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Аннотация. В настоящее время молекулярно-генетические методы с использованием ДНК-маркеров все 
шире используются в исследованиях полиморфизма различных популяций древесно-кустарниковых рас-
тений. Целью данной работы явились оценка и подбор протоколов выделения и очистки ДНК из листьев 
гледичии трехколючковой (Gleditsia triacanthos L.) для дальнейших исследований с применением ДНК-
маркирования. Методы. Для выделения ДНК из листовой пластинки гледичии трехколючковой использо-
вали четыре протокола. В трех протоколах выделения для лизиса клеток использовали анионный детергент 
додецилсульфат натрия, для очистки от полисахаридов и белков ацетат калия. В четвертом протоколе для 
лизиса клеток использовали катионный сурфактант цетилтриметил бромид аммония, очистку экстракта 
проводили смесью хлороформа и изоамилового спирта (24 : 1). Осаждение выделенной ДНК проводи-
ли изопропанолом, оценку качества – методом спектрофотомерии, горизонтального электрофореза и ПЦР 
Real-time с двумя типами праймеров. Результаты. Подобраны оптимальные условия экстракции ДНК из 
образцов гледичии трехколючковой, содержащей большое количество метаболитов, влияющих на качество 
выделенного экстракта. Методом электрофореза установлено, что и протокол выделения с додецилсульфа-
том натрия, и протокол выделения с цетилтриметил бромидом аммония позволяют получить достаточное 
количество ДНК. Наиболее очищенная ДНК была получена по третьему протоколу с использованием до-
децилсульфата натрия и дитиотреитола и по четвертому протоколу с использованием цетилтриметилам-
мония бромида. Результаты ПЦР полученных образцов с праймерами ITS и psbI-psbK свидетельствуют 
о получении достаточного количества продукта и воспроизводимости ISSR-маркеров. Научная новизна 
работы состоит в выборе оптимального метода экстракции ДНК из листьев гледичии трехколючковой, яв-
ляющейся сложным объектом, содержащим большое количество потенциальных ингибиторов ПЦР. Про-
токол с додецилсульфатом натрия и дитиотреитолом позволил получить ДНК в нужном количестве и при-
емлемого качества. 
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Abstract. Currently, molecular genetic methods using DNA markers are increasingly used in studies of polymor-
phism of various populations of woody and shrubby plants. The purpose of this work was the evaluation and 
selection of protocols for the isolation and purification of DNA from the leaves of Gleditsia triacanthos L. for 
further studies using DNA labeling. Methods. Four protocols were used to isolate DNA from the leaf blade of 
Gleditsia triacanthos L. Anionic detergent sodium dodecyl sulfate was used in three isolation protocols for cell 
lysis, potassium acetate was used for purification from polysaccharides and proteins. In the fourth protocol, a cat-
ionic surfactant cetyltrimethyl ammonium bromide was used for cell lysis, the extract was purified with a mixture 
of chloroform-isoamyl alcohol (24 : 1). Precipitation of the isolated DNA was carried out with isopropanol. The 
quality of the isolated DNA was evaluated by spectrophotometry, horizontal electrophoresis and Real-time PCR 
with two types of primers. Results. Optimal conditions for DNA extraction from samples of Gleditsia triacanthos 
L. containing a large number of metabolites affecting the quality of the isolated extract were selected. By elec-
trophoresis, it was found that both the isolation protocol with sodium dodecyl sulfate and the isolation protocol 
with cetyltrimethyl ammonium bromide make it possible to obtain a sufficient amount of DNA. The most purified 
DNA was obtained by the third protocol using sodium dodecyl sulfate and dithiotreitol and by the fourth protocol 
using cetyltrimethylammonium bromide. The results of PCR of the obtained samples with ITS and psbI-psbK 
primers indicate that a sufficient amount of product has been obtained and the reproducibility of ISSR markers. 
The scientific novelty of the work consists in choosing the optimal method of DNA extraction from the leaves of 
Gleditsia triacanthos L., which is a complex object containing a large number of potential PCR inhibitors. The 
protocol with sodium dodecyl sulfate and dithiotreitol made it possible to obtain DNA in the right amount and of 
acceptable quality.

