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Фототермическое действие инфракрасного (808nm) лазерного

излучения и наночастиц золота в различных модификациях
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Проведено сравнительное исследование влияния инфракрасного лазерного излучения (808 nm) разной

плотности мощности на бактерии Staphylococcus aureus 209 P, инкубированных в растворах золотых

нанокубиков, наностержней и на поверхности стекол с покрытием из золотых нанодисков. Излучение с

плотностью мощности 60mW/сm2 в комбинации с нанокубиками вызывало гибель 50% бактериальной

популяции после 30min воздействия, а в комбинации с нанострежнями — 56%. Повышение температуры

взвесей после облучения отмечено не более чем на 5−6◦C. Излучение с плотностью мощности 400mW/сm2

обусловливало выраженное угнетение жизнеспособности бактериальных клеток на 81% после 30min.

Инкубация взвесей микроорганизмов на поверхности стекол, содержащих золотые нанодиски, в ходе

облучения (808 nm, 400mW/сm2) приводила к 99% гибели бактериальных клеток.
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Введение

Наночастицы золота (ЗНЧ) благодаря высокому раз-

нообразию возможных форм, настраиваемым физиче-

ским свойствам, включая длину волны поглощения в

области плазмонного резонанса, представляют большой

интерес для исследователей и практиков при решении

проблем микробиологии и экологии. ЗНЧ могут дей-

ствовать не только как независимые активные агенты,

но и как посредники для адресной доставки лекарств

и активных молекул, а также могут сочетать эти два

свойства [1–4]. Большое количество исследований посвя-

щено фототермическому воздействию наночастиц золота

в сочетании с лазерным излучением на микроорганизмы.

Результат зависит от формы и оптических свойств нано-

частиц, их функционализации и параметров выбранного

излучения [1–7].

Использование ЗНЧ в качестве уникальных объектов

с программируемыми физико-химическими свойствами

в качестве антибактериальных агентов имеет несколько

уровней сложности. В простейшем варианте ЗНЧ сами

используются в качестве антимикробных веществ. На-

пример, Dasarietal исследовали наночастицы золота и

комплексы ионов золота в качестве антибактериальных

агентов в отношении одного из непатогенных штаммов

E. coli и трех штаммов с множественной лекарственной

устойчивостью: E. coli, S. typhimurium и S. aureus. Было

показано, что Au (I) и Au (III) в виде хлорида высо-

котоксичны для всех изученных бактериальных штам-

мов [8]. Penders и соавт. синтезировали ЗНЧ различной

формы (сферы, звезды и цветы) с одинаковыми размера-

ми и оценивали их антибактериальное воздействие на

модельных бактериях S. aureus. Анализ кривых роста,

полученных с помощью измерения оптической плотно-

сти бактериальных взвесей в течение 24 h, показал выра-

женное увеличение времени начала деления и уменьше-

ние экспоненциальной скорости роста при добавлении

250−500mkg/ml золотых нанозвезд и наноцветов [9].

Второй уровень повышения антибактериальной ак-

тивности ЗНЧ и их композитов с фотодинамически-

ми красителями достигается использованием их фо-

тотермических и/или фотодинамических свойств при

действии излучения с определенной длиной волны

или несколькими длинами волн, резонансными плаз-

монному резонансу и/или линиям поглощения краси-

теля [10–12]. Mohamedetal оценивали эффективность

применения ЗНЧ и лазерной терапии против бактерий

C. pseudotuberculosis in vitro. Лазерный свет усиливал

антимикробную активность ЗНЧ по меньшей мере

в 10 раз благодаря своему фототермическому эффек-

ту [13]. Обзор Mocanetal суммирует последние достиже-

ния в области целевой лазерной гипертермии бактерий

с множественной лекарственной устойчивостью, опосре-

дованной ЗНЧ [14]. В другом обзоре (Amendolaetal)
основное внимание уделяется плазмонному резонансу

как ключевому и наиболее перспективному явлению,

возникающему во время воздействия лазерного излуче-

ния на ЗНЧ [15].
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Таблица 1. Нанопрепараты, использованные в исследовании

Условное обозначение Форма Размер частицы, nm Максимум поглощения, nm Концентрация Способ получения

Au-C Кубики 53 750 1010 units/ml Skrabalaketal [17]
Au-R Стержни 29× 7 800 1010 units/ml Rattoelal [18]

Au-D Диски 400 850 5 · 105 units/mm2 Arnobetal [19]

В наших исследованиях было показано, что ЗНЧ

в сочетании с красным (625 nm) или инфракрасным

(ИК, 805 nm) излучением приводят к сокращению

численности таких микроорганизмов как S. epidermidis

и S. aureus на 80% [11]. При этом отмечено незна-

чительно увеличение общей температуры растворов

(на 3−4◦C). В другой работе, посвященной изучению

функционализированных иммуноглобулинами золотых

нанострежней в сочетании с лазерным (808 nm) излуче-

нием на стафилококки, повышение температуры среды

составляло 12− 15◦C, а гибель бактериальных популя-

ций достигала 97% [16]. Представляет интерес изучение

других модификаций ЗНЧ и поиск путей повышения их

фототермической активности в отношении клинически

значимых штаммов микpоорганизмов.

