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Река Каменка протекает по территории Кокуйского газонефтяного месторождения, рас-
положенного в Пермском крае. Несмотря на отсутствие в непосредственной близости от 
реки нефтедобывающих объектов, в водах и донных отложениях выявлены нефтяные 
углеводороды в концентрации 2445–25800 мг/кг. Исследован состав микробных сооб-
ществ донных отложений реки Каменка, расположенных у истока и по течению реки. 
С применением методов высокопроизводительного секвенирования и биоинформатиче-
ской обработки данных установлено, что основная доля микробных сообществ пред-
ставлена бактериями филума Proteobacteria (16,7–30,3%), также в сообществах представ-
лены филумы Actinobacteriota, Bacteroidota, Bdellovibrionota, Campilobacterota, 
Chloroflexi, Cyanobacteria, Deferribacterota, Desulfobacterota, Firmicutes, Gemmatimonadota, 
Methylomirabilota, Myxococcota, Nitrospirota, Patescibacteria, Planctomycetota, Spirochaetota, 
Synergistota, Thermotofota и Verrucomicrobiota. Значения индекса Шеннона для исследо-
ванных сообществ находятся в прямой корреляционной зависимости от концентрации 
нефтяных углеводородов в донных отложениях. Филум Proteobacteria во всех сообще-
ствах представлен классами Alphaproteobacteria и  Gammaproteobacteria, среди которых 
доминирующую позицию занимают представители семейств Rhodobacteriaceae 
и  Comamonadaceae. При идентификации до рода установлено, что в семействе 
Comamonadaceae основную долю составляют бактерии рода Hydrogenophaga. Следует от-
метить, что бактерии рода Pseudomonas (класс Gammaproteobacteria) выявлены только 
в микробиоценозе донных отложений, характеризующихся наибольшей концентрацией 
нефтяных углеводородов. 
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Загрязнение окружающей среды нефтью яв-
ляется глобальной проблемой. Проникновение 
нефтяных углеводородов в природные объекты 
происходит в результате нарушения режимов неф- 
тедобычи, аварий при транспортировке и хране-
нии, в процессе переработки [1]. Длительная раз-
работка нефтяных месторождений, особенно 
в районах со сложными климатическими или гео-
логическими условиями, приводит к усугублению 
данной проблемы. Кокуйское месторождение, 
расположенное на территории Пермского края 
(Кунгурский и Ординский районы) (рис. 1) нахо-
дится в активной эксплуатации более полувека 
(https://www.nftn.ru). Геологические запасы нефти 
составляют более 100 млн т. На территории  
месторождения выявлены нефтяные, газоконден-
сатонефтяные и газонефтяные залежи. Однако 
разработка месторождения осложнена горно-гео-
логическими условиями региона, а именно – раз-

витием карстовых процессов. Наличие трещин-
ных зон в карстовых породах обусловливает 
вертикальную миграцию нефти, в том числе – 
в составе подземных вод, что приводит к появле-
нию нефтяных пятен на почвах или в реках, уда-
ленных от нефтегазодобывающих объектов [2, 3]. 
Одной из таких проблемных территорий является 
река Каменка. На протяжении длительного пери-
ода времени в водах Каменки фиксируются  
нефтяные углеводороды, повышенное содержание 
хлоридов, а также присутствует запах сероводорода 
(данные не опубликованы).

Основными компонентами нефти являются 
линейные и разветвленные углеводороды, арома-
тические углеводороды, нафтены и ряд других ор-
ганических соединений [4]. Поступление данных 
веществ в почву и донные отложения приводит 
к  нарушению их структуры и функций, а также 
оказывает влияние на микробиоценоз [4–7].  
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Известно, что появление такого комплекса орга-
нических загрязнителей вызывает необратимые 
изменения в составе и структуре микробиоценоза, 
направленные на адаптацию к новым услови-
ям  [8,  9]. В большинстве случаев это приводит 
к  повышению доли микроорганизмов, устойчи-
вых к негативному воздействию углеводородов 
нефти или/и способных использовать данные сое-
динений в метаболических процессах [10]. Анализ 
структуры микробных сообществ удаленных друг 
от друга регионов, подверженных негативному 
влиянию нефтяного загрязнения, свидетельствует 
о существенных различиях в составе основных 
таксономических групп микробиоценозов [8, 11].

