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Актуальность. Для повышения качества онко-
логических операций необходимо полностью 
удалить опухоль, включая метастазы, свести 
к минимуму повреждения здоровых тканей и со-
кратить время операции. Современные методы 
детектирования, в  основе которых лежит рент-
геновская компьютерная томография, а  также 
магнитно-резонансная томография, определяют 
опухоль, когда ее объем становится достаточ-
но большим (содержит более 10  миллиардов 
клеток). В  этой связи актуальной задачей пред-
ставляется повышение чувствительности и  раз-
решающей способности методов диагностики 
для обнаружения злокачественных новообра-
зований на ранних этапах развития. Цель – про-
демонстрировать возможности применения 
нового класса антистоксовых люминесцентных 
наночастиц для глубокой высококонтрастной 
оптической визуализации злокачественных опу-
холей. Материал и  методы. В  работе исполь-
зовались узкодисперсные апконвертирующие 
наночастицы размером 70–80  нм, имеющие 
структуру ядро/оболочка NaYF4:Yb3+:Tm3+/NaYF4. 

Наночастицы обладают интенсивной полосой 
антистоксовой фотолюминесценции на длине 
волны 800  нм при возбуждении излучением на 
длине волны 975  нм (обе длины волны попада-
ют в  окно прозрачности биологической ткани). 
Коэффициент конверсии возбуждающего излу-
чения в антистоксовую люминесценцию состав-
лял 9%. Для увеличения времени циркуляции 
частиц в кровотоке малых животных наночасти-
цы покрывались биосовместимой амфифильной 
полимерной оболочкой. В  качестве опухолевой 
модели использовалась перевитая мышам эпи-
дермоидная карцинома Льюиса. Результаты. 
Получены стабильные водные коллоиды наноча-
стиц, покрытых амфифильным полимером, спо-
собные сохранять первичные размеры в течение 
как минимум месяца. Применение апконвертиру-
ющих наночастиц с гидрофильной оболочкой из 
чередующегося сополимера малеинового анги-
дрида и октадецена с последующим покрытием 
с помощью диглицидилового эфира полиэтилен-
гликоля позволило снизить неспецифическое 
взаимодействие наночастиц с  белками плазмы 

крови, что, в свою очередь, привело к увеличе-
нию времени их циркуляции в кровотоке малых 
животных до 1 часа. На модели карциномы лег-
кого Льюиса, перевитой мышам, продемонстри-
рована прижизненная доставка апконвертиру-
ющих наночастиц в опухоль с высокой степенью 
локализации за счет пассивного EPR-эффекта. 
Контраст люминесцентного сигнала в  опухоли 
по отношению к  окружающим тканям составил 
не менее 70%. Продемонстрирована возмож-
ность визуализации апконвертирующих наноча-
стиц в глубине биоткани до 15 мм. Заключение. 
Методы оптической визуализации с применени-
ем антистоксовых фотолюминесцентных мар-
керов обеспечивают высокий контраст обнару-
жения опухолевых тканей в  режиме реального 
времени, что позволяет использовать их для ин-
траоперационной диагностики.
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Ранняя диагностика с  последующим хи-
рургическим удалением опухолевой 
ткани – один из наиболее эффективных 
методов лечения ряда онкологических 

заболеваний. Однако интраоперационная оценка 
границ хирургического вмешательства является 
субъективной, что может привести к  неполной 
резекции опухоли и  ее дальнейшему рецидиви-
рованию [1, 2]. В целях повышения качества опе-
раций необходимо полностью удалить опухоль, 
включая метастазы, свести к минимуму повреж-
дения здоровых тканей и  сократить время опе-
рации. Современные методы детектирования, 
в основе которых лежит рентгеновская компью-
терная томография, а также магнитно-резонанс-
ная томография, определяют опухоль, когда ее 
объем становится достаточно большим (содер-
жит более 10  миллиардов клеток). В  этой свя-
зи актуальной задачей становится повышение 
чувствительности и  разрешающей способности 
методов диагностики для обнаружения злока-
чественных новообразований на ранних этапах 
развития. 

