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(57) Реферат:

Изобретение относится к области
молекулярной биологии, а именно к способу
выделения и очистки дезоксирибонуклеиновых
кислот (ДНК) из образцов тканей растений, а
также продуктов переработки растительного и
животного происхождения. Возможно
использование изобретения в медицине,
биотехнологии, осуществлении санитарно-
эпидемиологического контроля. Способ
выделения и очистки ДНК основан на том, что
образец подвергают лизису в буфере на основе
анионного детергента (SDS), лизат подвергают
очистке и дезоксирибонуклеиновую осаждают
этанолом или изопропанолом. Очистку лизата
проводят суспензией детонационного
наноалмаза, избирательно сорбирующим

примеси ненуклеиновой природы.
Детонационный наноалмаз предварительно
отжигают в температурном интервале 400-
700°С в вакууме 10‐2-10‐3 Торр. Полученный
раствор ДНК содержит как короткие, так и
длинные фрагменты. Предлагаемый способ
выделения и очистки ДНК позволяет избежать
использования таких высокотоксичных
соединений, как фенол и хлороформ.
Предотвращается загрязнение полученной
ДНК химически активными веществами. При
случайном попадании детонационного
наноалмаза в конечный раствор полимеразная
цепная реакция не блокируется, при этом
имеется возможность отделить нерастворимый
осадок детонационного наноалмаза от
раствора ДНК. 3 ил, 1 табл.
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(54) METHOD OF ISOLATION AND PURIFICATION OF DEOXYRIBONUCLEIC ACIDS
(57) Abstract: 

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: sample is subjected to lysis in

buffer on the basis of anionic detergent (SDS),
lysate is subjected to purification and
deoxyribonucleic acid is precipitated with ethanol or
isopropanol. Lysate purification is performed by
means of detonation nanodiamond, selectively
sorbing mixtures of non-nuclear nature. Detonation
nanodiamond is preliminarily burnt at temperature
interval 400-700°C in vacuum 10‐2-10‐3 Torr.

Obtained DNA solution contains both short and long
fragments. Claimed method of isolation and
purification of DNA allows to avoid application of
such highly toxic compounds as phenol or
chloroform. Contamination of obtained DNA with
chemically active substances is prevented.

EFFECT: in case of accidental contact of
detonation nanodiamond with final solution,
polymerase chain reaction is not blocked, it is
possible to separate non-soluble of detonation
nanodiamond sediment from DNA solution.

3 dwg, 1 tbl, 4 ex
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Изобретение относится к области молекулярной биологии, а именно к способу
выделения и очистки дезоксирибонуклеиновых кислот из образцов тканей растений, а
также продуктов переработки растительного и животного происхождения. Возможно
использование изобретения в медицине, биотехнологии, при осуществлении санитарно-
эпидемиологического контроля.

Выделение и очистка дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) из фрагментов
органов растений и продуктов переработки сырья растительного и животного
происхождения с целью проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) является
одной из основных задач молекулярной биологии. В настоящее время используются
следующие способы выделения ДНК.

Известен способ выделения ДНК из растительных тканей с использованием
лизирующего буфера, последующей очисткой смесью хлороформа и изоамилового
спирта и осаждением изопропанолом [1]. Способ заключается в том, что 100 мг
фрагмента растения лизируют в 400 мкл буферного раствора (2% СТАВ, 1.4М NaCI, 20
мМ EDTA, 100 мМ TrisHCI), после добавления 10 мкл РНКазы инкубируют при 65°C в
течение 60 мин. После этого проводят двукратную промывку лизата 400 мкл смеси
хлороформа и изоамилового спирта (92:8) с промежуточным центрифугированием и
переносом супернатанта в чистую пробирку. Далее проводят осаждение ДНК в
присутствии 350 мкл изопропанола, центрифугирование и удаление супернатанта.
Осадок ДНК промывают 400 мкл 70% этанола, сушат в течение 60 мин при комнатной
температуре.

Недостатком данного способа является продолжительность выделения ДНК
(более 2 часов), необходимость использования высокотоксичных летучих веществ
(хлороформа и изоамилового спирта), низкое качество ДНК при высоком содержании
блокирующих ПЦР веществ (хлорофилла, танинов), многостадийность способа.

Известен способ выделения и очистки ДНК, основанный на адсорбции
нуклеиновых кислот на твердом сорбенте [2]. Образец смешивают с буферным
раствором на основе хоатропного агента. Нуклеиновую кислоту сорбируют на
стекловолокнистом сорбенте, предварительно обработанном 0,1-7% раствором
плавиковой кислоты в течение 1-6 часов. В дальнейшем проводят отмывку сорбента
от полимерных составляющих ненуклеиновой природы. Элюцию ДНК проводят
буферным раствором или дистиллированной водой.

