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Выделение высококачественной ДНК из тканей древесных растений, таких как дуб черешчатый (Quercus 

robur L.) и сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.), затруднено из-за высокого содержания вторичных метаболи-

тов (полифенолов, полисахаридов), которые коэкстрагируются с нуклеиновыми кислотами и ингибируют после-

дующие молекулярно-генетические анализы. 

Целью данной работы являлась сравнительная оценка эффективности различных методов выделения ДНК 

(модифицированного CTAB-протокола, CTAB-протокола с доочисткой и двух коммерческих наборов: SKYSuper 

Plant Genomic DNA Kit и D-Plants) для получения препаратов, пригодных для дальнейших исследований. 

Качество препаратов ДНК оценивали спектрофотометрически по соотношениям оптических плотностей 

A260/A280 (для оценки чистоты от белков) и A260/A230 (для оценки чистоты от полисахаридов и полифенолов), 

электрофоретически (для визуализации целостности ДНК и наличия примесей) и количественно. Функциональ-

ную пригодность проверяли с помощью ПЦР-амплификации. 

Для хвои сосны обыкновенной набор D-Plants продемонстрировал стабильно высокое качество препаратов 

(A260/A280 = 1.87 ± 0.33; A260/A230 = 1.95 ± 0.09) и 100% эффективность ПЦР. Набор SKYSuper показал 

наибольший выход ДНК, но признаки деградации (A260/A280 > 2.0) и низкую эффективность ПЦР (<50%). Клас-

сический CTAB-метод оказался самым экономичным, но требовал обязательной дополнительной очистки от по-

лисахаридов. Для листьев дуба черешчатого только набор D-Plants позволил получить ПЦР-пригодную ДНК 

(80% эффективность), однако выход был крайне низким (0.15 мкг), что обусловило высокую стоимость получе-

ния 1 мкг ДНК. Остальные методы, включая CTAB с доочисткой, не позволили получить функциональный пре-

парат (0% эффективность ПЦР). 

Набор D-Plants является оптимальным решением для задач, требующих высокого качества ДНК (ПЦР, 

секвенирование) для сосны. Для массового скрининга сосны предпочтительнее классический CTAB-метод с по-

следующей очисткой. Для дуба черешчатого ни один из методов не показал удовлетворительного результата, что 

указывает на необходимость применения специализированных протоколов, включающих этапы предваритель-

ной обработки PVP. 
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Abstract 

The extraction of high-quality DNA from tissues of woody plants, such as English oak (Quercus robur L.) and 

Scots pine (Pinus sylvestris L.), is challenging due to the high content of secondary metabolites (polyphenols, polysac-

charides). These compounds co-extract with nucleic acids and inhibit downstream molecular genetic analyses. The aim 

of this work was a comparative evaluation of the efficiency of different DNA extraction methods (a modified CTAB 

protocol, a CTAB protocol with additional cleanup, and two commercial kits: the SKYSuper Plant Genomic DNA Kit 

and D-Plants) for obtaining DNA samples suitable for further research. The quality of the DNA preparations was assessed 

spectrophotometrically by the absorbance ratios A260/A280 (to assess protein contamination) and A260/A230 (to assess 

contamination by polysaccharides and polyphenols), electrophoretically (to visualize DNA integrity and the presence of 

impurities), and quantitatively. Functional suitability was tested via PCR amplification. For Scots pine needles, the D-

Plants kit demonstrated consistently high quality of the preparations (A260/A280 = 1.87 ± 0.33; A260/A230 = 1.95 ± 

0.09) and 100% PCR efficiency. The SKYSuper kit showed the highest DNA yield but also signs of degradation 

(A260/A280 > 2.0) and low PCR efficiency (<50%). The classic CTAB method was the most economical but required 

mandatory additional cleanup for polysaccharides. For English oak leaves, only the D-Plants kit yielded PCR-suitable 

DNA (80% efficiency), although the yield was very low (0.15 μg), resulting in a high cost per 1 μg of DNA. The other 

methods, including CTAB with cleanup, failed to produce a functional preparation (0% PCR efficiency). The D-Plants 

kit is the optimal solution for tasks requiring high-quality DNA (PCR, sequencing) for pine. For large-scale screening of 

pine, the classic CTAB method with subsequent cleanup is preferable. For English oak, none of the tested methods yielded 

a satisfactory result, indicating the need to develop specialized protocols including PVP pre-treatment steps. 

Keywords: DNA extraction, extraction methods, Quercus robur (English oak), Pinus sylvestris (Scots pine), 

CTAB method, additional purification using Biolabmix columns, SKYSuper Plant Genomic DNA Kit, D-Plants, 
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Введение 

В современных исследованиях лесных сооб-

ществ особое значение приобрели высокочувстви-

тельные молекулярно-генетические методы, такие 

как секвенирование нового поколения (NGS), ПЦР и 

AFLP-анализ. Эффективность этих методов крити-

чески зависит от качества ДНК, которая должна об-

ладать высокой чистотой и целостностью, исключа-

ющей любые проявления деградационных процес-

сов [1]. 

Однако выделение высококачественной ДНК 

из растительного материала сопряжено со значи-

тельными трудностями, обусловленными особенно-

стями биохимического состава клеток. Вторичные 

метаболиты, полисахариды и полифенолы, высво-

бождающиеся в процессе гомогенизации тканей, 

выступают сильными ингибиторами молекулярно-

биологических реакций. Они ко-преципитируют с 

нуклеиновыми кислотами, вызывают их фрагмента-

цию и подавляют активность ферментов, что приво-

дит к получению препаратов, непригодных для 

дальнейшего анализ [2, 3]. 

