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В лабораторном эксперименте изучено влияние солей нитрата и хлорида калия на структуру мета-
болически активного прокариотного сообщества чернозема, загрязненного нефтью. Объектами ис-
следования служили образцы чернозема, отобранные в Воронежской области. Рассматривали фи-
логенетическое и функциональное разнообразие прокариотного комплекса чернозема, загрязнен-
ного нефтью, при внесении нитрата и хлорида калия в условиях слабощелочной реакции среды.
Загрязнение чернозема нефтью в количестве 5% от массы почвы приводило к подщелачиванию сре-
ды от 7.1 до 7.9. Внесение нитрата и хлорида калия, как раздельно, так и совместно в суммарной дозе
2 ммоль/100 г почвы снимало этот негативный эффект. Совместное внесение нитрата и хлорида ка-
лия приводило к двукратному увеличению биомассы метаболически активных клеток прокариот и
числа копий функциональных генов, отвечающих за синтез ферментов алканмонооксигеназ, участ-
вующих в разложении нефти. В присутствии нефти выявлено формирование специфического ком-
плекса бактерий, в котором преобладали представители Actinobacteria (Rhodococcus erythropolis) и
Alphaproteobacteria (Bradyrhizobium japonicum). Rhodococcus erythropolis и Bradyrhizobium japonicum, явля-
ясь автохтонными организмами в незагрязненной почве, начали занимать доминирующие позиции в
нефтезагрязненных образцах, а внесение нитратов усилило этот эффект.
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творимые соли, функциональные гены, алканмонооксигеназы
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ВВЕДЕНИЕ
Стимулирование биологических процессов

деградации нефти в почве – это наиболее эколо-
гичный и простой прием ремедиации нефтеза-
грязненных почв, в рамках которого применяют-
ся минеральные удобрения [12].

Внесение удобрений с целью очистки почв от
нефти и нефтепродуктов позволяет стимулиро-
вать работу местного микробного комплекса раз-
ных типов почв, не прибегая к использованию
недешевых препаратов микробных деструкторов
нефти. Повышенная концентрация легкораство-
римых солей, так же как щелочная реакция сре-
ды, являются наиболее распространенными со-
путствующими факторами при нефтезагрязне-
нии. Предполагается, что эффект от воздействия
хлоридов и нитратов на микробное сообщество
изменяется в зависимости от реакции среды. Изу-
чение химических и агрохимических условий де-
ятельности микроорганизмов в нарушенных аг-

роценозах и природных системах в дальнейшем
позволит усилить биотехнологические свойства
микробного сообщества почвы.

В рамках работы оценивали разнообразие,
численность и биомассу метаболически активно-
го прокариотного сообщества исследуемого чер-
нозема; наличие функциональных генов аlkB и
alkM, синтез которых индуцируется алканами, а
также численность метаболически активных кле-
ток прокариот, обладающих этими генами.

Цель работы – изучение структуры прокари-
отного комплекса чернозема, загрязненного
нефтью, при внесении нитрата и хлорида калия в
условиях слабощелочной реакции среды.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили образцы го-

ризонта (А) чернозема типичного (табл. 1) сред-
немощного среднесуглинистого на лёссовидных
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суглинках (51°1′41″ N, 40°43′31″ E) [2]. Модель-
ный лабораторный эксперимент по внесению
нефти и минеральных солей проводили в сосудах,
вмещающих 100 г почвы (объем 500 мл3, 82, 108,
70 мм). Почвенные образцы увлажняли водой,
доводя давление почвенной влаги до –3.4 кПа
(оптимальные значения влажности для развития
большинства микроорганизмов), и поддержива-
ли ее в течение всего эксперимента. Нефть добав-
ляли в количестве, превышающем показатели
сильнозагрязненных почв (5% от массы почвы).
KNO3 и KCl вносили в почву равномерно в форме
растворов, концентрации анионов выравнивали
в мольном отношении 2 ммоля анионов  и
Cl– на 100 г почвы (табл. 2).

Эксперимент проводили в течение 9 мес.
В почву вносили нефть Азово-Кубанского нефте-
газоносного бассейна (месторождение “Кубан-
ская площадь”, скважина С-1, глубина отбора
2800–2832 м, возраст  плотность нефти 0.835 г/см3

при 15°С, цетановое число 51, иодное число 0.4,
вязкость условная 1.5 и кинематическая 4.9 при
20°С, мм2/с).

