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Г Л АВА I. 
 

М Е Т О Д Ы  ВЫ Д Е Л Е Н И Я  И  КО Л И ЧЕ С Т В Е Н Н О Г О  АН АЛ И ЗА 
Н У КЛ Е И Н О ВЫ Х  КИ С Л О Т  

 
Теоретические основы м етодов 
 
Чт обы проводит ь моле кулярный ана лиз нукле иновых кис лот , нуж но  

пре ж де  вс е го  получит ь их в чис т ом виде . Типична я  кле т ка  че лове ка  в норме  
с оде рж ит  приме рно  7 пг ге номной ДН К и около  15 пг РН К. Из них 80-85% 
приходит с я  на  долю рибос омной (28S, 18S и 5S) РН К, а  ос т а льна я  ча с т ь 
пре дс т а вле на  в ос новном низкомоле кулярными РН К. Лишь 1-5% с умма рной 
РН К с о с т а вля е т  ма т рична я  РН К (мРН К). мРН К эука риот  име е т  на  3’-конц е  
poly(A)-«хвос т ». Б ла года ря   э т ому возмож но  очис т ит ь мРН К с  помощ ью 
а ффинной хрома т огра фии на  олиго-(dT)-ц е ллюлозе , а  т а кж е  получит ь копию 
мРН К (копийную ДН К, или кДН К), ис пользуя  олиго-(dT) прайме р. 

Для  выде ле ния  ге номной ДН К ра зруш ают  пла зма т иче с кую и яде рную 
ме мбраны (а  т а кж е  кле т очную с т е нку ра с т е ний и грибов) и ос вобож да ют с я  от  
кле т очных бе лков. Из водных ра с т воров ге номную ДН К мож но  ос а дит ь 
доба вле ние м э т а нола  или изопропанола . О бычно  получают с я  фра гме нт ы 
ДН К ра зме ром 100-200 т ыс яч па р нукле от идов (п.н.), пригодные  для  
большинс т ва  пос ле дующ их а на лизов. О дной из причин фра гме нт а ц ии 
ге номной ДН К я вля е т с я  ме ханиче с ко е  возде йс т вие  в проц е с с е  выде ле ния . 
П оэт ому обра зц ы с ле дуе т  пе ре ме ш ива т ь оче нь  ос т орож но . 

Ме т оды выде ле ния  с умма рной РН К из т кане й а на логичны экс т ра кц ии 
ДН К. Сущ е с т вуют  лишь не кот орые  ме т одологиче с кие  ра зличия . Для  
выде ле ния  РН К проводя т  лизис  кле т ок, де прот е иниза ц ию кле т очного  лиза т а  
и от де ле ние  РН К от  ДН К. О днако  РН К по  с ра вне нию с  ДН К гора здо  боле е  
ла бильна  и ус т ойчива  к де йс т вию нукле а з. П оэт ому вс е  ра бот ы с  РН К с ле дуе т  
проводит ь в одноразовых ре зиновых пе рча т ка х.  
 
О бщ ие принципы м етодов экстракции РН К 
 

П ре па ра т  РН К мож е т  быт ь получе н как из с ве ж е й, т а к и за морож е нной 
в ж идком а зот е  или на  -70°C т кани. Б ольшинс т во  ме т одов экс т ра кц ии 
нукле иновых кис лот , кот орые  мы буде м ис пользова т ь в данном ц икле  ра бот , 
ос нованы на  обра бот ке  гомоге на т ов т кане й с м ес ью  ф енола с  хлороф орм ом . 

П ринц ипиа льную с хе му ме т одов фе нол-хлороформной экс т ра кц ии 
нукле иновых кис лот  мож но  пре дс т а вит ь с ле дующ им обра зом. Ткань, из 
кот орой выде ляют  ДН К или  РН К, гомоге низируют  в прис ут с т вии ве щ е с т в, 
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0,5 мл ра с т вора  дифе нила мина  и с т а вя т  пробирку на  кипящ ую водяную 
баню  на  15 мин. Развива е т с я  зе лёна я  окра с ка  ж идкос т и вс ле дс т вие  
вза имоде йс т вия  рибозы с  дифе нила мином. 

3) Серебряная проба на пури новые основани я.  К 1 мл гидролиза т а  дрож ж е й 
приливают  2 ка пли конц е нт рированного  ра с т вора  а ммиа ка  и 5 ка пе ль 1% 
ра с т вора  нит ра т а  а ммония .  Че ре з 3-5 мин выпа да е т  бурый ос а док 
с е ре бряных с о е дине ний пуриновых ос нований. 

