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Митохондриальная ДНК (мтДНК) широко используется в различного рода исследованиях, так 
как изменения в мтДНК (мутации или крупномасштабные делеции) могут вызывать широкий спектр 
заболеваний, таких как диабет, сердечные дисфункции, различные формы рака и т.д. Выделение и ко-
личественная оценка мтДНК часто требуются для изучения вклада мтДНК в развитие патологий. Од-
нако выделение достаточного количества мтДНК по-прежнему остается трудной задачей.  

Целью данного исследования была оценка и сравнение трех методов экстракции мтДНК из 
лейкотромбоцитарного слоя крови человека. В основе всех выбранных нами наборов для выделения 
ДНК лежит метод сорбционной экстракции, принцип которой заключается в особых свойствах носите-
лей на основе кремния для селективного связывания ДНК. Также оценивалось влияние двух широко 
используемых типов антикоагулянтов на эффективность экстракции мтДНК.  

Посредством систематического сравнения методов выделения мтДНК мы определили проце-
дуру, обеспечивающую наибольший выход мтДНК, которая, как мы показываем, демонстрирует высо-
кую производительность в последующих анализах. 

Для экстракции мтДНК были взяты образцы лейкотромбоцитарного слоя крови у 12 добро-
вольцев и использовались три различных протокола выделения (Quick-DNA Miniprep Plus (Zymo 
Research, США), Plasmid miniPrep (Evrogen, Россия) и набор QIAamp® Blood Mini Kit (QIAGEN, Гер-
мания)). Далее проводилась оценка количества ДНК с помощью флуориметрии и количественной по-
лимеразной цепной реакции.  

Полученные результаты показали, что из исследуемых методов выделения ДНК, экстрагиро-
ванная с помощью набора QIAamp® Blood Mini Kit (QIAGEN, Германия), который основан на приме-
нении колонок с силикагелевой мембраной, дает оптимальную концентрацию мтДНК. Разницы между 
количествами мтДНК, выделенными из крови с различными антикоагулянтами обнаружено не было. 
Наши результаты подчеркивают важность выбора метода изоляции мтДНК, так как этот этап является 
определяющим для получения высококачественной мтДНК, которая будет пригодна для дальнейших 
молекулярно-генетических исследований. 

Ключевые слова: митохондриальная ДНК, qPCR, флуориметрия, выделение ДНК. 
 

Введение 
Митохондрии — это внутриклеточные 

органеллы, участвующие в производстве 
энергии в процессе окислительного фос-
форилирования, которые имеют соб-
ственный геном (мтДНК), отличный от 

генома в ядре клетки (яДНК). Хотя мито-
хондриальная масса на клетку варьиру-
ется в зависимости от типа клетки и со-
стояния метаболизма, каждый тип клеток 
обычно содержит довольно постоянное 
количество митохондрий и, соответ-
ственно, количество копий митохондри-



 

 
Дворецкая и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2021. Т. 21. № 6. С. 928-935 

929 

ального генома также постоянно, по-
скольку оно связано с митохондриальной 
массой [1]. Каждая митохондрия содер-
жит от 2 до 10 копий своего генома [2].  

Уменьшение, либо увеличение биоге-
неза митохондрий в клетках могут быть 
маркерами первичной митохондриальной 
патологии или системной патологии, ко-
торая влияет на биологию митохондрий. 
Хотя мтДНК можно изучать в любой 
ткани, кровь является одной из наиболее 
часто используемых, поскольку образцы 
могут быть легко получены. Изменения 
мтДНК в крови могут быть связаны с пер-
вичными митохондриальными наруше-
ниями [3,4], которые иногда связаны с 
первичными генетическими мутациями 
[5,6], но также связаны с сердечной дис-
функцией [7], канцерогенезом и прогрес-
сированием рака [8,9], ВИЧ-инфекцией 
[10], диабетом [11-13] и микроальбуми-
нурией [14]. Мутации в мтДНК относи-
тельно распространены, по крайней мере, 
у 1 из 200 здоровых людей имеется потен-
циально патогенная мутация мтДНК [15]. 
Действительно, более 300 точечных му-
таций в мтДНК связаны с риском заболе-
вания и патологией согласно базе данных 
митохондриального генома человека 
MitoMAP [16].  

