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Микробиота молока и молочных продуктов играет ключевую роль в формировании их качества, безопасности и аутентичности. 
Современные молекулярно-генетические методы позволяют проводить детальный анализ данной микробиоты, однако 
эффективность этих исследований во многом зависит от качества выделенной ДНК. Высокое содержание жиров, белков 
и других ингибиторов экстракции затрудняет процесс выделения ДНК, что требует подбора оптимальных методов экстракции 
и очистки. Целью работы являлась систематизация современных методов выделения ДНК из микробиоты молочных 
продуктов, оценка их эффективности, выявление основных ограничений, связанных с молочной матрицей, и выделение 
наиболее перспективных подходов к экстракции. Обзор основан на анализе публикаций, представленных в базах данных Google 
Scholar, ScienceDirect, PubMed, Web of Science и eLIBRARY.RU за период 2010–2024 гг. Для обеспечения комплексного анализа 
были рассмотрены как теоретические, так и экспериментальные работы, включая сравнительные исследования различных 
методов экстракции. Рассмотрены основные группы методов экстракции: химические, ферментативные, механические 
и сорбционные, в том числе их комбинированные варианты. Особое внимание уделено влиянию компонентов молока (липидов, 
белков, кальция) на чистоту и выход ДНК. Приведены стратегии минимизации ингибирования полимеразных реакций, включая 
применение органических растворителей, силика-колонок и магнитных сорбентов. Наиболее перспективной является 
разработка универсальных и экономически оправданных протоколов, сочетающих эффективность и воспроизводимость, 
что расширит возможности их применения в пищевой биотехнологии и контроле качества молочных продуктов.
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Введение
Молоко представляет собой уникальную биологиче-
скую матрицу, обладающую высокой пищевой цен-
ностью и специфическими органолептическими 
свойствами, которые делают его не только важным 
продуктом питания, но и ключевым объектом научных 
исследований [1]. Молоко служит основой для произ-
водства широкого ассортимента как традиционных 
(сыр, творог, сметана, йогурт, кефир и др.), так и спе-
циализированных и функциональных продуктов1 [2]. 

Важной характеристикой молока является его 
микробиота, которая включает в себя широкий 
спектр микроорганизмов: молочнокислые бак-
терии, бифидобактерии, дрожжи и т. д. Микроор-
ганизмы определяют не только биологические 
свойства молока, но и его технологические харак-
теристики, влияя на процессы ферментации, вкус 
и реологические свойства продуктов [3, 4]. Изуче-
ние микробиоты позволяет понять ее влияние 

на качество продукции, а также разработать эффек-
тивные подходы для улучшения производственных 
процессов, мониторинга соответствия стандартам 
качества и безопасности и создания функциональ-
ных продуктов с пробиотическими свойствами [5].

В настоящее время для изучения микробиоты 
молока на замену традиционным культуральным 
методам приходят современные молекулярно-гене-
тические подходы. Методы метагеномного секвени-
рования, флуоресцентной гибридизации in situ (FISH), 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) и количе-
ственной ПЦР (qPCR) позволяют детально изучать 
состав и функции микробного сообщества [6]. 

Одним из ключевых этапов молекулярно-генети-
ческого анализа микробиоты является выделе-
ние и исследование ДНК микроорганизмов, что 
играет важную роль в обеспечении достоверно-
сти получаемых данных. Качество выделенной ДНК 
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влияет на точность идентификации таксонов, изуче-
ние функционального потенциала микробиоты 
и возможности ее использования в пищевой биотех-
нологии [7]. Особое значение данный аспект имеет 
при анализе пробиотических штаммов, обладающих 
полезными свойствами, а также при мониторинге 
потенциально патогенных микроорганизмов, спо-
собных оказывать влияние на безопасность молоч-
ных продуктов. Секвенирование ДНК позволяет 
не только идентифицировать состав микробиоты, 
но и изучать генные профили, определяющие мета-
болические свойства микроорганизмов, их устой-
чивость к факторам окружающей среды и способ-
ность к синтезу биологически активных соединений.

Процесс экстракции ДНК из микробиоты молока 
осложняется уникальными свойствами молочной 
матрицы. Высокое содержание жиров, белков и угле-
водов создает препятствия для эффективного выде-
ления ДНК, т. к. эти компоненты могут выступать 
ингибиторами экстракции [8]. Более того, денатури-
рованные белки, образующиеся в результате тер-
мической обработки молока, часто образуют устой-
чивые комплексы с ДНК, затрудняя ее выделение. 