Стандартные протоколы выделения ДНК тре-

буют трудоёмкой адаптации под конкретные виды 

растений, их ткани и фенологическое состояние, что 

особенно проблематично при массовых исследова-

ниях [3]. Наиболее эффективным для трудных объ-

ектов остаётся модифицированный CTAB-метод [4], 

включающий PVP-40 для связывания полифенолов 

[5] и β-меркаптоэтанол для ингибирования окисле-

ния и денатурации белков [6]. 

Однако классический CTAB-метод отлича-

ется многоэтапностью, длительной инкубацией и 

использованием токсичных reagents, что снижает 

выход ДНК. Коммерческие наборы часто экономи-

чески нецелесообразны для крупных исследований 

[7]. Особые сложности возникают при работе с рас-

тениями, богатыми вторичными метаболитами 

(например, дубом), где полисахариды, полифенолы 

и пигменты коэкстрагируются с ДНК, образуя проч-

ные комплексы и снижая качество препарата [5,8]. 

Для нейтрализации загрязнений традиционно 

применяют поливинилпирролидон (PVP) и β-мер-

каптоэтанол. PVP (оптимально 2%) связывает поли-

фенолы через водородные связи с карбонильной 

группой, предотвращая их окисление и связывание 

с ДНК. Повышение концентрации PVP нежела-

тельно из-за увеличения вязкости буфера, затрудня-

ющей пипетирование и разделение фаз, а также по 

экономическим соображениям [9,10]. 

β-Меркаптоэтанол действует как восстанови-

тель, разрывая дисульфидные связи белков, инакти-

вируя ДНКазы и полифенолоксидазы и предотвра-

щая окисление полифенолов в хиноны. Однако его 

применение сопряжено с высокой токсичностью, 

риском ингибирования ПЦР и коррозии оборудова-

ния, что требует строгих мер безопасности [11]. 

Биохимический состав листьев дуба 

(Quercus) характеризуется высоким уровнем при-

сутствия вторичных метаболитов фенольной при-

роды, преимущественно флавоноидов и конденси-

рованных танинов. Концентрация последних варьи-

рует между различными видами дубов, достигая 

максимального значения в молодых листовых пла-

стинах и постепенно уменьшаясь по мере старения 

листа [12]. Хвоя сосен (р. Pinus) также отличается 

повышенным содержанием полисахаридов и фе-

нольных соединений, отрицательно сказывающихся 

на качестве выделяемой ДНК. Полисахариды 

склонны к совместному выпадению в осадок вместе 

с молекулами ДНК, ухудшая её последующую иден-

тификацию и количественную оценку, а также за-

трудняя проведение процедур амплификации. Фе-

нольные соединения вступают в прочные ком-

плексы с ДНК после разрушения клеточных мем-

бран, препятствуя полноценному извлечению высо-

кокачественного генетического материала [13]. 

Выбор оптимального метода экстракции тре-

бует комплексной оценки: качества получаемой 

ДНК, длительности протокола, стоимости реаген-

тов, возможности автоматизации и пригодности для 

последующих молекулярно-генетических исследо-

ваний [14]. 

Цель работы заключалась в сравнительном 

анализе эффективности методов сорбционной 

очистки (на примере коммерческих наборов) и орга-

нической экстракции (модифицированный метод 

CTAB) для выделения геномной ДНК из листьев 

дуба черешчатого (Quercus robur L.) и хвои сосны 

обыкновенной (Pinus sylvestris L.). 
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Материалы и методы  

Биоэтика и безопасность 

Меры безопасности при работе с хлорофор-

мом: Все манипуляции с хлороформом и смесью 

хлороформ-изоамиловый спирт (24:1) проводились 

в ламинарном шкафу с включенной вентиляцией. 

Использовались средства индивидуальной защиты: 

перчатки, лабораторный халат и защитные очки. От-

работанные органические фазы собирались в специ-

ально маркированные емкости для последующей 

утилизации в соответствии с правилами техники 

безопасности. 

Работа с бромистым этидием: Все манипуля-

ции с гелями, содержащими бромистый этидий (БЭ), 

проводились в перчатках. Отработанные гели и рас-

творы собирались в специально маркированный гер-

метичный контейнер для последующей обезврежи-

вания и утилизации в соответствии с установлен-

ными правилами. 

Сбор и хранение биоматериала: В качестве 

биоматериала использовались листья дуба черешча-

того (Quercus robur L.) и хвоя сосны обыкновенной 

(Pinus sylvestris L.). Отбор проб проводили с десяти 

внешне здоровых взрослых деревьев каждого вида 

(биологические повторности, n=10). С каждого де-

рева было отобрано по две пробы (технические по-

вторности). Листья и хвою собирали в стерильные 

пробирки, мгновенно замораживали в жидком азоте 

и хранили при -80 °C до проведения экстракции 

ДНК. 

Метод выделения ДНК с использованием 

CTAB-буфера (Hexadecyltrimethyl ammonium 

bromide) был первоначально разработан в 1987 году 

Doyle J.J. и DOYLE J.L. [4]. Изначально методика 

использовалась преимущественно для выделения 

ДНК из растений, обладающих большим количе-

ством вторичных метаболитов, таких как полисаха-

риды и полифенолы. Сегодня традиционные проце-

дуры с использованием CTAB дополняются новыми 

модификациями, включая использование специали-

зированных коммерческих наборов для доочистки, 

что делает процедуру более удобной и быстрой. 

