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Насекомые, благодаря своей многочленности и широкой распространенности, играют важную роль роль в 
биоценозах. Многие насекомые являются вредителями сельскохозяйственных культур. Эффективная борьба 
с насекомыми-вредителями возможна только при их правильной идентификации, что обычно решается 
морфологическими методами анализа. Молекулярно-генетические методы позволили расширить возможности 
исследователей в изучении многих вопросов биологии насекомых, и, в частности, их диагностики на любых 
стадиях жизненного цикла, с чем обычно не справляется традиционный подход. Данный обзор охватывает широкий 
спектр вопросов, связанных с молекулярно-генетическим анализом насекомых. В первом разделе обсуждаются 
способы фиксации и хранения материала, и их влияние на сохранность ДНК насекомых. Далее приводится общая 
информация по дизайну популяционных исследований, а именно определению объема выборки, необходимой 
для исследования. Большое внимание уделено рассмотрению различных схем выделения ДНК из насекомых, 
приводятся примеры как экспресс-методик, так и более тщательных протоколов для получения ДНК высокой 
степени очистки. Рассматриваются методы выделения ДНК, позволяющие сохранить целостность насекомых для 
дальнейших морфологических исследований. Подробно описываются методы проверки качества полученного 
генетического материала, что особенно важно для дальнейшего анализа путем полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). В последнем разделе приводятся различные методы ПЦР-анализа ДНК и примеры их практического 
применения для решения различных фундаментальных и прикладных задач в исследованиях насекомых, например, 
в таксономическом определении образцов, определении пола особей, поиске различных патогенов и симбионтов, 
выяснении пищевых предпочтений и др.
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Насекомые – важный компонент большинства назем-
ных экосистем, играющий ключевую роль в их поддержа-
нии (Weisser, Siemann, 2008; Yang, Gratton, 2014). Многие 
насекомые выступают серьезными вредителями леса и 
сельскохозяйственных культур (Schabel, 2010). Особую 
опасность представляют инвазивные виды, которые спо-
собны наносить колоссальный урон на новых территори-
ях. В настоящее время для изучения биологии и идентифи-
кации этих насекомых активно используются различные 
молекулярно-генетические методы, которые постоянно 
совершенствуются (Asghar et al., 2015). Это приводит к по-
явлению большого количества различных протоколов как 
подготовки материала к исследованию, так и самого ана-
лиза ДНК. Достижения технологий секвенирования ДНК 
позволили исследователям проводить простые, быстрые и 

экономически рентабельные исследования генетического 
материала.

В настоящее время существует большое количество 
обзоров, посвященных отдельным направлениям работы 
с энтомологическим материалом: от фиксации образцов 
и выделения ДНК (Post et al., 1993; Asghar et al., 2015; 
Moreau et al., 2013) до методов ПЦР и секвенирования 
(Jinbo et al., 2011; Jalali et al., 2015; Ghobari, Zamani, 2020; 
Siozios et al., 2020). Предлагаемый обзор охватывает ши-
рокий спектр вопросов, начиная от методов хранения и 
фиксации насекомых, выделения и оценки качества ДНК 
до молекулярно-генетических методов анализа и их при-
ложения для решения фундаментальных и прикладных 
задач. Подобных работ в настоящее время крайне мало, 
особенно на русском языке. 

Хранение и подготовка материала к экстракции ДНК
Материал, используемый в генетических исследовани-

ях можно разделить на два типа: 1) собранный специаль-
но для анализа ДНК и 2) хранящийся в энтомологических 
коллекциях, то есть изначально экземпляры насекомых не 
планировали использовать для анализа ДНК (как прави-
ло экземпляры на булавках или приклеены). Способ хра-
нения материала может влиять на его сохранность и, как 
следствие, успешность проведения исследования.

Ключевое условие для сохранения ДНК – быстрое обе-
звоживание образцов. В качестве альтернативного приема 

применяют низкотемпературное хранение (Quicke et al., 
1999; Mandrioli, 2008). На практике материал обезвожи-
вают, высушивая на воздухе (суховоздушный метод), или 
водоотнимающим веществом, чаще всего этанолом (Post 
et al., 1993; Dillon et al., 1996; Mandrioli, 2008; Nakahama et 
al., 2019). Фиксация насекомых в этиловом спирте не всег-
да удобна, поскольку размер экземпляров и плотность хи-
тинового покрова влияют на эффективность дегидратации 
спиртом (Quicke et al., 1999; Reiss et al., 1995; Mandrioli 
et al., 2006). Для крупных экземпляров оптимальное 
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решение может быть достигнуто путем нанесения надре-
зов/отверстий в покровах (Quicke et al., 1999) или инъ-
екцией спирта в полость тела с помощью шприца. Здесь 
следует отметить, что добавляемые в пластиковую посуду 
пластификаторы могут переходить в этанол и отрицатель-
но влиять на качество ДНК. Желательно хранить спирт в 
стеклянных или «проверенных» пластиковых емкостях, а 
также избегать низкокачественной лабораторной пласти-
ковой тары от неизвестных производителей. Еще одним 
фиксатором, хорошо сохраняющим образцы для анализа, 
может служить ацетон (Fukatsu, 1999). Изначально его ис-
пользовали (и используют) для сохранения натуральной 
окраски насекомого, но этот способ оказался удобным так-
же и для фиксации ДНК. Для ряда других фиксирующих 
жидкостей (раствор Карнуа, хлороформ, метанол, пропа-
нол, формалин) показана плохая способность сохранять 
целостность генетического материала в образцах (Post et 
al., 1993; Quicke et al., 1999; Mandrioli, 2008). Например, 
формалин приводит к сшивкам белков и ДНК, а также её 
фрагментации. В последнее десятилетие активно разви-
ваются методические подходы на основе секвенирования 
следующего поколения (Next Generation Sequencing, NGS), 
позволяющие восстанавливать первичную структуру ДНК 
образцов, фиксированных в формалине (Haile et al., 2019).

