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МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДЕТЕКЦИИ 
И ИДЕНТИФИКАЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ 
В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ 

Обзор литературы посвящен новым молекулярным методам детекции и идентификации 
микроорганизмов в окружающей среде. Обсуждаются преимущества новых методов пе­
ред традиционно используемыми. 

Введение. Техногенная деятельность человека постоянно приводит к 
нарушению взаимоотношений микроорганизмов в окружающей сре­
де, последствия которого могут оказаться непрогнозируемыми. В свя­
зи с этим возникает необходимость изучения генетических вариаций в 
природных микробных сообществах как следствия изменения радиа­
ционного фона Земли, повышения содержания тяжелых металлов, му­
тагенных агентов в почве и воде. Однако лишь около 20 % микроор­
ганизмов, населяющих биосферу, известны науке в настоящее время. 
Остальные микроорганизмы не выявляются традиционно используе­
мыми методами. Для исследования изменчивости микроорганизмов 
под воздействием неблагоприятных факторов окружающей среды 
нужно, прежде всего, идентифицировать некультивируемые микроор­
ганизмы и понять их роль в биосфере. Это возможно с использова­
нием новых молекулярных методов. В прямой зависимости от надеж­
ных методов диагностики патогенных микроорганизмов находится 
эпидемиологическая обстановка в обществе. Транспортировка и хра­
нение пищевых продуктов, вторичное использование сырья, в том чис­
ле пищевого, сточных вод для ирригации сельскохозяйственных уго­
дий, орошения спортивных площадок и мытья улиц требуют чувстви­
тельных и быстрых методов микробиологического контроля за их ка­
чеством. В медицинской диагностике заболеваний микробной этиоло­
гии все острее ощущается необходимость разработки простых и до­
ступных каждой лаборатории методов выявления и идентификации 
возбудителей болезней. Одной из актуальных в ближайшее время 
станет проблема мониторинга генетически модифицированных микро­
организмов (ГММО) в окружающей среде, которые сконструированы 
для доставки в растение биопестицидов [1], биологического азота [2], 
защиты растения от действия мороза [3], для биоконтроля бактери­
альных болезней растения [4] и др. Новые методы для наблюдения 
за их выживанием, распространением в биоценозе и способностью к 
генетическому обмену информацией с эндемной микрофлорой долж­
ны быть высокочувствительными при анализе большого количества 
проб в короткий срок. Для прогнозирования возможных экологиче­
ских последствий освобождения ГММО в биосферу важно иметь на­
дежные методы наблюдения не только за генетически измененными мик­
роорганизмами, но и их ДНК, освобождающейся после гибели клеток. 
Будучи защищенной от воздействия эндонуклеаз, она некоторое вре­
мя сохраняет биологическую активность после смерти клетки и может 
при благоприятных обстоятельствах вовлекаться в процесс трансфор­
мации бактерий чаще, чем предполагалось ранее [5]. 

vQ) Н. А. КОЗЫРОВСКАЯ, Г. Л. КОВТУНОВИЧ, 1994 
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Традиционные методы выделения микроорганизмов и их иденти­
фикации, громоздкие и трудоемкие, а также обладающие низкой эф­
фективностью вследствие некультивируемости большинства микроор-
ГаНИЗМОВ, ВОШЛИ В противоречие с темпами развития науки. 

Традиционные методы выделения и идентификации микроорга­
низмов. Со времен научной деятельности Коха и Виноградского мик­
робиологические методы выделения и идентификации микроорганиз­
мов непрерывно совершенствовались. Их многообразие позволило от­
крыть для науки и общества множество новых видов живых организ­
мов, а также понять их роль в экосистемах. 

Для выявления микроорганизмов в природных образцах исполь­
зуют два основных приема: 1) культивирование микроорганизмов в 
селективных условиях и 2) прямой учет микроорганизмов методами 
микроскопии. В 1895 г. Виноградский предложил метод элективной 
культуры, которая проявляет максимально ограниченные функции в 
благоприятных условиях [6]. Например, при получении элективной 
культуры азотфиксирующих бактерий применяют среду без источни­
ков азота, для выделения целлюлозоутилизирующих бактерий — сре­
ду с целлюлозой в качестве единственного источника углерода. Для 
выделения многих видов бактерий используется оптимальная темпе­
ратура роста. Например, температурный режим клинических изоля-
тов энтеробактерий (>30°С) ограничивает накопление в куль­
туре посторонней микрофлоры. При изучении структуры микробного 
сообщества получают накопительную культуру для выявления макси­
мального количества представителей микроорганизмов. Температур­
ный режим при этом—10—20 °С в течение 23 сут. В дальнейшем 
микроорганизмы учитывают на селективных средах методом серий­
ных разведений, который в сочетании с методом повторов дает стати­
стически достоверное представление о микробном составе в природ­
ных образацах. Однако, если подобным образом легко выделять и 
учитывать представителей таких групп бактерий, как энтеробактерий, 
стрептококки или псевдомонады, то большинство микроорганизмов в 
природе относят к таковым, которые не культивируются в питатель­
ных средах [7—9]. 

Частично решает проблему выявления некультивируемых бакте­
рий прямой учет микроорганизмов в суспензиях, почве, на поверхно­
стях с применением различного рода микроскопической техники. Впер­
вые метод прямого микроскопического исследования микроорганизмов 
почвы был предложен Виноградским [6]. В тридцатые годы Холодный 
разработал метод стекол обрастания для исследования естественных 
ассоциаций микробов ,в почве, суть которого состоит в микроскопиро-
вании зафиксированных и окрашенных микробных обрастаний на 
стеклах, помещенных в почву [10]. Прижизненное микроскопирование 
микроорганизмов было предложено в лаборатории Перфильева, где 
использовали плоскопараллельные капилляры, помещенные в поч­
ву,— педоскопы [11]. С помощью педоскопов были обнаружены 
и описаны неизвестные ранее виды бактерий Pedobacterium и 
Seliberia. Прямой учет бактерий на мембранных фильтрах с помощью 
флюоресцентной микроскопии наиболее часто используется для бы­
строй количественной оценки водных микроорганизмов [12]. Новые 
возможности дало прямое электронно-микроскопическое наблюдение 
микроорганизмов почвы, позволившее выявить невидимые в световом 
микроскопе микроорганизмы [13]. 

