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Аннотация 

Исследовано токсическое действие бикомпонентных наночастиц ZnО-ZnFe2O4, 

являющихся основным действующим компонентом отечественного противооб-

растающего покрытия, на маркерные показатели клеток гемолимфы (гемоциты) 

средиземноморской мидии (Mytilus galloprovincialis) в экспериментальных условиях 

in vitro. Оценивались следующие показатели: смертность, клеточный состав и про-

дукция активных форм кислорода. В эксперименте гемоциты инкубировали в тече-

ние 1 и 2 ч в 1 мл стерильной морской воды, содержащей наночастицы в различных 

концентрациях: 0.03, 0.3 и 3 мг/мл. Данные анализировали с помощью метода про-

точной цитометрии. Установлено, что действие наночастиц ZnО-ZnFe2O4 оказало 

влияние на клеточный состав гемолимфы: снижалась доля агранулоцитов, воздейст-

вие 0.03 мг/мл наночастиц при часовой инкубации снижало уровень продукции ак-

тивных форм кислорода в 2.5 раза по сравнению с контрольной пробой (p ≤ 0.05). 

Инкубация гемоцитов с максимальной концентрацией наночастиц (3 мг/мл) привела 

к гибели клеток уже через 1 ч после воздействия. Острого токсического воздействия 

на гемоциты при применении 0.03 мг/мл и 0.3 мг/мл наночастиц оксида цинка и фер-

рита цинка не наблюдалось.  
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Abstract  

The present work investigates the toxic effect of bicomponent ZnO-ZnFe2O4 nanoparticles, 

which are the main active component of the domestic antifouling coating, on marker indi-

cators of Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis) hemolymph cells (hemo-

cytes) under in vitro experimental conditions. The following indicators were eva-

luated: mortality, cellular composition and production of reactive oxygen species. In the 

experiment, hemocytes were incubated for 1 and 2 hours in 1 mL of sterile seawater con-

taining nanoparticles of different concentrations: 0.03, 0.3 and 3 mg/mL. The data were 

analyzed using the flowing cytometry. It was shown that ZnО-ZnFe2O4 nanoparticles had 

an effect on the cellular composition of the hemolymph: the proportion of agranulocytes 

decreased and hour exposure to 0.03 mg/mL nanoparticles reduced the level of production 

of reactive oxygen species by 2.5 times compared to the control (p ≤ 0.05). Incubation of 

hemocytes with a maximum concentration of nanoparticles (3 mg/mL) led to cell death 

within 1 hour after exposure. No acute toxic effects on hemocytes with the use of 

0.03 mg/mL and 0.3 mg/mL of zinc oxide and zinc ferrite nanoparticles were observed. 
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Введение 

Биообрастание – это естественный процесс, предполагающий прикрепле-

ние микро- и макроорганизмов к различным субстратам, находящимся в вод-

ной среде
 1)

. При этом поселение организмов-обрастателей на поверхностях 

гидротехнических сооружений причиняет значительный ущерб судоходству, 

нефтяным платформам и промышленности в целом [1, 2]. Общемировой 

ущерб от морского обрастания на данный момент превышает 50 млрд долла-

ров США в год [3]. Основная задача противообрастающих покрытий – пре-

дотвращение образования биологической пленки, которая является первым 

этапом биообрастания [4]. В то же время такие покрытия должны быть безо-

пасными по отношению к нецелевым организмам. Широко применяемые 

в прошлом противообрастающие покрытия создавали на основе таких биоци-

дов, как трибутилолово и медь, которые оказались высокотоксичными по от-

ношению к морским организмам и были запрещены [5–7]. 

Один из инновационных методов защиты от биообрастания – примене-

ние покрытий на основе наноструктур оксидов металлов [8]. Наиболее часто 

используются наночастицы металлов цинка, алюминия, железа, титана, 

серебра и меди, а также их оксиды [9]. Такие наночастицы обладают дока-

занными антибактериальными, антикоррозионными и противообрастающими 

свойствами [10]. 

