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Аннотация. Интенсивно развивающиеся нанотехнологии, связанные с открытием уникальных 
свойств ультрадисперсных частиц, показали высокий потенциал их широкого применения. Однако 
отсутствие детальной оценки биологической безопасности параллельно с доказанной возможно-
стью их использования подводит к необходимости решения этих задач. К тому же биологический 
отклик сплавов двух частиц будет отличаться от такового при тестировании отдельных частиц. В 
связи с этим целью явилось сравнительное исследование токсичности ультрадисперсных частиц 
меди, цинка, а также их сплава и смеси в тесте ингибирования бактериального свечения с исполь-
зованием Echerichia coli, рекомендуемыми для медико-биологической оценки наноматериалов 
действующим национальным нормативом (МР 1.2.2566-09, МУ 1.2.2634-10). 
В статье изучена интенсивность свечения рекомбинантного штамма Echerichia coli природного 
морского микроорганизма Photobacterium leiongnathi с клонированными luxCDABE-гены при воз-
действии концентраций (0,1-6×10-6 М), достигнутых ступенчатым разведением ультрадисперсных 
частиц цинка, меди, их сплава и смеси. Установлено, что характеризуемый величинами ЕС50 уро-
вень токсической активности прогрессивно убывал в ряду: Zn → CuZn (сплав) → CuZn (смесь) → 
Cu, с максимальной выраженностью эффекта токсичности у цинка. Сплав и смесь CuZn занимают 
среднее положение в ряду токсичности вследствие нивелирования токсичного эффекта цинка ме-
дью. 
Ключевые слова: ультрадисперсные частицы, бактериальные клетки, биолюминесценция, цинк, 
медь, ингибирование. 
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Summary. Intensively developing nanotechnologies associated with the discovery of unique properties of 
ultrafine particles have shown a high potential for their widespread use. However, the lack of a detailed 
assessment of biological safety in parallel with the proven possibility of their use leads to the need to solve 
these problems. In addition, the biological response of alloys of two particles will differ from that when 
testing individual particles. In this regard, the purpose was a comparative study of the toxicity of ultrafine 
particles of copper, zinc, as well as their alloy and mixture in the test of inhibition of bacterial lumines-
cence using Echerichia coli recommended by the current national standard for medical and biological 
evaluation of nanomaterials (MR 1.2.2566-09, MU 1.2 .2634-10). 
The luminescence intensity of the recombinant strain Echerichia coli of natural marine microorganism 
Photobacterium leiongnathi with cloned luxCDABE genes under the influence of concentrations (0.1-
6×10-6 M) achieved by stepwise dilution of ultrafine particles of zinc, copper, their alloy and mixture was 
studied. It was established that the level of toxic activity characterized by EC50 values progressively de-
creased in the series: Zn → CuZn (alloy) → CuZn (mixture) → Cu, with maximum toxicity effect in zinc. 
The alloy and CuZn mixture occupy a middle position in the toxicity series due to the leveling of toxic 
effect of zinc by copper. 
Key words: ultrafine particles, bacterial cells, bioluminescence, zinc, copper, inhibition. 
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Введение. 
Интенсивно развивающиеся нанотехнологии, связанные с открытием уникальных свойств 

наночастиц, показали высокий потенциал их широкого применения в медицине, биологии и других 
сферах (Ding L еt al., 2015; Ajdary M еt al., 2015; Adevemi OS, 2015). Несмотря на это, тормозящими 
факторами применения являются отсутствие сведений об их биобезопасности и наличие вероятно-
сти токсических эффектов (Gong M et al., 2015; Lu S et al., 2015), а также изменчивость биологиче-
ского ответа в зависимости от физико-химических характеристик частиц одного и того же элемен-
та (Sondi I, 2004; Сизова Е.А., 2017б).  