В данной работе мы проводим сравне-
ние эффективности выделения мтДНК 
тремя различными методам путем одно-
временной экстракции яДНК и мтДНК из 
лейкотромбоцитарного слоя крови чело-
века с последующим использованием ко-
личественной ПЦР в реальном времени 
(qPCR). В настоящее время, qPCR явля-
ется подходящим методом для количе-
ственного определения мтДНК [17-19]. В 
основе всех трех используемых коммер-
ческих наборов для выделения ДНК ле-
жит метод сорбционной экстракции, 
принцип которой заключается в уникаль-
ных свойствах носителей на основе крем-
ния для селективного связывания ДНК. 
За счет высокой афинности отрицательно 
заряженного остова ДНК к положительно 
заряженным силикатным частицам про-

исходит связывание ДНК с неорганиче-
ским носителем, с последующими эта-
пами отмывки от примесей и элюцией 
очищенного продукта [20-23]. Набор 
Quick-DNA Miniprep Plus (Zymo Re-
search, США) содержит сорбционные ко-
лонки Zymo-Spin ™, благодаря которым 
не происходит переноса буферов, солей 
или ингибиторов ПЦР. Элюированная 
ДНК готова для всех чувствительных по-
следующих применений, включая qPCR, 
секвенирование следующего поколения и 
анализ метилирования. Выделение ДНК с 
помощью набора Plazmid miniPrep 
(Evrogen, Россия) основано на примене-
нии микроцентрифужных колонок с 
сорбционными стекловолокнистыми 
мембранами. Набор QIAamp® Blood Mini 
Kit (QIAGEN, Германия) обеспечивает 
специфическое связывание ДНК с сили-
кагелевой мембраной QIAamp. Содержа-
ние соли и уровень pH в лизате гаранти-
руют, что белок и другие загрязнители, 
которые могут ингибировать ПЦР и по-
следующие ферментативные реакции, не 
удерживаются на мембране QIAamp. 
Также в исследовании проводили оценку 
влияния двух широко используемых ан-
тикоагулянтов (цитрат натрия и ЭДТА-
к3) на эффективность выделения ДНК. 

Целью данной работы было сравнение 
эффективности трех имеющихся в про-
даже коммерческих наборов, действие 
которых основано на сорбировании нук-
леиновых кислот, для выделения ДНК.  

Экспериментальная часть 
Этическое согласие. Образцы крови 

были отобраны среди здоровых пациен-
тов Воронежского областного клиниче-
ского онкологического диспансера. Во 
всех случаях было получено информиро-
ванное согласие, пациенты были проин-
формированы о том, что с их биологиче-
ским материалом будут проводиться ге-
нетические исследования. 

Образцы. Образцы цельной крови 
были взяты от 12 условно здоровых паци-
ентов, чей общий анализ крови находился 
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в пределах референсных значений. Об-
разцы собирали в пробирки с EDTA-K3 
на 1.6 мл (BD Vacutainer) и в пробирки с 
цитратом натрия 4.5 см3 (BD Vacutainer), 
после чего центрифугировали при ком-
натной температуре в течение 10 мин при 
2500 об/мин для получения лейкотромбо-
циратного слоя. Затем из каждого об-
разца крови отбирали 3 аликвоты по 100 
мкл в отдельные пробирки и добавляли 
по 100 мкл хлорида натрия 0.9%. После 
чего приступали к выделению ДНК. 

Выделение ДНК. 1.Набор Quick -DNA 
Miniprep Plus (Zymo Research, США). К 
исследуемому образцу добавляли 200 
мкл BioFluid & Cell Buffer и 20 мкл Pro-
teinase K. Вручную тщательно перемеши-
вали образец, затем инкубировали 10 ми-
нут при 55ºС. Затем добавляли 420 мкл 
Genomic Binding Buffer, тщательно пере-
мешивали вручную, переносили смесь в 
Zymo-Spin™ IIC-XLR Column, помещен-
ную в собирательную пробирку. Центри-
фугировали 1 минуту на скорости 12000 
g. Выбрасывали собирательную про-
бирку с фильтратом, помещали Zymo-
Spin™ IIC-XLR Column в новую собира-
тельную пробирку и добавляли 400 мкл 
DNA Pre-Wash Buffer, центрифугировали 
1 минуту на скорости 12000 g. Удаляли 
фильтрат из собирательной пробирки, до-
бавляли 700 мкл g-DNA Wash Buffer в 
спин-колонку, центрифугировали 1 ми-
нуту на скорости 12000 g. Избавлялись от 
фильтрата из собирательной пробирки, 
добавляли 200 мкл g-DNA Wash Buffer в 
спин-колонку, центрифугировали 1 ми-
нуту на скорости 12000 g. Выбрасывали 
собирательную пробирку с фильтратом, 
переносили спин-колонку в чистую 1.5 
см3 пробирку. Добавляли 50 мкл DNA 
Elution Buffer непосредственно на мем-
брану колонки, инкубировали 5 минут 
при комнатной температуре, затем цен-
трифугировали 1 минуту на скорости 
20000 g для элюирования ДНК.  

