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В обзоре рассматривается роль пурпурных серных бактерий в глобальном цикле водорода и серы,
экология и физиология этих бактерий в связи с метаболизмом серы и водорода. Представлены све-
дения о пяти типах гидрогеназ, участвующих в поглощении или выделении водорода, а также о раз-
нообразных ферментах, участвующих в окислении/восстановлении серных соединений. Успехи в
биохимии и генетике ферментов из этих микроорганизмов позволяют проанализировать взаимо-
связь процессов на новом уровне.

Ключевые слова: молекулярный водород, гидрогеназы, метаболизм серы, Thiocapsa, Allochromatium,
пурпурные серные бактерии
DOI: 10.31857/S0026365621050104

Пурпурные серные бактерии являются анок-
сигенными фототрофными организмами, кото-
рые способны использовать серные соединения и
водород как в светозависимых, так и темновых про-
цессах. Это существенно для выживания в природ-
ных экосистемах, а также при их использовании в
биотехнологических процессах. В представлен-
ном обзоре рассматривается взаимосвязь водо-
родного и серного метаболизма у пурпурных сер-
ных бактерий с акцентом на роль гидрогеназ.
Следует отдать должное классическим работам
И.Н. Гоготова, В.М. Горленко, Р.Н. Ивановско-
го, Е.Н. Кондратьевой, Н. Пфеннига, Г. Трюпера
и Г. ван Гемердена и соавторов, которые изучали
экологию и физиологию пурпурных бактерий и, в
частности, выделение/поглощение водорода и ис-
пользование серных соединений. Успехи в биохи-
мии и генетике ферментов, участвующих в этих
процессах, позволяют проанализировать их взаи-
мосвязь на новом уровне. Ферменты водородного и
серного метаболизма изучались и в другой группе
фототрофных бактерий – зеленых серных бакте-
риях. Однако к настоящему моменту экспери-
ментальных свидетельств взаимосвязи метабо-
лизма водорода и серы у этой группы бактерий,
исключая очевидную конкуренцию за восстанов-
ление пула убихинонов, не представлено.

КРУГОВОРОТ БИОВОДОРОДА И СЕРЫ
В природе многие микробиологические про-

цессы протекают с выделением или поглощением
водорода. С участием микроорганизмов, выделяю-
щих или поглощающих Н2, формируется глобаль-
ный цикл водорода, связанный с геохимическими
циклами других элементов, таких как углерод, сера
и азот (Кондратьева, Гоготов, 1981; Vignais, Billoud,
2007; Greening et al., 2015; Teng et al., 2019). В круго-
вороте последних элементов, в частности, серы,
так или иначе участвуют все микроорганизмы.
Способностью к выделению и поглощению Н2
обладает достаточно большое, но ограниченное
число микроорганизмов: примерно одна треть се-
квенированных геномов (Peters et al., 2015; Green-
ing et al., 2016; Greening, Boyd, 2020). Эти микро-
организмы таксономически и физиологически не
связаны между собой, и их представители обнару-
живаются в разных местообитаниях. Ключевая
роль водорода во взаимодействии разных видов
общепризнана в таких экосистемах, как гидро-
термальные источники, анаэробные отложения и
пищеварительный тракт животных, но, видимо,
не ограничивается этим (Vignais, Billoud, 2007;
Schwartz et al., 2013). Некоторые микроорганизмы
образуют тесно связанные ассоциации на основе
межвидового переноса водорода.

Поглощение молекулярного водорода и ис-
пользование его как источника энергии описано
у аэробных микроорганизмов, сульфатредукто-
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ров, ацетогенов и метаногенов, а также в процес-
сах восстановления железа или галореспирации и
в фумаратном дыхании. Кроме того, он является
донором электронов для аноксигенных фототро-
фов. Наряду с этим существуют вспомогательные
процессы, в которых Н2-поглощающая актив-
ность связана с Н2-выделяющей активностью в
той же самой клетке, т.е. наблюдается рециклиза-
ция водорода (Schwartz et al., 2013).

Образование молекулярного водорода как ко-
нечного продукта имеет место у микроорганиз-
мов, осуществляющих брожение или анаэробное
окисление СО. Кроме того, Н2 является побоч-
ным продуктом при азотфиксации и окислении
фосфита (Schwartz et al., 2013). С точки зрения
биотехнологий важна как способность микроорга-
низмов к выделению Н2 (биотоплива), так и спо-
собность к поглощению Н2 в процессах ремедиа-
ции, т.е. деградациии токсических биополлютан-
тов, таких как ароматические и алифатические
галоген-содержащие вещества (Teng et al., 2019).

Сера относится к элементам с переменной ва-
лентностью (от –2 до +6), что обеспечивает ее хи-
мическую и биологическую подвижность. В виде
неорганических соединений сера бывает в окислен-
ной форме (сульфаты, политионаты и др.), в восста-
новленной форме (сульфиды) и в молекулярной.
Цикл серы включает в себя окислительную и вос-
становительную ветви, а также превращения серы

без изменения ее валентности (Кондратьева, 1996;
Грабович, 1999). Восстановительная часть цикла
серы включает обратный переход от  к S2– и
осуществляется преимущественно биологиче-
ским путем (рис. 1). Ассимиляция сульфата для
биосинтетических целей осуществляется многи-
ми микроорганизмами (рис. 1, путь 1). При по-
следующей минерализации органических серосо-
держащих соединений образуется сульфид
(рис. 1, путь 2). Прямое образование сульфида из
сульфата связывается в основном с деятельно-
стью сульфатредуцирующих бактерий и архей в
процессе диссимиляционной сульфатредукции
(анаэробного дыхания) (рис. 1, путь 3). Сероводо-
род может образовываться также при восстанов-
лении элементной серы с использованием двух
механизмов (рис. 1, путь 4). Во-первых, путем
диссимиляционной сероредукции (серного дыха-
ния) с участием мезофильных и термофильных
прокариот, что сопровождается синтезом АТФ.
Во-вторых, за счет т.н. облегченного брожения,
т.е. футильного сброса электронов без синтеза
АТФ с участием прокариот и дрожжей (Грабович,
1999).

Окислительная часть круговорота серы (рис. 1,
пути 5, 6) включает переход от S2– к  который
в зависимости от условий может протекать без
участия или с участием микроорганизмов, таких
как хемо- и фототрофные серобактерии, археи и

2
4SO −

2
4SO ,−

Рис. 1. Круговорот серы в природе (по Грабович, 1999). 1 – ассимиляция сульфатов; 2 – минерализация органических
серoсодержащих соединений; 3 – сульфатредукция; 4 – сероредукция; 5 – окисление сульфида; 6 – окисление серы.
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гетеротрофные микроорганизмы (Кондратьева,
1996; Грабович, 1999). Процесс может идти не до
конца, с накоплением промежуточных продук-
тов, таких как элементарная сера, политионаты,
сульфит (Грабович, 1999).

Таким образом, пурпурные серные бактерии
участвуют как минимум в 4 из 6 ветвей круговоро-
та серы, что подчеркивает их значимость.

ФИЗИОЛОГИЯ И ЭКОЛОГИЯ ПСБ

Пурпурные серные бактерии (ПСБ) относятся
к порядку Chromatiales (класс гаммапротеобакте-
рий), два из четырех семейств которого являются
фототрофными: Chromatiaceae и Ectothiorhodospir-
aceae, фенотипически различающиеся по локализа-
ции элементарной серы – внутриклеточной или
внеклеточной соответственно. Члены Chromatiaceae
принадлежат к трем филогенетическим группам:
а) морские и галофильные виды, относящиеся к
Halochromatium, Isochromatium и Marichromatium;
б) пресноводные виды, относящиеся к Chromatium
и Thiocystis; в) морские/пресноводные виды Thio-
capsa и Amoebobacter (Ghosh, Dam, 2009). В обзоре
будет сделан акцент на два наиболее изученных
вида – Allochromatium vinosum (ранее Chromatium
vinosum) и Thiocapsa roseopersicina BBS. В 2009 г.
таксономический статус последнего штамма был
пересмотрен и выделен в самостоятельный вид
Thiocapsa bogorovii sp. nov. (Турова и соавт., 2009).
К сожалению, до сих пор авторы, работающие с
этой бактерией, придерживаются прежней номен-
клатуры. Поэтому в обзоре даны преимущественно
названия, использованные авторами конкретных
исследований. Двойные названия использованы
в тех случаях, где нужно подчеркнуть различия
между штаммами Thiocapsa, которые могут ока-
заться межвидовыми.

ПСБ являются фототрофными бактериями,
осуществляющими бактериальный тип фотосин-
теза, т.е. в отличие от высших растений и водо-
рослей они не используют воду в качестве восста-
новителя и не образуют О2. Вместо воды для этих
бактерий характерно использование сульфида
или других восстановленных серных соединений.
Основные сведения по физиологии ПСБ сумми-
рованы в монографии Е.Н. Кондратьевой и не-
скольких обзорах (Кондратьева, 1996; Madigan,
2003; Madigan, Jung, 2009; Imhoff, 2014). Боль-
шинство ПСБ могут расти в автотрофных условиях,
их способность использовать другие источники
углерода весьма ограничена. Среди ПСБ есть виды,
которые могут расти в темноте в аэробных или
микроаэробных условиях, причем ряд микроор-
ганизмов используют органические вещества в
качестве окисляемых субстратов и источников уг-
лерода. Другие ПСБ в темноте при наличии О2
окисляют сульфид, тиосульфат и водород. Что ка-

сается роста в анаэробных темновых условиях,
существуют неоднозначные мнения, поскольку
строго анаэробные условия соблюдаются не всегда.

К настоящему времени накоплено много дан-
ных, касающихся геохимической деятельности и
распространения ПСБ (Кондратьева, 1996; Van
Gemerden, Mas, 1995; Overmann, 1997; Imhoff,
2005, 2014; Madigan, Jung, 2009). В небольших ко-
личествах аноксигенные фототрофные бактерии
присутствуют практически во всех водоемах, а
также в затопляемых почвах и зонах морских при-
ливов. Места массового обитания фототрофных
бактерий обычно делят на три типа: термальные
источники, мелководные (соленые и пресные)
водоемы, стратифицированные водоемы (Гор-
ленко и соавт., 1977; Нетрусов и соавт., 2013). В
водоемах физико-химические условия законо-
мерно изменяются с увеличением глубины: снижа-
ется температура, освещенность, редокс потенциал
и рО2, но может увеличиваться соленость. Также в
придонных слоях максимальна концентрация се-
роводорода за счет деятельности сульфатредуци-
рующих бактерий. ПСБ живут в водоемах на гра-
нице аэробно-анаэробных зон, где сохраняется
достаточная освещенность для поддержания фо-
тосинтеза в дневное время и мало кислорода. Глу-
бина, на которой обнаруживается этот слой
(обычно несколько метров, иногда десятки мет-
ров), варьирует в зависимости от характеристик во-
доема (Van Gemerden, Mas, 1995). Местообитания
ПСБ, как правило, напрямую связаны с наличием
серных соединений и жизнедеятельностью суль-
фатредуцирующих бактерий. Поскольку ПСБ ис-
пользуют восстановленные соединения серы в
качестве доноров электрона для фотосинтеза,
они могут образовывать ассоциации с серо- или
сульфатредуцирующими бактериями, в которых
партнеры зависят друг от друга. Сульфатредуци-
рующие бактерии образуют сульфид, необходи-
мый ПСБ, а от продуктов окисления сульфида
(сульфат, сера) в свою очередь зависит деятельность
сульфатредуцирующих бактерий (Overmann, van
Gemerden, 2000; Peduzzi et al., 2003; Bhatnagar et al.,
2020). В таком замкнутом цикле один и тот же
атом серы используется многократно (Overmann,
van Gemerden, 2000). При высоких концентрациях
серы сульфатредуцирующие бактерии также зави-
сят от органических соединений, образуемых ПСБ.

Кроме того, ПСБ обнаруживаются на дне, в
пограничном слое осадков, который обычно со-
ставляет лишь несколько миллиметров и нахо-
дится под слоем оксигенных фототрофов. В таких
условиях обычно формируются циано-бактери-
альные маты. Thiocapsa и Allochromatium – посто-
янные обитатели морских микробных матов, где
они образуют окрашенный слой ниже располо-
жения цианобактерий (van Gemerden, Mas, 1995).
Такие микробные маты характеризуются высоки-
ми плотностями популяций микроорганизмов,
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между которыми, несмотря на конкуренцию, уста-
навливаются и взаимовыгодные отношения, осно-
ванные, как правило, на совместном использова-
нии серных соединений. Взаимодействие микроор-
ганизмов изучается и в лабораторных смешанных
культурах, например, между разными видами
Chromatium (van Gemerden, Mas, 1995), между
ПСБ и зелеными серобактериями (Pringault et al.,
1999; Masse et al., 2002), между ПСБ и бесцветны-
ми серобактериями (Visscher et al., 1992; van der
Ende et al., 1996; Overmann, van Gemerden, 2000).

Если связь местообитания ПСБ с наличием (и
использованием) восстановленных серных со-
единений очевидна и коррелирует с возможно-
стью выращивания ПСБ в таких условиях, то в
отношении молекулярного водорода нет опреде-
ленных выводов. В водоемах водород образуется
преимущественно за счет ферментации органи-
ческих соединений в придонных слоях и диффун-
дирует к поверхности, таким образом создавая
градиент Н2 (рис. 2). Согласно этой схеме ПCБ

находятся на границе аэробно/анаэробной зоны,
однако концентрация Н2 в этой зоне неизвестна.
Скорее всего, водород здесь не накапливается, а
используется сразу же по мере образования.

Можно обратиться к исследованиям, касаю-
щимся градиента концентрации растворенного
водорода в зависимости от глубины придонного
слоя и типа акцептора, используемого при анаэ-
робном дыхании за счет окисления водорода.
Они распределяются в направлении от дна к по-
верхности следующим образом: 7–10 нМ Н2, ме-
таногенез или СО2 редукция; 1–1.5 нМ Н2, суль-
фатредукция; 0.2 нМ Н2, Fe(III) редукция; менее
0.05 нМ Н2, Mn(IV) или нитрат редукция (Lovely,
Goodwin, 1988). Такое распределение определя-
ется конкуренцией за продукты ферментации
между процессами с разными акцепторами элек-
трона, причем доминирующий процесс контро-
лирует концентрацию Н2, ингибируя использова-
ние следующего термодинамически выгодного
акцептора, пока концентрация доминирующего

Рис. 2. Анаэробный и аэробный бактериальный метаболизм в водных стратифицированных системах. Схема иллю-
стрирует вертикальное распределение различных окислительно-восстановительных реакций, катализируемых Н2-об-
разующими и Н2-потребляющими сообществами. Вертикальная стрелка указывает на уменьшение содержания Н2 от
дна к поверхности (по Vignais, Billoud, 2007).
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окислителя не снизится до лимитирующего уров-
ня (Vandieken et al., 2014). Таким образом, можно
предположить, что ПСБ обитают при концентра-
ции <0.05 нМ. Однако можно исходить и из того,
что ПСБ зависят от продуктов метаболизма суль-
фатредуцирующих бактерий (сульфида) и, следо-
вательно, должны быть локализованы вблизи
них, т.е. при концентрации около 0.2 нМ Н2. Тем
не менее прямые указания на характерные для
ПСБ концентрации Н2 отсутствуют.

Как же ПСБ могут использовать Н2 при усло-
вии его доступности? Известно, что на свету ПСБ
могут ассимилировать СО2 и расти на минераль-
ных средах в присутствии не только серных со-
единений, но и Н2 (Кондратьева, Гоготов, 1981). В
темноте многие виды ПСБ могут расти в аэроб-
ных условиях за счет дыхания, используя серные
соединения. При этом чувствительность к кисло-
роду неодинакова у разных видов, а T. roseopersicina
BBS (T. bogorovii) может расти даже при атмосфер-
ном рО2 в отличие от других штаммов T. roseoper-
sicina, например, 6311, который растет при рО2 1%
(Кондратьева, 1996; Overmann, Pfennig, 1992). Ве-
роятно, в таких условиях ПСБ могли бы исполь-
зовать и Н2, во всяком случае суспензии клеток
ПСБ могут поглощать Н2 в присутствии О2 (Кон-
дратьева, Гоготов, 1981). Что касается роста в тем-
новых анаэробных условиях, он, по-видимому,
невозможен (Кондратьева, 1996). Исследования
темнового метаболизма показали, что суспензии
бактерии T. roseopersicina BBS в анаэробных усло-
виях в темноте способны использовать запасные
полисахариды или глюкозу и восстанавливать S0

до H2S (Красильникова, 1976). Для этих же целей
может использоваться и молекулярный водород
(Красильникова, 1976; Laurinavichene et al., 2007).

Очевидно, что основным типом метаболизма
ПСБ является фототрофия, при которой эксплу-
атируется главное преимущество ПСБ – возмож-
ность использовать энергию света. Однако в при-
роде освещенность непостоянна в течение суток.
Поэтому метаболизм фототрофных бактерий
должен быть адаптирован не только к использо-
ванию солнечной энергии, но также химической
энергии (хемосинтез), и если не для роста, то, во
всяком случае, для поддержания жизнедеятель-
ности при отсутствии света. Известно, что даже
при минимальном содержании кислорода в тем-
ноте Chromatium okenii способна фиксировать
СО2, окисляя сульфид, но в анаэробных условиях
этого не наблюдали (Berg et al., 2019).

Суточные колебания в содержании запасных
продуктов ПСБ обнаружены в природных попу-
ляциях. Ранее было показано, что содержание
гликогена и серы ночью снижается, а днем воз-
растает (Del Don et al., 1994; Mas, van Gemerdem,
1995). Однако в недавних работах обнаружено,

что колебания в содержании гликогена в течение
суток (день/ночь) незначительны, также не отме-
чен синтез полигидроксибутирата (Berg et al.,
2019). Авторы считают, что использование кисло-
рода может иметь место даже в местообитаниях,
считающихся анаэробными, поскольку О2 может
потребляться так быстро, что его концентрация
постоянно ниже пределов обнаружения (Berg et al.,
2019).

В лабораторных экспериментах природные
условия были имитированы при изучении хемо-
статных культур T. roseopersicina М1 в циклическом
режиме (день, аэробно/ночь, анаэробно). При
этом гликоген синтезировался на свету и расходо-
вался в темноте, причем в темноте наблюдали
синтез Бхл (de Wit, van Gemerden, 1990; Mas, van
Gemerden, 1995). В недавних экспериментах с
Thiodictyon syntrophicum Cad16 при моделировании
природных условий также наблюдали темновое
окисление глюкозы с образованием сероводорода
за счет использования серных глобул (Luedin et al.,
2018). Интересно, что в микроаэробных природ-
ных условиях у этого штамма изменения при че-
редовании день/ночь, как выяснилось, затраги-
вают лишь 1% белков в протеоме, причем днем
отмечена положительная регуляция аэробного
дыхания, а ночью – стресс-реактивных механиз-
мов (Luedin et al., 2019).

Предполагалось, что темновое восстановление
серы не представляет собой неспецифическую
побочную реакцию, но является необходимым про-
цессом диссимиляторного метаболизма и служит
для поддержания жизнедеятельности в темноте
(Pfennig, Biebl, 1981). В то же время эти процессы
не могут обеспечить конкурентоспособный рост
ПСБ в отсутствие света (Madigan, Jung, 2009).
Следует отметить, что в работах, описывающих
образование сульфида в темноте, делается акцент
на разложение гликогена, а про возможность ис-
пользования Н2 для этих целей есть лишь единич-
ные упоминания. Можно предположить, что по
исчерпании гликогена ПСБ могут использовать
для той же цели экзогенные органические веще-
ства или водород. При этом они будут испыты-
вать конкуренцию с другими микроорганизмами
за донор электрона, но, вероятно, иметь преиму-
щество в виде эндогенных запасов акцептора
электрона (серы).

Таким образом, можно с определенностью гово-
рить о связи физиологии и экологии ПСБ с метабо-
лизмом серных соединений. Однако в отношении
метаболизма водорода такой определенности нет,
хотя возможность выделять и поглощать водород
существует и подкреплена наличием нескольких
ферментов, участвующих в этих процессах (см.
далее).
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МЕТАБОЛИЗМ ВОДОРОДА
И ГИДРОГЕНАЗЫ ПСБ

Фототрофные пурпурные бактерии способны
к росту в разнообразных условиях: на свету авто-
трофно, миксотрофно или гетеротрофно, в тем-
ноте гетеротрофно или автотрофно. В некоторых
условиях рост может происходить с выделением
или использованием водорода, т.е. Н2 может яв-
ляться акцептором электронов, донором элек-
тронов и источником энергии (Цыганков, Хус-
нутдинова, 2014). В качестве побочной реакции
выделение водорода на свету катализируют нитро-
геназы (НГ), однако для их дерепрессии необходи-
мы специальные условия, как правило, азотное
лимитирование или использование молекулярного
азота.

Основные ферменты, катализирующие окис-
ление и выделение Н2 – это металлоферменты
гидрогеназы (ГД). Гены, кодирующие ГД, иден-
тифицированы в 51 типах бактерий и архей. Гид-
рогеназные гены присутствуют в разных пропор-
циях в почвенных, водных и ассоциированных с
хозяином метагеномах, что свидетельствует об их
широком распространении. Предполагается, что
содержание кислорода является главным факто-
ром, влияющим на распределение этих генов в
разных экосистемах (Greening et al., 2016). За счет
значительной диверсификации ГД стало возмож-
ным использование реакций выделения/погло-
щения Н2 для поддержания роста и выживания
микроорганизмов в широком диапазоне условий.

Гидрогеназы подразделяют на 8 основных
групп, включающих [NiFe]-гидрогеназы, [FeFe]-
гидрогеназы, а также [Fe]-гидрогеназы (Vignais,
Billoud, 2007; Calusinska et al., 2010). В обзоре Цы-
ганкова и Хуснутдиновой рассматривается
9 групп ГД (Цыганков, Хуснутдинова, 2014). Вы-
сказана точка зрения, что эта классификация не-
достаточно отражает разнообразие функций экс-
периментально изученных ГД (Greening et al.,
2016). Поэтому были предложены уточнения
классификации с учетом филогении аминокис-
лотных последовательностей, металл-связываю-
щих мотивов, прогнозируемой организации генов
и биохимических характеристик (Greening et al.,
2016). Согласно уточненной классификации вы-
деляют четыре группы (22 подгруппы) [NiFe]-
гидрогеназ, три группы (6 подгрупп) [FeFe]-гид-
рогеназ и небольшую группу [Fe]-гидрогеназ. У
пурпурных бактерий обнаружены [NiFe]-гидро-
геназы, относящиеся к группам 1, 2b, 3b, 3d и 4
(Цыганков, Хуснутдинова, 2014), по классифика-
ции, предложенной ранее (Vignais, Billoud, 2007).
К настоящему времени в связи с появлением
вновь описанных геномов и по современной
классификации (Greening et al., 2016) у пурпурных
бактерий обнаружены ГД группы 1 (1c, 1e, 1d),
подгруппы 2b, подгруппы 3b и 3d, группы 4 (под-

группы 4a, 4b, 4c, 4d, 4e), а также [FeFe]-гидроге-
назы группы A. ПСБ способны синтезировать ГД
группы 1 (1c, 1e, 1d), подгруппы 2b, подгрупп 3b и
3d, а также подгруппы 4e (Greening et al., 2016).
Кроме того, ген, кодирующий [Fe-Fe]-гидрогена-
зу группы A, обнаружен у Thiorhodococcus drewsii,
однако данных о его экспрессии нет.

Гидрогеназы группы 1
Подгруппа 1с объединяет ГД, участвующие в

фумаратном дыхании, причем с возможностью
обратной реакции. Гены таких гидрогеназ обна-
ружены у Lamprocystis purpurea, Thyocystis violascens
и Thiorhodovibrio sp. 970 (Greening et al., 2016). Эти
гидрогеназы не выделены, и их роль в фумарат-
ном дыхании указанных бактерий не описана.

Подгруппа 1d включает мембранно-связанные
водородпоглощающие гидрогеназы, донирую-
щие электроны в пул убихинонов через цитохром.
Наиболее хорошо биохимически и молекулярно-
биологически изучена гидрогеназа HupSL из пур-
пурной несерной бактерии Rhodobacter capsulatus
(Serebryakova et al., 1984). Гены ГД такого типа об-
наружены у T. roseopersicina BBS (T. bogorovii),
T. roseopersicina 6311, T. marina, Thioflavicoccus mo-
bilis, Thyocystis violascens, Thiorhodococcus drewsii,
L. purpurea и Thiorhodovibrio sp. 970 (Greening et al.,
2016). Туда же относятся гидрогеназы Ralstonia
eutropha (Fritsch et al., 2011), Escherichia coli (Volbe-
da et al., 2013), Aquifex aeolicus (Brugna-Guiral et al.,
2003). Синтез этих гидрогеназ, как правило, регу-
лируется в зависимости от концентрации Н2 по-
средством сенсорных гидрогеназ. Однако у T. rose-
opersicina BBS сенсорная ГД не функционирует, и
синтез гидрогеназы HupSL регулируется тиосуль-
фатом (Nagy et al., 2016). Этот тип ГД напрямую
участвует в донировании электронов при фотоав-
тотрофном росте с использованием водорода. Кро-
ме того, у пурпурных несерных бактерий именно
этот тип гидрогеназ поддерживает хемолитоавто-
трофный рост бактерий при низкой концентрации
кислорода. Их функцию также связывают с уча-
стием в поглощении (рециклизации) водорода,
выделяемого нитрогеназой на свету, поэтому с
целью увеличения выхода водорода создаются
мутанты, лишенные этой ГД. В ряде случаев авто-
рам удалось продемонстрировать преимущество
таких мутантов при получении водорода. Однако
показано, что это преимущество проявлялось
лишь при росте в микроаэробных условиях и ис-
пользовании органических доноров электронов с
низкой степенью восстановленности (условным
зарядом) углерода, например, малата и сукцината
(Laurinavichene et al., 2017).

Подгруппа 1e в новой классификации объеди-
няет ГД isp типа. Это гидрогеназы, у которых
между генами, кодирующими малую и большую
субъединицу, расположены гены isp1 и isp2. Наи-
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более хорошо изучены ферменты этого типа у
T. roseopersicina BBS (Gogotov et al., 1978) и A. vino-
sum (van Heerikhuizen et al., 1981). Это мембранно-
ассоциированные ГД, активный центр которых
расположен в периплазме, а закрепление на мем-
бране, по-видимому, происходит за счет транс-
мембранного белка Isp1 (Tengolics et al., 2014). Со-
гласно классификатору ГД, функции гидрогеназ
Isp фундаментально связаны с серным метабо-
лизмом и заключаются в серном дыхании с ис-
пользованием водорода как донора электронов и
серы в качестве терминального акцептора (Søn-
dergaard et al., 2016).

Сенсорные гидрогеназы (группа 2b)

Это цитоплазматические ферменты, функция
которых заключается в регуляции синтеза других
ГД в ответ на появление Н2. При этом регуляция
осуществляется с использованием каскадного ги-
стидин-киназного механизма (Greening et al.,
2016). Такие ГД обнаружены и у несерных, и у
серных пурпурных бактерий (Цыганков, Хуснут-
динова, 2014). Несмотря на то, что у пурпурной
серной бактерии T. roseopersicina BBS обнаружены
гены такой гидрогеназы (Kovacs et al., 2002), уча-
стие ее в регуляции синтеза других ГД не доказа-
но (Kovacs et al., 2005b). Аналогичная ГД обнару-
жена у R. eutropha (Lenz, Friedrich, 1998). ГД тако-
го типа свойственна низкая активность в
сочетании со стабильностью в присутствии кис-
лорода, что может быть обусловлено особенно-
стями газового канала (Fritsch et al., 2013). Среди
ПСБ гены таких ГД встречаются у других штам-
мов T. roseopersicina, T. marina, L. purpurea, Thior-
hodococcus drewsii (Greening et al., 2016).

Обратимые гидрогеназы, взаимодействующие
с НАДФ или НАД (группа 3b и 3d)

ГД группы 3 – это ферменты, имеющие диа-
форазную часть. Предполагается, что их роль со-
стоит в поддержании редокс статуса клетки (Appel,
Schulz, 1998). В условиях избытка внутриклеточ-
ного восстановителя (НАДФН или НАДН) ГД
групп 3b и 3d выделяют водород. При недостатке
восстановителя и наличии водорода эти ГД вос-
станавливают НАД (3b) или НАДФ (3d). При
этом у T. roseopersicina BBS процесс поглощения
водорода может быть светозависим (Rakhely et al.,
2007).

ГД типа 3b (НАДФ-зависимые) обнаружены у
A. vinosum и Thiorhodospira sibirica (Greening et al.,
2016). Для экстремальных термофильных архей
Pyrococcus furiosus отмечено, что Hyh-1 ГД 3b типа
способна к восстановлению серы в присутствии
Н2 (Ma et al., 1993). Однако ГД 3b типа у пурпур-
ных серных бактерий биохимически не охаракте-

ризованы, и их роль в метаболизме еще предстоит
выяснить.

ГД типа 3d (НАД-зависимые) обнаружены, на-
ряду с A. vinosum, у T. roseopersicina BBS (Kovacs
et al., 2005a), T. roseopersicina 6311, T. marina, Thio-
rhodovibrio sp. 970, Thioflavicoccus mobilis, L. pur-
purea, Thyocystis violascens, Thiorhodococcus drewsii,
Thiohalocapsa sp. PB-PSB1 (Greening et al., 2016).
Следует отметить, что гидрогеназный модуль
(HoxYH) этой ГД выделен в чистом виде (Long et al.,
2007), и показано, что она содержит лишь один
FeS кластер в малой субъединице. Авторам не
удалось получить полный комплекс, обладающий
диафоразной частью.

Мембрансвязанные гидрогеназы, 
выделяющие водород (группа 4e)

Группа 4e объединяет так называемые Ech ГД.
Это ферменты, выделяющие водород, взаимодей-
ствуя с восстановленным ферредоксином. Наибо-
лее хорошо изучена роль Ech ГД у метаногенной
архебактерии Methanosarcina barkeri Fusaro (Meuer,
Kuettner, 2002). У этой бактерии показано, что в
зависимости от субстратов эта мембранно-свя-
занная ГД участвует или в поглощении водорода,
или в его выделении. Гены этой ГД обнаружены у
таких ПСБ, как Thioflavicoccus mobilis, Thiocystis vi-
olascens и A. vinosum. Однако роль этого фермента
в метаболизме ПСБ неясна, сам фермент не выде-
лен и не охарактеризован.

Таким образом, метаболизм водорода у ПСБ
наиболее подробно изучен у T. roseopersicina BBS и
A. vinosum. У T. roseopersicina BBS к настоящему
времени обнаружено 4 экспрессируемых гидроге-
назы: HupSL, Hox1, Hox 2 и HydSL (Rakhely et al.,
2004; Palagy-Meszaros et al., 2009; Maroti et al.,
2010). Структурные гены hydSL у T. roseopersiсina
не кластеризованы с аксессорными генами (Ko-
vacs et al., 2002), что не свойственно для генов ГД,
но показано, что в ее сборке участвуют гены груп-
пы hyp, а также специфичная эндопептидаза hynD
(Maroti et al., 2003). Гены большой и малой субъ-
единиц разъединены генами isp1/isp2, предполо-
жительно связанными с серным метаболизмом. В
последнее время ГД такого типа называют также
isp-гидрогеназами (Greening et al., 2016), они об-
наружены в геномах ряда микроорганизмов (Søn-
dergaard et al., 2016).

У A. vinosum в геноме обнаружено 5 гидрогеназ:
мембранно-связанные HydSL, HupSLC и, пред-
положительно, ферредоксин-зависимая ГД; ци-
топлазматическая НАД-зависимая HoxEFUYH;
возможно, мембранно-ассоциированная НАДФ-
зависимая гидрогеназа, близкая к ГД, участвую-
щим в восстановлении серы. Три последних ГД
не изучены и их роль в метаболизме ПСБ неиз-
вестна.
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Такое разнообразие ГД способно обеспечи-
вать процессы, связанные с выделением или по-
глощением водорода, как в аэробных, так и анаэ-
робных условиях, в т.ч. связанные с окислени-
ем/восстановлением серы. Это аноксигенный
фотосинтез, дыхание, брожение, фиксация СО2,
сенсорные механизмы.

МЕТАБОЛИЗМ СЕРЫ У ПСБ
Для конструктивного метаболизма в качестве

источника серы большинство ПНСБ и отдельные
представители ПСБ используют сульфаты в про-
цессе ассимиляторной сульфатредукции. Однако
значительное число ПСБ не используют сульфат,
некоторые не используют тиосульфат или серу,
но все используют сульфид (Кондратьева, 1996;
Frigaard, Dahl, 2009; Dahl, 2015). Метаболизм серы у
ПСБ характеризуется разнообразием биохимиче-
ских путей, при этом в исследованиях основное
внимание уделяется окислительным процессам,
которые имеют место при фотосинтезе или аэроб-
ном дыхании, а восстановительные (анаэробные)
процессы освещены мало. У ПСБ окисление сер-
ных соединений начинается с образования серных
глобул, которые у семейства Chromatiaceae располо-

жены внутриклеточно, в периплазме, а у предста-
вителей Ectothiorhodospiraceae – внеклеточно (Pat-
taragulwanit et al., 1998; Frigaard, Dahl, 2009). Изве-
стен также один вид Thiorhodospira sibirica, у
которого сера откладывается и внеклеточно, и
внутриклеточно (Bryantseva et al., 1999).

Наиболее подробно изучен серный метабо-
лизм у A. vinosum с использованием не только
биохимического и структурного анализа фермен-
тов, но и системного подхода, включая сравни-
тельный геномный анализ, профили транскрип-
томики, протеомики, метаболомики (Weissgerber
et al., 2013, 2014а, 2014b; Dahl, 2015). Имеющаяся
информация о возможных путях метаболизма се-
ры у ПСБ обобщена в обзорах К. Даль (Dahl, 2015,
2017) и представлена на рис. 3.

Окисление тиосульфата 
Окисление тиосульфата у ПСБ возможно дву-

мя путями: с образованием тетратионата (S4 )
или его диспропорционированием с образованием
сульфата  и молекулярной серы с участием
Sox-пути, причем у A. vinosum есть ферменты обоих
путей. В тетратионатном пути используется пери-
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Рис. 3. Модель путей окисления серных соединений у A. vinosum и связь серного метаболизма с HydSL гидрогеназой
(по Dahl, 2017).
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плазматическая цитохром с-тиосульфатоксидо-
редуктаза TsdA, которая связана с фотосинтети-
ческой или дыхательной ЭТЦ через фьюжн белок
TsdBA или высокопотенциальный железо-сер-
ный белок HiPIP (Dahl, 2017). Несмотря на види-
мое отсутствие серных глобул в некоторых усло-
виях роста, их образование является обязатель-
ной стадией окисления тиосульфата у A. vinosum и
других ПСБ. У них сульфановая сера с участием
SoxY переносится на запасную серу с нулевой ва-
лентностью (Welte et al., 2009). В отличие от этого,
окисление тиосульфата у некоторых факульта-
тивно хемо- или фотолитотрофных бактерий
происходит через Sox-путь, но без образования
запасной серы, при этом оба атома серы в тио-
сульфате окисляются до сульфата (Frigaard, Dahl,
2009).

Окисление сульфида (HS–)

Предполагается наличие двух путей окисления
сульфида: через сульфид:хинон оксидоредуктазы
SqrD и SqrF с восстановлением пула убихино-
нов/менахинонов или через флавоцитохром
с-сульфиддегидрогеназу FccAB (Reinartz et al.,
1998; Gregersen et al., 2011; Weissgerber et al., 2011).
У представителей Chromatiaceae как правило
функционируют оба пути, тогда как у Ectothiorho-
dospiraceae обнаружен только второй путь (Dahl,
2017). Считается, что он приспособлен для окис-
ления сульфида при низких концентрациях, т.к.
обладает высокой аффинностью (Brune, 1995). В
обоих случаях продуктами окисления сульфида
являются полисульфиды, но механизм образова-
ния из них серных глобул пока не ясен.

Окисление серы (экстраклеточной
и внутриклеточной)

Элементарная сера (S0) состоит из колец S8
(S7) и цепочек полимерной серы и практически
нерастворима в воде. У ПСБ сера сначала посту-
пает в клетку с формированием внутриклеточных
серных глобул и лишь затем окисляется до суль-
фата. Серные глобулы представляют собой длин-
ные цепочки серы, которые могут заканчиваться
органическими остатками (Prange et al., 2002). У
A. vinosum глобулы имеют белковую оболочку, со-
стоящую из 4 гидрофобных белков, SgpABCD
(Brune, 1995). Относительное количество мРНК
соответствующих генов возрастает в присутствии
сульфида или тиосульфата в среде (Weissgerber et al.,
2013). Эти гены обнаруживаются у представите-
лей семейства Chromatiaceae, но не Ectothiorhodo-
spiraceae. В качестве транспортеров в цитоплазму
экстраклеточной или периплазматической серы
предположительно выступают низкомолекуляр-
ные персульфиды, например, персульфид глута-
тионамида. У A. vinosum существует обширная

сеть переноса серы на основе Cys-SSH с последо-
вательной передачей атомов серы на активный
центр сульфитредуктазы через каскад промежу-
точных персульфидов белков с участием родана-
зы (RhdA) и белков TusA, DSrE2A, DsrE, DsrC
(Dahl, 2015, 2017). Как полагают, цитоплазмати-
ческие ферменты всегда имеют дело с серой, свя-
занной с белками, а не со свободными серными
соединениями. Таким образом, предотвращается
возможное токсическое действие сульфида, а с дру-
гой стороны, такие белки могут служить серным де-
по в цитоплазме, способствуя быстрой адаптации
клеток к меняющимся условиям (Dahl, 2015; Ta-
nabe et al., 2019).

Обычно запасная сера рассматривается как до-
нор электронов для фотосинтеза или дыхания.
Ранее считалось, что серные глобулы могут слу-
жить также резервным электронным акцептором
для осуществления рудиментарного серного дыха-
ния. В анаэробных условиях в темноте ПСБ могут
восстанавливать серу до сульфида (van Gemerden,
1968; Truper, 1984). Этот процесс может быть связан-
ным с окислением гликогена до полигидроксибути-
рата и диссипированием избытка восстановитель-
ных эквивалентов (van Gemerden, 1968). Однако в
последнее время эти процессы изучались мало.

Для окисления внутриклеточной серы предпо-
ложительно используются два пути: Dsr-путь,
использующий обратимую диссимиляторную
сульфитредуктазу rDsrAB, и новый путь с ис-
пользованием ферментов, аналогичных гетеро-
дисульфидредуктазе (Hdr), обнаруженный у не-
которых фототрофных представителей Ectothio-
rhodospiraceae (Venceslau et al., 2014; Dahl, 2017). У
фототрофов rDsrAB отвечает за образование
сульфита при окислении в цитоплазме персуль-
фидной серы белка DsrС (Stockdreher et al., 2014;
Venceslau et al., 2014; Tanabe et al., 2019). Недавно
установлено, что железо-серный флавопротеин
DsrL является переносчиком электронов от
НАДН к DsrAB (Loffler et al., 2020). У T. roseoper-
sicina и C. vinosum, как и у других ПСБ, есть гены
диссимиляторной сульфитредуктазы dsrE-C,
dsrM и dsrK, причем соответствующие белки dsrM
и dsrK обнаруживают значительную гомологию с
белками, участвующими в водородном метабо-
лизме – isp1и isp2 (Dahl et al., 1999).

Окисление сульфита  до сульфата 
Для окисления сульфита, находящегося в пе-

риплазме, могут использоваться два типа систем:
Sor и Sox, из которых у ПСБ есть только вторая,
хотя и в измененном виде. Она не включает
SoxCD белков, но использует периплазматиче-
ский субстрат-связывающий белок SoxYZ (Dahl
et al., 2013). Использование сульфита, находяще-
гося в цитоплазме, может протекать непрямым (sat,
aprBA) или прямым путем (soe). Непрямой путь

2–
3SO 2–

4SO
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осуществляется через аденозин-5' фосфосульфат
(АФС), с участием АФС редуктазы (AprBA) и АТФ
сульфурилазы (Sat) (Dahl, 1996; Frigaard, Dahl,
2009). Предполагается, что электроны, освобож-
дающиеся при образовании АФС из сульфита и
АМФ, передаются на белок AprM, являющийся
мембранным якорем (Meyer, Kuever, 2007). АФС
редуктазный путь полностью отсутствует у Ecto-
thiorhodospiraceae, обнаружен не у всех представи-
телей Chromatiaceae, и, хотя есть у A. vinosum, но
не является обязательным (Dahl, 2017). У этого
организма основным сульфитокисляющим фер-
ментом является мембранно-связанный железо-
серный молибдопротеин SoeABC (прямой путь).

Ассимиляция сульфата 
Многие фототрофные бактерии способны ас-

симилировать и восстанавливать сульфат в отсут-
ствие восстановленных соединений серы. В то же
время некоторые виды, живущие в местообита-
ниях, богатых сероводородом, полностью утрати-
ли способность к сульфатредукции. Характерно,
что пурпурные бактерии, не способные к фотоор-
ганотрофному росту, не способны и к ассимиля-
ции сульфата (Imhoff, 2005; Sander, Dahl, 2009). В
частности, у T. roseopersicina BBS не обнаружено
способности к ассимиляционной сульфат редук-
ции, хотя пути окисления серных соединений
близки к A. vinosum.

Ассимиляция сульфата и диссимиляторное
окисление серы представляют собой отдельные
пути, включающие специализированные фер-
менты. У A. vinosum поглощение сульфата осу-
ществляется при участии периплазматической
субстрат-связывающей транспортной системы
(CysATWP), внутри клетки сульфат активируется
АТФ-сульфурилазой (Frigaard, Dahl, 2009; Sander,
Dahl, 2009). У A. vinosum отсутствует ген АФС ки-
назы и присутствует ген АФС редуктазы, т.е. ас-
симиляция сульфата протекает без промежуточного
образования ФАФС, как и у высших растений. Под
действием АФС редуктазы происходит восстано-
вительное расщепление АФС с образованием
сульфита и АМФ, и далее сульфит восстанавлива-
ется до сульфида под действием ферредоксин-за-
висимой сульфитредуктазы (Dhillon et al., 2005;
Frigaard, Dahl, 2009). Присутствие cysB означает,
что гены ассимиляторной сульфатредукции экс-
прессируются только в отсутствие восстановлен-
ных серных соединений (Neuman et al., 2000).

СВЯЗЬ МЕТАБОЛИЗМА ВОДОРОДА
И СЕРЫ У ПСБ

Физиологические процессы
Почти полвека тому назад проводились де-

тальные физиологические исследования водо-
родного и серного метаболизма у ПСБ в связи с

2–
4SO

изучением типа питания (см. работы Кондратье-
вой, Гоготова, Ивановского, Pfennig, Truper, van
Gemerden). Исследования проводились главным
образом на серных бактериях, относящихся к ро-
дам Allochromatium и Thiocapsa.

Известно, что ПСБ используют серные соеди-
нения в качестве доноров электрона для роста на
свету за счет фотосинтеза и в микроаэробных
условиях в темноте за счет дыхания (см. раздел 2).
В ряде случаев в качестве доноров электрона на-
ряду с серными соединениями (или вместо них)
может использоваться молекулярный водород
(Кондратьева, Гоготов, 1981; Imhoff, 2005). Это
означает, что серные соединения и Н2 могут рас-
сматриваться как альтернативные доноры элек-
тронов для одних и тех же восстановительных
процессов. Некоторые примеры конкуренции
между ними будут рассмотрены ниже.

Внутриклеточная сера, образующаяся при ис-
пользовании серных соединений, может служить
также и акцептором электронов. Этот независи-
мый от света процесс идет с образованием суль-
фида, а в качестве основных доноров электрона
используются запасные полисахариды или экзо-
генные органические вещества, а также молеку-
лярный водород. Последнее было показано на
примере суспензий клеток T. roseopersicina BBS
(Красильникова,1976; Кондратьева, 1996; Lauri-
navichene et al., 2007). Предполагается, что эти
процессы могут иметь энергетическое значение,
но их роль в метаболизме ПСБ не доказана.

Помимо поглощения водорода возможно так-
же выделение Н2 с использованием серных соеди-
нений (тиосульфат, сера), причем реакция проте-
кает исключительно на свету. Ранее считалось,
что этот процесс имеет место только в азотфикси-
рующих условиях и требует участия нитрогеназы
(Кондратьева, Гоготов, 1981). Позднее было уста-
новлено, что при репрессии нитрогеназы выделе-
ние водорода может катализировать одна или даже
две ГД (см. ниже, а также раздел 3). Полученные
данные указывают на связь между водородным и
серным метаболизмом с одной стороны и фото-
синтезом с другой.

Связь отдельных ГД с метаболизмом серы

В последнее время водородный и серный мета-
болизм были изучены на генетическом уровне с
уточнением возможных ферментативных путей.
Следует отметить, что ферменты метаболизма во-
дорода изучали главным образом у T. roseopersicina
BBS, а ферменты метаболизма серы у A. vinosum,
т.е. у бактерий близких во многих отношениях.
Обнаружение четырех функционирующих NiFe
гидрогеназ у T. roseopersicina (см. раздел 3) поста-
вило вопрос, какая именно ГД принимает участие
в том или ином ранее описанном процессе, в
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частности, в связи с метаболизмом серы. Получе-
ние мутантов, лишенных той или иной ГД или же
содержащих единственную ГД, позволило выска-
зать гипотезы о функциях каждой ГД и провести
экспериментальные исследования (Rakhely et al.,
2004, 2007; Laurinavichene et al., 2007). Дальней-
ший прогресс в этой области связан с выяснени-
ем структуры ГД оперонов, особенностей струк-
турных и электрон-транспортных субъединиц
ГД. Как уже упоминалось выше, в гидрогеназном
опероне HynSL гены большой и малой субъеди-
ниц разъединены генами isp1 и isp2, причем по-
следний имел сходство с гетеродисульфидредук-
тазой D метаногенов и с DsrK субъединицей ком-
плекса, участвующего в окислении серы у ПСБ,
что являлось косвенным указанием на связь этой
ГД с серным метаболизмом (Rákhely et al., 1998;
Dahl et al., 1999; Palágyi-Mészáros et al., 2009; Ten-
golics et al., 2014).

Текущие результаты пока не дают четкой кар-
тины взаимосвязи водородного метаболизма с
серным, но освещают ее отдельные звенья с уча-
стием той или другой ГД.

Hup ГД. Основная функция мембранно-свя-
занной поглощающей Hup ГД связана с передачей
электронов от водорода в пул убихинонов/менахи-
нонов с дальнейшим их использованием при
анаэробном фотосинтезе или дыхании (Vignais,
Billoud, 2007). Очевидно, Hup ГД непосредствен-
но не участвует в восстановлении или окислении
серных соединений. Однако на основании того,
что эта гидрогеназа, как и у пурпурной несерной
бактерии R. capsulatus (Vignais, 2001), содержит
цитохром с (HupC), связывающий поглощение во-
дорода с восстановлением убихинонов, а также кос-
венных данных, полученных на мутанте GB1131, со-
держащем только HupSL ГД (Laurinavichene et al.,
2007), можно полагать, что серные соединения
могут быть конкурентным к Н2 донором электро-
нов при фотосинтезе и в темновых аэробных
условиях.

