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Основной задачей мараловодства продолжает оставаться увеличение производства пантов. При-

менение молекулярно-генетических методов в селекции маралов способствует повышению надежности и 
достоверности оценки продуктивности и племенной ценности маралов-рогачей в раннем возрасте. Цель ис-
следований: апробировать методики выделения ДНК из биологического материла маралов. Отобран биома-
териал от маралов-рогачей алтае-саянской породы (кровь, крошка пантов, хрящевая ткань ушных раковин). 
Работа по выделению ДНК из образцов тканей марала была проведена в лаборатории биоинженерии на базе 
Алтайского государственного университета (г. Барнаул). Выделение ДНК проводилось с помощью метода, 
основанного на использовании препарата хелатирующего реагента Chelex-100 TM Resin (Bio-Rad, США), ме-
тода на основе преципитации ДНК Diamond DNA (ООО «АБТ», Россия) и коммерческого кита на магнитных 
частицах AMPure XP (Beckman Coulter, США). Степень очистки выделенной ДНК оценивали по эффективно-
сти прохождения ПЦР в реакциях амплификации генов цитохром оксидазы 1, цитохрома B митохондриальной 
ДНК. Наибольшая концентрация ДНК марала установлена при выделении основанном на преципитации ДНК 
(Diamond DNA). Концентрация ДНК в растворе составила 13,20 нг/мкл (кровь), 11,30 нг/мкл (хрящевая ткань), 
5,74 нг/мкл (пантовая крошка).

Введение
Главной продукцией пантового оленевод-

ства являются панты – молодые неокостенев-
шие рога [1-5]. Они имеют трубчатую неорого-
вевшую структуру, наполненную кровью. Панты 
пронизаны сосудами и нервами, покрыты тон-
кой бархатистой кожей с коротким мягким воло-
сяным покровом [6-7]. 

В своей основе панты являются биологи-
чески активными веществами, широко приме-
няемыми в медицинской практике нашей стра-
ны и вызывающими возрастающий интерес в 
зарубежных странах [8-11]. 

Практический опыт мараловодства до-
казывает возможность воздействовать на про-
дуктивные качества животных в процессе хозяй-
ственного использования. Наиболее важными 
факторами здесь служат технология содержа-
ния, кормление, селекционно-племенная рабо-
та [12]. 

Традиционные методы оценки животных 
на современном этапе не могут в полной мере 
удовлетворять требованиям, предъявляемым к 
селекции, поэтому в последнее время все боль-
ше внимания уделяется изучению методов мо-
лекулярной генетики. 

В молекулярной генетике практически все 
научные исследования включают этап выделе-
ния нуклеиновых кислот. Выделение ДНК явля-
ется первым и очень важным этапом молеку-
лярно-генетического исследования. От качества 

выделенной ДНК зависит успех всех последую-
щих этапов исследования. Неправильный выбор 
метода выделения ДНК или его неверное осу-
ществление могут привести либо к получению 
загрязненной ДНК, непригодной для исследова-
ния, либо её потере [13].

Большинство современных методов вы-
деления ДНК из тканей животного происхожде-
ния состоят из следующих этапов: лизиса клеток 
и ядра; удаления из полученного материала 
ингибиторов; инактивации клеточных нуклеаз; 
отделения искомых нуклеиновых кислот от кле-
точной массы; очистки и концентрирования ДНК 
[14].

Цель исследований: апробировать мето-
дики выделения ДНК из биологического мате-
рила маралов. 

Задачи:
- сравнить эффективность выделения ДНК 

из разного биоматериала маралов; 
- определить наиболее оптимальный ме-

тод выделения ДНК из образцов тканей мара-
лов; 

- оценить степень очистки выделенной 
ДНК.

Материалы и методы исследований
В июне-июле 2021 года был отобран био-

материал от маралов-рогачей алтае-саянской 
породы. В качестве биоматериала были взяты: 
кровь, крошка пантов, хрящевая ткань ушных 
раковин. 
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Рис. 1 - Маралы-рогачи алтае-саянской 
породы

Работа по выделению ДНК из образцов 
тканей марала была проведена в лаборатории 
биоинженерии на базе Алтайского государ-
ственного университета (г. Барнаул). 

Выделение ДНК проводилось с помощью 
широко распространенного в криминалистике 
метода с использованием препарата хелатиру-
ющего реагента Chelex-100 TM Resin (Bio-Rad, 
США), метода на основе преципитации ДНК 
Diamond DNA (ООО «АБТ», Россия) и коммер-
ческого кита на магнитных частицах AMPure XP 
(Beckman Coulter, США). 

