
Ин те рес к по лу че нию на но час тиц суль фи да 
се реб ра (Ag2S) свя зан с его по луп ро вод ни ко вы ми
свой с т ва ми, хи ми чес кой ста биль нос тью и низ кой
ток сич нос тью по от но ше нию к жи вым ор га низ -
мам [1]. Ag2S ши ро ко ис поль зу ет ся в оп то -э лек т -
рон ных ус т рой с т вах, осо бен но в фор ме на нок рис -
тал лов и кван то вых то чек (QD). Пер с пек тив но
при ме не ние Ag2S в виде QD для ви зу а ли за ции со -
су дов и тка ней, пос коль ку суль фид се реб ра флю -
о рес ци ру ет в ближ ней ин ф рак рас ной об лас ти спек т -

ра [2]. На но час ти цы Ag2S, по лу чен ные хи ми чес -
ки ми ме то да ми, склон ны к аг ре га ции и для их ста -
би ли за ции при ме ня ют по вер х нос т но ак тив ные ве -
щес т ва или хи ми чес ки мо ди фи ци ру ют их по вер х -
ность [3]. Би о ло ги чес кий ме тод по лу че ния на но -
час тиц с по мощью мик ро ор га низ мов осу щес т в ля -
ет ся при нор маль ных тем пе ра ту ре, дав ле нии и без 
ис поль зо ва ния ток сич ных ве ществ, что вы год но
от ли ча ет би о тех но ло ги чес кие ме то ды по лу че ния
на но час тиц от фи зи ко- хи ми чес ких [4]. Кро ме
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Роль бел  ков в неш н ей мем б ра н ы бак  те рии  Shewa nel la
one idens is  MR-1 в о б ра зо  ва  нии  и ст а би ли  за ции  
на н о час т иц су ль фи д а се  р еб  ра

Впер вые при ис поль зо ва нии ме то да MALDI TOF/TOF иден ти фи ци ро ва ны бел ки, ко -
то рые ад сор би ру ют ся на по вер х нос ти ста биль ных в вод ных сус пен зи ях на но час тиц 
Ag2S, по лу чен ных в при сут с т вии кле ток бак те рии Shewanella oneidensis MR-1 при
сли я нии эк ви мо ляр ных вод ных рас т во ров AgNO3 и Na2S2O3. Сре ди этих бел ков вы -
яв ле ны муль ти гем ные ци тох ро мы MtrC и OmcA, а так же мем б ран ный бе лок по рин
— MtrB, об ра зу ю щий ком п лекс с эти ми ци тох ро ма ми на внеш ней мем б ра не клет ки. 
По ка за но, что в от сут с т вие кле ток об ра зу ет ся не рас т во ри мый оса док, сос то я щий из 
аг ло ме ри ро ван ных на но час тиц Ag2S с ши ро ким рас п ре де ле ни ем по раз ме ру. Об суж -
да ет ся роль иден ти фи ци ро ван ных бел ков в ме ха низ ме об ра зо ва ния и ста би ли за ции  
на но час тиц Ag2S в дан ной сис те ме.

Клю че вые сло ва: би о син тез, мем б ран ные бел ки, на но час ти цы, Shewanella oneidensis MR-1.

                                 
Воей ко ва Та ть я на Алек сан д ров на, Ше ба но ва Ана ста сия Сер ге ев на, Ива нов Юрий Дмит ри е вич, Кай ше ва Анна Ле о ни дов на,
Но ви ко ва Люд ми ла Ми хай лов на, Жу рав ле ва Оль га Алек се ев на, Шу мян це ва Вик то рия Ва си ль ев на, Шай тан Кон стан тин Во ль -
де ма ро вич, Кир пич ни ков Ми ха ил Пет ро вич, Де ба бов Вла ди мир Геор ги е вич.

Спи сок со кра ще ний: ИК — ин ф рак рас ная; ПЭМ — про све чи ва ю щая элек т рон ная мик ро ско пия; cре да LB — сре да Лу рия—Бер та -
ни; EPS (ex t ra cel lu bar po li me ric sub s tan ces) — вне кле точ ные био по ли ме ры; QD — кван то вые точ ки.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



того, би о ло ги чес кий ме тод поз во ля ет по лу чать
дис пер с ные на но час ти цы с уз ким рас п ре де ле ни -
ем по раз ме ру, дли тель ное вре мя не аг ре ги ру ю -
щие и ста биль ные в вод ных сус пен зи ях [5].

