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РЕЗЮМЕ 

Цель. Провести анализ структурных, магнитных и цитотоксических свойств наночастиц магнетита (МНЧ), 
приготовленных методом электровзрыва проводников и хранящихся в защищенном от света месте при 
комнатной температуре (влажность 65 ± 15%, атмосферное давление 760 ± 20 мм рт. ст., температура 22 ± 
4 °С) в течение 10 лет.

Материалы и методы. Свойства МНЧ изучали с помощью рентгеноструктурного анализа (РСА), про-
свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) с исследованием электронной дифракции на выбранной 
области (SAED) и магнитометрии с вибрирующим образцом (VSM). Жизнеспособность мононуклеарных 
лейкоцитов крови человека определяли окрашиванием 0,4%-м раствором трипанового синего после 24-ча-
сового сокультивирования с нанопорошком.

Результаты. Расчетный размер частиц практически не изменился после 10 лет хранения. Картины элек-
тронной и ренгеновской дифракции  показали, что кристаллическая природа сохранялась в течение 10 лет. 
Диаметр кристаллической части МНЧ, определяемый, как область когерентного рассеивания ренгенов-
ского излучения (DОКР,) был близок к размеру частиц, определенному с помощью ПЭМ (DTEM), что свиде-
тельствует об их высокой кристалличности. Намагниченность насыщения (MS) для порошка МНЧ после 
10 лет хранения оказалась неожиданно выше, чем для свежеприготовленного порошка МНЧ. Приведенная 
остаточная намагниченность (MR/MS) была одинаковой в пределах погрешности измерений для обоих об-
разцов. При длительном исследовании in vitro цитотоксическое влияние МНЧ не установлено.

Заключение. Кардинальные изменения структурных, магнитных свойств МНЧ после 10-летнего хранения 
не обнаружены. Сделан вывод о 10-летней стабильности электровзрывного нанопорошка магнетита, кото-
рая может быть полезна в плане его экологической безопасности и биомедицинских приложений. 

Ключевые слова: наночастицы магнетита, комнатные условия, стабильность нанопорошка, лейкоциты 
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ABSTRACT 

Aim. To analyze the structural, magnetic, and cytotoxic features of magnetite nanoparticles (MNPs) prepared by 
the exploding wire method and stored in a dark place at ambient temperature (65 ± 15% humidity, air pressure 760 
± 20 mm Hg., temperature 22 ± 4 °C) for 10 years.

Materials and methods. The properties of MNPs were analyzed by X-ray diffraction (XRD), transmission electron 
microscopy (TEM) and selected area electron diffraction (SAED), and vibrating-sample magnetometer (VSM). 
Viability of human blood mononuclear leukocytes was determined using 0.4% trypan blue staining after 24-hour 
culture with the nanopowder.

Results. The calculated size of the particles remained almost unchanged after 10 years of storage. The XRD and 
SAED patterns showed that crystallinity was preserved for 10 years. The diameter of the crystalline component 
of MNPs (DXRD) was close to the particle size determined by TEM. It confirms high crystallinity of the tested 
nanoparticles. Saturation magnetization (MS) of the MNP powder after 10 years of storage was unexpectedly higher 
than that of the as-prepared MNP powder. Reduced remanent magnetization (MR / MS) was equal for both samples 
within the margin of error. No cytotoxic effect of MNPs in vitro was detected in the long-term study.

Conclusion. No dramatic changes in the structural, magnetic, and cytotoxic features of MNPs were noted after  
10 years of storage. It indicated 10-year stability of MNP powder that may be a useful feature for environment 
safety and biomedical applications. 

Keywords: magnetite nanoparticles, ambient conditions, nanopowder stability, human blood mononuclear 
leukocytes, in vitro cytotoxicity
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ВВЕДЕНИЕ
С 1989 г. около 100 наномедицинских приложе-

ний и продуктов были одобрены FDA США и вышли 
на мировой рынок. С 2010 г. внимание к разработке 
наномедицинских препаратов и количество прода-
ваемых наномедицинских препаратов значительно 
увеличились благодаря полученным преимуществам 
для системы здравоохранения [1, 2]. Магнитные 
наночастицы вызывают интерес благодаря своим 
уникальным магнитным свойствам и широко приме-
няются в различных областях, таких как наномеди-
цина, инженерия, сельское хозяйство, энергетика и 
восстановление окружающей среды [3].

