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Аннотация. Нейромышечные заболевания, связанные с генетическими и митохондриальными нару-

шениями, требуют высококачественного выделения ДНК из мышечной ткани для последующего моле-

кулярно-генетического анализа. В данной работе проведена сравнительная оценка методов экстракции 

тотальной ДНК из скелетных мышц мыши, включая преципитацию, сорбцию на силикатных мембра-

нах, сыпучих сорбентах и магнитных частицах. Результаты показали, что, несмотря на наибольший 

выход тотальной ДНК при преципитации, доля митохондриальной ДНК (мтДНК) в этих образцах ми-

нимальна из-за неселективного осаждения деградированных фрагментов ядерной ДНК. Напротив, ме-

тоды сорбции на колонках и магнитных частицах обеспечивают значительно более высокое содержа-

ние мтДНК (в 4,5 раза выше) и лучшую сохранность митохондриального генома. При этом сыпучие 

сорбенты продемонстрировали наибольший уровень повреждений мтДНК, что связано, по всей види-

мости, с механической фрагментацией и неоптимальной элюцией. Для оценки целостности мтДНК 

наиболее эффективной оказалась количественная ПЦР в реальном времени с SYBR Green, которая, в 

отличие от качественных методов, позволяет точно детектировать даже незначительные повреждения. 

Важно отметить, что SYBR Green не оказывал ингибирующего эффекта на амплификацию фрагментов 

длиной ~2 т.п.н., что подтверждает применимость этого подхода для анализа мтДНК. Наибольшая уяз-

вимость к повреждениям наблюдалась в D-петле мтДНК — ключевом регуляторном участке, что осо-

бенно важно при изучении митохондриальной дисфункции в мышечной ткани. Таким образом, для ис-

следований мтДНК оптимальны методы сорбции на колонках или магнитных частицах в сочетании с 

количественной ПЦР, обеспечивающие высокую чувствительность и достоверность результатов.  

Ключевые слова: Выделение ДНК, сорбенты, диоксид кремния, магнитные частицы, митохондриаль-

ная ДНК, мышечная ткань 
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Abstract. Neuromuscular diseases associated with genetic and mitochondrial impairments require high-quality 

DNA extraction from muscle tissue for subsequent molecular genetic analysis. This study presents a compar-

ative evaluation of total DNA extraction methods from mouse skeletal muscle, including precipitation, silica 

membrane adsorption, bulk sorbents, and magnetic particles. The results demonstrated that although precipi-

tation yielded the highest total DNA amount, the proportion of mitochondrial DNA (mtDNA) in these samples 

was minimal due to non-selective co-precipitation of degraded nuclear DNA fragments. In contrast, column-

based adsorption and magnetic particle methods provided significantly higher mtDNA content (4.5-fold in-

crease) and better preservation of mitochondrial genome integrity. Bulk sorbents showed the highest level of 

mtDNA damage, likely due to mechanical fragmentation and suboptimal elution conditions. Quantitative real-

time PCR with SYBR Green proved to be the most effective method for assessing mtDNA integrity, enabling 

precise detection of even minor lesions, unlike qualitative approaches. Notably, SYBR Green did not inhibit 

amplification of ~2 kbp fragments, confirming its suitability for mtDNA analysis. The highest vulnerability to 

damage was observed in the mtDNA D-loop region, a key regulatory site, which is particularly relevant for 

studying mitochondrial dysfunction in muscle tissue. Thus, column-based or magnetic particle sorption meth-

ods combined with quantitative PCR are optimal for mtDNA studies, ensuring high sensitivity and reliability 

of results. 

