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Abstract
AIM: To analyse the changes of foreign plasmid copies in
different tissues after uptake via gastrointestinal tract and
to evaluate the possibility of foreign plasmid integrating
on the host genome.

METHODS: Samples including lung, kidney, spleen, me-
senteric lymph node, thymus, gonads, feces, duodenum,
large intestine, blood and liver were obtained 1, 3, 6, 24,
and 48 h and 3, 6 wk after oral administration of 200 µg
plasmid pcDNA3s. PCR technique was used to detect the
distribution and kinetics of plasmid in different tissues.
Genomic DNA was assayed for integrated plasmid by PCR
after purification of high-molecular-weight genomic DNA
away from free plasmid by using gel electrophoresis.

RESULTS: Plasmid could be detected in almost all tissues
1 h after oral administration and the copies of plasmid in
tissues changed with time. Foreign plasmid could be de-
tected only in kidney and blood at sixth week time. Foreign
plasmid mainly as fragment survived in vivo.

CONCLUSION: Foreign plasmid can be absorbed by gas-
trointestinal tract and distribute in different tissues quickly, sur-
viving as the form of fragment. Foreign plasmid DNA probably
integrates into the host genome via the gastrointestinal tract.
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摘要

目的: 分析外源质粒pcDNA3s经胃肠道吸收后在组织中的

动态变化 评价外源质粒整合到宿主基因组上的可能性.

方法: 分别于灌胃200 µg质粒 pcDNA3s后 1 3 6 24
48 h 及 3 6 wk 提取小鼠肺 肾 脾 肠系膜淋巴

结 胸腺 生殖器官 粪便 十二指肠 大肠 血液及肝

脏的总DNA 通过PCR方法检测质粒pcDNA3s在各组织

中的分布及随时间变化的情况. 琼脂糖凝胶分离高分子量基

因组DNA与游离质粒 PCR方法检测外源质粒在基因组

DNA上的整合情况.

结果: 灌胃给药后1 h所有的组织均能检测到质粒的存在

质粒在组织中的拷贝数水平随时间的推移呈动态变化 至

6 wk仅在肾脏和血液中检测到外源质粒 质粒在体内主要

以碎片的形式存在.

结论: 外源质粒能被胃肠道吸收 迅速分布全身各个器官

并以碎片的形式在体内存留较长的时间. 外源质粒DNA经

胃肠道途径有可能整合到宿主染色体基因组上.
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0   引言

哺乳动物胃肠道是外源DNA进入机体的主要器官[1-3].

外源DNA进入胃肠道后在胃的酸性环境和肠道核酸酶

的攻击下 迅速降解成碎片随粪便排出 一小部分外源

DNA能够以碎片的形式进入机体 随血液循环分布于

各个器官组织中[4]. 外源DNA在肠胃道降解不完全 能

够由肠壁上皮细胞吸收 经淋巴结 然后通过外周血液

白细胞运送到各个器官中. 以上说明肠胃道对外源DNA

并非是一个不可穿越的屏障[4-7]. 与其他营养物质一样

外源DNA经胃肠道吸收后 可以递呈到机体的外周与

中枢系统中 可能插入到哺乳动物基因组上 引起宿主

基因组的缺失和重排 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.

宿主基因组会通过改变DNA甲基化模式这一古老的细

胞防御机制来抵抗外源DNA的入侵[8-10]. 因此经口服摄入

外源DNA对哺乳动物基因组长期进化的影响是一个不

容忽视的问题. 我们采用裸DNA(质粒pcDNA3s)作为研究

对象 考察质粒pcDNA3s经胃肠道给药后在小鼠体内



的组织分布及其整合情况.

1   材料和方法

1.1 材料  昆明种小鼠 6 周龄 雌雄各半 体质量

20 2 g 由江苏省实验动物中心提供. 大肠杆菌JM109

及重组质粒pcDNA3s由本室保存 pcDNA3上BamHI与

EcoRI位点之间插入HBsAg抗原基因 长度为930 bp,

质粒pcDNA3s总长约6 400 bp. pcDNA3s上具有CMV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. 大量制备质粒, 碱裂解

法大量提取5 L发酵液 酚 /氯仿 /异戊醇(25 24 1)

抽提 2倍体积无水乙醇沉淀 RNase酶去除RNA 聚

乙二醇纯化 TE(pH8.0)溶解沉淀 -20 保存备用[11].

