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Введение 
Цианобактерии являются неотъемлемым компонентом водных экосистем и 

распространены повсеместно. Среди большого количества синтезируемых ими вторичных 
метаболитов особый интерес представляют токсины. Во время массового развития 
цианобактерий в водоемах наибольшую опасность для здоровья животных и человека 
представляют микроцистины – гепатотоксичные циклические пептиды. Их синтез 
осуществляется нерибосомно мультиферментным комплексом, включающим 
пептидсинтетазу (NRPS), поликетидсинтазу (PKS) и ряд других ферментов. Гены, 
кодирующие ферменты, ответственные за синтез микроцистинов (mcy) объединены в 
кластер [1, 2]. Сходная организация кластера и высокая гомология для ряда видов 
цианобактерий, продуцирующих токсины, позволяет использовать метод полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) для их быстрого выявления в пробах воды. Обладая высокой 
чувствительностью и универсальностью, метод ПЦР является наиболее перспективным для 
проведения мониторинга токсикологической обстановки на природных и хозяйственно-
используемых водоемах [3].  

Сегодня известно более 90 микроцистинов, среди которых наиболее распространены 
микроцистины LR, RR и YR (рисунок 1). Способность к продуцированию микроцистинов 
установлена у цианобактерий из родов Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Anabaenopsis, 
Oscillatoria, Phormidium и Nostoc, повсеместно распространенных в водоемах Республики 
Беларусь [4, 5].  

 

 
Рисунок 1 – Структура микроцистинов LR (А), RR (Б) и YR (В). 

 
Актуальность исследования связана с тем, что цианобактерии в водоемах и водотоках 

Республики Беларусь исследовались недостаточно. Нет систематических сведений о 
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распространении токсичных цианобактерий в водоемах рыбоводческих хозяйств. Важно 
отметить, что эффективность выращивания рыбы в прудах определяется как 
технологическими приемами рыбоводства, так и состоянием экосистем прудов. Причем 
ухудшение качества среды за счет массового развития цианобактерий и выделения ими 
значительных количеств токсинов может свести на нет все усилия по интенсификации и 
привести к безрезультатному использованию дорогостоящих кормов, минеральных 
удобрений, а в некоторых случаях и к массовой гибели рыбы. В связи с вышеизложенным, 
целью работы являлось проведение оценки природных водоемов и рыбоводческих прудов на 
предмет выявления потенциально токсичных цианобактерий с помощью метода ПЦР. 

Методы исследования 
За период исследований (2012–2016 гг.) были отобраны пробы из 35 рыбоводческих 

прудов и других водоемов на территории Республики Беларусь. Изучение таксономического 
состава фитопланктона проводили в период его массового развития. Фиксацию проб 
фитопланктона проводили раствором Утермёля в модификации Т.М. Михеевой [6]. 
Качественный и количественный анализ фитопланктонный проб, проводили с помощью 
светового микроскопа Zeiss Axiolab. Для подсчета мелких представителей фитопланктона 
использовали камеру Фукс-Розенталя ёмкостью 3,2 мм3. Индивидуальную массу клеток 
определяли методом геометрического подобия. Формы геометрических тел, к которым 
приравниваются клетки водорослей, и формулы для расчета их объемов приведены в [4] и 
[7]. 

Размеры клеток и организмов измеряли под микроскопом с помощью окуляр-
микрометра. Удельный вес их принимали равным единице. Общую биомассу фитопланктона 
находили суммированием биомасс отдельных представителей.  

Для проведения молекулярно-генетического анализа пробы фиксировали в 96% 
этаноле. ДНК выделяли с использованием набора Genomic DNA purification kit (Thermo 
Scientific, Литва), в соответствие с рекомендациями производителя. Для амплификации 
использовали праймеры HEPF and 5'-TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC and HEPR 
5'-AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT [3]. Реакцию проводили по следующей 
программе: 2 мин – 92°С и далее 35 циклов: 92°С – 20 с, 52°С – 30 с, 72°С – 1 мин, в 
последнем цикле этап элонгация удлинен до 12 мин. Анализ полученных ПЦР-продуктов 
проводили с помощью горизонтального электрофореза в 1,5% агарозном геле с 
использованием 0,5% ТАЕ буфера (20 мМ трис-ОН, 0,5 мМ ЭДТА, 7,8 мМ СН3СООН, 
pH 7,6). Гель окрашивали бромистым этидием. Визуализацию результатов проводили на 
гель-сканере VDS-CL (Amersham Biosciences, США). 

Результаты и обсуждение 
Результаты исследования состава фитопланктона рыбоводческих прудов и ряда других 

водоемов показали, что по биомассе в период массового развития доминировали 
цианобактерии. На рисунке 2 отражен долевой  вклад различных отделов водорослей в 
общую биомассу фитопланктона на примере 9-ти исследованных прудов. В большинстве 
других изученных водоемов основу биомассы фитопланктона также составляли 
представители цианобактерий. Анализ свидетельствует о преимущественном формировании 
очагов цветения в прудах за счет цианобактерий, среди которых доминирующее положение 
занимают представители родов Aphanizomenon, Anabaena, Microcystis, Oscillatoria 
большинство из которых является потенциально токсичными при массовом развитии в 
водоемах. Основу видов-доминант по численности на всех прудах также составили 
представители цианопрокариот. В большинстве исследуемых прудов отмечались высокие 
величины биомассы фитопланктона (21–167 млн. орг./л и 12,2–122,2 мг/л), что соответствует 
интенсивному «цветению» воды. Исключением являлся пруд 3-42 рыбхоза «Селец», где 
«цветение» было умеренным: численность организмов составила около 4 млн.кл./л, биомасса 
– 3 мг/л. 

