
225

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2021;20(8):3114.  
doi:10.15829/1728-8800-2021-3114
ISSN 1728-8800 (Print)
ISSN 2619-0125 (Online)

Влияние преаналитических переменных на качество 
внеклеточной ДНК. Биобанкирование материала  
для выделения внеклеточной ДНК
Кондрацкая В. А., Покровская М. С., Долудин Ю. В., Борисова А. Л., Лимонова А. С., 
Мешков А. Н., Драпкина О. М.
ФГБУ “Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины” Минздрава России. 
Москва, Россия

Поиск ранних маркеров заболеваний, разработка диагностических 
тест-систем в  последнее время все больше расширяется в  рам-
ках геномики. В  качестве объектов генетических исследований 
используют геномную дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК), 
внеклеточную ДНК (вкДНК) и ДНК микробиоты, получаемые из раз-
ных типов образцов: тканей, крови и  ее производных, кала и  др. 
Показано, что вкДНК, которая попадает в  кровоток, в  частности, 
в результате апоптоза, некроза, активной секреции опухолей и при 
метастазировании, имеет большое значение для изучения моле-
кулярных механизмов патологического процесса и  применения 
в клинической практике. Анализ циркулирующих нуклеиновых кис-
лот может использоваться в диагностике для мониторинга реакции 
на лечение, оценки возникновения лекарственной устойчивости 
и количественной оценки минимального остаточного заболевания. 
В  обзорной статье отражены сведения о  биоматериале  — источ-
нике вкДНК, способах выделения вкДНК, хранения и  использова-
ния для диагностики определенных заболеваний. ВкДНК может 
присутствовать в биологических жидкостях, таких как кровь, моча, 
слюна, синовиальная и  цереброспинальная жидкость. Выделяют 
вкДНК в  большинстве случаев из производных крови  — сыворот-
ки и  плазмы, причем наиболее правильно использовать именно 
плазму крови для выделения вкДНК. Оптимальным и экономически 
целесообразным является использование пробирок с  этилендиа-

минтетрауксусной кислотой для взятия крови и получения плазмы 
с  последующим выделением вкДНК. Есть данные, что оптималь-
ным сроком хранения в  пробирке с  этилендиаминтетрауксусной 
кислотой от момента забора крови до последующего выделения 
является 2-часовой интервал. После центрифугирования вкДНК 
в плазме (или сыворотке) может храниться длительное время при 
температуре -80O C. Хранение при -20O С нежелательно, поскольку 
при такой температуре увеличивается ее фрагментация.
Ключевые слова: вкДНК, хранение, биобанкирование, биомате-
риал, пробоподготовка.
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The search for early disease markers and the development of diagnostic 
systems has recently been expanding within genomics. Genomic 
deoxyribonucleic acid (DNA), cell-free DNA (cfDNA) and microbiome DNA 
obtained from different types of samples (tissues, blood and its derivatives, 
feces, etc.) are used as objects of genetic research. It has been shown that 
cfDNA that enters the bloodstream, in particular, as a result of apoptosis, 
necrosis, active tumor secretion and metastasis, is of great importance 
for studying molecular mechanisms of the pathological process and 
application in clinical practice. Circulating nucleic acid analysis can be 
used to monitor response to treatment, assess drug resistance, and 
quantify minimal residual disease. The review article reflects the following 