Интересно, что Н2 не является регулятором
синтеза этого фермента у T. roseopersicina, в отли-
чие от аналогичных Н2-поглощающих ГД, вслед-
ствие отсутствия экспрессии сенсора ГД HupTUV.
Вместо этого синтез регулируется концентрацией
тиосульфата, т.е. серного соединения и конку-
рентного донора электронов (Nagy et al., 2016). В
настоящее время предполагается тройной меха-
низм контроля HupSL ГД у T. roseopersicina, в ко-
торой тиосульфат является первичным регулято-
ром: при высокой концентрации тиосульфата
синтез фермента репрессирован (независимо от
присутствия/отсутствия регулятора hupО или
другой ГД). При низкой концентрации тиосуль-
фата экспрессия HupSL ГД повышена, однако
при удалении Hox1 ГД активность и экспрессия
HupSL понижаются, а при дополнительном уда-

лении hupO – повышаются. При этом Н2 стано-
вится дополнительным модулятором экспрессии
hup в hox1 мутанте. Таким образом, в настоящее
время HupO рассматривается как звено, связыва-
ющее метаболизм тиосульфата с сетью ГД у T. ro-
seopersicina (Nagy et al., 2016).

Hox ГД (1). Цитоплазматическая Hox1 гидро-
геназа при репрессии НГ может участвовать в вы-
делении Н2 на свету, в поглощении Н2 на свету, а
также в темновом выделении водорода (Rakhely
et al., 2004, 2007; Laurinavichene et al., 2007). Пока-
зано, что количество HydB увеличивается в 4.5
раза при росте A. vinosum на сульфиде (Weissberger
et al., 2014a). На свету для выделения водорода мо-
гут использоваться серные соединения, дониру-
ющие электроны в фотосинтетическую электрон-
транспортную цепь (сульфид, тиосульфат, S0).
Так как окисление серных соединений является
светозависимым процессом, то и выделение Н2 из
серных соединений также зависит от света. В
этом случае видна прямая связь серного и водо-
родного путей. В темноте субстратами для выде-
ления Н2 являются органические соединения
(эндогенные или экзогенные углеводы). Они же
могут служить восстановителями для серных со-
единений с образованием сульфида, следователь-
но, здесь возможна конкуренция между двумя пу-
тями использования субстрата – “водородным” и
“сульфидным”. При репрессии НГ выделение Н2

на свету у мутанта GB1121 (Hox+) T. roseopersicina,
не имеющих Hup и Hyn ГД, сохраняется на уров-
не дикого типа и обеспечивается исключительно
Hox гидрогеназой (Rakhely et al., 2007). При нали-
чии НГ у того же мутанта выделение Н2 находится
на уровне дикого типа, но существенно ниже, чем
у мутанта М539 (с нарушением синтеза всех ГД).
Из этого следует, что рециклизация Н2 может
обеспечиваться и Hox1 гидрогеназой (Rakhely
et al., 2007). Предполагается, что эта ГД может
также использовать Н2 как дополнительный до-
нор электронов для фиксации СО2 на свету, но в
присутствии серных соединений, что означает
косвенную связь между серным метаболизмом и
Hox1 гидрогеназой (Laurinavichene et al., 2007).

У T. roseopersicina BBS обнаружена еще одна
гидрогеназа Hox типа (Maroti et al., 2010). Если
Hox1 гидрогеназа проявляет активность при из-
бытке тиосульфата, то Hox2 наиболее активна
при малом содержании тиосульфата и при добав-
лении глюкозы. В этих условиях клетки выделяли
водород. В условиях азотфиксации Hox2 ГД была
способна к рециклизации выделяющегося за счет
НГ водорода. Таким образом, обе Hox ГД являют-
ся обратимыми, причем только Hox1 гидрогеназа
связана с серным метаболизмом.
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Hyd ГД (isp тип). Как уже отмечалось выше, эта
гидрогеназа считается связанной с серным мета-
болизмом.

У T. roseopersicina экспрессия HydSL гидроге-
назы в анаэробных условиях активируется регу-
лятором FnrT (Kovacs et al., 2005c; Vignais, 2009).
Такие регуляторы Fnr-типа необходимы для пе-
рехода от аэробного к анаэробному метаболизму.
Кроме того, показано, что тиосульфат не влияет
на уровень экспрессии этого фермента у T. roseop-
ersicina (Tengolics et al., 2014). При изучении культу-
ры ПСБ Thiodiction syntrophicum Cad 16T, растущей в
циклически меняющихся условиях анаэробно
(свет)/микроаэробно (темнота), идентифициро-
ваны 50 белков, синтез которых заметно изменя-
ется при смене условий, однако ГД в их числе не
обнаружена (Luedin et al., 2019).

У A. vinosum было проведено детальное изуче-
ние экспрессии генов, белков и метаболитов при
фотоавтотрофном росте (с использованием раз-
ных источников серы) и фотогетеротрофном ро-
сте с использованием малата (Weissgerber et al.,
2013, 2014a, 2014b). При росте на сульфиде было
обнаружено значительное увеличение уровня
мРНК для оперона hyd (Alvin_2036–Alvin_2040),
кодирующего HydSL гидрогеназу (Weissgerber et al.,
2013). Далее было показано, что количество бел-
ков Isp1 и Isp2 также увеличивается в 2–3 раза при
росте на сульфиде, тиосульфате, сере (Weissgerber
et al., 2014a). У мутанта Alvin_2036–Alvin_2040 с
канамициновой вставкой не обнаружилось се-
рьезных изменений роста или ассимиляции суль-
фата. Однако при его выращивании при повы-
шенной концентрации сульфида (8 мМ) скорость
запасания внутриклеточной серы понизилась по-
чти в 2 раза по сравнению с родительским штам-
мом. При этом общее содержание серы не измени-
лось. Не изменились также скорости окисления
тиосульфата, серы и сульфита. Авторы считают,
что это указывает на роль ГД в запасании серы
(Weissgerber et al., 2014a). Возможная связь ГД с
серным метаболизмом представлена на рис. 3.
Гидрогеназный Isp1–Isp2 комплекс может пере-
носить электроны от Н2, окисляемого в периплаз-
ме, через мембранно-связанный b-цитохром
(DsrM-подобный Isp1) и мембран-ассоциирован-
ный цитоплазматически ориентированный
DsrK-подобный белок (Isp2) на цитоплазматиче-
ский гетеродисульфид. При этом DsrC-дисуль-
фид (рис. 3) может быть донором серы для ком-
плекса HydSL гидрогеназы и Isp1–Isp2 белков.
При этом следует учитывать, что, несмотря на од-
нонаправленный характер реакций, указанных на
этом рисунке, ряд реакций могут быть обратимы-
ми, в частности, реакции, катализируемые HydSL
гидрогеназой.

Ранее было показано, что HydSL гидрогеназа
T. roseopersicina участвует в независимом от света

восстановлении запасной серы в атмосфере водо-
рода (Laurinavichene et al., 2007). Физиологическая
роль этой реакции неясна, однако есть свидетель-
ства, что она требует присутствия электрон-транс-
портных субъединиц Isp1 и Isp2 (Palágyi-Mészáros
et al., 2009). Позднее с использованием мутанта
GB2131 (Hyd+), содержащего только эту ГД, было
продемонстрировано ее участие в светозависи-
мом образовании Н2 из тиосульфата и серы, т.е. в
реакции, характерной для Hox ГД (Tengolicks
et al., 2014). Причем серные соединения могут ис-
пользоваться не только для выделения Н2, но и
для образования сульфида. Поскольку количе-
ства образованного Н2 и сульфида находятся в об-
ратной зависимости, эти процессы рассматрива-
ются как конкурентные (Tengolicks et al., 2014). В
соответствии со стандартным редокс-потенциа-
лом восстановление серы (т.е. образование суль-
фида) предпочтительнее, чем образование Н2, хо-
тя потенциал сильно зависит от фактической
концентрации (Tengolicks et al., 2014). Другое объ-
яснение этой обратной взаимосвязи у мутанта
GB2131(Hyd+) заключается в возможности погло-
щения Н2, выделяемого Hox гидрогеназой, с вос-
становлением S0 и образованием сульфида, т.е.
рециклизации Н2 (Rákhely et al., 2007; Weissberger
et al., 2014a).

Несмотря на многочисленные доказательства
участия HydSL гидрогеназы в реакциях окисле-
ния/восстановления серных соединений, пока не
очевидно, какие преимущества бактериям дает
наличие этой гидрогеназы (причем синтезируе-
мой конститутивно). Следует отметить, что по
нашим оценкам доля этой гидрогеназы среди
других белков может составлять до 0.05%, что мо-
жет подтверждать ее принадлежность к белкам
энергетического метаболизма. Однако мутант,
лишенный HydSL гидрогеназы, в лабораторных
условиях на стандартной среде растет не хуже ди-
кого штамма. Можно предположить, что этот
фермент важен в природных условиях при непо-
стоянстве концентраций субстратов/доноров
электрона и изменяющейся освещенности. До
сих пор такие условия не были промоделированы
в лабораторных экспериментах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, гидрогеназы ПСБ, хотя и по-

разному, но функционально связаны с серным
метаболизмом. Причем можно видеть и прямую
связь (выделение/поглощение Н2 с использова-
нием серных соединений), и конкурентные взаи-
моотношения (образование или Н2, или сульфида
при использовании сахаров; окисление или сер-
ных соединений, или Н2 при аэробном дыхании).
Учитывая, что роль некоторых ГД у ПСБ до сих
пор неясна, нельзя исключить, что связь метабо-
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лизма серы и Н2 окажется еще более тесной, чем
представляется в настоящий момент.
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Abstract—The review considers the role of purple sulfur bacteria in the global cycles of hydrogen and sulfur,
as well as the ecology and physiology of these bacteria in relation to the metabolism of sulfur and hydrogen.
Information is presented on five types of hydrogenases involved in consumption or production of hydrogen,
as well as on various enzymes involved in the oxidation/reduction of sulfur compounds. Advances in the bio-
chemistry and genetics of the enzymes from these microorganisms make it possible to analyze the intercon-
nection of processes at a new level.
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Бактерии быстро приспосабливаются к изменениям окружающей их среды, используя сенсорные
системы, с помощью которых постоянно исследуют свое окружение. Одно из распространенных
мнений состоит в том, что такие системы реагируют на сигналы, имеющие химическую природу. Но
бактерии часто испытывают воздействия механических сил, например, при переходе из планктонного
состояния в неподвижное. Однако механические воздействия редко рассматривались как сигнал, кото-
рый бактерии могли бы почувствовать и отреагировать. Тем не менее, бактерии воспринимают механи-
ческие стимулы, генерируют сигналы и формируют ответ. В обзоре мы анализируем информацию о том,
каким образом бактерии реагируют на механические воздействия, а также кратко описываем механиз-
мы, позволяющие преобразовывать поступающие сигналы в соответствующие ответы.
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МЕХАНИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА СРЕДЫ 
ВЛИЯЮТ НА ПОВЕДЕНИЕ БАКТЕРИЙ

Микроорганизмы способны заселять разнооб-
разные по своим свойствам места обитания, ко-
торые характеризуется гетерогенностью и дина-
мичностью физико-химических и механических
свойств (Dufrêne, Persat, 2020). Бактерии быстро
приспосабливаются к изменениям окружающей их
среды, используя сенсорные системы, с помощью
которых постоянно исследуют свое окружение
(Berg, 1975; Bible et al., 2008; Vladimirov, Sourjik,
2009; Chawla et al., 2020; Fajardo-Cavazos, Nichol-
son, 2021). Свободно плавающие в жидких средах
(планктонные) бактерии взаимодействуют сo
множеством факторов. Это могут быть абиотиче-
ские особенности среды, другие микробы, а также
крупные многоклеточные организмы. Подвиж-
ность вкупе с разнообразными проявлениями
таксиса способствует быстрым ответам бактерий
на изменения в окружающей среде и позволяет им
активно искать оптимальную для обитания нишу
(Berg, 1975; Sauer, 2004; Flemming, Wingender,
2010; Guttenplan et al., 2013).

Плавающие бактерии движутся вперед под
действием толкающего усилия вращающихся
жгутиков, а когда направление вращения органелл
меняется на обратное, развивается тянущее уси-

лие, которое заставляет бактерию двигаться назад
или кувыркаться (Taylor, Koshland, 1974; Berg,
1975; Lele et al., 2013). Это повторяется многократ-
но (ориентация клетки при этом меняется на угол
различной величины), и в результате траектория
движения клетки получается ломаная. Вращение
жгутика вызывает вращение клетки (Taylor, Kosh-
land, 1974; Berg, 1975; Chawla et al., 2020), но в про-
тивоположном направлении, однако, поскольку
клетка все же значительно массивнее жгутика,
она совершает намного меньше оборотов. Таким
образом, в планктонной культуре подвижные
бактерии испытывают определенную механи-
ческую нагрузку со стороны среды, которая мо-
жет меняться в результате гидродинамического
сдвига или изменения механических свойств
окружения. Увеличение вязкости/плотности сре-
ды увеличивает нагрузку на жгутик (Chawla et al.,
2020), что сказывается на скорости перемещения
клеток и может повлиять как на морфологию бак-
терий, так и на их поведение (McCarter, 1999;
Whitchurch et al., 2004; Belas, Suvanasuthi, 2005;
Harshey et al., 2015; Petrova et al., 2020).

Сталкиваясь с вязкими/гелеобразными/плот-
ными средами и поверхностями, бактерии пере-
ходят от свободного плавания к роению, то есть
зависящему от работы двигательных органелл
(жгутиков), межклеточных контактов, продукции
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сурфактантов и ряда других факторов согласован-
ному перемещению по влажным поверхностям
(Harshey et al., 2015). Для колонизации поверхно-
стей роение используют разные виды бактерий
(Harshey et al., 2015), в том числе патогенные Vib-
rio parahaemolyticus и Proteus mirabilis, почвенные
бактерии Azospirillum brasilense и Azospirillum bal-
daniorum, клетки которых для реализации этого
способа подвижности увеличиваются в размере и
дополнительно синтезируют многочисленные
жгутики (McCarter et al., 1988; Kawagishi et al.,
1996; Moens et al., 1996; Scheludko et al., 1998; Be-
las, Suvanasuthi, 2005; Petrova et al., 2020).

У глубоководных морских бактерий подвиж-
ность, обусловленная жгутиками, изменяется в
ответ на перепады давления (Eloe et al., 2008;
Wang F. et al., 2008). Предполагают, что в глубинах
океана фенотип роящихся бактерий может быть
предпочтительнее фенотипа планктонных клеток
(Dufrêne, Persat, 2020). В зависимости от давления
планктонные клетки этих микробов дифферен-
цируются к фенотипу роящихся. Глубоководные
бактерии Photobacterium profundum и Shewanella
piezotolerans, оптимально растущие при высоком
давлении, сохраняют подвижность под давлением в
тысячу раз выше атмосферного (Dufrêne, Persat,
2020), что не характерно для E. coli и других мик-
робов, которые не способны адаптироваться к
подобным условиям (Eloe et al., 2008). Геном пье-
зофила Ph. profundum содержит два кластера жгу-
тиковых генов: один кодирует полярный жгутик,
а другой предполагаемый кластер – систему лате-
ральных жгутиков (Eloe et al., 2008). Латеральные
жгутики синтезируются под высоким давлением
или в средах с высокой вязкостью и обеспечивают
подвижность в этих условиях (Eloe et al., 2008).
Активация генов, кодирующих систему латераль-
ных жгутиков, зависит от наличия полярной фла-
геллы, не функционирующей при высоком дав-
лении. Эти наблюдения позволили сделать за-
ключение, что клетки Ph. profundum чувствуют
изменение давления и вязкости полярным жгути-
ком и реагируют, активируя синтез латеральных
жгутиков, обеспечивая подвижность в условиях
высокого давления (Dufrêne, Persat, 2020). Анало-
гично Sh. piezotolerans инициирует роение при по-
вышении давления (Wang et al., 2008; Dufrêne,
Persat, 2020).

Плавающие планктонные бактерии Pseudomo-
nas aeruginosa могут кардинально менять способ
перемещения и переходить к тянущей подвижно-
сти за счет механической работы пилей IV типа по
вязким/гелеобразным поверхностям (Whitchurch
et al., 2004; McCallum et al., 2017). Двигательные
органеллы также часто обеспечивают физиче-
ский контакт микробов с различными поверхно-
стями, включая других членов экологического со-
общества, выступая в роли адгезинов (Croes et al.,
1993; Шелудько и соавт., 2010).

Подвижность и жгутики способствуют попа-
данию бактерий на интерфазу, подходящую для
строительства биопленки (граница раздела плот-
ной/жидкой или жидкой/газовой сред), проник-
новению в уже существующую биопленку и рас-
пространению биопленки по поверхности (Houry
et al., 2010). Бактериальные биопленки представ-
ляют собой пространственно и метаболически
структурированные сообщества микроорганизмов,
заключенных в матрикс, состоящий в основном из
полисахаридов (ПС), белков и экстраклеточных
ДНК (Flemming, Wingender, 2010). Жгутики и пили
бактерий также интегрированы в матрикс и под-
держивают его архитектуру, зависящую от многих
факторов, включая гидродинамические условия,
концентрацию питательных веществ, подвижность
бактерий и их коммуникацию друг с другом. В про-
цессе строительства биопленок бактериями с раз-
ной физиологией и характером взаимодействия с
колонизируемым объектом выявлены общие этапы:
адгезия клеток к поверхности, формирование мик-
роколоний, монослоя и многослойной биопленки.
По мере старения биопленки претерпевают диспер-
сию, в результате которой бактерии переходят к
планктонному образу жизни и к поиску новых
местообитаний (Verstraeten et al., 2008; López et al.,
2010; Flemming, Wingender, 2010; Guttenplan et al.,
2013). Распад биопленок может происходить тремя
путями: эрозией, сбрасыванием и дисперсион-
ным распылением клеток (Kaplan, 2004). Данная
стадия очень важна, так как приводит не столько
к гибели клеток биопленки, сколько к появлению
новых свободноживущих клеток, способных к
образованию новой пленки (Sauer, 2004). Дис-
персия чаще всего является ответом на измене-
ния внешней среды (гидродинамический сдвиг,
прекращение поступления питательных веществ
или, наоборот, резкое их появление) (Sauer, 2004;
Shelud’ko et al., 2019).

Разнообразие регуляторных механизмов фор-
мирования и структурных элементов биопленок
сопоставимо с количеством видов и даже штам-
мов бактерий, эти биопленки образующих. Не-
редко у разных штаммов бактерий одного вида
выявляется разный арсенал сигналов и путей,
значимых для реализации того или иного пове-
денческого ответа (López et al., 2010; Flemming,
Wingender, 2010; Bogino et al., 2013).

Таким образом, бактериям приходится испыты-
вать разнообразные механические воздействия. О
реализации восприятия таких воздействий, переда-
че сигнала о них и соответствующих индивидуаль-
ных или групповых ответов бактерий (изменение
подвижности, переход от свободного плавания к
роению, адгезия на поверхности, формирование
колоний и биопленок и пр.) пока известно немного
(Ellison, Brun, 2015; Persat, 2017; Chawla et al., 2020).
Известны примеры участия в вышеназванных
процессах белков внешней мембраны, экстракле-
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точных органелл – пилей I и IV типа, жгутиков,
первыми вступающих в контакт с микроокруже-
нием бактерий (Otto, Silhavy, 2002; Kuchma et al.,
2012; Cairns et al., 2013; Belas, 2014; Blanka et al.,
2015; Harapanahalli et al., 2015; Luo et al., 2015; Per-
sat et al., 2015; Rodesney et al., 2017).

Молекулярные механизмы механочувстви-
тельности относительно хорошо изучены только
у эукариот (Iskratsch et al., 2014; Ohashi et al., 2017;
Fajardo-Cavazos, Nicholson, 2021). Поэтому полу-
чение наиболее полных сведений о структурах и
молекулярных событиях, обеспечивающих меха-
ноответы бактерий, является актуальной и важ-
ной задачей.

МЕХАНОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
КЛЕТОЧНОЙ ОБОЛОЧКИ

Прикрепившись к твердой поверхности, бак-
терии ощущают силу адгезии. Эта сила создает
механическое напряжение, вызывающее обратимые
деформации клеточной оболочки (Chen et al.,
2014). Известно, что активность мембранных ме-
ханочувствительных каналов бактерий, открыва-
ющихся при деформации липидного бислоя кле-
точной мембраны, способствует осморегуляции
(Sukharev et al., 1999; Booth, 2014). Выявленные у
некоторых бактерий чувствительные к деформа-
ции клеточной стенки мембранные белки входят
в состав сенсорно-регуляторных систем, переда-
ющих механосигналы к генетическому аппарату
клетки (Otto, Silhavy, 2002).

У Escherichia coli двухкомпонентная сенсорно-
регуляторная система CpxA/CpxR воспринимает
разнообразные пертурбации оболочки. Получая
сигнал из периплазмы, гистидинкиназа CpxA фос-
форилирует цитоплазматический регулятор ответа
CpxR, включающий транскрипцию контролируе-
мых генов (Ruiz, Silhavy, 2005). Прикрепление к
гидрофобной поверхности активирует зависимую
от CpxR транскрипцию генов (Otto, Silhavy, 2002).
Мутанты по гену cpxA нечувствительны к контак-
там, следовательно, гистидинкиназа CpxA может
воспринимать сигнал, индуцируемый при при-
креплении бактерий к поверхности. Для соответ-
ствующей активации системы Cpx необходим бе-
лок NlpE. Предполагается, что NlpE может быть
сенсором поверхности, а состояние этого белка
“считывается” системой Cpx. Неизвестно, как сила
адгезии влияет на NlpE и активирует опосредуемую
CpxA передачу сигнала. Возможно, что контакт с
поверхностью индуцирует изменения конформа-
ции NlpE, а CpxA воспринимает эти изменения
как появление белка с неправильным фолдингом
(Otto, Silhavy, 2002).

Роль сенсорно-регуляторной системы CpxA/CpxR
в восприятии сигнала, индуцируемого при при-
креплении бактерий к поверхности, была оспоре-

на (Kimkes, Heinemann, 2018). В работе Kimkes и
Heinemann (2018) не удалось обнаружить актива-
ции Cpx-системы при контакте бактерий с по-
верхностью как на клеточном уровне, так и в слу-
чае популяции. Однако при сравнении этого ис-
следования с другими работами (Otto, Silhavy,
2002; Shimizu et al., 2016) можно отметить ряд ме-
тодологических различий, которые затрудняют
окончательную трактовку роли NlpE–CpxA/
CpxR в зондировании поверхностности. Очевид-
но, что противоречивые выводы (Otto, Silhavy,
2002; Shimizu et al., 2016; Kimkes, Heinemann,
2018) указывают на необходимость дальнейшего
изучения участия NlpE–CpxA/CpxR в ответе бак-
терий на прикрепление к поверхности.

Система Cpx обнаружена у многих грамотрица-
тельных бактерий и, кроме поддержания состояния
белков периплазмы, регулирует вирулентность и
ряд других фенотипических характеристик (Raivio,
2005; Vogt, Raivio, 2012). Например, при контакте
с гидрофобными поверхностями энтерогеморра-
гических (EHEC) штаммов E. coli система NlpE–
Cpx регулирует работу системы секреции III типа
(Shimizu et al., 2016).

МЕХАНОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ, 
ОПОСРЕДОВАННАЯ ПИЛЯМИ

Механосенсорные функции, по-видимому,
могут выполнять пили I и IV типов. Гетерополи-
мерные пили I типа опосредуют адгезию бакте-
рий на субстратах (Busch, Waksman, 2012). Пили
IV типа – длинные тонкие органеллы, попере-
менно вытягивающиеся и сжимающиеся за счет
полимеризации и деполимеризации субъединиц
белка-пилина. Они определяют тянущую по-
движность бактерий и формирование их микро-
колоний на поверхностях (McCallum et al., 2017).
У E. coli адгезивная субъединица FimH пилей
I типа, по-видимому, может воспринимать силу
сдвига, что приводит к усилению адгезии бакте-
рий к поверхности (Thomas et al., 2002).

У P. aeruginosa ассоциированный с поверхно-
стью адгезин PilY1 необходим для биосинтеза пи-
лей и для прикрепления бактерий к поверхности
клеток эукариот, а также, предположительно,
участвует в регуляции роения псевдомонад. В
2014 г. было показано, что PilY1 может выполнять
функции бактериального механосенсора. Оказа-
лось, что наряду с минорными пилинами PilW и
PilX, PilY1 необходим для вирулентности, инду-
цируемой контактом с поверхностью. Мутантные
по генам других пилинов псевдомонады были де-
фектны по синтезу пилей, но сохраняли виру-
лентность, что свидетельствует об участии PilY1,
PilW и PilX в регуляции вирулентности, независи-
мой от синтеза пилей. С помощью направленного
мутагенеза было доказано участие PilY1 в регуляции
вирулентности бактерий, хотя и непонятно, обязана
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ли эта регуляция механосенсингу (Siryaporn et al.,
2014).

Основным структурным компонентом пилей
IV типа являются субъединицы белка-пилина PilA.
Полимеризация и деполимеризация мономеров
PilA регулируется, соответственно, моторами PilB и
PilT (Burrows, 2012). Индуцируемое контактом с
поверхностью увеличение содержания cAMP за-
висит от пилина PilA, что предполагает участие
пилей IV типа в восприятии контакта P. aeruginosa
с поверхностью (Luo et al., 2015; Persat et al., 2015).
Мутации в моторах PilB и PilT, а также прикреп-
ление к менее плотным поверхностям снижали
выраженность механоответов (Persat et al., 2015).
Исследования на изолированных пилях IV типа
показали, что их нити могут менять конформа-
цию под воздействием натяжения (Biais et al.,
2010; Beaussart et al., 2014), что, возможно, запус-
кает каскад бактериальных реакций на механиче-
ское воздействие (Persat, 2017).

При контакте P. aeruginosa с поверхностями
фактор транскрипции Vfr выступает как позитив-
ный регулятор систем секреции III типа и тяну-
щей подвижности, определяемой пилями, и как
негативный регулятор роения. Транскрипцию гена,
кодирующего Vfr, активирует вторичный мессен-
джер циклический аденозинмонофосфат (cAMP).
Уровень экспрессии зависимых от Vfr генов повы-
шен в колониях, растущих на твердых поверхно-
стях, и подавлен в планктонных клетках. С исполь-
зованием флуоресцентного репортера транскрип-
ции было доказано, что активация зависимых от
cAMP/Vfr ответов при контакте с поверхностью
действительно является ответом на механическое
воздействие. Этот ответ зависит от активности
мотора пилей IV типа и от передачи сигналов через
сенсорную систему Chp. Система Chp гомологична
Che-системе хемотаксиса E. coli. Метил-акцептиру-
ющий белок PilJ, являющийся сенсором внешних
стимулов, контролирует уровень фосфорилиро-
вания гистидинкиназы ChpA и соответствующего
ей регулятора ответа PilG (Wolfgang et al., 2003;
Whitchurch et al., 2004; Michel et al., 2011; Luo et al.,
2015; Persat et al., 2015).

УЧАСТИЕ ЖГУТИКОВ В ВОСПРИЯТИИ 
МЕХАНИЧЕСКИХ ВОЗДЕЙСТВИЙ

Жгутики бактерий – более крупные, чем пили,
двигательные органеллы, также принимают уча-
стие в восприятии механических воздействий.
Бактериальные жгутики давно являются попу-
лярным объектом исследований молекулярных
биологов, тем не менее, интерес к их изучению
только усиливается. До сих пор продолжают об-
наруживаться новые факты о строении и разно-
образии функций этих органелл. Например, у
флагеллина и нативных жгутиков разных видов

бактерий недавно была выявлена протеолити-
ческая активность (Eckhard et al., 2017).

Бактериальные жгутики состоят из трех основ-
ных частей: базальное тело, крюк и филамент, ко-
торые синтезируются в таком же порядке. Выде-
ляют три основные группы флагеллярных генов,
последовательно экспрессируемых с промоторов
разного типа: (1) гены активаторов транскрипции
флагеллярных генов, (2) гены компонентов ба-
зального тела (белковых MS-, C-, P-, L-колец,
системы секреции III типа, стержня) и крюка и
(3) гены белка, кэпирующего филамент, и гены
флагеллинов. У наиболее хорошо изученных гам-
мапротеобактерий E. coli и Salmonella enterica с пе-
ритрихиальным жгутикованием около 50 регуля-
торных и структурных генов нужны для сборки и
работы жгутиков. Экспрессия флагеллярных ге-
нов и процесс сборки жгутиков находятся под
многоуровневым регуляторным контролем, реа-
гирующим на разнообразные сигналы и имею-
щим свою специфику у разных классов, родов и
видов бактерий (Brutinel, Yahr, 2008; Chevance,
Hughes, 2008; Smith, Hoover, 2009; Patrick, Kearns,
2012; Tsang, Hoover, 2014; Altegoer, Bange, 2015;
Osterman et al., 2015).

Базальное тело, выполняющее функции якоря
жгутика в оболочке клетки, мотора и экспортной
машины, включает несколько кольцевых белко-
вых комплексов, стержень и систему секреции III
типа. Эта система секреции экспортирует нуж-
ные белки через центральный канал жгутика в
процессе его сборки (Minamino, 2014). Экспрес-
сия флагеллярных генов скоординирована с ак-
тивностью системы секреции III типа. В резуль-
тате секретируемые субстраты появляются только
в нужный момент сборки жгутика, а транскрип-
ция более ранних флагеллярных генов подавляется
(Brutinel, Yahr, 2008). Экспрессия поздних жгути-
ковых генов подавляется до завершения сборки
базального тела, что способствует сохранению
энергетических ресурсов (Brutinel, Yahr, 2008).

Вращение бактериальных жгутиков обеспечи-
вается работой мотора, располагающегося у осно-
вания жгутика в цитоплазматической мембране и,
как все моторы, состоящего из ротора и статора
(статор образуют Mot-белки). Мотор приводится
в движение, в зависимости от организма и типа
жгутика, потоком ионов водорода или ионов на-
трия через плазматическую мембрану; гидролиз
ATP для вращения жгутиков бактерий не требует-
ся. Вращающаяся часть мотора состоит из набора
колец, пронизывающих оболочку клетки и вклю-
чающих несколько сотен молекул более 10 разных
белков. Мотор может вращаться в разном направ-
лении, обеспечивая или поступательное движе-
ние клетки, или ее кувырок и переориентацию в
пространстве. О том, что комплекс статоров жгу-
тика может воспринимать механические воздей-
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ствия на жгутик и отвечать на них, свидетельству-
ет увеличение количества статорных единиц в от-
вет на повышение нагрузки на жгутик (Lele et al.,
2013).

Существующие гипотезы, каким образом жгу-
тики опосредуют реакцию бактерий на изменение
плотности среды, предполагают, что какие-то сиг-
налы ингибируют работу мотора жгутика.

Так, мутации в генах fliL, fliF и fliG патогенной
бактерии Pr. mirabilis, кодирующих компоненты
базального тела жгутика, приводят к дифференци-
ации ее клеток к роящемуся фенотипу в неподхо-
дящих для роения жидких средах и к образованию
супердлинных клеток на плотной среде; кроме то-
го, повышается вирулентность бактерий. Ген fliL
входит в состав оперона fliLMNOPQR, включаю-
щего также белки переключателя ротора жгутика
и белки аппарата экспорта. На основании по-
дробной характеристики fliL мутантов Pr. mirabilis
был сделан вывод о необходимости FliL для пере-
хода бактерий к роению и для экспрессии генов
вирулентности. Предполагается, что небольшой
(17–18 кДа) белок FliL с неясной функцией ассо-
циирован с базальным телом. Сформулировано
предположение о том, что Pr. mirabilis определяет
свою локализацию в окружающей среде или в ор-
ганизме хозяина в результате оценки статуса мо-
торов жгутиков, который (статус) контролирует
экспрессию генов роения и вирулентности (Belas,
Suvanasuthi, 2005).

Последующий анализ транскриптома fliL му-
танта Pr. mirabilis показал, что почти все флагел-
лярные гены (2) и (3) классов и гены хемотаксиса
у него репрессированы. Дополнительные данные
позволили авторам предположить, что в восприя-
тии механических воздействий участвует C-конец
FliL, а регулятор роящихся клеток UmoA является
частью сигнального реле, ведущего к флагелляр-
ному мастер-оперону протея (Cusick et al., 2012).

Позже были получены данные о возможной
вовлеченности FliL в контроль потока протонов,
когда мотор находится в условиях высокого кру-
тящего момента. Участие FliL в этом контроле, по
мнению авторов, может осуществляться через
взаимодействие FliL с каким-то из белков мото-
ра, возможно, MotB. Авторы высказали предпо-
ложение о том, что бактерия может чувствовать
изменение в протондвижущей силе, мембранном
потенциале или градиенте pH, если вращение
жгутиков ингибируется при контакте с поверхно-
стью. Этот “поверхностный” сигнал затем запуска-
ет переход бактерий к роению через сигнальный
путь, включающий белки UmoA, UmoD и Rsc и
приводящий к увеличению экспрессии флагелляр-
ного мастер-оперона (Lee, Belas, 2015). У протея и
ряда других бактерий это мастер-оперон flhDC,
отсутствующий у альфапротеобактерий. Другие
исследования показали, что описанная выше мо-

дель участия белка FliL в обеспечении бактери-
ального механоответа применима далеко не ко
всем бактериям (Chawla et al., 2017).

При изучении мутантов грамположительной
бактерии Bacillus subtilis по motB гену жгутикового
статора также выявлена возможная механосен-
сорная роль жгутиков. Ингибирование подвиж-
ности жгутика связыванием с поликлональными
антителами, как и делеция гена motB, запускали
процесс формирования биопленки. Механоответ
B. subtilis зависит от сенсорно-регуляторной си-
стемы DegS/DegU. Цитоплазматическая сенсор-
ная гистидинкиназа DegS фосфорилирует регу-
лятор ответа DegU в ответ на внешний сигнал.
Фосфорилированный регулятор ответа DegU ак-
тивирует гены компонентов матрикса биопленок.
По-видимому, DegS воспринимает сигнал, гене-
рируемый при подавлении вращения жгутиков по-
средством пока непонятного механизма (Cairns
et al., 2013).

Предложена также модель участия филамента
жгутика Salmonella typhimurium совместно с регу-
лятором морфогенеза жгутиков FlgM в восприя-
тии внешних сигналов, в частности, пониженной
влажности (и ингибирования роста филамента
при этом) (Wang et al., 2005). FlgM транскрибиру-
ется с промоторов класса (2) и, преимуществен-
но, класса (3). В первом случае FlgM в основном
остается в клетке, во втором – секретируется из
нее. Авторы предполагают, что основное назна-
чение экскреции FlgM, экспрессируемого с про-
моторов класса (3), – тестирование, благоприятны
ли внешние условия для опосредуемой жгутиками
подвижности. Это особенно важно в случае поверх-
ностей, уровень увлажнения которых критичен для
движения. Авторы спекулируют, что условия по-
верхности, способствующие облегченной секреции
FlgM, могут сигнализировать клеткам, что можно
увеличивать количество жгутиковых филаментов
за счет транскрипции поздних флагеллярных генов
с промоторов (3) класса. В их модели, родившейся в
результате изучения дефектных по роению che-му-
тантов сальмонелл (хотя роение не зависит от
собственно хемотаксиса), сенсором свойств по-
верхности является филамент жгутика (Wang et al.,
2005).

Vibrio cholerae также может использовать жгу-
тик в качестве механосенсора: при контакте с
твердой средой остановка мотора и замирание
потока ионов через мотор приводили к увеличе-
нию мембранного потенциала и инициации фор-
мирования биопленки (Van Dellen et al., 2008).

У Vibrio parahaemolyticus, морской патогенной
бактерии со смешанным жгутикованием, замед-
ление или блокирование вращения полярного
жгутика запускает сборку латеральных жгутиков,
необходимых для роения по поверхностям, а так-
же экспрессию генов колонизации хозяина и ви-
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рулентности. Делеция гена жгутикового статора
motB или флагеллина flaC также приводит к кон-
ститутивной транскрипции генов роения, воз-
можно, в результате ложного “впечатления” му-
тантных бактерий о контакте с поверхностью
(McCarter et al., 1988; Kawagishi et al., 1996).

Как некоторые другие виды бактерий, бактерии
видов A. brasilense и A. baldaniorum могут продуци-
ровать два вида жгутиков: одиночный полярный
(Fla) конститутивно и многочисленные латераль-
ные (Laf) – только при повышенной плотности
среды (например, в присутствии в среде от 0.4%
агара и выше; Petrova et al., 2020). В жидкостях
азоспириллы быстро плавают за счет работы Fla,
на вязких и полужидких средах роятся. Как и у
штамма A. brasilense Sp7, Fla штамма A. baldanio-
rum Sp245 (ранее A. brasilense; Dos Santos Ferreira
et al., 2020) покрыт полисахаридным чехлом, а
флагеллин Fla гликозилирован (Moens et al., 1995;
Бурыгин и соавт., 2007).

Для ряда бактерий со смешанным жгутикова-
нием высказывались предположения о контроле
Laf-системы со стороны Fla-системы (McCarter
et al., 1988; Kawagishi et al., 1996; Moens et al.,
1996). В случае штамма A. brasilense Sp7 экспрес-
сия структурного гена laf1 флагеллина латераль-
ных жгутиков индуцировалась в условиях затруд-
нения вращения Fla (на плотных средах или в
жидкостях, содержащих антифлагеллиновые по-
ликлональные антитела) (Moens et al., 1996). С
другой стороны, были получены инсерционные
нероящиеся мутанты A. baldaniorum Sp245 и Rho-
dospirillum centenum SW (бактерии из того же се-
мейства Rhodospirillaceae, что и азоспириллы), ко-
торые по-прежнему продуцировали индуцибель-
ные Laf при повышенной плотности среды, хотя их
Fla был парализован или отсутствовал (Jiang et al.,
1998; Scheludko et al., 1998). Таким образом, сиг-
нал, используемый азоспириллами для индукции
сборки Laf, по-видимому, более сложен, чем про-
сто трудности во вращении Fla. Поскольку на-
званные мутанты азоспирилл и родоспирилл не
роились, функциональный Fla, возможно, осу-
ществляющий координацию Laf и правильное
формирование пучка жгутиков, по-видимому,
также необходим для роения азоспирилл и
R. centenum по поверхности полужидких сред
(Jiang et al., 1998; Scheludko et al., 1998; McClain
et al., 2002).

В отличие от нероящихся Fla-минус мутантов
A. baldaniorum Sp245 и R. centenum SW, Fla-минус
мутанты гаммапротеобактерий V. parahaemolyticus
и Aeromonas hydrophila не утрачивают способность
роиться с помощью Laf (McCarter et al., 1988).
Также, при попадании штаммов дикого типа с
жидких на плотные среды, клетки бактерий видов
A. baldaniorum, A. brasilense, Aer. hydrophila и
Aer. caviae удлиняются незначительно (Moens

et al., 1995, 1996; Scheludko et al., 1998) по сравне-
нию с удлиняющимися в несколько раз клетками,
например, V. parahaemolyticus (McCarter, 1999). Та-
ким образом, процессы клеточной дифференциа-
ции на поверхностях и характер взаимодействия
между Fla и Laf системами у разных бактерий
имеют свои отличительные черты.

РОЛЬ В ИЗМЕНЕНИИ ОБРАЗА ЖИЗНИ 
БАКТЕРИЙ ВТОРИЧНОГО МЕССЕНДЖЕРА 
ДИГУАНОЗИНМОНОФОСФАТА (c-di-GMP)

Существенную роль в изменении образа жиз-
ни бактерий и их переходе, например, от планк-
тонного к прикрепленному существованию или к
роению по поверхностям, играет такой вторич-
ный мессенджер, как циклический дигуанозин-
монофосфат (c-di-GMP) (Jenal, 2004; Roemling et al.,
2005).

Синтез c-di-GMP из двух молекул GTP осу-
ществляют бактериальные дигуанилатциклазы,
содержащие домен GGDEF (Paul et al., 2004), а
гидролизуют c-di-GMP фосфодиэстеразы, для
которых характерно наличие домена EAL или
HD-GYP (Christen et al., 2005; Ryan et al., 2006).
Активность этих ферментов изменяется под дей-
ствием разнообразных внешних и внутренних
сигналов, что приводит к изменению концентра-
ции c-di-GMP в клетке и, в итоге, к значитель-
ным изменениям фенотипа бактерий, например,
к их переходу от одиночного плавания к жизни в
многоклеточной биопленке (Jenal, Malone, 2006;
Cotter, Stibitz, 2007; Monds et al., 2007; Newell et al.,
2009; Hengge, 2009; Valentini, Filloux, 2016;
Rodesney et al., 2017). Однако предстоит еще многое
узнать о том, каким именно образом механические
и иные воздействия вызывают флуктуации в кон-
центрации c-di-GMP и других вторичных мессен-
джеров в клетках (Petrova, Sauer, 2012; Siryaporn et al.,
2014; Luo et al., 2015). Одна из моделей предпола-
гает, что изменения силы адгезии, которая связы-
вает бактерии с поверхностью, или скорости по-
токов жидкости, омывающие клетки, связанные с
поверхностью, приводит к изменению концен-
трации c-di-GMP в клетках и, в итоге, к переходу
бактерий от одиночного плавания к жизни в мно-
гоклеточной биопленке (Rodesney et al., 2017).
Высокий уровень c-di-GMP снижает синтез
и/или активность жгутиков и стимулирует про-
дукцию бактериями различных адгезинов и экзо-
полисахаридов, являющихся компонентами мат-
рикса биопленок (Hengge, 2009). Низкий уровень
клеточного c-di-GMP характерен для планктон-
ных свободно плавающих бактерий (Valentini, Fil-
loux, 2016). На модельных штаммах Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae, Caulobacter crescentus по-
лучены данные, доказывающие зависимость син-
теза c-di-GMP от активности жгутикового мотора
(Hershey, 2021). Воздействие механических сил на
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активность жгутика или мутации по генам его мо-
тора вызывают у бактерий реакции, влияющие на
продукцию c-di-GMP (Hershey, 2021).

МЕХАНООТВЕТЫ

Ощущая механические нагрузки, бактерии
формируют механоответ, модулируя разнообраз-
ные программы развития и поведения. Контакты
с поверхностями опосредуют регуляцию виру-
лентности бактерий (Belas, Suvanasuthi, 2005; Raivio,
2005; Vogt, Raivio, 2012; Siryaporn et al., 2014), запуск
процесса формирования биопленок (Jenal,
Malone, 2006; Cotter, Stibitz, 2007; Monds et al., 2007;
Van Dellen et al., 2008; Newell et al., 2009; Hengge,
2009; Cairns et al., 2013; Valentini, Filloux, 2016;
Rodesney et al., 2017). Изменение размера клеток,
характера их жгутикования и переход от свобод-
ного плавания к роению происходит у микробов,
попадающих из жидкости на биотические/абио-
тические вязкие/гелеобразные или плотные по-
верхности (Jiang et al., 1998; McCarter et al., 1988;
Moens et al., 1995; Kawagishi et al., 1996; Moens et al.,
1996; Scheludko et al., 1998; McCarter, 1999;
McClain et al., 2002; Belas, Suvanasuthi, 2005; Bible
et al., 2008; Eloe et al., 2008; Wang F. et al., 2008; Chawla
et al., 2017; Petrova et al., 2020).

Индивидуальные или групповые отклики бак-
терий на изменение механических сил и свойств
окружения не ограничиваются перечисленными
и кратко охарактеризованными в обзоре выше
механоответами.

У морской восстанавливающей металлы бак-
терии Shewanella oneidensis пили IV типа и жгути-
ки опосредуют механосенсинг (Dufrêne, Persat,
2020). Изменение размера и деления клеток
She. oneidensis, контактирующих с поверхностью,
и планктонных отличаются (Dufrêne, Persat,
2020). Рост клеток прикрепленных мутантов
She. oneidensis без пилей IV типа и жгутиков подо-
бен темпам роста планктонных бактерий (Lee
et al., 2016), это позволило отметить важную роль
этих органелл в восприятии механических стиму-
лов окружающей среды (Dufrêne, Persat, 2020).
Глубоководные микроорганизмы сталкиваются с
силами, создаваемыми высоким гидростатическим
давлением. При переходе от низкого давления к
условиям роста при высоком давлении глубоковод-
ные микроорганизмы претерпевают фенотипиче-
ские изменения, которые не ограничиваются по-
движностью, которую обсуждали выше (Bartlett
et al., 1989; Eloe et al., 2008; Wang F. et al., 2008). По
мере увеличения давления изменяются белковый
и липидный составы внешней мембраны, умень-
шается ее текучесть и увеличивается жесткость
(Bartlett et al., 1989).

Адгезивная субъединица FimH пилей I типа
E. coli воспринимает силу гидродинамического

сдвига, что приводит к усилению адгезии бакте-
рий к поверхности (Thomas et al., 2002). У сте-
бельчатых бактерий Caulobacter crescentus контакт
с поверхностью стимулирует синтез полисахари-
дов, позволяющих клеткам необратимо прикреп-
ляться к твердому субстрату (Li et al., 2012). Пили
и вращающийся жгутик совместно опосредуют
этот ответ C. crescentus (Li et al., 2012; Hug et al.,
2017; Dufrêne, Persat, 2020). Аналогично это про-
исходит у Asticcacaulis biprosthecum, Agrobacterium
tumefaciens и P. aeruginosa, что позволяет одиноч-
ным планктонным клеткам быстро адаптировать-
ся к прикрепленному образу жизни и образова-
нию биопленок (Dufrêne, Persat, 2020). B. subtilis
реагирует на прикрепление к поверхности и тормо-
жение вращения жгутиков активацией двухкомпо-
нентной системы передачи сигналов DegS–DegU,
способствующих транскрипции генов экзополиме-
ра поли-γ-dl-глутаминовой кислоты, являющейся
компонентом матрикса биопленки (Cairns et al.,
2013). Ряд бактериальных белков имеют амилоид-
образующие последовательности аминокислот.
Амилоиды обнаружены в биопленках, сформиро-
ванных бактериями различных систематических
групп (Blanco et al., 2012). Амилоидные структуры
образуют каркас пленок, опосредуют адгезию к по-
верхностям или тканям и устойчивость биопленок к
различным воздействиям окружающей среды (Lars-
en et al., 2007; Romero et al., 2010; Blanco et al., 2012).
Действие механических сил может способство-
вать агрегации амилоидных адгезинов у E. coli и
B. subtilis (Dufrêne, Persat, 2020).

В биопленках матрикс, служащий структур-
ным каркасом, характеризуется вязкоупругостью
(Flemming, Wingender, 2010; Douarche et al., 2015;
Jana et al., 2020). Матрикс демонстрирует проти-
воположные механические свойства (вязкий/
упругий) в ответ на воздействие периодических
или регулярных сил гидродинамического сдвига
и в течение жизненного цикла биопленок (Jana et al.,
2020). Бактерии в биопленках генотипически,
физиологически и фенотипически гетерогенны
(Stewart et al., 2008; Serra et al., 2014; Wang et al.,
2017; Шелудько и соавт., 2020; Jana et al., 2020;
Røder et al., 2020). Рост бактерий может вызывать
механический стресс внутри биопленки, дефор-
мируя матрикс, что создает механическое напря-
жение и сказывается на ориентации клеток в со-
обществе (Douarche et al., 2015). Относительное
расположение отдельных бактерий определяет их
взаимодействие между собой, в том числе, и в
биопленках, в которых они разделены между собой
на расстояние меньше микрометра (Nadel et al.,
2016; Tropini et al., 2017). Например, пространствен-
ная организация влияет на то, как отдельные клетки
воспринимают сигнальные молекулы, такие как
аутоиндукторы, питательные вещества или про-
тивомикробные факторы (Mukherjee et al., 2019).
В многовидовых биопленках расположение бак-
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терий также влияет на межвидовые социальные
взаимодействия, в конечном итоге определяет,
конкурируют ли штаммы или сотрудничают
(Nadel et al., 2016).

