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Реферат
Исследование посвящено изучению возможности применения коллоидных квантовых точек, покрытых различными обо-

лочками, и наночастиц хитозана, меченных индоцианом зеленым, для флуоресцентной визуализации in vitro и in vivo. Были 
исследованы чистые квантовые точки в оболочке, синтезированной из 3-аминопропилтриэтоксисилана и в оболочке из аль-
бумина. Проведены исследования с использованием флуоресцентного визуализатора IVIS Lumina LT Series III (Perkin Elmer, 
США). Показана возможность использования квантовых точек для диагностики in vitro, наночастиц хитозана – in vitro и in vivo.

Ключевые слова: коллоидные квантовые точки, наночастицы хитозана, микроциркуляция, флуоресцентные кра-
сители, флуоресцентная визуализация, сердечно-сосудистая система
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Введение
На сегодняшний день в медицине наиболее акту-

альным направлением является разработка матери-
алов, которые способны одновременно доставлять 
лекарственные средства и визуализировать область 
доставки. При этом важно, чтобы такие системы для 
тераностики не были токсичными. Одним из перспек-
тивных биоразлагаемых полимеров является хитозан, 
который используется для направленной доставки 
лекарств [8, 10, 12]. На его основе разрабатываются 
системы для контролируемого высвобождения лекар-
ственных средств [11]. Существует принципиальная 
возможность использования наночастиц хитозана 
(НЧХ) в качестве меток для in vitro и in vivo визуа-
лизации. Для этого их покрывают флуоресцентными 
красителями, такими как индоцианин зеленый или 
флуоресцеин. При этом должен увеличиваться пе-
риод выведения таких модифицированных флуорес-
центных меток из организма, что является важным 
фактором для диагностики in vivo.

Наравне с мечеными наночастицами хитозана 
активно развивается направление, связанное с при-
менением коллоидных квантовых точек (ККТ). Они 
представляют собой полупроводниковые нанокри-
сталлы с размером 2–10 нм, которые объединяют 
в себе как физические, так и химические свойства 
молекул с оптоэлектронными свойствами полупро-
водников [1]. Квантовые точки по своим размерам 
больше традиционных для химии молекулярных кла-
стеров (~ 1 нм при содержании не больше 100 атомов) 
и для уменьшения токсичности могут быть помеще-
ны в полимерные матрицы или покрыты оболочкой 
[6]. ККТ имеют высокую яркость флуоресценции и 
обладают бóльшей устойчивостью к фотообесцве-
чиванию по сравнению с флуорофорами, что делает 
их отличными кандидатами для продолжительных 
исследований.

Целью исследования было изучение особенно-
сти применения в биомедицинских исследованиях 

коллоидных квантовых точек и наночастиц хитозана, 
меченных индоцианином зеленым, для задач тера-
ностики.

Материал и методы исследования
Хитозан имеет в каждой молекуле мономера до-

ступную аминогруппу, а индоцианин зеленый (ИЦЗ), 
в свою очередь, – кислую сульфогруппу, являющуюся 
сильным электроноакцептором. Ионное взаимодей-
ствие этих функциональных групп в нейтральной 
среде образует довольно сильную химическую связь. 
Поэтому появляется возможность иммобилизации 
флуоресцентного красителя на природную амино-
группу хитозана.

Наночастицы хитозана получали механическим 
методом. Проводили размол низкомолекулярного 
хитозана в планетарной шаровой мельнице PM 100 
CM в размольном стакане объемом 125 мл стальны-
ми шарами диаметром 5 мм. В размольный стакан 
помещали 5 г хитозана и 50 мл дистиллированной 
воды. Обработку проводили в течение 1 ч с часто-
той вращения 250 мин–1. После размола наночастицы 
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Summary
The research is devoted to the investigating of the possibility of using colloidal quantum dots, covered by various layers 

