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Синтезированы гибридные наносистемы на основе магнитных наночастиц оксидов железа (НЧОЖ) 
и человеческого сывороточного альбумина (ЧСА). Полученные наносистемы ЧСА@НЧОЖ были 
охарактеризованы по размеру и составу с помощью спектрофотометрии УФ-видимой области (в 
частности, с использованием метода Брэдфорда), динамического светорассеяния и электронного 
магнитного резонанса. Выполнено исследование темновой и фотоиндуцированной цитотоксич-
ности данных систем с использованием метиленового синего как модельного фотосенсибилизатора. 
Проведенный анализ выживаемости культивируемых опухолевых клеток линии MCF-7 аденокар-
циномы молочной железы человека показал увеличение фотоиндуцированной цитотоксичности 
при возбуждении фотосенсибилизатора, накопленного клетками при доставке наносистемами, по 
сравнению со свободным фотосенсибилизатором в эквивалентных концентрациях. Обсуждается 
применение наносистем ЧСА@НЧОЖ в качестве перспективной платформы для направленной 
доставки фотосенсибилизатора в опухолевые клетки.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Гибридные наносистемы на основе магнитных 

наночастиц (МНЧ), в том числе наночастиц ок-

сидов железа и/или сывороточного альбумина, 

активно исследуются для целей современной те-

раностики. Наночастицы с биосовместимыми 

функциональными покрытиями, в частности из 

сывороточного альбумина, синтезируются и ис-

следуются для диагностики различных заболева-

ний, в первую очередь онкологических, а также в 

качестве платформ для доставки терапевтических 

веществ в клетки-мишени [1–16]. Магнитные 

наночастицы в составе наносистем влияют на 

контрастность при визуализации опухолей, могут 

аккумулироваться (в том числе за счет своих маг-

нитных свойств) в целевой области и обеспечи-

вают локальный нагрев под действием СВЧ, а 

сывороточный альбумин способствует повыше-

нию биосовместимости и увеличению длитель-

ности нахождения нагруженных препаратом на-

носистем в организме для достижения достаточ-

ной дозы препарата в биологической мишени. 

На рис. 1 представлено изменение числа пуб-

ликаций по годам в базе PubMed с 1996 года по 

наночастицам оксидов железа, являющихся объ-

ектом нашего интереса, и/или сывороточному 

альбумину. Как видно из этого рисунка, несмотря 

на значительное количество исследований в об-

ласти интересующих нас наночастиц (рис. 1, за-

штрихованные столбцы) и исследований, посвя-

щенных одновременно наночастицам и сыворо-

точному альбумину (рис. 1, белые столбцы), ко-

личество работ, посвященных одновременно 

использованию наночастиц оксидов железа и 
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сывороточного альбумина, относительно неве-

лико. Стоит отметить, что такие исследования 

могут быть посвящены не только синтезу гиб-

ридных наносистем на основе МНЧ и альбумина, 

но и исследованию формирования белковой ко-

роны на наноразмерных материалах, в состав 

которой входит сывороточный альбумин как наи-

более представленный белок плазмы крови 

[17–19].