Нагрузка со стороны окружающей среды, такая
как гидродинамический сдвиг, с которым бактерии
сталкиваются в процессе формирования биопле-
нок, может влиять на свойства зрелых пленок, на-
пример, повышать эластичность и прочность белков
и полисахаридов матрикса (Herbert-Guillou et al.,
2001; Lemos et al., 2015; Araujo et al., 2016). Меха-
нические силы, создаваемые потоками жидкости,
помимо воздействия на транспорт различных
сигналов и питательных веществ могут повредить
матрицу пленок, доставлять новые бактерии к
биопленкам или способствовать распростране-
нию клеток из них, тем самым влияя на видовой
состав популяции, а также динамику распростра-
нения бактериальных видов (Kaplan, 2004; Sauer,
2004).

В этот обзор мы включили лишь небольшую
часть обширной литературы о восприятии бакте-
риями механической нагрузки. Простая модель
реакции микроорганизмов на изменение механи-
ческих свойств среды/окружения состоит из по-
следовательности трех элементарных событий:
механотрансмиссии, механочувствительности и
механоответа (Iskratsch et al., 2014; Persat, 2017).
Контакт бактерий с поверхностью и/или гидро-
динамический сдвиг создают силы, которые меха-
нически передаются либо через активные органел-
лы, такие как подвижные пили IV типа и жгутики
(механически исследуют окружающую среду), либо
пассивные компоненты, такие как внешняя мем-
брана, которая деформируется под механической
нагрузкой. Они связаны с сенсорными системами,
действующими как механочувствительные ком-
поненты. Эту роль могут выполнять хемосенсорные
системы. В конечном итоге последовательность пе-
речисленных событий приводит к механоответам.
Определенную роль в изменении образа жизни
бактерий и их переходе, например, от планктон-
ного к прикрепленному существованию или к ро-
ению по поверхностям, играет вторичный мес-
сенджер c-di-GMP (Jenal, 2004; Roemling et al.,
2005). Необходимо отметить, что механоответы
разнообразны, бактериальные клетки изменяют
морфологию, модулируют подвижность, активи-
руют вирулентность или инициируют образова-
ние биопленок. Подобные реактивные измене-
ния в бактериальном фенотипе, интересные для
фундаментальной науки, также имеют экологи-
ческую, медицинскую, сельскохозяйственную,
биотехнологическую значимость. Поэтому весь-
ма заманчиво научиться подавлять опасные или
стимулировать практически полезные механоот-
веты микробов. Так идентификация механиче-
ского стресса, как сигнала, ведущего к развитию
биопленки, указывает на актуальность подхода к

конструированию поверхностей, которые явля-
ются не только бактерицидными, но и сопротив-
ляются прикреплению бактерий или не создают
механического напряжения (Salwiczek et al., 2014;
MacCallum et al., 2015).

БЛАГОДАРНОСТИ
Авторы выражают признательность д. б. н. профес-

сору Е.И. Кацы за разработку концепции анализа ли-
тературных данных и направления исследований в об-
ласти механосенсинга и механотрансдукции бактерий. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ 
Исследование выполнено при частичной финансо-

вой поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 20-04-00006-а (“Генетические аспекты механочув-
ствительности альфапротеобактерий со смешанным
жгутикованием Azospirillum brasilense”).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая статья не содержит результатов иссле-

дований, в которых в качестве объектов использова-
лись животные или участвовали люди.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Бурыгин Г.Л., Широков А.А., Шелудько А.В., Кацы Е.И.,
Щеголев С.Ю., Матора Л.Ю. Выявление чехла на по-
верхности полярного жгутика Azospirillum brasilense //
Микробиология. 2007. Т. 76. С. 822–829.
Burygin G.L., Shirokov A.A., Shelud’ko A.V., Katsy E.I.,
Shchygolev S.Yu., Matora L.Yu. Detection of a sheath on
Azospirillum brasilense polar f lagellum // Microbiology
(Moscow). 2007. V. 76. P. 728–734.
Остерман И.А., Дихтяр Ю.Ю., Богданов А.А., Донцова О.А.,
Сергиев П.В. Регуляция экспрессии генов бактериаль-
ной флагеллы // Биохимия. 2015. Т. 80. С. 1662–1672.
Osterman I.A., Dikhtyar Y.Y., Bogdanov A.A., Dontsova O.A.,
Sergiev P.V. Regulation of f lagellar gene expression in bacte-
ria // Biochemistry (Moscow). 2015. V. 80. P. 1447–1456.
Шелудько А.В., Мокеев Д.И., Евстигнеева С.С., Фили-
пьечева Ю.А., Буров А.М., Петрова Л.П., Пономарева Е.Г.,
Кацы Е.И. Анализ ультраструктуры клеток в составе
биопленок бактерий Azospirillum brasilense // Микро-
биология. 2020. Т. 89. С. 59–73.
Shelud’ko A.V., Mokeev D.I., Evstigneeva S.S., Filip’echeva Yu.A.,
Burov A.M., Petrova L.P., Ponomareva E.G., Katsy E.I. Cell
ultrastructure in biofilms of Azospirillum brasilense // Mi-
crobiology (Moscow). 2020. V. 89. P. 50–63.
Шелудько А.В., Широков А.А., Соколова М.К., Соколов О.И.,
Петрова Л.П., Матора Л.Ю., Кацы Е.И. Колонизация
корней пшеницы бактериями Azospirillum brasilense с
различной подвижностью // Микробиология. 2010.
Т. 79. С. 696–704.



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

РЕАКЦИЯ БАКТЕРИЙ НА МЕХАНИЧЕСКИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 539

Shelud’ko A.V., Shirokov A.A., Sokolova M.K., Sokolov O.I.,
Petrova L.P., Matora L.Y., Katsy E.I. Wheat root colonization
by Azospirillum brasilense strains with different motility // Mi-
crobiology (Moscow). 2010. V. 79. P. 688–695.
Altegoer F., Bange G. Undiscovered regions on the molecu-
lar landscape of f lagellar assembly // Curr. Opin. Microbi-
ol. 2015. V. 28. P. 98–105.
Araújo P.A., Malheiro J., Machado I., Mergulhão F., Melo L.,
Simões M. Influence of f low velocity on the characteristics
of Pseudomonas fluorescens biofilms // J. Environ. Eng.
2016. V. 142. P. 04016031-1–04016031-8.
Bartlett D., Wright M., Yayanos A.A., Silverman M. Isolation
of a gene regulated by hydrostatic pressure in a deep-sea
bacterium // Nature. 1989. V. 342. P. 572–574.
Beaussart A., Baker A.E., Kuchma S.L., El-Kirat-Chatel S.,
O’Toole G.A., Dufrêne Y.F. Nanoscale adhesion forces of
Pseudomonas aeruginosa type IV pili // ACS Nano. 2014.
V. 8. P. 10723–10733.
Belas R. Biofilms, f lagella, and mechanosensing of surfaces
by bacteria // Trends Microbiol. 2014. V. 22. P. 517–527.
Belas R., Suvanasuthi R. The ability of Proteus mirabilis to
sense surfaces and regulate virulence gene expression in-
volves FliL, a f lagellar basal body protein // J. Bacteriol.
2005. V. 187. P. 6789–6803.
Berg H.C. Bacterial behaviour // Nature. 1975. V. 254.
P. 389–392.
Biais N., Higashi D.L., Brujic J., So M., Sheetz M.P. Force-
dependent polymorphism in type IV pili reveals hidden epi-
topes // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010. V. 107. P. 11358–
11363.
Bible A.N, Stephens B.B., Ortega D.R., Xie Z., Alexandre G.
Function of a chemotaxis-like signal transduction pathway
in modulating motility, cell clumping, and cell length in the
alphaproteobacterium Azospirillum brasilense // J. Bacteri-
ol. 2008. V. 190. P. 6365–6375.
Blanka A., Düvel J., Dötsch A., Klinkert B., Abraham W.-R.,
Kaever V., Ritter C., Narberhaus F., Häussler S. Constitutive
production of c-di-GMP is associated with mutations in a
variant of Pseudomonas aeruginosa with altered membrane
composition // Sci. Signal. 2015. V. 8. P. ra36.
Blanco L.P., Evans M.L., Smith D.R., Badtke M.P., Chap-
man M.R. Diversity, biogenesis and function of microbial
amyloids // Trends Microbiol. 2012. V. 20. P 66–73.
Bogino P.C., Oliva M.M., Sorroche F.G., Giordano W. The
role of bacterial biofilms and surface components in plant-
bacterial associations // Int. J. Mol. Sci. 2013. V. 14.
P. 15838–15859.
Booth I.R. Bacterial mechanosensitive channels: progress
towards an understanding of their roles in cell physiology //
Curr. Opin. Microbiol. 2014. V. 18. P. 16–22.
Brutinel E.D., Yahr T.L. Control of gene expression by type
III secretory activity // Curr. Opin. Microbiol. 2008. V. 11.
P. 128–133.
Burrows L.L. Pseudomonas aeruginosa twitching motility:
type IV pili in action // Annu. Rev. Microbiol. 2012. V. 66.
P. 493–520.
Busch A., Waksman G. Chaperone-usher pathways: diversi-
ty and pilus assembly mechanism // Philos. Trans. R. Soc.
Lond. B Biol. Sci. 2012. V. 367. P. 1112–1122.
Cairns L.S., Marlow V.L., Bissett E., Ostrowski A., Stanley-
Wall N.R. A mechanical signal transmitted by the f lagellum

controls signalling in Bacillus subtilis // Mol. Microbiol.
2013. V. 90. P. 6–21.
Chawla R., Ford K.M., Lele P.P. Torque, but not FliL, regu-
lates mechanosensitive f lagellar motor-function // Sci.
Rep. 2017. V. 7. P. 5565(1–9).
Chawla R., Gupta R., Lele T.P., Lele P.P. A skeptic’s guide to
bacterial mechanosensing // J. Mol. Biol. 2020. V. 432.
P. 523–533.
Chen Y., Harapanahalli A.K., Busscher H.J., Norde W., van
der Mei H.C. Nanoscale cell wall deformation impacts long-
range bacterial adhesion forces on surfaces // Appl. Envi-
ron. Microbiol. 2014. V. 80. P. 637–643.
Chevance F.F.V., Hughes K.T. Coordinating assembly of a
bacterial macromolecular machine // Nat. Rev. Microbiol.
2008. V. 6. P. 455–465.
Christen M., Christen B., Folcher M., Schauerte A., Jenal U.
Identification and characterization of a cyclic di-GMP-specif-
ic phosphodiesterase and its allosteric control by GTP // J.
Biol. Chem. 2005. V. 280. P. 30829–30837.
Cotter P.A., Stibitz S. c-di-GMP-mediated regulation of vir-
ulence and biofilm formation // Curr. Opin. Microbiol.
2007. V. 10. P. 17–23.
Croes C.L., Moens S., van Bastelaere E., Vanderleyden J.,
Michiels K.W. The polar f lagellum mediates Azospirillum
brasilense adsorption to wheat roots // J. Gen. Microbiol.
1993. V. 139. P. 2261–2269.
Cusick K., Lee Y.-Y., Youchak B., Belas R. Perturbation of
FliL interferes with Proteus mirabilis swarmer cell gene ex-
pression and differentiation // J. Bacteriol. 2012. V. 194.
P. 437–447.
Douarche C., Allain J.-M., Raspaud E. Bacillus subtilis bacte-
ria generate an internal mechanical force within a biofilm //
Biophys. J. 2015. V. 109. P. 2195–2202.
Dos Santos Ferreira N., Hayashi Sant’Anna F., Massena Reis V.,
Ambrosini A., Gazolla Volpiano C., Rothballer M., Schwab S.,
Baura V.A., Balsanelli E., Pedrosa F.O., Pereira Passaglia L.M.,
Maltempi de Souza E., Hartmann A., Cassan F., Zilli J.E.
Genome-based reclassification of Azospirillum brasilense
Sp245 as the type strain of Azospirillum baldaniorum sp. nov. //
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2020. V. 70. P. 6203–6212.
Dufrêne Y.F., Persat A. Mechanomicrobiology: how bacteria
sense and respond to forces // Nature Rev. Microbiol. 2020.
V. 18. P. 227–240.
Eckhard U., Bandukwala H., Mansfield M.J., Marino G.,
Cheng J., Wallace I., Holyoak T., Charles T.C., Austin J.,
Overall C.M., Doxey A.C. Discovery of a proteolytic f lagel-
lin family in diverse bacterial phyla that assembles enzymat-
ically active flagella // Nat. Commun. 2017. V. 8. P. 521 (1–9).
Ellison C., Brun Y.V. Mechanosensing: a regulation sensa-
tion // Curr. Biol. 2015. V. 25. P. R113–R115.
Eloe E.A., Lauro F.M., Vogel R.F., Bartlett D.H. The deep-
sea bacterium Photobacterium profundum ss9 utilizes sepa-
rate f lagellar systems for swimming and swarming under
high-pressure conditions // Appl. Environ. Microbiol.
2008. V. 74. P. 6298–6305.
Fajardo-Cavazos P., Nicholson W.L. Mechanotransduction
in prokaryotes: a possible mechanism of spaceflight adapta-
tion // Life. 2021. V. 11. P. 33–44.
Fibach-Paldi S., Burdman S., Okon Y. Key physiological
properties contributing to rhizosphere adaptation and plant
growth promotion abilities of Azospirillum brasilense //
FEMS Microbiol. Lett. 2012. V. 326. P. 99–108.



540

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

ЕВСТИГНЕЕВА и др.

Flemming H.-C., Wingender J. The biofilm matrix // Nat.
Rev. Microbiol. 2010. V. 8. P. 623–633.
Guttenplan S.B., Kearns D.B. Regulation of f lagellar motili-
ty during biofilm formation // FEMS Microbiol. Rev. 2013.
V. 37. P. 849–871.
Harapanahalli A.K., Younes J.A., Allan E., van der Mei H.C.,
Busscher H.J. Chemical signals and mechanosensing in
bacterial responses to their environment // PLoS Pathog.
2015. V. 11. P. e1005057 (1–6).
Harshey R.M., Partridge J.D. Shelter in a swarm // J. Mol.
Biol. 2015. V. 427. P. 3683–3694.
Hengge R. Principles of c-di-GMP signalling in bacteria //
Nat. Rev. Microbiol. 2009. V. 7. P. 263–273.
Herbert-Guillou D., Tribollet B., Festy D. Influence of the
hydrodynamics on the biofilm formation by mass transport
analysis // Bioelectrochem. 2001. V. 53. P. 119–125.
Hershey D.M. Integrated control of surface adaptation by
the bacterial f lagellum // Curr. Opin. Microbiol. 2021.
V. 61. P. 1–7.
Houry A., Briandet R., Aymerich S., Gohar M. Involvement of
motility and flagella in Bacillus cereus biofilm formation //
Microbiology (SGM). 2010. V. 156. P. 1009–1018.
Hug I., Deshpande S., Sprecher K.S., Pfohl T., Jenal U. Sec-
ond messenger- mediated tactile response by a bacterial ro-
tary motor // Science. 2017. V. 358. P. 531–534.
Iskratsch T., Wolfenson H., Sheetz M.P. Appreciating force
and shape-the rise of mechanotransduction in cell biology //
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2014. V. 15. P. 825–833.
Jana S., Charlton S.G.V., Eland L.E., Burgess J.G., Wipat A.,
Curtis T.P., Chen J. Nonlinear rheological characteristics of
single species bacterial biofilms // NPJ Biofilms Microbi-
omes. 2020. V. 6. Art. 19. 
https://doi.org/10.1038/s41522-020-0126-1
Jenal U. Cyclic di-guanosine-monophosphate comes of
age: a novel secondary messenger involved in modulating
cell surface structures in bacteria? // Curr. Opin. Microbiol.
2004. V. 7. P. 185–191.
Jenal U., Malone J. Mechanisms of cyclic-di-GMP signal-
ing in bacteria // Annu. Rev. Genet. 2006. V. 40. P. 385–
407.
Jiang Z.Y., Rushing B.G., Bai Y., Gest H., Bauer C.E. Isola-
tion of Rhodospirillum centenum mutants defective in photo-
tactic colony motility by transposon mutagenesis // J. Bac-
teriol. 1998. V. 180. P. 1248–1255.
Kaplan J.B., Velliyagounder K., Ragunath C., Rohde H.,
Mack D., Knobloch J.K., Ramasubbu N. Genes involved in
the synthesis and degradation of matrix polysaccharide in
Actinobacillus actinomycetemcomitans and Actinobacillus
pleuropneumoniae biofilms // J. Bacteriol. 2004. V. 186.
P. 8213–8220.
Kawagishi I., Imagawa M., Imae Y., McCarter L., Homma M.
The sodium-driven polar f lagellar motor of marine Vibrio as
the mechanosensor that regulates lateral f lagellar expres-
sion // Mol. Microbiol. 1996. V. 20. P. 693–699.
Kimkes T.E.P., Heinemann M. Reassessing the role of the
Escherichia coli CpxAR system in sensing surface contact //
PLoS One. 2018. V. 13. P. e0207181.
Kuchma S.L., Griffin E.F., O’Toole G.A. Minor pilins of the
type IV pilus system participate in the negative regulation of
swarming motility // J. Bacteriol. 2012. V. 194. P. 5388–
5403.

Larsen P., Nielsen J.L., Dueholm M.S., Wetzel R., Otzen D.,
Nielsen P.H. Amyloid adhesins are abundant in natural bio-
films // Environ. Microbiol. 2007. V. 9. P. 3077–3090.
Lee C.K., Kim A.J., Santos G.S., Lai P.Y., Lee S.Y., Qiao D.F.,
Anda J.D., Young T.D., Chen Y., Rowe A.R., Nealson K.H.,
Weiss P.S., Wong G.C.L. Evolution of cell size homeostasis
and growth rate diversity during initial surface colonization
of Shewanella oneidensis // ACS Nano. 2016. V. 10.
P. 9183–9192.
Lee Y.-Y., Belas R. Loss of FliL alters Proteus mirabilis sur-
face sensing and temperature-dependent swarming // J.
Bacteriol. 2015. V. 197. P. 159–173.
Lele P.P., Hosu B.G., Berg H.C. Dynamics of mechanosens-
ing in the bacterial f lagellar motor // Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 2013. V. 110. P. 11839–11844.
Lemos M., Mergulhao F., Melo L., Simoes M. The effect of
shear stress on the formation and removal of Bacillus cereus
biofilms // Food Bioprod. Process. 2015. V. 93. P. 242–248.
Li G., Brown P.J.B., Tang J.X., Xu J., Quardokus E.M.,
Fuqua C., Brun Y.V. Surface contact stimulates the just-in-
time deployment of bacterial adhesins // Mol. Microbiol.
2012. V. 83. P. 41–51.
López D., Vlamakis H., Kolter R. Biofilms // Cold Spring
Harb. Perspect. Biol. 2010. V. 2. P. a000398 (1–11).
Luo Y., Zhao K., Baker A.E., Kuchma S.L., Coggan K.A.,
Wolfgang M.C., Wong G.C., O’Toole G.A. A hierarchical cas-
cade of second messengers regulates Pseudomonas aerugino-
sa surface behaviors // mBio. 2015. V. 6. P. e02456-14 (1–11).
MacCallum N., Howell C., Kim P., Sun D., Friedlander R.,
Ranisau J., Ahanotu O., Lin J.J., Vena A., Hatton B., Wong T.-S.,
Aizenberg J. Liquid-infused silicone as a biofouling-free
medical material // ACS Biomater. Sci. Eng. 2015. V. 1.
P. 43–51.
McCallum M., Tammam S., Khan A., Burrows L.L., Howell P.L.
The molecular mechanism of the type IVa pilus motors //
Nat. Commun. 2017. V. 8. P. 15091 (1–10).
McCarter L. The multiple identities of Vibrio parahaemolyt-
icus // J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 1999. V. 1. P. 51–57.
McCarter L., Hilmen M., Silverman M. Flagellar dynamom-
eter controls swarmer cell differentiation of V. parahaemo-
lyticus // Cell. 1988. V. 54. P. 345–351.
McClain J., Rollo D.R., Rushing B.G., Bauer C.E. Rhodospi-
rillum centenum utilizes separate motor and switch compo-
nents to control lateral and polar f lagellum rotation // J.
Bacteriol. 2002. V. 184. P. 2429–2438.
Michel G.P.F., Aguzzi A., Ball G., Soscia C., Bleves S., Voul-
houx R. Role of fimV in type II secretion system-dependent
protein secretion of Pseudomonas aeruginosa on solid medi-
um // Microbiology (SGM). 2011. V. 157. № 7. P. 1945–
1954.
Minamino T. Protein export through the bacterial f lagellar
type III export pathway // Biochim. Biophys. Acta. 2014.
V. 1843. P. 1642–1648.
Monds R.D., Newell P.D., Gross R.H., O’Toole G.A. Phos-
phate-dependent modulation of c-di-GMP levels regulates
Pseudomonas fluorescens Pf0-1 biofilm formation by con-
trolling secretion of the adhesin LapA // Mol. Microbiol.
2007. V. 63. P. 656–679.
Moens S., Michiels K., Vanderleyden J. Glycosylation of the
flagellin of the polar f lagellum of Azospirillum brasilense, a
Gram-negative nitrogen-fixing bacterium // Microbiology
(SGM). 1995. V. 141. P. 2651–2657.



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

РЕАКЦИЯ БАКТЕРИЙ НА МЕХАНИЧЕСКИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 541

Moens S., Schloter M., Vanderleyden J. Expression of the
structural gene, laf1, encoding the f lagellin of the lateral
f lagella in Azospirillum brasilense Sp7 // J. Bacteriol. 1996.
V. 178. P. 5017–5019.
Mukherjee S., Bassler B.L. Bacterial quorum sensing in
complex and dynamically changing environments // Nat.
Rev. Microbiol. 2019. V. 17. P. 371–382.
Nadell C.D., Drescher K., Foster K.R. Spatial structure, co-
operation and competition in biofilms // Nat. Rev. Micro-
biol. 2016. V. 14. P. 589–600.
Newell P.D., Monds R.D., O’Toole G.A. LapD is a bis-(3',5')-
cyclic dimeric GMP-binding protein that regulates surface
attachment by Pseudomonas fluorescens Pf0-1 // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 2009. V. 106. P. 3461–3466.
Ohashi K., Fujiwara S., Mizuno K. Roles of the cytoskeleton,
cell adhesion and rho signalling in mechanosensing and
mechanotransduction // J. Biochem. 2017. V. 161. P. 245–
254.
Otto K., Silhavy T.J. Surface sensing and adhesion of Esch-
erichia coli controlled by the Cpx-signaling pathway //
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2002. V. 99. P. 2287–2292.
Patrick J.E., Kearns D.B. Swarming motility and the control
of master regulators of f lagellar biosynthesis // Mol. Micro-
biol. 2012. V. 83. P. 14–23.
Paul R., Weiser S., Amiot N.C., Chan C., Schirmer T.,
Giese B., Jenal U. Cell cycle-dependent dynamic localiza-
tion of a bacterial response regulator with a novel di-gua-
nylate cyclase output domain // Genes Dev. 2004. V. 18.
P. 715–727.
Persat A., Inclan Y.F., Engel J.N., Stone H.A., Gitai Z. Type
IV pili mechanochemically regulate virulence factors in
Pseudomonas aeruginosa // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2015. V. 112. P. 7563–7568.
Persat A. Bacterial mechanotransduction // Curr. Opin.
Microbiol. 2017. V. 36. P. 1–6.
Petrova O.E., Sauer K. Sticky situations: key components
that control bacterial surface attachment // J. Bacteriol.
2012. V. 194. P. 2413–2425.
Petrova L.P., Yevstigneyeva S.S., Borisov I.V., Shelud’ko A.V.,
Burygin G.L, Katsy E.I. Plasmid gene AZOBR_p60126 im-
pacts biosynthesis of lipopolysaccharide II and swarming
motility in Azospirillum brasilense Sp245 // J. Basic Micro-
biol. 2020. V. 60. P. 613–623.
Raivio T.L. Envelope stress responses and Gram-negative
bacterial pathogenesis // Mol. Microbiol. 2005. V. 56.
P. 1119–1128.
Røder H.L., Olsen N.M.C., Whiteley M., Burmølle M. Un-
ravelling interspecies interactions across heterogeneities in
complex biofilm communities // Environ. Microbiol. 2020.
V. 22. P. 5–16.
Rodesney C.A., Roman B., Dhamani N., Cooley B.J., Katira P.,
Touhami A., Gordon V.D. Mechanosensing of shear by Pseu-
domonas aeruginosa leads to increased levels of the cyclic-
di-GMP signal initiating biofilm development // Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 2017. V. 114. P. 5906–5911.
Romero D., Aguilar C., Losick R., Kolter R. Amyloid fibers
provide structural integrity to Bacillus subtilis biofilms //
Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2010. V. 107. P. 2230–2234.
Römling U., Gomelsky M., Galperin M.Y. C-di-GMP: the
dawning of a novel bacterial signalling system // Mol. Mi-
crobiol. 2005. V. 57. P. 629–639.

Ruiz N., Silhavy T.J. Sensing external stress: watchdogs of
the Escherichia coli cell envelope // Curr. Opin. Microbiol.
2005. V. 8. P. 122–126.
Ryan R.P., Fouhy Y., Lucey J.F., Crossman L.C., Spiro S.,
He Y.-W., Zhang L.-H., Heeb S., Cámara M., Williams P.,
Dow J.M. Cell-cell signaling in Xanthomonas campestris in-
volves an HD-GYP domain protein that functions in cyclic
di-GMP turnover // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2006.
V. 103. P. 6712–6717.
Salwiczek M., Qu Y., Gardiner J., Strugnell R.A., Lithgow T.,
McLean K.M., Thissen H. Emerging rules for effective anti-
microbial coatings // Trends Biotechnol. 2014. V. 32.
P. 82–90.
Sauer K., Cullen M.C., Rickard A.H., Zeef L.A.H., Davies D.G.,
Gilbert P. Characterization of nutrient-induced dispersion
in Pseudomonas aeruginosa PAO1 biofilm // J. Bacteriol.
2004. V. 186. P. 7312–7326.
Schelud’ko A.V., Katsy E.I., Ostudin N.A., Gringauz O.K.,
Panasenko V.I. Novel classes of Azospirillum brasilense mu-
tants with defects in the assembly and functioning of polar
and lateral f lagella // Mol. Gen. Mikrobiol. Virusol. 1998.
№ 4. P. 33–37.
Serra D.O., Hengge R. Stress responses go three dimension-
al – the spatial order of physiological differentiation in bac-
terial macrocolony biofilms // Environ. Microbiol. 2014.
V. 16. V. 1455–1471.
Shelud’ko A.V., Filip’echeva Yu.A., Telesheva E.M.,
Yevstigneeva S.S., Petrova L.P., Katsy E.I. Polar f lagellum of
the alphaproteobacterium Azospirillum brasilense Sp245
plays a role in biofilm biomass accumulation and in biofilm
maintenance under stationary and dynamic conditions //
World J. Microbiol. Biotechnol. 2019. V. 35. P. 19.
Shimizu T., Ichimura K., Noda M. The surface sensor NlpE
of enterohemorrhagic Escherichia coli contributes to regula-
tion of the type III secretion system and flagella by the Cpx
response to adhesion // Infect. Immun. 2015. V. 84. P. 537–
549.
Siryaporn A., Kuchma S.L., O’Toole G.A., Gitai Z. Surface
attachment induces Pseudomonas aeruginosa virulence //
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2014. V. 111. P. 16860–16865.
Smith T.G., Hoover T.R. Deciphering bacterial f lagellar gene
regulatory networks in the genomic era // Adv. Appl. Mi-
crobiol. 2009. V. 67. P. 257–295.
Stewart P.S., Franklin M.J. Physiological heterogeneity in
biofilms // Nat. Rev. Microbiol. 2008. V. 6. P. 199–210.
Sukharev S.I., Sigurdson W.J., Kung C., Sachs F. Energetic
and spatial parameters for gating of the bacterial large con-
ductance mechanosensitive channel, MscL // J. Gen.
Physiol. 1999. V. 113. P. 525–540.
Taylor B.L., Koshland D.E., Jr. Reversal of f lagellar rotation
in monotrichous and peritrichous bacteria: generation of
changes in direction // J. Bacteriol. 1974. V. 119. P. 640–
642.
Thomas W.E., Trintchina E., Forero M., Vogel V., Sokurenko E.V.
Bacterial adhesion to target cells enhanced by shear force //
Cell. 2002. V. 109. P. 913–923.
Tropini C., Earle K.A., Huang K.C., Sonnenburg J.L. The gut
microbiome: connecting spatial organization to function //
Cell Host Microbe. 2017. V. 21. P. 433–442.
Tsang J., Hoover T.R. Themes and variations: regulation of
RpoN-dependent f lagellar genes across diverse bacterial
species // Scientifica. 2014. V. 2014. P. 681754 (1–14).



542

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

ЕВСТИГНЕЕВА и др.

Valentini M., Filloux A. Biofilms and cyclic di-GMP (c-di-
GMP) signaling: lessons from Pseudomonas aeruginosa and
other bacteria // J. Biol. Chem. 2016. V. 291. P. 12547–
12555.

Van Dellen K.L., Houot L., Watnick P.I. Genetic analysis of
Vibrio cholerae monolayer formation reveals a key role for
DeltaPsi in the transition to permanent attachment // J.
Bacteriol. 2008. V. 190. P. 8185–8196.

Verstraeten N., Braeken K., Debkumari B., Fauvart M.,
Fransaer J., Vermant J., Michiels J. Living on a surface:
swarming and biofilm formation // Trends Microbiol. 2008.
V. 16. P. 496–506.

Vladimirov N., Sourjik V. Chemotaxis: how bacteria use
memory // Biol. Chem. 2009. V. 390. P. 1097–2104.

Vogt S.L., Raivio T.L. Just scratching the surface: an ex-
panding view of the Cpx envelope stress response // FEMS
Microbiol. Lett. 2012. V. 326. P. 2–11.

Wang D., Xu A., Elmerich C., Ma L.Z. Biofilm formation
enables free-living nitrogen-fixing rhizobacteria to fix ni-

trogen under aerobic conditions // ISME J. 2017. V. 11.
P. 1602–1613.
Wang F., Wang J., Jian H., Zhang B., Li S., Wang F., Zeng X.,
Gao L., Bartlett D.H., Yu J., Hu S., Xiao X. Environmental
adaptation: genomic analysis of the piezotolerant and psy-
chrotolerant deep-sea iron reducing bacterium Shewanella
piezotolerans WP3 // PLoS One. 2008. V. 3. P. e1937.
Wang Q., Suzuki A., Mariconda S., Porwollik S., Harshey R.M.
Sensing wetness: a new role for the bacterial f lagellum //
EMBO J. 2005. V. 24. P. 2034–2042.
Whitchurch C.B., Leech A.J., Young M.D., Kennedy D., Sar-
gent J.L., Bertrand J.J., Semmler A.B., Mellick A.S., Martin P.R.,
Alm R.A., Hobbs M., Beatson S.A., Huang B., Nguyen L.,
Commolli J.C., Engel J.N., Darzins A., Mattick J.S. Charac-
terization of a complex chemosensory signal transduction
system which controls twitching motility in Pseudomonas
aeruginosa // Mol. Microbiol. 2004. V. 52. P. 873–893.
Wolfgang M.C., Lee V.T., Gilmore M.E., Lory S. Coordinate
regulation of bacterial virulence genes by a novel adenylate
cyclase-dependent signaling pathway // Dev. Cell. 2003.
V. 4. P. 253–263.

Response of Bacteria to Mechanical Stimuli
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Abstract—Bacteria adapt rapidly to changes in ambient conditions, constantly inspecting their surroundings
by means of their sensor systems. These systems are often thought to respond only to signals of a chemical
nature. Yet, bacteria are often affected by mechanical forces, e.g., during transition from planktonic to sessile
state. Mechanical stimuli, however, have seldom been considered as the signals bacteria can sense and re-
spond to. Nonetheless, bacteria perceive mechanical stimuli, generate signals, and develop responses. This
review analyzes the information on the way bacteria respond to mechanical stimuli and outlines how bacteria
convert incoming signals into appropriate responses.

Keywords: bacteria, mechanosensitivity, mechanotransduction, motility, biofilms, swarming, Azospirillum,
Bacillus, Proteus, Pseudomonas
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Подземное горение угольных пластов, сопровождающееся образованием газов, приводит к форми-
рованию локальных термальных экосистем. Мы исследовали микробное сообщество нагретого до
72°С грунта в районе выхода на поверхность горячих газов, образующихся при подземном горении
отходов добычи угля на угольном месторождении Бунгурский-Северный в Кемеровской области
России. Анализ состава микробного сообщества по 16S рРНК показал, что в нем доминируют тер-
мофильные бактерии филумов Deinococcus-Thermus, Aquificae и Firmicutes. В результате секвенирова-
ния метагенома получено 18 геномов основных членов микробного сообщества, в том числе полные
геномы Hydrogenobacter thermophiles, Thermoflexus hugenholtzii, Thermus antranikianii и представителя
кандидатного рода UBA11096 филума Aquificae (RBS10-58). Анализ генома RBS10-58 указывает, что
эта бактерия может автотрофно фиксировать углерод в восстановительном цикле трикарбоновых
кислот и получать энергию за счет окисления водорода и соединений серы с использованием в ка-
честве акцептора электронов кислорода или нитрата. Анализ геномов двух доминирующих предста-
вителей Firmicutes, Hydrogenibacillus schlegelii и некультивируемой линии класса Thermaerobacteria,
показал, что эти бактерии могут расти аэробно, окисляя водород и монооксид углерода. В целом в
сообществе преобладали аэробные бактерии, способные расти автотрофно и получать энергию за
счет окисления основных компонентов угольных газов, водорода и монооксида углерода. Thermus
antranikianii, составляющий около половины микробного сообщества, вероятно, использует орга-
нические вещества, образуемые автотрофными представителями Firmicutes и Aquificae.

Ключевые слова: термофилы, угольные газы, микробное сообщество, гидрогенотрофы, Thermus,
Aquificae
DOI: 10.31857/S0026365621050086

Исследования термофильных микроорганиз-
мов расширили наши представления о разнооб-
разии микроорганизмов и их эволюции, механиз-
мах адаптации к экстремальным условиям окру-
жающей среды (Urbieta et al., 2015; Counts et al.,
2017). Большинство исследований термофильных
микроорганизмов было сосредоточено на термаль-
ных экосистемах, связанных с вулканической ак-
тивностью, таких как наземные горячие источники
и глубоководные гидротермы, или на техногенных
биотопах (высокотемпературные биореакторы
и т.п.). Помимо вулканической активности, к обра-
зованию локальных термальных экологических
ниш могут приводить процессы естественного горе-
ния ископаемых углеводородов и угля. Характери-
стика микробных сообществ таких экосистем рас-

ширяет наши знания о разнообразии термофиль-
ных микроорганизмов и осуществляемых ими
процессах.

Явления подземного горения угольных пла-
стов распространены в природе и встречаются в
Австралии, Германии, США, Китае, России, Индии
и других странах (Stracher, Taylor, 2004). Такие под-
земные пожары могут длиться веками, например,
угольный пласт в Дудвайлере (Саар, Германия) го-
рит, начиная с 1668 г. Примером длительного
естественного подземного горения угля является
Пылающая гора (Burning Mountain) в Австралии,
продолжительность горения которой оценивает-
ся примерно в 6000 лет (Rattigan, 1967).

Горение угля в условиях недостатка кислорода
в присутствии воды приводит к образованию

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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угольных газов в реакциях: 3C + O2 + H2O → H2 +
+ 3CO и CO + H2O → CO2 + H2 (Shafirovich, Varma,
2009). Подземное горение угля является естествен-
ным аналогом процесса получения синтез-газа при
газификации угля. Помимо СО2, угольные газы со-
держат в основном водород, СО и газообразные
углеводороды (Stracher, Taylor, 2004; Engle et al.,
2012). Эти газы также могут содержать сероводо-
род, оксиды серы, другие токсичные соединения,
такие как бензол, ксилол, алифатические и гало-
генированные соединения (Engle et al., 2012;
Zhang et al., 2013). С потоком газа могут перено-
ситься на поверхность сера и другие элементы,
присутствующие в угольных пластах (Pone et al.,
2007).

В районах, где горячие угольные газы выходят
на поверхность, могут образовываться локальные
экстремальные экосистемы, для которых характер-
ны высокие температуры (>50°C) и присутствие
токсичных веществ (Tammy et al., 2005). Содержа-
щиеся в угольных газах высокоэнергетические со-
единения, такие как водород и СО, могут использо-
ваться микроорганизмами в качестве субстратов, а
кислород – в качестве акцептора электронов, что
определяет возможность развития специфических
сообществ термофильных микроорганизмов. Од-
нако сравнительно немного известно о составе
микробных сообществ таких экосистем и генети-
ческом потенциале входящих в них микроорга-
низмов.

Явления подземного горения угля встречаются
и на угольных месторождениях в России. Кузнецкий
угольный бассейн (Кузбасс), расположенный на
юге Западной Сибири, является одним из круп-
нейших районов добычи угля в мире. В настоящее
время добыча угля в этом регионе в основном ве-
дется открытым способом, что приводит к образо-
ванию больших количеств отходов, включающих
вскрышные породы. Породы, содержащие доста-
точное количество остаточного угля, складируют
в виде отвалов непосредственно в местах добычи,
где природные и техногенные причины вызывают
воспламенение и длительное горение. Широко из-
вестным примером экологической катастрофы яв-
ляется горение отвалов угля в непосредственной
близости шахтерского города Киселевск в Кузбассе
(Kadnikov et al., 2021). В этой работе мы изучили
микробное сообщество грунта, ассоциированное
с зоной подземного горения угля и выходами го-
рячих угольных газов, на отвалах месторождения
Бунгурский-Северный в Новокузнецком районе
Кемеровской области.

Целью исследования было изучение состава и
генетического потенциала этого микробного со-
общества. Мы приводим данные о составе сооб-
щества, полученные с помощью высокопроиз-
водительного секвенировании ампликонов гена
16S рРНК, и метагенома грунта в районе выхода

горячих угольных газов на поверхность. В резуль-
тате метагеномного анализа были получены вы-
сококачественные геномы (metagenome-assembled
genomes, MAG) большинства членов сообщества,
что позволило охарактеризовать метаболический
потенциал входящих в него микроорганизмов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб и выделение ДНК. Пробы были ото-
браны в месте складирования отходов добычи уг-
ля на месторождении угля Бунгурский-Северный
в районе поселка Апанас Новокузнецкого района,
Кемеровской области (53.542314 N, 86.862370 E).
Отобранный на глубине 5–10 см от поверхности
образец грунта, обозначенный как RBS10, пред-
ставлял собой влажный осадок на склоне отвала
отходов добычи вблизи места выхода на поверх-
ность горячего пара и газов. Отобранный образец
представлял собой мелкодисперсную горную по-
роду, содержащую уголь. Препарат метагеномной
ДНК выделяли с использованием набора MO BIO
Power Soil DNA Kit (MO BIO Laboratories, “Qiagen
Inc.”, Valencia, CШA).

Секвенирование и анализ фрагментов генов 16S
рРНК. ПЦР-амплификацию фрагментов гена 16S
рибосомной РНК, включающих гипервариабель-
ные области V3–V6, проводили с использованием
универсальных праймеров 341F (5'-CCTAYGG-
GDBGCWSCAG-3') и 806R (5'-GGACTACNVG-
GGTHTCTAAT-3') (Frey et al., 2016). ПЦР фраг-
менты баркодировали, используя набор Nextera
XT Index Kit v.2 (“Illumina”, СШA). Очистку ПЦР
фрагментов проводили с использованием Agen-
court AMPure beads (“Beckman Coulter”, Brea, CA,
СШA), количество ДНК определяли с помощью
Qubit dsDNA HS Assay Kit (“Invitrogen”, Carlsbad,
CA, СШA). Затем ампликоны секвенировали на
Illumina MiSeq (парные чтения, 2 × 300 нт). Пере-
секающиеся чтения объединяли с помощью
FLASH v.1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011). Фильтра-
цию по качеству и кластеризацию последователь-
ностей в оперативные таксономические единицы
(ОТЕ) на уровне 97% идентичности последова-
тельностей проводили с помощью программы
Usearch (Edgar, 2010). Химерные последователь-
ности и синглтоны удаляли при кластеризации
алгоритмом Usearch. Для расчета относительной
численности OTЕ все чтения (включая синглто-
ны и низкокачественные) с помощью Usearch бы-
ли картированы на последовательности OTЕ с
порогом идентичности 97%.

Таксономическую идентификацию OTЕ про-
водили в результате поиска по базе данных после-
довательностей рРНК SILVA v.132 с использова-
нием алгоритма VSEARCH (Rognes et al., 2016).

Секвенирование метагеномной ДНК, сборка
контигов и их кластеризация для получения MAG.
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Метагеномную ДНК секвенировали с использо-
ванием Illumina HiSeq2500 в соответствии с ин-
струкциями производителя (“Illumina Inc.”,
США). В результате секвенирования библиотеки
ДНК TruSeq (парные чтения, 2 × 150 нт) было по-
лучено 232885794 пар чтений. Удаление адапторов
и исключение низкокачественных последователь-
ностей (Q < 30) выполнялись с использованием
Cutadapt v.1.8.3 (Martin, 2011) и Sickle v.1.33 (https://
github.com/najoshi/sickle) соответственно. Обрабо-
танные парные чтения были объединены с помо-
щью FLASH v.1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011).

Метагеномную ДНК дополнительно секвени-
ровали на приборе MinION (“Oxford Nanopore”,
Великобритания) с использованием набора 1D
Genomic DNA by ligation kit (SQK-LSK108). В ре-
зультате секвенирования этой библиотеки на
MinION в проточной ячейке R9.4 (FLO-MIN106)
было получено 8280228 прочтений общей длиной
16.12 млрд нт.

Все полученные чтения Illumina (всего около
25 млрд нт) и Nanopore были de novo собраны в
контиги с помощью metaSPAdes hybrid assembler
v.3.13.0 (Nurk et al., 2017). Контиги длиной более
1500 п.н. были объединены в кластеры, представ-
ляющие MAG, с использованием MetaBAT v.2.12.1
(Kang et al., 2015). Для улучшения сборки MAG,
чтения MinION были картированы на входящие в
MAG контиги с помощью BWA v.0.7.15 (Li, Durbin,
2010). Затем программа Npscarf v.1.0 (Cao et al., 2017)
была использована для формирования цепочек
контигов (скаффолдов) и заполнения пробелов
между контигами с использованием консенсус-
ных последовательностей Illumina из графа сбор-
ки metaSPAdes.

Кроме того, чтения MinION собирали в конти-
ги de novo с использованием Flye v. 2.7 (Kolmogorov
et al., 2019). Последовательности контигов были
скорректированы с помощью Pilon v.1.2.2 (Walker
et al., 2014) в результате двух итераций картирова-
ния чтений Illumina на собранные последователь-
ности контигов с использованием Bowtie 2 (Lang-
mead, Salzberg, 2012). Полученные контиги были
кластеризованы в MAG с помощью MetaBAT
v.2.12.1 (Kang et al., 2015).

Аннотация и анализ геномов (MAG). Полноту
MAG и их возможное загрязнение (т.е. возмож-
ное наличие в них контигов, представляющих
другие геномы вследствие неправильной класте-
ризации) оценивали с помощью CheckM v.1.05
(Parks et al., 2015). Собранные MAG были таксо-
номически классифицированы с использованием
набора инструментов Genome Taxonomy Database
Toolkit (GTDB-Tk) v.0.3.2 (Chaumeil et al., 2020) и
Genome Taxonomy Database (GTDB) (Parks et al.,
2018).

Поиск генов и аннотацию MAG выполняли с
использованием NCBI Prokaryotic Genome Annota-

tion Pipeline (Tatusova et al., 2016) или RAST server 2.0
(Brettin et al., 2015) с последующей корректиров-
кой аннотации путем сравнения предсказанных
последовательностей белков с базами данных Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI).
N-концевые сигнальные пептиды были предсказа-
ны с помощью Signal P v.5.0, а присутствие транс-
мембранных доменов – с помощью TMHMM v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).

Определениe уровня сходства между геномами и
филогенетический анализ на основе полногеномных
данных. Средние уровни идентичности нуклео-
тидных (average nucleotide identity, ANI) и амино-
кислотных (average amino acid identity, AAI) по-
следовательностей между выбранными геномами
были рассчитаны с использованием скриптов из
Enveomics Collection (Rodriguez-R, Konstantinidis,
2016).

GTDB-Tk v.0.3.2 был использован для поиска
однокопийных маркерных генов в MAG и для по-
строения множественного выравнивания конкате-
нированных последовательностей однокопийных
маркерных генов из данного MAG и всех видов из
GTDB. Часть множественного выравнивания,
созданного в GTDB-Tk, была использована для
построения филогенетического дерева с помощью
PhyML v.3.3 (Guindon et al., 2010) с использованием
параметров по умолчанию. Уровень поддержки
внутренних ветвей оценивался с помощью байесов-
ского теста в PhyML.

Депонирование нуклеотидных последовательно-
стей. Первичные данные, полученные в результа-
те секвенирования фрагментов гена 16S рРНК и
секвенирования метагенома, были депонирова-
ны в NCBI Sequence Read Archive (SRA) под
номерами SRX10881305, SRX10881306 и
SRX10881307. Аннотированные последовательно-
сти MAG депонированы в базе данных GenBank и
доступны через BioProject PRJNA728906.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Состав микробного сообщества по результатам
анализа ПЦР фрагментов генов 16S рРНК. Обра-
зец грунта был отобран из горящего отвала добы-
чи угля с многочисленными выходами продуктов
горения на поверхность. Температура грунта в
месте отбора составляла 72°C.

Для характеристики состава микробного сооб-
щества были использованы 57213 последователь-
ностей фрагментов гена 16S рРНК. В результате
кластеризации этих последовательностей было
идентифицировано 29 OTЕ на уровне 97% иден-
тичности. Все выявленные ОТЕ представляли
бактерии, архей обнаружено не было. Результаты
таксономической классификации OTЕ представ-
лены на рис. 1.
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КАДНИКОВ и др.

В сообществе доминировали представители
трех филумов: Deinococcus-Thermus (47.7% всех по-
следовательностей генов 16S рРНК), Firmicutes
(34.9%) и Aquificae (16.5%). В минорных количе-
ствах были обнаружены представители филумов
Bacteroidetes (0.48%), Proteobacteria (0.27%), Chlo-
roflexi (0.02%) и Actinobacteria (0.01%).

Филум Deinococcus-Thermus был представлен
двумя ОТЕ, одна из которых доминировала в сооб-
ществе, составляя 47.4% всех последовательностей
16S рРНК. Эта ОТЕ относится к роду Thermus со
сходством последовательности 98.7% с термофиль-
ной гетеротрофной бактерии Thermus antranikianii,
выделенной из горячих источников в Исландии
(Chung et al., 2000).