2. Набор Plasmid miniPrep (Evrogen, 
Россия). К исследуемому образцу добав-
ляли 20 мкл Proteinase K, тщательно пере-
мешивали и инкубировали 10 минут при 

55ºС, после чего добавляли 250 мкл лизи-
рующего раствора, затем осторожно пе-
ремешивали вручную и инкубировали 1 
минуту при комнатной температуре. Да-
лее вносили 350 мкл нейтрализующего 
раствора, полученную смесь перемеши-
вали вручную и инкубировали 1 минуту 
при комнатной температуре, после чего 
центрифугировали 10 минут при 13000 g. 
Супернатант переносили в спин-колонку, 
помещённую в собирательную пробирку, 
затем центрифугировали 30 секунд при 
13000 g. Фильтрат из собирательной про-
бирки удаляли, вносили 700 мкл промы-
вочного раствора, центрифугировали 30 
секунд при 13000 g, затем колонку цен-
трифугировали повторно для удаления 
остатков промывочного раствора, уда-
ляли фильтрат. Колонку помещали в но-
вую пробирку (1.5 мл), в центр мембраны 
колонки наносили 50 мкл элюирующего 
раствора, инкубировали 5 минут при ком-
натной температуре. Выделенную ДНК 
осаждали центрифугированием при 
13000 g в течение 30 секунд. 

3. Набор QIAamp® Blood Mini Kit 
(QIAGEN, Германия). К исследуемому 
образцу добавляли 200 мкл Buffer AL и 
20 мкл Proteinase K. Вручную тщательно 
перемешивали образец, затем инкубиро-
вали 10 минут при 55ºС. Центрифугиро-
вали пробирку для удаления капель с 
крышки. Добавляли 200 мкл 96 % эта-
нола, вручную тщательно перемешивали 
образец, центрифугировали пробирку для 
удаления капель с крышки. Переносили 
смесь в QIAamp Mini Spin Column, поме-
щенную в собирательную пробирку и 
центрифугировали 1 минуту на скорости 
20000 g. Выбрасывали собирательную 
пробирку с фильтратом, переносили 
спин-колонку в новую собирательную 
пробирку, добавляли 500 мкл Buffer 
AW1, центрифугировали 1 минуту на 
скорости 6000 g. Выбрасывали собира-
тельную пробирку с фильтратом, перено-
сили спин-колонку в новую собиратель-
ную пробирку, добавляли 500 мкл Buffer 
AW2, центрифугировали 3 минуты на 
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скорости 20000 g. Выбрасывали собира-
тельную пробирку с фильтратом, перено-
сили спин-колонку в новую собиратель-
ную пробирку и центрифугировали 1 ми-
нуту на скорости 20000 g, для полного 
удаления Buffer AW2. Помещали в новую 
1.5 см3 микроцентрифужную пробирку и 
добавляли 50 мкл Buffer AE, инкубиро-
вали при комнатной температуре 5 ми-
нут, затем центрифугировали 1 минуту на 
скорости 6000 g для элюирования ДНК. 

Флуориметрическое определение кон-
центрации ДНК в исследуемых образцах. 
Концентрацию ДНК оценивали при по-
мощи флуориметра Qubit 2.0. При работе 
с прибором использовали тонкостенные 
пробирки объемом 0.5 см3. Концентра-
цию ДНК измеряли в строгом соответ-
ствии с инструкциями производителя. 
Для измерения смешивали по 2 мкл об-
разца ДНК и 198 мкл рабочего раствора. 

Постановка qPCR. qPCR проводили на 
приборе CFX96 Real-Time PCR Detection 
System («BioRad», США) с использова-
нием смеси qPCRmix-HS SYBR («Евро-
ген», Россия) согласно протоколу: пер-
вичная денатурация 95°С, 3 минуты; да-
лее следуют 35 циклов, включающие: де-
натурацию при 95°С в течение 30 секунд; 
отжиг праймеров в течение 30 секунд при 
температуре 63°С; элонгацию цепи при 
72°С в течение 30 секунд. После цикличе-
ской амплификации проводили анализ 
кривых плавления продуктов реакции в 
диапазоне температур от 64 до 95°С. 

С помощью постановки qPCR в ре-
жиме температурного градиента были 
установлены оптимальные температуры 
отжига для каждой пары праймеров. По-
следовательности праймеров представ-
лены в таблице 1. 

