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Оп ти ми зи ро ван ме тод био син те за на но ча стиц су ль фи да се реб ра с ис по ль зо ва ни ем штам ма She wa nel la one i den sis MR-1 в во д -
ном рас тво ре со лей азот но кис ло го се реб ра и ти о су ль фа та на трия. Оп ти ми за ция свя за на с про ве де ни ем ре ак ции био син те за
не по сред ст вен но в сре де ку ль ти ви ро ва ния в при сут ст вии кле ток, что уве ли чи ло вы ход на но ча стиц на 15–20% и су ще ст вен -
но со кра ти ло про дол жи те ль ность про цес са их по лу че ния. По ка за но, что по вы ше ние кон цен т ра ции со лей ти о су ль фа та на т -
рия и азот но кис ло го се реб ра от 1 мМ до 10 мМ при во дит к уве ли че нию кон цен т ра ции на но ча стиц в ре ак ци он ном рас тво ре,
од на ко при этом вы ход на но ча стиц, рас счи тан ный по вве ден но му в ре ак цию се реб ру уме нь ша ет ся. На но ча сти цы, по лу чен -
ные по оп ти ми зи ро ван но му ме то ду и стан дар т ным спо со бом, не раз ли ча ют ся по фор ме, раз ме ру и хи ми че ско му со ста ву. По -
ка за но, что эф фек тив ность био син те за на но ча стиц за ви сит от со дер жа ния ком по нен тов жид кой пи та те ль ной сре ды для вы -
ра щи ва ния кле ток S. one i den sis MR-1. Ку ль ти ви ро ва ние кле ток в пи та те ль ной сре де свы ше 24 ч не при во дит к ин тен си фи ка -
ции био син те за на но ча стиц су ль фи да се реб ра.

Клю че вые сло ва: би о син тез, на но час ти цы суль фи да се реб ра, оп ти ми за ция би о син те за, Shewanella oneidensis MR-1.

doi: 10.21519/0234-2758-2017-33-3-38-46

Эко ло ги че ски чи с тые ме то ды син те за на -
но ча стиц ста но вят ся все бо лее по пу ляр ны ми.
Вы де ля ет ся не ско ль ко при чин раз ви тия та ких ис -
сле до ва ний: оче вид ной ста но вит ся по треб ность в
де ше вых эко ло гич ных ме то дах по лу че ния на но -
ча стиц на за ме ну бо лее за трат ным по сто и мо сти
и по треб ля е мой энер гии фи зи че ским и хи ми че -
ским про цес сам [1]; ощу ща ет ся не об хо ди мость
из бе гать ис по ль зо ва ния токсич ных вос ста но ви -
те лей, та ких, на при мер, как бор гид рид на трия
или гид ра зин, а так же тер ми че ской об ра бот ки,
при во дя щей к по яв ле нию опас ных по боч ных
про дук тов, и вы со ко го дав ле ния.

Эко ло гич ные ме то ды «зе ле но го» син те за
на но ча стиц ис сле ду ют ся в те че ние бо лее, чем
пят над ца ти лет [2]. Еще в 1998 г. Ana stas и War -
ner сфор му ли ро ва ли 12 прин ци пов, опре де ля ю -
щих кон цеп цию «зе ле ной» хи мии [3], из ко то -
рых наи бо лее зна чи мы: уме нь ше ние от хо дов
при мак си ма ль ном вы хо де ко неч но го про дук та,
ис по ль зо ва ние во зоб нов ля е мых ма те ри а лов,
сни же ние ри с ка для здо ро вья че ло ве ка и ми ни -
ма ль ное по треб ле ние энер гии за счет про ве де ния
про цес са при нор ма ль ном дав ле нии и тем пе ра -
ту ре. Не ме нее важ ным для син те за на но ча стиц
яв ля ет ся вы бор сре ды (пред поч ти те ль но во да),
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Спи сок со кра ще ний: ИК – ин ф рак рас ный; КЖ – ку ль ту ра ль ная жид кость, ОП – оп ти че ская плот ность, ПЭМ – про све чи ва ю -
щая элек т рон ная мик ро ско пия; сре да LB – сре да Лу риа-Бер та ни; MM – стан дар ты мо ле ку ляр ных масс; УФ – уль т ра фи о ле то -
вый; ЭДС – энер го дис пер си он ная рент ге нов ская спек тро ско пия; TSB (Trip ton Soya Broth) – трип тон-со е вый бу ль он.



эко ло ги че ски чис то го вос ста но ви те ля (пред поч -
ти те ль но био ло ги че ская си с те ма) и не ток сич но -
го ма те ри а ла для ста би ли за ции на но ча стиц [4].
Наи бо лее под хо дя щи ми кан ди да та ми на роль ка -
та ли за то ров при син те зе на но ча стиц в рам ках
«зе ле ной» хи мии яв ля ют ся био ло ги че ские си с -
те мы, вклю ча ю щие мик ро ор га низ мы, во до рос -
ли, гри бы, эк ст рак ты рас те ний. В на сто я щее вре -
мя из ве ст но, что прак ти че ски все ви ды мик ро ор -
га низ мов мо гут слу жить био ка та ли за то ра ми
про цес са об ра зо ва ния на но ча стиц ме тал лов и их
со е ди не ний и обес пе чи вать мас ш та би ру е мый
био син тез мо но дис пер с ных и ста би ль ных на но -
ча стиц [5]. Ме ха низ мы та ко го био син те за изу че -
ны не до ста точ но, ре зу ль та том че го яв ля ет ся эм -
пи ри че ский под бор усло вий для эф фек тив но го
био син те за на но ча стиц в ко ли че ст ве, не об хо ди -
мом для ис сле до ва ния их фи зи ко-хи ми че ских,
им му но ген ных и ан ти бак те ри а ль ных свойств.
Оп ти ми за ция ме то дов по лу че ния мо жет уве ли -
чить вы ход на но ча стиц, а из ме не ние па ра мет ров
ре ак ции био син те за – при ве с ти к об ра зо ва нию
на но ча стиц с за дан ной мор фо ло гией и кон т ро ли -
ру е мы ми раз ме ра ми [6, 7].