1.2 方法  给每只小鼠灌胃pcDNA3s 质粒溶液200 µL
(1 g/L) 于灌胃后 1 3 6 24 48 h 及 3 6 wk

宰杀雌雄各3只及对照组 (空白TE溶液)1只. 分离肺

肾 脾 肠系膜淋巴结 胸腺 生殖器官 十二指肠

大肠 血液 肌肉及肝脏等 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-80 保存待

用. 取 50 mg的新鲜组织加入DNA提取缓冲液[0.4 moL/L

NaCl 10 mmoL/L Tris-HCl(pH8.0) 2 mmoL/L EDTA

(pH8.0)] 用匀浆器彻底匀浆后 加入100 g/L 的 SDS

40 µL 5 g/L蛋白酶K(终浓度400 mg/L) 32 µL 充分
混匀后放入55 水浴锅中温浴2 h 加 6 moL/L NaCl

300 µL 混匀 10 000 rpm/min 离心 15min 移上清
到另一离心管中 等体积的酚-氯仿抽提一次 无水乙

醇沉淀 沉淀得到的DNA用20 mg/L RNA酶溶液400 µL
溶解 37 水浴 30 min, 等体积的酚-氯仿 氯仿各

抽提一次 无水乙醇沉淀 沉淀以700 mL/L的乙醇漂

洗后用无菌水溶解. 检测DNA样品在260 nm/280 nm下的

吸光度 A值 确保二者之比大于1.8 同时进行5 g/L

的琼脂糖凝胶电泳确保DNA的完整性并无RNA[17].

1.2.1 PCR扩增检测组织中质粒DNA  采用两对引物分

别扩增pcDNA3s质粒上部分抗原基因序列(antigen)和整

个抗原基因序列(T7-SP6) 引物设计采用oligo6.0 引

物序列: Antigen P1: 5  TAA TAC GAC TCA CTA TAG

GGA GA 3 ;  P2: 5 TAG TTG ATG TTC CTG GAA GTA

3  396 bp; T7-SP6 P3: 5 TAA TAC GAC TCA CTA

TAG GGA GA 3 P4:  5 GAT TTA GGT GAC ACT

ATAG 3 1 065 bp. PCR反应体积50 µL 含有10
缓冲液(含MgCl2 15 mmoL) dNTP各 200 µmoL/L 上
下游引物各100 pmoL DNA模板10 µL TaqDNA聚
合酶 1 µL 无菌去离子水36 µL. PCR 扩增热循环条
件如下: 第 1个循环 95 10 min; 第 2个循环 94 

1 min  55  1 min 72  1 min 35 cycle; 第3个循环

72  10 min 4 保存. 每一种组织来源的样本均设立各

自的参比对照系列.

1.2.2 质粒DNA整合情况检测  按上述方法抽提不同组

织及不同时间的基因组DNA. 将各组基因组DNA 用

EcoRI 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来) 8 g/L琼脂糖凝

胶电泳回收后再次PCR扩增. 在1 µg无灌胃质粒的鼠基
因组DNA中加入不同拷贝数的阳性质粒 用来评估质

粒检测的敏感性.

1.2.3 粪便中筛选pcDNA3s质粒阳性克隆  收集不同时

间的粪便 重悬于LB液体培养基中 37 水浴温育

1 h 后 涂布于含有Ampicillin 的平板上 24 h 后观

察细菌菌落的生长情况.

         统计学处理  应用SPSS统计软件进行方差分析统计

学处理.

2   结果

2.1 pcDNA3s质粒的组织分布  外源质粒在小鼠体内不

同组织的质粒拷贝数水平不同,得到阳性扩增条带为

396 bp短片段PCR产物(结果见表1 图2-11). 用 T7

SP6引物扩增组织每个时间点总DNA结果显示 仅在

极其个别的器官中检测到微弱的阳性条带 绝大部分组

织各时间点均呈阴性 提示外源质粒在胃肠道环境下迅

速被降解 外源质粒仅以小片段形式进入机体(图12).

表1  不同组织的质粒DNA拷贝数水平比较

     组织

肺 肾 脾 肠系膜淋巴结            粪便 胸腺 生殖器官 肌肉      十二指肠 大肠 血液    肝脏

          时间

30 min - - - - -    -        -    - -   -    -       -

     1 h + + + + -   +        +    + -   -    -       +

     3 h + + + - +   +        +    + +   +    -       +

     6 h + + + +             ++   +        +    +            ++ ND    -       +

    24 h             ++ + + + +   +        +    + -   -    +     ++

   3 wk + + -            ++ +   +        -   ++ - ND  ++     ++

   6 wk - + - - -   -        -    - -   -    +       -

+ : 阳性; - :阴性; ND: 未检测.
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图1  质粒阳性与阴性对照PCR结果. 1: 灌胃质粒pcDNA3s 溶液的
小鼠组织DNA; 2: 质粒 pcDNA3s; 3: 灌胃 TE溶液的小鼠组织DNA;
4: Marker.

图2  灌胃1 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系膜
淋巴结; 5: 胸腺; 6: 生殖腺; 7: 肌肉; 8: 十二指肠; 9 Marker; Marker: 1:
1 543 bp; 2: 994 bp; 3: 697 bp; 4: 515 bp; 5: 377 bp; 6: 237 bp.

