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С целью более полного выявления микроорганизмов в донных осадках Черного моря усовершен-
ствованы методы подготовки проб и применен метод проточной цитометриии после окраски кле-
ток флуорохромом SYBR Green I. Показано, что наиболее универсальными приемами пробоподго-
товки донных отложений различного типа являются: применение пирофосфата натрия; параллель-
ное с этим использование плавиковой кислоты для глубоководных восстановленных осадков;
обработка проб метанолом как предпочтительная при исследованиях грунтов в прибрежных аква-
ториях с нормальной степенью аэрации придонного слоя. Для образцов различного типа предложе-
ны оптимальные варианты пробоподготовки, включая выбор химического реагента, режим ультра-
звуковой обработки и центрифугирования, дополнительные промывочные процедуры. Предло-
женные комплексы методов обработки донных отложений позволили существенно повысить
эффективность учета клеток бактерий, а использование проточной цитометрии после окраски кле-
ток флуорохромом обеспечило быстроту определения общей численности микроорганизмов в дон-
ных осадках. Диапазон общей численности микроорганизмов составил 0.03–1.54 × 108 кл. г–1 и
0.002–1.24 × 108 кл. г–1 сухого веса образцов, отобранных из шельфовых и глубоководных осадков
соответственно. Это сопоставимо с данными, описанными ранее для различных акваторий Миро-
вого океана, включая Черное море.
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Черное море – крупнейший в мире меромик-
тический водоем, отличительной особенностью
водной толщи которого является наличие ста-
бильного галоклина, который отделяет солонова-
тый кислородный слой от бескислородного.
Микробиологические исследования в черномор-
ских осадках чаще проводились в шельфовых
(Миронов, 1979; Сорокин, 1982; Thamdrup et al.,
2000; Lein et al., 2002; Pimenov et al., 2013; Tarn-
ovetskii et al., 2018), реже – в глубоководных участ-
ках моря (Leloup et al., 2007; Schippers et al., 2012).
Показатели общей численности бактерий в дон-
ных отложениях Черного моря обычно приводят-
ся в контексте исследований отдельных групп
микроорганизмов (метаноокисляющих, сульфат-
редуцирующих и др.) и их роли в биогеохимиче-
ских циклах (Thamdrup et al., 2000; Lein et al.,
2002; Leloup et al., 2007; Egorov et al., 2011; Schip-

pers et al., 2012; Pimenov et al., 2013; Malakhova
et al., 2015; Tarnovetskii et al., 2018).

Основной проблемой при определении общей
численности микроорганизмов в образцах, со-
держащих большое количество взвешенного ве-
щества (например, лиманы, приливно-отливные
зоны, донные осадки и др.), является сложность
отделения бактериальных клеток от небиологи-
ческой фракции из-за прочного связывания.
Кроме того, неорганические и органические ча-
стицы, присутствующие в пробах, обладают спо-
собностью к неспецифическому связыванию с
флуоресцентными красителями и/или автофлуо-
ресценции, что сильно затрудняет распознавание
бактериальных клеток при любом способе их ре-
гистрации (Weinbauer et al., 1998; Danovaro et al.,
2001; Kallmeyer et al., 2008; Morono et al., 2009).

