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Аннотация 

Проведено лабораторное моделирование нефтяного загрязнения трех уровней (60, 120 

и 250 г/кг) трех типов почв – дерново-подзолистые, серые лесные и чернозем типич-

ный. Установлено, что в течение 120 сут содержание масляных фракций (смеси алифа-

тических и ароматических углеводородов) снижалось в образцах с низким и средним 

уровнями загрязнения на 10–27% и 2–24% соответственно. Выявлено, что нефтяное 

загрязнение во всех концентрациях привело к снижению общей численности бактерий 

по сравнению с незагрязненной почвой в 1.2–5.5 раз. Показано, что количество генов, 

кодирующих алкан-монооксигеназу (alkI), и генов грамположительных бактерий, ко-

дирующих ферменты деградации ПАУ (GP-PAH), коррелировало с общей численно-

стью бактерий и уменьшалось в случае загрязнения нефтью всех типов почв. Напротив, 

количество генов, кодирующих алкан-монооксигеназы (alkII и alkIII), а также генов 

грамотрицательных бактерий, кодирующих ферменты деградации ПАУ (GN-PAH), было 

выше во всех почвах, загрязненных нефтью, по сравнению с незагрязненными. Стати-

стическая обработка полученных результатов позволила установить, что уровень за-

грязнения почвы нефтепродуктами является значимым фактором для динамики коли-

чества генов групп alkI, alkII, GN-PAH, GP-PAH, а длительность эксперимента – для 

генов групп alkI, alkIII, GN-PAH, GP-PAH. Тип почв является значимым фактором для 

динамики числа бактерий и генов групп alkIII и GP-PAH, для остальных групп генов 

тип почвы не оказывает влияния. 

Ключевые слова: нефтезагрязненные почвы, биодеградация, алкан-монооксигеназы, 

диоксигеназы 

 

Введение 

Загрязнение почв является серьезной проблемой для естественных экоси-

стем. Нефтяное загрязнение несет за собой множество негативных эффектов, та-

ких как ухудшение агрохимических характеристик почв, токсическое действие 

компонентов нефти на организмы и прочие [1, 2]. 

В естественных условиях за деградацию нефтепродуктов отвечают микроор-

ганизмы, в первую очередь бактерии [3]. Бактериальные организмы имеют мно-

жество механизмов, позволяющих им трансформировать углеводороды с помо-

щью внутриклеточных ферментов, образование которых контролируется специ-

фическими генами [4]. Многие исследователи отмечают, что оценка количества 
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генов, кодирующих катаболические ферменты, ответственные за трансформа-

цию углеводородов, позволяет анализировать разнообразие популяций, имею-

щих потенциал к биодеградации [1, 5–10]. 

Нефтяные отходы или сырая нефть, загрязняющие почву, как правило, 

представляют собой сложную смесь из углеводородов различного строения. 

Наиболее полно утилизировать компоненты нефти может микробный консор-

циум, разные представители которого способны трансформировать различные 

группы углеводородов [11]. Например, представители рода Alcanivorax способ-

ны деградировать короткоцепочечные и среднецепочечные н-алканы, предста-

вители рода Rhodococcus – трансформировать н-алканы, а также бензол, толуол, 

ксилол и бифенил, представители рода Pseudomonas известны способностью 

деградировать нафталин, фенантрен, пирен и другие полиароматические угле-

водороды (ПАУ), а представители рода Alcaligenes отличаются способностью 

разлагать антрацен и фенол [12–19]. 

За деградацию углеводородов отвечают целые группы ферментных комплек-

сов. Одним из ключевых ферментов, участвующих в деградации алканов и игра-

ющих важную роль в биоремедиации сырой нефти, является алкан-гидроксилаза 

[20]. Гены, отвечающие за синтез алкан-гидроксилазы, принято классификаци-

онно разделять на три группы на основании способности к трансформации ал-

канов определенной длины (с короткой, средней и длинной цепью) [21]. 

