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Молекулярно-биологическими методами (FISH, метагеномным анализом) исследованы почвен-
ные прокариотные комплексы микрокосмов нативных почв (серой лесной почвы и урбостратозема
типичного), загрязненных нефтепродуктами (бензином или дизельным топливом) и подвергнутых
ремедиации путем добавления азотсодержащего биополимера полисахарида хитина. Выявлена доля
метаболически активных клеток прокариот в гидролитическом комплексе почвенных микрокос-
мов, определены их биомасса и биологическое разнообразие. В микрокосмах, загрязненных поллю-
тантами, по сравнению с контрольными, установлено уменьшение доли метаболически активных
клеток прокариот, изменение структуры гидролитического комплекса: увеличение доли филума Ac-
tinobacteria, а именно рода Galiella в образцах, загрязненных бензином и рода Nocardioides (в образ-
цах, загрязненных дизельным топливом). Внесение в загрязненную углеводородами систему биопо-
лимера хитина приводило к переработке смешаннослойных минералов с увеличением количества
слоев смектитового типа, как следствие, формированию агрегатов, оструктуриванию почвы и улуч-
шению аэрации. Также отмечено возрастание численности метаболически активных клеток прока-
риот и снижение разнообразия прокариотного комплекса почв, что может быть связано с развитием
селективной группы гидролитического комплекса микроорганизмов-хитинолитиков.
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Нефть и продукты ее переработки являются
одними из наиболее распространенных загрязни-
телей окружающей среды (Микроорганизмы и
охрана почв, 1989). В результате выбросов про-
мышленных предприятий, а также предприятий
по переработке и синтезу углеводородов огром-
ное количество нефтепродуктов попадает в окру-
жающую среду (Пиковский и соавт., 2003). По
данным работы Гриценко и соавт. (1997) только в
результате разового прорыва нефтепровода вы-
брасывается до 2 т нефти, что выводит из строя
1000 м3 земли, а в результате аварии на землю по-
падает не менее 2 млн тонн нефтепродуктов в год.
При добыче, переработке и использовании неф-
тепродуктов в мире теряется до 45 × 106 тонн угле-
водородов (Рябчиков, 1994). По праву названные
приоритетными загрязнителями биосферы, эти
поллютанты являются не только стойкими за-
грязнителями окружающей среды, но и виновни-
ками деградации почвенного покрова: под их

влиянием происходит ингибирование дыхатель-
ной активности почвы, процессов азотфиксации,
нитрификации, накопление в почве трудноокис-
ляемых метаболитов (Atlas, 1981). Процесс само-
восстановления биоценозов в регионах, подверг-
шихся нефтяному загрязнению, занимает от 10 до
25 лет (Тимергазина, Переходова, 2012). Наибо-
лее эффективным и доступным методом сниже-
ния концентрации нефтепродуктов в почвах яв-
ляется их сорбция. К природным сорбентам в на-
стоящее время относят хитин и его производное,
хитозан. Утилизация хитинсодержащих отходов,
в частности, от микробиологических произ-
водств, может способствовать охране окружаю-
щей среды, снижая стоимость сорбента.

Целью исследования являлось изучить осо-
бенности и закономерности структуры прокари-
отной гидролитической компоненты серой лес-
ной почвы и урбостратозема типичного, загряз-
ненных нефтепродуктами (бензином, дизельным
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топливом), и восстановленных путем внесения
биополимера хитина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования явились образцы:

1) серой лесной маломощной среднесуглинистой
почвы на покровных суглинках (классификация
1977 г.) или текстурно-дифференцированной се-
рой типичной бескарбонатной мелкой неглубо-
коосветленной среднесуглинистой на покровных
суглинках (по классификации WRB – Haplic
Abruptic Luvisols, 2004 г.), отобранные в 2014 г. в
Щекинском районе Тульской области (вторая
терраса водораздела р. Упы) (глубина отбора
35 см, содержание Сорг. 5.6%; pH водной вытяжки
6.9) и 2) урбостратозема типичного (светло-ко-
ричневый пылеватый песок), отобранный в 2014 г.
на территории Новодевичьего монастыря в
г. Москве (культурный слой, глубина отбора 35 см,
содержание Сорг. 0.6%; pH водной вытяжки 7.6).

