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ВВЕДЕНИЕ
В современных биомедицинских исследованиях 
большое внимание уделяется поиску новых путей 
неинвазивного получения изображений внутренней 
структуры биологических объектов. Благодаря по-
явлению приборов с высоким пространственным раз-
решением все большее распространение получают 
оптические методы изучения, одним из наиболее на-
глядных и информативных среди которых является 
флуоресцентная диагностика очагов патологии непо-
средственно в организме.

Значительная часть разрабатываемых методов на-
правлена на получение изображения новообразований, 
тканей и органов, исследование молекулярной струк-
туры опухолевых клеток путем регистрации ауто-
флуоресценции, а также с помощью специфического 
окрашивания наблюдаемых объектов флуоресцентны-
ми контрастирующими агентами. Такие методы могут 
позволить не только обнаружить место локализации 
опухоли в организме, но и оценить уровень экспрес-
сии различных белков и активность отдельных клеток 
и процессов, которые влияют на поведение опухоли 
и ее ответ на действие терапевтических агентов.

К контрастирующим агентам, используемым в со-
временных методах флуоресцентной диагностики, 
предъявляются особые требования. Флуорофоры 
должны иметь следующие свойства: небольшие 
размеры (1–10 нм); достаточную яркость и высокий 
квантовый выход; возбуждение и флуоресценцию 
в спектральном диапазоне, соответствующем наи-
лучшему проникновению в биологические ткани; хи-
мическую устойчивость и фотостабильность, биосов-
местимость (устойчивость в биологических средах, 
отсутствие токсичности). Кроме того, для биологи-
ческих исследований часто необходима конъюгация 
этих флуорофоров с различными направляющими 
молекулами для их доставки к определенным мише-
ням (белкам, компартментам, клеткам). Конъюгаты 
должны обладать специфичностью и стабильностью 
взаимодействия с мишенью, а также низким уровнем 
неспецифического связывания.

Флуоресцентные полупроводниковые нано-
кристаллы, так называемые квантовые точки (КТ, 
англ. quantum dots), – относительно новый класс 
флуорофоров, обладающих своеобразными оптиче-
скими и физико-химическими свойствами, не харак-
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терными для других флуоресцентных красителей. 
Традиционно для диагностики широко используют-
ся два основных класса флуорофоров: органические 
красители и флуоресцентные белки [1]. За время, 
прошедшее с начала использования этих флуорофо-
ров в биологии и медицине, они претерпели значи-
тельную эволюцию, и к настоящему времени создан 
целый ряд органических красителей с небольшой мо-
лекулярной массой, а также флуоресцентных бел-
ков с высокой яркостью, хорошим квантовым выхо-
дом, излучающих во всех областях спектра от синего 
до ближнего инфракрасного (ИК) [2, 3]. Однако неко-
торые свойства этих флуорофоров, в особенности ши-
рокий спектр флуоресценции и низкая устойчивость 
к фотовыцветанию, до сих пор ограничивают их эф-
фективность в таких видах исследований, как, напри-
мер, долговременная визуализация и одновременная 
детекция множества сигналов без иcпользования до-
полнительного комплекса инструментов и способов 
обработки [4].

КТ обладают целым рядом физико-химических 
особенностей, которые дают более широкие возмож-
ности по сравнению с традиционно используемыми 
флуоресцентными метками и делают их особенно 
привлекательными для использования в самых раз-
нообразных биологических экспериментах [5, 6].

Этот обзор посвящен рассмотрению возможно-
стей применения КТ для изучения молекулярных 
механизмов процессов, происходящих в опухолевых 
клетках, а также для диагностики опухолей как in 
vitro, так и in vivo.

1 . ОСОБЕННОСТИ КТ, ОБЕСПЕЧИВАЮЩИЕ 
ПРЕИМУЩЕСТВА ПРИ Их ИСПОЛьзОВАНИИ 
В БИОМЕДИцИНСКИх ИССЛЕДОВАНИях
Квантовые точки – это почти сферические нанокри-
сталлы размером 1–10 нм, состоящие из небольшого 
числа атомов (500–10 000) полупроводниковых ма-
териалов II–VI (например, cdSe, cdte, cdS и ZnSe) 
или III–V (например, InP и InAs) групп Периодиче-
ской таблицы Д.И. Менделеева. Термин «точка» ха-
рактеризует главным образом чрезвычайно малые 
размеры этих объектов, а прилагательное «кванто-
вый» отражает тот факт, что их поведение и свойства 
в значительной степени описываются не классиче-
ской, а квантовой механикой. Уменьшение размера 
частиц вещества до размера, меньшего, чем боров-
ский радиус экситона (например, для сферических 
частиц СdSe это диаметр менее 6 нм), приводит 
к тому, что свойства вещества начинают определять-
ся не только и не столько его химическим составом, 
сколько размером. Благодаря этому полупроводни-
ковые нанокристаллы обладают уникальными опти-
ческими характеристиками и физико-химическими 

свойствами, выгодно отличающими их от других 
флуорофоров, традиционно используемых в биоло-
гических исследованиях [7].

КТ обладают высоким коэффициентом молярной 
экстинкции (в 10–100 раз больше, чем у органиче-
ских красителей) и высоким квантовым выходом (до 
90%), что обеспечивает исключительную яркость 
этих флуорофоров. Для КТ характерен широкий 
спектр поглощения, значительный стоксов сдвиг, 
узкий и симметричный (без «хвоста» в красной обла-
сти) спектр флуоресценции (ширина пика ~25–40 нм). 
При этом длина волны флуоресценции «настраива-
ется» экспериментатором путем изменения разме-
ра ядра, что позволяет создавать из одних и тех же 
материалов, по одним и тем же методикам широкий 
набор различных КТ, флуоресцирующих в области 
спектра от УФ до ИК (400–2000 нм) (рис. 1). Кроме 
того, широкий спектр возбуждения, характерный 
для этих наночастиц (КТ могут быть возбуждены 
светом на любой длине волны, меньшей, чем длина 
волны их флуоресценции), позволяет возбуждать 
смесь различных КТ на одной длине волны, сильно 
удаленной (>100 нм) от длин волн их флуоресценции 
[9]. Такие свойства КТ значительно повышают воз-
можности методов многоцветного мечения и одновре-
менной идентификации различных биологических 
объектов по сравнению с другими красителями [6].

Высокая устойчивость к фотовыцветанию (в 100–
1000 раз выше, чем у органических флуорофоров) 
и исключительная устойчивость к фото- и химиче-
ской деградации [7, 10], характерные для флуорес-
центных полупроводниковых нанокристаллов, позво-
ляют использовать их в длительных экспериментах 
по визуализации процессов, происходящих в клетке 
в реальном времени, таких, как эндоцитоз [11] или пе-
ремещение отдельных рецепторных молекул на по-
верхности живой клетки [12], а также для окраски 
образцов, требующих длительного хранения [13].

Более подробное описание физико-химических 
свойств КТ, важных для биологического применения, 
а также сравнение использования КТ и других флу-
орофоров в биомедицинских исследованиях можно 
найти в обзорах [4–6].

Физико-химические и оптические свойства, а так-
же особенности КТ напрямую зависят от метода их 
синтеза. Эта обширная область, которая не является 
предметом данного обзора, продолжает активно раз-
виваться, расширяя ряд КТ, применимых в биомеди-
цинских исследованиях, и улучшая их свойства (см. 
обзоры [4, 5]).

В настоящее время в биологии используют два 
типа водорастворимых монодисперсных КТ: так на-
зываемые биоинертные нанокристаллы и нанокри-
сталлы, конъюгированные с различными биологиче-
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скими молекулами для придания им определенной 
специфичности.

Биоинертные КТ находят применение как неспе-
цифические контрастирующие агенты для окраши-
вания клеток за счет эндоцитоза, для контрастиро-
вания кровеносных сосудов и лимфатических узлов, 
а также при изучении биораспределения, токсич-
ности и пассивной доставки наночастиц в опухоли 
животных in vivo. В качестве таких частиц часто ис-
пользуют обычные водорастворимые КТ, модифи-
цированные гидрофильными тиолами [14] и покры-
тые оболочкой из кремния [15] или из амфифильных 
полимеров [16]. Для уменьшения неспецифичного 
связывания такие частицы обычно покрывают слоем 
инертных молекул; производители коммерческих КТ 
для этих целей обычно используют полиэтиленгли-
коль (ПЭГ).

2 . НАцЕЛИВАНИЕ КТ НА ОПУхОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ
При использовании КТ в качестве флуорофоров 
для визуализации опухолей часто необходимо их свя-
зывание с различными направляющими молекулами, 
обеспечивающими селективную доставку КТ к опу-
холевым клеткам и их компонентам. Специфичность 
мечения обеспечивается выбором мишени, оптималь-
но подходящей для каждого конкретного случая и со-
ответствующей направляющей молекулы. 

