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Аннотация. Эпигенетика – одно из наиболее прогрессивных направлений в современной молекуляр-

ной биологии. Одним из механизмов эпигенетической регуляции активности генов является процесс 

метилирования ДНК. Для определения метильного статуса гена чаще всего прибегают к анализу мети-

лирования ДНК с помощью химической модификации цитозиновых оснований, с последующей детек-

цией с применением метил-специфической ПЦР. Учитывая, что бисульфит натрия является сильным 

ингибитором многих ферментов, в том числе ДНК-полимеразы, то при недостаточной очистке препа-

рата ДНК, дальнейшая амплификации и детекция становится невозможной. В исследовании был при-

менен модифицированный метода очистки ДНК от бисульфита натрия с помощью спин-колонок с ди-

оксидом кремния (SiO2) в качестве сорбента. Объектом исследования служили самцы лабораторных 

крыс (Rattus norwegicus L. линии Wistar). Электрофорез в 1% агарозном геле позволил установить, что 

очистка ДНК от бисульфита с помощью спин-колонок с силикагелем показала более эффективный ре-

зультат по сравнению с обработкой ДНК смесью спирт-глицерин. В результате количественной оценки 

ДНК до и после бисульфитной обработки было показано, что выход ДНК после обработки с очисткой 

с помощью спин-колонок составил 0.95 мкг/мкл (концентрация ДНК до обработки – 1.19 мкг/мкл), а 

потери составили около 20%. Тогда как количество ДНК после обработки в случае очистки от бисуль-

фита с помощью инкубации ДНК в смеси этанол-гликоген было 0.14 мкг/мкл (потери порядка 88%). В 

результате исследования при помощи горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле и дальней-

шей визуализации были получены ПЦР-продукты следующих размеров: 518, 180, 140 п.н., потери це-

левого продукта в ходе модификации ДНК бисульфитом натрия и последующей очистки составили 

около 20%. Полученные в ходе метил-специфичной ПЦР продукты соответствовали теоретически рас-

считанному размеру. Показано, что данный модифицированный метод очистки ДНК от бисульфита 

натрия пригоден для анализа метильного статуса промотора гена pdhb пируватдегидрогеназы при ра-

боте с животными тканями, в частности, с тканями печени лабораторных крыс. 
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Abstract. Epigenetics is one of the most progressive areas in modern molecular biology. One of the mecha-

nisms for the epigenetic regulation of gene activity is the process of DNA methylation. To determine the methyl 
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status of a gene, DNA methylation analysis is most often used, accompanied by chemical modification of 

cytosine bases, followed by detection using methyl-specific PCR. Due to the fact that sodium bisulphite is a 

strong inhibitor of many enzymes, including DNA polymerase, with insufficient purification of the DNA prep-

aration further amplification and detection become impossible. A modified method of DNA purification from 

sodium bisulphite using spin columns with silicon dioxide (SiO2) as a sorbent was used in the study. The object 

of the study was male laboratory rats (Rattus norwegicus L. of the Wistar line). Electrophoresis in 1% agarose 

gel allowed establishing that DNA purification from bisulphite using spin columns with silica gel showed a 

more effective result as compared to DNA treatment with an alcohol-glycerin mixture. 

As a result of the quantitative assessment of DNA before and after bisulphite treatment, it was shown that the 

yield of DNA after spin column purification was 0.95 µg/µl (DNA concentration before treatment was 1.19 

µg/µl), and losses were about 20%. Meanwhile the amount of DNA after purification from bisulphite by incu-

bation of DNA in an ethanol-glycogen mixture was 0.14 µg/µl (losses of about 88%). As a result of the study, 

using horizontal electrophoresis in 2% agarose gel and further visualisation, PCR products of the following 

sizes were obtained: 518, 180, and 140 bp, losses of the target product during DNA modification with sodium 

bisulphite and subsequent purification were about 20%. The products obtained during methyl-specific PCR 

corresponded to the theoretically calculated size. It was shown that this modified method of DNA purification 

from sodium bisulphite is suitable for analysing the methyl status of the promoter of the pdhb pyruvate dehy-

drogenase gene when working with animal tissues, in particular with liver tissues of laboratory rats. 

