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ного окисления липидов и повышение содержания низкомолекулярных антиоксидантов в крови 

больных после приема настойки лишайника в течении одного месяца. При коррекции настоем 

кладонии у всех больных на фоне нормализации уровня сахара в крови динамика лечения изменя-

лась в положительную сторону [7].  

На основании обзора литературных данных можно с уверенностью утверждать, что изучение 

продуктов метаболизма лишайников является важной задачей, так как позволяет найти новые 

формы борьбы с заболеваниями и различными бактериями. Поэтому требуются дальнейшие ис-

следования для расширения знаний применения продуктов метаболизма лишайников. 
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Введение. В настоящее время молекулярные методы анализа на основе ДНК становятся обыч-

ными способами обнаружения, идентификации и количественного определения микроорганизмов 

[1]. 

Выделение ДНК – необходимый шаг подготовки проб перед биохимическими и диагностиче-

скими процессами. Многие биохимические процессы, такие как амплификация, проведение об-

ратной транскрипции, гибридизация не могут быть выполнены непосредственно на биологических 

образцах без предварительного выделения и очистки нуклеиновой кислоты. 

Существует большое количество методов получения ДНК из бактерий, и в зависимости от по-

ставленной задачи нужно выбрать наиболее оптимальную методику [4]. 

Повсеместно распространенные в природной среде бактерии рода Bacillus, способные проду-

цировать во внешнюю среду широкий спектр биологически активных соединений, являются пер-

спективными объектами биотехнологии [2]. Установление точной таксономической принадлежно-

сти и наличие полной нуклеотидной последовательности генома этих микроорганизмов позволяет 

целенаправленно изменять их свойства для биотехнологического использования [3]. 

Целью работы: подбор оптимального способа экстракции тотальной ДНК из образцов бактерий 

рода Bacillus. 

Методика и объекты исследования. Исследования были проведены на базе отраслевой лабо-

ратории «ДНК и клеточных технологий в растениеводстве и животноводстве» биотехнологическо-

го факультета учреждения образования «Полесский государственный университет» (далее БТФ 

ПолесГУ). В качестве исследуемых объектов использовали бактерии рода Bacillus: Bacillus subtilis 

и Bacillus thuringiensis, выделенные из бактериальных препаратов Фитоспорин - М и Лепидоцид
тм

 

П на базе микробиологической лаборатории БТФ ПолесГУ.  
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Для культивирования микроорганизмов использовали жидкую питательную среду типа LB. 

Инкубировали при температуре 30°С в течении 72 ч [7]. 

Для выделения нуклеиновой кислоты использовали фенол-хлороформный метод выделения 

ДНК из бактериальных клеток (классический) [9] и модифицированную методику, преобразован-

ную во время эксперимента. ДНК выделяли из свежих культур на вторые сутки роста [6]. Во из-

бежание ошибочных заключений проведено 3-кратное повторение процедуры выделения ДНК 

каждой методикой. 

Точное измерение концентрации ДНК проводили по стандартной методике на спектрофото-

метре NanoDrop 1000, в диапазоне длин волн 220−350 нм.  

Результаты и их обсуждение. Для получения накопительной культуры нами был использован 

метод десятикратных разведений с последующим высевом на твердую питательную среду LB и 

культивированием в течении 72 ч [7]. Идентификацию видов проводили с помощью биохимиче-

ских тестов (окраска по Граму; каталазный тест и др.) и микроскопирования [5]. В результате уда-

лось выделить два чистых вида микроорганизмов: Bacillus subtilis и Bacillus thuringiensis. 

Для выделения ДНК мы применили и сравнили две методики: фенол-хлороформный метод вы-

деления ДНК (классический) [9] и модифицированную методику. 

В таблице приведены спектрофотометрические данные исследования чистоты и концентрации 

ДНК образцов, выделенных двумя способами. 

 

Таблица – Спектрофотометрические характеристики образцов ДНК  

 

Вид бактерии 

Классическая методика Модифицированная методика 

Концентрация 

ДНК, нг/мкл 
λ260/ λ280 

Концентрация 

ДНК, нг/мкл 
λ260/ λ280 

Bacillis subtilis 

68.5 1.55 132.4 2.08 

157.1 1.69 265.6 2.08 

86.2 1.63 223.5 2.06 

Bacillus thuringiensis 

102.9 2.27 338.6 2.06 

72.5 1.48 318.1 2.07 

87.6 1.60 353.5 2.07 

 

Применяя фенол-хлороформный метод выделения ДНК (классический) мы смогли получить 

ДНК удовлетворительной концентрации, но с низкой очисткой. 

