
98 Biotechnology 2020 V. 36 No. 6

ISSN 0234-2758  Биотехнология, 2020, Т. 36, № 6, С. 98–106

УДК 579.66

Ме тод  э кс т р а к ц и и  Д Н К  и з  ш и р о ко го  с п е кт р а    о бъ е кто в  
с  п ом о щ ь ю  о б р а б от к и  с ол я м и  а м м о н и я

© 2020 К.В. СИДОРУК1*, Е.И. ЛЕВИТИН1, Б.В. СВИРИДОВ1, О.В. ПИКСАСОВА1, 
Т.Е. ШУСТИКОВА1**

1   Федеральное Государственное Бюджетное Учреждение «Государственный научно-исследовательский 
институт генетики и селекции промышленных микроорганизмов Национального исследовательского центра 
«Курчатовский институт», Москва, 117545

*e-mail: k_sidoruk@mail.ru
**e-mail: igenetic@yandex.ru

Поступила в редакцию 05.11.2020 г.
После доработки 24.11.2020 г.
Принята к публикации 01.12.2020 г.

Современные задачи биотехнологии и биоинформатики требуют наличия простых, быстрых 
и эффективных методик выделения ДНК из широкого спектра объектов. Ключевым и зачастую 
лимитирующим этапом для большинства методов является разрушение прочных клеточных стенок 
и последующая экстракция ДНК из дезинтегрированных клеток.

Нами разработан новый подход к выделению ДНК из организмов с прочными клеточными стенками, 
который включает следующие этапы: обработку клеток или образцов ткани раствором ацетата 
аммония и последующий лизис клеток в низкосолевом буфере с добавлением SDS. Дальнейшая 
очистка ДНК проводится по стандартным методикам. Данный подход позволяет получать большие 
количества высокомолекулярной нативной ДНК из клеток бактерий, аскомицетов, дрожжей, 
а также крови млекопитающих и удобен при быстром анализе природных микробных изолятов 
и для выделения плазмид при скринировании двугибридных библиотек.
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doi: 10.21519/0234-2758-2020-36-6-98-106

Современные методы требуют наличия про-
стых и надёжных протоколов выделения ДНК 
из исследуемых организмов. Разработано множе-
ство методов, обеспечивающих получение ДНК 
из широкого круга организмов с высоким выхо-
дом [1, 2]. После разрушения клеточной стен-
ки ДНК экстрагируется и подвергается очистке 
от белков, РНК, полисахаридов и нерастворимых 
компонентов клеток. Методы очистки ДНК уни-
версальны для различных организмов, в то время 
как разрушение клеточной стенки может потребо-
вать специфических подходов из-за большого раз-
нообразия строения и состава клеточных оболочек.

Разрушение клеточной стенки может быть 
осуществлено с помощью механического, 

ферментативного или химического воздей-
ствия [1, 2].

Механическая дезинтеграция может быть вы-
полнена растиранием клеток в ступке с жидким 
азотом или перемалыванием с помощью стеклян-
ных шариков [1], обработкой ультразвуком или 
использованием нескольких циклов заморажива-
ния–оттаивания [3–5]. Процедуры механическо-
го разрушения клеточной стенки универсальны и, 
как правило, эффективны, однако в случае боль-
шого количества разнообразных образцов они 
требуют существенных временных затрат или 
осуществляется на специфическом оборудовании, 
что препятствует автоматизации процесса. Кроме 
того, существует опасность разрушения ДНК под 

Список сокращений: УЗ — ультразвук, SDS — додецилсульфат натрия, HF — плавиковая кислота, TE-буфер — раствор ЭДТА 
в Трис-буфере, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, ВКПМ — всероссийская коллекция промышленных микроор-
ганизмов, ВКМ — всероссийская коллекция микроорганизмов, ПцР — полимеразная цепная реакция, pPHK — рибосомная 
РНК, GuHCl — гуанидингидрохлорид, CCCP — карбонилцианид-м-хлорфенилгидразона, УФ — ультрафиолетовое излучение
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действием УЗ, что не позволит выделить хромо-
сомы с высокой молекулярной массой [1, 6].

С учётом вышеперечисленного, фермента-
тивное разрушение клеточной стенки предпоч-
тительнее. Для широкого круга организмов при-
меняются ферменты, такие как яичный лизоцим, 
стафилизин, литиказа или комбинации литиче-
ских ферментов, например, метаполизим. [1, 7–9]. 
Однако, практика показывает, что в ряде случаев 
они недостаточно эффективны.

