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робота виконана в рамках проекту «розробка та 

створення високоефективних антимікробних агентів 
на основі наночастинок металів та їх кон’югатів з ан
тибіотиками для лікування нозокоміальних інфекцій» 
цільової комплексної програми фундаментальних 
досліджень нан україни «Фундаментальні пробле
ми створення нових речовин і матеріалів хімічного 
виробництва», державний реєстраційний номер 
0112U002927. 

вступ. Вивчення характеру впливу наночастинок 
золота і срібла на генетичний апарат прокаріотичної 
клітини відкриває нові перспективи для практичного 
їх застосування в біотехнології, медицині та ветери
нарії [1, 5, 6, 8, 9]. 

Відомо, що в бактеріальних популяціях розпо
всюджені екстрахромосомні фактори спадковості – 
плазміди, які несуть гени антибіотикорезистентності 
(Rплазміди), деградації хімічних речовин, тощо [4]. 
оскільки явище стійкості до антибіотиків являє за
грозу для здоров’я людини та тварин, дослідження 
здатності хімічних речовин до деструкції Rплазмід 
та їх незворотньої елімінації із бактеріальної клітини 
є надзвичайно актуальними. тому вивчення взаємо
дії наночастинок золота і срібла з плазмідною днк 
бактерій являє значний теоретичний та практичний 
інтерес. 

мета дослідження полягала у вивченні характе
ру взаємодії наночастинок золота і срібла з плазмід
ною днк бактерій. 

Об’єкт і методи дослідження. наночастин
ки золота синтезували шляхом відновлення аурату 
калію ацетоном або етанолом методом девіса. Ви
хідною речовиною виступала золотохлористоводне
ва кислота H[AuCl

4
]∙4H

2
O, з якої при взаємодії з кар

бонатом калію у водному розчині утворювався аурат 
калію. наночастинки срібла отримували конденса
ційним методом шляхом відновлення солей срібла 
[3]. розмір отриманих наночастинок визначали з ви
користанням методу лазернокореляційної спектро
метрії (лкс) за допомогою спектрометра Zetasizer3 
(“Malvern Instruments Ltd”, Великобританія). 

В роботі використано стерильні водні препарати 
наночастинок металів: золота – розміром 20 та 30 

нм у вихідних концентраціях: 20 нм – 11,6 мкг/мл, 30 
нм – 19,2 мкг/мл; срібла розміром 30 нм у концен
трації 86,0 мкг/мл за металом. 

для вивчення взаємодії плазмідної днк з на
ночастинками золота та срібла були використані 
рекомбінантні плазміди pUC19 та pBR322, які ви
користовуються для клонування та мають гени 
антибіотикорезистентності. 

плазміда pUC19 містить 2686 нуклеотидних пар, 
висококопійна, несе ген, що забезпечує стійкість до 
антибіотика ампіциліну Ampr, (GenBank Assession 
Number LO9137). 

плазміда pBR322 містить 4361 нуклеотидну 
пару, висококопійна, несе гени ампіцилінової Ampr 
та тетрациклінової Tetr резистентності, (GenBank 
Assession Number J01749). 

плазміди pUC19 та pBR322 знаходилися в бакте
ріях E. coli XL1Blue Kan (Stratagene). 

для отримання препаратів плазмідної днк вико
ристовували метод лужного лізису за бірнбоймом і 
долі [7]. препарати плазмід розчиняли в стерильній 
дистильованій воді та зберігали при –200с. 

Інкубацію препаратів плазмідної днк з наночас
тинками золота і срібла проводили при 24 ос про
тягом 3060 хвилин. Інкубаційна суміш складала
ся з препарату плазміди, розведеного очищеною 
стерильною дистильованою водою, та стерильного 
водного препарату наночастинок металів. концен
трація наночастинок золота в інкубаційних сумішах 
складала: 20 нм – 5,8 мкг/мл за металом, 30 нм – 9,6 
мкг/мл за металом; наночастинок срібла розміром 
30 нм – 43,0 та 17,0 мкг/мл за металом. 