Апконвертирующие наночастицы (НАФ), об-
ладающие уникальными оптическими свойства-
ми, считаются перспективной платформой для 
создания опухолевых маркеров, обеспечиваю-
щих оптическую визуализацию тканей в режиме 
реального времени с  высокой чувствительно-
стью и  контрастом, что позволяет использовать 
их для интраоперационной диагностики [3, 4, 
5]. Наночастицы представляют собой неоргани-
ческие кристаллы NaYF4, легированные ионами 
эрбия и  тулия (Yb3+ и  Tm3+). Наночастицы не-
токсичны, фотостабильны, а их поверхность по-
зволяет создавать конъюгаты с  нацеливающими 
модулями [6]. Длина волны возбуждения (975 нм) 
и  пик фотолюминесценции НАФ (800  нм) нахо-
дятся в ближней инфракрасной области спектра 
и  попадают в  окно прозрачности биоткани [7], 
а  антистоксовый характер фотолюминесценции 
наночастиц позволяет спектрально подавить 
сигнал стоксовой автолюминесценции от хромо-
форов биоткани, что обеспечивает высокий кон-
траст визуализации маркированных тканей [5].

Рост большинства злокачественных опухо-
лей в  значительной степени зависит от ангиоге-
неза  – процесса образования новых опухолевых 
кровеносных сосудов из уже существующих. 
Кровеносная система опухолей имеет ряд особен-
ностей, отличающих ее от нормальной сосуди-
стой сети: гиперваскуляризация, патологическая 
нерегулярная архитектура сосудистой сети, из-
быточное производство опухолевыми клетками 

проангиогенных факторов (VEGF, FGF2), а  так-
же нарушения лимфатического дренажа. Сосуды 
опухоли обладают «дефектным» эндотелием 
с широкими фенестрациями (до 4 мкм), не имеют 
развитого мышечного слоя, имеют относительно 
широкий просвет, а также недостаток рецепторов 
для ряда вазоактивных медиаторов (ангиотен-
зин II) [8, 9]. Гиперэкспрессия ряда сосудистых 
медиаторов, таких как фактор роста эндотелия 
сосудов, брадикинин, простагландины, оксиды 
азота и  матричные металлопротеиназы [10, 11], 
в  значительной степени способствует повышен-
ной проницаемости сосудов в  тканях опухоли. 
Особенность сосудов опухоли, характеризую-
щихся повышенной проницаемостью и  возмож-
ностью удерживать введенные препараты и  на-
ночастицы, получила название EPR-эффекта 
(англ. enhanced permeability and retention) [12]. 
Наночастицы с размерами от 10 до 100 нм способ-
ны эффективно аккумулироваться в  солидных 
опухолях благодаря аномальной структуре кро-
веносных сосудов и  отсутствию эффективного 
лимфодренажа [13, 14]. Избирательное накопле-
ние наночастиц в  опухолях представляется эф-
фективным механизмом для маркирования и по-
следующей диагностики опухолевых очагов. 

Материал и методы
Синтез и оптические свойства апконвертирующих 
наночастиц
Наночастицы синтезированы по технологии, 
описанной нами ранее [15]. Были получены нано-
кристаллы со структурой ядро/оболочка. Ядро – 
β-NaYF4, солегированное Yb3+, Tm3+ в  молярном 
соотношении 18% : 2% соответственно, кристал-
лическая оболочка состояла из нелегированного 
NaYF4. Технология синтеза позволила получить 
узкодисперсные частицы размером 75 ± 5  нм, 
обладающие коэффициентом конверсии (отно-
шение излученной мощности к  поглощенной) 
9%  при интенсивности возбуждающего излуче-
ния 10 Вт/см2. На рис. 1 представлены характери-
стики синтезированных наночастиц.

Покрытие апконвертирующих наночастиц 
амфифильными полимерами
Синтез НАФ обычно проводится в среде органи-
ческих растворителей, в результате формируются 
гидрофобные наночастицы, стабилизированные 
олеиновой кислотой [16]. В  случае применения 
НАФ в качестве маркеров для оптической визуа-
лизации опухолей необходимо провести модифи-
кацию их поверхности с целью придания им ги-
дрофильных свойств для сохранения коллоидных 
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свойств в  живом организме. Гидрофилизацию 
наночастиц проводили путем формирования по-
лимерной оболочки на поверхности НАФ за счет 
проникновения гидрофобных фрагментов амфи-
фильного полимера (чередующегося сополимера 
малеинового ангидрида и  октадецена, ПМАО) 
в  оболочку олеиновой кислоты без ее удаления 
с поверхности наночастиц. Полимерная оболочка 
формируется без непосредственного воздействия 
агрессивных агентов (растворителей, щелочи 
и т.д.) на нанокристаллы и выполняет защитную 
функцию, предохраняя НАФ от воздействия 
биологической среды. Методика модификации 
НАФ амфифильными полимерами приведена 
в  опубликованной нами работе [6]. Для сниже-
ния неспецифической сорбции белков крови на 

поверхности полимер-модифицированных ап-
конвертирующих наночастиц был использован 
сшивающий агент диглицидиловый эфир поли-
этиленгликоля (ПЭГ-ДГЭ), который позволил со-
здать дополнительную внешнюю оболочку из це-
пей полиэтиленгликоля (рис. 2). 

