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В современных популяционно�генетических
исследованиях большое внимание уделяется раз�
витию минимально инвазивных методов получе�
ния образцов тканей для выделения ДНК, так как
такие работы требуют большого количества проб
от разных особей из одной популяции. В случае
чешуйчатых рептилий для этих целей обычно ис�
пользуют остригание брюшных щитков (Marshall
et al., 2008; Ferchaud et al., 2011) и кончика хвоста
у змей (Jaggi, 2000; Manier, Arnold, 2005), а также
концевых фаланг пальцев или кончиков хвостов у
ящериц (Stow et al., 2001; Oppliger et al., 2007). У
змей также возможен сбор образцов крови из хво�
стовой вены (Сиделева и др., 2004), но данный
подход требует специальных навыков и не очень
удобен для использования в полевых условиях.
Кроме того, возможно использование неинвазив�
ного метода получения образцов (без поимки жи�
вотного) – выделение ДНК из сброшенной кожи
(Fetzner, 1999), но, очевидно, что получить таким
путем достаточное количество образцов из одной
популяции часто невозможно. 

По всей видимости, наиболее простым и наи�
менее инвазивным методом для получения образ�
цов ДНК у рептилий является использование
мазков буккального эпителия, взятых из ротовой
полости при помощи ватной палочки (Poschadel,
Moller, 2004; Beebee, 2008). Однако пригодность
образцов, полученных таким способом, для ана�
лизов, требующих относительно больших коли�

честв недеградированной ДНК, ставится под со�
мнение (например, Broquet et al., 2007). В связи с
этим возникает необходимость в проведении пи�
лотных исследований выбранного метода сбора
проб и выделения ДНК. Поэтому немалый инте�
рес представляет анализ пригодности образцов
ДНК, выделенных из различных типов проб, на
материале, достаточно обширном для статисти�
ческого анализа. 

Целью настоящей работы является анализ ре�
зультатов использования мазков буккального
эпителия в сравнении с результатами взятия двух
других распространенных типов проб (кончики
хвостов и брюшные щитки) для получения и
дальнейшего исследования образцов ДНК. Дан�
ные для анализа собраны в ходе популяционно�
генетического исследования обыкновенного щи�
томордника (Gloydius halys (Pallas 1776), Squamata:
Serpentes, Viperidae).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Сбор образцов и выделение ДНК. Материалом
для данного исследования послужили 132 образца
обыкновенного щитомордника (G. halys) собран�
ных на территории Новосибирской обл. в 2008–
2010 г. Из них 53 – мазки со слизистого эпителия
ротовой полости, 51 – фрагменты брюшных щит�
ков (5–7 × 2–3 мм) и 28 – кончики хвостов (3–5 ×
× 1–2 мм). Фрагменты щитков собирались во
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время стандартной процедуры мечения змей пу�
тем подрезания брюшных щитков (Brown, Parker,
1976). Для взятия образцов слизистого эпителия
были использованы обычные ватные палочки без
предварительной обработки. Для получения маз�
ка ватным наконечником проводили по слизи�
стой оболочке рта в течение 5–7 с, после чего на�
конечник отрезали и также как и другие образцы
помещали в пробирки объемом 2 мл, содержащие
около 1 мл 96%�го этанола. Непосредственно по�
сле взятия пробы в течение 3–5 дней находились
при температуре окружающей среды, а последую�
щее хранение осуществлялось при +4°C.

Выделение ДНК осуществляли следующим
образом. К измельченным образцам тканей (в

случае с кончиками хвостов или брюшными щит�
ками; при этом объемы материала были одинако�
вы) или ватным наконечникам добавляли 600 мкл
буфера STE (10 мM Трис�HCl pH 8.0, 100 мM
NaCl, 1 мM EDTA pH 8.0), 50 мкл 20% SDS
(pH 7.2), 20 мкл протеиназы К (20 мг/мл) и инку�
бировали при 56°С в течение 12–14 ч. Дальней�
шую очистку ДНК осуществляли по стандартной
методике фенол�хлороформной экстракции
(Sambrook et al., 1989). ДНК осаждали при помощи
изопропанола в присутствии 0.3 М ацетата натрия.
После сушки осадок ДНК растворяли в 100 мкл TE
буфера (100 мM Tris�Cl, 10 мM EDTA pH 8.0).

