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摘要:为了考察热处理后的重组 DNA进入水环境后可能存在的环境风险,以 pET- 28b质粒为材料,以质粒相对转化效率为指标,考察了热变性

重组质粒 DNA的复性可能性,并在此基础上构建了人工模拟水环境系统,研究了热变性质粒 DNA在水环境中的降解速率和影响因素.结果表

明,热变性 pET-28b质粒经过 30m in后,其转移活性可以得到恢复,在 4 ~ 37e 之间,温度越高越有利于热变性质粒的复性.热处理过程中未被

降解的质粒 DNA进入水环境后,在 pH 值为 7、8时降解速率相对较慢,在 pH值为 5、6、9的条件下,降解较快,但在任何 pH 下, 1. 0 h后仍存在

未降解的质粒 DNA.水环境中的 NaC l对热处理质粒 DNA有一定的保护作用,而且这种作用是随着 NaC l质量分数的提高而增强. 进入水环境

中的热变性 DNA有足够的时间复性,从而可能发生基因转移.因此,这些热处理的质粒 DNA进入环境后理论上存在一定的生态风险.
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Abs tract: Plasm id pET-28b w as used as a test p lasm id to investigate the poten t ial env ironm en tal risk caused by therm o-treated recomb inan t DNA.

First ly, plasm id DNA transform ationw as perform ed to eva luate the re-n aturat ion efficien cy of the thermo-treated plasm idDNA, and then s imu lated aquatic

env ironm en tsw ere constru cted to determ ine th e persistence of un-decayed p lasm id DNA s in the aqu at ic environm en t after thermo-treatm en t. Th e results

show ed that th e transform ing activ ity of the th erm o-t reated p lasm id DNA cou ld b e recovered to a certain exten t after re-natu ring for 30 m in. From 4~

37e , the h igher the tem peratu re, the m ore transform ing activity of d enatured p lasm id DNA w ill be recovered. When therm o-treated p lasm id DNA sw ere

d ischarged into s imu lated aquatic environm entsw ith pH from 5~ 9, the persistence of un-decayed p lasm id DNAs at pH 7 and 8 exceed ed those at 5, 6 or

9, but at any pH som e cou ld pers ist for 1. 0 h or more. H igher ion ic st rength s furth er inh ib ited decay of the recom b inan t plasm id in the sim u lated aquatic

env ironm en t. These resu lts ind icate that recom b inan tDNAsw h ich are not destroyed du ring the therm o-treatm ent p rocess cannot be degraded com p letely in

a short tim e in the aquat ic env ironm en t, w h ich m ean sw hen th ey are discharged into aqu at ic environm ent, they m ay h ave enough t im e to re-nature and

trans form, thu s result ing in gene d iffus ion.

Keywords: therm o-treatm en t; plasm id DNA; st imu lated aquat ic en vironm ent; ren aturat ion; trans form at ion; degradation

1 引言 ( Introduct ion)

DNA在自然环境中的降解往往受到多种生态

因子的影响,裸露的 DNA片段受到环境中内切酶的

作用,其降解速率可能会比较高. 有关裸露 DNA片

段释放到自然环境后的降解或转移情况曾有学者
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在土壤中作过实验,即把提纯后的转基因烟草 DNA

片段直接释放到模拟土壤系统中,观察 DNA的稳定

性及其降解半衰期, 实验结果表明, 经过 40d, 仍有

0. 1% 的目标基因片段未被降解 (W idmer et a l. ,

1996) .另一项研究是将转基因烟草的 DNA片段加

入模拟土壤系统中, 5d后就无法从土壤中检测到

所加的 DNA ( Paget et al. , 1998) .还有田间实验研

究表明,经过与土壤中酶和微生物几个月的相互作

用, 仍然能够检测到转基因烟草 DNA 的存在

( DEFRA, 2002) .虽然不同的研究者因为实验方法

的差别,对于 DNA在土壤中降解的半衰期有不同的

结论. 但是诸多研究结果都表明, 尽管自然界中存

在各种各样的微生物和酶,仍然有一部分裸露 DNA

在排放到自然环境中后, 能在相当一段时期内保持

其结构的完整性.这就意味着如果基因重组 DNA进

入环境后难以在短时间内被彻底破坏, 将存在基因

转移的风险.为防止重组 DNA向环境中释放并导致

基因污染,实验与生产过程中产生的重组 DNA一般

都需经预处理后才能排放 (卢英方等, 2003) .

