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Древние подземные льды Арктики разного генезиса и геологического возраста впервые исследова-
ны на наличие бактериофагов. Методом электронной микроскопии фаговые частицы обнаружены
во всех образцах льда. Доминирующим морфотипом были частицы из группы хвостатых фагов. Вы-
явлена корреляция численности интактных микробных клеток и фаговых частиц. Наибольшее оби-
лие фаговых частиц, как показал прямой микроскопический подсчет, зафиксировано в нативных
расплавах образцов реликтового повторно-жильного льда (ПЖЛ). Отмечена зависимость наличия
и численности фаговых частиц от генезиса подземного льда. Установлено, что фаги, как неотъем-
лемая часть микробных сообществ, сохраняются в экстремально низкотемпературных условиях
древних подземных льдов.
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Общепризнанно, что бактериофаги – самая
многочисленная форма жизни на Земле. В насто-
ящее время они обнаружены при исследовании
различных, в том числе и экстремальных, сред
обитания, где играют ключевую роль в регуляции
численности и состава микробных сообществ
(Säwström et al., 2008). Наименее изученной среди
экстремально низкотемпературных сред обита-
ния является криолитозона Арктики. Это область
сплошного распространения многолетнемерзлых
пород, вызывающая в последние годы особый
интерес в связи с освоением природных ресурсов
Арктического региона. В криолитозоне Арктики
широко распространены подземные льды, пред-
ставляющие в мерзлых толщах пород уникальные
геоморфологические самостоятельные образова-
ния различного генезиса, сформировавшиеся в
течение тысячелетий.

Исследования последних лет показали, что ле-
дяные включения в мерзлых грунтах являются
наиболее благоприятной средой для сохранения
микроорганизмов (Katayama et al., 2007; Курчатова
и соавт., 2011). Микробные популяции разной сте-
пени обилия выявлены исследователями жильных
льдов полярных регионов Аляски, Юкона, Канад-
ской Арктики (Katayama et al., 2007; Lacelle et al.,
2011; Roland et al., 2012).

В то же время, наличие жизнеспособной микро-
флоры предусматривает и возможность сохранения

фаговой составляющей микробных сообществ. В
хорошо изученных водных средах обитания аркти-
ческих полярных экосистем наблюдается высокая
степень активности бактериофагов в бактериаль-
ных сообществах. При этом в морских льдах Аркти-
ки зафиксировано рекордное обилие вирусов, как
показал прямой подсчет – 9 × 106–3 × 108 ча-
стиц/мл. Эта величина в 10‒100 раз больше, чем
концентрация вирусов в окружающей морской
воде (Maranger et al., 1994).

Электронно-микроскопическое изучение фа-
гов исследованных полярных экосистем показа-
ло, что в них преобладают бактериофаги из мор-
фологических семейств Siphoviridae, Myoviridae,
Podoviridae (Borriss et al., 2003).

Что касается сведений о фаговой составляю-
щей микробных сообществ подземных льдов
Арктики, то они практически отсутствуют. В то
же время следует отметить, что подземные льды
представляют собой древние закрытые экосисте-
мы, в настоящее время мало или вовсе не изучен-
ные. Недавно нами были получены первые ре-
зультаты по биоразнообразию бактериофагов в
исследованном образце древнего жильного льда
(Филиппова и соавт., 2016). В настоящее время
растет практический интерес к исследованиям
такого рода. Предполагаемое глобальное потеп-
ление климата делает актуальным изучение эко-
логических последствий оттаивания вечной мерз-
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лоты – своеобразного хранилища микробно-вирус-
ных сообществ. В результате таяния арктических
ледников, а также вытаивания ледовых скоплений
вечной мерзлоты происходит контаминация окру-
жающей среды их микрофлорой. Поэтому нельзя
исключить возможности возникновения опасных
инфекций неизвестной природы за счет активации
древней микрофлоры и возможности переноса бак-
териофагами сохраненных в их геноме древних
факторов вирулентности и патогенности. Изве-
стен также путь перенесения фагами детерминант
резистентности бактерий к антибиотикам (Lavysh
et al., 2016). Поэтому мониторинг структуры и со-
стояния фаговой составляющей микробных со-
обществ подземных льдов необходим для оценки
потенциальных рисков биоопасности Арктиче-
ского региона.

