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Введение
За последнее десятилетие в значительном числе ис-

следований проанализировано воздействие микро- и 
наноразмерных материалов на наземные и водные си-
стемы, а также механизмы их токсичности для чело-
века, животных и растительных организмов. Однако 
существуют вопросы, которые требуют дальнейше-
го внимания. Загрязнение пластическими полимера-
ми стало в настоящее время глобально важной эко-
логической проблемой в мире [3, 8, 12, 13, 15, 24, 25]. 
Полиэтилен, полистирол, поливинилхлорид и поли-
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метилметакрилат используются в различных про-
мышленных производствах и в быту. Частицы пла-
стика <5 мм определяются как микропластик (МП), 
в окружающей среде размер частиц МП колеблется 
от нескольких микрон до нескольких миллиметров, 
появляются даже наноразмерные частицы [12, 19, 25]. 

Первичный пластик микроразмера – это обычно 
промышленное сырье, которое используется, напри-
мер, в изготовлении средств медицинского назначе-
ния и косметических препаратов; большие количества 
пластиковых микрошариков применяются в различ-
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ных производствах для увеличения трения и очища-
ющего эффекта. После применения первичный МП в 
больших количествах поступает через канализацию 
в водную среду. 

Вторичный МП в основном образуется в результате 
крупномасштабного механического дробления пла-
стических полимеров, например, при износе пласт-
массовых конструкций, пластиковых труб, шин или 
при биологическом разложении пластика [19, 25].

Предполагается, что в первую очередь МП первич-
ный и выделяющийся из материалов, контактирую-
щих с водой или почвой, оказывает воздействие на 
пресноводные организмы. Paramecium caudatum и 
Tetrahymena thermophila – свободноживущие отно-
сительно крупные (до 300 мкм) одноклеточные ор-
ганизмы широко распространены в прудах, реках и 
озёрах. Эти инфузории находятся на первом уровне 
водной пищевой цепи и, следовательно, обладают спо-
собностью переносить загрязняющие вещества, такие 
как тяжелые металлы, на более высокие трофические 
уровни.

Исследование в данной работе направлено на рас-
ширение знаний о роли МП как потенциального ток-
сичного агента, попадающего в пресноводную пище-
вую цепь. В естественной среде обитания организмы 
обычно подвергаются одновременному воздействию 
нескольких загрязнителей окружающей среды. Биоло-
гические эффекты, возникающие в результате суммы 
токсических взаимодействий, могут значительно от-
личаться от эффектов, вызванных воздействием каж-
дого загрязняющего вещества в отдельности. Опас-
ность МП заключается как в прямом воздействии на 
биологические системы, так и в переносе других за-
грязняющих окружающую среду токсикантов [7, 16, 
24]. МП благодаря своим уникальным характеристи-
кам, таким как небольшой размер, пористость, вы-
сокое соотношение поверхности и объема и высокая 
гидрофобность, легко адсорбирует тяжелые металлы 
[21, 30]; например, полиэтиленовые МП и хлориро-
ванные полиэтиленовые МП могут адсорбировать на 
своей поверхности медь (Cu2+), кадмий (Cd2+ ) и сви-
нец (Pb2+) [4, 24, 31]. Взаимодействие между МП и тя-
желыми металлами может изменить поведение ионов 
металлов в окружающей среде, их биодоступность и 
потенциальную токсичность, что сопряжено с суще-
ственными экологическими рисками. 

 В последние годы в связи с развитием нанотехноло-
гий в мире возросло использование наночастиц (НЧ) 
металлов и металлосодержащих соединений [27], ко-
торые попадают в окружающую среду всевозможны-
ми путями. Такие обстоятельства, как сброс город-
ских канализационных вод, накопление мусорных 
отходов, городские промышленные и сельскохозяй-
ственные сточные воды, являются причинами про-
никновения НЧ металлов в водные объекты [20]. 