Измерение массовой доли нефтепродуктов
проводили методом ИК-спектрометрии. Из каж-
дого варианта опыта отбирали почвенные пробы
массой 5 г, высушивали при комнатной темпера-
туре до воздушно-сухого состояния. Содержание
нефтепродуктов в высушенных пробах исследо-
вали методом ИК-спектрометрии в соответствии
с ПНД Ф 16.1:2.2.22-98.

−
3NO

2
1N ,

Количественный учет клеток прокариот про-
водили с помощью люминесцентной микроско-
пии. Люминесцентно-микроскопическим мето-
дом с использованием различных флуорохромов:
акридина оранжевого, Су3, определяли общую
численность и численность метаболически ак-
тивных клеток в исследуемых образцах [13]. Об-
щую численность прокариот определяли с помо-
щью красителя акридина оранжевого, вступаю-
щего в реакцию с ДНК клеток. Численность
метаболически активных клеток устанавливали
при окрашивании рРНК клеток специфическими
флуоресцентно-мечеными олигонуклеотидными
зондами, что позволяет сделать выводы не только
о жизнеспособности микроорганизмов, но и ис-
следовать микробное разнообразие in situ. В основе
FISH-метода лежит реакция гибридизации меж-
ду искусственно созданным флуоресцентным
РНК-зондом и комплементарной ему нуклео-
тидной последовательностью участка 16S рибо-
сомальной PНК, что позволяет учесть количество
только метаболически активных представителей
различных филумов. Гибридизацию исследуемых
образцов проводили с помощью зондов, специ-
фичных для некоторых филумов представителей
доменов Archaea и Bacteria. Гибридизацию препа-
ратов с флуоресцентно-мечеными зондами про-
водили в соответствии с методикой [4] при темпе-
ратуре 46°С. Условия гибридизации, использо-
ванные для различных зондов, концентрация
формамида в гибридизационном буфере и кон-

Таблица 1. Агрохимическая характеристика образца гумусового горизонта чернозема типичного (Haplic Cherno-
zem (Loamic, Pachic)), использованного в модельном эксперименте

Показатель Значение

Место отбора образцов Каменная степь
Глубина отбора проб, см 2–10
Гумус, % 8.1
рH H2O 7.1
Фосфор подвижный по Чирикову, мг P2O5/100 г 9.7
Азот минеральный, мг N/100 г 0.5
Калий подвижный по Чирикову мг K2O/100 г 26.8

Таблица 2. Концентрация внесенных солей по вариантам опыта

Вариант опыта
KNO3 КСl

мг/100 г ммоль/100 г мг/100 г ммоль/100 г

Контроль 0 0 0 0
Н (нефть) 0 0 0 0
H + NO3 202 2 0 0
H + Cl 0 0 149 2
H + NO3 + Cl 202 2 149 2
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центрация NaCl в буфере для промывки приведе-
ны в табл. 3.

Аналогичный метод гибридизации in situ с
рРНК-специфичными флуоресцентно-мечены-
ми олигонуклеотидными зондами (FISH – fluo-
rescent in situ hybridization) использовали для
определения экспрессии функциональных генов
алкан-монооксигеназ (alkB и alkM), отвечающих
за деструкцию н-алканов в исследуемых образцах
[10, 23, 25]. Праймер разрабатывали в соответ-
ствии с последовательностью генов alkB Pesudo-
monas AJ233397. Целевая область усиления со-
ставляет 870 базовых пар нуклеотидов. Гибриди-
зацию препаратов с флуоресцентно-мечеными
зондами проводили при температуре 45°С и кон-
центрацией формамида 50% [26]. Условия гибри-
дизации, использованные для зондов alkB и alkM,
концентрация формамида в гибридизационном
буфере и концентрация NaCl в буфере для про-
мывки приведены в табл. 4–6.

