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Изучение ДНК растений методом полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) занимает важное место 

в организации аграрной деятельности. Одним из 

этапов, предваряющим изучение ДНК, является 

его экстракция из растительного материала. В 

связи с этим целью данного изыскания было ис-

следование качества ДНК, экстрагированной раз-

ными способами из семян, проростков и зеленых 

листьев подсолнечника. В качестве материала 

исследования выступала инбредная линия под-

солнечника. Для анализа брали зародыши, сухие и 

замоченные на 24 ч семянки, корешки, 7-дневные 

проростки, зеленые листья. ДНК экстрагировали с 

использованием пяти способов: 1 – стандартный 

способ выделения (1%-ный CTAB), 2 – модифи-

цированный способ (2 %-ный CTAB), 3–4 – выде-

ление наборами (Diamond DNA Plant Kit D, Рос-

сия; Lumiprobe, Германия), 5 – выделение из зеле-

ных листьев (2%-ный CTAB с добавлением 

активированного угля). Амплификацию выполня-

ли в термоциклере S1000
тм

 (BioRad, США). Спек-

трофотометрия проводилась на сканирующем 

спектрофотометре LEKI SS2110UV (Россия). По-

сле анализа всех предложенных способов был 

сделан вывод, что использованные способы по-

зволяют экстрагировать ДНК из сухих семян, 

проростков и зеленых листьев подсолнечника с 

достаточной надежностью и воспроизводимостью, 

что подтверждается и результатами ПЦР. Не уда-

лось выделить ДНК из корешков и семянок, замо-

ченных на 24 часа, модифицированным способом 

(2%-ный CTAB). Наиболее экономически выгод-

ным является способ 1 (1%-ный CTAB). По ре-

зультатам спектрофотометрии показано, что 

наибольшую степень очистки ДНК позволяют 

получить способ 3 –выделение набором Diamond 

DNA Plant Kit D из проростков и способ 5 – выде-

ление с применением 2%-го СТАВ с активирован-

ным углем из зеленых листьев. Способ 3 является 

еще и более предпочтительным по затрачиваемо-

му на экстракцию ДНК времени. 
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Studying of plants DNA with PCR method plays 

an important role in the agrarian activity. Preceding 

stage of DNA studying is its extraction from plant 

material. We studied quality of DNA extracted by the 

different methods from seeds, seedlings, and green 

leaves of sunflower. We used an inbred sunflower 

line as a research object. For analysis we used embry-
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os, dry and presoaked during 24 h seeds, roots, 7-day 

seedlings, green leaves. DNA was extracted using 

five methods: 1 – a standard method of extraction 

(1% CTAB), 2 – a modified method (2% CTAB), 3–4 

– extraction with sets (Diamond DNA Plant Kit D, 

Russia; Lumiprobe, Germany), 5 – extraction from 

green leaves (2% CTAB with absorbent carbon). 

Amplification was conducted in thermocycler 

S1000
тм

 (BioRad, USA). Spectrophotometery was 

done at scanning spectrophotometer LEKI SS2110UV 

(Russia). Analyzing all used methods we concluded 

they allow extracting of DNA from dry seeds, seed-

lings and green leaves of sunflower with sufficient 

reliability and repeatability, it is proved by PCR re-

sults. We couldn’t extract DNA from roots and pre-

soaked seeds with the modified method (2% CTAB). 

The most economically profitable is first method (1% 

CTAB). Due to the results of spectrophotometery, the 

highest level of DNA clearance can be reached with 

method 3 – extraction by a set Diamond DNA Plant 

Kit D from seedlings and method 5 – extraction by 

2% СТАВ with absorbent carbon from green leaves. 

The method 3 is more preferable by time necessary 

for DNA extraction. 

 

Введение. Эффективное возделывание 

растительных ресурсов в современном 

мире во многом зависит от применения 

молекулярно-генетических исследований. 

