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В статье рассмотрены современные методы определения биогеохимических функций 
отдельных видов (таксонов) бактериопланктона в водных экосистемах. Метагеномные 
методы, получившие большую популярность в последнее время, не позволяют однозначно 
определять видоспецифичные биогеохимические функции различных таксонов 
бактериопланктона. Перспективным подходом является культивирование природных 
бактериопланктонных сообществ с добавками питательных веществ в комбинации с такими 
методами, как фингерпринтинг, различные модификации микроавторадиографии, а также 
мультиизотопная визуализирующая масс-спектрометрия. Адекватно подобранный метод 
или комбинация методов позволяет определить биогеохимическую функцию отдельных 
видов (таксонов) бактериопланктона в сообществе, что необходимо для понимания основ 
функционирования водных экосистем.
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Введение

Важнейшей задачей экологии является 
описание структуры и функции природных 
экосистем, т.е. определение видового соста-
ва и экологической роли, которую выполняет 
каждый вид в экосистеме. По образному вы-
ражению В. И. Вернадского, каждый биологи-
ческий вид в природе выполняет уникальную, 
только ему присущую «геохимическую рабо-

ту», т.е. потребляет определенные виды веще-
ства и энергии и синтезирует из них другие 
специфические вещества, включая собствен-
ную биомассу (Вернадский, 1978). В водных 
экосистемах определение видового состава 
и функциональной роли отдельных видов 
продуцентов и консументов  – водорослей, 
беспозвоночных животных и рыб – успешно 
осуществляется с момента зарождения ги-
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дробиологии. Вместе с тем изучение такого 
важнейшего звена водных экосистем, как ре-
дуценты, было до недавнего времени ограни-
чено отсутствием адекватных методов. 

В пелагических экосистемах звено реду-
центов, как известно, представлено бактерио-
планктоном. Основными методами опреде-
ления видовой принадлежности бактерий в 
течение длительного периода были прямая 
микроскопия и культивирование на твердых 
селективных средах. Однако под микроско-
пом удавалось идентифицировать лишь виды 
с характерной морфологией, например круп-
ные нитчатые бактерии и цианобактерии (За-
варзин, 2003). Метод культивирования тоже 
имеет значительные ограничения, поскольку 
на твердых селективных средах вырастает 
не более 1-3 % свободноживущих планктон-
ных бактерий, определяемых прямым счетом 
(Горленко и др., 1977; Cole, 1982; Amann et 
al., 1995). Чем ниже уровень трофности во-
доёма, тем больше разрыв между результа-
тами подсчёта численности водных бактерий 
методами микроскопии и культивирования, 
который может достигать десятков тысяч раз 
для олиготрофных водоёмов (Заварзин, 2003). 
Многие виды бактериопланктона невозмож-
но культивировать на лабораторных средах 
(Cases, de Lorenzo, 2002). Таким образом, до 
недавнего времени видовой состав подавляю-
щего большинства видов водных бактерий 
оставался практически неизвестным. 

Очевидно, что если невозможно опреде-
лить видовую принадлежность организма и 
отличить один вид от другого, то и не удастся 
выявить видоспецифичные функции каждого 
вида в экосистеме. В связи с невозможностью 
идентификации отдельных видов первона-
чально выделялись целые группы бактерий, 
предположительно объединённые общей 
биогеохимической функцией (Ouverney, 
Fuhrmann, 1999). Подробно изучалось участие 

агрегированных групп водных микроорга-
низмов в процессах фотосинтеза, хемосинтеза 
и деструкции органических веществ (углево-
дов, белков, аминокислот, аминосахаров, аль-
гиновых кислот, углеводородов, гуминовых 
веществ и др.), в круговороте азота и других 
элементов (Горленко и др., 1977; Weiss, Simon, 
1999; Grover et al., 2000; Rosenstock, Simon, 
2001; Pérez et al., 2003; Zubkov et al., 2008). 
Однако роль отдельных видов в деструкции 
органических веществ долго оставалась неиз-
вестной в связи с трудностями видовой иден-
тификации бактериопланктона. В то же время 
многие авторы указывали на необходимость 
определения филогенетической принадлеж-
ности бактериопланктона, участвующего 
в тех или иных биогеохимических процес-
сах (Grover et al., 2000; Pérez et al., 2003). Та-
кую возможность предоставило применение 
молекулярно-генетических методов опреде-
ления видовой принадлежности бактерий, 
появившихся в последние два десятилетия. 

Молекулярно-генетические методы, та-
кие как анализ последовательности гена 16S 
рибосомальной РНК, мультилокусное типиро-
вание последовательностей (MLST) и анализ 
вариабельных по числу мультилокусных тан-
демных повторов (MLVA), широко использу-
ются для идентификации некультивируемого 
бактериопланктона (Höfle et al., 2008). В базах 
данных накапливается большое число после-
довательностей генов, принадлежащих во-
дным бактериям, о которых помимо их места 
обитания и филогенетической принадлежно-
сти ничего не известно (Заварзин, 2003). Ис-
следование физиологии бактериопланктона 
и тем более его биогеохимической функции 
в природном водоёме – сложная задача. Мно-
гие виды бактерий являются некультиви-
руемыми, поэтому невозможно исследовать 
потребляемые ими субстраты и выделяемые 
продукты в лабораторной культуре.
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Бактерии не удаётся культивировать по 
нескольким причинам: 1) если клетки всту-
пили в некультивируемую стадию (Nyström, 
2001); 2) бактериопланктон представлен не-
известными видами, для которых условия 
культивирования еще не подобраны (Amann 
et al., 1995; Suzuki et al., 1997). Таким образом, 
некультивируемые виды бактериопланкто-
на корректнее было бы назвать «пока ещё не 
культивируемыми» (Yokokawa, Nagata, 2010). 
По некоторым данным, часть видов бактерий 
невозможно выделить в чистую культуру, по-
скольку в природе они существуют только в 
тесном сообществе с другими организмами 
(Connon, Giovannoni, 2002). В любом случае, 
по мнению В. И. Вернадского, разделение 
«живых веществ» на чистые виды неизбежно 
упрощает реальные явления и противоречит 
естественному состоянию вещей, в то время 
как главное значение имеет «сложный вид», 
определяющийся морфологически как сим-
биоз видов  – геохимическая органическая 
смесь (Вернадский, 1978). Даже если удастся 
выяснить, что изолированный и идентифи-
цированный вид бактериопланктона в лабо-
раторных условиях потребляет конкретное 
вещество, это не означает, что в природном 
сообществе водоёма, из которого он был вы-
делен, данный вид выполняет ту же функцию. 
На одно и то же изменение внешней среды, 
например на увеличение концентрации пи-
тательного вещества, вид может реагировать 
по-разному, в зависимоcти от того, есть ли 
вокруг него другие биологические виды, и 
того, какие это виды (Lawrence et al., 2012). 
Исследуемый вид может начать утилизиро-
вать предложенное вещество ввиду недоступ-
ности иных субстратов, потребляемых им в 
естественных условиях. Или, вполне вероят-
но, что в естественных условиях конкуренты 
потребляют данное вещество более успешно, 
чем исследуемый вид, и ему приходится до-

вольствоваться другими ресурсами. Таким 
образом, если в лабораторных условиях не 
моделируются такие природные факторы, как 
гетерогенность среды, конкуренция за ресур-
сы, хищничество и другие взаимодействия, 
то культивирование изолированного вида не 
позволяет определить особенности физиоло-
гии и жизнедеятельности данных микроор-
ганизмов в природных экосистемах (Maron et 
al., 2007).