Keywords: DNA extraction, CTAB, sodium dodecyl sulfate, Gleditsia triacanthos, molecular markers

For citation: Ryabukha A. F., Kuzmin P. A. Selection and optimization of DNA extraction methods from the leaves 
of Gleditsia triacanthos L. Agrarian Bulletin of the Urals. 2024; 24 (02): 207‒217. https://doi.org/10.32417/1997-
4868-2024-24-02-207-217. (In Russ.)

Acknowledgments. The study was carried out within the framework of the State assignment “Search for breeding-
valuable genetic material for the creation of new genotypes of tree and shrub species using molecular breeding 
methods” (No. FNFE-2022-0009).

Date of paper submission: 16.06.23, date of review: 19.09.2023, date of acceptance: 10.10.2023.

Постановка проблемы (Introduction)
В настоящее время молекулярно-генетический 

анализ растений осуществляется с различными це-
лями: создание устойчивых гетерозиготных попу-
ляций с учетом экотопических особенностей, видо-
идентификация и филогенетика, определение пола 
растений, изучение и сохранение генетических 
ресурсов растений, исследование полиморфиз-
мов в различных биотопических популяциях и др. 
[1; 2]. Путем ДНК-маркирования проводятся выяв-
ление ценных генотипов, мониторинг генетической 
изменчивости исследуемого вида, его адаптации к 
негативным факторам среды обитания [3]. Точное 
определение уровня генетического разнообразия 
может быть востребовано для изучения и сохране-
ния редких и исчезающих видов, в селекционных 

программах различного направления, в том числе 
для древесно-кустарниковых растений [4; 5].

Большой интерес для защитного лесоразведе-
ния в засушливых районах вызывает гледичия трех-
колючковая (Gleditsia triacanthos L.), род гледичия 
(Gleditsia). Это листопадное дерево высотой до 45 м 
с крупными колючками на ветках, произрастающее 
на периодически затапливаемых иллювиальных, 
дренированных почвах, выдерживает небольшое 
засоление почвенного слоя, отличается засухоу-
стойчивостью и морозоустойчивостью. Гледичия 
трехколючковая признана перспективным видом 
для внедрения во вновь создаваемые барьерные 
зоны защитных лесных насаждений в степных и 
предгорных районах в связи с высокой засухоустой-
чивостью [6; 7]. ©
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Интерес к данному виду обусловлен также высо-
ким содержанием биологически активных веществ: 
тритерпеновых сапонинов, комплекса пектинов, 
полисахаридов, фенольных соединений, аминокис-
лот, что позволяет использовать полученные на его 
основе препараты в медицинской практике в каче-
стве противоаллергических, противоопухолевых, 
противовоспалительных, антимикробных, проти-
вогрибковых, противовирусных, тонизирующих 
средств [8; 9]. 

Одним из необходимых условий проведения 
молекулярно-генетических исследований является 
работа с большим количеством образцов изолиро-
ванной чистой ДНК. Несмотря на рутинность са-
мой процедуры выделения и наличие протоколов 
экстракции ДНК из различных видов растений, 
решение проблемы получения чистой недегради-
рованной ДНК из растительных объектов все еще 
остается определяющим первым этапом в любой 
сфере использования молекулярно-генетических 
подходов для изучения растительных организ-
мов. Решающим в самой процедуре экстракции и 
очистки является правильный подбор условий, т. к. 
компоненты матрицы образцов различны для раз-
личных растений и могут сильно мешать выделе-
нию нуклеиновых кислот и/или последующему 
анализу. Возможно использование специализиро-
ванных коммерческих наборов для выделения ну-
клеиновых кислот, однако они могут не подходить 
для конкретного вида растения и быть коммерчески 
недоступны для некоторых лабораторий, особенно 
при большом количестве анализов. Выбор опреде-
ленного метода и/или коммерческого набора сильно 
зависит от оснащенности лаборатории, возможно-
сти работы с токсичными реагентами и квалифици-
рованного персонала [10].