information about the biomaterial: source of cfDNA, methods of cfDNA 
isolation, storage and use for the diagnosis of certain diseases. Cell-
free DNA can be present in biological fluids such as blood, urine, saliva, 
synovial and cerebrospinal fluid. In most cases, cfDNA is isolated from 
blood derivatives (serum and plasma), while it is most correct to use blood 
plasma for cfDNA isolation. Optimal and economically justifiable is the use 
of ethylenediaminetetra-acetic acid tubes for taking blood and obtaining 
plasma with subsequent cfDNA isolation. There is evidence that the optimal 
shelf life in an ethylenediaminetetra-acetic acid tube from the moment 
of blood sampling to subsequent isolation is a 2-hour interval. After 
centrifugation, cfDNA in plasma (or serum) can be stored for a long time 
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концентрациях (в среднем ~ от 10 до 15 нг/мл). Ее 
уровень может повышаться в  условиях тканево-
го стресса, например, воспаления, хирургического 
вмешательства или повреждения тканей [2]. В 1977г 
было замечено, что у пациентов с онкологическими 
заболеваниями уровень вкДНК выше, чем у  здо-
ровых людей [3]. Обнаружено, что связанные с он-
кологическими заболеваниями циркулирующие 
опухолевые ДНК (цоДНК), как часть общего пула 
вкДНК, имеют генетические изменения [4]. Доля 
цоДНК в  общей вкДНК у  пациентов с  онкологи-
ческими заболеваниями может сильно варьиро-
ваться — от <0,1% до >90%. Анализ вкДНК позво-
ляет оценить молекулярный профиль опухоли без 
необходимости проведения инвазивной биопсии. 
Кроме того, при помощи анализа вкДНК молеку-
лярная гетерогенность опухолей может выявляться 
более эффективно по сравнению с обычной биоп-
сией. Анализ вкДНК дает возможность обнаружить 
опухоль у  пациентов до проявления клинических 
признаков заболевания [2]. Методы анализа на ос-
нове вкДНК могут быть использованы для подбора 
наиболее эффективной терапии или ее коррекции. 

Эффективность высокоточных методов лече-
ния онкологических заболеваний ограничивается 
возможным появлением резистентности к  приме-
няемым препаратам. Как правило, приобретенная 
устойчивость возникает из-за одного или несколь-
ких субклонов опухоли, обладающих резистент-
ностью к терапии. Обнаружение молекулярных из-
менений, ведущих к  резистентности, эффективнее 
проводить с помощью анализа вкДНК, т.к. биопсия 
единичного фрагмента опухоли может не в полной 
мере отображать ее молекулярную гетерогенность. 
Выделенная из опухолевых клеток вкДНК может 
продемонстрировать наличие генетических изме-
нений, приведших к  резистентности к  определен-
ной терапии [5].

При сравнении биопсии опухолей и  тестов 
вкДНК во время прогрессирования заболевания 
было показано, что анализ вкДНК в  двух третях 
случаев позволяет выявить изменения, не обнару-

at a temperature of -80O C. Storage at -20O C is undesirable, since DNA 
fragmentation increases.
Keywords: cfDNA, storage, biobanking, biomaterial, sample pre-
paration.
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вкДНК — внеклеточная дезоксирибонуклеиновая кислота, вкНК — внеклеточные нуклеиновые кислоты, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ПЦР — полимеразная цепная реакция, цоДНК — циркулирую-
щие опухолевые ДНК, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота.

Введение
За последнее десятилетие в  значительной сте-

пени возрос интерес к  исследованию внеклеточ-
ных нуклеиновых кислот (вкНК), в  частности, 
внеклеточной дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(вкДНК), в  качестве потенциальных биомарке-
ров для прогнозирования течения и  отслежива-
ния результатов лечения множества заболеваний. 
Циркулирующие вкНК связаны со многими фи-
зиологическими и  патологическими процессами. 
Изменение профиля вкНК наблюдается при стрес-
совых условиях, физической активности, систем-
ных гипоксически-ишемических нарушениях, при 
онкологических заболеваниях, в крови беременных 
женщин (содержатся фрагменты ДНК плода) и  др. 

Особый интерес в изучении вкНК представля-
ет возможность их использования в новых неинва-
зивных методах диагностики, таких как жидкостная 
биопсия. Жидкостная биопсия  — это анализ ком-
понентов из биологических жидкостей. В  пери-
ферической крови такими аналитами могут быть 
циркулирующие опухолевые клетки, вкДНК, вне-
клеточная рибонуклеиновая кислота, внеклеточные 
везикулы, опухолевые тромбоциты, белки или ме-
таболиты [1-3]. Для анализа также можно исполь-
зовать мочу, асцит, плевральный выпот и  спинно-
мозговую жидкость. 