В настоящее время микробиологические 
исследования проводятся с использованием 
двух групп методов. Во-первых, применяют-
ся классические методы культивирования. 
Исторически выделение бактерий в чистые 
культуры является непременным условием 
их идентификации на основе физиолого-
биохимических признаков (Определитель 
бактерий Берджи, 1997). Во-вторых, всё чаще 
используются молекулярно-генетические ме-
тоды, благодаря которым в геометрической 
прогрессии увеличивается объём данных о 
последовательностях бактериальных генов и 
разнообразии природных бактериальных со-
обществ на основе выделения операционных 
таксономических единиц (Höfle et al., 2008). 
Наблюдается парадокс: первоначально таксо-
номическая идентификация бактерий осно-
вывалась на их биогеохимической функции – 
культивировании на селективных средах, а 
те, что культивировать и идентифицировать 
не удавалось, оставались без внимания ис-
следователей. В настоящее же время легко 
идентифицировать бактерию методами моле-
кулярной генетики, но трудно определить её 
функцию. Знания о функции популяций и со-
обществ бактериопланктона необходимы для 
прогнозирования их отклика на меняющие-
ся условия окружающей среды и понимания 
биогеохимических процессов, происходящих 
в экосистеме (Zehr, 2010). Таким образом, не-
обходимы адекватные методы, позволяющие 



– 76 –

О.В. Колмакова. Современные методы определения видоспецифичных биогеохимических функций…

определять видоспецифичные экологические 
(биогеохимические) функции в водных эко-
системах некультивируемых бактерий, иден-
тифицируемых средствами молекулярной ге-
нетики. Обзору подобных методов посвящена 
данная статья.

Анализ функциональных генов,  
транскриптов и белков

Данная группа методов изучает состав 
функциональных генов и продуктов экспрес-
сии генов бактериопланктонного сообщества, 
т.е. направлена на выявление потенциальной 
способности исследуемого бактериопланкто-
на выполнять те или иные биогеохимические 
функции. 

Методы «омика»

Ряд методов – анализ метагенома, мета-
транскриптома, метапротеома и метаболома – 
объединяется в англоязычной литературе нео-
логизмом «омика» на основании общей части 
названий. Важное отличие методов «омика» 
от всех остальных методов определения био-
геохимических функций бактериопланктона 
состоит в том, что они дают представление 
одновременно обо всех метаболических про-
цессах, которые потенциально могут проис-
ходить в сообществе (Мaron et al., 2007). 

Метагеномика

Ко второму десятилетию XXI в. приоб-
рёл большую популярность молекулярный 
метод, потенциально позволяющий выявить 
биогеохимические функции бактериоплан-
ктонных сообществ, – метагеномный анализ. 
Метагеномика изучает генетический матери-
ал всех членов целого сообщества (Logue et 
al., 2008). 

Схема метагеномного анализа в послед-
нее время была модернизирована: раньше 
ДНК выделялась из природной пробы воды 

и создавалась библиотека векторов с после-
дующим физиологическим или генетическим 
скринингом и определением нуклеотидной 
последовательности (Nardini, 2010). Методы 
секвенирования нового поколения позволили 
исключить затратный по времени и приложен-
ным усилиям процесс создания библиотеки 
клонов (Schuster, 2008). Поскольку результат 
секвенирования метагенома представляет со-
бой множество разрозненных нуклеотидных 
последовательностей, принадлежащих раз-
ным членам сообщества, на заключительном 
этапе осуществляется их сборка в имеющие 
смысл последовательности генов. Однако ни 
один из «омика»-методов не способен устано-
вить, какой конкретно вид потребляет то или 
иное вещество. «Омика»-методы определяют 
лишь потенциальные свойства и функции це-
лого сообщества.

Метагеномный анализ активно при-
меняется для выявления потенциальных 
функций некультивируемого бактериоплан-
ктона в экосистеме. Например, в пробах бак-
териопланктона с поверхности океана были 
найдены гены, ответственные за потребле-
ние моноксида углерода и восстановленной 
серы (Höfle et al., 2008). Впоследствии было 
обнаружено, что соответствующие биогео-
химические функции действительно были 
свойственны исследованному сообществу 
бактериопланктона. Однако в некоторых 
случаях наблюдаемый состав метагенома 
противоречит основной метаболической 
специализации бактериопланктонного со-
общества (Mou et al., 2008). Например, при-
сутствие генов протеородопсина в морских 
планктонных бактериях должно свидетель-
ствовать о том, что клетки способны ис-
пользовать протеородопсин для получения 
энергии, т.е. они должны расти быстрее на 
свету, чем в темноте. Однако разные таксо-
ны, содержащие ген протеородопсина, име-
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ли различные отклики на свет и его отсут-
ствие, и большинство из них не увеличивали 
скорость роста на свету (Fuhrman, Steele, 
2008). Наличие гена в популяции в составе 
бактериального сообщества не означает, что 
он экспрессируется в конкретных внешних 
условиях (Maron et al., 2007). Таким образом, 
основываясь на данных одних только мета-
геномных исследований, нельзя делать выво-
ды, что микробное сообщество действитель-
но выполняет в водной экосистеме функцию, 
соответствующую обнаруженным генам. 

Для метагеномного анализа особен-
но важна репрезентативность пробоотбора. 
Обычно водные пробы фильтруются через 
планктонные сита для удаления крупных ча-
стиц и организмов, в особенности эукариот, 
которые могут мешать процессу обработки 
проб с помощью метагеномных методов, 
рассчитанных на прокариот (Grossart, 2010). 
Таким образом, удаляются макроагрега-
ты сестона и живые организмы, несущие на 
своей поверхности много бактерий. Многие 
бактерии, даже свободноживущие, проводят 
большую часть времени, концентрируясь в 
питательных зонах, окружающих частички 
сестона и живые организмы. То есть тради-
ционные методы отбора проб бактериоплан-
ктона, применяемые в том числе и для мета-
геномного анализа, не учитывают различия 
в образе жизни бактерий и часто упускают 
«горячие точки» сосредоточения микробной 
активности и взаимодействия между микро-
организмами (Grossart, 2010). Существуют и 
другие методические сложности и «подво-
дные камни» метагеномного анализа (Höfle et 
al., 2008), например трудность сборки после-
довательностей генов из небольших секвени-
рованных фрагментов, приводящая к попол-
нению баз данных генов несуществующими 
химерными и искусственными последова-
тельностями (Kunin et al., 2008). 

Метагеномика представляет собой на-
дёжный инструмент для поиска новых генов. 
Однако из информации о функциях бакте-
риопланктонного сообщества, полученной на 
основании метагеномных данных, невозмож-
но выделить положения о видоспецифичных 
функциях отдельных популяций. Существу-
ют и другие ограничения метагеномного под-
хода: 1) не всегда удаётся достичь достаточ-
ного перекрытия последовательностей для 
сборки генов всех организмов, особенно тех, 
чья доля в сообществе невелика; 2) невозмож-
но функционально охарактеризовать гены, 
которые кодируют белки с неизвестными 
функциями (Heidelberg et al., 2010).

Метатранскриптомика

Основной недостаток описанного выше 
метагеномного анализа заключается в том, 
что наличие гена не свидетельствует о его 
экспрессии. Следующий метод «омика» – ме-
татранскриптомика – выгодно отличается от 
метагеномики тем, что исследует не генный 
состав сообщества, а его транскрипты  – ма-
тричную РНК. Наличие генных транскрип-
тов в клетках бактерий свидетельствует об 
экспрессии генов, кодирующих функцио-
нальные белки (Logue et al., 2008). Таким об-
разом, транскриптомика потенциально может 
давать информацию о конкретных функциях, 
присущих бактериальному сообществу.