Изучение ДНК растений методом поли-

меразной цепной реакции (ПЦР) занимает 

важное место в организации аграрной 

деятельности: позволяет проводить науч-

но-исследовательскую работу в сфере 

молекулярно-генетического маркирова-

ния, изучения геномов для их идентифи-

кации, в филогенетических исследова-

ниях. Одним из этапов, предваряющим 

изучение ДНК, является его экстракция 

из растительного материала. Выделение 

ДНК из растительных клеток сопряжено с 

определенными трудностями. Получению 

высококачественной ДНК препятствует 

наличие клеточных стенок, вторичных 

метаболитов, таких как фенольные со-

единения, терпены, танины, алкалоиды и 

флавоноиды. Данные соединения обла-

дают способностью связываться с ДНК и 

загрязнять препараты экстрагированной 

ДНК. Выделять ДНК хорошего качества 

необходимо на всех этапах развития рас-

тительного организма: от семянки до гер-

барного растения. Описано достаточно 

много способов экстракции ДНК из рас-

тительной ткани [1; 2; 3]. Каждый имеет 

индивидуальные особенности. Методика 

выделения ДНК включает в себя: 

- лизис клеточной стенки; 

- удаление ферментативных комплек-

сов и вторичных метаболитов; 

- осаждение и растворение ДНК. 

Для получения более полной и досто-

верной информации о степени чистоты 

экстрагированной ДНК применяется ме-

тод спектрофотометрии – физико-хими-

ческий, активно используемый в науке и 

практике. Метод основан на изучении из-

менения показателей в УФ областях спек-

тра (200–400 нм) [4]. Позволяет на основе 

принципа пропускания пучка света через 

раствор и определения в условных еди-

ницах оптической плотности провести 

оценку чистоты препарата ДНК, измеряя 

оптическую плотность раствора при дли-

нах волн 230 нм (для полисахаридов), 260 

нм (для ДНК), 280 нм (для белков). Спек-

трофотометрия проводится в диапазонах 

длин волн (λ далее) A230/260 и A260/280 

[5]. Нуклеиновые кислоты поглощают 

УФ излучение в областях от 240–290 нм с 

максимумом при 260 нм, хромофорами 

служат азотистые основания нуклеино-

вых кислот, особенно пиримидиновые, 

так как они поглощают УФ свет в 10–20 

раз интенсивнее, нежели хромофоры бел-

ковых молекул, такие как фенилаланин, 

триптофан или тирозин [6]. 

Традиционно работа с объектом иссле-

дований начинается с подбора оптималь-

ного способа выделения ДНК [7; 8; 9]. 

Молекулярно-генетические исследования 

подсолнечника проводятся нами уже в 

течение нескольких десятилетий, но вы-

деление ДНК в основном выполняли из 

проростков [10]. Однако получение тако-

го рода растительного материала не все-

гда представляется возможным. В связи с 

этим целью данного изыскания было ис-

следование качества ДНК, экстрагиро-

ванной разными способами из растений 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%BB%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BD
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подсолнечника, находящихся на разных 

стадиях развития. Задачами исследования 

были: 

- экстракция ДНК разными способами 

и определение его количества методом 

электрофореза в агарозном геле; 

- определение качества ДНК после 

проведения ПЦР; 

- определение качества ДНК методом 

спектрофотометрии. 

Материалы и методы. В качестве ма-

териала исследования для всех способов 

экстракции выступала инбредная линия 

подсолнечника ВК 304. ДНК экстрагиро-

вали из навесок ткани от 50 до 200 мг 

растительного материала с применением 

пяти способов: 1 – стандартный способ 

выделения (1%-ный CTAB, cetyltrimethy-

lammonium bromide) [2], 2 – модифициро-

ванный способ (2%-ный CTAB) [11],      

3–4 – выделение наборами Diamond DNA 

Plant Kit D, Россия и Lumiprobe, Герма-

ния, 5 – выделение из зеленых листьев 

(2%-ный CTAB с добавлением активиро-

ванного угля) [12].  

В качестве исследуемого материала 

использовали сухие зародыши, сухие и 

замоченные на 24 часа семянки, корешки, 

7-дневные проростки, выращенные в 

темноте, зеленые листья.  

Распределение видов растительного 

материала по способам экстрагирования 

представлено в таблице 1. 

