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Резюме 
ДНК известна уже более 150 лет, и за это время разработано множество методов выделения данного 
биополимера из разных источников. При этом подавляющее большинство методов выделения ДНК 
предполагает ее осаждение из водно-солевых растворов, в которых ДНК окружена полярными 
молекулами воды, положительно заряженная часть диполя которых взаимодействует с 
отрицательно заряженными фосфатными группами ДНК, способствуя ее растворимости. Наиболее 
часто используемыми осадителями ДНК служат этанол и изопропанол, которые не 
взаимодействуют с полярными группами нуклеиновых кислот так же сильно, как вода, что вкупе с 
частичной нейтрализацией заряда солями ведет к снижению растворимости ДНК и ее 
преципитации. Поскольку ДНК за счет остатков фосфорной кислоты является полианионом, то 
нейтрализация ее заряда с помощью поликатионов, которыми служат различные соединения, среди 
которых спермидин, спермин, хлорид гексаамминкобальта, полиэтиленимин и другие, ведет к 
компактизации и агрегации ДНК, приводя к осаждению. Аналогичные процессы, ведущие к 
снижению растворимости ДНК, вплоть до образования осадка, вызываются такими соединениями 
как высокомолекулярные полиэтиленгликоль, поливинипирролидон, фиколл. Причем неспиртовое 
осаждение / переосаждение ДНК весьма востребовано в случаях, когда необходимо сменить буфер 
или избавиться от ингредиентов предыдущей ферментативной реакции, но добавление спирта не 
может быть произведено. Показателем чистоты выделенных препаратов долгое время служило 
определение фосфора, содержание которого в идеальном случае должно составлять 9.3%. Позже для 
определения чистоты выделенной ДНК в обиход вошло измерение оптической плотности и 
показателей A260/A280 и A260/A230, свидетельствующих о степени загрязнения препаратов белками и 
полисахаридами, соответственно. В последней четверти прошлого столетия возникла 
необходимость контролировать с помощью гель-электрофореза размер выделяемой ДНК. При этом 
важен не только максимальный размер, но и гомогенность препарата ДНК, подразумевающая 
отсутствие в нем множества коротких фрагментов, которые могут мешать проведению некоторых 
экспериментов, включая методы мономолекулярного секвенирования ДНК, рассчитанные на 
длинные и ультрадлинные прочтения. И в таких случаях возможно фракционирование молекул 
ДНК по размеру путем простого их переосаждения под действием агентов неспиртовой природы, 
добиваясь первоочередного осаждения высокомолекулярной ДНК.  
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Resume 
DNA has been known for more than 150 years, and during this time, many methods have been developed 
for isolating this biopolymer from various sources. At the same time, the vast majority of methods for DNA 
isolation involve its precipitation from aqueous-saline solutions in which DNA is surrounded by polar 
water molecules, the positively charged part of the dipole of which interacts with negatively charged 
phosphate groups of DNA, contributing to its solubility. The most commonly used DNA precipitators are 
ethanol and isopropanol, which do not interact with the polar groups of nucleic acids as strongly as water, 
which, coupled with partial neutralization of the charge by salts, leads to a decrease in DNA solubility and 
precipitation. Since DNA is a polyanion due to phosphoric acid residues, the neutralization of its charge 
with the help of polycations, which serve as various compounds, including spermidine, spermine, 
hexaamminecobalt chloride, polyethylenimine and others, leads to DNA compactization and aggregation, 
leading to precipitation. Similar processes leading to a decrease in DNA solubility, up to the formation of a 
precipitate, are caused by compounds such as high-molecular-weight polyethylene glycol, 
polyvinylpyrrolidone, Ficoll. Moreover, non-alcoholic DNA precipitation/reprecipitation is in high demand 
in cases where it is necessary to change the buffer or get rid of the ingredients of the previous enzymatic 
reaction, but the addition of alcohol cannot be performed. For a long time, the determination of phosphorus, 
the content of which should ideally be 9.3%, served as an indicator of the purity of the isolated 
preparations. Later, to determine the purity of the isolated DNA, measurement of optical density and 
A260/A280 and A260/A230 indicators became common, indicating the degree of contamination of preparations 
with proteins and polysaccharides, respectively. In the last quarter of the last century, it became necessary 
to control the size of the extracted DNA using gel electrophoresis. At the same time, not only the maximum 
size is important, but also the homogeneity of the DNA preparation, which implies the absence of many 
short fragments in it, which may interfere with some experiments, including methods of monomolecular 
DNA sequencing designed for long and ultra-long reads. In such cases, it is possible to fractionate DNA 
molecules by size by simply reprecipitating them under the action of non-alcoholic agents, achieving 
primary deposition of high-molecular-weight DNA. 
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Введение 
Впервые с ДНК, назвав выделенную 

субстанцию нуклеином, человечество познакомил в 
далеком 1869 г. швейцарец Ф.Мишер [Miescher, 
1871]. Самым удивительным по тем временам было 
наличие в этой неизвестной ранее субстанции 
большого количества фосфора. Нуклеиновой 
кислотой нуклеин был назван двадцать лет спустя, в 

1889 г., немецким ученым Р.Альтманом1 [Altmann, 
1889]. Дезоксирибонуклеиновой кислотой это 
вещество стало называться лишь еще через четыре 
десятка лет, в конце 1920-х гг., когда после долгих 
мытарств удалось выяснить наконец, что углеводный 

1 Р.Альтман известен еще и тем, что своей другой 
пионерной работой 1890 г. намного опередил время, 
обратив внимание на представленность в разных 
клетках различных организмов неких структур, ныне 
известных как митохондрии. 
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компонент представлен в этом биополимере 
дезоксирибозой. Это смогли показать в совместной 
работе россиянин Е.С.Лондон и покинувший Россию 
еще в позапрошлом веке Ф.Левин [Levene, London, 
1928; 1929]. Так называемому «российскому следу» в 
ранних исследованиях нуклеина/ДНК посвящена 
специальная статья [Гарафутдинов, Чемерис 
(Garafutdinov, Chemeris), 2019] и посему здесь на этом 
останавливаться нет необходимости.  

Но чтобы исследовать данный биополимер, 
его необходимо выделить в относительно чистом 
виде, чему посвящено множество публикаций, и 
наиболее важных из них здесь следует коснуться. При 
этом лишь столетие спустя с момента первого 
выделения нуклеина стали задумываться не только о 
количестве и чистоте выделяемых препаратов ДНК, 
но и о размерах оказывающихся в «руках» 
экспериментаторов таких молекул в виде 
протяженных биополимеров, поскольку появились 
новые методы их анализа и, соответственно, на сцену 
вышли иные задачи с возросшими требованиями к 
качеству изучаемого ДНК-материала.  

Еще задолго до открытия в 1953 г. структуры 
ДНК в виде двойной спирали с  помощью 
рентгеноструктурного анализа удалось определить, 
что ширина молекулы ДНК в растворе составляет 
около 20 ангстрем, а расстояния между соседними 
нуклеотидами равны 3,34 ангстремам [Astbury, Bell, 
1938]. В том же 1938 г. другими авторами было 
показано, что молекулы тимонуклеиновой2 кислоты 
(ДНК) имеют молекулярный вес от 500 тысяч до 
миллиона Дальтон, представляя собой тонкие 
палочки, длина которых приблизительно в 300 раз 
больше их ширины [Signer et al., 1938]. На самом 
деле, подобное соотношение у молекул ДНК может 
быть гораздо больше. Так, например, длина цепи 
ДНК, формирующей одну из крупных хромосом 
мягкой пшеницы, достигает почти четверти метра3, 
что приводит к гигантскому соотношению диаметра 
спирали к длине цепи, равному приблизительно 1:108. 
Поэтому выделять столь огромные по размеру (длине) 
молекулы ДНК в неповрежденном виде нет никакой 
возможности из-за механических и, в первую очередь, 
гидродинамических воздействий, рвущих двойную 
спираль ДНК фактически в произвольных местах. Тем 
не менее, во многих случаях требуется обращение с 
молекулами ДНК как можно бóльших размеров, 
поэтому необходимо проводить обогащение 
препаратов тотальной ДНК крупными фрагментами, 
что можно осуществлять разными способами.  