Тем не менее ряд особенностей мета
транскриптомики ограничивает её приме-
нимость для изучения биогеохимических 
функций бактериопланктона. К таким огра-
ничениям относится быстрая деградация 
мРНК, трудности выделения прокариотиче-
ской мРНК и удаления гуминовых кислот 
во время экстракции, различная кинетика 
транскрипции похожих генов в разных попу-
ляциях, низкая корреляция между уровнем 
мРНК и синтезом соответствующего бел-
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ка (Poretsky et al., 2005; Maron et al., 2007). 
Быстрая деградация РНК требует проводить 
выделение как можно быстрее. После выделе-
ния РНК и вычитающей гибридизации рРНК 
проводят обратную транскрипцию мРНК 
в кДНК, которую и анализируют (Poretsky 
et al., 2005). Существуют протоколы мета-
транскриптомного анализа с применением 
ДНК-микрочипов, но их чувствительность 
к наличию транскриптов ограничена числом 
зондов на чипе (Nardini, 2010).

Как в случае метагеномики, результаты 
транскриптомного анализа природных сооб-
ществ обладают потенциалом для генерирова-
ния новых гипотез о функциях бактериоплан-
ктона, но не свидетельствуют о реализации 
этих функций в природных экосистемах. 

Метапротеомика

Метапротеомика – изучение всех белков 
природного сообщества микроорганизмов. 
Так как белки, точнее ферменты, вовлечены в 
метаболические процессы, метапротеомный 
анализ представляет собой подходящее сред-
ство для оценки функций бактериопланктон-
ного сообщества (Maron et al., 2007). Если 
обнаружение гена метагеномными методами 
не означает, что этот ген экспрессируется в 
белок, то наличие самого белка уже может 
с большей надёжностью свидетельствовать 
о реализации конкретной биогеохимической 
функции. После выделения из клеток бак-
терий и последующего разделения белков в 
геле проводится их идентификация методом 
высокоэффективной пептидной ионизации с 
помощью масс-спектрометрии (Maron et al., 
2007). 

Некоторые авторы считают, что мета-
протеомные исследования природных об-
разцов будут более эффективными, если их 
дополнить информацией о видовом составе 
сообщества (Wilmes, Bond, 2006). Однако, как 

и все прочие «омика»-методы, метапротеоми-
ка не может дать ответа на вопрос: какой вид 
бактерии выполняет конкретную функцию? 
Состав метапротеома может лишь служить 
дополнением к другим методам изучения 
биогеохимических функций, предоставляя 
информацию о наборе ферментов, имеющих-
ся у сообщества.

Отмечено, что по сравнению с предпо-
лагаемым потенциалом метапротеомики по-
лученные с её применением результаты пока 
ещё очень скудны (Schneider, Riedel, 2010). 
Текущие исследования в основном сосредо-
точены на простых микробных сообществах, 
таких как сообщества активного ила или кис-
лотного шахтного водоотлива (Wilmes, Bond, 
2006). Из сложных бактериопланктонных со-
обществ трудно выделить всё разнообразие 
белков. Основные сложности метапротеом-
ного анализа – это широкий спектр уровней 
экспрессии белков в бактериальных клетках 
и огромная генетическая гетерогенность бак-
териальных популяций. Вероятно, в будущем 
постоянно улучшающиеся методы выделения 
белков вместе с достижениями в технологии 
масс-спектрометрии и стабильно растущим 
фондом данных биоинформатики помогут 
преодолеть трудности и ограничения мета-
протеомных исследований. Однако даже в 
таком случае метапротеомика не станет са-
мостоятельным методом определения видо-
специфичных биогеохимических функций 
бактериопланктона. 

Метаболомика

Изучение метаболома  – полного на-
бора метаболитов, продуцируемых в орга-
низме,  – отражает ферментативные пути и 
сети, закодированные в геноме (Tang, 2011). 
Метаболомика дополняет данные функцио-
нальной геномики, потому что интермедиа-
ты биохимических реакций играют важную 
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роль в объединении различных метаболиче-
ских реакций, происходящих в клетке. Ана-
лиз метаболитов проводится с помощью 
методов ядерно-магнитного резонанса и масс-
спектрометрии (Tang, 2011). Однако изучение 
только метаболитов сообщества не может дать 
достаточной информации о функциональной 
роли бактериопланктона. Метаболомика мо-
жет быть взята на вооружение исследовате-
лями биогеохимических функций бактерио-
планктона лишь как дополнительный метод.

Амплификация геномов  
единичных клеток

Как уже отмечалось, прямое секвени-
рование ДНК-сообщества (метагеномика) 
не подходит для сборки геномов отдельных 
членов сложного природного сообщества по-
тому, что не позволяет узнать, какому виду 
бактерий принадлежит обнаруженный в со-
обществе функциональный ген. Исследова-
ние ДНК отдельных клеток бактерий можно 
провести с помощью так называемой ампли-
фикации геномов единичных клеток (Nardini, 
2010). Бактериальные клетки разделяют раз-
бавлением, микроманипуляцией или сорти-
ровкой флуоресцентно активированных кле-
ток. Далее геномную ДНК клетки особым 
образом амплифицируют и определяют её 
нуклеотидную последовательность. Нужно 
учитывать, что не всегда удаётся выделить 
всю геномную ДНК из одной бактериальной 
клетки, а также в ходе ПЦР могут происхо-
дить перестановки нуклеотидных последова-
тельностей. 

Амплификация геномов единичных кле-
ток позволяет обнаружить функциональные 
гены конкретных видов некультивируемых 
бактерий и может использоваться как допол-
нение к методам определения биогеохимиче-
ской функции бактериопланктона, речь о ко-
торых пойдёт далее.

Методы с добавками  
питательных веществ

Самый логичный способ установить 
биогеохимические функции гетеротрофно-
го бактериопланктона  – добавить органи-
ческий субстрат в населяемую ими воду и 
отследить, какие виды его потребляют. Мно-
гие авторы полагают, что с помощью таких 
методов с добавками органических веществ 
можно получить важную информацию о ви-
доспецифичной биогеохимической функции 
микроорганизмов в том случае, если данные 
методы используются в сочетании с методом 
экспериментальных микроэкосистем (ме-
зокосмов) (Schäfer et al., 2001; Carlson et al., 
2002; Giovannoni, Stingl, 2005; Трусова, Гла-
дышев, 2006; Zubkov et al., 2008). Суть метода 
экспериментальных микроэкосистем (МЭС) 
состоит в том, что бактериопланктон в них 
функционирует как часть природного со-
общества планктона и лишь интересующий 
исследователя биогеохимический процесс 
усиливается добавлением тестируемых пита-
тельных веществ. Бактериальное сообщество 
в микроэкосистемах должно оставаться цель-
ным потому, что межпопуляционные взаимо-
действия бактерий, а также воздействие попу-
ляций консументов, например простейших, 
в конечном итоге влияют на реализацию в 
экосистеме тех или иных биогеохимических 
функций конкретных видов бактериоплан-
ктона. Только в условиях in situ можно ожи-
дать, что бактерия выполняет свою «природ-
ную» функцию (Höfle et al., 2008).

Проблему определения роли отдельных 
таксонов бактерий в экосистеме усложняет 
тот факт, что в стабильных бактериальных 
сообществах активно экспрессируется лишь 
малая часть метаболического потенциала и 
изменчивости этого сообщества (White, 1995). 
Бактерии находятся в состоянии готовно-
сти извлечь выгоду из питательных веществ, 
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которые становятся доступными после вме-
шательства экспериментатора. Потребление 
некоторыми видами бактерий питательных 
веществ начинается только при добавлении 
этого вещества в значительном избытке, а зна-
чит, нельзя делать вывод, что бактерия пита-
ется этим веществом и в обычных условиях.

Предполагается, что структура микроб-
ного сообщества изменяется в микроэкоси-
стемах так же, как изменялась бы в естествен-
ном водоёме при аналогичном вмешательстве 
(Caron, Countway, 2009). Экспериментальный 
подход способен дать относительно точные 
оценки активности сообщества, и ему в на-
стоящее время практически нет альтернатив.