Нарастающую популярность приобретают комбини-

рованные (с использованием традиционных методов 

и коммерческих наборов методы), поэтому кроме 

модификации CTAB метода была использована до-

очистка препарата ДНК на колонках.  

Была поставлена задача усовершенствовать 

протокол выделения ДНК, направленного на сниже-

ние концентрации PVP и исключение токсичного β-

меркаптоэтанола без потери эффективности. Это 

сделает метод более безопасным, экологичным и 

экономичным, что актуально для крупномасштаб-

ных скрининговых исследований. 

Для экстракции использовали ряд коммерче-

ских методик и модификацию стандартного CTAB-

метода [4]. Всего протестировано 4 варианта экс-

тракции ДНК: модифицированный CTAB-метод , 

CTAB-метод с доочисткой на колонках Biolabmix, 

наборы «SKYSuper Plant Genomic DNA Kit» 

(SkyGen, Россия) (коммерческий набор 1) и «D-

Plants» (Biolabmix, Россия) (коммерческий набор 2). 

Для каждого из десяти биологических образцов (де-

рева) каждого вида экстракция каждым методом 

проводилась в 3 технических повторностях. 

После выделения препараты ДНК хранили 

при температуре -80°С и использовали для дальней-

ших манипуляций. 

Состав используемого CTAB-буфера: (2% 

(масса / объем) ЦТАБ; 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0); 1.4 M 

NaCl; 20 mM EDTA (pH 8.0); 2 % (масса / объем) 

PVP). 

Ниже приводятся протоколы экстракции 

ДНК разными методами. 

CTAB-метод: 

1. Навеску образца ткани 30 мг растирали с 

подогретым до 65°С CTAB-буфером в объ-

еме 750 мкл с использованием ступки и пе-

стика. Гомогенат переносили в 1,5 мл про-

бирку. 

2. Инкубировали 40 минут при 65 градусах в 

твердотельном термостате, периодически 

помешивая 

3. Отобрали надосадок, перенесли в новую 

пробирку, добавили равный объем смеси 

хлороформа и изоамилового спирта (24:1), 

центрифугировали 5 минут 13000 об/мин 

при охлаждении до 4°С. 

4. Добавляли равный объем хлороформа. 
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5. Повторили центрифугирование при тех же 

параметрах, отобрали надосадок, перенесли 

в новую пробирку 

6. Добавили 500 мкл холодного изопропанола, 

тщательно перемешали, не допуская энер-

гичного встряхивания. 

7. Инкубировали пробы при -20°С ночь. 

8. Центрифугировали 10 мин 13000 об/мин 

при 4°С 

9. Надосадок удаляли и осадок дважды про-

мывали 70% этиловым спиртом (500 мкл) 

10. Осадок просушивали и растворяли в 50 мкл 

деионизированной воды. Выделенную ДНК 

хранили при -80°С и использовали для даль-

нейших манипуляций. 

Выделение с использованием коммерческого 

набора 1 

Гомогенизировали 30 мг пробы с 600 мкл Бу-

фера ГПС, добавляли10 мкл РНКазы А (10 мг/мл), 

помещали в 1,5 мл микроцентрифужную пробирку и 

инкубировали 15 минут в термостате при 65°C. До-

бавляли к образцу 150 мкл буфера ГПА, перемеши-

вали на вортексе в течение 1 минуты и центрифуги-

ровали в течение 5 минут. Перенесли супернатант в 

Фильтрационную колонку ЦС (в 2,0 мл собиратель-

ной пробирке), центрифугировали 1 минуту, пере-

несли фильтрат в новую 1,5 мл микроцентрифуж-

ную пробирку. Добавили равный объем этанола (96 

- 100%) к образцу. Переместили раствор вместе с 

осадком на колонку СР2 (в 2,0 мл собирательной 

пробирке). Центрифугировали в течение 1 минуты, 

слили супернатант. Добавили 550 мкл Буфера РД. 

Центрифугировали 1 минуту. Слили супернатант. 

Добавили 700 мкл Буфера ПВ, центрифугировали 1 

минуту. Слили супернатант. Повторили промывку 

буфером ПВ. Центрифугировали пустую спин-ко-

лонку 2 минуты. Слили супернатант и инкубировали 

при комнатной температуре в течение 10 минут для 

полного высыхания мембраны. Поместили спин-ко-

лонку СР2 в новую 1,5 мл собирательную пробирку. 

Нанесли в центр мембраны колонки 50 - 100 мкл Бу-

фера ТБ, инкубировали колонку 3-5 минут при ком-

натной температуре. Центрифугировали 2 минуты 

для сбора очищенной ДНК. 

Выделение с использованием коммерческого 

набора 2: 

Гомогенизировали 30 мг пробы с 750 мкл бу-

фера для лизиса LB. Инкубировали 10 минут, 65°С.  

Центрифугировали лизат 5 мин, 12000 rcf. Отобрали 

супернатант и перенесли в чистую пробирку. Доба-

вили 5 мкл РНКазы А. Инкубировали 10 мин, 37°С. 

Добавили равный объём буфера для нанесения на 

колонку BB. Инкубировали 1 минуту при комнатной 

температуре. Нанесли 800 мкл лизата на колонку.  

Центрифугировали 30 с, 12000 rcf. Удалили филь-

трат. Нанесли на колонку 500 мкл буфера для про-

мывки WB. Центрифугировали30 с, 12000 rcf. Уда-

лили фильтрат. Повторно нанесли на колонку 500 

мкл буфера для промывки WB. Центрифугировали 

30 с, 12000 rcf. Удалили фильтрат.  Центрифугиро-

вали колонку 3 мин, 12000 rcf для полного удаления 

буфера WB. Перенесли колонку в новую микропро-

бирку на 1.5-2 мл. Нанесли на центр фильтра ко-

лонки 100 мкл буфера для элюции EB. Инкубиро-

вали 3 мин при комнатной температуре. Центрифу-

гировали 1 мин, 10000 rcf.  

