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ОЦЕНКА КСЕНОБИОТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ НАНОЧАСТИЦ ОКИСЛЕННОГО 
ГРАФЕНА В ОДНОКЛЕТОЧНОЙ ЭУКАРИОТИЧЕСКОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЕ 

 
Резюме 

Наночастицы графена и его производных представляют собой наноматериал нового поколения с высо-
ким потенциалом использования в биомедицинских сферах. В связи с широким использованием наночастиц 
окисленного графена минимизация его экотоксического воздействия представляется обязательной.  

В результате исследований установлено, что нано- и коллоидные частицы окисленного графена обла-
дают ксенобиотическими свойствами, однако они существенно ниже по сравнению с наночастицами других 
веществ: благородного металла (серебра), биоэлементов неметалла (кремния) и металла (меди).  

Ключевые слова: наночастицы, коллоидные частицы, окисленный графен, медь, серебро, кремния диок-
сид, ксенобиотик, ксенобиотические свойства, биоцидность, инфузория-туфелька, Paramecium caudatum. 

 
Summary 

Nanoparticles (NPs) of graphene and its derivatives are new generation nanomaterials with high potential for 
use in biomedical fields. Due to the wide use of oxidized graphene NPs, minimization of its ecotoxic impact seems to be 
mandatory. 

 As a result of the research, it was found that oxidized graphene NPs have xenobiotic properties, but they are 
significantly lower compared to nanoparticles of other substances: a noble metal (silver), an essential bioelement-non-
metal (silicon) and a metal-bioelement (copper).  

Keywords: nanoparticles, oxidized graphene, silver, copper, xenobiotic, xenobiotic properties, biocidal activity, 
ciliates, Paramecium caudatum. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Графен – наноматериалом, разрабо-

танный в 2004 году. Он представляет собой 
аллотропную форму углерода, состоящую 
из слоя атомов углерода, расположенных в 
гексагональной решетке. Наиболее часто 
применяются наночастицы окисленного 
графена. В настоящее время они уже широ-
ко используются в медицине в качестве 
биосенсора для диагностики и тканевой ин-
женерии [10], а также имеют большой по-
тенциал для использования в ветеринарии 
и сельском хозяйстве [6]. 

Применение наночастиц неизбежно 
приводит к их попаданию в биосферу, в 
связи с чем нельзя игнорировать возмож-
ный   ксенобиотический  и  экотоксический 

эффект от их встраивания в биотический 
круговорот. Так как всесторонняя оценка 
биотоксичности наночастиц представляет 
собой комплексную и сложную задачу [4], 
востребованным является поиск удобных 
биологических моделей для изучения ксе-
нобиотических свойств биочужеродных 
веществ [3]. 

Среди многих биологических тест-
объектов одноклеточный протист Parame- 
cium caudatum считается удобной моделью 
для изучения острой и длительной токсич-
ности различных соединений, включая 
наноматериалы [1]. Парамеция P. caudatum 
является свободноживущей относительно 
крупной (до 300 мкм) подвижной пресно-
водной  инфузорией  из  группы  альвеолят, 
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широко распространенной в естественных 
местообитаниях. Ее подвижность регули-
руется скоординированным движением 
тысяч мельчайших ресничек, покрываю-
щих всю поверхность клетки [9]. Диета     
P. caudatum состоит из микроорганизмов, 
включая бактерии, дрожжи и микроводо-
росли, попадающие внутрь клетки через 
создаваемый ресничками поток жидкости. 
Вполне очевидно, что наночастицы анало-
гичным образом могут быть доставлены из 
окружающей среды в клетку парамеции во 
время питания [11].  

Интересной особенностью этих про-
тистов является то, что они представляют 
собой свободноживущие эукариотические 
одноклеточные микроорганизмы, что дела-
ет их простыми и дешевыми, но функцио-
нальными моделями для проведения in 
vivo тестов. В связи с тем, что данный мик-
роорганизм является убиквитарным пред-
ставителем водных экосистем [7, 12], инте-
гральная оценка биоцидного действия на-
но- и коллоидных частиц окисленного гра-
фена позволит определить их экотоксиче-
ские свойства, что представляет очевид-
ный научный интерес, учитывая дефицит 
знаний в области изучения ксенобиотиче-
ских свойств ультрамелкодисперсных 
форм графена. 

