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Интерес многих микробиологов направлен на
проблемы загрязнения окружающей среды, в том
числе такими опасными ксенобиотиками, как тя-
желые металлы (ТМ). Прежде всего, внимание
привлекают металлы, которые наиболее широко
и в значительных объемах используются в произ-
водственной деятельности. В результате, они на-
капливаются во внешней среде и, учитывая их
биологическую активность и токсические свой-
ства, представляют серьезную опасность. К таким
металлам относится никель. Для извлечения ни-
келя из промышленных сточных вод возможно
использование бактерий, обладающих устойчи-
востью к его высоким концентрациям, а также
способностью активно аккумулировать никель из
объектов окружающей среды. В настоящее время
достаточно подробно изучены и описаны меха-
низмы гомеостаза микроорганизмов в отноше-
нии никеля (Hausinger, Zamble, 2007), а также
белки с молекулярной массой 10–50 кДа, отвеча-
ющие за регуляцию ионов Ni2+ в микробных
клетках (Nies, 2007; Choudhary, Sar, 2009). Ни-
кель, как и другие ТМ, способен неспецифически
связываться с внеклеточными метаболитами бакте-
рий, образуя с ними нерастворимые или слаборас-
творимые комплексы в виде фосфатов, сульфатов,
сульфидов и других солей, а также специфически
связываться с поверхностными структурами кле-
точной стенки (Костина и соавт., 2010).

Никель также может взаимодействовать с
микробными клетками грамположительных и
грамотрицательных бактерий, аккумулируясь в
них транспортными системами различной специ-
фичности, в том числе относящимися к двухком-
понентным сигналпроводящим системам (Permi-
na et al., 2006). Так, никель проникает через кле-
точную оболочку с помощью HoxN, NixA, NicT и
NhlF белков (Fulkerson, Mobley, 2000; Hebbeln,
Eitinger, 2004). Известно, что гены устойчивости к
ионам Ni2+ локализованы на бактериальных плаз-
мидах (Сиунова и соавт., 2002; Silver, Phung, 1996).
Для Ralstonia metallidurans составлен каталог генов,
отвечающих за устойчивость бактериальных кле-
ток к никелю и ряду других ТМ (Mergeay et al.,
2003).

В настоящее время имеется обширная инфор-
мация о большой экологической значимости не-
мицелиальных актинобактерий класса Actinobac-
teria, занимающего доминирующее положение в
экстремальных местообитаниях и обладающего
широкими метаболическими возможностями. Не-
смотря на то, что биология алканотрофных акти-
нобактерий в последнее время находится в центре
внимания исследователей, работы, касающиеся
кинетики потребления ТМ клетками актинобакте-
рий единичны (Ившина и соавт., 2002; Пешкур,
Ившина, 2003; Dabbs, Sole, 1988; Mirimanoff,
Wilkinson, 2000; Bell et al., 2004).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Цель настоящего исследования – изучить воз-
можности использования актинобактерий родов
Dietzia, Gordonia и Rhodococcus для биоаккумуля-
ции никеля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования были 64 штамма акти-

нобактерий, хранящихся в Региональной профи-
лированной коллекции алканотрофных микроор-
ганизмов (ИЭГМ, № 768 во Всемирной федерации
коллекций культур; www.iegm.ru/iegmcol) и при-
надлежащие к виду Dietzia maris, 2 видам Gordonia:
G. rubripertincta и G. terrae, а также 7 видам рода
Rhodococcus: R. erythropolis, R. fascians, “R. longus”;
R. opacus, R. qingsheengii, R. rhodochrous и R. ruber
(табл. 1).

Культивирование актинобактерий. Для изуче-
ния способности актинобактерий аккумулиро-
вать ионы ТМ использовали жидкую минераль-
ную среду следующего состава (г/л): KH2PO4 – 1.0;
(NH4)2HPO4 – 1.5; MgSO4 · 7H2O – 0.2; FeSO4 ·
· 7H2O – 0.01; ZnSO4 · 7H2O – 0.002. Компоненты
питательной среды растворяли в водном растворе
сульфата никеля (NiSO4 · 7H2O) в концентрации
1.25–10.0 мМ, приготовленного на бидистилли-
рованной воде. В качестве единственного источ-
ника углерода и энергии использовали или/или
ацетат аммония – 2.0 г/л, глюкозу – 5.0 г/л, н-гек-
садекан или н-додекан, в концентрации 3.0 об. %.

