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Ацидофильные хемолитотрофные микроорга�
низмы являются важным компонентом сооб�
ществ, выщелачивающих металлы из сульфидных
медно�никелевых руд. Изучение структуры, эко�
логии и филогении сообществ хемолиторофных
микроорганизмов позволяет по�новому взглянуть
на некоторые фундаментальные и прикладные ас�
пекты биогеохимии и биотехнологии. Одним из
наиболее перспективных подходов к изучению
микробиотических сообществ является анализ
структуры ДНК микроорганизмов, входящих в их
состав. Преимуществом технологий молекулярно�
го анализа перед классическими микробиологиче�
скими методами, основанными на культуральном
анализе, является отсутствие искажений, обуслов�
ленных недостаточной разрешающей способно�
стью последних [1]. 

Наиболее привлекательным c точки зрения
практики является вопрос определения количе�
ственного соотношения различных микроорга�
низмов в сообществах, обладающих повышенной
окислительной активностью. Решение этой задачи
открывает новые возможности для создания мак�
симально эффективных сообществ. Одним из наи�
более перспективных методов количественного
анализа микробиотических сообществ в настоящее
время является полимеразная цепная реакция
(ПЦР) в реальном времени [2]. Этот метод хорошо
зарекомендовал себя в самых различных областях
науки в качестве надежного инструмента для спе�
цифического количественного анализа нуклеино�
вых кислот [3]. 

Достоверность молекулярно�биологических ме�
тодов, используемых при анализе структуры сооб�
ществ микроорганизмов, зависит от качества пре�
парата ДНК и репрезентативности смеси нуклеи�

новых кислот, полученных в результате очистки.
Некоторые методы выделения ДНК могут вносить
искажение в результат количественного анализа за
счет неэффективного лизиса клеток, сорбции ДНК
на частичках грунта, наличия в препарате фермен�
тативных и других ингибиторов, а также потери
ДНК или нарушения ее структуры. Кроме того, ка�
чество препарата оказывает влияние на эффектив�
ность анализа, основанного на методах прямого
определения нуклеотидной последовательности
(секвенирования) и клонирования, широко приме�
няемых при изучении структуры сообществ [4].

Существует несколько способов физического
воздействия на клетки с целью последующей
очистки содержащихся в них нуклеиновых кислот.
К самым распространенным из них относятся об�
работка ультразвуком, нагревание, перетирание и
разрушение клеточной стенки методом заморажи�
вания/оттаивания [5–7]. Химические способы
разрушения клеток основаны на лизирующей ак�
тивности некоторых солей и детергентов [5]. И,
наконец, к третьему распространенному способу
воздействий относятся ферментативные подходы,
использующие активность лизоцима и протеина�
зы К [5, 8]. Следует отметить, что наиболее распро�
страненные методы выделения ДНК практически
всегда представляют собой комплексный подход,
включающий несколько этапов пробоподготовки [9]. 

Полученные в ходе очистки препараты ДНК не
должны содержать примесей веществ, способных
повлиять на эффективность и надежность анализа,
основанного на секвенировании и клонировании
фрагментов нуклеиновых кислот. Кроме того, по�
лучаемая смесь нуклеиновых кислот должна быть
репрезентативной и, по возможности, сохранять
количественное соотношение копий геномов каж�
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дого вида, входящего в состав пробы. Выполнение
последнего условия необходимо для проведения
точного количественного анализа сообществ.

Цель работы – апробация нескольких способов
выделения ДНК и выбор метода наиболее подхо�
дящего для анализа накопительных культур сооб�
щества ацидофильных хемолитотрофных микро�
организмов. 

МЕТОДИКА
Культуры. Для оценки эффективности полиме�

разной цепной реакции использовали серии деся�
тикратных разведений чистых культур Acidithioba�
cillus thiooxidans [10], Acidithiobacillus ferrooxidans
[10], Sulfobacillus sp. [11] и Ferroplasma sp. [12], лю�
безно предоставленные сотрудниками лаборато�
рии хемолитотрофных микроорганизмов Инсти�
тута микробиологии им. Виноградского РАН.

