
770

ПОЧВОВЕДЕНИЕ,  2024, № 5,  с. 770–780

ДЕГРАДАЦИЯ, ВОССТАНОВЛЕНИЕ И ОХРАНА ПОЧВ

УДК 57.044; 631.46

ОЦЕНКА ЭКОТОКСИЧНОСТИ ЧАСТИЦ СЕРЕБРА РАЗНОГО 
РАЗМЕРА ПО БИОЛОГИЧЕСКИМ ПОКАЗАТЕЛЯМ ЧЕРНОЗЕМА

© 2024 г.  Н. И. Цепинаa, С. И. Колесниковa, Т. В. Минниковаa, *,  
А. С. Русеваa, Д. А. Труфановa, К. Ш. Казеевa

aЮжный федеральный университет, Академия биологии и биотехнологии им. Д.И. Ивановского,  
пр-т Стачки, 194/1, Ростов-на-Дону, 344090 Россия

*e-mail: loko261008@yandex.ru
Поступила в редакцию 19.05.2023 г.

После доработки 15.12.2023 г.
Принята к публикации 16.12.2023 г.

Оценивали экотоксичность частиц Ag разного размера по микробиологическим, биохимиче-
ским и фитотоксическим показателям верхнего слоя (0–20 см) чернозема обыкновенного (Haplic 
Chernozem) в лабораторном модельном эксперименте. Исследовали влияние нано- (10 и 100 нм) 
и микрочастиц (1000 нм) Ag в концентрациях 1, 10 и 100 мг/кг на биологические показатели 
чернозема обыкновенного через 30 сут после загрязнения: активность каталазы, дегидрогеназ, 
ферриредуктазы, уреазы, пероксидазы, полифенолоксидазы, инвертазы, фосфатазы, общую 
численность бактерий, обилие бактерий рода Azotobacter, количество проросших семян и длину 
корней редиса. Установлено, что экотоксичность частиц Ag зависит от их размера: в большин-
стве случаев частицы Ag размером 10 нм оказывали более сильное экотоксическое влияние на 
биологические показатели, чем частицы размером 100 и 1000 нм. Существенных различий в эко-
токсичности частиц Ag размером 100 и 1000 нм выявлено не было. Разница в воздействии частиц 
Ag различного размера усиливалась с увеличением концентрации Ag в почве: чем больше кон-
центрация Ag в почве (от 1 до 100 мг/кг), тем более выражено отличие в экотоксичности между 
частицами Ag 10 нм и частицами 100 и 1000 нм. Более чувствительны к загрязнению наночасти-
цами Ag фитотоксические показатели при всех исследованных концентрациях (1, 10 и 100 мг/кг); 
общая численность бактерий, активность инвертазы и фосфатазы – при 10 и 100 мг/кг; обилие 
бактерий рода Azotobacter и активность дегидрогеназ – при 100 мг/кг. Эти показатели целесоо-
бразно использовать при биодиагностике экотоксичности наночастиц Ag.
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ВВЕДЕНИЕ

В результате деятельности человека, включаю-
щей синтез, переработку и утилизацию продукции, 
содержащей наночастицы серебра (AgNPs), уве-
личивается поступление Ag в окружающую среду, 
в  том числе в почву  [11, 35, 38]. При этом эколо-
гические последствия загрязнения почв Ag, в том 
числе наночастицами, исследованы в значительно 
меньшей степени, чем загрязнение другими тяже-
лыми металлами. Благодаря антибактериальным 
свойствам AgNPs широко используются в различ-
ных промышленных и бытовых целях, что приво-
дит к неуклонно растущему производству AgNPs 
и, как следствие, загрязнению ими почв и наземных 
экосистем [45]. Когда AgNPs попадают в потоки от-
ходов, они накапливаются в осадке сточных вод на 
очистных сооружениях. Осадки сточных вод могут 

быть использованы в качестве удобрений для сель-
скохозяйственных почв [11, 19]. Кроме того, AgNPs 
часто применяются в сельском хозяйстве в качестве 
нанопестицидов и противогрибковых средств [16]. 
Среди ученых возникают опасения по поводу ве-
роятных угроз AgNPs для здоровья экосистем. По-
падая в почву, AgNPs оказывают непосредственное 
влияние на животных, растения, бактерии и фер-
менты. Существуют исследования, которые демон-
стрируют экотоксические эффекты AgNPs, прояв-
ляющиеся в ингибировании активности почвенных 
ферментов [21, 26, 43, 44, 54], численности бакте-
рий [24, 26, 40] и почвенных животных [37, 48], сни-
жении количества проросших семян, длины корней 
и побегов растений [20, 33, 34, 50, 52]. Таким обра-
зом, изменения ферментативной активности, ми-
кробиологических и фитотоксических показателей 
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почвы под воздействием частиц Ag могут служить 
ранними индикаторами любого неблагоприятно-
го воздействия, которое эти частицы оказывают на 
здоровье и качество почвы и, как следствие, на ее 
плодородие.