химическое разрушение клеток использу-
ют независимо или в сочетании с механически-
ми или ферментативными методами. Известно 
использование горячего раствора SDS или силь-
ных хаотропных агентов, таких как соли гуаниди-
на. Такие методы имеют широкий диапазон при-
менимости и могут быть адаптированы как для 
отдельных микроорганизмов, так и для сложных 
объектов, например почвенных микробных сооб-
ществ [10, 11]. Описано расщепление полисаха-
ридных цепей клеточной стенки небольшими до-
зами агрессивных реагентов, таких как HF [12]. 
При этом, однако, требуется предельная точность 
при постановке реакции, что затрудняет исполь-
зование этого метода в качестве рутинной мето-
дики. Простые модификации протоколов хими-
ческой деградации клеточной оболочки не при-
вели к увеличению их эффективности, в то время 
как их комбинации с другими методами слишком 
сложны и времязатратны. В связи с этим разработ-
ка простых и эффективных протоколов выделения 
ДНК, позволяющих сэкономить время и обеспе-
чить хороший выход высокомолекулярной ДНК 
из широкого спектра образцов бактерий и дрож-
жей, является актуальной задачей.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы, среды, реактивы. Штаммы дрож-
жей и бактерий, использованных для разработки 
предлагаемого метода, указаны в табл. 1. Пита-
тельные среды LB или YPD были приготовлены 
на основе пептона, дрожжевого экстракта, саха-
розы («Диаэм», Россия) и NaCl («Реахим», Рос-
сия) в соответствии с общепринятыми протокола-
ми [1]. Также были использованы коммерческие 
готовые среды ВН (BD, США), MRS (Merck, Гер-
мания). Штаммы поддерживали на агаризованной 
твердой среде. Каждую культуру очищали путем 
отбора отдельной колонии с истощающего штри-
ха на твердой среде. Для приготовления твердых 
сред использовали агар РСА (Bio-Rad, США).

В процедуре экстракции ДНК использовали 
ферменты литиказу и лизоцим (Fermentas, Лит-
ва), фенол (AppliChem, Германия), хлороформ, 

изопропанол, («Реахим»), ацетат аммония 
(«Диаэм»), TE-буфер (AppliChem). Другие необ-
ходимые буферы готовили с использованием со-
рбитола, ЭДТА, SDS, ТрисHCl (Serva, Германия). 
Смесь фенол-хлороформ была приготовлена в со-
ответствии с классическим протоколом [1].

При исследовании влияния различных солей 
на выход ДНК пропионат и изобутират аммония 
получали реакцией аммиака («СигмаТек», Рос-
сия) с пропионовой кислотой и изомасляной кис-
лотой (Serva), соответственно. хлорид и ацетат 
диметиламина получали реакцией диметиламина 
с соляной кислотой и уксусной кислотой (Serva), 
соответственно. Соли в чистом виде получали пе-
рекристаллизацией. Остальные использованные 
в работе соли производства «Реахим».

Подготовка образцов для выделения ДНК. 
Предварительную ночную культуру получали 
путем инокуляции отдельных дрожжевых или 
бактериальных колоний в жидкую среду. Затем 
клетки засевали при концентрации примерно 
105 клеток/мл в 3–5 мл жидкой среды и культиви-
ровали в условиях, указанных в табл. 1, на ротор-
ном шейкере1 (InforseHT Multitron, США). Клет-
ки собирали центрифугированием (Eppendorf 
MiniSpin, Германия)2 при 12 000 g в течение 5 мин.

Образец венозной крови барана отбирали, как 
описано [1], и добавляли ЭДТА в качестве антико-
агулянта до конечной концентрации 2 мМ.

Выделение ДНК с помощью ферментатив-
ного разрушения клеточной стенки. Дрож-
жевые или бактериальные клетки, собран-
ные из ранней стационарной фазы культуры 
(108 и 109 клеток/мл, соответственно), ресуспен-
дировали в 0,5 мл осмотического защитного рас-
твора (1,2 М сорбитола, 50 мМ TrisHCl pH 8,0, 
20 мМ ЭДТА). Добавляли свежий раствор литика-
зы до конечной концентрации 2 мг/мл для дрож-
жей или лизоцим до 20 мг/мл для бактерий. Бак-
териальные или дрожжевые клетки инкубирова-
ли в течение 1 ч при осторожном перемешивании 
и слабом встряхивании на роторном шейкере при 
28 °C. Затем добавляли 10%-ный раствор SDS 
до конечной концентрации 1% и перемешивали 
образец встряхиванием. Последующую очистку 
ДНК путем экстракции фенолом проводили, как 
описано [1]. В качестве альтернативы фенольной 
депротеинизиции на последней стадии к смеси 

1  Здесь и далее культивирование культур проводили на ро-
торном шейкере InforseHT Multitron при указанных 
условиях.