 

Таблица 1 
   

Способы выделения ДНК и вид  

растительного материала 
 

Способ выделения Используемый материал 

Способ 1 
Семядольные листья 7-дневных 

проростков 

Способ 2 

1–3 – зародыши сухих семянок 

4–6 – семянка, замоченная на 24 часа 

7–9 – корешки  

10–12 – целые сухие семянки 

Способ 3 
Семядольные листья 7-дневных 

проростков 

Способ 4 

1, 2 – зародыши 

3 – обезжиренная семянка 

4 – необезжиренная семянка 

Способ 5 Зеленые листья 

 

Растительную ткань измельчали с ис-

пользованием гомогенизатора Speed Mill 

plus (Analytic Jena, Германия). Гомогени-

зация выполнялась в течение 2–4 минут с 

металлическими шариками.   

Для проведения ПЦР были использо-

ваны две пары SSR-праймеров (simple se-

quence repeat) (табл. 2). 

 

Таблица 2 
   

Характеристика праймеров, использован-

ных в работе 
 

Прай-

мер 

Последовательности 

праймеров 

Количество 

нуклеотидов 

ORS 1209 

F: CTA TGG GCC TCA CAA 

ACA CTT G 
22 

R: GAT GTG AAA CAG CTC 
CAT ACT C 

22 

ORS 5 

F: ATG TGG AGC AGC AAA 

TTC AG 
20 

R: CTG CTG CCC ACC ATA 
CTG 

18 

 

Амплификацию выполняли в термо-

циклере S1000
тм

 (BioRad, США). ПЦР 

проводилась при следующих условиях 

амплификации: начальная денатурация – 

2 мин 96 °С, затем 30 циклов при соблю-

дении температурно-временного режима: 

денатурация при 94 °С – 30 сек, отжиг 

при 60 °С в течение 40 сек, элонгация –   

1 мин при 70 °С, финальная элонгация –  

2 мин. Все эксперименты проводили в 

нескольких повторностях.  

Для определения количества выделен-

ной ДНК использовали электрофорез  

ДНК в 1%-ном агарозном геле. Наиболее 

интенсивно флуоресцирующую фракцию 

ДНК принимали за 1 γ. Такие образцы 

для анализа ПЦР разбавляли в 10 раз. 

Электрофорез продуктов амплификации 

проводили в 2%-ном агарозном геле 

(1хТАЕ-буфер) с использованием камеры 

SE-2 для горизонтального электрофореза 

(Хеликон, Россия). Окрашивание осуще-

ствляли бромистым этидием. Документи-

рование результатов электрофореза 

обеспечивалось при помощи системы 

цифровой документации видеоизображе-

ния BIO-PRINT (Vilber Lourmat, Франция).  

Спектрофотометрическое определение 

чистоты образцов ДНК, выделенной раз-
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ными способами, позволило получить 

данные об оптической плотности образ-

цов [5]. Спектрофотометрия проводилась 

на сканирующем спектрофотометре LEKI 

SS2110UV (Россия). Оптическая плот-

ность (D) представляет собой отношение 

количества взвешенных частиц в растворе 

к контрольной пробе (ею выступала во-

да). Измерение D проводилась в двух 

диапазонах длин волн: λ230/260 и λ260/280.  

При длине волны 230 нм было определе-

но содержание остаточных реагентов по-

сле выделения. При длине 280 нм – 

вторичных метаболитов и собственных 

веществ растения, помимо ДНК.  

Математическая обработка получен-

ных данных проводилась с применением 

критерия Манна-Уитни – статистического 

критерия для оценки различий между 

двумя независимыми выборками по уров-

ню количественного признака. Позволяет 

выявлять различия в значении параметра 

между малыми выборками. [13]. 

Результаты и обсуждение. Экстрак-

ция ДНК из растений подсолнечника про-

водилась разными способами согласно 

рекомендаций авторов или производите-

лей наборов для выделения. 

Способ 1. Настоящий способ принято 

считать стандартным ввиду его широкого 

использования для многих культур [2; 10; 

14; 15]. Для этого способа использовали 

семядольные листья 7-дневных пророст-

ков подсолнечника. Согласно данным 

гель-электрфореза, в 100 % случаев 

выделение было успешным, однако 

количество ДНК в полученных образцах 

различно (рис. 1). ДНК образцов 2–4, 7–9 

имеет максимальную интенсивность, γ = 1. 

