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Аннотация

Цель исследования – установить взаимосвязь между кислотно-основными характеристиками на-
ноструктур на основе оксидов алюминия и/или магния и их противоопухолевой активностью в экспе-
риментах in vitro. Материал и методы. Для синтеза наноструктур на основе оксидов алюминия и/или 
магния с различными кислотно-основными характеристиками поверхности был использован метод 
гидролиза алкоголятов металлов и их смесей. Морфологию наноструктур исследовали методом про-
свечивающей электронной микроскопии с интегрированной системой энергодисперсионного анализа. 
Фазовый состав частиц определяли методом рентгеновской дифракции. Влияние синтезированных 
наноструктур на жизнеспособность клеточных линий определяли при помощи MTT-теста на культурах 
клеток MDA, PyMT и Neuro-2a. Результаты. В работе методом гидролиза алкоголятов алюминия и 
магния, а также их смеси были синтезированы наноструктуры оксида алюминия AlOOH, оксида магния 
MgO, композитные частицы AlOOH/MgO, эффективно подавляющие жизнедеятельность опухолевых 
клеток. Показано, что наибольшей цитотоксичностью обладает MgO, наименьшей – AlOOH. Анализ 
физико-химических характеристик синтезированных наноструктур показал, что основными фактора-
ми, обусловливающими их противоопухолевую активность, являются кислотно-основные свойства 
поверхности. Установлено, что MgO повышает рН клеточной питательной среды до 9,4, AlOOH – до 
7,7, AlOOH/MgO – до 8,8. При этом наблюдается корреляция между количеством живых клеток при 
контакте питательной среды с наноструктурами и клеток, инкубированных в среде при повышенном 
рН, не содержащей наноструктуры. Данный подход может быть использован для синтеза материа-
лов, способных изменять кислотность микроокружения опухолевых клеток в заданном диапазоне для 
противоопухолевой терапии, в том числе потенцируя действие стандартных химиопрепаратов за 
счет снижения внеклеточной кислотности. Заключение. Анализ характеристик синтезированных 
наноструктур показал, что основными факторами, обусловливающими их противоопухолевую актив-
ность, являются кислотно-основные свойства поверхности. Данный подход может быть использован 
для синтеза материалов, способных изменять кислотность микроокружения опухолевых клеток в за-
данном диапазоне для противоопухолевой терапии, в том числе потенцируя действие стандартных 
химиопрепаратов за счет снижения внеклеточной кислотности.

Ключевые слова: оксид алюминия, оксид магния, микроокружение опухолевых клеток, 
кислотность микроокружения, противоопухолевая активность.
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Введение
Поиск новых методов лечения злокачественных 

новообразований является актуальной задачей, 
несмотря на значительный прогресс в данном 
направлении в последнее десятилетие. Это свя-
зано с тем, что до сих пор не найдено идеальное 
решение для борьбы со злокачественными опу-
холями. Для реализации данной задачи широко 
применяются наноматериалы и нанотехнологии. 
В настоящее время для лечения рака использу-
ются различные системы на основе наночастиц, 
такие как носители лекарственных средств для 
целенаправленной терапевтической доставки, 
магнитоактивные препараты для гипертермии и 
термохимиотерапии [1–5]. Более того, наночасти-
цы с заданным размером частиц, морфологией и 
другими физико-химическими свойствами могут 
влиять на жизнеспособность раковых клеток [6–8] 
и снижать их метастатический потенциал [9]. Для 
облегчения доставки лекарств в клетки использу-
ют рН-зависимые и pH-чувствительные системы 

THE USE OF NANOSTRUCTURED METAL OXIDES 
FOR DIRECTIONAL pH CHANGES OF TUMOR CELLS 

MICROENVIRONMENT

A.S. Lozhkomoev1, O.V. Bakina1, A.N. Fomenko1, A.V. Avgustinovich2, 
S.G. Afanasyev2, A.Yu. Dobrodeev2, L.V. Spirina2, A.S. Tarasova2, 
U.B. Urmonov2

