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Near infrared light‐mediated photoactivation of cytotoxic Re(I) 

complex by lanthanide‐doped upconversion nanoparticles †  
Ming Hu,a Jixian Zhao,c Xiangzhao Ai,a Maja Budanovic,a Jing Mu,a Richard D. Webster,a Qian Cao*,c 
Zongwan Mao*c and Bengang Xing*a,b 

Platinum‐based chemotherapy, although has been well proven effective  in the battle against cancer, suffers from  limted 

specificity, severe side effect and drug resistance. The development of new alternatives with potent anticancer effect 

and improved specificity is therefore urgently needed. Recently, there are some new chemotherapy reagents based 

on photoactive Re(I) complexes have been reported as promising alternatives to  improve specificity mainly attributed to 

the spatial and temporal activation process by  light  irradiation were reported. However, most of them respond to short 

wavelength  of  light  (e.g.  UV,  blue  or  green  light),  which  may  cause  unwanted  photo  damage  to  cells.  Herein,  we 

demonstrated a system  for near‐infrared  (NIR)  light controlled activation of Re(I) complex cytotoxicity by  integration of 

photoactivatable  Re(I)  complex  and  lanthanide‐doped  upconversion  nanoparticles  (UCNPs).  Upon  NIR  irradiation  at 

980nm, the Re(I) complex can be locally activated by upconverted UV light emitted from UCNPs and subsequently leads to 

enhanced  cell  lethality.  Cytotoxicity  studies  showed  effective  inactivation  of  both  drug  susceptible  human  ovarian 

carcinoma A2780 cells and cisplatin resistant subline A2780cis cells by our UCNPs based system with NIR irradiation, and 

there was minimum  light toxciity observed  in the whole process, suggesting that such system could provide a promising 

strategy  to  control  localized  activation  of  Re(I)  complex  and  therefore  minimize  the  potential  side  effects. 

