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В настоящее время отсутствует оптимальная методика стерилизации семян ячменя, позволяющая 
обеспечить максимально возможную степень их стерильности и сохранить их жизнеспособность для про-
ращивания и дальнейшей инициации культуры in vitro. Целью нашей работы была оценка возможности 
использования растворимых солей серебра и наночастиц серебра, полученных с использованием экстрак-
тов фармакопейных лекарственных растений, для поверхностной стерилизации семян ячменя перед про-
ращиванием in vitro на стерильной среде Мурашиге-Скуга. Результаты показали, что стерилизация семян 
ячменя 3% H2O2 в течение 15 минут является неэффективной. Обработка семян в течение 30 минут се-
ребряными наночастицами, полученными с использованием растительных экстрактов чабреца, шалфея, 
эхинацеи и эвкалипта, не обеспечила стерильности проростков. Стерилизация семян ячменя 1% AgNO3 в 
течение 30 минут позволила получить максимальную степень обеззараживания, но недостаточно высо-
кую всхожесть. Уменьшение времени обработки до 15 минут повысило всхожесть семян при сохранении 
максимальной стерильности. Для стерилизации семян ячменя наиболее оптимален 0,14% AgNO3, обеспе-
чивающий высокую степень стерильности при сохранении высокой всхожести.
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Культуры растений invitro, в частности зер-
новых, позволяют получить улучшенные 

результаты в таких областях, как исследование 
процессов развития растений, массовое размноже-
ние, выведение безвирусного материала, функци-
ональное исследование генов, ускоренная селек-
ция и разработка новых генетических вариантов 
с улучшенными потребительскими и агрономи-
ческими признаками [17]. Зерновые, в частности 
ячмень [23] и рожь [9], традиционно считаются 
растениями, относительно трудно вводимыми в 
культуру invitro, в том числе из-за проблем полу-
чения стерильных эксплантов. Обеспечение сте-
рильности эксплантов является ключевым этапом 
при первичной инициации культуры растений 
invitro, причем эффективная деконтаминация не 
должна достигаться за счет снижения жизнеспо-
собности эксплантов [3; 18]. Необходимость обес-
печить максимальную степень обеззараживания 
поверхности эксплантов требует использования 
достаточно агрессивных антисептиков, напри-
мер, хлор- и кислородсодержащих сильных окис-
лителей, спиртов и т.д. [26]. Все эти соединения 
способны оказывать токсическое воздействие на 
клетки эксплантов и снижать их уровень прижи-
ваемости и частоту регенерации в культуре [18]. 
Выделение эксплантов из стерильного материа-

ла, полученного при проращивании семян расте-
ний в асептических условиях, позволяет улучшить 
приживаемость эксплантов [8; 6]. В этой ситуации 
поверхностной стерилизации подвергаются не 
растущие ткани растений, высокочувствительные 
к химическим воздействиям, а семена, которые го-
раздо более устойчивы к агрессивным способам 
стерилизации.

Тем не менее поверхностная стерилизация не 
является совершенно безопасной даже для семян 
растений [2; 4]. В частности, такие популярные ан-
тисептики, как NaOCl или HgCl2, способны снижать 
всхожесть семян ячменя [11; 22]. Определенные 
преимущества предоставляют многостадийные 
способы стерилизации, когда последовательно ис-
пользуются антисептики с различными механизма-
ми действия [7]. В последнее время в качестве пер-
спективных антисептиков рассматриваются соли 
и наночастицы серебра (AgNPs – Ag-nanoparticles)
[16; 20]. Ионы Ag+, образующиеся при растворении 
солей серебра в воде, давно известны как эффек-
тивный антибактериальный агент, в том числе, 
при поверхностной стерилизации семян злаков 
[5; 12; 14; 19]. Биоцидное действие AgNPs связано 
как с длительным выделением ионов Ag+, так и с 
рядом специфических механизмов воздействия на 
микробные клетки [15; 16; 24]. В последнее деся-Н
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тилетие было разработано большое число прото-
колов получения AgNPs с использованием методов 
так называемой «зеленой химии». В этом случае 
AgNPs синтезируются методом восстановления со-
лей серебра соединениями природного происхож-
дения, например, из экстрактов растений [1; 21; 
25]. Такой подход позволяет сделать синтез AgNPs 
не только экологически дружественным (без ис-
пользования биологически опасных химических 
соединений), но и относительно недорогим. Более 
того, было показано, что использование экстрак-
тов растений, обладающих собственной антибак-
териальной активностью, способно усиливать 
бактерицидное действие образующихся AgNPs и 
их стабильность в водных средах за счет модифи-
кации биологически активными веществами ра-
стительных экстрактов [10; 13].