Присутствие НЧ тяжелых металлов в окружающей 
среде может оказать потенциально негативное воздей-
ствие на жизнедеятельность наземных, почвенных и 
водных организмов. Физические и химические свой-
ства НЧ выступают в качестве ключевых факторов, 
влияющих на проникновение, транслокацию и нако-
пление НЧ в клетках организма.

Основой токсичности НЧ тяжелых металлов счи-
тается индукция окислительного стресса [17, 22, 27]. 
Этот процесс возникает при дисбалансе между обра-
зованием свободных радикалов азота и кислорода и 
уровнем антиоксидантной защиты, как ферментатив-
ной, так и не ферментативной [11]. 

Проведено множество экспериментов с целью ис-
следования сложных физических и химических ме-
ханизмов взаимодействия между МП и тяжелыми 
металлами [18, 23], всесторонне изучались такие фак-
торы, как структурная конфигурация, реакционная 
способность, pH, скорость адсорбции тяжелых метал-
лов на микропластике в водной среде [23], но инфор-
мация о совместном влиянии МП и НЧ металлов на 
биологические системы остается недостаточной. Ад-
сорбция НЧ тяжелых металлов на поверхности МП 
может приводить к появлению неожиданных токси-
ческих эффектов и при попадании внутрь организ-
ма ощутимо влиять на функции клеток, поэтому в 
представленном исследовании мы оценивали двига-
тельную активность и функциональные особенности 
поведения пресноводных одноклеточных организ-
мов Paramecium caudatum и Tetrahymena thermophila 
в условиях раздельного и сочетанного присутствия 
полиэтиленового микропорошка и НЧ оксидов меди 
CuО (20–60 нм), цинка ZnО (40–60 нм) и молибдена 
МоО3 (5–20 нм) в среде культивирования.

Материалы и методы
В опытах использован полиэтиленовый порошок 

300 мкм ЛПЭНП (ОСЧ 99,9%; производство Казань-
оргсинтез, Россия), поскольку полиэтилен – наиболее 
распространенный в мировом производстве полимер 
и один из основных компонентов МП, встречающе-
гося в пресноводных экосистемах [1, 12]. Наночасти-
цы были получены в ОИВТ РАН методом лазерной 
абляции металлических мишеней, помещенных в раз-
личные жидкости [1]. Для опытов в ультразвуковом 
диспергаторе ULTRA-TURRAX® Tube Drive нами го-
товилась суспензия металлосодержащих наночастиц 
на основе физиологического раствора и дистиллиро-
ванной воды (рН = 7). 

Опыты были проведены на инфузориях Parame-
cium caudatum и Tetrahymena thermophila – хорошо 
изученных моделях-биоиндикаторах для исследова-
ний воздействия факторов среды [2, 14, 26, 32]. Преи-
мущество экспериментов с этими микроорганизмами 
заключается в их коротком жизненном цикле, про-
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оценки значимости различий между вариантами опы-
тов применяли t-критерий Стьюдента (Statistica 12.6).

Результаты
Присутствие полиэтиленового порошка в среде ин-

кубирования привело к снижению скорости движений 
у исследуемых нами видов инфузорий. Численность 
жизнеспособных клеток P. caudatum и T. thermophila 
начала снижаться через 2 ч от начала опыта (рис. 1).

НЧ оксидов тяжелых металлов в опытных кон-
центрациях также оказали значительное негативное 
влияние на клетки P. caudatum и T. thermophila: со-
кратилась подвижность ресничек, отмечались мор-
фологические изменения тела, наблюдался лизис и 
разрушение мембран клеток. Коллоидный раствор 
НЧ оксида цинка (3,9 мг/л) был токсичен для инфу-
зорий в большей степени, чем суспензии НЧ оксида 
меди (122 мг/л) или молибдена (131 мг/л). Токсическое 
действие НЧ оксида меди не зависело от продолжи-
тельности воздействия, тогда как негативное влияние 
наночастиц соединений цинка и молибдена уменьши-
лось после 8 ч инкубирования, что, вероятно, связано 
с адаптацией клеток к новым условиям среды (рис. 2).