1 Introduction 

Transition  metal  based  antitumor  complexes,  especially 

platinum  drugs  such  as  cisplatin,  oxaliplatin  and  carboplatin 

have  been  studied  for  their  abilities  in  cancer  treatment  for 

almost half a century.
1 Some of these complexes have gained 

worldwide applications in chemotherapy against various types 

of  cancers.  However,  the  use  of  these  metal  complexes  in 

treatment process has been mostly associated with severe side 

effects  such as  limited  tumor  specificity,  intrinsic or acquired 

multi‐drug resistance.
2 Therefore,  the  rational design  through 

the  development  of  new  alternatives with  potent  anticancer 

effect and  improved specificity will be thus the main concern, 

and  extensive  studies  have  been  carried  out  so  far.  3‐16 

Recently,  some  photoactivatable  Re(I)  complexes  which 

demonstrated  the great potential  to  inactivate  tumor growth 

based on  increased tumor recognition have been  investigated 

as  possible  candidates  in  chemotherapy.
17‐22  In  these  cases, 

light  irradiation, which  has  impressively  high  spatiotemporal 

resolution, is required to activate the complexes for enhanced 

cytotoxicity within  targeted  tumor  area.  Despite  their  initial 

success, most  of  these  photoactivatable  Re(I)  complexes  are 

triggered by  short‐wavelength of  light,  such  as UV, blue  and 

green  light.  The  application  of  short‐wavelength  light  may 

cause  undesired  damage  of  tissue,  protein  and  DNA.
23  In 

addition, limited penetration depth in tissue making it difficult 

to  reach  tumors  which  locate  beneath  skin  surface.
24 

Therefore  the  application  of  short  wavelength  light  in 

activating Re(I) complexes for better antitumor effect could be 

largely  restricted.  As  comparison,  long‐wavelength  light 

irradiation  has  been  considered  to  cause  less  photo‐damage 

and have deeper  tissue penetration, making  it more  suitable 

for  applications  in  biological  system.  Therefore,  considering 

the  potential  significance  of  photoactive  Re(I)  complexes  in 

antitumor  treatment,  the  rational  design  of  a  simple  yet 

specific strategy which allows activation of Re(I) complexes by 

long‐wavelength  light  selectively  in  tumor  region  with 

minimum  biological  damage  is  highly  desirable,  and  relevant 

investigations  toward  this  direction  still  need  to  be  further 

conducted
25.  Recently,  Lanthanide‐doped  upconversion 

nanoparticles  (UCNPs)  as  a  promising  tool  to  gain  precise 

control of  light  irradiation, have drawn much attention  for  its 

application  in  sensing
26‐28,  imaging29‐33,  drug  delivery34‐41, 
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phototherapy42‐47  and  theranostic48‐51  because  of  its  unique 

optical  properties.  Generally,  UCNPs  can  absorb  long 

wavelength  near  infrared  (NIR)  light  and  give  out  multiple 

emission  ranging  from UV  to visible and even NIR  region
52‐58. 

Such  appealing  photo‐physical  property  enable  the  local 

activation  of  photosensitive metal  complexes  for  therapeutic 

purpose  by  remotely  controlled  long‐wavelength  light 

irradiation which is suitable for living system
16, 43, 44, 49, 59‐71. For 

example,  the successful NIR photoactivation of Pt metal drug 

complexes  has  been  reported  effective  in  suppressing  the 

viability  of  cancer  cells  and  inhibiting  the  tumor  growth  in 

living  animals.
16,  44,  49,  71  Similarly,  UCNPs  have  also  been 

utilized  for NIR photoactivation of Ru  complex  to control  the 

release of antitumor drug.
61, 63, 65, 67, 69 Moreover,  some other 

transition metal complexes such as Zn, Fe, Cr and Mn have also 

been  reported  for  the  purpose  of  photodynamic  therapy  or 

the  light‐mediated delivery of gaseous molecules  such as NO 

and  CO.
43,  59,  62,  64,  66,  68,  70  Inspired  by  these  pioneer  studies, 

herein,  we  demonstrate  a  system  for  NIR  light  controlled 

activation  of  Re(I)  complex  cytotoxicity  by  combining 

photoactivatable  Re(I)  complex  with  lanthanide‐doped 

upconversion  nanoparticles.  Upon  NIR  irradiation,  the  Re(I) 

complex  can  be  locally  activated  by  upconverted  UV  light 

emitted from UCNPs and subsequently  leads to enhanced cell 

lethality, therefore minimizing the potential side effect. 

2 Experimental Section 

2.1 Instruments and general methods 

1HNMR  spectrum  was  recorded  on  a  Bruker  AVANCE  AV 

300MHz  spectrometer.  ESI‐MS  spectrum  was  acquired  on  a 

Thermo  LCQ  DECA  XP  Liquid  Chromatography‐Mass 

Spectrometer. UV‐VIS  spectra were  recorded  on  a  SHIMAZU 

UV‐1800  UV  spectrophotometer.  Fluorescence  spectra  were 

obtained on a SHIMAZU RF‐5301PC spectro‐fluorophotometer. 

The  fluorescence emission spectra of UCNPs was  recorded at 

an angle of 90° to the excitation laser (980 nm) and an optical 

SEC‐2000  spectrometer  coupled  2048  pixels  CCD  array  (ALS 

Co.,  Ltd).  Transmission  electron  microscope  (TEM)  images 

were  recorded using a FEI EM208S TEM  (Philips) operated at 

100  kV.  Dynamic  light  scattering  (DLS) measurements  were 

performed by Brookhaven 90 plus Nanoparticle Size Analyzer. 

Rhenium content was measured on an Agilent 7700 Inductively 

Coupled Plasma Mass Spectrometer (ICP‐MS). Cell imaging was 

carried  out  on  a  fluorescence  microscope  (Nikon,  Eclipse 

TE2000‐E). 