В качестве специфических мишеней для диагно-
стики опухолей чаще всего используют рецепторную 
часть сигнальных белков, гиперэкспрессирующихся 
на мембране опухолевых клеток. Уровень экспрес-
сии таких клеточных молекулярных онкомаркеров, 
определяемых непосредственно в опухолевой тка-
ни, характеризует молекулярный профиль каждой 
конкретной опухоли и используется для определения 
иммунного статуса опухоли и индивидуализации ле-
карственного лечения [17].

В качестве направляющего модуля, обеспечи-
вающего селективную доставку КТ к опухолевым 
клеткам и их компонентам, в зависимости от целей 
и объектов исследований используют антитела и их 
фрагменты; лиганды специфических рецепторов, ло-
кализующихся на поверхности опухолевых клеток; 
небольшие специфически взаимодействующие с он-
комаркерами молекулы, такие, как пептиды и апта-
меры.

2.1 Направляющие агенты
Молекулы иммуноглобулинов (Ig) давно известны 
и широко используются как эффективные направ-
ляющие модули для специфической доставки диа-
гностических и терапевтических агентов как in vitro 
на уровне клеток и тканей, так и на уровне цело-
го организма in vivo. Уже в одной из первых работ 

Рис. 1. Зависимость спектра флуоресценции КТ от материала ядра. Над шкалой длин волн показаны диапазоны 
спектра, используемые в различных биологических исследованиях. Под шкалой показаны диапазоны использова-
ния материалов ядра. Адаптировано из [8] (Medintz I.L., Uyeda H.T., Goldman E.R., Mattoussi H. Nat. Mater. 2005 
4:435–446) с разрешения Macmillan Publishers Ltd.: [Nature Materials], copyright (2005).
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по применению КТ для биологических исследований 
были показаны возможность получения комплексов 
КТ с молекулами IgG, способность образующихся 
комплексов связываться со специфичными антиви-
довыми поликлональными антителами и формиро-
вать преципитаты в растворе [14]. Позже подобные 
комплексы были использованы для мечения опреде-
ленных молекул, находящихся в различных компар-
тментах клетки – на поверхности мембраны, в цито-
плазме и ядре [16].

Несмотря на большое распространение полнораз-
мерных антител в диагностических системах in vitro, 
применение их в качестве направляющих агентов in 
vivo, как правило, требует исключения их эффектор-
ных функций и кардинальной модификации физико-
химических свойств [18]. Наиболее полно этим требо-
ваниям отвечают мини-антитела формата scFv [19, 
20]. Эти небольшие фрагменты антител не содержат 
константного домена, что не влияет на их направля-
ющие свойства, но снижает вероятность возникно-
вения побочных эффектов, вызванных взаимодей-
ствием константных доменов с рецепторами клеток 
иммунной системы и белками системы комплемента 
[21]. Мини-антитела к поверхностным онкомаркерам 
активно используют в качестве направляющих моду-
лей для флуоресцентной визуализации опухолевых 
клеток и доставки к ним терапевтических агентов 
[22–24]. 

В лаборатории nie была показана возможность 
использования КТ, оснащенных направляющими 
мини-антителами формата scFv, для визуализации 
опухолей, в том числе in vivo. После внутривенного 
введения конъюгатов КТ с анти-eGFr-антителом 
человека формата scFv в организм мыши с привитой 
опухолью поджелудочной железы человека наблю-
далось накопление и эффективная интернализация 
конъюгатов клетками опухоли [25].

Основным недостатком антител формата scFv 
в качестве направляющих агентов является их мо-
новалентность, так как моновалентное связывание 
с антигеном на поверхности клеток не обеспечивает 
длительного удерживания антитела и приводит к его 
быстрой диссоциации [26, 27]. В то же время большая 
площадь поверхности, характерная для КТ, обеспе-
чивает возможность присоединения к каждой такой 
наночастице нескольких молекул scFv и позволяет 
создавать своеобразные мультивалентные конструк-
ции с улучшенными свойствами [28].

Для специфичного узнавания некоторых белков 
с целью визуализации клеток и их компонентов в ка-
честве направляющих молекул используют пептиды 
[29]. Применение этого подхода к созданию специали-
зированных КТ было впервые показано для коротких 
генно-инженерных пептидов, специфически узнаю-

щих интегрин, в работах на нейробластоме челове-
ка [30]. Позже было доказано, что этот подход можно 
использовать и для специфического мечения клеток 
эндотелия легких, эндотелия мозга и карциномы мо-
лочной железы человека как in vitro, так и в живых 
клетках [31]. Аргинил-глицил-аспарагиновая кислота 
(rGD-пептид), узнающая интегрин, зарекомендова-
ла себя хорошим альтернативным направляющим 
агентом для КТ, флуоресцирующих в ИК-диапазоне, 
при визуализации различных опухолей в организме 
мыши in vivo [32].

Еще одним перспективным направляющим аген-
том для доставки КТ к опухолевым клеткам являют-
ся аптамеры – специально сконструированные оли-
гонуклеотиды, способные узнавать некоторые белки 
и компоненты клетки и с высокой специфичностью 
связываться с ними. Различные конъюгаты на осно-
ве аптамеров успешно используются для имиджинга 
и распознавания клеток, детекции биомаркеров и т. д. 
[33]. Конъюгаты КТ с аптамером, cпецифичным к опу-
холевому маркеру PSMA, избирательно окрашивали 
фиксированные и живые клетки опухоли простаты 
линии LncaP и те же клетки в модельной среде кол-
лагенового матрикса [34]. Было показано, что исполь-
зование аптамеров в качестве направляющего агента 
для визуализации клеток опухоли простаты с по-
мощью КТ так же эффективно, как использование 
конъюгатов КТ с анти-PSMA-антителами, но зна-
чительно дешевле [35]. Конъюгаты КТ с аптамерами 
можно использовать параллельно с другими направ-
ляющими агентами, такими, как пептиды, для одно-
временной визуализации нескольких онкомаркеров 
[36]. Кроме того, получение биотинилированных ап-
тамеров, которые могут связываться с любыми КТ, 
конъюгированными со стрептавидином, обеспечивает 
создание универсальных реагентов для двухстадий-
ной доставки КТ к опухолевым клеткам [33].

2.2 Методы присоединения направляющих агентов 
к КТ
На сегодняшний день применяют два основных под-
хода к присоединению направляющих молекул к КТ: 
непосредственное связывание (как правило, кова-
лентное) белковых молекул с активными группами 
на поверхности КТ и присоединение с помощью адап-
торов (рис. 2).

Белковые молекулы обычно присоединяют непо-
средственно к полупроводниковой части нанокри-
сталла (через SH-группу либо металл-аффинной ко-
ординацией гистидиновых остатков с атомами цинка 
оболочки нанокристаллов) или к ее гидрофильному 
покрытию (конъюгацией по карбоксильным, амин-
ным и тиоловым группам с использованием специ-
альных катализаторов; через электростатическое 
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взаимодействие). Подробно эти методы описаны в об-
зорах [5, 37].

Площадь поверхности нанокристаллов достаточно 
велика и доступна для связывания на ней несколь-
ких биологических молекул. От 2 до 5 белковых мо-
лекул и более 50 небольших молекул (олигонуклео-
тидов или пептидов) могут быть связаны с одной 
наночастицей диаметром 4 нм [38]. Следует отме-
тить, что реакционная способность некоторых типов 
биологических молекул после прямой конъюгации 
с нанокристаллами может существенно изменяться. 
В частности, антитела при конъюгации хотя и сохра-
няют свою специфичность, но их аффинность замет-
но уменьшается [39]. Кроме того, прямая конъюгация 
КТ с антителами требует проверки активности анти-
тела в каждом новом конъюгате.

Более перспективным подходом к связыванию КТ 
с антителами представляется использование так на-
зываемых самособирающихся адапторов – неболь-
ших «липких» молекул, с высокой эффективностью 
и специфичностью связывающихся друг с другом, 
но не образующих гомодимеров. Образование ком-
плексов с этими небольшими молекулами не влияет 
существенно на аффинность антител и, кроме того, 
дает возможность простого получения разнообраз-
ных сочетаний антител разной специфичности с КТ, 
флуоресцирующими в разном диапазоне, без каких-

либо дополнительных модификаций. В качестве 
адапторных молекул для связывания КТ с антитела-
ми используют гетеродимеризационные модули, раз-
работанные ранее для создания генно-инженерных 
биспецифических и мультивалентных антител, 
а также для двухстадийной доставки терапевтиче-
ских агентов к опухоли.