2 так называли ДНК с конца позапрошлого столетия 
вплоть до середины 1950-х гг. 
3 и это далеко не предел для эукариотических 
организмов 

Так, фракционирование ДНК по размеру 
может быть весьма разным, включая использование 
высокотехнологичного оборудования, но и 
дифференциальное осаждение ДНК из водного 
раствора под действием различных веществ отчасти 
позволяет достигать желаемых результатов. Именно 
рассмотрение таких простых способов 
фракционирования ДНК и является целью данной 
статьи, но прежде чем к ним переходить, необходимо 
коснуться базовых вопросов выделения ДНК из 
биологических объектов и ее очистки. В этой области 
имеется лавина работ, и внимание здесь будет 
уделено далеко не всем даже пионерным 
публикациям. При этом нужно заметить, что за 
пределами рассмотрения, за редким исключением, 
останутся способы отделения молекул РНК разных 
типов от ДНК с помощью дифференциального 
осаждения, в том числе из-за того, что РНК даже 
используется в качестве соосадителей и не мешает 
проведения многих экспериментов.  

Исторические аспекты выделения ДНК (нуклеина) 
Как уже говорилось выше, нуклеин в 

результате очень тщательно проведенных 
экспериментов обнаружил в 1869 г. швейцарский 
ученый Ф.Мишер, выделив его из ядер лейкоцитов, 
добытых из гноя [Miescher, 1871]. При этом работу он 
выполнял в Германии в Тюбингенском замке, где 
работал под руководством известного биохимика 
Ф.Гоппе-Зейлера. Главной задачей Мишера было 
отделить ядра лейкоцитов от протоплазмы, что 
достигалось многочисленными отмывками 
различными солями и некоторыми другими 
растворами, осаждениями, фильтрацией, после чего 
следовала экстракция содержимого ядер 
слабощелочным раствором карбоната натрия. Затем 
проводилось подкисление уксусной или соляной 
кислотой и формировался белый осадок (собственно, 
и представляющий собой нуклеин - ДНК), который 
опять можно было растворить в слабощелочном 
растворе того же карбоната натрия. В несколько 
усовершенствованной методике выделения нуклеина 
Мишер для удаления белков воспользовался 
ферментативной обработкой пепсином (фактически, 
аналогом современной депротеинизацией), который 
сам выделял из желудка свиней. Проведя элементный 
анализ полученной субстанции, Мишер определил 
содержание в ней фосфора и азота в 5.8% и 14% 
соответственно. 

Что касается процентного содержания 
фосфора, то этот показатель до некоторой степени 
мог быть тогда (да и позже) мерилом чистоты 
выделяемых препаратов нуклеина, поскольку, как 
сейчас известно, его содержание должно составлять 
9.3%, исходя из средней молекулярной массы дНМФ 
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в составе ДНК, равной 333 Да, и 31 Да массы 
фосфора.  

Упомянутая выше первая статья Мишера о 
нуклеине 1871 г. широко известна [Miescher, 1871], но 
также значительный интерес, особенно в плане 
используемых объектов и доработанной методики 
выделения нуклеина, представляет другая статья, 
опубликованная в 1874 г. по результатам работы уже 
в Базеле [Miescher, 1874]. Так, в ней Мишер в 
качестве удобных источников нуклеина обратил 
внимание на сперматозоиды различных позвоночных, 
в первую очередь костистых рыб, среди которых 
наиболее удобным объектом оказался рейнский 
лосось. Было определено, что благодаря улучшенной 
технологии выделения более высокоочищенный 
нуклеин спермы лосося содержит уже около 9.6% 
фосфора. При этом Мишер отметил кислотные 
свойства нуклеина, способного даже нейтрализовать 
слабую щелочь [Miescher, 1874].  

* * *
Не так давно был проведен анализ 

хранящегося в Тюбингене музейного экспоната 
нуклеина Мишера, выделенного им из спермы лосося, 
показавший наличие в нем некоторого количества 
молекул РНК [Thess et al., 2021]. И это самый старый4 
сохранившийся препарат ДНК (как, впрочем, и РНК в 
виде ее следового количества), насчитывающий, по-
видимому, чуть более 150 лет, что следует из 
упомянутой выше статьи Мишера, хотя тот музейный 
нуклеин мог быть выделен им и позже. В любом 
случае, более старого препарата ДНК в относительно 
чистом виде сейчас нет и быть не может. 

Здесь стоит еще отметить, что ДНК из 
спермы лосося впоследствии стала очень важным 
продажным реактивом для молекулярной биологии, 
выпускаемым многими фирмами. Ее активно 
использовали в модельных экспериментах, в качестве 
стандарта и как нейтральный препарат ДНК в 
экспериментах по блот-гибридизации по Саузерну 
при исследовании ДНК организмов, далеких от рыб, 
для покрытия ею поверхности мембранных фильтров, 
остающейся свободной от анализируемой ДНК при 
переносе последней из геля. 

* * *
Спустя пятнадцать лет после работы Мишера 

1874 г. Альтман опубликовал статью, в которой дал 
новое название нуклеину – нуклеиновая кислота, 
продемонстрировав вслед за Мишером кислотные 

4 следует заметить, что «возраст» так называемой 
древней ДНК насчитывает подчас десятки, сотни 
тысяч и даже миллионы лет, но эти датировки 
относятся к самим найденным артефактам, а не к 
выделенному из них в уже наши дни этому 
биополимеру 

свойства этого вещества, и описал улучшенный метод 
выделения данной субстанции из дрожжей [Altman, 
1889]. Экстракция велась раствором пищевой соды, и 
после подкисления уксусной или соляной кислотой 
нуклеиновая кислота осаждалась добавлением 
равного объема этанола. В статье упоминалось также 
использование пепсина и то, что после растворения 
осадка нуклеиновой кислоты ее опять можно 
растворить в щелочном растворе и переосадить 
этанолом аналогичным образом. При этом 
очищенный препарат нуклеиновой кислоты дрожжей 
Альтмана содержал 9.1% фосфора, что 
свидетельствует о меньшем ее загрязнении прочими 
веществами природного происхождения.  

К исследованию нуклеиновых кислот много 
сил приложил Левин, который в 1900 г. опубликовал 
статью, где описал метод выделения из спермы трески 
и ряда других объектов нуклеиновых кислот, 
характеризующихся 9.65%-ным содержанием 
фосфора [Levene, 1900]. Однако, похоже, он имел 
дело с денатурированной и/или частично 
ренатурированной ДНК, поскольку экстракция велась 
5% NaOH или 8% NH4OH (характеризующихся 
высокими значениями рН, при которых две цепи ДНК 
расплетаются) с последующей нейтрализацией 
раствора уксусной кислотой, после чего добавлялись 
поочередно пикриновая кислота для удаления белков 
и затем 95%-ный этанол в таком количестве, пока не 
начинал выпадать осадок нуклеиновых кислот. 