Посевным материалом служили бактериаль-
ные культуры, предварительно выращенные в
мясопептонном бульоне (МПБ) в течение 2 сут.
Клеточную биомассу отделяли центрифугирова-
нием (20 мин, 5000 g), после чего дважды отмыва-
ли деионизированной водой. Осажденные клетки

ресуспендировали и использовали как инокулят,
который вносили в водный раствор минеральной
среды, содержащей соль никеля, в количестве,
обеспечивающем начальную концентрацию кле-
ток 3.0 × 109 кл./мл, (что соответствовало 1 об. %).
Актинобактерии выращивали в условиях перио-
дического культивирования в колбах Эрленмейе-
ра объемом 250 мл на орбитальном шейкере (120–
160 об./мин) при температуре 18–28°С в течение
2 сут. Пробы для измерений отбирали через 1, 3,
6, 9, 12, 22, 24 и 48 ч. Параллельно отбирали пробы
для определения содержания внутриклеточного
белка модифицированным для актинобактерий
методом Лоури (Горина, Яковлева, 1980) с помо-
щью двулучевого спектрофотометра Lambda
EZ210 (UV/Vis) (“Perkin-Elmer”, США) при λ =
= 750 нм. В этих определениях клеточную био-
массу отделяли центрифугированием (20 мин,
5000 g) в стационарной центрифуге, после чего
дважды отмывали деионизированной водой.

Определение физиологической активности. Фи-
зиологическое состояние бактериальных культур
контролировали по изменению их оптической
плотности и приросту биомассы. Оптическую
плотность (ОП600) измеряли спектрофотометри-
чески (λ = 600 нм) с помощью спектрофотометра
Lambda EZ201 (UV/Vis) (“Perkin-Elmer”, США).
Накопление биомассы определяли весовым ме-
тодом. Образцы (10 мл) культуры фильтровали
через предварительно взвешенные нитроцеллю-
лозные мембранные фильтры с размером пор
0.2 мкм (“Владисард”), промывали 0.5%-ным
раствором NaCl, фильтры высушивали при тем-
пературе 105°С до постоянного веса. Вес сухой
биомассы рассчитывали в г/л. Чистоту культур и
число жизнеспособных клеток определяли мето-

Таблица 1. Перечень штаммов, использованных в работе

Род Вид Номер штамма в коллекции ИЭГМ

Dietzia maris ИЭГМ 45, ИЭГМ 55Т, ИЭГМ 166, ИЭГМ 291, ИЭГМ 317

Gordonia rubripertincta ИЭГМ 95Т, ИЭГМ 96, ИЭГМ 105, ИЭГМ 106, ИЭГМ 128

terrae ИЭГМ 143Т, ИЭГМ 144, ИЭГМ 146, ИЭГМ 147, ИЭГМ 151, ИЭГМ 157

Rhodococcus erythropolis ИЭГМ 185, ИЭГМ 186, ИЭГМ 201, ИЭГМ 256, ИЭГМ 266, ИЭГМ 268,
ИЭГМ 269, ИЭГМ 270, ИЭГМ 708

fascians ИЭГМ 34, ИЭГМ 38, ИЭГМ 39, ИЭГМ 170, ИЭГМ 278

“longus” ИЭГМ 27, ИЭГМ 28, ИЭГМ 29, ИЭГМ 31, ИЭГМ 32, ИЭГМ 33, ИЭГМ 68, 
ИЭГМ 69

opacus ИЭГМ 56, ИЭГМ 57, ИЭГМ 59, ИЭГМ 61, ИЭГМ 246, ИЭГМ 716T, ИЭГМ 717

qingsheengii ИЭГМ 267

rhodochrous ИЭГМ 62Т, ИЭГМ 63, ИЭГМ 64, ИЭГМ 65, ИЭГМ 646, ИЭГМ 647

ruber ИЭГМ 73, ИЭГМ 77, ИЭГМ 84, ИЭГМ 93, ИЭГМ 172, ИЭГМ 223, ИЭГМ 224, 
ИЭГМ 225, ИЭГМ 226, ИЭГМ 231, ИЭГМ 235, ИЭГМ 327
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дом прямого высева аликвот культур на МПА и
микроскопически, просматривая препараты в
фазово-контрастном микроскопе Axiostar plus
(“Carl Zeiss”, Германия). Дыхательную актив-
ность бактериальных клеток оценивали с помо-
щью респирометра Micro-Oxymax® (“Columbus
Instruments”, Ohio, США).

