
土壤中包含大量的生命有机体，富含 DNA和酶
等生物活性物质。土壤环境中的胞外 DNA主要来源
于微生物、动植物细胞的主动分泌或细胞裂解释放，

以往认为环境中的 DNA会立即被存在的 DNase I所

降解[1]，而根据大量研究表明，生物释放到环境中的
DNA能被其周围的土壤胶体吸附固定[2-3]，使 DNA对
DNase I的反应特性以及敏感度发生改变，进而抵御
DNase I的降解而长期保存于环境中，直至被合适的

摘 要：为了揭示 DNA在黑土微生物的遗传进化和基因转移机制方面的重要意义，采用平衡法研究了含有机质黑土胶体（悦燥葬则泽藻
燥则早葬灶蚤糟 糟燥造造燥蚤凿，悦韵悦）和去有机质黑土胶体（悦燥葬则泽藻 蚤灶燥则早葬灶蚤糟 糟燥造造燥蚤凿，悦陨悦）对 阅晕粤的吸附与解吸特性。结果表明：悦陨悦在快速吸附期
吸附 阅晕粤的速率和数量都小于 悦韵悦，且更快达到吸附平衡；随着 责匀值升高，黑土胶体表面吸附 阅晕粤数量逐渐减少；蕴葬灶早皂怎蚤则吸
附方程可较好地描述 悦韵悦和 悦陨悦对 阅晕粤的等温吸附，悦韵悦和 悦陨悦的决定系数（R圆）分别为 园援怨苑圆和 园援怨91，且 COC的吸附平衡常
数（K）大于 CIC，说明 COC对 DNA的吸附亲和能力大于 CIC；CIC和 COC表面 DNA的解吸率分别为 63.5%和 47.4%。研究结果证
明，有机质在黑土胶体吸附 DNA的数量和亲和力方面贡献较大，pH是影响黑土胶体吸附 DNA的重要因子。
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Characteristics of DNA adsorption and desorption on micro-interfaces of black soil colloids
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Abstract：The characteristics of DNA adsorption and desorption affect the presence of intact DNA and are of great significance for genetic
transformation on micro-interfaces of soil colloids. The adsorption and desorption characteristics of DNA by coarse organic colloid（COC）
and coarse inorganic colloid（CIC）were studied using the balanced reaction method. The results showed that the rate and quantity of DNA
adsorption were lesser on CIC than on COC. The quantity of the adsorbed DNA on black soil colloids decreased gradually with increasing
pH. Langmuir adsorption equation could describe the isothermal adsorption of DNA by COC and CIC well, with corresponding determination
coefficients（R2）of 0.972 and 0.991, respectively. The equilibrium constant of Langmuir（K）of COC was higher than that of CIC, which
proved that the adsorption affinity of COC was better than that of CIC. The rates of DNA desorption from COC and CIC were 63.5% and
47.4%, respectively. The present study indicates that DNA can be adsorbed onto the surface of black colloid, the organic matter contributed
greatly to the capability of the DNA adsorption, and that pH is an important factor affecting the adsorption of DNA on black soil colloids.
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表 1土壤胶体基本性质
Table 1 Basic properties of soil colloids

黑土胶体 TOC/% SSA/m2·g-1 CEC/cmol·kg-1 PZC 矿物组成

COC 2.68依0.13 83.3依5.1 46.80依3.22 2.5依0.1蒙脱石，伊利石
CIC 1.06依0.11 111.8依6.3 41.6依4.03 2.0依0.1蒙脱石，伊利石

图 1 扫描电镜下的土壤胶体形貌图（5 滋m）
Figure 1 Scanning electron microscope images of

COC and CIC（5 滋m）

含有机质胶体（COC） 去有机质胶体（CIC）

宿主细胞所吸收利用[4-5]，在特定条件下，在合适宿主
细胞内发生遗传转化，DNA基因编码就能得到表达。
土壤胞外 DNA可以通过重组、转导、转化和转位等途径
在微生物之间转移，甚至在植物与微生物之间发生转

