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Первым этапом, влияющим на результат молекулярно-генетического исследования и 
дальнейшую идентификацию биоматериала, является процедура выделения и очистки ДНК. В 
статье даны практические рекомендации по выделению ДНК из разных видов биологического 
материала: крови, спермы, шерсти и выщипов ткани. Описаны исследования по оптимизации 
методики выделения ДНК из спермы. 
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The first step that affects the result of molecular genetic research and further identification of 

the biomaterial is the procedure for isolating and purifying DNA. The paper gives practical recommen-
dations for DNA extraction from different types of biological material: blood, semen, wool and tissue 
plucks. Studies on optimizing the technique for extracting DNA from sperm are described. 
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При генотипировании сельскохозяй-
ственных животных: коров, свиней, овец, при-
ходится иметь дело с различными видами 
биологического материала: кровью, шерстью, 
спермой и выщипами. Критерием успешности 

выделения, помимо стандартных инструмен-
тальных определений (спектрометрии), явля-
ется прохождение ферментативных реакций с 
выделенной ДНК (например, ПЦР). 

Методика исследований. При выделе-
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нии ДНК из крови обычно не возникает про-
блем. Количество ядерных клеток (лимфоци-
тов) даже в небольшом объеме крови доста-
точно велико (около 50 мкл крови достаточно 
для постановки нескольких десятков ПЦР ре-
акций). Однако гемоглобин является сильным 
ингибитором полимеразной цепной реакции, 
поэтому процедура выделения из крови, как 
правило, учитывает этот момент (например, 
добавляются дополнительные стадии про-
мывки или специальные ингредиенты). Мы 
выделяем ДНК из крови набором реагентов 
Diatom™ DNA Prep 100 (ООО Лаборатория 
«Изоген», г. Москва). 

Шерсть содержит существенно меньшее 
количество ДНК. Особенно мало ДНК в фол-
ликулах выпавших шерстинок (в 10–20 раз 
меньше, чем в живых) и в стержнях шерсти-
нок. В связи с этим при взятии материала 
следует стараться выщипнуть шерстинки 
вместе с волосяными фолликулами. Это в 
значительной степени облегчает процесс по-
следующего выделения ДНК и генотипирова-
ния. Приходящие на исследование образцы 
шерсти мы обрабатываем следующим обра-
зом: удерживая шерсть пинцетом, ножницами 
удаляем ту часть, которая не содержит фол-
ликулы. Содержащие фолликулы участки ис-
пользуются для выделения ДНК. Для прохож-
дения нескольких ПЦР-реакции достаточно 
взять на выделение около 10 таких фрагмен-
тов.  

При выделении ДНК из ткани выщипа 
основной критической стадией является ста-
дия измельчения ткани. Чем лучше она из-
мельчена, тем больше выход ДНК. Наилучшим 
образом можно измельчить образцы тканей 
(вес пробы составляет около 0,1 г), предвари-
тельно замороженные в жидком азоте, расте-
рев их в ступке. Конечно, при наличии в лабо-
ратории гомогенизатора, задача измельчения 
проб значительно упрощается.  

Особенность выделения ДНК из спермы 
заключается в том, что хроматин сперматозо-
идов имеет принципиальное отличие от хро-
матина соматических клеток – его структура 
дополнительно стабилизирована дисульфид-
ными связями. Поэтому применяемый по 
стандартной процедуре выделения ДНК про-
теолиз в случае спермального хроматина ма-
лоэффективен и идет очень медленно, а ис-
пользуемые для диссоциации нуклеопротеи-
нов детергенты практически не оказывают на 
него солюбилизирующего действия. В ре-

зультате выход спермальной ДНК оказывает-
ся практически нулевым. Для преодоления 
этой трудности при выделении ДНК из спер-
мы в клеточный лизат вводят дополнительно 
реагенты-тиовосстановители, например, 
дитиотрейтол или 2-меркалтоэтанол, кото-
рые разрушают дисульфидные белковые 
сшивки [1]. Это позволяет продолжить про-
цесс по стандартной схеме. 

Результаты исследований и их          
обсуждение. 

Нами проведены исследования по опти-
мизации методики выделения ДНК из спермы. 

Образцы спермы быков-производителей 
были представлены в трех формах хранения: 

а) криоконсервированная сперма в гра-
нулах объёмом 200 мкл; 

б) криоконсервированная сперма в по-
липропиленовых соломимках (паетах) объё-
мом 200 мкл; 

в) образцы спермы, нанесенные на раз-
ные типы фильтровальной бумаги. 