Наиболее известной и широко используемой сре-
ди таких модулей с высокой аффинностью связы-
вания (Ka

 ~ 10-14 – 10-15 М) является стрептавидин-
биотиновая система [40]. К КТ ковалентно или через 
электростатические взаимодействия присоединя-
ют стрептавидин, что позволяет им связываться 
с биотинилированными направляющими агентами. 
Впервые КТ, конъюгированные со стрептавидином, 
были использованы для визуализации опухолевого 
маркера Her2/neu на поверхности клеток опухоли 
молочной железы человека SKBr-3 через биотини-
лированные античеловеческие вторичные антитела 
и гуманизированные анти-Her2/neu-антитела [16]. 
Аналогичную трехступенчатую систему использо-
вали для связывания КТ с фрагментами антител, 
специфичных к глициновым рецепторам на мембра-
не нейронов, что позволило наблюдать за движени-
ем отдельных рецепторов в живых нейронах [41]. 
Трехступенчатая система на основе аффинной пары 
биотин-стрептавидин (первичные антитела; биоти-

Рис. 2. Схема строения современной квантовой точки для биомедицинских исследований. 1 – флуоресцентное 
ядро (обычно, CdSe или CdTe); 2 – защитная оболочка (обычно, ZnS); 3 – полимерное покрытие, обеспечиваю-
щее водорастворимость КТ и возможность присоединения биологически активных молекул; 4 – молекулы ПЭГ, 
5 – направляющие молекулы, присоединенные напрямую и через системы адапторов биотин-стрептавидин (6) 
или барназа-барстар (7).
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нилированные вторичные антитела; квантовые точ-
ки, конъюгированные со стрептавидином) позволяет 
использовать единожды конъюгированные со стреп-
тавидином квантовые точки для визуализации мно-
жества различных мишеней без какой-либо допол-
нительной модификации, поскольку специфичность 
мечения определяется соответствующими первичны-
ми и биотинилированными вторичными антителами.

Число ступеней в процессе мечения можно сокра-
тить до двух, используя первичные антитела, свя-
зывающиеся с КТ через биотин-стрептавидиновый 
мостик [11]. Этот подход используется не только 
для антител, но и для других направляющих аген-
тов. Так КТ, конъюгированные с интегрин-узнающим 
пептидом через биотин-стрептавидиновый мо-
дуль, были успешно использованы для мечения 
αν-субъединицы интегрина в клетках нейробластомы 
человека SK-n-SH [27].

Благодаря своей универсальности стрептавидин-
биотиновая система получила широкое распростра-
нение для некоторых типов иммунодиагностических 

исследований с использованием КТ. В настоящее 
время КТ, конъюгированные со стрептавидином, 
и биотинилированные антитела коммерчески до-
ступны (см., например, www.invitrogen.com). В то же 
время применение этой системы для создания на-
правленных флуорофоров для визуализации опухо-
лей в организме человека in vivo ограничено присут-
ствием большого количества эндогенного биотина, 
который может конкурировать с биотинилирован-
ными компонентами, снижая эффективность мече-
ния.

Нами предложено для получения конъюгатов 
КТ с антителами использовать адапторный модуль 
барназа-барстар, хорошо зарекомендовавший себя 
при получении гетеродимерных мини-антител и их 
флуоресцентных производных [26, 42, 43]. Этот адап-
торный модуль основан на свойстве рибонуклеазы 
барназы из Bacillus amyloliquefaciens образовывать 
очень прочный комплекс (K

d 
~ 10-14 М) со своим при-

родным белковым ингибитором барстаром [26]. 
Благодаря тому, что область связывания барназы 

и барстара не включает их n- и С-концевые участ-
ки, каждый из этих белков можно легко объединить 
генно-инженерными методами в одну полипептид-
ную цепь с scFv-фрагментами антител. При этом со-
храняется эффективность связывания компонентов 
модуля. Небольшие размеры барназы и барстара 
(110 и 89 а.о. соответственно), стабильность, хорошая 
растворимость и устойчивость к протеазам позво-
ляют нарабатывать сконструированные химерные 
белки в достаточном количестве в бактериальных 
продуцентах. Кроме того, барназа в составе реком-
бинантных белков играет роль внутримолекулярно-
го шаперона, обеспечивая правильное сворачивание 
сложных неприродных белков, что особенно важно 
при создании конструкций с направляющими анти-
телами [44].

Небольшие размеры и чрезвычайная стабильность 
в широком диапазоне условий позволяют легко конъ-
югировать как барназу, так и барстар с активными 
группами на поверхности КТ. Было обнаружено так-
же, что конъюгация КТ с барстаром значительно 
уменьшает неспецифическое связывание КТ с мем-
браной клетки. Так, флуоресцентные нанокристаллы, 
которые обычно неспецифически налипают на клетки 
аденокарциномы яичника человека SKOV-3 и прони-
кают внутрь (рис. 3, А), после конъюгации с барста-
ром становятся практически нейтральными по от-
ношению к этим клеткам (рис. 3, Б). В то же время 
барстар на поверхности КТ дает возможность с по-
мощью адапторной системы барназа-барстар допол-
нительно оснастить их направляющими антителами 
и обеспечить эффективное и специфичное мечение 
раковых клеток (рис. 3, В).

Рис. 3. Неспецифическое и специфическое взаимо-
действие КТ с опухолевыми клетками. Схема (слева) 
и результаты (справа) флуоресцентной микроскопии 
клеток линии SKOV-3 после их инкубации с КТ (а), 
конъюгатами КТ с барстаром (Б), с димером проти-
воопухолевых антител с барназой, а затем с конъю-
гатами КТ с барстаром (в). Даны фотографии клеток 
в видимом свете (а, б, в) и их флуоресцентные изо-
бражения (а', б', в'). Обозначения см. на рис. 2.
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Важное преимущество модуля барназа-барстар – 
точное соотношение 1 : 1 компонентов в комплексе 
и полное отсутствие их самоагрегации, а также вы-
сокая аффинность взаимодействия, превосходящая 
значения всех других димеризационных систем, 
за исключением стрептавидин-биотиновой. В отли-
чие от стрептавидин-биотиновой системы, использо-
вание системы барназа-барстар основано на генно-
инженерных технологиях и не требует никаких 
ковалентных модификаций антител.

Адапторная система барназа-барстар была 
успешно использована нами для создания флуо-
ресцентных комплексов для визуализации опухо-
левых клеток, гиперэкспрессирующих онкомаркер 
Her2/neu, на основе антител 4D5scFv и КТ двух ти-
пов: 1) модифицированных меркаптоуксусной кис-
лотой; 2) покрытых полимерной оболочкой [45, 46]. 
В обоих случаях наблюдали эффективное и изби-
рательное окрашивание мембран после инкубации 
клеток аденокарциномы молочной железы и адено-
карциномы яичника человека с полученным флуо-
ресцентным комплексом.

Более того, было показано, что КТ, оснащенные 
с помощью адапторов направляющими антителами, 
могут быть присоединены к молекулам или нано-
частицам другой природы и, таким образом, пред-
ставляют собой компоненты «молекулярного кон-

структора» [43]. Реализуя идею такого конструктора, 
мы создали на основе адапторного модуля барназа-
барстар самособирающиеся мультимодальные кон-
струкции с использованием КТ и магнитных частиц. 
Полученные флуоресцентно-магнитные наночасти-
цы оснащены гуманизированными мини-антителами 
к онкомаркеру Her2/neu и способны эффективно 
и избирательно метить соответствующие опухолевые 
клетки [28]. В результате флуоресцентно-меченные 
опухолевые клетки приобретают свойство магнитоу-
правляемости (рис. 4).

2.3 Проблема неспецифического связывания КТ
Существенным препятствием для избирательного 
мечения биологических объектов с помощью флуо-
ресцентных меток на основе КТ является их тенден-
ция к «налипанию», т.е. неспецифическому связыва-
нию с мембраной клетки, белками и составляющими 
внеклеточного матрикса, а также их неконтролируе-
мое проникновение внутрь клеток. Например, пока-
зано, что частицы с сильным отрицательным или по-
ложительным зарядом, содержащие на поверхности 
карбоксильные или аминогруппы соответственно, 
имеют высокий уровень неспецифического связыва-
ния с клетками и тканями [47, 48]. Причиной такого 
неспецифического связывания может быть электро-
статическое взаимодействие между заряженными 

Рис. 4. Мультифункциональные нанокомплексы на основе КТ, магнитных частиц и противоопухолевых мини-
антител, собранные с помощью адапторной системы барназа-барстар. Cхема строения нанокомплекса (слева) 
и доказательство мультифункциональности (справа). Опухолевые клетки SKOV-3, меченные нанокомплексами, 
выстраиваются вдоль намагниченной проволоки в форме букв MF (а). Приведены фотографии в видимом свете 
(Б – увеличение 100х и Г – отдельные клетки) и флуоресцентные изображения (в – увеличение 100х и Д – от-
дельные клетки). QD – квантовые точки, MP – магнитные частицы. Адаптировано из [28] (Nikitin M.P., Zdobnova 
T.A., Lukash S.V., Stremovskiy O.A., Deyev S.M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010 107:5827–5832) с разрешения 
National Academy of Sciences of the United States of America: [Proc. Natl. Acad. Sci. USA], copyright (2010) .
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группами на поверхности КТ и заряженными участ-
ками белков и других молекул на поверхности кле-
ток.