По материалам доклада, сделанного Левиным 
15 сентября 1909 г., была опубликована статья «On 
the biochemistry of nucleic acids» [Levene, 1910], где им 
предложены до сих пор используемые термины 
«нуклеотид» и «нуклеозид». Также в той работе 
приведены показатели содержания фосфора в 
нуклеиновых кислотах, выделенных из разных 
организмов как им самим, так и другими 
исследователями. Видно, что они колеблются в 
диапазоне от 6.9 до 9.7%, из чего формально можно 
сделать вывод об определенной чистоте некоторых 
выделенных препаратов, поскольку, как говорилось 
выше, ДНК без каких-либо примесей должна 
содержать фосфор в количестве 9.3%.  

Левиным опубликовано более 150 статей, 
посвященных исследованию нуклеиновых кислот, 
включая их углеводные компоненты, однако 
выдвинутая им так называемая тетрадная теория 
организации нуклеиновых кислот сыграла резко 
отрицательную роль, надолго задержав их 
дальнейшее изучение. Тем не менее, именно ему и 
отечественному ученому Лондону принадлежит 
заслуга в установлении углеводного компонента в 
тимонуклеиновой кислоте в виде дезоксирибозы, хотя 
долгие годы считалось, что это какая-то гексоза 
[Levene, London, 1929; 1929a], после чего это 
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соединение стали называть дезоксипентозной, а затем 
дезоксирибонуклеиновой кислотой, или сокращенно 
ДНК.  

На протяжении всех этих лет биологическая 
функция нуклеина/ДНК была абсолютно неясна, хотя 
высказывались разные предположения на этот счет. 
Только в 1944 г., спустя 75 лет после открытия, было 
установлено, что ДНК – это молекула 
наследственности [Avery et al., 1944]. Нужно сказать, 
что в этой работе компонент, передающий признаки 
по наследству, после его экстракции осаждался тремя-
четырьмя объемами этанола. При этом ранее, при 
выделении нуклеопротеидов стрептококков 
нуклеиновая кислота отделялась от белков с помощью 
хлороформа с добавлением изоамилового спирта в 
качестве пеногасителя, и после центрифугирования 
содержащий ДНК верхний водный слой осаждался на 
холоду 4 объемами подкисленного соляной кислотой 
этанола [Sevag et al., 1938]. И тогда это стало первым 
способом депротеинизации ДНК органическим 
растворителем.  

В 1951 г. Э.Чаргафф5 с коллегами решили 
установить нуклеотидный состав ДНК из спермы 
лосося (фактически одного из первых «нуклеинов»), и 
для этого им пришлось выделить этот биополимер, 
применив отчасти уже стандартную методику, 
которая заключалась в экстракции ДНК 10%-ным 
раствором NaCl, депротеинизацией смесью 
хлороформ:октанол (9:1), повторявшейся шесть раз, и 
осаждением ДНК двумя объемами этанола при -10оС 
[Chargaff et al., 1951]. Было установлено, что GC-
состав ДНК спермы лосося равен 40%, и при этом 
было отмечено как равенство аденинов с тиминами, 
так и гуанинов с цитозинами, что легло в основу 
одного из «правил Чаргаффа». Стоит также отметить, 
что содержание азота и фосфора в выделенной ими 
ДНК лосося составило 14.3 и 8.9%, соответственно.  

Основы современных подходов к выделению ДНК 
Существует множество вариаций способов 

выделения ДНК, адаптированных к конкретным 
объектам, исходя из их принадлежности, возраста, 
состояния, доступного количества и прочих важных 
характеристик. Но генеральная линия одна: получить 
как можно более чистый препарат и, если возможно, в 
большом количестве, а также достичь лучшего его 
качества, под которым могут пониматься несколько 

5 Э.Чаргафф известен как автор основополагающих 
для организации молекул нативной двухцепочечной 
ДНК «правил Чаргаффа», установленных им в 1950-
1953 гг. и окончательно опорочивших тетрадную 
теорию Левина даже без установления структуры 
ДНК в виде «двойной спирали» Дж.Уотсоном и 
Ф.Криком в 1953 г. [Watson, Crick, 1953] 

отличающиеся аспекты. Если очень упрощенно, то 
сейчас, чтобы выделить ДНК из того или иного 
объекта, его нужно измельчить тем или иным 
способом либо лишить клеточной оболочки, добавить 
подходящий экстрагент, которым обычно служат 
забуференные (Tris-HCl, рН 8.0) солевые растворы 
хлористого натрия или перхлората натрия, 
содержащие подходящий детергент (обычно 
додецилсульфат натрия), а также ингибиторы 
ДНКазы в виде связывающей ионы магния ЭДТА. 
Далее нужно провести депротенинизацию, отделить 
центрифугированием водную фазу, содержащую 
молекулы ДНК, которые затем перевести в 
нерастворимую форму (чаще всего с помощью 
этилового спирта). Но нюансов, зависящих от разных 
обстоятельств, включая различные объекты для 
выделения из них ДНК, довольно много.  

В настоящее время многие фирмы производят 
коммерческие наборы на разной основе для 
выделения ДНК из различных объектов, облегчающих 
работу экспериментаторов, особенно когда 
необходимы массовые анализы, в том числе 
благодаря автоматическим экстракторам ДНК. 
Однако эти наборы в основном рассчитаны на 
получение препаратов ДНК, пригодных для 
проведения ПЦР и часто не ставят целью выделить 
высокомолекулярную ДНК, представляющую особый 
интерес, хотя нужно признать, что ряд фирм своими 
наборами на это нацеливаются.  

Подробно с компонентами применяемых 
экстрагентов и прочих растворов, в том числе с 
объяснениями их действия, можно ознакомиться по 
обзорам [Surzycki, 2000; Jadhav et al., 2015], и на этом 
останавливаться не будем за исключением 
рассмотрения в следующем разделе механизма 
действия соединений-осадителей. При этом 
акцентируем внимание здесь на эволюционном 
развитии методов выделения ДНК и требованиях, 
которые к этому биополимеру при его выделении 
предъявлялись на разных этапах развития 
молекулярной биологии.  

Итак, впервые для депротеинизации при 
выделения ДНК в 1957 г. вместо хлороформа был 
использован фенол [Kirby, 1957], сейчас являющийся 
(равно как и хлороформ) одним из основных 
депротеинизирующих агентов. Источником ДНК в 
той работе явилась печень крыс, а детергентом 
послужила пара-аминосалициловая кислота, и после 
экстракции в присутствии фенола органическая и 
водная фазы разделялись центрифугированием. ДНК 
из водной (верхней) фазы осаждалась равным 
объемом этанола и переносилась в другую емкость 
наматыванием осадка ДНК, представленного в виде 
нитей, на стеклянную палочку, после чего ДНК 

Простое фракционирование молекул ДНК по размеру осаждением



144 

растворялась и переосаждалась равным объемом 
этанола в присутствии ацетата натрия.  

Хотя выше уже упоминалось использование в 
1938 г. хлороформа для удаления белков из 
препаратов ДНК, наиболее часто в этой связи 
цитируется статья, в заголовке которой говорится о 
выделении ДНК из микроорганизмов [Marmur, 1961]. 
В этой работе для удаления бактериальной клеточной 
стенки использовался лизоцим, детергентом служил 
лаурилсульфат натрия, а экстрагентом был 1 М 
перхлорат натрия, являющийся сильным хаотропным 
агентом, и депротеинизация осуществлялась 
встряхиванием с хлороформом в присутствии 
изоамилового спирта. После разделения фаз 
центрифугированием ДНК из водной фазы 
осаждалась двумя объемами этанола.  

