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Оценено токсическое действие металл/углеродного нанокомпозита меди (МеС НК Cu) 
на семена высших растений и бактериальный сенсор «Эколюм-8». Установлено достовер-
ное ингибирующее воздействие 0.1%-ного наноматериала на проростки семян редиса. Сти-
мулирующий эффект на развитие корней данной культуры обнаружен при концентрации 
препарата 1×10-8% (на 11.3%), однако он был несущественным. При использовании в каче-
стве тест-объекта пшеницы отмечено подавление роста корней при обработке семян нано-
композитом в концентрации 0.1 и 0.01%, (уменьшение составило 30.2 и 79.6% соответст-
венно). Стимулирующего влияния на корневую систему пшеницы не выявлено. На развитие 
надземной части проростков пшеницы препарат также не оказывал влияния, за исключени-
ем подавления роста на 60.0% в варианте с обработкой 0.1%-ным раствором МеС НК Cu. В 
качестве второго объекта биотестирования использовали лиофилизированные клетки 
штамма Escherichia coli К12 TG1 (pXen7), содержащего полный lux-оперон Photorhabdus 
luminescens. На основе биолюминесцентного анализа выявлено, что все исследуемые кон-
центрации нанокомпозита меди были сильно токсичными для бактериального штамма (ин-
декс токсичности >70%). Величина токсикологического параметра ЕС50, соответствующая 
концентрациии вещества, вызывающей 50% ингибирование свечения сенсорного микроор-
ганизма по сравнению с контролем, оказалась ниже минимальной тестируемой концентра-
ции растворов МеС НК Cu. Расчет производили математически, и вероятное значение ЕС50 
оказалось равным 0.016 мкг/мл. 

Ключевые слова: биотестирование, семена высших растений, биолюминесценция, бакте-
риальный сенсор «Эколюм-8». 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время в связи с развитием и внедрением нанотехнологий особую 

остроту приобретают проблемы, связанные с возможным воздействием техноген-
ных наночастиц на жизнедеятельность живых организмов (Астафурова и др., 
2011). Для воссоздания более реалистичной картины потенциальной экологиче-
ской токсичности наночастиц необходимо проводить масштабное исследование с 
использованием различных биологических объектов представителей растений и 
животных различных классов (Абраменко, 2017). 
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В опытах по биотестированию наночастиц многие исследователи отдают 
предпочтение растительным объектам, поскольку они обладают чрезвычайно вы-
сокой чувствительностью к внешним слабоинтенсивным факторам, иногда на по-
рядок превышающей чувствительность объектов животного происхождения. Кро-
ме того, они характеризуются малогабаритностью (например, семена), огромным 
генетическим и морфологическим разнообразием (Маслоброд и др., 2014). Расте-
ния представляют интерес и как высокоинформативные экспериментальные моде-
ли, позволяющие проанализировать большие объемы биологического материала в 
течение вегетационного опыта в полевых условиях (Астафурова и др., 2011). 

Еще одним востребованным инструментом для проведения экологических, 
санитарно-токсикологических и иных видов исследования являются природные и 
рекомбинантные люминесцирующие микроорганизмы (Дерябин и др., 2012). В 
основу их практического использования положен принцип оценки активности лю-
минесцирующей системы, интегрально реагирующей снижением интенсивности 
свечения при появлении в исследуемой среде химических поллютантов или про-
явлении токсических свойств у вновь синтезируемых веществ и соединений. При 
этом наряду с быстродействием и высокой чувствительностью важным достоинст-
вом теста ингибирования бактериальной биолюминесценции является хорошая 
корреляция с результатами, получаемыми с использованием более сложных мето-
дов биотестирования.  

Цель исследования – оценка токсического действия металл/углеродного нано-
композита меди с использованием двух тест-объектов. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В работе исследовали токсичность суспензии металл/углеродного нанокомпо-
зита меди (МеС НК Cu), стабилизированной 5%-ным раствором сахара.  

Медико-биологическую оценку безопасности наноматериала на основе семян 
высших растений проводили согласно МУ 1.2.2635-10 (Методические указания…, 
2010 а). В качестве индикаторов токсичности рекомендуется использовать проро-
стки семян следующих высших растений: пшеницы, ржи, ячменя, овса, кукурузы, 
редиса, белой горчицы, лука, фасоли обыкновенной. В данной работе использова-
ли проростки семян редиса Raphanus sativus Linnaeus, 1753 (сорт Чемпион) и пше-
ницы яровой Triticum aestivum Linnaeus, 1753 (сорт Иргина). Были апробированы 
концентрации МеС НК Cu от 10-1 до 10-8%. Нанесение исследуемого образца на 
поверхность семян проводили путем легкого встряхивания семян в бюксе с образ-
цом в течение 30 секунд. Семена в количестве 20 штук раскладывали на двух-трех 
слоях увлажненной бумаги в чашках Петри, повторность опыта четырехкратная 
для каждого варианта обработки. Подготовленные таким образом чашки Петри 
помещали в термостат на проращивание при температуре 20°С и отсутствии осве-
щенности. Экспозиция составила 7 дней. Оценивались такие показатели, как энер-
гия прорастания, всхожесть, длина подземных и надземных частей растений.  