Keywords: DNA extraction, sorbents, silicon dioxide, magnetic particles, mitochondrial DNA, fragmentation, 

muscle tissue 
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Введение 

Нейромышечные заболевания пред-

ставляют собой серьезную медико-био-

логическую проблему, обусловленную 

генетическими мутациями, митохондри-

альными дисфункциями или нарушени-

ями в регуляции мышечного метаболизма 

[1]. Изучение этих патологий требует 

адекватных экспериментальных моделей, 

среди которых особое место занимают 

животные, позволяющие воспроизводить 

ключевые аспекты заболеваний человека 

[2]. Однако успешное моделирование не-

возможно без детального молекулярно-

генетического анализа, включающего вы-

деление и исследование нуклеиновых 

кислот из мышечной ткани. В отличие от 

других биологических образцов, скелет-

ные мышцы представляют собой слож-

ный объект для экстракции ДНК из-за вы-

сокого содержания соединительной 

ткани, липидов и протеаз, способных де-

градировать нуклеиновые кислоты. Осо-

бую сложность представляет выделение 

митохондриальной ДНК (мтДНК), кото-

рая в силу своей структурной организа-

ции, отсутствия гистонов, более подвер-

жена повреждениям, в том числе и в про-

цессе экстракции [3]. Еще в 1998 году 

Helbock и коллеги обратили внимание на 

то, что фенольная экстракция ДНК при-

водили к значительному накоплению 

окисленных оснований гуанина, в то 

время как добавления хаотропного агента 

йодида натрия способствовало снижению 

повреждений ДНК на порядок [4].  

Однако еще в 1979 году было открыта 

высокая аффинность ДНК с силикатами. 

Благодаря прочной связи ДНК с кремни-

евой матрицей, оставшиеся клеточные 

примеси могут быть вымыты до элюиро-

вания извлеченной ДНК с частиц крем-

ния дистиллированной водой или буфе-

рами [5]. В 1998 году Хокинс подал па-

тент под названием «Очистка и выделе-

ние ДНК с использованием магнитных 

частиц» [6]. Для экстракции используют 

магнитные наночастицы, покрытые ДНК-

связывающим полимером. Магнитные 

частицы обычно состоят из магнетита 
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или маггемита в сердцевине, а поверх-

ностные вещества также могут иметь си-

ликатную природу. Отделение связанных 

с ДНК магнитных частиц от клеточного 

лизата достигается путем приложения 

магнитного поля ко дну пробирки с помо-

щью внешнего магнита. После того как 

частицы агрегируют на дне пробирки с 

помощью центрифугирования, суперна-

тант смывается [5]. Предполагается, что 

данные методы являются более щадя-

щими по сравнению с классическими ме-

тодами фенольной экстракции ДНК, од-

нако количественную оценку целостно-

сти митохондриального генома после вы-

деления ДНК из скелетных мышц с ис-

пользование различных подходов ранее 

не проводили.  

Целью данной работы стала сравни-

тельная оценка различных методов выде-

ления ДНК из мышечной ткани, включая 

традиционную преципитацию, сорбцию 

на частницах диоксида кремния, а также 

на силикатных мембранах и использова-

ние магнитных частиц. Основное внима-

ние уделялось таким параметрам, как вы-

ход тотальной и митохондриальной ДНК, 

оценка степени ее фрагментации, которая 

напрямую влияет на возможность ис-

пользования экстрагированной ДНК для 

последующих молекулярно-генетиче-

ских исследований.  

Экспериментальная часть 

Для выделения тотальной ДНК ис-

пользовали замороженные образцы четы-

рёхглавой мышцы бедра (musculus 

quadriceps femoris) самца мыши. Во всех 

случаях использовали фрагмент мышеч-

ной ткани массой 0.2 мг. Для сравнения 

были взяты 5 наборов для экстракции 

нуклеиновых кислот. Все центрифугиро-

вания, описанные ниже, проводились при 

комнатной температуре на центрифуге 

Eppendorf 5424R при 13 000 g.  

1. Метод «Проба ГС» (ДНК-техноло-

гия). К 150 мкл лизирующего раствора 

добавляли 20 мкл сорбента и 50 мкл 

пробы. Смесь прогревали при 50 °C в те-

чение 20 минут, после чего центрифуги-

ровали и отбирали надосадочную жид-

кость. К осадку сорбента последова-

тельно добавляли по 200 мкл промывоч-

ных растворов (№1, №2 и №3), проводя 

после каждого добавления вортексирова-

ние и центрифугирование. Далее про-

бирки с открытыми крышками просуши-

вали, добавляли 100 мкл элюирующего 

раствора и прогревали 5 минут при 50 °C. 