Целью настоящей работы стало изучение со-
става микробиоценоза донных отложений реки 
Каменка, подверженных загрязнению углеводоро-
дами нефти в результате их проникновения из 
подлежащих горных пород.

Материалы и методы
Отбор проб донных отложений производили 

согласно ГОСТ 17.1.5.01-80 «ГИДРОСФЕРА. Об-
щие требования к отбору проб донных отложений 
водных объектов для анализа на загрязненность» 
и  Природоохранному нормативному документу 

федеративному (ПНД Ф) 12.1:2:2.2:2.3.2-03 «От-
бор проб почв, грунтов, осадков биологических 
очистных сооружений, шламов промышленных 
сточных вод, донных отложений искусственно соз-
данных водоемов, прудов-накопителей и  гидро- 
технических сооружений» в истоке реки Каменка 
и трех точках ниже по течению в августе 2021 г. 
(рис. 1) и транспортировали их в термоконтейне-
рах при поддержании температуры 4–5°С:

1) образец V-00 – отобран в истоке реки, рН 
7,31, органический углерод 17,5%, общая щелоч-
ность (СО3+НСО3) 390 мг/кг, хлориды 595 мг/кг, 
нефтепродукты 4093 мг/кг, присутствует харак-
терный запах серы;

2) образец V-00-1 – отобран на расстоянии 
10–15 м от истока реки, рН 6,97, органический 
углерод 12,6%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
171 мг/кг, хлориды 2975 мг/кг, нефтепродукты 
25800 мг/кг, присутствует характерный запах 
серы;

3) образец V-DO-12 – отобран на расстоянии 
100 м от истока реки, рН 7,28, органический угле-
род 13,2%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
1146  мг/кг, хлориды 3675 мг/кг, нефтепродукты 
5494 мг/кг, присутствует характерный запах серо-
водорода;

Рис. 1. Карта-схема расположения районов отбора донных отложений на реке Каменка, Пермский край.



19

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 1

СОСТАВ БАКТЕРИАЛЬНЫХ СООБЩЕСТВ ДОННЫХ ОТЛОЖЕНИЙ РЕКИ КАМЕНКА

4) образец V-DO-22 – отобран на расстоянии 
2500 м от истока реки, рН 7,11, органический 
углерод 10,6%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
281 мг/кг, хлориды 175 мг/кг, нефтепродукты 
2445 мг/кг, присутствует характерный запах серо-
водорода.

Определение физико-химических параметров 
образцов проводили согласно опубликованной ра-
нее методике [12], концентрацию нефти опреде-
ляли согласно ПНД Ф 16.1:2.2.22-98 «Количе-
ственный химический анализ почв. Методика 
выполнения измерений массовой доли нефтепро-
дуктов в минеральных, органогенных, органоми-
неральных почвах и донных отложениях методом 
ИК-спектрометрии».

Выделение ДНК из образцов донных отложе-
ний проводили с применением набора реакти-
вов MACHEREY-NAGEL NucleoSpin Soil 
(MACHEREY-NAGEL, Германия) согласно  
инструкции производителя.

