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Аннотация. Река Каменка протекает по территории Кокуйского газонефтяного месторождения. Уникаль-

ной особенностью данной территории является наличие карстовых процессов в подлежащих породах. Вслед-

ствие этого нефть распространяется в подземных горизонтах на значительные удаления от мест нефтедобычи и 

выходит на поверхность почв и в русло рек на участках, не связанных с эксплуатацией нефтяных скважин. Дли-

тельное присутствие углеводородов нефти в почвах и донных отложениях приводит к сукцессионным измене-

ниям в составе ценозов. Наиболее быстро реагируют микробиоценозы в силу экологической пластичности бак-

терий. В рамках представленного исследования изучен состав бактериальных сообществ донных отложений реки 

Каменки. Анализ микробиоценозов осуществляли на основе данных высокопроизводительного секвенирования, 

а также с применением классических микробиологических методов, позволяющих выделить основные эколого-

трофические группы. Пробоотбор осуществляли в месте выхода нефтяных углеводородов в русло реки, а также 

выше и ниже по течению. Концентрация нефти в отобранных образцах составляла 2,4–25,8 г/кг. Установлено, 

что доминантами в исследуемых сообществах по численности филотипов являются представители Proteobacteria 

(16,7–30,3 %), среди которых выявлены классы Alphaproteobacteria (3,2–8,7 %) и Gammaproteobacteria (13,4–

21,5 %). Наибольшим филогенетическим разнообразием, согласно значениям индексов Шеннона и Симпсона, 

характеризуется микробиоценоз района выхода нефтяных углеводородов. Установлено, что в сообществах при-

сутствует группа микроорганизмов, составляющая основу микробиоценозов данного района исследований, и 

есть вариабельная группа, состав которой зависит от селективных факторов, изменяющихся по течению реки. В 

составе микробных сообществ доля нефтеокисляющих микроорганизмов варьировала в пределах 0,02–16,0 % и 

находилась в прямой корреляционной зависимости от концентрации углеводородов в донных отложениях. Ана-

лиз метаболического потенциала культивируемых микроорганизмов показал наличие аэробных бактерий, спо-

собных использовать в качестве источника углерода соединения ароматического ряда. 
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Abstract. The Kamenka River flows through the territory of the Kokuy oil and gas field. A unique feature of this area is the 

presence of karst processes in the underlying rocks. As a result, oil spreads in underground horizons over significant distances from 

the oil extraction sites and emerges on the soil surface and in riverbeds at locations not associated with the operation of oil wells. The 

prolonged presence of petroleum hydrocarbons in soils and bottom sediments leads to successional changes in the composition of 

cenoses. Microbial communities respond the fastest, which is due to the ecological plasticity of bacteria. This study examines the 

composition of bacterial communities in the bottom sediments of the Kamenka River. The analysis of microbiocenoses was performed 

based on high-throughput sequencing data and classical microbiological methods, which allowed for the isolation of key ecological-

trophic groups. Sampling was conducted at a site where petroleum hydrocarbons emerged into the riverbed, as well as upstream and 

downstream. The concentration of oil in the collected samples ranged from 2.4 to 25.8 g/kg. It was found that the dominant phylotypes 

in the studied communities were representatives of Proteobacteria (16.7–30.3%), among which the classes Alphaproteobacteria (3.2–

8.7%) and Gammaproteobacteria (13.4–21.5%) were identified. The microbial community at the site of oil hydrocarbons’ emergence 

exhibited the highest phylogenetic diversity, according to the values of Shannon and Simpson indices. It has been established that there 

exists a core group of microorganisms that forms the basis of the microbiocenoses in this study area and a variable group whose 

composition depends on selective factors changing along the river's flow. In the microbial communities, the proportion of oil-degrading 

microorganisms varied from 0.02% to 16.0% and was in direct correlation with the concentration of hydrocarbons in the bottom sedi-

ments. An analysis of the metabolic potential of cultivated microorganisms revealed the presence of aerobic bacteria capable of utilizing 

aromatic compounds as a carbon source. 
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Введение 