 

2.2 Synthetic procedure of [Re(DIP)(CO)3(cpy)](PF6): 

Typically, the starting material, [Re(DIP)(CO)3Cl], was prepared 

according  to a  literature procedure.72 The prepared molecule 

was  then  converted  to  [Re(DIP)(CO)3](OTf).  Basically,  AgOTf 

(0.235 mmol) was  added  to  a  suspension  of  [Re(DIP)(CO)3Cl] 

(0.157 mmol)  in  50 mL  of  CH3CN.  The mixture was  refluxed 

under nitrogen overnight in the dark. After removed off‐white 

AgCl  precipitate,  CH3CN  was  evaporated  under  reduced 

pressure.  The  resulting  solid  was  dissolved  in  50mL  of  THF 

containing 3‐(Hydroxymethyl)pyridine (1.5 mmol) and refluxed 

under nitrogen atmosphere  for 20h  in  the dark. The mixture 

was  then  evaporated  to  dryness  and  the  solid  obtained was 

further  dissolved  in  dichloromethane  with  5mL  of  thionyl 

chloride and heated  to  reflux under nitrogen atmosphere  for 

5h. After  removal of dichloromethane  and  excess  amount of 

thionyl  chloride  by  nitrogen  flush,  the  resulting  yellow  solid 

was  dissolved  in  CH3CN  and  added  dropwise  into  saturated 

NH4PF6  solution.  The  yellow  precipitate  was  collected  and 

washed  with  distilled  water  and  diethylether  followed  by 

recrystallization from diethylether and dried under vacuum to 

afford  the  final  product.  (Yield:  77%)  1H  NMR  (300  MHz, 

DMSO) δ 9.85 (d, J = 5.4 Hz, 2H; H of Ph2‐phen), 8.68 (s, 1H; H 

of pyridine), 8.52 (d, J = 4.9 Hz, 1H; H of pyridine), 8.22 (d, J = 

5.4 Hz, 2H; H of Ph2‐phen), 8.14 (s, 2H; H of Ph2‐phen), 7.99 (d, 

J = 8.1 Hz, 1H;H of pyridine), 7.69  (s, 10H; C6H5 at Ph2‐phen), 

7.42 (t, J = 7.9, 5.7 Hz, 1H;H of pyridine), 4.70 (s, 2H; CH2). ESI‐

MS:  m/z  729.9  [M‐PF6
‐]+  Elemental  Analysis  (%)  Calcd: 

C33H22ClF6N3O3PRe∙5H2O:  C,41.06;  H,3.34;  N,4.35;  C/N,9.41. 

Found:C,39.79; H,2.97; N,4.11; C/N,9.68. 

 

2.3 Preparation of NaYF4:Yb
3+/Tm3+ core nanoparticles 

NaYF4:Yb
3+/Tm3+  core  nanoparticles  were  synthesized 

according  to  the  method  reported  previously.73  In  general, 

1mmol of RE(CH3 CO2)3 (RE= 59.5% Y + 40% Yb + 0.5% Tm), 12 

mmol of NaF, and 20mL of oleic acid (OA)/1‐octadecene (ODE) 

(v/v  =  1:1) mixed  solvent were  added  to  the  round  bottom 

flask and heated to 110°C under vacuum with magnetic stirring 

for  30 min  to  remove  residual water  and  oxygen.  Then,  the 

temperature was further increased to 320°C and kept for 1.5h 

under  nitrogen  atmosphere.  The  resulting  UCNPs  were 

obtained by centrifugation for the following application. 

 

2.4  Fabrication  of  NaYF4:Yb
3+/Tm3+@NaYF4  core‐shell 

nanoparticles 

A  cyclohexane  solution  of  as‐prepared  NaYF4:Yb
3+
/Tm

3+
  core 

nanoparticles  (200mg)  and  20mL  mixture  of  OA  and  ODE 

(OA/ODE=v/v=1:1) were  added  to  a  round  bottom  flask  and 

heated to 120°C under   vacuum with magnetic stirring  for 1h 

and flushed with nitrogen. Then, the temperature was further 

heated to 310°C. The mixture of 3mL of OA and ODE (OA/ODE= 

v/v = 1:1), Y(CH3CO2)3 (1mmol) and Na(CH3CO2) (1mmol) were 

added  to  the  solution  immediately. The  reaction was kept at 

310°C  for 1h under nitrogen atmosphere. The  resulting  core‐

shell  UCNPs  were  isolated  by  centrifugation  for  the  further 

surface modification. 

