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Аннотация. Методы выделения нуклеиновых кислот, основанные на использовании сорбционных но-
сителей, являются самыми распространенными. Общий принцип методов твердофазной экстракции ос-
новывается на использовании силики, чьи уникальные свойства обеспечивают селективное связывание 
ДНК и РНК. Цель работы заключалась в проведении анализа качества выделительных систем на основе 
сорбции с применением гуанидин тиоционата различной концентрации и 4 типов детергентов в составе 
лизирующего раствора при экстракции нуклеиновых кислот из кефира, как пищевого кисломолочного 
продукта, содержащего бактериальные и грибковые клетки. 
В качестве объекта исследования был использован коммерчески доступный кисломолочный продукт 
«Кефир» с содержанием бактерий не менее 107 КОЕ/г и дрожжей не менее 104 КОЕ/г. Для выделения 
ДНК использовали 99% силику (Sigma-Aldrich, США). В рамках эксперимента рассматривались 3 ва-
рианта концентраций гуанидин тиоционата – 3.5 М, 5 М и 6.5 М, а также 4 варианта детергентов – 1% 
Triton Х-100, 1% Tween 20, 1% Tween 80 и 1% CTAB. Таким образом, экстракция ДНК осуществлялась 
12 различными вариантами. ДНК, полученную после экстракции, визуализировали с помощью элек-
трофореза в 2% агарозном геле. Концентрацию ДНК измеряли с помощью флуориметра Qubit 4 
(Thermo Fisher Scientific, США). Полимеразная цепная реакция проводилась с использованием Taq-по-
лимеразы на приборе CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, США). Статистическая обработка данных про-
водилась с использованием дисперсионного анализа ANOVA в программе STATISTICA. 
При проведении электрофореза в агарозном геле было установлено, что использование концентраций 
гуанидин тиоционата 5 М и 6.5 М способствовало получению более выраженных полос рРНК на элек-
трофореграмме в случае применения Tween 80, а при использовании Tween 20 оптимальная концентра-
ция гуанидин тиоционата для экстракции ДНК составила 5 М. 
Анализ влияния детергентов на качество выделения ДНК показал, что минимальная концентрация экс-
трагированной ДНК была получена в результате использования CTAB и составляла 1.03 нг/мкл. При-
менение в качестве детергента Triton Х-100 позволило получить концентрацию ДНК в 5.9 раз выше, 
чем с помощью детергента CTAB (р<0.001). Значения, полученные в результате экстракции с исполь-
зованием Tween 80 и Tween 20, превышали значения концентраций при использовании CTAB в 3.1 и 
3.9 раза соответственно (р<0.05).  
Проведение Real-Time PCR для оценки параметра порогового цикла (Ct) показало, что полученные зна-
чения Ct с праймерами ITS1 и ITS4 во всех вариантах экстракции ДНК не позволяют оценить качество 
выделения нуклеиновых кислот из грибов. Анализ Ct с праймерами 337F и 1100R позволяет предполо-
жить, что оптимальным значением концентрации гуанидин тиоционата является 5 М (среднее значение 
Ct по всем детергентам составляло 25.0). 
По результатам эксперимента было установлено, что при выделении нуклеиновых кислот из кефира 
необходимо использовать гуанидин тиоционат в концентрации 5 М или 6,5 М. Концентрация выделен-
ной ДНК была выше при использовании Triton Х-100 и Tween 20 в качестве детергента. Использование 
Tween 20 или Tween 80 в качестве детергентов значительно повышало фракцию РНК в препарате нук-
леиновых кислот. 
Ключевые слова: выделение ДНК, детергент, гуанидин тиоционат, Real-Time PCR. 
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Abstract. The most common methods of nucleic acid isolation are those using sorption carriers. The general 
principle of the methods for solid-phase extraction is based on the use of silica whose unique properties provide 
for selective DNA and RNA binding. The purpose of the work was to analyse the quality of sorption-based 
extraction systems using guanidine thiocyanate of various concentrations and 4 types of detergents in the lysis 
solution when extracting nucleic acids from kefir as a fermented dairy food product containing bacterial and 
fungal cells. 
For the study, we used a commercially available fermented dairy food product “Kefir” with the bacteria content 
of at least 107 CFU/g and yeast content of at least 104 CFU/g. 99% silica (Sigma-Aldrich, USA) was used to 
isolate DNA. The experiment considered 3 variants of guanidine thiocyanate concentrations: 3.5 M, 5 M, and 
6.5 M, as well as 4 variants of detergents: 1% Triton X-100, 1% Tween 20, 1% Tween 80, and 1% CTAB. 
Thus, DNA extraction was carried out in 12 different variants. 
DNA obtained after extraction was visualised by electrophoresis in 2% agarose gel. The DNA concentration 
was measured using a Qubit 4 fluorometer (Thermo Fisher Scientific, USA). The polymerase chain reaction 
was performed using Taq polymerase on the CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, USA). Statistical data pro-
cessing was carried out using ANOVA dispersion analysis in the Statistica software. 
Electrophoresis in agarose gel showed that using 5 M and 6.5 M concentrations of guanidine thiocyanate con-
tributed to obtaining more pronounced rRNA bands on the electropherogram when using Tween 80, whereas 
when using Tween 20, the optimal concentration of guanidine thiocyanate for DNA extraction was 5 M. 
The analysis of the effect of detergents on the quality of DNA isolation showed that the minimum concentration 
of extracted DNA was obtained when using CTAB and it was 1.03 ng/μl. Triton X-100 used as a detergent 
allowed obtaining a DNA concentration 5.9 times higher than with the CTAB detergent (p < 0.001). The values 
obtained from the extraction using Tween 80 and Tween 20 were 3.1 and 3.9 times higher, respectively, than 
the concentrations when using CTAB (p<0.05). Real-Time PCR conducted to assess the threshold cycle pa-
rameter (Ct) showed that the obtained Ct values with ITS1 and ITS4 primers in all variants of DNA extraction 
do not allow assessing the quality of isolation of nucleic acids from fungi. The analysis of Ct with primers 
337F and 1100R suggests that the optimal concentration value for guanidine thionation was 5 M (the average 
value of Ct for all detergents was 25.0). According to the results of the experiment, it was found that when 
isolating nucleic acids from kefir, it is necessary to use guanidine thionation at a concentration of 5 M or 6.5 
M. The concentration of isolated DNA was higher when using Triton X-100 and Tween 20 as a detergent. The 
use of Tween 20 or Tween 80 as detergents significantly increased the RNA fraction in the nucleic acid prep-
aration. 
Keywords: DNA isolation, detergent, guanidine thiocyanate, Real-Time PCR. 
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Введение 
Выделение нуклеиновых кислот (ДНК 

