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Разработан быстрый и относительно недорогостоящий метод выделения и очистки РНК из мицелия 
двух видов фитопатогенных грибов рода Fusarium: F. graminearum и F. coffeatum, – обладающих 
различными морфологическими и биохимическими характеристиками. Метод включает 
использование буфера на основе гуанидин гидрохлорида и спин-колонок, входящих в состав 
коммерческого набора для выделения плазмидной ДНК, и применим при работе как с мицелиями, 
выращенными на агаризованных питательных средах, так и с жидкими культурами грибов. Выход 
РНК, полученной с использованием предложенного протокола, составил 4–14 мкг/100 мг веса 
мицелия при значениях индекса целостности РНК (RIN) до 8.4. В процессе оптимизации метода 
рекомендована предварительная лиофилизация образцов при работе с жидкими культурами, 
а также использование ингибитора РНКаз при выделении из культур на поздних этапах роста. 
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема присутствия плесневых грибов 

и вырабатываемых ими микотоксинов в расти-
тельном сырье и продуктах питания имеет меж-
дународное значение и пристально изучается 
специалистами различного профиля [1]. К клю-
чевым продуцентам токсических соединений 
относятся представители рода Fusarium, распро-
страненные в различных регионах мира и пора-
жающие широкий спектр растений-хозяев, в том 
числе важнейших сельскохозяйственных куль-
тур [2, 3]. К основным группам микотоксинов, 
синтезируемых грибами рода Fusarium, относят-
ся трихотецены, фумонизины и зеараленон. Эти 
соединения ингибируют биосинтез белка у эука-
риот и оказывают негативное влияние на функ-
ционирование пищеварительной, иммунной 
и репродуктивной систем [4–6]. Кроме того, 
трихотецены, в особенности дезоксиниваленол, 
относятся к факторам агрессивности, играю-
щим важную роль в распространении гриба по 
тканям растения-хозяина [7]. Генетические ме-
ханизмы биосинтеза сходны для разных таксо-
номических групп грибов: гены, кодирующие 
биосинтетические ферменты, сгруппированы 
в кластеры, находящиеся под контролем одного 

или нескольких факторов транскрипции, кото-
рые, в свою очередь, регулируются транскрип-
ционными факторами более широкого спектра 
действия, регулирующими, помимо вторичного 
метаболизма, также процессы роста и развития 
гриба [8–11]. Важно отметить, что, несмотря на 
универсальность этой схемы, многие факторы 
и механизмы регуляции биосинтеза до сих пор 
не изучены. 

Одним из ключевых подходов в исследова-
нии механизмов биосинтеза токсинов, роста 
и развития гриба, его взаимодействия с расте-
нием-хозяином, а также в разработке методов 
снижения и предотвращения заражения счита-
ется анализ дифференциальной экспрессии ге-
нов, в том числе с использованием современных 
методов высокопроизводительного секвениро-
вания. Однако для их эффективного примене-
ния необходимо получение образцов тотальной 
РНК высокого качества. При работе с плесне-
выми грибами выделение РНК затруднено из-за 
сложной структуры клеточной стенки, прежде 
всего наличия большого количества полиса-
харидов, а также способности грибов секрети-
ровать рибонуклеазы, играющие важную роль 
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в процессах патогенеза [12–14]. На сегодняш-
ний день для выделения РНК используют либо 
дорогостоящие коммерческие наборы, либо 
методы, включающие применение токсичных 
соединений, таких как фенол и хлороформ [15, 
16]. В 2012 году H. Yaffe с соавт. [17] предложили 
метод выделения РНК с применением лизиру-
ющего буфера на основе 8 М гуанидин гидрох-
лорида, названный LogSpin, и продемонстри-
ровали его высокую эффективность при работе 
с растительной тканью и мицелиями грибов ро-
дов Botrytis и Alternaria. Однако возможность 
применения LogSpin для токсигенных грибов, 
в особенности в условиях роста мицелия в жид-
кой культуре, оставалась неизвестной. 

Мы модифицировали описанный ранее про-
токол и адаптировали его для работы с культу-
рами двух видов грибов рода Fusarium, которые 
синтезируют различные группы микотоксинов 
и поражают широкий круг растений-хозяев. По-
мимо оптимизации процедуры выделения, сде-
ланы предложения относительно предваритель-
ной пробоподготовки для повышения качества 
полученных препаратов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы грибов, условия культивирования. 