根据以往的研究可知,热处理过程对于废弃重

组 DNA片段的处置并非十分有效, 它主要是使

DNA变性 (李梦南等, 2008a) . 同时, 生物实验室废

水中所含的多种有机物和无机离子往往会在热处

理的过程中对 DNA起到保护作用, 使其不能被充

分、有效地降解 (李梦南等, 2008b) .由于 DNA结构

的特殊性,变性 DNA在适合条件下可以恢复其原有

的空间构象和生物活性 ( K lump, 1998) . 这就意味

着这些在热处理中未被彻底破坏的重组 DNA被排

放到水环境中, 如不能在短时间内被彻底降解, 理

论上存在着复性并发生基因水平转移的可能性.热

变性 DNA的结构和性质与天然 DNA有显著差异,

而且水环境的流动性与土壤系统也不同. 目前, 国

内外尚无有关热变性重组 DNA在水环境中的降解

速率与其影响因素的详细研究与报道.

鉴于此,为考察热处理废弃重组 DNA进入水环

境后可能存在的环境风险,本文对热变性重组质粒

DNA的复性可能性进行研究,并在此基础上探讨热

变性质粒 DNA在水环境中的降解速率和其影响因

素,以期为判断热变性重组 DNA在自然水环境中发

生复性与转移的可能性提供参考.

2 实验材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 质粒 DNA的制备

质粒: pET-28b,质粒的制备与浓度检测参考李

梦南等 ( 2008a)的方法. 本次实验制备的质粒 DNA

浓度为 44. 2Lg#mL
- 1
, 转化成拷贝数的具体算法参

照公式 ( 1) .

n= NA @m /M r, DNA ( 1)

式中, n表示 DNA拷贝数 ( copy#LL- 1
) ; m 为 DNA

质量 ( g) ;M r, DNA为双链 DNA分子的分子量; NA为阿

伏加德罗常数,取值为 6. 02 @ 10
23
. 经计算质粒浓度

为 7. 6 @ 10
10
copy#LL- 1

, DNA纯度主要根据光密度

OD260 /OD280的比值确定, 此次抽提的质粒 DNA

OD260 /OD280比值为 1. 79,符合 PCR检测要求.

2. 2 其它材料的准备

麦穗鱼 (P seudorasbora parvas )购于上海曲阳花

鸟市场,阿根廷皇冠水草 (E chinodorus argentinensis )

和石英砂用以构建人工模拟水环境.

2. 3 质粒 DNA的时间梯度复性

将拷贝数为 1 @ 10
10

copy#LL- 1
的质粒 DNA溶

液稀释到 1 @ 10
9
copy#LL- 1

, 然后分装到 3个 EP管

内,分别在沸水浴中加热 30m in, 然后置于 37e 分别

放置 0、30、60m in使其复性, 最后置于 0e 冰浴备

用,本实验重复 3次.

2. 4 质粒 DNA的温度梯度复性

将拷贝数为 1 @ 10
10

copy#LL- 1
的质粒 DNA溶

液稀释到 1 @ 10
9
copy#LL- 1

, 然后分装到 3个 EP管

内,分别在沸水浴中加热 30m in, 然后置于 4、20、

37e 各 30m in使其复性,最后置于 0e 冰浴备用, 本

实验重复 3次.

