
33РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2020-9-2-33-44 
УДК 

Обзорная статья/Review аrticle

Перспектива создания лекарственных препаратов  
на основе наночастиц селена (обзор)
К. Д. Скоринова1, В. В. Кузьменко1, И. А. Василенко1

1 – ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов» (Российский университет дружбы народов, РУДН), 117198, Россия, г. Москва, ул. Миклухо-Маклая, д. 6 
*Контактное лицо: Скоринова Кристина Довлетовна. E-mail:  kristina.skorinova@gmail.com
Статья получена: 16.03.2020. Статья принята к печати: 15.05.2020

Резюме
Введение. В настоящее время в литературе широко обсуждаются перспективы использования наночастиц при создании лекарственных 
препаратов. Количество регистрационных удостоверений, выданных национальными регуляторами только за 2018 год на лекарственные 
препараты, в которых наночастицы используются в том или ином виде, составляет около сорока. Большинство из них составляют 
лекарственные препараты на основе липосом, полимеров, оксидов железа, мицелл. До сих пор не выдано ни одного регистрационного 
удостоверения на наночастицы селена. Одна из причин такого положения в данной области, с нашей точки зрения, заключается в том, что 
механизмы взаимодействия наночастиц с клетками изучены недостаточно. Отсутствие фундаментальных исследований в данной области 
является одним из основных препятствий при разработке лекарственных препаратов нового поколения на основе наночастиц.
Текст. Данный обзор посвящен анализу научной литературы по исследованию взаимодействия наночастиц селена с разными видами клеток. 
В статье рассматриваются биологические свойства селена и его роль в метаболизме клеток. Приводятся данные о цитотоксическом действии 
наночастиц селена на различные клеточные культуры. Описаны методы получения наночастиц и методы исследования взаимодействия 
наночастиц с клеточными культурами.
Заключение. Анализ литературных данных позволяет сделать выводы об актуальности исследований взаимодействия наночастиц селена 
с живыми клетками. Это необходимо для определения механизмов поглощения наночастиц селена, изучения их цитотоксического и/или 
цитостатического действия, распределения в клетках. Исследования биологического взаимодействия наночастиц селена c опухолевыми и 
нормальными клетками позволит определить наиболее информативные методы регистрации и количественной оценки их противоопухолевой 
активности, что актуально при разработке новых лекарственных средств против рака. 
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Abstract
Introduction. The prospects of using nanoparticles in the production of medicines are widely discussed in the literature. In 2018 alone, the quantity 
of registration certificates issued by national regulators for medicines that use nanoparticles in one form or another is around forty. Most of them are 
medicines based on liposomes, polymers, iron oxides, micelles. So far, no registration certificates have been issued for selenium nanoparticles. One of 
the reasons for this situation in this area, from our point of view, is that the mechanisms of interaction of nanoparticles with cells are not sufficiently 
studied. The lack of basic research in this area is one of the main obstacles to the development of new-generation drugs based on nanoparticles.
Text. This review is devoted to the analysis of scientific data on the interaction of selenium nanoparticles with different types of cells. The article 
discusses the biological properties of selenium and its role in cell metabolism. Data on the cytotoxic effect of selenium nanoparticles on various 
cell cultures are presented. Methods of preparation of nanoparticles and methods for studying the interaction of nanoparticles with cell cultures 
are described.
Conclusion. Analysis of the literature data allows us to draw conclusions about the relevance of research on the interaction of selenium 
nanoparticles with living cells. This is necessary to determine the mechanisms of selenium nanoparticles absorption, study their cytotoxic and 
/ or cytostatic action, and distribution in cells. Investigation of the biological interaction of selenium nanoparticles with tumor and normal cells 
will determine the most informative methods for registering and quantifying their antitumor activity, which is relevant for the development of 
new drugs to treat cancer.

Keywords: selenium, selenium nanoparticles, interaction of nanoparticles with cells, research methods for nanoparticles with cells, synthesis of 
selenium nanoparticles, biological properties of selenium nanoparticles, cytostatic effect of selenium nanoparticles.
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ВВЕДЕНИЕ 
В литературе широко обсуждаются перспективы 

использования наночастиц при создании лекарствен-
ных препаратов. Количество регистрационных удо-
стоверений, выданных национальными регуляторами 
на лекарственные препараты, в которых наночастицы 
(НЧ) используются в том или ином виде, крайне мало. 
По данным только за 2018 год порядка сорока препа-
ратов были одобрены и разрешены для использова-
ния в клинической практике [1]. Большинство из них 
составляют лекарственные препараты на основе липо-
сом, полимеров, оксидов железа, мицелл. До сих пор 
не выдано ни одного регистрационного удостовере-
ния на НЧ селена. Одна из причин такого положения 
в данной области, с нашей точки зрения, заключает-
ся в том, что механизмы взаимодействия НЧ с клетка-
ми изучены недостаточно. Отсутствие фундаменталь-
ных исследований в данной области является одним 
из основных препятствий для создания лекарственных 
препаратов на основе НЧ. В этом обзоре представле-
ны данные научных исследований по свойствам НЧ се-
лена и механизмам взаимодействия этих НЧ с разны-
ми видами клеток. Также описаны основные методы 
получения НЧ селена и методы исследования взаимо- 
действия НЧ с клетками. 

