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Введение. Увеличение интереса к наночасти-
цам связано с возможностью использования на-
номатериалов во многих областях науки и тех-
ники. К одним из таких продуктов относятся 
наночастицы серебра, которые могут быть в 
виде кластеров, коллоидов и нанокомпозитов с 
различными стабилизаторами. Препараты на 
основе наносеребра представляют серьезный на-
учный интерес и широко используются для сани-
тарно-гигиенических целей. 

Широкий спектр антибактериального, антиви-
русного и фунгицидного действия характерен как 
для ионов, так и для наночастиц серебра (НЧС) [1, 
2]. Эффективность НЧС зависит от концентрации 
и их стабильности, размера и формы. В нанораз-
мерном состоянии любые вещества приобрета-

ют новые химические, физические и биологиче-
ские свойства, существенно отличающиеся от их 
свойств в макрообъемном состоянии [3]. Чем мень-
ше НЧС, тем больше отношение площади поверх-
ности к объему, что увеличивает область контакта 
серебра с бактериями или вирусами, значительно 
повышая антимикробный эффект [4]. 

В краткосрочных экспериментах на приме-
ре лабораторных культур водорослей показано, 
что наиболее чувствительными к НЧС являют-
ся пресноводные зеленые водоросли Scenedesmus 
quadricauda и морские диатомовые водоросли 
Phaeodactylum tricornutum по сравнению с орга-
низмами зоопланктона и мальками рыб [5]. 

У зеленой водоросли Chlamydomonas reinhardtii 
наиболее чувствительной мишенью является фо-
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тосинтетический аппарат. Происходит снижение 
активности ФС II, нарушается поток электро-
нов от ФС II в пул хинонов, снижается энергиза-
ция мембран [6]. Показано [7], что в присутствии 
НЧС происходит уменьшение содержания хло-
рофилла в клетках водорослей Chlorella vulgaris 
и Dunaliella tertiolecta и увеличение образования 
активных форм кислорода. 

Одной из задач, стоящих перед исследователя-
ми, является выяснить, токсичны ли на самом 
деле НЧС или токсичны ионы Ag+, выделяемые 
этими частицами. Исследование влияние НЧС и 
ионов Ag+ (в форме соли AgNO3) на фотосинтез 
водоросли Chlamydomonas reinhardtii показало [8], 
что AgNO3 в 18 раз токсичнее НЧС по величине 
EC50. При этом в суспензии НЧС вначале присут-
ствовало всего 1% ионной формы (Ag+). Однако 
токсичность НЧС может со временем увеличи-
ваться вследствие поступления ионов серебра в 
среду в течение экспозиции в присутствии водо-
рослей. 

Следующей немаловажной задачей является 
выяснение путей поступления НЧС в клетку. Не-
которые авторы полагают, что в клетки прони-
кают не сами НЧС, а выделенные ими ионы се-
ребра (Ag+) [4, 9, 10]. 

Предложено несколько путей поступления и 
накопления НЧС и ионов Ag+ в клетках водоро-
слей:

1. Адсорбция на клеточной стенке с последую-
щим поступлением внутрь клетки ионов Ag+ [8, 
11]; 

2. Интернализация – эндоцитозное поглощение 
НЧС через клеточную мембрану, как было пока-
зано на примере золотистой пресноводной водо-
росли Ochromonas danica [12]; 

3. Выделение ионов Ag+ из НЧС в среду, а за-
тем поступление ионов Ag+ внутрь клетки [8, 10, 
13, 14] 

Несмотря на высокую токсичность НЧС, об-
наружена способность водорослей Scenedesmus 
quadricauda и Monoraphidium arcuatum к адап-
тации к ним [15] и их детоксификации в воде в 
присутствии морской диатомовой водоросли 
Thalassiosira weissflogii [11].

