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Резюме. Использование нанокомпонентов практически во всех 
областях деятельности человека помимо получения выгод их при
менения поднимает вопрос о безопасности таких веществ из-за не
предсказуемого воздействия на экологию. В данном исследовании 
авторами предложена модель использования реснитчатого про- 
тистного организма Paramecium caudatum, обитателя прудовых во
доемов, в качестве удобной модели для оценки биоцидного дей
ствия растворов наночастиц благородных металлов и биоэлемен
тов.

Summary. The use of nanocompounds in almost all areas of human 
activity, in addition to obtaining benefits, raises the question on the bi
osafety of such substances due to unpredictable environmental impacts. 
In this study, the authors proposed a model for using the ciliary protist 
organism Paramecium caudatum, an inhabitant of pond reservoirs, as a 
convenient model for assessing the biocidal effect of solutions of noble 
metal nanoparticles and bioelements.
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Введение. Достижения нанотехнологий позволили значитель
но расширить сферы применения материалов, содержащих нано
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компоненты, что неизбежно приводит к воздействию наноразмер
ных частиц на живые биообъекты. С другой стороны, все еще 
остаются значительные сомнения в отношении влияния наномате
риалов на биологические объекты, поскольку даже инертные веще
ства могут стать реакционными, иммуногенными или иным обра
зом вредными для жизнедеятельности при применении в нанораз
мерных формах. Недавние исследования свидетельствуют о том, 
что некоторые наноматериалы не так биосовместимы, как счита
лось ранее, из-за их потенциала к биоаккумуляции и генерации ак
тивных форм кислорода в клетках-хозяевах [6]. Кроме того, мало 
что известно об экотоксическом действии наночастиц, попадающих 
в окружающую среду, а недавние исследования обитающих в воде 
эукариот, таких как Daphnia spp. и другие, продемонстрировали, 
что нанокомпоненты могут потенциально нарушать водные экоси
стемы [5]

Оценку экотоксического действия различных ксенобиотиков 
ранее предлагалось проводить на насекомых, рыбах и даже грызу
нах [4], однако наиболее подходящей моделью для этого являются 
протистные организмы. Клетки простейших практически идеально 
могут служить в качестве биоиндикаторов химического загрязне
ния, особенно в водных средах, так как, во-первых, последние 
представляют собой их естественную среду обитания, во-вторых, 
простейшие демонстрируют значительный потенциал биоадапта
ции к токсикантам и, в-третьих, они очень удобны для тестирова
ния. Применение одноклеточных организмов для изучения токси
ческого воздействия загрязнителей является относительно новым 
явлением в лабораторной практике.

Определению токсического воздействия наночастиц металлов 
на одноклеточные эукариотические протистные тест-объекты в ми
ровой научной практике уделялось лишь небольшое внимание, по
этому существует лишь ограниченное число научных статей, по
священных этой теме. Фактически отсутствует единая методика 
оценки токсического действия наночастиц на одноклеточные эука
риоты.

Для оценки действия коллоидных растворов наночастиц на 
живую клетку была использована модель свободноживущей инфу
зории-туфельки Paramecium caudatum. Данный представитель рес
нитчатых относится к числу высокоорганизованных простейших,
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представляет собой широко распространенный обитатель пресно
водных водоемов.

Свободноживущие инфузории-туфельки Paramecium caudatum 
используется для скрининга природных соединений, обладающих 
адаптогенными и бактерицидными свойствами [1]. Этот протист- 
ный организм имеет двойственную природу. С одной стороны, эта 
инфузория имеет все структурные признаки клетки, но, с другой 
стороны, она реагирует на внешние раздражители как самостоя
тельный организм. Она не требовательно к условиям культивиро
вания, поэтому при исследовании ее свойств возможно получать 
большое количество данных [2].

В качестве тестируемых компонентов нами были выбраны 3 
разновидности наночастиц: серебра, меди и диоксида кремния. 
Первый из них является благородным металлом, а остальные пред
ставляют собой биоэлементы, однако экотоксичность их нанораз
мерных частиц практически никем не изучена.