Относительно них можно сделать вывод о 

содержании ДНК в других образцах; 

соответственно, ДНК образцов под 

номерами 1, 5, 6, 10 имеет интенсивность 

0,5 γ. 

 
 

Рисунок 1 – Электрофоретические 

спектры ДНК, выделеной с помощью  

1%-го CTAB [2].  

Дорожки 1–10 – ДНК из семядольных листьев 

7-дневных проростков подсолнечника. 

Стрелкой показаны фракции ДНК 

 

Данный способ является еще и наибо-

лее экономически выгодным, вследствие 

дешевизны и доступности реагентов для 

анализа по сравнению с другими, описы-

ваемыми  в данной работе способами. 

Способ 2. В основе способа лежит 

выделение ДНК подсолнечника с 

использованием экстракционного СТАВ-

буфера в большей концентрации, чем в 

предыдущем. Помимо этого, к особенно-

стям способа относится и увеличение 

объема органического растворителя хло-

роформ/изоамиловый спирт (700 мкл 

против 450 мкл у предыдущего способа). 

Это позволяет проводить дополнитель-

ную очистку и снижать количество мета-

болитов в выделенном материале. 

Выделение ДНК проводилось из заро-

дышей, извлеченных из сухих семянок 

(образцы 1–3), семянок, замоченных на  

24 часа (4–6), корешков проростков (7–9), 

целых сухих семянок (10–12) (табл. 1). 

Гомогенизация образцов в течение двух 

минут была приемлема для большинства 

образцов. Для целых сухих семянок по-

требовалась дополнительная гомогениза-

ция (4 минуты). Оценка количества 

выделенной ДНК после выделения про-

водилась в условиях горизонтального 

электрофореза (рис. 2). 
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Рисунок 2 – Электрофоретические 

спектры ДНК, выделенной с помощью 

2%-го CTAB [11].  
Дорожки: 1–3 – зародыши;  

4–6 – семянки, замоченные на 24 часа;  

7–9 – корешки проростков;  

10–12 – целые сухие семянки.  

Стрелкой показаны фракции ДНК 

 

Образцы ДНК на дорожках 1 и 2 де-

монстрируют достаточно большое коли-

чество ДНК. У ДНК из семянок, 

замоченных на 24 часа и сухих семянок 

также отмечается её высокая концентра-

ция. Интенсивность флуоресценции об-

разцов ДНК 1, 2, 4–6, 10–12 была принята 

как γ = 1. У образца 3 ДНК не выдели-

лась. Экстрагировать ДНК из корешков 

данным способом не удалось (дорожки 7–9) 

(рис. 2).  

Способ 3. Выделение ДНК подсолнеч-

ника с помощью набора Diamond DNA 

Plant Kit D. проводилось из 10 семядоль-

ных листьев 7-дневных проростков.     

Наборы для выделения ДНК характери-

зуются двумя важнейшими характеристи-

ками: высокая скорость выделения и 

большой практический выход ДНК. Ско-

рость выделения связана с простотой и 

оптимизацией процесса: производитель 

предлагает наличие всех компонентов для 

выделения, исключая этиловый спирт и 

протеазу. Эффективность высокая, ввиду 

полного ингибирования полифенолов и 

полисахаридов, которые могут блокиро-

вать ПЦР. После экстракции полученные 

образцы ДНК подвергали горизонтально-

му электрофорезу в агарозном геле     

(рис. 3). 

 
 

Рисунок 3 – Электрофоретические 

спектры ДНК, выделенной набором  

Diamond DNA Plant Kit D.  
Дорожки: 1–10 – семядольные листья  

7-дневных проростков подсолнечника 
 

На рисунке 3 продемонстрированы 

четкие и интенсивные фракции ДНК об-

разцов 1, 2, 4–8, 10. Это свидетельствует 

о достаточно большом количестве выде-

ленного материала (γ = 1) и высокой сте-

пени его очистки. Образец 9 

демонстрирует повышенную интенсив-

ность, возможно, связанную с содержани-

ем в образце примесей. Образец 3 

активности ДНК не показал. 