12 ОТЕ представляли филум Firmicutes. Наибо-
лее многочисленная из них (14.1%) представляла
род Brevibacillus и имела идентичность 98.73% по
16S рРНК с Brevibacillus borstelensis, умеренно тер-
мофильной гетеротрофной спорообразующей
бактерией, встречающейся в почвах и гидротер-
мальных местообитаниях (Shida et al., 1995; Khalil
et al., 2018). Около 11% последовательностей
представляли одну ОТЕ, отнесенную к роду Hy-
drogenibacillus (порядок Thermicanales, семейство
Thermicanaceae в соответствии с таксономической
системой Genome Taxonomy Database). Культи-
вируемый представитель этого рода, Hydrogeniba-
cillus schlegelii, – факультативно хемолитотрофная
аэробная термофильная бактерия, которая спо-
собна окислять водород и, предположительно,
СО (Schenk, Aragno, 1979; Kämpfer et al., 2013).
Около 6.3% сообщества представляла ОТЕ, филоге-
нетически удаленная от культивируемых представи-
телей филума Firmicutes (<87% идентичности по 16S
рРНК).

Филум Aquificae был представлен одной ОТЕ,
филогенетически близкой к роду Hydrogenobacter
семейства Aquificaceae. Представители Hydrogeno-
bacter – типичные обитатели высокотемператур-
ных горячих источников, хемолитоавтотрофные
термофилы, способные аэробно окислять водо-

род (Reysenbach et al., 2000; Takacs-Verbach et al.,
2013).

Секвенирование метагенома и сборка MAG. Для
получения геномов представителей микробного
сообщества мы просеквенировали метагеном об-
разца RBS10, используя комбинацию технологий
Illumina и Oxford Nanopore. Собранные контиги
были кластеризованы в 18 MAG, имеющих пол-
ноту свыше 80% и загрязнение (избыточность)
менее 10% по оценке CheckM на основе анализа
присутствия набора консервативных однокопий-
ных маркерных генов (табл. 1). В сумме эти MAG
представляли около 80% всего метагенома сооб-
щества. Таксономическая принадлежность полу-
ченных MAG была определена на основе филоге-
нетического анализа по конкатенированным по-
следовательностями консервативных маркерных
генов по Genome Taxonomy Database (Parks et al.,
2018).

Таксономическая классификация MAG вы-
явила те же самые основные бактериальные фи-
лумы, которые были обнаружены с помощью 16S
рРНК. Относительные доли некоторых линий в
пуле последовательностей генов 16S рРНК и в
полном метагеноме отличались (рис. 1), что, ве-
роятно, обусловлено разным числом копий гена
16S рРНК в геномах и разными размерами самих
геномов. Около половины всего метагенома
представлял один MAG, RBS10-92, отнесенный к
филуму Deinococcus-Thermus. Около 26% метаге-
нома составляли 10 MAG, представлявшие филум
Firmicutes, три MAG были отнесены к Aquificae
(2.4% метагенома), три – к Chloroflexi (3.3% мета-
генома), два – к Proteobacteria (0.5% метагенома) и
0.02% метагенома представлял MAG кандидатно-
го филума WOR-3 (табл. 1).

С использованием длинных чтений, получен-
ных с помощью нанопорового секвенирования,
были собраны полные кольцевые последовательно-
сти четырех геномов, – Hydrogenobacter thermophiles
(MAG RBS10-74), представителя кандидатного ро-
да UBA11096 филума Aquificae (MAG RBS10-58),

Рис. 1. Состав микробного сообщества по результатам анализа генов 16S рРНК и метагеномного секвенирования. Ка-
тегория others (прочие) в случае метагенома включает последовательности, не вошедшие в MAG, отнесенные к ука-
занным группам.
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Thermoflexus hugenholtzii филума Chloroflexi (MAG
RBS10-4) и Thermus antranikianii (MAG RBS10-92).

Чтобы получить представление о метаболиче-
ских возможностях основных представителей
микробного сообщества мы подробно проанали-
зировали несколько MAG.

Геномы представителей Firmicutes. К наиболее
многочисленным представителям микробного
сообщества относились две бактерии филума Fir-
micutes, представленные MAG RBS10-35 и MAG

RBS10-49. Геном RBS10-35 представлял 11.0%
всего метагенома и был идентифицирован только
до уровня класса Thermaerobacteria в геномной
таксономической системе. По-видимому, этот ге-
ном соответствует ОТЕ, составлявшей 6.3% после-
довательностей 16S рРНК и отнесенной к неклас-
сифицируемым фирмикутам. Поиск ближайших
родственников RBS10-35 в GenBank выявил только
одну последовательность 16S рРНК (FN687452) с
идентичностью 91%, обнаруженную в термальном
аэробном биореакторе для переработки отрабо-

Таблица 1. Основные характеристики MAG

* Таксономическая принадлежность по Genome Taxonomy Database, версия R89. Указаны филум и таксон низшего ранга, до
которого возможна классификация. 
** Полный кольцевой геном.

MAG
ID

Полнота/ 
загрязнение, % 

Размер
генома, нт

Число 
контигов GC, % Доля

в метагеноме, %
Таксономическая
принадлежность*

2 97.63/1.36 1699170 143 41.6 0.08 p__Aquificota; 
g__Hydrogenobacter

74 99.59/0.51 1794458 1** 44 0.17 p__Aquificota; 
s__Hydrogenobacter thermophilus

58 99.59/0.41 1722082 1** 43.1 2.13 p__Aquificota;
g__UBA11096

4 97.27/0.91 3316678 1** 67.6 3.17 p__Chloroflexota;
s__Thermoflexus hugenholtzii

7 85.55/1.87 2784472 202 65.1 0.03 p__Chloroflexota;
g__Thermomicrobium

30 96.23/0 3717411 433 65.6 0.11 p__Chloroflexota;
f__UBA6265

92 100/0 2424424 1** 64.9 48.83 p__Deinococcota;
s__Thermus antranikianii

77 93.16/1.82 2294372 228 45 0.16 p__Firmicutes; 
f__Amphibacillaceae

39 98.09/0.68 2502348 201 37.5 0.12 p__Firmicutes_A; 
s__Caldanaerobacter subterraneus

35 94.06/0.2 2368455 42 63.5 11.01 p__Firmicutes_E;
c__Thermaerobacteria

62 92.57/13.9 4585313 204 68.9 2.34 p__Firmicutes_E;
g__Thermaerobacter

82 92.25/2.97 3307331 619 58.5 0.09 p__Firmicutes_G; 
o__DTU080

36 96.15/2.95 4121736 396 53.4 0.25 p__Firmicutes_I; 
s__Bacillus_BB thermozeamaize

40 84.97/4.92 2109662 127 64 0.37 p__Firmicutes_I;
s__Brockia lithotrophica

8 91.28/1.72 2288228 67 61.8 0.48 p__Firmicutes_I;
g__Hydrogenibacillus

49 92.44/8.08 2964420 72 66.1 10.75 p__Firmicutes_I;
s__Hydrogenibacillus schlegelii

91 99.19/2.07 4672685 147 66.4 0.18 p__Proteobacteria;
g__Paracoccus

48 99.38/1.91 3146152 24 70.2 0.29 p__Proteobacteria;
g__Lysobacter

29 92.37/1.69 1580388 114 27.6 0.02 p__WOR-3_A; o__LBFQ01
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танного активного ила (Hayes et al., 2011). Анализ
генома RBS10-35 показал, что эта бактерия имеет
полную аэробную дыхательную цепь и СО дегид-
рогеназу, что указывает на возможность окисле-
ния СО.

Вторым по относительной численности среди
фирмикут (10.7% метагенома) был организм,
представленный геномом RBS10-49. Этот гено-
тип был идентифицирован как Hydrogenibacillus
schlegelii на основании 97.68% AAI с геномом
штамма H. schlegelii MA48 (Maker et al., 2017). Ана-
лиз генома RBS10-49 выявил наличие генов
аэробной дыхательной цепи, мембранно-связан-
ной поглощающей [NiFe] гидрогеназы группы 1d
и респираторной СО дегидрогеназы, что указывает
на способность этой бактерии получать энергию
за счет окисления компонентов угольных газов –
водорода и СО. В геноме также кодируется полный
цикл Кальвина, функционирование которого мо-
жет обеспечивать автотрофную фиксацию угле-
рода.

Следует отметить, что среди собранных MAG
отсутствовал геном, относящийся к роду Breviba-
cillus, хотя на его представителей приходилось
около 15% всех последовательностей генов 16S
рРНК. По-видимому, Brevibacillus были представ-
лены несколькими близкими филотипами, что
затрудняло сборку протяженных контигов и, со-
ответственно, получение MAG.

Полный геном Thermus antranikiani RBS10-92. В
результате секвенирования метагенома был со-
бран полный геном бактерии RBS10-92. Это ге-
ном имеет 97.79% AAI с Thermus antranikianii DSM
12462 (GCF_000423905), что позволяет отнести
его к этому виду. Геном T. antranikianii RBS10-92
был просеквенирован с 5030-кратным средним
покрытием, имеет длину 2424424 п.н. и является
первым известным полным геномом T. antraniki-
anii. Относительная численность RBS10-92 в мета-
геноме составляет 48.8%, что хорошо согласуется с
47.64% долей соответствующей ОТЕ в чтениях 16S
рРНК. В результате аннотации генома RBS10-92
было идентифицировано 2636 потенциальных бе-
лок-кодирующих генов, функции только полови-
ны из которых были предсказаны. В геноме были
идентифицированы две копии оперона рРНК и
50 генов транспортных РНК (тРНК).

Анализ генома T. antranikianii RBS10-92 показал,
что эта бактерия, вероятно, является аэробным ге-
теротрофом, способным гидролизовать различные
углеводы. Этот микроорганизм также имеет воз-
можности для роста в анаэробных условиях, ис-
пользуя нитрат в качестве акцептора электронов.
Эти предсказания согласуются с микробиологи-
ческими характеристиками изолятов T. antraniki-
anii (Chung et al., 2000).

Полный геном Hydrogenobacter thermophilus
RBS10-74. Собраны три генома представителей
филума Aquificae с полнотой более 97% и загряз-

нением менее 2%. Для двух их этих организмов бы-
ли получены полные кольцевые геномные последо-
вательности. RBS10-74, на который приходится
0.17% всего метагенома, был классифицирован как
Hydrogenobacter thermophilus на основании 95.7%
ANI с H. thermophilus TK-6 (GCA_000010785),
изолированным из горячего источника в Японии
(Arai et al., 2010).

Анализ генома H. thermophiles RBS10-74 пред-
сказал, что, как и культивируемые штаммы
H. thermophiles, он является облигатным авто-
трофным организмом, способным окислять водо-
род и фиксировать CO2 через восстановительный
цикл трикарбоновых кислот. При росте в анаэ-
робных условиях эта бактерия может использовать
нитрат в качестве акцептора электронов. RBS10-74
также может окислять элементную серу или тио-
сульфат.

Полный геном MAG RBS10-58 – представителя
кандидатного рода UBA11096. Второй полный ге-
ном представителя филума Aquificae был отнесен
к роду UBA11096 семейства Aquificaceae в соответ-
ствии с геномной таксономической системой. До
настоящего времени этот род не имеет культиви-
руемых представителей и описан на основе не-
скольких собранных из метагеномов драфт-гено-
мов, анализ которых ранее не проводился.

Геном RBS10-58 был просеквенирован с 309-
кратным средним покрытием и собран в кольцевую
хромосому длиной 1722082 п.н. Относительная для
этого генотипа в метагеноме составляет 2.13%. В ре-
зультате аннотации генома RBS10-58 было иденти-
фицировано 1848 потенциальных белок-кодирую-
щих генов, функции половины из которых были
предсказаны, а также один оперон 16S–23S–5S
рРНК и 42 гена тРНК.

Для определения филогенетического положе-
ния бактерии RBS10-58 было построено филоге-
нетическое дерево на основе конкатенированных
аминокислотных последовательностей консерва-
тивных маркерных генов представителей всех ро-
дов семейства Aquificaceae, определяемых в ге-
номной таксономической системе. Полученные
результаты показывают, что RBS10-58 вместе с
несколькими другими MAG представляет отдель-
ную линию уровня рода, наряду с родами Aquifex,
Hydrogenivirga, Hydrogenobacter, Thermocrinis и
Thermocrinis minervae, представлявшим отдельный
род Thermocrinis_А в геномной таксономии (рис. 2).

Анализ генома RBS10-58 выявил полный на-
бор генов восстановительного цикла трикарбоно-
вых кислот, который используется у Aquificae для
автотрофной фиксации СО2 (Hügler et al., 2007), а
также генов пути глюконеогенеза. Пентозофос-
фатный путь у RBS10-58 отсутствует. В геноме об-
наружен полный набор генов пути окислительного
фосфорилирования, в том числе NADH дегидроге-
назы, сукцинатдегидрогеназы, цитохром bc1 ком-
плекса и нескольких цитохром с оксидаз. Наличие
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поглощающих мембранно-связанных [NiFe] гид-
рогеназ групп 2a и 1d указывает на возможность
использования молекулярного водорода в каче-
стве донора электронов при дыхании, что харак-
терно для представителей филума Aquificae. Дру-
гим субстратом может служить формиат, о чем
свидетельствует наличие мембранно-связанной
формиатдегидрогеназы.

В анаэробных условиях акцептором электро-
нов может служить нитрат, на что указывает при-
сутствие мембранно-связанной нитратредуктазы,
которая восстанавливает нитрат до нитрита. Далее
нитрит может восстанавливаться цитохром cd1 нит-
ритредуктазой с образованием оксида азота(II).
Последующие стадии денитрификации могут
осуществляться редуктазой окиси азота (nitric-
oxide reductase) и редуктазой закиси азота (nitrous
oxide reductase) с образованием молекулярного
азота.

В качестве донора электронов бактерия
RBS10-58 может использовать и соединения серы.
Окисление сероводорода может осуществляться
сульфид:хинон оксидоредуктазой (sulfide:quinone
oxidoreductase) и флавоцитохром с:сульфид дегид-
рогеназой (flavocytochrome c:sulfide dehydrogenase).
В геноме также кодируется Sox-Hdr-Soe вариант
пути окисления соединений серы до сульфата
(Watanabe et al., 2019), включающий кластер sox-ге-
нов soxYZAXB, гены сульфитдегидрогеназы soeABC и

кластер генов, кодирующих субъединицы гетеро-
суфльфидредуктазы hdrCBAhyphdrCB.

Таким образом, бактерия RBS10-58 является
хемолитоавтотрофом, способным получать энер-
гию за счет окисления молекулярного водорода и
соединений серы в процессе аэробного дыхания,
а в анаэробных условиях осуществлять все стадии
денитрификации.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что один из первых описан-

ных термофилов, Thermoplasma acidophilum, был
выделен из проб отходов горящего угля группой
Томаса Брока в конце 60-х годов прошлого столе-
тия (Darling et al., 1970), состав микробного сооб-
щества этих экосистем остается малоизученным.
Исследования состава микробных сообществ почв
в районах подземных угольных пожаров были вы-
полнены в Пенсильвании, США (Tobin-Janzen
et al., 2005; Lee et al., 2017). Анализ микробных со-
обществ по 16S рРНК выявил присутствие архей
филума Crenarchaeota, а также бактерий филумов
Chloroflexi, Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroide-
tes, Elusimicrobia и Gemmatimonadetes. В последую-
щих метагеномных исследованиях было показа-
но, что микроорганизмы с меньшими размерами
клеток и геномов преобладают на участках почвы
с более высокой температурой (Sorensen et al.,
2019).

Рис. 2. Филогенетическое положение RBS10-58 в семействе Aquificaceae. Филогенетическое дерево построено по ме-
тоду maximum likelihood, основанной на основе конкатенированных последовательностей консервативных маркер-
ных генов. Уровни поддержки ветвей определены с помощью Байесовского теста в PhyML. Таксономия показана на
основе системы GTDB (g – род).
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Микробные сообщества нагретой почвы в рай-
оне выходов на поверхность горячих угольных га-
зов в Синьцзяне, Китай, были исследованы с ис-
пользованием T-RFLP анализа и клональных
библиотек генов 16S рРНК (Zhang et al., 2013).
Среди доминирующих групп микроорганизмов
обнаружены представители филумов Firmicutes,
Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Plancto-
mycetes и Actinobacteria. Самой многочисленной
группой были Firmicutes, в основном представите-
ли родов Bacillus и Paenibacillus.

В обоих этих случаях объектами исследования
были нагретые за счет выхода горячих газов “обыч-
ные”, богатые органикой почвы, что обусловило
преобладание в сообществах типичных почвен-
ных групп микроорганизмов. В настоящей же ра-
боте объектом исследования были не почвы, а от-
валы карьера по добыче угля, представляющие
собой углесодержащие горные породы. Предпо-
лагается, что в такой экосистеме будут формиро-
ваться специфические сообщества термофилов,
развитие которых поддерживается за счет уголь-
ных газов. Наиболее близким аналогом исследо-
ванного нами объекта было микробное сообще-
ство нагретых горных пород в районе подземного
горения угля на территории Горного Алтая (Kad-
nikov et al., 2018). Оно было простым по составу и
включало всего три доминирующих филотипа, все
они представляли филум Firmicutes. Это аэробный
гетеротроф Ca. Carbobacillus altaicus, анаэробный
хемолитоавтотроф Brockia lithotrophica и аэробная
бактерия Hydrogenibacillus schlegelii, способная как
использовать органические соединения, так и
расти автотрофно. Все эти микроорганизмы мо-
гут получать энергию за счет окисления молеку-
лярного водорода (а некоторые также и СО; Kad-
nikov et al., 2018). Также в этом сообществе были
обнаружены некультивируемые линии фирми-
кут, относящиеся к Thermaerobacteria.

Еще одним близким аналогом являются горя-
щие отвалы угольного разреза у города Киселевск
Кемеровской области. В микробном сообществе
поверхностного слоя нагретого до 58°С грунта до-
минировали представители Ktedonobacteria (филум
Chloroflexi), способные окислять водород и СО, а
термофильные гидрогенотрофные фирмикуты
составляли небольшую часть сообщества (Kad-
nikov et al., 2021). Возможно, отличия от исследо-
ванного в этой работе объекта обусловлены раз-
личной температурой и влажностью.

В исследованном нами сообществе RBS10
фирмикуты составляли около трети и были пред-
ставлены термофильными группами. H. schlegelii
и некультивируемые представители Thermaero-
bacteria входили в число доминирующих групп, в
небольших количествах была обнаружена и
Brockia lithotrophica. Однако, помимо фирмику-
тов, доминирующими группами в сообществе

RBS10 были представители рода Thermus и семей-
ства Aquificaceae, характерные для гидротермальных
экосистем (Counts et al., 2017; Bonch-Osmolovskaya,
2020). Ранее об их присутствии в почвах в районах
подземного горения угля не сообщалось. Будучи
способными к автотрофной фиксации углерода и
получению энергии за счет окисления водорода и
соединений веры, Aquificaceae, как и фирмикуты,
представляют автотрофную часть сообщества,
поддерживаемую угольными газами. Составляю-
щий около половины микробного сообщества
T. antranikianii, в свою очередь, использует в каче-
стве субстратов органические вещества, образуе-
мые автотрофными фирмикутами и Aquificaceae.

Исследованная нами термальная экосистема,
ассоциированная с горящими угольными отвала-
ми, и другие подобные объекты в Кемеровской
области и на Алтае, возникли не более несколь-
ких десятков лет назад и являются “молодыми”
по сравнению с геотермальными объектами. Ра-
нее было высказано предположение, что термо-
фильные Firmicutes, споры которых могут распро-
страняться на большие расстояния (Bonjour et al.,
1988; Aullo et al., 2013), могут быть первыми “ко-
лонизаторами” таких новых термальных эколо-
гических ниш (Kadnikov et al., 2018). Обнаруже-
ние нами представителей Thermus и Aquificaceae
свидетельствует о том, что распространение не-
спорообразующих термофилов, источником ко-
торых могут быть встречающиеся на юге Сибири
горячие источники и другие геотермальные объ-
екты, также может быть достаточно быстрым.
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Abstract—Underground burning of coal seams, accompanied release of gases, leads to the development of lo-
cal thermal ecosystems. We investigated the microbial community of the ground heated to 72°C in the release
area of hot gases resulting from underground combustion of coal mining waste at the Bungurskiy-Severny
coal deposit in the Kemerovo region of Russia. Analysis of the composition of the microbial community by
16S rRNA gene profiling revealed predominance of thermophilic bacteria of the phyla Deinococcus-Thermus,
Aquificae, and Firmicutes. As a result of metagenomic analysis, 18 genomes of the main members of the mi-
crobial community were obtained, including the complete genomes of Hydrogenobacter thermophiles, a mem-
ber of the candidate genus UBA11096 of the phylum Aquificae (RBS10-58), Thermoflexus hugenholtzii, and
Thermus antranikianii. Analysis of the RBS10-58 genome indicates that this bacterium can autotrophically
fix carbon in the reductive tricarboxylic acids cycle and obtain energy via the oxidation of hydrogen and sulfur
compounds with oxygen or nitrate as electron acceptors. Genome analysis of the two dominant Firmicutes
species, Hydrogenibacillus schlegelii and an uncultured member of the class Thermaerobacteria, showed that
these bacteria could grow aerobically by oxidizing hydrogen and carbon monoxide. Overall, the community
was dominated by aerobic bacteria capable of growing autotrophically and receiving energy via the oxidation
of the main components of coal gases, hydrogen and carbon monoxide. Thermus antranikianii, which makes
up about half of the microbial community, probably uses organic matter produced by the autotrophic mem-
bers of Firmicutes and Aquificae.
Keywords: thermophiles, coal gases, microbial community, hydrogenotrophs, Thermus, Aquificae
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Технология производства микробного белка из природного газа опирается на использование термо-
толерантных метанотрофных бактерий, характеризующихся высокой скоростью роста на метане.
Спектр ранее задействованных в производстве штаммов-продуцентов ограничен представителями
рода Methylococcus, что накладывает ограничения на развитие этой технологии и делает актуальным
поиск новых культур быстрорастущих метанотрофов. Настоящая работа посвящена решению этой
задачи с использованием образцов донного осадка реки Черная, Крым. Молекулярный анализ со-
става микробного сообщества осадка выявил доминирование представителей Gammaproteobacteria
(33–42% полученных фрагментов генов 16S рРНК), а также Chloroflexi, Actinobacteria, Alphaproteobac-
teria, Bacteroidota и Acidobacteria в качестве численно значимых компонентов сообщества. В полу-
ченной из осадка первичной накопительной культуре метанотрофных бактерий около 60% фраг-
ментов генов 16S рРНК принадлежали представителям рода Methylomonas. Применение различных
стратегий выделения чистых культур метанотрофов позволило получить три изолята целевых бак-
терий родов Methylomonas, Methylomagnum и Methylocystis, температурные оптимумы роста которых
составили 25, 35 и 40°С соответственно. Наиболее высокая скорость роста в периодической культуре,
0.21 ч–1, была зарегистрирована для Methylocystis sp. Kr9, обнаруживающего 99.22 и 99.13% сходства
генов 16S рРНК с типовыми штаммами Methylocystis echinoides IMET 10491T и Methylocystis parvus
OBBPT.

Ключевые слова: термотолерантные метанотрофные бактерии, речные осадки, Methylomonas,
Methylomagnum, Methylocystis, рост на метане
DOI: 10.31857/S0026365621050141

Аэробные метанотрофные бактерии – это
уникальная группа прокариот, структурно и
функционально специализированных на использо-
вании метана (СН4) в качестве источника углерода и
энергии (Hanson, Hanson, 1996; Гальченко, 2001;
Trotsenko, Murrell, 2008; Khmelenina et al., 2018). В
настоящее время известно около трех десятков
родов метанотрофных бактерий, которые при-
надлежат к классам Gammaproteobacteria (метано-
трофы I типа) и Alphaproteobacteria (метанотрофы
II типа), а также несколько родов метанотрофов,
относящихся к филе Verrucomicrobia (Dedysh,
Knief, 2018). Метанотрофные бактерии широко
распространены в местообитаниях с высокой до-
ступностью метана, таких как донные осадки
пресноводных экосистем (Beck et al., 2013; Deutz-
mann et al., 2014), болота (Dedysh, 2009; Danilova

et al., 2016), рисовые чеки (Ma et al., 2013; Vaksmaa
et al., 2017), покрывающие почвы полигонов твер-
дых бытовых отходов (Cébron et al., 2007; Kumaresan
et al., 2009) и др. Биологическое окисление мета-
на является важным звеном глобального цикла
СН4, а также и глобального круговорота углерода
в природе (Conrad, 2009). Метанотрофы, однако,
имеют также и значительный биотехнологиче-
ский потенциал (Троценко, Хмеленина, 2009;
Conrado, Gonzalez, 2014; Kalyuzhnaya et al., 2020).
Микробная конверсия метана, являющегося до-
ступным и сравнительно дешевым сырьем, от-
крывает перспективы производства продуктов с
добавленной стоимостью (Strong et al., 2015).

Устойчивый интерес к развитию биотехноло-
гий на основе использования метанотрофных
бактерий появился в 70-е годы XX в. Было пока-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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зано, что метанотрофные бактерии могут быть
источником биопротеина, синтезируемого на ос-
нове метана (Григорян, Горская, 1970). Масштаб-
ное промышленное производство кормового бел-
ка (Гаприна) из природного газа с использованием
термотолерантного метанотрофа Methylococcus
capsulatus ВСБ-874 было реализовано в СССР в
середине 1980-х годов. По составу и количеству
незаменимых аминокислот биомасса метанотро-
фов сопоставима с рыбной и соевой мукой и, сле-
довательно, имеет определенные преимущества
относительно ряда продуктов растительного про-
исхождения (Coty, 1969). Особенно выделяются
метанотрофы класса Gammaproteobacteria, имею-
щие наиболее высокое содержание белка и неза-
менимых аминокислот (Плясов, 1988).

Экономическая целесообразность производ-
ства микробного белка из природного газа напря-
мую зависит от продуктивности метанотрофных
микроорганизмов (Ritala et al., 2017). Производ-
ственные штаммы должны обладать высокой
скоростью роста, что характерно в первую оче-
редь для термотолерантных или умеренно термо-
фильных метанотрофных бактерий. Исходная
технология получения бактериального белка из
метана была реализована с использованием тер-
мотолерантного метанотрофа Methylococcus capsu-
latus. Аналогичные производства, налаженные в
других странах, опираются на использование
штаммов того же вида, однако подобная узость
спектра продуцентов существенно тормозит раз-
витие этой технологии. Число таких штаммов
ограничено, так как процедура выделения мета-
нотрофов в чистых культурах сложна методиче-
ски и может занимать до нескольких лет. Долгое
время Methylococcus capsulatus Bath оставался са-
мым быстрорастущим метанотрофным микроор-
ганизмом с максимально зарегистрированной
удельной скоростью роста 0.37 ч–1 (Joergensen,
Degn, 1987). За последние годы, однако, опубли-
кованы несколько работ по получению штаммов
рода Methylomonas, для которых аналогичный по-
казатель составил 0.39 и 0.40 ч–1 (Guo et al., 2017;
Kim et al., 2018). Это наиболее высокие значения
удельной скорости роста, зарегистрированные
для метанотрофных бактерий. Таким образом,
вопрос о возможностях и пределах роста метано-
трофных бактерий остается открытым, и поиск
альтернативных продуцентов с улучшенными
свойствами является перспективной задачей био-
технологии получения кормового белка на основе
метанотрофных микроорганизмов.

Охарактеризованные представители термотоле-
рантных и умеренно термофильных метанотрофных
бактерий принадлежат к родам Methylococcus, Methy-
localdum, Methylothermus и Methylomarinovum (Тро-
ценко и соавт., 2009; Hirayama et al., 2014; Dedysh,
Knief, 2018). Метанотрофы рода Methylothermus

населяют термальные пресноводные источники;
эти бактерии крайне нестабильны в культивиро-
вании и быстро теряют жизнеспособность. Мета-
нотрофы рода Methylomarinovum населяют мор-
ские гидротермы и требуют морскую воду для
культивирования. Представители Methylothermus
и Methylomarinovum, таким образом, малопригод-
ны для производственных целей. Спектр место-
обитаний Methylococcus и Methylocaldum включает
воду и осадки пресноводных экосистем, рисовые
чеки, полигоны твердых бытовых отходов и ком-
посты (Knief, 2015).

Целью настоящей работы являлось выделение
новых штаммов термотолерантных метанотроф-
ных бактерий, отличающихся высокими скоро-
стями роста, из образцов донного осадка
реки Черная, Крым.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор образцов и аналитические методы. В рабо-

те был использован образец верхнего слоя (0–2 см)
донного осадка реки Черная, Крым (44.59° с.ш.,
33.61° в.д.). Отбор проб донных осадков и при-
донной воды проводили акриловой грунтовой
трубкой с вакуумным затвором. При помощи экс-
трудера в полевых условиях с керна срезали верхний
2-см слой донных осадков. Пористость и влаж-
ность осадка определяли, соответственно, как
процентную долю объема и массы поровой воды
в осадке. Гидрохимические параметры проб воды
определяли стандартными аналитическими ме-
тодиками. Температуру воды и общую минерали-
зацию измеряли в полевых условиях портатив-
ным анализатором качества воды TDS-3 М. Опре-
деление содержания углерода органического (Сорг)
в колонках донных отложений выполняли, со-
гласно спектрофотометрической методике, после
сульфохромового сжигания органического веще-
ства. Окисление органических соединений про-
водили в воздушно-сухих пробах донных отложе-
ний. Органические вещества донных осадков
окисляли при температуре 125°С 0.4 N раствором
бихромата калия в концентрированной серной
кислоте в соотношении 1 : 1. Измерение оптиче-
ских плотностей выполняли после осаждения
минеральных частиц на спектрофотометре при
длине волны 590 нм на приборе Helios Alfa
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Для извлече-
ния метана из проб воды и донных отложений ис-
пользовали способ фазово-равновесной дегаза-
ции (Большаков, Егоров, 1987). Определение
концентраций метана в воде и донных отложени-
ях проводили на хроматографе HP 5890 (“Hewlett
Packard”, США) со стальной набивной колонкой
(длина колонки – 1 м, внутренний диаметр –
2 мм, сорбент “Porapack Q” 80/100 меш., “Serva”)
и пламенно-ионизационнным детектором при сле-
дующих условиях: газ-носитель – азот, объемная
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скорость 30 мл мин–1, температура детектора –
225°С, инжектора – 120°С. Часть отобранного ила
использовали в качестве инокулята для получения
накопительной культуры метанотрофных бакте-
рий, тогда как другую его часть хранили при
‒20°С для последующей экстракции тотальной
ДНК.

Получение накопительных культур метанотроф-
ных бактерий. Для получения накопительной
культуры метанотрофов использовали минераль-
ную среду NMS (Nitrate Mineral Salts), разбавлен-
ную в соотношении 2 : 5 и содержащую (г/л):
KNO3 – 0.2; MgSO4 · 7H2O – 0.2; CaCl2 · 2H2O –
0.04; 1% (об./об.) 200 мМ фосфатного буфера
(рН 7.0) и 0.1% (об./об.) раствора микроэлемен-
тов для метанотрофов (Гальченко, 2001) следую-
щего состава (г/л): ЭДТА – 5; FeSO4 · 7H2O – 2;
ZnSO4 · 7H2O – 0.1; MnCl2 · 4H2O – 0.03;
CoCl2 · H2O – 0.2; CuCl2 · 5H2O – 0.1; NiCl2 ·
· 6H2O – 0.02; Na2MoO4 – 0.03. Один грамм ила
вносили во флаконы общим объемом 500 мл со
100 мл жидкой среды. В газовую фазу флаконов вво-
дили метан до 30 об. % и инкубировали на шейкере
(120 об./мин) при температуре 35°С в течение
10 дней.

Молекулярное профилирование состава мик-
робного сообщества образца ила и полученной из
него накопительной культуры метанотрофов. Для
выделения тотальной ДНК из исследуемого реч-
ного осадка использовали три навески ила по 0.5 г
каждая. Выделение ДНК из полученной накопи-
тельной культуры метанотрофных бактерий прово-
дили в двукратной повторности с использованием
образцов клеток, осажденных из 5 мл исследуемой
культуры. ДНК выделяли с использованием на-
бора FastDNA SPIN kit for soil (“MP Biomedicals”,
США) в соответствии с рекомендациями фирмы-
изготовителя. Полученные образцы ДНК хранили
до анализа при –20°С. Состав сообщества прока-
риот определяли на основании анализа последо-
вательностей вариабельного региона V3–V4 гена
16S рРНК, амплифицированного с помощью
ПЦР с использованием праймеров PRK341F
(5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3') и PRK806R
(5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3'). Полученные
ПЦР фрагменты использовали для приготовления
библиотеки для секвенирования с помощью на-
боров Nextera XT DNA Library Prep Kit (“Illumina”,
США) по протоколам производителя. Получен-
ные библиотеки секвенировали на MiSeq (“Illu-
mina”, США) с использованием наборов MiSeq
Reagent Kit V3 (в формате парных чтений 2 × 300 нт).
Полученный набор фрагментов последователь-
ностей 16S рРНК анализировали с использовани-
ем программных модулей пакета QIIME 2 v.2018.8
(https://qiime2.org) (Bolyen et al., 2019). Объедине-
ние нуклеотидных последовательностей, контроль
качества и выбраковку химерных последователь-

ностей проводили с помощью плагина DADA2
(Callahan et al., 2016). Далее последовательности
кластеризовали в операционные таксономиче-
ские единицы (ОТЕ) на видовом уровне идентич-
ности (97% сходства) с помощью плагина
VSEARCH (Rognes et al., 2016) и базы данных Silva
v. 138, содержащей последовательности гена
16S рРНК (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014).
Таксономическую идентификацию ОТЕ прово-
дили методом BLASTN по базе Silva v. 138 (Altschul
et al., 1997). Полученный из образцов ила и нако-
пительной культуры пул фрагментов нуклеотид-
ных последовательностей гена 16S рРНК депони-
рован в ГенБанке под номером PRJNA722466.

Получение и идентификация изолятов метано-
трофных бактерий. Получение чистых культур ме-
танотрофных бактерий проводили с использова-
нием минеральной среды NMS 2 : 5 и следующих
альтернативных подходов: 1) многократных пре-
дельных разведений культуры в жидкой среде;
2) рассева разбавленной суспензии клеток на ага-
ризованный вариант среды для получения колоний;
3) рассева суспензии клеток на жидкую среду с
использованием культуральных планшетов. Для
приготовления предельных разведений исполь-
зовали серии флаконов объемом 60 мл, содержа-
щие 5 мл среды. Флаконы герметично закрыва-
ли, вводили метан шприцем с фильтром до 30%
СН4 в газовой фазе и инкубировали на качалке
(120 об./мин). Культуру, выросшую во флаконе с
наибольшим разведением, микроскопировали и
подвергали последующему рассеву до получения
культуры, состоящей из морфологически одина-
ковых клеток. В случае рассевов суспензии куль-
тур на агаризованную среду, чашки помещали в
эксикаторы с 30% метана в газовой фазе и инку-
бировали в течение 10 сут при 30, 35 и 42°С. Фор-
мирующиеся колонии отсевали во флаконы с
жидкой средой, полученные культуры проверяли
на чистоту с помощью фазово-контрастной мик-
роскопии и вновь рассевали на агаризованную
среду до получения чистой культуры. Процедура
получения изолятов с использованием культу-
ральных планшетов была предложена ранее для
селекции быстрорастущих штаммов метанотрофов
(Hoefman et al., 2012). Аликвоты накопительной
культуры рассевали методом предельных разведе-
ний на 48-луночные культуральные планшеты
(“Eppendorf”). Использовали серии из 15 после-
довательных предельных разведений; объем среды
в каждой из лунок составлял 100 мкл. Планшеты
помещали в герметичные пакеты “Genbag anaero-
bic” (“BioMérieux”, Франция) с заданным соста-
вом газовой фазы (20–40% метана и 60–80% воз-
духа) и инкубировали на шейкере (120 об./мин)
при температурах инкубации 35 и 42°С. Замену
газовой фазы в пакетах проводили каждые 2 дня.
Рост культур определяли микроскопически и с
помощью регистрации оптической плотности
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при длине волны 600 нм, которую измеряли на
спектрофотометре Biophotometer AG 22331 (“Ep-
pendorf”).

Идентификацию полученных изолятов осу-
ществляли путем анализа последовательностей ге-
нов 16S рРНК, ПЦР-амплификацию которых про-
водили с использованием универсальных для бакте-
рий праймеров (Weisburg et al., 1991). Очистку
ПЦР-амплифицированных фрагментов осу-
ществляли с использованием набора Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (“Promega”, США) в
соответствии с рекомендациями фирмы производи-
теля. Секвенирование амплифицированных фраг-
ментов генов 16S рРНК проводили на базе ЦКП
“Биоинженерия” ФИЦ Биотехнологии РАН.
Определенные в работе последовательности ге-
нов 16S рРНК изолятов метанотрофных бактерий
депонированы в ГенБанке под номерами
MW830155–MW830156 и MW884260.

Анализ морфологии и ультратонкого строения
клеток изолятов. Фотографии клеток изолятов
получали с помощью микроскопа Zeiss Axioplan 2
и цифровой фотокамеры Zeiss с матрицей
6 Мпкс, с использованием программного пакета
AxioVision v. 4.2.

Исследование ультратонкого строения клеток
изолятов метанотрофов проводили с помощью
электронной микроскопии. Для этого образцы
клеток фиксировали раствором 2.5% глутарового
альдегида в какодилатном буфере (0.05 М раствор
какодилата натрия, рН 7.0–7.5) и выдерживали в
течение суток при 4°С; затем трижды промывали
тем же буферным раствором в течение 5 мин и
фиксировали в растворе OsO4 (1% OsO4 + 0.7%
раствор рутениевого красного в какодилатном
буфере) 1.5 ч при 4°С. После фиксации образцы
заключали в 2% агар-агар и последовательно вы-
держивали в 3% растворе уранилацетата в 30%
этиловом спирте в течение 4 ч, далее в 70% этано-
ле в течение 12 ч при 4°С. Материал обезвоживали
в 96% этиловом спирте (2 раза по 15 мин), затем в
абсолютном ацетоне (3 раза по 10 мин). Образцы
пропитывали смолой ЭПОН-812 (Ероху Embed-
ding Medium Эпон® 812, “Sigma-Aldrich”, США)
выдерживая в смеси смола : ацетон в соотношении
1 : 1 (1 ч), затем в смеси смола : ацетон в соотноше-
нии 2 : 1 (1 ч). Полученный материал заливали в
капсулы со смолой и проводили полимеризацию
при температуре 37°С в течение суток, затем при
60°С в течение суток. Ультратонкие срезы полу-
чали на микротоме LKB-III (“LKB”, Швеция) и
контрастировали в водном растворе 3% уранил-
ацетата (30 мин), затем в водном растворе 4% цит-
рата свинца (30 мин). Полученные препараты
анализировали с помощью электронного микро-
скопа JEM 100CXII (“JEOL”, Япония) при уско-
ряющем напряжении 80 кВ и рабочем увеличении
5000–50000. Фотодокументирование материалов

проводили с помощью цифровой системы вывода
оптических изображений Morada G2.

Оценка ростовых характеристик культур мета-
нотрофов. Определение температурного оптиму-
ма и ростовых характеристик изолятов проводили
при культивировании в жидкой среде NMS 2 : 5 во
флаконах с 30 об. % метана в газовой фазе и инку-
бации на шейкере (150 об./мин) в диапазоне тем-
ператур от 20 до 50°С, с шагом в 5°С. Рост оцени-
вали путем регулярных измерений оптической
плотности культуры на спектрофотометре Eppen-
dorf Biophotometer AG 22331 (Германия) при дли-
не волны 600 нм. Расчет удельной скорости роста
(μ, ч–1) проводили в экспоненциальной фазе роста
культур по формуле: μ = (ln(OD2) – ln(OD1)/(t2 –
– t1), где OD1 и OD2 – значения оптической плот-
ности культуры в начале и конце экспоненциаль-
ной фазы роста, t1 и t2 – соответствующие им вре-
менные точки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика образцов донного осадка реки

Черная. Осадок был представлен тонкодисперс-
ным илом светло-серого цвета с рыжим наилком,
без запаха сероводорода, без вкраплений гравия и
без остатков водорослей-гидрофитов. Пористость
осадка составляла 85%, содержание органического
углерода – 7% от массы пробы, влажность – 75%,
соленость – менее 0.3‰. Концентрация раство-
ренного метана была равна 20.5 мкмоль/л. Величи-
на общей минерализации воды составила 2.9 г л–1; в
составе растворенных соединений были иденти-
фицированы (мкг/л):  – 27.6;  – 869;  –
57.9;  – 48.3. Температура воды и осадка в
момент отбора образцов составила 22°C.

Молекулярный анализ состава микробного со-
общества в донном осадке. В общей сложности, из
образца осадка реки Черная было получено 88655
частичных последовательностей генов 16S рРНК
со средней длиной ~300 нт. В результате процеду-
ры контроля качества, объединения парных после-
довательностей и выбраковки химер было получено
17437 последовательностей, задействованных для
анализа. Индекс Good’s coverage, рассчитываемый
для оценки глубины секвенирования, составил 0.99
для всех повторностей. Индексы разнообразия
Chao1 и Shannon варьировали, соответственно, в
диапазонах 102–179 и 6.29–7.06. Число операци-
онных таксономических единиц (ОТЕ), соответ-
ствующих видовому уровню идентичности после-
довательностей (97%), составляло от 100 до 172.

Наиболее многочисленная группа полученных
из осадка реки Черная фрагментов гена 16S рРНК
принадлежала представителям Gammaproteobacteria
(32.1% всех прочтений). Другими численно зна-
чимыми компонентами микробного сообщества

2NO−
3NO−

4NH+

3
4PO −
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ила являлись Chloroflexi (20.2%), Alphaproteobacte-
ria (9.1%), Bacteroidota (8.2%), Acidobacteria (7.2%),
Desulfobacterota (6.2%), Actinobacteria (5.8%) и Fir-
micutes (3.0%) (рис. 1а). На уровне семейств доми-
нирующими компонентами микробного сообще-
ства ила являлись представители Anaerolineaceae
(15.2–16.7%), Thermoanaerobaculaceae (4.1–5.3%),
Halieaceae (3.4–5.9%) и неописанного пока се-
мейства порядка Rhizobiales (1.5–8.4%). Микроор-
ганизмы, принадлежащие к вышеперечисленным
семействам, однако, не могли быть классифициро-
ваны до рода и представляли новые, неописанные
пока таксоны. Ни одна из идентифицированных в
речном иле ОТЕ не могла быть классифицирована
как принадлежащая метанотрофным бактериям,
что свидетельствовало о низкой численности ме-
танотрофов в исследуемом образце ила. Этап по-
лучения накопительных культур, таким образом,
был необходимым условием получения изолятов
целевых микроорганизмов.

Получение и молекулярный анализ накопитель-
ных культур. Во флаконах со средой NMS 2 : 5,

инокулированной образцами осадка, после 10 сут
культивирования при 35°С наблюдалось активное
развитие метанотрофного микробного сообщества.
Его анализ с помощью фазово-контрастной микро-
скопии выявил доминирование подвижных клеток
палочковидной морфологии, характерной для
представителей рода Methylomonas. В результате
молекулярного анализа из этой накопительной
культуры было получено 26986 частичных после-
довательностей генов 16S рРНК со средней дли-
ной ~250 нт. Из них после процедуры контроля
качества и выбраковки химер было задействовано
для анализа 23970 последовательностей, что со-
ставило не менее 87% от общего пула прочтений
гена 16S рРНК. Общее видовое разнообразие бы-
ло представлено 18 ОТЕ. Около 60% фрагментов
всех генов 16S рРНК принадлежали представите-
лям рода Methylomonas (рис. 1б). Последние были
представлены одной ОТЕ видового уровня, обна-
руживающей 98% сходства последовательностей
гена 16S рРНК с Methylomonas koyamae Fw12E-YT.
Другие основные компоненты полученной нако-

Рис. 1. Состав бактериального сообщества: a – в природном образце ила; б – в накопительной культуре, сформиро-
ванной после 1 мес. культивирования в условиях повышенных температур и в присутствии метана в качестве источ-
ника углерода.
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пительной культуры были представлены бактери-
ями родов Cloacibacterium (20.8%), Methyloversatilis
(8.0%), Novosphingobium (3.9%) и Hydrogenophaga
(3.9%).

Выделение изолятов метанотрофных бактерий.
Полученная на раннем этапе культивирования
накопительная культура содержала в себе лишь
один доминирующий вид метанотрофов. Для по-
лучения этих бактерий в чистой культуре был
проведен прямой высев клеточной суспензии на
агаризованную среду NMS 2 : 5, что позволило
получить изолят М9, клетки которого были пред-
ставлены короткими подвижными палочками
длиной 2–4 мкм (рис. 2а). Анализ ультратонких
срезов клеток выявил наличие стопок внутрици-
топлазматических мембран (ВЦМ), характерных
для метанотрофов I типа (рис. 2б). В жидкой сре-
де штамм М9 показывал тенденцию к хлопьевид-
ному росту, благодаря наличию ярко выраженной
слизистой капсулы, типичной для метанотрофов
рода Methylomonas. Анализ гена 16S рРНК под-
твердил принадлежность штамма М9 к роду
Methylomonas (табл. 1), а также показал идентич-
ность последовательности гена 16S рРНК штамма
М9 таковой у соответствующей ОТЕ, идентифи-
цированной в составе накопительной культуры.
Уровень сходства с ближайшим типовым штам-

мом M. koyamae Fw12E-YT составил 97.2%, что мо-
жет означать принадлежность штамма М9 к ново-
му виду рода Methylomonas.

Для более полного выявления разнообразия
метанотрофов, присутствующих в исходной на-
копительной культуре в низкой численности, в
виде единичных клеток, диапазон условий куль-
тивирования был расширен за счет варьирования
температур инкубации от 30 до 42°С и рН среды
от 5 до 7 с одновременным увеличением времен-
ного диапазона между пересевами до десяти дней.
Эта стратегия позволила получить ряд смешан-
ных культур с несколькими новыми морфотипа-
ми метанотрофных бактерий, отличными от мор-
фотипа штамма М9. Так, культивирование на
среде с рН 7.0 при температуре 30°С позволило
получить смешанную культуру, в которой, наряду
с Methylomonas-подобными метанотрофами, при-
сутствовал также метанотроф с крупными клет-

ками овоидной морфологии. Изолят этих метано-
трофов, штамм Kr7, был получен с применением
метода выделения в планшетах. Анализ последо-
вательности гена 16S рРНК штамма Kr7 показал
его принадлежность к виду Methylomagnum ishizawai
(табл. 1). Штамм Kr7 был представлен одиночны-
ми подвижными клетками овальной формы, раз-
мером до 5 мкм (рис. 2в), на ультратонких срезах
которых выявлялись ВЦМ I типа (рис. 2г).

Изменение условий культивирования первич-
ной накопительной культуры в сторону пониже-
ния рН среды до 5.8 с повышением температуры
до 40°С привело к появлению в составе сообще-
ства единичных клеток метанотрофов грушевид-
ной формы. Последующее использование метода
выделения в планшетах позволило получить изолят
этих метанотрофов, штамм Kr9. Клетки штамма
Kr9 представляли собой подвижные в экспонен-
циальной фазе, изогнутые палочки или вибриоиды
размером 1–4 мкм (рис. 2д). Анализ ультратонких
срезов клеток показал наличие ламеллярных ВЦМ
II типа, расположенных на периферии клетки, па-
раллельно цитоплазматической мембране (рис. 2е).
Анализ гена 16S рРНК показал принадлежность
штамма Kr9 к роду Methylocystis, со сходством
99.22 и 99.13% сходства генов 16S рРНК с типовы-

ми штаммами Methylocystis echinoides IMET 10491T

и Methylocystis parvus OBBPT. Точное установление
видовой принадлежности штамма Kr9, таким об-
разом, требует применения сравнительного ге-
номного анализа.