В  литературе встречаются исследования, по-
священные сравнительной оценке экотоксичности 
AgNPs разного размера для обитателей почвенных 
экосистем. Однако результаты этих исследований 
противоречивы. Ранее выявлено, что более экоток-
сичны AgNPs меньшего размера (10–20 нм) [36], 
для растений (20 нм) [23], для бактерий (10 нм) [56] 
и для дождевых червей (20 нм) [37]. Показано, что 
уровень прорастания семян и  последующий их 
рост снижались с  увеличением размеров и  кон-
центраций AgNPs  [52]. Однако есть исследова-
ния, в  которых экотоксичность AgNPs (30, 80 
и 200 нм) [39] и AgNPs (10 и 50 нм) [21], оцененная 
по активности почвенных ферментов, не зависела 
от размера частиц.

Представляется актуальным провести ком-
плексную оценку экотоксичности частиц Ag разно-
го размера (10, 100 и 1000 нм) по широкому спектру 
биологических показателей почвы.

Цель работы – оценка экотоксичности частиц 
Ag разного размера (10, 100 и 1000 нм) по микро-
биологическим, биохимическим и  фитотокси-
ческим показателям чернозема обыкновенного 
(Haplic Chernozem) в  лабораторном модельном 
эксперименте.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Характеристика объектов исследования. В каче-
стве объекта исследования выбраны черноземы 
обыкновенные, Haplic Chernozem [53]. Они зани-
мают значительные территории на Юге России 
и играют огромную роль в производстве сельско-
хозяйственной продукции, поэтому снижение их 
плодородия в результате загрязнения крайне неже-
лательно. Образцы почвы для модельных лабора-
торных исследований отбирали из поверхностно-
го слоя (Апах 0–20 см) почвы на пашне опытного 
участка Ботанического сада Южного федерального 
университета (г. Ростов-на-Дону, Россия). Исполь-
зованная в исследовании почва имеет тяжелосуг-
линистый гранулометрический состав, содержание 
гумуса 4.4% и нейтральную реакцию среды рН 7.8. 
В данном исследовании рН определяли в водной 
вытяжке почва : вода 1 : 2.5. В инкубационные со-
суды закладывали почву с диаметром частиц от 3 
до 5 мм, после просеивания почвы через сито с со-
ответствующими размерами отверстий. Частицы 
Ag сначала растирали с небольшим количеством 
почвы, а затем смешивали с основной массой об-
разца. В пластиковые контейнеры объемом 500 мл 
в трехкратной повторности вносили по 300 г почвы 
с частицами Ag.

Характеристика наночастиц. В  исследовании 
использовали частицы Ag трех размеров (10, 100 
и 1000 нм) в виде порошков, форма сферическая, 
CAS 7440-22-4, производства Alfa Aesar by Thermo 
Fisher Scientific (Германия). Химическая чистота 
частиц Ag составляла около 99.99%. Данные харак-
теристики частиц Ag заявлены производителем.

Методика лабораторного моделирования. В лабо-
раторных условиях было смоделировано загрязне-
ние чернозема обыкновенного нано- (размером 10 
и 100 нм) и микрочастицами (размером 1000 нм) 
Ag в концентрациях 1, 10 и 100 мг/кг почвы. Со-
гласно литературным данным, размер наночастиц, 
содержащихся в образцах окружающей среды и по-
требительских товарах, составляет от 10 до 100 нм, 
однако чаще всего встречаются частицы размером 
10–20 нм [14], содержание Ag в почвах составляет 
от 0.01 до 126 мг/кг [27]. Для оценки влияния нано- 
(10 и 100 нм) и микрочастиц (1000 нм) Ag на биоло-
гические показатели чернозема обыкновенного ис-
следовали верхний слой почвы (0–20 см). Именно 
в этом слое почвы происходит накопление тяжелых 
металлов, в том числе Ag. Дозы были рассчитаны 
исходя из фоновых концентраций Ag. Фоновое со-
держание Ag в черноземе обыкновенном составля-
ет 0.10 мг/кг. Фоновое содержание Ag в почве было 
определено методом масс-спектрометрии с индук-
тивно-связанной плазмой (ИСП-МС) на приборах 
Elan-DRC-е или Agilent 7700x в ФГУП “Всероссий-
ский научно-исследовательский геологический 
институт им. А.П. Карпинского”. Оценку влияния 
нано- (10 и 100 нм) и микрочастиц (1000 нм) Ag 
на биологические свойства чернозема проводили 
через 30 сут после загрязнения. Как установлено 
ранее  [31], максимальную экотоксичность тяже-
лые металлы (в том числе Ag) проявляют на 30 сут 
после загрязнения, далее наблюдается тенденция 
восстановления биологических свойств почв. Экс-
перимент проводили при температуре 22°С и оп-
тимальном увлажнении (60% от полевой влагоем-
кости). Инкубационные сосуды с почвой и части-
цами Ag закладывали в трехкратной повторности.

Методы исследования. Для  оценки биологиче-
ских свойств чернозема и экотоксичности частиц Ag 
исследовали биологические показатели, поскольку 
именно они первыми реагируют на антропогенное 
воздействие и показывают нарушение нормального 
состояния и функционирования почвы [6].

