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Впервые проведен анализ по изучению биоразнообразия бактериальных сообществ пищеваритель-
ной системы мидии Грея из прибрежных вод Японского моря с хроническим антропогенным за-
грязнением на основе метабаркодинга. В микробиоте гидробионтов, помимо типичных морских
бактерий, были обнаружены представители таксонов, характерных для местообитаний, загрязнен-
ных нефтью (Rhodobacteraceae, Corynebacteriaceae), тяжелыми металлами (Asinibacterium) и неочи-
щенными коммунально-бытовыми стоками (Cloacibacterium, Globicatella). В ходе исследований по-
лучена и таксономически охарактеризована коллекция из 411 штаммов культивируемых гетеро-
трофных бактерий. Показано, что кишечный микробиом моллюсков характеризуется уникальным
таксономическим составом в зависимости от района обитания животных. Изучена способность
штаммов бактерий, выделенных из пищеварительной системы мидии Грея, разлагать различные
питательные субстраты (сахара, аминокислоты, полисахариды) и ксенобиотики (нефтяные углево-
дороды, бисфенол А, атразин). Большинство полученных изолятов были способны к расщеплению
широкого спектра органических субстратов, 13% (54 штамма) окисляли углеводороды нефти, 1%
(4 штамма) – бисфенол А и 0.5% (2 штамма) – атразин. Высказано предположение об участии мик-
робиома мидии Грея в симбионтном пищеварении и детоксикации моллюска.
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Микробиоценозы, занимающие ту или иную
экологическую нишу в организме хозяина, харак-
теризуются сложной иерархической структурой,
различными межвидовыми отношениями, мно-
гоступенчатыми метаболическими процессами.
Кроме того, они выполняют множество полезных
функций для организма хозяина: повышают его
колонизационную резистентность к патогенным
микроорганизмам, участвуют в переваривании
пищи, детоксикации, поддержании водного, со-
левого и pH-гомеостаза, синтезируют аминокис-
лоты, органические кислоты, витамины и другие
метаболиты, а также могут выступать источником
питательных веществ при стрессе (Harris, 1993).

Мидии являются ключевым звеном морских
экосистем и одним из перспективных объектов
коммерческого воспроизводства среди двуствор-
чатых моллюсков. Учитывая важную роль инди-
генной микрофлоры в поддержании здоровья

гидробионтов, в современной литературе пред-
ставлено большое количество научных работ, по-
священных изучению микробиоты, ассоцирован-
ной с мидиями. Микробное разнообразие описа-
но у таких традиционных объектов аквакультуры,
как Mytilus galloprovincialis (Cavallo et al., 2009; San-
tisi et al., 2015), M. coruscus (Li et al., 2018), M. tros-
sulus (Беленева и соавт., 2003) и M. edulis
(Bezgachina, Kozitskiy, 2010; Motiei, 2014). Уста-
новлено, что состав микробиоты двустворчатых
моллюсков существенно зависит от целого ряда
факторов: вида гидробионта и его генетических
особенностей, стадии его развития, типа органа
или ткани, физико-географических особенно-
стей района обитания, времени года, температу-
ры, концентрации растворенного кислорода в воде,
питания, наличия в среде поллютантов и т.п. (Pail-
lard et al., 2022). Несмотря на это, чаще всего в
структуре бактериальных сообществ разных видов
мидий обнаруживают представителей следующих
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таксонов: Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria,
Aeromonas, Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella, Acine-
tobacter, Flavobacterium, Cytophaga, Spongiobacter, She-
wanella, Vibrio, Escherichia, Chromobacterium, Photo-
bacterium, Desulfovibrio, Rhodococcus, Microbacterium и
Micrococcus (Беленева и соавт., 2003; Cavallo et al.,
2009; Bezgachina, Kozitskiy, 2010; Motiei, 2014; San-
tisi et al., 2015; Li et al., 2018).

Что касается мидии Грея Crenomytilus grayanus
(Dunker, 1853), то микробиота пищеварительной
системы этого гидробионта изучена слабо, не-
смотря на то, что это один из наиболее массовых
видов двустворчатых моллюсков в прибрежной
зоне северной части Японского моря и традицион-
ный объект промысла. В предыдущих исследовани-
ях с помощью культуральных методов изучали вли-
яние микрофлоры воды и донных отложений на
микрофлору Crenomytilus grayanus (Bogatyrenko et al.,
2018), ферментативную активность микроорганиз-
мов-ассоциантов моллюска (Иванова и соавт.,
1992), а также сезонную динамику численности
гетеротрофных бактерий в тканях мидии Грея
(Beleneva, Zhukova, 2009).

Целью работы было изучение биоразнообра-
зия и метаболических особенностей бактериаль-
ных сообществ пищеварительной системы мидии
Грея (Crenomytilus grayanus) из прибрежных аква-
торий северной части Японского моря.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Район исследований и отбор проб. В качестве
районов исследований были выбраны 4 прибреж-
ные акватории северной части Японского моря
(рис. 1, табл. 1).

Бухта Аякс расположена на северо-востоке
острова Русский, в южной части пролива Босфор
Восточный. Акватория расположена у берегов
крупного города Владивостока и характеризуется
хроническим загрязнением углеводородами, ДДТ
(4,4'-дихлордифенил-трихлорэтан), фенолом, тя-
желыми металлами, а также бытовым мусором
(Мощенко, Шайхлисламова, 2010).

Пролив Старка разделяет острова Русский и
Попова, административно относящиеся к г. Вла-
дивостоку. В летний период район испытывает
существенную рекреационную нагрузку. Наблю-
дается загрязнение акватории неочищенными
сточными водами от туристических баз, нефтя-
ными углеводородами и тяжелыми металлами
(Коженкова, Христофорова, 2009).