Institute of Strength Physics and Materials Science of the Siberian Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, Russia1

2/4, pr. Akademicheskiy, 634055-Tomsk, Russia. E-mail: ovbakina@ispms.tsc.ru1

Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, 
Tomsk, Russia2

5, Kooperativny Street, 634009-Tomsk, Russia. E-mail: aov862@yandex.ru2

Abstract

Purpose of the study. To establish the effect of acid-base characteristics of alumina and/or magnesium 
oxide nanostructures on their antitumor activity (in vitro experiments). Material and methods. The alumina 
and/or magnesium oxide nanostructures with various acid-base surface characteristics were obtained by the 
hydrolysis of metal alkoxides. The morphology of nanostructures was investigated by transmission electron 
microscopy with an integrated system of energy dispersive analysis. The phase composition of the particles 
was determined byX-ray diffraction. The effect of the synthesized nanostructures on the viability of cell lines 
was determined using the MTT test (cell cultures of MDA, PyMT, Neuro-2a). Results. In present work we 
report the preparation of AlOOH, MgO, AlOOH /MgO nanostructures that inhibit the growth of tumor cells. 
MgO nanostructures inhibit cell growth better than AlOOH nanostructures. It was showed that the main factors 
determining antitumor activity of nanostructures are the acid-base properties of their surface. All synthesized 
nanostructures raised the pH of the cell culture medium: MgO – up to 9.4, AlOOH – up to 7.7, AlOOH / MgO – 
up to 8.8. We observed the same number of viable cells incubated in a cell medium containing nanostructures 
and cells incubated in medium at an elevated pH value (using NaOH). The results of the study can be used to 
obtain new materials that can change the acidity of the tumor cells microenvironment for anticancer therapy. 
Conclusion. It was shown that the main factors determining the antitumor activity of nanostructures are the 
acid-base properties of the surface. This approach can be used to produce new materials that can change 
the acidity of the tumor cells microenvironment.

Key words: alumina oxide, magnesium oxide, tumor cells microenvironment, acidity of the tumor cells
microenvironment, antitumor activity.

[10–12]. Перспективным в данном направлении 
является поиск новых способов воздействия 
на межклеточную среду с помощью регуляции 
параметров (кислотность, ионный баланс и др.) 
микроокружения клеток [13–14]. Это связано с 
тем, что ионное состояние внеклеточного про-
странства в значительной степени определяет 
жизнедеятельность и жизнеспособность клеток 
[15]. Комплексной характеристикой, отражающей 
ионное состояние биологических сред, в том числе 
межклеточных, является величина pH [16–18]. На-
пример, опухолевые клетки вследствие измененно-
го метаболизма создают вокруг себя кислую среду, 
характеризующуюся пониженной относительно 
нормальных клеток величиной рН [19]. Внекле-
точная кислотность также снижает эффективность 
стандартных химиопрепаратов [20]. Повышение 
рН внеклеточной среды приводит к лучшему 
поглощению клетками слабо основных лекар-
ственных средств, в том числе доксорубицина, и 
усилению их цитотоксического эффекта [21].
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Laboratory and experImental studies

В настоящем исследовании были синтезиро-
ваны наноструктуры оксидных фаз Al и Mg, спо-
собные в разной степени изменять и поддерживать 
рН микроокружения клеток. В экспериментах in 
vitro показана корреляция между повышением рН 
микроокружения клеток и эффективностью пода-
вления жизнедеятельности опухолевых клеток.

Материал и методы
Синтез наноструктур осуществляли методом 

гидролиза бутилата Al, Mg и их смеси. Бутилаты 
металлов и их смеси синтезировали следующим 
образом: в конические колбы с объемом бутанола 
200 мл добавляли по 2 г металлической стружки Al, 
Mg и смеси Al и Mg с массовым соотношением 1:1 
и кипятили с обратным холодильником в течение 
6 ч при постоянном перемешивании до полного 
растворения металлов. Полученные алкоголяты 
по каплям выливали в емкость с дистиллирован-
ной водой объемом 500 мл, нагретой до 60 °С при 
интенсивном перемешивании. Полученные в ре-
зультате гидролиза гидроксиды отфильтровывали 
на мембране и сушили при 200 °С в течение 12 ч.

