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Аннотация. Ферменты алканмонооксигеназы AlkB и Cyp153 ответственны за аэробную деградацию н-алканов 
нефти и нефтепродуктов. Для доказательства использования штаммами углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных из авиационного керосина ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95, н-алканов нефти и нефтепро-
дуктов, проведена детекция ключевых генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алканмонооксигеназы 
AlkB и Cyp153, ответственных за окисление углеводородов с определенной длиной цепи. Установлено, что 
штаммы бактерий, изолированные из реактивного топлива ТС-1, за исключением Deinococcus sp. Bi7, имели 
как минимум один из исследованных генов деградации н-алканов. Штаммы Sphingobacterium multivorum Bi2, 
Alcaligenes faecalis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4, Sphingobacterium sp. Bi5, Rhodococcus erythropolis Bi6 содержали 
ген alkB. У штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из бензина АИ-95, этот ген алканмоно-
оксигеназы не был детектирован. С помощью метода ПЦР в реальном времени проанализирована активность 
гена alkB у всех полученных из нефтепродуктов штаммов бактерий и определено число его копий. Методом 
ПЦР в реальном времени с использованием праймера с другой последовательностью нуклеотидов для детек-
ции гена alkB установлена его активность у всех штаммов бактерий, выделенных из бензина АИ-95, причем 
штамм Paenibacillus agaridevorans Bi11 отнесен к группе с высоким уровнем его активности (1290 копий/мл). По 
оценке роста исследованных углеводородокисляющих бактерий на плотной минеральной среде Эванса с мо-
дельной смесью углеводородов штаммы были разделены на три группы. Отмечены совпадения результатов 
по распределению штаммов углеводородокисляющих бактерий в группах по активности гена alkB и группах, 
сформированных на основе способности роста и использования модельной смеси углеводородов и нефте-
продуктов. Полученные результаты свидетельствуют о необходимости применения комплекса молекулярно-
генетических и физиологических методов для всестороннего анализа распространения исследуемых генов у 
бактерий и оценки их активности в штаммах углеводородокисляющих бактерий, способных к биодеградации 
углеводородов нефтепродуктов.
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Abstract. Alkanmonooxygenase enzymes AlkB and Cyp153 are responsible for the aerobic degradation of n-alkanes 
of petroleum and petroleum products. To prove the usage of n-alkanes from oil and petroleum products by hydro-
carbon-oxidizing bacteria isolated from aviation kerosene TC-1 and automobile gasoline AI-95, the detection of the 
key genes alkB, Alk1, Alk2, Alk3 and Cyp153 encoding alkanmonooxygenases AlkB and Cyp153 (responsible for the 
oxidation of hydrocarbons with a certain chain length) was carried out. It was found that еру bacterial strains iso-
lated from TS-1 jet fuel, except Deinococcus sp. Bi7, had at least one of the studied n-alkane degradation genes. 
The strains Sphingobacterium multivorum Bi2; Alcaligenes faecalis Bi3; Rhodococcus sp. Bi4; Sphingobacterium sp. Bi5; 
Rhodococcus erythropolis Bi6 contained the alkB gene. In the strains of hydrocarbon-oxidizing bacteria isolated from 
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gasoline AI-95, this alkanmonooxygenase gene was not detected. Using the real-time PCR method, the activity of 
the alkB gene in all bacterial strains isolated from petroleum products was analyzed and the number of its copies 
was determined. By real-time PCR using a primer with a different sequence of nucleotides to detect the alkB gene, 
its activity was established in all bacterial strains isolated from gasoline AI-95; besides, the strain Paenibacillus aga
ridevorans Bi11 was assigned to the group with a high level of its activity (1290 copies/ml). According to the assess-
ment of the growth of isolated hydrocarbon-oxidizing bacteria on a solid Evans mineral medium with the addition 
of the model mixture of hydrocarbons, the strains were divided into three groups. The distributions of strains of 
hydrocarbon-oxi dizing bacteria in the groups based on the activity of the alkB gene and groups formed based on 
the growth ability and use of the model mixture of hydrocarbons and petroleum products were found to be con-
sistent. The results obtained indicate that we need to use a complex of molecular and physiological methods for a 
comprehensive analysis of the distribution of the studied genes in bacteria and to assess their activity in the strains 
of hydrocarbon-oxidizing bacteria capable of biodegradation of petroleum hydrocarbons.
Key words: biodamage; petroleum products; hydrocarbon-oxidizing bacteria; biodegradation; alkanmonooxyge-
nase; alkB gene; real-time PCR.
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Введение
Нефтепродукты представляют собой основной источник 
энергии в хозяйственной деятельности и жизни человека. 
Данные о биологическом загрязнении нефтепродуктов и в 
первую очередь различных видов топлива, особенно авиа-
ционного керосина, в последнее время в открытой пе чати 
существенно расширились (Martin-Sanchez et al., 2018). 
Прямые и косвенные потери от микробиологической кор-
розии нефтепродуктов в промышленно развитых странах 
составляют от 2 до 5 % годового валового внутреннего 
про дукта (Каримова, 2007). Исследование способности 
штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных 
из нефтепродуктов, к использованию н-алканов, имееет 
важное значение как для защиты нефтепродуктов от био-
повреждения, так и для применения при утилизации ава-
рийных разливов нефти и нефтепродуктов в акваториях 
и на суше (Dedov et al., 2017). Кроме того, способность 
бактерий ассимилировать углеводороды нефтепродуктов 
может быть причиной потери их качества при транспор-
тировке, хранении и в процессе эксплуатации техники 
(Martin-Sanchez et al., 2018). 