and nanoparticles of chitosan labelled with indocyanin green for fluorescence imaging in vitro and in vivo. Pure quantum dots 
and dots in the shell synthesized from 3-aminopropyltriethoxysilane and in the shell of albumin were investigated. Research 
using fluorescence Visualizer IVIS Lumina LT Series III (Perkin Elmer, USA) was conducted. The possibility of using quantum 
dots for in vitro diagnostics, and chitosan nanoparticles – in vitro and in vivo was presented.
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Рис. 1. Распределение наночастиц хитозана по размерам
Fig. 1. Distribution of chitosan nanoparticles in size
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хитозана отфильтровывали с помощью мембранного 
фильтра Omnipore фирмы Millipore с размером пор 
0,2 мкм. Средний размер НЧХ, измеренный методом 
динамического рассеяния света на приборе Malvern 
Zetasizer 3000 (Malvern Instruments, Великобритания) 
с использованием технологии неинвазивного обрат-
ного рассеяния (NIBS), составил 100 нм (рис. 1). 
Величина ξ-потенциала в водной среде, измеренная 
с использованием уравнения Смолуховского, соста-
вила +10 mV. 

Схема иммобилизации ИЦЗ на НЧХ показана 
на рис. 2. Синтез проводился следующим образом.  
К 2 мл водной суспензии наночастиц хитозана до-
бавляли 1 мл водного раствора ИЦЗ концентрацией 
0,5 мг/‌мл. Полученный коллоидный раствор переме-
шивали на шейкере LS-220 (Loip, РФ) при скорости 
300 мин–1 в течение 2 ч. Полученный продукт про-
мывали пятикратно следующим образом. Суспензию 
центрифугировали на скорости 3000 мин–1 в течение 
5 мин и декантировали надосадочную жидкость. По-
лученный осадок заливали 10 мл дистиллированной 
воды и диспергировали на ультразвуковом дисперга-
торе УЗД-2 (ВНИИТВЧ, РФ) в течение 1 мин. После 

промывки центрифугированный осадок диспергиро-
вали в 2 мл дистиллированной воды.

В работе использовались коллоидные квантовые 
точки (ККТ) AgInS2/ZnS, синтезированные методом 
[4]. Для определения среднего размера полученных 
нанокристаллов были проведены исследования мето-
дом динамического рассеяния света на лазерном ана-
лизаторе размера частиц SZ100 (Horiba Jobin Yvon, 
Kyoto, Япония) с диапазоном измерения диаметров 
наночастиц от 0,3 нм до 8 мкм. Средний размер ча-
стиц составил 3,5 нм (рис. 3).

ККТ заключались в оболочку по нескольким 
причинам. Оболочка наносилась для того, чтобы 
исключить какую-либо биологическую активность 
химических веществ, из которых состояли кванто-
вые точки. Помимо этого, в работе [4] показано, что 
цельная кровь способствует гашению флуоресцен-
ции. Предполагалось, что отделение активного ядра 
от биологических жидкостей прослойкой полимера 
будет препятствовать этому эффекту. И, наконец, обо-
лочка, состоящая из молекул химического вещества с 
определенными функциональными группами, может 
являться спейсером для иммобилизации лекарствен-
ных препаратов. Последнее позволяет предполагать, 
что полученные образцы можно будет использовать 
для тераностики [7].

Для синтеза такой оболочки был выбран метод 
поверхностной модификации ККТ 3-аминопропил-
триэтоксисиланом (АПТЭС). Этот реагент активно 
используется для приготовления положительно за-
ряженных частиц, пригодных для использования в 
различных иммуногистохимических методах [14]. 
Также он используется для модифицирования нано-
частиц, меченных красителями, для неспецифиче-
ского связывания с биомолекулами [13].

Синтез проводили следующим методом. Суспен-
зию коллоидных квантовых точек концентрацией 
2⋅10–5 моль/л и объемом 1 мл помещали в поли-
пропиленовую пробирку емкостью 15 мл, добав-
ляли 200 мкл АПТЭС и перемешивали на шейкере  
LS-220 (LOIP, Россия) в течение 30 мин при скорости 
300 мин–1 при комнатной температуре. Затем суспен-
зию центрифугировали в течение 5 мин на скорости 
3000 мин–1 и промывали 5 раз дистиллированной во-
дой с центрифугированием. Полученный образец ис-
следовали методом динамического рассеяния света на 

Рис. 2. Схема иммобилизации ИЦЗ на НЧХ
Fig. 2. Scheme of immobilization of ICG on NPC

