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质粒 4+5 经胃肠道吸收整合宿主基因组

的可能性评价

刘建文，! 施用晖，! 乐国伟!，! 方希修
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 ".$%#3）

摘! 要：给小鼠灌胃裸 674+5#8 质粒 4+5，于 # 周后提取小鼠肺、肾、脾、肠系膜淋巴结、胸腺、生

殖器官、肌肉及肝脏组织中的总 4+5，琼脂糖凝胶分离游离质粒 4+5 与基因组 4+5，以组织基因

组 4+5 为模板，9:; 法检测质粒 4+5 的整合率* 对照模板中加入不同拷贝数的 674+5#8 质粒，确

定 9:; 反应的敏感性* 结果表明，各组织基因组 4+5 经 9:; 扩增均呈阴性，低于 9:; 反应的最低

检出率* 674+5#8 质粒可能整合入宿主基因组的拷贝数是基因自发突变率的 . < # %%%，尚未发现外

源质粒 4+5 经胃肠道途径整合入宿主基因组的证据*
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! ! 胃肠道是哺乳动物吸收外源性 4+5 的主要途

径，人和 动 物 不 断 地 通 过 食 物 摄 入 大 量 的 外 源

4+5* 食物中的 4+5 主要以 4+50蛋白质复合物的

形式存在［.］* 研究表明，大部分外源 4+5 在胃肠道

中降解为较小的碎片随粪便排出，约有质量分数

.[ \"[的外源 4+5 通过肠道上皮细胞和肠壁淋
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巴结运送到血液白细胞、脾脏及肝脏中，并发现外

源 !"# 会插入到小鼠脾脏基因组 !"# 中，与基因

组 !"# 共价相连［$ % &］’ 外源 !"# 整合到宿主染色

体基因组上会扰乱正常的基因组功能，引起宿主基

因组的缺失或重排，改变宿主基因组相关基因的转

录活性，可能激活原癌基因、抑制抑癌基因而导致

癌变［( % )］’ 宿主基因组会启动改变甲基化模式的防

御机制来抵抗外源 !"# 的入侵［$］’ 食物中含有大

量的外源 !"#，通过胃肠道途径摄入外源 !"# 必

将影响宿主 !"# 的正常功能，从而对进化产生深

远的影响’ 本实验采用基因重组质粒 *+!"#,- 作为

外源 !"#，通 过 胃 肠 道 途 径 给 药 探 讨 外 源 质 粒

*+!"#,- 整合入小鼠宿主基因组的可能性’

!" 材料与方法

!# !" 实验动物

昆明种小鼠，约 ( 周龄，雌雄各半，体重 $. / $
0，由江苏省实验动物中心提供’
!# $" 菌株与质粒

大肠杆菌 123.4 及重组质粒 *+!"#,- 由本室

保存’ *+!"#,- 上 56789 与 :+;<9 位点之间插入

85-#0 抗原基因，长度为 4,. =*，质粒 *+!"#,- 总

长约 ( >.. =*’ *+!"#,- 上具有 ?2@ 启动子，可在

大肠杆菌中复制，在真核细胞中表达外源抗原，是

一种典型的真核表达载体’
!# %" 质粒的制备

碱裂解法大量提取 & A 发酵液，酚 B 氯仿 B 异戊

醇抽提，$ 倍体积无水乙醇沉淀，<"6-C 去除 <"#，

聚乙二醇纯化，D:（3. 77;E B A DFG-H8?E，3 77;E B A
:!D# *8)’ .）溶解沉淀，I $. J保存备用［4］’
!# &" 动物试验

将 $( 只小鼠分为两组：一组为质粒 *+!"#,-
口服组，$. 只（雄性 3. 只，雌性 3. 只）；一组为 D:
溶液对照组，( 只（雄性 , 只，雌性 , 只）’ 给每只小

