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ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ КОЛЛОИДНЫХ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК  
CdSe, ZnSe:Mn И ИХ ВЛИЯНИЕ НА МОРФОЛОГИЮ КЛЕТОК

С целью применения в качестве контрастного вещества для биоизображе-
ний в работе были синтезированы коллоидные квантовые точки (КТ) CdSe 
и ZnSe:Mn. Синтез КТ осуществлен в водном растворе. Данные соединения 
представляют собой флуоресцентные полупроводниковые наночастицы, кото-
рые рассматриваются как перспективные флуорофоры  и могут служить важ-
нейшим инструментом исследования в биологии и медицине; с их помощью 
можно выделять проблемные области биологических тканей и отдельных кле-
ток. Исследована возможность их применения для обследования человеческого 
организма. Для этого изучены морфологические изменения клеток при взаи-
модействии с квантовыми точками CdSe/L-Cys и ZnSe:Mn/МПК, проведена 
оценка цитотоксичности  CdSe/L-Cys на линию карциномы молочной железы. 
Полученные результаты можно рассматривать как обнадеживающие. 

КВАНТОВАЯ ТОЧКА, НАНОЧАСТИцА, СТАБИЛьНОСТь ФЛУОРЕСцЕНцИИ, цИТО-
ТОКСИЧНОСТь, КОНФОКАЛьНАЯ МИКРОСКОПИЯ.

Введение

В последнее десятилетие методы, осно-
ванные на использовании флуоресцентных 
меток (иммунохимические тест-методы, ви-
зуализация тканей, отслеживание лекарств 
в организме и т. п.), получили огромную 
популярность. Таким образом, флуорофоры 
стали одним из важнейших инструментов 
исследования. Наиболее перспективными 
являются флуоресцентные полупроводни-
ковые наночастицы – квантовые точки 
(КТ) [1, 2].

КТ имеют ряд уникальных свойств, на-
пример высокий коэффициент поглощения 
(в 10 – 100 раз выше, чем у органических 
красителей) и высокий квантовый выход 
(до 90 %), что дает исключительную яркость 
свечения  этих нанокристаллов. Для КТ ха-
рактерны относительно широкий спектр 
оптического поглощения, одновременно 

узкий и симметричный спектр флуорес-
ценции (полуширина пика составляет при-
мерно 25–40 нм), а также значительная ве-
личина стоксовского сдвига. Поскольку КТ 
можно инициировать светом любой длины 
волны, но меньшей, чем длина волны их 
флуоресценции, этот широкий спектр воз-
буждения позволяет возбуждать различные 
КТ монохроматическим светом с длиной 
волны, значительно удаленной (>100 нм) 
от длин волн их флуоресценции [3]. 

цитотоксическое действие КТ опреде-
ляется в основном четырьмя факторами: 

наличием в их составе ионов тяжелых 
металлов;

способностью генерировать активные 
формы кислорода (АФК);     

коллоидной нестабильностью;
неспецифическим взаимодействием с 

биологическими молекулами [4, 5]. 
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Экспериментально было показано, что 
КТ проявляют достаточно высокую токсич-
ность [6 – 8]. Это обусловлено тем, что в их 
состав входят токсичные элементы (ионы 
тяжелых металлов). Решение пробле-
мы снижения цитотоксичности имеет два 
аспекта: подбор  материала ядра и защита  
покрывающей его оболочки. В первом слу-
чае получают КТ на основе широкозонных 
материалов – сульфида и селенида цинка 
(ZnS и ZnSe), легирование которых позво-
ляет получить материал, обладающий флу-
оресценцией в видимой области спектра. 
Второй аспект решения проблемы состоит 
в блокировании поверхности за счет соз-
дания вокруг частицы плотной инертной 
оболочки (например, из диоксида крем-
ния) [9]. Пока КТ покрыты белковой или 
биосовместимой полимерной оболочкой, 
они не токсичны для клеток организма. Но 
поскольку КТ способны оставаться в орга-
низме длительное время и накапливаться, 
безопасность их применения должна тща-
тельно проверяться в ходе многочисленных 
экспериментов [10, 11].