В настоящее время изучены НЧ металлов Ag, Au, 
Cu, Pt, Fe, Se, Si и Zn [2–8]. Особое место занимают 
НЧ Se. Селен является важным микроэлементом. Он 
включен в селенопротеины в виде селеноцистеина, 
представляющего наиболее важную часть активного 
центра их ферментативной активности. Многие селе-
нопротеины обладают оксидоредуктазной активнос- 
тью и, таким образом, регулируют физиологический 
окислительно-восстановительный баланс. Селен име-
ет узкую границу между терапевтической дозой и ток-
сичностью, тогда как НЧ селена обладают заметно сни-
женной токсичностью.

В работе Khurana с соавторами [9] было изуче-
но влияние НЧ селена на ряд заболеваний, таких как 
артрит, рак, диабет и нефропатия с потенциальны-
ми терапевтическими преимуществами. Изучение те-
рапевтического действия НЧ селена, по-видимому, 
обусловлено их специфическими свойствами. Они 
имеют высокую химическую активность за счет боль-
шой удельной площади поверхности, в тоже время 
НЧ могут преодолевать ограничения обычных систем 
высвобождения лекарственных средств и имеют высо-
кую проницаемость в клетки. Эти свойства НЧ исполь-

зуются для поиска новых потенциально возможных 
лекарственных препаратов на их основе, а также сис- 
тем направленной доставки биологически активных 
веществ как для диагностики, так и для терапевтичес- 
кого применения. 

Цель статьи – изучение и сравнение данных, по-
лученных в результате исследований биологических 
свойств селена и его роли в метаболизме клеток, в 
частности, цитотоксического действия наночастиц се-
лена. Рассмотрены методы получения наночастиц се-
лена и методы исследования взаимодействия нано-
частиц с клетками.

Биологические свойства селена и его роль  
в метаболизме клеток

Селен является важным микроэлементом челове-
ческого организма, он действует как кофактор в не-
которых ферментных структурах, называемых селе-
нопротеинами [10]. На сегодняшний день в клетках и 
тканях человека обнаружено около 25 видов различ-
ных селенопротеинов. Селен включен в селеноцис- 
теин в различных антиоксидантных ферментах, таких 
как глутатионпероксидаза, тиоредоксинредуктаза, се-
ленофосфатсинтетаза и селенопротеин P. Селен дейст- 
вует как окислительно-восстановительный центр всех 
этих ферментов и имеет важное значение для их био-
химической активности [11].

В антиоксидантной системе защиты организма 
наиболее чувствительным ферментом к дефициту се-
лена является глутатионпероксидаза. При дефиците 
селена (менее 0,02 мг/кг) биосинтез этого фермента не 
происходит и, как правило, отсутствует его активная 
форма, антигенный полипептид и его мРНК. Увеличе-
ние содержания селена в организме способствует син-
тезу селеноферментов до оптимального уровня (по 
разным данным, примерно 0,2 мг/кг для глутатионпе-
роксидазы и 0,1 мг/кг для селенопротеинов Р и W) [12].

Селенопротеины принимают участие в регуля-
ции и метаболизме тиреоидных гормонов (тирокси-
на) и йодтиронин дейодиназах трех типов. Йодтиро-
нин дейодиназа играет важную роль в активации и 
инактивации гормонов щитовидной железы. В услови-
ях дефицита селена именно дейодиназы приоритет-
но обеспечиваются селеном [13]. Аналогично, селен 
влияет на секрецию инсулина и функцию островков, 
которые доминируют в гомеостазе глюкозы в крови. 
Предполагается, что диабетогенное действие, наблю-
даемое у здоровых людей с высоким потреблением 
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селена, частично опосредовано селенопротеинами. 
Однако селенопротеины могут положительно регули-
ровать метаболизм глюкозы в организме посредством 
редокс-чувствительной передачи сигналов. Преиму-
щества и риски селена для сахарного диабета являют-
ся диалектическими. Высокое потребление селена у 
здорового человека имеет тенденцию вызывать дис-
функцию секреции инсулина, тогда как для диабе-
тического пациента высокое потребление селена по-
лезно для поддержания гомеостаза глюкозы в крови 
благодаря функции, имитирующей инсулин [14].

Существует ряд заболеваний, связанных с дефи-
цитом селена. Например, форма детской эндемичес- 
кой миокардиомиопатии, болезнь Кешана. Заболева-
ние суставов и костей с множественной деформацией, 
болезнь Кашина-Бека также может быть связана с де-
фицитом селена. Болезнь Кешана, как известно, не яв-
ляется результатом окислительного стресса: болезнь 
Кашина-Бека, вероятно, имеет многофакторную этио-
логию, дефицит селена может быть ускоряющей при-
чиной или фактором [15]. 

Для профилактики дефицита селена в организме 
людей был разработан препарат Селен-Актив®, заре-
гистрированный как биологически активная добавка 
(БАД) к пище. Этот препарат рекомендуется применять 
для нормализации обмена холестерина, для улучше-
ния функционального состояния сердечно-сосудистой 
системы и повышения функциональной активности 
антиоксидантной системы организма [16].

По данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ) норма потребления селена составляет:  
для взрослых женщин – 55 мкг/сутки, для взрослых 
мужчин – 70 мкг/сутки [17]. По разным источникам 
верхний допустимый уровень потребления селена 
может составлять от 300 до 600 мкг/сутки [18, 19]. Ток-
сичной дозой считается 900 мкг/сутки. Таким образом, 
граница между терапевтической и токсической доза-
ми является очень узкой.

Общетоксические свойства  
наночастиц селена

Исследования отечественных и зарубежных учё-
ных по изучению острой токсичности препаратов 
на основе селена указывают на более низкую ток-
сичность наночастиц селена по сравнению с селени-
том натрия. В исследовании Е. А. Карпов с соавтора- 
ми  [20] изучали токсичность композитного препара-
та (арабиногалактан + наноселен) на мышах. В дозе 
9,12 мг Se/кг препарат НЧ селена не вызвал смерть ни 
одной мыши; в дозе 20 мг Se/кг – все мыши опытной 
группы остались живы; доза 40 мг Se/кг также не яви-
лась летальной для животных. Препаратом сравнения 
являлся селенит натрия, который вызвал 100%-ую ги-
бель мышей в дозе 9,50 мг Se/кг.

В другом исследовании [21] при внутрибрюшин-
ном введении препарата с НЧ селена мышам, LD50 со-
ставляет 32,9 ± 0,3 мг/кг. Соответствующий показатель 
для селенита натрия составил 10 мг/кг.

Исследование острой токсичности на мышах для 
НЧ селена стабилизированных различными полиме-
рами подтвердило меньшую токсичность наночас- 
тиц селена по сравнению с селенитом натрия. Полу-
ченные данные по определению LD50 (мг Se/кг) и LD100  
(мг Se/кг) показали, что для поливинилпирролидо-
на LD50 – 32,9 и LD100 – 56,4; для желатина LD50 – 23,4 и 
LD100 – 48,71; для хитозана LD50 – 29,7 и LD100 – 53,2. Ток-
сичность препарата сравнения – селенита натрия со-
ставила LD50 – 8,11; LD100 – 10,16 [22]. 

Исследователи из Китая [3] определяли острую 
токсичность НЧ селена, который был получен реак-
цией селенита натрия с глутатионом, содержащим 
бычий сывороточный альбумин (БСА). Исследова-
ния показали, что LD50 для НЧ селена (БСА) составила  
113,0 мг Se/кг, а LD50 для селенита натрия – 15,7 мг Se/кг. 
Летальная доза органического селена в форме метил- 
селеноцистеина – 27,5 мг Se/кг (вызывает 100%-ую  
гибель мышей при пероральном введении). Од-
нако НЧ селена (БСА) в дозе 36 мг Se/кг вызывает  
гибель только 10 % мышей и 70 % мышей в дозе  
150 мг Se/кг. Таким образом, острая токсичность НЧ се-
лена в несколько раз ниже селенита натрия. 

Биологические свойства наночастиц селена

Исследования биологических свойств НЧ селе-
на, проведенных разными авторами [4, 24–26], под- 
тверждают, что НЧ селена по сравнению с различны-
ми формами селена (селенит, селенометионин) обла-
дают заметно сниженной острой и субхронической 
токсичностью. Все эти соединения селена облада-
ют эквивалентной эффективностью в отношении их 
способности увеличивать активность селенофермен-
тов [4, 25]. Кроме того, НЧ селена более эффективны, 
чем селенит натрия и селенометионин, в повышении 
активности глутатион-S-трансферазы [25, 26] и одина-
ково эффективны в индукции апоптоза некоторых ти-
пов раковых клеток [27]. В дополнение к профилакти-
ке рака, НЧ селена также показывают антимикробные 
свойства [28].

НЧ селена были исследованы при различных окис-
лительных стрессах и заболеваниях, включая рак, 
диабет, воспалительные заболевания, фиброз пече-
ни и токсичность, вызванную лекарственными сред-
ствами [29–32]. НЧ селена поглощают свободные ради-
калы in vitro в зависимости от размера (5–200 нм). Bo 
Huang и соавторы провели исследование и выявили, 
что НЧ селена с размерами 5–15 нм обладают лучшей 
способностью поглощать свободные радикалы и пре-
дотвращают окисление ДНК. НЧ селена показали пре-
восходные эффекты при концентрации менее 0,5  мМ 
по сравнению с селенитом натрия, IC50 (концентрация 
полумаксимального ингибирования) которого состав-
ляет более 1,5 мМ [33]. В другом исследовании НЧ се-
лена были конъюгированы с синтезированным цикли-
ческим пептидом, которые показали улучшенную 
проницаемость в клеточной линии аденокарциномы 
яичника SK-OV-3 [34]. 
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Фармакокинетика наночастиц селена