Фа куль та тив но ана э роб ная гам мап ро те о бак -
те рия Shewanella oneidensis MR-I ак тив но ис поль -
зу ет ся в ис с ле до ва ни ях для по лу че ния на но час -
тиц ме тал лов, суль фи дов и ок си дов ме тал лов, пос -
коль ку бак те рии р. Shewanella спо соб ны пе ре да -
вать элек т ро ны во внеш нюю сре ду на твер дые по -
вер х нос ти и вос с та нав ли вать ши ро кий спектр со е -
ди не ний, вклю чая окис лы ме тал лов, нит ра ты,
суль фа ты и др. С по мощью бак те рий рода Shewa -
nel la  по лу че ны на но час ти цы зо ло та [6], се реб ра и 
суль фи да се реб ра [7—9], пал ла дия [10], окис лов
ура на [11]. 

Пред по ла га ет ся, что клет ки штам ма S. onei -
densis MR-1 ак тив но учас т ву ют в вос с та нов ле нии
ме тал лов из их со лей и окис лов за счет ка та ли ти -
чес кой фун к ции име ю щих ся у них тер ми наль ных
ре дук таз [12]. Дей с т ви тель но, в од но ком по нен т -
ных сис те мах, в ко то рых в ре ак ци он ной сме си
при сут с т ву ет толь ко соль тя же ло го ме тал ла, клет -
ки S. oneidensis MR-1 выс ту па ют в роли до но ров
элек т ро нов и спо соб ны вос с та нав ли вать ме тал лы
из их со е ди не ний [6, 10]. Та кая же схе ма была при -
ня та для объ яс не ния об ра зо ва ния на но час тиц
суль фи дов ме тал лов в двух ком по нен т ных сис те -
мах, где по ми мо соли ме тал ла при сут с т ву ет ти о -
суль фат. В свя зи с на ли чи ем у S. oneidensis MR-1
фер мен та ти о суль фат ре дук та зы, вос с та нав ли ва ю -
ще го ти о суль фат до суль фи да, пред по ла га лось, что
бак те рии мо гут вос с та нав ли вать ти о суль фат до
суль фид -и о на, ко то рый, ре а ги руя с AgNO3, об ра зу -
ет не рас т во ри мый суль фид се реб ра, и та ким об ра -
зом ак тив но учас т во вать в би о син те зе на но час тиц 
Ag2S [13]. Од на ко ни в од ной ра бо те, где ти о суль -
фат нат рия ис поль зо вал ся для по лу че ния суль фи -
дов [7, 8,14], нет упо ми на ния о том, что суль фи ды
мо гут об ра зо вы вать ся аби о ген но в ходе хи ми чес -
кой ре ак ции за счет дис п ро пор ци о ни ро ва ния мо -
ле ку лы Na2S2O3 на суль фи д и суль фа т.

Ра нее нами было по ка за но, что в при сут с т -
вии кле ток S. oneidensis MR-1 в ре ак ци он ном вод -
ном рас т во ре, со дер жа щем соли AgNO3 и Na2S2O3
в мил ли мо ляр ных кон цен т ра ци ях, об ра зу ют ся на -
но час ти цы с уз ким рас п ре де ле ни ем по раз ме ру
(7,8±1,5 нм) в ос нов ном сфе ри чес кой фор мы, ко то -
рые вы со ко ста биль ны в вод ных сус пен зи ях и не
аг ре ги ру ют в те че ние нес коль ких ме ся цев [9].
Пред по ла га лось, что ста би ли за ция на но час тиц
Ag2S, по лу чен ных в при сут с т вии бак те рий, осу -
щес т в ля ет ся с по мощью ад сор би ро ван ных на их
по вер х нос ти бел ков [7, 8]. В поль зу дан но го пред -

по ло же ния го во рит об на ру же ние с ис поль зо ва ни -
ем ИК - спек т рос ко пии бел ков/пеп ти дов на по вер х -
нос ти на но час тиц. Уда ле ние по ли мер ных мо ле кул
с по мощью де тер ген тов при во ди ло к аг ре га ции и
осаж де нию на но час тиц [8]. Бел ки, ас со ци и ро ван -
ные с по вер х нос тью на но час тиц, не были иден ти -
фи ци ро ва ны. 