В качестве фиксатора может использоваться раствор 
DESS (ДМСО, ЭДТА, NaCl), который успешно протести-
рован на нематодах (Yoder et al., 2006) и насекомых (Dodge 
et al., 2017). Фиксированные особи сохраняли структур-
ные особенности, важные для морфологического анализа, 
оставаясь пригодными для амплификации ДНК в течение 
нескольких месяцев при комнатной температуре. Факти-
чески, обработка DESS представляет собой альтернативу 
фиксации этанолом.

Для консервации ДНК образцы могут быть и просто 
высушены на воздухе. Например, в энтомологических 
коллекциях материал часто хранится именно в сухом 

состоянии на ватных слоях (матрасики), в бумажных кон-
вертах, на энтомологических булавках (Голуб и др., 2021). 
В сухих условиях окружающей среды такой материал 
хорошо хранится и при комнатной температуре, а если 
влажность высокая, то он сохраняет пригодность лишь 
ограниченное время (Quicke et al., 1999; Nakahama et al., 
2019). При «суховоздушном» способе фиксации наилуч-
ший результат по сохранению ДНК получается с мелкими 
насекомыми, которые быстро теряют воду, в то время как 
крупные насекомые сохнут хуже, что может привести к 
плесневению и гниению (Quicke et al., 1999).

Метод криоконсервации в жидком азоте с последу-
ющим хранением при -70 – -80 °C относится к одним из 
наиболее надежных для сохранения целостности морфо-
логических структур и генетического материала образца. 
Однако этот подход требует специального оборудования 
и редко доступен в полевых условиях. Здесь необходи-
мо учитывать, что многократное размораживание/замо-
раживание негативно сказывается на качестве материала 
(Quicke et al., 1999).

Альтернативой криоконсервации для особо ценных об-
разцов могут служить различные коммерческие реагенты, 
например, Allprotect Tissue Reagent (Qiagen) или RNAlater 
(Ambion), позволяющие без использования жидкого азо-
та и сухого льда фиксировать ДНК образцов до 1 суток 
при 37 °C, до 7 суток при комнатной температуре, до 4 
недель при 2–8 °C или неограниченно при -20 или -80 °C 
(Gorokhova, 2005; Nagy, 2010; Peña-Llopis, Brugarolas, 
2013; Silva et al., 2021). Важно, что повторная разморозка/
заморозка образца не нарушает сохранность ДНК, однако 
морфологические структуры могут пострадать. 

В зависимости от того, каким способом зафиксирован 
материал для исследования, выбирается методика даль-
нейшего анализа, в частности, определяется протокол вы-
деления ДНК. Также необходимо определить, какой объем 
материала будет достаточен для проведения исследования.

Объем выборки для анализа
Если необходимо проанализировать качественный 

признак образца, например, установить видовую при-
надлежность штрих-кодированием (баркодинг) (Hebert et 
al., 2003), то для анализа вполне достаточно одной осо-
би. Однако, сравнение популяций по частотам аллелей и 
наличию симбионтов, определение частот встречаемости 
признака, инфицированности патогенными микроорганиз-
мами и другие количественные оценки требуют анализа 
выборок определённого объема. Размер выборки зависит 
от поставленных перед исследователем целей и задач, что 
хорошо известно из учебников по биометрии. Необосно-
ванно большой объем выборки приводит к увеличению 
себестоимости и трудозатрат, а слишком малая выборка 
не обладает достаточной разрешающей способностью 
выявления исследуемого признака или установления зна-
чимых различий между сравниваемыми группами. Если 
при исследовании выборки признак выявлен с некоторой 
частотой, то доверительный интервал покажет, в каком ди-
апазоне может находиться истинное значение признака в 
генеральной совокупности (Wilson, 1927; Clopper, Pearson, 
1934; Wald, Wolfowitz, 1939; Agresti, Coull, 1998; Гржибов-
ский, 2008). Например, признак не был найден ни у одной 
из 10 особей, собранных в популяции. Для этого значения 

доверительный интервал с уровнем достоверности 95 % 
составляет 0–30 %. То есть нельзя утверждать, что этого 
признака в данной популяции (генеральной выборке) нет, 
но можно говорить, этот признак «либо отсутствует, либо 
не превышает 30 %». С увеличением объема выборки на 
порядок границы интервала также сужаются на порядок: 
для 100 особей – 0–30 %, для 1000 – 0–0.3 %. Если признак 
найден в 10% случаев, то доверительный интервал для 
выборок меняется следующим образом: для 10 образцов 
– 0.25–44.0 %, для 100 – 4.9–17.6 %, для 1000 – 8.2–12.0 %.

При поиске признака в больших выборках образцы 
можно объединять в пулы (от английского pool – общий 
фонд, объединение). Такой прием может значительно со-
кратить трудозатраты, поскольку, при обнаружении при-
знака в одном из исследуемых пулов, достаточно провести 
индивидуальный анализ образцов, входящих в его состав, 
исключив из дальнейшего анализа отрицательные пулы. 
Однако зачастую для организмов малой размерности, об-
разцы объединяются в пулы еще до выделения ДНК. Это 
не позволяет провести последующий индивидуальный 
анализ образцов, но отметим, что существуют методы 
расчета частоты признака и определения доверительного 
интервала (Gu et al., 2003; Ebert et al., 2010). Например, 
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если выборка, состоящая из 100 особей, разделена на 20 
пулов по 5 особей в каждом, и признак выявлен только в 
двух пулах, то разброс оценки уровня признака в популя-
ции составит 0.2–17.6 %. Этот результат получен на осно-
ве доверительных интервалов, как если бы мы имели дело 
с выборкой индивидуальных образцов (то есть крайние 
значения доверительных интервалов для результатов 2 % 
и 10 %). Для более строгой оценки результатов анализа пу-
лов, особенно если размер пулов варьирует, читатель мо-
жет обратиться к специальной литературе (Bhattacharyya 
et al. 1979; Walter et al., 1980; Gu et al., 2003; Ebert et al., 
2010). Стоит учитывать в дизайне исследования, что ис-
пользование пулов может мешать получению релевантно-
го результата при секвенировании ДНК, поскольку генети-
ческий материал может оказаться неоднородным.

