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Тераностика – область современной биомедицины, направленная на разработку препаратов, соче-
тающих возможности диагностики и терапии опухолей в одном агенте. Апконвертирующие нано-
фосфоры (НАФ) могут быть использованы для создания наноплатформы, обеспечивающей диагно-
стическую и терапевтическую модальности. Они применяются в качестве люминесцентных марке-
ров в оптической визуализации биологической ткани благодаря способности к антистоксовой
люминесценции, отсутствию фотодеградации и низкой токсичности. В данной статье предлагаются
НАФ для оптической визуализации и доставки противоопухолевых препаратов. Для этого поверх-
ность НАФ со структурой ядро/оболочка NaYF4:Yb3+Tm3+/NaYF4 была модифицирована полилак-
тидом в присутствии различных стабилизаторов (декстран, поливиниловый спирт, поли-N-винил-
пирролидон) для получения биосовместимых нанокомплексов. Для придания терапевтической мо-
дальности в полимерную оболочку нанокомплекса был загружен противоопухолевый антибиотик
доксорубицин. Эффективность загрузки составляла до 0.1 мг на 1 мг частиц и зависела от использу-
емого стабилизатора. Была оценена токсичность нанокомплексов in vitro, а также оценено накопле-
ние в клетках. Был сделан вывод, что модификация НАФ полилактидом обеспечивает транспорт
доксорубицина, позволяя сочетать диагностическую и терапевтическую модальность в одном агенте.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время разработка наносистем для
тераностики опухолей является одной из наибо-
лее быстро развивающихся областей биомедици-
ны. При этом наиболее перспективными являют-

ся мультимодальные системы, которые могут
быть платформой для различных способов визуа-
лизации – например, для магнитно-резонансной
томографии (МРТ), компьютерной томографии
(КТ) или позитронно-эмиссионной томографии
(ПЭТ)/однофотонной эмиссионной компьютер-
ной томографии (SPECT) [1]. К числу таких муль-
тимодальных платформ относятся апконвертиру-
ющие нанофосфоры, преимущества которых при
использовании в качестве агента для тераностики
активно обсуждаются в последние несколько лет
[2–4].

В данной работе предлагаются НАФ, загру-
женные противоопухолевыми препаратами, в ка-
честве агентов для тераностики солидных опухо-
лей. Благодаря своей способности к антистоксо-
вой люминесценции, НАФ хорошо подходят для
использования в качестве биомаркеров при опти-
ческой визуализации патологий в глубине биоло-
гической ткани. В отличие от квантовых точек,
НАФ менее токсичны и имеют стабильную узко-

УДК 541.64 57.083 535.015

1 ФГБУН Институт биоорганической химии 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
Российской академии наук, Москва, Россия
2 ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 
Минздрава России, Москва, Россия
3 ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН, 
Москва, Россия
4 ФГБУ “НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина” 
Минздрава России, Москва, Россия
5 Факультет ядерной физики, Университет Мадраса, 
Мадрас, Индия
6 ФГБОУ ВО “Тольяттинский государственный 
университет”, Тольятти, Россия
*e-mail: roman.akasov@gmail.com



454

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 494  2020

АКАСОВ и др.

полосную эмиссию при возбуждении в ближнем
инфракрасном диапазоне. Ранее НАФ уже ис-
пользовали для доставки различных противоопу-
холевых агентов, в том числе доксорубицина [5],
куркумина [6] и цисплатина [7]. Однако, важным
остается вопрос о роли функционализированной
поверхности НАФ, которая должна способство-
вать накоплению препарата в опухолях и его кон-
тролируемому высвобождению [8]. В данной ра-
боте в качестве биодеградируемого биосовмести-
мого покрытия предлагается полиэфир молочной
кислоты (полилактид, ПЛА), который характери-
зуется низкой токсичностью и отсутствием вос-
палительной реакции in vivo. Целью данной рабо-
ты была оценка эффективности модификации
поверхности НАФ со структурой ядро/оболочка
NaYF4:Yb3+Tm3+/NaYF4 с помощью ПЛА в при-
сутствии различных стабилизаторов (декстран,
поливиниловый спирт, поли-N-винилпирроли-
дон) для загрузки и контролируемого высвобож-
дения противоопухолевых препаратов на приме-
ре противоопухолевого антибиотика доксоруби-
цина (DOX).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез НАФ на основе матрицы NaYF4 прово-
дили в соответствии с ранее описанным протоко-
лом [9]. Продуктом синтеза были гидрофобные мо-
нодисперсные НАФ (75 ± 5 нм) со структурой яд-
ро/оболочка (β-NaYF4:18% Yb3+, 0.8% Tm3+/NaYF4).
Загрузка DOX проходила в две стадии. Сначала
поверхность НАФ модифицировали с помощью
ПЛА методом замены растворителя (НАФ диспер-
гировали в хлороформе, смешивали с D, L-поли-
лактидом (Мср 18000-24000), смесь озвучивали и
выдерживали при перемешивании в течение ча-