Целью дан ной ра бо ты яв ля лась иден ти фи ка -
ция бел ков, ад сор би ро ван ных на по вер х нос ти на -
но час тиц Ag2S, по лу чен ных в при сут с т вии кле ток 
S. oneidensis MR-1, и вы яс не ние роли этих бел ков
в про цес се об ра зо ва ния на но час тиц, ста би ли за -
ция ко то рых име ет боль шое прак ти чес кое зна че -
ние для по лу че ния про мыш лен но важ ных на но -
к рис тал лов. Ак ту аль ность дан но го ис с ле до ва ния
обус лов ле на кро ме того и не об хо ди мос тью рас -
шиф ров ки ме ха низ ма об ра зо ва ния на но час тиц с
по мощью мик ро ор га низ мов для по ни ма ния фун -
да мен таль ных при род ных про цес сов.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Куль ти ви ро ва ние штам ма S. oneidensis.
Штамм S. oneidensis MR-1 по лу чен из кол лек ции
мик ро ор га низ мов Ин с ти ту та Пас те ра (Фран ция,
№ CIP106686). Вы ра щи ва ние штам ма про во ди ли
на чаш ках Пет ри с ага ри зо ван ной сре дой LB при
30° в те че ние 48 ч. Для по лу че ния би о мас сы кле -
ток ко ло нии с ага ри зо ван ной сре ды LB пе ре но си -
ли в 100 мл буль о на LB (кол ба объ е мом 750 мл) и
куль ти ви ро ва ли в аэроб ных ус ло ви ях на кру го вой 
ка чал ке при 220 об/мин и 30° в те че ние 18 ч. Клет -
ки осаж да ли цен т ри фу ги ро ва ни ем при 11000 g в
те че ние 20 мин, дваж ды от мы ва ли сте риль ной де -
и о ни зо ван ной во дой Milli Q (Millipore, Фран ция)
с цен т ри фу ги ро ва ни ем при тех же ус ло ви ях и ре -
сус пен зи ро ва ли в 2 мл де и о ни зо ван ной воды. Сус -
пен зию кле ток с тит ром 1  107—1  108 КОЕ/мл ис -
поль зо ва ли для по лу че ния на но час тиц.

На но час ти цы Ag2S по лу ча ли в растворе со -
лей AgNO3 и Na2S2O3 (1 мМ : 1 мМ) в при сут с т вии 
кле ток S. oneidensis MR-1. Для это го по лу чен ную
ра нее сус пен зию кле ток в объ е ме 2 мл по ме ща ли в 
100 мл рас т во ра со лей в кол бу объ е мом 750 мл и
куль ти ви ро ва ли в те че ние 48 ч при тем пе ра ту ре
30° на кру го вой ка чал ке при 220 об/мин в аэроб -
ных ус ло ви ях. Ре ак ци он ную смесь цен т ри фу ги ро -
ва ли при 11000 g в те че ние 20 мин, клет ки уда ля -
ли, а на но чис ти цы со би ра ли из су пер на тан та филь -
т ро ва ни ем че рез фильтр Nucleopore 200 нм
(Whatman). За тем их осаж да ли с по мощью вы со -
кос ко рос т но го цен т ри фу ги ро ва ния при 100000 g в те -
че ние 1 ч, дваж ды от мы ва ли де и о ни зо ван ной во -
дой Milli Q с по мощью вы со кос ко рос т но го цен т -
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ри фу ги ро ва ния в тех же ус ло ви ях и ре сус пен зи ро -
ва ли в 1 мл де и о ни зо ван ной воды. 

По лу че ние осад ка при хи ми чес кой ре ак -
ции вод ных рас т во ров со лей AgNO3 и Na2S2O3.
100 мл рас т во ра, со дер жа ще го AgNO3 и Na2S2O3
(1 мМ : 1мМ),  по ме ща ли в кол бу объ е мом 750 мл
и ин ку би ро ва ли в те че ние 48 ч при тем пе ра ту ре
30° на кру го вой ка чал ке при 220 об/мин, т.е. в ус ло -
ви ях, ана ло гич ных по лу че нию на но час тиц в при -
сут с т вии кле ток S. oneidensis. Ре ак ци он ный рас т -
вор филь т ро ва ли че рез бу маж ный фильтр, пред ва -
ри тель но до ве ден ный до пос то ян ной мас сы. Оса -
док чер но го цве та про мы ва ли на филь т ре во дой,
вы су ши ва ли при 105°, до во ди ли до пос то ян ной
мас сы и взве ши ва ли.

Бел ки, свя зан ные с на но час ти ца ми, гид -
ро ли зо ва ли с ис поль зо ва ни ем мо ди фи ци ро ван -
но го трип си на [15]. Мас с - с пек т ро мет ри чес кий ана -
лиз бел ков вы пол ня ли на вре мяп ро лет ном мас с -
 с пек т ро мет ре Autoflex III MALDI-TOF/TOF (Bru -
ker, Гер ма ния), как опи са но в ра бо те [15]. По лу чен -
ные спек т ры об ра ба ты ва ли в прог рам ме Flex Ana -
lysis вер сия 3.0 (Bruker). Пеп ти ды иден ти фи ци ро -
ва ли по мас с - с пек т ру c ис поль зо ва ни ем Mascot,
вер сия 2.2.04 (http://www.matrixscience.com), по
базе дан ных NCBI [16].