и РНК) является первичным этапом в 

прикладных молекулярно-генетических 
исследованиях [1], методиках идентифи-
кации микроорганизмов [2], клонирова-
ние [3], а также диагностике [4,5]. При 
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выборе метода выделения нуклеиновых 
кислот учитываются такие параметры, 
как скорость и качество выделения ге-
номной ДНК, которые получают благо-
даря стандартизации протоколов [6]. Од-
нако следует отметить, что несмотря на 
то, что методики выделения нуклеиновых 
кислот из года в год заметно модифици-
руются и улучшаются, основные пара-
метры, например, применение гуанидин 
тиоционата и силики (диоксида кремния), 
остаются неизменными с момента появ-
ления данной технологии [7]. 

Общий принцип методов твердофаз-
ной экстракции нуклеиновых кислот ос-
новывается на использовании силики, 
чьи уникальные свойства обеспечивают 
селективное связывание ДНК. За счет вы-
сокой афинности отрицательно заряжен-
ного остова ДНК к положительно заря-
женным силикатным частицам происхо-
дит связывание ДНК с неорганическим 
носителем, с последующими этапами от-
мывки от примесей и элюцией очищен-
ного продукта [8-11]. 

Стандартный набор экстракции нукле-
иновых кислот с сорбентом состоит из 
следующих растворов: лизирующий, сор-
бент, промывочный, элюирующий буфер 
[12]. Для полного разрушения всех кле-
точных структур и высвобождения нук-
леиновых кислот из биологического ма-
териала необходимо выбрать подходя-
щий вариант пробоподготовки [13]. При-
менение детергентов способствует разру-
шению клеточной мембраны и ее ком-
партментов [14]. Детергенты являются 
компонентами лизирующего раствора 
благодаря своему солюбилизирующему 
(растворяющему) действию [15]. К ос-
новным детергентам, используемым в 
различных исследованиях для разруше-
ния сложной клеточной организации объ-
ектов исследования, относят: Triton, 
Tween, SDS и СТАВ [16-19]. Следует от-
метить, что при использовании CTAB 
необходима обязательная дополнитель-
ная очистка экстрагируемой ДНК/РНК 

перед постановкой ПЦР за счет присут-
ствия в элюирующем растворе, помимо 
нуклеиновой кислоты, дополнительных 
компонентов – полисахаридов [20]. Оп-
тимизации методики экстракции нуклеи-
новых кислот происходит за счет преодо-
ления специфические проблем выделе-
ния, среди которых высокое фоновое за-
грязнение (гуминовые кислоты, фульво-
кислоты и полисахариды), низкий выход 
и чистота ДНК [21].  