При изучении поглощения никеля бактериаль-
ными клетками использовали живые и инактиви-
рованные автоклавированием (0.5 атм., 20 мин)
клетки. Контролем служили: 1) неинокулирован-
ная питательная среда, содержащая ионы Ni2+ и
2) бактериальные культуры, выращенные в пита-
тельной среде без никеля. О поглощающей спо-
собности клеток актинобактерий судили по сни-
жению концентрации Ni2+ в среде, что определя-
ли по формуле: (Снач – Скон/Снач) × 100%, где
Снач – исходная; Скон – конечная концентрация
ТМ в среде культивирования. Одновременно ре-
гистрировали количество Ni2+, поглощенного
клеточной биомассой. Для этого образец культу-
ры центрифугировали (5000 g, 20 мин), клетки
тщательно отмывали (до отсутствия ионов ТМ в
промывных водах) бидистиллированной водой и
разрушали ультразвуком (23 кГц, 0.7 А) с помо-
щью низкочастотного диспергатора Soniprep 150
(“Sanyo”, Япония) в течение 15 мин в условиях
охлаждения суспензии. Гомогенаты клеток цен-
трифугировали (5000 g, 20 мин). В полученных су-
пернатантах определяли содержание ионов Ni2+

диметилглиоксимным методом спектрофотомет-
рически при длине волны λ = 470 нм (Лурье,
1984). Коэффициент биоаккумуляции рассчиты-
вали по формуле: Свнутр/Свнеш, где Свнутр – количе-
ство внутриклеточного металла, мкг/г массы су-
хих клеток; Свнеш – количество металла в культу-
ральной жидкости, мкг/мл.

Статистическая обработка. Эксперименты
проводили в трехкратной повторности. Результа-
ты обрабатывали традиционными методами с по-
мощью пакета компьютерных программ Statistica,
версия 6.0 для Windows (“StatSoft Inc.”, 2001), и
Excel 2007 (“Microsoft Inc.”, 2007). Для решения
отдельных задач применяли кластерный анализ с
использованием метода древовидной кластериза-
ции. Критериями оценки явились показатели
взвешенного среднего числа пары группы, рас-
стояние (S) между которыми рассчитывали по
формуле City-block Manhattan distance, позволя-
ющей снизить влияние отдельных больших раз-
личий между объектами на рассчитываемое рас-
стояние.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Способность актинобактерий аккумулировать

ионы Ni2+. В результате проведенных исследова-
ний нами обнаружено, что используемые в работе

бактериальные штаммы обладают различной
способностью к поглощению никеля. Следует от-
метить, что адаптационные механизмы неспеци-
фической устойчивости алканотрофных актино-
бактерий к ионам ТМ были описаны нами ранее
(Костина и соавт., 2010; Ившина и соавт., 2013).
Большинство (43) бактериальных штаммов из-
влекали из среды культивирования от 20 до 60%
ионов Ni2+ при исходной концентрации металла
от 0.6 до 2.5 мМ. Полученные данные, представ-
ленные в виде процентного показателя степени
извлечения ионов Ni2+ (рис. 1), подвергались об-
работке методом кластерного анализа. Дендро-
грамма на рис. 1 иллюстрирует распределение ис-
следуемых бактериальных штаммов по кластерам
в зависимости от степени поглощения ионов ни-
келя из среды культивирования. Как следует из
дендрограммы, исследуемые штаммы оказались
объединены в четыре группы А, Б, В и Г, имею-
щие внутригрупповой показатель сходства, не
превышающий 30 усл. ед. Необходимо отметить,
что для большинства (44) исследуемых штаммов
аккумуляция ионов Ni2+ различалась не более чем
на 10%.

