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ОПТИМИЗАЦИЯ ПАРАМЕТРОВ ВЫДЕЛЕНИЯ ГЕНОМНОЙ ДНК
БАКТЕРИЙ

Аменов А.А.

Первым и одним из основных этапов анализа нуклеотидной
последовательности бактерий, является выделение ДНК. От выбранного способа
и как следствие от качества и количества целевого продукта, зависит успешность
дальнейших ферментативных реакций и результативность анализа.

Целью нашей работы было проведения сравнительных испытаний
способов выделения геномной ДНК из бактерий с помощью коммерческого
набора Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit и упрощенной
методикой с помощью ТЕ-буфера.

Метод выделения ДНК с помощью набора GeneJЕТ основаны на сорбции
ДНК в специальных микроколонках с запрессованным в них сорбентом (диоксид
кремния). Метод основан на сорбционной экстракции – методика, в основе
которой лежит избирательная сорбция на поверхности силики (мембрана) в
присутствие хаотропной соли (NaI). Ингибиторы и другие компоненты
исследуемого материала остаются в растворе. С помощью центрифугирования
ДНК сорбируются на мембране, а супернатант c ингибиторами ПЦР удаляется.
Серия последующих отмывок обеспечивает получение высокоочищенного
препарата ДНК. Не смотря на определенные достоинства, следует отметить, что
при  малых количествах исследуемого материала, возможна потеря ДНК в самом
сорбенте. Также следует отметить относительно высокую стоимость данного
набора (затраты на выделение 1 пробы составляют примерно 850 тг).

Принцип упрощенного метода состоит в том, что исследуемый образец
помещается в пробирку с ТЕ-буфером благодаря составу которого (Tris и ЭДТА)
происходит разрыхление наружной мембраны бактерий, ингибирование
дезоксирибонуклеазы, денатурация белка.  В результате последующей
термической обработки происходит деструкция клеточных мембран, вирусных
оболочек и других биополимерных комплексов и высвобождение ДНК. С
помощью последующего центрифугирования нерастворимые компоненты
осаждаются на дне пробирки, а надосадочная жидкость (супернатант),
содержащая ДНК, используется для проведения ПЦР. Недостаток в том, что в
процессе выделения ДНК,  длинные молекулы подвергаются разрушению.

В результате проведенной работы, с применением обоих методик было
выделено ДНК 19 штаммов бактерий. Качество геномной ДНК контролировали с
помощью электрофореза в 1,5% агарозном геле. Концентрацию ДНК определяли
спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра
BioPhotometer plus (Eppendorf). ПЦР фрагментов ДНК протяженностью около
800 п.н. проводили с универсальными праймерами 8f 5’–
AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и 806R- 5’. ПЦР продукты очищали от остатков



олигонуклеотидов методом дефосфолирирования с помощью щелочной
фосфатазы (SAP – shrimp alkaline phosphatase) и эндонуклеазы I типа. Реакцию
секвенирование проводили с применением набора реагентов для циклического
секвенирования с использованием красителей-терминаторов CEQ WellRED
(CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit) согласно инструкции производителя,
с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом
анализаторе CEQ 8000 (Beсkman Coulter). Нуклеотидные последовательности,
полученные, с применением прямого и обратного праймеров были
проанализированы и объединены в общую последовательность, используя
программное обеспечение SeqMan (DNASTAR). Полученные нуклеотидные
последовательности 16S rRNA гена были идентифицированы относительно
доступных нуклеотидных последовательностей депонированных в базах данных
Gene Bank (www.ncbi.nih.gov), используя алгоритм BLAST. Нуклеотидные
последовательности были использованы для построения филогенетических
деревьев с референтными нуклеотидными последовательностями используя
программное обеспечение Mega 5.0. Для выравнивания использовали алгоритм
ClustalW, а для построения древ метода присоединения ближайших соседей
(Neiighbor-Joining NJ).

В большей степени данная методика подходит для молекулярно-
генетических исследований, когда требуется лишь качественный анализ, а не
определение наличия целевой последовательности инфекционного агента с
максимальной чувствительностью.
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