Компиляция разных подходов для выделения 
животной ДНК была предложена несколько позже 
другими авторами [Yolles, Freeman, 1966]. В их 
варианте экстрагентом служил 0.3 М ацетат натрия, 
детергентом 1% додецилсульфат натрия, а 
депротеинизация осуществлялась свежеперегнанным 
фенолом, содержащим 0.1% 8-гидрооксихинолина как 
антиокислителя. После разделения фаз 
центрифугированием к водной фазе добавлялась 
смесь хлороформа с октиловым спиртом6 в 
соотношении 24:1 и после аналогичного встряхивания 
и центрифугирования ДНК осаждалась из водной 
фазы добавлением 1.8 – 2 объемами этанола. При 
этом авторы указали, что повторные обработки 
хлороформом должны проводиться до исчезновения 
интерфазы, содержащей денатурированные белки. К 
тому же хлороформная депротеинизация служила для 
удаления следов фенола, имеющего сильное 
поглощение света в УФ области спектра при длине 
волны 270 нм, что близко к максимуму поглощения 
для нуклеиновых кислот и может интерферировать с 
ними при измерении оптической плотности растворов 
для определения их концентрации [Stulnig, Amberger, 
1994].  

В 1978 г. последовала новая компиляция 
методов выделения ДНК, особенностью которой было 
использование для депротенизации смеси 
фенол:хлоформ:изоамиловый спирт в соотношении 
25:24:1 [Graham, 1978]. Причем к водной фазе 
(экстрагенту, которым служил раствор 1 М 
перхлората натрия и 5 мМ ЭДТА в присутствии 2% 
додецилсульфата натрия) сначала добавлялась смесь 
хлороформа с изоамиловым спиртом и только затем 
забуференный 0.1 М Трис (рН 8) водонасыщенный 
фенол, исключая поглощение фенолом АТ-богатых 
последовательностей ДНК, что было показано ранее 

6 также в качестве пеногасителя 

[Skinner, Triplett, 1967]. ДНК в итоге осаждалась 
двумя объемами охлажденного этанола.  

В те годы стали появляться в статьях новые 
показатели качества ДНК в виде соотношения 
A260/A280 и A260/A230, свидетельствующие о 
загрязнении препаратов белками и полисахаридами 
соответственно [Loeb, Chauveau, 1969]. При этом 
хорошо очищенные препараты ДНК характеризуются 
этими величинами около 1.8 - 2.2. Здесь нужно 
заметить, что впервые этот показатель тогда как 
A280/A260 применительно к чистоте белков и их 
загрязнению нуклеиновыми кислотами был 
предложен еще в 1942 г. [Warburg, Christian, 1942]. 
Сейчас такая оценка чистоты препаратов ДНК (как и 
РНК) стала общепринятой и упоминается во многих 
руководствах по обращению с нуклеиновыми 
кислотами, включая издания “Molecular Cloning”, 
кроме первого выпуска от 1982 г.  

Если в ранних работах при выделении ДНК 
использовали пепсин для разрушения белков, то с 
начала 1970-х гг. ему на смену пришли выделяемые 
из грибов ферменты проназа и протеиназа [Gross-
Bellard et al., 1973; McCormick et al., 1974]. Тогда же 
стали задумываться и о размерах выделяемых 
препаратов, стремясь экстрагировать 
высокомолекулярную ДНК, выводя, в том числе, эти 
слова в заголовки публикаций [Gross-Bellard et al., 
1973; Blin, Stafford, 1976]. В первой из этих 
цитируемых статей [Gross-Bellard et al., 1973] 
оценивались параметры качества выделенной ДНК 
зеленой мартышки в виде соотношений A280/A260

7 и 
A230/A260, составившие 0.51-0.538. При этом размер 
ДНК рассчитывался с помощью определения 
коэффициента седиментации в градиенте сахарозы, 
что характеризовалось большой неточностью.  

Выделение высокомолекулярной ДНК 
растений упоминается в названии публикации только 
в 1980 г. [Murray, Thompson, 1980]. Авторы в качестве 
экстрагента использовали 50 мМ Tris-HCl (pH 8.0), 10 
мМ EDTA, 1% меркаптоэтанол, 1% бромид 
цетилтриметиламмония (CTAB) в качестве детергента 
и 0.7 М NaCl, а депротенинизацию вели с помощью 
смеси хлороформ:октанол (24:1), после чего ДНК 
осаждали в виде комплекса со CTAB, образующегося 
при снижении концентрации NaCl до 0.35 М 
добавлением к водной фазе равного объема 1% 
CTAB. Осадок ДНК-CTAB растворяли в растворе 
хлорида цезия и в нем проводили 
ультрацентрифугирование, затем следовал целый ряд 
дальнейших действий, после чего ДНК осаждали 

7 как и в оригинальной работе O.Warburg и 
W.Christian [1942]
8 что для соотношений A260/A280 и A260/A230 составит
привычные сейчас 1.88-1.95
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этанолом. Причем в этой работе размер выделенной 
ДНК золотистой фасоли анализировался уже путем 
гель-электрофореза и был определен приблизительно 
равным 50 т.п.н., сравнивая с находящейся в соседней 
дорожке геля ДНК фага лямбда, имеющий размер 48,5 
т.п.н.  

Собственно, размер выделяемой 
стандартными методами высокомолекулярной ДНК 
из эукариотических организмов обычно укладывается 
в диапазон от 30 до 50 т.п.н., что достаточно для 
большинства проводимых с ДНК экспериментов. 
Хотя есть примеры выделения ДНК и больших 
размеров9. Так, в частности, из изолированных 
клеточных ядер петунии была выделена 
высокомолекулярная ДНК, имеющая 
преимущественный размер около 300 т.п.н., что было 
оценено по результатам пульсирующего гель-
электрофореза [ten Lohuis et al., 1993]. Особенностями 
этой работы было то, что к суспензии ядер добавляли 
лизирующий раствор, детергентом в котором служил 
2% саркозинат натрия, и затем хлорид цезия в 
высокой концентрации, после чего углеводы 
осаждали центрифугированием при 10000×g, верхний 
белковый слой убирали ватной палочкой, а 
оставшийся супернатант подвергали 
ультрацентрифугированию при 174000×g в течение 
двух суток, и зону из сформировавшегося градиента 
плотности хлорида цезия, содержащую ДНК, 
осаждали двумя объемами этанола при комнатной 
температуре. В этой связи стоит упомянуть еще одну 
работу, в которой ДНК после 
ультрацентрифугирования в градиенте плотности 
CsCl во избежание осаждения хлорида цезия 
осаждалась этанолом также при комнатной 
температуре либо в качестве альтернативы для 
осаждения ДНК использовался полиэтиленгликоль 
8000 [Paithankar, Prasad, 1991]. 

При этом важным для выделенных 
препаратов ДНК оказывается не просто их крупный 
размер, но и диапазон образующихся фрагментов 
(обломков). Если наряду с размерами фрагментов 
ДНК в пределах 50 – 30 т.п.н. в большом количестве 
представлены фрагменты намного меньшего размера, 
то это в ряде случаев затрудняет проведение с такими 
препаратами некоторых типов исследований, в 
частности, мономолекулярного секвенирования с 
помощью нанопоровой технологии. Обычно на гель-

9 методов выделения ДНК из изолированных ядер, 
заключенных в легкоплавкую агарозу, позволяющих 
«выделять» этот биополимер размерами в миллионы 
пар оснований, касаться не будем, поскольку нас 
здесь интересуют только молекулы, находящиеся в 
истинном растворе с которыми можно легко 
проводить различные ферментативные операции 

электрофорезе такая «подразрушенная» ДНК видна 
как «шмер».  