Рис. 3. Распределение нанокристаллов AgInS2/ZnS  
по размерам

Fig. 3. Distribution of AgInS2/ZnS nanocrystals in size

Рис. 4. Сравнение распределения размеров нанокристал-
лов AgInS2/ZnS с системой «ККТ–АПТЭС»

Fig. 4. Comparison of the distribution of the sizes of 
AgInS2/ZnS nanocrystals with the «СQD–APTES» system
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лазерном анализаторе размера частиц SZ100 (Horiba 
Jobin Yvon, Kyoto, Япония). Диапазон измерения диа-
метров частиц системы «ККТ–АПТЭС» – от 3 до  
1 мкм. Средний размер частиц составил 4,5 нм 
(рис. 4). Затем хемосорбировали модельное дей-
ствующее вещество. В качестве такового был выбран 
хорошо исследованный кардиопротектор прямого 
действия – креатинфосфат, выпускаемый под тор-
говой маркой «Неотон» [5], – препарат, улучшающий 
метаболизм в сердечной и других мышечных тканях. 
По химической структуре он аналогичен макроэрги-
ческому эндогенному фосфокреатину. Под влияни-
ем креатинфосфокиназы фосфокреатин в мышечной 
клетке подвергается дефосфорилированию без уча-
стия кислорода. Высвобождающийся остаток фос-
форной кислоты переносится на АДФ, в результате 
чего образуется АТФ. В условиях ишемии миокарда 
и дефицита кислорода фосфокреатин препятствует 
снижению энергообеспеченности миокарда [2]. Сни-
жая деградацию АТФ в клетках миокарда, креатин-
фосфат тормозит процесс деструкции митохондрий, 
сарколеммы ишемизированных кардиомиоцитов и 
других клеточных элементов.

Кроме того, за счет улучшения микроциркуляции 
препарат уменьшает размер зоны ишемии и некроза 
ткани. Дополнительно при ишемии и постишеми-
ческой реперфузии препарат подавляет деградацию 
фосфолипидов, таким образом оказывает мембрано
стабилизирующее действие. Вызывает антиаритми-
ческий эффект, что связано с уменьшением эктопи-
ческой активности желудочков и сохранением физио-
логической функции волокон Пуркинье.

Его иммобилизацию проводили аналогично ра-
боте [9]. Полученные аминированные КТ дисперги-
ровали в 1 мл дистиллированной воды и добавляли 
1 мл водного раствора фосфокреатина концентра-
цией 2 мг/мл. Хемосорбцию проводили в полипро-
пиленовых пробирках емкостью 15 мл на шейкере 
LS-220 (Loip, Россия) при скорости перемешивания 
300 мин–1 в течение 2 ч. Затем раствор центрифу-
гировали в течение 5 мин на скорости 3000 мин–1 
и промывали 5 раз дистиллированной водой с цен-
трифугированием. Полученную макросистему ил-
люстрирует рис. 5.

Для определения содержания креатинфосфата об-
разец минерализовали. Для этого к 1 мл суспензии 
аминированных КТ с иммобилизированным дей-
ствующим веществом приливали 1,25 мл концен-
трированной азотной кислоты и выдерживали на 
водяной бане при температуре 100 °С в течение 1 ч. 
Полученный минерализат анализировали на атомно-
абсорбционном спектрометре (ААС) МГА-915 МД 
(«Люмекс», Россия).

Количество фосфора, определенное в пробе, со-
ставило 2,23 мкг/мл, что соответствует концентрации 
креатинфосфата 15,22 мкг/мл.

Для исследования возможности флуоресценции 
синтезированных образцов in vitro и in vivo использо-
вался прибор IVIS Lumina LT Series III (Perkin Elmer, 
США). Исследование проводилось на крысах-сам-
цах стока Wistar (235±25 г, n=5), наркотизированных 
тиопенталом натрия (50 мг/кг, внутрибрюшинно), 

внутривенно за 5 мин вводили суспензии наночастиц 
хитозана с иммобилизированным индоцианином зе-
леным (НЧХ-ИЦЗ) и раствор коллоидных квантовых 
точек AgInS2/ZnS, покрытых различными оболочка-
ми, в объеме 1 мл через катетер, установленный в бе-
дренную вену. Эксперименты проводились в условиях 
спонтанного дыхания животных. Температура тела 
животных поддерживалась в пределах 37,0±0,5 °C. 
Длина волны возбуждения для образцов НЧХ-ИЦЗ 
составляла 745 нм, для КТ – 465 нм. Для регистрации 
флуоресценции образцов использовались встроенные 
эмиссионные фильтры: для НЧХ-ИЦЗ – ICG (810–
875 нм), соответствующий спектру излучения ИЦЗ, а 
для коллоидных квантовых точек – GFP (515–575 нм).