В работе использовали 2 штамма грибов рода 
Fusarium из коллекции ФГБУН “Федеральный 
исследовательский центр питания и биотехно-
логии” (ФИЦПБ): F. graminearum ION-17-9/8  
(2017 г., Ставропольский край, пшеница) 
и F. coffeatum ION-3/4 (2014 г., Тульская область, 
пшеница). ION-3/4 представляет собой первый 
обнаруженный в России штамм F. coffeatum, 
подробно описанный ранее в совместной рабо-
те сотрудников ИБХ РАН и ФИЦПБ [18]. Рост 
культур проводили в течение 7 сут при 25°С на 
картофельно-сахарозном агаре (КСА). Для вы-
деления РНК мицелий собирали с помощью 
микробиологической петли. Для роста в жид-
кой культуре использовали среду MYRO [19],  
10 мл которой инокулировали 100 мкл суспензии 
конидий грибов. Культуру растили в пробирках 
типа Фалькон объемом 50 мл при 25°С с приот-
крытыми крышками. Отбор проб проводили на 
4 и 7 сутки роста. 

Предварительная пробоподготовка. Часть об-
разцов предварительно лиофилизовали перед 
процедурой выделения. Пробирки с жидкими 
средами центрифугировали в течение 10 мин 
при 4 400 g, после чего отбирали надосадочную 
жидкость. Фрагмент мицелия грибов массой 
200–250 мг высушивали в течение 1.5 ч с ис-
пользованием лиофилизатора VirTis BenchTop 
2K XL (“SP Scientific”, США).

Реагенты и растворы. Для выделения РНК 
использовали следующие растворы: 

1) лизирующий раствор: 8 М гуанидин ги-
дрохлорид, 20 мМ MES, 20 мМ ЭДТА;

2) промывочный раствор 1: 3 М ацетат на-
трия (рН 5.5);

3) промывочный раствор 2: 40% изопропа-
нол, 10 мМ Трис-HCl (pH 6.2).

Также использована высокоочищенная вода, 
обработанная диэтилпирокарбонатом (DEPC), 
не содержащая нуклеаз. 

Протоколы выделения РНК. Мицелий (150–
200 мг свежего или 50–100 мг лиофилизованно-
го) растирали до состояния порошка в жидком 
азоте с добавлением корунда, вносили 1 мл лизи-
рующего раствора и 10 мкл β-меркаптоэтанола, 
после чего гомогенат инкубировали в течение 
15 мин при 65°С. Затем образцы центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 12 000 g, надосадоч-
ную жидкость переносили в новые пробирки, 
добавляли равный (~600 мкл) объем изопро-
панола и перемешивали на вортексе Microspin 
FV-2400 (“BioSan”, Латвия). Полученную смесь 
наносили на спин-колонки для выделения плаз-
мидной ДНК Plasmid Miniprep 2.0 (“Евроген”, 
Россия), которые центрифугировали в течение 
1 мин при 12000 g и удаляли “проскок”. На мем-
брану спин-колонки наносили 600 мкл промы-
вочного раствора-1, центрифугировали 30 с при 
12000 g и удаляли “проскок”. Затем на мембрану 
спин-колонки наносили 600 мкл промывочного 
раствора-2, центрифугировали в тех же услови-
ях, удаляли “проскок”, после чего повторяли 
процедуру с увеличением времени центрифуги-
рования до 3 мин. После удаления “проскока” 
колонку помещали в чистую пробирку объемом 
1.5 мл, на мембрану колонки наносили 100 мкл 
воды, не содержащей нуклеаз. Пробирки инку-
бировали в течение 2 мин при комнатной темпе-
ратуре и центрифугировали 1 мин при 12000 g. 
Для некоторых образцов на этапе элюирования 
добавляли 1 ед. ингибитора РНКаз RiboCare 
(“Евроген”).

Для сравнения эффективности протоколов 
выделение РНК проводили также с использова-
нием коммерческого набора RNeasy Plant Mini 
Kit (“Qiagen”, Германия) в соответствии с про-
токолом производителя.

Для каждого из вариантов выделение прово-
дили в трех независимых повторах.