В настоящее время в научной литературе име-
ются единичные публикации о фармакокинетике НЧ 
селена. Поглощение, распределение, метаболизм и 
выведение селена было исследовано группой иссле-
дователей из Национального института питания тех-
нического университета Дании [35]. Они определяли 
концентрацию селена в печени, почках, моче, кале, 
желудке, легких и плазме крови после введения низ-
ких и высоких доз НЧ селена размером от 10 до 80 нм 
и селенита натрия крысам. Результаты показали, что 
элементный селен присутствовал в печени, почках и 
кале животных, подвергшихся воздействию низких и 
высоких доз НЧ селена и селенита натрия. Оба пре-
парата селена были биодоступными, что продемонст- 
рировано с использованием биомаркера крови селе-
нопротеина Р, который был одинаково активен у жи-
вотных при использовании больших доз. Наконец, 
выделение селена с мочой и его появление в виде 
Se-метилселено-N-ацетилгалактозамина и триметил-
селеноний-иона показали, что НЧ селена и селенит 
натрия метаболизируются и выводятся из организма. 
Результаты исследования показали, что оба препара-
та селена были в равной степени поглощены, распре-
делены, метаболизированы и выведены из организ-
ма крыс. Более детальный механизм воздействия НЧ 
селена и селенита натрия на желудочно-кишечный 
тракт крыс ещё не изучен [35].

Цитостатическое действие  
наночастиц селена

Существует проблема использования соединений 
селена (например, селенита натрия, селеноцистеина, 
селенометионина) в терапевтическом лечении рака 
из-за его токсичности и биодоступности. В результате 
были проведены исследования немодифицированных 
и модифицированных НЧ селена, которые демонстри-
руют противоопухолевую активность против несколь-
ких линий раковых клеток в зависимости от времени и 
дозы [5, 36–39]. НЧ селена способны значительно сни-
зить токсичность элементного селена при использова-
нии их для химиотерапии.

Противораковые свойства НЧ селена широко ис-
следованы как in vitro, так и in vivo [5–8, 40]. НЧ селена 
показали ингибирование роста раковых клеток LNCaP 
простаты in vitro частично через апоптоз, опосредо-
ванный каспазой [27]. Кроме того, НЧ селена подавля-
ют транскрипционную активность рецептора андро-
гена посредством подавления экспрессии его мРНК и 
белка. Результаты in vitro дополнительно подтвержда-
ются исследованиями in vivo, в которых было обнару-
жено, что НЧ селена, вводимые перорально мышам 
BALB/c с опухолями рака молочной железы 4T1, умень-
шают объем опухоли и, следовательно, приводят к 
лучшему прогнозу (более высокому коэффициенту вы-
живаемости) мышей [41].

Изучая потенциал НЧ селена, все больше вни-
мания уделяется модифицированным НЧ селена, в 
которых конъюгация НЧ селена с функциональны-
ми лигандами усиливает их стабилизацию, клеточ-
ное поглощение и биоактивность. Было показано, 
что положительно заряженные НЧ селена усилива-
ют противораковую эффективность, избирательное 
клеточное поглощение раковыми клетками. Это было 
продемонстрировано Yu и другими авторами [5] на 
модифицированных хитозаном НЧ селена. Разработ-
ка конъюгированных НЧ селена включает различные 
соединения: аденозинтрифосфат (АТФ) [42], полиса-
хариды спирулины [43], грибные полисахариды  [44], 
полисахариды Gracilaria lemaneiformis [45], полисаха-
ридно-белковый комплекс Polyporus rhinoceros  [46], 
полисахариды Undaria pinnatifida [47], сиаловая кис-
лота [48, 64], куркумин [49], аминокислоты – валин,  
аспарагиновая кислота и лизин  [50], рутений-тиол  [51, 
52], полиэтиленгликоль [8, 53], 11-меркапто-1-ундека-
нол [30], трансферрин  [31], 6-гидрокси-2,5,7,8-тетра-
метилхроман-2-карбоновая кислота (Trolox) [54] и 
фолат [36]. Одна из основных целей конъюгации НЧ 
селена заключается в возможности направленной 
доставки лекарственных препаратов. 

