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В настоящее время стоит острая необходимость в стандартизации методов определения концентра-
ции наночастиц и создания эталонных материалов для калибровки измеряемой величины. Точное
определение концентрации наночастиц необходимо для оценки максимальной дозы вводимых на-
нопрепаратов в области диагностики и терапии in vivo, определения порядка реакции при исполь-
зовании ферментативных нанореакторов. Кроме того, данный параметр обуславливает биологиче-
ские эффекты, такие как образование белковой короны, улучшение поглощения и интернализации
с клетками и т.д. В обзоре представлены наиболее часто встречающиеся способы определения кон-
центрации наночастиц, основанные на их прямой визуализации с использованием методов микро-
скопии, на поглощении или рассеянии света, прямого подсчета наночастиц и гравиметрии,
обсуждены их достоинства, недостатки и способы усовершенствования. Показано, что для более
надежного и достоверного определения концентрации наночастиц следует использовать комбина-
цию нескольких методов.
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ВВЕДЕНИЕ
Наноразмерные системы доставки лекарствен-

ных веществ (НСДЛВ) представляют большой ин-
терес в области биомедицины и фармацевтики. Как
правило, при создании новых НСДЛВ в публика-
циях описывается их рецептура с точки зрения спо-
соба получения, физико-химических свойств и
биологической активности. Ключевыми парамет-
рами физико-химических свойств нанопрепаратов
являются размер наночастиц (НЧ), полидисперс-
ность, площадь поверхности, загрузка лекарствен-
ного вещества, стабильность, кинетика высвобож-
дения, в некоторых случаях указывается дзета-
потенциал, например, в случае доставки генного
материала в клетку, когда важен заряд НЧ.

Концентрация НЧ (количество НЧ в объеме,
частиц/мл) − важный параметр для всесторон-
ней характеристики нанопрепарата. Так, напри-

мер, не только размер, но и количественная (чис-
ленная) концентрация НЧ влияет на абсорбцию,
клиренс и место расположения НСДЛВ в орга-
низме человека. Известно, что данный параметр
сказывается на эффективном поглощении нано-
препаратов клетками, например, фагоцитами,
т.е. содержание лекарства внутри НЧ будет опре-
делять их биологическую активность. Концен-
трация дает информацию о количественной
оценке аффинных сайтов на каждой функциона-
лизированной НЧ, что важно при создании виру-
сов, для генной терапии, визуализирующих зон-
дов и вакцин. Данный параметр позволяет точно
оценить концентрацию лекарственного вещества
в каждой частице или его распределение между
фазами, что определяeт, будет ли система
являться растворенной или дисперсной, и, следо-
вательно, будет свидетельствовать о кинетике и ме-
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ханизме высвобождения. Известно, что эффектив-
ность визуализации зависит от мощности лазерно-
го излучения и концентрации наноагентов,
поэтому точное определение концентрации НЧ
необходимо для оценки максимальной дозы вво-
димых нанопрепаратов в системный кровоток,
что является основополагающим для диагностики
in vivo и терапии заболеваний [1, 2].

Кроме того, при конструировании эффектив-
ного нанореактора концентрация загруженного
компонента, например, фермента, будет опреде-
лять порядок реакции, протекающей внутри за-
мкнутых систем [3–5], что чрезвычайно важно
при создании искусственных органелл, клеток и
тканей [6], работе ферментных наноустройств [5].
Концентрация нанопрепарата требуется для тща-
тельной характеристики продукта при получении
разрешения регулирующих органов [1]. Так, фар-
макопейные требования, касающиеся безопасно-
сти лекарственных форм, ограничивают номиналь-
ное содержание числа частиц в объеме для инъек-
ционных фармацевтических суспензий на основе
твердых НЧ [7]. Регулирующие органы FDA по
составам наноносителей в дополнение к таким
характеристикам, как средний размер НЧ и поли-
дисперсность, требуют сообщать их численную
концентрацию.

Таким образом, точное определение и контроль
количественной концентрации НСДЛВ является
ключевой характеристикой в наномедицине для до-
стижения максимальной эффективности лекар-
ства и минимизации его токсичности при вве-
дении in vivo [8]. Известно, что существуют тео-
ретические способы расчета концентрации НЧ,
например, предложенные авторами в работе [9,
10]. Однако математические модели достаточно
просты, существуют ограничения для расчетов и
расхождения теоретического значения по числу
НЧ с эмпирическими результатами [11], и самое
главное, – не учитывается сложность биологиче-
ской среды. Поэтому в настоящее время наблюда-
ется острая потребность в надежных эмпирических
методах определения численной концентрации НЧ
в биологических средах и органах. В настоящем об-
зоре кратко представлены существующие методы,
типы НЧ и их применение.

