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В последнее время широкое распространение получили методы, основанные на секвенирова-
нии ДНК. Зачастую методы секвенирования требуют выделения нуклеиновых кислот из исследуемо-
го материала, проведение ПЦР для амплификации маркерных участков ДНК и их последующее пре-
образование в библиотеки ДНК для секвенирования. Иногда концентрация полученных продуктов 
ПЦР недостаточна для проведения секвенирования. Целью данной работы явился подбор оптималь-
ного метода концентрирования продуктов ПЦР (ампликонов) с помощью методов, основанных на 
сорбции нуклеиновых кислот. Установлено, что наиболее оптимальным для концентрирования ам-
пликона методом является применение колонок с силикой и использование магнитных частиц. Кон-
центрация ампликона, полученного при амплификации бактериальной ДНК, возрастала в 3.14 раза 
при использовании набора, основанного на применении колонки с силикой (диоксидом кремния), и в 
2.74 раза при использовании магнитных частиц. Концентрация ампликона, полученного при ампли-
фикации грибковой ДНК, возрастала в 4.72 раза при использовании набора, основанного на примене-
нии колонок с силикой, и в 3.70 раза при использовании магнитных частиц. Различная эффективность 
методов концентрирования по отношению к продуктам ПЦР, полученным в ходе амплификации бак-
териальной и грибковой ДНК, может быть обусловлена различной длиной фрагмента - чем короче 
фрагмент, тем выше эффективность концентрирования. Магнитные частицы позволяли получать бо-
лее гомогенный препарат ампликона, чем в случае применения колонки с силикой, что может быть 
важным для последующего приготовления библиотек секвенирования и непосредственно проведения 
секвенирования ампликона. Представленные способы концентрирования ампликонов после реакций 
ПЦР на основе сорбирующих свойств силики и магнитных частиц повысят чувствительность методов 
секвенирования и позволят проводить анализ даже в тех случаях, когда изначальное количество ДНК 
не позволяет наработать нужное для проведения секвенирования количество ампликона. 

Ключевые слова: ДНК, ампликон, секвенирование, силика, магнитные частицы, концентри-
рование. 

Введение 

За последние годы высокопроизводительное секвенирование ДНК стало тесно 
интегрироваться с генетическими исследованиями [1]. Поскольку современные тех-
нологии позволяют секвенировать миллионы или миллиарды фрагментов ДНК па-
раллельно при относительно низких затратах, объем генерации данных часто огра-
ничивается трудностями при подготовке образцов, а не возможностями секвениро-
вания [2, 3]. Чистота и количество экстрагированной ДНК влияют на ключевые тех-



 

 
Нестерова и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2020. Т. 20. № 6. С. 782-788 

783 

нические этапы пробоподготовки библиотек секвенирования [4]. Современные ме-
тоды секвенирования требуют выделения нуклеиновых кислот из исследуемого ма-
териала и их последующего преобразования в библиотеки ДНК. Это достигается пу-
тем прикрепления синтетических адаптеров к их концам, что обеспечивает формат, 
позволяющий их амплификацию и праймирование реакции секвенирования. Потери 
молекул происходят на обоих этапах подготовки образца и затрудняют работу с не-
большими количествами нуклеиновых кислот [5]. Кроме того, молекулы ДНК ино-
гда присутствуют в форме, которая затрудняет их успешное извлечение и подготов-
ку библиотек ДНК.  Полимеразная цепная реакция (ПЦР) хоть и является высокос-
пецифичным и чувствительным методом накопления ампликонов, не всегда ее раз-
решающей способности достаточно для наработки необходимого количества мате-
риала [6, 7]. В стремлении максимизировать концентрацию продукта зачастую необ-
ходимо проведение дополнительного промежуточного этапа. 

Твердофазная экстракция ДНК лежит в основе большинства общедоступных 
наборов для выделения и очистки нуклеиновых кислот, которые также могут быть 
использованы для концентрирования исследуемого образца [8]. Общий принцип 
данных методов заключается в уникальных свойствах носителей на основе силики 
(диоксида кремния) для селективного связывания ДНК. За счет высокой афинности 
отрицательно заряженного остова ДНК к положительно заряженным силикатным 
частицам происходит связывание ДНК с неорганическим носителем, с последующи-
ми этапами отмывки от примесей и элюцией очищенного продукта [9-12].   

