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Представлены результаты исследования биоцидных свойств наночастиц серебра, меди и 

диоксида кремния. Рассмотрены вопросы о безопасности использования нанокомпонентов в 
связи с неизученным воздействием их на экологию. Для оценки биоцидного действия нано-
частиц благородных металлов и биоэлементов использована одноклеточная эукариотическая 
тест-система, представляющая собой реснитчатый протистный микроорганизм Paramecium 
caudatum, обитающий в прудовых водоемах. Установлено, что растворы наночастиц благо-
родных металлов и биоэлементов не являются биоинертными и биостимулирующими. Кол-
лоидные растворы наночастиц серебра, меди и кремния диоксида имеют биоцидное воздей-
ствие, проявляют схожий дозозависимый эффект при наличии одинаковых концентраций 
наночастиц в исходных коллоидных растворах (300  мкг/мл). Коллоидный раствор серебра 
характеризуется более выраженной токсической активностью в одноклеточной протистной 
биологической модели, так как полная биоцидность в отношении парамеций обеспечивается 
разведениями коллоидного раствора наночастиц до значения 1 : 6 от исходного. По сравне-
нию с ним у растворов наночастиц меди и оксида кремния показатель биоцидности 100% 
достигается только в значениях двух- и трехкратного разведения исходного раствора. Кол-
лоидные растворы наночастиц в концентрациях, не вызывающих полной гибели инфузорий 
(1 : 5 от исходной для наночастиц меди и оксида кремния и 1 : 7 от исходной для наночастиц 
серебра), угнетают интенсивность их размножения приблизительно на одинаковую величину 
в 55–61% (индекс интенсивности размножения парамеций от 0,455 до 0,390 соответственно).
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The results of the study of biocidal properties of silver, copper and silicon dioxide nanoparticles are 

presented. Questions about the safety of nanocomponents in connection with their unstudied impact 
on the environment are considered. To evaluate the biocidal effect of noble metal nanoparticles and 
bioelements, a unicellular eukaryotic test-system, represented by a ciliated protist microorganism 
Paramecium caudatum inhabiting pond water bodies, was used. It was found that solutions of noble 
metal nanoparticles and bioelements are not bioinert and biostimulating. Colloidal solutions of 
silver, copper and silicon dioxide nanoparticles have a biocidal effect and show a similar dose-
dependent effect if the concentration of nanoparticles in the initial colloidal solutions is the same 
(300 µg/ml). The colloidal silver solution is characterized by a more pronounced toxic activity in a 
unicellular protist biological model, since full biocidal activity against paramecium is provided by 
dilutions of the colloidal solution of nanoparticles to the value 1: 6 of the initial one. Compared to 
it, solutions of copper nanoparticles and silicon oxide have a biocidal index of 100% achieved only 
in values of two- or three-times dilution of the initial solution. Colloidal solutions of nanoparticles 
in concentrations that do not cause complete mortality of the infusoria (1: 5 of the original for 
copper and silicon oxide nanoparticles and 1: 7 of the original for silver nanoparticles) inhibit their 
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reproduction intensity by approximately the same value of 55-61% (paramecium reproduction 
intensity index of 0.455 to 0.390 respectively). 
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ВВЕДЕНИЕ

Нанотехнологии значительно расширили 
сферы использования материалов на основе 
нанокомпонентов, что неминуемо приводит 
к их воздействию на экологию. До настоя-
щего времени остаются неизученными во-
просы влияния наночастиц на объекты био-
сферы, так как многие вещества могут при-
обретать биологическую активность в слу-
чае их применения в виде наночастиц [1, 2]. 
Исследования обитающих в воде эукариот 
показали, что нанокомпоненты могут нару-
шать водные экосистемы [3].

В ранних работах оценка экотоксическо-
го действия ксенобионтных веществ прово-
дилась на многоклеточных тест-объектах, 
таких как насекомые, рыбы и даже грызу-
ны [4]. Тем не менее, наиболее подходящей 
тест-системой для оценки экотоксическо-
го действия следует признать протистные 
организмы. Особенно это касается водных 
сред [5], так как простейшие являются есте-
ственными водными обитателями. Простей-
шие отличаются высоким потенциалом био-
адаптации к токсикантам, они не требуют 
создания особых условий содержания. 