В ряде исследований было установле-
но, что за счет уникальных свойств КТ (в 
частности, многоцветность при облучении 
одним лазерным лучом, большая интенсив-
ность свечения и стабильность свойств при 
хранении) их применение в биомедицин-
ских исследованиях на сегодняшний день 
является перспективным. Например, в ра-
боте Е.П. Рафаловской-Орловской и кол-
лег [12] было установлено, что полученные 
конъюгаты антител с флуоресцирующими 
наночастицами сохраняют способность к 
окраске срезов в течение четырех месяцев, 
а препараты, окрашенные этими конъюга-
тами, пригодны для ретроспективного ана-
лиза в течение полугода. Что же касается 
других препаратов, окрашенных конъюга-
тами антител с Alexa-Fluor 488, то уже через 
неделю на них не наблюдается флуоресцен-
ции.

Объекты и методы исследования

В качестве квантовых точек в работе ис-
следованы наночастицы селенида кадмия, 
покрытые L-цистеином (СdSe/L-Cys), и на-
ночастицы селенида цинка, легированного 

марганцем, которые покрыты меркапто-
пропионовой кислотой (ZnSe:Mn/МПК).

Синтез наночастиц СdSe/L-Cys прово-
дился в водной среде. В качестве источника 
селена использовался гидроселенид натрия 
NaHSe, который синтезировали непосред-
ственно перед экспериментом по реакции

4 NaBH
4 + 2 Se + 7 H2O → 2 NaHSe +  

+ Na2B4O7 + 14 H2.

После окончания синтеза раствор ги-
дроселенида хранили в атмосфере азота 
вплоть до момента впрыскивания в пре-
курсорный раствор кадмия. В качестве ис-
точника кадмия использовался его хлорид, 
который насыщали гидроксидом натрия до 
pH = 9 для депротонирования L-цистеина. 
Мольное отношение компонентов

L-Cys/Cd2+/S2– = 40 : 10 : 1.

Раствор источника селена был инжек-
тирован в прекурсорный раствор кадмия 
при комнатной температуре и медленно 
нагрет до 95 °С, после чего выдержан в 
течение получаса. Наночастицы очищали 
центрифугированием исходного раствора 
с изопропиловым спиртом в соотношении 
одна часть раствора на две части изопропи-
лового спирта. Для восстановления серных 
связей на 1200 мкл раствора добавлялось  
5 мг NaBH4. Полученные таким образом 
образцы обладали оранжево-красной лю-
минесценцией.

Для оценки стабильности квантовых то-
чек СdSe/L-Cys в буферных растворах были 
проведены эксперименты с добавлением 
КТ в концентрации 17,5 мкМ/мл в следую-
щие растворы: фосфатно-солевой буфер, 
pH = 7,5 (БИОЛОТ), Wash buffer, pH = 8,0 
(Dako) и Tris buffer, pH = 5,0 (Sigma). Через 
60 мин отбирали аликвоты растворов, на-
носили на предметное стекло, высушивали 
и наблюдали флуоресценцию с помощью  
конфокального лазерного сканирующего 
микроскопа  Olympus FV 1000 (длина вол-
ны лазерного  возбуждения – 405 нм).