Keywords: silica, sorbent, spin-column, methylation, gene. 
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Введение 

Одним из разделов генетики, который 

изучает изменение экспрессии генов под 

влиянием внешних факторов, без измене-

ния кодирующей способности молекулы 

ДНК, является эпигенетика [1]. На дан-

ный момент известно несколько основ-

ных эпигенетических механизмов: моди-

фикация белков-гистонов, функциониро-

вание различных классов микро-РНК, мо-

бильные генетические элементы, а также 

химическая модификация отдельных ча-

стей гена. В современных исследованиях 

наиболее часто отдается предпочтение 

изучению метильного статуса промото-

ров генов [2]. Метилирование – это про-

цесс химической модификации молекулы 

ДНК без изменения нуклеотидной после-

довательности и без нарушения кодирую-

щей способности ДНК, при которой спе-

цифические ферменты участвуют в пере-

носе метильных групп с S-аденозилмети-

онина на остатки азотистых оснований в 

составе CpG-динуклеотида [3]. Показано, 

что модификации подвергаются не 

только цитозин, но и аденин, в результате 

чего образуется С5-метилцитозин и N6-

метиладенин соответственно [4]. Однако 

именно метилирование цитозина явля-

ется довольно распространенной постре-

пликационной модификацией ДНК, как у 

людей, так и многих других организмов. 

Изучение степени метилирования ДНК 

очень полезно для наблюдения за измене-

нием уровня экспрессии генов, а также 

структуры хроматина при различных 

условиях. Наиболее часто для исследова-

ния метильного статуса применяется ме-

тил-специфичная ПЦР [5]. 

Как известно бисульфит натрия часто 

выступает сильным ингибитором многих 

ферментов, ДНК-полимераза не является 

исключением. Поэтому недостаточная 

очистка ДНК от названной соли может 

привести к нарушению процесса ампли-

фикации и последующего анализа. 

Наиболее частым некоммерческим мето-

дом очистки ДНК является инкубация с 

ацетатом аммония, однако время и выход 

очищенной ДНК очень мал, особенно при 

работе с органами лабораторных крыс. 

Применение диоксида кремния в каче-

стве сорбента для выделения нуклеино-

вых кислот известно очень давно. Про-

цесс взаимодействия SiO2 с ДНК можно 

разделить на несколько стадий [6]:  

1 – Электростатический эффект. Уве-

личение концентрации соли (а именно, 
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ионной силы раствора) способствует уве-

личению адсорбции молекулы ДНК. Счи-

тается, что повышенная концентрация ка-

тионов соли экранирует отрицательные 

заряды, как на поверхности ДНК, так и 

кремнезема, тем самым уменьшая элек-

тростатическое отталкивание (в процессе 

метилирования геномная ДНК обрабаты-

вается довольно высокой концентрации 

бисульфита натрия).   

2 – Эффекты дегидратации. Механизм 

напоминает процесс высаливания белков, 

в результате которого хаотропные соли 

разрушают гидратную оболочку, за счет 

захвата свободных молекул воды. В ре-

зультате это также способствует увеличе-

нию адсорбции. 

3 – Образование водородных связей 

между молекулой ДНК и силикой, зави-

сит от значения pH (снижение рН способ-

ствует увеличению адсорбции, за счет 

того, что некоторые фосфатные группы 

нуклеотидов становятся протонирован-

ными). Помимо этого, имеются данные о 

том, что на процесс адсорбции оказывает 

влияние изменение пространственной ор-

ганизации молекулы ДНК [6]. Так, было 

показано, что конформационного состоя-

ния нуклеотида сильно зависит от кон-

центрации электролита (при высоких 

концентрациях электролита наблюдалось 

повышение гибкости олигонуклеотида, 

что приводило к раскручиванию спирали 

и разделению двух нитей, позволяя им 

связываться непосредственно с поверх-

ностью кремнезема и наоборот).  