Важным качеством новых противообрастающих компонентов является 

их низкая токсичность для водных организмов. Тем не менее имеющихся 

в литературе данных недостаточно для того, чтобы сделать однозначный вы-

вод о токсичности наночастиц по отношению к морским организмам. Извест-

но, что токсичность наночастиц зависит от вида металла, размера, формы 

и поверхностного заряда частиц [11]. Среди возможных механизмов токсиче-

ского действия наночастиц на организм гидробионтов можно выделить про-

дукцию ими активных форм кислорода (АФК), что является следствием не-

пропорционально большой площади поверхности наночастиц [12]. Перепро-

изводство АФК, превышающее способность клеток к антиоксидантной защи-

те, вызывает окислительный стресс, приводящий к нарушениям структуры 

клеточной мембраны, митохондрий, окислению белков и ДНК [13, 14]. 

Например, исследование воздействия наночастиц оксигидроксида алюминия 

(бѐмита) не выявило острой токсичности по отношению к Daphnia magna 

(Straus, 1820) [15]. В то же время исследование наночастиц диоксида титана 

выявило способность наночастиц накапливаться в организме дафний [16]. 

Воздействие наночастиц оксида меди приводило к нарушению поведения 

моллюска Scrobicularia plana (da Costa, 1778) [17]. А воздействие наночастиц 

оксида цинка оказывало негативное влияние на развитие личинок морской 

рыбы Oryzias melastigma (McClelland, 1839) [18]. 

В настоящий момент разработка противообрастающих покрытий на ос-

нове наночастиц считается перспективным направлением. Ранее был создан 

новый компонент противообрастающей краски, содержащий наночастицы 

1) Подводная технология / В. А. Коробков [и др.]. Ленинград : Судостроение, 1981. 240 с. 

URL: https://www.geokniga.org/bookfiles/geokniga-podvodnaya-tehnologiya.pdf (дата обраще-

ния: 11.03.2023). 
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ZnO-ZnFe2O4, полученные путем электрического взрыва свитых проволочек 

цинка и железа в кислородосодержащей атмосфере. Наночастицы ZnO 

способны поглощать видимый свет и ингибировать рост микроорганизмов 

вследствие фотокаталитического процесса [19]. Состав является отечествен-

ной разработкой и имеет доказанные противообрастающие свойства [20], 

но нет данных о его безопасности по отношению к морским организмам.  

Поскольку применяемый нами способ получения наночастиц является доста-

точно оригинальным [21], а частицы изучаемого состава, как нам известно, 

были получены впервые, подробное изучение их физико-химических свойств, 

а также механизмы биологического действия являются предметом наших бу-

дущих исследований. 

Двустворчатые моллюски являются удобными модельными объектами 

для изучения воздействия наночастиц, так как ведут прикрепленный образ 

жизни и являются фильтраторами [22]. Функциональное состояние моллю-

сков оценивают по морфологическим и физиологическим показателям клеток 

гемолимфы – гемоцитам, которые, в свою очередь, являются эффекторами 

клеточного иммунитета [23]. В основе клеточного иммунного ответа лежит 

продукция гемоцитами активных форм кислорода (АФК), фагоцитоз и инкап-

суляция инородных тел [24, 25]. Гемоциты моллюска реагируют на действие 

раздражителей респираторным взрывом, суть которого состоит в резком уве-

личении продукции клетками АФК, вызывающими окислительный стресс 

у патогенных организмов [26]. Гемоциты являются общепринятой моделью 

для оценки физиологического состояния моллюсков [6]. 

Изучение токсичности новых компонентов краски на основе наночастиц, 

определение допустимых диапазонов концентрации и понимание влияния 

наночастиц на эффекторы иммунной системы является актуальной задачей. 

В связи со сказанным выше целью настоящей работы является оценка токси-

ческого действия наночастиц ZnO-ZnFe2O4 на функциональные показатели 

гемоцитов гемолимфы двустворчатого моллюска Mytilus galloprovincialis. 

Материалы и методы 

Половозрелые мидии (M. galloprovincialis) возрастом четыре года, массой 

12.9 ± 2.3 г, размером 57.8 ± 1.8 мм были отобраны в количестве 210 шт. 