Разложение ароматических соединений (бензола, толуола, этилбензола, кси-

лола) начинается с прямого окисления ароматического кольца с помощью моноок-

сигеназ или диоксигеназ либо с окисления боковой алкильной цепи, которое ката-

лизируется монооксигеназой [22–25]. Расщепление самого кольца происходит при 

участии катехол 2,3-диоксигеназы [26]. Первый этап деградации нафталина и дру-

гих низкомолекулярных ПАУ (с двумя-тремя кольцами) осуществляется нафта-

линдиоксигеназой [27, 28]. К генам, кодирующим способность разлагать ПАУ, 

относятся cat-2,3, narAa, phdA/pdoA2, nidA/pdoA1, nidA3/fadA1, nah, nahAc, nahA3, 

nagAc, ndoB, ndoC2, pahAc, pahA3, phnAc, phnA1, bphAc, bphA1, dntAc и arhA1. 

Активность микроорганизмов при биодеградации нефти во многом опре-

деляется составом сообщества и физико-химическими характеристиками почвы 

и уровнем ее загрязнения [29]. В первую очередь на способность микробного 

сообщества потреблять углеводороды влияет уровень загрязнения почв. Из-

вестно, что их низкая концентрация может стимулировать сообщество, а высо-

кая – ингибировать его. С точки зрения степени воздействия нефти на микроб-

ное сообщество, к низкому уровню загрязнения относятся концентрации ниже 

10%. Считается, что при таком загрязнении численность и активность микроб-

ного сообщества возрастают, тогда как средние и высокие концентрации (более 

10%) влияют на сообщество негативно [30, 31]. Согласно известным данным 

[32, 33], на микробное сообщество, а значит, и на деградацию нефтепродуктов 

влияют и свойства самой почвы, такие как гранулометрический состав, содер-

жание органических веществ, кислотность и другие характеристики. Эффек-

тивность биодеградации нефтепродуктов зависит и от того, насколько изменя-

ется биодоступность углеводородов в зависимости от свойств почв [34, 35]. 

Однако взаимосвязь между факторами окружающей среды и распределением 

катаболических генов в почвах до сих пор остается неясной. 
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Цель настоящей работы – оценить взаимосвязи между количеством генов, 

отвечающих за деструкцию углеводородов, и уровнем нефтяного загрязнения, 

а также длительностью процесса воздействия и типом почв. 

1. Материалы и методы 

1.1. Схема эксперимента. Лабораторный эксперимент проводили, используя 

три типа почв: дерново-подзолистые (ДП) и серые лесные (СЛ) почвы, а также 

чернозем типичный (ЧТ). Пробы искусственно загрязнялись нефтью до концен-

трации 60, 120 и 250 г/кг (образцы с низкой концентрацией нефти – НК, средней – 

СК и высокой – ВК). Образцы нефти были отобраны на Марийском нефтеперера-

батывающем заводе (Республика Марий Эл, Россия). В качестве контрольных об-

разцов использовали незагрязненные почвы всех типов. Эксперимент проходил 

при комнатной температуре и ежедневном перемешивании в течение 120 сут. 
 

1.2. Оценка содержания нефтепродуктов и их фракционного состава. 

Общее содержание нефтепродуктов было оценено в начале и конце экспери-

мента. Экстракция нефтепродуктов из почв проводилась методом избирательной 

экстракции хлороформного битумоида типа А (ХБА) в два этапа (первый – хо-

лодная экстракция в аппарате Сокслета, второй – горячая экстракция в аппарате 

Сокслета) [36]. Дальнейшая количественная оценка была проведена гравиметри-

ческим методом. Групповой анализ экстрактов, включающий выделение и опре-

деление количественного содержания фракций масел, смол и асфальтенов, про-

водили с помощью адсорбционно-хроматографического метода Маркуссона – 

Саханова [37]. В масляных фракциях методом ГЖХ (Кристалл 5000, Хроматэк, 

г. Йошкар-Ола, Россия) определялся индивидуальный состав алкановых угле-

водородов нормального и изопреноидного строения. 
 

1.3. Анализ количества генов методом qPCR. Общая геномная ДНК была 

экстрагирована с помощью коммерческого набора FastDNA®SPIN Kit for Soil 

(Bio101, Qbiogene, Heidelberg, Германия). Образцы ДНК хранились при –20 °C. 

