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В работе проведено исследование влияния оксида графена на регенеранты гибрида тополь белый × осина 

при переносе их в нестерильные тепличные условия при клональном микроразмножении. Показано, что суспензия 
наноматериала в концентрации 1,5 мкг/л стимулировала прирост высоты растений гибрида тополь белый × осина, 
но также увеличивала количество увядших листьев. Увеличение концентрации наноматериала до 3 мкг/л вызыва-
ло негативное влияние на проростки. Количество выживших побегов снизилось на 17 % относительно контроля, 
высота растений уменьшилась на 25 %. Также наблюдалось уменьшение числа листьев и адаптированных микро-
клонов – адаптировалось 15 % растений против 55 % в контроле. Общее состояние проростков данной группы 
оценивалось только на 3 балла из 5. Анализ бинакопления оксида графена в органах растений не показал выра-
женных очагов скопления наноматериала. Таким образом, оксид графена оказывал разнонаправленное действие 
на развитие проростков гибрида тополь белый × осина. Результаты исследования могут быть использованы в ходе 
оценки экологической безопасности графеноподобных материалов по отношению к растениям, а также для со-
вершенствования биотехнологии клонального микроразмножения лесных культур. 
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In this work, we have studied the effect of graphene oxide on the regenerants of the white poplar × aspen hybrid 

when they were transferred to non-sterile greenhouse conditions during clonal micropropagation. It was shown that a 
suspension of the nanomaterial at a concentration of 1.5 μg / L stimulated the growth of plant height in the hybrid 
(white poplar × aspen), but also increased the number of wilted leaves. An increase in the concentration of nanomaterial 
to 3 μg / L caused a negative effect on seedlings. The number of surviving shoots decreased by 17 % relative to the con-
trol, plant height decreased by 25 %. A decrease in the number of leaves and adapted microclones was also observed: 
15 % of plants adapted against 55 % in the control group. The general condition of the seedlings of this group was as-
sessed only by 3 points out of 5. Analysis of binaccumulation of graphene oxide in plant organs has not showed pro-
nounced foci of nanomaterial accumulation. Thus, graphene oxide had a multidirectional effect on the development of 
seedlings of the hybrid (white poplar × aspen). The results of the study can be used in assessing the environmental safe-
ty of graphene-like materials in relation to plants, as well as for improving the biotechnology of clonal micropropaga-
tion of forest plantations. 
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Введение 

В настоящее время наночастицы и нанома-
териалы находят все большее применение в про-
мышленных и бытовых целях, что отражается в 

неуклонно увеличивающемся объеме их производ-
ства. Это сопровождается присутствием наноча-
стиц в окружающей среде и риском потенциально 
неблагоприятных воздействий на природные сис-
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темы. Наночастицы могут попадать в окружающую 
среду в течение всего жизненного цикла. Рассмат-
риваются три возможных сценария попадания на-
ночастиц в природные экосистемы, в том числе 
водные: выброс во время производства сырья и 
продуктов с наночастицами; высвобождение во 
время использования продукции нанотехнологий; 
выделение после захоронения продуктов, содержа-
щих наночастицы [1, 2]. Одним из самых распро-
страненных типов наноматериалов являются угле-
родные наноструктуры – наноразмерные аллотроп-
ные модификации углерода, включающие предста-
вителей нуль- (квантовые точки, фуллерены), одно- 
(нанотрубки) и двумерных (графены) типов нано-
частиц. Их применение возможно практически во 
всех областях промышленности, сельского хозяй-
ства и медицины, что существенно увеличивает 
объемы их потенциального поступления в природ-
ные экосистемы. Благодаря большому разнообра-
зию структур и уникальным физико-химическим 
свойствам, на их основе разрабатываются агенты 
для адресной доставки лекарств, фото- и радио- и 
генной терапии [3, 4], антибактериальные препара-
ты [5], биосенсоры [6, 7], сенсоры для мониторинга 
загрязнений [8], адсорбенты для очистки сточных 
вод [9] и др.  

Проблема воздействия графеноподобных ма-
териалов на растения достаточно слабо освещена в 
русскоязычной научной литературе [10], подав-
ляющее большинство работ по этой теме опубли-
ковано в зарубежных журналах.  

В ряде работ показано разнонаправленное 
действие оксида графена на сельскохозяйственные 
растения [11-13], при этом часто низкие концен-
трации оказывают стимулирующее, а высокие – 
токсическое воздействие.  

В нескольких исследованиях сообщалось, 
что производные графена могут проникать в ткани 
и клетки [14-19]. 