Результаты исследования и их обсуждение
Исследование образцов in vitro в смеси с цельной 

кровью и ее составляющими проводилось на флуо-
ресцентном визуализаторе биологических образцов 
IVIS Lumina LT Series III (Perkin Elmer, США). Для 
исследования in vitro в качестве биологической среды 
была выбрана цельная кровь лабораторных живот-
ных, а также ее составляющие – плазма и эритроци-
тарная масса. Образцы цельной крови отбирали в 
пробирки с гепарином VACUETTE (Greiner Bio-One, 
Австрия) из задней полой вены у наркотизирован-
ных животных (тиопентал натрия в дозе 50 мг/кг).  
В дальнейшем для получения составляющих компо-
нентов крови (плазма и эритроцитарная масса) об-
разцы при комнатной температуре центрифугировали 
при 3000 мин–1 в течение 10 мин. Экспериментальные 
работы проводили в день получения биологического 
материала. 

При исследовании интенсивности свечения колло-
идных квантовых точек AgInS2/ZnS в работе [4] был 
замечен эффект гашения флуоресценции. В данном 
исследовании такие квантовые точки были покры-
ты различной оболочкой для уменьшения интенсив-
ности флуоресценции. Результаты исследований на 
флуоресцентном визуализаторе приведены на рис. 6.

Исследования показали, что нанесение обо-
лочки АПТЭС снижает интенсивность свечения 
ККТ AgInS2/ZnS. Предположительно это связано с 
большой толщиной оболочки АПТЭС, нанесенной 
жидкофазным методом, ее неравномерностью и об-
разованием агломератов. При взаимодействии с кро-
вью в такой системе «ККТ–АПТЭС–лекарственное 
вещество» уровень флуоресценции также сильно 
снижается (рис. 6; а, б). Было обнаружено, что при 
взаимодействии ККТ с плазмой крови наблюдает-
ся увеличение интенсивности свечения (рис. 6, б). 

Рис. 5. Аминированная квантовая точка  
с иммобилизированным креатинфосфатом

Fig. 5. Aminated quantum dot with immobilized  
creatine phosphate
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Поскольку основным белком, входящим в состав 
плазмы крови, является альбумин, было сделано 
предположение, что именно он модулирует этот эф-
фект. Было произведено покрытие ККТ альбумином, 
благодаря чему действительно удалось существенно 
повысить уровень флуоресценции образцов in vitro 

(рис. 6, в–е), в отличие от покрытых оболочкой при 
помощи АПТЭС. При исследовании образцов in vivo 
флуоресценция не наблюдалась.

Исследование in vitro наночастиц хитозана, покры-
тых индоцианином зеленым, показало, что при вза-
имодействии НЧХ-ИЦЗ с цельной кровью, плазмой 

а

б

в

г

д

е

Рис. 6. Флуоресцентная визуализация in vitro образцов 
квантовых точек AgInS2/ZnS, покрытых различной обо-

лочкой (а, б). Изображение in vitro и интенсивность флуо-
ресценции ККТ, покрытых оболочкой АПТЭС  

и фосфокреатином в крови, и ее составляющих (в–е). 
Изображение in vitro и интенсивность флуоресценции 

ККТ, покрытых альбумином в крови, и ее составляющих
Fig. 6. Fluorescent imaging in vitro of samples of AgInS2/

ZnS quantum dots coated with different shells (a, б). The in 
vitro image and the fluorescence intensity of CQD coated 

with APTES and phosphocreatine in the blood and its con-
stituents (в–е). The in vitro image and fluorescence intensity 

of CQD coated with albumin in blood and its constituents
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а б