Целью настоящего исследования была оценка 
возможности использования растворимых солей 
серебра и наночастиц серебра, полученных с ис-
пользованием экстрактов фармакопейных лекар-
ственных растений, для поверхностной стерили-
зации семян ячменя перед проращиванием invitro 
на стерильной среде Мурашиге-Скуга.

Материалы и методы. В данной работе иссле-
дована эффективность деконтаминации и всхо-
жесть семян ячменя (Hordeum vulgare L.) ярового 
сорта Камышинский 23 (получен с Камышинской 
селекционной станции ФНЦ агроэкологии РАН, 
урожай 2018 года)invitro после поверхностной сте-
рилизации различными агентами: 3% H2O2, AgNO3 
в различных концентрациях, суспензиями AgNPs, 

полученными с помощью растительных экстрак-
тов, а также их комбинациями.

Экстракты растений, использованные для син-
теза AgNPs, получали из фармакопейного сырья че-
тырех видов официнальных лекарственных расте-
ний: шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.), 
чабреца или тимьяна ползучего (Thymus serpyllum 
L.), эхинацеи пурпурной (Echinacea purpurea (L.) 
Moench.) и эвкалипта прутовидного (Eucalyptus 
viminalis Labill.). Экстракты готовились в форме на-
стоев в соответствии с рекомендациями фармако-
пейной статьи ОФС.1.4.1.0018.15.

Синтез AgNPs проводили путем восстановления 
нитрата серебра в водной фазе растительными 
экстрактами в течение 1 ч при температуре 37°С. 
В процессе синтеза бесцветная реакционная смесь 
приобретала желто-коричневый цвет в резуль-
тате образования AgNPs. Суммарная схема при-
готовления растительных экстрактов и синтеза 
AgNPs приведена на рисунке 1. AgNPs, полученные 
с использованием растительных экстрактов да-
лее обозначали как AgNPs-Ч (экстракт чабреца), 
AgNPs-Ш (экстракт шалфея), AgNPs-Эх (экстракт 
эхинацеи) и AgNPs-Эв (экстракт эвкалипта).  Для 
подтверждения образования AgNPs определялось 
наличие специфического пика, ассоциированного 
с поверхностным плазмонным резонансом, в спек-
тре поглощения суспензии AgNPs, полученной на 
спектрофотометре Bio-RadSmartSpecPlus (США). 
Размер AgNPs оценивали методом динамического 
светорассеяния на анализаторе PhotocorCompact-Z 
(Россия). 

Рисунок 1. Схема приготовления растительных экстрактов и синтеза наночастиц серебра (AgNPs) с их помощью
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Протокол поверхностной стерилизации семян 
различными исследуемыми агентами и их ком-
бинациями приведен на рисунке 2. После оконча-
ния стерилизации семена переносили накульту-
ральную среду Мурашиге-Скуга (без витаминов) 

в чашки Петри для дальнейшего проращивания в 
стерильных условиях. Учет всхожести семян и эф-
фективности деконтаминации проводили на 5-е 
сутки инкубации при температуре 20�.

Рисунок 2. Схема протокола поверхностной стерилизации семян для сравнительного анализа 
различных дезинфицирующих агентов

Показатели в группах после статистической об-
работки выражали в виде пропорций с указанием 
границ 95-процентного доверительного интерва-
ла (95%ДИ). Различия пропорций между группами 
оценивали с помощью z-теста.

