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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА ВЫДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ДНК  

ИЗ НЕФТЯНЫХ ОБРАЗЦОВ 

1 ФГБУ «Детский научно-клинический центр инфекционных болезней Федерального медико-

биологического агентства», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия 
3 БУ ВО «Сургутский государственный университет», Сургут, Россия. 

Цель. Оптимизация метода выделения бактериальной ДНК из сложных образцов, 

таких как нефть, керн, шлам, буровой раствор. 

Материалы и методы. Для работы использовали 30 образцов нефти, керна, шлама, 

бурового раствора. Для сравнительного анализа были использованы пять методов выделе-

ния ДНК: колоночный метод с использованием набора FastDNATM SPIN Kit for Soil; метод 

с использованием магнитных частиц «Meta Soil» Raissoil; фенол-хлороформный метод; 

выделение набором «Meta Soil» Raissoil с заменой оригинальных буферов производителя 

на буферы из литературных данных; метод с использованием набора «RIBO-prep». 

Результаты. Более чем для 50% образцов наибольшую эффективность продемон-

стрировал метод выделения ДНК с набором «Meta Soil» Raissoil с заменой оригинальных 

буферов производителя на буферы из литературных данных. Однако для образцов нефти бо-

лее высокие значения концентраций ДНК получены при выделении фенол-хлороформным 

методом. Самым неподходящим методом для выделения ДНК из бактериальных культур 

нефтяных образцов оказался набор «RIBO-prep», у 15 образцов из 30 ДНК выделить не уда-

лось.  

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что метод выделения ДНК 

с набором «Meta Soil» Raissoil с заменой оригинальных буферов оказался достаточно эф-

фективным, вероятно, по причине введения дополнительного этапа по связыванию гуми-

новых кислот и других органических примесей. 

Ключевые слова: нефть, керн, шлам, буровой раствор, выделение ДНК, бактерии. 
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Aim. Optimization of the method of bacterial DNA extraction from complex samples such 

as oil, core, cuttings, drilling mud. 

Materials and methods. We used 30 samples of oil, core, cuttings, drilling mud. Five 

methods of DNA extraction were used for comparative analysis: column method using 

FastDNATM SPIN Kit for Soil; method using magnetic particles “Meta Soil” Raissoil; phenol-

chloroform method; extraction using “Meta Soil” Raissoil kit with replacement of original buff-

ers of the manufacturer with buffers from literature data; method using “RIBO-prep” kit. 

Results. For more than 50% of the samples the highest efficiency was demonstrated by 
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the method of DNA extraction with the kit “Meta Soil” Raissoil with replacement of the original 

buffers of the manufacturer with buffers from literature data. However, for the oil samples, high-

er values of DNA concentrations were obtained with the phenol-chloroform method. The most 

unsuitable method for DNA isolation from bacterial cultures of oil samples was the “RIBO-prep” 

kit, 15 out of 30 samples failed to isolate DNA. 

Conclusion. The obtained data indicate that the method of DNA extraction with the “Me-

ta Soil” Raissoil kit with the replacement of the original buffers was quite effective, probably due 

to the introduction of an additional step to bind humic acids and other organic impurities. 

Key words: oil, core, cuttings, drilling mud, DNA extraction, bacteria. 

 

Введение 

В настоящее время углеводородные биомаркеры широко используются 

для определения источника нефти и термической зрелости, оценки вертикаль-

ной и латеральной непрерывности пласта, прогнозирования распределения и 

качества нефти в коллекторах [1, 2]. По этой причине для решения прикладных 

задач нефтяной промышленности необходимо углублять понимание взаимо-

связи между нефтяными системами и микробиологическими объектами. 

Известно, что нефть и различные нефтяные образцы, такие как керн, 

шлам, буровой раствор являются неблагоприятной средой для жизни. Однако 

последние исследования доказали, что микроорганизмы некоторых таксонов, 

например: Brevundimonas, Acinetobacter, Propionibacterium, Bacillales, 

Sphingobium и Burkholderia, присутствуют в нефти и сопутствующих породах 

[3, 4]. Бактерии также были обнаружены в сырой нефти [5]. Кроме того, су-

ществуют микробы, устойчивые к экстремальным условиям – очень высоким 

и очень низким температурам. Например, в Японии бактерии были обнару-

жены в нефтяном месторождении с очень высокой температурой [6], а в  Ка-

наде – в мезотермальном нефтяном месторождении [7].  