Ag+ оказывают плейотропное действие на раз-
личные клеточные процессы, взаимодействуя со 
многими клеточными мишенями, но основные 
мишени и механизм действия серебра изучены 
недостаточно. Для микробной клетки известно, 
что при низких концентрациях Ag+ взаимодей-
ствуют с мембраной, а при более высоких концен-
трациях – с цитоплазматическими компонентами 
внутри клетки. С клетками снаружи связывает-
ся около 40 %, а внутрь клетки проникает около 
60 % Ag+ [9, 16]. 

При действии Ag+ цитоплазматическая мем-
брана становится проницаемой, нарушается гра-

диент протонов и из нее выходят ионы калия [17]. 
Предполагается, что Ag+ инактивируют фермен-
ты, содержащие тиоловые группы, например, 
ферменты дыхательной цепи, связанные с мем-
браной. Показано, что Ag+ повреждают элек-
трон-транспортную цепь, разобщают окисли-
тельное фосфорилирование [18]. Аналогично 
действуют Ag+, образованные из НЧС. Ингиби-
руя дыхательные ферменты, они способствуют 
синтезу супероксид-аниона, пероксида водорода, 
гидроксила и других активных форм кислорода, 
способных повреждать бактериальную клетку. В 
присутствии Ag+ нарушается работа цикла три-
карбоновых кислот [9, 19]. Известно, что НЧС на-
рушают работу клеточных стенок, мембран, не-
гативно воздействуют на генетический материал 
[20]. 

Токсическое действие наночастиц обусловлено 
индукцией сильного окислительного стресса, на-
рушающего баланс между оксидантными и анти-
оксидантными процессами в клетке [21, 22]. Такое 
действие может вызывать взаимодействие Ag+ с 
функциональными тиоловыми группами (-SH), 
поскольку ионы Ag+ имеют высокое сродство к 
ним [23]. Увеличение свободных радикалов при-
водит к повреждению белков, ДНК, а также к пе-
рекисному окислению липидов [24].

В санитарных нормах России для Ag+ установ-
лен норматив ПДК равный 0,05 мг/л и присвоен 
второй класс опасности (высоко опасное веще-
ство), а в гигиенических нормативах содержа-
ния приоритетных наноматериалов в объектах 
окружающей среды» представлен ориентировоч-
но допустимый уровень (ОДУ) содержания нано-
частиц равный 0,05 мг/л. Увеличивающееся про-
изводство промышленных товаров, содержащих 
наночастицы, в том числе и наночастицы сере-
бра, увеличивает и риск их попадания в водоемы. 
До настоящего времени нет разработанного нор-
матива содержания НЧС для водных объектов 
рыбохозяйственного значения [5, 25]. 

Синтезируемые на основе серебра наноматери-
алы и наночастицы в случае попадания в окру-
жающую среду могут стать фактором риска для 
живых организмов [26]. В связи с этим важно про-
водить оценку их токсичности. Для этих целей 
может служить широко известный метод биоте-
стирования с использованием тест-организмов 
различных трофических уровней. При антро-
погенном загрязнении одними из наиболее уяз-
вимых объектов в водной экосистеме являются 
продуценты, в частности организмы фитоплан-
ктона.

Целью данной работы является оценка ток-
сичности нанокомпозита Ag/AgCl методом био-
тестирования с использованием тест-культур 
микроводорослей Scenedesmus quadricauda и 
Phaeodactylum tricornutum.
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Материалы и методы исследования. Для ис-
следований использовали стандартные расти-
тельные тест-объекты – пресноводную зеле-
ную ценобиальную микроводоросль Scenedesmus 
quadricauda (=Desmodesmus communis (E. Hegew.) 
E. Hegew.) и морские одноклеточную диатомею 
Phaeodactylum tricornutum (Bohlin, 1897). В каче-
стве токсиканта – биоцидный препарат на основе 
нанокомпозита Ag/AgCl стабилизированного не-
ионогенным ПАВ. Размер частиц 10-70 нм. Хро-
нические эксперименты проводили в трех по-
вторностях длительностью 41 сут. 

S. quadricauda выращивали на среде Прата, а 
P. tricornutum – на морской среде Гольдберга (в 
модификации Кабановой) соленостью 20‰ в лю-
миностате при освещенности 3 клк со сменой 
темнового и светового периода каждые 12 часов 
и температуре 20±20С. 

