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Аннотация. С целью повышения эффективности извлечения ДНК из грам-положительных стафило-
кокков был разработан модифицированный способ, основанный на ферментативном расщеплении 
клеточных стенок бактерий. В качестве объекта использовались клетки Staphylococcus aureus, клеточные 
стенки которого характеризуются повышенной устойчивостью к действию литических ферментов за 
счет большого количества пептидных сшивок в пептидогликановом слое. Для лизиса клеточных стенок 
стафилококка использовали известный фермент ― лизостафин, а в качестве модулятора лизиса ―  
высокомолеклярный хитозан. За счет поликатионных свойств хитозан связывается с компонента-
ми клеточных стенок бактерий, в том числе с отрицательно-заряженными тейхоевыми кислотами. 
Благодаря этому происходит два параллельных процесса ― высвобождение из комплекса с полиани-
онной кислотой собственных бактериальных автолизинов, а также уменьшение эффекта связывания 
с тейхоевыми кислотами добавляемого лизостафина. При добавлении высокомолекулярного хитоза-
на наблюдается усиление лизиса клеток Staphylococcus aureus лизостафином, которое фиксируется по 
резкому ускорению падения величины оптической плотности бактериальной культуры. Одновременно 
с этим уменьшается количество живых клеток в суспензии и увеличение выхода нуклеиновой кислоты. 
Использование хитозанового полимера при ферментативном лизисе клеточных стенок Staphylococcus 
aureus позволяет получить ДНК из минимального количества исходной биомассы с целью ее использо-
вания для полногеномного секвенирования по нанопоровой технологии.

Ключевые слова: хитозан, лизостафин, клеточная стенка бактерий, лизис клеточной стенки, выделение 
бактериальной ДНК
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Abstract. To improve the efficiency of DNA extraction from Gram-positive staphylococci, a modified method 
based on enzymatic digestion of bacterial cell walls was developed. Staphylococcus aureus cells were used as 
the test sample, as their cell walls are characterized by increased resistance to lytic enzymes due to the large 
number of peptide cross-links in the peptide glycan layer. A well-known enzyme, lysostaphin, was used to lyse 
the staphylococcal cell walls, and high-molecular-weight chitosan was used as a lysis modulator. Due to its 
polycationic properties, chitosan binds to bacterial cell wall components, including negatively charged teichoic 
acids. This results in two parallel processes: the release of the bacterial autolysins from the complex with 
polyanionic acid and a reduction in the binding effect of the added lysostaphin to teichoic acids. The addition 
of high-molecular-weight chitosan enhances Staphylococcus aureus cell lysis by lysostaphin, as evidenced by a 
sharp acceleration in the decline in the bacterial culture’s optical density. This is accompanied by a decrease in 
the number of viable cells in the suspension and an increase in nucleic acid yield. Using chitosan polymer in 
enzymatic lysis of Staphylococcus aureus cell walls allows DNA to be obtained from a minimal amount of initial 
biomass for use in whole-genome sequencing using nanopore technology. 
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Прогресс в области высокопроизводительных 
омиксных технологий является причиной того, 
что анализ генома и транскриптома, данные 
микробиома и экспресс-диагностика инфекци-
онных заболеваний на основе ДНК становятся 
важными инструментами в микробиологических 
исследованиях. Высокоэффективными методами 
секвенирования нуклеиновых кислот является ме-
тоды с использованием нанопоровой технологии, 
которая позволяет избежать стадий ПЦР-ампли-
фикации и химического мечения образца ДНК. 
Важной характеристикой метода является то, что 
возможно секвенирование неизвестного генети-
ческого материала, к которому невозможно или не 
нужно подбирать праймеры. Возможности метода 
включают сравнительно доступное генотипирова-
ние, быстрый анализ и отображение результатов 
в реальном времени. Степень успешности резуль-
татов этих анализов сильно зависит от надежного 
выделения высококачественных нуклеиновых кис-
лот (или иных внутриклеточных компонентов) из 
различных микроорганизмов [1]. Главным препят-
ствием для получения внутриклеточных компонен-
тов из бактерий становятся их клеточные стенки, 
которые демонстрируют значительные различия в 
химической структуре в зависимости от вида. Ис-
следования показали значительное разнообразие 
в тонкой структуре клеточных стенок бактерий и, 
следовательно, их различную чувствительность к 
антибиотикам и бактериолитикам [2]. Клеточные 
стенки бактерий родов Streptococcus и Staphylococcus 
являются одними из самых устойчивых к разруша-
ющему действию литических агентов, применяе-
мых для выделения из них нуклеиновых кислот, в 
особенности если требуется получать генетический 
материал с наименьшей степенью фрагментации 
[3]. Одними из наиболее важных компонентов кле-
точной стенки являются полисахаридные структу-
ры, включая пептидогликан, липополисахарид и 
внеклеточные полисахариды. Получение геномной 
ДНК или тотальной РНК из трудно поддающихся 
лизису бактерий может быть крайне неэффектив-
ным по сравнению с легко лизирующимися бакте-
риальными клетками.

