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Цель: Изучение влияния наночастиц золота на опухолевые клетки карциномы легкого человека
А 549 при облучении протонами.

Материал и методы:

Клеточная культура: Клетки карциномы легкого человека А 549.

Наночастицы золота Au/PEG 6000/W 200/30 нм: в работе использовался коллоидный раствор
наночастиц золота, приобретенный в фирме М 9 Nanomaterials & Technologies.

Облучение протонами: Облучение клеток проводилось на терапевтическом протонном пучке в
медико-техническом комплексе Лаборатории ядерных проблем Объединенного института ядер-
ных исследований.

Определение радиочувствительности клеток: оценка клоногенной выживаемости клеток.

Определение генотоксической активности наночастиц под действием протонного облучения:
микроядерный тест с блокированием цитокинеза. Генотоксичность наночастиц золота оценива-
лась по количеству микроядер на 1000 бинуклеарных клеток. Микроядра считали только в би-
нуклеарных клетках. Для каждой дозы просчитывалось не менее 1000 бинуклеарных клеток, экс-
перименты проводились в трех повторах.

Результаты:

Частота образования микроядер свидетельствует о повышении генотоксического действий на-
ночастиц при облучении протонами в дозе 2 Гр. Протонное облучение вызывало увеличение ча-
стоты образования микроядер в зависимости от концентрации наночастиц. При облучении
протонами дозой 2 Гр в присутствии и отсутствие наночастиц различие по частоте образования
микроядер составило для концентрации наночастиц 2,5 мкг/мл – 1,1; для 5 мкг/мл и 10 мкг/мл
– 1,2; для 15 мкг/мл – 1,3 и для 30 мкг/мл –1,5. Кривые выживаемости клеток отражают сниже-
ние их выживаемости при добавлении металлических наночастиц с высоким Z, что отражает
возникновение эффектов радиосенсибилизации. Коэффициент усиления для уровней
выживаемости 10 % и 50 % составляет 1,4 и 2,5 соответственно.

Выводы:

Под действием протонного облучения повышается генотоксическая активность наночастиц зо-
лота в клетках карциномы легкого человека А 549 в зависимости от их концентрации. Снижает-
ся выживаемость клеток карциномы легкого человека А 549, облученных протонами в присут-
ствии наночастиц золота.
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Введение

Одной из главных задач лучевой терапии
является доставка лечебной дозы излучения в
опухоль с сохранением при этом окружающих
ее здоровых тканей. Основные усилия сосредо-
точены в двух направлениях: приведение до-
ставляемой дозы в соответствие с объемом опу-
холи и повышение чувствительности опухоли к
терапевтическому облучению. С задачей согла-
сования доставляемой дозы с формой опухоли
достаточно успешно справляется протонная
терапия за счет высокой степени конформно-
сти распределения дозы протонных пучков.
Это приводит к уменьшению побочных эффек-
тов и более низкой интегральной дозе по
сравнению с обычной фотонной терапией.

Одним из вариантов радиосенсибилиза-
ции является искусственное повышение энер-
говыделения в опухоли. В частности, действие
протонной терапии может быть дополнительно
усилено за счет использования наноразмерных
радиосенсибилизаторов. Увеличение погло-
щенной дозы достигается путем введения или
доставки в опухолевые клетки веществ с суще-
ственно большим сечением поглощения из-
лучения, чем у нормальных клеток. Таковыми
являются химические элементы с высоким
атомным номером (Z), более 52 (I, Gd, Au, Pt и
др.). За счет большей вероятности взаимодей-
ствия таких элементов с излучением можно до-
стичь локального увеличения поглощенной до-
зы в области накопления вещества с высоким
атомным номером. Возникающее вторичное
короткопробежное излучение локализует энер-
говыделение вблизи этих элементов и поража-
ет лишь близлежащие биологические структу-
ры [1, 2].

Для этих целей хорошо подходят наноча-
стицы золота. Они обладают рядом свойств, ко-
торые делают их идеальными радиосенсибили-
заторами, а именно, высоким атомным номе-
ром (Z=79), биосовместимостью и низкой цито-
токсичностью [3, 4]. Ряд доклинических иссле-
дований проиллюстрировал, что наночастицы
золота являются мощным радиосенсибилизи-
рующим агентом при проведении фотонной те-
рапии [5–8].