Исследование динамики микробных сообществ
проводили методом инициированной микробной
сукцессии. Почвенный микрокосм инициирова-
ли увлажнением (до 60% от массы абсолютно су-
хой почвы), добавляли дизельное топливо или
бензин (10% от массы почвы, соответственно). На
сегодняшний день нет данных по ПДК нефти и
нефтепродуктов в окружающей среде. В зависи-
мости от экологических факторов, количества,
концентрации и фракционного состава загрязни-
теля различается способность почв к самоочище-
нию. По ГОСТ 17.4.3.06-86 объект с концентра-
цией топлива 10% от массы почвы относится к
сильно загрязненным (Хомяков, Узких, 2009). В
экспериментах ремедиации на фоне загрязнения
вносили природный сорбент – биополимер хи-
тин, в количестве 0.6% от массы почвы или
30 мг/5 г почвы (использовали очищенный хитин
фирмы “Sigma-Aldrich”). Контролем служила
почва, увлажненная водой.

Определение общей численности и численности
метаболически активных клеток в исследуемых об-
разцах проводили люминесцентно-микроскопи-
ческим методом с использованием различных
флуорохромов: акридина оранжевого, Су3 (Ма-
нучарова, 2014; Manucharova et al., 2014). Общую
численность прокариот определяли с помощью
красителя акридина оранжевого, вступающего в
реакцию с ДНК клеток. Численность метаболи-
чески активных клеток устанавливали при окра-
шивании рРНК клеток специфическими флуо-
ресцентно-мечеными олигонуклеотидными зон-
дами, что позволило сделать выводы не только о
жизнеспособности микроорганимов, но и иссле-
довать микробное разнообразие in situ. К исследу-
емым образцам был применен спектр зондов,

специфичных для доменов Archaea и Bacteria. Для
прямого учета микроорганизмов использовали
микроскоп Axioskop 2 plus (“ZEISS”, Германия).
Количество микробных клеток, содержащихся в
1 г образца, вычисляли по формуле: N = S1 a n/v S2 c,
где: N – число клеток (или длина мицелия, мкм) в
1 г почвы; S1 – площадь препарата (мкм2); а – ко-
личество клеток (или длина мицелия, мкм) в од-
ном поле зрения (усреднение производили по
всем препаратам); n – показатель разведения
почвенной суспензии (мл); v – объем капли, на-
носимой на стекло (мл); S2 – площадь полей зре-
ния микроскопа (мкм2); с – навеска почвы (г).
Удельную массу микроорганизмов принимали
равной 1 г/см3, содержание воды в клетках – 80%.
Биомассу микробных клеток вычисляли, учиты-
вая показатели сухой биомассы для: одной бакте-
риальной клетки объемом 0.1 мкм3 – 2 × 10–14 г;
1 м мицелия актиномицетов диаметром 0.5 мкм –
3.9 × 10–8 г (Полянская и соавт., 1995).

Биоразнообразие прокариотного комплекса бы-
ло оценено методом высокопроизводительного
секвенирования гена 16S рРНК. Для экстракции
тотальной ДНК применяли стандартные методы
PowerSoil DNA Isolation Kit (“MO BIO”, США), ру-
ководствуясь инструкциями производителя. Ам-
плификацию фрагментов гена 16S рРНК осуществ-
ляли с помощью вырожденных праймеров, компле-
ментарных последовательностям как бактерий, так
и архей: PRK341F (CCTACGGGRBGCASCAG) и
PRK806R (GGACTACYVGGGTATCTAAT). По-
лученные ПЦР-фрагменты очищали на колонках
QIAquick согласно протоколу производителя.
Каждый ПЦР-фрагмент растворяли в 50 мкл
ТЕ-буфера, полученного материала было доста-
точно для дальнейшего анализа. Нуклеотидные
последовательности вариабельных фрагментов
генов 16S рибосомальных РНК из образцов мета-
геномной ДНК определяли с помощью высоко-
производительного секвенирования.