Как правило, микроорганизмы способны к избиратель-
ному усвоению конкретных типов углеводородов, что 
определяется количеством углеродных атомов в молекуле 
и особенностью структуры углеводорода. В природных 
условиях микроорганизмы образуют сообщества, в кото-
рых формируется единая цепь окисления углеводородов 
нефти и нефтепродуктов по типу метабиоза. Каждый из 
микроорганизмов сообщества, обладая специфическими 
ферментными системами, направленными на использова-
ние определенного типа углеводородов, применяет этот 
субстрат в своем метаболизме. Поэтому при совместном 
воздействии микроорганизмов сообщества происходит 
биодеградация не только большего количества, но и более 
широкого спектра углеводородов нефти и нефтепродуктов 
(Тимергазина, Переходова, 2012).

Известно, что большинство бактериальных превраще-
ний углеводородов представляют собой окислительные ре-
акции, протекающие наиболее активно в аэробных усло-
виях. Имеются данные о молекулярных механизмах и 
путях аэробной биодеградации углеводородов, которые за-
ключаются в следующем: 1) обнаружено множество много-  

целевых оксигеназных систем, образующих активные 
комплексы с углеводородными субстратами и молеку-
лярным кислородом; 2) охарактеризовано несколько фер-
ментов, участвующих в начальной стадии аэробной био-
деградации алканов (Coon, 2005; Funhoff et al., 2006; Van 
Beilen, Funhoff, 2007); 3) метагеномный подход позволил 
описать новые метаболические пути деградации углево-
дородов, отличные от тех, которые ранее были исследова-
ны у культивируемых чистых штаммов бактерий (Sierra- 
García et al., 2014), и 4) обнаружены новые филотипы 
генов алканмонооксигеназы (alkB), кодирующие алкан-
монооксигеназы, встречающиеся в морских экосистемах 
(Wasmund et al., 2009; Smith et al., 2013). 

Аэробная деградация алканов может осуществляться 
двумя основными типами ферментов: алканмоноокси-
геназой AlkB (известной также как алкангидроксилаза) 
и некоторыми системами цитохрома Р450 (Van Beilen et 
al., 2006), обнаруженными у бактерий родов Pseudomonas 
(Johnson, Hyman, 2006), Rhodococcus (Sameshima et al., 
2008), Acinetobacter (Throne-Holst et al., 2007), Alcanivorax 
(Liu, Shao, 2005), Burkholderia (Mohanty, Mukherji, 2008), 
Geobacillus (Vomberg, Klinner, 2000) и Gordonia (Kato 
et al., 2009). Гены, кодирующие протеиновый комплекс 
алканмонооксигеназы CYP 153 P450, были исследованы 
несколькими учеными (Whyte et al., 1998; Smits et al., 1999; 
Kloos et al., 2006; Powell et al., 2006). Предложены моле-
кулярные методы их идентификации не только в чистых 
культурах, но также на уровне микробного сообщества 
(Wang et al., 2010). 