Первым и важнейшим этапом экстракции ДНК 
является лизис клеток, который может проводить-
ся различными методами: механическим, химиче-
ским, термическим, ультразвуковым, ферментатив-
ным, электрическим или сочетать в себе несколько 
различных методов [11]. Часто молекулу ДНК экс-
трагируют из листовой пластинки. Однако ДНК 
можно извлечь из различных частей семян, про-
ростков, камбия, почек и др. [12]. В зависимости 
от физико-химических свойств содержащихся в 
растениях первичных и вторичных метаболитов, во 
многом совпадающих со свойствами нуклеиновых 
кислот, выбирают подходящий метод экстракции и 
анализа ДНК. Для лизиса клеточной стенки и пере-
вода ДНК в экстракционный раствор чаще всего 
используют детергенты додецилсульфат натрия и 
цетилтриметил бромид аммония (ЦТАБ) [13; 14]. 
Для осаждения белков и полисахаридов применяют 
меркаптоэтанол и дитиотреитол (DTT), для связы-
вания полифенольных соединений – поливинил-
пирролидон (ПВП) [15; 16]. 

На следующем этапе происходит отделение 
нуклеиновых кислот от других веществ, содержа-
щихся в клетке, и матрицы образца. При этом же-
лательно получение максимально чистого целевого 
продукта с использованием по возможности мало-
токсичных реагентов. Важно также максимально 
избежать деградации образцов ДНК, которая может 
привести к неправильной спектрофотометрической 
оценке концентрации ДНК и ее завышению вслед-
ствие явления гиперхромизма. Кроме того, данные 
препараты в дальнейшем малопригодны для рабо-
ты по изучению и манипуляции с крупными фраг-
ментами ДНК [17].

Третьим и последним этапом экстракции явля-
ется очистка нуклеиновых кислот, т. е. удаление 
ингибиторов полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
[18].

Согласно литературным данным, в листьях гле-
дичии трехколючковой содержится значительное 
количество белков, полисахаридов и полифенолов, 
следовательно, актуальными являются подбор и 
оценка различных методов экстракции раститель-
ного материала, позволяющих получить очищен-
ную ДНК с максимальным выходом для последу-
ющей оценки полиморфизма различных популяций 
гледичии трехколючковой. Также желательно, что-
бы данный протокол выделения нуклеиновых кис-
лот был оптимальным по стоимости, трудоемкости 
и продолжительности анализа.

Целью исследования явилось сравнение четы-
рех протоколов выделения и очистки ДНК из ли-
стьев гледичии трехколючковой и выбор оптималь-
ного протокола для дальнейших исследований с 
применением ДНК-маркирования.
Методология и методы исследования (Methods)

ДНК выделяли из листьев гледичии трехко-
лючковой, полученных от сеянцев, выращенных в 
лабораторных условиях. Измельчение материала 
и экстракцию ДНК проводили на гомогенизаторе 
Precellys 24 (Франция).

Для изготовления экстракционных буферов ис-
пользовали следующие реактивы: трис, чистота 
99,5 % (Китай), трилон Б, ч. д. а. (Китай), натрий 
хлористый, ч. д. а. (ООО «ХлоренХима», Россия), 
поливинилпирролидон 10  000 (К15) (AppliChem), 
2-меркаптоэтанол, степень чистоты ≥ 99 %, (Гер-
мания), дитиотреитол, степень чистоты > 99% (Ки-
тай).

Для очистки гомогенатов применяли реактивы: 
натрий уксуснокислый, б/в, х. ч. (Китай), трихлор-
метан, х. ч. (АО «Экос-1», Россия), изоамиловый 
спирт, ч. д. а. (АО «Экос-1», Россия). 