Несмотря на наличие работ по оценке влия-
ния наночастиц оксида графена на растительные 
организмы, исследований эффектов воздействия 
оксида графена на древесные растения, играющие 
важнейшую роль в наземных экосистемах, ранее не 
проводилось, что обусловливает актуальность на-
стоящего исследования. В представляемой работе 

проведено исследование влияния оксида графена на 
регенеранты гибрида тополь белый × осина на эта-
пе адаптации побегов к нестерильным условиям 
теплицы. 

Материалы и методы 
Синтез и характеризация наноматериала. 

Наночастицы оксида графена (GO) были получены 
методом химической эксфолиации графита [20]. 
Полученный материал исследовали с помощью 
спектроскопии комбинационного рассеяния (Рама-
новский микроскоп Thermo DXR (Thermo Scientific, 
США) с лазером 532 нм при мощности 1 мВт через 
объектив 100х) и сканирующей электронной мик-
роскопии (микроскоп Vega3, Tescan, Чешская Рес-
публика). 

Биологическое исследование. Растения-
регенеранты гибрида тополь белый × осина были 
получены путем клонального микроразмножения. 
Для асептического введения в культуру in vitro ис-
пользовали свежесрезанные в первой декаде июня 
черенки с апикальными и пазушными почками. 
В качестве основы питательной среды для микро-
клонального размножения на этапах введения в 
культуру и мультипликации был взят состав пита-
тельной среды Мурасиге-Скуга [21, 22], в которую 
добавлялись наночастицы оксида графена в кон-
центрации 1,5 мкг/л. На этапе укоренения исполь-
зовалась среда WPM [23], также содержащая 
1,5 мкг/л наночастиц. Результаты исследования 
влияния наночастиц оксида графена на ранних эта-
пах клонального микроразмножения показаны в 
работах [24, 25]. 

На этапе адаптации к нестерильным теплич-
ным условиям использовали выровненные расте-
ния, имеющие 4-5 листьев и корневую систему 
длиной не менее 2 см. Проростки высаживали в 
технологические кассеты (на 6 ячеек, высотой 
5,5 см, объем ячейки – 155 мл), наполненные ув-
лажненным почвенным субстратом. Субстрат со-
стоял из торфа с нейтральным рН и перлита 3:1. 
Регенеранты культивировались в условиях парника 
в течение трёх недель при температуре 20-24 °С, 
15-часовом фотопериоде, освещённости 4500 Люкс, 
относительной влажности воздуха 80-90 %. Для 
создания условий повышенной влажности в парни-
ке применялась туманообразующая установка. Об-
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работку проводили водными растворами, содержа-
щими 1,5 и 3 мкг/л наночастиц, наиболее благопри-
ятно показавшими себя на предыдущих этапах, в 
момент высадки и спустя 1,5 недели, путем введе-
ния препаратов под корень (100 мл раствора на 
ячейку). В качестве контролей использовались дис-
тиллированная вода и ростовой стимулятор Эпин. 
Учёт показателей проводили по общепринятым 
методикам. Анализируемые показатели: количество 
выживших растений, количество растений адапти-
рованных к нестерильным условиям, морфометри-
ческие параметры побегов (высота, число листьев, 
число увядших листьев, число дополнительных 
побегов, состояние по пятибалльной шкале).  

Эксперимент проводился в трёхкратной по-
вторности, количество растений в каждой из 
4 групп («Контроль», «Эпин», «GO 1 мкг/л» и 
«GO 3 мкг/л») составляло 30, выборки имели неза-
висимый характер. Статистическая обработка дан-
ных осуществлялась с использованием программы 
Microsoft Excel 2010 (пакет «Описательная стати-
стика») с применением однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA), достоверность различий 
вычислялась с помощью F-критерия Фишера при 
5 %-м уровне значимости. 

Анализ накопления оксида графена в расте-
ниях. Важным этапом при оценке экологической 
безопасности новых препаратов является анализ их 
бионакопления и распределения в органах расте-
ний. В данной работе анализ накопления оксида 
графена в тканях экспериментальных растений 
осуществлялся на сканирующих электронных мик-
роскопах Neon 40 и Merlin (Carl Zeiss, Германия) с 
элементным анализом. Для проведения исследова-
ния навеску растительной ткани массой 250 мг рас-
тирали в охлажденной ступке в 0,5 мл дистиллиро-
ванной воды. Полученный гомогенат наносили на 
подложку и высушивали при комнатной темпера-
туре. 

