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ГАЛОТОЛЕРАНТНЫЕ БАКТЕРИИ-ДЕСТРУКТОРЫ  
БЕНЗОЙНОЙ КИСЛОТЫ РОДА Dietzia

А.А. Пьянкова, Е.Г. Плотникова
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения 

Российской академии наук ‒ филиал ПФИЦ УрО РАН, г. Пермь, 614081, Россия

Аннотация

Проведены исследования шести штаммов-деструкторов бензойной кислоты 
рода Dietzia, изолированных из засоленных экотопов, расположенных на террито-
рии солеразработок Верхнекамского и Якшинского месторождений (Пермский край, 
Республика Коми, Россия). Бензойная кислота (БК) может накапливаться в экосисте-
мах в результате техногенных процессов, а также при микробиологическом разложе-
нии сложных органических соединений, содержащих ароматическое кольцо. Уста-
новлено, что исследуемые штаммы близкородственны видам D.  psychralcaliphila, 
D.  kunjamensis subsp. kunjamensis, D.  cercidiphylli и D.  maris. Штаммы являются 
галотолерантными организмами, способными использовать БК в качестве един-
ственного источника углерода и энергии как в отсутствие соли, так и в присутствии 
50–70 г/л NaCl. В штаммах выявлены benA-гены, кодирующие α-субъединицу бен-
зоат 1,2-диоксигеназы – ключевого фермента разложения БК. Нуклеотидные по-
следовательности генов benA исследуемых штаммов имеют наибольшее сходство 
(79.32–91.38%) с гомологичными последовательностями представителей класса 
Actinomycetes (родов Dietzia, Mycolicibacterium, Geodermatophilus, Pseudonocardia, 
Corynebacterium, Raineyella). Охарактеризованные активные деструкторы БК рода 
Dietzia могут быть использованы при разработке технологий биоремедиации загряз-
ненных моно(поли)ароматическими поллютантами объектов окружающей среды, 
подверженных засолению.

Ключевые слова: месторождение калийно-магниевых солей, галотолерантные 
бактерии, Dietzia, бензойная кислота, гены 16S рРНК, benA.

Введение

Представители рода Dietzia (семейство Dietziaceae, класс Actinomycetes)  
являются широко распространенными бактериями, изолированными из почв 
(в том числе пустыни Египта и холодной пустыни Гималаев), воздуха, содового 
озера и морской воды, с поверхности растений, соленых пищевых продуктов, 
сточных вод, а также клинических образцов человека [1, 2]. В настоящее время род 
Dietzia, по данным базы List of prokaryotic names with standing in nomenclature [3],  
включает 12 видов. Бактерии рода Dietzia применяются в медицинской,  
химической, пищевой и ряде других отраслей промышленности, перспектив-
ны как потенциальный источник ферментов для использования в промышлен-
ной ферментации как источник каротиноидных пигментов, а также в качестве  
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основных бактерий-деструкторов органических поллютантов при биоремедиа-
ции загрязненных почв и сточных вод [1].

Представители рода Dietzia являются одними из наиболее часто упомина-
емых в научной литературе бактерий, способных разлагать алифатические и 
ароматические углеводороды, а также более сложные органические соедине-
ния, являющиеся стойкими загрязнителями окружающей среды [4, 5, 6]. Из-
вестно, что промежуточным продуктом разложения многих ароматических 
соединений (фенола, толуола, бифенила, фталатов и др.) является бензойная  
кислота (БК) [7, 8]. Накопление БК в окружающей среде связано как с мета-
болической активностью микроорганизмов и растений, так и с промышленной 
деятельностью человека. Так, БК и ее производные применяются как сырье в 
синтезе ряда химических соединений, в качестве консерванта пищевых продук-
тов, в медицине и парфюмерной промышленности [9]. Данные о способности 
использовать БК в качестве единственного источника углерода и энергии бакте-
риями рода Dietzia в научной литературе крайне ограничены [10].

Ранее бактерии рода Dietzia были выделены из подземных и надземных эко-
топов района добычи и переработки калийно-магниевых солей (Верхнекамское 
и Якшинское месторождения солей) [11, 12]. Поскольку в образцах засоленных 
почв, шламов, рассолов, из которых были выделены бактерии, помимо высокого 
уровня засоления выявлен широкий спектр органических поллютантов, в том 
числе ароматических соединений [13, 14], можно предположить, что бактерии 
рода Dietzia, изолированные из техногенно засоленных экотопов, способны  
осуществлять разложение БК.

Цель настоящей работы – физиолого-экологическая и генетическая харак-
теристика бактерий-деструкторов бензойной кислоты рода Dietzia, выделен-
ных из района солеразработок Верхнекамского (Пермский край) и Якшинского  
(Республика Коми) месторождений.

1. Материалы и методы
1.1. Объекты исследований. Для исследования были отобраны бактерии рода 

Dietzia, выделенные ранее из образцов соляных пород, почвы/грунта около соле-
отвалов, донных отложений шламохранилищ, расположенных в районе промыш-
ленных разработок Верхнекамского месторождения солей (Пермский край), а так-
же из рассола скважины Якшинского месторождения (Республика Коми) (табл. 1).

1.2. Физиолого-экологическая характеристика. Для определения 
устойчивости к высоким концентрациям NaCl бактерии высевали на агари-
зованную богатую среду Раймонда (БСР) [11] как без добавления соли, так 
и при концентрации NaCl до 150 г/л. Бактерии культивировали при темпе-
ратуре 28 °С в течение 2 недель. Рост бактерий оценивали по появлению и 
размеру колоний.

Рост бактерий при различных значениях pH определяли при концентрации 
30 г/л NaCl. Штаммы культивировали на агаризованной среде БСР при рН 7.0, 
а также на модифицированной среде Пфеннига (г/л): NH4Cl – 0.5, KH2PO4 – 0.5,  
MgCl2 – 0.5, СаСl2 – 0.05, NaCl – 30, дрожжевой экстракт – 0.5, пептон – 5,  
агар – 15, pH 9.5 [15]. Рост учитывали на седьмые сутки культивирования.

Для оценки роста при различных температурах штаммы культивировали 
на агаризованной БСР (30 г/л NaCl) при 4, 28, 35 и 40 °С. Рост учитывали на  
седьмые сутки культивирования.
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Табл. 1
Местообитание и идентификация штаммов рода Dietzia

Штамм
Ближайший типовой штамм 
по гену 16S рРНК из базы 

данных EzBioCloud

Сход-
ство, 
%*

Образец выделения Ссылка

Верхнекамское месторождение солей

YKS72R1 D. cinnamea IMMIB RIV-399T 99.60 Каменная соль, глубина 
411.5–411.6 м н. р.

BFL18 D. psychralcaliphila JCM 
10987T 99.45 Грунт, 1 м от 

шламохранилища н. р.

PMK9(8) D. psychralcaliphila JCM 
10987T 99.56 Грунт, 0.5 м от 

рассолосборника н. р.

CXP24 D. kunjamensis subsp. 
kunjamensis DSM 44907T 100

Донные отложения, 
техногенный щелочной 

водоем,
г. Березники

[12]

CXP37 D. cercidiphylli YIM 65002T 99.89

Донные отложения, 
техногенный щелочной 

водоем,
г. Березники

н. р.

BNL4 D. maris DSM 43672T 100 Грунт, 0.1 м от 
шламохранилища н. р.

NDT10
D. maris DSM 43672T

D. kunjamensis subsp. 
kunjamensis DSM 44907T

99.89

Ризосфера ежи сборной 
(Dactylis glomerata L.),

3 м от солеотвала, 
г. Соликамск

н. р.

Якшинское месторождение солей

YM18 D. psychralcaliphila JCM 
10987T 100 Рассол из скважины [11]

YM9
D. maris DSM 43672T,
D. kunjamensis subsp. 

kunjamensis DSM 44907T
99.89 Рассол из скважины [11]

Обозначения: н. р. – настоящая работа, * – сходство (%) указано на основе сравнения 
нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК изучаемого штамма и ближайших 
валидных типовых штаммов из базы данных EzBioCloud.

1.3. Способность штаммов к росту на бензойной кислоте проверяли при 
культивировании в минеральной среде Раймонда (МСР) [16] с добавлением 
30 г/л NaCl и БК до конечной концентрации 1 г/л. Культивирование проводили 
на шейкере Environmantal Shaker – Incubator ES-20/60 (“Biosan”, Латвия) при 
температуре 28 °С и скорости вращения 140 об/мин в течение 14 сут. Оптиче-
скую плотность (A600) культуральной жидкости измеряли на спектрофотометре 
UV-Visible BioSpec-mini (“Shimadzu”, Япония) при длине волны 600 нм в кювете 
с длиной оптического пути 1 см.

Удельную скорость роста (μ, ч–1) рассчитывали по стандартной формуле:
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где A1 и A2 – оптические плотности культуры в моменты времени t1 и t2  
соответственно [17].

1.4. ДНК-типирование штаммов бактерий проводили методом BOX-ПЦР [18]  
на приборе C1000 TouchTM Thermal Cycler (“Bio-Rad Laboratories”, США). Для 
визуализации ПЦР-продуктов проводили электрофорез в горизонтальном 2%-
ном агарозном геле в 1х буфере ТБЭ (трис-борат-ЭДТА) (трис («Хеликон», 
Россия) – 10.8 г/л, борная кислота («Химпродукт», Россия) – 5.5 г/л, ЭДТА  
(«Хеликон», Россия) – 4 мл/л, вода дистиллированная – 79.7 мл/л) в течение 1.5 ч 
при комнатной температуре и напряжении 5–15 В/см. Полученные фрагменты 
анализировали после окрашивания агарозного геля раствором бромистого эти-
дия (0.5 мкг/мл) в течение 5–10 мин и фотографирования в УФ-свете с помо-
щью системы гельдокументирования BioDocAnalyze (“Bio-Rad Laboratories”, 
США). Размеры полученных фрагментов определяли с помощью маркера длин  
ДНК 100+ bp DNA Ladder («Евроген», Россия).

1.5. Выделение ДНК из клеток исследуемых штаммов. Единичную ко-
лонию чистой культуры бактерий при помощи микробиологической петли по-
мещали в микропробирку «Эппендорф», содержащую 100 мкл 0.05 М NaOH. 
Микропробирки нагревали в течение 15 мин при температуре 95 °С, затем охла-
ждали в течение 20 мин при температуре –20 °С. Данную процедуру повторяли 
четыре раза.

1.6. Амплификация, секвенирование и анализ гена 16S рРНК. Фрагменты 
гена 16S рРНК амплифицировали с применением универсальных бактериальных 
праймеров 27F и 1492R [19] на приборе C1000 TouchTM Thermal Cycler (“Bio-Rad 
Laboratories”, США). Определение нуклеотидных последовательностей генов 
16S рРНК осуществляли с применением набора реактивов Big Dye Terminator 
Cycle Sequencing Kit на автоматическом секвенаторе Genetic Analyser 3500XL 
(“Applied Biosystem”, США) согласно рекомендациям производителя. Филоге-
нетический анализ полученных нуклеотидных последовательностей проводили 
с использованием программ Sequence Scanner v. 2.0., MEGA 7.0 [20]. Поиск го-
мологичных последовательностей осуществляли при использовании баз данных 
EzBioCloud [21], GenBank [22], Integrated Microbial Genomes and Microbiomes 
(IMG) [23]. Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей 
и построение филогенетических деревьев проводили с использованием програм-
мы MEGA 7.0.

Нуклеотидные последовательности гена 16S рРНК исследуемых штаммов 
рода Dietzia депонированы в базе данных GenBank под номерами MW077883, 
MW077876, ON527781, OP787982-OP787987.

1.7. ПЦР, секвенирование и филогенетический анализ гена benA. 
Амплификацию фрагмента гена benA (длиной 521 п.н.), кодирующе-
го α-субъединицу бензоат 1,2-диоксигеназы, проводили при использова-
нии праймеров benA-F  (5′-GCCCACGAGAGCCAGATTCCC-3′) и benA-R 
(5′-GGTGGCGGCGTAGTTCCAGTG-3′), как описано в работе [24]. В качестве 
положительного контроля использовали ДНК штамма-деструктора бензойной 
кислоты Rhodococcus wratislaviensis КТ112-7 [25].

Секвенирование и филогенетический анализ гена benA проводили, как 
описано выше (см. раздел 1.6). Нуклеотидные последовательности генов benA 
депонированы в базе данных GenBank под номерами OP824730, OP824731.
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1.8. Статистический анализ данных. При статистической обработке  
результатов исследования рассчитывали среднее арифметическое и стандартное 
отклонение трех независимых экспериментов, используя встроенные функции 
Microsoft Office Excel 2007.

2. Результаты и их обсуждение
2.1. Таксономическая характеристика бактерий рода Dietzia. Штаммы 

рода Dietzia, выделенные из района солеразработок (табл. 1), на агаризован-
ной БСР формировали округлые блестящие непрозрачные колонии размером 
2–3 мм, с ровным краем, гладкой поверхностью, выпуклым профилем, однород-
ной структурой и мягкой консистенцией. Цвет колоний штаммов варьировал от 
ярко-оранжевого до кораллово-красного.

У нескольких штаммов было уточнено таксономическое положение (табл. 1).  
В результате сравнения нуклеотидных последовательностей гена 16S  рРНК 
(длиной 729‒935 п.н.) исследуемых бактерий и типовых штаммов рода Dietzia  
показано, что штаммы филогенетически близки видам D.  cinnamea, 
D. psychralcaliphila, D. maris, D. kunjamensis subsp. kunjamensis, D. cercidiphylli, 
представители которых были изолированы из разных местообитаний (табл. 1, рис. 1).

Рис.  1. Филогенетическое дерево, построенное с использованием метода “neighbor-
joining”, показывающее положение исследуемых изолятов в роде Dietzia, основанное 
на сравнении нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК. Эволюционные рас-
стояния рассчитаны с использованием метода “Jukes-Cantor”. Масштаб соответствует 
1  нуклеотидной замене на каждые 100 нуклеотидов. Цифрами показана статистиче-
ская достоверность порядка ветвления, определенная с помощью “bootstrap”-анализа 
1000 альтернативных деревьев (приведены значения выше 50%). В скобках указаны но-
мера в базе данных GenBank. В качестве внешней группы использована последователь-
ность гена 16S рРНК типового штамма вида Micrococcus luteus
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Из экотопов Верхнекамского месторождения выделены бактерии, близ-
кородственные всем вышеперечисленным видам. Из рассолов скважины (кар-
наллит, глубина залегания – 412.6‒416.0 м) Якшинского месторождения выде-
лены штаммы, близкородственные виду D. psychralcaliphila (100% сходства с 
типовым штаммом), а также видам D. maris и D. kunjamensis subsp. kunjamensis  
(99.89% сходства с типовыми штаммами).

На филогенетическом дереве представлено положение исследуемых штам-
мов в системе рода Dietzia (рис. 1).

Анализ профилей продуктов амплификации, полученных методом  
BOX-ПЦР, исследуемых изолятов показал, что все штаммы проявляют генетиче-
скую гетерогенность и обладают уникальными BOX-профилями (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации BOX-ПЦР штаммов рода 
Dietzia: М – маркер длин ДНК 100+ bp DNA Ladder; штаммы: 1 – YKS72R1, 2 – BFL18,  
3 – PMK9(8), 4  –  YM18, 5 – BNL4, 6 – NDT10, 7 – YM9, 8 – CXP24, 9 – CXP37,  
10 – Rhodococcus wratislaviensis КТ112-7, 11 – отрицательный контроль

Результаты исследований показали, что бактерии рода Dietzia разных видов 
широко распространены в засоленных экотопах районов добычи и переработки 
калийно-магниевых солей (Пермский край и Республика Коми), и, кроме того, 
штаммы, филогенетически близкие одному виду, демонстрировали уникальные 
профили генома (BOX-профили).

2.2. Эколого-физиологические характеристики бактерий. Исследована 
способность штаммов расти в условиях повышенной минерализации среды. 
Установлено, что большинство культур способны к эффективному росту как 
в отсутствии NaCl в среде культивирования, так и при концентрации соли до 
100  г/л, за исключением штаммов NDT10 и CXP37, которые растут в присут-
ствии до 70 г/л NaCl. Dietzia spp. YKS72R1, YM9, PMK9(8) и BFL18 способны 
к росту при содержании 150 г/л NaCl в среде (табл. 2). Согласно классификации 
Кашнера, штаммы являются галотолерантными микроорганизмами [26]. В це-
лом, полученные результаты согласуются с литературными данными, однако ти-
повые штаммы видов D. cinnamea [27] и D. psychralcaliphila [28] растут на среде 
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с более низким содержанием соли (120 и 100 г/л соответственно), чем близкород-
ственные им штаммы YKS72R1, BFL18 и PMK9(8) (табл. 2).

Табл. 2

Рост штаммов рода Dietzia при различных концентрациях NaCl и температурах

Штамм
Содержание NaCl, г/л Диапазон

температур, °С0 30 50 70 100 125 150
YKS72R1 +++ +++ +++ +++ + + + 4–37

BFL18 +++ +++ ++ ++ ++ ++ + 4–37
PMK9(8) +++ +++ +++ +++ ++ ++ + 4–37
CXP24 +++ +++ +++ +++ + – – 4–37
CXP37 +++ +++ +++ +++ + + – 4–37
BNL4 +++ +++ +++ +++ + – – 10–37

NDT10 +++ +++ +++ +++ – – – 4–37
YM18 ++ +++ +++ +++ + – – 4–37
YM9 +++ +++ +++ +++ + + + 4–37

Обозначения: «+» – диаметр колоний до 2 мм, «++» – диаметр колоний 2–4 мм,  
«+++» – диаметр колоний 5 мм и выше; «–» – отсутствие роста бактерий.

Все исследуемые штаммы показывали активный рост на среде БСР при 
pH 7.0, а также на среде Пфеннига при pH 9.5. При исследовании способности 
штаммов расти при разной температуре выявлено, что все штаммы растут на 
БСР при 4‒37 °С, за исключением штамма BNL4, который растет в диапазоне 
температур 10‒37 °С.

2.3. Биодеградационные свойства бактерий. Многие из описанных в науч-
ной литературе штаммов рода Dietzia осуществляют разложение алифатических 
и ароматических углеводородов [29–32]. Способность использовать бензоат в 
качестве единственного источника углерода и энергии установлена для одного 
штамма рода, Dietzia sp. TA1, изолированного из термитника [10].

Результаты наших исследований показали, что шесть из девяти штам-
мов, близкородственных видам D. psychralcaliphila, D. cercidiphylli, D. maris и 
D. kunjamensis subsp. kunjamensis, способны использовать в качестве ростового 
субстрата бензойную кислоту (табл. 3).

Так как штаммы были выделены из образцов с повышенным уровнем засо-
ления, была исследована их способность использовать БК в качестве ростово-
го субстрата при различных концентрациях NaCl в среде культивирования. Все 
деструкторы БК демонстрировали активный рост в среде без содержания NaCl, 
пять штаммов, кроме штамма YM18, росли при 50 г/л NaCl. Штаммы NDT10 и 
PMK9(8) были способны к росту на МСР с БК при 70 г/л NaCl. В присутствии 
100 г/л соли рост бактерий на МСР с БК не был выявлен (табл. 3). На рис. 3 при-
ведены кривые роста активного деструктора Dietzia sp. NDT10 на МСР с БК при 
различных концентрациях NaCl.

У штаммов BFL18 и YM18 наблюдалось увеличение длительности лагфазы 
до 216 ч (9 сут) и 264 ч (11 сут) с увеличением концентрации NaCl до 50 г/л и  
30 г/л в среде соответственно. Однако величины максимальной A600 и удельной 
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скорости роста оставались сходными как при выращивании в среде без добавле-
ния хлорида натрия, так и при повышенных концентрациях NaCl (табл. 3).

Табл. 3

Параметры роста штаммов рода Dietzia на МСР с БК (1 г/л) при различных концентра-
циях хлорида натрия

Параметры роста
Концентрация NaCl в среде, г/л

0 30 50 70
Штамм BFL18

μ, ч-1 0.012 ± 0.002 0.01 0± 0.001 0.014 ± 0.002 –
A600 1.19 1.09 1.19 –

Лаг-фаза роста, ч 72 96 264 –
Штамм PMK9(8)

μ, ч-1 0.004 ± 0.001 0.003 ± 0.001 0.003 ± 0.001 0.004 ± 0.002
A600 0.60 0.43 0.32 0.34

Лаг-фаза роста, ч 72 72 96 168
Штамм YM18

μ, ч-1 0.012 ± 0.002 0.018 ± 0.002 – –
A600 1.07 1.07 – –

Лаг-фаза роста, ч 96 216 – –
Штамм NDT10

μ, ч-1 0.013 ± 0.002 0.023 ± 0.003 0.011 ± 0.002 0.006 ± 0.001
A600 1.16 0.99 0.96 1.07

Лаг-фаза роста, ч 96 168 264 360
Штамм CXP24

μ, ч-1 0.009 ± 0.002 0.019 ± 0.003 0.008 ± 0.002 –
A600 1.24 1.10 0.97 –

Лаг-фаза роста, ч 72 216 264 –
Штамм CXP37

μ, ч-1 0.013 ± 0.002 0.018 ± 0.003 0.008 ± 0.002 –
A600 1.11 1.14 1.16 –

Лаг-фаза роста, ч 96 168 216 –

Обозначение: «–» – рост культуры отсутствовал.

Штамм PMK9(8) способен расти на МСР с БК при концентрации NaCl до 
70 г/л. Наиболее эффективный рост штамм демонстрировал при выращивании 
на МСР с БК без хлорида натрия. По мере увеличения концентрации NaCl в среде 
происходило увеличение продолжительности лаг-фазы и снижение максималь-
ной A600. Величина удельной скорости роста не изменялась. У штаммов NDT10, 
CXP24, CXP37 также наблюдалось увеличение длительности лаг-фазы при по-
вышении концентрации хлорида натрия. Интересно, что при концентрации NaCl 
30 г/л у данных штаммов зарегистрирована наивысшая удельная скорость роста 
по сравнению с ростом на средах с другими концентрациями хлорида натрия. В 
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то же время, величины максимальной A600 сходны при культивировании на среде 
без добавления соли и при повышенных концентрациях NaCl (табл. 3).

Рис. 3. Рост штамма Dietzia  sp. NDT10 на МСР с БК при различных концентрациях 
NaCl (г/л): 1 – 0; 2 – 30; 3 – 50; 4 – 70; 5 – 100

2.4. Амплификация, секвенирование и анализ гена benA. Проведена ам-
плификация гена benA, кодирующего α-субъединицу бензоат 1,2 диоксигеназы –  
ключевого фермента деструкции бензойной кислоты [33]. С  использованием 
праймеров [24] гены benA были выявлены у пяти из шести штаммов-деструкто-
ров БК рода Dietzia (рис. 4).

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов амплификации гена benA: М – маркер длин 
ДНК 100+ bp DNA Ladder; штаммы: 1 – YKS72R1, 2 – BFL18, 3 – NDT10, 4 – PMK9(8),  
5 – YM18, 6 – BNL4, 7 – YM9, 8 – CXP24, 9 – CXP37, 10 – Rhodococcus wratislaviensis 
КТ112-7 (положительный контроль), 11 – отрицательный контроль

У штамма CXP24, показывающего активный рост на МСР с БК в качестве 
ростового субстрата (табл. 3), ген benA не был обнаружен, что можно объяс-
нить наличием в геноме штамма CXP24 отличных от присутствующих в других 
штаммах генов, ответственных за разложение БК. Также гены не были выявлены 
у штаммов, не растущих на МСР с БК (рис. 4).
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Анализ 28 геномов бактерий рода Dietzia, представленных в базе данных 
IMG (Integrated Microbial Genomes and Microbiomes), показал, что в 14 геномах 
присутствует ген benA [23]. Эти данные указывают на то, что не во всех геномах 
бактерий рода Dietzia присутствует данный ген, что совпадает с результатами, 
представленными в настоящей работе (рис. 4).

Проведены секвенирование и анализ амплифицированных benA-генов штам-
мов-деструкторов. Сравнение benA-генов штаммов BFL18 и PMK9(8) с гомо-
логичными последовательностями из базы данных GenBank [22] показало, что 
наибольшее сходство (на уровне 89.38–91.38%) сравниваемые последовательно-
сти имеют с геном α-субъединицы бензоат 1,2-диоксигеназы типового штамма 
вида Dietzia psychralcaliphila [28]. Интересен факт, что с данным типовым штам-
мом изоляты BFL18 и PMK9(8) наиболее сходны и по гену 16S рРНК (табл. 1,  
рис. 1). На филогенетическом дереве транслированных аминокислотных по-
следовательностей (ТАП) штаммы BFL18 и PMK9(8) формируют кластер с  
D. psychralcaliphila ILA-1T, со штаммами Dietzia sp. MeA6-2017 и Dietzia sp. 2505, 
изолированными из воды пресноводного озера (США, Вайоминг) и ризосфер-
ной почвы (США, Небраска) соответственно, а также типовым штаммом вида  
Dietzia aerolata [34] (рис. 5).

Рис. 5. Положение benA-генов исследуемых штаммов рода Dietzia на филогенетическом 
дереве, построенном на основании сравнительного анализа транслированных аминокис-
лотных последовательностей benA-генов с использованием метода “neighbor-joining”. 
Эволюционные расстояния рассчитаны с использованием метода “p-distance”. Цифрами 
показана статистическая достоверность порядка ветвления, установленная с помощью 
“bootstrap”-анализа 1000 альтернативных деревьев (приведены значения выше 50%). Мас-
штаб соответствует 2 аминокислотным заменам на каждые 100 аминокислот. В скобках 
указаны номера в базах данных GenBank, IMG. * – отмечены номера в базе данных IMG
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Отдельный кластер на дереве формируют ТАП benA-генов типовых штам-
мов видов Dietzia kunjamensis, Dietzia lutea, Dietzia schimae [35, 36, 37]. Также в 
данный кластер входят ТАП ряда штаммов рода Dietzia, изолированных из воды, 
кораллов и нефтезагрязненной почвы (рис. 5). Уровень сходства нуклеотидных 
последовательностей benA-генов изолятов BFL18 и PMK9(8) и штаммов, входя-
щих в этот кластер, составлял 84.79‒89.19%.

На филогенетическом дереве (рис. 5) представлен еще один кластер 
ТАП benA-генов представителей рода Dietzia – типовых штаммов видов 
D. papillomatosis и D. maris, а также двух штаммов вида D. cinnamea, изолиро-
ванных из клинических образцов и загрязненных почв. Нуклеотидные последо-
вательности benA-генов штаммов данного кластера и изолятов BFL18 и PMK9(8) 
имели сходство на уровне 84.41‒87.99%.

Более низкий уровень сходства (79.42‒82.21%) по генам benA штаммы 
BFL18 и PMK9(8) имели с типовым штаммом вида D. timorensis, выделенным из 
почвы в Индонезии [38]. На филогенетическом дереве ТАП benA-гена штамма 
D. timorensis ID05-A0528T образует отдельную ветвь в кластере представителей 
рода Dietzia (рис. 5).

Нуклеотидные последовательности гена benA штаммов BFL18 и 
PMK9(8) имели сходство на уровне 79.32‒83.91% с гомологичными по-
следовательностями представителей других родов класса Actinomycetes,  
ТАП генов benA которых на филогенетическом дереве выделяются в отдель-
ную группу (рис. 5).

Амплифицированные гены benA деструкторов БК Dietzia spp. NDT10, YM18 
и CXP37 также были секвенированы, однако последующий анализ показал, 
что на электрофореграммах присутствует наложение нуклеотидов, что может 
быть связано с наличием более чем одной копии гена в геномах исследуемых  
штаммов.

Таким образом, в рамках настоящей работы исследовано таксономиче-
ское разнообразие бактерий рода Dietzia, выделенных из разных экотопов, 
расположенных в районах промышленных солеразработок (Пермский край,  
Республика Коми). Выявлены бактерии рода Dietzia (штаммы BFL18, PMK9(8), 
YM18, NDT10, CXP24, CXP37), которые способны к росту на МСР с БК при 
повышенной солености среды. Проведен сравнительный анализ нуклеотидных 
последовательностей ключевого гена (benA), участвующего на начальном эта-
пе разложения БК, штаммов-деструкторов BFL18, PMK9(8), YM18, NDT10, 
CXP37 с гомологичными генами из баз данных GenBank и IMG. Показано, что 
наибольшее сходство (79.32‒91.38%) benA-гены исследуемых штаммов имели 
с таковыми как представителей родов Dietzia, так и с другими бактериями клас-
са Actinomycetes (родов Mycolicibacterium, Geodermatophilus, Pseudonocardia, 
Corynebacterium, Raineyella). Наличие таких генов свидетельствует о возмож-
ной деструкции БК клетками в процессе их роста на МСР с БК. Охаракте-
ризованные в этой работе активные деструкторы БК рода Dietzia могут быть 
использованы при создании новых биотехнологий, востребованных при вос-
становлении засоленных почв, загрязненных токсичными органическими  
соединениями.
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Abstract

Six benzoic acid-degrading bacteria of the genus Dietzia were isolated from the saline ecotopes of the 
Verkhnekamskoe and Yakshinskoe salt deposits (Perm region, Komi Republic, Russia). Benzoic acid (BA)  
may accumulate in ecosystems through technogenic processes, as well as during the microbiological 
decomposition of complex organic compounds containing an aromatic ring. The strains studied here were 
found to be closely related to D. psychralcaliphila, D. kunjamensis subsp. kunjamensis, D. cercidiphylli, 
and D. maris. It was shown that they are halotolerant and able to thrive on BA as their sole carbon and 
energy source in the absence of salt or in the presence of 50–70 g/L NaCl. They also contain benA genes 
encoding the α-subunit of benzoate 1,2-dioxygenase, the key enzyme of BA degradation. The highest 
level of similarity (79.32–91.38%) was observed between the nucleotide sequences of the benA genes of 
the strains considered and the homologous sequences of Actinomycetes representatives from genera such 
as Dietzia, Mycolicibacterium, Geodermatophilus, Pseudonocardia, Corynebacterium, and Raineyella. 
The described active BA degraders belonging to the genus Dietzia have the potential to aid in the devel-
opment of bioremediation techniques for environmental objects contaminated with mono(poly)aromatic 
pollutants and subject to salting.

Keywords: potassium-magnesium salt deposit, halotolerant bacteria, Dietzia, benzoic acid, 
16S rRNA genes, benA
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Figure Captions

Fig. 1. Neighbor-joining tree showing the phylogenetic positions of the studied isolates in the genus Dietzia 
based on a comparative analysis of the 16S rRNA gene sequences. Evolutionary distances calculat-
ed using the Jukes–Cantor method. Scale bar: one nucleotide substitution per 100 nucleotides. Num-
bers indicate the statistical support for the branch nodes ascertained using the bootstrap analysis of  
1000 replicates (bootstrap values are only shown for nodes that had > 50% support). GenBank numbers 
are given in parentheses. The 16S rRNA sequence of the Micrococcus luteus type strain was used as 
an outer group.

Fig. 2. Electropherogram of the BOX-PCR amplification products of Dietzia strains tested: M – DNA size 
marker, 100+ bp DNA Ladder; strains: 1 – YKS72R1, 2 – BFL18, 3 – PMK9(8), 4 – YM18, 5 – BNL4, 
6 – NDT10, 7 – YM9, 8 – CXP24, 9 – CXP37, 10 – Rhodococcus wratislaviensis KT112-7, 11 – neg-
ative control.

Fig. 3. Dietzia sp. NDT10 growth on the RMM with BA at different NaCl concentrations (g/L): 1 – without 
NaCl, 2 – 30 g/L, 3 – 50 g/L, 4 – 70 g/L, 5 – 100 g/L.
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Fig. 4. Electropherogram of the BOX-PCR amplification products of the benA gene: M – DNA size mark-
er, 100+ bp DNA Ladder; strains: 1 – YKS72R1, 2 – BFL18, 3 – NDT10, 4 – PMK9(8), 5 – YM18, 
6 – BNL4, 7 – YM9, 8 – CXP24, 9 – CXP37, 10 – Rhodococcus wratislaviensis KT112-7 (positive 
control), 11 – negative control.

Fig. 5. The benA genes of the studied Dietzia strains on the phylogenetic tree inferred from the comparative 
analysis of the translated amino acid sequences of the benA genes using the neighbor-joining method. 
Evolutionary distances calculated using the p-distance method. Numbers indicate the statistical support 
for the branch nodes ascertained using the bootstrap analysis of 1000 replicates (bootstrap values are 
only shown for nodes that had > 50% support). Scale bar: two amino acid substitutions per 100 amino 
acids. GenBank and IMG numbers are given in parentheses. IMG numbers are marked with asterisks.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ПРИСПОСОБЛЕННОСТИ УСТОЙЧИВЫХ И 
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Аннотация

Снижение эффективности системных фунгицидов против парши яблони связано с 
возникновением устойчивости Venturia inaequalis к применяемым токсикантам, что при-
водит к серьезным потерям в производстве. Для результативного управления устойчи-
востью необходимо всестороннее изучение приспособительного потенциала различных 
биотипов патогена, в том числе устойчивых к фунгицидам. Проведена оценка роста ми-
целия in vitro у изолятов с исходной чувствительностью и устойчивостью к одному или 
нескольким фунгицидам при четырех температурах (6, 18, 27 и 30 °С) и трех вариантах 
концентрации агара в питательной среде (2, 4 и 6%, масс./об.). Установлено, что за ис-
ключением роста мицелия при 27 °С, показатели прогнозируемой в лабораторных усло-
виях приспособленности для изолятов V. inaequalis с множественной устойчивостью к 
фунгицидам и биотипов с исходной чувствительностью отличаются статистически не-
значимо.

Ключевые слова: Venturia inaequalis, триазолы, анилинопиримидины, SDHI, 
множественная резистентность, «плата» за приспособленность, исходные изоляты, 
мицелиальный рост, тепловой стресс, концентрация агара, питательная среда.

1. Введение

Парша яблони, вызываемая грибным облигатным патогеном Venturia 
inaequalis (Cook) G. Winter, – экономически значимое заболевание яблони до-
машней (Malus x domestica Borkh.) во всех зонах возделывания культуры в Рос-
сийской Федерации. Поскольку немногие коммерчески востребованные сорта 
яблони обладают устойчивостью, наиболее эффективной тактикой борьбы с за-
болеванием является применение фунгицидов. На современном этапе развития 
защиты растений применяются препараты различного генеза, в том числе и ми-
кробиологические, сортимент которых увеличивается [1], а уровень применения 
химических системных препаратов достаточно высок. Против парши яблони 
широко используются действующие вещества из химических классов: триазолы, 
стробилурины, ингибиторы сукцинатдегидрогеназы или карбоксамиды и анили-
нопиримидины. Однако высокая изменчивость и приспособительный потенциал 
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патогена могут приводить к развитию у него устойчивости к фунгицидам. Впер-
вые устойчивость к системным фунгицидам у V. inaequalis была зафиксирована 
60 лет назад для додина, а спустя некоторое время и для бензимидазолов [2].  
В настоящее время устойчивость или значительное снижение чувствительности 
у патогена зарегистрированы для триазолов и стробилуринов во многих странах 
мира, в том числе и в России [3, 4]. Недавно сообщалось о факте качественной 
устойчивости краснодарской популяции V. inaequalis к карбендазиму (химиче-
ский класс: бензимидазолы) и снижении чувствительности к дифеноконазолу 
(триазолы) [5–7], в то время как чувствительность к анилинопиримидинам оста-
ется на высоком уровне [8].

