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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – разработать протокол модификации макрофагов и моноцитов человека магнитными 
наночастицами оксида железа (Fe3O4) in vitro.

Материалы и методы. Магнитные наночастицы оксида железа получены методом со-осаждения, покрыты 
силоксановой оболочкой и полиэтиленгликолем 3000. Макрофаги мыши линии RAW 264.7, моноциты пе-
риферической крови и макрофаги человека инкубировали с магнитными наночастицами в течение 1–24 ч. 
Эффективность захвата наночастиц клетками оценивали феррозиновым методом и методом микроскопии с 
окрашиванием на железо по Перлсу. Исследование жизнеспособности клеток выполняли методом проточ-
ной цитофлуориметрии с использованием красителя SYTOX Green.

Результаты. Инкубация макрофагов с магнитными наночастицами в концентрации ˃5 мкг/мл в течение 
1 ч на ротаторе при 37 оС обеспечивает загрузку наночастиц в >99% клеток. Исследуемые магнитные 
наночастицы не оказывают негативных эффектов на жизнеспособность клеток. Клетки линии RAW 264.7, 
поглотившие наночастицы, сохраняют миграционную активность. Эффективность загрузки макрофагов 
магнитными наночастицами составляет ˃50 пкг (Fe)/клетку.

Заключение. Макрофаги, загруженные магнитными наночастицами согласно предложенному протоколу, 
являются жизнеспособными, сохраняют способность к миграции и перспективны в качестве систем достав-
ки, опосредованной клетками, для диагностики и терапии опухоли.
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ВВЕДЕНИЕ
Магнитные наночастицы (МНЧ) активно иссле-

дуются для разработки альтернативных подходов к 
терапии [1] и диагностике злокачественных ново- 
образований [2, 3], в том числе контролируемой до-
ставке лекарств [4, 5] и мониторингу эффективности 
химиотерапии опухолей [6].

Однако проблема эффективной доставки МНЧ в 
опухоль до сих пор остается нерешенной [7]. Одним 
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ABSTRACT

The aim of the study was to develop a method for the modification of human monocytes/macrophages by iron 
oxide magnetic nanoparticles in vitro.

Materials and methods. Iron oxide magnetic nanoparticles were obtained by a co-precipitation method and coated 
with a thin SiO2 layer and polyethylene glycol 3000. Murine macrophage-like cell line RAW 264.7, primary human 
monocytes and macrophages were incubated with magnetic nanoparticles for 1–24 hours. The efficiency of cellular 
uptake of nanoparticles was measured using a ferrozine-based method and microcopy with Perls’ Prussian blue 
staining. The cell viability was tested by fluorescent flow cytometry using SYTOX Green.

Results. Incubation of RAW264.7 cell, human monocytes and macrophages with magnetic nanoparticles at a con-
centration ˃ 5 µg/mL on a rotator for 1 hour at 37 °С provides the loading of nanoparticles into > 99% of cells. The 
magnetic nanoparticles have no adverse effect on the cell viability. The RAW264.7 cells modified with nanopar-
ticles showed no change in migration activity. The efficiency of the nanoparticle uptake by macrophages was  
˃50 pkg (Fe)/cell. 

Conclusion. According to the proposed method, macrophages loaded with magnetic nanoparticles have proved 
viable, they retain the ability to migrate, and therefore can be used as cell-based delivery systems for tumor 
diagnostic and therapy.
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из многообещающих подходов к решению данной 
проблемы является использование аутологичных 
лейкоцитов в качестве биоконтейнеров для доставки 
наночастиц [8, 9]. Лейкоциты способны к активной 
миграции, могут проходить через эндотелий капил-
ляров и проникать в межклеточное пространство, 
что делает их идеальными «курьерами» [10], позво-
ляя повысить эффективность доставки более чем в 
100 раз [11]. 
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Среди лейкоцитов наиболее привлекательной 
популяцией для разработки системы доставки нано-
частиц внутри клеток являются моноциты и макро-
фаги. Важной особенностью моноцитов и макрофа-
гов в отличие от нейтрофилов является способность 
сохранять свою жизнеспособность продолжительное 
время после фагоцитирования частиц. Выраженная 
способность к фагоцитозу выгодно отличает моно-
циты и макрофаги от лимфоцитов; для эффективной 
загрузки последних наночастицами необходимо ис-
пользование специальных методов [12].