 

2.5 Synthesis of PAA‐functionalized UCNPs (UCNP‐PAA) 

A  ligand  exchange  process was  performed  using  poly(acrylic 

acid) (PAA) to replace the original hydrophobic  ligands on the 

nanoparticle  surface.74  PAA  (50mg) was  dissolved  in  ethanol 

(5mL)  and mixed with  2mL  of  as‐prepared  core‐shell  UCNPs 

dispersion  in  chloroform  (20mg).  The  resulting mixture  was 

kept overnight with magnetic  stirring.  The  solution was  then 

centrifuged at 2 × 104 rpm for 10 minutes. The precipitate was 
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washed  3  times  with  ethanol  to  obtain  the  UCNP‐PAA 

particles. 

 

2.6 Surface coating of chitosan 

The reagents EDC  (28.7mg) and NHS  (11.6mg) were added to 

an  aqueous  dispersion  (10mg,  2.5mL)  of  as‐prepared  UCNP‐

PAA  particles  to  activate  carboxyl  group  on  UCNP‐PAA  for 

30min. Then an aqueous solution of chitosan (4mg/ mL, 2.5mL) 

was  added  and  kept  overnight  with  magnetic  stirring.  The 

solution was  then centrifuged at 2 × 104  rpm  for 10 minutes. 

The precipitate was washed 3  times with deionized water  to 

obtain the UCNP‐PAA‐chitosan (UPC) particles. 

 

2.7 Loading of Re(I) complex on UPC: 

The previously prepared Re(I) complex  (0.8mg) was dissolved 

in CH3CN 20μL to give a yellow solution. The resulting solution 
was  added  into  PBS  (1mL,  10mM,  pH7.4)  containing  UCNP‐

PAA‐chitosan particles  (5.2mg). The mixture was  then  stirred 

overnight.  The  resulting  Re(I)  loaded  UCNPs  (Re‐UPC)  was 

obtained by centrifugation at 2 × 104 rpm for 10 minutes and 

washed with PBS/CH3CN  (20:1)  three  times  to  remove excess 

amount of the Re(I) complex. Loading of the Re(I) complex was 

determined  by  both  fluorescence  spectroscopy  and  ICP‐MS 

method. 

 

2.8 Stability evaluation of Re‐UPC: 

The Re‐UPC  (50uM) were  incubated with PBS  (10mM, pH 5.0 

or  7.4)  at  37  °C  of  different  time  intervals.  Released  Re(I) 

complex  from Re‐UPC was  obtained by  centrifugation  at  2  × 

104 rpm for 10 minutes. The amount of released Re(I) complex 

in  the  resulting  supernatant  was measured  by  fluorescence 

spectroscopy. 

 

2.9 Cellular uptake 

Cellular  uptake  was  investigated  by  using  fluorescence 

microscope. Drug susceptible human ovarian carcinoma A2780 

cells or cisplatin  resistant human ovarian carcinoma A2780cis 

cell were seeded at a density of 105 cells per well in a 35mm u‐

dish  (ibidi)  containing  RPMI  1640  medium  (Gibco) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, HyClone) and 

antibiotics  (100  units/mL  penicillin  and  100  μg/mL 

streptomycin)  at  5%  CO2  and  37  °C  for  24  hours  prior  to 

treatment  with  Re‐UPC  or  Re(I)  complex.  After  2  hours 

incubation,  the media were  removed and cells were washed. 

The images were acquired on fluorescence microscope (Nikon 

Eclipse TE2000) with the excitation filter at 364nm. 

