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Аннотация. В работе приведен обзор результатов исследований цитотоксичности различных видов апконверсионных наночастиц
непокрытых/покрытых разнообразными типами оболочек. В биологических имедицинских исследованиях использование наночастиц,
люминесцирующих при возбуждении светом ИК диапазона, представляется крайне перспективным, так как биологические ткани обла-
дают наибольшей прозрачностью в дальней красной и ближней инфракрасной области спектра. Люминесценция таких частиц основана
на механизме апконверсии (апконверсионные наночастицы), позволяющем вследствие многоступенчатого возбуждения получить лю-
минесценцию с энергией кванта большей, чем энергия кванта излучения, используемого для возбуждения. Рассмотрено собственное
неспецифическое цитотоксическое действие наночастиц, покрытых дополнительными оболочками или функционализированных с по-
мощью адресных или фотоактивных молекул без использования их облучения («темновая» цитотоксичность).

Токсическое воздействие наночастиц на живые организмы имеет определяющее значение при их использовании в терапии
или диагностике. Цитотоксичность частиц зависит от общего количества наночастиц, проникших в клетку, т. е. от концентрации, и в
большинстве случаев носит дозозависимый эффект. На основе полученных данных можно сделать вывод, что у частиц, как прави-
ло, не наблюдалось заметной токсичности и максимальное снижение активности метаболических процессов наблюдалось при дозе
800 мкг/мл, зависящее от типа и размеров наночастиц и клеток. Покрытие из диоксида кремния (SiO2) является более подходящим
для применения в медицинской практике благодаря низкой цитотоксичности.
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Abstract. Background and Objectives: The object of the study was the cytotoxicity of various types of coated upconversion nanoparticles. The
aim is to overview the literature on the cytotoxicity of various types of upconversion nanoparticles without/with coating and to search for
their maximum permissible concentration when applied to cell. Materials and Methods: The approach used has been the analysis of recent
publications on the topic. Results: Upconversion nanoparticles are promising for fluorescence imaging and cancer therapy. Nanoparticles
with additional shells or functionalized by surface coating with targeted or photoactive molecules are considered. The toxicological effect of
nanoparticles on living organisms is of decisive importance when they are used in therapy or diagnostics. The “dark” cytotoxicity of particles is
considered. The cytotoxicity of particles depends on the total number of nanoparticles that have penetrated into the cell. Conclusion: Based on
the analysis of a large number of publications, it can be concluded that nanoparticles coated with silicon dioxide (SiO2) are characterized by the
least cytotoxic effect, which opens up prospects for the use of this type of nanoparticles in medical practice.
Keywords: cytotoxicity, upconversion particles, shell, concentration, dose
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Введение

Одной из актуальных задач в медицине
и биологии на сегодняшний день является поиск
новых люминесцирующих агентов для фотодиа-
гностики и терапии. В большинстве материалов
люминесценция происходит по обычному меха-
низму: поглощается излучение с длиной волны
меньшей, чем длина волны люминесценции. Су-
ществует, однако, принципиально новый класс
материалов, которые способные преобразовы-
вать ИК излучение в видимое за счет явления
апконверсии [1]. Преобразование происходит
за счет передачи энергии двух и более длин-
новолновых фотонов с низкой энергией одному
центру люминесценции, излучающему квант све-
та, обладающий более высокой энергией (анти-
Стоксовое излучение). К областям применения
апконверсионных наночастиц (АКНЧ) можно от-
нести такие, как биовизуализация [2–5], ранняя
диагностика [6] и терапия заболеваний [4, 7–9],
биозонды [2, 3, 10] и т. д. Кроме того, пу-
тем рационального легирования наночастиц (НЧ)
с другими типами ионов АКНЧ можно исполь-
зовать с дополнительными методами визуализа-
ции, такими как фотоакустическая визуализация
[11], позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ)
[12], компьютерная томография (КТ) [13], од-
нофотонная эмиссионная томография (ОФЭТ)
[14] и магнитно-резонансная томография (МРТ)
[12, 13].

Использование химически стабильных, био-
совместимых НЧ в биологических системах
имеет огромные перспективы. Однако предвари-
тельно требуется получить информацию о том,
насколько НЧ безвредны для здоровых клеток.

Существует несколько механизмов цитоток-
сичности НЧ. Часть из них не требует участия
света и определяет «темновую» токсичность НЧ,
другие относятся к категории светозависимых
процессов.

