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Данное исследование показало, что 3 изученных образца углеродных нанотрубок отечественного про-
изводства, закреплённые на поверхности подложки, не обладают  токсичными свойствами и могут быть 
использованы для культивирования клеток. Создано биосовместимое электропроводящее покрытие на 
основе углеродных нанотрубок и бычьего сывороточного альбумина и продемонстрирована его эффек-
тивность при культивировании клеток in vitro. Для электрической стимуляции клеток разработано устрой-
ство для локального подведения электрического потенциала к клеткам через наноразмерные электроды. 
Приведены результаты культивирования  фибробластов эмбриона человека в импульсном электриче-
ском поле на проводящих нанокомпозитных подложках. Показано увеличение пролиферативной актив-
ности клеток на 26% при потенциалах до 100 мВ. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: нанокомпозитные подложки, углеродные нанотрубки, перевиваемые клетки фибробластов 
эмбриона человека, пролиферация

cultivation of continuous cell lines on the Substrate of carbon Nanotubes and the 
effect of electric Stimulation on cell Proliferation
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It was demonstrated that the three studied samples of carbon nanotubes of domestic production fixed on the 
substrate surface did not have toxic effect and could be used for cell cultivation. a biocompatible conductive 
coating based on carbon nanotubes and bovine serum albumin was developed. The efficacy of the coating for 
growing in vitro cell cultures was tested. a device was developed for electric stimulation of the cells. local 
electric potential was applied to the cells using nanoscale electrodes. The results of human embryonic fibroblast 
cultivation in a pulsed electric field on conductive nanocomposite substrates were presented. an 26% increase 
in the proliferative activity of cells was observed at potentials up to 100 mV.
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Перспективность нанотехнологии для медицины, 
биологии и биоинженерии  требует изучения ее разра-
боток на клеточном уровне. Углеродные нанотрубки, об-
ладая уникальными электронными свойствами, высокой 
механической прочностью, высокой гибкостью и высо-
кой удельной поверхностью, являются одним из таких  
перспективных продуктов нанотехнологии[6, 10]. Имея 
структуру, геометрически близкую к основному белку 
соединительной ткани животных — коллагену, углерод-
ные нанотрубки создают соответствующее микроокру-
жение клеток, обеспечивающее их пролиферацию и 
дифференциацию [8]. С помощью углеродных нанотру-
бок также можно достичь направленного роста клеток 
[6—8]. так, в ряде работ, посвященных созданию новых 
биосовместимых композитных материалов для биоин-
женерии, регенерации хрящевых тканей, исследованию 

роста фибробластов и применению в нейрохирургии, по-
казано, что дополнительное подведение электрического 
сигнала к клеткам приводит к увеличению их пролифе-
ративной активности и способствует пространственной 
организации тканей [4, 9, 11, 12]. Поэтому существен-
ным вопросом в дальнейших разработках в области ин-
теграции углеродных нанотрубок и культур тканей явля-
ется повышение биосовместимости нанотрубок, в част-
ности за счет создания композитов на основе белковых 
матриц [5, 9] и изучения влияния электростимуляции на 
рост и развитие клеток на проводящих подложках из на-
нотрубок.

Объяснение физических механизмов, регулирующих 
адгезию и ориентацию клеток в электрическом поле на 
трехмерной подложке, позволит развить новые подходы 
к управлению культивированием клеток.
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Для атомно-силовой микроскопии (АСМ) стекла с 
клетками извлекали из питательной среды, клетки фик-
сировали в течение 30 мин в 2,5% глутаральдегиде и про-
мывали в фосфатном буфере 2—3 раза по 2 мин, а затем 
дегидрировали выдерживанием в растворе 50, 70 и 96% 
этилового спирта в течение 2 мин в каждом.

Результаты
В процессе исследования 3 образцов углеродных на-

нотрубок отечественного производства, закреплённых 
на поверхности подложки, было показано, что изучен-
ные ОСНт, МСНт № 1, МСНт № 2, не обладают ток-
сичными свойствами и могут быть использованы для 
культивирования клеток.

При использовании клеточной линии Vero отмечен бо-
лее активный рост клеток с образованием полного моно-
слоя клеток на стеклах, покрытых ОСНт, в отличие от 
МСНт. Подобную морфологическую картину отмечали 
при использовании изучаемых видов нанотрубок в ходе 
культивирования клеток ФЭЧ. Линия клеток GL6 на по-
кровных стеклах, покрытых ОСНт и МСНт, создавала 
структуру монослоя с беспорядочным расположением и 
формой клеток (рис. 1; см. 3-ю полосу обложки).