Первую группу (А) составляют штаммы, про-
являющие низкую аккумулирующую активность
ионов Ni2+ на уровне от 15 до 22%. Эта группа
представлена, в основном, тремя видами актино-
бактерий рода Rhodococcus: “R. longus”, R. opacus и
R. qingsheengii (до 3 штаммов каждого вида в груп-
пе), и характеризуется высокой степенью их сход-
ства по исследуемому признаку (расстояние меж-
ду штаммами на построенной диаграмме не пре-
вышает 10 усл. ед.). Помимо вышеперечисленных
видов в состав данной группы входят отдельные
штаммы – представители видов G. rubripertincta,
G. terrae, R. erythropolis, R. rhodochrous и R. ruber.

Вторая группа (Б) обладает средней (23–38%)
аккумулирующей способностью, тогда как груп-
па В характеризуется высоким (40–60%) уровнем
аккумулирующей способности в отношении
ионов никеля.

Группа Г включает 12 штаммов актинобакте-
рий, относящихся, в основном, к видам G. rubrip-
ertincta, R. fascians, R. rhodochrous и R. ruber. Пред-
ставители данной группы проявляют наиболее
высокую (66–95%) металлаккумулирующую ак-
тивность и характеризуются внутригрупповым
показателем сходства 19–25 усл. ед.

Необходимо отметить, что данные группы
объединяют все исследуемые в работе виды акти-
нобактерий, и степень сходства внутри групп со-
ставляет от 18 до 22 усл. ед. (рис. 1). Представите-
ли видов D. maris, G. rubripertincta, R. rhodochrous и
R. ruber, имеющие красно-оранжевый недиффун-
дирующий пигмент, а также R. fascians с ярко-жел-
той окраской бактериальных колоний, характери-
зуются более выраженной степенью извлечения
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ионов ТМ. В среднем они извлекают из среды
культивирования от 40 до 50% ионов Ni2+ (рис. 2),
что достоверно (p < 0.05) отличает их по этому
признаку от представителей видов R. erythropolis,
“R. longus”, R. opacus и R. qingsheengii, образующих
колонии кремового и телесно-палевого цвета, и
извлекающих из среды культивирования от 15 до
30% ионов никеля. Высокая степень извлечения

никеля пигментированными штаммами актино-
бактерий согласуется с известными литературны-
ми данными (Ившина и соавт., 2002; Gadd, 1990) и
свидетельствует об участии пигментов в процессе
биологической сорбции ионов ТМ. Известно (Ив-
шина и соавт., 2013), что для пигментированных
форм актинобактерий характерна повышенная
жизнеспособность при воздействии неблагопри-

Рис. 1. Дендрограмма, иллюстрирующая способность исследуемых штаммов актинобактерий аккумулировать ионы
Ni2+ (1.25 мМ).
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ятных факторов окружающей среды, в частности,
пониженной температуры, влиянии антимикроб-
ных соединений и ряда других.

Следует отметить, что строгой корреляции
между видовой принадлежностью актинобакте-
рий и их способностью аккумулировать ионы
Ni2+ нами не выявлено. Установлено, что штам-
мы актинобактерий в пределах одного вида по
способности аккумулировать никель отличаются
друг от друга в 1.4–4.8 раза (табл. 2), как, напри-
мер, штаммы, принадлежащие видам G. rubriper-
tincta, R. rhodochrous и R. ruber. При этом измене-
ний в концентрации никеля в вариантах абиоти-
ческого контроля нами не обнаружено.

Возможно, неоднородность актинобактерий
по способности извлечения из среды никеля свя-
зана с их экологической приуроченностью. На
рис. 3 представлены данные по влиянию зависи-
мости от источника выделения чистых культур ал-
канотрофных актинобактерий (64 штамма) на их
способности аккумулировать из среды ионы Ni2+.
Штаммы, выделенные из загрязненных нефтью
сред, как водных, так и почвенных, по способно-
сти к извлечению никеля из среды культавирова-
ния на 10–15% превышают выделенные из неза-
грязненных субстратов.