Одной из серьезнейших проблем сохранения природных экосистем в настоящее время является загрязне-

ние нефтяными углеводородами районов добычи и транспортировки нефти [17; 24; 28]. Проникновение сырой 

нефти в почвы, поверхностные и подземные воды негативно сказываются на реализации экосистемных услуг тем 

или иным природным объектом [2; 3; 13; 19]. Кроме того, загрязнение углеводородами обширных территорий в 

следствие нарушений правил их добычи несет угрозу не только естественным экосистемам, но и здоровью чело-

века [40; 41]. 

Длительное загрязнение высокими концентрациями нефтяных углеводородов приводит к глобальным сук-

цессиям в составе сообществ. Изменения происходят как на уровне макроорганизмов, так и на уровне микроор-

ганизмов [18; 47]. В микробиоценозах изменяется соотношение не только основных филогенетических групп, но 

и эколого-трофических, что может приводить к нарушению обменных процессов в почвах и донных отложениях, 

а также вносить существенные коррективы в круговороты основных элементов [30]. 

Нефть по своему составу представляет смесь углеводородов различных классов: алифатические углеводо-

роды (в т.ч. разветвленные), моноароматические углеводороды и полиароматические углеводороды [14]. Наибо-

лее токсичными и опасными для животных и человека признаны ароматические углеводороды с различным ко-

личеством ароматических колец в молекуле [21; 34]. Известно, что микроорганизмы, в частности бактерии, об-

ладают ферментативными системами, обусловливающими способность данных организмов использовать нефтя-

ные углеводороды различных групп в качестве источника углерода для роста и развития [23; 33; 38; 43; 47]. Ве-

роятно, при длительном загрязнении нефтью в микробиоценозах должны развиваться эколого-трофические 

группы бактерий, обладающие данными ферментативными системами. 

В ряде исследований изучено негативное влияние разливов нефти на почвы и ее нативную микрофлору 

[20; 30; 32; 37; 42]. Однако остается открытым вопрос о состоянии микробиоценозов донных отложений рек, 

протекающих по территориям добычи нефти. Проникновение нефтяных углеводородов в данные объекты может 

происходить не только в результате аварийных ситуаций, но и быть следствием особенностей подлежащих по-

род, при которых происходит распространение нефтяных углеводородов в подземных горизонтах и их выход на 

поверхность в местах, удаленных от основных промышленных объектов. 

Цель данного исследования – изучение на филогенетическом, морфологическом и эколого-трофическом 

уровнях бактериальных сообществ донных отложений, отобранных на территории Кокуйского газонефтяного 

месторождения. 

Материалы и методы 

Отбор образцов для исследования был произведен на территории Кокуйского газонефтяного месторожде-

ния в русле реки Каменка (рис. 1): 

1 – 57,20948; 56,64518 

2 – 57,20956; 56,64549 

3 – 57,211459; 56,646438 

4 – 57,227497; 56,644432. 

Все образцы отбирали согласно ГОСТ 17.1.5.01-80 «ГИДРОСФЕРА. Общие требования к отбору проб 

донных отложений водных объектов для анализа на загрязненность» и ПНД Ф 12.1:2:2.2:2.3.2-03 «Отбор проб 

почв, грунтов, осадков биологических очистных сооружений, шламов промышленных сточных вод, донных  
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отложений искусственно созданных водоемов, прудов-накопителей и гидротехнических сооружений» методом 

«конверта» и хранились при температуре 4–5 °С. 

Физико-химические параметры образцов донных отложений проводили согласно опубликованной ранее 

методике [6]. Концентрацию нефтяных углеводородов определяли так, как регламентировано в ПНД Ф 

16.1:2.2.22-98 «Количественный химический анализ почв. Методика выполнения измерений массовой доли 

нефтепродуктов в минеральных, органогенных, органоминеральных почвах и донных отложениях методом ИК-

спектрометрии». 