2. 5 模拟水环境的构建
由于天然水环境的开放性和流动性, 因此, 很

难在天然系统中研究 DNA在水环境中的降解.为研

究经过热处理的 DNA在排放到水体中后能否被有

效、快速地降解,实验设计了一个模拟的水环境. 该

水环境由鱼、水、水草和沉积物组成.在 9个 2L的烧

杯中各放置 70g沉积物和一定量的鱼、水草,添加蒸

馏水至 1. 5L,每天曝气 3次,每次 20m in. 7d后分别

测定每个系统的 TOC值和微生物总量.在投入质粒

DNA前, 分别用 HC l、NaOH及 N aC l溶液将其 pH及

NaC l质量分数调至如表 1所示水平.
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表 1 7d后模拟水环境的组成及环境条件

Table 1 The conten ts of th e s imu lated aquat ic env ironm en ts after 7 days

实验条件
TOC值 /

(m g# L- 1 )

微生物总量 /

( CFU#mL- 1 )

麦穗鱼质量* ( 2条 ) /

g

阿根廷皇冠水草质量 /

g

pH = 7. 0 1. 442 2. 3@ 103 0. 45, 0. 47 12

pH = 5. 0 1. 024 1. 9@ 103 0. 53, 0. 66 14

pH = 6. 0 1. 286 1. 7@ 103 0. 41, 0. 42 10

pH = 8. 0 1. 124 2. 1@ 103 0. 46, 0. 47 12

pH = 9. 0 1. 302 2. 0@ 103 0. 46, 0. 52 13

X ( NaC l) = 0. 05% 1. 216 2. 7@ 103 0. 42, 0. 48 16

X ( NaC l) = 0. 10% 1. 541 2. 3@ 103 0. 45, 0. 49 16

X ( NaC l) = 0. 25% 1. 097 2. 9@ 103 0. 40, 0. 57 17

X ( NaC l) = 0. 50% 1. 386 2. 4@ 103 0. 49, 0. 51 15

注: * 表示每条麦穗鱼的质量.

2. 6 水环境中热变性质粒 DNA降解效率分析

将拷贝数为 1 @ 10
9
copy# LL- 1

的质粒 DNA溶

液放入 EP管,沸水加热 10m in后,迅速向每个烧杯

中加入 15LL热变性质粒 DNA溶液. 先隔 1h取 1次

水样, 2h后, 每隔 12 h取 1次水样.取得的样品以定

量 PCR法检测其中残留的可扩增模板数 (质粒上特

异性的 245bp卡那霉素片段 ), 从而得出热变性质

粒 DNA的降解效率.由于被扩增的这一片段的长度

为 245bp, pET-28b质粒的长度为 5368bp. 假设质粒

DNA的降解 /破坏是一个随机过程, 即整个 DNA在

任一点处断裂的概率相等, 则可根据公式 ( 2)估算

出全长质粒 DNA在任一位点断裂的半衰期.

t1 /2 = t1 /2, 245bp @ ( 245 /5368) ( 2)

式中, t1 /2为全长质粒降解半衰期 ( h) ; t1 /2, 245bp为

245bp片段降解半衰期 ( h).

2. 7 质粒 DNA的定量 PCR检测

质粒 pET-28b中特异性片段的定量扩增方法

参考李梦南等 ( 2008)的方法.荧光定量 PCR反应之

前,先将所有样品进行经乙醇沉淀,以纯化 DNA,并

去除部分干扰.考虑到模拟水环境中存在一些微生

物,可能会对实验结果造成影响. 因此, 在加入热处

理质粒 DNA之前, 先取各个烧杯中的水样, 8000

r#m in
- 1
离心 15s后进行定量 PCR反应,并把这些结

果作为实验本底值. 该实验本底值为 1. 63 @ 10
2

copy#LL- 1
, 后续所有样品的测定值与本底值的差值

即为实际质粒可扩增片段的模板数.

