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Нанокристаллы с антистоксовой флуоресценцией (НАФ) являются перспективной платформой
для создания биореагентов при in vivo визуализации под действием ближнего инфракрасного излу-
чения, способного проникать глубоко в биоткани, сохраняя высокое соотношение сигнал/шум. В
случае визуализации солидных опухолей необходима биофункционализация поверхности НАФ,
обеспечивающая длительное время циркуляции наночастиц наряду с биосовместимостью, неток-
сичностью. Это определяет эффективное накопление НАФ в опухоли за счет нарушенной архитек-
туры сосудистой сетки и лимфодренажа. В данной работе впервые представлен подход к биофунк-
ционализации НАФ с использованием эндогенной полисиаловой кислоты и создания реагентов,
отвечающих требованиям для in vivo исследований. Реагенты характеризовались низким уровнем
неспецифической адсорбции белков и захвата макрофагами, что позволило увеличить время цирку-
ляции в кровотоке малых животных до 3 ч и регистрировать интенсивный фотолюминесцентный
сигнал в опухоли.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время основные тенденции раз-
вития медицины связаны с разработкой персона-
лизированного подхода к диагностике и терапии.
Для решения этих задач значительные перспек-
тивы имеют методы, основанные на применении
наночастиц, выступающих в качестве наноплат-
формы для создания мультимодальных реаген-

тов. В качестве таких наночастиц большой инте-
рес представляют неорганические нанокристал-
лы с антистоксовой флуоресценцией (НАФ), для
активации которой используют ближний ИК-
свет, что позволяет реализовать визуализацию со-
лидных опухолей [1]. При этом биофункционали-
зация поверхности НАФ отвечает за формат про-
ведения биоанализа, например, в виде пассив-
ной, адресной или магнитоуправляемой (в случае
функционализации магнитными наночастица-
ми) доставки [2]. Для эффективного накопления
НАФ в солидных опухолях необходимо решить
задачу их длительной циркуляции в кровотоке,
что связано с созданием биосовместимой неток-
сичной поверхности, предотвращающей агрега-
цию наночастиц, в частности, протекающую че-
рез образование комплексов с белками крови, а
также не вызывающей иммунного ответа. В этом
случае НАФ могут быть доставлены в опухоль за
счет пассивного механизма, основанного на эф-
фекте повышенной проницаемости и удержания
наночастиц в сосудах (EPR-эффекта), связанного
с гиперваскуляризацией и нарушением лимфо-
дренажа в опухоли [3]. Такая биофункционализа-
ция поверхности НАФ может быть реализована
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при использовании эндогенного полимера, в ка-
честве которого в данной работе выбрали полиси-
аловую кислоту (ПСК). ПСК представляет собой
высокогидрофильный неиммуногенный, неток-
сичный гомополимер α-2,8 5-N-ацетилнейрами-
новой кислоты, деградирующий под действием
нейраминидазы до биосовместимой сиаловой
кислоты [4]. В водной среде ПСК существует в
виде ассоциатов с молекулами воды, что суще-
ственно снижает адсорбцию белков крови и, как
результат, увеличивает время циркуляции нано-
частиц в кровеносной системе [5]. Например, по-
лучение конъюгатов ПСК с белками позволило
получить препараты с улучшенной фармакокине-
тикой, что было продемонстрировано в работе [6].

Целью данной работы является разработка ме-
тода биофункционализации НАФ с использова-
нием ПСК, обеспечивающего создание фотолю-

минесцентных биореагентов для визуализации
солидных опухолей in vivo.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
НАФ со структурой ядро/оболочка (NaYF4:

Yb3+/Tm3+@NaYF4), имеющие средний размер
90 ± 6 нм, были синтезированы при использова-
нии описанного ранее сольвотермического метода
[7]. Гидрофобную поверхность НАФ модифициро-
вали ПСК в две стадии. Сначала гидрофилизирова-
ли поверхность при участии полиэтиленимина
(ПЭИ) с использованием метода замены раство-
рителя. Для этого НАФ, диспергированные в хло-
роформе, смешивали с раствором ПЭИ в том же
растворителе. Смесь выдерживали при переме-
шивании в течение часа для адсорбции полимера
на поверхности, после чего по каплям добавляли

