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Отмечено, что выброс металлсодержащих наночастиц в окружающую среду неуклонно растет, что связано 
с прогрессирующим их использованием в составе новых материалов и продуктов. По некоторым оценкам, в раз-
витых странах мира концентрация отдельных металлсодержащих наночастиц может достигать 8–10 мг/л на 1 кг 
сырой почвы, а это обусловливает необходимость оценки их влияния на живые системы и в первую очередь 
на растения как доминирующую форму жизни на планете и важнейший восполняемый природный ресурс. Про-
анализировано влияние наночастиц меди, введенных в среду выращивания, на процессы каллусогенеза в незре-
лых зародышах Triticum aestivum L. Данная экспериментальная система позволяет протестировать воздействие 
наночастиц на рост регенеративных и защитных тканей растения. Определено, что введение в среду медных 
наночастиц в концентрации свыше 100 мг/л ингибирует формирование первичного каллуса и подавляет прорас-
тание незрелых зародышей пшеницы. Наночастицы меди значительно снижали удельную скорость роста и время 
удвоения биомассы каллусной культуры, данный эффект имел дозозависимый характер, усиливаясь при больших 
концентрациях их в среде. Макрочастицы меди вызывали меньшие по силе воздействия эффекты, чем наночасти-
цы. Установлено, что наночастицы меди обладают высокой токсичностью и могут негативно влиять на развитие 
регенеративных и защитных тканей растения.
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Soil levels of metal-containing nanoparticles progressively increase. This is caused by development of nanotechnology 
and constantly increasing use of nanoparticles in new materials and products. Based on some estimates, the level 
of some metal-containing nanoparticles can reach 8–10 mg/l per kg of fresh soil in the USA and some other countries. 
Thus, it is important to evaluate the impact of metal-containing nanoparticles on plants, which are dominating group 
of organisms on our planet. Moreover the analysis of influence of metal-containing nanoparticles on growth rate and 
productivity of plants has a practical importance for agriculturists and ecologists. In this study, we tested the effect 
of copper nanoparticles added to growing medium on callus induction from immature embryos of Triticum aestivum L. 
This experimental system allows evaluating the nature of nanoparticle-induced changes in plant regenerative and protective 
tissues. We have found that copper nanoparticles at concentrations above 100 mg/l inhibited formation of primary calluses 
and germination of immature wheat embryos. In the presence of copper nanoparticles (100 mg/l), callus growth rate 
and the doubling time of callus biomass decreased twice. Copper bulk particles, which were used in control tests, induced 
less pronounced inhibition of callus growth. Obtained data demonstrated that copper nanoparticles are toxic for higher 
plants affecting development of regenerative and protective tissues.

Key words: copper nanoparticles; wheat; immature embryos; callus.

Acknowledgements. This study was carried out as a part of projects «Determination of the role of programmed cell 
death in wheat root response to copper nanoparticles» (2016–2018), state registration number 20163145 (supervisor – 
Y. V. Kirisiuk), and «Establishing signalling role of exogenous ascorbate in plant root cells» (2015–2017), state registration 
number 20151026 (supervisor – V. V. Demidchik), funded by Belarusian republican foundation for fundamental research. 
It was also supported by Belarusian ministry of education and State research program scheme «Conversion» (section 
«Connection»), grant title «Creation of green technologies for silver nanoparticle synthesis based on plant extracts and 
testing their biocide activity» (supervisor – V. V. Demidchik).

Введение
Неорганические наноматериалы находят все более широкое применение во многих отраслях про-

мышленности, сельского хозяйства и медицины [1; 2]. Применительно к биологическим системам они 
используются в биоцидных целях – для обеззараживания среды, медицинского и биотехнологического 
оборудования, удобрений, тканей и пластиков, материалов пищевой упаковки, добавок к кормам и др. 
Одними из наиболее часто используемых в промышленности являются медные наночастицы [3], доля 
которых в общем производстве наночастиц и продуктов с их использованием постоянно увеличивает-
ся. Медные наночастицы обладают мощнейшей биоцидной активностью и считаются высокоперспек-
тивными для практического использования в области разработки антигрибковых и антибактериальных 
препаратов. Однако широкое применение медных наночастиц в промышленности должно сопрово-
ждаться исследованиями их токсического воздействия и адекватной оценкой соответствующей токси-
кологической опасности для всех групп организмов. 