Другой причиной неспецифического связывания 
КТ с поверхностью клеток может являться гидро-
фобное взаимодействие между липидами клеточной 
мембраны и молекулами стабилизатора (например, 
три-н-октилфосфина или олеат-аниона), остаю-
щегося на поверхности КТ после их синтеза, из-за 
неполного покрытия ядра наночастицы лигандом, 
обеспечивающим гидрофильность, или же из-за не-
стабильного связывания этого лиганда. Так, показа-
но, что КТ, в которых использованы цистеин, МУК, 
дигидролипоевая и другие меркаптокарбоновые кис-
лоты, которые известны своей динамической и неста-
бильной связью Zn-S, проявляют наиболее высокий 
уровень неспецифического связывания [47].

Установлено, что уровень неспецифического 
связывания сильно зависит от типа клеток [47, 49], 
что может объясняться различным содержанием за-
ряженных и гидрофобных областей на мембране тех 
или иных клеток.

Для уменьшения неспецифического связывания 
КТ дополнительно покрывают слоем инертных моле-
кул. Одним из таких веществ, широко используемым 
в настоящее время, является ПЭГ – нетоксичный ги-
дрофильный полимер, который обычно применяется 
для увеличения биосовместимости лекарств [48]. Мо-
дифицированные ПЭГ квантовые точки имеют по-
верхностный заряд, близкий к нейтральному, и кол-
лоидно стабильны в различных экспериментальных 
условиях. Кроме того, ПЭГ снижает способность КТ 
взаимодействовать с поверхностью клеток или с бел-
ками внеклеточного матрикса, т.е. приводит к пасси-
вированию поверхности КТ [50]. 

Следует отметить, что, несмотря на успешное 
применение КТ, покрытых ПЭГ, для экспериментов 
как in vitro, так и in vivo, для некоторых целей такой 
модификации оказывается недостаточно. Кроме того, 
покрытые ПЭГ частицы обладают значительно боль-
шим гидродинамическим диаметром, что затрудняет 
их доступ к биологическим мишеням [51].

Чтобы минимизировать неспецифическое связы-
вание КТ, не увеличивая их размера, был предло-
жен метод покрытия нанокристаллов нейтральной 
гидроксильной оболочкой [52]. Гидродинамический 
диаметр полученных нанокристаллов составляет 13–
14 нм, что на 50% меньше размера нанокристаллов, 
модифицированных ПЭГ. При использовании полу-
ченных комплексов для визуализации клеток HeLa 
наблюдалось уменьшение уровня неспецифического 
связывания в 140 раз по сравнению с нанокристал-
лами с карбоксильными группами на поверхности 
и в 20 раз по сравнению с биотинилированными КТ. 

Для направленной доставки таких нанокристал-
лов необходимо оснащать их нацеливающими мо-
лекулами, что ведет к частичной потере материала 
и уменьшению выхода конечного продукта. В то же 
время вполне реально уменьшить неспецифическое 
налипание КТ на мембрану клетки и одновременно 
обеспечить специфическое связывание наночастицы 
с определенными рецепторами, экспрессирующи-
мися на поверхности опухолевой клетки. Было от-
мечено, что некоторые небольшие нейтральные мо-
лекулы, такие, как пептиды или маленькие белки, 
способны уменьшать неспецифическое связывание 
КТ [52]. Нами было показано, что этим свойством об-
ладает также компонент адапторной системы – бар-
стар (см. выше раздел 2.2, рис. 3).

3 . ДИАгНОСТИКА in vitro
Одной из наиболее перспективных и быстро раз-
вивающихся областей применения КТ является их 
использование в качестве флуоресцентных меток 
при изучении опухолевых клеток in vitro: для ви-
зуализации опухолевых клеток и для определения 
местонахождения отдельных молекул, экспресси-
рующихся в них. Уникальные свойства КТ, дающие 
возможность многоцветного мечения и наблюдения 
флуоресценции объектов в течение длительного вре-
мени, позволяют существенно расширить границы 
традиционных методов, используемых в этой области. 
На сегодняшний день из всех вариантов биомедицин-
ского использования КТ диагностика in vitro – это 
единственное применение КТ, которое может быть 
быстро внедрено в клиническую практику (в отличие 
от применения КТ in vivo, требующего длительных 
исследований токсичности КТ и отдаленных послед-
ствий их введения в организм).

Основные работы ведутся в трех направлениях: 
1) визуализация опухолевых клеток, гиперэкспрес-
сирующих определенные онкомаркеры; 2) окраши-
вание тканей и их срезов; 3) наблюдение в реальном 
времени за отдельными молекулами и клетками.

3.1 Визуализация опухолевых клеток
Визуализация опухолевых клеток и определение 
в них отдельных онкомаркеров имеет большое прак-
тическое значение. Большинство используемых 
для визуализации онкомаркеров представляют со-
бой рецепторы, гиперэкспрессирующиеся на поверх-
ностной мембране опухолевых клеток и практически 
не экспрессирующиеся в нормальных тканях. Высо-
кий уровень экспрессии таких маркеров свидетель-
ствует о наличии опухолевого процесса в организ-
ме, а их детекция и количественная оценка важны 
для ранней диагностики, классификации и терапии 
опухолей [51].
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Буквально в течение нескольких лет после выхо-
да пионерских работ по созданию и использованию 
биосовместимых КТ [14, 15] сразу несколько групп 
заявили о возможности использования конъюгатов 
КТ для визуализации опухолевых клеток. К настоя-
щему времени созданы конъюгаты КТ с различными 
направляющими агентами (антителами, лигандами, 
пептидами), предназначенные для визуализации 
клеток клинически значимых опухолей человека: 
карциномы простаты [53], аденокарциномы и кар-
циномы протоков молочной железы [21, 54, 55], кар-
циномы поджелудочной железы [56], глиобластомы 
мозга [32] и плоскоклеточной карциномы языка [57].

Основные усилия исследователей в этом направ-
лении были сосредоточены на оптимизации свойств 
КТ для их применения в опытах на живых клетках 
и на уровне целого организма. Преимущественный 
упор был сделан на хорошую растворимость в вод ных 
растворах, биосовместимость и низкую токсичность 
КТ, а также на оснащение КТ направляющими мо-
лекулами, обеспечивающими специфичность мече-
ния. За короткий срок были разработаны достаточно 
простые, дешевые и хорошо воспроизводимые методы 
визуализации раковых клеток с помощью КТ для диа-
гностики клинически значимых видов опухолей и про-
гноза течения заболевания (таблица). Таким образом, 
создан большой методический задел для внедрения 
этих методов в клиническую практику и дальнейших 
исследований in vivo с целью визуализации опухолей 
и их метастазов непосредственно в живом организме.

3.2 Одновременная детекция нескольких онкомар-
керов 
Как правило, направляющие молекулы (антитела, 
пептиды, аптамеры и др.), избирательно связываю-
щиеся с поверхностным онкомаркером, обеспечива-
ют высокую специфичность мечения соответствую-
щих опухолевых клеток [17]. В то же время такая 
особенность опухолевых клеток, как их чрезвычай-
ная изменчивость в процессе развития заболевания 
и в ответ на воздействие лекарственных агентов, 
ставит перед исследователями задачу одновремен-
ной визуализации сразу нескольких поверхностных 
онкомаркеров. Для решения этой задачи в силу своих 
физико-химических свойств КТ подходят как нельзя 
лучше (см. раздел 1).

Принципиальная возможность использования КТ 
для одновременной множественной детекции была 
продемонстрирована на примере пяти опухолевых 
маркеров в культуре клеток опухоли молочной же-
лезы человека. Одновременное выявление рецепто-
ров er, Pr, eGFr, mtOP и Her2/neu с помощью КТ, 
флуоресцирующих в разных областях спектра, точно 
коррелирует с результатами традиционных методов, 

включая иммуногистохимию, Вестерн-блот и флуо-
ресцентную гибридизацию in situ, значительно уско-
ряя анализ и снижая его стоимость [61].

Одновременная визуализация двух предпола-
гаемых опухолевых маркеров, интегрина αv

ß
3
 и ну-

клеолина, с использованием КТ, конъюгированных 
с rGD-пептидом и аптамером AS1411 соответствен-
но, позволила сравнить локализацию этих маркеров 
в клетке [36]. С помощью конфокальной микроскопии 
были подтверждены интернализация нуклеолина 
и поверхностное распределение интегрина, что, воз-
можно, позволит уточнить их участие в процессах, 
происходящих в опухолевых клетках. 