Цель исследования – сравнительный 
анализ качества выделительных систем 
на основе сорбции с применением гуани-
дин тиоционата различной концентрации 
и 4 типов детергентов в составе лизирую-
щего раствора при экстракции нуклеино-
вых кислот из кефира, как пищевого кис-
ломолочного продукта, который содер-
жит в себе как бактериальный, так и гриб-
ковые клетки. 

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования был 

использован коммерчески доступный 
ктисломолочный продукт «Кефир» с со-
держанием бактерий не менее 107 КОЕ/г 
и дрожжей не менее 104 КОЕ/г.  

Для выделения ДНК и РНК использо-
вали 99% силику (Sigma-Aldrich, США). 
В основе лизирующего раствора для экс-
тракции нуклеиновых кислот лежали 
компоненты (гуанидин тиоционат, Tris-
HCl, ЭДТА и детергент), описанные ра-
нее [22]. В рамках эксперимента рассмат-
ривались 3 варианта концентраций гуа-
нидин тиоционата – 3.5 М, 5 М и 6.5 М, а 
также 4 варианта детергентов – 1% Triton 
Х-100, 1% Tween 20, 1% Tween 80 и 1% 
CTAB. Таким образом, экстракция нукле-
иновых кислот осуществлялась 12 раз-
личными вариантами. ДНК, полученную 
после экстракции, визуализировали с по-
мощью электрофореза в 2% агарозном 
геле. Концентрацию ДНК измеряли с по-
мощью флуориметра Qubit 4 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Измерение на 
приборе осуществлялось в соответствии 
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с инструкцией производителя с использо-
ванием специализированных тонкостен-
ных пробирок объемом 0.5 см3. 

Полимеразная цепная реакция прово-
дилась с использованием Taq-полиме-
разы на приборе CFX96 Real-Time System 
(Bio-Rad, США). Смешивали в пробирке 
следующие компоненты: 5Х реакционная 
смесь qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Рос-
сия) – 5 мкл; 5 мкМ прямой праймер – 1 
мкл; 5 мкМ обратный праймер – 1 мкл; 
ДНК – 2 мкл; деионизованная вода – до 
25 мкл. Использовали следующий темпе-
ратурный цикл: 95°С 5 мин, 38 циклов: 
95°С 15 сек 54°С 30 сек, 72°С 30 сек. В 
качестве праймеров использовали следу-
ющие: для амплификации ДНК грибов – 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG, ITS4 
TCCTCCGCTTATTGATATGC [23]. Для 
амплификации ДНК бактерий – 337F 
GACTCCTACGGGAGGCWGCAG, 
1100R GGGTTGCGCTCGTTG [24]. 

Статистическая обработка данных 
проводилась с использованием дисперси-
онного анализа ANOVA в программе 
STATISTICA. 

Обсуждение результатов 
На рисунках 1 и 2 представлены ре-

зультаты электрофореза образцов, полу-
ченных в результате экстракции на ос-
нове использования буферов с различной 
концентрацией гуанидин тиоционата и 4 
видов детергентов. При проведении элек-
трофореза в агарозном геле было уста-
новлено, что использование Tween 80 и 
Tween 20 в качестве детергентов в лизи-
рующем растворе обеспечивают эффек-
тивную экстракцию РНК, в отличие от та-

ких детергентов, как Triton Х-100 и 
CTAB. Было показано, что при концен-
трациях гуанидин тиоционата 5 М и 6.5 М 
наблюдались более выраженные полосы 
рРНК на электрофореграмме в случае 

 
Рис. 1. Электрофореграмма нуклеиновых кислот, полученных в результате экстракции 

c использованием детергентов Tween 80 и CTAB. М – маркер известной длины. 
GT – гуанидин тиоционат 

Fig. 1. Electropherogram of nucleic acids obtained by extraction using Tween 80 and CTAB 
detergents. (M) a marker of known length. (GT) guanidine thiocyanate 

 
Рис. 2. Электрофореграмма нуклеиновых кислот, полученных в результате экстракции 

с использованием детергентов Triton Х-100 и Tween 20. М – маркер известной длины. 
GT – гуанидин тиоционат 

Fig. 2. Electropherogram of nucleic acids obtained by extraction using Triton X-100 and 
Tween 20 detergents. (M) a marker of known length. (GT) guanidine thiocyanate 
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применения Tween 80, а при использова-
нии Tween 20 оптимальная концентрация 
гуанидин тиоционата для экстракции 
ДНК составила 5 М. 