Фактически размер выделяемой ДНК стал 
новым параметром оценки ее качества, что 
необходимо учитывать при проведении все бóльшего 
числа разнообразных методов анализа данного 
биополимера. Поэтому от низкомолекулярных 
фрагментов ДНК часто бывает необходимо 
избавляться, поскольку при сильной фрагментации 
среди всей массы молекул ДНК, находящихся в 
растворе, будет находиться много «концов» таких 
мелких фрагментов ДНК, которые при 
ферментативных действиях будут оказывать сильную 
конкуренцию крупным фрагментам ДНК, часто 
являющихся главными мишенями проводимых 
молекулярно-биологических процедур.  

К описанию простых способов исключения из 
препаратов изолированной ДНК низкомолекулярных 
фрагментов за счет их осаждения из водных 
растворов перейдем ниже, но прежде нужно 
коснуться того, почему и как вообще вызывается 
осаждение растворенной ДНК.  

Принципы осаждения водорастворимых молекул 
ДНК 

Процесс осаждения ДНК различными 
агентами основан на явлении снижения 
растворимости нуклеиновых кислот в воде. ДНК 
представляет собой гидрофильные молекулы. 
Благодаря остаткам фосфорной кислоты они являются 
полианионами, которые могут взаимодействовать с 
различными поликатионами, нейтрализующими их 
заряд и снижающими растворимость в воде.  

Так, в водных растворах молекулы ДНК 
окружены полярными молекулами воды, 
положительно заряженная часть диполя которой 
взаимодействуют с отрицательными зарядами 
фосфатных групп ДНК, что способствует ее 
растворимости. В частности, такой осадитель как 
этанол (гораздо менее полярный, чем вода; его 
диэлектрическая константа составляет треть от 
таковой у воды) не может взаимодействовать с 
полярными группами нуклеиновых кислот так же 
сильно, как вода, что делает водные растворы этанола 
(а он, как известно, легко смешивается с водой в 
любых пропорциях) плохим растворителем для ДНК. 
Таким образом, высокая концентрация этанола 
приведет к осаждению ДНК из раствора, чему также 
будет способствовать добавление солей. Так, 
присутствие солей изменяет степень нейтрализации 
заряда фосфатных групп в ДНК, вызывая 
значительные изменения в гидродинамических 
свойствах их молекул, сопровождающиеся 
вытеснением воды, приводя к преципитации этого 
биополимера. При этом, осаждение ДНК обычно 

Простое фракционирование молекул ДНК по размеру осаждением



146 

проводят 70%-ным этанолом (конечная 
концентрация) в присутствии хлоридов или ацетатов 
натрия либо аммония.  

Как уже отмечалось выше, ДНК - это 
полианион, и другой сценарий осаждения ДНК 
основан на компактизации этих молекул, вызываемой 
конденсирующими агентами, которыми в частности 
служат различные катионы, в том числе поликатионы, 
нейтрализующие отрицательный заряд остатков 
фосфорной кислоты. Компактизация включает в себя 
нейтрализацию зарядов вкупе со стабилизацией 
взаимодействий между разными цепями ДНК, снижая 
их взаимное отталкивание и даже вызывая 
образование неких «мостиков» между ними, приводя 
в итоге к агрегации и, как следствие, выпадению ДНК 

в осадок. Не так давно высказано предположение, что 
в присутствии дивалентного катиона Mg2+ связывание 
с большой бороздкой облегчает притяжение разных 
цепей ДНК, тогда как напротив, в присутствии 
поливалентных катионов происходящее связывание с 
малой бороздкой ведет к конденсации ДНК [He et al., 
2023]. Такими компактизирующими агентами 
наиболее часто выступают трехвалентный спермидин, 
трехвалентный гексаамминкобальта хлорид и 
четырехвалентный спермин (рис. 1), о применении 
которых при работе с ДНК будет говориться дальше. 
Несмотря на то, что первые два соединения имеют 
одинаковую валентность, гескаминкобальт хлорид 
конденсирует ДНК в пять раз эффективнее [Widom, 
Baldwin, 1980]. 

I II III

Рис. 1. Структура некоторых конденсирующих агентов, вызывающих компактизацию молекул ДНК. I – 
спермидин; II –хлорид гексаамминкобальта; III – спермин 
Fig. 1. The structure of some condensing agents that cause the compactization of DNA molecules. I – spermidine; II – 
hexaamminecobalt chloride; III – spermine 

Также в связи с растворимостью ДНК нужно 
учитывать, что это кислота, и данный биополимер 
должен взаимодействовать в растворах с основаниями 
и осаждаться кислотами, что, собственно, и 
производилось в ранних работах с нуклеином/ДНК. 
Поэтому кислотность раствора ДНК имеет 
немаловажное значение, но следует иметь в виду, что 
крайние значения pH (выше 10 и ниже 4) вызывают 
серьезные изменения этого биополимера в виде 
денатурации цепей, апуринизации и прочих 
нарушений его реальной нуклеотидной 
последовательности.  

Соединения-осадители ДНК 
В настоящее время получение осадка ДНК, в 

первую очередь этиловым и изопропиловым 
спиртами, помимо первичного осаждения данного 
биополимера при экстракции, служит разным целям: 
концентрированию препарата10, смене состава 
раствора, освобождению от некоторых загрязняющих 

10 концентрирование растворов ДНК может 
осуществляться экстракцией 2-бутанолом [Stafford, 
Bieber, 1975] 

веществ11, включая следы фенола и хлороформа, либо 
компонентов ферментативной реакции. Есть еще одна 
цель ‒ фракционирование ДНК по размеру, но о ней 
позже.  

В первой статье, описывающей выделение 
нуклеина из лейкоцитов [Miescher, 1871], Мишер 
осаждал эту субстанцию из раствора соды 
подкислением уксусной или соляной кислотами. В 
своей последующей работе он осаждал нуклеин из 
спермы лосося и других объектов уже несколько 
иначе: к щелочному фильтрату, содержащему 
нуклеин, добавлялся половинный объем этанола и 
затем необходимое количество соляной кислоты до 
тех пор, пока не начинал формироваться 
хлопьевидный осадок, который и представлял собой 
нуклеин [Miescher, 1874]. Альтман для осаждения 
нуклеиновых кислот из раствора соды также 
применял этанол, но в увеличенном объеме, 
использовав аналогичное подкисление [Altman, 1889]. 
Таким образом, осаждение ДНК этиловым спиртом 
производится уже более 150 лет и является основным 
способом получения осадка ДНК.  

11 показано, в частности, что осаждение 
изопропанолом лучше удаляет примеси из древней 
ДНК, ингибирующие ПЦР [Hänni et al., 1995] 
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Здесь нужно заметить, что спустя почти 100 
лет после работы Мишера вышла публикация, в 
которой для выделения ДНК хлопчатника 
использовались четыре разных экстрагента, включая 
разбавленные хлорную кислоту и щелочь KOH, но во 
всех вариантах ДНК осаждалась охлажденной 
трихлоруксусной кислотой не совсем понятной 
концентрации12 и затем наличие этого биополимера 
определялось реакцией с дифениламином, при этом 
этанол и его смесь с эфиром использовались на 
предэкстракционной стадии [Guinn, 1966].  

Другим также часто используемым для 
осаждения ДНК спиртом служит изопропанол. 
Некоторым его преимуществом является то, что 
можно обходиться меньшим его количеством, что 
бывает критично при использовании определенной 
лабораторной посуды ограниченного объема, 
рассчитанной на последующее центрифугирование в 
конкретном роторе. Однако затем требуется его 
удаление промывкой 70% этанолом. Изредка 
использовался бутоксиэтанол и метоксиэтанол, 
имеющие, помимо недостатков в виде большей 
стоимости, определенные преимущества, хуже 
осаждая, например полисахариды и полифенолы. 

