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Резюме: Ферменты, продуцируемые почвенной биотой, являются 
ключевым звеном в регуляции биохимических процессов. Активность 
ферментов в почве может быть визуализирована с помощью зимографии 
– метода, основанного на применении флуоресцирующих субстратов и 
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позволяющего получать двумерные изображения (зимограммы). 
Авторами предложен вариант зимографической установки, представлены 
параметры освещения, фотоаппаратуры и режимов съемки, подготовка 
реактивов и калибровка. На примере контрастных по 
гранулометрическому составу почв (песок и тяжелый суглинок) детально 
описаны процессы подготовки образцов к анализу и сам анализ. 
Рассмотрены различные варианты внесения субстрата: раскапывание, 
окунание, насыщение, также проведена оценка влияния длительности 
инкубирования образцов на качество получаемых изображений. Оценены 
возможности и недостатки метода, предложены варианты решения 
методических проблем, возникающих в процессе анализа. Зимография – 
перспективный метод, позволяющий сопоставить данные с результатами 
других методов. Использование нейросетевых технологий позволяет с 
высокой достоверностью получить объемное распределение почвенных 
ферментов. Зимография требует качественно проделанной 
подготовительной работы и предельной аккуратности при проведении 
анализа. Необходимо обеспечить максимальный контакт между 
субстратом и почвой, так как это один из ключевых факторов, 
определяющих качество результатов. Установлено, что наиболее 
оптимальным способом внесения субстрата является насыщение 
мембран в растворе на протяжении 60 минут. На данном этапе развития 
метода нет возможности установить универсальное время 
инкубирования образцов, так как оно зависит от ряда характеристик как 
исследуемой почвы, так и условий проведения зимографии. При 
презентации результатов метода необходимо детально документировать 
условия его проведения.  

Ключевые слова: β-глюкозидаза, зимограммы, зимографическая 

установка, methylumbelliferone. 

Zymography: developing of the enzyme soil activity 

visualization method 
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Abstract: The enzymes produced by the soil biota are a key link in the 
regulation of biochemical processes. The soil enzyme activity can be 
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visualized with zymography, a method based on using fluorescent substrates 
and obtaining two-dimensional images (zymograms). A variant of a 
zymographic measuring system has been proposed. Characteristics of lighting, 
photographic equipment and shooting modes, reagents preparation and 
calibration are presented. Preparing and analyzing soil samples of different 
texture (sand and clay loam) and processing the study results have been 
described. The ways of introducing the substrate are considered in this study, 
namely pipetting, short-time dipping, and saturation. An analysis of the 
kinetics of incubation of samples was carried out. The possibilities and 
disadvantages of the method were also considered and options for solving 
possible methodological problems during the analysis were proposed. The 
zymography is a promising method that allows comparing data with the results 
of other methods. The use of neural network technologies makes it possible to 
obtain the volumetric distribution of soil enzymes with high reliability. The 
soil zymography requires qualitative preparatory work and extreme accuracy 
during the analysis. It is necessary to ensure maximum contact between the 
substrate and the soil, as this is one of the key factors determining the quality 
of the results. The most optimal way to introduce the substrate is to saturate 
the membranes with substrate solution for 60 minutes. At this stage of the 
development of the method, it is not possible to establish a universal sample 
incubation time, since this depends on characteristics of both the studied soils 
and the experiment conditions. Also, it is necessary to document the 
conditions in detail for discussion the study results.  

Keywords: β-glucosidase, zymogram, zymographic device, 

methylumbelliferone. 

ВВЕДЕНИЕ  

Ферментативная активность (ФА) почв – показатель функ-

циональной активности почвенной биоты и ее способности к раз-

нообразным биохимическим превращениям. Ферменты, продуци-

руемые почвенной биотой, являются ключевым звеном в регуля-

ции всех биохимических процессов. Именно ферменты участвуют 

в переработке, стабилизации и дестабилизации органического ве-

щества (ОВ) почв, круговороте элементов в наземных экосисте-

мах, процессах самоочищения почвы (Gramms et al., 1999; 

Tabatabai, Dick, 2002; Burns et al., 2013; Steinweg et al., 2013). Об-

щая ферментативная активность почв складывается из трех типов 

ФА: 1) внутриклеточной; 2) внеклеточной, ассоциированной с 

почвенными коллоидами; 3) внеклеточной, обусловленной фер-
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ментами, находящимися свободно в почвенном растворе. Вклад 

каждого из этих трех компонентов в общую активность значи-

тельно меняется со временем, зависит от типа почвы, от конкрет-

ного фермента (Burns, 1977).  

Обычно ферменты измеряют, наблюдая за исчезновением 

специфичного для них субстрата или за появлением продуктов его 

распада. Анализы, проводимые в почвенных суспензиях (enzyme 

assays), измеряют “максимальный потенциал” ферментативной 

активности почвы (Burns, 1977; Tabatabai, Dick, 2002; Wallenstein, 

Weintraub, 2008), так как оценивают все типы ФА, выделенные из 

взятого для анализа объема почвы. Почвенная зимография – моле-

кулярный метод, позволяющий количественно оценить распреде-

ление активности ферментов в срезе почвы и визуализировать ее 

in situ (Razavi et al., 2019). Зимография не заменяет классический 

анализ, так как отражает ФА, связанную с поверхностью конкрет-

ного среза образца, а не со всем его объемом (Baldrian, Větrovský, 

2012). Активность, обнаруживаемая методом почвенной зимогра-

фии, обычно приписывается внеклеточным ферментам, выделяе-

мым корнями или микроорганизмами, которые либо иммобилизо-

ваны без потери реакционной способности на поверхности частиц 

твердой фазы, либо присутствуют в почвенном растворе в свобод-

ной форме (Gianfreda, Bollag, 1994; Rao et al., 2000).  