移[6]，在微生物的遗传进化和生物多样性等方面起着
重要作用[7]。这种环境中的“隐性基因”已经引起医学、
生物学、土壤学、生命起源学等相关领域的广泛关注。

土壤胶体对 DNA的固定，使土壤成为 DNA活
性保存的载体和基因转移的重要媒介[8]。土壤胶体包
括有机胶体和无机胶体，它是土壤肥力的重要物质

基础[9]。东北黑土为世界上仅有的四大黑土区之一，有
机质含量高达 5%~7%，是我国重要的自然资源。在黑
土中栖息着大量的微生物[10]，这些生物的新陈代谢势
必要向土壤环境释放大量的胞外 DNA，而胶体与
DNA的吸附与解吸特性直接影响着 DNA在宿主细
胞中的水平遗传转化过程[11]。因此，研究 DNA在黑土
胶体中的吸附与解吸过程，对揭示 DNA 在黑土微
生物的遗传进化和基因转移机制等方面的作用具

有重要意义。为此，本文研究了黑土有机与无机胶

体对 DNA 的吸附与解吸特性，以期为揭示土壤胞
外 DNA 分子存在状态和归宿以及生态安全评价提
供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 供试 DNA

使用德国 Sigma公司生产的鲑鱼精 DNA为供试
材料。用双蒸水溶解后使用，配制成 500 滋g·mL-1的
储备液，使用超微量分光光度计 2000 C（Thermo
Fisher Scientific，美国）测定其A260/A280值为 1.86，于 4
益冰箱保存备用。
1.1.2 黑土胶体的制备

实验所用黑土采自黑龙江省克山县（126毅4忆57义E，
48毅21忆43义N）农田，室温条件下自然风干，剔除植物根
系、碎石块与草屑等异物，研磨并全部过 200目筛。

土壤胶体的提取方法参照 Li等[12]实验方法并加
以改进，具体步骤为：称取 50 g黑土样品两份，分别
置于 500 mL烧杯中，加 100~150 mL纯水搅拌均匀，
其中一份加入适量的双氧水（30%），不断搅拌直至没
有明显气泡产生，除净有机质后，用于制备去有机质

胶体（Coarse inorganic colloid，CIC），另一份不需要双
氧水处理，用于制备含有机质胶体（Coarse organic
colloid，COC），两份悬液超声分散 1 h，期间不断搅拌，

然后把土壤悬液浇注于 320目筛，以除去砂粒。过筛
后的土壤悬液转入 2000 mL烧杯，用超纯水定容至
2000 mL，上下搅拌（避免产生旋涡）后静置。根据
Stokes定律计算沉淀粒径约2 滋m胶体颗粒所需时间为
2 h，反复多次提取胶体，直至悬液澄清透亮。在收集的
胶体溶液中加入 250 mL的 0.5 mol·L-1 CaCl2溶液絮凝
胶体，倾去上清液。用 20 mL去离子水与 20 mL 95%
的无水乙醇清洗絮凝物，采用 AgNO3 滴定法检测
Cl-，直至无 Cl-。最后将黑土胶体冷冻干燥后，用玛瑙
研钵研磨过 200目筛后，置于干燥器中保存备用。
1.1.3 黑土胶体悬液的制备

准确称取 1.000 g黑土胶体于 50 mL容量瓶中，
加入灭菌的超纯水，超声波分散 1 h并充分摇匀，用
0.1 mol·L-1的 NaOH与 HCl溶液多次调节 pH值使其
稳定在 7.0，补充超纯水使总体积为 50 mL，得到 COC
和 CIC胶体悬液，胶体浓度为 20 mg·mL-1，避光保存
备用。矿物组成用 X-射线衍射法（XRD）进行测定。总
有机质含量（Total organic carbon，TOC）和阳离子交换量
（Cation exchange capacity，CEC）分别用 KCr2O7-H2SO4
外加热法和中性乙酸铵法测定。比表面积（Specific
surface area，SSA）采用 BET氮气吸附法进行测定，测
定条件：80 益真空脱气 3 h。胶体电荷零点（Point of
zero charge，PZC）用 zeta电位仪测定。供试黑土胶体
的形貌见图 1，理化性质见表 1。如图 1所示，含有机
质胶体与去有机质胶体均呈现层状结构。

1.2 黑土胶体对 DNA吸附过程
在 10 mL DNA LoBind 低吸离心管（Eppendorf）

中分别加入 1.6 mL Tris-HCl缓冲液（0.05 mol·L-1，pH
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7.4）、0.4 mL DNA溶液、0.5 mL黑土胶体悬液，控制总
体系为 2.5 mL；25 益条件下，旋转振荡 10、20、40、60、
80、120、180 min；振荡完毕后取出，14 500 r·min-1离
心 20 min，上清液用超微量分光光度计在 260 nm波
长比色测定；为避免胶体的不完全沉淀对实验结果造