Залив Восток расположен на северо-востоке
залива Петра Великого, вблизи крупных портов
Приморского края, включая нефтеналивной порт
Козьмино. Для акватории характерно загрязне-
ние фенолами и нефтяными углеводородами,
концентрации которых в зависимости от сезона

Рис. 1. Районы отбора проб.
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превышают ПДК в 10–30 и в 2–12 раз соответ-
ственно (Журавель и соавт., 2012).

Бухта Матросская расположена на севере
Приморского края. Акватория выбрана в каче-
стве фонового района с минимальной антропо-
генной нагрузкой. Вблизи отсутствуют крупные
населенные пункты и объекты промышленности.

В августе 2019 г. с глубины 6–10 м было отобра-
но по 10 образцов взрослых особей мидии Грея
(Crenomytilus grayanus) из каждой исследуемой ак-
ватории. В лаборатории животные были очище-
ны от внешних загрязнений и вскрыты. С соблюде-
нием условий стерильности образцы желудочно-
кишечного тракта были извлечены, гомогенизиро-
ваны и заморожены для дальнейших исследований.

Метабаркодинг. Из гомогената тканей выделя-
ли суммарную ДНК в трех повторностях с ис-
пользованием набора GeneJET Genomic DNA Pu-
rification Kit (“Thermo Scientific”, США) согласно
протоколу производителя. Концентрацию и чи-
стоту ДНК анализировали с использованием
NanoDrop 2000 (“Thermo Scientific”, США).

Амплификацию региона V3‒V4 гена 16S рРНК
проводили на приборе CFX-96 (“Bio-Rad”, США) с
помощью набора Phusion Hot Start II DNA Poly-
merase (“Thermo Fisher Scientific”, США), 0.2 мМ
dNTP (“Life Technologies”, США) и праймеров 343F
(5'-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3') и 806R (5'-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3'), содержащих
адаптерные последовательности (Illumina), лин-
кер и баркод.

Продукты амплификации нужной длины вы-
резали из геля и экстрагировали ДНК с помощью
набора реагентов для очистки ДНК из агарозного
геля MinElute Gel Extraction Kit (“Qiagen”, Герма-
ния). Секвенирование проводили в ЦКП “Гено-
мика” СО РАН (ИХБФМ СО РАН) на секвенато-
ре MiSeq (“Illumina”, США), используя набор Re-
agent Kit v3 (2 × 300) (“Illumina”, США).

Прочтения были обработаны с помощью сре-
ды программирования R с использованием паке-
та DADA2 (https://github.com/benjjneb/dada2).
После создания таблицы последовательностей,
удаления химер и кластеризации, таксономиче-
ская классификация проводилась с использова-
нием базы данных SILVA v. 138 с бутстреп-поддерж-

кой 80%. Последовательности были нормализова-
ны, выровнены и сгруппированы в операционно-
таксономические единицы (ОТЕ) с 97% идентич-
ности (Mikhailov et al., 2019).

Данные, полученные в ходе исследования, за-
регистрированы в NCBI в проекте PRJNA892878.

Анализ культивируемых форм бактерий. Образ-
цы кишечника мидий Грея высевали на универ-
сальную питательную среду для морских микро-
организмов (СММ) следующего состава (г/л):
CaCO3 – 1; MgSO4 – 1; K2HPO4 – 0.2; глюкоза –
0.2; пептон ферментативный, сухой для бакте-
риологических целей – 5; агар бактериологиче-
ский – 15; дрожжевой экстракт – 5; искусствен-
ная морская вода ((г/л): NaCl – 27.5; MgCl2 – 5;
MgSO4 · 7H2O – 2; CaCl2 ‒ 0.5; KCl – 1; FeSO4 –
0.001–500 мл; дистиллированная вода – 500 мл;
pH 7.8–8.1) (Youchimizu, 1976). Посевы инкуби-
ровали при 22°С в течение 5 сут, после чего полу-
чали чистые культуры бактерий.

Идентификацию полученных штаммов бакте-
рий проводили на основе анализа нуклеотидных
последовательностей фрагмента гена 16S рРНК,
используя пару праймеров 27F (5'-AGAGTTT-
GATCATGGCTCAG-3') и 1350R (5'-GACGGGC-
GGTGTGTACAAG-3') (Lane et al., 1985). Секве-
нирование по Сэнгеру осуществлялось на капил-
лярном приборе ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(“Applied Biosystems”, США).

Рост бактерий на природных органических суб-
стратах. Способность бактерий к деструкции са-
харов проводилась с использованием сред Гисса с
индикатором ВР (аурин, анилиновый голубой, 1 : 1),
для определения сахаролитических свойств (лак-
тоза, глюкоза, сахароза, арабиноза, манноза, кси-
лоза, дульцит, сорбит, маннит; “Биотехновация”,
Россия). Для определения деструкции аминокис-
лот (аргинин, триптофан, фенилаланин, орни-
тин, аланин, глицин) и мочевины использовали
коммерческие наборы производства ФБУН НИИ
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера
(Россия).