Зимография основана на детекции в ультрафиолете флуо-

ресцентного соединения, образующегося при реакции субстрата 

со специфичным для него ферментом. На поверхность образца 

почвы помещают мембрану, пропитанную фермент-

специфическим флуоресцентным субстратом. Субстрат состоит, 

как правило, из органической молекулы, которая связана с флуо-

ресцентной меткой. При контакте субстрата со специфическим 

почвенным ферментом происходит гидролиз (Dong et al., 2007), и 

высвобождается флуоресцирующее соединение (рис. 1.). Его кон-

центрация на мембране соответствует степени яркости и фиксиру-

ется в УФ-свете. Получившаяся картина отражает пространствен-

ное распределение активных ферментов на поверхности почвы и 

называется зимограммой. 
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Рис. 1. Высвобождение флуоресцирующей молекулы в зимографии. 
Fig. 1. Release of fluorescent product during soil zymography. 

Для пересчета зимограмм в количественные данные необхо-

дима калибровочная кривая, получаемая на основе растворов с 

известной концентрацией флуоресцирующего вещества. Для этого 

делают цифровой фотоснимок мембранных фильтров, пропитан-

ных раствором точно известной концентрации, а затем его пере-

водят в графическом редакторе в оттенки серого. 

Впервые для почв данный метод предложен в лаборатории 

Университета Гёттингена в 2013 г. (Spohn et al., 2013). Хотя по-

пытки визуализировать почвенную ФА с помощью флуоресцент-

но-меченых субстратов предпринимались и до этого (Baldrian, 

Větrovský, 2012). Отметим, что первоначально использовали элек-

трофорезный гель или агар, в которые замешивали флуоресцент-

но-меченый субстрат. Протокол, которым сегодня пользуются 

ученые по всему миру, разработала группа исследователей из 

Германии. Переломным моментом стало использование мембран-

ных фильтров вместо геля (Spohn, Kuzyakov, 2013; Sanaullah et al., 

2016; Razavi et al., 2016), что поспособствовало популяризации 

метода и его распространению.   

Большинство опубликованных исследований, в которых ис-

пользуется зимография почв, написано сотрудниками лаборатории 

Университета Геттингена, где был поставлен метод, или совмест-

но с ними. Они рассматривают технические особенности метода 

(Guber et al., 2018; Guber et al., 2021), совмещение зимограмм с 
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результатами других анализов, дающих пространственное распре-

деление свойств (например, с данными компьютерной томографии 

(Kravchenko et al., 2019a), 14C-визуализацией и нейтронной радио-

графией (Bilyera et al., 2021)), применимость метода для изучения 

микробной активности (Ge et al., 2017) и биологических циклов 

элементов (например, цикла углерода) (Kravchenko et al., 2019b). 

Сегодня зимография активно применяется для изучения ФА почв 

учеными из разных стран (Duan et al., 2018; Giles et al., 2018; 

Heitkötter, Marschner, 2018; Cao et al., 2022).  

В России на текущий момент использование зимографии не 

распространено. Хотя изучение биологической активности орга-

ногенных (Инишева и др., 2003; Ефремова, Овчинникова, 2008) и 

минеральных (Девятова, 2006; Даденко и др., 2009; Каширская и 

др., 2020) почв с использованием классической ФА ведется давно 

(Хазиев, 1990).  

В данной статье мы обобщили опыт постановки и использо-

вания зимографии почв, накопленный в лаборатории физики и 

гидрологии почв Почвенного института имени В.В. Докучаева. 

Описание зимографической установки и протокол, приведенные в 

статье, позволят воспроизвести метод в других почвенных лабора-

ториях. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 

Конструкция зимографической установки 

В настоящее время коммерчески доступных решений зимо-

графических установок для исследования почв не существует. В 

каждом из опубликованных на сегодняшний день исследований 

авторы использовали самодельные конструкции из сочетания бы-

тового и лабораторного оборудования. Учитывая их опыт, мы ре-

шили сделать собственную установку, которая бы позволяла рабо-

тать с партией образцов одновременно и с образцами разного раз-

мера (от единиц до десятков см).   

По своей сути зимографическая установка очень близка к 

конструкциям, используемым для предметной рекламной фото-

графии, с той разницей, что фотокамера нацелена на предмет 

съемки сверху вниз под прямым углом и зафиксирована, а для 

равномерного освещения используются ультрафиолетовые лампы. 
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При конструировании установки мы старались избежать не-

оправданных расходов без гарантии заметно лучшего результата. 

