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Актуальность. В настоящее время исследование ДНК является одним из самых точных и 
информативных методов в медицине, криминалистике и молекулярной генетике. Успех ана-
лиза во многом зависит от качества выделенной ДНК, поэтому выбор оптимального метода 
её экстракции имеет ключевое значение для получения достоверных результатов.


Цель – провести сравнительный анализ эффективности экстракции ДНК хлороформно-
фенольным и колоночным методами.


Материалы и методы. Материалом исследования послужили 94 образца крови из био-
банка НИИ генетической и молекулярной эпидемиологии КГМУ. Выделение геномной ДНК 
из крови осуществляли хлороформно-фенольным и колоночным методами, используя для 
последнего набор реагентов ЭкстрактДНК-2 (НОМОТЕК, Россия). Анализ концентрации и 
чистоты полученных образцов ДНК проводили с помощью спектрофотометра Nano-
Drop2000 (TermoFisherScientific, США). Статистический анализ данных выполнен в 
программе Statistica v.13.0 (StatSoftInc., США).


Результаты. Анализ распределения концентрации и чистоты двух групп образцов, вы-
полненный с помощью теста Колмогорова-Смирнова, выявил, что показатели концентрации 
ДНК в первой (полученной методом фенольно-хлороформной экстракции) и второй группе 
образцов (полученной колоночным методом), а также значения чистоты растворов второй 
группы ДНК имели ненормальное распределение (P<0,01), тогда как распределение зна-
чений чистоты раствора ДНК первой группы образцов не отличалось от нормального. Уста-
новлено, что медиана концентрации ДНК, полученной фенольно-хлороформной экстрак-
цией составила 119,50 нг/мкл (Q1=89,10; Q3=182,20) и статистически значимо превышала 
медиану концентрации образцов второй группы: Ме=39,05 нг/мкл (Q1=26,80; Q3=54,10, 
Р=3,69×10-16). При этом медиана чистоты растворов А 260/280 ДНК первой группы образцов 
(Ме=1,69 (Q1=1,65; Q3=1,74)) оказалась ниже такового показателя образцов второй группы: 
Ме=1,84 (Q1=1,80; Q3=1,87, Р=1,99×10-15).


Заключение. Сравнение двух методов выделения ДНК из крови позволило установить, 
что фенольно-хлороформная экстракция дает значимо больший выход ДНК, однако уступает 
колоночному методу по показателю чистоты растворов.


Ключевые слова: фенольно-хлороформная экстракция ДНК, колоночный метод выделе-
ния ДНК, чистота раствора нуклеиновых кислот.
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Relevance. DNA analysis is currently one of the most accurate and informative methods in 
medicine, forensics, and molecular genetics. The success of the analysis largely depends on 
the quality of the isolated DNA, so choosing the optimal extraction method is crucial for ob-
taining reliable results.


Objective: is to conduct a comparative analysis of the efficiency of DNA extraction by 
chloroform-phenol and column methods.


Materials and methods. The study included 94 blood samples from the biobank of the 
Research Institute of Genetic and Molecular Epidemiology, KSMU. Genomic DNA was isolated 
from the blood using the chloroform-phenol and column methods, using the ExtractDNA-2 
reagent kit (NOMOTEK, Russia). The concentration and purity of the obtained DNA samples 
were analyzed using a NanoDrop2000 spectrophotometer (ThermoFisherScientific, USA). 
Statistical analysis was performed using Statistica v.13.0 (StatSoftInc., USA).


