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Нуклеиновые кислоты хлореллы участвуют в передаче закодированной генетической информации от поколения к поколению 
микроводоросли, обеспечивая сохранность и долговечность вида. Информация о количестве нуклеиновых кислот, присутствую-
щих в хлорелле, позволит в дальнейшем создать препараты на основе ДНК и РНК в виде натриевых солей. Представлены 
результаты количественного анализа нуклеиновых кислот в зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris (штамм ИФР № С-111). 
Щелочной и кислотный гидролиз РНК и ДНК из биомассы данного микроорганизма проводился по адаптированному и 
приспособленному биохимическому методу Шмидта−Тангаузера. Разработан и модернизирован эффективный метод фотоколори-
метрического определения количества ДНК и РНК в гидролизате по специфическим цветным реакциям на углеводные мономеры 
дезоксирибозу и рибозу соответственно, с использованием 96-луночного планшетного фотометра-ридера, применяемого для 
иммуноферментного (ИФА) скрининга. Определен экспериментально оптимальный светофильтр на 620 нм (оранжевый) для 
регистрации окрашенных соединений дезоксирибозы и рибозы после цветных реакций специфическими растворами реагентов 
дифениламина и орцина. Построены соответствующие градуировочные зависимости с коэффициентом линейности не менее r = 
= 0,999 для количественного определения ДНК и РНК в объеме гидролизатов, что позволило определить количество нуклеи-
новых кислот в навеске биомассы Chlorella vulgaris. 
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Зеленая микроводоросль рода Chlorella vul-
garis является наиболее распространенным и тра-
диционным представителем рода зеленых одно-
клеточных, коккоидных форм, водорослей, кото-
рые размножаются с помощью автоспор и имеют 
размеры клеток от 2 до 10 мкм [1, 2].  

Глубокое изучение этой микроводоросли по 
морфологическим, биохимическим, физиологиче-
ским, а также фармакологическим принципам спо-
собствовало значительному обогащению знаний 
как о самой клетке, так и об ее уникальном биохи-
мическом составе, что подтверждается рядом науч-
ных публикаций по данной тематике [1−12]. Обла-
дая функциями живого организма, микроводоросль 
Ch. vulgaris, наряду с другими биологическими 
компонентами, имеет богатый и уникальный нук-
леиновый состав, за счет которого и обеспечивается 
столь долгий собственный генетический возраст. 

Нуклеиновые кислоты хлореллы участвуют в пере-
даче закодированной генетической информации от 
поколения к поколению микроводоросли и вслед-
ствие этого обеспечивают сохранность, долговеч-
ность вида и постоянную регенерацию поврежден-
ного материала. 

Достаточно много исследований посвящено 
изучению полезных свойств хлореллы, которые в 
большей мере обеспечивают поддержку иммунной 
системы организма человека или животного при 
употреблении ее в пищу. Многие ученые придер-
живаются мнения, что уникальный биохимический 
состав клеточной структуры хлореллы повышает 
иммунитет и резистентность организма при упо-
треблении ее в пищу, что определяется комплексом 
витаминов, аминокислот, пептидов, минералов и 
других биологически важных компонентов, осо-
бенно количеством нуклеиновых кислот ДНК и 
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РНК, которые, в свою очередь, имеют особое зна-
чение в процессах регенерации клеточного матери-
ала организма [3−5]. Возможно, своему иммуномо-
дулирующему свойству хлорелла обязана также 
высокой концентрации нуклеиновых кислот, за 
счет которых происходит активная выработка не-
обходимых веществ в организме, что подтверждено 
публикациями по изучению иммунологических 
свойств нуклеиновых кислот на организм [6−12]. 

Таким образом, в основу исследования легли 
задачи, направленные на улучшение и адаптацию 
существующего метода Шмидта−Тангаузера по 
выделению нуклеиновых кислот, который был 
применен для экстракции ДНК и РНК из клеток 
микроводоросли Ch. vulgaris, а также на модифи-
кацию фотоколориметрического количественного 
определения с использованием микропланшетного 
фотометра (ИФА) по цветным реакциям на дезок-
сирибозу и рибозу. Результаты данной работы о 
количестве нуклеиновых кислот в микроводорос-
ли Ch. vulgaris помогут в дальнейшем создать пер-
спективные решения для разработки и получения 
нового лечебно-профилактического препарата на 
основе ДНК и РНК для применения в ветеринар-
ной и животноводческой практике. 