鼠灌注 $.. !A *+!"#,- 质粒溶液（3 !0 B !A），3
次 B 周，共 , 次，对照组采用 D: 溶液灌喂’ 于 , 周时

分离肺、肾、脾、肠系膜淋巴结、胸腺、生殖器官（ 卵

巢 B 睾丸）、肌肉及肝脏，分离后的组织分别放入塑

料口袋中封口，在液氮中快速冷冻，于 I ). J 保存

待用’
!# ’" 组织中总 ()* 的提取

取 &. 70 的新鲜组织加入 !"# 提取缓冲液

［.’ > 7;E B A "6?E，3. 77;E B A DFG-H8?E（*8 )’ .），$
77;E B A :!D#（*8 )’ .）］，用匀浆器彻底匀浆后，加

入 >. !A 质量分数 3.K的 L!L，,$ !A & 70 B 7A蛋

白酶 M（终质量浓度 >.. !0 B 7A）；充分混匀后放入

&& J水浴锅中温浴 $ N，加 ,.. !A ( 7;E B A "6?E，混

匀，3. ... ! 离心 ,. 7GO；移上清液到另一离心管

中，等体积的酚H氯仿抽提一次，无水乙醇沉淀；沉

淀得到的 !"# 用 >.. !A $. !0 B 7A 的 <"6-C 溶液

溶解，,P J水浴 ,. 7GO，等体积的酚H氯仿、氯仿各

抽提一次，无水乙醇沉淀；沉淀以体积分数 P.K 的

乙醇洗涤后用无菌水溶解’ 检测 !"# 样品在 $(.
O7 B $). O7 下的光密度值，确保两者之比大于 3’ )；

用质量分数 .’ &K 的琼脂糖凝胶电泳检测，确保

!"# 的完整性并无 <"#［4］’
!# +" 基因组 ()* 的分离纯化

质粒在细胞中有 , 种存在方式：游离状态、多

聚状态及整合入细胞基因组的质粒’ 将各组基因组

!"# 用 :+;<9 酶切，使游离状态及多聚状态质粒变

成线性单体（整合入基因组的质粒只能在酶切位点

才将基因组切开，而不能将质粒从基因组上切下），

在质量分数 .’ &K 琼脂糖凝胶下，3.. @、电泳 > N、

小量柱式胶回收试剂盒回收基因组 !"#［3. % 3,］’
!# ," -./ 敏感参照

以对照组各种组织基因组 !"# 为模板，加入

不同梯 度 拷 贝 数 的 质 粒 *+!"#,-’ 上 游 引 物：&Q
D## D#? R#? D?# ?D# D#R RR# R# ,Q；下游引

物：&Q D#R DDR #DR DD? ?DR R## RD# ,Q’ 上游引

物取自 *+!"#,- 骨架上的 DP 启动子，下游引物取

自 *+!"#,- 上 85-#0 抗原部分基因序列，扩增产

物长度为 ,4( =*，引物设计采用 ;EG0; (’ . 软件’
S?< 反应体积 &. !A，含有 3. T 缓冲液（ 含 3&

77;E 20?E$），U"DS 各 $.. !7;E B A，上下游引物各

3.. *7;E，!"# 模板 3. !A，D6V!"# 聚合酶 3 !A，

无菌去离子水 ,( !A’ S?< 扩增热循环条件如下：第

3 循环，4& J 3. 7GO；第 $ 循环 4> J 3 7GO，&& J
3 7GO，P$ J 3 7GO，,& 次循环；第 , 循环，P$ J
3. 7GO，> J保存’ S?< 产物于质量分数 $’ .K的琼

脂糖凝胶电泳检测’
!# 0" 质粒 12()*%3 整合率检测

S?< 反应扩增经琼脂糖凝胶分离纯化的组织

基因组 !"#，S?< 引物、反应条件同 3’ P’ 每个样品

S?< 试验重复 , 次’

$" 结" 果

S?< 敏感性参照，取 3..，&.，$&，3.，. 拷贝质

粒 !"# 加入到 3 !0 基因组 !"# 中，琼脂糖凝胶观

察，当质粒为 3..，&.，$& 拷贝时 S?< 检测为阳性，

3. 拷贝时检测为阴性，说明 S?< 的灵敏度为 $& 拷
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贝（见图 !）" 外源质粒如整合入基因组中，其拷贝

数应低于 #$ 拷贝" % 周时口服组各组织 &’( 检测

结果均呈阴性（见图 #）" 因此质粒 )*+,-%. 即使整

合到宿主基因组中，其拷贝数也应低于 #$ 拷贝"