МЕТОДЫ ИЗМЕРЕНИЯ 
КОНЦЕНТРАЦИИ НАНОЧАСТИЦ

Несмотря на то, что в настоящее время нет
сертифицированных стандартов для определения
концентрации НЧ или эталонных материалов для
калибровки измеряемой концентрации [12–14], в
литературе встречаются методы, основанные на
поглощении или рассеянии света, а также спосо-
бы прямого подсчета НЧ. Некоторые методы спе-
цифичны для определенного типа НЧ, в то время
как другие могут быть адаптированы для

широкого спектра нанообъектов. Например, УФ-
видимая спектрофотометрия (UV Vis) [15] и масс-
спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой
[16, 17] достаточно точны для определения кон-
центрации металлических и полупроводниковых
НЧ. Для углеродных наноточек лучшим методом
определения их концентрации является УФ-ви-
димая, флуоресцентная и атомно-эмиссионная
спектрометрия [18]. Метод турбидиметрии дает
хорошие результаты для монодисперсных НЧ с
известным показателем преломления и коэффи-
циентом рассеяния, таких как частицы латекса или
кремнезема, однако чувствительность метода сни-
жается с уменьшением размера НЧ [19, 20].

Методы визуализации
Способ подсчета НЧ методами прямой визуа-

лизации (микроскопии) обеспечивает опре-
деление количественнoй концентрации частиц
без использования каких-либо стандартов. Одна-
ко в этом случае трудно получить высокую стати-
стическую достоверность и требуется достаточно
сложная пробоподготовка, так как методы микро-
скопии не предназначены для измерений в жид-
ких средах. Атомно-силовая (AFM) и трансмис-
сионная электронная микроскопия (TEM) име-
ют огромный потенциал, обеспечивающий
точное измерение числа НЧ. Долгое время эти
методы считались наиболее подходящими для
высокого разрешения вплоть до нанометрового
диапазона. Однако они склонны к артефактам, и
их применение ограничено для “мягких” органиче-
ских образцов с низкой электронной плотно-
стью. Для увеличения контраста таких образцов
требуeтся использование окрашивающиx молекул.
Более того, идентификация НЧ усложняется, когда
образцы подвергаются деформации и агрегации в
процессе сушки. Отметим, что процедура сушки в
процессе пробоподготовки постоянно совершен-
ствуется, так, например, в работе [21] использовали
сочетание функционализации субстрата и ультра-
центрифугирования для обеспечения высокого и
равномерного извлечения НЧ на субстрате AFM и
количественного определения количества НЧ и их
распределения по размерам.

Среди методов подсчета, не основанных на
микроскопии, известен метод настраиваемого
резистивного измерения импульсов (tunable resis-
tive pulse sensing, TRPS), который позволяет свя-
зывать количество НЧ с обнаруженными измене-
ниями тока или сопротивления, когда частицы
проходят через электрическое поле.

Оптические методы
УФ-видимая спектроскопия, турбидиметрия и

динамическое рассеяние света (DLS) – оптиче-
ские методы, измеряющие интенсивность света
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при поглощении или рассеянии НЧ. Способы из-
мерения массовой или счетной концентрации НЧ
с помощью данных методов, как правило, преду-
сматривают построение градуировочного графика
(зависимости оптической плотности образца на
выбранной длине волны от концентрации НЧ) с
помощью серии образцов с известными значе-
ниями концентрации частиц (образцов сравне-
ния). Затем измеряют оптическую плотность ана-
лизируемого образца на той же длине волны и с по-
мощью градуировочного графика определяют
соответствующее ему значение концентрации.
Для реализации любого из этих способов необхо-
дима серия образцов сравнения с заранее извест-
ными значениями концентрации.

Известен также оптический способ, не требу-
ющий образцов сравнения и использующий для
определения счетной концентрации спектры экс-
тинкции. Способ предполагает расчет концен-
трации НЧ по значению их экстинкции при дли-
не волны, находящейся на достаточном расстоя-
нии от пика плазмонного резонанса. Для такого
расчета необходимо знать размер частиц, кото-
рый определяется по положению пика плазмон-
ного резонанса по шкале длин волн. Этот способ
описан в работах [22, 23] для золотых и [24] для се-
ребряных НЧ. Однако данный метод может быть
использован только длямонодисперсных частиц
(один максимум в распределении частиц по раз-
мерам), имеющих пик плазмонного резонанса в
доступной для наблюдения области. Для поли-
дисперсных систем, в которых имеются частицы
двух и более характерных размеров, сильно отлича-
ющихся друг от друга, рассматриваемый способ не-
пригоден, за исключением частиц с размером
<20 нм [23]. Кроме того, положение пика плаз-
монного резонанса зависит как от размеров НЧ,
так и их поверхности, а также от свойств среды.