Для прямого учета микроорганизмов исполь-
зовали микроскоп Axioskop 2 plus, ZEIZZ, Герма-
ния. Численность микробных клеток, содержа-
щихся в 1 г образца, вычисляли по формуле:

где N – число клеток в 1 г почвы; S1 – площадь
препарата, мкм2; а – количество клеток в одном
поле зрения, усреднение производили по всем
препаратам; n – показатель разведения почвен-
ной суспензии, мл; v – объем капли, наносимой
на стекло, мл; S2 – площадь полей зрения микро-
скопа, мкм2; с – навеска почвы, г. Удельную мас-
су микроорганизмов принимали равной 1 г/см3,
содержание воды в клетках – 80%. Биомассу мик-
робных клеток вычисляли, учитывая показатели
сухой биомассы для одной бактериальной клетки
объемом 0.1 мкм3 – 2 × 10–14 г [13].

Метод ПЦР в реальном времени (real-time
PCR, qPCR) применяли для анализа числа копий
ДНК представителей бактерий и обнаружения
наличия генов alkB, кодирующих синтез алкан-
монооксигеназы. Метод основан на обнаружении
в реальном времени меченых молекул ДНК, флуо-
ресценция которых увеличивается по мере на-
копления продукта ПЦР в течение каждого цикла
амплификации. Количественный анализ числа
копий ДНК прокариот в исследуемых вариан-
тах проводили путем ПЦР в реальном времени
на определенные сутки сукцессии (6, 15, 21 сут)
на детектирующем амплификаторе DТLite4
ДНК-Технология. Для проведения полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени предва-
рительно выделяли тотальное ДНК из исследуе-
мых образцов на разных этапах сукцессии. Для
этого использовали набор Power Soil DNA Kit.
Последовательности праймеров, используемых в
работе для выявления представителей домена

= v1 2 ,N S an S c

Bacteria и обнаружения наличия генов, кодирую-
щих алканмонооксигеназы, а также протоколы
программ амплификации, представлены в табл. 5.
Результаты измерений обрабатывали с использо-
ванием пакета программы Realtime PCR. Данный
детектирующий амплификатор DТLite4 совме-
щает в себе функции программируемого термо-
циклера и оптической системы, позволяющей ре-
гистрировать флуоресценцию реакционной смеси
в пробирках в ходе полимеразной цепной реакции.
Калибровку прибора проводили по зависимости
интенсивности флуоресценции от логарифма
концентрации ДНК стандартных растворов.

Для анализа разнообразия прокариотного
комплекса исследуемых образцов почв применяли
метод высокопроизводительного секвенирова-
ния консервативного участка гена 16S рРНК. Для
экстракции тотальной ДНК применяли стандарт-
ные методы Power Soil DNA Isolation Kit (MO
BIO, США), руководствуясь инструкциями про-
изводителя. Амплификацию фрагментов гена 16S
рРНК осуществляли с помощью вырожденных
праймеров, комплементарных последовательностям
как бактерий, так и архей: PRK341F (CCTACGG-
GRBGCASCAG) и PRK806R (GGACTACYVGG-
GTATCTAAT). Полученные ПЦР-фрагменты очи-
щали на колонках QIAquick согласно протоколу
производителя. Каждый ПЦР-фрагмент раство-
ряли в 50 мкл ТЕ-буфера, полученного материала
было достаточно для дальнейшего анализа. Нук-
леотидные последовательности вариабельных
фрагментов генов 16S рибосомальных РНК из об-
разцов метагеномной ДНК определяли с помо-
щью высокопроизводительного секвенирования.
Секвенирование проводили на полигеномном се-
квенаторе Illumina Miseq, время прочтения 39 ч,
количество pair-endreads (парных прочтений)
8 млн. После проведенных прочтений с обоих
концов ДНК формировали файл с прямыми и об-
ратными прочтениями, которые представляли
собой текстовое описание первичной структуры
линейных макромолекул в виде последовательно-
сти мономеров. Обработку данных секвенирова-
ния проводили с использованием автоматизиро-
ванного алгоритма QIIME 1.9.1, включающего
объединение прямых и обратных прочтений. Уда-
ление технических последовательностей, филь-
трацию последовательностей с низкими показателя-
ми достоверности прочтения отдельных нуклеотидов
(качество <Q20), фильтрацию химерных последова-
тельностей, выравнивание прочтений на референс-
ную последовательность 16S рРНК, распределение
последовательностей по таксономическим едини-
цам проводили с использованием базы данных Silva
версии 132. Применяли алгоритм классифика-
ции операционных таксoномических единиц
(ОТЕ) с открытым референсом (Open-reference
OTU), порог классификации 97% [13].
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Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы Statistica 6.0. Все пробы
почв анализировали в 5-кратной повторности
(каждый вариант включал пять повторений).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Загрязнение почвенных образцов нефтью в
концентрации, соответствующей 5% от массы
почвы и относящейся к сильному загрязнению,
способствует снижению как общей микробной
биомассы, так и биомассы метаболически актив-
ных прокариот, в среднем в 2 раза по сравнению с
незагрязненной почвой. Филогенетическая струк-
тура метаболически активных представителей до-
мена Bacteria в черноземе значительно изменилась
в присутствии нефти. Повысилась доля актино-
бактерий, минорные филумы сокращали числен-
ность или выпадали из метаболически активного
комплекса. При этом протеобактерии сохраняли