В настоящее время существуют различные ме-
тоды лизиса бактерий: химические, ферментатив-
ные, механические или их комбинации. Основные 
области применения бактериолитических фермен-
тов связаны с извлечением нуклеиновых кислот 
из чувствительных бактерий и сферопластикой 
для трансформации клеток. Часто применяемый 
лизоцим способен расщеплять углеводные связи в 
муреине грамположительных бактерий, однако он 
практически не эффективен в отношении стафи-
лококков, для которых в связи с этим используют 
ферменты, расщепляющие многочисленные попе-
речно-сшивающие пентаглициновые мостики [4]. 
Существуют и бактериальные объекты, которые до 
сих пор представляют собой «крепкий орешек» для 

литического действия ферментов, такие как споры 
Bacillus и клетки Mycobacterium tuberculosis. Методы 
химического и механического лизиса могут быть 
эффективны для микроорганизмов с особо проч-
ными клеточными оболочками, но их применение 
имеет определенные ограничения, включая необ-
ходимость в специализированном оборудовании, 
различную эффективность экстракции, нагрев 
образцов, а самое главное ― высоковероятную 
деструкцию целевых клеточных продуктов, в осо-
бенности таких длинных линейных полимерных 
структур, как нуклеиновые кислоты.

В связи с этим совершенствование методов 
извлечения минимально деградированной ДНК 
из клеток бактерий посредством мягкого, но эф-
фективного разрушения клеточных стенок явля-
ется актуальной задачей. Одним из таких подходов 
является модификация ферментативного лизиса 
бактериальных клеточных стенок за счет исполь-
зования модуляторов, которые обладают антибак-
териальной активностью благодаря различным 
механизмам воздействия на микроорганизмы. В 
их число входят ряд антимикробных пептидов, а 
также пептидных антибиотиков, которые вызыва-
ют лизис клеточных стенок бактерий посредством 
активации собственных бактериальных эндолизи-
нов, содержащихся как в клеточной стенке, так и 
в цитоплазме [5]. Последнее возможно благодаря 
взаимодействию антимикробных пептидов с ци-
топлазматической мембраной и нарушением ее 
целостности и барьерных функций. 

В качестве альтернативы антибактериальным 
пептидам, получение которых требует значитель-
ных затрат, возможно использование непептидных 
модуляторов действия бактериолитических фер-
ментов. В качестве одного из таких модуляторов 
может служить аминополисахарид — олигохитозан 
[6]. Антибактериальные свойства данного соедине-
ния давно известны, однако благодаря значитель-
ному прогрессу в области получения олигомерных 
форм хитозана в последнее время стало возможным 
получение данных веществ с заданной химической 
структурой, которая значительно влияет на про-
явление им биологической активности [7, 8]. Из-
вестно, что олигохитозаны способны проникать во 
внутренние структуры клеток бактерий несмотря 
на то, что типичный размер пор в клеточных стен-
ках грамположительных бактерий не превышает 
8 нм [9]. Такое проникновение обусловлено тем, 
что положительно заряженный хитозан связыва-
ется с отрицательно заряженными структурами 
клеточных стенок — тейхоевыми кислотами, что 
способствует бесконтрольному высвобождению 
бактериальных автолизинов, которые начинают 
расщеплять муреин. Поскольку тейхоевые кис-
лоты пронизывают клеточную стенку от внешних 
ее слоев до внутренних, вплоть до цитоплазмати-
ческой мембраны, считается, что олигохитозаны 
достаточно легко поступают внутрь бактериальных 
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клеток, что способствует более эффективному раз-
рушению клеточных стенок в процессе антибакте-
риального действия [10].

Цель настоящей работы — оценка влияния 
хитозана в качестве модулятора лизиса бактериаль-
ных клеток при извлечении из них высокомолеку-
лярной ДНК.

МЕТОДИКА
Использовали высокомолекулярный хитозан 

краба со средневязкостной молекулярной массой 
(Mυ) 600000 Да и степенью дезацетилирования 85 %  
(ООО «Биопрогресс», Россия). Для приготовления 
рабочего раствора хитозан растворяли в 1,0 М  
растворе уксусной кислоты и осажадали 0,5 М 
гидроксидом натрия. Осадок отделяли центрифу-
гированием при 2000g, ресуспендировали в воде и 
растворяли, добавляя 0,1 М соляную кислоту. По-
сле полного растворения переосажденного хитоза-
на рН раствора доводили до 6,5 0,5 М гидроксидом 
натрия и стерилизовали в автоклаве в течение  
15 мин.