Концентрацию РНК в образцах опреде-
ляли на спектрофотометре NanoVue (“GE 
HealthCare”, США) и флуориметре Qubit 
(“Thermo Fisher Scientific”, США).
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Анализ количественных и качественных ха-
рактеристик препаратов РНК. Анализ качества 
выделенной РНК проводили четырьмя способа-
ми: (1) электрофорез в 1%-ном агарозном геле 
в присутствии бромистого этидия; (2) оценка 
чистоты препаратов по соотношению значе-
ний оптической плотности раствора при длинах 
волн 260 и 280 нм (А260/А280) и 260 и 230 нм (А260/
А230) на спектрофотометре NanoVue; (3) конт-
роль качества РНК с помощью биоанализатора 
Agilent 2100 Bioanalyzer (“Agilent Technologies”, 
США); (4) оценка эффективности ПЦР-ампли-
фикации кДНК, полученной из образцов РНК, 
выделенных из жидких культур на 4 сутки роста. 

Обратную транскрипцию проводили с помо-
щью набора MMLV RT kit (“Евроген”) по про-
токолу производителя с использованием слу-
чайного праймера. В качестве мишени для 
ПЦР-амплификации был выбран ген фактора 
элонгации трансляции-1α (TEF1α). Для ана-
лиза эффективности ПЦР в качестве матриц 
использовали последовательные 10-кратные 
разведения кДНК в диапазоне от 10–1 до 10–8. 
Структуры олигонуклеотидов, используемых 
для амплификации кДНК F. graminearum, опу-
бликованы ранее [20]. Олигонуклеотиды для 
амплификации кДНК F. coffeatum были разра-
ботаны в ходе исследования (прямой праймер: 
5ꞌ-CCACTACCGGTCACTTGATCTA-3ꞌ; обрат-
ный праймер: 5ꞌ-CTCGGCGGCTTCCTTCTC-
3 ꞌ; зонд: 5 ꞌ-(BHQ1)-CAGTGCGGTGGTA-
(FAMdT)-CGACAAGCGAACCAT-3 ꞌ). ПЦР 
проводили в детектирующем амплификаторе 
ДТ-96 (“ДНК-технология”, Россия) в соответ-
ствии со следующей программой амплифи-
кации: 90 с при 93°С (1 цикл); 10 с при 93°С, 
15 с при 60°С, 10 с при 72°С (40 циклов). Анализ 
полученных данных проводили по алгоритмам, 
описанным Bustin и др. [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Особенности пробоподготовки 

Культуры грибов F. graminearum и F. coffeatum, 
использованные в исследовании, отличались 
по морфологическим и физиологическим ха-
рактеристикам. Так, F. graminearum формиро-
вал обильный пушистый воздушный мицелий 
при росте на агаризованной питательной сре-
де и быстро рос в жидкой культуре, в то время 
как F. coffeatum формировал плотный необиль-
ный мицелий на агаризованной среде и рыхлые 
хлопьевидные структуры при культивировании 
в жидкой. В последнем случае мицелиальные 
структуры F. coffeatum были окружены желе-
образной массой, которую не удавалось удалить 
после центрифугирования и отбора культураль-
ной жидкости. Подобная структура присутство-

вала и вокруг мицелиев F. graminearum, однако ее 
объем был значительно меньше. Желеобразные 
структуры, по-видимому, содержали значитель-
ное количество жидкости, так как масса мице-
лия F. coffeatum после лиофильной сушки сни-
жалась на 50–65%, в то время как F. graminearum 
всего на 20–30%.

Модификация исходного протокола

Первоначальный протокол LogSpin [17] 
в ходе оптимизации методики был модифициро-
ван в соответствии со спецификой исследуемых 
образцов. Модификации протокола включали: 

1) увеличение объема лизирующего буфера, 
добавляемого к образцу, до 1 мл (вместо 500 мкл 
согласно протоколу LogSpin); 

2) добавление к лизирующему буферу β-мер-
каптоэтанола в соотношении 100 : 1. Введение 
этого этапа обусловлено возможным наличием 
в клетках грибов фенольных соединений, спо-
собных окисляться и связываться с РНК, за-
трудняя ее выделение, а β-меркаптоэтанол как 
восстановитель предотвращает окислительный 
процесс;

3) введение этапа инкубации гомогената 
в течение 15 мин при 65°С для более полного 
лизиса клеток;

4) изменение состава промывочного раство-
ра-2: в предлагаемой методике он включает 40% 
изопропанола и 10 мМ Трис-HCl (в оригиналь-
ном протоколе это 70%-ный изопропанол), так 
как буферный раствор позволяет поддерживать 
оптимальные значения рН, тем самым стабили-
зируя РНК;

5) при выделении РНК из жидких культур 
на более поздних этапах роста (7 сутки) вводили 
ингибитор РНКаз на этапе элюирования (для 
предотвращения деградации РНК).

