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Аннотация. Активное внедрение ультрадисперсных частиц (УДЧ) металлов в сельскохо-
зяйственную практику, обусловленное их уникальными физико-химическими свойствами, сопро-
вождается нарастающими экологическими рисками, связанными с их биотоксичностью и способ-
ностью к биоаккумуляции. Одним из наиболее востребованных элементов в агросфере является 
цинк, однако вариабельность биологического ответа тест-объектов в зависимости от размера ча-
стиц и их коллоидного поведения остается недостаточно изученной, особенно в субмикронном 
диапазоне, превышающем наноразмерный. Целью представленной работы стало установление вза-
имосвязи между гидродинамическим диаметром УДЧ ZnO (458,41±0,95 нм и 153,96±2,57 нм) и их 
токсичностью с использованием двух модельных систем – бактериального штамма Escherichia coli 
K12 TG1 и инфузорий Stylonychia mytilus. Полученные результаты демонстрируют выраженную 
размер-зависимую биотоксичность: частицы с меньшим диаметром (153,9 нм) проявляли более 
продолжительное ингибирующее действие на бактериальную люминесценцию в широком диапа-
зоне низких концентраций и вызывали более глубокое подавление ферментов антиоксидантной 
системы (глутатионпероксидазы, каталазы и супероксиддисмутазы) у инфузорий по сравнению с 
более крупными частицами. В то же время на уровне интегральных показателей выживаемости и 
содержания нуклеиновых кислот и белка у S. mytilus размерный эффект нивелировался, уступая 
место общему токсическому воздействию. Установлено, что даже в субингибиторных концентра-
циях УДЧ ZnO вызывают критический окислительный стресс, характеризуемый трехкратным уве-
личением концентрации глутатиона и почти пятикратным снижением активности ключевых анти-
оксидантных ферментов, что свидетельствует об истощении защитных механизмов клетки. Таким 
образом, несмотря на снижение токсичности с увеличением размера частиц, высокий окислитель-
ный потенциал УДЧ цинка остается ограничивающим фактором для их широкого применения в 
сельском хозяйстве, обосновывая необходимость разработки компенсирующих стратегий и регла-
ментов безопасного использования. 
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Abstract. The widespread use of ultrafine metal particles (UFP) in agricultural practices, driven by 

their unique physicochemical properties, is accompanied by increasing environmental risks associated 
with their biotoxicity and bioaccumulation. Zinc is one of the most in-demand elements in agriculture, but 
the variability of the biological response of test samples depending on particle size and their colloidal be-
havior remains poorly understood, particularly in the submicron range, which exceeds the nanoscale. The 
aim of this study was to establish the relationship between the hydrodynamic diameter of ZnO UFP 
(458.41 ± 0.95 nm and 153.96 ± 2.57 nm) and their toxicity using two model systems: the bacterial strain 
Escherichia coli K12 TG1 and the ciliate Stylonychia mytilus. The results demonstrate pronounced size-
dependent biotoxicity: particles with a smaller diameter (153.9 nm) exhibited a more prolonged inhibitory 
effect on bacterial luminescence over a wide range of low concentrations and caused more profound sup-
pression of antioxidant enzymes (glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase) in ciliates 
compared to larger particles. At the same time, at the level of integrated indicators of survival and nucleic 
acid and protein content in S. mytilus, the size effect was neutralized, giving way to an overall toxic effect. 
It was found that even at subinhibitory concentrations, ZnO ultrafine particles induce critical oxidative 
stress, characterized by a threefold increase in glutathione concentration and an almost fivefold decrease 
in the activity of key antioxidant enzymes, indicating depletion of cellular defense mechanisms. Thus, de-
spite the decrease in toxicity with increasing particle size, the high oxidative potential of zinc UFP re-
mains a limiting factor for their widespread use in agriculture, justifying the need to develop compensato-
ry strategies and regulations for safe use. 
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stress, zinc 

Acknowledgments: the research was carried out with the support of a grant for major scientific 
projects in priority areas of scientific and technological development (No. 075-15-2024-550). 

For citation: Sizova EA, Yausheva EV, Shoshin DE, Nechitailo KS. Biotoxicity of ultrafine zinc 
particles as a factor limiting their use in agriculture. Animal Нusbandry and Fodder Production. 
2026;109(3):8-22. (In Russ.). https://doi.org/10.33284/2658-3135-109-3-8 

 
Введение. 
Одними из наиболее часто используемых УДЧ металлов в сельском хозяйстве являются 

препараты цинка. УДЧ цинка применяются в агрономии в составе удобрений для повышения 
устойчивости к заболеваниям, повышения урожайности и усвоения питательных веществ (Kumar S 
et al., 2025). В то же время показана перспектива использования УДЧ цинка в животноводстве в 
качестве биологически активных веществ, повышающих эффективность использования корма, 
альтернативы антибиотикам и источника микроэлементов для улучшения показателей продуктив-
ности (Fatima A et al., 2024; Zarghami A et al., 2025). 

Несмотря на это, ограничивающим фактором широкого применения УДЧ цинка в сельском 
хозяйстве являются многочисленные исследования, показывающие их высокую биотоксичность 
(Muzammil S et al., 2023). Описано генотоксическое действие и развитие окислительного стресса 
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при контакте ультрадисперсных частиц цинка с клетками бактерий, которое приводило к развитию 
бактерицидного эффект (Gharpure S and Ankamwar B, 2020). Это вызывает опасения, так как актив-
ное использование ультрадисперсных частиц цинка приводит к неизбежному их попаданию в 
окружающую среду и воздействию на биоту (Islam S, 2025). 