Уль тра тон кие сре зы кле ток S. оniedensis
MR-1 го то ви ли пос ле про ве де ния 4- и 48-часовой
ре ак ции об ра зо ва ния на но час тиц в при сут с т вии
этих кле ток в рас т во ре со лей AgNO3 и Na2S2O3.
Для это го клет ки фик си ро ва ли 2,5%-ным глу та ро -
вым альде ги дом в 0,1 M ка ко ди лат ном бу фе ре, до -
пол ни тель но фик си ро ва ли 1%-ным тет рок си дом
ос мия (Sigma-Aldrich), де гид ра ти ро ва ли эти ло вым 
спир том (Sigma) в воз рас та ю щей кон цен т ра ции и
по ме ща ли в эпок сид ную смо лу (Sigma). Эпок сид -
ные бло ки на ре за ли с по мощью уль тра мик ро то ма
Reichert-Jung (Ав с трия) на плас ти ны тол щи ной
ме нее 90 нм и мон ти ро ва ли на мед ных сет ках, пок -
ры тых фор м ва ро вы ми под лож ка ми, ста би ли зи ро -
ван ны ми уг ле ро дом (Ted Pella, США).

Ана лиз на но час тиц Ag2S, не рас т во ри мо го
осад ка Ag2S, по лу чен но го в ре зуль та те ре ак ции
1 мМ рас т во ра со лей AgNO3 и Na2S2O3, кле ток и
уль тра тон ких сре зов кле ток пос ле би о син те за на -
но час тиц про во ди ли с по мощью ана ли ти чес ко го
прос ве чи ва ю ще го элек т рон но го мик рос ко па (ПЭМ)
JEOL 2100 (JEOL, Япо ния) c ка то дом из гек са бо ри да
лан та на при ус ко ря ю щем нап ря же нии 200 кВ [8, 9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ме то дом MALDI TOF/TOF мы об на ру жи ли
на по вер х нос ти  на но час тиц Ag2S муль ти гем ные

ци тох ро мы внеш ней мем б ра ны бак те ри аль ных кле -
ток MrtC и Om cA, а так же мем б ран ный бе лок — по -
рин MrtB, об ра зу ю щий проч ный ком п лекс с эти -
ми ци тох ро ма ми (таб ли ца). Воз мож но, имен но ци -
тох ро мы яв ля ют ся цен т ра ми нук ле а ции при фор -
ми ро ва нии на но час тиц. Ас со ци а ция бел ков с по -
вер х нос тью на но час тиц при во дит к ста би ли за ции
пос лед них в вод ных сус пен зи ях. 

В нас то я щей ра бо те ис с ле до ва ли ме ха низм
об ра зо ва ния  и при чи ны ста би ли за ции на но час -
тиц Ag2S в двух ком по нен т ной сис те ме рас т во ра
со лей AgNO3 и Na2S2O3 (1 мМ : 1 мМ) в при сут с т -
вии кле ток S. oneidensis MR-1. По ка за но, что в тех
же ус ло ви ях в от сут с т вие кле ток ре зуль та том хи -
ми чес ких ре ак ций яв ля ет ся об ра зо ва ние не рас т во -
ри мо го чер но го осад ка, ко ли чес т во ко то ро го уве -
ли чи ва ет ся со вре ме нем (взве ши ва ние осад ка про -
во ди ли че рез 5 ч, 24 и 48 ч ре ак ции). Ис с ле до ва -
ние осад ка ме то дом ПЭМ про де мон с т ри ро ва ло,
что он сос то ит из аг ло ме ри ро ван ных на но час тиц
раз лич но го раз ме ра (ри су нок, а). 

Из вес т но [17], что в рас т во ре со лей AgNO3
и Na2S2O3 об ра зу ет ся ком п лек с ное со е ди не ние
Na3[Ag(S2O3)2]3–, хо ро шо рас т во ри мое в воде.
Этот ком п лекс, как и все ти о суль фа ты, нес та би -
лен и под вер га ет ся ре ак ции дис п ро пор ци о ни ро ва -
ния с об ра зо ва ни ем не рас т во ри мо го в воде осад ка
суль фи да се реб ра (Ag2S) и суль фа тов/суль фи тов
(Na2SO4/Na2SO3) [17]. В на шем эк с пе ри мен те пос -
ле 48 ч ре ак ции су хая мас са осад ка сос та ви ла 7,4 мг.
Пред по ла гая, что боль шую часть осад ка сос тав ля -
ет Ag2S, и учи ты вая, что в ре ак цию было вве де но
15,9 мг AgNO3, мож но рас с чи тать, что осаж да ет ся 
око ло 60% се реб ра. Эта циф ра поч ти точ но со от -
вет с т ву ет ко ли чес т ву се реб ра в на но час ти цах, по -
лу чен ных нами в опы тах с клет ка ми S. oneidensis
MR-1 [9]. 