Доочистка ДНК на колонках: 

Выделенную с использованием CTAB-

буфера ДНК очищали с использованием набора 

спин-колонок из коммерческого набора 2.  

Добавили равный объём буфера для нанесе-

ния на колонку BB. Инкубировали 1 минуту при 

комнатной температуре. Нанесли 800 мкл лизата на 

колонку.  Центрифугировали 30 с, 12000 rcf. Уда-

лили фильтрат. Нанесли на колонку 500 мкл буфера 

для промывки WB. Центрифугировали30 с, 12000 

rcf. Удалили фильтрат. Повторно нанесли на ко-

лонку 500 мкл буфера для промывки WB. Центри-

фугировали 30 с, 12000 rcf. Удалили фильтрат.  Цен-

трифугировали колонку 3 мин, 12000 rcf для пол-

ного удаления буфера WB. Перенесли колонку в но-

вую микропробирку на 1.5-2 мл. Нанесли на центр 

фильтра колонки 100 мкл буфера для элюции EB. 

Инкубировали 3 мин при комнатной температуре. 

Центрифугировали 1 мин, 10000 rcf.  

Визуализацию препаратов ДНК проводили с 

помощью электрофореза в 2% агарозном геле (1× 

TBE, 0.2 мкг/мл бромистого этидия). Образцы (5 

мкл) смешивали с 1 мкл нагрузочного буфера и раз-

деляли при 100 В в течение 30 минут. Результаты ви-

зуализировали на УФ-трансиллюминаторе (312 нм). 
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Концентрацию ДНК измеряли на флуори-

метре Qubit 2.0 с набором dsDNA HS Assay Kit. Чи-

стоту препаратов определяли спектрофотометриче-

ски на приборе Nanophotometer P330, оценивая соот-

ношения A260/280 и A260/230. Приемлемыми счи-

тались образцы с соотношением A260/280 в диапа-

зоне 1.8–2.0 и A260/230 ≥ 2.0, что указывает на от-

сутствие значительных примесей белков и солей со-

ответственно. 

Количественную ПЦР участка гена GAPDH 

проводили на амплификаторе LightCycler 480 II 

(Roche Diagnostics, Швейцария). Реакционная смесь 

объёмом 25 мкл содержала: 5 мкл 5X qPCRmix-HS 

SYBR (Евроген, Россия), 1 мкл прямого и 1 мкл об-

ратного праймеров (конечная концентрация 0.4 мкМ 

каждый), 2 мкл ДНК-матрицы и 16 мкл воды. 

Реакцию проводили по следующему прото-

колу: 

1) Инкубация при 95°С в течение 5 минут; 

2) 38 циклов, каждый из которых включал: 

1. Денатурацию при 95°С на протяжении 20 

секунд; 

2. Отжиг праймеров при 60°С на протяжении 

30 секунд; 

3. Элонгацию при 72°С в течение 30 секунд; 

Использованы специфичные праймеры для 

консервативного участка гена GAPDH 

Для сосны: 

1. PsGAPDH-F, GGACAGTGGAAGCATCAT 

2. psGAPDH-R, 

AACCGAATACAGCAACAGA  

Для дуба: 

3. QrGAPDH-F, GGACCAATGGAGTTTGAG 

4. QrGAPDH-R, CGTACTTGTCGTACCATG  

Статистическая обработка данных: 

Для каждого набора данных проводились: 

1. Расчёт среднего арифметического (M) 

2. Расчёт стандартного отклонения (SD) для 

оценки вариабельности между биологическими по-

вторностями 

3. Расчёт стандартной ошибки среднего 

(SEM) для оценки точности предсказания генераль-

ного среднего 

4. Проверка нормальности распределения: 

осуществлялась с помощью теста Шапиро-Уилка 

при уровне значимости α = 0,05. 

5. Проверка гомогенности дисперсий: выпол-

нялась с использованием теста Левена. 

6. Сравнение нескольких групп: при нормаль-

ном распределении и гомогенности дисперсий при-

менялся однофакторный дисперсионный анализ 

(ANOVA) с последующим пост-хок тестом Тьюки 

для множественных сравнений. 

Различия между группами считались стати-

стически значимыми при p< 0,05. Статистический 

анализ проводился с использованием программы 

Stadia 6.0. 

Результаты 

Анализ электрофореграмм (Рисунок 1) пока-

зал, что для сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) 

наиболее чистые препараты получены при исполь-

зовании коммерческого набора D-Plants, а также при 

дополнительном этапе очистки ДНК на колонках. 

Без дополнительной очистки наблюдалось выражен-

ное загрязнение полисахаридами, признаки деграда-

ции ДНК, наличие белков ("размазывание" дорожек 

геля) и контаминация РНК. При выделении ДНК из 

сосны коммерческим набором 1 было выявлено за-

грязнение полисахаридами, признаки деградации 

ДНК и наличие белков ("размазывание" дорожек 

геля).  

Для дуба черешчатого (Quercus robur L.) 