Достаточно простой метод турбидиметрии для
определения концентрации силикатных НЧ с
использованием экспериментально определен-
ных показателя преломления и спектра мутно-
сти представлен в работе [25]. Авторы рекомен-
дуют данный метод и для других коллоидных си-
стем, которые агрегативно устойчивы в среде. Одно
из требований к используемым приборам – это
ограничение апертуры приемника света для устра-
нения эффектов малоуглового рассеяния [25].

DLS как метод определения относительной
численной концентрации модельных систем мо-
нодисперсных сферических НЧ латекса размером
60 нм, а также коллоидных НЧ серебра и золота
диаметром от 4.5 до 50 нм в растворах был
применен в работе [26]. Авторы этой работы
отмечают, что используемый прибор ZetasizerNa-
no (Malvern) не позиционируется для указанной
цели, однако с помощью него можно произво-
дить сравнительный анализ образцов по числен-

ной концентрации НЧ. Данный способ основан
на измерении среднего гидродинамического диа-
метра НЧ для двух образцов и измерения на том же
приборе дополнительной оптической характери-
стики – скорости счета фотонов рассеянного све-
та для каждого из образцов. Расчет относитель-
ной концентрации НЧ в одном из образцов по от-
ношению к другому основан на предположении,
что интенсивность рассеяния прямо пропорцио-
нальна шестой степени диаметра частиц, т.е. в
предположении, что интенсивность рассеяния I
подчиняется закону Релея: I ~ .

Наиболее близким к вышеописанному спосо-
бу является метод, описанный в работе [27],
включающий измерение среднего гидродинами-
ческого диаметра частиц методом DLS, далее –
расчет по измеренному значению эффективности
экстинкции частиц, измерение оптической плот-
ности на одной из длин волн видимого диапазона
и расчет по полученным данным счетной концен-
трации НЧ с использованием формул для сечения
экстинкции общей теории рассеяния Ми, спра-
ведливых для частиц с диаметром до 10000 нм.
Формула для расчета представлена ниже:

где h – длина оптического пути кюветы; Aλ – оп-
тическая плотность образца относительно фона;
dH – гидродинамический диаметр НЧ; Qэкст –
рассчитанное значение эффективности экстинк-
ции, согласно теории рассеяния Ми [28]. Данный
метод был апробирован на частицах двуокиси
кремния и серебра и позволил получить значения
абсолютной концентрации НЧ в жидкостях, тем
не менее авторы считают, что предложенный
способ может быть использован и для других ти-
пов НЧ в различных биологических средах.

За последние несколько лет были созданы
установки, основанные на новой оптической тех-
нологии, получившей название лазерная спек-
троскопия пропускания (LTS). Данный метод
позволяет определить концентрацию НЧ и их
геометрический размер путем однократного из-
мерения зависящего от длины волны коэффици-
ента пропускания лазерного луча через суспен-
зию НЧ золота и полистирола [29–31], а также ча-
стиц в нормальных и раковых клеточных лизатах
[32]. LTS оказалaсь достаточно перспективной по
чувствительности, в особенности для полисти-
рольных НЧ. Метод LTS может быть адаптирован
для характеристики НЧ различной формы и гео-
метрии (например цилиндрoв, дискoв, эллипсoв
и т.д.) с использованием соответствующих алго-
ритмов, что также дает возможность реализации
данного метода для НЧ различной природы. При-
менение LTS для природных везикул, таких как
экзосомы и везикулы, представлено в работе [33].
Синтетические липосомные дисперсии различно-

6
Hd n

λ= π 2
H экст4 ln10/ ,N A d Q h
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го состава были исследованы в работе [31]. Необхо-
димо отметить, что с помощью данных, получен-
ных LTS, авторам удалось количественно оценить
способность захвата гидрофильного противотубер-
кулезного препарата (изониазидa) липосомами и
накопление лекарства в фосфолипидном бислое
благодаря взаимодействиям липид – лекарство.

Анализ траектории НЧ (NTA) является надеж-
ным методом определения концентрации,
который основан на рассеянии света и наблюде-
нии за броуновским движением каждой НЧ в от-
дельности с целью определения среднеквадра-
тичного смещения отдельных НЧ. Анализ осу-
ществляется без разделения популяций НЧ по
размерам [34–36]. Данный метод подходит для
различных типов НЧ таких как клеточные вези-
кулы, вирусные частицы, микровезикулы и экзо-
сомы, НЧ золота, фуллерены, липосомы и белко-
вые агрегаты [37–41]. Меньше известно о его ис-
пользовании для анизотропных частиц. Метод NTA
был применен для образцов белка, в качестве стан-
дарта использовались НЧ полистирола. Установле-
но, что для белков более подходящим является
режим мониторинга в реальном времени [42].
Ограничением данного метода является пони-
женная чувствительность при достижении ниж-
него предела обнаружения размера частиц. Для
получения статистически достоверных результа-
тов рекомендуется работать в области концентра-
ций от 107 до 109 частиц/мл [43]. Наличие агломе-
рации частиц и неоднородности усложняют из-
мерение концентрации данным методом [34, 44,
45]. Результаты, полученные для везикул методом
NTA, зависят от настроек измерения [46], про-
граммного и аппаратного обеспечения ZetaView
или NanoSight NS300 [47]. Авторы полагают, что
дальнейшее развитие метода NTA должно быть
сосредоточено на стандартизации измерений в
биологических средах для того, чтобы свести к
минимуму влияние оператора на измерение кон-
центрации НЧ. Для исследования стержнеобраз-