Развитие устойчивости к фунгицидам в полевых условиях зависит от ряда 
факторов, включая наличие давления отбора, восприимчивого хозяина, нормы 
применения фунгицида, интервалов между обработками, стойкости фунгици-
да и способа его применения. Однако одним из наиболее важных факторов, 
который следует учитывать при развитии устойчивости к фунгицидам, явля-
ется паразитарная приспособленность устойчивых изолятов в присутствии и в 
отсутствие давления отбора. Приспособленность может быть определена как 
относительная способность генотипа или популяции сохраняться с течением 
времени и вносить вклад в будущий генофонд и поддается количественной 
оценке с использованием различных параметров, включая эффективность за-
ражения и количество вызванных заболеваний, или агрессивность. «Плата» за 
приспособленность также может быть измерена с точки зрения как прогнози-
руемой приспособленности (рост мицелия, прорастание и производство спор 
in vitro), так и фактической приспособленности (эксперименты in vivo и экс-
перименты по конкурентному исключению) [9]. Мутации, связанные с устой-
чивостью к фунгицидам, могут иметь отрицательный плейотропный эффект 
или «плату» за приспособленность, которые проявляются в отсутствие фунги-
цидов [10]. Многие исследования, направленные на характеристику снижения 
приспособленности, связанной с развитием устойчивости к фунгицидам, име-
ют противоречивые результаты, что затрудняет окончательные выводы о рези-
стентности к фунгицидам [10]. В некоторых работах [10, 11] выявлена низкая 
приспособленность устойчивых изолятов как в лабораторных, так и в полевых 
экспериментах. Однако большинство исследований показало, что «плата» за 
приспособленность незначительна или полностью отсутствует в популяциях, 
устойчивых к фунгицидам [9, 12–16].

2. Материалы и методы
2.1. Отбор изолятов. В ходе исследований оценено 40 моноспоровых изо-

лятов Venturia inaequalis. Изоляты отличались устойчивостью или сниженной 
чувствительностью к различным фунгицидам и были собраны в промыш-
ленных садовых насаждениях яблони сортов Ренет Симиренко, Жеромин и  
Мутсу, а также в естественных произрастаниях Malus orientalis в Выселков-
ском, Красноармейском и Северском районах Краснодарского края (табл. 1)  
с 2019 по 2022 г. в рамках предыдущих исследований [5–7]. Получение чистых 
культур мы осуществляли согласно описанной ранее методике [17]. Изоляты, 
ранее оцененные по чувствительности к трем химическим группам фунгицидов 
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(бензимидазолы, триазолы и анилинопиримидины) in vitro, группировали для 
анализа на основе их чувствительности и устойчивости к действующим веще-
ствам. Первые три группы характеризовались одновременной устойчивостью к 
одному, двум или трем фунгицидам соответственно, а группа 4 содержала изо-
ляты с исходной чувствительностью ко всем фунгицидам (табл. 1). Все изоляты 
первых трех групп были устойчивы к фунгицидам из класса бензимидазолов. 
Изоляты из группы 2, кроме этого, имели сниженную чувствительность или 
устойчивость к триазолам или к анилинопиримидинам. В группе 3 представ-
лены изоляты, показавшие сниженную чувствительность или устойчивость ко 
всем трем классам фунгицидов.

Табл. 1

Характеристика различных групп изолятов Venturia inaequalis

Группа Множественная 
устойчивость Растение-хозяин Место отбора

1 1
сорта Malus x 

domestica Borkh.
Красноармейский и

Выселковский районы
2 2
3 3

4 0 Malus orientalis 
Uglitzk. Северский район

2.2.  Оценка роста мицелия. Агаровые блоки, содержащие мицелий мо-
носпоровых культур, с помощью пробковых буров переносили на среду карто-
фельно-глюкозного агара (КГА) в чашки Петри и инкубировали при температуре 
18 °C в течение 20 сут. С полученных культур соскабливали стерильным скаль-
пелем воздушный мицелий и переносили в пробирки типа Эппендорф емкостью 
1.5  мл, содержащие 1 мл стерильной воды. Полученную суспензию встряхи-
вали и переносили в чашки Петри со свежим КГА и равномерно распределяли  
L-образным шпателем (Дригальского) по поверхности питательной среды.  
Посев инкубировали в течение 15 сут при температуре 18  °C. Полученные  
газонные культуры изолятов использовали для посева в экспериментах. Экс-
периментальные чашки Петри засевали агаровыми блоками диаметром 5 мм  
с использованием пробковых буров и инкубировали в течение 30 сут. После этого 
диаметр каждой культуры измеряли линейкой в двух взаимоперпендикулярных 
направлениях и получали среднее значение. Из полученных значений размеров 
изолятов вычитали 5 мм, соответствующих размеру посевного блока. Каждый 
изолят высевался в четырехкратной повторности.

Для оценки роста мицелия при различных температурах эксперимен-
тальные посевы инкубировали в термостате при 6, 18, 27 и 30  оC. Для оцен-
ки влияния концентрации агара в агаровом геле (2, 4 и 6%, масс./об.) на 
рост мицелия при приготовлении экспериментальной среды КГА вносили 
различное количество (20, 40 и 60 г/л) агара сухого микробиологического  
(C.E. Roeper GmbH, Германия).

2.3.  Статистическая обработка данных. Эксперименты проведены для 
каждого изолята в четырехкратной повторности. Данные представлены как сред-
ние значения величин для каждой группы с их стандартными ошибками. В связи 
с тем, что не для всех групп соблюдалось нормальное распределение значений 
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размера изолятов, для статистической проверки данных использовали непараме-
трический метод Краскела – Уоллиса. Для выявления различий между отдельны-
ми группами проводили апостериорный тест Данна. Для снижения вероятности 
ошибки первого рода при множественных сравнениях использовали поправку 
Бонферрони. Статистическую обработку данных проводили с применением он-
лайн-калькулятора Statistics Kingdom [18]. Различия между средними значения-
ми групп считали значимыми при р < 0.05.

3. Результаты
3.1. Оценка роста мицелия при различных температурах. Рост изолятов 

при различных температурах существенно различался (табл. 2).
Табл. 2

Вариации средних значений зоны роста мицелия изолятов Venturia inaequalis при 
различных температурах в группах, различающихся чувствительностью и устойчивостью 
к одному или нескольким фунгицидам одновременно, мм

Группа
Среднее значение диаметра изолята ± стандартная ошибка

t = 6 °C t = 18 °C t = 27 °C

1 5.5 ± 0.7а 12.8 ± 2.1аб 2.3 ± 1.4аб

2 5.1 ± 0.4а 12.8 ± 0.7а 1.9 ± 1.0а

3 5.8 ± 0.4а 13.5 ± 1.1а 1.8 ± 0.5а

4 (исходная) 3.2 ± 0.3б 9.8 ± 1.0б 5.4 ± 1.2б

Примечание: буквы показывают наличие достоверных различий между средними значе-
ниями диаметра изолятов по данным апостериорного теста множественных сравнений 
Данна с учетом поправки Бонферрони при р < 0.05.

При температуре 30  °C рост мицелия полностью ингибировался у всех 
изолятов (данные не приведены). Наибольший рост для всех групп отмечался 
при температуре 18 °С, которая оказалась оптимальной для грибной культуры  
(рис. 1). Стрессовые температуры, равные 6 и 27 °C, приводили к значительному 
торможению скорости роста мицелия во всех группах в среднем на 60 и 77% 
соответственно относительно скорости роста при 18 °C. Однако для каждой из 
групп степень этого снижения была различной. Так, в группе 4 при низкой по-
ложительной температуре размер изолятов был меньше на 68% относительно 
размера изолятов при оптимальной температуре, а при 27 °C – всего на 45%.

Для всех рассмотренных температур зафиксировано существенное разли-
чие в скорости роста между группой с исходной чувствительностью и группами  
с устойчивостью к двум и трем фунгицидам одновременно и только при  
6 °C – с группой 1. Эти факты указывают на наличие «платы» за приспособлен-
ность у некоторых изолятов. Однако при низкой положительной и оптимальной 
температуре исходные изоляты отличались пониженной приспособленностью 
по сравнению с изолятами с устойчивостью. При 27 °C наблюдается обратная 
картина, что может говорить о наличии «платы» за приспособленность у изоля-
тов с устойчивостью к нескольким фунгицидам одновременно в условиях воз-
можного теплового стресса.
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Рис. 1. Рост изолятов Venturia inaequalis, характеризующихся разной чувствительностью 
или устойчивостью к одному или нескольким фунгицидам одновременно, при 
различных температурах. Изоляты Джвыс-14-1, РСнм22-18-2 и Мвыс-4 устойчивы  
к 1, 2 и 3 фунгицидам соответственно, изоляты Кл19-54 и Кл19-68-1 обладают исходной 
чувствительностью к фунгицидам

3.2. Оценка роста мицелия при различной концентрации агара в пита-
тельной среде. Концентрация агара, которая обуславливает плотность агаровой 
пластины, влияет на скорость роста мицелия в разных группах (рис. 2).

Рис. 2. Рост изолятов Venturia inaequalis, характеризующихся различной чувствительно-
стью или устойчивостью к одному или нескольким фунгицидам одновременно, в зави-
симости от концентрации агара в питательной среде. Изоляты Джвыс-1, РСнм22-12-3 и 
Мвыс-12 устойчивы к 1, 2 и 3 фунгицидам соответственно, изоляты Кл19-70 и Кл19-54 
обладают исходной чувствительностью к фунгицидам
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Размер изолятов во всех группах при концентрации агара 4% был больше, 
чем при 2%. При этом для изолятов с устойчивостью к фунгицидам размер боль-
ше в среднем на 11%, а для чувствительных – всего на 2% относительно вари-
анта питательной среды с менее плотным гелем. Однако достоверное различие 
наблюдается только в группе 2 (табл. 3).

Табл. 3

Средние значения размера изолятов Venturia inaequalis в группах, различающихся мно-
жественной устойчивостью к фунгицидам, в зависимости от концентрации агара в пита-
тельной среде, мм

Группа по устойчивости 
к фунгицидам

Концентрация агара в питательной среде, %
2 4 6

1 18.6 ± 1.9а 20.8 ± 1.8а 18.7 ± 1.6а

2 17.5 ± 1.0а* 20.1 ± 0.8б* 18.4 ± 1.5а

3 18.1 ± 1.3а 20.2 ± 1.0б 18.7 ± 1.6а

4 (исходная) 15.6 ± 1.3а 16.4 ± 1.1а 17.8 ± 1.4а

Примечание: буквы показывают наличие достоверных различий между средними зна-
чениями размера изолятов в столбцах, а звездочка – между столбцами, по данным апо-
стериорного теста множественных сравнений Данна с учетом поправки Бонферрони 
при р < 0.05.

Размер изолятов при концентрации агара 6% незначительно выше или на-
ходится на одном уровне у всех групп с устойчивостью. Для группы с исходной 
чувствительностью увеличение среднего размера изолятов для самой плотной 
среды выше на 12% относительно предыдущих вариантов сред, но эта разница 
недостоверна.

4. Обсуждение результатов
Это первое исследование по оценке феномена «платы» за приспособлен-

ность для изолятов Venturia inaequalis с множественной устойчивостью к 
фунгицидам трех различных химических классов. Результаты, представлен-
ные в недавних научных публикациях о широком распространении устой-
чивости к фунгицидам в популяциях возбудителя парши яблони в Красно-
дарском крае [6, 7], требуют разработки и внедрения стратегии управления, 
которая может функционально сдержать дальнейшее развитие устойчиво-
сти. Чтобы успешно реализовать эту стратегию и определить ее эффектив-
ность для сдерживания селекции устойчивых штаммов, необходимы знания 
об адаптациях паразитов, поскольку резистентность может сопровождаться 
«платой» за приспособленность, которая влияет на риск нарастания рези-
стентности в отсутствие давления отбора [19, 20]. Таким образом, харак-
теристика устойчивых изолятов с точки зрения приспособленности может 
позволить предсказать поведение популяции патогена [21]. В текущем 
исследовании на основе измерения параметров in vitro паразитарная при-
способленность оценена с точки зрения так называемой прогнозируемой 
приспособленности, которая, возможно, будет проявляться в естественных 
условиях обитания патогена [22].
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Полученные данные показали, что в зависимости от температуры роста изо-
ляты, чувствительные и устойчивые к двум и более фунгицидам, существенно 
различались по своим размерам, но направление этих различий было неодинако-
во. При оптимальной и низкой положительной температуре изоляты с исходной 
чувствительностью имели меньшие размеры, чем устойчивые, т. е. при этих тем-
пературах изоляты с множественной устойчивостью показали большую приспо-
собленность, чем чувствительные. При температуре 27 °C зависимость была об-
ратной, чувствительные изоляты имели в среднем более крупные размеры. Этот 
факт может указывать на наличие прогнозируемой «платы» за приспособлен-
ность у биотипов V. inaequalis с множественной устойчивостью к фунгицидам в 
условиях теплового стресса.

Ранее в исследованиях отечественных ученых оптимальная для роста воз-
будителя парши яблони температура в искусственных условиях была определе-
на в диапазоне от 15 до 22 °С [23–25]. В исследованиях Р.Н. Федоровой сооб-
щалось, что при температуре 12 °С рост изолятов V. inaequalis был ограничен,  
а при 32 °С некоторые географические расы патогена (дальневосточная и саха-
линская) не росли вообще [24]. Для рассматриваемых нами изолятов рост отсут-
ствовал уже при 30 °С.

Изучению феномена «платы» за приспособленность на возбудителе пар-
ши яблони посвящены лишь единичные работы. В работе [13] показано от-
сутствие значимых различий в росте чувствительных и резистентных изоля-
тов на КГА при 19 °С. Группа французских ученых, изучавшая in vitro ряд 
приспособительных характеристик, определяющих способность патогена к 
распространению, показала, что форма V. inaequalis, представлявшая собой 
популяцию из интенсивных садов, имела достоверно большие размеры спор 
и выше уровень споруляции, чем форма возбудителя парши из естественных 
произрастаний дикой яблони Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem. на северных 
склонах Тянь-Шаня [26]. Это свидетельствует о том, что садовая популяция 
патогена имеет более высокий приспособительный потенциал, чем дикая.  
В наших исследованиях в качестве популяции с исходной чувствительностью 
также были использованы изоляты V. inaequalis, выделенные из симптоми-
рованных листьев дикой яблони Malus orientalis, собранных в предгорьях 
Западного Предкавказья. Полученные данные показывают, что дикая популя-
ция характеризуется достоверно более низкой приспособленностью при ро-
сте на среде КГА при оптимальной и низкоположительной субоптимальной 
температуре, чем садовая популяция.

Более обширные исследования «платы» за приспособленность были прове-
дены на других фитопатогенных грибах. Для устойчивых к тебуконазолу, флуди-
оксонилу и ипродиону изолятов Penicillium expansum, возбудителя гнили плодов 
при хранении, выявлено достоверное снижение роста мицелия по сравнению  
с исходными изолятами. При этом изоляты со сниженной чувствительностью  
к ципродинилу не имели нарушений в адаптации [10]. Устойчивые к дикарбок-
симидам изоляты Alternaria brassicicola не имели существенных отличий от 
дикого типа при росте in vitro в оптимальных условиях, в то время как темпе-
ратурный и осмотический стрессы значительно снижали приспособительный 
потенциал устойчивых мутантов [11]. Эти результаты согласуются с выявлен-
ным нами фактом о сниженном росте изолятов V. inaequalis с множественной 
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устойчивостью при тепловом стрессе (рост при 27 °С). В работе [14] показа-
но наличие ограничений в приспособленности устойчивых к флуксапироксаду 
изолятов Botrytis cinerea, возбудителя серой гнили, при росте на агаровой среде 
с добавлением глицерина, но не на среде КДА. При этом у возбудителя гнили 
картофеля Alternaria solani между изолятами дикого типа и резистентными к 
фунгицидам, ингибирующим сукцинатдегидрогеназу и внешние хиноны, in vitro 
не наблюдалось существенных различий в зонах роста мицелия (р = 0.51) [9]. 
В некоторых исследованиях in vivo и in vitro выявлено не столько отсутствие 
различий в приспособленности между чувствительной и устойчивой популяци-
ями, сколько большая приспособленность последней. Так, устойчивые изоляты  
Pyricularia oryzae имеют больший рост мицелия и продукцию спор в лаборатор-
ных условиях и большую патогенность в экспериментах по заражению растений 
в сравнении с чувствительными [12]. Эти наблюдения согласуются с получен-
ными нами результатами о преобладающей приспособленности резистентных 
культур при росте при температуре 6 и 18 °С.

Впервые при анализе прогнозируемой приспособленности фитопатогенов 
использован эксперимент по оценке зоны роста субстратного мицелия в пита-
тельной среде с разной концентрацией агара. Установлено, что увеличение кон-
центрации агара до 4% вызывает усиление роста мицелия V. inaequalis, а при 
увеличении концентрации до 6% рост колонии тормозится и соответствует росту 
колонии в среде с 2%-ным гелем. Однако эта зависимость наблюдается только 
для устойчивых изолятов. Для чувствительных изолятов происходит равномер-
ное усиление роста при увеличении плотности агарового геля. Однозначно пред-
сказать наличие «платы» за приспособленность у устойчивых изолятов не пред-
ставляется возможным, так как отмеченный феномен имеет характер тенденции 
и не подтвержден на уровне значимости р < 0.05.

Ранее среды с различной концентрацией агара в питательной среде ис-
пользовали для выявления значимости в патогенезе меланизированности 
индуцированных гиф у возбудителя дерматомикоза человека и животных  
Wangiella dermatitidis. Показано, что дикий меланизированный биотип лучше про-
никает в среду с более высокой концентрацией агара (2–8%), чем мутантный неме-
ланизированный штамм. Авторы предположили важность биомеханических ха-
рактеристик гиф, определяемых наличием меланина, для проникновения паразита  
в ткани хозяина [27].

Роль меланина на начальных этапах патогенеза V. inaequalis была показана 
в работе [28]. Позже установили более широкое влияние меланина на приспосо-
бительные характеристики патогена. Так, потеря функции продуцировать мела-
нин у меланин-дефицитного мутанта V. inaequalis SW01 приводила к частичной 
утрате жесткости клеточной стенки, снижению агрессивности по отношению к 
растению-хозяину и повышенной уязвимости к некоторым ксенобиотикам. При 
этом лабораторный мутант был способен заражать растение-хозяина и выживать 
в естественных условиях [29].

В некоторых случаях признак роста мицелия in vitro оказался менее инфор-
мативным, чем показатели приспособленности in vivo при оценке эффекта «пла-
ты» у резистентных штаммов фитопатогенов. Изоляты Sclerotinia homoeocarpa, 
вызывающей склеротиниоз газона (долларовая пятнистость), которые имели 
устойчивость к пропиконазолу, существенно не отличались по скорости роста 
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мицелия в лабораторных условиях, но в полевых условиях при исключении из 
системы защиты фунгицида отмечено нарастание доли чувствительных форм 
гриба [30]. С другой стороны, долговременный мониторинг чувствительности 
к стробилуринам V. inaequalis в экспериментальных садах с отсутствием обра-
ботки препаратами с действующими веществами из этого класса фунгицидов  
в течение одного сезона и шести лет показал стабильно высокий уровень устой-
чивых форм патогена [15, 16].

Как отмечают некоторые авторы, оценка феномена «платы» за приспосо-
бленность in vivo является более информативной и чувствительной, чем лабора-
торные эксперименты [31]. Анализ экспериментов, проведенных на бактериях, 
показывает, что индивидуальные различия в степени роста культур in vitro долж-
ны быть более 5% на генерацию, чтобы их можно было обнаружить, тогда как 
конкурентные анализы могут выявить различия в 1% или даже 0.1% в зависимо-
сти от методов обнаружения частот генотипов [32]. 

Полученные в нашем исследовании данные о приспособительных характе-
ристиках изолятов V. inaequalis, устойчивых к фунгицидам из одного или не-
скольких химических классов, имеют важное значение для контроля парши 
яблони в саду. Показано, что изоляты V. inaequalis, устойчивые к бензимидазо-
лам, триазолам и анилинопиримидинам, имеют схожую или даже лучшую па-
разитарную приспособленность по большинству изученных in vitro параметров 
по сравнению с чувствительными изолятами. Это позволяет предположить, что 
устойчивые изоляты могут успешно конкурировать с чувствительными изолята-
ми в полевых условиях. 

Заключение

Впервые для возбудителя парши яблони в экспериментах in vitro была оце-
нена приспособленность его изолятов, отличающихся чувствительностью или 
множественной устойчивостью к фунгицидам, к росту при различной темпе-
ратуре, включающей нижний и верхний пороги субоптимальных значений,  
а также при трех уровнях концентрации агара в питательной среде. Проведен-
ные исследования показали, что за исключением роста мицелия при 27 °С по 
показателям прогнозируемой in vitro приспособленности изоляты V. inaequalis 
со множественной устойчивостью к фунгицидам значимо не отличались от био-
типов с исходной чувствительностью или имели более высокие ее значения. Это 
позволяет предположить, что устойчивые изоляты могут успешно конкуриро-
вать с чувствительными в полевых условиях. Информация о «плате» за приспо-
собленность может играть ключевую роль в определении стратегии дальнейшего 
использования химического препарата для контроля возбудителя парши ябло-
ни при создании антирезистентных программ защиты. Если резистентность не  
связана с «платой» за приспособленность, то соответствующий потерявший  
эффективность фунгицид должен быть исключен из программы защиты и, более 
того, использование его в качестве одного из компонентов в смесевых препара-
тах будет нецелесообразно вследствие развития устойчивости.

Дальнейшие исследования будут посвящены оценке конкуренции с исполь-
зованием смешанных инокулятов изолятов в различных соотношениях. Экспери-
менты по инокуляции in vivo с использованием смесей чувствительных изолятов 
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и изолятов, обладающих устойчивостью к фунгицидам, и определение их доли 
после реизоляции из зараженных растений обеспечат дополнительную оценку 
конкурентоспособности за счет более точного моделирования полевых условий.
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Abstract

The developing resistance of Venturia inaequalis to toxicants commonly used in systemic fungicides 
against apple scab has reduced their effectiveness, causing substantial fruit loss in orchards. To improve 
the situation and manage the resistance, a thorough analysis of the fitness potential among different patho-
gen biotypes, particularly those resistant to fungicides, is needed. In this study, the mycelial growth of 
V. inaequalis isolates with baseline sensitivity and resistance to one or more fungicides was assessed in 
vitro at four temperatures (6, 18, 27, and 30°C) and three agar concentrations in the nutrient medium  
(2, 4, and 6% m/V). Except for the mycelial growth at 27°C, the indicators of fitness predicted in vitro did 
not differ significantly between the V. inaequalis isolates with multiple resistance to fungicides and the 
biotypes with baseline sensitivity.

Keywords: Venturia inaequalis, triazoles, anilinopyrimidines, SDHI, multiple resistance, fitness 
cost, baseline isolates, mycelial growth, heat stress, agar concentration, nutrient medium
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Figure captions

Fig. 1. Growth of the Venturia inaequalis isolates with varying sensitivity or resistance to one or more 
fungicides simultaneously at different temperatures. The Jvys-14-1, RSnm22-18-2, and Mvys-4  
isolates are resistant to one, two, and three fungicides, respectively; the Kl19-54 and Kl19-68-1 iso-
lates have baseline sensitivity to fungicides.

Fig.  2. Growth of the Venturia inaequalis isolates with varying sensitivity or resistance to one or more  
fungicides simultaneously, depending on the concentration of agar in the nutrient medium. The Jvys-1,  
RSnm22-12-3, and Mvys-12 isolates are resistant to one, two, and three fungicides, respectively;  
the Kl19-70 and Kl19-54 isolates have baseline sensitivity to fungicides.
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Аннотация

Центром метаболических реакций в организме животных является печень, которая 
также функционирует как «периферийный интегратор» энергетической потребности ор-
ганизма. Этот орган характеризуется высоким регенераторным потенциалом, который 
поддерживается за счет пролиферации гепатоцитов, а также гемопоэтических и регио-
нальных прогениторных клеток-предшественников печени (LPC). В связи с этим насто-
ящее исследование посвящено изучению роли клеток-предшественников в регенерации 
печени амфибий вида Rana terrestris в условиях физиологической нормы в постэмбри-
огенезе. Анализ внутрипеченочных и гемопоэтических маркеров методами иммуноги-
стохимии и проточной цитофлуориметрии показал, что на первый год постэмбриогенеза 
процессы регенерации печени в равной степени осуществляются за счет клеток-пред-
шественников с иммунофенотипом СК19+ (внутрипеченочные клетки-предшественни-
ки), а также CD34+CD45+ (популяция гемопоэтических клеток-предшественников) и 
CD34+CD45– (популяция гемангиобластов). На второй и третий год постэмбриогенеза ос-
новным источником регенерации печени являются СК19+-позитивные клетки и в мень-
шей мере гемопоэтические источники с иммунофенотипом CD34+CD45–. Полученные 
данные во многом определяются средой обитания амфибий, терморегуляцией, а также 
завершением процессов морфогенеза на третий год постэмбриогенеза. Печень остается 
на изучаемые сроки постэмбриогенеза органом гемопоэза.

Ключевые слова: печень, стволовый потенциал, гемопоэтические клетки-предше-
ственники, региональные прогениторные клетки-предшественники, регенерация, амфи-
бии, постэмбриогенез, иммунофенотипирование, иммуногистохимия.

Введение

Печень – полифункциональный орган, центр метаболических реакций, 
который также действует как «периферийный интегратор» энергетической 
потребности организма, обеспечивает процессы детоксикации и поддержа-
ние гомеостаза организма в целом [1–7]. Он развивается как иммунокомпе-
тентный орган кроветворения как в эмбриогенезе, так и в постэмбриогенезе у  
амфибий [8–11].
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Филогенетические отношения среди семейств ныне живущих земново-
дных составляют основу анализа их происхождения и классификации. Совре-
менные исследования в основном сосредоточены на изучении биоразнообразия 
или эволюции. Исследованиям, в которых рассматривается филогенез печени 
позвоночных [12], уделяется недостаточное внимание, тогда как филогенетиче-
ское исследование печени земноводных может служить оптимальной моделью 
изучения онтогенеза органа позвоночных [13]. Актуальными являются такие 
аспекты анализа этого органа, как гистотопография с позиции взаимодействия 
гепатоцитарно-синусоидальных структур, что особенно интересно для отряда  
амфибий [13, 14], а также источников регенерации.

Печень является органом с высоким регенераторным потенциалом, причем в 
ряду земноводных отмечены уникальные механизмы восстановления по сравне-
нию с другими позвоночными [5, 6, 15, 16]. Регенерация печени поддерживается 
за счет пролиферации гепатоцитов (первый режим регенерации) и клеток-пред-
шественников печени – стволовых гемопоэтических и региональных прогени-
торных клеток – LPC (второй, альтернативный режим) [17–19]. В связи с этим 
актуально изучение источников происхождения, активации и роли LPC в процес-
сах физиологической регенерации [5, 20, 21].

LPC называют по-разному – овальными клетками из-за большого отноше-
ния ядер к цитоплазме и овальной формы ядер, печеночными клетками-пред-
шественниками, стволовыми клетками печени, протоковыми клетками, так 
как они располагаются в каналах Геринга [22–27]. Когда первичный режим 
регенерации работает неэффективно, активация второго режима регенерации 
запускает дедифференцировку клеток-предшественников в гепатоциты. Так-
же известно, что в случаях, когда не реализуются оба режима регенерации, 
гепатоциты и холангиоциты функционируют как факультативные стволовые 
клетки и трансдифференцируются друг в друга для восстановления структуры 
печени. Так, в частности, отмечено, что СК19-позитивные клетки порталь-
ных зон мигрируют по соединительнотканным септам и дифференцируются 
в клетки двух линий: холангиоциты, формирующие междольковые желчные 
протоки, и гепатоциты [16, 28]. Происхождение LPC из билиарных эпите-
лиальных клеток подтверждено в различных моделях повреждения печени  
[29, 30]. Показано, что билиарные эпителиальные клетки дедифференцируют-
ся в LPC, а LPC могут дифференцироваться в гепатоциты, популяция которых 
по окончании регенерации печени вновь дифференцируется в LPC. Данные 
механизмы, выявленные в печени человека, подтверждаются исследования-
ми на мышах и рыбках данио [31–34]. В некоторых исследованиях [35–37] 
рассмотрено предположение, что звездчатые клетки (клетки Ито) печени 
являются источником LPC и регенерированных гепатоцитов. Другие иссле-
дования по отслеживанию клонов не показали превращения звездчатых кле-
ток печени в LPC или гепатоциты при множественных повреждениях пече-
ни, что повышает неопределенность в отношении звездчатых клеток печени  
как источника LPC [35–37].

Взаимодействия клеток-предшественников печени с микроокружением 
обеспечиваются паракринными механизмами. Несмотря на то, что в настоящее 
время ни одно антитело не может однозначно определять клетки-предшествен-
ники печени, предложены несколько маркеров. LPС экспрессируют как маркеры 
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гепатоцитов (CK8, CK18, альбумин, Ov6) [38], так и маркеры билиарных эпи-
телиальных клеток (CK7, CK19, EpCAM и SOX9). В зависимости от условий 
повреждения LPC также экспрессируют гепатобластный маркер α-фетопротеин, 
гематопоэтические маркеры (CD34, CD90, CD133, c-Kit, CXCR4 и Sca1 [39]), 
маркеры мезенхимальных стволовых/стромальных клеток (CD29, CD44, CD73, 
CD90, HLA-класса I и др. [40]), маркеры гемопоэтических/эндотелиальных кле-
ток (CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79β, CD117, CD133, CD144 и 
HLA-DR [19]). Различная экспрессия этих маркеров в LPC отражает их гетеро-
генную природу [41–44].

В связи с этим цель настоящего исследования заключается в анализе топо-
графического распределения клеток-предшественников печени с определением 
числа клеток с иммунофенотипом стволовых гемопоэтических и региональных 
прогениторных клеток-предшественников печени амфибий вида Rana terrestris 
как источников регенерации в постэмбриогенезе.

1. Материалы и методики исследования
1.1. Объекты исследования. Исследование проводили на 90 особях – сам-

цах амфибий вида Rana terrestris первого (0+, сеголетки), второго (1+) и третьего 
года (2+) постэмбриогенеза, по 30 особей на каждый период постэмбриогене-
за, в летний период. Амфибии выращивались в зоологическом музее Томского 
государственного университета. На каждый срок постэмбриогенеза проводили 
забор 30 образцов печени. Масса амфибий в эксперименте на первый год по-
стэмбрионального развития составила 2.3 г, на второй год – 4.7 г, на третий год – 
18.7 г. Возраст определяли по размерам тела: до 25 см – сеголетки (первый год),  
2.7–5.0 см – двухлетки, 6.0–6.4 см – трехлетки.

1.2. Гистологические исследования. Для анализа гистотопографии образ-
цы печени фиксировали в 10%-ном нейтральном буферном растворе формалина, 
изготавливали серийные срезы с окраской гематоксилин-эозин по стандартной 
методике [45].

1.3. Анализ внутрипеченочных и гемопоэтических маркеров проводили 
методами иммуногистохимии и проточной цитофлуориметрии. Для исследова-
ния экспрессии маркеров прогениторных клеток печени и стволовых гемопоэ-
тических клеток использовали антитела к CK19 как маркеры овальных клеток 
(внутрипеченочные протоковые структуры в области канала Геринга) и CD34 
и CD45 как маркеры гемопоэтических стволовых клеток/предшественников со-
гласно оптимизированному в лаборатории протоколу.

1.3.1. Иммуногистохимическое исследование срезов печени. Антиге-
ны CD34 (Invitrogen, США) и CK19 (Abcam, Великобритания) при иммуно-
гистохимическом анализе выявляли после предварительного демаскирования 
методом HIAR (Heat-induced antigen retrieval). После депарафинирования и 
дегидратации гистологические срезы печени инкубировали с первичными, 
далее с биотинилированными вторичными антителами (Link, ПраймБио-
Мед LSAB+Kit Peroxidase), затем промывали и инкубировали со стрептави-
дином, конъюгированным с пероксидазой хрена (Streptavidin, ПраймБиоМед 
LSAB+Kit Peroxidase). В качестве субстрата пероксидазной реакции исполь-
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зовали раствор аминоэтилкарбазола и пероксида водорода. Морфологический 
анализ гистологических препаратов проводили с использованием светового 
микроскопа AxioImagerA1 (Carl Zeiss, Германия), а документацию и морфо-
логическую обработку гистологических срезов – после оцифровки на скани-
рующем микроскопе Pannoramic SCAN (3DHISTECH, Венгрия) с помощью 
программного обеспечения ZEN (Carl Zeiss, Германия) с использованием тех-
нологии полнослайдовых изображений.

1.3.2. Исследование маркеров методом проточной цитофлуориметрии. 
Для исследования экспрессии маркеров использовали моноклональные антите-
ла к CK19, CD34 и CD45 (Beckman Coulter, США). Иммунофенотипирование 
проводили на проточном цитофлуориметре (Partec CyFlow Space, Германия). 
Гистограммы анализировали с использованием программного обеспечения 
FloMax (Германия). В работе были использованы два источника излучения 
одновременно – синий лазер 488 нм и красный лазер 638 нм, а также 4 цвета  
(FL1–FL3 + FL4).

1.4. Статистическую обработку полученных данных проводили с исполь-
зованием пакета программного обеспечения Prism 8.0.1 (Graphpad, США). Для 
установления нормальности распределения данных использовали метод Шапи-
ро – Уилка, поскольку распределение данных является нормальным, то для ста-
тистической обработки данных были использованы параметрические методы. 
На начальном этапе анализа полученных количественных данных использовали 
методы описательной статистики. Для каждой выборки рассчитывали среднее 
значение (Mean) и среднеквадратичное отклонение (SD). Статистическую значи-
мость различий значений оценивали по критериям параметрической статисти-
ки: для сравнения двух независимых групп применялся t-критерий Уэлча, для 
сравнения нескольких групп – ANOVA-тест Уэлча, для выявления степени со-
пряженности исследуемых показателей – корреляционный анализ Спирмена (r). 
При проверке статистических гипотез достоверными считались различия при 
критических уровнях значимости: * – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001, 
**** – р < 0.0001.

2. Результаты и обсуждение
Эволюционные траектории морфогенетических процессов определяют фор-

мирование нового фенотипа органа относительно среды обитания [46]. При этом 
гистологические критерии широко используются в качестве биомаркеров [9, 46]. 
Эта категория биомаркеров позволяет исследовать конкретные органы-мише-
ни, в том числе печень, отвечающие за жизненно важные функции и гомеостаз 
организма в целом в период эмбрионального развития, метаморфоза и постэм-
бриогенеза [1, 13], демонстрируя возможную гистологическую эволюционную 
тенденцию внутри подтипа позвоночных [48].

