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　　DNA 是所有生物的遗传物质基础。在土壤生

态系统中 ,动植物和微生物主动分泌或细胞死亡裂

解释放的 DNA 分子可迅速被土壤黏粒吸附固定 ,从

而对核酸酶降解产生抗性而在土壤中持久存在 ,并

能被某些合适的宿主细胞所接受[1 ] 。土壤胶体固定

的 DNA 被称作是“环境中的隐性基因”,对微生物的

生态、生物多样性及遗传进化有着重要的影响[2～4 ] 。

低分子量有机酸 (Low2Molecular2Weight Organic

Acid ,LMWOA) 是土壤中普遍存在的一类有机化合

物 ,主要来源于植物根系的分泌以及有机物质残体

的分解 ,特别是在土壤根际 ,LMWOA 浓度可达到

10～20 mmol L - 1[5 ] 。土壤中养分 (磷酸盐、硫酸盐)

和LMWOA 被土壤胶体和矿物吸附后可导致土壤组

分的表面性质发生改变 ,从而影响营养元素的有效

性、污染物的迁移和毒性以及土壤中酶的存在状态

和生物活性[6～8 ] 。然而 ,土壤中富含的各种有机无

机阴离子对 DNA 在土壤活性颗粒表面吸附的影响

还鲜有报道。本研究以我国亚热带地区典型土壤 —

红壤为材料 ,研究了磷酸根、酒石酸根和柠檬酸根等

无机、有机配体对 DNA 在土壤胶体和代表性矿物表

面吸附的影响 ,为阐明 DNA 在土壤环境中的存在状

态、最终归宿及其生态环境效应提供科学依据。

1 　材料与方法

111 　DNA

鲑鱼精双链 DNA ,购自美国 Sigma 公司。

112 　土壤胶体和矿物

供试红壤采自湖北咸宁 ,采样深度为 11～40

cm。高岭石为化学纯试剂 ,购自上海五四化学试剂

公司。小于 2μm 的土壤胶体和矿物参照 Cai 等[9 ]

的方法分离提取。针铁矿按 Atkinson 等[10 ]的方法

合成。含有机质、去有机质红壤胶体的有机质含量

分别为 2814、711 g kg - 1 ,比表面积分别为 4815、5217

m2g - 1 ,阳离子交换量分别为 2112、1715 cmol kg - 1 ,

电荷零点分别为 314、315 ,主要矿物组分为高岭石、

114 nm 矿物和水云母 ;高岭石、针铁矿的比表面积

分别为 2219、10116 m2 g - 1 ,电荷零点分别为 316、

813。供试土壤胶体和矿物的理化性质均参照 Cai

等[9 ]的方法测定。

称取 01500 g 土壤胶体或矿物于放有磁子的 50

ml 干燥锥形瓶中 ,用移液管加入去离子水 25 ml ,置

于磁力搅拌器上摇匀 ,制成土壤胶体或矿物悬液 ,浓

度为 20 mg ml - 1。
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113 　供试配体体系中土壤胶体和矿物对 DNA的

吸附

　　依据本研究的吸附平衡预备试验结果 ,于一系

列 10 ml 的贝克曼离心管中 ,分别加入 1 ml 浓度为

012 mg ml - 1、pH 515 的 DNA 溶液 ,再加入 1 ml pH

515 的 NaH2 PO42Na2 HPO4 (0～500 mmol L - 1) 或酒石

酸钾钠2酒石酸、柠檬酸三钠2柠檬酸 ( 0 ～ 200

mmol L - 1)缓冲液 ,然后在磁力搅拌下加入土壤胶体

或矿物悬液 500μl ,设置三个平行 ,于 25 ℃、250 r

min - 1下振荡 2 h ,18 000 r min - 1离心 20 min。上清

液用紫外分光光度计在 260 nm 波长下比色测定 ,

DNA 的加入量减去上清液中的残留量 ,即为 DNA 在

土壤胶体或矿物表面的吸附量。

为探讨 DNA 和配体加入顺序对 DNA 吸附的影

响 ,根据上述试验结果 ,还设计并进行了以下实验 :