Результаты этих работ показывают, что конъю-
гаты КТ с направляющими молекулами обладают 
мощным потенциалом в качестве компонентов новых 
систем для оценки типа опухолей, стадии их прогрес-
сии и метастатического потенциала на основе одно-
временной визуализации различных опухолевых 
маркеров и определения их клеточной локализации 
(англ. multiplex imaging).

Фундаментальные исследования онкологиче-
ских процессов требуют не только детекции гипер-
экспрессирующихся в раковых клетках маркеров, 
но и выявления множества других, часто низкоко-
пийных белков. Современным золотым стандартом 
для определения низкокопийных белков является 
иммуноферментный анализ (ИФА), чувствитель-
ность которого достигает пикомолярной. Этот метод 
широко используется, но он довольно трудоемок, не-
дешев, занимает много времени и не дает возможно-
сти одновременного определения нескольких белков. 
Замена органических флуорофоров и цветных реа-
гентов в иммуноферментных исследованиях на КТ 
сама по себе не обеспечивает значительного преиму-
щества в чувствительности (чувствительность ана-
лиза с КТ ~ 100 пмоль) [70], но только применение КТ 
с разными спектральными характеристиками дает 
возможность одновременной специфической ви-
зуализации нескольких белков. Так, удалось одно-
временно визуализировать в сандвич-ИФА четыре 
токсина, используя четыре разных типа КТ с флуо-
ресценцией в диапазоне 510–610 нм с возбуждением 
на одной длине волны [70]. К сожалению, пока авто-
рам не удалось осуществить количественную оценку, 
и для создания хорошего иммунофлуоресцентного 
многоцветного теста необходима дальнейшая работа. 
В другой работе были продемонстрированы простота 
и наглядность одновременной детекции двух белков 
с двумя различными по цвету КТ в Вестерн-блоте 
[71]. Нет сомнения в том, что одновременное много-
цветное мечение с помощью КТ представляет собой 
новый мощный метод, который позволит решать 
не только традиционные, но и принципиально новые 
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задачи, решение которых с применением известных 
подходов было невозможно или чрезвычайно трудо-
емко.

Одновременное множественное мечение с помо-
щью КТ с разными спектральными характеристи-
ками дает также неоспоримые преимущества в ис-
следованиях, требующих вы со ко производительного 
скрининга молекул. КТ успешно используют для ана-
лиза многочисленных компонентов клеточных систем 
с помощью технологии микрочипов (англ. microarray 
technology), а также для параллельного анализа ге-
номного и протеомного содержимого здоровых и боль-
ных клеток [72]. Яркость и устойчивость КТ значи-
тельно повышают чувствительность и способность 
к параллельной детекции компонентов сложных 
смесей. Полученные результаты могут способство-
вать лучшему пониманию сигнальных путей в клетке 
и применяться для разработки новых терапевтиче-
ских подходов.

3.3 Иммуногистохимический анализ
Наиболее широко используемым в клинике методом 
диагностики опухолей является иммуногистохими-
ческий анализ (ИГХ). Этот метод морфологического 
исследования, в основе которого лежит визуализа-
ция и оценка с помощью микроскопии результатов 
реакции антиген-антитело в срезах биопсирован-
ных тканей, позволяет не только увидеть наличие 
и интенсивность сигнала, но и оценить распределе-
ние сигнала в клетке (окрашивание мембраны, ци-

топлазмы, ядра и других структурных элементов). 
Иммунохимическое окрашивание фиксированных 
формалином тканей и парафиновых срезов образцов 
биопсии опухолей – непростая задача из-за высо-
кой аутофлуоресценции тканей и уменьшения коли-
чества антигена в процессе фиксации и включения 
в парафин.

Оказалось, что для решения этой задачи как нель-
зя лучше подходят КТ. С использованием КТ были 
получены изображения фиксированных срезов тка-
ней базально-клеточной карциномы человека [60], 
опухоли молочной железы мыши, гиперэкспрес-
сирующей человеческий рецептор Her2/neu [16], 
базально-плоскоклеточной карциномы кожи чело-
века [73]. На примере ткани опухоли молочной же-
лезы человека показано также, что на основе КТ 
можно создавать зонды для количественного и очень 
чувствительного обнаружения слабой экспрессии 
поверхностных раковых маркеров, в частности он-
комаркера Her2/neu [74]. Исследователи также 
отмечают высокую фотостабильность препаратов, 
окрашенных КТ: интенсивность их флуоресценции 
не меняется в течение 9–75 дней [74] (рис. 5).

Комбинирование традиционных методик ИГХ 
с флуоресцентными красителями на основе КТ по-
зволяет значительно улучшить разрешение и чув-
ствительность метода (см. обзор [17]), а также дает 
возможность одновременной визуализации несколь-
ких маркеров [75]. Кроме того, применение КТ делает 
метод ИГХ намного более наглядным (рис. 5).

Рис. 5. Преимущества КТ 
в иммуногистохимическом 
анализе. Окрашивание тка-
ней с различным уровнем 
экспрессии HER2 с исполь-
зованием КТ (а) и стандарт-
ного метода с пероксида-
зой (Б). Фотоустойчивость 
образцов, окрашенных 
КТ через 2 (в) и 75 сут (Г). 
Шкала – 100 мкм. Адап-
тировано из [74] (Chen C., 
Peng J., Xia H., Yang G., Wu 
Q., Chen L., Zeng L., Zhang 
Z., Pang D., Li Y. Biomateri-
als. 2009 30:2912–2918) 
с разрешения Elsevier: [Bio-
materials], copyright (2009).
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3.4 Наблюдение в реальном времени за молекуляр-
ными процессами и клетками
Высокая устойчивость КТ к фотовыцветанию, а так-
же их высокая яркость позволяют использовать их 
для визуализации процессов, происходящих в клет-
ках, в том числе для отслеживания динамики от-
дельных молекул [41]. Особый интерес представляют 
мембранные белки, исследование местонахождения 
и динамики которых важно для понимания таких 
процессов, как хемотаксис, межклеточная и внутри-
клеточная передача сигналов. Так, КТ, конъюгиро-
ванные с соответствующими направляющими лиган-
дами, были успешно использованы для визуализации 
динамики рецепторов глицина [12] и γ-аминомасляной 
кислоты [76] в клетках нейронов в культуре.

Поскольку многие значимые онкомаркеры пред-
ставляют собой белки, выполняющие в нормальных 
клетках регуляторные функции и участвующие в пе-
редаче сигнала, изучение функционирования таких 
белков важно для понимания природы и механизмов 
процесса малигнизации. КТ, конъюгированные с эпи-
дермальным фактором роста (eGF), были использо-
ваны для изучения механизмов интернализации eGF 
и путей передачи сигнала с участием белков семей-
ства трансмембранных рецепторов тирозинкиназ 
erbB1/2/3 [11].

Было показано, что КТ могут быть использованы 
для изучения подвижности опухолевых клеток с це-
лью определения их инвазивного потенциала [77]. 
Применение КТ в качестве маркеров для визуализа-
ции траектории движения клеток менее трудоемко 
и позволяет получать более достоверные данные, чем 
традиционный анализ в камере Бойдена.

Эти новые и чрезвычайно интересные направления 
исследований пока не нашли применения в клиниче-
ской диагностике, но безусловно будут развиваться 
как область фундаментальной науки и способство-
вать получению новых знаний о патогенезе опухо-
лей.

4 . ВИзУАЛИзАцИя in vivo НА МОДЕЛьНЫх 
ЖИВОТНЫх
За последние пять лет достигнуты значительные 
успехи в применении КТ в качестве флуорофоров 
в экспериментах на клетках и фиксированных тка-
нях. В то же время использование этих наночастиц 
для визуализации в многоклеточных организмах, 
особенно таких высокоорганизованных, как млеко-
питающие, только начинает разрабатываться.

При флуоресцентном мечении на уровне цело-
го организма возникают две основные проблемы: 
1) ослабление сигнала в связи с увеличением разме-
ров организма и толщины тканей; 2) усложнение до-
ставки флуорофоров к целевым клеткам и тканям.

Глубина проникновения флуоресценции является 
основной проблемой, поскольку биологические ткани 
ослабляют большую часть сигналов, используемых 
для визуализации, и, кроме того, обладают значитель-
ной аутофлуоресценцией в зеленом диапазоне. Однако 
в ИК-диапазоне спектра существует так называемое 
«окно прозрачности» (650–1300 нм), в котором погло-
щение света живыми тканями минимально. Существо-
вание такого окна объясняется тем, что основные хро-
мофоры млекопитающих (кровь, флавины, витамины 
и nAD(P)H) имеют минимальный уровень поглощения 
в этой области [78]. Поэтому для визуализации in vivo 
используют КТ, флуоресцирующие в ближнем ИК-
диапазоне (700–800 нм), что позволяет повысить яр-
кость получаемого сигнала и снизить фон.

