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В статье приведено описание основных коммерческих и экспериментальных методик выделения ДНК 
из клеток микроорганизмов. Достоверность молекулярно-биологических методов, используемых при анали-
зе структуры сообществ микроорганизмов, зависит от качества и репрезентативности препарата ДНК, полу-
ченного в процессе выделения из биоматериала. Оптимальный метод выделения ДНК должен обеспечивать 
эффективное отмывание прикрепленных бактериальных клеток от частичек грунта, лизис клеток и очистку 
от ингибиторов. Проведено экспериментальное сравнение нескольких комбинированных протоколов выде-
ления ДНК, основанных на различных типах воздействия на клетки эубактерий и архей. Проанализированы 
методики, основанные на физическом (перетирание клеток с частицами SiO2), ферментативном (обработка 
протеиназой К и лизоцимом), химическом (обработка GuSCN и CTAB) воздействии на клетки и комбини-
рованная методика, основанная на щелочном лизисе (KOH) в присутствии низкомолекулярного полимера 
полиэтиленгликоля (PEG–200). Рекомендовано использовать для проведения молекулярного анализа струк-
туры сообществ ацидофильных хемолитотрофных микроорганизмов методику, основанную на лизирующей 
активности гуанидинизотиоцианата.
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cells. The reliability of the molecular biological methods used in the analysis of the structure of microorganism 
communities depends on the quality and representativeness of the DNA preparation obtained in the process of 
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При применении методик идентифи-
кации хемолитотрофных организмов с  ис-
пользованием разновидностей полимераз-
ной цепной реакции особенно остро встаёт 
вопрос о методах выделения и очистки бак-
териальной хромосомной ДНК. Ещё более 
важным он становится при использовании 
разновидностей ПЦР, в  ходе которых про-
водится количественный анализ (ПЦР в ре-
альном времени и  т.д.). Наличие нелизиро-
ванных клеток вносит в той или иной мере 
существенные погрешности в результаты ко-
личественного анализа и в ряде случаев мо-
жет привести к недостоверным результатам.

Некоторые методы выделения ДНК мо-
гут вносить искажение в результат количе-

ственного анализа за счёт неэффективного 
лизиса клеток, сорбции ДНК на частичках 
грунта, наличия в препарате ферментатив-
ных и  других ингибиторов, а  также по-
тери ДНК или нарушения ее структуры. 
Кроме того, качество препарата оказывает 
влияние на достоверность анализа, осно-
ванного на методах прямого определения 
нуклеотидной последовательности (секве-
нирования) и  клонирования, широко при-
меняемых при изучении структуры сооб-
ществ [1, 2].

Существует множество способов воз-
действия на клетки с целью их разрушения 
и  последующей очистки содержащихся 
в  них нуклеиновых кислот: химический, 
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физический и  ферментативный. К самым 
распространенным физическим способам 
относятся обработка ультразвуком, нагре-
вание, механическое перетирание и  раз-
рушение клеточной стенки методом за-
мораживания/оттаивания [3]. Химические 
способы разрушения клеток основаны на 
лизирующей активности некоторых солей 
и детергентов. И, наконец, к третьему рас-
пространенному способу воздействий от-
носятся ферментативные подходы, исполь-
зующие активность протеолитических 
ферментов (лизоцима и  протеиназы К). 
Следует отметить, что наиболее распро-
страненные методы выделения ДНК прак-
тически всегда представляют собой ком-
плексный подход, включающий несколько 
этапов пробоподготовки.

В связи с этим целью работы стала апро-
бация нескольких способов выделения ДНК 
и выбор метода, наиболее подходящего для 
анализа накопительных культур сообществ 
ацидофильных хемолитотрофных микроор-
ганизмов. Получаемая смесь нуклеиновых 
кислот должна быть репрезентативной и, 
по возможности, сохранять количественное 
соотношение копий геномов каждого вида, 
входящего в  состав пробы. Выполнение 
последнего условия необходимо для про-
ведения точного количественного анализа 
сообществ.

Основной проблемой, которая должна 
была быть учтена при выборе методики 
выделения бактериальной ДНК, является 
неоднородность свойств данных микро-
организмов, среди которых особенно 
следует выделить свойства их клеточных 
стенок. Как известно, лизис грамполо-
жительных бактерий и  архей (сходных 
по строению клеточной стенки с  грам-
положительными эубактериями) осуще-
ствить гораздо сложнее по сравнению 
с  лизисом грамотрицательных бактерий. 
А поскольку среди исследуемых микро-
организмов присутствуют представители 
всех вышеупомянутых групп, остро вста-
ёт задача выбора универсальной методики  
выделения ДНК.

