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За последнее десятилетие область знания о роли митохондриальных дисфункций в развитии 

патологических состояний человека претерпевает бурный рост. Будучи центральными органелла-
ми эукариотической клетки, ответственными за производство энергии, митохондрии также участ-
вуют в регуляции апоптоза, кальциевого обмена, врожденного иммунитета и синтеза фосфолипи-
дов, что делает их особо важными для всех типов клеток и определяет уязвимость энергоемких 
клеток к митохондриальной дисфункции [1]. 

Изменчивость митохондриальной ДНК (мтДНК) играет ключевую роль в развитии митохон-
дриальной дисфункции. Высокая предрасположенность мтДНК к мутации связана с рядом заболе-
ваний, в частности нейродегенеративных, заболеваний сердечно-сосудистой системы и т.п [2]. 

Анализ функционального состояния форменных элементов крови в качестве биомаркера мито-
хондрально-ассоциированных заболеваний органов и тканей является перспективным направлени-
ем в разработке новых подходов в диагностике и скрининге развития патологических состояний. 

Тромбоциты содержат 1–3 митохондрий на клетку, каждая из которых содержит несколько ко-
пий собственного кольцевого митохондриального генома размером 16,6 кб, который может актив-
но транскрибироваться в тромбоцитах [3]. Несмотря на незначительное содержание митохондрий 
в клетках, общее количество тромбоцитов крови превышает содержание других форменных эле-
ментов, и, кроме того, в данных клетках отсутствует влияние ядерной ДНК вследствие отсутствия 
клеточного ядра. Мутации в генах мтДНК, как наследуемые, так и приобретенные, могут изменять 
клеточный метаболизм. Мутации мтДНК могут вызывать аномальное образование активных форм 
кислорода, нарушая целостность митохондрий и их биогенез. Однонуклеотидные полиморфизмы 
мтДНК могут влиять на сложные взаимодействия между митохондриями и ядром клетки, а также 
на эффективность процесса окислительного фосфорилирования. Генетическая вариативность, вли-
яющая на количественные и функциональные характеристики тромбоцитов, представляет собой 
значимый фактор, способный модулировать предрасположенность к сердечно-сосудистым и вос-
палительным заболеваниям. Особенно важным это становится в контексте комбинированного воз-
действия внешней среды, старения и сопутствующих патологий. Даже нейтральные на первый 
взгляд полиморфизмы могут изменять временные рамки манифестации или усугублять клиниче-
ское течение, что делает их изучение крайне актуальным в рамках современной митохондриоло-
гии [4; 5]. 

Таким образом, поскольку от качества и количества полученных препаратов мтДНК зависит 
успех дальнейших манипуляций, таких как ПЦР, обратная транскрипция, клонирование, секвени-
рование и других методов, то выделение мтДНК является важнейшей составляющей в молекуляр-
но-генетическом исследовании митохондриального генома тромбоцитов.  

В связи с вышеизложенным целью данного исследования явилось разработка методики для по-
лучения чистого препарата мтДНК тромбоцитов человека. 

Для получения тромбоцитов использовалась цельная человеческая кровь объемом 10 мл с ис-
пользованием в качестве антикоагулянта 3,8% цитрата натрия. Получение обогащенной тромбо-
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цитами плазмы осуществляли в течение 20 мин при 100 g. Данную плазму можно заморозить при -
20 ºC с учетом того, что после разморозки часть тромбоцитов подвергается лизису. Осаждение 
тромбоцитов из полученной плазмы проводили в течение 15 минут при 5000 g. После осаждения 
тромбоцитов из свежей плазмы вызывали гемолиз эритроцитов добавлением к осадку тромбоци-
тов 1 мл дистиллированной воды, его ресуспензированием, после чего добавляли 0,6 М NaCl для 
остановки гемолиза (если используется замороженная плазма, то проведением гемолиза можно 
пренебречь, так как в процессе замораживания-оттаивания практически все эритроциты разруша-
ются) [6]. После проводили осаждение в течение 30 секунд при 14500 g. Затем проводили 3-х 
кратную промывку стерильным физиологическим раствором путем ресуспензирования осадка 
тромбоцитов и его центрифугированием 30 секунд при 14500 g. 

Лизис тромбоцитов с сопутствующим лизисом их митохондрий проводили с использованием 
модифицированного лизирующего буфера Кавасаки следующего состава: 50 мM KCl, 10 мM Tris 
HCl, pH 8,3, 2,5 мM MgCl, 1 % Тритон Х-100 [7]. К осадку тромбоцитов добавляли 96 мкл лизи-
рующего буфера и ресуспензировали обратным пипетированием. Затем добавляли 4 мкл раствора 
протеиназы К в концентрации 10 мг/мл. Лизис осуществляли в термостате при 60 ºC в течение 3 ч. 

По завершению инкубирования к лизату добавляли 100 мкл 6М NaCl, интенсивно перемешива-
ли. После добавляли 200 мкл раствора хлороформ:изоамилового спирта (24:1), деликатно переме-
шивали инвертированием в течение 2-х минут и центрифугировали 15 минут при 4 ºC и 15000 
об/мин. 