Зимографическая установка сделана на основе лабораторной тяги 

габаритами 120 × 60 × 80 см. Тяга обеспечивает удаление мелкой 

пыли во время работы, которая может зашумлять получаемые в 

УФ изображения. Фотокамера расположена над геометрическим 

центром рабочей области. В качестве жесткого крепления камеры 

к стене использовали стальные уголки с ребром жесткости. Воз-

можность вертикального перемещения камеры ± 5 см обеспечива-

ется штативной головкой для макросъемки. По сторонам от нее на 

равном удалении от препарата расположены УФ-светильники, за-

крепленные на раму из ПВХ-труб. Для минимизации влияния от-

раженных УФ-лучей на результаты фотосъемки вся рабочая об-

ласть окрашена черной матовой краской “BLACK 2.0” (Stuart 

Semple, Великобритания) с максимальной способностью к погло-

щению УФ-излучения. Управление фотокамерой осуществляется с 

помощью ноутбука через штатное ПО по USB. 

Освещение 

Использовали два варианта УФ-светильников: 1) на основе 

четырех газоразрядных ламп из черного стекла “FOTON 9W G23”, 

выстроенных квадратом вокруг оси фотокамера – препарат 

(рис. 2); 2) на основе четырех светодиодных модулей мощностью 

10W, но расположенных параллельно друг другу и на равном уда-

лении от препарата (рис. 3).  

В исследовании Spohn, Kuzyakov (2014) применяли УФ-

лампы с длинной волны УФ-излучения 365 нм. Мы использовали 

аналогичные по максимуму излучения светильники.  

Следует отметить, что светодиодные модули за счет направ-

ленного потока света значительно эффективнее газоразрядных 

ламп. Кроме того, производство ламп из черного стекла в мире в 

последние годы сокращается, а их стоимость возрастает. На мо-

мент конструирования установки их уже было непросто приобре-

сти, в отличие от повсеместно распространенных диодных моду-

лей.  
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А) Б) 

Рис. 2. Расположение газоразрядных ламп в зимографической установке. 

А) Вид сбоку; Б) Вид сверху.  

Fig. 2. Arrangement of the gas-discharge lamps in the zymographic device. A) 

Side view; Б) Top view. 

 

  
А) Б) 

Рис. 3. Расположение светодиодных ламп в зимографической установке. 

А) вид сбоку; Б) вид сверху.  

Fig. 3. Arrangement of LED lamps in the zymographic device. A) Side view; 

Б) Top view. 

Фотокамера и рекомендуемая оптика 

Для стационарной зимографической установки фотокамера 

– центральное звено. Ей необходимо обладать рядом особенно-

стей: 1) возможность удаленного управления с ПК или планшета 

через соответствующее приложение; 2) жесткая фиксация и непо-

движность во время срабатывания затвора (подъема зеркала), т. е. 

камера как минимум должна иметь возможность крепления к шта-

тиву; 3) возможность подключения тросика для интервальной фо-

тосъемки; 4) возможность сохранения данных в несжатый графи-
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ческий формат данных (RAW). Набору этих параметров соответ-

ствует довольно много цифровых камер профессионального и по-

лупрофессионального класса. Нами был выбран для работы циф-

ровой зеркальный фотоаппарат Сanon EOS 50D, соответствующий 

вышеперечисленным параметрам.  

Из-за различных габаритов препаратов (диаметр и высота) 

меняется дистанция фокусировки. Это следует учитывать, иначе 

можно потерять возможность съемки некоторых образцов, по-

верхность которых будет слишком близко к передней линзе объ-

ектива, – может не хватить дистанции фокусировки. Для этого 

очень удобно использовать специализированные макрообъективы, 

спроектированные для съемки вблизи. 

Для съемки образцов диаметром от 2.5 до 7 см мы использо-

вали светосильные объективы: Зенитар 50/1.2 для 7 см и Калейнар 

150/2.8Б с переходником и макрокольцами для 2.5 см. Автофокус-

ные объективы для зимографической установки совершенно не 

нужны, как и оптика со стабилизацией изображения. Использова-

ние зум-объектива с низкой светосилой (Guber et al., 2018) пред-

ставляется сомнительным из-за проблемы цифровых шумов изоб-

ражения. Светосильная оптика позволяет фотографировать на бо-

лее коротких выдержках и с использованием более низкой свето-

чувствительности, что ухудшает чистоту изображений и увеличи-

вает уровень цифрового шума.  

Режим съемки и настройки камеры 

В результате съемки необходимо получить серию с одина-

ковыми настройками и уровнем цифровых шумов. Для этого при-

дется полностью исключить любое влияние автоматики цифровой 

камеры и использовать только ручные настройки съемки. У абсо-

лютного большинства моделей – это режим “М”. 

Настройка фотокамеры в ручном “М” режиме. Мы ис-

пользовали следующие настройки:  

– ISO (светочувствительность) – 400,  

– выдержка 1/50,  

– диафрагма 2.8,  

– баланс белого – в ручном режиме, 6500К, 
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– вспышка принудительно отключена.  

Фотографии мы сохраняли в RAW формат (CR2 для камер 

Canon). Этот формат благодаря 14-bit процессору фотокамеры 

позволяет сохранять и обрабатывать в 4 раза больше цветовых от-

тенков, чем BMP или JPEG максимального качества. Управление 

съемкой, настройками и сохранением файлов осуществляли уда-

ленно с ноутбука по USB-проводу с помощь фирменного ПО 

Canon EOS Utility. 