Нефтяная среда представляет собой смесь гидрофильной и гидрофоб-

ной фаз. В одном из исследований в сырой нефти были обнаружены бактерии 

Archaea и бактерии-деструкторы углеводородов, а в водной фазе - микроор-

ганизмы Deltaproteobacteria [8]. Обнаружение живых организмов в нефти 

меняет наше представление о функциональных возможностях микроорганиз-

мов, поскольку нефть является высокогидрофобной средой [9].   

Известно также, что для нефтяных месторождений характерно наличие 

нескольких нефтеносных пластов разной глубины. Очевидно, что среда для 

микроорганизмов будет отличаться из-за изменения давления и температуры. 

То есть характеристики бактерий могут варьировать [10, 11]. 
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В нефтегазовой промышленности проблемы микробиологических ис-

следований встречаются в различных областях, таких как окисление или 

ухудшение проницаемости пласта, коррозия оборудования, снижение нефте-

отдачи и т.д. Совсем недавно различными исследовательскими группами бы-

ли разработаны и использованы технологии секвенирования для изучения 

микробиологии нефтяных пластов [12]. 

Одним из наиболее распространенных способов определения микробно-

го состава является метатаксономия, при которой определяется нуклеотидная 

последовательность маркерных генов (в частности, 16S рРНК) микроорганиз-

мов. Таксономический состав образцов в данном случае определяется на осно-

ве сходства последовательностей в имеющихся базах данных. Ген 16S рРНК 

используется в качестве маркера для бактерий и архей. В генах 16S есть так 

называемые гипервариабельные области, такие последовательности могут 

быть использованы для определения таксономического ранга, их фланкирую-

щие консервативные области могут служить мишенью для праймеров [13]. 

Полученные новые данные о микроорганизмах могут помочь в изуче-

нии естественного процесса биодеградации нефти, характеристике свойств 

нефти, а также быть полезны в процессах нефтедобычи. 

Стоит отметить, что на сегодняшний день не описаны эффективные ме-

тоды для выделения бактериальной ДНК из нефтяных образцов, что обуслов-

ливает актуальность исследования.  

Целью работы явилась оптимизация метода выделения ДНК из слож-

ных образцов, таких как нефть, керн, шлам, буровой раствор. 

Материалы и методы 

Для реализации настоящего исследования были получены 30 образцов 

нефти, керна, шлама, бурового раствора. 

Для проведения сравнительного анализа выбраны 5 вариантов выделе-

ния ДНК, некоторые из которых включали в себя комбинацию существующих 

методов выделения бактериальной ДНК: 

1. Колоночный метод с использованием набора FastDNATM SPIN Kit for Soil. 

2. Метод с использованием магнитных частиц «Meta Soil» Raissoil. 

3. Фенол-хлороформный метод.  

4. Выделение набором «Meta Soil» Raissoil с заменой оригинальных 

буферов производителя на буферы из литературных данных.  

5. Метод с использованием набора «RIBO-prep». 
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Перед началом работы с каждым из методов была проведена предвари-

тельная подготовка образцов с использованием изооктана. Это сделано для 

того, чтобы удалить из образцов гуминовые кислоты и органические веще-

ства, которые являются ингибиторами ДНК-полемеразы. Также стоит отме-

тить, что образцы нефти и бурового раствора представляют собой тягучую 

смесь. Образцы керна и шлама являются твердыми, поэтому были предвари-

тельно измельчены в порошок. 

Метод пробоподготовки образцов состоял из следующих этапов:  

1. В стерильных фальконах объемом 50 мл взвешивали суспензии об-

разцов керна, шлама, бурового раствора и нефти в количестве 20 грамм. 

2. В каждый фалькон с образцами добавляли изооктан массой 20 грамм. 

3. Каждый из образцов тщательно перемешивался. 

4. Образцы центрифугировали при +4 °C в течение 60 минут при мак-

симальных оборотах для разделения осадка и жидкой фазы. 

5. После центрифугирования надосадочную жидкость осторожно сли-

вали;  в осадке содержалась ДНК.  

6. В фальконы к осадку добавляли от 15 до 20 граммов изооктана для 

достижения одинаковой массы образцов. 

7. Каждый из образцов тщательно перемешивался. 

8. Образцы центрифугировали при +4 °C в течение 30 минут при мак-

симальных оборотах. 

9. Повтор шагов 5-8 до получения прозрачной надосадочной жидкости. 

Количество промывок каждого образца варьировалось от 5 до 17 раз. 