Свойства вкДНК и области применения 
Впервые вкДНК была изолирована в  1948г 

[1]; она представляет собой сильно деградирован-
ные фрагменты ДНК, выделяемые в биологические 
жидкости, например, в  периферическую кровь. 
Считается, что вкДНК попадает в  кровоток в  ре-
зультате апоптоза или некроза. Обычно вкДНК 
обнаруживается в  виде двухцепочечных фрагмен-
тов длиной ~150-200 пар оснований, что соответ-
ствует размерам ДНК, ассоциированной с  нуклео-
сомами. Молекулы вкДНК быстро выводятся из 
кровотока с периодом полураспада ~1 ч или мень-
ше. Выделяемая из нормальных клеток у  здоровых 
людей вкДНК обнаруживается в  плазме в  низких 
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вкДНК в  большинстве случаев из производных 
крови  — сыворотки и  плазмы. Сыворотка  — био-
материал, наиболее часто используемый в  кли-
нических лабораториях. В  ряде научных исследо-
ваний сообщается о  значительно более высокой 
концентрации вкДНК в  сыворотке, чем в  плазме 
(таблица  1) [7-9]. Однако повышенная концен-
трация вкДНК в  сыворотке связана с  лизисом бе-
лых кровяных телец в  процессе свертывания кро-
ви. Следовательно, концентрация специфической 
вкДНК в  сыворотке крови сильно искажается на-
личием геномной ДНК [7]. Исходя из этого для 
выделения вкДНК рекомендуется использование 
только плазмы крови.

Для обеспечения сохранности вкДНК в  цель-
ной крови возможно использование различных 
пробирок для взятия крови. В связи с тем, что наи-
более распространенным способом исследования 
вкДНК является полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), при выборе антикоагулянта необходимо ис-
ключить ингибиторы ПЦР, в  частности, гепарин 
[14]. Оптимальным и  экономически целесообраз-
ным вариантом является использование этилен-
диаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА). Пробирки 
с ЭДТА предохраняют вкДНК от контаминации ге-
номной ДНК вплоть до 6 ч хранения [15, 16], что 
отчасти объясняется инактивирующим действием 
ЭДТА на дезоксирибонуклеазу. Однако исполь-
зовать этот тип пробирок для более длительного 
хранения не рекомендовано из-за лизиса клеток 
и контаминации геномной ДНК.

Для преодоления недостатков пробирок 
с ЭДТА были разработаны специальные пробирки, 
предохраняющих ядерные клетки крови от разру-
шения [17], такие как CellSave и  Streck’s Cell-Free 
DNA. Они предназначены для защиты вкДНК от 
контаминации геномной ДНК до 14 сут. при ком-
натной температуре, в  связи с  чем их можно ис-
пользовать при транспортировке образцов крови. 
Использование данных пробирок нецелесообраз-
но при немедленной обработке крови, т.к. в  этом 
случае нет необходимости в стабилизаторах. Стоит 
отметить, что механическое воздействие во время 
транспортировки образцов цельной крови способ-
ствует лизису клеток и  высвобождению геномной 
ДНК [18]. 

живаемые при помощи биопсии [6]. Таким обра-
зом, использование только биопсии для диагности-
ки резистентности не дает достаточно точных отве-
тов о росте отдельных резистентных субклонов, в то 
время как тестирование вкДНК позволяет их об-
наружить и назначить более эффективное лечение.

Методы диагностики, основанные на анализе 
вкДНК, могут быть использованы для выявления 
случаев рецидива заболевания. Эффективный ме-
тод выявления риска послеоперационного реци-
дива заболевания на основе анализа вкДНК может 
избавить полностью вылечившихся пациентов от 
необходимости проходить потенциально токсич-
ную адъювантную химиотерапию [2]. 