На рисунке 3 представлены получен-
ные при выделении нуклеиновых кислот 
концентрации ДНК при использовании 
различных концентраций гуанидин тио-
ционата c детергентом Tween 80 (А) и 4 
типов детергентов при концентрации гу-
анидин тиоционата 5 М (б). 

Было установлено, что различные ком-
бинации концентраций гуанидин тиоцио-
ната в буфере не способствовали получе-
нию статистически достоверных резуль-
татов в изменении концентрации ДНК 
(р<0.05). Анализ влияние детергентов на 
качество выделения ДНК показал, что 

минимальная концентрация экстрагиро-
ванной ДНК была получена в результате 
использования CTAB и составляла 1.03 
нг/мкл. Применение в качестве детер-
гента Triton Х-100 позволило получить 
концентрации в 5.9 раз превышающее 
предыдущее значение (р<0.001). Значе-
ния, полученные в результате экстракции 
с использованием Tween 80 и Tween 20, 
превышали значения концентраций при 
использовании CTAB в 3.1 и 3.9 раза со-
ответственно (р<0.05).  

Далее осуществляли постановку Real-
Time PCR для оценки параметра порого-
вого цикла (Ct). В таблице 1 представ-
лены средние значения Ct образцов ДНК 
с парами праймеров к бактериальной 

                     
а       б 

Рис. 3. Диаграммы зависимости концентраций экстрагированной ДНК от молярности 
гуанидин тиоционата c Tween 80 (а) и детергентов при концентрации гуанидин тиоционата 

5 М (б) (различия с Tween 80 и CTAB статистически достоверны, *p<0.05) 
Fig. 3. Diagrams of the dependence of the concentrations of extracted DNA on the molarity of 

guanidine thiocyanate with Tween 80 (A) and detergents at a concentration of guanidine thiocya-
nate of 5 M (B) (differences with Tween 80 and CTAB are statistically valid, *p < 0.05) 

 
Таблица 1. Средние значения Ct (± стандартное отклонение), полученные в результате Real-
Time PCR с парами праймеров 337F/1100R и ITS1/ITS4 
Table 1. Average Ct (± standard deviation) values obtained as a result of Real-Time PCR with 
337F/1100R and ITS1/ITS4 primer pairs 

      Кон-
центрация 

GT 
Детергент 

3.5 М 5 М 6.5 М 

337F/ 
1100R 

ITS1/ 
ITS4 

337F/ 
1100R 

ITS1/ 
ITS4 

337F/ 
1100R 

ITS1/ 
ITS4 

Triton 
X100 20.70±9.4 36.27±1.2 24.40±6.4 32.72±1.0 32.60±0.5 34.10±1.2 

Tween 20 19.17±8.7 35.09±0.1 26.68±8.6 35.59±0.7 18.60±10.4 34.47±0.8 
Tween 80 15.36±5.1 34.19±1.9 24.16±12.4 34.18±0.8 31.06±0.9 33.27±1.0 

CTAB 28 06 5 9 36 33 2 4 25 32 11 00 37 25 0 8 17 79 8 8 35 82 2 3 
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ДНК (337F/1100R) и грибковой ДНК 
(ITS1/ITS4). 

Значения Ct с праймерами ITS1 и ITS4 
во всех вариантах экстракции ДНК варь-
ировало от 32.72 до 37.25, что не позво-
ляет оценить качество выделения нукле-
иновых кислот из грибов на основе Real-
Time PCR. Анализ значений порового 
цикла с праймерами 337F и 1100R позво-
ляет предположить, что оптимальным 
значением концентрации гуанидин тио-
ционата является 5 М (среднее значение 
Ct по всем детергентам составляло 25,0). 

Заключение 
В рамках эксперимента осуществляли 

сравнительный анализ качества выдели-
тельных систем на основе сорбции на си-
лике с применением гуанидин тиоцио-
ната различной концентрации и 4 типов 

детергентов в составе лизирующего рас-
твора. Концентрация выделенной ДНК 
была выше при использовании Triton Х-
100 и Tween 20 в качестве детергента. Ис-
пользование Tween 20 или Tween 80 в ка-
честве детергентов значительно повы-
шало фракцию РНК в препарате нуклеи-
новых кислот. Также установлено, что 
при выделении нуклеиновых кислот из 
кефира необходимо использовать гуани-
дин тиоционат в концентрации 5 М или 
6.5 М. 

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 
могли бы повлиять на работу, представ-
ленную в этой статье. 
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