Ростовые характеристики изолятов метанотро-
фов. Зависимость удельной скорости роста изо-
лятов от температуры инкубации представлена на
рис. 3. Все культуры были способны к росту до
48°С, однако имели различные температурные
предпочтения. Наиболее активный рост Methylo-
monas sp. М9 имел место в диапазоне 20–30°С, с

оптимумом при 25°С (μ = 0.20 ч–1). Methylomagnum
ishizawai Kr7 демонстрировал активный рост в
диапазоне температур 30–40°С с оптимумом при

35°С (μ = 0.19 ч–1). Наиболее высокий темпера-
турный оптимум, 40°С, и наиболее широкий тем-
пературный диапазон активного роста, 25–45°С,
был зарегистрирован для Methylocystis sp. Kr9.
Удельная скорость роста штамма Kr9 при 40°С со-

Таблица 1. Результаты идентификации изолятов метанотрофных бактерий, полученных из осадков реки Черная

Штамм
Номер последовательности 

гена 16S рРНК в ГенБанке

Ближайший филогенетически 

родственный типовой штамм 

метанотрофов

% сходства генов 16S рРНК

М9 MW884260 Methylomonas koyamae Fw12E-YT 97.2

Kr7 MW830155 Methylomagnum ishizawai RS11D-PrT 99.53

Kr9 MW830156
Methylocystis echinoides IMET 10491T

Methylocystis parvus OBBPT

99.22

99.13
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ставила 0.21 ч–1 (рис. 3). Таким образом, все полу-

ченные в работе штаммы метанотрофов могли быть

охарактеризованы как термотолерантные мезо-

филы. Наиболее активный рост при температурах

40–45°С демонстрировал Methylocystis sp. Kr9.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе нами был применен моле-
кулярный метод оценки состава микробного сооб-
щества на основе секвенирования гена 16S рРНК в
сочетании с классическими подходами культиви-

Рис. 2. Морфология (а, в, д) и ультратонкие срезы клеток (б, г, е) изолятов метанотрофных бактерий: Methylomonas sp.
М9 (a, б), Methylomagnum sp. Kr7 (в, г), Methylocystis sp. Kr9 (д, е). Стрелками указаны внутрицитоплазматические мем-
браны. Маркер – 5 мкм (а, в, д) и 1 мкм (б, г, е).

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)
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рования микроорганизмов, направленными на
поиск новых быстрорастущих изолятов метано-
трофных бактерий. Сайт отбора образцов распола-
гался в субтропическом поясе, для которого харак-
терны повышенные среднемесячные температуры.
Концентрация растворенного метана в образцах
(20 мкмоль/л) была сопоставима с обнаруженными
в пресноводных осадках озера Вашингтон в США
(2–170 мкмоль/л) (Auman et al., 2000) и Боденского
озера в Германии (до 140 мкмоль/л) (Rahalkar et al.,
2009). Оценка обилия метанотрофных бактерий в
этих местообитаниях дала величины численности

≈109 клеток г–1 сухой биомассы для верхнего слоя

осадка озера Вашингтон и 106–109 клеток г–1 влаж-
ного осадка в различных локациях Боденского
озера (Costello et al., 2002; Deutzmann et al., 2011).
Исследование состава микробного сообщества
осадка озера Вашингтон с помощью высокопро-
изводительного секвенирования генов 16S рРНК
показало, что доля фрагментов метанотрофных
бактерий составила около 10% (Beck et al., 2013). В
настоящей работе молекулярный анализ не вы-
явил наличия метанотрофов в составе исследуемого
микробного сообщества. Более того, для образца
в целом было характерно низкое микробное раз-
нообразие. Специфика места отбора образцов за-
ключается в том, что для полузакрытой Севасто-
польской бухты характерны сейши, которые могут
значительно влиять на термохалинные параметры
воды кутовой части бухты, захватывая также ис-
следованный район. В результате волновых про-
цессов может меняться направление течения, и,
как следствие, гидрохимические показатели воды.
В точке отбора образцов соленость может меняться
от 0 до 4‰ (неопубликованные данные). В связи
с этим результаты одномоментного отбора проб

показывают некоторое состояние в диапазоне
возможных состояний гидрологических характе-
ристик воды реки. Вполне вероятно, что измен-
чивые условия не способствуют формированию
устойчивого сообщества, что потенциально мо-
жет проявляться в его низком разнообразии и,
как следствие, в отсутствии достаточного для детек-
ции молекулярными методами количества метано-
трофных бактерий. Тем не менее, отрицательный
результат по наличию последовательностей гена
16S рРНК метанотрофных бактерий не исключал
их присутствия в образцах осадка реки Черная.
Ранее было показано, что применение культу-
ральных подходов позволяет выявлять микроор-
ганизмы, детекция которых молекулярными ме-
тодами затруднена из-за их низкой представлен-
ности в сообществе (Houghton, Stewart, 2020). В
настоящей работе использование селективных
температур инкубации в диапазоне от 30 до 42°С
позволило получить ряд чистых культур метано-
трофных бактерий с различающимися темпера-
турными оптимумами.

Изолят Kr7 обнаруживал 99.5% сходства по-
следовательности гена 16S рРНК с отмеченной у

Methylomagnum ishizawai RS11D-PrT, мезофила, рас-
тущего при 20–37°C c оптимумом 31–33°C (Khalifa
et al., 2015). Температурный оптимум штамма Kr7
(35°C) был несколько выше описанного ранее для
этого вида метанотрофов. Для изолята рода
Methylomonas, штамма М9, максимальная ско-

рость роста (0.2 ч–1) была зарегистрирована при
25°C, что выше опубликованных величин для ря-
да других охарактеризованных представителей
этого рода (Morinaga et al., 1976; Danilova et al.,
2013). По опубликованным данным наиболее вы-

сокий показатель скорости роста (0.386 ч–1) среди
всех известных на данный момент метанотроф-
ных бактерий был получен как раз для одного из
штаммов Methylomonas (Guo et al., 2017), однако
он был зарегистрирован при росте в ферментере.
Скорость роста этого же штамма при периодиче-
ском культивировании во флаконах была суще-

ственно ниже и составила 0.2 ч–1. Третий изолят,
штамм Kr9, отличался стабильным ростом, как в
жидкой культуре, так и на агаризованной среде, с
оптимумом при 42°С. Для близкородственного

штамма Methylocystis parvus OBBPT была зареги-

стрирована скорость роста 0.1 ч–1 (Pieja et al.,
2011), в то время как штамм Kr9 рос в два раза

быстрее (0.2 ч–1). В ряде исследований было пока-
зано, что Methylocystis parvus является перспектив-
ным продуцентом полигидроксибутирата (Rost-
kowski et al., 2013; Sundstrom, Criddle, 2015; Rumah
et al., 2021). Штаммы этого вида метанотрофов
использовали для укрепления бетона биогенным
способом за счет окисления формиата (Ganendra
et al., 2015), а также для получения продуктов с до-
бавленной стоимостью при совместном культи-

Рис. 3. Зависимость удельной скорости роста изоля-
тов Methylomonas sp. М9 (1), Methylocystis sp. Kr9 (2) и
Methylomagnum sp. Kr7 (3) на минеральной среде с ме-
таном от температуры инкубации в диапазоне от 20
до 50°С.
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вировании в аквакультуре с водорослью Scened-
esmus sp. (van der Ha et al., 2012). Methylocystis parvus
относится к метанотрофам II типа, которые, в от-
личие от метанотрофов I типа, не склонны к
спонтанному лизису клеток, хорошо сохраняют-
ся при длительном хранении и могут достигать
более высоких значений оптической плотности
(Murrell, 2010). В сочетании с высокой скоростью
роста эти качества штамма Kr9 могут быть востре-
бованы в промышленном производстве микроб-
ного белка.

Таким образом, в результате данной работы
было получено 3 новых изолята термотолерант-
ных метанотрофных бактерий, один из которых –
Methylocystis sp. Kr9 – демонстрировал наиболее
высокую удельную скорость роста в периодиче-
ской культуре и наиболее широкий температур-
ный диапазон роста. Подбор оптимальных пара-
метров и условий культивирования в модельных
ферментерах представляет следующий шаг на пу-
ти установления ростового потенциала этих бак-
терий и определения их применимости для про-
изводства белка из природного газа.
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Abstract—The technology of single-cell protein production from natural gas is based on using thermotolerant
methanotrophic bacteria with high growth rates on methane. So far, the spectrum of strains used for indus-
trial purposes was restricted to members of the genus Methylococcus. This poses limitations to further devel-
opment of this technology and fuels the search for new cultures of fast-growing methanotrophs. The later task
was addressed in the present work by analyzing the sediment samples of the Chernaya River, Crimea. Molec-
ular analysis of the microbial community composition in the sediment revealed Gammaproteobacteria as the
predominant group (33–42% of all retrieved 16S rRNA gene fragments), as well as Chloroflexi, Actinobacte-
ria, Alphaproteobacteria, Bacteroidota, and Acidobacteria as other numerically significant community mem-
bers. The methanotrophic enrichment culture obtained from the sediment contained bacteria of the genus
Methylomonas as the major component, with the relative abundance of up to 60% of all 16S rRNA gene frag-
ments. The use of various strategies for methanotroph isolation resulted in obtaining three isolates of target
bacteria of the genera Methylomonas, Methylomagnum and Methylocystis. The optimal growth temperatures of
these isolates were 25, 35, and 40°С, respectively. The highest specific growth rate in batch culture, 0.21 h–1,
was determined for Methylocystis sp. Kr9, which displayed 99.22 and 99.13% 16S rRNA gene sequence simi-
larity to the type strains of two Methylocystis species, Methylocystis echinoides IMET 10491T and Methylocystis
parvus OBBPT, respectively.

Keywords: thermotolerant methanotrophic bacteria, river sediments, Methylomonas, Methylomagnum,
Methylocystis, growth on methane
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Планктомицеты являются типичными обитателями северных болотных экосистем. В настоящей
работе сообщается о выделении нового планктомицета рода Gemmata, штамм G18T из низинного
болота северо-запада России. Этот изолят был представлен одиночными или собранными в неболь-
шие группы сферическими клетками, обладающими подвижностью в экспоненциальной фазе ро-
ста. Штамм G18T являлся хемоорганотрофным, психротолерантным мезофилом с оптимумом роста
при pH 7.0 и температуре 15–20°C. В качестве источников углерода и энергии новый планктомицет
предпочитал полисахариды пектин, ксилан, лихенан, ксантановую камедь и фитагель. Нуклеотид-
ная последовательность гена 16S рРНК штамма G18T обнаруживала 95.7–98.9% сходства по сравне-
нию с отмеченной у пресноводных планктомицетов Gemmata obscuriglobus DSM 5831Т и “Gemmata
massiliana” IIL30. Геном штамма G18T, размером 9.23 × 106 п.о., включал 7631 белок-кодирующих
генов и 3 копии оперона рРНК (генов 5S, 16S и 23S рРНК). Содержание G + C в ДНК составляло
65 мол. %. Согласно калькулятору ANI, сходство генома G18Т с ранее описанными представителями
рода Gemmata составляло 86.0% с “G. massiliana” IIL30 и 79.7% с G. obscuriglobus DSM 5831Т. Ряд раз-
личий в фенотипических и генотипических свойствах позволил классифицировать штамм G18T в
качестве нового вида рода Gemmata – Gemmata palustris sp. nov. с типовым штаммом G18T (=KCTC
82682 = VKM B-3541T).

Ключевые слова: филогенетическая группа Planctomycetes, семейство Gemmataceae, род Gemmata, ни-
зинные болота
DOI: 10.31857/S0026365621050074

Семейство Gemmataceae объединяет почкую-
щиеся аэробные хемоорганотрофные планкто-
мицеты с клетками сферической или овальной
формы, которые встречаются одиночно или со-
браны в розетки и дендриформные структуры
(Kulichevskaya et al., 2017). На текущий момент се-
мейство насчитывает 7 родов: Gemmata (Franzmann,
Skerman, 1984), Zavarzinella (Kulichevskaya et al.,
2009), Tuwongella (Seeger et al., 2017), Telmatocola
(Kulichevskaya et al., 2012), Limnoglobus (Kuli-
chevskaya et al., 2020b), Fimbriiglobus (Kulichevskaya
et al., 2017), Frigoriglobus (Kulichevskaya et al., 2020a) и
Thermogemmata (Elcheninov et al., 2021). Одной из
отличительных черт представителей данного се-
мейства являются большие размеры геномов, в
среднем 9 × 106 п.о., а у болотного планктомицета
Fimbriiglobus ruber SP5T – 12.3 × 106 п.о. (Ravin et al.,
2018). Анализ геномных данных выявил высокое
содержание в геномах планктомицетов гликозил-
гидролаз, что может свидетельствовать о наличии

способности данных микроорганизмов к де-
струкции различных полисахаридов (Kulichev-
skaya et al., 2020b). Согласно экспериментальным
данным слабая целлюлозолитическая активность
была показана для планктомицета Telmatocola
sphagniphila SP2T (Kulichevskaya et al., 2012) и Fri-
goriglobus tundricola PL17T (Kulichevskaya et al.,
2020a). Хитинолитические свойства были выявле-
ны у болотного планктомицета Fimbriiglobus ruber
SP5T. Интересно, что рост микроорганизма был
возможен, когда хитин использовался в качестве
единственного источника азота, а не углерода
(Ravin et al., 2018). Дополнительным свидетель-
ством способности Gemmata-подобных планкто-
мицетов к гидролизу хитина является увеличение
доли этой группы бактерий в образцах торфа верхо-
вого болота, обогащенных хитином, выявленного
методом метатранскриптомного анализа (Ivanova
et al., 2018).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Планктомицеты семейства Gemmataceae встре-
чаются повсеместно. Несколько представителей
новых родов данного семейства были выделены
из пресноводных водоемов (Franzmann, Skerman,
1984; Seeger et al., 2017; Kulichevskaya et al., 2020b).
В недавней работе был охарактеризован первый
термофильный планктомицет рода Thermogemmata,
изолированный из горячего источника Камчатки
(Elcheninov et al., 2021). С введением в практику
методов молекулярного анализа Gemmata-подобные
планктомицеты были обнаружены в верховых сфаг-
новых болотах (Куличевская и соавт., 2006; Ivanova,
Dedysh, 2012; Dedysh, Ivanova, 2019). Попытки вы-
деления новых микроорганизмов из данных эко-
систем привели к описанию четырeх новых родов
семейства Gemmataceae (Kulichevskaya et al., 2009,
2012, 2017, 2020a). Согласно исследованию, на-
правленному на сравнение микробного разнооб-
разия верховых и низинных болот, в последних
Gemmata-подобные планктомицеты также со-
ставляли существенную долю бактериального со-
общества (Ivanova et al., 2020).

Настоящая работа посвящена описанию пер-
вого планктомицета, выделенного из низинного
болота северо-западной части России. Согласно
сравнительному анализу генов 16S рРНК, ближай-
шими родственниками нового изолята были прес-
новодная G. obscuriglobus DSM 5831Т и “G. massiliana”
IIL30, выделенная из воды больничной сети во-
доснабжения с оптимумом роста 30°С.

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния явилось изучение совокупности экофизиоло-
гических и геномных характеристик нового штамма
G18T и определение его таксономического статуса.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Процедура выделения и условия культивирования.

Штамм G18T был выделен из образца торфа (рН 7.6),
отобранного из низинного болота Радионское
(Вологодская обл., 59°47′08′′ N, 37°52′08′′ E) на
глубине 5–10 см. Изолят был получен путем высева
пробы водной суспензии торфа на среду DSM 629
следующего состава (г/л дистиллированной воды):
пептон – 5, дрожжевой экстракт – 0.5, циклогек-
симид – 0.05, раствор солей Хатнера – 20 мл; рас-
твор витаминов (Staley et al., 1992) – 1 мл; рН 7.0.
В качестве желирующего агента использовали 1%
раствор полисахарида микробного происхождения
фитагеля (PhytaGel, “Fluka”). Бактериальный га-
зон, образовавшийся на твердой среде через 2 нед.,
микроскопировали и регулярно рассевали мето-
дом истончающего штриха до получения изоли-
рованных колоний.

Идентификация микроорганизма. Выделение
тотальной ДНК из клеток планктомицета произ-
водили с использованием набора FastDNA SPIN
kit for soil (“Biol 101”, США) в соответствии с ре-

комендацией производителя. Полученную ДНК
использовали в качестве матрицы в ПЦР-ампли-
фикации генов 16S рРНК со стандартными бакте-
риальными праймерами 9F/1492R (Lane, 1991).
Очистку ПЦР-продуктов осуществляли с исполь-
зованием набора Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (“Promega”, США). Секвенирование
проводили на базе ЦКП “Биоинженерия” ФИЦ
Биотехнологии РАН. Редактирование полученных
нуклеотидных последовательностей проводили с
помощью программы BioEdit. Построение фило-
генетических дендрограмм производили с ис-
пользованием программного пакета MEGAX
(Kumar et al., 2018) методом максимального прав-
доподобия. Статистическую достоверность денд-
рограмм рассчитывали с помощью “bootstrap”-
анализа путем построения 100 альтернативных
деревьев. Определенная в работе последователь-
ность гена 16S рРНК планктомицета депонирова-
на в GenBank под номером MW542577.

Геномное секвенирование и аннотирование. Выде-
ление ДНК для геномного секвенирования осу-
ществлялось по стандартному протоколу CTAB –
фенол/хлороформ. Часть геномной ДНК секвени-
ровали на ячейке R9.4 прибора MinION (“Oxford
Nanopore”, Великобритания), используя Ligation
Sequencing kit 1D, согласно рекомендациям про-
изводителя. Другая часть геномной ДНК была от-
секвенирована на платформе Illumina MiSeq.
Подготовка библиотеки и процедура секвениро-
вания осуществлялась на базе фирмы “ReaGen”
(Москва, Россия). Гибридная сборка прочтений
Illumina и Nanopore была выполнена с использо-
ванием программы Unicycler (Wick et al., 2017) и
BWA-MEM (Li, Durbin, 2009) с последующим
сравнением качества в программах Quast (Gurev-
ich et al., 2013) и Busco. Последовательность гено-
ма штамма G18T депонирована в GenBank под но-
мером JAGKQQ000000000.

Аннотацию генома проводили с помощью
программного пакета PROKKA (Seemann, 2014) и
BLASTKoala (Kanehisa et al., 2016). Поиск вторич-
ных метаболитов осуществляли в программе An-
tiSmash (Medema et al., 2011). Построение геном-
ного дерева производили в программе GTDB-Tk,
путем множественного выравнивания 120 мар-
керных генов. В анализ так же были взяты геномы
других охарактеризованных представителей се-
мейства Gemmataceae.

Оценка ростовых характеристик культуры
планктомицета. Определение ростовых характе-
ристик изолята проводили при культивировании
в жидкой среде, указанной выше, во флаконах на
качалке (120 об./мин) в диапазоне температур от 4
до 35°С, значений рН от 4.0 до 8.0 и концентрации
NaCl в среде 0–3.0% . Окислительное и фермента-
тивное использование углеводов определяли с по-
мощью набора API 20NE kit (“bioMérieux”). Энзи-
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Рис. 1. а – Морфология клеток штамма G18T; фазовый контраст, маркер – 10 мкм; б – рост культуры в жидкой среде
с формированием слизевого агрегата.

(а) (б)

матическую активность проверяли с использованем
набора API ZYM (“bioMérieux”). В качестве росто-
вых субстратов тестировали сахара (глюкоза, са-
хароза, ксилоза, лактоза, манноза, раффиноза) и
полимерные соединения (фитагель, крахмал, пек-
тин, ксилан, ксантановая камедь, лихенан, хитин и
микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ)). Тести-
руемые субстраты вносили в концентрации 0.5 г/л.
При этом в исходную среду № 629 не вносили
пептон, а в качестве источника азота добавляли
NH4NO3 в концентрации 0.1 г/л. Рост оценивали
путем регулярных измерений оптической плот-
ности культуры на спектрофотометре Eppendorf
Biophotometer AG 22331 (Германия) при длине
волны 600 нм. Перед измерением культуру актив-
но встряхивали с целью ее гомогенизирования.
Чувствительность штамма G18T к антибиотикам
проверяли на твердой среде путем наложения на
газоны культуры тест-дисков с различными анти-
биотиками и последующим измерением зон по-
давления роста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выделение, морфология и идентификация ново-

го микроорганизма. Исследуемый штамм G18T

был выделен из пробы водной суспензии торфа
низинного болота на твердой среде № 629 с фита-
гелем. При культивировании на твердой среде
изолят формировал небольшие отдельные коло-
нии розового цвета. Микроскопический анализ
показал, что колонии образованы шаровидными
клетками размером 1.2–2.8 мкм (рис. 1а). В жид-
кой среде № 629 планктомицет рос в виде бледно-
розового слизевого агрегата (рис. 1б). Микроор-
ганизм размножался почкованием. Клетки обла-
дали подвижностью только в экспоненциальной
фазе роста. В культуре встречались как одиноч-
ные клетки, так и их скопления в виде бесфор-
менных агрегатов.

Идентификация и сравнительный анализ по-
следовательности гена 16S рРНК штамма G18T

выявил 98.9% сходства с геном невалидированного
планктомицета рода Gemmata – “Gemmata massili-
ana” IIL30, выделенного из воды сети водоснабже-
ния в госпитале во Франции (Aghnatios et al., 2015) и
95.7% сходства с пресноводным планктомицетом
G. obscuriglobus DSM 5831T (Franzmann, Skerman,
1984) (рис. 2). Сходство 97.1% по генам 16S рРНК
также было выявлено между штаммом G18T и
представителем другого рода геммат – Frigoriglo-
bus tundricola PL17T (Kulichevskaya et al., 2020a).
Однако последующий филогеномный анализ
позволил отнести новый изолят G18T к планкто-
мицетам рода Gemmata.

Физиологические характеристики. Штамм G18T

рос в интервале pH среды от 6.0 до 8.0 (оптимум
рН 7.0) и солености среды от 0 до 0.8% NaCl. Темпе-
ратурный диапазон роста планктомицета составил
4–28°С, с оптимумом при 15–20°С. Штамм не рос
анаэробно в глубине столбика среды с фитагелем,
что показывает, что он является строгим аэробом.
Штамм обладал оксидазной активностью, каталаз-
ная и уреазная активности не были обнаружены.

Анализ ферментативных свойств штамма
G18T, проведенный с использованием стандартного
набора API ZYM (“bioMérieux”), показал наличие
активности ряда ферментов, включая щелочную
фосфатазу, эстеразу (С4), липазу (С8), лейцин-, ва-
лин-цистин-ариламидазу, трипсин, α-химотрип-
син, кислую фосфатазу и нафтол-AS-BI-фосфо-
гидролазу. Отрицательный результат был показан
для липазы (C14), α- и β-галактозидазы, β-глюку-
ронидазы, α- и β-глюкозидазы, N-ацетил-β-глю-
козаминидазы, α-маннозидазы и α-фукозидазы.
По результатам тестов системы API 20NE новый
планктомицет не способен к брожению, а также к
восстановлению нитратов до нитритов и молеку-
лярного азота.
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Проверка спектра используемых субстратов
показала, что предпочтительными источниками
углерода и энергии являются полисахариды пек-
тин, ксилан, фитагель, ксантантановая камедь,
лихенан, а также пептон и дрожжевой экстракт.
На сахарах лактозе, маннозе, сахарозе, ксилозе и
раффинозе рост планктомицета был значительно
слабее. Крахмал, хитин и МКЦ ингибировали
рост изолята (табл. 1).

Проверка устойчивости штамма G18T к спек-
тру антибиотиков выявила резистентные свой-
ства к хлорамфениколу, олеандомицину, имипе-
нему, цефотаксиму, амоксиклаву, фосфомицину
и ванкомицину. Разница с другими представителя-

ми рода Gemmata была обнаружена по отношению к
линкомицину, неомицину, стрептомицину, ампи-
циллину и рифампицину. Штамм G18Т оказался
чувствительным к вышеперечисленным анти-
биотикам, в то время как G. obscuriglobus DSM
5831Т проявляла резистентные свойства к данным
веществам (табл. 1) (Ivanova et al., 2021).

Геномные характеристики. По итогам секвени-
рования на платформе Nanopore было получено
145171 прочтений с общей длиной 1.4 × 109 п.о.
Дополнительный раунд секвенирования на плат-
форме Illumina MiSeq сгенерировал в общей
сложности 3061576 парных прочтений со средней
длиной считывания 150 п.о. Программой Unicycler

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, построенная методом максимального подобия на основе сравнительного
анализа нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК штамма G18T и других представителей филума Planctomy-
cetes. В качестве внешней группы использованы нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК пяти anammox-
планктомицетов (AF375994, AF375995, AY254883, AY254882, AY257181). Показаны значения бутстрэп-анализа >60.
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удалось собрать последовательности с обеих
платформ в 3 контига длинами 8313494, 905837 и
8905 п.о. Другой подход, осуществленный с помо-
щью ассемблера BWA-MEM, привел к сборке един-
ственного кольцевого контига длиной 9268081 п.о.
Однако сборка генома первым методом согласно
программам Quast и Busco оказалась более каче-
ственной и была взята для дальнейшего анализа.
Содержание G + C в геноме штамма G18T соста-
вило 65 мол. % (табл. 1). Геномным аннотатором

Prokka было предсказано 7631 потенциальных бе-
лок-кодирующих последовательностей, 3 копии
оперона рРНК и 97 генов тРНК.

ДНК–ДНК гибридизация выявила следующие
сходства штамма G18Т с двумя представителями ро-
да Gemmata: 31.2 ± 2.5% c ближайшим гомологом
“G. massiliana” IIL30 и с 21.8 ± 2.2% G. obscuriglobus
DSM 5831Т. Согласно калькулятору ANI (average
nucleotide identity) сходство генома G18T с пред-

Таблица 1. Отличительные признаки штамма G18Т и других видов рода Gemmata

Примечание. S – чувствительный, R – устойчивый к данному антибиотику. +/– слабый рост.

Признак Штамм G18Т G. obscuriglobus DSM 
5831 Т

‘G. massiliana’ IIL30

Размер клеток, мкм 1.2–2.8 1.4–3.0 1.1–2.1

Гомогенный рост – + ND

pH, диапазон (оптимум) 6.0–8.0 (7.0) 7.8–8.8 (ND) 6.0–8.0 (8.0)

T, °C, диапазон (оптимум) 4–28 (15–20) 16–35 (ND) 25–37 (30)

Солeность, NaCl% 0–0.8 0–0.6 0–1.25

Оксидаза + – –

Каталаза – + –

Устойчивость к антибиотикам:

линкомицин S R ND

неомицин S R ND

стрептомицин S R ND

ампициллин S R ND

рифампицин S R S

Источники углерода:

сахароза +/– + ND

ксилоза +/– + ND

лактоза +/– + ND

манноза +/– + ND

раффиноза +/– – ND

пектин ++ + ND

крахмал – + ND

Размер генома, ×106 п.о. 9.23 9.06 9.25

Г + Ц, мол. % 65 67.4 64.1

Количество CDS 7631 7266 7985

Кластеры вторичных метаболитов, шт. 11 9 12

Источник выделения Торф низинного 
болота, Россия

Пресный водоем, 
Австралия

Вода из больничной 
сети водоснабжения 

Франция
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ставителями рода Gemmata составляло: 86.0%
(“G. massiliana” IIL30) и 79.7% (G. obscuriglobus
DSM 5831Т). Согласно таксономическим стандар-
там такие показатели геномного анализа доста-
точны для отнесения изолята к новому виду
(Chun et al., 2018). Проведенный филогеномный
анализ показал, что штамм G18Т кластеризуется с
другими представителями рода Gemmata в семей-
стве Gemmataceae (рис. 3).

Гены, кодирующие основные метаболические
пути хемоорганотрофных бактерий, такие как
гликолиз, ЦТК, пентозо-фосфатный путь и окис-
лительное фосфорилирование, присутствуют у
штамма G18Т. Также у планктомицета имеется ге-
номный потенциал для синтеза всех аминокислот.
Большинство генов, ответственных за хемотак-
сис, включая cheB, cheR и cheW обнаружены в ге-
номе G18Т. У других представителей рода Gemmata
данные гены также присутствуют. Как и у всех

планктомицетов, у новой гемматы G18Т не обна-
ружен ген FtsZ, ответственный за бинарное деле-
ние бактериальных клеток (Wiegand et al., 2018).
Согласно недавнему исследованию для представи-
телей семейства Gemmataceae характерны следую-
щие гены, отвечающие за синтез пептидогликана:
mraW, lysM и murB (Mahajan et al., 2020). У штамма
G18Т они также были обнаружены.

Анализ вторичных метаболитов in situ. Планкто-
мицеты обладают высоким потенциалом к синтезу
вторичных метаболитов (Jeske et al., 2013). Недавно
группой немецких ученых впервые было иденти-
фицировано вещество стирелиацин, синтезируе-
мое планктомицетом семейства Pirellulaceae, от-
ветственное за формирование микроорганизмом
биопленок (Kallscheuer et al., 2020).

В геноме штамма G18Т также был произведен
поиск генных кластеров, необходимых для синте-
за вторичных метаболитов. Вместе с исследуемым

Рис. 3. Филогеномная дендрограмма, основанная на анализе 120 конкатенированных последовательностей консерва-
тивных маркерных генов штамма G18T и других представителей филума Planctomycetes. В качестве внешней группы ис-
пользованы геномы anammox-планктомицетов, доступные в базе данных GTDB. Показаны значения бутстрэп-анали-
за >60.
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планктомицетом были проанализированы гено-
мы ближайших родственных организмов –
“G. massiliana” IIL30 и G. obscuriglobus DSM 5831Т.
По итогам анализа в геноме изолята G18Т было вы-
явлено 11 кластеров, потенциально кодирующих
синтез вторичных метаболитов (табл. 1, рис. 4). Из
них два кластера отвечают за синтез нерибосом-
ных пептид-синтетаз (NRPS), которые, наравне с
поликетидсинтазами (PKS), являются ключевы-
ми ферментами синтеза биологически активных
веществ (Donadio et al., 2007). Ближайшие гомо-
логи двух NRPS, кодируемые в геноме штамма
G18Т, были обнаружены у планктомицета
“G. massiliana” IIL30 (21 и 57% сходства). Один
генный кластер отвечал за синтез резорцинол-по-
добного вещества. Классический резорцинол ис-
пользуют в производстве красителей, обеззаражи-
вающих средств и противоопухолевой терапии.
Производные данного вещества в основном синте-
зируется растениями (Miyanaga, Horinouchi, 2009).
Ближайший родственник к данному генному кла-
стеру (52% сходства) был найден у “G. massiliana”
IIL30. Также обнаружен единичный кластер ге-
нов, кодирующих синтез поликетидсинтаз (PKS)
третьего типа. Ближайший гомологичный белок
был у планктомицета семейства Gemmataceae –
Frigoriglobus tundricola PL17T (27% сходства) (Kuli-
chevskaya et al., 2020a). Четыре кластера отвечали
за производство терпенов – широкой группы ор-
ганических веществ с антибиотическими, проти-
воопухолевыми и гормональными свойствами
(Yamada et al., 2012; Jeske et al., 2013). Гомологами
в случае терпеновых кластеров являлись белки
разных представителей семейства Gemmataceae co
сходством от 64 до 89% (рис. 4). Три последних
кластера (hgIE-KS и RiPP-like), также присут-
ствующих в геноме G18T, относились к разным
типам поликетидсинтаз, согласно классифика-
ции программы AntiSmash. Ближайшие родствен-
ники к ним были обнаружены у “G. massiliana”
IIL30 и Gemmata sp. SH-PL17 со сходством от 71 до
81% (рис. 4).

В геноме G. obscuriglobus DSM 5831Т было най-
дено 9 метаболических кластеров, в то время как
у “G. massiliana” IIL30 обнаружили 12 кластеров
(табл. 1). Ближайшие гомологи шести из 12-и кла-
стеров, обнаруженных у “G. massiliana” IIL30, бы-
ли выявлены в геноме штамма G18Т.

Проведенный сравнительный анализ морфо-
логических, физиолого-биохимических и генети-
ческих характеристик нового изолята G18T с извест-
ными представителями рода Gemmata позволил вы-
явить ряд существенных различий, приведенных
в табл. 1. Филогенетически новый штамм наибо-
лее близок к выделенному из активированного
ила невалидированному планктомицету “Gemma-
ta massiliana” IIL30, но, в отличие от последнего,
имеет оптимум роста при 15–20°С и предпочита-

ет более низкие значения pH. C G. obscuriglobus
DSM 5831Т различия были обнаружены в спектре
устойчивости к ряду антибиотиков, ростовых
субстратов, оксидазной и каталазной активно-
стям. Значения ДНК–ДНК гибридизации и ANI
соответствуют стандартам таксономической
классификации (Chun et al., 2018) для отнесения
штамма G18T к новому виду рода Gemmata.

Диагноз нового вида – Gemmata palustris sp. nov.

Gemmata palustris sp. nov. (pa. lus´ tris. L. n. palus
болото; M.L. adj. palustris обитающий в болотах).
Шаровидные клетки диаметром 1.2–2.8 мкм,
одиночные или объединенные в бесформенные
скопления. Колонии розово-пигментированные.
Дочерние клетки подвижные, материнские нет. В
жидкой культуре рост наблюдался в виде слизево-
го агрегата. Облигатные аэробы. Психротоле-
рантные мезофилы и нейтрофилы с оптимумом
роста при 15–20°С и рН 7.0. Предпочтительные
ростовые субстраты – полисахариды, в том числе
пектин, ксилан, фитагель и ксантантановая ка-
медь. Слабый рост на сахарозе, глюкозе, ксилозе,
лактозе, раффинозе и маннозе. Оксидазо-положи-
тельный, каталаза- и уреаза-отрицательный. Обна-
ружены активности ряда ферментов: щелочной
фосфатазы, эстеразы (С4), липазы (С8), лейцин-,
валин-, цистин-ариламидазы, трипсина, α-хи-
мотрипсина, кислой фосфатазы и нафтол-AS-BI-
фосфогидролазы. Отрицательный результат был
показан для липазы (C14), α- и β-галактозидазы,
β-глюкуронидазы, α- и β-глюкозидазы, N-аце-
тил-β-глюкозаминидазы, α-маннозидазы и α-фу-
козидазы. Размер генома штамма G18T составляет
9.23 × 106 п.о., содержание G + C в ДНК составляло
65 мол. %. Типовой штамм G18T нового таксона де-
понирован в двух международных коллекциях мик-
роорганизмов – КСTC и ВКМ: под номерами
КСTC 82682 и VKM B-3541T. Местообитания –
низинные болота.
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Рис. 4. Состав генных кластеров, отвечающих за синтез вторичных метаболитов, обнаруженных в геноме штамма
G18T. Для каждого кластера приведены соответствующие ближайшие гены-гомологи других микроорганизмов.
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Gemmata palustris sp. nov., a Novel Planctomycete from a Fen in Northwestern Russia
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Abstract—Planctomycetes are common inhabitants of northern wetlands. In the present work, a novel repre-
sentative of the genus Gemmata, strain G18T, was isolated from a fen of northwestern Russia. The cells were
spherical, occuring singly or in small groups, motile in the exponential growth phase. Strain G18T was a
chemoorganotrophic, psychrotolerant microorganism, with growth optima at pH 7.0 and 15–20°C. The pre-
ferred growth substrates were polysaccharides pectin, xylan, lichenan, xanthan gum, and phytagel. Among
the taxonomically characterized representatives of this order, highest levels of 16S rRNA gene sequence sim-
ilarity (95.7–98.9%) were observed with the freshwater planctomycete Gemmata obscuriglobus DSM 5831T

and “Gemmata massiliana” IIL30. The genome of strain G18T consisted of a 9.23-Mb chromosome, contain-
ing 7631 protein-coding genes and 3 copies of the rRNA operon (the 5S, 16S, and 23S rRNA genes). The G
+ C content of the chromosomal DNA was 65 mol %. According to ANI, the values of similarity between
strain G18T and other Gemmata strains were 86.0% (“G. massiliana” IIL10) and 79.7% (G. obscuriglobus
DSM 5831). Based on the results of comparative phenotypic, physiological, and phylogenomic analyses, we
propose to classify strain G18T (=KCTC 82682 = VKM B-3541T) as belonging to a novel species of the genus
Gemmata, Gemmata palustris sp. nov.

Keywords: Planctomycetes, family Gemmataceae, genus Gemmata, fens
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В настоящей работе определен состав микроорганизмов в образцах пород, пластовой воды и нако-
пительных культурах из подземных горизонтов месторождения урана (Россия). Исследованные го-
ризонты располагаются в зоне затрудненного водообмена на глубине 513–544 м, характеризу-
ются умеренной соленостью (до 15 г/л) пластовой воды и наличием обугленного растительного
органического вещества. Методом высокопроизводительного секвенирования V4 региона гена
16S рРНК было определено биоразнообразие автохтонных подземных прокариот. В образцах
пород обнаружено преобладание бактерий филумов Firmicutes (24.2%), Fusobacteriota (23.0%), Pro-
teobacteria (18.7%), Actinobacteriota (15.5%) и Bacteroidota (9.0%). В пластовой воде доминировали бакте-
рии филума Proteobacteria (90.7%), включающие представителей родов Methylophaga, Porphyrobacter,
Roseovarius, Pseudomonas и Methylococcus. Секвенирование внутреннего транскрибируемого спейсера
(ITS) позволило выявить в образцах пород низшие грибы родов Mucor и Thamnidium (филума Mucor-
omycota) и рода Penicillium (филума Ascomycota), известные устойчивостью к тяжелым металлам и
способностью использования сложных органических субстратов. Функциональные характеристи-
ки бактериальных сообществ породы и пластовой воды, предсказанные с помощью программы
iVicodak и базы данных KEGG, показали бóльшую потенциальную способность бактерий пласто-
вой воды по сравнению с микробиотой породы осуществлять пути метаболизма углеводов, азота и
серы, деградации ксенобиотиков, бензоата, полициклических ароматических углеводородов и
хлорсодержащих органических соединений. Получены накопительные культуры железоредуциру-
ющих и сульфатредуцирующих бактерий и чистые культуры денитрифицирующих бактерий родов
Bacillus, Paenibacillus и Acinetobacter. Приведенные результаты свидетельствуют о наличии малочис-
ленного, но жизнеспособного микробного сообщества, способного при активизации водообмена
участвовать в процессах трансформации углерода, азота, серы и металлов в подземном горизонте.

Ключевые слова: глубинные подземные горизонты, высокопроизводительное секвенирование, ген
16S рРНК, бактерии, ITS, грибы, функциональное разнообразие, iVikodak, месторождение урана
DOI: 10.31857/S0026365621040030

Способность микроорганизмов участвовать в
процессах преобразования металлов и радионук-
лидов детально исследована на чистых культурах
и микробных сообществах из поверхностных и
подземных местообитаний, загрязненных техно-
генными радионуклидами (Newsome et al., 2014).
Взаимодействие микроорганизмов с радионукли-

дами происходит по разным механизмам и вклю-
чает биосорбцию (адсорбция на клеточной по-
верхности), биоаккумуляцию (проникновение и
накопление внутри клетки), биотрансформацию
(изменение степени окисления радионуклида за
счет биохимических процессов) и др. Микробные
популяции могут изменять геохимические пара-
метры окружающих пород, воздействовать на со-
став и миграцию металлов и радионуклидов, осу-
ществлять их диссимиляционное восстановление
(U6+, Tc7+, V5+ и др.), сорбцию и концентрирова-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026365621040030 для авторизованных поль-
зователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ние в биопленках, продуцировать комплексооб-
разующие агенты, изменять величины рН и Еh.

Наиболее исследованы микроорганизмы под-
земных водоносных горизонтов, используемых
для захоронения жидких радиоактивных отходов
(РАО) или загрязненных радионуклидами в науч-
ных целях (North et al., 2004; Akob et al., 2007;
Green et al., 2012). В глубинных хранилищах жид-
ких РАО субстратами для роста микроорганизмов
являются поступающие с отходами органическое
вещество, нитраты и сульфаты, окисленные фор-
мы радионуклидов и других металлов (Fe3+), би-
карбонат, присутствующий в подземных водах, а
также молекулярный водород, который может
образовываться в радиоактивных растворах за счет
радиолиза воды. Помимо превращений радио-
нуклидов в глубинных хранилищах наблюдается
биогенное газообразование (N2, CH4, H2S, CO2),
обусловленное жизнедеятельностью денитрифи-
цирующих, бродильных, сульфатредуцирующих
и метаногенных прокариот (Nazina et al., 2010).

Многочисленными исследованиями подтвер-
ждено участие денитрифицирующих бактерий в
удалении нитратов из подземных горизонтов, за-
грязненных радионуклидами и нитрат-ионами
(North et al., 2004; Green et al., 2012; Safonov et al.,
2018). Продукты восстановления нитрата способ-
ствуют окислению восстановленных металлов и
радионуклидов, усиливая их растворимость и ми-
грацию. Восстановление радионуклидов и суль-
фатредукция в загрязненных ураном и нитратами
осадках протекают только после исчерпания нит-
рата в подземных водах (Senko et al., 2005; Wu et al.,
2010).

Микроорганизмы природных подземных зале-
жей радионуклидов исследованы в меньшей сте-
пени, чем микробиота техногенных местообитаний,
загрязненных радионуклидами (Mondani et al.,
2011; Islam et al., 2011; Bhakat et al., 2019). В породах
месторождения урана на северо-востоке Индии
(Domiasiat, North East India) обнаружены бакте-
рии филумов Firmicutes (51%), Actinobacteria (11%) и
Bacteroidetes (10%) и классов Gammaproteobacteria
(26%) и Betaproteobacteria (2%) (Kumar et al., 2013).
Бактерии, выделенные из этого месторождения,
принадлежали к родам Bacillus, Paenibacillus, Ar-
throbacter, Microbacterium, Pseudomonas, Acineto-
bacter и др. Показана адсорбция урана этими
штаммами и высокая фосфатазная активность,
также способствующая осаждению урана на мик-
робной биомассе. Присутствие бактерий этих
таксонов обнаружено также в ряде загрязненных
радионуклидами и тяжелыми металлами почв
(Radeva, Selenska-Pobell, 2005; Martinez et al.,
2006).

Настоящая работа направлена на изучение раз-
нообразия микроорганизмов подземных горизон-
тов месторождения урана Добровольное (Курган-

ская обл., Россия), которое находится на стадии
исследований и пока не эксплуатируется. Место-
рождение локализовано в аллювиальных отложе-
ниях средне-верхнеюрского возраста, залегающих
на глубинах 480–600 м от земной поверхности
(Долбилин и соавт., 2009). Породы, обогащенные
углефицированным растительным детритом, со-
держат дисульфиды железа. На месторождении
Далматово, аналогичном месторождению Добро-
вольное, ведется добыча урана методом скважин-
ного подземного выщелачивания (СПВ) с ис-
пользованием серной кислоты и нитрита натрия в
качестве окислителя. Контроль баланса подавае-
мых в пласт нитрит-ионов и содержания нитритов
в продуктивных урансодержащих растворах пока-
зывает уменьшение общего содержания азотистых
соединений, которое невозможно объяснить дис-
персией состава подземных вод или депонирова-
нием в глины. Было высказано предположение о
восстановлении нитрита до молекулярного азота
денитрифицирующими бактериями подземных
горизонтов и его удалении из системы.

В связи с вышесказанным, было необходимо
определить состав микробного сообщества и на-
личие жизнеспособных денитрифицирующих и
других популяций в подземных горизонтах ме-
сторождения Добровольное. Изучение фоновых
значений разнообразия микробного сообщества
необходимо для прогноза экологических послед-
ствий процесса выщелачивания урана и его воз-
действия на биогеохимические процессы в под-
земных горизонтах.

Целью настоящей работы было определение
филогенетического разнообразия бактерий и гри-
бов в образцах пород, пластовой воды и накопи-
тельных культурах из подземных горизонтов место-
рождения урана Добровольное (Россия), потенци-
альной функциональной активности бактерий, а
также выделение и идентификация денитрифи-
цирующих бактерий, способных восстанавливать
нитрат/нитрит в подземных водах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Объектом микробио-

логических исследований были образцы пород и
пластовая вода, отобранные в 2020 г. из керна раз-
ведочных скважин на месторождении урана Доб-
ровольное (Россия). Образцы пород отбирали на
разной глубине из керна геологоразведочных
скважин Р-123 (513.1 и 523.7 м), Р-78 (544.5 м), Р-76
(541.8 и 519.7 м) и Р-224 (521.4 м), и проба пластовой
воды была отобрана из скважины Г-15 (табл. S1,
доп. материалы). Скважина 224 пробурена на ме-
сте проведения опыта по добыче урана. В 1989–
1990 гг. на месторождении был проведен 2-х сква-
жинный опыт по добыче урана методом скважин-
ного подземного выщелачивания с использованием
серной кислоты (Долбилин и соавт., 2009).
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БАБИЧ и др.

Получение накопительных и чистых культур.
Для учета и выделения микроорганизмов из об-
разцов пород получали суспензию, для чего
усредненную навеску породы массой 10 г вносили
в 90 мл стерильной водопроводной воды и тща-
тельно перемешивали на качалке в течение 10 мин.
Полученную суспензию выдерживали 5 мин для
осаждения твердой фазы и использовали для засева
жидких питательных сред методом предельных де-
сятикратных разведений. Результаты оценивали
методом наиболее вероятного числа по таблице
Мак-Креди. Численность аэробных органотроф-
ных микроорганизмов оценивали микроскопи-
рованием посевов серии разведений полученной
суспензии в среде следующего состава (г/л водо-
проводной воды): глюкоза – 1.0; бактотриптон –
5.0; дрожжевой экстракт – 2.5; NaCl – 5; pH 7.0–7.2.
Анаэробную технику Хангейта использовали для
приготовления сред для анаэробных бактерий. В
качестве газовой фазы использовали очищенный
от кислорода аргон. Численность бродильных
микроорганизмов оценивали микроскопировани-
ем посевов и обнаружением образования молеку-
лярного водорода в газовой фазе в посевах серии
разведений суспензии керна в среде (г/л воды): пеп-
тон – 4.0; глюкоза – 10.0; Na2SO4 – 2.0; MgSO4 – 1.0;
NaCl – 5; соль Мора (FeSO4·(NH4)2SO4 · 6H2O) –
0.5; Na2S · 9H2O – 0.1; рН 7.2 (Postgate, 1984). Чис-
ленность сульфатвосстанавливающих бактерий
определяли по образованию сероводорода в посевах
суспензии в среде (г/л воды): MgCl2 · 6H2O – 3.0;
CaCl2 · 2H2O – 0.15; Na2SO4 – 4.0; NH4Cl – 0.25;
KH2PO4 – 0.2; KCl – 0.5; NaCl – 5; лактат натрия –
4.0; дрожжевой экстракт – 0.5; NaHCO3 вносили,
доводя рН среды до 7.0; Na2S · 9H2O – 0.2 (Widdel,
Bak, 1992). Численность денитрифицирующих
бактерий оценивали по появлению молекулярно-
го азота в посевах серии разведений суспензии в
среде следующего состава (г/л дистиллированной
воды): KCl – 0.1; MgSO4 · 7H2O – 0.2; CaCl2 · 2H2O –
0.2; KH2PO4 – 0.75; K2HPO – 1.5; NH4Cl – 0.9;
NaCl – 5; NaNO3 – 0.85; ацетат натрия – 2.0. По-
севы инкубировали в стационарных условиях при
температуре 20–23°C в течение 20 сут.