в прибрежной акватории Севастополя (температура воды 15–20 °C, соленость 

17–18 ЕПС, содержание кислорода 7.2–8.5 мг/л). Мидий доставляли в лабора-

торию в пластиковых контейнерах без воды. Моллюсков акклимировали 

к лабораторным условиям в аквариумах с плотностью посадки 3–5 л на особь 

в течение 7 сут. В аквариумах поддерживались условия, близкие к точке сбо-

ра материала: температура – 23.3 ± 0.1 °C, соленость – 18.2 ± 0.02 ЕПС, pH – 

8.1 ± 0.01, содержание кислорода – 7.7 ± 0.1 мг/л. Содержание кислорода 

и температуру воды контролировали при помощи портативного кислородомера 

с температурным датчиком ST300D (Ohaus, США). Соленость и рН контроли-

ровали при помощи портативного кондуктометра-солемера sensION 5 HACH 

(США) и рН-метра ST2100-F (Ohaus, США). На протяжении всего экспери-

мента, включая период акклимации к лабораторным условиям, для удаления 

метаболитов ежедневно меняли воду с сохранением значения солености. 

Моллюсков кормили смесью микроводорослей Tetraselmis viridis (штамм 

IBSS–25 из коллекции отдела биотехнологии и фиторесурсов ФИЦ ИнБЮМ) 



128                                    Ecological Safety of Coastal and Shelf Zones of Sea. No. 1. 2023 

из расчета 5–10 мл смеси на каждые 50 л аквариумной воды. После акклима-

ции гидробионтов разделили на 7 групп по 30 особей в каждой группе (одна 

контрольная, три группы с инкубацией в течение 1 ч (группы 1.1, 1.2 и 1.3), 

три группы с инкубацией в течение 2 ч (группы 2.1, 2.2 и 2.3). 

Влияние наночастиц на гемоциты моллюсков исследовалось в условиях 

in vitro. Для этого у 10 особей стерильным шприцем из мускула-замыкателя 

отбирали гемолимфу и объединяли в одну пробу. Для получения гемоцитов 

объединенную пробу трижды отмывали в стерильной морской воде путем 

центрифугирования (500 g, 5 мин). Для дальнейшего анализа использовали 

осадок. Все работы по отмывке и подготовке клеток для анализа проводились 

при температуре +4 °С для предотвращения слипания клеток. 

В эксперименте клетки инкубировали в 1 мл стерильной морской воды, 

содержащей наночастицы. В каждой пробе содержалось 1·10
6
 клеток/мл. 

В работе применялись синтезированные в рамках проекта Российского науч-

ного фонда биметаллические наночастицы ZnO-ZnFe2O4 в различных концен-

трациях: 0.03 (концентрация ниже активной в 10 раз), 0.3 (активная концен-

трация разработанной противообрастающей смеси) и 3 (концентрация выше 

активной в 10 раз) мг/мл. Клетки инкубировали в термошейкере с охлаж-

дением для микропробирок (Biosan TS-100C) при температуре +4 °С и 

1000 об/мин. Одну часть проб гемоцитов в диапазоне исследуемых кон-

центраций наночастиц (группы 1.1 (концентрация наночастиц в пробе 

0.03 мг/мл), 1.2 (0.3 мг/мл) и 1.3 (0.03 мг/мл)) инкубировали в течение 1 ч, 

другую (группы 2.1 (концентрация наночастиц в пробе 0.03 мг/мл), 2.2 

(0.3 мг/мл) и 2.3 (0.03 мг/мл)) – в течение 2 ч. Контролем служила проба  

гемоцитов в морской воде без наночастиц. После инкубации клетки опытных 

проб отмывали от наночастиц в стерильной морской воде путем центрифуги-

рования (500 g, 5 мин). 

Анализ функциональных показателей гемоцитов проводился на проточ-

ном цитометре Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, США), оборудованном од-

нофазным аргоновым лазером (длина волны 488 нм). Для анализа методом 

проточной цитометрии готовили суспензию с концентрацией гемоцитов  

(1–2)∙10
6
 клеток на 1 мл. 