Постановку и ведение экспериментов проводи-
ли согласно методическим указаниям [27]. Для 
пресноводной водоросли S. quadricauda исследо-
ваны концентрации 0,05; 0,1; 0,5 и 1,0 мг/л, а для 
морской - P. tricornutum 0,25; 0,5; 1,0 и 2,0 мг/л на-
нокомпозита Ag/AgCl. 

Численность водорослей в контроле и опыте 
определяли методом измерения быстрой флуо-
ресценции хлорофилла а на приборе «Флюорат 
02-3М». 

Детекцию и выявление локализации серебра в 
клетках водорослей проводили методом анали-
тической просвечивающей электронной микро-
скопии [28] при ускоряющем напряжении 100 кВ  
на аналитическом просвечивающем микроскопе 
JEOL -2100 (JEOL, Япония) с энергодисперсион-
ным рентгеновским детектором X-Max (Oxford 
instruments, Великобритания).

Подготовку клеток водорослей для анализа на 
аналитическом просвечивающем микроскопе 
проводили после 1 сут экспозиции водорослей в 
нанокомпозите Ag/AgCl с концентрацией 2 мг/л. 
Клетки отмывали чистой питательной средой 
для культивирования путем центрифугирова-
ния при 4000 об/мин. Осадок смешивали с чистой 
средой, содержащей 2,5% глутарового альдегида 
и 4% формальдегида, а затем дофиксировали в 
1% растворе OsO4 в течение 2 часов. Процедуру 
обезвоживания проводили в спиртовых раство-
рах возрастающей концентрации (30, 40, 50, 60, 70, 
80, 96 каждый этап по 20 минут и 100% 30 минут). 
Далее проводили заливку ацетоном с эпоксидной 
смолой (в пропорциях 1:3, 1:1, 3:1) и чистой смо-
лой. Каждый этап заливки занимал сутки. После 
чего залитые пробы полимеризовали в течение 
суток при 370С и до полного застывания при 640С. 
Заполимеризованные эпоксидные блоки нареза-
ли на ультрамикротоме алмазным ножом на сре-
зы толщиной 80-100 нм. Полученные срезы мон-
тировали на медные сеточки для электронной 

микроскопии с ультратонким слоем из формва-
ра, контрастировали по Рейнольдсу и стабилизи-
ровали углеродом.

Статистическую обработку результатов про-
водили в программе Excel-2010 с использованием 
пакета анализа данных. Достоверность различий 
опытных значений от контрольных рассчитыва-
ли при помощи критерия Стьюдента для уровня 
значимости 0,05.

Результаты и обсуждение. Данные по влия-
нию нанокомпозита Ag/AgCl в диапазоне иссле-
дованных концентраций от 0,05до 1 мг/л на куль-
туру S. quadricauda представлены на рисунке 1А. 
Наибольший альгицидный эффект на рост куль-
туры оказал нанокомпозит в концентрациях 1 и 
0,5 мг/л, при которых в течение всего срока на-
блюдений (41 сут) культура не росла совсем. При 
концентрациях 0,1 и 0,05 мг/л наблюдался альго-
статический эффект, выражавший в отсутствии 
роста в течение 10 и 1 сут, соответственно, после 
чего культура возобновляла рост в обоих слу-
чаях. Стоит отметить, что хотя значения макси-
мальной численности были ниже максимальных 
значений в контроле, тем не менее, к 41 суткам 
численность клеток при 0,1 и 0,05 мг/л наноком-
позита была или на уровне контроля или даже 
превышала его. 

Для морской водоросли P. tricornutum (рис. 1Б) 
в диапазоне исследованных концентраций на-
нокомпозита Ag/AgCl от 0,25 до 2,0 мг/л уста-
новлено, что при концентрациях 1,0 и 2,0 мг/л 
происходило длительное ингибирование роста 
культуры на протяжении эксперимента, однако 
после 25 сут при концентрации 1,0 мг/л числен-
ность клеток начинала увеличиваться. В присут-
ствии 0,5 мг/л культура возобновляла рост после 
4 сут лаг-фазы и догоняла по численности кон-
троль на 25 сут. В концентрации 0,25 мг/л рост P. 
tricornutum был или на уровне контроля или да-
же превышал его. К концу опыта на 41 сут чис-
ленность клеток при 0,25 и 0,5 мг/л нанокомпози-
та была как в контроле. 