Прямой учет микроорганизмов в природных образацах приемлем 
в том случае, если индивидуальный организм отличается морфологи­
чески от других представителей природной популяции, как, например, 
нитчатые бактерии. Метод прямой детекции микроорганизмов эффек­
тивен для получения информации относительно общего числа микроб­
ных клеток в образе. Но и в этом случае существует ограничение ме­
тода, поскольку он не дифференцирует живые и неживые клетки орга­
низмов. 
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Для идентификации микроорганизмов, не имеющих отличитель­
ных морфологических характеристик, традиционно использовали 
многочисленные трудоемкие дифференцированные тесты, учитываю­
щие специфические физико-химические и иммунные свойства организ­
ма. Как правило, идентификация микроорганизмов с их помощью за­
нимает много времени. Новые биофизические, биохимические и иммуно-
химические методы диагностики (электрофорез белков, определение 
профилей углеводов, липидов, серотипирование, типирование с по­
мощью моноклональных антител и многие другие) позволяют доволь­
но четко и быстро определить систематическое положение изолятов. 
Однако эти методы выявляют фенотипические признаки и, следова­
тельно, не способны уловить незначительные генетические отличия, 
имеющие место внутри вида. Так, гены, образованные различными 
нуклеотидными последовательностями, могут кодировать ферменты, 
обусловливающие одинаковые фенотипы. 

Использование метода полиморфизма ферментов определенного 
вида микроорганизмов с помощью электрофореза (см. [14]) было в 
свое время значительным прогрессом в сфере идентификации прока­
риот и позволило дифференцировать бактерии внутри вида. Суть ме­
тода состоит в том, что микроорганизмы различаются между собой по 
подвижности в электрическом поле водорастворимых ферментов, и 
это различие можно выявить с помощью белкового электрофореза. Мо­
лекулы ферментов имеют сеть электростатических зарядов, определя­
емую аминокислотной последовательностью, которая, в свою очередь, 
детерминируется специфическим генетическим локусом. Вариации 
специфических генов отражают изменение зарядов молекулы и, 
следовательно, оно проявляется в изменении подвижности белка 
(фермента). 

Для выявления генетического родства между видами микроорга­
низмов широко использовали гибридизацию тотальной ДНК изолята 
с ДНК эталонного штамма, обнаруживающую степень дивергенции 
нуклеотидных последовательностей. Однако эта техника в том виде, 
в каком она использовалась ранее, не способна определить уровень 
генетических вариаций внутри вида. Относительно высокая ошибка 
эксперимента не дает возможности точно оценить генетическую связь 
близких штаммов. Кроме того, наличие внехромосомной ДНК как ва­
риабельного признака является источником ошибки в оценке генеало­
гических взаимосвязей. Тем не менее, техника гибридизации нуклеи­
новых кислот сыграла большую роль в разработке новой методологии 
идентификации микроорганизмов, так как дала начало созданию спе­
цифических зондов нуклеиновых кислот, позволяющих выявить в при­
родных образацах как физиологически близкие группы микроорганиз­
мов (деструкторы органических веществ, устойчивые к ионам тяже­
лых металлов), так и индивидуальные микроорганизмы. Гибридизация 
нуклеиновых кислот со специфическими зондами в природной среде 
подняла экологические исследования на качественно новый уровень, 

позволив отказаться от рутинной работы культивирования выделенных 
микроорганизмов и необходимости наработки ДНК традиционными 
методами. 

Выявление микроорганизмов в окружающей среде молекулярно-
биологическими методами. К началу 80-х гг. микробная экология ис­
черпала все возможности традиционных методов идентификации мик­

роорганизмов в окружающей среде. Громоздкость и трудоемкость про­
цессов культивирования микробов и выполнения дифференцирован­
ных тестов для их идентификации не соответствовали темпам разви­
тия науки, которые диктовали необходимость анализа сотен природ­
ных образцов в короткие промежутки времени. Тупиковой оказалась 
ситуация с некультивируемыми бактериями: ухудшающаяся экологи­
ческая обстановка требовала мониторинга бактерий, имеющих эпиде­
миологическое значение, многие из которых либо труднокультивируе-
мые, либо входящие в состояние некультивируемости вследствие попа-
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дания в неблагоприятные условия окружающей среды. Особенно кри­
тическое положение создалось с генетически модифицированными 
микроорганизмами, сконструированными к тому времени для практи­
ческого использования и требующими надежных методов мониторин­
га. Из-за отсутствия таких методов задерживалось их испытание в 
естественной среде обитания и применение в практике. 

Новые быстрые методы идентификации бактерий в природных об­
разцах (схема), методы изучения структуры и динамики популяций 

в природном микробном сообществе создавались на основе достиже­
ний молекулярной биологии и генетики. Информация относительно 
структуры генов и их нуклеотидных последовательностей в сочетании 
с развитием новых методов молекулярной биологии дала возможность 
идентифицировать микроорганизмы в природных экосистемах с ис­
пользованием генетических маркеров. Генетические маркеры пред­
ставляют собой природные последовательности (ген, группа генов, по­
вторяющиеся последовательности), гибридные последовательности, 
собранные из частей генов различных организмов, или синтетические 
паспортные последовательности, введенные в геном микроорганизма 
для его опознания в смешанной популяции. 

Г е н е т и ч е с к и е м а р к е р ы , в ы я в л я ю щ и е с я у м и к р о ­
о р г а н и з м о в с п о м о щ ь ю а н а л и з а н у к л е и н о в ы х к и с л о т . 
Генетические маркеры условно можно разделить на две группы: одна 
из них выявляется фенотипически по экспрессии определенных генов. 
сгго так называемые метаболические, или репортерные маркеры 
(lasYZ, xylF, lux/luc и др.)- Другая группа маркеров идентифициру­
ется генотипически путем анализа нуклеиновых кислот (НК) микро­
организмов. Это подразделение условно, так как генетические марке­
ры первой группы могут также идентифицироваться генотипически. 