Чистые культуры аэробных органотрофных и
денитрифицирующих бактерий были выделены
методом последовательных пересевов с жидких
сред на соответствующие плотные среды, содер-
жащие 15 г агар-агара на 1 л. Процедуру выделе-
ния из единичных колоний повторяли трижды.
Чистоту культур контролировали микроскопиче-
ским методом и посредством анализа гена 16S
рРНК культуры из жидкой среды. В качестве суб-
стратов для денитрифицирующих бактерий по-
мимо ацетата использовали также пептон (2 г/л),
глюкозу (2 г/л) и рибозу (2 мл/л). Среды готовили
аэробно и анаэробно. Аэробную среду разливали
в пенициллиновые пробирки с воздушной фазой,

анаэробную среду разливали в пробирки Хангей-
та в атмосфере Ar.

Микроскопические методы. Морфологию клеток
бактерий изучали на живых препаратах, используя
эпифлуоресцентный микроскоп Axio Imager.D1
(“Carl Zeiss”, Германия) с цифровой камерой Axio
Cam HRc и компьютерным программным обес-
печением Axio Vision. Для получения фотографий в
сканирующем микроскопе накопительные куль-
туры наращивали в соответствующих жидких
средах с тефлоновыми кубиками для получения
биопленочного роста, среду декантировали и
биомассу на тефлоновых кубиках дважды промы-
вали фосфатным буфером (рН 7.0), поэтапно
обезвоживали в растворах этилового спирта воз-
растающей концентрации (от 30 до 100%). Затем
дважды отмывали образцы в 100% ацетоне и вы-
сушивали в критической точке с помощью специ-
альной камеры. Высушенные препараты монтиро-
вали на специальные столики, а затем напыляли на
них тонкий слой металла для создания токопрово-
дящего покрытия. Полученные образцы просмат-
ривали в сканирующем электронном микроскопе
JSM-6380LA (JEOL, Япония) при ускоряющем
напряжении 20 кВ. Работа была выполнена с ис-
пользованием оборудования, приобретенного в
рамках Программы развития Московского госу-
дарственного университета до 2020 г.

Аналитические методы. Молекулярный водо-
род, азот и метан в газовой фазе определяли
газохроматографическим методом; сероводород
определяли колориметрически по методу Пах-
майра с N,N-диметил-р-фенилендиамином, как
описано ранее (Nazina et al., 2010). Образование
нитритов в среде определяли по цветной реакции
с реактивом Грисса. Прирост биомассы в жидкой
среде оценивали по величине оптической плот-
ности при длине волны 600 или 540 нм (ОД600 или
ОД540) на приборе Ultrospec 2100 pro (“Amersham
Biosciences”). В качестве контроля использовали
незараженную и зараженную среду, инкубируе-
мую при 6°C.

Молекулярно-биологические методы идентифи-
кации чистых культур и определения состава микроб-
ного сообщества пород и пластовой воды. Чистые
культуры бактерий были идентифицированы
методом анализа гена 16S рРНК с праймерами
8-27f/1492r (Lane, 1991). Филогенетический анализ
последовательностей генов 16S рРНК выделенных
штаммов выполняли с использованием программы
BLAST сервера NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
Филогенетическое разнообразие прокариот (бак-
терий и архей) и эукариот (грибов) в исследован-
ных пробах пород и пластовой воды определяли
посредством секвенирования ампликонов гена
16S рРНК прокариотических организмов и ITS
региона грибов и последующей биоинформати-
ческой обработки полученных данных. Амплико-
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ны гена 16S рРНК и ITS региона получали путем
полимеразной цепной реакции с использованием
препаратов тотальной ДНК микробных сооб-
ществ анализируемых образцов.

Выделение ДНК, амплификация и секвенирова-
ние генов 16S рРНК прокариот и ITS региона гри-
бов. ДНК из образцов пород и пластовой воды
выделяли с использованием коммерческих набо-
ров для выделения ДНК FastDNA Spin Kit (“MP
Bio”, США) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. Полученные препараты ДНК исполь-
зовали для амплификации V4 участка гена
16S рРНК прокариот или ITS региона грибов пу-
тем полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для
получения библиотек генов 16S рРНК прокариот
был амплифицирован V4 гипервариабельный ре-
гион этого гена и на основе двойного баркодиро-
вания были приготовлены библиотеки, как опи-
сано ранее (Fadrosh et al., 2014). Смысловые
участки праймеров были взяты в соответствии с
парой праймеров Pro341F–Pro805R (Takahashi
et al., 2014). Библиотеки ITS региона получали по
аналогичной схеме с использованием праймер-
ных систем, описанных в статье (Bokulich, Mills,
2013). Для получения ампликонов ITS региона ис-
пользовали прямой праймер ITS86F 5'-GTGAAT-
CATCGAATCTTTGAA-3' и обратный праймер
ITS4R 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'. Полу-
чаемые при этом ампликоны за счет наличия на
5'-концах праймеров технических последователь-
ностей были после очистки секвенированы на
платформе Illumina MiSeq (США). Технические
последовательности включали в себя адаптеры Illu-
mina, сайты посадки секвенирующих праймеров,
баркоды и спейсеры гетерогенности. Очистку ам-
пликонов осуществляли путем препаративного ага-
розного гель-электрофореза с последующим ис-
пользованием стандартных наборов реактивов
для очистки ампликонов из агарозного геля и ре-
акционных смесей со стандартными спин-ко-
лонками в соответствии с рекомендациями про-
изводителя наборов. Высокопроизводительное
секвенирование полученных на предыдущей ста-
дии ампликонов производили с использованием
набора реагентов MiSeq Reagent Micro Kit v2 (300-
cycles) MS-103-1002 (“Illumina”, США) на секве-
наторе MiSeq (“Illumina”, США) в соответствии с
инструкцией производителя. Обозначения полу-
ченных библиотек гена 16S рРНК приведены в
табл. S1 (доп. материалы).

Биоинформатический анализ. После проведения
секвенирования получали fastq файлы, содержа-
щие информацию о последовательностях фраг-
ментов гена 16S рРНК или ITS региона, а также ин-
формацию о достоверности прочтения каждого
отдельного нуклеотида. Полученные фрагменты
генов 16S рРНК были обрезаны с использованием
программ trimmomatic-0.36 по алгоритму SLID-
INGWINDOW:4:15 (Bolger et al., 2014). Прямые и

обратные прочтения объединяли программой
SeqPrep (https://github.com/jstjohn/SeqPrep). Для
обнаружения химер и демультиплексирования
использовали фильтры QIIME (Caporaso et al.,
2010). Полученные последовательности распреде-
ляли по операционным таксономическим едини-
цам (ОТЕ) с уровнем сходства более 97%. Получен-
ные ОТЕ идентифицировали с использованием баз
данных QIIME, онлайн-ресурса SILVA (Quast et al.,
2014; https://www.arb-silva.de/ngs/) и Knomics Bio-
ta. Написание таксонов прокариот в настоящей
публикации соответствует таковому, приведен-
ному в онлайн-ресурсе SILVA. Относительное ко-
личество прочтений, входящих в ту или иную ОТЕ,
соответствует относительной представленности
данного таксона микроорганизмов в исследуемом
микробном сообществе. Статистические подсче-
ты осуществляли с помощью Microsoft Excel. Он-
лайн-ресурс ClustVis (Metsalu, Vilo, 2015; https://
biit.cs.ut.ee/clustvis/) был использован для созда-
ния тепловых карт (heatmaps) членов сообщества
на родовом уровне. Индексы разнообразия были
рассчитаны с использованием программы EstimateS
(http://purl.oclc.org/estimates). OTE, идентифици-
рованные с использованием онлайн-ресурса SILVA,
использовали для предсказания функциональ-
ных характеристик бактериальных сообществ с
использованием пакета программ iVikodak (Nagpal
et al., 2019). Модуль Global Mapper этой программы
на основании базы данных KEGG использовали
для получения функциональных профилей, а Local
Mapper – для прогнозирования индивидуальных
профилей ферментов метаболизма азота, серы,
бензоата и метана, представленных у бактерий
исследуемых микробных сообществ. Тепловые
карты функциональных профилей и ферментов,
предсказанных для сообществ, были построены с
использованием интернет-ресурса ClustVis (http://
biit.cs.ut.ee/clustvis/, ноябрь 2020 г.).

Последовательности гена 16S рРНК чистых
культур депонированы в базе данных NCBI под
номерами MW541935, MW542185, MW542204,
MW542594, MW543416, MW543704, MW543921,
MW543938, MW544018, MW544028, MW544052,
MW542313, MW542572, MW542576. Библиотеки
фрагментов гена 16S рРНК породы, пластовой
воды и накопительных культур депонированы в
NCBI, BioProject PRJNA706554.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические условия и численность

культивируемых микроорганизмов в подземных го-
ризонтах. Образцы пород и пластовой воды были
отобраны с глубины 513–544 м месторождения
Добровольное. Урановое оруденение относится к
инфильтрационно-эпигенетическому, генетически
связанному с развитием зон окисления. Орудене-
ние на месторождении связано с сероцветными по-
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родами, насыщенными обугленным растительным
органическим веществом и располагается на гра-
нице выклинивания зон обеленных пород, пред-
ставляющих зону пластового окисления, восста-
новленную последующими процессами. Пирит в
породах содержится в концентрации от 1 до 16%,
причем его наибольшее количество приурочено к
обогащенным ураном разностям. Отмечаются
урансодержащие поликомпонентные гели в ассо-
циации с гипсом и пиритом. По данным Долби-
лина и соавт. (2009), химический состав вод верх-
неюрского водоносного комплекса в пределах
месторождения соответствует зоне затрудненно-
го водообмена. Воды преимущественно соленые,
с минерализацией 11.1–13.0 г/л. В составе компо-
нентов преобладают гидрокарбонаты, сульфаты и
хлориды натрия. Воды слабощелочные – pH ко-
леблется от 7.2 до 7.5. Содержание сероводорода до
1.5 мг/л. Значения окислительно-восстанови-
тельного потенциала от +60 до +120 мВ, что сви-
детельствует о слабовосстановительной обстановке.
Состав пластовой воды из скважины 224 приве-
ден в табл. S2 (доп. материалы). Содержание ура-
на в воде достигает 7.8 × 10–6 г/л.

Поскольку для выщелачивания металлов и ра-
дионуклидов обычно используется серная кисло-
та и иногда азотная/азотистая кислоты, то пред-
ставлялось необходимым определить наличие
сульфатредуцирующих, железо-(металл)-редуци-
рующих и денитрифицирующих бактерий в пласте.
Микробиологические исследования образцов по-
род из рудоносных горизонтов были направлены на
обнаружение микроорганизмов, способных участ-
вовать в преобразованиях поливалентных элемен-
тов и восстановлении нитратов и сульфата. В ре-
зультате посевов на селективные питательные
среды во всех образцах пород были обнаружены
аэробные органотрофные бактерии, однако их
численность была низка и не превышала 103 кле-
ток в пересчете на 1 г породы (рис. S1, дополни-
тельные материалы). При микроскопировании
посевов на средах для аэробных органотрофных и
денитрифицирующих бактерий часто встречались
биопленки и нити микроскопических грибов
(рис. 1а, 1б). Бродильные бактерии, образующие
молекулярный водород, были обнаружены лишь
в посеве пород из скважины Р-123 (523.7 м). Мик-
роскопическим методом эти бактерии обнаруже-
ны в посевах из большинства образцов пород, где
их численность не превышала сотен клеток/г; в
образце из скважины 224, используемой ранее в
эксперименте по добыче урана методом скважин-
ного подземного выщелачивания, численность
бродильных бактерий достигала 106 кл./мл. Де-
нитрифицирующие/нитратредуцирующие бакте-
рии, восстанавливающие нитрат до стадии нитрита,
были обнаружены в посевах всех образцов пород,
максимальная численность составляла 103–

104 кл./г породы из скв. Р-123 (513.1 и 523.7 м).
Численность денитрифицирующих бактерий,
восстанавливающих нитрат до молекулярного азо-
та, была в среднем невелика – 102 кл./г породы,
составляя 103 кл./г породы из скв. Р-78 (544.5 м).
Бактерии, восстанавливающие Fe(III) до Fe(II) в
среде с ацетатом, обнаружены в посевах породы
из скв. Р-123 (513.1 и 523.7 м) и Р-76 (519.7 м)
(рис. 1в). Популяция сульфатредуцирующих бак-
терий была малочисленной (рис. 1г), вероятно,
из-за слабовосстановленных условий местооби-
тания. Жизнеспособные сульфатредуцирующие
бактерии не были обнаружены в посевах образцов
из скв. Р-123 (523.7 м) и Р-224 (521.4 м) и достигали
численности 104 кл./г породы в образце из скв. Р-76
(519.7 м). В пластовой воде из скв. Г-15 культиви-
руемые сульфатредуцирующие бактерии и метано-
гены не были обнаружены. Первичные накопи-
тельные культуры, полученные при посеве пород,
были использованы для определения состава мик-
робного сообщества.

Филогенетическое разнообразие бактерий и ар-
хей в породе, пластовой воде и накопительных
культурах. Для определения разнообразия мик-
робного сообщества подземных горизонтов было
проведено выделение ДНК из пробы пластовой
воды скважины Г-15 и из шести образцов пород.
Однако ДНК была выделена только из пробы
пластовой воды Г-15 и из образца Р-224. Из пяти
образцов пород ДНК выделить не удалось, вероят-
но, из-за низкой численности микроорганизмов в
породах. Для получения более полного представ-
ления о составе подземного сообщества была вы-
делена ДНК из 14 первичных накопительных
культур, полученных при посеве пород на пита-
тельные среды. ДНК была использована для се-
квенирования V4 региона гена 16S рРНК. Всего
было получено 267131 фрагментов гена (ридов).
Полученные последовательности принадлежали
в основном прокариотам домена Bacteria, гены
архей обнаружены при анализе пластовой воды
(<0.1% от суммы последовательностей в библио-
теке) и накопительных культур (≤0.2%). Покры-
тие разнообразия филотипов Bacteria, рассчитан-
ное с помощью Good’s индекса, варьировало от
91 до 99% (табл. S3, доп. материалы). Количе-
ственное распределение фрагментов гена
16S рРНК прокариот домена Bacteria в библиоте-
ках на уровне высших таксонов – филумов или
классов у Proteobacteria, приведено на рис. 2.

В составе микробного сообщества образца по-
роды Р-224 присутствовали Firmicutes (24.2%), Fu-
sobacteriota (23.0%), Proteobacteria (18.7%), Actino-
bacteriota (15.5%) и Bacteroidota (9.0%). В пластовой
воде доминировали бактерии филума Proteobacteria
(90.7%); в меньшей степени были представлены
Firmicutes (6.4%) и Desulfobacterota (1.4%). После-
довательности архей, выявленные в библиотеках из



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ И ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ 579

Рис. 1. Морфология клеток и биопленки в накопительных культурах денитрифицирующих DNB-R123a (а, б), железо-
редуцирующих FeRB-R123a (в) и сульфатредуцирующих SRB-R76b (г) бактерий после 14 сут инкубации на соответ-
ствующих средах.

100 мкм

1 мкм 1 мкм

10 мкм(а) (б)

(в) (г)

Рис. 2. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Bacteria представленных на уровне фи-
лумов/классов в библиотеках из образцов породы из скв. P-224 (=R-224), пластовой воды из скв. Г-15 (=G-15) и из на-
копительных культур. Обозначения библиотек на рис. 2 и 3: AOB – аэробные органотрофные бактерии, DNB – де-
нитрифицирующие бактерии, SRB – сульфатредуцирующие бактерии, FB – бродильные бактерии; номера соответ-
ствуют номерам скважин, из которых получали образцы породы или пластовую воду. Перечислены таксоны,
составляющие >1% в каждой библиотеке.
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накопительных культур SRB-R76a и SRB-R76b,
принадлежали некультивируемым Bathyarchaeia
филума Crenarchaeota, археям рода Cuniculiplasma
и некультивируемым A-plasma сем. Ferroplasmaceae
(филум Thermoplasmatota). В пластовой воде G-15 и
в накопительных культурах денитрифицирующих
бактерий присутствовали археи филумов Thermo-
plasmatota (Marine Group II), Nanoarchaeota (Woe-
searchaeales, некультивируемые SCGC AAA011-D5),
а также Crenarchaeota (род Candidatus Nitrosopum-
ilus и некультивируемые Nitrososphaeraceae), спо-
собные участвовать в цикле азота.

Перечень 25 родов, наиболее представленных
в исследованных микробных сообществах, при-
веден на рис. 3. В образце породы отмечено наи-
большее разнообразие гетеротрофных бактерий
родов Leptotrichia (13.9%), Fusobacterium (9.1%),
Streptococcus (7.8%) и Actinomyces (7.6%). В пластовой
воде преобладали протеобактерии родов Methylo-
phaga (41.1%), Porphyrobacter (19.9%), Roseovarius
(7.9%), Pseudomonas (6.9%) и Methylococcus (6.0%).
В культурах аэробных органотрофных бактерий
доминировали спорообразующие бактерии родов
Bacillus и Paenibacillus и не образующие спор бак-
терии рода Anaerosinus, а также протеобактерии
родов Acinetobacter и Arthrobacter. Бактерии родов
Bacillus и/или Paenibacillus доминировали также в
культурах бродильных бактерий и в культуре де-
нитрифицирующих бактерий (DNB-R123a). Второе
денитрифицирующее сообщество (DNB-R76a)
почти полностью состояло из бактерий рода
Acinetobacter (99.3%). Железо-(металл)-редуциру-
ющие бактерии рода Shewanella были обнаружены
среди минорных компонентов накопительной
культуры бродильных бактерий FB-P123a. В среде
для сульфатвосстанавливающих бактерий обна-
ружены Gammaproteobacteria родов Pseudomonas,
Acinetobacter и Halomonas, являющиеся обычными
компонентами подземных микробных сооб-
ществ, связанных с залежами углеводородов; ми-
норные компоненты сообщества SRB-R76b (ме-
нее 0.04% последовательностей в библиотеке)
включали собственно сульфидогенные Deltapro-
teobacteria родов Desulfotalea, Desulfocapsa, Desul-
fobulbus, Desulfomicrobium и Desulfovibrio.

Gammaproteobacteria рода Methylophaga (41.1%)
были наиболее представленной группой про-
теобактерий в пластовой воде. Спектр субстра-
тов, используемых метилофагами в качестве
единственных источников углерода и энергии,
ограничен С1-соединениями (метанол, метил-

амин, диметилсульфид), за исключением ряда
видов, которые используют также фруктозу (Jan-
vier, Grimont, 1995). Однако недавно была доказа-
на способность бактерий рода Methylophaga дегра-
дировать высокомолекулярные полицикличе-
ские ароматические углеводороды (ПАУ) (Vila et

al., 2010). C использованием [13C]n-гексадекана с

равномерно мечеными атомами углерода, впер-
вые показано, что ряд представителей этого рода,
обладает способностью использовать n-гексаде-
кан (Mishamandani et al., 2014; Gutierrez, Aitken,
2014). Эти сведения расширяют роль метилотро-
фов рода Methylophaga в превращении органиче-
ского вещества нефтяного генезиса. Бактерии рода
Methylophaga были неоднократно обнаружены
при исследовании микробных сообществ зоны
нефтяного загрязнения морской воды в Мекси-
канском заливе (Kessler et al., 2011; Yang et al.,
2014). Вероятно участие этих бактерий в деградации
захороненного органического вещества в иссле-
дованных глубинных горизонтах. Сульфатреду-
цирующая популяция пластовой воды была пред-
ставлена бактериями родов Desulfobacterium (1.2%),
Desulfomicrobium, Desulfocapsa и другими.

Филогенетическое разнообразие низших грибов.
Секвенирование межгенного транскрибируемого
спейсера (ITS) грибов, выросших в первичных
культурах аэробных бактерий, позволило обнару-
жить низшие плесневые грибы в подземных про-
бах. В посевах образцов породы из скважин Р-76
(519.7 м), P-123 (513.1 м) и Р-78 (544.5 м) обнару-
жены, соответственно, низшие грибы родов Mucor
(99.4%) и Thamnidium (97.6%) филума Mucoromycota
и рода Penicillium (97.5%) филума Ascomycota (рис. 4а,
4б). Присутствие этих грибов в подземном место-
обитании, содержащем радионуклиды, представ-
ляется неслучайным. Известно, что грибы рода
Mucor растут в анаэробных условиях, физиологи-
чески устойчивы к повышенному содержанию
разных металлов (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, U
и Zn) и накапливают их в виде наносфер в спо-
рангиоспорах (Hoque, Fritscher, 2019). Эти свой-
ства позволили рекомендовать грибы рода Mucor
к применению в биотехнологиях биоремедиации
местообитаний от металлов. Неоднократно отме-
чалась способность грибов рода Mucor использо-
вать нефтяные углеводороды – алифатические и
ароматические (BTEX = бензол, толуол, этилбензол
и ксилол) соединения и полициклические арома-
тические углеводороды (PAH). Аскомицеты рода
Penicillium были обнаружены при метагеномном
анализе загрязненных ураном почв (Savannah
River Site, США) (Jaswal et al., 2019). Выделенные
из почв штаммы рода Penicillium демонстрирова-
ли устойчивость к урану в концентрации 10 мM и
представляют интерес для биотехнологий биоре-
медиации экосистем от урана. Обнаруженные нами
грибы родов Mucor, Thamnidium и Penicillium, веро-
ятно, приспособлены к специфическим условиям
подземного местообитания, характеризующегося
повышенной концентрацией урана и присутствием
захороненного растительного органического ве-
щества.

Потенциальные функциональные характеристики
микробных сообществ образцов пород и пластовой
воды из месторождения Добровольное. Результаты
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определения филогенетического разнообразия

бактерий в образце породы из скв. P-224 (R-224)

и пластовой воде из скв. Г-15 (G-15) были дополни-

тельно проанализированы с помощью программ-

ного обеспечения iVikodak. На основании взаимо-

связи между филогенией и функцией платформа

iVikodak позволяет прогнозировать потенциаль-

ную функциональную активность сообщества с

использованием данных 16S рРНК (Nagpal et al.,

2019).

С помощью модуля “Global Mapper” програм-

мы iVicodak на основании использования базы

данных KEGG были предсказаны функциональ-

ные характеристики исследуемых бактериальных

сообществ образцов породы R-224 и пластовой

воды G-15 (рис. 5). Бактерии, входящие в оба со-

общества, осуществляли основные пути метабо-

лизма углеводов и энергетического метаболизма.

Однако сообщество пластовой воды G-15 обладало

большей потенциальной способностью к осуществ-

лению этих путей, а также путей метаболизма азота

и серы, деградации ксенобиотиков, бензоата и

связанных с ним путей деградации полицикличе-

ских ароматических углеводородов, аминобензо-

ата, толуола и хлорсодержащих органических со-

единений. Особое внимание было уделено превра-

Рис. 4. Филогенетическое разнообразие грибов на уровне высших таксонов (а) и родов (б), обнаруженных в первич-
ных культурах аэробных бактерий из образцов пород из скважин Р-76 (519.7 м), Р-78 и Р-123 (513.1 м).
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щениям соединений серы и азота, поскольку
серную и азотистую кислоты используют для выще-
лачивания урана, а также превращениям бензоата,
как центраболита деградации многих ароматиче-
ских углеводородов, и превращениям метана и од-
ноуглеродных соединений.

У бактерий, входящих в исследуемые сообще-
ства, было предсказано наличие ферментов ком-
плекса “Метаболизм азота”, участвующих в дис-
симиляционном восстановлении нитратов до мо-
лекулярного азота (собственно денитрификация)
и нитратредукции с образованием аммония, а
также в ассимиляционном восстановлении нитра-
та до аммония (рис. S2, доп. материалы). Микроор-
ганизмы обладали наибольшей потенциальной ак-
тивностью фермента нитратредуктазы (EC 1.7.5.1),
который катализирует восстановление нитрата до
нитрита в процессах денитрификации и дисси-
миляционной нитратредукции. Кроме него при-
сутствовали остальные ферменты этих путей, ка-
тализирующие восстановление нитрита до моле-
кулярного азота и аммония соответственно. В
меньшей степени у микроорганизмов этих сооб-
ществ был представлен фермент ферредоксин-

нитратредуктаза (EC 1.7.7.2), катализирующий
восстановление нитрата до нитрита в процессе ас-
симиляционной нитратредукции, и ферредок-
син-нитритредуктаза (EC 1.7.7.1), завершающий
этот процесс восстановлением нитрита до аммо-
ния. Все ферменты пути метаболизма азота были
наиболее представлены у микроорганизмов пла-
стовой воды G-15. Наибольший вклад в преобра-
зование азота в сообществе породы R-224 вноси-
ли Gammaproteobacteria рода Stenotrophomonas и Al-
phaproteobacteria рода Kordiimonas, а в сообществе
пластовой воды G-15 – Gammaproteobacteria родов
Methylophaga и Pseudomonas, среди которых из-
вестны штаммы, способные к денитрификации
(рис. S3, доп. материалы). Тепловые карты отно-
сительного содержания ферментов, участвующих в
метаболизме азота (а), серы (б), бензоата (в) и ме-
тана (г) в бактериальных сообществах породы
R-224 и пластовой воды G-15 приведены на
рис. S4 (доп. материалы).

Бактерии родов Methylophaga, Porphyrobacter,
Pseudomonas и Ruegeria входили в число ключевых
микроорганизмов в метаболизме метана, азота,
серы и бензоата в пробе пластовой воды G-15, хотя

Рис. 5. Тепловая карта, показывающая сравнение функциональных профилей бактериальных сообществ образцов по-
роды R-224 и пластовой воды G-15 (в относительных процентах) в программе iVikodak. Анализируемые ниже метабо-
лические пути отмечены черной рамкой.
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их относительный вклад в эти процессы немного
различался. В образце породы в число ключевых
микроорганизмов метаболизма метана, азота и
серы входили Kordiimonas, Stenothrophomonas и
Filifactor; в превращениях бензоата участвовали
преимущественно Kordiimonas, Stenotrophomonas,
Acinetobacter и Porphyrobacter (рис. S5–S8, доп. ма-
териалы).

У бактерий, входящих в исследуемые сообще-
ства, среди предсказанных ферментов комплекса
“Метаболизм серы” выявлен фермент 3'-фосфо-
аденозин 5'-фосфосульфат синтаза (EC 2.7.7.4),
катализирующий восстановление сульфата до
аденилил сульфата (рис. S5а, S5б). Микроорга-
низмы обладали также ферментами, катализиру-
ющими дальнейшее восстановление аденилил
сульфата до сульфита, а затем до сульфида через
пути ассимиляционной и диссимиляционной
сульфатредукции. В сообществе G-15 диссимиля-
ционная сульфатредукция обусловлена присут-
ствием сульфатредуцирующих бактерий родов
Desulfotalea, Desulfobulbus, Desulfovibrio и Desulfomi-
crobium (рис. S6а, S6б).

Среди ферментов комплекса “Метаболизм мета-
на” у микроорганизмов образцов породы и пласто-
вой воды было предсказано наличие ферментов ме-
тилотрофии, т.е. использования в качестве источни-
ков углерода и энергии С1-соединений, вклю-

чающих окисленные или замещенные производные
метана, не имеющие С–С связи (около
50 соединений), но неспособные расти на самом ме-
тане. У бактерий исследуемых сообществ был пред-
ставлен фермент метанол:5-гидроксибензимидазо-
лилкобамид ко-метилтрансфераза (EC 2.1.1.90),
ключевой фермент катаболизма метанола, а также
ферменты, катаболизирующие одноуглеродные ксе-
нобиотики – триметиламин, диметиламин и метил-
амин до формальдегида. При этом представлен-
ность этих ферментов была значительно выше у
микроорганизмов пластовой воды G-15, что, по-ви-
димому, связано с преобладанием в этом сообще-
стве метилотрофных бактерий рода Methylophaga.

В обоих сообществах присутствовали бактерии,
обладающие двумя ключевыми ферментами пути
аэробной деградации бензоата (“Benzoate degrada-
tion I”), бензоат-1,2-диоксигеназой (EC 1.14.12.10) и
дигидрооксициклогексадиен дегидрогеназой
(EC 1.3.1.25), которые катаболизируют бензоат до
катехола (рис. S7а, S7б, доп. материалы). У бак-
териальных сообществ предсказано наличие
всех ферментов катаболизма катехола, как до
сукцинил-КоА, так и до пирувата/ацетил-КоА.
Кроме того, у бактерий обеих сообществ присут-
ствовал фермент бензоат-КoA-лигаза
(EC 6.2.1.25), катализирующий превращение бен-
зоата до бензоил-КоА – интермедиата биодегра-
дации многих ароматических соединений. Одна-
ко ферменты осуществляемого через бензоил-

КоА другого пути деградации бензоата (”Benzoate
degradation II”), преимущественно используемо-
го анаэробными бактериями, при анализе иссле-
дуемых сообществ не были обнаружены. Этот же
модуль программы iVicodak позволил оценить
вклад бактерий различных таксонов в осуществ-
ление пути “Деградация бензоата”. В сообществе
G-15 за деградацию бензоата отвечали Alphapro-
teobacteria родов Porphyrobacter и Ruegeria и Gam-
maproteobacteria родов Pseudomonas, Methylophaga
и Marinospirillum, а в сообществе R-224 наиболь-
ший вклад в деградацию бензоата вносили бакте-
рии родов Kordiimonas (Alphaproteobacteria) и Ste-
notrophomonas и Acinetobacter (Gammaproteobacte-
ria) (рис. S8а, S8б, доп. материалы). Известно, что
бактерии рода Pseudomonas являются модельным
объектом для изучения биодеградации широкого
ряда соединений, в том числе, бензоата, катехола
и других ароматических и полициклических со-
единений (Nogales et al., 2017). Имеются также
сведения о присутствии генов деградации бензо-
ата и активности детерминируемых ими фермен-
тов и у представителей других выявленных про-
граммой родов.

Выделение чистых культур денитрифицирующих
бактерий и их идентификация. Из накопительных
культур аэробных органотрофных и денитрифи-
цирующих бактерий были выделены чистые куль-
туры (рис. 6). Поскольку большинство денитрифи-
цирующих бактерий способно расти аэробно, чи-
стые культуры получали путем высева нако-
пительных культур на указанную выше агаризован-
ную среду для аэробных бактерий и последова-
тельных пересевов выросших единичных коло-
ний в анаэробные условия на среду с нитратом.
Выделенные штаммы идентифицировали методом
анализа гена 16S рРНК. Уровень сходства полу-
ченных последовательностей с соответствующи-
ми генами из генетических банков составлял 99–
100%, что позволяет отнести штаммы к извест-
ным видам родов Bacillus, Peribacillus, Neobacillus,
Acinetobacter и Variovorax (табл. 1). Последователь-
ности гена 16S рРНК, близкие генам выделенных
штаммов, были выявлены также в составе биб-
лиотек образцов породы, пластовой воды и нако-
пительных культур (табл. S4, рис. S9, доп. матери-
алы). Из 14 штаммов, проверенных на способ-
ность восстанавливать нитрат до нитрита и/или
молекулярного азота, 8 штаммов восстанавлива-
ли нитрат с образованием нитрита и N2, 3 штамма –

до стадии нитрита и 3 штамма не восстанавлива-
ли нитрат. С помощью реактива Грисса отмечено
накопление нитрита штаммами V3, V4, V3P, V5a,
V5b, выросшими в среде с сахарозой, тогда как

штамм V2RSG не образовывал  в этой среде.

Штамм Bacillus megaterium V1 накапливал  в
средах с молочной сывороткой и глюкозой, а
штамм Bacillus thuringiensis V3 – в средах с глицери-

2NO
−

2NO
−
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ном, глюкозой, сахарозой, молочной сывороткой
и ацетатом. Наибольшее образование молекуляр-
ного азота в газовой фазе отмечено при росте
штаммов Acinetobacter lwoffii V7T и V8T в среде с
ацетатом и Peribacillus simplex V5b в среде с сахаро-
зой.

Приведенные материалы свидетельствуют о
присутствии в подземных горизонтах в зоне ме-
сторождения урана жизнеспособного микробно-
го сообщества, включающего бактерии и низшие
грибы. Вследствие затрудненного водообмена и
массообмена численность культивируемых мик-
роорганизмов в исследованных образцах пород

была низка и достигала 106 кл./г породы в зоне ра-
нее проводившегося эксперимента по выщелачи-

ванию урана. Близкие значения численности

культивируемых бактерий (104–105 кл./г) были

обнаружены также в пробах из месторождения

урана (Banduhurang) в Индии (Islam et al., 2011).

Бактерии, выделенные из подземных горизонтов

месторождения урана Добровольное, относились

к родам Bacillus, Peribacillus, Paenibacillus, Neoba-
cillus, Variovorax и Acinetobacter. Этот состав бакте-

рий существенно совпадал с таковым бактерий,

выделенных из месторождения урана (Domiasiat)

в Индии (Kumar et al., 2013). Проведенный KEGG

анализ позволил выявить потенциальную функ-

циональную активность исследованного подзем-

ного бактериального сообщества в превращениях

компонентов захороненного органического веще-

Таблица 1. Таксономическая принадлежность чистых культур бактерий, выделенных из образцов пород место-

рождения Добровольное, и продукты восстановления нитрата

Штамм

Номер

последовательности

гена 16S рРНК

в Генбанке

Ближайший типовой 

штамм вида, номер 

последовательности гена 

16S рРНК в Генбанке

Сходство генов 

16S рРНК, %

Образуют

 или N2

Номер скважины, 

глубина отбора 

керна

V1 MW541935
Bacillus megaterium NBRC 

15308, CP035094.1
100 , N2 Р-123 (513.1 м)

V3 MW542185
Bacillus thuringiensis 

ATCC 10792, NR_114581
99.9 , N2 Р-78 (544.5 м)

V4 MW542204
Acinetobacter lwoffii NCTC 

5866, NZ_KB851227
100 , N2 Р-76 (541.8 м)

V5a MW542594
Peribacillus simplex NBRC 

15720, NR_118967
99 , N2 Р-76 (519.7 м)

V5b MW543416
Peribacillus simplex NBRC 

15720, NR_118967
99.9 , N2 Р-76 (519.7 м)

V1P MW543704
Bacillus cereus ATCC 

14579, NR_074540
99.9 Р-123 (513.1 м)

V2RSG MW543921
Neobacillus drentensis 

NBRC 102427, AB681783
99.9 Р-123 (523.7 м)

V2RS MW543938
Neobacillus drentensis 

NBRC 102427, AB681783
99.9 Р-123 (523.7 м)

V2PS MW544018
Neobacillus drentensis 

NBRC 102427, AB681783
99.9 Р-123 (523.7 м)

V3P MW544028
Variovorax boronicumulans 

NBRC 103145, AB681954
99.2 Р-78 (544.5 м)

V3RG MW544052
Variovorax boronicumulans 

NBRC 103145, AB681954
99.2 Р-78 (544.5 м)

V6T MW542313
Paenibacillus peoriae 

KCTC 3763, NR_117743.1
99.3 , N2 Р-123 (513.1 м)

V7T MW542572
Acinetobacter lwoffii CIP 

64.10, JQ638586
99.9 , N2 Р-76 (541.8 м)

V8T MW542576
Acinetobacter lwoffii CIP 

64.10, JQ638586
99.9 , N2 Р-76 (541.8 м)

2NO
−

2NO
−

2NO
−

2NO
−

2NO
−

2NO
−

2NO
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2NO
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2NO
−
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−
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ства, соединений серы и азота. Вероятно, потери
азотистых соединений, выявленные на Далматов-
ском месторождении, аналогичном по геологиче-
ским характеристикам месторождению Доброволь-
ное, могут быть обусловлены жизнедеятельностью
денитрифицирующих бактерий, обитающих в под-
земных горизонтах.
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Phylogenetic Diversity and Potential Activity of Bacteria and Fungi in the Deep 
Subsurface Horizon of an Uranium Deposit
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Abstract—The composition of microbial communities in rock samples, reservoir water, and enrichment cul-
tures from subsurface horizons of an uranium deposit (Russia) was determined. The studied horizons were
located in the zone of hindered water exchange at a depth of 513–544 m, characterized by moderate salinity
(up to 15 g/L) of reservoir water and the presence of charry plant organic matter. The biodiversity of autoch-
thonous subsurface prokaryotes was determined by high-throughput sequencing of the V4 region of the
16S rRNA gene. Bacterial phyla predominant in the rock samples were Firmicutes (24.2%), Fusobacteriota
(23.0%), Proteobacteria (18.7%), Actinobacteriota (15.5%) and Bacteroidota (9.0%). The predominant bacte-
rial phylum in the reservoir water was Proteobacteria (90.7%), including representatives of the genera Methy-
lophaga, Porphyrobacter, Roseovarius, Pseudomonas, and Methylococcus. Sequencing of the internal tran-
scribed spacer (ITS) revealed occurrence of lower fungi of the genera Mucor and Thamnidium (phylum Mu-
coromycota) and of the genus Penicillium (phylum Ascomycota) in the rock samples; members of these genera
are known for their resistance to heavy metals and the ability to use complex organic substrates. The func-
tional characteristics of bacterial communities of the rock and reservoir water samples, predicted by the iVi-
codak program and the KEGG database, showed that reservoir water bacteria had a higher potential ability
to carry out the pathways of carbohydrate, nitrogen, and sulfur metabolism, degradation of xenobiotics, ben-
zoate, polycyclic aromatic hydrocarbons and chlorinated organic compounds than the rock microbiota. En-
richment cultures of iron-reducing and sulfate-reducing bacteria and pure cultures of denitrifying bacteria of
the genera Bacillus, Paenibacillus, and Acinetobacter were obtained. These results indicate the presence of a
small but viable microbial community that can participate in the processes of transformations of carbon, ni-
trogen, sulfur, and metals in the subsurface horizon when water exchange is activated.

Keywords: deep subsurface horizons, high-throughput sequencing, 16S rRNA gene, bacteria, ITS, fungi,
functional diversity, iVikodak, uranium deposit
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В последние годы предлагается использовать подземные хранилища природного газа для хранения
“зеленого” газа, содержащего биогаз, синтетический метан и молекулярный водород. Состав микроб-
ных сообществ подземных хранилищ газа (ПХГ) и воздействие на них H2 мало изучены. Настоящая
работа посвящена определению микробного разнообразия в пробах пластовой воды из подземных го-
ризонтов Щелковского, Касимовского и Калужского ПХГ. Подземные воды представляют собой
анаэробное местообитание, содержащее уксусную кислоту и другие низшие жирные кислоты, ме-
танол и растворенные газы, которые могут служить субстратами для микроорганизмов. Показана
низкая численность культивируемых аэробных органотрофных бактерий и анаэробных бродиль-
ных, сульфатредуцирующих и метаногенных микроорганизмов в исследованных пробах. Методом
высокопроизводительного секвенирования V4 региона гена 16S рРНК в составе всех исследуемых
подземных микробных сообществ обнаружены бактерии Firmicutes (2.4–53.6%), Bacteroidetes (1.0–
39.7%), Alphaproteobacteria (0.9–9.6%), Actinobacteria (0.1–1.7%), Desulfobacteria (0.1–1.6%), Verrucomi-
crobia (0–3.4%) и Planctomycetes (0–1.3%). Доля архейных последовательностей в библиотеках не
превышала 1.5%. В пробе воды из Калужского ПХГ преобладали бактерии рода Marinobacter; среди
минорных компонентов обнаружены метаногены родов Methanosphaera, Methanolobus и Methanobre-
vibacter. В пластовой воде из Щелковского и Касимовского ПХГ преобладали метилотрофные бак-
терии родов Methylococcus и Methylobacterium–Methylorubrum и анаэробные бродильные бактерии рода
Bacteroides. С использованием программы iVikodak показана потенциальная способность микроб-
ных сообществ к использованию метана, метанола, бензоата и полициклических ароматических уг-
леводородов и участию в превращениях соединений серы и азота. В составе подземных сообществ
обнаружены бактерии и археи, потенциально способные использовать H2 в энергетическом метабо-
лизме, в том числе, в процессах сульфатредукции, метаногенеза и ацетогенеза. Эти результаты сви-
детельствуют о необходимости микробиологического и геохимического мониторинга в ходе экс-
плуатации ПХГ, особенно при закачке водорода.

Ключевые слова: подземные хранилища газа, бактерии, высокопроизводительное секвенирование,
ген 16S рРНК, функциональное разнообразие, iVikodak, водород
DOI: 10.31857/S002636562105013X

Диверсификация источников энергоснабжения
сопровождается расширением использования воз-
обновляемых источников энергии, в том числе,
“зеленого” газа, включающего биогаз, синтетиче-
ский метан и водород (Барсук и соавт., 2018). Уве-
личение доли молекулярного водорода, образуе-
мого биогенно при переработке отходов или в
процессе электролиза, обусловливает необходи-
мость его хранения и транспортировки от места

производства к месту потребления. Хранилища-
ми газа служат истощенные нефтяные и газовые
месторождения, соляные пещеры, глубинные во-
доносные горизонты, заброшенные шахты и др.
Подземные системы населены микроорганизма-
ми, что наиболее исследовано в случае месторож-
дений нефти и газа (Magot et al., 2000). Поэтому
необходима предварительная оценка влияния во-
дорода на подземные микробные процессы и об-
ратное воздействие микроорганизмов на запасы
поступающего в пласт водорода. Немногочислен-
ные работы, посвященные изучению разнообра-
зия и функционирования микроорганизмов в

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S002636562105013X для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ПХГ, обобщены в обзорах (Gregory et al., 2019;
Dopffel et al., 2021). Высказано предположение,
что нагнетание 5–10% водорода в ПХГ может
приводить к активации трех основных микроб-
ных процессов – сульфатредукции, метаногенеза
и ацетогенеза. Потери внесенного в пласт водо-
рода и образование метана и сероводорода в ре-
зультате активности метаногенных и сульфатре-
дуцирующих прокариот были зарегистрированы
в ПХГ в Лободице (Чехия) (Šmigáň et al., 1990).
Состав населяющих пласт микроорганизмов,
пластовых вод и пород оказывает определяющее
влияние на минералогию и геохимические реак-
ции в пласте. В пробе воды из водоносных гори-
зонтов верхнеюрских отложений, отобранной на
расстоянии 350 м от ПХГ (Париж, Франция), бы-
ло обнаружено малочисленное микробное сообще-
ство, включающее автотрофные сульфатредуциру-
ющие бактерии Desulfovibrio aespoeensis и гомоацето-
генные Acetobacterium carbinolicum, способные расти
на водороде (Basso et al., 2009). Авторы сделали
вывод о том, что поступающие в хранилище газы
не влияют на микробное разнообразие в водонос-
ном горизонте, расположенном вблизи ПХГ.

Показано, что микроорганизмы, населяющие
нефтяные пласты (Nazina et al., 2017), гранитные
породы (Pedersen et al., 2014) и другие подземные
экосистемы, зависят от метаболизма водорода.
Добавление молекулярного водорода в изолиро-
ванные пробы пластовой воды из нефтяных ме-
сторождений приводило к стимуляции процессов
сульфатредукции и метаногенеза (Nazina et al.,
1995, 2017; Bonch-Osmolovskaya et al., 2003). Высоко-
активный процесс литоавтотрофного ацетогенеза
был также зарегистрирован в нефтяном пласте (Be-
lyaev, Borzenkov, 1993). Эти результаты свидетель-
ствуют о наличии в нефтяных пластах микроорга-
низмов, способных использовать молекулярный
водород в процессах сульфатредукции, образова-
ния метана и ацетата. Можно полагать, что закач-
ка водорода в выработанные нефтяные и газовые
месторождения будет сопровождаться активизаци-
ей автохтонных микробных популяций, использу-
ющих молекулярный водород для восстановления
сульфата или CO2/бикарбоната в зависимости от их
наличия в подземном местообитании.

В настоящее время в России действует 25 ПХГ,
из них 17 хранилищ создано на базе отработанных
месторождений, 8 – в водоносных структурах. В
пробах воды, отобранных из разных объектов Севе-
ро-Ставропольского ПХГ, были обнаружены бро-
дильные, ацетогенные, железоредуцирующие, суль-
фатредуцирующие и метаногенные прокариоты,
которые могут вносить определенный вклад в
геохимию органических и неорганических соеди-
нений в экосистеме ПХГ (Иванова и соавт.,
2007а, 2007b). Зарегистрированы высокие скоро-
сти сульфатредукции и метаногенеза в технологи-
ческих емкостях этого ПХГ. Выделены чистые

культуры прокариот родов Eubacterium, Sporomusa
и Methanosarcina, использующие метанол и ацетат
(Тарасов и соавт., 2011а). Ацетогенный штамм
Eubacterium limosum AG12 рос также в среде с H2 и
CO2, образуя бутират и ацетат. Штамм Methano-
bacterium formicicum MG134 рос на водород-угле-
кислотной смеси, образуя метан. Ацетогенные
штаммы E. limosum AG12 и Sporomusa sphaeroides
AG8-2 при росте на метаноле продуцировали водо-
род, который поддерживал рост водород-использу-
ющей сульфатредуцирующей бактерии Desulfovibrio
desulfuricans SR12 или метаногена M. formicicum
MG134 (Тарасов и соавт., 2011б). Микроорганиз-
мы, населяющие подземные горизонты хранили-
ща газа, были приспособлены к физико-химиче-
ским условиям местообитания и использовали
молекулярный водород, метанол и другие орга-
нические субстраты в своем метаболизме. Эти ре-
зультаты свидетельствуют о необходимости ис-
следования микробных популяций, населяющих
подземные горизонты, которые предполагается
использовать для закачки “зеленого” газа, содер-
жащего водород.

Целью настоящей работы было определение
численности и филогенетического разнообразия
микроорганизмов в пробах вод из подземных го-
ризонтов Щелковского, Касимовского и Калуж-
ского хранилищ газа и оценка их возможной
функциональной активности с использованием
методов биоинформатики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Объектом микробио-

логических исследований были 17 проб пласто-
вой воды, отобранные в сентябре–октябре 2020 г.
с разной глубины из скважин на территории
Щелковского, Касимовского и Калужского ПХГ.
На Щелковском ПХГ анализировали пробы пласто-
вой воды из щигровского и ряжского горизонтов с
глубины 925–980 и 1115–1154 м соответственно
(табл. S1, дополнительные материалы). Верхний
песчаный пласт щигровского горизонта исполь-
зуется в качестве пласта-коллектора для ПХГ и
для захоронения промстоков. Перекрывается
щигровский водоносный горизонт пачкой щиг-
ровских глин (20 м) и глинисто-карбонатными
отложениями толщиной более 100 м. Воды щиг-
ровского горизонта – хлоридно-натриевые рас-
солы с минерализацией 129–131 г/л, рН 6.4–7.0. В
состав водорастворенных газов входят азот (60–
90 об. %), углекислота (0–4 об. %), метан (0–5 об. %)
и водород (1–40 об. %). Пластовые воды ряжского
горизонта представлены рассолами хлоридно-
кальциевого типа с минерализацией 142.6–217.9 г/л,
рН 6.3–7.3. На Касимовском ПХГ отбирали пла-
стовую воду из нижнещигровского горизонта, за-
легающего на глубине 760–820 м. Пластовые воды
горизонта представлены рассолами хлоридно-
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кальциевого типа (по Сулину) с минерализацией
137.4–219.4 г/л, рН 6.1–8.8. Водорастворенный газ
преимущественно азотного состава, кроме того, в
газе присутствовали углеводороды (0.5–13.6 об. %).
На Калужском ПХГ анализировали пластовую
воду гдовского горизонта, характеризующуюся
значительным разнообразием по химическому
составу и основным свойствам. Пластовые воды
представлены солеными водами или рассолами
хлоридно-кальциевого (скв. 13, 27, 31, 32, 61, 70,
81, 106, 121), хлоридно-магниевого (скв. 36 и 65) и
гидрокарбонатно-натриевого (скв. 43 и 48) типа с
минерализацией до 53.6 г/л. Кислотность вод ва-
рьирует от слабокислой до сильнощелочной
(рН 5.4–9.7). Водорастворенные газы имеют раз-
личный состав от метанового, метаново-азотного
до азотно-метанового и азотного. Температура
пластов-коллекторов гдовского горизонта варьи-
ровала от 17 до 22°С, остальных коллекторов со-
ставляла 22–24°С. Характеристика ПХГ приведе-
на в табл. S1 (дополнительные материалы).