Высокопроизводительное секвенирование. Очи-
щенные препараты ДНК использовали для созда-
ния библиотек фрагментов гена 16s рРНК мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с  применением универсальных праймеров  
на вариабельный участок V4: F515/R806 
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA/GGACTACVSGGGTATCTAAT) 
[13] c присоединенными адаптерами и уни- 
кальными баркодами компании Illumina 
(Illumina,США). ПЦР проводили в 15 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 0,5–1 единицу актив-
ности полимеразы Q5® High-Fidelity DNA 
Polymerase (NEB, США), по 5 пкМ прямого и об-
ратного праймеров, 1–10 нг ДНК-матрицы и 2 нМ 
каждого dNTP (LifeTechnologies США). Смесь де-
натурировали при 94°С 1 мин., после чего следова-
ло 25 циклов: 94°С – 30 с, 55°С – 30 с, 72°С – 60 с. 
Финальная элонгация проводилась при 72°С 
3 мин. ПЦР-продукты очищали по рекомендован-
ной Illumina методике с использованием магнит-
ных частиц AMPureXP (Beckman Coulter, США). 
Подготовка библиотек и секвенирование прово-
дились в соответствии с рекомендациями произ-
водителя для работы на приборе «Illumina MiSeq» 
(Illumina, США) с использованием набора реаген-
тов MiSeq® ReagentKit v3 (600 cycle) с двусторон-
ним чтением (2 × 300 н).

Обработка данных с применением биоинформа-
ционных технологий. Первоначальную обработку 
полученных данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения компании Illumina 
(Illumina, США). Для последующего анализа  
(объединения последовательностей, удаления хи-
мерных прочтений, восстановления исходных фи-
лотипов (ASV, Amplicon sequence variant) и  даль-
нейшей таксономической классификации 
полученных ASV) использовали программные па-
кеты dada2 [14], phyloseq [15] и DECIPHER [16], 
работу осуществляли в программной среде R. Для 

представления данных таксономического анализа 
использовали средства программного пакета 
QIIME [17].

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием программ 
Microsoft Excel 2013 и STATISTICA 6.0. Статисти-
ческий анализ осуществляли с использованием 
параметрических методов, статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05. Графические 
данные визуализированы в программе Microsoft 
Excel 2013.

Результаты и обсуждение
Физико-химический анализ донных отложений 

реки Каменка показал, что они имеют слабощелоч-
ную, ближе к нейтральной, среду (по показателю 
рН), содержат органический углерод, карбонаты 
и  хлориды (в образцах V-00-1 и V-DO-12 
концентрация хлоридов многократно превышает 
установленные нормы), а также загрязнены угле-
водородами нефти. Наиболее высокая концентра-
ция нефтепродуктов выявлена в образце V-00-1 
(см. Материалы и методы), отобранном в 10–15 м 
от истока реки. В данном месте предполагается 
выход подземных вод, содержащих нефть.

Впервые проведены исследования структуры 
микробного сообщества донных отложений реки 
Каменка. Использование молекулярно-генетиче-
ских методов позволило выявить широкий спектр 
микроорганизмов, принадлежащих доменам 
Bacteria и Archaea.

В результате высокопроизводительного секве-
нирования участка гена 16S рРНК из образцов 
донных отложений истока реки Каменка (точка 
отбора V-00) (рис. 1) и последующей биоинформа-
тической обработки получено 546 исходных фило-
типов (ASV). Установлено, что 68,8% принадлежа-
ло домену Bacteria, 0,2% – домену Archaea,  
а 31% не был идентифицирован. Всего в составе 
микробного сообщества выявлено 13 филумов  
домена Bacteria (Acidobacteriota, Actinobacteria, 
Bacteroidota, Campilobacterota, Chloroflexi, 
Desulfobacteriota, Firmicutes, Patescibacteria, 
Planctomycetota, Proteobacteria, Spirochaetota, 
Synergistota, Verrucomicrobiota). Доминирующим 
является филум Proteobacteria (26,0%) (рис. 2). 
Доля других филумов варьировала от 0,1% до 
9,1%. Хуже всего представлены филумы 
Acidobacteriota и Verrucomicrobiota (0,1% и 0,8% 
соответственно).