Анализ эффективности выбранных методик
очистки ДНК проводили с использованием нако�
пительных культур автохтонных сообществ ацидо�
фильных хемолитотрофных микроорганизмов,
выделенных из сульфидных руд месторождения
Шануч (полуостров Камчатка). Предположитель�
но в выделенных автохтонных сообществах содер�
жатся тионовые эубактерии (Acidithiobacillus thioox�
idans, A. ferrooxidans, A. caldus), железобактерии
(Leptospirillum ferrooxidans, L. thermoferrooxidans,
L. ferriphillum), Alicyclobacillus disulfidooxidans, Sul�
fobacillus acidophilus, S. thermosulfidooxidans, археи
(Ferroplasma acidiphilum, “F. acidarmanus”, F. cupri�
cumulans) [13]. Выделение микроорганизмов осу�
ществляли классическими методами, выращивая
железоокисляющие бактерии и археи на среде
Сильвермана–Люндгрена 9 K [14], а серуокисляю�
щие – на среде того же минерального состава, но с
1% (вес/об.) элементной серы. Накопительные куль�
туры выращивали на среде Сильвермана–Люндгре�
на 9 К без железа [14]. В сравнении принимали уча�
стие 2 типа проб: содержащие микроорганизмы,
прикрепленные к частицам грунта и содержащие
преимущественно свободные клетки.

Методы выделения ДНК. Для оценки эффек�
тивности методов выделения ДНК из смешанных
культур, а также для выбора наиболее удобной и
универсальной методики, нами были отобраны
несколько комбинированных протоколов очистки
ДНК, основанных на различных типах воздей�
ствия на клетки эубактерий и архей (табл. 1). Были
проанализированы методики, основанные на фи�
зическом (перетирание клеток с частицами SiO2),
ферментативном (обработка протеиназой К и ли�
зоцимом) и химическом (обработка GuSCN и бро�
мидом цетилтриметиламмония, CTAB) воздей�
ствии на клетки. Кроме того, нами была разрабо�
тана комбинированная методика, основанная на
щелочном лизисе (KOH) в присутствии низкомо�
лекулярного полимера полиэтиленгликоля (ПЭГ�
200). ПЭГ добавляли для повышения pH раствора.
В присутствии ПЭГ pH при неизменной концен�
трации KOH возрастает в 10 раз. Объяснить эф�

фект можно особенностями механизмов взаимо�
действия ПЭГ и воды. Молекулы ПЭГ, несущие на
своей поверхности отрицательный заряд, во�пер�
вых, усиливают диссоциацию молекул воды, а, во�
вторых, обладают способностью связывать сво�
бодные ионы H+, увеличивая тем самым концен�
трацию свободных ионов OH– [15].

Ниже приведено описание использованных ме�
тодик. Для выделения ДНК во всех случаях брали
500 мкл образца (в среднем 0.0015 мг сырой био�
массы клеток). Перед этапом лизиса пробы про�
мывали фосфатным буфером (pH 1.8) 2 раза. После
каждой промывки клетки и частицы грунта оса�
ждали центрифугированием при 13000 g в течение
10 мин. 

1. Перетирание с частицами SiO2. Осадок ресус�
пендировали в 200 мкл раствора, содержащего 20%
ДДС (100 мM NaCl, 500 мM трис, pH 8.0, 20%
ДДС). К раствору добавляли 20 мкл частиц SiO2

(5 мг/мл) производства “Sigma�Aldrich” (США) в
ТЕ�буфере и перемешивали на вортексе “BioSan”
(Латвия) в течение 5–10 мин. После сорбции ДНК
частицы осаждали центрифугированием, суперна�
тант удаляли. ДНК элюировали в 100 мкл воды при
60°С [16].

2. Обработка протеиназой K и лизоцимом. Оса�
док ресуспендировали в 500 мкл буфера A (100 мM
NaCl, 100 мM трис, 1 мM цитрата натрия, 5 мM
CaCl2, 25 мM ЭДТА, pH 8.0. К раствору добавляли
60 мкл лизоцима (100 мг/мл) “Fermentas” (Литва) и
инкубировали при 37°C в течение 40 мин. Добав�
ляли 10 мкл 20%�ного ДДС, 60 мкл протеиназы К
(20 мг/мл) “Fermentas”, инкубировали при 50°С в
течение 30 мин [17]. 

3. Обработка GuSCN. Осадок ресуспендировали
в 500 мкл лизирующего буфера (5.25 M GuSCN,
50 мM трис, pH 6.4, 20 мM ЭДТА, 1.3%�ный тритон),
инкубировали в течение 30 мин при 65°С [18].