Одновременное присутствие в среде культивиро-
вания МП и НЧ оксидов тяжелых металлов значи-
мо уменьшило выживаемость клеток инфузорий при 
сравнении с контрольной группой и наличием каждо-
го токсиканта в отдельности. 

Повышение супероксиддисмутазной (СОД) и ка-
талазной (КАТ) активностей является индикатором 
окислительного стресса в клетках. Результаты биохи-
мического анализа продемонстрировали общее уве-
личение активности двух антиоксидантных фермен-
тов, которое коррелировало с действием НЧ оксидов 
металлов. Значимое увеличение СОД в сравнении с 
контролем наблюдалось, когда клетки P. caudatum 
подвергались воздействию НЧ оксида цинка либо НЧ 
оксида меди (рис. 3).

При наличии в среде одного только полиэтилено-
вого порошка активность СОД в клетках инфузорий 
Paramecium caudatum оказалась меньше, нежели в 
случае одновременного сочетанного присутствия в 
культуральной среде МП и каких-либо из исследуе-
мых нами металлосодержащих НЧ (рис. 3). 

 Значимое усиление активности антиоксидантного 
фермента КАТ наблюдалось нами только у инфузо-
рий, подвергшихся воздействию НЧ оксида цинка. 
Повышение уровня этого фермента в клетках после 
воздействия НЧ оксида меди и НЧ оксида молибде-
на было незначительным по сравнению с интактны-
ми клетками (рис. 4). Между тем, нами установлено, 
что активность КАТ повышалась в клетках в случае 
инкубирования их в среде, содержащей смесь МП и 
НЧ оксида меди либо смесь МП и НЧ оксида молибде-
на, и показатели КАТ для этих клеток были выше, чем 

стоте и экономичности лабораторных манипуляций 
с клетками.

 Клетки (n = 10–12) собирали вручную из маточной 
культуры (стационарная фаза роста) и инокулировали 
в 96-луночные культуральные планшеты с добавле-
нием либо 50 мкл МП, либо 50 мкл НЧ оксида метал-
ла, либо смеси МП и НЧ оксида металла. P. caudatum 
и T. thermophila инкубировали до 24 ч при темпера-
туре 22 ± 2 °С без доступа к пище. В контрольный 
момент времени подсчитывали жизнеспособные и 
нежизнеспособные клетки с применением светового 
микроскопа и цифровой камеры Levenhuk C310, 3.1 
Mpixel; погибшими считали те клетки, которые были 
неподвижны и не сохранили типичную форму. 

Выживаемость (N, %) рассчитывали по формуле:
N = N2/N1 × 100,
где N 2 – среднее число клеток в контрольный мо-

мент времени эксперимента и N1 – среднее число кле-
ток в начале эксперимента.

Репродуктивную способность P. caudatum исследо-
вали, помещая одну клетку инфузории в лунки куль-
турального планшета (использовали 24-луночные 
планшеты) и фиксируя динамику роста (численность 
потомства) в течении 96 ч. В лунки добавляли соот-
ветствующие объемы МП, наночастиц и питательной 
среды (включая пищу – стерильную взвесь дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae). Влияние исследуемых ча-
стиц на воспроизводство потомства оценивали как 
снижение скорости бинарного деления по сравнению 
с контрольными клетками. Контрольные эксперимен-
ты проводили только с использованием чистых пита-
тельных сред. 