 

 
Статистическая обработка данных. 
 Результаты представлены как среднее 

значение +/- стандартная ошибка сред-
него (SEM) двух независимых экспери-
ментов, проводимых в двух повторно-
стях. Анализ проводили с помощью про-
граммного обеспечения Bio-Rad CFX 
Manager 3.1 (Bio-Rad, США). Сравнение 
результатов выполняли с помощью про-
граммы GraphPad Prism 9.0 с использова-
нием двустороннего дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) с тестом множественных 
сравнений Тьюки. Значение p<0.05 счи-
талось статистически значимым, точное 
значение p указано на рисунках и в под-
писях к ним. Никакие статистические ме-
тоды не использовались для предвари-
тельного определения размера выборки, 
но наши размеры выборки аналогичны 
тем, которые обычно используются в 
этой области [24, 25] 

Обсуждение результатов 
Были получены результаты флуори-

метрической оценки концентрации ДНК, 
выделенной из лейкотромбоцитарного 
слоя крови, которая была отобрана в про-
бирки содержащие 2 вида антикоагу-
лянта (цитрат натрия и ЭДТА-к3) с ис-
пользованием исследуемых наборов для 
выделения ДНК (рис. 1-2).  

Была обнаружена статистически зна-
чимая разница между концентрациями 
ДНК, выделенной исследуемыми набо-
рами. Наибольшая разница была выяв-
лена между наборами Zymo Research и 
Plasmid miniprep, среднее значение кон-
центраций которых составило 
111.41 и 5.45 нг/мкл соответственно.  

Таблица 1. Последовательности праймеров 
Table 1. Primer sequences 

Название Прямой праймер Обратный праймер 
ADPRT 5`-TTT GCT CCT CCA GGC CAA 

CG-3` 
5`-TGG AAC TTG GGA CCG CTG C-

3` 
COI 5`-TCT CAA CCA ACC ACA AAG 

ACA TTG G-3` 
5`-TAG ACT TCT GGG TGG CCR 

AAR AAY CA-3` 
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На рис. 2 можно наблюдать резуль-
таты аналогичные рис. 1. Среднее значе-
ние концентраций ДНК, выделенной 
набором Zymo Research составила 
96.18 нг/мкл, а набором Plasmid miniprep 
3.39 нг/мкл. Не было выявлено статисти-
чески значимой разницы между концен-
трациями ДНК, выделенной из крови с 
различными антикоагулянтами. 

Для оценки соотношения мтДНК и 
яДНК в образцах были проведены qPCR 
для каждого вида антикоагулянта от-
дельно. Кинетика процесса амплифика-
ции соответствует стандартному виду, 

четко выражена начальная фаза, экспо-
ненциальная и фаза насыщения (рис. 3-4). 

Согласно результатам qPCR анализа, 
значительной разницы в эффективности 
выделения мтДНК и яДНК разными 
наборами обнаружено не было (рис. 3). 
Однако, экспоненциальная фаза кривых 
накопления продуктов амплификации 
ДНК, выделенной набором Plasmid mini-
Prep, располагается значительно ниже по 
сравнению с другими. Это может свиде-
тельствовать о том, что изначальное ко-
личество таргетных молекул было го-
раздо меньше в сравнении с другими 

  
Рис. 1. Средние значения концентра-

ции ДНК, выделенной исследуемыми 
наборами из образцов крови с антикоагу-

лянтом ЭДТА-к3  
(**p < 0.01, ****p < 0.0001) 

Fig. 1. Average values of the DNA con-
centration isolated by the test kits from blood 

samples with the anticoagulant EDTA-k3  
(** p <0.01, **** p <0.0001) 

Рис. 2. Средние значения концентра-
ции ДНК, выделенной исследуемыми 

наборами из образцов крови с антикоагу-
лянтом цитратом натрия 
 (* p < 0.05, ** p < 0.01) 

Fig. 2. Average values of DNA concen-
tration isolated by the test kits from blood 

samples with anticoagulant sodium citrate (* 
p <0.05, ** p <0.01) 

 

 
Рис. 3. Кинетика реакции накопления продуктов амплификации ДНК, выделенной из 

крови с ЭДТА. RFU – условные единицы флуоресценции 
Fig. 3. Kinetics of the reaction of accumulation of DNA amplification products isolated from 

blood with EDTA. RFU – relative fluorescence units 
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наборами. Кроме того, кривые накопле-
ния некоторых образцов ДНК, выделен-
ных наборами Plasmid miniprep и Zymo 
Research не пересекли пороговую линию. 
Также наблюдалось визуальное загрязне-
ние некоторых образцов ДНК, выделен-
ной этими двумя наборами, что может го-
ворить о том, что данные методы не га-
рантируют полную очистку ДНК от раз-
личных примесей, в том числе ингибито-
ров ПЦР.  