ных структур (диаметр 10 нм, длина 35–250 нм) и
белковых, фибриллярных структур на примере
белков миозина (L/d = 80, гидродинамический
размер dh ~ 30–35 нм) Hoover и Murphy рекомен-
дуют использовать NTA в комбинации с другими
методами, такими как статическое рассеяние све-
та (SLS), DLS и TEM. Метод NTA в дополнение к
информации о распределении частиц по разме-
рам и концентрации НЧ может быть использован
для детектирования изменения морфологии от
глобулярной к фибриллярной в режиме реально-
го времени [48].

Гравиметрические методы
По сравнению с аналитическими методами пре-

имуществом гравиметрических измерений являет-
ся то, что они позволяют получить абсолютную
концентрацию НЧ, используя совокупное коли-
чество НЧ в суспензии, деленное на вес одной НЧ
(рис. 1) по формулам [19]:

где N – количество НЧ в коллоидной суспензии.
Ntotal и mtotal – совокупное количество НЧ в сус-
пензии (Ntotal – общее количество атомов; mtotal –
общий вес НЧ). Nparticle и mparticle − параметры од-
ной НЧ (Nparticle – среднее количество атомов на од-
ну НЧ, mparticle – вес одной НЧ), C – молярная кон-
центрация, V – объем коллоидной суспензии.

Гравиметрический метод определения концен-
трации НЧ достаточно просто реализуем, если из-
вестна плотность исследуемого наноматериала, и
может применяться ко всем типам НЧ. Известно,
что концентрацию коммерческиx эталонныx образ-
цов НЧ полистирола, использующиxся в качестве
стандартов, производители определяют количе-
ственно именно гравиметрическими методами
[49]. Тем не менее использование данного метода
ограничено неточностью измерения таких пара-
метров, как плотность и количество атомов на од-
ну частицу. Последнее часто приводит к неточно-
сти и только грубой оценки концентрации НЧ, на-
пример, в случае новых полимерных нано-
материалов и т.д. Данный метод постоянно улучша-
ется, так, например, в работе [50] плотность НЧ –
наносфер сополимеров поли(стирола/акриламида)
определяли центрифугированием, что способство-
вало повышению точности гравиметрического ме-
тода. После определения концентрации НЧ, моди-
фицированных стрептавидином и антителами,
успешно удалось определить активные аффин-
ные сайты на каждой биофункциональной НЧ.

Комбинированные подходы
Для обеспечения точного и достоверного

определения концентрации НЧ рекомендуется
сравнительная оценка с применением нескольких

total particle total particle / ,   / и / , AN N N m m C N N V= = =

Рис. 1. Абсолютная концентрация НЧ, представлен-
ная как совокупное количество НЧ в суспензии, де-
ленное на вес одной НЧ.

Вес или количество атомов
в одной наночастице

Общий вес или количество атомов
в дисперсии

Число =
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методов, а именно использующих различные
свойствa НЧ, например, поглощение света, массу,
светорассеяние и/или, например, совместное при-
менение микроскопии высокого разрешения и оп-
тико-спектральных методов. В частности, данный
подход применялся для внеклеточных везикул, пе-
гилированных липосом с использованием таких
методов как NTA, TRPS, когда НЧ проходят через
нанопоры с регулируемым размером) [51], nFCM
(нанопроточная цитофлуориметрия), CLS (диф-
ференциальное центробежное осаждение) [52],
AF4-MALS (фракционирование потока в режиме
онлайн с многоугловым детектором светорассея-
ния) и многоугловое динамическое светорассея-
ние (MADLS). Наблюдалась достаточно хорошая
сходимость полученных результатов для всех 6 ме-
тодов, например, для полистирольных НЧ она со-
ставила около 90%, за исключением метода NTA,
который завышал концентрацию НЧ. Для пегили-
рованных липосом метод nFCM значительно сни-
жал концентрацию НЧ в сравнении с другими ме-
тодами. Для внеклеточных везикул наблюда-
лось сложное поведение, только для трех методов
(NTA, TRPS и nFCM) значение концентрации
НЧ находилось в пределах одного порядка [12].