Первоначально большинство исследова-
ний радиосенсибилизирующего действия на-
ночастиц металлов были сосредоточены на
высокоэнергетическом мегавольтном (МэВ) и
низкоэнергетическом киловольтном (кэВ) фо-
тонном излучении [9–14]. Наилучшей эффек-

тивностью для радиосенсибилизации обла-
дают наночастицы в сочетании с фотонами,
энергия которых не превышает 500 кэВ [10],
т.е. в области энергий, где преобладает фото-
эффект. При взаимодействии фотонов такой
энергии с наночастицами образуется много
вторичных электронов, которые ответственны
за большинство повреждений клеток [15].

Однако в клинических условиях кило-
вольтные фотоны имеют ограниченную эффек-
тивность, т.к. у них относительно малая глуби-
на проникновения в ткани, и они не могут до-
ставлять дозу облучения в глубоко расположен-
ные опухоли. Поэтому в большинстве случаев
для радиотерапии используется мегавольтное
тормозное излучение в диапазоне но ми наль -
ных энергий от 1 до 25 МэВ или протонные
пучки.

Теоретические работы по моделированию
методом Монте-Карло предсказывали незначи-
тельное повышение дозы при сочетании нано-
частиц золота с мегавольнтым фотонным из-
лучением [11–14, 16]. Однако, эксперименты in
vitro продемонстрировали существенное повы-
шение дозы с помощью наночастиц золота при
облучении таким излучением [17–24]. Веро-
ятно, существуют дополнительные биологиче-
ские факторы, изменяющие сенсибилизацию
клеток к мегавольтному излучению, которые не
были учтены физическими расчетными мето-
дами [25].

Исходя из первоначальных теоретиче-
ских расчётов также не ожидалось, что наноча-
стицы золота будут эффективными радиосен-
сибилизаторами при протонном облучении,
главным образом, из-за ограниченной Z-зави-
симости взаимодействий, в отличие от высоко-
го фотоэлектрического поглощения с сильной
Z-зависимостью для киловольтных фотонов.
Однако, экспериментальные исследования на
клетках опухоли предстательной железы, облу-
ченных протонами с энергией 160 МэВ, проде-
монстрировали снижение выживаемости кле-
ток при применении наночастиц золота [26].

Аналогичное наблюдение Kim J.K. et al
показало снижение выживаемости раковых
клеток, облученных протонами с энергией
45 МэВ при использовании наночастиц золота
и железа [27].

Дальнейшие теоретические и экспери-
ментальные исследования показали, что нано-
частицы золота также способны быть эффек-
тивными радиосенсибилизаторами при про-
тонном облучении [28–30].
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Взаимодействие между наночастицами и
протонами может генерировать коллективные
электронные возбуждения (плазмоны) на по-
верхности металлических наночастиц, в ре-
зультате чего с поверхности наночастиц испус-
каются характеристические рентгеновские фо-
тоны и электроны низкой энергии через каска-
ды Оже [31, 32]. В биологических мишенях та-
кое излучение способно генерировать актив-
ные формы кислорода, что в свою очередь мо-
жет привести к повреждению ДНК и к апоптозу
[33, 34]. Соответственно, комбинируя протон-
ное облучение с введением металлических на-
ночастиц можно улучшить эффективность про-
тонной терапии.

Цель исследования – изучение влияния
наночастиц золота 79Аu на опухолевые клетки

карциномы легкого человека А 549 при облуче-
нии протонами.

Материал и методы

Клеточная культура. Клетки карциномы
легкого человека А 549 культивировали в чаш-
ках Петри, либо культуральных флаконах в за-
висимости от задачи эксперимента. Клетки ин-
кубировали в стандартных условиях (37°С, 5 %
СО2). Для культивирования использовалась пи-

тательная среда Игла MEM c добавлением 10 %
эмбриональной телячьей сыворотки,
2 ммоль/л L-глутамина, пенициллина-стреп то -
ми цин (50 ед./мл).