Цель настоящего исследования заключалась в сравне-

нии фототермической эффективности трех типов ЗНЧ:

кубиков, стержней и дисков (иммобилизованных на стек-
ле) при воздействии ИК (808 nm) лазерного излучения

на клетки S. aureus 209 P.

Материалы и методы

В качестве исследуемого объекта был выбран микро-

организм S. aureus 209 P. Бактерии выращивали при тем-

пературе 37◦C на универсальной плотной питательной

среде (ГРМ-агар, Оболенск, Россия).

В работе были использованы нанопрепараты трех

типов, основные характеристики и способ получения

представлены в табл. 1.

Для работы с нанокубиками и наностержнями в каче-

стве источника излучения использовали диодный лазер с

максимумом спектра излучения λ = 808 nm, плотностью

мощности излучения 60mW/сm2 (ИК1) (LAS, Санкт-

Петербург). Регистрация температурных изменений сре-

ды в данной серии опытов проводилась с помощью

цифрового мультиметра (MY62, Mastech, China; погреш-

ность измерения ±0.5◦C) путем погружения датчика в

суспензию.

При работе с нанодисками плотность мощности излу-

чения лазера повышали до 400mW/сm2 (ИК2). Для реги-
страции изменения температуры бактериальных суспен-

зий использовали цифровой тепловизор (IRISYS 4010,

InfraRed Integrated System Ltd, UK; погрешность изме-

рения ±0.15◦C), прибор размещали в 15 сm от поверх-

ности образца.
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Рис. 1. Изменение числа CFU S. aureus 209 P под действием

инфракрасного лазерного (IR1, 808 nm, 60mW/сm2) излучения
и золотых наночастиц (Au-C — нанокубики, Au-R — нано-

стержни).

При проведении экспериментов использовали прото-

кол, подробно описанный ранее [11]. В кратком из-

ложении протокол исследований сводится к следую-

щему. Взвесь микроорганизмов, не подвергнутых об-

лучению и не обработанных наночастицами, в объе-

ме 0.1ml (103 ppm/ml) высевали на поверхность пи-

тательной среды (контроль, 0min). Эксперименталь-

ные образцы бактериальных взвесей в объеме 0.1ml

(103 ppm/ml) помещали под источник излучения, экс-

позиция составляла 5, 10, 15 и 30min, затем по-

мещали в чашки Петри с питательной средой. Учет

результатов проводили путем подсчета числа колоние-

образующих единиц (КОЕ−CFU) через 24−48 h после

инкубации при 37◦C. Каждый эксперимент повторяли

десять раз. Для статистической обработки экспери-

ментальных данных использовали программу Microsoft

Еxcel 2010.

Результаты и обсуждение

Изучение чувствительности стафилококка к комби-

нированному воздействию лазерного излучения и ЗНЧ

выявило дозозависимое снижение численности бактери-

альных популяций. Облучение ИК1 взвесей микроорга-

низмов в течение 5−15min вызывало уменьшение числа

CFU на 5−10%, к 30min — на 24% (рис. 1).
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Рис. 2. Изменение числа CFU S. aureus 209 P под действием

инфракрасного лазерного (IR2, 808 nm, 400mW/сm2) излуче-

ния и покрытий, содержащих золотые нанодиски (Au-D).

Повышение плотности мощности используемого излу-

чения до 400mW/сm2 (ИК2) влекло за собой уменьше-

ние жизнеспособности исследуемых микроорганизмов.

Уже после 5min облучения отмечено снижение числа

CFU на 43%, к 30min воздействия данный показатель

падал на 81% (рис. 2). Нанесение взвесей стафилококка

на поверхность стекол с золотыми нанодисками уси-

ливало антибактериальный эффект в среднем на 20%.

Экспозиция ИК2, равная 30min, в данных условиях

обеспечивала гибель до 99% бактериальной популя-

ции.

В ходе экспериментов установлено, что при варьиро-

вании времени облучения ИК1 от 5 до 30min проис-

ходит повышение температуры растворов, содержащих

микроорганизмы. При облучении бактериальных суспен-

зий в чистом физиологическом растворе температурный

показатель возрастал на 1◦C (табл. 2). При облучении

взвесей, содержащих нанокубики, повышение темпера-

туры происходило на 1.5−6◦C. Использование золотых

наностержней приводило к увеличению температуры

растворов на 1−5◦C.