В исследовании in vivo Huang [31] рассматривал се-
лективное клеточное поглощение и индукцию апоп-
тоза НЧ селена и их потенциальное использование в 
качестве системы доставки лекарственных средств, 
нацеленных на рак. НЧ селена синтезировали из селе-
нита натрия (Na2SeO3) и конъюгировали с трансферри-
ном (Tf), хитозаном (CS), и загружали доксорубицином 
(DOX) с образованием Tf-CS-DOX-SeNP (сферическая 
форма, размер – 130 нм). Клетки аденокарциномы мо-
лочной железы MCF-7 инъецировали мышам. После 
того, как опухоли увеличились до объема 50–75  мм3, 
мышам внутривенно вводили 2,5; 5,0 и 7,5 мг/кг Tf-CS-
DOX-SeNP каждые 2 дня. Результаты показали умень-
шение объема и массы опухоли без значительно-
го снижения массы тела у мышей, которым вводили  
Tf-CS-DOX-SeNP по сравнению с мышами, которым 
вводили только физиологический раствор. Это сви-
детельствует о том, что Tf-CS-DOX-SeNP ингибирова-
ли пролиферацию клеток MCF-7 в зависимости от до-
зы. Хотя предполагается, что поддержание массы тела 
указывает на минимальные побочные эффекты Tf-CS-
DOX-SeNP. Однако возможно 16 дней – это слишком ко-
роткий период времени для изучения побочных эф-
фектов НЧ селена без анализа других параметров для 
определения самочувствия мышей. Отмечены два ме-
ханизма доставки Tf-CS-DOX-SeNPs, нацеленных на ра-
ковые клетки: 1) Tf-лиганд нацелен на раковые клетки 
со сверхэкспрессией рецепторов Tf, усиливается кле-
точное поглощение DOX (как часть Tf-CS-DOX-SeNPs) 
через клатрин-опосредованный эндоцитоз и ка- 
веолин-опосредованный эндоцитоз; и 2) Tf-CS-DOX-
SeNPs индуцируют внутриклеточное образование ак-
тивных форм кислорода (АФК), активируя метаболи-
ческие пути p53 и MAPK, способствующие клеточному 
апоптозу раковых клеток.
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Cui и группа ученых исследовала противоопухо-
левое действие НЧ селена, синтезированных с исполь-
зованием экстракта боярышника [38]. Противоопухо-
левая активность НЧ была изучена с помощью серии 
анализов на клеточных культурах HepG2 (рак печени 
человека) и HL02 (нормальные клетки печени). В ре-
зультате анализ цитотоксичности показал, что раствор 
НЧ селена с экстрактом боярышника имеет значитель-
ную противоопухолевую активность против клеток 
HepG2. Исследование противоопухолевых механиз-
мов продемонстрировало, что апоптоз, вызванный НЧ 
селена с экстрактом боярышника, опосредуется через 
митохондриальный путь с активацией АФК и наруше-
нием митохондриального мембранного потенциала.

Учеными из Китая были проведены исследова-
ния на противоопухолевую активность модифициро-
ванных катехинами селеновые гидроксиапатитовые 
НЧ [39]. Анализ клеточного поглощения проводили на 
клеточной линии остеосаркомы человека MNNG/HOS.  
Для исследования безопасности разработанных НЧ 
их токсический эффект, определяли по отношению к 
стволовым клеткам (hBMSC). Анализ клеточной ток-
сичности показал, что модификация катехинов улуч-
шает противоопухолевую активность НЧ селен-гид- 
роксиапатит, индуцируя апоптоз клеточных линий 
остеосаркомы человека посредством генерации АФК, 
которые, в свою очередь, активируют путь каспазы-3, 
не оказывая значительного влияния на рост челове-
ческих нормальных стволовых клеток костного мозга. 

Исследователи из России получали конъюгаты 
НЧ селена с использованием силимарина (гепатопро-
тектор растительного происхождения). Цитотокси- 
ческие исследования проводили на клеточных ли-
ниях SPEV-2 (иммортализованные клетки почки эмб- 
риона свиньи) и Hep-2 (опухолевые клетки гепато-
целлюлярной карциномы человека). В результате по-
лученный конъюгаты НЧ селена с силимарином про-
являли ярко выраженный цитотоксический эффект 
по отношению к линии опухолевых клеток Hep-2 с 
уменьшением количества жизнеспособных клеток 
примерно в 6,5 раза по сравнению с контролем (про-
тив примерно 2,3-кратного снижения этого показателя 
в линии клеток SPEV-2) [55]. 

Получение наночастиц селена

Для получения НЧ селена используют различные 
методы: физические, химические и биологические. 
Наиболее часто используемыми физическими метода-
ми синтеза НЧ селена являются гидротермальная об-
работка, микроволновое облучение и лазерная абля-
ция. Синтез НЧ селена методом импульсной лазерной 
абляции проводится с использованием жидкой фа-
зы в деионизированной воде. В результате получает-
ся коллоидный раствор с разными размерами частиц 
сферической формы [56, 57]. Лазерная абляция имеет 
преимущества по сравнению с другими методами – от-
сутствие загрязнения химическими реагентами, деше-
вое оборудование, легкий способ получения НЧ и вы-
сокая стабильность.

Метод синтеза НЧ селена с помощью микроволн 
заключается в нагреве водного раствора соли селена 
с помощью этого излучения [58]. Время реакции, мощ-
ность облучения и тип поверхностно-активного ве-
щества оказывают существенное влияние на морфо-
логию и размер наночастиц продукта при применении 
микроволнового метода [59].

Для химического синтеза НЧ селена используются 
разные подходы. Однако наиболее распространенным 
методом синтеза является химическое восстановле-
ние и стабилизация различными химическими агента-
ми [60, 61]. Для синтеза НЧ селена химическим путем 
в качестве прекурсора используется неорганический 
селен. Модификация поверхности или использование 
различных укупорочных средств, таких как хитозан 
или карбоксиметилхитозан, может привести к увели-
чению размера частиц и увеличению стабильности [62, 
63]. В случае кислотно-индуцированного синтеза в ка-
честве индукторов могут быть использованы различ-
ные органические кислоты. Например, сиаловая кис-
лота [64]; аскорбиновая кислота [65]; фолиевая кислота 
[66]; уксусная, щавелевая, галловая кислоты  [67]; бен-
зойная кислота [68].