Методы оценки экотоксичности частиц Ag пред-
ставлены в табл. 1 [6]. Выбор биологических показа-
телей обусловлен следующими причинами. Почвен-
ные микроорганизмы играют ключевую роль в эко-
логических функциях почвы и  непосредственно 
влияют на биологические и геохимические процес-
сы. Они регулируют циклы углерода, азота и серы 
посредством разложения органических веществ, 
иммобилизации и минерализации элементов пита-
ния [24, 47]. Почвенные микроорганизмы обладают 
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высокой чувствительностью к загрязнению тяже-
лыми металлами [8]. Общее количество бактерий 
в почве характеризует состояние редуцентов в эко-
системе. Бактерии рода Azotobacter традиционно ис-
пользуются в качестве индикатора состояния почвы 
при химическом загрязнении. Отклик бактериаль-
ного сообщества почв на загрязнение Ag определяли 
по показателям общей численности бактерий (мето-
дом люминесцентной микроскопии по Д.Г. Звягин-
цеву) и обилия бактерий рода Azotobacter (методом 
обрастания комочков на среде Эшби).

В качестве тест-объекта для оценки фитоток-
сичности выбран редис (Raphanus sativus L. var. 
radicula), сорт “18 дней”, поскольку семена этого 
растения имеют небольшой запас питательных ве-
ществ и чувствительны к внешним воздействиям, 
в  частности, к  загрязнению тяжелыми металла-
ми [3]. Для оценки фитотоксичности из каждого 

вегетационного сосуда через 30 сут после загряз-
нения было отобрано по 40 г почвы в трехкратной 
повторности. Навеску почвы помещали в чашки 
Петри, увлажняли до 80% полной влагоемкости 
и  перемешивали до однородной консистенции. 
В подготовленную таким образом почву высажи-
вали по 20 семян редиса. Исследуемые образцы на-
ходились в условиях постоянной оптимальной тем-
пературы, влажности и освещения в климатиче-
ской камере KBW 240 (Binder). Продолжительность 
эксперимента составляла 7 сут. Фитотестирование 
основывалось на сравнении количества проросших 
семян (шт.) и длины корней (мм) в контрольном 
и  опытных вариантах, поскольку они являются 
наиболее информативными среди широкого спек-
тра показателей прорастания семян и интенсивно-
сти начального роста растений [32].

Таблица 1. Методы исследования экотоксичности частиц Ag

Параметр Метод Ссылка

Общая численность бактерий Метод люминесцентной микроскопии с использованием 
красителя акридинового оранжевого, подсчет численно-
сти бактерий проводили при увеличении ×40

[5]

Обилие бактерий рода Azotobacter Методом обрастания комочков почвы бактериями рода 
Azotobacter на среде Эшби

[12]

Количество проросших семян редиса Оценка количества проросших семян редиса (Raphanus sa-
tivus L. var. radicula), через 7 сут эксперимента

[1]

Длина корней редиса Измерение длины редиса (Raphanus sativus L. var. radicula) 
через 7 сут эксперимента

[1]

Активность каталазы (Н2О2: Н2О2 –
оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.6)

Волюметрический метод по скорости разложения переки-
си водорода, мл О2/(г почвы мин)

[2]

Активность дегидрогеназ (суб-
страт: НАД (Ф) – оксидоредуктаза, 
КФ 1.1.1)

По интенсивности восстановления в анаэробных условиях 
трифенилтетразолия хлористого (ТТХ) до трифенилфор-
мазанов (ТФФ), мг ТФФ/(10 г почвы 24 ч )

[13]

Активность пероксидазы (донор: 
Н2О2 – оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.7)

Колориметрическим методом по окислению гидрохинона 
в хиноны, мг 3,4-бензохинона в 1 г почвы за 30 мин

[7]

Активность полифенолоксида-
зы (О-дифенол оксидоредуктаза, 
КФ 1.10.3.1)

Колориметрическим методом по окислению гидрохинона 
в хиноны, мг 3,4-бензохинона/(1 г почвы 30 мин)

[7]

Активность ферриредуктазы 
(НАД (Ф) × H2: Fe2O3 – 
оксидоредуктазы, КФ 1.6.99)

Колориметрическим методом по количеству восстановлен-
ного трехвалентного железа, мг Fe2O3/(100 г почвы 48 ч)

[13]

Активность инвертазы 
(β-фруктофуранозидаза, сахараза, 
КФ 3.2.1.26)

Колориметрическим методом по изменению содержания 
редуцирующих сахаров, мг глюкозы/(г почвы 24 ч)

[13]

Активность фосфатазы (фосфоги-
дролазы моноэфиров ортофосфор-
ной кислоты, КФ 3.1.3.1–2)

Колориметрическим методом по изменению содержания 
нитрофенолов с образованием органического фосфора 
и минеральных субстратов, мкг п-нитрофенола/(г почвы ч)

[22, 51]