Для идентификации типов гемоцитов готовую суспензию клеток гемо-

лимфы окрашивали красителем SYBR Green I (SGI). Финальная концентрация 

SGI в пробе – 10 мкмоль/л. Окрашенные клетки инкубировали 40 мин в тем-

ноте при 4 °C. Содержание ДНК в гемоцитах анализировали на основании 

гистограмм распределения флуоресценции красителя в канале FL1 при по-

мощи программы Flowing Software 5.2. Ось абсцисс на гистограмме распре-

деления флуоресценции красителя отображала содержание ДНК в клетках, 

а ось ординат – число клеток. 

Оценка способности гемоцитов к спонтанной продукции АФК проводилась 

на основании оценки интенсивности флуоресценции красителя 2-7-дихлор- 

флуоресцеин-диацетата (DCF-DA). Затем 1 мл суспензий гемоцитов инкуби-

ровали с 10 мкл раствора DCF-DA в течение 40 мин в темноте. Финальная 

концентрация красителя в пробе составляла 10 мкмоль/л. Флуоресценция 

красителя анализировалась в канале FL1. 
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Выживаемость гемоцитов определяли при помощи йодистого пропидия 

(PI), флуоресцентного красителя для нуклеиновых кислот. К 1 мл суспензии 

гемоцитов добавляли 10 мкл раствора PI (Sigma Aldrich) и инкубировали в тем-

ноте в течение 40 мин при 4 °С. Долю мертвых клеток в общем числе гемоци-

тов оценивали по гистограммам флуоресценции PI в канале FL2 цитометра. 

При обработке результатов нормальность распределения проверяли 

при помощи теста Колмогорова – Смирнова. Различия между группами анали-

зировали с использованием программного обеспечения RStudio, версия 4.1.0. 
Распределение функциональных показателей гемоцитов не подчинялось 

нормальному закону распределения, поэтому данные анализировали при по-
мощи непараметрического критерия Манна – Уитни. Результаты выражены 
как среднее значение ± стандартная ошибка среднего. 

Результаты 
Достоверных различий между 

контрольной (проба гемоцитов 
в морской воде без наночастиц) 
и опытными (пробы гемоцитов 
с различными концентрациями 
наночастиц и временем инкубации 
(группы 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2 и 2.3) 
группами гемоцитов по количеству 
мертвых клеток не выявлено, хотя 
наблюдалась тенденция к увеличе-
нию их числа в результате воздей-
ствия наночастиц (рис. 1). 

Так как краситель проникает 
в клетки через поврежденную мем-
брану, отсутствие данных на гра-
фике при воздействии максималь-
ной концентрации (3 мг/мл) ука-
зывает на то, что клетки гемолим-
фы разрушились и погибли уже 
после первого часа воздействия, и 
были удалены другими гемоцита-
ми посредством фагоцитоза. 

Воздействие наночастиц на раз- 
мер и гранулярность клеток гемо-
лимфы мидии показано на рис. 2 
и 3. Достоверных различий между 
группами не выявлено, что может 
свидетельствовать о том, что при-
сутствующие в пробах наночасти-
цы не оказали существенного воз-
действия на размер и гранулярность 
гемоцитов. Однако наблюдалась 
тенденция к снижению размера аг-
ранулоцитов при увеличении кон-
центрации наночастиц. 

 

Р и с .  1 .  Влияние наночастиц ZnO-

ZnFe2O4 на смертность гемоцитов сре-

диземноморской мидии (M. Gallopro- 

vincialis): К – контроль; 1.1 – инкубация 

1 ч, концентрация 0.03 мг/мл; 1.2 – ин-

кубация 1 ч, концентрация 0.3 мг/мл; 

1.3 – инкубация 1 ч, концентрация 

3 мг/мл; 2.1 – инкубация 2 ч, концен-

трация 0.03 мг/мл; 2.2 – инкубация 2 ч, 

концентрация 0.3 мг/мл; 2.3 – инкуба-

ция 2 ч, концентрация 3 мг/мл 

F i g .  1 .  Effect of ZnO-ZnFe2O4 nano- 

particles on the mortality of Mediterra- 

nean mussel (M. galloprovincialis) hemo- 

cytes. K – control; 1.1 – incubation 1 h, 

concentration 0.03 mg/mL; 1.2 – incuba- 

tion 1 h, concentration 0.3 mg/mL; 1.3 – 

incubation 1 h, concentration 3 mg/mL; 