Как и в любом исследовании, для молекулярно-гене-
тического анализа популяций необходимо четко понимать, 
на какие вопросы требуется получить ответ. В случае ана-
лиза конкретного локуса можно провести сравнение по 
наиболее представленным аллелям, сравнить частоты ма-
жорных аллелей или же добиться выявления редких ал-
лельных форм. От этих задач зависит и размер выборки. В 
отношении очень популярного вопроса о размере выборки 
для анализа микросателлитных локусов можно рекомен-
довать читателю обратиться к работе Hale et al. (2012), где 
ответ дан в заголовке: «Выборка для популяционных гене-
тических исследований на основе микросателлитов: от 25 
до 30 особей на популяцию достаточно для точной оценки 
частот аллелей».

Экстракция ДНК
В современной научной литературе описано множе-

ство различных методик экстракции ДНК из членистоно-
гих, которые можно разделить на три категории. Первая 
группа методов подразумевает разрушение образца, вы-
деление и последующую очистку ДНК. Здесь использу-
ются различные химические реагенты, процедура работы 
относительно других подходов длительна и трудоемка, а 
в ходе очистки происходят большие потери ДНК. Однако 
качество такой ДНК наиболее высоко и ее можно длитель-
но (годами) хранить (Hajibabaei et al., 2005). Эти методы 
универсальны по отношению к образцам разного типа 
хранения, а также могут использоваться для свежесобран-
ного материала. Ко второй группе относятся методы, под-
разумевающие разрушение образца и экстракцию ДНК в 
раствор, но без проведения какой-либо очистки. Преиму-
щество этого подхода – сокращение потерь материала и 
экономия времени, однако обычно это не подразумевает 
длительного хранения ДНК. Эти методики могут быть ис-
пользованы в полевых условиях для анализа свежесобран-
ного материала без дальнейшего его хранения, а также 
для экспресс-проверок материала. Третья группа методов 
– «высвобождение» ДНК (DNA release), где выделение 
происходит без разрушения образца (Hunter et al., 2008; 
Lawrence et al., 2014; Asghar et al., 2015). Количество полу-
чаемой ДНК здесь низкое, но важно, что можно сохранить 
материал для морфологического анализа. Эти методы ак-
туальны при работе с коллекционными и музейными об-
разцами, в частности, при проведении штрих-кодирования 
образцов коллекции.

В рамках первой группы методов часто прибегают 
к «высаливанию» (salting out) – методике, основанной 
на том, что при высокой ионной силе белки выпадают в 
осадок, а ДНК остается в растворе и затем осаждается 
спиртом (Aljanabi, Martinez, 1997). В качестве примера 
можно привести следующие компоненты и порядок про-
цесса выделения и очистки ДНК. Образец гомогенизи-
руют в буфере, содержащем NaCl, ЭДТА для связывания 
двухвалентных катионов и ингибирования нуклеаз, Трис, 
поддерживающий буферные свойства, а также детергент, 
разрушающий мембраны и связывающийся с белками 
(SDS, CTAB, DEPS и др.). Конечные концентрации ком-
понентов в экстрагирующем буфере могут заметно варьи-
ровать, что зависит от того, происходит ли высаливание 
во время экстракции или после (Liu et al., 2000; Rivero et 

al., 2006; Lagisz et al., 2010а; Ilinsky, 2013; Tian, Yu, 2013; 
Nguyen et al. 2017; Yudina et al., 2019; Wang, Wang, 2012; 
Asghar et al., 2015; Быков и др., 2020). Гомогенат инку-
бируют обычно при температурах от 37 °C до 60 °C, при 
этом чем ниже температура, тем дольше инкубация, хотя 
и здесь бывают вариации (Lagisz et al., 2010а; Bykov et 
al., 2020). Для длительно хранившегося материала жела-
тельно добавлять в экстрагирующий буфер протеиназу 
К. После экстракции ДНК высаливают, либо, если белки 
уже осадили, можно провести фенол-хлороформную или 
только хлороформную очистку (Liu et al., 2000; Rivero et 
al., 2006; Asghar et al., 2015; Hosseininia et al., 2019). Далее 
проводят осаждение ДНК, обычно этанолом или изопро-
панолом, и растворяют в воде или в TE-буфере. Отметим, 
что существует большое количество коммерческих набо-
ров, применяемых для выделения ДНК из членистоно-
гих, например, prepGEM (MicroGEM International PLC), 
Gentra Puregene Kit (QIAGEN), DNeasy Blood & Tissue Kit 
(QIAGEN) и другие (Hajibabaei et al., 2005; Castalanelli et 
al., 2010; Asghar et al., 2015; Ball, Armstrong, 2014; Nguyen 
et al., 2017).

