
УЧЕНЫЕ ЗАПИСКИ КАЗАНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА 

Том 157, кн. 4 Естественные науки 2015 

39 

УДК 579.24:616-002.828 

ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ Cu
2+

 НА ФЕРМЕНТАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ 

КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ Aspergillus niger 

А.А. Баязитова, Н.И. Глушко, С.А. Лисовская, Е.В. Халдеева, 

В.Р. Паршаков, О.Н. Ильинская 

Аннотация 

Статья посвящена анализу влияния тяжелых металлов на ферментативную актив-

ность грибов рода Aspergillus niger. Было исследовано влияние меди на скорость роста, 

устойчивость к антимикотикам, а также амилолитическую и липолитическую актив-

ность различных клинических штаммов Aspergillus niger. Показано что присутствие 

ионов меди снижает скорость роста и спорообразование клинических штаммов 

Aspergillus niger, частичное ингибирующее действие высоких концентраций солей меди 

на липолитическую активность. Установлено, что добавление в среду солей меди влияет 

на чувствительность клинических штаммов Aspergillus niger к противогрибковым пре-

паратам, а также отмечена зависимость чувствительности микромицетов к антимико-

тическим препаратам от концентрации меди. 

Ключевые слова: Aspergillus niger, липолитическая активность, амилолитическая 

активность, тяжелые металлы, медь. 

 

Введение 

За последние десятилетия грибковые инфекции стали важной проблемой 

здравоохранения во многих странах мира [1]. Ранее считавшиеся редкими воз-

будителями инфекционных заболеваний грибы рода Aspergillus сейчас являются 

важной причиной отягощения основного заболевания и смертности у больных 

с иммунодефицитами [2, 3]. На сегодняшний день инвазивный аспергиллез явля-

ется частой причиной инфекционной смертности от пневмонии у пациентов, пе-

ренесших трансплантацию легких и других органов [3, 4]. Грибы рода Aspergillus 

также могут вызывать широкий диапазон хронических, сапрофитных и аллерги-

ческих состояний, в том числе отомикозы. 

Грибы рода Aspergillus отличаются многообразной биохимической активно-

стью. Они вырабатывают разнообразные амилолитические, протеолитические, 

липолитические ферменты, разрушающие роговое покрытие, хитин и т. д., что 

способствует заселению ими самых разнообразных органических и неоргани-

ческих субстратов и активной колонизации живых организмов. Помимо различ-

ных ферментов, органических кислот и антибиотиков, некоторые виды могут 

образовывать яды – микотоксины, оказывающие патологическое действие 

на организм человека, животных. 

Для роста и развития плесневых грибов требуется присутствие в окружаю-

щей среде определенных питательных веществ, в том числе макро- и микроэле-

ментов, в частности солей меди [5]. Медь принадлежит к числу необходимых 
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грибу микроэлементов. Она входит в состав таких оксидаз, как лакказа (поли-

фенолоксидаза), оксидаза аскорбиновой кислоты, оксидаза цитохрома a3, ура-

токсидаза, и участвует в этапах восстановления нитратов [6]. 

Хорошо известно, что темноокрашенные грибы, к которым относятся мик-

ромицеты рода Aspergillus niger, относительно устойчивы к действию тяжелых 

металлов и способны к их накоплению. Так, в местах повышенного загрязнения, 

в частности в придорожных зонах, отмечается увеличение содержания темно-

окрашенных меланинсодержащих грибов, к которым также относятся микро-

мицеты рода Aspergillus [7]. В то же время накопление тяжелых металлов мо-

жет приводить к угнетению и даже к гибели чувствительных микроорганизмов 

или, наоборот, стимулировать развитие устойчивых видов, оказывая влияние 

на численность микроорганизмов в почве [8, 9], однако механизм такого воз-

действия до сих пор не ясен. 

Целью настоящей работы было изучение влияния меди на скорость роста, 

устойчивость к антимикотикам, а также амилолитическую и липолитическую 

активность клинических штаммов Aspergillus niger. 

1. Материалы и методы 

В работе использовали семь штаммов Aspergillus niger: 3413, 3415, 3376, 

3411, УК-1, УК-2, УК-3. Все культуры данных микромицетов, использованных 

в работе, имели клиническое происхождение и были получены в Казанском 

НИИ эпидемиологии и микробиологии (г. Казань) в соответствии с согласием 

пациентов (протокол № 2 от 05.03.2014 г.). Штаммы УК-1, УК-2, УК-3 были 

выделены от больных отомикозами, штаммы 3413, 3415, 3376, 3411 – от боль-

ных дерматитами. 

Забор клинического материала производили при помощи стерильного ват-

ного тампона с последующим смывом стерильной дистиллированной водой. 

Посев смыва проводился на агаризованную среду Чапека и модифицированную 

среду Сабуро. После выделения возбудителя проводили выделение чистой 

культуры.  

Исследование проводили методом культивирования на чашках с модифи-

цированной средой Сабуро с добавлением 1 мл 1 М, 0.5 М и 0.1 М растворов 

CuSO4 на поверхность питательной среды. После пропитывания среды солями 

тяжелых металлов производили посев штаммов Aspergillus niger. Плесневые 

грибы выращивали при 30 °С в течение 3 сут.  