2  Здесь и далее центрифугирование проводилось 
на центри фуге Eppendorf MiniSpin при 12 000 g в течении 
5 мин, если не указано иначе.
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может быть добавлен ацетат аммония до конеч-
ной концентрации 2,5–3 M для осаждения загряз-
няющих белков из образца [1, 16].

Выделение ДНК с помощью перетира-
ния в жидком азоте. Образец (примерно 1 г кле-
ток), собранный из жидкой культуры, замора-
живали жидким азотом, растирали до порошка 
с помощью ступки и пестика и немедленно по-
гружали в 3-кратный объем буфера для экстрак-
ции (500 мМ NaCl, 20 мМ ЭДТА, 20 мМ ТрисHCl, 
pH 8,0, SDS до 1%). Затем образец экстрагирова-
ли смесью фенол-хлороформ или осаждали при-
меси ацетатом аммония, как указано выше.

Выделение ДНК с помощью стеклянных ша-
риков. 5∙108 дрожжевых клеток ресуспендировали 
в 300 мкл раствора (1% SDS, 150 мМ NaCl, 20 мМ 
ЭДТА, 20 мМ TrisHCl pH 8,0). Добавляли 200 мкл 
смеси фенол-хлорофом и 50 мкл стеклянных ша-
риков 425–600 мкм (Sigma Aldrich, CША). Пробир-
ку встряхивали в течение 2 мин на гомогенизаторе 
(Scientific Industries, Disruption Genie, США) и цен-
трифугировали при 2000 g в течение 5 мин. Супер-
натант переносили в другую пробирку и добавляли 
0,6 объема изопропанола для преципитации ДНК.

Основной протокол выделения ДНК из бак-
терий. 10–50 мг клеток, собранных центрифу-
гированием жидкой культуры или извлеченных 

инокуляционной петлей с твердой среды, ресу-
спендировали в 200 мкл 6 M ацетата аммония; ин-
кубировали при комнатной температуре 10 мин. 
Осаждали клетки центрифугированием и ресу-
спендировали в 600 мкл лизирующего буфера (1% 
SDS, 10 мМ TrisHCl, 20 мМ ЭДТА, рН 8)3, поме-
щали на водяную баню и инкубировали при 65 ºC 
в течение 10 мин. К препарату добавляли 200 мкл 
7,5 М раствора ацетата аммония и перемешива-
ли, переворачивая пробирку. Инкубировали при 
комнатной температуре в течение 5 мин, добавля-
ли 100 мкл хлороформа, перемешивали на шейке-
ре (Heidolph ReaxTop, Германия) 1–2 сек и цен-
трифугировали. Супернатант переносили в новую 
пробирку, осаждали ДНК добавлением 600 мкл 
изопропилового спирта; инкубировали при ком-
натной температуре в течение 10 мин и собира-
ли осадок ДНК центрифугированием в течение 
10 мин. Осадок дважды промывали 70%-ным эта-
нолом, подсушивали и растворяли в 50–100 мкл 
деионизованной воды или буфера ТЕ. Типичный 
выход ДНК составлял 2–10 мкг из 50 мг влаж-
ной биомассы. Для некоторых бактерий требует-
ся индивидуальный подбор концентраций ацета-
та аммония и фазы роста культур. Например, для 
Corynebacterium glutamicum концентрация ацета-
та аммония составляла 0,5 М, а для Rhodococcus 
rhodochrous — 7,5 М.

3  Здесь и далее состав лизирующего буфера не меняется.

Та бл и ц а  1
Штаммы дрожжей и бактерий, использованных для разработки метода
Yeast and bacterial strains used to develop the method

Организм Коллекционный 
номер

Питательная среда, 
температура, время 

культивирования, стадия роста
Источник

Synechocystis sp. PCC6803 BG 11, 26 оС. 120ч, стац.
Коллекция 

микроорганизмов кафедры 
микробиологии МГУ

Pichia pastoris Y-727 YPD, 30 оС, 48ч, стац.