Таким образом, различие в ответной реакции 
двух видов водорослей состояло в том, что по по-
казателю численности клеток минимально ле-
тальной концентрацией для S. quadricauda была 
1 мг/л, а для P. tricornutum – 2 мг/л, что свидетель-
ствует о большей устойчивости к токсическому 
действию нанокомпозита морской водоросли по 
сравнению с пресноводной. Это можно объяс-
нить как индивидуальной особенностью вида, так 
и более сложным составом морской питательной 
среды, снижающей токсичность нанокомпозита.

В проведенных исследованиях при оценке эф-
фектов НЧС были определены их полуэффек-
тивные концентрации. Установлено, что зеленая 
водоросль S. quadricauda более чувствительна к 
нанокомпозиту Ag/AgCl (LC50 = 0,02 мг/л), чем 
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Рис. 1. Влияние нанокомпозита Ag/AgCl на культуры Scenedesmus quadricauda (А) и Phaeodactylum tricornutum (Б) в 
динамике их развития 

Рис. 2. Ультраструктура клетки S. quadricauda (А) 
c включением серебра из нанокомпозита Ag/AgCl 
(a – клеточная стенка, b – клеточная мембрана, c – 
крахмальные зерна, d – частицы серебра и спектрограмма 
(Б) исследуемого участка клетки
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Рис. 3. Ультраструктура клетки P. tricornutum (А) c 
включением серебра из нанокомпозита Ag/AgCl (a – 
клеточная стенка, b – клеточная мембрана, c - частицы 
серебра, d – жировые включения) и спектрограмма (Б) 
исследуемого участка клетки 

Рис. 4. Ультраструктура клетки P. tricornutum (А) c 
включением серебра из нанокомпозита Ag/AgCl (a – 
клеточная стенка, b – клеточная мембрана, c - частицы 
серебра, d – жировые включения; e – контрольная точка 
на участке без включений серебра) и спектрограмма (Б) 
контрольного участка клетки

морская диатомея P. tricornutum (LC50 = 0,3 мг/л). 
При этом, судя по величине LC50 за 72 час, нано-
композит более токсичен, чем коллоидное сере-
бро [5] для S. quadricauda, а для P. tricornutum - на-
оборот.

Методом аналитической просвечивающей 
электронной микроскопии после 1 сут экспози-
ции S. quadricauda и P. tricornutum в присутствии 
нанокомпозита Ag/AgCl в концентрации 2 мг/л 
были получены изображения включений сере-
бра в клетках водорослей и подтверждены дан-
ными энергодисперсионного рентгеновского де-
тектора.

Анализ изображений, представленных на ри-
сунках 2 и 3, показал, что серебро из наноком-
позита Ag/AgCl, добавленного в культуры S. 
quadricauda и P. tricornutum на момент постанов-
ки опыта, за срок эксперимента (1 сут) проника-

ет в растительные клетки и накапливается в них.
На рисунке 4 помимо включений серебра из на-

нокомпозита Ag/AgCl в клетке P. tricornutum по-
казана контрольная точка на участке без вклю-
чений серебра и приведена спектрограмма  этого 
контрольного участка клетки.