成影响，上清液中的 DNA含量等于“胶体+DNA”上清
的 DNA 量减去胶体吸附后的上清 DNA 量，获得
DNA在土壤胶体上的吸附量。实验设置清水、胶体和
DNA溶液 3个处理，每个实验处理 3组平行。
1.3 等温吸附曲线

10 mL DNA LoBind低吸离心管（Eppendorf）中分
别加入 1.6 mL 0.05 mol·L -1 Tris -HCl 缓冲液（pH
7.4）、0.5 mL黑土胶体悬液，以及 0.4 mL DNA溶液，
控制总体系为 2.5 mL。体系中的 DNA终浓度为 10、
20、40、60、80、100、120、140 滋g·mL-1。后续步骤同 1.2
所示。

1.4 pH值对 DNA吸附的影响
在 10 mL离心管中分别加入 1.6 mL不同 pH值

（2、3、4、5、6、7、8、9）的 TE 缓冲液、0.4 mL DNA 溶
液、0.5 mL黑土胶体悬液，控制总体系为 2.5 mL。后续
步骤同 1.2所示。
1.5 解吸实验

解吸实验是根据等温吸附实验结果，在 DNA吸
附平衡后，在体系中加入 10 mmol·L-1 Tris-HCl缓冲
液（0.05 mol·L-1，pH 7.4），振荡 30 min，然后测缓冲液
的 OD260 nm值，反复解吸 3~5次，直到上清液中检测不
到 DNA为止。DNA的解吸率由下方公式求得：

DNA解吸率=（DNA解吸量/DNA吸附量）伊100%
2 结果与分析

2.1 黑土胶体对 DNA的吸附过程
由图 2可知，DNA在 COC和 CIC表面均可以发

生吸附过程，但是吸附过程规律却完全不同。COC对
DNA的吸附过程呈现明显的三个阶段：快速吸附期
（0~10 min）、平缓吸附期（10~80 min）和吸附平衡期
（>80 min）；CIC 对 DNA 的吸附过程分为两个阶段：
快速吸附期（0~40 min）和吸附平衡期（>40 min）。在
快速吸附期，COC吸附曲线斜率明显高于 CIC，说明
COC吸附速率高于 CIC。在整个吸附过程中，CIC表面
吸附 DNA的量小于 COC，且更快达到吸附平衡。
2.2 pH对 DNA吸附的影响

pH是影响 DNA在土壤胶体表面吸附的重要因
素，由图 3可知，黑土胶体表面的 DNA吸附量随着体

系 pH值的上升而降低。pH约5时，COC对 DNA的吸
附量从 16.62 滋g·mg-1降低到 6.25 滋g·mg-1，CIC表面
DNA的吸附量从 15.52 滋g·mg-1降低到 9.54 滋g·mg-1；
pH逸6时，随着 pH升高，COC和 CIC对 DNA的吸附
量持续降低，但 COC的吸附量高于 CIC，在 pH=9时，
CIC的吸附量仅为 1.5~2 滋g·mg-1。
2.3 等温吸附曲线

由图 4可知，在黑土胶体吸附体系中，当 DNA浓
度低于 30 滋g·mL-1时，吸附等温线的斜率较大，吸附
量随 DNA浓度的增加快速上升；而当 DNA浓度大于
30 滋g·mL-1时，等温吸附曲线变得较为平缓，表明吸
附逐渐趋于饱和。在所有 DNA浓度下，CIC的吸附量
小于 COC，且较 COC 的 DNA 饱和浓度低。通过
Langmuir吸附方程对黑土胶体等温吸附 DNA曲线的
拟合发现（表 2），COC的决定系数（R2）为 0.972，最大
吸附量（qm）为 6.95 滋g·mg-1，CIC的 R2为 0.991，qm为
4.27 滋g·mg-1。COC的吸附平衡常数（K）大于 CIC，说
明COC对 DNA的吸附亲和能力高于 CIC。