Активность уреазы (карбамид –
амидогидролаза, КФ 3.5.1.5)

Гидролиз карбамида до аммиака и углекислого газа, мг 
NH3/(10 г почвы за 24 ч)

[2]
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Ферментативная активность является важным 
показателем качества почв, отражает широкий 
диапазон биологических процессов в почве, мно-
гие из показателей ферментативной активности 
являются чувствительными и информативными 
при оценке почв, загрязненных тяжелыми метал-
лами [10]. В связи с чем был исследован широкий 
спектр показателей ферментативной активно-
сти почвы класса оксидоредуктаз (каталаза, де-
гидрогеназы, пероксидаза, полифенолоксидаза, 
ферриредуктаза) и гидролаз (уреаза, инвертаза, 
фосфатаза) с использованием соответствующих 
методов.

Для проверки полученных данных на достовер-
ность был проведен дисперсионный анализ с по-
следующим определением наименьшей существен-
ной разницы (НСР).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение микробиологических показателей при 
загрязнении частицами Ag разного размера (10, 100 
и 1000 нм). Результаты влияния нано- (10 и 100 нм) 
и микрочастиц (1000 нм) Ag на микробиологические 
показатели (общую численность бактерий и обилие 
бактерий рода Azotobacter) представлены в табл. 2. 
Концентрация 1 мг/кг микрочастиц Ag (1000 нм) 
вызвала снижение общей численности бактерий на 
15% относительно контроля. При внесении 10 мг/кг 
наночастиц размером 10 нм общая численность бак-
терий снижалась на 88%, при внесении наночастиц 
Ag размером 100 нм – на 22%, микрочастицы Ag 
размером 1000 нм снижали численность бактерий на 
20% относительно контрольных значений соответ-
ственно. При концентрации 100 мг/кг наночастицы 
размером 10 и 100 нм вызвали уменьшение общей 

Таблица 2. Влияние нано- (10 и 100 нм) и микрочастиц (1000 нм) Ag на микробиологические свойства и фи-
тотоксичность чернозема обыкновенного

Размер частиц 
Ag, нм Контроль

Содержание элемента в почве, мг/кг
НСР0.05

1 10 100 

Микробиологические показатели

Общая численность бактерий, млрд/г почвы

10 3.67 3.38 0.81 0.40 0.19

100 3.67 3.42 3.23 2.29 0.29

1000 3.67 3.11 2.93 2.48 0.28

HCP0.05 0.35 0.25 0.18

Обилие бактерий рода Azotobacter, %

10 100 100 95 23 12

100 100 100 100 100 -

1000 100 100 100 100 -

НСР0.05 - 10 8

Фитотоксические показатели

Количество проросших семян редиса, шт

10 17.5 15.0 13.0 10.5 1.4

100 17.5 17.5 16.5 15.0 1.75

1000 17.5 16.0 15.5 15.0 1.58

НСР0.05 1.75 1.58 0.89

Длина корней редиса, мм

10 52.3 38.5 27.5 6.7 3.14

100 52.3 58.7 52.3 35.5 5.23

1000 52.3 47.1 55.0 34.0 4.71

НСР0.05 5.23 4.71 2.62
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численности бактерий на 89 и 38%, а микрочасти-
цы Ag размером 1000 нм – на 32%. Ранее установ-
лено, что дозы 0.5, 5, 10, 50 и 100 мг/кг наночастиц 
Ag (AgNPs) уменьшали относительную популяцию 
почвенных бактерий относительно контрольных 
значений на 22, 40, 59, 73 и 82% соответственно [15]. 
Как и в настоящем исследовании, степень сниже-
ния микробиологических показателей зависела от 
дозы AgNPs в почве, а максимальное снижение по-
казателя зафиксировано при 100 мг/кг [15]. В рабо-
те [26] аналогичная концентрация 1 мг/кг наноча-
стиц Ag вызвала уменьшение микробной биомассы 
и численности азотфиксирующих бактерий.

При концентрациях 10 и 100 мг/кг частицы Ag 
размером 10 нм оказали более сильное экотокси-
ческое влияние на общую численность бактерий, 
чем частицы Ag размеров 100 и 1000 нм, что под-
тверждено статистически. Однако при дозе 1 мг/кг 
статистически достоверная разница между степе-
нью экотоксического влияния частиц Ag на общую 
численность бактерий отсутствовала.

Снижение обилия бактерий рода Azotobacter от-
мечено только при концентрации 100 мг/кг наноча-
стиц размером 10 нм на 77% относительно контроля.

При дозе 100 мг/кг частицы Ag размером 10 нм 
оказали более сильное экотоксическое влияние на 
обилие бактерий рода Azotobacter, чем частицы Ag 
размеров 100 и  1000 нм, что статистически под-
тверждено. При концентрациях 1 и 10 мг/кг ста-
тистически достоверной разницы между степенью 
экотоксического влияния частиц Ag на обилие бак-
терий рода Azotobacter не наблюдали.

