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Аннотация. Одним из основных этапов молекулярно-генетических исследований является экстракция 

нуклеиновых кислот. Методика выделения ДНК/РНК, основанная на сорбции, зарекомендовала себя 

как успешная и популярная технология. Выделение нуклеиновых кислот из комплексных субстратов, 

таких как фекалии, может представлять проблему. Известно, что фекалии содержат в своем составе 

новые пробиотические агенты, такие как Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia muciniphila, кото-

рые обладают широким спектром биологических активностей. Работа посвящена оценке эффективно-

сти экстракции ДНК и РНК из фекалий с помощью силики (диоксид кремния) как сорбента для нукле-

иновых кислот с добавлением в качестве детергента в составе лизирующего раствора Triton X-100, 

Tween 20, Tween 80 и Pluronic P123 в концентрациях 1, 3, 5 и 10%. Электрофорез в агарозном геле 

показал, что увеличение концентрации детергента провоцировало рост интенсивности свечения полос, 

соответствующих как ДНК, так и РНК. Самые большие значения концентрации РНК были характерны 

для 10% Tween 80 и 5% Triton X-100. При этом с увеличением концентрации детергента фиксировалось 

увеличение выхода РНК. Максимальные значения концентрации ДНК были зарегистрированы при ис-

пользовании Tween 20. Данные согласуются с результатами, полученными на основе Real-Time PCR. 

Показано, что использование детергента Tween 20 наиболее оптимально для выделения ДНК из фе-

кальных бактерий Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia muciniphila. 
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Abstract. One of the main stages of molecular genetic research is the extraction of nucleic acids. The sorption-

based DNA/RNA isolation technique has proven to be a successful and popular technology. The isolation of 
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nucleic acids from complex substrates such as feces can be a problem. Feces are known to contain novel pro-

biotic agents such as Faecalibacterium prausnitzii and Akkermansia muciniphila, which have a wide range of 

biological activities. The work is devoted to evaluating the effectiveness of DNA and RNA extraction from 

feces using silica (silicon dioxide) as a sorbent for nucleic acids, with the addition of Triton X-100, Tween 20, 

Tween 80 and Pluronic P123 as a detergent in the lysing solution in concentrations of 1, 3, 5 and 10%. Elec-

trophoresis in agarose gel showed that an increase in the concentration of detergent provoked an increase in 

the intensity of the glow bands characteristic of both DNA and RNA. The highest RNA concentrations were 

typical for 10% Tween 80 and 5% Triton X-100. At the same time, with an increase in the concentration of 

detergent, a greater RNA yield was observed. The maximum values of DNA concentration were observed 

using Tween 20 as detergent. The data are consistent with the results obtained based on Real-Time PCR. It has 

been shown that the use of Tween 20 detergent is most optimal for DNA isolation from fecal bacteria Faecal-

ibacterium prausnitzii and Akkermansia muciniphila. 

Keywords: DNA extraction, silicon dioxide, probiotic agents, detergent, Real-time PCR. 
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Введение 

Повышенное внимание к методологии 

процесса экстракции бактериальной ДНК 

из фекалий человека связано с важностью 

данного этапа при изучении микробиома 

с помощью различных молекулярно-ге-

нетических подходов [1]. В зависимости 

от выбранной методики выделения нук-

леиновых кислот могут регулироваться и 

оптимизироваться количественные и ка-

чественные характеристики ДНК. По-

скольку в составе фекалий присутствуют 

как грамположительные, так и грамотри-

цательные бактерии, а также различные 

ингибиторы, препятствующие дальней-

шему анализу образцов, выбор методики 

выделения нуклеиновых кислот является 

важным аспектом при проведении иссле-

дований профиля кишечного микро-

биома [2]. На сегодняшний день суще-

ствует большое разнообразие технологий 

экстракции нуклеиновых кислот, начиная 

с фенол-хлороформного протокола и за-

канчивая методами выделения на колон-

ках с силикагелевой мембраной [3].  

Состав классического набора для экс-

тракции нуклеиновых кислот представ-

лен растворами, в число которых входят 

лизирующий, промывочный и элюирую-

щий. Основным компонентом лизирую-

щего раствора является гуанидин тиоци-

онат, который совместно с детергентом 

способствует разрушению клеточной 

мембраны, органелл и высвобождению 

нуклеиновой кислоты в буфер. Самыми 

распространенными детергентами при-

нято считать Triton, Tween, SDS и ЦТАБ 

[4-7]. Отмывка выделяемой ДНК/РНК 

чаще всего состоит из нескольких этапов и 

представлена несколькими растворами [8]. 