Неоднозначность исследований в отношении биотоксичности ультрадисперсных частиц 
цинка и их применения в сельском хозяйстве обусловлена изменчивостью биологического ответа 
живых организмов в зависимости от физико-химических характеристик частиц и их концентрации. 
Среди факторов, определяющих токсичность ультрадисперсных частиц металлов в качестве 
наиболее значимых выделяют их размер и концентрацию (Lin X et al., 2014; Garncarek-Musiał M, 
2024). Показана зависимость токсического воздействия ультрадисперсных частиц цинка в зависи-
мости от их размера как для прокариотических, так и для эукариотических клеток (Nair S et al., 
2009). Однако большинство исследований сосредоточено на ультрадисперсных частицах с разме-
ром менее  100 нм. Тем не менее, попадая в окружающую среду, ультрадисперсные частицы ме-
таллов  вступают  в  физико-химические  взаимодействия, такие как агломерация и адсорбция 
(Lavagna E et al., 2020). Процесс агломерации приводит к формированию частиц более крупного 
размера, бионакоплению в экосистеме и изменению их биотоксичности (Dai H et al., 2020). Суще-
ствует ограниченное количество исследований, отражающих уровень токсичности ультрадисперс-
ных частиц металлов, в частности цинка, для более крупных частиц, превышающих наноразмер-
ный диапазон (Li J et al., 2017; Kang M et al., 2024).  

 
Цель исследования. 
Определение взаимосвязи между гидродинамическим диаметром и токсичностью ультра-

дисперсных частиц цинка с использованием Escherichia coli и Stylonychia mytilus в качестве мо-
дельных тест-организмов. 

 
Материалы и методы исследований. 
Объект исследования. Ультрадисперсные частицы ZnO с различным гидродинамическим 

диаметром (458,41±0,95 нм и 153,96±2,57 нм). 
Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в соответ-

ствии с Модельным законом Межпарламентской Ассамблеи государств - участников Содружества 
Независимых Государств «Об обращении с животными», статья 20 (постановление 29 Межпарла-
ментской Ассамблеи государств-участников СНГ N 29-17 от 31 октября 2007 года). Методика про-
ведения исследований одобрена этическим комитетом ФГБОУ ВО «Оренбургский государствен-
ный университет» (Протокол № 2 от 10.03.2024).  

Схема эксперимента. Исследование проведено на базе Научно-образовательного центра 
«Биологические системы и нанотехнологии» Оренбургского государственного университета имени 
В.А. Бондаренко в 2025 г. В исследовании были использованы УДЧ цинка различного гидродина-
мического диаметра (табл. 1). 
  

Таблица 1. Гидродинамический диаметр и ζ-потенциал ультрадисперсных частиц оксида 
цинка 

Table 1. Hydrodynamic diameter and ζ-potential of ultrafine zinc oxide particles 
 

УДЧ / UFP Гидродинамический диаметр, нм / 
Hydrodynamic diameter, nm 

ζ-потенциал, мВ / 
ζ-potential, mV 

ZnO_1 458,41±0,95 3,89±0,33 
ZnO_2 153,96±2,57 11,03±0,77 

 
УДЧ цинка были получены в лаборатории синтеза наноструктур Оренбургского государ-

ственного университета имени В.А. Бондаренко. Пробоподготовка суспензий УДЧ цинка включала 
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ультразвуковую обработку (время – 35 мин, частота – 35 кГц) в УЗВ «Сапфир» 4.0 (Россия). Опреде-
ление гидродинамического диаметра и ζ-потенциала проводили методом динамического рассеяния 
света (DLS) на лазерном анализаторе Microtrac NANOTRAC WAVE II (ООО «Микротрак», Россия). 

В качестве модельных микроорганизмов выступали конститутивно люминесцирующий 
бактериальный штамм Escherichia coli K12 TG1 (коммерческое название «Эколюм», «НВО 
ИММУНОТЕХ», Россия) и инфузории Stylonychia mytilus («Всероссийский государственный 
Центр качества и стандартизации лекарственных средств для животных и кормов», г. Москва).  

Общая биотоксичность. Для оценки общей биотоксичности в 96-луночных культуральных 
планшетах готовили серии двукратных разведений имеющихся частиц в концентрациях от 100 до 
1,19×10-5 мг/мл объемом по 100 мкл. После чего к ним вносили идентичное количество суспензии 
конститутивно люминесцирующего бактериального штамма Escherichia coli K12 TG1. Фиксацию 
интенсивности свечения осуществляли на многофункциональном микропланшетном ридере 
TECAN Infinite F200 (Tecan Austria GmbH, Австрия) в относительных приборных единицах (RLU) 
в течение 3-х часов с периодичностью 5 минут. Нормализованное относительное значение биолю-
минесценции определяли по формуле: 

 

I =  × 100 %, 

 
где  Ik0 – светимость контрольной пробы на 0-й минуте; 

Ion – светимость опытной пробы на n-й минуте; 
Ikn – светимость контрольной пробы на n-й минуте; 
Io0 – светимость опытной пробы на 0-й минуте. 