Способность разлагать крахмал, хитин, хито-
зан, фукоидан, альгинат натрия, коллаген и хон-
дроитинсульфат определяли путем высева суточных
культур бактерий на модифицированную минераль-

Таблица 1. Характеристики районов отбора проб (Журавель и соавт., 2012)

Акватория Соленость, ‰
Температура поверхностных вод, °C

зимой летом

Бухта Аякс 26.3–35.9 1.2–1.4 15–21
Пролив Старка 10.6–33.5 –1.8–0.25 21–26
Залив Восток 29.0–34.1 –1.6–1.9 19–23
Бухта Матросская 30–33.6 –2–1.4 7.7–15.5
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ную среду Ворошиловой‒Диановой (ВД) (г/л ди-
стиллированной воды): NaCl – 10; NH4NO3 – 1;
K2HPO4 – 1; KH2PO4 – 1; MgSO4 – 0.2; CaCl2 –
0.02; FeCl2 – 2 капли насыщенного раствора; агар –
15.0 (Ким, 2022). В качестве единственного источ-
ника углерода использовали соответствующий
субстрат в концентрации 1%. Для контроля па-
раллельно высевали штаммы бактерий на чашках
Петри с минеральной средой без добавления ор-
ганического субстрата. Инкубировали до 10 сут
при температуре 22°С. Отмечали рост бактерий
на среде с субстратом и отсутствие роста на голод-
ной минеральной среде. Для выявления амилоли-
тической активности в чашки с крахмальной средой
добавляли раствор Люголя и отмечали появление
светлых колец вокруг колоний, свидетельствующее
о наличии амилаз. Все эксперименты повторяли
трижды.

Рост бактерий в присутствии ксенобиотиков.
Для определения способности к утилизации неф-
тяных углеводородов все штаммы бактерий высе-
вали на модифицированную минеральную среду
ВД с добавлением 1% сырой нефти, инкубирова-
ли 14 сут при 22°С, после чего отмечали рост бак-
терий.

Для определения способности бактерий к ути-
лизации нафталина, бензола, толуола, ксилола
готовили суспензии из суточных культур бакте-
рий, выросших на среде с нефтью (плотность
OD = 1 при 600 нм). В стерильные микропланше-
ты вносили по 1.5 мл среды Бушнелла‒Хааса (со-
став (г/л): MgSO4 · 7H2О – 0.2; CaC12 · 2H2O –
0.002; KH2PO – 1.0; K2HPО4 – 1.0; NH4NO3 – 1.0;
FeCl3 – 0.05; pH 7.0) и 25 мкл бактериальной сус-
пензии. В качестве единственного источника уг-
лерода в лунки добавляли по 5 мкл одного из суб-
стратов (гексадекан, нафталин, бензол, толуол,
ксилол) и по 1.5 мкг 2,6-дихлорфенолиндофенол
(ДХФИФ). При микробном окислении углеводо-
родов электроны переносятся на акцепторы элек-
тронов. ДХФИФ является акцептором и, таким
образом, можно учитывать способность микро-
организма использовать углеводородный суб-
страт, наблюдая изменение цвета ДХФИФ с си-
него (окисленного) на бесцветный (восстанов-
ленный). Планшеты инкубировали при 22°С и
наблюдали обесцвечивание или снижение окрас-
ки среды Бушнелла‒Хааса в течение суток (Han-
son et al., 1993).

Для определения способности к деструкции
бисфенола А все исследуемые штаммы бактерий
всевали на модифицированную минеральную
среду ВД с добавлением 0.1% бисфенола A, далее
инкубировали 14 сут при 22°С. Для штаммов бак-
терий, выросших на этой плотной среде, готови-
ли бактериальную суспензию (плотность OD = 1
при 600 нм) и добавляли в объеме 1 мл в колбы с
50 мл жидкой минеральной среды ВД, содержа-

щей 0.1% бисфенола A. В качестве контроля ис-
пользовали стерильную среду ВД с 0.1% бисфено-
ла A. Инкубировали при 22°С в течение 5 сут.
Пробы центрифугировали при 1500 об./мин в те-
чение 3 мин. Отбирали надосадочную жидкость,
переносили ее в чистые пробирки и добавляли
0.5 мл реагент Фолина‒Чокальтеу, инкубировали
5 мин. Процент деструкции бисфенола A учиты-
вали на спектрофотометре Genesys 10S UV-VIS
(“Thermo Scientific”, США) при длине волны
765 нм по изменению окраски среды. Суть метода
заключается в том, что содержащиеся в реагенте
Фолина‒Чокальтеу фосфовольфрамовые и фос-
фомолибденовые кислоты при восстановлении
фенольными соединениями образуют комплекс
синего цвета, интенсивность окраски которого
пропорциональна количеству фенольных соеди-
нений (Ingale et al., 2021).

Все исследуемые штаммы бактерий были про-
тестированы на способность к деструкции атра-
зина за счет оценки дегидрогеназной активности.
Суть метода заключается в восстановлении рас-
твора бесцветной соли 2,3,5-трифенилтетразолия
хлористого (ТТХ) в трифенилформазан красного
цвета при окислительно-восстановительных ре-
акциях микробного разложения ксенобиотика
при действии дегидрогеназ. В стерильные чашки
Петри вносили 20 мл среды Е-8 (г/л: KH2PO4 –
0.7; (NH4)2HPO4 – 1.5; MgSO4 – 0.8; NaCl  – 0.5;
агар – 20.0; рН 6.6 – 6.7), содержащей 0.6 мг/л
гербицида атразин и 1% ТТХ. Для контроля
разливали в чашки Петри по 20 мл среды Е-8 с
ТТХ, но без атразина. Далее на поверхность гото-
вой среды опытного и контрольного вариантов
производили посев суточной культуры бактерий.
Инкубировали при 22°С в течение 12 сут, после
чего замеряли диаметр образовавшейся вокруг
посева зоны красного цвета (Патент РФ 2051961).