Результаты и обсуждение. Стерилизация се-
мян ячменя обработкой 3% H2O2 в течение 15 мин 
оказалась неэффективной, поскольку на 5 день 
культивирования были поражены все семена – 
также, как и при обработке водой, использованной 
в качестве негативного контроля (таблица 1). Это 
согласуется с результатами исследования, в кото-
ром было показано полное отсутствие эффекта 
стерилизации семян ячменя даже после семичасо-
вой обработки 3% H2O2 [19].

С использованием растительных экстрактов 
были получены четыре типа наночастиц: AgNPs-
Ч (размер частиц 58-77 нм), AgNPs-Ш (69-70 нм), 
AgNPs-Эв (56-65 нм), AgNPs-Эх (32-93 нм). Су-
спензии всех наночастиц обладают спектрами 
поглощения, характерными для поверхностного 
плазмонного резонанса серебра, с максимумами 
поглощения от 427 до 462 нм. При обработке се-
мян ячменя ни один тип наночастиц не обеспечил 
получения стерильных проростков ни сам по себе, 
ни в сочетании с последующей обработкой 3% 

H2O2 (таблица 1). Таким образом, было показано, 
что эффективность стерилизации семян ячменя 
под действием AgNPs, H2O2 или их комбинаций не 
отличалась статистически значимо (p> 0,05) от от-
сутствия стерилизации (обработка семян стериль-
ной водой).

Поскольку одним из основных механизмов 
биоцидного действия AgNPs считается высвобо-
ждение ими ионов Ag+, можно предполагать, что 
AgNPs, приготовленные с использованием экстрак-
тов фармакопейных растений, обладают слишком 
низкой скоростью высвобождения ионов серебра 
для обеспечения эффективного бактерицидного 
действия. Возможным путем достижения нужно-
го эффекта могло бы быть получение суспензии 
AgNPs с более высокой концентрацией серебра, 
что требует дополнительных исследований.

Использование AgNO3 в качестве стерилизую-
щего агента для семян ячменя описано в очень не-
большом числе статей (таблица 2). Приведенные в 
этих работах данные об эффективности стерили-
зации и влиянии нитрата серебра на всхожесть се-
мян ячменя неоднозначны. Кроме того, ни в одной 
из указанных работ стерилизация семян ячменя 
не использовалась в целях получения культуры 
растений in vitro.Н
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Таблица 1 – Эффективность стерилизации и всхожесть семян ячменя после обработки пероксидом водорода и 
наночастицами серебра, полученными с помощью растительных экстрактов

Обработка Время обработки, мин Число семян Процент стерильных 
(95%ДИ)

Процент проросших 
(95%ДИ)

H2O (негативный контроль) 15 40 0,0
(0,0-10,9)

57,5
(41,0-72,6)

3% H2O2 15 40 0,0
(0,0-10,9)

65,0
(48,3-79,0)

AgNPs-Эх 30 20 0,0
(0,0-20,1)

80,0
(55,7-93,4)

AgNPs-Эх + 3% H2O2 30 + 15 20 0,0
(0,0-20,1)

75,0
(50,6-90,4)

AgNPs-Эв 30 20 0,0
(0,0-20,1)

75,0
(50,6-90,4)

AgNPs-Эв + 3% H2O2 30 + 15 20 0,0
(0,0-20,1)

80,0
(55,7-93,4)

AgNPs-Ч 30 19 0,0
(0,0-20,1)

79,0
(53,9-93,0)

AgNPs-Ч + 3% H2O2 30 + 15 20 0,0
(0,0-20,1)

75,0
(50,6-90,4)

AgNPs-Ш 30 20 0,0
(0,0-20,1)

90,0
(66,9-98,3)

AgNPs-Ш + H2O2 30 + 15 20 0,0
(0,0-20,1)

55,0
(32,1-76,2)

Таблица 2 – Концентрации нитрата серебра, использованные в более ранних исследованиях 
для поверхностной стерилизации семян ячменя

Авторы работы Концентрация AgNO3 
и время обработки

Эффективность 
деконтаминации, %

Всхожесть семян, 
%

Цель 
деконтаминации Источник

Hoyetal. 0,1-0,3%
20 мин 100 94-97

(6 сут)
перед выделением 

ферментов [11]

