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В данной работе показано, что резистентность к меди (II) клеток штамма Achromobacter insolitus LCu2 
была снижена добавлением в среду культивирования 1 мкМ нанокластеров серебра: максимальная 
толерантная концентрация снизилась в 4 раза, минимальная ингибирующая концентрация – в 25 раз. 
Предполагается, что нанокластеры нарушают функционирование системы эффлюкса меди (II) через 
связывание с CusC белком, что приводит к частичной утрате бактериями возможности экспортиро-
вать избыток катионов меди (II) из клеток.
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Понимание механизмов устойчивости бактерий 
к различным токсикантам – актуальная проблема 
современной микробиологии и  медицины. Для 
поддержания гомеостаза меди бактерии использу-
ют несколько стратегий: внеклеточная секвестра-
ция биополимерами, связывание металлотионеи-
новыми белками в цитоплазме и активный выброс 
металла из  клетки (Cervantes, Gutierrez-Corona, 
1994; Magnani, Solioz, 2007). К генетическим де-
терминантам активного транспорта меди из клет-
ки относятся генные кластеры cop и cus. АТФаза 
Р-типа CopA транспортирует Cu(I) из цитоплазмы 
в периплазму, в которой CueO оксидаза окисляет 
Cu(I) до Cu(II), а CusCFBA эффлюксная система 
экспортирует Cu(II) наружу (Hernández-Montes 
et  al., 2012). Однако эффлюксные помпы, по-
добные CusCFBA, обусловливают также множе-
ственную лекарственную устойчивость бактерий, 
активно экспортируя из клеток антибиотики. На-
нокластеры металлов могут влиять на работу бак-
териальных помп (Draviana et al., 2023). В част-
ности, молекулярный докинг между эффлюксной 
помпой Klebsiella quasipneumoniae и  покрытыми 

глутатионом серебряными нанокластерами по-
казал, что последние взаимодействуют с амино-
кислотными остатками внутри поры, уменьшая 
внутренний диаметр и  препятствуя транспорту 
(Tumskiy et al., 2023).

Ранее нами был описан ризосферный штамм 
Achromobacter insolitus LCu2, способный к  росту 
в присутствии высоких концентраций меди (II), 
в геноме которого были выявлены гены, кодирую-
щие белки устойчивости к меди (Kryuchkova et al., 
2024). Цель данной работы  – изучить влияние 
нанокластеров серебра, покрытых глутатионом, 
на устойчивость штамма A. insolitus LCu2 к катио-
нам меди (II).

Бактерии A. insolitus LCu2 (RCAM 04723, 
IBPPM 631) выращивали на малатно-солевой сре-
де (Tkachenko et al., 2015) в 96-луночных плоско-
донных планшетах в течение 18 ч в термошейкере 
(MB100-2a, “Allsheng”, Китай) при температуре 
35°С и постоянном перемешивании 300 об./мин. 
Для определения устойчивости бактерий исполь-
зовали 20 мМ раствор сульфата меди (II) в среде, 
из которого двукратным разведением готовили 
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варианты с конечными концентрациями катио-
нов меди (II) от 2.4 мкМ до 5 мМ. Общий объем 
раствора в  лунке составлял 300 мкл: 150 мкл  – 
токсикант, 149 мкл – бактериальный инокулят, 
1 мкл – 100 мкМ раствор нанокластеров. Каждую 
пробу готовили в трех повторностях. Токсичность 
нанокластеров серебра для культуры штамма 
LCu2 оценивали в ряду двукратных разведений от 
10 мкМ до 5 нМ. Оптическую плотность бактери-
альных культур измеряли при 600 нм с помощью 
планшетного ридера Multiskan Ascent (“Thermo”, 
Финляндия).

Нанокластеры серебра, покрытые защитным 
слоем глутатиона (GSH-AgNCs), получали, как 
описано в работе Tumskiy et al. (2023), с небольши-
ми модификациями. Нанокластеры имели средний 
диаметр 2.2 ± 0.5 нм и значение дзета-потенциа-
ла –55.2 ± 2.54 мВ.

3D модели белков эффлюксной помпы CusСВА 
(QEK91978; QEK91979; QEK91980) штамма A. in-
solitus LCu2 и  их взаимодействие с  медью пред-
сказывали с использованием ресурса AlphaFold3 
(Abramson et al., 2024).

