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Глиомы – это наиболее распространенный тип злокачественной опухоли головного мозга. Стандартное 
лечение глиом заключается в хирургическом иссечении опухоли с последующей химио- и радиотерапи-
ей. Опухолевые клетки характеризуются быстрым делением с потреблением большого количества глю-
козы и ее расщеплением в процессе гликолиза. Для поддержания быстрого деления уровень гликоли-
тической активности опухолевой клетки значительно увеличен по сравнению с нормальными клетками. 
Известно, что некоторые наночастицы (НЧ) обладают свойством накапливаться в опухолях. В частности, 
НЧ оксида марганца могут проникать в мозг и при значительном накоплении вызывать токсические 
эффекты. Эти факты послужили предпосылкой для изучения эффектов НЧ оксида марганца на жизне-
способность клеток глиомы. Целью нашей работы было исследование эффектов НЧ оксида марганца, 
а также их сочетания с гамма-облучением на гликолиз клеток глиомы. Облучение клеток производили на 
исследовательской гамма-установке радиобиологической «ИГУР-1» на основе 137Cs. Уровень активности 
клеточного гликолиза определяли с помощью стандартного метода гликолитического стресса на при-
боре Seahorse XFp. Жизнеспособность клеток определяли с помощью окрашивания реагентом ViaCount 
живых и мертвых клеток. Подсчет клеток проводился с помощью проточной цитометрии. Мы показали, 
что гликолиз клеток глиомы U-87 MG значительно снижался при инкубации в течение 48 ч с НЧ оксида 
марганца. Облучение в комплексе с НЧ или отдельно не оказывало значительных эффектов на гликолиз 
глиом. Нами установлено, что через 72 ч после начала инкубации с НЧ оксида марганца жизнеспособ-
ность глиом достоверно снижалась. Данное исследование может быть полезным для разработки новой 
терапии и диагностики глиом. 
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Gliomas are the most common type of malignant brain tumors. Standard treatment of gliomas consists of 
surgical excision of the tumor with subsequent chemotherapy and radiotherapy. Tumor cells are characterized 
by rapid division with an increased uptake of glucose and its catabolism during glycolysis. To maintain rapid 
division, the level of glycolysis of the tumor cell is significantly increased, compared with normal cells. It is known 
that some nanoparticles (NP) have the property of accumulating in tumors. In particular, NPs of manganese 
oxide can penetrate into the brain and, with considerable accumulation, cause toxic effects. These facts served 
as a prerequisite for studying the effects of manganese oxide NPs on the viability of glioma cells. The purpose of 
this work was to study the effects of manganese oxide NPs, as well as their combination with gamma irradiation 
on the glycolysis of glioma cells. The cells were irradiated using the research radiobiological gamma-installation 
IGUR-1 based on 137Cs. The level of cell glycolysis was determined using the standard glycolytic stress test on 
a Seahorse XFp platform. Cell viability was determined using the ViaCount reagent staining of living and dead 
cells. Their count was performed using flow cytometry. We showed that the glycolysis of U-87 MG glioma cells 
was significantly reduced when incubated for 48 hours with manganese oxide NPs. Irradiation in combination 
with NPs or alone did not have significant effects on glycolysis of gliomas. Glioma incubation with manganese 
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oxide NPs for 72 hours led to a significant reduction in cell viability. This study may be useful for the development 
of new therapies and diagnosis of gliomas. 
Key words: glioma; nanoparticles; manganese oxide; glycolysis.
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Введение
Глиомы – наиболее распространенный злокачественный 
тип опухолей головного мозга. Метаболизм клеток опу-
холи и в частности глиомы отличается от метаболизма 
нормальной  клетки  (Pavlova, Thompson,  2016).  Еще  в 
начале прошлого века Отто Г. Варбург показал, что рако-
вые клетки в гораздо большей степени, чем нормальные 
клетки, производят энергию за счет гликолиза (Warburg 
et  al.,  1927). Для поддержания  активного деления опу-
холевые клетки увеличивают захват глюкозы и глутами­
на  и  повышают  уровень  гликолитической  активности, 
даже в присутствии кислорода. В соответствии с уровнем 
опасности для продолжительности жизни пациента вы-
деляют четыре степени злокачественности глиом (Louis 
et al., 2016). Недифференцированные глиомы относят к 
третьему и четвертому классу злокачественности, средняя 
продолжительность жизни пациента после диагностики 
такого рода опухоли составляет 15 месяцев (Stupp et al., 
2009). Линия клеток  глиобластомы человека U­87 MG, 
которая относится к четвертому классу степени злокаче-
ственности, широко используется как модель рака голов-
ного мозга (Lenting et al., 2017). Ее метаболизм хорошо 
охарактеризован, в том числе в сравнении с метаболизмом 
астроцитов человека. В частности, установлено, что у кле-
ток линии U­87 MG уровень гликолитической активности 
в три раза выше, чем у нормальных астроцитов человека 
(Poteet et al., 2013), а уровень активности окислительного 
фосфорилирования в два раза выше. Все это указывает на 
большие энергозатраты, которые нужны для поддержания 
активного деления опухолевых клеток линии U­87 MG.
Основными направлениями в терапии глиом в настоя-