В настоящее время интенсивно проводятся 

исследования, направленные на использование 

магнитных наночастиц в качестве средств до-

ставки фотосенсибилизаторов (ФС) для фотоди-

намической терапии (ФДТ) [13, 20–23]. В боль-

шинстве случаев ФС ковалентно связывают с по-

верхностью доставляющих его наночастиц [24–

27], тем самым обеспечивая высокую стабиль-

ность полученных гибридных наносистем. Однако 

в последнее время подходам к нековалентной 

функционализации МНЧ стали уделять большее 

внимание, поскольку нековалентное связывание 

позволяет гибко управлять процессом доставки 

фотосенсибилизатора к клеточным мишеням в со-

ответствии с константами связывания с ними и 

с носителем, стабильностью наносистем при из-

менениях pH и температуры или других воздей-

ствиях окружающей среды. Используя специаль-

ные платформы доставки, можно доставить фо-

тосенсибилизатор в большее количество клеточ-

ных компартментов, обеспечив более масштабные 

повреждения опухолевой клетки при ФДТ [28–

33]. Так, некоторые гидрофобные и заряженные 

ФС эффективно связываются с альбумином [34–

38], что позволяет использовать покрытые альбу-

мином МНЧ для иммобилизации ФС на их по-

верхности. В литературе описано увеличение 

эффективности доставки фотоактивной молекулы 

для тераностики в опухолевые клетки и ткани с 

помощью магнитных наночастиц и сывороточного 

альбумина за счет принципа направленной до-

ставки красителей в клетку на примере как ком-

мерчески доступного цианинового красителя IR-

780 для фотовизуализации опухолевых клеток [39], 

так и новых синтезированных бактериохлоринов 

и фталоцианинов с последующей ФДТ [28, 40, 

41]. Повышение эффективности доставки краси-

теля с помощью таких систем по сравнению с его 

свободной формой зависит от выбора конкретного 

состава и технологии получения наноразмерной 

композиции. В настоящей работе в качестве мо-

дельной системы впервые описано применение 

для ФДТ in vitro иммобилизации известного ка-

тионного фотосенсибилизатора метиленового 

синего (МС) на поверхность покрытых альбуми-

ном магнитных наночастиц оксидов железа с от-

рицательным поверхностным зарядом. 

Метиленовый синий является широко изучен-

ным и коммерчески доступным ФС с отличными 

фотохимическими и фотофизическими свой-

ствами для фотодинамической терапии опухоле-

вых клеток за счет высокой квантовой эффектив-

ности выхода синглетного кислорода и интенсив-

ного поглощения света в красной области спектра, 

соответствующей наибольшей проницаемости 

биологических тканей [42]. В исследованиях in 

vitro, in vivo и в клинической практике МС про-

являл себя как эффективный и безопасный ФС 

для ФДТ, вызывая селективную гибель опухоле-

Рис. 1. Количество публикаций в базе данных PubMed по годам, по ключевому слову “наночастицы” (“nanoparticles”) 

и дополнительным ключевым словам, указанным на рисунке: “сывороточный альбумин” (“serum albumin”), “оксид 

железа” (“iron oxide”), “оксиды железа” (“iron oxides”), “магнетит” (“magnetite”).
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вых, но не здоровых клеток [42, 43]. Метиленовый 

синий вводили в составе различных наносистем, 

включая частицы мезопористого диоксида крем-

ния, покрытые бычьим сывороточным альбуми-

ном (БСА) [44], и наночастицы оксидов железа 

(НЧОЖ), покрытые оболочкой из диоксида крем-

ния [45–47]. В зависимости от структуры и ком-

понентов наносистем на основе НЧОЖ фотохи-

мические свойства МС могут изменяться, приводя 

к усилению [47], ослаблению [45] или аналогич-

ной способности к генерации синглетного кисло-

рода [46]. Цели настоящей работы – синтез и 

определение свойств гибридной наносистемы на 

основе НЧОЖ, покрытых человеческим сыворо-

точным альбумином (ЧСА) и функционализиро-

ванных МС. На наш взгляд, отрицательный заряд 

молекул ЧСА и поверхности НЧОЖ должен спо-

собствовать нековалентному связыванию поло-

жительно заряженной молекулы МС с формиро-

ванием фотоактивной гибридной наносистемы 

МС–(ЧСА@НЧОЖ), и такой подход может быть 

перспективен при разработке фотоактивных гиб-

ридных наноразмерных носителей в ФДТ. 