Количество специфических генов было проанализировано с помощью количе-

ственной ПЦР (qPCR). qPCR-анализ проводили с использованием общебакте-

риальных праймеров 341F/534R [38] и специфических праймеров, представ-

ленных в табл. 1. Реакционная смесь включала в себя 0.1 U/мкл полимеразы 

SynTaq, 1-кратный буфер с красителем SYBR Green, 2.5 мM MgCl2, по 200 мкM 

каждого dNTP, 0.2 мкM каждого праймера и 1 мкл ДНК. 

Амплификация осуществлялась на приборе CFX96 Touch Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad, Германия) при следующем режиме: 15 мин при 

95 °C и 39 циклов, включающих 30 с при 95 °C, 30 с при Tm и 30 с при 72 °C. 

Стандартная кривая для оценки общего числа бактерий была построена с ис-

пользованием серийного разведения ДНК Pseudomonas fluorescence. Стандарт-

ная кривая для катаболических генов была построена на основе данных амплифи-

кации серии разведений ДНК позитивного клона, несущего искомый ген. Концен-

трация плазмидной ДНК была измерена с помощью Qubit 2.0 Fluorometer 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США). Все анализы были выполнены в трех 

повторностях при эффективности 94% и значениях R2 больше 0.99. 
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Табл. 1  

Праймеры, использованные в работе 

Группа 

генов 

Последовательность  

праймеров 

Tm  Филогенетическая 

принадлежность 

Ссылки 

alk I CATAATAAAGGGCATC

ACCGT 

GATTTCATTCTCGAAA

CTCCAAAC 

55 °С Ps. putida (alkB), 

Stenotrophomonas spp. 

(alkB) 

[21] 

alk II GAGACAAATCGTCTAA

AACGTAA 

TTGTTATTATTCCAACT

ATGCTC 

55 °С Acinetobacter spp. (alkM) 

alk III TCGAGCACATCCGCGG

CCACCA 

CCGTAGTGCTCGACGT

AGTT 

55 °С Ps. fluorescens (alkB), 

Ps. aeruginosa (alkB1), 

Rhodococcus spp. (alkB1), 

Burkholderia spp. (alkB), 

Amycolatopsis spp. (alkB) 

GP-

PAH 

CGGCGCCGACAAYTTY

GTNGG 

GGGGAACACGGTGCCR

TGDATRAA 

56 °С narAa, phdA/pdoA2, 

nidA/pdoA1, nidA3/fadA1 

(Rhodococcus, 

Mycobacterium, 

Nocardioides и Terrabacter) 

[39] 

GN-

PAH 

GAGATGCATACCACGT

KGGTTGGA 

AGCTGTTGTTCGGGAA

GAYWGTGCMGTT 

57 °С nahAc, nahA3, nagAc, ndoB, 

ndoC2, pahAc, pahA3, 

phnAc, phnA1, bphAc, 

bphA1, dntAc и arhA1 

(Pseudomonas, Ralstonia, 

Commamonas, Burkholderia, 

Sphingomonas, Alcaligenes, 

Polaromonas) 

 

1.4 Статистическая обработка результатов. Все исследования проводили 

не менее чем в трех повторностях. Полученные данные были обработаны с ис-

пользованием программы Origin 8.5 (OriginLab, США). Дополнительная обра-

ботка данных и моделирование проводились в статистической системе R [40]. 

Был проведен корреляционный анализ взаимосвязей между основными ре-

зультирующими характеристиками (конечным содержанием алканов, динами-

кой количества бактерий и катаболических генов) и исходными параметрами 

образцов (начальными концентрациями нефти, типом почв и днем эксперимента). 

Для этого была построена модель, оценивающая влияние начальной концен-

трации нефти, типа почв и длительности эксперимента: 

,oil.fact)ln( 10 ijkjkiijkY   

где ijkY  – значение характеристики для i-го дня наблюдения, j-й концентрации 

нефти, и k-го типа почвы; 0  – значение логарифма ijkY  для нулевого дня, ну-

левой концентрации и почвы ДП, которые являются базой сравнения; i  – изме-

нение логарифма ijkY  для i-го дня наблюдения по сравнению с базой сравнения; 

joil.fact  – значение j-й фактической начальной доли нефти, 1  – коэффициент 



ОЦЕНКА ДИНАМИКИ КОЛИЧЕСТВА ГЕНОВ, ОТВЕТСТВЕННЫХ… 

 

259 

для вычисления изменения логарифма ijkY  за счет доли нефти по сравнению с ба-

зой; k  – изменение логарифма ijkY  для k-го типа почвы по сравнению с базой 

сравнения; ijk – случайная ошибка (на логарифмической шкале). 