Эф фек тив ность био син те за на но ча стиц за -
ви сит от мно гих фак то ров. Уста нов ле но, что фа -
за ро с та ку ль тур ча с то яв ля ет ся опре де ля ю щим
фак то ром для это го про цес са. По ка за но, что ста -
ци о нар ная фа за ро с та Kleb si el la aero ge nes и Es c he -
ric hia co li яв ля ет ся оп ти ма ль ной для био син те за
на но ча стиц су ль фи да кад мия [8, 9]. На эф фек -
тив ность про цес са био син те за на но ча стиц се -
реб ра так же су ще ст вен но вли я ла кон цен т ра ция
био мас сы Fu sa ri um oxys po rum и ис точ ни ка
ионов се реб ра – Ag NO3 [10]. По ка зан эф фект рН
рас тво ра AuCl4 на мор фо ло гию и ло ка ли за цию
на но ча стиц зо ло та при ис по ль зо ва нии кле ток
She wa nel la al gae [11], Rho dop se u do mo nas cap su -
la ta [12], Es c he ric hia co li и De sul fo vib rio de sul fu -
ri cans [13].

Для уве ли че ния вы хо да на но ча стиц ис по ль -
зу ют так же раз лич ные ком би ни ро ван ные под хо -
ды, со вме ща ю щие био ло ги че ские и фи зи че ские
ме то ды [14].

Од ним из важ ных яв ля ет ся во прос о при -
чи нах дли те ль но го (в те че ние мно гих ме ся цев)
ста би ль но го со сто я ния во дных сус пен зий на но -
ча стиц (от сут ст вие аг ло ме ра ции) при по лу че -
нии их био ло ги че ским ме то дом. Пред по ла га ет ся,
что ста би ли за ция био ген ных на но ча стиц про ис -
хо дит за счет ад сор би ро ван ных на их по вер х но -
сти био по ли мер ных мо ле кул, в ча ст но сти, бел -
ков. Дей ст ви те ль но, при сут ст вие бел ков/пеп ти -

дов на по вер х но сти на но ча стиц бы ло об на ру же -
но ме то дом ИК-спек тро ско пии. Ра нее про ве ден -
ные на ми ис сле до ва ния так же под твер ди ли на -
ли чие бел ко вых мо ле кул внеш ней мем б ра ны
кле ток на по вер х но сти на но ча стиц Ag2S [15].
Уда ле ние по ли мер ных мо ле кул с по мо щью де -
тер ген тов при во ди ло к аг ре га ции и осаж де нию
на но ча стиц [16, 17]. 

Не ме нее ва жен во прос о роли бак те ри а ль -
ных кле ток в про цес се био син те за на но ча стиц.
Клет ки S. one i den sis MR-1 со дер жат тер ми на ль -
ные ре дук та зы и за счет ка та ли ти че ской фун к -
ции этих фер мен тов мо гут вос ста нав ли вать ме -
тал лы из ши ро ко го спек т ра со е ди не ний. Дей ст -
ви те ль но, клет ки S. one i den sis MR-1 вы сту па ют в 
ро ли до но ров элек т ро нов, вос ста нав ли вая тя же -
лые ме тал лы из их со лей, ес ли дан ная соль яв ля -
ет ся един ст вен ным (кро ме кле ток) ком по нен том
ре ак ци он ной сре ды (так на зы ва е мые, од но ком -
по нен т ные си с те мы) [18, 19]. В да ль ней шем при
по лу че нии на но ча стиц су ль фи дов ме тал лов ис -
по ль зо ва ли двух ком по нен т ные си с те мы, ко то -
рые вклю ча ют соль ме тал ла и ис точ ник ионов се -
ры (ти о су ль фат на трия, су ль фид на трия, гид ро -
су ль фид на трия). Од на ко эти эк с пе ри мен ты не
из ме ни ли кон цеп цию о глав ной ро ли кле ток как
био ка та ли за то ров вос ста нов ле ния. Эта схе ма
бы ла при ня та и для объ яс не ния об ра зо ва ния на -
но ча стиц су ль фи дов ме тал лов с ис по ль зо ва ни ем
ти о су ль фа та на трия. Пред по ла га лось, что на ли -
чие фер мен та ти о су ль фат ре дук та зы [20] по зво -
ля ет клет кам S. one i den sis MR-1 вос ста нав ли вать 
ти о су ль фат до су ль фид- иона, ко то рый об ра зу ет
с Ag NO3 не рас тво ри мый в во де оса док Ag2S. Од -
на ко су ль фи ды мо гут об ра зо вы ва ть ся и аби о ген -
но в хо де хи ми че ской ре ак ции. Из ве ст но, что в
рас тво ре со лей Ag NO3 и Na2S2O3 об ра зу ет ся
ком п лек с ное рас тво ри мое в во де со е ди не ние
Na3[Ag(S2O3)2]3–, спо соб ное к дис п ро пор ци о ни -
ро ва нию с об ра зо ва ни ем рас тво ри мых су ль фа -
тов/су ль фи тов (Na2SO4/Na2SO3) и не рас тво ри мо го 
Ag2S [21].

В свя зи с этим по нят но, что су ще ст ву ет не -
об хо ди мость учи ты вать вклад аби о ген ных хи ми -
че ских ре ак ций в про цесс об ра зо ва ния на но ча -
стиц Ag2S. В ра бо тах по по лу че нию су ль фи дов
ме тал лов с ис по ль зо ва ни ем ти о су ль фа та на трия
био ло ги че ским ме то дом по доб ная воз мож ность
не об суж да ет ся. Од на ко ра нее мы про де мон ст ри ро -
ва ли, что и в от сут ст вие кле ток S. one i den sis MR-1 в
рас тво ре со лей Ag NO3 и Na2S2O3 об ра зу ет ся не -
рас тво ри мый чер ный оса док, со сто я щий из аг ло -
ме ри ро ван ных на но ча стиц раз лич но го раз ме ра.
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При на ли чии же та ких кле ток в рас тво ре со лей об -
ра зу ют ся ста би ль ные на но ча сти цы Ag2S, со дер -
жа щие бел ки на по вер х но сти. Та ким об ра зом, мы
счи та ем, что в ука зан ной двух ком по нен т ной си с -
те ме клет ки S. one i den sis MR-1 яв ля ют ся то ль ко
до но ра ми бел ков, ста би ли зи ру ю щих сус пен зии, в 
то время как ре ак ция об ра зо ва ния Ag2S про ис хо -
дит аби о ген но [15].