Статистическая обработка данных проводилась
в среде R. По результатам метабаркодинга были
рассчитаны индексы разнообразия Шеннона и
Симпсона. На основе данных по изучению разно-
образия культивируемых бактерий построена
диаграмма Венна и рассчитаны коэффициенты
сходства Жаккара. Способность расщеплять ор-
ганические субстраты, включая ксенобиотики, в
зависимости от района обитания мидии Грея, бы-
ла оценена с помощью критерия Шапиро‒Уил-
ка, проверяющего гипотезу о нормальности рас-
пределения, однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) и апостериорного теста Шеффе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Метабаркодинг. В результате проведенного
анализа из образцов пищеварительной системы
мидии Грея было получено 271453 нуклеотидных
последовательностей и 58 ОТЕ бактерий (табл. 2).
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Значения индексов разнообразия Шеннона и
Симпсона оказались довольно высокими для
микробиомов мидий из всех исследуемых райо-
нов, за исключением п. Старка (табл. 2). При про-
ведении дисперсионного анализа (ANOVA) меж-
ду образцами кишечного микробиома не наблю-
далось существенных различий (p > 0.05).

В желудочно-кишечном тракте исследуемых
животных были обнаружены представители 7 фи-
лумов, из них только Proteobacteria оказался в
моллюсках из всех районов. При этом представ-
ленность данного филума сильно варьировала в
образцах (табл. 3).

Структура бактериального сообщества мидий
из б. Аякс на уровне семейств была представлена
следующими таксонами: неклассифицированны-
ми Pseudomonadales_uncultured (18%), Rhodobacte-
raceae (14.8%), Sphingomonadaceae (10.9%), Pseudo-
monadaceae (9%), Comamonadaceae (7.7%), Propio-
nibacteriaceae (6.9%), Corynebacteriaceae (6.3%) и
неклассифицированными Chlamydiales_uncul-
tured (5.8%).

В микробиоме мидий из п. Старка доминиру-
ющими семействами были Bacillaceae – 57.3% и
Paenibacillaceae – 19%. Остальные таксоны были
не так многочисленны: Chitinophagaceae – 9.4%,
Comamonadaceae – 2.2%, Sphingomonadaceae –
1.8%. Особенностью микробиома моллюсков это-
го района стало присутствие Weeksellaceae – 2.9%
и Pseudoalteromonadaceae – 1.7%.

В пищеварительной системе моллюсков из
з. Восток основное разнообразие составили бак-
терии семейств Comamonadaceae – 33.8%, Chitino-

phagaceae – 10.4%, Sphingomonadaceae – 10.3%,
Aerococcocaceae – 8.2%, Bacillaceae – 6.2%, Pseudo-
monadaceae – 6.2%, Actinomycetaceae – 4.2%.
Оставшиеся 20.7% таксономического разнообра-
зия составили представители 13 семейств.

В микробиоме мидий из б. Матросской доми-
нирующими семействами стали Pseudomonada-
ceae – 23.7%, Rhizobiales Incertae Sedis – 22.2%,
Chitinophagaceae – 12.6% и Sphingomonadaceae –
7.2%. Минорная часть сообщества была представ-
лена Moraxellaceae, Actinomycetaceae, Micrococcace-
ae, Nitrosomonadaceae, Polyangia, Comamonadaceae,
Brevibacteriaceae, Caulobacteraceae, Alcaligenaceae,
Sphingobacteriales_env.OPS 17, Nocardiaceae.

На уровне семейств общими для всех образцов
оказались представители Comamonadaceae и
Sphingomonadaceae.

На уровне родов все исследуемые образцы от-
личались уникальным таксономическим соста-
вом: доминирующими в структуре микробиома
моллюсков из б. Аякс были некультивируемые
рода порядка Pseudomonadales – 18.4%, Haemato-
bacter – 14.8%, Sphingomonas – 10.9%, из п. Старка –
Bacillus (57.3%) и Paenibacillus (19%), из б. Восток –
Alicycliphilus (27.4%), Sediminibacterium (10.4%) и
Sphingomonas (10.3%), а из б. Матросская – Pseu-
domonas – 23.7%, Phreatobacter – 22.2% и Sedimini-
bacterium – 12.6% (рис. 2).

Согласно многочисленным научным исследо-
ваниям, состав микробиоты двустворчатых мол-
люсков существенно зависит от целого ряда фак-
торов: вида гидробионта и его генетических осо-
бенностей, стадии его развития, типа органа или

Таблица 2. Характеристики биоразнообразия микробиомов мидии Грея

Район Нуклеотидные 
последовательности OTЕ Индекс Шеннона Индекс Симпсона

Бухта Аякс 105042 13 2.417 0.897
Пролив Старка 84461 10 1.446 0.626
Залив Восток 35742 29 2.943 0.914
Бухта Матросская 46208 22 2.661 0.898

Таблица 3. Филумы бактерий, полученные при анализе микробиома пищеварительной системы Crenomytilus
grayanus

Филум Бухта Аякс Пролив Старка Залив Восток Бухта Матросская

Proteobacteria 67.97% 5.92% 64.58% 75.97%

Firmicutes 0.00% 76.39% 15.68% 0.00%
Actinobacteriota 21.70% 0.00% 6.46% 8.44%
Bacteroidota 0.00% 12.35% 10.47% 14.40%
Gemmatimonadota 4.45% 5.33% 1.08% 0.00%
Verrucomicrobiota 5.88% 0.00% 0.00% 0.00%
Myxococcota 0.00% 0.00% 1.72% 1.19%
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ткани, физико-географических особенностей
района обитания, времени года, температуры,
концентрации растворенного кислорода в воде,
питания, наличия в среде поллютантов и т.п.
(Paillard et al., 2022). Тем не менее, есть ряд работ,
где авторам удалось выявить ядро микробиома,
состав которого остается стабильным на протя-
жении длительного времени или под действием
изменяющихся условий среды. Так, например,
Spirochaetaceae, Vulcaniibacterium и Delftia названы
в качестве ядра микробиома пищеварительной
системы тихоокеанской устрицы Crassostrea gigas
(King et al., 2020), Mycoplasmataceae и Spirochaeta-
ceae – основа микробиома для венеруписа фил-
липинского Ruditapes philippinarum (Offret et al.,
2021), а Peptostreptococcaceae, Pirellulaceae и Molli-
cutes – ядро микробиома для черногубой жемчуж-
ной устрицы Pinctada margaritifera (Dube et al.,
2019).