Рис. 1. (а) Структурная формула полисиаловой кислоты и схема модификации НАФ с использованием ПСК;
(б) Спектр фотолюминесценции НАФ при длине волны возбуждения 975 нм и НАФ, шкала 50 нм; (в) ИК-Фурье спек-
тры после модификации НАФ ПЭИ (сверху) и ПСК (снизу).
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в воду при ультразвуковой обработке. После ис-
парения растворителя получали водную диспер-
сию наночастиц, модифицированных ПЭИ с
аминогруппами на поверхности и имеющих дзе-
та-потенциал +42 мВ [8]. На втором этапе прово-
дили модификацию НАФ полисиаловой кисло-
той за счет формирования ковалентной связи
между аминогруппой ПЭИ и карбоксильной
группой кислоты с использованием метода кар-
бодиимидной активации (рис. 1а). В результате
модификации получали коллоидно-стабильные в
буферных растворах нанокомплексы НАФ-ПСК
(дзета-потенциал –32 мВ), сохраняющие агрега-
тивную устойчивость в течение 2 мес. Наличие
ПСК на поверхности НАФ было подтверждено
ИК-Фурье спектроскопией по появлению основ-
ных характеристических пиков ПСА в области
1079, 1281, 1655, 1720 см–1 (рис. 1в).

Эффективное накопление НАФ в солидной
опухоли зависит от времени их циркуляции в кро-
вотоке, что непосредственно связано с адсорбци-
ей белков крови. Неспецифическую адсорбцию
оценивали по содержанию белков в надосадоч-
ной жидкости (по методу Брэдфорда) после цен-
трифугирования образцов, предварительно про-
инкубированных в растворе сыворотки крови
мыши (1 ч, 37°С). Высокая концентрация белка в
надосадочной жидкости свидетельствовала о не-
значительном количестве белка, адсорбирован-
ного на поверхности НАФ (рис. 2а).

Это позволило сделать вывод, что покрытие из
ПСК в сравнении с полиэтиленгликолем (ПЭГ),
признанным лидером среди полимеров-модифи-
каторов для in vivo исследований [9], в значитель-
ной мере предохраняет от образования “белковой
короны”, которая может приводить к агрегации
НАФ и их быстрому выводу из кровотока.

При получении реагентов для in vivo исследо-
ваний необходимо также, чтобы НАФ были “не-
видимы” для клеток в кровотоке, в частности, не
вызывали фагоцитарной активности. Оценку
уровня захвата НАФ-ПСА клетками проводили
на линии макрофагов мыши RAW 264.7 в сравне-
нии с НАФ, модифицированных ПЭГ (рис. 2б), с
помощью проточной цитометрии, предваритель-
но включив краситель родамин В в состав нано-
комплексов. Следует отметить, что НАФ-ПСК в
меньшей степени накапливаются в клетках, т.е.
их уровень захвата фагоцитами ниже.

Оценка хронической токсичности НАФ-ПСК
показала, что начиная от концентрации 100 мг/мл,
наблюдается почти 100% выживаемость фибро-
бластов кожи человека BJ-5ta после 72 ч инкуба-
ции (рис. 2в), что сравнимо с цитотоксическими
свойствами НАФ-ПЭГ.

Был проведен анализ времени циркуляции
НАФ-ПСК в сравнении с НАФ-ПЭГ после внут-
ривенной инъекции мышам Balb/c путем подсче-
та наночастиц в пробах крови (рис 3а, б). Полу-
ченные данные позволяют сделать вывод о почти
трехкратном увеличении продолжительности
циркуляции по сравнению с ПЭГ–модифициро-
ванными НАФ, для которых время циркуляции
не превышает 1 ч.