Токсичность наночастиц связывают с малыми размерами (1–100 нм), благодаря которым они обла-
дают исключительно высокими каталитическими характеристиками, адгезивными свойствами, а также 
легче проникают в клетку, чем макрочастицы (балк) [4; 5]. Накопление наночастиц в клетках и тканях 
растений и животных приводит к передаче их по пищевой цепи в организм человека [6]. На примере 
медных наночастиц установлено, что физиологическая токсичность для животных и растений возрас-
тает с уменьшением размеров наночастицы, увеличением времени экспозиции и концентрации в сре-
де [7]. В настоящее время существуют экспериментальные доказательства повреждающего влияния 
наночастиц меди на стабильность ДНК и фотосинтетический аппарат у сельскохозяйственных расте-
ний [8]. Однако воздействие данных экотоксикантов на многие важнейшие физиологические процессы, 
такие как формирование регенеративных и защитных тканей, все еще остается неизученным.

Основную роль в обеспечении населения Земли продовольствием и первичной биомассой играет 
культивирование злаков, среди которых в Европе важнейшим является пшеница. В Беларуси пшеница 
также занимает лидирующую роль в сельскохозяйственном производстве. Оценки, проведенные в США, 
показывают, что нанозагрязнение почв негативно сказывается на культивировании пшеницы [9–11].  
Несмотря на то что медь – это ключевой микроэлемент для пшеницы и других злаков, в высоких дозах  
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она представляет собой опасный токсикант, вызывающий окислительный стресс и повреждения мем-
бран [12]. Таким образом, представляется актуальным протестировать воздействие наночастиц меди 
на растения пшеницы белорусской селекции.

Другой аспект, связанный с исследованием воздействия наночастиц металлов на злаковые культуры, – 
это научно обоснованная оценка эффективности применения наноформ микроудобрений. В последние 
годы в Беларуси были разработаны так называемые наноудобрения, которые позиционируются как вы-
сокоэффективные средства увеличения урожая. Поскольку в мире подобных разработок пока не прово-
дится, встает вопрос глубокого и стандартизированного анализа эффективности наноудобрений на всех 
уровнях организации растений. Принципиально важно, чтобы дозы внесения таких удобрений разраба-
тывались с учетом токсико-физиологических тестов на растительном материале. Пшеница классически 
считается растением, высоко отзывчивым к меди [13; 14]. В связи с этим оценка потенциальных рисков 
токсического влияния наноформы меди имеет большое значение. Необходимо проведение для меди 
сравнительного анализа токсичности наноформ и балка. 

Модельной системой регенерации поврежденных тканей является каллус, полученный из меристе-
матических тканей. При выделении его из зародышей он также отражает регенерационный потенциал 
эмбрионов. В связи с этим в настоящей работе были исследованы эффекты воздействия наночастиц меди 
и медного балка как потенциальных модификаторов физиологических процессов в растении на фор- 
мирование каллусной ткани и показатели роста культуры зародышей пшеницы.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования были растения яровой пшеницы Triticum aestivum L. сорта Дарья. Для полу-

чения каллусной ткани использовали метод культуры in vitro незрелых зародышей пшеницы [15], ко-
торые обладают высокой отзывчивостью к условиям культивирования in vitro. Согласно литературным 
данным морфогенный потенциал каллуса на основе незрелых зародышей пшеницы зависит от стадии 
развития зародыша: он максимален на 15–16-е сутки после опыления [16; 17].  

Для получения каллусов колосья растений, выращенных в полевых условиях, срезались на 15–16-е сут-
ки после опыления и помещались в условия пониженной температуры (+ 2 оС) на 24 ч. Стерилизация зер-
новок пшеницы проводилась при помощи 30 % гипохлорита натрия (7 мин) с последующим трехкратным 
отмывом в стерильной дистиллированной воде. Незрелые зародыши вырезались скальпелем из зерновки 
и помещались на агаризованную стерильную 100 % среду Мурашиге и Скуга (МС) с витаминами [18], 
содержащую также 0,6 % микробиологического агара, 3 % сахарозы, 150 мг/л L-глутамина и 2 мг/л 2,4-Д 
(2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), рН составлял 5,6–5,8. Экспланты культивировались в термос тате 
при постоянной температуре 26 ºС в течение 30 сут.