свое место среди доминантов. Отмеченные зако-
номерности наблюдались ранее [12, 13].

Наибольшая численность бактерий (по коли-
честву копий гена 16S рРНК) в нефтезагрязненных
образцах наблюдалась в вариантах с совместным
внесением нитратов и хлоридов калия (рис. 1). Это
может быть обусловлено тем, что нитраты вос-
полняют недостаток азота, а хлориды являются
физиологическим подкислителем, не давая про-
являться подщелачиванию, которое возникает
при попадании нефти со щелочными примесями.
Оценка величины кислотности показала, что в
почвенных образцах с внесенной нефтью значе-
ние pH повышалось по сравнению с контролем
до 7.9, тогда как в образцах, подвергшихся реме-
диации, приближалось к 7.1 и соответствовало
значениям контрольных незагрязненных вариантов.

Отмеченная закономерность проявляется и
при анализе численности копий функционально-
го гена аlkB – кодирующего синтез фермента ал-

Таблица 4. Примененные в настоящем исследовании рРНК-специфичные олигонуклеотидные зонды для опре-
деления экспрессии функционального гена алкан-монооксигеназы (alkB и alkM) (метод FISH)

* Концентрация формамида в гибридизационном буфере.
** Концентрация NaCl в буфере для промывки.

Зонд Нуклеотидная последовательность зонда (5'–3') Формамид, %* NaCl, мМ**

alkB(F)
alkB(R)

Cy3-tgg-ccg-gct-act-ccg-atg-atc-gga-atc-tgg
Cy3-cgc-gtg-gtg-atc-cga-gtg-ccg-ctg-aag-gtg

50 500

alkM(F)
alkM(R)

Cy3-cc-tgt-ctc-att-tgg-cgc-tcg-ttc-cta-cag-g
Cy3-gt-gat-gat-ctg-aat-gtc-gtt-gta-act-gg

50 500

Таблица 5. Праймеры, использованные в работе qPCR

Целевая группа 
организмов Праймеры Нуклеотидная последовательность зонда (5'–3') Ссылка

Bacteria (BAC) 11F 11-21
1492R 1492-1513

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
TACGGYTACCTTGTTACGACTT

 [17]

AlkB 480F 480-502
954R 954-971

GGTACGGSCAYTTCTACRTCGA
CGGRTTCGCGTGRTGRT

 [3]

AlkM CCTGTCTCATTTGGCGCTCGTTCCTACAGG
GTGATGATCTGAATGTCGTTGTAACTGG

 [24]

Таблица 6. Протоколы программ амплификации, используемые при работе real-time PCR

Bac 16S AlkB AlkM

1. 95°C – 03:00 1. 95°C – 05:00 1. 95°C – 05:00
2. 95°C – 00:10 2. 94°C – 01:00 2. 94°C – 01:00

50°C – 00:10 60°C – 01:00 60°C – 01:00
72°C – 00:20 72°C – 01:00 72°C – 01:00

100 циклов 30 циклов 30 циклов
3. 90°C – 25:00 3. 72°C – 03:00 3. 72°C – 03:00
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канмонооксигеназы. Наибольшее количество ко-
пий этого гена обнаружено в вариантах при сов-
местном внесении хлоридов и нитратов калия
(рис. 2), что указывает на повышенную скорость
разложения углеводородов нефти среди исследу-
емых вариантов опыта.