Візуалізацію препаратів плазмідної днк та плаз
мідної днк, обробленої наночастинками золота чи 
срібла, здійснювали методом електрофорезу в 1 % 
агарозному гелі в 1хTBE буфері з послідуючим фар
буванням бромистим етидієм (0,5 мкг/мл) [2]. 

електронномікроскопічний аналіз препаратів 
днк з наночастинками золота та срібла здійснювали 
за допомогою трансмісійного електронного мікро
скопу JEOL JEM1230 Electron Microscope («Tokyo 
Boeki Ltd», японія). 

нанОтехнОлОгії
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елімінацію плазмід pUC19 та pBR322 з клітин 
бактерій E. coli здійснювали: шляхом спонтанної 
елімінації та шляхом обробки плазмідовмісних бак
терій наночастинками золота та срібла з послідую
чою контрселекцією. 

результати досліджень та їх обговорення. з 
метою вивчення характеру впливу наночастинок зо
лота і срібла на структуру плазмідної днк здійсню
вали інкубацію плазмід pUC19 та pBR322 з наночас
тинками золота розміром 30 нм в концентраціях 9,6 
та 3,8 мкг/мл за металом та наночастинками срібла 
розміром 30 нм в концентраціях 43,0 і 17,0 мкг/мл за 
металом. показано, що така інкубація досліджува
них плазмід з наночастинками металів призводить 
до суттєвих змін у картині електрофоретичного роз
ділення днк (рис. 1). 

отримані результати свідчать про дію наночас
тинок золота і срібла на плазміди, проте не слід ви
ключати і впливу на параметри електрофорезу заря
джених наночастинок, зв’язаних з днк. 

наступний етап вивчення характеру взаємодії 
досліджуваних наночастинок металів з плазмід
ною днк включав електронномікроскопічні до
слідження. препарати для електронної мікроскопії 
готували з інкубаційних сумішей без додаткового 
контрастування. 

рис. 1. електрофоретична картина розподілу днк 
модельних плазмід pUC19 та pBR322, що зазнали 

впливу наночастинок золота та срібла. 
примітка: 1 плазміда pBR322 не оброблена наночастинками;

2 плазміда pBR322, оброблена наночастинками срібла (43,0 мкг/мл);

3плазміда pBR322, оброблена наночастинками срібла (17,0 мкг/мл);

4плазміда pBR322, оброблена наночастинками золота 30 нм(9,6 мкг/мл);

5плазміда pBR322, оброблена наночастинками золота 30 нм(3,8 мкг/мл);

6плазміда pUC19, оброблена наночастинками срібла (43,0 мкг/мл);

7плазміда pUC19, оброблена наночастинками срібла (17,0 мкг/мл);

8плазміда pUC19, оброблена наночастинками золота(9,6 мкг/мл);

9плазміда pUC19, оброблена наночастинками золота (3,8 мкг/мл);

10плазміда pUC19 не оброблена наночастинками

рис. 2. електронно-мікроскопічні зображення взаємодії наночастинок золота розміром 20 нм з плазмідою 
pUC19. а- препарат плазміди pUC19 з наночастинками золота розміром 20нм; в – контроль, препарат нано-

частинок золота розміром 20 нм; с- контроль, препарат плазміди pUC19. 

рис. 3. електронно-мікроскопічні зображення взаємодії наночастинок золота розміром 30 нм з плазмідою 
pUC19. а- препарат плазміди pUC19 з наночастинками золота розміром 30нм; в – контроль, препарат нано-

частинок золота розміром 30 нм; с- контроль, препарат плазміди pUC19. 
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рисунок 2 відображає осо
бливості взаємодії наночастинок 
золота розміром 20 нм з плазмі
дою pUC19. 

на рисунку 2 (а) показано ха
рактер локалізації наночастинок 
золота на днк плазміди pUC19. 

на рисунку 3 наведені елек
тронномікроскопічні зображен
ня взаємодії наночастинок золо
та розміром 30 нм з плазмідою 
pUC19. 

особливості взаємодії препа
ратів плазміди pUC19 з наночас
тиноками срібла розміром 30 нм 
відображені на рисунку 4. 