Цель и задачи. Целью нашего исследования являлось изуче
ние биоцидных свойств коллоидных растворов наночастиц серебра, 
меди и диоксида кремния методом биотестирования с применением 
инфузории Paramecium caudatum в качестве тест-объекта. Для ре
шения поставленной цели были поставлены сразу несколько задач: 
провести экспресс-оценку биологической активности изучаемых 
коллоидных растворов наночастиц; определить биологическую ак
тивность скринингуемых коллоидных растворов; оценить биологи
ческую активность изучаемых коллоидных растворов по интенсив
ности размножения парамеций.

Материалы и методы исследований. Изучение влияние кол
лоидных растворов наночастиц серебра, меди и диоксида кремния 
на модели свободноживущей инфузории-туфельки Paramecium 
caudatum проводили согласно методическим рекомендациям 
«Скрининг биостимулирующих и биоцидных веществ (адаптогены, 
бактерициды и другие препараты)» [3].

Инфузории-туфельки Paramecium caudatum -  это саморегули
рующие живые организмы, обладающее высокой степенью приспо- 
сабливаемости к раздражителям внешней среды. При контакте с 
последними они вырабатывают различные защитные соединения 
длительного действия.

Согласно методических рекомендаций, культивирование ин
фузорий-туфелек Paramecium caudatum проводили в среде Лозина-

290



Лозинского (рН 6,2-7,8) и температуре от 20°С до 26°С. Кормом 
для инфузорий-туфелек были выбраны живые дрожжи Rhadotorula 
gracilis с добавлением зерен риса.

Исследование проводилось в 3 этапа. На первом этапе прово
дили экспресс-оценку биологической активности коллоидных рас
творов наночастиц серебра, меди и диоксида кремния. Все диспер
сии имели концентрацию наночастиц около 300 мкгмл-1.

Для этого в 54 пробирок наливали по 4,2 мл культуры инфузо
рий Paramecium caudatum в стационарной фазе роста. В качестве 
контроля использовали дистиллированную воду, известный бакте
рицид (норфлоксацин), адаптоген (элеутерококк). В первую про
бирку добавляли одинаковый объем подготовленного раствора на
ночастиц, после чего перемешивали, получая, таким образом, раз
ведение раствора наночастиц 1:2, или (для математической записи) 
1*2-1. Методом дальнейшего разбавления смеси получали разведе
ния наночастиц 1:3; 1:4, 1:5, 1:6 и 1:7, или 1*3-7-1. После этого 
штатив с пробирками помещали на 24 часа в термостат при темпе
ратуре 22°С. Затем брали содержимое каждой пробирки в объёме 
0,1 мл и заполняли им микроаквариумы.

Оценку состояние инфузорий-туфелек проводили по следую
щим показателям: ПН - индифферентность (у инфузорий заметно 
равномерное броуновское движение); БА - биоактивность (измене
ние движения инфузорий); БЦ50 — биоцидность (гибель 50±5% ин
фузорий); БЦ100 - биоцидность (гибель 90%±10% инфузорий), при
чем в контрольных образцах должно быть не менее 100 инфузорий, 
совершающих равномерное броуновское движение.

Критериями оценки результатов служили два показателя: ИМ 
- показатель, когда химическое соединение признавалось не оказы
вающим биоцидного воздействия и БЦ - биоцидность. Степень 
биоцидности оценивали по следующим уровням: 1:1000 - слабая, 
1:10000 - средняя, 1:100000 - сильная и 1:1000000 - высокая.

На втором этапе определяли биологическую активность скри- 
нингуемых коллоидных растворов наночастиц серебра, меди и ди
оксида кремния методом функциональной нагрузки.

Для этого брали 4 пробирки по 1 мл культуры инфузорий 
Paramecium caudatum, к которой добавляли 0,3 мл 8%-ного раство
ра хлористого натрия, вызывающего гибель 100% парамеций в те
чение 5-ти минут. Учёт гибели инфузорий осуществляли в микро
аквариумах под микроскопом и использованием таймера. Затем к 1
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мл содержимого пробирок первого этапа добавляли 0,3 мл 8%-ного 
раствора хлористого натрия и измеряли время до 100% гибели всех 
парамеций. Для получения достоверных данных опыт проводили 
несколько раз.