Магнитные наночастицы представляют собой 
класс материалов с уникальными физико-химиче-
скими свойствами, которые могут воздействовать на 
окружающую среду [4] и биологические системы;   
в связи с этим необходимо определить, какие опас-
ности и риски могут возникать. Оценка риска имеет 
ключевое значение для формулировки рекоменда-
ций по воздействию и безопасности [5]. Циркуляция 
нанохимических агентов в промышленности, окру-
жающей среде и среди потребителей, а также их от-
ходы и время хранения имеют решающее значение 
для понимания баланса эффективности и безопасно-
сти нанотехнологий. 

В этом контексте следует уделить больше вни-
мания проблемам долгосрочной стабильности нано-
частиц магнитного оксида железа ex vivo, поскольку 
наноразмерный магнетит (Fe3O4) окисляется до маг-
гемита (γ-Fe2O3) в условиях окружающей среды. Од-
нако, продолжительность этого процесса не описана. 
Работ о старении наночастиц магнетита очень мало, 
например, в одной из них  показано, что процесс за-
нимает 18 мес в водной суспензии [6]. Нами были 
проанализированы структурные, магнитные и цито-
токсические свойства наночастиц магнетита (МНЧ), 
полученных методом электровзрыва проводников и 
хранившихся в темном месте (влажность 65 ± 15%, 
давление воздуха 760 ± 20 мм рт.ст., комнатная тем-
пература (22 ± 4 °С)) в течение 10 лет.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Нанопорошок был получен В.С. Седым (Инсти-

тут сильноточной электроники СО РАН, г. Томск, 
Россия) методом электровзрыва проводников (ЭП) в 
2007 г. Подробная методология и экспериментальная 
установка, используемые в настоящем исследовании 
для структурной и магнитной оценки,  описаны ранее 
[7, 8]. Метод ЭП позволяет получать наночастицы 
различного состава, в том числе металлического же-
леза (α-Fe) и его оксидов с хорошей кристаллично-

стью, о чем свидетельствует высокое значение намаг-
ниченности насыщения полученных наночастиц [9]. 

Кристаллическую структуру и фазовый состав 
образцов исследовали методом рентгеноструктур-
ного анализа (РСА). Морфологию и микроструктуру 
определяли с помощью просвечивающей электрон-
ной микроскопии (ПЭМ) с изучением дифракции 
электронов на выбранной области (SAED). Магнит-
ные свойства исследовали на вибрационном магни-
тометре (VSM) при комнатной температуре (295 К) в 
диапазоне поля 1,1 Тл. 

Тестирование цитотоксичности МНЧ in vitro 
проводили на мононуклеарных лейкоцитах крови 
человека (МНК), полученных из венозной крови 
здоровых доноров (разрешение № 948 от 09.02.2009; 
локальный этический комитет СибГМУ; разрешение 
№ 5 от 16.05.2016; локальный этический комитет 
БФУ им. И. Канта) [10].

Асептическая феррожидкость МНЧ в изотониче-
ском (0,9%) растворе NaCl (30 мг/л, рН = 6,9) была 
приготовлена с помощью ультразвуковой обработки 
в течение 30 мин при выходной мощности 100 Вт. 
Стабилизаторы (цитрат натрия, хитозан и др.) не до-
бавляли из-за их возможного влияния на клетки. Бо-
лее того, даже стабилизированные феррожидкости 
демонстрируют неравномерное распределение маг-
нитных наночастиц в культуре клеток [11].