Оценка времени нахождения апконвертирующих 
наночастиц в кровотоке
Для оценки времени нахождения наночастиц 
в  кровотоке экспериментальных животных 
были использованы мыши линии Balb/с (массой 
20–25  г). Внутривенно (в ретроорбитальный си-
нус) вводилось 0,15 мл 0,2% раствора наночастиц 
в фосфатно-солевом буфере. После внутривенной 
инъекции НАФ в течение 180 минут контролиро-
валось содержание наночастиц в крови. Образцы 
крови для контроля брались из хвостовой вены 
мыши. Капля свежей крови наносилась на пред-
метное стекло, отступая 1–2 см от края; когда она 
равномерно растекалась, быстрым движением 
шлифованного стекла под углом 35–40° делался 
мазок, который затем накрывался предметным 
стеклом. Подготовленные таким образом препа-
раты крови исследовались с  помощью разрабо-
танного нами апконверсионного люминесцент-
ного микроскопа. Чувствительность регистрации 
позволяла детектировать единичные маркеры. 
Количество наночастиц в единице объема образ-
ца крови подсчитывалось по полученным  с  ап-
конверсионного люминесцентного микроскопа 
микрофотографиям. Для уменьшения ошибки 
анализ каждого образца проводился в  четырех 
различных точках.

Опухолевая модель
Прижизненная визуализация опухоли с  приме-
нением НАФ была продемонстрирована на мо-
дели карциномы Льюиса (LLC) из банка опухо-
левых штаммов ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России. Клетки LLC получали от ра-
нее перевитых мышей, измельчая ткань опухоли 
в среде DMEM (Gibco). 0,2 мл клеточной суспензии, 
содержащей 2 × 10⁶ опухолевых клеток, привива-
ли мышам линии BDF1 (питомник «Столбовая»). 
Животные содержались при естественном ре-
жиме освещения со свободным доступом к воде 
и  пище. При достижении опухолью объема 
200 мм3 животным вводили 0,15 мл 0,2% раство-
ра наночастиц в  фосфатно-солевом буфере. Для 
визуализации с исследуемой области удаляли во-
лосяной покров. Эпилюминесцентные изображе-
ния регистрировались в течение 180 минут после 
инъекции наночастиц. Отдельные изображения 

Рис. 2. Схематическое 
изображение 
полимер-
модифицированной 
апконвертирующей 
наночастицы; 
ПЭГ-ДГЭ – 
диглицидиловый эфир 
полиэтиленгликоля, 
ПМАО – 
чередующийся 
сополимер 
малеинового 
ангидрида 
и октадецена

Рис. 1. Характеристики синтезированных наночастиц: А – спектр фотолюминесценции 
наночастиц со структурой ядро/оболочка NaYF4:Yb3+Tm3+/NaYF4 при возбуждении на длине 
волны 975 нм, на вставке: TEM фотография; Б – зависимость коэффициента конверсии 
наночастиц от интенсивности возбуждающего излучения
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опухоли были получены post mortem через 2 часа 
после инъекции наночастиц.

Система визуализации апконвертирующих 
наночастиц в малых животных
Система визуализации апконвертирующих на-
ночастиц в малых животных (рис. 3) разработана 
в ИПЛИТ РАН и описана в работе [16]. Луч от не-
прерывного полупроводникового лазера на дли-
не волны 975 нм сканируется согласно заданной 
программе по поверхности исследуемого объек-
та. Сканирование реализовано с  применением 
сканирующей головки с  зеркалами на гальва-
нических драйверах Miniscan-07 фирмы Raylase 
(Германия). Система позволяет программно за-
давать область и  траекторию сканирования. 
Плотность мощности в лазерном луче ограничи-
валась физиологически разрешенным уровнем 
и не превышала 1 Вт/см2. Экспериментально уста-
новлено, что данная плотность мощности лазер-
ного излучения является приемлемой и не вызы-
вает ожогов кожных покровов у малых животных. 
Детектирование сигнала фотолюминесценции 
маркированной НАФ области осуществлялось 
цифровой EMCCD камерой с электронным умно-
жением Falcon фирмы Raptor (Ирландия), осна-
щенной объективом с  числовой апертурой 0,95. 
Перед объективом устанавливались интерфе-
ренционные светофильтры Semrock, отсекающие 
рассеянное излучение возбуждающего лазера.