Целью нашей работы было исследование об-
разцов древних подземных льдов криолитозоны
России на наличие в них фагов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования были нативные об-
разцы подземных льдов: 1) древние толщи по-
вторно-жильных льдов (ПЖЛ), формировавшие-
ся по морозобойным трещинам в течение геоло-
гически длительного времени; 2) инъекционный
лед – результат внутригрунтового промерзания и
кристаллизации подземных вод; 3) пластовый

лед, генезис которого остается в настоящее время
остро дискуссионным (табл. 1).

Образцы для исследования отобраны в ходе
экспедиционных работ 2016 г. сотрудниками гео-
логического и географического факультетов МГУ
им. М.В. Ломоносова. Датировка льдов приведе-
на в публикациях (Vasilchuk et al., 2004; Белова,
2014; Васильчук и соавт., 2014).

В полевых условиях образцы льда ненарушен-
ной структуры отбирали с помощью стерилизо-
ванных спиртом и обожженных в пламени ин-
струментов. Поверхностный слой льда счищали
на глубину до 5 см. Для удаления чужеродной
микрофлоры поверхность отобранных моноли-
тов обрабатывали пламенем газовой горелки, а
затем помещали в предварительно простерилизо-
ванные пакеты и хранили в мерзлом состоянии
при температуре, близкой к естественной (‒5°С).
Транспортировку проб в лабораторию осуществ-
ляли в термоконтейнерах с хладагентами. Образ-
цы до проведения экспериментов хранили при
температуре ‒20°С.

В связи с особыми требованиями к соблюде-
нию асептического отбора образцов (и риском
возможной контаминации посторонней микро-
флорой в процессе отбора, а также в ходе даль-
нейших исследований) проведены контрольные
эксперименты в полевых и лабораторных услови-
ях по методике с использованием маркерного
штамма дрожжей Yarrowia lipolytica Y-3603, мечен-
ного красным флуоресцентным белком, с высо-

Таблица 1. Описание образцов подземных льдов

Место отбора Тип льда Геологический 
возраст Описание

Обнажение ледового
комплекса в верхней части 50-м 
террасы Мамонтовой горы 
(Центральная Якутия)

ПЖЛ (верхний ярус) Плейстоцен
13‒19 тыс. лет

Лед с тонкими прожилками 
грунтовых примесей.
Структура зернистая,
пузырчатая.
Цвет молочно-белый

ПЖЛ (нижний ярус) Плейстоцен
40‒46 тыс. лет

Лед непрозрачный, мутно-
серого цвета, содержит много-
численные цепочки пузырьков

Тазовский п-ов, в районе
нефтяного месторождения
Песцовое (Западная Сибирь).
Образец взят из керна скважины 
бугра пучения на глубине 13 м

Инъекционный лед 5–5.4 тыс. лет Лед слоистый, с прослоями 
суглинка и многочисленными 
включениями минеральных 
частиц; толщина слоев 
льда 5‒7 см

П-ов Гыдан (Карское море), 
береговое обнажение 
мыса Черный, на глубине 5.5 м 
(Западная Сибирь)

Пластовый лед ~ 40‒25 тыс. лет Лед слоистый, прозрачный с 
протяженными цепочками газо-
вых пузырьков
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кой численностью клеток (108 кл./мл). Об эффек-
тивности соблюдения условий асептического от-
бора проб судили по результатам прямого
микроскопического учета клеток дрожжей в об-
разцах и при посевах на агаризованные питатель-
ные среды (Brouchkov et al., 2017).

Прямое определение живых и мертвых клеток.
Оценку общей численности бактерий проводили
методом люминесцентной микроскопии с ис-
пользованием флуоресцентного красителя: акри-
динового оранжевого (“Mathesoi, Coleman & Ball
Manufacture Chemistry”). Для дифференциации
неповрежденных (интактных) и мертвых клеток
по зеленой или красной эпифлуоресценции соот-
ветственно использовали краситель Live/Dead
Baclight (“Invitrogen”).

