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Изучено влияние 180 циклов замораживания-размораживания, а также хранения при комнатной
температуре в течение 1 года на целостность ДНК, выделенной методом фенол-хлороформной экс-
тракции. Количественная ПЦР в реальном времени с помощью набора для оценки степени фраг-
ментации после 60, 120, 180 циклов, а также после хранения ДНК в течение года при комнатной тем-
пературе подтвердила отсутствие фрагментирования ДНК. Используемые в качестве контроля де-
градации образцы раствора ДНК с экспозициями облучения УФ-светом 15, 30, 45, 60 мин
зафиксировали деградацию ДНК, пропорциональную времени облучения, а после 120 мин обработ-
ки концентрация ДНК не детектировалась (т.е. составляла менее 30 пг/мкл). Качественная оценка
образцов ДНК электрофорезом в агарозном геле не выявила видимых изменений целостности ДНК
и признаков её фрагментирования. Полученные результаты продемонстрировали отсутствие детек-
тируемого изменения целостности ДНК после 180 циклов замораживания-размораживания, а так-
же длительного хранения при комнатной температуре.
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Обеспечение условий максимальной целост-
ности и качества ДНК во время работы, манипу-
лирование образцами при долговременном хра-
нении (биобанкировании) и проведении NGS ис-
следований имеет важное практическое значение
и является актуальной задачей [1]. Поскольку в
процессе работы образцы ДНК подвергаются мно-
гократным циклам замораживания-разморажива-
ния (ЦЗР) и продолжительному хранению при
разных температурных условиях, необходимо
оценивать влияние этих условий на целостность
образцов. Литературные данные, касающиеся вли-
яния количества ЦЗР, достаточно разнородны. Со-
гласно одним данным вне зависимости от метода
выделения ДНК (авторы тестировали как ком-
мерческие наборы, так и метод фенол-хлоро-
формной экстракции) уже после 18 ЦЗР средний

размер ДНК уменьшался с более чем 300 т.п.н. до,
в среднем, 25 т.п.н. [2]. По другим данным це-
лостность выделенной ДНК сохранялась как по-
сле 19 ЦЗР [3], так и после 40 ЦЗР [4].

ЦЗР тканей оказывают большое влияние на
качество выделенной из них ДНК. Даже один
ЦЗР венозной крови человека, изначально хра-
нившейся при –70°C, снижал целостность ДНК
более чем на 25% [4]. Стабильность ДНК, выде-
ленной из опухолевых и нормальных тканей киш-
ки у больных с колоректальным раком, сохраня-
лась после 9 ЦЗР тканей перед выделением [5], а
начало деградации РНК из этих же тканей, на-
блюдалась после 6 ЦЗР [6]. Сохранение целост-
ности ДНК, выделяемой из тканей крыс (печень,
мышцы, мозг и семенники), отмечалось при 3 ЦЗР
при размораживании тканей при комнатной темпе-
ратуре и 6 ЦЗР при размораживании на льду [7].

На качество образцов ДНК оказывают влия-
ние температурные условия хранения. Хранение
при отрицательных температурах (–20 или –80°С) в

Список сокращений: ДНК – дезоксирибонуклеиновая кис-
лота; РНК – рибонуклеиновая кислота; ЦЗР – цикл замо-
розки-разморозки; ПЦР – полимеразная цепная реакция;
NGS – секвенирование следующего (нового/второго) по-
коления.
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течение 5 лет не оказывало никакого влияния на
нарушение целостности образцов геномной ДНК
человека, выделенной из цельной крови и раство-
ренной в ТЕ буфере [3].