Методы на основе изучения вкДНК могут 
быть использованы для раннего обнаружения ра-
ка с  помощью простого анализа крови у  здоровых 
людей, не имеющих симптомов. Для этого необ-
ходим высокочувствительный метод, позволяю-
щий обнаруживать малые количества вкДНК или 
других маркеров, выделяемых в  кровь при предра-
ковой патологии или на ранних стадиях онколо-
гических заболеваний. Специфичность скринин-
гового метода должна быть максимально высокой 
для минимизации ложноположительных результа-
тов. Диагностика с  помощью вкДНК осложняется 
тем, что многие типы рака имеют общие мутации 
в  генах, таких как KRAS, BRAF или TP53, а  кроме 
того, определение локализации рака в  конкретном 
органе после положительного результата жидкост-
ной биопсии может быть затруднено. Необходимо 
учитывать, что выделение вкДНК в кровоток может 
наблюдаться при возникновении одной и  той же 
мутации как в доброкачественных, так и в злокаче-
ственных опухолях. 

Для раннего выявления некоторых онкологиче-
ских заболеваний также используются методы, по-
зволяющие идентифицировать во вкДНК связанные 
с опухолью нуклеотидные последовательности виру-
са Эпштейна-Барра и вируса папилломы человека, 
а также изменения метилирования ДНК [2].

Биоматериал для выделения вкДНК
ВкДНК может присутствовать в биологических 

жидкостях, таких как кровь, моча, слюна, синови-
альная и  цереброспинальная жидкости. Выделяют 

Таблица 1 
Различия в концентрации вкДНК между сывороткой и плазмой 

Ссылка на статью Группа пациентов Концентрация вкДНК
Плазма Сыворотка

[10] Здоровые 40 копий/мл 8000 копий/мл
[11] Онкологические заболевания 180±150 пг/мл 970±730 пг/мл
[12] Трансплантация органов 1195,1 копий/мл 16344,8 копий/мл
[13] ДНК плода 600 копий/мл 975 копий/мл



228

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2021;20(8)

Пробоподготовка. Центрифугирование 
Для удаления клеточных компонентов крови 

и  предотвращения попадания в  образец геномной 
ДНК необходимо правильно подобрать условия 
и  параметры центрифугирования. После центри-
фугирования при отделении плазмы от клеточного 
осадка важно не задеть пипеткой промежуточный 
слой, содержащий тромбоциты и лейкоциты.

 Для полной очистки плазмы от клеток цен-
трифугирование проводят в два этапа: первое цен-
трифугирование со скоростью от 800 до 1200 g при 
температуре 4O C в течение 10 мин и второе со ско-
ростью от 14000 до 16000 g в течение 10 мин. Перед 
вторым этапом центрифугирования необходимо 
проводить контроль качества плазмы и  не исполь-
зовать образцы со следами гемолиза, с  повышен-
ной концентрацией билирубина, а  также мутные 
(с  признаками хилеза) [19]. Второе центрифуги-
рование необходимо для более полного удаления 
клеточных компонентов крови [20], что позволяет 
уменьшить количество фрагментов ДНК длиной 
>300 п.н. [21]. Концентрации вкДНК после двой-
ного центрифугирования сходны с  концентраци-
ями, определяемыми после однократного центри-
фугирования с последующим фильтрованием через 
0,2 мкм фильтр (по протоколу фильтрование через 
поры диаметром 0,2 мкм обеспечивает получение 
бесклеточной плазмы) [22]. В третьем центрифуги-
ровании нет необходимости, поскольку показано, 
что концентрации вкДНК из супернатантов образ-
цов после второй и  третьей стадии центрифугиро-
вания сходны.