Для анализа на филогенетическом уровне применяли современные методы метагеномного секвенирования 

как описано [4].  

Проверка качества данных секвенирования проводилась с иcпользованием программы FastQC версия 

0.11.7 [12]. Для последующего «деноизинга», объединения последовательностей, удаления химерных прочтений, 

восстановления исходных филотипов (ASV, Amplicon sequence variant) и дальнейшей таксономической класси-

фикации полученных ASV использовали программный пакет DADA2 версия 3.16 [15], работа осуществлялась в 

программной среде R. 

 

 
Рис. 1. Расположение районов отбора образцов донных отложений 

Fig. 1. Location of the bottom sediment sampling areas 
 

Сгенерированные репрезентативные последовательности нужны для создания таксономической класси-

фикации с помощью наивного байесовского классификатора. Наивный байесовский классификатор был предва-

рительно обучен на базе данных SILVA версии 138 [39]. Для присвоения таксономии ASV использовалась функ-

ция 'assignTaxonomy' в DADA2. Подсчет показателей альфа-разнообразия и анализ главных координат (PCoA) на 

основе различий по Брэю-Кертису были выполнены с помощью пакета phyloseq [36]. Графики были построены, 

используя пакеты ggplot2 версия 4.3.1 [45], pheatmap версия 1.0.12 и VennDiagram версия 1.7.3 [16]. 

Для анализа на морфологическом уровне потребовались классические микробиологические методы: высев 

на плотную питательную среду LB с последующим описанием морфологии колоний и клеток согласно [10]. 

Для выявления эколого-трофических групп использовали периодическое культивирование в минеральной 

среде с внесением в качестве источника углерода сырой нефти, бифенила, бензоата, салицилата. 10 г донных 

отложений помещали в колбу Эрленмейера, содержащую 100 мл минеральной среды К1 состава (г/л): 

K2HPO4*3H2O – 3,2, NaH2PO4*2H2O – 0,4, (NH4)2SO4 – 0,5, MgSO4*7H2O – 0,15, Ca(NO3)2 – 0,01 и сырую нефть 

(20 мкл)/бифенил (1 г/л)/бензоат (0,5 г/л)/салицилат (0,5 г/л). Культивирование производили на круговом шей-

кере-инкубаторе (Environmental Shaker-Incubator ES 20/60, BioSan, Латвия) при 120 об/мин и 25 ºС 7 суток. Далее 

следовал высев на твердую минеральную среду К1 (вносили агар-агар в концентрации 1,5 г/л) в чашки Петри с 
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субстратом, соответствующим культивированию в колбах. Производили подсчет колоний, осуществляли их мор-

фологическое описание. 

Для статистического анализа полученных данных выбран пакет программ Microsoft Excel 2013 и 

STATISTICA 6.0. 

Результаты и обсуждение 

Образцы донных отложений были отобраны в русле р. Каменки, протекающей по территории Кокуйского 

газонефтяного месторождения (рис. 1). Уникальность района исследования обусловлена особенностями подлежа-

щих пород. Наличие карстовых процессов в них приводит к тому, что образуются природные выходы нефти на 

поверхность (как на почву, так и в водные объекты). Несмотря на то, что р. Каменка находится на значительном 

удалении от нефтедобывающих объектов, в составе вод на протяжении нескольких лет фиксируются углеводороды 

нефти. Концентрация нефтяных углеводородов в донных отложениях в районе отбора проб варьировала от 2,4 до 

25,8 г/кг. При этом максимальные значения обнаружены в 10 м от истока реки. Кроме того, в химическом составе 

донных отложений отмечены высокие концентрации хлоридов (0,2–3,6 г/кг) (рис. 1). Данный факт позволяет пред-

положить, что в русле реки присутствуют выходы нефти из подлежащих карстовых образований. Подобные явле-

ния, а именно природные выходы нефти в водные объекты, описаны для оз. Байкал, Чапала, Танганьика [5; 44; 46]. 