Результаты и обсуждение 
Результаты анализа образца оксида графе-

на. Методом рамановской спектроскопии показаны 
основные линии, характерные для оксида графена 
D (1338 см-1) и G (1590 см-1) [26-28]. В ходе иссле-
дования методом сканирующей электронной мик-
роскопии установлено, что образец имеет пластин-

чатую структуру без каких-либо других видов час-
тиц кристаллизованной фазы. 

Влияние оксида графена на проростки гиб-
рида тополь белый × осина. Анализ выживаемости 
растений регенерантов гибрида тополь белый × 
осина показал значительное снижение жизнеспо-
собности побегов (-17 %) при обработке их раство-
ром оксида графена в концентрации 3 мкг/л 
(рис. 1), более низкая доза наноматериала 
(1,5 мкг/л) не оказала влияния на регенеранты. 
Максимальный показатель выживаемости отмечен 
в варианте с эталонным стимулятором роста, при-
бавка составила 10 %. 

 
Рис. 1. Влияние оксида графена на выживаемость 

регенерантов гибрида тополь белый × осина 
Figure 1. Effect of graphene oxide on the survival rate 

of regenerated hybrid poplar white × aspen 
Источник: собственные вычисления авторов 

Source: own calculations 
 
В ходе исследования установлено небольшое 

стимулирующее действие оксида графена в кон-
центрации 1,5 мкг/л на прирост стебля (рис. 2), в 
данном случае высота растений увеличивалась в 
среднем на 0,4 см относительно контроля, схожие 
показатели отмечены в варианте с Эпином. Увели-
чение концентрации наноматериала подавляло рост 
побегов на 25 %. 
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Рис. 2. Влияние оксида графена на рост 
регенерантов гибрида тополь белый × осина 

Figure 2. Effect of graphene oxide on the growth 
of regenerants of the white poplar × aspen hybrid 
Источник: собственные вычисления авторов 

Source: own calculations 
 
Максимальное количество листьев (10 шт.) 

наблюдалось в группе, культивируемой с примене-
нием стимулятора роста, в этом же варианте отме-
чена минимальная доля увядших листьев по отно-
шению к общему числу (рис. 3). В случае с низкой 
концентрацией оксида графена количество развив-
шихся листьев достоверно не отличалось от кон-
трольных значений, однако число увядших листьев 
было в 2 раза больше, чем в контрольной группе – 
4 против 2. При концентрации 3 мкг/л из 4 листьев 
в среднем увядали 3, что говорит об ингибирую-
щем действии наноматериала. 

Стоит сказать, что на данном этапе все ана-
лизируемые показатели снижались при максималь-
ной концентрации оксида графена. Так и количест-
во адаптированных растений в данной группе было 
на 35 % меньше, чем в контрольном варианте 
(рис. 4). Наноматериал в дозе 1,5 мкг/л не оказал 
влияния на адаптируемость регенерантов к несте-
рильным условиям. Лучшие показатели вновь на-
блюдались в группе со стимулятором роста – 60 % 
против 50 % в контроле. 

 

 
Рис. 3. Состояние вегетативных органов 

регенерантов гибрида тополь белый × осина 
Figure 3. The state of the vegetative organs 

of the regenerants of the hybrid white poplar × aspen 
Источник: собственные вычисления авторов 

Source: own calculations 
 
В ходе исследования не отмечено появления 

дополнительных побегов ни в одном из вариантов 
(табл. 1). Отличное состояние растений было толь-
ко в варианте с Эпином, в контрольной и опытной 
(1,5 мкг/л) группах общее состояние регенерантов 
оценивалось на 4 балла. Худшее состояние побегов 
было при максимальной концентрации оксида гра-
фена – 3 балла. 

По итогам исследования можно сказать, что 
раствор оксида графена в концентрации 1,5 мкг/л в 
целом не оказал существенного влияния на расте-
ния-регенеранты гибрида тополь белый × осина, в 
то время как при обработке растений раствором, 
содержащим 3 мкг/л оксида графена, отмечено  
негативное влияние на все анализируемые показа-
тели. Предполагается, что токсическое действие 
графена связано с накоплением наноматериала в 
растениях и вызываемым им окислительным стрес-
сом [29-31]. Избыточное производство H2O2 может 
вызвать существенное торможение роста растений 
и уменьшение биомассы [32].  

Анализ накопления оксида графена в тканях 
растений. Исследовались растения контрольной 
группы и растения, обрабатываемые раствором 
с максимальной концентрацией наноматериала – 
3 мкг/л. 

Анализ накопления частиц оксида графена 
в корнях побегов гибрида тополь белый × осина 
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не выявил накопления наноматериала в корнях рас-
тений, проходящих адаптацию в среде с макси-
мальным содержанием оксида графена (рис. 5). 