(1) DNA 先于配体加入实验 :于一系列离心管中 ,分别

加入 1 ml 浓度为 012 mg ml - 1、pH 515 的 DNA 溶液 ,

在磁力搅拌下再加入土壤胶体或矿物悬液 500μl ,

25 ℃、250 r min - 1下振荡 1 h ,然后分别加入系列浓度

配体溶液 1 ml ,继续振荡 1 h ,18 000 r min - 1离心

20 min。DNA 吸附量的计算同上 ; (2) 配体先于 DNA

加入实验 :配体和 DNA 的加入顺序交换 ,其余步骤与

(1)相同。

2 　结果与讨论

211 　配体浓度变化对 DNA在红壤胶体和矿物表

面吸附的影响

　　由图 1 可见 ,供试的有机、无机配体对 DNA 在

红壤胶体和矿物表面的吸附均能产生显著的影响 ,

磷酸盐和柠檬酸配体在较低浓度 (0～10 和 0～20

mmol L - 1)时可抑制 DNA 在红壤胶体表面的吸附 ,

但抑制效应经历了一个由弱转强 ,再由强转弱的过

程 ,随着配体浓度的进一步升高 (10～200 和 20～80

mmol L - 1) ,对 DNA 吸附的抑制逐渐转变为促进效

应 ;在高岭石表面 ,磷酸盐和柠檬酸配体在整个供试

浓度范围内均促进 DNA 的吸附并且在低浓度 (0～

50 和 0～20 mmol L - 1)时促进效率变化较快 ,与之相

反 , 在针铁矿表面 , 低浓度的磷酸盐 ( 0 ～ 50

mmol L - 1)和柠檬酸配体 (0～20 mmol L - 1)均急剧抑

制 DNA 的吸附 ;酒石酸配体在供试土壤胶体和矿物

表面对 DNA 的吸附均起持续的促进作用 ,但在针铁

矿表面的促进效率最低。这些结果表明 ,阴离子配

体在低浓度时对 DNA 在红壤胶体表面吸附的抑制

作用可能与其所含的铁氧化物有关 ,而高浓度时的

促进作用可能主要是由于其富含高岭石矿物。

图 1 　不同浓度的阴离子配体体系中 DNA 在土壤胶体和矿物表面的吸附

　　磷酸根和柠檬酸配体在较低浓度时对 DNA 在

红壤胶体表面的吸附均起抑制作用 ,这可能主要是

配体和 DNA 对吸附点位的直接竞争结果。DNA 分

子两端的磷酸基和其核糖上的羟基以及供试的阴离

子配体均可与土壤活性颗粒表面的羟基发生配位交

换形成内圈络合物[9 ,11 ] ,有研究表明 ,低浓度的磷酸

根在矿物表面形成难于解吸的双核络合物 ,高浓度

时则形成易于解吸的单核络合物[12 ] ,说明较低浓度

时的阴离子对 DNA 分子显示出更强的吸附竞争力。

此外 ,DNA 分子和阴离子配体均还可以通过疏水作

用、静电引力以及氢键等吸附在土壤胶体表面[9 ,13 ] ,

所以 ,阴离子配体可以竞争土壤胶体表面某些与

DNA 分子通用的吸附点位 ,抑制 DNA 的吸附。

在高岭石体系中 ,磷酸根、酒石酸根和柠檬酸根

均可以促进 DNA 在矿物表面的吸附 ,可能是由于阴

离子与 DNA 分子以及矿物表面的金属离子之间形
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成了三元络合物 ,DNA 除了占据其正常的吸附点位

外 ,还可通过阴离子的桥接作用被高岭石表面吸附。

在红壤胶体体系中 ,酒石酸根和较高浓度的磷酸根、

柠檬酸根均可促进 DNA 的吸附 ,可能也与阴离子的

桥接作用有关。在磷酸根和柠檬酸根体系中 ,去有

机质红壤胶体对 DNA 的吸附量高于含有机质胶体 ,

可能是因为红壤胶体经过 H2O2处理后 ,其富含的矿

物如高岭石被暴露出来 ,去有机质红壤胶体表面形

成了较多的三元络合位点 ,在酒石酸根体系中 ,去有

机质胶体表面的三元络合位点也可能高于含有机质

胶体表面 ,但 DNA 与酒石酸根在去有机质胶体表面

形成的三元络合物的稳定性可能低于含有机质表

面 ,两方面的综合效应使含有机质红壤胶体对 DNA

的吸附量高于去有机质红壤胶体。

在针铁矿表面 ,磷酸根和柠檬酸配体对 DNA 的

吸附起抑制作用 ,而酒石酸配体起促进作用 ,这可能

是阴离子桥接作用和竞争作用共同作用的结果 ,酒

石酸配体形成的三元络合物较磷酸和柠檬酸配体形

成的可能更稳定 ,而磷酸和柠檬酸配体可能主要通

过专性吸附与 DNA 竞争活性点位。

212 　配体种类对土壤胶体和矿物吸附 DNA的影响

为探讨不同种类配体的影响差异 ,按下式计算

了配体对 DNA 在土壤胶体和矿物表面吸附的影响

效率 :D = (Ax - A0) ×100/ A0 ,A0为不加配体时

DNA 的吸附量 ,Ax为某一配体浓度时 DNA 的吸附

量 ,D 为配体对 DNA 吸附的促进 ( + ) 或抑制 ( - )