Использование зондов нуклеиновых кислот для идентификации 
организмов. Генотипически маркеры идентифицируются у микроорга­
низмов методами дот-, блот-гибридизации меченого зонда ДНК с 
тотальной ДНК или фракциями РНК либо гиоридизацией in situ ме­
ченого зонда ДНК с клетками бактерий. Зонд НК — последователь­
ность нуклеотидов, одно- или двуцепочечная, меченная радиоизотопом 
(32Р, 3Н, 1251) или конъюгированная с репортером (фермент, гаптен, 
биотин-авидин), который дает сигнал, регистрируемый прибором или 
визуально. В качестве зонда НК может служить хромосомная или 
плазмидная ДНК, индивидуальный ген или группа генов. Зонд НК 
выбираю^ в зависимости от поставленной задачи исследования: иден­
тификации микроорганизмов до рода/вида, детекции функционально 
близких микроорганизмов, количественного учета прокариот. Для 
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энумерации бактерий используют неспецифические зонды ДНК, на­
пример, консервативные последовательности ДНК-матрицы рибосом-
ной РНК (рДНК). Для обнаружения конкретного микроорганизма в 
природном образце конструируют строгоспецифический зонд на осно­
ве уникальной последовательности НК. Зонды ДНК клонируют в 
плазмидах, нарабатывая их копии в клетках бактерий в больших ко­
личествах, или конструируют, синтезируя короткие олигонуклеотиды 
de novo. 

Генетические маркеры могут быть локализованы в хромосоме 
микроорганизма или внехромосомной ДНК. Хромосомная локализа­
ция генетического маркера предпочтительнее, так как она обусловли­
вает его стабильность в геноме микроорганизма. Кроме того, в случае 
прикладного использования ГММО для уменьшения риска миграции 
генетического маркера в микробном сообществе естественных экосис­
тем (однако риск не исключается полностью) при мечении организма 
прибегают к введению маркера в его хромосому. 

Внехромосомная ДНК имеет свойство сегрегировать при делении 
клеток, приводя к потере маркера в популяции, растущей без селек­
тивного давления, поэтому не рекомендуется использовать плазмиды 
для маркировки организмов, перспективных для применения в откры­
той системе. Однако в модельных экспериментах, проводимых в за­
крытых системах, рационально маркировать микроорганизмы репли-
кативными плазмидами во избежание повреждения генетических ло-
кусов хромосомы. 

Первые работы, в которых использовали зонды ДНК для иденти­
фикации индивидуальных микрорганизмов или группы функциональ­
но близких микроорганизмов, по-прежнему основывались на необхо­
димости выделять живой организм на селективных средах и культи­
вировать его для получения и анализа ДНК [18, 19, 21—28]. Серий­
ные разведения накопительной культуры микроорганизмов или разве­
дения природных образцов воды либо экстрактов почвы высевали на 
нитроцеллюлозные фильтры, которые помещали на селективные или 
неселективные питательные среды. Другая тактика предусматривала 
перенос изолированных на агаре колоний микроорганизмов на фильтр 
методом реплик. Выросшие или отпечатанные на фильтре колонии 
лизировали, освобожденную из клеток ДНК фиксировали и гибри-
дизовали с меченным радиоактивным изотопом фосфора зондом 
ДНК [20]. После авторадиографии фильтра идентифицировали коло­
нии по полученному сигналу. 

В качестве зонда ДНК поначалу использовали хромосомную 
ДНК известных бактерий, что позволило идентифицировать в микроб­
ных смесях представителей кишечной группы [21—24]. В дальнейшем 
исследователи пошли по пути создания более специфических зондов 
ДНК, беря за основу не хромосому, а специфические гены, локализо­
ванные на плазмидах и ответственные за функции деградации толуе-
на [25], нафтола [26], устойчивости к ионам ртути ]27]. Указанные 

функции характерны для различных филогенетически отдаленных бак­
терий и не позволяют идентифицировать индивидуальные организмы, 
однако эти работы ценны тем, что дали начало анализу генетических 
вариаций в микробных популяциях. Метод гибридизации колоний с 
зондом, специфичным для транспозона Тп5, впервые был предложен 
для выявления генетически модифицированных бактерий в почве [28]. 
Эта работа инициировала исследования по мониторингу выживаемо­
сти бактерий в окружающей среде. В последние годы для детекции 
микроорганизмов в качестве зондов ДНК используют видо- и штаммо-
специфические последовательности нуклеотидов [29, 30]. 

Гибридизация ДНК колоний со специфическим зондом позволяет 
в короткий срок идентифицировать микроорганизмы в микробных со­
обществах. Относительно высокая чувствительность метода (103—10б 

клеток в 1 г образца) позволила поднять молекулярно-экологические 
исследования на более высокий уровень, лишенный необходимости 
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выделения и наращивания бактерий для экстракции нуклеиновых кис­
лот: их начали выделять непосредственно из природного образца. 

Разработанные методы экстракции ДНК непосредственно из ана­
лизируемых образцов избавили специалистов от выполнения рутинной 
Работы П6 Выделению чистых культур микроорганизмов на селектив­
ных средах и наработки их для выделения ДНК, что значительно со­
кращает во времени процесс идентификации микроорганизмов в при­
родных образцах. На этой стадии методология идентификации микро­
организмов дополнилась методом блот-гибридизации ДНК-ДНК по 
Саузерну. 

Существуют два подхода к выделению ДНК из природного мате­
риала, содержащего микроорганизмы: прямой лизис клеток в образце 
и выделение клеток из образца с последующим лизисом. Оба подхода 
находятся в прямой зависимости от природы образца и способа анали­
за нуклеиновой кислоты, (см. [32]). Выделение ДНК из водных образ­
цов сводится к фильтрованию через мембрану, задерживающую мик­
роорганизмы, определенного объема жидкости с последующей стадией 
лизиса клеток, задержанных фильтром, т. е. прямому лизису клеток 
микроорганизмов [33, 34]. Выделение ДНК из почвы и иловых отло­
жений имеет свои сложности, поскольку присутствующие там гумино-
вые кислоты, ионы тяжелых металлов препятствуют активности фер­
ментов, использующихся для выделения и рестрикции ДНК. Впервые 
ДНК из почвы и ила была выделена Оргамом с соавт. ]35[ прямым 
лизисом клеток горячим раствором детергента или механическим раз­
рушением их стеклянными шариками. ДНК осаждали этанолом и очи­
щали хроматографически на гидроксиапатите. Выделенная и очищен­
ная таким способом ДНК была достаточно чистой для дот-гибридиза­
ции, однако она фрагментировалась в процессе выделения до размеров, 
меньших 10 тыс. п. н., что исключало ее использование для анализа 
Саузерн-гибридизацией. Обойти эту трудность удается при выделении 
ДНК из сепарированных от образца клеток. 