Полученные образцы исследовали методом 
рентгенофазового анализа (РФА) с помощью 
дифрактометра Shimadzu XRD 7000 (Shimadzu 
Corporation, Япония). Исследование структуры 
образцов проводили методом просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ) с помощью элек-
тронного микроскопа JEM-2100 (JEOL, Япония). 
Распределение элементов в частицах оценивали 
с помощью интегрированной в микроскоп систе-
мы энергодисперсионного анализа (ЭДС) X-Max 
(Oxford Instruments, United Kingdom). Размер ча-
стиц определяли с помощью дисковой центрифуги 
CPS DS24000 (CPS Instruments, США).

Токсическое действие синтезированных на-
ноструктур определяли при помощи MTT-теста 
на культурах клеток MDA (эпителиальные клетки 
аденокарциномы), PyMT (первичные клетки, вы-
деленные из опухоли мышей) и Neuro-2a (нейро-
бластома мыши, клон линии клеток Neuro C-1300, 
фибробластоподобные и нейроноподобные клетки). 
Культура МDA получена из Американской коллек-
ции типовых культур (ATCC). Культура Neuro-2a 
получена из ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Предва-
рительно проводили посев клеток в 96-луночные 

планшеты по 7500 клеток на лунку. Культивирова-
ние клеток проводили в течение 24 ч при темпера-
туре 37 ± 1 ºС и 5 % CO2 в питательной среде. После 
инкубирования питательную среду удаляли и два 
раза промывали клетки раствором DPBS.

Для определения цитотоксичности использо-
вали суспензии наноструктур в клеточной среде 
в концентрациях: 10 мг/мл, 5 мг/мл, 1 мг/мл, 
0,5 мг/мл, 0,1 мг/мл, 0,05 мг/мл, 0,01 мг/мл и 
0,001 мг/мл. Клетки с наноструктурами инкубиро-
вали при температуре 37 ± 1 ºС и 5 % CO2 в течение 
24 ч. Для проведения MTT-теста питательную сре-
ду удаляли и два раза промывали клетки раствором 
DPBS. Затем в каждую лунку добавляли по 100 мкл 
питательной среды и по 10 мкл раствора MTT с 
концентрацией 5 мг/мл. Инкубирование с раство-
ром MTT проводили в течение 2 ч при температуре 
37±1 ºС и 5 % CO2. По окончании инкубирования 
питательную среду удаляли и добавляли в каждую 
лунку по 100 мкл диметилсульфоксида. Через 
15 мин определяли оптическую плотность на план-
шетном спектрофотометре Tecan Infinite M1000 
PRO (Tecan, Австрия) при длине волны 570 нм. 
Далее вычисляли процент живых клеток по от-
ношению оптических плотностей исследуемого и 
контрольного образцов.

Для оценки влияния синтезированных на-
ноструктур на изменение кислотных свойств 
клеточной питательной среды EMEM (Minimum 
Essential Medium Eagle) оценивали изменение её 
рН во времени при концентрации синтезированных 
наноструктур 5,00 мг/мл с помощью рН-метра 
Multitest IPL-103 (Semico, Россия).

Статистическая оценка была проведена с ис-
пользованием программных средств Microsoft 
Excel и Statistica 6. Достоверность полученных 
результатов оценивали по t-критерию Стьюдента. 
Различия считались достоверными при р<0,05.