В ходе проведенных исследований отмечены гистотопографические 
особенности в организации печеночной ткани, которые оказывают влияние 
на функционирование печени амфибий вида Rana terrestris как организма 
с эктотермной терморегуляцией, функционирующего в условиях понижен-
ного парциального давления O2 в крови, со сформированными в ходе эво-
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люции адаптациями к быстрой реоксигенации, а также большим размером 
генома. Концентрация O2 может быть ограничивающим фактором для кле-
ток большого размера, таких, например, как гепатоциты у организмов с 
водной средой обитания по сравнению с организмами с наземной средой  
обитания [49]. Учитывая, что метаболическая активность является важным 
фактором успешности адаптации позвоночных к среде обитания, такая есте-
ственная физиологическая адаптация, когда гипоксическое состояние резко 
сменяется гипероксическим вследствие реоксигенации [50, 51], поддержи-
вается за счет катаболизма липидов в качестве источников энергии. Низкая 
активность работы Na+/K+-насосов у эктотермных животных определяет и 
более низкий уровень аэробного энергетического обмена, а также модифика-
цию ферментов. В свою очередь, модификация ферментов аэробного энерге-
тического обмена определяет снижение его кинетических свойств в ответ на 
гипоксию, тогда как степень метаболической депрессии определяется биоло-
гической зрелостью гепатоцитов [52].

Установлено, что от первого к третьему году постэмбриогенеза большая 
часть паренхимы представлена паренхимными (гепатоцитами) и непаренхим-
ными клетками. Бóльшая часть гепатоцитов не вступает в непосредственный 
контакт с сосудистым руслом, что ограничивает их доступ к поступлению 
кислорода, питательных веществ и, таким образом, влияет на метаболические 
показатели и функционирование органа в целом [4]. В свою очередь, низкая 
скорость метаболизма ослабляет селективное давление на метаболическую 
функцию органа без негативного влияния на адаптацию организма в целом. 
Это определило в ходе эволюции увеличение размера гепатоцитов за счет уве-
личения размера генома [46]. Так, известна положительная корреляция между 
размером генома и размером клетки в результате полиплоидизации [4, 53–56], 
что проявляется в развитии гипометаболизма, удлинении клеточного цикла, 
снижении скорости дифференцировки клеток. Учитывая, что размер генома 
коррелирует с уменьшением числа сосудистых структур, морфогенез обеспе-
чивается за счет взаимодействий между меньшим количеством более крупных 
клеток [57].

Структурной и функциональной единицей печени амфибий вида  
Rana terrestris является ацинус (рис. 1–3), что согласуется с литературными 
данными [9, 48, 58]. Портальные тракты (перипортальная, афферентная зона) 
включают ветви воротной вены и печеночной артерии, желчные протоки и 
лимфатические сосуды, которые окружены соединительной тканью (глиас-
совая капсула). Отличительной особенностью является то, что печеночные 
артериолы и желчные протоки могут располагаться как в составе портально-
го тракта – портально-трактовый тип, так и отдельно в паренхиме – изоли-
рованный тип (рис. 2, б). Эти отличия от гистотопографии млекопитающих 
объясняются особенностями метаболической активности, которые сформи-
ровались в ходе эволюции, носят адаптивный характер и являются примером 
избирательной специализации органа [46, 48]. Выделяют также область цен-
тральной вены (перивенулярная зона, эфферентная). В пределах центролобу-
лярной, или промежуточной, зоны печеночного ацинуса отмечаются гемопо-
этические узелки (рис. 2, б).
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Рис. 1. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Сеголетки. Окраска 
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры (а), меланомакрофагальные цен-
тры в области портального тракта (б). Увеличение 200×

Рис. 2. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Двухлетки. Окраска 
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры в области центральной вены (а), 
изолированный желчный проток с гемопоэтическими клетками (б). Увеличение 200×

Рис. 3. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Двухлетки. Окраска ге-
матоксилин-эозин. Область портального тракта с гемопоэтическими клетками, (а и б), 
субкапсулярная зона с гемопоэтическими клетками (в). Увеличение 200×

Как видно из рис. 1–4, гепатоциты имеют неправильную форму, пяти- или 
шестигранную, с расширенной базальной частью и суженной апикальной, что 
делает их похожими на усеченные пирамиды. Ядра гепатоцитов с одним или 
двумя ядрышками, цитоплазма с признаками жировой вакуолизации. Большое 
количество липидов рассматривается как альтернативный источник глюконео-
генеза, а также является адаптивной структурной модификацией, которая в ходе 
эволюции позволила расширить адаптивную зону амфибий в связи с переходом 
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с водной к наземной среде обитания [48, 59]. К третьему году цитоплазма гепа-
тоцитов становится обильно зернистой (рис. 4).

Рис. 4. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Трехлетки. Окраска  
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры и полнокровная центральная вена 
с эритроцитами. Увеличение 200×

На первый год постэмбриогенеза (рис. 1) паренхима печени амфибий 
вида Rana terrestris в большей части организована гепатоцитами в виде труб-
чатых структур. На второй год наряду с трубчатыми отмечаются короткие 
структуры в два ряда гепатоцитов и трабекулы. На третий год наблюдается 
гистотопография паренхимы печени комбинированного типа (рис. 4). Про-
свет синусоидных капилляров (емкостное звено) формирует различного рода 
петли (вазо- и цитозональные [13]), либо наблюдаются узкие и короткие из-
витые капилляры. В просвете отдельных синусоидных капилляров, а также 
в области сосудов портальных трактов отмечаются многочисленные гемо-
поэтические клетки, что также соответствует литературным данным [13]. 
В просвете сосудов венозного звена отмечаются эритроциты в умеренном 
количестве (рис.  4). Таким образом, полученная нами гистотопография пе-
чени амфибий вида Rana terrestris близка к организации паренхимы печени 
млекопитающих [13, 52, 60] и отличается от таковой для рыб [13, 52, 60]. 
Трабекулярное расположение гепатоцитов толщиной от одной до двух клеток  
(рис. 1, 2, 4) увеличивает площадь поверхности каждого гепатоцита, находя-
щегося в контакте с циркулирующей кровью [46].

В ходе проведенных исследований амфибий вида Rana terrestris выяв-
лены особенности взаимосвязи гистотопографии печени и кроветворной 
ткани. Так, в первый год постэмбриогенеза в печени отмечено скопление 
гемопоэтических клеток в области портальных трактов и в субкапсулярной 
области, а также гемопоэтических узелков во второй зоне ацинуса (рис. 3), 
что соответствует данным других исследований [13]. Таким образом, эти 
области можно охарактеризовать как ниши/«почки» остаточного гемопоэза, 
в которых локализованы гистиоцитарная и эритробластная популяции кле-
ток крови, а также присутствуют лимфоцитарные и гранулоцитарные пред-
шественники. Несмотря на то, что в постэмбриогенезе основным органом 
кроветворения является красный костный мозг, выявленная нами остаточная 
активность гемопоэза с первого по третий год постэмбриогенеза [6] носит 



РОЛЬ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ ПЕЧЕНИ АМФИБИЙ… 45

адаптивный характер. И если у млекопитающих кроветворение происходит 
в красном костном мозге и лимфоидных органах, а коммитированные миело-
идные предшественники далее дифференцируются в клетки с мегакариоци-
тарно-эритроидным или гранулоцитарно-макрофагальным потенциалом, то 
у амфибий периферическая часть печени (субкапсулярная) функционирует 
как основное место кроветворения и содержит мегакариоцитарно-эритроид-
ный росток, а клетки гранулоцитарно-макрофагального ростка локализова-
ны в костном мозге [8–10, 61].

Синусоидные капилляры выстланы эндотелиальными клетками и клетками 
Купфера. Эндотелиальные клетки печени обеспечивают регуляцию венозного и 
артериального кровотока. С током крови в печень поступают сигнальные мо-
лекулы, которые также обеспечивают реализацию процессов физиологической 
регенерации [62]. Как видно из рис. 1–4, на всех сроках постэмбриогенеза от-
мечается большое количество клеток Купфера в виде популяций как одиночно 
лежащих меланомакрофагов, так и меланомакрофагов, собранных в меланома-
крофагальные центры. Меланомакрофаги и связанные с ними клетки Купфера, 
которые содержат меланин, липофусцин и гемосидерин, действуют как фагоци-
ты, а также обеспечивают распознавание антигена, определяя течение иммун-
ных реакций в печени, связанных как с врожденными, так и со специфическими 
адаптивными иммунными механизмами [6, 63–65]. Большое количество мела-
номакрофагов, по-видимому, связано также с первичным меланогенезом [60] и 
утилизацией разрушенных эритроцитов [66]. Меланин способен поглощать и 
нейтрализовывать свободные радикалы и другие ксенобиотики [65]. Отмеченное 
большое количество меланомакрофагов поддерживается пролиферацией кле-
ток Купфера, которая, в свою очередь, сопряжена с CD11b+-моноцитами крови. 
Кроме того, клетки Купфера паракринно посредством продукции IL-6, фактора 
некроза опухоли и трансформирующих факторов роста бета-1 и альфа обеспе-
чивают регенерацию печени. При этом терминальная дифференцировка клеток 
обеспечивается сигналами от звездчатых клеток печени, гепатоцитов и эндоте-
лиальных клеток [67].

Органогенез, в отличие от регенерации, реализуется в период эмбриональ-
ного развития посредством сложных процессов, включающих формирование 
зачатка органа, который возникает из стволовых клеток, и последующий мор-
фогенез, определяющий уникальную морфологию и функции органа [68].  
В свою очередь, морфогенез в онтогенезе обусловлен рядом скоординирован-
ных биохимических и морфогенетических процессов, в том числе регулируемой 
клеточной пролиферацией, миграцией клеток и цитодифференцировкой. Цито-
коммуникации клеток органа обеспечивают передачу позиционной и детерми-
нированной информации друг другу, обеспечивая индукцию образования тканей 
и органогенез [69].

Уникальная регенеративная способность печени обеспечивает поддержание 
гомеостаза организма в ряду от рыб до млекопитающих [70]. Печень является 
единственным органом, который использует регенеративные механизмы для 
обеспечения гепатостата, т. е. поддержания размера печени на уровне 100% от 
того, который необходим для гомеостаза [62]. Регенерация печени млекопитаю-
щих реализуется по пути компенсаторной гипертрофии, при которой объем ор-
гана увеличивается за счет гипертрофии и гиперплазии [71, 72]. Клеточные и мо-



Е.И. АНТОНОВА и др.46

лекулярные механизмы, лежащие в основе компенсаторной гипертрофии, также 
отмечаются в процессах регенерации печени у амфибий, которая представляет 
собой сложный процесс с участием эндотелиальных клеток, стволовых гемопо-
этических клеток, внутрипеченочных клеток-предшественников и регулируется 
сетью цитокинов, включая фактор роста гепатоцитов, эпидермальный фактор 
роста, фактор некроза опухоли, фактор роста эндотелия сосудов, Wnt/β-катенин 
и трансформирующий фактор роста бета-1 [62].

Исследование экспрессии маркеров стволовых гемопоэтических и региональ-
ных клетокпредшественников с иммунофенотипом CD34+CD45+, CD34+CD45–  
и CК19+ методом проточной цитофлуориметрии представлено на рис. 5.

Проведенные исследования по определению роли стволового потенциала в 
физиологической регенерации печени амфибий вида Rana terrestris на первый, 
второй и третий год постэмбриогенеза методом проточной цитофлуориметрии 
выявили особенности в соотношении и роли гемопоэтических и внутрипеченоч-
ных стволовых клеток (табл. 1).

Табл. 1

Динамика показателей маркеров стволовых гемопоэтических и региональных 
клетокпредшественников на первый, второй и третий год постэмбриогенеза амфибий 
вида Rana terrestris

Маркеры
Число клеток в 1 мл

Сеголетки Двухлетки Трехлетки

CD34+CD45+ 4283 ± 2156 3092 ± 1553
p1 = 0.053

1500 ± 279
p2 = 0.0002**, p3 < 0.0001***

CD34+CD45– 5506 ± 1374 5871 ± 3483
p1 = 0.67

4954 ± 1785
p2 = 0.30, p3 = 0.28

СК19+ 5536 ± 1568 6836 ± 2860
p1 = 0.09

9780 ± 3393
p2 = 0.005*, p3 < 0.0001***

Примечание: p1 – уровень статистической значимости различий между первым и вто-
рым годом; р2 – между вторым и третьим годом; р3 – между первым и третьим годом. 
* – p < 0.01, ** – p < 0.001, *** – p < 0.0001.

С помощью параметрического ANOVA-теста Уэлча (W) проведено срав-
нение средних значений в каждой исследуемой группе относительно анали-
зируемых маркеров. Выявлено (табл. 1), что количество CD34+CD45+-пози-
тивных клеток статистически значимо отличается на анализируемых сроках 
постэмбриогенеза (W  =  25.36, p  <  0.0001). Сравнительный анализ динамики 
данного показателя выявил стойкое снижение от первого к третьему периоду 
постэмбриогенеза. Так, в частности, уменьшение числа CD34+CD45+-позитив-
ных клеток от первого года к третьему составляет 65% (2783 ± 486 клеток/мл, 
p < 0.0001), на второй год – на 28% (1191 ± 594 клеток/мл, p = 0.06) по сравне-
нию с первым годом и на третий год – на 51% (1592 ± 353 клеток/мл, p = 0.002) 
по сравнению со вторым годом.
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Рис. 5. Динамика числа клеток-маркеров стволовых гемопоэтических и региональных 
клетокпредшественников с иммунофенотипом CD34+CD45+, CD34+CD45– и CК19+ на 
первый (а), второй (б) и третий (в) год постэмбриогенеза в печени амфибий вида Rana 
terrestris по данным проточной цитофлуориметрии

Различия в количестве CD34+CD45–-позитивных клеток для рассматрива-
емых сроков постэмбриогенеза не достигают статистически значимого уров-
ня (W = 0.83, p = 0.44). С первого по третий год постэмбриогенеза количество 
CD34+CD45–-клеток снижается на 10% (p  =  0.28). На второй год количество 
CD34+CD45–-клеток увеличивается на 7% (p  =  0.67) по сравнению с первым 
годом, а к третьему году снижается на 16% по сравнению со вторым годом 
(p = 0.30).
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Количество CК19+-клеток статистически значимо отличается на анализиру-
емых сроках постэмбриогенеза (W = 12.93, p < 0.0001). Сравнительный анализ 
динамики данного показателя выявил стойкое увеличение от первого к треть-
ему периоду постэмбриогенеза. Так, в частности, увеличение числа CК19+-по-
зитивных клеток от первого к третьему году постэмбриогенеза составляет 77% 
(4243 ± 836 клеток/мл, p < 0.0001), на второй год – на 23% (1300 ± 729 клеток/мл,  
p  =0.09) по сравнению с первым годом и на третий год – на 43%  
(2944 ± 992 клеток/мл, p = 0.005) по сравнению со вторым годом.

Количество СК19+-позитивных клеток в печени сеголеток (рис. 5, а) амфибий 
вида Rana terrestris на 23% больше, чем число CD34+CD45+-позитивных клеток 
(1254 ± 596 клеток/мл, p = 0.04) и примерно равно количеству CD34+CD45–-по-
зитивных клеток (р  =  0.95). Количество CD34+CD45+-позитивных клеток на 
22% меньше, чем число CD34+CD45–-позитивных клеток (1224 ± 572 клеток/мл, 
p = 0.04). Соотношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и СК19+-позитивных клеток 
в печени сеголеток составляет 0.8 : 1 : 1 соответственно.

Количество СК19+-позитивных клеток в печени амфибий вида Rana terrestris 
на второй год постэмбриогенеза (рис. 5, б) на 55% больше числа CD34+CD45+-по-
зитивных клеток (3744 ± 728 клеток/мл, p < 0.0001) и примерно равно количе-
ству CD34+CD45–-позитивных клеток (р=  0.34). Количество CD34+CD45+-по-
зитивных клеток меньше числа CD34+CD45–-позитивных клеток на 47%  
(2779 ± 853 клеток/мл, p = 0.003). Соотношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и 
СК19+-позитивных клеток на второй год постэмбриогенеза составляет 0.5 : 0.9 : 1 
соответственно. Таким образом, на второй год постэмбриогенеза сохраняется 
общая тенденция увеличения количества СК19+-позитивных клеток относитель-
но числа CD34+CD45+-позитивных клеток и примерно одинаковое количество 
СК19+- и CD34+CD45–-позитивных клеток. Увеличение доли СК19+-позитивных 
клеток отмечается на фоне снижения доли CD34+CD45+-позитивных клеток в 
сравнении с первым годом постэмбриогенеза.

На третий год постэмбриогенеза (рис. 5, в) по данным проточной цито-
флуориметрии количество СК19+-позитивных клеток на 85% больше количе-
ства CD34+CD45+-позитивных клеток (8280  ±  761 клеток/мл, p  <  0.0001) и на 
49% – CD34+CD45–-позитивных клеток (4825  ±  857  клеток/мл, p  <  0.0001).  
В свою очередь, число CD34+CD45+-позитивных клеток на 70% меньше чис-
ла CD34+CD45–-позитивных клеток (3454  ±  404 клеток/мл, p  <  0.0001). Соот-
ношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и СК19+-позитивных клеток составляет 
0.2 : 0.5 : 1 соответственно. Таким образом, на третий год постэмбриогенеза со-
храняется общая тенденция увеличения количества СК19+-позитивных клеток 
по сравнению с количеством CD34+CD45+-позитивных клеток, которая выявлена 
на первый и второй год постэмбриогенеза. Однако отличительной особенностью 
является резкое снижение числа CD34+CD45+-позитивных клеток с выраженным 
увеличением числа СК19+-позитивных клеток.

Корреляционный анализ исследуемых маркеров в разные периоды постэм-
бриогенеза (рис. 6) выявил, что количество гемопоэтических стволовых клеток с 
иммунофенотипом CD34+CD45+ проявляет положительную сопряженность с ко-
личеством гемопоэтических стволовых клеток с иммунофенотипом CD34+CD45– 
(r = 0.653, p = 0.002) на второй год постэмбриогенеза, а также с количеством 
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прогениторных клеток-предшественников печени с иммунофенотипом СК19+ 
(r = 0.563, p = 0.010) на третий год. Кроме того, количество клеток с иммунофе-
нотипом СК19+ положительно сопряжено с количеством клеток с иммунофено-
типом CD34+CD45– (r = 0.652, p = 0.002) на второй год постэмбриогенеза.

Рис. 6. Корреляция между CD34+CD45+, CD34+CD45– и СК19+ в разные периоды 
постэмбриогенеза в печени амфибий вида Rana terrestris. r – коэффициент ранговой 
корреляции. Статистически значимыми считались данные при *p < 0.05 и **p < 0.01

Определенные зоны локализации CD34-позитивных и СК19-позитивных 
клеток иммуногистохимически не выявлены. Данные популяции клеток от-
мечаются в области портального тракта, в области гемопоэтических остров-
ков, по ходу синусоидных капилляров в области субкапсулярной зоны (рис. 
7). Последние исследования демонстрируют, что все гепатоциты во всех зо-
нах ацинуса участвуют в медленной пролиферации гепатоцитов, которая свя-
зана с поддержанием массы печени в условиях физиологической нормы. Из-
бирательная регенеративная пролиферация, исходящая из перипортальных 
областей, отсутствует. Таким образом, можно говорить о «демократической» 
роли равного участия всех гепатоцитов в поддержании физиологического 
состояния органа и в процессах физиологической регенерации. Когда гепа-
тоциты вступают в хроническую компенсаторную пролиферацию, типично 
полиплоидные гепатоциты постепенно возвращаются в основном к диплоид-
ному статусу [60].

Гемопоэтические стволовые клетки и стволовые/прогениторные клетки 
играют ключевую роль в развитии печени [5, 40, 44, 73]. Выявленное в ходе 
исследований стойкое снижение числа CD34+CD45+-позитивных гемопоэти-
ческих стволовых клеток от первого к третьему году постэмбриогенеза на 
фоне обратной тенденции увеличения числа СК19+-позитивных клеток как 
внутрипеченочных предшественников гепатоцитов отражает роль стволового 
потенциала в механизмах клеточной регенерации печени в постэмбриональном 
развитии.
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Рис. 7. Печень амфибий вида Rana terrestris. Окраска CD34+-клетки: а–г – сеголет-
ки (области гемопоэтических островков (а-в) и центральной вены (г)); д – двухлетки;  
е – трехлетки, увеличение 200×; ж – трехлетки, окраска СК19+-клетки в области цен-
тральной вены, увеличение 100×

Известно, что СК19 является маркером овальных клеток (LPC, putative 
hepatic stem cells, региональные прогениторные клетки). LРC экспрессируют 
факторы транскрипции гепатоцитов и холангиоцитов [16, 28, 40, 44, 74, 75], т. е. 
функционируют как бипотенциальные клетки-предшественники [16, 43, 76, 77].  
LPC являются остатками эмбриональной протоковой пластинки и считаются 
«гибридными» клетками [78, 79]. Существуют убедительные доказательства 
происхождения клеток-предшественников из билиарных эпителиальных клеток  
[5, 30, 32, 80, 81], которые разрастаются из портальных триад и постепенно 
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трансформируются в малые и зрелые гепатоциты [25, 82, 83]. Исследования по-
казали, что описанные выше механизмы второго режима регенерации печени, 
которые запускаются у млекопитающих в условиях повреждения печени, у ам-
фибий вида Rana terrestris протекают в условиях физиологической регенерации. 
По литературным данным локализация СК19-клеток в основном отмечается в 
области портального тракта и связана с экспрессией трансформирующего фак-
тора роста бета-1 [67]. В более позднем исследовании [84] физиологическая 
регенерация гепатоцитов обнаружена рядом с центральной веной, где сигналы 
Wnt от эндотелиальных клеток центральной вены обеспечивают преимущество 
пролиферации соседних гепатоцитов. В нашем исследовании СК19+-позитивные 
клетки рассредоточены в пределах всех зон ацинуса.

Участие билиарных клеток в альтернативных путях регенерации во многом 
определяется Yes-ассоциированным белком 1 и его взаимодействием с желчны-
ми кислотами [85, 86]. «Почки» клеток-предшественников, происходящих из хо-
лангиоцитов, служат сайтами для дальнейшей продукции гепатоцитов [87, 88].  
При этом СК19+-позитивные клетки отрицательны в отношении гематопоэти-
ческих маркеров CD34 и CD45 [19, 89]. Выявленное нами увеличение числа 
СК19+-позитивных клеток отражает формирование в постэмбриогенезе пула 
внутрипеченочных предшественников как источника процессов трансдифферен-
цировки «протоковых гепатоцитов».

В печени сеголеток амфибий вида Rana terrestris отмечено примерно 
равное соотношение числа позитивных клеток с иммунофенотипом СК19+, 
CD34+CD45+ и CD34+CD45–. На второй и третий год постэмбриогенеза отмечено 
значительное снижение числа CD34+CD45+-позитивных клеток, тогда как число 
CD34+CD45–-позитивных клеток остается на уровне первого года постэмбрио-
генеза (несмотря на отсутствие значимых показателей). Данная динамика отра-
жает большую роль гемопоэтических стволовых клеток, которую они играют в 
механизмах физиологической регенерации печени амфибий вида Rana terrestris. 
Известно, что клеточная популяция с иммунофенотипом CD34+CD45– относится 
к популяции гемангиобластов, а CD34+CD45+ – к популяции гемопоэтических 
клеток-предшественников. Антиген CD34 экспрессируется практически всеми 
гематопоэтическими клетками-предшественниками, в том числе мультипотент-
ными стволовыми клетками, тогда как антиген CD45 экспрессируется всеми 
типами гематопоэтических клеток, за исключением зрелых эритроцитов и их 
непосредственных предшественников [28, 42–44]. Эти антитела не обнаружива-
ются в дифференцированных негематопоэтических тканях. Следовательно, вы-
явленные в паренхиме печени гемопоэтические зоны (островки в паренхиме, в 
области портального тракта и в области субкапсулярной зоны) являются зонами 
гемопоэза в исследуемые периоды постэмбриогенеза, что согласуется с литера-
турными данными [8–10, 61]. В свою очередь CD34-позитивные клетки могут 
быть источником билиарного эпителия, а выявленная нами «демократическая» 
локализация стволовых клеток по всем зонам ацинуса подразумевает, что они 
повсеместно присутствуют в печени [90].

Таким образом, роль стволового потенциала в реализации физиологической 
регенерации печени амфибий вида Rana terrestris на первый год постэмбрио-
генеза проявляется в равномерном участии как региональных прогениторных 
клеток-предшественников печени с иммунофенотипом СК19+, так и гемопо-
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этических стволовых клеток-предшественников гепатоцитов CD34+CD45+ и 
CD34+CD45–. На второй год отмечено уменьшение доли гемопоэтических ство-
ловых клеток-предшественников гепатоцитов с иммунофенотипом CD34+CD45+ 
на фоне увеличения числа клеток с иммунофенотипом СК19+. На третий год ос-
новным источником поддержания гепатостата печени со стороны клеток-пред-
шественников являются СК19+клетки, т.  е. региональные предшественники, и 
в меньшей мере гемопоэтические стволовые клетки – гемангиобласты с имму-
нофенотипом CD34+CD45–. Полученные данные во многом определяются сре-
дой обитания амфибий, терморегуляцией, завершением процессов морфогенеза, 
фактом того, что печень остается на изучаемые сроки постэмбриогенеза органом 
гемопоэза, а также большим размером генома амфибий.

Заключение Комитета по этике. Исследование проведено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией 2000 г. «О гуманном отношении к животным», 
Европейской конвенцией о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (ETS N 123) и Директивой Европей-
ского парламента и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС о защите животных, 
использующихся для научных целей.
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Abstract

The liver plays an essential role in the metabolism of animals, acting as a central hub for metabolic 
reactions. It serves as a “peripheral integrator” and balances the body’s energy needs. Its regenerative capac-
ity is remarkably high and is maintained by the proliferation of hepatocytes, as well as hematopoietic and 
regional liver progenitor cells (LPC). This study investigated LPC-driven liver regeneration during postem-
bryonic development in Rana terrestris under normal physiological conditions. The analysis of intrahepatic 
and hematopoietic markers by immunohistochemistry and flow cytometry revealed that progenitor cells 
with the immunophenotypes of CK19+ (intrahepatic progenitor cells), CD34+CD45+ (hematopoietic pro-
genitor cell population), and CD34+CD45– (hemangioblast population) equally promote liver regeneration 
during the first year of postembryonic development. However, in the second and third years of postembry-
onic development, liver regeneration was found to be primarily associated with CK19+-positive cells, with 
a smaller contribution from CD34+CD45– cells. The results obtained were largely determined by the habitat 
of the amphibians, thermoregulation, and the completion of morphogenetic processes in the third year of 
postembryonic development. It is also noteworthy that the liver of the examined specimens remained the 
major hematopoietic organ throughout all observed stages of postembryonic development.

Keywords: liver, stem potential, hematopoietic progenitor cells, regional progenitor cells, 
regeneration, amphibians, postembryonic development, immunophenotyping, immunohistochemistry

Institutional Review Board Statement. The study was conducted in accordance with the 
Declaration of Helsinki (2000) for the humane treatment of research animals, the European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes  
(ETS N 123), and the Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council on the 
protection of animals used for scientific purposes.

Conflicts of Interest. The authors declare no conflicts of interest.

Figure Captions

Fig. 1. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Yearlings. Hematoxylin-eosin staining. Melanoma
crophage centers (a) and melanomacrophage centers in the portal field (b). Magnification 200×.

Fig. 2. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Two-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Melanomacrophage centers in the area of the central vein (a), isolated bile duct with 
hematopoietic cells (b). Magnification 200×.

Fig. 3. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Two-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Portal field with hematopoietic cells, (a and b), subcapsular area with hematopoietic cells 
(c). Magnification 200×.
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Fig. 4. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Three-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Melanomacrophage centers and a plethoric central vein with erythrocytes in the lumen. 
Magnification 200×.

Fig. 5. Dynamics in the number of marker cells of hematopoietic stem cells and regional progenitor cells 
with the immunophenotypes of CD34+CD45+, CD34+CD45–, and CK19+ during the first (a), second 
(b), and third (c) year of postembryonic development in the liver of Rana terrestris according to the 
results of flow cytometry.

Fig. 6. Correlation between CD34+CD45+, CD34+CD45–, and CK19+ cells in the liver of Rana terrestris 
at different stages of postembryonic development. r – rank correlation coefficient. The data were 
considered statistically significant at *p < 0.05 and **p < 0.01.

Fig. 7. Liver of Rana terrestris. CD34+-cell staining: a–d – yearlings (areas of hematopoietic islets (a–c) 
and central vein (d)); e – two-year-old specimens; f – three-year-old specimens, magnification 200×; 
g – three-year-old specimens, CK19+-cell staining in the area of central vein, magnification 100×.
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Аннотация

В острых опытах исследовано комбинированное действие Mn(II) и резорцина (0.01 н 
и 0.2 н) на водное растение Lemna minor (ряска). Тест-откликом является нарушение про-
ницаемости тканей, о чем свидетельствует выход электролитов из растения в водную среду 
после 30 мин контакта ряски с токсикантами. Эксперимент показал, что токсичность экви-
нормальных смесей резорцина и Mn(II) (с их содержанием 0.2 н) возрастает по сравнению 
с индивидуальными соединениями. Подобный эффект проявляется как для свежеприго-
товленных растворов, так и для растворов, выдержанных перед экспериментом в течение 
20 ч с момента приготовления. Изменение УФ-вид-спектров поглощения смеси резорцина 
и Mn(II) при эквинормальном соотношении (0.01 н) компонентов свидетельствует о про-
текании комплексообразования или иного типа взаимодействия. При соотношении токси-
кантов в смеси 1:20 (0.01 н – Mn(II) и 0.2 н – резорцин) наблюдается снижение токсич-
ного воздействия системы на ряску по сравнению с индивидуальным воздействием этих 
веществ. Полученные результаты подтверждают необходимость учета взаимодействий в 
смесях тяжелых металлов и фенольных соединений при оценке качества водных сред.

Ключевые слова: резорцин, Lemna minor, Mn(II), электропроводность, проницаемость 
мембран, биотестирование, токсичность, комбинированное действие.

Введение

Среди неорганических загрязнителей особую опасность представля-
ют ионы тяжелых металлов вследствие их устойчивости и токсичности [1–6].  
К числу этих металлов относится и марганец. Окружающая среда характеризуется 
достаточно высоким содержанием марганца и сопутствующих тяжелых металлов, 
которые образуются при выветривании и выщелачивании отвальных шлаков, а 
также во время других процессов, связанных с добычей марганца, его плавкой и т. 
п. Затем по разным причинам соли марганца могут попадать в водные объекты [7].

С другой стороны, марганец является неотъемлемой частью ряда несколь-
ких ключевых процессов жизнедеятельности растений, таких как фотосинтез, 
смягчение повреждений от активных форм кислорода и окислительно-восстано-
вительные реакции [8]. Однако избыток марганца оказывает отрицательное воз-
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действие на растения, которое проявляется, в частности, в виде хлороза листьев, 
темных включений и/или симптомов сморщивания, что обычно интерпретиру-
ется как стресс. При этом на фитотоксичность марганца могут влиять условия 
окружающей среды – световой режим, температура, химический состав субстра-
та, а также присутствие в среде других соединений, в том числе органических. 
Среди последних по общему объему и многообразию эффектов, оказываемых на 
представителей биоты, следует выделить фенольные соединения [9–11], способ-
ные вступать в различные взаимодействия с металлами, что приводит к измене-
нию их биологических эффектов. 

Анализ литературных данных свидетельствует о том, что токсикологические 
аспекты совместного воздействия рассматриваемых поллютантов остаются мало-
изученными. Описаны лишь отдельные примеры исследований комбинированных 
эффектов, наблюдаемых при одновременном присутствии фенольных соединений 
и тяжелых металлов в водных средах [12, 13]. Эти эффекты важны как для пони-
мания взаимодействия компонентов природных экосистем в условиях их антропо-
генного загрязнения, так и для оценки качества водных сред и прогнозирования 
экологических ситуаций, поскольку необходимо учитывать реакции, протекаю-
щие в смесях тяжелых металлов и полифенольных соединений, и изменение их 
токсичности при этом.

В связи с этим целью данной работы является оценка комбинированного ток-
сического действия двухатомного фенола резорцина и MnSO4 на водное растение 
Lemna minor.

1. Объекты и методы исследования
1.1.  Тест-объект. Ряску (L. minor) отбирали для исследования в неболь-

ших водоемах в районе о. Юность (Иркутск, Россия). В лабораторных условиях  
L. minor культивировали в стеклянных сосудах при температуре 20–22 °С и ис-
кусственном освещении 650–850 Лк на питательной среде Штейнберга [14].

1.2. Исследуемые токсиканты. Источником ионов Mn(II) служил его суль-
фат (MnSO4∙5H2O) марки х.ч. Резорцин (ч) перед экспериментами очищали пу-
тем возгонки под вакуумом.

В токсикометрических опытах использовали свежеприготовленные в дис-
тиллированной воде растворы указанных соединений с концентрациями 0.01 и 
0.2 н. Выбор этих значений проводили на основе результатов предварительных 
экспериментов, в которых было показано, что 0.2 н растворы обладают выражен-
ным ингибирующим действием, а 0.01 н растворы не оказывают токсического 
воздействия на тест-реакцию. Бинарные смеси получали смешиванием в различ-
ных соотношениях поллютантов при этих концентрациях (табл. 1).

Табл. 1

Состав смесей резорцина и Mn(II) для токсикометрических опытов

нрезорцина, н нMn(II), н Соотношение эквивалентных концентраций
Mn(II) : резорцин

0.01 0.01 1:1
0.2 0.2 1:1
0.01 0.2 20:1
0.2 0.01 1:20
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При регистрации UV-Vis-спектров растворов концентрации исследуемых 
соединений были несколько ниже (табл. 2).

Табл. 2

Состав смесей резорцина и Mn(II) при регистрации UV-Vis-спектров

нрезорцина, н нMn(II), н Соотношение эквивалентных концентраций 
Mn(II) : резорцин

0.0010 0.0010 1:1
0.0040 4:1
0.010 10:1
0.040 40:1

0.010 0.0010 1:10
0.0040 1:2.5
0.010 1:1
0.040 4:1

0.00050 0.00050 1:1
0.000025 1:20

0.010 20:1

1.3.  Токсикометрические исследования. В растворы рассматриваемых 
токсикантов и их смесей вносили навеску L. minor из расчета 0.5 г (сырой вес) 
на 50 мл раствора. Обработка растений в растворах токсикантов (в контроле – 
в дистиллированной воде) составляла 30 мин (острый опыт). Экспонирование 
проводили при температуре 20–22 °С в темноте. После этого ряску тщательно и 
многократно промывали дистиллированной водой. Затем ряску помещали в ста-
кан с 50 мл дистиллированной воды и измеряли электропроводность растворов 
в течение 90 мин с помощью кондуктометра «Эксперт-002» («Эконикс-эксперт», 
Россия) с погружным датчиком УЭП-П-С. Результаты сопоставляли с данными, 
полученными на ряске, выдержанной в дистиллированной воде без добавления 
токсикантов. Повышение значений выхода электролитов в водных растворах из 
L. minor из-за нарушения барьерных свойств поверхностных структур растений 
служило критерием оценки токсического действия поллютантов.

Токсикометрические измерения проводили со свежеприготовленными рас-
творами, а также с выдержанными в темноте при 20 °С в течение 20 ч после 
приготовления.