После заключительного центрифугирова-

ния в течение 1 минуты полученный пре-

парат ДНК был готов к амплификации. 

2. Метод «МагноПрайм-ФАСТ» (Ам-

плиПрайм). К 200 мкл лизирующего рас-

твора добавляли 10 мкл магнитного сили-

катного сорбента (МГС) и 100 мкл пробы. 

Смесь инкубировали при 60°C в течение 

10 минут, центрифугировали и удаляли 

супернатант. К осадку, не перемешивая, 

добавляли 500 мкл Буфера Е, центрифу-

гировали и снова удаляли надосадочную 

жидкость. Затем сразу добавляли 100 мкл 

Буфера Е и термостатировали пробирки в 

течение 5 минут. После центрифугирова-

ния (1 мин) препарат ДНК был готов к ам-

плификации. 

3. Метод «ДНК-сорб-В» (АмплиСенс). 

К 300 мкл лизирующего раствора добав-

ляли 100 мкл пробы и прогревали смесь 

при 65°C. Затем вносили 25 мкл универ-

сального сорбента, вортексировали и 

центрифугировали 1 минуту. Надосадоч-

ную жидкость удаляли, к осадку добав-

ляли 300 мкл промывочного раствора 

№1, центрифугировали и отбирали су-

пернатант. Далее добавляли 500 мкл про-

мывочного раствора №2, вортексировали 

и центрифугировали. Эту промывку рас-

твором №2 повторяли дважды. После 

этого пробирки с открытыми крышками 

выдерживали в термостате для просушки 

в течение 5 минут, добавляли 50 мкл ТЕ-

буфера и прогревали еще 5 минут. После 

финального центрифугирования препа-

рат ДНК был готов к амплификации. 
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4. Метод «РИБО-преп» (АмплиСенс). 

К 300 мкл лизирующего раствора добав-

ляли 100 мкл пробы и инкубировали при 

65 °C в течение 5 минут. Затем добавляли 

400 мкл раствора для преципитации и 

центрифугировали 5 минут. Образовав-

шийся белый осадок на дне пробирки не 

тревожили, надосадочную жидкость уда-

ляли и добавляли 500 мкл промывочного 

раствора №2. Содержимое перемешивали 

путем многократного переворачивания 

пробирки, центрифугировали и удаляли 

супернатант. К осадку добавляли 200 мкл 

промывочного раствора №3 и повторяли 

центрифугирование. После удаления су-

пернатанта осадок просушивали в термо-

стате, добавляли 50 мкл РНК-буфера и 

прогревали еще 5 минут. После центри-

фугирования препарат был готов к ам-

плификации. 

5. Метод с использованием набора для 

выделения ДНК на спин-колонках. К 200 

мкл Буфера LB добавляли 100 мкл пробы, 

2 мкл протеиназы К и 5 мкл β-меркапто-

этанола. Смесь инкубировали 20 минут 

при 56 °C. Затем добавляли 280 мкл рас-

твора для сорбции и перемешивали. На 

спин-колонку наносили 650 мкл получен-

ного лизата и центрифугировали. Филь-

трат удаляли, в колонку вносили 300 мкл 

Буфера WB1 и снова центрифугировали. 

Этот шаг промывки повторяли. Затем в 

колонку вносили 500 мкл раствора для 

промывки 2, центрифугировали и уда-

ляли фильтрат. Промывку раствором 2 

проводили дважды. Спин-колонку поме-

щали в новую пробирку, наносили на 

центр мембраны 50 мкл элюирующего 

буфера и инкубировали в термостате. По-

сле этого пробирку с колонкой центрифу-

гировали в течение 1 минуты. Получен-

ный препарат ДНК был готов к амплифи-

кации. 

После выделения ДНК проводился ка-

чественный анализ с помощью электро-

форез в 2% агарозном геле с 1x TAE бу-

фером. Количественный анализ нуклеи-

новых кислот осуществляли с помощью 

флюориметра Qubit 2.0 (Invitrogen, США) 

с соответствующими коммерческими 

наборами. 