Примеры второй и третий группы методов, подразу-
мевающих выделение ДНК без её очистки, в литературе 
часто связаны с ключевым словом «прямая ПЦР» (direct 
PCR). Ярким примером такого рода протоколов служит 
двухминутная пробоподготовка образца в PBS-буфере 
для последующего штрих-кодирования (Thongjued et al., 
2019). Часто, в том числе и нашей группой, используется 
STE-буфер (Pace et al., 1977; Li et al., 2011; Wang, Wang, 
2012; Hosseininia et al., 2019; Williams et al., 2021). В дан-
ном случае после гомогенизации в буфере, содержащем 
только NaCl, Трис-HCl и ЭДТА (с опциональным добав-
лением протеиназы K), и инкубации при 37 °C в течение 
30 мин раствор может быть использован для ПЦР или по-
мещен на длительное хранение при -20 °C (Hosseininia et 
al., 2019). Используют ионообменную смолу Chelex® 100 
в разных вариантах методики (Wang, Wang, 2012; Asghar 
et al., 2015; Miura et al., 2017). Общая схема заключается в 
гомогенизации образцов в 5–20 % водной суспензии смо-
лы Chelex® 100 с добавлением протеиназы K и инкубации 
при 65 °C в течение часа (Wang, Wang, 2012), после чего 
раствор можно использовать для ПЦР.

Пример получения ДНК без физического разрушения 
экземпляра насекомого – обработка ультразвуком образца, 
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помещенного в пробирку с водой (Hunter et al., 2008). Еще 
один метод, позволяющий сохранить целостность образ-
ца, включает в себя длительную (16–20 часов) инкубацию 
насекомого в пробирке с буфером, содержащим SDS, CaCl2 
и NaCl, ДТТ, Трис и протеиназу К (Gilbert et al., 2007). В 
этом случае ДНК требует очистки, поскольку SDS ингиби-
рует ПЦР, но сам экземпляр насекомого дегидратируют в 
абсолютном этаноле и возвращают в коллекцию. Отмеча-
ется, что успешное применение прямой ПЦР затрудняется 
для насекомых, имеющих сильно склеротизированные по-
кровы или большое количество экзокринных желез (Wong 
et al., 2014).

Кроме использования целых экземпляров членистоно-
гих, успешно выделяют ДНК из отдельных частей насеко-
мого. Зачастую удобны в работе ноги, поскольку содержат 

много мышечной ткани, нет компонентов пищеваритель-
ной системы, они быстро высыхают, что позволяет сохра-
нить ДНК хорошего качества. Также используют экзувий, 
крылья, остатки оболочки яиц после выхода личинок и т.д. 
(Gregory, Rinderer, 2004; Dhananjeyan et al., 2010; Nguyen 
et al., 2017; Yumoto et al., 2021). Самый сложный из пе-
речисленных здесь объектов – экзувий, поскольку шкур-
ки имеют внеклеточное происхождение и несут на своей 
поверхности лишь небольшое количество эпителиальных 
клеток, а значит содержат крайне мало ДНК. Это обсто-
ятельство требует оптимизации протокола, и Kranzfelder 
с соавт. (2017) пришли к выводу, что наилучшее решение 
– это использование некоторых коммерческих наборов вы-
деления ДНК, тогда как обычные экстрагирующие буферы 
и протоколы малоэффективны.

Проверка качества выделения ДНК
Перед проведением ПЦР-анализа необходимо убе-

диться в том, что количество и качество выделенной ДНК 
достаточны для успешного проведения реакции. Есть три 
основных подхода: 1) ПЦР с универсальными праймерами 
к генам насекомых, который, в случае положительного ре-
зультата, позволяет перейти к анализу, заложенному в ди-
зайне исследования; 2) спектрофотометрический анализ, 
который позволяет оценить количество и чистоту образца 
ДНК; 3) электрофорез геномной ДНК для оценки количе-
ства и фрагментированности ДНК.

Первый подход, ПЦР с универсальными праймерами, 
может быть также включен в исследовательскую задачу. 
Например, если в дизайне исследования заложено прове-
дение штрих-кодирования, то ампликон баркодирующего 

района гена COI (субъединица I митохондриальной ци-
тохром с-оксидазы), полученный с универсальных прай-
меров в ходе тестирования образца, может быть использо-
ван для секвенирования. Универсальные праймеры, часто 
используемые в исследованиях насекомых, представлены 
в Таблице 1. Важно учитывать, что при работе с объектами 
из разных отрядов насекомых зачастую требуется опти-
мизация температуры отжига универсальных праймеров. 
Кроме того, необходимо отметить, что, несмотря на за-
явленную «универсальность», праймеры могут оказаться 
неподходящими к отдельным группам беспозвоночных. В 
этом случае есть смысл ознакомится с работами, где про-
водили модификацию праймеров, например Geller et al 
(2013). 

Таблица 1. Последовательности используемых универсальных праймеров на гены насекомых для постановки ПЦР

Локус, наименование праймера, 
(направление)

5’-3’ последовательность праймера,
(источник)

Размер ампликона, 
п.н. t отжига*, ° С

COI,
C1-J-1718, (прямой) 

GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC
(Simon et al., 1994)

590
(в паре с HCO2198) 55

COI,
LCO1490 (прямой) 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
(Vrijenhoek, 1994)

710 48–59*
COI,
HCO2198 (обратный) 

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
(Vrijenhoek, 1994)

28SrRNA,
28SF1 (прямой) 

TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA
(Choudhury, Werren, 2006)

456 54–55
28SrRNA, 28SR1 (обратный) AGACTCCTTGGTCCGTGTTT

(Choudhury, Werren, 2006)

* оптимальная температура отжига может варьировать в зависимости от объекта исследования.

Table 1. Sequences of universal primers for detecting insect genes using PCR 

Locus, primer name (direction) 5’-3’ рrimer sequence (source) Amplicon size, bp Annealing t, ° С
COI,
C1-J-1718 (forward)

GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC
(Simon et al., 1994)

590
(в паре с HCO2198) 55

COI,
LCO1490 (forward)

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
(Vrijenhoek, 1994)

710 48–59*
COI,
HCO2198 (reverse)

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
(Vrijenhoek, 1994)

28SrRNA,
28SF1 (forward)

TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA
(Choudhury, Werren, 2006)

456 54–55
28SrRNA, 28SR1 (reverse) AGACTCCTTGGTCCGTGTTT

(Choudhury, Werren, 2006)

* Optimal annealing temperature may vary depending on objects of investigation.