 
В результате устанавливали эффективные концентрации (EC), подавляющие 80 %, 50 % и 

20 % интенсивности свечения, приравниваемые соответственно к токсичным, условно токсичным 
и субингибиторным дозам. В некоторых случаях также выводили стимулирующие концентрации 
по эффекту гормезиса или иным механизмам. 

Общую биотоксичность в отношении инфузорий оценивали по ГОСТ 31674-2012. Для 
оценки выживаемости использовали концентрации УДЧ, соответствующие показателям EC80, EC50 
и EC20, установленным в методе ингибирования бактериальной люминесценции, либо же занима-
ющие диапазон между последней ингибирующей и нетоксичной дозой.  

Концентрация белка и нуклеиновых кислот, активность антиоксидантной системы. 
Определение концентрации белка и нуклеиновых кислот, а также оценку активности антиокси-
дантной системы проводили на модели Stylonchia mytilus при концентрациях УДЧ, соответствую-
щих показателю EC20.  

Суммарное содержание нуклеиновых кислот в культуре Stylonchia mytilus определяли по 
методу Спирина (ОФС.1.7.2.0018.15) путем экстракции суммы РНК и ДНК горячей хлорной кисло-
той при нагревании с последующим фотометрированием (λ=270 и 290 нм). Концентрацию белка 
устанавливали с помощью биуретовой реакции по калибровочному графику. Для построения по-
следнего и анализа проб заранее готовили реактив Бенедикта, стандартные пробы с различным со-
держанием сывороточного альбумина (0,1; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2 мг) и 10 % раствор NaOH. Калибро-
вочный график строили путем фотометрирования прореагировавших стандартных проб. Для этого 
к белку добавляли дистиллированной воды (дН2О) до 2 мл, 2 мл 10 % раствора NaOH и раствор 
Бенедикта (0,2 мл), после чего содержимое пробирок перемешивали и выдерживали 15 мин при 
+22 °С. Далее замеряли оптическую плотность при λ=330 нм (СФ 2000, ОКБ «Спектр», Россия) 
против контрольного раствора (2 мл дН2О; 2,0 мл р-р NaOH; 0,2 мл р-р Бенедикта). В опытных об-
разцах вместо альбумина использовали гомогенат культуры инфузорий в количестве 0,5 мл. 

Концентрацию восстановленного глутатиона и активность глутатионпероксидазы опреде-
ляли с помощью реактива Эллмана (5,5'-дитиобис-2-нитробензойная кислота) по методикам, по-
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дробно описанным в работах (Sattar AA et al., 2024; Ayeleso TB et al., 2018). Для этого анализа 
культуру инфузорий гомогенизировали в холодном 0,25 M трис-HCl-буфере при рН 7,4 в соотно-
шении 1:1. Для осаждения белка в приготовленный гомогенат добавляли 0,3 мл 10 % раствора 
ТХУ, пробы тщательно перемешивали и центрифугировали 10 мин при 3000 об./мин (Центрифуга 
СМ-12, ИК «Техно-Ком», Россия), при тестировании использовали супернатант. 

Метод определения общей активности каталазы был основан на измерении концентрации 
неразложившегося Н2О2 после инкубации его с гомогенизированной в 1 мл трис-HCl (разведение 
1:1) культурой инфузорий при последующей спектрофотометрической регистрации окрашенного 
продукта реакции Н2О2 с молибдатом аммония (Hadwan MH and Abed HN, 2016). Общую актив-
ность супероксиддисмутазы устанавливали по степени торможения ферментом реакции аутоокис-
ления кверцетина (3,5,7,3',4'-пентагидрооксифлавонол) (Костюк В.А. и др., 1990). Для последнего 
метода культуру инфузорий гомогенизировали в холодном 0,025 М трис-HCl буфере (pH 7,4) на 
льду с разведением 1:1 (0,5 мл культуры и 0,5 мл 0,025 М трис-HCl). Гомогенат центрифугировали 
30 минут 3000 об./мин (Центрифуга СМ-12, ИК «Техно-Ком», Россия). Супернатант использовали 
в дальнейшем. 

Оборудование и технические средства. Исследования выполнены с использованием при-
борной базы научно-образовательного центра «Биологические системы и нанотехнологии» Орен-
бургский государственный университет имени В.А. Бондаренко. Многофункциональный микроп-
ланшетный ридер TECAN Infinite F200 («Tecan Austria GmbH», Австрия), баня водяная LOIP LB-
160 (АО «Лабораторное Оборудование и Приборы»), весы лабораторные ВЛА (ООО «НПП «Гос-
метр», г. Санкт-Петербург), УЗВ «Сапфир» 4.0 (Россия), лазерный анализатор размеров Microtrac 
NANOTRAC WAVE II (ООО «Микротрак», Россия), Центрифуга СМ-12 (ИК «Техно-Ком», Россия). 

Статистическая обработка. Экспериментальные данные обрабатывали с помощью офис-
ного программного комплекса «Microsoft Office» («Microsoft», США) с применением «Excel» 
(«Microsoft», США) с обработкой данных в «Statistica 10.0» («StatSoft Inc.», США). Рассчитывали 
среднее (М), среднеквадратичное отклонение (±σ), стандартную ошибку (±SE). Для сравнения ва-
риантов использовали непараметрический метод анализа (U-критерий Манна-Уитни). Различия 
считали статистически значимыми при * – Р ≤ 0,05, ** – Р ≤ 0,01; *** – Р ≤ 0,001. 