Оценка степени повреждения мито-

хондриальной ДНК проводилась с помо-

щью оригинальной методики длинноце-

поченой ПЦР, разработанной для количе-

ственного анализа структурных наруше-

ний в мтДНК мышей [7]. В основе метода 

лежит принцип зависимости эффектив-

ности амплификации от количества по-

вреждений в ДНК. Для проведения ана-

лиза использовали амплификатор 

CFX96TM Real-Time System (Bio-Rad, 

США) а также два разных набора для про-

ведения ПЦР 5X qPCRmix-HS и 5X 

qPCRmix-HS SYBR (оба Евроген, Россия).  

Оптимизированный протокол ПЦР со-

стоял из следующих этапов: начальная 

денатурация при 95°C в течение 3 минут, 

затем 35 циклов, каждый из которых 

включал денатурацию (95°C, 10 секунд), 

отжиг праймеров (59°C, 4 минуты 30 се-

кунд) и элонгацию (72°C, 30 секунд).  

Обсуждение результатов 

Наибольший выход тотальной ДНК 

(16 нг/мкл) наблюдался в пробах, выде-

ленных методом преципитации с исполь-

зование набора РИБО-преп. При выделе-

нии ДНК с использование сорбентов и 

магнитных частиц концентрация ДНК 

была примерно в три раза ниже в диапа-

зоне от 5.09 до 6.81 нг/мкл (рис. 1а). Од-

нако несмотря на трехкратное превосход-

ство по общему выходу ДНК при исполь-

зовании методов преципитации, доля 

мтДНК в этих образцах оказывается ми-

нимальной. Напротив, при выделении с 

помощью сорбционных колонок наблю-

дается максимальное содержание мтДНК 

(примерно в 4.5 раза выше по сравнению 

с преципитацией) (рис. 1Б). Вероятно, это 

может объясняться неселективной приро-

дой осаждения, при котором в препарат 

попадают все растворимые нуклеиновые 

компоненты, включая многочисленные 

деградировавшие фрагменты ядерной 
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ДНК, которые на электрофорезе выгля-

дят в виде шмеров, тогда как при выделе-

нии ДНК с использованием сорбентов 

или магнитных частиц, такие шмеры от-

сутствуют (рис. 1B). Эти данные отра-

жают фундаментальные различия в меха-

низмах выделения: неспецифическая аг-

регация при преципитации и направлен-

ная сорбция на функционализированных 

поверхностях, что имеет критическое 

значение для исследований, требующих 

анализа митохондриального генома.  

Метод длинноцепочечной ПЦР пред-

ставляет собой высокочувствительный 

подход для детекции повреждений 

мтДНК, обладающий значительным по-

тенциалом для применения в различных 

областях, включая биомедицинские ис-

следования и биоэкологический монито-

ринг [8]. Его особая ценность заключа-

ется в способности выявлять широкий 

спектр повреждений – от однонитевых 

разрывов до объемных химических моди-

фикаций, что делает его незаменимым 

инструментом при изучении патогенеза 

нейродегенеративных заболеваний [9], 

процессов старения [10] и воздействия 

экотоксикантов [11]. Однако, несмотря 

на активное использование данной мето-

дики при исследовании таких тканей как 

мозг и печень, скелетные мышцы оста-

ются недостаточно изученными в этом 

аспекте, что создает существенный про-

бел в понимании митохондриальной дис-

функции при мышечных патологиях. 

 
Рис.1. Влияние различных методов выделения тотальной ДНК из скелетных мышц мы-

шей на содержание тотальной ДНК (А), долю мтДНК относительно тотальной ДНК (Б). 

Электрофореграмма тотальной ДНК, выделенной из скелетных мышц мышей (В). 1 – мар-

керы длины ДНК, 2 – ДНК выделенная набором РИБО-преп, 3 – ДНК выделенная набором 

ПРОБА-ГС, 4 – ДНК выделенная набором ДНК-Сорб-В, 5 – ДНК выделенная набором dia-

Gene, 6 – ДНК выделенная набором МагноПрайм ФАСТ. 