Целью нашего исследования была 
оценка ксенобиотических свойств нано- и 
коллоидных частиц окисленного графена. 
Задачи – изучение биоцидного, валеоак-
тивного и пролиферативно ингибирующе-
го действия препарата на основе ультра-
мелкодисперсных частиц окисленного гра-
фена в одноклеточной эукариотической 
тест-системе инфузории P. caudatum. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Оценку биоцидного действия кол-

лоидных растворов дисперсных частиц 
различных веществ проводили на свобод-
ноживущей инфузории Paramecium cauda-
tum. Культивирование парамеций осу-
ществляли в среде Лозина-Лозинского    
(рН 6,2–7,8) при температуре 20–26 °С. В 
качестве корма для тест-объекта служили 
дрожжи Rhadotorula gracilis с добавлением 
зерен риса. Учёт гибели парамеций прово-
дили в микроаквариумах под световым 
микроскопом  в затемненном помещении с  

использованием минутного таймера в се-
кундных выражениях.  

Расчет индекса биологической ак-
тивности (ИБА) проводили путем матема-
тического деления значений продолжи-
тельность жизни (в секундах) инфузорий 
при 5-минутном воздействии 0,3 мл 8%-го 
раствора натрия хлорида после 24-часовой 
инкубации в культуральной среде с добав-
лением тестируемого препарата в сравне-
нии с таковыми после культивирования 
без ксенобиотиков. Значение ИБА препа-
ратов выше 1,000 свидетельствовало о ва-
леопозитивном воздействии, а показатель 
ниже единицы указывал на валеонегатив-
ный эффект анализируемого вещества. 

В качестве основного тестового пре-
парата нами был использован образец кол-
лоидного раствора ультрамелкодисперс-
ных частиц окисленного графена со ста-
бильными физическими и химическими 
параметрами, который был получен по ме-
тодике, описанной в [5]. Исходная концен-
трация дисперсных частиц составляла   
2000 мкг/мл (концентрация дисперсной 
фазы в коллоидах будет приводиться в ста-

тье в мкг⋅мл–1). Средний диаметр дисперс-
ных частиц окисленного графена находил-
ся в диапазоне 90–120 нм, т.е. на границе 
наноразмерности (100 нм), представляя 
категорию ультрамелкодисперсных ча-
стиц. 

Путем серийных разведений были 
получены образцы коллоидов окисленного 
графена в нисходящих концентрациях. 
Разведения исходного коллоидного рас-
твора будут приведены в виде 1×n–1, где     
n – степень разведения от 0 (соответствует 
начальному неразведенному препарату) до 
50 (соответствует 50-кратному разведению 
исходного препарата). 

Для сравнительной оценки биоток-
сичности в опытах также использовали 
коллоидные растворы наночастиц серебра, 
меди и кремния диоксида. Исходная кон-
центрация всех названных коллоидов со-

ставляла 300 мкг⋅мл–1, поэтому в сравни-
тельном аспекте принимались во внимание 
только фактические массовые концентра-
ции наночастиц на единицу объема 

(мкг⋅мл–1), а не разведения исходного рас-
твора (1×n–1). Размер наночастиц в них 
находился в пределах от 20 до 40 нм. 
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Оценку цитотоксического действия 
коллоидных растворов проводили по мето-
дическим рекомендациям «Скрининг био-
стимулирующих и биоцидных веществ 
(адаптогены, бактерициды и другие препа-
раты)». В качестве сравнительных контро-
лей биоцидности наночастиц использовали 
дистиллированную воду, известный биоцид 
(норфлоксацин  в  виде  10%-ного  раствора  

 

для инъекций) и адаптоген (элеутерококк в 
виде аптечного жидкого экстракта). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Первоначальную оценку ксенобио-
тических свойств коллоидных растворов 
проводили по качественному показателю 
биоцидности (таблица 1), который опреде-
ляли по замедлению броуновского движе-
ния парамеций.  

Таблица 1. – Дозозависимое действие наночастиц окисленного графена на парамеции при 
экспозиции 24 ч 

Исследуемое 
вещество 

Биоцидность вещества в разведениях 1×n–1/ 
концентрациях наночастиц (мкг⋅мл–1) 

1/ 
2000 

2/ 
1000 

3,3/ 
600 

6,6/ 
300 

10/ 
200 

13,3/ 
150 

16,6/ 
120 

20/ 
100 

23,5/ 
85 

40/ 
50 

50/ 
40 

Контроль – – – – – – – – – – – 

Элеутерококк** – – – – – – – – – – – 

Норфлоксацин*** + + + + + + + + ± ± ± 

Наночастицы  
окисленного 
графена 

+ + + ± ± ± – – – – – 

Наночастицы 
серебра* 

х х х + + + + + + + ± 

Наночастицы 
диоксида кремния* 

х х х + + + + + ± ± – 

Наночастицы 
меди* 

х х х + + + + + ± – – 

Примечание: «–» – биоцидность отсутствует; «±» – биоцидность менее 50 %; «+» – биоцид-