наивысшее качество продемонстрировали методы с 

доочисткой на колонках и с использованием ком-

мерческого набора 2. Электрофореграмма образцов, 

выделенных без доочистки и с помощью коммерче-

ского набора 1, выявляла большее количество за-

грязнений: признаки деградации ДНК, наличие бел-

ков ("размазывание" дорожек геля) и контаминация 

РНК. Без дополнительной очистки так же наблюда-

лось выраженное загрязнение полисахаридами. 
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Ж) З) 

Рис.1 Электрофореграммы образцов ДНК: сосна А-Г, дуб Д-З, выделенных а) модификация CTAB-буфера; 

б) доочистка на колонках; в) Коммерческий набор 1; г) Коммерческий набор 2; д) модификация CTAB-буфера; 

е) доочистка на колонках; ж) Коммерческий набор 1; з) Коммерческий набор 2. L – маркер молекулярного веса. 

Таблица 1 

Концентрация ДНК нг/мкл в образцах, полученных из листьев дуба и хвои сосны 

Об-

ра-

зец, 

по-

рода 

CTAB-метод CTAB-метод с до-

очисткой колон-

ками  

Коммерческий 

набор 1 

Коммерческий 

набор 2 

Сред

нее 

SD SEM Сред

нее 

SD SEM Сред

нее 

SD SEM Сред

нее 

SD SEM 

Су-

хая 

хвоя 

сосн

ы 

72,19 ±1,6
9 

±0,5
3 

43 ±1,5
6 

±0,4
9 

98,80 ±2,1
3 

±0,6
7 

81,88 ±2,2
9 

±0,7
2 
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Све-

жие 

ли-

стья 

дуба 

7,66 
 

 

±1,1
9 

 

±0,3
7 

 

2,41 
 

±0,5
8 

 

±0,1
8 

 

6,29 
 

 

±0,8
4 

 

±0,2
6 

 

2,92 
 

±0,6
1 

 

±0,1
9 

 

Концентрация препаратов ДНК представлена 

в Таблице 1.  

Для сосны наивысшую концентрацию ДНК 

обеспечил коммерческий набор 1, продемонстриро-

вав статистически значимое преимущество перед 

методом с доочисткой (p = 0,003). Также высокие 

показатели концентрации были достигнуты при ис-

пользовании CTAB-метода и коммерческого набора 

2. При этом метод с доочисткой показал достоверно 

более низкую концентрацию по сравнению со всеми 

другими протоколами (p < 0,001). Статистически 

значимых различий между эффективностью базо-

вого CTAB-метода и коммерческого набора 2 не вы-

явлено (p = 0,087). 

Для дуба наименее эффективными оказались 

метод с доочисткой и коммерческий набор 2, кото-

рые показали достоверно более низкую концентра-

цию ДНК по сравнению с базовым CTAB-методом 

(p < 0,001). При этом не было выявлено значимых 

различий между эффективностью CTAB-метода и 

коммерческого набора 1 (p = 0,312). Оба этих метода 

продемонстрировали статистически значимое пре-

имущество по сравнению с методом с доочисткой (p 

= 0,047). 

Оценку оптической плотности ДНК прово-

дили спектрофотометрически по соотношениям 

A260/A280 и A260/A230 (таблица 2). Оптималь-

ными считались значения 1,8-2,0 для A260/A280 и 

1,9-2,2 для A260/A230 [15]. 

Анализ соотношения A260/A280: Для сосны 

базовый CTAB-метод показал низкое значе-

ние(1,15), указывающее на белковую контамина-

цию. Все методы с очисткой обеспечили приемле-

мые значения: CTAB+доочистка (1,85), коммерче-

ский набор 2 (1,87) и коммерческий набор 1 (2,01). 

Для дуба наблюдалась аналогичная картина: базо-

вый CTAB (1,25) показал низкое качество, тогда как 

CTAB+доочистка (1,79) и коммерческий набор 2 

(1,84) соответствовали норме. Коммерческий набор 

1 показал завышенное значение (2,25), свидетель-

ствующее о возможной деградации ДНК. 

Анализ соотношения A260/A230: Для сосны 

CTAB-метод(0,99) показал сильное загрязнение со-

лями и органическими соединениями. 

CTAB+доочистка (1,89), коммерческий набор 2 

(1,95) и коммерческий набор 1 (2,14) показали нор-

мальную чистоту. Для дуба базовый CTAB (0,94) 

также демонстрировал низкое качество, в то время 

как CTAB+доочистка (1,95) и коммерческий набор 2 

(1,98) показали значения, близкие к оптимальным. 

Коммерческий набор 1 показал повышенное значе-

ние (2,36), что может указывать на остаточную кон-

таминацию. 

Статистический анализ подтвердил значи-

тельное превосходство методов с очисткой над ба-

зовым CTAB-методом по обоим показателям (p < 

0,001). Коммерческий набор 2 продемонстрировал 

наименьший разброс значений (SD = 0,05), свиде-

тельствующий о стабильности метода. 
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Таблица 2 

Соотношения 260/280 и 260/230 для ДНК, выделенной из различных образцов дуба и сосны 

 

Об-

ра-

зец 

CTAB-метод CTAB-метод с до-

очисткой колон-

ками Biolabmix 

Коммерческий набор 

1 

Коммерческий 

набор 2 

Сред

нее 

SD SE

M 

Сред

нее 

SD SE

M 

Сред

нее 

SD SEM Сред

нее 

SD SE

M 

A260/280 (1,8-2,2) 

Су-

хая 

хвоя 

сосн

ы 

1,15 ±0,3

4 

±0,1

1 

1,85 ±0,4

9 

±0,1

5 

2,01 ±0,82 ±0,26 1,87 ±0,3

3 

±0,1 

Све-

жие 

ли-

стья 

дуба 

1,25 ±0,4

7 

±0,1

5 

1,79 ±0,3

9 

±0,1

2 

2,25 ±0,37 ±0,12 1,84 ±0,1 ±0,0

3 

A260/230 (1,9-2.2) 