Анализ концентрации и качества полученных 
препаратов РНК

Основные характеристики препаратов РНК, 
полученных в различных вариантах выделе-
ния, приведены в табл. 1. Как при выделении 
из мицелиев, выросших на агаризованных пи-
тательных средах, так при работе с жидкими 
культурами концентрации РНК, выделяемых 
из мицелия F. graminearum, были выше, чем для 
F. coffeatum; при этом предварительная лиофи-
лизация образцов практически не оказывала 
влияния на выход и чистоту РНК, выделяемой 
из мицелиев, культивируемых на твердых сре-
дах. Интересно отметить, что использование 
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Таблица 1. Оценка качества выделенных образцов РНКa

№ Субстратb Времяc, 
сут

Метод 
выделе-

нияd

Лиофили- 
зация

Ингиби-
тор РНКаз

[РНК], 
мкг/100 мг 
мицелия

А260/А230 А260/А280 RIN

F. graminearum

1 АС 7 1 + – 5.1 ± 0.7 1.81 ± 0.02 2.01 ± 0.01 8.1 
2 АС 7 2 + – 7.2 ± 0.5 1.67 ± 0.03 1.81 ± 0.00 7.3 
3 АС 7 1 – – 5.8 ± 0.4 1.96 ± 0.04 2.0 ± 0.02 7.4
4 АС 7 2 – – 7.7 ± 0.2 1.85 ± 0.06 1.94 ± 0.02 7.2
5 ЖК 4 1 + – 14.0 ± 0.3 2.1 ± 0.02 2.0 ± 0.02 8.4
6 ЖК 4 2 + – 16.2 ± 0.5 1.8 ± 0.02 1.92 ± 0.04 7.9
7 ЖК 4 1 – – 11.1 ± 0.7 1.57 ± 0.05 2.02 ± 0.02 6.6
8 ЖК 4 2 – – 11.8 ± 0.4 1.42 ± 0.08 1.8 ± 0.04 6.0
9 ЖК 7 1 + – 4.2 ± 0.6 1.9 ± 0.06 2.0 ± 0.04 5.2
10 ЖК 7 2 + – 1.8 ± 0.5 1.65 ± 0.01 1.78 ± 0.02 4.2
11 ЖК 7 1 – – 2.2 ± 0.1 0.96 ± 0.09 1.81 ± 0.03 5.1
12 ЖК 7 2 – – 0.9 ± 0.09 0.76 ± 0.03 1.31 ± 0.08 2.9
13 ЖК 7 1 + + 9.2 ± 0.3 1.99 ± 0.02 1.8 ± 0.03 8.0
14 ЖК 7 2 + + 14.9 ± 0.8 1.71 ± 0.02 1.7 ± 0.04 6.4

F. coffeatum

15 АС 7 1 + – 4.4 ± 0.4 1.7 ± 0.04 1.9 ± 0.03 7.2
16 АС 7 2 + – 6.8 ± 1.0 1.42 ± 0.05 1.92 ± 0.02 6.9
17 АС 7 1 – – 2.9 ± 0.2 1.66 ± 0.02 2.0 ± 0.03 6.0
18 АС 7 2 – – 4.1 ± 0.1 1.29 ± 0.02 1.85 ± 0.02 5.8
19 ЖК 4 1 + – 10.7 ± 0.2 2.1 ± 0.01 2.2 ± 0.02 7.5
20 ЖК 4 2 + – 11.2 ± 0.1 2.0 ± 0.01 1.96 ± 0.02 7.2
21 ЖК 4 1 – – 3.4 ± 0.5 0.9 ± 0.02 1.72 ± 0.01 5.9
22 ЖК 4 2 – – 4.2 ± 0.3 1.3 ± 0.03 1.68 ± 0.04 4.9
23 ЖК 7 1 + – 0.8 ± 0.7 0.3 ± 0.09 1.2 ± 0.03 н/оe

