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ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ГРАФЕНА  
НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК  
ЛИНИИ JURKAT
Усанина Д.И.1, 2, Бочкова М.С.1, 2, Тимганова В.П.1, Заморина С.А.1, 2
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ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Пермь, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет», г. Пермь, Россия

Резюме. Оксид графена обладает рядом характеристик, благодаря которым он представляет со-
бой перспективный материал, который может быть использован для ряда биомедицинских прило-
жений, в том числе для различных стратегий борьбы с раковыми заболеваниями. Использование 
наноматериалов позволяет преодолеть многие ограничения, возникающие при применении тра-
диционных химиотерапевтических методов. Для изучения противоопухолевых препаратов широко 
используются раковые клеточные линии, в том числе Jurkat, представляющая собой клетки острого 
Т-лимфобластного лейкоза. Ранее было исследовано влияние наночастиц пегилированного оксида 
графена на ряд характеристик клеток линии Jurkat, включая метаболизм и апоптоз. Цель данного 
исследования – изучение влияния наночастиц пегилированного оксида графена с различными па-
раметрами (размер, тип поверхностной функционализации, концентрация) на функциональную ак-
тивность клеток линии Jurkat, оценивая такие параметры, как жизнеспособность, продукция IL-2 и 
экспрессия CD69 при наличии либо отсутствии внешней активации. 

Клетки линии Jurkat в присутствии разных типов наночастиц оксида графена (100-200 нм и 
1-5 мкм; функционализация линейным и разветвленным полиэтиленгликолем (ПЭГ)) в концен-
трациях 5 мкг/ мл и 25 мкг/мл культивировали в течение 24 часов. Для оценки параметров клеток в 
условиях внешней стимуляции были подготовлены аналогичные пробы со всеми типами частиц, в 
которые дополнительно вносили фитогемагглютинин (ФГА) в концентрации 50 мкг/мл. После этого 
клетки окрашивали красителем Zombie Aqua и антителами к CD69-APC, после чего анализировали 
на проточном цитометре CytoFlex S. Определяли процент живых клеток, а также экспрессирующих 
CD69. Далее в супернатантах культур измеряли уровень IL-2 при помощи иммуноферментного ана-
лиза. 

Установлено, что низкие концентрации частиц не оказывают цитотоксического воздействия, а в 
условиях внешней активации способны достоверно повышать жизнеспособность клеток. При исполь-
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зовании функционализации линейным ПЭГом частицы размерами 100-200 нм повышают уровень IL-2 
и CD69. В условиях стимуляции наблюдается снижение уровня CD69 (при использовании частиц раз-
мерами 1-5 мкм, функционализированных разветвленным ПЭГом, в концентрации 25 мкг/мл). 

Данное исследование впервые демонстрирует эффекты, оказываемые на функциональную актив-
ность клеток линии Jurkat наночастицами пегилированного оксида графена. Показана зависимость 
от размеров, концентрации и поверхностной функционализации частиц, а также наличия внешнего 
активатора.

Ключевые слова: оксид графена, Jurkat, CD69, IL-2, ФГА, жизнеспособность

INFLUENCE OF GRAPHENE OXIDE NANOPARTICLES ON 
FUNCTIONAL ACTIVITY OF JURKAT CELL LINE
Usanina D.I.a, b, Bochkova M.S.a, b, Timganova V.P.a, Zamorina S.A.a, b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm, Russian 
Federation  
b Perm State University, Perm, Russian Federation

Abstract. Graphene oxide offers properties that make it a promising material for numerous biomedical 
applications, including various cancer treatment methods. Nanomaterials may overcome certain limitations 
of conventional chemotherapy. In cancer research, cell lines like Jurkat (T cell acute lymphoblastic leukemia 
cells) serve as models for investigating tumor treatment strategies. Previous studies have explored the effect 
of pegylated graphene oxide nanoparticles on some parameters of Jurkat cells, such as metabolism and 
apoptosis. This study aims to investigate how pegylated graphene oxide nanoparticles, varying in size, surface 
functionalization, and concentration, influence the functional activity of Jurkat cells, including cell viability, 
IL-2 production, and CD69 expression, both spontaneously, and following external activation. 

Jurkat cells were cultured with different types of graphene oxide nanoparticles (100-200 nm and 1-5 μm; 
functionalized with linear and branched polyethylene glycol (PEG)) at concentrations of 5 μg/ mL and 
25 μg/ mL for 24 hours. For assessment of cell parameters under stimulation with different types of particles, 
phytohemagglutinin (PHA, 50 μg/mL) was used. Subsequently, the cells were stained with Zombie Aqua and 
CD69-APC antibody, followed by flow cytometry analysis (CytoFlex S) to determine the percentage of viable 
cells and CD69-expressing cells. The presence of IL-2 in cell culture supernatants was quantified using ELISA 
tests. 