Ц е л ь  р а б о т ы  − экстракция нуклеино-
вых кислот и определение количественного со-
держания суммы ДНК и РНК, содержащихся в 
микроводоросли Ch. vulgaris. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объект изучения − зеленая микроводоросль 

рода Ch. vulgaris (штамм ИФР № С-111, России). 
В работе использовали сухую биомассу хлореллы, 
получаемую методом лиофильной сушки в виде 
зеленого мелкодисперсного порошка, вследствие 
чего клеточная оболочка хлореллы не разрушает-
ся, а обезвоживается, сохраняя при этом все внут-
риклеточные компоненты. Подготовительный этап 
выделения нуклеиновых кислот из микроводорос-
ли заключался в тщательном перетирании биомас-
сы с инертным стеклянным порошком, измельчен-
ным до мелкокристаллического состояния. Данная 
операция предполагала наиболее эффективное ме-
ханическое разрушение толстых клеточных стенок 
хлореллы. Дальнейшую работу проводили с ис-
пользованием современного оборудования и при-
боров, отвечающих всем нормам надлежащей ла-
бораторной практики (GLP). Приведенные прибо-
ры, аппаратура и лабораторная посуда были пол-
ностью исправны, отвечали высоким требованиям 

анализа и подготовки проб к исследованиям, име-
ли на момент исследования соответствующую ат-
тестацию и квалификацию. 

Оборудование и реактивы: водяная баня 
IKA HB10 digital (20−180 °C) (VWR); центрифуга 
CENTRIFUGECM-6M (ELM», Латвия); весы элек-
тронные лабораторные (OHAUS, США); микро-
планшетный фотометр «Infinite F50» (TECAN, Ав-
стрия GmbH); 96-микролуночные одноразовые 
пластиковые планшеты для планшетного фото-
метра или ИФА-анализатора; дозаторы механиче-
ские (1−5 мл; 100−1000 мкл) («Sartorius», 
«BioHit»); морозильная камера от −18 до −20 °С, 
для заморозки клеток хлореллы; пробирки цент-
рифужные с крышкой градуированные пластмас-
совые; пробирки градуированные с притертой 
пробкой (ГОСТ 1770-74); обратные холодильники 
или воздушные для пробирок; емкость с тающим 
льдом для проведения реакции; хлорная кислота 
(HClO4, ГОСТ 6552-80, АО «ЛенРеактив», Рос-
сия); гидроокись калия (KOH, ГОСТ 24363-80, 
Россия); гидроокись натрия (NaOH, ГОСТ 2263-79, 
Россия); уксусная кислота ледяная (СH3COOH, 
ГОСТ 61-75, ВЕКТОН, Россия); дифениламин 
(C12H11N, ТУ 6-09-5467-90, «ЛенРеактив», Россия); 
орцинол или орцин(CH3×С6H3(OH)2×H2O, «Labor-
atory BDH Reagent», Англия, Product № 29418); 
серная кислота (H2SO4, ГОСТ 4204-77, ВЕКТОН, 
Россия); соляная кислота (HCl, ГОСТ 3118-77, 
ВЕКТОН, Россия); железо хлорное  
6- водное (FeCl3×6H2O, ГОСТ 4147-74, «НеваРеак-
тив», Россия); этилацетат (ГОСТ 22300-76, 
ВЕКТОН, Россия); хлороформ (ВЕКТОН, Россия); 
спирт этиловый охлажденный (ГОСТ  
Р 55878-2013); препарат D-рибоза,в качестве стан-
дарта РНК («BioChem», Франция); препарат 2-D-
дезоксирибоза, в качестве стандарта ДНК («Bio-
Chem», Франция); индикаторная бумага, универ-
сальная для pH; хлорид натрия; цитрат натрия. 

Были приготовлены специальные реагенты для 
селективной окраски ДНК и РНК. Орциновый реак-
тив (определение РНК): 1,0 г орцина (орцинола, 5-
метилрезорцина) растворяли в 500 см3 30%-ной со-
ляной кислоты и добавляли 5 мл 10%-ного хлорного 
железа. Реактив хранили в темной склянке и плотно 
закрытым во избежание испарения кислоты.  