ность 100 %; х – исследования не проводились; * – данные приведены исходя из номинальной концен-
трации наночастиц; ** – данные приведены исходя из разведения галенового препарата; *** – дан-
ные приведены исходя из разведения фармакопейного раствора для парентерального введения 

Результаты проведенного исследова-
ния свидетельствует о существенных раз-
личиях в степени биоцидности тестирован-
ных препаратов. Наибольшее действие ока-
зывали наночастицы металлов (серебра и 
меди), для которых только минимальные 
концентрации проявляли лишь относитель-
ную биоинертность с незначительной раз-
ницей биоингибирующего действия у сере-

бра (концентрация выше 40 мкг⋅мл–1 по по-
казателю 50%-ной биоцидности) и меди 

(концентрация выше 85 мкг⋅мл–1). В связи с 
тем, что исходная концентрация наноча-

стиц металлов составляли 300 мкг⋅мл–1, ис-
следовать гипотетическую более высокую 
их концентрацию не представлялось воз-
можным (в таблице 1 обозначены отметкой 

«х»). Тем не менее можно предположить, 
что они также обладают биоцидным дей-
ствием исходя из 100%-ной биоцидности 
исходных коллоидов. 

Дисперсные частицы неметаллов 
(кремния диоксида и окисленного графе-
на) проявляли значительную меньшую 
биоингибирующую активность по сравне-
нию с таковыми металлов. Следует отме-
тить, что оба эти вещества представляют 
окисленные формы биологически значи-
мых элементов (кремния и углерода). 
Сравнение их биоцидности свидетельству-
ет о том, что протистоингибирующая ак-
тивность наночастиц кремния диоксида 
почти в два раза больше, чем у окисленно-
го графена. Так, у наночастиц кремния  ди- 
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оксида биоцидный эффект проявлялся в 

концентрациях выше 50–85 мкг⋅мл–1, в то 
время как у дисперсных частиц окисленно-
го графена он определялся только в концен-

трации выше 150 мкг⋅мл–1. Полный биоцид-
ный эффект (определялся по значению 
БЦ100) достигался лишь концентрацией дис-
персных частиц окисленного графена в  

значении 600 мкг⋅мл–1, что в 6 раз выше, 
чем у наночастиц кремния диоксида        

(100 мкг⋅мл–1). 
Тем не менее авторы не имеют объ-

ективных оснований утверждать, что нано- 
и коллоидные частицы окисленного графе-
на имеют аналогичную кратно меньшую 
протистотоксичность по сравнению с дру-
гими нановеществами. Самым главным 
препятствием для такого категорического 
утверждения является фактическая разница 
между размерами тестированных дисперс-
ных частиц: для окисленного графена сред-
ний размер частиц составлял 90–120 нм, а 
для  остальных  –  как   минимум   в  4   раза  

меньше (20–40 нм). Как известно, размер и  
форма наночастиц является одним из глав- 
ных факторов, определяющих их токсиче-
ские свойства [8]. 

Также обращает на себя внимание 
тот факт, что из всех тестируемых образ-
цов коллоидных растворов только препа-
рат из наноразмерных частиц серебра ни в 
каком полученном разведении не может 
быть признан биоинертным, так как даже 
наименьшая использованная концентрация 

(40 мкг⋅мл–1) оказывала протистоингиби-
рующее действие. 

На втором этапе оценки ксенобио-
тических свойств нано- и коллоидных ча-
стиц окисленного графена мы проводили 
изучение их биоцидности методом токси-
ческой нагрузки сверхгипертоническим 
раствором натрия хлорида, обладающего 
мембраноповреждающим действием. Та-
ким путем в опыте определяли валеонега-
тивный эффект. Результаты такой оценки 
представлены в таблице 2. 