Качественный и количественный анализ ДНК.
Для визуальной оценки качества выделенной
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ДНК (степень деградации и наличие существен�
ной примеси РНК) проводили ее электрофорез в
1% агарозном геле с добавлением этидиум броми�
да, используя 1% TAE буфер при напряжении 85 V.
Используя спектрофотометр NanoPhotometer
(Implen GmbH, Германия) измеряли поглощение
ультрафиолетового света в образцах ДНК при
длинах волн 230 нм, 260 и 280 нм. Затем рассчи�
тывали концентрацию ДНК (нг/мкл) по стан�
дартной формуле (Sambrook et al., 1989), а также
отношения поглощения при длинах волн 260 нм и
280 нм (A260/A280) и 260 нм и 230 нм (A260/A230). Ко�
эффициент A260/A280 отражает чистоту образца от
белков, фенола и других веществ, поглощающих
свет на 280 нм. Второй коэффициент A260/A230 от�
ражает чистоту образца от фенолят�ионов, тио�
цианатов и других органических соединений
(Sambrook et al., 1989). 

Статистический анализ данных. Нами проведен
сравнительный анализ следующих характеристик
полученных образцов ДНК: концентрация ДНК в
100 мкл, соотношения A260/A280 и A260/A230. Данные
разделены на три группы в соответствии с типом
проб (кончик хвоста, брюшной щиток или ма�
зок). Так как для экстракции ДНК в каждой груп�
пе проб использовалось несколько выделений,
было проверенно, существует ли значимая вариа�
ция между разными выделениями внутри каждой
из групп. Односторонний дисперсионный анализ
Краскела�Уоллиса не выявил значимых различий
(p > 0.05) медиан для всех трех параметров между
разными выделениями в каждой из групп, поэто�
му образцы из разных выделений рассматрива�
лись вместе при дальнейшем анализе.

В каждой из групп все переменные были про�
тестированы на отклонения от нормального рас�
пределения при помощи критерия Колмогорова�

Смирнова. Достоверные отклонения (p < 0.05) от
нормальности были обнаружены в одном тесте из
трех для каждой из переменных. Проверка на ра�
венство дисперсий между тремя группами прово�
дилась с использованием критерия Левена. Нуле�
вая гипотеза о равенстве дисперсий оказалась не�
действительной (p < 0.001) для двух переменных
(концентрация ДНК и A260/A230). В связи с выяв�
ленными отклонениями от нормальности рас�
пределения и неравенством дисперсий мы ис�
пользовали непараметрический односторонний
дисперсионный анализ Краскела�Уоллиса для те�
стирования гипотезы о влиянии типа образца на
медианы исследуемых переменных. Исключение
из данного анализа выбросов и экстремальных
значений не влияло на результаты тестов, в связи
с чем мы приводим только результаты тестов,
включающих все данные. Статистический анализ
выполнен в программе STATISTICA 8.0 (StatSoft). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Описательная статистика использованных в
анализе переменных (концентрация ДНК, коэф�
фициенты A260/A280 и A260/A230) для каждой из групп
образцов представлена в таблице и на рисунке.
Односторонний дисперсионный анализ Краске�
ла�Уоллиса выявил значимое влияние типа образ�
ца на медианные значения концентрации ДНК
(Hn = 132 = 45.827, p < 0.001) и соотношения A260/A280

(Hn = 131 = 12.634, p = 0.002). Согласно апостериор�
ным тестам в обоих случаях разница медиан объ�
ясняется значимыми различиями между образца�
ми ДНК, полученными при помощи мазков, и
образцами, полученными из фрагментов брюш�
ных щитков и кончиков хвостов. В то же время не
было обнаружено влияния типа образца на

Характеристика образцов ДНК, выделенных из проб трех типов

Тип пробы N Медиана SD LQ�UQ Min�Max

Концентрация ДНК в 100 мкл (нг/мкл)

Кончик хвоста 28 50.3 30.51 24.3–67.5 10.5–144.0

Брюшной щиток 51 31.0 29.30 22.0–39.0 4.1–123.0

Мазок 53 14.0 9.43 10.5–19.5 1.3–52.5

A260/A280

Кончик хвоста 28 1.9 0.17 1.8–2.0 1.6–2.5

Брюшной щиток 50 1.9 0.31 1.8–1.9 0.2–3.0

Мазок 53 1.8 0.30 1.6–1.9 0.2–2.3

A260/A230

Кончик хвоста 24 2.4 1.29 1.6–2.9 0.05–4.75

Брюшной щиток 49 1.9 0.55 1.4–2.1 0.01–2.93

Мазок 52 1.4 1.36 1.1–2.5 0.61–7.20

N – размер выборки, SD – стандартное отклонение, LQ – нижняя квартиль, UQ – верхняя квартиль.
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A260/A230 (Hn = 125 = 4.496, p = 0.106). Гель�электро�
форез полученных образцов ДНК не выявил зна�
чительной примеси РНК. ДНК, выделенная из
всех типов образцов, являлась высокомолекуляр�
ной, без заметной деградации.