Наночастицы золота Au/PEG 6000/W

200/30 нм: в работе использовался коллоид-
ный раствор наночастиц золота, при об ре тен -
ный в фирме М 9 Nanomaterials & Tech no lo gies,
Тольятти, с известными характеристиками: на-
ночастицы стабилизированы полимером PEG
(полиэтиленгликоль, W6000), исходная
концентрация наночастиц 200 ppm, средний
размер частиц составляет 30 нм. Необходимая
для эксперимента концентрация наночастиц
достигалась непосредственным разведением
исходного раствора в среде культивирования.

Наночастицы золота в различных
концентрациях (2,5; 5; 10; 15; 30 мкг/мл) до-
бавляли в питательную среду за 24 часа до
облучения с предварительной 10-минутной
обработкой ультразвуком (35 кГц). Перед облу-
чением среду с наночастицами удаляли, дваж-
ды промывали клетки раствором фосфатно-со-
левого буфера (ФСБ) и добавляли свежую пита-
тельную среду.

Облучение протонами: Облучение клеток
проводилось на терапевтическом протонном
пучке в медико-техническом комплексе Лабо-
ратории ядерных проблем Объединенного ин-
ститута ядерных исследований [40].

Выведенные из ускорителя фа зо тро на
протоны с энергией 660 МэВ замедлялись в уг-
леродных блоках до средней энергии около
150 МэВ. После коллимации и магнитного ана-
лиза пучок протонов транспортировался в одну
из процедурных кабин, предназначенных для
облучения пациентов. Поперечные размеры
пучка в точке облучения составляли 77 см по
90 %-изоуровню. Использовался пучок с моди-
фицированным пиком Брэгга с про тя жен -
ностью плоской вершины 2 см, глубинное дозо-
вое распределение пучка представлено на
рис. 1.

Облучаемые образцы располагались в
центральной части плоской вершины. Спектр
значений линейной передачи энергии (ЛПЭ)
протонов в точке облучения, измеренный с по-
мощью многопиксельной кремниевой камеры
MiniPIX компании Advacam (Чехия) [41],
приведен на рис. 2.

Дозиметрическая калибровка пучка про-
водилась с помощью клинического дозиметра
PTW UNIDOS-E (PTW-Freiburg, Германия) с
ионизационной камерой TM30013 с погреш -
ностью около 3 %. Мощность дозы во время
облучения клеток была около 1 Гр/мин.

Определение выживаемости клеток. За
24 часа перед облучением клетки обрабатыва-
лись наночастицами золота в концентрации
15 мкг/мл. Перед облучением среда, содержа-
щая наночастицы, удалялась, клетки дважды
промывали ФСБ, снимали с культурального
флакона с помощью раствора трипсина, ресус-
пендировали в эппендорфы и облучали
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Рис. 1. Глубинные дозовые распределения исходного
(1) и модифицированного (2) пучка
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протонами в дозе 0, 1, 2, 4, 6 и 8 Гр. Затем клет-

ки высевали в культуральные флаконы из

расчета 50 клеток/мл среды. Клетки культиви-

ровали в стандартных условиях в течение вре-

мени, необходимого для формирования коло-

ний. Далее клетки промывали фосфатно-соле-

вым буфером (ФСБ) и окрашивали смесью ме-

танола и кристаллического фиолетового в

течение 30 мин при комнатной температуре.

Для определения выживаемости клеток, через

12–14 сут после посева подсчитывалось коли-

чество выросших колоний, где каждая колония

считается представляющей выжившую клетку,

способную к пролиферации. Для определения

выживаемости рассчитывали по формуле (1)

эффективность посева (ЭП) для облученных и

необлученных клеток:

ЭП = (число выросших колоний/

число посеянных клеток)100 %.    (1)

Далее по формуле (2) рассчитывали

выживаемость (S – survival):

S = (ЭП облученных клеток/

ЭП контрольных клеток)100 %.   (2)

Микроядерный тест с блокированием ци-

токинеза. Является классическим методом

оценки факторов окружающей среды (как хи-

мической, так и физической природы) и слу-

жит для выявления потенциально опасных ге-

нотоксических соединений [39]. Частота обра-

зования микроядер позволяет количественно

оценить цитогенетические нарушения, кото-

рые формируют микроядра, содержащие от-

ставшие фрагменты хромосом или целые хро-
мосомы.