Для изготовления агарозных гелей использова-
ли агарозу универсальную (LE) (ООО НПП «ПанЭ-
ко», Россия). Для изготовления трис-ацетатного бу-
фера использовали трис, трилон Б и уксусную кис-
лоту ледяную, х. ч., чистота 99,8 % (АО «Экос-1», 
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Россия). В качестве интеркалирующего агента для 
выявления нуклеиновых кислот добавляли раствор 
бромистого этидия (Индия).

Электрофорез проводили в камере для горизон-
тального электрофореза Bio-Rad (США). 

Амплификацию проводили на термоциклере 
Applied Biosystems QuantStudio 5 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Для проведения полимеразной 
цепной реакции использовали готовую смесь 5x qP-
CRmix-HS SYBR+LowROX буфер, праймеры ITS1 
и ITS2, psbK и psbI («Евроген», Россия).

С целью получения ДНК с максимальным вы-
ходом и минимальным загрязнением образцов 
вторичными метаболитами апробировали четыре 
протокола экстракции  и очистки ДНК (таблица 1). 
Протоколы 1–3 основаны на лизисе клеток с детер-
гентом додецилсульфатом натрия, но отличались 
составом экстракционного буфера. В протоколах 
1 и 2 в качестве восстановителя и антиоксиданта в 
составе экстракционного буфера использовали мер-
каптоэтанол, к которому в первом случае добавляли 
также ПВП для очистки от полифенольных соеди-
нений. В протоколе 3 в качестве восстановителя 
использовали дитиотреитол, который также спо-
собствует разрушению дисульфидных связей, пре-
дотвращая образование димеров «тиолированной» 
ДНК в растворе. Отличались также способы очист-
ки экстрактов от вторичных метаболитов. В прото-
колах 1–3 для осаждения белков и полисахаридов 
использовали ацетат калия, в протоколе 4 гомогенат 
очищали смесью хлороформа с изоамиловым спир-
том (таблица 1). Проверка качества выделенной 
ДНК проводилась методами спектрофотометрии и 
горизонтального электрофореза.

Концентрацию (нг/мкл) полученной ДНК опре-
деляли на спектрофотометре Spectrostar (Labtec) в 
кювете с объемом ячейки 50 мкл и толщиной погло-
щающего слоя 10 мм. Данный метод позволяет так-
же сделать вывод о чистоте полученного экстракта. 
Максимум поглощения нуклеиновых кислот на-
ходится в области длины волны 260 нм, вещества 
полифенольной природы обычно поглощают свет в 
области 230 нм, белки – в области 280 нм, поэтому 
мы использовали соответствующие спектральные 
соотношения для оценки чистоты выделенной ДНК. 

Оценку качества выделенной ДНК проводили 
методом горизонтального электрофореза, используя 
2,5-процентный агарозный гель, буферный раствор 
на основе трис-ацетата при напряжении 50 В, время 
проведения анализа – 90 мин. Смесь для электро-
фореза включала в себя следующие компоненты: 3 
мкл пробы и 1 мкл загрузочного буфера, который 
состоял из бромфенолового синего, ксиленцианола 
и глицерина. В агарозный гель и раствор буфера 
перед началом электрофореза вносили бромистый 
этидий (0,003 %). Для идентификации размеров по-

лученных полос ДНК использовали маркер, имею-
щий молекулярную массу 250 + bp (DNA Ladder).

Для оценки качества выделенной ДНК исполь-
зовали метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени (PCR-real time). В основе мето-
да лежит принцип флуоресцентной детекции про-
дуктов ПЦР непосредственно в ходе амплифика-
ции. Основными преимуществами данного метода 
являются быстрое обнаружение и количественное 
определение целевых последовательностей ДНК в 
различных матрицах, широкий динамический диа-
пазон для количественного определения.

Амплификацию проводили в присутствии кра-
сителя ROX. Использовали два типа праймеров:

1. Ядерные последовательности ITS, применя-
емые для определения межгенных спейсеров ITS1 
и ITS2 (некодирующие последовательности ДНК, 
расположенные как внутри, так и между класте-
рами генов). Данные праймеры удобны для ПЦР-
анализа и секвенирования и присутствуют у всех 
групп живых организмов. У покрытосеменных про-
тяженность составляет 500–700 п. о. 