В пре ды ду щих ра бо тах нами были по лу че -
ны и ис сле до ва ны на но ча сти цы Ag2S при ин ку -
ба ции кле ток S. one i den sis MR-1 в во дном рас -
тво ре со лей Ag NO3 и Na2S2O3 [22, 23]. Фор ма на -
но ча стиц была близ ка к сфе ри че ской, диа метр
со став лял 8±2 нм, атом ное со от но ше ние се реб ра
и серы в них было рав но 2:1, что со от вет ст ву ет
хи ми че ской фор му ле Ag2S. Был ис по ль зо ван ме -
тод био син те за на но ча стиц Ag2S [15], ко то рый в
дан ной ста тье для удоб ст ва из ло же ния мы бу дем
на зы вать «стан дар т ным». Со глас но это му ме то -
ду, штамм вы ра щи ва ли в сре де LB, дваж ды от -
мы ва ли клет ки деи о ни зо ван ной во дой при цен т -
ри фу ги ро ва нии, за тем сус пен зию кле ток пе ре но -
си ли в рас твор, со дер жа щий 1 мM Ag NO3 и 1 мM
Na2S2O3, и ин ку би ро ва ли смесь в те че ние 48 ч
при 30°С. Вы ход на но ча стиц при этом со став лял
~ 35–40% от мас сы вве ден но го се реб ра. Пу тем
ин ку ба ции в те че ние 96 ч при тем пе ра ту ре 24°С
вы ход мож но было по вы сить до 50%.

Да ль ней шие ис сле до ва ния фи зи ко-хи ми че -
ских ха рак те ри стик на но ча стиц су ль фи да се реб -
ра, их ре зи стен т но сти к аг ре га ции при воз дей ст -
вии ря да фак то ров и ана лиз со ста ва бел ков на их
по вер х но сти тре бо ва ли по лу че ния зна чи те ль но го 
ко ли че ст ва на но ча стиц.

В хо де про во ди мо го ис сле до ва ния ста ви -
лась за да ча по оп ти ми за ции и упро ще нию ме то -
да био син те за на но ча стиц Ag2S, с це лью со кра -
ще ния про дол жи те ль но сти про цес са и по вы ше -
ния кон цен т ра ции на но ча стиц в объ е ме ре ак ци -
он но го рас тво ра за счет из ме не ния па ра мет ров
био син те за. Один из воз мож ных спо со бов оп ти -
ми за ции про цес са по лу че ния на но ча стиц со сто -
ит в уве ли че нии кон цен т ра ции бел ков в ре ак ци -
он ном рас тво ре. Этот под ход сле ду ет из пред ло -
жен ной на ми ги по те зы о том, что клет ки S. one i -
den sis MR-1 в дан ной двух ком по нен т ной си с те -
ме со лей Ag NO3 и Na2S2O3 иг ра ют роль по став -
щи ков бел ко вых мо ле кул, ко то рые ад сор би ру -
ют ся на по вер х но сти ча с тиц, пред от вра щая аг ре -
га цию, а ре ак ция об ра зо ва ния Ag2S про ис хо дит
аби о ген но. По лу чен ны ми ре зу ль та та ми дан ной
ра бо ты ав то ры по пы та лись про ве рить вы дви ну -
тую ги по те зу.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Стан дар т ная ме то ди ка про ве де ния ре ак ции
био син те за на но ча стиц су ль фи да се реб ра 
в во дном рас тво ре со лей Ag NO3 (1 мМ) 
и Na2S2O3 в (1 мМ) в при сут ст вии кле ток 
штам ма S. one i den sis MR-1 [15]

Стан дар т ный про то кол по лу че ния на но ча с -
тиц ме то дом био син те за со сто ит из не ско ль ких эта пов.

1. Штамм S. one i den sis MR-1 ку ль ти ви ру ют
на ага ри зо ван ной сре де LB на чаш ках Пет ри при
30°С в те че ние 48 ч.

2. Ко ло нии со сре ды LB пе ре но сят в кол бу
объ е мом 750 мл со 100 мл бу ль о на LB или TSB и
ку ль ти ви ру ют в аэроб ных усло ви ях на кру го вой
ка чал ке при 220 об/мин в те че ние 24 ч при 30°С.

3. Клет ки осаж да ют цен т ри фу ги ро ва ни ем
при 11000 g в те че ние 20 мин и дваж ды от мы ва ют
с цен т ри фу ги ро ва ни ем сте ри ль ной деи о ни зо ван -
ной во дой Mil li Q.

4. Го то вят сус пен зию кле ток в деи о ни зо -
ван ной воде (2 мл).

5. Го то вят ре ак ци он ный рас твор со лей Ag NO3
(1 мМ) и Na2S2O3 (1 мМ.).

6. Сус пен зию кле ток (2 мл) вно сят в кол бу
объ е мом 750 мл, со дер жа щую 100 мл во дно го
рас тво ра со лей Ag NO3 и Na2S2O3.

7. Клет ки ин ку би ру ют в рас тво ре со лей в
кол бе в аэроб ных усло ви ях на кру го вой ка чал ке
при 220 об/мин и 30°С в те че ние 48 ч.

8. Клет ки из ре ак ци он но го рас тво ра уда ля ют 
цен т ри фу ги ро ва ни ем при 11000 g в те че ние 20 мин.
Бес кле точ ную фрак цию со би ра ют, клет ки от бра -
сы ва ют.