Ра нее на ми было по ка за но [9], что при на ли -
чии кле ток S. oneidensis MR-1 в ре ак ци он ном рас т -
во ре об ра зу ют ся ста биль ные на но час ти цы с уз -
ким рас п ре де ле ни ем по раз ме ру (7,8±1,5 нм) в ос -
нов ном сфе ри чес кой фор мы. Вы ход на но час тиц
сос тав ля ет 50—70% от вве ден но го в ре ак цию се -
реб ра. По лу че ние на но час тиц про во ди ли при ис -
поль зо ва нии от мы тых от пи та тель ной сре ды кле -
ток (resting cells), что ис к лю ча ет их ак тив ный ме -
та бо лизм [9]. Од на ко ока за лось, что уро вень фи зи -
о ло ги чес кой ак тив нос ти кле ток не иг ра ет ре ша ю -
щую роль в фор ми ро ва нии на но час тиц [18]. Так,
при ис поль зо ва нии  кле ток, раз ру шен ных уль траз -
ву ком, эф фек тив ность об ра зо ва ния на но час тиц не 
умень ша лась. Фрак ци о ни ро ва ние раз ру шен ных
уль траз ву ком кле ток по ка за ло, что спо соб ность к
об ра зо ва нию на но час тиц свя за на в ос нов ном с
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мем б ран ной фрак ци ей кле ток. Од на ко об ра зо ва ние
на но час тиц про ис хо дит и в при сут с т вии ци топ лаз -
ма ти чес кой фрак ции, но в мень шем ко ли чес т ве и
эти час ти цы име ют дру гую фор му. Было так же по -
ка за но, что на но час ти цы об ра зу ют ся, если жи вые
клет ки сна ча ла ин ку би ру ют в рас т во ре ти о суль фа -
та нат рия, за тем клет ки уда ля ют, а по лу чен ный

бес к ле точ ный рас т вор ти о суль фа та нат рия сме ши -
ва ют с рас т во ром AgNO3 и ин ку би ру ют в те че ние
24 ч. При этом фор ма и раз ме ры на но час тиц от ли -
ча лись от та ко вых, по лу чен ных с ис поль зо ва ни ем 
жи вых кле ток и мем б ран ной фрак ции [18].

Ины ми сло ва ми, в дан ном слу чае при сут с т -
вие кле ток в ре ак ци он ном рас т во ре со лей не яв ля -
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Масс-спек тро мет ри че ские ха рак те ри сти ки бел ков с по вер х но сти на но ча стиц 
су ль фи да се реб ра, по лу чен ных с ис по ль зо ва ни ем бак те рии  S. one i den sis MR-1

m/z Сиг нал Пло щадь пика Бе лок She wa nel la one i den sis

816,694 7,6 84003 MtrC — по вер х нос т ный
10-гемовый ком по нент 
ци тох ром с-ок си да зы 
же лез ной ды ха тель ной 
эк с тра цел лю ляр ной 
сис те мы

818,624 12,6 132069

1002,566 7,3 38365

1008,568 2,1 10592

1488,168 1,9 2166

2581,164 3,1 4052

1030,525 3,7 18677 OmcA — по вер х нос т ный
10-гемовый ком по нент 
ци тох ром с-ок си да зы 
же лез ной ды ха тель ной 
эк с тра цел лю ляр ной 
сис те мы 

1098,501 16,6 80534

1100,508 16,4 79850

1222,409 2,3 3672

1340,280 2,4 3225

1344,447 7,6 74272

1434,191 2,6 3274

1460,210 1,7 2034

1568,088 4,4 13053

1602,281 3,5 7031

2087,594 8,0 19421

974,570 11,8 64787 MtrB — внут ри мем б ран ный
ком по нент ци тох ром с-ок си -
да зы же лез ной ды ха тель ной 
эк с тра цел лю ляр ной 
сис те мы 

1002,566 7,3 38365

1064,619 8,5 97241

1070,526 12,3 64736

1212,353 3,2 4512

1252,338 4,8 6215

1354,231 2,7 3328

1434,191 2,6 3274

1590,432 7,7 53237

2053,656 2,9 3444

При ме ча ние: Оцен ки об раз цов (sco res) бо ль ше, чем в 72 слу ча ях, бы ли зна чи мы ми (р<0,05).