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение наносистемы ЧСА@НЧОЖ

Магнитные НЧОЖ были синтезированы ме-

тодом соосаждения и электростатически стаби-

лизированы 0.1 М фосфатно-цитратным буфером 

(0.05 М NaCl) с pH 4.3, как описано в предыдущих 

исследованиях [12,43]. Гидрозоль НЧОЖ хранили 

в герметично закрытой посуде. Для приготовления 

образцов гидрозоль НЧОЖ разбавляли в 20 раз 

в 0.05 М фосфатном буфере с pH 6.3 и инкубиро-

вали на магнитах Nd–Fe–B для удаления наи-

более крупных частиц, после чего к НЧОЖ с кон-

центрацией 0.4 мг/мл в буфере при перемешива-

нии на приборе Vortex V-1 plus производства 

компании Biosan (Latvia) добавляли водный рас-

твор ЧСА (каталожный номер А1653, Sigma-

Aldrich(USA)) в количестве 10 об.% до конечной 

концентрации 3 мг/мл и инкубировали смесь в 

течение 30 ч при температуре 25 °С на ротаторе 

Multi Bio RS-24 (Biosan, Latvia). После инкубации 

для отделения буфера и несвязавшегося с НЧОЖ 

белка использовали процедуру магнитной сепа-

рации. Вода для инъекций с 5 мМ NaCl была ис-

пользована в качестве дисперсионной среды для 

наночастиц ЧСА@НЧОЖ (рис. 2). Удаление из-

бытка белка подтверждали и количество белка на 

поверхности НЧОЖ оценивали с применением 

метода Бредфорда, как было описано ранее [6]. 

Спектры в УФ- и видимой области регистриро-

вали на планшетном спектрофотометре 

SPECTROstar Nano производства компании BMG 

(Germany) в 96-луночном планшете фирмы 

Greiner. Устойчивость покрытия из ЧСА на 

НЧОЖ подтверждали в соответствии с методикой, 

описанной ранее [6, 48, 49], с применением рас-

твора иммуноглобулина G производства НПО 

“Микроген” (Россия). Данные о размере частиц 

в образцах на различных стадиях приготовления 

определяли с использованием динамического 

светорассеяния на оборудовании Zetasizer Nano-

ZS производства компании Malvern (Great Britain) 

при температуре 25 °C. Метод электронного маг-

нитного резонанса (ЭМР) был использован для 

оценки концентрации НЧОЖ в различных образ-

цах в сравнении с эталоном с известной концен-

трацией МНЧ. Cигналы ЭМР образцов регистри-

ровали на спектрометре EMX-8/2.7 X-диапазона 

производства компании Bruker (Germany). Мате-

матическую обработку спектров ЭМР проводили 

с применением программного обеспечения 

WINEPR и SimFonia фирмы Bruker (Germany). 

Рис. 2. Схематическое отображение стадий подготовки образцов гибридных наносистем МС–(ЧСА@НЧОЖ): по-

лучение наночастиц в альбуминовом покрытии и нековалентное связывание наночастиц с метиленовым синим.
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Приготовление наносистемы  
МС–(ЧСА@НЧОЖ)

Метиленовый синий растворяли в диметил-

сульфоксиде (ДМСО) для приготовления раствора 

с концентрацией 5 · 10-3 М. Затем 1 мкл этого рас-

твора добавляли к 500 мкл коллоидного раствора 

ЧСА@НЧОЖ и смесь инкубировали при комнат-

ной температуре в течение 12 ч. После этого дис-

персии МС–(ЧСА@НЧОЖ) и контрольного 

образца (т.е. образца без МС) были получены 

методом магнитной сепарации частиц для удале-

ния несвязанного МС и редиспергированием вы-

деленных частиц в воде для инъекций (рис. 2). 

Эффективность инкапсуляции (EE, %) и загру-

зочная способность (LC, %) полученных нано-

частиц рассчитывались по следующим формулам:

	 EE ( – 100) %,input supernatant inputA A A  ⋅= ÷

	 ( )IONPsLC EE ,inputm m= × ÷

где Ainput – оптическая плотность МС во введенной 

концентрации, Asupernatant – оптическая плотность 

МС в надосадочном растворе после магнитной 

сепарации (рис. 3), minput – масса добавленного 

к наночастицам МС, mIONPs – масса наночастиц 

оксидов железа. Оптическая плотность растворов 

МС была измерена при длине волны l = 660 на 

спектрофотометре UV3101RS производства ком-

пании Shimadzu (Japan).