It was observed that nanoparticles at low concentrations did not induce cytotoxic effects; cell viability 
improved after PHA stimulation. Small particles (100-200 nm) coated with linear PEG induced IL-2 production 
and CD69 expression. However, 1-5 μm graphene oxide modified with branched PEG at a concentration of 25 
μg/mL led to a decrease in CD69 expression following PHA-stimulation. 

It was shown for the first time that pegylated graphene oxide nanoparticles affect the functional activity of 
Jurkat cells. The influence of particles is dependent on the size, concentration, surface functionalization of 
graphene oxide, and activation by PHA. 

Keywords: graphene oxide, Jurkat cells, CD69, IL-2, phytohemagglutinin, cell viability

Работа выполнена в рамках государственного 
задания «Исследование функциональной актив-
ности лейкоцитов и клеток опухолевых линий в 
условиях хронических инфекций и под влиянием 
соединений химического и биологического про-
исхождения», номер государственной регистра-
ции темы: 124021900006-5. 

Введение
Линия Jurkat представляет собой Т-лимфо-

цитарную линию клеток, полученную в 1977 году 

из периферической крови 14-летнего мальчи-
ка с острым лимфобластным лейкозом [11]. Эти 
клетки широко используются как модель для из-
учения Т-клеточного рецептора, передачи сигна-
лов, ВИЧ, а также различных методов борьбы со 
злокачественными опухолями [7]. В настоящее 
время для лечения различных типов раковых за-
болеваний используется химиотерапия, однако 
ее неизбирательная цитотоксичность приводит к 
нежелательным побочным эффектам, например 
ингибированию роста некоторых тканей (воло-
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сяные фолликулы, клетки желудочно-кишечного 
тракта, костный мозг) [5]. Кроме того, современ-
ные химиотерапевтические методы сталкивают-
ся с такими проблемами, как короткий период 
полувыведения лекарственных препаратов, их 
плохая растворимость, а также риск возникно-
вения множественной лекарственной устойчи-
вости [12]. Для преодоления данных трудностей 
предлагается использовать наноматериалы для 
таргетной, фотодинамичекой, фототермической, 
хемодинамической и сонодинамической тера-
пии [5]. 

В качестве терапевтического агента при ле-
чении раковых заболеваний возможно исполь-
зование наночастиц различной природы, в том 
числе углеродных [10]. Они обладают рядом 
преимуществ: возможность модификации пара-
метров (форма, размер, функционализация по-
верхности), загрузки лекарственных препаратов 
для таргетного и продолжительного воздействия, 
хорошая биосовместимость и пр. [10]. Некоторые 
из углеродных наноматериалов, такие как нано-
трубки и графен, демонстрируют способность к 
интенсивному поглощению излучения в ближ-
нем инфракрасном диапазоне, что позволяет 
использовать их для фототермической абляции 
опухолей [9].

Ранее было изучено воздействие наночастиц 
пегилированного оксида графена (ОГ) на клетки 
линии Jurkat в системе прижизненного наблюде-
ния Cell-IQ [1], а также получены данные о мета-
болизме данной клеточной линии под влиянием 
ОГ [2]. Целью данной работы является продолже-
ние изучение данной темы, а именно – исследо-
вание влияния наночастиц пегилированного ОГ 
с различными параметрами (размер, концентра-
ция, тип поверхностной функционализции) на 
жизнеспособность, экспрессию CD69 и продук-
цию клетками Jurkat IL-2 в условиях спонтанной 
и стимулированной активации.

Материалы и методы
Для исследования были использованы на-

ночастицы оксида графена (Ossila Ltd, Велико-
британия). До проведения процедур функциона-
лизации размеры частиц составляли 100-200 нм 
(ОГм) и 1-5 мкм (ОГб). Функционализация поли-
этиленгликолем (ПЭГ) осуществлялась для сни-
жения цитотоксических эффектов частиц. Для 
сравнения использовали 2 разновидности ПЭГ: 
линейный (П-ОГ) и разветвленный (рП-ОГ). 
Процедура модификации описана в предыдущей 
работе [8]. 

В качестве объекта исследования использо-
вали иммортализированнаую клеточную линию 
Jurkat 5332 (Российская коллекция клеточных 
культур позвоночных Института цитологии РАН, 

Санкт-Петербург). Клетки культивировали в сре-
де RPMI-1640 с добавлением 2 мМ L-глутамина, 
100 Ед пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина, 
2,5 мкг/мл амфотерицина B и 10% инактиви-
рованной эмбриональной телячьей сыворотки. 
Клетки в концентрации 1 млн/мл помещали в 
96-луночный планшет (n = 4) и добавляли раз-
личные виды пегилированного оксида графена 
в концентрациях 5 мкг/мл и 25 мкг/мл. Контро-
лем служили клетки без добавления частиц. Для 
оценки параметров клеток в условиях внешней 
стимуляции были подготовлены аналогичные 
пробы со всеми типами частиц ОГ, в которые до-
полнительно вносили фитогемагглютинин (ФГА) 
в концентрации 50 мкг/мл.