Все описанные в этом разделе методы 
используются совместно с культивированием 
бактериопланктонного сообщества в МЭС с 
добавками питательных веществ. Цель при-
менения описанных ниже методов  – уста-
новить, какой вид (или иной таксон, в зави-
симости от филогенетического разрешения 
метода) бактериопланктона потреблял добав-
ленный субстрат.

Мечение стабильными изотопами

Действенным способом изучения по-
требления бактериопланктоном различных 
субстратов являются их мечение стабиль-
ными изотопами (SIP – stable isotope probing) 
(Radajewski et al., 2000; Höfle et al., 2008). 
Обычно в качестве меток используют изото-
пы 13C или 15N – стабильные, но сравнитель-
но редко встречающиеся в природе атомы. 
Атомы дейтерия 2H не применяют, поскольку 
водород может поступать в бактериальные 
клетки не только из питательных веществ, 
но и из воды культуральной среды (Kreuzer-
Martin, 2007). 

После экспозиции в среде, содержащей 
меченое вещество, бактерии, поглотившие 
его, имеют повышенное содержание тяжёлого 

изотопа в своём составе. Обычно определя-
ется включение метки в ДНК, РНК или мем-
бранные липиды клеток, такие как жирные 
кислоты полярных липидов, реже бифита-
ниловые тетраэфиры, гопаноиды (Adamczyk 
et al., 2003; Kreuzer-Martin, 2007). Меченые 
ДНК или РНК отделяются от немеченых с 
помощью центрифугирования в градиенте 
плотности, и затем анализируется видовой 
состав бактерий, поглотивших стабильный 
изотоп (Kreuzer-Martin, 2007). Состав фос-
фолипидов анализируется изотопной масс-
спектрометрией или газовой хромато-масс-
спектрометрией (Gray, Head, 2001). 

Анализ липидов

Анализ липидов на содержание изотоп-
ных меток более чувствителен, чем анализ 
нуклеиновых кислот (Kreuzer-Martin, 2007). 
Все липиды образца, как меченые, так и нет, 
выделяются вместе и разделяются газовой 
хроматографией. Этим методом выявляются 
даже небольшие различия в содержании 13С в 
молекулах. Чувствительность особенно зна-
чима, когда экспериментальные условия не 
позволяют добиться высокого уровня включе-
ния меток. К таким условиям относятся огра-
ничения продолжительности эксперимента, 
задача проследить путь метки по трофиче-
ской цепи, а также доступность сообществу 
альтернативных источников исследуемого 
атома. Ограничение продолжительности экс-
перимента и доступность сообществу альтер-
нативных источников исследуемого атома 
могут препятствовать включению количества 
меток, достаточного для их идентификации в 
составе нуклеиновых кислот. В таком случае 
предпочтительней анализ липидов.

Исследуя липиды, трудно определить фи-
логенетическую принадлежность бактерий, 
потребивших меченый субстрат. Одинако-
вые жирные кислоты могут синтезироваться 
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разными видами, и профили жирных кислот 
отдельных организмов могут изменяться в 
зависимости от условий окружающей среды. 
Липиды всех организмов сообщества экстра-
гируются совместно, и липидные профили 
некультивируемых бактерий, как правило, 
неизвестны. Определение включения метки 
в жирные кислоты сообщества бактериоплан-
ктона информативно в лишь тех ситуациях, 
когда метаболически активно ограниченное 
число организмов или эти организмы синте-
зируют видоспецифичные жирные кислоты.

Анализ ДНК

Определение меток в ДНК предпо-
чтительней в большинстве случаев, когда 
продолжительность эксперимента не явля-
ется ограничением. Существенным преиму-
ществом мечения ДНК стабильными изото-
пами считают то, что обогащённая тяжёлыми 
изотопами ДНК заключает в себе весь геном 
каждого функционально активного члена со-
общества (Gray, Head, 2001). Клонирование 
больших фрагментов меченой ДНК с исполь-
зованием векторных молекул открывает воз-
можности для более тщательного геномного 
анализа некультивируемых бактерий, выпол-
няющих специфические биогеохимические 
функции. На основании полученных данных 
можно конструировать зонды для таких мето-
дик, как флуоресцентная гибридизация in situ 
(Kreuzer-Martin, 2007). Некоторые исследова-
тели отмечали, что иногда меченая и немече-
ная фракции ДНК недостаточно разделяются 
по градиенту плотности и фракция меченой 
ДНК оказывается с примесью немеченой 
(Kreuzer-Martin, 2007). Однако были разра-
ботаны подходы, позволяющие добиться пол-
ного разделения фракций (Chauhan, Ogram, 
2006). Недостатком анализа меченой ДНК яв-
ляется необходимость проводить эксперимент 
достаточно долго для того, чтобы произошла 

репликация (Kreuzer-Martin, 2007). Время 
репликации варьирует для различных видов 
бактерий и зависит от условий окружающей 
среды. Чем дольше проводится эксперимент, 
тем больше вероятность, что добавленное 
питательное вещество метаболизируется 
бактериями до химических соединений, до-
ступных для потребления другими видами 
бактериопланктона. ДНК организмов, потре-
бивших метаболиты меченых веществ, также 
окажется меченой и будет выделена вместе с 
ДНК бактерий, потребивших исходно добав-
ленное вещество.

Анализ РНК

Анализ РНК, меченной стабильными 
изотопами, совмещает в себе возможности 
идентификации бактериопланктона, потре-
бившего меченый субстрат, и преимущества 
непродолжительного времени инкубации. 
РНК организма включает в свой состав изо-
топные метки быстрее, чем ДНК (Adamczyk 
et al., 2003). Скорость включения меток в РНК 
сильно варьирует в зависимости от различ-
ных факторов: типа субстрата, стабильности 
РНК и метаболизма организма потребителя. 
Перечисленные факторы необходимо учи-
тывать при выборе продолжительности экс-
перимента. К недостаткам анализа меченой 
РНК относится её нестабильность. 

Общий недостаток всех методов, осно-
ванных на добавках питательных веществ с 
мечеными атомами, состоит в том, что бак-
терии поглощают не только меченые, но и 
природные немеченые субстраты, вследствие 
чего уменьшается относительное количество 
меток, включающихся в ДНК (Radajewski et 
al., 2000). Чтобы обеспечить достаточное для 
детекции количество изотопных меток, необ-
ходимо добавлять меченый субстрат в избы-
точном количестве по сравнению с естествен-
ной концентрацией субстрата и использовать 
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длительное время инкубации для увеличения 
уровня включения метки. Добавление высоких 
концентраций питательного вещества может 
спровоцировать рост копиотрофных организ-
мов, которые в природных условиях не имеют 
возможности активно функционировать (Gray, 
Head, 2001). Увеличение времени инкубации 
также может привести к образованию меченых 
метаболитов, которые ассимилируются вто-
ричными потребителями. Тем не менее мож-
но проследить поток метки по пищевой цепи 
редуцентов сообщества, многократно отбирая 
пробы через некоторые промежутки времени 
после добавления меченых субстратов. После 
отбора проб выделяют ДНК и получают элек-
трофорезные профили фрагментов генов 16S 
рРНК из немеченой и меченой фракций. Затем 
определяют нуклеотидные последователь-
ности фрагментов генов 16S рРНК бактерий, 
потребивших метку. Сравнивая полученные 
последовательности генов с базами данных, 
проводят филогенетический анализ и иден-
тифицируют организмы, которые последова-
тельно инкорпорируют углерод из первичного 
субстрата. Отдельный эксперимент с добавкой 
меченого промежуточного продукта деграда-
ции исследуемого субстрата также поможет 
идентифицировать потребителей этих мета-
болитов (Gray, Head, 2001).

Несмотря на некоторые ограничения, 
использование стабильных изотопов  – на-
дёжный метод для определения видоспеци-
фичных биогеохимических функций бакте-
риопланктона в природных сообществах.