Оценку интенсивности флуоресценции 
образцов СdSe/L-Cys и ZnSe:Mn/МПК в 
сравнении с органическими флуорофорами 
проводили следующим образом: на пред-
метное стекло добавляли по 15 мкл флуоро-
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фора и смешивали с монтирующей средой 
Fluorescence Mounting Medium (Dako), пре-
пятствующей кристаллизации и обесцвечи-
ванию флуорофоров, сверху накладывали 
покровное стекло и подвергали ультрафио-
летовому облучению  (использовали ртут-
ную лампу Mercury Vapor Short Arc, 120 Вт)  
интенсивностью 25 %, в течение 120 мин. 
При наблюдении люминесценции исполь-
зовали флуоресцентный фильтр Niba (для 
УФ-излучения). Через каждые 15 мин  
проводили сканирование образца при оди-
наковой интенсивности лазерного пучка. 
Образец с КТ облучали лазером 405 нм,  
FITC – 488 нм, и Alexa Fluor 559–568 нм. 
Далее в программе FluoView 10 произво-
дилось измерение средней интенсивности 
флуоресценции в относительных единицах.

Исследование морфологических изме-
нений проводилось на линии клеток нор-
мального эндометрия человека. Выделения 
клеток проводилось из кусочков эндоме-
трия человеческого организма, взятых при 
проведении лапороскопического исследова-
ния. На ранних пассажах объект представ-
лял собой гетерогенную популяцию кле-
ток, состоящую из фибробластоподобных 
и эпителиальных клеток. Культивирование 
клеток осуществлялось в среде DMEM/
F12 в присутствии 10 %-ой эмбриональной 
сыворотки телят (ЭТС), 2мM глютамина, 
смеси антибиотиков при 37 °С во влаж-
ной атмосфере 5% СО2. Клетки растили  
до 60 – 70% монослоя, затем добавляли КТ 
в наибольшей концентрации 17,5 мкМ/мл 
и инкубировали 24 ч, после чего клетки 
были отмыты фосфатно-солевым буфером, 
фиксированы 4%-м параформальдегидом 
и окрашены гематоксилином-эозином для 
исследования морфологии под световым 
микроскопом Olympus BX46.

Оценка цитотоксического эффекта КТ  
селенида кадмия

цитотоксичность квантовых точек 
CdSe/L-Сys оценивали на двух культурах 
клеток. Первая культура – постоянная кле-
точная линия ZR-75-1 (карцинома молоч-
ной железы), вторая – нормальные моно-
нуклеарные лимфоциты (МНК) человека. 

Клеточная линия ZR-75-1 получена из «Рос-

сийской коллекции клеточных культур» (Ин-
ститут цитологии РАН). МНК получены от здо-
ровой женщины 29 лет и выделены в градиенте 
плотности фиколла. 

Для оценки цитотоксического действия 
КТ селенида кадмия в клеточной линии 
ZR-75-1, через 1, 3, 18 и 24 ч после вве-
дения раствора КТ определяли индукцию 
апоптоза клеток методом фиксированного 
окрашивания пропидием йодидом (PI), ко-
торый окрашивает ядра клеток с нарушен-
ной структурой цитоплазматической мем-
браны. В качестве контроля к культурам 
клеток добавлялся фосфатно-солевой бу-
фер (PBS) в тех же объемах. В питательную 
среду добавляли образцы квантовых точек 
по 1, 10 и 100 мкл на 1 мл ростовой среды, 
концентрация составляла 175 нМ/мл, 1,75 
мкМ/мл, 17,5 мкМ/мл, соответственно.

Методика оценки цитотоксического 
действия для культуры МНК аналогич-
на, однако концентрация квантовых то-
чек составляла 1,15 нМ/мкл, и в качестве 
контрольных точек были взяты моменты 
времени  после 1, 3, 18, 24 и 48 ч инкуби-
рования.

Результаты исследования

Стабильность квантовых точек. Прове-
денные наблюдения показали, что после 
инкубирования КТ в растворах фосфатно-
солевого буфера происходило испарение 
жидкости и после высыхания раствора об-
разовывалась кристаллическая структура, 
внутри которой флуоресцировали кванто-
вые точки в оранжевой области спектра.