Отделение клеток микрорганизмов от твердых частиц почвы про­
изводится многостадийным фракционным центрифугированием суспен­
зии почвы в присутствии поливинилпирролидона, сорбирующего гуми-
новые кислоты. Таким способом получена высокомолекулярная чис­
тая ДНК, пригодная для ДНК-ДНК Саузерн-гибридизации [36]. Не­
достатком этого метода является его трудоемкость и многостадийность, 
отбирающие много времени для анализа одной пробы. Более совер­
шенные модификации метода выделения ДНК из почвы позволяют 
сократить стадии выделения бактериальных клеток до единственной 
[37—39]. Очистка сырого лизата клеток производится на колонке, за­
полненной Sephadex G-200 [38] или с помощью катионообменной 
смолы [39], что позволяет избежать ультрацентрифугирования ДНК 
в градиенте хлористого цезия. При выделении РНК из природных об­
разцов, как и при выделении ДНК, необходимо освобождаться от ор­
ганических примесей, препятствующих проведению последующих мо­
лекулярных процедур [40]. 

Полимеразная цепная реакция в экологических исследованиях. 
Чувствительность методов дот- и блот-гибридизации НК не всегда бы­
ла достаточной для выявления микроорганизмов, присутствующих в 
пробах в малых количествах. Качественно новый период в микробной 
экологии начался с появлением в арсенале молекулярных методом ис­
следования НК полимеразной цепной реакции (ПЦР) [41—44]. ПЦР 
позволяет значительно увеличить количество копий специфических по­
следовательностей НК без культивирования микроорганизма, что уси­
ливает чувствительность детекции НК, находящейся в образце в не­
большом количестве. 

Суть метода ПЦР состоит в плавлении ДНК и отжиге коротких 
олигонуклеотидных праймеров в районах, фланкирующих специфиче­
ские последовательности. ДНК синтезируется в направлении от прай-
мера к праймеру с помощью ДНК-полимеразы в присутствии смеси 
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четырех дезоксинуклеотидтрифосфатов (А, Г, Т, Ц). Образованный 
дуплекс ДНК снова плавится и процесс повторяется до накопления 
2п копий амплифицированной последовательности ДНК, где п — ко­
личество циклов плавления ДНК. ПЦР как метод исследования ста­
ла популярной благодаря использованию термостабильной полиме-
разы, выделенной из Thermits aquaticus (Taq), избавляющей от не­
обходимости добавлять новую аликвоту полимеразы после каждого 
цикла плавления [43]. 

В экологических исследованиях ПЦР впервые была применена 
Стеффаном и Атласом [45] при амплификации специфических по­
следовательностей гербицид-деградирующей бактерии Psejidomonas 
cepacia АС1100 для выявления ее в сложных микробных популяциях в 
условиях микроэкосистемы. ПЦР усиливала чувствительность дот-
гибридизации так, что в 100 г почвы можно было обнаружить 0,3 пг 
специфической ДНК (эквивалентной ДНК, выделенной из 100 клеток 
бактерий), т. е. 1 клетку в 1 г образца на фоне 109 немеченых клеток. 
Чувствительность метода детекции амплифицированных последователь­
ностей ДНК в 103 раз превышала таковую метода дот-блот-анализа 
неамплифицированной последовательности. С того времени ПЦР на­
дежно вошла в методологию детекции и идентификации микроорганиз­
мов в природных образцах. 

Использование метода ПЦР способствовало резкому всплеску 
экологических исследований, и за последние 5 лет проведено много 
изящных работ, которые невозможно проанализировать в рамках об­
щего обзора. Кратко резюмируя, отметим следующие положения. 

1. Несмотря на то, что методы гибридизации НК совершенствуют­
ся за счет новых возможностей (высокая специфичность зондов; ис­
пользование повторяющихся последовательностей, усиливающих чув­
ствительность метода из-за большого количества копий ДНК-мише­
ни), ПЦР является базовой в большинстве новых методов детекции 
микроорганизмов в природных микробных сообществах как наиболее 
радикальное средство для достижения максимальной чувствительности 
методов. 

2. Высокая чувствительность методов детекции микроорганизмов, 
в основе которых лежит ПЦР-амплификация узнаваемой последова­
тельности НК, устраняет ограничение, связанное с идентификацией 
некультивируемых бактерий и бактерий, входящих в состояние 
некультивируемости [31, 46—49]. В настоящее время не составляет 
проблемы идентифицировать патогенные бактерии (Escherichia coli, 
Salmonella, Shigella, Citrobacter, Vibrio), присутствующие в небольших 
количествах в пищевых продуктах [30], почве, воде [31, 48], выделе­
ниях больных [49] и не выявляемые традиционными методами куль­
тивирования. Наличие специфических для многих видов некультиви­
руемых бактерий зондов ДНК позволит в ближайшем будущем осу­
ществлять бактериологический контроль за качеством пищевых про­
дуктов, питьевой воды, повторно использующихся сточных вод в каж­
дой экологической лаборатории и санитарной станции. 

3. ПЦР-амплификация специфического генетического маркера 
ГММО является мощным инструментом для мониторинга их выжива­
емости в окружающей среде и контроля за их распространением в 
новых биоценозах [37, 50—52]. В ряде работ [37, 50] показано, что 
интродуцированные в микроэкосистемы ГММО с помощью ПЦР об­
наруживались в них дольше, чем при использовании традиционных 
микробиологических методов. Предполагается, что в новых условиях 
ГММО входят в состояние некультивируемости. Ограничением метода 
является то, что выявленная амплифицированная последовательность 
НК не дает информации о жизнеспособности объекта на момент ис­
следования, так как она может быть обнаружена в НК, освободив­
шихся из клеток, функционировавших в прошлом, до отбора проб. 
Кроме того, специфический генетический маркер может быть есте­
ственным образом трансформирован в природной среде в клетки дру-
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гого микроорганизма и исказить результаты при анализе образцов. 
4. Метод ПЦР дает новые возможности для выявления активно­

сти ГММО в окружающей среде по анализу присутствия в природных 
образцах специфической мРНК, свидетельствующей об экспрессии ге-
нетического маркера. Если ранее в образцах ее обнаруживали гибри­
дизацией с антисенс-РНК [53], то в настоящее время обратнотранс-
криптазная реакция в сочетании с ПЦР позволяет идентифицировать 
специфические транскрипты в тотальной РНК, выделенной непосред­
ственно из образца, с помощью блот-гибридизации с зондом ДНК 
[37]. Подобная процедура анализа активности ГММО дает важную 
информацию об экспрессии хозяйственно ценных генов в природных 
условиях, а также открывает перспективу изучения влияния факторов 
окружающей среды на активность генов. 