4. Обработка CTAB. Осадок ресуспендировали в
500 мкл лизирующего буфера (0.2 М трис�HCl
pH 8.0, 0.05 М ЭДТА, 2 М NaCl, 2%�ный CTAB)
инкубировали в течение 30 мин при 65°С.

5. Обработка KOH в присутствии ПЭГ. Осадок
ресуспендировали в 500 мкл лизирующего буфера
(10% ПЭГ�200, 20 мМ KOH), инкубировали 10 мин
при 98°С.

После этапа лизиса проводили очистку от инги�
биторов с помощью стандартной методики фенол�

Таблица 1.  Варианты воздействия на клеточную стенку
микроорганизмов, используемые в комбинированных
методах очистки ДНК

Вариант Физическое
воздействие

Ферментативное 
воздействие

Химическое 
воздействие

1 Частицы SiO2 – +SDS
2 Температура + –
3 » – +GuSCN
4 » – +CTAB
5 » – +KOH



228

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 2  2011

РОГАТЫХ и др.

хлороформной экстракции [19]. После преципита�
ции ДНК растворяли в 50 мкл ТЕ�буфера (10 мМ
трис�HCl pH 8.6, 1 мМ ЭДТА).

Создание универсальных праймеров. Важным
условием настоящего исследования было получе�
ние препарата ДНК, содержащего фрагменты нук�
леиновых кислот всех или, по крайней мере, ос�
новных представителей ацидофильных хемолито�
трофных сообществ. Для этой цели нами были
созданы пары универсальных праймеров, позво�
ляющих с высокой эффективностью амплифици�
ровать фрагменты гена 16S рРНК большинства эу�
бактерий и архей. Для подбора универсальных
праймеров использовали базу данных GenBank и
алгоритм Blast сервера NCBI (www.ncbi.nlm.
nih.gov). В общей сложности было проанализиро�
вано 5000 последовательностей. На основании
анализа было отобрано несколько участков, обла�
дающих высокой степенью сходства. В случае с
единичными вырожденными нуклеотидами ис�
пользовали эквимолярную смесь праймеров пол�
ностью комплементарных каждому из вариантов
последовательности. Ни один из праймеров не со�
держал более одного вырожденного нуклеотида.
Последовательности 7 праймеров, дающих в по�
парных комбинациях 8 ПЦР�продуктов различ�
ной длины (рис. 1) приведены в табл. 2.

Полимеразная цепная реакция в режиме реально<
го времени. Для оценки эффективности методов
очистки ДНК использовали полимеразную цеп�
ную реакцию в реальном времени. На сегодняш�
ний день это единственный метод, позволяющий
осуществлять прямой количественный анализ
нуклеиновых кислот. При проведении ПЦР ис�
пользовали пары универсальных праймеров, поз�
воляющих амплифицировать суммарную ДНК в
пробе. ПЦР проводили по следующей программе:
94°С – 10 с, 70°С – 20 с, 72°С – 10 с в течение
40 циклов с измерением флуоресценции при 70°С
на приборе ДТ�96 (ЗАО “НПФ ДНК�Технология”,
Россия). Для контроля воспроизводимости ре�
зультатов ПЦР все образцы тестировали дважды.
Использовали полимеразу HS Taq (ЗАО “Евро�
ген”, Россия). Визуализацию накопления продук�
та реакции осуществляли с помощью интеркали�
рующего красителя SYBR Green (“Sigma�Aldrich”,
США). Данная модификация метода обладает пре�
имуществом перед методиками, использующими
линейные зонды (типа taqman) или молекулярные
маячки (molecular beacons) – она позволяет избежать
отклонений в термодинамике реакции, вызванных
вводом дополнительных олигонуклеотидов [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Эффективность ПЦР. Сохранение исходного
соотношения копий геномов микроорганизмов
разных видов (исходного соотношения нуклеино�
вых кислот разных типов), представляет собой
наиболее сложную задачу. Нарушение этого соот�
ношения может повлиять на результат дальней�
ших исследований. Прямых способов проведения