Для изучения биотоксичности нанокомпозита также использовали бактери-
альный сенсор «Эколюм-8» (Методические указания…, 2010 б), представляющий 
собой лиофилизированные клетки штамма Escherichia coli К12 TG1 (pXen7), со-
держащего полный lux-оперон Photorhabdus luminescens размером 7 тыс. п.н. (Да-
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нилов и др., 2002). Диапазон исследуемых концентраций варьировал от 10-1 до 10-5%. 
Сенсор добавляли к испытуемым растворам в соотношении 1:1. Биолюминесцен-
цию измеряли на многофункциональном микропланшетном ридере Tecan infinite 
M200 (Швейцария) каждые 10 минут в течение трех часов инкубирования. Индекс 
токсичности (ИТ) рассчитывали по формуле ИТ = 100×(Io-I)/Io, где Io и I соответст-
венно интенсивность свечения контроля и опыта. Строили график зависимости 
уровня биолюминесценции от %-ного содержания МеС НК Cu в двойной лога-
рифмической системе координат (Максимова и др., 2016) и определяли принятый 
в токсикологии параметр EC50 (median effective concentration), соответствующий 
концентрации раствора, при которой происходит ингибирование свечения сенсора 
на 50%. 

Экспериментальные данные обработаны статистически согласно общеприня-
тым методам с использованием программы Microsoft Office Excel. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

Оценку токсичности наноматериала проводили с использованием семян выс-
ших растений и бактериального сенсора «Эколюм-8» в качестве тест-объектов. 

При изучении биотоксичности МеС НК Cu с использованием семян овощных 
и злаковых культур (редиса, пшеницы) существенного изменения энергии прорас-
тания и всхожести семян не обнаружено. Отмечено, что семена редиса обладали 
лучшими посевными качествами, чем семена пшеницы. Выявлено достоверное 
ингибирование роста (на 54.6%) корневой системы редиса после обработки семян 
0.1%-ным раствором наноматериала (таблица). Слабое стимулирующее влияние на 
развитие корней редиса оказывал препарат в концентрации 1×10-8% (на 11.3%).  

 
Биометрические показатели проростков редиса и пшеницы после обработки семян 

различными концентрациями МеС НК Cu, мм 
Объект 

пшеница Вариант опыта редис, корень корень колеоптиль 
Дистиллированная вода 46.9 55.0 51.7 
МеС НК Cu 0.1% 21.3* 16.6* 20.7* 
МеС НК Cu 0.01% 41.1 43.8* 53.6 
МеС НК Cu 0.0001% 45.0 56.9 53.3 
МеС НК Cu 0.000001% 44.4 55.5 51.5 
МеС НК Cu 0.00000001% 52.2 57.6 54.6 
НСР05 6.2 6.9 6.0 

Примечание. * различия статистически значимы по сравнению с контролем (p = 0.05). 
 
Показатель средней длины корней яровой пшеницы существенно снижался по 

сравнению с контролем при обработке семян нанокомпозитом в концентрации 0.1 
и 0.01%, уменьшение составило 30.2 и 79.6% соответственно. Стимулирующее 
влияние на корневую систему не отмечено. На развитие надземной части пророст-
ков пшеницы препарат также не оказывал влияния, за исключением подавления 
роста на 60.0% в варианте с обработкой 0.1%-ным раствором МеС НК Cu. Ранее в 
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исследованиях с Vitis vinifera Linnaeus, 1753 нами было выявлено стимулирующее 
действие Ме/С НК Cu на корнеобразование при зеленом черенковании, улучша-
лись показатели количества развившихся корней, суммарной длины и средней 
длины одного корня на черенок (Федоров и др., 2017). 

Согласно МУ 1.2.2635-10 (Методические указания…, 2010 а), если, по срав-
нению с контрольными, семена в исследуемых образцах не проросли или же длина 
корней в процентах от контрольного значения менее 70%, то образец наномате-
риала считается токсичным. При длине корней в опыте свыше 120% от контроля 
предполагается, что исследуемый образец обладает стимулирующими свойствами. 
Таким образом, рассмотренный МеС НК Cu является токсичным только в концен-
трации 0.1%. Стимулирующего влияния на проростки семян высших растений при 
изученных концентрациях не обнаружено. 