Results. Analysis of the distribution of concentration and purity of two groups of sam-
ples, performed using the Kolmogorov-Smirnov test, revealed that the DNA concentration 
values in the first (obtained by phenol-chloroform extraction) and second group of samples 
(obtained by the column method), as well as the purity values of the DNA solutions of the 
second group, had an abnormal distribution (P<0.01), whereas the distribution of the purity 
values of the DNA solution of the first group of samples did not differ from normal. It was 
found that the median concentration of DNA obtained by phenol-chloroform extraction was 
119.50 ng/μl (Q1=89.10; Q3=182.20) and statistically significantly exceeded the median con-
centration of samples of the second group: Me=39.05 ng/μl (Q1=26.80; Q3=54.10, P=3.69×10-16). 
Moreover, the median purity A 260/280 of DNA solutions for the first group of samples 
(Me=1.69 (Q1=1.65; Q3=1.74)) was lower than that of the second group of samples: Me=1.84 
(Q1=1.80; Q3=1.87, P=1.99×10-15).


Conclusion. A comparison of the two methods for DNA extraction from blood revealed 
that phenol-chloroform extraction gives a significantly higher DNA yield, but is inferior to 
the column method in terms of solution purity.


Keywords: phenol-chloroform DNA extraction, column DNA extraction, nucleic acid solu-
tion purity.
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АКТУАЛЬНОСТЬ МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

На сегодняшний день исследование 
ДНК, выделенной из объектов биологичес-
кого происхождения, является общепри-
нятой и наиболее информативной и то-
чной процедурой в медицинской прак-
тике при диагностике моногенных, муль-
тифакториальных заболеваний, судебно-
медицинской криминалистической экс-
пертизе идентификации личности и при 
определении биологического родства, а 
также при научных молекулярно-генети-
ческих исследованиях [5, 11]. Решающим 
преимуществом молекулярной диагности-
ки является то, что объектом исследования 
является непосредственно молекула ДНК 
человека. Следовательно, диагностику мо-
жно проводить не только на тех тканях, где 
экспрессируется соответствующий ген, но 
практически на любых клетках организма, 
из которых можно выделить ДНК.


ДНК может служить источником инфо-
рмации о множестве аспектов строения и 
функций как организма в целом, так и его 
мельчайших составляющих [9]. Современ-
ные достижения в области секвенирова-
ния ДНК позволяют анализировать после-
довательности нуклеотидов, целые гено-
мы, и расшифровывать закодированную в 
них информацию. Эти методы требуют об-
разцов высокой чистоты, не содержащих 
примеси, способные нарушать процесс. 
Для получения необходимых результатов 
применяются разнообразные методики 
выделения ДНК, отличающиеся друг от 
друга длительностью, трудоёмкостью, эко-
номической эффективностью и, конечно, 
концентрацией и качеством целевого про-
дукта. В общем случае основная задача в 
процессе экстракции ДНК из биологичес-
кого материала – разрушение клеток и 
клеточных органелл с последующим отде-
лением целевого вещества от остального 
содержимого. Для этих целей применяют-
ся различные лизирующие, буферные рас-
творы, хаотропные агенты, детергенты, 
ферменты, обладающие способностью 
расщеплять белки, органические раство-
рители и их смеси. Также иногда могут 
использоваться особым образом синтези-
рованные частицы с заданными свойст-
вами, процедуры колоночного элюирова-
ния, микроцентрифугирования, высалива-
ния.

В качестве материала для проведения 
экспериментов были использованы 94 об-
разца крови из биобанка НИИ генетичес-
кой и молекулярной эпидемиологии 
КГМУ.


Фенольно-хлороформный метод экст-
ракции. Согласно протоколу, к 0.5 мл кро-
ви добавляют 0.5 мл PBS и центрифуги-
руют при 12 тыс. об/мин 10 минут. Надоса-
дочную жидкость сливают, добавляют 1мл 
PBS и центрифугируют при тех же усло-
виях. Надосадочную жидкость вновь сли-
вают. После добавления 200 мкл ТЕ-буфе-
ра пипетируют до растворения осадка и 
последовательно приливают 10 мкл 1% рас-
твора SDS – додецилсульфата натрия – и 5 
мкл протеиназы К. Пробирки инкубируют 
12 часов при 37°С. Далее проводят четыре 
последовательных центрифугирования с 
фенолом и хлороформом – по 10 минут, 8 
тыс. об/мин. Затем ДНК осаждают при по-
мощи 95% ледяного этанола и центрифу-
гируют при 14,3 об/мин в течение 10 минут.