Прямой праймер ITS1 – TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG.

Обратный праймер ITS2 – TCCTCCGCTTATT-
GATATGC.

Выбор данных участков связан с присутствием 
в них нуклеотидных вставок и делеций (удалений), 
что является удобным для исследований различий 
внутри близкородственных организмов.

2. Хлоропластные маркеры psbK и psbI, явля-
ющиеся продуктами секвенирования межгенного 
спейсера, широко используются с различными целя-
ми в молекулярно-генетических исследованиях [19].

Данный фрагмент амплифицируется с помощью 
праймеров:

psbK – TTAGCCTTTGTTTGGCAAG.
psbI – AGAGTTTGAGAGTAAGCAT.
Смешивали в пробирке на 0,2 мл следующие 

компоненты: деионизированная вода – 14 мкл, пря-
мой праймер – 2 мкл (из раствора с концентраци-
ей праймера 10 мкМ), обратный праймер – 2 мкл 
(из раствора с концентрацией праймера 10 мкМ), 
5x qPCRmix-HS SYBR + LowROX буфер – 5 мкл, 
ДНК-матрица – 2 мкл, общий объем смеси – 25 мкл.

Для праймеров ITS реакционную смесь нагрева-
ли при температуре 95 °С 10 минут, затем повторя-
ли 40 циклов амплификации: 30c при 95 °С, 1 мин. 
при 56 °С, 1 мин. при 72 °С, элонгация 10 мин. при 
72 °С.

Для праймеров psbK и psbI реакционную смесь 
нагревали при температуре 95 °С 5 мин., затем по-
вторяли 40 циклов амплификации: 30 c при 95 °С, 
1  мин. при 50 °С, 1 мин. при 68 °С, элонгация 
10 мин. при 68 °С.
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Полученные ампликоны разделяли методом 
горизонтального электрофореза в 2-процентном 
агарозном геле, в трис-ацетатном буфере при на-
пряженности электрического поля 75 В в течение 
60 мин.

Визуализацию результатов электрофореза про-
водили в гель-документирующей системе (Invit-
rogen iBright, США), в проходящем ультрафиоле-
товом свете после связывания фрагментов ДНК с 
бромистым этидием. 

Результаты (Results)
В результате мы применили и сравнили не-

сколько протоколов экстракции и очистки ДНК с 
анионным детергентом додецилсульфатом натрия и 
катионным сурфактантом цетилтриметил аммония 
бромидом и оценили качество выделенной ДНК. 
Средние концентрации образцов (n = 6) и спек-
тральные соотношения λ260 / λ280, характеризую-
щие степень очистки ДНК от белков, и λ260 / λ235, 
характеризующие степень очистки от полифеноль-
ных соединений, представлены в таблице 2. 

На рис. 1 представлен спектр поглощения для  
образцов, полученных по четвертому протоколу со 
ЦТАБ (А) и третьему протоколу с додецилсульфа-
том натрия (Б). Видно, что оба образца имеют четко 
выраженный максимум при 260 нм, однако для ме-
тода со ЦТАБ характерна меньшая степень очистки 
образца от белков и полифенолов. 

Для определения степени деградации молекул в 
полученных экстрактах был проведен горизонталь-
ный электрофорез в агарозном геле, полученные 
электрофореграммы представлены на рис. 2.

В результате проведения ПЦР в реальном време-
ни с праймером ITS показана амплифицируемость 
или неамплифицируемость выделенных образцов 
ДНК на основании величины порогового цикла ам-
плификации Ст. Результаты реакции ПЦР представ-
лены на рис. 2. 

Для визуализации продуктов ПЦР, полученных 
по третьему протоколу, был проведен горизонталь-
ный электрофорез в 2-процентном агарозном геле с 
бромистым этидием (0,003 %), электрофореграмма 
представлена на рис.4, а. 