В качестве еще одной тест-системы для оценки безопасности наноматериала 
использовали бактериальный сенсор «Эколюм-8». Предварительный контроль 
качества оценки токсичности проводили по определению чувствительности тест-
организма к модельному токсиканту ZnSO4×7H2O (рис. 1). Расчет производили на 
ионы цинка. В случае использования обеих концентраций (0.909 и 0.5 мг/л Zn2+) 
происходило более чем 50%-ное ингибирование интенсивности биолюминесцен-

ции по сравнению с контро-
лем (ИТ равен 79.2 и 53.1% 
соответственно), что соот-
ветствует требованиям ток-
сикологического анализа. 

Результаты регистрации 
свечения сенсорного штамма 
в суспензиях МеС НК Cu 
свидетельствовали о форми-
рующемся уже на первых 
минутах контакта снижении 
интенсивности биолюми-
несценции (рис. 2). В вари-
антах с высокой концентра-
цией МеС НК Cu наблюда-

лись сильные колебания регистрируемого свечения. Скорее всего, это связано с фи-
зико-химическими и оптическими свойствами наноматериала, когда частицы пре-
пятствуют прохождению сигнала от сенсора к фотоприемнику (Дерябин и др., 2012). 
По мере разведения НК интенсивность свечения изменялась незначительно. Инте-
ресно, что по истечении 3 часов контакта не наблюдалось собственное тушение све-
чения бактериального сенсора в контрольных пробах, как отмечают Е. С. Алешина и 
Е. А. Дроздова (2015). Соль меди (CuSO4) в концентрации 0.1% оказалась сильно 
токсичной для E. coli К12 TG1. 

Для определения интегральной токсичности суспензий наноматериала вычис-
ляли ИТ на 30, 60, 120 и 180 мин (рис. 3). Все исследуемые концентрации НК ока-
зались сильно токсичными (ИТ > 70%). 
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Рис. 1. Интенсивность свечения (lgI) штамма E. coli К12 
TG1 lux+ в присутствии модельного токсиканта. По оси
абсцисс – время контакта, мин; по оси ординат – регистри-

руемые значения интенсивности свечения (I) 
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Для определения величины токсикологического параметра ЕС50, соответст-
вующего концентрациии вещества, вызывающей 50% ингибирование свечения 
сенсорного микроорганизма по сравнению с контролем, строили калибровочные 
графики зависимости га-
шения биолюминисценции 
тест-штамма E. coli К12 
TG1 от концентрации рас-
твора НК (рис. 4). Значе-
ние этого параметра ока-
залось ниже минимальной 
тестируемой концентра-
ции (< 0.00001%). Вероят-
ный показатель токсично-
сти рассчитывали по урав-
нению, описывающему 
линию тренда. Значение 
ЕС50 оказалось равным 
0.016 мкг/мл. 

В работе Д. Г. Дерябина, Е. С. Алешиной и Л. В. Ефремовой (2012) авторы 
предлагают использовать модифицированную формулу для расчета ИТ, которая 
устраняет влияние оптических свойств наноматериалов на результат биотестиро-
вания: ИТ = (Ik0мин×Ionмин)/(Iknмин×Io0мин). Используя этот подход, получили значе-
ния ИТ < 0.5, что также говорит о высокой токсичности МеС НК Cu в исследуе-
мых концентрациях. 

Известно, что наночастицы металлов, таких как серебро и медь, обладают 
противомикробными свойствами и эффективны против широкого спектра бакте-
рий (Ruparelia et al., 2008). L. A. Tamayo с соавторами (2015) установлено, что ком-
позит наночастиц меди и полиэтилена (copper – polyethylene nanocomposite) эф-
фективен против клеток E. coli. 
Биоцидная способность нано-
композита заключается в повре-
ждении цитоплазматической 
мембраны бактерии, т.е. наблю-
дается бактериолитический эф-
фект. В то же время данный на-
номатериал не оказывал цито-
токсического действия на линии 
клеток нейробластомы человека, 
что позволит использовать его в 
медицине. 