Однако регуляция экспрессии генов, кодирующих пути 
деградации алканов, до настоящего времени имеет много 
нерешенных вопросов в связи с тем, что во многих случаях 
в этих процессах также участвуют гены центрального кле-
точного метаболизма (Paisse et al., 2011). Кроме того, так 
как эти гены и их продукты являются адаптационными, 
многие из них зачастую находятся в плазмидах, что может 
способствовать их вариабельности и горизонтальному 
переносу (Коршунова и др., 2011).

Семейство цитохрома Р450 Cyp153 – это тип алкан-
монооксигеназ, используемых для деградации коротко- и 
среднецепочечных н-алканов, обычно они встречаются у 
углеводородокисляющих бактерий, лишенных моноокси-
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геназ AlkB (Van Beilen, Funhoff, 2007). Системы, активи-
руемые кислородом, не имеющие этого цитохрома, харак-
терны для прокариот и образованы другой интегральной 
мембраносвязанной монооксигеназой, кодируемой у боль-
шинства бактерий геном alkB, и электрон-транспортны - 
ми белками, такими как рубредоксин и НАДН-зависи-
мая редуктаза, кодируемыми генами alkG и alkT соот-
ветственно (Van Beilen et al., 2006; Cappelletti et al., 2011). 
Монооксигеназа AlkB выявлена у бактерий различных 
систематических групп и используется ими для реакций 
окисления н-алканов с длиной цепи до С16 (Wasmund et al., 
2009). Так, Alk-подобные гены исследованы у грамполо-
жительных бактерий родов Rhodococcus, Mycobacterium, 
Nocardia и Praserella (Andreoni et al., 2000; Vomberg, 
Klinner, 2000; Van Beilen et al., 2002; Whyte et al., 2002). 

Для подтверждения наличия конкретной системы 
окис ления н-алканов и степени гомологии ее последо-
вательности с ранее изученными последовательностями 
гена alkB в основном применялся метод амплификации 
фрагментов гена alkB с использованием специфичных 
праймеров к этому гену. Только для отдельных штаммов 
были проведены исследования на предмет генетической 
и структурной организации систем окисления н-алканов, 
регуляции их генов и спектра утилизируемых субстратов. 
Следует учитывать, что каждый микроорганизм имеет 
определенный набор индуцибельных оксигеназных си-
стем, и способность деградировать некоторые углеводо-
роды зависит от экспрессии соответствующих оксигеназ 
(Redmond et al., 2010). 

Детекция и определение активности ключевых генов, 
ответственных за окисление определенных видов угле-
водородов в нефти и нефтепродуктах, являются прямым 
доказательством использования углеводородокисляю-
щими бактериями углеводородов, а также могут служить 
мерой оценки метаболической активности конкретного 
микроорганизма. 

Целью работы была детекция у штаммов углеводоро-
докисляющих бактерий, выделенных из образцов реак-
тивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95, 
генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алкан-
монооксигеназы AlkB и Cyp153, и изучение активности 
гена alkB методом ПЦР в реальном времени.

Материалы и методы 
Объекты исследования. В работе использовали 13 штам- 
мов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из 
реактивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина 
АИ-95 (Shapiro et al., 2021). Нуклеотидные последова-
тельности секвенированного фрагмента гена 16S рРНК 
вы деленных штаммов углеводородокисляющих бактерий 
депонированы в международной базе данных Genbank 
(табл. 1). Штаммы бактерий хранятся в коллекции кафед-
ры биоинженерии биологического факультета Московско-
го государственного университета им. М.В. Ломоносова. 
Поддержание культур проводили на плотной органиче-
ской среде Rich, содержащей пептон, дрожжевой экс-
тракт, гидролизат казеина и глюкозу (Лысак и др., 2003), 
проверку роста выделенных штаммов в присутствии 
 нефтепродуктов выполняли на минеральной среде Эван-

са (Evans et al., 1970) с добавлением углеводородов в ка-
честве единственного источника углерода. 