Способность моноцитов и макрофагов за счет 
хемотаксиса [13] проникать в гипоксические зоны 
опухоли обещает решить проблему воздействия на 
раковые клетки в данных зонах, практически недо-
ступных для проникновения классических фармако-
логических препаратов [14]. 

Первым шагом к применению систем доставки, 
опосредованной клетками, является создание ком-
плексов иммунных клеток с наночастицами. Суще-
ствует несколько подходов [15, 16]; основной метод 
заключается в сборке in vitro, когда наночастицы либо 
присоединяются к поверхности клеточной мембраны, 
либо интернализованы в клетках [17, 18]. Альтерна-
тивным подходом является использование «теней» 
клеток – в данном случае наночастицы покрывают 
изолированными клеточными мембранами [19].

Важным при разработке систем доставки является 
оптимизация параметров модификации клеток наноча-
стицами. Модификация не должна приводить к суще-
ственным изменениям клеточного иммунного ответа, 
скорости дифференцировки, миграционной способно-
сти клеток, снижению жизнеспособности [20].

Целью данной работы было разработать протокол 
загрузки МНЧ оксида железа (Fe3O4) в макрофаги/
моноциты человека in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
МНЧ оксида железа (Fe3O4) со средним диа-

метром 10 нм были получены методом соосаж- 
дения из водных растворов солей Fe2+ и Fe3+, по-
крыты SiO2-оболочкой и ковалентно модифици-
рованы O-[N-(6-малеимидогексаноил)аминоэтил]-  
O’-[3-(N-сукцинимидилокси)-3-оксопропил]поли-
этиленгликолем 3000 (ПЭГ). Для получения флу-
оресцентно-меченных частиц использовали NHS- 
эфир Cyanine5 (Cy5, Lumiprobe, Россия). Полученные 
наночастицы (MNP-PEG) формировали стабильные 
коллоидные суспензии в водных буферах со средним 
гидродинамическим диаметром 190 нм (PdI ˂ 0,06).

Клетки линии RAW264.7 культивировали в пол-
ной питательной среде (ППС) DMEM/F12 (Thermo 
Fisher Scientific, США) с добавлением 10%-й феталь-

ной телячьей сыворотки (FBS, Gibco, США), L-глу-
тамина (Glutamax, Gibco) и гентамицина при уровне 
5% СО2 и температуры 37 °С. Для снятия адгезиро-
ванных клеток использовали скрепер.

Для выделения моноцитов периферическую вено-
зную кровь здоровых доноров собирали из локтевой 
вены в вакуумную пробирку с гепарином (Green Vac-
Tube с Li-гепарином, Green Cross) в объеме 30 мл. 
Выделение мононуклеарных клеток из перифериче-
ской крови здоровых доноров проводили методом 
центрифугирования на градиенте плотности Фикол-
ла 1,077 (ПанЭко, Россия). Выделение моноцитов из 
мононуклеарной фракции проводили на магнитных 
колонках (Miltenyi Biotec Inc., Германия) с исполь-
зованием магнитных частиц c антителами к СD14 
(Miltenyi Biotec Inc.). Моноциты культивировали в 
ППС RPMI 1640 (ПанЭко, Россия) с добавлением 1% 
L-глутамина (Glutamax, Gibco), 10% FBS и 1% пени-
циллин-стрептомицина (ПанЭко). Оценку чистоты 
популяции моноцитов человека проводили с исполь-
зованием антител PE Mouse Anti-Human CD14 Clone 
M5E2 (BD Biosciences, США). Чистота популяции 
моноцитов составляла не менее 97%. 

Для получения макрофагов моноциты инку-
бировали в ППС RPMI с добавлением гранулоци-
тарно-макрофагального колониестимулирующего 
фактора (GM-CSF, Sigma, США) до концентрации 
100 нг/мл в течение 7 сут, с заменой среды каждые 
3 сут. Для оценки созревания использовали анти-
тела Pacific Blue anti-human CD11b Antibody Clone 
ICRF44 (Biolegend, США) и PE anti-human CD68 
Antibody (Biolegend). Чистота популяции макрофа-
гов составляла не менее 91%.