Fig. 1. The effect of various methods of extracting total DNA from skeletal muscles of mice 

on the content of total DNA (A), the proportion of mtDNA relative to total DNA (B). Electropho-

rogram of total DNA isolated from skeletal muscles of mice (C). 1 – DNA length markers, 2 – 

DNA isolated using RIBOSEprep, 3 – DNA isolated with a set of PROBA-GS, 4 – DNA isolated 

with a set of DNA-Sorb-B, 5 – DNA isolated with a set of diaGene, 6 – DNA isolated with a set 

of MagnoPrime FAST. 
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В рамках данного исследования была 

проведена сравнительная оценка влияния 

различных методов выделения ДНК на 

степень повреждения митохондриаль-

ного генома в мышечной ткани. Получен-

ные результаты демонстрируют, что ми-

нимальный уровень повреждений (0±0.15 

повреждений /10 т.п.н.) наблюдается при 

использовании методов преципитации 

(рис. 2а), что может быть объяснено от-

сутствием этапа сорбции, который, как 

показано было ранее, потенциально мо-

жет оказывать воздействие на структуру 

двойной спирали [12]. При этом методы, 

основанные на использовании магнитных 

частиц и сорбции на колонках, также по-

казали удовлетворительные результаты 

по сохранности мтДНК. Количество по-

вреждений составляло 1.28±0.15 и 

1.84±0.12 повреждений на 10 т.п.н., соот-

ветственно. Напротив, коммерческие 

наборы, предполагающие добавление 

сорбента непосредственно в пробирку, 

продемонстрировали наибольший уро-

вень повреждений – 2.61±0.27 поврежде-

ний на 10 т.п.н. при выделении набором 

ПРОБА-ГС и 3.10±0.14 повреждений на 

10 т.п.н., при выделении набором ДНК-

Сорб В (рис. 2б). Различия в эффективно-

сти методов могут быть обусловлены не-

сколькими факторами. Во-первых, меха-

ническое воздействие при перемешива-

нии образцов с сыпучими сорбентами мо-

жет приводить к фрагментации кольце-

вых молекул мтДНК. Во-вторых, вариа-

бельность в эффективности сорбции и 

элюции при использовании таких набо-

ров может способствовать селективной 

потере интактных молекул. Кремнезем-

ные сорбенты обладают уникальными 

поверхностными свойствами, обуслов-

ленными наличием силанольных групп 

(Si-OH), которые способны к образова-

нию водородных связей с фосфатными 

остатками остова ДНК. В присутствии 

хаотропных солей (таких как гуанидин-

тиоцианат) происходит дегидратация как 

поверхности кремнезема, так и молекул 

ДНК, что усиливает электростатические 

взаимодействия между отрицательно за-

ряженными фосфатными группами нук-

леиновых кислот и частично депротони-

рованными силанольными группами (Si-

O⁻). Катионы (Na⁺, K⁺) в буферных рас-

творах выступают в роли «ионных мости-

ков», нейтрализуя заряды и стабилизируя 

адсорбционный комплекс. Одновре-

менно гидрофобные взаимодействия 

между азотистыми основаниями ДНК и 

неполярными участками модифициро-

ванной поверхности кремнезема способ-

ствуют дополнительной стабилизации 

сорбционного комплекса [13]. Так же 

стоит учитывать, что состав буферных 

систем в разных наборах может неопти-

мально влиять на стабильность митохон-

дриального генома. [14].  

 
Рис. 2. Влияние набора для выделения ДНК на количество повреждений мтДНК в 

каждом из шести амплимифированном фрагментах (А), на среднее количество поврежде-

ний во всей мтДНК (Б). 

Fig. 2. The effect of the DNA extraction kit on the number of mtDNA damages in each of 

the six amplified fragments (A), on the average number of damages in the entire mtDNA (B). 
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Стоит отметить выраженную неодно-

родность распределения повреждений в 

митохондриальном геноме скелетных 

мышц при выделении мтДНК с использо-

ванием различных методов. Расчет коэф-

фициента вариации для шести амплифи-

цированных фрагментов мтДНК проде-

монстрировал значительные межрегио-

нальные различия, особенно выраженные 

в мышечной ткани. Максимальная вариа-

бельность повреждений (КВ=2.31) была 

обнаружена в области D-петли – ключе-

вом регуляторном участке митохондри-

ального генома, содержащем промоторы 

транскрипции и точки начала репликации 

тяжелой цепи [15]. Важно отметить, что 

именно в скелетных мышцах, характери-

зующихся высоким энергетическим ме-

таболизмом и интенсивным образова-

нием реактивных форм кислорода [16], 

D-петля проявляет особую уязвимость. 