С. Б. Гулин

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В последние десятилетия были предложены
несколько методов отделения клеток микроорга-
низмов от осадочных частиц. Наиболее часто для
обработки донных осадков использовали различ-
ные поверхностно-активные вещества: неионные
(Tween 80), ионные (пирофосфат натрия) (Frischer
et al., 2000; Danovaro et al., 2001, 2010). Известно о
применении в качестве химического реагента ме-
тилового спирта, разрушающего полисахаридные
экзополимеры, которые удерживают клетки мик-
роорганизмов, ассоциированные с различными
небиологическими частицами (Lunau et al., 2005;
Kallmeyer et al., 2008). Для исследования глубоко-
водных донных осадков был предложен комби-
нированный метод двустадийной обработки об-
разца плавиковой кислотой с последующей оста-
новкой реакции смесью, содержащей метанол.
При этом способе обработки проб растворяются
аморфные силикаты и внеклеточные биомолеку-
лы, что приводит к снижению небиологической
флуоресценции сигнала после окраски анализи-
руемого материала флуорохромами. При этом
влияние на внутриклеточную ДНК оказывалось
минимальным (Morono et al., 2009). В дополне-
ние к химическим способам обработки донных
отложений предлагалась последующая механиче-
ская обработка осадков: встряхивание, использо-
вание ультразвука или блендера, центрифугиро-
вание (Lindahl, Bakken 1995; Kallmeyer et al., 2008).
Однако, как отмечали авторы, с повышением эф-
фективности выделения клеток из субстрата мо-
жет увеличиваться их лизис. Таким образом, каж-
дый из использованных методов обладал своими
преимуществами и недостатками, подходил для
тех или иных водоемов, окисленных или восста-
новленных осадков.

В большинстве исследований по выявлению
клеток в донных отложениях прямыми микроско-
пическими методами использовали флуоресцент-
ную микроскопию. Метод проточной цитометрии
наиболее часто применяется для исследования
численности микроорганизмов почв (Porter et al.,
1997), сравнительно недавно он был использован
для анализа донных осадков в озерах и реках (Du-
hamel, Jacquet, 2006; Amalfitano, Fazi, 2008). Для
анализа морских отложений подобные работы от-
сутствуют.

Целью данной работы было повысить эффек-
тивность определения общей численности про-
кариот в донных осадках из различных районов
Черного моря путем сочетания химических и фи-
зических способов пробоподготовки и использо-
вания метода проточной цитометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты. В работе исследовали осадочные от-

ложения из Севастопольской бухты (44°37.53′ с.ш.,
33°31.32′ в.д.; глубина 14 м) и глубоководной зоны
западной части Черного моря (44°40.70′ с.ш.,

31°51.70′ в.д.; глубина 756 м). Пробы донных осад-
ков отбирали коробчатым дночерпателем (“EPA”,
США) и/или акриловой грунтовой трубкой с ва-
куумным затвором. Непосредственно после отбо-
ра осадочный керн вертикально разделяли на
слои толщиной 1–2 см и помещали в стерильные
чашки Петри. Образцы хранили не более 6 мес.
при температуре –20°С и размораживали непо-
средственно перед определениями.

Подготовка суспензии пробы и фиксирование
материала. Репрезентативные образцы (в двух по-
вторностях) готовили смешиванием трех порций
грунта с соответствующего слоя. Полученную на-
веску (0.2–1.0 г) предварительно разбавляли от-
фильтрованной морской водой, интенсивно пе-
ремешивали вручную и фиксировали 40% фор-
мальдегидом (50 мкл мл–1 пробы). Общий объем
суспензии грунта, в зависимости от метода, со-
ставлял 2–7 мл. Для стерилизации рабочих рас-
творов и морской воды непосредственно перед
анализом проводили их фильтрацию с использо-
ванием фильтров с диаметром пор 0.2 мкм (“Sar-
torius”, Германия).

Химическая обработка осадка пирофосфатом на-
трия. В пробирку с суспензией грунта (после про-
цесса разведения и фиксации) добавляли 50 мМ ра-
бочего раствора пирофосфата натрия (Na4P2O7)
до конечной концентрации 5 мМ и инкубировали
15 мин в темноте при комнатной температуре.
После инкубации все образцы встряхивали вруч-
ную в течение 1 мин, а затем обрабатывали от 1 до
15 мин на ультразвуковой (УЗ) установке (Unitra
unima 01SZTYN UM-4, VA140, V220, Hz50). Для
окончательного отделения клеток от частиц осад-
ка и увеличения объема надосадочной жидкости
пробы центрифугировали (1–5 мин, 700 g) (Dano-
varo et al., 2001, 2010). Для получения качествен-
ного сигнала при цитометрических измерениях
время УЗ обработки было увеличено до 30 мин.
Для предотвращения перегрева пробы УЗ обра-
ботку проводили в ледяной бане, через 15 мин
пробирки встряхивали вручную, а в конце обра-
ботки – 1 мин с помощью вортекса (Microspin
FV-2400, “Biosan”, Латвия). Аликвоты суперна-
танта (1 мл) использовали для микроскопическо-
го и цитометрического анализов.