Суспензия МНК в пластиковых пробирках со-
держала концентрацию 1 × 106 жизнеспособных 
клеток на единицу синтетической питательной сре-
ды (Sigma-Aldrich, США), содержащей RPMI-1640, 
10%-ю фетальную бычью сыворотку, 50 мг/л гента-
мицина и 280 мг/л L-глутамина. Указанную выше 
клеточную суспензию смешивали с феррожидко-
стью МНЧ сразу после обработки ультразвуком 
в соотношении 10 : 1 для сохранения значения рН  
7,2–7,3 в культуре клеток. Таким образом, конеч-
ная концентрация МНЧ в культуре клеток соста-
вила 10 максимально переносимых доз (10 МПД = 
3 мг/л) МНЧ по отношению к ионам железа. Одна 
МПД железа в воде равняяется 0,3 мг/л. Подсчет 
жизнеспособности клеток проводили с помощью 
CountessTM Automated Cell Counter (Invitrogen, США) 
с использованием 0,4%-го раствора трипанового си-
него (Invitrogen, США) по ISO 10993-5 после 24 ч 
культивирования в атмосфере, содержащей 5% CO2, 
100%-й влажностью при 37 °C. Основной антиген-
ный профиль МНК (CD45, CD3, CD14) анализирова-
ли методом проточной цитометрии [10]. 

Результаты проанализированы с помощью про-
граммного обеспечения Statistica для Windows 13.3. 
Данные представлены в виде среднего значения и 
стандартного отклонения M ± SD. Вследствие отли-
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чия распределения признаков от нормального (кри-
терий Шапиро – Уилка) для оценки статистических 
различий выборок применяли U-критерий Манна – 
Уитни (pU).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Значения среднего размера частиц (DПЭМ) пред-
ставлены в табл. 1. По данным ПЭM, МНЧ имеют 
сфероидальную или полиэдрическую форму с закру-
гленными краями (рис. 1). Изображения ПЭМ для све-
жеизготовленных образцов, выполненные в 2007 г.,  
показали, что частицы имеют сглаженные края, что 

может быть связано с меньшей кристалличностью 
поверхности или с тем, что оборудование, использо-
вавшееся в 2007 г., имело более низкое разрешение. 
ПЭМ-изображения были обработаны с помощью про-
граммного обеспечения ImageJ. Для анализа распре-
деления МНЧ по размерам полученное распределение 
аппроксимировали логнормальной функцией [11].

Расчетный размер частиц практически не изме-
нился после 10 лет хранения. МНЧ продемонстри-
ровали логарифмически нормальное распределение 
по размерам с близкими средними диаметрами для 
свежеприготовленных частиц и после длительного 
хранения (табл. 1).

Рис. 1. ПЭМ-изображение порошка оксида железа: а – в готовом виде, b – после 10 лет хранения в атмосфере окружающей 
среды, c – гистограмма распределения по размерам: масштаб 100 нм

а               b               c

Т а б л и ц а  1

Фазовый состав, размер частиц и магнитные свойства порошка МНЧ, М (SD)

Год
Фазовый состав, wt.% Структурные свойства Магнитные  свойства  (295 K)

Fe3O4/ γ-Fe2O3 α-Fe Неопознанные фазы DОКР, нм DПЭМ, нм MR/MS MS, Aм2/кг

2007 96 3 ~1 31(3) 34 (0,6) 0.14 (0,01) 71.1 (0,9)
2017 97 2 ~1 32(4) 33 (0,7) 0.16 (0,01) 79.8 (0,4)*

* PU < 0,05; измерения проводились в г. Томске (2007, 2017) и Калининграде (2017)

Картина SAED показала, что кристаллическая 
природа сохранялась в течение 10 лет (рис. 2, а). Яр-
кие кольца образованы пятнами, связанными с осью 
(111), (220), (311), (400), (422), (511) и (440) гране-
центрированной кубической структурой Fe3O4. Одно 
кольцо слабой интенсивности, обозначенное как 
110α было связано с небольшим содержанием метал-
лической фазы α-Fe.

Количественный фазовый анализ проводили 
с уточнением рентгенограмм по методу Ритвель-
да (табл. 1). Результаты РСА порошка оксида же-
леза показали, что преобладающей фазой являет-
ся магнетит (рентгенограмма № 04-015-3102) со 
значением примерно 96–97 мас. %; кроме того, 

наблюдается небольшое количество металличе-
ского железа в α-модификации (рентгенограмма  
№ 04-014-0360) в количестве около 2–3 мас. % (рис.  
2, b, см. табл. 1).