Разрабатываются инновационные комбина-
ции методов, такие как настраиваемое резистив-
ное измерение импульсов [53], нанопроточная
цитометрия и MADLS [54, 55], малоугловое рент-
геновское рассеяние (SAXS) [56], центробежные
методы осаждения и AF4-MALS [56] и т.д. Опи-
сан способ, сочетающий иммобилизацию НЧ на
анизотропно-коллапсированный агарозный гель с
последующим использованием оптической микро-
скопии и подсчета НЧ. Эталоном служил метод
TEM. В качестве объектов исследовали НЧ крем-
незема с флуоресцентным красителем, квантовые
точки CdSe/ZnS и субмикронные частицы крем-
незема [57]. Встречается комбинация электро-
спрея (ES) для создания парофазного дисперсно-
го материала с использованием сканирующего из-
мерителя подвижности частиц (SMPS).
Подвижность анализировалась с помощью диф-
ференциальной подвижности (DMA), газофазно-
го электрофоретического молекулярного анализа
(GEMMA) или масс-спектрометрии (MS) [11, 58].
Наноэлектроспрей газофазный анализ молекуляр-
ной подвижности (nES GEMMA) используется
как альтернативный метод [59].

Метод масс-спектрометрии с индуктивно-свя-
занной плазмой (ICP-MS) чувствителен к ультра-
низким концентрациям, однако его точность огра-
ничена для частиц субмикронного размера [60], в
связи с этим данный метод рекомендуется сочетать
с динамическим потоком массы [61]. Сочетание га-
зофазного электрофореза и спектроскопии откры-
вает возможности для тщательного углубленного
исследования материала “мягких” НЧ, например,
липосом, с точки зрения размера и формы [62]. В

табл. 1 представлены методы определения концен-
трации НЧ, наиболее широко освещенные в ли-
тературе.

КОНЦЕНТРАЦИЯ НАНОЧАСТИЦ 
ДЛЯ ПРИЛОЖЕНИЙ НАНОМЕДИЦИНЫ

Наночастицы и их концентрация 
в биологических средах

Исследование поведения НЧ в биологических
средах, органах и их гомогенатах усложняется
ввиду наличия в них макромолекул, изменения
свойств НЧ, образования “белковой короны”,
процессов агрегации и агломерации. Метод аб-
сорбционной спектрофотометрии и спектроско-
пии резонансного рассеяния были применены
для определения счетной концентрации НЧ золо-
та [63]. Для НЧ из благородных металлов в каче-
стве характеристики выбирается длина волны,
соответствующая пику поверхностного плазмон-
ного резонанса, что дает возможность отличить
рассеяние НЧ от рассеяния другими нанообъек-
тами в биологических пробах. ICP-MS [66] был
использован для определения концентрации вве-
денных внутривенно НЧ золота с различным раз-
мером 10, 50, 100 и 250 нм, дзета-потенциалом и
дозой в крови и органах.

Метод NTA был использован для визуализа-
ции и отслеживания поведения НЧ в жидких био-
логических средах [36]. Оценка цитотоксичности
показала, что НЧ серебра вызывали значительное
снижение целостности мембран и клеточной ме-
таболической активности в зависимости от их
концентрации. Определение концентрации ли-
посом в сыворотке крови проводилось для анали-
за их стабильности в кровотоке [67].

Данные о концентрации НЧ информативны для
полиплексов и полидисперсных систем, склонных
к агрегации [68]. Так, в работе [69] проведено
сравнение НЧ, полученных с использованием
новых технологий, таких как микрофлюидика, как
в отсутствие, так и в присутствии ДНК, и определе-
ние количества плазмид-содержащих НЧ. С биоло-
гической точки зрения физико-химический пара-
метр нанопрепаратов – количество НЧ имеет
бóльшее значение, чем площадь поверхности или
масса, поскольку доза эффективно соответствует
количеству рецепторов, которые связывают НЧ.
Недавно описана доза нанопрепаратов, введенная
инъекционно мыши и представленная с точки зре-
ния количества НЧ, и оценено ее пороговое значе-
ние (рис. 2).

Установлено, что введение дозы НЧ (золотые
и силикатные НЧ и липосомы), превышающей по-
роговое значение 1 триллион НЧ/на мышь, значи-
тельно улучшало терапевтическую эффектив-
ность независимо от дозы активного лекарства.
Авторами как экспериментально, так и с учетом



660

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 5  2023

ПАШИРОВА и др.
Та

бл
иц

а 
1.