Обработка метанолом. В пробирку с 6 мл сус-
пензии осадка (без фиксации пробы) добавляли
0.6 мл 10% метанола (СН3ОН) и встряхивали
вручную. Образцы выдерживали в УЗ установке в
течение 15 мин при 35°С, затем пробы встряхива-
ли c помощью вортекса в течение 1 мин. Для уда-
ления детритных и неорганических частиц сус-
пензии центрифугировали (1 мин, 190 g) (Lunau
et al., 2005; Kallmeyer et al., 2008). Для последую-
щих анализов отбирали 1 мл супернатанта.

Обработка плавиковой кислотой. К 0.5 мл сус-
пензии донных осадков (после разведения и фик-
сации) добавляли 0.7 мл раствора плавиковой
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кислоты (1% HF в 3% NaCl) и инкубировали
20 мин при комнатной температуре. После инкуба-
ции все образцы встряхивали вручную и обрабаты-
вали 4 мл смешанного раствора (1 М Tris-HCl,
pH 8.0; 0.125 М CaCl2 и 25% СH3OH), затем в тече-
ние 1 мин проводили УЗ обработку на ледяной
бане и центрифугировали (1 мин, 100 g) (Morono
et al., 2009); 1 мл супернатанта использовали для
анализа.

Серия промывочных поцедур (аналогична для
всех методов). Для более точного выявления ко-
личества клеток микроорганизмов, остающихся в
осадке после химической и механической обра-
боток, поводили серию промывочных процедур.
После отбора аликвоты для анализа супернатант
аккуратно сливали, в осадок добавляли фильтро-
ванную морскую воду, перемешивали и центри-
фугировали в необходимом для данного метода
режиме. В каждой аликвоте супернатаната (1 мл)
определяли количество клеток микроорганизмов
с 3–10-кратной повторностью.

Окраска клеток SYBR Green I. Окраску микро-
организмов SYBR Green I проводили в соответ-
ствии с протоколами Marie et al. (1997) и
Noble, Fuhrman (1998). Рабочие растворы флуо-
рохромов готовили из расчета 10 мкл мл–1 сте-
рильной Milli-Q воды и хранили при температуре
–20°С. Образцы прокрашивали с добавленем
10 мкл рабочего раствора на 1 мл пробы с после-
дующей инкубацией в темноте в течение 1 ч.

Эпифлуоресцентрная микроскопия. Для кон-
центрирования бактериальных клеток использо-
вали ядерные фильтры производства ОИЯИ
(г. Дубна, Россия) с диаметром пор 0.2 мкм и
фильтровальную установку (“Sartorius”, Герма-
ния). Для равномерного распределения клеток
фильтр помещали на влажную подложку из обез-
золенного бумажного фильтра с диаметром пор
1.5–2.5 мкм. Разрежение в процессе фильтрации
не превышало 150 мм рт. ст. Для гашения соб-
ственной флуоресценции фильтры предвари-
тельно окрашивали в насыщенном растворе суда-
на черного в 50% этаноле в течение 1 сут (Hobbie
et al., 1977). Подсчет клеток бактерий проводили в
трех повторностях с помощью микроскопа
Jenalumar-a/d (“Carl Zeiss”, Германия), оснащен-
ного ртутной лампой HBO-202, при увеличении
×1000. При подсчете клеток после окраски SYBR
Green I были использованы наборы оптических
фильтров: синий возбуждающий от 465 до 505 нм,
барьерный 510 нм; эмиссионный от 515 до 565 нм
(Marie et al., 1997; Noble, Fuhrman, 1998). Измере-
ния проводили в двух повторностях, на каждом
фильтре просчитывали не менее 200 клеток в 10–
20 полях зрения для получения данных с ошибкой
не более 20% при 95%-ном уровне значимости
(Лебедева и соавт., 1969).