Условия хранения биоматериала для выделения 
вкДНК

C увеличением времени между взятием и обра-
боткой (центрифугированием) крови в  пробирках 
с  ЭДТА, концентрация вкДНК в  плазме увеличи-
вается, т.к. к  ней примешивается геномная ДНК. 
Неизменной концентрация вкДНК остается на 
протяжении 4 ч с  момента взятия крови как при 
4O С, так и  при комнатной температуре [22]. В  не-
которых работах сообщается о  контаминации ге-
номной ДНК уже через 2 ч по сравнению с  конт-
рольными образцами (обработанными сразу после 
взятия крови) [23], в  других говорится о  подобных 
изменениях только через 24 ч [24]. Показано, что за 
6 ч при комнатной температуре наблюдаются суще-
ственные изменения в  концентрации вкДНК [25]. 
В  масштабной работе 2018г подтверждается увели-
чение концентрации вкДНК с  течением времени 
(6, 24, 48, 96 ч и 1 нед.) при комнатной температу-
ре (19 и 25O С), причем наиболее значительное уве-
личение наблюдается после 48 ч, 96 ч и 1 нед. В то 
же время, концентрация фрагментов цоДНК зна-
чительно снижается после 96 ч и  1 нед. хранения 
крови при комнатной температуре [26]. Влияние 
комнатной температуры и  4O С на уровень вкДНК 
в  цельной крови с  течением времени различно. 
Так, число копий гена hTERT увеличилось незна-
чительно после 24 ч нахождения цельной крови на 
температуре 4O С, в то время как после 48 ч наблю-
дался, существенный рост числа копий (рисунок 1). 
При температуре 25O С существенное увеличение 
числа копий гена было обнаружено уже после 12 ч 
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Рис. 1     Количество вкДНК (количество копий гена hTERT) в цельной крови в зависимости от различных периодов времени до центрифуги-
рования при температуре 25O С и 4O С [24]. 
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(рисунок 1), что свидетельствует о  том, что время 
и температура, при которой выдерживают цельную 
кровь до центрифугирования, оказывают влияние 
на уровень вкДНК [27].

Показано также, что при 48-часовом хранении 
образцов цельной крови с  ЭДТА при комнатной 
температуре концентрация вкДНК увеличивалась, 
в  то время как при 48-часовом хранении на 4O С 
этот эффект был выражен гораздо слабее. Однако 
при хранении в  течение 96 ч увеличение концен-
трации вкДНК было ярко выражено как при тем-
пературе 4O С, так и  при комнатной [26]. Исходя 
из этого, в  случае, когда провести своевременное 
центрифугирование нет возможности, допустимо 
поместить кровь с  ЭДТА на температуру 4O С на 
срок до 24 ч. Однако этот способ не подходит, ес-
ли целью выделения является митохондриальная 
вкДНК, т.к. большой скачок температур (с  ком-
натной до 4O С) вызывает активацию тромбоцитов 
и  приводит к  высвобождению митохондриальной 
ДНК [28].

Оптимальным сроком хранения в  пробирке 
с ЭДТА от момента забора крови до последующего 
центрифугирования и  выделения вкДНК является 
2-часовой интервал времени при комнатной тем-
пературе, для более длительного хранения (до 24 ч) 
необходимо соблюдение условия пониженной тем-
пературы (от 2 до 8O С) [29].