Для выделения ДНК (РНК) из клеток 
их необходимо предварительно лизиро-
вать. Пробоподготовка проводится также 
для удаления из полученного материала 
ингибиторов Taq-полимеразы (белковых 
примесей и  др.) и  различных РНКаз. Об-
работка проб проводится в  микроцентри-
фужных пробирках типа «Эппендорф» 
объемом 1,5 мл. Время обработки в  зави-
симости от метода доходит до 3–4 ч. 

На данный момент существует целый 
ряд методов для выделения ДНК из клеток. 
Анализ методик выделения ДНК наиболее 
целесообразно проводить среди методов, 
используемых с этой целью в практике кли-
нического молекулярно-биологического 
анализа, поскольку большинство этих ме-
тодов имеют относительно универсальный 
характер. 

Следует отметить также достаточно 
низкий уровень освещённости подобных 
методов в  русскоязычной литературе. По-
видимому, это связано с тем, что большин-
ство лабораторий используют для выделе-
ния и очистки ДНК заводские наборы, при 
работе с которыми используются приписан-
ные к ним протоколы.

Целью данной работы является анализ 
существующих методик выделения ДНК 
и выявление наиболее приемлемых из них 
для выделения хромосомного генетическо-
го материала из хемолитотрофных ацидо-
фильных микроорганизмов, принадлежа-
щих к  родам Acidithiobacillus, Sulfobacillus 
и Ferroplasma. 

Приведем небольшой обзор методов вы-
деления ДНК, используемых в клинической 
и  лабораторно-диагностической практике, 
и анализ возможностей их применения.

Метод выделения ДНК одношаговый 
с использованием «Tri reagent». Проба сме-
шивается с 500 мкл 0,9 % раствора хлорида 
натрия и центрифугируется при 5000 об/мин 
в течение 10 мин дважды с  заменой супер-
натанта 0,9 % раствором NaCl. Затем осадок 
обрабатывают лизирующим раствором – рас-
твор «Tri reagent» фирмы Sigma (США) с до-
бавлением детергентов (рН 8,0) и  инкуби-
руют при +95 °С в термостате или кипящей 
водяной бане в течение 10 мин. Далее цен-
трифугируют для осаждения нелизируемых 
клеточных структур и капель жидкостей на 
стенках пробирки. Данный метод рекомен-
дуется для выделения ДНК из клеток, куль-
тур клеток и монослойной ткани из цельной 
крови, плазмы или сыворотки.

Метод выделения ДНК путем терми-
ческого лизиса в  присутствии сорбента. 
Вместо лизирующего раствора для лизиса 
клеток применяется высокая температура. 
В пробу добавляют катиониты, которые 
связывают белки, и  кипятят на водяной 
бане в  течение 5–10 мин. Если в  дальней-
шем выделенная ДНК будет использована 
для классической ПЦР, а  не для её разно-
видностей, и при наличии чистых культур, 
для выделения можно воспользоваться 
модифицированной методикой  – с  отсут-
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ствием сорбента. Культуральный матери-
ал ресуспендируют в  100 мкл ТЕ (10 мМ 
ТрисHCl ph8.0, 1мм ЭДТА). Затем кипятят 
на водяной бане в течение 3 мин. Центрифу-
гируют в течение 15 мин при 12000 об/мин. 
Супернатант можно использовать для ПЦР-
амплификации. Основным плюсом этого 
метода являются его высокая скорость и от-
носительная простота исполнения. А к наи-
более значимым недостаткам следует отне-
сти вероятность попадания в  выделенный 
образец примесей, ингибирующих ПЦР. 