Выделение бактериальной ДНК. Выделение ДНК 
проводили после 7 сут культивирования штаммов угле-
водородокисляющих бактерий на среде Rich. Для выде-
ления бактериальной ДНК использовали набор Thermo 
Scientific™ MagJET™ Plant Genomic DNA Kit, как описа-
но ранее (Shapiro et al., 2021). 

Оценка роста чистых культур углеводородокис
ляющих бактерий на среде с модельными углеводо
родами. Сравнение роста выделенных культур углеводо-
родокисляющих бактерий в присутствии углеводородов 
проводили по методу М.В. Журиной с коллегами (2008). 
В агаризованную среду ЭМ, содержащую 1.96 % об. сме-
си углеводородов № 1 (С15Н32, С16Н34, С18Н38 и С9Н12-
псевдокумол), вносили 0.025 мкл суспензионной культу- 
 ры штамма углеводородокисляющих бактерий с оптиче-
ской плотностью (OП) 0.2 и равномерно распределяли 
по поверхности чашки шпателем. Через 7 сут выросшие 
колонии микроорганизмов смывали раствором 1 % NaCl 
двумя порциями по 5 мл. В объединенной пробе измеряли 
оптическую плотность полученной суспензии клеток с 
помощью ФЭК КФК-2-УХЛ 4.2 при λ = 540 нм и толщине 
оптического слоя l = 10 мм.

Детекция генов алканмонооксигеназ alkB, Alk1, Alk2, 
Alk3 и Cyp153. Для получения целевых продуктов генов, 
кодирующих различные алканмонооксигеназы (Koh no 
et al., 2002; Иванова и др., 2014) (последовательности 
 использованных праймеров указаны в табл. 2), с геном-
ной ДНК выделенных штаммов проводили полимераз-
ную цепную реакцию (ПЦР) со следующими темпера-
турно-временными параметрами: начальная инициация –  
94 °С × 3 мин, последующие 35 циклов – 94 °С × 30 с, 55 °С 
(Cyp153) или 60 °С (alkB) × 40 с, 72 °С – 1 мин; конечная 
полимеризация – 72 °С × 7 мин (Иванова и др., 2014). 
Для генов Alk 1-3 ПЦР выполняли в следующем режи-
ме: начальная инициация – 94 °С × 3 мин; последующие 
30 цик лов – 94 °С × 60 с, 40 °С × 30 с, 72 °С – 30 с; конечная 
полимеризация – 72 °С × 7 мин (Kohno et al., 2002).

ПЦР проводили на амплификаторе Mastercycler Gra-
dient DNA amplifier (Eppendorf, Германия). Объем ам-

Таблица 1. Штаммы углеводородокисляющих бактерий, 
выделенные из образцов нефтепродуктов

Вид нефте-
продукта

Штамм бактерии Genbank ID

ТС-1 Sphingobacterium multivorum Bi2
Alcaligenes faecalis Bi3
Rhodococcus sp. Bi4
Sphingobacterium sp. Bi5
R. erythropolis Bi6
Deinococcus sp. Bi7
Rhodococcus sp. Bi10
Sphingobacterium sp. Bi8
S. mizutaii Bi9

MG812313.1
MG812316.1
MK951703
MK968142
MG871403.1
MG812379.1
MG871414.1
MK968144
MK968143

АИ-95 Paenibacillus agaridevorans Bi11 
Bacillus pumilus Bi12
B. safensis Bi13
Bacillus sp. Bi14

MK951751
MK951709
MK951740
MK951752
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плификационной смеси составлял 50 мкл и имел сле дую-
щий состав: 10 мкл 1× Taq-полимеразного буфера («Евро-
ген», Россия), по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 
1 мкл ДНК соответствующего образца и 37 мкл воды. 
Ре зультаты амплификации регистрировали с помощью 
электрофореза. Очистку ПЦР-продукта проводили еди-
ным способом и для бактериальной, и для микромицет ной 
ДНК с помощью набора Cleanup Standard («Евроген»).