Группой российских ученых 
проведено комплексное изучение влияния токсичности углеродного нанострук-
турного материала «Таунит» на различные тест-объекты – бактерии, микроскопи-
ческие гидробионты, высшие растения, млекопитающих (Гусев и др., 2010). По 
результатам исследования препарат отнесли к 3–4-му классу опасности. При этом 
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Рис. 2. Динамика свечения E. coli К12 TG1 lux+ при контак-
те с суспензией  нанокомпозита меди  в  различных концен- 

трациях (%) 
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Рис. 3. Индекс токсичности суспензии металл/угле-
родного нанокомпозита меди в различных концентра-
циях через  30 мин контакта с сенсором E. coli К12 TG1 
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наименьшую резистентность проявили тест-объекты Scenedesmus quadricauda 
Hegewald, 1977 и E. coli. Коллоидный водный раствор «Таунита» оказывал подав-
ляющее действие на процессы раннего вегетативного онтогенеза пшеницы, гороха 

и подсолнечника, что выра-
жалось в снижении росто-
весовых показателей и запаз-
дывании развития по сравне-
нию с контрольной группой. 
Зафиксирован также положи-
тельный эффект «Таунита» на 
всхожесть семян и на защи-
щенность их от гниения. По-
следнее авторы связали с по-
давляющим действием нано-
материала на развитие микро-
организмов. 

В исследовании А. А. Рах-
метовой (2011) показано, что наночастицы меди, с одной стороны, обладают сла-
бой токсичностью по отношению к грызунам, с другой стороны, проявляют высо-
кий антимикробный эффект по отношению к клеткам тест-культур грамположи-
тельных и грамотрицательных микроорганизмов, что создает предпосылки для 
использования их в составе ранозаживляющих препаратов. 

 
ВЫВОДЫ 

Таким образом, в результате биотестирования установлено, что действие на-
нокомпозита меди на живые организмы различно и зависит от биологического 
объекта. Так, на семенах высших растений данный наноматериал оказался токсич-
ным в концентрации 0.1%. Стимулирующий эффект обнаружен только на развитие 
корней редиса при концентрации препарата 1×10-8% (на 11.3%), однако он был 
несущественным. В то же время при использовании бактериального сенсора E. coli 
К12 TG1 с клонированным lux-опероном P. luminescens все исследуемые концен-
трации оказались сильно токсичными (ИТ > 70%). Вероятное значение токсиколо-
гического показателя ЕС50 оказалось равным 0.016 мкг/мл. 

Анализ существующих исследований показывает перспективность использова-
ния бактерицидной активности медных наночастиц ввиду их невысокой себестои-
мости и сравнительно низкой экологической опасности (Гульченко и др., 2014).  

Авторы выражают благодарность старшему научному сотруднику Лаборато-
рии природоохранных и ресурсосберегающих технологий Института механики УрО 
РАН, доктору физико-технических наук В. В. Тринеевой, руководителю группы 
Научно-инновационного центра ОАО «ИЭМЗ «Купол» Ю. В. Першину за предос-
тавленный для исследований металл/углеродный нанокомпозит меди; заведующе-
му Лаборатории иммунорегуляции Института экологии и генетики микроорганиз-
мов УрО РАН, доктору медицинских наук, профессору С. В. Ширшеву, старшему 
научному сотруднику, кандидату биологических наук И. Л. Масленниковой за 
предоставление бактериального сенсора «Эколюм-8». 
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Рис. 4. Построение калибровочного графика для опре-
деления токсичности МеС НК Cu через 30 мин контакта
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The toxic effect of a metal/carbon copper nanocomposite (Me/C Cu NC) on higher 

plant seeds and the bacterial sensor “Ecolum-8” was evaluated. A significant inhibitory 
effect of 0.1% nanomaterial on the seedlings of radish seeds was established. Some 
stimulating effect on the development of the roots of this culture was found at a concen-
tration of 1 · 10–8 %, but it was insignificant (by 11.3%). When wheat was used as a test 
object, its root growth was inhibited when the seeds were treated with the nanocompo-
site at a concentration of 0.1 and 0.01% (a decrease of 30.2 and 79.6%, respectively). 
No stimulating effect on the wheat root system was revealed. The preparation also had 
no effect on the development of the aerial part of wheat seedlings, with the exception of 
60.0% growth inhibition in the option of treatment with a 0.1% MeC Cu NC solution. 
Lyophilized cells of Escherichia coli K12 TG1 strain (pXen7) containing the full lux-
operon of Photorhabdus luminescens were used as a second biotesting object. Based on 
bioluminescence analysis, it was found that all studied concentrations of the copper 
nanocomposite were highly toxic for the bacterial strain (the toxicity index >70%). The 
value of the toxicological parameter EC50, corresponding to the concentration of the 
substance that causes 50% inhibition of the luminescence of the sensory microorganism 
as compared with the control, turned out to be lower than the minimum tested concen-
tration of the MeC NC Cu solutions. The calculation was made mathematically, and the 
probable value of EC50 was equal to 0.016 μg / ml. 

Key words: biotesting, higher plant seeds, bioluminescence, bacterial sensor 
“Ecolum-8”. 
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