 

2.10 Cell viability assay 

In cell viability assay, cells were seeded in 96‐wells plates with 

a density of 104 cells per well. After 24 hours of  incubation at 

5%  CO2  and  37°C,  the  medium  was  replaced  with  fresh 

medium  containing  Re(I)  complex  or  UPC,  Re‐UPC.  After 

another  24‐hour  incubation  at  37°C,  culture  media  were 

removed,  cells were washed and  then  incubated with 3‐(4,5‐

Dimethyl‐2‐thiazolyl)‐2,5‐diphenyl‐2H‐tetrazolium  bromide 

(MTT)  containing  culture  media.  After  5  hours  incubation, 

media  were  removed  and  100μL  of  DMSO  was  added.  The 

absorbance  at  570  nm  was  measured  by  a  Tecan's  Infinite 

M200 microplate reader. For NIR  light  irradiation experiment, 

cells were  incubated with Re‐UPC  for 2 hours.  Subsequently, 

the drug‐containing medium was replaced with fresh medium 

and  cells were  irradiated with NIR  (980nm,  1.5W/cm2,  5min 

break after 5min irradiation). After 24 hours of incubation cell 

viability  was  evaluated  by  standard  MTT  assays.  In 

phototoxicity  tests,  cells  were  exposed  to  NIR  for  different 

period  of  time  followed  by  24  hours  incubation  and  MTT 

assays to investigate cell viability. 

3 Results and discussion 

3.1 Synthesis and characterization of Re‐UPC: 

Scheme 1  illustrates  the design of NIR‐mediated activation of 

Re(I)  complex  on  chitosan‐coated  UCNPs  (UCNP‐PAA‐

chitosan).  The  Re(I)  complex  was  obtained  through  a  facile 

synthesis by refluxing a mixture of  [Re(DIP)(CO)3(CH3CN)](PF6) 

and  4‐(Chloromethyl)pyridine  in  THF  under  nitrogen 

atmosphere. The compound was characterized by 1HNMR and 

ESI‐MS  (Fig.S1  and  S2†).  To  establish  our  platform,  first, 

NaYF4:Yb3+/Tm3+  core  nanoparticles  were  prepared  using 

thermal  decomposition method,  followed  by  coating  of  the 

NaYF4 shell on the surface to afford the core‐shell UCNPs. TEM 

images  (Fig.S3†)  demonstrate  that,  the  as‐prepared  core 

nanoparticles have a narrow size distribution of around 25nm. 

After  coating  with  NaYF4,  the  size  of  particles  increased  to 

about  35nm.  The  as‐prepared  core‐shell  particles  are 

terminated  with  oleic  ligands  which  is  hydrophobic.  To 

improve  the  solubility  of  particles  in  water,  the  core‐shell 

UCNPs  were  transfer  from  nonpolar  solvent  to  aqueous 

environment  by  using  poly(acrylic  acid)  (PAA)  as  functional 

ligands to replace the hydrophobic oleic ligands.  

Moreover,  to  facilitating  the  loading  of  Re(I)  complex,  as 

well as biocompatibility of  the nanoparticles, carboxyl groups 

of PAA on the PAA‐coated UCNPs (UCNP‐PAA) were activated 

using EDC/NHS method, and  followed by  further  conjugation 

with amine groups on amphiphilic chitosan structures. The size 

of  the  obtained  PAA‐coated  UCNPs  and  chitosan‐coated 

UCNPs were determined by dynamic light scattering (DLS) and 

transmission electron micrographs (TEM). As given in Fig.1, the 

obtained  UCNPs  (UCNP‐PAA  and  UCNP‐PAA‐chitosan)  have 

good  mono‐dispersity  and  uniform  morphology.  The  inner 

core‐shell  structures  of  both  UCNP‐PAA  and  UCNP‐PAA‐

chitosan  were  ~35nm.  The  hydrodynamic  diameter 

distribution, measured by  
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