ПЦР в реальном времени. Для количественного ана-
лиза числа копий ДНК, содержащих функциональный ген 
alkB, отвечающий за деградацию н-алканов, приме няли 
метод ПЦР в реальном времени. Измерение проводили 
на детектирующем амплификаторе DТLite4 («ДНК-Тех- 
 нология», Россия) после 7 сут культивирования штам-
мов углеводородокисляющих бактерий на среде Rich 
(Лы сак и др., 2003) по методике, описанной в работе 
(Ma nucharova et al., 2021). Последовательности прайме-
ров, ис пользуемых для выявления штаммов углеводоро-
докисляющих бактерий, обладающих функциональным  
геном alkB, – F(TGGCCGGCTACTCCGATGATCGGAATC 
TGG), R(CGCGTGGTGATCCGAGTGCCGCTGAAGGTG) 
(Whyte et al., 2002). 

Количество исследуемой ДНК выражали в абсолют-
ных или относительных единицах, и опре деление матри-
цы ДНК проводили при наличии трех стандартов и отри-
цательного контроля (образца без матрицы ДНК).

Результаты и обсуждение
Ранее в загрязненных образцах нефтепродуктов (реак-
тивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95) 
были выделены, идентифицированы и охарактеризова-
ны штаммы углеводородокисляющих бактерий (Shapiro et 
al., 2021). В данном исследовании использовали 9 штам-
мов углеводородокисляющих бактерий, изолированных 
из топлива ТС-1, и 4 штамма – из бензина АИ-95. 

Все указанные штаммы углеводородокисляющих бакте-
рий были изучены на наличие генов, кодирующих алкан-
монооксигеназы: alkB, Cyp153, Alk1, Alk2 и Alk3 (табл. 3). 
Ген Alk1 кодирует алканмонооксигеназу AlkB, катализи-
рующую реакции терминального окисления н-алканов 
с длиной цепи С6–С12 у бактерий, относящихся к роду 
Pseudomonas. Ген Alk2 кодирует у представителей рода 
Acinetobacter алканмонооксигеназу AlkB, катализирую-
щую реакции терминального окисления н-алканов с дли-

ной цепи > С12 с помощью монооксигеназ или диоксиге-
наз. Ген Alk3 кодирует алканмонооксигеназу AlkB, обла-
дающую субстратной специфичностью по отношению к 
н-алканам и оксидазным системам (Kohno et al., 2002). 

Установлено, что ген алканмонооксигеназы Alk2, ха-
рактерный преимущественно для бактерий рода Acineto-
bacter (Kohno et al., 2002), отсутствует у всех исследован-
ных штаммов бактерий. Среди штаммов, выделенных из 
реактивного топлива ТС-1, штамм Deinococcus sp. Bi7 
не содержал исследованных генов алканмонооксиге наз 
деградации н-алканов. Все остальные штаммы, изоли-
рованные из топлива ТС-1, имели как минимум один из 
 исследованных генов деградации н-алканов. Пять из де-
вяти штаммов (Sphingobacterium multivorum Bi2, Alca-
li ge nes faecalis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4, Sphingobacte-
rium sp. Bi5, Rhodococcus erythropolis Bi6) содержали 
ген alkB. У штаммов углеводородокисляющих бактерий, 
полученных из бензина АИ-95, данный ген алканмоно-
оксигеназы не был детектирован (рис. 1, см. табл. 3). 

У штаммов углеводородокисляющих бактерий A. fae-
calis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4 и R. erythropolis Bi6 были 
установлены все изученные гены алканмонооксигеназ: 
alkB, Cyp153, Alk1 и Alk3. Интересен факт наличия одно-
временно различных изоформ гена alkB и гена Cyp153 
у этих бактерий, а у штаммов Sphingobacterium multivo-
rum Bi2 и S. mizutaii Bi9 – генов alkB, Cyp153. Согласно 
литературным данным, фермент Cyp153 является типом 
алканмонооксигеназы, участвующей в деградации корот-
ко- и среднецепочечных н-алканов у углеводородокис-
ляющих бактерий, лишенных алканмонооксигеназ AlkB 
(Van Beilen, Funhoff, 2007). 