Как правило, цитотоксичность НЧ зависит
от таких параметров частиц, как морфология,
размер, гидрофобность и поверхностный за-
ряд. Поскольку ионы, составляющие АКНЧ,
и поверхностные лиганды могут высвобождать-
ся в физиологических средах и биологических
средах при распаде АКНЧ, важно также учи-
тывать вклад растворенных компонентов АКНЧ

в токсичность АКНЧ. Кроме того, необходимо
оценить поверхностное покрытие с точки зрения
его защитной роли при растворении НЧ и его по-
тенциальной токсичности. Насколько известно,
несмотря на некоторые исследования АКНЧ [15–
18], влияние этих комбинированных эффектов
на токсичность АКНЧ еще не было систематиче-
ски исследовано.

В данном обзоре мы структурируем данные
о цитотоксичности различных видов апконверси-
онных наночастиц непокрытых/покрытых разно-
образными типами оболочек.

Цитотоксичность различных типов апконверсионных
наночастиц

Существует множество методов анализа
жизнеспособности, основанных на различных
процессах, протекающих в клетках, таких как ак-
тивность ферментов, проницаемость клеточной
мембраны, адгезия клеток, продукция АТФ, про-
изводство коэнзимов и активность поглощения
нуклеотидов. Эти методы могут быть по большей
части классифицированы на различные катего-
рии: методы исключения красителей, например
краситель трипановый синий (I), методы, ос-
нованные на метаболической активности (II),
анализ количества АТФ (III), анализы с ис-
пользованием сульфородамина B (IV), анализ
жизнеспособности по маркерам протеазы (V),
клоногенный анализ (VI), анализы пролиферации
клеток по синтезу ДНК (VII) и микроспектро-
скопия комбинационного рассеяния (VIII) [19].
Но не все перечисленные методы широко приме-
няются для анализа лекарственных препаратов.
Выбор используемого в исследовании метода
будет зависеть от изучаемого агента, природы
предполагаемого ответа, клеток-мишеней, в част-
ности, вариабельности данных, применимых
в каждом конкретном случае.

Исходя из ряда исследований цитоток-
сичности in vitro с помощью метилтиазолил
тетразолия (МТТ), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-5-
(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-сульфофенил)-
2H-тетразолиум (MTS) тестов и набора для под-
счета клеток-8 (CCK-8), можно сделать вывод,
что АКНЧ обладают низкой цитотоксичностью,
если используются в определенном диапазоне
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концентраций и в пределах ограниченного пери-
ода инкубации [20–27].

В сочетании с измерением цитотоксичности
с помощью биохимических методов исследо-
вание путей интернализации и высвобождения
АКНЧ клетками важны для глубокого раскрытия
их применения [28]. Некоторые работы показали,
что цитотоксичность, вызванная НЧ, тесно связа-
на с количеством интернализированных НЧ [29,
30]. Это свидетельствует о том, что содержание
НЧ, поглощаемых клетками, может быть более
важным показателем токсичности, чем инкуба-
ционная концентрация в среде. Таким образом,
жизненно важно точно определить количество
АКНЧ внутри клеток. С другой стороны, недо-
статочно изучено высвобождениеАКНЧ, которое
напрямую связано с временем внутриклеточного
удержания и резкой хронической токсичностью.
В работе [31] сообщается, что интернализиро-
ванные АКНЧ, покрытые ПЭГ-фосфолипидом,
высвобождаются из клетки посредством экзоци-
тоза. Однако, хотя высвобожденное количество
АКНЧ увеличилось со временем в среде, не бы-
ло указано конкретное количество поглощенных
и высвобожденных клетками АКНЧ [31].

Как правило, внутриклеточное содержание
АКНЧ оценивали на основе их АК флуоресцен-
ции [32], в то время какАКНЧмогут быть частич-
но разложены или повреждены в клетках [33],
что, в свою очередь, может приводить к уменьше-
нию испускаемой флуоресценции и ухудшению
точности количественного определения.

В недавнем обзоре авторы обобщили име-
ющуюся информацию о нескольких анализах
токсичности in vitro и in vivo и общих эффектах,
вызываемых АКНЧ, с акцентом на эксперимен-
тальные условия, такие как время инкубации,
методология дозирования, концентрация НЧ и
методы анализа [34]. В работе [35] приведен
физико-химический анализ целостности АКНЧ
с точки зрения процессов растворения, проис-
ходящих на границе раздела твердой и жидкой
фаз. В обзоре приведены основные механизмы
токсичности АКНЧ. К ним можно отнести: фото-
индуцированный процесс (например, генерация
радикалов (OH*, 1O2)), размер НЧ, растворение
НЧ (токсичность ионов редкоземельных элемен-
тов (РЗЭ), иттрия, фторида), утечка Ln3+, агрега-
ция НЧ-НЧ, нескомпенсированный поверхност-
ный заряд, катионно-анионное связывание через
поверхностный заряд НЧ, адсорбция НЧ с бел-
ками.