1.4.  Физико-химический анализ. UV-Vis-спектры растворов феноль-
ных соединений, Mn(II) и их смесей регистрировали на спектрофотометре 
pHotoLab  6600 (WTW, Германия). Измерение рН и окислительно-восстанови-
тельного потенциала (ОВП) растворов токсикантов и водной среды, в которую 
была помещена предварительно обработанная токсикантами ряска, проводили 
на анализаторе «Эксперт-001-4(0.4)» («Эконикс-эксперт», Россия), оснащенном 
электродами ЭСК-1 и ЭРП-105 для определения рН раствора и окислитель-
но-восстановительного потенциала соответственно.

1.5.  Статистическая обработка данных. Выполняли не менее пяти 
независимых опытов с тремя параллельными измерениями в каждом. Ста-
тистическую обработку данных проводили с помощью программы Excel 
(Microsoft, США). На графиках представлены значения среднего арифмети-
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ческого и стандартное отклонение среднего арифметического (или средняя 
квадратичная ошибка). Выводы сделаны при вероятности безошибочного 
прогноза Р  ≥  0.95. Достоверность различия результатов оценивали с помо-
щью критерия Стьюдента.

2. Результаты и их обсуждение
2.1.  Нарушение проницаемости клеточных мембран L. minor. Воздей-

ствие на ряску эквинормальной смеси резорцина и Mn(II) (0.2 н) приводит к бо-
лее высокому выходу электролитов, чем при индивидуальном воздействии каж-
дого из токсикантов. Так, электропроводность воды, в которую была помещена 
ряска, обработанная свежеприготовленной 0.2 н смесью резорцина и Mn(II),  
за 90 мин измерений возросла в 22 раза (с 1.95 до 42.6 мкСм). После индивиду-
ального воздействия на ряску свежеприготовленными растворами каждого из ис-
пытуемых соединений электропроводность за аналогичное время увеличивалась 
по отношению к контролю только в 11.5 раз (с 2.4 ± 0.4 до 27.4 ± 1.6 мкСм после 
воздействия 0.2 н резорцина и с 2.0 ± 0.1 до 23.3 ± 0.9 мкСм после действия  
0.2 н Mn(II)) (рис. 1, а).

Рис. 1. Изменение электропроводности инкубационных растворов с ряской L. minor, 
предварительно экспонированной в течение 30 мин в 0.2 н растворах Mn(II), резорцина и 
их смеси: а) свежеприготовленные растворы; б) растворы, выдержанные 20 ч с момента 
приготовления 

Сходная тенденция выявлена и при использовании аналогичных растворов 
токсикантов, но выдержанных с момента приготовления 20 ч (рис. 1, б). В этом 
случае эффект системы Mn(II)–резорцин в 1.5 и 3.4 раза выше по сравнению 
с индивидуальным воздействием резорцина и Mn(II) соответственно. Следует 
отметить, что выход электролитов после выдерживания растений с резорцином 
увеличивался в большей степени, чем при воздействии Mn(II) (рис. 1), причем 
эта тенденция более выражена в опытах с растворами, выдержанными в течение 
20 ч с момента приготовления (рис. 1, б).

Добавление 0.01 н раствора Mn(II) к 0.2 н раствору резорцина приводило 
к снижению негативного воздействия последнего по отношению к ряске. Так, 
выход электролитов из тканей растения за 90 мин был на 24% ниже, чем при 
обработке L. minor индивидуальным раствором резорцина в указанной концен-
трации (рис. 2, а).
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Рис. 2. Изменение электропроводности инкубационных растворов с ряской L.  minor, 
предварительно экспонированной в течение 30 мин в растворах 0.01 н Mn(II), 0.2 н ре-
зорцина и их смеси: а) свежеприготовленные растворы; б) растворы, выдержанные 20 ч 
с момента приготовления

Подобный эффект установлен и при использовании растворов токсикантов, 
выдержанных в течение 20 ч с момента приготовления (рис. 2, б). Более того, в 
этом случае соответствующее снижение токсического действия смеси Mn(II)–ре-
зорцин (на 39, 42 и 49% при продолжительности опыта 30, 60 и 90 мин соответ-
ственно) является более выраженным по сравнению с эффектом индивидуально-
го раствора резорцина (рис. 2, б).

Добавление 0.01 н резорцина к 0.2 н Mn(II) не приводит к значительному 
изменению электропроводности раствора после выдерживания с растениями на 
всех этапах эксперимента (рис. 3).

Рис. 3. Изменение электропроводности инкубационных растворов с ряской L.  minor, 
предварительно экспонированной в течение 30 мин в растворах 0.2 н Mn(II), 0.01 н ре-
зорцина и их смеси: а) свежеприготовленные растворы; б) растворы, выдержанные 20 ч 
с момента приготовления

Электропроводность инкубационных растворов с ряской L. minor, предварительно 
выдержанной в растворах 0.01 н Mn(II), резорцина и их смеси, практически не разли-
чается независимо от времени выдерживания растворов токсикантов перед контактом с 
ряской. Кроме того, результаты близки к контрольным значениям, полученным для рас-
творов с необработанными токсикантами растением.
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2.2.  Изменение рН и окислительно-восстановительного потенциала 
испытуемых растворов после инкубирования в них ряски L. minor. Парал-
лельно анализировали изменение рН и окислительно-восстановительного потен-
циала исследуемых растворов резорцина, Mn(II) и их смесей до и после экспони-
рования в них растений.

Значения рН индивидуальных растворов резорцина и Mn(II) находятся 
в области 5.6–6.2. Смешивание компонентов смеси не приводило к значи-
тельным изменениям рН. В эквинормальных смесях, как 0.2 н, так и 0.01 н, 
значения рН незначительно снижались относительно соответствующих зна-
чений для растворов Mn(II), но при этом были чуть выше, чем рН растворов 
резорцина. Так, в смеси 0.2 н растворов резорцина (рН 5.6) и Mn(II) (рН 6.2) 
устанавливался рН 5.8 и в системе, содержащей 0.01 н растворы резорцина 
(рН 5.6) и Mn(II) (рН 5.9), также устанавливался рН 5.8. В смеси, содержащей 
0.2 н Mn(II) и 0.01 н резорцина, значение рН также принимало усредненное 
значение 6.0. А добавление 0.01 н раствора Mn(II) (рН 5.9) к 0.2 н раствору 
резорцина (рН 5.6) снижало рН до уровня рН резорцина. Отсутствие резких 
изменений рН сразу после приготовления растворов может свидетельство-
вать в пользу того, что на этом этапе не происходит никаких химических вза-
имодействий между компонентами смесей. После 30 мин выдерживания с 
растениями рН растворов 0.2 и 0.01 н резорцина незначительно повышался, 
но менее чем на единицу.

Описанные тенденции изменения рН характерны и для экспериментов в 
системах с предварительно выдержанными в течение 20 ч растворами токси-
кантов.

Вероятно, некоторое снижение рН смесей Mn(II) с резорцином указывает на 
возможное образование комплекса, подобно тому, как образование комплексов 
железа с катехолоподобными веществами способствует высвобождению Н+ и, 
соответственно, некоторому снижению рН [15].

ОВП индивидуальных растворов резорцина и Mn(II) при выбранных кон-
центрациях после выдерживания с растениями повышается более интенсивно, 
чем в контрольном растворе (растение, выдержанное в дистиллированной воде) 
(табл. 3). Для растворов резорцина увеличение ОВП составляет 70 мВ, а для рас-
творов Mn(II) – 64 и 78 мВ для 0.01 и 0.2 н растворов соответственно, в то время 
как ОВП воды (контроль до экспонирования растения) изменяется в присутствии 
растений на 40 мВ. Возможно, в водных растворах происходит некоторое авто-
окисление и двухатомных фенолов, и Mn(II). В связи с этим окислительно-вос-
становительный потенциал растворов сдвигается в сторону бóльших значений. 
В смесях Mn(II)–резорцин наблюдается повышение ОВП на 30–53 мВ, что согла-
суется с таковым в контрольном опыте (40 мВ).

Таким образом, испытуемые растения изменяли ОВП смесей резорцин–
Mn(II) в меньшей степени, чем ОВП их индивидуальных растворов. Аналогич-
ная тенденция характерна и для растворов токсикантов, предварительно вы-
держанных в течение 20 ч с момента приготовления (табл. 3).
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2.3.  UV-Vis-спектры системы резорцин–Mn(II). Из представленных на 
рис. 4 UV-Vis-спектров системы резорцин–Mn(II) можно заключить следующее. 
Во всех представленных системах с низкой концентрацией резорцина (0.0010 н) 
как в эквинормальном соотношении, так и при 4–40-кратных избытках ионов 
Mn(II) спектры поглощения смесей совпадают со спектром чистого резорцина 
(рис. 4, а, в, д, ж). Это позволяет предполагать отсутствие взаимодействий меж-
ду резорцином и Mn(II) в этих растворах.

При использовании более высоких концентраций резорцина (0.010 н) 
спектр поглощения смесей изменяется для всех рассмотренных соотношений 
Mn(II) : резорцин (4:1, 1:1, 1:2.5, 1:10) (рис. 4, б, г, е, з). При этом отмечает-
ся исчезновение максимума поглощения резорцина при 190 нм и появление 
нового максимума в области 214–216 нм, а также увеличение интенсивности 
поглощения при 270 нм. Возможно, происходило частичное окисление резор-
цина. Это косвенно подтверждается спектрами поглощения чистого резорци-
на на рис. 4, е и з, которые не совпадают с таковыми на рис. 4, б и г и соот-
ветствуют виду спектров смеси резорцин–Mn(II). В пользу комплексования 
или другого взаимодействия резорцина и Mn(II) свидетельствует изменение 
спектров поглощения для эквинормальной смеси с 0.010 н концентрацией 
компонентов.

В следующей серии измерений UV-Vis-спектров концентрация резорцина 
составила 0.00050 н, а соотношения эквивалентных концентраций Mn(II)  : ре-
зорцин – 1:1, 1:20 и 20:1, как в опытах по исследованию влияния токсикантов и 
их смесей на ряску. На рис. 5, а–в представлены спектры поглощения свежепри-
готовленных растворов, а на рис. 5, г–е – растворов, выдержанных в течение 20 
ч с момента приготовления.

Спектры поглощения свежеприготовленных растворов смесей (рис. 5, а–в) 
практически полностью совпадают со спектрами двухатомного фенола. 

В спектрах растворов Mn(II), резорцина и всех рассмотренных смесей  
(рис. 5, г–е), выдержанных в течение 20 ч, отсутствуют значимые изменения по 
сравнению с аналогичными спектрами для свежеприготовленных растворов. В 
спектре смеси с 20-кратным избытком Mn(II) интенсивность полосы поглоще-
ния в области от 212 до 400 нм немного выше, чем для свежеприготовленной 
смеси, но все характерные максимумы и минимумы сохраняются.

На основе спектров поглощения можно предположить, что в большинстве 
исследуемых смесей компоненты не взаимодействуют между собой ни в свеже-
приготовленных, ни в выдержанных в течение 20 ч растворах, что говорит об их 
стабильности во времени в условиях проводимого эксперимента.

Полученные данные UV-Vis-спектроскопии не противоречат результатам, 
полученным при исследовании токсичности систем Mn(II)–резорцин.

Выход электролитов после 30 мин выдерживания ряски с эквинормальными 
0.2 н или 0.01 н смесями Mn(II) с резорцином повышается по сравнению с ана-
логичным параметром при индивидуальном воздействии растворов фенольного 
соединения или Mn(II). Наблюдаемый эффект проявляется в случае применения 
как свежеприготовленных, так и выдержанных в течение 20 ч растворов токси-
кантов.
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Рис. 4. UV-Vis-спектры растворов Mn(II), резорцина и их смесей с концентрацией Mn(II) 
0.0010 н (a, б), 0.010 н (в, г), 0.0040 н (д, е) и 0.040 н (ж, з)
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Рис. 5. UV-Vis-спектры свежеприготовленных (а–в) и выдержанных в течение 20 ч 
(г–е) растворов Mn(II), резорцина и их смесей с концентрацией Mn(II) 0.00050 н (a, г), 
0.000025 н (б, д) и 0.010 н (в, е)

По UV-Vis спектрам видно, что между компонентами смеси не происходит вза-
имодействия, и повышение токсического действия может быть результатом синерге-
тического эффекта обоих компонентов. Снижение выхода электролитов в растворе 
резорцина после выдерживания с растениями происходит в условиях избытка фе-
нольного соединения с высокой концентрацией. Вероятно, это происходит в резуль-
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тате образования небольшого количества менее токсичного продукта, но в спектре 
поглощения зафиксировать его образование не удалось вследствие большого избытка 
резорцина.

Заключение

Таким образом, экспериментально продемонстрирована возможность усиле-
ния токсических эффектов Mn(II) и резорцина, оказываемых на водное растение 
Lemna minor (ряска) при совместном присутствии этих поллютантов в водных 
средах. Полученные результаты подтверждают необходимость учета реакций 
взаимодействия в смесях тяжелых металлов и фенольных соединений при оцен-
ке качества водных сред. Для этой цели может быть применима испытанная в 
данной работе тест-реакция ряски – нарушение проницаемости тканей растения 
в результате его контакта с токсикантами. Это довольно простой и экспрессный 
тест, так как время получения тест-отклика составляет меньше 2 ч. При этом 
количественная оценка проводится по фиксируемому при помощи кондукто-
метра выходу электролитов из растения в водную среду. В дальнейшем также 
необходимо сопоставить комбинированные эффекты марганца с более высокой 
степенью окисления и пара-дигидроксибензола (гидрохинона), образующего 
при окислении пара-бензохинон. Последние характеризуются устойчивостью, 
высоким окислительно-восстановительным потенциалом и повышенной токсич-
ностью.
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Abstract

This study explores the combined toxic effect of Mn(II) and resorcinol (0.01 n and 0.2 n) on 
duckweed (Lemna minor). During the acute experiments, the plants released electrolytes into the 
aquatic environment after 30 min of exposure to the toxicants, indicating a disruption of tissue per-
meability as a test response. The experiments showed that the toxicity of the equinormal mixtures 
of resorcinol and Mn(II) (0.2 n each) increased relative to their single solutions. This was observed 
both in the freshly prepared solutions and in the solutions stored for 20 h prior to the experiments. 
The change in the UV absorption spectra indicates that there was complexation or other interaction 
between resorcinol and Mn(II) at equinormal concentrations (0.01 n). At the Mn(II) : resorcinol ra-
tio of 1:20 (0.01 n Mn(II) and 0.2 n resorcinol), the toxicity of the system to duckweed decreased 
compared to the separate effects of these substances. The results obtained highlight the importance 
of considering the interactions between heavy metals and phenolic compounds when assessing the 
quality of aquatic environments.

Keywords: resorcinol, Lemna minor, Mn(II), electrical conductivity, membrane permeability, bio-
testing, toxicity, combined action
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Figure Captions

Fig. 1. Electrical conductivity of the incubation solutions with L. minor pre-exposed to Mn(II) (0.2 n), resor-
cinol (0.2 n), and their mixtures for 30 min: a) freshly prepared solutions; b) solutions stored for 20 h 
from the moment of preparation.

Fig. 2. Electrical conductivity of the incubation solutions with L. minor pre-exposed to Mn(II) (0.01 n), 
resorcinol (0.2 n), and their mixtures for 30 min: a) freshly prepared solutions; b) solutions stored for 
20 h from the moment of preparation.
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Fig. 3. Electrical conductivity of the incubation solutions with L. minor pre-exposed to Mn(II) (0.2 n), resor-
cinol (0.01 n), and their mixtures for 30 min: a) freshly prepared solutions; b) solutions stored for 20 h 
from the moment of preparation.

Fig. 4. UV-Vis spectra of Mn(II), resorcinol, and their mixtures. Mn(II) concentrations are 0.001 n (a, b), 
0.010 n (c, d), 0.0040 (e, f), and 0.040 n (g, h).

Fig. 5. UV-Vis spectra of Mn(II), resorcinol, and their mixtures: freshly prepared (a–c) solutions, solutions 
stored for 20 h from the moment of preparation (d–f). Mn(II) concentrations are 0.00050 n (a, d), 
0.000025 n (b, e), and 0.010 n (c, f).
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Аннотация

В статье рассмотрены биотехнологические способы изъятия углекислого газа 
из атмосферы и промышленных выбросов с использованием микроводорослей, 
дано описание микроводорослей как группы организмов, охарактеризованы виды, 
используемые в биотехнологиях, а также описан метаболический процесс, на основе 
которого возможно улавливание микроводорослями углекислого газа. Кроме того, 
описаны биотехнологические системы и устройства, имеющиеся на сегодняшний день, 
охарактеризованы ключевые факторы, которые необходимо учесть для эффективного 
использования микроводорослей, а также перечислены виды полезных продуктов, 
которые могут быть получены из биомассы микроводорослей после процесса 
секвестрации углекислого газа атмосферы.

Ключевые слова: углекислый газ, секвестрация углерода, микроводоросли, био-
масса микроводорослей, биотехнологические установки для наращивания микроводо-
рослей.

Введение

Глобальное изменение климата является одной из наиболее острых экологи-
ческих проблем современности [1‒3]. Эти изменения антропогенно обусловлены 
и связаны с выбросом так называемых парниковых газов (ПГ), образующихся при 
сжигании угля, нефти и газа, разведении животных, промышленном производстве 
и других процессах. CO2 является наиболее массово выбрасываемым парниковым 
газом, образующимся в основном (77%) при сжигании ископаемого топлива [4].  
В настоящее время активно разрабатываются методы снижения содержания угле-
кислого газа в атмосфере с целью минимизации интенсивности парникового эф-
фекта. Все эти методы можно разделить на две главные группы: методы, связанные 
с предотвращением поступления CO2 в атмосферу в результате изменения техно-
логических цепочек, снижения энергопотребления и других действий, и методы, 
направленные на улавливание CO2 из выхлопных газов или атмосферы и его захо-
ронение (секвестрацию) [5‒8]. Улавливание углекислого газа из выбросов промыш-
ленных и топливно-энергетических предприятий представляется целесообраз-
ным, поскольку именно в них этот газ содержится в высоких концентрациях [9‒11].  
Среди методов улавливания СО2 из промышленных выбросов выделяют хими-
ческие, физические и биологические методы [12‒15]. Последние являются вы-
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сокоэффективными, не требуют применения реагентов, которые бы приводили к 
вторичному загрязнению окружающей среды, как, например, при использовании 
химических методов. Биологические методы основаны на использовании живых 
организмов, поглощающих углекислый газ для своих метаболических процессов, 
и последующем использовании/захоронении биомассы этих организмов или про-
дуктов их жизнедеятельности [3, 16‒18]. На фоне высокого разнообразия био-
логических методов улавливания углекислого газа из атмосферы технологии его 
улавливания из промышленных выбросов находятся лишь в стадии разработки 
– в литературе представлены сведения о лабораторных и полупромышленных си-
стемах с ограниченными условиями использования [19, 20]. Основной проблемой 
масштабирования разрабатываемых систем является необходимость охлаждения 
промышленных выбросов от исходных 100–200 °C до 40–60 °C, адаптивных для 
роста и развития микроводорослей [21].

Наиболее активно в биотехнологиях улавливания углекислого газа использу-
ются микроводоросли и цианобактерии, фототрофные зеленые бактерии, водоро-
докисляющие бактерии, карбоксидобактерии и метаногенные археи [3, 4, 22‒25].  
Микроводоросли – это одноклеточные фотоавтотрофные организмы, содержа-
щие хлорофилл, обладающие высокой скоростью роста и большей по сравне-
нию с наземными растениями скоростью фиксации углерода атмосферы. В ряде 
литературных источников к микроводорослям также относят цианобактерии.  
На долю микроводорослей приходится почти 50% глобальной фиксации  
CO2 [26, 27]. Различные виды микроводорослей способны обитать в условиях 
пониженных и повышенных температур, загрязненности, дефицита влаги. Все 
это делает их потенциальными агентами для использования в промышленных 
биотехнологиях улавливания углекислого газа [28]. Использование микроводо-
рослей для улавливания СО2 показало, что они способны функционировать как 
при низких, так и при высоких концентрации газа, в том числе присутствующего 
в выбросах электростанций. Кроме того, водоросли могут эффективно утилизи-
ровать загрязняющие вещества, содержащие азот и серу, что свидетельствует о 
потенциальном снижении выбросов NOx и SOx [20, 28].

В статье представлен обзор наиболее эффективных видов микроводорослей, 
являющихся секвестраторами, и осуществляемых ими биохимических процес-
сов, а также рассмотрены биотехнологические системы и устройства, которые 
могут быть перспективными для улавливания углекислого газа из промышлен-
ных выбросов, и получаемые в итоге полезные продукты.

1. Классификация микроводорослей
Существует три основных классификации водорослей: микроводоросли, 

макроводоросли и цианобактерии [29]. Микроводоросли, или микрофиты, опре-
деляются как микроскопические эукариотические одноклеточные или колони-
альные организмы. Эти организмы обычно встречаются в водной среде (как в 
пресноводных, так и в морских экосистемах) [30]. Макроводоросли, также на-
зываемые морскими водорослями, представляют собой классификацию много-
клеточных живых организмов, которые могут существовать независимо или в 
составе сообщества в экосистеме [31]. Цианобактерии (сине-зеленые водоросли) 
представляют собой классификацию грамотрицательных прокариотических фо-
тотрофных организмов размером от 1 мкм до 30 мкм [30].
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Классификация микроводорослей в научной литературе противоречива: так, 
в некоторых классификациях сине-зеленые водоросли добавляют в группу ми-
кроводорослей. Согласно такой классификации, выделяют следующие классы 
микроводорослей: класс Chlorophyceae (зеленые водоросли), входящий в отдел 
Chlorophyta, класс Bacillariophyceae (диатомовые водоросли, или бацилларио-
фициевые водоросли), входящий в отдел Bacillariophyta, класс Chrysophyceae 
(золотистые водоросли), входящий в отдел Ochrophyta, и класс Cyanophyceae 
(сине-зеленые водоросли), входящий в отдел Cyanobacteria [32].

В отделе зеленых водорослей Chlorophyta по приблизительным подсчетам 
имеется от 13000 до 20000 видов. Класс Chlorophyceae насчитывает 3529 видов 
зеленых водорослей. Среди них встречаются как одноклеточные и колониаль-
ные организмы, так и крупные макроскопические виды, обитающие преимуще-
ственно в пресноводных водоемах, хотя встречаются и морские, почвенные и 
наземные формы [33]. Отдел диатомовых водорослей Bacillariophyta насчиты-
вает около 10000 видов. К классу Bacillariophyceae относятся около 300 родов, 
включающих 20–25 тыс. видов, но, по другим оценкам, считается, что истинное 
количество видов диатомей может достигать 200 тыс. Диатомовые водоросли 
являются одноклеточными, однако встречаются и колониальные формы. Эти во-
доросли обитают в морских и пресных водоемах [34]. В отделе Ochrophyta к 
микроскопическим водорослям относят класс Chrysophyceae золотистых водо-
рослей. Известно около 800 видов золотистых водорослей. Распространены они 
преимущественно в пресных водах [34, 35]. В отделе Cyanobacteria сине-зеленые 
водоросли, являющиеся прокариотами, в одном случае относят к водорослям 
(при изучении с точки зрения альгологии), в других же случаях (при изучении 
с точки зрения бактериологии) их включают в состав бактерий. На данный мо-
мент альгологически описано более 1000 видов, относящихся к 175 родам. Бак-
териологическими методами в настоящее время подтверждено существование 
не более 400 видов сине-зеленых водорослей (цианобактерий). Представители 
данного вида бывают одноклеточными, нитчатыми и колониальными и обитают 
в соленых и пресных водоемах [36].

2. Метаболический процесс, лежащий в основе биотехнологии  
секвестрации углекислого газа

Фиксация CO2 микроводорослями относится к процессу преобразования 
CO2 и воды в органические соединения в результате фотосинтеза [37]. Ре-
акция фотосинтеза подразделяется на светозависимую и светонезависимую 
стадии. Первая стадия – светозависимая, на которой микроводоросли улавли-
вают и накапливают энергию солнечного света, превращая АДФ и НАДФ+ в 
молекулы, несущие энергию, АТФ и НАДФН. На второй стадии фотосинтеза, 
которая является светонезависимой, микроводоросли улавливают CO2, обра-
зуя органические соединения в цикле Кальвина – Бенсона (восстановитель-
ном пентозофосфатном цикле) с ранее генерированными молекулами АТФ и 
НАДФН [20].

Цикл Кальвина – Бенсона состоит из трех фаз: карбоксилирования, вос-
становления и регенерации [4]. В фазе карбоксилирования CO2 включается 
в рибулозо-1,5-бисфосфат при катализе рибулозо-1,5-бисфосфаткарбокси-
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лазой, в результате чего образуются две молекулы 3-фосфоглицерата. Затем  
3-фосфоглицерат подвергается фосфолированию и восстановлению, катализи-
руемым 3-фосфоглицераткиназой и глицеральдфосфатдегидрогеназой соответ-
ственно, с образованием глицеральдегид-3-фосфата. Наконец, рибулозо-1,5-бис-
фосфат регенерируется посредством ряда реакций и вступает в следующий цикл 
фиксации. Микроводоросли обычно поглощают газообразный CO2 в качестве 
субстрата для рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы. Процесс фиксации угле-
кислого газа микроводорослями высокоэффективен. Показано, что 100 т биомас-
сы микроводорослей улавливают порядка 183 т CO2 [38–40].

3. Биотехнологические системы и устройства
Система улавливания СО2 микроводорослями представляет собой соеди-

ненные с источником выброса резервуары с водой и питательными элементами, 
оснащенные системой естественного или искусственного освещения для обе-
спечения фотосинтеза, а также часто – системой перемешивания. В зависимости 
от того, сообщаются ли резервуары с атмосферой, их подразделяют на открытые 
и закрытые. Закрытые резервуары часто называют биореакторами. К открытым 
системам относятся пруды и многослойные пруды, к закрытым – фотобиореак-
торы разнообразных конструкций, описание которых представлено ниже [20]. 
В зависимости от способа роста микроводорослей и закрытые, и открытые ре-
зервуары делятся на подвесные и прикрепленные. В системах с подвешенным 
ростом вода проходит через свободно плавающие водоросли, в системах с при-
крепленным ростом – через микроводоросли, неподвижно закрепленные на вну-
тренних поверхностях и конструкциях резервуара [41].

Во всех системах улавливание углекислого газа сопровождается увеличени-
ем биомассы микроводорослей. Отсутствие перемешивания в отдельных лока-
циях/зонах таких систем приводит к частичному самоосаждению микроводорос-
лей. Осажденные микроводоросли удаляют и либо используют непосредственно 
саму биомассу, либо извлекают из нее компоненты для получения полезных про-
дуктов.

3.1. Открытые подвесные системы
3.1.1. Открытые пруды. Открытый пруд представляет собой замкнутый ис-

кусственный водоем глубиной 15–25 см [20], снабженный системой перемеши-
вания водных масс [37]. Углекислый газ в составе выбросов подается в пруд и 
обеспечивает барботаж. Дополнительным источником углекислого газа является 
атмосферный воздух. Площади открытых прудов, используемых для улавлива-
ния углекислого газа с помощью микроводорослей, различаются. При проведе-
нии предварительных экспериментов площадь таких прудов составляет порядка 
3.0–3.5 м2, в то время как экспериментальные масштабируемые пруды имеют 
площади от 28.0 м2 до 100 м2 и более [4]. Однако для применения таких прудов в 
промышленном масштабе существует ограничение в виде высокой температуры 
промышленных выбросов, вследствие чего необходимо их предварительное ох-
лаждение. Несмотря на это, имеется пример исследования, когда дымовые газы, 
образующиеся при сжигании угля, подавались на дно таких прудов через три 
равномерно распределенные зоны аэрации. Авторы отмечают, что при подаче 
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дымовых газов повышалась концентрация растворенного углерода в среде, что 
приводило к лучшей скорости фиксации углекислого газа [41].

К преимуществам данной системы можно отнести простоту конструкции, 
низкую стоимость, удобство эксплуатации [4]. Но есть и существенные недо-
статки: большая занимаемая площадь, нестабильные условия культивирования, 
трудности управления, высокая вероятность загрязнения, большие потери воды 
за счет испарения, неравномерность освещения на различных глубинах.

3.1.2. Многоярусные пруды. Многоярусный пруд состоит из нескольких 
ярусов открытых прудов, расположенных один над другим. Экспериментальный 
масштаб многоярусных прудов достигает объемов 2000–40000 л [42]. Такой пруд 
был успешно использован для культивирования микроводорослей в сточных во-
дах фуражных культур и навоза [20]. Однако данные о масштабном использова-
нии таких прудов для улавливания промышленных выбросов отсутствуют.

Преимущества и недостатки многоярусных прудов аналогичны таковым для 
простых одноярусных, но дополнительными преимуществами многоярусных 
прудов являются меньшая потребность в площади и более высокая экономиче-
ская эффективность [43‒45].

3.2. Закрытые подвесные системы (биореакторы). Для всех закрытых си-
стем существует общая технологическая задача – отвод образующегося кислоро-
да, а также недоуловленного углекислого газа и других газов в составе промыш-
ленных выбросов. Такая задача в большинстве случаев решается с помощью 
газоотводящей трубки с фильтром внутри [46, 47].

3.2.1. Фотобиореактор с восходящим потоком. Этот тип реактора со-
стоит из сосуда цилиндрической формы, который располагается вертикально, 
и может быть изготовлен из стекла или пластмассы. Подача СО2 осуществля-
ется снизу и обеспечивает перемешивание слоев и абсорбцию газа жидко-
стью. Потоки жидкости в таком реакторе разделены на восходящие и нисхо-
дящие. Для увеличения эффективности растворения газа в жидкости могут 
быть использованы дополнительные приемы, в частности пневматическое 
перемешивание [48] и подача воздуха для увеличения общего количества 
пузырьков. Среди преимуществ такого реактора можно отметить высокий 
массоперенос, низкое потребление энергии, простоту работы в стерильных 
условиях, низкий уровень фотоингибирования и фотоокисления [49]. К недо-
статкам относятся трудность масштабирования из-за необходимости соблю-
дения оптимального соотношения площади поверхности и объема, наличие 
гидродинамического стресса для культуры водорослей, сложность контроля 
температуры, высокие эксплуатационные расходы на производство и техни-
ческое обслуживание, сложность обеспечения равномерного во всех слоях 
естественного освещения, сложность сборки конструкций фотобиореактора. 
Имеется ряд исследований с применением такого типа фотобиореактора, где 
осуществлялась подача промышленных дымовых газов, образующихся при 
сжигании угля [50, 51].

3.2.2. Трубчатый фотобиореактор. Единичный трубчатый фотобиореак-
тор представляет собой трубку, соединенную с резервуаром с водорослями, 
через который жидкость прокачивается со скоростью от 30 до 50 см/с при по-
мощи насоса. Трубка изготавливается из светопроницаемого материала (стекла 
или пластика), имеет диаметр 5–20 см и длину до 100 см [42, 49]. Освещение 
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может быть естественным (при расположении на открытом воздухе) или искус-
ственным. Как правило, промышленно используемые трубчатые фотобиореак-
торы состоят из нескольких (от десятков до сотен) трубок с общим резервуа-
ром, системами циркуляции и удаления избыточной биомассы. Трубки могут 
быть расположены горизонтально, заборообразно, вертикально, спирально и 
наклонно [49, 52].

Достоинствами такого фотобиореактора являются большая площадь осве-
щаемой поверхности [49], высокая продуктивность микроводорослей вслед-
ствие достижения оптимальных для них условий во всем объеме реактора [20], 
отсутствие осаждения биомассы водорослей в силу постоянного и интенсив-
ного перемешивания [49], относительная дешевизна, возможность использова-
ния как внутри, так и снаружи помещений (в соответствующих климатических  
условиях) [53]. К недостаткам трубчатых фотобиореакторов следует отнести 
ограниченные размеры единичного биореактора, необходимость эффективно 
удалять кислород [20], высокие энергозатраты на перемешивание для предотвра-
щения обрастания, плохой массоперенос, риск фотоингибирования, сложность 
контроля температуры [53].

Необходимо отметить, что трубчатые фотобиореакторы являются на сегод-
няшний день наиболее массово используемыми в промышленности для наращи-
вания биомассы микроводорослей [46, 54]. Примеров промышленного исполь-
зования таких реакторов для улавливания углекислого газа из выбросов нами 
обнаружено не было, однако потенциал их использования высок.

3.2.3. Пакетный фотобиореактор. Как и трубчатый, пакетный фотобиоре-
актор состоит из нескольких (от единиц до сотен) единичных реакторов. Каж-
дый единичный реактор представляет собой фотопроницаемый пакет из плот-
ного полиэтилена (или другого полимера) объемом до 50 л. Пакеты снабжены 
системой герметических входных и выходных отверстий для трубок: снизу – для 
подачи газа (чистого СО2 или в смеси), сверху – для отвода кислорода и других 
газов. В случае с масштабными фотобиореакторами подача питательной среды 
и газов является автоматизированной. Освещение может быть как искусствен-
ным, так и от прямых солнечных лучей за счет размещения системы на открытом 
воздухе. Расположение возможно как внутри помещений, так и снаружи [55].  
Пакеты подвешиваются на специальные стойки и располагаются вертикаль-
но или V-образно (если пакет имеет не прямоугольную, а трубчатую форму).  
Подача углекислого газа снизу обеспечивает барботаж и предотвращает оседа-
ние клеток [49, 50]. После достижения максимальной величины биомассы во-
дорослей пакеты оставляют на некоторое время без барботажа для осаждения 
клеток, затем декантируют жидкость и изымают биомассу.

Преимуществами такого типа фотобиореактора являются простота его кон-
струкции и материалов, а также возможность масштабирования. Из недостатков 
можно отметить сложность контроля температуры, ингибирование роста клеток 
из-за большого количества накопленной биомассы, неудобства в процессе декан-
тации и изъятия биомассы.

Известно, что такой тип фотобиореактора был применен в одном из исследо-
ваний с использованием дымовых газов от промышленного сжигания угля [56].

3.2.4. Плоский фотобиореактор. Данная конструкция состоит из прозрач-
ных или светопроницаемых плоских панелей из стекла, пластика или плексигла-
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са, по которым циркулируют культуры микроводорослей [52]. Плоская панель 
фотобиореактора имеет толщину 10–20 см, высота и ширина при этом ограни-
чены лишь физическими размерами материалов, из которых она изготавливает-
ся. Панель располагается вертикально, снизу подается углекислый газ, сверху 
устанавливается система отвода кислорода. Конструкция фотобиореактора пред-
полагает высокое отношение площади поверхности к объему, что обеспечивает 
равномерную освещенность, экономичность, возможность использования реак-
торов значительных размеров (вмещающих до 2000 л) и высокую производи-
тельность биомассы. Эффективность его работы может быть повышена за счет 
добавления внутренних перегородок [52, 54, 57, 58].

Недостатками данного типа фотобиореактора являются наличие гидроди-
намического стресса для культуры водорослей, ограниченная оптимальная кон-
центрация улавливания углекислого газа от 5 до 10% (об.), необходимость ис-
пользования дополнительных конструкций при масштабировании, возможность 
обрастания стенок фотобиореактора микроводорослями [37].

Применение таких фотобиореакторов ограничивается лишь лабораторным 
масштабом с использованием в экспериментах чистого СО2, но не промышлен-
ных выбросов предприятий.