9. Бес кле точ ную фрак цию про пу с ка ют че рез 
фильтр Nuc le o po re с диа мет ром пор 200 нм.

10. Из ме ря ют ОП фи ль тра та бес кле точ ной
фрак ции, со дер жа щей на но ча сти цы Ag2S.

11. На но ча сти цы осаж да ют из фи ль тра та с
по мо щью вы со ко ско ро ст но го цен т ри фу ги ро ва ния
при 100000 g в те че ние 1 ч, дваж ды от мы ва ют во дой 
Mil li Q с цен т ри фу ги ро ва ни ем в тех же усло ви ях.

12. По лу чен ные на но ча сти цы ре сус пен зи -
ру ют в 1 мл деи о ни зо ван ной воды.

Оп ти ми зи ро ван ная ме то ди ка про ве де ния 
ре ак ции био син те за на но ча стиц су ль фи да 
се реб ра в жид кой пи та те ль ной сре де, 
со дер жа щей клет ки штам ма S. one i den sis MR-1
и соли Ag NO3 (1 мМ) и Na2S2O3 (1 мМ)

Эта пы 1, 2 оп ти ми зи ро ван но го про то ко ла
со от вет ст во ва ли стан дар т ной ме то ди ке. Мы иск лю -

40 Biotechnology, 2017, V. 33, N 3

 ВО ЕЙ КО ВА и др.



чи ли из стан дар т ной ме то ди ки эта пы 3–6, за ме -
нив их вве де ни ем во дных рас тво ров со лей Ag NO3 
и Na2S2O3 в эк ви мо ляр ных ко ли че ст вах до кон -
цен т ра ции, пре ду смот рен ной эк с пе ри мен том, не -
по сред ст вен но в жид кую пи та те ль ную сре ду, со -
дер жа щую вы рос шие клет ки (КЖ). Да ль ней шие
эта пы вы де ле ния и очи ст ки на но ча стиц (7–12) со от -
вет ст во ва ли стан дар т ной ме то ди ке.

Эф фек тив ность био син те за на но ча стиц

Оп ти че скую плот ность фи ль тра та бес -
кле точ ной фрак ции, со дер жа щей Ag2S, из ме ря ли 
в УФ-ви ди мой об ла с ти спек т ра на ко ло ри мет ре
фо то элек т ри че ском кон цен т ра ци он ном (КФК-2МП)
при дли не вол ны 590 нм. Клет ки S. one i den sis
MR-1 вы ра щи ва ли на сре де LB, кон цен т ра ция
каж дой из со лей Ag NO3 и Na2S2O3 в сре де со став -
ля ла 1 мМ, рас тво ры ин ку би ро ва ли в те че ние 48 ч
при 30 С. При оп ти ми зи ро ван ной ме то ди ке в ка -
че ст ве кон т ро ля для опре де ле ния ОП фи ль тра та
ис по ль зо ва ли на до са доч ную жид кость, по лу чен -
ную по сле уль т ра цен т ри фу ги ро ва ния фи ль тра та,
по ско ль ку фи ль трат мог со дер жать био ор га ни че -
ские мо ле ку лы, спо соб ные по гло щать све т при
этой дли не вол ны.

Ве со вой ме тод рас че та вы хо да на но ча -
стиц. Вы ход на но ча стиц Ag2S рас счи ты ва ли ве -
со вым ме то дом по от но ше нию к се реб ру, вве ден -
но му в ре ак цию. В ка че ст ве при ме ра при во дим
рас чет вы хо да на но ча стиц из об раз ца, по лу чен но -
го по оп ти ми зи ро ван но му ме то ду при кон цен т ра -
ции со лей 10 мМ Ag NO3 и 10 мМ Na2S2O3 в сре де
LB. В эк с пе ри мен те ис по ль зо ва ли 100 мл ре ак ци -
он но го рас тво ра по сле фи ль тра ции (об ра зец №1).
В ка че ст ве кон т ро ль но го об раз ца ис по ль зо ва ли
100 мл фи ль тра та, по лу чен но го в от сут ст вие кле -
ток (об ра зец №2). Объ ем каж до го из об раз цов на -
но ча стиц, по лу чен ных по сле по след не го вы со ко -
ско ро ст но го цен т ри фу ги ро ва ния, со став лял 1,0 мл. 
На по кров ные стек ла для мик ро ско пии, до ве ден -
ные до по сто ян ной мас сы, на но си ли по 100 мкл из 
об раз цов №1 и №2 в трех по втор но стях для каж -
до го об раз ца. Стек ла с на не сен ны ми об раз ца ми
вы су ши ва ли до по сто ян ной мас сы и взве ши ва ли.
Раз ни ца меж ду сред ни ми зна че ни я ми опы та и
кон т ро ля ука зы ва ла на со дер жа ние Ag2S в 1 мл
ре ак ци он ной сме си и со став ля ла 1,8 мг, т.е кон -
цен т ра ция Ag2S бы ла рав на 18 мг/мл. В 18 мг на -
но ча стиц Ag2S со дер жит ся 15,7 мг се реб ра. В эк с -
пе ри мент вво ди ли 100 мл 10 мМ рас тво ра Ag NO3, 
т.е. об щее ко ли че ст во се реб ра, вве ден ное в опыт,
бы ло 108 мг. Сле до ва те ль но, ко ли че ст во се реб ра,

вклю чен ное в со став на но ча стиц Ag2S, со став ля -
ло 14,5% от вне сен но го ко ли че ст ва; эта ве ли чи на
ха рак те ри зу ет вы ход на но ча стиц в рас че те на вве -
ден ное в ре ак цию се реб ро.