24 ЖК 7 2 + – 1.5 ± 0.4 0.4 ± 0.06 1.4 ± 0.07 н/о
25 ЖК 7 1 – – 0.3 ± 0.4 0.4 ± 0.04 1.0 ± 0.02 н/о
26 ЖК 7 2 – – 0.5 ± 0.6 0.6 ± 0.03 1.4 ± 0.02 н/о
27 ЖК 7 1 + + 8.4 ± 0.3 2.0 ± 0.01 1.7 ± 0.02 7.8
28 ЖК 7 2 + + 11.0 ± 0.2 1.61 ± 0.02 1.65 ± 0.03 7.2

aРезультаты представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD) на основании трех независимых экспериментов; 
bАС – агаризованная среда, ЖК – жидкая культура; cуказано время культивирования до момента отбора материала; d1 – 
предложенный протокол, 2 – RNeasy Plant Mini Kit; eRIN не определяли.

коммерческого набора RNeasy Plant Mini Kit 
позволяло получать в среднем более высокие 
количества РНК. Так, выход РНК, получен-
ной при выделении из мицелия F. graminearum 
c твердой питательной среды, составил  
7.2 ± 0.5 мкг/100 мг мицелия при использова-

нии набора против 5.1 ± 0.7 мкг/100 мг мицелия 
по предложенному протоколу. Однако образцы 
РНК, выделенные с применением предложен-
ной методики, по степени очистки от белковых 
примесей (А260/А280), а также от полисахаридов 
и вторичных метаболитов (А260/А230) превосходи-
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ли полученные с использованием RNeasy Plant 
Mini Kit. Кроме того, индексы целостности 
РНК (RIN) для образцов, полученных с исполь-
зованием коммерческого набора, были ниже (7.3 
против 8.1 и 6.9 против 7.2 для лиофилизован-
ных мицелиев F. graminearum и F. coffeatum соот-
ветственно).

При работе с жидкими культурами влия-
ние предварительной лиофилизации на каче-
ство и количество выделяемой РНК было бо-
лее существенным. Так, концентрации РНК  
F. graminearum, выделенной из лиофилизованно-
го мицелия на 4 сутки роста, были выше в сред-
нем в 1.3 (предложенный здесь протокол) и в 1.4 
(набор) раза. Еще более существенными были 
отличия для F. coffeatum. При выделении РНК 
из лиофилизованных мицелиев выход превосхо-
дил аналогичные показатели для нелиофилизо-
ванных образцов в 3.1 (протокол) и 2.7 (набор) 
раз. Кроме того, препараты РНК, выделенные 
из образцов, не подвергнутых лиофилизации, 
содержали органические примеси. Так, значе-
ния А260/А230 для образцов РНК, выделенной из 
F. coffeatum на 4 сутки роста по разработанному 
протоколу, составили 0.9 (значительное загряз-
нение) и 2.1 (чистый образец) соответственно 
для нелиофилизованного и лиофилизованного 
мицелия. Также использование лиофилизова-
ных образцов позволило добиться более высо-
ких показателей целостности РНК. Наиболее 
высокие количественные и качественные по-
казатели были достигнуты при выделении РНК 
из предварительно лиофилизованных мицели-
ев на 4 сутки роста в жидкой среде. На рис. 1 
представлены данные контроля качества РНК  
F. graminearum (RIN 8.4) и F. coffeatum (RIN 7.5), 
выделенных с использованием предложенной 
в работе методики. На обеих электрофореграм-
мах видны пики, соответствующие 18S и 28S 
рРНК. Необходимо отметить, что при анали-
зе образца РНК, выделенной из F. coffeatum, по 
сравнению с F. graminearum, присутствовал более 
выраженный пик, соответствующий 5S рРНК, 
а содержание деградированной РНК было выше. 

Наиболее сложными с точки зрения вы-
деления были образцы мицелия, выращивае-
мые в жидких средах, на поздних этапах роста 
(7 сутки). Вероятно, проблемы обусловлены 
значительным содержанием в клетках грибов 
РНКаз, которые не удавалось полностью инак-
тивировать с помощью гуанидин гидрохлорида 
как хаотропного агента. Так, в образцах, выде-
ленных как из лиофилизованных, так и из не-
лиофилизованных мицелиев F. coffeatum, РНК 
была деградирована до неопределяемого значе-
ния RIN. Эффективным решением стало внесе-
ние ингибитора РНКаз RiboCare на этапе элю-
ирования РНК с колонки. На рис. 2 приведена 
электрофореграмма образцов РНК, выделенных 

с использованием набора RNeasy Plant Mini Kit 
и предложенной здесь методике. Введение ста-
дии дополнительной обработки ингибитором 
позволило получить высокоочищенную неде-
градированную РНК. Так, при выделении РНК 
по описанному протоколу и с использованием 
коммерческого набора значения RIN составили 
соответственно 8.0 и 6.4 для F. graminearum и 7.8 
и 7.2 для F. coffeatum. 