щее время являются хирургическое иссечение опухоли, 
химиотерапия и радиотерапия. Однако злокачественные 
глиомы характеризуются высокой пролиферацией и ин-
вазивностью. Часто после проведенной терапии новый 
очаг  опухоли  возникает  в  стороне  от  прооперирован-
ной области  (Claes et al., 2007). Кроме того, некоторые 
типы глиом становятся не респонсивны к химиотерапии 
(Sarkaria et al., 2008). В этой связи требуются новые под-
ходы в терапии глиом.
Одним  из  активно  развиваемых  подходов  в  борьбе 

с  опухолями  является  применение  наночастиц  (НЧ), 
которые имеют свойство накапливаться в опухолях (Her-
nandez­Pedro et al., 2013; Tzeng, Green, 2013). Проводятся 
исследования  по  созданию противоопухолевых препа­
ратов  с использованием НЧ металлов или их  соедине­  
ний с другими веществами или молекулами, обладающи-
ми противоопухолевой активностью (Steichen et al., 2013; 
Vi nardell, Mitjans, 2015; Tran et al., 2017). Результаты изу­
чения биологической активности подобных НЧ говорят 
о перспективности их применения в  развитии методов 
диагностики и терапии глиом. Наночастицы захватыва-

ются клетками путем эндоцитоза и могут накапливаться 
во внутриклеточных везикулах (Oh, Park, 2014). Прове-
денный ранее анализ распределения МРТ­контраста при 
внутривенном  введении НЧ оксида марганца  показал, 
что НЧ накапливались главным образом в клетках гли-
областомы человека U­87 MG после их ортотопической 
ксенотрансплантантации в головной мозг иммунодефи-
цитным мышам (Завьялов и др., 2015). В другом исследо-
вании было показано, что НЧ оксида марганца обладали 
цитотоксичностью в отношении клеток U­87 MG в экс-
периментах in vitro (Razumov et al., 2017). Кроме этого, 
НЧ оксида марганца усиливали цитотоксические свойства 
гамма­облучения (Kuper et al., 2016).
В  данной  работе мы  исследовали  in vitro  эффекты 

оригинальных НЧ оксида марганца  (Mn3O4) на жизне-
способность клеток глиомы U­87 MG, а также интенсив-
ность процессов гликолиза в этих клетках в сравнении с 
гликолизом в нормальных астроцитах мышей, как после 
воздействия исследуемых НЧ или гамма­облучения, так 
и при их совместном воздействии.

Материалы и методы
Получение коллоидного раствора НЧ оксида марган-
ца Mn3O4. Наночастицы оксида марганца получены в 
лаборатории. Смесь 10 мл 0.5 М раствора MnCl2 и 15 мл 
20 % раствора Полисорбата­20, а также смесь 5 мл 2 М 
раствора KOH и 20 мл 20 % раствора Полисорбата­20 об-
рабатывали ультразвуком 10 мин. Оба раствора смешивали 
и центрифугировали при 18 000 g в течение 30 мин. Осадок 
трижды отмывали дистиллированной водой. Полученные 
НЧ хранили до начала  эксперимента при  температуре 
+4…+6 °С и перед применением обрабатывали ультра-
звуком  (частота  20  кГц, мощность  300 Вт/л;  тридцать 
циклов ON (30 c)/OFF (30 c)). Гидродинамический радиус 
полученных частиц,  измеренный  с помощью ZetaSizer 
Nano (Marvel), выявил два пика – 59 и 249 нм.

Клеточная линия глиомы человека U-87 MG была 
культивирована в  среде DMEM 31885  с L­глютамином 
1 мкМ,  FBS  10 %,  пенициллином  и  стрептомицином 
50 мкг/мл (все реагенты GIBCO Laboratories). Экспери-
менты проводили между 4–10 пассажами клеток после 
размораживания. Клетки пересевались по 2 500 клеток/
лунку  в  8­луночный мини­планшет  для  Seahorse XFp 
( Agilent) за день до начала инкубации с НЧ оксида мар­
ганца. Наночастицы оксида марганца добавляли к росто­
вой среде в финальной концентрации 0.07 мг/мл и инку-
бировали с клетками 48 ч для измерения гликолиза и 72 ч 
для оценки жизнеспособности клеток.