Нестабильность на воздухе (окисление), рас-
творение и быстрая агрегация в водной среде –
это основные причины сложностей в работе
с НЧ, в том числе приводящие к увеличению
их токсичности. Решением проблем является
создание защитной оболочки на поверхности
частиц. К классическим покрытиям относятся:
оксид кремния [21, 22, 36–40], олеиновая [24, 41],
фолиевая [21, 40] и лимонная кислоты [42, 43],
поверхностно-активные вещества (ПАВ) [23–25,
28, 36, 39, 43, 44–48] и полимеры [23, 28, 43,
46, 47]. Они обеспечивают не только химиче-
скую инертность к окислению и стабилизацию
от агрегации НЧ в водной среде, но и создают
биологическую совместимость для применения
in vivo в различных областях.

Исследователи, работающие с АКНЧ, согла-
суются в том, что есть сложности в получении
плотной оболочки, непроницаемой для воды [49,
50]. Было показано, что увеличение толщины
оболочки (с 10 до 73 нм [18] или с 7 ± 2
до 21± 3 нм [50]) является простым подходом
к минимизации цитотоксичности АКНЧ. Одна-
ко такая оболочка увеличивает размер НЧ, что
не всегда допустимо. Поэтому, как правило, ищут
компромисс между размером НЧ и частичной
проницаемостью оболочки, увеличивающей ток-
сичность.

Анализ данных, приведенных в таблице,
сильно затруднен. Можно сделать вывод, под-
твержденный и другими исследователями, что
цитотоксичность зависит от типа исследуемых
клеток. В то же время независимые исследова-
ния разных научных групп, проведенные с одним
и тем же типом клеток и НЧ, отсутствуют.
Одной из причин цитотоксичности является вы-
свобождение ионов фтора или редкоземельных
элементов вследствие частичного растворения
наночастиц в воде, однако нам не удалось об-
наружить данные о растворимости приведенных
в таблице НЧ. Это не позволяет сопоставить
данные о цитотоксичности НЧ разного типа
и их растворимости, даже если они применя-
лись для одного и того же типа НЧ. Наиболее
реально оценить влияние оболочек разного ти-
па на изменение цитотоксичности по сравнению
с непокрытыми наночастицами.

Согласно литературным данным (см. таб-
лицу), АКНЧ в своем большинстве проявляют
дозозависимый цитотоксический эффект, увели-
чивающийся с течением времени [24, 25, 37].
Так, сравнительное исследование цитотоксично-
сти НЧ NaYF4, покрытых оболочкой из SiO2,
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продемонстрировало динамику уменьшения вы-
живаемости культур клеток скелетных миобла-
стов и стволовых клеток костного мозга крысы
(BMSCs) с течением времени [37]. Увеличение
концентрации частиц также негативно сказыва-
лось на выживаемости клеточных линий [37,
46]. Дозозависимая цитотоксичность также бы-
ла показана для НЧ Y2O3 : 1% Tb3+, 0.25% Eu3+
в отношении клеточной линии фибробластов мы-
ши (L929) [25], НЧ NaGdF4 : Yb, Er в отношении
эндотелиальных клеток аорты человека (HAECs)
[24], а также НЧ NaYF4 : Yb3+, Er3+ в отношении
культуры клеток рака молочной железы человека
(MCF-7) и клеточной линии эмбриональных фиб-
робластов мыши (NIH-3T3) [23] и др.

Было показано, что нанесение оболочки
на поверхность НЧ может снизить вызываемый
ими цитотоксический эффект, однако это наблю-
дается не для всех видов покрытий (см. таблицу).
Положительный эффект на выживаемость клеток
наблюдался для НЧ, покрытых оболочкой из SiO2

[21, 22] и полиакриловой кислоты [23, 28]. Реже
для снижения цитотоксичности НЧ применяет-
ся 2-аминоэтил дигидрофосфат [23]. Покрытие
НЧ оболочкой из полиэтиленимина, в свою оче-
редь, вызывало неоднозначный эффект: нанесе-
ние его на поверхность НЧ NaYF4 : Yb, Er демон-
стрировало схожие показатели цитотоксичности,
как и для НЧ, покрытых оболочкой из SiO2,
при концентрациях до 25 мкг/мл [37, 46]; одна-
ко нанесение полиэтиленимина на поверхность
НЧ β-NaYF4 : Yb3+ : Er3+ : Tm3+/NaYF4 приводи-
ло к увеличению их цитотоксичности в сравне-
нии с непокрытыми НЧ [44]. В свою очередь,
нанесение полималеинового ангидрид – октаде-
цена [44] и моноолеата полиэтиленгликоля [24]
негативно сказывалось на цитотоксичности НЧ в
сравнении с непокрытыми.

