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ХАРАКТЕРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ВЫДЕЛЕНИЯ СУММАРНОЙ ДНК 

ИЗ ПАТОГЕННЫХ И САПРОФИТНЫХ ГРИБОВ КЛАССОВ ASCOMYCETES, 
BASIDIOMYCETES И DEUTEROMYCETES 
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Предложен быстрый микрометод выделения препаратов суммарной ДНК из грибов 
родов Candida, Aspergillius, Pleurotus и Lentinus. Установлено, что полученные микропре-
параты ДНК грибов характеризуются высокой степенью чистоты и отсутствием деградации. 
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The micromethod of rapid preparation of DNA samples from fungi genus Candida, Asper-
gillius, Pleurotus и Lentinus have been developed. Showed, that prepared samples of DNA have 
high quality of clearness and no visual degradation. 
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Введение 
К настоящему времени методы анализа 

ДНК [2, 3, 4] нашли широкое практическое 
применение в различных областях медицины: 
изучение и определение врожденных заболе-
ваний на различных стадиях онтогенеза; вы-
явление и типировка инфекционных возбу-
дителей in vitro и in vivo; исследование гено-

мов и классификация штаммов микроорга-
низмов [3, 5], используемых для получения 
лекарственных средств и др. Для большинст-
ва используемых технологий первоначаль-
ным этапом анализа является выделение де-
зоксирибонуклеиновой кислоты из изучае-
мых объектов [1, 5]. Важным требованием, 
предъявляемым к стадии экстракции, являет-
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ся получение препаратов ДНК, характери-
зующихся высокой степенью чистоты и от-
сутствием деградации [1, 5]. Данное условие 
может быть выполнено лишь при учете био-
химических особенностей строения изучае-
мого объекта и подборе оптимальных усло-
вий, препятствующих разрушению и измене-
нию структуры молекулы ДНК. Кроме того, 
используемая методика должна характеризо-
ваться быстотой и экономичностью [1]. 

Целью данной работы явилась разра-
ботка методики выделения ДНК из мице-
лия грибов родов Aspergillius, Candida, 
Pleurotus, Lentinus. 

Материалы и методы 
В качестве исследуемых объектов ис-

пользовались грибы родов Aspergillus и 
Candidа, культивируемые на кафедре мик-
робиологии, иммунологии, вирусологии Го-
мельского государственного медицинского 
университета; родов Pleurotus и Lentinus, 
предоставленных сектором микологии и 
культивирования съедобных грибов Ин-
ститута леса НАН Беларуси. 

Выделение ДНК грибов производилось 
на основе технологии спиртового осажде-
ния нуклеиновых кислот из их растворов 
[1, 5] с модификациями. 

Гомогенизация и экстракция. Для это-
го навеску образца массой 4–7 мг помещали в 
центрифужную пробирку типа «Eppendorf» 
объемом 0,5 мл, содержащую 100 мкл экстра-
гирующего буфера следующего состава: 
200 мМ р-р солянокислого триса, рН 7,5, 
250 мМ р-р хлорида натрия, 25 р-р мМ три-
лона Б, 0,5% лаурилсульфата натрия. Далее, 
используя прокаленные стеклянные пестики, 
производили гомогенизацию материала при 
комнатной температуре в течение 30–40 с. По 
окончании гомогенизации пробирку с растер-
тыми образцами закрывали и встряхивали на 
вихревом смесителе (400–600 мин-1) в тече-
ние 5 с. После этого пробирки помещали во 
встряхивающую ванну (200 мин-1) и инкуби-
ровали в течение 15 мин при 65°С. 

Очистка гомогенатов. После экстрак-
ции в пробирку добавляли 70 мкл охлаж-
денного 5 М р-ра ацетата калия (рН 5,0). Со-
держимое перемешивали на вихревом сме-
сителе (400 мин-1) и инкубировали на ледя-
ной бане в течение 10 мин. После инкубации 
гомогенаты смешивали с 100 мкл хлоро-
форма. Далее производили центрифугирова-
ние при 15000×g (Т = 4°С) в течение 20 мин. 