 



Труды БГУ 2016, том 11, часть 2    Экология 

370 

 
 

Рисунок 2 – Долевой вклад различных отделов водорослей в общую биомассу 
фитопланктона исследуемых прудов: 1 – Белое Гулевичи 1А, 2 – Селец 3-44,  

3 – Красная Слобода водопад, 4 – Изобелино М2, 5 – Гулевичи 3А, 6 – Красная Слобода В-20,  
7 – Селец 3-26A, 8 – Белозерск водоканал, 9 – Селец 3-42. 

 
ПЦР анализ показал, что ген синтеза микроцистина mcyE обнаружен в фитопланктоне 

прудов практически всех обследованных в рамках этого анализа рыбхозах и ряде 
естественных водоемов. Исходя из имеющихся данных о том, что наличие генов синтеза 
токсина почти всегда сопровождается продуцированием гепатотоксичных микроцистинов 
[2], обозначенная проблема для рыбоводческой отрасли республики является весьма 
актуальной.  

Несмотря на то, что потенциально опасные виды обнаружены во многих водоемах, не 
выявлено корреляции между наличием токсинсинтезирующих цианобактерий и сезонными 
особенностями и географическим положением и водоемами. В одних и тех же 
рыбоводческих прудах в одни годы результаты ПЦР были положительными, в другие – 
отрицательными. Тем не менее, оптимизирован подход к изучению практически не 
затронутой проблемы массового развития токсиногенных цианобактерий. Использование 
наряду с методами молекулярной диагностики световой микроскопии позволило провести 
анализ большого объема имеющихся данных о структуре фитопланктона рыбоводных 
прудов Беларуси и впервые составить представление о масштабах проблемы «цветения» 
токсиногенных цианобактерий в прудах Беларуси. На рисунке 3 показана карта, отражающая 
географическое положение исследованных водоемов, дана информация о наличии или 
отсутствии зарегистрированных с помощью ПЦР потенциально токсичных цианобактерий и 
приведены фактические результаты амплификации после разделения продуктов методом 
электрофореза. 
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Рисунок 3 – Географическое положения мест отбора проб и электрофореграммы продуктов 

ПЦР в 2012–2014 гг (А1, А2), в 2014–2015 гг (Б1, Б2) и в 2016 г (В1, В2). 
 
Выводы 
В ходе проделанной работы с помощью метода ПЦР проведен скрининг ряда 

естественных водоемов и рыбоводческих прудов на наличие потенциально токсических 
цианобактерий. Такие цианобактерии, имеющие гены белков мультиферментного комплекса 
синтеза микроцистинов, выявлены практически во всех исследованных водоемах. При этом, 
судя по данным световой микроскопии, в данных прудах именно цианобактерии занимали 
доминирующее положение в формировании очагов цветения. Примененный метод ПЦР 
позволяет быстро и с малыми затратами установить, является ли изучаемый водоем 
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потенциально опасным. Однако, этого еще недостаточно для оценки реальной 
токсикологической обстановки. В этой связи перспективным видится использование методов 
количественного анализа токсинов в среде. Среди них: иммуноферментный анализ проб 
воды и высокоэффективная жидкостная хроматография. Данные методы позволяют получить 
количественные данные о концентрации токсина непосредственно в пробах воды. Однако 
они и более дорогостоящие, требуют сложного оборудования и временных затрат. Поэтому, 
видится целесообразным применение комплексного подхода в оценке безопасности 
водоемов, включающего: методы световой микроскопии и ПЦР на первой стадии, 
выявляющих потенциально опасные образцы воды; и методы количественного анализа 
(ИФА и ВЭЖХ) этих образцов для оценки их токсичности. Кроме того, важным видится 
изучение основных факторов среды, определяющих развитие фитопланктона (содержание 
биогенных элементов, органического вещества и т.п.), что позволит установить сочетание 
условий наиболее благоприятных для массового развития цианобактерий в прудах Беларуси. 
Данная проблема является кроме того слабо исследованной в мире т.к. большинство данных 
относятся к озерам и прибрежным зонам морей. Между тем, концентрация рыбы в 
рыбоводных прудах гораздо выше, что соответственно определяет и большую остроту 
проблемы для данного типа водоемов. 
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Using the PCR method, a number of natural reservoirs and fish ponds were screened for the 

presence of potentially toxic cyanobacteria. For amplification, primers have been used to amplify 
gene sites encoding the proteins of the multienzyme complex responsible for the microcystins 
synthesis. PCR analysis showed that the gene for the synthesis of microcystin mcyE was found in 
the phytoplankton of the several fish ponds and of number of natural reservoirs. 