Таблица 2. – Влияние нановеществ на резистентность парамеций (по критерию «концентра-
ция – сопротивляемость токсической нагрузке») 

Исследуемое  
вещество 

Биоцидность вещества в разведениях 1×n–1/концентрациях наночастиц (мкг⋅мл–1) 

1/ 
2000 

2/ 
1000 

3,3/ 
600 

6,6/ 
300 

10/ 
200 

13,3/ 
150 

16,6/ 
120 

20/ 
100 

23,5/ 
85 

40/ 
50 

50/ 
40 

Контроль 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Элеутерококк** 1,355 1,480 1,560 1,216 1,11 1,005 1,01 1,003 1,005 1,001 1,002 

Норфлоксаин*** – – – – – – – – 0,698 1,016 1,002 

Наночастицы 
окисленного  
графена 

– – – 0,435 0,44 0,545 0,630 0,785 0,855 0,925 0,925 

Наночастицы  
серебра* 

х х х – – – – – – – 0,499 

Наночастицы  
диоксида  
кремния* 

х х х – – – – – 0,455 0,675 0,745 

Наночастицы  
меди 

х х х – – – – – 0,589 0,789 0,856 

Примечание: «–» – биоцидность отсутствует; «±» – биоцидность менее 50 %; «+» – био-

цидность 100 %; х – исследования не проводились; * – данные приведены исходя из номинальной кон-
центрации наночастиц; ** – данные приведены исходя из разведения галенового препарата;            
*** – данные приведены исходя из разведения фармакопейного раствора для парентерального введе-
ния 
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Данные таблицы 2 указывают на то, 
что из всех тестируемых образцов только 
галеновый препарат элеутерококка обладал 
валеопозитивным действием, что выража-
лось в повышении сопротивляемости кле-
ток инфузорий к сверхгипертонической 
нагрузке. Как известно, данный препарат 
рассматривается в качестве адаптогена, по-
вышая устойчивость организма к внешним 
стрессорам [2]. Остальные тестируемые ве-
щества однозначно могут быть отнесены к 
категории ксенобиотиков, так как любая их 
экспозиция снижает выносливость пара-
меций к гипертоническому стрессу в срав-
нении с контролем (дистиллированной во-
де), показатель ИБА которого принят за 
1,000. Воздействие нано- и коллоидных ча-
стиц окисленного графена в сублетальных 
концентрациях снижает сопротивляемость 
инфузорий к супергипертоническому стрес-
су почти вдвое (показатель ИБА 0,435–

0,545 для концентраций 150–300 мкг⋅мл–1). 
По мере снижения их концентрации ва-
леонегативное воздействие уменьшается. 

Так, при концентрациях 85–100 мкг⋅мл–1 

показатель ИБА составлял 78,5–85,5 % от 
воздействия биоинертного контроля (дис- 
тиллированной воды). Минимальные тести-
руемые концентрации дисперсных частиц 

окисленного графена (40–50 мкг⋅мл–1) все 
еще оказывали валеонегативное воздей-
ствие, однако оно может быть признано не-
значительным, так как показатель ИБА в 
этом случае составлял 0,925, что снижает 
жизнеспособность водных протистных 
микроорганизмов лишь на 7,5 %. 

В целом предварительная оценка 
биоцидных свойств коллоидного раствора 
окисленного графена позволяет заключить, 
что  в  сравнении  с  наночастицами  других  
веществ (серебра, меди, кремния диоксида) 
он оказывает заметно меньшее ксенобиоти-
ческое воздействие. Во-первых, очевидна 
сильная разница в значении биоцидности: 
для нано- и коллоидных частиц окисленно-
го графена только концентрации выше     

300 мкг⋅мл–1 являются летальными. Во-вто- 
рых, ни один из других тестированных пре-
паратов на основе наночастиц не достигал 
такого высокого значения ИБА (0,925), как 
у коллоидного раствора окисленного графе-
на в минимальной концентрации, то есть 
даже сильное их разведение будет оказы-
вать большее экотоксическое воздействие. 

Последний этап интегрированного 
биотестирования различных нановеществ 
включал оценку их биоактивного действия 
по показателям индекса интенсивности 
размножения протист при экспозиции суб-
летальной концентрации испытуемых ве-
ществ. Для элеутерококка летальная кон-
центрация отсутствовала, т.к. данное веще- 
ство фактически является адаптогеном, 
характеризующимся валеопозитивным дей- 
ствием. Для всех тестовых препаратов 
сублетальная концентрация лежала в пре-

деле 40–60 мкг⋅мл–1, т.е. вдвое меньше 
установленной летальной концентрации. В 
опыте в качестве оптимальной сублеталь-
ной концентрации была принято ее усред-

ненное значение 50 мкг⋅мл–1. Для дис- 
персных частиц окисленного графена ле-
тальная концентрация лежала в пределе 