5. ПЦР имеет большой потенциал для исследования генетическо­
го разнообразия микробных популяций в природных экосистемах. 
Уже сделаны первые шаги в этом направлении. Идентифицированы 
вариации последовательности многих генов у природных изолятов 
бактерий [54]. Начаты работы по анализу генетической изменчиво­
сти в микробных популяциях, имеющих важные функции в окружаю­
щей среде [55]. В ближайшее время будет получена информация о 
распространении и вариабельности в природе генов, кодирующих 
функции азотфиксации, биодеградации, денитрификации и других 
микробных процессов. 

Новые П ЦР-сочетанные методы идентификации микроорганиз­
мов. Метод ПЦР, применяемый для детекции индивидуальных микро­
организмов или группы микроорганизмов в окружающей среде, преду­
сматривает выбор специфических для гена или участка ДНК пар прай-
меров известной нуклеотидной последовательности. В 1990 г. одновре­
менно две группы исследователей (Уилльямс с соавт. [56] и Уелш и 
Макклилланд [57]) предложили использовать ПЦР для получения фин-
герпринта бактериального генома с единственным праймером с про­
извольно выбранной (arbitrary) последовательностью. Так был пред­
ложен новый ПЦР-метод идентификации штаммов микроорганизмов, 
базирующийся на полиморфизме геномной ДНК. 

Как отмечалось выше, ПЦР осуществляется при гибридизации 
коротких олигонуклеотидных праймеров с ДНК-мишенью в присут­
ствии дезоксинуклеотидтрифосфатов и ДНК-полимеразы Taq. Обыч­
но используют короткие последовательности (около 20 п. и.), абсо­
лютно комплементарные специфической последовательности ДНК. Од­
нако, если использовать праймеры, недостаточно комплементарные 
данному фрагменту ДНК, и проводить реакцию при относительно низ­
кой температуре, то это обусловливает синтез ДНК в ряде локусов 
матрицы, имеющих полную или частичную гомологию с праймером, и 
результатом этой реакции будет образование серии дискретных фраг­
ментов ДНК разных размеров. Количество и размер синтезированных 
фрагментов детерминированы последовательностью праймера и частотой 
распространения гомологичных ему последовательностей в геноме дан­
ного организма. Разделенные в геле агарозы фрагменты ДНК выгля­
дят так, как код цены товара, использующийся в магазинах развитых 
стран. Это своеобразный код штамма микроорганизма. Преимуще­
ством метода является то, что для ПЦР не нужны очищенные препара­
ты ДНК, а последние могут быть получены при кипячении клеток, 
суспендированных в воде. За 3—4 ч можно проанализировать до 
50 обпазттов R ^явис.имости от марки термоциклера. Для идентифика­
ции микроорганизмов методом случайно амплифицирующейся поли­
морфной ДНК (Randomly Amplified Polymorphic DNA, RAPD), опи­
санным выше, не требуется знания нуклеотидных последовательностей 
ДНК. Применение метода RAPD для дифференцирования пяти видов 
Staphylococcus и внутривидовой диагностики Streptococcus pyogenes 
[57], Lactobacillus lactis [58], Campylobacter [59] помогло избежать 
более сложных молекулярно-биологических процедур. 
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В экологических исследованиях RAPD успешно использовали для 
идентификации высокоэффективного штамма Bradyrhizobium japonic 
cum CB 1809, интродуцированного в почвы Бразилии [60]. Следует от­
метить, что RAPE) применяли в сочетании с другими эффективными 
методами идентификации, в частности, с методом пирролиза микроор­
ганизмов и их анализа с помощью масс-спектрометрии, позволяющи­
ми дифференцировать микроорганизм по фенотипу (например, по из­
менению в продукции полисахаридов). Это обусловлено тем, что в ок­
ружающей среде исследуемый штамм бактерий может изменить свой­
ства, к примеру, за счет замены одной пары нуклеотидов, которую не­
возможно было бы определить методом RAPD. 

В последние 2—3 года получил распространение более совершен­
ный, чем RAPD, метод идентификации микроорганизмов по профилям 
ПЦР-продуктов ДНК, гомологичных характерным повторам ДНК дан­
ного организма. 

Прокариотический геном содержит многочисленные классы корот­
ких повторяющихся последовательностей (см. [61]). Хотя функции 
этих последовательностей окончательно не известны, а механизм про­
исхождения спекулятивен, они перспективны для разработки новых мето­
дов детекции и идентификации микроорганизмов в окружающей среде. 

Важный подкласс этих элементов составляют повторяющиеся вне-
генные палиндромные последовательности (Repetitive Extragenic Palin­
dromic, REP) и энтеробактериальные повторяющиеся межгенные кон­
сенсусы (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus, ERIC). Вна­
чале они были идентифицированы у энтеробактерий Е. coli и S. typhi-
murium [62—65], а затем обнаружены у многих представителей эубак-
терий [66]. Эти повторяющиеся последовательности (ПП) содержат 
сильно консервативные инвертированные повторы и локализованы в 
межгенных нетранслирующихся участках хромосомы в количестве от 
500 до 1000 копий. Высокая консервативность ПП побудила Версало-
вик с соавт. [66] создать праймеры, комплементарные консерватив­
ным участкам инвертированных повторов (18 п. н. для REP и 22 п. н. 
для ERIC), и амплифицировать с помощью ПЦР локусы генома бак­
терий, локализованные между REP- или двумя ERIC-элементами. Ре­
зультатом этих реакций является образование наборов фрагментов 
ДНК характерной длины, разделенных в геле агарозы, которые отра­
жают организацию генома данного организма. Метод идентификации 
микроорганизмов с помощью REP-ПЦР или ERIC-ПЦР очень эффек­
тивен, так как высокая специфичность праимеров позволяет различать 
бактерии на уровне штамма [67—69]. 

Кроме REP- и ERIC-повторов, для идентификации микроорганиз­
мов могут быть использованы IS-подобные элементы [70] или после­
довательности, кодирующие рибосомную РНК. 