Результаты и обсуждение
Синтез оксидов и гидроксидов металлов из ал-

коголятов является одним из способов получения 
высокочистых веществ [22, 23], а также их смесей 
[24]. В результате гидролиза бутилата алюминия 
и магния были синтезированы пористые нано-
структуры (рис. 1). При гидролизе бутилата Al 
образуются складчатые нанолистовые структуры 

Рис. 1. ПЭМ изображение окси-
гидроксида Al (а), нанокомпозита 
на основе окисигидроксидов Al и 

Mg (б), оксида магния (в)



67СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2019; 18(3): 64–70

ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 2. ПЭМ изображение и 
элементный анализ в режиме 
картирования нанокомпозита 
на основе окисигидроксидов 

Al и Mg при соотношении масс 
металлов 1:1 (а); РФА продуктов 

гидролиза алкоголята алюми-
ния (1), алкоголята магния (2), 

алкоголятов алюминия и магния 
(3) (б)

оксигидроксида алюминия размером до 1 мкм с 
толщиной нанолистов 2–5 нм (рис. 1а). В резуль-
тате гидролиза смесей алкоголятов алюминия 
и магния с соотношением 1:1 образуется смесь 
пористых агломератов хаотично расположенных 
нанолистов толщиной 5–10 нм и нанопласти-
нок размером до 200 нм и толщиной до 20 нм 
(рис. 1б). При гидролизе бутилата магния об-
разуются нанопластинки размером до 500 нм и 
толщиной 10–30 нм (рис. 1в).

По данным EDS анализа в режиме картирования 
Mg и Al равномерно распределены по агломератам 
складчатых нанолистов. Пластинчатые структуры 
обогащены преимущественно магнием, при этом 
количественное содержание металлов в частицах 
соответствует их стехиометрии в смесях алко-
голятов (рис. 2а). По данным ренгенофазового 
анализа (рис. 2б) продуктом гидролиза бутилата 
алюминия является псевдобемит, бутилата магния – 
оксид магния. При гидролизе смеси алкоголятов 
образуется смесь псевдобемита и оксида магния. 
Следует отметить, что на рентгенограмме продук-
тов гидролиза алкоголятов алюминия и магния с 
соотношением 1:1 наблюдается сильное уширение 
рефлексов AlOOH и MgO, а также снижение их ин-
тегральных интенсивностей, что свидетельствует 
об отсутствии дальнего порядка в расположении 
атомов и аморфной структуре образца.

Таким образом, в результате гидролиза алкоголя-
тов алюминия и магния были получены нанострук-
туры псевдобемита и оксида магния. В результате 
гидролиза смеси алкоголятов образуются агломера-
ты нанолистовых структур псевдобемита и оксида 
магния, при этом происходит равномерное распре-
деление продуктов гидролиза по частицам.

Таблица

Характеристики синтезированных наноструктур

Образец SBET, м
2/г Дзета-потенциал, мВ Средний размер частиц, мкм

AlOOH 284 30,4 0,7
MgO 93 20,6 0,4

AlOOH/MgO 256 25,3 0,9

В таблице представлены некоторые харак-
теристики синтезированных наноструктур. Как 
видно, максимальная удельная поверхность 
(284 м2/г) и дзета-потенциал (+30,4 мВ), изме-
ренный в воде при температуре 37 °С и рН 7,4, 
характерны для псевдобемита. Удельная поверх-
ность нанопластинок оксида магния составила 
93 м2/г, дзета-потенциал +20,6 мВ. Величина 
удельной поверхности смешанных наноструктур 
псевдобемита и оксида магния составила 256 м2/г, 
дзета-потенциал 25,3 мВ.

На рис. 3 представлены концентрационные 
зависимости синтезированных наноструктур на 
жизнеспособность опухолевых клеток MDA, PyMT 
и Neuro-2a. Цитотоксическое действие синтезиро-
ванных наноструктур начинается при использо-
вании концентраций от 1 мг/мл и увеличивается 
при использовании более высоких концентраций. 
При этом наибольшим цитотоксическим эффектом 
обладает оксид магния, а наименьшим – псевдобе-
мит. При концентрации наноструктур от 1 мг/мл 
наблюдается зависимость между цитотоксично-
стью и количеством оксида магния в образцах для 
культур клеток PyMT и Neuro-2a. Для клеток MDA 
такая зависимость наблюдается при концентрации 
наноструктур 10 мг/мл.