Недостатком данного способа является зависимость количества выделенной ДНК
от объема сорбента (2,3 мкг ДНК на 1 мг сорбента), снижение выхода ДНК в
результате необратимой адсорбции и потерей в результате отмывки сорбента.

Известен способ выделения и очистки ДНК, основанный на адсорбции
нуклеиновых кислот на твердом сорбенте [3]. Нуклеиновую кислоту сорбируют на
аэросиле (А-300) при нужной концентрации хаотропного агента путем добавления к
пробе аэросила до конечной концентрации от 0,3 до 0,6%, смесь инкубируют 1-2 мин,
аэросил с сорбированной НК осаждают центрифугированием, промывают 80%-ным
изопропанолом. ДНК элюируют водой или буфером с низким содержанием солей.

Недостатком данного метода является трудоемкость, повреждение ДНК при
большой концентрации, связанное с необходимостью проведения механического
ресуспендирования сорбента во время отмывки ДНК, снижение выхода ДНК в
результате необратимой адсорбции.

Из известных технических решений наиболее близким (прототипом) по назначению
и технической сущности к заявляемому объекту является SDS-метод выделения
ДНК [4] с использованием лизирующего буфера на основе додецилсульфата
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натрия (SDS). Примерно 2 см2 листьев растений положили в 1,5 мл пробирку,
добавляли 400 мкл экстрактионного буфера ((200 мМ Tris-НС1, 250 мМ NaCl, 25
мМ EDTA, 0,5% SDS, рН 7,5) 10 мкл РНКазы и инкубировали 15 мин при
температуре 65°C. Далее добавляли 200 мкл 5М ацетата калия, перемешивали и на 10
мин ставили в ледяную воду. После 15 мин центрифугирования при максимальном
ускорении 500 мкл верхней фазы переносили в новую пробирку. Добавляли 400 мкл
очистительного раствора (92% хлороформа и 8% изоамилового спирта), 1 мин
центрифугировали при 12000 g. Верхнюю фазу переносили в чистую пробирку и
повторяли промывку раствором на основе хлороформа и изоамилового спирта. ДНК
осаждали 500 мкл изопропанола, 10 мин центрифугировали при 12000 g.
Надосадочную жидкость удаляли, осадок промывали в 70% этаноле. Этанол удаляют;
осадок ДНК просушивают в течение 1 часа при комнатной температуре и растворяют
в 100 мкл дистиллированной воды или ТЕ-буфера.

Прототип имеет следующие недостатки, устраняемые заявляемым изобретением.
Многостадийность метода, необходимость задействования 4-х пробирок в каждом

выделении и, соответственно, 3-кратного переноса раствора ДНК, в результате чего
происходит механическое повреждение молекул при прохождении через наконечник
пипетки.

Необходимость работы с токсичными веществами - хлороформом и изоамиловым
спиртом - наносит вред здоровью исследователя и налагает ограничение на широкое
использование метода.

Часто невозможно полностью очистить ДНК от хлорофилла и других пигментов, в
результате чего происходит ингибирование ПЦР, сокращается срок хранения
выделенной ДНК.

Сущность способа выделения и очистки ДНК заключается в том, что, в отличие от
прототипа, очистку биологического раствора после лизиса образца в буфере на основе
анионного детергента (например, додецил сульфата натрия - SDS) проводят
суспензией предварительно отожженного в вакууме детонационного наноалмаза,
являющегося гидрофильным сорбентом со слабым положительным зарядом и сильно
развитой удельной поверхностью. В результате из раствора удаляются примеси,
ингибирующие полимеразную цепную реакцию - пептиды, пигменты, танины, липиды.
Последующее центрифугирование раствора позволяет разделить детонационный
наноалмаз с адсорбированными примесями и супернатант, содержащий ДНК. Далее
ДНК осаждают спиртом (изопропанолом или этанолом) и растворяют в
дистиллированной воде.

Осуществление способа выделения и очистки ДНК достигается следующим образом.
Предварительно проводят подготовку суспензии 30 мг отожженного в течение 1-2

часа в вакууме (10‐2 - 10‐3 Торр) при температуре 300-700°C детонационного
наноалмаза в 100 мкл буферного раствора (200 мМ Tris-HCl, 250 мМ NaCl, 25
мМ EDTA, 0,5% SDS, pH 7,5).

Лизис 50 мг образца тканей растений или продукта на основе сырья растительного
или животного происхождения проводят в 400-500 мкл буферного раствора с
добавлением 10 мкл рибонуклеазы в течение 15-20 мин при температуре 65°C в 1,5 мл
пробирке. Полученный лизат центрифугируют при ускорении 12000 g в течение 2 мин.
Надосадочную жидкость в объеме 300-400 мкл (в зависимости от влажности образца
тканей) переносят в чистую 1,5 мл пробирку.