Колоночный метод экстракции по про-
токолу ЭкстрактДНК-2 от НОМОТЕК. Перед 
началом работы в термостате устанавли-
вают температуру +56°С и помещают в 
него пробирку с «Раствором 5 В», содер-
жащим компоненты, необходимые для 
элюции ДНК в раствор. Вскрывают флакон 
с «Раствором 4 В», содержащим компонен-
ты для отмывки ДНК, добавляют 75 мл 96% 
этилового спирта. Наносят пометку на 
крышке флакона о выполнении операции. 
Операция выполняется однократно при 
первом применении набора реагентов. 
Согласно протоколу, в подготовленные 
микроцентрифужные пробирки сначала 
вносят 100 мкл свежеприготовленной сме-
си для лизиса, затем такой же объём об-
разца. Смесь для лизиса готовится путём 
смешивания растворов 1 В и 2 в соотно-
шении 100×n к 5×n соответственно. Раст-
вор 1 В содержит компоненты, необходи-
мые для лизиса клеток. Раствор 2 содер-
жит компоненты, необходимые для разру-
шения белков. Содержимое пробирок 
перемешивают 4-кратным переворачива-
нием, затем на вортексе 5 с, после чего 
инкубируют в термостате при 56°С в тече-
ние 10 минут, 2-3 раза дополнительно пе-
ремешивая на вортексе.
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Далее в каждую пробирку вносят по 100 
мкл 96% этанола, тщательно перемеши-
вают на вортексе. Прибавляют по 400 мкл 
«Раствора 3 В», содержащего компоненты, 
необходимые для связывания ДНК с ме-
мбраной колонки, и перемешивают пере-
ворачиванием и на вортексе до гомогени-
зации. По числу исследуемых образцов 
выставляют в штатив «Пробирки В» и в них 
«Колонки В», маркируют. Аккуратно пере-
носят 700 мкл содержимого микроцентри-
фужной пробирки в «Колонку В» (поме-
щенную в «Пробирку В»). Закрывают кры-
шку «Колонки В» и центрифугируют при 
10000 об/мин в течение 30 с. Использо-
ванную микроцентрифужную пробирку 
утилизируют.


Переносят «Колонку В» в новую «Про-
бирку В». «Пробирку В» с фильтратом ути-
лизируют. Добавляют по 700 мкл «Рас-
твора 4 В» в каждую «Колонку В» и центри-
фугируют 30 с при 10000 об/мин. Перено-
сят «Колонку В» в новую «Пробирку В». 
«Пробирку В» с фильтратом утилизируют. 
Процедуру при необходимости повторяют. 
Центрифугируют «Колонку В» (помещен-
ную в «Пробирку В») 2 минуты для полного 
удаления «Раствора 4 В». Переносят «Ко-
лонку В» в новую микроцентрифужную 
пробирку объемом 1.5 мл. «Пробирку В» с 
фильтратом утилизируют. Открытые про-
бирки с колонками инкубируют при ком-
натной температуре в течение 5 минут для 
испарения спирта, затем наносят в центр 
мембраны «Колонки В» (помещенной в 
микроцентрифужную   пробирку)     50 мкл.  

РЕ ЗУ ЛЬ ТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

И И Х О БСУЖ ДЕНИЕ

Всего для статистического анализа бы-
ли использованы данные по концентра-
ции и чистоте 94 образцов ДНК, выделен-
ной двумя методами: фенольно-хлорофор-
мная экстракция – первая группа, колоно-
чный метод – вторая группа. Оценку но-
рмальности распределения провели, ис-
пользуя тест Колмогорова-Смирнова, кото-
рый для показателей концентрации ДНК 
обеих групп выявил ненормальное рас-
пределение (Р<0,01) (Рис.1).