В настоящее время имеется ряд работ, посвящённых анализу токсических эффектов метал-
лов в наноформе (Yang H et al., 2009; Ksiazyk M, 2015; AlGurabi MA et al., 2015; Shen MH et al., 
2015; Лебедев С.В. и др., 2017; Короткова А.М. и др., 2017; Яушева Е.В. и др., 2017). Хотя безопас-
ность некоторых наноматериалов уже была оценена (Zhao Y and Nalwa HS, 2006; Сизова Е.А. и др., 
2011; Lopes I et al., 2012; Petersen EJ and Henry TB, 2011; Visnapuu M еt al., 2013; Du J et al., 2013; 
Сизова Е.А. и др., 2016), сведения о токсичности, включающие оценку влияния размера, фазового 
состава, дозы и временного промежутка проявления эффектов, для различных ультрадисперсных 
частиц не достаточны. К тому же биологический отклик сплавов двух частиц будет отличаться от 
такового при тестировании отдельных частиц. Отсутствие детальной оценки биологической без-
опасности параллельно с доказанной возможностью их использования (Сизова Е.А. и Яушева Е.В., 
2019; Сизова Е.А., 2017a; Мирошников С.А. и Сизова Е.А., 2017) подводит к необходимости реше-
ния этих задач. Универсальным инструментом в достижении поставленных целей могут быть ме-
тоды биолюминесцентного анализа с использованием люминесцирующих микроорганизмов (Де-
рябин Д.Г., 2009), оптимальным образом совмещающих в себе различные типы чувствительных 
клеточных структур с экспрессностью, объективностью и количественным характером регистриру-
емого отклика на оцениваемое воздействие (Mortimer M et al., 2008; Дерябин Д.Г. и др., 2010, Де-
рябин Д.Г. и др., 2011). 

 
Цель исследования. 
Сравнительное исследование токсичности ультрадисперсных частиц меди, цинка, их сплава 

и смеси в тесте ингибирования бактериального свечения с использованием Echerichia coli, реко-
мендуемыми для медико-биологической оценки наноматериалов действующим национальным 
нормативом (МР 1.2.2566-09, МУ 1.2.2634-10) 

 
Материалы и методы исследования. 
Объект исследования. Генно-инженерный люминесцирующий штамм Echerichia coli K12 

TG1, конститутивно экспрессирующий luxCDABE-гены природного морского микроорганизма 
Photobacterium leiongnathi 54D10 (НВО «Иммунотех», г. Москва, Россия) в лиофилизированном 
состоянии под коммерческим названием «Эколюм». 

Схема эксперимента. Анализ ингибирования свечения бактерий проводили путём введе-
ния в ячейки 96-луночных планшетов из непрозрачного пластика исследуемого вещества и суспен-
зии люминесцирующих бактерий в соотношении 1:1, после чего планшет помещали в измеритель-
ный блок анализатора. Результаты влияния наноматериалов на интенсивность бактериальной био-
люминесценции (I) оценивали с использованием формулы  

 , 

где Ik и Io – интенсивность свечения контрольных и опытных проб на 0-й и n-й минутах 
измерения. Учитывали 3 пороговых уровня токсичности: 

меньше 20 – образец «не токсичен» (тушение люминесценции ≤20 %); 
от 20 до 50 – образец относительно токсичен (тушение люминесценции 50 %); 
равно или больше 50 – образец токсичен (тушение люминесценции ≥50 %). 
Отбор образцов ультрадисперсных частиц. Пробы суспензий наночастиц для эксперимен-

та готовили в диапазоне концентраций 0,1 М-0,000006 М и подвергали обработке ультразвуком в 
течение 30 мин. В исследованиях использовали образцы ультрадисперсных частиц металлов, син-
тезированных в Институте физики металлов им. М.Н. Михеева Уральского отделения Российской 
академии наук (табл. 1) левитационно-струйным методом. 
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Таблица 1. Параметры ультрадисперсных частиц 
Table 1. Parameters of ultrafine particles 

 

Образцы/ 
Samples 

Удельная поверх-
ность, м2/г/Specific 

surface, m2/g 

Гидродинамический радиус, 
нм / Hydrodynamic radius, nm 

ζ-потенциал, мВ/ 
ζ potential, mV 

CuZn(сплав)/ 
CuZn (alloy) 22 125±75 15,6±0,4 
CuZn (смесь)/ 
CuZn (mixture) 8,7 172,5±95 28±0,2 
Cu 12 127±24,3 31±0,1 
Zn 5,3 164±31,2 25±0,5 

 
Анализ люминесценции проводился на микропланшетном анализаторе Infinite PROF200, 

динамически регистрирующим интенсивность свечения полученных смесей в течение 180 мин с 
интервалом 5 мин. Удельная поверхность измерялась по сорбции азота четырёхточечным методом 
BET с помощью прибора СОРБИ-М Sorbi-M. Перед измерениями образцы сушились в потоке ге-
лия при температуре +200 °С с использованием станции подготовки СОРБИ-Преп (Sorbi Prep). По-
грешность измерения согласно информации изготовителя не должна превышать 6 %. Пятикратные 
измерения порошка одного и того же типа дали разброс значений удельной поверхности в указан-
ном интервале. 