4)  М оли бденовая проба на ф ос ф орную  ки с лот у. К 1 мл гидролиза т а  дрож ж е й 
приба вит ь 5 ка пе ль молибде нового  ре а кт ива  и ос т орож но  кмпя т ит ь 
не с колько  минут .  Развива е т с я  лимонно-ж ёлт а я  окра с ка  ж идкос т и 
вс ле дс т вие  обра зования  фос форномолибде нового  а ммония  по  ре а кц ии 

 
H3PO4+12(NH4)2MoO4+21HNO3 -> (NH4)3PO4x12MoO3+21NH4NO3+12H2O. 
 
РАБ О ТА №  2  КО Л И ЧЕ С Т В Е Н Н Ы Й АН АЛ И З Н У КЛ Е И Н О ВЫ Х  
КИ С Л О Т  
 
Для  опре де ле ния  конц е нт ра ц ии ДН К и РН К в ра с т воре  широко  ис пользуют с я  
два  ме т ода . Н а иболе е  прос т ым и т очным я вля е т с я  
сп ект рофот омет ри чески й мет од , однако  он обла да е т  с ра внит е льно  ма лой 
чувс т вит е льнос т ью. Ес ли общ е е  с оде рж а ние  нукле иновых кис лот  не ве лико , 
т о  конц е нт ра ц ию ДН К и РН К мож но  опре де лит ь по  инт е нс ивнос т и их 
флюоре с ц е нц ии в У Ф -с ве т е  пос ле  окраш и ван и я бром и ст ым  эт и д и ем . 
 
Спект роф от ом ет ри ч ес ки й м ет од 
Конц е нт ра ц ию нукле иновых кис лот  в ра с т воре  мож но  ра с с чит а т ь, изме рив 
е го  опт иче с кую плот нос т ь (A) при 260 нм (A260). Данна я  длина  волны 
я вля е т с я  макс имумом поглощ е ния  а де нина . О дна  е диниц а  A260 приме рно  
с оо т ве т с т вуе т  конц е нт ра ц ии двухц е поче чной ДН К 50 мкг/мл, 
одноц е поче чной ДН К 33 мкг/мл, одноц е поче чной РН К 40 мкг/мл. 
С пе кт рофот оме т риче с кий ме т од т а кж е  позволя е т  оц е нит ь чис т о т у обра зц ов. 
Крит е рие м чис т о т ы пре па ра т ов ДН К и РН К я вля е т с я  от нош е ние  A260/A280 1,8 
и 2, с оо т ве т с т ве нно  (A280 – макс имум поглощ е ния  а рома т иче с ких 
а минокис лот ). Ес ли э т о  от нош е ние  ме ньш е , пре па ра т ы за грязне ны бе лка ми 
или фе нолом, и оц е нка  конц е нт ра ц ии буде т  не ве рна . 
 
Окраш и вани е бром и с т ым  эт и ди ем   
 
Э ле кт рофоре т иче с кий ме т од 
Для  приме рной оц е нки конц е нт ра ц ии пре па ра т ов ДН К или РН К на  ге ль 
нанос я т  ра зные  количе с т ва  ма рке рных нукле иновых кис лот  (с  изве с т ной 
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конц е нт ра ц ие й). Конц е нт ра ц ию ис с ле дуе мых пре па ра т ов нукле иновых 
кис лот  оц е нивают , с ра внива я  инт е нс ивнос т ь флюоре с ц е нц ии обра зц а  и 
с т а нда рт ных ма рке ров. В а ж но , чт обы обра зц ы ДН К и РН К с ра внива лис ь с  
с оо т ве т с т вующ ими ма рке ра ми, пос кольку при одинаковом количе с т ве  ДН К и 
РН К инт е нс ивнос т ь их флюоре с ц е нц ии в У Ф -с ве т е  ра злича е т с я . 
 
Ме т од пя т е н 
Конц е нт ра ц ию нукле иновых кис лот  мож но  опре де лит ь, окра с ив ра с т вор 
бромис т ым э т идие м, изме рив инт е нс ивнос т ь флюоре с ц е нц ии в У Ф -с ве т е  и 
с ра внив е ё с  флюоре с ц е нц ие й ма рке ров изве с т ной конц е нт ра ц ии. 
 

Цел ь  работы: опре де лит ь конц е нт ра ц ию и чис т о т у пре па ра т ов 
ге номной ДН К и с умма рной РН К. 

  
М атериал ы 

ü Б уфе р Трис -HCl 
ü Ра с т вор бромис т ого  э т идия : 1 мкг/мл в воде  

О борудование. С пе кт рофот оме т р, У Ф -т ра нс иллюмина т ор, микропипе т ки. 
 