Клетки карциномы легкого человека
А 549 выращивали на покровных стеклах в
чашках Петри. При достижении клетками
70–80 % монослоя за 24 часа до облучения до-
бавляли наночастицы золота в концентрациях
0, 2,5; 5; 10; 15; 30 мкг/мл. Перед облучением
питательная среда с наночастицами удаля-
лась. Клетки дважды промывались ФСБ, добав-
лялась свежая питательная среда. В течение 30
минут после облучения в питательную среду
для блокировки цитокинеза добавляли ци то ха -
ла зин B (3 мкл/мл) не менее чем за 24 часа до
фиксации клеток. Затем среду удаляли, дваж-
ды промывали ФСБ, фиксировали смесью ме-
танол-уксусная кислота (3:1), промывали ФСБ,
красили акридиновым оранжевым и вновь про-
мывали ФСБ. Окрашенные стекла подсушива-
ли и монтировали препараты на предметных
стеклах.

Генотоксичность наночастиц золота оце-
нивалась по количеству микроядер на 1000 би-
нуклеарных клеток. Микроядра (МЯ) считали
только в бинуклеарных клетках (рис. 3). Для
каждой дозы просчитывалось не менее 1000
бинуклеарных клеток, эксперименты проводи-
лись в трех повторах.

Статистическая обработка. Статисти-
ческий анализ полученных данных проводился
с использованием пакета статистических про-
грамм Statistica 8.0 (StatSoft). Результаты ис-
следований представлены как среднее арифме-
тическое результатов трех независимых экспе-
риментов ± стандартное отклонение. Стати-
стические сравнения уровня значимости отли-
чий проводились с помощью t-критерия Стью-
дента для двух выборок. Уровень значимости
отличий р<0,05 обозначался (*), р<0,01 – (**) и
р<0,001 – (***).
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Рис. 3. Микроядра в бинуклеарных клетках
карциномы легкого человека А 549

Рис. 2. Измеренный спектр ЛПЭ в точке облучения



Результаты

Для исследования были выбраны кон-

центрации наночастиц золота, не оказываю-

щие влияния на жизнеспособность клеток [35].

Как можно видеть из табл. 1, частота микро-

ядер в необлученных клетках, которые культи-

вировались в присутствии наночастиц в диапа -

зоне концентраций от 2,5–30 мкг/мл, находит-

ся на уровне контроля. Не было обнаружено

статистически значимой разницы между груп-

пами клеток, культивируемых в присутствии и

в отсутствии наночастиц золота.

Частота образования микроядер свиде-

тельствует о повышении генотоксического дей-

ствий наночастиц при облучении протонами в

дозе 2 Гр. На рис. 4 показана зависимость обра-

зования микроядер в клетках карциномы

легкого человека А 549 при облучении прото-

нами. Как уже отмечалось, количество микро-

ядер в клетках, которые культивировались в

присутствии наночастиц в диапазоне

концентраций 0,1–30 мкг/мл без облучения,

находится на уровне контроля. Протонное
облучение вызывало увеличение частоты обра-
зования микроядер в зависимости от концент-
рации наночастиц. При облучении протонами
дозой 2 Гр в присутствии и отсутствии наноча-
стиц  различие по частоте образования микро-
ядер составило для концентрации наночастиц
2,5 мкг/мл – 1,1; для 5 мкг/мл и 10 мкг/мл –
1,2; для 15 мкг/мл – 1,3 и для 30 мкг/мл –1,5.

Изменение радиочувстивельности клеток
в присутствии наночастиц золота представле-
но изменением их выживаемости при облуче-
нии протонным пучком разной дозой (рис. 5).