Кроме того, тест выявил ненормальное 
распределение значений чистоты ДНК 
второй группы, в то время как распреде-
ление значений чистоты образцов ДНК 
первой группы не отличалось от нормаль-
ного (Рис.2).


Так как 3 из 4 параметров показали не-
нормальное   распределение,   в  дальней-

прогретого «Раствора 5 В». Закрывают кры-
шку «Колонки В» и инкубируют в течение 3 
минут при комнатной температуре. Цент-
рифугируют «Колонку В» (помещенную в 
микроцентрифужную пробирку) 1 минуту 
при 10000 об/мин для сбора очищенной 
ДНК.


Данные по серии выделений по каждой 
методике, а именно концентрация и чис-
тота образцов ДНК, были использованы 
для создания базы данных, которая затем 
была перенесена в программу Statistica 
для последующего анализа.

Рис.  1.  Нормальность  распределения  концентраций  двух  групп  
образцов  ДНК
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Рис.  2.  Нормальность  распределения  чистоты  двух  групп  
образцов  ДНК

Таблица 1. Сравнительный анализ концентрации и чистоты двух групп образцов ДНК

ФХ Э

Колоночны й

метод

Концентрация С,  

нг/мкл

119,5 0

(Q1=89,10; Q3=182,20)

39,0 5

(Q1=26,80; Q3=54,10)

Чистота А  

260/280

1,6 9

(Q1=1,65; Q3=1,74)

1,8 4

(Q1=1,80; Q3=1,87)

Р

3,69×10 -16

1,99×10 -15

шем были использованы методы непара-
метрической статистики.

Также был проведен анализ медианных 
концентраций ДНК, установивший для фе-
нольно-хлороформного метода Ме=119,50 
нг/мкл (Q1=89,10; Q3=182,20), которая статис-
тически значимо (Р=3,69×10-16) превышала 
медиану концентрации ДНК, выделенной 
колоночным методом: Ме=39,05 нг/мкл 
(Q1=26,80; Q3=54,10). С другой стороны, ме-
диана чистоты растворов А 260/280 ДНК 
второй группы оказалась существенно 
(Р=1,99×10-15) выше таковой у первой груп-
пы: Ме=1,84 (Q1=1,80; Q3=1,87) и Ме=1,69 
(Q1=1,65; Q3=1,74) соответственно (Табл.1).


Фенольно-хлороформная экстракция. 
Из всех известных способов экстракции 
ДНК под «классическим» понимается фе-
нольно-хлороформный метод, основанный 
на использовании различных органичес-
ких растворителей, лизирующих  агентов и 

и протеиназы К [1]. Несмотря на то, что на 
него часто ссылаются как на золотой стан-
дарт ввиду более высокой чистоты и боль-
шей длины получаемых фрагментов, мет-
од имеет очевидное ограничение в виде 
токсичного характера фенола и хлорофор-
ма [8]. Фенол оказывает воздействие на 
эндокринную систему человека, повышает 
риск развития некоторых видов рака, мо-
жет негативно влиять на репродуктивное 
здоровье [12]. Хлороформ легко попадает в 
организм с вдыхаемым воздухом или че-
рез кожу и быстро оказывает воздействие 
на основные системы органов, увеличивая 
риск развития заболеваний печени и 
почек наряду с другими многочисленны-
ми эффектами.

Первый этап выделения ДНК фенольно-
хлороформным методом – добавление бу-
ферного раствора и центрифугирование. 
PBS – Phosphate Buffered Saline – буфер с
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с изотонической осмолярностью и pH око-
ло 7.4 – поддерживает постоянное значе-
ние кислотности. Аналогично работает и 
смесь Tris - трис(гидроксиметил)аминоме-
тана c соляной кислотой.