Прямой подсчет фаговых частиц в электронном
микроскопе. Препараты расплавов льда наносили
на сетки с формваровой пленкой-подложкой,
укрепленной углеродом, контрастировали 2%
фосфорно-вольфрамовой кислотой (Бирюзова и
соавт., 1963), затем просматривали в электронном
микроскопе JEM-100CXII (“JEOL”, Япония) и
производили прямой подсчет фаговых частиц в
тех образцах, где это было возможно.

Выявление бактериофагов из негативных зон
(бляшек) на колониях фагочувствительных бакте-
рий. В качестве фагочуствительных бактерий ис-
пользовали колонии аэробных гетеротрофных
бактерий, выделенных из образцов пластового
льда. Высев образца талого льда производили на
агаризованную питательную среду Plate count agar
(“Difco”) в 3-х повторностях. Инкубацию бакте-
рий осуществляли при температурах 20 и 28°С в
течение 5‒10 сут. Клеточную морфологию изоля-
тов бактерий изучали методом фазово-контраст-
ной микроскопии (AXIOPLAN, “CarlZeiss”, Гер-
мания). Фаги детектировали в материале, взятом
из негативных зон колоний лизогенного изолята,
методом электронной микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование повторно-жильных льдов (ПЖЛ).
В результате проведенных исследований в образ-
цах ПЖЛ выявлено значительное количество фа-
говых частиц, относящихся к группе хвостатых
фагов, как свободных, так и сорбированных на

различных структурах (рис. 1). Обнаруженные
фаговые частицы различались размерами и фор-
мой головок и хвостов. Наблюдали головки как
круглой, так и овальной формы, хвосты – от ко-
ротких до довольно длинных, прямые или изо-
гнутые, иногда конусовидной формы.

При прямом подсчете в электронном микро-
скопе определена численность фаговых частиц
(ФЧ): в образце ПЖЛ верхнего яруса – порядка
108 ФЧ/мл, а в ПЖЛ нижнего яруса – 109 ФЧ/мл.
Высокая численность фаговых частиц в образцах
жильного льда коррелировала с довольно высо-
кими показателями численности интактных кле-
ток в образцах (табл. 2).

В исследованных образцах была отмечена ред-
кая встречаемость мертвых микробных клеток,
что свидетельствует о сохранении интактности
микроорганизмов в жильных льдах. Это может
расцениваться как косвенное подтверждение ги-
потезы об увеличении выживаемости бактерий,
несущих фаговые лизогены, в затрудняющих рост
условиях, таких как низкая температура и трудно-
доступность источников питания (Paul, 2008). В
этих же образцах была отмечена высокая числен-
ность ФЧ. При этом сообщество выявленных ФЧ
было представлено фагами только хвостатого
морфотипа. По мнению исследователей перма-
фроста Аляски такая ограниченность разнообра-
зия фаговых частиц и их высокая концентрация
указывают на стабильность среды обитания виро-
бактериального сообщества и изоляцию от окру-
жающей среды (Colangelo-Lillis et al., 2016).

Исследование инъекционного льда. Расплавы
инъекционного льда отличались значительной
замутненностью из-за высокого содержания ча-
стиц грунта. После отстаивания в течение 2‒4 ч
для приготовления препаратов использовали
просветленный верхний слой. При исследовании
отстоев расплавов льда наблюдали редкие фаго-
подобные частицы (рис. 2). Помимо хвостатых
фагов, в препаратах присутствовали и частицы
других морфотипов. Показатель достаточно вы-
сокой численности интактных клеток в этом об-
разце – (1.7 ± 0.2) × 106 кл./мл, давал основание
предполагать присутствие фаговых частиц раз-
личной морфологии и в значительном количе-
стве. Однако корректно подсчитать их не было
возможности из-за вероятной сорбции на колло-

Таблица 2. Численность клеток и фаговых частиц в образцах ПЖЛ разного геологического возраста ледового
комплекса Мамонтовой горы

Образцы
Общая численность микробных 
клеток (краситель акридиновый 

оранжевый), кл./мл

Число “живых” клеток 
(краситель Live-Dead), кл./мл

Число фаговых
частиц (ФЧ/мл)