Видовая неоднородность алканотрофных ак-
тинобактерий в отношении извлечения ионов
Ni2+ из среды показана на примере штаммов вида
R. ruber. Как видно из рис. 4, наиболее высокую
(60% и более) аккумулирующую активность де-
монстрируют штаммы R. ruber ИЭГМ 93, ИЭГМ
172, ИЭГМ 226, ИЭГМ 231, ИЭГМ 235 и ИЭГМ
327, тогда как, минимальную (менее 30%) способ-
ность извлекать ионы Ni2+ проявили штаммы
R. ruber ИЭГМ 73, ИЭГМ 223 и ИЭГМ 225.

Динамика процесса поглощения никеля клетка-
ми актинобактерий. В следующей серии экспери-
ментов изучали пути поступления никеля в клетки
бактерий, а также основные закономерности про-
цессов его накопления живыми и мертвыми клетка-
ми. Отметим, что как пассивное накопление нике-
ля, так и его активный транспорт были аналогичны
для 10 изученных нами видов актинобактерий. На
рис. 5 представлены типичные результаты опытов с
живыми и автоклавированными клетками на при-
мере штамма R. ruber ИЭГМ 231 – наиболее ак-
тивного биоаккумулятора никеля. Установлено,

Рис. 2. Степень извлечения никеля (1.25 мМ) в зави-
симости от пигментирования клеток актинобакте-
рий. 1 – красно-оранжевые (D. maris, G. rubripertincta,
G. terrae, R. rhodochrous и R. ruber – 34 культуры); 2 –
желтые (R. fascians – 5 культур); 3 – кремовые и пале-
вые (R. erythropolis, “R. longus”, R. opacus и R. qing-
sheengii – 25 культур) колонии. * Статистически до-
стоверно (p < 0.05) от непигментированных актино-
бактерий.
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Таблица 2. Поглощение никеля (1.25 мМ) клетками актинобактерий в присутствии глюкозы

Род, вид Количество штаммов
Степень извлечения Ni2+, %

минимальная максимальная

D. maris 5 30.8 ± 0.63 44.2 ± 0.08
G. rubripertincta 5 18.0 ± 0.07 72.1 ± 0.08
G. terrae 6 17.1 ± 0.10 42.0 ± 0.10
R. erythropolis 9 21.5 ± 0.16 57.4 ± 0.05
R. fascians 5 29.6 ± 0.23 74.0 ± 0.16
“R. longus” 8 16.6 ± 0.34 44.0 ± 0.08
R. opacus 7 19.1 ± 0.08 42.0 ± 0.30
R. qingsheengii 1 15.1 ± 0.11 15.1 ± 0.11
R. rhodochrous 6 17.6 ± 0.30 78.0 ± 0.12
R. ruber 12 19.1 ± 0.57 92.2 ± 0.16

Абиотический контроль 0.6 ± 0.05
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что уровень аккумуляции ионов никеля мертвы-
ми клетками существенно (в 9.4 раз) ниже, чем
клетками развивающейся культуры. Было отме-
чено, что в варианте использования живых кле-
ток степень поглощения Ni2+ резко увеличива-
лась в течение первых трех часов эксперимента, а
затем снижалась. При использовании инактиви-
рованных клеток степень извлечения ионов Ni2+

оставалась практически постоянной в течение
всего эксперимента и составляла около 9.0%. Так
как степень аккумулирующей активности для
живых клеток в ходе эксперимента достигала
92.2%, можно заключить, что до 83.2% аккумулиру-
ющей активности приходится на способность кон-
центрировать ионы Ni2+ энергозависимым образом,
то есть биоаккумулированием. При этом увеличе-
ние времени взаимодействия клеток с ионами
никеля до 48 ч не приводит к возрастанию его со-
держания в бактериальных клетках. Достигнутый
уровень аккумуляции или не изменяется, или
уменьшается, то есть никель вновь поступает из
клеток в среду культивирования в результате
адаптации или гибели бактериальных клеток (в
зависимости от конкретного штамма актинобак-
терий), при этом концентрация никеля в бакте-
риальных клетках снижается до уровня, который
характерен для процесса биосорбции (6.0–
19.0%). Следующей закономерностью является
установленная зависимость уровня аккумуляции
никеля от его исходной концентрации и источни-
ка углерода в среде культивирования. Как видно
из табл. 3, аккумулирующая активность прямо за-
висит от концентрации ионов Ni2+ в среде куль-