Эти же авторы показали, что геномная ДНК че-
ловека, растворенная в ТЕ, может храниться при
+4°С или даже комнатной температуре без ухуд-
шения качества до 9 и 6 мес., соответственно. Одна-
ко при хранении в условиях положительной темпе-
ратуры необходимо контролировать концентрацию
ДНК и испарение содержащего ее раствора. Ско-
рость испарения жидкой фазы из закрытых проби-
рок с образцами, содержавшихся при комнатной
температуре, составляла 6 мес. Разрабатываются
методы хранения ДНК при комнатной температу-
ре в обезвоженном состоянии (основанные на явле-
нии ангидробиоза), без ЦЗР [8], однако отдельные
работы сообщают о более быстрой деградации
ДНК в безводном состоянии по сравнению с
остальными вариантами хранения [3].

На целостность ДНК может влиять метод вы-
деления, так при фенол-хлороформной экстрак-
ции не отмечено деградации образцов ДНК в от-
личие от ДНК, выделенной с использованием
магнитных частиц [2, 8].

Важным аспектом, влияющим на качество полу-
чаемых образцов ДНК и РНК, является температу-
ра и время хранения тканей источников нуклеино-
вых кислот до обработки. Наиболее качественные
образцы РНК получены из крови, содержавшейся
при комнатной температуре или при +4°С не бо-
лее 32 ч. Причем 24 ч – макcимальный срок, если
образец РНК необходимо использовать для прове-
дения NGS, и до 32 ч – в случае проведения после-
дующего анализа на микрочипах. Следует отметить,
что хранение крови при –80°С не предотвращает
деградацию и повреждение РНК. Целостность вы-
деляемой ДНК из крови с добавлением гепари-
на, хранившейся при комнатной температуре
до 15 дней, практически не менялась [9].

Таким образом, литературные данные свиде-
тельствуют о первостепенном влиянии на целост-
ность ДНК преаналитического этапа, качества
биоматериала, а также метода выделения ДНК.
Для получения препаратов ДНК с минимальны-
ми признаками деградации размораживание об-
разцов крови и ткани должно быть сведено к мини-
муму, что может быть достигнуто путем аликвоти-
рования биоматериала перед замораживанием.
Либо для дальнейшего хранения необходимо из-
влечь ДНК из крови и тканей, поскольку выде-
ленная ДНК более стабильна. Однако, точные

количественные оценки числа ЦЗР, приводящих
к четко фиксируемой деградации и фрагментиро-
ванию образцов ДНК не установлены, и вопрос о
количестве циклов замораживания-
размораживания, достаточных для четкой диф-
ференциации исходного и фрагментированного
образцов ДНК остается открытым. Кроме того,
до конца не решен вопрос о возможности долго-
временного хранения образцов ДНК при комнат-
ной температуре.

В данном исследовании представлены резуль-
таты изучения влияния 180 ЦЗР а также продол-
жительного (12 мес) хранения при комнатной
температуре образцов ДНК на степень ее фраг-
ментированности.

Для проведения эксперимента были отобраны
3 образца ДНК, выделенные из цельной крови
(кровь была собрана в пробирки с ЭДТА) фенол-
хлороформной экстракцией [10] с последующей
элюцией в ТЕ. Независимо от модификации ме-
тода при выделении из цельной крови данный
протокол обычно позволяет получить фрагменты
ДНК в диапазоне ≈15–30 т.п.н. Концентрация
ДНК была в диапазоне 35–60 нг/мкл (измерение
проводили при помощи флуориметрического ме-
тода), чистота ДНК соответствовала критериям
чистой ДНК (OD260/280 ≈ 1,8; OD230/260 ≈ 2).

Одну часть каждого образца подвергали ЦЗР:
замораживали при –35°C и размораживали при
комнатной температуре, другую – выдерживали
при комнатной температуре 12 мес. Для анализа
через 60, 120, 180 ЦЗР отбирали аликвоты. Анализ
образцов, которые в течение 12 мес. хранились
при комнатной температуре, проводили по исте-
чении срока хранения. Количество в 180 циклов
было выбрано исходя из того, что такое число
ЦЗР возможно достичь при работе с криовиалами
объемом 1500–2000 мкл и хранимом объеме ДНК
500 мкл, при манипулировании 3 мкл образца
ДНК за 1× ЦЗР. Аликвоты стоковых растворов
ДНК, сразу после выделения и однократного
замораживания использовали в качестве контро-
ля для всех образцов. Для контроля степени фраг-
ментации аликвоты стокового образца подверга-
лись воздействию УФ-света с экспозицией 15, 30,
45, 60 и 120 мин.