Наличие данных выходов нефти позволяет проводить наблюдения in situ за реакцией сообществ естественных при-

родных объектов на длительное поступление загрязняющего фактора. 

С помощью высокопроизводительного секвенирования был произведен анализ состава микробных сооб-

ществ донных отложений р. Каменки, отобранных как выше, так и ниже по течению района нефтепроявления. 

Установлено, что доминирующую позицию в микробных сообществах всех районов занимают представители 

Proteobacteria (16,7–30,3 %), среди которых преобладают классы Alpha- и Gammaproteobacteria. Значительная 

доля приходится на представителей филумов Actinobacteria (1,3–6,4 %), Campilobacterota (7,4–9,6 %) и Desul-

fobacterota (3,0–7,3 %). Данное соотношение филогенетических групп существенно отличается от доминирую-

щих филумов микробных сообществ донных осадков районов нефтепроявлений оз. Байкал, а также загрязненных 

углеводородами водных и почвенных экосистем, метаногенных нефтяных хвостов [5, 26, 30].  

На рис. 2 и 3 представлены основные филогенетические группы, входящие в состав микробных сообществ 

исследуемых отложений. Доминирующее положение на уровне семейств в образцах, расположенных выше выхода 

нефти, занимает семейство Comamonadaceae (3,3 %), в месте выхода нефти – Sulfurimonadaceae (7,5 %), в точках 

ниже по течению – Sulfurovaceae (12,1 %) и Anaerolineacaea (3,4 %).  

 
Рис. 2. Представленность семейств в микробиоценозах донных отложений 

Fig. 2. Representation of families in bottom sediment microbiocenoses 
 

Анализ филогенетических групп (рис. 3) показал, что значительную долю составляют сульфатвосстанав-

ливающие микроорганизмы. Ранее на примере анализа бактериальных сообществ нефтедобывающих скважин 

Ромашинского месторождения было показано, что наличие сульфатвосстанавливающих микроорганизмов может 

быть обусловлено не только присутствием сульфатов в среде, но и невысоким уровнем минерализации [1].  
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В исследуемых нами микробиоценозах, напротив, сульфатвосстанавливающие группы бактерий наиболее ши-

роко представлены в образцах с высоким содержанием хлоридов (рис. 1, 3). 

 
Рис. 3. Соотношение филогенетических групп по 90 наиболее представленным филотипам 

Fig. 3. Ratio of phylogenetic groups for the 90 most represented phylotypes 
 

Высокие концентрации нефти могут оказывать негативное влияние на биоразнообразие микробных сооб-

ществ [18]. Нами проведен анализ метагеномных данных с использованием различных индексов по оценке раз-

нообразия, дающих представление о разнообразии таксонов высокого уровня и общего количества всех выявлен-

ных таксонов (таблица). Также выбраны индексы, наименее зависящие от объема выборки [11]. 
Таблица 

Показатели биоразнообразия сообществ донных отложений 

Biodiversity indicators of sediment communities  

Район отбора Chao1 se.chao1 ACE se.ACE Shannon Simpson InvSimpson Fisher 

1 522 0,019 522,2 10,7 5,31 0,989 95,4 91,09 

2 506 0,041 506,1 10,3 5,47 0,993 143,6 90,25 

3 653 0,290 653,7 12,4 5,41 0,985 71,1 122,56 

4 383 0,303 383,7 9,7 5,20 0,987 78,3 80,63 

 

По индексам Chao1, ACE и Fisher наибольшие значения характерны для микробоценоза донных отложе-

ний третьего района, в котором содержание нефтепродуктов составляло 5495 мг/кг, а хлоридов – 3675 мг/кг 

(рис. 1). Однако значения индексов Шеннона и Симпсона выше у микробиоценозов второго района отбора об-

разцов, характеризующегося более высоким содержанием нефтяных углеводородов (25800 мг/кг), но меньшим 

уровнем засоленности (2975 мг/кг) (рис. 1). Таким образом, высокие концентрации нефтяных углеводородов на 

исследуемой территории не оказывают негативного влияния на биоразнообразие сообществ донных отложений. 