Затем отбирали осадок каждого из образцов в количестве до 1 грамма в 

зависимости от необходимого количества образца, описанного в протоколе 

производителя. Выделение бактериальной ДНК методами 1, 2, 5 были прове-

дены в соответствии с протоколами производителя. Выделение ДНК методом 

№3 было проведено в соответствии с исследованием по оптимизации протоко-

ла для выделения ДНК из различных почв и других гуминовых веществ [14].  

Для выделения ДНК методом №4 использовали протокол производите-

ля «Meta Soil» Raissoil, в котором был изменен состав буферов производите-

ля. Известно, что соли фосфата кальция образуют нерастворимые комплексы 

с гуминовыми кислотами [14]. В нефтяных образцах их достаточно много и 

для дополнительного удаления этих веществ в буфер для лизиса из набора 

«Meta Soil» Raissoil был добавлен раствор, содержащий фосфат в концентра-
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ции 1 М. В дальнейшем этапе был добавлен раствор соли CaCl2 с концентра-

цией 150мМ, образующий с фосфатами нерастворимые соли [15].  

Также известно, что катионный детергент CTAB при концентрации 

NaCl не более 600 мМ образует комплекс с молекулами ДНК, который легко 

осаждается при центрифугировании [14, 15]. Кроме того, использование дан-

ного раствора стабилизирует молекулы ДНК, делая их менее восприимчивы-

ми к различным соединениям, которые могут потенциально повредить нук-

леиновую кислоту [14]. Таким образом, метод №4 включает в себя сочетание 

методов 2, 3 и состоит из следующих этапов: 

Лизис. 

1. В пробирки объемом 2 мл помещали 150 мг полученного осадка. 

2. К каждой навеске добавляли 400 мкл деионизированной воды. 

3. К образцам добавляли 400 мкл лизирующего буфера (с заранее вне-

сенным раствором растворимой соли, содержащей фосфат-ион с конечной 

концентрацией фосфат-ионов в буфере 1М), 20 мкл Протеиназы К и стериль-

ные абразивные шарики. 

4. Пробирки помещали в гомогенизатор и встряхивали при максималь-

ной скорости 2 раза в течение 30 секунд. 

5. Пробирки инкубировали в термостате при температуре 56оС в тече-

ние 2 часов, периодически перемешивая. 

6. Капли сбрасывали с помощью кратковременного центрифугирования. 

7. Пробирки помещали на лед или в холодный штатив и инкубировали в 

течение 3 минут. В случае отсутствия охладительных элементов инкубировали 

при комнатной температуре в течение 10 минут до полного остывания смеси. 

Осаждение гуминовых кислот. 

1. В пробирку добавляли 500 мкл 150мМ раствора хлорида кальция и 

350 мкл связывающего буфера. 

2. Содержимое пробирок перемешивали, переворачивая их 8-10 раз. 

3. Инкубировали при комнатной температуре в течение 5 минут. 

4. Центрифугировали на максимальной скорости в течение 5 минут. 

5. Перенесили супернатант в новые пробирки. 

Осаждение ДНК из супернатанта.  

1. В пробирки добавляли равный объем раствора следующего состава: 

5% CTAB, 3% Triton X100, 50 мМ ЭДТА, и тщательно перемешивали.  

2. Инкубировали при комнатной температуре в течение 5 минут. 
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3.  Комплекс ДНК-CTAB осаждали центрифугированием в течение 5 

минут на максимальной скорости. 

4. Удалили супернатант из пробирок. 

5. К осадку добавляли 500 мкл раствора следующего состава: 400 мМ 

NaCl, 1.5% CTAB, 20 мМ ЭДТА, и инкубировали в течение 5 минут при ком-

натной температуре, периодически перемешивая. 

6. Осаждали центрифугированием в течение 5 мин на максимальной 

скорости. 

7. Удаляли супернатант. 

Освобождение ДНК. 

1. К осадку добавляли 400 мкл 1М раствора хлорида натрия и инкуби-

ровали при комнатной температуре, периодически интенсивно встряхивая. 

2. К раствору добавляли равный объем смеси хлороформа-изоамилового 

спирта (24:1), и после интенсивного встряхивания разделяли водную и органи-

ческую фазы центрифугированием на максимальной скорости в течение 5 мин.  

3. Переносили водную фазу в новую пробирку. 

Сорбция ДНК. 

1. В пробирки добавляли 50 мкл магнитных частиц и 240 мкл изопро-

панола; пробирки интенсивно перемешивали на вортексе. 

2. Инкубировали при комнатной температуре в течение 5 минут, перио-

дически перемешивая. 