В природной нефти и нефтепродуктах н-алканы со-
ставляют до 88 % объема и могут служить источником 
энергии для микроорганизмов, способных их разлагать 
(Van Beilen et al., 2003; Dedov et al., 2017). Ранее была 
проведена детекция генов группы алканмонооксигеназ 
для бактериальных сообществ, выделенных из нефте-
продуктов, и показана активность штаммов в отношении 
деградации различных углеводородов, включая н-алканы 
(Likhoshvay et al., 2014; Lomakina et al., 2014). 

Гены семейства alkB, как правило, присутствуют в ге-
номах как грамположительных, так и грамотрицательных 
бактерий в нескольких вариантах (Van Beilen et al., 2003). 
Это согласуется с полученными нами данными о наличии 

Таблица 2. Последовательности праймеров, использованных  
для детекции генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алканмонооксигеназы 

Детектируемый ген Последовательность, 5’→3’ Длина ПЦР-фрагмента, п. н. Литературный источник

Cyp153 F-GATCCGCTCGCGTGTC
R-GGGAGTGAGGCGAACCA

870 Иванова и др., 2014

alkB F-AGAACSCRCCSGAYGAGG
R-ATRTCRCCGYCRTAGTGC

960

Alk1 F-CATAATAAAGGGCATCACCGT
R-GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC

185 Kohno et al., 2002

Alk2 F-GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA
R-TTGTTATTATTCCAACTATGCTC

271

Alk3 F-TCGAGCACATCCGCGGCCACCA
R-CCGTAGTGCTGACGTAGTT

330
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нескольких генов семейства alkB у выделенных штаммов 
грамотрицательных бактерий рода Sphingobacterium и 
грамположительных – рода Rhodococcus. 

Способность к эффективной деградации н-алканов у 
штаммов, для которых это не было описано в литературе 
ранее, может быть доказательством нахождения гена в 
плазмиде и его горизонтального переноса между членами 
сообщества, что показано в работе (Turova et al., 2008), где 
бактерии рода Geobacillus могли приобретать гены alkB 
от бактерий рода Rhodococcus.

Среди штаммов углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных из автомобильного бензина АИ-95, только 
у штамма P. agaridevorans Bi11 был детектирован ген 
Cyp153.

Данные о наличии у изученных штаммов бактерий ге-
нов семейства alkB только частично согласовались с дан-
ными по способности их к росту на жидких и твердых 
средах в присутствии 1 % н-алканов с разной длиной 
углеродной цепи (Shapiro et al., 2021). Так, штаммы Sphin-
gobacterium mizutaii Bi9, Bacillus pumilus Bi12, Bacillus 
safensis Bi13, Bacillus sp. Bi14, Paenibacillus agaridevo-
rans Bi11 росли на модельной смеси углеводородов, со-
держащих в своем составе алканы с разной длиной цепи, 
топливе ТС-1 и нефти (рис. 2 и 3). Также были установле-
ны способность к росту и высокая активность выделенных 
штаммов в отношении деградации н-алканов модельной 
смеси углеводородов при отсутствии данного гена (см. 
рис. 3). 

Оценка роста чистых культур углеводородокисляющих 
бактерий на плотной среде ЭМ с модельной смесью угле-

водородов (см. рис. 3) позволила разделить штаммы по 
скорости роста на три группы. Такое деление предложено 
нами и основано на следующем: первая группа (активные 
культуры) – значение оптической плотности суспензии 
клеток после культивирования в течение 7 сут от 3 ед. и 
выше; вторая группа (средняя активность) – от 2 до 3 ед.; 
третья группа (низкая активность) – значение оптической 
плотности суспензии клеток менее 2 ед.  