Перед проведением работ следует учитывать ряд нюансов 

фотосъемки. Резкость изображения (микродетальность) можно 

регулировать диафрагмой. Обычно на диафрагме 1.2 резкость за-

метно ниже, чем в диапазоне 2.8–5.6, где она максимальна. Имен-

но по этой причине мы стараемся открытую диафрагму не исполь-

зовать. Впрочем, диапазон максимальной микрорезкости индиви-

дуален для каждого объектива, и может быть смещен до 8–11 для 

недорогих зум-объективов любительского класса. Выдержка не 

должна быть излишне длинной, чтобы свести к минимуму вероят-

ность смазывания изображения при подъеме зеркала и/или сраба-

тывании затвора камеры. Считается, что длина выдержки не 

должна быть меньше фокусного расстояния объектива: для 50 мм 

фокусного расстояния – не длиннее 1/50, для 150 мм – не длиннее 

1/150. Кроме того, при работе на коротких выдержках цифровых 

шумов проявляется заметно меньше, чем на длинных.  

Стабилизатор изображения (при его наличии) необходимо 

отключить. Оптический стабилизатор при выдержках короче 1/30 

не помогает, а наоборот вредит результату появлением эффекта 

“дрейфа линз” когда изображение выглядит неравномерно сма-

занным. Цифровой – позволяет увеличить значения ISO, что гро-

зит усилением цифровых шумов.   

Значения ISO желательно излишне не завышать. ISO – это 

программное усиление сигнала, поступающего от ПЗС-датчика 

(цифровой матрицы камеры). При высоких значениях ISO на фо-

тографиях наблюдается обилие цифрового шума. Даже на более 

современных моделях фотокамер мы рекомендуем ограничиться 

ISO равным 400. 
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Подготовка реактивов 

Для проведения зимографии необходим синтетический 

фермент-специфичный флуоресцентно-меченый субстрат. Прин-

цип метода основан на том, что в процессе эксперимента субстрат, 

связанный с 4-метилумбеллифероном (MУФ), истощается, и вы-

деляется MУФ, флуоресценция которого затем измеряется.   

Для постановки метода зимографии использовали субстрат-

ный раствор β-глюкозидазы (4-Methylumbelliferyl β-D-glucopy-

ranoside), раствор метилумбеллиферона (4-Methylumbellife-rone, 

MUF), выступающего в качестве конечного флуоресцирующего 

агента, MES-буфер и диметилсульфоксид (использовались реаген-

ты производства фирмы Sigma Aldrich). Выбор субстрата обуслов-

лен тем, что β-глюкозидаза является важным ферментом при рас-

смотрении углеродного цикла почв, так как отвечает за разложе-

ние целлюлозы (Alkorta et al., 2003) и является одним из наиболее 

распространенных ферментов в почве.  

Приготовление всех растворов необходимо осуществлять на 

основе стерильной воды одинаковой температуры во избежание 

ошибок разведения, связанных с изменением объема воды. Массу 

порошка субстрата отмеряют с точностью до десятитысячных. Все 

отборы реактивов для растворов проводили на одних и тех же 

аналитических весах (OHAUS Explorer EX124/AD000000). Посуда 

для работы – приготовления растворов – должна быть стерилизо-

вана автоклавированием (15 минут, 120 °С). 

Для проведения анализов использовали раствор субстрата β-

глюкозидазы с концентрацией 10 мМ (Spohn, Kuzyakov, 2014), для 

чего навеску в количестве 1/10 000 молекулярной массы (0.0338 г) 

субстрата растворяли в 300 мкл диметилсульфоксида и доливали 

9.7 мл стерильной воды. Диметилсульфоксид необходим ввиду 

низкой растворимости порошка субстрата в воде. Перед запуском 

зимографии мы провели подготовительную работу с несколькими 

вариантами концентраций и установили указанную как наиболее 

подходящую для изучаемых образцов. Во время работы необхо-

димо контролировать, чтобы раствор субстрата был истинным, без 

взвеси или выпадения осадка. При необходимости для растворе-

ния образовавшегося осадка необходимо использовать вихревые 

смесители типа Вортекс. Раствор 10 mM MUF готовили на основе 
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метилового спирта и стерильной воды, раствор 0.1 M MES-буфера 

– исключительно на основе стерильной воды. MES-буфер харак-

теризовался величиной рН равной 6.5 ед. 

Хранению реактивов как в виде порошков, так и в виде рас-

творов необходимо уделять особое внимание. Сухой порошок 

субстрата β-глюкозидазы необходимо хранить в морозильной ка-

мере при -20 °С в рамках указанного производителем срока годно-

сти. Раствор субстрата (10 мМ) хранят в замороженном виде при  

-20 °C не более 6 месяцев. При работе с субстратным раствором 

комнатной температуры во время проведения экспериментов 

необходимо держать его в темноте. Порошки MES и MUF хранят-

ся в темном и сухом месте при комнатной температуре также в 

рамках указанного срока годности, растворы MES и MUF – в хо-

лодильнике в темной посуде или завернутыми в фольгу при +4 °C 

в течение одного месяца. 

Калибровка 

Для калибровки использовали 9 растворов MUF с концен-

трацией 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 мМ. Мембранные 

фильтры с нанесенным раствором фотографировали в УФ-свете. 

На основе калиброванных данных строится прямая зависимости 

суммарной яркости изображения от концентрации MUF. Результа-

ты позволяют пересчитать яркость каждого пикселя в концентра-

цию MUF. 