3. Капли сбрасывали с помощью кратковременного центрифугирования. 

4. Инкубировали на магнитном штативе в течение 5 минут. 

5. Аккуратно, не задевая осадок частиц, удаляли супернатант. 

Далее следовали этапы из протокола «Meta Soil» Raissoil, начиная с 

этапа «Промывка НК». 

Результаты и обсуждение 

После проведения всех этапов выделения пятью методами каждого из 

30 образцов были измерены полученные концентрации ДНК, значения кото-

рых представлены в таблице 1. 

Из полученных данных видно, что для более чем 50% образцов 

наибольшую эффективность продемонстрировал метод №4. Однако для об-

разцов нефти (№№ 15 и 30) более высокие значения концентраций ДНК по-

лучены при выделении фенол-хлороформным методом. Самым неподходя-

щим методом для выделения ДНК из бактериальных культур нефтяных об-
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разцов оказался набор «RIBO-prep», у 15 образцов из 30 ДНК выделить не 

удалось. 

Таблица 1 ₋Сравнение концентраций ДНК, выделенной различными методами 

№ Образец* 
Метод 1, 

C, нг/мкл 

Метод 2, 

C, нг/мкл 

Метод 3, 

C, нг/мкл 

Метод 4, 

C, нг/мкл 

Метод 5, 

C, нг/мкл 

1 842 c 0,02 0,71 2,1 0,29 0 

2 776 c 0,345 0,36 1,08 0,33 0 

3 840,2 c 0,09 0,81 0,8 0,129 0 

4 774 s 0,123 0,87 0,56 2,14 0,004 

5 815,5 c 0 0,94 1,56 0,155 0,03 

6 802,24 c 0 0,32 0 1,34 0,001 

7 816,5 c 0,01 0,44 0 1,22 0 

8 815 s 0,01 0,31 0,002 1,05 0,2 

9 550 s 0 0,20 0 0,77 0,05 

10 410 s 0,9 0,94 0,02 0,56 0 

11 730 d 0 0,92 0 0,55 0 

12 775 s 0,45 0,47 0,34 3,92 0 

13 827,5 s 0,23 0,90 0,3 0,9 0 

14 776 s 0,12 0,86 0,4 0,547 0,04 

15 17 o 0,02 0,29 1,89 0,36 0,025 

16 820 s 0,78 0,77 1,2 1,65 0 

17 831,2 c 0,07 0,12 1,5 3,31 0,002 

18 809,5 c 0,87 0,29 0 0,234 0 

19 817,5 c 0 0,55 0 2,05 0 

20 610 c 0 0,78 0,06 0,127 0,03 

21 818,5 c 0 0,46 0,06 0,21 0,02 

22 837,2 c 0,01 0,47 0 2,1 0 

23 778,5 c 0,02 0,31 0,1 3,85 0,02 

24 828,2 c 0 0,68 0,05 0,88 0,45 

25 826,5 c 0,34 0,18 0,143 0,94 0 

26 802 c 0 0,28 0,002 1,34 0,33 

27 830,2 c 0,88 0,38 0,003 2,8 0,03 

28 819,5 c 0 0,78 0,043 1,09 0,2 

29 360 d 0 0,44 0,78 1,9 0 

30 118 o 0 0,88 1 0,76 0 

Примечание: * - «s» -шлам; «d» - буровой раствор; «c» - керн; «о» - нефть. 

 

Можно предположить, что метод № 4 оказался достаточно действенным 

из-за введения дополнительного этапа по связыванию гуминовых кислот и 

других органических примесей.  
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Заключение  

Нефтяные образцы являются крайне сложными для молекулярно-

генетических исследований. Первостепенной причиной является то, что ра-

бота с данными образцами на первом этапе затруднена большим количеством 

загрязнений, что не допустимо в генетической лаборатории. Поэтому нами 

также рекомендуется отделить зону первичной пробоподготовки образцов.  

От качества полученной ДНК после этапа выделения зависят последу-

ющие результаты определения биологического разнообразия нефтяных ме-

сторождений. Поэтому работы по оптимизации протоколов выделения ДНК 

из нефти и сопутствующих пород остаются крайне актуальными.  

В результате выполненного исследования был проведен сравнительный 

анализ полученных значений концентраций ДНК, выделенных известными и 

наиболее распространенными методами на сегодняшний день, и оптимизиро-

ван протокол выделения ДНК из нефти и сопутствующих пород.  

(Работа выполнена при поддержке Российского Фонда  

Научно-Технологического Развития Югры - грант № 2023-568-05).  
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