В работе использовали штамм Staphylococcus 
aureus ATCC 35591, который хранили в полужидком 
мясо-пептонном агаре (МПА), при 4 °C. Рабочие 
культуры бактерий хранили на МПА при 4 °С. Для 
приготовления 18-часовой культуры бактерий в 
колбу объемом 100 мл, содержащую 20 мл мясопеп-
тонного бульона (МПБ), добавляли 5 % (об./об.) 
суспензии бактериальной культуры и инкубирова-
ли на качалке (150 об./мин) при 37 °С.

Использовали лизостафин из S. staphylolyticus 
(Sigma, США), содержащий 60 % белка со специ-
фической активностью 500 Е/мг белка.

Оценку лизирующей активности лизостафина 
и влияние на этот процесс хитозана проводили 
в соответствии с модифицированным методом 
[11].  Количество фермента было подобрано та-
ким образом, чтобы в течение 30 мин оптическая 
плотность клеточной суспензии уменьшалась при-
мерно на одну треть от первоначального значения. 
В  лунки 96-луночного плоскодонного планшета 
вносили различные концентрации хитозана в 0,05 
M Na-фосфатном буфере, рН 7,4, приготовленные 
методом двойных разведений, и в каждую лунку 
добавляли в качестве субстрата суспензию живых 
клеток S. aureus, оптическая плотность (ОП) кото-
рых при 620 нм  была  в пределах 0,295–0,300 (8×107 
КОЕ/мл), и лизостафин до конечной концентра-
ции 1,0 Е/мл. Полученную смесь инкубировали в 
термошейкере «Elmi» ST-3 (Латвия) при 350 об./
мин и 37 °С. Оптическую плотность измеряли при 
620 нм на планшетном фотометре «Эфос» 9305 
(«Эконикс», Россия).

Количество живых клеток S. aureus подсчитыва-
ли после посева суспензии на чашки Петри с МПА 
и инкубации в течение 24 ч при 37 °С.

После ферментативной реакции суспензию 
бактерий центрифугировали для осаждения кле-
ток и крупных фрагментов клеточных стенок при 
15000 g и 8 °С в течение 15 мин. Раствор после 
центрифугирования использовали для выделения 
ДНК. Экстракцию ДНК проводили с помощью 
фенол-хлороформного метода. Концентрацию 
полученных нуклеиновых кислот определяли 
флюориметрическим методом на приборе Qubit 4 
(Thermo Fisher Scientific, США). Для оценки длины 
фрагментов ДНК проводили электрофорез в 0,8 % 
агарозном геле.

Опыты проводили в трехкратной повторно-
сти. Результаты статистически обрабатывали с 
помощью компьютерной программы Microsoft 
Office Excel. Данные представляли в виде среднего 
значения ± среднеквадратическое отклонение. 
Для оценки достоверности различий между ре-
зультатами в вариантах опыта использовали t-кри-
терий Стьюдента для множественных сравнений. 
Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез был принят за р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Ферментативная активность лизостафина опре-

делялась стандартным методом по изменению ОП 
суспензий живых или инактивированных клеток 
микроорганизмов или компонентов их клеточных 
стенок [12–14]. В настоящей работе в качестве 
субстрата лизостафина использовались живые 
клетки S. aureus. На рис. 1 приведены результаты 
влияния поликатиона на разрушение стафило-
кокковых клеток лизостафином. Из рис. 1 видно, 
что присутствие поликатиона усиливало действие 
лизостафина, поскольку ОП суспензии бактерий 
по сравнению с вариантом без добавления поли-
мера была ниже.  Степень снижения ОП зависела 
от концентрации полимера: в присутствии 0,39 
мкг/мл хитозана лизис клеток усиливался в не-
значительной мере, достигая масимума при его 
концентрации 3,1 мкг/мл. Дальнейшее увеличение 
концентрации хитозана не только было неэффек-
тивным, но даже приводило к повышению ОП, 
что может свидетельствовать об агрегации клеток 
поликатионом.

На рис. 2 представлены результаты влияния 
хитозана в концентрации 3,1 мкг/мл на количество 
живых клеток бактерий. Было установлено, что в 
результате инкубации суспензии живых клеток с 
хитозаном (25 мкг/мл) в течение 30 мин их коли-
чество снизилось до 3,1×108 КОЕ/мл, что состав-
ляло 56 % от контроля. При действии лизостафина 
количество живых клеток уменьшалось до 2,8×106 
КОЕ/мл, а при внесении 25 мкг/мл хитозана толь-
ко до 2,8×107 КОЕ/мл. Таким образом, сочетание 
лизостафина и полимера (в данной концентрации) 
существенно снижало количество живых клеток  
S. aureus.
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Рис. 1. Влияние хитозана на лизис клеток S. aureus 
в отсутствии и присутствии лизостафина: 1 ― хито-
зан, 2 ― хитозан + лизостафин. Верхняя пунктир-
ная линия – ОП бактериальной суспензии до добав-
ления лизостафина, нижняя ― после инкубации с 
лизостафином
Fig. 1. Effect of chitosan on S. aureus cell lysis in the 
absence and presence of lysostaphin: 1 ― chitosan,  
2 ― chitosan + lysostaphin. Upper dotted line ― OD 
of bacterial suspension before addition of lysostaphin,  
lower ― after incubation with lysostaphin