Следует отметить, что два ферримагнитных ок-
сида железа, магнетит и маггемит, имеют структуру 
обратной шпинели с близкими значениями посто-
янных решетки, и из-за размытия пиков их сложно 
различить с помощью обычных методов рентге-
новской дифракции [12]. Средний размер области 
когерентного рассеивания  (DОКР) рассчитывали по 
формуле Шеррера DОКР = kλ / (β × cosθ), где коэф-
фициент формы k равен 0,9 для сферической фор-
мы, λ – длина волны излучения Cu Kα (1,54178 Å), 
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и β – полная ширина на полувысоте [13]. Для нано-
частиц с хорошей кристаллической природой этот 
размер близок к размеру частиц, определенного с 
помощью ПЭМ (см. табл. 1). Намагниченность на-
сыщения MS для МНЧ после длительного хранения, 

рассчитанная по рис. 3, оказалась несколько выше, 
чем для свежеприготовленных МНЧ (см. табл. 1). 
Приведенная остаточная намагниченность (MR/MS) 
была одинаковой в пределах погрешности для обо-
их образцов.

Рис. 3. Петля гистерезиса порошка МНЧ при Т = 295 К 
после 10 лет хранения нанопорошка в атмосфере окружа-

ющей среды

Рис. 2. Микродифракционная картина порошка МНЧ 10-летнего хранения (а); рентгенограмма свежеприготовленного  
образца и после 10 лет хранения (b) в атмосфере окружающей среды

маггемита, однако некоторое уменьшение намагни-
ченности также может быть связано с размерными 
эффектами (например, наличием доли скошенных 
поверхностных спинов или антифазных границ) [15, 
16].

Цитотоксичное влияние МНЧ in vitro не было 
выявлено (рис. 4) ни в один год длительного иссле-
дования (табл. 2). Среднее количество живых МНК 
в пределах минимального-максимального спектра 
диаметров (7–18 мкм) существенно не отличалось 
после добавления одних и тех же МНЧ на 10 МПД 
в 2007 и 2017 гг.

Т а б л и ц а  2

Жизнеспособность МНК in vitro после 24-часового совмест-
ного культивирования с МНЧ в дозе 10 МПД, M ± SD

Нанопорошок

Количество жизнеспособных  
(неокрашенных трипановым синим) 

клеток, %, n = 5

Контрольные  
культуры клеток  

(без МНЧ)

Культуры клеток 
 с МНЧ 

Свежеприготовленный
После 10 лет хранения

86,2 ± 1,62
87,5 ± 2,06

85,8 ± 3,02
85,6 ± 2,71

Два магнитных оксида железа (магнетит и магге-
мит) имеют разные значения намагниченности на-
сыщения (MS

Fe3O4 = 92–100 и MS
γ-Fe2O3 = 60–80 Ам2/кг 

[14]). Полученные значения MS были ближе к фазе 
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Оригинальные  статьи

В общей сложности 93–95% МНК размером 7–11 
мкм (см. рис. 4) экспрессировали лейкоцитарные 
CD45CD3-антигены Т-лимфоцитов. Крупные клетки 
экспрессировали маркеры CD45CD14 моноцитов/ма-
крофагов в 5–7% случаев, и этот результат не зависел 
от использования МНЧ и года их использования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, 10-летняя стабильность струк-

турных, магнитных и цитотоксических свойств 
электровзрывного нанопорошка магнетита, который 
хранился в темноте в атмосфере окружающей среды, 
может считаться полезной особенностью для обе-
спечения баланса его экологической безопасности и 
биомедицинских свойств в качестве неорганическо-
го носителя для диагностики и лечения опухолевых 
и других заболеваний.
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 Рис. 4. Расчет жизнеспособности клеток (а) и их размера (b) с помощью автоматического счетчика клеток CountessTM
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