3 结果 (R esults)

3. 1 热处理质粒 DNA的复性

质粒转化是分子生物学常规研究方法之一,以

未经热处理的质粒 DNA在大肠杆菌中的转化子数

作为标准, 来比较各样品的相对转化率, 由此可以

对各样品中所含未被降解并具有转化活性的质粒

DNA进行定量. 为了解变性后的质粒 DNA是否会

发生复性,以及不同复性时间对其复性的影响, 以

沸水加热 0m in质粒 DNA样品的转化子数作为标

准,计算各不同复性时间下复性样品的相对转化效

率 (图 1) . 从图 1可以看出, 经过不同时间的复性

后,质粒的转化活性会有显著提高, 30m in复性后

的质粒转化活性最高.以 30m in作为复性时间,对不

同复性温度下复性样品的相对转化效率进行研究,

结果见图 2. 从图 2可以看出, 经过 30m in的复性

后,不同温度下质粒的转化活性同样有不同程度的

提高, 37e 为变性质粒 DNA的最佳复性温度. 上述

结果表明,热处理的质粒 DNA经过一段时间复性后

其转移活性有较显著的提高. 如果热处理的质粒

DNA进入水环境后在短时间内不能被彻底降解, 其

转化复性会提高, 从而存在基因转移的风险. 鉴于

此,有必要对热处理质粒 DNA在进入水环境后的持

久性、降解特性及其影响因素进行研究.

图 1 不同复性时间下热处理质粒 DNA的相对转化率

F ig. 1 Th e tran sform ation efficien cy of p lasm id DNA pET- 28b

after d ifferen t renatu ration periods
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图 2 不同复性温度下热处理质粒 DNA的相对转化率

F ig. 2 Th e tran sform ation ef ficiency of p lasm id DNA pET-28b

at d if feren t renatu ration tem peratures

3. 2 热变性质粒 DNA在不同 pH 水环境中的降解

速率

研究表明, pH会对热处理过程中质粒 DNA的

降解产生一定的影响 (W eaver, 2000) ,为此考察了

热变性质粒 DNA在不同 pH 的水环境中的降解规

律.由于自然界水环境中的 pH值一般在 5 ~ 9之

间,因此,选取此 pH 范围来观察热变性质粒 DNA

的降解规律.由于不同的 pH 值会对水生态系统产

生不同的影响, pH值过高或过低,都会抑制水生植

物的光合作用和微生物的分解作用, 其中, 前者会

影响到水体的溶解氧状况和鱼类的呼吸条件,后者

又会影响到水中有机质的浓度. 为了观察 pH对热

变性质粒降解速率的影响,同时尽量避免其它环境

因子变化而造成的干扰, 模拟水环境先经过每天 3

次、每次 20m in的曝气, 在加入热处理质粒 DNA之

前,再将水环境 pH调至所需值.

模拟水环境中加入热处理质粒 DNA后于不同

时间取水样, 经 8000 r#m in
- 1
离心 15s, 上清液经乙

醇沉淀纯化后, 再稀释到原来的体积 ( 200LL)进行

定量 PCR反应, 结果见图 3. 从图 3可以看出,过高

或过低的 pH 条件均会加速质粒 DNA的降解, 在

pH值为 5、6、9的情况下,根据公式 ( 2) , 经过 1. 1h

的降解便无法从水中检测到完整质粒 DNA, 24h后

便无法从水中检测到可扩增质粒 DNA片段的存在,

其中, pH值为 9时降解的最快. pH值为 7、8时 DNA

降解速率相对较慢,根据公式 ( 2) , 2. 2h后才无法检

测到完整质粒 DNA的存在,直至 48h后才无法检测

到该特异性质粒 DNA片段的存在, 可视为完全

降解.