Кривые выживаемости клеток отражают
снижение их выживаемости при добавлении
металлических наночастиц с высоким Z, что
отражает возникновение эффектов радиосен-
сибилизации. Коэффициент усиления для 10 %
и 50 % уровней выживаемости составляет 1,4 и
2,5 соответственно, что согласуется с имеющи-
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Рис. 4. Число микроядер на 1000 бинуклеарных
клеток. Клетки А 549 за 24 часа до облучения
протонами в дозе 2 Гр культивировались с наноча-
стицами золота в концентрациях 0, 2,5; 5; 10; 15;
30 мкг/мл; уровень значимости отличий р<0,05
обозначается (*), р< 0,01 – (**) и р<0,001 – (***)

Рис. 5. Кривая выживаемости клеток А 549 после
облучения протонами с предварительным культи-
вированием с наночастицами золота в
концентрации 15 мкг/мл (НЧ Au+) и без наночастиц
(НЧ Au–). Статистическая обработка показала,
что для выживаемости при дозах 1 Гр и 2 Гр уро-
вень значимости отличий р <0,01 – (**) для клеток
обработанных и не обработанных наночастицами.
Для 4 Гр и 6 Гр – р<0,05 (*), для точки 8 Гр не смогли
определить статистически значимое отличие

Таблица 1
Количество микроядер на 1000 бинуклеарных клеток, не подвергавшихся 

облучению протонами
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мися литературными данными [26, 36–38].
Коэффициент усиления рассчитывали, как от-
ношение дозы, при которой выживаемость
составляет 10 % или 50 % для необработанных
наночастицами клеток и обработанных. Стати-
стическая обработка показала, что для
выживаемости при дозах 1 Гр и 2 Гр уровень
значимости отличий р<0,01 – (**) для клеток об-
работанных и не обработанных на но час ти ца -
ми. Для 4 Гр и 6 Гр – р<0,05(*), для точки 8 Гр не
смогли определить статистически значимое от-
личие.

Обсуждение

Проведенные в работе исследования под-
тверждают, что использование наночастиц зо-
лота в сочетании с протонным облучением по-
вышает эффективность повреждений опухоле-
вых клеток.

В настоящее время имеются эксперимен-
тальные доказательства, полученные как в экс-
периментах in vivo, так и in vitro, что наблюда-
ется эффект радиосенсибилизации, обуслов-
ленный присутствием металлических наноча-
стиц в клетках при облучении протонным пуч-
ком [26, 27, 42]. Экспериментальные наблюде-
ния также позволяют сделать предположения о
механизмах повышения радиосенсибилиза-
ции. Вероятно, определенную роль в этом про-
цессе играет значительное увеличение образо-
вания вторичных электронов низкой энергии в
металлических наночастицах в результате воз-
буждения плазмонов на поверхности металли-
ческих наночастиц [31, 32]. Было обнаружено,
что поверхностные плазмонные возбуждения
вносят большой вклад в усиление излучения
вторичных электронов очень низкой энергии –
5 кэВ или менее [43, 44]. В результате, в клетках
повышается генерация активных форм кисло-
рода, что в свою очередь может привести к по-
вреждению ДНК и апоптозу [33, 34, 45, 46].

Выбранные концентрации наночастиц

79Au, будучи нетоксичными для клеток А 549,

могут усиливать действие протонного облуче-
ния. Снижение выживаемости наблюдалось
между клетками А 549, облученными протона-
ми в отсутствии наночастиц золота, и облучен-
ными клетками, их содержащими. Коэффици-
ент усиления для уровня выживаемости 10 %
составил 1,4 и 2,5 для уровня выживаемости
50 %. Полученные результаты согласуются с
другими литературными данными [26, 36–38].

Имеющие место различия результатов можно

связать методологическими факторами: разли-

чиями используемых клеточных линий, разме-

рами наночастиц, характеристиками протон-

ного пучка. Это может способствовать некото-

рым расхождениям в результатах различных

групп исследований.