В образцах донных отложений, отобранных 
ниже истока в 10–15 м (точка отбора V-00-1) 
(рис. 1), после обработки исходных данных выяв-
лено 522 ASV. Основную долю (67,5%) составлял 
домен Bacteria, тогда как к домену Archaea при-
надлежало 4,8%. Не определена таксономическая 
принадлежность у 27,7% выявленных филотипов. 
В отличие от микробного сообщества донных от-
ложений истока реки Каменка, в рассматривае-
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мом сообществе выявлено 15 филумов домена 
Bacteria (Acidobacteriota, Actinobacteria, Bacteroidota, 
Campilobacterota, Chloroflexi, Cyanobacteria, 
Deferribacterota, Desulfobacteriota, Firmicutes, 
Gemmatimonadota, Patescibacteria, Planctomycetota, 
Proteobacteria, Spirochaetota, Verrucomicrobiota). 
Следует отметить, что филум Deferribacterota 
(0,1%) не выявлен в других исследованных сооб-
ществах. 30,3% идентифицированных последова-
тельностей приходится на филум Proteobacteria 
(рис. 2). Также в значительной мере представлены 
филумы Campilobacterota (9,6%), Bacteroidota 
(9,2%) и Actinobacteria (6,4%). 

Сообщество донных отложений, отобранных 
ниже истока на 100 м (точка отбора V-DO-12) 
(рис. 1), на 65% представлено доменом Bacteria и 
на 0,1% – доменом Archaea. Для 34,9% исходных 
филотипов (из 685 ASV) таксономическая принад-
лежность не установлена. Доминировали предста-
вители филума Proteobacteria (20,4%) (рис. 2). 
Доля других тринадцати филумов в сообществе 
была ниже и варьировала от 0,1 до 14,1% (рис. 2). 

Наиболее сложным для определения таксоно-
мической принадлежности оказалось сообщество 
донных отложений, отобранных в 2500 м ниже по 
течению от истока реки Каменка (точка отбора 
V-DO-22) (рис. 1). Относительная доля некласси-
фицируемых на филогенетическом уровне нуклео-
тидных последовательностей составила 49,1%. Сре-
ди идентифицированных последовательностей: 

46,7% – домен Bacteria, 4,2% – домен Archaea. Ана-
лиз выявленных филумов показал, что в данном со-
обществе отсутствуют представители Acidobacteriota, 
но определяются представители филумов 
Methilomirabiota (0,1%) и  Thermotogota (0,2%), 
а  также в значительной мере представлен филум 
Cyanobacteria – 1,0%. Доминирующую позицию 
занимает филум Proteobacteria (16,7%) (рис. 2).

Установлена прямая линейная зависимость 
средней силы (коэффициент корреляции Пирсона 
составил 0,63) между концентрацией нефти в дон-
ных отложениях и значением индекса Шеннона-
Уивера (Н) как показателя биоразнообразия  
в исследованных микробиоценозах. Численные 
значения Н относятся к диапазону, характеризую-
щему низкое разнообразие таксономического со-
става сообществ (Н = 2,64–2,91). 

Таксономический состав бактериальных со-
обществ донных отложений реки Каменка суще-
ственно отличается от такового ряда бактериоце-
нозов, подверженных длительному загрязнению 
нефтяными углеводородами [4, 8]. В составе ми-
кробного сообщества донных отложений с наи-
большим уровнем нефтезагрязнения в значитель-
ной мере представлен филум Actinobacteria (6,7%), 
а доля филума Chloroflexi (0,3%) ниже, чем 
в  остальных сообществах. Доминирующая пози-
ция филума Proteobacteria во всех исследованных 
сообществах может быть обусловлена рядом фак-
торов: протеобактерии являются типичными 

Рис. 2. Состав бактериальных сообществ донных отложений реки Каменка на уровне филумов.
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представителями речных экосистем; представите-
ли данного филума играют важную роль в транс-
формации органических соединений; среди про-
теобактерий описано значительное количество 
штаммов, осуществляющих трансформацию угле-
водородов нефти [4, 7, 11, 18].

Во всех исследованных в настоящей работе 
сообществах присутсвуют представители филумов 
Desulfobacteriota (3,0–7,3%) и Spirochaetota (0,2–
3,3%). Интересно отметить, что бактерии данных 
филумов участвуют в анаэробных процессах, в том 
числе для них установлена способность к син-
трофным взаимодействиям [19]. Учитывая тот 
факт, что восстановление сульфатов является од-
ной из метаболических функций бактерий данных 
филумов, можно предполагать, что появление за-
паха сероводорода в местах отбора проб является 
результатом их жизнедеятельности.