В зависимости от метода выделения 

нуклеиновых кислот протокол экстрак-

ции нуклеиновых кислот может включать 

раствор для преципитации ДНК/РНК или 

же сорбент. Последний представляет со-

бой диоксид кремния и может быть ис-

пользован как для заполнения колонки, 

так и в качестве взвеси в растворе. Сле-

дует отметить, что метод выделения нук-

леиновых кислот, основанный на их 

сорбции, является самым распространен-

ным и зарекомендовавшим себя [9]. 

Принцип технологии твердофазной экс-

тракции заключен в селективном связы-

вании высоко аффинного отрицательно 

заряженного остова молекулы ДНК/РНК 

с положительно заряженным диоксидом 

кремния. Такая прочная связь нуклеино-

вой кислоты с неорганическим носителем 

способствует ее хорошей отмывке от 

примесей и ингибиторов. В конечном 

итоге на выходе получается высокоочи-

щенная молекула ДНК/РНК, которая мо-

жет быть использована для дальнейших 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 5. С. 786-794. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 5. pp. 786-794. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

788 

молекулярно-генетических исследований 

[10-12].  

При выделении нуклеиновых кислот 

из фекалий важной задачей может яв-

ляться получение ДНК и РНК новых про-

биотических агентов, таких как 

Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia 

muciniphila, ввиду их особой важности 

как маркера различных заболеваний ки-

шечника [13-16]. Увеличение численно-

сти A. muciniphila способствует нормали-

зации метаболизма у людей, страдающих 

ожирением. Бактерии учувствуют в регу-

ляции эндоканнабиноидной системы, что 

позволяет положительно влиять на проте-

кание воспалительных процессов в орга-

низме, вызванных сахарным диабетом 2 

типа [14]. Вырабатываемый F. prausnitzii 

бутират, наделяет бактерии противовос-

палительными функциями, применяе-

мыми при лечении колитов. Помимо 

этого, бактерии способствуют поддержа-

нию целостности кишечного барьера пу-

тём выработки особых белков и слизи 

[13,15]. Поэтому предполагается, что бак-

терии A. muciniphila и F. prausnitzii явля-

ются пробиотиками нового поколения. 

При этом полностью отсутствуют публи-

кации, посвященные выделению нуклеи-

новых кислот из этих бактерий, что явля-

ется необходимым этапом любых моле-

кулярно-генетических исследований. 

Цель нашего исследования – разрабо-

тать наиболее оптимальный способ выде-

ления ДНК из фекалий на основе сорбци-

онного метода, позволяющего изолиро-

вать ДНК и РНК новых пробиотических 

агентов. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования были 

использованы фекалии человека, в кото-

рых предварительно с помощью секвени-

рования (не опубликованные данные) 

были идентифицированы бактерии 

Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia 

muciniphila. 

Лизирующий раствор для экстракции 

ДНК состоял из гуанидин тиоционата, 

трис-HCl, ЭДТА и детергента (см. ниже) 

при кислотности среды 6.4 [17]. Ранее 

нами было показано, что оптимальная 

концентрация гуанидин тиоционата со-

ставляет 5.0 М [18]. В качестве сорбента 

использовали коммерчески доступную 

силику (диоксид кремния) (Sigma-

Aldrich, США). В рамках эксперимента 

рассматривались 4 варианта детергентов, 

относящихся к неионогенным поверх-

ностно активным веществам: производ-

ное полиэтиленгликоля Triton X-100, по-

лисорбаты Tween 20 и Tween 80, различа-

ющиеся типом жирных кислот, связан-

ных с фрагментом полиоксиэтилен сор-

битана, и блоксополимер полиэтиленок-

сид-полипропиленоксид-полиэтиленок-

сида Pluronic P123. Детергенты добавля-

лись в лизирующий раствор с разной кон-

центрацией – 1, 3, 5, 10%. Таким образом, 

экстракция ДНК осуществлялась 16 различ-

ными вариантами выделительных систем. 