Культивируемые клеточные линии

Для экспериментов использована клеточная 

линия человека MCF-7 (аденокарцинома молоч-

ной железы), протестированная в American Type 

Culture Collection (USA). Клетки MCF-7 культи-

вировали в среде DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium). В культуральную среду добавляли 

следующие компоненты до конечных концентра-

ций: 5%-ной эмбриональной телячьей сыворотки, 

2мМ L-глутамина, 100 ЕД/мл пенициллина и 

100 мкг/мл стрептомицина (среды и добавки про-

изводства компании ПанЭко, Россия). Инкуба-

цию проводили при 37 °С 5%-ной СО2 в увлаж-

ненной атмосфере. В экспериментах использована 

культура в логарифмической фазе роста. Для про-

филактики микоплазменного заражения исполь-

зовался препарат Mycokill (GE, USA). Перед на-

чалом экспериментов проводили не менее трех 

пассажей на свободной от антимикоплазменного 

препарата среде.

Исследование цитотоксичности 
синтезированных НЧОЖ

Клетки аденокарциномы молочной железы 

человека MCF-7 в 96-луночных планшетах марки 

Nunc (Denmark) в количестве 5000 клеток 

в 190 мкл клеточной среды были обработаны 

20 мкл ЧСА@НЧОЖ и МС–(ЧСА@НЧОЖ) c ко-

нечной концентрацией МС 6 · 10-7 М в течение 3 ч 

при 37 °C. В качестве контрольного раствора фо-

тосенсибилизатора был использован водный рас-

твор МС, добавленный в клеточную среду в эк-

вивалентной концентрации. В конце инкубации 

клеточную среду убирали и заменяли на 200 мкл 

новой порции культуральной среды. Для иссле-

дования фотоиндуцированной цитотоксичности 

клетки были облучены лазером с λ = 660 нм (АФС 

Полироник, Москва, Россия) с плотностью мощ-

ности облучения 21 мВт/см2 до конечной дозы 

облучения в 120 Дж/см2 и инкубированы допол-

нительно в течение 24 ч при 37 °C. 

Затем 20 мкл раствора МТТ с концентрацией 

5 мг/мл, ПанЭко, Россия вносили в каждую лунку 

и инкубировали 1 ч при 37 °C. По окончании ин-

кубации культуральную среду отбирали и добав-

ляли 100 мкл ДМСО для солюбилизации форма-

зана. Оптическую плотность растворов формазана 

измеряли при длине волны λ = 540 нм на микро-

планшетном спектрофотометре MultiscanFC 

(ThermoScientific, USA). Выживаемость клеток A 

рассчитывали как Aexpt /Acontrol · 100%. Результаты 

приведены как среднеарифметическое значение 

Рис. 3. Спектры поглощения метиленового синего в 

воде (1) и в надосадочном растворе после магнитной 

сепарации МС–(ЧСА@НЧОЖ) (2).
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± стандартное отклонение по трем независимым 

экспериментам.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика полученных гибридных 
наночастиц

Средние гидродинамические диаметры частиц, 

вносящих максимальный вклад в численные рас-

пределения частиц по размеру составляют ~ 

(33 ± 2) нм для НЧОЖ без покрытия и ~ (52 ± 5) нм 

для ЧСА@НЧОЖ. Толщина белкового покрытия 

на НЧОЖ, рассчитанная по средним гидродина-

мическим диаметрам частиц (при условии, что 

покрытие формируется на НЧОЖ, не вызывая их 

дополнительной агрегации), составляет ~10 нм 

(рис. 4).

Согласно оценке методами Бредфорда и ЭМР, 

в результате 30-часовой инкубации с поверхно-

стью 1 мг НЧОЖ исходно связывается ~530 мкг 

ЧСА. Затем, в результате смены дисперсионной 

среды при неоднократном редиспергировании, 

происходит снижение детектируемого количества 

ЧСА до ~110 мкг на 1 мг НЧОЖ, что может объ-

ясняться частичной десорбцией ЧСА с по

верхности НЧОЖ в процессе приготовления 

гибридных наносистем. Концентрация НЧОЖ 

в  образце ЧСА@НЧОЖ составляла около 

340 мкг/мл.