3.3. Прикрепленные ростовые реакторы. Закрытые системы. Многие 
организмы лучше растут в прикрепленном состоянии, поэтому существует 
несколько видов такого типа реакторов, различающихся площадью поверх-
ности, материалом, а также наличием границы раздела между зонами, в ко-
торых присутствуют и отсутствуют водоросли. В таких реакторах организмы 
растут благодаря биопленочной системе. При этом микроводоросли способ-
ны прикрепляться к питательным средам/поверхностям за счет выделяемых 
в течение своего жизненного цикла внеклеточных веществ полимерной при-
роды [20], что приводит к образованию гидратированного матрикса биоплен-
ки. Эти вещества в основном состоят из полисахаридов, белков, нуклеиновых  
кислот и липидов [59].

3.3.1. Мембранный фотобиореактор представляет собой воздушный или 
трубчатый фотобиореактор, в который интегрирована мембрана для получе-
ния мелких пузырьков диаметром 5.5–10.1 мм для лучшего массопереноса CO2 
в среду [20]. В таком типе реактора микроводоросли растут, закрепившись на 
мембране. Дополнительно мембрана может действовать как фильтр, отделяя 
нужные газы от смеси газового потока за счет специфических свойств, в частно-
сти проницаемости и селективности [60]. Чаще всего используются мембраны 
из полимерных материалов, а также пропиленовые микропористые мембраны и 
мембраны из полых волокон (холофайбера) [20, 60–62].

Преимуществами от внедрения мембран в фотобиореактор являются увели-
чение эффективности его работы и легкость сбора микроводорослей с поверх-
ности мембраны. К недостаткам относятся повышение себестоимости, допол-
нительные требования к физико-химическим характеристикам (рН, температура  
и др.) питательной среды и газовой смеси из-за нестойкости материала мембра-
ны к ним, образование отходов в виде отработанных мембран [60].

Такой тип фотобиореактора используется преимущественно в эксперимен-
тах лабораторного масштаба с применением чистого коммерческого СО2, но не с 
использованием промышленных выбросов [63, 64]. 
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3.3.2. Фильтрационный фотобиореактор состоит из прозрачного ре-
зервуара для культивирования, заполненного микроводорослями, и рецир-
куляционного резервуара без микроводорослей. Эти резервуары разделены 
между собой мембранным фильтром. Работа фильтрационного фотобиореак-
тора основана на биопленочной системе, позволяющей микроводорослям и 
бактериям с помощью выделяемых ими внеклеточных полимерных веществ 
прикрепляться к питательным средам [65]. Для начала работы фильтраци-
онного фотобиореактора требуются инокулированные клетки микроводорос-
лей, помещенные в резервуар для культивирования. По мере питания средой 
через мембрану клетки микроводорослей отфильтровываются и закрепляют-
ся на мембране, образуя биомассу. Они легко смываются жидкой средой, по-
сле чего можно собрать жизнеспособные клетки. Затем жидкая среда перено-
сится из рециркуляционного резервуара и непрерывно поступает в резервуар 
для культивирования. Эта система легко запускается и позволяет исключить 
затраты на сбор биомассы для последующей обработки, что является значи-
мым преимуществом. К недостаткам следует отнести необходимость контро-
ля скорости потока среды [20].

3.3.3. Реакторы с биокапельным фильтром – Bio-trickling filter (BTF). 
Данный тип реактора представляет собой вертикальную конструкцию, зача-
стую цилиндрической формы, и отличается тем, что материал с организмами 
расположен в объеме, а не в плоскости. Верхняя часть конструкции состоит из 
системы, которая распыляет питательную жидкость сверху вниз, и слоя из при-
родных или синтетических материалов (это могут быть стекло или пластик). На 
эти материалы, изначально не содержащие нативной флоры, вручную наносят 
необходимые виды микроводорослей. В нижнюю часть конструкции подается 
поток загрязненного углекислым газом воздуха, который проходит снизу вверх 
через слой материалов, и СО2 переносится в водорослевую биопленку. Тем вре-
менем очищенный газ извлекается из верхней части реактора с помощью вну-
треннего воздушного компрессора. Таким образом, в системе реактора с био-
капельным фильтром протекают следующие процессы: перевод CO2 в жидкую 
фазу, адсорбция CO2 биопленкой водорослей, использование CO2 водорослевой 
биопленкой [66, 67].

Преимуществами данного типа реактора являются большой прирост биомас-
сы за счет того, что микроводоросли растут в объеме, а не в плоскости, простота 
управления, способность удалять все виды загрязнений. К недостаткам относят-
ся затруднительный сбор биомассы, низкая прочность натуральных материалов, 
проблемы при очистке кислых газов, засорение, высыхание, необходимость про-
кладки каналов, перепады высокого давления и образование отходов [68].

4. Ключевые факторы для эффективного использования  
микроводорослей

Микроводоросли могут расти практически везде (в воде, на твердых поверх-
ностях, в том числе на снегу) и при различных температурах. Тем не менее для 
эффективного культивирования и наращивания биомассы микроводорослей тре-
буется соблюдение оптимальных условий. Важными факторами для наращива-
ния микроводорослей являются концентрация СО2, наличие макро- и микроэле-
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ментов, рН, температура, интенсивность света и цикл свет/темнота, отсутствие 
токсичных соединений [4, 20].

4.1. Концентрация СО2. Водные фотосинтезирующие организмы, такие как 
микроводоросли и цианобактерии, способны приспосабливаться к широкому 
диапазону концентраций CO2. Оптимальный уровень CO2 для роста микрово-
дорослей и самый высокий уровень толерантности к CO2 различаются у разных 
штаммов микроводорослей [4]. Водоросли могут фиксировать CO2  в диапазо-
не концентраций от 0.0040 до 100%. Согласно исследованиям, оптимальная 
фиксация СО2 достигается при концентрациях от 2 до 5%. [46, 69]. Вместе с 
тем ряд штаммов микроводорослей способен активно расти при концентрации  
СО2 0.03–0.06%, что соответствует его содержанию в атмосфере, тогда как дру-
гие штаммы эффективно фиксируют СО2 из выбросов даже при его концентра-
циях на уровне 6–15% [20].

CO2 является субстратом для фотосинтетической фиксации углерода, поэ-
тому скорость поступления CO2 является ключевым фактором для эффектив-
ного протекания фотосинтетических реакций. Процесс растворения атмосфер-
ного СО2 в воде, последующие процессы уравновешивания растворенного СО2, 
бикарбоната и карбоната, диффузия этих растворенных форм неорганического 
углерода в клетки и к месту фиксации СО2 в хлоропластах являются наиболее 
важными факторами, которые влияют на скорость фотосинтеза [70].

Повышенная концентрация СО2 способствует фотосинтетической эффек-
тивности микроводорослей и их размножению. При этом для большинства 
видов концентрация CO2 выше 5% является токсичной [71, 72]. Следует отме-
тить, что повышенные концентрации CO2 чаще всего встречаются в выбросах 
промышленных предприятий. В составе таких выбросов присутствуют при-
меси (например, оксиды серы и азот), вызывающие дополнительное ингиби-
рование роста микроводорослей [71, 73, 74]. Типичная концентрация CO2 в 
дымовых газах составляет 15%, что примерно в 400 раз больше по сравнению 
с атмосферным CO2 [68].

4.2. Содержание макро- и микроэлементов. Основными элементами, 
которые необходимы для роста и секвестрации углерода фотоавтотрофными 
микроводорослями, являются углерод, азот и фосфор. Также для эффектив-
ного культивирования обычно добавляют микроэлементы, такие как металлы  
(Mg, Ca, Mn, Zn, Cu, Mo, Fe), и витамины. Оптимальные уровни азота и фос-
фора и соотношение углерода, азота и фосфора будут способствовать быстро-
му росту и эффективной фиксации CO2 [37]. Помимо углерода важнейшим 
элементом, необходимым для питания микроводорослей, является азот [75], 
входящий в состав как нуклеиновых кислот, так и белков. Аммонийный азот 
выступает в качестве основного источника азота для ассимиляции микроводо-
рослями и непосредственно связан с их первичным метаболизмом [49]. Фосфор 
является третьим наиболее важным питательным веществом для роста микро-
водорослей. Он необходим для фотосинтеза, метаболизма, образования ДНК, 
АТФ и клеточной мембраны [20]. Микроэлементы в значительной степени не-
обходимы для метаболизма, роста клеток микроводорослей и эффективного  
фотосинтеза [20, 76]. Наиболее часто для выращивания микроводорослей ис-
пользуются среды Болда и Тамия [77, 78].
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4.3. рН. Уровень рН существенно влияет на активность метаболических путей, 
связанных с ферментами и поглощением ионов клетками микроводорослей [79].  
Кислотность (pH) культур очень важна, так как pH определяет доступность CO2  
и питательных веществ для микроводорослей и цианобактерий. При низких зна-
чениях pH (< 5) в водной среде образуется угольная кислота, а в сильнощелочных 
средах (pH >  11) в растворе присутствует карбонат, что ограничивает доступ-
ность СО2 и, следовательно, подавляет рост клеток и производство биомассы. 
Оптимальный pH для производства биомассы варьируется для каждого вида в 
узком диапазоне и обычно зависит от штамма [37]. Так, для Synechococcus sp. 
и Spirulina platensis это pH 6.8 и 9 соответственно, в то время как Chlorella sp. 
может расти при pH < 4 [70, 80].

Следует учитывать, что pH сильно зависит от содержания и формы су-
ществования углерода [75]. Так, в работе [81] выделили ацидофильную 
Chlamydomonas acidophila, эффективность фотосинтеза которой на 50% выше 
при pH 2.5, чем при pH 6. Причем штамм способен расти и при рН 9, так как 
C. acidophila способна преобразовывать бикарбонат, в виде которого углерод 
присутствует в щелочной среде, в CO2. При введении 15% CO2 скорость его 
удаления увеличивалась с ростом pH.

4.4. Температура. Большинство видов микроводорослей и цианобактерий луч-
ше всего растут при оптимальной температуре от 15 до 30 °C (для микроводорослей) 
и от 20 до 35 °C (для цианобактерий) [37]. Значительное повышение температуры за 
пределы диапазонов отрицательно влияет на многие аспекты роста и метаболизма 
микроорганизмов, в частности на эффективность поглощения и использования пи-
тательных веществ, активность ферментов и скорость фиксации CO2.

Низкая температура приводит к снижению активности фермента рибулозо-
бисфосфаткарбоксилазы, участвующего в первой, основной стадии фиксации 
углерода в процессе фотосинтеза. Высокая температура подавляет скорость 
метаболизма микроводорослей и снижает растворимость CO2 [37, 61, 72].  
Пониженная концентрация CO2, в свою очередь, вызывает фотодыхание, при 
котором фермент рибулозобисфосфаткарбоксилазы связывается с O2, а не  
с CO2, что, как следствие, снижает скорость биоконверсии углерода  
на 20–30% [82, 83].

Основная проблема при улавливании СО2 из дымовых газов связана с их 
высокой температурой, которая ограничивает рост ряда штаммов. В связи с 
этим целесообразно работать с термофильными штаммами микроводорослей, 
способными переносить высокие температуры. Как правило, термофильные 
микроводоросли способны расти в диапазоне температур от 40 до 60 °C [82, 83].  
При этом существуют термофильные виды, растущие при температурах 
от 40 до 90  °C [82]. Так, например, штамм Thermosynechococcus elongatus 
PKUACSCTE542 обладает высокой удельной скоростью роста при темпера-
туре 55 °C и концентрации CO2 15% [78]. В другом исследовании было об-
наружено, что термофильный вид цианобактерий Chlorogleopsis sp. (или SC2) 
может достигать максимальной скорости роста при температуре 50 °C и кон-
центрации CO2 5%. Термофильная цианобактерия T. elongates TA-1 способна 
расти в условиях 10% и 20%-ной концентрации СО2 при температуре 50 °С. 
Кроме того, данный штамм может расти в более широком диапазоне темпера-
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тур (4–60 °C). Некоторые другие термофильные виды микроводорослей, та-
кие как Scenedesmus sp., Planktolyngbya crassa, Limnothrix redekei, Geitlerinema 
sulphureum и Chroccoccus sp., выделенные из горячих источников западных 
штатов в Индии, обладают высокой адаптируемостью к температуре и устой-
чивостью к высокой концентрации CO2, так как растут при 42 °C и содержании 
газа 28% [78, 82,83].

Известно, что температура ниже 16 °C замедляет рост микроводорослей [72]. 
Тем не менее описаны штаммы, способные расти при температуре 15 °С, напри-
мер, микроводоросли Coccomyxa simplex класса Trebouxiophyceae с горных скал 
Японии. Культуры C. simplex KGU-H002 и KGU-H004 имеют потенциальное при-
менение в производстве биодизельного топлива при низкой температуре и низкой 
интенсивности света [77]. В целом поиск и адаптация к биотехнологическому при-
менению микроводорослей, способных выдерживать низкие температуры, явля-
ются многообещающим и малоразработанным направлением исследований.

4.5. Интенсивность и режим освещения. Оптимальные значения интен-
сивности света, при которых наблюдается максимальная скорость роста для 
различных таксономических групп и видов водорослей, находятся в диапазоне  
26–400 мкмоль фотонов/м2∙с [49]. Скорость роста микроводорослей увеличивает-
ся по мере возрастания интенсивности света до достижения светонасыщения [84].

Цикл свет/темнота может сильно влиять на секвестрацию CO2. Установ-
лено, что слишком длинные или слишком короткие световые циклы вызыва-
ют ингибирование роста клеток, что приводит к значительному снижению их 
плотности, а также содержания хлорофилла и белка, что свидетельствует о 
важности оптимизированного светового цикла для метаболизма и роста водо-
рослей [85]. Оптимальные периоды свет/темнота обычно составляют от 12/12 
до 16/8 ч. Периоды свет/темнота важны, поскольку фотоиндуцированные по-
вреждения, вызванные интенсивным освещением и избыточным потоком фо-
тонов, могут быть устранены в темный период. Рост микроводорослей можно 
улучшить за счет последовательного изменения интенсивности света. Осве-
щенность следует регулировать в зависимости от плотности культуры. При 
более низкой плотности культуры высокая интенсивность света может вызвать 
фотоингибирование, а при высокой проникновение света ограничено (увеличе-
ние темных объемов). Таким образом, интенсивность подаваемого света долж-
на постепенно увеличиваться с ростом плотности культуры [86].

4.6. Отсутствие токсичных компонентов. Дымовые газы обычно содер-
жат 9.5–16.5% CO2, 2–6.5% O2, 100–300 ppm (0.01–0.03%) NOx, 280–320 ppm 
(0.028–0.032%) SOx, тяжелые металлы и твердые частицы. Следует прини-
мать во внимание, что наличие примесей потенциально может ингибировать  
рост микроводорослей.

Влияние SO2. Присутствие SO2 оказывает сильное ингибирующее действие 
на рост микроводорослей. Поэтому с увеличением концентрации SO2 ингибиру-
ющий эффект может усиливаться, что приводит к резкому снижению фиксации 
углерода. Некоторые виды микроводорослей все же могут расти в условиях вы-
сокой концентрации SO2, но в этом случае они имеют более длительную лаг-фа-
зу, чем в отсутствие SO2. Ингибирующее действие SO2 объясняется в основном 
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влиянием рН, в частности его снижением при растворении SO2 в культураль-
ной среде, что изменяет процесс нормального концентрирования углерода и мо-
жет приводить к прекращению роста клеток микроводорослей по достижении  
pH < 3.0 [72]. Другие исследования показывают, что подавляющее действие SO2 
на микроводоросли связано также с образованием в среде SO4

2– и HSO4
¯, кото-

рые ингибируют рост микроводорослей. Когда концентрация SО2 превышает  
100 ppm, рост большинства микроводорослей практически невозможен [87]. 
Однако микроводоросли могут демонстрировать более высокую устойчивость  
к SO2, если поддерживать pH ≈ 7 [72].

Влияние NOx. NOx является еще одним эффективным фактором фиксации 
СО2 микроводорослями. NO2 и NO обычно содержатся в промышленных дымо-
вых газах в диапазоне 5–10% и 90–95% соответственно [72].

В отличие от водорастворимого SO2, который приводит к значительному 
снижению pH в культуральной среде, NO не влияет на рост микроводорослей за 
счет pH [37]. Ключевую роль здесь играет концентрация, которая обычно оказы-
вает двустороннее влияние на рост микроводорослей в зависимости от их вида. 
С одной стороны, NO и NO2 в крайне низких концентрациях могут поглощаться 
культуральной средой, превращаясь в NO2

¯ и NO3
¯, и служить источником азот-

ного питания микроводорослей [75]. С другой стороны, повышенная концентра-
ция NO (выше 300 ppm) приводит к снижению скорости роста большинства ви-
дов микроводорослей [88].

5. Полезный продукт
Микроводоросли могут использоваться как источник биомассы, а также для 

получения продуктов их синтеза и метаболитов (белки, липиды, витамины и 
др.), которые могут применяться в фармацевтике, косметологии, производстве 
кормов для животных, биотоплива, биоудобрений и биополимеров как в неизме-
ненном, так и в переработанном виде [89].

5.1. Биомасса микроводорослей как корм для скота, домашних живот-
ных и аквакультуры. Биомасса микроводорослей содержит широкий спектр 
высококачественных соединений, включая углеводы, липиды и белки, а также 
витамины (А, B1, B2, B6, B12, C и E), антиоксиданты и минералы, что повышает 
ценность использования биомассы в качестве источников пищи для аквакуль-
туры или животных [90‒92]. Кроме того, микроводоросли, особенно морские, 
содержат калий, железо, магний, кальций и иод. Все эти вещества являются не-
обходимыми добавками к рациону скота.

Как показали различные исследования, белки из водорослей имеют полный 
профиль незаменимых аминокислот, которые необходимы в составе корма домаш-
него скота [93]. Наиболее часто в качестве кормовых культур для животноводства ис-
пользуются такие виды микроводорослей, как Porphyridium sp., Schizochytrium sp.,  
Aurantiochytrium limacinum, Desmodesmus sp., Spirulina sp., Cryptonemia crenulata, 
Hypnea cervicornis, Dunaliella salina. Водоросли рода Arthrospira показали свою 
эффективность в качестве кормовой добавки для многих видов животных: ко-
шек, собак, аквариумных рыб, декоративных птиц, лошадей, коров и племенных 
быков [92]. Микроводоросли применяют в качестве коммерческого корма для 
многих морских и пресноводных видов животных (личинки, рыбы и молодые 
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моллюски) [94], а также для разведения зоопланктона, необходимого в каче-
стве живого корма для молоди ракообразных и рыб. Наиболее часто использу-
емыми родами микроводорослей в аквакультуре являются Spirulina, Isochrysis, 
Chaetoceros, Chlorella, Nannochloropsis, Tetraselmis, Thalassiosira и Skeletonema. 
Spirulina имеет высокое содержание пигмента и широко используется в кормах 
для аквакультуры, особенно для тропических рыб [95].

5.2. Биомасса микроводорослей как источник питания для человека. В 
настоящее время коммерчески доступны различные формы микроводорослей 
(таблетки, капсулы и жидкость) в качестве добавок к основному рациону челове-
ка. Микроводоросли также могут быть включены в пасту, закуски, шоколадные 
батончики, жевательную резинку и напитки [96]. Зачастую микроводоросли до-
бавляют в популярные продукты питания, такие как макароны, лапша, печенье, 
мороженое, леденцы из соевого творога и хлеб, для повышения питательной 
ценности и полезных свойств этих продуктов. Кроме того, микроводоросли яв-
ляются источником натуральных пищевых красителей [97].

Штаммы микроводорослей, биомасса которых наиболее часто используется 
при производстве продуктов питания для человека, – это Chlorella, Dunaliella, 
Haematococcus, Schizochytrium и Spirulina [92]. Во многих странах мира штамм 
Chlorella получил распространение в качестве заменителя пищи [98, 99].

5.3. Биомасса микроводорослей как сырье для биоудобрений и модифи-
каторов почвы. В современном сельском хозяйстве микроводоросли являются 
экологически безопасным вариантом замены химических удобрений [100, 101].

Микроводоросли в качестве биоудобрений улучшают развитие корневой 
системы растений, увеличивают биомассу проростков и высоту растений, а так-
же обогащают почву азотом, фосфором, калием и значительным количеством 
микроэлементов [102, 103]. Кроме того, вырабатываемые микроводорослями 
ауксин, цитокинин и жасмоновая кислота являются гормонами роста растений, 
которые действуют как биостимуляторы [101]. Для этих целей хорошо зареко-
мендовали себя C. vulgaris, S. platensis, Chlorella sp., Spirulina sp., Scenedesmus 
sp., Acutodesmus dimorphus, Synechocytis, Asterarcys quadricellulare [104].

Биомасса микроводорослей легко минерализуется в почве и обеспечивает ее 
питательными веществами быстрее, чем другие органические удобрения. Поэтому 
биомасса микроводорослей выступает эффективным модификатором почвы [105].

Штаммы микроводорослей способны накапливать большое количество 
азота и фосфора в биомассе, используя питательные вещества из сточных вод. 
Кроме того, посредством биоминерализации фосфор в неорганических фор-
мах (например, полифосфат) или органические соединения фосфора могут 
превращаться в биодоступный фосфор. Таким образом, микроводоросли могут 
культивироваться в богатых питательными веществами сточных водах и ис-
пользоваться не только в качестве простого и экологически чистого источника 
биоудобрений для сельскохозяйственных культур, но и для очистки сточных вод, 
если содержание тяжелых металлов и органических загрязнителей в их биомас-
се не превышает нормативов, регламентирующих качество органических удо-
брений [106]. Внесение биоудобрений на основе биомассы микроводорослей в 
почву для рециркуляции питательных веществ из сточных вод может увеличить 
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концентрацию азота и фосфора, а также микроэлементов, необходимых расте-
ниям (например, K, Ca, Fe и т. д.). Более высокие концентрации этих питатель-
ных веществ улучшают плодородие почвы и будут способствовать росту расте-
ний. Для этого используют микроводоросли Monoraphidium sp., Neochloris sp.,  
Scenedesmus sp., Dictyosphaerium sp., Chlorella sp. + Scenedesmus sp.,  
C. pyrenoidosa, C. sorokiniana [104].

5.4. Микроводоросли как источник полезных компонентов. Биологи-
чески активные соединения (метаболиты), получаемые из микроводорослей, 
разнообразны, и их можно разделить на первичные и вторичные. Первичные 
метаболиты – это необходимые для выживания микроорганизмов соединения, 
к которым относят белки (5–74% по содержанию в биомассе), липиды (7–65% 
по содержанию в биомассе), углеводы (8–69% по содержанию в биомассе). По-
скольку первичные метаболиты вырабатываются в значительных количествах 
в клетке, их называют также макрокомпонентами. Вторичные метаболиты (ми-
крокомпоненты) представляют собой относящиеся к физиологическим систе-
мам функциональные соединения, среди которых выделяют витамины, каро-
тиноиды, фикобилипротеины, фитостеролы, фенольные соединения [107, 108].

5.4.1. Макрокомпоненты (первичные метаболиты). Микроводоросли 
содержат большее количество белка по сравнению с другими растительны-
ми источниками. Содержание сырого протеина в биомассе микроводорос-
лей колеблется от 30 до 80% масс. (51–58% – в Chlorella vulgaris, 60–71% –  
в Arthrospira (Spirulina) platensis, 31–46% – в Tetraselmis chui, 35–44% –  
в Nannochloropsis oceanica, 50–80% – в D. salina, 62% – в Galdieria sulphuraria). 
При этом, как и все растения, микроводоросли могут синтезировать многие 
необходимые аминокислоты. Содержание белка и аминокислотный профиль 
микроводорослей зависят как от характеристик конкретного вида, так и от 
условий его культивирования. Следует также отметить, что белки микрово-
дорослей являются источником биоактивных пептидов, которые не только 
обладают питательными свойствами, но и проявляют антиоксидантные, ан-
тигипертензивные, противоопухолевые и иммуномодулирующие свойства. 
К таким соединениям относят, например, фикоцианин и билипротеин. Неко-
торые белки, продуцируемые C. vulgaris, C. ellipsoidea и Palmaria palmata, 
тесно связаны с белками незаменимых пептидов – антиоксидантов. В целом 
большинство пептидов с антиоксидантными и антигипертензивными свой-
ствами получают из Chlorella sp. [109–117].

Липиды являются наиболее изученными соединениями, извлекаемыми 
из микроводорослей, с самым высоким потенциалом для масштабирования и 
коммерциализации [89]. Содержание липидов в микроводорослях составляет 
от 20 до 50%, а в отдельных случаях и больше. В некоторых специфических 
условиях культивирования, например, в среде с высоким содержанием углеро-
да и азота или в условиях стресса, водоросли способны накапливать многие 
липиды [118]. Выбор штамма играет важную роль для получения липидов из 
микроводорослей. Так, высокопродуктивными являются виды Pavlova salina 
(29% липидов от сухой массы), Phaeodactylum tricornutum (41%), Scenedesmus 
obliquus (50%), Nannochloropsis sp. (61%). Изучено содержание липидов в не-
которых других штаммах микроводорослей, например, в C. pyrenoidosa (2%),  
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D. salina (6%), Scendesmus subspicatus (16%), C. luteoviridis (22%), C. sorokiniana 
(22%), Parachlorella kessleri (25%), Haematococcus pluvialis (26%), Botryococcus 
braunii (33%) [29].

Липиды включают резервные и структурные фракции, входящие в состав 
мембран. Первые, состоящие в основном из насыщенных и мононенасыщенных 
жирных кислот, используются для получения биодизеля, вторые (полиненасы-
щенные жирные кислоты) – в нутрицевтиках, косметике, а также в качестве био-
добавок при производстве продуктов питания и кормов для животных [89].

Полиненасыщенные жирные кислоты представляют собой ценные сое-
динения на рынке здоровой пищи. Они состоят из трех или более двойных 
связей в скелетной цепи жирной кислоты, содержащей 18 или более атомов 
углерода. Особый коммерческий интерес представляют полиненасыщенные 
жирные кислоты, производимые микроводорослями, в частности омега-3 кис-
лоты (эйкозапентаеновая (20:5), докозагексаеновая (22:6) и линоленовая) [89], 
а также линолевая кислота, относящаяся к группе омега-6 кислот. Интересно 
отметить, что рыба, являющаяся традиционным источником омега-3 и омега-6 
жирных кислот, получает их из переваренных микроводорослей [118]. Соглас-
но литературным данным, содержание эйкозапентаеновой и докозагексаеновой 
кислот у микроводорослей вида Chlorella может достигать 3.2% и 8.9% соот-
ветственно [29]. Содержание докозагексаеновой кислоты у разных видов ми-
кроводорослей составляет 277 мг/г биомассы Schizochytrium sp., 170 мг/г био-
массы Crypthecodinium cohnii, 175 мг/г биомассы Aurantiochytrium sp., 170 мг/г  
биомассы Schizochytrium limacinum, 100 мг/г биомассы Schizochytrium sp., а 
содержание эйкозапентаеновой кислоты – 37 мг/г биомассы C. minutissima,  
16.6 мг/г биомассы Navicula saprophila, 22 мг/г биомассы P. tricornutum, 35–43 
мг/г биомассы Monodus subterraneus, и 26 мг/г биомассы Nitzschia laevis [118].

Углеводы представляют собой сложные органические соединения, обра-
зующиеся внутри хлоропластов в результате фотосинтеза. Углеводы микрово-
дорослей в основном состоят из крахмала, глюкозы, целлюлозы/гемицеллюло-
зы и различных полисахаридов. В состав последних входят моносахариды 
фруктоза, галактоза, глюкоза, манноза и ксилоза в различных соотношениях. 
В настоящее время полисахариды водорослей представляют собой класс цен-
ных соединений, применяемых в производстве продуктов питания, косметики, 
текстильных изделий, а также в составе стабилизаторов, эмульгаторов, сма-
зочных материалов, загустителей и лекарственных средств. В частности, суль-
фатированные полисахариды (например, фукоидан, каррагинаны и агараны), 
благодаря своим уникальным свойствам, перспективны для использования в 
медицине. Другое активно развиваемое направление практического примене-
ния продуцируемых микроводорослями полисахаридов (крахмал, целлюлоза, 
гликоген, пуллулан, гуммиарабик, хитин) – производство биополимеров на их 
основе [29, 118–122].

Штаммы микроводорослей, из которых могут быть извлечены различные 
углеводы, – C. vulgaris, S. quadricauda, Porphyridium sp., Haematococcus lacustris, 
Rhodella reticulata, C. stigmatophora, P. tricomutum [118].

5.4.2. Микрокомпоненты (вторичные метаболиты). Микроводоросли 
являются источниками витаминов, что представляет интерес для нутрицев-
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тической промышленности. Микроводоросли производят и накапливают ши-
рокий круг витаминов (A, C, D, E, витамины группы B, включая инозитол и 
фолиевую кислоту, а также биотин) [117, 118]. Однако содержание некоторых 
витаминов в микроводорослях снижается во время сушки и последующей об-
работки, что несколько ограничивает использование витаминов микроводоро-
слей. Как правило, витамины B1, B2 и C, а также никотиновая кислота чувстви-
тельны к нагреванию и их концентрация быстро снижается в процессе сушки.

Высшие растения обычно не производят витамин B12, тогда как некоторые 
микроводоросли могут его накапливать. Например, с точки зрения путей био-
синтеза эволюционная связь с бактериями видов Spirulina позволяет последним 
синтезировать витамин B12 в высоких концентрациях [107].

Взаимосвязь между оптимальными условиями роста и производством вита-
минов заметно отличается у каждого вида. По результатам нескольких исследо-
вательских работ выявлено, что виды Chlorella и Dunaliella содержат в составе 
своей биомассы такие витамины, как A, B1, C и E [29].

Микроводоросли также являются источниками пигментов, представляю-
щих коммерческий интерес. Основные классы фотосинтетических пигментов, 
присутствующих в водорослях, – это хлорофиллы, каротиноиды и фикобилины 
[123]. Кроме того, у некоторых видов имеются солнцезащитные пигменты.

Хлорофиллы представляют собой зеленоватые пигменты, которые на-
ходятся в пластинках хлоропластов. Зеленые микроводоросли характери-
зуются самым высоким содержанием хлорофилла. Среди всех видов ми-
кроводорослей вид Chlorella является удобным источником коммерческого  
получения хлорофилла [124].

Каротиноиды – жирорастворимые желтые, оранжевые или красные пиг-
менты. Это тетратерпеноиды, присутствующие в большинстве фотосинтезиру-
ющих организмов и содержащие в своей структуре 40 атомов углерода в виде 
субъединиц изопрена [89, 118]. Каротиноиды нерастворимы в воде и обычно 
прикреплены к мембранам внутри клеток [125]. Каротиноиды применяются в 
фармацевтической, косметической и медицинской промышленности, а также 
в составе кормов, поскольку представляют собой натуральные и более полез-
ные пигменты, чем химически синтезированные, и обладают антиоксидант-
ными свойствами [89]. Среди каротиноидов, продуцируемых микроводорос-
лями, наибольший коммерческий интерес представляют β-каротин, лютеин и 
астаксантин [29]. Основными источниками каротиноидов являются микрово-
доросли, относящиеся к классу Chlorophyceae [126]. Наиболее изученными 
по содержанию каротиноидов считаются C. vulgaris, S. platensis, H. pluvialis и  
D. salina. В основном β-каротин производится из D. salina, для получе-
ния астаксантина используют H. pluvialis, а для производства лютеина –  
Murielopsis sp. и S. Almeriensis [89].

Фикобилины представляют собой фотосинтетические вспомогательные пиг-
менты. В отличие от липофильных каротиноидов, фикобилипротеины раствори-
мы в воде. Эти молекулы имеют насыщенный красный или синий цвет и содержат 
белок. Основными соединениями этой группы пигментов являются фикоцианин 
и фикоэритрин, которые можно использовать в качестве натуральных пигментов 
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в продуктах питания, лекарственных средствах и косметике вместо искусствен-
ных пигментов, некоторые из которых могут проявлять канцерогенные свойства. 
Фикобилины продуцируются Spirulina sp., а также красными микроводоросля-
ми, такими как Porphyridium sp., Rhodella sp. и Bangia sp. [127–129].

Микроводоросли содержат натуральные пигменты, которые можно ис-
пользовать в продуктах по уходу за кожей для защиты от солнца и в других 
целях. Эти солнцезащитные пигменты (вторичные метаболиты) являются 
многофункциональными микоспорин-подобными аминокислотами, которые 
можно экстрагировать из микроводорослей, населяющих морские экосисте-
мы с высоким воздействием солнечного света. Существует возможность про-
изводить их в промышленных масштабах [120]. Другой часто встречающийся 
природный солнцезащитный материал – сцитонемин. Это пигмент, окрашива-
ющий клетки в желтовато-коричневый цвет, расположенный в слизистой обо-
лочке, окружающей клетки многочисленных видов цианобактерий, которые  
продуцируют внеклеточные полисахариды. Сцитонемин в основном извлека-
ется из Scytonema sp. и Nostoc sp. [130].

Фитостеролы – это вещества, относящиеся к липидной группе, но являю-
щиеся вторичными метаболитами микроводорослей. Они широко используют-
ся в фармацевтической промышленности для снижения уровня холестерина, 
а также в составе противовоспалительных, антиоксидантных и противорако-
вых средств [29]. Есть четыре вида фитостеролов, которые могут быть вы-
делены из микроводорослей и представляют коммерческий интерес. К ним 
относятся кампестерол (24-α-метилхолестерин), β-ситостерол (24-α-этилхоле-
стерин), стигмастерол (∆22,24-α-этилхолестерол) и брассикастерол (24-метил-
холест-5,22-диен-3β-ол) [131]. Их можно выделить из штаммов Amphora sp., 
Navicula sp., Nitzchia sp., P. tricornutum, Skeletonema sp., Thalassiosira rotula, 
Thalassiosira stellaris, Chlorella sp., Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliella sp., 
H. pluvialis, Tetraselmis sp., Nannochloropsis salina, Nannochloropsis oculata, 
Isochrysis sp., Pavlova viridis, Ochromonas danica, Porphyridium cruentum, 
Rhodomonas salina, Schyzochytrium aggregatum, Schyzochytrium sp., Anabaena 
solitaria, Nostoc carneum [132].

5.5. Метаболиты микроводорослей как сырье для производства био-
топлива и биополимеров. Как биомасса, так и метаболиты микроводорослей 
могут быть применены не только в исходном, но и в преобразованном виде.  
К получаемым в результате преобразования микроводорослей и их компонен-
тов продуктам относят биотопливо (биодизель, биоэтанол, биометан, бионефть, 
биоводород) и биопластик (полигидроксиалканоаты и полисахариды).

Биотопливо на основе микроводорослей относится к топливу третьего 
поколения. Оно считается экологически безопасным и перспективным ре-
шением для удовлетворения спроса на энергию у будущих поколений [133]. 
Существует несколько способов преобразования биомассы микроводорослей 
в биоэнергию: биохимическая, термохимическая и химическая конверсия.  
К биохимическому способу относят анаэробное сбраживание, спиртовое бро-
жение и биофотолиз. К методам термохимической конверсии относят газифика-
цию, пиролиз, сжигание, сжижение и торрефикацию. В химической конверсии  
используют метод переэтерификации [134].
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5.5.1. Биодизель – это многокомпонентное жидкое топливо, состоящее из 
метиловых или этиловых эфиров высших жирных кислот. Это биотопливо по-
лучают в процессе переэтерификации экстрагированных из микроводорослей 
липидов [95, 135, 136]. При этом протекает химическая реакция жирных кислот 
растительного происхождения со спиртом в присутствии катализатора с образо-
ванием глицерина и метиловых эфиров [137]. Процесс традиционной переэтери-
фикации включает в себя разделение и очистку биомассы микроводорослей до 
переэтерификации. Очистка заключается в сушке, экстракции липидов и разру-
шении клеток [138]. Для получения биодизеля из микроводорослей используют 
ферментативный [139, 140], кислотный [141], гомогенный щелочной [142, 143] 
или гетерогенный катализ [144, 145] с использованием в качестве источников сы-
рья микроводорослей Aurantiochytrium sp. [146], B. braunii [147], Chlamydomonas 
sp. [148], Chlorella sp. [149], C. pyrenoidosa [150], C. vulgaris [151], Ettlia sp.,  
N. oceanica, N. salina [152], Golenkinia sp., Nannochloropsis gaditana [153],  
N. oculata [154], Nannochloropsis sp. [155].