188 Рябинин А.С. и др. / Вестник защиты растений, 2021, 104(4) , с. 184–195

Если яркость свечения ампликона на агарозном геле 
слабая или сигнал вовсе отсутствует, желательно убе-
диться, что ДНК не была потеряна в процессе очистки. 
С другой стороны, высокие концентрации ДНК (>1мкг/
мкл) могут ингибировать ПЦР или будут приводить к об-
разованию неспецифичных продуктов. В этом случае ре-
комендуется разведение ДНК до меньших концентраций 
(20–100 нг/мкл). При этом также произойдет разбавление 
возможных ингибиторов реакции и увеличится показатель 
чистоты ДНК. Так, в схеме выделения ДНК без последу-
ющей очистки из листоблошки Bactericera cockerelli – пе-
реносчика бактерий, вызывающих заболевание «зебра» 
у картофеля (zebra chip), авторы обнаружили, что для 
успешной амплификации получаемый раствор ДНК надо 
разбавлять в 100 раз (Levy et al., 2013).

Для определения концентрации ДНК в образце мож-
но воспользоваться методом спектрофотометрии, который 
позволяет провести количественную оценку содержания 
ДНК в образце, а также определить чистоту выделенной 
ДНК. Важно, что для измерения требуется малое коли-
чество материала (1–2 мкл). О присутствии посторон-
них примесей свидетельствует соотношение показателей 
поглощения длин волн на 260 нм, 280 нм (A260/280), и 230 
нм (A260/230). Считается, что оптимальный диапазон зна-
чений составляет 1.8–2.0 для A260/280 и 2.3–2.4 для A260/230 
(Armbrecht, 2013; Koetsier, Cantor, 2019). Более низкие зна-
чения A260/280 указывают на присутствие белков и фенолов, 
более высокие – на присутствие РНК. Показатель A260/230 
более чувствителен к посторонним веществам (Armbrecht, 
2013; Koetsier, Cantor, 2019), и указывает на присутствие 
в образце хаотропных солей, ЭДТА, а также детергентов 
Тритон-X100, Твин-20, некоторых белков и фенолов. 

Еще один метод проверки качества ДНК – электрофо-
рез в 0.5–1.0 % агарозном геле. По электрофоретическому 
профилю геномной ДНК можно оценить как относитель-
ную концентрацию ДНК в пробе, сравнивая со свечением 
дорожки маркера молекулярных масс или контроля с зара-
нее известной концентрации, так и ее целостность: пред-
ставлен ли мажорный компонент высокомолекулярной 
фракцией или значительное количество ДНК фрагменти-
ровано. Присутствие «шмеров» (размазанные нечеткие 
полоски ДНК, от ангийской smear – мазок, размазывать) 
свидетельствует о ее разрушении, а степень фрагментации 
можно определить по положению шмера относительно 

маркера. Если фракция шмера тяжелее уровня маркера 2 
т.п.н, то амплификация небольшого целевого продукта, 
скорее всего, пройдет успешно (Lin, 2012). Рекомендуе-
мые значения концентрации агарозы в геле для разделения 
ДНК считаются следующими: 0.5 % для 1.0–30.0 т.п.н.; 
0.75 % – 0.8–12.0 т.п.н.; 1.0 % – 0.5–10.0 т.п.н. (Поляничко, 
2007). Однако, обычно для геномного электрофореза мы 
используем 0.7 %-ный гель, так как при более низкой плот-
ности увеличивается вероятность его механического по-
вреждения, во избежание чего необходимо дополнительно 
делать подложку из геля с более высокой концентрацией 
агарозы. Недостатки этого метода заключаются в больших 
затратах времени и расхода ДНК (5–20 мкл) и в необходи-
мости использования образцов с высокой концентрацией 
ДНК.

Если при отсутствии амплификации качество и ко-
личество ДНК по результатам спектрофотометрии и/или 
геномного электрофореза удовлетворительны, следует 
проверить условия ПЦР, изменить набор праймеров, про-
вести переосаждение ДНК. Увеличение объема реакцион-
ной смеси, как правило, хорошо сказывается на результа-
те ПЦР, однако при работе с большими выборками это не 
экономично. Как было указано выше, если концентрации 
ДНК высокие, то следует разбавить образец в 10, 100, а 
иногда и в 1000 раз. Если исследователь подозревает при-
сутствие в образце ингибиторов ПЦР, то это можно прове-
рить, повторив ПЦР со смесью ДНК проблемного образца 
и ДНК положительного контроля в соотношении объемов 
9 (проблемный образец): 1 (контроль) и 1:1 (с учетом кон-
центрации ДНК). Если продукт не наработался ни в од-
ном из этих вариантов, можно заключить, что в образце 
содержатся ингибиторы ПЦР. Следовательно, необходимо 
развести образец, провести переосаждение, очистку с ис-
пользованием коммерческого набора либо повторную экс-
тракцию ДНК (возможно, другим методом). Если продукт 
не синтезировался при разведении 9:1, но есть при раз-
ведении 1:1, значит, в образце присутствуют ингибиторы, 
эффективность которых снижается при его разведении. В 
этом случае для проблемной ДНК можно подобрать разве-
дение, при котором ПЦР пройдет успешно. Если продукт 
получен в обоих разведениях, то здесь, вероятно, пробле-
ма заключается в неоптимальном подборе праймеров и 
условий для ПЦР, которые необходимо пересмотреть, ори-
ентируясь на объект исследования.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
ПЦР – это базовый метод молекулярно-генетического 