В экспериментах использовались сертифицированные наночастицы меди диаметром 38 ± 4 нм (MTI 
Corporation, США) и медный балк с диаметром частиц около 70 мкм (Sigma, США). Суспензии нано-
частиц и балка готовились при помощи ультразвукового диспергирования с применением соникатора 
Digital Ultrasonic Cleaner JeKen PS-08 A (40 кГц) (Китай) в течение 15 мин. В вариантах опыта концен-
трация наночастиц меди и балка в питательной среде была следующей: 1; 5; 20; 100; 500 мг/л. Для Cu2+ 

диапазон исследуемых концентраций составил 0,1–1000,0 мкмоль/л.
Частота индукции каллусообразования определялась как соотношение количества эксплантов, про-

дуцирующих каллус, с общим количеством высаженных эксплантов. Для изучения динамики при-
роста биомассы определялся индекс (I) роста каллусов пшеницы. Данный показатель рассчитывался  
по формуле 

I = ( mmax – m0 ) / m0 , 
где m0 – исходная масса каллуса, г; mmax – масса каллуса непосредственно перед его пассированием, г [19]. 
Каллусная ткань взвешивалась на 10, 20, 30-е сутки.

Удельная скорость роста рассчитывалась по формуле 
V = ( mt – m0 ) / ∆t ∙ m0 , 

где m0 – начальная масса каллуса, г; mt  – масса каллуса в конце цикла выращивания, г; t – продолжи-
тельность культивирования, сут.

Время удвоения биомассы рассчитывалось по формуле 
μ = ln 2 /V,

где V – удельная скорость роста.
Статистическая обработка полученных результатов проводилась с использованием программы 

MS Excel 2007 (Microsoft, CША). Достоверность определена с помощью t-критерия Стьюдента. Данные 
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представлены в виде Х ± SX  , где Х – среднее арифметическое значение показателя; SX – ошибка среднего 
арифметического [20].

Результаты исследования и их обсуждение
На первом этапе тестирования наночастиц меди изучалось их влияние на индукцию каллусогене- 

за (таблица). При культивировании незрелых зародышей пшеницы на 10-е сутки формирование кал-
лусов происходило как в контрольных условиях, так и во всех вариантах обработки – медными нано-
частицами, балком и ионами меди (см. таблицу). Более активный, чем в контроле, рост каллусов был 
отмечен на питательных средах, в которые вводились медные наночастицы или балк в концентрациях 
1; 5 и 20 мг/л, а также Сu2+ в концентрации менее 10 мкмоль/л. Этот эффект интересен с точки зрения 
минерального питания растений и оценки целесообразности внесения медных удобрений в нанофор-
ме. Частота каллусообразования была минимальной при обработке 1 ммоль/л Сu2+ (5 ± 5 %), в то время 
как даже очень высокие уровни медных наночастиц и балка не вызывали полного подавления этого 
процесса (75,0 ± 8,7 и 35,0 ± 10,4 % соответственно). 

Влияние состава питательной среды на формирование каллусной культуры Triticum aestivum L.
The effect of medium composition on formation of Triticum aestivum L. callus culture

Состав среды Количество незрелых 
зародышей, шт.

Количество
полученных

каллусов, шт.