!" / 拷贝；#" !/ 拷贝；%" #$ 拷贝；0" $/ 拷贝；$" !// 拷贝；

1" &’( 相对分子质量标准；! 拷贝质粒"0" !! 2 !/ 34 56

图 !" #$% 敏感性对照

&’() !" %*+,-. /0 #$% +*1+’.’2’.3 /0 4++43

!" &’( 相对分子质量标准；#" 肺；%" 肾；0" 脾；$" 肠系膜淋巴

结；1" 胸腺；7" 生殖器官；8" 肌肉；4" 肝脏

图 5" 灌胃后各组织基因组 #$% 扩增结果

&’() 5" #$% 1*(4.’2* /0 .’++,* (*1/6* 40.*7 /74- 489
6’1’+.74.’/1

:" 讨" 论

:) !" 各组织细胞基因组 ;<= 的提取

质粒 +,- 通过宿主细胞膜上的 +,- 受体介

导的胞饮作用内吞入宿主细胞中，质粒 +,- 主要

在宿主 细 胞 浆 中 完 成 转 录 与 表 达［!$］，同 时 质 粒

+,- 也存在进入细胞核，整合入宿主细胞基因组的

可能性，因此分离细胞浆中游离体质粒 +,- 与整

合入宿主细胞核中的质粒 +,- 是本实验的关键"
各组织细胞基因组 +,- 如采用小量组织基因组提

取试剂盒初步提纯，组织细胞浆中的质粒 +,- 不

免会混入细胞基因组 +,- 中，造 成 细 胞 基 因 组

+,- 的污染，从而导致假阳性的产生" 通过琼脂糖

凝胶可以有效地分离游离体质粒 +,- 与高相对分

子质量基因组 +,-，避免了细胞浆中的质粒 +,-
对基因组 +,- 的污染，保证了实验的准确性"
:) 5" 外源质粒 ;<= 整合性评价

由于细菌的质粒 +,- 是一种独立于细胞染色

体的具有自我复制功能的核酸分子，不具备逆转录

病毒的染色体插入序列，因此在理论上不会与细胞

基因组 +,- 整合" 然而质粒 +,- 通过胃肠道途径

被机体吸收，局部组织细胞可能存在高浓度的质粒

+,- 分子，因此不能排除质粒 +,- 与基因组 +,-
发生随机整合的可能性"

