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Введение. Метод электрофореза основан на разделении (фрагментов) 

молекул ДНК, движущихся с различной скоростью в электрическом поле. С 

помощью данного метода в агарозном геле фрагменты ДНК, различающие-

ся по размеру легко разделить, а затем исследовать каждый отдельно. Ага-

розный гель образует трехмерную полимерную ячеистую структуру, элек-

тронейтрален, химически инертен по отношению к ДНК. Благодаря этим 

свойствам легко можно выделить необходимый фрагмент ДНК с сохране-

нием его биологической активности [4, с. 17]. 
Элюирование фрагментов ДНК из агарозных гелей – это стандарт-

ный метод, который часто используется в молекулярной биологии. Хотя 

существует ряд протоколов и коммерческих наборов, доступных для выде-

ления фрагментов ДНК из агарозных гелей, может возникать ряд трудно-

стей таких как: извлечение малого количества ДНК, недостаточное удале-

ние ингибирующих веществ, присутствующих в агарозе, а также соосажде-

ние агарозы с ДНК [6, с. 2862]. 

Цель работы – сравнение двух методик выделение фрагментов ДНК 

голубики высокой из агарозного геля.  

Методика и объекты исследований. Исследования были проведены 

на базе научно–исследовательской лаборатории прикладной и фундамен-

тальной биотехнологии биотехнологического факультета учреждения обра-

зования “Полесский государственный университет” (далее БТФ ПолесГУ). 

В качестве исследуемых объектов использовали ткани голубики высокой, 

сортов Bluecrop, Northland, Bluejay, произведенные методом клонального 

микроразмножения in vitro на базе научно–исследовательской лаборатории 

клеточных технологий в растениеводстве БТФ ПолесГУ. 

ДНК выделяли протоколом «ЦТАБ–PVP–меркапроэтонол» [1, с.116] 

Измерение концентрации ДНК проводили по стандартной методике на 

спектрофотометре NanoDrop 1000, в диапазоне длин волн 220−350 нм.  

Реакционная смесь с праймером UBC 818 для проведения ISSR–ПЦР 

готовилась в объеме 25 мкл и включала стандартные компоненты [1, с. 

116]. 

Длину фрагментов амплифицированной ДНК оценивали с помощью 

горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле. В дальнейшем, выяв-
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ленный у всех сортов, мономорфный фрагмент длинной 450 п.н. элюирова-

ли двумя методиками: через иглу и с помощью центрифугирования.  

Реампликоны использовали в качестве ДНК–матрицы в повторных 

ISSR–ПЦР–реакциях. 

Результаты и их обсуждение. В соответствии с техническими воз-

можностями нашей лаборатории для выделения фрагментов ДНК из ага-

розного геля были протестированы следующие методики: выделение фраг-

мента ДНК из геля через иглу и метод элюции ДНК из агарозного геля с 

помощью центрифугирования [2, с. 79; 3, с. 155]. Данные методы достаточ-

но доступны и не требуют затрат большого количества времени. Концен-

трация и очистка ДНК, выделенной двумя методиками, приведена в табли-

це. Значения для ДНК, полученной первым способом (методом иглы) более 

низкие. Возможно, это связано с тем, что даже через иглу 26 калибра вме-

сте с растворенной ДНК в пробирку попадает небольшое количество ага-

розного геля. 
 

Таблица – Спектрофотометрические характеристики образцов ДНК 
 

 1 метод 2 метод 

 
Конц 

(нг/мкл) 

Степень 

очистки 

λ 260/280 

Конц 

(нг/мкл) 

Степень 

очистки 

λ 260/280 

Bluecrop 27.0 1.65 33.4 1.78 

Northland 26.3 1.68 90.4 1.76 

Bluejay 40.6 1.66 39.8 1.79 
 

В дальнейшем элюированные фрагменты подвергали обогащению 

через повторную амплификацию и проводили электрофоретический анализ. 

При наличии маркеров известной молекулярной массы возможно опреде-

ление размера фрагмента ДНК. На полученной электрофореграмме помимо 

фрагмента 450 п.н. наблюдали еще один – длинной 300 п.н.. Это можно 

объяснить тем, что изначально фрагмент ДНК не разделился по размеру. 

При сравнительном анализе ISSR–ПЦР–профилей видно, что для 

фрагментов, выделенных второй методикой, характерны четкие контуры 

(свидетельствует об отсутствии примесей и остатков геля). Профили, полу-

ченные с помощью первой методики, более размытые (рис.). П
ол
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Рисунок – Электрофореграмма ISSR–фрагмента 450 п.н. (праймер UBC 818) 

для сортов голубики: 1,4 – Bluecrop; 2,5 – Northland; 3,6– Bluejay. L – размерный 

стандарт (п.н.). 1 методика – выделение фрагмента ДНК из геля через иглу, 2 мето-

дика – выделение фрагмента ДНК из агарозного геля с помощью центрифугирова-

ния. 

 

Вывод. По результатам исследований можно сделать вывод, о том, 

что обе методики могут использоваться для элюирования ДНК последова-

тельностей. Но более эффективной является метод элюции ДНК из агароз-

ного геля с помощью центрифугирования. В дальнейшем полученные ре-

ампликоны могут использоваться в различных молекулярно–биологических 

исследованиях, например как CAPS–анализ и создание SCAR–маркеров на 

основе уникальных последовательностей ДНК. 
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