Метод выделения ДНК с  помощью фе-
нольно-спиртовой депротеинизации по-
лучил широкое распространение, и  его 
модификации используются в  качестве ос-
новных способов экстракции ДНК. В про-
бирки вносят 0,9 мл лизирующего буфер-
ного раствора, 22 мл 0,2 М раствора ЭДТА, 
2,6 г Тритона X 100 и  40 мкл суспензии 
сорбента, встряхивают на вортексе и  при-
бавляют 50 мкл исследуемого материала. 
Встряхивают 5 с, оставляют при комнатной 
температуре на 15 мин, вновь встряхивают 
5 с и центрифугируют 15 с при 12000 об/мин.  
Супернатант удаляют, осадок сорбента 
отмывают дважды, сначала отмывающим 
раствором, а  затем 2 раза 70 % этанолом 
и  один раз ацетоном (все промывающие 
жидкости вносят в  пробирку в  объеме 
0,5 мл). Затем пробирки с открытыми кол-
пачками прогревают в течение 10 мин при 
56 °С в  микротермостате. К высушенным 
осадкам добавляют 50–75  мкл элюирую-
щего буфера. Пробирки закрывают крыш-
ками и  недолго встряхивают на вортексе, 
инкубируют при 56 °С в  течение 10 мин, 
вновь встряхивают на вортексе и  центри-
фугируют 2 мин при 12000 об/мин. Супер-
натант содержит ДНК и  РНК и  пригоден 
для амплификации.

Выделение ДНК путем гуанидинти-
оцианат-фенол-хлороформной экстрак-
ции. Метод применяется для выделения 
ДНК, клеточной мРНК, а  также вирус-
ных ДНК и  РНК. В настоящее время он 
упрощен благодаря комбинации денату-
рирующего агента (гуанидинтиоцианата) 
и  фенола в  одном растворе. В пробирку 
«Эппендорф» помещают 3 мкл носите-
ля нуклеиновых кислот. Затем добавляют 
900  мкл денатурирующего раствора и  че-
рез 15 мин – 200 мкл хлороформа. Центри-
фугируют 12000 об/мин в  течение 5 мин. 
Полученный супернатант переносят в дру-
гую пробирку с  700  мкл изопропанола, 
оставляя растворы на 15 мин при комнат-
ной температуре. Затем пробу центрифу-

гируют 10 мин при 12000 об/мин, удаляют 
супернатант и  осадок обмывают 0,5 мл 
70 % этанола. Центрифугируют 5 мин при 
12000 об/мин и удаляют супернатант. Вы-
сушивают полученный осадок, а затем рас-
творяют в 30 мкл буфера для растворения. 
Оставляют на 15 мин при комнатной тем-
пературе, затем перемешивают и  центри-
фугируют 5–10 с. Фирма «Sigma» (США) 
предложила вместо хлороформа, который 
является высокотоксичным веществом, 
использовать 1-бром-З-хлоропропан, не 
уступающий по своим свойствам, но зна-
чительно менее опасный.

Метод экстракции ДНК с использовани-
ем набора «DIAtomTM DNA Prep». Данный 
метод является одним из наиболее эффек-
тивных для выделения ДНК с минимальной 
продолжительностью экстрагирования (25 
мин для 4–8 жидких проб), не уступающий, 
а  в  ряде случаев и  превосходящий зару-
бежные аналоги и по своим характеристи-
кам предназначенный для выделения ДНК 
из различных биологических материалов 
(жидкостей, мелкоизмельченных твердых 
материалов, пятен крови и т.д.), а также для 
быстрой очистки ДНК из клинических проб 
(цельной крови, плазмы, сыворотки, мочи, 
соскобов слизистой и т.д.).

Принцип действия набора «DIAtom™ 
DNA Prep» основан на использовании ли-
зирующего агента с гуанидинтиоцианатом, 
который предназначен для разрушения кле-
ток, а также денатурации клеточных нукле-
аз. В присутствии лизирующего реагента 
ДНК активно сорбируется на NucleoS™ 
сорбенте, затем легко отмывается от солей 
и белков спиртовым раствором. ДНК, элю-
ированная из сорбента Экстра-Геном™ или 
чистой водой, может исследоваться раз-
личными методами, в том числе с участием 
разновидностей полимеразной цепной ре-
акции.

Метод выделения ДНК с  применением 
набора «ExtraGene™ DNA Prep». Метод 
предназначен для быстрого (не более одного 
часа) выделения ДНК из цельной крови, пя-
тен крови или других биологический жид-
костей, из клеточных суспензий. Метод не 
требует использования фенола с хлорофор-
мом и осаждения ДНК этиловым спиртом. 
Для выделения используется ExtraGene™ 
смола и  протеиназа К. Принцип действия 
отечественного набора ExtraGene™ DNA 
основан на использовании смолы (смеси 
ионообменников) для обессоливания сре-
ды сорбции низкомолекулярных пептидов 
и  хелатирования (маскировки) двухзаряд-
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ных катионов металлов (Mg2+, Mn2+, Са2+ 
и  т.д.) и  применении протеиназы К для 
инактивации нуклеаз и других ингибиторов 
белковой природы. При этом ДНК остается 
в супернатанте растворенной и свободной, 
готовой к использованию непосредственно 
в  амплификационных реакциях без даль-
нейшей очистки [4].