Пиросеквенирование проводили на приборе
GS FLX (“Roche”, США) согласно протоколу Ti-
tanium с использованием набора GS FLX Titanium
Sequencing Kit XL и пикотитровальной пластины
GS Titanium PicoTiterPlate Kit 70 × 75.

Таксономическую классификацию получен-
ных последовательностей проводили с помощью
программы RDP Classifier. Этот метод позволяет
определить структуру сообщества при наличии
близкородственных организмов в базе данных.

Минеральный состав контрольных образцов
дисперсных грунтов, опытных образцов, загряз-
ненных нефтепродуктами, а также подвергнутых
ремедиации полисахаридом хитином, исследова-
ли с помощью рентгеновской дифрактометрии на
приборе Rigaku Ultima IV. Были проведены как
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общие анализы, так и анализы минерального со-
става глинистых фракций. Образцы глинистой
фракции были получены методом седиментации
с растиранием с пирофосфатом натрия и отбором
проб через интервал времени, рассчитанный по
закону Стокса. Исследовали препараты, размер
частиц в которых не превышал 5 мкм. Проводили
съемку исходного препарата и после насыщения
его этиленгликолем. После индицирования рент-
генограмм по базе данных проводили уточнение
параметров элементарной решетки. Содержание
минералов оценивали методом полуколичествен-
ного анализа Бискае, вычисляя площади наибо-
лее характерных пиков на дифрактограмме насы-
щенных этиленгликолем образцов (Шлыков,
1991).

Количественные измерения массовой доли неф-
тепродуктов в исследуемых образцах проводили
методом ИК-спектрометрии (по ПНД Ф
16.1:2.2.22-98). С помощью четыреххлористого
углерода осуществляли экстракцию углеводоро-
дов из почвы и по интенсивности их поглощения
в ИК-области спектра определяли их количество.
Навески почвы или песка массой от 0.05 до 0.2 г
помещали в колбу емкостью 100 см3. Проводили
две экстракции. К пробе добавляли 15 см3 четы-
реххлористого углерода, встряхивали и фильтро-
вали с помощью фильтра “белая лента”. Суммар-
ный объем полученного экстракта составлял 25
см3. Затем каждый из исследуемых экстрактов (из
образцов, содержащих и не содержащих нефте-
продукты) заливали в кювету в приборе (концен-

тратомер КН-2м). Фиксировали показания при-
бора (Сизм). Пересчет проводили по формуле: C =
Сизм × 0.025/М, где С [мг/кг] – сумма углеводородов
нефти; Сизм [мг/л] – показания прибора; 0.025 [л] –
суммарный объем экстракта; М [кг] – масса навес-
ки (ПНД Ф 16.1:2.2.22-98, 1998).

Статистическую обработку данных проводили с
помощью программы STATISTICA 6.0. Все пробы
почв анализировали в 5-кратной повторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С помощью молекулярно-биологического ме-
тода гибридизации клеток in situ (FISH) была
определена численность метаболически актив-
ных форм прокариот в исследуемых образцах
микрокосмов. В контрольных образцах серой
лесной почвы численность метаболически актив-
ных клеток прокариот, принадлежащих домену
Bacteria, достигала 8 × 108 кл./г образца (рис. 1а).
Статистически достоверно, с вероятностью боль-
шей 95%, было установлено, что в почвенных об-
разцах исследуемых микрокосмов в прокариот-
ном комплексе при добавлении нефтепродуктов
численность метаболически активных клеток
снижалась в 2–4 раза (рис. 1а, 1б). Так, для образ-
цов серой лесной почвы в опытных вариантах к
20 сут сукцессии численность представителей до-
мена Bacteria снижалась в четыре раза по сравне-
нию с контрольными, достигая 2 × 108 кл./г об-
разца. Доля метаболически активных клеток про-
кариот от всех выявляемых клеток бактерий при

Рис. 1. Численность метаболически активных клеток прокариот (Bacteria и Archaea) в контрольных (I) и опытных (II)
образцах серой лесной почвы (а) и урбостратозема типичного (б) при добавлении дизельного топлива.
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внесении нефтепродуктов сокращалась до 30% по
сравнению с контрольными вариантами, где доля
метаболически активных клеток достигала 50%.
Для образцов урбостратозема типичного просле-
живались схожие закономерности (рис. 1б).