Частота каллусо-
образования, %  

(X ± SX )  

Частота прорастания не-
зрелых зародышей,  %  

(X ± SX )

Контрольные условия:  
среда МС, 0,6 % агар,  

3 % сахароза,  
150 мг/л L-глутамина* 

113 113 100 39,8 ± 4,6

Медные наночастицы, мг/л:
1 60 60 100 18,3 ± 4,4**

5 60 60 100 41,7 ± 1,7
20 116 116 100 20,0 ± 4,5**

100 61 60 98,3 ± 1,7 5,0 ± 2,9**

500 60 45 75,0 ± 8,7 0
Медный балк, мг/л:

1 61 61 100 29,6 ± 3,2
5 60 60 100 38,3 ± 4,4
20 60 60 100 33,3 ± 1,7
100 59 59 98,3 ± 1,7 16,9 ± 1,6**

500 60 60 35,0 ± 10,4 0
Сu2+, мкмоль/л:

0,1 60 60 100 40,0 ± 2,89
1,0 60 60 100 36,7 ± 8,82
10,0 40 40 100 32,5 ± 2,5
100,0 61 61 100 27,9 ± 4,34
1000,0 50 3 5 ± 5 0

*Среда, использованная в контрольных опытах, – базовая для тестов с наночастицами, балком и ионами меди; **достоверно 
при р ≤ 0,05.

*This medium that was used as basic medium in control and nanoparticle, bulk and copper ion tests; **significant at p ≤ 0.05.

Таким образом, каллусообразование слабо подвергалось негативному воздействию наночастиц ме- 
ди. В то же время вероятность прорастания незрелых зародышей была многократно ниже при обра-
ботке медными наночастицами по сравнению с частицами балка (см. таблицу). В проведенных опытах 
установлено, что 500 мг/л медных наночастиц (рис. 1) или балка, так же как и 1 ммоль/л Сu2+, полно-
стью подавляли прорастание незрелых зародышей.



27

Физиология и клеточная биология
Physiology and Сell Biology

Следующим этапом тестирования медных частиц было изучение их воздействия на рост каллусной 
ткани пшеницы (рис. 2). Наиболее высокие показатели индекса роста, удельной скорости роста и наи-
меньшее время удвоения биомассы были характерны для каллусов, культивируемых на питательных 

Рис. 1. Незрелые зародыши пшеницы при культивировании в течение 10 сут 
на различных средах: а – среда МС (контроль); б – среда МС с добавлением 500 мг/л 

наночастиц меди. Диаметр чашки – 90 мм
Fig. 1. Immature wheat embryos after cultivation during 10 days on different media:  

а – MS (control); b – MS, 500 mg/l Cu nanoparticles. The diameter of Petri dish – 90 mm

Рис. 2. Зависимость показателей роста каллусной культуры Triticum aestivum L. от концентрации медных частиц 
в питательной среде: а – индекса роста; б – удельной скорости роста; в – времени удвоения биомассы.  

*p < 0,01; **p < 0,001; ***p < 0,000 1.  – наночастицы;  – балк
Fig. 2. Growth parameters of Triticum aestivum L. callus culture measured at different concentrations  

of Cu nanoparticles and bulk: а – index of the growth; b – specific growth rate; c – time of doubling biomass.  
*p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.000 1.  – nanoparticles;  – bulk
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средах, дополненных наночастицами меди в концентрации 5 мг/л. Полученные значения существен-
но отличались от данных, зарегистрированных для медного балка, что указывает на специфический 
характер влияния наночастиц. Сильное ингибирование удельной скорости роста и других ростовых 
показателей наблюдалось при высоких уровнях наночастиц в среде (свыше 100 мг/л). В этом случае 
относительно контрольных значений ростовые процессы замедлялись на 85–95 %.

Определение времени удвоения биомассы каллусной культуры Triticum aestivum L. на средах с раз-
личным содержанием медных наночастиц почти во всех вариантах опыта показало достоверные раз-
личия между средними значениями данного показателя. Необходимо отметить, что время удвоения 
биомассы каллуса коррелирует с содержанием медных частиц в питательной среде. Так, наименьшее 
время требуется для удвоения биомассы каллусов, выращенных на среде с добавлением медных на-
ночастиц и балка в концентрации 1 мг/л, что составляет 0,21  и  0,2 сут соответственно. Наибольшее 
время необходимо для удвоения биомассы каллусов, культивируемых на среде, дополненной высокими 
концентрациями медных наночастиц. При добавлении в питательную среду 500 мг/л наночастиц дан-
ный показатель превышает контрольные значения почти в 10 раз.

