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Цель. Разработка оптимальной методики выделения тотальной ДНК из образцов 

циано-бактериальных матов. 

Материалы и методы. Объектом исследования послужили образцы циано-

бактериального мата с высокой концентрацией прокариот из устьевой части солоноватой 

реки Чернавка (природный парк Эльтонский, Волгоградская область). ДНК выделяли ме-

тодом химического лизиса (основная методика), модификация методики заключалась в 

использовании лизоцима. Из полученной ДНК были приготовлены ДНК-библиотеки. 16S 

метагеномное секвенирование ДНК-библиотек проводилось на секвенаторе MiSeq 

(Illumina, США). Данные по составу сообществ обрабатывались комплексом биоинформа-

ционных программ. Эффективность методики оценивали по количеству ридов и ОТЕ, а 

также качественному и количественному составу сообщества.  

Результаты. Всего из образца циано-бактериального мата было выделено 158849 и 

140463 ридов прокариот, с использованием основной методики выделения ДНК и методики 

с модификацией, соответственно. Таксономический состав прокариот в образцах был иден-

тичным, вне зависимости от использованного метода, тогда как относительная численность 

микроорганизмов различных таксонов значительно отличалась. 

Заключение. Для выделения ДНК из образцов циано-бактериальных матов пред-

почтительно использовать модификацию метода химического лизиса с дополнительной 

обработкой  клеток лизоцимом или механической гомогенизацией для более полного раз-

рушения клеточных стенок цианопрокариот. 

Ключевые слова: экстракция ДНК, метагеномный анализ, циано-бактериальные ма-

ты, секвенирование следующего поколения, Illumina. 
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Objective. Development of the optimal method of the total DNA extraction from the 

samples of cyanobacterial mats. 

Materials and methods. For the study samples of cyanobacterial mat with a high concen-

tration of prokaryotes from the mouth of the brackish river Chernavka (Natural Park Eltonsky, 

Volgograd region) were taken. A total genomic DNA was extracted by chemical lysis (the main 

method). A modification of the method included an additional treatment with lysozyme. The 
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DNA libraries were prepared form the isolated DNA. 16S metagenomic sequencing og the DNA 

libraries was conducted in MiSeq (Illumina). Data analysis was carried out using a complex of 

bioinformatic programs. An efficiency of method was evaluated by the number of reads and 

OTUs, as well as by qualitative and quantitative composition of the community. 

Results. In total, 158 849 and 140 463 prokaryotic reads were produced with the main 

method of DNA extraction and modified method, respectively. Taxonomic composition of pro-

karyotes in the samples was identical, regardless of the method used, while relative abundances 

of microbial taxa differed significantly. 

Conclusion. For total DNA extraction from the samples of cyanobacterial mat the modi-

fied method of chemical lysis with additional lysozyme treatment or mechanical homogenization 

for complete destruction of the cyanoprokaryotes cell walls is preferable.  

Key words: extraction of DNA, metagenome analysis, cyanobacterial mats, NGS, 

Illumina. 

   

Введение 

Микробные маты являются структурно упорядоченными макроскопи-

ческими скоплениями микроорганизмов. Фотосинтетические маты являются 

удобным объектом для изучения комплексного микробного сообщества. 

Цианобактериальные маты развиваются в тех водных экосистемах, где стрес-

совое действие среды лимитирует или исключает выедание микроорганизмов 

и их конкуренцию за пространство; подобными местообитаниями являются 

гипергалинные озера и лагуны [1]. 

Современные методы высокопроизводительного секвенирования ши-

роко применяются для характеристики биоразнообразия микроорганизмов в 

различных местообитаниях и часто приводят к получению новых данных, 

меняющих представления о природных сообществах. Благодаря использова-

нию NGS-технологий появилась возможность преодолеть ограничения, свя-

занные с наличием некультивируемых микроорганизмов, и значительно рас-

ширить представления о природных микробных сообществах, в том числе 

экстремофильных. Однако для точного определения сложной структуры со-

обществ в природных образцах важно использовать адекватные методики 

экстракции тотальной ДНК, ее очистки и амплификации участков, кодирую-

щих ген 16S рРНК, не искажающие качественный и количественный состав 

микроорганизмов в пробах. Выделение ДНК из природного образца является 

первым и ключевым этапом, от успешности проведения которого в большой 

степени зависит конечный результат метагеномного исследования [2]. В на-

стоящее время продолжается активный поиск новых эффективных методик, 

позволяющих выделять чистую ДНК в высокой концентрации из различных 

природных объектов [3-6].  
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Учитывая наличие разнообразных методик и их модификаций при от-

сутствии универсального протокола, целью данного исследования стал под-

бор оптимального способа экстракции тотальной ДНК из образцов микроб-

ного мата устьевой части солоноватой р. Чернавка. 