Состав сред. Пробы подземных вод использова-
ли для определения численности микроорганизмов
ряда физиологических групп методом предельных
десятикратных разведений. Результаты оценивали
методом наиболее вероятного числа по таблице
Мак Креди. Численность аэробных органотрофных
микроорганизмов оценивали микроскопировани-
ем посевов пластовой воды в серии разведений в
среде следующего состава (г/л): глюкоза – 1.0, ба-
кто-триптон – 5.0, дрожжевой экстракт – 2.5,
NaCl – 2.0–60.0, pH 7.0–7.2. Численность бродиль-
ных микроорганизмов оценивали микроскопиро-
ванием посевов и обнаружением молекулярного
водорода в посевах в среде следующего состава
(г/л): пептон – 4.0; глюкоза – 10.0; Na2SO4 – 2.0;
MgSO4 – 1.0; NaCl – 2.0–60.0, соль Мора (FeSO4 ·
· (NH4)2SO4 · 6H2O) – 0.5; Na2S · 9H2O – 0.1. рН 7.2
(Postgate, 1984). В качестве газовой фазы исполь-
зовали аргон, очищенный от кислорода. Числен-
ность денитрифицирующих бактерий оценивали
по появлению молекулярного азота в среде следу-
ющего состава (г/л): KCl – 0.1; MgSO4 · 7H2O –
0.2; CaCl2 · 2H2O – 0.2; KH2PO4 – 0.75; K2HPO –
1.5; NH4Cl – 0.9; NaCl – 2.0–60.0; NaNO3 – 0.85;
ацетат натрия – 2.0; газовая фаза – аргон. Парал-
лельно с определением N2 в газовой фазе оцени-
вали образование нитрита в среде с помощью ре-
актива Грисса. Численность сульфатвосстанав-
ливающих бактерий определяли по образованию
сульфида в посевах в среде, содержащей (г/л):
MgCl2 · 6H2O – 3.0; CaCl2 · 2H2O – 0.15; Na2SO4 –
4.0; NH4Cl – 0.25; KH2PO4 – 0.2; KCl – 0.5;
NaHCO3 – 1.6; лактат натрия – 4.0; дрожжевой
экстракт – 0.5; Na2S · 9H2O – 0.2; NaCl – 2.0–60.0
(Widdel, Bak, 1992); газовая фаза – аргон. Метано-
генов учитывали по образованию метана в газо-
вой фазе в серии разведений в среде следующего

состава (г/л): MgCl2 · 6H2O – 0.3; CaCl2 · 2H2O –
0.15; NH4Cl – 0.25; KH2PO4 – 0.2; KCl – 0.5; NaCl –
2.0–60.0; NaHCO3 – 2.5; ацетат – 2.5; метанол
2.0 мл/л; Na2S · 9H2O – 0.5 г/л, газовая фаза –
H2/CO2 (4 : 1). Во все среды вносили микроэле-
менты как описано ранее (Биджиева и соавт.,
2018). Среды для анаэробных бактерий готовили,
используя анаэробную технику Хангейта. Посевы
инкубировали в стационарных условиях при тем-
пературе 20–22°С в течение 14–21 сут. Посевы
микроскопировали, используя световой микро-
скоп Olympus c фазово-контрастным устрой-
ством, при увеличении 100 × 10.

Аналитические методы. Водород, азот, метан и
углекислоту определяли газохроматографиче-
ским методом, сульфид – колориметрическим
методом с N,N-диметил-р-фенилендиамином, ле-
тучие кислоты, низшие спирты и кетоны анализи-
ровали на газовом хроматографе “Shimadzu GC
2010 Plus” (Япония) с колонкой ZebronZB-FFAP
как описано ранее (Биджиева и соавт., 2018).

Выделение ДНК, амплификация и секвенирование
гена 16S рРНК микроорганизмов пластовой воды.
Для определения состава микробного сообщества
методом анализа гена 16S рРНК использовали
пробы пластовой воды объемом 1 л каждая, фикси-
рованные 96% этиловым спиртом (1 : 1, об./об.).
Пробы фильтровали через мембранные фильтры
с диаметром пор 0.22 мкм (“MerckMillipore”,
США). Биомассу клеток смывали с фильтров ли-
зирующим раствором, содержащим 0.15 M NaCl и
0.1 M Na2EDTA (pH 8.0), и использовали для вы-
деления ДНК. Выделение тотальной ДНК прово-
дили с использованием набора PowerSoil DNA
Isolation Kit (“MoBio”, США), согласно рекомен-
дациям производителя. Полученная ДНК храни-
лась в холодильнике при –20°С. Библиотеки гена
16S рРНК для высокопроизводительного секве-
нирования на системе Illumina MiSeq были при-
готовлены по схеме, описанной в статье (Gohl et al.,
2016). Очищенный препарат ДНК использовали в
качестве матрицы для амплификации V4 участка
гена 16S рРНК путем ПЦР с использованием двух
праймеров. Прямой праймер (5'-CAAGCAGAA-
GACGGCATACGAGATGTGACTGGAGTTCAGA-
CGTGTGCTCTTCCGATCTXXXXXXXXXXXXZ-
ZZZGTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3') состоял,
соответственно, из “5' Illumina Linker Sequence”,
“Index 1”, “Heterogeneity Spacer” (Fadrosh et al.,
2014) и 515F праймерной последовательности
(Hugerth et al., 2014); обратный праймер (5'-AAT-
GATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTT-
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTXXXXXXXX-
XXXXZZZZGACTACNVGGGTMTCTAATCC-3')
включал “3' Illumina Linker Sequence”, “Index 2”,
“Heterogeneity Spacer” и Pro-mod-805R праймер-
ную последовательность (Merkel et al., 2019) соот-
ветственно. Длина прочтения составляла 200–
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250 нуклеотидов. Полученные парноконцевые
чтения были подвергнуты процедуре контроля
качества с использованием UPARSE (Edgar, 2013)
и затем сгруппированы для создания операцион-
ных таксономических единиц (ОТЕ) с уровнем
сходства 97% с использованием USEARCH (Ed-
gar, 2010). ОТЕ идентифицировали с использовани-
ем базы данных QIIME, онлайн-ресурса SILVA
(https:// www.arb-silva.de/ngs/). Анализ состава
микробных сообществ методом тепловой карты
был выполнен с использованием ClustVis (Metsa-
lu, Vilo, 2015). Статистические подсчеты осу-
ществляли с помощью Microsoft Excel. Индексы
разнообразия были рассчитаны с использовани-
ем программы EstimateS (http://purl.oclc.org/esti-
mates). Онлайн-ресурс ClustVis
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/, декабрь 2020 г.) был ис-
пользован для создания тепловых карт (heatmaps)
членов сообщества на родовом уровне.

Последовательности прокариот c уровнем
сходства ≥97%, объединенные в операционные
таксономические единицы (OTE) и идентифици-
рованные с использованием онлайн-ресурса SILVA,
были использованы для предсказания функцио-
нальных характеристик бактериальных сооб-
ществ с использованием пакета программ
iVikodak (Nagpal et al., 2019). Модуль Global Map-
per базы данных KEGG использовали для получе-
ния функциональных профилей, а Local Mapper –
для прогнозирования индивидуальных профилей

ферментов метаболизма азота, серы, бензоата и ме-
тана у бактерий исследуемых микробных сооб-
ществ. Тепловые карты функциональных профи-
лей и ферментов, предсказанных для сообществ,
были построены с использованием интернет-ре-
сурса ClustVis (http://biit.cs.ut.ee/clustvis/, ноябрь
2020 г.).

Библиотеки фрагментов гена 16S рРНК иссле-
дованных микробных сообществ из водоносных
горизонтов ПХГ депонированы в NCBI (Bioproj-
ect PRJNA724815, SRA 14189839–14189843).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физико-химические условия и численность
культивируемых микроорганизмов в пластовых во-
дах из ПХГ. Пробы пластовой воды из подземных
горизонтов Щелковского, Калужского и Каси-
мовского подземных хранилищ газа характеризо-
вались широким спектром минерализации от 1.4
до 232.8 г/л, реакцией среды от слабокислой до
щелочной (рН 5.2–9.8). В пластовой воде обнару-
жены низшие спирты, концентрация которых до-
стигала 15–19 г/л, уксусная кислота (0–93 мг/л) и
другие С3–С5 низшие летучие кислоты (≤57 мг/л)
(табл. 1).

В результате посевов пластовой воды на пита-
тельные среды были обнаружены аэробные орга-
нотрофные бактерии, численность которых была
очень низка (≤10 кл./мл) (рис. S1, дополнитель-
ные материалы). Численность бродильных бакте-
рий в единичных пробах составляла 102 кл./мл,
среди них доля бактерий, образующих молеку-
лярный водород в составе продуктов брожения,
была на порядок ниже. Численность денитрифи-
цирующих бактерий, восстанавливающих нитрат
до стадии нитрита и далее до молекулярного азо-
та, также ограничивалась 102 кл./мл. Культивиру-
емые сульфатредуцирующие бактерии и метано-
гены были обнаружены лишь в единичных пробах
пластовой воды из Калужского ПХГ. Получены
накопительные культуры сульфидогенных и ме-
таногенных прокариот в среде с молекулярным
водородом (из скв. 106, 81, 61, 161, 121).

Филогенетическое разнообразие подземного
микробного сообщества. ДНК микроорганизмов
из пяти проб пластовой воды была использована
для секвенирования V4 региона гена 16S рРНК. В
результате было получено 5 библиотек, включаю-
щих суммарно 36676 фрагментов гена (ридов)
(табл. S2, дополнительные материалы). В трех из
пяти библиотек количество ОТЕ было в интерва-
ле от 1114 до 2068. Несмотря на похожие физико-
химические условия, исследованные пробы пла-
стовой воды отличались между собой по составу
микроорганизмов, о чем свидетельствуют резуль-
таты сравнения бета-разнообразия (рис. 1).

Рис. 1. Сравнение состава микробных сообществ пла-
стовой воды из месторождения ПХГ методом анализа
главных компонент (PCA), основанным на относи-
тельном обилии операционных таксономических
единиц, включающих гены 16S рРНК (≥97% сход-
ства) прокариот. Обозначения библиотек на рис. 1 и
далее по тексту соответствуют номерам скважин, из
которых получали пластовую воду, Щелковское ПХГ
обозначено Shchel, Калужское ПХГ – Kal, Касимов-
ское – Kas.
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Количественное распределение полученных
фрагментов гена 16S рРНК представителей доме-
нов Bacteria и Archaea в библиотеках на уровне
высших таксонов – филумов приведено на рис. 2.
В составе микробных сообществ пластовой воды
были обнаружены представители 28 филумов, од-
нако только 8 высших таксонов включали более
1% последовательностей в составе хотя бы одной
из библиотек, в том числе Firmicutes (2.4–53.6%),
Bacteroidetes (1.0–39.7%), Proteobacteria (4.9–
94.5%), Actinobacteria (0.1–1.7%), Desulfobacteria
(0.1–1.6%), Verrucomicrobia (0–3.4%) и Planctomy-
cetes (0–1.3%). Доля архейных последовательно-
стей была низка и составляла 1.5% в библиотеке
из пластовой воды скважины 121 Калужского
ПХГ (рис. S2, дополнительные материалы). В ис-
следованных сообществах выявлены археи цикла
азота – Candidatus Nitrosopumilus, метаногены ро-
дов Methanosphaera, Methanolobus и Methanobrevi-
bacter, а также некультивируемые археи Woesear-
chaeales и Thermoplasmatota.

Перечень 25 родов, наиболее представленных
в микробных сообществах хотя бы одного из об-

разцов из ПХГ, приведен на рис. 3. В пластовой воде
из Щелковского и Касимовского ПХГ преобладали
метилотрофные бактерии родов Methylococcus и
Methylobacterium–Methylorubrum, использующие ме-
тан и/или метанол и метилированные амины в
аэробных условиях в присутствии молекулярного
кислорода. Кроме того, в исследованных сообще-
ствах присутствовали анаэробные бактерии рода
Bacteroides, способные сбраживать сахаросодержа-
щие субстраты. Эти бактерии встречаются в мета-
ногенных реакторах, перерабатывающих расти-
тельные остатки, в озерных и речных осадках, за-
грязненных хлорсодержащими органическими
отходами, муниципальных сточных водах (Ho et al.,
2020; Hou et al., 2020; Zerva et al., 2021). В пробе из
Калужского ПХГ (Kal-121) преобладали бактерии
рода Marinobacter, растущие при повышенной соле-
ности среды на широком ряде органических суб-
стратов. В составе малочисленного архейного сооб-
щества в этой пробе были обнаружены метаногены
родов Methanosphaera, Methanolobus и Methanobre-
vibacter. Метаногены рода Methanosphaera обли-
гатно нуждаются для роста в метаноле, который
они восстанавливают молекулярным водородом

Таблица 1. Физико-химическая характеристика проб воды, отобранных на Щелковском, Касимовском и Калуж-
ском ПХГ в 2020 г.

* Минерализация в пересчете на количество NaCl, г/л.
** Ряжский горизонт.

№ скважины
Глубина 

отбора проб, 
м

Минерализа
ция, г/л/ 

NaCl*, г/л
рН

Содержание, мг/л

метанол
Ʃ(С2–С4 
спирты)

ацетат
Ʃ(С3–С5 

ЛЖК)

Щелковское ПХГ, щигровский горизонт
67 900 124.04* 7.2 474.6 11.7 22.9 11.7

105 950 136.57* 6.4 41.2 15.9 55.1 20.5
161 980 142.95* 6.6 0 0 93.1 32.2
170 925 138.17* 8.7 5.5 5.6 39.0 17.5
162** 1154 232.81* 5.3 491.3 21.8 35.5 6.9

Касимовское ПХГ, нижнещигровский горизонт
5 820 147.3 7.0 0.7 13.0 91.1 40.5

Калужское ПХГ, гдовский горизонт
27 890 1.478 9.6 3.8 0 19.4 25.1
32 895 5.667 6.6 92.9 5.0 38.0 29.1
36 904 6.824 9.8 128.0 6.4 63.6 9.4
43 890 16.677 6.9 611.3 6.6 32.8 14.1
48 885 6.376 9.5 6.3 0 19.5 24.7
61 904 33.222 7.3 450.2 7.9 18.6 17.0
65 376 198.366 7.2 206.6 4.1 9.3 8.7
70 940 17.371 8.5 15078.1 60.1 15.4 6.1
81 910 6.66 5.2 95.1 10.8 28.7 8.4

106 491 23.344 8.2 19211.0 80.3 22.8 8.4
121 40 44.131 8.5 10.0 2.9 11.8 6.0



594

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

НАЗИНА и др.

(Miller, Wolin, 1985). Метаногены рода Methanolo-
bus растут на метаноле и часто встречаются в подзем-
ных экосистемах, включая месторождения газа и
угольные пласты (Moser et al., 2005; Mochimaru et al.,
2009; Doerfert et al., 2009). Метаногены рода Me-
thanobrevibacter используют для роста водород-уг-
лекислотную смесь. Обнаружение бактерий кишеч-
ной группы рода Faecalibacterium в пробах пластовой
воды из Щелковского ПХГ может быть обуслов-
лено захоронением промстоков в щигровский го-
ризонт.

Потенциальные функциональные характеристи-
ки микробных сообществ пластовой воды из ПХГ.
Функциональные характеристики исследуемых
микробных сообществ пластовой воды из ПХГ
были предсказаны с помощью модуля “Global
Mapper” программы iVikodak на основании ис-
пользования базы данных KEGG (Nagpal et al.,
2019). Бактерии, входящие в эти сообщества, об-
ладали потенциальной способностью осуществ-
лять основные пути метаболизма углеводов и
энергетического метаболизма, а также деграда-
цию ксенобиотиков, бензоата, полициклических
ароматических углеводородов (ПАУ), аминобен-

зоата, толуола и хлорсодержащих органических
соединений (рис. 4).

У бактерий, входящих в исследуемые сообще-
ства, было предсказано наличие ферментов мета-
болизма метана (рис. S3а, S4), включающего фер-
менты двух путей метаногенеза. Ферменты перво-
го пути, метанол кобаламин метилтрансфераза
(EC: 2.1.1.90) и метил-коэнзим М редуктазa (EC:
2.8.4.1), катаболизирующие превращение метано-
ла до метил-КоМ и метана соответственно, были
наиболее представлены у метилотрофных метано-
генных архей родов Methanosphaera и Methanolobus
(сообщество Kal-121). Ферменты второго пути
метаногенеза, включающие метилтрансферазы
(EC: 2.1.1.249; 2.1.1.250; 2.1.1.248), катаболизирую-
щие превращение ди-, три- и метиламинов до ме-
тана через метил-КоМ, вероятно, принадлежат
некультивируемым Woesearchaeales (Shchel_67).
Эта группа некультивируемых архей встречается
также в морских осадках с газогидратами метана
(Carrier et al., 2020). Кроме того, предсказаны
ферменты аэробного окисления метана и С1-со-
единений и его окисленных или замещенных
производных, не имеющих С–С связи (около

Рис. 2. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Bacteria, представленных на уровне фи-
лумов/классов в библиотеках из пластовой воды. Перечислены таксоны, составляющие >1% в каждой библиотеке.
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50 соединений). В этих процессах метан окисля-
ется до метанола с помощью ключевых ферментов
метанотрофии – метанмоноокигеназы (EC:
1.14.13.25) и метан/аммоний монооксигеназы (EC:
1.14.18.3), а затем с помощью метанолдегидроге-

назы (EC: 1.1.2.7) окисляется до формальдегида. В
пластовой воде Касимовского ПХГ (Kas-5) и Щел-
ковского ПХГ присутствовали метилотрофные бак-
терии родов Methylococcus и Methylobacterium–
Methylorubrum, обладающие ферментами деграда-

Рис. 3. Тепловая карта (heatmap) распределения 25 доминантных родов в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК про-
кариотных сообществ пластовой воды из ПХГ. Двойная иерархическая дендрограмма показывает распределение мик-
роорганизмов в этих пробах. Относительные величины содержания отдельных родов от синего до красного цвета обо-
значают переход от менее представленного к более представленному роду в библиотеке. Цифры на диаграмме обозна-
чают процент от общего количества последовательностей в библиотеке из каждой исследованной пробы жидкости.
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ции триметиламина, диметиламина и метилами-
на до формальдегида (рис. S5, дополнительные
материалы).

Во всех исследованных сообществах присут-
ствовали бактерии, обладающие двумя ключевыми
ферментами пути аэробной деградации бензоата
(“Benzoate degradation I”), бензоат-1,2-диоксиге-
назой (EC: 1.14.12.10) и дигидрооксициклогекса-
диен дегидрогеназой (EC: 1.3.1.25), катаболизирую-
щими образование катехола из бензоата (рис. S3г,
S6, дополнительные материалы). Предсказано так-
же наличие бактерий, имеющих ферменты ката-
болизма катехола, как до сукцинил-КоА, так и до
пирувата/ацетил-КоА. Кроме того, у бактерий
присутствовал фермент бензоат-КoA-лигаза (EC:
6.2.1.25), катализирующий превращение бензоата
в бензоил-КоА – интермедиат биодеградации
многих ароматических соединений, и большин-
ство ферментов другого пути деградации бензоата
(“Benzoate degradation II”), преимущественно ис-

пользуемого анаэробными бактериями. Представ-
ленность ферментов этого пути была наиболее вы-
сокой у бактерий сообщества Kal-121, в котором за
деградацию бензоата отвечали бактерии рода Ma-
rinobacter (рис. S7, дополнительные материалы).
Ряд видов этого рода являются деструкторами
алифатических и полициклических ароматических
углеводородов, а также ациклических изопреноид-
ных соединений (Duran, 2010). В сообществе Kas-5
потенциальными деструкторами бензоата были
бактерии рода Cupriavidus, известные способностью
к деградации многих алифатических соединений
(Pérez-Pantoja et al., 2008), а также бактерии рода
Brevibacillus.

В исследуемых микробных сообществах при-
сутствовали бактерии, имеющие ферменты мета-
болизма серы, включающие сульфат аденилил-
трансферазу (EC: 2.7.7.4), катализирующую вос-
становление сульфата до аденилилсульфата в
процессах сульфатредукции, а также ферментов,

Рис. 4. Тепловая карта, показывающая сравнение функциональных профилей бактериальных сообществ пластовой
воды (в относительных процентах) в программе iVikodak. Анализируемые ниже метаболические пути отмечены
рамкой.
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участвующих в дальнейшем восстановлении аде-
нилилсульфата до сульфита в ассимиляционной и
диссимиляционной сульфатредукции (рис. S3в, S8,
дополнительные материалы). Аденозилсульфатки-
наза (EC: 2.7.1.25) и фосфоаденозин фосфосульфат-
редуктаза (EC: 1.8.4.8), восстанавливающие суль-
фит до сульфида в ассимиляционном процессе,
были наиболее представлены у бактерий рода
Marinobacter, доминирующих в сообществе Kal-
121 (рис. S9, дополнительные материалы). За дис-
симиляционное восстановление сульфата в пласто-
вых водах, вероятно, отвечала немногочисленная
популяция сульфатредуцирующих бактерий родов
Desulfotignum, Desulfovibrio, Desufomicrobium и De-
sulfobulbus, содержащих аденилилсульфатредуктазу
(EC: 1.8.99.2).

На рис. S10–S15 (дополнительные материалы)
приведены ключевые микроорганизмы, участву-
ющие в метаболизме азота, бисфенола и ПАУ в
пробах пластовой воды. Несмотря на отсутствие
нитрата в пластовых водах ПХГ, была предсказа-
на потенциальная способность бактериальных
сообществ к осуществлению превращений азота
(рис. S3б, S10). Во всех сообществах присутство-
вали бактерии, обладающие ферментом нитра-
тредуктазой (EC: 1.7.5.1), который катализирует
восстановление нитрата до нитрита в процессах
денитрификации и диссимиляционной нитратре-
дукции. Нитратредуктаза и остальные ферменты
обоих процессов, катализирующие восстановле-
ние нитрита до молекулярного азота и аммония,
были наиболее представлены у бактерий сообще-
ства Kal-121. Выявлены бактерии, содержащие
ферредоксин-нитратредуктазу (EC: 1.7.7.2), ката-
лизирующую восстановление нитрата до нитрита
в процессе ассимиляционной нитратредукции, а
также бактерии, обладающие ферредоксин-нит-
ритредуктазой (EC: 1.7.7.1), восстанавливающей
нитрит до аммония. Ферменты этого пути были
наиболее характерны для бактерий сообществ
Kas-5, Shchel-67, Shchel-105 и Shchel-170. В сооб-
ществе Kal-121 в преобразованиях азота участво-
вали в основном бактерии рода Marinobacter (рис.
S11), среди которых известны виды, осуществля-
ющие диссимиляционную нитратредукцию (Cor-
reia et al., 2008). В сообществе Kas-5 таким компо-
нентом были бактерии рода Methylococcus, для
которых известно участие в процессах нитрифи-
кации, ключевой фермент которой метан/аммо-
ний монооксигеназа (ЕС: 1.14.99.39) был наибо-
лее представлен у бактерий сообщества (рис. S3а).
По-видимому, денитрификацию в этом сообще-
стве способны осуществлять минорные компо-
ненты. В пластовой воде из Щелковского ПХГ
основной вклад в преобразования азота вносили
бактерии родов Methylococcus и Marinobacter.

Таким образом, в результате биоинформати-
ческого анализа полученных библиотек генов 16S
рРНК предсказана возможная функциональная

активность бактерий родов Methylococcus, Methy-
lobacterium и Bacteroides в пробах пластовой воды
Щелковского и Касимовского ПХГ и бактерий
рода Marinobacter в пластовой воде Калужского
ПХГ.

Уксусная кислота, другие летучие кислоты и
метанол, обнаруженные в пластовых водах ПХГ,
и газы (CH4, CO2, H2), вероятно, служат субстра-
тами для факультативно-аэробных и анаэробных
микроорганизмов в подземных горизонтах.

Несмотря на присутствие молекулярного во-
дорода в газовой фазе только Щелковского ПХГ
(табл. S1), в составе сообществ выявлены метано-
генные археи и бактерии, потенциально способные
участвовать в потреблении молекулярного водо-
рода, в том числе, родов Bacteroides, Desulfotignum,
Desulfomicrobium, Faecalibacterium, Roseburia, Mari-
nobacter, Subdoligranulum и семейств Lachnospira-
ceae, Thioglobaceae и Oscillospiraceae. Сообщалось
об использовании H2 в качестве источника энер-
гии также штаммом Methylocystis sp. SC2 (Hakobyan
et al., 2020). Продуцировать H2 может широкий
ряд анаэробных микроорганизмов в процессе бро-
жения органических субстратов. Показано образо-
вание H2 при дефиците кислорода аэробными мети-
лотрофными бактериями Methylomicrobium alcaliphi-
lum 20Z (Kalyuzhnaya et al., 2013), Methylocystis sp.
(Jung et al., 2020) и Methylomonas sp. DH-1 (Jo et al.,
2020).

Молекулярными методами в пробах пласто-
вых вод обнаружены факультативно-анаэробные
и строго анаэробные микроорганизмы, способные
использовать метанол. В анаэробных условиях ис-
пользовать метанол могут метаногенные археи ро-
дов Methanosphaera и Methanolobus, обнаруженные в
пластовой воде из скв. 121 Калужского ПХГ. Суль-
фатредуцирующие бактерии, утилизирующие ме-
танол, были родственны Desulfovibrio. В группе
аэробных бактерий использовать метанол способ-
ны метилотрофные бактерии родов Methylococcus
и Methylobacterium.

Cероводород, поступающий из ПХГ в период
отбора газа, может быть внесен при закачке газа
из магистрального газопровода или образовы-
ваться в пласте бактериями (Dopffel et al., 2021).
Поступление метанола и/или молекулярного водо-
рода в подземные горизонты, содержащие сульфат
в пластовой воде или вмещающих породах, может
способствовать росту сульфатредуцирующих бак-
терий.

В пластовой воде подземных хранилищ газа
нами обнаружено малочисленное, но разнооб-
разное микробное сообщество. Особенностью
экосистемы ПХГ является отсутствие кислород-
содержащих флюидов. Трансформация доступно-
го микроорганизмам органического вещества про-
исходит в условиях строгого анаэробиоза. При на-
личии сульфата и бикарбоната в пластовой воде
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поступление водорода в ПХГ может приводить к
активации процессов восстановления сульфата,
образования метана и ацетата подземным мик-
робным сообществом, сопровождающихся сни-
жением качества газа, изменением минералогии и
проницаемости пород, коррозией стального обо-
рудования. В этой связи необходимы дальнейшие
исследования ключевых субстратов и путей их
метаболизма и функциональной активности мик-
робных сообществ водоносных горизонтов, ис-
пользуемых для подземного хранения газа.
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Микробиологические исследования водоносных
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Abstract—Underground natural gas storage facilities (UGS) have been recently proposed as sites to store
“green” gas containing biogas, synthetic methane, and molecular hydrogen. The composition of the UGS
microbial communities and the effect of H2 on these communities are poorly understood. This work deals
with determination of microbial diversity in the samples of reservoir water from the underground horizons of
the Shchelkovo, Kasimov, and Kaluga UGS. Groundwater is an anaerobic habitat containing acetic and oth-
er lower fatty acids, methanol, and dissolved gases that may serve as substrates for microorganisms. Low
abundance of cultivated aerobic organotrophic bacteria and anaerobic fermenting, sulfate-reducing, and
methanogenic microorganisms in the studied samples was shown. High-throughput sequencing of the V4 re-
gion of the 16S rRNA gene revealed the presence of Firmicutes (2.4–53.6%), Bacteroidetes (1.0–39.7%), Al-
phaproteobacteria (0.9–9.6%), Actinobacteria (0.1–1.7%), Desulfobacteria (0.1–1.6%), Verrucomicrobia (0–
3.4%), and Planctomycetes (0–1.3%) in the studied microbial communities. The share of archaeal sequences
in the libraries did not exceed 1.5%. In the water sample from the Kaluga UGS, members of the genus Mar-
inobacter predominated; methanogens of the genera Methanosphaera, Methanolobus, and Methanobrevibacter
were found among the minor components. Methylotrophic bacteria of the genera Methylococcus and Methy-
lobacterium–Methylorubrum and anaerobic fermenting bacteria of the genus Bacteroides predominated in the
reservoir water from the Shchelkovo and Kasimov UGSs. Using the iVikodak program, the potential ability
of microbial communities to use methane, methanol, benzoate, and polycyclic aromatic hydrocarbons, as
well as to participate in the transformations of sulfur and nitrogen compounds, was shown. In the under-
ground communities, bacteria and archaea were found, potentially capable of using H2 in their energy me-
tabolism, including the processes of sulfate reduction, methanogenesis and acetogenesis. These results indi-
cate that microbiological and geochemical monitoring is required during the operation of UGS, especially
during the injection of hydrogen.

Keywords: underground gas storage, bacteria, high-throughput sequencing, 16S rRNA gene, functional di-
versity, iVikodak, hydrogen
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Одним из потенциально значимых и неучтенных источников метана в природе являются недавно
открытые поля сипов, широко распространенные в средней тайге Западной Сибири. Локализованные
исключительно в поймах небольших рек и ручьев, сипы обнаруживают значительную гетероген-
ность по форме и размерам, локализации в пространстве, а удельный поток метана из них может до-
стигать высоких значений, делая эти природные формирования значимым региональным источником.
Информация о составе микроорганизмов, приуроченных к сипам, остается фрагментарной и затра-
гивает лишь метанотрофные бактерии. В настоящей работе впервые проведена оценка общего раз-
нообразия бактериального сообщества в осадках мелководных сипов, расположенных в пойме
реки Большая Речка, с помощью высокопроизводительного секвенирования генов 16S рРНК. Мо-
лекулярный анализ состава сообщества показал доминирование представителей Gammaproteobacte-
ria и Actinobacteria (соответственно, 28.5–33.8 и 11–13.2% полученных фрагментов гена 16S рРНК).
Значительная доля последовательностей была представлена филами Chloroflexi, Desulfobacterota и
Bacteroidota. Представители Acidobacteriota и Verrucomicrobiota выявлены в количестве 1.5–2.7 и 1–
1.9% соответственно. В метанотрофном сообществе преобладали бактерии рода Methylobacter. Наи-
более многочисленная (8% от всех полученных фрагментов гена 16S рРНК) операционная едини-
ца видового уровня была представлена Methylobacter tundripaludum. Последовательности метано-
трофных Alphaproteobacteria в сипах выявлены не были. Полученные результаты указывают на суще-
ствование в осадках мелководных сипов смешанного микробного сообщества, ведущая роль в
котором принадлежит метанотрофам Gammaproteobacteria.

Ключевые слова: субарктические пресноводные экосистемы, метановые сипы, микробное разнооб-
разие, высокопроизводительное секвенирование фрагментов гена 16S рРНК, психрофильные мета-
нотрофные бактерии, Methylobacter tundripaludum
DOI: 10.31857/S0026365621050049

Метан (СН4) – ключевой парниковый газ для
атмосферы Земли. Общее радиационное воздей-
ствие (форсинг) метана составляет треть от фор-
синга всех долгоживущих парниковых газов, что
делает его третьим по важности парниковым га-
зом после воды и углекислого газа (Ciais et al.,
2013). Поскольку концентрация метана в воздухе,
измеренная за индустриальный период развития
человечества, имеет тенденцию к увеличению (с
~0.8 ppm до современных ~1.8 ppm), а общий дис-
баланс между источниками и стоками метана за
последние десятилетия оценивается в ±25 Тг СН4
в год (Bousquet et al., 2006; Ciais et al., 2013), то
каждый значимый, даже на региональном мас-

штабе, источник привлекает внимание исследо-
вателей (Fletcher, Schaefer, 2019). К таким потен-
циально новым и неучтенным источникам отно-
сятся сипы – локализованные выходы метана,
обнаруженные в начале 2000-х годов в поймах рек
и ручьев средней тайги Западной Сибири. Не-
смотря на прошедшие десятилетия, эти природные
объекты все еще остаются крайне слабо изучен-
ными. Предварительные расчеты показали, что
удельный поток метана из сипов может достигать
достаточно высоких значений (Белова и соавт.,
2013; Oshkin et al., 2014; Sabrekov et al., 2020), а его
происхождение до сих пор не установлено. Имею-
щиеся данные позволяют с высокой степенью ве-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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роятности утверждать, что метан, выделяющийся
через сипы, генерируется в верховых болотах, по-
чти полностью покрывающих водоразделы в ре-
гионе исследований (Terentieva et al., 2016), и
транспортируется горизонтально в поймы рек с
помощью грунтовых вод (Sabrekov et al., 2020).
Сипы, найденные в средней тайге Западной Сиби-
ри, сосредоточены исключительно в поймах рек;
они отсутствуют на покрытых болотами водораз-
делах, облесенных склонах и в озерах, и представ-
ляют собой плоские не покрытые растительностью
участки насыщенного водой грунта с многочис-
ленными отверстиями, воронками, кратерами, из
которых выходят на поверхность грунтовые воды.
Размер сипов колеблется от одиночных “луж”
площадью несколько квадратных метров до вытя-
нутых вдоль русла цепей полей сипов площадью
до 10000 м2 каждое. При этом газ и вода, выделя-
ющиеся из сипов, не содержат кислород (Sabrekov
et al., 2020).

Несмотря на уникальность экосистемы, данные
о составе сообществ микроорганизмов, обитающих
в местах локальных выходов метана в сипах, оста-
ются фрагментарными. Известно лишь несколько
работ, посвященных оценке разнообразия метано-
трофного сообщества (Белова и соавт., 2013; Oshkin
et al., 2014). В данных работах исследовали круп-
ные одиночные сипы-воронки, представляющие
собой выпуклые участки насыщенного водой
грунта, формирующие ярко выраженные кратер-
ные структуры, высотой 10–20 см. Было показано
доминирование в данных сипах метанотрофов
Gammaproteobacteria, среди которых значительную
долю занимали психрофильные представители
рода Methylobacter. Работ же по общему микроб-
ному разнообразию сообществ, населяющих си-
пы-воронки, до настоящего времени сделано не
было.

В настоящей работе впервые исследованы
мелководные сипы, представляющие собой слегка
вогнутые участки грунта, для которых глубина за-
топления не превышает нескольких сантиметров.
Мелководные сипы формируют обширные поля
по всей исследуемой территории и представляют
собой стабильные природные объекты, вслед-
ствие чего были выбраны нами для оценки обще-
го микробного разнообразия.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследований. Исследования и отбор

проб проводили в сентябре 2019 г. в пойме реки
Большая Речка (60.945° с.ш., 68.341° в.д.) (рис. 1)
в зоне средней тайги Западной Сибири со средне-
годовой температурой воздуха –0.5°С и среднего-
довым количеством осадков 550 мм. Климат ре-
гиона – континентальный субарктический с жар-
ким летом (среднемесячная температура воздуха в
июле 17°С) и очень холодной зимой (среднеме-

сячная температура воздуха в январе –20°С) (me-
teoinfo.ru). На данном участке представлено ти-
пичное поле мелководных сипов, расположенное
в 30 м от русла реки. В качестве объектов исследо-
вания было выбрано три мелководных сипа на
расстоянии около 10 м друг от друга. Окружаю-
щая пойменная растительность представлена мо-
нодоминантными сообществами осоки водяной
(Carex aquatilis Wahlenb.) на пониженных и затоп-
ленных участках и канареечника (Phalaris arundi-
nacea L.) на повышенных участках. На склонах
террас и водоразделов произрастают березово-
осиновые леса, сменяющиеся на террасах зональ-
ными таежными сообществами.

Измерение концентрации растворенного метана
в воде, выделяющейся из сипов. Концентрацию
растворенного в воде метана оценивали с помо-
щью метода равновесия (Hope et al., 1995). Пробы
воды в трех повторностях для каждого сипа объе-
мом 5 мл отбирали в пластиковый шприц, после че-
го в этот же шприц добавляли 15 мл атмосферного
воздуха и закрывали носик резиновой пробкой. По-
лученную смесь энергично встряхивали в течение
трех минут, воду сливали, а оставшуюся пробу газа
транспортировали в лабораторию. Концентра-
цию метана в пробе газа измеряли с помощью ин-
фракрасного газоанализатора Gas Scouter G4302
(“Picarro”, США) в течение 72 ч после отбора.

Отбор образцов для анализа. Отбор проб грунта
осуществляли с поверхности насыщенного водой
ила по краю воронки по одной пробе для каждого
сипа. Пробы грунта отбирали в пластиковые со-
суды Falcon объемом 15 мл, герметично закрыва-
ли крышкой и фиксировали пленкой Parafilm
(“Pechiney Plastic Packaging”, США). До анализа
грунт хранили при температуре –20°С.

Пробы воды для химического анализа отбира-
ли в трех повторностях для каждого сипа с помо-
щью пластиковых шприцев (50 мл) максимально
близко к отверстию воронки, из которой текла
вода. Отобранные пробы воды фильтровали в ла-
боратории через одноразовые фильтры-насадки
из ацетилцеллюлозы (диаметр фильтра 28 мм,
диаметр пор 0.2 мкм, “Corning”, США) и хранили
при 4°С. Химический анализ проб воды проводи-
ли с помощью системы капиллярного электрофо-
реза Капель-205 (“Люмэкс”, Россия).

Величины pH и удельной электропроводности
поступающей из сипов воды измеряли в трех по-
вторностях для каждого сипа в полевых условиях
с помощью портативного прибора HANNA HI
98130 (“Hanna Instruments”, США). Температуру
воды оценивали с помощью термодатчика Ther-
mochron Ibutton (“Maxim Integrated”, США).

Оценка микробного разнообразия сообщества мел-
ководных сипов с помощью высокопроизводительного
секвенирования гена 16S рРНК. Для выделения то-
тальной ДНК из исследуемого осадка использовали
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навеску ила весом 0.5 г. ДНК выделяли с использо-
ванием набора FastDNA SPIN kit for soil (“MP Bio-
medicals”, США) в соответствии с рекомендациями
фирмы-изготовителя. Полученные образцы ДНК
хранили до анализа при –20°С. Состав сообщества
прокариот определяли на основании анализа после-
довательностей вариабельного региона V3–V4 гена
16S рРНК. Для получения ампликонов использова-
ли прямой праймер (5'-CAAGCAGAAGACGGCAT-
ACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC-
TCTTCCGATCTXXXXXXZZZZGTGBCAGCMC-
CGCGGTAA-3'), состоящий, соответственно, из
“5' Illumina Linker Sequence”, “Index 1”, “Heteroge-
neity Spacer” (Fadrosh et al., 2014) и 515F праймерной
последовательности (Hugerth et al., 2017) и обратный
праймер (5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATC-
TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT-
CTXXXXXXZZZZGACTACNVGGGTMTCTAATC-

C-3'), состоящий из “3' Illumina Linker Sequence”,
“Index 2”, “Heterogeneity Spacer” и Pro-mod-805R
праймерной последовательности соответственно
(Меркель и соавт., 2019). Для каждого образца ДНК
было приготовлено две библиотеки, секвенирован-
ные параллельно с использованием набора реаген-
тов MiSeq Reagent Micro Kit v2 (300-cycles) MS-103-
1002 (“Illumina”, США) на секвенаторе MiSeq (“Illu-
mina”, США) в соответствии с рекомендациями
производителя.

Статистическая обработка полученных данных.
Полученные фрагменты последовательностей гена
16S рРНК анализировали с использованием про-
граммного обеспечения пакета QIIME 2 v.2018.11
(https://qiime2.org) (Bolyen et al., 2019). Отбор
нуклеотидных последовательностей, контроль их
качества, удаление химерных последовательно-
стей проводили с помощью плагина DADA2

Рис. 1. (a) Локализация исследуемого участка на карте. Черная рамка указывает расположение места отбора образцов;
(б) общий вид р. Большая Речка, ХМАО. На первом плане видно поле сипов; (в) общий вид сипов мелководного типа.
Черные стрелки указывают места выхода метана на поверхность.

(б) (в)
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(Callahan et al., 2016). Последовательности класте-
ризовали в операционные таксономические еди-
ницы (ОТЕ) на видовом уровне идентичности
(97% сходства) с помощью плагина VSEARCH
(Rognes et al., 2016) и базы данных Silva v. 138
(Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014). Таксономи-
ческую идентификацию ОТЕ проводили по базе
Silva v. 138 методом BLASTN. Оценку биоразно-
образия осуществляли путем расчета индексов на
базе программы QIIME 2. С помощью данной
программы строили также тепловую карту вариа-
бельности метанотрофов в мелководных сипах.
Построение филогенетического дерева проводили
с использованием программного пакета MEGA X
(версия 10.2.2) (Kumar et al., 2018).

Полученные в результате секвенирования по-
следовательности гена 16S рРНК депонированы в
GenBank под номером PRJNA731098.

Оценку численности метанотрофов на основе ко-
пийности гена pmoA выполняли на термоциклере
StepOnePlusTM Real-Time PCR System (“Thermo
Fisher Scientific”, США) с использованием набора
qPCRmix-HS SYBR Kit (“Евроген”, Россия) по
методике, описанной в работе Kubista et al. (2006).
Последовательности гена pmoA были получены с
использованием праймерной системы A189f
(GGNGACTGGGACTTCTGG)–A650r (ACGTC-
CTTACCGAAGGT) (Holmes et al., 1995; Bourne
et al., 2001) в соответствии со следующей програм-
мой: 94°C – 20 с, 62°C – 20 с, 72°C – 15 с в реакци-
онной смеси общим объемом 50 мкл, содержащей
праймеры в концентрации 0.5 мкM. В качестве
стандартов применяли растворы клонированных
фрагментов гена pmoA чистой культуры Methylo-
coccus capsulatus. Анализ проводили в трех повтор-
ностях для каждого образца. Коэффициент кор-
реляции для стандартной кривой составлял 0.998.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Общая характеристика исследуемых метановых
сипов и измерения концентрации метана. Полевые
исследования в поймах реки Большая Речка, а

также близлежащих ручьях и старицах, выявили
присутствие большого количества активных мел-
ководных сипов (рис. 1а, 1б). Аналогичные поля
сипов обнаружены также при исследовании ручьев
близ деревни Шапша (61.087° с.ш., 69.481° в.д.), в
районе одной из проток реки Оби, и старицах
реки Большой Салым, близ деревни Лемпино
(60.968° с.ш., 71.234° в.д.). В целом, наличие мел-
ководных сипов в той или иной степени характерно
для всей 100 км территории вокруг г. Ханты-Ман-
сийск.

В табл. 1 суммированы результаты измерений
физико-химических характеристик воды, выте-
кающей из исследованных сипов в пойме реки
Большая речка. Проведенный анализ показал,
что в данных сипах вода слабоминерализованная
(≤500 мг/л), с около-нейтральным значением рН.
Среди ионов присутствует карбонат, кальций, в
меньшей степени сульфат и железо. Концентра-
ция метана в исследованных сипах была сходной
(около 8 мг/л), а процесс выделения его был до-
статочно стабилен и слабо различался от сипа к
сипу. Концентрация растворенного в воде кисло-
рода была ниже предела обнаружения использо-
ванного прибора (0.1 мг/л). Таким образом, ввиду
избытка метана и недостатка кислорода, доступ-
ность последнего может иметь влияние на интен-
сивность окисления метана и разнообразие бак-
териального сообщества в исследованных мелко-
водных сипах.

Общее разнообразие микробного сообщества,
населяющего зоны микросипрования в мелковод-
ных сипах. В результате проведенного анализа
было получено 44103 нуклеотидных последова-
тельности размером, в среднем, 250 п.о. После
процедуры контроля качества, выбраковки хи-
мер, удаления небактериальных и неархейных
фрагментов, а также последовательностей разме-
ром менее 250 п.о., осталось 32605 ридов, из кото-
рых, в дальнейшем, было сформировано 741 ОТЕ
со степенью сходства 97% (табл. 1). Индексы раз-
нообразия Chao1 и Shannon варьировали в диапа-
зонах 204–281 и 6.65–7.05 соответственно. Анализ

Таблица 1. Физико-химическая характеристика воды, вытекающей из мелководных сипов
Концентрация растворенного метана, мг/л 8.3 ± 1.1

Концентрация растворенного кислорода (мг/л) 0.0

pH 7.1 ± 0.1

Удельная электропроводность, мкСм/см 473 ± 25

Концентрация , мг/л 7.5 ± 1.2

Концентрация , мг/л 273 ± 27

Концентрация Са2+, мг/л 66 ± 15

Концентрация растворенного Fe, мг/л 4.7 ± 1.2

2
4SO −

2
3HCO −
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полученных последовательностей показал, что
компонентный состав бактериального сообще-
ства варьировал между образцами незначительно.
Лишь малая часть всех идентифицированных по-
следовательностей (от 0.19 до 0.31%) принадлежа-
ла представителям группы Archaea. Она была
представлена некультивируемыми археями Wo-
eserchaeales (Nanoarchaeota) и Methanosaeta (Halo-
bacterota). Последовательности, относящиеся к
археям группы ANME, осуществляющим про-
цесс анаэробного окисления метана, в сипах об-
наружены не были. Наиболее многочисленная
группа полученных фрагментов гена 16S рРНК
принадлежала представителям Gammaproteobacte-
ria (от 28.5 до 33.7% всех прочтений) (рис. 2). От-
носящиеся к данному филуму представители
Methylococcales и Burkholderiales представляли со-
бой одни из наиболее многочисленных ОТЕ бак-
терий в данных сообществах (табл. 2). Доминиро-
вали в сипах метанотрофы рода Methylobacter, до-
ля последовательностей которых составляла
около 11% от общего количества полученных
прочтений. Также, внутри группы Methylococcales
значительная доля последовательностей принад-
лежала группе ОТЕ, идентифицированных как
Crenothrix polyspora. Показано, что эта группа бак-
терий широко распространена в пресноводных
экосистемах, предпочитая водоемы с застойной
водой, где занимает микроаэрофильные зоны
(Oswald et al., 2017). Из бактерий-неметанотрофов
вторую по численности группу занимают метило-
трофы рода Methylotenera, относящиеся к классу
Methylophilaceae (табл. 2). Данные бактерии отно-
сятся к одной из наиболее часто встречающихся
групп в консорциумах с метанотрофами (Kalyu-
zhnaja et al., 2008). Доля нуклеотидных последова-
тельностей, принадлежащих представителям
Alphaproteobacteria, составляла от 3.2 до 6% и была
представлена целым рядом гетеротрофных орга-
низмов: Hyphomicrobium, Polymorphobacter, Rho-
dopseudomonas, Bradyrhizobium. Среди бактерий
филума Actinobacteriota, представляющего собой
вторую по численности группу в исследуемом со-

обществе (от 13.1 до 19% всех полученных после-
довательностей), значительную долю занимали
некультивируемые представители таких малоизу-
ченных групп, как OPB41 и PeM15, функции ко-
торых в бактериальном сообществе остаются не-
выясненными. Доля представителей филумов
Chloroflexi, Desulfobacterota и Bacteroidota, широко
распространенных в различных экосистемах, в
полученном пуле данных составляла 9.9–12.1,
6.3–11.1 и 4.9–10.1% соответственно (рис. 2). Сре-
ди представителей филума Myxococcota суще-
ственную долю (около 75%) составляли бактерии
рода Anaeromyxobacter – типичные обитатели раз-
нообразных почв и пресноводных осадков (San-
ford et al., 2012; Onley et al., 2017). Способность к
анаэробному росту, с использованием широкого
спектра неорганических и органических веществ,
наряду с возможностью азотфиксации, позволяет
данным бактериям доминировать в различных
экосистемах. В исследуемом микробном сообще-
стве осадков мелководных сипов доля бактерий
рода Anaeromyxobacter достигала 3.3–4.9% от об-
щего количества последовательностей 16S рРНК
(табл. 2).