Наночастицы Ag размером 10 нм оказывали бо-
лее сильное экотоксическое влияние на степень 
фиксации азота почвенными бактериями Azotobacter 
vinelandii, чем наночастицы размером 50 нм [56].

По результатам предыдущих исследований по-
казано, что наночастицы Ag меньшего размера 
(10 нм) обладают способностью напрямую прони-
кать в клетку и изменять окислительно-восстано-
вительный процесс, приводить к нарушению син-
теза ДНК и белков, а  также функционирования 
органелл [18, 41].

Изменение фитотоксических показателей при 
загрязнении частицами Ag разного размера (10, 100 
и 1000 нм). Результаты влияния нано- (10 и 100 нм) 
и микрочастиц (1000 нм) Ag на фитотоксические 
показатели (количество проросших семян и длина 
корней редиса) чернозема обыкновенного пред-
ставлены в табл. 2. При концентрации 1 мг/кг на-
ночастиц Ag размером 10 нм установлено сниже-
ние количества проросших семян редиса на 14% 
относительно контроля. Концентрация 10 мг/кг 
наночастиц Ag размером 10 нм и микрочастиц Ag 
размером 1000 нм вызвала уменьшение количе-
ства проросших семян редиса относительно кон-
трольных значений на 26 и 11% соответственно. 

При концентрации 100 мг/кг наночастиц размеров 
10 и 100 нм и микрочастиц Ag размера 1000 нм от-
мечено снижение проросших семян редиса отно-
сительно контроля на 40, 24 и 24%.

При дозах 10 и 100 мг/кг отмечено, что части-
цы Ag размером 10 нм оказали большее экотокси-
ческое влияние на количество проросших семян, 
чем частицы Ag размеров 100 и 1000 нм, что под-
тверждается наличием статистически достоверной 
разницы. В то же время при концентрации 1 мг/кг 
статистически достоверной разницы между степе-
нью экотоксического влияния частиц Ag на коли-
чество проросших семян не зафиксировано.

Наночастицы Ag размером 10 нм концентра-
цией 1 мг/кг ингибировали длину корней редиса 
на 26%. При концентрации 1 мг/кг наночастиц Ag 
размером 100 нм отмечен стимулирующий эффект 
на длину корней редиса на 12%. Наночастицы Ag 
размером 10 нм дозы 10 мг/кг и микрочастицы Ag 
размером 1000 нм снижали длину корней редиса 
на 47 и 10% соответственно. При концентрации 
100 мг/ кг наночастиц размером 10 и 100 нм и ми-
крочастиц Ag размером 1000 нм зафиксировано 
сокращение длины корней редиса на 87, 32 и 35%.

На всех концентрациях наблюдали, что частицы 
Ag размером 10 нм оказывали более сильное эко-
токсическое влияние на длину корней редиса, чем 
частицы Ag размеров 100 и 1000 нм, что подтверж-
дено статистически.

Ранее в  исследованиях был отмечен дозазави-
симый ингибирующий эффект наночастиц Ag на 
прорастание семян риса, их последующий рост 
и развитие [43], на морфометрические показатели 
пшеницы [34, 36], на количество проросших семян 
и длину корней редиса [30]. Наночастицы Ag раз-
мером 10 и 20 нм уменьшали рост корней пшеницы 
в большей степени, чем при размерах наночастиц 40, 
60 и 100 нм [36]. Наночастицы Ag негативно влияют 
на процесс фотосинтеза при накоплении в листьях, 
причем степень влияния зависит от размера частиц. 
Наночастицы Ag диаметром 20 нм были более ток-
сичны, чем наночастицы диаметром 51 и 73 нм [23].

В литературе встречаются исследования, сви-
детельствующие, что частицы Ag большего разме-
ра могут быть более токсичными: экотоксическое 
влияние наночастиц Ag размером 120 и 150 нм на 
прорастание семян и  рост риса (Oryza sativa L.) 
выражено сильнее, чем при размерах 20 и 30–60 
нм [52]. Однако объяснений более высокой эко-
токсичности частиц Ag большего размера относи-
тельно частиц меньшего размера нами встречено 
не было. Данное явление требует дополнительных 
исследований.

Изменение ферментативной активности при за-
грязнении частицами Ag разного размера (10, 100 
и 1000 нм). Результаты влияния нано- (10 и 100 нм) 
и  микрочастиц (1000 нм) Ag на активность 
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ферментов класса оксидоредуктаз (каталазы, де-
гидрогеназ, ферриредуктазы, пероксидазы, поли-
фенолоксидазы) и  гидролаз (уреазы, инвертазы 
и фосфатазы) чернозема обыкновенного представ-
лены в табл. 3.

При концентрации 1 мг/кг наночастиц Ag раз-
мером 10 нм отмечено снижение активности ка-
талазы на 17%, наночастиц Ag размером 100 нм 
и микрочастиц Ag размером 1000 нм на 10 и 12% 
соответственно. Зафиксировано ингибирование 
активности каталазы при концентрации 10 мг/кг 
наночастиц размером 10 и 100 нм и микрочастиц 
Ag размером 1000 нм относительно контроля на 18, 
22 и 15% соответственно. Показатели активности 
каталазы при концентрации 100 мг/кг наночастиц 
размером 10 и 100 нм и микрочастиц Ag размером 
1000 нм были ингибированы на 22, 24 и 20% соот-
ветственно. В результатах исследований, проведен-
ных ранее, отмечено, что наночастицы Ag ингиби-
ровали активность каталазы при 10 и 100 мг/кг на 
14 и 17% соответственно [30].