ет ся обя за тель ным ус ло ви ем  фор ми ро ва ния на но -
час тиц. Мы пред по ла га ем, что в про цес се ин ку ба -
ции кле ток в рас т во ре ти о суль фа та нат рия бел ки
из EPS или с по вер х нос ти кле ток пе ре хо дят в рас т -
вор Na2S2O3. При его сме ши ва нии с рас т во ром
AgNO3 час ти цы Ag2S, об ра зу ю щи е ся в ходе хи ми -
чес кой ре ак ции,  ас со ци и ру ют ся с эти ми бел ка ми, 
что и при во дит к об ра зо ва нию ста биль ных на но -
час тиц суль фи да се реб ра. Сле ду ет от ме тить, что
на но час ти цы, син те зи ро ван ные  в раз лич ных эк с -
пе ри мен таль ных ус ло ви ях (в при сут с т вии кле ток

или их фрак ций), были ста биль ны в вод ных сус -
пен зи ях. Толь ко теп ло вая инак ти ва ция кле ток при -
во ди ла к пол но му прек ра ще нию об ра зо ва ния ста -
биль ных на но час тиц. По лу чен ные дан ные ука зы -
ва ют, что учас тие на тив ных кле точ ных струк тур
не об хо ди мо для об ра зо ва ния ста биль ных на но час -
тиц, од на ко роль кле ток S. oneidensis MR-1 как ак -
тив ных вос с та но ви те лей Na2S2O3 в дан ной сис те -
ме, ско рее все го, не яв ля ет ся гла вен с т ву ю щей. По -
э то му не об хо ди мо рас с мат ри вать аби о ген ные хи -
ми чес кие ре ак ции как ос но ву про цес са об ра зо ва -
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ПЭМ -а на лиз об раз цов, по лу чен ных в 0,001 М рас т во ре нит ра та се реб ра и ти о суль фа та нат рия пос ле 48 ч ин ку ба ции в
от сут с т вие и в при сут с т вии кле ток Shewanella oneidensis MR-1: а — аг ре ги ро ван ные час ти цы осад ка, по лу чен но го в от сут с т вие 
кле ток; б — на но час ти цы, по лу чен ные в при сут с т вии бак те ри аль ных кле ток; в — на но час ти цы, ас со ци и ро ван ные с кле точ ной
по вер х нос тью; г — уль тра тон кий срез кле ток, на но час ти цы, ас со ци и ро ван ные с кле точ ны ми стен ка ми



ния на но час тиц Ag2S. Зна че ние же бак те ри аль -
ных кле ток в дан ной сис те ме мо жет сво дить ся к
би о син те зу мак ро мо ле кул, ко то рые, на хо дясь  во
внек ле точ ном мат рик се или на внеш ней мем б ра не 
клет ки, слу жат цен т ра ми нук ле а ции при об ра зо ва -
нии на но час тиц и, ад сор би ру ясь на их по вер х нос -
ти, ста би ли зи ру ют на но час ти цы в вод ных сус пен -
зи ях.

Уда ле ние бел ков с по вер х нос ти на но час тиц
при во дит к аг ре га ции пос лед них. Из на ших дан -
ных сле ду ет, что су щес т вен ную часть этих бел ков
сос тав ля ют муль ти гем ные ци тох ро мы с-ти па, ло -
ка ли зо ван ные на внеш ней мем б ра не клет ки. При -
сут с т вие на по вер х нос ти на но час тиц по ри на MrtB 
мож но объ яс нить тем, что в на тив ном сос то я нии
он на хо дит ся в ком п лек се с ци тох ро ма ми MrtC и
Om cA. На по доб ную ло ка ли за цию этих мо ле кул
ука зы ва ют дан ные, пред с тав лен ные в ра бо те [19].
Не дав но было опуб ли ко ва но ис с ле до ва ние внек ле -
точ ных би о по ли ме ров (EPS) Shewanella sp. HRCR-1
в от но ше нии их фун к ций и ре док с -ак тив нос ти
[20]. Было ус та нов ле но, что в сос тав EPS вхо дят
бел ки, по ли са ха ри ды, нук ле и но вые кис ло ты, ли -
пи ды и жир ные кис ло ты. Все го в EPS были иден -
ти фи ци ро ва ны 58 внек ле точ ных бел ков и бел ков
внеш ней мем б ра ны. Сре ди них были го мо ло ги
двух ци тох ро мов с-ти па S. oneidensis MR-1 —
MtrC и Om cA, ко то рые иг ра ют важ ную роль во
внек ле точ ном пе ре но се элек т ро нов. Та ким об ра -
зом, EPS и внеш няя кле точ ная мем б ра на мо гут
спо соб с т во вать ас со ци а ции бел ков с на но час ти ца -
ми, ко то рая обус лов ли ва ет ста би ли за цию на но час -
тиц в вод ных сус пен зи ях.