Значительное увеличение времени циркуля-
ции наночастиц в кровотоке способствует эффек-
тивному накоплению наночастиц в солидной
опухоли за счет EPR-эффекта. Распределение
сигнала от НАФ-ПСК в организме мыши с пере-
витой карциномой легкого Льюиса после введе-
ния НАФ-ПСК в ретроорбитальный синус мыши
регистрировалось системой эпилюминесцентной
визуализации, разработанной во ФНИЦ “Кри-
сталлография и фотоника” РАН [10]. Фотолюми-
несцентный сигнал в опухоли появлялся через
1 мин после инъекции, через 2–4 мин наблюда-

Рис. 2. (а) Количество белка в надосадочной жидко-
сти после инкубации образцов НАФ в сыворотке:
НАФ-ПЭГ, НАФ-ПСК, контроль – чистая сыворот-
ка; (б) Нормированный флуоресцентный сигнал
НАФ-ПСК и НАФ-ПЭГ, накопленных в клетках
макрофагов мыши RAW 264.7; (в) Выживаемость фиб-
робластов кожи человека BJ-5ta после 72 ч инкубации
с наночастицами НАФ-ПЭГ и НАФ-ПСК.
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лось небольшое ослабление сигнала, что связано
с частичным выведением наночастиц из кровото-
ка и перераспределением НАФ-ПСК в органах.
Максимальный сигнал был достигнут через 1 ч
после введения (рис. 3в). Фотолюминесценция
НАФ-ПСК в опухоли сохранялась в течение
10 дней.

ВЫВОДЫ
Разработан метод биофункционализации

НАФ с использованием полисиаловой кислоты,
который позволил получить биореагенты, харак-
теризующиеся низкой адсорбцией белков крови,
незначительным захватом макрофагами и низкой
цитотоксичностью. Применение ПСК для био-
функционализации НАФ привело к увеличению
времени циркуляции полученных биореагентов в
кровеносной системе до 3 ч, что лежит в основе

эффективной доставки и накопления НАФ в опу-
холи за счет EPR-эффекта. Таким образом, на-
нокомплексы НАФ-ПСК имеют большой по-
тенциал для использования в качестве агентов
биовизуализации, а также носителей для достав-
ки лекарственных препаратов. Предлагаемый ме-
тод биофункционализации поверхности с ис-
пользованием полисиаловой кислоты может быть
реализован для различных наночастиц, таких как
квантовые точки, магнитные, плазмонные и т.д.,
для биовизуализации, доставки лекарств и фото-
сенсибилизаторов в опухоль.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 17-00-
00122 КОМФИ (17-00-00118, 17-00-00119, 17-00-00121).

Рис. 3. (а) Фотолюминесцентные изображения образцов крови мыши, взятых с интервалами времени 5 и 60 мин после
внутривенной инъекции НАФ-ПЭГ и НАФ-ПСК; (б) Зависимость количества НАФ-ПЭГ и НАФ-ПСК в кровотоке
от времени циркуляции наночастиц; (в) In vivo изображения мыши Balb/c через 1 ч после введения НАФ-ПСК: левое –
светлопольное, центральное – флуоресцентное и правое – наложение изображений.
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UPCONVERSION NANOPARTICLES DECORATED WITH POLYSIALIC ACID, 
FOR SOLID TUMORS VISUALIZATION IN VIVO

P. A. Deminaa,c,#, N. V. Sholinab,c, R. A. Akasova,b,c, D. A. Khochenkovd, A. V. Nechaeve, I. V. Balalaevaf, 
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Upconversion nanoparticles (UCNPs) are a promising nanoplatform for bioreagents formation for in vivo
imaging which emit UV and blue light under the action of near-infrared radiation, providing deep tissues pen-
etration and maintaining a high signal-to-noise ratio. In the case of solid tumors visualization, the UCNP
surface functionalization is required to ensure a long circulation time, biocompatibility, non-toxicity. The ef-
fective UCNP accumulation in the solid tumors is determined by the disturbed architecture of the vascular
network and lymphatic drainage. This work demonstrates an approach for the UCNP biofunctionalization
with endogenous polysialic acid for in vivo bioreagent formation. Bioreagents possess a low level of nonspe-
cific protein adsorption and macrophage uptake, which allow the prolongation of the circulation time in the
bloodstream up to 3 hours. This leads to an intense photoluminescent signal in the tumor.

Keywords: upconversion nanoparticles, biovisualization, surface functionalization, polysialic acid



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