Проточная цитометрия. Пробы анализировали
с помощью проточного цитометра (CytomicsTM

FC 500; “Beckman Coulter”, США), содержащего
в качестве источника света синий (488 нм) арго-
новый лазер, и программного обеспечения CXP.
Данные обрабатывали с помощью программного
обеспечения Flowing Software v. 2.5.0 (Perttu Ter-
ho, Turku Centre for Biotechnology, University of
Turku, Finland, www.flowingsoftware.com).

Численность микроорганизмов определяли в
пробах, окрашенных флуорохромом, выделяя
флуоресцирующую фракцию, соответствующую
размерам бактериальных клеток, на 2-параметри-
ческих цитограммах прямого светорассеивания
(FS) и флуоресценции SYBR Green I в зеленой об-
ласти спектра (канал FL1, 525 нм) на безразмерных
логарифмических шкалах (Gasol et al., 2000). Кон-
центрацию клеток рассчитывали с учетом скорости
протока пробы (15 мкл мин–1), времени счета (60 с)
и количества клеток, зарегистрированных в этот
промежуток времени. Контроль качества измере-
ний проводили с помощью калибровочных разно-
размерных (0.2–10 мкм) флуоресцентных микро-
сфер (“Beckman Coulter”, “Molecular Probes”,
США). Навески для приготовления суспензии го-
товили таким образом, чтобы с учетом разбавления
фильтрованной морской водой и вводимых реаген-
тов разведение пробы составляло 10–30 раз. Для
анализа использовали 1 мл пробы, измерения про-
водили в двух повторностях. Количество частиц,
просчитываемых за 1 с, не превышало 103–104.

Окончательные варианты методических про-
токолов с нашей модификацией приведены на
рис. 1. Для всех методов были использованы об-
щие этапы обработки проб: 1) приготовление сус-
пензии грунта разбавлением фильтрованной мор-
ской водой; 2) в случае необходимости, фиксиро-
вание пробы; 3) обработка химическим реагентом;
4) механическая обработка ультразвуком; 5) учет
численности клеток с использованием проточной
цитометрии и/или микроскопических подсчетов.

Расчет численности бактерий. При расчетах об-
щей численности бактерий учитывали объемы
растворов: фиксатора, вводимых реактивов и
фильтрованной морской воды, использованной
для приготовления суспензии образца и промы-
вок. Поскольку для каждой пробы кроме экстрак-
ции после химической и механической обработок
проводили серию промывок, полученные после
каждого этапа обработки результаты суммирова-
ли. По полученным данным строили кумулятив-
ные кривые, за 100% десорбированных из осадков
клеток принимали результаты, полученные после
10 промывок. Общую численность микроорга-
низмов выражали числом клеток на 1 г сухого об-
разца (кл. г–1).

Статистический анализ проводили в пакете
STATISTICA (data analysis software system), версия
10 (“StatSoft, Inc.”, www.statsoft.com), построение
графиков – в программах SigmaPlot 10.0 (“SYSTAT
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Software, Inc.”) и Grapher 8 (“Golden Software,
Inc.”).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Цитометрический анализ суспензий, получен-

ных после инкубации образца донных отложений
из Севастопольской бухты в растворе пирофос-
фата натрия (5 мМ), ультразвуковой обработки
(3–30 мин), отделения крупных частиц при быст-
ром центрифугировании и прокрашенных SYBR
Green I, показал существенные различия в оцен-
ках численности клеток, зависящие от режима
пробоподготовки. При краткосрочной обработке
УЗ (3 мин) и центрифугировании (700 g, 1 мин),
была выявлена малочисленная фракция частиц с