2.1 – incubation 2 h, concentration 

0.03 mg/mL; 2.2 – incubation 2 h, con- 

centration 0.3 mg /mL; 2.3 – incubation 

2 h, concentration 3 mg/mL 
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a b 

Р и с .  2 .  Влияние наночастиц ZnO-ZnFe2O4 на относительный размер 

гемоцитов средиземноморской мидии (M. galloprovincialis): а – агрануло-

цитов; b –гранулоцитов. Остальные обозначения те же, что для рис. 1 

F i g .  2 .  Effect of ZnO-ZnFe2O4 nanoparticles on the relative size of hemocytes 

of Mediterranean mussel (M. galloprovincialis): a – that of agranulocytes; 

b – that of granulocytes. For the other nomenclatures see Fig. 1 

a b 

Р и с .  3 .  Влияние наночастиц ZnO-ZnFe2O4 на относительную грану-

лярность гемоцитов средиземноморской мидии (M. galloprovincialis): 

a – агранулоцитов; b – гранулоцитов. Остальные обозначения те же, что 

для рис. 1 

F i g .  3 .  The effect of ZnO-ZnFe2O4 nanoparticles on the relative granularity 

of Mediterranean mussel (M. galloprovincialis) hemocytes: a – that of agranu-

locytes; b – that of granulocytes. For the other nomenclatures see Fig. 1 
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В результате инкубации гемоцитов с наночастицами отмечались неболь-

шие изменения в уровне относительной гранулярности гемоцитов: значения 

бокового рассеяния у агранулоцитов возрастали при увеличении концентра-

ции наночастиц, тогда как у гранулоцитов, напротив, наблюдалась тенденция 

к повышению уровня гранулярности цитоплазмы в зависимости от концен-

трации (рис. 3). Вместе с тем изменения значений бокового рассеяния между 

контрольными и опытными группами не были достоверны. 

Наночастицы существенно повлияли на спонтанную продукцию АФК 

клетками гемолимфы. Интенсивность флуоресценции агранулоцитов и гра-

нулоцитов, окрашенных флуоресцентным красителем DCF-DA, снижалась 

в зависимости от концентрации наночастиц в среде (рис. 4). Продукция АФК 

агранулоцитами снизилась в 2.5 раза с 182.3±69.7 относительных единиц 

флуоресценции (ОЕФ) в контрольной пробе до 72.1±28.2 ОЕФ в пробе с ча-

совой инкубацией, содержащей наночастицы в концентрации 0.03 мг/мл 

(p ≤ 0.05). Рост продукции АФК наблюдался только при двухчасовой инкуба-

ции при воздействии наночастиц в концентрации 0.3 мг/мл на обе популяции 

клеток, однако эти изменения были статистически незначимыми. 

Обсуждение 

Результаты работы свидетельствуют о том, что активная концентрация 

наночастиц (0.3 мг/мл) не оказывала существенного воздействия на гемоциты 

средиземноморской мидии M. galloprovincialis. Достоверных различий 

в функциональных показателях клеток между контрольной и опытными 

a b 

Р и с .  4 .  Влияние наночастиц ZnO-ZnFe2O4 на интенсивность флуоресцен-

ции DCF-DA в гемоцитах средиземноморской мидии (M. galloprovincialis): 

а – в агранулоцитах, ОЕФ; b – в гранулоцитах, ОЕФ. Остальные обозначения 

те же, что для рис. 1 

F i g .  4 .  The effect of ZnO-ZnFe2O4 nanoparticles on DCF-DA fluorescence 

intensity of the Mediterranean mussel (M. galloprovincialis) hemocytes: 

a – in agranulocytes, relative fluorescent units, RFU; b – in granulocytes, RFU. 

For the other nomenclatures see Fig. 1 
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группами выявлено не было. Наблюдалась тенденция к росту доли грануло-

цитов и снижению доли агранулоцитов. Наблюдалось также незначительное 

увеличение размера и гранулярности клеток. Концентрация наночастиц ниже 

активной в 10 раз (0.03 мг/мл) также не оказала существенного влияния 

на функциональные показатели гемоцитов мидии. Вместе с тем воздействие 

наночастиц при часовой инкубации снижало уровень продукции АФК 

в 2.5 раза по сравнению с контрольной пробой. Инкубация гемоцитов с нано-

частицами в концентрации выше активной в 10 раз (3 мг/мл) привела к гибе-

ли клеток уже через 1 ч после воздействия.  