Наши исследования показали, что особенно-
стью микробиома мидий из п. Старка стало его
низкое биоразнообразие на фоне доминирования
бактерий родов Bacillus и Paenibacillus. Эти груп-
пы микроорганизмов характеризуются широки-
ми метаболическими возможностями, а на основе
Bacillus созданы многие пробиотические препараты
для аквакультуры, благодаря их способности к син-
тезу антимикробных веществ в отношении боль-
шинства известных возбудителей инфекционных
заболеваний (Lee et al., 2021).

Bacillus и Paenibacillus были обнаружены толь-
ко у мидий из п. Старка, в том время, как в соста-
ве микробиомов гидробионтов из других исследу-
емых акваторий доминировали, в основном,

представители семейства Pseudomonadaceae. В на-
учной литературе есть сведения об антагонисти-
ческих отношениях представителей Bacillus и
Pseudomonas, занимающих одинаковые экологи-
ческие ниши (Simoes et al., 2008). При изучении
дальневосточного трепанга Apostichopus japonicus
было показано, что среди культивируемых бакте-
рий микрофлоры гидробионтов из разных аква-
торий Японского моря доминировали либо Bacil-
lus, либо Pseudomonas. При этом ферментативная
активность обеих групп бактерий имела схожие
значения, что, вероятно, предполагает одинако-
вый вклад этих микроорганизмов в пищевари-
тельный процесс хозяина (Богатыренко, Бузоле-
ва, 2016).

Использование молекулярной идентифика-
ции позволило обнаружить в микробиоте Creno-
mytilus grayanus из прибрежных вод Японского
моря представителей таксонов, характерных для
антропогенного загрязнения. Так, существенную
долю в структуре бактериальных сообществ ми-
дий из б. Аякс заняли представители Rhodobacter-
aceae и Corynebacteriaceae, среди которых, помимо
типичных водных обитателей, часто встречаются
активные деструкторы углеводородов нефти.
Также в пищеварительном тракте мидий из этого
района были выявлены бактерии-внутриклеточ-
ные паразиты, относящиеся к порядку Chlamydia-
les. Известно, что эти микроорганизмы поражают
цитоплазму клеток эпителия пищевого диверти-
кула двустворчатых моллюсков, что приводит к
нарушению метаболизма и к гибели животных
(Getchell et al., 2016). В микробиоме мидий из
п. Старка были обнаружены бактерии рода Asini-

Рис. 2. Рода бактерий, выявленные в микробиоме пищеварительной системы Crenomytilus grayanus на основе метабар-
кодинга. На рисунке показаны рода, представленность которых составила более 6%.
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bacterium, которые характерны для грунтов, за-
грязненных тяжелыми металлами в высоких кон-
центрациях (Brzoska et al., 2022).

В образцах мидий из п. Старка и з. Восток бы-
ли обнаружены таксоны бактерий, характерные
для неочищенных коммунально-бытовых стоков.
Так, в микробиоме животных из п. Старка встре-
чались бактерии рода Cloacibacterium, а из з. Во-
сток – условно-патогенные бактерии рода Globi-
catella, вызывающие у человека менингит и бакте-
риемию. Вместе с тем, в образцах животных из
фонового района не были обнаружены таксоны,
указывающие на антропогенную нагрузку.

Прибрежные акватории северной части Япон-
ского моря испытывают хроническое загрязне-
ние тяжелыми металлами, нефтепродуктами, фе-
нолами, пестицидами, коммунально-бытовыми
стоками (Барышева и соавт., 2019; Мощенко и со-
авт., 2020), что, судя по полученным нами резуль-
татам, оказывает влияние на состав бактериаль-
ных сообществ пищеварительной системы мидий
Грея в исследуемом районе.

Исследование биоразнообразия культивируемых
гетеротрофных бактерий. В ходе исследования из

образцов пищеварительной системы мидии Грея
на среде СММ была получено 411 штаммов куль-
тивируемых гетеротрофных бактерий (34 рода
бактерий), из них из б. Аякс – 106, п. Старка –
121, з. Восток ‒ 101 и б. Матросская – 83 (рис. 3).

Из мидий з. Восток по количеству выделенных
изолятов доминировали представители родов
Sphingomonas – 11 штаммов, Kocuria – 10 штам-
мов, Pseudoalteromonas – 9 штаммов, Paracoccus и
Arthrobacter – по 8 штаммов.

Из образцов б. Матросской чаще всего выделя-
лись бактерии родов Pseudomonas – 21 штамм, Ar-
throbacter – 14 штаммов, Sphingomonas – 13 штаммов,
Actinomyces – 9 штаммов, Psychrobacter – 7 штаммов.
Стоит отметить, что для микробиома восточной
устрицы Crassostrea virginica также было характер-
но доминирование Pseudomonas и Psychrobacter
наравне с Synechococcus (Pathak et al., 2021).