ПРОВЕДЕНИЕ ЗИМОГРАФИЧЕСКИХ ИЗМЕРЕНИЙ 

Подготовка почвенных микрокосмов к зимографии 

Зимография почв активно применяется для изучения актив-

ности ферментов в ризосфере и биопорах in situ, в том числе в по-

левых условиях (Razavi et al., 2017). В этом случае подготавлива-

ются специальные контейнеры, в которых проращиваются расте-

ния, – ризобоксы, и зимограмму получают на одной из его сторон 

с почвой и корнями растения, после удаления стенки ризобокса. 

Или используется свежезачищенная стенка почвенного разреза. То 

есть мембранный фильтр кладется непосредственно на открытую 

сторону образца почвы. В своих исследованиях мы использовали 

сконструированные микрокосмы и монолиты, которые использо-
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вались в инкубационных экспериментах, и определяли зимогра-

фию послойно. В качестве сосудов для микрокосмов использовали 

ПВХ-контейнеры цилиндрической формы объемом 373 мл (h = 

9.7 см, d = 7.9 см) с плотно закрывающимися крышками.  

Для отработки методики и уточнения спорных методиче-

ских моментов использовали насыпные образцы. Тут были выбра-

ны контрастные по гранулометрическому составу средние поч-

венные образцы: песок (горизонт AO, подзол типичный, Тверская 

область), тяжелый суглинок (горизонт AY, серая лесная почва, 

Тульская область). Образцы гомогенизировали, пропустив через 

сито 3.2 мм, и из них собирали насыпные варианты в чашки Петри 

(d = 2.5 см, h = 0.5 см), в которых проводили отработку методики. 

Перед проведением зимографии все почвы инкубировали при 

температуре +24 °С и влажности 60% от ППВ: микрокосмы – в 

течение 180 дней, насыпные образцы – в течение 7 дней.  

Подробно остановимся на специфике работы с описанными 

типами почвенных образцов. При высоте почвенного образца око-

ло 6.5 см мы определяли ферментативную активность в 4-х слоях, 

через каждые 1.5–3.0 см. Отсчет изучаемых слоев удобно вести от 

дна, т. е. первый слой – самый глубокий, поэтому в рабочем поло-

жении микрокосм был перевернут (рис. 4). 

 
Рис. 4. Положение микрокосмов во время инкубации и во время работы.  

Fig. 4. Microcosms position during incubation and operating time. 
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При послойном исследовании приходится постепенно вы-

давливать почву из сосуда, частично срезая ее для высвобождения 

нового слоя для исследований. Удобно начинать работать с ниж-

ней стороны микрокосма, поэтому перед работой у контейнера 

срезали дно. В микрокосм на поверхность почвы клали диск из 

плотного материала (пластик), на него – прокладочный материал 

(поролон), далее закрывали стакан крышкой. Количество прокла-

дочного материала – важный фактор, так как он обеспечивает ста-

бильность почвенного образца в микрокосме во время работ. И, 

если положить поролона недостаточно, почва в стакане будет про-

валиваться при переворачивании стакана, а если положить мате-

риала больше необходимого, поролон вытолкнет почву. И в пер-

вом, и во втором случае это грозит нарушением естественного 

сложения микрокосма и появлением трещин, что создает трудно-

сти для проведения анализа и интерпретации результатов. По мере 

выдавливания почвы ее объем уменьшался. Поэтому для компен-

сации потери этого объема добавляли поролон в объеме, равном 

объему выдавленной почвы. В начале работы в сосудах для мик-

рокосмов было 6.5 см почвы и 3.2 см поролона, к концу работы – 

около 1.5–2 см почвы и 7.5–8 см прокладочного материала.   

Во время резки мы столкнулись с рядом сложных моментов. 

Во-первых, нож при обрезании дна может повредить структуру 

исследуемой почвы. Во избежание этого мы не срезали почвенный 

слой вместе с дном, а только обрезали стенки ПВХ-сосуда, чтобы 

можно было снять дно. Во-вторых, при обрезке контейнера возни-

кает некоторое количество ПВХ-опилок, которые ярко светятся в 

УФ-свете и создают помехи при дальнейшей работе. Мы исполь-

зовали циркулярную пилу со скоростью 6 600 об./мин и диск по 

дереву с мелким зубом. Такой способ практически не создает опи-

лок – они плавятся или выбрасываются вращающимся диском за 

пределы рабочей области. Важно следить за тем, чтобы диск не 

повредил почвенный образец. В-третьих, после обрезки по краям 

контейнера иногда мы все же наблюдали оплавления ПВХ, кото-

рые светятся в УФ и мешают дальнейшей работе. Удаляли эти об-

резки кусачками или острым канцелярским ножом.  

Подготовленный таким образом образец вставляли в выдав-

ливающее устройство авторской конструкции, которое представ-
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ляет собой скелетный пистолет для герметика со стенками для 

удерживания ПВХ-сосуда (рис. 5). Во избежание нарушения поч-

вы в микрокосме во время работы сосуд для микрокосмов допол-

нительно фиксировали в пистолете. Для этого в стенках сосуда 

делали отверстия при помощи дремеля и закрепляли микрокосм в 

выдавливающем устройстве в неподвижном положении с помо-

щью шурупа-кольца.  

 
Рис. 5. Схема выдавливающего устройства: 1 – пистолет для герметика, 2 

– стальная крепежная лента, 3 – шуруп-кольцо, 4 – ПВХ-труба с 

крышкой, 5а – часть микрокосма без почвы, 5б – часть микрокосма с 

почвой, 6 – пластиковый диск, разделяющий микрокосм.  