Реактив Дише (определение ДНК): 1,0 г 
дифениламина, дважды перекристаллизованного 
из 70%-ного этанола, растворяли в 100 см3 ледя-
ной уксусной кислоты и добавляли 2,75 см3 серной 
кислоты [13, 14]. 
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Выделение нуклеиновых кислот из хло-
реллы адаптированным методом Шмидта–
Тангаузера. Данный метод выделения и разделе-
ния нуклеиновых кислот из зеленой микроводо-
росли наряду с другими возможными методами 
наиболее полно оказался приемлемым и был нами 
улучшен и адаптирован к исследуемому биомате-
риалу. Метод, предложенный Шмидтом и Тангау-
зером, позволяет экстрагировать из одной навески  
биоматериала РНК и ДНК отдельно друг от друга, 
что обеспечивает наиболее точные расчеты их ко-
личества в хлорелле [13, 14]. 

Подготовленный таким образом биоматериал 
микроводоросли Ch. vulgaris в количестве 1,0±0,2 г 
поместили в фарфоровую ступку. Для анализа тен-
денции и прогнозирования результата выделения 
нуклеиновых кислот из хлореллы, то же самое про-
делали для навесок 0,5; 5,0; 10,0 и 50,0 г, пропорци-
онально рассчитав внесенные далее реагенты. При 
дополнительном разрушении клеточного материала 
хлореллы применили механический лизис, для это-
го добавили 0,5 г дисперсного стеклянного порош-
ка и в течение 5 мин перетерли содержимое пести-
ком до состояния гомогенной массы. Поместили в 
ступку 5 см3 цитратно-солевого раствора (1:1), 0,10 
моль/дм3 хлорида натрия и 0,025 моль/дм3 цитрата 
натрия, перемешали содержимое и добавили 5 см3 
0,5 н раствора хлорной кислоты (HСlO4). В течение 
2 мин перетерли содержимое ступки. Полученную 
гомогенную смесь центрифугировали в течение 20 
мин при 3500 об/мин. Надосадочную жидкость, со-
держащую низкомолекулярные и кислотораство-
римые компоненты, отбросили. Все операции про-
текали быстро на холоду и с охлажденными рас-
творами реагентов. От кислоты в осадке избавились 
двукратной отмывкой осадка деионизированной 
водой с последующим центрифугированием при 
тех же условиях. Подготовленный осадок, содер-
жащий белки, нуклеиновые кислоты, пигменты и 
липиды, промыли 15 см3 смеси «этанол−хлоро-
форм» (3:1), хорошо помешивая стеклянной палоч-
кой. Затем центрифугировали в течение 10 мин при 
3500 об/мин и отбросили надосадочный раствор 
(темно-зеленого цвета), содержащий липиды и 
пигменты. К практически обесцвеченному осадку 
добавили 15 см3 смеси «этанол−этилацетат» (1:1), 
тщательно перемешали для удаления остаточных 
количеств пигмента и липидов. При тех же услови-
ях центрифугировали смесь и отбросили надоса-
дочную жидкость. Полученный осадок, содержа-
щий белки и нуклеиновые кислоты, двукратно от-

мыли этиловым спиртом (по 10 см3) от остатков 
эфира. 

Щелочной гидролиз нуклеиновых кислот из 
полученного осадка проводили с 10,0 см3 0,5 н. рас-
твора гидроксида калия на водяной бане в течение 
1 ч при 45 °С. При данных условиях происходит 
полное извлечение нуклеиновых кислот из данного 
клеточного материала. Полученный гидролизат 
охладили до 0−2 °С, поместив по окончании про-
цесса в емкость с тающим льдом, а затем центри-
фугировали 10 мин при 3500 об/мин. После данных 
операций надосадочный раствор содержал нуклеи-
новые кислоты. Осадок, состоящий из белков и 
других компонентов, промыли охлажденным рас-
твором 0,5 н. KOH и отбросили, а щелочные гидро-
лизаты объединили. К объединенному щелочному 
гидролизату прибавили охлажденную HСlO4 
(конц.) по каплям до pH=1 по универсальному ин-
дикатору, аккуратно перемешивая содержимое. В 
процессе нейтрализации выпал белый осадок, со-
стоящий из ДНК, остатков белка и перхлората ка-
лия. Содержащий продукты РНК раствор далее 
центрифугировали, замеряли объем (~ 10 см3) и 
определяли количество РНК методом колоримет-
рического анализа по специфической цветной ре-
акции на углеводный мономер D-рибозу. 