Транспорт флуорофора к клеткам-мишеням в ор-
ганизме млекопитающих сложен и многоэтапен, 
поскольку транспортируемые вещества должны 
преодолеть ряд структурных и физиологических ба-
рьеров. Среди них можно отметить эндотелий стенок 
сосудов, иммунный барьер и метаболическую дегра-
дацию вводимых веществ. Кроме того, введенный 
внутрисистемно флуорофор вместе с током крови 
может попадать в нецелевые органы и ткани орга-
низма и накапливаться там, ухудшая контрастность, 
а также увеличивая вероятность ложноположитель-
ных сигналов и проявления токсического эффекта. 
Поэтому излишки флуорофора, не связавшиеся с це-
левыми клетками, должны быстро и полностью выво-
диться из организма.

4.1 Детекция опухолей с использованием КТ
В живом организме накопление введенных внутри-
венно КТ в опухолевой ткани для ее последующей 
визуализации возможно благодаря двум механиз-
мам: 1) пассивному, характерному для частиц опре-
деленного размера и 2) активному, с помощью на-
правляющего агента [53] (рис. 6).

В случае пассивного механизма частицы нано-
метровых размеров избирательно накапливаются 
в опухолевой ткани благодаря ее структурным осо-
бенностям. Такие частицы легко проникают в опухоль 
за счет увеличенной проницаемости стенок сосудов 
и задерживаются в ней из-за отсутствия нормально-
го лимфатического дренирования. Доказано, что ка-
пиллярная проницаемость эндотелиального барьера 
во вновь васкуляризируемых опухолях значительно 
выше, чем в нормальных тканях. Нормальные ткани 
выстланы нефенестрированным сосудистым эндо-
телием, и прохождение макромолекул и наночастиц 
в ткань затруднено. Кровеносные сосуды, сформи-
рованные в процессе индуцированного опухолью ан-
гиогенеза, имеют нехарактерное строение и широкие 
эндотелиальные поры. Эти поры настолько велики, 
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что молекулы размером до 400 нм могут выходить 
из сосудов и аккумулироваться в опухолевой ткани 
[79]. Кроме того, в опухолевой ткани практически от-
сутствует дренирование лимфатической системой, 
поэтому макромолекулы остаются там длительное 
время. Описанный эффект увеличенной проницае-
мости и удерживания (англ. ePr-эффект – enhanced 
permeability and retention) используется для достав-
ки в опухоли терапевтических и диагностических 
агентов на основе латексов, липосом и других ча-
стиц [80]. При этом для увеличения избирательности 
мечения в случае пассивной доставки используют 
«биоинертные» КТ, покрытые ПЭГ и имеющие ми-
нимальный уровень неспецифического связывания 
с белками и клетками крови [53].

Для активной доставки КТ к опухолям их снабжа-
ют направляющими молекулами, связывающимися 
со специфическими рецепторами, экспонированными 
на поверхности опухолевых клеток (см. раздел 2.1).

Впервые возможность прижизненного мечения 
опухолей квантовыми точками была продемонстри-
рована на мышиных моделях. Показано, что после 
внутривенного введения конъюгаты КТ с пептидами, 
специфичными к различным типам опухолей и их со-
судам, избирательно накапливаются в сосудистой 
сети опухоли [31].

Первый успех применения КТ in vivo стимулиро-
вал появление большого числа работ, посвященных 

прижизненной визуализации модельных опухолей 
человека в организме животных с применением 
КТ, нацеленных на различные опухолевые марке-
ры. В качестве направляющих агентов одинаково 
успешно использовали полноразмерные антитела 
и их фрагменты, специфические пептиды и природ-
ные лиганды (таблица). Результаты этих работ по-
казывают, что использование активного механизма 
доставки по сравнению с пассивной доставкой зна-
чительно увеличивает накопление КТ в опухоли не-
зависимо от типа использовавшихся КТ и от типа 
направляющего агента (рис. 7). Использование на-
правленных КТ в качестве флуорофоров в сочета-
нии с современными методами оптического имид-
жинга также позволяет визуализировать не только 
со�лидные опухоли, но и метастазы в органах [65] 
и в костной ткани [58], а также выявлять микромета-
стазы на ранних стадиях заболевания [81]. Необхо-
димо отметить, что во всех случаях наряду с успеш-
ным маркированием опухолей in vivо как активным, 
так и пассивным методом также наблюдалось не-
специфическое накопление КТ в различных органах 
модельных животных, прежде всего в печени, селе-
зенке и лимфоузлах (рис. 7).

КТ могут также иметь большое диагностическое 
значение при местном введении. Так, например, было 
показано, что КТ различного цвета, введенные в пе-
риферические участки тела, локализовались в раз-

Рис. 6. Механизмы 
доставки КТ  
в опухоль после 
внутривенного 
введения. 

Стенка сосуда 
нормальной 

ткани
Стенка сосуда 
опухолевой ткани

Активная доставка

Пассивная доставка

КТ, конъюгированная  
с направляющим агентом

Биоинертная КТ

Клетка эпителия сосудов

Опухолевая клетка  
со специфическими  
рецепторами на поверхности
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ных лимфоузлах, окрашивая их в соответствую-
щие цвета [82]. В последнее время большой объем 
исследований посвящен визуализации сторожевых 
лимфоузлов, по которым обычно начинается распро-
странение метастазов [83, 84]. Интраоперационная 
визуализация первичной опухоли вместе со сторо-
жевыми лимфоузлами дает возможность определить 
размер операционного поля и необходимость лимфо-
диссекции [85].

Размер КТ и их способность к двухфотонному 
возбуждению привлекли внимание исследователей 
к этим частицам как к перспективному контрасти-
рующему агенту для ангиографии, альтернативному 
традиционно применяемому для этих целей флуорес-

центному декстрану. Благодаря большому сечению 
двухфотонного поглощения (на 2–3 порядка больше, 
чем у традиционных органических красителей) КТ 
можно возбуждать в ИК-диапазоне. Это позволяет 
добиться более высокого разрешения и на большей 
глубине ткани (так как длинные волны рассеиваются 
меньше, чем короткие), а также уменьшить степень 
фототоксичности (так как возбуждающие фотоны 
в ИК-части спектра обладают меньшей энергией и, 
следовательно, менее разрушительны для исследуе-
мой ткани) [86]. Действительно, использование двух-
фотонного возбуждения КТ для контрастирования 
кровеносных сосудов опухолевой ткани значительно 
улучшает контрастность изображения по сравнению 
с традиционными методами [87].

Таким образом, результаты работ по прижизнен-
ной визуализации опухолей, приведенные выше, 
показали, что из-за высокого уровня поглощения 
органами ретикулоэндотелиальной системы (РЭС) 
и отсутствия полного выведения из организма (см. 
раздел 5.2 данного обзора) клиническое исполь-
зование КТ в качестве контрастирующих агентов 
для визуализации in vivo сопряжено с определен-
ными трудностями. В то же время исключительная 
яркость, высокий квантовый выход, а также большое 
сечение двухфотонного поглощения, определяющее 
яркость флуорофора в многофотонной микроскопии 
позволяют успешно использовать КТ как надежные 
визуализирующие агенты для изучения анатомии 
и патофизиологии опухолей на животных моделях. 
Применение КТ значительно усиливает существую-
щие методы прижизненной микроскопии опухолей 
и их микроокружения. Комбинация исключительных 
спектральных свойств КТ и современных технологий, 
позволяющих получать изображения in vivo с высо-
ким разрешением, может привести к существенному 
прорыву в понимании биологии опухолей.

4.2 Биораспределение и фармакокинетика КТ
Решающими факторами для успеха диагностики 
опухолей in vivo являются высокое содержание флу-
орофора в опухоли по сравнению с его содержанием 
в нормальных тканях и крови, а также отсутствие 
ложноположительных сигналов. Кроме того, диагно-
стические агенты должны быстро выводиться из ор-
ганизма.

В исследованиях in vitro было показано, что пове-
дение и судьба КТ в клетке зависят в значительной 
степени от размера и химических свойств поверхно-
сти этих частиц [88, 89]. Предполагалось, что эти же 
параметры будут играть важную роль и в распреде-
лении КТ в организме.