5.5.2. Биоэтанол (биоспирт) представляет собой этиловый спирт, который 
получают из растительного сырья путем ферментации. В составе биомассы ми-
кроводорослей присутствуют различные углеводы (целлюлоза, агар, крахмал, 
ламинарин и маннит), которые используются для производства биоспирта [156]. 
Биоэтанол насыщен кислородом (35% по массе), что позволяет использовать его в 
качестве автомобильного топлива и снизить количество образующихся выбросов 
[95]. Выход биоэтанола, получаемого из микроводорослей, почти в два раза выше, 
чем таковой из сахарного тростника, и в пять раз выше, чем из кукурузы [157].

Производство биоэтанола из микроводорослей включает в себя ряд  
этапов [158]: отбор и культивирование биомассы водорослей, предварительную 
обработку, сжижение, осахаривание, анаэробную ферментацию и дистилляцию 
для очистки биоэтанола. В анаэробных условиях углеводы сначала восстанавлива-
ются до простых сахаров с помощью химического или ферментативного процесса, 
а затем эти сахара превращаются в биоэтанол [73]. Основная функция ферментов 
заключается в преобразовании компонентов крахмала биомассы в сахара [134].

Микроводоросли, относящиеся к родам Scenedesmus, Dunaliella, Chlorella, 
Chlamydomonas и Spirulina, производят значительное количество крахмала и 
гликогена (более 50% их сухого веса), что делает их пригодными для использо-
вания в качестве сырья для производства биоэтанола [159]. Также отмечается, 
что биомасса микроводорослей Chlorococcum spp. и C. vulgaris эффективно пре-
образуется в биоэтанол в процессе ферментации [95].

5.5.3. Бионефть представляет собой сырую темную вязкую жидкость с вы-
соким содержанием альдегидов, крезолов и кислот [160]. Она может быть полу-
чена из биомассы микроводорослей с помощью пиролиза (бескилородное терми-
ческое разложение) и гидротермального сжижения (разложение под действием 
высокого давления в присутствии воды).

Основные химические соединения в составе бионефти, полученной в ре-
зультате пиролиза, – это ароматические соединения, углеводороды, жирные кис-
лоты, нитрогенаты, амиды и другие оксигенаты [161]. Для производства бионеф-
ти обычно используют быстрый пиролиз – нагревание биомассы до температуры 
500 °C при высокой скорости нагрева и малой длительности процесса (секунды 
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или миллисекунды), поскольку выход жидкой фракции в таком случае выше, чем 
для метода медленного пиролиза [162]. При получении бионефти путем пиро-
лиза используют микроводоросли C. protothecoides, M. aeruginosa, Chlorella sp.,  
C. vulgaris, S. obliquus, Desmodesmus sp., Nannochloropsis, Halamphora coffeaeformis, 
Nannochloropsis gaditana, Scenedesmus almeriensis, C. sorokiniana [95].

Гидротермальное сжижение представляет собой термохимический процесс, 
в котором воздействие горячей воды под давлением обеспечивает преобразова-
ние влажной биомассы микроводорослей в жидкое топливо. Такой способ по-
лучения бионефти привлекателен тем, что не требует предварительной сушки 
биомассы. Сжижение обычно проводят при температуре от 300 до 350 0Си дав-
лении от 5 до 20 МПа при массовой доле микроводорослей в исходной суспен-
зии от 5 до 50% [95]. Давление поддерживают на высоком уровне, чтобы вода 
оставалась в жидкой фазе, а температуру реакции обычно поддерживают в те-
чение 5–60 мин. Для ускорения процесса сжижения используют катализаторы. 
После окончания процесса полученную бионефть экстрагируют растворителем 
и очищают [163]. Наряду с бионефтью в процессе гидротермального сжижения 
также образуются водная фаза, содержащая некоторые остаточные питательные 
вещества из культуры микроводорослей, твердая фракция, состоящая в основ-
ном из золы и следов водорода, азота и серы, и газовая фаза с легкими газами  
(CO2, CO, H2, CH4) и небольшим количеством этилена и/или этана [164]. Для 
получения бионефти путем гидротермального сжижения используют микро-
водоросли C. vulgaris, Desmodesmus sp., Spirulina, Chlorella sp., C. pyrenoidosa,  
C. sorokiniana, Echinacea spp., Coelastrum sp. и N. Chlorella [95].

5.5.4. Биометан (биогаз) – это смесь газов, получаемая в результате анаэ-
робного сбраживания и состоящая преимущественно из метана (60–70%) и при-
месей углекислого газа, паров воды, аммиака, сероводорода, водорода и других 
восстановленных соединений [165]. Биомасса микроводорослей является мно-
гообещающим сырьем для производства биогаза в процессе анаэробного сбра-
живания, поскольку содержит относительно небольшое количество лигнина и 
целлюлозы, характеризующихся низкой биоразлагаемостью. В качестве сырья 
могут использоваться как необработанные микроводоросли, так и остатки ми-
кроводорослей после экстракции из них липидов. Для эффективного процесса 
сбраживания микроводоросли подвергают предварительной биологической, 
механической, химической и термической обработке для разрушения клеток  
[166, 167]. Продуктом сбраживания помимо биогаза является дигестат (жид-
кий остаток с высоким содержанием органических компонентов), который 
может быть использован в качестве биоудобрения [165]. В исследованиях, по-
священных производству биометана, упоминаются такие микроводоросли, как 
P. cruentum, C. vulgaris, H.  pluvialis, C. pyrenoidosa, Chlorella sp., C. vulgaris,  
S. obliquus, Scenedesmus sp., Nannochloropsis limneticа [95].

5.5.5. Биоводород представляет собой газообразное топливо, не содержа-
щее углерод, которое может быть получено путем трансформации раститель-
ной биомассы, например, биомассы микроводорослей. По сравнению с тер-
мохимическими методами производство водорода с помощью биологических 
процессов более экологично, требует меньшего количества энергии и может 
осуществляться в естественных условиях [168]. В природе различные группы 



СЕКВЕСТРАЦИЯ УГЛЕРОДА АТМОСФЕРЫ… 101

микроорганизмов способны генерировать молекулярный водород (биоводород) 
посредством биофотолиза, фотоферментации, фотокатаболизма и анаэробного 
брожения. Зеленые микроводоросли наиболее эффективно производят биово-
дород путем фотоферментации с использованием света и воды. К сожалению, 
этот метод производства водорода является малоэффективным, поскольку выде-
ляющийся кислород ингибирует ферменты, катализирующие синтез водорода. 
Более эффективным способом получения водорода с помощью микроводоро-
слей является анаэробное брожение, которое осуществляют симбионтные ми-
кроорганизмы, колонизирующие компартменты с дефицитом кислорода в толще  
биомассы микроводорослей.

Наиболее распространенные виды микроводорослей, которые использу-
ются при производстве биоводорода, – это D. salina, A. platensis, S. obliquus,  
C. kessleri, Chroococcus sp., C. pyrenoidosa, C. minutissima, Acutodesmus obliquus, 
C. reinhardtii, S. platensis, C. vulgaris, P. kessleri, G. sulphuraria, Enterobacter 
aerogenes, Chlamydomonas sp., S. obliquus, Anabaena sp. [95, 102, 169].

5.5.6. Биополимеры представляют собой полимеры, которые получают на 
основе биологического сырья [89], одним из примеров которого является биомас-
са микроводорослей. К наиболее изученным полимерам, синтезируемым микро-
водорослями, относят полигидроксиалканоаты и полисахариды. Эти полимеры 
можно использовать при производстве упаковочных материалов и в медицине, 
поскольку они, проявляя сходные свойства, выступают в качестве экологичной 
альтернативы нефтехимическим полимерам [122].

Полигидроксиалканоаты представляют собой сложные полиэфи-
ры гидроксиалканоатов, продуцируемые микроводорослями и рядом бак-
терий в качестве внутриклеточного источника углерода из сахара и/или  
липидов [170] и содержащие углеродную цепь, связанную с R-группой, и два 
атома кислорода [171, 172]. Показано, что содержание полигидроксиалканоа-
тов в микроводорослях может быть увеличено за счет теплового стресса или 
ограничения питательных веществ, например, соединений фосфора и азота. 
Полимеры на основе полигидроксиалканоатов безопасны для окружающей 
среды, так как полностью биоразлагаемы [173]. Кроме того, полигидроксиал-
каноаты нетоксичны, обладают высокой устойчивостью к ультрафиолетовому 
излучению и гидролитическому разложению [122]. Первой промышленной 
корпорацией, начавшей освоение промышленного производства полиги-
дроксиалканоатов, стала ICI в Великобритании. Компании Zeneka Seeds и  
Zeneka Bio Product с 1992 г. приступили к выпуску поли-3-гидроксибутирата 
и сополимеров 3-гидроксибутирата с 3-гидроксивалератом (товарное назва-
ние продукта – Biopol®). Лидером в области коммерциализации полигидрок-
сиалканоатов является компания Metabolix Inc., выпускающая полимеры под 
торговыми марками Biopol®, BiopolTM. В России ведущим коллективом, раз-
рабатывающим технологии синтеза полигидроксиалканоатов на различных 
субстратах, является Институт биофизики СО РАН (г. Красноярск), в котором в 
2005 г. создано первое опытное производство биопластотана.

Полисахариды, также как и полигидроксиалканоаты, биоразлагаемы и бо-
лее устойчивы к разрушению по сравнению с синтетическими полимерами. На 
сегодняшний день хорошо изучены основные структуры полисахаридов, обна-
руженных в микроводорослях, и их основные мономеры. Наиболее распростра-
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ненными составляющими этих макромолекул являются D-глюкоза, Dфруктоза, 
D-галактоза, D-манноза, L-арабиноза и D-ксилоза. Чаще всего в производстве 
биопластика применяют полисахариды на основе глюкозы и крахмала [174].

Необходимо учитывать, что условия для продуцирования рассматриваемых 
полимеров у различных видов микроводорослей отличаются. К видам микро-
водорослей, обладающих потенциалом для извлечения биополимеров, относят 
Nannochloropsis sp., B. braunii, Spirulina sp, Chlorella sp. Для получения поли-
гидроксиалканоатов обычно используют Botryococcus braunii, Synechocystis 
salina, Synechococcus elongatus и Spirulina sp. С целью получения крахмала 
для производства биополимеров изучены Ankistrodesmus falcatus, C. reinhardtii,  
C. sorokiniana, C. variabilis, C. vulgaris, P. kessleri, Scenedesmus acutus, S. obliquus 
и Scenedesmus sp. [89].

Заключение

Настоящий обзор демонстрирует высокий потенциал использования эука-
риотических микроводорослей и цианобактерий для секвестрации углекислого 
газа из промышленных выбросов, а также возможности получения полезных 
продуктов (биотопливо, биоудобрения, биополимеры, продукты питания, корм 
для домашних и сельскохозяйственных животных) и ценных соединений био-
массы микроводорослей (витамины, пигменты, фитостеролы).
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Abstract

This article outlines biotechnological methods that can help reduce atmospheric and industrial carbon 
dioxide emissions through the use of microalgae. A general description of microalgae was provided, and 
the most promising species for microalgal biotechnology were identified. The metabolic process by which 
microalgae capture and degrade carbon dioxide was described. The microalgae-based biotechnological 
systems and devices available today were analyzed. The key factors that need to be considered for the 
effective and successful use of microalgae were highlighted. Different products obtained from microalgal 
biomass after atmospheric carbon dioxide sequestration were overviewed.

Keywords: carbon dioxide, carbon sequestration, microalgae, microalgae biomass, biotechnological 
facilities for growing microalgae
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Аннотация

Исследование посвящено анализу биоклиматического потенциала (БКП)  
(по С.А. Сапожниковой) и агроклиматических характеристик территории Центрально-
го Черноземья (включая Орловскую область) и выявлению пространственно-временных 
тенденций их изменчивости с 1980 по 2021 г. В начале XXI в. по сравнению с концом 
XX в. установлен повсеместный рост БКП на 10%, сумм активных температур – на 13%, 
продолжительности периода активной вегетации – на 6%. Установлено смещение поясов 
сумм активных температур и гидротермического коэффициента (ГТК). Изотерма 3000 °С  
сместилась к северу и проходит по Белгородской и Воронежской областям. По гидро-
термическим условиям значительная часть Центрального Черноземья перешла из зоны 
обеспеченного увлажнения (1.3 ≥ ГТК > 1) в статус засушливой зоны (1 ≥ ГТК > 0.7).  
В целом для Центрального Черноземья рост БКП сопряжен с существенным увеличени-
ем сумм активных температур при определенном снижении влагообеспеченности.

Ключевые слова: бонитет климата, ГТК, теплообеспеченность, коэффициент увлажне-
ния, изменения климата, пространственная модель, географическая информационная систе-
ма (ГИС), Центрально-Черноземный район.

Введение

На фоне глобальной тенденции к потеплению климата [1] на территории 
России рост среднегодовых температур происходит примерно в 3 раза интен-
сивнее [2] – на 0.49 °С за 10 лет. Вместе с этим происходит изменение агро-
климатических условий и биоклиматического потенциала территории [3].  
Неблагоприятным следствием глобального потепления для сельскохозяй-
ственного растениеводства является повышение засушливости климата на 
значительной территории России. В земледельческой зоне страны за послед-
ние 20 лет повсеместно растет теплообеспеченность периода активной ве-
гетации сельскохозяйственных культур на фоне увеличения его продолжи-
тельности. По прогнозам на основе различных климатических сценариев [4], 
к концу XXI в. при общем росте биоклиматического потенциала ожидается 
снижение продуктивности культур из-за засушливости на 16–18%. Также на-
блюдается рост экстремальных гидрометеорологических явлений, представ-
ляющих опасность в том числе для сельского хозяйства [5]. На Европейской 
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территории России растет частота атмосферных засух [6], прогнозируется 
дальнейший рост аридизации юга земледельческой зоны страны [7]. Увели-
чение частоты засух наблюдается не только в регионах с прогнозируемым 
снижением количества осадков, но и в областях, где количество осадков рас-
тет [8]. С другой стороны, на фоне общего снижения осадков теплого пе-
риода для лесостепной зоны Европейской территории России увеличивается 
повторяемость эрозионно-опасных ливней [9], что усиливает риск развития 
водной эрозии почв – главной угрозы деградации сельскохозяйственных зе-
мель страны.

Скорость изменения агроклиматических условий может быть настолько 
стремительной, что сама концепция статического агроклиматического райо-
нирования может потерять свою актуальность из-за постоянных перемен [10]. 
Отмечаемые климатические изменения диктуют настоятельную необходи-
мость разработки долгосрочного агроэкономического планирования и его уче-
та в государственной сельскохозяйственной политике страны для обеспечения 
успешной адаптации агропроизводителей к новым условиям растениеводства. 
Для прогнозирования урожайности культур и оценки рисков ведения сель-
ского хозяйства по всему миру разрабатываются специализированные моде-
ли агроклиматических условий [11], например, «Климат–Почва–Урожай» для  
России [12, 13], AgriClim для Центральной Европы [10] и др. Использование 
глобальных моделей климатических изменений (например, из числа моделей 
CMIP6) при определенной калибровке достаточно надежно воспроизводит 
пространственные особенности распределения агроклиматических характе-
ристик [14, 15]. Математическое моделирование позволяет рассчитать вероят-
ность наступления неблагоприятных метеорологических ситуаций и дать обос
нованный прогноз состояния агроклиматических ресурсов [16], помогающий 
своевременно принять меры по адаптации сельского хозяйства к глобальным 
изменениям климата и повысить его устойчивость.

Пространственный анализ климатических условий, особенно для обширной 
площади России, дополняет общую картину их изменений во времени, позволя-
ет более глубоко понять механизмы пространственных закономерностей этого 
процесса. Под задачи пространственного климатического моделирования разра-
батываются географические информационно-вычислительные системы локаль-
ного и глобального уровней [17, 18]. Геоинформационные технологии являются 
необходимым инструментом научных исследований и для агроклиматологии, 
находя все большее применение в прикладных региональных отечественных ис-
следованиях и агроклиматическом мониторинге [19–21].

Целью данного исследования является анализ биоклиматического потенци-
ала и агроклиматических характеристик территории Центрального Черноземья 
(включая Орловскую область) и выявление пространственно-временных тенден-
ций их изменчивости.

1. Материалы и методы
1.1.  Территория исследования и источники данных. Анализ изменчи-

вости биоклиматического потенциала проводили для шести областей юга Цен-
тральной России – Орловской, Липецкой, Тамбовской, Курской, Белгородской, 
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Воронежской, основная часть которых входит в Центрально-Черноземный эко-
номический район страны (рис. 1). Далее при упоминании о нем мы будем упо-
треблять обобщающее название «Центральное Черноземье».

Рис. 1. Территория исследования. Номерами обозначены метеостанции: 1 – Брянск го-
род; 2 – Павелец; 3 – Земетчино; 4 – Орел; 5 – Тамбов; 6 – Рыльск; 7 – Поныри; 8 – Курск; 
9 – Конь-Колодезь; 10 – Росташи; 11 – Богородицкое-Фенино; 12 – Воронеж город;  
13 – Каменная Степь; 14 – Готня; 15 – Урюпинск; 16 – Калач; 17 – Валуйки; 18 – Чертково

Исследуемые области входят в число передовых аграрных регионов страны, 
обладают уникальными почвенно-климатическими ресурсами, обеспечивающими 
стабильное производство конкурентоспособной сельскохозяйственной продукции. 
Занимая площадь 192.5 тыс. км2 (примерно 1% от территории страны), они вклю-
чают 13% всех посевных площадей, входят в двадцатку лидеров по урожайности 
зерновых и технических культур и приносят значительную часть дохода от расте-
ниеводства страны [23]. В среднем в структуре посевных площадей наибольшая 
доля приходится на зерновые и зернобобовые культуры (~58%) [24]. Перечислен-
ные факторы определяют ключевую роль Центрального Черноземья в аграрном 
секторе страны и важность мониторинга агроклиматических условий региона.

Территория исследования расположена в средней и южной частях Средне-
русской возвышенности и на Окско-Донской равнине в условиях умеренно-кон-
тинентального климата. Для региона характерна высокая доля сельскохозяй-
ственных угодий и доля пашни, которая составляет более 50% общей площади 
[25]. Территория характеризуется разнообразием сочетаний природных и антро-
погенных факторов, влияющих на структуру, степень сельскохозяйственной ос-
военности, способность к самовосстановлению ландшафтов региона.

Для Центрального Черноземья меридиональная южная климатическая эпоха 
(с 1998 г. по настоящее время) характеризуется наибольшей нестабильностью 
внутригодового режима осадков с тенденцией их дефицита в летний период и 
участившейся повторяемостью метеорологических экстремумов [26].
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Информационной основой исследования выступали открытые данные су-
точных наблюдений за температурой воздуха и атмосферными осадками в 1980–
2021 гг. [27] для 12 метеорологических станций сети Росгидромета в пределах 
территории исследования. Для корректной интерполяции и пространственного 
анализа были привлечены данные еще 6 соседних метеостанций. В полученном 
массиве метеоданных для трех метеостанций (Конь-Колодезь, Калач и Павелец) 
были обнаружены пропуски по количеству осадков за 1–3 месяца в 1980, 1981, 
1991 и 1995 гг. Ряды были восстановлены по ближайшим объектам-аналогам 
(при коэффициенте корреляции временных рядов более 0.7) с использованием 
линейной регрессионной модели.

1.2. Агроклиматические показатели и биоклиматический потенциал. 
Обеспечение продовольственной безопасности страны в рамках реализации на-
ционального проекта по развитию агропромышленного комплекса невозможно 
без объективной оценки общей потенциальной продуктивности земли, формиру-
ющейся в первую очередь под влиянием температуры, увлажнения и инсоляции. 
Показатель, характеризующий это понятие, был назван П.И. Колосковым [28] 
биоклиматическим потенциалом (БКП).

Оценке продуктивности природных условий с учетом климата, почв и 
рельефа в различных сочетаниях посвящены работы многих отечественных 
агроклиматологов. Стоит отметить, что понятие «биоклиматический потен-
циал» не является устоявшимся. Разными авторами даются различные ва-
рианты данного термина и его трактовки: «биоклиматический потенциал»  
[28, 29], «сельскохозяйственный бонитет климата» [30], «сельскохозяй-
ственная продуктивность климата» [31], «сельскохозяйственный потенциал  
климата» [32] и др.

БКП составляет система агроклиматических и агрометеорологических по-
казателей (теплообеспеченность, увлажненность, неблагоприятные явления). Он 
может быть выражен количественно в виде балла или объема продукции на еди-
ницу площади, характеризующего потенциальную биологическую продуктив-
ность агроэкосистем (климатически обусловленную урожайность). Существу-
ют различные методики расчета балла БКП. Так, он может быть выражен через 
статистическую меру близости неограниченного набора агроклиматических по-
казателей [33] или рассчитан по определенному соотношению показателей по 
заданным формулам [29, 30].

В настоящей работе для оценки сельскохозяйственной продуктивности кли-
мата выбран показатель, разработанный С.А. Сапожниковой [30]. Комплексное 
влияние тепло- и влагообеспеченности на урожайность зерновых культур учиты-
вается с помощью показателя сельскохозяйственного бонитета климата (биокли-
матического потенциала) (Bk), который количественно равен условному урожаю 
яровых зерновых культур при данном сочетании тепла и влаги. При этом вели-
чина БКП (в баллах) определяется произведением суммы активных температур 
за период вегетации и бонитировочного балла увлажнения и рассчитывается по 
формуле 1:

						      (1)

где ε – бонитировочный балл увлажнения, количественно равный осредненной 
урожайности тех же культур (в ц/га), приходящейся на единицу обеспеченного 
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теплом периода (∑Т10 = 100 °С) при данном увлажнении, ∑Т10 – сумма активных 
температур за период со среднесуточной температурой выше 10 °С.

Значение ε определяется на основании коэффициента увлажнения (КУ):
							       (2)
									       

,                                                (3)

где Pх и Pт – сумма осадков холодного и теплого периодов года, а 0.18∑Т10 – ис-
паряемость за год (по работе [34]).

Выбор именно этой методики среди других вариантов расчета БКП обуслов-
лен несколькими причинами. Во-первых, в отличие от методики расчета БКП по 
Д.И. Шашко [29], где используются средние суточные значения дефицита влаж-
ности воздуха, отсутствующие в свободном доступе, Bk определяется по данным 
о температуре воздуха и осадках суточной размерности, имеющимся по всем 
выбранным метеостанциям региона исследования. Во-вторых, КУ учитывает 
осадки теплого и холодного периодов, но последние входят с меньшим удель-
ным весом. Это обстоятельство выгодно отличает метод оценки влагообеспечен-
ности по С.А. Сапожниковой от гидротермического коэффициента Селянинова, 
где учитываются только осадки периода активной вегетации, и метода Шашко, 
в котором для этого сопоставляются годовые суммы осадков и суммы средних 
суточных значений дефицита влажности воздуха. Также в основу расчета Bk по-
ложена оценка тепло- и влагообеспеченности урожая зерновых культур, состав-
ляющих основу продовольственной безопасности России.

Условия увлажнения дополнительно оценивали с помощью других показа-
телей: индекса сухости Будыко (ИС) и гидротермического коэффициента Селя-
нинова (ГТК):

					     (4)

							     
,                                                   (5)

где P – сумма годовых осадков, P10 – сумма осадков за период со среднесуточной 
температурой выше 10 °С.

Для расчетов был написан макрос на языке VBA MS Excel, который рассчи-
тывает даты устойчивого перехода среднесуточной температуры воздуха через  
0 °С (начало весны, начало зимы), 5 °С (начало и конец периода вегетации),  
10 °С (начало и конец периода активной вегетации), 15 °С (начало и конец лета), 
суммы активных температур, суммы осадков за год и период активной вегета-
ции, ГТК и ИС.

Картографирование и пространственный анализ выполнены с использова-
нием программного обеспечения ArcGIS (ESRI, США), включая модули Spatial 
Analyst и Geostatistical Analyst. Для интерполяции точечных данных использо-
вали метод сплайна с натяжением. Расчет средневзвешенных значений агро-
климатических параметров для отдельных областей Центрального Черноземья 
выполнен с использованием зональной статистики растров интерполированных 
значений этих показателей.
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2. Результаты
2.1.  Временна́я изменчивость. Биоклиматический потенциал региона 

на основной продолжительности анализируемого периода характеризовал-
ся отчетливой тенденцией к росту (рис. 2). С начала 1980-х гг. БКП в сред-
нем увеличивался на 1  балл в 10 лет. С 2015 г. темпы роста БКП стабилизи-
ровались, а за последние три года наблюдалось снижение этого параметра  
до уровня начала 2000-х гг.

Рис. 2. Динамика биоклиматического потенциала Центрального Черноземья в 1980–2021 гг.

Разностная интегральная кривая БКП (рис. 3), показывающая накопленное 
отклонение от среднего значения, с 2001 г. меняет свое направление, что говорит 
об изменении характера процесса роста. Дисперсионный анализ двух получен-
ных выборок (I – 1980–2000 гг. и II – 2001–2021 гг.) показывает достоверные 
отличия их БКП (p << 0.05) со средними значениями 40.6 ± 1.9 и 44.6 ± 2.3 соот-
ветственно. Между рассматриваемыми периодами БКП вырос на 10%.

Рис. 3. Разностная интегральная кривая биоклиматического потенциала

Параметры теплообеспеченности и увлажненности вносят разный весо-
вой вклад в расчет БКП – oн в 14 раз более чувствителен к изменению суммы 
активных температур, нежели к режиму осадков. Согласно методике расчета  
Bk (1–3), при росте ΣT10 на 10% Bk увеличивается на столько же, а при аналогич-
ном росте КУ – лишь на 0.7%. Поэтому были проанализированы изменения по 
выделенным периодам как составляющих БКП, так и отдельных агроклиматиче-
ских показателей (табл. 1).
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Табл. 1

Изменчивость агроклиматических характеристик с 1980–2000 гг. по 2001–2021 гг.

Показатель
Среднее значение Периоды

отличаются
p-значение

(< 0.05)40 лет 1980–2000 2001–2021 Δ, %
ΣТ10, °С 2489 ± 154 2329 ± 151 2856 ± 159 +13 да 4×10–5

Р10, мм 274 ± 27 277 ± 31 271 ± 25 –2 нет 0.89
N10, дни 163 ± 6 159 ± 7 168 ± 6 +6 да 7×10–4

Bk, балл 42.8 ± 1.9 40.6 ± 1.9 44.6 ± 2.3 +10 да 1×10–4

КУ 0.95 ± 0.13 1.03 ± 0.15 0.87 ± 0.12 –15 да 0.009
ГТК 1.07 ± 0.15 1.35 ± 0.18 0.96 ± 0.12 –18 да 0.002

ИС 0.88 ± 0.13 0.82 ± 0.14 0.93 ± 0.13 +15 да, 
незначительно 0.04

Обозначения: ΣТ10 – сумма активных температур, Р10 – сумма осадков за период актив-
ных температур, N10 – продолжительность периода активных температур, Bk – биоклима-
тический потенциал, КУ – коэффициент увлажнения по Сапожниковой, ГТК – гидротер-
мический коэффициент, ИС – индекс сухости.

Режим осадков за период активной вегетации в рассматриваемом временном 
интервале не имел устойчивого тренда к изменению (коэффициент детерминации 
R2 = 0.03), средние значения по выделенным периодам существенно не отличаются. 
Внутригодовое распределение осадков также не показывает долгосрочных тенден-
ций к временно́му изменению. Можно отметить, что за последние 10 лет наблюда-
ется снижение доли осадков теплого периода по сравнению с холодным на 8%, что 
согласуется с общими оценками для Центрального федерального округа [2].

Установлена наиболее сильная связь изменения БКП с ростом суммы актив-
ных температур (коэффициент детерминации R2 = 0.42) (рис. 4). Для сравнивае-
мых периодов ΣТ10 выросли на 13%, а продолжительность периода активной ве-
гетации – на 9 дней. Это привело к росту биоклиматического потенциала на 10% 
и снижению КУ и ГТК на 15 и 18% соответственно. По гидротермическим ус-
ловиям значительная часть Центрального Черноземья перешла из зоны обеспе-
ченного увлажнения (1.3 ≥ ГТК > 1) в статус засушливой зоны (1 ≥ ГТК > 0.7). 

Рис. 4. Изменчивость агроклиматических параметров во времени (нормализованные зна-
чения). КУ – коэффициент увлажнения по Сапожниковой, ГТК – гидротермический ко-
эффициент, ИС – индекс сухости, ΣТ10 – сумма активных температур, Р10 – сумма осадков 
за период активных температур, N10 – продолжительность периода активных температур
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2.2. Пространственная изменчивость. Большинство агроклиматических 
показателей по средним значениям для Центрального Черноземья демонстриру-
ют выраженные тренды изменения во времени (см. табл. 1, рис. 4). Анализ этих 
трендов по отдельным метеостанциям региона исследования показывает согла-
сованные однонаправленные пространственные изменения по всем параметрам, 
кроме осадков. Однако величины изменений могут существенно отличаться, до-
стигая для отдельных метеостанций 20%. Распределение показателей по обла-
стям Центрального Черноземья представлено в табл. 2. В пределах изучаемой 
территории наблюдается неоднородность распределения условий теплообеспе-
ченности и увлажненности, которую лучше всего отражает картографирование.

На рис. 5 представлено сравнение особенностей распределения БКП, осред-
ненного за разные периоды.

Рис. 5. Пространственное распределение биоклиматического потенциала (Bk) в Цен-
тральном Черноземье: а) в 1980–2000 гг.; б) в 2001–2021 гг.

Наблюдается не только повсеместный рост БКП, но и изменение его про-
странственного тренда. В период 1980–2000 гг. рост БКП происходил по терри-
тории Центрального Черноземья в юго-восточном направлении на 7–8 баллов.  
В следующие 20 лет направление роста БКП сменилось на юго-западное, в Во-
ронежской области изменчивость БКП возросла на 25%, в Тамбовской, наоборот, 
приобрела более равномерный характер распределения. К началу 2020-х гг. в 
южных областях средний балл БКП равнялся 45.4, в северных – 42.1. Наиболь-
ший рост БКП наблюдался в Орловской и Курской областях – на 13%, наимень-
ший, в среднем на 4%, – в Тамбовской.

Суммы активных температур также показывают повсеместный рост на 
9–15% (рис. 6, а). В западной части исследуемой территории рост происходит 
интенсивнее. К настоящему времени изотерма 3000 °С сместилась к северу и 
проходит по Белгородской и Воронежской областям. Ближе к их южным гра-
ницам ΣТ10 превышает 3200 °С. Средняя продолжительность периода активной 
вегетации для Белгородской и Воронежской областей превысила 170 дней, а в 
среднем по территории этот период увеличился на 6%. Причем для северных 
областей прирост идет активнее, «выравнивая» продолжительность периода ак-
тивной вегетации для всего региона (рис. 6, б).
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Рис. 6. Пространственная изменчивость агроклиматических параметров: а) суммы тем-
ператур периода активной вегетации (ΣТ10); б) продолжительности периода активной ве-
гетации (N10); в) суммы осадков периода активной вегетации (P10); г) гидротермического 
коэффициента (ГТК); д) индекса сухости (ИС). Точками обозначены областные центры
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Наибольшая пространственная неоднородность характерна для осадков 
теплого периода (P10) (рис. 6, в). Разница по территории для них варьирует  
от –12 до +10%. Так, сумма осадков теплого периода в Белгородской области 
увеличилась на 8 мм (+3%), а в Липецкой снизилась на 16 мм (–6%). В целом для 
севера Центрального Черноземья характерна тенденция к снижению данного па-
раметра, для юга – к росту. Столь неравномерная изменчивость условий увлаж-
нения может привести к разнонаправленным тенденциям урожайности даже в 
пределах одного субъекта РФ, не говоря о более обширных территориях.

Гидротермический коэффициент, как и коэффициент увлажнения, повсе-
местно снижается для всей территории (рис. 6, г). Наиболее быстрое падение 
ГТК в среднем на 18–20% характерно для Курской, Тамбовской и Липецкой 
областей. Граница ГТК = 1 за последние двадцать лет сместилась на 200 км к 
северо-западу. Рост температур привел к смещению поясов ГТК, а изменение 
увлажненности – к изменению их формы. 

Индекс сухости показывает самый высокий прирост по территории – в сред-
нем на 16%. В целом по пространственной картине он довольно близок к рас-
пределению ГТК и увеличивается с северо-запада на юго-восток, но изменчи-
вость по территории у него выше (рис. 6, д). Наибольший рост наблюдается в 
Липецкой, Тамбовской и Курской областях за счет изменения формы «поясов» 
этого показателя. Самыми засушливыми по-прежнему остаются Воронежская и 
Тамбовская области. За последние 20 лет ИС > 1 наблюдается уже на большей 
части их территорий.

3. Обсуждение
Географическое положение России обуславливает существенное влияние 

глобальных и локальных климатических условий на урожайность и валовые 
сборы основных сельскохозяйственных культур. На территории Центрального 
Черноземья на основе полученных результатов отмечен повсеместный рост БКП 
(по работе [30]) в среднем на 10%. Это согласуется с прогнозной оценкой для 
земледельческой зоны России [4], исходя из которой по ансамблевому вариан-
ту климатических изменений рост БКП в первой трети XXI в. вырастет на 8%. 
Согласно официальной статистике, средняя урожайность основных зерновых 
и зернобобовых культур для исследуемой территории показывает стабильный 
рост – за последние 20 лет она увеличилась в 2.2 раза [23, 24].

Однако рост урожайности далеко не всегда является прямым следствием 
увеличения БКП и благоприятности агроклиматических условий. На исследу-
емой территории рост БКП сопряжен с разнонаправленным изменением ус-
ловий тепло- и влагообеспеченности – существенным ростом сумм активных 
температур при снижении осадков вегетационного периода для 1/2 территории. 
Поскольку выбранная нами методика расчета БКП имеет большую чувстви-
тельность к изменениям термических условий, балл Bk может недостаточно 
полно отражать изменчивую специфику условий увлажнения вегетационно-
го периода, которые в исследуемом регионе в значительной мере определяют  
продуктивность большинства культур.

В исследовании [35] для Европейской части России установлены негатив-
ные агроклиматические тенденции, приводящие к снижению климатически 
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обусловленной урожайности. Положительные тенденции фактической урожай-
ности объясняются авторами успешной адаптацией систем землепользования к 
изменению климата. В первую очередь негативное влияние агроклиматических 
факторов компенсируется внесением удобрений [36]. За последние 20 лет объем 
вносимых минеральных удобрений в Центральном Черноземье вырос в 4.9 раза, 
а органических – в 3.5 раза [23].