Использование последовательностей рРНК для быстрой иденти­
фикации микроорганизмов. Одной из многообещающих является стра­
тегия идентификации микроорганизмов в окружающей среде, предус­
матривающая использование для анализа последовательностей РНК 
или последовательностей ДНК, кодирующих рРНК. Преимущества 
этой стратегии огромны. Во-первых, в настоящее время в доступных 
банках данных хранятся последовательности рРНК для большинства 
известных микроорганизмов [71]. Компьютерный анализ этих после­
довательностей дает все новые возможности для разработки тактики 
применения их для диагностики микроорганизмов, что позволяет иден­
тифицировать бактерии в смешанной популяции без необходимости их 
культивирования. Для этого определяют последовательности выделен­
ных из природного материала 5S рРНК [72—74] или секвенируют 
диагностическую часть 16S РНК и сравнивают их с известными после­
довательностями [47, 75—77]. Такой подход связан с выполнением 
рутинной работы, однако он играет важную роль в идентификации не-
культивируемых микроорганизмов. Благодаря ему была обнаружена 
группа неизвестных ранее олиготрофных бактерий [75], идентифици-
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рованы некультивируемые эндосимбионты червей [72], парамеций 
[47], расширено представление о микробном сообществе горячих ис­
точников [76]. Другая тактика предусматривает создание олигонукле-
отидных зондов к рДНК или рРНК, исходя из известных последова­
тельностей рРНК, и идентификацию микробной флоры дот-блот-гиб-
ридизацией ДНК in situ [78]. 

Во-вторых, последовательности рРНК естественным образом ам-
плифицированы у прокариот, и каждая клетка содержит до 104 моле­
кул рРНК- Это обстоятельство значительно усиливает чувствитель­
ность гибридизации рРНК-мишени со специфическим зондом по срав­
нению с гибридизацией ее ДНК-матрицы [79]. 

В-третьих, генетический локус рРНК прокариот имеет особенно­
сти строения, которые успешно используют для дифференциации мик­
роорганизмов на уровне царства, рода, вида, штамма. У эубактерий 
он содержит гены, кодирующие три вида рРНК— 16S, 23S и 5S [80]. 
Для каждого вида рРНК известны консервативные последовательно­
сти, сохранившиеся у микроорганизмов в ходе эволюции и позволяю­
щие определять их происхождение, а также устанавливать филогене­
тическое родство между ними. Кроме консервативных участков, оди­
наковых у филогенетически близких микробов, молекула рРНК имеет 
вариабельные последовательности, различающиеся внутри рода и ви­
да и позволяющие дифференцировать микроорганизмы на уровне ви­
да и штамма [81]. Осуществляется это созданием зондов, специфич­
ных для вариабельной части рибосомной копии ДНК [82], или ам­
плификацией вариабельной части рРНК [83]. Для амплификации по­
следней пригодны праймеры, комплементарные консервативным уча­
сткам генов рРНК. Усовершенствованная методика использования 
ПЦР-амплифицированных фрагментов генов, кодирующих вариабель­
ную часть 16S рРНК, может быть в ближайшем будущем успешно 
применена для идентификации микроорганизмов в смешанной куль­
туре или сложных природных популяциях [83]. Техника основана на 
разделении указанных выше фрагментов ДНК одинаковой длины 
(выделенных из смеси неидентифицированных микроорганизмов) в 
денатурирующем градиентном геле (ДГГ). Электрофорез в ДГГ по­
зволяет разделить в пространстве фрагменты ДНК одинаковой длины, 
но имеющие различную композицию последовательностей. В этом слу­
чае фрагменты рДНК различного происхождения будут давать в геле 
полосы разной длины. Гибридизационный анализ с использованием 
специфических олигонуклеотидных зондов сделает возможной иденти­
фикацию микробных компонентов популяции, которые в природе 
имеют, как правило, сложный состав. Эта техника впервые реально 
приблизила исследователей к анализу качественного состава микро­
бов R сложном сообществе. 

Другой особенностью строения генетического локуса рРНК явля­
ется то, что его гены разделены спейсерами — некодирующими, но 
транскрибирующимися участками ДНК, которые различаются на уров­
не рода и вида микроорганизмов как по длине, так и по нуклеотидным 
последовательностям. Полиморфизм спейсеров используют для иден­
тификации микроорганизмов на уровне рода и вида без предваритель­
ных диагностических тестов [84]. Для этого применяют две тактики: 
анализируют фингерпринт рестрикционных фрагментов рДНК, кото­
рые являются функцией размера спейсеров [85], или осуществляют 
ПЦР-амплификацию спейсеров, используя праймеры, комплементар­
ные консервативным фланкирующим последовательностям (например, 
16S и 23S) [84]. Полученные ПЦР-продукты различаются по длине 
и нуклеотидным последовательностям и используются для установ­
ления различий между микроорганизмами внутри вида. Эти про­
дукты могут быть дополнительно проанализированы: подвергнуты 
рестрикционному анализу, прогибридизованы с зондом ДНК, компле­
ментарным уникальной для конкретного организма последователь­
ности, и т. д. 
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С анализом последовательностей рРНК тесно связан метод гиб­
ридизации ДНК in situ. Он основан на гибридизации олигонуклеотид-
ных зондов, меченных 32Р или флюорохромными красками, с генетиче­
ским маркером микроорганизма, фиксированного на специально обра­
ботанных стеклах. В качестве зондов для идентификации микроорганиз­
мов часто используют родо-, видо- и штаммоспецифические последова­
тельности рДНК. Метод допускает использование нескольких зондов, 
с помощью которых можно1 идентифицировать различные специфиче­
ские последовательности конкретного организма, т. е. идентифицировать 
его по нескольким маркерам. 

Это позволяет также четко выявлять специфический микро­
организм в смешанной микробной популяции. Преимущества этого 
метода состоят в том, что нет необходимости экстрагировать ДНК из 
клеток микроорганизмов, и вся процедура гибридизации занимает 
меньше 1 ч [71]. 

Меченые бактерии идентифицируют методом микроавторадио-
графии, если зонд мечен радиоизотопом [86], флюоресцентной 
микроскопии [87, 88] или цитометрии [89] в случае использования 
флюорохромов. 