图 2 DNA在黑土胶体上的吸附动力学特征
Figure 2 Kinetic characteristics of DNA adsorption on

black soil colloids

图 3 pH对 DNA在黑土胶体表面吸附的影响
Figure 3 Effect of pH on DNA adsorption on black soil colloids
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图 4 黑土胶体对 DNA的等温吸附曲线
Figure 4 Curves of isotherm adsorption of DNA on

black soil colloids

2.4 土壤胶体上 DNA的解吸
吸附在黑土胶体表面的 DNA 用 0.05 mol·L -1

Tris-HCl缓冲液进行解吸，解吸 2~3次后，溶液中
DNA解吸完全，由图 5可看出，CIC表面 DNA的解
吸率为 63.5%，而 COC表面 DNA的解吸率为47.4%，
CIC 表面的 DNA 解吸率较高，也印证了 Langmuir
等温吸附模型中，COC对 DNA的亲和力大于 CIC的
结论。

3 讨论

土壤胶体具有巨大的比表面积与表面电荷特性，

土壤胶体与进入其中的物质间有很高的亲和性，其微

界面过程是土壤研究的热点。DNA分子质子化后可
携带电荷，能与携带相反电荷的土壤胶体表面结合[13]。
土壤胶体界面吸附的 DNA可以抵御核酸酶降解和其
他物质损伤[14]，增加 DNA在环境中的存活周期，提升
其发生遗传转化的几率[15-16]，对环境生物水平遗传转
化具有重要意义。

通过 X-射线衍射法研究发现，黑土胶体的主要
矿物成分为高岭石和蒙脱石，蒙脱石或高岭石的断裂

边缘具有活性羟基，可作为质子供体或受体而与其他

物质形成氢键，DNA分子可通过氢键与土壤颗粒发
生吸附作用[17]，Cai等[18]证明 DNA可以通过静电引力

吸附在蒙脱石表面，而 DNA分子与高岭石之间还存
在配体交换作用，CIC 和 COC 的吸附曲线进一步证
明了 DNA可以与高岭石和蒙脱石发生吸附作用，并
且有机质的存在强化了这种吸附作用。CIC表面 DNA
快速吸附期的吸附速率和吸附量都小于COC，且更快
达到吸附平衡。在 Langmuir吸附方程中，COC的 K 值
大于 CIC值，说明 COC对 DNA的吸附亲和能力大于
CIC，这可能是由于有机质更容易与 DNA形成相对稳
定的氢键所导致的[19]；解吸实验中，CIC表面 DNA的
解吸率为 63.5%，显著高于 COC表面 DNA的解吸率
47.4%，结果与 Langmuir 方程的研究结论一致，说明
有机质在黑土胶体对 DNA的吸附过程中起关键作
用，而且有机质含有较多的官能团，可通过氢键等作

用而增强对 DNA的吸附。
在不同 pH条件下，黑土胶体吸附 DNA的规律

与火山土胶体的特征相反[20]，可能是由于 DNA的等
电点约为 5，当体系 pH约5时，DNA表面带正电荷，
DNA 与黑土胶体之间的静电引力作用增强，因此
DNA的吸附量较大；而 pH跃5时，DNA分子中的磷酸
基团发生去质子化，DNA带负电荷。同时，由于黑土
胶体的电荷零点为 2.0左右，当体系的 pH值上升，
DNA与胶体表面的负电荷均增加，静电排斥作用增
强，因此吸附量降低。这表明，DNA与胶体表面存在
静电作用[21]，但低 pH可能会导致 DNA沉淀，也可能
是吸附量增加的原因[22]，但是其作用机制仍需要进一
步研究。

4 结论

（1）DNA可在黑土胶体表面发生吸附作用，快速

图 5 黑土胶体表面 DNA的解吸
Figure 5 Desorption of DNA on black soil colloids表 2 DNA在黑土胶体表面吸附拟合 Langmuir方程相关参数

Table 2 Parameters of Langmuir equation simulation for the
adsorption of DNA on black soil colloids

注：qm为 DNA的最大吸附量，K为吸附平衡常数，R2为决定系数。

土壤胶体 qm /滋g·mg-1 K/mL·滋g-1 R2

COC 6.95 0.13 0.972
CIC 4.27 0.10 0.991

bCOC

CIC

DNA解吸率/%0 20 40 60 80

a

不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
Different letters indicate significant difference between COC and

CIC（P<0.05）
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吸附期 COC 对 DNA 的吸附速率和吸附量都高于
CIC。
（2）COC对 DNA的吸附亲和能力大于 CIC，说明

有机质在黑土胶体对 DNA的吸附过程中起关键作用。
（3）黑土胶体对 DNA的吸附量随着 pH值的升高

而降低，pH是影响黑土胶体吸附 DNA的重要因子。
致谢：Kui Chen教授在论文写作过程中提供了宝贵意见，谨致
谢忱。
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