Исследование темновой и фотоиндуцированной 
цитотоксичности гибридных наносистем

Для исследования возможности гибридных 

наносистем доставлять ФС в клетки in vitro мы 

выбрали известный фотосенсибилизатор – мети-

леновый синий с высоким квантовым выходом 

синглетного кислорода (ΦΔ = 0.50 в воде [50]). 

Катионная природа МС позволяет ввести его в 

покрытые альбумином наночастицы, обладающие 

отрицательным зарядом [51], поскольку большую 

роль в связывании (в частности, в случае МС и 

ЧСА) играют электростатические взаимодействия 

[52, 53]. Возможность введения метиленового 

синего в качестве модельного ФС также обуслов-

лена его способностью связываться с ЧСА в сай-

тах I (субдомен IIA) и II (субдомен IIIA) [54, 55] 

с константой связывания (4÷5) · 104 M-1 [52, 54, 

55], что сопоставимо с константами связывания 

для перспективных классов гидрофобных ФС – 

бискарбоцианинов, BODIPY, фталоцианинов 

[34–36]. Реакцию связывания МС с гибридными 

наночастицами ЧСА@НЧОЖ мы проводили 

по модифицированной методике [56] с исполь

зованием магнитной сепарации. Согласно рас

четам  синтезированные частицы содержали 

(5.8 ± 0.6) мкг МС на 1 мг НЧОЖ (EE составляет 

(61.5 ± 1.5)%, LC – (0.58 ± 0.06)%) или около 

11 молекул МС на 1 молекулу ЧСА гибридной 

системы, что в 10 раз превышает известные из 

литературы данные по количеству сайтов связы-

вания МС с ЧСА при комнатной температуре [52, 

55]. Это может свидетельствовать о значительном 

вкладе электростатического взаимодействия 

в связывание МС с белковой оболочкой МНЧ.

Мы анализировали темновую и фотоиндуци-

рованную цитотоксичность гибридных нано-

частиц с нековалентно связанным метиленовым 

синим после их накопления клетками линии 

MCF-7 в течение 3 ч с дальнейшей заменой кле-

точной среды и последующим фотовозбуждением 

остаточного внутриклеточного фотосенсибили-

затора. По результатам МТТ-теста выявлено, что 

синтезированные наносистемы не обладают тем-

новой цитотоксичностью на клетках MCF-7 

(рис. 5). Наносистема МС–(ЧСА@НЧОЖ) и МС 

в равной степени повреждали клетки MCF-7, тем 

самым подтверждая возможность введения фото-

сенсибилизатора в гибридную наносистему для 

ФДТ. Было обнаружено увеличение фотоиндуци-

рованной цитотоксичности при возбуждении фо-

тосенсибилизатора, связанного с наносистемами, 

по сравнению со свободным фотосенсибилиза-

Рис. 4. Объемные распределения частиц по размеру, 

полученные методом динамического светорассеяния 

в контрольном образце НЧОЖ (слева) и опытном 

образце ЧСА@НЧОЖ (справа).
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тором в эквивалентных концентрациях (см. 

рис. 5).

В клеточных экспериментах наносистема МС–

(ЧСА@НЧОЖ) вызывала аналогичную свобод-

ному МС гибель опухолевых клеток при облуче-

нии лазером с λ = 660 нм. Последнее говорит 

о том, что фотосенсибилизатор эффективно по-

глощал свет при данной длине волны, так как 

связался с белковым покрытием и не находился 

в агрегированных формах, которые наблюдались 

при синтезе МНЧ без белкового покрытия [45, 

46] и на спектре поглощения которых наблюдается 

существенный гипсохромный сдвиг. Таким обра-

зом, полученные результаты подтверждают воз-

можность введения фотосенсибилизатора в ги-

бридную наносистему ЧСА@НЧОЖ и использо-

вания ее в ФДТ.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложена технология синтеза гибридных 