После центрифугирования плазма (или сы-
воротка) могут храниться длительное время при 
температуре -80O C. Хранение при -20O С нежела-
тельно, поскольку при такой температуре фраг-
ментация вкДНК со временем увеличивается [25, 
30]. Концентрация вкДНК в плазме при хранении 
при температуре -80O С не меняется в  течение 2 
нед. [25], а  при хранении в  течение года отмеча-
ется деградация вкДНК на 30% от исходного со-
держания [31]. Температура и  длительность хра-
нения зависят от целей эксперимента с  вкДНК. 
Рекомендуемый срок хранения плазмы при тем-
пературе 4O С составляет трое сут., при темпера-
туре -20O С — 3 мес., при -80O С — 9 мес. [32]. На 
основании на этих результатов рекомендуется об-
работать образцы цельной крови для получения 
плазмы как можно скорее после забора крови во 
избежание лизиса клеток в  пробирке. Данные ре-
комендации необходимо соблюдать для оценки 
целостности и  количественного анализа вкДНК. 
Для изучения специфических последовательно-
стей или мутаций в  вкДНК допустимо хранение 
образцов при низких температурах до 10 лет, по-
скольку, несмотря на уменьшение концентрации 
и  нарушение целостности вкДНК, мутации в  ней 
могут быть обнаружены и через несколько лет по-
сле замораживания образца [22, 32]. Авторами 
работы 2020г при проведении контроля качества 
плазмы крови, хранящейся в  биобанке длитель-

ное время, был сделан вывод, что вкДНК, предна-
значенная для NGS-секвенирования, сохраняется 
при температуре -80O С от 1 до 6 лет [17]. 

Хранение выделенной и  растворенной в  бу-
фере вкДНК рекомендуется осуществлять в  пре-
делах таких же сроков и  при тех же условиях, что 
и  плазму. Причем концентрация вкДНК в  буфере 
с  течением времени уменьшается медленнее, чем 
концентрация вкДНК в  плазме [32]. Было показа-
но, что хранение растворенной вкДНК рекоменду-
ется осуществлять в полипропиленовых пробирках. 
Для анализа концентрации и  целостности вкДНК 
рекомендуется использовать выделенную вкДНК, 
хранившуюся при температуре -20O С в течение ≤3 
мес. [22].

Циклы замораживания оттаивания
Циклы замораживания/оттаивания по-разному 

влияют на качество вкДНК, присутствующей 
в цельной крови, сыворотке и плазме, а  также уже 
выделенной и растворенной в экстракционном бу-
фере.

При исследовании влияния циклов заморажи-
вания/оттаивания (до 4 циклов) на выход вкДНК 
при выделении из образцов растворенной вкДНК 
в буфере, плазмы с ЭДТА и цельной крови с ЭДТА, 
замороженных при температуре -80O С и  разморо-
женных при комнатной температуре (25O С) [27] 
было обнаружено следующее: в  образцах с  плаз-
мой [7, 27] и  выделенной вкДНК [22, 25] не было 
выявлено существенных различий в  концентрации 
вкДНК по сравнению со свежими образцами; од-
нако в  образах с  цельной кровью были обнаруже-
ны существенные изменения. Основываясь на ре-
зультатах исследования, авторы предполагают, что 
цельная кровь, предназначенная для выделения 
вкДНК, не должна подвергаться циклам заморажи-
вания/оттаивания, т.к. плазма в ней не отделена от 
форменных элементов крови [27]. 

В работах 2005г и  2013г сообщается о  наруше-
нии целостности вкДНК (integrity index) в  плазме 
после 3 циклов замораживания (-80O С)/оттаива-
ния, что свидетельствует о  дефрагментации участ-
ков вкДНК под действием неоднократного замора-
живания-оттаивания [22, 25]. 

Пробоподготовка. Выделение вкДНК 
В настоящее время для выделения вкДНК из 

плазмы применяют различные методы, которые 
можно разделить на две группы в  зависимости от 
используемых наборов: это наборы на основе коло-
нок и наборы с использованием магнитных частиц.

Суть методов первой группы состоит в исполь-
зовании центрифужных колонок с  силиконовым 
матриксом, способным связывать фрагменты ДНК 
из пропускаемой плазмы, с  последующим отмы-
ванием, для которого используют вакуумный на-
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сос или миницентрифугирование (FA (Epigentek), 
CNA (Qiagen) и  др.). Выделение вкДНК, основан-
ное на применении магнитных частиц, способ-
ных связываться с  ДНК, позволяет миновать этап 
центрифугирования, снижая риск повреждения 
ДНК. Преимуществом этого способа выделения 
является автоматизация процесса. К  наборам, ос-
нованным на этом принципе выделения, относят-
ся: QS (Qiagen), EQ (Epigentek), MM (Thermo Fisher 
Scientific) и  др. [33, 34]. Есть и  менее распростра-
ненный способ выделения: технология полимер-
опосредованного обогащения при помощи набора 
PME (Analytik Jena) [34]. Наборы для выделения от-
личаются по объему плазмы, необходимого для вы-
деления, который составляет от 2 до 10 мл.