Применение бромдеоксиуридина  
и йоднитротетразолия фиолетового  
для определения биогеохимических  
функций бактериопланктона 

В качестве более простой методической 
альтернативы изотопным меткам применя-
ют вещества бромдеоксиуридин и йодни-

тротетразолий фиолетовый, являющиеся 
индикаторами метаболической активности 
бактериальных клеток. Аналог тимидина 
бромдеоксиуридин добавляется в эксперимен-
тальную микроэкосистему в качестве метки 
одновременно с исследуемым питательным 
веществом. Метаболически активные клет-
ки потребляют бромдеоксиуридин, причём 
чем более метаболически активна клетка, тем 
больше бромдеоксиуридина она включает в 
свою ДНК. ДНК, содержащая бромдеоксиу-
ридин, при помощи методики иммунозахвата 
может быть отделена от ДНК, которая не со-
держит данный аналог тимидина (Gray, Head, 
2001). 

Насыщенная бромдеоксиуридином ДНК 
метаболически активных членов микробного 
сообщества визуализируется иммунофлуо-
ресцентным методом. Для этого используют-
ся антибромдеоксиуридиновые моноклональ-
ные антитела или флуоресцентно меченные 
вторичные антитела. Также меченная бром-
деоксиуридином ДНК может быть изолиро-
вана иммунохимическим захватом с исполь-
зованием парамагнитных шариков, покрытых 
антителами.

Йоднитротетразолий фиолетовый, как и 
бромдеоксиуридин, может быть использован 
для обнаружения и последующей идентифи-
кации активных членов микробного сообще-
ства, реагирующих на экспериментальные 
добавки веществ (Gray, Head, 2001). Йодни-
тротетразолиевый метод используется для 
изучения отклика бактериопланктона на до-
бавление окисляемых бактериями субстра-
тов. При дыхательной активности бактерий 
тетразолиевые соли восстанавливаются с 
образованием нерастворимых кристаллов 
формазана внутри клетки. Внутриклеточное 
отложение формазана изменяет плотность 
активных клеток, что позволяет разделить 
их центрифугированием в градиенте плотно-



– 83 –

О.В. Колмакова. Современные методы определения видоспецифичных биогеохимических функций…

сти для последующего анализа сообщества, 
аналогичного анализу при мечении ДНК ста-
бильными изотопами.

Недостаток метода с использованием 
йоднитротетразолия фиолетового и бром-
деоксиуридина состоит в том, что не ис-
ключена селективная стимуляция бактерий, 
бывших неактивными до добавления избы-
точных количеств субстрата. Применение 
йоднитротетразолия фиолетового ограни-
чено тем, что его восстановление связано со 
специфическими сайтами восстановления в 
клеточных электрон-транспортных цепях. 
Некоторые бактерии могут вовсе не восста-
навливать йоднитротетразолий фиолетовый 
или делать это в недостаточных количествах 
для разделения клеток центрифугировани-
ем. Существенным ограничением метода с 
применением бромдеоксиуридина является 
то, что не все гетеротрофные микробные по-
пуляции включают нуклеотиды, даже когда 
они метаболически активны. В таком случае 
активно потребляющая добавленное веще-
ство клетка не накапливает бромдеокисури-
дин и не визуализируется как метаболически 
активная. Итак, применение бромдеоксиури-
дина и йоднитротетразолия фиолетового для 
определения биогеохимических функций 
бактериопланктона является менее инфор-
мативным по сравнению с методом стабиль-
ных изотопов. 

Методы, основанные  
на флуоресцентной  
гибридизации in situ

Флуоресцентная гибридизация in situ 
(FISH) позволяет идентифицировать, уста-
новить местонахождение и подсчитать 
единичные микробные клетки и кластеры 
(Schramm, 2003). Клетки гибридизуются с 
флуоресцентно меченными олигонуклео-
тидными зондами, комплементарными 

специфическим участкам гена 16S рРНК, 
после чего исследуются под микроскопом. 
Зонды, специфичные для определённых так-
сонов, подбирают в базах данных (Pernthaler, 
Amann, 2005). 

Применение FISH для изучения бак-
териопланктона может вызвать некоторые 
методические трудности, такие как слабый 
сигнал, высокая фоновая флуоресценция и 
погрешности при подсчёте клеток (Schramm, 
2003). Кроме того, непросто подобрать спе
цифичные зонды для некультивируемых ми-
кроорганизмов. Иногда ограничением FISH 
является нацеленность этого метода на рибо-
сомальные РНК. Гены рРНК высоко консер-
вативны, и их филогенетическое разрешение 
меньше, чем у функциональных генов или 
более вариабельных кодирующих участков 
бактериального генома, таких как межгенные 
разделительные участки (Gray, Head, 2001). 
Для FISH важно тщательно подбирать зонды, 
позволяющие детектировать целевые группы 
с минимальным включением ложных поло-
жительных результатов (Yokokawa, Nagata, 
2010). Кроме того, эффективность гибриди-
зации варьирует в различных таксонах, что 
может привести к систематической ошибке 
в оценке структуры сообщества. С помощью 
FISH бактерии не идентифицируют до вида, а 
определяют их принадлежность к более круп-
ным таксонам. 

Для увеличения точности и чувстви-
тельности метода вплоть до количественной 
оценки активности единичной клетки вместо 
стандартной флуоресцентной гибридизации 
используется технология CARD-FISH. Метод 
CARD-FISH основан на применении меченых 
молекул тирамина. Тирамины  – это феноль-
ные соединения, используемые для амплифи-
кации флуоресцентного сигнала (Pernthaler 
et al., 2002). Меченные флуорохромом тира-
мины откладываются в месте гибридизации. 
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Накопление флуоресцентных молекул в месте 
гибридизации приводит к сильному увеличе-
нию чувствительности FISH по сравнению с 
обычными зондами. Ещё одна разновидность 
метода – RING-FISH – основана на примене-
нии множественно меченных полинуклео-
тидных зондов, которые организуются в боль-
шие сети вокруг целевой последовательности 
(Logue et al., 2008).

FISH широко используется для иден-
тификации групп бактерий различных ми-
кробных сообществ в сочетании с метода-
ми, позволяющими проследить потребление 
определённых субстратов.

Комбинация микроавторадиографии  
с флуоресцентной  
гибридизацией in situ

Микроавторадиография позволяет про-
следить потребление отдельными клетками 
веществ, меченных радиоактивными изо-
топами 3H, 14C, 33P или 35S (Gray, Head, 2001; 
Höfle et al., 2008). Изначально микроавто-
радиография использовалась для изучения 
потребления различных субстратов культи-
вируемыми бактериями (Andreasen, Nielsen, 
1997). Совместное применение с флуорес-
центной гибридизацией in situ позволяет 
также идентифицировать некультивируемые 
бактерии, потребившие меченый субстрат 
(Ouverney, Fuhrmann, 1999). Используется 
несколько незначительно различающихся 
между собой методов: комбинации микроав-
торадиографии с FISH (MAR-FISH и Micro-
FISH) и комбинация отслеживающей суб-
страт авторадиографии с FISH (STAR-FISH) 
(Höfle et al., 2008). 

Наиболее важное преимущество микро-
авторадиографии  – это возможность про-
следить включение одной клеткой меченных 
радионуклидом компонентов (Höfle et al., 
2008). К недостаткам метода микроавтора-

диографии в комбинации с FISH относится 
его трудоёмкость, что ограничивает коли-
чество проводимых параллельно экспери-
ментов (Adamczyk et al., 2003). Меченые 
субстраты, метаболизированные первичны-
ми потребителями, могут утилизироваться 
другими участниками микробной пищевой 
цепи, которые не потребляют первоначаль-
ный добавленный субстрат. Бактерии, по-
требляющие метаболиты, также окажутся 
мечеными радиоактивными изотопами, что 
может привести исследователей к ложным 
выводам. Краткое время инкубации снижа-
ет, но не исключает проблему потребления 
метаболита бактериями, не потребляющими 
исходное питательное вещество. 