图3  灌胃3 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 十二指
肠; 5: 肠系膜淋巴结; 6: 1 h肝脏; 7: 3 h肝脏; 8: 6 h肝脏; 9: Marker.

图4  1: 1 h十二指肠; 2: 3 h 十二指肠; 3: 6 h十二指肠; 4: 24 h 十二指
肠; 5: 10 wk十二指肠; 6: 3 h粪便; 7: 3 h大肠; 8: 3 h肌肉; 9 Marker.

图5  灌胃6 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系膜
淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9 Marker.
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图6  灌胃24 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系
膜淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9: Marker; 10: 大肠.

图7  灌胃3 wk后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系
膜淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9: Marker.

图 8  灌胃6 wk后各组织DNA的PCR结果. 1: 阴性对照; 2: 肝脏; 3:
肾脏; 4: 十二指肠; 5: 肌肉; 6: 阴性对照.

图9  不同时间血液的PCR扩增结果. 1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h; 5 :
3 wk; 6: 6 wk; 7: Marker.

图 10  不同时间肝脏的PCR扩增结果. 1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h; 5 :
3 wk; 6: 6 wk; 7: Marker.
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图11  不同时间粪便的PCR扩增结果.1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h;
5: 3 wk.

图 12  T7和SP6引物扩增各组织DNA的PCR结果. 1: Marker; 2: 1 h
肺; 3: 6 h 脾.

2.2 外源质粒pcDNA3s整合入宿主基因组  提取6 h时

肾脏及其生殖器官的总DNA 5 g/L的琼脂糖凝胶分离

宿主基因组与游离质粒 PCR 扩增纯化后的基因组

DNA 可检测到微弱的阳性条带 说明经口服摄入的

外源质粒有可能整合入宿主基因组上. PCR 敏感性参

照 取100 50 25 10 拷贝质粒DNA 加入到1 µg
基因组 DNA 中 琼脂糖凝胶观察 当质粒为 100

50 25 拷贝时PCR检测为阳性 10拷贝时检测为阴

性 说明PCR的灵敏度为25拷贝. 得到的阳性条带强

度较25 拷贝的PCR 扩增结果弱 外源质粒如整合入

基因组中 其拷贝数应低于25 拷贝(图 13).

图13  宿主基因组的PCR扩增结果. 1: Marker; 2: 6 h肾; 3: 6 h生殖腺.

2.3 肠道中粪便细菌克隆筛选  质粒pcDNA3s 上带有

ampicillin 抗性基因 因此用ampicillin 来筛选粪便细

菌中的阳性克隆 37 于琼脂平板上培养24 h后 未

见到阳性克隆. 当然不能排除外源质粒能够被肠道细菌

吸收 但是不能在细菌中复制形成阳性菌落.

3   讨论

胃肠道是外源DNA进入哺乳动物机体的最主要途径

肠上皮细胞的巨大表层为营养素和大分子物质(DNA)的

吸收创造了条件[12-13]. 外源DNA随着食物的进入而被胃

肠道大量吸收 同时肠道细菌DNA及基因治疗DNA也

是哺乳动物外源DNA的来源. 外源DNA经胃肠道吸收

后代谢命运及吸收机制一直是人们关心的话题. 黏膜表

面 特别是肠道上段含有大量的抗原递呈细胞 树状细

胞 巨噬细胞和B淋巴细胞[12-13]. 他们可以通过胞饮或

吞噬作用吞食DNA. 一旦被激活 树状细胞迁移到淋巴

组织中 特异性递呈抗原到T和B淋巴细胞上 诱导抗

原特异性免疫应答. 残留在肠道中的一小部分DNA碎片

直接通过上皮细胞或免疫系统的抗原递呈细胞被小肠

黏膜吸收. 如果肠道上皮表面受到破坏 DNA和其他大

分子可以向固有层扩散. 说明大部分DNA能够被组织巨

噬细胞 免疫系统的树状细胞或其他末端分化吞噬细

胞所吞噬[14]. 外源DNA如细菌DNA和质粒DNA上含有

非甲基化CpG基序 可与胃肠道中免疫细胞上的TLR9

受体作用 从而引发免疫应答.

        DNA是一种较为稳定的大分子物质 能够在极端

环境下存在 并且能够在有机体残骸中存在成千上万

年[1-2]. 那么外源DNA是否能抵抗哺乳动物胃肠道的酶系

统是个令人关注的问题. 我们结果表明 外源质粒

pcDNA3s经胃肠道吸收后 能够抵抗胃肠道及机体核

酸酶的降解 以碎片形式广泛分布全身各个器官中 并

且在组织中存留较长的时间. 外源质粒给药后在体内的

拷贝数水平呈动态变化(见图2-11). 灌胃后1 h 即可

在体内检测到质粒的存在 并且一直持续到3-6 wk

仅在肾脏及血液中发现质粒的存在. 3-24 h内 可检测

出外源质粒在粪便中存在 至6 h时质粒浓度达到最高

(P <0.01)(图 11). 随着时间的推移 外源质粒在肝脏中

的拷贝数水平有增加的趋势. 质粒在肺中24 h时 累积

浓度达到最高. 质粒浓度在肾脏中各时间点变化不明显.