Филум Halobacterota домена Archaea выявлен 
во всех сообществах донных отложений реки  
Каменка. Его доля в микробиоценозах составляла 
0,1–3,4%. По литературным данным, филум 
Halobacterota характерен для анаэробных сообществ, 
а также для сообществ солевых пещер  [19,  20].  

Вероятно, его присутствие в исследуемых сообще-
ствах донных отложений обусловлено поступле-
нием в реку Каменка подземных вод, проходящих 
по карстовым трещинам с подлежащих слоев. Ин-
тересно отметить, что в составе микробиоценозов, 
отобранных в точках V-00-1 и V-DO-22, выявлена 
значительная доля еще одного филума домена 
Archaea – Crenarchaeota (3,7% и 0,8% соответ-
ственно). Известно, что представители данного 
филума описаны в составе биоценозов полярного 
региона [21]. 

Проведен анализ микробных сообществ дон-
ных отложений на уровне класса, семейства,  
порядка и рода (таблица). Известно, что пред- 
ставители родов Microbacterium, Flavobacterium 
и  Lutibacter обладают ферментативной активно-
стью в отношении углеводородов нефти и слож-
ных ароматических соединений, встречаются в со-
ставе донных отложений пресноводных и морских 
водоемов [22, 23]. Следует отметить, что наиболь-
шая доля ASV рода Microbacterium представлена 
в  микробном сообществе с наибольшим уровнем 
нефтезагрязнения (таблица). Также в данном со-
обществе выявлено присутствие рода Rhodococcus 

Таблица 

Доминантные таксоны (%) в микробных сообществах донных отложений

Таксономическая единица
Точка отбора

V-00 V-00-1 V-DO-12 V-DO-22

Класс Actinobacteria 4,2 5,8 1,1 1,1
Bacteroidia 8,4 9,2 7,8 3,3
Desulfobacteria 2,6 0,9 2,9 1,6
Desulfobulbia 2,2 1,6 2,6 1,3
Alphaproteobacteria 5,3 8,7 4,9 3,2
Gammaproteobacteria 20,7 21,5 15,4 13,4

Порядок Micrococcales 3,5 5,0 0,3 0,9
Flavobacteriales 4,5 5,4 1,4 1,2
Desulfobacteriales 2,5 0,9 2,9 1,2
Desulfobulbales 2,2 1,6 2,6 1,3
Rhodobacteriales 2,3 1,8 2,6 1,0
Burkholderiales 15,9 10,1 12,3 10,8

Семейство Microbacteriaceae 3,1 3,78 0,3 0,5
Flavobacteriaceae 4,4 4,5 1,4 1,1
Desulfobacteriaceae 2,1 0,9 1,9 0,2
Desulfocapsaceae 2,2 1,6 2,5 0,8
Rhodobacteriaceae 2,3 1,8 2,6 1,0
Comamonadaceae 8,6 5,6 4,6 6,3

Род Microbacterium 0,4 1,0 0,1 0,1
Flavobacterium 2,9 0,7 0,7 0,1
Lutibacter 1,0 2,4 0,2 0,7
Desulfobacterium 1,9 0,3 0,2 0,05
Desulfocapsa 0,1 0,2 0,2 0,1
Не классиф. до рода 2,3 1,8 2,6 1,0
Hydrogenophaga 0,4 1,6 0,5 2,0
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(0,04%), известного большим количеством опи-
санных нефтедеструктирующих штаммов [24, 25]. 
Анализ распространения родов семейства 
Flavobacteriaceae показал, что род Flavobacterium 
наиболее представлен в сообществе истока реки 
Каменка, тогда как род Lutibacter имеет наиболь-
шую долю в сообществе, отобранном на 10–15 м 
ниже истока.