Так как при множественных ЦЗР и аликвоти-
ровании происходит неизбежное испарение жид-
кой фазы и, соответственно, повышение концен-
трации, то перед постановкой ПЦР, все аликвоты
были разбавлены в 10 раз. Оценку целостности
ДНК проводили качественно с помощью элек-
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трофореза в агарозном геле, при следующих пара-
метрах: 0.5%-ный агарозный гель на 1× ТАЕ бу-
фере, напряжение 7 В/см, 35 мин. Окрашивание
при помощи бромистого этидия (“Биолабмикс”,
Россия). Дополнительно исследовали образцы на
капиллярном электрофорезе (Qsep100; “BiOptic”,
Тайвань) с использованием картриджа высокого
разрешения (S1 High Resolution; “BiOptic”). Для ко-
личественного анализа использовали метод кПЦР
на амплификаторе DTprime-5M1 (“ДНК-Техно-
логия”, Россия) с помощью набора для количе-
ственной и качественной оценки геномной ДНК
человека QuantumDNA-Set (“Евроген”, Россия).
Степень фрагментации цельной ДНК оценивали
путем измерения соотношения концентрации
фрагментов разных длин, результаты экспери-
ментов приведены в табл. 1. Измерения для каждого
образца проводили в трех технических повторах и в
двух дублях на каждую постановку ПЦР.

Согласно полученным результатам, представ-
ленным в таблице, в соответствии с критериями
оценки целостности все образцы, подвергавшие-
ся ЦЗР, а также находившиеся при комнатной
температуре, не являются фрагментированными
(индекс деградации менее 1.5). То есть при увели-
чении количества ЦЗР не происходит рост числа
фракций коротких фрагментов, относительно
контролей, в отличие от образцов с УФ экспози-
цией. Значения индексов деградации, получен-
ные между повторностями и дублями образцов,
статистически достоверно не отличались друг от
друга и были усреднены.

Качественная оценка исходных и тестируемых
образцов с помощью электрофореза в агарозном
геле так же не выявила никаких видимых измене-
ний (отсутствовали какие-либо признаки фраг-
ментации ДНК). В контрольных образцах, под-
вергнутых воздействию УФ-облучения, индекс
деградации увеличивался пропорционально вре-
мени экспозиции, а после 120 мин обработки
концентрация ДНК не детектировалась (т.е. со-
ставляла менее 30 пг/мкл). При исследовании об-
разцов при помощи капиллярного электрофореза
деградация ДНК также выявлена не была.

По итогам полученных результатов можно
сделать вывод об отсутствии фиксируемых изме-
нений, свидетельствующих о фрагментации или
деградации ДНК в ходе более чем 180 ЦЗР образ-
цов ДНК, а также после длительного (год) хране-
ния при комнатной температуре, что согласуется
с результатами, представленными другими кол-
лективами [3, 4]. Причем по нашим данным со-

держание при комнатной температуре вероятно
можно пролонгировать с 6 [3] до 12 мес. Такая раз-
ница в сроках хранения в связана с рядом факторов,
например, с концентрацией образцов ДНК, по-
скольку при более высокой ее концентрации они
стабильнее при положительных температурах [2].
Поэтому, на наш взгляд, данный аспект требует
отдельного внимания.

Поскольку 180 ЦРЗ не привели к фрагмента-
ции образцов ДНК, хранить ДНК можно в одной
криовиале большого объема, без деления на
аликвоты не опасаясь влияния множественных
ЦЗР на качество ДНК при дальнейших NGS ис-
следованиях. Хранение в низкотемпературном
морозильнике или автоматической станции для
биобанкирования (от –40 до –80°C) выглядит
наиболее предпочтительным, т. к. использование
для этой цели жидкого азота может приводить к
образованию сгустков ДНК при ЦЗР [11].