Осадок, содержащий ДНК и белок, смешали с 
10,0 см3 0.5 н. HClO4 и подвергли кислотному гид-
ролизу на водяной бане при 100 °С в течение 30 
минут. При этом белок денатурирует и выпадает в 
осадок, а ДНК образуется в растворе кислоты. По-
лученный гидролизат, содержащий ДНК, охлади-
ли и центрифугировали. Методом колориметриче-
ского анализа, но уже с использованием ИФА-
фотометра, определяли количество ДНК в раство-
ре по специфической цветной реакции на углевод-
ный мономер D-2-дезоксирибозу [13, 14]. 

Перед фотометрическим измерением стан-
дартных образцов и полученных гидролизатов ДНК 
и РНК из микроводоросли Ch. vulgaris были прове-
дены специфические цветные реакции на пентозы 
нуклеиновых кислот. Данный процесс заключался в 
получении окрашенных комплексов дезоксирибозы 
и рибозы с дифениламином и орцином соответ-
ственно. Для приготовления градуировочных рас-
творов ДНК использовали коммерческий препарат 
2-D-дезоксирибозы. Готовили серию градуировоч-
ных растворов с концентрациями 5,0; 2,5; 2,0; 1,0; 
0,5; 0,1; 0,05; 0,01; 0 мг/см3. Серию градуировочных 
растворов РНК идентичных концентраций готови-
ли из коммерческого реактива D-рибозы. 
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К 1,0 см3 каждого раствора стандарта и гид-
ролизатов ДНК и РНК добавляли по 1,0 см3 хлор-
ной кислоты и гидролизовали в течение 20 мин 
при 100 °С. Далее с каждым полученным кислот-
ным раствором проводили специфические реакции 
на пентозы. При этом молекулы ДНК окрашива-
лись по 2-D-дезоксирибозе с применением реакти-
ва Дише в синий цвет, а молекулы РНК окрашива-
лись орциновым реактивом по углеводному моно-
меру D-рибозе в зеленый цвет.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты полученных градуировочных за-

висимостей для определения содержания ДНК и 
РНК в биомассе микроводоросли Ch. vulgaris 
представлены в виде графиков (рис. 1 и 2). 

Реакцию на дезоксирибозу проводили по сле-
дующей схеме: 1 см3 гидролизата (или стандарта 
ДНК) на 2 см3 реактива Дише, затем 10 мин вы-
держивали на кипящей водяной бане до образова-
ния стойкого окрашенного комплекса синего цве-
та. Определение ДНК в растворе выполняли на 
фотометре ТECAN Infinite F50, используя оранже-
вый светофильтр 620 нм. На рис. 1 представлен 
градуировочный график для определения количе-
ства ДНК по окрашенной 2-D-дезоксирибозе, из 
которого видно, что интенсивность окраски, опре-
деляемая оптической плотностью окрашенной 
дезоксирибозы, пропорциональна количеству ДНК 
в растворе, что подтверждается линейностью и ко-
эффициентом линейной регрессии R = 0,999. 

Реакцию на рибозу проводили по следующей 
схеме: 1 см3 гидролизата (или стандарта РНК) на  
1 см3 орцинового реактива, затем 15 мин выдер-
живали на кипящей водяной бане до образования 
стойкого окрашенного комплекса зеленого цвета. 
Определение РНК в растворе проводили на фото-
метре ТECAN Infinite F50, используя оранжевый 
светофильтр 620 нм. Цвет обуславливается нали-
чием пентозы РНК. На рис. 2 представлен градуи-
ровочный график для определения количества 
РНК по окрашенной D-рибозе. 

Интенсивность окраски, определяемая оптиче-
ской плотностью окрашенной рибозы, пропорцио-
нальна количеству РНК в растворе. В ходе постро-
ения градуировочного графика было установлено, 
что определение РНК по данному методу не проте-
кает в условиях линейной функции, однако коэф-
фициент линейной регрессии равен R = 0,9998. При 
этом в условиях проверки контрольных образцов с 
известным содержанием рибозы на всем проме-
жутке градуировочной зависимости были выявле-
ны достаточно низкие расхождения, не влияющие 
на результат. 

В перспективе для создания ветеринарного 
лечебно-профилактического препарата на основе 
нуклеиновых кислот важной составляющей явля-
ется информация о сумме выделенных из хлорел-
лы ДНК и РНК с целью получения общего количе-
ства нуклеиновых кислот.  