Методом сканирующей электронной микро-
скопии и световой микроскопии нами ранее [29] 
было выявлено воздействие наночастиц коллоид-
ного серебра на наружную мембрану клеток ми-
кроводорослей. Коллоидное серебро приводит к 
изменению структуры клеточной мембраны кле-
ток фитопланктона S. quadricauda и P. tricornutum, 
что, возможно, нарушает работу фотосинтетиче-
ского аппарата, а так же обмен веществом и энер-
гией клеточной мембраны с окружающей средой. 
Влияние нанокомпозита Ag/AgCl на структуры 
клетки водорослей пока не выяснено. 
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Было показано, что наночастицы коллоид-
ного серебра оказывают прямое механическое 
действие на фильтрационный аппарат рачков 
D. magna, приводя к его слипанию [29] Нано-
композит серебра также приводит к слипанию 
фильтрационного аппарата и частично проника-
ет в выводковую камеру [5]. Для морских рачков 
Artemia salina показано, что как коллоидное сере-
бро, так и нанокомпозит Ag/AgCl напрямую по-
падают в кишечник, что приводит к гибели рач-
ков. У личинок Brachydanio rerio и молоди Poecilia 
reticulata установлено, что нанокомпозит Ag/AgCl 
в первую очередь оказывает влияние на жабры 
рыб, а также наблюдается активное выделение 
слизи по всему телу как защитный механизм при 
воздействии серебра [5]. 

Приведенные данные литературы и наши экс-
периментальные данные с культурами двух ви-
дов микроводорослей позволяют считать, что 

токсическое действие нанокомпозита Ag/AgCl 
скорее всего обусловлено ионами серебра, диф-
фундирующими из него в среду, поступающими 
в дальнейшем в клетки водорослей, где оно и де-
понируется.

Заключение. По полученным результатам 
можно заключить, что наносеребро является осо-
бо токсичным веществом и нуждается в норми-
ровании для воды водных объектов рыбохозяй-
ственного значения. По данным аналитической 
электронной микроскопии установлено, что се-
ребро из нанокомпозита Ag/AgCl уже через сут-
ки попадает в клетки водорослей S. quadricauda и 
P. tricornutum, беспрепятственно проходя как че-
рез клеточную стенку, так и мембрану клетки. 
Однако не было обнаружено ни путей поступле-
ния наночастиц или ионов серебра в клетку, ни 
конкретных мест локализации серебра в клетке, 
где оно накапливалось. 
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INFLUENCE OF NANOCOMPOSITE Ag/AgCl ON THE CULTURE OF MICROALGAE 
SCENEDESMUS QUADRICAUDA AND PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM
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The toxicity of the Ag/AgCl nanocomposite was evaluated at different concentrations in chronic experiments 
for 41 days using standard freshwater and marine plant test organisms of Scenedesmus quadricauda (0.05, 0.1, 
0.5 and 1.0 mg/l) and Phaeodactylum tricornutum (0.25, 0.5, 1.0, and 2.0 mg/L). Comparative sensitivity of test 
organisms in acute experiments (72 hours) in terms of LC50 was carried out. It was established that the green alga 
of S. quadricauda is more sensitive to the Ag/AgCl nanocomposite (LC50 = 0.02 mg/l) than the marine diatomea P. 
tricornutum (LC50 = 0.3 mg/l). The greatest algicidal effect on the growth of S. quadricauda culture was provided 
by the nanocomposite in concentrations of 1 and 0.5 mg/l, at which the culture did not grow during the experiment. 
And at concentrations of 0.1 and 0.05 mg/l the algostatic effect was observed for 10 and 1 days, respectively, after 
which the culture resumed growth. In the culture of P. tricornutum at concentrations of 1.0 and 2.0 mg/l there 
was a prolonged inhibition of growth, but after 25 days at 1.0 mg/l the number of cells began to increase. In the 
presence of 0.5 mg/l the culture resumed growth after 4 days of lag phase and overtook the number of control. At 
the concentration of 0.25 mg/l the growth of P. tricornutum was either at or above the control level. The difference 
in the response of the two species of algae can be explained both by the individual feature of the species and by 
the more complex composition of the marine nutrient medium, which reduces the toxicity of the nanocomposite. 
According to analytical electron microscopy silver from Ag/AgCl nanocomposites within a day falls inside the cells 
of S. quadricauda and P. tricornutum algae, passing unimpeded both through the cell wall and the cell membrane.

Keywords: Scenedesmus quadricauda, Phaeodactylum tricornutum, nanocomposite Ag/AgCl, toxicity.
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