Результаты влияния различных концентра-
ций меди (II) на рост A. insolitus LCu2 в течение 
18  ч  культивирования представлены на  рисун-
ке (а). Медь (II) в диапазоне концентраций от 2.4 
до  40  мкМ не  ингибировала рост культуры. Та-
ким образом, значение максимальной толерант-
ной концентрации (МТК) было определено как 
40 мкМ. Концентрационно-зависимый эффект 
снижения роста бактерий наблюдался в диапазо-
не от 78 мкМ до 1.25 мМ. Значение EC50 (инги-
бирование роста на 50% относительно контроля) 
было равно 0.3 мМ, а минимальной ингибирующей 

концентрации (МИК), при которой не наблюда-
лось роста культуры, – 2.5 мМ. В процессе про-
должительного культивирования A. insolitus LCu2 
был выявлен рост при более высоких концентра-
циях меди (II), но после лаг-фазы в 24 ч (Kryuch-
kova et al., 2024). И при кратковременном (18 ч), 
и при длительном (96 ч) культивировании штамм 
A. insolitus LCu2 может быть охарактеризован как 
устойчивый к меди (II) в связи со способностью 
к росту при 1 мМ меди (II).

Внесение в среду с медью (II) 1 мкМ нанокла-
стеров серебра (GSH-AgNCs) существенно снизи-
ло устойчивость A. insolitus LCu2 к токсическому 
действию металла (рисунок, а). МТК для (GSH-
AgNCs и меди (II)) составила 10 мкМ, что в 4 раз 
ниже МТК для среды только с медью (II). Пол-
ное ингибирование роста (МИК) было выявлено 
при концентрации меди (II) 0.1 мМ, что в 25 раз 
меньше значения МИК для среды без нанокласте-
ров. Значение ЕС50 для (GSH-AgNCs и меди (II)) 
составило 40 мкМ, что также в 7.5 раз ниже зна-
чения ЕС50 для среды без GSH-AgNCs. При этом 
внесение отдельно нанокластеров серебра в ис-
следуемых концентрациях не вызывало ингиби-
рования роста A. insolitus LCu2 (рис. S1, дополни-
тельные материалы).

Предыдущий геномный анализ выявил наличие 
в геноме A. insolitus LCu2 эффлюксной системы уда-
ления меди RND-типа CusABC (Kryuchkova et al., 
2024). Здесь мы приводим 3D модели эффлюксной 
помпы, образуемой Cus белками штамма LCu2 (ри-
сунок, б), взяв за основу структуру CusA3–CusB6–
CusC3, описанную ранее (Hernández-Montes et al., 
2012). Эти модели дают представление о формиро-
вании трансмембранного канала (рисунок, в), через 
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Рисунок. а – Влияние на жизнеспособность культуры штамма A. insolitus LCu2 различных концентраций катионов 
меди (II) в среде (1) и совместного действия 1 мкМ GSH-AgNCs с катионами меди (II) (2); б – 3D модель эффлюкс-
ной помпы – белковый комплекс, образованный тримером CusA, гексамером CusB и тримером CusC штамма A. in-
solitus LCu2; в – горизонтальная проекция 3D модели комплекса белков CusBC, формирующего транспортную пору 
в наружной мембране клетки (катионы меди (II) показаны как шарики).
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который может выводиться избыток меди и другие 
токсиканты, а  также о взаимодействии меди (II) 
с CusА и CusB белками, необходимыми бактериям 
для устойчивости к меди (Franke et al., 2003).

Принимая во внимание инактивацию белка TolC 
нанокластерами серебра путем образования ста-
бильных комплексов во внутреннем канале триме-
ра (Tumskiy et al., 2023), мы предполагаем, что не-
которые аминокислотные остатки CusC (QEK91978) 
штамма LCu2 также могут взаимодействовать 
с  GSH-AgNCs, что приводит к  снижению рези-
стентности A. insolitus LCu2 из-за потери способно-
сти экспортировать медь (II) из клетки. Дальнейшее 
исследование будет посвящено моделированию вза-
имодействия между белками CusABC штамма LCu2 
и использованными GSH-AgNCs.

Таким образом, в данной работе впервые пока-
зано усиление антимикробного действия катионов 
меди (II), опосредованное присутствием нанокла-
стеров серебра. Предположительно, одной из при-
чин может быть нарушение транспорта меди (II) 
из  клетки вследствие взаимодействия нанокла-
стеров с эффлюксной помпой. В связи с тем, что 
устойчивость к тяжелым металлам и антибиотикам 
у бактерий имеет общие механизмы, полученные 
нами результаты могут открыть новые перспекти-
вы в исследованиях, в целом бактериальной устой-
чивости к токсикантам, а также в поиске эффек-
тивных способов преодоления множественной ле-
карственной устойчивости бактерий.
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Effect of Silver Nanoclusters on the Copper Resistance  
of Achromobacter insolitus LCu2
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Abstract. In this work, the resistance of Achromobacter insolitus LCu2 cells to copper (II) was reduced 
by adding 1 μM silver nanoclusters to the culture medium: the maximum tolerable concentration decreased 
by 4 times, the minimum inhibitory concentration – by 25 times. It is assumed that nanoclusters disrupt the 
functioning of the copper (II) efflux system through binding to the CusC protein, which leads to a partial 
loss of the ability of bacteria to export excess copper (II) cations from cells.

Keywords: nanoclusters, copper, resistance, Achromobacter insolitus LCu2, efflux pump
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