Элек т рон ная мик ро ско пия

Для ана ли за и ха рак те ри сти ки по лу чен ных
на но ча стиц при ме ня ли ме тод ана ли ти че ской про -
све чи ва ю щей элек т рон ной мик ро ско пии (ПЭМ).
Под го тов ка об раз цов для ПЭМ вклю ча ла сле ду ю -
щие эта пы: сус пен зию на но ча стиц (3 мкл) на но си -
ли на мед ную сет ку с под лож кой из дыр ча то го уг -
ле ро да, на ко то рый на не сен уль т ра тон кий уг ле -
род ный слой (Ted Pel la Inc, США), и ин ку би ро ва ли 
око ло 30 с; за тем из бы ток жид ко сти уда ля ли с по -
мо щью фи ль тро ва ль ной бу ма ги и об ра зец вы су -
ши ва ли. Эле мен т ный со став на но ча стиц был под -
твер ж ден с по мо щью ЭДС, что по зво ли ло, ис по ль -
зуя вы со кое про стран ст вен ное раз ре ше ние ме то да
по лу чить ин фор ма цию об эле мен т ном со ста ве на -
но ча стиц. Ска ни ро ва ние об раз ца (от де ль ной ча с -
ти цы) про из во ди ли элек т рон ным лу чом диа мет ра
10 нм. Из ме ре ния про во ди ли на про све чи ва ю щем
элек т рон ном мик ро ско пе JEM2100 c ка то дом из
гек са бо ри да лан та на (LaB6) (JEOL, Япо ния) и
рент ге нов ским де тек то ром X-Max (про грам мный
па кет INCA, Ox ford In s t ru ments, Ве ли коб ри та ния)
при уско ря ю щем на пря же нии 200 кВ. Ре ги ст ра цию 
энер го дис пер си он ных рент ге нов ских спек тров
про во ди ли в диа па зо не энер гий рент ге нов ско го из -
лу че ния от 0 до 10 кэВ.

ПЭМ вы со ко го раз ре ше ния вы де лен ных
на но ча стиц про во ди ли на мик ро ско пе JEM-2100F 
(JEOL), осна щен ном кор рек то ром сфе ри че ских
абер ра ций. Раз мер ча с тиц ана ли зи ро ва ли с по мо -
щью про грам мно го обес пе че ния для об ра бот ки
изоб ра же ний Ima ge J, из ме ряя наи мень ший и наи -
бо ль ший ли ней ный раз мер ча с тиц на по лу чен ных 
ПЭМ-изоб ра же ни ях. В каж дом об раз це ана ли зи -
ро ва ли при мер но 100 ча с тиц. Ги с тог рам мы рас -
пре де ле ния ча с тиц по раз ме ру стро и ли в про грам -
ме Ori gin 8.5.

Элек т ро фо рез бел ков 
в де на ту ри ру ю щих усло ви ях

Про це ду ру про во ди ли по ме то ду Лэм мли
[24] в 12,5%-ном по ли ак ри ла мид ном ге ле. В ка че ст -
ве стан дар тов мо ле ку ляр ной мас сы ис по ль зо ва ли
пре до кра шен ные бел ко вые мар ке ры Fer men tas
#SM0671 (Лит ва).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Од ним из воз мож ных спо со бов оп ти ми за -
ции про цес са по лу че ния на но ча стиц яв ля ет ся уве -
ли че ние кон цен т ра ции бел ков в ре ак ци он ном рас -
тво ре. Этот под ход сле ду ет из пред ло жен ной ав то -
ра ми ги по те зы о том, что клет ки S. one i den sis MR-1 
в дан ной двух ком по нен т ной си с те ме ре ак ци он ных 
со лей (Ag NO3 и Na2S2O3) иг ра ют роль по став щи -
ков бел ко вых мо ле кул, ко то рые ад сор би ру ют ся на
по вер х но сти ча с тиц, пред от вра щая аг ре га цию, а
ре ак ция об ра зо ва ния Ag2S про ис хо дит аби о ген но.

Стан дар т ный ме тод по лу че ния на но ча стиц
Ag2S в рас тво ре со лей Ag NO3 и Na2S2O3 в при сут -
ст вии бак те рии S. one i den sis MR-I [15] пред по ла га -
ет био син тез на но ча стиц в рас тво ре со лей в при -
сут ст вии кле ток, вы рос ших в бо га тых пи та те ль -
ных сре дах и дваж ды от мы тых деи о ни зо ван ной
во дой от ком по нен тов сре ды и бел ков, ко то рые на -
кап ли ва ют ся в ку ль ту ре в про цес се вы ра щи ва ния
штам ма. От мы вая клет ки, мы уме нь ша ем в ре ак -
ци он ной сме си пул бел ков, не об хо ди мых для об ра -
зо ва ния на но ча стиц. В на сто я щей ра бо те схе ма по -
лу че ния на но ча стиц бы ла из ме не на – из стан дар т -
ной ме то ди ки иск лю че ны ста дии от мыв ки кле ток
от сре ды и рас тво ры со лей Ag NO3 и Na2S2O3 в кон -

цен т ра ци ях, со от вет ст ву ю щих за да чам эк с пе ри -
мен та, вво дят ся не по сред ст вен но в КЖ (см. раз дел
«УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА»).

Ис ход ные сре ды LB и TSB бы ли про ве ре ны
на на ли чие бел ко вых мо ле кул, ко то рые мог ли бы ад -
сор би ро ва ть ся на по вер х но сти на но ча стиц. Со став 
бел ков ана ли зи ро ва ли так же по сле ку ль ти ви ро ва -
ния в этих сре дах кле ток S. one i den sis MR-1 (рис. 1).

Как вид но из ре зу ль та тов, в ис ход ных сре дах
LB (1) и TSB (3) от сут ст ву ют бел ко вые мо ле ку лы,
тог да как в этих же сре дах по сле ку ль ти ви ро ва ния
штам ма со дер жат ся бел ки раз лич ной мо ле ку ляр ной 
мас сы (2, 4). Ка че ст вен ный со став бел ков в сре дах
LB и TSB по сле ку ль ти ви ро ва ния штам ма прак ти -
че ски иден ти чен, од на ко сто ит от ме тить, что в сре -
де TSB пре об ла да ют бо лее вы со ко мо ле ку ляр ные
ком по нен ты. 