 
Результаты исследования. 
В ходе анализа образца УДЧ ZnO_1 было выявлено, что в концентрации 4,88×10-2 мг/мл 

относительное значение биолюминесценции составило 1,3 % через 30 мин контакта, что соответ-
ствует тушению биосенсора на 98,7 % (табл. 2). Дальнейшая экспозиция привела к снижению до 
диапазона 0,3-0,5 % через 180 мин контакта, что являлось признаком необратимого подавления 
метаболической активности и, вероятно, гибели клеток.  

При  разведении  в 2 и 4 раза (2,44×10-2 и 1,22×10-2 мг/мл) тушение на 30 мин достигало 
98,1 % и 96,3 % и к 90 мин – более 99 %, что указывало на высокую скорость развития токсическо-
го  эффекта.  В  диапазоне  6,1×10-3-3,05×10-3 мг/мл наблюдалось аналогичное ингибирование: на 
30 мин – тушение на 81,2-90,8 %, однако к 180 мин эффект усиливался – 97,3-99,1 %. Критически 
важно отметить, что в концентрациях 4,88×10-2-1,52×10-3 относительное значение биолюминесцен-
ции не восстанавливалось до уровня 80 % и выше. Относительное значение биолюминесценции 
при  концентрации  образца  УДЧ  ZnO_1  3,81×10-4  мг/мл  снижалось  от  113,7 % (экспозиция – 
30 мин) до 78,6 % (экспозиция – 180 мин, тушение – на 21,4%). При концентрации 1,91×10-4 мг/мл 
наблюдалась стабильная стимуляция метаболической активности: значения находились в пределах 
94,3-128,0 %. Возможно, подобный эффект развивается вследствие временного усиления антиок-
сидантных систем или адаптивного ответа на низкий уровень стресса. При концентрации 
9,54×10-5 мг/мл и ниже значения находились в пределах 113,7-144,9 %, что указывало на выражен-
ную стимуляцию метаболической активности клетки.  
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Таблица 2. Нормализованное значение относительной биолюминесценции Escherichia coli K12 
TG1 в среде с различным содержанием УДЧ ZnO_1 

Table 2. Normalized value of relative bioluminescence of Escherichia coli K12 TG1  
in a medium with different content of UFP ZnO_1 

 

Время, 
мин/ 

Time, min 

Концентрация, мг/мл / Concentration, mg/ml 
4,8× 
10-2 

2,4× 
10-2 

1,2× 
10-2 

6,1× 
10-3 

3,1× 
10-3 

1,5× 
10-3 

7,6× 
10-4 

3,8× 
10-4 

1,9× 
10-4 

9,5× 
10-5 

4,7× 
10-5 

2,3× 
10-5 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
30 1,3 1,9 3,7 9,2 18,8 51,1 89,5 113,7 125,0 131,3 134,2 137,9 
60 0,3 0,3 0,3 1,7 5,9 27,0 72,9 115,1 128,0 136,1 141,4 144,8 
90 0,3 0,2 0,1 0,3 1,9 15,6 57,7 103,1 115,5 126,7 135,5 144,9 

120 0,3 0,3 0,2 0,1 0,7 10,1 47,6 92,6 104,7 118,1 127,6 138,7 
150 0,4 0,3 0,2 0,1 0,4 6,7 40,1 83,9 97,3 113,7 124,2 136,1 
180 0,5 0,3 0,2 0,1 0,3 4,2 33,0 78,6 94,3 113,8 123,9 137,3 

Среднее / 
Average 0,5 0,5 0,7 1,9 4,7 19,1 56,8 97,8 110,8 123,3 131,1 139,9 

Примечание: Числовые значения соответствуют величине нормализованного относительного зна-
чения биолюминесценции А (%), а именно показателям Tox, ЕС80, ЕС50, ЕС20, NTOX, NTOX+, 
NTOX2+ то есть концентрациям УДЧ, вызывающим свыше 95, 80, 50 и 20 % тушения биосенсора, а 
также нетоксичным по сравнению с контролем и индуцирующим свечение более чем на 5 и 25 %. 
Note: The numerical values correspond to the value of the normalized relative bioluminescence value A 
(%), namely the indicators Tox, EC80, EC50, EC20, NTOX, NTOX+, NTOX2+, that is, the concentrations of 
UFP that cause over 95, 80, 50 and 20% quenching of the biosensor, as well as non-toxic compared to the 
control and inducing luminescence by more than 5 and 25%. 
 

В ходе анализа образца УДЧ ZnO_2 было выявлено, что при концентрациях выше 6,10×10-3 мг/мл 
уже через 30 минут экспозиции биолюминесценция подавлялась на 97,6-99,7 %, что свидетель-
ствовало о необратимом ингибировании метаболической активности и, вероятно, гибели клеток 
(табл. 3).  