При введении в среду культивирования ионов меди в различных концентрациях наблюдалась тен-
денция уменьшения исследуемых параметров при увеличении содержания меди в среде (рис. 3). Близ-
кие к контрольным (0) значения зарегистрированы при добавлении в среду 0,1 и 1,0 мкмоль/л Cu2+. 
Достоверное уменьшение средних показателей индекса роста (см. рис. 3, а) и удельной скорости ро-
ста (см. рис. 3, б) наблюдалось при культивировании каллусной культуры на среде, содержащей 10,0;  
100,0 и 1000,0 мкмоль/л ионов меди. Рост каллусной культуры замедлялся при введении в среду 
1000,0 мкмоль/л Cu2+, при этом время удвоения биомассы (см. рис. 3, в) увеличилось в 16,5 раза по 
сравнению с контролем.

Полученные результаты согласуются с литературными данными, в которых также было продемон-
стрировано сильное ингибирующее действие наночастиц меди на скорость набора биомассы расте-
ния Cucurbita pepo [21]. Следует отметить, что хорошо изучено воздействие на растения некоторых 

Рис. 3. Изменение роста каллусной культуры Triticum aestivum L. при введении  
в среду выращивания Cu2+ в различных концентрациях:  

а – индекса роста; б – удельной скорости роста; в – времени удвоения биомассы. **p < 0,001; ***p < 0,000 1
Fig. 3. Growth parameters of Triticum aestivum L. callus culture measured at different concentrations of Cu2+ in medium:  

а – index of the growth; b – specific growth rate; c – time of doubling biomass. **p < 0.001; ***p < 0.000 1
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других наноматериалов, таких как нанокристаллы и углеродные нанотрубки, которые демонстриру-
ют выраженное токсическое влияние на клетки каллусных и суспензионных культур Medicago sativa 
и Arabidopsis thaliana [22; 23]. Концентрационный диапазон токсического воздействия медных нано-
частиц был значительно ниже, чем для изученного ранее негативного влияния серебряных наночастиц 
на растения арабидопсиса [24]. Токсическое влияние медных наночастиц на растения потенциально 
может быть связано как с постепенной утечкой металла в ионной форме – Сu2+, так и с воздействи-
ем металлической наноформы, способной к ранее неизвестным реакциям, таким как активация ме-
ханочувствительных ионных каналов, катализирующих чрезмерную загрузку в клетки корня ионов 
кальция, или подавление фотосинтетических реакций в результате снижения эффективности усвоения 
квантов света фотосистемой II [24]. Введение 1 ммоль/л Сu2+ вызывало воздействие, близкое по силе к 
наночастицам меди (см. таблицу, рис. 1 и 2), что указывает на специфичность влияния именно металли-
ческой наноформы, так как утечка Сu2+ даже при концентрации наночастиц 1 г/л не превышает 0,001 % 
их массы за 1 ч при интенсивном перемешивании суспензии [3; 5]. Балк тоже действовал довольно 
сильно, однако частицы, использованные в работе, также имели небольшие размеры. Близкое по силе 
воздействие нано- и макрочастиц показывает, что его эффекты могут быть обусловлены контактом ме-
таллической формы меди и балка, а не ионами меди.

Заключение
Таким образом, в результате проведенных исследований установлен характер влияния наночастиц 

меди в составе питательной среды на индукцию каллусогенеза и ростовые показатели каллусной куль-
туры пшеницы. Выявлена разнонаправленная реакция каллусов на действие наночастиц меди и медно-
го балка. На среде культивирования, дополненной низкими концентрациями медных наночастиц, на- 
блюдалось незначительное (статистически недостоверное – от 1 до 2 %) увеличение скорости роста 
и набора биомассы, в то время как высокие уровни наночастиц многократно снижали скорость роста 
и другие ростовые показатели. Примечательно, что эффекты наночастиц были сопоставимы с действием 
Cu2+ в концентрации 1 ммоль/л, а стимуляция роста ионами меди в низких концентрациях была выше, 
чем наночастицами. Интересен также факт, что в случае токсического эффекта низкие уровни Cu2+ 

действовали слабее, нежели наночастицы. Это указывает на особый, базирующийся на наносвойствах 
механизм токсического действия наночастиц меди на ткани пшеницы в условиях in vitro.
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