
ЕКОЛОГІЯ 

Том 6, №1�2, 2014 ISSN 2078�9912 |
БІОРЕСУРСИ І ПРИРОДОКОРИСТУВАННЯ

19

Вступ. Серед водних організмів най*
розповсюдженішим тест*об'єктом є ри*
би. Широке використання D. rerio (в анг*
ломовній літературі "zebrafish") як модель*
ного об'єкту в біології, медицині та еко*
логії [9,11,14] обумовлене такими влас*
тивостями: стрімкий розвиток; значна
відтворюваність; швидка тривалість екс*
перименту; висока чутливість; легкість
маніпуляцій з геномом [12].

У країнах Західної Європи та Північ*
ної Америки великої популярності набув
ембріотест [8]. Аналіз зміни розвитку на
ранніх стадіях  щодо дії токсикантів дає
змогу прослідкувати та спрогнозувати
зміни, які можуть відбуватися на рівні
статевозрілих представників. Крім цьо*
го, досліди на дорослих особинах в бага*
тьох країнах заборонено, тому ембріо*
тест є одним з альтернативних варіантів. 

D. rerio може продукувати ікру вже на
3—6 місяці життя. Нерест стимулюється
різкими змінами освітлення, наявністю
рослинності та пом'ягшенням води. Опти*

мальними умовами є:  температура води
25—28°С, dH до 10°, рН 6—7. Яйця доволі
великі, до1 мм у діаметрі. Продуктивність
самок 50—200 ікринок за один нерест, а ін*
тервали між двома нерестами складають в
середньому 6—10 діб. Вивчено зміни на
різних стадіях розвитку ембріонів, які
призводять до невідворотних порушень
та подальшої загибелі. Отже, використан*
ня ембріонів D. rerio завдяки вже згадува*
ним перевагам, а також відомій стадійнос*
ті розвитку  є рекомендованим і стандар*
тизованим біотестом в біологічних та хі*
мічних дослідженнях [13]. 

В Україні великого розповсюдження
набули сполуки, отримані методами на*
нотехнологій, які мають назву — наноак*
вахелати, а у випадку використання ли*
монної кислоти — наноаквацитрати. До*
ведено, що вони мають унікальну власти*
вість — проникнення через шкіру, шлун*
ковий, плацентарний, гемато*енцефаліт*
ний бар'єр [3]. Тому їх токсичність та
безпечність широкомасштабного вико*
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ристання залишаються недостатньо вив*
ченими.

Мета нашої роботи — оцінка ступеню
токсичності наноаквацитратів металів
для ембріонів D. rerio та аналіз безпечності
їх використання для практичних потреб.

Матеріали та методи досліджень.
Дослідження проводили на базі лабора*
торії біомаркерів та біотестування вод
Інституту колоїдної хімії та хімії води ім.
А.В. Думанського НАН України.

Для оцінювання токсичності та пере*
вірки безпечності в рибництві речовин,
отриманих методами нанотехнологій,
використовували різні концентрації на*
ноаквацитратів срібла, заліза, цинку, су*
міші срібла та міді. Синтез їх здійснюва*
ли в два етапи. Спочатку шляхом диспер*
гування високочистих гранул відповід*
них металів імпульсами електричного
струму в деоінізованій воді отримували
водний колоїдний розчин наночасток
мікроеклементів. На другому етапі одер*
жували власне цитрати біогенних мета*
лів за реакцією прямої взаємодії високо
хімічно*активних наночасток з харчо*
вою лимонною кислотою.

Оскільки до числа реагентів не вхо*
дили інші речовини, а наночастки пов*
ністю брали участь в хімічній реакції ут*
ворення солей карбонових кислот, в ре*
зультаті утворювалися продукти високої
хімічної чистоти. 

Отримання ембріонів відбувалося за
наступною схемою: використовували
групу статевозрілих особин D. rerio, яких
утримували в скляних акваріумах з пос*
тійною аерацією та фільтрацією води за
температури 260С. Годували рибу стан*
дартними сухими кормами із додаван*
ням живих. Відношення світлової до
темної фази 12:12. Для дослідів відбира*
ли групи самців і самок у співвідношенні
2:1 в невеликому скляному акваріумі з ае*
рацією не менше 80 %, температурою
26°С за стандартною методикою [10].