Способ 4. Экстракция набором 

Lumiprobe проводилась из зародышей    

(образцы 1, 2), обезжиренных (3) и не-

обезжиренных (4) семянок подсолнечни-

ка. Технология выделения содержит все 

основные этапы (лизис клеточной стенки, 

промывка и очистка, осаждение). На ри-

сунке 4 предоставлена гель-электро-

фореграмма результатов эксперимента.  

 

 
 

Рисунок 4 – Электрофоретические 

спектры ДНК, выделенной набором 

Lumiprobe. Дорожки:  
1, 2 – зародыши; 3 – обезжиренная семянка;  

4 – необезжиренная семянка 

 

Согласно полученным результатам, 

выделение ДНК было успешным во всех 

случаях (γ = 1). 

Способ 5. Для анализа данного способа 

был использован материал зеленых ли-

стьев подсолнечника. В основе способа – 
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стандартная методика выделения с уве-

личенным содержанием СТАВ (2 %), од-

нако она проводилась с использованием 

активированного угля (как и в наборе Di-

amond DNA Plant Kit D) для увеличения 

степени очистки материала от примесей 

(в частности метаболитов, накопленных 

зелеными листьями подсолнечника). По 

количеству выделенной ДНК образцы 

были разделены на две группы. Количе-

ство ДНК из образцов 6, 7, 8, 10, 11, 12 

(группа 1) было оценено как γ = 1, из об-

разцов 2–5 (группа 2) – γ = 0,8. ДНК из 

образцов 1 и 9 либо не была выделена, 

либо ее точное значение не определялось 

(рис. 5).  

 

 
 

Рисунок 5 – Электрофоретические 

спектры ДНК, выделенной с помощью 

2%-го CTAB с активированным углем [12]. 
Дорожки: 1–10 – зеленые листья 

подсолнечника. Стрелкой показаны фракции 

ДНК 

 

Таким образом, во всех изученных 

способах выделения ДНК прослеживается 

общая тактика – последовательные ста-

дии, подразумевающие основные процес-

сы для получения генетического 

материала (лизис, растворение, осажде-

ние). Специфичность используемых реа-

гентов и растительный материал, из 

которого экстрагируется ДНК, отражает-

ся на количестве выделенного продукта. 

 
ПЦР ДНК 

Для проверки качества ДНК, получен-
ной разными способами, были выполне-
ны реакции амплификации с несколькими 

праймерами.  

Способ 1. ДНК, выделенную из семя-

дольных листьев проростков, амплифи-

цировали с праймером ORS 1209 (рис. 6). 

Отжиг праймера осуществлен у всех 

образцов, фракции четкие, хорошего 

качества.  

 

 
 

Рисунок 6 – Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации ДНК 

подсолнечника с праймером ORS 1209. 

Дорожки: 1–5 – пророски линии ВК 304, 

М – маркер молекулярной массы 100 bp 

 

Таким образом, данный способ выде-

ления приемлем для 7-дневных пророст-

ков. 

Способ 2. При проведении ПЦР с 

праймером ORS 1209 с образцами, выде-

ленными 2%-ным СТАВ, наблюдается 

отжиг у образцов 1, 2, 10–12 (рис. 7). 
 

 
Рисунок 7 – Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации ДНК 

подсолнечника с праймером ORS 1209. 
Дорожки: 1–2 – зародыши; 4–6 семянки, 

замоченные на 24 часа;  

10–12 – целые сухие семянки.  

М – маркер молекулярной массы 100 bp 

 

Для образцов 1, 2, 10, 11, 12 получены 

четкие, хорошего качества фракции 
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амплифицированной ДНК. Несмотря на 

то, что выделение показало наличие 

фракции ДНК из семянок, замоченных на 

24 часа (дорожки 4–6), после проведения 

ПЦР отжига праймеров не наблюдалось. 

Следовательно, способ 2 для экстракции 

ДНК из этого типа растительного мате-

риала не подходит. Таким образом, дан-

ный способ выделения приемлем для 

целых сухих семянок, а также для заро-

дышей, извлеченных из сухих семянок.  