Про ве ден ные нами ис с ле до ва ния на но час -
тиц (см. ри су нок, б—г), кле ток и уль тра тон ких сре -
зов кле ток на раз ных эта пах фор ми ро ва ния на но -
час тиц под т вер ж да ют ас со ци а цию этих час тиц с
по вер х нос тью кле ток и внек ле точ ны ми би о по ли -
мер ны ми ве щес т ва ми. На ри сун ке в, г пред с тав -
ле ны элек т рон но- мик рос ко пи чес кие фо тог ра фии
по вер х нос ти кле ток и тон ких сре зов кле ток пос ле
48 ч их ин ку ба ции в рас т во ре со лей. Хо ро шо вид -
ны на но час ти цы, пок ры ва ю щие всю по вер х ность
кле ток, а так же на но час ти цы, на хо дя щи е ся вок -
руг кле ток в зоне EPS.

От ме тим, что эта пы фор ми ро ва ния на но час -
тиц об суж да ют ся в ли те ра ту ре, но  пока  нет пол но -
го по ни ма ния ме ха низ ма это го про цес са. Так нап -
ри мер, при внек ле точ ном син те зе на но час тиц Au
и Ag с учас ти ем Verticillium sp. [21, 22] ав то ры
пред ла га ют к рас с мот ре нию сле ду ю щую пос ле до -
ва тель ность со бы тий. Ионы ме тал ла удер жи ва ют -
ся на по вер х нос ти клет ки, воз мож но, за счет элек т -
рос та ти чес ко го вза и мо дей с т вия меж ду иона ми и

кар бок силь ны ми груп па ми бел ков, при сут с т ву ю -
щих в кле точ ной стен ке. Это при во дит к об ра зо ва -
нию цен т ров нук ле а ции ме тал ла, ко то рые впос -
лед с т вии рас тут за счет вос с та нов ле ния ионов ме -
тал лов и их ак ку му ля ции яд ра ми нук ле а ции.

Ме ха низм хи ми чес ко го об ра зо ва ния на но -
час тиц суль фи да се реб ра из рас т во ров AgNO3 и
Na2S рас с мот рен в ра бо те [23], где было по ка за но, 
что фор ми ро ва нию на но час тиц спо соб с т ву ет вы -
со кое от но ше ние кон цен т ра ций Ag+/S2–. По мне -
нию ав то ров, в дан ном слу чае рост час тиц про ис -
хо дит за счет об ра зо ва ния про ме жу точ но го иона
(Ag3S)+. Воз мож но, что в на шей сис те ме ра бо та ет
сход ный ме ха низм, но нук ле а ция и рост на но час -
тиц осу щес т в ля ют ся в ком п лек се с бел ка ми, рас -
по ло жен ны ми на по вер х нос ти клет ки и в EPS. Вы -
со кое от но ше ние кон цен т ра ций Ag+/S2– в на шем
слу чае ре а ли зу ет ся в пол ной мере, так как об ра зо -
ва ние ионов S2– осу щес т в ля ет ся пос те пен но по
мере дис п ро пор ци о ни ро ва ния ти о суль фа та. 

Ис хо дя из по лу чен ных ре зуль та тов мы пред -
ла га ем сле ду ю щий ме ха низм об ра зо ва ния и ста би -
ли за ции на но час тиц Ag2S в рас т во ре со лей
AgNO3 и Na2S2O3 в при сут с т вии S. oneidensis
MR-1. Мо ле ку лы суль фи да се реб ра об ра зу ют ся
аби о ген но, при этом клет ки Shewanella не яв ля ют -
ся учас т ни ка ми хи ми чес ко го про цес са об ра зо ва -
ния суль фид -и о на, но они учас т ву ют в об ра зо ва -
нии на но час тиц и их ста би ли за ции, пре дос тав ляя
свои спе ци фи чес кие бел ки. Учи ты вая вы со кое
срод с т во ци тох ро мов к ме тал лам, эти бел ки, на хо -
дя щи е ся на по вер х нос ти кле ток и в би о по ли мер -
ном мат рик се, мо гут слу жить цен т ра ми ад сор б -
ции и пос ле ду ю ще го рос та на но час тиц. Ста би ли -
за ция на но час тиц в вод ных сус пен зи ях осу щес т в -
ля ет ся за счет при сут с т вия на их по вер х нос ти би о -
по ли мер ных мо ле кул, в на шем слу чае — муль ти -
гем ных ци тох ро мов внеш ней мем б ра ны клет ки
MrtC и Om cA и по ри на MrtB. Де таль ное ис с ле до -
ва ние ко ли чес т ва бел ков, а так же на ли чия или от -
сут с т вия дру гих бел ков и би о по ли мер ных мо ле кул
Shewanella на по вер х нос ти на но час тиц не вхо ди -
ло в за да чи дан ной ра бо ты, од на ко пред с тав ля ет
ин те рес для даль ней ше го изу че ния роли би о по ли -
ме ров в об ра зо ва нии и ста би ли за ции на но час тиц.