Су-

хая 

хвоя 

сосн

ы 

0,99 ±0,4

2 

±0,1

3 

1,89 ±0,2

9 

±0,0

9 

2,14 ±0,07 ±0,02 1,95 ±0,0

9 

±0,0

3 

Све-

жие 

ли-

стья 

дуба 

0,94 ±0,3

3 

±0,1 1,95 ±0,3

5 

±0,1

1 

2,36 ±0,00

1 

±0.000

3 

1,98 ±0,0

5 

±0,0

2 

 

Базовый CTAB-метод не обеспечивает пол-

ной очистки от примесей РНК и полисахаридов в об-

разцах дуба черешчатого, что отражается в низких 

значениях оптической плотности (A260/280 = 1,25; 

A260/230 = 0,94). Хотя использование колоночной 

очистки позволяет получить ДНК высокой чистоты 

(A260/280 = 1,79; A260/230 = 1,95), это приводит к 

значительному снижению выхода препарата. 

 

 

Для сосны обыкновенной наивысшие количе-

ственные показатели были достигнуты при исполь-

зовании коммерческих наборов 1 и 2. При этом ком-

мерческий набор 1 показал признаки возможной де-

градации ДНК (A260/280 = 2,01; A260/230 = 2,14), 

тогда как коммерческий набор 2 продемонстрировал 

оптимальные значения (A260/280 = 1,87; A260/230 = 

1,95). Для дуба наилучшие количественные и каче-
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ственные характеристики продемонстрировал ком-

мерческий набор 2 (A260/280 = 1,84; A260/230 = 

1,98). 

Статистический анализ подтвердил значи-

тельное превосходство всех методов с очисткой над 

базовым CTAB-методом по показателям A260/280 и 

A260/230 (p < 0,001). Коммерческий набор 2 проде-

монстрировал наименьший разброс значений (SD = 

0,05), что свидетельствует о стабильности этого ме-

тода. 

Таким образом, выбор оптимального метода 

выделения ДНК требует учёта баланса между каче-

ством и количеством получаемого препарата. Для 

большинства применений коммерческий набор 2 де-

монстрирует наилучшее сочетание выхода и чи-

стоты ДНК, в то время как базовый CTAB-метод 

требует обязательной дополнительной очистки для 

получения пригодных для дальнейших исследова-

ний образцов. 

Критическим критерием качества выделен-

ной ДНК является её функциональная пригодность 

для последующих молекулярно-генетических иссле-

дований. Проведенная ПЦР-амплификация консер-

вативного участка гена GAPDH выявила существен-

ные различия в эффективности различных методов 

выделения (рис. 2). 

Для образцов ДНК сосны успешная амплифи-

кация в 100% образцов  наблюдалась при использо-

вании CTAB-метода с доочисткой и коммерческого 

набора 2. Для образцов, полученных коммерческим 

набором 1, эффективность амплификации составила 

менее 50%. Образцы, выделенные базовым CTAB-

методом, показали эффективность амплификации на 

уровне 80%. 

Для образцов ДНК дуба амплификация оказа-

лась неуспешной для образцов, полученных базо-

вым CTAB-методом, методом с доочисткой и ком-

мерческим набором 1. Эффективная амплификация 

наблюдалась только для образцов, выделенных ком-

мерческим набором 2, с эффективностью 80%. 
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Ж)  

 

З)  

 

 

Рис. 2. Кривые амплификации продукта  GAPDH с использованием ДНК сосна А-Г, дуб Д-З, выделенных 

а) модификация CTAB-буфера; б) доочистка на колонках; в) SKYSuper Plant Genomic DNA Kit; г)D-Plants; д) 

модификация CTAB-буфера; е) доочистка на колонках; ж) SKYSuper Plant Genomic DNA Kit; з)«D-Plants». 

 

 

Так же была проведена оценка длительности 

протокола выделения и анализ экономических за-

трат на материалы и реагенты.(табл.3). Методы с не-

удовлетворительной эффективностью амплифика-

ции (<80%) исключены из анализа как не имеющие 

практической ценности для молекулярно-генетиче-

ских исследований. 

 

Таблица 3. 

Оценка времени и средств, затраченных на выделение 20 образцов. 

Метод CTAB-метод CTAB-метод с доочист-

кой колонками Biolab-

mix 

Коммерческий набор 2 

Длительность протокола вы-

деления 

3 часа+инкубация в те-

чении ночи (12 часов) 

3, часа+инкубация в те-

чении ночи (12 часов) 

2 часа 

Экономические затраты на 

выделение 20 образцов 

420 4350 3950 

 

Наиболее быстрыми методами выделения 

ДНК являются коммерческие наборы, позволяющие 

выделить ДНК за 2 часа, что существенно меньше 

по сравнению с использованием CTAB-метода. Это 

преимущество делает коммерческие наборы осо-

бенно привлекательными для лабораторий, работа-

ющих с большими объемами образцов. 

Так же была оценена стоимость получения 1 

мкг качественной ДНК (табл.4). 

 

 

Таблица 4. Стоимость получения 1 мкг качественной ДНК 

Метод Стоимость 1 выде-

ления (руб.) 