в г

Рис. 7. Изображение in vivo (а) и интенсивность флуоресценции НЧХ, покрытых индоцианином зеленым,  
в различных средах (б–г)

Fig. 7. In vivo image (a) and fluorescence intensity of NPC coated with indocyanine green in in different environments (б–г)

а

б

Рис. 8. Флуоресцентная визуализация in vivo 
распределения НЧХ-ИЦЗ, введенных внутривенно (а); 

зависимость распределения интенсивности 
флуоресценции от времени (б)

Fig. 8. Fluorescent imaging in vivo distribution NPC-ICG 
administered intravenously (a); the dependence  

of the fluorescence intensity distribution on time (б)
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и эритроцитарной массой происходит увеличение 
интенсивности флуоресценции (рис. 7). При этом в 
смеси как с цельной кровью, так и плазмой это уве-
личение наиболее ярко выражено, с эритроцитарной 
массой – на уровне погрешности. Это позволяет сде-
лать вывод о том, что, как и в случае квантовых точек, 
механизм увеличения интенсивности флуоресценции 
НЧХ-ИЦЗ связан в основном с взаимодействием с 
белками плазмы крови, возможно, альбумином.

Оценка биораспределения наночастиц хитозана 
in vivo проводилась во времени, в течение 30 мин. 
Были выбраны следующие интервалы времени: ис-
ходный, 5, 10, 15, 20, 25 и 30 мин. После катетериза-
ции бедренной вены лабораторного животного про-
изводилось введение НЧХ-ИЦЗ. Регистрация изоб
ражений у всех животных выполнялась исходно, до 
введения суспензий, через 5 мин после введения 
и затем каждые 5 мин в течение получаса. После 

этого животные выводились из эксперимента путем 
увеличения дозы анестетика и забора органов на 
исследование – сердца, легких, печени, селезенки 
и почки. Оценка биораспределения по результатам 
измерения уровня флуоресценции in vivo с поверх-
ности всего тела животного показала, что макси-
мальное накопление наночастиц происходит только 
в одной области организма (рис. 8, а), и с течени-
ем времени лишь увеличивается интенсивность на 
данном участке (рис. 8, б). Проводилось вскрытие 
животного и изъятие перечисленных органов, ко-
торые помещались в чашку Петри и изучались на 
флуоресцентном визуализаторе. В результате иссле-
дования установлено, что наибольшее накопление 
частиц НЧХ-ИЦЗ происходит в печени (рис. 9). Как 
ожидалось, данные свидетельствуют о метаболиза-
ции нанообъектов печенью и подтверждают ранее 
полученные данные с использованием гистохими-

а б

в

Рис. 9. Изображения in vivo (а), ex vivo (б) и интенсивность флуоресценции пяти основных орга-
нов – печени, легких, почек, селезенки и сердца (в), изъятых от крысы с введенными НЧХ-ИЦЗ

Fig. 9. Images in vivo (a), ex vivo (б) and fluorescence intensity of the five major organs: liver, lungs, 
kidneys, spleen and heart (в) seized from the rat with introduced NPC-ICG
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ческой окраски по Грокотт о преимущественном 
накоплении НЧХ в печени крыс [3].

Работа выполнена с применением оборудования 
ресурсных центров «Оптические и лазерные ме-
тоды исследования вещества» и «Инновационные 
технологии композитных наноматериалов» Санкт-
Петербургского государственного университета.

Заключение
Исследования коллоидных квантовых точек 

AgInS2/ZnS и наночастиц хитозана, меченных индо-
цианином зеленым, в качестве флуоресцентной метки 
для биомедицинских применений показывают, что на 
данный момент применение ККТ на основе AgInS2/
ZnS подходит для in vitro визуализации, так как в те-
чение длительного времени квантовые точки не теря-
ют своей стабильности и могут быть задействованы 
в длительных экспериментах, например, в качестве 
флуоресцентной метки для различных клеточных 
культур. Напротив, наночастицы хитозана, меченные 
индоцианином зеленым, оптимально подходят для in 
vivo исследований и могут быть количественно обна-
ружены в печени и легких; основным достоинством 
таких частиц является то, что при взаимодействии 
с биологической средой происходит значительное 
увеличение интенсивности флуоресценции.
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