Среди сульфатвосстанавливающих представи-
телей микробиоценоза во всех исследованных со-
обществах преобладали рода Desulfobacterium 
и Desulfocapsa (таблица). Как было указано выше, 
река Каменка протекает по Кокуйскому место-
рождению, для которого характерны карстовые 
процессы в подлежащих породах. В процессе вос-
ходящего движения нефтезагрязненные глубин-
ные воды проходят от каменноугольных карбона-
тов до сульфатно-карбонатного яруса, что 
приводит к их насыщению сульфатами [2, 3]. Та-
ким образом, выходя на поверхность, подземные 
воды несут субстрат для жизнедеятельности суль-
фатвосстанавливающих бактерий.

Доминирующий филум Proteobacteria во всех 
исследованных сообществах представлен двумя 
классами: Alphaproteobacteria и Gammaproteobacteria 
(таблица). Известно, что представители класса 
Gammaproteobacteria широко распространены 
в биоценозах, испытывающих негативную нефтя-
ную нагрузку [7, 11, 18]. Доминирующую позицию 
среди представителей данного класса занимает 
род Hydrogenophaga (таблица) на долю которого 

приходится 0,4–2,0% ASV в сообществах донных 
отложений реки Каменка. Ранее представители 
рода Hydrogenophaga были описаны в составе мик- 
робных сообществ, выделенных из нефтезагрязнен-
ных осадков морей [7]. Интересно отметить, что 
представители рода Pseudomonas, к которому при-
надлежит значительное количество описанных 
штаммов-нефтедеструкторов, выявлены только 
в  составе микробного сообщества донных отложе-
ний точки V-00-1 (0,1%), характеризующейся высо-
кой концентрацией нефтяных углеводородов [26]. 

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования впервые описаны на молекулярно-ге-
нетическом уровне микробные сообщества нефте-
загрязненных донных отложений реки Каменка, 
протекающей по территории Кокуйского газо-
нефтяного месторождения. Выявлено присутствие 
доменов Bacteria и Archaea, доминантным являет-
ся филум Proteobacteria. В значительной мере 
представлены филумы сульфатвосстанавливаю-
щих бактерий, что обусловлено проникновением 
в русло реки подземных вод, проходящих через 
сульфатно-карбонатный ярус.

Исследования выполнены при поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект №20-45-596018; конкурс РФФИ  
р_НОЦ_Пермский край). Работа проведена без 
использования животных и без привлечения лю-
дей в качестве испытуемых. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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Composition of bacterial communities 
in oil-contaminated bottom sediments of the Kamenka River
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The Kamenka River flows through the territory of the Kokuyskoye gas and oil field located in the 
Perm Territory. Despite the absence of oil-producing facilities in the immediate vicinity of the 
river, oil hydrocarbons were found in the waters and bottom sediments at a concentration of 
2445–25800 mg/kg. The composition of microbial communities of bottom sediments of the 
Kamenka River, located at the source and along the river, was studied. Using the methods of 
high-performance sequencing and bioinformatic data processing, it was established that the 
main share of microbial communities is represented by bacteria of the phylum Proteobacteria 
(16.7–30.3%), as well as the phyla Actinobacteriota, Bacteroidota, Bdellovibrionota, 
Campilobacterota, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deferribacterota, Desulfobacterota, Firmicutes, 
Gemmatimonadota, Methylomirabilota, Myxococcota, Nitrospirota, Patescibacteria, 
Planctomycetota, Spirochaetota, Synergistota, Thermotofota and Verrucomicrobiota. The 
values of the Shannon index for the studied communities are directly correlated with the 
concentration of petroleum hydrocarbons in bottom sediments. The phylum Proteobacteria in 
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all communities is represented by the classes Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria, 
among which representatives of the families Rhodobacteriaceae and Comamonadaceae 
dominate. When identifying to the genus, it was found that in the Comamonadaceae family, the 
main share is made up of bacteria of the genus Hydrogenophaga. It should be noted that bacteria 
of  the genus Pseudomonas (class Gammaproteobacteria) were found only in the microbiocenosis 
of bottom sediments, characterized by the highest concentration of petroleum hydrocarbons.

Keywords: bacteria, oil pollution, bottom sediments, microbial community, high throughput 
sequencing
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