анализа, который позволяет получать препаративное ко-
личество интересующего участка ДНК путем многократ-
ного копирования генетического материала ферментом 
ДНК-зависимой ДНК-полимеразой с исследуемого участ-
ка ДНК, с которым комплементарно гибридизуются два 
праймера (искусственно синтезированные короткие цепи 
олигонуклеотидов). В качестве материала для синтеза ис-
пользуются дезоксинуклеотид-трифосфаты, необходимым 
катализатором выступают ионы Mg2+ (Патрушев, 2004; 
Pelt-Verkuil et al., 2008). На рынке представлены разноо-
бразные коммерческие смеси для проведения ПЦР, кото-
рые позволяют уменьшить вероятность контаминации и 
снижают трудозатраты. Существует целый набор техник 
ПЦР, позволяющих решать специфические задачи. Самая 

простая схема ПЦР, подразумевающая получение ампли-
кона с одной парой праймеров в режиме одного профи-
ля условий реакции, называется конвенциональной или 
стандартной ПЦР. Мультиплексная (множественная, 
мультипраймерная) ПЦР подразумевает использование 
смеси двух и более пар праймеров для одновременного 
анализа нескольких локусов (Mahony et al., 1995; Henegariu 
et al., 1997; Патрушев, 2004). Применение этого подхода 
позволяет сократить затраты труда и времени, когда набор 
образцов нужно проанализировать на несколько призна-
ков. Так, за одну реакцию можно провести проверку каче-
ства ДНК и выявить целевой объект (Илинский, Захаров, 
2007), например, присутствие грибной инфекции, микро-
споридий, бактерий, вирусов или осуществить наработку 
нескольких продуктов для секвенирования. Параметры 



189Рябинин А.С. и др. / Вестник защиты растений, 2021, 104(4) , с. 184–195

реакционной смеси могут быть аналогичны конвенцио-
нальной ПЦР, однако может потребоваться значительная 
работа по оптимизации реакции. Особое внимание необ-
ходимо уделить подбору праймеров, их относительной 
концентрации, а также концентрации ПЦР буфера, отно-
шению катионов магния и дезоксинуклеотид-трифосфа-
тов (Henegariu et al., 1997; Markoulatos et al., 2002). Кро-
ме того, оптимизация может потребоваться не только для 
температуры отжига смеси праймеров, но и для темпера-
туры элонгации. В ряде случаев выход продукта увеличи-
вается при снижении этого параметра до 65 °C (Henegariu 
et al., 1997). Гнездовая ПЦР (nested PCR) позволяет уси-
лить разрешающую способность анализа, например, при 
низком качестве/количестве выделенной ДНК, низком 
титре патогена, или когда надо избавиться от неспеци-
фичных продуктов (Патрушев, 2004; Pelt-Verkuil et al., 
2008; Arthofer et al., 2009; Bykov et al., 2020). Этот вари-
ант состоит из двух последовательных ПЦР, первый раунд 
включает 10–15 циклов амплификации локуса с внешни-
ми праймерами к геномной ДНК, второй – 25–30 циклов 
с использованием «внутренних» праймеров, а в качестве 
матрицы – ампликон с первого этапа. Отметим, что гнез-
довая ПЦР весьма чувствительна к контаминации малых 
количеств сторонней ДНК, то есть высока опасность лож-
но-положительного результата. Количественная ПЦР 
(qPCR) или ПЦР в реальном времени (Real-time PCR) – 
технология, позволяющая автоматически определять не 
только присутствие целевого продукта (последовательно-
сти) в образце, но и измерять количество исходных копий. 
Количество наработанной ДНК измеряется после каждого 
цикла амплификации с помощью интеркалирующих флу-
оресцентных красителей или специальных олигонуклео-
тидных зондов. С помощью красителя, флуоресценция 
которого увеличивается пропорционально количеству ам-
плифицированной ДНК, можно проводить количествен-
ное определение в «реальном времени», а наличие зондов 
позволяет обнаружить сразу несколько продуктов ПЦР в 
одном образце. Технология количественной ПЦР имеет 
множество преимуществ относительно «классической» 
ПЦР, в частности, позволяет оценить экспрессию генов 
(Russell et al., 1992; Патрушев, 2004; Mackay, 2004; Arya et 
al., 2005; Rebrikov, Trofimov, 2006; Ребриков и др., 2009), 
пригодность ДНК для ПЦР по данным кривых плавления 
(т.е. не требуется проводить электрофорез), нагрузку па-
тогена или симбионта (Bell et al., 2009; Bykov et al., 2020; 
Maheshwari et al., 2021) и даже определить пол насекомого 
(Belousova et al., 2019). Еще один вариант количествен-
ной ПЦР, который пока не нашел широкого применения 
в исследованиях насекомых по причине высокой стои-
мости – это капельная цифровая ПЦР (ддПЦР, droplet 
digital PCR). Этот метод более точный в количественных 
оценках, поскольку подразумевает, что реакционная смесь 
разделяется в одной пробирке на 15–20 тысяч микрооб-
ъемов (капель), в каждом из которых реакция идет неза-
висимо, и результат реакции оценивается по финальной 
точке. Прибор оценивает количество капель и опреде-
ляет, где реакция прошла, а где – нет. Подразумевается, 
что в тех микрокаплях, в которые попала целевая ДНК, 
сигнал будет положительным, а в которые не попала – от-
рицательным (Hindson et al., 2011; Sofronova et al., 2016). 
Примеров применения этого подхода в исследованиях по 

защите растений не так много по причине, как минимум, 
высокой стоимости анализа. Здесь приведём два примера, 
где удалось значительно увеличить разрешающую спо-
собность анализа, что в конечном итоге может окупить за-
траты применения ддПЦР. Американским исследователям 
(Zink et al., 2017) удалось разработать протокол детекции 
генетического материала хлопковой совки (Helicoverpa 
armigera) из сборов клеевых ловушек против тысячекрат-
но превосходившего количества сигнала от американской 
кукурузной совки (Helicoverpa zea). Эффективная детек-
ция телиоспор Tilletia controversa (возбудитель карли-
ковой головни пшеницы) в почве крайне трудна даже с 
применением молекулярно-генетических методов. Однако 
разработанный протокол на основе ддПЦР позволил в 100 
раз увеличить чувствительность анализа по сравнению с 
конвенциональной ПЦР и в 4 раза по сравнению с ПЦР в 
реальном времени (Liu et al., 2020). Далее подробнее оста-
новимся на применении разных ПЦР подходов для реше-
ния частных задач. 