В последние годы биосинтез НЧ с использованием  
растительных экстрактов и микроорганизмов стал 
возможной альтернативой химическим и физическим 
методам [69]. Микроорганизмы могут применяться в 
качестве потенциальных биореакторов для получе-
ния НЧ селена различных форм и размеров. Успешно 
были синтезированы НЧ селена с помощью таких мик- 
роорганизмов, как Zooglea ramigera (размер частиц 
30–150  нм, частицы сферической формы, имеющие 
кристаллическую природу) [70], Gliocladium roseum 
(размер частиц 20–80 нм, имеют гексагональную  
кристаллическую природу) [71], Lactobacillus Acido-
philus (частицы размером 15–50 нм) [72], Bacillus cereus 
(размер наносфер 150–200 нм) [73] и др.

Растительные экстракты могут использоваться 
в качестве восстановителей и стабилизаторов. Cui и 
другие соавторы разработали метод синтеза НЧ селе-
на с помощью водного экстракта плодов боярышника. 
Полученные НЧ имели монодисперсную сферическую 
морфологию и были достаточно стабильны в водном 
растворе со средним диаметром 113 нм [38]. Листья 
Terminalia arjuna были использованы также для приго-
товления НЧ селена. Экстракт листьев работал как хо-
рошее укупорочное средство, а также как стабилизи-
рующий агент [74].

Методы исследования взаимодействия  
наночастиц селена с клетками

Трансмиссионная электронная микроскопия

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ) 
используется для визуализации пространственных от-
ношений между НЧ и клетками. [69, 75]. В частности, 
Dongdong Sun с соавторами исследовали взаимо-
действия НЧ селена, модифицированных полипириди-
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лом рутения(II) размером 100 нм с эндотелиальными 
клетками пупочной вены человека HUVEC и клетка-
ми гепатоцеллюлярной карциномы печени человека 
HepG2 [51]. В результате было обнаружено, что НЧ се-
лена проникали в клетки путем эндоцитоза, были 
локализованы преимущественно в цитоплазме и в 
перинуклеарном пространстве клетки, взаимодейст- 
вуя с белками и вызывая изменение формы ядра.

Xiaoxiao Song и др. с помощью ТЭМ изучали кле-
точное поглощение и внутриклеточное распреде-
ление НЧ селена, модифицированных хитозаном в 
клетках HepG2 [76]. НЧ селена были локализованы во 
внутриклеточных структурах, таких как эндосомы и 
лизосомы.

В работе [39] с помощью ТЭМ проводили анализ 
клеточного поглощения гидроксиапатитовых НЧ селе-
на, модифицированных катехинами, клетками остео-
саркомы человека MNNG/HOS. Было обнаружено, что 
НЧ проникали в клетки посредством типичного про-
цесса эндоцитоза. Изображения ТЭМ иллюстрируют: 
инвагинацию клеточной мембраны, за которой сле-
дует образование эндосом; вновь созданные эндосо-
мы, загруженные НЧ; первичную лизосому в сочетании 
с эндосомой; разложение и высвобождение активных 
агентов; деградацию наночастиц во вторичной лизо-
соме; НЧ в непосредственной близости от ядра. 

Таким образом, ТЭМ позволяет визуализировать 
НЧ, связанные с электронными плотными метками в 
различных везикулярных структурах. С помощью ТЭМ, 
благодаря высокому разрешению и визуализации НЧ 
во внутриклеточной среде, можно получить инфор-
мацию о морфологических изменениях клеточных 
мембран при контакте с НЧ и поглощении НЧ клетка-
ми, о взаимодействиях НЧ с клеточными органеллами 
и их возможное повреждающее действие на них. Так-
же возможно получение информации о накоплении 
НЧ Se в клетках и их деградации с последующим вы-
ведением из клеток.

ТЭM имеет также и недостатки. Для подготов-
ки образцов, которые исследуются в условиях сверх-
высокого вакуума (УСВ), требуется их фиксация, так 
как высокая энергетическая доза электронного лу-
ча несовместима с жизнью клетки. Следовательно, 
изучение клеток в живом состоянии и исследования 
динамических событий невозможны [77]. Кроме то-
го, выбор пробоподготовки должен быть тщательно 
скорректирован с учетом стабильности полимерных 
НЧ в ответ на гидрофобные и высокореактивные хи-
мические вещества, используемые для встраивания 
и химической фиксации клеток. Электронная микро-
скопия представляет собой метод, который обычно 
не предназначен для высокопроизводительных иссле-
дований. Поэтому тщательный анализ статистических 
данных, полученных на основе изображений ТЭМ, 
может повысить достоверность интерпретации воз- 
действия НЧ на клетки. Число частиц, локализованное 
в органеллах, может подчеркнуть предполагаемые ме-
ханизмы и, таким образом, повысить значимость полу-
ченных данных [78, 79]. В качестве предварительного 

исследования взаимодействия НЧ с клетками может 
использоваться метод темнопольной микроскопия 
(ТМ) [78]. Для подтверждения результатов ТЭМ приме-
няется метод конфокальной микроскопии [51].