ВКПМ [13]

Pichia (Hansenula) anomala Y-382 YPD 30 оС, 48ч, стац.
Kluyveromyces marxianus Y-10 YPD, 30 оС, 48ч, стац.

Rhodococcus rhodochrous M8 Ac-1728 LB, 30 оС, 48ч, стац.
Escherichia coli TG1 B-6195 LB, 57 оС, 20ч, стац.
Lactococcus sp. B-3427 MRS, 30 оС 48ч, стац.
Streptococcus sp. B-1568 MRS, 30 оС, 48ч, стац.

Corynebacterium glutamicum B-3715 BH, 30 оС, 20ч, лог.
Bacillus subtilis B-2335 LB, 37 оС, 16ч, лог.

Bacillus thuringiensis B-6306 LB, 30 оС, 20ч, лог.
Saccharomyces cerevisiae Y-382 YPD, 30 оС, 48ч, стац.
Saccharomyces cerevisiae Y-502S YPD, 30 оС, 48ч, стац. ВКМ [14]
Saccharomyces cerevisiae PJ69-A4 YPD, 30 оС, 48ч, стац. Philip James [15]
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Основной протокол выделения ДНК 
из дрожжей. Осажденные 10–50 мг клеток дрож-
жей на первом этапе ресуспендировали в 2 М аце-
тате аммония. Дальнейший протокол не отличает-
ся от основного протокола выделения ДНК из бак-
терий. Выход дрожжевой ДНК составлял 1–5 мкг 
из 50 мг влажной биомассы.

Упрощенный протокол для дрожжевых 
и бактериальных культур. Собирали 1 коло-
нию с помощью инокуляционной петли и ресус-
пендировали в 60 мкл раствора ацетата аммония 
(4 M для дрожжей или 6 M для бактериальных 
культур); или смешивали 30 мкл жидкой культу-
ры с 30 мкл раствора ацетата аммония (6 M для 
дрожжей или 10 M для бактериальных культур). 
Быстро разбавляли суспензию клеток избытком 
(500 мкл) лизирующего буфера. Инкубировали 
при 65 ºC в течение 10 мин; добавляли 200 мкл 
7,5 M ацетата аммония. Дальнейшую очистку 
проводили как описано в предыдущем протоколе. 
Выделенной таким образом ДНК хватает на по-
становку нескольких ПцР.

Выделение ДНК из свежего или консерви-
рованного образца крови. Добавляли к образцу 
крови равный объем 10 М ацетата аммония; ин-
кубировали в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе. центрифугировали, отделяли суперна-
тант, осадок ресуспендировали в 1 мл 5 М ацетата 
аммония, центрифугировали повторно. Ресуспен-
дировали в 0,6 мл лизирующего раствора. Даль-
нейшую очистку проводили аналогично выделе-
нию ДНК из бактериальных культур. Этот же про-
токол можно использовать для культуры клеток 
млекопитающих.

ПЦР геномной ДНК. Для ПцР использова-
ли 20 нг геномной ДНК, 5 мкМ каждого прай-
мера и 1 ед. ДНК-полимеразы Taq («AmpliSens», 
Россия) в объеме 25 мкл. Скрининг большого ко-
личества штаммов проводили с использовани-
ем 1/100 от общего выделенного минипрепарата 
ДНК без оценки количества ДНК. Условия цикла 
были следующими: начальная стадия денатура-
ции при 94 °C в течение 5 мин, затем 35 циклов, 
каждый из которых состоит из 95 °C в течение 
30 сек, 58 °C в течение 30 сек и 72 °C в течение 
1 мин, с окончательной элонгацией на 72 °C в те-
чение 4 мин. Для амплификации бактериального 
фрагмента длиной 1,5 т. п. н. из гена рибосомной 
субъединицы 16S использовали пару для консер-
вативной области: 5'-agagtttgatcctggctcag-3' [17]; 
5'-ggttaccttgttacgactt-3' [18]. Амплификацию 
фрагментов однокопийных генов Saccharomyces 

cerevisiae SUP35 (хромосома IV) и TRX2 (хро-
мосомаVII) проводили с уникальным набо-
ром праймеров. Фрагмент SUP35 длиной 
1,3 т. п. н. амплифицировали с праймеров 5'-gaat-
tcccatggatgtttggtggtaaagatcacg-3' и 5'-gggaat-
tcggcaattttaacaattttacc-3'. Фрагмент промото-
ра TRX2 размером 0,5 т. п. н. амплифицирова-
ли с праймеров 5'-gggaattcaacatccagacttttacgggt-3' 
и 5'-ccggatccgatgtgttatttaaagatatcgt-3'.