са). Затем дисперсию НАФ при перемешивании и
ультразвуковой обработке по каплям добавляли к
1 мл дистиллированной воды, содержащей стаби-
лизаторы: декстран (Д), поливиниловый спирт
(ПВС) или поли-N-винилпирролидон (ПВП).
Полученные НАФ-ПЛА демонстрировали высо-
кую коллоидную стабильность в водной среде.
На втором этапе к НАФ-ПЛА, полученным в
присутствии стабилизаторов, добавляли ацетон и
вводили водный раствор DOX на 1 ч. При этом за-
грузка DOX составляла 0.089, 0.086 и 0.1 мг на
1 мг частиц для НАФ-Д (101 ± 9 нм), НАФ-ПВС
(92 ± 7 нм) и НАФ-ПВП (85 ± 5 нм), соответ-
ственно (в скобках приведены размеры наноком-
плексов в PBS рН 7.0). Спектрофотометрический
анализ при длине волны 480 нм показал отсут-
ствие DOX в надосадочной жидкости после трех
циклов очистки, а также через неделю после по-
лучения образцов. Однако DOX может высвобож-
даться из таких частиц in vitro и in vivo путем фер-
ментативной деструкции ПЛА. Схема модифика-
ции НАФ и загрузки DOX показана на рис. 1.

Возможность внутриклеточной визуализации
НАФ была продемонстрирована с использовани-
ем эпилюминесцентного апконверсионного мик-
роскопа (рис. 2). Было показано, что НАФ могут
быстро (в течение 30 мин) связываться с мембра-
нами клеток аденокарциномы молочной железы
человека SK-BR-3, при этом чувствительность
метода позволяет детектировать в т.ч. сигнал оди-
ночных НАФ, как это было показано ранее [10].

Было показано, что НАФ, не загруженные
противоопухолевыми препаратами, не вызывали
значительной токсичности (24 ч) ни в модели
опухолевых (глиома C6, U-87 MG), ни в культуре
нормальных (макрофаги RAW 264.7) клеток во
всем диапазоне исследованных концентраций

Рис. 1. Схема модификации НАФ в присутствии ПЛА и последующая загрузка DOX. Спектр фотолюминесценции
НАФ при длине волны возбуждения 975 нм и изображение НАФ, полученное методом сканирующей электронной
микроскопии (СЭМ). Масштабный отрезок – 100 нм.
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Рис. 2. Антистоксовая фотолюминесцентная микроскопия, демонстрирующая локализацию НАФ в клетках адено-
карциномы молочной железы человека SK-BR-3. Слева – люминесцентная фотография в апконверсионном канале
детектирования, центр – фазовый контраст, справа – наложение двух фотографий.