 

Средний вы-

ход ДНК 

(мкг) из 30 

мг образца 

Эффектив-

ность ПЦР 

(%) 

Стоимость 1 мкг каче-

ственной ДНК (руб) 

Сосна Дуб Сосна Дуб Сосна Дуб 

СТАВ 21 3,6 0,383 80% 0% 7,29 - 
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СТАВ с до-

очисткой 

217,5 2,15 0,12 100% 0% 101,16 - 

Коммерче-

ский набор 

2 

197,5 4,1 0,15 100% 80% 48,1 1690,9 

 

Стоимость 1 мкг качественной ДНК рассчи-

тана по формуле: Стоимость 1 выделения / (Средний 

выход ДНК × (Эффективность ПЦР / 100))  
Для дуба методы на основе CTAB и коммер-

ческий набор 1 показали нулевую эффективность 

амплификации, что исключает возможность расчета 

стоимости функциональной ДНК и делает эти ме-

тоды непригодными для практического применения. 

Единственным эффективным методом для данного 

вида оказался коммерческий набор 2, однако его ис-

пользование сопряжено с экстремально высокой 

стоимостью (1690,9 руб./мкг), обусловленной низ-

ким выходом ДНК (0,15 мкг) при значительной сто-

имости реактивов. 

Базовый CTAB-метод демонстрирует наилуч-

шую экономическую эффективность с стоимостью 

получения 1 мкг ПЦР-пригодной ДНК всего 7,29 

рубля при 80% эффективности амплификации, что 

делает его оптимальным выбором для массовых 

скрининговых исследований с большими партиями 

образцов. Вторым практичным решением является 

коммерческий набор 2, который обеспечивает 100% 

эффективность амплификации при стоимости 48,1 

рубля за 1 мкг качественной ДНК, представляя оп-

тимальный баланс между надежностью и экономи-

ческой эффективностью.  

Обсуждение 

Результаты подтверждают, что дополнитель-

ная очистка ДНК на колонках является высокоэф-

фективным способом повышения чистоты препа-

рата, что критически важно для последующих ана-

лизов (например, ПЦР, секвенирование) [16]. Это 

подтверждается улучшением ключевых спектрофо-

тометрических соотношений (A260/A230 и 

A260/A280), указывающих на удаление полисахари-

дов/полифенолов и белков, соответственно. Подоб-

ный подход доочистки или использования наборов 

на основе колонок используется при выделении из 

зрелых листьев древесных растений, богатых вто-

ричными соединениями [17]. Однако это достиже-

ние сопровождается неприемлемо высокими поте-

рями выхода ДНК (до 40% для сосны и 68% для 

дуба), что ставит под сомнение практическую целе-

сообразность такого подхода для многих исследова-

ний. Для работ, требующих большого количества 

ДНК (например, полногеномное секвенирование), 

такие потери могут быть критичными. 

Для анализов, требующих высокой чистоты 

ДНК (NGS, клонирование, некоторые типы ПЦР), 

очистка на колонках оправдана, несмотря на коли-

чественные потери. 

Проведенный экономический анализ выявил 

существенные различия в стоимости получения 1 

мкг качественной ПЦР-пригодной ДНК (Таблица 4). 

Для сосны обыкновенной наименьшую стоимость 

обеспечил классический CTAB-метод (7,29 

руб./мкг), тогда как коммерческие наборы увеличи-

вали стоимость в 7-20 раз. Для дуба черешчатого си-

туация оказалась критической: большинство мето-

дов показали 0% эффективность ПЦР, а единствен-

ный пригодный метод (коммерческий набор 2) про-

демонстрировал экстремально высокую стоимость 

(1690,9 руб./мкг), что делает его экономически неце-

лесообразным. 

Экономический анализ выявляет еще одну 

проблему: стоимость выделения ДНК коммерче-

скими наборами в 10-17 раз превышает стоимость 

классического CTAB-метода. Для лабораторий с 

ограниченным бюджетом и исследований, требую-

щих обработки сотен образцов, это делает коммер-

ческие наборы экономически нецелесообразными. 

Сравнительный анализ выявил, что наиболее 

сбалансированные результаты по совокупности па-

раметров (качество, выход и воспроизводимость) 

продемонстрировал коммерческий набор 2. 

Ключевым преимуществом этого набора для 

сосны стала эффективная минимизация загрязнения 
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полисахаридами при сохранении удовлетворитель-

ного выхода ДНК. Для дуба, известного высоким со-

держанием интерферирующих соединений (полифе-

нолы, полисахариды), оптимальными методами 

стали выделение коммерческим набором 2 и CTAB-

метод с последующей доочисткой на колонках. 

Данные подходы обеспечили наилучший ба-

ланс чистоты и выхода ДНК по сравнению с дру-

гими протестированными вариантами. В отличие от 

коммерческого набора 1, который показал макси-

мальную концентрацию ДНК, но одновременно — 

признаки деградации ДНК (A260/A280 > 2) и загряз-

нения на электрофореграммах, коммерческий набор 

2 обеспечил стабильно высокое качество препара-

тов. 

Оба набора значительно ускоряют процесс 

выделения по сравнению с традиционным CTAB-

методом, что имеет приемущество для обработки 

больших партий образцов. коммерческий набор 2 

показал себя как надежный метод для обоих видов. 

Однако применение коммерческого набора 2 

имеет и существенные ограничения: 

1.Высокая стоимость (в 9,4 раза дороже 

CTAB-метода). 

2.Снижение выхода ДНК (в 2–3 раза для 

дуба). 

3.Экономическая нецелесообразность при 

массовых исследованиях. 