300–600 мкг⋅мл–1, поэтому в опыт были взя- 
ты коллоидные растворы окисленного гра-

фена в двух разных значениях: 150 мкг⋅мл–1 

и 50 мкг⋅мл–1. Результаты такого исследо-
вания представлены в таблице 3 и дают 
основание утверждать, что все тестируе-
мые нановещества могут быть признаны 
биоцидами, так как их сублетальные кон-
центрации снижают интенсивность размно-
жения парамеций. В связи с тем, что ин-
декс интенсивности размножения пара-
меций лежит в нешироком диапазоне (от 
0,462 до 0,385), можно сделать вывод, что 
все коллоидные растворы в оптимальных 
сублетальных концентрациях приблизи-
тельно одинаково ингибируют пролифера-
цию парамеций. Данный показатель также 
лежит в диапазоне ингибирующего воздей-
ствия известного биоцида норфлоксацина. 
Наоборот, раствор элеутерококка при оди-
наковой с биоцидами концентрацией ока-
зывал биостимулирующее действие и по-
вышал интенсивность деления парамеций 
почти в 1,6 раза (индекс интенсивности 
размножения инфузорий – 1,589), что объ-
ясняется его адаптогенными свойствами. 
Раствор нано- и коллоидных частиц окис-
ленного графена, взятый в опыт в одина-
ковой с другими наночастицами концен-

трации (50 мкг⋅мл–1), оказывал минималь-
ный пролиферативно-ингибирующий эф-
фект на парамеции, который в силу стати-
ческой погрешности может быть признан 
игнорируемым (индекс интенсивности раз- 
множения стремился к единице – 0,989). 
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Таблица 3. – Влияние изучаемых препаратов в сублетальной концентрации на размножение 
инфузорий 

Исследуемое вещество 
Оптимальная  

сублетальная концентрация 

(мкг⋅мл-1) 

Индекс интенсивности  
размножения инфузорий 

Контроль – 1,000 

Элеутерококк 50 1,589 

Норфлоксацин 50 0,450 

Наночастицы окисленного графена 150* 0,428 

Наночастицы окисленного графена 50** 0,989 

Наночастицы серебра 50 0,390 

Наночастицы меди 50 0,462 

Наночастицы диоксида кремния 50 0,385 

Примечание: * – оптимальная сублетальная концентрация наночастиц окисленного графена; 
** – концентрация, соответствующая оптимальной сублетальной концентрации наночастиц дру-
гих веществ 

ВЫВОДЫ 
Проведенные нами исследования 

позволили изучить биологическую актив-
ность нано- и коллоидных частиц окислен-
ного графена и объективно отнести препа-
рат на их основе к категории ксенобиоти-
ков. Тем не менее его ксенобиотические 
свойства существенно ниже по сравнению с 
наночастицами других веществ: благород-
ного металла (серебра), биоэлементов неме-
талла (кремния) и металла (меди). 

Все тестируемые коллоидные рас-
творы (наночастиц серебра, меди, кремния 
диоксида с исходными концентрациями   

300 мкг⋅мл–1 и окисленного графена             
с концентрацией дисперсных частиц        

2000 мкг⋅мл–1) оказывают отрицательное 
биоактивное действие в отношении одно-
клеточного эукариотического тест-объекта 
Paramecium caudatum и поэтому могут 
быть признаны веществами с ксенобиоти-
ческими свойствами. 

Биологическое влияние исследован-
ных наночастиц выражается в биоцидном 
воздействии  на  жизнеспособность  параме- 

ций при достижении ими пролиферативно-
ингибирующих концентраций, поэтому ни 
один из тестируемых препаратов не может 
быть признан биоинертным и эконейтраль-
ным. 

Биотоксическое действие тестиро-
ванных коллоидных растворов проявляет 
яркий дозозависимый эффект, причем на-
ночастицы металлов (серебра, меди) обла-
дают более выраженными биоцидными 
свойствами по сравнению с таковыми не-
металлов (кремния диоксида и окисленно-
го графена). 

Исследуемый препарат на основе 
нано- и коллоидных частиц окисленного 
графена оказывает наименьший интеграль-
ный ксенобиотический эффект по сравне-
нию с другими тестированными нановеще-
ствами различных классов (благородный 
металл серебро, биоэлемент-неметалл 
кремний, биоэлемент-металл медь), что 
выражается в более низких значениях био-
цидной концентрации, валеоактивного эф-
фекта и пролиферативно ингибирующего 
действия.  
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