При изучении биораспределения КТ в организме 
модельных животных оказалось, что все КТ полно-

Рис. 7. Флуоресцентная ИК-визуализация мышей 
с опухолями глиобластомы человека U87MG (привиты 
под левую лопатку, указаны белыми стрелками). Жи-
вотному слева были введены внутривенно конъюгаты 
КТ с направляющим пептидом RGD, животному спра-
ва – неконъюгированные КТ в той же концентрации. 
Зеленым цветом показана аутофлуоресценция тка-
ней, красным – флуоресценция КТ. Заметно сильное 
накопление КТ в печени, костном мозге и лимфатиче-
ских узлах. Адаптировано из [32] (Cai W., Shin D.W., 
Chen K., Gheysens O., Cao Q., Wang S.X., Gambhir 
S.S., Chen X. Nano Lett. 2006 6:669–676) с разрешения 
American Chemical Society: [Nano Letters], copyright 
(2006) .
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стью удаляются из кровотока и аккумулируются 
в органах и тканях [90], прежде всего в органах РЭС 
(печени, селезенке и лимфоузлах). Аналогичные ре-
зультаты были получены при визуализации опухо-
лей: наряду с накоплением метки в опухоли часть 
КТ задерживалась также в органах РЭС [25, 31, 32, 
53, 65]. В тканях легких, сердца, мышц и мозга КТ 
почти во всех случаях обнаружено не было, в неко-
торых работах наблюдали небольшое содержание 
КТ в почках. Причем, что неожиданно, такое распре-
деление не зависело от свойств поверхности и вида 
конъюгированного с КТ направляющего агента (или 
отсутствия такового), а наличие ПЭГ на поверхности 
частиц лишь немного увеличивало время циркуля-
ции в крови, но не исключало полностью накопления 
в этих органах. Время полувыведения КТ из кровото-
ка варьировало от нескольких минут до нескольких 
десятков часов и сильно зависело от их гидродинами-
ческого диаметра [91], а также от заряда и структуры 
поверхности [92].

В этом контексте интересна работа, в которой было 
проведено прямое сравнение КТ и стандартного ор-
ганического красителя Alexa Fluor 680, конъюгиро-
ванных с анти-IGF1r-антителами в экспериментах 
на модельных животных in vivo [55]. Было показано, 
что оба флуорофора позволяют специфически ви-
зуализировать опухоль молочной железы, однако КТ 
существенно хуже выводятся из организма, накапли-
ваясь в органах РЭС.

Первоначальные результаты работ, посвященных 
исследованию влияния размера и свойств поверх-
ности КТ на их распределение в организме после 
внутривенного введения, довольно противоречивы. 
Так, в ряде исследований было показано, что поверх-
ностное покрытие [93, 94] и размер [94] сильно влия-
ют на фармакокинетику и биораспределение частиц. 
С другой стороны, в систематическом исследовании 
[95], проведенном с одновременным учетом всех фак-
торов, которые могут влиять на биораспределение, 
не наблюдалось каких-либо значимых различий 
между КТ разного размера, с разным зарядом и на-
личием или отсутствием на поверхности различных 
молекул (альбумин, ПЭГ) – все КТ накапливались 
в первую очередь в печени и селезенке.

КТ могут выводиться из организма двумя путями: 
через почки и через печень [93, 96]. Путь выведения 
в наибольшей степени зависит от двух параметров 
частиц: размера и поверхностного покрытия, опреде-
ляющего склонность к адсорбции белков сыворотки 
крови [78]. Изучение выведения из организма спе-
циально созданных серий КТ различного размера 
и с различным покрытием [59] показало, что одним 
из обязательных критериев для полного выведения 
наночастиц из организма через почки является зна-

чение гидродинамического диаметра КТ менее 5.5 нм 
(т.е. ниже порога почечной фильтрации). На сегод-
няшний день все синтезированные КТ с флуоресцен-
цией в красном и ближнем ИК-диапазоне, исполь-
зуемые для визуализации in vivo, имеют бóльший 
размер (около 10 нм) и в принципе не могут выво-
диться через почки. Кроме того, эти КТ покрыты по-
лимером для лучшей стабильности и содержат на по-
верхности заряженные функциональные группы 
и ПЭГ, что еще больше увеличивает их размер. Так, 
например, гидродинамический диаметр широко ис-
пользуемых коммерческих КТ производства Invitro-
gen – 15–19 нм [82]. Для таких больших небиодегра-
дируемых КТ остается только один путь выведения 
из организма – через печень, в составе желчи. Это 
очень медленный и неэффективный процесс, а дол-
говременное пребывание наночастиц в органах РЭС 
повышает возможность разрушения оболочки КТ 
и возникновения токсического эффекта. Таким обра-
зом, для КТ, идеально подходящих по своим прочим 
(кроме гидродинамического диаметра) характери-
стикам для визуализации опухолей in vivo, накопле-
ние в печени, селезенке и других органах РЭС неиз-
бежно. Интересно, что некоторые авторы отмечали 
в почках накопление КТ с гидродинамическим диа-
метром, значительно превышающим порог почечной 
фильтрации [95, 97]. Без проведения дополнительных 
исследований трудно сказать, являются ли приве-
денные данные артефактом или свидетельствуют 
о каких-то, еще не изученных механизмах взаимо-
действия наночастиц с живым организмом. В любом 
случае, затрудненное выведение из организма оста-
ется одним из основных препятствий для применения 
КТ в организме человека. 

5 . РИСК ПРИМЕНЕНИя КТ В БИОЛОгИЧЕСКИх 
И МЕДИцИНСКИх ИССЛЕДОВАНИях
Уникальные физико-химические свойства КТ де-
лают их чрезвычайно привлекательными флуо-
рофорами для визуализации живых объектов in 
vivo. Пионерские работы в этой области появились 
сравнительно недавно (менее 10 лет назад), и поиск 
оптимального для этих целей дизайна КТ ведется 
до сих пор. В связи с этим КТ, используемые отдель-
ными лабораториями, сильно различаются по таким 
параметрам, как размер, форма, заряд, концентра-
ция, окислительно-восстановительные свойства, по-
верхностное покрытие и физическая стабильность. 
Широкий диапазон этих параметров, а также раз-
личные условия экспериментов (время обработки, 
выбор модельных клеточных линий и среды, упо-
требление одинаковых единиц концентрации, нали-
чие или отсутствие направляющего агента) сильно 
затрудняют сравнение литературных данных о био-
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безопасности КТ и составление общей картины. Од-
нако среди крайне разнообразной и противоречивой 
информации все же был выявлен ряд закономер-
ностей [90, 98].

5.1 Цитотоксичность КТ
Цитотоксическое действие КТ определяется в основ-
ном четырьмя факторами: наличием в их составе ио-
нов тяжелых металлов, способностью генерировать 
активные формы кислорода (АФК), коллоидной не-
стабильностью и неспецифическим взаимодействием 
с биологическими молекулами [90, 98].

КТ первого поколения, состоящие только из флуо-
ресцентного ядра (cdte или СdSe) и стабилизиро-
ванные тиоловыми лигандами (например, цистеином 
или МУК), легко подвергаются окислению и деграда-
ции с высвобождением токсичных ионов кадмия [99], 
а также способны индуцировать образование АФК 
[100]. Такие частицы чрезвычайно токсичны для кле-
ток в культуре даже в небольших концентрациях 
и поэтому непригодны для исследований на живых 
объектах.

КТ второго поколения снабжены оболочкой 
из инертного сульфида цинка для предотвращения 
безызлучательной диссипации энергии. Кроме того, 
как оказалось, такая оболочка препятствует окис-
лению и деградации флуоресцентного ядра и высво-
бождению ионов кадмия, что значительно снижает 
цитотоксичность. В то же время для КТ, стабилизи-
рованных дешевым и простым методом с использо-
ванием небольших тиоловых лигандов, характерна 
недостаточная коллоидная стабильность [99]. Осаж-
дение агрегатов таких КТ на поверхности клеток, 
даже без проникновения внутрь, может вызывать 
физические повреждения, нарушение функциони-
рования и, в конечном итоге, смерть клетки [89]. КТ 
второго поколения в принципе применимы для крат-
ковременных исследований на культуре клеток, 
но существует большой риск при их использовании 
в организме.

В настоящее время в большинстве биологических 
исследований применяют КТ третьего поколения – 
cdSe/ZnS-частицы, окруженные полимерной или си-
ликоновой оболочкой. Эти КТ гораздо более стабиль-
ны коллоидно, химически и оптически по сравнению 
с их аналогами, покрытыми небольшими лигандами. 
КТ третьего поколения проявляют некоторую токсич-
ность в культуре клеток лишь в экстремальных усло-
виях или при использовании в концентрациях, на по-
рядок превышающих необходимую для окрашивания 
и визуализации клеточных мишеней [89, 101]. Такие 
КТ являются наиболее перспективными для приме-
нения в организме. Однако при их конструировании 
необходимо учитывать, что КТ – не молекулы, а на-

ночастицы, и для них, так же как и для других нано-
частиц, более важным для проявления токсичности 
является не состав, а физико-химические свойства 
поверхности. Некоторые биоинертные наночастицы 
(золотые, углеродные) оказывают на клетки такое же 
токсическое воздействие, как и КТ. Например, золо-
тые наночастицы и КТ, покрытые одной и той же обо-
лочкой из амфифильных полимеров, одинаково вы-
зывали физические повреждения клеток молочной 
железы в культуре и индуцировали их открепление 
от подложки [89]. Таким образом, хотя дополнитель-
ное вторичное устойчивое покрытие предотвращает 
окисление и деградацию КТ, оно само может вносить 
вклад в общую токсичность частиц [102].