Далее происходит добавление гиперто-
нического лизирующего буфера. Часто ис-
пользуемая смесь – Tris-EDTA – обладает 
повышенной кислотностью (pH≈8) в срав-
нении с нормальными клеточными значе-
ниями. Кроме того, ЭДТА хелатирует ка-
тионы Mg2+, необходимые для работы кле-
точных нуклеаз. По закону осмоса вода по-
кидает клетку, клеточная мембрана разру-
шается. При этом интактной остаётся двой-
ная ядерная мембрана. После ресуспен-
дирования ядерного осадка в раствор, 
происходит добавление детергента и про-
теиназы К.


 Детергенты – амфифильные молекулы, 
образующие в воде мицеллы. Своими гид-
рофобными участками они связывают гид-
рофобные домены мембранных белков, 
вытесняя молекулы липидов. Мембранные 
белки переходят в раствор в комплексе с 
детергентом. Нарушается целостность ме-
мбраны.


Протеиназа К – фермент класса гидро-
лаз, обладающий способностью расщеп-
лять и инактивировать клеточные нуклеа-
зы и другие белки, связанные с ДНК, на-
пример, гистоны. Протеиназа К проявляет 
наибольшую активность при повышенных 
(50-60°С) температурах, поэтому раствор 
инкубируют в термостате меньше - 30-60 
минут, чем при 37°С, когда время увеличи-
вают до 12 часов.


Далее полученный лизат обрабатывают 
органическими растворителями и их соче-
таниями и проводят серию центрифугиро-
ваний. Фенол вызывает денатурацию бел-
ков, в следствии которой они выпадают из 
раствора в осадок. Хлороформ обеспечи-
вает отделение водной фазы, содержащей 
целевую ДНК, от органической фазы. Мо-
жет использоваться смесь фенол-хлоро-
форм-изоамиловый спирт 25:24:1. Хлоро-
форм помогает отделению белков и липи-
дов, перемещая их в органическую фазу, 
тогда как изоамиловый спирт является пе-
ногасителем, повышая эффективность 
процесса [5]. Такая комбинация раствори-
телей помогает предотвратить загрязне-
ние водной фазы фенолом, который может 
мешать   дальнейшему  проведению   ПЦР,


если она потребуется.
На заключительном этапе ДНК осаж-

дают ледяным спиртом, иногда в комбина-
ции с ацетатом натрия. ДНК, обладая боль-
шим отрицательным зарядом, плохо рас-
творяется в слабополярном спирте, поэто-
му выпадает в осадок, тогда как остатки де-
тергента и других низкомолекулярных 
примесей остаются в растворе. Это обес-
печивает финальную отмывку от остатков 
солей и фенола.


Полученные нами данные свидетельст-
вуют о том, что фенольно-хлороформный 
метод позволяет выделить большее коли-
чество ДНК из цельной крови, чем коло-
ночный метод. В исследовании Ghaheri M. 
и коллег [3]. сравниваются четыре прото-
кола выделения ДНК из образцов крови: 
модифицированный фенол-хлороформ-
ный протокол, два метода с использова-
нием соли и без использования фермен-
тов, а также коммерческий набор Roche 
diagnostics GmbH. Выделенная с помощью 
этих протоколов ДНК была проанализиро-
вана с точки зрения временных затрат, ка-
чества и количества, токсичности и фун-
кциональности в методе ПЦР. Кроме того, 
качество и количество выделенной ДНК 
были проверены с помощью гель-электро-
фореза и спектрофотометрии Nano-
drop. Было замечено, что эти методы не 
сильно отличаются по чистоте ДНК (A260/
A280), но выход ДНК (нг ДНК/мкл) при 
использовании фенола/хлороформа был 
выше, чем при использовании других 
методов. Кроме того, метод с использова-
нием фенола и хлороформа был самым 
токсичным и занимал больше времени, 
чем другие методы. Набор Roche diagnos-
tics GmbH был самым дорогим из четырёх 
методов, но требовал меньше времени на 
экстракцию и был самым безопасным.