Присутствие генов аlkB и аlkM свидетельству-
ет об участии микробного сообщества в разложе-
нии алифатических углеводородов нефти (рис. 3).
Что подтверждается определением остаточной
концентрации нефти в почве. Так, содержание
нефтепродуктов в первый месяц опыта в образцах
чернозема было максимальным и достигало
11.7 г/кг. При добавлении хлорида калия и нитра-
та калия отмечалось снижение содержания неф-
тепродуктов в почве. Наименьшая концентрация
нефти составляла 10.4 г/кг.

Таким образом, совместное внесение нитрата
и хлорида калия в загрязненный нефтью черно-
зем в концентрации 2 ммоля/100 г приводит к
увеличению в 2 раза биомассы метаболически ак-
тивных клеток прокариот и числа копий функци-
ональных генов, обеспечивающих разложение
нефти.

Метагеномный анализ структуры микробных
сообществ нефтезагрязненной почвы показал

(рис. 4), что в качестве доминирующих групп
прокариотного бактериального сообщества во
всех рассматриваемых вариантах (контрольных,
загрязненных и подверженных агроремедиации)
выделялись Actinobacteria, Proteobacteria и Acido-
bacteria. Различия в структуре прокариотных со-
обществ между вариантами выявлены только на
уровне родов. В нефтезагрязненном варианте в
присутствии нитрата калия среди филума Actino-
bacteria доминировали представители Rhodococcus
erythropolis groop, составляя 37% от актинобакте-
рий и 18% от всех выявляемых бактерий (рис. 5).
Согласно данным некоторых авторов [11], Rhodo-
coccus erythropolis PR4 способен разлагать дизель-
ное топливо, нормальные, изо- и циклопарафи-
ны, а также ароматические соединения.

Кроме того, в вариантах без внесения KNO3 до-
ля представителей Gammаproteobacteria составляла
5–10% от всех выявляемых протеобактерий, в то
время как в вариантах с азотом их доля удваивается
и достигает 19–22%. Среди протеобактерий доми-
нирующими оказались представители Bradyrhizo-
bium japonicum Group (H + N 22%). По литератур-
ным данным, Bradyrhizobium japonicum – вид клу-
беньковых бактерий, способных разлагать катехин,
который содержит фенольные кольца [1, 8].

Рис. 1. Число копий гена 16S РНК в образцах опыта: контроль, Н – чернозем с внесением нефти, Н + NO3 – чернозем
с внесением нефти и KNO3, H + Cl – чернозем с внесением нефти и KCl, H + NO3 + Cl – чернозем с внесением нефти,
KNO3 и КСl, n = 5.
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Рис. 2. Число копий участка функционального гена аlkB в образцах опыта: контроль, 1 – чернозем с внесением нефти,
2 – чернозем с внесением нефти и KNO3, 3 – чернозем с внесением нефти и KCl, 4 – чернозем с внесением нефти,
KNO3 и КСl.
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Рис. 3. Биомасса метаболически активных прокариот, имеющих ген аlkB в исследуемых образцах чернозема: кон-
троль, 1 – чернозем с внесением нефти, 2 – чернозем с внесением нефти и KNO3, 3 – чернозем с внесением нефти и
KCl, 4 – чернозем с внесением нефти, KNO3 и КСl, n = 5.
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Таким образом, результаты метагеномных ис-
следований образцов чернозема показали, что
Rhodococcus erythropolis и Bradyrhizobium japonicum,
являясь минорным компонентом в контрольной
почве, начинают занимать доминирующие пози-
ции в структуре микробного комплекса в услови-
ях загрязнения нефтью, а внесение нитрата калия
усиливает этот эффект.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время существуют различные

подходы к рекультивации нефтезагрязненных
почв в зависимости от типа и степени загрязне-
ния, учитывая биоклиматические, геоморфоло-
гические факторы, а также почвенно-раститель-
ные условия. Например, для биологической ре-
культивации земель могут применяться посевы
однолетних трав – мелиорантов, обладающих
развитой корневой системой и повышенной
устойчивостью к загрязнению почвы нефтепро-
дуктами, с последующим внесением удобрений.
Данная технология направлена на активацию

имеющейся в почве (или привнесенной) биомас-
сы нефтеокисляющих микроорганизмов.