Ф
из

ик
о-

хи
м

ич
ес

ки
е 

м
ет

од
ы

 о
пр

ед
ел

ен
ия

 к
он

це
нт

ра
ци

и 
Н

Ч

Ти
п 

Н
Ч

М
ет

од
П

ре
де

лы
 и

зм
ер

ен
ия

,
то

чн
ос

ть
 и

зм
ер

ен
ия

Н
ед

ос
та

тк
и 

и 
ог

ра
ни

че
ни

я
С

сс
ы

лк
а

Н
Ч

 з
ол

от
а

U
V

 V
is

Д
о 

10
0 

нм
, 5

%
С

ло
ж

на
я 

ф
ор

м
а 

и 
ра

зм
ер

ы
 >

10
0 

нм
[1

5,
 2

2]

Н
Ч

 с
ер

еб
ра

U
V

 V
is

О
т 

8 
до

 1
00

 н
м

Н
ал

ич
ие

 к
оэ

ф
ф

иц
ие

нт
а 

эк
ст

ин
кц

ии
[2

4]

Н
Ч

 з
ол

от
а

IC
P-

M
S

О
т 

5 
до

 1
00

 н
м

,
10

%
Н

Ч
 с

ло
ж

но
й 

ф
ор

м
ы

[6
3]

Н
Ч

 з
ол

от
а 

и 
се

ре
бр

а
D

L
S

О
т 

4.
5 

нм
 д

о 
50

 н
м

Н
ал

ич
ие

 э
та

ло
нн

ог
о 

об
ра

зц
а

[2
6]

Н
Ч

 з
ол

от
а

LT
S

О
т 

5 
до

 4
0 

нм
В

ли
ян

ие
 г

ео
м

ет
ри

и 
Н

Ч
 н

а 
сп

ек
тр

 э
кс

-
ти

нк
ци

и
[2

9]

Н
Ч

 о
кс

ид
а 

кр
ем

ни
я

Ту
рб

ид
им

ет
ри

я
О

т 
80

 д
о 

25
0 

нм
Н

ал
ич

ие
 п

ок
аз

ат
ел

я 
пр

ел
ом

ле
ни

я 
и 

ус
тр

а-
не

ни
е 

эф
ф

ек
то

в 
м

ал
оу

гл
ов

ог
о 

ра
сс

ея
ни

я
[2

3]

Л
ип

ос
ом

ы
LT

S
О

т 
30

 д
о 

30
0 

нм
Н

ал
ич

ие
 в

ы
бо

рк
и 

дл
я 

по
лу

че
ни

я 
ст

ат
и-

ст
ич

ес
ки

 з
на

чи
м

ы
х 

ре
зу

ль
та

то
в

[3
1]

Н
Ч

 п
ол

ис
ти

ро
ла

LT
S

О
т 

50
 3

00
0 

нм
от

 0
.5

 д
о 

4%
–

[2
9]

Н
Ч

 з
ол

от
а,

Н
Ч

 к
ре

м
не

зе
м

а,
 в

ир
ус

ны
е 

Н
Ч

N
TA

О
т 

80
 д

о 
25

0 
нм

Ре
ко

м
ен

ду
ет

ся
 р

аб
от

ат
ь 

в 
об

ла
ст

и 
ко

н-
це

нт
ра

ци
й 

от
 1

07  д
о 

10
9  Н

Ч
/м

л
[6

4]

Н
Ч

 п
ол

ис
ти

ро
ла

Н
Ч

 а
ль

бу
м

ин
а

N
TA

О
т 

20
 д

о 
10

00
 н

м
Н

ал
ич

ие
 п

ол
ид

ис
пе

рс
но

ст
и 

ил
и 

аг
ре

га
-

ци
и

[4
2]

Н
Ч

 п
ол

ис
ти

ро
ла

, л
ип

ос
ом

ы
В

не
ш

ни
е 

ве
зи

ку
лы

N
TA

О
ко

ло
 1

00
 н

м
П

ро
ве

рк
а 

ли
не

йн
ос

ти
 д

иа
па

зо
на

 к
он

це
н-

тр
ац

ий
[6

5]

Н
Ч

 м
он

ок
л.

 а
нт

ит
ел

N
TA

С
уб

м
ик

ро
нн

ы
е 

Н
Ч

К
он

тр
ол

ь 
ст

аб
ил

ьн
ос

ти
[3

7,
 3

8]



КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 5  2023

КОНЦЕНТРАЦИЯ НАНОЧАСТИЦ КАК ВАЖНЫЙ ПАРАМЕТР 661

данных 40 публикаций [2], был проведен пересчет
доз НЧ по их количеству и было установлено, что
наиболее важным параметром является именно
количество НЧ, которое играет определяющую
роль при доставке в опухоли по сравнению с дру-
гими параметрами, такими как размер, дизайн
таргетинга (нацеливания), тип НЧ или модель ра-
ка [2]. Далее в работе [70] с учетом дозы 1.5 × 1015

НЧ для человека была пересчитана доза НЧ в
мг/кг для различных биоматериалов.