Была поставлена задача – отработать 
оптимальный вариант выделения ДНК из 
каждой представленной формы хранения се-
мени быков-производителей. Для выделения 
ДНК из образцов семени использовали: 

– набор реагентов Diatom™ Prep 100 ООО 
«Лаборатория Изоген»; 

– 0,2 % 2-меркалтоэтанол; 
– 10 мМ дитиотрейтол. 
На первом этапе брали 12 образцов се-

мени, хранящегося в гранулах по 200 мкл. По-
мещали каждую гранулу в пробирку «Эппен-
дорф» объемом 1,5 мл и размораживали при 
комнатной температуре в течение 10 мин. 
Далее перемешивали пипетированием до го-
могенного состояния и от каждого образца 
отбирали по 100 мкл материала в другие про-
бирки «Эппендорф» объемом 1,5 мл, остаток 
семени повторно замораживали при t°= –20° С 
для хранения. Затем приступали к выделению 
ДНК по одной из стандартных методик [2]. 

В первые четыре пробирки добавляли 
по 400 мкл лизирующего раствора, ресуспен-
дировали пробы на вортексе и инкубировали 
40 мин при 65° С. В пробирки с лизатом + 20 
мкл суспензии сорбента (сорбент встряхива-
ли на вортексе). Далее приступали к выделе-
нию ДНК по стандартной методике.Выделить 
ДНК из семени по этой схеме не удалось.  

В оставшиеся пробирки к клеточному 
лизату дополнительно добавляли реагенты-
тиовосстановители. Во вторые 4 пробирки к 
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лизату добавили по 2 мкл 0,2 % 2-
меркалтоэтанола. В оставшиеся 4 пробирки 
внесли по 1 мкл 10 мМ дитиотрейтола. Далее 
продолжили выделение ДНК по схеме первых 
четырех пробирок. В результате ДНК из этих 
восьми образцов успешно выделилась. 

На втором этапе брали 12 образцов се-
мени хранящихся в полипропиленовых соло-
минках по 100 мкл. 

От каждой полипропиленовой соломин-
ки аккуратно ножницами отрезали кончики и 
помещали соломинки в пробирки «Эппен-
дорф» объемом 1,5 мл. Семя в паетах размо-
раживали при комнатной температуре. 

Установили, что выделение ДНК из се-
мени (гранула, паета) без использования реа-
гентов-тиовосстановителей (2-меркаптоэра-
нола или дитиотрейтола) является неэффек-
тивным. При этом принципиальной разницы 
в действии на процесс выделения между 2-
меркаптоэтанолом и дитиотрейтолом не 
наблюдается.  

На третьем этапе выделение проводили 
из 12 образцов нанесенных на фильтры: 

– 4 образца нанесенных на фильтр 
плотностью №1 (рыхлая плотность, d пор 20-
25 мкм, вес 68 г/м²);  

– 4 образца нанесенных на фильтр 
плотностью №2 (плотная узкопористая, d пор 
8-10 мкм, вес 120 г/м²); 

– 4 образца нанесенных на фильтр 
плотностью №3 (высокая плотность, d пор < 2 

мкм, вес 165 г/м²). 
Каждый фильтр измельчали с помощью 

ножниц (фламбируя ножницы от пробы к 
пробе) и переносили в пробирки «Эппендорф» 
объемом 1,5 мл. К образцам добавляли по 600 
мкл лизирующего раствора + 1,5 мкл дитиот-
рейтола и инкубировали при 65° С 40 минут. 
Далее приступали к выделению по стандарт-
ной методике. 

В результате выход спермальной ДНК 
оказался прямо пропорциональным увеличе-
нию плотности фильтра (концентрация ДНК 
определялась визуально в агарозном геле по-
сле электрофореза).  

Выводы. Выделение ДНК из каждого 
вида биологического материала имеет свои 
особенности. Знание этих особенностей, поз-
воляет проводить успешное выделение ДНК.   
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В результате генотипирования в субпопуляции овец южной мясной породы с использо-
ванием ПЦР-ПДРФ анализа установлена разная частота встречаемости аллелей и генотипов 
гена в локусе гармона роста (GH), и их ассоциативные связи с ростом и развитием, формирова-
нием мясной продуктивности и плодовитостью. Гетерозиготные особи GH_AB по живой массе 
превосходили гомозиготных GH_AA на 2,4–3,95 %, по настригу шерсти – на 2,4 %. по плодови-
тости – на 12 %. 
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