Оборудование и технические средства. Микропланшетный анализатор Infinite PROF200 
(TECAN, Австрия), прибор СОРБИ-М Sorbi-M (МЕТА, Россия), станция подготовки СОРБИ-Преп 
(Sorbi Prep) (МЕТА, Россия).  

Статистическая обработка. Все эксперименты выполнены не менее чем в трёх повторно-
стях и обработаны методами вариационной статистики с использованием пакета компьютерных 
программ «Statistika V8» («Stat Soft Inc.», США). 

 
Результаты исследования. 
Полученные результаты позволили описать зависимость ингибирования бактериального 

свечения от времени, а также от природы изучаемого материала, его формы и прочности. 
Так, контакт E. Coli c возрастающими концентрациями ультрадисперсных частиц Cu в диа-

пазоне 0,1 и 0,05 М (ܲ≤0,05) приводит к полному подавлению свечения тест-объекта через 70 и 110 мин 
контакта относительно контрольных значений, в концентрации 0,0125 М практически полностью 
подавляется свечение через 150 мин контакта. Суспензии ультрадисперсных частиц Cu в концен-
трации 0,00625 М вызывали 50-70 % подавление биолюминесценции, тогда как разведения в дозе 
0,003125 М (ܲ≤0,05) и 0,001563 М (ܲ≤0,05) вызывали относительное ингибирование от 20 до 40 %, 
являясь практически не токсичными. Дальнейшее разведение от 0,000781 до 0,000195 М не оказы-
вало значимого влияния на бактериальную биолюминесценцию в сравнении с контролем. 

Сплав ультрадисперсных частиц CuZn демонстрировал полное ингибирование свечения для 
концентраций в диапазоне 0,1…0,003125 М в первые 10-60 мин контакта и 0,00156-0,000781 М 
(ܲ≤0,05) – через 110-150 мин контакта по сравнению с контролем. Увеличение разведений суспен-
зий частиц сплава CuZn от 0,000391 до 0,00009 М (ܲ≤0,05) приводило к 50-80 % тушением свече-
ния бактерий, проявляя токсические свойства через 130-160 мин контакта. Биологическая актив-
ность сплава CuZn без токсического действия отмечалась при концентрации 0,00004 М на протя-
жении всего времени измерения. 

В отличии от сплава CuZn смесь CuZn, приготовленная в той же пропорции элементов, в 
некоторых дозах являлась существенно токсичнее и характеризовалась способностью приводить к 
полному подавлению свечения бактерий в короткие сроки (10-25 мин) при значительно более низ-
ких концентрациях от 0,1 до 0,000391 М (ܲ≤0,05) по сравнению с контролем. В случае концентра-
ции 0,000195 М отмечалось 50-70 % ингибирование бактериальной люминесценции и проявление 
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среднего уровня токсичности. Однако последующие разведения смеси ультрадисперсных частиц 
CuZn от 0,00009 до 0,00004 М не вызывали значимых изменений биолюминесценции по сравнению 
с контрольными значениями и являлись не токсичными. 

Исследование ультрадисперсных частиц цинка показало, что диапазон концентраций 
0,1…0,000195 М (ܲ≤0,05) приводит к полному подавлению свечения бактерий по сравнению с кон-
трольной пробой. Оценка результатов выявила необходимость приготовления дополнительных 
разведений от 0,000195 до 0,000006 М. Из анализа результатов контакта ультрадисперсных частиц 
цинка с E.coli K12 TG1 с клонированными luxCDABE-генами P.leiongnathi 54D10 следует, что кон-
центрации в диапазоне 0,00009-0,00004 М вызывают 50-70 % подавление свечения через 70 мин 
контакта по сравнению с контролем и характеризуются как токсичные. Разведения суспензий ча-
стиц 0,00002 и 0,00001 М (ܲ≤0,05) вызывают 20-50 % тушение свечения и являются относительно 
или малотоксичными, последующие разведения являются не токсичными. 

Представленные результаты послужили основой для отображения зависимостей «доза-
ответ» (рис. 1) для каждого из исследуемых вариантов ультрадисперсных частиц, а также расчётов 
величин ЕС50, соответствующих молярным концентрациям, вызывающим 50 %-ное ингибирование 
бактериальной биолюминесценции по сравнению с контролем при различной продолжительности 
воздействия (табл. 2). 