Материалы и методы 

Для разработки эффективной методики выделения ДНК были отобраны 

образцы циано-бактериальных матов с высокой концентрацией прокариот из 

устьевой части солоноватой реки Чернавка (природный парк Эльтонский, 

Волгоградская область) в августе 2014 г. ДНК выделяли методом химическо-

го лизиса по следующей методике (основная методика): 

1. К 150 мг образца добавляли 500 мкл ТСБ буфера (1М Трис-НСl – 1 мл; 

0,5М ЭДТА – 0,6 мл; 5М NaCl – 0,2 мл; рН – 8,0) и 50 мкл 10% раство-

ра додецилсульфата натрия; 

2. Инкубировали 20 мин при 60°С; 

3. Добавляли фенол-хлороформную смесь (1:1) 550 мкл, встряхивали 5 

мин вручную;  

4. Центрифугировали (комн. t, 14500 об/мин, 5 мин); 

5. Отбирали водную фазу 450 мкл в новую пробирку; 

6. Добавляли равный объём хлороформ-изоамилового спирта (24:1); 

7. Встряхивали 5 мин. Центрифугировали (комн. t, 14500 об/мин, 5 мин); 

8. Отбирали водную фазу 350 мкл в новую пробирку, добавляли 40 мкл 

10М ацетата аммония и 1000 мкл ледяного абсолютного спирта (-20°С);  

9. Для осаждения ДНК оставляли на ночь в морозилке (-20°С); 

10. Центрифугировали (+4°C, 14000 об/мин, 30 мин); 

11. Отбирали спирт, добавляли 400 мкл 70% этилового спирта (4°С); 

12. пп. 10 и 11 повторяли, отбирали спирт, сушили осадок ДНК на воздухе 

13. Растворяли осадок ДНК в 30 мкл MQ.  

Модификация методики заключалась в использовании лизоцима, по-

скольку в некоторых случаях лизоцим считается необходимым для разруше-

ния бактериальной клеточной стенки [7]. Модификация методики была сле-

дующей: на первом этапе к образцу добавляли 500 мкл ТСБ буфера и 100 мкл 

такого же буфера с лизоцимом (10 мг/мл), инкубировали 60 мин при 37°С, 

перемешивали на вортексе каждые 15 мин; потом добавляли 50 мкл 10% рас-

твора додецилсульфата натрия и инкубировали 20 мин при 60°С. Затем до-

бавляли фенол-хлороформную смесь и выделяли ДНК далее в соответствии с 
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основной методикой. 

Для исключения возможной контаминации использовали отрицатель-

ный контроль, в котором 100 мкл деионизированной автоклавированной во-

ды  обрабатывали с использованием описанной выше методики. Чистоту 

ДНК контролировали с помощью электрофореза в 1.5% агарозном геле. Кон-

центрацию ДНК определяли с использованием Флюориметра Qubit 2.0  с ки-

том Quanti Fluor dsDNA (Life Technologies). ДНК библиотеки для секвениро-

вания были созданы по протоколу Illumina (http://support.illumina.com/ 

documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-

prep-guide-15044223-b.pdf) с праймерами к V3 и V4 регионам 16S рРНК для 

прокариот (прямой S-D-Bact-0341-b-S-17 и обратный S-D-Bact-0785-a-A-21) 

[8] и к V4 региону 18S рРНК для эукариот (прямой TAReuk454FWD1 и об-

ратный TAReukRev3). Метагеномное секвенирование проводили на секвена-

торе MiSeq (Illumina, США) в Центре коллективного пользования научным 

оборудованием «Персистенция микроорганизмов» ИКВС УрО РАН. Данные 

по составу сообществ обрабатывали комплексом биоинформационных про-

грамм USEARCH v8.0.1623_win32 [9], включая слияние парных ридов, 

фильтрацию по качеству ридов и отбор по длине ампликонов (минимальный 

размер - 300 bp). Таксономическая классификация последовательностей про-

водилась с использованием базы данных VAMPS [10].  