диапазоном размеров и интенсивности флуорес-
ценции, соответствующим бактериальным клет-
кам (0.03–0.10 × 108 кл. г–1 сухого образца); боль-
шая часть частиц обладала крупными размерами
и низкой флуоресценцией (рис. 2а, табл. 1). Уве-
личение времени обработки УЗ до 15 мин с тем
же режимом центрифугирования обеспечило
вдвое большую эффективность выявления кле-
ток (0.25 ± 0.004 × 108 кл. г–1 сухого образца), однако
фракция неклеточных частиц была многочислен-
ной (рис. 2б, табл. 1). Относительно высокое коли-
чество микробных клеток (0.50 ± 0.02 × 108 кл. г–1

сухого образца) и практическое отсутствие круп-
норазмерной фракции было выявлено после
30 мин ультразвуковой обработки в ледяной бане

Рис. 1. Обобщенный протокол, иллюстрирующий этапы сепарации бактериальных клеток от частиц грунта при обра-
ботке черноморских проб. Использованы оригинальные протоколы, приведенные в работах Danovaro et al., 2001, 2008,
2010 (для Na4P2O7); Lunau et al., 2005; Kallmeyer et al., 2008 (для СH3OH); Morono et al., 2009 (для комбинированного
способа с HF и СH3OH).

Навеска грунта (0.2–1.0 г)

Разбавление фильтратом морской воды

Фикисирование пробы
40% формалином
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1% р-р
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Экспозиция 15 мин 
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Остановка реакции:
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0.125 M CaCl2; 25% CH3OH

Обработка ультразвуком
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и центрифугирования в течение 3 мин при 700 g
(рис. 2в, табл. 1). Именно этот режим обработки
использовали в дальнейшем для определения
численности микроорганизмов в донных пробах
из Севастопольской бухты и глубоководных рай-
онов Черного моря (табл. 1).

Контроль цитометрических измерений прово-
дили с помощью эпифлуоресцентной микроско-
пии. В обоих случаях образцы обрабатывали пи-
рофосфатом натрия (15 мин) с УЗ обработкой
(30 мин, при 0°С), центрифугированием (700 g,
3 мин) и окраской флуорохромом SYBR Green I.
Показано, что полученные величины численно-
сти бактерий для донных отложений Севасто-
польской бухты находились в пределах одного
порядка и достоверно не различались: (0.18 ± 0.12)
и (0.16 ± 0.09) × 108 кл. г–1 сухого образца (цито-
метрия и микроскопия соответственно; парный
t-тест, р > 0.05). Нами была обнаружена положи-
тельная корреляция c заметной степенью связи

между полученными величинами (r = 0.7), урав-
нение регрессии и степень детерминации указа-
ны на рис. 3.

Цитометрический анализ проб донных осад-
ков Севастопольской бухты (слой 3–4 см), прове-
денный после экстракции образца метанолом
(10%), обработки УЗ (15 мин, при 35°С), центри-
фугирования (190 g, 1 мин), показал высокое ко-
личество обнаруживаемых микробных клеток
(1.07 ± 0.04 × 108 кл. г–1 сухого образца). Фракции
неклеточных, крупных частиц с большей вероятно-
стью можно отнести к небиологическим частицам
из-за очень низкого уровня FL1 сигнала (рис. 4б).
Сопоставление двух методов химической обработки
(Na4P2O7 и СH3OH) показало сходство полученных
величин, хотя при обработке пирофосфатом натрия
выявляемая численность микроорганизмов была в
1.5 раза выше (1.54 ± 0.04 × 108 кл. г–1 сухого образ-
ца) (рис. 4а).

Рис. 2. Цитограммы, полученные после обработки проб донных осадков из Севастопольской бухты (слой 2–3 см) пи-
рофосфатом натрия, последующей механической обработки и окраски SYBR Green I: а – УЗ обработка (3 мин), цен-
трифугирование (700 g, 1 мин); б – УЗ обработка (15 мин), центрифугирование (700 g, 1 мин); в – УЗ обработка
(30 мин), центрифугирование (700 g, 3 мин). Обозначения: FS – размеры клеток; FL1 – интенсивность флуоресцен-
ции в зеленой области спектра; N – численность бактерий.
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Таблица 1. Численность бактерий в различных слоях донных осадков Севастопольской бухты Черного моря по
результатам цитометрического анализа после химической обработки различными реагентами и окраски флуоро-
хромом SYBR Green I

Примечание. ПФ – пирофосфат натрия; МТ – метанол; УЗ – ультразвуковая обработка; ЦФ – центрифугирование.