Учёт результатов проводили по формуле:
ИБА = — (1),

т к  v h
где:
ИБА - индекс биологической активности скринингуемого (исследуемо

го) соединения;
ТО - продолжительность жизни (в минутах) инфузорий-туфелек под 

действием 0,3 мл 8%-ого раствора хлористого натрия, проживших 24 часа в 
среде Лозина-Лозинского с исследуемой концентрацией скринингуемого (ис
следуемого) соединения;

ТК - продолжительность жизни (в минутах) инфузорий-туфелек под 
действием 0,3 мл 8%-го раствора хлористого натрия, проживших 24 часа в 
контрольной среде.

После расчета показателя индекса биологической активности 
(ИБА) проводили ее оценку по следующим его значениям: при зна
чении ИБА 1,000±0,1000 химическое соединение признавалось 
биоинертным; показатель ИБА выше 1,000±0,1000 указывал на по
ложительное влияние химического соединения на жизнеспособ
ность парамеций; показатель ИБА менее 1,000±0,1000 указывало на 
снижение жизнеспособности парамеций под действием химическо
го соединения.

На третьем этапе исследований осуществляли оценку биоло
гической активности коллоидных растворов наночастиц серебра, 
меди и диоксида кремния по интенсивности размножения пара
меций.

Для данного этапа использовали инфузорий-туфелек в актив
ной фазе роста. В начале опыта определяли плотность инокулята 
(количество парамеций в 1 мл среды), для чего определяли количе
ство клеток в 1 мл культуры. Для этого к 1 мл парамеций добавляли 
20 микролитров 5% спиртового раствора йода. Затем содержимое 
аккуратно перемешивали, помещали в камеру Фукса-Розенталя и 
подсчитывали количество парамеций в 10 квадратах. Определяли 
среднее количество парамеций в 1 квадрате (объём -  одна десяти
тысячная мл) и умножали на 10 000.

Далее работу осуществляли по методике, описанной на пер
вом этапе. Затем пробирки ставили в термостат при температуре 
22°С на 72 часа, в течение которых пробирки периодически встря-
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хивали 2-3 раза в день. Через 72 часа в каждой пробирке определя
ли плотность инокулята.

Расчёты проводили по формуле 2:
(ПИОКхПИКИ)

И И Р = - ------------------- -  о л
(ПИККхПИОН) 1 ’

где:
ИИР -  индекс интенсивности размножения парамеций;
ПИОК -  плотность инокулята в опыте после 72 часов инкубации;
ПИКН -  плотность инокулята в контроле перед инкубацией;
ПИКК -  плотность инокулята в контроле после 72 часов инкубации;
ПИОН -  плотность инокулята в опыте перед инкубацией.

После расчета показателя индекса интенсивности размноже
ния парамеций его оценку проводили, исходя из следующих значе
ний: ИИР = 1,000±0,100 - химическое соединение признавалось 
биологически инертным; ИИР более 1,000±0,100 - химическое со
единение стимулирует размножение парамеций; ИИР менее 
1,000±0,100 - химическое соединение угнетает размножение пара
меций.

Результаты исследований. В ходе проведения серии опытов 
по оценке токсического действия коллоидных растворов наноча
стиц благородных металлов и биоэлементов были получены каче
ственные результаты, которые отражены в таблице 1.

Таблица 1 -  Скрининг по критерию «концентраци -  эффект»

Исследуемое вещество Биоцидность в разведениях 1 хц 1
2 3 4 5 6 7

Контроль - - - - - -
Элеутерококк + - - - - -
Норфлоксацин + + + + + +
Наночастицы серебра + + + + + ±

Наночастицы меди + + ± ± - -
Наночастицы диоксида кремния + + ± ± ± -

Примечание: -  биоцидность нет: ± до 50%; + есть 100%.

Согласно данным таблицы 1, изучаемые коллоидные растворы 
наночастиц имеют различающуюся биоцидную активность. Так, у 
коллоида наночастиц серебра ее уровень был значительно выше по 
сравнению с коллоидными растворами биоэлементов. В частности, 
разведения раствора наночастиц серебра 1:2-1:6 однозначно прояв
ляли высокую биоцидность в отношении парамеций, в то время как
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растворы наночастиц меди вызывали гибель инфузорий в разведе
ниях 1:2—1:3, после чего их активность снижалась. Раствор наноча
стиц диоксида кремния имел сопоставимую биоцидность (1:2—1:3 
при более плавном ее снижении). Растворы наночастиц биоэлемен
тов в разведении 1х7-1 (или 1:7) не оказывают влияния на жизне
способность инфузорий, хотя раствор наночастиц серебра при дан
ном разведении все еще не являлся биоинертным.