Кишечная микрофлора животных из п. Старка
характеризовалась большим количеством пред-
ставителей рода Bacillus – 25 штаммов, Paenibacil-
lus – 18 штаммов, а также Aerococcus и Paracoccus –
по 10 штаммов.

Рис. 3. Рода культивируемых бактерий, выделенных из пищеварительной системы Crenomytilus grayanus. На рисунке
показаны рода, представленность которых составила более 6%.
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В работе, посвященной изучению ассоциантов
мидии Crenomytilus grayanus из б. Троица (залив
Петра Великого, Японское море), были получены
схожие результаты: 30.6% от общего бактериаль-
ного разнообразия желудка моллюска было пред-
ставлено родом Bacillus (Иванова и соавт., 1992).
Высокая доля этих бактерий может быть обуслов-
лена их способностью к споруляции, которая
обеспечивает им выживаемость в кишечнике ми-
дий за счет устойчивости к пищеварительным
ферментам и условиям с низкими значениями pH
(Pandiyan et al., 2013). Уникальным для микро-
биоты мидий Грея этого п. Старка стали штаммы
бактерий рода Paenibacillus, некоторые представите-
ли которых, согласно литературным данным, улуч-
шают рост гидробионтов, иммунную и антиокси-
дантную активность, а также обеспечивают устой-
чивость к патогенным вибрионам (Amoah et al.,
2020).

В пищеварительной системе мидии Грея из
б. Аякс по количеству полученных изолятов до-
минировали бактерии рода Rhodococcus –
13 штаммов, Pseudomonas – 12 штаммов, Sphingo-
monas – 10 штаммов, Corynebacterium – 7 штаммов.
В образцах только из этого района были выявлены
условно-патогенные бактерии родов Escherichia,
Klebsiella, Proteus и Yersinia. Выявление подобных
потенциально опасных бактерий свидетельствует
о неблагополучном санитарно-эпидемиологиче-
ском состоянии исследуемой акватории, что вызва-
но хроническим загрязнением бухты городскими
коммунально-бытовыми стоками и значительной
рекреационной нагрузкой в летний период. Не-

смотря на то, что условно-патогенная микрофлора
не доминировала в биоценозе, она все же смещала
равновесие в сторону увеличения несвойственной
гидробионту микробиоты. Ранее при исследовании
других видов мидий из районов с высокой антро-
погенной нагрузкой в тканях животных также
были обнаружены такие патогенные микроорга-
низмы, как Escherichia coli, Salmonella, Vibrio para-
haemolyticus (Cavallo et al., 2009; Rubiolo et al.,
2019), вирус гепатита А и норовирусы (Schrader
et al., 2003). Интересно отметить, что только из
мидии б. Аякс был получен 1 штамм рода Vibrio,
хотя вибрионы широко распространены в мор-
ской среде и часто выявляются в микрофлоре раз-
ных видов двустворчатых моллюсков (Moriarty,
1998; Motiei, 2014; Rubiolo et al., 2019).

При сравнении биоразнообразия культивиру-
емых гетеротрофных бактерий из мидий Грея ис-
следуемых районов с помощью диаграммы Венна
(рис. 4) и коэффициента Жаккара (Кj) было уста-
новлено, что микробиом животных каждой аквато-
рии характеризуется своим набором бактериальных
таксонов. Наибольшие значения коэффициента
сходства были получены для гидробионтов из
б. Аякс и з. Восток (Кj = 0.46) и для гидробионтов
из з. Восток и п. Старка (Кj = 0.44), наименьшие
значения оказались для пар выборок из б. Мат-
росская и п. Старка (Кj = 0.27) и для п. Старка и
б. Аякс (Кj = 0.28).

Настоящее исследование показало, что ки-
шечный микробиом мидий Грея характеризуется
уникальным таксономическим составом в зави-
симости от района обитания животных. Получен-

Рис. 4. Диаграмма Венна, отражающая разнообразие культивируемых бактерий на уровне родов, выделенных из пи-
щеварительной системы Crenomytilus grayanus.
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ные результаты указывают на существенное влия-
ние окружающей среды на формирование сим-
бионтной микрофлоры двустворчатого моллюска.

Вместе с тем, проведенный анализ показал,
что для животных из всех районов было характер-
но присутствие представителей родов Psychro-
bacter и Sphingomonas. Вероятно, эти группы мик-
роорганизмов относятся к автохтонной микро-
биоте моллюсков, и могут выполнять для них ряд
полезных функций.

Так, например, есть сведения, что бактерии
рода Sphingomonas ингибируют патогенных Vibrio
anguillarum и способны положительно влиять на
рост, выживаемость и биохимические показатели
мальков рыб (Chaudhary et al., 2021). Также нема-
ло работ о пробиотическом потенциале некото-
рых штаммов Psychrobacter spp. для искусственно-
го воспроизводства креветки Exopalaemon carini-
cauda (Lai et al., 2022), атлантической трески
Gadus morhua (Lazado et al., 2010), групера Epi-
nephelus coioides (Liu et al., 2021) и сериолы Seriola
lalandi (Ramírez et al., 2020).

Также в пищеварительной системе мидий Грея
были многочисленны Actinomyces, которые из-
вестны как продуценты огромного спектра вто-
ричных метаболитов, в том числе, с выраженным
антимикробным эффектом (Cera et al., 2022).