Конфокальная лазерная  
сканирующая микроскопия

Конфокальная лазерная сканирующая микроско-
пия (КЛСМ) включает в себя коньюгирование раз-
личных флуоресцентных меток с белком и НЧ, что 
позволяет анализировать распределение цвета или 
резонансного переноса энергии флуоресценции по 
всему клеточному компартменту. Изучение клеточно-
го поглощения, распределения и локализацию НЧ се-
лена с помощью КЛСМ описывается в работах [34, 47, 
51, 64, 76]. 

Преимущество такого подхода заключается в том, 
что он позволяет выявлять локализацию НЧ селена в 
живых клетках. Ограничением этого метода является 
то, что маркеры эндоцитоза недостаточно селективны 
по отношению к специфическим путям циркуляции и 
могут использовать различные механизмы эндоцито-
за в различных типах клеток. 

Основными достоинствами КЛСМ является су-
щественное увеличение контрастности изображения. 
Это достигается за счет применения сфокусирован-
ной подсветки в области анализа и диафрагмирова- 
ния излучения в плоскости наблюдения. Такое увели-
чение контрастности приводит к возможности разре-
шения объектов, имеющих разницу в интенсивности 
до 200:1, а также обеспечивает повышение разреше-
ния как в плоскости объекта, так и вдоль оптической 
оси. Путём смещения объекта относительно фокаль-
ной плоскости конфокальный микроскоп позволя-
ет сканировать послойно объект. Очевидное преиму- 
щество такой системы в том, что нет необходимости 
разрезать объект на слои и фиксировать их, а это всег-
да ведёт к разрушению клеток объекта и изменению 
их характеристик [80].

Jarockyte с соавторами проводили исследова-
ния при различных методах культивирования кле-
ток [81]. Авторы изучали накопление квантовых точек 
в клеточном монослое и 3D-сфероиде (сфероидаль-
ная трехмерная модель клеточной культуры). 3D-сфе- 
роиды представляют собой компактные агрегаты 
клеток с клеточно-матричным и межклеточным вза-
имодействиями. Диаметры клеточных сфероидов ва-
рьировались в диапазоне от 150–200 мкм. Несмотря 
на то, что было достигнуто лучшее разрешение и уве-
личенное проникновение света по оси z, визуализа-
ция была ограничена до 50–60 мкм, что также являет-
ся хорошим результатом. 

Tianfeng Chen с соавторами изучали изменения 
плазматической мембраны клеток меланомы человека 
A375 НЧ селена (44–92 нм), модифицированными поли-
сахаридом Undaria pinnatifida [47]. После инкубации с 
НЧ селена клетки окрашивали аннексином-V-FLUOS/PI. 
Образцы были непосредственно проанализированы с 
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помощью конфокальной микроскопии. Флуоресцент-
ные изображения показывают транслокацию фосфати-
дилсерина в клетках A375, подвергнутых воздействию 
НЧ селена в течение 24 часов.

КЛСМ чаще всего использую для визуализации 
поглощения НЧ селена клетками. Однако КЛСМ в соче-
тании с ТЭМ можно использовать и для количествен-
ного определения интернализованных НЧ в клет-
ках [79]. Rothen-Rutishauser с соавторами для изучения 
интернализации НЧ золота (≈13 Нм), покрытых поли-
мером Поли (изобутилен-АЛТ-малеиновый ангидрид) 
и меченых флуоресцентным красителем в альвеоляр-
ных опухолевых клетках A549, по отношению к различ-
ным механизмам поглощения использовали КЛСМ для 
получения стереологической информации о клетках. 
Изображения КЛСМ показывают количество частиц, 
т.  е. количество флуоресцентных пятен, соответству- 
ющих маркировке НЧ, которые, скорее всего, пред-
ставляют собой заполненные эндосомы, внутри кле- 
точной оболочки. Они применили ингибиторы для 
блокирования различных путей поглощения и срав-
нили данные о количестве НЧ золота в клетке, полу- 
ченные с помощью КЛСМ, с данными, полученными 
на основе изображений ТЭМ. Результаты показали, 
что средний флуоресцентный сигнал соответствует  
кластеру из 150 НЧ. Был определен основной путь  
поглощения, это кавеолин-опосредованный эндоци-
тоз. Основным фактором являлось то, что ≈95 % час- 
тиц локализовалось в везикулах в контроле, а также в 
обработанных ингибитором клетках [79]. 

Количественное определение  
наночастиц селена в клетках

В исследованиях по изучению различных НЧ се-
лена широко применяется метод определения ко-
личества НЧ селена в клетках с применением флуо-
ресцентного считывателя для микропланшетов или 
проточного цитофлуориметра [5, 6, 30, 31, 42, 44, 45, 48, 
50, 53, 82]. Клетки инкубируют в течение различного 
времени в планшете с НЧ селена, загруженными флуо-
ресцентным красителем кумарин-6. После чего клетки 
промывают трижды холодным натрий-фосфатным бу-
фером (PBS), чтобы удалить НЧ вне клеток и лизируют 
раствором Тритона с гидроксидом натрия. Клеточное 
поглощение выражается в процентах интенсивности 
флуоресценции кумарина-6 в тестируемых лунках по 
сравнению с флуоресценцией в лунках с положитель-
ным контролем.