Способ 3. При проведении ПЦР с ДНК 

праймером ORS 5 отжиг был у большин-

ства образцов (рис. 8). 

 

 
Рисунок 8 – Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации ДНК 

подсолнечника с праймером ORS 5. 

Дорожки: 1–10 – проростки линии ВК 304 

 

Стоит отметить, что образец 3 не имел 

активности, однако отжиг наблюдается. 

Противоположная ситуация с образцами 

5 и 10, имевшими интенсивность γ = 1, но 

не показавшими отжига. Отсутствие от-

жига может быть связано либо с малым 

количеством ДНК в реакционной смеси, 

либо с ингибированием ДНК в виду его 

недостаточной очистки. В целом, данный 

способ выделения приемлем для 7-днев-

ных проростков. 

Способ 4. Для проведения ПЦР-

анализа образцы ДНК, полученные выде-

лением с помощью набора Limiprobe, бы-

ли разбавлены в 10 раз. Также была 

использована неразбавленная проба ДНК. 

При проведении ПЦР с ДНК с праймером 

ORS 5 отжиг был у большинства образ-

цов (рис. 9). 

 
Рисунок 9 – Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации ДНК 

подсолнечника с праймером ORS 5. 
Дорожки: 1, 3, 5, 7 – не разбавленные  

образцы 1, 2, 3, 4 соответственно; 2, 4, 5, 6 – 

разбавленные образцы 1, 2, 3, 4 соответственно. 

М – маркер молекулярной массы 100 bp 

 

Образцы 1 и 2 демонстрируют отжиг 

независимо от разбавления, однако раз-

бавленные образцы показывают менее 

активную фракцию. Отжиг у номеров 3 и 

4 отмечается только у разбавленных об-

разцов, что свидетельствует о высоком 

содержании ДНК. Обезжиривание семянки 

не привело к улучшению качества ампли-

фикации и, следовательно, к дополнитель-

ной очистке выделенной ДНК.  

Способ 5. Выделенные образцы под-

вергли ПЦР по паре праймеров ORS 1209. 

Образцы в группе 1 (дорожки 6, 7, 8, 10, 

11) продемонстрировали отжиг в боль-

шинстве случаев (исключая 10). Образцы 

в группе 2 (дорожки 2–5) были амплифи-

цированы не во всех случаях (рис. 10).  

 

 
 

Рисунок 10 – Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации ДНК 

подсолнечника с праймером ORS 1209. 
Дорожки: 6, 7, 8, 10, 11, 2, 3, 4, 5 – зеленые 

листья линии ВК 304 

М – маркер молекулярной массы 100 bp 

 
Таким образом, данный способ экст-

ракции достаточно эффективен для 
зеленых листьев, но процент удачных 
выделений составил около восьмидесяти. 

 

6      7       8       10   11   12     2    3     4     5     М 
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Спектрофотометрия 
Для получения более полной и досто-

верной информации о способах выделе-
ния ДНК нами был применен метод 
спектрофотометрии. В нашем исследова-
нии спектрофотометрия проводилась в 
диапазонах длин волн (λ далее) A230/260 и 
A260/280 на основании стандартной мето-
дики определения оптической плотности Е 
[5]. За референтные значения были при-
няты показатели: для чистого образца по-
лисахаридов/ДНК соотношение E как 
A230/260 = 1,8–2,2; для ДНК – соотношение 
E как A260/280 = 1,8–1,9.  

При оценке чистоты образцов на нали-
чие в них реагентов были получены сле-
дующие результаты (табл. 3). 