Манипуляции с ДНК. Необходимые манипу-
ляции с ДНК, такие как электрофорез ДНК в ага-
розном геле или обработку ферментами рестрик-
ции, проводили в соответствии со стандартны-
ми методиками [1]. Количество и качество ДНК 
в препарате оценивали измерением соотноше-
ния поглощения УФ при длинах волн 260/280 или 
путем сравнения с маркером ДНК на агароз-
ном геле с помощью программы Totallab Quant 
2.2.0. Трансформацию дрожжей с ацетатом лития 
(Sigma Aldrich, США) выполняли классическим 
способом [1]. Клетки E.coli трансформировали 
с использованием протокола SEM [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клеточные стенки грамположительной бак-
терии Rhodococcus  rhodochrous М8 относитель-
но устойчивы к действию лизоцима, и их раз-
рушения не происходит в присутствии SDS или 
GuHCl. В тоже время было обнаружено, что пред-
варительная обработка 7,5 М раствором формиа-
та аммония увеличивает выход ДНК при последу-
ющем добавлении SDS. На основе наблюдаемого 
явления был разработан новый подход к выделе-
нию ДНК, основанный на осмотическом разруше-
нии клеток при двукратной обработке солями ам-
мония с концентрацией от 0,5 М до 7,5 М, которая 
подбирается в зависимости от объекта.

Исследование влияния различных солей 
на выход ДНК. Эффективность выделения ДНК 
при разрушении клеток в соответствии с разработан-
ным протоколом определяли с использованием раз-
личных солей аммония: хлорида, фторида, сульфата, 
карбоната, гидрокарбоната, изотиоцианата, формиа-
та, ацетата, пропионата, изобутирата, а также ацета-
та и хлорида диметиламина, фторида калия и ацета-
та натрия. Результаты представлены на рис. 1.

Живые клетки поздней стационарной фазы 
жидкой культуры Rh. rhodochrous были ресуспен-
дированы в растворах солей для предварительной 
обработки. Затем клетки собирали центрифугиро-
ванием и ресуспендировали в лизирующем раство-
ре. Концентрация растворов для предварительной 
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обработки была 5 М, если не указано иначе. 
В случае, если раствор соли имел низкий рН, его 
доводили до рН 7,5 аммиаком.

В случае использования солей сильных кис-
лот или солей натрия и калия, высвобождения 
ДНК не происходило, и наблюдалось только в тех 
случаях, когда соли были образованы ионами ам-
мония или диметиламина, а в качестве аниона вы-
ступали ионы кислот слабой и средней силы.

Наибольший выход ДНК был получен при ис-
пользовании фторида, формиата, ацетата аммония 
и ацетата диметиламина (4, 8, 9, 13 дорожки соот-
ветственно). Ацетат диметиламина в дальнейшем 
не использовали в связи с его малой доступностью. 
Концентрацию этих трех солей аммония подбира-
ли для двух модельных организмов: Rhodococcus 
rhodochrous и дрожжей Saccharomyces  cerevisiae 
Y-382. Оптимальные концентрации солей для этих 
видов различалась (таблица 2).

Для Rh.  rhodochrous наилучшие показатели 
наблюдались при использовании 6 М солей, для 
S. cerevisiae более эффективной оказалась 4 М кон-
центрация. Мы остановили свой выбор на ацетате 
аммония, т. к. он является самым доступным из всех 
исследованных соединений и работает в наибо-
лее широком диапазоне концентраций из всех трёх 

проверенных соединений. При расширении об-
ласти применения протокола на новые объекты, 
мы обнаружили, что для дрожжей-метилотрофов 
наибольший выход ДНК обеспечивает 2 М, а для 
Corynebacterium glutamicum — 0,5 M ацетат аммо-
ния. Таким образом, при работе с широким спектром 
микроорганизмов необходимо подбирать концентра-
цию соли для каждого конкретного объекта.