аналізуючи електронномікро
скопічні зображення взаємодії 
наночастинок золота та срібла з 
плазмідою pUC19, можна конста
тувати наявність структурних змін 
плазміди pUC19 від глобул (2(с), 
3(с), 4(с)), до релаксованих форм 
(2(а), 3(а), 4(а)). 

у випадку взаємодії плазміди 
pUC19 з наночастинками золота 
розміром 20 нм є характерною 
агрегація наночастинок золота. 
Це може бути наслідком присут
ності невеликої кількості білка, 
яка залишилися після виділення плазмідної днк, 
що може призводити до модифікації поверхні до
сліджуваних наночастинок. у випадку взаємодії 
плазміди pUC19 з наночастинками золота 30 нм та 
срібла (30нм) наночастинки не мають тенденції до 
агрегації. 

наночастинки золота 20 і 30 нм розміщуються 
не періодично на нитках плазміди pUC19, а нано
частинки срібла 30 нм розміщуються на ній з пев
ною періодичністю, призводячи до релаксації такої 
плазміди. 

у випадку плазміди pBR322 також мають місце її 
структурні зміни від глобул рис. 5(D) до релаксова
них форм рис. 5(а, в,с). 

рис. 4. електронно-мікроскопічні зображення взаємодії наночастинок срібла розміром 30 нм з плазмідою 
pUC19. а- препарат плазміди pUC19 з наночастинками срібла розміром 30нм; в – контроль, препарат нано-

частинок срібла розміром 30 нм; с- контроль, препарат плазміди pUC19. 

рис. 5. електронно-мікроскопічні зображення взаємодії наночастинок  
золота і срібла з плазмідою pBR322: а-препарат плазміди pBR322  

з наночастинками золота розміром 20нм; в- препарат плазміди pBR322 
з наночастинками золота розміром 30нм; с- препарат плазміди pBR322  

з наночастинками срібла розміром 30нм; D- контроль,  
препарат плазміди pBR322. 

за наявності експериментальних доказів без
посередньої дії наночастинок золота і срібла на 
плазміди pBR322 та pUC19 з детермінантами анти
біотикостійкості було проведено дослідження щодо 
здатності досліджуваних наночастинок металів елі
мінувати Rплазміди з бактеріальних клітин. еліміна
цію плазмід pUC19 та pBR322 з клітин плазмідовміс
них бактерій E. coli здійснювали шляхом обробки 
клітин наночастинками золота та срібла. 

рівень спонтанної елімінації оцінювали при куль
тивуванні плазмідовмісних бактерій E. coli на се
редовищі Мпа без антибіотика. Встановлено, що 
при культивуванні бактерій E. coli XL1Blue (pUC19) 
та E. coli XL1Blue (pBR322) в Мпб без антибіотика 
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протягом 18 годин частота спонтанної елімінації 
складала: у випадку плазміди pUC19 – 37 %, а у ви
падку плазміди pBR322 – 34 %. 

при обробці плазмідовмісних бактерій E. coli 
XL1Blue (pUC19) та E. coli XL1Blue (pBR322) на
ночастинками золота розміром 20 нм в концентрації 
5,6 мкг/мл за металом протягом 18 годин частота 
елімінації становила 89 % та 86 % відповідно (табл.). 

у випадку використання наночастинок золота роз
міром 30 нм (9,6мкг/мл за металом) як елімінуючо
го агента, частота елімінації складала для pUC19 – 
91 % , а для рBR322 – 90 %. 

наночастинки срібла в концентрації 17 мкг/мл 
ефективно елімінували плазміди pUC19 і pBR322 із 
штамів E. coli XL1Blue (pUC19) та E. coli XL1Blue 
(pBR322) з частотою: pUC19 – 98 % та pBR322 – 96 %. 

таким чином, показано високу ефективність 
наночастинок золота і срібла як елімінуючих аген
тів плазмід антибіотикорезистентності. для оста
точного висновку щодо елімінуючих властивостей 
досліджених наночастинок металів потрібно про
вести подальші дослідження із залученням плазмі
довмісних резистентних клінічних ізолятів патоген
них мікроорганізмів. 