Та ким об ра зом, впер вые на по вер х нос ти на -
но час тиц Ag2S, по лу чен ных в при сут с т вии кле ток
Shewanella oneidensis MR-1 в двух ком по нен т ном
вод ном рас т во ре со лей AgNO3 и Na2S2O3, иден ти -
фи ци ро ва ны де ка гем ные ци тох ро мы внеш ней
мем б ра ны — MrtC и Om cA, а так же мем б ран ный
бе лок — по рин MrtB. По ка за но, что в от сут с т вие
кле ток S. oneidensis MR-1 в той же сис те ме в ре -
зуль та те хи ми чес кой ре ак ции об ра зу ет ся не рас т -
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во ри мый оса док, сос то я щий из аг ло ме ри ро ван -
ных на но час тиц Ag2S раз лич но го раз ме ра. По ка за -
но так же, что клет ки S. oneidensis MR-1 учас т ву ют 
в об ра зо ва нии на но час тиц и их ста би ли за ции. Та -
ким об ра зом, ус та нов ле но, что бак те ри аль ные
клет ки пре дос тав ля ют свои спе ци фи чес кие бел -
ки, ко то рые, по- ви ди мо му, слу жат цен т ра ми нук -
ле а ции при син те зе на но час тиц Ag2S. Зре лые на -
но час ти цы сох ра ня ют связь с бак те ри аль ны ми
бел ка ми и, воз мож но, с дру ги ми би о по ли мер ны -
ми мо ле ку ла ми, ко то рые ста би ли зи ру ют на но час -
ти цы в сус пен зии. По дан ным элек т рон ной мик -
рос ко пии, на но час ти цы иден ти фи ци ру ют ся на по -
вер х нос ти кле ток и во внек ле точ ном би о по ли мер -
ном мат рик се. 

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке Рос сий с ко го фон да фун да мен таль ных ис с ле до -
ва ний (грант № 13-04-00220). Ис с ле до ва ния по
элек т рон ной мик рос ко пии объ ек тов про ве де ны
при фи нан со вой под дер ж ке Прог рам мы Пре зи -
ди у ма PАН (№ 24). Ис с ле до ва ния с ис поль зо ва ни -
ем ме то дов ана ли ти чес кой ПЭМ вы пол не ны на
обо ру до ва нии ЦКП МГУ им. М.В. Ло мо но со ва при
фи нан со вой под дер ж ке Ми нис тер с т ва об ра зо ва -
ния и на у ки PФ. Ис с ле до ва ния под дер жа ны Прог -
рам мой фун да мен таль ных на уч ных ис с ле до ва ний 
го су дар с т вен ных ака де мий наук на 2013—2020 гг.

По лу че но 11.09.15
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A Role of Pro te  ins  of the Outer  Mem b -
ra  ne of She  wa nel la  one i  den sis MR-1 Bac te  -
ria  in For  ma t i  on and  Sta  bi  l i  za  t i  on o f Sil  ver
Sul fi  de  Na no par  t ic les

Pre pa ra ti ons of Ag2S na no par tic les ob ta i ned in equ i mo lar 
Ag NO3 and Na2S2O3 aqueo us so lu ti ons in the pre sen ce of She wa -
nel la one i den sis MR-1 bac te ria cells have been shown to be stab le 
in aqueo us so lu ti ons. Pro te ins ab sor bed on the sur fa ce of the se
na no par tic les were iden ti fi ed for the first time by the MALDI
TOF/TOF met hod. Among them, mul ti-he me cy toc h ro mes MtrC
and OmcA, as well as a MtrB mem b ra ne pro te in po rin that forms
a com p lex with the se cy toc h ro mes on the outer cell mem b ra ne
were de tec ted. It was shown that in the ab sen ce of the cells, an in -
so lub le pre ci pi ta te con sis ting of ag glo me ra ted Ag2S na no par tic -
les with bro ad size dis t ri bu ti on was for med. The role of the iden ti -
fi ed pro te ins in the mec ha nism of the for ma ti on and sta bi li za ti on
of the Ag2S na no par tic les in this sys tem is dis cus sed.

Key words: bi o syn t he sis, mem b ra ne pro te ins, na no par tic -
les, She wa nel la one i den sis MR-1. 
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