Для оценки корреляции содержания алканов на 120-й день от исходных па-

раметров (начальные концентрации нефти и тип почв) была построена модель, 

аналогичная описанным, однако вместо значения Y было использовано значе-

ние его логарифма. 

2. Результаты и их обсуждения 

2.1. Оценка общего содержания нефтепродуктов и их фракционного 

состава. На первом этапе работ была оценена эффективность утилизации 

нефтяного загрязнения микробными сообществами трех типов почв (дерново-

подзолистая, серая лесная и чернозем типичный) в течение 120 сут. Начальное 

содержание нефтепродуктов в образцах НК составило 49–53 г/кг, в образцах 

СК – 85–118 г/кг и в образцах ВК – 182–203 г/кг (табл. 2). При оценке количе-

ственного содержания масел (смеси алифатических и ароматических углеводо-

родов), смол и асфальтенов установлено, что сразу после загрязнения в почве 

преобладали смолы – 35–50%, содержание масел составило 35–49%, наимень-

шая доля приходилась на асфальтены – 12–17%. Различия в составе фракций 

нефти для разных типов почв не обнаружены. 
 

Табл. 2  

Содержание нефтепродуктов и их фракций в почвах различных типов при их искус-

ственном загрязнении 

Образцы Сутки 

Содержание 

углеводоро-

дов, г/кг 

Групповой состав, % 

Алифатические и 

ароматические уг-

леводороды 

Смолы Асфальтены 

НК 

ДП 
0 50 ± 6 40 ± 4 48 ± 5 12 ± 1 

120 48 ± 5 36 ± 4 46 ± 5 18 ± 2 

СЛ 
0 53 ± 6 47 ± 5 40 ± 4 13 ± 1 

120 49 ± 5 34 ± 4 51 ± 6 15 ± 2 

ЧТ 
0 49 ± 5 46 ± 5 40 ± 4 14 ± 2 

120 47 ± 5 39 ± 4 50 ± 6 12 ± 1 

СК 

ДП 
0 99 ± 11 49 ± 5 35 ± 4 16 ± 2 

120 95 ± 10 37 ± 4 49 ± 5 14 ± 2 

СЛ 
0 112 ± 12 43 ± 5 40 ± 4 17 ± 2 

120 101 ± 11 41 ± 5 42 ± 5 17 ± 2 

ЧТ 
0 85 ± 9 43 ± 5 43 ± 5 13 ± 1 

120 85 ± 9 42 ± 5 47 ± 5 11 ± 1 

ВК 

ДП 
0 202 ± 22 44 ± 5 45 ± 5 12 ± 1 

120 198 ± 22 44 ± 5 54 ± 6 17 ± 2 

СЛ 
0 203 ± 22 44 ± 5 44 ± 5 13 ± 1 

120 201 ± 22 44 ± 5 44 ± 5 13 ± 1 

ЧТ 
0 191 ± 21 35 ± 4 50 ± 6 15 ± 2 

120 189 ± 21 35 ± 4 49 ± 5 12 ± 1 
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Рис. 1. Хроматограммы масляной фракции образца СЛ с концентрацией нефти 120 г/кг 

на 0-е (а) и на 120-е (б) сутки после загрязнения 

В течение 120 сут эксперимента суммарное содержание углеводородов 

в почве изменилось незначительно – для образцов НК и СК оно снизилось на 

4–10% относительно исходного, а для образцов ВК было сопоставимым с ис-

ходным содержанием. При этом содержание ароматических и алифатических 

углеводородов снизилось, а смол и асфальтенов, соответственно, увеличилось. 

Так, для образцов НК наблюдалось снижение содержания фракции масел на 

10–27% с максимальным снижением в образце СЛ. Образцы СК характеризова-

лись снижением масел на 2–24%, с максимальным снижением для образца ДП.  