Эффективность методики оценивали по количеству ридов и ОТЕ, ос-

тавшихся в результате биоинформационной обработки данных секвенирова-

ния, а также путем сравнения качественного и количественного состава со-

общества.  

Результаты и обсуждение 

Всего из образца циано-бактериального мата с использованием основ-

ной методики выделения ДНК и методики с модификацией было выделено 

158849 и 140463 ридов прокариот, соответственно, объединившихся в 916 

ОТЕ (операционные таксономические единицы) в обоих случаях. После уда-

ления сингл- и даблтонов количество ОТЕ сократилось до 456 и 407, соответ-

ственно.  

Количество ридов и ОТЕ, полученных в результате секвенирования и 

на разных этапах биоинформатической обработки, представлено в таблице 1. 

 

 

http://support.illumina.com/%20documents/documentation/
http://support.illumina.com/%20documents/documentation/
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Таблица 1.  Оценка результатов секвенирования образцов ДНК, выделенной 

различными методами 

 Основная  

методика 

Методика с  

модификацией 

Начальное количество ридов 158849 140463 

Количество ридов после фильтрации 27275 30034 

Количество ОТЕ  916 916 

Количество ОТЕ после удаления  

загрязняющих ридов 
897 897 

Количество ОТЕ после удаления  

синглтонов и даблтонов 
456 407 

При анализе кривых насыщения ОТЕ в образцах в зависимости от ме-

тода выделения ДНК отмечено, что кривые имели сходный вид. В обоих слу-

чаях насыщение, то есть полное определение всех видов в сообществе, дос-

тигнуто не было, однако изученность видового состава оказалась выше при 

использовании основного метода за счет большего количества ОТЕ. 

 

Рис. 1. Кривые насыщения количества ОТЕ в образцах в зависимости от 

метода выделения ДНК. 
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Таксономический состав прокариот в образцах был идентичным, вне 

зависимости от использованного метода (рис. 2, 3). В образцах были обнару-

жены представители доменов Bacteria и Archaea. Наиболее разнообразно бы-

ли представлены бактериальные филумы Proteobacteria, Planctomycetes, 

Bacteroidetes, Chloroflexi, Verrucomicrobia, Cyanobacteria и др. Археи были 

представлены филумом Euryarchaeota. Также в образцах определялись хло-

ропласты диатомовых водорослей. Протеобактерии включали классы 

Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria. 

 

 

Рис. 2. Таксономический состав прокариот на уровне класса при 

использовании основной методики выделения ДНК. 

 

Сопоставление списков филумов прокариот, обнаруженных в иссле-

дуемых образцах, также не выявило достоверных различий (табл. 2, 3). Как в 

составе бактерий, так и в составе архей таксоны были сходными.  
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Рис. 3. Таксономический состав прокариот на уровне класса при 

использовании методики выделения ДНК с модификацией. 

 

В то же время относительная численность микроорганизмов на уровне 

таксонов более мелкого ранга значительно отличалась (рис. 4). ОТЕ, которые 

были представлены более чем 50 ридами, распределились по 10 крупным 

таксонам при применении основной методики и по 6 –  в случае применения 

методики с модификацией.  В образце, в котором для выделения ДНК ис-

пользовалась основная методика, преобладали бактерии класса 

Alfaproteobacteria, на долю которых приходилось более 60% всех ридов. До-

ли Gammaproteobacteria и Bacteroidetes составили по 10%. Удельная числен-

ность остальных крупных таксонов, включая цианобактерии, не превышала 

3%. 
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Таблица 2. Сравнительная оценка таксономического состава бактерий (на 

уровне филумов) по результатам секвенирования образцов ДНК, 

выделенных разными методами.  

 
Таблица 3 Сравнительная оценка таксономического состава архей (на 

уровне филумов) по результатам секвенирования образцов 

ДНК, выделенных разными методами. 