 
Таблица 3. Нормализованное значение относительной биолюминесценции Escherichia coli K12 

TG1 в среде с различным содержанием УДЧ ZnO_2 
Table 3. Normalized value of relative bioluminescence of Escherichia coli K12 TG1 in a medium 

with different content of UFP ZnO_2 
 

Время, 
мин/ Time, 

min 

Концентрация, мг/мл / Concentration, mg/ml 
4,8× 
10-2 

2,4× 
10-2 

4,8× 
10-2 

6,1× 
10-3 

4,8× 
10-2 

1,5× 
10-3 

4,8× 
10-2 

3,8× 
10-4 

4,8× 
10-2 

9,5× 
10-5 

4,8× 
10-2 

2,3× 
10-5 

11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
30 0,3 0,3 0,7 2,4 8,1 26,3 57,0 74,4 94,9 98,1 98,6 99,6 
60 0,2 0,2 0,1 0,3 1,8 9,8 43,2 68,6 92,7 100,1 96,3 100,1 
90 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5 5,3 34,7 63,5 87,4 94,9 90,2 96,3 

120 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 3,2 30,4 59,4 81,0 87,3 83,6 90,7 
150 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 2,0 27,0 55,7 74,9 81,4 77,5 84,9 
180 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 1,6 26,4 53,2 71,5 78,2 74,3 83,0 

Среднее / 
Average 0,2 0,2 0,2 0,5 1,8 8,0 36,5 62,4 83,7 90,0 86,8 92,4 

Примечание: Числовые значения соответствуют величине нормализованного относительного зна-
чения биолюминесценции А (%), а именно показателям Tox, ЕС80, ЕС50, ЕС20, NTOX, NTOX+, 
NTOX2+ то есть концентрациям УДЧ, вызывающим свыше 95, 80, 50 и 20 % тушения биосенсора, а 
также нетоксичным по сравнению с контролем. 
Note: The numerical values correspond to the value of the normalized relative bioluminescence value A 
(%), namely the indicators Tox, EC80, EC50, EC20, NTOX, NTOX+, NTOX2+, that is, the concentrations of 
UFP that cause over 95, 80, 50 and 20% quenching of the biosensor, as well as non-toxic compared to the 
control. 
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Концентрация 7,63×10-4 мг/мл являлась пороговой, спустя 180 минут контакта тушение до-
стигало 73,6 %. В диапазоне 1,91×10-4-2,38×10-5 мг/мл наблюдалось умеренное, но стойкое ингиби-
рование:  средние  значения  при  полной  экспозиции  составили 83,7–92,4 %, а минимальные к 
180 мин 71,5-83,0 %. При самой низкой протестированной концентрации 2,38×10-5 мг/мл в первые 
30-60 мин экспозиции отмечалась кратковременная стимуляция до 99,6-100,1 %, однако затем ме-
таболическая активность неуклонно снижалась до 83,0 % к 180 минуте. Это подтверждало перси-
стентный характер токсического действия. Образец ZnO_2 не обеспечивал полного сохранения 
метаболической функции сенсорного штамма, и ответ биосенсора оставался угнетенным на протя-
жении всего эксперимента.  

В тестировании на инфузориях Stylonychia mytilus все образцы ультрадисперсных частиц 
были испытаны в трех фиксированных условных концентрациях, идентичных ранее установлен-
ным бактериальным значениям EC80, EC50 и EC20 (т. е. концентрациям, которые на E. coli вызывали 
80 %, 50 % и 20 % ингибирование биолюминесценции). Такой дизайн позволил непосредственно 
сравнить реакцию прокариотической и эукариотической тест-систем на идентичные дозы исследу-
емых образцов. 

При концентрациях, соответствующих бактериальной EC80, УДЧ ZnO_2 и УДЧ ZnO_1 вы-
зывали 100 % гибель инфузорий (табл. 4). УДЧ ZnO (оба образца) вызывали полное подавление 
жизнеспособности, что свидетельствовало о необратимом повреждении клеточных структур.  
 

Таблица 4. Выживаемость инфузорий в среде с различным содержанием УДЧ, % 
Table 4. Survival of ciliates in a medium with different UFP content, % 

 

УДЧ / UFP Условные концентрации / Conditional concentrations 
EC80 EC50 EC20 

ZnO_1 0,00±0,00 15,85±4,72 39,01±2,23 
ZnO_2 0,00±0,00 18,08±4,52 36,76±3,75 

Примечание: Концентрации исследуемых УДЧ: ZnO_1 (EC80) – 1,5×10-3 мг/мл, ZnO_1 (EC50) – 
7,6×10-4 мг/мл, ZnO_1 (EC20) – 3,8×10-4 мг/мл; ZnO_2 (EC80) – 1,5×10-3 мг/мл, ZnO_2 (EC50) – 7,6×10-4 мг/мл, 
ZnO_2 (EC20) – 4,7×10-5 мг/мл 
Note: Concentrations of the studied ultrafine particles: ZnO_1 (EC80) – 1.5×10-3 mg/ml, ZnO_1 (EC50) – 
7.6×10-4 mg/ml, ZnO_1 (EC20) – 3.8×10-4 mg/ml; ZnO_2 (EC80) – 1.5×10-3 mg/ml, ZnO_2 (EC50) – 
7.6×10-4 mg/ml, ZnO_2 (EC20) – 4.7×10-5 mg/ml 
 

При концентрации, соответствующей бактериальной EC50, была выявлена градиентная за-
висимость, отражающая внутрирядовые различия. Так воздействие УДЧ ZnO_2 сопровождалось 
гибелью 81,92 % клеток простейших, при этом выживаемость составила 18,08 ± 4,52 %; УДЧ 
ZnO_1 – гибель 84,15 %, выживаемость 15,85±4,72 %. При концентрации, соответствующей бакте-
риальной EC20 (самая низкая из испытанных), выживаемость инфузорий при воздействии УДЧ 
ZnO_1 и УДЧ ZnO_2 была схожей по числовым значениям и составила менее 40 %. 