Антиоксидантную ферментативную активность в 
клетках P. caudatum и T. thermophila анализировали с 
использованием общепринятых методик биохимиче-
ского анализа. Клетки инокулировали в 96-луночный 
планшет (~700 клеток/лунка) и подвергали воздейст-
вию сред с МП, НЧ оксидов металлов и их смеси. По-
сле 24-часового воздействия клетки центрифугирова-
ли при 800 g в течение 15 минут, а осадок клеток перед 
обработкой ультразвуком при 4 °C суспензировали в 
5 мл предварительно охлажденного физраствора, за-
буференного фосфатами (PBS); далее лизаты клеток 
центрифугировали при 13 000 g в течение 20 мин при 
4 °C, а затем собирали надосадочную жидкость (1 мл) 
для анализа активности антиоксидантных ферментов: 
супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ). Ак-
тивность СОД измеряли в соответствии с протоколом 
Бочампа и Фридовича [5]. Активность КАТ в клетках 
анализировали с помощью спектрофотометрического 
анализа (UV-3600, Shimadzu) методом прямого изме-
рения распада Н2О2 при длине волны 240 нм, как опи-
сано Бирсом и Сайзером [6]. 

Для статистического анализа обрабатывались ре-
зультаты трех независимых опытных повторов; для 
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Рис. 1. Выживаемость N (%) клеток P. caudatum и T. thermophila в среде с 50 мкл полиэтиленового порошка, инкубация 24 ч. 
Представлены средние по трем независимым экспериментам; * p < 0,5; ** p < 0,01 для различий между средними значениями, 
указанными линией

Рис. 2. Выживаемость N (%) клеток P. caudatum (А) и T. thermophila (Б) при 24-часовом воздействии токсикантов

Рис. 3. Активность СОД в клетках P. caudatum в контроле и при наличии МП и металлосодержащих НЧ в среде
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ние настолько сильно, что число дочерних клеток в 
каждой лунке планшета к третьим суткам экспери-
мента оказалось почти равным нулю. 

Данные о негативном сочетанном воздействии по-
лиэтиленового порошка и металлосодержащих нано-
частиц на репродуктивную функцию P. caudatum по-
лучены также и в опытах с частицами оксида меди и 
оксида молибдена.

в случае присутствия в среде культивирования только 
одного полиэтиленового порошка (рис. 4). Аналогич-
ные данные были получены в результате биохимиче-
ского анализа лизата клеток T. thermophila. 

Дополнительно установлено, что полиэтиленовый 
МП ингибирует бесполое размножение (деление) 
у Paramecium caudatum (рис. 5). Сочетанное влияние 
МП и НЧ оксида цинка подавляло у инфузорий деле-

Рис. 4. Активность каталазы в клетках P. caudatum в контроле и при наличии МП и металлосодержащих НЧ в среде 

Рис. 5.  Число клеток P. caudatum в среде с полиэтиленовым микропорошком (300 мкм) и НЧ оксида ZnO (~60 нм) относительно 
числа интактных клеток в контроле (%) при различных сроках инкубации в условиях бесполого размножения 
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(H2O2) [22]. Генерация реактивных радикалов возмож-
на как за счет взаимодействия металлосодержащих 
НЧ или же высвободившихся из нанокомплекса ионов 
металла с внешней мембраной инфузорий (каскадный 
механизм перекисного окисления липидов), так и вну-
три клеток инфузорий при взаимодействии НЧ с эндо-
плазматической сетью и митохондриями [9, 28].

 Результаты нашего эксперимента подтверждают, 
что MП является окислительным стрессором и в со-
четании с металлосодержащими НЧ приводит к из-
менению окислительного статуса инфузорий в пользу 
образования агрессивных свободных радикалов.

Сочетанное действие полиэтиленового пластика и 
НЧ оксида металла оказали резко негативное влияние 
на репродуктивные функции инфузорий. Обычно бес-
полый процесс размножения у Paramecium caudatum 
происходит при благоприятных условиях – темпера-
туре 20–25 °C и рН  6,6–7,6; в этом случае одна особь 
может делиться два раза в сутки [2]. Результаты про-
веденных нами опытов показали, что одновременное 
наличие в среде культивирования микрочастиц пла-
стика и металлосодержащих НЧ полностью ингиби-
рует процесс деления у инфузорий данного вида.