Метод сорбции на силикагеле пред-
полагает лизис микроорганизмов в  кон
центрированном растворе гуанидинтиоци-
аната, кроме этого обеспечивается сорбция 
ДНК или РНК на частицах силикагеля 
в суспензии. Далее после четырех промы-
вок и  центрифугирования суммарная ну-
клеиновая кислота элюируется с высушен-
ного силикагеля водой или слабосолевым 
буфером.

Для оценки эффективности методов вы-
деления ДНК из смешанных культур, а так-
же для выбора наиболее удобной и  уни-
версальной методики нами были отобраны 
несколько комбинированных протоколов 
очистки ДНК основанных на различных ти-
пах воздействия на клеточную стенку бак-
терий. Были проанализированы методики, 
основанные на механическом (перетирание 
клеток с частицами SiO2) [5], ферментатив-
ном (обработка протеиназой К и  лизоци-
мом) [6], химическом (обработка GuSCN [7] 
и CTAB) воздействии на клеточные стенки 
бактерий, а  также применена комбиниро-
ванная методика щелочного лизиса (KOH) 
в присутствии низкомолекулярного полиме-
ра (PEG-200). В выделение во всех случаях 
брали 500 мкл образца. Перед этапом лизи-
са пробы промывали фосфатным буфером 
(pH 1,8) два раза. После каждой промывки 
клетки и частицы грунта осаждали центри-
фугированием при 13000 об/мин в течение 
10 минут. 

При перетирании с частицами SiO2 оса-
док ресуспендировали в 200 мкл раствора 
содержащего 20 % ДДС (100 мM NaCl, 500 
мM Tris (pH 8,0), 20 % ДДС), к раствору до-
бавляли 20 мкл раствора частиц SiO2 (0,005 
г/л) производства «SigmaAldrich» (США) 
в  ТЕ-буфере. Перемешивали в  течение 
5–10 мин. После сорбции ДНК частицы 
осаждали центрифугированием, суперна-
тант удаляли. ДНК элюировали в 100 мкл 
воды при температуре 60 °C. Ферментатив-
ный способ лизиса заключался в ресуспен-
дировании осадка в  500 мкл буфера (100 
мM NaCl, 100 мM Tris, 1 мM цитрата на-
трия, 5 мM CaCl2, 25 мM ЭДТА, pH 8,0). 
К раствору добавляли 60 мкл лизоцима 
(0,1 г/л) «Fermentas» (Литва) и  инкубиро-

вали при температуре 37 °С в  течение 40 
мин. Добавляли 10 мкл 20 % ДДС, 60 мкл 
протеиназы К (20 мг/мл) «Fermentas», ин-
кубировали при 50 °С в  течение 30 мин. 
При обработке CTAB осадок ресуспен-
дировали в  500 мкл лизирующего буфера 
(0,2 М Tris-HCl, pH 8,0, 0,05 М ЭДТА, 2 М 
NaCl, 2 %-ный СТАВ), инкубировали в те-
чение 30 мин при температуре 65 °С. При 
обработке KOH осадок ресуспендирова-
ли в  500 мкл лизирующего буфера (10 % 
ПЭГ  – 200, 20 мМ KOH), инкубировали 
10 мин при температуре 98 °С.

Модификация методики с  гуанидинти-
оцианатом заключается в том, что образцы 
культур объёмом 500 мкл центрифугируют 
на 13000 об/мин в  течение 5 минут, после 
чего «отмывают» осадок в фосфатном буфе-
ре PBS для удаления ингибирующих ПЦР 
примесей. После подобных процедур вы-
деление ДНК следует производить по стан-
дартному протоколу, несколько отличающе-
муся от стандартной методики.