ДНК, полученную после экстракции, 

визуализировали с помощью электрофо-

реза в 2% агарозном геле. Измерение кон-

центрации проводили с помощью флуо-

риметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, 

США) в соответствии с инструкцией про-

изводителя. 

Полимеразная цепная реакция прово-

дилась с использованием Taq-полиме-

разы на приборе Bio-Rad CFX96 Real-

Time System (Bio-Rad, США). Смеши-

вали в пробирке следующие компоненты: 

5Х реакционная смесь qPCRmix-HS SYBR 

(Евроген, Россия) – 5 мкл; 5 мкМ прямой 

праймер – 1 мкл; 5 мкМ обратный праймер 

– 1 мкл; ДНК – 2 мкл; деионизированная 

вода – до 25 мкл. Использовали следую-

щий температурный цикл: 94°С 4 мин, 40 

циклов: 94°С 20 сек 59°С 30 сек, 72°С 30 

сек. В качестве праймеров использовали 

337F GACTCCTACGGGAGGCWGCAG и 

518R GTATTACCGCGGCCTGCTGG [19]. 

Для анализа образцов на наличие бакте-

рий видов Faecalibacterium prausnitzii и 

Akkermansia muciniphila были использо-

ваны специфичные к бактериям зонды и 
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праймеры. Смешивали в пробирке следу-

ющие компоненты: 5Х реакционная 

смесь qPCRmix-HS (Евроген, Россия) – 6 

мкл; 5 мкМ прямой праймер – 1 мкл; 5 

мкМ обратный праймер – 1 мкл; ДНК – 2 

мкл; деионизированная вода – до 25 мкл. 

Использовали следующий температур-

ный цикл: 94°С 4 мин, 40 циклов: 94°С 20 

сек 58°С 30 сек, 72°С 30 сек. Для расчетов 

относительного количества бактерий 

оценивали Ct полимеразной цепной реак-

ции со специфичными к новым пробио-

тическим агентам олигонуклеотидами и 

универсальными к бактериям олигонук-

леотидам, по формуле, разработанной ра-

нее [20]. 

Статистическая обработка данных 

проводилась с использованием дисперси-

онного анализа ANOVA в программе 

STATISTICA. 

Обсуждение результатов 

На первом этапе исследования каче-

ство экстрагируемой ДНК было прове-

рено с помощью электрофореза в 2% ага-

розном геле. Установлено, что характер-

ный рисунок ДНК присутствовал на элек-

трофореграммах со всеми используе-

мыми детергентами (Triton X-100, Tween 

20, Tween 80 и Pluronic P123) (рис. 1). По-

лученные результаты указывают на 

успешное выделение нуклеиновой кис-

лоты наборами со всеми детергентами и 

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

экстракции с использованием детергентов Triton X-100 1 и 3%, Tween 20 1 и 3%, Tween 80 

1 и 3%, Pluronic P123 1 и 3% . М – маркер известной длины. 

Fig. 1. Electrophoregram of nucleic acid fragments obtained as a result of extraction using de-

tergents Triton X-100 1 and 3%, Tween 20 1 and 3%, Tween 80 1 and 3%, Pluronic P123 1 and 

3%. M is a marker of known length. 

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

экстракции с использованием детергентов Triton X-100 5 и 10%, Tween 20 5 и 10%, Tween 

80 5 и 10%, Pluronic P123 5 и 10% . М – маркер известной длины. 

Fig. 2. Electrophoregram of nucleic acid fragments obtained as a result of extraction using de-

tergents Triton X-100 5 and 10%, Tween 20 5 and 10%, Tween 80 5 and 10%, Pluronic P123 5 

and 10%. M is a marker of known length. 
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вариантами их концентраций. Установ-

лено, что с увеличением концентрации 

детергента росла интенсивность свечения 

полос, характерных не только для моле-

кулы ДНК, но и для РНК (рис. 2). Анализ 

электрофореграмм позволил сделать вы-

вод о том, что набор, в состав которого 

входил детергент Tween 80 с концентра-

циями 1 и 3%, позволяет лучше других 

экстрагировать ДНК. 

Примечательно, что использование 

лизирующего раствора без добавления 

детергентов позволяет выделить ДНК, но 

не РНК. Результаты экстракция нуклеи-

новых кислот с использованием гуанидин 

тиоционата различной молярности (3, 4, 5 

и 6М), но без добавления детергентов 

представлены на рисунке 3. 