Возможные механизмы
Дополнительные эксперименты показали, что 

использование ацетата аммония при выделении 
ДНК не эффективно в том случае, если культу-
ры были предварительно обработаны агентами, 
разрушающими мембрану клеток (хлороформом, 
этанолом, 1% SDS, длительным замораживанием 
или циклами многократного замораживания — 
оттаивания). На основании этого мы предполо-
жили, что механизм данной процедуры заключа-
ется в осмотическом разрушении клеток, обрабо-
танных растворами солей высокой концентрации 
в среде с низким осмосом.

Известно, что в растворах аммоний может на-
ходиться в виде катиона аммония NH4

+ и в виде не-
заряженной формы, как растворенный в воде амми-
ак NH3. В незаряженном виде молекулы аммиака 

10 kb

16151413121110987654321

Рис. 1. Гель-электрофорез образцов ДНК, выделенных из Rhodococcus rhodochrous М8 с помощью обработки раз-
личными солями. На форез нанесено количество ДНК, соответствующее 108 клеток стационарной жидкой культуры.
Дорожки: 1 — DNA MassRuler DNA Ladder mix, (Fermentas #SM0393) 10 мкл; 2 — вода (контроль); 3 — хлорид ам-
мония (0 нг ДНК) ; 4 — фторид аммония (190 ±20 нг ДНК) ; 5 — изотиоцианат аммония (70 ±10 нг ДНК); 6 — суль-
фат аммония (2.5 M) (10 ±5 нг ДНК); 7 — гидрокарбонат аммония (2.0 M) (30 ±5 нг ДНК); 8 — формиат аммония 
(160 ±15 нг ДНК); 9 –ацетат аммония (140 ±15 нг ДНК); 10 — изопропионат аммония (90 ±10 нг ДНК); 11 — изоб-
утират аммония (0 нг ДНК); 12 — хлорид диметиламина (0 нг ДНК); 13 — ацетат диметиламина (170 ±20 нг ДНК); 
14 — фторид калия; 15 — ацетат натрия (4.5 M) (0 нг ДНК).

Fig.1. Gel electrophoresis of DNA samples isolated from Rhodococcus rhodochrous M8 by treatment with various salts. The 
amount of DNA corresponding to 108 cells of a stationary liquid culture is applied to the gel
Tracks: 1 — DNA MassRuler DNA Ladder mix, (Fermentas #SM0393) 10 mkl; 2 — water (as a control); 3 –ammonium 
chloride (0 ng of DNA); 4 — ammonium fluoride (190 ±20 ng of DNA); 5 — ammonium isothiocyanate (70±10 ng of DNA); 
6 — ammonium sulphate (2.5 M) (10±5 ng of DNA); 7 — ammonium bicarbonate (2.0 M) (30±5 ng of DNA); 8 — ammonium 
formate (160±15 ng of DNA); 9 — ammonium acetate (140±15 ng of DNA); 10 — ammonium isopionate (90±10 ng of DNA); 
11 –- ammonium isobutyrate (0 ng of DNA); 12 — dimethylamine chloride (0 ng DNA); 13 — dimethylamine acetate (170 ± 
20 ng of DNA); 14 — potassium fluoride (0 ng of DNA); 15 — sodium acetate (4.5 M) (0 ng of DNA).
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способны пассивно диффундировать через мембра-
ну клеток. Аналогично этому, карбоновые кисло-
ты, будучи кислотами средней и малой силы, в вод-
ном растворе также могут диссоциировать на заря-
женные ионы или оставаться в виде незаряженных 
молекул, способных к диффузии через клеточную 
мембрану. Возможно, что при обработке культур 
ацетатом аммония, аммиак и уксусная кислота, об-
разующиеся в результате диссоциации — ассоциа-
ции ацетата аммония, диффундируют через клеточ-
ные мембраны и создают высокое внутриклеточное 
осмотическое давление. Последующая обработ-
ка гипотоническим раствором приводит к разрыву 
клеточных стенок из-за высокой разницы в осмоти-
ческом давлении. Такой неспецифический перенос 
аммиака через плазматическую мембрану ранее об-
суждался как для клеток млекопитающих, так и для 
бактерий [19–21]. Клетки и искусственные мембра-
ны также считаются проницаемыми для неионизи-
рованных малых молекул органических кислот [20].