По средним оценкам для Центрального федерального округа [2] с 1976 по 2021 г.  
скорость роста суммы активных температур >10 °C составляла 121 °C/10 лет. Это 
согласуется с нашими оценками скоростей для юга Центрального федерального 
округа в 132 °C/10 лет. Ранее в работе [37] прогнозировалось, что для территории 
Центральной Европы сочетание повышения температуры воздуха с изменением 
количества и распределения осадков приведет к удлинению вегетационного пери-
ода и значительным сдвигам агроклиматических зон. Этот прогноз подтверждает-
ся и настоящим исследованием регионального характера, где установлено актив-
ное смещение поясов сумм активных температур и ГТК.

Столь стремительный рост температур ведет к засушливости и негативным 
изменениям теплового режима вегетационного периода, особенно для зерновых 
культур. Установлено, что для территории исследования засушливый гидротер-
мический режим во время посева озимой пшеницы чреват снижением ее уро-
жайности в 1.3–1.5 раза [38]. В засушливые годы последнего десятилетия потери 
урожайности яровой пшеницы составили от 35 до 50% [5]. С другой стороны, 
термические условия будут выступать как дополнительные ресурсы тепла при 
производстве особо ценных и дефицитных для России теплолюбивых культур – 
кукурузы, сои, подсолнечника и др.

Таким образом, говорить об установленной нами для Центрального Чернозе-
мья тенденции роста БКП в исключительно положительном ключе не корректно. 
Рост теплообеспеченности, несомненно, способствует росту сельскохозяйственно-
го потенциала территории. Однако при дефиците увлажнения, который отмечается 
нами для исследуемой территории, на фоне повышения температур растут кли-
матические риски, связанные с недостатком увлажнения почвы. Повторяемость 
засух в Центральном Черноземье сейчас в среднем составляет 10% [20].

Рост БКП территории не только влияет на урожайность сельскохозяйствен-
ных культур, но и определяет условия вегетации и продуктивности естественных 
фитоценозов. Так, в северной лесостепи Центрального Черноземья на фоне по-
вышения теплообеспеченности территории и некоторого снижения ее влагообе-
спеченности отмечаются положительный тренд лесистости овражно-балочных 
систем [39] и рост скоростей распространения лесов на бывших лугово-паст-
бищных угодьях [40].

Заключение

Анализ изменчивости биоклиматического потенциала Центрально-
го Черноземья с 1980 по 2021 г. показал его повсеместный рост в регионе 
на 10% в первые десятилетия XXI в. в сравнении с последними десятиле-
тиями XX в. Установлена наиболее сильная связь изменения БКП с ростом 
суммы температур периода активной вегетации (T  >  10 °С). В начале XXI 
в. относительно конца XX в. этот показатель вырос на 13%, а продолжи-
тельность периода активной вегетации увеличилась на 9 дней. Простран-
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ственное распределение оценок тренда роста БКП показывает различные 
скорости. Наиболее активные «сдвиги» характерны для западных областей –  
Орловской, Курской и Белгородской. 

Однако не для всего Центрального Черноземья рост БКП является показа-
телем улучшения агроклиматического режима, поскольку для 1/2 территорий он 
сопряжен со снижением количества осадков вегетационного периода. В целом 
для Центрального Черноземья степень засушливости растет, о чем свидетель-
ствуют смещения на 200 км к северо-западу изотерм сумм активных температур 
и рубежа ГТК = 1. Если в конце XX в. в зону обеспеченного увлажнения и выше 
попадал 81% территории региона, то к 2021 г. эта доля снизилась до 34%.
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Abstract

This article examines the bioclimatic potential (BCP) (according to S.A. Sapozhnikova) and 
agroclimatic characteristics of the Central Chernozem Region, including the Oryol oblast, with 
spatiotemporal trends of their variability analyzed from 1980 to 2021. In the early 2000s, compared to the 
late 20th century, there was a 10% increase in the BCP, a 13% rise in the sum of active temperatures, and 
a 6% longer active growing season. Furthermore, shifts in the isolines of the sum of active temperatures 
and the hydrothermal coefficient (HTC) occurred. The active temperature isotherm of 3000°C moved 
northward, and it is now running through the Belgorod and Voronezh oblast. As a result of the observed 
hydrothermal conditions, a significant part of the Central Chernozem transitioned from the zone with 
sufficient moisture (1.3 ≥ HTC > 1) to an arid zone (1 ≥ HTC > 0.7). The overall growth of the BCP in the 
Central Chernozem Region can be associated with a considerable rise in the sum of active temperatures 
and a reduction in moisture supply.



Ж.А. БУРЯК и др.142

Keywords: climate quality, hydrothermal coefficient, h eat supply, m oisture c oefficient, climate 
change, spatial model, geographic information system (GIS), Central Chernozem Region

Acknowledgements. This study was supported by the Russian Science Foundation  
(project no. 22-27-00291).

Conflicts of interest. The authors declare no conflicts of interest.

Figure Captions

Fig. 1. Study area. Weather stations are designated by numbers: 1 – Bryansk; 2 – Pavelets; 3 – Zemetchino; 
4 – Oryol; 5 – Tambov; 6 – Rylsk; 7 – Ponyri; 8 – Kursk; 9 – Kon’-Kolodez’; 10 – Rostashi;  
11 – Bogoroditskoe-Fenino; 12 – Voronezh; 13 – Kamennaya Steppe; 14 – Gotnya; 15 – Uryupinsk;  
16 – Kalach; 17 – Valuyki; 18 – Chertkovo.

Fig. 2. Bioclimatic potential dynamics of the Central Chernozem Region in 1980–2021.
Fig. 3. Difference integral curve of the bioclimatic potential.
Fig. 4. Variability of the agroclimatic parameters over time (normalized values). MC – moisture coefficient 

according to Sapozhnikova, HTC – hydrothermal coefficient, DI – dryness index, ΣT10 – the sum of 
active temperatures, Р10 – the sum of precipitation for the period of active temperatures, N10 – the length 
of the period of active temperatures.

Fig. 5. Spatial distribution of the bioclimatic potential (Bk) in the Central Chernozem Region: a) in 1980–
2000; b) in 2001–2021.

Fig. 6. Spatial variability of the agroclimatic parameters: a) the sum of temperatures for the active growing 
season (ΣТ10); b) the length of the active growing season (N10); c) the amount of precipitation during 
the active growing season (P10); d) hydrothermal coefficient (HTC); e) dryness index (DI). The dots 
indicate the regional centers.
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ПОВОЛЖЬЯ (ВОСТОЧНАЯ ЕВРОПА): ПРИМЕР ПАЛЕОКЛИМАТА 
И ПАЛЕОЛАНДШАФТОВ СУБТРОПИКОВ КОНТИНЕНТАЛЬНОЙ 

ПАНГЕИ В СРЕДНЕЙ ПЕРМИ
Ф.А. Муравьев, Т.В. Кропотова, Б.И. Гареев, Г.А. Баталин

Казанский (Приволжский) федеральный университет, г. Казань, 420008, Россия

Аннотация

В работе приведены результаты исследования палеопочвенных профилей разреза 
уржумского яруса, расположенного на правом берегу Волги в районе д. Гребени, ком-
плексом полевых и лабораторных методов. Выявлено два палеопочвенных профиля, раз-
витых на красноцветных глинистых алевролитах. По педогенным признакам (почвенным 
горизонтам, карбонатным нодулям, сликенсайдам и др.) палеопочвы классифицируются 
как вертик кальцисоли высокой степени зрелости, по этим признакам реконструирует-
ся сезонно-влажный теплый климат. Среднегодовое количество осадков позднеуржум-
ского времени, рассчитанное по геохимическим индикаторам палеопочв, составило  
522 мм/год. Современными аналогами этих палеопочв можно считать красно-бурые по-
чвы сухих субтропиков Средиземноморья или Австралии.

Верхний палеопочвенный профиль представляет собой педокомплекс, состоящий 
из четырех самостоятельных почв, разделенных в средней части непедогенными просло-
ями карбонатных пород. В строении педокомплекса выделены один озерно-болотный и 
два озерно-плайевых седиментационных микроритма, которые указывают на обстановки 
озерно-аллювиальных равнин и позволяют оценивать длительность его формирования 
от тысяч до десятков тысяч лет. 

В верхней части уржумских отложений опорного разреза в овраге Черемушка вы-
явлен схожий по строению педокомплекс. Минералогический, химический и грануло-
метрический состав силикокластики обоих педокомплексов, а также изотопный состав 
педогенных нодулей показали большое сходство. Биостратиграфическое положение пе-
докомплекса оврага Черемушка позволяет считать его одновозрастным педокомплексу 
разреза Гребени, проводить их прямую корреляцию и использовать в качестве педостра-
тиграфического маркера. Предлагается дать название этому маркирующему горизонту 
«педокомплекс малиновых глин».

Ключевые слова: палеопочва, педокомплекс, уржумский ярус, корреляция, изото-
пы углерода и кислорода, геосоль.

Введение

В среднепермскую эпоху территория Казанского Поволжья представля-
ла собой обширный внутриконтинентальный мелководный бассейн в полосе 
субтропического климата северной части суперконтинента Пангея. Это время 
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характеризуется началом масштабных климатических, палеогеографических 
и биотических изменений, которые привели к массовому вымиранию в конце 
пермского периода. Палеоклиматические и палеогеографические реконструк-
ции для данной территории носят в основном обобщенный характер и требуют 
большей детализации. Этим обусловлена актуальность данной работы.

Казанское Поволжье является парастратотипической местностью для кон-
тинентальных отложений уржумского и северодвинского ярусов пермской  
системы [1, 2]. В этих отложениях встречаются слои пород, измененные почво-
образовательными процессами, или палеопочвы [3, 4]. Значение палеопочв в 
разрезах осадочных пород континентального генезиса велико, их изучение до-
полняет палеонтологическую характеристику пород. Состав, строение и харак-
тер залегания палеопочв позволяет восстанавливать палеоландшафтные и па-
леоклиматические условия [4], оценивать длительность процессов педогенеза, 
которая определяется длительностью перерывов в осадконакоплении [3]. Это, в 
свою очередь, позволяет выявлять границы седиментационных ритмов и исполь-
зовать их для корреляции одновозрастных отложений.

До начала 2000-х гг. пермские палеопочвы в Казанском Поволжье детально 
не описывались и не изучались в ходе геологических работ. Первое описание 
и классификация распространенных типов палеопочв пермских красноцвет-
ных пород Казанского Поволжья были сделаны С.В. Наугольных и др. [5, 6],  
при этом главное внимание было уделено палеопочвам на карбонатных 
осадках, или кальциевым литосолям [6]. Палеопочвы на красноцветных 
алевритоглинистых осадках классифицировались этими авторами как элю-
виально-иллювиальные глейсоли и палеолесситы [5]. Детальное описание 
красноцветных палеопочв опорного разреза уржумского и северодвинского 
ярусов пермской системы Монастырского оврага и вмещающих пород было 
выполнено в работах [7–10]. Уржумские палеопочвы были классифициро-
ваны как вертисоли и кальцисоли [7, 10], по педогенным признакам кото-
рых был реконструирован полуаридный переменно-влажный климат [9, 10].  
По особенностям залегания почвовмещающих пород выявлены палеогео-
графические условия плоских озерно-аллювиальных равнин [8]. Такие же 
исследования проведены в парастратотипическом разрезе уржумского яру-
са оврага Черемушка [7, 11, 12]. В обоих разрезах выполнены изотопно-ге-
охимические исследования педогенных и осадочных карбонатов, выделены 
изотопно-геохимические циклы [9, 12, 13]. По особенностям залегания по-
род были также выделены седиментационные циклы, границы которых часто 
проводились по поверхностям палеопочв [8, 12, 13]. В работе [14] впервые 
предпринята попытка корреляции уржумских педокомплексов Монастырско-
го оврага и оврага Черемушка на основе сравнения минералогических, педо-
генных и геохимических признаков, а также стратиграфического положения 
в разрезах. По геохимическим признакам педокомплексов оценено среднего-
довое количество осадков для верхнеуржумского времени, которое составило  
около 400 мм/год [10, 14].

В разрезе Гребени, расположенном в 30 км южнее Казани на правом берегу 
Волги [2] (рис. 1, а–в), вскрывается нижняя часть уржумских отложений, в кото-
рых С.В. Наугольных выявлены и кратко описаны палеопочвы на карбонатных 
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озерных осадках [5]. Здесь им выделено два уровня известняков мощностью по 
0.1 м с корнями in situ, оставшимися, предположительно, от членистостебельных 
растений Paracalamitina гидрофильных ассоциаций [5].

Рис. 1. Разрез отложений уржумского яруса Гребени: а) местоположение разреза на карте 
европейской территории России; б) спутниковый снимок с серией обнажений (выделено 
желтым); в) нижняя часть разреза, береговое обнажение в районе д. Нариман; г) верхняя 
часть разреза в выемке под дорожное строительство в районе д. Гребени

В непосредственной близости от этого разреза в 2020 г. в правом борту Вол-
ги была сделана свежая выемка под строительство федеральной трассы М12 и 
мостового перехода через Волгу. Выемкой вскрыта ранее недоступная для на-
блюдения верхняя часть разреза уржумского яруса (рис. 1, г), представленная 
континентальными красноцветными отложениями мощностью 50 м, содержа-
щими палеопочвенные профили.

Целью данной работы является палеоклиматическая и палеоландшафтная 
реконструкция на основе детального описания палеопочвенных профилей разре-
за Гребени, а также его корреляция с опорным разрезом уржумского яруса.

1. Объекты и методы исследования

Объектами исследования служили обнажения уржумских отложений в бере-
говых склонах Волги и в бортах выемки под строительство федеральной трассы 
М12 (рис. 1), которые последовательно наращивают друг друга, формируя не-
прерывный разрез уржумского яруса мощностью около 70 м.

Всего было отобрано 44 образца, из них 17 образцов из двух палеопоч-
венных профилей, 16 образцов осадочных карбонатных пород по всему раз-
резу со средним шагом 5 м и 7 образцов педогенных карбонатных нодулей. 
Описание осадочных пород разреза и палеопочвенных профилей учитывало 
визуальные признаки, определяемые полевыми методами (цвет, мощность, 
структурно-текстурные особенности, наличие включений, корневых ходов 
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и др.). Для выделения элементарных циклитов в разрезе использовалась ме-
тодика, включающая прослеживание явных и скрытых несогласий [8, 13], 
при этом границами циклитов служили либо эрозионные врезы песчани-
ков, либо поверхности субаэральной экспозиции, представленные глини-
стыми брекчиями или палеопочвами. Документация палеопочв проводи-
лась по методике Реталлака [15], их классификация проводилась по схеме  
Мака и др. [16].

Лабораторные исследования включали определение карбонатности и не-
растворимого остатка, оптическую микроскопию палеопочв, карбонатных 
нодулей, а также песчано-пылеватой фракции палеопочв, рентгено-флуорес-
центный анализ (РФА), рентгенофазовый анализ илистой фракции палеопочв, 
гранулометрический анализ. Илистая фракция выделялась путем дисперги-
рования нерастворимого остатка с помощью ультразвука и его последующе-
го центрифугирования. Карбонатные породы разреза и карбонатные нодули 
из палеопочв исследовали с помощью анализа стабильных изотопов углерода 
и кислорода, при этом использовали микритовые разности пород без призна-
ков вторичных изменений. Анализ проводили методом кислотной обработки 
карбонатов с последующим разделением изотопов углерода и кислорода из 
углекислого газа. Исследования проводили на изотопном масс-спектрометре  
Delta V Plus (Thermo Fisher Scientific, Германия) в лаборатории элементного и 
изотопного анализа Института геологии и нефтегазовых технологий Казанско-
го (Приволжского) федерального университета.

Расчет геохимических модулей для генетической и палеоклиматической ин-
терпретации палеопочв выполняли по методике, изложенной в работах [17–19], 
используя мольные доли оксидов химических элементов. Детальное описание 
методик лабораторных исследований представлено в работах [8, 10].

2. Результаты
В верхней части разреза дорожной выемки выявлено два палеопочвенных 

профиля, которые залегают в 15 м по вертикали друг от друга и приурочены к 
отложениям верхней части ишеевской свиты уржумского яруса (рис. 2).

Описание палеопочвенных профилей. Нижний почвенный профиль мощ-
ностью около 1.4 м залегает между известняками серыми и голубовато-серы-
ми с корневыми ходами и волнистой слоистостью и имеет следующее строение  
(рис. 3) (сверху вниз):

D (перекрывающий слой, 40 см). Известняк толстоплитчатый, массивный, 
зеленовато-серый, доломитовый, с тонкими прослойками зеленоватых глин в 
нижней части. Переход по цвету и составу, граница резкая, волнистая.

Палеопочва (0–135 см).
Bss (0–20 см). Плотный, суглинистый, красновато-бурого цвета, структура 

блочно-комковатая. Размеры блоков от 5 до 10 см. Вскипает от HCl. На поверх-
ности блоков наблюдаются сликенсайды (зеркала скольжения). В нижней части 
содержит мелкие глеевые пятна. Переход резкий по цвету и составу, граница не-
ровная, языковатая.
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Рис. 3. Строение нижнего почвенного профиля: а) общий вид с выделенными почвен-
ными горизонтами, длина кайла – 63 см; б) вертикальный геохимический профиль и 
гистограммы гранулометрического состава. Разрез Гребени, уржумский ярус. Желтые 
точки показывают уровни отбора проб. Обозначение почвенных горизонтов – по [4, 15]: 
В – внутрипочвенный иллювиальный или структурный горизонт, K – внутрипочвенный 
массивный карбонатный горизонт (калькрет), C – почвоматеринская порода, подстила-
ющая внутрипочвенные горизонты, более выветрелая, чем вмещающие породы и не не-
сущая следов педогенеза, D – подстилающая рыхлая порода, лежащая под горизонтом 
C или над почвой, не несущая следов педогенеза. Цифры рядом с почвенными гори-
зонтами обозначают порядок залегания самостоятельных почв в вертикальном профиле 
сверху вниз, например, K2 – вторая почва, массивный карбонатный горизонт. Специфика 
почвенных горизонтов – по [4, 15]: Bk – наличие карбонатов кальция, Bss – наличие 
сликенсайдов (зеркал скольжения) на поверхности педов (почвенных блоков). Описание 
почвенных горизонтов, расшифровка геохимических индексов и гистограмм грануломе-
трического состава приведены в тексте

Bk (20–70 см). Плотный, суглинистый, красновато-бурого цвета, струк-
тура блочно-комковатая. Размеры блоков от 5 до 15 см. Вскипает от HCl.  
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Содержит два уровня плотных белых и розовато-белых тесно сросшихся 
карбонатных нодулей размером от 3 до 15 см, которые формируют субгори-
зонтальные прослои. Границы нодулей окаймлены прослоями и примазками 
красно-бурой глины. Нодули содержат редкие отпечатки корневых систем 
субвертикальной ориентации диаметром до 2–3 мм. Характерны сликенсай-
ды на поверхностях почвенных блоков. Переход постепенный по цвету и со-
ставу, граница волнистая.

K (калькрет, 70–95 см). Плотный известняк розовато-серого цвета, разбит 
трещинами на отдельные линзовидные блоки толщиной от 3 до 15 см с волни-
стой поверхностью. Наблюдаются белесые отпечатки корневых систем субвер-
тикальной ориентации до 5 мм в диаметре. Переход довольно резкий по смене 
цвета и состава, граница волнистая.

B2ss (95–115 см). Плотный, суглинистый, вишнево-бурого цвета, структура 
блочно-комковатая. Размеры блоков от 2 до 10 см. Слабо вскипает от HCl. На 
поверхностях блоков развиты сликенсайды. Переход резкий по изменению цвета 
и состава, граница карманообразная. 

K2 (калькрет, 115–135 см). Плотный известняк белого и светло-серого цвета, 
представлен тесно сросшимися округлыми нодулями линзовидной формы раз-
мером от 5 до 15 см. Содержит частые отпечатки корневых систем субверти-
кальной ориентации до 5 мм в диаметре. Переход довольно четкий по цвету и 
появлению слоистой структуры.

C2 (135–165 см). Мергель розовато-серый, алевритовый, плитчатый, не со-
держит корневых отпечатков.

Верхний почвенный профиль мощностью 2.2 м подстилается и перекрыва-
ется розовыми тонкоплитчатыми мергелями с прослоями алевролитов и имеет 
следующее строение (рис. 4):

D (перекрывающий слой, 30 см). Мергель розовый, тонкоплитчатый, алев-
ритовый. Переход довольно четкий, по цвету и структуре, граница волнистая.

Палеопочва (0–220 см).
Bk (0–30 см). Рыхлый, мучнистый, белого и розовато-белого цвета, содер-

жит плотные уплощенные карбонатные нодули размером от 3 до 15 см. В ноду-
лях встречаются редкие отпечатки корневых систем диаметром до 2 мм. Переход 
резкий по цвету и составу, граница волнистая.

Bss (30–50 см). Плотный, суглинистый, вишнево-красного цвета, структура 
ореховатая. Основная масса содержит редкую сеть тонких светло-серых корне-
вых отпечатков, сильно вскипает от HCl. В нижней части встречаются неболь-
шие глеевые пятна. На поверхности почвенных блоков наблюдаются сликенсай-
ды. Переход четкий по цвету и составу, граница неровная, языковатая.

K2 (50–100 см). Известняк светло-серого и желтовато-серого цвета, харак-
теризуется блочно-призматической отдельностью, размеры блоков от 5 до 20–25 
см. На поверхности и внутри блоков содержит густую сеть субвертикальных кор-
невых каналов до 5 мм в диаметре, часто заполненных кристаллическим каль-
цитом. Переход четкий по появлению слоистой структуры и изменению цвета.

C2 (100–115 см). Известняк плотный, темно-серого цвета, волнистослоистый, 
верхняя и нижняя границы неровные, не содержит отпечатков корневых систем. 
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Рис. 4. Строение верхнего почвенного профиля: а) общий вид с выделенными почвен-
ными горизонтами; б) вертикальный геохимический профиль и гистограммы грануломе-
трического состава. Разрез Гребени, уржумский ярус. Желтые точки показывают уровни 
отбора проб. Описание почвенных горизонтов, расшифровка геохимических индексов 
и гистограмм гранулометрического состава приведены в тексте. Условные обозначения 
см. на рис. 3

K3 (115–130 см). Известняк светло-серого и желтовато-серого цвета, аналог 
горизонта K2. Переход четкий по появлению блочно-призматической структуры, 
изменению цвета.

C3 (130–160 см). Мергель розовато- и буровато-серый, плитчатый, алеврито-
вый, не содержит отпечатков корневых систем, граница волнистая.

B4ss (160–200 см). Плотный, суглинистый, от темно-красного до вишне-
во-красного цвета, структура ореховатая. Основная масса содержит редкие 
сизые отпечатки корней, вскипает от HCL. На поверхности почвенных блоков 
наблюдаются сликенсайды. В верхней части встречаются редкие пятна горчич-
но-желтого цвета.
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Переход четкий по цвету и составу, граница неровная, языковатая.
K4 (200–220 см). Известняк нодулярный серого цвета, представляет собой 

тесно сросшиеся линзовидные нодули размером от 5 до 20 см. Встречаются ред-
кие тонкие корневые каналы. Переход довольно четкий по изменению цвета и 
появлению плитчатой структуры, граница волнистая. 

C4 (220–240 см). Мергель розовато-бурый, алевритовый, плитчатый, не со-
держит корневых отпечатков, в нижней части горизонтально-слоистый.

Геохимия и гранулометрия палеопочвенных профилей. Для гене-
тической интерпретации палеопочв в работе использованы геохимические 
модули: CIA, Ti/Zr, Ʃbases/Al, а также суммарное содержание карбонатов  
Ʃкарб (% масс.). Параметр CIA (Chemical Index of Alteration) равен отношению 
глинозема к сумме глинозема и оснований (CIA = (Al2O3/(Al2O3 + Na2O + K2O + 
CaO)) × 100) [17], он показывает степень выноса щелочных металлов и кальция 
из почвенного профиля в процессе выветривания, т. е. степень выветрелости 
обломочного материала. Индекс Ti/Zr отражает отношение оксида титана к ок-
сиду циркония (Ti/Zr = TiO2/ZrO2) [19]. Эти элементы нечувствительны к про-
цессам выветривания в почвенном профиле, поэтому отношение Ti/Zr опреде-
ляется соотношением обломочных минералов рутила и циркона, что отражает 
изменение состава питающих провинций, или областей сноса [19]. Параметр 
Σbases/Al (Σbases/Al = (Na2O + MgO + K2O + CaO)/Al2O3) [18] показывает от-
ношение щелочных и щелочноземельных элементов, выносимых из почвенно-
го профиля атмосферными осадками в процессе выветривания, к глинозему, 
накапливающемуся при этом в почве. Этот параметр используется также для 
оценки среднегодового количества осадков и применяется к карбонатным па-
леопочвам [18], при этом величина отношения Σbases/Al будет обратно пропор-
циональна количеству осадков. Суммарное содержание первичных карбонатов 
Ʃкарб в почвенном профиле в целом определяется соотношением количества 
осадков и испарения, т. е. служит показателем степени аридности и сезонно-
сти климата [20]. С увеличением степени аридности климата будет увеличи-
ваться содержание карбонатов в почве и будет уменьшаться глубина залегания  
карбонатного горизонта [20].

Гистограммы гранулометрического состава (рис. 3, б и 4, б) показывают 
распределение по размеру обломочных зерен в почве или породе. При этом 
пики на гистограммах соответствуют наиболее распространенным размерам  
зерен в микрометрах.

В нижнем палеопочвенном профиле степень выветрелости обломоч-
ного материала, определяемая индексом CIA, по всему профилю высокая  
(рис. 3, б), наибольшая карбонатность характерна для его средней части, значения  
Ʃbases/Al слабо увеличиваются вверх по профилю. Гранулометрический  
состав в верхней части профиля становится более грубым за счет увеличения 
доли пылеватых зерен. 

Верхний палеопочвенный профиль характеризуется также высокой степе-
нью выветрелости обломочного материала (CIA) (рис. 4, б), повышенной карбо-
натностью в верхней части, более низкими значениями Ʃbases/Al, чем в нижнем 
профиле. Гранулометрический состав в верхней части профиля более тонкий, 
т. е. характеризуется большей глинистостью, чем в нижней части.
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Микроморфология и минералогия палеопочвенных профилей. Внутри-
почвенная масса в нижнем палеопочвенном профиле слабо агрегирована, имеет 
пятнистую микротекстуру, песчаные зерна кварца образуют скопления в пы-
левато-глинистой массе, к которым приурочены пятна обохривания (рис. 5, а). 
Карбонатные нодули сложены кальцимикритом, в массе которого равномерно 
рассеяны обломочные зерна кварца и других минералов (рис. 5, б).

Рис. 5. Микроморфология палеопочв: а) пылевато-глинистая внутрипочвенная масса со 
скоплениями обломочных зерен кварца и обохриванием вокруг них, нижний профиль; 
б) карбонатный нодуль с «плавающими» зернами кварца в основной микритовой массе, 
нижний профиль, в) почвенные микроагрегаты с заметной ориентацией пылевато-глини-
стой массы и редкими обломочными зернами, верхний профиль, г) ризоидный известняк 
горизонта К3, фрагменты раковин остракод и двустворок, корневые пустоты с кристал-
лами вторичного кальцита, верхний профиль

Верхний палеопочвенный профиль отличается хорошей агрегацией внутри-
почвенной массы с ориентацией глинистых частиц в микроагрегатах (рис. 5, в) 
и меньшей долей обломочных зерен по сравнению с нижним профилем. Извест-
няки, входящие в состав профиля, характеризуются присутствием фрагментов 
раковин остракод и двустворок, а также широким развитием корневых пустот до 
1–2 мм в диаметре на фоне общей микритовой массы (рис. 5, г).

По гранулометрическому составу почвовмещающие породы обоих про-
филей относятся к алевритам и песчанистым алевритам, пылеватая фракция в 
них превышает 50%. Минералогический состав песчаной и пылеватой фракции 
представлен кварцем, кварцитами, редкими зернами полевых шпатов, слюды и 
рудных минералов. Илистая фракция верхнего и нижнего профилей представле-
на смектитом, иллитом, кварцем и гематитом (рис. 6).
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Рис. 6. Дифрактограммы илистой фракции горизонта Bss нижнего (а) и верхнего  
(б) палеопочвенных профилей. Sm – смектит, I – иллит, Gy – гипс, Q – кварц, H – гематит. 
Образцы насыщены этиленгликолем

Изотопия палеопочвенных профилей и карбонатных пород. Значения 
величин δ изотопов углерода и кислорода в педогенных карбонатах нижне-
го профиля составили –3.2‰ δ13С и 27.5‰ δ18О, в верхнем профиле –4.6‰ и 
22.1‰ соответственно. Вариации величин δ13C и δ18O в осадочных карбонатах 
по разрезу Гребени приведены на рис. 2, здесь можно выделить два изотопно- 
геохимических цикла – нижний, включающий сулицкую и нижнюю половину 
ишеевской свиты, и верхний, соответствующий верхней половине ишеевской 
свиты. В нижнем цикле значения величин δ13С и δ18О находятся в пределах об-
ласти нормальных морских карбонатов или немного превышают ее, в верхнем 
цикле наблюдаются резкие отрицательные и положительные экскурсы значе-
ний этих величин.

3. Обсуждение
 В нижнем палеопочвенном профиле накопление осадков происходило в 

две стадии, что подтверждается изменением значения Ti/Zr и гранулометри-
ческого состава верхней части профиля (рис. 3, б). Согласно [21] строение 
этого профиля сложное, т.  е. процесс осадконакопления проходил в две ста-
дии и сопровождался процессом педогенеза, скорость которого была выше 
скорости накопления осадков. Об этом свидетельствует и наличие несколь-
ких карбонатных горизонтов в профиле (рис. 3, б). Нижний палеопочвенный 
профиль классифицируется как вертик кальцисоль по классификации [16], так 
как его главным признаком является присутствие педогенных карбонатов. Ши-
рокое развитие сликенсайдов на поверхности почвенных блоков и смектито-
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вый состав илистой фракции позволяют добавить подкласс «вертик» к классу  
«кальцисоль» согласно классификации [16].

Сликенсайды являются результатом многократно повторяющихся про-
цессов набухания-усадки в ходе увлажнения-высыхания, т. е. отражают сезон-
ность выпадения осадков [4]. Присутствие карбонатных нодулей и горизон-
тов свидетельствует об испарении почвенных вод, связанном с аридностью  
климата [3, 20]. Микростроение внутрипочвенной массы указывает на биотур-
бацию осадка корневой системой и перераспределение минералов железа в поч-
венном профиле, т. е. их иллювирование по проницаемым зонам.  

Строение верхнего палеопочвенного профиля составное, по [21], он пред-
ставляет собой педокомплекс, состоящий из четырех почвенных профилей, 
последовательно наложенных друг на друга, разделенных в средней части про-
слоями непедогенных пород (горизонты C2 и C3, рис. 4, б). Высокая степень вы-
ветрелости обломочного материала (параметр CIA) в верхней и нижней частях 
педокомплекса свидетельствует о его многократном переотложении и прохожде-
нии через циклы выветривания в более древних почвах.

Верхняя почва в составе педокомплекса (горизонты Bk-Bss, рис. 4, б) клас-
сифицируется согласно [16] как вертик кальцисоль в силу широкого разви-
тия карбонатных нодулей и сликенсайдов, нижняя почва (горизонты B4ss-K4,  
рис. 4, б) – как вертисоль, так как ореховатая отдельность и развитие сликенсай-
дов на поверхностях почвенных блоков являются ведущим признаком. Степень 
зрелости этих палеопочв интерпретируется как сильно развитые по специфи-
ческой мелкокомковатой и ореховатой структуре глин. Одновременное присут-
ствие охристых стяжений и глеевых пятен во внутрипочвенной массе является 
признаком перераспределения соединений железа в почве, связанного с сезон-
ным увлажнением сверху атмосферными осадками, контролирующим окисли-
тельно-восстановительные условия [3, 22]. 

Как и в нижнем палеопочвенном профиле, присутствие сликенсайдов 
и карбонатных нодулей в верхней почве педокомплекса свидетельствует о 
переменно-влажном полуаридном климате. По геохимическому индикатору 
Ʃbases/Al [18], который применяется для карбонатных палеопочв, было вы-
числено среднегодовое количество осадков по данным химического анализа 
горизонта Bss. Среднегодовое количество осадков, рассчитанное согласно 
[18] по формуле

                                                                                             ,

составило 522 мм/год. В качестве современных аналогов этих палеопочв 
можно назвать красно-бурые почвы сухих субтропиков Средиземноморья  
или  Австралии [23]. 

В средней части педокомплекса залегают две почвы (горизонты К2 и К3, 
рис. 4, б), развитые на озерных известняках, разделенные и подстилающие-
ся слабоизмененными карбонатными осадками (горизонты С2 и С3, рис. 4, б).  
Наиболее близкими к ним из современных почв являются кальциевые  
литосоли [5, 23] и карбопетроземы [6]. Вертикальная призматическая отдель-
ность и развитие корневых отпечатков по всей мощности этих почв на извест-
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няках свидетельствуют о рыхлом сложении карбонатного осадка в процессе 
почвообразования, что могло иметь место в крайне мелководных прибрежных 
условиях озерных водоемов. Литификация карбонатного осадка происходила на 
начальных стадиях осушения озерного бассейна, либо после его полного осуше-
ния и выхода на поверхность карбонатного ила. Этот процесс был достаточно 
быстрым, на что указывает микритовый размер карбонатных зерен. Сходные по 
строению палеопочвы на известняках описаны в опорном разрезе уржумского и 
северодвинского ярусов в Монастырском овраге [6] и имеют широкое развитие в 
уржумских отложениях Казанского Поволжья.

В строении верхнего педокомплекса можно выделить три седиментацион-
ных ритма (рис. 4, б): 1) озерно-плайевый (C4-B4ss), сопровождавшийся педо-
генезом на поздней стадии, 2) озерно-болотный (C3-C2) с почвообразованием 
на средней стадии и 3) озерно-плайевый (K2-Bk) с педогенезом на всех ста-
диях. Известковые озерные осадки горизонтов K4 и K2 после осушения озера 
подвергались частичному размыву и карстованию, о чем свидетельствует их 
карманообразные контакты с перекрывающими алеврито-глинистыми слоями, 
которые формировались в сухих и плоских бессточных котловинах (плайях) 
поверх озерных осадков.  

Таким образом, процесс осадконакопления верхнего педокомплекса был 
неравномерным, стадии быстрого накопления сменялись стадиями медленно-
го накопления либо перерывами, сопровождавшимися педогенезом. Длитель-
ность формирования зрелых почв на алеврито-глинистых осадках оценивается 
в сотни–первые тысячи лет [3]. В составе педокомплекса таких почв две, из 
этого следует, что общее время их формирования можно оценить в несколько 
тысяч лет. Между этими почвами залегают две почвы на известняках общей 
мощностью 0.65 м, их накопление шло медленнее алеврито-глинистых осадков 
и могло занимать также первые тысячи лет. Кроме того, процесс накопления 
непедогенных известняков и мергелей общей мощностью 0.45 м, залегающих 
между палеопочвами, мог продолжаться от сотен до первых тысяч лет, столь-
ко же мог занимать процесс размыва и карстования известняков горизонта  
K2 (рис. 4). Таким образом, суммарно процесс формирования всего педоком-
плекса с учетом времени накопления осадков составлял от первых тысяч до де-
сятков тысяч лет. Озерно-болотные и озерно-плайевые обстановки накопления 
осадков формировались в условиях плоской низменной суши, озерно-аллю-
виальных равнин, которые сохранялись длительное время, благодаря режиму 
тектонической стабильности территории [21]. Весь педокомплекс со зрелыми 
почвами отражает длительный перерыв в осадконакоплении минимум в не-
сколько тысяч лет, его верхняя граница является границей седиментационного 
цикла [3, 13] и может использоваться в качестве литостратиграфического мар-
кера при корреляции разрезов.