ПЖЛ (верхний ярус) (2.7 ± 0.5) × 107 (2.6 ± 0.2) × 106 7.2 × 108

ПЖЛ (нижний ярус) (5.1 ± 0.4) × 106 (2.6 ± 0.2) × 105 1.0 × 109
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Рис. 1. Разнообразие фаговых частиц, выявленных в нативных образцах плейстоценового ПЖЛ ледового комплекса
Мамонтовой горы (Центральная Якутия): а–з – верхний ярус (13‒19 тыс. лет); и–о – нижний ярус (~40‒46 тыс. лет).
Масштабная метка – 50 нм.

(а)(а)(а)

(в)(в)(в)

(о)(о)(о)(н)(н)(н)(л)(л)(л)

(м)(м)(м)

(к)(к)(к)(и)(и)(и)

(г)(г)(г) (д)(д)(д) (е)(е)(е) (ж)(ж)(ж) (з)(з)(з)

(б)(б)(б)

идных включениях суглинка (табл. 1) и их после-
дующего осаждения при отстаивании. В то же
время, возможно, именно благодаря сорбции ФЧ
на органоминеральных структурах в этом образце
нами было выявлено большее разнообразие фаго-
вых морфотипов (Harvey, Ryan, 2004).

Исследование пластового льда. Расплав образца
пластового льда визуально выглядел прозрачным.
При исследовании в электронном микроскопе фа-
говые частицы не были обнаружены. Показатель
численности интактных клеток в образце оказался
достаточно низким – (3.0 ± 0.4) × 104 кл./мл. Из-
вестно, что большинство фагов не реплицируют-
ся, если концентрация клеток бактерии-хозяина
ниже 103–105 кл./мл (Wiggins, Alexander, 1985).

При значении численности клеток бактерии-хо-
зяина ниже 105 кл./мл не выявлялся также и внутри-
клеточный фаг (Steward et al., 1992; Weinbauer, Pe-
duzzi, 1994). Поэтому отсутствие свободных фаговых
частиц в образце пластового льда, вероятно, объяс-
няется низкой численностью интактных бактери-
альных клеток, что, скорее всего, связано с форми-
рованием данного образца пластового льда из воды
атмосферных осадков или грунтовых вод, обеднен-
ных микроорганизмами (Леин и соавт., 2003). Од-
нако на бактериальных колониях одного из изоля-
тов аэробных гетеротрофных бактерий, выделен-
ных из образца пластового льда, в зоне активного
роста колоний были отмечены точечные фаговые
бляшки. Колонии изолята оранжевые, гладкие,
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блестящие, клетки – палочковидные (1 × 0.4 мкм),
V-образной группировки, неподвижные. При изу-
чении материала, отобранного из негативных
зон, были обнаружены свободные и сорбирован-
ные на фрагментах клеточного лизиса хвостатые
фаговые частицы, сходные по морфологии с си-
фовирусами (рис. 3).

Таким образом, с целью обнаружения вирусов
бактерий – бактериофагов впервые были исследо-
ваны уникальные образцы древних подземных
льдов Арктики разного генезиса и различного гео-
логического возраста, изолированные под вечной
мерзлотой. Установлено, что фаги – неотъемлемая
часть микробных сообществ – сохраняются в экс-
тремальных низкотемпературных условиях под-
земных льдов. Представленная работа содержит
новый материал по экологии, которым можно

воспользоваться при составлении арктических
программ.

Работа выполнена при частичной поддержке
гранта РФФИ № 16-05-00296 и в рамках госзада-
ния № 0104-2018-0029.
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Abstract—This is the first report on investigation of bacteriophages in ancient Arctic buried ice of various gen-
esis and geological age. Electron microscopy revealed phage particles ion all ice samples. Tailed bacterio-
phages were the dominant morphotype. A correlation was found between abundances of intact microbial cells
and phage particles. Direct microscopic counts revealed the highest phage abundance melted native samples
of of ice wedge. Dependence of occurrence and abundance of phage particles on genesis of buried ice was ob-
served. The phages, as an integral component of microbial communities, were found to be preserved in ex-
treme low-temperature conditions of buried ancient ice.
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