Результаты исследований на примере чернозе-
ма показали, что сильное загрязнение (5% от мас-
сы почвы) приводило к подщелачиванию среды с
7.1 до 7.9. Внесение нитрата и хлорида калия в до-
зе 2 ммоль/100 г почвы снимало этот негативный
эффект и поддерживало реакцию среды нефтеза-
грязненной почвы на постоянном уровне.

Совместное внесение в загрязненный нефтью
чернозем нитрата и хлорида калия приводило к
увеличению в 2 раза биомассы метаболически ак-
тивных клеток прокариот и копий функциональ-
ных генов, отвечающих за синтез ферментов (ал-
канмонооксигеназ), участвующих в разложении
нефти.

В почвах, загрязненных нефтью, наблюдалось
формирование специфического комплекса бак-
терий, в котором преобладали представители Act-
inobacteria (Rhodococcus erythropolis) и Alphaproteo-
bacteria (Bradyrhizobium japonicum). Являясь автох-
тонными организмами в незагрязненном черноземе,

Рис. 4. Филогенетическая структура бактериального комплекса исследуемых образцов чернозема: контроль, Н – чер-
нозем с внесением нефти, Н + NO3 – чернозем с внесением нефти и KNO3, H + Cl – чернозем с внесением нефти и
KCl, H + NO3 + Cl – чернозем с внесением нефти, KNO3 и КСl.
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Rhodococcus erythropolis и Bradyrhizobium japonicum
начинают доминировать в структуре микробного
комплекса в условиях нефтяного загрязнения, а
внесение агроремедианта (нитрата калия) лишь
усиливает этот эффект.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Микробиологические исследования выполняли
при финансовой поддержке Российского научного
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Рис. 5. Филогенетическая структура образца чернозема, загрязненного нефтью, с добавлением нитратов.
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The Prokaryotic Community Structure of Oil-Contaminated Chernozem 
during the Introduction of Nitrate and Potassium Chloride

A. P. Vlasova1, *, K. V. Pavlov1, E. V. Morachevskaya1, D. N. Lipatov1,
L. A. Pozdnyakov1, and N. A. Manucharova1, **

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: anastasya.nast-vlasova@yandex.ru

**e-mail: manucharova@mail.ru

The effect of nitrate and potassium chloride salts, on the structure of the metabolically active prokaryotic
community of oil-contaminated chernozem has been studied. Molecular biological approaches and bioinfor-
matic methods of analysis were used in the study. The objects of the study were samples of chernozem selected
in the Voronezh region (N 51°1′41″, E 40°43′31″). The phylogenetic and functional diversity of the prokary-
otic complex of oil-contaminated chernozem was considered when introducing nitrate and potassium chlo-
ride under conditions of a slightly alkaline reaction of the medium. Contamination of chernozem with oil in
an amount of 5% of the soil mass led to alkalinization of the medium from 7.1 to 7.9. The introduction of ni-
trate and potassium chloride, both separately and together in a total dose of 2 mmol/100 g of soil removed
this negative effect. The combined addition of nitrate and potassium chloride led to a more than twofold in-
crease in the biomass of metabolically active prokaryotic cells and the number of copies of functional genes
responsible for the synthesis of alkanmonooxygenase enzymes involved in the decomposition of oil. In the
presence of oil, the formation of a specific complex of bacteria was revealed, in which representatives of
Actinobacteria (Rhodococcus erythropolis) and Alphaproteobacteria (Bradyrhizobium japonicum) prevailed.
Rhodococcus erythropolis and Bradyrhizobium japonicum, being autochthonous organisms in uncontaminated
soil, began to occupy dominant positions in oil-contaminated samples, and the introduction of nitrates en-
hanced this effect.

Keywords: remediation of oil-contaminated soils, typical chernozem, prokaryotes, hydrocarbons, easily sol-
uble salts (nitrates and chlorides), functional genes, alkanmonooxygenases, soil
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