В настоящее время доступно лишь огра-
ниченное число научных публикаций по 
оценке биоцидного действия наночастиц в 
одноклеточной тест-модели [6–8]. Следует 
признать фактическое отсутствие единой 
методики токсической оценки наночастиц 
на одноклеточные эукариоты. Многие авто-
ры зачастую используют собственные адап-
тации и вариации данной методики.

В наших опытах для изучения эко- и 
цитотоксического действия коллоидных 
растворов наночастиц металлов и биоэле-
ментов использована свободноживущая ин-
фузория-туфелька Paramecium caudatum. 
Данный представитель реснитчатых отно-
сится к числу высокоорганизованных про-
стейших, представляет собой широко рас-
пространенного обитателя пресноводных 
водоемов. Этот свободноживущий простит 
часто используется для оценки токсичности 
многих природных и искусственных соеди-
нений [9]. С одной стороны, этот микроорга-
низм имеет все структурные признаки клет-
ки, обладает автономностью существования 
во внешней среде и реагирует на внешние 
раздражители как самостоятельный орга-
низм. С другой стороны, инфузория-туфель-
ка Paramecium caudatum не требовательна 
к условиям культивирования, поэтому при 
ее использовании можно получать большой 
объем лабораторных данных [10].

В качестве тестируемых нановеществ ис-
пользованы три типа наночастиц: серебра, 
меди и диоксида кремния. Первый из них 
относится к категории благородных метал-
лов, остальные – к классу биоэлементов. 
Данный выбор определялся относительно 
широким их использованием в ветеринар-
ной и медицинской практике. Кроме того, 
такой набор нановеществ наиболее широко 
отражает различные классы тестируемых 
нанокомпонентов: серебро является благо-
родным металлом, медь представляет собой 
биометалл, диоксид кремния является био-
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элементом из числа неметаллов. Экотоксич-
ность их наноразмерных форм ранее не изу-
чалась, хотя исследовались их биоцидные 
свойства [6, 11].

Цель исследования – оценить биоцидные 
свойства наночастиц серебра, меди и диок-
сида кремния на одноклеточном эукариоти-
ческом тест-объекте Paramecium caudatum. 

Задачи исследования: провести экспресс-
оценку биологической активности колло-
идных растворов наночастиц металлов и 
биоэлементов, определить биологическое 
воздействие тестируемых коллоидных рас-
творов наночастиц на резистентность па-
рамеций к отрицательным внешним воз-
действиям, оценить их экотоксичность по 
интенсивности подавления размножения 
парамеций.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Оценку биоцидного действия коллоидных 
растворов наночастиц серебра, меди и диокси-
да кремния на свободноживущей инфузории-
туфельке Paramecium caudatum проводили со-
гласно методическим рекомендациям1. Куль-
тивирование парамеций осуществляли в среде 
Лозина-Лозинского (рН 6,2–7,8) и при темпе-
ратуре 20–26 °С (контрольная среда). В каче-
стве корма для тест-объекта служили дрожжи 
Rhadotorula gracilis с добавлением зерен риса.

В опытах оценивали интегрированное 
действие различных нановеществ на живую 
протистную клетку, поэтому исследования 
включали три этапа. На первом этапе про-
водили экспресс-оценку биологической ак-
тивности коллоидных растворов наночастиц 
серебра, меди и диоксида кремния. Все кол-
лоиды имели исходную концентрацию нано-
частиц около 300 мкг/мл.