Характер нагрева рабочих суспензий при использова-

нии ИК2 был более динамичным и выраженным. Уже

первые 5min облучения вызвали повышение температу-

ры взвеси на 4.5◦C, после 30min воздействия темпера-

тура увеличивалась на 9◦C. Максимальное увеличение

температурного показателя (на 10.6◦C) отмечено при

облучении ИК2 в течение 30min взвеси микроорганиз-

мов S. aureus, нанесенной на поверхность стеклянного

субстрата с золотыми нанодисками (табл. 2).
Интерес представляет тот факт, что ИК1 с небольшой

плотностью мощности не вызывало существенного на-

грева чистых растворов, а заметное повышение темпера-

туры суспензий отмечено только после введения ЗНЧ в

качестве фототермических агентов. При использовании

ИК2 с плотностью мощности почти в 7 раз большей

приводит к быстрому нагреву исследуемых образцов без

наночастиц, но повышение температуры в присутствии

стеклянной пленки с золотыми нанодисками составило

всего 1.6◦C.

Для изучения реакции микроорганизмов на повы-

шение температуры среды, не связанное с действием

оптического излучения, проводили инкубацию клеток

S. aureus в физиологическом растворе в течение 30, 60,

90, 180min при 30, 35, 40, 45 и 50◦C (рис. 3). Известно,

что оптимальной температурой для культивирования

бактерий рода Staphylococcus является 35−37◦C [20,21].

В наших экспериментах происходило постепенное

увеличение роста популяции микроорганизмов при дан-

ной температуре (на 11% к 3 h инкубации). При 40◦C от-

мечено кратковременное возрастание числа САГ (на 5%

к 1 h инкубации), но, как и в других случаях, после 1.5 h

инкубации происходила постепенная гибель бактериаль-

ных клеток (рис. 3). Наибольшее негативное воздей-

ствие (сравнимое по эффективности с облучением ИК1

в течение 15min) показано для температуры инкубации

50◦C в течение 3 h (снижение числа САГ на 13%).

Обсуждение

В последние десятилетия большой объем исследо-

ваний посвящен анализу комбинированного действия

инфракрасного низкоинтенсивного лазерного излучения

(ИК НИЛИ) и золотых наночастиц на микроорганизмы.

При этом основной интерес представляют антибиотико-

устойчивые штаммы, в том числе и частый возбудитель

госпитальных инфекций — S. aureus [22–26]. ИК НИЛИ

с плотностью мощности излучения до нескольких сотен

ватт на квадратный сантиметр, которое без наночастиц

не приводит к подавлению микрофлоры, а зачастую

показывает наоборот биостимулирующий эффект, в при-

сутствии наночастиц за счет возбуждения плазмонного

резонанса в структуре наночастиц приводит к сильно-

му локальному нагреву наночастиц, которые будучи в

контакте с микроорганизмами наносят им повреждения,

приводящие к летальному исходу. Оценки для разности
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Рис. 3. Влияние температуры (◦C) и длительности инкубации

на выживаемость S. aureus 209P.
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Таблица 2. Изменение температуры взвеси, содержащей S. aureus, при воздействии инфракрасного лазерного излучения; 1T —

максимальное изменение средней температуры суспензии клеток с наночастицами при 30min лазерной экспозиции; 1T−1TИК —

разность температур при нагреве суспензии клеток с наночастицами и без них (1TИК) при 30min лазерной экспозиции

Время, min ИК1 ИК1+Au-C ИК1+Au-R ИК2 ИК2+Au-D

0 22 22 22 25 25

5 23 23.5 23 29.5 31.8

10 23 24.5 26 31.2 34.4

15 23 25 26.5 33 34.7

30 23 28 27 34 35.6

1TИК,
◦C 1 − − 9 −

1T , ◦C − 6 5 − 10.6

1T−1TИК,
◦C − 5 4 − 1.6

локальной температуры в окрестности наночастицы и

средней температуры суспензии представлены в рабо-

тах [27,28]. Этот механизм лежит в основе поврежде-

ний, возникающих в клетке, и влечет за собой ее

гибель [1–6,10,23–38].

В ходе данного исследования показано, что два типа

ЗНЧ (нанокубики и наностержни) вызывали дозозависи-

мое сокращение численности бактериальных популяций

под действием излучения с мощностью 60mW/сm2. При

этом подавление жизнеспособности клеток микроорга-

низмов с участием наностержней было более выражен-

ным (в среднем на 10%).

Известно, что на антибактериальную активность нано-

частиц (НЧ) влияет совокупность факторов. Так, умень-

шение размера НЧ повышает их угнетающее действие

в отношении микроорганизмов [39,40]. В наших иссле-

дованиях эта закономерность также прослеживалась:

наностержни с меньшим размером демонстрировали

большую эффективность в сравнении с более крупными

нанокубиками. Влияние формы НЧ при антимикробном

воздействии определяется механизмом этого действия.