Højetal. 0,2%, 20 мин не указано перед выделением 
РНК [12]

Munkageretal. 1%, 5 мин 83 ± 7% 52 ± 7%
(7 сут)

в изучении 
микробиома [19]

Несмотря на то, что AgNO3 является эффектив-
ным стерилизующим агентом, установлено, что с 
увеличением концентрации AgNO3 прослеживает-
ся заметное снижение всхожести семян [19]. Поэ-
тому для оценки эффективности стерилизации 
и влиянии нитрата серебра на всхожесть семян 
ячменя были выбраны растворы AgNO3 трех раз-
личных концентраций: 0,02% (1,25 мМ); 0,14% (8,3 
мМ) и 1% (58,8 мМ). Концентрация 1% выбрана 
как максимальная из использовавшихся для по-
верхностной стерилизации семян ячменя по лите-
ратурным данным; при этом обеспечивалась хоро-
шая степень деконтаминации при относительно 
невысокой всхожести [19]. Концентрация 0,14% 
соответствовала расчетной концентрации серебра 
в суспензии AgNPs. Поскольку по литературным 
данным AgNO3 даже в концентрации 0,1% обла-

дал высокой эффективностью, мы дополнительно 
протестировали сниженную до 0,02% концентра-
цию для ослабления вероятного прямого эффекта 
Ag+ на семена.

Мы обнаружили, что стерилизация семян AgNO3 
без дальнейшей обработки либо с последующей 
обработкой 3% H2O2 при одинаковых концентра-
циях нитрата серебра и времени статистически 
значимо не отличались друг от друга ни по эффек-
тивности стерилизации, ни по всхожести семян 
(табл. 3).

Обработка семян 1% AgNO3 в течение 30 минут 
обеспечивала 100% стерильность проростков, од-
нако существенно снижала всхожесть семян ячме-
ня. Уменьшение времени обработки до 15 минут 
практически двукратно повышало всхожесть семян 
(отличия между длительностью обработки 15 мин 
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Таблица 3 – Эффективность стерилизации и всхожесть семян ячменя после обработки пероксидом водорода 
и растворами нитрата серебра с различными концентрациями

Обработка
Время 

обработки, 
мин

Число 
семян

Процент 
стерильных 

(95%ДИ)

Отличия от 
негативного 
контроля,

р =

Процент 
проросших 
(95%ДИ)

Отличия от 
негативного 
контроля,

р =

H2O (негативный 
контроль) 15 40 0,0

(0,0-10,9) - 57,5
(41,0-72,6) - 

3% H2O2 15 40 0,0
(0,0-10,9) 1 65,0

(48,3-79,0) 0,4902

0,02% AgNO3 15 20 40,0
(20,0-63,6) <0,00001 85,0

(61,1-96,0) 0,03318

0,02% AgNO3 + 3% 
H2O2

15 + 15 19 47,4
(25,2-70,5) <0,00001 68,4

(43,5-86,4) 0,42372

0,14% AgNO3 30 20 95,0
(73,1-99,7) <0,00001 80,0

(55,7-93,4) 0,08544

0,14% AgNO3 + 3% 
H2O2

30 + 15 20 85,0
(61,1-96,0) <0,00001 70,0

(45,7-87,2) 0,34722

1% AgNO3 15 20 100,0
(80,0-100,0) <0,00001 65,0

(41,0-83,7) 0,57548

1% AgNO3 + 3% H2O2 15 + 15 19 94,7
(71,9-99,7) <0,00001 63,2

(38,6-82,8) 0,6818

1% AgNO3 30 19 100,0
(79,1-100,0) <0,00001 31,6

(13,6-56,5) 0,06288

1% AgNO3 + 3% H2O2 30 + 15 19 100,0
(79,1-100,0) <0,00001 52,6

(29,5-74,8) 0,72634

и 30 мин статистически значимы, р=0,037) при со-
хранении максимальной стерильности (р=1,0). По-
лученные нами результаты сходны с описанными в 
[19], но мы выявили несколько более высокую эф-
фективность стерилизующего действия. Снижение 
концентрации нитрата серебра с 1% до 0,02% при 
сохранении времени обработки (15 минут) не при-
вело к статистически значимому увеличению всхо-
жести (обработка 0,02% против 1% AgNO3, р=0,144), 
но существенно снизило эффективность стерили-
зации. В то же время использование промежуточ-
ной концентрации нитрата серебра (0,14%) при 