Осаждение ДНК. По окончании цен-
трифугирования пипеткой отбирали 150 мкл 
супернатанта и переносили в другую цен-
трифужную пробирку типа «Eppendorf» 
объемом 0,5 мл и добавляли 130 мкл охла-
жденного изопропанола. После добавления 
спирта содержимое пробирки перемеши-
вали на вихревом смесителе (600 мин-1) и 
оставляли в роторе центрифуги на 5 мин. 
Далее производили центрифугирование 
при 15000×g (Т = 0°С) в течение 10 мин. 

Очистка препарата ДНК. Супернатант 
сливали, а полученный осадок ДНК промыва-
ли 250 мкл 65% этанола, охлажденного при –
20°С. После промывания содержимое проби-
рок центрифугировали при 15000×g (Т = 4°С) 
в течение 10 мин. Процедуру промывки про-
водили 2–3 раза для удаления из осадка остат-
ков трилона Б, а также изопропанола. 

Лиофилизация препарата ДНК. По-
сле промывки этанолом пробирки разме-
щали в штативе и, открыв крышки, просу-
шивали осадок ДНК в течение 30–40 мин 
(Т = 45°С) до полного испарения этанола. 

Растворение препарата ДНК. Высу-
шенный осадок растворяли в 20 мкл деиони-
зированной воды во встряхивающей ванне 
(200 мин-1) при 65°С в течение 30 мин. Далее 
проводили спектрофотометрические изме-
рения для определения концентрации и сте-
пени чистоты полученных препаратов ДНК. 

Измерение при 260 нм позволяет рассчи-
тать концентрацию нуклеиновой кислоты в 
пробе. Оптическая плотность D = 1 соответ-
ствует приблизительно 50 мкг/мл двухцепо-
чечной ДНК. Соотношение экстинций 260нм / 
280нм позволяет судить о чистоте нуклеино-
вой кислоты. Чистые препараты ДНК имеют 
соотношение не менее 1,65. 

Электрофоретическое фракционирова-
ние проводили используя 0,7%-ный ага-
розный гель в 1,5×ТВЕ буфере [5]. Затем 
окрашивали этидиум бромидом и фотодо-
кументировали. 

Результаты и обсуждение 
На рис. 1 представлена спектрограмма 

препарата ДНК, выделенного из мицелия 
плесневых грибов. Спектрофотометриче-
ские измерения концентрации ДНК пока-
зали наличие только одного четко выра-
женного пика с максимумом около 260 нм 
и соотношением экстинций 260 нм/280 нм, 
равным 1,92, что свидетельствует о высо-
кой степени чистоты препарата ДНК. 
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На рис. 2 представлены результаты элек-
трофореза суммарной ДНК. Из результатов, 
представленных на электрофореграмме, вид-
но, что препараты ДНК однородны по разме-
ру и недеградированы. Следует также доба-
вить, что при 4°С полученные образцы ДНК 
сохраняют свою целостность в течение не-
скольких месяцев, что является важным при 
проведении комплексных исследований. 

Выводы 
Таким образом, в результате проведен-

ных исследований разработана методика 
выделения микропрепаратов суммарной 
ДНК из грибов родов Candida, Aspergillius, 
Pleurotus и Lentinus. Установлено, что по-
лученные образцы ДНК характеризуются 
высокой степенью чистоты и отсутствием 
деградации. 
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Рис. 1. Спектрограмма препарата ДНК из мицелия плесневых грибов 
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Рис. 2. Электрофореграмма препаратов ДНК, выделенных из различных грибов 
1 — маркер молекулярной массы, 2, 3 — род Aspergillius, 4, 5 — род Candida, 

6 — Pleurotu ostreatus, 7 — Lentinus edodes. 
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