Известно, что гемоциты двустворчатых моллюсков играют важную 

функциональную роль в организме, отвечая за клеточно-опосредованный 

иммунитет путем фагоцитоза и продукции цитотоксических молекул различ-

ной природы [23]. Во время инкубации гемоцитов с наночастицами отмеча-

лась тенденция к увеличению размера и степени гранулярности гемоцитов, 

что может говорить об активном фагоцитозе наночастиц. В этом случае фор-

мирование фагосом с наночастицами приводило к увеличению неоднородно-

сти содержимого цитоплазмы гемоцитов и, как следствие, возрастанию пока-

зателя бокового рассеяния. Изменения формы клеток, содержащих различные 

количества наночастиц, также влияли на величину прямого рассеяния проб. 

Интенсивное поглощение наночастиц гемоцитами, вероятно, способно сни-

жать общую фагоцитарную емкость гемоцитов, что может привести к ослаб-

лению врожденной иммунной системы двустворчатых моллюсков [27]. Ана-

логично нашим результатам воздействие наночастиц Ag и TiO2 на гемолимфу 

устрицы Crassostrea virginica также приводило к снижению фагоцитоза клет-

ками после двухчасового воздействия [28]. 

Увеличение концентрации наночастиц в группе с часовой инкубацией 

привело к снижению продукции АФК, а с двухчасовой, наоборот, индуциро-

вало продукцию АФК (рис. 4). Так как наночастицы способны самостоя-

тельно генерировать АФК, увеличение содержания АФК в клетках следует 

рассматривать как развитие окислительного стресса в гемоцитах [29, 30].  

Известно также, что поглощенные гемоцитами наночастицы могут влиять 

на иммунные функции, такие как фагоцитоз и продукцию АФК [31]. 

При этом было выявлено, что фагоцитоз чужеродных частиц вызывает уве-

личение продукции АФК [32]. Основным источником АФК являются мито-

хондрии [33]. Продукция АФК гемоцитами является важной защитной функ-

цией врожденного иммунитета двустворчатых. Попадая в клетку, наночасти-

цы способны деполяризовать митохондриальную мембрану и нарушать ее 

функции [29]. В ответ на такое воздействие митохондрии увеличивают про-

дукцию АФК, вызывая окислительный стресс [34]. Как известно, фагоцитоз 

является энергозатратным процессом, и это тоже может являться причиной 

генерации АФК [35]. Ранее исследование влияния наночастиц сажи на гемо-

циты мидии M. galloprovincialis в условиях in vitro в течение 0.5–4 ч  

(1–10 мкг/мл) также показало увеличение продукции АФК в клетке [23].  

А в другом исследовании того же автора, посвященном влиянию наночастиц 

TiO2 и SiO2 на гемоциты мидии, наоборот, не выявлено значительного токси-

ческого воздействия на клетку [36]. При воздействии наночастиц TiO2 на ге-

моциты мидии было отмечено существенное увеличение продукции АФК 
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и снижение мембранного потенциала митохондрий, которые наблюдаются 

при воздействии максимальных концентраций [35]. 

Заключение  

Таким образом, можно сделать вывод, что токсичность наночастиц в ос-

новном зависела от их концентрации и времени воздействия. Результаты по-

казали, что острый токсический эффект возникал при концентрации 3 мг/мл, 

при которой гибель клеток последовала уже в результате часовой инкубации. 

В группах 1.1, 1.2 и 1.3 с часовой инкубацией наблюдалось снижение про-

дукции АФК, а в группах 2.1, 2.2 и 2.3 с двухчасовой инкубацией, напротив, 

ее увеличение, что может говорить о механизмах адаптации клеток к стрессу. 

Специфического ответа клеток при воздействии наночастиц в концентрациях 

0.03 и 0.3 мг/мл не наблюдалось, что допускает использование таких концен-

траций в водной среде.  
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