
тить, что с третьего на четвертый день наблюдения для 
всех экспериментальных групп выявлено некоторая 
степень «торможения» роста фибробластов, а  в  пятой 
группе количество снизилось почти до  первоначаль-
ного уровня.

Критерий Фридмана подтвердил статистически 
значимую динамику количества фибробластов (16,48–
19,36), коэффициент конкорданции был высоким (0,82–
0,97), уровень статистической значимости (р) варьиро-
вал от 0,001 до 0,002.

Также нами проведен сравнительный анализ меди-
ан количества фибробластов всех групп (рис 2).

Как видно из диаграмм, в первый день наблюдения 
количества фибробластов в  группах были пример-
но одинаковыми (р>0,05). Со  второго по  пятый дни 

наибольшее количество фибробластов было в  кон-
трольной группе, наименьшее — во второй день в 4-й 
(р=0,01), в  третий день 2–4-й (р=0,0008), в  четвертый 
и пятый дни — в 6-й (р=0,0031 и 0,0002 соответственно).

Далее мы попарно сравнили медиану каждой экспе-
риментальной группы с медианой контрольной группы 
в  зависимости от  дня эксперимента с  помощью теста 
Манна-Уитни. В первый день медиана в 5-й и 6-й груп-
пах была статистически значимо выше, чем в контроль-
ной (р=0,026 и  0,049 соответственно), в  остальных — 
значимо не различались (р>0,05). Во второй день в 3-й 
и 4-й — была ниже, чем в контрольной (р=0,037 и 0,003 
соответственно), в  третий день — была ниже во  2–4-й 
группах (р=0,001–0,000), в  четвертый день — во  всех 
группах (р=0,026–0,000), а в последний (пятый) день — 
в 5-й и 6-й группах (р=0,000).

Таким образом, результаты экспериментального 
исследования свидетельствуют о том, что наибольший 
процент подавления пролиферативной активности 
дермальных фибробластов по  сравнению с  контроль-
ной группой отмечается в шестой группе, в которую до-
бавлен наибольший объем раствора углеродных точек 
(50 мл). К  шестому дню сопоставимая с  контрольной 
группой пролиферативная активность наблюдается 
во  второй группе, с  минимальным объемом углерод-
ных точек.

Полученные результаты сопоставимы с  данными 
зарубежных исследователей, выявившим цитотоксич-
ность положительно заряженных УТ, которые входя 
в ядро клетки вызывают наибольшие изменения фазы 
клеточного цикла даже при концентрациях около 100 
мкг/мл [7, 238–248]. Аналогичные результаты получены 
другими исследователями, доказавшими, что токсич-
ность УТ сильно зависит от протокола их изготовления 
и  обнаруживается только при более высоких концен-
трациях [8, 290–302].

Полученные нами результаты формируют новые 
задачи для постановки экспериментальных работ 
на  культурах клеток. Разнообразное моделирование 
с  применением различных культур клеток человека 
на примере здоровых клеточных линий фибробластов, 
позволит дать достоверные результаты цитотоксиче-
ского действия углеродных точек на клетки.
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