Метод гибридизации ДНК in situ довольно перспективен для 
практического использования. Он может найти применение в быстрой 
медицинской диагностике патогенных микроорганизмов, включая таких 
медленнорастущих микробов, как Mycobacterium tuberculosis. Исполь-) 
зуя несколько зондов, специфичных для различных микроорганизмов, 
можно не только идентифицировать возбудителей заболеваний, но и 
контролировать изменения в нормальной микрофлоре. 

В экологических исследованиях гибридизация ДНК in situ может 
быть использована для мониторинга выживаемости организма, интро-
дуцированыого в качестве бактериального удобрения, биопестицида' 
или мелиоранта, для контроля качества воды и загрязнения почв, 
для многих других целей. Выполнение анализов реально в поле­
вых условиях с использованием портативного сканирующего флюо-
рометра [72]. 

Р е п о р т е р н ы е г е н е т и ч е с к и е м а р к е р ы . Хромогенные ге­
нетические маркеры. Специфические микроорганизмы можно обнару­
жить по изменению окраски субстрата, на который они воздействуют. 
Гены утилизации лактозы lacZY: lacZ ((3-галактозидаза) и lacY (пер-
меаза) дают возможность организму утилизировать лактозу в каче­
стве источника углерода [90]. Если 1ас+-бактерии инокулировать на 
агаризованную среду, содержащую хромогенный субстрат 5-хлоро-4-
бромо-З-индолил-р-Б-галактопиранозид (X-gal), р-галактозидаза рас­
щепляет его, в результате чего меняется окраска колоний, легко иден­
тифицируемых визуально по голубому цвету. Бактерии, имеющие xylE 
ген (катехол-2,3-диоксигеназа), превращают катехол в 2-гидрокси-
муконовый семиальдегид, придающий желтую окраску среде [91]. Ге­
нетические маркеры lacZY и xylE удобно использовать для маркиров­
ки бактерий, которые изучают в модельных экспериментах [92]. Од­
нако для мониторинга бактерий в окружающей среде маркировка ге­
нами tacZY неприемлема, так как многие микроорганизмы и растения 
содержат соответствующие гены. 

Большой потенциал присущ GUS-маркеру, кодирующему (J-глюку-
ронидазу. Воздействуя на флюорогенные субстраты ((3-глюкурониды), 
[3-глюкуронидаза конвертирует их в вещество, окрашивающее среду в 
цвет индиго. Эта цветовая конверсия дает возможность идентифици­
ровать микроорганизмы на селективном агаре или цитохимически — в 
тканях растений [93]. Преимуществом GUS-системы как генетическо­
го маркера является то, что большинство бактерий, грибы, а также 
растения не имеют GUS-активности. 

Кроме того, мониторинг визА^-микроорганизмов возможен in vitro 
в процессе взаимодействия их с растением, без нарушения этого 
процесса [94]. 



Методы детекции микроорганизмов с помощью биолюминесценции. 
Среди репортерных генетических маркеров, экспрессия которых обна­
руживается в живом организме визуально, особое место занимают 
гены биолюминесценции, имеющие прокариотическое {lux) или эукари-
отическое (luc) происхождение (см. [95]). Гены биолюминесценции 
lux придают бактериям свойство излучать видимый свет вследствие 
окисления длинноцепочечного алифатического альдегида под воздей­
ствием люциферазы в присутствии восстановленного флавинмоно-
нуклеотида (FMNH2): 

RCHO+FMNH2+02-^RCOOH+FMN+H20+hv. 
В природе люминесцентные бактерии известны среди представи­

телей рода Vibrio, Photobacterium, Xenorhabdus, имеющих экологиче­
скую нишу в морской воде или в специальном органе нематод. 

Бактериальная люцифераза является гетеродимером. Субъедини­
цы а (40 тыс. п. н.) и р (37 тыс. п. н.) кодируются соответственно гена­
ми luxA и luxB. Для многих микроорганизмов определена первичная 
последовательность нуклеотидов этих генов. Это облегчает их выделение 
с помощью ПЦР, а благодаря гомологии позволяет выделять их мето­
дом рекомбинации in vivo. Однако существуют и различия между лю-
циферазами различных бактерий; об этом свидетельствует хотя бы 
тот факт, что их люциферазам свойственна различная температурная 
чувствительность в Е. coli. Так, люцифераза из V. fisheri стабильна 
в Е. coli при 30 °С и быстро теряет активность при 37 °С, люцифераза 
из V. harveyi стабильна при 37 °С; люцифераза из X. luminescens — 
при 42 °С [95]. 

Генетическая организация люминесцентной системы имеет сход­
ные черты у изученных бактерий. Люминесцентные бактерии содержат 
минимальный набор генов, необходимых для реакции излучения света 
и ее регуляции: luxA и luxB — структурные гены люциферазы и коди­
руют две ее субъединицы; luxC, luxD и luxE кодируют редуктазу жир­
ных кислот, которая обеспечивает присутствие субстрата для люцифе­
разы, а также регуляторные гены luxR и luxJ. Выявлены также 1их~ 
гены, выполняющие неизвестные функции, которые различаются у 
представителей разных родов [100]. 

У большинства микроорганизмов существуют благоприятные внут­
ренние условия для прохождения люциферазной реакции, а также ре­
акции образования субстрата для люциферазы. В клетках синтезиру­
ются жирные кислоты, а также FMNH2, присутствует молекулярный 
кислород, если бактерии имеют аэробное дыхание. Таким образом, для 
Е. coli и многих других темновых организмов генов люциферазы lux 
(А, В) и редуктазы жирных кислот lux (С, D, Е) достаточно для осу­
ществления реакции выделения света. 

Гены lux (А, В, С, D, Е) входят в состав одного оперона, т. е. тран­
скрибируются в виде одной информационной РНК. Это удобно исполь­
зовать при создании гибридных молекул для экспрессии этих генов. 
Подставляя их под тот или иной промотор, можно достичь желаемого 
уровня экспрессии при конститутивном или регулированном синтезе 
транскрипта в зависимости от поставленной цели. 

С того момента, как были клонированы lux-оиеровы V. fisheri, 
V. harveyi и Ph. leiognathi, их начали использовать при маркировке 
бактерий для наблюдения за ними в почве [101], воде [102], ризосфе­
ре растений [ЮЗ], тканях растений [104]. Гены, участвующие в реак­
ции биолюминесценции (кроме регуляторных генов), вводили в клетки 
бактерий с помощью репликативных плазмид [101 —105] или достав­
ляли в хромосому посредством транспозонов Тп4431 [106], Тп7 [107], 
TnphoA [105]. 