Липолитическая активность A. niger оценивалась в тесте на гидролиз эфиров 

жирных кислот по методу Бузолевой и др. [10] с предложенными нами измене-

ниями, касающимися биологических потребностей грибов рода Aspergillus. Ис-

следуемые штаммы, выращенные на средах с повышенным содержанием солей 

тяжелых металлов, пересевали на агаризованную среду с добавлением к нему 

гидратированного CaCl2. В качестве источника углерода использовали твин-20. 

Засеянные чашки Петри выдерживали при 30 °С в течение 3 сут. 

Для выявления амилолитической активности использовали агаризованную 

среду с добавлением растворимого крахмала и KH2PO4 [11]. Среду для опреде-

ления амилолитической активности засеивали исследуемыми штаммами 

Aspergillus niger, выращенными на средах с повышенным содержанием ионов 
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CuSO4. Гидролиз крахмала обнаруживали после обработки агаровой пластинки 

раствором Люголя. Среда, содержащая крахмал, окрашивалась в синий цвет, 

если крахмал гидролизовался до декстринов. Зону гидролиза крахмала измеря-

ли в миллиметрах от края колонии до границы светлой зоны. Чем больше раз-

мер светлой зоны, тем выше амилолитическая активность. 

Исследование антимикотической активности проводили диско-диффузным 

методом на чашках с модифицированной средой Сабуро. На поверхность пита-

тельной среды наносили исследуемую культуру и затем помещали диски (рас-

ширенный набор дисков для определения чувствительности к противогрибко-

вым препаратам, набор 24), содержащие определенное количество антимико-

тика. Гифомицеты выращивали при 30 °С в течение 5 сут. Результаты оценивали 

по зоне подавления роста микромицетов вокруг диска. 

Полученные в работе результаты подвергали статистической обработке 

по общепринятым методикам с помощью стандартной программы Microsoft 

Excel 2010. Статистическая обработка данных включала: определение средних 

величин показателей (М), вычисление значений квадратичного отклонения (SD), 

доверительного интервала, выявление достоверности различий средних значе-

ний показателей в сравниваемых группах с использованием критерия Фишера 

(различия оценивались как достоверные при вероятности 95% – p < 0.05). 

2. Результаты 

Установлено, что низкие концентрации меди не влияют на рост изученных 

штаммов (рис. 1). В то же время при добавлении 1 мл 1 М и 1 мл 0.5 М раствора 

СuSO4 отмечался слабый рост Aspergillus niger. Добавление 1 мл 0.1 М раство-

ра CuSO4 также приводило к ослаблению четырех штаммов (УК-1, УК-3, 3411 

и 3415). У двух штаммов A. niger (3376 и УК-3) наблюдалось полное ингибиро-

вание роста при добавлении 1 мл 1 М раствора СuSO4. 

При добавлении 1 мл 1 М и 1 мл 0.5 М раствора СuSO4 спорообразование 

также практически прекращалось у всех штаммов, при этом у всех штаммов 

спорангии существенно уменьшались в размерах. Изменение размера споран-

гиев в контрольных чашках не отмечалось. 

В ходе проведенных исследований установлено, что высокие концентрации 

ионов меди оказывают влияние на липолитическую активность (рис. 2). Так, 

полное ингибирование липолитической активности отмечалось лишь при до-

бавлении 1 мл 1 М CuSO4 в чашку Петри с исследуемой культурой. При добав-

лении меньшей концентрации (1 мл 0.1 М и 1 мл 0.5 М) раствора CuSO4 отме-

чено усиление липолитической активности двух штаммов 3413, 3415 и ингиби-

рование липолитической активности штамма УК-3. В остальных случаях влия-

ние на липолитическую активность не наблюдалось.  

При добавлении 1 мл 1 М CuSO4 липолитическая активность сохранялась 

лишь у трех штаммов A. niger: 3411, 3413, УК-2.  

В контрольной группе, выращенной на среде без добавления солей меди, 

липолитическая активность наблюдалась у всех штаммов. 

Амилолитическая активность большинства изученных штаммов выражена 

умеренно, хотя для двух штаммов отмечены более высокие значения (рис. 3). 

При добавлении 1 мл 1 М и 1 мл 0.5 М  раствора  CuSO4  у  двух  штаммов 3411  
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Рис. 1. Рост штаммов Aspergillus niger, выделенных от больных, на модифицированной 

среде Сабуро с добавлением Cu
2+

 на третий день роста, см 

 

Рис. 2. Липолитическая активность клинических штаммов A. niger при добавлении 

ионов меди 

и 3413 наблюдалось незначительное усиление амилолитической активности. 

В остальных случаях влияния ионов меди на амилолитическую активность 

не обнаружено. 

В ходе проведенных исследований было установлено, что ионы меди могут 

оказывать влияние на степень чувствительности Aspergillus niger к антимико-

тическим препаратам (табл. 1). 