Супернатант в объеме 150–160 мкл переносили в чистые пробирки и добавляли 600 мкл 96 % 
этанола, охлажденного до -20 ºC, и интенсивно перемешивали. После перемешивания в растворе 
визуализировали мелкодисперсные белесые частицы, напоминающие взвесь или «пыль», что сви-
детельствует о начале процесса осаждения митохондриальной ДНК. Появление таких агрегатов 
указывает на достаточную концентрацию солей и этанола, необходимых для эффективной преци-
питации ДНК. Пробирки помещали в морозильную камеру при температуре -20 ºC на 15–25 минут 
с целью усиления концентрирования ДНК. Увеличение времени осаждения может привести к ко-
преципитации молекул РНК, поэтому для получения чистого препарата ДНК стоит ограничиться 
предложенным временным интервалом.  

После инкубации пробирок в морозильной камере, проводили центрифугирование при 4 ºC при 
15000 g в течение 10 минут. Осадок ДНК промывали 3 раза 200 мкл 70% этанола. После сушки в 
течение 10 мин при 37 ºC осадок ресуспензировали в 15 мкл ТЕ-буфера.  

Количественный анализ ДНК и определенре степени ее очистки проводили с использованием 
спектрофотометра NanoDrop 1000 в ультрафиолетовом диапазоне. 

Из исходного объема 1450 мкл обогащённой плазмы, в трёх независимых повторностях, уда-
лось получить препарат мтДНК со средней концентрацией 46,08 нг/мкл. Показатель чистоты по 
соотношению оптических плотностей 260/280 в среднем составил 1,92, что говорит о хорошем 
уровне очистки от белков и позволяет использовать такие образцы в дальнейшем для молекуляр-
но-биологических исследований.  

Полученные данные показывают, что предложенный протокол можно использовать для ста-
бильного выделения митохондриальной ДНК из плазмы крови.  

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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Цель работы – исследовать роль экзогенных брассиностероидов как новых регуляторов био-

синтеза вторичных метаболитов базидиальных грибов, на примере Pleurotus ostreatus. 
Объект исследования – штамм Pleurotus ostreatus. Исследуемый брассиностероид – 28-

гомобрассинолид (28-ГБ) – был синтезирован в Лаборатории химии стероидов ГНУ «Институт 
биоорганической химии НАН Беларуси». 

Глубинное культивирование проводили на картофельно-сахарозной среде следующего состава 
(г/л): очищенный картофель – 200, сахароза – 20. Концентрации добавляемого в питательную сре-
ду брассиностероида 28-ГБ составили 10-7 М, 10-9 М и 10-12 М. Инокулюм вводили в виде фрагмен-
тов ковра сток-культуры мицелия площадью 1 см2 на каждые 100 мл питательной среды. Глубин-
ное культивирование проводили на шейкере модели WiseShake SHO в течение 14 суток при 70 
об/мин и температуре 26 °С.  

Количественное определение содержания аскорбиновой кислоты (витамина С) основано на ее 
способности восстанавливать 2,6-дихлорфенолиндофенол, который в щелочной среде имеет си-
нюю окраску, а в восстановленном состоянии бесцветный [4, с. 31-35].  

Содержание каротиноидов базидиального гриба P. ostreatus определяли по ГОСТ Р 54058-2010 
[5, с. 3]. 

Эксперимент проводили в трех повторах для каждого варианта опыта. Результаты обрабатыва-
ли статистически с применением однофакторного дисперсионного анализа с помощью пакета ана-
лиза данных в MS Excel. Достоверность влияния фактора определяли по критерию Фишера. Раз-
личия считали значимыми при Р<0,05.  

Проведенные исследования выявили влияние 28-ГБ в концентрациях 10-7 М и 10-12 М на количе-
ственное содержание аскорбиновой кислоты (витамина С) и восстановленного глутатиона в мице-
лии P. ostreatus при глубинном культивировании (14 суток in vitro). В таких концентрациях 28-ГБ 
оказал стимулирующее действие на накопление аскорбиновой кислоты (витамина С) в мицелии P. 
ostreatus, ее содержание превышало контрольные цифры на 23,9 % и 3,3 % соответственно; на 
накопление восстановленного глутатиона также стимулирующее действие на 41,1 % и 48,2 % 
больше контрольных значений соответственно (таблица 1). 

 
Таблица 1. – Содержание аскорбиновой кислоты и восстановленного глутатиона в мицелии 

P. ostreatus в зависимости от концентрации БС 
 

Концентрация БС, М 
Содержание аскорбиновой  

кислоты, мг/г 
Содержание восстановленного  

глутатиона, мг/г 

0 (контроль) 0,92±0,15 0,56±0,11 
28-ГБ 10-7 1,14±0,21↑ 0,79±0,15↑ 
28-ГБ 10-12 0,95±0,18↑ 0,83±0,10↑ 
 
В экспериментах при глубинном культивировании добавление в питательную среду 28-ГБ в 

концентрациях 10-7 М и 10-12 М увеличивало массовую концентрацию и массовую долю каротино-
идов в мицелии P. ostreatus (таблица 2). 
  