В тех случаях, когда контакт клеточной стенки и НЧ

влечет за собой необратимые разрушения (действие
активных форм кислорода (АФК), повреждения при

миграции энергии при плазмонном резонансе), более

выраженный эффект достигается наличием развитой

поверхности [41–43]. При фотодинамической или фото-

термической терапии с использованием инфракрасного

лазерного излучения предпочтительно использовать НЧ

с настраиваемым плазмонным резонансом в окне про-

зрачности тканей при 750−900 nm, и первым выбором

в этом случае являются наностержни [44,45]. В нашем

случае именно настройка плазмонного резонанса на дли-

ну волны излучения лазера сыграла свою роль в более

эффективном действии наностержней по сравнению с

нанокубиками (рис. 1, табл. 1).

Несмотря на то, что нагрев суспензий, содержащих

золотые нанокубики и наностержни, происходил не

более чем на 5−6◦C, локальный нагрев в точках кон-

такта частиц и клеточных стенок бактерий значительно

выше [27,28], что приводит к повреждениям клеток и

снижению выживаемости.

Лазерное излучение с интенсивностью порядка

3000−4000mW/сm2 способно привести к обезвожива-

нию, коагуляции белков, изменению заряда молекул, в

частности ключевых ферментов клетки. При этом повре-

ждения затрагивают и ДНК, и ферментативный аппарат,

необходимый для ее репарации и восстановления [29].

Для изменения конформации белков достаточно

незначительных энергетических изменений, возникаю-

щих на фоне действия лазерного излучения. Нема-

лую роль в деструктивном эффекте ИК НИЛИ игра-

ют активные формы кислорода, стимулирующие пе-

рекисное окисление липидов и другие окислитель-

ные процессы, затрагивающие главным образом мем-

брану клетки [30–34]. Резонансная рамановская спек-

троскопия является неинвазивным оптическим мето-

дом, позволяющим изучить изменения, происходящие

в клетках при воздействии ИК НИЛИ [1,7,35–37]. Воз-
действие инфракрасного света на динамику воды в

мембранах, митохондриях и/или клетках может мо-

дулировать сигнальные пути, продукцию АФК, АТФ,

Ca2+, NO. Вторичным эффектам всегда предшеству-

ют первичные эффекты, включая передачу сигналов

о стрессе, метаболические процессы, организацию ци-

тоскелета, пролиферацию/дифференцировку клеток и

гомеостаз (в зависимости от повреждения или мета-

болических окислительно-восстановительных потенциа-

лов) [1–4,31,35].

Выраженное подавляющее действия ИК2 с плотно-

стью мощности 400mW/сm2 связано, по всей види-

мости, с механизмами, описанными выше. При этом

нанодиски вносят дополнительный вклад в уничтоже-

ние бактериальной популяции с очень высокой эф-

фективностью вплоть до 99% в ходе локальных фо-

тотермических процессов (сильного перегрева клеток

в местах контакта с наночастицами) [27,28] и дей-

ствия сильных оптических полей, возникающих на нано-

размерных неоднородностях нанодисков и приводящих

к дополнительной генерации АФК [32–34]. С другой
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стороны, такое излучение приводят к быстрому на-

греву исследуемых образцов без наночастиц (на 9◦C)
и дополнительно +1.6◦C в присутствии стеклянной

подложки с золотыми нанодисками. Отметим, что в

работе [16] в присутствии золотых наностержней, ад-

ресно связанных с помощь гамма-глобулинов с клет-

ками стафилококка, нагрев был выше (на 12−15◦C)
при существенно меньшей плотности мощности лазера

(100mW/сm2).

Заключение

В ходе работы было проведено исследование реакции

клеток клинически-значимого вида S. aureus на ком-

бинированное фототермическое воздействие лазерного

инфракрасного излучения и золотых наночастиц в раз-

личных модификациях.

Показано, что использование золотых наностержней

в качестве фототермических агентов в среднем на 10%

эффективнее, чем использование полых золотых наноку-

биков. При этом нагрев среды, содержащей клетки бак-

терий и наночастицы, отмечен не более чем на 5−6◦C,

что оптимально для применения в терапевтической

практике.

Благодаря высокой антимикробной активности ком-

бинации лазерного излучения со сравнительно высокой

плотностью мощности и покрытий, содержащих золотые

нанодиски, такая технология является привлекательной.

Однако дополнительный нагрев среды на 10◦C относи-

тельно исходной температуры приводит к необходимо-

сти использовать такую технологию в терапии с осто-

рожностью, предпринимая меры по охлаждению ткани

до физиологических температур. С другой стороны, есть

очень широкое поле приложений такой методики для

стерилизации помещений, предметов и обеззараживания

жидких сред и воды.
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