脾脏在1 h 3 h时质粒的浓度较高 6 h时开始逐渐减

弱(P <0.05) 24 h 时急剧减弱(P <0.01) 至 3 wk时已

无质粒检出. 肠系膜淋巴结至3 wk时质粒累积浓度达到

最高(P <0.01) 而且较其他器官高 肠系膜作为肠道

系统的免疫器官 可识别外源抗原物质(如DNA) 因

此肠系膜也是外源质粒的主要累积器官. Schubbert研究

表明外源M13由肠黏膜上皮细胞吸收 经肠系膜淋巴

结递呈各个器官中 肠系膜淋巴结也是外源DNA进入

机体的一个主要通道[4]. 与其他器官相比 胸腺在1 h时

质粒的浓度相对较低 其他时间点质粒浓度无显著差

别. 外源质粒在生殖器官中的浓度在1 h 3 h 6 h保

持较高的浓度 24 h 开始减弱 至3 wk 时降为零. 外

源质粒可在生殖器官中累积 因此外源质粒是否可以
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通过生殖系统遗传给下一代值得进一步探讨[15].  肌肉中

的质粒浓度一直较高 至3 wk时仅次于肠系膜淋巴结.

这与肌纤维细胞具有特殊的结构 较易吸收外源质粒

及递呈抗原有关.

        我们采用裸pcDNA3s为研究对象 Blast同源性分

析及PCR阴性对照结果表明(图1) PCR扩增目的片段

与小鼠基因组 大肠杆菌及食物基因组无同源性序列

保证了扩增的特异性及可行性. 质粒pcDNA3s作为一种

真核表达载体 同时也为口服DNA疫苗提供了试验依

据. 口服灌注质粒pcDNA3s后 我们观察到了外源质粒

在体内各个组织器官中的广泛分布 随着时间的分布

呈动态变化 并持续较长的时间 质粒在体内存留的最

长时间与Schubbert et al (1997)[4]研究结果有所差异 可

能与载体系统 载体大小及给药数量差异有关. 实验表

明外源质粒能够抵抗胃肠道核酸酶的降解 肠道对外

源质粒DNA并不是不可逾越的屏障.

         进入细胞的外源质粒一部分以游离体形式存在于胞

质中 一部分进入细胞核整合入宿主染色体中[7]. 我们

发现有微弱的外源质粒特异性条带 初步说明经胃肠

道吸收后外源质粒会整合到宿主染色体基因组.

Schubbert et al (1997)将插入有M13DNA的老鼠脾细胞

DNA重克隆至质粒载体中 也分离出1.3 kb M13 DNA

片段 DNA序列分析发现与该片段共价相连的DNA与

老鼠IgE受体基因有70%的同源性. 但是与PCR敏感性

参照比较 整合的外源质粒低于25拷贝. 如果以30个

拷贝数来进行计算 也就是外源质粒进入宿主细胞后

在1 µg细胞染色体DNA中引起基因突变的最大可能性
为30. 小鼠的1个细胞染色体组大约含有3 109个碱基

对 重量为6 g 那么1 µg的染色体组大约含有1.5 105

的染色体组. 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10-6 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7.5 104个基

因 那么1.5 105个细胞染色体组就含有11.25 109

个基因 如果外源DNA在 1.5 105个细胞染色体中

造成30次突变 那么他的突变概率就是2.7 10-9. 根

据计算的结果和正常所容许的基因突变概率 10 -6相

比 外源质粒DNA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2 700倍[16-32]. 因此认为

外源质粒即使有可能和细胞染色体组的DNA发生随机

整合 对于其安全性也是不足为虑的.

        外源质粒DNA作为大分子通过胃肠道途径摄入后

被不完全降解后吸收 以碎片形式分布于全身各个组

织中. 外源DNA经肠黏膜吸收机制还不清楚 肠黏膜

上的M细胞或淋巴细胞是否作为外源DNA穿透肠壁的

主要通道 肠黏膜细胞上是否存在DNA结合蛋白介导

外源DNA的吸收 不同的生理状态下外源DNA的吸收

情况等还有待于深入研究. 外源DNA经胃肠道吸收后可

能整合到宿主基因组上 引起基因组突变及甲基化等

不可预见后果. 因此 外源DNA在哺乳动物中的吸收

代谢必然会影响宿主基因组的功能 从而对哺乳动物

的进化产生影响.
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