Музеи хранят ценные экземпляры насекомых, однако 
их использование для работы с ДНК крайне ограничено, 
поскольку качество получаемой ДНК, обычно, низкое 
(Lalonde, Marcus, 2020). В попытке расширить возмож-
ности использования музейных экземпляров разрабаты-
ваются специальные подходы, основанные на ПЦР. Одна 
из успешных методик – использование полугнездово-
го подхода, когда баркодирующий участок разбивается 
на два участка и нарабатывается двумя раундами ПЦР с 
вырожденными праймерами, у которых на 5` конце рас-
положена последовательность M13 (Mitchell 2015). Тре-
буется четыре реакции, в результате которых получается 
два перекрывающихся участка гена COI, общей длинной 
559 п.н. Далее эти участки можно секвенировать с прайме-
ров М13. Разработанные в упомянутой работе праймеры 
должны подходить для широкого круга насекомых, вклю-
чая жесткокрылых, чешуекрылых, двукрылых, полужест-
кокрылых, стрекоз и, как полагает автор, многих других 
групп насекомых. В отношении возраста образцов, эффек-
тивность подхода на модельных образцах жесткокрылых и 
чешуекрылых составляла 67 % для образцов, хранящихся 
в музее до 25 лет и 51 % – 26–55 лет.

Разработка методов детекции инфекций на основе 
ПЦР остается актуальной задачей на протяжении деся-
тилетий. Двадцать лет назад были предложены протоко-
лы гнездовой ПЦР для выявления фитоплазм – патогенов 
растений, переносимых насекомыми, и схемы рестрик-
ционного анализа для диагностики патогена (Gundersen, 
Lee, 1996; Harrison et al., 2002), которые остаются акту-
альными и в настоящее время (Hernandez et al., 2020). 
Действительно, фитоплазма до молекулярной эры была 
трудноуловима для исследователей, ее проблематично 
культивировать и затруднительно различать разные изо-
ляты по фенотипу (морфология, хозяин, течение пато-
генного процесса). С развитием техники микроскопии и 
молекулярных методов диагностики наука узнала о широ-
ком распространении микроорганизмов, не проявляющих 
явные патогенные свойства. Например, давно известны 
такие бактерии, как Buchera и Wigglesworthia, обеспечива-
ющие своим хозяевам (тля и муха це-це, соответственно) 
метаболическую комплементацию. Однако и сейчас выяв-
ляются новые представители облигатных симбиотических 
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бактерий. Так, в 2020 году появилось сообщение о 
Candidatus Symbiopectobacterium у нематоды подотряда 
Tylenchina, которая необходима хозяину для инфицирова-
ния насекомых (Martinson et al., 2020). 

Задачи по выявлению и идентификации симбионтов 
насекомых часто возникают не только в фундаментальных 
исследованиях, но и в производстве. Так корейские специ-
алисты для коммерческих ферм по разведению пластинча-
тоусых жуков Protaetia brevitarsis и Allomyrina dichotoma 
разработали мультиплексную систему (Kwak et al., 2015), 
которая позволяла выявлять в одной реакции грибные 
инфекции Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, 
бактерии Bacillus thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa, 
Serratia marcescens и нудивирус Oryctes rhinoceros. Кроме 
того, авторы использовали систему капиллярного электро-
фореза для количественной оценки инфекций. Важно, что 
в таких практических приложениях круг актуальных ин-
фекций очерчен, поэтому и результат разработок оказыва-
ется востребован. Другой пример – выявление микроспо-
ридий в медицинской практике методом ПЦР в реальном 
времени, где видовая принадлежность устанавливается по 
кривой плавления продуктов реакции (Polley et al., 2011). 
Разработка такого подхода для анализа популяций, лабора-
торных или промышленных культур насекомых перспек-
тивна, поскольку может значительно увеличить эффектив-
ность диагностики и снизить трудозатраты в сравнении 
с традиционным подходом, основанным на световой ми-
кроскопии. Примером здесь может служить выявление 
микроспоридий и различных вирусов (бакуловирусы, пар-
вовирусы) у таких экономически значимых насекомых, 
как Apis mellifera, Bombus terrestris, китайский дубовый 
шелкопряд Antheraea pernyi, тутовый шелкопряд Bombix 
mori (Erler et al., 2012; Wu et al., 2017; Li et al., 2019). Разра-
ботка протоколов секвенирования следующего поколения 
(NGS) позволяет одновременно (параллельное секвениро-
вание) выявлять как разнообразие микроспоридий, так и 
устанавливать видовую принадлежность хозяев (Trzebny 
et al., 2020). Кроме того, эти протоколы позволяют обнару-
живать ранее неописанное (криптическое) разнообразие 
патогенов, что особенно важно в случаях микс-инфекции 
микроспоридий (Trzebny et al., 2020), а среди массовых 
видов мелких двукрылых – выявлять редкие виды (Meier 
et al., 2015). 

Один из существенных недостатков большинства ме-
тодов NGS – короткие прочтения, менее 500 п.н., которые 
требуется перекрывать с другими фрагментами для полу-
чения более длинных участков, используя биоинформаци-
онные подходы. В результате нередко получаются химер-
ные последовательности или теряется часть информации 
о нуклеотидной последовательности гена. Для решения 
этой проблемы предложен модифицированный подход, 
подразумевающий секвенирование нескольких локусов, 
амплифицированных в результате трехшаговой гнездовой 
ПЦР, с помощью которой, в частности, получена хорошая 
воспроизводимость на музейных экземплярах пчел, хра-
нившихся до пяти лет на энтомологических булавках и 
фиксированных в спирте (Akankunda et al., 2020).