Данное явление может быть обусловлено тем, что длительное действие нефтяных углеводородов может приво-

дить к развитию индуцированной устойчивости у микроорганизмов [25].  

Интересным представляется тот факт, что общими для исследуемых микробиоценозов являются 77 филоти-

пов (рис. 4). Уникальными, то есть встречающимися только в одном районе отбора образцов, филогенетическими 

единицами для каждого микробного сообщества донных отложений р. Каменки оказались менее 50 % выявленных 

филотипов. В составе наиболее удаленных друг от друга микробиоценозов (1 и 4 районы отбора образцов) выявлено 
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2 общих филотипа, не встречающихся в остальных образцах донных отложений. Анализ диаграммы Венна позво-

ляет предположить, что в сообществах присутствует группа микроорганизмов, составляющая основу сообществ 

данного района исследований (филотипы, общие для двух, трех или четырех мест отбора образцов микробиоцено-

зов), и есть вариабельная группа, состав которой зависит от селективных факторов, изменяющихся по течению реки. 

 
Рис. 4. Диаграмма Венна, отражающая перекрытие филотипов в микробиоценозах донных отложений 

Fig. 4. Venn diagram reflecting the overlap of phylotypes in bottom sediment microbiocenoses 
 

Современные методы метагеномного анализа дают представление об общем составе микробиоценозов, 

однако не отражают долю культивируемых групп бактерий, в том числе бактерий со специфическими метаболи-

ческими свойствами. В результате выделения культивируемых аэробных бактерий и их морфологического опи-

сания были выявлены основные морфотипы исследуемых микробиоценозов донных отложений (рис. 5). Сравне-

ние доли морфотипов и доли филотипов показало, что они практически совпадают только для микробных сооб-

ществ донных отложений, отобранных ниже выхода нефти в точке 3 (рис. 1, 5). Наибольшие различия данных 

показателей выявлены для микробиоценоза, расположенного выше выхода нефти.  

 
Рис. 5. Соотношение филотипов и морфотипов в исследуемых сообществах 

Fig. 5. The ratio of phylotypes and morphotypes in the studied communities 
 

В результате анализа общей численности культивируемых бактерий установлено, что данный показатель 

ниже всего в сообществах, расположенных выше нефтеизлива, а максимальные значения характерны для микро-

биоценозов третьего района отбора образцов, располагающегося ниже природного выхода нефти (рис. 6). Во всех 

микробиоценозах присутствуют нефтеокисляющие бактерии, численность которых варьирует от 1,0±0,1 × 104 до 

2,1±0,3 × 107 КОЕ/г (рис. 6). Установлена прямая корреляционная зависимость доли нефтеокисляющих бактерий 

в общем пуле культивируемых микроорганизмов исследуемых сообществ и концентрации углеводородов нефти 

в донных отложениях (коэффициент корреляции – 0,873). На примере ряда природных объектов, таких как 

оз. Байкал и Мексиканский залив, показано, что поступление нефтяных углеводородов приводит к увеличению 
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численности нефтеокисляющих микроорганизмов в донных отложениях [8; 27; 29]. Так, в микробиоценозах дон-

ных отложений оз. Байкал в местах естественных выходов нефти количество углеводородокисляющих бактерий 

варьировало в разные годы от 9,0±0,1 × 104 до 2,5±0,3 × 105 КОЕ/г, а в сообществе глубоководного нефтяного 

шлейфа Мексиканского залива, образовавшегося в результате техногенной аварии, численность данной эколого-

трофической группы достигала 5,5±0,3 × 104 кл/мл [8; 22; 27].  