Принцип метода магнитной сепарации основан на обратимом связывании 
ДНК на поверхности магнитных частиц, которые легко осаждаются из суспензии с 
помощью магнитного штатива [13]. Метод не требует фильтрации ДНК через сор-
бент методом центрифугирования, что снижает вероятность дополнительной фраг-
ментации ДНК. 

Поверхность магнитных частиц покрыта полимерной пленкой, на которой 
экспонированы ковалентно связанные карбоксильные группы. Метод выделения 
ДНК с использованием магнитных частиц основан на двух принципах: способность 
поверхности частиц обратимо связывать молекулы ДНК; возможность легко осадить 
ресуспендированные магнитные частицы из водного раствора при помощи магнит-
ного поля [14, 15]. 

В отсутствии магнитного поля частицы между собой не слипаются, но на 
магните происходит их моментальная иммобилизация, что позволяет быстро сме-
нить раствор, в котором они ресуспендированы. 

Целью данной работы явился подбор оптимального метода концентрирования 
фрагментов ПЦР, которые были получены при амплификации нуклеиновых кислот 
бактерий и грибов.  

Эксперимент 

В качестве объектов исследования использовали смесь ДНК бактерий Bacillus 
subtilis и Pseudomonas sp., а также ДНК грибов Trichoderma sp. 

Полимеразная цепная реакция проводилась с использованием Taq-
полимеразы на приборе Mastercycler personal (Eppendorf, Германия). Смешивали в 
пробирке 0.25 см3 следующие компоненты: 5Х реакционная смесь qPCRmix-HS (Ев-
роген, Россия) – 5 мкл; 5 мкМ прямой праймер – 1 мкл; 5 мкМ обратный праймер –  
1 мкл; ДНК – 2 мкл; деионизованная вода – до 25 мкл. Использовали следующий 
температурный цикл: 94°С 4 мин, 35 циклов: 94°С 30 сек  54°С 30 сек, 72°С 45 сек, 
конечная элонгация 72°С 10 мин. В качестве праймеров использовали следующие: 
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для амплификации ДНК грибов – прямой ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG, об-
ратный ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC [16]; для амплификации ДНК бактерий – 
337F GACTCCTACGGGAGGCWGCAG, обратный 1100R GGGTTGCGCTCGTTG 
[17]. Визуализацию продуктов ПЦР проводили с помощью электрофореза в 2% ага-
розном геле. 

Концентрацию ДНК измеряли с помощью флуориметра Qubit 4 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Исследовались 3 способа концентрирования ампликона: 

1. Концентрирование ампликонов на колонке с силикой проводили с помо-
щью коммерческого набора для очистки ДНК из агарозного геля и реакционных 
смесей Cleanup Standard (Евроген, Россия) согласно приложенной инструкции 
(https://evrogen.ru/kit-user-manuals/BC022.pdf). 

2. Концентрирование ампликонов с использованием магнитных частиц про-
водили с помощью суспензии магнитных частиц для очистки ДНК из реакционных 
смесей CleanMag DNA (Евроген, Россия) согласно приложенной инструкции 
(https://evrogen.ru/kit-user-manuals/BC35_CleanMagDNA.pdf). 

3. Концентрирование ампликонов с использованием силики без колонки про-
водили с помощью набора Проба-ГС (ДНК-технология, Россия) согласно приложен-
ной инструкции (https://www.dna-technology.ru/sites/default/files/180-4_proba-
gs_ivd_k_2019-06-25_1.pdf), с модификацией, которая обусловлена тем, что на пер-
вом этапе вместо образца биологического материала добавляли 125 мкл реакцион-
ной смеси после проведения ПЦР (см. выше). 