Раннее был разработан метод очистки 

ДНК с помощью кремнезема, однако, 

низкая концентрации последнего (соот-

ношение SiO2:ДНК -1:33) и последующие 

стадии отмывки приводили к потере це-

левого продукта [7]. Помимо этого, выде-

ление геномной ДНК из животной 

клетки, без использования коммерческих 

наборов, связано с относительно низким 

выходом (около 1 мкг/мкл), который зна-

чительно снижается после бисульфитной 

конверсии, что делает затруднительным 

последующий анализ. В связи с этим, це-

лью исследования было модификация ме-

тода очистки ДНК, позволившая сокра-

тить время исследования и повысить вы-

ход конечного продукта, что имеет осо-

бое значение при бисульфитном секвени-

ровании. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования ис-

пользовались самцы лабораторных крыс 

(Rattus norvegicus L. линии Wistar) в воз-

расте 12 недель и массой тела 150-180 г 

(n=5). Животные содержались в виварии 

при одинаковых, стандартных условиях 

(температура 25оС, естественное освеще-

ние) и свободным доступом в течение дня 

к воде и корму.  

Для получения ткани печени крысы 

были подвержены декапитации под эфир-

ным наркозом с последующей аутопсией. 

Вскрытие животных и извлечение пече-

ночной ткани проводили, согласно реко-

мендациям [8]. Забор биоматериала осу-

ществлялся в течение часа с последую-

щей отмывкой ледяным 0.9% NaCl до 

бледно-желтого цвета, заморозкой при -

80оС и транспортировкой в лабораторию. 

Нуклеиновые кислоты выделяли мето-

дом фенол-хлороформной экстракции. В 

качестве главного осадителя РНК и ДНК 

применялся 10 М ацетат натрия [9]. Для 

разделения фракций РНК и ДНК исполь-

зовался 8 М LiCl [10]. Качественный ана-

лиз ДНК осуществляли с помощью элек-

трофореза в 1% агарозном геле (Helicon, 

Россия). Измерение концентрации ДНК 

осуществляли спектрофотометрически 

на спектрофотометре Evolution 200 

(«Thermo scientific», США). Измерения 

проводили в 0.9% растворе NaCl при 

длине волны 260 нм. Расчёт концентра-

ции ДНК осуществляли в программе 

(http://molbiol.ru/scripts/01_03.html). Вы-

ход суммарной клеточной ДНК в про-

цессе выделения составил 1.2 мкг/мкл.  

Сорбент для спин-колонок готовили 

по ранее разработанной методике [5]. 
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Спин-колонку снизу и сверху фиксиро-

вали мембраной из нитроцеллюлозы, а в 

середину вносили сорбент (рис. 1).  

Модификация ДНК бисульфитом 

натрия. Процесс модификации включал в 

себя три этапа [1]. На первом этапе, пред-

варительно обработанная 3 М NaOH, 

ДНК конвертировалась путём добавле-

ния смеси, содержащий 4.5 М бисуль-

фита натрия и 200 мМ гидрохинона. Дан-

ная смесь инкубировалась в амплифика-

торе Personal cycle («Biometra», Герма-

ния) в течение 3 часов. Программа вклю-

чала в себя следующие стадии:  

• Предварительная денатурация – 95оС 

на протяжении 5 минут; 

• Проведение 11 циклов, включающих 

стадии: 95оС в течение 30 секунд; 55оС в 

течение 15 минут 

Второй этап включал в себя очистку 

ДНК, подвергшейся модификации, от би-

сульфита натрия с использованием спин-

колонок. В качестве сорбента была ис-

пользована кремнеземная матрица. 

Смесь ДНК-бисульфит (150 мкл) нано-

сили на спин-колонку и центрифугиро-

вали 2 мин при скорости 13000 оборо-

тов/мин. Затем жидкость удаляли. После-

дующую экстракцию ДНК осуществляли 

путем добавления дистиллированной 

воды или TE-буфера (с низкой ионной си-

лой и pH 8.0), повторно центрифугиро-

вали 5 мин при скорости 13000 оборо-

тов/мин. Полученный фильтрат содержал 

очищенную ДНК. Параллельно аналогич-

ные образцы ДНК, обработанные бисуль-

фитом очищали инкубацией с раствором 

гликогена (20 мг/мл; 2 мкл) и 96% эта-

нола (2 мл) на -20ºС в течение 30 минут, 

после чего раствор центрифугировали 30 

минут при скорости 13000 об/мин, осадок 

растворяли в 100 мкл ТЕ-буфера. 

Третий этап – десульфонирование. 