Концентрацию селена в клетках определяют с по-
мощью таких аналитических методов, как масс-спект- 
рометрия (ICP-MS) или атомно-эмиссионная спектро-
скопия (ICP-AES) с индуктивно-связанной плазмой [6, 
42, 48].

Проточная цитофлуориметрия

Проточная цитофлуориметрия широко применя-
ется для исследования взаимодействия НЧ селена с 
клетками [34, 47, 83, 84]. С помощью проточной цито-

флуориметрии определяется флуоресценция НЧ се-
лена, обработанных флуоресцентным красителем 
и поглощенных клетками. Таким образом можно по-
считать процентное содержание НЧ в клетках. Обра-
ботка клеток специфичными ингибиторами позволяет 
определить тип поглощения. Использование флуорес-
центных красителей, которые способны связываться с 
определенными компонентами клеток, позволяет изу- 
чать механизм клеточной гибели: апоптоз, некроз, 
аутофагия. По состоянию клеточной культуры данным 
методом определяют воздействие НЧ на пролифера-
цию и клеточный цикл. Ранним маркером процесса 
апоптоза в клетках является трансмембранный потен-
циал митохондрий. В данном случае используются ка-
тионные красители, которые проникают через мемб- 
рану клетки и образуют агрегаты в митохондриях. 
Флуоресценцию таких красителей также определяют 
проточным цитофлуориметром.

Проточный цитофлуориметр позволяет анализи-
ровать индивидуальные клетки в суспензии. При этом 
суспензия клеток облучается одним или нескольки-
ми лазерами таким образом, что позволяет детекти-
ровать светорассеяние каждой клетки, в прямом и 
боковом направлениях. Вместе с сигналом свето-
рассеяния детектируется сигнал флуоресценции. 
Несколько флуорофоров могут быть обнаружены од-
новременно с использованием различных фильтров 
и комбинаций лазеров. Проточный цитофлуориметр 
обеспечивает измерение до нескольких десятков ты-
сяч клеток в секунду, при этом для каждой клетки, в за-
висимости от конструкции прибора, может измерять-
ся от 5 до 14 и более параметров [85].

С помощью проточной цитофлуориметрии мож-
но изучать поглощение НЧ селена клетками [86]. 
Hongyan Li с соавторами исследовали НЧ селена, ста-
билизированные полисахаридом 1,6-α-D-глюкан (раз-
мер 53,7 ± 4,0 нм). Роковые клетки шейки матки чело-
века HeLa инкубировали с НЧ селена обработанными 
флуоресцентным красителем кумарином-6 в тече-
ние разного времени (1, 2, 4, 8 и 12 ч). После инкуба-
ции клетки промывали трижды PBS и измеряли ин-
тенсивность флуоресценции НЧ селена на проточном 
цитофлуориметре.

Изучение цитотоксического действия  
наночастиц селена на клетки

Клеточные культуры являются одними из самых 
распространенных тест-систем для определения ток-
сичности различных препаратов, в том числе и на ос-
нове НЧ селена. Такие эксперименты имеют очевид-
ные преимущества. Клеточные культуры являются 
легко доступными, при этом количество используемо-
го вещества на порядок ниже. Методы определения 
токсичности НЧ на клеточных культурах основаны на 
определении жизнеспособности клеток [23]. Для оцен-
ки митохондриальной дыхательной активности клеток 
после воздействия НЧ применяется МТТ-анализ. 
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Определение цитотоксичности НЧ селена с по-
мощью МТТ-анализа можно рассмотреть на примере 
работы Haiying Luo [83]. Авторы исследовали токсич-
ность НЧ селена размером 133 нм на клеточных лини-
ях рака шейки матки человека HeLa и рака молочной 
железы человека MDA-MB-231. Клетки инкубируются 
с (4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетраз-
олиум бромидом (МТТ), который восстанавливается 
клеточными ферментами и образует водонераствори-
мый формазан. Количество формазана коррелирует с 
количеством жизнеспособных клеток. Интенсивность 
окраски раствора формазана определяется с помо-
щью спектрофотометра при длине волны 570 нм.

Недостатком такого метода является то, что нель-
зя определить абсолютную летальную концентрацию, 
поскольку какая-то часть МТТ-реагента восстанавли-
вается внеклеточными ферментами. На практике ды-
хательную активность менее 10 % условно принимают 
за LC100 [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ литературных данных позволяет сделать 

выводы об актуальности исследований взаимодейст- 
вия наночастиц селена с живыми клетками. Это необ-
ходимо для определения механизмов поглощения на-
ночастиц селена, изучения их цитотоксического и/или 
цитостатического действия, распределения в клетках. 
Исследования биологического взаимодействия нано-
частиц селена c опухолевыми и нормальными клет-
ками позволит определить наиболее информатив-
ные методы регистрации и количественной оценки их  
противоопухолевой активности, что актуально при 
разработке новых лекарственных средств против 
рака.
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