Количественная ПЦР

Для оценки возможности использования 
РНК, выделенной по предложенной методике, 
в исследованиях дифференциальной экспрес-
сии генов проведена количественная ПЦР. Ген 
TEF1α, выбранный в качестве мишени, отно-
сится к конститутивно экспрессирующимся 
и ранее использован в качестве референсного 
в работах по анализу дифференциальной экс-
прессии генов у грибов рода Fusarium [20, 22]. 
кДНК, использованные в работе, синтезирова-
ны на матрице РНК, выделенной из мицелиев  
F. graminearum и F. coffeatum на 4 сутки роста 
в жидкой среде. На рис. 3 приведены графики 
зависимости пороговых циклов от разведения 
кДНК. Для кДНК F. graminearum предел чув-
ствительности соответствовал разведению 10–6 

(пороговый цикл 34.2), для кДНК F. coffeatum – 
10–5 (пороговый цикл 35.0). Эффективность ам-
плификации составила 93% для F. graminearum 
и 86% для F. coffeatum.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Представители царства Грибы (Fungi) отно-

сятся к тем объектам, из которых сложно выде-
лять большие количества РНК высокого каче-
ства. Это обусловлено рядом факторов, в числе 
которых наличие прочной клеточной стенки 
и высокое содержание полисахаридов, таких 
как хитин, (1–3)-β-D-глюкан и (1–6)-β-D-глю-
кан, которые соосаждаются в процессе выделе-
ния вместе с РНК, а также конкурируют с ней 
за связывание с сорбентами [23]. На сегодняш-
ний день опубликован ряд работ, посвященных 
разработке и оптимизации протоколов выделе-
ния РНК из различных видов грибов [23–25], 
однако они практически не коснулись предста-
вителей рода Fusarium, несмотря на высокую 
хозяйственную и экономическую значимость 
этих организмов. В исследованиях, связанных 
с анализом экспрессии генов как методом коли-
чественной ПЦР, так и с использованием высо-
копроизводительного секвенирования, для вы-
деления РНК из культур грибов рода Fusarium, 
как правило, используют коммерческие набо-
ры, предназначенные для выделения РНК из 
растений и других организмов, клетки которых 



329

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ       том 59       № 2       2025

ВЫДЕЛЕНИЕ РНК

окружены плотной клеточной стенкой [26–28]. 
К недостаткам этих наборов можно отнести их 
высокую стоимость, а также тот факт, что для 
российских исследователей приобретение набо-
ров зарубежного производства на сегодняшний 
день затруднено в связи со сложной политико-э-
кономической ситуацией. Кроме того, выделе-
ние РНК из нитчатых грибов имеет свои осо-
бенности, с которыми исследователи могут не 
сталкиваться при работе с растениями, поэтому 
наборы реагентов, адаптированные для работы 
с растительной тканью, в этом случае могут быть 
малоэффективными. Необходимо также отме-

тить, что в ряде работ [29, 30] РНК выделяли из 
мицелия, культивируемого на твердых питатель-
ных средах, в то время как исследования мета-
болических профилей грибов и генетического 
аппарата, регулирующего метаболизм, требуют 
культивирования в жидких средах специального 
состава, индуцирующих синтез анализируемых 
соединений. 

Метод выделения РНК, в котором исполь-
зован буфер на основе 8 М гуанидин гидрохло-
рида, впервые был описан в 1987 году Logemann 
с соавт. [31] и включал удаление белков смесью 
фенол-хлороформ-изоамиловый спирт в соот-
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Рис. 1. Результаты анализа целостности РНК F. graminearum (а) и F. coffeatum (б), выполненного на биоанализато-
ре Agilent 2100 Bioanalyzer (“Agilent Technologies”, США). РНК выделена из мицелиев грибов на 4 сутки роста на 
жидкой питательной среде. 
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ношении 25 : 24 : 1 с последующими промыв-
ками 3-молярным ацетатом натрия и 70%-ным 
этанолом. Модифицированная версия этого 
протокола, позволяющая сократить время вы-
деления и избежать применения токсичных 
реагентов, была описана H. Yaffe с соавт. [17] 
и названа LogSpin. В проведенном нами иссле-
довании эта методика адаптирована для выделе-
ния РНК из грибов рода Fusarium, прежде всего 
при росте в жидких средах, а также из культур 
видов, не формирующих обильного мицелия, 
таких как F. coffeatum. 