Клеточное поглощение и интернализация
Во всех методах лечения, существует порого-

вая или терапевтическая доза лекарства, которая
должна быть усвоена отдельной клеткой, чтобы
эта клетка считалась “вылеченной” [2]. Крайне
важно знать, сколько НЧ попадает в (целевые)
клетки, чтобы понять, сколько лекарства факти-
чески доставлено. Доза лекарства, доставляемая в
клетки, будет зависеть от интернализации, кине-
тики поглощения, распределения, времени на-
копления лекарства в органеллах. В то же время
необходимо отметить, что поглощение НЧ клет-
ками происходит неравномерно [71]. Эффектив-
ное проникновение и клеточная интернализация
зависят от различных физико-химических
свойств НЧ, включая поверхностный заряд, раз-
мер, состав и содержание липидов, а также нали-
чие лигандов, нацеленных на поверхность и т.д.
[72]. Тем не менее кинетика поглощения НЧ
клетками человека и их последующее внутрикле-
точное распределение являются ключевыми пара-
метрами [73]. По-прежнему отсутствуют стандарти-
зированные протоколы для измерения клеточных
взаимодействий и цитотоксичности сконструи-
рованных НЧ. Чтобы охарактеризовать внутри-
клеточный перенос НЧ с лекарствами, необходи-
мы методы, позволяющие отслеживать их внутри
клеток с течением времени и определять их внут-
риклеточное местоположение, а также время, не-
обходимое для достижения определенного место-
положения [74]. Часто внутри одних и тех же кле-
ток некоторые НЧ достигают лизосом за
короткое время, в то время как другим требуется
гораздо больше времени [75, 76]. Дополнитель-
ным и часто игнорируемым параметром, оказыва-
ющим большое влияние на степень интернализа-
ции наноносителей фагоцитирующими клетками,
является концентрация НЧ, т.е. их вводимое коли-
чество, а не концентрация действующего
лекарственного вещества [11]. Однако в работе [77]
было показано, что для лучшего клеточного погло-
щения необходимо увеличивать концентрацию ин-
капсулированного лекарства в каждой везикуле, а
не количество везикул.

На двух типах НЧ – липосомах и квантовых
точках – было проведено исследование о взаимо-
связи цитотоксичности и концентрации НЧ [78].

С помощью комбинации теоретических и эмпи-
рических методов (TEM, сканирующий ана-
лизатор подвижности частиц), описанных в рабо-
те [11], удалось определить концентрацию НЧ,
связанных с поверхностью, и концентрацию ин-
тернализированных НЧ. Воздействие на клетки
различного количества НЧ может подразумевать
разную активность поглощения, последствия эн-
до/фагоцитоза или другие явления [79]. В работах
[18, 80] авторы подчеркивают, что только тща-
тельная и полная физико-химическая характери-
стика НЧ, включая их концентрацию, позволяет
объяснить разницу в биологических эффектах
(образование белковой короны, взаимодействие,
поглощение клетками) для различных типов НЧ,
например, для наноматериалов с различной
хиральностью.

В литературе нет общепринятой кинетической
схемы, лишь обзорно описана кинетика по-
глощения НЧ и их внутриклеточное распределе-
ние [73]. Автор этой работы подчеркивает, что для
описания кинетических аспектов необходимым
условием является определение количества НЧ. В
общую кинетику поглощения он вносит вклады
трех процессов: адсорбция/десорбция и клеточ-
ная интернализация. В другой работе [81] процесс
поглощения полистирольных НЧ был описан ки-
нетической моделью, которая схематично пред-
ставлена на рис. 3. Для простых молекул погло-
щение описывается кинетикой первого порядка с
равновесными константами скорости (рис. 3а). В
случае НЧ (рис. 3б) импорт в клетку определяется
независимыми временными потоками (J01 − тече-
ние через мембрану, J12 − течение в сторону эндо-
сом и J23 − течение между эндосомами и лизосо-

Рис. 2. Пороговое значение дозы нанопрепаратов,
введенной инъекционно мыши и представленной с
точки зрения количества НЧ [2].

Пороговое значение
1 трлн НЧ на мышь
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мами), при этом процесс выхода для полисти-
рольных НЧ отсутствует, т.е. они попадают в
лизосомы и остаются там [82].

При накоплении НЧ в лизосомах следует об-
ратить внимание на цитотоксичность самих НЧ и
лизосомально-индуцированную нанотоксич-
ность [70] для развития наноприложений [83]. В
то же время, например, для липосомальных ча-
стиц возможен их экспорт из клеток и/или их де-
градация, а также высвобождение и выход загру-
женных молекул в окружающую среду [84], т.е.
необходимо учитывать и другие вклады в кинети-
ку, такие как деградация, эндосомальное усколь-
зание, клеточное деление, а также транспорт во
внеклеточной среде. Например, исходя из време-
ни удвоения клеточной популяции, равного 22 ч
(для клеточной линии ATCC), наблюдаемое зату-
хание флуоресценции можно отнести к клеточно-
му делению, т.е. деление клеток приводит к экс-
поненциальному спаду внутриклеточной концен-
трации НЧ. В результате непрерывного
поступления НЧ устойчивое состояние наступает
через некоторое время, так как деление клеток бу-
дет конкурировать с процессом поглощения НЧ
[85].