Аналогичная закономерность, хотя и ме-

нее выраженная, наблюдалась для гена 

16S рРНК и гена Nd1, расположенных в 

зоне терминации транскрипции тяжелой 

цепи (рис. 3А). Эти участки особенно 

чувствительны в условиях мышечной 

ткани, где постоянные циклы сокращения 

и расслабления создают дополнительную 

кальциевую нагрузку на митохондрии 

[17] и, как следствие, на митохондриаль-

ный геном.  

Еще одним важным методологиче-

ским аспектом, который необходимо 

было решить при оценки количества по-

вреждений мтДНК в мышечной ткани, 

это сравнение чувствительности количе-

ственной и качественной ПЦР для оценки 

целостность митохондриального генома. 

Считается, что количественная ПЦР зна-

чительно боле чувствительная, чем каче-

ственная [18]. Мы показали, что количе-

ственная ПЦР с использованием SYBR 

Green в качестве интеркалирующего 

флюоресцентного красителя демонстри-

рует более высокую чувствительность к 

повреждениям мтДНК по сравнению с 

качественными методами, такими как 

эндпоинт-ПЦР с последующей детекцией 

продукта с помощью флюориметра Qubit 

2.0. Это связано с возможностью реги-

страции накопления продукта в реальном 

времени, что позволяет точно определять 

даже незначительные изменения в эффек-

тивности амплификации, вызванные по-

вреждениями матрицы [19]. Ранее был 

показан ингибирующий эффект SYBR 

Green на амплификацию длинных фраг-

ментов ДНК (>10 т.п.н.) [20]. Однако в 

нашем исследовании мы показали, что 

 
Рис. 3. Значения коэффициента вариации количества повреждений в каждом из шести 

амплифицированных фрагментах (А). Скрипичный график определения количества по-

вреждений с использованием разных методов ПЦР (Б). 

Fig. 3. Values of the coefficient of variation of the amount of damage in each of the six am-

plified fragments (A). A treble graph for determining the amount of damage using different PCR 

methods (B). 
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SYBR Green не оказывал значимого эф-

фекта на процессивность ДНК-полиме-

разы при амплификации фрагментов 

мтДНК мышц длиной около 2 т.п.н 

(рис.3Б). Использование количественной 

ПЦР значительно упрощает расчет коли-

чества повреждений благодаря возмож-

ности нормализации данных по корот-

кому контрольному фрагменту и приме-

нению стандартных формул, таких как 

2−ΔΔCq, что исключает необходимость 

трудоемких пост-ПЦР манипуляций, ха-

рактерных для качественных методов.  

Заключение 

Таким образом, проведенное исследо-

вание демонстрирует, что выбор метода 

выделения ДНК критически важен для 

последующего анализа митохондриаль-

ного генома в мышечной ткани. Не-

смотря на высокий общий выход ДНК 

при преципитации, данный метод в мень-

шей степени подходит для исследований 

мтДНК из-за её низкого относительного 

содержания. Наибольшее содержание и 

сохранность мтДНК обеспечивают сорб-

ционные методы на основе силикатных 

мембран в колонках и магнитных частиц, 

тогда как использование сыпучих сор-

бентов приводит к значительной механи-

ческой фрагментации митохондриаль-

ного генома. Подтверждена высокая чув-

ствительность количественной ПЦР в ре-

альном времени с SYBR Green для детек-

ции повреждений мтДНК, при этом кра-

ситель не ингибирует амплификацию 

фрагментов длиной ~2 т.п.н. Установлена 

повышенная уязвимость к повреждениям 

регуляторного региона D-петли. Следо-

вательно, для получения достоверных ре-

зультатов при изучении митохондриаль-

ной дисфункции в мышечной ткани реко-

мендовано использовать сорбционные 

методы на колонках или магнитных ча-

стицах в сочетании с количественной 

ПЦР-оценкой целостности мтДНК. 
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