В некоторых случаях использование 
метода микроавторадиографии приводило к 
неоднозначным выводам. Например, комби-
нация авторадиографического определения 
включения субстрата и флуоресцентной ги-
бридизации in situ (STAR-FISH) использова-
лась для выяснения биогеохимических функ-
ций морских планктонных архей (Ouverney, 
Fuhrman, 2000). После добавления смеси 
3Н-меченых L-аминокислот в пробы воды 
около 60  % архей включали радиоактивную 
метку, и на этом основании они были отне-
сены к гетеротрофам. Однако последующие 
исследования показали, что археи являются в 
основном хемоавтотрофами (Fuhrman, Steele, 
2008). Включение меченого субстрата свиде-
тельствует только об активности транспорт-
ной системы организма, а не о способности 
археи или бактерии дышать и расти в дан-
ных условиях или запасать субстрат в каче-
стве резервного вещества (Andreasen, Nielsen, 
1997). Тем не менее микроавторадиографиче-
ские исследования существенно расширяют 
наши знания о биогеохимических функциях 
микробных сообществ (Cottrell, Kirchman, 
2000).
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Комбинация спектроскопии 
комбинационного рассеяния света, 
изотопных меток  
и флуоресцентной гибридизации in situ

Включение меченых субстратов отдель-
ными клетками некультивируемых бактерий 
может быть с высокой чувствительностью 
изучено с помощью совместного применения 
FISH, стабильных изотопов и микроспектро-
скопии комбинационного рассеяния света (в 
англоязычной литературе сокращённо обо-
значается Raman-FISH, по фамилии одного из 
первооткрывателей явления комбинационно-
го рассеяния). В спектроскопии комбинацион-
ного рассеяния света (Раман-спектроскопия) 
используется возбуждающий лазер, чтобы 
измерить вибрационную энергию химиче-
ских связей в образце. Рассеянный свет лазе-
ра улавливается фотокамерой, и получается 
спектр комбинационного рассеяния с разли-
чимыми пиками (Neufeld et al., 2007). 

Спектроскопия комбинационного рас-
сеяния света позволяет определить структу-
ру химических связей в биологических моле-
кулах отдельной микробной клетки (Huang et 
al., 2007). Включение стабильного изотопа 13С 
в микробную клетку вызывает значительное 
изменение наблюдаемого резонансного спек-
тра по сравнению с обычным спектром, свой-
ственным молекуле с атомами 12С. Поскольку 
частота колебаний обратно пропорциональна 
квадратному корню атомной массы, после 
включения тяжёлых изотопов молекулярная 
масса увеличивается и происходит модифи-
кация колебательного состояния связи. Эта 
модификация колебания связи была названа 
красным смещением из-за образования более 
длинных волн в спектре комбинационного 
рассеяния света. Исследования также пока-
зали, что спектральные сдвиги не зависят от 
вида исследуемой бактерии и коррелируют с 
содержанием меченого атома в клетке. Таким 

образом, микроспектроскопия комбинацион-
ного рассеяния света представляет собой ко-
личественный метод (Neufeld et al., 2007). 

Хуанг с соавторами (Huang et al., 2007) 
продемонстрировали возможность исполь-
зования Raman-FISH для исследования био-
геохимической функции микроорганизмов на 
уровне одной клетки в комплексных пробах, 
используя 13С-меченый субстрат. По сравне-
нию с MAR-FISH Raman-FISH имеет схожее 
или большее разрешение и не нуждается в 
применении радиоактивных изотопов в ка-
честве метки. Raman-FISH позволяет количе-
ственно анализировать включение стабиль-
ных изотопов на уровне одной клетки.

Ключевые преимущества комбинации 
Раман-спектроскопии, изотопных меток и 
флуоресцентной гибридизации in situ заклю-
чаются в следующем: 1) более высокое про-
странственное разрешение по сравнению с 
MAR-FISH (примерно 1 мкм); 2) возможность 
использовать стабильные изотопы в качестве 
метки; 3) получение информации о том, в ка-
кой компонент клетки включается субстрат. 

В перспективе для совершенствования 
метода Raman-FISH необходимо выяснить, 
вызывают ли красное смещение субстраты, 
меченные другими стабильными изотопами 
(например, 15N), и определить, нужны ли ка-
либровочные кривые для каждой пары кон-
кретного организма и меченого субстрата. 
Если красное смещение одинаково по вели-
чине для большого числа микроорганизмов 
и субстратов, тогда метод применим для не-
культивируемых бактерий в природной среде 
(Huang et al., 2007). 

В случае с Raman-FISH действует огра-
ничение, общее для всех анализов, основан-
ных на FISH: гибридизованные клетки долж-
ны быть относительно многочисленными 
для микроскопической детекции (Neufeld, 
Murrell, 2007).
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Мультиизотопная  
визуализирующая  
масс-спектрометрия

Самым чувствительным методом ре-
гистрации включения изотопных меток в 
клетку является мультиизотопная визуа-
лизирующая масс-спектрометрия (MIMS) 
(Höfle et al., 2008). Это новое поколение 
вторичной ионной масс-спектрометрии 
(SIMS), объединённой с FISH, со сложной 
ионной оптикой и программным обеспе-
чением, количественно анализирующим 
изображения (Lechene et al., 2006). После 
инкубации с субстратами, содержащими 
стабильные изотопы, количество изотопов 
в клетках, поглотивших метку, анализиру-
ется с очень большим пространственным 
и массовым разрешением, с высокой чув-
ствительностью и воспроизводимостью. 
Технология MIMS позволяет анализиро-
вать состав стабильных и радиоактивных 
изотопов одиночных клеток с боковым раз-
решением 50 нм, превосходящим Раман-
спектроскопию (Neufeld et al., 2007). MIMS 
в 1000 раз превосходит по чувствительно-
сти микроавторадиографию и имеет точ-
ность учёта стабильных изотопов ±1  %. 
Как и Raman-FISH, комбинация MIMS с 
FISH позволяет проводить филогенетиче-
ский и изотопный анализ природного об-
разца в одно сканирование. Бэренс с соав-
торами (Behrens et al., 2008) объединили 
собственную модификацию CARD-FISH 
с MIMS и показали её применимость для 
установления биогеохимических функций 
некультивируемых бактерий.

Мультиизотопная визуализирующая 
масс-спектрометрия была бы идеальным 
методом для изучения биогеохимической 
функции бактериопланктона, если бы позво-
ляла идентифицировать все бактерии, по-
требившие субстрат, до вида. 

Комбинация бета-микроимиджинга  
с флуоресцентной  
гибридизацией in situ 

Бета-микроимиджинг позволяет с вы-
сокой чувствительностью измерить рас-
пределение радиоактивных изотопов на 
плоскости (Neufeld et al., 2007). C помощью 
бета-микроимиджинга можно определить 
число изотопов, поглощённых бактериаль-
ными клетками. Плёнка и эмульсия для ав-
торадиографии заменены более чувствитель-
ной системой формирования изображения 
β-частиц (Laniece et al., 1998). Недостатком 
метода является относительно низкое про-
странственное разрешение около 10 мкм, что 
не позволяет различать отдельные клетки. 
Обычно бета-микроимиджинг использует-
ся совместно с микроавторадиографическим 
методом или его аналогом, позволяющим 
изучить распределение изотопов с большим 
разрешением.