Таксономическое разнообразие прокариотных
сообществ серой лесной почвы и урбостратозема
типичного было изучено с помощью метагеномно-
го анализа секвенированных нуклеотидных после-
довательностей тотальной ДНК, выделенной из
исследуемых микрокосмов. Было получено около
50 тыс. частичных последовательностей генов 16S
рРНК со средней длиной более 400 п.н. Из них
1 тыс. последовательностей относились к домену
Archaea и 49 тыс. принадлежали бактериям.

Во всех образцах были выявлены представите-
ли таких филогенетических групп домена Bacteria
как Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Bacte-
roidetes, Verrucomicrobia, Acidobacteria (рис. 2). В
контрольных образцах серой лесной почвы в до-
мене Bacteria преобладали филогенетические
группы Firmicutes (68% от всех выявляемых про-
кариот) и Proteobacteria (22%) (рис. 2а), в то время
как в контрольных образцах урбостратозема ти-
пичного доминировали филогенетические груп-
пы Proteobacteria (до 83%), Actinobacteria (10%)
(рис. 2б).

Установлено изменение структуры прокари-
отного метаболически активного комплекса в об-
разцах с нефтепродуктами по сравнению с образца-
ми ненарушенных систем. В микрокосмах, загряз-
ненных поллютантами, отмечалось увеличение
доли филума Actinobacteria по сравнению с ненару-
шенными системами, а именно рода Galiella в об-
разцах, загрязненных бензином, и субпорядков Pro-
pionibacterineae (рода Nocardioides) и Streptomyci-
neae в образцах, загрязненных дизельным топли-
вом (рис. 2в, 2г). Из литературы известно, что посто-
янными и доминирующими компонентами есте-
ственных биоценозов нефтяных загрязнений явля-
ются родококки (представители филума Acti-
nobacteria), их основная экологическая функция –
аккумуляция газообразных н-алканов, жидких угле-
водородов нефти и утилизация их в биомассу
(Коронелли и соавт., 1986; Нестеренко, 1985).

Предварительное исследование библиотеки
клонов архей на основе амплификационной ДНК
с помощью специфических праймеров на фраг-
мент v1-v5 бактериального гена 16S рРНК показа-
ло присутствие фрагментов, наиболее близких к
представителям филумов Euryarchaeota (семейства
Halobacteriaceae), Crenarchaeota и Thaumarchaeota
(представители рода Nitrososphaera семейства Ni-
trososphaeraceae). В современной литературе указы-
вается на присутствие в загрязненных углеводоро-
дами субстратах архебактерий, представителей

филума Euryarchaeota, метаногенов, родов Metha-
nolobus и Methanoplanus, растущих на нефти с об-
разованием метана (Назина и соавт., 2013).