Рис. 2. Количество живых клеток S. aureus после дей-
ствия свободного лизостафина (1), хитозана 3,1 мкг/
мл (2) и их смеси (3), 4 ― контроль
Fig. 2. The number of living S. aureus cells after exposure 
to free lysostaphin (1), chitosan 3.1 μg/ml (2) and their 
mixture (3), 4 ― control

В табл. 1 представлены концентрации ДНК, 
которая была получена из надосадочной жидкости 
после инкубации суспензии клеток S. aureus с лизо-
стафином и с добавлением различного количества 
высокомолекулярного хитозана. Самое значитель-
ное уменьшение ОП суспензии (рис. 1) при концен-

трации хитозана 3,1 мкг/мл позволяло выделить из 
надосадочной жидкости максимальное количество 
ДНК — 37 нг/мкл через 30 мин инкубации (табл. 1).  
Дальнейшая инкубация позволяла получить до-
полнительное количество ДНК, но скорость уве-
личения концентрации выделенной нуклеиновой 
кислоты со временем значительно снижалась. При 
уменьшении концентрации хитозана в инкубаци-
онной смеси выход ДНК снижался и приближался 
к цифрам, близким к контролю с лизостафином 
без хитозанового полимера. Высокая концентра-
ция поликатиона в смеси (более 6 мкг/мл) препят-
ствовала выделению ДНК. По всей видимости это 
связано с эффектом сильной аггломерации клеток 
стафилококка и возникновением препятствий в 
связи с этим как действию фермента, так и выходу 
ДНК, которая также могла связываться с избытком 
хитозана в силу противоположности их зарядов.

Электрофорез полученной ДНК в геле позволил 
подтвердить зависимость концентрации нуклеи-
новой кислоты от количества хитозана в инкуба-
ционной смеси с лизостафином (рис. 3). Также в 
геле после электрофореза отчетливо наблюдалась 
бактериальная ДНК с длиной более 10 тыс. п.н. и 
незначительное количество более мелких фраг-
ментов. Это позволяет сделать вывод, что ДНК, 
выделенная из клеток стафилококка золотистого 
таким методом, имела длину, которая необходима 
для эффективного проведения последующего 
секвенирования на нанопоровом секвенаторе.

Рис. 3. Электрофорез ДНК, выделенный из S. aureus 
после воздействия лизостафина и хитозана (3,1 мкг/
мл): 1, 2 ― маркеры ДНК, 3 ― хитозан + лизоста-
фин (60 мин); 4 ― хитозан + лизостафин (45 мин); 
5 ― хитозан + лизостафин (30 мин); 6 ― хитозан + 
лизостафин (20 мин); 7 ― хитозан + лизостафин (15 
мин); 8 ― хитозан + лизостафин (10 мин); 9 ― хито-
зан + лизостафин (5 мин); 10 ― хитозан + лизостафин  
(0 мин)
Fig. 3. Electrophoresis of DNA isolated from S. aureus after 
exposure to lysostaphin and chitosan (3.1 μg/ml): 1, 2 ―  
DNA markers, 3 ― chitosan + lysostaphin (60 min); 4 ― 
chitosan + lysostaphin (45 min); 5 ― chitosan + lysostaphin 
(30 min); 6 ― chitosan + lysostaphin (20 min); 7 ― 
chitosan + lysostaphin (15 min); 8 ― chitosan + lysostaphin  
(10 min); 9 ― chitosan + lysostaphin (5 min); 10 ― 
 chitosan + lysostaphin (0 min)
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Таким образом, в настоящей работе было 
установлено, что высокомолекулярный хитозан 
может выступать как модулятор ферментативно-

го лизиса клеточных стенок стафилококков для 
получения бактериальной длинноцепочечной 
ДНК.

Таблица 1. Концентрация ДНК (нг/мкл) в зависимости от времени инкубации и концентрации хитозана

Table 1. DNA concentration (ng/µl) depending on incubation time and chitosan concentration

Время инкубации, мин
Концентрация хитозана, мкг/мл

0 0,39 3,1 6,2 12

0 0 0 0 0 0

5 2 2 3 1 0

10 6 6 9 5 2

15 11 12 25 7 1

20 17 18 31 12 1

30 23 25 37 16 2

45 25 27 39 17 2

60 27 30 42 18 2
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