Перечисленные методы оптимизированы для 
выделения вкДНК и являются предпочтительными. 
Однако они были разработаны относительно недав-
но, поэтому в  литературе широко встречается ис-
пользование для выделения общих и homemade ме-
тодов [35], таких как DBM (Qiagen), который до сих 
пор часто применяется в исследованиях. Сравнение 
эффективности различных наборов имеет опреде-
ленные сложности, поскольку на результат выде-
ления могут влиять различные условия на этапах 
пробоподготовки. Тем не менее, удалось провести 
ряд исследований. В  работе 2014г сравнивали эф-
фективность выделения вкДНК из плазмы крови 
среди наборов, предназначенных специально для 
вкДНК (QIAamp® circulating nucleic acid (CNA) 
kit, NucleoSpin® Plasma XS (NS) kit and FitAmp™ 
plasma/serum DNA isolation (FA) kit), с широко ис-
пользуемым набором для выделения ДНК DBM 
(Qiagen). Наибольший выход вкДНК был получен 
при использовании наборов CNA и DBM (CNA kit 
> DBM kit > NS kit > FA kit). Тем не менее исполь-
зование DBM нежелательно, поскольку он рассчи-
тан на выделение более крупных молекул/фрагмен-
тов молекул ДНК, чем вкДНК, в то время как CNA 
и  NS больше подходят для выделения небольших 
фрагментов вкДНК [36].

Для количественной оценки вкДНК чаще все-
го используют количественную ПЦР и  флуори-
метрическое определение (краситель PicoGreen 
и флуориметр Qubit, который наиболее широко ис-
пользуется в  лабораториях для подготовки к  NGS-
секвенированию [32]. Реже для количественной 
оценки применяется УФ-спектрофотометрия.

Анализ вкДНК в различных биоматериалах
Несмотря на то, что для изучения вкДНК наи-

более часто используют кровь, выделение вкДНК из 
цереброспинальной жидкости, плевральной жидко-
сти и мочи представляет определенный интерес при 
онкологических заболеваниях центральной нервной 
системы, легких, органов мочевыделительной си-
стемы. Однако в настоящее время нет стандартных 

методов выделения, центрифугирования и хранения 
вкДНК из этих биологических жидкостей.

В моче вкДНК может появляться непосред-
ственно из клеток мочевыделительной системы. Ее 
определение актуально для изучения опухолевого 
поражения этой локализации. Кроме того, в  мочу 
проникает вкДНК из крови вследствие прохожде-
ния клубочковой фильтрации. Последняя может 
представлять интерес для диагностики и  контро-
ля лечения онкопатологии иной локализации [35]. 
Ввиду размера пор почечных клубочков вкДНК, 
проходящая фильтрацию и  попадающая в  мочу, 
является низкомолекулярной. В  моче беременных 
женщин определяются короткие фрагменты (29-45 
п.н.) ДНК плода. Данный факт важно учитывать 
при выборе метода экстракции, подходящего для 
выделения именно низкомолекулярной ДНК [37]. 
По данным некоторых исследований, вкДНК в мо-
че распадается быстрее, чем в  крови, поэтому не-
обходимо максимально сократить интервал от по-
лучения биообразца до его анализа [38]. Как и при 
работе с  кровью, мочу подвергают центрифугиро-
ванию для осаждения клеток (однократному или 
двукратному), чтобы предупредить контаминацию 
геномной ДНК. Замораживание мочи до центри-
фугирования нежелательно, поскольку оно уско-
рит лизис клеток. Для выделения вкДНК из мочи 
используются как специальные наборы, такие как 
Urine DNA Isolation Kit (UDI) (Norgen) и Extractall 
Urine DNA (EAU) (Zymo), так и  в  целом предна-
значенные для выделения вкДНК. Часто использу-
ются и традиционные наборы для выделения ДНК 
(DBM) [33]. 