Не так давно проведено первое, как уверяют 
авторы, систематическое исследование ключевых 
факторов, влияющих на осаждение ДНК этанолом и 
изопропанолом [Li et al., 2020]. Ими были 
исследованы различные параметры: соотношение 
объемов содержащего ДНК раствора и добавляемого 
спирта, присутствие солей, время и температура 
инкубации (от нескольких минут при комнатной 
температуре или при -80оС до выдержки в течение 
ночи при -20оС), концентрация ДНК в растворе, 
оптимизация скорости и времени центрифугирования, 
использование соосадителей. Также был затронут 
вопрос и о размере молекул осаждаемой ДНК. Но 
нужно заметить, что большинство этих параметров 
тесно взаимосвязаны и необходимость 
продолжительной инкубации с этанолом (равно как и 
с изопропанолом) и используемая для этого 
температура во многом зависят от концентрации 
ДНК, также как и скорость центрифугирования и его 
длительность, поскольку одно дело – собирать 
видимый глазом осадок и совсем другое – осаждать 
невидимый. Тем не менее, цитируемая работа [Li et 

12 в данной статье, помимо неясных конечных 
концентраций использованной для осаждения 
трихлоруксусной кислоты, имеется в ряде мест еще и 
путаница между хлорной и трихлоруксусной 
кислотами, но как бы то ни было, выделяемая 
субстанция больше ни на что пригодна не была кроме 
как измерить ее количество с помощью 
дифениламина 

al., 2020] может быть полезна начинающим 
экспериментаторам. В качестве соосадителей, 
которые рекомендуется использовать при очень 
низкой концентрации ДНК, в той статье упомянуты 
тРНК, гликоген и линейный полиакриламид, 
поставляемые именно как соосадители разными 
фирмами13. Что касается размеров молекул ДНК, 
которые подвергались осаждению в цитируемой 
статье, то это были, помимо микроРНК, 
олигонуклеотидный праймер, короткий ампликон 
длиной 150 п.н. и некая неуказанная14 плазмидная 
ДНК, размер которой мог быть скорее всего не более 
10 т.п.н. Удивительным можно считать, что наименее 
эффективно осаждался ампликон, причем при разных 
условиях.  

Безусловно, осаждение ДНК этанолом или 
изопропанолом являются очень простыми и при этом 
эффективными способами получить осадок ДНК, с 
которым можно в дальнейшем осуществлять 
различные действия. Однако возникают ситуации, 
когда нужно осадить не просто ДНК, а ее комплекс с 
каким-либо белком (ферментом), не выдерживающий 
высокой концентрации спирта. В таких случаях 
требуются другие осадители, которых немало.  

Эффективным осадителем ДНК является 
полиэтиленгликоль относительно высокого 
молекулярного веса; чаще всего используется ПЭГ 
6000. Так, в 1975 г. вышли две статьи, в которых 
описывалось осаждение ДНК полиэтиленгликолем. В 
первой с помощью 5% и 7% полиэтиленгликоля 6000 
в присутствии 0.35 М и более высокой концентрации 
NaCl осаждалась ДНК фага лямбда и рестриктазные 
фрагменты [Lis, Schleif, 1975]. Во второй работе 
полиэтиленгликолем с молекулярными массами 6000 
и 20000 в концентрациях от 3 до 20% в присутствии 
0.5М NaCl при +4оС и со временем ожидания от 2 до 
20 час успешно осаждалась ДНК нескольких плазмид 
разных размеров из осветленного 
ультрацентрифугированием лизата [Humphreys et al., 
1975].  

Ранее было показано, что осаждение ДНК 
вызывает добавление 0.1 – 0.12 объема 2-
бутоксиэтанола в присутствии 20% бензоата натрия 
[Kirby et al., 1967]. В другой статье этих авторов 
[Kirby, Cook, 1967] при выделении ДНК из печени 

13 фирме Novagen принадлежит торговая марка 
соосадителя Pellet Paint™, позволяющего не просто 
осаждать ДНК в низкой концентрации, а придавать 
осадку розовую окраску для легкого его обнаружения 
на дне пробирки; при этом данный реагент не 
интерферирует с обычными ферментативными 
реакции, применимыми к ДНК 
14 в том числе в имеющейся дополнительной 
информации к статье 
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крыс после фенол-крезольной депротеинизации 
осаждение ДНК вызывалось добавлением 1 объема 
бутоксиэтанола в присутствии 0.5 М NaCl и 1.5 М 
бензоата натрия. Позже, помимо образования 
стандартных этанольных и изопропанольных осадков 
ДНК, преципитация ДНК из водно-солевого раствора 
после фенольной депротеинизации осуществлялось 
также 2-бутоксиэтанолом, однако его добавление в 
виде 0.4 объема от экстрагента вызывало осаждение 
полисахаридов и полифенолов, удаляемых 
центрифугированием и только после доведения 
концентрации бутоксиэтанола до 1 объема через 30 
мин нахождения образца на льду осаждалась уже 
ДНК [Manning, 1991].  

В 1959 г. впервые было показано, что 
поликатионы, взаимодействуя с ДНК, приводят к 
изменению растворимости этого биополимера [Razin, 
Rozansky, 1959]. В той работе было исследовано 
формирование нерастворимых комплексов ДНК с 
целым рядом ди- и полиаминов, включая полилизин, 
спермидин, спермин, среди которых лучше остальных 
себя проявило последнее соединение.  

Обстоятельное исследование селективной 
преципитации ДНК спермином было предпринято 
позже другими авторами [Hoopes, McClure, 1981]. 
Было обнаружено, что под действием спермина в 
течение 15 мин при комнатной температуре 
происходит как интра-, так и интермолекулярная 
конденсация цепей ДНК, сопровождаемая их 
агрегацией. В качестве испытуемой ДНК служил 
коммерческий препарат ДНК из тимуса теленка. 
Анализируемые концентрации спермина варьировали 
в диапазоне от 0.1 мМ до 10 мМ. Также 
исследовалось влияние концентрации KCl (10 мМ, 
100 мМ и 0.5 М) в Трис-HCl (pH 8.0), показавшее, что 
низкосолевой и среднесолевой буфер при увеличении 
концентрации спермина приводят практически к 
100%-ному осаждению ДНК, находящейся в растворе 
в сильно отличающихся концентрациях: 0.1 мкг/мл и 
100 мкг/мл. Позже было показано, что спермин в 
конечной концентрации 10 мМ селективно осаждает 
ДНК (в концентрации 0.1 – 100 мкг/мл) в присутствии 
белков и других загрязнителей после выдерживания в 
течение 15 мин на льду [Wallace, 1987]. 
Использование спермидина в концентрации 2.9 мМ 
селективно осаждало плазмидную ДНК, оставляя в 
растворе загрязняющую РНК [Murphy et al., 1999]. В 
этой работе также отмечается, что плазмидная ДНК 
осаждается тетравалентным спермином в 
концентрации 10 мМ в присутствии 200 мМ NaCl. 

То, что хлорид гексаамминкобальта вызывает 
компактизацию ДНК и последующую конденсацию 
этого биополимера, известно довольно давно и 
активно изучалось в том числе включая 
высокомолекулярную ДНК фага лямбда [Widom, 

Baldwin, 1980; Arscott et al., 1990; 1995]. Показано, что 
после образования комплекса ДНК - хлорид 
гексаамминкобальта происходит дегидратация 
сольватной оболочки ДНК с последующей 
конденсацией данного биополимера [Kankia et al., 
2001]. Эти эксперименты проводились с фрагментами 
ДНК тимуса теленка, имеющими размеры от 160 до 
8000 п.н. 