Для подтверждения деградации короткоцепочечных углеводородов нами 

был проведен анализ содержания насыщенных алканов непосредственно после 

загрязнения, а также через 120 сут эксперимента. Анализ проведен на примере 

образца СЛ с начальной концентрацией нефти 120 г/кг (рис. 1). 

Видно, что сразу после загрязнения масляная фракция образца СЛ12 была 

представлена н-алканами с гомологами от С14 до С40 с максимумом распределе-

ния в среднемолекулярной области С17–С21. Однако к концу эксперимента мак-

симум в распределении н-алканов сдвинулся в высокомолекулярную область. 

Это может говорить о том, что низкомолекулярные углеводороды линейного 

а) 

б) 
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строения с С14 до С30 подверглись биодеградации. Другие авторы также отме-

чают, что микробной биодеградации в первую очередь подвергаются обычно 

нормальные алканы C10–C20 [41–43]. 

Следует отметить, что снижения содержания алифатических и ароматических 

соединений для образцов ВК не наблюдалось, в отличие от образцов с меньшим 

уровнем загрязнения. Это можно объяснить тем, что низкие концентрации нефте-

продуктов в почве стимулировали активность углеводородокисляющей группы 

микроорганизмов почвы, тогда как высокие ингибировали ее [44, 45]. 
 

2.2. Оценка общей численности бактерий и количества генов, кодиру-

ющих ферменты деградации углеводородов. Загрязнение нефтью может как 

снижать, так и увеличивать численность бактерий в почве, а также изменять 

активность микробных сообществ [46–49]. Для этого была проведена оценка 

общей численности бактерий (на основании числа копий генов 16S рРНК) и 

числа катаболических генов методом qPCR. Результаты оценки численности 

бактерий представлены на рис. 2.  
 

   
а) б) в) 

Рис. 2 Численность бактерий в почвах различных типов (а) с разными уровнями за-

грязнения (б) на 0-е, 30-е, 60-е и 120-е сутки эксперимента (в). На вертикальной оси 

представлены значения количества копий генов, середина прямоугольника представля-

ет собой среднее значение, прямоугольник – крайнее стандартное отклонение 

Начальная численность бактерий в незагрязненных почвенных образцах 

находилась в пределах 1.3·10
7
 (образец ЧТ) – 1.4·10

7
 (образец ДП) копий генов/г. 

С повышением степени загрязнения почв численность бактерий снижалась в сред-

нем в 1.2–5.5 раз, а разброс значений увеличивался. Согласно результатам оценки 

численности для разных типов почв можно отметить некоторое снижение чис-

ленности бактерий в образцах чернозема типичного. Оценка численности бак-

терий в зависимости от времени эксперимента показывает некоторое увеличе-

ние численности на 30–60-е сутки, и дальнейшее снижение к 120-м суткам. 

На следующем этапе была проведена оценка числа генов, кодирующих син-

тез алкан-монооксигеназ. Содержание катаболических генов было рассчитано 

в процентах по отношению к количеству копий генов 16S рРНК. Относитель-

ное количество генов группы alkI в незагрязненных почвах находилось на 

уровне – 0.00–0.01%, в нефтезагрязненных почвах – в диапазоне 0.00–0.06%, 

причем в более загрязненных почвах таких генов было меньше. Процентное со-

держание генов группы alkII в незагрязненных почвах было на уровне 0.00–

0.02%,  в  нефтезагрязненных  –  0.04–9.85%.  Относительное  содержание   генов  
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а) б) в) 

   

г) д) е) 

   

ж) з) и) 

Рис. 3. Количество генов, кодирующих алкан-монооксигеназы (a, б, в – группа alkI, г, д, 

е – группа alkII, ж, з, и – группа alkIII) в почвах различных типов с разными уровнями 

загрязнения на 0-е, 30-е, 60-е и 120-е сутки эксперимента. На вертикальной оси пред-

ставлены значения количества копий генов, середина прямоугольника представляет 

собой среднее значение, прямоугольник – крайнее стандартное отклонение, а точки – 

экстремальные значения или выбросы 

группы alkIII в незагрязненной почве установлено на уровне 0.75–4.23%, в за-

грязненной – 1.50–26.50%. На рис. 3 представлены данные о разбросе значений 

и зависимости содержания катаболических генов от типа почвы, уровня за-

грязненности нефтепродуктами и длительности эксперимента. 