Рис. 3. Верхняя панель – накопление НАФ, загруженных DOX в клетках U-87 MG, C6 и RAW 264.7, 60 мин инкубации,
проточная цитометрия. Нижняя панель – накопление НАФ, загруженных DOX, в клетках С6 после 1 ч и 24 ч инкуба-
ции. Флуоресцентная микроскопия, ядра клеток показаны синим (краситель Hoechst), доксорубицин – красным.
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(70–80% выживаемости при 0.2 мг/мл). При этом
НАФ, загруженные DOX, демонстрировали зна-
чительную токсичность, и значения IC50 на линии
клеток глиомы крысы С6 после 24 ч инкубации со-
ставляли 0.09 ± 0.02 мг/мл, 0.04 ± 0.01 мг/мл и
0.03 ± 0.01 мг/мл для НАФ-Д, НАФ-ПВС и
НАФ-ПВП соответственно. Было показано, что
инкубация (16 ч) клеток глиобластомы человека
U-87 MG с 0.05 мг/мл НАФ, загруженных DOX,
приводила к развитию апоптоза, причем процент
апоптотических клеток составлял ~10%, 20% и
30% для НАФ-Д, НАФ-ПВС и НАФ-ПВП соот-
ветственно. Уровень апоптоза оценивали с помо-
щью окрашивания клеток флуоресцентным кра-
сителем Annexin V-FITC, позволяющего оцени-
вать уровень фосфатидилсерина на поверхности
клеток, что является маркером ранней стадии
апоптоза. Это коррелировало с данными по цито-
токсичности для каждого из вариантов модифи-
кации НАФ. Также было показано, что частицы
НАФ-ПВП, загруженные DOX, накапливались в
клетках (как в опухолевых U-87 MG и C6, так и в
макрофагах RAW 264.7) более активно, чем НАФ-Д
или НАФ-ПВС (рис. 3). Это коррелирует с дан-
ными по цитотоксичности и развитию апоптоза в
U-87 MG клетках. При этом наибольший уровень
накопления НАФ был показан для клеток челове-
ческой глиобластомы U-87 MG, а наименьший –
для макрофагов RAW 264.7. Это означает, что ис-
пользованные типы покрытий могут понижать
нецелевой захват наночастиц макрофагами по
сравнению с опухолевыми клетками, что должно
усиливать накопление наночастиц в опухолях.

ВЫВОДЫ
Апконвертирующие нанофосфоры были пред-

ложены в качестве носителя для доставки проти-
воопухолевых препаратов. Был разработан спо-
соб покрытия поверхности НАФ полилактидом в
сочетании с различными стабилизаторами (декс-
тран, поливиниловый спирт, поли-N-винилпир-
ролидон) для повышения биосовместимости
НАФ. Противоопухолевый препарат доксору-
бицин был загружен в оболочку НАФ, противо-
опухолевая активность такого комплекса была
оценена in vitro. Было показано, что НАФ, модифи-
цированные ПЛА в присутствии поли-N-винил-
пирролидона, показали наиболее высокий уро-
вень накопления в опухолевых клетках и, как
следствие, наиболее высокую токсичность. Раз-
работанный комплекс НАФ-ПЛА-DOX может
быть предложен как агент для тераностики со-
лидных опухолей.
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Theranostics is the direction of modern biomedicine aimed at developing drugs that combine the capabilities
of diagnosis and therapy of tumors in the one agent. Upconversion nanophosphors (UCNPs) are inorganic
crystalline materials that can be used to create a nanoplatform providing diagnostic and therapeutic modali-
ties. They have been proposed as luminescent markers for optical imaging of biological tissue due to their an-
ti-Stokes luminescence, lack of photodegradation and low toxicity. In this article, UCNPs as a theranostic
agent for both optical imaging and delivery of anticancer drugs have been offered. To obtain biocompatible
nanocomplexes, UCNPs surface with a core/shell structure of NaYF4: Yb3+ Tm3+/NaYF4 was modified with
polylactic acid in the presence of various stabilizers (dextran, polyvinyl alcohol, poly-N-vinylpyrrolidone).
To give the therapeutic modality to the nanocomplex, the antitumor antibiotic doxorubicin was loaded into
the polymer shell. The loading efficiency was up to 0.1 mg per 1 mg UCNPs. The toxicity and the intracellular
accumulation of nanocomplexes were evaluated in vitro. It was concluded that the modification of UCNPs
with polylactic acid provides the transport of doxorubicin, allowing the combination of diagnostic and ther-
apeutic modality in the one agent.

Keywords: upconversion nanophosphors, theranostics, doxorubicin, polylactic acid, cytotoxicity
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