 
Рис. 6. Представленность группы углеводородокисляющих бактерий среди культивируемых микроорганизмов  

в образцах донных отложений 

Fig. 6. Representation of the hydrocarbon-oxidizing bacteria group among the cultured microorganisms in bottom sediment samples 

 

Нефть представляет собой комплекс углеводородов различного строения, в том числе алканов, циклоалка-

нов и ароматических углеводородов. Компоненты нефти отличаются по уровню доступности для окисления фер-

ментативными системами бактерий. Так, в естественных нефтепроявлениях оз. Байкал было зафиксировано два 

типа нефти: небиодеградированная парафинистая нефть с экстремально высоким содержанием н-алканов и би-

одеградированная ароматико-нафтеновая нефть [7]. Нефть, выходящая в русле р. Каменки, принадлежит к типу 

парафинонафтеновых, доля ароматических и циклических углеводородов составляет от 20 до 55 % [9]. Известно, 

что у представителей классов Alphaproteobacteria и Gammaproteobacteria выявляются гены и ферменты, обуслов-

ливающие их способность разлагать моно- и полиароматические углеводороды [31; 35]. Метагеномный анализ 

показал, что в составе исследуемых микробных сообществ донных отложений присутствует значительное коли-

чество представителей данных классов: на долю Alphaproteobacteria приходится от 3,2–8,7 % от общего числа 

найденных филумов, а для Gammaproteobacteria данная величина составляет 13,4–21,5 %. Среди культивируе-

мых бактерий данных сообществ определены штаммы, способные использовать в качестве источника углерода 

ряд ароматических соединений (рис. 7).  

 
Рис. 7. Численность бактерий, разлагающих ароматические соединения 

Fig. 7. The number of bacteria that decompose aromatic compounds 
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Численность бактерий, разлагающих моноароматические карбоновые кислоты, варьировала от 1,0±0,3 × 

104 до 2,2±0,1 × 107 КОЕ/мл, а для деструкторов бифенила (содержит два ароматических кольца в молекуле) 

данный показатель был выше и составил от 1,0±0,2 × 106 до 3,0±0,2 × 107 КОЕ/мл. Таким образом, в микробио-

ценозах донных отложений р. Каменки присутствуют бактерии, способные осуществлять разложение аромати-

ческих углеводородов, поступающих в реку из подлежащих пород. 

Заключение 

Бассейн р. Каменки находится на уникальной территории, характеризующейся наличием нефтяных и га-

зовых залежей, а также карстовых процессов в глубинных породах. Сочетание данных факторов обусловливает 

наличие природных выходов нефти на поверхность почв и в русло реки.  

Проведен анализ микробных сообществ донных отложений р. Каменки в участках, расположенных в месте 

нефтеизлива, а также выше и ниже по течению. Установлено, что в микробиоценозах доминируют бактерии фи-

лума Proteobacteria (16,7–30,3 %), который представлен классами Alphaproteobacteria (3,2–8,7 %) и Gammaprote-

obacteria (13,4–21,5 %). Наибольшим биологическим разнообразием характеризуются сообщества донных отло-

жений в районе выхода нефти. При этом установлено, что доля филотипов, общих для всех исследуемых микро-

биоценозов, составляет 3,6 %.  

Анализ культивируемых форм микроорганизмов показал, что в сообществах донных отложений присут-

ствуют как гетеротрофные, так и углеводородокисляющие бактерии. При этом доля углеводородокисляющих 

бактерий коррелировала с уровнем нефтяного загрязнения природного субстрата. На основании метагеномного 

анализа и изучения биодеградативного потенциала культивируемых бактерий установлено, что в микробиоцено-

зах исследуемой территории присутствуют деструкторы ароматических углеводородов.  

Таким образом, в результате проведенного исследования выявлены особенности бактериальных сооб-

ществ донных отложений, формирующихся в естественных условиях под давлением такого негативного фактора, 

как нефтяные углеводороды. 
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