Изначально все клинические штаммы обладали чувствительностью к тер-

бинафину и были устойчивы к флуконазолу. 
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Рис. 3. Амилолитическая активность клинических штаммов A. niger при добавлении 

ионов меди 

Табл. 1 

Чувствительность штаммов Aspergillus niger, выращенных на среде с добавлением 

ионов Cu
2+

, к антимикотикам, мм. Изменения признаков статистически значимы 

(Fопыт > Fтабл, p < 0.05) 

 УК-1 УК-2 УК-3 3376 3411 3413 3415 

Т
ер

б
и

н
аф

и
н

 

К 15 ± 0.8 10 ± 0.4 10 ± 0.8 10 ± 0.4 10 ± 0.4 10 ± 0.4 10 ± 0.4 

0.1 11 ± 0.4 20 ± 0.8 10 ± 0.4 15 ± 0.8 30 ± 0.8 20 ± 0.4 15 ± 0.8 

0.5 15 ± 0.4 20 ± 0.4 30 ± 0.4 13 ± 1.0 30 ± 0.4 20 ± 0.4 20 ± 0.4 

1 12 ± 0.8 20 ± 1.0 Нет роста Нет роста 30 ± 0.4 20 ± 0.8 20 ± 1.2 

Ф
л
у

к
о

н
аз

о
л

 

К – – – – – – – 

0.1 – 70 ± 2.5 – – – – – 

0.5 – 30 ± 1.5 – – – – – 

1 – 20 ± 1.4 Нет роста Нет роста – – – 

 

Под действием ионов меди было отмечено небольшое снижение чувстви-

тельности к тербинафину штамма УК-1. В остальных случаях добавление 

СuSO4 в питательную среду приводило к тому, что чувствительность к препа-

рату увеличивалась. Диаметр зоны лизиса при этом увеличивался в 1.5–2 раза. 

Высокие концентрации металла негативно влияли на рост некоторых штаммов. 

Так, наблюдалось полное ингибирование роста двух штаммов A. niger (3376 

и УК-3) на среде с 1 мл 1 М раствора СuSO4. 

Следует отметить, что штаммы, выделенные с кожи, отличались более вы-

сокой чувствительностью к тербинафину при добавлении в среду СuSO4.  

Все исследуемые штаммы были резистентны к действию флуконазола,   

однако при добавлении в среду 1 мл 0.1 М раствора CuSO4 у штамма УК-2   

появлялась чувствительность к флуконазолу, но при увеличении концентрации 

солей меди в среде чувствительность к антимикотику снижалась.  
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Выводы 

Нами установлено, что присутствие ионов меди снижает скорость роста и 

спорообразование клинических штаммов Aspergillus niger. Отмечено также, что 

при высоких концентрациях ионы Сu
2+

 могут оказывать ингибирующее дей-

ствие на липолитическую активность. Кроме этого, присутствие солей меди 

незначительно сказывается на амилолитической активности некоторых штам-

мов Aspergillus niger. Существует ограниченное число данных, свидетельству-

ющих об ингибирующем действии ионов меди на жизнеспособность грибов 

рода Aspergillus. Наши результаты подтверждают имеющиеся в литературе 

сведения о том, что медь может являться перспективным агентом для создания 

новых антимикотических препаратов. 

Показано, что добавление в среду солей меди влияет на чувствительность 

клинических штаммов Aspergillus niger к противогрибковым препаратам. Уста-

новлены прямая пропорциональная зависимость чувствительности микромице-

тов к тербинафину от концентрации меди и обратная пропорциональная зави-

симость к флуконазолу. Полученные данные позволили предположить, что тя-

желые металлы воздействуют на процесс синтеза эргостерола, возможно, за счет 

влияния на сквален-эпоксидазу. Вероятно также, что тяжелые металлы оказы-

вают влияние на раннюю стадию синтеза стеринов в клетках микромицетов. 

Данный процесс требует более детального изучения. 
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THE INFLUENCE OF Cu
2+

 SALTS 

ON THE ENZYMATIC ACTIVITY OF Aspergillus niger CLINICAL ISOLATES 

A.A. Bayazitova, N.I. Glushko, S.A. Lisovskaya, E.V. Khaldeeva, 

V.R. Parshakov, O.N. Ilinskaya  

Abstract 

The influence of heavy metals on the enzymatic activity of Aspergillus niger is analyzed. The effects 

of Cu2+ on the growth rate, antimycotic resistance, as well as amylolytic and lipolytic activity of various 

clinical isolates of Aspergillus niger are studied. The obtained results show that Cu2+ reduces the growth 

rate and sporogenesis of the clinical isolates of Aspergillus niger. Partial inhibition of the lipolytic activity 

by the high concentrations of Cu2+ salts is found. Addition of Cu2+ salts to the medium affects the suscepti-

bility of the clinical isolates of Aspergillus niger to antimycotic drugs. The dependence of the susceptibility 

of micromycetes to antimycotic drugs on the concentration of Cu2+ is emphasized. 

Keywords: Aspergillus niger, lipolytic activity, amylolytic activity, heavy metals, cupric copper. 
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