Исходя из полученных данных, для проведения даль-
нейших исследований по электростимуляции клеток и 
формирования биосовместимого проводящего слоя из 
ОСНт на покровном стекле, а также для улучшения ад-
гезии клеток применяли БСА.

Нами была изучена пролиферация клеток на пленках 
ОСНт/БСА на покровных стеклах для различных вели-
чин импульсов электрической стимуляции (10, 50, 100, 
200, 500, 5000 мВ). Величина тока варьировала от 1 нА 
до 100 мкА.

Результаты изучения морфологии клеток ФЭЧ, вы-
росших на стеклах с ОСНт, после электростимуляции 
10, 50 мВ в наших экспериментах показали, что культура 
состоит из фибробластоподобных клеток с овальными 
ядрами, ядрышки крупные, по 1—4 в ядре, цитоплазма 
мелкосетчатая, наблюдаются черные скопления нано-
трубок разной величины и формы (рис. 2). При напряже-
ниях выше 100 мВ происходит изменение морфологии 
клеток, а именно увеличение их размеров. В основном 
с увеличением тока наблюдаются скопление клеток в 
местах с повышенной толщиной пленки нанотрубок и 
их характерная ориентация вдоль линий электрического 
поля при напряжениях выше 100 мВ (токах 10 нА).

При проведении атомно-силовых исследований об-
наружено, что клетки покрыты нанотрубками сверху, 
особенно в области формирования отростков. На изо-

В связи с этим, целью данной работы являлось иссле-
дование биологической совместимости перевиваемых 
культур клеток и 3 типов углеродных нанотрубок отече-
ственного производства, а также изучение морфологии 
и пролиферативной активности клеток фибробластов 
эмбриона человека (ФЭЧ), культивированных на прово-
дящих подложках из нанотрубок под действием локаль-
ного электрического поля.

Материалы и методы
Нанотрубки. В качестве каркасообразующего мате-

риала были использованы однослойные углеродные на-
нотрубки (ОСНт) отечественного производства от Ин-
ститута проблем химической физики РАН и многослой-
ные углеродные нанотрубки (МСНт): образец МСНт 
№1 от ООО «НтЦ «ГраНат» и образец МСНт №2 от 
ООО «НанотехЦентр».

Культуры клеток и питательные среды. Для экс-
периментов по культивированию из коллекции культур 
тканей НИИ вирусологии им. Д. И. Ивановского были 
выбраны нормальные клетки ФЭЧ, клетки почки зеле-
ной мартышки (Vero) и  опухолевые клетки глиобласто-
мы человека (GL6).

Клеточные линии в посевной дозе 105 кл/мл культи-
вировали на покровных стеклах с нанесенным на них 
слоем нанотрубок в среде Игла с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (ООО НПО «ПанЭко»,  
Москва) в термостате при 37°С в течение 72 ч.

Для визуального контроля морфологии клеток в 
микроскопе клетки фиксировали и окрашивали азур-
эозином по Романовскому по модифицированной ме-
тодике [1]. Окрашенные препараты для изучения мор-
фологии клеток исследовали в световом микроскопе 
(ок. 10 х об. 40).

Электрическая стимуляция. Для опытов по электри-
ческой стимуляции клеток было разработано устрой-
ство для локального подведения электрического потен-
циала к клеткам через наноразмерные электроды. Эта 
система подведения электрических сигналов состояла 
из 6-луночного планшета, генератора сигналов и осцил-
лографа. Благодаря такой конструкции модифицирован-
ный культуральный планшет («Linbro», США) с клетка-
ми  находился в течение всего опыта в СО2 -инкубаторе, 
а система позволяла подавать электрический сигнал не-
посредственно к клеткам через однослойные нанотруб-
ки, покрытые альбумином.

При электрической стимуляции клеток использовали 
напряжение амплитудой от 10 до 5 В. После 24 ч инку-
бации без приложенного напряжения на установку по-
давался сигнал из 5 импульсов с длиной импульса 5 мс, 
расстоянием между импульсами 5 мс и периодом между 
сериями импульсов 1 с. Электрическая стимуляция про-
должалась 48 ч.

Клетки ФЭЧ культивировали в этой установке на по-
кровных стеклах со сформированной электропроводя-
щей тонкой пленкой из ОСНт и бычьим сывороточным 
альбумином (ОСНт/БСА-покрытием).

Непосредственно перед инкубацией образцы покров-
ных стекол стерилизовали в растворе 70º этанола с по-
следующей обработкой ультрафиолетом в течение 20 мин 
и промывали в среде Игла. После удаления среды клетки 
ФЭЧ в концентрации 105 кл/мл добавляли в каждую лун-
ку в объеме 1 мл среды Игла с 10% ЭтС и инкубировали 
в течение 24 ч в термостате с СО2 («SANYO Electric Co. 
Ltd.», Япония) с 5% СО2 при 37ºС, после чего в течение 48 
ч на лунки планшета подавался импульсный сигнал.