Fig. 5. An extrusion device scheme: 1 – Caulking Gun, 2 – steel strap, 3 – 

steel screw eye rings, 4 – PVC pipe with cap, 5a – part of the microcosm 

without soil, 5б – part of the soil microcosm with soil, 6 – plastic disc dividing 

the microcosm. 

Пистолет при работе держали вертикально, выдавливали 

почву настолько, чтобы слой толщиной 3–5 мм можно было уда-

лить. Во время работы следили, чтобы образец выдавливался рав-

номерно по всей площади образца. Выдавливали образец медлен-

но, не сжимая микрокосм сильно в руках, так как при сдавливании 

сосуда нарушается сложение почвы и появляются трещины. Сре-

зав выдавленный слой, фиксировали глубину расположения рабо-

чей поверхности почвы с помощью линейки. Почву срезали так, 

чтобы уровень поверхности почвы был вровень с краем стакана. 

Перед внесением субстратных растворов при искусственном 

освещении делали фото поверхности почвы в микрокосме.   

Подготовленную поверхность почвы опрыскивали облаком 

дистиллированной воды из пульверизатора для обеспечения рав-
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номерного контакта с мембранным фильтром, содержащим суб-

страт. Опрыскивание проводили с расстояния 0.5 м, держа микро-

космы в вертикальном положении. На поверхность почвы клали 

мембрану, использовали нейлоновые фильтры с порами размером 

0.22 мкм. Для предотвращения высыхания мембранного фильтра, 

пропитанного раствором, его накрывали материалом, не задержи-

вающим и не отражающим УФ-лучи, в качестве которого исполь-

зовали обычные канцелярские файлы для бумаг. Дальнейшее фо-

тографирование и инкубирование образцов проводили также с 

файлами. Непосредственно после внесения субстрата проводили 

фотосъемку. Это фото считали 0-моментом, именно эта точка яв-

ляется началом периода инкубации и контролем. Контроль нужен 

для того, чтобы выявить активность за указанный промежуток 

времени. Повторное фото делали спустя 1, 2, 4, 8 и 24 часа, и по-

лучали собственно зимограмму (рис. 9). Важно, чтобы положение 

фильтра на всех фото было одинаково ориентировано в простран-

стве. Для этого на рабочий стол и на стакан с микрокосмом нано-

сили метку белым маркером, а при фотографировании эти метки 

совмещали. Для этого удобно использовать маркер белого цвета, 

так как его хорошо видно в темноте. Все работы с микрокосмами 

проводили строго в перчатках, для перекладывания фильтров ис-

пользовали пинцеты. При фотографировании в УФ-свете исполь-

зовали защитные очки Uvex Ай-воркс (UV 400).  

Обеспечение контакта на границе  

почва – мембранный фильтр 

Контакт между субстратом и почвой – один из ключевых 

факторов, определяющих качество результатов зимографии. Рису-

нок на зимограмме подразумевает, что в области, где выделилось 

много флуоресцирующих молекул, активность высокая, в точках, 

где таких молекул мало или нет, соответственно, активность низ-

кая или ее нет. Однако, в случае, когда обеспечен недостаточный 

контакт между почвой и раствором субстрата, реакция не проис-

ходит, и мы получим картину, не отражающую реальную фермен-

тативную активность в почве (Guber et al., 2018). Чем более не-

ровная и шероховатая поверхность почвы, тем меньше контакта 

между почвой и субстратом. Некоторые исследователи (Razavi et 
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al., 2019) указывают на необходимость проведения лазерного ска-

нирования поверхности почвы перед проведением зимографии.  

Мы срезали поверхность почвы максимально ровно, не за-

мазывая при этом слой – важно естественное сложение поверхно-

сти. Также мы, во-первых, немного увлажняли образец из пульве-

ризатора непосредственно перед зимографией, чтобы можно было 

“приклеить” мембранный фильтр к поверхности почвы. Во-

вторых, с помощью пинцета или руками в перчатках прижимали 

фильтр к почве без оказания сильного давления, чтобы не нару-

шить естественного сложения почвы. В-третьих, после внесения 

субстрата и фото 0-момента на поверхность ставили стеклянную 

чашку Петри, на которую помещали дополнительный груз. Razavi 

et al. (2019) утверждают, что разный вес может оказывать разное 

влияние на результаты, поэтому мы везде использовали одинако-

вую массу груза. Во избежание получения некорректных резуль-

татов, важно распределять вес равномерно по всей поверхности 

образца. Это доказывает тот факт, что, когда мы поставили колбу 

непосредственно на поверхность мембраны, без использования 

чашки Петри, имеющей ровное дно, мы получили рисунок, отра-

жающий активность в тех точках, где несколько более выпуклые 

краевые участки дна колбы соприкасались с поверхностью почвы 

в большей степени (рис. 6).  

 
Рис. 6. Зимограмма почвы при неравномерном контакте мембранного 

фильтра с поверхностью микрокосма.  

Fig. 6. Soil zymogram after non-equilibtium contact between membrane filter 

and soil surface. 

Особенности внесения раствора субстрата 

Для корректной обработки данных и получения репрезента-
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тивных результатов важно знать количество вещества, внесенного 

на фильтр. Протоколы по зимографии расписаны довольно по-

дробно (Razavi et al., 2019), однако в них не уделено внимание 

процедуре внесения субстратов. Мы протестировали три способа 

внесения субстрата. 