Исследование взаимодействия АКНЧ с клет-
ками скелетных миобластов и стволовых клеток
костного мозга крысы показало возможность
интернализации НЧ данными клетками [37]. Со-
гласно полученным данным, захваченные части-
цы в незначительной степени оказывают вли-
яние на целостность цитоплазматической мем-
браны, что, как было установлено, не является
причиной их времязависимой цитотоксичности.
Возможное увеличение цитотоксичности АКНЧ
с течением времени обусловлено динамикой
их растворения внутри клетки под действием
внутриклеточных ферментов, однако данный во-
прос ещё не до конца исследован.

Результаты исследования показывают, что
цитотоксичность АКНЧ зависит от типа клеток
[32]. Частицы не токсичны для дермальных фиб-
робластов и малотоксичны для кератиноцитов.
Вместе с тем, токсичность для кератиноцитов за-
висит от концентрации НЧ, а значит, эти клетки
можно использовать в качестве биологического
индикатора для оценки безопасности разных ти-
пов АКНЧ.

Расхождение между реакцией фибробластов
и кератиноцитов для НЧ с полимерным покры-
тием оказалось еще выше – например, частицы
с покрытием из полиэтиленимина сильно нару-
шали внутриклеточный метаболизм кератиноци-
тов, но не влияли на фибробласты.

В ряде работ показано, что АКНЧ с меньшим
размером эффективно поглощаются клетками,
что может снизить токсичность НЧ в субклеточ-
ных областях и повысить биосовместимость [34,
51]. В то же время применение АКНЧ, имею-
щих размеры менее 10 нм, имеет ограничение
ввиду снижения интенсивности люминесценции
из-за их кубической структуры кристаллической
решетки [52]. Независимо от наличия или отсут-
ствия функционализации поверхности и размера
НЧ цитотоксичность зависит от дозы и возрас-
тает со временем, становясь более выраженной
через 48 ч [53]. Однако сложно установить
четкую тенденцию влияния размера АКНЧ на ци-
тотоксический профиль.

Таким образом, для всех типов НЧ и
клеток наблюдается дозозависимая цитотоксич-
ность. Дозы, приведенные в статьях, изменялись
от 0.001 [21, 22] и до 6× 104 мкг/мл [41]. Макси-
мальное снижение активности метаболических
процессов наблюдалось при дозе 800 мкг/мл
[44], однако она зависит от типа и размеров
НЧ и клеток (см. таблицу). Влияние оболочки
и заряда частиц неоднозначно – наблюдается
как увеличение, так и уменьшение токсичности
[20–54]. Стоит отметить, что более полную кар-
тину токсичности могут дать морфологические
показатели культуры клеток, полученные с по-
мощью флуоресцентных методов визуализации:
количество всех типов клеток, мертвых, живых,
клеток с серпами, клеток с пикнозом ядра, клеток
с апоптотическими тельцами в поле зрения и т. п.
[55, 56].

В работе [57] дан анализ выживаемости кле-
ток в присутствии АКНЧ, покрытых различны-
ми оболочками, при облучении, возбуждающем
люминесценцию излучением. Эти данные по-
казывают значительную смертность клеток, что
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свидетельствует о наличии фотодинамического
эффекта.

Заключение

Апконверсионные наночастицы являются
перспективной платформой для создания но-
вых препаратов для терапии и диагностики
опухолевых заболеваний. Приведен обзор резуль-
татов исследований по оценке цитотоксичности
различных видов апконверсионных наноча-
стиц непокрытых/покрытых разнообразными
типами оболочек. Апконверсионные наночасти-
цы, благодаря своим уникальным физическим
свойствам, представляют интерес для флуорес-
центной визуализации и терапии онкологических
заболеваний. Показано, что апконверсионные
наночастицы проявляют дозозависимый цито-
токсический эффект, зависящий от типа частиц
и их покрытия. Исходя из анализа количе-
ства публикаций можно сделать вывод, что
наименьшим цитотоксическим эффектом харак-
теризуются наночастицы, покрытые оболочкой
из диоксида кремния (SiO2), а это открывает пер-
спективы применения данного типа наночастиц
в медицинской практике.
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