Для того, чтобы исключить активный транс-
порт ионов в клетку, культуру Rh. rhodochrous об-
рабатывали тремя разными соединениями, которые 
должны подавлять активный трансмембранный 

транспорт: разобщителем окисления и фосфорили-
рования CCCP, ингибитором дыхания — азидом на-
трия и ингибитором АТФ-синтетазы — олигомици-
ном. Клетки Rh. rhodochrous перед выделением ДНК 
ресуспендировали либо в растворе CCCP в концен-
трации 50 мкМ, либо азида натрия (100 мкг/мл), 
либо олигомицина (50 мкг/мл). В раствор ацетата 
аммония и в лизирующий буфер также добавляли 
соответствующее соединение в указанной концен-
трации. Ни в одном случае не было выявлено зна-
чительного влияния обработки на эффективность 
выделения ДНК. Следовательно, активный транс-
порт ионов в клетку не имеет практического значе-
ния для выделения ДНК по разработанному прото-
колу, что подтверждает гипотезу о пассивной диф-
фузии ацетата аммония в клетку.

Исследование пределов применимости ме-
тода. чтобы определить пределы применимо-
сти разработанного подхода, он был использо-
ван для выделения ДНК из природных изолятов 
16 видов бактерий, принадлежащих к разным 
родам из образцов коллекции микроорганизмов 
кафедры микробиологии МГУ:

Та бл и ц а  2
Сравнение эффективности обработки солями аммония
Comparison of the efficiency of treatment with ammonium salts

Концентрация
соли аммония

Выход ДНК из 108 клеток, нг
S.cerevisiae Y-382 Rh. rhodochrous М8 Ac-1728
Аммония ацетат

0,5 М 30 ±7 0
1,0 М 140 ±15 30 ±8
2,0 М 230 ±25 70 ±10
4,0 М 240 ±25 130 ±15
6,0 М 240 ±25 150 ±16
8,0 М 140 ±15 170 ±20
10,0 М 60 ±10 160 ±20

Аммония формиат
0,5 М 0 0
1,0 М 150 ±17 0
2,0 М 300±25 20 ±7
4,0 М 210 ±20 100 ±12
6,0 М 70 ±10 170 ±20
8,0 М 30 ±8 190 ±22

Аммония фторид
0,5 М 0 0
1,0 М 20 ±8 0
2,0 М 150 ±20 110 ±10
4,0 М 10 ±5 150 ±15
6,0 М 0 10 ±5
8,0 М 0 0
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• грамположительные: Bacillus  megatherium 
17, Bacillus mycoides 31, Bacillus thuringiensis 
33,  Bacillus,  subtilis  2,  Streptococcus 
thermophilus  А6,  Micr.  Rascus  131, 
Rhodococcus  erythropolis  119,  Leuconostoc 
mesenteroides  117,  Lactobacillus  caucasicus 
155,  Lactobacillus  casei  154,  Lactococcus 
acidophilus 148, Nocardia calcarea 215

• грамотрицательные: Citrobacter frandii 61, 
Erwinia  caratovora  172,  Flavobacterium 
sp. 269, Serratia marcescens208

Выделение проводилось по упрощенному 
протоколу (см. выше). Во всех случаях наблюда-
ли достаточный для постановки нескольких ПцР 
выход ДНК (100–200 нг), а амплификация фраг-
мента гена рРНК была успешной.

Полученная разработанным методом ДНК 
пригодна не только для ПцР-амплификации вы-
сококопийных генов рибосом бактерий, а также 
и для фрагментов однокопийных генов дрож-
жей (S.  cerevisiae  Y382) на большой (SUP35, 
ch IV) или маленькой (TRX2, ch VII) хромосо-
ме. Это указывает на то, что в препарате при-
сутствовали все фрагменты геномной ДНК 
дрожжей в независимости от их размера. В вы-
деленных по предложенной методике препара-
тах ДНК не наблюдалось ее разрывов или де-
градации. Таким образом, выделенная данным 
методом ДНК пригодна для рестрикции без до-
полнительной очистки.

С помощью разработанного метода было 
проведено выделение ДНК для полноге-
номного секвенирования. из ряда штаммов 
ВКПМ: Geobacillus  stearothermophilus B-9581, 
Pseudomonas  sp. B-13382,  Kluyveromyces 
marxianus Y-206, Bifidobacterium  adolescentis 
Aс-1243,  Ogataea  polymorpha Y-2584, Pichia 
pastoris Y-3494, Corynebacterium  glutamicum 
B-3715,  Bacillus  subtilis В-1727, Rhodococcus 
erythropolis Ac-1661 и Micrococcus luteus B-2836.