В результате проведенных исследований 
установлено, что КТ CdSe/L-Сys остают-
ся стабильными в буферных растворах при 
комнатной температуре. При этом кислот-
ность раствора не влияет на стабильность 
КТ, так как во всех трех образцах с водо-
родными показателями pH, равными 8,0, 
7,5 и 5,0, через один час наблюдалась флуо-
ресценция (рис. 1).

Морфологические изменения клеток при 
взаимодействии с КТ. Как уже указывалось, 
исследовались квантовые точки CdSe/L-
Cys и ZnSe:Mn/МПК. Было проведено 
сравнение стабильности этих коллоидных 
КТ с органическими флуорофорами  FITC 
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(Rabbit anti-mouse immunoglobulins, конъю-
гированные с  FITC, Dako), Alexa Fluor 
568 (Donkey anti-mouse immunoglobulins, 
конъюгированные с  Alexa Fluor 568, Ab-
cam).  Представляли интерес особенности 
их оптических свойств и возможности ис-
пользования в конфокальной микроскопии. 
Сравнение интенсивности и стабильности 

флуоресценции КТ с теми же характери-
стиками для органических красителей Alexa 
Fluor 568 и FITC представлено на рис. 2 в 
виде диаграммы.

Из анализа диаграммы можно заклю-
чить, что в первые 15 мин наибольшая яр-
кость флуоресценции характерна для орга-
нического флуорофора  FITC, однако через 

Рис. 1. Микрофотографии трех образцов КТ CdSe/L-Сys с различным pH через 1 ч после их  
приготовления в различных буферных растворах: PBS (a – c),Wash buffer (d – f) и Tris (g – i); 
представлены световое изображение (a, d, g), флуоресценция КТ (b, e, h), а также совмещение 

этих двух изображений (c, f, i).  
Значения pH: 8,0 (d – f), 7,5(a – c)  5,0 (g – i)

c)

d)

b)a)

e) f)

g) h) i)
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15 минут его яркость уменьшается (более 
чем втрое). Другой органический флуоро-
фор – Alexa 568 – несколько стабильнее, 
чем FITC, но со временем интенсивность 
его флуоресценции также спадает. В то же 
время интенсивность флуоресценции КТ 
CdSe/L-Сys со временем только растет (с 
230 до 1000 отн. ед.).

Дальнейшие исследования дали следую-
щие результаты: до УФ облучения ртутной 
лампой возбуждаемая лазером интенсив-
ность флуоресценции FITC и Alexa Fluor 
568 в несколько раз превышает данный по-
казатель у КТ ZnSe:Mn/МПК  (Alexa Fluor 
568 – в 4 раза, а FITC – в 12 раз). Кванто-
вые точки ZnSe:Mn/МПК обладают мень-
шей интенсивностью флуоресценции, по 
сравнению с CdSe/L-Cys, однако она оста-
ется на стабильном уровне после длитель-
ного возбуждения.

За счет своей высокой фотостабильно-
сти КТ CdSe/L-Сys могут использоваться 
для наблюдения флуоресценции объектов 
в течение длительного времени, а также 
использоваться при окрашивании сре-

зов тканей. При увеличении размеров КТ 
ZnSe:Mn/МПК, например, при добавлении 
дополнительной оболочки, можно добиться 
более интенсивной флуоресценции и в свя-
зи с их низкой цитотоксичностью исполь-
зовать для долговременных исследований в 
биоимиджинге.

Для увеличения яркости свечения кван-
товых точек можно использовать дополни-
тельную оболочку, которая повысит интен-
сивность флуоресценции, а также снизит 
цитотоксический эффект [7, 13].

При длительной инкубации с КТ не на-
блюдалось морфологических изменений 
клеток, свидетельствующих об изменении 
их состояния, таких как вакуолизация, уве-
личение или сегментация ядра. Не наблю-
далось также открепления клеток от суб-
страта (рис. 3). 