В ходе эксперимента была определена концентрация нуклеиновых кислот и белка в клетках 
инфузорий S. mytilus после экспозиции с исследуемыми образцами ультрадисперсных частиц ZnO. 
Контрольная группа (без УДЧ) показала концентрацию нуклеиновых кислот равную 2,91±0,06 
мкг/мл, при концентрации белка 0,753±0,02 мг/мл. Эти значения были приняты за 100 % и служили 
референсом для расчета динамики от контроля (табл. 5). 

Оценка концентрации нуклеиновых кислот после воздействия УДЧ ZnO_1 и УДЧ ZnO_2 
показала, что опытные значения были ниже контрольных на 70,8 и 72,7 % соответственно. Опреде-
ление концентрации общего белка в клетках инфузорий Stylonychia mytilus после экспозиции с ис-
пытуемыми образцами выявило снижение на 60,00 % и 66,56 % при воздействии УДЧ ZnO_1 и 
УДЧ ZnO_2 соответственно. 
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Таблица 5. Динамика содержания нуклеиновых кислот и белка после 24-часового воздействия 
УДЧ в субингибиторных дозировках 

Table 5. Dynamics of nucleic acid and protein content after 24-hour exposure to UFP  
in subinhibitory doses 

 

УДЧ / UFP 
Концентрация нуклеиновых кислот, 
мкг/мл / Concentration of nucleic acids, 

μg/ml 

Концентрация белка, мг/мл / 
Protein concentration, mg/ml 

ZnO_1 0,79±0,12*** 0,301±0,016*** 
ZnO_2 0,85±0,06*** 0,252±0,018*** 
Контроль / Control 2,91±0,06 0,753±0,02 

Примечание: *** – Р ≤ 0,001 
Note: *** – Р ≤ 0.001 

 
Измерение двух ключевых маркеров окислительного стресса – уровня восстановленного 

глутатиона (GSH) и активности глутатионпероксидазы (GPx) в инфузориях дало наиболее точную 
и биохимически обоснованную картину действия исследуемых образцов УДЧ (табл. 6).  

 
Таблица 6. Динамика компонентов глутатионовой стресс-системы 

Table 6. Dynamics of components of the glutathione stress system 
 

УДЧ / UFP 

Концентрация восстановленно-
го глутатиона, мкмоль/мл куль-

туры / Concentration of reduced 
glutathione, μmol/ml culture 

Активность глутатионпероксда-
зы, нмоль GSH/мин×мл культу-

ры / Glutathione peroxidase activity, 
nmol GSH/min×ml culture 

ZnO_1 0,318±0,005*** 2,708±0,189*** 
ZnO_2 0,331±0,007*** 1,581±0,365* 
Контроль / Control 0,168±0,007 13,173±1,07 

Примечание: * – Р ≤ 0,05; *** – Р ≤ 0,001 
Note: * – Р ≤ 0.05; *** – Р ≤ 0.001 

 
Исследование концентрации GSH в контрольной группе показало уровень 0,168±0,007 мкмоль/мл 

культуры. Наибольшее снижение зафиксировали у УДЧ ZnO_2 – до 0,331±0,007 мкмоль/мл (сни-
жение на 91,21 %). В результате воздействия УДЧ ZnO_1 снижение составило 80,05 % (до 
0,318±0,005 мкмоль/мл).  

Аналогично, образец УДЧ ZnO_2 вызвал наиболее сильное подавление активности GPx – 
снижение до 1,581±0,365 нмоль/мин×мл (-88 % от контроля). УДЧ ZnO_1 показал менее выражен-
ное влияние на активность GPx в сравнении с УДЧ ZnO_2. Однако, в сравнении с контролем, УДЧ 
ZnO_1 оказывали чрезвычайно сильный эффект и снижали активность GPx до 2,708±0,189 нмоль/мин×мл 
(-79 %).  

Оценка активности супероксиддисмутазы (SOD, % торможения самопроизвольного окис-
ления кверцетина) и каталазы (CAT, мкмоль/мин×мл культуры) в клетках инфузорий Stylonychia 
mytilus показала в контрольной группе следующие значения: уровень SOD был равен 19,74±2,519 %, а 
активность CAT составила 10,865±0,913 мкмоль/мин×мл (табл. 7). Все исследованные УДЧ вызва-
ли достоверное изменение активности ферментов, что свидетельствует о развитии окислительного 
стресса различной степени или активации антиоксидантной защиты. Наибольшее снижение зафик-
сировано у УДЧ ZnO_2 – SOD 3,144±0,186 %, CAT 1,649±0,125 мкмоль/мин×мл. При использовании 
образцов УДЧ ZnO_1 наблюдалось снижение SOD до 3,554±0,516 %, а CAT  – до 2,333±0,131 мкмоль/мин×мл.  
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Таблица 7. Динамика активности компонентов антиоксидантной системы 
Table 7. Dynamics of activity of antioxidant system components 