Для геномного секвенирования выделение 
ДНК проводилось по основному протоколу для 
бактерий и дрожжей, но из большего объёма куль-
туры. После чего проводили дополнительную 
хроматографическую или фенольную очистку 
ДНК до достижения требуемых параметров каче-
ства. После всех дополнительных очисток коли-
чество ДНК составляло 5–15 нг.

Кроме того, мы проанализировали возможность 
выделения рекомбинантных плазмид с помощью 
принятой процедуры выделения ДНК из большого 
пула клонов, полученных в результате двугибрид-
ного скрининга дрожжей. Колонии отобранных 
клонов (около 200) собирали и выделяли из них 
ДНК с помощью предлагаемой здесь методики или 
с использованием протокола разрушения клеток 
стеклянными шариками (Sigma, 425–600 мкм) в ка-
честве контроля. Затем полученные препараты ДНК 
трансформировали в E.coli C600 [1] с использова-
нием протокола трансформации SEM [1]. Обычно 
дрожжевые колонии диаметром 1 мм давали до-
статочно ДНК для получения от 103 до 104 транс-
формантов E.coli, и используемый протокол был 
в 10 раз более эффективным по сравнению с мето-
дом выделения стеклянными шариками.

Естественной границей применимости метода 
является то, что в его основе лежит осмотический 
лизис, и, следовательно, он хорошо работает толь-
ко на свежих клетках с неповреждённой мембра-
ной. Если материал подвергался длительной за-
морозке или обработке детергентами или раство-
рителями, данный метод использовать не следует.

По сравнению с двумя традиционными метода-
ми (измельчением в жидком азоте или фермента-
тивной деградацией клеточной стенки) выделение 
ДНК из ряда бактериальных и дрожжевых культур 
с помощью предлагаемого протокола столь же эф-
фективно, но менее трудоёмко (таблица 3).

Предложенный метод прост в исполнении 
и применим к большому количеству образцов, 

Та бл и ц а  3
Сравнение эффективности различных методов выделения ДНК.
Comparison of the effectiveness of various methods of DNA isolation

Штамм Номер Механическое 
разрушение, нг ДНК

Ферментативный 
лизис, нг ДНК

Выделение ацетатом 
аммония, нг ДНК

Synechocystis sp. PCC6803 70 ±10 40 ±5 170 ±15
Rhodococcus rhodochrous М8 Ac-1728 50 ±5 0 150 ±15
SSaccharomyces cerevisiae Y-502S 50 ±5 130 ±15 80 ±10

Pichia pastoris Y-727 60 ±5 100 ±10 70 ±10
Kluyveromyces marxianus Y-10 60 ±5 80 ±10 120 ±10

Примечание. Сравнивали количество ДНК, выделенное из 108 клеток
Note. The amount of DNA extracted from 108cells
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эффективен для бактерий, аскомицетов, дрож-
жей, а также крови млекопитающих и позволяет 
получать большие количества высокомолекуляр-
ной нативной ДНК. В отличие от некоторых тра-
диционных методов [22, 23] он легче адаптирует-
ся к полевым экспериментам, поскольку не тре-
бует специального оборудования или реагентов, 
и в то же время протокол легко адаптировать к ро-
ботизированным методам выделения ДНК. Воз-
можно предлагаемый метод сможет успешно за-
менить определенные протоколы выделения ДНК 
с использованием имеющихся в продаже наборов.
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Abstract–Currently, simple, rapid, and efficient techniques for DNA isolation from a wide range 
of organisms are in demand in biotechnology and bioinformatics. A key (and often limiting) step is the 
cell wall disruption and subsequent DNA extraction from the disintegrated cells. We have developed a new 
approach to DNA isolation from organisms with robust cell walls. The protocol includes the following 
steps: treatment of cells or tissue samples with ammonium acetate followed by cell lysis in low-salt 
buffer with the addition of SDS. Further DNA extraction is carried out according to standard methods. 
This approach is efficient for high-molecular native DNA isolation from bacteria, ascomycetes, yeast, and 
mammalian blood; it is also useful for express analysis of environmental microbial isolates and for plasmid 
extraction for two-hybrid library screening.

Key words: express method for DNA isolation; ammonium salt treatment (в русских ключевых такой 
порядок), osmotic breakage of cells
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