а)
Отношение поглощения

Absorption ratio
λ260 / λ280 = 1,71

λ260 / λ235 = –1,34

b)
Отношение поглощения

Absorption ratio
λ260 / λ280 = 1,77
λ260 / λ 235 = 2,09

Рис. 1. Спектры поглощения для препаратов ДНК, полученных по протоколу со ЦТАБ (a) и додецилсульфатом 
натрия (b). По оси абсцисс длина волны, нм. По оси ординат поглощение, ед.

 Fig. 1. Absorption spectra for DNA preparations obtained according to the protocol with CTAB (a) and sodium dodecyl sulfate 
(b). Along the abscissa axis, the wavelength, nm. On the ordinate axis, absorption, units

а)
Лунки 1–7 – ДНК, полученная по протоколу 1; 

8–14 – ДНК, полученная по протоколу 4

б)
Лунки 1–7 – ДНК, полученная по протоколу 3, 

8–14 – ДНК, полученная по протоколу 2
Рис. 2. Электрофореграммы образцов ДНК 

a)
Wells 1–7 – DNA obtained according to protocol 1; 

8–14 – DNA obtained according to protocol 4

b)
Wells 1–7 – DNA obtained according to protocol 3, 

8–14 – DNA obtained according to protocol 2

Fig. 2. Electrophoretograms of DNA samples
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 Таблица 2
 Концентрация и спектральные соотношения образцов ДНК

Спектрофотометрические 
характеристики образцов ДНК Протокол 1 Протокол 2 Протокол 3 Протокол 4

Концентрация, нг/мкл 76,14 ± 20,38 289,17 ± 37,68 86,62 ± 29,4 108,3 ± 37,46
Соотношение λ260 / λ280 1,42 ± 0,07 1,53 ± 0,03 1,75 ± 0,03 1,70 ± 0,05
Соотношение λ260 / λ235 0,97 ± 0,06 1,56 ± 0,14 1,7 ± 0,21 1,70 ± 0,21

Table 2
Concentration and spectral ratios of DNA samples

Spectrophotometric characteristics 
of DNA samples Protocol 1 Protocol 2 Protocol 3 Protocol 4

Concentration, ng/ml 76.14 ± 20.38 289.17 ± 37.68 86.62 ± 29.4 108.3 ± 37.46
Ratio λ260 / λ280 1.42 ± 0.07 1.53 ± 0.03 1.75 ± 0.03 1.70 ± 0.05
Ratio λ260 / λ235 0.97 ± 0.06 1.56 ± 0.14 1.7 ± 0.21 1.70 ± 0.21

Рис. 3. Кривые амплификации ITS последовательности с использованием ДНК. 
По оси абсцисс – число циклов амплификации, по оси ординат – интенсивность флуоресценции.

а) продукты амплификации ДНК, выделенной по протоколу 1, б) по протоколу 2, 
в) по протоколу 3, г) по протоколу 4

Fig. 3. ITS sequence amplification curves using DNA. On the abscissa axis is the number of amplification cycles, 
on the ordinate axis is the fluorescence intensity.

a) products of DNA amplification isolated according to the protocol 1, b) according to the protocol 2, 
c) according to the protocol 3, d) according to the protocol 4

a)
a)

б)
b)

в) 
c)

г) 
d)
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Также мы провели реакцию ПЦР ДНК, получен-
ной по третьему протоколу, с праймерами psbK–psbI 
и разделили полученный продукт методом горизон-
тального электрофореза в 2-процентном агарозном 
геле с бромистым этидием (0,003 %), электрофоре-
грамма представлена на рис. 4, б.
Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)

