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Введение. В рамках комплексного экологического мониторинга важно учитывать 

состояние митохондрий – ключевых биоэнергетических, биосинтетических и сигнальных 

органелл эукариот, несущих собственный геном и отвечающих за выработку АТФ через 

окислительное фосфорилирование. Повреждение митохондрий под воздействием 

загрязнителей способно нарушить клеточный гомеостаз и привести к целому ряду 

патологических процессов. Тромбоциты, лишённые ядра, но содержащие функциональные 

митохондрии, представляют собой удобную модель для изучения таких эффектов: они 

активно участвуют в воспалительной и стресс-ответных реакциях и дают возможность 

оценить эпигенетические изменения и вариабельность числа копий мтДНК при действии 

экологических факторов [1]. 

Исследования показывают, что загрязнители окружающей среды, такие как тяжёлые 

металлы, полициклические ароматические углеводороды и твёрдые частицы, могут изменять 

число копий мтДНК и её метилирование, особенно в митохондриях тромбоцитов. Это делает 

тромбоцитарную мтДНК уникальной мишенью для оценки биологических последствий 

загрязнений. Более того, из-за высокой плотности митохондрий и отсутствия механизмов защиты, 

подобных ядерной ДНК (например, гистонов), мтДНК накапливает повреждения быстрее, что 

может приводить к митохондриальной дисфункции и запуску патологических процессов [2; 3]. 

Учитывая вышеописанное, особенно актуальным является наличие воспроизводимых 

методов выделения чистого препарата мтДНК из тромбоцитов, пригодных для 

последующего количественного и качественного молекулярно-биологического анализа. 

Материалы и методы исследования. Выделение мтДНК осуществляли из 1000 мкл 

замороженной плазмы тромбоцитов, которую, в свою очередь, получали 

центрифугированием цельной крови человека при 100 g в течение 20 мин, в 3,8 % цитратом 

натрия в качестве антикоагулянта. Осаждение тромбоцитов проводили в течение 15 минут 

при 5000 g. В случае использования незамороженной плазмы следует вызвать гемолиз 

эритроцитов добавлением к осадку тромбоцитов 1 мл дистиллированной воды, его 

ресуспензированием, и добавлением после этого 0,6 М NaCl для остановки гемолиза, и 

провести осаждение в течение 30 секунд при 14500 g; затем провести 3-х кратную промывку 

стерильным физиологическим раствором путем ресуспензирования осадка тромбоцитов и 

его центрифугированием 30 секунд при 14500 g [4]. 

Для лизиса тромбоцитов в модифицированном буфере Кавасаки (50 mM KCl, 10 mM 

Tris-HCl pH 8,3, 2,5 mM MgCl2) добавляли либо 1% Triton X-100, либо 1% Tween 20 – по 

двум параллельным протоколам, каждый в трёх независимых повторностях. К суспензии 

добавляли 96 мкл буфера, тщательно перемешивали обратным пипетированием, затем 

вносили 4 мкл протеиназы K (10 мг/мл) и инкубировали при 60 °C в течение 3 ч [5]. 

После лизиса в пробирку вносили 100 мкл 6 M NaCl и 200 мкл смеси 

хлороформ:изоамилового спирта (24:1). Перемешивали в течение минуты, и далее  

центрифугировали 15 минут при 15000 об/мин и 4 °C. Супернатант (150–160 мкл) 

переносили в новую пробирку, добавляли 600 мкл холодного (–20 °C) 96 % этанола и 

перемешивали до образования тонкой взвеси – признака осаждения мтДНК. Для усиления 

преципитации пробирки на 10–15 мин помещали в морозильник (–20 °C), после чего 

центрифугировали 10 минут при 15000 g и 4 °C. 
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Осадок трижды промывали 200 мкл 70 % этанола, затем подсушивали 10 мин при 

37 °C и ресуспендировали в 25 мкл стерильной деионизованной воды. 

Результаты исследования и их обсуждение. При применении Triton X-100 средний 

выход (≈17,5 нг/мкл) почти в полтора раза превышает таковой при использовании Tween 20 

(≈11,4 нг/мкл) (таблица 1). Это свидетельствует о более эффективном разрушении липидных 

мембран тромбоцитов и митохондрий Triton X-100, что позволяет получать больше целевой 

ДНК. Коэффициенты чистоты в среднем в обоих случаях (1,71 и 1,74) укладываются в 

общепринятый диапазон 1,7–2,0, характерный для ДНК, пригодной для большинства 

молекулярно-биологических процедур. 

 

Таблица 1 – Сравнение выхода мтДНК тромбоцитов в зависимости от используемого 

детергента 

Образец Детергент 
Концентрация 

ДНК, нг/мкл 
Чистота ДНК 

А 

Triton Х-100 

16,1 1,71 

Б 18,3 1,71 

В 18,1 1,71 

Г 

Tween 20 

9,1 1,81 

Д 11,3 1,70 

Е 13,7 1,71 
 

Заключение. Протокол выделения митохондриальной ДНК из тромбоцитов показал 

приемлемую воспроизводимость и обеспечение образцов необходимого качества для 

молекулярно-генетических исследований экологического профиля. Для максимизации выхода 

мтДНК и повышения точности оценки ее копийности в клетках рекомендуется применять 

лизисный буфер, содержащий детергент Triton X-100, т. к. это обеспечивает вероятно более 

эффективный лизис мембран тромбоцитов и митохондрий при сохранении требуемого уровня 

чистоты экстракта. 

Исследования проведены при финансовой поддержке Министерства образования 

Республики Беларусь (договор № 65 от 05.05.2021) в рамках ГПНИ «Биотехнологии-2» (Рег. 

№ НИР 20241017). 
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