Установлено, что в наиболее активную группу штам-
мов, способных к использованию модельной смеси угле-
водородов, входили штаммы R. erythropolis Bi6, Rhodo-

Таблица 3. Наличие исследованных генов алканмонооксигеназ окисления углеводородов  
alkB, Cyp153, Alk1, Alk2 и Alk3 у штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из нефтепродуктов

Штамм/ген Bi2* Bi3 Bi4 Bi5 Bi6 Bi7 Bi8 Bi9 Bi10 Bi11 Bi12 Bi13 Bi14

alkB + + + – + – – + – – – – –

Cyp153 + + + + + – + + + + – – –

Alk1 – + + – + – – – – – – – –

Alk3 – + + – + – – – – – – – –

* Полное название штаммов приведено в табл. 1.

Рис. 1. Электрофорез в агарозном геле ПЦР-продукта гена alkB. 
1 – Sphingobacterium multivorum Bi2; 2 – Alcaligenes faecalis Bi3; 3 – Rhodococcus sp. Bi4; 4 – Sphingobacterium sp. Bi5; 5 – Rhodococ
cus erythropolis Bi6; 6 – Deinococcus sp. Bi7; 7 – Sphingobacterium sp. Bi8; 8 – Sphingobacterium mizutaii; 9 – Rhodococcus sp. Bi10;  
10 – Bacillus pumilus Bi12; 11 – Bacillus safensis Bi13; 12 – Bacillus sp. Bi14; 13 – Paenibacillus agaridevorans Bi11. Маркер длин ДНК 
(100 + bp DNA Ladder). * Ожидаемая длина целевого ПЦР-продукта. 

Рис. 2. Рост некоторых исследуемых культур на минеральной среде 
Эванса в присутствии реактивного топлива ТС-1 (а) и нефти (б ). 
Фрагмент а: 1 – Sphingobacterium multivorum Bi2; 2 – Sphingobacterium 
sp.  Bi5; 3 – Rhodococcus sp. Bi4; 4 – Alcaligenes faecalis Bi3. Фрагмент б:  
1 – Rho dococcus sp. Bi4; 2 – Sphingobacterium mizutaii Bi9; 3 – Sphingobac
terium sp. Bi8; 4 – Deinococcus sp. Bi7; 5 – Rhodococcus erythropolis Bi6.

Маркер

961 п. н. *
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coccus sp. Bi10. Средняя скорость роста характерна для 
штаммов Deinococcus sp. Bi7, Sphingobacterium sp. Bi5, 
S. multivorum Bi2 и Sphingobacterium sp. Bi8. При этом у 
штамма Deinococcus sp. Bi7 тестируемые гены алканмоно-
оксигеназ не обнаружены. Медленнее всего в присутствии 
модельной смеси углеводородов росли штаммы Rhodococ-
cus sp. Bi4, S. mizutaii Bi9, Ochrobactrum sp. Bi1 и A. fae-
calis Bi3 и все штаммы бактерий, выделенные из бензи- 
на. При этом штаммы бактерий, выделенные из бензина 
АИ- 95, – Bacillus safensis Bi13; Bacillus sp. Bi14, у которых 
ген alkB не был детектирован, больше чем на 80 % ис-
пользовали пентадекан, октодекан и гексадекан модельной 
смеси угле водородов (Shapiro et al., 2021). В связи с этим 
был проведен количественный анализ числа копий ДНК, 
содержащих функциональный ген алканмонооксигеназы 
у всех выделенных штаммов углеводородокисляющих 
бактерий. По результатам проведенного ПЦР в реаль-
ном времени установлено, что ген alkB присутствует и 
активен у всех выделенных из нефтепродуктов штаммов  
бактерий. 