На рис. 4 кривые всех образцов, неза-
висимо от метода выделения, пересекли 
пороговую линию. Экспоненциальная 
фаза кривых накопления продуктов ам-
плификации ДНК, выделенной набором 
Plasmid miniPrep, также была значи-
тельно ниже по сравнению с остальными.  

 Согласно результатам qPCR в сред-
нем разница между фазами выхода на 
экспоненту мтДНК и яДНК составила 7 
циклов. Этот анализ показал высокую эф-
фективность выделения мтДНК. 

 Таким образом, выделение мтДНК из 
лейкотромбоцитарного слоя крови воз-
можно провести путем её сорбции на ко-
лонке с силикагелевой мембраной. При 
этом наибольшую эффективность пока-
зал набор QIAamp® Blood Mini Kit 
(QIAGEN, Германия), что возможно свя-
зано с особенностью химического со-
става лизирующего и промывочных рас-

творов данного набора, которые позво-
ляют наиболее полно избавиться от инги-
биторов ПЦР в процессе сорбции ДНК на 
носителе. 

Заключение 
По совокупности результатов флуо-

ресцентной оценки концентрации ДНК и 
анализа qPCR, среди исследуемых сорб-
ционных наборов наибольшую эффек-
тивность для выделения мтДНК из лей-
котромбоцитарного слоя крови показал 
набор QIAamp® Blood Mini Kit 
(QIAGEN, Германия), основанный на ис-
пользовании колонок с силикагелевой 
мембраной. Данный набор обеспечил оп-
тимальную концентрацию ДНК по срав-
нению с набором Plasmid miniPrep 
(Evrogen, Россия). Кроме того, qPCR ана-
лиз показал, что данный набор обеспечи-
вает наилучшую адсорбцию ДНК на мем-
бране, содержащей диоксид кремния, 
позволяя получать очищенные образцы 
без различных загрязнителей, способных 
ингибировать ПЦР, по сравнению с 
двумя другими исследуемыми наборами, 
для которых было зарегистрировано ин-
гибирование реакции. При сравнении по-
тенциального влияния двух антикоагу-
лянтов на выделение мтДНК не было вы-
явлено значимых различий. 

 
Работа поддержана министерством науки и высшего образования в рамках нацпро-

екта «Наука» (проект FZGW-2020-0001, уникальный номер реестра 
государственных заданий 075001X39782002). 

 
Рис. 4. Кинетика реакции накопления продуктов амплификации ДНК, выделенной из 

крови с цитратом натрия. RFU – условные единицы флуоресценции 
Fig. 4. Kinetics of the reaction of accumulation of DNA amplification products isolated from 

blood with sodium citrate. RFU - relative fluorescence units 
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Mitochondrial DNA (mtDNA) is widely used in various kinds of research, since changes in mtDNA 
(mutations or large-scale deletions) can cause a wide range of diseases such as diabetes, heart dysfunctions, 
various forms of cancer, etc. Isolation and quantification of mtDNA is often required to study the contribution 
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of mtDNA to the development of pathologies. However, isolating a sufficient amount of mtDNA remains a 
challenge.  

The aim of this study was the evaluation and comparison of three methods for the extraction of 
mtDNA from the human leukotrombocyte layer. All of our selected DNA extraction kits were based on the 
sorption extraction method, the principle of which is the special properties of silicon-based carriers for selective 
DNA binding. The effect of two commonly used types of anticoagulants on the efficiency of mtDNA extraction 
was also evaluated. Through a systematic comparison of mtDNA isolation methods, we have identified the 
procedure that provides the highest yield of mtDNA, which demonstrated high performance in subsequent 
analyses. 

For mtDNA extraction, samples of the leukotrombocyte blood layer were taken from 12 volunteers 
and three different isolation protocols were used (Quick-DNA Miniprep Plus (Zymo Research, USA), Plasmid 
miniPrep (Evrogen, Russia) and QIAamp® Blood Mini Kit (QIAGEN, Germany)). Next, the amount of DNA 
was estimated using fluorimetry and quantitative polymerase chain reaction.  

The obtained results showed that from the investigated methods of isolation, DNA extracted using the 
QIAamp® Blood Mini Kit (QIAGEN, Germany), based on the use of columns with a silica gel membrane, 
provides an optimal concentration of mtDNA. Differences between the amounts of mtDNA isolated from blood 
with different anticoagulants were not found. Our results emphasize the importance of choosing a method for 
mtDNA isolation, since this stage is crucial for obtaining high-quality mtDNA, which will be suitable for 
further molecular genetic studies. 

Keywords: mitochondrial DNA, qPCR, fluorimetry, DNA extraction. 
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