图 3 热变性质粒 DNA在不同 pH水环境的降解规律 ( ND:未能检测

出可扩增片段 )

F ig. 3 Degradat ion curve of the 245bp fragm ent of th erm o-treated pET-

28b in a s imu lated aquatic environm en t under d ifferent pH

cond itions. ( ND ind icates th at th e 245bp fragm en t of th erm o-

treated pET-28bw as not d etectab le)

3. 3  水环境中的 NaC l质量分数对热变性质粒

DNA降解的影响

图 4 热变性质粒 DNA在不同 NaC l质量分数水环境的降解规律

(ND:未能检测出可扩增片段 )

F ig. 4  Degradat ion curve of the 245bp fragm ent of thermo-treated

pET-28b in a sim u lated aquat ic environm en t und er d if feren t

N aC lm ass fract ion condit ion s. ( ND ind icates that the 245bp

fragm ent of therm o-treated pET-28b was not detectab le)

热处理过程中, N aC l的存在可显著保护质粒

DNA免于被破坏 ( Stryer, 1999). 而水体中往往也含

有一定浓度的无机离子,因此,考察了 N aC l质量分

数对进入水环境的热变性质粒 DNA降解的影响

(图 4) .淡水水体的 NaC l质量分数一般在 0. 02j ~

0. 50% 之间 ( Stumm et al. , 1981) , 本实验选取的

NaC l质量分数梯度涵盖了这个范围. 为了尽量避免

其它环境因子的变化而造成的差异,同样经过一段

时间的曝气后,在需要加入热处理质粒 DNA之前再

将水环境 N aC l质量分数调至所需值.模拟水环境中

加入热处理质粒 DNA 后于不同时间取水样, 经

8000 r#m in
- 1
离心 15s, 上清液经乙醇沉淀纯化, 以
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去除金属离子, 再稀释到原来的体积 ( 200LL)进行

定量 PCR反应, 定量 PCR的结果见图 4. 由图 4可

知,随着 NaC l质量分数的增加, 热变性质粒 DNA在

模拟水环境中的存在时间显著延长. 在 NaC l质量分

数为 0. 5% 的模拟水环境中, 根据公式 ( 2)推算,

217h时仍能在定量 PCR中检测到未被降解的完整

质粒, 直到 72h后才检测不到质粒 DNA 片段的

存在.

4 讨论 (D iscussion)

4. 1 不同复性条件对热处理质粒 DNA复性效率的

影响

不同复性时间和复性温度实验表明, 热变性质

粒 DNA在适当条件下可以恢复原有的二级空间结

构和转化活性,但温度对质粒 DNA的复性有较大的

影响. 当在 37e 进行复性时, 复性是相当理想的;在

4e 时, DNA的复性效果较差. 一般认为, 比解链温

度 (Tm )低 25e 左右的温度是复性的最佳条件,越远

离此温度,复性速度就越慢. 从热运动的角度考虑,

在 4~ 37e 之间温度越低, DNA分子的热运动减弱

越显著,互补链结合的机会越小.因此, 维持在 Tm值

以下, 较高的温度更有利于复性.

热处理后的质粒 DNA在 4 ~ 37e 之间, 30m in

后可以恢复其二级结构和转化活性. 因此, 热处理

(热变性 )的重组质粒 DNA在排放进入水环境后如

不能被快速降解和破坏, 可能会发生复性和基因转

移.鉴于此, 为判断热处理 (变性 )重组 DNA进入水

环境后的潜在风险,必须研究热处理 (热变性 )质粒

DNA在水环境中的降解速率以及在各种条件下的

残留时间.

4. 2 水环境中不同的 pH和 NaC l质量分数条件对

热变性质粒降解的影响

质粒 DNA在水环境中的降解一方面是因为水

中可能含有的各种核酸水解酶,另一方面 DNA在酸

性条件下的脱嘌呤作用也会对其降解速率造成一

定的影响. 大多数内切酶或外切酶为酸性酶, 酶活

性最高的 pH范围一般在 4. 5 ~ 6. 0之间. pH值为

5、6的情况下, 质粒 DNA的降解速率较快可能是受

到这些作用的影响 (N elson et al. , 2000); pH值为 9

时质粒 DNA的降解速率最快,可能是因为碱性条件

会使磷酸二酯键水解断裂, 还可能与低盐浓度、高

pH值条件下内切酶识别和切割序列发生低特异性

有关. 例如, EcoR I在正常条件下识别并切割

5c-GAATTC-3c序列, 但 Polisky等 ( 1993 )对 EcoR I

的早期研究表明, 在低盐浓度、高 pH 值条件下,

E coR I还可能切割 N /AATTN序列, 从而强化内切

酶的切割效率.