 
Таблица 3  

  

Результаты определения оптической 
плотности в образцах, выделенных 
различными способами 
 

Способ  
выделения 

ДНК 

D - оптическая плотность  

(λ = длина волны) 
A230/260 

(X  m) 

A260/280 

(X  m)  

Способ 1 1,692  0,012 ºº 1,666  0,029 º 

Способ 2 1,658  0,039 1,680  0,039 º 

Способ 3 1,764  0,021 *++ 1,870  0,020 + º 

Способ 4 - 1,800  0,029 ++  

Способ 5 
группа 1 1,708  0,013 *  1,794  0,011 + 

группа 2 1,646  0,026  1,738  0,033 ++ 

Примечание: Х – среднее значение, m – стандартное откло-
нение. 
* – р≤0,01 – значимость различий между оптической плот-
ностью при одном способе выделения с разными λ;  
** – р ≤ 0,05 – значимость различий между оптической 
плотностью при одном способе выделения с разными λ; 
+ – р ≤ 0,01 – значимость различий между оптической плот-
ностью при разных способах выделения (последовательно), 
но с идентичными λ; ++ – р ≤ 0,05 – значимость различий 
между оптической плотностью при разных способах выде-
ления (последовательно), но с идентичными λ; 
º – р ≤ 0,01 – значимость различий между оптической плот-
ностью при разных способах выделения, но с идентичными λ; ºº 
– р ≤ 0,05 – значимость различий между оптической плотно-
стью при разных способах выделения, но с идентичными λ 

 

Определение оптической плотности 

A230/260 образцов при длине волны 230/260 нм, 

выделенных стандартным способом (спо-

соб 1), позволило получить значение 

1,692  0,012. В данных пробах отмечена 

значимость различий в сравнении со спо-

собом 3 и способом 4 (p ≤ 0,05). Опреде-

ление оптической плотности в образцах, 

выделенных модифицированным спосо-

бом (способ 2), показывает, что отличий в 

очищении от полисахаридов и ДНК от 

других способов нет. Такая же тенденция 

отмечена при оценке степени очистки об-

разцов, выделенных набором Diamond 

DNA Plant Kit D (способ 3), оптическая 

плотность составила 1,764 ± 0,021. По 

техническим причинам измерение D об-

разцов, выделенных набором Lumiprobe, 

при A230/260 не было выполнено ввиду 

невозможности определения при длине 

волны 230 нм. Способ 5 (группа 1 и груп-

па 2) позволил сравнить результаты выде-

ления ДНК из зеленых листьев. При 

выделении способом 5 (группа 1) – 2%-ный 

СТАВ с активированным углем, соотно-

шение A230/260 составило 1,708  0,013. 

Возможно, что в данных образцах оста-

лись следы используемых при экстракции 

реагентов. Нами были отмечены досто-

верные различия показателей способа 5 

(группа 1) по сравнению с другими пока-

зателями, полученными как с идентичной 

длиной волны, так и при сравнении иден-

тичной группы с разными длинами волн 

(p ≤ 0,01). Во втором случае (способ 5, 

группа 2) соотношение оптической плот-

ности достигло значения 1,646 ± 0,026: в 

таких образцах содержание реагентов не-

сколько выше, однако остается низким по 

сравнению с другими способами. Значи-

мые различия наблюдались в сравнении 

показателей оптической плотности и дан-

ных с измерениями последующих спосо-

бов с идентичными длинами волн (p ≤ 

0,01). В своем исследовании Н.В. Водчиц, 

И.О Зайцева и др. [4] отмечали, что пик 

поглощения серий полученных экстрак-

тов зеленых листьев приходился на об-

ласть λ = 225–230 нм. При сравнении 

двух диапазонов A230/260 были также опре-

делены пики на участках около 260 нм.  

Сравнение соотношения оптической 

плотности при A260/280 показало другие 

тенденции: по результатам оценки опти-

ческой плотности все способы выделения 

и очистки значимо отличны друг от дру-

га. Невысокое значение соотношения оп-

тической плотности при A260/280 (1,666  

0,029) отмечалось у образцов, выделен-
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ных стандартным способом (способ 1). 