Для исследования поглощения наночастиц по 105 
клеток линии RAW264.7 в 450 мкл ППС DMEM/F12 
вносили в эппендорфы объмом 2 мл или рассажива-
ли в лунки 24-луночного планшета. Затем в пробы 
вносили 1/10 часть суспензии MNP-PEG (50 мкл) 
в натрий-фосфатном буфере (PBS). В контрольные 
образцы клеток добавляли эквивалентный объем 
1×PBS. Клетки в эппендорфах инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 1 или 2 ч на ротаторе, 
клетки в 24-луночных планшетах – в течение 1 ч в 
СО2-инкубаторе.

Клетки после инкубации с MNP-PEG на ротаторе 
центрифугировали в течение 7 мин при 180 g, ресуспен-
дировали в 1×PBS для отмывки от наночастиц, цен-
трифугировали и осадок ресуспендировали в 200 мкл 
1×PBS. Адгезированные клетки после инкубации с 
MNP-PEG дважды отмывали 1×PBS, снимали c помо-
щью скрепера и переносили в эппендорфы объемом 
2 мл. Клетки центрифугировали в течение 7 мин при 
180 g, осадок ресуспендировали в 200 мкл 1×PBS.
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Анализ жизнеспособности проводили на про-
точном цитометре BD Accuri C6 (BD Biosciences) с 
использованием SYTOX Green (Thermo Fisher Scien- 
tific). Для проведения конфокальной микроскопии 
ядра клеток окрашивали Hoechst 33342 в 5 мкг/мл  
PBS. Исследование приводили на конфокальном ми-
кроскопе Carl Zeiss LSM 710 (Германия). Для выяв-
ления железа в клетках использовали набор Prussian 
Blue Iron Stain Kit (Polysciences Inc., США). Клет-
ки анализировали методом световой микроскопии 
(Leica DMi8, Leica Camera, Германия). Определения 
содержания железа в клетках проводили феррози-
новым методом, как описано в [21]. Оценку скоро-
сти миграции клеток проводили согласно методике, 
предложенной в работе [22].

Статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием пакета программ GraphPad Prism 7. 
Для проверки нормальности распределения данных 
использовали критерий Шапиро – Уилка. Данные 
с нормальным распределением представлены как 
среднее и стандартное отклонение М ± SD. Статисти-
ческую значимость различий определяли, используя 
t-тест Стьюдента. Для выявления достоверности 
различий в случае множественных сравнений ис-
пользовали однофакторный дисперсионный анализ 
(one-way ANOVA) для группового сравнения, затем 
критерий Даннета для попарных сравнений с кон-
трольной группой. Достоверность различий считали 
значимой при p ˂ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для выбора оптимальных условий загрузки кле-

ток наночастицами на клетках линии RAW 264.7 
было протестировано два режима инкубации: с ад-
гезированными на культуральной плашке клетками 
и в суспензии при постоянном перемешивании на 
ротаторе. При инкубации RAW 264.7 с MNP-PEG 
в диапазоне концентраций 0,625–5 мкг/мл установ-
лено, что MNP-PEG более эффективно поглоща-
лись клетками в суспензии (при инкубации на ро-
таторе), чем адгезированными клетками. Так, при 
концентрации MNP-PEG 5 мкг/мл через 1 ч инку-
бации на планшете доля Су5-позитивных клеток –  
(38,0 ± 2,5)%, тогда как при инкубации на ротаторе 
доля поглотивших наночастицы клеток составила 
(99,7 ± 0,1)%. При увеличении времени инкубации 
на ротаторе до 2 ч количество поглотивших наноча-
стицы клеток возрастало до (99,9 ± 0,04)% (рис. 1, a). 

После инкубации клеток с MNP-PEG на ротаторе 
более 90% клеток RAW264.7 сохраняли свою жизне-
способность. Так, через 1 ч инкубации с MNP-PEG 
в концентрации 5 мкг/мл на ротаторе доля живых 
клеток составила (90,7 ± 0,3)%, что не отличалось 
от значений, полученных для контрольных образцов 
(91,4 ± 0,8)% (рис. 1, b). После инкубации адгезиро-
ванных клеток на плашке с добавлением MNP-PEG 
доля погибших клеток составила (24,5 ± 4,0)% и не 
отличалась от значения в контрольных образцах 
(24,0 ± 3,7)%. 