висновки. наночастинки золота розмірами 20 і 
30 нм та наночастинки срібла розміром 30 нм змі
нюють структуру плазмід pUC19 і pBR322 шляхом 
релаксації. досліджувані наночастинки металів ви
кликають високу частоту елімінації плазмід pUC19 і 
pBR322 із бактерій штамів E. coli XL1Blue (pUC19) E. 
coli XL1Blue (pBR322). 

перспективи подальших досліджень. Викона
ні дослідження щодо характеру взаємодії наночас
тинок золота і срібла з плазмідами та їх елімінуючих 
властивостей відкривають перспективи подальших 
досліджень щодо подолання антибіотикорезистент
ності у збудників захворювань людини та тварин. 

таблиця

частота елімінації плазмід pUC19 і pBR322 
із штамів E. coli XL1-Blue (pUC19) та E. coli 

XL1-Blue (pBR322) при обробці бактерій 
наночастинками золота та срібла

тип елімінації 
плазмід

плазмідовмісний 
штам

частота 
елімі нації ( %)

спонтанна 
елімінація 

E. coli XL1Blue (pUC19) 37

E. coli XL1Blue 
(pBR322)

34

елімінація нано
частинками зо
лота 20нм

E. coli XL1Blue (pUC19) 89

E. coli XL1Blue 
(pBR322)

86

елімінація нано
частинками зо
лота 30нм

E. coli XL1Blue (pUC19) 91

E. coli XL1Blue 
(pBR322)

90

елімінація нано
частинками 
срібла 30нм

E. coli XL1Blue (pUC19) 98

E. coli XL1Blue 
(pBR322)

96
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нанОчастинки ЗОлОта та срібла – ефективні агенти елімінації плаЗмід 

анти  бі ОтикОреЗистентнОсті
дибкова с. м. 
резюме. Вивчення характеру впливу наночастинок золота та срібла на генетичний апарат прокаріотич

ної клітини відкриває нові перспективи для їх практичного застосування у біотехнології, медицині та ветери
нарії. Метою роботи було визначення характеру взаємодії наночастинок золота (20 і 30 нм) та срібла (30нм) з 
плазмідами pUс19 і pBR322, які несуть гени антибіотикорезистентності. показано, що наночастинки золота 
розмірами 20 і 30 нм та наночастинки срібла розміром 30 нм змінюють структуру плазмід pUC19 і pBR322 
шляхом релаксації. досліджувані наночастинки металів викликають високу частоту елімінації плазмід pUC19 
і pBR322 із бактерій штамів E. coli XL1 Blue (pUC19) и E. coli XL1 Blue (pBR322). для остаточного висновку 
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щодо елімінуючих властивостей досліджених наночастинок металів потрібно провести подальші досліджен
ня із залученням плазмідовмісних резистентних клінічних ізолятів патогенних мікроорганізмів. 

ключові слова: наночастинки золота і срібла, плазміди, днк, елімінація. 

удк 577. 352. 3:616006. 04:57. 02:661. 859 
нанОчастицЫ ЗОлОта та серебра – ЭффективнЫе агенти Элиминации плаЗмид 

антибиОтикОреЗистентнОсти
дыбкова с. н. 
резюме. изучение характера влияния наночастиц золота и серебра на генетический аппарат прокари

отической клетки открывает новые перспективы для их практического применения в биотехнологии, меди
цине и ветеринарии. Целью работы было определение характера взаимодействия наночастиц золота (20 
и 30 нм) и серебра (30нм) с плазмидами pUс19 и pBR322, несущими гены антибиотикорезистентности. 
показано, что наночастицы золота размерами 20 и 30 нм и наночастицы серебра размером 30 нм изменя
ют структуру плазмид pUC19 и pBR322 путем релаксации. исследуемые наночастицы металлов вызывают 
высокую частоту элиминации плазмид pUC19 и pBR322 из бактерий штаммов E. coli XL1 Blue (pUC19) и 
E. coli XL1 Blue (pBR322). для окончательного заключения об элиминирующих свойств исследованных 
наночастиц металлов нужно провести дальнейшие исследования с привлечением плазмидосодержащих 
антибиотикорезистентных клинических изолятов патогенных микроорганизмов. 