Раскапывание. Первоначально мы вносили субстрат соглас-

но схеме (рис. 7А), которая обеспечивает промачивание фильтра 

по всей его площади. Для мембранных фильтров из нейлона диа-

метром 70 мм и размером пор 0.22 мкм использовали 270 мкл  

10 мМ раствора субстрата, который вносили 30 каплями по 9 мкл 

с помощью высокоточного микродозатора Sarorius Picus (т. е. рас-

ход субстрата составлял 0.087 мкл на 1 мм2). Однако при анализе 

почв легкого гранулометрического состава (легкий суглинок) на 

итоговом фото отобразилась сетка раскапывания (рис. 7Б). При 

анализе почв тяжелого гранулометрического состава этого явле-

ния мы не наблюдали. Легкие по гранулометрическому составу 

почвы характеризуются хорошей водопроницаемостью, и раство-

ры субстратов, видимо, тяготеют к вертикальной фильтрации, 

обеспечивая быстрый поток влаги за счет силы тяжести, не позво-

ляя субстрату должным образом промочить весь фильтр. Для того, 

чтобы избежать появления сетки раскапывания на итоговом фото 

мы протестировали дополнительно два способа внесения субстра-

та. Анализ проводили на насыпных образцах почв. 

 
Рис. 7. А) Схема раскапывания раствора субстрата; Б) Зимограмма после 

4-х часов инкубирования.  

Fig. 7. А) The substrate pipetting scheme; Б) Zymogram after 4 hours of 

incubation. 
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Окунание. Каждый фильтр смачивали в растворе непосред-

ственно перед анализом. Для этого раствор наливали в чашку 

Петри соответствующую диаметру фильтра и ставили ее на анали-

тические весы. Количество вещества, поглощенного фильтром, 

определялось по разнице в весе раствора до и после погружения в 

него фильтра (в среднем расход субстрата на 1 мм2 фильтра со-

ставлял 0.078 мкл). Несомненное преимущество этого способа 

внесения в том, что можно точно рассчитать количество внесенно-

го вещества. Недостатками являются трудоемкость; необходи-

мость в дополнительном оборудовании; быстрое высыхание суб-

страта и, соответственно, постоянный контроль веса; стекание ча-

сти субстрата к нижнему краю, при доставании его из чашки, что 

обеспечивает неравномерное распределение раствора субстрата по 

фильтру.  

Насыщение. Фильтры складывали стопкой (в нашем случае, 

мы одновременно насыщали 32 фильтра) в чашку Петри подходя-

щего диаметра, содержащую раствор в количестве, незначительно 

большем, чем объем, необходимый для пропитывания фильтров. 

Нами было рассчитано при раскапывании, что для используемых 

нами фильтров необходимо вносить раствор в количестве 0.087 

мкл/мм2. Фильтры насыщали в течение одного часа. Похожий спо-

соб использовали Guber et al. (2019) при построении калибровоч-

ной кривой. Такой промежуток времени был выбран, т. к. именно 

столько времени уходит на внесение субстратов раскапыванием на 

партию из 32 образцов диаметром 70 мм. Через 30 минут стопку 

переворачивали для более равномерного промачивания. Несо-

мненное достоинство этого метода в том, что он легок в использо-

вании, не требует дополнительных затрат времени и оборудова-

ния. Оставшееся количество субстрата контролировали с помо-

щью аналитических весов, для этого взвешивали массу раствора 

до и после насыщения фильтров, получившуюся разницу делили 

на количество фильтров, допуская равномерность смачивания 

всех используемых мембран. Расход субстрата при таком внесе-

нии выше, чем в случае с раскапыванием, так как при заливке ис-

пользовали субстрата с избытком для полного смачивания, а рас-

твор, оставшийся после насыщения, повторно не использовали.  

В способах “Окунание” и “Насыщение” на итоговой зимо-
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грамме не наблюдали дефектов распределения субстратного рас-

твора на фильтре, как в способе “Раскапывание” в легких 

(рис. 7А), и тяжелых (рис. 7Б) по гранулометрическому составу 

почвах. Таким образом, наилучшим мы выбрали способ “Насыще-

ние”, т. к. он обеспечивает равномерное смачивание мембран, 

возможность точно рассчитать количество внесенного вещества, а 

также наиболее прост в работе.  

 
Рис. 8. Зимограмма в песчаных (А) и суглинистых (Б) почвах в 

зависимости от способа внесения субстрата: 1 – окунание, 2 – 

насыщение.  

Fig. 8. Zymogram of the sandy (А) and loam (Б) soils. 1 – dipping, 2 – 

saturation. 

Оптимальное время инкубирования образцов 

Критериями для выбора оптимального времени инкубации 

образца являются стабильная интенсивность свечения без гори-

зонтальной диффузии на мембране, не увеличивающаяся со вре-

менем (Razavi et al., 2019). Для выявления оптимального периода 

инкубации провели ряд анализов. Для этого делали фото образцов 

через 1, 2, 4, 8 и 24 часа.  