Филогенетическое разнообразие групп Acidobac-
teriota и Verrucomicrobiota. Анализ разнообразия
представителей двух широко распространенных,
но крайне малоизученных филумов Acidobacteriota
и Verrucomicrobiota в исследованных сипах показал,
что доля их в общем микробном разнообразии со-
ставляла 1.5–2.7 и 1.0–1.9% соответственно. Аци-
добактерии являются одной из доминирующей
групп бактерий в почвах, составляя до 20% всей ее
микробиоты (Janssen, 2006). Они обнаружены в
разнообразных почвах (Navarret et al., 2013), зонах
ризосферы (da Rocha et al., 2013), морских место-
обитаниях, включая глубоководные осадки (Liao
et al., 2011). Однако их экологическая функция в
различных эконишах остается малоизученной
(Kielak et al., 2016). Все культивируемые к настоя-
щему моменту представители ацидобактерий яв-
ляются гетеротрофами, способными использо-

Таблица 2. Количество полученных и проанализированных фрагментов последовательностей гена 16S рРНК

Образцы Номер
Исходные 
последова-
тельности

Последова-
тельности после 

процедуры 
фильтрации

% Количество 
ОТЕ

Индексы разнообразия

Chao1 Shannon

S1
1 6672 6385 95.7 204 204 6.65

2 8578 8381 97.7 278 281 7.05

S2
1 7054 6899 97.8 265 266 6.85

2 6906 6731 97.5 236 236 6.73

S3
1 7770 7565 97.4 266 266 6.98

2 7123 6869 96.4 248 248 7.03
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вать широкий спектр органических веществ. В
полученных библиотеках фрагментов гена
16S рРНК самая многочисленная группа ацидо-
бактериальных последовательностей (от 30 до
58%) принадлежала классу Vicinamibacteria, в ко-
тором относительно недавно было описано два
культивируемых представителя (рис. 3а). (Huber
et al., 2016; Vieira et al., 2017). К одному из них, ро-
ду Luteitalea, принадлежала часть выявленных по-
следовательностей. Группа Vicinamibacteria явля-
ется одной из наиболее распространенных клас-
сов ацидобактерий, представители которой
предпочитают около нейтральные значения рН и
способны к росту в психрофильных условиях. Дру-
гими численно значимыми группами ацидобакте-
рий в исследованных сипах являлись подгруппы 7
и 10, а также филум Aminicenantia. Данные группы
до настоящего момента не имеют культивируе-
мых представителей, в связи с чем экологическая
роль их неизвестна. Оставшуюся часть (около

20%) всех полученных из осадков мелководных
сипов последовательностей гена 16S рРНК аци-
добактерий составляли представители классов
Thermoanaerobacula, Holophagae, Blastocatellia, Aci-
dobacteriia, ацидобактерии подгруппы 18. Опи-
санные представители первых двух классов явля-
ются анаэробными термофилами, неспособными
к росту ниже 25°С. Ацидобактерии Blastocatellia в
большинстве своем описаны как аэробные гете-
ротрофы, способные к активному росту в близких
к нейтральным значениям рН и психрофильных
условиях (Pascual et al., 2015).

Доля последовательностей гена 16S рРНК,
принадлежащих бактериям филума Verrucomicro-
biota, в полученной библиотеке составляла от 1 до
2% от общего количества фрагментов. Разнообразие
их в осадках мелководных сипов было относи-
тельно невысоким и состояло из представителей не-
скольких порядков: Verrucomicrobiales, Chthoniobacte-
rales, Pedosphaerales и Opitutales (рис. 3б). Более 70%

Рис. 2. Состав бактериального сообщества на основании разнообразия гена 16S рРНК в природном образце ила, ото-
бранном вблизи выхода метана в сипах мелководного типа.
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всех последовательностей гена 16S рРНК бактерий
Verrucomicrobia показывали филогенетическую бли-
зость к роду Luteolibacter, принадлежащему классу
Verrucomicrobiae. На настоящий момент этот род на-
считывает восемь охарактеризованных видов, по-
лученных из различных местообитаний (Yoon et al.,
2008; Pascual et al., 2017). Бактерии рода Luteoli-
bacter предпочитают нейтральные или слабоще-
лочные условия среды, и, по меньшей мере, для
вида Luteolibacter arcticus показан активный рост
при 4°С (Kim et al., 2015). Способность использо-
вать целый спектр органических субстратов поз-
воляет данным бактериям эффективно заселять
различные экосистемы, включая холодноводные
сипы. Вторая по численности группа последова-
тельностей Verrucomicrobiota (около 15%) была
филогенетически родственна представителям не-
культивируемого порядка Pedosphaerales. Минор-
ную часть последовательностей Verrucomicrobiota со-
ставляли представители родов Terrimicrobium, Cepha-
loticoccus и Chthoniobacter (составляя, в среднем, 7, 2 и
≤1% соответственно). Показано, что они способ-
ны использовать простые сахара, предпочитая
для роста нейтральные условия среды (Qiu et al.,
2014; Lin et al., 2016).

Разнообразие и обилие метанотрофного сообще-
ства осадков мелководных сипов. В общем пуле

данных доля последовательностей гена 16S рРНК
метанотрофов достигала 18% и насчитывала 5885
фрагментов, составляющих 12 ОТЕ. Более 80% от
всего количества прочтений были представлены
бактериями рода Methylobacter. При этом на долю
одной ОТЕ (DQ066945), принадлежащей к виду
Methylobacter tundripaludum, приходилось более 40%
всех фрагментов гена 16S рРНК (рис. 4). Этот ме-
танотроф был также доминирующим видом во
всем микробном сообществе, составляя 7.5% от
общего количества последовательностей (табл. 2).
Представленные результаты коррелируют с полу-
ченными ранее данными о составе метанотроф-
ного сообщества холодных грязевых вулканов
(Белова и соавт., 2013; Oshkin et al., 2014), где до-
минировали представители рода Methylobacter.
Methylobacter tundripaludum, наряду с метанотро-
фом Methylovulum psychrotolerans (Oshkin et al.,
2016) способен к активному росту при низких
температурах, вплоть до 4°С, что позволяет ему
эффективно заселять холодные пресноводные
экосистемы. Среди других метанотрофов Gam-
maproteobacteria значительная часть последователь-
ностей (около 7.5%) принадлежала представителям
рода Methylomonas, однако доля их в общем мета-
нотрофном сообществе была ниже по сравнению
с детектированной ранее в сипах (Oshkin et al.,
2014). Единичные последовательности гена

Рис. 3. Круговая диаграмма, отображающая разнообразие групп Acidobacteria (а) и Verrucomicrobia (б) в исследованных
образцах осадков вблизи мелководных сипов на основании разнообразия гена 16S рРНК.
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16S рРНК (0.01%) в пуле данных принадлежали
метанотрофам рода Methylomagnum. Небольшая
часть метанотрофных последовательностей, в
среднем 2.8 и 6.9%, представленная двумя ОТЕ
(AB722259 и DQ066943 соответственно), филоге-
нетически принадлежала кластеру Methylobacter.

Однако сходство данных ОТЕ c ближайшим опи-
санным видом Methylobacter tundripaludum было низ-
ким (91.5% для AB722259 и 93.1% для DQ066943),
что позволяет выделить их в отдельную ветвь,
возможно, родового уровня внутри класса Methy-

lococcaceae (рис. 5). Метанотрофных представите-
лей класса Alphaproteobacteria в исследуемом пуле
данных гена 16S рРНК обнаружено не было, в от-
личие от выявленных ранее в сходных сипах бакте-
рий рода Methylocystis (Oshkin et al., 2014). Также в
работе 2014 г. показано присутствие в сипах не-
культивируемых групп метанотрофов lake cluster-2,
LW и RPC-2В. Существование этих групп в осад-
ках мелководных сипов сложно оценить, ввиду
отсутствия знаний о соответствующих им генах
16S рРНК. В целом, полученные в настоящем ис-
следовании данные о составе метанотрофного со-
общества, населяющего осадки мелководных си-
пов, сопоставимы с опубликованными ранее дан-
ными для грязевых вулканов из схожих экосистем
(Белова и соавт., 2013; Oshkin et al., 2014). Значитель-
ная доля метанотрофного сообщества представлена
психрофильными бактериями рода Methylobacter –

типичными обитателями холодных пресноводных
экосистем. 

Для оценки обилия метанотрофных бактерий
в исследуемом сообществе был использован ме-
тод количественной ПЦР, результаты которого
оказались неоднозначными. Основанный на под-
счете количества копий гена pmoA, кодирующего
мембранную метаномонооксигеназу (ключевого
фермента окисления метана), метод показал при-
сутствие метанотрофов в исследуемом сообще-
стве в количестве около 105 кл./г сухого осадка.
Эти результаты значительно ниже полученных ра-
нее значений (107 кл./г сухого осадка) для сообще-
ства грязевого сипа, определенных путем прямого
подсчета клеток методом флуоресцентной in situ ги-
бридизации (метод FISH) со специфичными для
метанотрофов зондами M84 + M705 и M450
(Oshkin et al., 2014). Причиной низкой детекции
метанотрофных бактерий можно предположить
как высокую чувствительность данного метода к
остаточным ингибирующим веществам в экстракте
исследуемых ДНК, так и недостаточной специфич-
ностью использованных праймерных систем при
связывании с матрицей.

В целом, полученные в настоящей работе ре-
зультаты показывают широкое распространение
и разнообразие метановых сипов в поймах рек
средней тайги Западной Сибири. В осадках мел-
ководных сипов развивается разнообразное мик-

Рис. 4. Тепловая карта, отображающая общее разнообразие и количественную представленность метанотрофных бак-
терий.
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робное сообщество. Присутствие повышенного
содержания метана в совокупности с низкими
температурами приводит к доминированию пси-
хрофильных метанотрофов рода Methylobacter.
Компаньонами к ним выступают метилотрофы
рода Methylotenera, эффективно использующие их
метаболиты. Доминирующая роль в сообществе
принадлежала представителям филума Gammapro-

teobacteria. Из других групп значительное развитие
достигали представители филумов Myxococcota и
Actinobacteriota. Показано, что в осадках мелко-
водных сипов развивалось достаточно разнооб-
разное ацидобактериальное сообщество с доми-
нирующим видом рода Luteitalea класса Vicinami-

bacteria. Филум Verrucomicrobiota был представлен
несколькими порядками с преобладанием бакте-
рий рода Luteolibacter. Метанотрофное сообще-

ство сипов было представлено исключительно,
метанотрофами Gammaproteobacteria.
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Рис. 5. Филогенетическая дендрограмма, построенная методом ближайших соседей на основе сравнительного анали-
за генов 16S рРНК полученных ОТЕ метанотрофных бактерий, населяющих осадки мелководных сипов (выделены
жирным шрифтом) и других охарактеризованных метанотрофных бактерий. Показан бутстрэп (1000 построений)
>75%. В качестве внешней группы использовались последовательности метанотрофов Alphaproteobacteria. Маркер –
0.02 замещение на нуклеотидную позицию.
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Abstract—Recently discovered fields of seeps in western Siberia are an important, previously unknown source
of methane. Seeps are located in the f loodplains of small rivers and vary in shape, size and localization. Meth-
ane fluxes from seeps may be high, making them the sources of high regional importance. However, the data
on the seep bacterial community composition are scarce, concentrating mainly on methanotrophic bacteria.
In the present work, the overall bacterial diversity in the sediments of shallow-water seeps at the f loodplain
of the Bolshaya Rechka River was studied using high-throughput 16S rRNA gene sequencing. Molecular
analysis revealed that Gammaproteobacteria and Actinobacteria were the most abundant bacterial groups
(28.5–33.8 and 11–13.2% of total 16S rRNA genes, respectively). A significant part of the sequences be-
longed to Chloroflexi, Desulfobacterota, and Bacteroidota. Acidobacteriota and Verrucomicrobiota were respon-
sible for 1.5–2.7 and 1.0–1.9%, respectively. The methanotrophic community was dominated by bacteria of
the genus Methylobacter. The most numerous species-level OTU (8% of all 16S rRNA gene sequences) be-
longed to Methylobacter tundripaludum (97% identity). Methanotrophic Alphaproteobacteria were not detect-
ed in the seeps. Our results point to the presence of an mixed microbial community in the sediments of shal-
low-water seeps, with predominance of methanotrophic Gammaproteobacteria.

Keywords: subarctic freshwater habitats, methane seeps, microbial diversity, high-throughput sequencing of
the 16S rRNA gene fragments, psychrophilic methanotrophs, Methylobacter tundripaludum
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Установлено, что поверхность магниевого сплава МА8, модифицированная методом лазерной об-
работки, приобретает супергидрофильные свойства и высокую бактерицидную активность в отно-
шении взаимодействующей с ней Escherichia coli K12 C600. Основными механизмами бактерицид-
ного действия являются нарушение целостности наружной мембраны бактериальной клетки при ее
перфорировании наночастицами на текстурированной поверхности и подщелачивание дисперси-
онной среды при ее взаимодействии с металлом. Предложенный метод открывает новые перспек-
тивы защиты металлов от биокоррозии путем создания супергидрофильных покрытий с высокими
бактерицидными свойствами.

Ключевые слова: антибактериальные поверхности, лазерное модифицирование поверхности, экс-
тремальное смачивание, контактный бактериолиз
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В последние годы резко возрос интерес науч-
ного сообщества к изучению поведения магния и
его сплавов в различных средах и к разработке но-
вых материалов на основе магния для биомедици-
ны. Такому интересу способствуют биосовмести-
мость магния, возможность его использования в
качестве имплантов и других биоразлагаемых
устройств и, наконец, привлекательные механи-
ческие свойства магниевых сплавов. Дополни-
тельным, очень ценным свойством материалов на
основе магния является их антибактериальный
потенциал, поскольку инфекции относятся к од-
ним из самых неблагоприятных осложнений,
связанных с имплантацией любого устройства.
Поэтому в настоящее время значительные усилия
направляются на исследование бактерицидных
свойств материала при одновременном анализе
скорости его деградации. Ранее, на примере спла-
вов меди, нами было показано, что супергидро-
фильные поверхности, получаемые лазерным
текстурированием, обладают значительным ан-
тибактериальным потенциалом (Емельяненко и
соавт., 2019; Emelyanenko et al., 2020). Что касает-

ся магния, для борьбы с бактериальными загряз-
нениями до настоящего времени в литературе
описывалось его применение в виде суспензий
оксида магния в воде или частиц магния и магние-
вых сплавов в качестве наполнителей для поли-
мерных матриц (Li et al., 2018). Одной из основных
проблем использования бактерицидных свойств
металлов и их оксидов является плохо контроли-
руемое распределение частиц в жидкой среде и их
быстрая седиментация.

В этой работе мы опишем метод приготовле-
ния пластин магниевого сплава МА8, декориро-
ванного микро- и наночастицами оксида магния,
применение которых позволяет с высокой эф-
фективностью деконтаминировать капли бакте-
риальной суспензии Escherichia coli K12 C600. На-
блюдаемая нами кинетика деконтаминации маг-
ниевых поверхностей позволяет рассматривать
магниевые сплавы с разработанными нами покры-
тиями как перспективный материал для производ-
ства поверхностей, к которым часто прикасаются
инфицированные пациенты в учреждениях, свя-
занных с оказанием медицинской помощи. К та-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ким поверхностям можно отнести ручки дверей,
тумблеры выключателей, смывные кнопки и т.д.
Простота получения покрытий и относительно
низкая цена магниевых сплавов позволяет рассмат-
ривать разработанные покрытия, как эффективный
и экономически обоснованный метод борьбы с рас-
пространением больничных инфекций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для проведения исследований противобакте-

риальной активности магниевых сплавов был
разработан метод лазерной обработки листов и
пластин сплава МА8, приводящий к формирова-
нию на поверхности многомодальной шерохова-
тости и значительному увеличению эффективной
площади поверхности. Метод основан на растровом
сканировании поверхности материала лазерным
пучком наносекундной длительности и длиной
волны 1.064 мкм. Для обработки образцов ис-
пользовали лазерную установку “Аргент-М”
(Россия) мощностью 20 Вт с иттербиевым воло-
конным лазером, имеющим диаметр пятна кон-
такта с поверхностью 40 мкм, и блоком управления
перемещением лазерного луча RAYLASE MS10 2
(Германия). В результате предварительных экс-
периментов был выбран режим лазерной обра-
ботки поверхности с частотой импульсов 20 кГц,
длительностью импульсов 200 нс, плотностью
растрового сканирования 50 линий/мм и скоро-
стью движения лазерного пучка 200 мм/с.

Описанный режим лазерной обработки приво-
дил к формированию высокопористой супергид-
рофильной поверхности, в которую капиллярное
впитывание капли исследуемой бактериальной
суспензии происходило полностью в течение не-
скольких секунд. Для сравнения антибактериаль-
ной активности поверхностей исходного магниево-
го сплава (обозначенного в наших экспериментах
как контроль) и супергидрофильного покрытия
использовали пластины размером 10 × 10 × 1 мм.

В данной работе исследовали бактерицидную
активность магниевых пластин по отношению к
суспензии, содержащей клетки E. coli K12 C600
(В-7158; ГКПМ-Оболенск). Для приготовления
бактериальной суспензии суточную бактериаль-
ную культуру E. coli вносили в мясопептонный
бульон (МПБ; “Медгамал”) и инкубировали при
37°C в течение 18 ч. Для экспериментов использо-
вали суспензии бактериальных клеток с исход-
ным титром 5 × 107 КОЕ/мл.

Необходимое в соответствии с эксперимен-
тальным протоколом количество контрольных и
супергидрофильных пластинок помещали в сте-
рильные бюксы с предварительно созданными
влажными условиями. Увлажнение обеспечивали
размещением вдоль боковых стенок бюкса филь-

тровальной бумаги, смоченной физиологическим
раствором. Поддержание насыщения водными
парами препятствовало испарению воды из сус-
пензии и поддерживало режим “влажного” кон-
такта суспензия–подложка. Бактериальную за-
грязненность пластинки измеряли через опреде-
ленное время (15 и 30 мин, 1, 2, 4, 6, 8 и 24 ч). Для
количественной оценки бактерицидного дей-
ствия после фиксированного времени контакта пла-
стины с каплей суспензии, пластину помещали в
пробирку с 1 мл стерильного физиологического рас-
твора и встряхивали на шейкере при 250 об./мин в
течение 10 мин. Из полученной бактериальной
суспензии готовили 10-кратные разведения и по
0.1 мл из каждого разведения равномерно распре-
деляли в чашках Петри по поверхности агара
Мюллера–Хинтона (“HiMedia Laboratories Pvt.
Limited”), и после 24 ч инкубации в термостате
при 37°C определяли титр бактерий. Для каждого
временного интервала использовали отдельные
пластины, и каждый эксперимент повторяли не
менее двух раз.

Статистическую обработку данных проводили
с использованием пакета программ Microsoft Excel
2010 и Statistica 8.0. Различия считали статистиче-
ски значимыми при доверительной вероятности
>0.95, что соответствует требованиям, предъявля-
емым к медико-биологическим исследованиям.

Морфологию бактериальных клеток, контак-
тировавших с супергидрофильной поверхностью
магниевого сплава, и текстуру самих супергидро-
фильных пластин исследовали во вторичных
электронах с применением растрового электрон-
ного микроскопа, входящего в комплекс Helios
Nanolab 600 (“FEI”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология супергидрофильного покрытия
на магниевом сплаве, бактерицидные свойства
которого исследовали в данной работе, представ-
лена на рис. 1а.

Полученная после лазерной обработки по-
верхность характеризуется многомодальной ше-
роховатостью, формируемой наночастицами и их
микроагрегатами. Согласно закону Дерягина–
Венцеля, такая шероховатость, в комбинации с
гидрофильностью исходного магниевого сплава,
обеспечивает супергидрофильное состояние по-
верхности.

При контакте капли бактериальной суспензии
с такой поверхностью, как уже упоминалось вы-
ше, происходит капиллярная пропитка текстуры
бактериальной суспензией. При этом, благодаря
100% влажности в бюксе, жидкость сохранялась в
порах в течение всего эксперимента, и бактери-
альные клетки в исследуемой системе находились



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

ЭФФЕКТИВНОСТЬ И МЕХАНИЗМЫ БАКТЕРИЦИДНОГО ДЕЙСТВИЯ 615

как в планктонной форме, так и в виде клеток,
осажденных на поверхность стенок текстуры. На
контрольной пластине сплава магния суспензия
сохраняла форму капли, практически не меняю-
щейся за время наблюдения.

На гистограмме (рис. 2) представлено измене-
ние во времени титра жизнеспособных клеток
E. coli в суспензиях, контактировавших с супер-
гидрофильной и контрольной пластинами; пунк-
тирной линией показан титр исходной суспензии.
Полученные данные показывают, что даже крат-
ковременный контакт бактериальных клеток с
поверхностью магниевого сплава и процедуры
изолирования клеток от подложки вызывают зна-
чительное снижение титра, по отношению к тит-
ру суспензии, исходно помещаемой на подложку.
Однако при более длительном контакте бактери-
цидное действие супергидрофильной магниевой
пластины проявляется значительно быстрее, чем
контрольной. Так, уже через 4 ч титр бактерий
был порядка 102 КОЕ/мл, что на 5 порядков ниже
исходного и, по существу, может рассматриваться,
как безопасная концентрация. После 24 ч контакта
с бактериальной суспензией супергидрофильная
пластина была полностью деконтаминирована.
Жизнеспособность бактериальных клеток, кон-
тактировавших с контрольной пластиной, была зна-
чительно выше, и даже после 8 ч контакта бактери-
альный титр оставался на уровне 104 КОЕ/мл. После
24 ч концентрация жизнеспособных клеток оста-
валась на уровне 102 КОЕ/мл, что указывает на
значимые бактерицидные свойства даже исход-
ной пластины сплава МА8.

Остановимся теперь на механизмах бактери-
цидной активности магниевого сплава, как для
гладкой пластины, так и для супергидрофильной
пластины, многомодальная поверхность которой
обеспечивает значительное увеличение эффек-

тивной площади поверхности по отношению к
геометрической или кажущейся площади.

Бактериальные клетки, попадающие на такую
поверхность вследствие седиментации, погибают
в результате действия комбинации различных фак-
торов. С одной стороны, имеет место нарушение
целостности наружной мембраны бактериальной
клетки при ее перфорировании наночастицами,
осаждающимися на поверхность в процессе лазер-
ной обработки (Tripathy et al., 2017; Boinovich et al.,
2018). Далее происходит деформация клетки, по-
теря внутриклеточной жидкости и бактериолиз
(рис. 1б). С другой стороны, взаимодействие маг-
ния с коррозионно-активной средой, роль кото-

Рис. 1. Электронно-микроскопическое изображение супергидрофильного покрытия на магниевом сплаве (а) и клетки
E. coli (б, указана стрелкой), подвергшейся бактериолизу вследствие нарушения целостности наружной мембраны при
ее перфорировании наночастицами при контакте с поверхностью покрытия.

100 мкм(а) 1 мкм(б)

Рис. 2. Изменение титра бактериальных клеток E. coli
при различных временах контакта капли бактериаль-
ной суспензии с супергидрофильной (1) и контроль-
ной (2) магниевой пластинами. Вертикальные отрез-
ки показывают стандартное отклонение эксперимен-
тальных данных, пунктирной линией показан титр
исходной суспензии.
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рой в данном исследовании играет мясопептон-
ный бульон, приводит к выделению водорода и
резкому подщелачиванию жидкой среды. Ранее
нами было показано (Емельяненко и соавт., 2019;
Emelyanenko et al., 2020), что белки из МПБ ад-
сорбируются на поверхность металла и стимули-
руют коррозию. Как отмечается в ряде исследова-
ний (Luque-Agudo et al., 2020; Lin et al., 2021),
именно повышение pH среды и является одним из
основных элементов токсического действия магния.
Этот механизм приводит к гибели как планктонной
формы бактерий, так и бактерий, находящихся на
поверхности сплава. Здесь важно подчеркнуть,
что если первый из указанных механизмов играет
значительную роль только для поверхности с много-
модальной шероховатостью, то механизм, связан-
ный с ростом pH, важен и для гладких поверхностей,
и для шероховатых. Однако скорость подщелачива-
ния пропорциональна площади контакта под-
ложки с коррозионной средой, а значит, будет вы-
ше именно для супергидрофильной поверхности,
приводя к ускорению бактерицидного действия.
Экспериментальные исследования эволюции pH
в суспензиях, контактирующих с контрольной и
супергидрофильной пластинами (Emelyanenko et al.,
2021), подтверждают приведенный выше анализ.

Наконец, третьим важным механизмом гибели
бактериальных клеток вблизи поверхностей из
магниевого сплава является повышение концен-
трации ионов магния в жидкой среде, приводя-
щее к осмотическим эффектам в клетке (Luque-
Agudo et al., 2020). Выполненные нами недавно
исследования концентрации ионов магния в бак-
териальных суспензиях (Emelyanenko et al., 2021)
показали, что, как правило, концентрация ионов
магния в жидкой среде оказывается того же по-
рядка, что и типичные внутриклеточные концен-
трации (Jahnen-Dechent and Ketteler, 2012; Luque-
Agudo et al., 2020), что позволяет для обсуждаемой
здесь системы не рассматривать механизм, свя-
занный с осмотическими клеточными эффекта-
ми, как значительно влияющий на гибель бакте-
рий в дисперсионной среде.

Таким образом, представленные здесь данные
по действию пластин магниевого сплава на
планктонную и осажденную на подложку формы
бактериальных клеток E. coli показывают, что эф-
фективность бактерицидного действия магния
оказывается близкой к таковому для меди (Еме-
льяненко и соавт., 2019), рассматриваемой в лите-
ратуре как один из самых сильных бактерицид-
ных металлов. Однако широкому использованию
антибактериальных свойств меди препятствует ее
токсичность для человека. Для магниевых сплавов,
при практически таком же значительном, как и для
меди, антибактериальном эффекте, упоминания
о токсичности в литературе отсутствуют. Полу-

ченные здесь данные показывают, что антибакте-
риальные свойства используемого в работе супер-
гидрофильного покрытия значительно превосходят
отмеченные для гладкой контрольной пластины.
Это открывает дальнейшие перспективы по под-
бору морфологии поверхности супергидрофиль-
ных покрытий, которая позволит в значительной
степени усилить бактерицидный эффект магния.
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Abstract—The surface of the MA8 magnesium alloy, modified by laser treatment, was found to acquire supe-
rhydrophilic properties and high bactericidal activity against Escherichia coli K12 C600. The main mecha-
nisms of bactericidal action were disruption of the integrity of the bacterial outer membrane, which was per-
forated by nanoparticles on a textured surface, and alkalization of the dispersion medium when it interacted
with the metal. The proposed method opens up new prospects for metal protection against biocorrosion by
creating superhydrophilic coatings with high bactericidal properties.
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Впервые исследовано действие норадреналина на рост планктонных культур и биопленок коммен-
сального микроорганизма Kytococcus schroeteri H01. Показан дозозависимый ингибирующий эффект
норадреналина на биопленки после 24 и 72 ч инкубации K. schroeteri H01 на тефлоне: наибольшее
подавление роста биопленок отмечено при концентрации гормона 3.5 × 10–7 М после 24 ч инкуба-
ции (71 ± 13% от контроля) и 3.5 × 10–6 М после 72 ч роста (78 ± 10% от контроля). Биопленки на
стекле в присутствии норадреналина становились значительно более плоскими и тонкими. Значимого
воздействия на метаболическую активность клеток в составе биопленок не обнаружено. По-видимому,
норадреналин влияет на начальные этапы перехода к биопленочному способу существования и синтез
матрикса у K. schroeteri.

Ключевые слова: норадреналин, биопленки, конфокальная лазерная сканирующая микроскопия,
Kytococcus schroeteri, микробиота человека
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Биопленки микроорганизмов играют важную
роль в глобальных биогеохимических циклах эле-
ментов, в функционировании различных природ-
ных экосистем, иммунной системы человека и
поддержании гомеостаза комменсальной микро-
биоты кожи, кишечника и других органов (Но-
жевникова и соавт., 2015). Представители филума
Actinobacteria широко используются в биотехно-
логии, а также широко представлены как ком-
менсалы человека, в частности, кожи (Fourniere
et al., 2020). В настоящее время все возрастающий
интерес представляют исследования взаимодей-
ствия гуморальных систем человека и его микро-
биоты (в особенности, биопленок комменсалов и
патогенов) с точки зрения потенциальной регу-
ляции гомеостаза микробиоты гормонами. Ка-
техоламины являются наиболее исследованными
гормонами, однако их влияние на грамположи-
тельные микроорганизмы исследовано слабо, в
частности, мало изучен эффект воздействия на
актинобактерии. Недавно было показано, что ка-
техоламины (норадреналин, адреналин) способны
оказывать значительный стимулирующий эф-
фект на рост биопленок C. acnes и M. luteus (Borrel

et al., 2019; Данилова и соавт., 2020). Помимо этого,
сравнительно мало сведений о жизнедеятельно-
сти и формировании биопленок некоторых грам-
положительных микроорганизмов, обитающих
на коже и их взаимодействии с организмом чело-
века. В этом аспекте интересно исследование Ky-
tococcus schroeteri – микроорганизма, выделенно-
го из рода Micrococcus по ряду биохимических
признаков и отнесенного, согласно современной
классификации, к семейству Kytococcaceae порядка
Micrococcales класса Actinobacteria (Becker et al.,
2002, Nouioui et al., 2018). Этот микроорганизм
является крайне мало исследованным с точки
зрения биохимии и физиологии, что затрудняет
понимание механизмов вызываемых им клиниче-
ских случаев эндокардитов, пневмоний и обраста-
ний имплантатов, приводящих к распространению
инфекции (Shah et al., 2019). В недавнем исследова-
нии полного генома (Boukerb et al., 2019) K. schroeteri
H01, выделенного с кожи, показано, что для него
характерно высокое содержание Г + Ц, как и для
других актинобактерий, а также наличие около
2200 кодирующих генов и 2.5 млн пар оснований.
Таким образом, этот организм является типичным

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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представителем данной физиологической группы,
несмотря на особенности его экотопа (Boukerb et al.,
2019). О биопленках K. schroeteri H01 практически
ничего не известно, поэтому, а также из-за того,
что этот потенциально опасный и малоизучен-
ный микроорганизм обитает на здоровой коже
человека, важно исследовать его биопленки и
связь с гуморальными системами человека.

В настоящей работе использовали штамм
K. schroeteri H01, выделенный ранее с кожи доб-
ровольца (Журина и соавт., 2017; Boukerb et al., 2019),
и воздействие на него норадреналина (“Merck”,
США), показавшее, что данный гормон является
одним из существенных факторов регуляции ме-
таболизма указанного обитателя кожи человека.
В работе опирались на данные о содержании гормо-
на в плазме крови человека в норме (верхний предел
нормы, согласно Boyanova, 2017, – 3.5 × 10–9 М). По-
мимо этого исследовали также концентрации
3.5 × 10–8, 3.5 × 10–7, 3.5 × 10–6 М. Бактерии выра-
щивали на обогащенной клостридиальной среде
(Gannesen et al., 2018). Инкубацию проводили при
33°С, что соответствует температуре кожи, где
обитает этот микроорганизм (Boutcher et al., 1995;
Lange-Asschenfeldt et al., 2011). Результаты пред-
ставляли в виде средних абсолютных и относи-
тельных значений (% от контроля). Эксперименты
проводили не менее чем в трех независимых по-
вторностях. Статистическую достоверность дан-
ных характеризовали непараметрическим крите-
рием Манна–Уитни при р < 0.05 с использованием
пакета Microsoft Excel 2010.

Биопленки выращивали в модельных системах
с тефлоновыми кубиками и в планшетах со стек-
лянным дном, как описано ранее (Журина и соавт.,
2017; Gannesen et al., 2018). В обоих случаях
биопленки формировались в равновесии с планк-
тонной культурой. Одну часть образцов окрашива-
ли кристаллическим фиолетовым для определения
общей биомассы, а другую часть окрашивали мета-
болизируемым красителем 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромидом (МТТ) по
методике, разработанной ранее (Журина и соавт.,
2017). Это позволило оценить метаболическую
активность клеток в составе биопленок, а именно
работу электрон-транспортных цепей и НАДН-
дегидрогеназ, поскольку акцептор электронов
МТТ является универсальным инструментом для
подобной оценки, как в случае клеток животных,
так и бактерий (Berridge at al., 2005). В планшетах
анализировали трехмерную структуру биопленок
(плотность биомассы, т.е. объем на единицу пло-
щади поля зрения, и среднюю толщину) с помо-
щью конфокальной лазерной сканирующей мик-
роскопии (КЛСМ).

Перед началом основных экспериментов
предварительно определили время инкубации для
получения формирующихся и сформированных

биопленок K. schroeteri – 24 и 72 ч соответственно.
Исследование роста биопленок на тефлоновых
кубиках в присутствии различных концентраций
норадреналина показало дозозависимый харак-
тер действия гормона. После 24 ч инкубации гор-
мон не оказывал значимого эффекта на конечную
биомассу планктонных культур, за исключением
образцов с максимальной концентрацией, в ко-
торых наблюдали стимуляцию роста планктон-
ной культуры до 122 ± 10% от контроля (рис. 1а).
При этом рост биопленок снижался в присут-
ствии норадреналина; заметное ингибирование
наблюдали при 3.5 × 10–8 и 3.5 × 10–7 М: 78 ± 11 и
71 ± 13% соответственно (рис. 1б). После 72 ч инку-
бации какого-либо влияния на конечную биомассу
планктонных культур, определяемую по оптиче-
ской плотности, не наблюдали, хотя обозначалась
тенденция к подавлению их роста (рис. 1в). В случае
биопленок наблюдали аналогичную тенденцию:
достоверное ингибирование до 78 ± 10% происхо-
дило только при 3.5 × 10–6 М норадреналина в среде
(рис. 1г). Исследование метаболической актив-
ности при 3.5 × 10–6 М норадреналина в среде не
показало ощутимого ингибирования, что, вероятно,
указывает на влияние норадреналина скорее на
синтез матрикса и формирование архитектуры
биопленки, чем на способность клеток восста-
навливать МТТ. Как и в случае M. luteus (Данилова
и соавт., 2020), вероятные изменения метаболизма
K. schroeteri в присутствии норадреналина силь-
нее сказываются на росте биопленок, как более
характерной для микроорганизмов-комменсалов
человека форме существования.

Впервые было проведено исследование био-
пленок K. schroeteri с помощью КЛСМ. Измере-
ния окрашенных SYTO9 Green образцов прово-
дили с помощью микроскопа LSM510 и про-
граммного пакета ImageJ (плагин Comstat2) по
методике, описанной ранее (Gannesen et al.,
2018). Исследование структуры зрелых биопленок
K. schroeteri в присутствии 3.5 × 10–9 и 3.5 × 10–6 М
норадреналина показало сильный ингибирую-
щий эффект гормона (рис. 2). Так значительно
снижалась толщина биопленок (11.3 ± 4.7 мкм в
контроле, 4.0 ± 1.2 мкм при 3.5 × 10–9 М норадре-
налина и 2.8 ± 1.2 мкм при 3.5 × 10–6 М гормона в
среде, рис. 2а). Плотность биомассы биопленок
при этом тоже уменьшалась, значимо – при 3.5 ×
× 10–6 М гормона в среде (2.93 ± 1.1 мкм3/мкм2 в
контроле и 0.99 ± 0.3 мкм3/мкм2 в присутствии
норадреналина). При концентрации 3.5 × 10–9 М
норадреналина также наблюдали утончение
биопленок до 2.1 ± 0.51 мкм, однако разброс пока-
зателей не позволял говорить о значимости эф-
фекта. Визуализация изображений (рис. 2б–2г)
демонстрирует более плоские биопленки кито-
кокков в присутствии гормона (рис. 2в–2г). Та-
ким образом, можно предполагать, что норадре-
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Рис. 1. Влияние норадреналина на рост планктонных культур и биопленок K. schroeteri H01 в системе с тефлоновыми
кубиками (б, г – окраска КФ, д, е – окраска МТТ): а – планктонные культуры через 24 ч инкубации; б, д – биопленки
через 24 ч инкубации; в – планктонные культуры через 72 ч инкубации, г, е – биопленки через 72 ч инкубации. 1 –
контроль без добавок; 2 – норадреналин, 3.5 × 10–9 М; 3 – норадреналин, 3.5 × 10–8 М; 4 – норадреналин, 3.5 × 10–7 М; 5 –
норадреналин, 3.5 × 10–6 М. * p < 0.05.
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Рис. 2. КЛСМ биопленок K. schroeteri H01, окрашенных SYTO 9 Green после 72 ч инкубации: а – количественные ха-
рактеристики биопленок; б – контроль без добавок; в – норадреналин, 3.5 × 10–9 М; г – 3.5 × 10–6 М; i – плотность
биомассы биопленок, мкм3/мкм2 (1 – контроль, 2 – норадреналин 3.5 × 10–9 М, 3 – норадреналин 3.5 × 10–6 М);
ii ‒ средняя толщина биопленок, мкм. *** p < 0.001.
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налин в модельных системах не влияет на процесс
адгезии клеток к абиотическим поверхностям –
тефлону и стеклу. Возможно, что в присутствии
норадреналина активируются некие глобальные
каскады биохимических реакций, подобные тем,
которые запускаются сигнальной системой QseBC
у Escherichia coli (Weigel, Demuth, 2016). У грампо-
ложительных микроорганизмов пока не обнару-
жено систем, подобных QseBC, однако потенци-
ально мишенями для гормонов могут быть другие
сенсоры. Также вероятно, что гормон действует
сразу на несколько мишеней, но при разных кон-
центрациях в среде, что потенциально могло бы
служить объяснением дозозависимого эффекта,
или один рецептор может по-разному реагиро-
вать на различные концентрации гормона, как
это показано на моторной коре у человека (Fres-
noza et al., 2014). Помимо этого, имеются свиде-
тельства о мультитаргетном действии других гор-
монов на клетки. К примеру, прогестерон при
разных концентрациях активирует различные
мишени в Т-клетках, модулируя иммунный ответ
при аутоиммунных заболеваниях (Tan et al., 2015).
Потенциально, похожие явления возможны и в
бактериальных клетках. Необходимы исследования
изменений биохимического состава матрикса
биопленок K. schroeteri, изменения поверхностных
свойств клеток и экспрессии генов для дальнейшего
углубленного изучения эффекта норадреналина.

Таким образом, впервые были получены дан-
ные о структуре биопленок Kytococcus schroeteri и
эффекте норадреналина на бактерию. Получено
еще одно доказательство взаимосвязи коммен-
сальной микробиоты человека и его гормональных
регуляторных систем. Несмотря на гораздо более
сложные взаимодействия микроорганизмов с орга-
низмом человека и друг с другом в составе мульти-
видовых сообществ на коже, полученные нами
результаты способствуют продвижению к лучше-
му пониманию взаимодействия человека и его
микробиоты на примере K. schroeteri.
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Abstract—This is the first report on the effect of norepinephrine on biofilms and planktonic cultures of a hu-
man skin commensal Kytococcus schroeteri H01. A dose-depending inhibitory effect of norepinephrine on
K. schroeteri was shown after 24 and 72 h of incubation on PTFE cubes. The most pronounced effect was ob-
served at 3.5 × 10–7 M norepinephrine after 24 h of incubation (71 ± 13% of the control) and at 3.5 × 10–6 M
after 72 h (78 ± 10% of the control). Biofilms formed on glass in the presence of norepinephrine were thinner
and f latter than in the controls. No significant effect of norepinephrine on metabolic activity of the cells in
biofilms formed on PTFE cubes was revealed. Norepinephrine probably affects initial stages of the switching
to biofilm lifestyle and matrix synthesis in K. schroeteri H01.

Keywords: norepinephrine, biofilms, confocal laser scanning microscopy, Kytococcus schroeteri, human mi-
crobiota
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8 мая 2021 г. ушел из жизни Дмитрий Григорье-
вич Звягинцев – замечательный ученый, известный
специалист в области почвенной микробиологии,
доктор биологических наук, заслуженный профес-
сор МГУ, заслуженный деятель науки РФ, ака-
демик РАЕН, лауреат Государственной премии
Российской Федерации в области науки и техники,
премии им. М.В. Ломоносова. Дмитрий Григо-
рьевич родился в Москве 9 марта 1932 г., учился в
московской школе № 7, в 1955 г. окончил биоло-
го-почвенный факультет Московского государ-
ственного университета им. М.В. Ломоносова.
Вся его деятельность связана с кафедрой биоло-
гии почв МГУ: он выпускник этой кафедры, здесь
же под руководством член-корр. АН СССР
Н.А. Красильникова закончил аспирантуру, за-
щитил кандидатскую диссертацию и остался ра-
ботать на кафедре сначала лаборантом, затем
младшим научным сотрудником, старшим науч-
ным сотрудником, профессором. В течение 37 лет
заведовал кафедрой биологии почв МГУ и создал
школу почвенных микробиологов, опирающихся
на общую микробиологию и экологию.

Д.Г. Звягинцев – специалист в области общей
и почвенной микробиологии, биологии почв,
биотехнологии и экологии, автор более 500 науч-
ных статей, 10 монографий, классического уни-

верситетского учебника “Биология почв”
(2005 г.) и 7 учебных пособий и практикумов. Ра-
боты Д.Г. Звягинцева широко известны в мировой
науке. Большой цикл работ Д.Г. Звягинцева посвя-
щен адгезии (адсорбции, иммобилизации) микроб-
ных клеток на твердых поверхностях, особенно на
почвенных частицах и агрегатах. Он подробно
изучил закономерности и механизмы адгезии и
разработал методы десорбции клеток с поверхно-
стей (ультразвуковая обработка). Большинство
клеток в почве находятся в иммобилизованном
состоянии, что определяет специфику их жизне-
деятельности и предотвращает вымывание из
почвы в грунтовые воды. Его монография “Взаи-
модействие микроорганизмов с твердыми поверх-
ностями” (1973 г.) удостоена Ломоносовской пре-
мии МГУ. Разработанный Д.Г. Звягинцевым пря-
мой микроскопический метод изучения
микроорганизмов в почве с помощью люминес-
центной микроскопии в отраженном свете позво-
лил исследовать микробоценоз в почвенной сус-
пензии и непосредственно на срезах почвы или
почвенных агрегатов. Профессор Д.Г. Звягинцев
разработал методы для дифференциации живых и
мертвых клеток непосредственно в почвенной
суспензии и установил, что только небольшая
часть микробной биомассы находится в актив-
ном состоянии, а основная часть пребывает в со-
стоянии анабиоза. Оригинальное направление в
исследованиях Д.Г. Звягинцева – специфика
почвы как среды обитания микроорганизмов.
Им сформулированы основные принципы и кон-
цепции строения и функционирования комплек-
са почвенных микроорганизмов (почва как мно-
жество микросред обитания, концепция микроб-
ного пула и пула микробных метаболитов,
принцип ненасыщенности почвы микроорганиз-
мами, принцип дублирования). Результаты этих
исследований обобщены в монографии “Почва и
микроорганизмы” (1987 г.), за которую автор был
удостоен премии им. С.Н. Виноградского АН
СССР. Логическим продолжением темы взаимо-
действия микроорганизмов с почвой явилось изу-
чение роли микробов в биосферных функциях
почв. Результаты этих исследований вошли в кол-
лективную монографию “Структурно-функцио-
нальная роль почвы в биосфере” (1999 г.). За цикл
работ “Функционально-экологические основы
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изучения, охраны, повышения плодородия почв и
рациональное использование почвенных ресурсов”
удостоен Государственной премии РФ (2001 г.).
Д.Г. Звягинцевым с позиций общей экологии раз-
работаны разделы Экология микробной клетки в
почве и Экология микробных популяций в почве.

В работе “Структурно-функциональная орга-
низация микробных сообществ” (1999 г.)
Д.Г. Звягинцевым четко прослежена вертикальная
стратификация микроорганизмов в наземных эко-
системах, включая все ярусы экосистемы – от
крон деревьев до нижних почвенных горизонтов
и подстилающих почву пород, проведены иссле-
дования эколого-географического распростра-
нения микроорганизмов, разработаны новые
экологические показатели микробного биораз-
нообразия, установлены четкие различия в доми-
нирующих видах микроорганизмов в различных
типах почв. Определены схемы распространения
доминантов в основных зональных, интразональ-
ных и антропогенно преобразованных почвах
(“Микроорганизмы и охрана почв”, 1989; “Поч-
вы и микробное разнообразие”, 1996 г.). Изучены
распространение и экология актиномицетов, в том
числе и так называемых редких родов актиномице-
тов в различных типах почв (“Экология актиноми-
цетов”, 2001 г.). Эта работа удостоена Ломоносов-
ской премии (2005 г.) и премии им. В.Р. Вильямса
(2003 г.).

Д.Г. Звягинцев читал курсы лекций в универси-
тетах Японии, Словакии, Кубы. Под его руковод-
ством выполнено 66 кандидатских диссертаций;
15 его учеников стали докторами наук. Д.Г. Звягин-
цевым проводилась большая научно-организаци-
онная работа. В течение 25 лет он являлся Пред-

седателем комиссии биологии почв Докучаевско-
го общества почвоведов, был вице-президентом
комиссии биологии почв Международного обще-
ства почвоведов, председателем Московского отде-
ления Всесоюзного общества микробиологов, дол-
го работал членом Экспертного совета ВАК, чле-
ном диссертационного совета Института
микробиологии РАН, председателем диссертаци-
онного совета по микробиологии на факультете
почвоведения МГУ, членом редколлегии журна-
лов “Микробиология” и “Вестник Московского
Университета, серия Почвоведение”.

Многие сотрудники кафедры биологии почв
МГУ, ИНМИ РАН, ИБФМ РАН и других акаде-
мических институтов и производственных органи-
заций – прямые ученики Дмитрия Григорьевича
Звягинцева – защитили докторские и кандидат-
ские диссертации при его консультировании и
непосредственном руководстве. Дмитрий Григо-
рьевич обладал уникальной способностью видеть
в научной проблеме главное, поэтому многие об-
ращались к нему за советом по вопросам научной
работы. Несмотря на то, что Дмитрий Григорьевич
в последнее время по состоянию здоровья уже не
мог присутствовать в университете, сотрудники
ощущали его внимание к делам кафедры, он делил-
ся мудрыми советами и рекомендациями. Ему
всегда можно было позвонить, посоветоваться,
просто пообщаться…

Дмитрий Григорьевич Звягинцев навсегда
останется в нашей памяти.

Коллектив кафедры биологии почв

Редколлегия журнала “Микробиология”