В 54 пробирки наливали по 4,2 мл куль-
туры инфузорий Paramecium caudatum, на-
ходящейся в стационарной фазе роста. В 
качестве контроля использовали известный 
бактерицид (норфлоксацин) и адаптоген 
(элеутерококк). В первую пробирку добав-
ляли одинаковые объемы коллоидных рас-

творов наночастиц, после чего производили 
перемешивание и получали двукратное раз-
ведение их раствора (1 : 2). Для математиче-
ской записи и последующей статистической 
обработки использовали запись в формате 
1 × n–1, где n означает степень разведения, то 
есть представляет собой знаменатель в аб-
солютном выражении (например, 1 × 2–1 для 
разведения 1  :  2). Дальнейшим добавлени-
ем растворителя (дистиллированной воды) 
получали разведения наночастиц 1 : 3; 1 : 4, 
1 : 5, 1 : 6 и 1 : 7, или в нашей математиче-
ской записи от 1 × 3–1 до 1 × 7–1. После этого 
пробирки помещали на 24 ч в термостат при 
температуре 22 °С. Содержимое из каждой 
пробирки в количестве 0,1  мл переносили 
в микроаквариумы для микроскопической 
оценки. При микроскопии количество пара-
меций было не менее 100.

Оценку состояния протистных микроор-
ганизмов проводили по следующим показа-
телям: ПН – индифферентность (у инфузо-
рий заметно равномерное броуновское дви-
жение, не различимое с таковым в контро-
ле); БА – биоактивность (увеличение интен-
сивности движения инфузорий); БЦ50 – био-
цидность (гибель около половины (50 ± 5%) 
популяции инфузорий); БЦ100 – биоцидность 
(гибель практически всей (90 ± 10%) попу-
ляции инфузорий); причем в контрольных 
образцах должно быть не менее 100 инфу-
зорий, совершающих равномерное броунов-
ское движение.

На следующем этапе определяли биоло-
гическую активность тестируемых коллоид-
ных растворов наночастиц методом токси-
ческой нагрузки после воздействия сверх-
гипертонического (с десятикратным превы-
шением значения изотоничности) раствора 
натрия хлорида (8%). С этой целью исполь-
зовали четыре пробирки с 1 мл контрольной 
культуры парамеций, куда добавляли 0,3 мл 
8%-го раствора натрия хлорида, вызыва-
ющего гибель всех инфузорий в течение 
5 мин. Учет гибели парамеций проводили в 
микроаквариумах под световым микроско-

1Шабунин C.B. Скрининг биостимулирующих и биоцидных веществ (адаптогены, бактерициды и другие препараты): 
методические рекомендации. М.; Воронеж: Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный институт патоло-
гии, фармакологии и терапии, 2006. 51 с.
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пом с использованием минутного таймера в 
секундных выражениях. Затем провели ана-
логичный опыт с культурами парамеций пер-
вого этапа (после суточной экспозиции нано-
частиц). Для получения достоверных данных 
опыта проводили несколько наблюдений.

Расчет индекса биологической активно-
сти (ИБА) проводили по формуле

ИБА = ТО
ТК

,                    (1)

где ИБА – индекс биологической активно-
сти исследуемого вещества; ТО – продолжи-
тельность жизни (в секундах) инфузорий-
туфелек под действием 0,3  мл 8%-го рас-
твора натрия хлорида после их инкубации 
в течение 24  ч в среде Лозина-Лозинского 
с исследуемой концентрацией исследуемо-
го нановещества; ТК – продолжительность 
жизни (в секундах) парамеций под действи-
ем 0,3  мл 8%-го раствора натрия хлорида 
после инкубации в течение 24 ч в контроль-
ной среде (среде Лозина-Лозинского). 

После расчета показателя ИБА прово-
дили ее оценку. При значении ИБА, рав-
ной 1,000  ±  0,1000, нановещество нами 
признавалось биоинертным. Показатель 
индекса биологической активности выше 
1,000  ±  0,1000 указывал на положительное 
влияние тестируемого вещества на сопро-
тивляемость парамеций к гипертоническо-
му шоку. Показатель индекса биологической 
активности менее 1,000  ±  0,1000 указывал 
на отрицательное воздействие тестируемого 
вещества на жизнеспособность парамеций.