такой оценки не существует. Однако если исполь�
зуемые в реакции праймеры амплифицируют
фрагменты ДНК различных видов с одинаковой
эффективностью, можно говорить о том, что смесь
нуклеиновых кислот, получаемая в ходе реакции,
будет содержать фрагменты, специфичные для ос�
новных представителей анализируемого сообще�
ства, и при этом исходное соотношение нуклеино�
вых кислот различных групп микроорганизмов бу�
дет сохраняться. Поэтому одной из наших задач
стало создание универсальной пары праймеров,
обеспечивающей одинаковую эффективность
ПЦР при амплификации гена 16S рРНК бактерий
и архей. Универсальность разработанных прайме�
ров и эффективность ПЦР проверяли на чистых
культурах основных представителей ацидофиль�
ных хемолитотрофных сообществ: A. thiooxidans,
A. ferrooxidans, Sulfobacillus sp. и Ferroplasma sp. Эф�
фективность определяли методом серийных деся�
тикратных разведений [3]. Зная кратность разведе�
ний и пороговый цикл Ct (первый цикл, на кото�
ром сигнал накопления специфического продукта
достоверно превышает уровень шумов) можно по�
строить стандартную прямую (график зависимо�
сти порогового цикла от исходной концентрации
матриц), по углу наклона которой можно оценить
эффективность ПЦР. Расчет эффективности ПЦР
проводили с помощью программы ДТ�96 v. 7.3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР�продуктов, полу�
ченных при амплификации фрагмента гена
16S рРНК, с использованием попарных комбинаций
разработанных праймеров: 1 – upr1�d + upr2�r
(562 п.н.), 2 – upr1�d + upr3�r (898 п.н.), 3 – bac2�d +
+ upr2�r (293 п.н.), 4 – bac2�d + upr4�r (630 п.н.), 5 –
bac2�d + 1427�r (724 п.н.), 6 – upr2�d + upr3�r
(358 п.н.), 7 – upr2�d + upr4�r (363 п.н.), 9 – upr2�d +
+ 1427�r (457 п.н.), 8 – маркер.

Таблица 2.  Последовательности праймеров, использо�
ванных в работе

Праймер Последовательность праймера

upr1�d GTGCCAGCHGCCGCGGTAA
upr2�d TGCATGGCYGTCGTCAGCTCGT
upr2�r ACGAGCTGACGACRGCCATGCA
upr3�r TGACGGGCGGTGTGTRCAAGG
upr4�r TGGTTTGACGSGCGGTGTGT
bac2�d ATTAGATACCCBGGTAGTCC
1427�r TACCTTGTTACGACTTMACCC
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(ЗАО “НПФ ДНК�Технология”, Россия). На рис. 2
приведен пример определения эффективности
ПЦР путем построения стандартной прямой. В
сравнении принимали участие 8 пар праймеров
(табл. 2). Наилучший результат был получен для
пары праймеров upr2�d/upr3�r. Они позволяют де�
тектировать ДНК всех исследованных микроорга�
низмов с эффективностью ≥93%.

Анализ эффективности выбранных методов вы<
деления ДНК. На сегодняшний день не существует
общепринятой методологии очистки нуклеиновых
кислот из смешанных культур микроорганизмов.
Однако для решения задач, связанных с количе�
ственным анализом микробиотических сооб�

ществ, вопрос качества препарата нуклеиновых
кислот является принципиальным. Так, например,
недостаточная очистка от ингибиторов (гумино�
вых кислот или ионов железа, содержащихся в сре�
дах для выращивания железоокисляющих бакте�
рий) оказывает влияние на эффективность работы
Taq�полимеразы и приводит к искажению резуль�
татов количественной ПЦР [20, 21]. Кроме того,
смешанные сообщества могут содержать микроор�
ганизмы из различных таксономических групп,
обладающих различной устойчивостью к механи�
ческому, химическому или ферментативному воз�
действию. Так, например, из�за особенностей
строения клеточной стенки, грам– клетки разру�
шаются легче, чем грам+, что приводит к измене�
нию исходного соотношения различных типов
нуклеиновых кислот и, как следствие, к некор�
ректным результатам количественного анализа.
Выбранные нами методы продемонстрировали
значительные отличия в эффективности выделе�
ния нуклеиновых кислот из накопительных куль�
тур. Это может объясняться и различной эффек�
тивностью очистки от ингибиторов и комплекс�
ным составом исследованных образцов. По
данным микроскопического анализа к основным
видам сообществ месторождения Шануч относят�
ся как грам+ (Sulfobacillus sp.) так и грам–
(Acidithiobacillus sp.) бактерии, а также археи (Ferro�
plasma sp.), лишенные клеточной стенки. Наилуч�
ший результат получен для методики, основанной
на лизирующей активности GuSCN (рис. 3а). Спе�
цифический сигнал в отрицательном контроле
ПЦР объясняется недостаточной очисткой препа�
рата Taq�полимеразы от остатков нуклеиновых
кислот E. coli, используемых при производстве
фермента. Сходный по эффективности результат
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Рис. 2. Стандартная прямая, построенная по резуль�
татам ПЦР в реальном времени. Использована серия
десятикратных разведений чистых культур A. thiooxi�
dans, A. ferrooxidans, Sulfobacillus sp. и Ferroplasma sp.
По оси ординат отложены значения пороговых цик�
лов (Ct); по оси абсцисс логарифм (lgC) концентра�
ции ДНК (копий геномов на реакцию). Эффектив�
ность ПЦР – 93%, среднее квадратичное отклонение –
σ = 0.23, достоверность аппроксимации R2 = 0.9978.
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Рис. 3. Сравнение эффективности методик очистки ДНК по результатам ПЦР в реальном времени. а – сравнение всех
методик: 1 – лизис GuSCN, 2 – ферментативный лизис, 3 – лизис KOH в присутствии ПЭГ�200, 4 – лизис CTAB, 5 –
перетирание с частицами SiO2, 6 – отрицательный контроль ПЦР. б – сравнение результатов ПЦР в реальном времени
для контролей выделения всех методик и отрицательного контроля ПЦР; 1 – контроль выделения для методики с ис�
пользованием протеиназы К и лизоцима (ферментативный лизис).
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РОГАТЫХ и др.

был получен для ферментативной методики, одна�
ко в данном случае на результат количественной
ПЦР оказали влияние остатки бактериальных
нуклеиновых кислот, содержащиеся в реагентах,
использованных при выделении ДНК (рис. 3б).
Недостаточная степень очистки ферментов от нук�
леиновых кислот приводит к значительным иска�
жениям результатов количественного анализа. На�
ми показана низкая эффективность методик осно�
ванных на лизирующей активности CTAB и на
физическом воздействии на клетки с помощью ча�
стиц SiO2. Для методики, основанной на лизирую�
щей активности KOH, в присутствии ПЭГ�200 по�
лучен средний результат, однако ее принципиаль�
ным недостатком является низкая степень
очистки препарата ДНК от ингибиторов, в частно�
сти ионов железа, содержащихся в некоторых
культуральных средах. В то же время этот метод
показал лучший результат для проб, содержащих
микроорганизмы, не окисляющие железо. Значи�
мых отличий в эффективности лизиса между про�
бами, содержащими свободные и прикрепленные
клетки, обнаружено не было.

Полученные результаты позволяют рекомендо�
вать методику, основанную на лизирующей актив�
ности GuSCN (лизиc при 65°С) с последующей
очисткой фенолом и хлороформом, при проведении
молекулярного анализа структуры сообществ аци�
дофильных хемолитотрофных микроорганизмов.
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The Use of Real�time PCR Technology to Assess the Effectiveness
of Methods of DNA Extraction from Cultures of Acidophilic 

Chemolithotrophic Microorganisms 
S. V. Rogatykha, A. A. Dokshukinab, T. S. Khainasovaa, S. V. Muradova, and I. A. Kofiadia 

a Research Geotechnological Center, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Petropavlovsk�Kamchatsky, 683002 Russia

e�mail: kofiadi@mail.ru 
b ZAO NPF DNA�Technology, Moscow, 115478 Russia 

Received May 12, 2010

Abstract—Comparative evaluation of efficiency of several methods of DNA extraction from storage cultures
of acidophilic chemolithotrophic microorganism communities isolated from sulfide ores of Shanuch ore
deposit (Kamchatka peninsula) was conducted. DNA extraction methods in various combinations of physical
(heating to 65–98°C, grinding with SiO2 particles), enzymatic (treatment with lysozyme and proteinase K), and
chemical (GuSCN, CTAB and KOH) treatments were tested. The evaluation of efficiency was performed
using Real�time PCR. The best result was obtained for the combined method based on GuSCN lysis activity
(lysis at 65°C) followed by purification with phenol and chloroform.
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