Х од работы 
 
Спект роф от ом ет ри ч ес ки й м ет од 
1. Ра с т ворит ь не с колько  мкл пре па ра т а  нукле иновой кис лот ы в 
минима льном объёме  Трис -HCl буфе ра , дос т а т очном для  
с пе кт рофот оме т рирования . В ычис лит ь коэффиц ие нт  ра зба вле ния  
(Kр=Vобщ ий/Vпре па ра т а ). 

2. Изме рит ь A260 ра зба вле нного  ра с т вора  нукле иновой кис лот ы. 
3. В ычис лит ь конц е нт ра ц ию обра зц ов ДН К и РН К по  формула м 

 
Концент раци я дцДНК  = A260 x 50 x Kр   (мкг/мкл) 

    1000 
Концент раци я с ум м арной РНК  = A260 x 40 x Kр   (мкг/мкл) 

          1000 
4. Изме рит ь A280 и вычис лит ь от нош е ние  A260/A280. Сде ла т ь вывод о  чис т о т е  
пре па ра т ов.  
 
Э лект роф орет и ч ес ки й м ет од 
 
1. Гот овя т  с е рию ра зве де ний обра зц а  ДН К или РН К и с оо т ве т с т вующ их 
с т а нда рт ных ра с т воров в буфе ре  Трис -HCl и доба вляют  ко  вс е м 
ра зве де ниям ра вный объём бромис т ого  э т идия . 
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2. Н а  т ра нс иллюмина т ор кла дут  кус оче к пла с т иковой плёнки (т ипа  
SaranWrap). 

3. Н а  плёнку нанос я т  по  5 мкл ка ж дого  разве де ния  и с т а нда рт ного  ра с т вора . 
4. О пре де ляют  конц е нт ра ц ию обра зц а , с ра внива я  инт е нс ивнос т и 
флюоре с ц е нц ии с т а нда рт ного  ра с т вора  и ра зве де ний. Для  обле гче ния  
оц е нки мож но  с фот огра фирова т ь плёнку. 

А льт ернат и вным  подходом  являет с я элект роф орез разведени й ДНК  и ли  РНК  
в агарозном  геле с  пос ледующ ей оценкой и нт енс и внос т и  с веч ени я полос  
нуклеи новых ки с лот  в У Ф -с вет е. 
 
 
РАБ О ТА №  3 ВЫ Д Е Л Е Н И Е  Г Е Н О М Н О Й Д Н К И З ТКАН Е Й И  
КУ Л Ь Т У РЫ  КЛ Е Т О К М Л Е КО П И ТАЮ Щ И Х  

 
Цел ь  работы: подгот овит ь пре па ра т  ге номной ДН К из т кане й и 

культ уры кле т ок мле копит а ющ их 
  

М атериал ы 
• Ж идкий а зот  
ü Ра с щ е пляющ ий буфе р  
ü Б уфе р PBS, охла ж дённый на  льду 
ü С ме с ь фе нол/хлороформ/изоа миловый с пирт  (25:24:1) 
ü 7,5 М ра с т вор а ц е т а т а  а ммония  
• 96-100% э т анол 
ü 70% э т анол 
ü Б уфе р TE, pH 8,0 
О борудование. С т упка  и пе с т ик, ц е нт рифуга , на с т ольна я  микроц е нт рифуга , 
микропробирки, ц е нт рифуж ные  пробирки на  50 мл, ле дяна я  баня . 
 
  Х од работы 

Выделени е ДНК  и з т кани  
1. О рган (или е го  ча с т ь), из кот орого  выде ляют  ДН К, изме льчит ь и быс т ро  
за морозит ь в ж идком а зот е . Ра с т е ре т ь за морож е нную т кань в охла ж дённой 
с т упке  до  с о с т ояния  порошка . Сус пе ндирова т ь в лизирующ е м буфе ре  из 
ра с чёт а  1,2 мл на  100 мг т кани. 

 
Выделени е ДНК  и з культ уры клет ок 

1.   а ) Ц е нт рифугирова т ь культ уру кле т ок при 500 g и уда лит ь с упе рна т а нт .  
б) Ре с ус пе ндирова т ь кле т ки в 1-10 мл охла ж дённого  на  льду буфе ра  PBS. 

Ц е нт рифугирова т ь 5 мин при 500 g, уда лит ь с упе рна т а нт  и повт орит ь. 
Ре с ус пе ндирова т ь кле т ки в 1 мл лизирующ е го  буфе ра . Е с ли  коли ч ес т во 
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