 

УДЧ / UFP 

Активность супероксиддисмута-
зы, % торможения самопроиз-

вольного окисления кверцетина / 
Superoxide dismutase activity, % 

inhibition of spontaneous oxidation 
of quercetin 

Активность каталазы, 
мкмоль/мин×мл культуры / 
Catalase activity, μmol/min×ml 

culture 

ZnO_1 3,554±0,516** 2,333±0,131*** 
ZnO_2 3,144±0,186** 1,649±0,125*** 
Контроль / Control 19,74±2,519 10,865±0,913 

Примечание: ** – Р ≤ 0,01; *** – Р ≤ 0,001 
Note: ** – Р ≤ 0.01; *** – Р ≤ 0.001 

 
Обсуждение полученных результатов. 
Распространение применения УДЧ ZnO в наноразмерной форме в различных областях 

сельского хозяйства сопряжено с рядом экологических рисков из-за высокой биотоксичности и по-
тенциала накопления УДЧ в окружающей среде. Это показывает необходимость тщательной оцен-
ки последствий воздействия УДЧ ZnO на объекты экосистемы. 

Учитывая, что попадая в почвенную и водную экосистемы микроорганизмы являются пер-
вой ступенью взаимодействия с токсикантами, в нашем исследовании в качестве тест-объектов 
были использованы Escherichia coli K12 TG1 и Stylonychia mytilus, являющиеся универсальными 
тест-организмами для биотестирования, позволяющими оценить как степень токсичности, так и 
непосредственно механизм биологического действия (Косян Д.Б. и др., 2017). 

Однако в рамках оценки токсического потенциала УДЧ металлов для окружающей среды 
необходимо учитывать их коллоидное поведение при попадании в экосистему, в частности склон-
ность к агломерации, которая модифицирует как гидродинамический радиус, увеличивая его, так и 
поверхностную реакционную способность. В ряде исследований показана непосредственная зави-
симость степени токсичности УДЧ металлов от их гидродинамического диаметра.  

Проведенные нами исследования с использованием УДЧ оксида цинка показали размерно-
зависимую биотоксичность, что наиболее выраженно просматривалось в тесте ингибирования био-
люминесценции Escherichia coli K12 TG1 и при оценке показателей окислительного стресса в экс-
перименте на Stylonychia mytilus. 

В тесте ингибирования бактериальной биолюминесценции концентрации EC80 и EC50 для 
обоих тестируемых образцов УДЧ оксида цинка были идентичными. Несмотря на это, субингиби-
рующее воздействие УДЧ ZnO_2 сохранялось в более широком диапазоне и более низких концен-
трациях в сравнении с УДЧ ZnO_1.  

Предполагаем, что длительное субхроническое воздействие УДЧ ZnO_2 связано, во-первых,  
с их более высокой проникающей способностью в клетку, обусловленную размером (153,9 нм), что 
позволяет оказывать прямое воздействие на внутриклеточные структуры. В исследованиях показана 
непосредственная взаимосвязь размера частиц с их способностью проникать в клетку. Отмечается, 
что проникающая способность частиц различной природы, в том числе УДЧ металлов, через поверх-
ностные структуры бактериальных клеток и образуемые ими биопленки ограничена размером 350 нм 
(Dong X et al., 2020; Makabenta JMV et al., 2021). В исследовании на Escherichia coli показано, что 
УДЧ пластика с размером около 100-200 нм способны встраиваться в клеточную оболочку, тогда как 
частицы с меньшим диаметром легко проникают через клеточную мембрану (Dai S et al., 2022). Ве-
роятно УДЧ ZnO_1, имеющие значительно больший размер имели диффузное ограничение на про-
никновение в клетку и степень воздействия на внутриклеточные структуры.  
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Во-вторых, большая токсичность УДЧ ZnO_2 могла быть обусловлена значением их ζ-
потенциала. Высокий положительный заряд способствовал более эффективной адсорбции частиц 
на отрицательно заряженной поверхности E. coli, влияя на их локальную концентрацию и скорость 
высвобождения ионов Zn2+ (Fröhlich E, 2012). В свою очередь, значительно меньший ζ-потенциал 
УДЧ ZnO_1 вероятно способствовал менее эффективной адсорбции на поверхности клеток бактерий. 