К 200 мкл образца культуры добавля-
ем 400 мкл лизирующего раствора (5,25 M 
GuSCN, 50 мM Tris, pH 6,4, 20 мM ЭДТА, 
1,3 % тритон), перемешиваем и  термоста-
тируем при 65 °С 30 мин. Добавляем 400 
мкл водонасыщенного фенола (pH 7,2), 
перемешиваем. Добавляем 400 мкл смеси 
хлороформа и  100 %-ного изоамилового 
спирта в  соотношении 24:1, перемешива-
ем. Центрифугируем в  течение 10 минут 
при 13000 об/мин. Верхнюю водную фазу 
переносим в  новую пробирку, добавляем 
800 мкл смеси хлороформа и  изоамилово-
го спирта в  соотношении 24:1, перемеши-
ваем. Центрифугируем в течение 10 минут 
при 13000 об/мин. Верхнюю фазу перено-
сим в новую пробирку, добавляем 400 мкл 
изопропанола, перемешиваем. Центрифуги-
руем в течение 5 минут при 13000 об/мин. 
Удаляем надосадочную жидкость, добавля-
ем 800 мкл 70 %-ного этанола, перемешива-
ем. Центрифугируем в течение 5 минут при 
13000 об/мин. Удаляем надосадочную жид-
кость, осадок высушиваем в термостате при 
температуре 55 °С не более 10 минут. Рас-
творяем осадок в 50 мкл ТЕ-буфера путём 
периодического перемешивания и  нагрева 
при 55 °С. 

После этапа лизиса проводили очистку 
от ингибиторов с  помощью стандартной 
методики фенол-хлороформной экстрак-
ции [8]. После преципитации ДНК раство-
ряли в 50 мкл ТЕ-буфера.

Рассмотренные нами методики выделе-
ния и очистки хромосомной бактериальной 
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ДНК являются относительно универсаль-
ными, а  значит, могут быть использованы 
при работе с хемолитотрофными микроор-
ганизмами. При экспериментальном под-
тверждении выбранные нами методы про-
демонстрировали значительные отличия 
в  эффективности выделения нуклеиновых 
кислот из предоставленных накопительных 
культур. Это может объясняться и  различ-
ной эффективностью очистки от ингибито-
ров, и  комплексным составом исследован-
ных образцов [9]. 

Наилучший результат получен для ме-
тодики, основанной на лизирующей актив-
ности GuSCN. Сходный по эффективности 
результат был получен для ферментативной 
методики, однако в  данном случае на ре-
зультат оказали влияние остатки бактери-
альных нуклеиновых кислот, содержащиеся 
в  реагентах, использованных при выделе-
нии ДНК. Использование ферментов при 
выделении ДНК приводит к значительному 
сдвигу кривой контроля выделения.

Показана низкая эффективность мето-
дик, основанных на лизирующей актив-
ности бромида цетилтриметиламмония 
(CTAB) и  на физическом воздействии на 
клетки с  помощью частиц SiO2. Для мето-
дики, основанной на лизирующей активно-
сти KOH, в присутствии PEG-200, получен 
средний результат, однако ее принципиаль-
ным недостатком является низкая степень 
очистки препарата ДНК от ингибиторов, 
в  частности ионов железа, содержащихся 
в некоторых культуральных средах. В то же 
время этот метод показал лучший результат 
для проб, содержащих микроорганизмы, не 
окисляющие железо. 

Полученные результаты позволяют 
рекомендовать для проведения молеку-
лярного анализа структуры сообществ 
ацидофильных хемолитотрофных микро-
организмов методику, основанную на ли-
зирующей активности GuSCN с  последу-
ющей очисткой фенолом и  хлороформом, 
поскольку данная методика является 
апробированной на культурах хемолито-
трофных микроорганизмов, достаточно 
освещена в  литературе и  может осущест-
вляться при помощи стандартных набо-
ров для выделения ДНК. Данная методика 
может быть использована для самых раз-
личных разновидностей ПЦР, в том числе 
и  для количественной real-time ПЦР [10]. 
Она может быть реализована при исполь-
зовании набора «Проба-НК» производства 
НПО «ДНК-Технология». Однако из-за 
большого количества стадий добавления 

и удаления растворов при работе с образ-
цом требуется высокая степень аккурат-
ности, т.к. возможна перекрёстная конта-
минация между пробами образующейся 
аэрозолью ДНК [11].

К числу рекомендуемых следует от-
нести также метод выделения ДНК путем 
ферментативного лизиса. При эффектив-
ном апробировании данного метода на 
практике его можно отнести к  числу при-
годных и  рекомендуемых для выделения 
хромосомной бактериальной ДНК хемоли-
тотрофных микроорганизмов, принадлежа-
щих к  родам Acidithiobacillus, Sulfobacillus 
и Ferroplasma. 
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