Результаты и обсуждение
Получены стабильные водные коллоиды нано-
частиц, покрытых амфифильным полимером, 
способные сохранять первичные размеры в  те-
чение как минимум месяца. Измерения разме-
ров наночастиц после реакции поверхностной 
модификации и  по истечении месяца показали, 
что относительная фракция агрегатов остается 

незначительной и  не превышает 10%. На рис. 4 
выборочно представлены микрофотографии об-
разцов крови, полученные с  помощью разра-
ботанного нами апконверсионного люминес-
центного микроскопа, и  экспериментальная 
зависимость, количественно описывающая изме-
нение концентрации наночастиц в кровотоке, на-
чиная с 1-й минуты после введения препаратов на 
основе НАФ с различным покрытием.

Согласно полученным данным, НАФ, не име-
ющие покрытия ПЭГ-ДГЭ, быстро удаляются из 
системы кровообращения (почти 15-кратные 
потери в  первые 3  минуты). Наночастицы, как 
правило, удаляются из кровотока благодаря ре-
тикуло-эндотелиальной системе  – в  основном 
клетками Купфера в печени, а также макрофага-
ми селезенки и почек, что приводит к их накопле-
нию в этих органах и, соответственно, снижению 
концентрации НАФ в крови [10]. Покрывая части-
цы ПЭГ-ДГЭ, мы снижаем их адсорбцию белками 
крови и фагоцитоз макрофагами, что продлевает 
их свободную циркуляцию [11]. Использование 
дополнительной оболочки из ПЭГ-ДГЭ позволило 
снизить неспецифическое взаимодействие нано-
частиц с белками крови и тем самым увеличить 
время их циркуляции в кровотоке малых живот-
ных до 1 часа. Увеличение времени циркуляции 
наночастиц в  кровотоке способствует их нако-
плению в опухоли. НАФ с длительным временем 
пребывания в  кровотоке пронизывают опухо-
левые сосуды и  из-за отсутствия эффективного 

Рис. 3. 
Принципиальная 
схема системы 
визуализации 
апконвертирующих 
наночастиц в малых 
животных:  
1 – лазер, 2 – зеркала 
сканирующей 
системы, 3 – EMCCD 
камера, 4 – фильтр. 
Луч от непрерывного 
полупроводникового 
лазера λ = 975 нм 
сканирует 
исследуемый объект. 
Детектирование 
сигнала 
фотолюминесценции 
маркированной 
области 
осуществляется 
цифровой 
EMCCD камерой 
с использованием 
интерференционных 
фильтров для 
отсечения 
возбуждающего 
излучения лазера

1

2
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4
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Рис. 4. Зависимость изменения концентрации наночастиц от времени циркуляции 
наночастиц в кровотоке мыши начиная с 1-й минуты после введения препарата. Сплошная 
кривая – наночастицы с покрытием чередующимся сополимером малеинового ангидрида 
и октадецена (ПМАО), пунктирная кривая – наночастицы ПМАО с дополнительной 
оболочкой диглицидилового эфира полиэтиленгликоля (ПЭГ-ДГЭ). На вставке даны 
микрофотографии с апконверсионного люминесцентного микроскопа, демонстрирующие 
люминесценцию апконвертирующих наночастиц в образцах крови на 10-й минуте после 
введения. Исходная концентрация вводимых наночастиц одинакова. Размер наночастиц 
и их фотолюминесцентные свойства идентичны
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лимфодренажа задерживаются в патологической 
ткани. На рис. 5 даны изображения мыши, полу-
ченные с  использованием системы оптической 
визуализации малых животных, демонстрирую-
щие эффективную прижизненную доставку НАФ 
в опухоль.

На рис. 6 представлена фотография среза 
опухоли. Распределение интенсивности по сече-
нию опухоли показывает, что наночастицы пре-
имущественно накапливаются на границе опу-
холи в  непосредственной близости от сосудов. 
Центральная область опухоли с очагами некроза 
остается слабо промаркированной наночастица-
ми. Контраст люминесцентного сигнала в опухо-
ли по отношению к окружающим тканям состав-
ляет не менее 70%.