Схожий по строению педокомплекс, залегающий также в верхней части ур-
жумских отложений, в пачке «малиновых глин», выявлен нами ранее в опорном 
разрезе уржумского яруса оврага Черемушка [7, 9, 10], в 23 км к северу от раз-
реза Гребени. Он представляет собой последовательность из 3–4 почв, разделен-
ных в средней части непедогенными слоистыми породами (рис. 7).
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Рис. 7. Строение, седиментационные ритмы и корреляция педокомплексов Гребени и 
оврага Черемушка (пояснения – в тексте). Условные обозначения см. на рис. 3

Геохимические и минералогические исследования обломочных пород обо-
их педокомплексов показали сходство их химического состава, размеров и сте-
пени окатанности зерен, минерального состава илистой и песчано-пылеватой 
фракций [7, 10], а также изотопного состава углерода и кислорода педогенных 
нодулей (табл. 1).

Табл. 1

Сравнительная характеристика педокомплексов разреза Гребени и оврага  
Черемушка (по [14])

Педоком-
плекс

Мощ-
ность, 

м

Стадия 
разви-

тия

Количе-
ство почв

Минералогия 
илистой  
фракции

d13C, ‰ 
(PDB)

d18O, ‰ 
(SMOW)

Овраг
Черемушка 2.8 III–IV 3 Смектит >

иллит > хлорит -5.2 21.1

Гребени 2.2 IV 4 Смектит > иллит -4.9 21.8

Примечание: PDB – Pee Dee Belemnite, стандарт, SMOW – Standard Mean Ocean Waters, 
стандарт.

Корреляция этих педокомплексов в разрезе уржумского яруса подтвержда-
ется в обоих случаях залеганием в 5–6 м под ними характерной пачки зеленова-
то-бурых песчаников, подстилающихся и перекрывающихся горизонтально-сло-
истыми «шоколадными» глинами с отпечатками неморских двустворчатых 
моллюсков Palaeomutela sp. и Prilukiella sp., входящих в биозону Palaeomutela 
wohrmani уржумского яруса Казанского Поволжья [9] (рис. 8). Стратиграфиче-
ский потенциал педокомплекса оврага Черемушка усиливается находками в его 
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нижней части и в перекрывающем слое остатков рыб класса Actinopterigii, зубов 
и фрагментов костей амфибий Archegosauroidea fam. ind., рептилий Dinocephalia 
fam. ind. и др. [12]. 

Различие в строении и мощности этих педокомплексов (рис. 7) опреде-
ляется различиями их ландшафтных условий формирования. Педокомплекс 
оврага Черемушка формировался на глинисто-алевритовых осадках затапли-
ваемых пойменных равнин, что нашло отражение в широком развитии здесь 
глеевых признаков. Непедогенные слои алевро-песчаного состава, залегающие 
в средней части педокомплекса, содержат прослои темно-серых плитчатых 
глинистых алевролитов с обугленным растительным детритом, которые мож-
но отнести к старичным отложениям. Таким образом, в составе педокомплек-
са оврага Черемушка также можно выделить три седиментационных ритма, 
соответствующие ритмам педокомплекса Гребени: нижний, включающий две 
нижние почвы, средний, осадочный, не несущий следов педогенеза, и верхний, 
включающий верхнюю почву (рис. 7). Все эти ритмы аллювиальные, они отра-
жают различные фациальные обстановки аллювиальных равнин, связанные в 
основном с удаленностью от главного русла [20]. В целом скорость накопления 
осадков в педокомплексе оврага Черемушка была выше, а перерывы в осадко-
накоплении были менее длительными, чем в педокомплексе Гребени, поэтому 
первый имеет большую мощность.

Изотопно-геохимические циклы, выделенные в разрезе Гребени, хорошо 
прослеживаются и в опорном разрезе уржумского яруса в овраге Черемушка 
(рис. 8), где исследования были проведены нами ранее [14, 24]. Нижний цикл, 
включающий сулицкую свиту и пачки «кварцевых песчаников» и «зеленых 
глин» ишеевской свиты, представлен осадками опресненного реликтового 
морского бассейна, унаследованного от казанского времени. Свидетельством 
этому являются значения δ13C и δ18O в карбонатных породах, близкие к нор-
мальным морским карбонатным осадкам, пустоты выщелачивания кристал-
лов гипса и галита, а также практически полное отсутствие фауны в породах 
этого интервала. В верхнем изотопно-геохимическом цикле, включающем 
пачки «черемушка», «ленточных мергелей» и «малиновых глин», наблюда-
ются два резких отрицательных экскурса δ13C и δ18O до значений –6–8‰ PDB 
и 20–23‰ SMOW соответственно (рис. 8), хорошо коррелирующие между 
собой в обоих изученных разрезах и отражающие смену обстановок осадко-
накопления на преимущественно пресноводные, аллювиально-озерные.

Количество седиментационных циклов, выделенных по литологическим 
признакам, от подошвы уржумского яруса до педокомплексов, различается в раз-
резах Гребени и оврага Черемушка (10 и 8 соответственно). Это можно объяснить 
расположением разреза оврага Черемушка в сулицкое время ближе к централь-
ным частям осадочного бассейна, где преобладала карбонатная седиментация и 
было меньше перерывов в накоплении осадков, чем в его краевых частях, поэ-
тому наблюдается меньшее число явно выраженных седиментационных циклов.
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Таким образом, стратиграфическое положение и уникальность в разрезе ур-
жумского яруса этих педокомплексов, сходство их строения, степени зрелости 
почв, минералогических, геохимических и изотопных признаков позволяет про-
водить их прямую корреляцию и использовать в качестве литологического мар-
кера. В зарубежных стратиграфических классификациях такие палеопочвы или 
их комплексы, хорошо выраженные в разрезе и прослеживающиеся на большие 
расстояния по простиранию, рассматривают как «геосоли» или «педостратигра-
фические единицы» [25, 26] и используют при корреляции разрезов наряду с 
литостратиграфическими, биостратиграфическими и другими маркерами [27]. 
Примеры использования педостратиграфии в исследовании палеозойских мор-
ских и континентальных отложений приведены в работах [28–31] и многих дру-
гих. При этом коррелируемой является верхняя поверхность палеопочв или пе-
докомплексов, которая является поверхностью стратиграфического несогласия и 
отражает значительный перерыв в осадконакоплении.

Заключение

Проведенные исследования позволяют сделать следующие выводы:
1.	 Проведена детальная реконструкция палеоклиматических и палеоланд-

шафтных условий средней перми по палеопочвам и вмещающим отложениям 
уржумского яруса на территории Казанского Поволжья, входящей в северную 
часть суперконтинента Пангея.

2.	 В верхней части разреза Гребени выявлено два профиля палеопочв, раз-
витых на красноцветных алевропелитах. Педогенные признаки (сликенсайды, 
карбонатные нодули, глеевые пятна) исследуемых палеопочв свидетельствуют 
о теплом переменно-влажном климате во второй половине уржумского века, 
характерном для субтропиков. Среднегодовое количество осадков для это-
го времени, вычисленное по геохимическим признакам почвенного профиля,  
составляет 522 мм/год.

3.	 Почвовмещающими породами в обоих случаях являются алевритовые 
глины аллювиального/плайевого генезиса, залегающие среди озерных и озер-
но-болотных мергелей и известняков, по которым реконструируются обстановки 
озерно-аллювиальной равнины.

4.	 Оба почвенных профиля в целом классифицируются как вертик каль-
цисоли благодаря развитию сликенсайдов на поверхностях почвенных блоков и 
присутствию карбонатных нодулей.

5.	 Верхний палеопочвенный профиль является составным, состоит из че-
тырех самостоятельных палеопочв высокой степени зрелости, имеет мощность 
2.2 м и содержит прослои непедогенных мергелей и известняков, т. е. представ-
ляет собой педокомплекс, который формировался во время длительного переры-
ва в осадконакоплении и режима тектонической стабильности территории.

6.	 Корреляция разреза Гребени с опорным разрезом уржумского яруса в 
овраге Черемушка выявила расположение в последнем сходного по строению 
педокомплекса. Биостратиграфическое положение в разрезе, седиментологи-
ческие и изотопно-геохимические данные свидетельствуют об одновозраст-
ности этих педокомплексов. 

7.	 Сходство строения, минералогического и химического состава педо-
комплекса разреза Гребени с педокомплексом опорного разреза оврага Че-
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ремушка позволяет проводить их прямую корреляцию и использовать их в  
качестве педостратиграфического маркера, или геосоли. В силу расположе-
ния описанных педокомплексов в пачке «малиновых глин» опорного разреза  
уржумского яруса, предлагается дать название этому маркирующему  
горизонту «педокомплекс малиновых глин».

8.	 Прослеживание данного педостратиграфического маркера в разрезах ур-
жумского яруса Среднего Поволжья является задачей дальнейших исследований 
в контексте внутрирегиональной корреляции уржумских отложений.
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Abstract

The paleosol profiles of the Urzhumian from the section on the right bank of the Volga River near the 
village of Grebeni were studied by field and laboratory methods. Two paleosol profiles on red clayey siltstones 
were identified. They were classified as strongly developed Vertic Calcisols based on their pedogenic features 
such as horizonation, carbonate nodules, slickensides, etc. The climate during their formation was found to be 
seasonally wet and warm. The mean annual precipitation was calculated from the geochemical indices of the 
paleosols and amounted to 522 mm/year for the Late Urzhumian. The reddish-brown soils in the dry subtropics 
of the Mediterranean or Australia can be considered as modern analogs of these paleosols.

The upper paleosol profile is a pedocomplex consisting of four single soils separated by non-
pedogenic carbonate layers in the middle part. The pedocomplex structure contains one lacustrine-
palustrine and two lacustrine-playa sedimentary microrhytms, which indicate the setting of lacustrine-
alluvial plains and make it possible to estimate the duration of its formation spanning thousands to tens 
of thousands of years.

A pedocomplex with a similar structure was identified in the upper part of the Urzhumian of the 
reference section in the Cheremushka Ravine. Both pedocomplexes have very similar mineralogical, 
chemical, and granulometric composition of their siliciclastics, as well as the isotopic composition 
of pedogenic nodules. The biostratigraphic position of the pedocomplex in the Cheremushka Ravine 
shows that it is coeval with the pedocomplex of the Grebeni section. The correlation between them is 
direct, making them a useful pedostratigraphic marker. It is suggested to label this marker horizon as the 
“Crimson Clay pedocomplex”.

Keywords: paleosol, pedocomplex, Urzhumian, correlation, carbon and oxygen isotopes, geosol

Acknowledgments. This study was supported by the Kazan Federal University Strategic Academic 
Leadership Program (PRIORITY-2030).

Conflicts of Interest. The authors declare no conflicts of interest.

Figure Captions

Fig. 1. Urzhumian deposits of the Grebeni section: a) geographical location of the section on the map of 
European Russia; b) satellite image with the outcrop series (marked by yellow); c) the lower part 
of the section, the bank outcrop near the village of Nariman; d) the upper part of the section in the 
excavation for the M12 highway construction near the village of Grebeni.

Fig. 2. The sequence of the Urzhumian deposits in the Grebeni generalized section with paleosol profiles 
(PP) and variations in δ13C and δ18O values in sedimentary carbonates. Stratigraphic units were ten-
tatively identified by correlation with the reference section of the Cheremushka Ravine [2]. Names of 
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the members, according to [2]: 1 – clayey-sandy, 2 – marly, 3 – clayey, 4 – dolomitic, 5 – sandy-clay-
ey, 6 – clayey-marly, 7 – “quartz sandstone”, 8 – “green clays”, 9 – “Cheremushka”, 10 – “ribbon 
marls”, 11 – “crimson clays”, 12 – “tobacco sandstones”, 13 – “steep gullies”.

Fig. 3. The lower paleosol profile: a) general view with highlighted soil horizons, pick length 63 cm;  
b) vertical geochemical profile and histograms of the grain size composition. Grebeni section, Ur-
zhumian. The sampling levels marked by yellow circles. Soil horizons, according to [4, 15]: В – sub-
surface illuvial or deposited horizon, K – subsurface massive carbonate horizon (calcrete), C – parent 
rock underlying the subsurface horizons, more weathered than fresh bedrock and non-pedogenic, 
D – unconsolidated bedrock underlying C or above soils, non-pedogenic. Numbers next to the soil 
horizons indicate the occurrence of soils in the vertical profile from top to bottom (K2 – the second 
soil layer, massive carbonate horizon). Features of the soil horizons, according to [4, 15]: Bk – soils 
with calcium carbonates, Bss – with slickensides (polished surfaces) on peds (soil blocks). Descrip-
tion of the soil horizons and interpretation of the geochemical indices and histograms of the grain 
size composition are given in the text.

Fig. 4. The upper paleosol profile: a) general view with highlighted soil horizons; b) vertical geochemical 
profile and histograms of the grain size composition. Grebeni section, Urzhumian. The sampling lev-
els marked by yellow circles. Description of the soil horizons and interpretation of the geochemical 
indices and histograms of the grain size composition are given in the text. See Fig. 3 for the legend.

Fig. 5. Micromorphology of the paleosols: a) silty-clayey intraped mass with clusters of detrital quartz 
grains and limonitization around them, the lower paleosol profile; b) carbonate nodule with “float-
ing” quartz grains in the micritic mass, the lower paleosol profile; c) soil microaggregates with 
visible orientation of clayey particles and sparse detrital grains, the upper paleosol profile; d) rhizoid 
limestone of K3 horizon, the fragments of ostracod and bivalve shells, the root voids with secondary 
calcite crystals, the upper paleosol profile.

Fig.6. XRD spectra of the muddy fraction of the Bss horizon of the lower (a) and the upper (b) paleosol 
profiles. Abbreviations: Sm – smectite, I – illite, Gy – gipsum, Q – quartz, H – hematite. Samples 
saturated with ethylene glycol.

Fig. 7. Structure, sedimentary cycles, and correlation of the pedocomplexes of the Grebeni and Cher-
emushka Ravine (explanation in the text). See Fig. 3 for the legend.

Fig. 8. Correlation of the Grebeni section with the reference section of the Cheremushka Ravine based on 
sedimentological, paleontological, pedogenic, and isotopic-geochemical features. The upper isoto-
pic-geochemical cycle containing pedocomplexes at the top is marked (explanation in the text). See 
Fig. 2 for the legend.
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Аннотация

В статье рассмотрены теоретические предпосылки совершенствования техноло-
гии акваториальных исследований, включающей в себя комплекс методов термоме-
трии и резистивиметрии. Проведена оценка переходных процессов, влияющих на из-
менение температуры в системе «вода–воздух», что указывает на необходимость учета 
тепловых характеристик всех элементов. На основе теории теплообмена и предложен-
ной идеи о выделении источника из общего температурного поля получено выраже-
ние для его расчета. Локализация зон субаквальной разгрузки приповерхностных вод 
определяется разницей температур в водотоке и источнике. Многофакторный анализ, 
основанный на использовании абсолютной величины и знака разностного параметра, 
в совокупности с минерализацией воды указывает на тип ее распространения по глу-
бине. По результатам теоретических исследований выполнены успешная апробация и 
верификация полученных критериев на одном из водотоков промышленной агломера-
ции Пермского края, что подтверждает перспективность применения этих подходов 
при решении гидрогеологических задач.

Ключевые слова: гидрогеологические условия, водоток, подземные воды, субак-
вальная разгрузка, поиск, термометрия, резистивиметрия.

Введение

Мониторинг природно-технических систем имеет большое значение при раз-
работке природоохранных мероприятий и изучении инженерно-геологических 
условий районов промышленных агломераций [1, 2]. Эффективность принятия 
решений по защите от негативных воздействий во многом зависит от используе-
мых подходов и экологической обстановки исследуемых объектов [3]. При этом 
одним из важных элементов мониторинга является качественная и количествен-
ная оценка минерализации поверхностных и подземных вод в совокупности с 
обнаружением зон их разгрузки.

При выполнении гидрогеологических и гидрологических исследований в 
большинстве случаев определение минерализации осуществляется точечно –  
методом опробования из различных известных источников воды с целью ее 
дальнейшего изучения в лабораторных условиях. Следует отметить, что указан-
ный подход не всегда обеспечивает получение информации о пространственных 
закономерностях изучаемых ореолов засоления в полной мере.
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В подобных ситуациях полезным является привлечение геофизических ме-
тодов, которые позволяют оперативно получить более детальную информацию 
об исследуемом объекте практически в непрерывном режиме. Предпосылкой 
использования геофизических методов, основанных на изучении электрических 
полей, является обратно пропорциональная связь между минерализацией воды и 
ее удельным электрическим сопротивлением.

Однако, как следует из физических основ, на достоверность определения 
удельного электрического сопротивления веществ существенным образом вли-
яет также их температура. Кроме того, тепловые вариации воды имеют большое 
значение при выявлении областей разгрузки приповерхностных и подземных 
вод [4]. В связи с этим вышеперечисленные аспекты, связанные с температур-
ным фактором при проведении геофизических исследований в рамках монито-
ринга приповерхностной гидросферы, являются актуальными для получения 
достоверной информации, не зависящей от внешних воздействий [5, 6].

Целью проводимых исследований являются оценка влияния внешних тем-
пературных вариаций на результаты акваториальных наблюдений и поиск интер-
претационных критериев для выявления и локализации зон разгрузки подзем-
ных вод на примере одной из промышленных агломераций.

1. Теоретические основы и методология исследований
При исследовании акваторий важную роль играет местоположение выпол-

нения измерений во внутренних точках изучаемой среды, которые могут рас-
полагаться в интервале глубин от поверхности водотока до донных отложений. 
Наиболее эффективным, но менее производительным является применение ме-
тодики термозондирования. Данный способ позволяет получить практически не-
прерывную информацию по глубине [7].

Однако в ситуациях, когда морфология дна претерпевает большие измене-
ния и величина толщи воды существенно меняется, измерения ограничивают-
ся одним или двумя значениями температуры в поперечном профиле водотока, 
включая донные отложения. В таких случаях заметное влияние на результаты 
измерений оказывают суточные вариации температуры в совокупности со ско-
ростными характеристиками потока поверхностных вод.

В плане мониторинговых наблюдений перспективным является исполь-
зование технологии волоконно-оптического измерения температуры, когда 
в качестве термодатчиков используется само волокно [3, 8, 9]. Физическими 
предпосылками являются рэлеевское и рамановское рассеяние света, про-
являющиеся в локальных изменениях свойств световодов при вариациях  
температуры или давления.

Возможность выделения источников разгрузки подземных вод в поверх-
ностных водотоках связана с их температурной дифференциацией. Так, напри-
мер, в летний период данная разница температур может находиться в диапазоне 
от 4 до 20 °С. При этом наибольший перепад значений характерен в теплую фазу 
и для участков русел, имеющих медленное течение с невыраженной морфологи-
ей рельефа местности.

При рассмотрении процессов, влияющих на температуру воды, можно 
представить систему, в которой взаимодействуют два вещества в различных 
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фазах: воздух и вода. Между данными фазами возникают переходные про-
цессы в виде испарения и конденсации, которыми на данный момент можно 
пренебречь ввиду их наименьшего влияния во времени. Кроме того, большие 
величины теплового потока солнечного тепла и разница в теплопроводности 
двух фаз способствуют меньшему времени нагрева воды при значительном пе-
риоде ее охлаждения.

В качестве примера ниже представлен график изменения температуры тела t1  
в газообразной окружающей среде с температурой t2 = 20 °С (рис. 1) по расчетам, 
в основе которых лежит закон Ньютона – Рихмана [10] для случая эквивалент-
ных масс. Как видно из графика, двукратное увеличение температуры происхо-
дит в течение первых 20 мин, а трехкратное – в течение часа. Такие изменения 
могут оказывать существенное воздействие на измерения, проводимые в течение 
суточных колебаний.

Рис. 1. График изменения температуры тела t1 = 5 °С, помещенного в окружающую среду 
с температурой t2 = 20 °С

Из вышесказанного следует, что температура воды в водотоке (tj) является 
результатом суперпозиции температурных полей воздуха (tc) и подземных источ-
ников (ti) [11, 12] (уравнение 1):

						      (1)

где Fji – коэффициенты теплоотдачи.
Таким образом, итоговый результат будет всегда представлен в виде суммы 

температурных полей от различных источников и стоков тепла.
Эффект теплового воздействия (перегрева) Q в системе может быть пред-

ставлен как сумма тепловых источников ti и коэффициентов их теплоотдачи F 
(уравнение 2):

						      .                                    (2)

То есть в простейшем виде температура источника равняется разнице темпе-
ратур водотока и воздуха.

В соответствии с законом Рихмана для определения температуры смеси 
Tm двух веществ различной температуры (t1, t2), массы (m1, m2) и теплоемкости  
(С1, С2) используется уравнение 3:
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								        (3)

Используя уравнение 3, можно рассмотреть два случая. В первом прини-
маются во внимание масса и теплоемкость взаимодействующих веществ, а во 
втором – только теплоемкость. C учетом величин теплоемкости воздуха и воды 
при условии эквивалентности взаимодействующих масс формула для расчета 
температуры смеси (уравнение 4) имеет следующий вид:

								        (4)

откуда выражение для температуры источника описывается уравнением 5:
									         (5)

Дифференциация температуры в водотоке зависит от многих факторов. 
Наибольшее влияние на однородность теплового поля воды оказывают такие 
факторы, как скорость течения и морфология дна, которые участвуют в про-
цессе перемешивания масс. При этом величина теплового стока может суще-
ственно варьироваться в зависимости от климатических условий. Кроме того, 
по результатам анализа общедоступных данных о температуре в водоемах от-
носительно температуры окружающей среды, отмечается тепловая инерция, 
отображающаяся во временном отставании на величину порядка двух часов. 
Этот аспект указывает на появление трудностей при рассмотрении совокуп-
ности измерений, полученных в различные временные интервалы.

Таким образом, в качестве интерпретационного критерия целесообразно 
применить разностный параметр, который свидетельствует о наличии 
подземных источников в русловой части водотоков. Так, например, в летний 
период о разгрузке подземных вод свидетельствуют положительные значения 
этого параметра. В зимнее же время или переходный период, когда температура 
источников, как правило, превышает температуру в водотоках, происходит 
инверсия разностного параметра и выявление зон разгрузки вод из подземных 
горизонтов осуществляется по отрицательным значениям.

Величина разницы температур между водотоком и источником для 
выделения зон разгрузки в конечном виде будет выглядеть следующим образом 
(уравнение 6):

			   (6)

Следует отметить, что при применении многофакторного анализа для 
локализации и геометризации зон активного водообмена целесообразно 
введение обобщенного комплексного параметра, основанного на использовании 
тепловых характеристик в совокупности с определением минерализации  
в поверхностных водотоках.

Оценка минерализации поверхностных и подземных вод осуществляется по 
удельному электрическому сопротивлению, которое также зависит от температуры 
и концентрации солей. Как известно, увеличение массовой доли солей и 
температуры водных растворов повышает их электрическую проводимость. 
Взаимосвязь данных параметров по лабораторным исследованиям, в частности 
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для раствора хлорида натрия, представлена на рис. 2. Для описания данной зави-
симости может быть использовано уравнение y = 5.682х – 0.984 при аппроксима-
ции с величиной достоверности R², равной 0.9996.

Рис. 2. Зависимость удельного электрического сопротивления (ρ) от минерализации 
раствора хлорида натрия при температуре воды, равной 20 °С

При оценке минерализации вод по электрическому сопротивлению тем-
пературный фактор также является важной составляющей, которая суще-
ственным образом влияет на ее абсолютные значения. Для учета данного 
показателя натурные наблюдения удельного электрического сопротивления, 
как правило, сопровождаются измерениями температуры воды, которые в 
дальнейшем могут быть учтены для корректной интерпретации получаемых 
результатов. Определение количественных характеристик выполняется по 
известным формулам [13, 14] для приведения их к одному уровню темпера-
туры, как правило, к 20 °С.

Следует отметить, что температура грунтовых вод может изменяться 
по ряду причин эндогенного или экзогенного характера. В зависимости от 
инженерно-геологических условий исследуемых территорий наибольшее 
воздействие на это оказывают такие компоненты геологической среды, как 
глубина залегания, состав грунта, климатические условия региона и т. д. 
Обычно температура грунтовых вод ниже температуры окружающей среды 
на 20–50%. В качестве примера на рис. 3 и 4 приведены сезонные изменения 
температуры грунтового массива и вариации среднемесячных температур в 
августе, полученные в рамках мониторинговых наблюдений одной из пло-
щадок г. Перми [15].

Исходя из анализа графиков, представленных на рис. 3 и 4, можно сде-
лать вывод о стабилизации теплового поля с глубины порядка 9 м, где ожи-
даемая температура подземных вод для центральной части данного региона 
будет составлять около 11 °C. До глубины 9 м сезонные вариации температуры 
подземных вод находятся в интервале 4–18  °C с наибольшими изменениями  
в верхней части разреза до 2 м. 
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Рис. 3. Изменение среднемесячных температур с глубиной в рамках пятилетних 
режимных наблюдений [15]

Рис. 4. Графики вариаций по глубине среднемесячных температур в августе в период с 
2009 по 2014 гг. [15] 

Таким образом, с учетом вышесказанного для достижения поставленной 
цели исследования необходимо решение следующих задач:

– выбор объекта исследований;
– анализ априорной информации по изучаемому объекту;
– проведение натурных наблюдений;
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– сравнительный анализ и выявление закономерностей в рамках сопоставле-
ния теоретических и экспериментальных данных;

– верификация исследований;
– оценка влияния температурного фактора системы «вода-воздух» при изу-

чении гидрогеологических условий и повышение достоверности данных.

2. Объект исследований
В качестве объекта для изучения выбран один из участков гидрографиче-

ской сети в пределах Верхнекамского месторождения калийных и магниевых 
солей. На исследуемой территории выделяются четыре крупных водоносных 
комплекса [16–18]. Первый из них залегает в четвертичных отложениях, рас-
пространяется в аллювии водотоков и представлен переслаиванием дисперс-
ных пород мощностью порядка 10 м со средним коэффициентом фильтрации 
0.1 м в сутки [17, 18].

Ниже располагается второй горизонт – шешминский (P1ss), максимальная 
мощность которого достигает 100 м. Питание данного горизонта осуществляет-
ся за счет инфильтрации атмосферных осадков, а разгрузка наблюдается в аллю-
вий рек посредством родников нисходящего типа с дебитом до 4 л/с и гидрокар-
бонатно-кальциевой минерализацией до 0.4 г/л. Минерализация достигает своих 
максимальных значений за счет вертикальной миграции с нижнего горизонта со-
ляно-мергельной толщи (СМТ) или антропогенного воздействия от промышлен-
ных объектов [19]. Наряду с этим в составе начинают преобладать сульфаты и 
хлориды. Следует подчеркнуть сильную дифференциацию водопроницаемости 
пород по вертикали.

Залегающий ниже терригенно-карбонатный комплекс (ТКТ) по вертикали 
делится на две части и подпитывается вышележащими горизонтами с разгрузкой 
преимущественно в пестроцветных отложениях аллювия долин рек и низовьев 
их притоков. В среднем проводимость пород ТКТ составляет 200 м2/сут, в доли-
нах малых рек водопроводимость увеличивается до 300–500 м2/сут. Минерали-
зация в горизонте варьируется от 0.3 до 1 г/л с преобладанием в составе ионов 
натрия и калия. Далее по глубине концентрация солей хлоридов натрия возрас-
тает до 300 г/л [20].

Значительные разности напоров в СМТ и ТКТ показывают, что СМТ хорошо 
изолирована от ТКТ. Фильтрационные свойства СМТ достаточно низкие.

Водоупорная, практически абсолютно соляная толща иренского горизонта 
кунгурского яруса нижней перми (P1ir) ограничивает гидрогеологическую систему 
снизу, и его кровлей считается «соляное зеркало», расположенное в низах СМТ.

По данным инженерных изысканий в пределах объекта исследований обна-
ружены три водоносных горизонта. Наиболее близкий к поверхности водонос-
ный горизонт располагается на глубине порядка 2 м. Водовмещающие породы 
представлены мягкопластичными суглинками. Второй от поверхности водонос-
ный горизонт находится в пойме существующих водотоков. Водовмещающими 
породами являются суглинки, супеси и глины. Третий от поверхности водонос-
ный горизонт отнесен к переслаивающимся алевролитам и песчаникам.
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3. Результаты исследований
В рамках натурных наблюдений на выбранном водотоке протяженностью 

2.6 км проведены исследования методами термометрии и резистивиметрии. Точ-
ки измерений располагались в интервалах глубин от 4 до 10 см ниже уровня 
воды с шагом по руслу, соответствующим 10 м. В качестве измерительной схемы 
для определения удельного электрического сопротивления мы использовали че-
тырехэлектродную установку Веннера с расстоянием 2.5 см между электродами, 
расположенными в горизонтальной плоскости. Параллельно выполняли изуче-
ние температуры в двух точках. Одна из них находилась в воде вместе с уста-
новкой для определения удельного электрического сопротивления [21], а другая 
располагалась на высоте 1.5 м от уреза воды. Наблюдения были выполнены за 
один суточный цикл в июне 2022 г.

В качестве аппаратурных средств использовали современные комплексы: 
АМС-1, APPA-107N, TM-6801BS-Line. Перед началом исследований проводи-
ли тарировку зондов и датчиков на образцах воды с известной минерализацией 
и температурой. Погрешность полевых наблюдений составила менее 3%. По-
лученные данные термометрии и резистивиметрии в контексте рассмотренной 
выше методологии представлены в виде графиков на рис. 5.

По результатам совместного анализа наблюдаемых графиков изменения 
температур (рис. 5, а) отмечаются фазовые переходы, отображающиеся в пе-
риодическом преобладании того или иного измеренного параметра. Значения 
температуры источника, полученные по уравнению 5, наиболее приближены к 
температуре в водотоке, при этом температура воздуха, как правило, превышает 
данный показатель, за исключением конечной (вечерней) фазы цикла натурных 
наблюдений (пикеты 192–265). Данный факт указывает на то, что климатические 
условия с учетом процессов теплообмена могут оказывать значительное влия-
ние на формирование температурного режима подземных вод, а идентификация 
источников разгрузки подземных вод по одному параметру является весьма за-
труднительной и неоднозначной.

В то же время оценка разностной характеристики указывает на наличие 
дифференциации между областями с одинаковым знаком данного параметра. 
Кроме того, следует отметить присутствие локальных аномалий Δt, отличаю-
щихся от фоновых значений в 1.5–2 раза (рис. 5, б). Отмеченные выше анома-
лии имеют четкую корреляцию с относительной минерализацией по данным 
резистивиметрии (рис. 5, в).

Исходя из теоретических основ, представленных выше, положительные зна-
чения разностного параметра указывают на подземную локализацию источников 
и, наоборот, отрицательные величины свидетельствуют о приповерхностном или 
поверхностном характере движения воды. По результатам комплексного анализа 
с учетом полученных критериев и верификации данных на местности выделены 
основные (аномальные) источники притоков воды, а также выполнено их типо-
вое разделение (табл. 1).
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Рис. 5. Графики изменения температуры воды, воздуха, источника (а), разностного пара-
метра температур (б) и относительной минерализации (в)

Табл. 1
Характеристика выделенных источников воды

№ Расположение, 
пикет Δt, °C Относительная 

минерализация, ед. Тип залегания Верификация

1 17 +1.2 0.5 подземный родник
2 28 –0.8 0.4 поверхностный приток
3 48 +0.1 0.2 поверхностный дренаж
4 128 –0.9 1.0 поверхностный приток
5 129 +2.0 0.5 подземный родник
6 151 +1.9 0.9 подземный родник
7 211 +0.5 0.1 подземный родник

Сопоставление полученных данных с натурным обследованием предполага-
емых мест разгрузки указывает на хорошую верификацию прогнозных значений 
разностного параметра Δt. В частности, все положительные аномалии носят глу-
бинный характер и подтверждены наличием разгрузки подземных вод в виде род-
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ников. В то же время в зонах с отрицательными значениями Δt обнаружены участ-
ки инфильтрации поверхностных вод природного или техногенного характера.

Следует обратить внимание на то, что показатели разности температур, 
близкие к нулевой отметке, свидетельствуют о смешанном типе источника и на-
личии более сложных гидрогеологических условий. Это обусловлено разгрузкой 
из нескольких водоносных горизонтов, гидравлически связанных с поверхност-
ными стоками.

Заключение

Для поиска мест разгрузки поверхностных и подземных вод в существую-
щие водотоки рассмотрен подход, основанный на учете температуры воздуха 
при гидрогеологических исследованиях. Теоретически обосновано и экспери-
ментально подтверждено, что учет влияния температурных характеристик си-
стемы «вода-воздух» позволяет идентифицировать и дифференцировать источ-
ники поверхностных и подземных вод.

Таким образом, для повышения достоверности результатов гидрогеологи-
ческих исследований [22] необходимо использование дополнительных характе-
ристик, связанных с экзогенными процессами, а именно разностного параметра 
температур водотока и окружающей среды. Это позволяет более точно опреде-
лять места разгрузки подземных и поверхностных вод с целью дальнейшего 
принятия обоснованных проектных решений.
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Abstract

This article considers the theoretical grounds for advancing the existing aquatic research techniques, 
including a complex of thermometry and resistivimetry methods. The transient processes that influence 
the temperature change in the “water–air” system were explored. The need to take into account the thermal 
characteristics of all elements involved was highlighted. Using the theory of heat exchange and the idea 
that the water source can be distinguished from the general temperature field, a formula for measuring the 
general temperature field was derived. It was found that the areas of subaqueous discharge of near-surface 
water can be localized by the temperature difference between the watercourses and the water source. The 
multivariate analysis based on the absolute value and sign of the difference temperature parameter was 
used to determine the salinity value and the changes of the salinity type with depth. The criteria obtained 
during the theoretical studies were successfully tested and verified on a watercourse located within the 
industrial agglomeration of the Perm region, which indicates their high potential for solving practical 
hydrogeological problems.

Keywords: hydrogeological conditions, watercourse, groundwater, subaqueous discharge, search, 
thermometry, resistivimetry
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Figure Captions

Fig.  1. Graph of the temperature changes in the body with t1 = 5 °C placed in the environment  
with t2 = 20°C.

Fig. 2. Relationship between the specific electrical resistance (ρ) and the level of salinity in a sodium 
chloride solution at the water temperature of 20 °C.

Fig. 3. Variations in the average monthly temperatures at different depths based on five years of monitor-
ing observations [15].
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Fig. 4. Graphs of the variations in the average monthly temperatures of August from 2009 to 2014 at 
different depths [15].

Fig. 5. Graphs of the changes in the temperatures of water, air, and water source (a), as well as in the 
difference temperature parameter (b) and relative salinity (c).
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