При использовании в качестве хао-

тропного агента гуанидин тиоционата без 

добавления детергента концентрация 

ДНК варьировала от 3.87±1.58 нг/мкл 

(при концентрации гуанидин тиоционата 

6М) до 7.30±2.98 нг/мкл (при концентра-

ции гуанидин тиоционата 3М). Таким об-

разом, отсутствие детергентов в целом 

обеспечивает выделение ДНК из фека-

лий, но при этом не позволяет изолиро-

вать РНК. 

Следующим этапом анализа стала 

оценка концентрации ДНК и РНК, кото-

рые удалось экстрагировать с помощью 

наборов на основе сорбции с различными 

вариантами детергентов. На рисунке 4 

представлена гистограмма зависимости 

применяемых детергентов и их концен-

трации от концентрации выделенной 

ДНК. Установлено, что с ростом концен-

трации детергентов наблюдалась тенден-

ция увеличения концентрации ДНК. В 

присутствии 10% детергента Triton X-100 

концентрация ДНК была выше в 1.4 раза 

по сравнению с концентрацией того же 

детергента 1%. А в присутствии 10% де-

тергента Tween 80 концентрация ДНК 

была выше в 1.5 раза по сравнению с кон-

центрацией этого же детергента 1%. Для 

других образцов достоверных различий 

установлено не было. Самые высокие 

значения концентрации выделенной ДНК 

получены при использовании в качестве 

детергента Tween 20. Видимая тенденция 

роста концентрации ДНК при увеличе-

нии процентности детергента была заре-

гистрирована в случае использования Tri-

ton X-100. Что касается детергентов 

Tween 80 и Pluronic P123, то можно ска-

зать о неоднозначности полученных ре-

зультатов, с ростом концентрации детер-

гента увеличение концентрации ДНК ре-

гистрировалось не для всех образцов. 

Например, при экстракции с 1% Tween 80 

концентрация ДНК составила 5.7 нг/мкл, 

а при 5% Tween 80 – 5.4 нг/мкл, при том, 

что в случае применения 3 и 10% Tween 

80 значения концентрации составили 7.4 

и 8.6 нг/мкл соответственно.  

 
Рис. 3. Электрофореграмма фрагментов нуклеиновых кислот, полученных в резуль-

тате экстракции без использования детергентов: М – маркер известной длины. 

Fig. 3. Electrophoregram of fragments of nucleic acids obtained as a result of extraction 

without the use of detergents: M - marker of known length. 
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На рисунке 5 изображена зависимость 

концентраций экстрагируемой РНК от 

разновидности детергента и его концен-

траций. Установлено, что набор реаген-

тов для выделения нуклеиновых кислот 

на основе сорбции помимо ДНК эффек-

тивно экстрагирует и РНК. Более того, 

значения концентраций значительно 

выше для РНК, чем для ДНК. Так, напри-

мер, среднее значение концентрации экс-

трагируемой РНК со всеми детергентами 

составило 14.5 нг/мкл, в то время как для 

ДНК – 7.0 нг/мкл. Самые большие значе-

ния концентрации РНК были характерны 

для 10% Tween 80 и 5% Triton X-100. По-

лученные значения составили 22.8±0.5 и 

20±2 нг/мкл соответственно. Концентра-

ция РНК при выделении с 5% детерген-

том Triton X-100 была выше в 2.0 раза по 

сравнению с 1% концентрацией того же 

детергента. Концентрация РНК при выде-

лении с `10% детергентом Tween 80 была 

выше в 1.9 раза по сравнению с 1% кон-

центрацией того же детергента. При этом 

зафиксирован больший выход РНК при 

увеличении концентрации детергента, 

что согласуется с результатами электро-

фореза. 

На третьем этапе образцы ДНК, полу-

ченные в ходе экстракции нуклеиновых 

кислот с детергентами Triton X-100, 

Tween 20, Tween 80 и Pluronic P123 в кон-

центрациях 1 и 5%, были подвержены ре-

акции амплификации в реальном вре-

мени. Были получены значения относи-

тельного содержания бактерий 

Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia 

muciniphila в исследуемых образцах.  