Клетки культивировали в течение 24 часов 
во влажной атмосфере CO2-инкубатора (37  °С, 
5% CO2). После окончания инкубации оцени-
вали жизнеспособность и активацию клеток 
путем окрашивания красителем Zombie Aqua 
(BioLegend, США) и антителами к CD69-APC 
(Miltenyi Biotec, Германия). Для оценки адгезии 
наночастиц измеряли флуоресценцию в канале 
для PE-Cy7 (λex = 488 нм; фильтр: 720-840 нм). 
Анализ проводили с использованием проточно-
го цитофлуориметра СytoFlex S (Beckman Coulter, 
США). Полученные результаты обрабатывали с 
использованием программы KALUZA (Beckman 
Coulter, США). 

После окончания инкубации в супернатантах 
культур оценивали уровень IL-2 методом имму-
ноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия). 

Статистическую обработку данных проводили 
в программе GraphPad Prizm 8.0.1. Для оценки 
использовали тест Фридмана и post-hoc тест Дан-
на для множественных сравнений. Результаты 
представляли в виде медианы, нижнего и верхне-
го квартилей – Me (Q0,25-Q0,75). Уровень значимо-
сти принимали за 0,05.

Результаты и обсуждение
Фитогемагглютинин (ФГА) используется для 

экзогенной активации Т-клеток путем связыва-
ния гликопротеинов на Т-клеточном рецепто-
ре [4]. При активации клетки линии Jurkat экс-
прессируют CD69 и продуцируют IL-2 [6]. 

Полученные в ходе исследования данные по 
влиянию наночастиц пегилированного ОГ на 
жизнеспособность клеток линии Jurkat, экспрес-
сию ими CD69 и продукцию IL-2 представлены в 
таблице 1.

При отсутствии внешней активации клеток 
обнаружено, что наночастицы пегилированно-
го оксида графена в концентрации 5 мкг/мл не 
оказывали статистически значимого влияния на 
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ГРАФЕНА НА ПАРАМЕТРЫ КЛЕТОК ЛИНИИ JURKAT  
(n = 4; Me (Q0,25-Q0,75))

TABLE 1. EFFECT OF GRAPHENE OXIDE NANOPARTICLES ON JURKAT CELL LINE’S PARAMETERS (n = 4; Me (Q0.25-Q0.75))

Тип наночастиц
Type of nanoparticles

Концентрация 
наночастиц
Concentration 

of nanoparticles

Без ФГА
Without PHA

С ФГА
With PHA

Жизнеспособность, % / Viability, %

Контроль / Control 97,49 (95,76-99,21) 92,05 (91,38-93,90)

П-ОГм / P-GOs

5 мкг/мл
5 μg/mL

97,63 (95,91-99,36) 93,64 (92,22-94,39)

рП-ОГм / bP-GOs 97,43 (95,70-99,15) 94,90 (93,22-96,58)

П-ОГб / P-GOb 97,53 (95,81-99,26) 95,15** (94,68-98,57)

рП-ОГб / bP-GOb 97,54 (95,82-99,27) 95,35 (92,91-97,78)

П-ОГм / P-GOs

25 мкг/мл
25 μg/mL

97,34 (95,62-99,06) 90,47 (88,96-92,14)

рП-ОГм / bP-GOs 97,55 (95,83-99,28) 94,54 (92,86-96,21)

П-ОГб / P-GOb 97,46 (95,73-99,18) 94,83 (94,35-96,74)

рП-ОГб / bP-GOb 96,40 (94,20-99,34) 95,37* (93,68-97,05)

Экспрессия CD69,% / CD69 expression, %

Контроль / Control 3,45 (1,69-4,41) 80,64 (69,23-83,48)

П-ОГм / P-GOs

5 мкг/мл
5 μg/mL

4,18 (3,47-8,08) 76,58 (66,99-82,12)

рП-ОГм / bP-GOs 8,20 (4,03-10,48) 74,70 (64,13-77,33)

П-ОГб / P-GOb 6,07 (5,04-11,74) 73,71 (64,48-79,04)

рП-ОГб / bP-GOb 2,64 (1,30-3,37) 72,65 (62,37-75,21)

П-ОГм / P-GOs

25 мкг/мл
25 μg/mL

9,73* (8,08-15,60) 75,77 (66,28-81,25)

рП-ОГм / bP-GOs 3,76 (1,85-4,80) 77,08 (66,17-79,80)