Оценка влияния КТ ZnSe:Mn/МПК на 
состояние мононуклеарных клеток (МНК), 
выделенных из периферической крови (с 
примесью эритроцитов), проводилась сле-
дующим образом. Материал был отобран 
через 18, 24 и 48 ч после инкубации с КТ. 

Рис. 2. Диаграмма, показывающая динамику интенсивности  флуоресценции КТ CdSe/L-Cys, 
ZnSe:Mn/ МПК и органических красителей Alexa Fluor 568, FITC в зависимости от времени 



Биофизика и медицинская физика

91

За указанные промежутки времени  дли-
тельной инкубации КТ с МНК никаких 
морфологических изменений в культуре не 
было выявлено (рис. 4). Таким образом, 
можно заключить, что изученные КТ, даже 
в высокой концентрации, не влияют на 
морфологию клеток.

Оценка цитотоксичности КТ на линию 
карциномы молочной железы. цитотоксич-
ность квантовых точек CdSe/L-Сys оце-
нивали на линии ZR-75-1. Для временных 
интервалов 1, 3 и 18 ч было характерно 
отсутствие цитотоксического эффекта. Че-
рез 24 ч около 4 % клеток в группе с вве-
денными КТ (концентрация 17,5 мкМ/мл) 
накапливали PI, в двух других группах эти 
значения составляли 3 %. Такой результат 
статистически достоверно не отличался от 

контрольной группы, в которой число флуо- 
ресцирующих клеток составляло 2 на 100 
исследованных. Количество мертвых кле-
ток в культуре ZR-75-1 на всех контроль-
ных точках как в контроле, так и в экспе-
риментальной группе не превышало 3 %.

Для смешанной культуры МНК были 
получены следующие результаты: в первые 
несколько часов не наблюдалось клеток, 
ушедших в апоптоз; однако при длитель-
ном (18 ч и более) инкубировании КТ с 
МНК оказалось, что их цитотоксический 
эффект увеличивается, и через 48 ч апоптоз 
достигает 20 %. 

Рост цитотоксичности может быть свя-
зан с разрушением оболочки из  L-Сys в 
питательной среде с клетками. Кроме того, 
МНК были взяты из периферической кро-

Рис. 3. Культура клеток эндометрия человека, окрашенных гематоксилином и эозином:  
а – контрольная группа,  b – введены КТ в концентрации 17,5 мкМ/мл. Увеличение в 400 раз

b)a)

Рис. 4. Смешанная культура клеток МНК человека, окрашенных гематоксилином эозином:  
а – контрольная группа, b – введены КТ в концентрации 1,15 мкМ/мл. Стрелками указаны  

лимфоциты. Увеличение в 100 раз

b)a)
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ви, в которой лимфоциты без создания 
специальных условий не пролифирируют. 
В связи с этим, для данной культуры цито-
токсический эффект, может быть, был бо-
лее выражен, чем для иммортализованной 
линии ZR-75-1.

Таким образом, цитотоксичность прове-
рялась как на опухолевых клетках, обладаю-
щих большей жизнеспособностью, так и на 
нормальных клетках человека, что прибли-

жает оценку цитотоксичности к условиям 
in vivo. В дальнейшем планируется исполь-
зовать данный тип квантовых точек для ко-
ньюгирования с моноклональными антите-
лами и применения в иммуногистохимии. 
В целом полученные результаты можно 
рассматривать как обнадеживающие. 

Исследования выполнены в рамках гран-
та Российского научного фонда (проект  
№ 14-15-00324).
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ThE AuThORS

an important research tool in biology and medicine. They can be exploited to allocate the problematic bio-
logical tissues and individual cells. Their applicability to human examination was studied. For this purpose 
we investigated the morphological changes in the cells by reacting with the CdSe / L-Cys and ZnSe: Mn / 
MPA quantum dots. The cytotoxicity of CdSe / L-Cys in the line of breast carcinoma was examined using 
confocal microscopy. The results can be seen as encouraging.
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