Следовательно, актуальным является вопрос выбора 
эффективных протоколов выделения ДНК с учетом 
влияния состава исходной матрицы. Исследова-
ния показывают, что используемый метод экстрак-
ции оказывает значительное влияние на точность 
и воспроизводимость данных анализа микробиоты. 
Например,  E. Ganda et al. подчеркивают, что оптими-
зация протоколов экстракции позволяет не только 
увеличить выход ДНК, но и улучшить идентификацию 
редких таксонов [9]. J. A. Schwenker et al. отмечают, 
что эффективность метода определяется не только 
его способностью выделять ДНК, но и минимиза-
цией контаминации или потерь материала [10].

Целью настоящего обзора являлась систематизация 
современных методов экстракции ДНК из микробиоты 
молочных продуктов, анализ их преимуществ и огра-
ничений, а также оценка факторов, связанных с осо-
бенностями физико-химических свойств молочной 
матрицы, влияющих на выбор оптимального подхода.

Объекты и методы исследования
Настоящий обзор носит систематический характер 
и направлен на структурированный анализ существу-
ющих методов экстракции ДНК из микробиоты молоч-
ных продуктов. Для сбора и отбора литературных дан-
ных использовались специализированные научные 
базы данных, такие как Google Scholar, ScienceDirect, 
PubMed, Web of Science и eLIBRARY.RU. Основное внима-
ние уделялось публикациям, содержащим информацию 
о современных методах выделения ДНК, их эффек-
тивности, а также проблемах, связанных с влиянием 
компонентов молочной матрицы на качество экстра-
гированного материала. Поиск научных публикаций 
проводился по ключевым словам на русском и англий-
ском языках, включая «выделение ДНК микробиоты 
молока», «экстракция бактериальной ДНК из молоч-
ных продуктов», «метагеномный анализ молочных 
продуктов», «ингибиторы ПЦР в молочных матрицах», 
«силика-колонки для выделения ДНК из молока» и ана-
логичные термины. Для анализа отбирались статьи, 
опубликованные в период с 2010 по 2024 гг., за исклю-
чением классических работ, имеющих фундамен-
тальное значение для рассматриваемой тематики. 
При отборе публикаций учитывалась их релевант-
ность, приоритет отдавался работам, описывающим 
валидированные методики выделения ДНК, позволяю-
щие минимизировать влияние ингибиторов, характер-
ных для молочной продукции. Исключались неполные 
описания методов, краткие сводки и исследова-
ния, не относящиеся к объекту настоящего обзора.
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Результаты и их обсуждение
Основные подходы к экстракции ДНК из молоч-
ных продуктов. Эффективность выделения ДНК 
из молочных продуктов зависит от множества фак-
торов, включая сложный химический состав молока, 
наличие ингибиторов, таких как жиры и кальций, 
а также низкую концентрацию бактериальной ДНК. 
Данные аспекты диктуют необходимость выбора 
подходящих методов экстракции, которые могут 
обеспечить высокий выход и чистоту ДНК, дела-
ющей ее пригодной для дальнейшего анализа.

Современные протоколы экстракции ДНК 
можно разделить на два этапа: лизис образ-
цов и последующая очистка ДНК от примесей.

Химические методы лизиса образцов включают 
в себя использование различных хаотропных аген-
тов, таких как соли гуанидина, додецилсульфат 
натрия и цетилтриметиламмоний бромид, для раз-
рушения клеток и освобождения ДНК. Преимуще-
ством данных методов является высокая эффек-
тивность, однако имеются такие недостатки, 
как длительность экстракции и необходимость 
работы с токсичными веществами [11–13].

Ферментативные методы основаны на примене-
нии исследуемых образцов таких ферментов, как 
протеиназа K, лизоцим или липаза, для разрушения 
клеточных стенок на этапе лизиса. Основным пре-
имуществом подхода является мягкое воздействие 
на молекулы ДНК, т. е. отсутствие агрессивных усло-
вий (например, высокой температуры или сильных 
реагентов) и избирательность воздействия на целе-
вые элементы, такие как белки или клеточные 
стенки, что минимизирует деградацию нуклеиновых 
кислот. Недостатком ферментативного метода экс-
тракции ДНК является длительность процесса [14].

Механические методы, в частности «bead beating» 
(механическое разрушение клеток с помощью шари-
ков) или ультразвуковая обработка, эффективны 
для разрушения клеточных стенок микроорганиз-
мов. Они особенно полезны для работы с образ-
цами, где другие методы оказываются недоста-
точно эффективными, например, при выделении ДНК 
из микроорганизмов клеток с толстыми или проч-
ными клеточными стенками. Однако применение 
таких методов часто связано с риском фрагмен-
тации ДНК, что может ограничивать их использо-
вание в исследованиях, требующих высокой сте-
пени целостности генетического материала [15].

Сорбционные методы очистки включают исполь-
зование кремниевых сорбентов, которые также 
могут входить в состав силика-колонок и маг-
нитных частиц, и анионообменных смол, кото-
рые связывают ДНК в специфических условиях.