На последнем этапе исследований про-
ведена оценка биологической активности 
коллоидных растворов наночастиц серебра, 
меди и диоксида кремния по интенсивно-
сти размножения парамеций после воздей-
ствия сублетальных (незначительно ниже 
летальных) концентраций наночастиц. Для 
этого использовали культуру парамеций в 
активной фазе роста после контакта с иссле-
дуемым коллоидным раствором нановеще-
ства. В начале опыта устанавливали плот-
ность инокулята (количество парамеций в 
1 мл среды). Для этого определяли количе-
ство клеток инфузорий в 1  мл культуры: к 

1 мл парамеций добавляли 20 микролитров 
5%- го спиртового раствора йода. Затем со-
держимое перемешивали, помещали в каме-
ру Фукса-Розенталя, производили подсчет 
количества парамеций в 10 квадратах, опре-
деляя среднее количество клеток в одном 
квадрате. Объем одного квадрата составлял 
одну десятитысячную миллилитра.

После выдерживания пробирок в термо-
стате при температуре 22 °С в течение 72 ч 
в каждой определяли плотность инокулята. 

Расчеты проводили по формуле 

ИИР = ПИОК × ПИКИ
ПИКК × ПИОН

,                (2)

где ИИР – индекс интенсивности размноже-
ния парамеций; ПИОК – плотность иноку-
лята в опыте после 72 ч инкубации; ПИКИ – 
плотность инокулята в контроле перед инку-
бацией; ПИКК – плотность инокулята в кон-
троле после 72 ч инкубации; ПИОН – плот-
ность инокулята в опыте перед инкубацией. 

После расчета показателя индекса ин-
тенсивности размножения парамеций про-
водили оценку цитотоксичности среды, ис-
ходя из следующих значений: при индексе 
интенсивности размножения парамеций 
1,000  ±  0,100 химическое нановещество 
признавалось биологически инертным. По-
казатель индекса интенсивности размноже-
ния парамеций выше 1,000  ±  0,100 свиде-
тельствовал о стимулирующем воздействии 
нановещества на парамеции. При получении 
значения индекса интенсивности размноже-
ния парамеций менее 1,000 ± 0,100 делали 
вывод об угнетении химическим нановеще-
ством размножения парамеций.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследований по оценке токсиче-
ского действия коллоидных растворов нано-
частиц металлов и биоэлементов первона-
чально получены качественные результаты 
(см. табл. 1). Они оценивались по харак-
теристикам броуновского движения пара-
меций, а токсическое действие препарата 
выражалось в замедлении движения про-
тист, причем с удлинением экспозиции ин-
гибиция возрастала, однако окончательную 
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оценку токсичности проводили спустя 24 ч 
воздействия тестируемого вещества. 

По результатам исследований установ-
лено, что все тестируемые коллоидные рас-
творы наночастиц имеют различающуюся 
биоцидную активность: все тестируемые 
образцы наночастиц демонстрировали вы-
сокий уровень биоцидности при минималь-
ном разведении (1  :  2), определяемый по 
состоянию активности инфузорий. У нано-
частиц серебра уровень биоцидности отме-
чен значительно выше по сравнению с на-
ночастицами биоэлементов (меди и кремния 
диоксида). Разведения раствора наночастиц 
серебра 1  :  2–1  :  6 однозначно демонстри-
ровали высокое биоугнетающее действие в 
отношении инфузорий, только в последнем 
разведении (1 : 7) биоцидность падала ниже 
показателя БЦ50. 

Растворы наночастиц меди вызывали 
полную гибель инфузорий только в неболь-
ших разведениях (1 : 2–1 : 3), по мере уве-
личения разведения биоактивность резко 
снижалась. Наночастицы диоксида крем-
ния имели сравнимую биоцидность, так как 
гибель парамеций отмечалась в аналогич-
ных высоких концентрациях нановеществ 
(разведения 1 : 2–1 : 3). Известный биоцид 
норфлоксацин имел сравнимую цитотоксич-

ность. Растворы наночастиц биоэлементов в 
наибольшем разведении (1 × 7–1, или 1 : 7) не 
оказывали протистоцидного эффекта, в то 
время как наночастицы серебра при наивыс-
шем разведении все еще не достигали био-
инертности (отмечалась гибель инфузорий в 
значении менее 50%-й популяции).