Слой исследования, см Способ пробоподготовки
Численность бактерий

(×108 кл. г–1 сухого образца)

0–2 Обработка ПФ, 3 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин) 0.03 ± 0.002
2–3 Обработка ПФ, 3 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин)

Обработка ПФ, 15 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)

0.10 ± 0.002
0.25 ± 0.004
0.50 ± 0.02

3–4 Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)
Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)

1.54 ± 0.26
1.07 ± 0.38

4–5 Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин) 0.56 ± 0.02
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При цитометрическом анализе проб из различ-
ных слоев донных отложений глубоководной анок-
сической зоны Черного моря (западная часть, свал
глубин, 756 м), обработанных метанолом, величины
численности бактерий оказались очень низкими и
варьировали от 0.002 до 0.16 × 108 кл. г–1 сухого об-
разца (табл. 2). После центрифугирования в про-
бе оставались частицы взвеси, которые засоряли
проточную систему цитометра. При микроскопи-
ческом анализе была выявлена низкая числен-
ность клеток. Кроме того, сильная засветка фона

на фильтре, обусловленная автофлуоресценцией
взвеси, значительно затрудняла подсчет клеток.
Вероятно, этот метод имеет ограничения для глу-
боководных черноморских проб. Поэтому для
осадков такого типа мы опробовали комбиниро-
ванный метод с применением в качестве химиче-
ского реагента плавиковой кислоты с последую-
щей обработкой пробы смесью, содержащей ме-
танол (Morono et al., 2009). Для различных слоев
образца из глубоководностй части Черного моря
при такой обработке выявленная численность
клеток микроорганизмов стала выше, до 0.02–
1.24 × 108 кл. г–1 сухого образца (табл. 2). В качестве
контроля для тех же образцов была применена обра-
ботка проб пирофосфатом натрия, успешно исполь-
зованная другими авторами (Danovaro et al., 2001,
2008, 2010). При таком способе обработки проб
численность микроорганизмов в них составила
0.01–0.93 × 108 кл. г–1 сухого образца (табл. 2). Таким
образом, при использовании метанола величины
численности бактерий (из одинаковых слоев дон-
ных отложений глубоководной части Черного моря)
были в 4–20 раз ниже, чем при обработке пирофос-
фатом натрия и комбинированном способе с ис-
пользованием плавиковой кислоты. Это согласуется
с данными Schippers et al. (2012), полученными
также для глубоководных черноморских осадков.

Эффективность высвобождения бактерий сра-
зу после их экстракции из донных образцов (на
примере проб из Севастопольской бухты) варьи-
ровала в зависимости от применяемых химиче-
ских реагентов и режима УЗ обработки: 62 ± 32 и
74 ± 17%, при использовании пирофосфата на-
трия и метанола соответственно. Оказалось, что
это количество клеток было достоверно ниже ку-
мулятивной численности микроорганизмов после
трех промывок (парный t-тест; p < 0.05). При увели-
чении числа промывочных процедур до 4–10, сум-