Первичные астроциты гиппокампа мыши. Диссо-
циированная  культура  гиппокампа мыши получена  из 
эмбрионов мышей линии C57BL6j  в  возрасте  17  дней 
эмбрио нального развития. Выделенные гиппокампы эмб­
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рионов инкубировали с трипсином 0.25 % (GIBCO Labo-
ratories) в HBSS буфере (14175­053 GIBCO Laboratories) с 
HEPES 20 мМ (Sigma), 37 °С, 10 мин. Затем гиппокампы 
были омыты в HBSS буфере с HEPES. Гиппокампы из-
мельчали до отдельных клеток с помощью пипетирования 
в ростовой среде. Астроциты были посеяны по 5 000 кле-
ток/лунку в 8­луночный мини­планшет для Seahorse XFp 
(Agilent) в среде DMEM 31885 с L­глютамином 1 мкМ, 
FBS 10 %, пенициллином и стрептомицином 50 мкг/мл 
(все реагенты GIBCO Laboratories). Клетки выращивали в 
течение 8 дней. Наночастицы оксида марганца добавляли 
к ростовой среде в финальной концентрации 0.07 мг/мл и 
инкубировали с клетками 48 ч для измерения гликолиза.

Облучение клеток глиомы человека производили на 
исследовательской гамма­установке радиобиологической 
«ИГУР­1» на основе  137Cs. Продолжительность одного 
сеанса облучения 1 ч. Доза облучения, полученная клет-
ками за этот период, составила 40 Гр.

Для исследования клеточного гликолиза использо-
вали  стандартный протокол  гликолитического  стресса 
(Agilent). Измерение проводили на  оборудовании Sea­
horse XFp  (Agilent). Прибор измеряет  скорость прото-
нирования среды (ECAR), которое связано с экспортом 
лак тата, про изводным гликолиза, вне клетки. Перед из-
мерениями клет ки проинкубировали в среде без глюкозы 
(1 ч). По сле начала измерения добавили 10 мМ глюкозы 
для индукции активного гликолиза. Максимальный уро­
вень гликолитической активности достигался блокиров-
кой окислительного фосфорилирования 1 мкМ олигоми-
цином – ингибитором АТФ­синтазы. 

Тест на жизнеспособность клеток проводили методом 
Guava ViaCount, различающим живые и мертвые клетки 
(Merck). Подсчет клеток выполняли с помощью проточ­
ной  цитометрии  (Guava®  easyCyte HT Sampling  Flow 
Cy to meter, Merck).

Статистический анализ. Полученные результаты об-
рабатывали с помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа ANOVA. Все  данные  представлены  как  сред­
нее ± стандартная ошибка среднего.

Результаты и обсуждение
Важным показателем жизнеспособности клеток является 
их метаболизм. Поскольку метаболизм опухолевой клетки 
во многом  связан  с  гликолизом, мы измеряли  уровень 
гликолитической активности в клетках глиомы с помощью 
метода гликолитического стресса на приборе Sea horse XFp 
(Agilent). Измерения гликолиза производили через 48 ч 
после начала инкубации клеток в ростовой среде с НЧ 
марганца и через 24 ч после облучения. При добавлении 
10 мМ  глюкозы  уровень  гликолитической  активности 
клеток U­87 MG, инкубированных с НЧ оксида марганца, 
был достоверно ниже по сравнению с контролем (ANOVA 
F(1, 36) = 15.37; p < 0.001) (рис. 1). При последующей бло­
кировке цепи окислительного фосфорилирования с по­  
мощью олигомицина уровень гликолитической активно­
сти контрольной группы возрос и был достоверно выше, 
чем уровень гликолитической активности группы, инку-
бированной с НЧ (ANOVA F(1, 36) = 15.04; p < 0.001).
Интересно,  что  влияние радиации на клетки  глиомы 

U­87 MG практически не отразилось на уровне их гли-

колитической  активности  за  период  наблюдения. По 
этому  показателю  контрольная  группа  достоверно  не 
отличалась  от  группы клеток  с  облучением. Известно, 
что  линия  глиомы человека U­87 MG характеризуется 
значительной устойчивостью к облучению (Naidu et al., 
2010). Базальный уровень гликолитической активности, 
при отсутствии глюкозы в среде, не различался достоверно 
между группами. 
Отмечалось изменение жизнеспособности  клеток на 

фоне изменения уровня гликолиза в клетках U­87 MG в 
ответ на добавление НЧ и облучение. Мы использовали 
дифференцированный метод  окраски  клеток ViaCount 
(Merck) на живые и мертвые клетки в культуре. Тест на 
жизнеспособность клеток проводился через 72 ч после 
начала инкубации с НЧ и через 48 ч после облучения. 
Результаты  оценки жизнеспособности  клеток  глиомы 
U­87 MG показали, что через 72 ч после начала инкуба-
ции клеток с НЧ доля живых клеток сокращалась на 16 % 
(ANOVA F(1, 8) = 6.28, p < 0.05) (рис. 2). Облучение сни-
зило также выживаемость клеток, но эти изменения были 
недостоверными. Примечательно,  что  взаимодействия 
факторов облучения и инкубации с НЧ не обнаружено. 
Полученные результаты согласуются с представлениями 
о радиорезистентности клеток линии U­87 MG четвертого 
класса злокачественности (Naidu et al., 2010).
Наночастицы в силу своей высокой проницаемости в 