Гизке с соавторами (Gieseke et al., 2005) 
применяли сочетание микроавторадиогра-
фии и бета-микроимиджинга с FISH для 
изучения потребления субстратов бакте-
риями, населяющими биоплёнки. Преиму-
щества микроавторадиографии позволяли 
проследить потребление субстрата отдель-
ными клетками, а бета-микроимиджинг 
использовали для определения количества 
потреблённого меченого углерода. Треуде с 
соавторами (Treude et al., 2007) изучали по-
требление метанотрофными микробиальны-
ми матами из Чёрного моря метана и углекис-
лого газа, меченных 14С. Комбинация разных 
методов, включая бета-микроимиджинг 
для изучения количества инкорпорирован-
ного меченого углерода, вторичную ион-
ную масс-спектрометрию для исследова-
ния распределения меченого углерода и 
CARD-FISH, позволила выявить микроб-
ные консорции метанотрофов. Как допол-
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нительный метод к микроавторадиографии 
бета-микроимиджинг был применён для те-
стирования активности метанобразующих 
микроорганизмов (Collins et al., 2007). 

Из-за низкого пространственно-
го разрешения в настоящее время бета-
микроимиджинг подходит только для при-
менения в хорошо структурированных 
микробных сообществах, таких как сообще-
ства биоплёнок, микробиальных матов и 
анаэробных гранул очистных сооружений 
(Neufeld et al., 2007).

Изотопные чипы

Использование микрочипов для изучения 
биогеохимических функций бактерий – один 
из самых высокопроизводительных мето-
дов, протестированных на различных бакте-
риальных сообществах (Ward, 2005). Чипы 
представляют собой стеклянные пластины, 
на которые нанесены многочисленные зонды 
(олигонуклеотиды или ПЦР-продукты) в виде 
множества маленьких точек (Logue, 2008). 
Современный вариант микрочипов выгля-
дит как полиакриламидные «подушечки» со 
стороной 100 мкм и глубиной 20 мкм (Stahl, 
2004). Для идентификации конкретных бак-
терий, присутствующих в пробе, на микро-
чип наносят разные версии одного гена, соот-
ветствующие различным организмам. Когда 
комплементарная ДНК или РНК из пробы 
бактериопланктона, которая инкубировалась 
в среде, содержавшей субстрат с изотопной 
меткой, гибридизуется с подходящей после-
довательностью на чипе и связывается с со-
ответствующей точкой, изотопный рисунок 
указывает на наличие искомых генов в про-
бе по их положению на чипе. Метод прямой 
детекции 16S рРНК микрочипами позволяет 
одновременно исследовать структуру сооб-
щества и специфичное потребление субстра-
та его членами (Adamczyk et al., 2003).

Метод изотопных чипов имеет ряд не-
достатков. Как и в случае с методами ме-
чения стабильными изотопами и комбина-
ции микроавторадиографии с FISH, бывает 
сложно отличить первичных потребителей 
субстрата от микроорганизмов, которые 
живут на продуктах лизиса или на экзоме-
таболитах первичных потребителей. В не-
которых исследованиях возникала пробле-
ма низкого филогенетического разрешения 
микрочипов, поскольку они позволяют раз-
личать последовательности, отличающиеся 
более чем на 12 % (Wilmes, Bond, 2006). Для 
сравнения напомним, что другие методы, 
например сравнение последовательностей 
генов 16S рРНК, определяют нуклеотид-
ные последовательности, различающиеся 
на доли процента. Анализ с применением 
изотопных чипов не дает возможности со-
брать и исследовать геномную ДНК метабо-
лически активных организмов для дальней-
шего анализа. Содержащиеся в природных 
образцах гуминовые кислоты и другие ор-
ганические вещества могут ингибировать 
гибридизацию ДНК с микрочипом. Неко-
торые авторы сомневаются, что с помощью 
изотопных микрочипов возможно изучение 
сложных природных сообществ (Sharkey et 
al., 2004). 

С другой стороны, у метода изотопных 
чипов есть несколько уникальных преиму-
ществ. В отличие от методов мечения нукле-
иновых кислот стабильными изотопами изо-
топные чипы позволяют напрямую измерить 
включение субстрата в нуклеиновые кислоты-
мишени, благодаря чему практически ис-
ключены ложноположительные результаты. 
По сравнению с MAR-FISH изотопные чипы 
дают возможность применить много зондов 
параллельно, что помогает быстрее, чем при 
других методах, изучить биогеохимические 
функции микробных сообществ. 



– 88 –

О.В. Колмакова. Современные методы определения видоспецифичных биогеохимических функций…

Метод фингерпринтов  
(«отпечатков пальцев»)

Фингерпринтинг сообществ  – быстрый 
способ увидеть изменения в составе бакте-
риальных сообществ – широко применяется 
для изучения разнообразных местообитаний, 
в том числе водных (Yan, Yu 2010). Метод не 
позволяет проследить за потреблением пита-
тельных веществ отдельными клетками бак-
териопланктона. Фингерпринты представля-
ют собой профиль сообщества, на котором 
отдельная полоса ДНК соответствует одной 
популяции бактерий. Если после добавления 
питательного вещества популяция увеличила 
свою долю и заняла доминирующее положе-
ние в сообществе, предполагается, что она 
питается добавленным веществом (Трусова, 
Гладышев, 2006).

В настоящее время наиболее часто при-
меняемыми для исследования водных экоси-
стем методами фингерпринтинга являются 
денатурирующий/температурный градиент-
ный гель-электрофорез (DGGE/TGGE), од-
ноцепочечный конформационный поли-
морфизм (SSCP), случайная амплификация 
полиморфной ДНК (RAPD), полиморфизм 
длин рестрикционных фрагментов (T-RFLP), 
рестрикционный анализ амплифицирован-
ной рибосомальной ДНК (ARDRA), анализ 
рибосомальных межгенных промежутков 
(RISA) и автоматический анализ рибосомаль-
ных межгенных промежутков (ARISA) (Yan, 
Yu 2010). Все эти методы предоставляют бы-
стрый и воспроизводимый способ оценить 
изменения в естественных микробных со-
обществах (Logue, 2008). Фингерпринтинг-
методики, создающие профиль генетическо-
го разнообразия микробных сообществ, дают 
возможность отслеживать генотипические 
изменения в сообществе во времени. Наилуч-
шими методами для установления биогеохи-
мической функции отдельных видов являют-

ся DGGE, TGGE и SSCP (Nocker et al., 2007), 
поскольку можно вырезать полоски геля, со-
держащие ДНК отдельных видов бактерий, 
для дальнейшего определения её нуклеотид-
ной последовательности. Фингерпринтинг  – 
полуколичественный метод, так как полу-
чаемые с его помощью профили сообществ 
подвластны потенциальным смещениям, вы-
званным ПЦР (неравномерная амплификация 
генов разных бактерий, образование химер-
ных последовательностей). Полосы на про-
филе сообщества, соответствующие генам 
разных видов бактерий, напрямую не транс-
лируются в таксономическую информацию 
и предоставляют обзор только самых много-
численных популяций (Logue, 2008, Zajec et 
al., 2012). Считается, что основанные на ДНК 
фингерпринты отражают наличие вида в со-
обществе, а РНК-фингерпринты соответству-
ют метаболически активным членам сообще-
ства (Brettar et al., 2012).

Фингерпринтинг амплифицированных 
фрагментов гена 16S рибосомальной РНК с 
помощью DGGE – полезный подход для мо-
ниторинга изменений состава доминирую-
щих видов внутри бактериальных сообществ 
в экспериментальных микроэкосистемах (на-
пример, Schäfer et al., 2001; Ovreås et al., 2003; 
Трусова, Гладышев, 2006; Колмакова, Тру-
сова, 2011; Трусова и др., 2012). Более того, 
фингерпринтинг позволяет изучать реакцию 
бактериальных сообществ не только на до-
бавки органических веществ, но и на измене-
ния других физических, химических и био-
тических факторов среды (Brettar et al., 2006; 
Brown et al., 2012).