Рис. 3. Сопоставление численности бактерий (N) из
различных слоев донных осадков Севастопольской
бухты после обработки пирофосфатом натрия
(15 мин), УЗ обработки (30 мин), центрифугирования
(700 g, 3 мин), окраски флуорохромом SYBR Green I и
при подсчете клеток с помощью проточной цитомет-
рии и эпифлуоресцентной микроскопии. Обозначе-
ния: FS – размеры клеток; FL1 – интенсивность флу-
оресценции в зеленой области спектра; N – числен-
ность бактерий.
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Рис. 4. Цитограммы, полученные после обработки проб донных осадков Севастопольской бухты (слой 3–4 см): а – пи-
рофосфатом натрия; б – метанолом. Обозначения: FS – размеры клеток; FL1 – интенсивность флуоресценции в зе-
леной области спектра; N – численность бактерий.
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марное количество бактерий, вымываемых из об-
разца, продолжало увеличиваться, однако разни-
ца между кумулятивной численностью клеток в
последующих промывках была недостоверной
(парный t-тест; p > 0.05). Несомненно, что даже
после 10 промывочных процедур не все клетки
вымывались из осадка, часть оставалась связан-
ной с частицами. Однако после этапа химической
и УЗ обработок и последовательных трех промы-
вок количество бактериальных клеток, перешед-
ших в супернатант, при использовании пирофос-
фата натрия достигало 92 ± 6% (рис. 5а, 5б), мета-
нола – 95 ± 2% (рис. 5в, 5г). Таким образом,
количество клеток, связанных с частицами, оста-
валось незначительным (менее 5–8%), и им мож-
но было пренебречь.

ОБСУЖДЕНИЕ
Универсальным методом для обработки чер-

номорских осадков любого типа оказалось при-
менение в качестве химического реагента пиро-
фосфата натрия. Этот способ наиболее часто ис-
пользовали в исследованиях донных осадков с
различных глубин Мирового океана при определе-
нии в них общей численности бактерий (Weinbauer
et al., 1998; Danovaro et al., 2008, 2010; Schippers
et al., 2012). Однако оптимальное время ультра-
звуковой обработки (30 мин), использованное
нами, намного превышало кратковременную об-
работку УЗ (3 мин), предложенную в оригиналь-
ном протоколе (Danovaro et al., 2001, 2008, 2010). В
исследованиях Buesing, Gessner (2002) отмечено,

что возможно повышение времени УЗ обработки
от 3–10 до 90 мин, однако при длительной обра-
ботке наблюдали небольшое (до 15%) снижение
численности бактерий.

Обработка проб метанолом оказалась наиболее
удобным методом при исследованиях осадков в
прибрежных акваториях с нормальной степенью
аэрации придонного слоя. Несомненным пре-
имуществом этого способа обработки проб было
отсутствие этапа фиксирования клеток, что делает
возможным его применение для таких последую-
щих анализов, где наличие фиксатора неприемле-
мо (определение АТФ, молекулярные методы
и др.) (Lunau et al., 2005; Kallmeyer et al., 2008).

Для глубоководных восстановленных осадков
Черного моря, наряду с обработкой пирофосфа-
том натрия, оказалось целесообразным использо-
вание комбинированного метода с использова-
нием плавиковой кислоты и последующей обра-
ботки пробы смесью, содержащей метанол. В
отличие от обработки соляной кислотой, предло-
женной ранее для отмывки обогащенных карбо-
натами проб (Kallmeyer et al., 2008), инкубация с
плавиковой кислотой была более эффективной
для глубоководных проб, содержащих в большом
количестве силикаты (Morono et al., 2009).

В целом, порядок полученных нами величин
общей численности бактерий в осадках (0.03–1.54 ×
× 108 и 0.002–1.24 × 108 кл. г–1 сухого образца для
Севастопольской бухты и глубоководной части
Черного моря соответственно) сопоставим с ре-
зультатами других исследователей (Leloup et al,.

Таблица 2. Численность бактерий в донных осадках глубоководной части Черного моря по результатам цитомет-
рического анализа после химической обработки различными реагентами и окраски флуорохромом SYBR Green I

Примечание. ПФ – пирофосфат натрия; МТ – метанол; ПК – комбинированный способ с использованием плавиковой кис-
лоты; УЗ – ультразвуковая обработка; ЦФ – центрифугирование.