Рис. 1. Поглощение MNP-PEG клетками линии RAW264.7: а – эффективность поглощения MNP-PEG клетками линии 
RAW264.7 при различных условиях инкубации; b – жизнеспособность клеток линии RAW264.7 при различных условиях 
инкубации по данным флуоресцентной проточной цитометрии с SYTOX Green; с – изображение клеток линии RAW264.7, 
проинкубированных без наночастиц (контроль) и после инкубации с MNP-PEG в течение 1 ч на ротаторе, полученное 
методом конфокальной микроскопии (Carl Zeiss LSM 710, Carl Zeiss, Германия). Ядро окрашено синим (Hoechst 33342), 

наночастицы – красным (Cyanine5). Масштабный отрезок: 50 мкм

а

b         c
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Данный эффект, вероятно, обусловлен негатив-
ным влиянием использования скрепера для снятия 
адгезированных клеток с поверхности пластика.

Эффективное поглощение MNP-PEG клетками 
RAW 264.7 было подтверждено данными конфо-
кальной микроскопии. Так, в цитоплазме клеток 
RAW 264.7 после их инкубации с MNP-PEG наблю-
дали Су5-позитивные включения (рис. 1, b).

Выбранный режим инкубации – 1 ч на ротато-
ре при 37 оС – был далее использован для количе-
ственной оценки эффективности «загрузки» клеток 
линии RAW 264.7. Клетки в количестве 106 ин-
кубировали с MNP-PEG в высокой концентрации  
(50 мкг/мл), после чего отмывали и ресуспендирова-
ли в 1 × MACS буфере. После проведения сортинга 
на магнитных колонках подсчитывали содержание 
клеток в промывочных растворах и клеточной су-
спензии, элюированной с колонки после ее извле-
чения из магнитного сепаратора. Эффективность 

магнитного сортинга для клеток RAW 264.7 соста-
вила 77%. Магнитно-позитивные клетки переноси-
ли в лунки 6-луночного планшета и инкубировали 
в течение 2 ч в CO2-инкубаторе для адгезии клеток, 
после чего дополнительно отмывали от наночастиц 
дважды 1 × PBS. Далее клетки снимали с поверх-
ности пластика для определения содержания в них 
железа. Согласно данным феррозинового теста, эф-
фективность поглощения наночастиц макрофагами 
RAW264.7 составила (58 ± 14) пкг/кл. Согласно 
данным проточной цитометрии с SYTOX Green, по-
сле модификации клеток наночастицами MNP-PEG 
доля мертвых клеток составила (9,9 + 3,6)%, что не 
отличалось от значений, полученных для контроль-
ных образцов, – (11,8 + 4,6)%.

При исследовании магнитно-позитивных клеток 
RAW264.7 методом световой микроскопии в цито-
плазме наблюдали большое количество Перлс-пози-
тивных включений (рис. 2).

Рис. 2. Изображение клеток линии RAW264.7 (а), моноцитов периферической крови человека (b) и макрофагов человека 
(с), проинкубированных без наночастиц (контроль) и после загрузки MNP-PEG и магнитного сортинга. Окрашивание по 

Перлсу. Масштабный отрезок: 50 мкм

а                b           c

Скорость миграции клеток RAW264.7, загружен-
ных MNP-PEG, составила 12,6 мкм/ч (рис. 3) и прак-
тически не отличалась от скорости миграции клеток 
в контрольных образцах (14,8 мкм/ч). 

В следующей серии экспериментов нами было 
выполнено исследование поглощения MNP-PEG 
моноцитами периферической крови человека и ма-
крофагами, дифференцированными из моноцитов 
периферической крови. Инкубацию проводили при 
выбранных для клеток линии RAW264.7 условиях: 
неадгезированные клетки в суспензии инкубировали 
с MNP-PEG в концентрации 50 мкг/мл в течение 1 ч 
на ротаторе при 37 оС. MNP-PEG поглощались как 
моноцитами, так и макрофагами человека. Изобра-

жение магнитно-позитивных макрофагов человека, 
адгезированных на плашке, полученные методом 
световой микроскопии, представлены на рис. 2, b.