Попадание вкДНК опухолевого происхожде-
ния из центральной нервной системы, в системный 
кровоток ограничено гематоэнцефалическим барь-
ером, что делает актуальным выделение ее непо-
средственно из цереброспинальной жидкости [33]. 
Другим преимуществом выделения вкДНК из це-
реброспинальной жидкости является низкое содер-
жание в ней клеток (0-5 клеток/мкл по сравнению 
с 3500-10500 лейкоцитов/мкл в крови), что снижа-
ет риск попадания геномной ДНК. В  связи с  этим 
достаточно однократного центрифугирования [39]. 

Выделение вкДНК из плевральной жидкости 
представляет интерес при онкологическом пораже-
нии легких [40]. Чаще всего для исследования ис-
пользуют образец плевральной жидкости объемом 
2-5 мл, центрифугируют со скоростью 250 g в тече-
ние 10 мин при комнатной температуре и  выделя-
ют вкДНК с  помощью различных наборов (DBM, 
CNA, и QIAamp DNA Blood Midi Kit).

Заключение. Рекомендации по обработке 
и хранению вкДНК

1. ВкДНК предпочтитедльнее выделять из плаз-
мы, т.к. в сыворотке происходит контаминация вкДНК 
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геномной ДНК из разрушенных при коагуляции 
лейкоцитов.

2. Кровь необходимо отбирать в  пробирки 
с  ЭДТА, т.к. этот антикоагулянт не является инги-
битором ПЦР. При перемешивании необходимо 
переворачивать пробирку, избегая тряски.

3. Кровь в пробирках с ЭДТА может храниться 
до центрифугирования ≤2 ч при комнатной темпе-
ратуре. При долгой задержке (до 5-6 сут.) необхо-
димо использовать специальные пробирки со ста-
билизатором, предотвращающим разрушение ядер-
ных клеток. 

4. В случае, когда предполагается задержка 
обработки крови с  ЭДТА на >2 ч образцы следует 
поместить на 4O С не более чем на сутки. Однако 
в  случае выделения митохондриальной вкДНК это 
недопустимо. 

5. Центрифугирование необходимо проводить 
в  2 этапа  — низкоскоростное центрифугирование 
(800-1200 g) и  высокоскоростное (14000-16000 g) 
при 4O С в течение 10 мин. После первого центри-
фугирования необходимо аккуратно отобрать плаз-
му, не захватывая лейкоцитарную пленку. Перед 
вторым этапом центрифугирования необходимо 

исключить образцы со следами гемолиза, повы-
шенной концентрацией билирубина, а также замут-
ненные (с признаками хилеза).

6. Хранить вкДНК лучше в  экстрагированном 
виде, т.к. в этом случае она подвержена более мед-
ленной деградации, чем в плазме. 

7. Следует избегать неоднократных циклов 
замораживания/оттаивания, особенно образцов 
плазмы, т.к. после 3 циклов наблюдается фрагмен-
тация вкДНК.

8. Температура и  длительность хранения био-
образцов для изучения вкДНК зависят от целей 
запланированных экспериментов с  вкДНК. При 
количественном анализе допустимо хранение до 9 
мес. при температуре -80O С. Для определения му-
таций образцы пригодны в течение 10 лет.

9. Для выделения вкДНК следует использовать 
наборы, предназначенные специально для вкДНК, 
т.к. стандартные наборы предназначены для выде-
ления высокомолекулярных участков ДНК.
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сов, требующего раскрытия в данной статье. 
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