Очистку 300-400 мкл полученного биологического раствора проводят добавляя
суспензию до конечной концентрации детонационного наноалмаза 5-10% и
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перемешивают в течение 1 мин. После этого добавляют 200 мкл 5М ацетата калия или
натрия, перемешивают 1 мин и охлаждают до температуры 0°C в течение 10 мин.

Разделение смеси проводят центрифугированием в течение 5-10 мин при 12000 g.
Супернатант, содержащий ДНК, переносят в чистую 1,5 мл пробирку. В результате из
раствора удаляются примеси ингибирующие полимеразную цепную реакцию -
пептиды, пигменты, танины, низкомолекулярные соединения.

Из подготовленного раствора ДНК осаждают 1 мл 96% этанола или 400 мкл
изопропанола, центрифугируют 2-3 мин при ускорении 12000 g, надосадочную
жидкость удаляют.

Осадок промывают в 70% этаноле, сушат в открытой пробирке 2 мин при
температуре 65°C и растворяют в 100 мкл бидистиллированной воды.

Пример 1
Для выявления оптимальных условий предварительной подготовки сорбента

проводят прокаливание 6 образцов детонационного наноалмаза (ТУ 84-112-87,
производство ФНПЦ «Алтай») в вакууме (10‐2 Toрр) при температуре от 300°C до
700°C в течение 1 часа.

Выделение ДНК производят из 6-и проб 50 мг живых тканей листа Allium sativum L.
Предварительно проводят подготовку суспензии на каждую пробу 30 мг
детонационного наноалмаза в 100 мкл буферного раствора (200 мМ Tris-HCl, 250
мМ NaCl, 25 мМ EDTA, 0,5% SDS, pH 7,5).

Лизис 6 одинаковых образцов тканей растений проводят в 400 мкл буферного
раствора с добавлением 10 мкл РНКазы в течение 15 мин при температуре 65°C в 1,5
мл пробирках. Полученный лизат центрифугируют 2 мин при 12000 g. Надосадочную
жидкость переносят в чистые 1,5 мл пробирки.

Очистку полученного биологического раствора проводят введением суспензии
детонационного наноалмаза и затем перемешивают в течение 1 мин
переворачиванием пробирок. Очистку проб проводят различно подготовленными
детонационными наноалмазами в следующей комбинации:

проба №1 - предварительный отжиг наноалмазов при 300°C;
проба №2 - предварительный отжиг наноалмазов при 400°C;
проба №3 - предварительный отжиг наноалмазов при 500°C;
проба №4 - предварительный отжиг наноалмазов при 600°C;
проба №5 - предварительный отжиг наноалмазов при 700°C.
После этого добавляют 200 мкл 5М ацетата натрия и охлаждают до температуры

0°C в течение 10 мин.
Разделение смеси проводят центрифугированием в течение 10 мин при 12000 g.

Супернатант, содержащий ДНК, переносят в чистую 1,5 мл пробирку. Из раствора
ДНК осаждают 400 мкл изопропанола.

Осадок промывают в 70% этаноле и растворяют в 100 мкл бидистиллированной
воды.

В итоге было получено 6 образцов раствора ДНК, качество которых проверяют
спектрофотометрически, результаты измерений представлены в таблице 1.
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Соотношение угасания на длинах волн ДНК и белка (OD2 6 0/OD2 8 0) для очень
чистой ДНК имеет диапазон от 1,7-1,8 и выше. Таким образом, максимальное
выделение ДНК (OD2 6 0/OD2 8 0=2,1) получают при прокаливании детонационного
наноалмаза при 500°C в течение 1 часа, наилучшее качество - при прокаливании
детонационного наноалмаза в температурном интервале от 400 до 700°C в течение 1
часа.

Пример 2
Для оценки качества ДНК проводят выделение из засушенных и хранившихся в

течение 5 лет листьев Hedysarum neglectum Ledeb. с подготовкой 6 образцов
детонационного наноалмаза аналогично примеру 1, за исключением того, что лизис
проводят в течение 40 мин. В результате получают 6 образцов ДНК в зависимости от
температуры подготовки детонационного алмаза. Длину полученных фрагментов
ДНК оценивают постановкой электрофореза в 1% агарозном геле в течение 3 ч при
напряжении 2,5 В/см, используя для оценки длины эталона 100 bp (базовых пар
нуклеотидов) маркер молекулярного веса. После окрашивания геля раствором
бромида этидия ДНК фотографируют в УФ-излучении 312 нм (Фиг.1). Выявляют
стабильность длины фрагментов выделенной ДНК вне зависимости от условий
подготовки детонационного наноалмаза. Наибольшее содержание ДНК выявляют по
свечению для образца №3, что соответствует температуре подготовки детонационного
наноалмаза 500°C.