Исследуемые образцы биоматериала 
были взяты в следующих количествах: 10 мкл 
крови, 10 мг пантовой крошки, 10 мг хрящевой 
ткани. Объем ТЕ-буфера для растворения очи-
щенной ДНК составлял 100 мкл. Концентрацию 
ДНК в растворе измеряли с использованием 
флуориметра MaxLife (ООО «МВМ Диагностик», 
Россия).

Степень очистки выделенной ДНК оце-
нивали по эффективности прохождения ПЦР в 
реакциях амплификации генов цитохром окси-
дазы 1, цитохрома B митохондриальной ДНК. 
Амплификация проведена на амплификаторе 
CFX-96 (Bio Rad, США). 

Амплификация генов цитохром оксида-
зы 1, цитохрома B проводилась по следующей 
оптимизированной программе: 1 цикл: 95 ºС 
– 180 сек; 35 циклов: 95 ºС – 15 сек, 57 ºС – 30 
сек, 72 ºС – 30 сек; завершающая стадия: 72 
ºС – 5 мин. ПЦР проведена с использовани-
ем 2x qPCR hot-start SibrGreen mix Biolabmix 
LLC (Россия) с использованием праймеров для 
гена COX I F3 5’-CAACACTTGTTCTGATTCTTCGG-3’ 
и R3 5’-GGGGGTTCGATTCCTTCCTTTC-3’. 
Праймеры для амплификации Cyt b: F 
5-TTYGCATACGCAGCAATCYTACGATC-3 и R 

5-GTTGKCCTCCRATTCATGTRAG-3. 
Результаты исследований
В настоящее время существует большое 

количество специализированных методик, ко-
торые могут применяться для выделения ну-
клеиновых кислот с высокой степенью очист-
ки (с помощью органических растворителей, 
силики (диоксид кремния), гель-фильтрации, 
магнитных частиц микроцентрифужных коло-
нок, бумажных фильтров, ионообменной смолы 
(Chelex) и т.д.). 

В ходе работы проведено сравнение эф-
фективности выделения и очистки ДНК из об-
разцов тканей марала с помощью разных мето-
дик и коммерческих наборов (табл. 1). 

Таблица 1
Сравнение эффективности выделения 

ДНК из образцов тканей марала с помощью раз-
ных методов и коммерческих наборов

Материал Способ вы-
деления

Флуориметр
MaxLife ПЦР, Cq

Конц., нг/
мкл CO1 CytB

Кровь

Diamond 
DNA 13,20 + +/-

Chelex 100 1,02 + +
Магнитные 

частицы 0,56 + +

Пантовая 
крошка

Diamond 
DNA 5,74 + +

Chelex 100 1,00 - -
Магнитные 

частицы 0,88 + +

Хрящевая 
ткань

Diamond 
DNA 11,30 +/- +

Chelex 100 2,03 - -
Магнитные 

частицы 3,84 +/- +

Примечание: «+» – реакция амплификации 
прошла успешно; «-» – реакция амплификации не 
прошла; «+/-» – в ходе реакции получена низкая кон-
центрация ампликонов.

Выделение ДНК из животных тканей и их 
дериватов с помощью Diamond DNA основыва-
ется на лизисе тканей в лизирующем буфере 
(SDS-метод), сорбции ингибиторов фермента-
тивных реакций из раствора с помощью специ-
ального селективного сорбента и осаждении 
ДНК из раствора с помощью высокоэффектив-
ного буфера для осаждения ДНК. 

Выделение ДНК с помощью Chelex ос-
новано на кипячении образца в 5% суспензии 
Chelex, представляющей собой хелатирующую 
смолу, которая имеет высокое сродство к ионам 
поливалентных металлов. Смола Chelex состоит 
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из стиролдивинилбензольных сополимеров, со-
держащих парные ионы, которые действуют как 
хелатные группы. Присутствие Chelex во время 
кипения предотвращает деградацию ДНК хелат-
ными ионами металлов, которые могут высту-
пать в роли катализаторов при распаде ДНК при 
высоких температурах в растворах с низкой ион-
ной силой. Щелочность суспензий Chelex (pH 10-
11) и воздействие температуры 100 °C приводят 
к разрушению клеточных мембран и денатура-
ции ДНК. Для последующей амплификации с по-
мощью ПЦР используется фракция супернатанта 
[15, 16]. 

Выделение ДНК на магнитных частицах 
AMPure XP основано на связывании ДНК с маг-
нитными частицами, последующей сепарации 
ДНК, связанных с магнитными частицами, от 
примесей, и элюирование ДНК от магнитных ча-
стиц [17]. 