Синтезированные наноструктуры обладают 
различными кислотно-основными свойствами и 
по-разному изменяют рН клеточной питательной 
среды (рис. 4a). При этом псевдобемит повышает 
рН среды с 7,2 до 7,7, смесь псевдобемита и ок-
сида магния с соотношением масс металлов 1:1 
повышает рН до 8,6, оксид магния – до 9,4. При 
экспериментальной оценке жизнеспособности 
опухолевых клеток Neuro-2a в питательной среде 
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Рис. 4. Изменение рН среды 
EMEM в присутствии синтезиро-

ванных наноструктур с концентра-
цией 5 мг/мл. Примечание: 

на рис (а) цифрами обозначено: 
AlOOH – 1, смесь AlOOH и 

MgO – 2, MgO – 3

Рис. 3. Цитотоксичность MgO, AlOOH/MgO и AlOOH для клеточных линий PyMT (а), MDA (б) и Neuro-2a (в) относительно контро-
ля (100 % жизнеспособных клеток)

с повышенной щелочностью при pH 8,5 и рН 9,5 
установлено, что повышение рН приводит к сниже-
нию жизнеспособности клеток (рис. 4б). Процент 
живых клеток при инкубировании в среде с рН 8,5 
составил около 60 %, при инкубировании в среде с 
рН 9,5 – около 50 %. Полученный результат практи-
чески совпадает с результатом противоопухолевого 
действия синтезированных наноструктур. Таким 
образом, можно утверждать, что одним из ключе-
вых факторов обусловливающих противоопухо-
левую активность синтезированных наноструктур 
является увеличение щелочности клеточной среды. 
Также следует отметить, что синтезированные на-
ноструктуры имеют довольно крупные размеры, 
не позволяющие проникать им внутрь клетки [25, 
26], и токсический эффект проявляется, прежде 
всего, за счет изменения параметров микроокруже-
ния клеток. Можно предположить, что основным 
механизмом цитотоксического действия синтези-
рованных наноструктур является изменение мем-
бранного потенциала клеток за счет повышения рН 
внеклеточной среды и как следствие нарушение 
обменных процессов в клетках.

Заключение
С помощью гидролиза алкоголятов алюминия 

и магния, а также их смесей были синтезирова-
ны 2D наноструктуры псевдобемита и оксида 
магния. Установлено, что при гидролизе смеси 

алкоголятов образуются агломераты нанолистовых 
структур с равномерным распределением Al и Mg 
по частицам, при этом массовое соотношение ме-
таллов в агломератах соответствует их массовому 
соотношению в смеси алкоголятов. На примере 
опухолевых клеточных культур PyMT, MDA и 
Neuro-2a установлено, что все синтезированные 
наноструктуры оказывают цитотоксическое дей-
ствие при их концентрации более 1 мг/мл. Наи-
меньшей цитотоксичностью обладает псевдобемит, 
наибольшей – оксид магния.

Показано, что синтезированные наноструктуры 
способны по-разному увеличивать рН клеточной 
питательной среды, рН увеличивается в ряду 
AlOOH, AlOOH/MgO, MgO, а их цитотоксическое 
действие напрямую связано с изменением кислот-
ности среды.

Полученные результаты показывают, что, ис-
пользуя данный подход, можно синтезировать 
наноструктуры, способные изменять рН микро-
окружения клеток в заданном диапазоне, регулируя 
соотношение AlOOH и MgO. Синтезированные 
наноструктуры в перспективе могут быть исполь-
зованы для противоопухолевой терапии как само-
стоятельно, так и в совокупности со стандартными 
химиопрепаратами, потенцируя их действие за счет 
снижения внеклеточной кислотности опухолевых 
клеток.
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