 
Рис. 1 – Относительные величины интенсивности свечения люминисцирующего  

          штамма E. coli при контакте с ультрадисперсными частицами. По оси  
                   ординат – относительные значения интенсивности свечения  
                   по сравнению с контролем 

Fig. 1 – Relative values of E. coli strain luminescence intensity in contact with ultrafine particles.  
                 On the ordinate axis-the relative values of luminescence intensity compared to the control 

 
В частности, анализ полученных значений и расчёт EC50 позволяют сделать вывод, что 

ультрадисперсные частицы меди менее токсичны, чем частицы цинка. Для появления 50 % подав-
ления биосвечения для меди требуется количество, в семьдесят пять раз превышающее количество 
цинка. 

В соответствие с итогами расчёта ЕС50 при контакте со смесью частиц CuZn минимальная 
концентрация, вызывающая 50 % подавление люминесценции бактерий, определилась через 60 мин 
и составила 0,0002 М, что в 2,2 раза больше по отношению к сплаву. При продлении контакта до 

CuZn (смесь)/ 
CuZn (mixture) 
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180 мин показатели ЕС50 совпадают. Особенностью биологической активности сплава CuZn яви-
лось формирование значений ЕС50 уже к 60 мин контакта – 0,00009±0,00002 М, не изменяющимся 
при дальнейшем увеличении продолжительности контакта, что характеризует их активность как 
менее токсичную по сравнению со смесью CuZn. 
 

Таблица 2. Значения токсилогического параметра ЕС50 (М) при контакте тест-организма  
             E. coli K12 TG1 с клонированными luxCDABE-генами P. leiongnathi 54D10  

с ультрадисперсными частицами меди, цинка их сплавом и смесью 
Table 2. The toxicological parameter values ЕС50 (M) contacting test organism 

          E. coli K12 TG1 with cloned luxCDABE genes P. leiongnathi 54D10  
                                 ultrafine particles of copper, zinc and their alloy mixture 

 

УДЧ/ 
Ultrafine  
particles 

Гидродина-
мический 

радиус, нм/ 
Hydrody-

namic 
radius, nm 

Продолжительность контакта, мин/ Contact Duration, min 

60 120 180 

CuZn(сплав)/ 
CuZn (alloy) 125±75 0,00009±0,000002 0,00009±0,000005 0,00009±0,000001 
CuZn (смесь)/ 
CuZn (mixture) 172,5±95 0,0002±0,00004 0,0002±0,00004 0,00009±0,000002 
Cu 127±24,3 0,003±0,0004 0,003±0,0002 0,003±0,0001 
Zn 164±31,2 0,00004±0,000003 0,00004±0,000001 0,00004±0,000001 

 
Анализ ЕС50 показал, что для проявления биологической активности частиц цинка мини-

мально необходима доза в количестве 0,00004 М для получения 50 % тушения свечения биолюми-
несценции на всех этапах контакта. Проведение подобных вычислений позволило утверждать, что 
характеризуемый величинами ЕС50 уровень токсичности исследуемых образцов частиц в отноше-
нии генно-инженерного люминесцирующего штамма E. coli прогрессивно убывал в ряду: Zn → 
CuZn (сплав) → CuZn (смесь) → Cu. 

 
Обсуждение полученных результатов 
Основными параметрами, определяющими токсичность наночастиц, являются фазовый со-

став, размер и форма (Богословская О.А., 2009; Miroshnikov S et al., 2019). Однако размер частиц 
как фактор, определяющий токсичность, целесообразно использовать при сравнении разноразмер-
ных частиц одного и того же элемента. Так, сравнивая два разноразмерных образца, было установ-
лено, что более токсичными в одних и тех же концентрациях являются частицы с меньшим разме-
ром (Yu SS et al., 2012; Hamrahi-michak M et al., 2012; Yang L et al., 2015; Сизова Е.А., 2017). По 
мере уменьшения размера частиц отмечалось возрастание их биологической активности. Подобные 
изменения объясняются различиями в свойствах отдельных частиц и их кластеров, степенью кор-
реляции геометрической структуры и структурной электронной оболочки при взаимодействии с 
биологическим объектом (Christy L еt al., 2001). 

Ультрадисперные частицы меди вызывали 100 % подавление люминесценции в серии 
разведений до концентраций 0,0125 М, 50 и 20 % – при концентрации 0,003 и 0,002 М. 
Концентрации, оказывающие незначительное влияние на люминесценцию бактерий, являлись 
биологически инертными и начинались с 0,00078 М и ниже. В исследовании токсичности 
наночастиц меди в отношении млекопитающих (Chen Z et al., 2006) было обнаружено, что она во 
много раз превышает значение для микроорганизмов, что подтверждает их потенциал для 
использования у животных. 