При оценке бионакопления оксида графена в 
побегах гибрида тополь × осина также не выявлено 
частиц наноматериала в стеблях растений экспери-
ментальной группы (рис. 6). 

Однако, поскольку чешуйки оксида графена 
визуально могут быть сходны с биологическими 
структурами, для проверки результатов сканирую-
щей электронной микроскопии проводилось карти-
рование углерода в тканях растений. На рис. 7 
представлены результаты картирования углерода в 
корнях и стеблях гибрида тополь белый × осина 
контрольной и опытной групп. 

Как видно из представленных микрофото-
графий, во всех случаях углерод характеризируется 
равномерным распределением по всему образцу, 
независимо от добавления оксида графена в куль-
тивационную среду. 

 

 
Рис. 4. Эффективность адаптации регенерантов 

гибрида тополь белый × осина 
Figure 4. The efficiency of adaptation of regenerants 

of the hybrid white poplar × aspen 
Источник: собственные вычисления авторов 

Source: own calculations 

 
Таблица 1 

Показатели эффективности адаптации микроклонов культур гибрида тополь белый × осина 
Table 1 

Indicators of adaptation efficiency of microclones of cultures of a hybrid white poplar × aspen 
Вариант | Variant Число дополнительных побегов, шт. 

Number of extra shoots, pcs. 
Состояние микроклонов 

по 5-балльной шкале | Condition of 
microclones on a 5-point scale 

Контроль | Control 0 4 
Эпин | Epin 0 5 

GO 1,5 мкг/л | GO 1.5 μg/L 0 4 
GO 3 мкг/л | GO 3 μg/L 0 3 

Источник: собственные вычисления автор(ов) 
Source: own calculations 
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Рис. 5. Микрофотографии корня гибрида тополь белый × осина: а) контроль, б) группа 3 мкг/л 

Figure 5. Micrographs of the root of a hybrid white poplar × aspen: a) control, b) group 3 μg/L 
Источник: собственное исследование авторов 

Source: author’s study 

 
Рис. 6. Микрофотографии стебля гибрида тополь белый × осина: а) контроль, б) группа 3 мкг/л 

Figure 6. Micrographs of the stem of a hybrid white poplar × aspen: a) control, b) group 3 μ/L 
Источник: собственное исследование авторов 

Source: author’s study 
 
Таким образом, наше исследование показало 

отсутствие аккумуляции оксида графена в пророст-
ках гибрида тополь белый × осина. При этом в ли-
тературе описывается проникновение этого мате-
риала в другие растения, например, в проростки 
гороха, через корневую систему [14,1 5]. Вероятно, 
отмеченные различия связаны с разным размером 
чешуек использованного наноматериала и/или с 
видовыми особенностями растений. 

 
 

Выводы (Заключение) 
Таким образом, в ходе исследования уста-

новлено положительное влияние раствора оксида 
графена в концентрации 1,5 мкг/л на развитие стеб-
ля гибрида тополь белый × осина, но при этом на-
блюдалось увеличение количества увядших листь-
ев. Повышение концентрации наноматериала до 
3 мкг/л вызывало негативное влияние на пророст-
ки. Количество выживших побегов снизилось на 
17 % относительно контроля, высота растений 
уменьшилась на 25 %. Также наблюдалось умень-
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шение числа листьев и адаптированных микрокло-
нов. Анализ бинакопления оксида графена в орга-
нах растений, обработанных максимальной концен-
трацией оксида графена, не показал выраженных 
очагов скопления наноматериала. 

Можно заключить, что оксид графена оказы-
вал разнонаправленное действие на развитие про-

ростков гибрида тополь белый × осина, при этом 
его бионакопления в растениях не обнаружено. 

Результаты исследования могут быть ис-
пользованы в ходе оценки экологической безопас-
ности графеноподобных материалов по отношению 
к растениям, а также для совершенствования био-
технологии клонального микроразмножения лес-
ных культур. 

 
Рис. 7. Распределение углерода в тканях корня и стебля гибрида тополь белый × осина: а) корень растений 

контрольной группы, б) корень растений группы 3 мкг/л, в) стебель растений контрольной группы, г) стебель 
растений группы 3 мкг/л 

Figure 7. Distribution of carbon in the tissues of the root and stem of the hybrid white poplar × aspen: a) the root 
of the plants in the control group, b) the root of the plants in the 3 μg/L group, c) the stem of the plants in the control 

group, d) the stem of the plants in the 3 μg/L group 
Источник: собственное исследование авторов 

Source: author’s study 
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