В животных из всех районов, кроме п. Старка,
часто встречались представители рода Arthro-
bacter, которые могут относиться к индигенной
микрофлоре гидробионтов. У некоторых видов
Arthrobacter, выделенных из морской среды опи-
саны пробиотические свойства, например, спо-
собность к синтезу антибиотиков. Показано, что
штамм Arthrobacter XE-7 положительно влияет на
микробиоту кишечника и иммунитет у тихооке-
анских белых креветок, а также обладает антого-
нистической активностью по отношению к Vibrio
parahaemolyticus (Li et al., 2006). Штамм Arthro-
bacter davidanieli показал свою эффективность
при лечении заболеваний у лососевых рыб, вы-
званных Renibacterium salmoninarum и Piscirickettsia
salmonis (Salonius et al., 2004).

Из мидий всех районов, кроме б. Матросская,
было получено большое количество штаммов
Paracoccus, которые, по данным литературы, яв-
ляются симбионтами насекомых, кораллов и
мшанок, а также обладают антибактериальными,
альгицидными и фунгицидыми свойствами по
отношению к таким микроорганизмам как Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Prorocentrum donghaiense,
Candida albicans (Leinberger et al., 2021).

Из мидий з. Восток было выделено 10 штам-
мов рода Kocuria, среди представителей которого,
согласно научной литературе, немало патогенных
видов. Однако есть сведения о высокой активно-
сти этих микроорганизмов в разложении широ-

кого спектра ксенобиотиков, а также о возмож-
ности их использования для профилактики и ле-
чения вибриозов у радужной форели, вызванных
Vibrio anguillarum и V. оrdalii (Sharifuzzaman, Aus-
tin, 2010).

Уникальными для микробиома моллюсков из
п. Старка стали штаммы Alteromonas spp. В иссле-
довании личиночных стадий Mytilus galloprovincia-
lis обнаружено, что биопленки альтеромонад от-
ветственны за индукцию метаморфоза личиноч-
ных стадий этого вида моллюска (Bao et al., 2007).

Вероятно, уникальный для мидий каждого
района состав микробиома обеспечивает адапта-
цию животных к индивидуальным условиям
окружающей среды.

Исследование метаболических особенностей по-
лученных штаммов бактерий. По результатам ис-
следований установлено, что большинство полу-
ченных штаммов бактерий были способны к рас-
щеплению широкого спектра органических
субстратов (рис. 5). При анализе не выявлено ста-
тистически значимых различий в способности
разлагать простые сахара и аминокислоты у бакте-
рий, выделенных от моллюсков из разных районов
(критерий Шапиро‒Уилка – p > 0.05, ANOVA – F <
< Fкрит). Таким образом, несмотря на различия в
таксономическом составе микробиомы мидий из
разных акваторий обладают схожими фермента-
тивными свойствами и, вероятно, выполняют
одинаковые функции для организма хозяина.

К утилизации сложных органических субстра-
тов, которые в огромном количестве встречаются
в морской среде (хитин, хитозан, альгинат, фуко-
идан, коллаген, хондроитин сульфат), было спо-
собно меньшее количество исследуемых штам-
мов (рис. 5). Одновременно с этим замечено, что
доля микроорганизмов, использующих данные
соединения в качестве единственного источника
углерода, достоверно выше в мидиях из фонового
района: б. Матросская (критерий Шапиро‒Уил-
ка – p > 0.05, ANOVA – F > Fкрит, критическое зна-
чение теста Шеффе – p < 0.05). Стоит предполо-
жить, что антропогенное загрязнение влияет не
только на биоразнообразие, но и на функцио-
нальные особенности симбионтной микрофлоры
двустворчатых моллюсков. Антропогенный пресс
может как сокращать количество автохтонной
микробиоты, способной к разложению подобных
субстратов, так и влиять на ее активность. В рабо-
те А.В. Ким (Ким, 2022) показано, что антропо-
генное загрязнение приводит к уменьшению в
микробных ценозах поверхностных морских вод
доли бактерий-деструкторов хитина и его произ-
водных, клетчатки, альгината натрия и фукоида-
на, а также к снижению скорости утилизации
бактериями этих соединений. Полученные ре-
зультаты автор связал с адаптацией микробных
сообществ загрязненных территорий к потребле-
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Рис. 5. Доля штаммов бактерий, проявивших способность к разложению органических субстратов.
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нию легкоразлагаемой органики, постоянно по-
ступающей в среду вместе с хозяйственно-быто-
выми, промышленными и речными стоками,
балластными водами. Длительное существование
в подобных условиях могло привести к утрате или
снижению гидролитической активности в отно-
шении полисахаридов у автохтонной микробио-
ты (Ким, 2022).

Из литературных источников известно, что
ряд прибрежных акваторий Приморского края
испытывают хроническое антропогенное загряз-
нение различными поллютантами (Барышева и
соавт., 2019; Мощенко и соавт., 2020). В связи с
этим, нами была проанализирована способность
полученных штаммов бактерий расти на средах с
нефтью и нефтяными углеводородами (гексаде-
кан, бензол, ксилол, толуол, нафталин), пестици-
дом (атразин) и пластификатором (бисфенол А) в
качестве единственного источника углерода.

По результатам исследований рост на минераль-
ной среде с нефтью продемонстрировали 54 штам-
ма бактерий (13%) из моллюсков б. Аякс, з. Во-
сток и п. Старка. Большинство активных штам-

мов было представлено родами Kocuria,
Rhodococcus, Streptomyces, Micrococcus, Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Corynebacterium, которые, со-
гласно литературным данным, относятся к наи-
более распространенным таксонам деструкторов
углеводородов нефти, в том числе, характерным
для вод Японского моря (Bogatyrenko et al., 2021).