Несмотря на то, что мы использовали метод прямой зимо-

графии (Razavi et al., 2016; Hoang et al., 2016), когда насыщенная 

субстратом мембрана кладется непосредственно на поверхность 

почвы, 1 часа инкубации (Schofield et al., 2019) явно было недоста-

точно для достижения максимальной интенсивности. Мы устано-

вили, что для образцов тяжелого гранулометрического состава 
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необходимо от 4 до 6 часов инкубации для достижения равновес-

ного состояния и стабильного свечения (рис. 9). Через 1 и 2 часа 

инкубирования мы не наблюдали стабильного свечения ни в од-

ном из рассмотренных вариантов. На 8-часовых пробах видно, что 

начались процессы горизонтальной диффузии, из-за чего мы 

наблюдаем размытие картины, что на суточной пробе видно осо-

бенно хорошо.  

 
Рис. 9. Зимограммы суглинистой почвы в зависимости от длительности 

периода инкубации.  

Fig. 9. Clay loam soils zymogram after different incubation time.  

В почвах легкого гранулометрического состава стабилиза-

ция происходит быстрее. Оптимальным периодом инкубации 

здесь являются 2–3 часа (рис. 9). На 4-часовой пробе видно, что 

горизонтальная диффузия уже началась и только усиливается да-

лее.  

Разница обусловлена тем, что тяжелые почвы содержат пре-

имущественно внутриклеточные ферменты, адсорбированные в 

мелких частичках и для протекания реакции и разрыва связи 1 ча-

са недостаточно. В легких по гранулометрическому составу поч-

вах ферменты преимущественно находятся в почвенном растворе 

и способны к быстрой реакции. Стоит отметить, что ФА почв раз-

ных типов также отличается.  
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Рис. 10. Зимограммы песчаной почвы в зависимости от длительности 

периода инкубации.  

Fig. 10. Sandy soils zymogram after different incubation time.  

Таким образом, для изученных суглинистых почв оптималь-

ным временем инкубирования был выбран интервал 2–4 часа, а 

для песчаных почв – 1–2 часа. Стоит отметить, что данный интер-

вал не является универсальным, в разных по свойствам почвах 

биохимические процессы могут протекать с разной скоростью.   

ПЕРСПЕКТИВЫ МЕТОДА 

Почвенная зимография – перспективный метод для опреде-

ления пространственного распределения ферментативной актив-

ности почв. Однако особенно перспективной является возмож-

ность сопоставить данные зимографии с другими методами, даю-

щими пространственную характеристику свойств, например, сов-

мещение с данными компьютерной томографии (Guber et al., 2019; 

Razavi et al., 2016) и радиоизотопными анализами (Kravchenko et 

al., 2021). Использование нейросетевых технологий позволяет на 

основе томографических срезов и зимографических изображений 

с высокой достоверностью получить объемную модель фермента-

тивной активности в почве (Hapca et al., 2015). Совместно с дру-

гими методами зимография может помочь визуализировать и вы-

явить “hotspots” – так называемые “горячие точки”, где почвенная 
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активность является наиболее высокой (Kuzyakov, Blagodatskaya, 

2015; Bilyera et al., 2020). Данный показатель можно использовать 

в качестве индикатора состояния почв.  

Использование зимографии может значительно расширить 

наши представления о функциях почвенной микробиоты, являю-

щейся основным продуцентом ферментов. Биохимические циклы 

элементов контролируются микробиотой, поэтому изучение их 

сквозь призму активности микроорганизмов позволит установить 

механизмы трансформации органических веществ и стабилизации 

углерода почвами. Также зимография позволяет количественно 

оценить пространственную изменчивость ФА вокруг корней 

(Khosrozadeh et al., 2022), возникающую из-за сложной структуры 

и разнообразия микробных сообществ ризосферы (Pinton et al., 

2001). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Зимография – новый метод, позволяющий визуализировать 

активность почвенных ферментов. Мы подробно показали, как 

может быть реализована зимографическая установка для исследо-

вания образцов почв различного формата и размера в лаборатор-

ных условиях, а также уделили внимание методическим тонко-

стям, реализация которых необходима для получения репрезента-

тивных результатов анализа.  

Зимография как метод, основанный на использовании мик-

роколичеств активных веществ и дающий пространственную ви-

зуализацию активности ферментов на масштабе мкм-мм, требует 

качественно проделанной подготовительной работы и предельной 

аккуратности при проведении самого анализа. Важно заранее про-

анализировать и подобрать подходящие концентрации фермент-

специфичного субстратного раствора, внимание этому уделяли 

еще Razavi et al. (2019). На основе экспериментальных данных и 

моделирования было показано, что выявляемая зимографией ФА 

составляет до 30% от потенциальных реакций, протекающих в 

общем объеме почвы (Ma et al., 2017; Guber et al., 2018). Однако 

непонятно, насколько можно предсказать результаты зимографии, 

ориентируясь на величины классической ФА и на основе этих 

данных готовить, например, субстратные растворы необходимой 
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концентрации. Остается открытым вопрос и об оптимальном вре-

мени инкубации. На данном этапе пока еще нет возможности 

установить универсальное время инкубирования образцов, для 

каждого типа (возможно, и подтипа) почв оно является своим и 

зависит от ряда характеристик: скорости протекания биохимиче-

ских процессов в почвах, гранулометрического состава, условий 

проведения зимографии (температура инкубирования образцов во 

время проведения зимографии). Поэтому при презентации резуль-

татов метода необходимо детально документировать условия про-

ведения эксперимента и параметры использованных реактивов, 

расходных материалов и образцов.  
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