Возможные механизмы токсичности наночастиц в отношении E. coli связаны с увеличени-
ем плотности зарядов электронов на наружной мембране кишечной палочки при контакте с нано-
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частицами меди, что сопоставимо с ингибирующей способностью тормозить рост бактерий и низ-
кой энергией активации переноса электрона в сайте контакта. Анализ этих данных позволяет скор-
ректировать условия получения образцов частиц с соответствующими свойствами плёнок оксида 
металла. 

В свою очередь, образование электростатического контакта положительно заряженных аг-
ломератов наночастиц меди с отрицательно заряженной поверхностью E. coli показало развитие 
окислительного стресса модельных микроорганизмов, конечным результатом чего явилось повре-
ждение ДНК (Дерябин Д.Г. и др., 2013).  

На этом фоне наночастицы цинка также обуславливали ингибирование 
биолюминисценции. Однако для развития подобного эффекта по сравнению с медью требовались 
концентрации в десятки раз ниже. В диапазоне концентраций проявление наибольшей токсичности 
в отношении Echerichia coli K12 TG1 было отмечено для концентраций до 2×10-5 М, способных 
вызывать полное подавление свечения микроорганизмов даже в микродозах. Согласно литературе, 
присутствие кислородных форм на поверхности наночастиц является одним из основных факторов 
биотоксичности (Risom L еt al., 2005; Wang J et al., 2013; Ko KS and Kong IC, 2014). 

Основной токсический эффект наночастиц цинка или оксида цинка связан с их раствори-
мостью и переходом ионов цинка Zn2+ в раствор (Sirelkhatim A et al., 2015). Большая токсичность 
наблюдается в образцах с высоким содержанием металлического цинка, что может быть связано с 
хорошей растворимостью. При взаимодействии с водой металлический цинк превращается в гид-
роксид цинка (Reichle RA еt al., 1975), предел растворимости которого составляет примерно 100 мг/л 
(Ayres DM et al., 1994), тогда как для оксида цинка он составляет 6 мг/л (Reed RB еt al., 2012). Ме-
ханизм вредоносного действия связан с увеличением внутриклеточных Zn2+ в концентрации, при-
водящей к чрезмерной генерации внутриклеточных АФК, дисфункции митохондрий и гибели кле-
ток. В дополнение к повышенной продукции АФК, повреждению лизосомальных мембран и акти-
вации каспазы-3 и каспазы-7, приводящих в итоге к апоптозу (Wang B et al., 2014). 

Высокодисперсные частицы цинка (фазовый состав: 97 % металлический цинк) в разы ток-
сичнее наночастиц меди (фазовый состав: 99,7 % кристаллическая медь), и практически в два раза 
токсичнее сплава цинк-медь (фазовый состав: 60 % кристаллическая медь, 40 % кристаллический 
цинк) (Sizova E et al., 2015).  

Совместное использование наночастиц меди и цинка приводит к потенцированию токсиче-
ского результата наночастиц меди. В среде с присутствием наночастиц цинка и меди ЕС50 возрас-
тает от 15 раз (при сравнении Cu, CuZn смесь, сплав) до 66 раз на всех этапах контакта, т. е. ток-
сичность характеризуется пролонгированным проявлением. Аналогичные результаты получены 
при оценке влияния наночастиц оксида меди и цинка на другие тест-объекты. Так, внесение в сре-
ду наночастиц оксида цинка в клеточной линии HepG2 модулирует цитотоксичность медных нано-
частиц. Накапливание значительного количества наночастиц цинка в клетках меняет клеточные 
мембраны и цитотоксичность наночастиц меди увеличивается (Li L еt al., 2014). Сплав и смесь ме-
таллов-антагонистов Zn и Сu проявляют меньшую токсичность по сравнению с индивидуальным 
тестированием Zn. 

В наших исследованиях фактором, определяющим токсичность частиц, является фазовый 
состав. 

 
Выводы. 
Степень токсичности линейки исследуемых образцов ультрадисперсных частиц, характери-

зуемая величинами ЕС50, в отношении генно-инженерного люминесцирующего штамма E.coli про-
грессивно убывала в ряду: Zn → CuZn (сплав) → CuZn (смесь) → Cu. Сплав и смесь металлов-
антагонистов Zn и Сu проявляет наименьшую токсичность по сравнению с индивидуальным тести-
рованием Zn. 

 
Работа выполнена в рамках исследований по проекту № 18-8-9-19 
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