Во всех концентрациях статистически досто-
верной разницы между степенью экотоксического 
влияния частиц Ag на активность каталазы не уста-
новлено.

Концентрация 1 мг/кг микрочастиц Ag размером 
1000 нм оказала стимулирующий эффект на актив-
ность дегидрогеназ чернозема обыкновенного на 
14%. Концентрация 10 мг/кг наночастиц размером 
100 нм и микрочастиц Ag размером 1000 нм вызвала 
одинаковое ингибирование активности дегидроге-
наз на 11%. При внесении в почву 100 мг/кг наноча-
стиц Ag размером 10 и 100 нм активность дегидроге-
наз снижалась на 50 и 13% соответственно.

При дозах 1, 10 и 100 мг/кг частицы Ag разме-
ром 10 нм оказали более сильное экотоксическое 
влияние на активность дегидрогеназ, чем части-
цы Ag размеров 100 и 1000 нм, что статистически 
подтверждено. Однако при 10 мг/кг достоверной 
разницы между степенью экотоксического влия-
ния частиц Ag размером 10 и 100 нм на активность 
дегидрогеназ не зафиксировано.

По результатам ранее проведенных исследований 
показано, что наночастицы Ag ингибировали актив-
ность дегидрогеназ при 10 и 100 мг/кг относитель-
но контроля на 17 и 41% соответственно [30]. Так-
же при обработке почвы концентрацией 100 мг/кг 
была отмечена наименьшая активность почвенной 
дегидрогеназы через 7 сут инкубации [15]. Отмечена 
высокая чувствительность активности дегидрогеназ 
к наночастицам с Ag, при 100 мг/кг снижение пока-
зателя происходит на 92% от контроля через сутки 
после загрязнения [54]. При этом активность деги-
дрогеназ была более чувствительна к загрязнению 
наночастицами Ag, чем активность каталазы [30].

При концентрации 10 мг/кг микрочастиц Ag 
размером 1000 нм активность пероксидазы была 

ингибирована на 11%. Концентрация 100 мг/кг на-
ночастиц размером 10 и 100 нм и микрочастиц Ag 
размером 1000 нм вызвала ингибирование актив-
ности пероксидазы на 17, 16 и 14% соответственно.

На всех концентрациях статистически досто-
верной разницы между степенью экотоксического 
влияния частиц Ag на активность пероксидазы не 
зафиксировано.

Концентрация 10 мг/кг наночастиц Ag размером 
100 нм снизила активность полифенолоксидазы на 
17%. При 100 мг/кг наночастиц Ag размером 10 и 100 
нм зафиксировано ингибирование активности по-
лифенолоксидазы на 16 и 20% соответственно.

При дозе 100 мг/кг частицы Ag размеров 10 
и 100 нм оказали более сильное экотоксическое 
влияние на активность полифенолоксидазы, чем 
частицы 1000 нм, что подтверждено статистиче-
ски. Однако при концентрациях 1 и 10 мг/кг ста-
тистически достоверной разницы между степенью 
экотоксического влияния частиц Ag на активность 
полифенолоксидазы не наблюдали.

Концентрация 10 мг/кг наночастиц Ag разме-
ром 100 нм ингибировала активность ферриредук-
тазы на 77%. При внесении в почву 10 мг/кг на-
ночастиц размером 10 и 100 нм и микрочастиц Ag 
размером 1000 нм показатели активности ферри-
редуктазы были ингибированы на 36, 47 и 22% со-
ответственно. Концентрация 100 мг/кг наночастиц 
размером 10 и 100 нм и микрочастиц Ag размером 
1000 нм ингибировала активность ферриредуктазы 
на 90, 89 и 51% соответственно.

На всех концентрациях частицы Ag размеров 
10 и  100 нм оказали более сильное экотоксиче-
ское влияние на активность ферриредуктазы, чем 
частицы Ag размером 1000 нм, что подтверждено 
статистически.

При концентрации 1 мг/кг наночастиц раз-
мером 10 и  100 нм и  микрочастиц Ag размером 
1000 нм отмечено ингибирование активности ин-
вертазы на 18, 10 и 17% соответственно. При вне-
сении в  почву 10 мг/кг наночастиц размеров 10 
и 100 нм и микрочастиц Ag размером 1000 нм ак-
тивность инвертазы была ингибирована на 49, 21 
и 20% соответственно. Концентрация 100 мг/кг на-
ночастиц размеров 10 и 100 нм и микрочастиц Ag 
размера 1000 нм вызвала ингибирование активно-
сти инвертазы на 49, 25 и 41% соответственно.