Коэффициент пролиферации (КП) определяли с по-
мощью модифицированного Мтт-метода [2, 3].

Рис. 2. Расположение клеток ФЭЧ, зафиксированных на 3-й 
день после посева на покровных стеклах, модифицированных 

ОСНт/БСА-пленкой. Ув. 400.
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ток и регенерации тканей. Струк-
тура является биосовместимой и 
обеспечивает хороший контакт при 
культивировании клеток. Для про-
ведения опытов по электрической 
стимуляции клеток было разработа-
но устройство для локального под-
ведения электрического потенциа-
ла к клеткам через наноразмерные 
электроды. Показаано, что прило-
жение напряжения до 50 мВ (токи 
до 10 нА) повышает индекс проли-
ферации клеток ФЭЧ (до 26%), не 
оказывая заметного влияния на их 
морфологию. С увеличением напря-
жения пролиферативная активность 
клеток снижается и изменяется их 

морфология. При этом происходили направленное дви-
жение клеток фибробластов вдоль линии поля и орга-
низация их в крупные конгломераты, что, вероятно, 
связано с ориентирующим действием локальных потен-
циалов в области контактов перколированных в сетки 
нанотрубок. транспортный механизм, сопровождаемый 
увеличением синтеза белков и их полимеризации, может 
являться возможной причиной повышения пролифера-
тивной активности клеток при низких напряжениях.

Понимание и управление механизмами движения 
клеток и увеличения их пролиферативной активности 
на электропроводящих биосовместимых подложках по-
зволяет разработать методы электростимулированного 
роста клеток для  тканевой инженерии.

Поскольку электростимуляция на таких подложках 
способствует увеличению клеточной биомассы, это даст 
возможность увеличить продукцию вирусных антиге-
нов, необходимых для получения различных медико-
биологических препаратов.
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бражениях видно, что клетка находится под слоем на-
нотрубок, что свидетельствует о высокой биосовмести-
мости полученного материала подложки (рис. 3).

Данный факт свидетельствует о том, что в процес-
се роста клетки не просто развиваются на поверхности 
композита из нанотрубок, но или проникают в него, или 
обволакивают их, обеспечивая лучшее соединение. В 
целом АСМ-топография демонстрирует достаточно хо-
рошую адгезию клеток на поверхности пленки, что под-
тверждает ее биологическую совместимость.

Зависимость КП клеток, определенного с помощью 
Мтт-метода, от величины прикладываемых импульсов 
напряжения приведена на рис. 4, на котором видно, что 
при низких значениях прикладываемого напряжения 
происходит повышение пролиферативной активности 
клеток ФЭЧ. С увеличением напряжения пролифератив-
ная активность замедляется.

таким образом, нами впервые показано, что при ис-
пользовании электрической стимуляции клеток через 
наноразмерные электроды при малых амплитудах на-
пряженности электрического поля и небольших часто-
тах генерации сигнала можно наблюдать увеличение 
пролиферативной активности клеток ФЭЧ на 26%.

Обсуждение
Проведенные нами исследования показали, что 3 изу-

ченных образца углеродных нанотрубок отечественного 
производства, закрепленных на поверхности подложки, 
не обладают токсичными свойствами и могут быть ис-
пользованы для культивирования клеток. Разработаны 
электропроводящие подложки на основе ОСНт и БСА, 
которые можно применять при культивировании кле-

Рис. 4. Коэффициент пролиферации ФЭЧ, культивируемых в 
течение 72 ч на ОСНт/БСА-модифицированных покровных 

стеклах, в зависимости от приложенных импульсов.

Рис. 3. АСМ-изображения клеток ФЭЧ на ОСНт/БСА-модифицированном покровном 
стекле после 48 ч электростимуляции при напряжении 10 мВ (a) и 50 мВ (б). Ув. 1000.
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К статье Р. Я. Подчерняевой с соавторами.

Рис.2. Реакция непрямой иммунофлюоресценции — свечение вирусного гликопротеина в цитоплазме различных линий клеток.
а – неконтаминированные клетки MDCK (контроль). х 40; б — клетки Vero E6*. х 100; в — клетки CaCo*. х 40; г — клетки BALB/C*. х 40.

Рис. 1. Фотография клеток ФЭЧ (а, б, в) и GL6 (г, д, е): контрольных (а, г); культивированных на ОСНТ (б, д) и МСНТ (в, е). Стрелки 
указывают на скопления нанотрубок. Ув. 400.