П-ОГб / P-GOb 7,77 (6,45-15,02) 79,72 (69,74-85,49)

рП-ОГб / bP-GOb 1,91 (1,58-3,69) 64,85** (55,67-67,13)

IL-2, нг/мл / IL-2, ng/mL

Контроль / Control 1,33 (1,11-1,55) 90,40 (89,08-91,71)

П-ОГм / P-GOs

5 мкг/мл
5 μg/mL

4,50* (4,40-4,52) 53,84 (52,08-58,23)

рП-ОГм / bP-GOs 2,01 (1,47-2,84) 80,84 (78,70-84,16)

П-ОГб / P-GOb 1,86 (1,45-2,13) 91,66 (90,25-93,37)

рП-ОГб / bP-GOb 1,57 (1,38-1,62) 97,71 (92,88-99,90)

П-ОГм / P-GOs

25 мкг/мл
25 μg/mL

4,74** (4,64-4,80) 59,69 (52,52-62,47)

рП-ОГм / bP-GOs 1,57 (1,38-1,62) 100,80 (99,56-101,80) 

П-ОГб / P-GOb 1,86 (1,67-1,91) 87,57 (87,47-87,96)

рП-ОГб / bP-GOb 2,01 (1,69-2,62) 98,78 (96,98-104,70)

Примечание. * – p < 0,05; ** – p < 0,01.

Note. *, p < 0.05; **, p < 0.01.
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жизнеспособность и активацию клеток, а также 
продукцию ими IL-2.

В предыдущих исследованиях было показано, 
что при суточном сокультивировании наноча-
стиц ОГ с клетками Jurkat низкие концентрации 
(5 мкг/мл) подавляют рост, не оказывая при этом 
влияния на метаболизм, жизнеспособность и 
апоптоз клеток [1, 2, 3]. 

При увеличении концентрации наночастиц 
ОГ до 25 мкг/мл наблюдается достоверное повы-
шение флуоресценции в канале для PE-Cy7 (вне 
зависимости от размера частиц и их функциона-
лизации); ранее были получены данные об уве-
личении числа высокогранулярных клеток под 
воздействием наночастиц ОГ, что подтверждает 
данные об адгезии либо интернализации клет-
ками наночастиц [1]. При этом лишь частицы 
размерами 100-200 нм, покрытые линейным ПЭ-
Гом (П-ОГм), приводили к усилению экспрессии 
CD69 и секреции IL-2 клетками. 

При изучении метаболизма клеток линии 
Jurkat было установлено, что именно эти части-
цы стимулировали базальный гликолиз, снижая 
при этом интенсивность компенсаторного [2]. На 
фоне повышения уровня IL-2 и CD69 это может 
свидетельствовать о чрезмерной активации кле-
ток. Кроме того, в присутствии высоких концен-
траций частиц (25 мкг/мл) клетки образуют агре-
гаты, а прирост клеточной массы снижается [1]. 

В условиях стимуляции клеток ФГА наблюда-
ется повышение жизнеспособности клеток при 
добавлении крупных (1-5 мкм) частиц: покры-
тых линейным ПЭГом в концентрации 5 и по-
крытых разветвленным ПЭГом в концентрации 
25 мкг/ мл. 

Несмотря на присутствие в культурах ФГА, вы-
ступающего в качестве активатора, не было обна-
ружено воздействия наночастиц ОГ на секрецию 
IL-2. Кроме того, экспрессия CD69 достоверно 
изменилась лишь при воздействии одного типа 
частиц (рП-ОГб в концентрации 25 мкг/мл), од-
нако произошло ее понижение. Вероятно, нано-
частицы ОГ способны нивелировать стимулиру-
ющее действие ФГА.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что наночастицы ОГ в концентрации 5 мкг/мл не 
являются токсичными для леток линии Jurkat, а 
в условиях внешней стимуляции оказывают по-
ложительное влияние на жизнеспособность. Ра-
нее нами также была показана биосовместимость 
частиц в низких дозах в отношении здоровых 
Т-клеток [3].

В то же время высокие концентрации ОГ при-
водят к активации клеток. Примечательно, что 
тип ПЭГ на поверхности частиц, а также их раз-
меры имели значение. 

Заключение
Итак, нами впервые изучено влияние наноча-

стиц пегилированного ОГ на жизнеспособность 
клеток линии Jurkat, экспрессию ими CD69 и 
продукцию IL-2 в условиях спонтанной и сти-
мулированной активации. Установлена зависи-
мость оказываемых эффектов от размера, типа 
поверхностной функционализации и концентра-
ции частиц, а также наличия внешней стимуля-
ции. Полученные данные углубляют наше пони-
мание воздействия частиц на раковые клетки, что 
поможет в разработке новых стратегий борьбы с 
опухолями.
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