效率。

酒石酸配体对 DNA 在高岭石和红壤胶体表面

的促进效率较磷酸盐和柠檬酸配体均要强 ,并且磷

酸根 (5～200 mmol L - 1) 、酒石酸 (5～80 mmol L - 1)配

体和柠檬酸 (5～80 mmol L - 1) 配体在高岭石表面促

进效率的大小顺序为 :酒石酸配体 (13 %～87 %) >

磷酸盐 (4 %～51 %) > 柠檬酸配体 (2 %～19 %) 。酒

石酸配体和磷酸根对 DNA 吸附的促进效率的大小

差别与两种配体对矿物络合能力的强弱相一致 ;柠

檬酸配体的促进效率低于酒石酸配体 ,可能与配体

的水解性和分子结构等因素有关 ,供试的柠檬酸和

酒石酸配体分别为柠檬酸三级解离和酒石酸二级解

离状态的阴离子 ,对应级别的酸的解离常数 p Ka 为

柠檬酸 (p K3 = 6136) > 酒石酸 (p K2 = 4134) [14 ] ,p Ka

越大 ,对应酸的离解越弱 ,配体的水解常数越大 ,水

解作用越强 ,配体的有效性相对越低 ;同时 ,相对于

酒石酸配体来说 ,柠檬酸配体具有更大的分子量和

更多的官能团 ,使其表面覆盖度、立体位阻和静电干

扰作用均大于酒石酸配体[5 ] ,通过竞争作用对 DNA

吸附的抑制效应较强 ,促进效应也就相对较弱。

磷酸根 ( 5～200 mmol L - 1 ) 与柠檬酸 ( 5～80

mmol L - 1)配体对 DNA 在针铁矿表面吸附的抑制效

率分别为 51 %～94 %与 43 %～72 % ,配体磷酸根的

抑制效率强于柠檬酸的。这一方面可能是因为磷酸

根对针铁矿的亲和力高于柠檬酸配体[15 ] ,另一方面

可能与磷酸根和 DNA 分子的通用吸附点位多于柠

檬酸配体有关[9 ] 。

213 　配体和 DNA的加入顺序对 DNA在土壤胶体

和矿物表面吸附的影响

　　配体和 DNA 的加入顺序对 DNA 吸附的影响随

着土壤胶体和矿物种类的不同而不同 (图 2) 。在含

有机质红壤胶体和针铁矿表面 ,DNA 先于磷酸盐和

柠檬酸配体加入时具有最高的吸附量 ,意味着配体

主要通过竞争作用影响 DNA 的吸附 ,当配体先于

DNA加入时 ,DNA 很难把配体交换下来 ,吸附量相

对较低 ,当 DNA 先于配体进入时 ,可以优先占据有

利的吸附点位 ,吸附量相对较大 ;而在去有机质红壤

胶体和高岭石表面 ,供试三种配体先于 DNA 加入时

的吸附量最高 ,表明配体进入体系后对 DNA 吸附的

阴离子桥接作用可能强于竞争作用 ,当 DNA 先进入

体系时 ,势必减少配体的吸附 ,影响其桥接 ,进而减

少 DNA 的吸附总量。

3 　结　论

磷酸盐和柠檬酸配体在较低浓度时抑制 DNA

在红壤胶体表面的吸附 ,在较高浓度时促进 DNA

的吸附 ;磷酸盐和柠檬酸配体还抑制针铁矿对 DNA

的吸附和促进 DNA 在高岭石表面的吸附 ,并且磷

酸盐在针铁矿表面的抑制效率和在高岭石表面的

促进效率均大于柠檬酸配体 ;酒石酸配体对 DNA

在供试土壤胶体和矿物表面的吸附均起持续的促

进作用 ,而且促进效率较磷酸盐和柠檬酸配体高。

DNA 先于配体特别是磷酸盐和柠檬酸配体加入含

有机质红壤胶体和针铁矿体系时 ,吸附量大于 DNA

后于配体或与配体同时加入体系的处理 ;在去有机

质红壤胶体和高岭石体系中 ,配体先于 DNA 加入

时具有最大的吸附量。
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图 2 　配体和 DNA 的不同加入顺序下 DNA 在土壤胶体和矿物表面的吸附
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