тивирования. Согласно полученным данным, ро-
дококки при росте на углеводородсодержащих
питательных средах, а также на глюкозе более эф-
фективно извлекают ионы Ni2+ по сравнению с
ростом на ацетате аммония в качестве единствен-
ного источника углерода и энергии. Несмотря на
то, что уровни извлечения никеля клетками родо-
кокков при их росте в среде с углеводородами или
глюкозой были сопоставимы, временной проме-
жуток, в котором фиксировался максимум погло-
щения Ni2+ клетками, в среде с глюкозой был в
12–24 раза короче. Это позволяет проводить экс-
пресс исследования по поиску актинобактерий –
активных биоаккумуляторов ТМ.

Изучение влияния таких параметров, как воз-
раст культуры, исходная концентрация клеток
актинобактерий, температура культивирования и
диапазон активной кислотности на эффектив-

Рис. 3. Зависимость способности штаммов актино-
бактерий к извлечению никеля (1.25 мМ) от загряз-
ненности источника их выделения. Варианты опыта:
1 – штаммы, выделенные из незагрязненных сред
(25 штаммов); 2 – штаммы, выделенные из сред, за-
грязненных нефтью (36 штаммов). * Отличия стати-
стически достоверны при p < 0.05.
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Рис. 4. Степень извлечения никеля (1.25 мМ) из сре-
ды разными штаммами вида R. ruber.
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Рис. 5. Степень извлечения никеля (1.25 мМ) из сре-
ды живыми (1) и мертвыми (2) клетками R. ruber
ИЭГМ 231 по сравнению с абиотическим
контролем (3).
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ность процесса аккумуляции никеля клетками
актинобактерий описан нами ранее (Костина и
соавт., 2013). Таким образом, исследованные на-
ми штаммы актинобактерий обладают способно-
стью поглощать из среды культивирования от 9 до
215 мг никеля на 1 г сухой биомассы, что позволяет
рассматривать актинобактерии рода Rhodococcus
по их способности к биосорбции ионов никеля как
конкурентоспособные при сравнении с достаточ-
но широким кругом микроорганизмов (Beolchini
et al., 2009; Wang, Chen, 2009).

Микроскопические исследования обнаружи-
ли морфологические изменения клеток штамма
R. ruber ИЭГМ 231 при их культивировании в сре-
де, содержащей никель (рис. 6а): наблюдается об-
разование больших конгломератов, а также умень-
шение размера клеток в 2 раза (до 2.5–3.5 мкм) по
сравнению с контролем (без ионов Ni2+) и прак-
тически отсутствуют V-образные делящиеся
клетки. По нашему мнению, ионы никеля инги-
бируют процесс деления бактериальных клеток,
так как количество делящихся клеток в среде с ни-
келем снижается в 6 раз по сравнению с контро-
лем. Для актинобактерий рода Rhodococcus экспо-

ненциальной фазы роста при культивировании их
в среде без никеля характерно присутствие палоч-
ковидных клеток длиной от 5.0 до 7.0 мкм и шири-
ной 0.5–0.9 мкм, располагающихся единично,
V-образно или палисавидно с большим количе-
ством V-образных делящихся клеток (рис. 6б).

Физиолого-биохимические исследования пока-
зали, что при инкубировании актинобактерий в
среде, содержащей ионы никеля, через 24 ч куль-
тивирования происходит заметное повышение (в
1.2–2.0 раза) содержания внутриклеточного белка
по сравнению с контролем (без ионов Ni2+) (рис. 7).
Подобная закономерность выявлена для всех ис-
следованных в работе бактериальных культур.
При этом внутривидовые различия по содержанию
белка в клетках культивируемых в течении 24 ч в
среде, содержащей ионы Ni2+, не превышают 14%.
Полученные результаты подтверждают высказан-
ное ранее предположение, что отмеченное повы-
шение белкового синтеза является проявлением од-
ного из механизмов адаптации бактерий к металли-
ческому стрессу, в результате которого связывание
ТМ с функциональными группами белковых моле-

Таблица 3. Влияние источника углерода в среде культивирования на извлечение ионов Ni2+ (мг/г биомассы)
клетками R. ruber ИЭГМ 231

Примечание. Время культивирования, при котором зафиксировано максимальное извлечение ионов Ni2+: 3 ч – ацетат ам-
мония и глюкоза, 72 ч – н-додекан и н-гексадекан.