По числу копий гена все штаммы бактерий были раз-
делены на две группы. Первая группа – с наибольшей 
активностью гена alkB, для которой значения концентра-
ции достигали от 1290 до 8060 ДНК копий/мл, и вторая 
группа – значения концентрации были на порядок ниже 
и колебались в пределах от 10.4 до 786 ДНК копий/мл:

Первая группа 
Alcaligenes faecalis Bi3
Sphingobacterium multivorum Bi2
Sphingobacterium mizutaii Bi9
Sphingobacterium sp. Bi5
Paenibacillus agaridevorans Bi11

Вторая группа
Rhodococcus sp. Bi4 
Rhodococcus erythropolis Bi6 
Rhodococcus sp. Bi10
Sphingobacterium sp. Bi8
Deinococcus sp. Bi7
Bacillus pumilus Bi12
Bacillus safensis Bi13
Bacillus sp. Bi14

Установлено, что все штаммы углеводородокисляющих 
бактерий, выделенные из бензина АИ-95, показали актив-
ность гена alkB, а штамм Paenibacillus agaridevorans Bi11 

был отнесен к первой группе штаммов с высоким уров-
нем его активности (1290 ДНК копий/мл). Полученные 
результаты согласовались с данными по способности вы-
деленных из нефтепродуктов штаммов расти (см. рис. 3) 
и использовать углеводороды модельной смеси углеводо-
родов (Shapiro et al., 2021). Отмечены также совпадения 
результатов по распределению штаммов углеводородо-
кисляющих бактерий в группах по активности гена alkB 
(см. табл. 2) и группах, сформированных на основании 
их способности роста и использования модельной смеси 
углеводородов и нефтепродуктов (Shapiro et al., 2021).

У бактерий, растущих на нефтепродуктах, включаю-
щих как коротко-, так и длинноцепочечные н-алканы, 
система их окисления включает несколько изоферментов 
ключевого белка алканмонооксигеназы. Выделенные из 
реактивного топлива ТС-1 и бензина АИ-95 штаммы бак-
терий-биодеструкторов способны использовать широкий 
спектр субстратов, что предполагает наличие у них слож-
ной алканмонооксигеназной системы. Установлено, что у 
представителей разных групп микроорганизмов-деструк-
торов углеводородов могут присутствовать несколько эво-
люционных вариантов ферментов алканмонооксигеназ, 
что требует подбора для разных углеводородокисляющих 
бактерий наборов праймеров, позволяющих выявление 
всех вариантов генов оксигеназ углеводородов. В таких 
случаях предлагают применять несколько вариантов 
праймеров к различным группам изоферментов (Kohno 
et al., 2002; Heiss-Blanquet et al., 2005). В нашей работе 
задействовано два типа праймеров для детекции наличия 
и активности гена alkB. Детекция гена alkB с праймера-
ми, предложенными в статье А.Е. Ивановой с коллегами 
(2014), показала присутствие данного гена у пяти штам-
мов бактерий, а с праймерами по (Whyte et al., 2002) – у 
всех изученных штаммов-деструкторов нефтепродуктов. 
Это может свидетельствовать о большей универсальности 
праймеров, предложенных L.G. Whyte с коллегами (2002), 
с одной стороны, или о присутствии специфической изо-
формы фермента, с другой. 
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Рис. 3. Рост выделенных штаммов бактерий из автомобильного бензина АИ-95 (голубые столбцы) и реактивного топлива 
ТС-1 (розовые столбцы) на твердой среде со смесью углеводородов № 1 в течение семи суток.
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Заключение
Таким образом, методом ПЦР в реальном времени обна-
ружена активность гена alkB у всех штаммов углеводо-
родокисляющих бактерий, выделенных из реактивного 
топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95. Показано 
существенное количественное различие по активности 
этого гена у выделенных штаммов. Для штаммов, изоли-
рованных из автомобильного бензина, значения актив-
ности соответствуют физиолого-биохимическим данным 
о росте бактерий в присутствии модельной смеси углево-
дородов и эффективности их деградации (Shapiro et al., 
2021). Полученные результаты свидетельствуют о необхо-
димости использования комплекса методов (полифазного 
подхода) для всесторонней оценки способности штаммов 
углеводородокисляющих бактерий к биодеградации угле-
водородов нефтепродуктов, в том числе с применением 
молекулярных (в частности, ПЦР) и физиологических 
методов для анализа распространения и гомологии ис-
следуемого гена у бактерий.
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