Результаты изучения влияния изучаемых коллоидных раство
ров наночастиц на выносливость Paramecium caudatum к токсиче
ской нагрузке отображены в таблице 2.

Полученные данные свидетельствует, что элеутерококк спо
собствует повышению сопротивляемости клеток, а норфлоксацин и 
изучаемые коллоидные растворы наночастиц проявляет выражен
ное биоцидное действие, причем последние оказались активны до 
разведения 1:3.

Таблица 2 -  Скрининг по критерию «концентрация -  продолжительность со
противляемости клеток функциональной нагрузке»

Исследуемое вещество Биоцидность в разведениях 1 хц 1
2 3 4 5 6 7

Контроль 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Элеутерококк - 1,560 1,918 1,334 1,016 1,002
Норфлоксацин - - 0,698 1,046 0,957 0,854
Наночастицы серебра - - 0,655 0,988 0,856 0,799
Наночастицы меди - - 0,589 0,856 0,789 0,655
Наночастицы диоксида крем
ния

- - 0,455 0,745 0,675 0,578

Примечание: - биоцидное действие.

Результаты определения биологической активности изучае
мых коллоидных наночастиц по интенсивности размножения пара
меций приведены в таблице 3.

Таблица 3 -  Влияние изучаемых препаратов на размножение инфузорий

Исследуемое вещество Оптимальная 
концентрация 1хц-1

Индекс интенсивно
сти размножения 
инфузорий

Контроль - 1,000
Элеутерококк 5 1,589
Норфлоксацин 7 0,450
Наночастицы серебра 7 0,390
Наночастицы меди 8 0,462
Наночастицы диоксида кремния 9 0,385
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Согласно данным таблицы 3 раствор элеутерококка в концен
трации 1:5 повышает интенсивность деления парамеций в 1,589 ра
за. Изучаемые биоциды (норфлоксацин и коллоидные растворы на
ночастиц) в концентрациях, не вызывающих 100%-й гибели инфу
зорий, тем не менее, угнетают интенсивность их размножения на 
55-61%.

Заключение и выводы. Результаты наших исследований поз
воляют сделать следующие выводы:

1. Инфузория-туфелька Paramecium caudatum может быть ис
пользована в качестве недорого, удобного тест-объекта для оценки 
биоцидного действия наночастиц благородных металлов и биоэле
ментов.

2. Изучаемые коллоидные растворы наночастиц обладает вы
раженными биоцидными свойствами, причем коллоид благородно
го металла (серебра) имеет намного выраженную токсическую ак
тивность в отношении одноклеточной протистной биологической 
модели по сравнению с растворами наночастиц биоэлементов (меди 
и диоксида кремния).

3. С целью изучению цитотоксического и экотоксического воз
действия коллоидных растворов наночастиц необходимо провести 
ряд дополнительных исследований по определению их всесторон
него влияния на протистные организмы в качестве тестовой лабо
раторной модели.
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Резюме. В статье представлен анализ литературы и собствен
ных исследований некоторых аспектов индукции/реверсии микро
организмов в/из L - формы как сукцессионной трансформации (ста
дии).

Summary. L-forms are known for a wide variety of microorgan
isms, including pathogens. The aim of this review is data analysis L- 
forms of pathogenic and saprophytic microbes, their detection and re
suscitation.

Ключевые слова: L - формы, некультивируемое состояние 
бактерий (НС), цистоподобные формы (ЦПФ), реверсия, индукторы 
НС.

Key words: L-forms, viable but not culturable, detection, resusci
tation.

Введение. До настоящего времени в науке и практике, актив
но изучались свойства, физиология микроорганизмов, путем их 
культивирования на жидких и плотных питательных средах («куль
туральный» анализ). Однако, сейчас известно, что большое число 
видов микроорганизмов могут переходить в физиологическое со
стояния, подобное анабиозу - в L - формы (НС), при этом замедля
ется или временно прекращается деление, что затрудняет или дела
ет невозможным их анализ стандартными культуральными метода
ми. Некультивируемое состояние НС (dormant, dormancy,moribund, 
quiescent, resting, starved, sublethally damaged, viable but not cultura
ble (VBNC), nonculturable state, dormancy, detection, resuscitation)
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