Тем не менее в нашем исследовании в тесте на выживаемость инфузорий в среде с УДЧ ок-
сида цинка разного диаметра достоверных различий между анализируемыми образцами выявлено 
не было. Аналогично оценка уровня метаболомных пулов (концентрации нуклеиновых кислот и 
белка) не показала достоверных различий по влиянию тестируемы образцов УДЧ оксида цинка. 
Отсутствие выраженных различий по влиянию УДЧ ZnO_1 и УДЧ ZnO_2 на выживаемость инфу-
зорий, а также концентрации нуклеиновых кислот и белка может быть объяснена широким размер-
ным диапазоном частиц подверженных фагоцитозу простейшими, в сравнении с таковыми у бакте-
рий. Способность к активному фагоцитозу для простейших, в частности инфузорий, находится в 
диапазоне 300-1000 нм, тогда как более мелкие частицы помимо поглощения путем захвата, спо-
собны проникать и напрямую через поверхностные клеточные структуры (Fenchel T, 1980). Это 
могло нивелировать выраженность степени воздействия УДЧ оксида цинка разного размера. В то 
же время была отмечена тенденция более выраженного воздействия УДЧ ZnO_2 на концентрацию 
белка, а в случае с УДЧ ZnO_1 – на уровень нуклеиновых кислот. Вероятно, это обусловлено тем, 
что метаболическая система является первым барьером для взаимодействия с высвобождающими-
ся ионами цинка, а УДЧ ZnO_2, обладая меньшим размером и более высоким дзета-потенциалом, 
характеризуются большей реакционной способностью (Калашников С.В. и Моисеев М.А., 2014). В 
свою очередь более медленный фагоцитоз более крупных частиц УДЧ ZnO_1 и более низкая ско-
рость высвобождения ионов в сравнении с УДЧ ZnO_2, вызывали развитие окислительного стрес-
са, приводившего к повреждению структуры ДНК и нарушению работы системы синтеза и репара-
ции, а не прямого воздействия на белки (Singh R et al., 2020). 

Анализ показателей окислительного стресса также показал, что степень изменения концен-
трации глутатиона и активности ферментов антиоксидантной системы взаимосвязана с размером 
используемых УДЧ оксида цинка. Было выявлено более выраженное снижение активности глута-
тион пероксидазы и каталазы при воздействии УДЧ ZnO_2, имеющих гидродинамический диаметр 
практически в 2 раза меньше, чем у УДЧ ZnO_1. Малый гидродинамический диаметр (153 нм) и 
выраженный положительный заряд (+11,03 мВ), вероятно, обеспечивали эффективный фагоцитоз и 
быстрое внутриклеточное высвобождение Zn2+, что приводило к активной генерации гидроксиль-
ных радикалов.  

Однако необходимо отметить, что значительное изменение уровня метаболитов антиокси-
дантной системы в клетках инфузорий было выявлено не зависимо от размера используемых УДЧ 
оксида цинка. Наблюдалось развитие ярко выраженного окислительного стресса, истощение и 
функциональный блок антиоксидантной системы (Wang X et al., 2021). Увеличение концентрации 
глутатиона практически в 3 раза указывало на критический уровень окислительного стресса в 
клетке. На этом фоне противоречивое снижение активности глутатионпероксидазы свидетельство-
вало о вероятной инактивации фермента. Отмечается, что избыточное накопление ионов цинка 
может приводить к подавлению активности уже сформированного фермента, а также влиять на 
транскрипцию генов, ответственных за синтез глутатионпероксидазы. Поэтому увеличение глута-
тиона в клетке могло способствовать истощению имеющихся запасов глутатионпероксидазы, а 
скорость синтеза новых ферментов была недостаточной для пополнения запасов. Это классическая 
картина тотального окислительного коллапса и полного исчерпания пула антиоксидантной защиты 
(Saliani M et al., 2016). Наблюдалось практически полное ингибирование первой линии антиокси-
дантной защиты, что выражалось снижением активности каталазы и супероксиддисмутазы практи-
чески в 5 раз в сравнении с контрольными значениями. Эффект остается чрезвычайно сильным, 
что, вероятно, связано с высокой реакционной способностью поверхности УДЧ оксида цинка и 
эффективным локальным высвобождением ионов после фагоцитоза. Предполагаем, что эффектив-
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ный фагоцитоз и высвобождение ионов Zn2+ вели к генерации реактивных форм кислорода, кото-
рые ингибировали медьсодержащий активный центр SOD (Heck DE et al., 2010; Schatzman SS et al., 
2020). Также при длительном стрессе ресурсы клетки (аминокислоты, витамины, микроэлементы) 
могут быть больше направлены на поддержание уже работающих систем, чем на синтез новых 
компонентов. На синтез новой порции SOD их просто не остаётся, и со временем запас фермента 
истощается. Клетка теряла способность нейтрализовать как супероксид-анион, так и перекись во-
дорода.  

Таким образом, полученные результаты показали высокую реакционную способность УДЧ 
оксида цинка, проявляющуюся в критическом воздействии на жизнеспособность клеток бактерий и 
инфузорий, а также на уровень окислительного стресса как в широком диапазоне концентраций, 
так и в размерном ряду частиц. 

 
Заключение. 
В результате исследования была установлена зависимость между гидродинамическим диа-

метром ультрадисперсных частиц оксида цинка и их биотоксичностью. Частицы с меньшим диа-
метром демонстрировали более высокую реакционную активность, что обуславливало их продол-
жительное токсическое действие на E. coli в более широком диапазоне низких концентраций, и бо-
лее выраженную реакцию антиоксидантной системы (снижение активности ферментов и рост кон-
центрации глутатиона) в тесте с Stylonychia mytilus по сравнению с частицами большего размера. 
Однако степень размер-зависимого эффекта биотоксичности ультрадисперсных частиц цинка ни-
велировалась на фоне общего воздействия на клетки по сравнению с контролем.  

Исследования показали, что несмотря на то что токсичность снижается по мере увеличения 
размера частиц цинка, развитие окислительного стресса остается ярко выраженным в субхрониче-
ских концентрациях, что является ограничивающим фактором широкого использования в сельском 
хозяйстве УДЧ ZnO и требует разработки компенсирующих механизмов.  
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