Максимальное количество генов группы alkI было характерно для неза-

грязненных почв. Для данной группы генов отмечена следующая закономер-

ность – с появлением нефти и повышением ее концентрации количество генов 

уменьшается. Ранее несколько исследователей также отмечали отрицательную 

корреляцию количества генов, кодирующих алкан-монооксигеназы, с концен-

трацией нефти в почве [50, 51]. Для генов групп alkII и alkIII наблюдается об-

ратная зависимость: при увеличении концентрации нефти в образцах их коли-

чество увеличивалось. Так, на 3-е сутки после загрязнения количество генов 

группы alkII увеличилось во всех образцах в 2–435 раз в среднем, максималь-

ные значения были отмечены на  30-е  сутки.  Количество  генов  группы  alkIII  
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а) б) в) 

   
г) д) е) 

Рис. 4. Количество генов, кодирующих деградацию ПАУ: а, б, в – гены группы GN-

PAH (грамотрицательные бактерии), г, д, е – гены группы GP-PAH (грамположитель-

ные бактерии) в почвах различных типов с разными уровнями загрязнения на 0-е, 30-е, 

60-е и 120-е сутки эксперимента. Условные обозначения – как на рис. 3 

в нефтезагрязненных образцах также было выше, чем в незагрязненных, мак-

симальные значения при этом отмечены для образцов НК. В отличие от генов 

группы alkII, количество генов группы alkIII не изменилось сразу после загряз-

нения почвы нефтью, однако через 30 сут оно превышало таковое в незагряз-

ненной почве в 1.5-–3 раз; максимальное же количество генов alkIII группы от-

мечено на 60-е сутки. Полученные результаты согласуются с ранее опублико-

ванными данными, показывающими повышение числа катаболических генов 

в загрязненных почвах по сравнению с незагрязненными [6, 52–54]. Можно 

также отметить, что для генов групп alkI и alkII не обнаружено различий в их 

количестве в зависимости от типа почв, тогда как для генов группы alkIII мож-

но отметить превышение количества генов в образцах дерново-подзолистых 

почв по сравнению с остальными типами почв. 

Кроме того, нами была проведена оценка способности микробного сооб-

щества к утилизации тяжелых фракций нефти, включающих полиароматиче-

ские соединения. Результаты оценки количества генов, кодирующих способ-

ность микроорганизмов утилизировать ПАУ, представлены на рис. 4. 

Количество генов группы GN-PAH, кодирующих способность деградиро-

вать ПАУ у грамотрицательных бактерий, составило 0.01–0.03% от общего 

числа бактерий в незагрязненных почвах и 0.02–2.78% в загрязненных. Для ге-

нов группы GP-PAH (грамположительные бактерии) эти количества составили 

0.49–1.08% и 0.03–1.36% соответственно.  

Загрязнение вызвало различную динамику численности носителей генов, 

кодирующих  деградацию  ПАУ,  у  грамотрицательных   и   грамположительных 
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Табл. 3 

Анализ направления и величины влияния факторов (содержание нефти, тип почв, день 

эксперимента), и их статистической значимости для степени деградации алканов, ко-

личества бактерий и катаболических генов, проводился с использованием линейных 

регрессионных моделей. Величины изменения даны по сравнению с контролем 

Фактор 

Содержа-

ние алка-

нов на 

120-е 

сутки 

Количество копий генов/г 

бакте-

рии 
alkI alkII alkIII 

GN-

PAH 
GP-PAH 

Содержание 

нефти 
0.403

*
 –0.038

*
 –0.055

*
 0.223

*
 0.009 0.071

*
 –0.113

*
 

Тип 

почв 

ЧТ 0.390 –0.395
*
 –0.128 0.612 –1.085

*
 0.209 –0.647

*
 

СЛ 0.788 0.006 0.269 0.127 –0.287 0.025 0.183 

День 

экспе-

римента 

30 

N/A 

0.066 –0.542
*
 1.031 0.934

*
 2.130

*
 –0.190 

60 0.177 –0.709
*
 0.304 1.103

*
 1.633

*
 –0.964

*
 

120 0.058 –0.625
*
 –0.509 1.069* 1.418

*
 –1.114

*
 

* Значимые переменные, при Pr(> t)  <  0.05. 