由于实验中被扩增的 pET-28b质粒 DNA的特

异性片段长度为 245bp,而 pET-28b质粒的长度为

5368bp.假设质粒 DNA的降解 /破坏是一个随机过

程,即整个 DNA在任一点处断裂的概率相等, 则可

根据公式 ( 2)估算出全长质粒 DNA在任一位点断

裂的半衰期约为 245bp片段半衰期的 1 /22( 245bp /

5368bp U 1 /22).

由此可见,虽然 pH对热变性质粒 DNA的降解

影响较大,但在任何 pH情况下, 1h之内仍有较多的

质粒 DNA未被降解. 理论上, 这部分热变性质粒

DNA在这段时间内可能复性并发生基因转移. 有关

质粒复性与转移的可能性与诱发因素之间的关系

还在有待深入研究.

NaC l质量分数越高, 其对 DNA的保护作用就

越强,这可能是因为较高的 NaC l质量分数会在一定

程度上限制核酸内切酶的活性. NaC l对 DNA降解

的影响规律应该也适合于天然水体,天然水体中往

往含有一定量的无机离子. 因此,热变性质粒 DNA

在天然水体中可能会存在较长时间,这将为热变性

DNA的复性与转移提供足够的时间, 这一点应当引

起重视.自然水体的环境条件与模拟水体还有一定

的差异,影响 DNA降解的环境因素还不仅仅是 pH

和 NaC l质量分数,其他影响因素的研究也有待进一

步深入.

尽管自然水环境的条件和影响因素更为复杂,

但本研究结果初步表明, 进入水环境的热变性重组

质粒 DNA在较短时间内难以被彻底降解,仍然会在

环境中存留一段时间, 这意味着进入水环境中的热

变性 DNA有足够的时间复性. 当然, 为了提供热变

性质粒 DNA是否在水环境中发生基因转移的确凿

证据,还需要采用现代分子生物学技术分析与验证

复性的重组质粒 DNA在各种气象、环境条件下是否

发生向水环境中其他生物体的水平转移, 并研究可

能诱发质粒 DNA水平转移的特殊气象、环境条件,

从而最终确定热变性重组质粒 DNA在复杂水环境

中是否存在基因水平转移并导致基因污染的可

能性.

5 结论 ( Conc lusions)

1) 在一定条件下热变性的 pET-28b质粒经过
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30m in复性后其转化活性可以一定的恢复,在 4e ~

37e 范围内, 温度越高越利于热变性质粒的复性.因

此,热变性的质粒 DNA进入自然环境后理论上存在

着复性并恢复转移活性的可能.

2) 水环境中 pH 的变化会对热处理质粒 DNA

的降解造成不同程度的影响。在 pH值为 5、6、9的

情况下, 24h后已无法从水中检测到质粒 DNA片段

的存在,根据公式 ( 2)推算,经过 1. 1h的降解, 便无

法从水中检测到完整质粒 DNA,其中, pH值为 9时

降解最快. pH值为 7、8时 DNA降解速率相对较慢,

根据公式 ( 2)推算, 2. 2h后才无法检测到完整质粒

DNA的存在.

3) 水环境中的 N aC l对热处理质粒 DNA有一

定的保护作用,而且这种作用是随着 N aC l质量分数

的提高而增强. 在水环境中 N aC l质量分数达到

015%时, 根据公式 ( 2 )推算, 2. 7h时仍能在定量

PCR中检测到未被降解的完整 DNA质粒.
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