При концентрациях 10 и 100 мг/кг статистиче-
ски подтверждено, что частицы Ag размером 10 нм 
более экотоксичны, чем частицы Ag размеров 100 
и 1000 нм. При дозе 1 мг/кг статистически достовер-
ной разницы между экотоксическим влиянием ча-
стиц Ag на активность инвертазы не зафиксировано.

Концентрация 1 мг/кг наночастиц размером 
100 нм вызвала стимулирующий эффект активно-
сти фосфатазы на 16%.
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Таблица 3. Влияние нано- (10 и 100 нм) и микрочастиц (1000 нм) Ag на ферментативную активность чернозема 
обыкновенного

Размер частиц 
Ag, нм Контроль

Содержание элемента в почве, мг/кг
НСР0.051 10 100

Ферментативная активность
Активность каталазы, мл О2/(г почвы 1 мин)

10 14.57 12.07 11.93 11.33 1.03
100 14.57 13.17 11.43 11.00 1.03

1000 14.57 12.77 12.43 11.63 1.06
НСР0.05 0.95 0.89 0.86

Активность дегидрогеназ, мг ТФФ/(10 г почвы 24 ч)
10 46.16 41.88 41.22 22.95 3.83

100 46.16 46.33 45.33 40.25 4.39
1000 46.16 52.41 46.48 45.07 4.8

НСР0.05 4.93 4.52 3.79
Активность пероксидазы, мг 3,4 бензохинона/(г почвы 30 мин)

10 0.87 0.84 0.82 0.73 0.08
100 0.87 0.84 0.79 0.73 0.08

1000 0.87 0.83 0.77 0.75 0.08
НСР0.05 0.09 0.08 0.08

Активность полифенолоксидазы, мг 3,4 бензохинона/(г почвы 30 мин)
10 0.54 0.52 0.49 0.45 0.05

100 0.54 0.49 0.45 0.43 0.05
1000 0.54 0.52 0.50 0.49 0.05

НСР0.05 0.05 0.05 0.05
Активность ферриредуктазы, мг Fe2O3/(100 г почвы 48 ч)

10 3.08 2.90 1.98 0.30 0.21
100 3.08 2.79 1.65 0.35 0.13

1000 3.08 3.18 2.42 1.50 0.26
НСР0.05 0.25 0.17 0.26

Активность инвертазы, мг глюкозы/(г почвы 24 ч)
10 43.06 35.41 22.05 21.80 3.1

100 43.06 38.70 34.14 32.50 3.75
1000 43.06 35.95 34.41 25.44 3.49

НСР0.05 3.83 3.19 2.8
Активность фосфатазы, мкг п-нитрофенола/(г почвы 1 ч)

10 145.89 145.48 134.03 131.68 14.01
100 145.89 169.25 150.69 144.08 15.46

1000 145.89 157.43 151.32 139.82 15.02
НСР0.05 16.49 15.32 14.59

Активность уреазы, мг NH3/(10 г почвы за 24 ч)
10 3.37 2.90 2.84 2.74 0.3

100 3.37 3.07 3.01 2.73 0.31
1000 3.37 3.30 3.09 2.80 0.32

НСР0.05 0.32 0.31 0.28
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В работе [21] установлено ингибирующее вли-
яние AgNPs аналогичного размера (10 нм) на ак-
тивность кислой фосфатазы. В исследовании [46] 
дозы наночастиц Ag (0.01, 0.1, 0.5, 1, 5, 10) оказы-
вали стимулирующий эффект на активность фос-
фатазы, а дозы 20 и 50 мг/кг ингибировали актив-
ность фермента.

На всех концентрациях статистически достовер-
ной разницы между степенью экотоксического вли-
яния частиц Ag на активность фосфатазы не зафик-
сировано. Степень уменьшения активности фосфа-
тазы при загрязнении наночастицами Ag зависела от 
дозы, а размер частиц влияния не оказывал [19].

При концентрации 1 мг/кг наночастиц Ag раз-
мером 10 нм отмечено снижение активности уреа-
зы относительно контроля на 14%. Концентрация 
10 мг/кг наночастиц размером 10 и 100 нм вызвала 
уменьшение активности уреазы на 16 и 11% соот-
ветственно. Концентрация 100 мг/кг наночастиц 
размеров 10 и 100 нм и микрочастиц Ag размера 
1000 нм ингибировала активность уреазы на 19, 19 
и 17% соответственно.

На всех концентрациях не зарегистрировано 
статистически достоверной разницы между эко-
токсическим влиянием частиц Ag разного размера 
на активность уреазы.

По результатам исследований, проведенных ра-
нее, показано, что активность уреазы максимально 
снизилась при концентрации 100 мг/кг AgNPs [15]. 
Концентрации наночастиц Ag (0.01, 0.1, 0.5, 1, 5, 10) 
оказывали стимулирующий эффект на активность 
уреазы, а 20 и 50 мг/кг ингибировали активность 
фермента [46].