Эф фек тив ность про цес са био син те за на но -
ча стиц оце ни ва ли дву мя спо со ба ми, из ме ряя оп -
ти че скую плот ность фи ль тра та, а так же ве со вым
спо со бом, в рас че те на вве ден ное в ре ак цию се -
реб ро (см. «УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА»). На
рис. 2 по ка за ны ре зу ль та ты эк с пе ри мен тов, про -
ве ден ных по стан дар т ной и оп ти ми зи ро ван ной
ме то ди кам, от ра жа ю щие эф фек тив ность био син -
те за на но ча стиц Ag2S, вы ра жен ную че рез ОП.
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Рис. 1. Элек т ро фо рег рам ма в по ли ак ри ла мид ном ге ле
ис ход ных сред LB (1), и TSB (3) и КЖ пос ле куль ти ви ро ва ния
штам ма S. oneidensis MR-1 в сре де LB (2) и TSB (4) в те че ние 24 ч

Fig. 1.PAG electrophoresis of LB (1) and TSB (3) starting 
media and culture liquids after growing in them for 24 h of S. oneiden -
sis MR-1 strain in LB (2) and TSB (4) for 24h

Рис. 2. За ви си мость оп ти чес кой плот нос ти филь т ра тов,
со дер жа щих на но час ти цы Ag2S, от ме то да би о син те за: 1 – стан -
дар т ный ме тод (вы ход на но час тиц по се реб ру ~ 35–40%); 2 – оп -
ти ми зи ро ван ный ме тод (вы ход на но час тиц по се реб ру ~ 50–60%)

Fig. 2. Optical density of filtrates containing Ag2S
nanoparticles depending on method of preparation: (1), conventional 
method; and (2), optimized method. Yields of nanoparticles in terms
of silver were ~ 35–40% and ~ 50–60%, respectively



Как вид но из ги с тог рам мы, ис по ль зо ва ние
оп ти ми зи ро ван ной ме то ди ки по зво ля ет по вы сить 
ОП по лу чен но го фи ль тра та в сред нем на 15–20%
по срав не нию со стан дар т ным про то ко лом. Эти
дан ные кор ре ли ру ют с ре зу ль та та ми по оцен ке
эф фек тив но сти био син те за на но ча стиц, рас счи -
тан ны ми ве со вым ме то дом по ко ли че ст ву вве ден -
но го в ре ак цию се реб ра: вы ход на но ча стиц, по лу -
чен ных по оп ти ми зи ро ван ной ме то ди ке, со став -
лял в сред нем 50–60%, что на 15–20% выше, чем
по стан дар т ной (см. под пись к рис. 2). Про дол жи -
те ль ность про цес са по лу че ния на но ча стиц су ще -
ст вен но со кра ти лась; ре зу ль та ты были ста би ль ны 
в раз лич ных эк с пе ри мен тах. Та ким об ра зом, уве -
ли че ние кон цен т ра ции бел ков в ре ак ци он ном рас -
тво ре спо соб ст ву ет по вы ше нию эф фек тив но сти
био син те за на но ча стиц, что под твер ж да ет вы д ви -
ну тую на ми ги по те зу.

В на сто я щей ра бо те про ве ден ана лиз вли я -
ния кон цен т ра ции ис точ ни ков со лей (Ag NO3 и
Na2S2O3) в ре ак ци он ном рас тво ре на вы ход на но -
ча стиц при оп ти ми зи ро ван ном ме то де по лу че ния.
Были ис по ль зо ва ны раз лич ные, но эк ви мо ляр ные
кон цен т ра ции со лей Ag NO3 и Na2S2O3, мМ: 1 и 1; 2 
и 2; 10 и 10; 40 и 40, со от вет ст вен но. Рас тво ры со -
лей в со от вет ст ву ю щей кон цен т ра ции в деи о ни зо -
ван ной воде (5 мл) были ка пе ль но-дроб ным пу тем
вве де ны в кол бы с КЖ при по сто ян ном пе ре ме ши -
ва нии. При уве ли че нии кон цен т ра ции азот но кис -
ло го се реб ра цвет КЖ из ме нял ся от свет ло- к тем -
но-ко рич не во му. По сле 48 ч ин ку ба ции КЖ при об -
ре та ла на сы щен ный ко рич не вый цвет. Наи бо лее
тем ны ми были сус пен зии с кон цен т ра цией каж дой 
соли 40 мМ. Од на ко по сле осаж де ния кле ток и
про пу с ка ния бес кле точ но го рас тво ра че рез фильтр 
с диа мет ром пор 200 нм наи бо лее тем ным ока зал ся 
фи ль трат из про бы с кон цен т ра цией каж дой соли
10 мМ. Фи ль трат с со дер жа ни ем со лей по 40 мМ
был са мым свет лым, что ука зы ва ет на низ кую эф -

фек тив ность био син те за на но ча стиц при дан ной
вы со кой кон цен т ра ции со лей (рис. 3). В этих усло -
ви ях об ра зо вав ший ся в ре зу ль та те хи ми че ской ре -
ак ции Ag2S аг ре ги ро вал и вы па дал в оса док при
осаж де нии кле ток цен т ри фу ги ро ва ни ем.

Этот ре зу ль тат пред по ло жи те ль но мож но
объ яс нить тем, что для оп ти ма ль но го об ра зо ва -
ния на но ча стиц не об хо ди ма опре де лен ная ско -
рость взаи мо дей ст вия ре а ген тов. Если кон цен т ра -
ция со лей слиш ком вы со ка, то ско рость об ра зо ва -
ния ча с тиц Ag2S так же ве ли ка, но при этом бел ки
не успе ва ют сор би ро ва ть ся на их по вер х но сти
или ко ли че ст во этих бел ков не до ста точ но для
фор ми ро ва ния ста би ль ных на но ча стиц. Эти дан -
ные кор ре ли ру ют с ре зу ль та та ми, по лу чен ны ми в
ра бо те [10], в ко то рой рас смат ри ва ет ся вли я ние
кон цен т ра ции ис точ ни ка ионов се реб ра Ag NO3
на эф фек тив ность про цес са био син те за на но ча -
стиц се реб ра при ис по ль зо ва нии кле ток Fu sa ri um
oxys po rum. Ав то ра ми уста нов ле но, что при уве ли -
че нии кон цен т ра ции Ag NO3 от 1 до 5 мМ вы ход
на но ча стиц воз ра с та ет, од на ко при 10 мМ про ис -
хо дит рез кое уме нь ше ние их со дер жа ния.