Выше уже упоминался CTAB и как детергент, 
и как осадитель ДНК, но этому соединению требуется 
еще уделить внимание. Впервые CTAB (цетавлон) в 
концентрации 2% был применен более 70 лет назад в 
ходе экстракции из бактериального лизата 
Mycobacterium tuberculosis нуклеопротеина для его 
осаждения [Jones, 1953]. Для выделения чистой ДНК 
полученный осадок был растворен в 1 М NaCl и 
депротеинизирован смесью хлороформа с октанолом 
(9:1). В этой же статье описывается способ осаждения 
ДНК бактерии M.phlei путем добавления 2% раствора 
сернокислой меди CuSO4, которая после растворения 
осадка ДНК удалялась диализом. Описано также 
осаждение плазмидной ДНК из осветленного лизата 
E.coli дробным добавлением 2% CTAB [Lander et al.,
2002].

Недавно описан способ бесфенольной 
экстракции и осаждения высокомолекулярной ДНК, 
названный авторами как CTAB-CoHex extraction, где 
под аббревиатурой CoHex скрывался хлорид 
гексаамминкобальта [Cahiyani et al., 2025]. 
Экстрагентом служил 10 мМ Tris-HCl (pH 8.0), 25 мМ 
ЭДТА, 1.4 М NaCl, 2% CTAB и 20 мМ CoHex. Для 
осаждения ДНК экстрагент был разбавлен, что 
привело к уменьшению концентрации NaCl до 0.4 М, 
а CoHex до 5 мМ и связыванию ДНК с добавленными 
в раствор стеклянными шариками.  

Хотя обычно полиэтиленимин, будучи 
катионным полимером, используется для осаждения 
загрязняющей ДНК при выделении белков, тем не 
менее, этот способ нельзя не упомянуть. Так, описано 
осаждение 90% ДНК из бактериальных лизатов с 
помощью 0.37% полиэтиленимина [Atkinson et al., 
1973]. В этой же статье приведено ранжирование 
осаждения, по крайней мере, 80% ДНК в комплексе с 
белками рядом соединений: полилизин > 
полиэтиленимин = CTAB > стрептомицин сульфат > 
протамин сульфат > MnCl2. Также отмечалось, что 
MgCl2, спермин, спермидин, тетраметилендиамин 
осаждают не более 75% ДНК. В работе других 
авторов для элиминации ДНК из белкового экстракта 
дрожжей в него добавлялось от 1.34 до 1.88 мг 
полиэтиленимина на 1 грамм дрожжей [Cordes et al., 
1990]. Для удаления ДНК из белкового 
бактериального экстракта потребовался 
полиэтиленимин в конечной концентрации 0.0625% 
[Liang et al., 2009]. Полиэтиленимин был также 
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применен непосредственно при работе с ДНК для 
осаждения лампликонов, образующихся в ходе 
изотермической петлевой LAMP-амплификации с 
целью детекции протекания этой реакции [Mori et al., 
2006]. 

Одним из ранних осадителей ДНК ни 
спиртовой природы, ни являющейся какой-либо 
кислотой оказался антибиотик стрептомицин, и еще в 
1947 г. было показано осаждение им ДНК тимуса 
теленка [Cohen, 1947]. Спустя ряд лет стрептомицин 
был использован для преципитации ДНК из лизата 
E.coli ступенчатым добавлением 0.3 мл 0.1 М
стрептомицина к 20 мл бактериального экстракта,
вызывавшим сначала осаждение ДНК, оставляя РНК в
растворе [Cohen, Lichtenstein, 1963]. В другой работе
было обнаружено, что стрептомицин намного лучше
осаждает ДНК, нежели его производное
дигидрострептомицин [Moskowitz, 1963].

И это еще не все соединения, которые с 
разной степенью эффективности были опробованы в 
качестве осадителей молекул ДНК или при их 
выделении из исходных экстрактов либо при 
переосаждениях.  

Фракционирование молекул ДНК по размеру 
простым осаждением из водных растворов 

Основываясь на своем опыте, можем сказать, 
что процесс осаждения ДНК этиловым или 
изопропиловым спиртом зависит в первую очередь от 
концентрации этого биополимера в водно-солевом 
растворе, что на самом деле определяет и 
добавляемый объем спирта, и температуру, при 
которой будет формироваться осадок, и необходимое 
на это время. Также важен размер находящейся в 
растворе ДНК. Одной из целей фракционирования 
ДНК по размеру с помощью осаждения является 
разделение на фракции, которые грубо можно 
подразделить на низко- и высокомолекулярную ДНК, 
причем граница между ними весьма размыта и 
определяется дальнейшими задачами, стоящими 
перед экспериментатором. Так, для осаждения 
высокомолекулярной ДНК при условии присутствия 
ее в растворе в концентрации, обеспечивающей 
быстрое образование видимых глазом агрегатов, 
достаточно добавление равного объема этанола при 
комнатной температуре, поскольку охлаждение 
такого раствора и длительное выдерживание влечет за 
собой осаждение более мелких обломков ДНК. 
Впрочем, они и так будут «захватываться»15 их более 
крупными «собратьями» при описанном выше 
способе осаждения, тем не менее, это может служить 
самым простым способом разделения низко- и 

15 что сильно зависит от концентрации ДНК в 
растворе 

высокомолекулярной ДНК. И такие переосаждения 
можно проводить многократно16, а не только на 
стадии выделения при первичном получении осадка 
ДНК. При этом при первичном осаждении ДНК 
этанолом из раствора экстрагента его подкисление 
уксусной кислотой до рН 5.5 способствует более 
полному осаждению данного биополимера и 
одновременно минимизирует осаждение 
полисахаридов, полифенолов и растительных 
пигментов (А.В.Чемерис, личное сообщение). 
Загрязнение ими всеми также снижается при 
осаждении ДНК метоксиэтанолом.  

Было показано, что этанол может не только 
количественно осаждать ДНК, но и при определенных 
условиях делать это избирательно с учетом размеров 
молекул. Так, в присутствии 2 М LiBr и гуанидин 
изотиоцианата после добавления 0.5 объема 
абсолютного этанола осаждалась ДНК размером >22 
т.п.н. [Krawetz et al., 1986]. Ранее другие авторы 
осаждали тотальную ДНК17 инфицированной вирусом 
растения гинуры, а также отдельные типы молекул 
РНК разными концентрациями этанола (от 0.2 до 3 
объемов) в присутствии 2 М LiCl. Следует признать, 
что хотя та статья посвящена фракционированию 
нуклеиновых кислот с помощью этанола, особой 
разницы в осаждении ДНК и РНК (как можно видеть 
из приведенных в ней иллюстраций) обнаружено не 
было, и заметное осаждение начиналось при 
добавлении 1 объема этанола [Granell et al., 1983]. 