Пример 3
Для подбора RAPD-праймеров и выявления видоспецифичных маркеров проводят

выделение ДНК из 30 мг листьев Papaver somniferum L. и Papaver orientale Bieb.
Лизис двух образцов тканей разных видов растений проводят в 500 мкл буферного

раствора с добавлением 10 мкл РНКазы в течение 30 мин при температуре 65°C в 1,5
мл пробирках. Полученный лизат центрифугируют 2 мин при 12000 g. Надосадочную
жидкость переносят в чистые 1,5 мл пробирки.

Очистку полученного биологического раствора, проводят введением в каждую
пробу суспензии 100 мкл буфера и 30 мг детонационного наноалмаза предварительно
отожженного при 450°C в течение 2 часов в вакууме (10‐3 Toрр). После этого
добавляют 200 мкл 5М ацетата натрия и охлаждают в морозильной камере в
течение 10 мин.

Разделение смеси проводят центрифугированием в течение 5 мин при 12000 g.
Супернатант, содержащий ДНК, переносят в чистую 1,5 мл пробирку. Из раствора
ДНК осаждают 800 мкл 96% этанола. После центрифугирования надосадочную
жидкость сливают, и после сушки осадок ДНК растворяют в 100 мкл
бидистиллированной воды.

Амплификацию проводили с коммерческими RAPD-праймеами.

Ñòð.:  7

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 400 537 C2

Амплифицированную ДНК разгоняют на агарозном 1,5% геле при 5 В/см в течение 2,5
часов параллельно с маркером молекулярного веса. Гель окрашивают раствором
бромида этидия и визуализируют в УФ-излучении (Фиг.2). По фотографии геля
выявляют различия в паттернах образцов S и O, что соответствует различию геномов
двух видов.

Данный пример подтверждает возможность использования выделенной с помощью
разработанного метода ДНК для решения задач типификации и молекулярной
систематики растений с помощью RAPD-метода.

Пример 4
Выделение ДНК производят из свежевысушенных листьев Hedysamm theinum

Krasnob, аналогично примеру 3, полученную ДНК используют для амплификации ITS
1-фрагмента в термальном цикл ере BioRad с помощью ПЦР-набора «Медиген».
Использовали праймеры:

ITS-1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'),
ITS-2 (5'-GCTGCGTTCTTCАТСGATGC-3').
Амплифицированную ДНК разгоняют на агарозном 1,5% геле при 5 В/см в

течение 2,5 часов параллельно с маркером молекулярного веса и контрольной пробой.
Гель окрашивают раствором бромида этидия и визуализируют в УФ-излучении
(Фиг.3). Выявляют амплифицированный участок ДНК (паттерны №1 и №3) длиной
около 700 bp. Впоследствии амплифицированный участок очищают из геля с
использованием набора NucleoSpin и секвенируют. Расшифрованная
последовательность амплифицированного участка сравнивают с сиквенсом ITS 1-
фрагментом других видов рода Hedysarum, взятых из свободно доступных Интернет-
баз данных. Таким образом, нуклеотидная последовательность ДНК, в случае
выделения указанным способом, не нарушается и молекула ДНК не модифицируется.
Данный пример подтверждает возможность использования полученной с помощью
разработанного метода ДНК для расшифровки ее последовательности методом
секвенирования.

Предлагаемый способ выделения и очистки ДНК позволяет избежать
использования таких высокотоксичных соединений как фенол и хлороформ.
Полученный таким способом раствор ДНК содержит как короткие, так и длинные
фрагменты. Предотвращается загрязнение полученной ДНК химически активными
веществами. Благодаря характерной черной окраске детонационного наноалмаза
облегчается процесс разделения фракций - после центрифугирования отчетливо видна
граница разделения фаз. При случайном попадании детонационного наноалмаза в
конечный раствор полимеразная цепная реакция не блокируется, при этом имеется
возможность отделить нерастворимый осадок детонационного наноалмаза от
раствора ДНК. Ввиду постоянства размеров наночастиц детонационного наноалмаза,
вне зависимости от условий синтеза сохраняется стабильность величины
адсорбционной емкости очистительной суспензии.
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Формула изобретения
Способ выделения и очистки дезоксирибонуклеиновых кислот, заключающийся в

том, что после лизиса образца в буфере на основе анионного детергента проводят
очистку раствора и ДНК осаждают спиртом, отличающийся тем, что для очистки
раствора используют суспензию детонационного наноалмаза до конечной
концентрации от 5 до 10% при рН 7,5, предварительно отожженного при температуре
от +400° до +700°С в вакууме от 10‐2 до 10‐3 Торр, затем добавляют ацетат калия или
натрия, перемешивают, охлаждают смесь при 0°С, центрифугируют и разделяют
детонационный наноалмаз, сорбирующий вещества ненуклеиновой природы, и
супернатант, содержащий ДНК.
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