В таб ли це при ве де ны ре зу ль та ты эк с пе ри -
мен тов по оцен ке вли я ния кон цен т ра ции ре ак ци он -
ных со лей на эф фек тив ность био син те за на но ча -
стиц Ag2S оп ти ми зи ро ван ным ме то дом. Мас су
на но ча стиц опре де ля ли в сус пен зии, по лу чен ной
по сле уль т ра цен т ри фу ги ро ва ния 100 мл фи ль тра -
та, объ ем ко то рой был до ве ден до 1 мл. Как вид но
из ре зу ль та тов, уве ли че ние кон цен т ра ции со лей в 
ре ак ци он ном рас тво ре при во дит к по вы ше нию
кон цен т ра ции на но ча стиц в сре де. Од на ко нет
пря мо про пор ци о на ль ной за ви си мо сти меж ду
кон цен т ра цией в ре ак ци он ном рас тво ре со лей и
на но ча стиц. При этом, как сле ду ет из по лу чен ных 
дан ных, при уве ли че нии кон цен т ра ции со лей вы -
ход на но ча стиц, рас счи тан ный по се реб ру, сни -
жа ет ся. Тем не ме нее, для ла бо ра тор ной ра бо ты
важ нее по лу чить фи ль трат, со дер жа щий на но ча -
сти цы Ag2S в бо лее вы со кой кон цен т ра ции, уве -
ли чив со дер жа ние со лей в ре ак ци он ном рас тво ре.

Та ким об ра зом, по ка за но, что кон цен т ра -
ция со лей Ag NO3 и Na2S2O3 в ре ак ци он ном рас -
тво ре су ще ст вен но влия ет на био син тез на но ча с -
тиц Ag2S в оп ти ми зи ро ван ной си с те ме, од на ко
ме ха низм это го вли я ния до кон ца не изу чен.

Мы про а на ли зи ро ва ли так же эф фект сре ды
для ку ль ти ви ро ва ния штам ма S. one i den sis MR-1
на био син тез на но ча стиц при ис по ль зо ва нии оп -
ти ми зи ро ван ной ме то ди ки. Клет ки вы ра щи ва ли
на стан дар т ной сре де LB и сре де TSB, ко то рая за -
яв ле на в меж ду на род ном пас пор те как оп ти ма ль -

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 3 43

ОП ТИ МИ ЗА ЦИЯ МИК РО БНО ГО СИН ТЕ ЗА НА НО ЧА СТИЦ СУ ЛЬ ФИ ДА СЕ РЕБ РА

Рис. 3. Филь т ра ты КЖ, по лу чен ной при куль ти ви ро ва -
нии S. oneidensis MR-1 в LB сре де, со дер жа щей раз лич ные
кон цен т ра ции каж дой из со лей AgNO3 и Na2S2O3, мМ: 1 , 2 ,
10 и 40

Fig. 3. CL filtrates after culturing of S. oneidensis MR-1
in LB medium containing various AgNO3 and Na2S2O3
concentrations, mM: 1 , 2 , 10 и 40 of each



ная сре да для ку ль ти ви ро ва ния штам ма S. one i -
den sis MR-1. Как вид но из таб ли цы, вы ход и кон -
цен т ра ция на но ча стиц в ре ак ци он ном рас тво ре
была не ско ль ко выше при ис по ль зо ва нии кле ток,
вы ра щен ных на сре де TSB, осо бен но при ис по ль -

зо ва нии со лей в кон цен т ра ции 10 мМ каж дой. Та -
ким об ра зом, со став сре ды для ку ль ти ви ро ва ния
штам ма так же влия ет на эф фек тив ность про цес са
био син те за и мож но уве ли чить кон цен т ра цию на -
но ча стиц, из ме няя этот фак тор.
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Вли я ние кон цен т ра ции со лей и со ста ва сре ды на эф фек тив ность био син те за на но ча стиц 
су ль фи да се реб ра  оп ти ми зи ро ван ным ме то дом

Ef fect of me dia com po si ti on and salts con cen t ra ti ons on the bi o syn t he sis ef fi ci en cy of sil ver sul fi de 
na no par tic les by op ti mi zed met hod

Кон цен т ра ция
Ag NO3  и  Na2S2O3, мМ

Вы ход на но ча стиц, рас счи тан ный
по се реб ру, %

Кон цен т ра ция на но ча стиц
в сус пен зии, мг/мл

LB TSB LB TSB

1 и 1 50–55 55–63 6,2–6,8 6,8–7,8

2 и 2 41,6–46,3 48,6–53,7 10,0–11,5 12,0–13,4

10 и 10 13,3–14,5 18,0–18,5 16,5–18,0 22,5–23,0

40 и 40 Ве ли чи на пре не бре жи мо ма ла

Рис. 4. Ха рак те рис ти ка на но час тиц Ag2S, по лу чен -
ных по оп ти ми зи ро ван но му ме то ду при кон цен т ра ции каж -
дой из со лей AgNO3 и  Na2S2O3.10 мМ: a – ПЭМ - и зоб ра же ние
на но час тиц; b – ЭД С -г руп пы на но час тиц; c – гис тог рам ма рас -
п ре де ле ния на но час тиц по раз ме рам

Fig. 4. Characteristics of nanoparticles obtained by
optimized method at 10 mM concentration of each of AgNO3 and
Na2S2O3: (a), TEM image of nanoparticles; (b), energy dispersive 
X-ray spectrum of a nanoparticle groups; and (c), histogram of
nanoparticle size distribution