Обсуждение результатов 

На первом этапе мы смоделировали эксперимент, при котором была получена 
низкая концентрация ампликонов, достигалось это путем пятикратного разбавления 
ампликона с помощью деионизированной воды после реакции ПЦР. В результаты 
были получены следующие концентрации продуктов ПЦР: для бактерий –  
11.6 мкг/мкл; для грибов – 8.17 мкг/мкл. Далее 125 мкл разбавленной смеси (объем 
разбавленной в 5 раз реакционной смеси) использовали для последующих процедур 
концентрирования с использованием трёх методов (см. материалы и методы). В ре-
зультате было выявлено, что концентрация ампликона, полученного при амплифи-
кации бактериальной ДНК, возрастала в 3.14 раза при использовании набора, осно-
ванного на применении колонки с силикой, и в 2.74 раза при использовании магнит-
ных частиц (рис. 1). 

 
Рис. 1. Концентрация ДНК после амплификации бактериальной ДНК 

в зависимости от способа концентрирования ампликона. * p<0.05. 
Fig. 1. DNA сconcentration depending on the method of amplicon concentration 

after bacterial DNA amplification. * p<0.05. 
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При проведении электрофореза в агарозном геле было установлено, что ам-
пликон, полученный в ходе концентрирования с помощью магнитных частиц, был 
более гомогенен по отношению к ампликону, полученному с помощью набора на 
основе колонок с силикой (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Электрофореграмма фрагментов нуклеиновых кислот после проведе-

ния концентрирования ампликона, полученного в ходе амплификации бактериаль-
ной ДНК. М – маркеры известной длины, 1 – набор на основе колонки с силикой, 

2 – магнитные частицы, 3 – набор на основе силики без колонки, К – контроль. 
Fig. 2. Electrophoregram of nucleic acid fragments after concentration of the am-

plicon obtained after amplification of bacterial DNA. M – markers of known length, 
1 – kit based on column with silica, 2 – magnetic particles, 3 – kit based on silica without 

column, K – control. 
 

При оценке способов концентрирования ампликонов, полученных в ходе ам-
плификации грибковой ДНК, было установлено, что эффективность методов кон-
центрирования ампликонов, в целом, была выше, чем при применении этих методов 
по отношению к ампликону, полученному при амплификации бактериальной ДНК. 
Концентрация ампликона, полученного при амплификации грибковой ДНК, возрас-
тала в 4.72 раза при использовании набора, основанного на применении колонок с 
силикой, и в 3.70 раза при использовании магнитных частиц (рис. 3). 

 

  
Рис. 3. Концентрация ДНК после амплификации грибковой ДНК 

в зависимости от способа концентрирования ампликона. * p<0.05. 
Fig. 3. DNA сconcentration depending on the method of amplicon concentration 

after fungal DNA amplification. * p<0.05. 
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При проведении электрофореза в агарозном геле было установлено, что ам-
пликон, полученный в ходе концентрирования с помощью магнитных частиц, также 
был более гомогенен по отношению к ампликону, полученному с помощью наборов, 
основанных на колонках с силикой(рис. 4). 

 

 
Рис. 4. Электрофореграмма фрагментов нуклеиновых кислот 

после проведения концентрирования ампликона, полученного в ходе амплификации 
грибковой ДНК. М – маркеры известной длины, 1 – набор на основе колонки с сили-
кой, 2 – магнитные частицы, 3 – набор на основе силики без колонки, К – контроль. 

Fig. 4. Electrophoregram of nucleic acid fragments after concentration of the am-
plicon obtained after amplification of fungal DNA. M – markers of known length, 1 – kit 

based on column with silica, 2 – magnetic particles, 3 – kit based on silica without column, 
K – control. 

 
Различная эффективность методов концентрирования по отношению к про-

дуктам ПЦР, полученным в ходе амплификации бактериальной и грибковой ДНК, 
может быть обусловлена различной длиной фрагмента. При амплификации бактери-
альной ДНК размер продукта ПЦР выше, чем при амплификации грибковой ДНК. 
Возможно, эффективность методов концентрирования возрастает при уменьшении 
размера продукта амплификации. Это требует дополнительных исследований. 