В упомянутой выше работе [Lis, Schleif, 1975] 
было описано не просто осаждение ДНК фага лямбда 
и рестриктазных фрагментов с помощью разных 
концентраций полиэтиленгликоля 6000, но и их 
фракционирование, показавшее, что можно 
дифференцировано осаждать фрагменты ДНК, 
отличающиеся по размеру в два раза в диапазоне от 
100 до 2000 п.н. Проводилось также осаждение 
нативной высокомолекулярной ДНК фага лямбда с 
указанным размером 46500 п.н.18, которая в 
присутствии 4% ПЭГ не формировала осадка, тогда 
как 5% ПЭГ уже вызывал ее осаждение, оставляя в 
растворе более мелкие фрагменты ДНК. Позже J.T.Lis 
опубликовал аналогичную статью [Lis, 1980], в 
которой более детально были проанализированы 

16 однако нужно иметь в виду, что интенсивное 
растворение (в виде сильного встряхивания пробирки) 
будет приводить к фрагментации молекул ДНК 
17 к сожалению, информацию о размере выделенной 
ДНК авторы не приводят и по гель-электрофорезу 
судить о нем также не получается 
18 в то время точный размер ДНК фага лямбда был 
еще неизвестен, поскольку она была полностью 
секвенирована лишь в 1982 г. и ее длина оказалась 
несколько больше - 48502 п.н. [Sanger et al., 1982] 
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концентрации как ДНК, NaCl, так и самого осадителя 
полиэтиленгликоля, а также требующееся время 
инкубации. Было отмечено, что при концентрации 
NaCl ниже 0.2 М никакого осаждения ДНК не 
происходит независимо от ее размера даже в 
присутствии 12% ПЭГ. Что касается времени 
инкубации, то даже 5 мин оказывалось достаточным 
для фракционирования. При этом концентрация ДНК 
должна быть довольно высокой, поскольку при 50 
мкг/мл полнота осаждения не превышала 50%. Но для 
фракционирования по размеру уже выделенной ДНК 
подготовить раствор с нужной концентрацией не 
составляет проблемы. Решающими для 
дифференциального осаждения является оптимальное 
сочетание концентраций соли, ПЭГ и самой ДНК, 
включая размер последней.  

Американской компанией Circulomics Inc в 
июне 2021 г. запатентована технология обогащения 
ДНК высокомолекулярной фракцией с помощью ее 
осаждения под действием поливинилпирролидона 
(ПВП) с молекулярным весом 360000 и/или фиколла 
400 [Liu, Kilburn, 2021]. Показано, что находящиеся в 
растворе маркерные фрагменты ДНК размерами от 75 
п.н. до 20 т.п.н. и ДНК фага лямбда после добавления 
определенных количеств ПВП в присутствии 0.65 М 
NaCl осаждаются селективно в зависимости от 
концентрации ПВП, варьирующей от 1.5 до 5%. 
Осадок высокомолекулярной ДНК собирался 
центрифугированием при 8000×g в течение 30 мин 
при комнатной температуре, после чего следовало 
удаление супернатанта и промывка осадка 70% 
этанолом, сопровождающаяся коротким аналогичным 
центрифугированием в течение 2 мин. При этом более 
низкие концентрации ПВП осаждают более 
высокомолекулярную ДНК, что приводит к 
обогащению этой фракции в исходном препарате 
ДНК. Основываясь на этих результатах были созданы 
три коммерческих набора с отличающимися 
границами отсечения фрагментов ДНК. Так, Short 
Elimination Kit SRE XS обеспечивает 
преимущественное удаление фрагментов ДНК менее 
10 т.п.н. и при этом почти полное удаление 
фрагментов ДНК менее 5 т.п.н. при концентрациях 
ДНК в пределах от 25 до 150 нг/мл. Для набора SRE 
эти характеристики составляют <25 т.п.н. и <10 т.п.н., 
а для набора SRE XL - <40 т.п.н. и <25 т.п.н. 
соответственно. Для двух последних наборов 
«рабочие» концентрации ДНК необходимы в 
пределах 50 – 150 нг/мл. Учитывая крайнюю 
важность обращения с высокомолекулярной ДНК при 
мономолекулярном секвенировании, другая 
американская фирма Pacific Biosciences, 
специализирующаяся на мономолекулярном SMRT 
секвенировании, в августе 2021 г. приобрела 
компанию Circulomics Inc., выпускающую также и 

линейку наборов Nanobind для выделения из разных 
объектов высокомолекулярной ДНК, которую в 
случае необходимости можно еще обогатить ДНК 
крупноразмерными фрагментами с помощью 
вышеописанного подхода с ПВП.  

Заключение 
За прошедшие полтора столетия изучения 

нуклеина/ДНК и обращения с этим биополимером 
постепенно менялись мерила качества выделяемых 
препаратов. Так, на протяжении долгих лет 
оценивался элементный состав, согласно которому 
содержание фосфора должно составлять около 9.3%. 
Затем на смену пришло гораздо более простое в 
измерении соотношение оптической плотности 
растворов ДНК в виде показателей A260/A280 и 
A260/A230, свидетельствующие об их относительной 
чистоте, если эти величины составляют около 1.8 – 
2.2. В дополнение к ним около полувека назад стали 
обращать внимание на размер выделяемых 
препаратов ДНК, стремясь, когда необходимо, 
выделять наиболее высокомолекулярную ДНК.  

Вообще, требования к качеству выделенной 
ДНК зависят от дальнейших действий с этим 
биополимером. Если предстоит провести 
амплификацию участков ДНК небольшой 
протяженности с помощью ПЦР или другого метода, 
то в таких случаях главным является отсутствие 
ингибиторов19 ДНК полимераз. Однако если 
необходимо амплифицировать довольно 
протяженный участок ДНК с помощью так 
называемой «дальнобойной» ПЦР20, то в исходном 
образце должна присутствовать ДНК несколько 
большего размера, чем детектируемая мишень, 
причем число копий нужного «обломка» которой в 
геноме подчиняется Гауссовому распределению и не 
должно быть слишком малым. Также 
высокомолекулярная ДНК требуется при создании 
геномных библиотек на основе фага лямбда, YAC-, 
PAC-, BAC-векторов.  

С появлением методом мономолекулярного 
секвенирования в виде флуоресцентной SMRT 
технологии и в особенности нанопоровой технологии 
размер выделяемой ДНК приобрел особую 
значимость. При этом важно еще располагать не 
просто неким максимальным размером 

19 При этом существует довольно много так 
называемых энхансеров ПЦР, позволяющих 
преодолеть или минимизировать вредное воздействие 
на ДНК полимеразы различных ингибиторов, чему 
было уделено довольно много внимания в нескольких 
статьях [Гарафутдинов и др. (Garafutdinov et al.), 2025; 
2025a] 
20 этому варианту ПЦР мы посвятили отдельную 
статью [Зубов и др. (Zubov et al.), 2025] 
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присутствующих в растворе молекул ДНК, но и 
обеспечивать гомогенность препаратов, исключая 
наличие наряду с очень высокомолекулярной ДНК 
большого числа фрагментов меньших размеров, 
которые будут приводить к снижению эффективности 
создания специальных библиотек для секвенирования 
и уменьшению производительности всего процесса 
секвенирования. Избавиться от таких мелких 
фрагментов ДНК можно разными способами, как 
высокотехнологичными, требующими использования 
дорогостоящих приборов, так и простым осаждением 
ДНК из водных растворов определенными 
осадителями. Причем с учетом все возрастающего 
объема секвенирования с использованием 
высокомолекулярной ДНК без примеси 
низкомолекулярной можно не сомневаться, что поиск 
новых таких соединений и разработка улучшенных 
методов их применения для обогащения ДНК 
крупными фрагментами будет только расширяться.  

Другим важным аспектом замены этиловому 
или изопропиловому спиртам для осаждения (точнее, 
для переосаждения) ДНК с целью смены состава 
реакционной смеси служит подчас невозможность их 
применения ввиду необходимости осаждения 
комплексов ДНК/белок, не выдерживающих такого 
«грубого» к ним отношения.  
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