Способность к окислению гексадекана про-
явили все 54 штамма бактерий, выросших на сре-
де с нефтью (13% штаммов коллекции) (рис. 6).
Разложение соединений ароматического ряда
было доступно меньшему количеству микроорга-
низмов. Так, ксилол расщепляли 46 штаммов
бактерий (11.2%), бензол – 45 (11%), толуол – 42
(10.2%) и нафталин – 35 штаммов (8.5%) (рис. 6).

Можно предположить, что в природных усло-
виях указанные микроорганизмы могут участво-
вать в детоксикации моллюсков от губительного
действия углеводородов нефти. К подобным вы-
водам пришли авторы исследования, в котором
было показано, что добавление в течение 14 дней
в среду с молодью дальневосточного трепанга
Apostichopus japonicus бензпирена сокращает в
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микробиоме голотурии численность автохтонных
бактерий (Lactococcus, Bacillus, Lactobacillus, En-
terococcus, Leuconostoc и Weissella) и резко увеличи-
вает количество углеводородокисляющих микро-
организмов (Lutibacter, Pseudoalteromonas, Polari-
bacter, Rhodopirellula и Blastopirellula) (Zhao et al.,
2019).

Бисфенол А относится к наиболее распростра-
ненным микрополлютантом, который способен
вызывать метаболические и репродуктивные на-
рушения у человека. В последние годы доказано,
что он представляет опасность не только для лю-
дей, но и для морских обитателей. В одной из на-
учных работ показано, что бисфенол А и его ана-
логи способны изменять микробиом личинок
мидий Mytilus galloprovincialis (Balbi et al., 2020).
Применение поллютантов привело к увеличению
в структуре микробиома моллюска доли потенци-
альных патогенов (Vibrio, Arcobacter и Tenacibacu-
lum) и бактерий, участвующих в биотрансформа-
ции ксенобиотиков (Oleispira и Shewanella).

В наших исследованиях утилизацию бисфено-
ла А показали 4 штамма – Bacillus sp. СтМ5, Bacil-
lus sp. СтМ11, Bacillus sp. СтМ24 из п. Старка и
Sphingomonas sp. ВтМ13 из з. Восток. Степень де-
струкции бисфенола через 5 сут составила 52 ± 2.1,
37 ± 1.5, 41 ± 1.9 и 45 ± 2.3% соответственно. Раз-
лагающие бисфенол А штаммы Bacillus и Sphingo-
monas ранее неоднократно выделялись из различ-
ных сред многими авторами (López-Moreno et al.,
2021; de Morais Farias, Krepsky, 2022). Установле-
но, что ключевую роль в разложении бисфенола
играет система монооксигеназы цитохрома Р450,
ферредоксин, ферредоксинредуктаза и лакказа,
которые встречаются у бактерий этих родов.

Показано, что воздействие на устриц Crassost-
rea virginica атразина, распространенного в сель-

скохозяйственной практике гербицида, приводит
к значительной потере ключевых видов мутуали-
стических бактерий и последующей колонизации
патогенными Nocardia (Britt et al., 2020).

В наших исследованиях способность к деструк-
ции атразина была обнаружена у двух штаммов бак-
терий, выделенных из зал. Восток. На 12 сут экспе-
римента зона окисления поллютанта на чашках с
Arthrobacter agilis ВтМ7 составила 30 ± 2.4 мм, а с
Rhodococcus sp. ВтМ19 – 26 ± 3.1 мм, что указыва-
ло на довольно высокую дегидрогеназную актив-
ность микроорганизмов. И, хотя родококки из-
вестны своей способностью к утилизации многих
ксенобиотиков, в литературе наиболее широко
описан механизм полного разложения атразина
на углекислый газ и аммиак у представителей ро-
да Arthrobacter (Abd Rani et al., 2022). Известно,
что у Arthrobacter agilis гены atzA/trzN кодируют
атразинхлоргидролазу, катализирующую дехло-
рирование атразина (Mili et al., 2022). Получен-
ный нами вид широко распространен в почвах,
крайне устойчив к изменениям окружающей сре-
ды, а также разлагает многие виды загрязнителей.

Таким образом, полученные нами результаты
могут быть использованы для дальнейшей де-
тальной оценки вклада микробиома мидии Грея в
симбионтное пищеварение и детоксикацию мол-
люска.
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Рис. 6. Доля штаммов бактерий, способных к деструкции ксенобиотиков.
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Abstract—Biodiversity of the bacterial communities in the digestive system of Crenomytilus grayanus inhabit-
ing the coastal Sea of Japan waters with chronic anhropogenic pollution was investigated using metabarcod-
ing. Apart from marine bacteria, the taxa typical under contamination with oil (Rhodobacteraceae, Coryne-
bacteriaceae), heavy metals (Asinibacterium), and unprocessed municipal waste (Cloacibacterium, Globicatel-
la) were revealed in the microbiota. A collection of 411 cultured heterotrophic bacterial strains isolated in the
course of this study was characterized taxonomically. The intestinal microbiome of the studied mollusks was
shown to have a unique composition, depending on their habitat. Ability of bacterial strains isolated from the
C. grayanus digestive system to degrade various nutrient substrates (sugars, amino acids, and polysaccharides)
and xenobiotics (oil hydrocarbons, bisphenol A, and atrazine) was studied. Most isolates degraded a broad
range oforganic substrates; 13% (54 strains) oxidized oil hydrocarbons; 1% (4 strains) oxidized bisphenol A;
and 0.5% (2 strains) degraded atrazine. The possible role of the microbiome C. grayanus microbiome in sym-
biotic digestion and in detoxication of the mollusk is discussed.

Keywords: Crenomytilus grayanus, microbiome, NGS, anthropogenic pollution, atrazine, bisphenol, hydro-
carbons