Про ве ден ана лиз вли я ния дли те ль но сти
ку ль ти ви ро ва ния штам ма на сре дах LB и TSB на
эф фек тив ность био син те за на но ча стиц. В про цес -
се ку ль ти ви ро ва ния в КЖ на кап ли ва ют ся бел ки
раз лич ной мо ле ку ляр ной мас сы. На ли чие этих
бел ков спо соб ст ву ет эф фек тив но му об ра зо ва нию
на но ча стиц при вве де нии рас тво ров со лей Ag NO3 
и Na2S2O3 не по сред ст вен но в КЖ. Ку ль ту ра S. one i -
den sis MR-1 всту па ла в ста ци о нар ную фазу ро с та
к 24-му часу вы ра щи ва ния в жид ких пи та те ль ных
сре дах. Штамм S. one i den sis MR-1 ку ль ти ви ро ва -
ли на сре де LB в те че ние 24 ч; 48 и 72 ч и по лу ча ли 
на но ча сти цы по оп ти ми зи ро ван ной ме то ди ке при 
кон цен т ра ции каж дой из со лей 1 мМ. Кон цен т ра -
цию на но ча стиц опре де ля ли по ОП фи ль тра тов
при раз лич ном вре ме ни ку ль ти ви ро ва ния штам -
ма. По ка за но, что ОП всех об раз цов была прак ти -
че ски оди на ко вой. Эти ре зу ль та ты ука зы ва ют на
то, что ко ли че ст во бел ка в сре де к 24-му часу до -
сти га ет мак си му ма и да ль ней шее ку ль ти ви ро ва -
ние не при во дит к уве ли че нию кон цен т ра ции
бел ка, ко то рый мо жет  ад сор би ро ва ть ся на по вер х -
но сти на но ча стиц. По э то му вы ход на но ча стиц
прак ти че ски не уве ли чи ва ет ся по сле до сти же ния
ку ль ту рой ста ци о нар ной фазы ро с та.

Как об суж да лось выше, фор ма и раз мер на -
но ча стиц мо гут за ви сеть от усло вий про ве де ния
ре ак ции био син те за. Про ве ден ана лиз на но ча -
стиц, по лу чен ных по оп ти ми зи ро ван ной схе ме
при кон цен т ра ции каж дой  со ли Ag NO3 и Na2S2O3
10 мМ, ме то да ми ПЭМ и ЭДС. На рис. 4, a вид но,
что фор ма на но ча стиц су ль фи да се реб ра близ ка к
сфе ри че ской; атом ное со от но ше ние се реб ра и се -
ры со став ля ло 2:1 (см. рис. 4, b). На ги с тог рам ме
рас пре де ле ния на но ча стиц Ag2S по раз ме рам (см.
рис. 4, c) вид но, что их ве ли чи на ва рь и ру ет от 4 до 
10 нм, а сред ний раз мер со став ля ет 7,5 ± 1,5 нм.
Эти дан ные кор ре ли ру ют с по лу чен ны ми на ми
ра нее ре зу ль та та ми по оцен ке фор мы и раз ме ра
на но ча стиц су ль фи да се реб ра, син те зи ро ван ных
стан дар т ным спо со бом [22]. Та ким об ра зом, ис -
по ль зо ва ние оп ти ми зи ро ван ной схе мы и уве ли че -
ние кон цен т ра ции со лей в ре ак ци он ной сме си не
при во дят к из ме не нию раз ме ра, фор мы и со ста ва
на но ча стиц, что по зво ля ет про во дить да ль ней -
шие ис сле до ва ния их свойств, ис по ль зуя но вый
ме тод их по лу че ния.

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке Рос сий ско го фон да фун да мен та ль ных ис сле до -
ва ний (грант № 16-04-00471). Ис сле до ва ния по
элек т рон ной мик ро ско пии объ ек тов про ве де ны
при фи нан со вой под дер ж ке Про грам мы Пре зи ди у -

ма PАН (№ 24). Ис сле до ва ния с ис по ль зо ва ни ем
ме то дов про све чи ва ю щей элек т рон ной мик ро ско -
пии, в том чис ле ана ли ти че ских ме то дов, про во ди -
лись 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 ни стер ст ва 
об ра зо ва ния и на у ки PФ.
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Ab s t ract – The met hod for bi o syn t he sis of sil ver sul fi de na no par tic les using a stra in of She wa nel la one i den sis MR-1 in an aqueo us so lu -
ti on of sil ver nit ra te and so di um thi o sul fa te salts has been op ti mi zed. The op ti mi za ti on is as so ci a ted with the bi o syn t he sis of na no par tic -
les di rec t ly in the cul tu re me di um in the pre sen ce of live cells, which in c re a ses the yield of na no par tic les by 15–20% and sig ni fi can t ly
shor tens the who le pro cess of na no par tic les ob ta i ning. It was also shown that the in c re a se in the con cen t ra ti on of so di um thi o sul fa te and
sil ver nit ra te salts from 1 mM to 10 mM pro vi des the en han ce ment of the na no par tic les con cen t ra ti on in the re ac ti on so lu ti on, whe re as
the yield of na no par tic les in terms of sil ver in t ro du ced in the re ac ti on dec re a ses. The na no par tic les ob ta i ned by the op ti mi zed and con -
ven ti o nal met hods do not dif fer in sha pe, size and che mi cal com po si ti on. It was shown that the ef fi ci en cy of na no par tic les bi o syn t he sis
de pends on the com po si ti on of the li qu id nut ri ent me di um for the S. one i den sis MR-1 cells growth. The du ra ti on of cells cul tu ring in the
nut ri ent me di um over 24 ho urs fa ils to in ten si fy the pro cess of bi o syn t he sis.

Key words: biosynthesis, optimization of biosynthesis, Shewanella oneidensis MR-1, silver sulfide nanoparticles.
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