В связи с этим очищенные гидролизаты ДНК 
и РНК объединяли, замеряли общий объем, и в со-
отношении 3:1 медленно приливали в высокую 
емкость с охлажденным до 2−4 °С 96%-ным эти-
ловым спиртом. Вследствие этого выпадал хло-
пьевидный осадок, состоящий из нуклеиновых 
кислот. При помощи центрифугирования избавля-

 

Рис. 1. Градуировочная зависимость количества ДНК от интен-
сивности окраски 2-D-дезоксирибозы 

 
Рис. 2. Градуировочная зависимость количества РНК от интен-
сивности окраски D-рибозы 
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лись от надосадочной жидкости, а осадок высу-
шивали в токе воздуха. Высушенный осадок пере-
терали в ступке до мелкодисперсного состояния, а 
затем взвешивали. На рис. 3 показана зависимость 
количества нуклеиновых кислот от количества 
биомассы микроводорослей Ch. vulgaris, взятой для 
экстракции. Из представленной тенденции видно, 
что при взятых навесках биомассы хлореллы 0,5; 
1,0; 5,0; 10,0 и 50,0 г пропорционально растет сум-
марное количество выделяемых нуклеиновых кис-
лот 0,068; 0,125; 0,650; 1,440; 6,34 г соответственно. 
При этом на всем промежутке графика соблюдается 
линейность функции (R = 0,9992). Приведенные 
значения количества нуклеиновых кислот являются 
усредненными, поскольку проведены три парал-
лельных опыта экстракции и измерения. 

Для измерения оптической плотности полу-
ченных окрашенных комплексов использовали 96-
луночный планшетный анализатор (используемый 
при иммуноферментном анализе) «Infinite F50» 
(TECAN, Австрия). В работе применяли стериль-
ный 96-луночный микропланшет – «Greiner 96 U 
transparent», без нанесения на внутренние стенки 
плашек каких-либо проявляющих реагентов. При 
сравнительном исследовании оптических парамет-
ров кварцевых кювет (Q10) для фотоколориметра, 
например КФК с микрокюветами для ИФА, каких-
либо отклонений при измерении оптической плот-
ности окрашенных стандартных растворов той же 
концентрации обнаружено не было. 

Настройки программного обеспечения вы-
полнены в соответствии с руководством по экс-
плуатации «MagellanV 7.0 for F50». 

 
Рис. 3. Зависимость количества нуклеиновых кислот от коли-
чества биомассы микроводорослей Ch. vulgaris 

ВЫВОДЫ 
1. Установлено, что микроводоросли Ch. vulgar-

is являются продуктом, в котором содержится 
достаточное количество нуклеиновых кислот, 
что может быть использовано в качестве био-
логического источника для получения препа-
ратов на основе ДНК и РНК. 

2. Примененный способ колориметрического 
анализа обеспечивает достаточно высокую 
точность в контроле количества их основных 
компонентов и качества препаратов на основе 
нуклеиновых кислот. 

3. Определена зависимость выработки в ходе 
экстракции количества нуклеиновых кислот 
от количества взятой навески биомассы мик-
роводорослей. 
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The paper presents the results of quantitative analysis of nucleic acids in the green microalgae Chlorella vulgaris (IGF strain no. 
C-111). The nucleic acids present in the Chlorella cell are involved in the transmission of encoded genetic information from generation 
to generation of microalgae, ensuring the safety and longevity of the species. Information about the amount of nucleic acids present in 
Chlorella, will further create drugs based on DNA and RNA in the form of sodium salts. Alkaline and acidic hydrolysis of RNA and DNA 
from the biomass of the microorganism was carried out according to the adapted and adapted biochemical method of Schmidt-
Thanhauser. An effective method of photocolorimetric determination of the amount of DNA and RNA in the hydrolysate from specific 
color reactions to carbohydrate monomers Deoxyribose and Ribose, respectively, using a 96-well plate photometer-reader used for en-
zyme immunoassay (ELISA) screening was developed and modernized. Was determined empirically optimal filter at 620 nm (orange) 
for check painted joints desoxyribose and ribose after color reactions specific solutions of reagents of the diphenylamine and orcine. 
Appropriate calibration dependences with a linearity coefficient of at least r = 0.999 were constructed for the quantitative determina-
tion of DNA and RNA in the volume of hydrolysates, which made it possible to determine the amount of nucleic acids in the sample of 
Chlorella vulgaris biomass. This method of colorimetric analysis provides a sufficiently high accuracy in quality control of preparations 
based on nucleic acids in analytical studies in the laboratory. 
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