Согласно данным определения содержания желе-
за в клетках после их инкубации с MNP-PEG, уста-
новлено, что эффективность поглощения наночастиц 
моноцитами составила (46 ± 6) пкг/кл, а макрофага-
ми – (369 ± 96) пкг/кл. Эффективность магнитного 
сортинга макрофагов после их загрузки MNP-PEG 
составила 93%. Несмотря на 100%-ю модификацию 
популяции клеток наночастицами (согласно дан-
ным проточной цитомтерии), вероятно, плотность 
загрузки каждой индивидуальной клетки несколько  
варирует. 
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В связи с этим некоторые клетки содержат недо-
статочное количество частиц для их эффективного 
удержания на магнитной колонке. Важно отметить, 
что жизнеспособность клеток, загруженных MNP-
PEG, не отличалась от значений, полученных в кон-
трольных образцах.

Исследование влияния MNP-PEG на жизнеспо-
собность мононуклеаров и моноцитов перифериче-
ской крови человека при совместной инкубации в 
течение 24 ч показало, что MNP-PEG не оказывали 
негативных эффектов на жизнеспособность клеток 
(рис. 4).

Рис. 3. Исследование миграционной активности клеток линии RAW264.7: а – расчет скорости миграции клеток RAW264.7 
в контроле и клеток, загруженных MNP-PEG; b – изображение клеток RAW264.7, проинкубированных без наночастиц, 
(контроль) и после загрузки MNP-PEG и магнитного сортинга, полученные в течение 18 ч после формирования «раны» на 

адгезионном слое

а

b

Рис. 4. Влияние MNP-PEG на жизнеспособность мононуклеаров (а) и моноцитов (b) периферической крови человека после 
их инкубации с MNP-PEG (12,5–100 мг/мл) в течение 1 и 24 ч согласно данным флуоресцентной проточной цитометрии с 

SYTOX Green 

а               b
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Оригинальные  статьи

ОБСУЖДЕНИЕ 
Ранее в экспериментах показано успешное со-

здание систем доставки на основе модифицирован-
ных наночастицами моноцитарно-макрофагальных 
клеточных линий [23], а также альвеолярных [24], 
перитонеальных [25] и костномозговых макрофагов 
[20]. Однако исследования поглощения наночастиц 
первичными культурами моноцитарных и макрофа-
гальных клеток человека остаются единичными. 

Время инкубации с МНЧ для достижения макси-
мального накопления, используемое в опубликован-
ных работах, значительно варьирует (от 1 до 24 ч.). 
Показано, что время зависит от типа поверхностной 
модификации наночастиц [26]. Согласно нашим дан-
ным, увеличение времени инкубации до 2 ч не при-
водило к заметному увеличению числа загруженных 
клеток, в связи с чем из соображений оптимизации 
протокола было выбрано время инкубации 1 ч.

В результате исследования установлено, что ма-
крофаги проявили более выраженную фагоцитарную 
активность в отношении наночастиц, что хорошо со-
гласуется с опубликованными данными сравнитель-
ного исследования поглощения наночастиц клетка-
ми моноцитарной линии человека THP-1 и после их 
дифференцировки до макрофагов dTHP-1 [27]: эф-
фективность составила 6 и 50 пкг/клетку для THP-1 
и dTHP-1 соответственно. Отметим, что эффектив-
ность поглощения MNP-PEG значительно выше.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Магнитные наночастицы оксида железа, покры-

тые SiO2-оболочкой и ПЭГ, эффективно поглаща-
ются клетками макрофагальной линии мыши RAW 
264.7, моноцитами периферической крови человека 
и макрофагами человека, диференцированными из 
моноцитов периферической крови. Оптимальными 
условиями загрузки является инкубация неадгезиро-
ванных клеток (в суспензии) с наночастицами в те-
чение 1 ч на ротаторе при 37 оС. МНЧ поглащаются 
>99% клеток в суспензии и не оказывают цитоток-
сических эффектов на клетки RAW 264.7, моноциты 
периферической крови человека и макрофаги чело-
века. Таким образом, макрофаги, загруженные МНЧ, 
согласно предложенному протоколу, являются жиз-
неспособными, сохраняют способность к миграции 
и перспективны в качестве систем доставки магнит-
ных наночастиц в опухоль. 
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