Образцы имели повышенное количество 

метаболитов и тем не менее были обна-

ружены значимые различия между пока-

зателями группы и других групп при 

идентичной длине волны (p ≤ 0,01). Вы-

деление модифицированным способом 

(способ 2) показало результат несколько 

выше: 1,680  0,039, однако его следует 

оценить как «низкий» по сравнению с 

очисткой другими способами. При этом 

наблюдались значимые различия в пока-

зателях с другими группами (p ≤ 0,01). 
Высокие показатели оптической плотно-

сти A260/280 были характерны при выде-

лении ДНК с помощью наборов Diamond 

DNA Plant Kit D (способ 3) и Lumiprobe 

(способ 4), при сравнении которых с дру-

гими группами с идентичными длинами 

волн были обнаружены значимые разли-

чия: p ≤ 0,01 (способ 3) и p ≤ 0,05 (способ 

4). Оценка степени чистоты выделения 

ДНК набором Diamond DNA Plant Kit D 

составила 1,870 ± 0,020, а выделение спо-

собом с применением набора Lumiprobe – 

1,800 ± 0,029. Образцы, выделенные эти-

ми наборами, по-видимому, лучше очи-

щены от метаболитов и от собственных 

белков, следовательно, имеют наиболь-

шую степень очистки. Применение спо-

соба 5 (2%-ный CTAB с добавлением 

активированного угля) (группа 1 и группа 2) 

при выделении ДНК из зеленых листьев в 

оценке оптической плотности показало 

следующие результаты в обеих группах: 

оптическая плотность 1,794  0,011 и 

1,738  0,033 соответственно. Следова-

тельно, в обеих группах образцы имеют 

приблизительно одинаковое содержание 

метаболитов. При этом значимость раз-

личий в первой группе составила p ≤ 0,01, 

а во второй группе – p ≤ 0,05. Согласно 

данным исследования оптической плотно-

сти ДНК, выделенной из Vitis vinefera L. 

[16], выделение из зеленых листьев под-

солнечника при оптической плотности 

A260/280 значительно ниже показателей, 

полученных в данном исследовании, – 

0,98–1,56. В тоже время по результатам 

исследования Н.В. Водчиц и др. [4] было 

выявлено, что их препараты ДНК при вы-

полнении выделения протоколом А име-

ли среднее значения соотношение 

поглощения 1,85, что схоже с получен-

ными нами данными. Однако при исполь-

зовании протокола Б соотношение было 

значительно снижено и составляло 1,45.  

Использование набора Diamond DNA 

Plant Kit D (способ 3) при выделении 

ДНК в оценке оптической плотности при 

длине волны 230/260 и 260/280 в единст-

венном случае показал значимость разли-

чий в р ≤ 0,01, использование 2%-го 

CTAB с добавлением активированного 

угля (способ 5, группа 1) показывает та-

кую степень очищения компонентов сме-

си в оценке оптической плотности при 

длине волны 230/260 и 260/280 (р ≤ 0,01) 

во всех случаях. 

По результатам спектрофотометрии 

можно сделать следующие выводы: 

- образцы ДНК, выделенные набором 

Diamond DNA Plant Kit D (способ 3), 

имеют наибольшую степень очистки и от 

реагентов, использованных для выделе-

ния, и от метаболитов растения (p ≤ 0,01); 

- образцы ДНК, выделенные модифи-

цированным способом (способ 2), демон-

стрируют низкие показатели очистки; 

- выделение ДНК стандартным спосо-

бом (способ 1) позволяет получить сред-

нюю степень очистки от метаболитов и 

реагентов; 

- выделение ДНК с использованием 

2%-го CTAB с добавлением активирован-

ного угля (способ 5) позволяет очистить 

образцы от метаболитов. 

Выводы. Таким образом, использо-

ванные способы позволяют экстрагиро-

вать ДНК из сухих семян, проростков и 

зеленых листьев подсолнечника с доста-

точной надежностью и воспроизводимо-

стью, что подтверждается и результатами 

ПЦР. Не удалось выделить ДНК из ко-

решков и семянок, замоченных на 24 ча-

са, модифицированным способом       

(2%-ный CTAB). Наиболее экономически 

выгодным является способ 1 (1%-ный 
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CTAB), который показывает среднюю 

степень очистки. Наибольшую степень 

очистки ДНК позволяют получить способ 

3 – выделение набором Diamond DNA 

Plant Kit D из проростков, и способ 5 – 

выделение с применением 2%-го СТАВ с 

активированным углем из зеленых листь-

ев. Способ 3 является еще и более пред-

почтительным по затрачиваемому на 

экстракцию ДНК времени. 
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