Заключение
В работе продемонстрирована возможность при-
менения апконвертирующих наночастиц для ди-
агностики злокачественных новообразований 
еще на стадии формирования сосудистой систе-
мы. Синтезированы апконвертирующие наноча-
стицы с размером 70–80 нм, со структурой ядро/
оболочка NaYF4:Yb3+:Tm3+/NaYF4. Наночастицы 

обладают интенсивной полосой фотолюминес-
ценции на длине волны 800 нм при возбуждении 
излучением на длине волны 975 нм. Длина волны 
возбуждения и длина волны люминесценции по-
падают в  окно прозрачности биоткани, что по-
зволяет использовать наночастицы для оптиче-
ской люминесцентной визуализации с  глубины 
до 15  мм. Покрытие гидрофильной оболочкой 
ПМАО с последующим покрытием ПЭГ-ДГЭ по-
зволило получить биосовместимые нанокомплек-
сы с низким неспецифическим взаимодействием 
частиц и белков плазмы крови. Длительное вре-
мя нахождения наночастиц в  кровотоке имеет 
решающее значение при пассивной доставке на-
ночастиц в  опухоль. На модели эпидермоидной 
карциномы легкого Льюиса, перевитой мышам, 
показана прижизненная доставка апконверти-
рующих наночастиц в опухоль за счет пассивно-
го EPR-эффекта. Исследования, направленные на 
получение флуоресцентных изображений опухо-
лей in vivo с использованием апконвертирующих 
наночастиц в  качестве флуоресцентных меток, 
пока ограничиваются экспериментальными жи-
вотными, однако очевидны перспективы их при-
менения для диагностики опухолей человека. 

Рис. 5. Демонстрация эффективности маркирования опухоли апконвертирующими 
наночастицами. Изображения получены in vivo через 1 час после инъекции наночастиц. 
Эпилюминесцентный сигнал от апконвертирующих наночастиц (А), светлопольное 
изображение мыши (Б), наложение эпилюминесцентного сигнала со светлопольной 
фотографией (В). Эпилюминесцентный сигнал от фотолюминесцентных апконвертирующих 
наночастиц показан красным цветом

Рис. 6. Фотография среза опухоли (А) и соответствующее 
люминесцентное изображение (Б). Показано, что накопление 
наночастиц идет на периферии опухоли, где более развита 
сосудистая система и меньше интерстициальное давление. 
Время выведения животного из эксперимента 180 минут
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Luminescence diagnostics of tumors 
with upconversion nanoparticles

Background: To improve quality of surgery in 
oncology, it is necessary to completely remove 
the tumor, including its metastases, to minimize 
injury to normal tissues and to reduce duration 
of an intervention. Modern methods of detection 
based on radiological computerized tomography 
and magnetic resonance imaging can identify 
a tumor after its volume has become big enough, 
i.e. it contains more than 10 billion cells. Therefore, 
an improvement of sensitivity and resolution 
ability of diagnostic tools to identify early stages 
of malignant neoplasms seems of utmost impor-
tance. Aim: To demonstrate the potential of a new 
class of anti-Stokes luminescence nanoparticles 
for deep optical imaging with high contrast of 
malignant tumors. Materials and methods: 
Upconversion nanoparticles with narrow disper-
sion and a  size of 70 to 80  nm, with a  core/shell 
structure of NaYF4:Yb3+:Tm3+/NaYF4 were used in 
the study. The nanoparticles have an intensive 
band of anti-Stokes photoluminescence at a wave-
length of 800  nm under irradiation with a  wave-
length of 975  nm (both wavelengths are within 
the transparency window for biological tissues). 
The conversion coefficient of the excitation radi-
ation into the anti-Stokes luminescence was 9%. 
To increase the time during which nanoparticles 
can circulate in blood flow of small animals, the 
nanoparticles were covered by a  biocompatible 
amphiphilic polymer shell. As a  tumor model we 
used Lewis epidermoid carcinoma transfected 

to mice. Results: We were able to obtain stable 
water colloids of nanoparticles covered with am-
phiphilic polymer that could preserve their initial 
size at least for one month. The use of upconver-
sion nanoparticles with a  hydrophilic shell made 
of intermittent maleic anhydride and octadecene 
co-polymer with subsequent coating with digly-
cidyl polyethylene glycol ether allowed for re-
duction of non-specific reaction of nanoparticles 
with plasma proteins. In its turn, it resulted in an 
increased time of their circulation in blood flow of 
small animals for up to 1 hour. With the Lewis lung 
carcinoma transfected to mice model we demon-
strated аn in-life transportation of upconversion 
nanoparticles into the tumor with a  high degree 
of localization due to a passive EPR effect. The con-
trast of luminescent signal in the tumor compared 
to adjacent tissues was at least 70%. The possi-
bility of visualization of upconverted nanoparti-
cles up to 15 mm of biological tissue was shown. 
Conclusion: The optical imaging techniques with 
anti-Stokes photoluminescent markers ensure 
a  high contract real-time detection of tumor tis-
sues that allows for their use for intra-operative 
diagnostics. 

Key words: upconverted nanoparticles, optical 
luminescence imaging, intraoperative assessment 
of tumor borders
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