Фингерпринты дают возможность сле-
дить за изменением структуры бактерио-
планктонного сообщества во время процесса 
потребления питательного вещества. Обычно 
вещество, потребление которого намеревают-
ся исследовать, добавляют непосредственно 
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в пробу воды, содержащую всё планктонное 
сообщество. По увеличению яркости полос 
на профиле, соответствующих видам  – по-
требителям данного вещества, следят за ди-
намикой бактериального сообщества в ходе 
эксперимента. Популяции, не потребляющие 
добавленное вещество, остаются стабильны-
ми, плотность соответствующих им полос 
на профиле не изменяется. Некоторые ис-
следователи используют DGGE совместно с 
другими методами, позволяющими отделить 
функционально активную часть сообщества, 
например, добавляя бромдеоксиуридин в ис-
ходную пробу (Hamasaki et al., 2007). Опре-
деление нуклеотидной последовательности 
ДНК, выделенной из яркой полосы, позволяет 
сконструировать высокоспецифичные прай-
меры, используемые для получения после-
довательности целого гена 16S рРНК. Далее 
с помощью ПЦР в реальном времени можно 
установить численность отдельных видов 
и определить их активность in situ и в экс-
периментальных условиях. Вдобавок можно 
использовать данные секвенирования для ди-
зайна олигонуклеотидных зондов для Micro-
FISH. Применяя Micro-FISH совместно с фин-
герпринтингом, можно было бы подтвердить, 
что популяции бактериопланктона, увели-
чившие свою долю в сообществе, потребляли 
добавленный субстрат.

Заключение

C развитием молекулярно-генетических 
методов исследования биогеохимических 
функций бактериопланктона вышли на новый 
уровень. В экологии бактериопланктона, бла-
годаря совершенствованию инструментария 
и постоянно растущей производительности 
методов, остаётся всё меньше белых пятен 
(Logue et al., 2008).

Методы определения видоспецифич-
ных биогеохимических функций бактерио-

планктона можно оценить по следующим 
критериям: 1) филогенетическое разрешение 
метода; 2) возможность изучить процесс как 
можно ближе к условиям in situ; 3) возмож-
ность мониторинга процесса во времени; 4) 
возможность следить за целостным бакте-
риальным сообществом. Наилучшим фило-
генетическим разрешением обладает анализ 
нуклеиновых кислот, меченных стабильными 
изотопами, и анализ фингерпринтов. Условия, 
наиболее близкие к in situ, позволяют создать 
методы, комбинированные с FISH (микроав-
торадиография, Raman-FISH, мультиизотоп-
ная сканирующая масс-спектрометрия), не 
нуждающиеся в добавлении больших коли-
честв субстрата для изучения его включения 
бактериопланктоном. Наилучшим методом 
для изучения процесса во времени являются 
фингерпринты. Следить за всем сообществом 
целиком позволяют изотопные методы. Наи-
более адекватным для изучения биогеохими-
ческих функций бактериопланктона является 
сочетание нескольких методов, подобранных 
в зависимости от ситуации и цели исследо-
вания. В идеале для изучения того, какой 
вид бактериопланктона потребляет данное 
вещество, можно совместить инкубацию в 
экспериментальных микроэкосистемах с до-
бавкой питательного вещества, меченного 
радиоактивным изотопом, фингерпринты и 
мультиизотопную визуализирующую масс-
спектрометрию с FISH. Фингерпринты с по-
следующим филогенетическим анализом 
позволят отследить динамику популяций в 
сообществе. Результаты MIMS подтвердят, 
что увеличившие свою долю популяции дей-
ствительно потребляли добавленное веще-
ство. FISH удостоверит увеличение числен-
ности популяций, доля которых на профиле 
сообщества возросла в ходе эксперимента. 
Если филогенетического разрешения FISH 
будет недостаточно, можно выделенную ДНК 
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сообщества разделить в градиенте плотности 
для отделения тяжёлой фракции и идентифи-
цировать виды, поглотившие добавленный 
субстрат.

Многие исследования биогеохимиче-
ской роли бактериопланктона сосредоточе-
ны на выявлении соотношения структуры и 
функции целостного бактериопланктонного 
сообщества, хотя с точки зрения других ис-
следователей лучше фокусироваться на от-
дельных бактериальных популяциях, кото-
рые можно идентифицировать, подсчитать и 
определить их биогеохимические функции 
в водных экосистемах (Pernthaler, Amann, 
2005). Во многих отношениях «бактерио-
планктонное сообщество» является скорее 
теоретическим понятием, чем реальным био-
логическим объектом со своей структурой, 
геномом и эволюционной историей. Бакте-
риопланктонное сообщество можно рассма-
тривать как свободное собрание отдельных 
популяций, характеристики которых могут 
изменяться с течением времени. 

Состояние экосистемы зависит от ста-
бильности (способности экосистемы сохра-
нять свою структуру и функциональные 
свойства при воздействии внешних факто-
ров), устойчивости (способность экосисте-
мы возвращаться в исходное или близкое 
к нему состояние после прекращения воз-
действия) и функциональной избыточности 
(одинаковая функция выполняется разными 
популяциями) (Maron et al., 2007). Вышепе-
речисленные характеристики, хорошо из-
вестные для животных и растений, пока ещё 
мало изучены в микробной экологии. Мало-
изученность экологических характеристик 
бактериопланктона связана с огромным 
таксономическим и функциональным раз-
нообразием микробных сообществ, которые 
до последнего времени было невозможно 
идентифицировать. Современные методы 

определения функциональной роли различ-
ных таксонов бактериопланктона помогут 
решить важнейшие вопросы в микробной 
экологии, относящиеся к связи между ге-
нетическим и функциональным разнообра-
зием и относительным вкладом таксономи-
ческого и функционального разнообразия в 
стабильность экосистем.

Эксперименты в микроэкосистемах с до-
бавками питательных субстратов совместно с 
применением FISH позволят определить так 
называемые кинетические характеристики 
отдельных популяций бактериопланктона: 
константу полунасыщения, максимальную 
удельную скорость роста на данном суб-
страте и коэффициент урожайности. Кине-
тические характеристики необходимы для 
построения математических моделей, способ-
ных прогнозировать качество природных вод 
и управлять состоянием водных экосистем 
(Дегерменджи, Гладышев, 1995). В настоящее 
время во многих моделях качества природ-
ных вод гетеротрофный бактериопланктон 
описывается как агрегированная компонен-
та (Адамович, 1992; Гладышев, 1999; Cottrell, 
Kirchman, 2000; Degermendzhi, 2010), что 
не позволяет адекватно отображать функ-
циональную роль доминирующих видов. В 
эколого-математических моделях качества 
природных вод функциональная (биогеохи-
мическая) роль видов в экосистеме форма-
лизуется в виде численных значений кине-
тических ростовых характеристик, которые 
количественно выражают интегральную ско-
рость биохимических реакций, заложенных 
в генотипе организмов. Экспериментальное 
определение кинетических характеристик 
бактериопланктона должно основываться 
именно на генетических методах. 

Таким образом, точные количественные 
знания о видоспецифичных биогеохимиче-
ских функциях бактериопланктона в конеч-
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ном итоге дадут возможность существенно 
улучшить наше понимание закономерностей 
функционирования природных водных эко-

систем, что, в свою очередь, позволит повы-
сить точность прогноза и управления каче-
ством природных вод. 

Работа поддержана проектом Б-15 Сибирского федерального университета, выполня-
емого в рамках Государственного задания Министерства образования и науки Российской 
Федерации.
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Contemporary identification methods of biogeochemical functions of individual bacterioplankton 
species (taxa) in aquatic ecosystems are considered in this review. Currently popular metagenomic 
methods are not suitable for determination of species-specific biogeochemical functions of various 
bacterioplankton taxa. Cultivation of naturally occurring bacterioplankton communities amended 
with nutrients is quite promising in combination with such methods as fingerprinting, some 
modifications of microautoradiography and multi-isotope imaging mass-spectrometry. Appropriate 
method or a combination of methods allows identification of biogeochemical functions of individual 
bacterioplankton species (taxa) in the community, which is essential for understanding of principles of 
aquatic ecosystems functioning.
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