В таблице 1 представлены подробные 

результаты анализа микробного состава 

кала на наличие бактерий 

Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia 

muciniphila с помощью Real-Time PCR. 

Анализ относительного содержания 

бактерий Faecalibacterium prausnitzii в 

исследуемых образцах кала показал, что 

наибольшее значение относительного со-

держания бактерий было характерно для 

набора, в котором в качестве детергента 

выступал 1% Tween 20 (0.10±0.01%). 

Остальные варианты детергентов позво-

лили получить результаты, варьирующие 

от 0.01 до 0.08 %. 

Аналогичная ситуация наблюдалась и 

при исследовании Akkermansia 

muciniphila. Экстракция на основе 1% 

Tween 20 позволила зарегистрировать 

высокий уровень относительного содер-

жания бактерий в образцах, что соответ-

ствовало значению 6.9±3.1%. При этом 

детергенты Triton X-100 и Pluronic P123 

не обеспечили выделение ДНК бактерий 

из образцов. 

 

 
Рис. 4. Зависимость концентрации экстрагированной ДНК от концентрации детерген-

тов. *различия в концентрации ДНК относительно 1% концентрации того же детергента 

статистически достоверны 

Fig. 4. Dependence of the concentration of extracted DNA on the concentration of deter-

gents. *differences in DNA concentration relative to 1% concentration of the same detergent are 

statistically significant 
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Заключение 

В ходе оценки эффективности выдели-

тельных систем на основе сорбции с 

включением в состав лизирующего рас-

твора детергентов Triton X-100, Tween 20, 

Tween 80 и Pluronic P123 в концентра-

циях 1, 3, 5 и 10% было установлено, что 

Tween 80 в концентрациях 1 и 3% в со-

ставе лизирующего раствора позволяет 

эффективнее остальных детергентов экс-

трагировать ДНК. При этом с увеличе-

нием концентрации детергентов на элек-

трофореграмме наблюдался характерный 

рисунок РНК совместно с ДНК. Макси-

мальные значения концентрации выде-

ленной ДНК характерны при добавлении 

детергента Tween 20. Это согласуется с 

результатами, полученными на основе 

Real-Time PCR. Высокие показатели от-

носительного содержания бактерий 

Faecalibacterium prausnitzii и Akkermansia 

muciniphila были получены при использо-

вании Tween 20. Набор для выделения 

нуклеиновых кислот на основе сорбции 

помимо ДНК эффективно экстрагирует и 

РНК. Самые большие значения концен-

трации РНК были характерны для 10% 

Tween 80 и 5% Triton X-100. При этом с 

увеличением концентрации детергента 

зафиксирован лучший выход РНК, что 

подтверждается результатами электрофо-

реза. Примечательно, что отсутствие де-

 
Рис. 5. Гистограмма зависимости концентраций экстрагированной РНК от концен-

трации детергентов. ** - различия в концентрации ДНК относительно 1% и 3% концен-

трации того же детергента  статистически достоверны; * - различия в концентрации 

ДНК относительно 1% концентрации того же детергента  статистически достоверны 

Fig. 5. Histogram of the dependence of the concentrations of extracted RNA on the concen-

tration of detergents. ** - differences in DNA concentration relative to 1% and 3% concentra-

tion of the same detergent are statistically significant; * - differences in DNA concentration 

relative to 1% concentration of the same detergent are statistically reliable 

 

Таблица 1. Относительное содержание бактерий Faecalibacterium prausnitzii и Akkerman-

sia muciniphila в образцах, % 

Table 1. Relative content of Faecalibacterium prausnitzii and Akkermansia muciniphila bacteria 

in samples, % 

Детергент Концентрация 
Faecalibacterium 

prausnitzii, % 

Akkermansia 

muciniphila, % 

Triton X-100 
1% 0.08±0.01 - 

5% 0.010±0.002 - 

Tween 20 
1% 0.10± 0.01 6.9±3.1 

5% 0.06±0.02 1.0±0.9 

Tween 80 
1% 0.030±0.003 0.6± 0.2 

5% 0.030±0.003 5.1±2.3 

Pluronic P123 
1% 0.030±0.002 - 

5% 0.07±0.02 - 
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тергентов в лизирующем растворе в це-

лом обеспечивает выделение ДНК из фе-

калий, но при этом не позволяет изолиро-

вать РНК. 

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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