В ходе проведения экспериментов было установлено, что наиболее оптималь-
ным для концентрирования ампликона является применение колонок с силикой и 
использование магнитных частиц. Максимальная концентрация ДНК была получена 
при применении колонки с силикой. Чуть меньшая концентрация ДНК была получе-
на при применении магнитных частиц, однако магнитные частицы позволяли полу-
чать более гомогенный препарат ампликона, чем в случае применения колонки с си-
ликой. Это может быть важным для последующего приготовления библиотек секве-
нирования и непосредственно проведения секвенирования ампликона. 

Концентрирование ампликона может быть полезным в тех случаях, когда из-
начально было низкое содержание ДНК целевого организма и амплифицированного 
продукта ПЦР недостаточно для приготовления библиотек секвенирования. В этом 
случае возможно приготовление библиотек для секвенирования по следующему ал-
горитму: провести одновременно несколько ПЦР-реакций (количество реакций мо-
жет варьировать, при этом суммарный конечный объем реакционных смесей не 
должен превышать объем колонок либо предельный объем для магнитных частиц), 
сконцентрировать продукты ПЦР из реакционных смесей до объема 20-50 мкл, про-
вести секвенирование сконцентрированного продукта ПЦР. 
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Заключение 

Таким образом установлено, что наиболее оптимальным методом для концен-
трирования ампликона является применение колонок с силикой и использование 
магнитных частиц. Магнитные частицы позволяли получать более гомогенный пре-
парат ампликона, чем в случае применения колонок с силикой. Представленные спо-
собы концентрирования ампликонов после реакций ПЦР на основе сорбирующих 
свойств силики и магнитных частиц повысят чувствительность методов секвениро-
вания и позволят проводить анализ даже в тех случаях, когда изначальное количе-
ство ДНК не позволяет наработать нужное для проведения секвенирования количе-
ство ампликона. 

 
Работа поддержана министерством науки и высшего образования 

в рамках нацпроекта «Наука» (проект FZGW-2020-0001, уникальный номер реестра 
государственных заданий 075001X39782002). 
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Analysis of methods for PCR products concentrating 
for subsequent sequencing using methods based 

on the sorption of nucleic acids 
© 2020 Nesterova E.Yu.1, Dvoretskaya Yu.D.1, Gryaznova M.V.1, 

Gladkih M.I.1, Syromyatnikov M.Yu.1, Starkova N.N.1, Popov V.N.1 

1Voronezh State University of Engineering Technologies, Voronezh, Russia 
2Maritime College, State University of New York, New York, USA 

Methods based on DNA sequencing have become widespread.  Often, sequencing methods require 
the isolation of nucleic acids from the test material, PCR to amplify the marker fragment of DNA, and their 
subsequent conversion to DNA libraries for sequencing.  Sometimes the concentration of the obtained PCR 
products is insufficient for sequencing. The aim of this study was the selection of the optimal method for 
PCR products (amplicons) concentrating using nucleic acid sorption-based methods.  It was found that the 
most optimal method for amplicon concentration is the use of columns with silica and the use of magnetic 
particles.  The concentration of amplicon obtained by the amplification of bacterial DNA increased by 3.14 
times when using a kit based on a column with silica, and by 2.74 times when using magnetic particles. The 
concentration of amplicon obtained by amplification of fungal DNA increased by 4.72 times when using a kit 
based on the columns with silica, and by 3.70 times when using magnetic particles. The different efficiency 
of concentration methods in relation to PCR products obtained during amplification of bacterial and fungal 
DNA may be due to different fragment lengths. The maximum concentration of DNA was obtained when 
using a column with silica. Magnetic particles allowed obtaining a more homogeneous amplicon than in the 
case of using a column with silica. It can be important for the subsequent preparation of sequencing libraries 
and direct amplicon sequencing. The presented methods for amplicon concentrating after PCR reactions 
based on the sorbing properties of silica and magnetic particles will increase the sensitivity of sequencing 
methods and allow analysis even in cases where the initial amount of DNA does not allow obtaining the nec-
essary amount of amplicon for sequencing. 

Keywords: DNA, amplicon, sequencing, silica, magnetic particles, concentration. 
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