Следует отметить, что при добавлении хитина
в качестве ремедианта к загрязненным образцам
как серой лесной почвы, так и урбостратозема ти-
пичного, численность метаболически активных
клеток возрастала в 2–3 раза и достигала в случае
с серой лесной почвой 5 × 108 кл./г образца. По
данным метагеномного анализа прокариотный
комплекс восстановленных почв становился ме-
нее разнообразным, что может быть связано с
развитием и преобладанием групп микроорга-
низмов-хитинолитиков (рис. 3а, 3б). Для обобще-
ния полученных данных высокоточного секвени-
рования консервативного участка гена 16S рРНК
был применен кластерный анализ, позволяющий
классифицировать объекты в относительно одно-
родные группы. Удалось выявить сходство и раз-
личия в структуре прокариотного комплекса, а
также общие закономерности как для контроль-
ных образцов, так и для опытных, загрязненных
углеводородами, вариантов серой лесной почвы и
песчаного урбостратозема (рис. 4). На ближай-
шем расстоянии на дендрограмме находятся и,
следовательно, имеют наибольшее сходство об-
разцы, подверженные загрязнению нефтепро-
дуктами. Они объединены в отдельные кластеры.
В то же время контрольные объекты серой лесной
почвы и песчаного урбостратозема находятся
вблизи друг от друга, а также от образцов, загряз-
ненных дизельным топливом и бензином с внесе-
нием ремедианта хитина на фоне загрязнения.
Такое объединение может быть связано со спо-
собностью хитина сорбировать и, таким образом,
консервировать молекулы нефтепродуктов, не
давая им разрушаться в почве.

Определение количества остаточных нефте-
продуктов проводили в микрокосмах на 14 сут
сукцессии (рис. 5). Статистически достоверно (с
вероятностью большей 95%) было показано, что
при добавлении ремедианта хитина в загрязнен-
ные поллютантами микрокосмы наблюдается
снижение количества остаточных нефтепродук-
тов в 1.5–2 раза, что, вероятно, можно объяснить
сорбционными свойствами хитина, а кроме того,
явлением кометаболизма (соокисления), когда
хитин можно рассматривать как дополнительный
вносимый субстрат для микробной деятельности.
Из литературы известно, что в процессе инкуба-
ции загрязненного нефтью торфа с известью и
минеральными удобрениями содержание нефте-
продуктов в загрязненных образцах уменьшалось
на 21–26% по сравнению с исходным (Толпешта
и соавт., 2015).

Методом рентгеновской дифрактометрии сов-
местно с сотрудниками геологического факультета
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Рис. 2. Доля отдельных филогенетических групп домена Bacteria в контрольных образцах серой лесной почвы (а) и ур-
бостратозема типичного (б), а также в образцах серой лесной почвы (в) и урбостратозема типичного (г), подвержен-
ных воздействию нефтепродуктов, полученных методом секвенирования тотальной ДНК (1 – Firmicutes; 2 – Proteobac-
teria; 3 – Verrucomicrobia; 4 – Actinobacteria; 5 – Acidobacteria; 6 – Bacteroidetes; 7 – unclassified Bacteria).
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МГУ имени М.В. Ломоносова была проведена
оценка минерального состава исследуемых образ-
цов среднесуглинистой почвы и песчаного урбано-
зема. При загрязнении образцов нефтепродуктами
(особенно бензином) крупные органические мо-
лекулы топлива встраиваются в межслоевое про-
странство смектитовых пакетов, максимально
раздвигая слои, снижая, тем самым агрегирован-
ность почвы (сдвиг первых пиков при насыщении

этиленгликолем практически не наблюдается).
Пирофосфат не расходуется на разрушение агре-
гатов и остается в системе, давая высокий пик на
дифрактограмме. При внесении полисахарида
хитина в образцы почв, загрязненных нефтепро-
дуктами, отмечена переработка смешаннослойных
минералов – перераспределение пакетов с увеличе-
нием количества слоев смектитового типа, иллито-
вые пакеты уничтожаются практически полностью.

Рис. 3. Процентное содержание отдельных филогенетических групп домена Bacteria в серой лесной почве (а) и урбо-
стратоземе типичном (б) при добавлении хитина и без него (I – контроль, II – с хитином, III – с бензином, IV – с ди-
зелем, V – с бензином и хитином): 1 – Firmicutes; 2 – Proteobacteria; 3 – Verrucomicrobia; 4 – Actinobacteria; 5 – Acidobac-
teria; 6 – Bacteroidetes; 7 – unclassified Bacteria; 8 – Tenericutes.
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Эти результаты позволяют сделать вывод, что хитин
вносит изменения в структуру решетки минералов,
и рекомендовать использовать этот биополимер
для восстановления загрязненных углеводорода-
ми почв (рис. 6).