Исходная 
концентрация Ni2+, 

мг/100 мл (мМ)

Источник углерода

ацетат аммония н-додекан н-гексадекан глюкоза

35.2 (0.6) 27.2 ± 0.39 33.2 ± 0.80 35.2 ± 0.03 35.2 ± 0.08
76.3 (1.3) 47.9 ± 1.31 66.0 ± 1.25 75.3 ± 0.67 70.3 ± 0.12

146.7 (2.5) 36.2 ± 2.24 98.6 ± 3.64 134.2 ± 1.61 119.3 ± 1.64
293.4 (5.0) 53.7 ± 3.40 113.6 ± 4.75 159.6 ± 5.52 136.1 ± 6.45
586.9 (10.0) 64.5 ± 3.40 177.8 ± 2.58 214.8 ± 4.00 183.7 ± 5.63

Рис. 6. Клетки R. ruber ИЭГМ 231 в световом микроскопе после 1 сут инкубирования в присутствии никеля (ув. ×1000).
Варианты опыта: а – минеральная среда с Ni2+ (2.5 мМ); б – контроль (среда без добавления ионов ТМ).

(а) (б)
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кул способствует снижению токсического эффекта,
вызываемого ионами ТМ (Костина и соавт., 2010).

Еще одним параметром влияния никеля на
физиолого-биохимические процессы жизнедея-
тельности клеток актинобактерий было измене-
ние их дыхательной активности, что было иссле-
довано на примере штамма R. ruber ИЭГМ 231
(рис. 8). Интенсивность дыхания определяли по
параметрам потребления бактериями кислорода
и выделению углекислого газа в динамике разви-
тия бактериального штамма. Как видно из рис. 8,
дыхательная активность клеток родококков была
в 1.5–2.0 раза ниже при инкубировании в среде,
содержащей ионы Ni2+, по сравнению с ростом в
минеральной среде, не содержащей ионы ТМ.
При этом содержание О2 и СО2 в абиотическом
контроле практически не изменялось и не превы-
шало 200 мкл.

Общее потребление О2 клетками родококков
в среде без внесения ионов ТМ составило 5.97 ×
× 10–4 мкл на клетку, тогда как в среде, содержа-
щей ионы Ni2+, 3.85 × 10–4 мкл на клетку. Выделе-
ние CO2 в среду культивирования составило

Рис. 7. Влияние ионов Ni2+ на содержание внутри-
клеточного белка. Варианты опыта: 1 – контроль
(среда без внесения ионов ТМ); 2 – среда, содержа-
щая ионы Ni2+ (2.5 мМ) через 24 ч культивирования.
Виды актинобактерий: 1 – D. maris (5); 2 – G. rubriper-
tincta (5); 3 – G. terrae (6); 4 – R. erythropolis (9); 5 –
R. fascians (5 штаммов); 6 – “R. longus” (8); 7 – R. opa-
cus (7); 8 – R. rhodochrous (6); 9 – R. ruber (12 штаммов).
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Рис. 8. Влияние ионов Ni2+ на дыхательную активность клеток R. ruber ИЭГМ 231 (ОП600 = 2.0). Параметры измере-
ний: а – аккумуляция кислорода, мкл; б – скорость потребления кислорода, мкл/мин; в – выделение углекислого газа,
мкл; г – скорость выделения углекислого газа, мкл/мин. Варианты опыта: 1 – бактериальная культура в среде без вне-
сения ионов ТМ; 2 – бактериальная культура в среде, содержащей Ni2+ (2.5 мМ); 3 – абиотический контроль.
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1298.2 ± 29.25 мкл на мл среды, тогда как в среде,
содержащей ионы Ni2+, составило 778.5 ± 8.67 мкл
на мл среды. Контрольные показатели (среда без
внесения бактериальной культуры) во всех вариан-
тах проведенных измерений были близки к нулю
(рис. 8). Кумулятивное потребление О2 и выделе-
ние СО2 клетками родококков при высокой опти-
ческой плотности развивающейся бактериальной
культуры (ОП600 = 2.0) в 1.5–1.7 раз выше, чем при
культивировании в среде, содержащей ионы ТМ.
Как видно из рис. 8, полиномиальная аппрокси-
мация более всего соответствует описанию взаи-
мосвязи между концентрацией клеток Rhodococcus
и их респираторной активностью. Используя по-
линомиальную аппроксимацию второго порядка,
было показано, что дальнейшее инкубирование не
приводит к интенсификации дыхательной актив-
ности, что, возможно, связано с ограничением
роста бактериальной культуры.