В случае с модифицированной методикой, удалось выделить ДНК высокой концентрации с хо-

рошей степенью очистки. Наиболее высокая концентрация для Bacillis subtilis составила 265.6 

нг/мкл, для Bacillus thuringiensis составила 353.5 нг/мкл, при этом все образцы были с хорошей 

очисткой. 

В основе классического фенол-хлороформного метода лежит принцип разделения фаз раствора 

ДНК и фенол-хлороформной смеси и в удалении вместе с последней фазой белков и полисахари-

дов [10]. В классической методике фенол действует как эффективный депротеинизирующий агент, 

разрушающий клетки и денатурирующий белки. Для эффективного отделения высокомолекуляр-

ной ДНК сначала производится фенол-хлороформная экстракция, а затем две хлороформные экс-

тракции (CIA) для одновременного удаления белков, липидов и других органических примесей из 

раствора, содержащего нуклеиновые кислоты [9]. При отработке методики мы использовали водо-

насыщенный фенол без хлороформа, так как в литературных источниках рекомендуют этот реа-

гент на данном этапе при выделении ДНК из клеток, содержащих белок в значительных концен-

трациях [10].  

Во многих протоколах выделения нуклеиновых кислот применяют соли ацетата аммония, 

натрия, калия, так как они образуют комплекс с ДНК и осаждают ее. Нами был выбран ацетат ам-

мония, при использовании которого массовый выход ДНК больше и при промывании осадка спир-

том следов соли не остается. Хлорид натрия, в свою очередь, при плохой очистке образцов являет-

ся ингибитором процесса ПЦР [11].  

Выводы. Выделенная ДНК из бактерий рода Bacillus, с помощью модифицированной фенол-

хлороформной методики, отличается высокой очисткой и концентрацией. В дальнейшем данный 

протокол можно применять при работе с грамположительными бактериями. Негативным факто-

ром является использование токсичных веществ, которые вредны для здоровья человека. 
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В процессе метаболизма образуются соединения кислорода, которые нарушают обмен веществ, 

разрушают молекулярную организацию и структуру клетки. Роль антиоксидантов – связать и вы-

вести из организма свободные радикалы. Антиоксидантная активность – это индивидуальный кри-

терий, он может быть определен как сумма имеющихся эндогенных и экзогенных защитных меха-

низмов, обеспечивающих окислительный баланс. Антиоксидантной защитой обладают все живые 

системы, в том числе и природные грибы.  

Целью данного исследования было изучить воздействие брассиностероидов на антиоксидант-

ную активность базидиальных грибов. В качестве материала исследования использовали экстракт 

тела природного гриба, экстракты полученного в глубинной культуре мицелия грибов Stereum 

hirsutum и Pleurotus ostreatus, и их культуральную среду. Эпибрассиностроиды-24 (ЭБ-24) и го-

мобрассиностероиды-28  (ГБ-28) вносили в питательную картофельно-сахарозную среду из расче-

та  10
-9

 моль/л. 

Об антиоксидантной активности (AA) исследуемых материалов судили по их способности ин-

гибировать аутоокисление адреналина in vitro. Для этого к 2 мл 0,2М натрий-карбонатного буфера 

(рН  10,65, установленного добавлением к 0,2М раствору Na2CO3  сухого реактива NaHCO3) до-

бавляли 0,2 мл 0,1% раствора адреналина гидрохлорида, тщательно и быстро перемешивали, по-

мещали в спектрофотометр (Metertech SP8001)  и через 30 секунд определяли оптическую плот-

ность в течение 10 минут при длине волны 347 нм в кювете толщиной 10 мм (D1). Далее к 2 мл 

буфера (рН  10,65) добавляли 0,06 мл исследуемого экстракта и 0,2 мл 0,1% адреналина гидрохло-

рида, перемешивали и измерили оптическую плотность (D2).  Для исключения влияния собствен-

ной окраски экстрактов, которая поглощает определенную длину волны в видимой части спектра, 

в качестве контрольной пробы использовали забуференный раствор экстракта, без адреналина. 
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