Впервые применять частицы кремнезема для сорб-
ции ДНК в присутствии хаотропной соли было пред-
ложено B. Vogelstein и D. Gillespie в 1979 г. [16]. В мно-
гочисленных модификациях этот метод широко 
применяется по сей день, в том числе при работе 
с клиническим материалом. Все эти вариации осно-
ваны на сорбировании ДНК из раствора при опре-
деленных значениях ионной силы для предотвра-
щения потери целевых молекул в ходе отмывки 
получаемого препарата от разного рода примесей.

Силика-колонки обеспечивают связывание ДНК 
с кремнеземной матрицей в присутствии гуани-
диниевых солей. Данный процесс эффективен 
для удаления белков и полисахаридов, а также под-
ходит для работы с различными типами молоч-
ных продуктов. Преимуществами метода явля-
ются простота использования, высокая степень 
очистки и воспроизводимость, однако присут-
ствие ингибиторов ПЦР может потребовать допол-
нительных этапов подготовки образцов [17–20]. 

Магнитные частицы представляют собой совре-
менный подход к экстракции ДНК, основанный 
на использовании магнитных сорбентов с модифи-
цированной поверхностью, связывающих молекулы 
ДНК. Преимуществами метода являются возмож-
ность внедрения высокого уровня автоматизации 
процесса выделения и минимальный риск пере-
крестной контаминации. Магнитные частицы позво-
ляют эффективно удалять ингибиторы ПЦР, но стои-
мость таких протоколов выделения может быть 
выше по сравнению с традиционными методами [21].

Ионообменные смолы используются для уда-
ления ингибиторов ПЦР за счет электростати-
ческого взаимодействия между отрицательно 
заряженными фосфатными группами ДНК и поло-
жительно заряженной поверхностью смолы [22]. 
Применение смол особенно полезно при работе 
с жирными и / или богатыми белками матрицами, 
например, в молочных продуктах, что позволяет 
получать ДНК высокого качества для молекуляр-
ных исследований. Тем не менее данный метод 
имеет ряд недостатков: выделенная ДНК зача-
стую недостаточно очищена, что может влиять 
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на точность последующего анализа; качество 
и выход ДНК варьируются в зависимости от условий 
экстракции; выделенная ДНК нестабильна и может 
быть неподходящей для определенных анализов.

Классическим методом очистки ДНК, позволя-
ющим получать препараты высокой степени 
чистоты, является применение органических рас-
творителей, таких как фенол-хлороформ [23].

На практике наиболее часто применяются комби-
нированные методы, позволяющие объединить 
преимущества различных подходов для повыше-
ния эффективности экстракции ДНК. Например, 
L. A. Quigley et al. [24] продемонстрировали, что после-
довательное применение механического и фермен-
тативного лизиса приводит к увеличению выхода 
ДНК и улучшению качества экстракта, что крити-
чески важно при работе с матрицами, богатыми 
ингибиторами, какими являются молочные про-
дукты. Подобный подход также подтверждается 
в исследовании A. Siebert et al. [25], где комбиниро-
ванное применение методов (механическое разру-
шение клеток и дополнительная ферментативная 
обработка) позволило не только снизить содер-
жание ингибиторов, но и обеспечить достаточ-
ную репрезентативность бактериальной популя-
ции для последующего секвенирования. Кроме 
того, работа Z. Xue et al. [26] показывает, что инте-
грация мягкого механического воздействия с про-
теолитической обработкой способствует сохране-
нию целостности нуклеиновых кислот, что особенно 
актуально для анализа сложных пищевых матриц. 

Влияние характеристик молочной матрицы 
на эффективность экстракции ДНК. Высокое содер-
жание липидов в молоке способствует образованию 
устойчивых эмульсий, затрудняющих разрушение кле-
ток и выделение ДНК. Исследования G. Kour et al. [27], 
а также H. N. J. Shangpliang et al. [28] показали, что при-
менение органических растворителей или детерген-
тов, таких как SDS, позволяет эффективно разрушать 
липидные структуры. Однако такие методы тре-
буют дополнительных этапов очистки для миними-
зации загрязнений препаратов ДНК ингибиторами. 