З метою стимуляції нересту до акварі*
уму додавали штучні рослини. Чергуван*
ня світлової та темної фази відбувалося
шляхом накривання темним ковпаком
на 12 год. Нерест та запліднення відбува*
лися протягом 30—60 хв після стимулю*
вання його світлом, потім риб відловлю*
вали й виймали чашки з ікрою. Розвиток
яйця відбувався через 15 хв після заплід*
нення. Дроблення починалося після аку*
мулювання на анімальному полюсі ци*
топлазми, де вона огортає яйце зиготи.
Процес проходив тільки в бластодиску з
утворенням 2—32 клітинних бластоме*
рів. На цих стадіях було легко відрізнити
запліднену ікру від незаплідненої, яка не
може бути використана для експеримен*
ту (незапліднена ікра буде більш тем*
ною, а потім каламутно*білою). Для про*
ведення досліду кількість заплідненої ік*
ри не могла бути меншою ніж 50%. Її
розміщали в 10 мм чашки Петрі з дода*
ванням розчинів наноаквацитратів з
концентрацією 0,01 та 0,02 мг/дм3, при*
готовлених на контрольній воді, якою
слугувала штучна вода середньої твер*
дості (до дистильованої води додавали
солі натрію, калію, кальцію та магнію),
що за своїм складом відповідала ідеаль*
ній питній. Результати вважалися дій*
сними, якщо в контролі загинуло не біль*
ше 10% ембріонів.

Кожне розведення тестували на 10
ембріонах за 72*годинного інкубування.
На кожен ембріон відбирали по 2 мл від*
повідного досліджуваного розчину. 

На рис. 1—2 наведено приклади опти*
мального розвитку, а також сублеталь*
них та летальних порушень: коагуляція,
відсутність серцебиття на другу добу і
відділення хвоста ембріону. Також поміт*
ними проявами сублетальних ефектів є
відсутність пігментації та порушення
розвитку очного яблука. Спостереження
здійснювали за допомогою бінокулярно*
го мікроскопа, записували дані або фо*
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тографували цифровою веб*камерою.
Статистичну обробку проводили за до*
помогою програми MS Excel.

Результати дослідження та їх обго�
ворення. Концентрації від 0,01 до 0,02
мг/дм3 було вибрано, оскільки вони чи*
нять антибактеріальну дію, але не є  ток*
сичними  для дорослих особин на клі*
тинному та організмовому рівнях [5]. На
рис. 3—6 наведено дані щодо рівня вижи*
ваності й появи сублетальних ефектів на
ембріонах D. rerio за умови впливу обра*
них концентрацій наноаквацитратів ме*
талів у порівнянні з контролем.

Експериментальні дані виражені у
вигляді залежності відсотку виживаності

особин (рис. 3,5) або відсотку здорових
особин (рис. 4,6) від тривалості експери*
менту. 

Як видно з рис. 3—6, найбільше вижи*
вання спостерігали в контролі, де смер*
тність ембріонів не перевищувала 10%.
Відсоток смертності ембріонів в інших
варіантах зростав із підвищенням кон*
центрації наноаквацитратів і тривалості
експозиції. Таке явище спостерігалось
дослідниками в експериментах з йонни*
ми формами перехідних металів та гід*
робіонтами різних трофічних рівнів
[2,6,7]. Підвищення загибелі ембріонів
частіше відбувається у часовому інтерва*
лі від 24 до 48 год. У той  же час, аналізу*

Рис. 1. Оптимальний розвиток ембріону D. rerio на стадії дроблення (ліворуч) 

та через 48 год після початку експерименту (праворуч)

Рис. 2 Сублетальні та летальні порушення розвитку: коагуляція 

та загибель ембріону (ліворуч); відсутність відходження хвоста (праворуч)
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ючи діаграми, необхідно зазначити, що
летальний ефект у варіантах з наноаква*
цитратами металів є майже однаковим.
В усіх групах ембріонів через 72 год екс*
позиції залишалися живими близько 80—
90% особин.

У цілому вивчені наноаквацитрати
можна розташувати в такому порядку
зменшення їх токсичності для ембріонів
D. rerio: срібло > залізо > цинк. 

Отже, ембріони є більш стійкими до
дії наноаквацитратів цинку в порівнянні

Рис. 3. Дія досліджуваних концентрацій наноаквацитратів срібла і суміші сріблі та міді

на ембріони D. rerio: №1 �контроль, №2 � 0,01 мг/дм3 Ag; №3� 0,02 мг/дм3 Ag; №4 �0,01

мг/дм3 Ag, Cu; №5 � 0,02 мг/дм3 Ag, Cu (р<0,05) 

Рис. 4. Утворення сублетальних ефектів при впливі різних концентрацій

наноаквацитратів срібла та суміші сріблі і міді на ембріони Danio rerio: №1� контроль№1 �

0,01 мг/дм3 Ag; №2� 0,02 мг/дм3 Ag; №3 �0,01 мг/дм3 Ag, Cu; №4 � 0,02 мг/дм3 Ag, Cu (р<0,05)
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з іншими перехідними металами, що спів*
відноситьсяться з працями [7], де дослід*
жували дію металів на Trachurus trachurus,
Clupea, Tillapia mossambica та ін.