Динамика потребления О2 и выделения СО2
клетками родококков показана на рис. 8б, 8г.
Средняя скорость (18.5 ± 3.66 мкм/мин) потреб-
ления кислорода в среде, содержащей ионы Ni2+,
достигалась к 3.5 ч инкубации и поддерживалась
в течение 34 ч с последующим снижением на 60%
к концу инкубации. Можно отметить, что посто-
янная интенсивная респирация клеток родокок-
ков в присутствии ионов Ni2+ показала высокую
активность и стабильность. Скорость потребле-
ния О2 в среде без добавления ионов ТМ достига-
ла 31.6 ± 6.07, что в 1.7 раз превышает таковую в
среде с ионами Ni2+. Максимальная скорость по-
требления кислорода (21.2 и 46.5 мкм/мин) была
зафиксирована через 29 ч и 1 ч инкубирования в
среде, содержащей ионы Ni2+ и без внесения ТМ
соответственно. Основываясь на данных, полу-
ченных при изучении динамики респирации (см.
рис. 8б), и количестве жизнеспособных клеток,
установлено, что скорость потребления кислорода
составляла 0.18–0.32 мкл мин–1/мг сухих клеток.

Подобные результаты получены при изучении
скорости выделения СО2 (рис. 8г), так средняя ско-
рость составила 21.6 ± 5.82 и 36.5 ± 7.71 мкл/мин в
среде, содержащей Ni2+, и без ТМ соответствен-
но. Максимальная скорость выделения СО2 в
обоих вариантах опыта зафиксирована к 44 ч ин-
кубирования. Следует отметить, что изменение
дыхательной активности в абиотическом контроле
не превышало 0.5 мкл мин–1. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о подавлении дыхательной
активности клеток родококков (в 1.7–2.0 раза) при
выращивании в среде, содержащей ионы Ni2+, по
сравнению с таковой без внесения ионов ТМ.

По нашим данным, представители актинобак-
терий разных родов по способности аккумулиро-
вать ионы никеля распределяются в следующий
порядок: Rhodococcus > Gordonia > Dietzia. В ре-

зультате проведенных скрининговых исследова-
ний по изучению металлаккумулирующей спо-
собности чистых культур алканотрофных актино-
бактерий выявлены количественные различия в
степени поглощения ионов Ni2+ из среды культи-
вирования. Отобраны штаммы, являющиеся наи-
более активными биоаккумуляторами никеля:
G. rubripertincta ИЭГМ 95Т, ИЭГМ 105; R. fascians

ИЭГМ 39; R. rhodochrous ИЭГМ 62Т, ИЭГМ 64,
ИЭГМ 646; R. ruber ИЭГМ 84, ИЭГМ 93, ИЭГМ
172, ИЭГМ 226, ИЭГМ 231, ИЭГМ 235, ИЭГМ
327, извлекающие из среды от 60 до 95% ионов ТМ.
Эти штаммы имеют практическую значимость и
могут быть использованы для биотехнологической
очистки природных и сточных вод, загрязненных
высокими концентрациями ионов ТМ.

Исследования выполнены в рамках Комплекс-
ной программы 18-4-8-21 и государственного зада-
ния (№ госрегистрации темы: 01201353247).
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Accumulation of nickel ions by actinobacterial strains of Dietzia, Gordonia, and Rhodococcus from the Re-
gional Specialized Collection of Alkanotrophic Microorganisms (IEGM; http://www.iegm.ru/iegmcol) was
studied. The major physicochemical factors underlying the accumulation of nickel ions are discussed. The
strains characterized by high (up to 95%) accumulation of and resistance to increased (up to 10.0 mM) nickel
ion concentrations were selected.
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