В результате проведенного анализа выяв-
лено, что наибольшая концентрация ДНК харак-
терна для выделения, основанного на преципи-
тации ДНК (Diamond DNA). Концентрация ДНК в 
растворе составила 13,20 нг/мкл (кровь), 11,30 
нг/мкл (хрящевая ткань), 5,74 нг/мкл (пантовая 
крошка). 

При оценке степени очистки ДНК, выде-
ленной из крови с помощью Diamond DNA, в 
ходе реакции амплификации гена цитохрома B, 
а также гена цитохрома B и цитохром оксидазы 
1 (выделение с помощью Chelex и магнитных 
частиц AMPure XP) установлено, что реакция ам-
плификации прошла успешно. Оценка степени 
очистки выделенной с помощью Diamond DNA 
и магнитных частиц AMPure XP ДНК из пантовой 
крошки, в ходе реакции амплификации гена ци-
тохрома B и цитохром оксидазы 1, и ДНК полу-
ченной из хрящевой ткани с помощью Diamond 
DNA, в ходе реакции амплификации гена цитох-
рома B, также дала положительный результат. 

В ходе оценки степени очистки выделен-
ной ДНК с помощью Diamond DNA из крови в 
процессе реакции амплификации гена цитохро-
ма B, а также гена цитохром оксидазы 1, выде-
ленного из хрящевой ткани с помощью Diamond 
DNA и магнитных частиц AMPure XP, была полу-
чена низкая концентрация ампликонов. Реак-
ция амплификации генов цитохром оксидазы 
1 и цитохрома B митохондриальной ДНК выде-
ленной с помощью Chelex из пантовой крошки и 
хрящевой ткани не прошла.

Обсуждение
В молекулярной генетике выбор метода 

выделения нуклеиновых кислот остается труд-

ной задачей, от решения которой зависит полу-
чение правильного и надежного результата. На 
сегодняшний день имеется большое количество 
специализированных методик, применяемых 
для выделения нуклеиновых кислот с высокой 
степенью очистки (с помощью органических 
растворителей, силики (диоксид кремния), гель-
фильтрации, бумажных фильтров, ионообмен-
ной смолы и т.д.).

Нами проведена работа по апробации 
ряда методик выделения ДНК из разного био-
материала маралов с последующей количе-
ственной и качественной оценкой. 

Заключение
- выделена ДНК с помощью препарата хе-

латирующего реагента Chelex-100 TM Resin на 
основе преципитации ДНК Diamond DNA и ком-
мерческого кита на магнитных частицах AMPure 
XP;

- наибольшая концентрация ДНК марала 
характерна для выделения, основанного на пре-
ципитации ДНК, что подтверждалось количе-
ственной и качественной оценкой; 

- концентрация ДНК в исследуемых рас-
творах составила 13,20 нг/мкл (кровь), 11,30 
нг/мкл (хрящевая ткань), 5,74 нг/мкл (пантовая 
крошка).
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DNA ISOLATION FROM BIOLOGICAL MATERIAL OF MARALS

Lubennikova M.V., Afanasiev K.A., Afanasiev V.A.
Federal State Budgetary Scientific Institution “Altai Scientific Center of Agricultural Biotechnology” 

(Department of “All-Russian Research Institute of Reindeer Antler Breeding”),
656031, Barnaul, Shevchenko st., 160.Tel. (3852)50-13-40. E-mail: wniipo@rambler.ru

Key words: DNA, isolation, method, tissue, blood, gene.
The main task of maral breeding isproduction increase of antlers. Application of molecular genetic methods in maral breeding contributes to increase 

in reliability and accuracy of assessment of productivity and breeding value of stag deer at an early age. The purpose of the research is to test methods DNA 
isolation from biological material of marals. The biomaterial was selected fromstag deer of Altai-Sayan breed (blood, antler crumbs, cartilaginous tissue 
of the auricles). The work on DNA isolation from maral tissue samples was carried out in the bioengineering laboratory at Altai State University (Barnaul). 
DNA isolation was conducted using the method based on application of Chelex-100TM Resin chelating agent (Bio-Rad, USA), the method based on DNA 
precipitation Diamond DNA (OOO ABT, Russia) and commercial kit based on magnetic particles AMPure XP (Beckman Coulter, USA). The purification degree of 
the isolated DNA was assessed by PCR efficiency in reactions of amplification of the genes of cytochrome oxidase 1, cytochrome B of mitochondrial DNA. The 
highest concentration of maral DNA was established in isolation based on DNA precipitation (Diamond DNA). The concentration of DNA in the solution was 
13.20 ng/µl (blood), 11.30 ng/µl (cartilaginous tissue), 5.74 ng/µl (antler crumbs).
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