Низкая стоимость CTAB-метода остается 

ключевым фактором, особенно для лабораторий с 

ограниченным бюджетом или при работе с очень 

большим количеством образцов, где стоимость реа-

гентов становится определяющей.  Использование 

комбинированных методов набирает популярность, 

так как позволяет сочетать экономичность классиче-

ского метода со стандартизированной очисткой по-

лучаемого препарата ДНК [18,19]. Данное исследо-

вание подтверждает эффективность такого подхода 

для дуба черешчатого. 

Таким образом, коммерческий набор 2 явля-

ется надежным решением для задач, требующих вы-

сокого качества ДНК (ПЦР, секвенирование), но его 

применение должно быть взвешенным с учетом 

бюджета и требуемого количества DNA. Для круп-

ных проектов более оправдано использование опти-

мизированного CTAB-метода с выборочной очист-

кой образцов. 

Таким образом, в настоящее время из-за ви-

доспецифичности и тканевых особенностей биоло-

гического материала, не существует универсального 

метода выделения ДНК готового к использованию 

без модификаций. Оптимальный выбор всегда зави-

сит от конкретной исследовательской задачи, вида 

растения и доступных ресурсов. Комбинированные 

подходы, использующие сильные стороны разных 

методов, представляются особенно перспективным 

направлением. 

На сегодняшний день наиболее перспектив-

ными признаны следующие направления: 

1. Модифицированные CTAB-протоколы, в 

которых стандартные буферы оптимизированы за 

счет повышенных концентраций поливинилпирро-

лидона (PVP-40 до 4%) и β-меркаптоэтанола (до 4%) 

для эффективной нейтрализации полифенолов и 

предотвращения окисления [20, 21]. 

2. Методы на основе магнитных частиц, обес-

печивающие селективное связывание нуклеиновых 

кислот и автоматизацию процесса, что минимизи-

рует контаминацию и повышает чистоту конечного 

продукта [22]. 

3. Комбинированные подходы, интегрирую-

щие этапы предварительной обработки образцов с 

последующей очисткой современными коммерче-

скими наборами. 

Для особо сложных объектов, таких как ткани 

дуба, характеризующиеся экстремально высоким 

содержанием полифенолов, ключевым этапом ста-

новится предварительная инкубация образца с PVP 

для специфического связывания мешающих соеди-

нений до начала лизиса клеток [20,21]. 

Заключение 

Проведенное сравнительное исследование 

методов выделения ДНК из тканей сосны обыкно-

венной (Pinus sylvestris L.) и дуба черешчатого 

(Quercus robur L.) позволяет сделать следующие ос-

новные выводы, согласующиеся с полученными ре-

зультатами: 
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1. Для сосны обыкновенной оптимальные ре-

зультаты, обеспечивающие баланс между количе-

ством, чистотой и функциональной пригодностью 

ДНК, продемонстрировали: 

1. Классический CTAB-метод показал 

наилучшую экономическую эффективность (стои-

мость 1 мкг качественной ПЦР-пригодной ДНК со-

ставила 7,29 руб.) и приемлемый выход (3,6 мкг), 

что делает его предпочтительным для массовых 

скрининговых исследований. 

2. Коммерческий набор 2 подтвердил высо-

кую воспроизводимость и стабильность (наимень-

шее SD по показателю A260/230 = 0,09), обеспечив 

чистые препараты ДНК (A260/280 = 1,87; A260/230 

= 1,95), пригодные для ПЦР (100% эффективность 

амплификации). Это делает его рекомендуемым ме-

тодом для задач, требующих высокого качества 

ДНК, таких как секвенирование. 

2. Для дуба черешчатого, крайне сложного 

объекта из-за высокого содержания полифенолов: 

1. Большинство протестированных методов 

оказались непригодны для получения ПЦР-

пригодной ДНК (0% эффективность амплифика-

ции). 

2. Единственным методом, позволившим по-

лучить функциональную ДНК, стал коммерческий 

набор 2 (80% эффективность амплификации). Од-

нако экстремально низкий выход ДНК (0,15 мкг) и 

высокая стоимость набора привели к крайне высо-

кой стоимости получения 1 мкг качественной ДНК 

(1690,9 руб.), что ставит под сомнение его практиче-

скую и экономическую целесообразность для рутин-

ной работы с данным видом. Данный результат ука-

зывает на необходимость разработки и апробации 

специализированных протоколов для дуба, включа-

ющих этап предварительной обработки PVP [20, 21]. 

Для ПЦР-анализа сосны: рекомендуется клас-

сический CTAB-метод как наиболее экономичный и 

эффективный. 

Для анализа, требующего высокой чистоты 

ДНК (NGS, клонирование): для сосны рекомендован 

коммерческий набор 2; для дуба необходим поиск и 

оптимизация альтернативных методов. 

Доочистка на колонках является эффектив-

ным инструментом для повышения чистоты препа-

ратов (значимое улучшение соотношений A260/280 

и A260/230, p<0.001), но приводит к значительным 

потерям выхода ДНК (до 40-68%), что ограничивает 

её применение случаями, когда количество матери-

ала не является лимитирующим фактором. 

Таким образом, выбор оптимального метода 

выделения ДНК должен основываться на балансе 

между необходимым уровнем чистоты и экономиче-

ским фактором, принимая во внимание дальнейшее 

назначение препарата ДНК. 

Заявление о конфликте интересов: Авторы за-

являют об отсутствии конфликта интересов. Иссле-

дование проводилось с целью объективного сравне-

ния коммерческих и лабораторных методов, произ-

водители коммерческих наборов не оказывали влия-

ния на дизайн исследования, интерпретацию резуль-

татов или выводы. 

Исследование выполнено за счет гранта Рос-

сийского научного фонда № 24-16-20047, 

https://rscf.ru/project/24-16-20047/». 
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