Очищенную ДНК инкубировали с 0,3 М 

NaOH в течение 20 минут при 37°С. За-

тем к ДНК добавляли смесь спирта и аце-

тата аммония: 10 М ацетата аммония (35 

мкл) и 3 объема изопропанола. Инкуби-

ровали не менее 30 минут при -20ºС. За-

тем, центрифугировали в течение 30 ми-

нут при скорости 13 000 оборотов/мин, 

дважды промывали охлажденным 80% 

этанолом, высушивали и растворяли в 

воде, свободной от ДНКаз. 

Для определения метильного статуса 

CpG-динуклеотидов в промоторе гена 

pdhb пируватдегидрогеназы проводили 

метил-специфичную ПЦР с применением 

набора 5X qPCRmix-HS (ЗАО «Евроген», 

Москва). Амплификация осуществлялась 

на амплификаторе ТП4-ПЦР-01-«Тер-

цик» (ООО «НПО ДНК-Технология», 

Россия). Были подобраны и использо-

ваны праймеры для метилспецифичной 

ПЦР. В каждом праймере анализировался 

один CpG-динуклеотид (табл.) 

Амплификация включала следующие 

этапы: 

1. Предварительная денатурация – 

950С на протяжении 10 минут; 

2. Проведение 35 циклов, включаю-

щих стадии: 95оС в течение 45 секунд; 

58оС в течение 45 секунд; 72оС в течение 

45 секунд;  

 
Рис. 1. Схема спин-колонки: 1 – сорбент; 2 – фильтр из нитроцеллюлозной мембраны 

Fig. 1. Spin column diagram: 1 – sorbent; 2 – nitrocellulose membrane filter 
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3. Финальная элонгация осуществля-

лась в течение 10 минут при температуре 

72оС.  

Детекция продуктов осуществлялась 

путем электрофоретического анализа 

(2% агарозный гель). Для определения 

специфических продуктов использова-

лись ДНК-маркеры ДНК 100+ bp («Евро-

ген», Россия). 

Опыты проводили в шестикратной по-

вторности. Предварительная оценка ха-

рактера распределения проводилась по 

асимметрии и эксцессу (Excel, 

MicrosoftOffice), дальнейший анализ про-

водили в программе Статтех (StatTech 

4.2.6; ООО «Статтех», Россия). Данные, 

представленные в данной работе, стати-

стически значимы, р<0.05. 

Обсуждение результатов 

Методы, в основе которых лежит би-

сульфитная модификация ДНК, подразу-

мевают предварительную денатурацию 

ДНК под действием щелочи, после чего 

одноцепочечная ДНК обрабатывается би-

сульфитом натрия. Обработка ДНК би-

сульфитом натрия является причиной 

дезаминирования как метилированных, 

так и неметилированных остатков цито-

зина, но реакционная способность 5-ме-

тилцитозина намного ниже, чем у неме-

тилированных остатков цитозина [11]; 

поэтому неметилированные цитозины 

превращаются в урацилы, в то время как 

метилированные цитозины остаются 

неизменны в CpG-динуклеотидах. Такая 

модификация позволяет различать мети-

лированную и неметилированную ДНК. 

Условием успешного проведения реак-

ции является полная обработка ДНК би-

сульфитом натрия [12]. После конверсии 

ДНК бисульфит натрия должен быть уда-

лен из смеси, так как его присутствие 

предотвращает репликацию ДНК. 

Для анализа качества нуклеиновых 

кислот проводили электрофорез в 1% ага-

розном геле, результаты представлены на 

рисунке 2, из которого видно, что очистка 

Таблица. Праймеры к генам пируватдегидрогеназы для метил-специфичной ПЦР 

Table. Primers for pyruvate dehydrogenase genes for methyl-specific PCR 

Ген 
Назва-

ние 

Положение 

исследуе-

мого цито-

зина 

Последовательность 

Темпера-

тура от-

жига, oС 

Размер 

про-

дукта, 

п.н. 

pdhb 

M1 (f) 

1 -224 

5’-TTATTTAGGAAGGCGG-3’ 

51 

518 

MU (r) 
5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 

U1 (f) 5’-TTTATTTAGGAAGGTGGG-3’        

51 
MU (r) 

5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 

M2 (f) 

2 -268 

5’-ATTTTGGGTAAGGTCG-3’              

49 

180 

MU (r) 
5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 

U2 (f) 5’-GATTTTGGGTAAGGTTG-3’               