Таблица 1. Влияние изучаемых факторов на деграда-
цию ДНК
Table 1. Influence of the research factors on DNA degra-
dation

Примечание. * 91/156 – ДНК не фрагментирована (<1.5);
Слабо/умеренно фрагментирована (1.5–3); Сильно фраг-
ментирована (>3);
** 91/211 – ДНК не фрагментирована (<1.5); Слабо/умерен-
но фрагментирована (1.5–9); Сильно фрагментирована (>9);
*** 156/211 – ДНК не фрагментирована (<1.5); Слабо/умеренно
фрагментирована (1.5–3); Сильно фрагментирована (>3).
Note. * 91/156 – DNA not fragmented (<1.5); Weakly/moderate-
ly fragmented (1.5–3); Highly fragmented (>3);
** 91/211 – DNA not fragmented (<1.5); Weakly/moderately frag-
mented (1.5–9); Highly fragmented (>9);
*** 156/211 – DNA not fragmented (<1.5); Mildly/moderately
fragmented (1.5–3); Highly fragmented (>3).

Образцы
Индексы деградации

91/156* 91/211** 156/211***

1-3 (контроль) 0.76 0.67 0.88

1-3 (60 циклов) 0.76 0.70 0.92

1-3 (120 циклов) 0.73 0.65 0.93

1-3 (180 циклов) 0.70 0.64 0.91

1-3 (комн. темп.) 0.78 0.79 1.01

1 (УФ 15 мин) 2.67 8.62 3.23

1 (УФ 30 мин) 4.06 17.07 4.20

1 (УФ 45 мин) 6.36 43.14 6.79

1 (УФ 60 мин) 6.13 55.17 9.00

1 (УФ 120 мин) 0.00 0.00 0.00
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Поскольку процесс замораживания-размора-
живания сопряжен с изменением фазового состо-
яния, то каждый ЦЗР может потенциально вли-
ять на структурную целостность молекулы ДНК.
Согласно литературным данным, целостность
ДНК соотносится со временем, необходимым для
разрыва отдельных молекул ДНК при воздей-
ствии силы в 5–35 пН, имитирующей механиче-
ские взаимодействия между ДНК и другими биомо-
лекулами. При воздействии силы в 5 пН среднее
время жизни молекулы ДНК до разрыва составили
44 и 133 мин для образцов, подвергавшихся
замораживанию и не подвергавшихся, соответ-
ственно; при воздействии силы в 15 пН среднее вре-
мя жизни составляло, соответственно 10.8 и
78.5 мин [12]. Нами было показано, что после 180
ЦЗР ДНК остается стабильной и без признаков де-
градации, что позволяет делать предположения о
сохранении целостности ДНК при большем числе
ЦЗР; поэтому практический интерес будут пред-
ставлять работы, в которых число циклов может
быть увеличено.
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of DNA Samples Integrity after Multiple Freezing Cycles
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Abstract—The effect of 180 freeze-thaw cycles and storage at room temperature for 1 year on the integrity of
DNA isolated by phenol-chloroform extraction was studied. Quantitative real-time PCR using a fragmenta-
tion assessment kit after 60, 120, 180 cycles as well as after DNA storage for one year at room temperature
confirmed the absence of DNA fragmentation. DNA solution samples used as degradation controls with UV
light irradiation exposures of 15, 30, 45, 60 min recorded DNA degradation proportional to the irradiation
time, and after 120 minutes of treatment the DNA concentration was undetectable (i.e., less than 30 pg/μL)
Qualitative assessment of DNA sample integrity by agarose gel electrophoresis revealed no visible changes in
DNA integrity and no evidence of DNA fragmentation. The results demonstrated no detectable change in
DNA integrity after 180 freeze-thaw cycles and long-term storage at room temperature.
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