Как видно из представленных в таблице 2 дан-
ных, среднее значение концентрации ДНК по всем 
четырем протоколам достаточно высокое, но экс-
тракты, полученные по первому и второму протоко-
лу, были загрязнены примесями, о чем свидетель-
ствовали низкие значения соотношений поглоще-
ния при λ260 / λ280 и λ260 / λ235. У ДНК, получен-
ной по первому протоколу, в некоторых образцах 
отсутствовал четко выраженный максимум при 
длине волны 260 нм, следовательно, низкая концен-
трация меракптоэтанола в экстракционном буфере 
не позволяет полностью очистить экстракт, особен-
но от белков и веществ полифенольной природы. 
При отсутствии в экстракционном буфере ПВП 
(второй протокол) среднее значение концентрации 
было высоким, но экстракты также были загрязнен-
ными, соотношения поглощений при λ260 / λ280 и 
λ260 / λ235 были менее 1,6, что свидетельствует о 
загрязнении экстракта ДНК белками и полифенола-
ми. При выделении ДНК по третьему и четвертому 
протоколам очистка проб от белков и полифенолов 
была выше, о чем свидетельствуют спектры по-
глощения образцов и спектральные соотношения 
λ260 / λ280 и λ260 / λ235 (рис. 1, таблица 2).

Качественные и количественные показатели 
выделенной ДНК оценивали также методом гори-
зонтального электрофореза. Высокомолекулярная 
геномная ДНК обычно выглядит в геле как четкая 

полоса, расположенная очень высоко, недалеко от 
места нанесения на дорожку. Примеси РНК и де-
градированной ДНК выглядят как шмер, располо-
женный ниже. Как видно из представленных на 
рис. 2 данных, количество ДНК, полученной по 
протоколам 1 и 4, достаточно высокое, но шмер на 
электрофореграмме говорит о ее частичной дегра-
дации (рис. 2, а). На электрофореграмме образцов 
гледичии, полученных по протоколу 3, видно, что 
ДНК светится в виде довольно компактной поло-
сы, расположенной ближе к лунке, что говорит о ее 
малой фрагментации и более высокой чистоте по 
сравнению с образцами, полученными по другим 
протоколам (рис. 2, б, лунки 1–7). Свечение рядом с 
лункой у образцов, полученных протоколом 2, ука-
зывает на наличие тяжелых фракций ДНК, также в 
ней присутствует значительное количество приме-
сей (рис. 2, б, лунки 8–14).

В результате проведения ПЦР с использованием 
в качестве матрицы ДНК, выделенной по протоко-
лу с додецилсульфатом натрия и дитиотреитолом, в 
большинстве случаев наблюдалось достаточное ко-
личество продукта и хорошая воспроизводимость 
ISSR-маркеров, что свидетельствует об удалении 
ингибиторов ПЦР. При выделении ДНК ЦТАБ-
методом реакция ПЦР проходила, но ПЦР-продукта 
было меньше (рис. 3).

Таким образом, в процессе работы с Gleditsia 
triacanthos L. установлено, что в листьях растения 
содержится значительное количество первичных и 
вторичных метаболитов, которые могут загрязнять 
образец ДНК в процессе проведения молекулярно-
генетического анализа. При использовании буфе-
ра экстракции без ПВП и с низким содержанием 
меркаптоэтанола не удалось добиться получения 

а) 
a)

б) 
b)

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР ДНК, полученной по третьему протоколу с праймером ITS (а), 
и с праймерами psbK–psbI (б). Лунка 1 – ДНК-маркер 250 + bp, лунки 2–10 – пробы ДНК

Fig. 4. Electrophoregram of DNA PCR products obtained using the third protocol with ITS primer (a) and with psbK–psbI 
primers (b). Well 1 is a DNA marker 250 + bp, wells 2–10 are DNA samples
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чистой ДНК. Протокол с использованием цетил-
триметиламмония бромида позволяет получить 
достаточное количество ДНК, но ее качество не-
сколько ниже в сравнении с ДНК, полученной по 
третьему протоколу. Тщательной очистки экстракта 
ДНК из листьев растений гледичии трехколючко-
вой от ингибирующих веществ удалось добиться, 

используя для выделения протокол с додецилсуль-
фатом натрия и дитиотреитолом. Пригодность об-
разцов ДНК, полученных по данному протоколу, к 
дальнейшему молекулярно-генетическому анализу, 
подтверждена ПЦР с двумя праймерами – ITS и 
psbK–psbI. 
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