Таким образом, образцы ДНК, выделенные из
мазков, имеют в 2–3 раза меньшую концентра�
цию, чем образцы из брюшных щитков или кон�
чиков хвостов. В то же время получаемых коли�
честв (в среднем 16.4 ± 1.29 нг/мкл при растворе�
нии в 100 мкл) вполне достаточно для проведения
анализов любого рода. Сходные результаты при
использовании мазков ротового эпителия были
получены для обыкновенной квакши (Нyla ar'
borea) 14 ± 8.4 мкл/нг и альпийского тритона
(Triturus alpestris) 8 ± 4.2 нг/мкл (Broquet et al.,
2007). В предыдущих работах, посвященных те�
стированию на амфибиях и рептилиях методики
использования мазков из ротовой полости, для
выделения ДНК применяли только коммерче�
ские наборы, специально предназначенные для
выделения ДНК из мазков (Pidancier et al., 2003;
Poschadel, Moller, 2004; Beebee, 2008). Нами был
использован стандартный метод фенол�хлоро�
формной экстракции, и он продемонстрировал
хорошие результаты при выделении ДНК из маз�
ков. Данный метод может быть полезен при огра�
ниченном бюджете или большом масштабе ис�
следований

Образец ДНК считается “чистым” при коэф�
фициентах A260/A280 и A260/A230 равных 1.8 и 2.0 со�
ответственно (Sambrook et al., 1989). ДНК выде�
ленная из брюшных щитков и кончиков хвостов
отличается достоверно более высокими значени�
ями A260/A280 по сравнению с ДНК из мазков. В то
же время A260/A230 не демонстрирует достоверных
различий между группами, несмотря на более за�
метную разницу средних и медиан (таблица, ри�
сунок) и изменяется от 1.4 (мазки) до 2.4 (кончики
хвостов). Полученные образцы ДНК использова�
лись нами для секвенирования митохондриальных
генов (Simonov, Wink, 2012), микросателлитного
генотипирования (Simonov, Wink, 2011, 2012), ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) и AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) генотипирования
(неопубликованные данные). Методы ISSR и
AFLP наиболее чувствительны к качеству и коли�
честву используемой ДНК из всех вышеперечис�
ленных (Meudt, Clarke, 2007), тем не менее нами
были успешно генотипированы все образцы, ис�
пользованные в данной работе.

В заключение можно рекомендовать использо�
вание буккальных мазков как наименее инвазив�
ный и простой способ для взятия проб ДНК у че�
шуйчатых пресмыкающихся. Несмотря на мень�
ший “выход” ДНК при использовании мазков, ее
качественные характеристики (степень деградации,
пригодность для последующих анализов) остаются

высокими. Использование фрагментов брюшных
щитков, совмещенное с процедурой мечения у
змей, также можно считать одним из наиболее при�
емлемых способов сбора проб у змей. При этом ко�
личество получаемой ДНК не уступает таковому
при использовании кончиков хвостов – гораздо ме�
нее щадящей процедуры.
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THE USE OF BUCCAL SWABS FOR DNA SAMPLING OF SCALED REPTILES 
(SQUAMATA): A COMPARATIVE ANALYSIS OF METHODS

E. P. Simonov1, 2, 3, M. Wink2
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 e'mail: ev.simonov@gmail.com
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A comparative analysis of quantitative and qualitative characteristics of DNA isolated from various kinds of
tissue samples (buccal swabs, ventral scales and tail tips) was carried out. DNA extracted from buccal swabs
had 2�3 times smaller concentration, than DNA from other sample types; nevertheless, the DNA content re�
mained high. The extracted DNA has been successfully used for a sequencing of mitochondrial genes, mic�
rosatellite, ISSR and AFLP genotyping. While buccal swabs are the least invasive and simple approach, it is
a very efficient way for DNA sampling of scaled reptiles. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