Відзначено, що за експозиції в суміші
срібла та міді з концентрацією 0,01мг/дм3

(рис. 3, №4), відсоток виживаності особин
майже не відрізнявся від контрольного ва*
ріанту. Очевидно має місце стимулюючий
та синергічний вплив сполук срібла та міді,
що узгоджується з працями інших авторів
[3]. Хоча слід зазначити, що на всіх стадіях

Рис. 5. Дія різних концентрацій наноаквацитратів заліза та цинку на ембріони Danio

rerio: №1 � 0,01 мг/дм3 Fe; №2� 0,02 мг/дм3 Fe; №3 �0,01 мг/дм3 Zn; №4 � 0,02 мг/дм3 Zn (р<0,05)

Рис. 6. Утворення сублетальних ефектів при впливі різних концентрацій

наноаквацитратів заліза та цинку на ембріони Danio rerio: №1 � контроль;  №2 � 0,01

мг/дм3 Fe; №2� 0,02 мг/дм3 Fe; №3 �0,01 мг/дм3 Zn; №4 � 0,02 мг/дм3 Zn. (р<0,05)
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у 10*15% живих ембріонів спостерігали від*
хилення від нормального розвитку.

Сублетальні ефекти почали виявля*
тися у часовому інтервалі від 12 до 24 год
за концентрацій 0,02 мг/дм3 для всіх ва*
ріативних груп. У той же час при розве*
денні 0,01 мг/дм3 аномальні порушення
розвитку почали відзначати тільки через
48 год. Сублетальні ефекти відрізнялися
в залежності від варіативних груп. Най*
більш вираженими за дії цинку, срібла,
та міді були порушення пігментації тіла,
водночас вплив заліза виявлявся в пору*
шенні розвитку очного яблука. 

На відміну від фізичних та хімічних
підходів до оцінки забруднення, біотес*
тування має прогностичний вплив і здат*
не передбачити зміни, які очікують біо*
ту. Наприклад, вплив сублетальних кон*
центрацій на ранніх стадіях розвитку

риб може призвести до суттєвих змін в
особин, які знаходилися під дією токси*
канту і вижили [1,2]. У подальшому це
виявляється у зниженні імунітету, пору*
шенні роботи різних життєво важливих
систем та збільшенні смертності серед
дорослих особин у популяціях та угрупо*
ваннях риб [1,4].

Висновки
Рівні концентрації 0,01—0,02 мг/дм3

наноаквацитратів срібла, суміші срібла з
міддю, цинку та заліза не викликають
ембріотоксичності, але в 10—15% ембрі*
онів Danio rerio порушуються пігментація
та розвиток очного яблука. 

Кількість особин, у котрих виявляєть*
ся сублетальний ефект, є незначною, що
свідчить про можливість безпечного
практичного використання наноаква*
цитратів у рибництві.
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Кравченко О.А., Злацкий И.А., Ковален3
ко В.Ф., Максин В.И. Влияние наноаквацит3
ратов переходных  металлов на эмбриональное
развитие Danio rerio //Биоресурсы и природо3
пользование. — 2014. — 6, № 1—2. — С. 19—25.

Обоснован выбор эмбрионов Danio rerio
для оценки токсичности препаратов, полу�
ченных методами нанотехнологий. Проана�
лизировано влияние различных концентра�
ций наноаквацитратов на эмбрионов и по�
явление у них летальных и сублетальных эф�
фектов. Дана оценка возможности использо�
вания препаратов в практических целях.

АННОТАЦИЯ

O. Kravchenko, I. Zlatski, V. Kovalenko, 
V. Maksin.  The effect of transition metals nanoa3
quacitrates on embryonic development of Danio re3
rio //Biological Resources and Nature Manage3
ment. — 2013. — 6, № 1—2. — Р. 19—25.

The choice of Danio rerio embryos to assess the
toxicity of drugs obtained by the methods of nan�
otechnology has been justified. The influence of
different concentrations of nanoaquarcitrates on
embryos and the cause of their lethal and sub�
lethal effects have been analyzed. The possibility
of using nanoaquacitrates for practical purpos�
es.has been assessed.

SUMMARY