ключевые слова: наночастицы золота и серебра, плазмиды, днк, элиминация. 
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Gold and Silver Nanoparticles – Effective Agents for Elimination the Plasmids of Antibiotic Resistance 
Dybkova S. M. 
Abstract. Unique properties of metal nanoparticles and their biological activity open wide perspectives for their 

using in medicine. Studies of the peculiarities of metal’s nanoparticles interaction with nucleic acids of plasmids has 
fundamental importance in the investigation of metal’s nanoparticles influence on genetic complex of cells. 

The research has been performed with using model systems of nucleic acids such as plasmids pUC19 and 
pBR322. These plasmids (Rplasmids) have genes of resistance to antibiotics: plasmid pUC19 have gene Ampr 
(GenBank Assession Number LO9137); plasmid pBR322 have gene Ampr and Tetr (GenBank Assession Number 
J01749). The plasmids pUC19 and pBR322 were living in bacterias of strain E. coli XL1Blue Kan (Stratagene). 
Plasmids obtained by method of Birnboim&Doly and stored at – 200с. 

This plasmids were influenced by gold and silver nanoparticles in different concentrations: gold nanoparticles 
30 nm – 9,6 and 3,8 mkg/ml, silver nanoparticles 30 nm – 43,0 and 17,0 mkg/ml. By electrophoresis method it has 
been shown the changes in electrophoretic mobility of plasmids pUC19 and pBR322. These results indicate the 
changes in the structure of the model plasmids. 

Interaction of gold and silver nanoparticles of different size with plasmids pUC19 and pBR322 has been per
formed by the method of electron microscopy. Nanoparticles concentation in incubation mixtures: gold nanopar
ticles 20 nm – 5,8 mkg/ml, 30 nm – 9,6 mkg/ml; silver nanoparticles 30 нм – 43,0 and 17,0 mkg/ml. 

Gold nanoparticles (20 and 30 nm) causing relaxation of plasmids placed not sorted on it’s threads. Moreover, 
gold nanoparticles with size 20 nm, in contrast to the 30 nm nanoparticles, aggregated an untwisted plasmids. 
Silver nanoparticles with size 30 nm leads to destructive changes of plasmid DNA, while being located on it at regu
lar intervals. Thus, interaction of gold (20 and 30 nm) and silver nanoparticles (30 nm) with plasmids pUC19 and 
pBR322 resulting in plasmid’s relaxation. 

Elimination of the plasmids pUC19 and pBR322 was performed by culturing the bacteria E. coli XL1Blue (pUC19) 
and E. coli XL1Blue (pBR322) with gold and silver nanoparticles within 18 hours. Gold (20 and 30 nm) and silver (30 
nm) nanoparticles cause a high frequency of plasmid’s pUC19 and pBR322 elimination. In processing the plasmids 
of bacteria E. coli XL1Blue (pUC19) and E. coli XL1Blue (pBR322) gold nanoparticles of 20 nm at a concentration 
of 5. 6 mg / ml elimination rate was 89 % and 86 % respectively. In the case of gold nanoparticles of 30 nm (9. 6 mg/
ml) rate of elimination was: pUC19 – 91 %, and pBR322 – 90 %. Silver nanoparticles at concentration of 17 mg/ml 
eliminate plasmids from strains of E. coli XL1Blue (pUC19) and E. coli XL1Blue (pBR322) with frequency: pUC19 
– 98 % and pBR322 – 96 %. Frequency of spontaneous elimination was: in the case of plasmid pUC19 – 37 %, 
pBR322 – 34 %. 

Thus, effectively eliminates of plasmid’s pUC19 and pBR322 has been performed by gold (20 and 30 nm) and 
silver (30 nm) nanoparticles. 

For a final conclusion about gold and silver nanoparticles’ properties to effectively elimination of Rplasmids to 
need hold in further studies involving the plasmids of clinical isolates of bacterias

Key words: gold nanoparticles; silver nanoparticles; plasmids; DNA; elimination. 
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