На втором этапе проведено определе-
ние индекса биологической активности те-
стируемых образцов наночастиц методом 
токсической нагрузки (после добавления 
гипертонического раствора натрия хлори-
да, оказывающего мембраноповреждающее 
действие), в котором оценивали валеонега-
тивный (снижающий выживаемость и жиз-
неспособность биоорганизованных систем) 
эффект. Результаты этих исследований ото-
бражены в табл. 2. 

Полученные данные свидетельствуют, 
что из всех используемых в опытах веществ 
только элеутерококк имеет валеопозитивное 
действие, так как он способствует повыше-
нию сопротивляемости клеток парамеций 
к токсическому воздействию сверхгипер-
тонической среды (8%-й раствор натрия 
хлорида): значение индекса биологической 
активности препарата составляло значение 
выше 1,000 (от 1,002 до 1,918), причем наи-
большее биостимулирующее действие на 

Табл.  1 .  Дозозависимое действие нанове-
ществ на парамеции при экспозиции 24 ч  
(по критерию «концентрация – эффект»)
Table 1.  Dose-dependent effect of nano-
substances on parameciums at 24 h exposure  
(«concentration-effect» criterion)

Исследуемое 
вещество

Биоцидность в разведениях 
1 × n–1

n
2 3 4 5 6 7

Контроль – – – – – –
Элеутерококк – – – – – –
Норфлоксацин + + ± ± ± ±
Наночастицы 
серебра + + + + + ±
Наночастицы меди + + ± ± – –
Наночастицы 
диоксида кремния + + ± ± ± –

Примечание.  Тире – биоцидность отсутствует (ПН): 
«±» – биоцидность до 50% (менее БЦ50); «+» – биоцид-
ность 100% (около БЦ100).

Табл.  2 .  Влияние нановеществ на резистент-
ность парамеций (по критерию «концентра-
ция – сопротивляемость токсической нагрузке»)
Table 2.  Effect of nano-substances on the 
resistance of parameciums (according to the 
"concentration-resistance to toxic load" criterion)

Исследуемое 
вещество

Индекс биологической активности
в разведениях 1 × n–1

n
2 3 4 5 6 7

Контроль 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Элеутерококк 1,480 1,560 1,918 1,334 1,016 1,002
Норфлокса-
цин – – 0,698 0,854 0,957 1,000
Наночастицы 
серебра – – – – – 0,499
Наночастицы 
меди – – 0,589 0,655 0,789 0,856
Наночастицы 
диоксида 
кремния – – 0,455 0,578 0,675 0,745

Примечаниe.  Тире – биоцидное действие.
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парамеции он проявлял в разведении 1  : 4. 
В опыте показатель ИБА выше единицы 
указывает на увеличение продолжительно-
сти жизни клеток парамеций под влиянием 
препарата и выражается в значениях более 
100%-й защитной активности. Данный ре-
зультат вполне ожидаем, так как элеутеро-
кокк является известным адаптогеном. Кон-
цепция адаптогена, впервые предложенная 
советскими учеными в конце 1950-х годов, 
утверждает, что адаптоген – это любое ве-
щество, которое оказывает воздействие на 
биологический объект, корректируя любую 
его дисфункцию и не вызывая нежелатель-
ных побочных эффектов. Адаптогенсодер-
жащее растение Eleutherococcus senticosus, 
называемое также «сибирским женьшенем», 
содержит большое число химических ве-
ществ, которые оказывают защитное и/или 
ингибирующее действие против свободных 
радикалов, причем перечень таких веществ, 
содержащихся в элеутерококке, не до конца 
определен [12]. 