длительности обработки 30 минут позволило до-
стичь 95% стерильности, что статистически значи-
мо не отличается от стерильности после обработки 
1% AgNO3. Всхожесть семян ячменя при обработке 
0,14% AgNO3 оказалась статистически значимо луч-
ше, чем при обработке 1% нитратом серебра в тече-
ние 30 мин (р=0,002) и статистически неотличимой 
от всхожести при обработке 1% AgNO3 в течение 15 
мин (р=0,289). Показатели эффективности обра-
ботки семян ячменя 0,14% AgNO3, установленные в 
настоящей работе, были близки к таковым для об-
работки 0,1-0,3% из работы [11].

Хотя 30-минутная обработка семян 0,14% AgNO3 
не показывает отличий ни по одному из параме-
тров эффективности в сравнении с 15-минутной 
обработкой 1% AgNO3 (рисунок 3), использование 
0,14% нитрата серебра может иметь ряд преиму-
ществ. Во-первых, известно, что растворимые соли 
серебра могут проявлять определенное фитоток-
сическое действие в отношении побегов и корней 
проростков растений [27; 28]. Следовательно, ис-
пользование существенно более низкой концен-
трации нитрата серебра поможет ослабить его 
вероятное токсическое действие. Кроме того, ис-
пользование более низкой концентрации AgNO3 
позволит значительно снизить стоимость обра-
ботки семян.

Заключение. Полученные нами результаты 
показали, что обработка семян ячменя раство-
рами нитрата серебра, в отличие от обработки 

суспензией серебряных наночастиц, обеспечива-
ет эффективную поверхностную стерилизацию 
семян при сохранении их высокой всхожести. Ни 
один из исследованных препаратов серебряных 
наночастиц не проявил какого бы то ни было сте-
рилизующего действия при времени обработки 
до 30 минут. В данной работе впервые был прове-
ден сравнительный анализ деконтаминирующе-
го эффекта различных концентраций AgNO3. Мы 
продемонстрировали, что оптимальной концен-
трацией AgNO3 для поверхностной стерилизации 
семян ячменя является 0,14%. Таким образом, ре-
зультаты нашего исследования позволяют реко-
мендовать растворы нитратов серебра в качестве 
монокомпонентного антисептика для высокоэф-
фективной поверхностной стерилизации семян 
ячменя без потери всхожести перед их проращи-
ванием in vitro.Н
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Abstract. Currently, there is no optimal method 
of barley seeds sterilization, which allows to ensure 
the maximum possible degree of their sterility and 
preserve their viability for germination and further 
initiation of culture in vitro. The purpose of our work 
was to evaluate the possibility of using soluble silver 
salts and silver nanoparticles obtained using extracts 
of pharmacopoeial medicinal plants for surface 
sterilization of barley seeds before germination in vitro 
on a sterile Murashige-Skuga environment. The results 
showed that sterilization of barley seeds with 3% H2O2 
for 15 minutes is ineffective. Seed treatment for 30 
minutes with silver nanoparticles obtained using plant 
extracts of thyme, sage, echinacea and eucalyptus did 
not ensure the seedlings sterility. Sterilization of barley 
seeds with 1% AgNO3 for 30 minutes allowed to obtain 
the maximum degree of disinfection, but germination 

is not high enough. Reducing the processing time to 
15 minutes increased the germination of seeds while 
maintaining maximum sterility. For the sterilization 
of barley seeds, 0.14% AgNO3 is the most optimal, 
providing a high degree of sterility while maintaining 
high germination.

Keywords: surface sterilization of seeds, plant 
culture in vitro, Hordeum vulgare, silver nanoparticles, 
environmentally friendly chemistry
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