Оценка экотоксичности частиц Ag в зависимости 
от их размера. Как видно из полученных результатов, 
в большинстве случаев наночастицы Ag размером 10 
нм оказывали более сильное экотоксическое влия-
ние на исследуемые биологические показатели, чем 
наночастицы Ag размером 100 нм и  микрочасти-
цы Ag размером 1000 нм. Существенных различий 
в экотоксичности частиц Ag размером 100 и 1000 нм 
выявлено не было. Разница в воздействии частиц 
Ag разного размера усиливалась с увеличением кон-
центрации Ag в почве: чем больше концентрация 
Ag в почве (от 1 до 100 мг/кг), тем более выражена 
разница в экотоксичности между частицами Ag 10 
нм и частицами 100 и 1000 нм. Более чувствительны 
к загрязнению наночастицами Ag фитотоксические 
показатели при всех исследованных концентрациях 
(1, 10 и 100 мг/кг); общая численность бактерий, ак-
тивность инвертазы и фосфатазы – при 10 и 100 мг/
кг; обилие бактерий рода Azotobacter и активность 
дегидрогеназ – при 100 мг/кг. Эти показатели це-
лесообразно использовать при биодиагностике эко-
токсичности наночастиц Ag.

Бóльшая токсичность наночастиц Ag по сравне-
нию с микрочастицами, по-видимому, обусловлена 

рядом факторов. Наночастицы Ag обладают более 
выраженной способностью проникать через био-
логические барьеры организма, накапливаться 
в клетках и высвобождать ионы Ag под действи-
ем окислителей [25]. Более высокая реакционная 
способность наночастиц Ag обусловлена большой 
площадью их поверхности  [55]. Антимикробная 
активность наночастиц Ag вызвана высвобожде-
нием катионов Ag с наноструктурированной по-
верхности [17], а также их способностью изменять 
проницаемость клеток и продуцировать активные 
формы кислорода  [29, 42]. Наночастицы Ag раз-
мером менее 10 нм могут проникать в цитоплазму 
и нарушать клеточный метаболизм и ингибировать 
биохимические процессы [41, 49]. Между AgNPs 
размером 10 нм и клеткой происходит более эф-
фективный контакт, что приводит к более высокой 
внутриклеточной биодоступности Ag, чем в случае 
с более крупными нано- и микрочастицами Ag [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Загрязнение чернозема обыкновенного нано- 

(10 и 100 нм) и микрочастицами (1000 нм) Ag ведет 
к уменьшению значений биологических показате-
лей чернозема обыкновенного. Степень экотоксич-
ности Ag зависит от концентрации металла в почве. 
Чем выше концентрация Ag в почве, тем сильнее 
снижение значений биологических показателей. 
Степень экотоксичности Ag зависит от размера его 
частиц. В большинстве случаев наночастицы Ag 
размером 10 нм оказывали более сильное экоток-
сическое влияние на исследуемые биологические 
показатели, чем наночастицы Ag размером 100 нм 
и микрочастицы Ag размером 1000 нм.
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Assessment of Different Sizes Silver Particles According 
to the Haplic Chernozem Biological Indicators

N. I. Tsepina1, S. I. Kolesnikov1, T. V. Minnikova1, *,  
A. S. Ruseva1, D. A. Trufanov1, and K. S. Kazeev1

1Southern Federal University, Academy of Biology and Biotechnology, Rostov-on-Don, 344090 Russia

*e-mail: loko261008@yandex.ru

The ecotoxicity of Ag particles of different sizes was assessed by microbiological, biochemical and 
phytotoxic indicators of the upper layer (0-20 cm) of ordinary chernozem (Haplic Chernozem) in 
a laboratory model experiment. We studied the effect of nano- (10 and 100 nm) and microparticles 
(1000 nm) of Ag at concentrations of 1, 10 and 100 mg/kg on the biological parameters of ordinary 
chernozem 30 days after contamination: the activity of catalase, dehydrogenases, ferrireductase, urease, 
peroxidase, poliphenoloxidase, invertase, phosphatase, the total number of bacteria, the abundance of 
bacteria of the genus Azotobacter, the number of germinated seeds and the length of radish roots. It was 
found that the ecotoxicity of Ag particles depends on their size: in most cases, Ag particles 10 nm in size 
had a stronger ecotoxic effect on biological parameters than particles 100 and 1000 nm in size. There 
were no significant differences in the ecotoxicity of 100 and 1000 nm Ag particles. The difference in 
the effects of Ag particles of different sizes increased with increasing Ag concentration in the soil: the 
higher the Ag concentration in the soil (from 1 to 100 mg/kg), the more pronounced the difference in 
ecotoxicity between 10 nm Ag particles and 100 and 1000 nm Ag particles. Phytotoxic indicators are 
more sensitive to contamination by Ag nanoparticles at all concentrations studied (1, 10 and 100 mg/ kg); 
total number of bacteria, invertase and phosphatase activity – at 10 and 100 mg/kg; the abundance of 
bacteria of the genus Azotobacter and the activity of dehydrogenases – at 100 mg/kg. It is advisable to 
use these indicators in biodiagnostics of the ecotoxicity of Ag nanoparticles.
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