Диагностика и биовизуализация

Количественные измерения с помощью тех-
ники флуоресценции в биологических средах до-
статочно сложны ввиду того, что флуорофоры
чувствительны к изменению их окружения. Тем
не менее абсолютное количество НЧ в органе мо-
жет быть получено при помощи калибровочных
зависимостей, то есть систематических измере-
ний флуоресценции НЧ, растворенных в гомоге-
натах, полученных из органов при различных из-
вестных концентрациях НЧ. Надежность полу-
ченных данных увеличивается с использованием

комбинации методов микроскопии и проточной
цитометрии [86]. Существуют подходы с опреде-
лением интенсивности флуоресценции одной ча-
стицы и измерений флуоресценции клеток, инку-
бированных с частицами, далее с использованием
данных проточной цитометрии и изображений
конфокальной сканирующей лазерной микро-
скопии можно рассчитать среднее количество
интернализованных частиц на клетку [87].

С целью диагностики и фототермической те-
рапии были охарактеризованы модифицирован-
ные липопротеинами твердые липидные НЧ с
загруженным металлом Cu(II), в том числе опреде-
лена концентрация НЧ с использованием комби-
нации методов спектроскопии и микроскопии с со-
четанием теории Mie и Drude [88]. В другой работе
авторы отметили, что фототермическая эффектив-
ность может зависеть от численной концентра-
ции НЧ (золотых наностержней) [89].

Наноустройства для детоксикации

Кинетика ферментативной реакции, протекаю-
щей в гомогенной среде с идеально перемешанны-
ми реагентами, подчиняется уравнению Михаэли-
са–Ментен. Однако эти условия сильно отличают-
ся в случае работы ферментативных нанореакторов
(NR): 1) высокая концентрация фермента в среде
НЧ, которая не соответствует условиям кинетики
Михаэлиса–Ментен; 2) скопление большого коли-
чества молекул фермента (E), так как они инкап-
сулированы внутри НЧ. Тем самым наблюдается
аномальная диффузия веществ, которая изменяет
кинетические законы действия масс. Таким обра-
зом, в нанореакторах локальная концентрация
фермента [E] выше, чем концентрация субстрата
[S], особенно в закрытых наноразмерных систе-
мах, такие “замкнутые условия” близки к тем, ко-
торые встречаются в клетках. Основной пробле-

Рис. 3. Модели клеточного поглощения (a) молекулы – флуоресцентного красителя; и (б) НЧ, помеченных флуоресцент-
ным красителем. Клетка состоит из двух контейнеров, представляющих собой общее внутриклеточное пространство (ци-
топлазму) и эндоплазматический ретикулум в случае красителя и эндосомальный и лизосомальный компартменты в случае
НЧ. Адаптировано из [82].
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мой кинетики ферментативных нанореакторов яв-
ляется точное измерение и управление [E].
Высокая концентрация активных центров фер-
мента в нанореакторах (особенно когда [E] ≥ [S])
влияет на равновесие. В нанореакторах вместо
этого следует учитывать равновесие между суб-
стратом, связанным с ферментом, и продуктом
(P) (KNR = [EP]/[ES]) [90].

В условиях инъекционного нанореактора для
детоксикации токсикант (Т), присутствующий в
кровотоке, диффундирует через мембрану нано-
реактора, где далее в его герметичном отсеке про-
ходит ферментативная реакция детоксикации.
Для эффективной работы нанореактора [E] внут-
ри наноносителя должна значительно превышать
концентрацию токсиканта [T], тогда реакция
внутри нанореактора будет протекать в условиях
[E]  [T], или [E] ≈ [T]. В работе [3] был оценен
размер нанореакторов тремя независимыми ме-
тодами: TEM, DLS и NTA. Все три метода свиде-
тельствовали о монодисперсности образца, что
позволило методом NTA определить численную
концентрацию нанореакторов и далее, с учетом
сферической формы НЧ [4] и эффективности кап-
сулирования, рассчитать объем нанореакторa, кон-
центрацию фермента внутри нанореактора и по-
рядок протекающей реакции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные выше методы определения
концентрации НЧ и примеры ее использования
для биомедицины свидетельствуют о важности
данной характеристики для дальнейшего приме-
нения НЧ в доклинических исследованиях и
успешного применения в клинике. Только пол-
ная характеристика НЧ, включая их концентра-
цию, может обеспечить дополнительную оценку
получаемых биологических эффектов наноси-
стем. Наиболее перспективным и надежным под-
ходом для определения концентрации НЧ явля-
ется сочетание нескольких методов с учетом пря-
мой визуализации, спектроскопии и
гравиметрии. Одним из наиболее удобных и не-
сложных в использовании методов можно реко-
мендовать анализ траектории движения НЧ.
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