N/A – не оценивали. 

 

бактерий. Так, наименьшее количество генов GN-PAH было обнаружено в неза-

грязненной почве, загрязнение же привело к значительному увеличению их коли-

чества вне зависимости от концентрации нефтепродуктов. Интересно, что непо-

средственно после загрязнения количество генов группы GN-PAH существенно 

не изменилось, однако к 30-м суткам достигло своего максимума в большинстве 

образцов кроме ДП с концентрацией 120 г/кг и ЧТ с концентрацией 250 г/кг. 

В образцах, относящихся к чернозему типичному, обнаружено превышение ко-

личества генов данной группы над образцами других типов почв. Для группы 

GP-PAH отмечена обратная корреляция между их количеством и уровнем за-

грязнения почвы нефтепродуктами, так, максимальные значения характерны 

для незагрязненных почв, тогда как на 3-е сутки после загрязнения их количе-

ство снижается в 2–11 раз. Количество генов указанной группы постепенно сни-

жалось в течение эксперимента. Минимальное количество генов этой группы 

отмечено для образцов, относящихся к чернозему типичному. Различия в дина-

мике количеств катаболических генов, кодирующих синтез диоксигеназ, в гра-

мотрицательных и грамотрицательных бактериях можно объяснить разными ско-

ростями роста микроорганизмов этих групп. В работах [39, 55] отмечено, что 

в почвах с недавним загрязнением доминируют представители грамотрица-

тельных бактерий, являющихся r-стратегами, тогда как представители грампо-

ложительных бактерий являются К-стратегами, потребляющими более устой-

чивые углеводороды в почвах со старым загрязнением. 

На заключительном этапе работы была проведена статистическая обработка 

полученных результатов с использованием моделей, оценивающих значимость 

факторов, влияющих на степень деградации алканов, численность бактерий, 

а также на количество генов, кодирующих деградацию углеводородов (табл. 3). 

Для количества бактерий и катаболических генов для моделирования исполь-

зовался логарифм зависимой переменной, для степени деградации алканов – 

значение зависимой переменной. 
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Согласно анализу полученных данных выявлено, что суммарное содержание 

нефти является значимым фактором для содержания алканов, тогда как тип почв 

не является. 

Для численности бактерий значимыми факторами являются содержание 

нефти и тип почв, не является длительность эксперимента. При этом установлена 

отрицательная корреляция между численностью бактерий и содержанием нефти. 

Для типа почв чернозем типичный также установлена отрицательная корреляция 

по сравнению с численностью в дерново-подзолистых почвах. Можно отметить, 

что различия в численности бактерий для серой лесной и дерново-подзолистой 

почвы незначимы. 

Установлено, что для большинства групп генов содержание нефти является 

значимым фактором. Так, для генов групп alkI и GP-PAH выявлена отрица-

тельная корреляция в зависимости от уровня загрязнения, а для групп alkII, 

GN-PAH – положительная. Для генов группы alkIII значимость этого фактора 

не установлена. Установлено, что тип почв является значимым фактором для 

генов групп alkIII и GP-PAH, при этом  минимальное количество генов данных 

групп отмечено для образцов, относящихся к чернозему типичному. Для генов 

групп alkI, alkII и GN-PAH тип почвы не является значимым фактором. Выяв-

лено, что длительность эксперимента является значимым фактором по отноше-

нию к большинству исследованных генов (alkI, alkIII, GN-PAH, GP-PAH), при 

этом для генов групп alkI и GP-PAH выявлена отрицательная корреляция коли-

чества генов и дней эксперимента, а для генов alkIII и GN-PAH – положитель-

ная. Для генов группы alkII значимость длительности эксперимента не уста-

новлена. 