 
В образце, в котором для выделения ДНК использовали методику с мо-

дификацией, преобладали Bacteroidetes и Cyanobacteria, на долю которых 

приходилось более 40 и 20%, соответственно. Следующими по численности 

были Alfaproteobacteria и  Chloroflexi (более 10% каждый). На долю 

Planctomycetes и Gammaproteobacteria приходилось около 5%. 

 

 Рис. 4.  Удельная численность прокариот разных доминирующих филумов 

(классов для протеобактерий). 
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Сравнивая полученные данные с описанными в литературе сведениями 

о структуре и составе микробных матов, в частности о доминировании и 

структурообразующей роли цианобактерий во всех типах матов [11, 12], 

можно заключить, что основная методика экстракции ДНК не позволяет по-

лучить одинаковый выход ДНК из всех групп микроорганизмов, присутст-

вующих в сообществе. Это, в частности, отражается в заниженной удельной 

численности цианопрокариот и представителей филума Bacteroidetes. Удель-

ная численность представителей филума Cyanobacteria при использовании 

модифицированной методики выделения ДНК оказалась в 10 раз выше, чем 

при использовании основной методики, что, вероятно, объясняется более 

эффективным разрушением плотной клеточной стенки цианобактерий под 

действием лизоцима. Кроме того, преобладание Bacteroidetes, выявленное в 

образце, приготовленном по модифицированной методике, характерно для 

микробного состава донных отложений и хорошо согласуется с результатами 

других исследований [13].  

Обнаружение среди доминирующих таксонов Alfaproteobacteria, пред-

ставленных пурпурными несерными бактериями порядка Rhodospirillales, и 

Gammaproteobacteria, представленных пурпурными серными бактериями 

Chromatiales, является закономерным. Присутствие этих групп бактерий, по-

лучающих энергию в процессе аноксигенного фотосинтеза, характерно для 

цианобактериальных матов различных локализаций. Обнаружение анаэроб-

ных нитчатых бактерий из филума Chloroflexi в высокой численности неуди-

вительно, в связи с наличием в бактериальных матах микрозон, резко разли-

чающихся по своим физико-химическим характеристикам, в частности, по 

наличию и концентрации кислорода [14].  

Таким образом, лишь с использованием модифицированной методики 

выделения ДНК в микробном мате устьевой части солоноватой р. Чернавка 

выявлены в качестве доминирующих ОТЕ, принадлежащие микроорганиз-

мам основных функциональных групп, осуществляющих процессы оксиген-

ного и аноксигенного фотосинтеза, деструкции органического вещества в 

аэробных и анаэробных условиях и других процессах, характерных для бак-

териальных матов.  

Следует отметить, что полученные результаты нельзя считать полно-

стью отражающими реальную структуру сообщества изученного мата. Иска-

жение может наблюдаться за счет неоднородности образца, в частности 
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слоистой структуры мата, находящегося на границе водной среды и грунта, 

наличия фрагментов донного осадка, к которым преципитируются микроор-

ганизмы. Поэтому в будущем для более полного и равномерного выделения 

ДНК из мата следует использовать протокол, включающий наиболее эффек-

тивный известный в настоящее время метод разрушения клеток, в частности 

механическую гомогенизацию. 

Заключение 

В результате проведенного исследования показано, что модификация 

метода химического лизиса, заключающаяся в использовании лизоцима, не 

изменяя данные по таксономическому составу сообщества, приводит к полу-

чению более близких к реальности данных по удельной численности отдель-

ных таксонов прокариот. Использование дополнительной обработки образца 

лизоцимом способствует более эффективному разрушению клеточных стенок 

прокариот, в частности цианобактерий, и экстракции ДНК из всех присутст-

вующих групп микроорганизмов в равной степени. Таким образом, для вы-

деления ДНК из образцов циано-бактериального мата предпочтительно ис-

пользовать модификацию метода химического лизиса с дополнительной об-

работкой  клеток лизоцимом или механической гомогенизацией для более 

полного разрушения клеточных стенок всех микроорганизмов сообщества.  

(Работа выполнена на базе Центра коллективного пользования научным  

оборудованием «Персистенция микроорганизмов» ИКВС УрО РАН и поддержана  

грантами РФФИ №№ 14-04-01796, 16-44-560316 р-а, 16-44-560234 р-а). 
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