В ходе исследования установлена важность 
предварительной пробоподготовки – лиофили-
зации перед процедурой выделения РНК. Это 
позволяет увеличить выход и повысить качество 
целевого продукта. Необходимо отметить, что 
использование лиофилизации для улучшения 
качества и количества выделяемой РНК ранее 
было описано при работе с бурыми водоросля-
ми [32] и бутонами винограда [33]. Также было 
показано, что лиофилизованные образцы мо-
гут выдерживать транспортировку и длительное 
хранение – без изменения качества препарата 
РНК [34]. 

Другим важным результатом проведенного 
нами исследования стала демонстрация воз-
можности использования колонок, предназна-
ченных для выделения плазмидной ДНК, для 
выделения РНК из мицелия грибов. Это обу-
словлено универсальным строением колонок, 
содержащих сорбенты на основе силикагеля 
и селективно связывающих ДНК/РНК в зави-
симости от солевого состава и рН используемых 

буферов. Экспериментально подобраны и оп-
тимизированы условия связывания выделяемой 
РНК с сорбентом, включая использование бу-
фера Трис-HCl. Заметим, что стоимость наборов 
для выделения плазмидной ДНК существенно 
ниже, чем наборов для выделения РНК из рас-
тений и грибов, поэтому разработанный нами 
протокол не только упрощает, но и значительно 
удешевляет процесс выделения РНК грибов. 

Таким образом, нами предложен быстрый 
и рентабельный метод выделения РНК из ми-
целия токсигенных грибов рода Fusarium, куль-
тивируемых как на твердых питательных средах, 
так и в жидких культурах. Описанный протокол 
может быть модифицирован – в зависимости 
как от исследуемого объекта, так и доступной 
материально-технической базы. Например, ли-
офилизация может быть заменена заморажива-
нием препарата при –80°С, а вместо растирания 
в жидком азоте могут быть использованы гомо-
генизаторы. Относительно высокие показатели 
RIN свидетельствуют о возможности использо-
вания выделенной РНК для анализа дифферен-
циальной экспрессии генов не только методом 
количественной ПЦР, но и высокопроизводи-
тельного секвенирования. 
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Рис. 2. Электрофореграмма образцов РНК, вы-
деленных из мицелиев грибов на 7 сутки роста на 
жидких питательных средах. Слева от маркера (М) –  
образцы, выделенные без ингибитора РНКаз  
RiboCare, справа – с добавлением ингибитора.  
1, 5 – F. graminearum, набор RNeasy Plant Mini Kit; 
2, 6 – F. graminearum, метод с использованием 8 М 
гуанидин гидрохлорида; 3, 7 – F. coffeatum, набор 
RNeasy Plant Mini Kit; 4, 8 – F. coffeatum, метод с ис-
пользованием 8 М гуанидин гидрохлорида.
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An Efficient Method for Isolation of High-Quality RNA from Mycelium  
of Toxigenic Fungi Fusarium sp. 

© 2025  A. A. Stakheev*, D. Yu. Ryazantsev, N. G. Gabrielyan, A. V. Poluboyarinova,  
M. E. Taliansky, S. K. Zavriev 

Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia
*e-mail: stakheev.aa@gmail.com

Here, we describe a rapid and relatively cost-efficient method for the isolation and purification of RNA 
from mycelium of two species of plant-pathogenic fungi of Fusarium genus with different morphological 
and biochemical properties, F. graminearum and F. coffeatum. The method involves the use of guanidine 
hydrochloride-based buffer and spin columns from a commercial plasmid DNA extraction kit, and can be 
applied to both mycelia grown on nutrient agar media and liquid cultures of fungi. The yield of RNA isolated 
using the proposed protocol was 4–14 µg/100 mg of mycelium dry weight with RIN values up to 8.4. When 
optimizing the method, we propose to carry out a pre-lyophilization procedure, as well as the use of an 
RNAse inhibitor when isolating from cultures at late growth stages. 

Keywords: RNA, Fusarium, mycelium, guanidine hydrochloride, lyophilization, electrophoresis, RIN 
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