Таким образом, полученные уровни значимости подтверждают описанные 

ранее результаты. Для большинства генов значимым факторами оказались со-

держание нефти в почве (группы генов alkI, alkII, GN-PAH, GP-PAH), а также 

длительность эксперимента (группы генов alkI, alkIII, GN-PAH, GP-PAH). Под-

тверждается также отрицательная корреляция для общей численности бактерий 

и количества генов групп alkI и GP-PAH и положительная для остальных генов 

в зависимости от уровня загрязнения и длительности эксперимента. Значимое 

влияние типа почв установлено для количества бактерий и генов групп alkIII и 

GP-PAH, при этом минимальное количество генов отмечено для образцов черно-

зема типичного. На количество остальных генов тип почвы не оказывает влияние. 

Заключение 

В целом можно заключить, что общая численность бактериальных организ-

мов в нефтезагрязненных почвах ниже по сравнению с незагрязненной почвой. 

Количество генов групп alkI и GP-PAH уменьшается при повышении степени 

загрязнения почвы нефтепродуктами и при увеличении длительности воздей-

ствия нефтяного загрязнения.  

Для генов, увеличивающихся в количестве при нефтяном загрязнении, 

максимальные значения характерны для образцов с низким (группы alkIII и 

GN-PAH) или высоким (группа alkII) содержанием нефти. Максимальное коли-

чество генов групп alkII, GN-PAH и GP-PAH отмечено на 30-е сутки, генов ал-

кан-монооксигеназ группы alkIII – на 60-е сутки после нефтяного загрязнения. 
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Взаимосвязи между количеством генов, отвечающих за деструкцию угле-

водородов, и типом почв не выявлено.  
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Abstract 

In this work, laboratory modeling of three levels of oil contamination (60, 120 and 250 g kg–1) was 

carried out for three types of soil: eutric podzoluvisols, haplic greyzem, and haplic chernozems. It was 

found that the content of fraction of aliphatic and aromatic hydrocarbons decreased in the samples with 
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low and medium levels of contamination within 120 days. Oil contamination of soil in all concentrations 

led to a decrease in the total number of bacteria in comparison with uncontaminated soil by 1.2–5.5 times. 

It was shown that the number of genes belonging to the alkI and GP-PAH groups was in line with the total 

number of bacteria and decreased after oil contamination. At the same time, the number of alkane-

monooxygenase genes belonging to the alkII and alkIII groups, as well as the genes of the GN-PAH 

group, was higher in the oil-contaminated soils as compared to the uncontaminated ones. Statistical 

analysis of the results showed that the level of soil contamination is a significant factor for the dynamics 

of the number of genes belonging to the alkI, alkII, GN-PAH, GP-PAH groups, as well as the duration 

of the experiment for alkI, alkIII, GN-PAH, GP-PAH groups. Soil type is a significant factor for 

the dynamics of the number of bacteria and number of genes belonging to the alkIII and GP-PAH 

groups. For other groups of genes, the type of soil is not a significant factor. 

Keywords: oil-contaminated soils, biodegradation, alkane monooxygenase, dioxygenase 
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Figure Captions 

Fig. 1. GC profile of extracted saturates fraction from the SL sample with oil concentration of 120 g kg-1 

on the first (a) and 120th (b) day following the contamination. 

Fig. 2. Number of bacteria in the soils of different types (a) and with different levels of oil contamina-

tion (b) on days 0, 30, 60, and 120 of the experiment (c). The vertical axis represents the number of 

copies of the genes, the middle of the rectangle represents the mean value, and the rectangle repre-

sents the extreme standard deviation. 

Fig. 3. Number of genes encoding alkane monooxygenase (a, b, c – alkI group; d, e, f – alkII group; g, 

h, i – alkIII group) in the soils of different types and with different levels of contamination on days 

0, 30, 60, and 120 of the experiment. The vertical axis represents the number of copies of the 

genes, the middle of the rectangle represents the mean value, the rectangle represents the extreme 

standard deviation, and the points represent the extremes or outliers. 

Fig. 4. Number of genes encoding PAH degradation: a, b, c – genes of the GN-PAH group (gram-

negative bacteria); d, e, f – genes of the GP-PAH group (gram-positive bacteria) in soils of differ-

ent types and with different levels of contamination on days 0, 30, 60, and 120 of the experiment. 

Designations as in Fig. 3. 
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