Суммируя вышеизложенное, следует отметить, 
что с момента создания первых коллоидных КТ 
для биологического применения проделана большая 
работа по снижению их токсичности, в основном бла-
годаря использованию различных покрытий, и соз-
дан задел для их применения in vivo.

5.2 Системная токсичность in vivo
Исследование цитотоксичности in vitro является 
важным и необходимым этапом разработки агентов 
для диагностики и терапии на основе КТ, посколь-
ку позволяет ускорить и стандартизовать процесс 
отбора наиболее подходящих по всем параметрам 
частиц для применения in vivo. Однако для внедре-
ния КТ в клиническую практику таких исследова-
ний, как правило, недостаточно. При использовании 
КТ для визуализации в организме необходимо на-
ряду с коллоидной природой и физико-химическими 
свойствами поверхности этих частиц дополнительно 
учитывать их взаимодействие с иммунной системой, 
а также возможность физико-химического разру-
шения в условиях агрессивных сред организма с вы-
свобождением токсичных элементов из их флуорес-
центного ядра.

К настоящему моменту получены данные по взаи-
модействию с иммунной системой некоторых типов 
наночастиц (липосомных, углеродных, золотых, маг-
нитных) [103]. Показано, что после введения в кровь 
наночастицы быстро подвергаются опсонизации и по-
следующему фагоцитозу клетками иммунной систе-
мы. Кроме того, их введение в кровь может вызвать 
агрегацию тромбоцитов, активацию системы ком-
племента и стимуляцию или подавление иммунной 
системы [103]. В отношении КТ экспериментальные 
данные по этой теме пока практически отсутствуют. 
Можно было предположить, что взаимодействие КТ 
с иммунной системой аналогично взаимодействию, 
характерному для других наночастиц. Действи-
тельно, в работе японских авторов [104] показано, 
что как in vitro, так и in vivo КТ не вызывают увели-
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чения цитокиновой продукции cD4+ Т-лимфоцитами, 
но стимулируют пролиферацию клеток иммунной 
системы.

Данные первого систематического исследования 
токсичности и биораспределения КТ в организме 
были опубликованы совсем недавно [95]. На крыси-
ных моделях были изучены кратковременные (до 7 
дней) и отдаленные (более 80 дней) биологические 
эффекты КТ с разным полимерным покрытием. 
Были проведены стандартные клинические биохи-
мические и гематологические тесты, а также гисто-
логические исследования органов. Вопреки ожидани-
ям, после внутривенного введения КТ, содержащих 
на поверхности карбоксильные группы, ПЭГ или бы-
чий сывороточный альбумин, в суммарной дозе 
60 нмоль/животное, введенной в течение четырех не-
дель, ни для одного из вариантов частиц выраженной 
токсичности отмечено не было.

Исследователи, изучающие биораспределение КТ 
в организме и возможность визуализации опухолей 
in vivo, также неоднократно отмечали отсутствие 
во время эксперимента признаков острой токсично-
сти у животных, отсутствие некрозов и сохранение 
морфологии тканей [86, 93, 96]. Однако возможность 
накопления и деградации КТ в организме не исклю-
чает их скрытой токсичности и отложенного дей-
ствия.

Стабильность КТ внутри тканей и органов РЭС вы-
зывает споры. Некоторые авторы показали, что КТ, 
покрытые полимером, сохраняют свою морфоло-
гию и флуоресцентные свойства в тканях в течение 
длительного времени (до 4 месяцев), не подвергаясь 
разрушению с высвобождением потенциально ток-
сичных составляющих элементов [96, 97]. В то же 
время в некоторых случаях была отмечена деграда-
ция таких частиц в организме, ведущая к изменению 
флуоресценции [53]. Этот процесс кажется вполне 
возможным, поскольку в экспериментах in vitro по-
казано, что некоторые источники АФК, такие, как пе-
роксид водорода и хлорноватистая кислота, которые 
всегда присутствуют в клетке в небольших количе-
ствах, могут проникать через полимерную оболочку 
и вызывать деградацию флуоресцентного ядра [105]. 
Возможно также, что разрушению в организме под-
вергается лишь часть КТ, а часть остается интакт-
ной, и соотношение этих частей – вопрос времени 
(месяцев и даже лет) [95].

Таким образом, явной токсичности КТ в модель-
ных организмах показано не было. Однако наличие 
многочисленных факторов риска, недостаток данных, 
а также отсутствие долговременных исследований 
не позволяют сделать окончательного заключения 
о безопасности применения КТ для организма. Не-
которые отрывочные и противоречивые сведения 

о токсичности КТ, встречающиеся в работах, посвя-
щенных биораспределению этих наночастиц, лишь 
подчеркивают необходимость полномасштабных ис-
следований, затрагивающих различные системы ор-
ганов, для адекватной оценки риска использования 
КТ in vivo.

зАКЛЮЧЕНИЕ: ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Квантовые точки – это относительно новый класс 
соединений, обладающий большим потенциалом 
для применения в разных видах диагностики опу-
холей от определения онкомаркеров на микроплан-
шете до неинвазивной визуализации опухолей in 
vivo. Уникальные физико-химические свойства КТ: 
легко настраиваемые спектры флуоресценции, вы-
сокий квантовый выход (особенно в ИК-области), 
возможность возбуждения в широком диапазоне 
длин волн и узкие пики флуоресценции, большое 
сечение двухфотонного поглощения, устойчивость 
к фотовыцветанию, – позволяют существенно рас-
ширить возможности современных методов флуо-
ресцентной визуализации и оптической диагностики. 
Эти флуорофоры позволяют решать задачи, трудно 
осуществимые с помощью традиционных красите-
лей: например, проводить одновременную детек-
цию нескольких маркеров, длительные наблюдения 
за молекулярными процессами в реальном времени 
и получать изображения новообразований в глубине 
тканей. В то же время для ряда рутинных задач про-
блемы, связанные с коллоидной природой КТ, значи-
тельно перевешивают преимущества их оптических 
свойств.

Относительно большая площадь поверхности КТ, 
доступная для химической модификации, и возмож-
ность присоединения других молекул и частиц так-
же позволяют получать на основе КТ разно образные 
мультимодальные конструкции, содержащие на-
ряду с КТ частицы другой природы (золотые, маг-
нитные, алмазные, липосомные и др.) (рис. 3) [28, 
106] и обладающие одновременно направляющими, 
диагностическими и терапевтическими свойствами 
[107]. Подобные многофункциональные наноустрой-
ства предназначены для одновременной доставки 
действующего агента к опухоли и слежения за этим 
процессом [35, 62]. Дальнейшая оптимизация биосов-
местимых КТ будет способствовать развитию таких 
инновационных подходов в онкологии, как хирурги-
ческое вмешательство под контролем навигационных 
систем (англ. image-guided surgery), определение мо-
лекулярного профиля опухоли, персонализирован-
ная диагностика и терапия [108].

Успех реализации большого потенциала КТ и ши-
рокое внедрение его в диагностику in vivo зависят 
от решения следующих насущных задач. Прежде 
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всего, это проведение долговременных токсиколо-
гических исследований и тщательное изучение от-
ложенного эффекта введения КТ. К настоящему 
моменту уже разработаны покрытия на основе поли-
мерных материалов [109], которые значительно уве-
личили биоинертность КТ и существенно снизили их 
токсичность, однако из-за накопления КТ в органах 
ретикулоэндотелиальной системы и медленного вы-
ведения из организма безопасность их применения 
в живом организме остается предметом изучения. 
В связи с этим можно сформулировать и две другие 
задачи – необходимость разработки нового поколе-
ния КТ, быстро выводящихся из организма, а также 
изучение последствий возможного поступления КТ 
в окружающую среду и обеспечение экологической 
безопасности при их широком применении. Решение 

этих задач, возможно, будет связано с появлением 
новых материалов и технологий для конструирова-
ния флуоресцентных наночастиц. 

Работы лаборатории С.М. Деева 
по конструированию олигомерных 

надмолекулярных комплексов для диагностики 
и терапии рака, в том числе с использованием КТ, 
поддержаны грантом РФФИ 09-04-01201-а, ФЦП 
«Исследования и разработки по приоритетным 

направлениям развития научно-технологического 
комплекса России на 2007–2012 годы», 

Программами Президиума РАН «Молекулярная 
и клеточная биология» и «Основы 

фундаментальных исследований нанотехнологий 
и наноматериалов».
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