Заключение
Наше исследование демонстрирует, что простейшие 

пресноводные организмы P. caudatum и T. thermophila 
уязвимы к сочетанному воздействию МП и НЧ окси-
дов таких металлов, как медь, цинк и молибден, силь-
нее, чем при действии этих веществ по раздельности. 
Микропластик и наночастицы металлов являются 
двумя важными источниками загрязнения водных 
экосистем, и взаимодействие этих двух токсикантов 
может вызвать опасные последствия для окружающей 
среды и живых организмов. Адсорбируя наночастицы 
металлов, микропластики выступают переносчика-
ми таких загрязнителей в водной среде, и кроме того, 
воздействуя комплексно с металлосодержащими ча-
стицами, способны в высшей степени отрицательно 
изменить жизненные функции водных организмов. 
Полученные нами данные подтверждают необходи-
мость дополнительных исследований для более точ-
ного понимания негативных последствий присутст-
вия микропластика в водной среде с экологической и 
токсикологической точек зрения; для оценки рисков 
синергетического воздействия наноразмерных мате-
риалов на живые организмы. 

 
Исследование выполнено в рамках научного проекта 

государственного задания МГУ имени М.В. Ломоно-
сова (тема «Нейробиологические основы поведения 
животных» № 121032500080-8). 

Обсуждение результатов
 В наших опытах после воздействия полиэтилено-

вого порошка, либо металлосодержащих НЧ, либо 
их смеси наблюдались изменения в локомоции P. 
caudatum и T. thermophila. Движение инфузорий ста-
новилось аномальным: отмечались выраженные од-
нонаправленные круговые траектории, сопровожда-
ющиеся заметным снижением скорости с нарушением 
ритма биения ресничек. В результате сочетанного 
воздействия МП и НЧ оксидов металлов было за-
регистрировано «слипание» ресничек и нарушение 
целостности мембранного аппарата клеток. Следо-
вательно, физическое повреждение от микрочастиц 
могло стать основной причиной нарушения двига-
тельной активности P. caudatum и T. thermophila.

НЧ легко проникают через клеточную мембрану, 
далее попадают в цитоплазму и внутрь клеточных 
органелл [29]. Известно, что НЧ малого размера (ме-
нее 10 нм) могут проходить через клеточные мембра-
ны путем диффузии, тогда как НЧ большего размера 
проникают в клетки с помощью других механизмов 
транспорта, таких как фагоцитоз, микропиноцитоз и 
прочее [29, 33]. Размер НЧ обеспечивает прохождение 
мембран для взаимодействия с такими органеллами, 
как митохондрии, лизосомы и ядро, что в конечном 
итоге приводит к повреждению клеток [9–10, 29]. 

Мы получили данные, что при инкубировании 
клеток в среде, содержащей смесь полиэтиленового 
порошка и НЧ оксида металла, происходили изме-
нения мембранного аппарата и заметная реоргани-
зация структур цитоскелета Paramecium caudatum и 
Tetrahymena thermophila, которые становились причи-
ной гибели этих организмов (не показано).

Морфологические и функциональные нарушения у 
двух видов инфузорий под влиянием НЧ оксидов ме-
таллов могут быть связаны с развитием окислитель-
ного стресса, что соответствует показанному нами 
увеличению активности антиоксидантных фермен-
тов СОД и КАТ более чем на 20%, указывающему на 
запуск каскада окислительных процессов в клетках 
Paramecium caudatum и Tetrahymena thermophila. Сов-
местное действие СОД и КАТ обеспечивает разложе-
ние перекиси водорода, таким образом уменьшая по-
вреждение клеток [28]. 

 Большая удельная поверхность НЧ оксидов тяже-
лых металлов увеличивает их каталитические и ад-
сорбционные свойства и химическую реакционную 
способность. Дополнительно ионы металлов Cu, Zn и 
Mo сами по себе могут обладать способностью ката-
лизировать активные формы кислорода (АФК), такие 
как синглетный кислород, супероксид (O2•–), гидрок-
сил (HO•), гидропероксил (HO2•), перекись водорода 
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