与 &’( 敏感性参照比较，整合的外源质粒低于

#$ 拷贝" 如果以 %/ 个拷贝数进行计算，也就是外源

质粒进入宿主细胞后，在 ! !6 细胞染色体 +,- 中

引起基因突变的最大可能性为 %/" 小鼠的 ! 个细胞

染色体组约含有 % 2 !/4个碱基对，质量为 1 6，那么

! !6 的染色体组约含有 !" $ 2 !/$个染色体组" 实际

上，哺乳动物染色体组中的基因是不断地发生着自

发突变，只要其发生的概率对于每一个基因来说不

超过 !/ 31，就不会对哺乳动物的健康造成影响" 由

于每个细胞染色体组中大约含有 7" $ 2 !/0个基因，

那么 !" $ 2 !/$ 个细胞染色体组就含有!!" #$ 2 !/4

个基因，如果外源 +,- 在 !" $ 2 !/$ 个细胞染色体

中造成 %/ 次突变，那么它的突变概率就是 #" 7 2
!/ 34 " 根据计算的结果和正常所容许的基因突变概

率 !/ 31相比，外源质粒 +,- 经胃肠道吸收后可能

引起的基因突变概率要比细胞的自发突变 率 低

% ///倍［4］" 因此认为，外源质粒即使有可能和细胞

染色体组的 +,- 发生随机整合，对于其安全性也

勿需考虑［!/，!!，!%］"
:) :" 外源质粒 ;<= 整合与宿主基因组功能分析

最有可能接触外源 +,- 的就是胃肠道，哺乳

动物每天都会通过胃肠道途径摄入大量的 外 源

+,-" 9*:;<<=>? (" 用 @!% +,- 研究外源 +,- 在小

鼠体内的吸收与降解发现，食物中的外源 +,- 经

在鼠胃肠道中是不完全降解的" 应用 9A;?:=>5 杂

交、&’( 及 BC9D 技术发现小肠、盲肠、大肠和粪便

及肝 脏、脾 脏 中 均 可 检 测 到 @!% 碎 片" 将 插 有

@!%+,- 的小鼠脾细胞 +,- 再次克隆入质粒载体

中，序列分析发现，这些克隆之一含有约! %// <)
的 @!% 片段" 有质量分数 7/E 的 @!% 片段与小鼠

中的 C6F 受体基因相连［0］" 外源 +,-（ 质粒、细菌

+,- 及食物 +,-）经胃肠道吸收后绝大部分被降

解为较小的片段，其整合的几率微乎其微" 本实验
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检测的质粒整合率远远低于基因自发突变率，符合

!"# 及 $%& 制定的标准［’］( 当然，如果一旦外源

%)& 整合到宿主基因组上，有可能产生的后果是：

（’）整合的外源 %)& 常常以特定的模式从头甲基

化，引起外源 %)& 长时间的基因沉默；（*）宿主基

因组 %)& 会改变甲基化模式来抵御外源 %)& 的

入侵，细胞 %)& 甲基化与细胞基因转录模式息息

相关，与真核基因表达呈负相关，从而影响细胞的

功能；（+）外源 %)& 插入也会引起插入突变，激活

原癌基因、抑制抑癌基因引起癌症等不可预见的后

果(
哺乳动物经胃肠道不断地通过食物的方式摄

入外源 %)& 以维持生存，到目前为止还没有外源

%)& 经胃肠道吸收后整合入宿主基因组引起危害

性的证据，但是外源 %)& 被吸收后对宿主基因组

功能及长期进化的影响还有待于进一步探讨(

参考文献：

［’ ］,--.-/ %0，1-23 4$( 567-89 :;;<-; 6;;=>:68-? @:8A 8A- %)& :B 6B:26C 7--? ?-/:.-? 7/=2 D-B-8:>6CC9 2=?:7:-? >/=3;［E］( !"#
$%&$&’( )*+$%,-$+ ,(. /01&02+( 30%&0+ 4：5&10+$’-6 700.+ ,(. 700.&(8，*FFF，GF（+）：’GH I ’J*(

［* ］"=AC@-D K，%=-/7C-/ !( #B 8A- 768- =7 3C6B8 =/ =8A-/ 7=/-:DB D-B-; <3=B 8A- <386L- :B 7==? =/ 678-/ :B8/62<;><C6/ :BM->8:=B :B
2:>-［E］( 9’: ;0(0$ ;0(’<&-+，*FF’，*NH（*）：**H I *++(

［+ ］5>A<OO-/8 P ，Q-8826BB 4，%=-/7C-/ !( !" #$( RBD-;8-? 7=/-:DB（3A6D- S’+）%)& ;</.:.-; 8/6B;:-B8C9 :B 8A- D6;8/=:B8-;8:B6C
8/6>8 6B? -B8-/; 8A- OC==?;8/-62 =7 2:>-［E］( 9’: ;0( ;0(0$，’TTU，*U*（H）：UTH I HFU(

［U ］5>A<OO-/8 P，P-BV %，%=-/7C-/ !，!" #$% $=/-:DB（S’+）%)& :BD-;8-? O9 2:>- /-6>A-; 3-/:3A-/6C C-<L=>98-;，;3C--B，6B?
C:.-/ .:6 8A- :B8-;8:B6C @6CC 2<>=;6 6B? >6B O- >=.6C-B8C9 C:BL-? 8= 2=<;- %)&［E］( =%’- !,$: )-,. 3-& >3)，’TTG，TU（+）：

TN’ I TNN(
［H ］5>A<OO-/8 P，"=AC@-D %，%=-/7C-/ !，!" #$% #B 8A- 768- =7 =/6CC9 :BD-;8-? 7=/-:DB %)& :B 2:>-：>A/=2=;=26C 6;;=>:68:=B 6B?