Протонное облучение в присутствии на-

ночастиц золота также повышает частоту об-

разования микроядер в клетках карциномы

легкого человека А 549. Частота образования

микроядер позволяет количественно оценить

цитогенетические нарушения, которые форми-

руют микроядра, содержащие отставшие фраг-

менты хромосом или целые хромосомы. Полу-

ченные результаты свидетельствует о повыше-

нии генотоксического действий наночастиц

при облучении протонами в дозе 2 Гр. Протон-

ное облучение вызывало увеличение частоты

образования микроядер в зависимости от кон-

центрации наночастиц. При облучении

протонами дозой 2 Гр в присутствии и отсут-

ствии наночастиц различие по частоте образо-

вания микроядер составило для концентрации

наночастиц 2,5 мкг/мл – 1,1; для 5 мкг/мл и

10 мкг/мл – 1,2; для 15 мкг/мл – 1,3 и для

30 мкг/мл –1,5./ Таким образом, увеличение

количества микроядер после облучения прото-

нами в клетках, содержащих наночастицы зо-

лота, свидетельствует о повышении генотокси-

ческого эффекта.

Заключение

На основании проведенных нами иссле-

дований можно сделать следующие выводы:

1. Применение наночастиц золота совместно с

протонами увеличивает потенциал протон-

ного облучения. Следует отметить, что в ра-

боте использовались нетоксичные концент-

рации наночастиц золота, сравнимые по

влиянию на образование микроядер с не-

облученным контролем.

2. Под действием протонного облучения повы-

шается генотоксическая активность нано-

частиц золота в клетках карциномы легкого

человека А 549 в зависимости от их кон-

центрации.

3. Снижается выживаемость клеток кар ци но -

мы легкого человека А 549, облученных про-

тонами в присутствии наночастиц золота.
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IMPROVEMENT OF PROTON IRRADIATION EFFECTIVENESS OF HUMAN LUNG CARCINOMA
CELLS A 549 IN THE PRESENCE OF GOLD NANOPARTICLES

A.V. Rzyanina1,  G.V. Mitsyn1, S.V. Shvidkij1, A.G. Molokanov1, K.N. Shipulin1, 
A.V. Agapov1, V.N. Gaevsky1, I. Khassenova1,2

1 Joint Institute for Nuclear Research, Dubna, Russia
2 The Institute of Nuclear Physics, Almaty, Kazakhstan

Purpose: To study was to study the effect of GNP nanoparticles on tumor cells of human lung carcinoma
A 549 when irradiated with protons.

Materials and methods:

Cell culture: Human lung carcinoma cells A 549.

Gold nanoparticles Au/PEG 6000/W 200/30 nm: A colloidal solution of gold nanoparticles purchased
from the firm M 9 Nanomaterials & Technologies was used in the work.

Proton irradiation: The irradiation of cells was carried out on a therapeutic proton beam in the Medical
and Technical Complex of the Laboratory of Nuclear Problems Joint Institute for Nuclear Research.

Determination of radiosensitivity of cells: By determining the clonogenic survival of cells.

Determination of the genotoxic activity of nanoparticles under the action of proton irradiation: investigat-
ed using a micronucleus test with blocking cytokinesis. The genotoxicity of gold nanoparticles was esti-
mated by the number of micronuclei per 1000 binuclear cells. Micronucleus were counted only in bin-
uclear cells. At least 1000 binuclear cells were calculated for each dose, experiments were carried out in
three repeats.

Results:

The frequency of micronucleus formation indicates an increase in the genotoxic effect of nanoparticles
when irradiated with protons at a dose of 2 Gy. Proton irradiation caused an increase in the frequency
of micronucleus formation depending on the concentration of nanoparticles. When irradiated with
protons at a dose of 2 Gy in the presence and absence of nanoparticles, the difference in the frequency

of micronucleus formation for the concentration of nanoparticles was 2.5 mg/ml – 1.1; for 5 mg/ml and

10 mg/ml – 1.2; for 15 mg/ml – 1.3 and for 30 mg/ml –1.5. Cell survival curves reflect a decrease in their

survival rate when metal nanoparticles with high Z are added, which reflects the occurrence of ra-
diosensitization effects. The gain for 10 % and 50 % survival rates is 1.4 and 2.5, respectively.

Conclusions:

Under the influence of proton irradiation, the genotoxic activity of gold nanoparticles in human lung
carcinoma cells A 549 increases, depending on their concentration. The survival rate of human lung
carcinoma A 549 cells irradiated with protons in the presence of gold nanoparticles decreases.

Key words: proton irradiation, Au nanoparticles, cells A 549, clonogenic survival
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