наносистем на основе магнитных наночастиц ок-

сидов железа с альбуминовым покрытием для 

направленной доставки ФС к опухолевым клет-

кам. Состав гибридных наносистем был охарак-

теризован физико-химическими методами, та-

кими как спектрофотометрия УФ-видимой об-

ласти, динамическое светорассеяние, элект-

ронный магнитный резонанс. Показано, что ис-

пользование белкового покрытия на магнитных 

наночастицах оксидов железа обеспечивает эф-

фективное связывание молекул фотоактивного 

соединения с гибридными наночастицами. Пред-

ложенный подход прямого нековалентного свя-

зывания требует значительно меньше времени и 

реагентов по сравнению с ковалентной пришив-

кой флуорофоров на поверхность наночастиц, а 

мягкие условия реакции не позволяют молекулам 

ФС разрушаться под воздействием агрессивных 

реагентов. В эксперименте на опухолевых клетках 

линии MCF-7 показано, что за короткое время 

инкубации магнитные наночастицы способны 

доставить в клетки модельный фотосенсибили-

затор, что ослабляет темновую цитотоксичность 

таких систем и дает возможность сохранить и 

несколько увеличить эффективность ФДТ по 

сравнению со свободным ФС. Полученные дан-

ные позволяют применить технологию некова-

лентного связывания подобных наносистем с дру-

гими фотосенсибилизаторами, обладающими 

сниженной биодоступностью, для более эффек-

тивной их доставки в клетки-мишени для реали-

зации ФДТ и рассматривать синтезированные 

гибридные наносистемы в качестве перспектив-

ных наноразмерных платформ для фотодинами-

ческой терапии в онкологии.

Работа по синтезу гибридных наносистем и их 

физико-химическому анализу была проведена за 

счет гранта Российского Научного Фонда (РНФ) 

№ 22-75-10150 (https://rscf.ru/project/22-

75-10150/). 

Определение размеров гибридных систем и 

регистрация спектров ЭМР, получение спект-

ральных характеристик и анализ цитотоксичности 

in vitro были осуществлены с использованием обо-

рудования ЦКП “Новые материалы и технологии” 

ИБХФ РАН (проекты №№ 122041400114-2, 

№122041300210-2, №122041300207-2). 
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NANOSIZED PLATFORM BASED ON MAGNETIC NANOPARTICLES 
FOR PHOTODYNAMIC THERAPY IN ONCOLOGY

A. V. Bychkova1*, A. A. Markova1, M. T. Nguyen1, M. A. Gradova2, M. G. Gorobets1,  
M. V. Motyakin1, M.I. Abdullina1, A. V. Toroptseva1, V. A. Kuzmin1

1 Emanuel Institute of Biochemical Physics Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

 2Semenov Federal Research Center for Chemical Physics of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia 

*E-mail: anna.v.bychkova@gmail.com

Hybrid nanosystems based on iron oxide nanoparticles (IONPs) and human serum albumin (HSA) have been 
synthesized. Size and composition of HSA@IONPs nanosystems were characterized using UV/visible spectro-
photometry (particularly, using the Bradford protein assay), dynamic light scattering and electron magnetic 
resonance. Methylene blue, as a model photosensitizer, was non-covalently bound to the nanosystems (5.8 µg 
per 1 mg of IONPs). The nanosystems were subjected to phototoxicity studies to confirm their suitability for 
photodynamic therapy, and the survival of cultured human breast adenocarcinoma MCF-7 tumor cells was ana-
lyzed. An increase in photoinduced cytotoxicity was observed when the photosensitizer was accumulated by cells 
upon delivery by the nanosystems, compared with a free photosensitizer at equivalent concentrations. HSA@
IONPs are discussed as a promising platform for targeted delivery of a photosensitizer to tumor cells.

Keywords: human serum albumin, iron oxide nanoparticles, magnetic nanoparticles, photodynamic therapy, 
hybrid nanosystems, methylene blue, MCF-7.
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