Остальные тестируемые компоненты, 
включая известное биоцидное вещество 
норфлоксацин вместе с коллоидными рас-
творами наночастиц, имели сильное био-
угнетающее действие (значение индекса 
биологической активности ниже 1,000). Зна-
чения ИБА свидетельствуют, что наноча-
стицы имеют более выраженное негативное 
воздействие на резистентность парамеций, 
так как коэффициент повышения выносли-
вости инфузорий после их экспозиции был 
несколько ниже, чем при действии норфлок-
сацина (см. табл. 2). Объективное сравнение 
токсичности антибиотика (норфлоксацина) 
и наночастиц в данном опыте не вполне кор-
ректно, так как эти препараты совершенно 
разных классов и имеют разные показатели 
выражения их концентраций. Нам удалось 
оценить воздействие наночастиц серебра на 
выносливость парамеций только в макси-
мальном разведении их раствора (1 : 7), так 
как меньшие его значения имели протисто-
цидный эффект. При сравнении значений 
ИБА наночастиц была подтверждена более 
высокая цитотоксичность наночастиц благо-
родного металла (показатель 0,499) по срав-

нению с наночастицами биоэлементов (меди 
и кремния) (0,856 и 0,745 соответственно).

На последнем этапе интегрированного 
биотестирования нановеществ проведена их 
оценка по показателям индекса интенсив-
ности размножения парамеций. Для этого 
рассчитаны его значения при добавлении 
сублетальных концентраций тестируемых 
веществ. Для всех них принято разведение 
1 : 5, так как оно во всех случаях (за исклю-
чением наночастиц серебра) превышало на 
два пункта летальную концентрацию (1 : 3), 
за исключением адаптогена элеутерококка, 
у которого фактически таковая отсутствова-
ла. Результаты определения биологической 
активности изучаемых коллоидных наноча-
стиц в оптимальной сублетальной концен-
трации по интенсивности размножения па-
рамеций приведены в табл. 3.

Раствор элеутерококка в концентрации 
1  :  5 повышает интенсивность деления па-
рамеций почти в 1,6 раза (индекс интен-
сивности размножения инфузорий 1,589), 
что вполне объяснимо из ожидаемого адап-
тогенного эффекта этого компонента (см. 
табл.  3). Изучаемые биоциды (норфлокса-
цин и коллоидные растворы наночастиц) в 
концентрациях, не вызывающих полной ги-
бели инфузорий, угнетали интенсивность их 
размножения приблизительно на одинако-
вую величину – 55–61% (индекс интенсив-
ности размножения парамеций от 0,455 до 
0,390 соответственно). Все тестируемые на-

Табл.  3 .  Влияние изучаемых препаратов в 
сублетальной концентрации на размножение 
инфузорий
Table 3.  Effect of the studied preparations at 
sublethal concentration on the reproduction of 
infusoria

Исследуемое вещество
Оптимальная 
концентрация 
(разведение 

1 × n–1)

Индекс  
интенсивности 
размножения 
инфузорий

Контроль – 1,000
Элеутерококк 5 1,589
Норфлоксацин 5 0,450
Наночастицы серебра 7 0,390
Наночастицы меди 5 0,462
Наночастицы диоксида 
кремния 5 0,385
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ночастицы в сублетальных концентрациях, 
как минимум, на половину снижают интен-
сивность размножения протист. Однако объ-
ективное сравнение в этом случае возможно 
лишь в отношении биоэлементов, так как 
только они биотестировались в одинаковом 
разведении (1 : 5), в то время как наночасти-
цы серебра изначально отличаются более 
высокой цитотоксичностью и поэтому были 
взяты в опыт в большем разведении (1 : 7).

ВЫВОДЫ

1.	 Биотестирование наночастиц метал-
лов и биоэлементов надежно и качественно 
осуществлять на свободноживущей инфу-
зории Paramecium сaudatum, так как это яв-
ляется недорогой удобной моделью оценки 
биоцидного действия.

2.	 Ни один из растворов наночастиц 
благородных металлов и биоэлементов, ис-
пользованных в опыте, не может быть при-
знан биоинертным или биостимулирующим 
в отношении эукариотического тест-объекта 
Paramecium caudatum.

3.	 Коллоидные растворы наночастиц се-
ребра, меди и кремния диоксида имеют био-
цидное воздействие, каждый из которых про-
являет дозозависимый эффект, причем первый 
из них характеризуется намного выраженной 
токсической активностью в одноклеточной 
протистной биологической модели.
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