Выяснение роли полифагов, а именно их пищевого 
рациона в экосистеме, также может успешно решаться 
применением ПЦР. Извлечение содержимого кишечника 
насекомого, выделение ДНК и скрининг ДНК растений 

позволяет идентифицировать его пищевые предпочтения. 
В модельном эксперименте исследователи генотипирова-
ли эталонную коллекцию растений по гену большой субъ-
единицы рибулозобифосфаткарбоксилазы (Matheson et al., 
2008). Представителей восьми семейств насекомых собра-
ли с растений, выделили ДНК из пищеварительной систе-
мы и секвенированием по Сенгеру определили присут-
ствие ДНК конкретных видов растений. Авторы отмечают, 
что в тестах на сверчках ДНК растения удавалось выявить 
в течение 12 часов после последнего приема пищи насе-
комыми (Matheson et al., 2008). Кроме того, поскольку ав-
торы в эксперименте отдельно отмечают, что собранных 
насекомых оставляли на тех растениях, на которых их 
нашли до непосредственных экспериментальных проце-
дур (чтобы избежать смешения разной ДНК), то именно 
технологии NGS необходимы для данного рода исследо-
ваний. Отметим, что исследования пищевого поведения 
по схожей схеме применяются и для хищных насекомых 
(Китаев и др., 2011).

Зачастую схема исследования требует идентификацию 
пола особи. Традиционный морфологический подход мо-
жет оказаться затруднительным или даже невозможным в 
случае слабого полового диморфизма или использования 
личиночных стадий насекомого. Для кариологического 
метода надо использовать живые клетки, что также в боль-
шинстве случаев невозможно в рамках конкретного экспе-
римента, не говоря уже о высокой трудоемкости подхода 
и высоких профессиональных требованиях к оператору. 
Напротив, молекулярно-генетический подход позволяет 
анализировать постмортальный и личиночный материал, 
кроме того можно использовать экзувий, порцию гемо-
лимфы или отдельные яйца насекомого, а сам анализ легко 
масштабируется. Так, для некоторых видов чешуекрылых 
(Bombyx mori, Cydia pomonella, Lobesia botrana, Ostrinia 
nubilalis) были разработаны методы идентификации пола 
по молекулярно-генетической детекции W-хромосомы 
(Abe et al., 1998; Aguirre et al., 2020; Coates and Hellmich, 
2003; Fuková et al., 2009). Напомним, что у чешуекрылых 
самцы гомогаметны (ZZ), а самки гетерогаметны (ZW или 
Z0). На основе выявления полоспецифической хромосо-
мы Y основывались и методы определения пола малого 
булавоусого хрущака Tribolium castaneum (Lagisz et al., 
2010б), комаров рода Anopheles (Krzywinski et al., 2004; 
Hall et al., 2013), клопа Rhodnius proximus (Koerich et al., 
2016), плодовой мушки Drosophila melanogaster (Carvalho 
and Clark, 2013). При этом подходе подразумевается, что 
в отсутствии полоспецифичной хромосомы (Y или W) от-
сутствует и ПЦР-продукт. Однако, этот результат может 
быть ложно-отрицательным, что приведет к неправиль-
ному выводу. Причина ложно-отрицательного результата 
может быть от банальной технической ошибки, до отсут-
ствия последовательности в хромосоме вследствие деле-
ции. Учитывая высокую вариабельность полоспецифич-
ных хромосом, такая ситуация может возникнуть даже на 
уровне популяции вида. Чтобы преодолеть эту проблему, 
а также, что еще более важно, реализовать в отношении 
чешуекрылых универсальный подход определения пола, 
был предложен метод оценки соотношения однокопийно-
го аутосомального гена к однокопийному гену, сцеплен-
ному с полом (т.е. гену, локализованному в Z хромосоме) 
методом PCR (Belousova et al., 2019). Универсальность 
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подхода реализуется в свете использования праймеров к 
белок-кодирующим генам, которые фактически находятся 
под значительно более строгим отбором, нежели некоди-
рующие последовательности, использованные в ряде ра-
бот, а также в том, что синтения Z-хромосомы довольно 

консервативна, по сравнению с W-хромосомой. В резуль-
тате этот метод был успешно опробован на чешуекрылых 
разных семейств, при этом использовалась одна и та же 
пара праймеров, специфичных к гену, сцепленному с 
полом.

Заключение
Активно развивающиеся методы, основанные на ПЦР, 

открывают большие возможности для исследователей, 
позволяя решать более сложные фундаментальные и 

прикладные вопросы. Музейные образцы, ранее казавши-
еся недоступными для молекулярно-генетического иссле-
дования, все чаще становятся объектами ДНК анализа. 
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Insects play an important role in biocenoses due to their abundance and wide (cosmopolitan) distribution. Many 
insects are crop pests. An effective pest control could be realized in case of proper species identification, which is usually 
managed by morphological analysis. Molecular methods allow to deep study of many issues of insect biology. In particular, 
traditional approach can not ordinary identify a species at all stages of their life cycle, whereas molecular methods can 
it. This review covers a wide range of issues related to the molecular genetic analysis of insects. In the first section we 
consider the methods of fixation and storage of insect specimens, as well as their impact on DNA quality. Further, we 
provide general information on population study design. Various schemes of DNA extraction, examples of both express 
techniques and more thorough protocols for DNA extraction and their purification are provided. In addition, methods of 
DNA isolation that allow to preserve a specimen integrity for further morphological studies are considered. The methods 
of DNA quality control are described in detail, that is important for PCR analysis. The last section provides various 
methods of PCR analysis, that we exemplify by studies aimed to elucidate both fundamental issues and practical problems.
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