Для маркировки темновых бактерий часто применяют не весь опе-
рон, а лишь структурные гены люциферазы (luxA и luxB). В этом слу­
чае для реакции биолюминесценции требуется экзогенный альдегид. 
Для этого используют такие длинноцепочечные альдегиды, как я-дека-
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наль, тетрадеканаль и др. Бактерии при этом экспонируются в парах 
альдегида или люциферазный субстрат добавляют в жидкую культуру. 
Такой способ выявления бактерий имеет свои преимущества. Во-пер­
вых, минимальный фрагмент ДНК, содержащий последовательность 
генов двух субъединиц люциферазы, — сравнительно мал и составляет 
примерно 2 тыс. п. н. Это значительно облегчает конструкции (после­
довательность всего /шс-кластера имеет размер до 7 тыс. п. н.). Во-вто­
рых, при культивировании организмов, получивших luxA и luxB, про­
цесс биолюминесценции не происходит до добавления субстрата и, та­
ким образом, это не оказывает существенного влияния на функциони­
рование клетки. Подобное влияние может быть значительным, о чем 
свидетельствует уравнение реакции биолюминесценции. В процессе 
эмиссии света используется молекулярный кислород, необходимый для 
аэробного дыхания клетки, а также FMNH2, который наряду с други­
ми соединениями является источником энергии. Это может сказывать­
ся на свойствах микроорганизмов и искажать результаты эксперимен­
тов. Присутствие же в клетке только структурных генов люциферазы 
не должно влиять на биохимические процессы клетки. При использова­
нии указанных генов в качестве генетических маркеров создают, как 
правило, конститутивные конструкции для экспрессии этих генов 
[103—109], однако известны и индуцибельные /wjc-плазмиды [ПО, 111], 
применяющиеся для регулирования экспрессии lux-генов. В хромосому 
бактерий luxA- и luxB-гены доставляют с помощью транспозонов 
[112—114]. 

Для мониторинга бактерий в почве и воде в модельных экспери­
ментах, кроме прокариотической биолюминесцентной системы, исполь­
зуют и эукариотическую. Эукариотическая люцифераза светлячка 
(Photinus pyralis) и жука-щелкуна (Pyrophorus plagiophthalamus) 
имеет одну субъединицу и осуществляет реакцию выделения света, 
окисляя люциферин в присутствии АТФ [115, 116]. Люциферазный ген 
светлячка был встроен в минн-Тп5 под Х-промотор и введен в хромосо­
му Rhizobium meliloti 1021 для наблюдения за выживаемостью бакте­
рий в условиях, приближенных к естественным. В модельных экспери­
ментах было продемонстрировано, что маркированный toe-генами 
штамм ризобий не отличался по выживаемости и по ростовым харак­
теристикам от дикого типа бактерий [117]. 

Таким образом, биолюминесцентная система как генетический мар­
кер, используемый для детекции микроорганизмов в окружающей сре­
де, на данный период времени является наиболее перспективной. Из 
всех известных ныне молекулярно-генетических методов детекции ми­
кроорганизмов метод биолюминесценции остается наиболее дешевым, 
быстрым по получению результатов и доступным любой лаборатории, 
так как не требует сложной аппаратуры и материалов; высокая чув­
ствительность метода позволяет наблюдать экспрессию lux/luc-генов у 
меченых бактерий визуально [102, 105, 118]. Огромным преимуществом 
метода является то, что мониторинг микроорганизмов, меченных 
lux/luc-генами, можно осуществлять в непрерывном процессе, не вме­
шиваясь в его ход. Гены биолюминесценции представляют собой безо­
пасный для экологии естественный генетический материал, редко 
встречающийся в наземной части биосферы. 

Появление этого метода будет способствовать проведению полевых 
испытаний ГММО и введению их в практику сельскохозяйственного 
производства. В 1991 г. группа американских исследователей получила 
разрешение на трехлетнее полевое испытание модифицированной с по­
мощью lux-генов бактерии Xanthomonas campestris pv. campestris 
[119], а немецкие ученые в 1994 г. начинают испытание меченной luc-
генами бактерии R. meliloti (личное сообщение). 

Заключение. В последние годы в микробной экологии наметился 
постепенный переход от традиционных микробиологических методов 
исследования к молекулярно-биологическим. Новые методы идентифи­
кации микроорганизмов, основанные на анализе НК, позволяют быст-
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ро и надежно устанавливать систематическое положение природного) 
изолята на уровне штамма без необходимости выделения его в чистой 
культуре. При детекции специфического микроорганизма ли ГММО в 
окружающей среде и наблюдении за его судьбой круг разработанных 
к настоящему времени молекулярно-биологических методов сужается, 
так как в случае большинства из них требуется специальное лабора­
торное оборудование для выделения и анализа НК. Это ограничивает 
возможность анализа большого количества образцов. Однако исполь­
зование репортерных генетических маркеров для мечения микроорга­
низмов позволяет осуществлять их мониторинг в полевых условиях. 
Методы идентификации и детекции микроорганизмов постоянно со­
вершенствуются как в направлении повышения их чувствительности 
и надежности, так и в отношении простоты их использования и 
удешевления. 

Авторы благодарят Л. Бурьяновского за критическое прочтение 
обзора. 
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МОЛЕКУЛЯРНО-БЮЛОПЧН1 МЕТОДИ ДЕТЕКДИ I 1ДЕНТИФ1КАЦИ 
М1КРООРГАН13М1В У НАВКОЛИШНЬОМУ СЕРЕДОВИЩ1 

Р е з ю м е 

Огляд л i тер а тур и при свячен о давим молекулярном методам детекцп i щентифжацп 
мшраоргашз'мгв у на.вколишньюму середовишл Обговорюються тгереваш нових методов 
перед традиций ними. 

N. Kozyrovska, G. Kovtunovych 

MOLECULAR BIOLOGICAL METHODS OF DETECTION 
AND IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS IN THE ENVIRONMENT 

S u m m a r y 

A review summarizes the literature data devoted to new molecular methods for detection 
and identifcation of microorganisms in the environment. The advantages of novel me­
thods over conventional ones are discussed. 
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