3C6>-B86C 8/6B;2:;;:=B 8= 8A- 7-8<;［E］( 9’: ;0( ;0(0$，’TTJ，*HT（N）：HNT I HGN(
［N ］%=-/7C-/ !( W688-/B; =7 %)& 2-8A9C68:=BX-.=C<8:=B6/9 .-;8:D-; =7 7=/-:DB %)& :B6>8:.68:=B 6; 6 A=;8 ?-7-B;- 2->A6B:;2X6 3/=X

3=;6C［E］( 4&’: ?@0< A’BB030C:0%，’TT’，+G*（J）：HHG I HNU(
［G ］%=-/7C-/ !，#/-B? Y，5>A<OO-/8 P，!" #$% #B 8A- :B;-/8:=B =7 7=/-:DB %)& :B8= 26226C:6B D-B=2-;：2->A6B:;2 6B? >=B;-X

Z<-B>-;［E］( ;0(0，’TTH，’HG（’ [ *）：*U’ I *UH(
［J ］%=-/7C-/ !，5>A<OO-/8 P，"-CC-/ "，!" #$( RB8-D/68:=B =7 7=/-:DB %)& 6B? :8; >=B;-Z<-B>-; :B 26226C:6B ;9;8-2;［E］( D%0(.+

4&’$0-@(’:，’TTG，’H（J），*TG I +F’(
［T ］562O/==L E，$/:8;>A 0$，S6B:68:6 \，!" #$% S=C-><C6/ 4C=B:BD：6 Q6O=/68=/9 S6B<6C［S］( )-@ ]=/L：4=C? 53/:BD "6/O=</ Q6X

O=/68=/9 W/-;;，’TJT( ’F’ I *H+(
［’F］):>A=C; !!，Q-?@:8A ,E，S6B62 5^，!" #$( W=8-B8:6C %)& .6>>:B- :B8-D/68:=B :B8= A=;8 >-CC D-B=2-［E］( )(( !E )-,. 3-&，

’TTH，GG*（*G），+F I +T(
［’’］Q-?@:8A ,E，S6B62 5，\/=:C= WE，!" #$% WC6;2:? %)& .6>>:B-;：:B.-;8:D68:=B =7 :B8-D/68:=B :B8= A=;8 >-CC<C6/ %)& 7=CC=@:BD :BX

8/62<;><C6/ :BM->8:=B :B 2:>-［E］( F($0%1&%’:’8C，*FFF，U+（U [ N）：*HJ I *G*(
［’*］S6B62 5，Q-?@:8A ,E，,6/B<2 &,，!" #$% WC6;2:? %)& .6>>:B-;：8:;;<- ?:;8/:O<8:=B 6B? -77->8; =7 %)& ;-Z<-B>-，6?M<.6B8;

6B? ?-C:.-/9 2-8A=? =B :B8-D/68:=B :B8= A=;8 %)&［E］( F($0%1&%’:’8C，*FFF，U+（U [ N）：*G+ I *J’(
［’+］S6/8:B \，W6/L-/ 50，"-?;8/=2 P，!" #$% WC6;2:? %)& 26C6/:6 .6>>:B-：8A- 3=8-B8:6C 7=/ D-B=2:> :B8-D/68:=B 678-/ :B8/62<;><X

C6/ :BM->8:=B［E］( A"< ;0(0 D@0%，’TTT，’F（H）：GHT I GNJ(
［’U］S<CC-/ 1，"-CC-/ "，%=-/7C-/ !，!" #$( $=/-:DB %)& :B8-D/68:=B：D-B=2-X@:?- 3-/8</O68:=B; =7 2-8A9C68:=B 6B? 8/6B;>/:38:=B :B

8A- /->:3:-B8 D-B=2-;［E］( G 4&’: ?@0<，*FF’，*GN（’G）：’U*G’ I ’U*GJ(
［’H］!=C77 E&，S6C=B- P!，!:CC:62; W，!" #$% %:/->8 D-B- 8/6B;7-/ :B8= 2=<;- 2<;>C- :B .:.=［E］( 3-&0(-0，’TTF，*UG（*+），’UNH

I ’UNJ(

（责任编辑：杨 勇）

T_ 第 U 期 刘建文等：质粒 %)& 经胃肠道吸收整合宿主基因组的可能性评价

万方数据