ткани и накопления в глиомах широко исследуются как 

26

24

22

20

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

0 mM Glu 10 mM Glu 1 µM Olig 50 mM 2-DG

0 10 20 30 40 50 60 70

Time, min

G
ly

co
ly

tic
 a

ct
iv

ity
, E

CA
R/

μg
Fig.  1. Effect of manganese oxide nanoparticles and irradiation on 
glycolysis in human U-87 MG glioma cells. 
Glyoma cells were incubated with manganese oxide nanoparticles for 
48  h and irradiated (40  Gy) 24  h before the glycolysis assay. According to 
the glycolytic stress test protocol, cells were incubated without glucose 
(0  mM Glu). Then 10  mM glucose was added to induce active glycolysis, 
oxidative phosphorylation being arrested by 1  μM oligomycin (Olig) for 
additional glycolysis intensification. Glycolysis was terminated by adding 
2-deoxyglucose (2-DG). Control measurements are designated by black 
squares, and measurements after irradiation, by open squares. Measurements 
after 48-h incubation with the nanoparticles are shown with black triangles, 
and measurements after the incubation and irradiation, with open triangles.
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Effects of radiation and manganese oxide nanoparticles 
on human glioblastoma cell line U-87 MG glycolysis

потенциальные инструменты для терапии глиом (Caruso 
et al., 2011). Подавление гликолиза глиом является одной 
из  стратегий усиления цитотоксических  эффектов. Мы 
наблюдаем  значительное  снижение  уровня  гликолиза 
через 48 ч инкубации с НЧ оксида марганца. Далее, через 
72 ч после начала инкубации, количество живых клеток 
снижается  на  16 %. Известно,  что  избыток марганца 
имеет цитотоксичный  эффект,  предположительно из­за 
воздействия на митохондриальное дыхание. В частности, 
ранее было показано снижение цитозольного уровня АТФ 
в клетках  эндотелия после 24 ч инкубации  с НЧ окси­
да марганца (MnO) (Landgraf et al., 2015). Вместе с тем, 
по сле инкубации в течение 48 ч с НЧ оксида марганца 
(Mn3O4)  происходит  значительное  снижение  уровня 
гликолиза. Таким образом, можно заключить, что НЧ ок-
сида марганца угнетают все системы энергообеспечения 
клетки глиомы, делая ее уязвимой для неблагоприятного 
внешнего воздействия.
Для сравнения влияния НЧ оксида марганца на нор-

мальные клетки мозга мы использовали в качестве модели 
первичные астроциты мыши. Уровень гликолитической 
активности контрольных астроцитов мыши не отличал-
ся  значительно от  уровня  гликолитической  активности 
астроцитов  из  групп,  проинкубированных  с НЧ и/или 
облученных (рис. 3), и был меньше, чем у клеток глиомы 
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Fig.  2. The significant decrease of human glioma cell viability after 
incubation with manganese oxide nanoparticles (72 h). 
Experimental groups of cells: control (C), irradiation (R), nanoparticles (NP),  
irradiation and nanoparticles (NP + R). Dead and living cells in the groups were 
counted with the reagent Guava ViaCount for flow cytometry. Y-axis, percent-
age of living cells with reference to the control.
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Fig. 3. Effect of manganese oxide nanoparticles and irradiation on murine 
astrocytes incubated with manganese oxide nanoparticles for 48 h. 
Designations follow Fig. 1. 

человека U­87 MG (см. рис. 1 и 3). Полученные данные 
согласуются с принятыми представлениями о повышен-
ном уровне гликолиза в клетках опухоли.
Таким образом, воздействие НЧ оксида марганца при-

водило  к  значительному  снижению уровня  гликолиза 
клеток  глиомы U­87 MG на фоне  снижения их жизне-
способности, тогда как накопительная доза облучения в 
40 Гр не оказывала достоверного влияния на гликолиз и 
жизнеспособность клеток глиомы U­87 MG. Кумулятив-
ного эффекта от воздействия облучения и НЧ также не 
наблюдалось. Полученные результаты могут представлять 
интерес в свете разработки новых схем терапии глиом, 
где в качестве аддитивного угнетающего компонента при 
комплексной химиотерапии на опухолевые клетки могут 
быть использованы НЧ оксида марганца.
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