Белки, такие как казеины и сывороточные белки, 
часто связывают молекулы ДНК, образуя устой-
чивые комплексы, которые затрудняют ее выде-
ление. Методы с использованием протеиназы K, 
предложенные L. A. Quigley et al. [24], демонстри-
руют высокую эффективность при разрушении бел-
ковых комплексов и улучшении качества выде-
ленной ДНК. Термическая обработка молочных 
продуктов, включая пастеризацию и стерилиза-
цию, вызывает денатурацию белков, приводящую 
к образованию их прочных комплексов с ДНК, зна-
чительно затрудняющих выделение последней [8]. 
Исследование K. Mertens et al. [29] демонстрирует, 
что использование буферов с высоким содержа-
нием гуанидин-тиоцианата способствует разруше-
нию устойчивых комплексов белков с ДНК, обра-
зующихся в термически обработанных молочных 
продуктах. Данный подход позволяет эффективно 
выделять ДНК даже из сложных матриц, мини-
мизируя ингибирование последующих фермента-
тивных реакций и обеспечивая высокую чистоту 
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выделенной ДНК для молекулярных исследований. 
Присутствие кальция в составе казеина также ока-
зывает значительное влияние, ингибируя ферменты, 
входящие в состав реакционной смеси для прове-
дения амплификации. Предложенная A. A. Psifidi 
et al. [30] предварительная обработка этиленди-
аминтетрауксусной кислотой хелатирует каль-
ций, вследствие чего улучшает эффективность экс-
тракции и последующей амплификации ДНК.

Сложные матрицы, такие как сыр, представ-
ляют собой особую задачу в экстракции ДНК 
из-за высокой концентрации в них жиров и бел-
ков [24, 31], что требует применения многоступен-
чатых методов. Например, использование ком-
бинации механических методов, таких как «bead 
beating», с химическими реагентами, включая гуа-
нидин-тиоцианат, и ферментативной обработ-
кой позволяет минимизировать влияние ингиби-
торов и увеличить чистоту выделяемой ДНК. 

Дополнительные сложности создает наличие сомати-
ческих клеток в молоке, особенно в случаях воспали-
тельных процессов, таких как мастит. Соматические 
клетки, присутствующие в молоке, могут значи-
тельно увеличивать содержание ДНК хозяина, маски-
руя микробную ДНК. Для ее избирательного выделе-
ния применяются методы ферментативного удаления 
эукариотической ДНК или специфичные сорбенты. 
Применение ферментативного удаления эукариотиче-
ской ДНК или методов химической селективной экс-
тракции, как это показано в исследовании A. Siebert 
et al. [25], позволяет минимизировать данный эффект. 

Таким образом, выбор метода экстракции ДНК 
из молочной матрицы должен основываться 
на ее физико-химических свойствах, чтобы обес-
печить получение высококачественного мате-
риала для проведения молекулярно-генетического 
анализа. Оптимизация протоколов и исполь-
зование комбинированных подходов явля-
ются ключом к успешному выделению ДНК.

Выводы
Экстракция ДНК из молока остается вызовом, 
поскольку требует учета специфических особен-
ностей молочной матрицы, технологической обра-
ботки продукта и конечных целей анализа. На дан-
ный момент ни один метод не способен охватить 
все варианты образцов, что подчеркивает необхо-
димость разработки адаптируемых протоколов, 
способных компенсировать влияние ингибиторов 
и варьирующиеся параметры исходного материала. 
При этом комбинированные подходы, использую-
щие синергетический эффект механического, фер-
ментативного и сорбционного лизиса, демонстри-
руют наибольшую перспективность, поскольку 
позволяют обеспечить более высокую репрезен-
тативность и чистоту выделенной ДНК. В буду-
щем развитие методик должно быть направлено 
на создание универсальных, экономичных и легко 
автоматизируемых решений, что не только повы-
сит точность молекулярного анализа микробиоты, 
но и расширит возможности применения данных 
методов в промышленном контроле качества и раз-
работке новых функциональных продуктов. 
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Methods for Isolating DNA from Dairy Microbiota 
Ekaterina G. Lazareva, Darya D. Koval, Aleksey V. Khan, Oleg Yu. Fomenko
All-Russian Dairy Research Institute, Moscow 

Review article

DNA tests of dairy microbiota make it possible to assess the quality, safety, and authenticity of dairy products. Advanced though they are, 
modern molecular genetic methods largely depend on the quality of the extracted DNA. Dairy matrices are rich in lipids, proteins, and other 
inhibitors that complicate the DNA extraction. As a result, it is of greatest importance to select the optimal methods of DNA isolation 
and purification for each particular case. This article is a review of the DNA extraction methods applied to dairy microbiota. The authors 
evaluated their efficiency and major matrix-related limitations to select those with the best prospects for the dairy industry. The review 
covered theoretical, experimental, and comparative studies reported in Google Scholar, ScienceDirect, PubMed, Web of Science, and eLibrary 
in 2010–2024. The main DNA extraction approaches can be classified as chemical, enzymatic, mechanical, and sorption-based; they can 
be used in combinations. Lipids, proteins, and calcium affect the DNA purity and yield. To minimize the PCR inhibition, scientists recommend 
to use organic solvents, silica columns, and magnetic sorbents. The existing extraction methods are constantly modernized to enhance their 
accuracy. New universal, cost-effective, and reproducible protocols provide reliable results in food biotechnology and dairy quality control.

Keywords: DNA, milk, dairy products, milk microbiota, PCR test
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