49 
MU (r) 

5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 

M3 (f) 

3 -603 

5’-TAGGTTTGAAAGATCGG-3’               

51 

140 

MU (r) 
5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 

U3 (f) 5’-GAGTAGGTTTGAAAGATTG-3’              

51 
MU (r) 

5’-CCTAATAAAAATAAATACCAA-

TATAA-3’ 
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ДНК от бисульфита с помощью спин-ко-

лонок с силикагелем показала более эф-

фективный результат по сравнению с об-

работкой спирт-глицерин. В результате 

количественной оценки ДНК до и после 

бисульфитной обработки было показано, 

что выход ДНК после обработки с очист-

кой с помощью спин-колонок составил 

0.95 мкг/мкл (концентрация ДНК до об-

работки – 1.19 мкг/мкл), а потери соста-

вили около 20%. Тогда как количество 

ДНК после обработки в случае очистки 

от бисульфита с помощью инкубации 

ДНК в смеси этанол-гликоген было 0.14 

мкг/мкл (потери порядка 88%). Инте-

ресно, что потери ДНК после обработки 

бисульфитом, предложенные ранее [7], 

составили 33%. Соответственно, моди-

фикация метода, предложенного Анохи-

ной Г.Б. с соавторами, позволяет сокра-

тить потери образца, что может положи-

тельно сказаться на результатах экспери-

мента. Кроме того, использование спин-

колонок с заряженным кремнеземом вме-

сто добавления последнего к образцу 

ДНК значительно сокращает время 

очистки. 

При последующем анализе постанов-

кой метил-специфичной ПЦР и визуали-

зации в 2% агарозном геле помощью 

трансиллюминатора SERVA BlueCube 

 
Рис. 2. Типичная электрофореграмма ДНК. М – маркеры длин ДНК, 1 – ДНК до обра-

ботки бисульфитом, 2 – ДНК после обработки бисульфитом с очисткой на спин-колонке, 

3 – ДНК после обработки бисульфитом с очисткой с помощью инкубации с гликогеном и 

этанолом 

Fig. 2. A typical DNA electrophoregram. M – markers of DNA lengths, 1 – DNA before bi-

sulfite treatment, 2 –DNA after bisulfite treatment with spin column purification, 3 – DNA after 

bisulfite treatment with purification by incubation with glycogen and ethanol 

 
Рис. 3. Электрофореграмма ампликонов МС-ПЦР гена pdhb: М - маркер, М1 –  ампли-

кон с праймерами М1; М2 – ампликон с праймерами М2; М3 – ампликон с праймерами 

М3; U1 –  ампликон с праймерами U1; U2 - ампликон с праймерами U2; U3 - ампликон с 

праймерами U3. 

Fig. 3. Electrophoregram of the MS-PCR amplicons of the pdhb gene: M – marker, M1 –  am-

plicon with M1 primers; M2 –  amplicon with M2 primers; M3 –  amplicon with M3 primers; 

U1 –  amplicon with U1 primers; U2 – amplicon with U2 primers; U3 –  amplicon with U3 primers. 
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300 (SERVA Electrophoresis GmbH, Гер-

мания) при λ-312 нм, нам удалось полу-

чить следующие продукты: 518, 180 и 140 

п.н. (рис 3). Полученные ПЦР-продукты 

соответствовали теоретически рассчи-

танным размерам.  

На основании полученных данных мы 

можем сделать вывод об эффективности 

данного метода очистки ДНК от бисуль-

фита натрия из тканей печени животных 

организмов, в частности, лабораторных 

крыс. 

Заключение 

В ходе исследования был модифици-

рован ранее разработанный метод 

очистки ДНК от бисульфита натрия [7], 

что позволило сократить время и повы-

сить выход целевого продукта. Также по-

казано, что данный метод очистки приго-

ден для дальнейшего исследования ме-

тильного статуса промотора генов пи-

руватдегидрогеназы из печени лабора-

торных крыс. 

Таким образом, использование спин-

колонок с диоксидом кремния в качестве 

сорбента способствует эффективной 

очистке молекул ДНК, выделенной из 

животных тканей, от бисульфита натрия 

и может быть использовано в качестве 

промежуточного этапа бисульфитной 

конверсии промоторов генов. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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