Слой исследования, см Способ пробоподготовки
Численность бактерий

(×108 кл. г–1 сухого образца)

0–1 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)
Обработка ПК, 1 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин)

0.01 ± 0.002
0.06 ± 0.01
0.09 ± 0.01

1–2 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)

0.02 ± 0.002
0.08 ± 0.01

2–3 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)

0.02 ± 0.01
0.24 ± 0.02

3–4 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)

0.03 ± 0.01
0.333 ± 0.06

4–5 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)
Обработка ПК, 1 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин)

0.002 ± 0.0001
0.01 ± 0.002
0.02 ± 0.002

5–6 Обработка МТ, 15 мин УЗ, ЦФ (190 g, 1 мин)
Обработка ПФ, 30 мин УЗ, ЦФ (700 g, 3 мин)
Обработка ПК, 1 мин УЗ, ЦФ (700 g, 1 мин)

0.16 ± 0.01
0.93 ± 0.03
1.24 ± 0.12



692

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 88  № 6  2019

РЫЛЬКОВА и др.

2007; Schippers et al., 2012; Thamdrup et al.,
2018; Tarnovetskii et al., 2018) для Черного моря
(табл. 3), и других акваторий Мирового океана
(Weinbauer et al., 1998; Danovaro et al., 2008). Неко-
торые расхождения в абсолютных величинах
(табл. 3), вероятно, связаны с различиями в мето-
дах обработки образцов, используемого красите-
ля, способов регистрации и расчета численности
клеток (кл. г–1 сухого образца или кл. мл–1 суспен-
зии осадка).

Для обеспечения максимально полного учета
бактериальных клеток в донных осадках необхо-
димым этапом подготовки образцов стало прове-
дение последовательных промывочных процедур.
Исследования Danovaro et al. (2010) показали, что
изначально из осадка и при последующих трех
промывках извлекается 95% вирусов, однако дан-
ные для бактерий не приводятся. По данным
Siem-Jørgensen et al. (2008), процент извлечения
клеток из донных осадков был ниже: для вирусов и
бактерий – 60 и 40% соответственно. Наши иссле-
дования показали, что в зависимости от применя-
емого реагента, бактериальные клетки изначально
извлекались из грунта с разной эффективностью
(62–74%). Несмотря на то, что последующие обя-
зательные три промывочные процедуры, несо-
мненно, увеличивали время обработки одной

пробы, они тем не менее обеспечивали учет 92–
95% “потенциальной” кумулятивной численно-
сти микроорганизмов. На стадии подсчета клеток
микроорганизмов проточная цитометрия, по
сравнению с эпифлуоресцентной микроскопией,
становится значительно более эффективным ме-
тодом, поскольку позволяет значительно сокра-
тить время при обработке большого числа проб.
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Исследование выполнено в рамках государствен-
ных заданий “Структурно-функциональная организа-

Рис. 5. Численность бактерий в пробах донных отложений Севастопольской бухты в исходной аликвоте и последую-
щих промывках (1–9) при химической обработке пирофосфатом натрия (а, б) и метанолом (в, г), последующей окрас-
ке SYBR Green I и подсчете клеток с помощью проточной цитометрии.
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Abstract—The known approaches to sample preparation have been improved to achieve a more complete de-
tection of microorganisms of the Black Sea bottom sediments using f low cytometry of SYBR Green I-stained
cells. Total microbial abundance in the samples from the shelf and deep-sea sediments varied from 0.03 to
1.54 × 108 cells g−1 and from 0.002 to 1.24 × 108 cells g−1 dry weight, respectively. This is comparable to the
data reported previously for various areas of the oceans, including the Black Sea. Application of sodium py-
rophosphate was shown to be the most universal method for treating sediments of various types; along with
this, using hydrofluoric acid is possible for the deep-sea reduced sediments, whereas treatment with metha-
nol was preferable for the sediments of coastal waters with a normal degree of aeration of the bottom layer.
For samples of various types, optimal sample preparation procedures were proposed (choice of chemical re-
agent, mode of ultrasonic processing and centrifugation, and additional washing procedures). These proce-
dures resulted in significantly more efficient enumeration of bacterial cells, while application of f low cytom-
etry ensured rapid determination of the total number of microorganisms in the bottom sediments.

Keywords: bacteria, microorganisms, bottom sediments, sample preparation methods, microscopy, f low cy-
tometry, f luorochromes, Black Sea
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