Таким образом, в процессе выполнения рабо-
ты впервые на основе анализа данных высоко-
производительных молекулярно-биологических
методов установлено изменение структуры про-
кариотного метаболически активного комплекса
в микрокосмах, загрязненных нефтепродуктами,

по сравнению с ненарушенными системами. По-
казано возрастание биоразнообразия в загряз-
ненных образцах, увеличение доли филума Acti-
nobacteria (родов Gaiella и Nocardioides). Внесение
полисахарида хитина в микрокосмы на фоне пол-
лютантов на порядок увеличивает численность
метаболически активного микробного сообще-
ства, способствует оструктуриванию почвы и
формированию агрономически ценной структу-
ры, а также приводит к снижению количества
остаточных нефтепродуктов. Перечисленные па-

Рис. 4. Кластерный анализ данных, полученных для серой лесной почвы и урбостратозема типичного на основе дан-
ных секвенирования. Исследуемые варианты: СЛ – образцы серой лесной почвы без поллютантов; Песок Х – песча-
ная почва урбостратозема с внесенным биополимером хитином; СЛ Х – серая лесная почва с внесенным хитином; Пе-
сок – образцы урбостратозема; Песок Б2Х – образцы урбостратозема, загрязненные бензином с внесением хитина;
СЛ Б2Х – образцы серой лесной почвы, загрязненные бензином с внесенным хитином; СЛ Д2 – образцы серой лесной
почвы, загрязненные дизельным топливом; Песок Б2 – образцы урбостратозема, загрязненные бензином, СЛ Б2 –
образцы серой лесной почвы, загрязненные бензином; Песок Д2 – образцы урбостратозема, загрязненные дизельным
топливом.
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Рис. 5. Концентрация нефтепродуктов (мг/кг почвы) в опытных образцах урбостратозема типичного при добавлении
хитина в образцы с нефтепродуктами (I), без хитина (вариант только с нефтепродуктами) (II) и в контроле (III) на 0 и
14 сутки эксперимента.
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Рис. 6. Рентгеновская дифрактограмма почвенного образца на 30 сут эксперимента: а – контрольный образец; б – об-
разец, загрязненный бензином (ЕG-насыщены этиленгликолем); в – образец, загрязненный бензином с добавлением
хитина (ЕG-насыщены этиленгликолем).
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раметры могут служить показателями частичной
ремедиации загрязненных систем.
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Molecular Analysis of the Hydrolytic Component of Petroleum-Contaminated
Soils and of Soils Remediated with Chitin
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Abstract—Molecular genetic techniques (FISH and metagenomic analysis) were used to investigate prokary-
otic complexes in native soils soils (gray forest soil and urbostratozema typical), soils contaminated by petro-
leum products (gasoline or diesel fuel), and soils subject to remediation by addition of a nitrogen-containing
polysaccharide biopolymer chitin. The share of metabolically active prokaryotic cells in the hydrolytic com-
plex of soil microcosms was determined, as well as their biomass and biodiversity. Compared to the control,
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in the pollutant-containing experimental microcosms, a decrease in the share of metabolically active pro-
karyotic cells was observed, as well as changes of the hydrolytic complex structure, such as an increase in the
share of the phylum Actinobacteria (specifically of the genera Galiella and Nocardioides in the samples con-
taminated with gasoline and diesel fuel, respectively). Supplementing the hydrocarbon-contaminated system
the biopolymer chitin resulted in processing of mixed-minerals with an increase in the number of layers of the
smectite type and, as a result, in formation of aggregates and improved aeration. An increase in the number
of metabolically active prokaryotic cells and decreased diversity of the soil prokaryotic complex were ob-
served, which were probably associated with the development of a selective group of the hydrolytic complex
of chitin-degrading microorganisms.

Keywords: metabolically active prokaryotic complex, petroleum products, metagenomic analysis, f luores-
cence in situ hybridization (FISH)
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