Интересные результаты были получены 
и в работе Fabio Di Pietro и коллег [2], оце-
нивших эффективность ФХЭ ДНК из длите-
льно хранившихся замороженных образ-
цов крови. Методику сравнили с протоко-
лом, применяющим протеиназу К и це-
нтрифужные колоноки с мембранами на 
основе силикагеля, используя длительно 
хранившиеся при -20°С образцы цельной 
крови 1980 года, а также 82 образца высо-
кой чистоты (A260/280 = 1.79 ± 0.32, A260/230 = 
1.45 ± 0.52), собранных с 1980 по 1995. Также 
была оценена эффективность генотипиро-
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вания при помощи RFLP-ПЦР и ASP-ПЦР 
для однонуклеотидного полиморфизма 
p53 Pro72Arg(rs1042522) и hTERT MNS16A 
VNTR соответственно. В результате 100% 
образцов были успешно протипированы. 
Кроме отмеченных надежности и эффек-
тивности, предложенный протокол ФХЭ 
отличался сокращением времени работы 
благодаря совмещению процессов экстра-
кции и очистки, позволял работать при ко-
мнатной температуре.

Колоночный метод. Колоночный метод 
экстракции предполагает традиционный 
лизис клеток с последующей очисткой 
ДНК с использованием микроцентрифуж-
ных кремниевых колонок. Основа метода – 
аффинное связывание ДНК с материалом 
колонки, позволяющее отмыть её от сопут-
ствующих примесей в серии центрифуги-
рований [7]. Используются также хаотроп-
ные агенты, например, мочевина, изопро-
панол, хлорид гуанидиния и другие [10]. 
Хаотропный агент увеличивает энтропию 
системы, нарушая межмолекулярные во-
дородные связи, которые обеспечивают 
упорядоченную спиральную структуру 
ДНК. Таким образом, ДНК становится бо-
лее доступной для связывания с аффин-
ным материалом. На завершающем этапе 
процедуры, когда завершены все стадии 
отмывки, применяют буферы для элюции, 
аналогичные таковым в предыдущем ме-
тоде.


Первая стадия – лизис клеток и одно-
временное разрушение белков и инакти-
вация клеточных нуклеаз. Для лизиса при-
меняют буферы на основе солей гуаниди-
ния, Tris и ЭДТА и другие [6]. Депротеини-
зацию обеспечивает протеиназа К или 
усовершенствованные версии фермента. 
После тщательного перемешивания об-
разцы инкубируют в термостате. Время 
зависит от выбранной температуре по 
причинам, описанным в фенол-хлорофор-
мном методе.


После инкубирования к образцам доба-
вляют буфер для связывания, содержащий 
хаотропные агенты, в комбинации с эта-
нолом. Раствор переносят в колонки, на 
которых сорбируется ДНК. Колонки поме-
щают в микроцентрифужные пробирки и 
центрифугируют. Несвязавшиеся с ме-
мбраной колонки примеси элюируются в 
пробирку. После центрифугирования про-
бирки с фильтратом утилизируют, а колон-

ки переносят в новые пробирки.
К образцам добавляют подходящий бу-

фер для отмывки и проводят серию це-
нтрифугирований. Колонку с образцом ка-
ждый раз перемещают в новую пробирку. 
Далее пробирки оставляют в открытом ви-
де для испарения возможных остатков 
спирта, компонентов буферов для отмыв-
ки и применяют буфер для элюции. После 
заключительно центрифугирования ДНК 
смывается с мембраны колонки и остаётся 
в растворе в пробирке.

ВЫВОДЫ

Выявлена существенная разница в кон-
центрации и качестве раствора ДНК, полу-
чаемой двумя методами. Фенольно-хлоро-
формный метод демонстрирует более вы-
сокую концентрацию, большую, чем в ко-
лоночном методе. В то же время, чистота 
ДНК, экстрагированной колоночным мето-
дом, значимо выше таковой фенольно-
хлороформных образцов, что может оказа-
ться существенным для дальнейших моле-
кулярно-генетических исследований, про-
водимых с данными образцами.
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