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高温变性对双链 DNA分子的损害

Doublestranded DNA damage under high temperature

朱军民 ,饶贤才 ,胡福泉　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 , 重庆市微生物工程重点实验室 ,重庆 400038)

　　高温变性是实验室常用的方法 , 如用煮沸法提取质粒
DNA ,用煮沸法变性 DNA 检测样品或 DNA 双链探针 , 以及在
PCR中使用 94 ℃变性模板等[ 1～ 3] 。这给我们留下一个强烈印
象:即核苷酸链是耐高温以至可以接受煮沸处理的。基于这一

事实 , 最近我们使用煮沸法来灭菌欲无菌保存的 DNA 样品 , 结
果意外发现 100 ℃加温处理可以不同程度地损害 DNA分子 , 引
起了我们对高温变性处理双链 DNA分子的高度重视 , 特设计
实验观察高温对 DNA 损害的程度以及高温对不同来源 DNA 的

损害是否有差异。现将结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　铜绿假单胞菌 PA6(本研究室从临床分离株)基因组 DNA ,
约 6.3Mb;铜绿假单胞菌噬菌体 PaP1(本研究室自行分离)基因
组 DNA , 约 47 kb;pFAST HTa质粒 DNA , 约4.8 kb。上述 DNA 按

常规方法提取 ,置-20℃保存备用 。
　　模板 pFAST T38 质粒为本室自己构建的表达载体 , 约 5.0

kb , 10×PCR 缓冲液 , MgCl2 , dNTP , Taq 酶等为上海生工产品 ,

PCR上下游引物由上海生物工程技术服务有限公司合成。

1.2　94℃和 100℃热变性双链 DNA方法
　　取 PA6基因组 DNA , PaP1 噬菌体基因组 DNA , pFAST HTa

质粒 DNA 各10μl ,分别在 94 ℃和 100 ℃下变性 5 min , 然后以
未变性处理的 DNA 为对照 ,在 1%的琼脂糖凝胶上电泳 1 h , 紫
外线下观察结果 ,摄像保存。

1.3　94 ℃和 90 ℃PCR方法

　　观察94 ℃和90 ℃下完成 PCR的方法是以 pFAST T38 质粒

DNA为模板 , 取模板 DNA 5 μl , 加入 PCR上下游引物各 1 μl , 再
加入各 PCR所需成分组成 25 μl体系 , 分别在 94 ℃和 90 ℃变

性条件下做 PCR。PCR条件为 94 ℃(或 90 ℃)始变性 3 min , 94
℃(或 90 ℃)变性 40 s , 58 ℃退火 40 s , 72 ℃延伸 40 s ,共 30 个

循环 , 72 ℃延伸 10 min。然后各取 5 μl在 1%的琼脂糖凝胶上
电泳 1 h , 在紫外线下观察结果 ,摄像保存。

2　结果和讨论

　　图 1为 94 ℃和 100 ℃热变性双链 DNA电泳结果图。由图
1 可见 ,不管是 100 ℃还是 94 ℃加温处理 DNA 5 min 后 , 双链
DNA都受到了明显的损害。在图片上主要表现为模糊一片的
拖尾现象 ,环状的质粒 DNA 分子对高温处理的耐受性较强一

些 ,尚可看到一定带型 , 而细菌基因组 DNA 及噬菌体基因组

DNA已经完全看不到带型。而且似乎分子量越大 , 热变性引起
的损害越严重。图片上显示的 DNA损害现象很难解释为是高
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温引起的“环状卷曲”(Cyclic coiled)的不可逆变性(Irreversible
denaturation)[ 4] , 而是 DNA 链已经断裂为大小不等的小片段甚

至是寡核苷酸片断。

1:λDNA HindⅢ marker;2～ 4:铜绿假单胞菌 PA6 基因组 DNA

未变性和 94 ℃、100 ℃变性 5 min;5～ 7:噬菌体 PaP1 基因组

DNA未变性和 94 ℃、100 ℃变性 5 min;8～ 10:pFAST HTa 质粒

DNA未变性和 94 ℃、100 ℃变性 5 min

图 1　94 ℃和 100 ℃热变性双链 DNA电泳图

　　从上述可以看出高温可引起 DNA 分子的严重损害是一种

不争的事实 ,但用高温甚至煮沸变性 DNA 成功地应用于许多

经典实验中同样也是不争的事实。问题的关键是要充分认识

到高温处理对 DNA 损害的严重程度和在不同的实验中正确地

使用高温变性 DNA 这一方法。
　　以下就怎样使用高温处理 DNA提出几点看法:
　　(1)由于 DNA溶液具有260 nm紫外吸收峰 ,故根据 DNA 链

的“增色效应”(Hyperchromic effect)曲线 , 也称为解链曲线[5] , 见
图 2。可见 90 ℃变性处理其实已经可以使 DNA 双链充分解

链 ,也就是说 ,其实在很多实验中没有必要用高达 100 ℃的温
度来做 DNA 的变性处理。

图 2　DNA 解链曲线
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　　(2)在 PCR实验中通常使用 94 ℃来变性 ,这一变性温度可

成功地进行 PCR扩增已在千千万万的实验室中得到证实 ,这是
因为在 PCR实验中 94 ℃变性的时间通常是短暂的。新近生产

的高质量 PCR仪每一循环中的 94 ℃变性时间可短至 10 s 甚至

更少 ,这样 25 ～ 30 个循环的累加 94 ℃处理时间不到 5 min , 对

DNA的损害是轻微的。 在旧式 PCR 仪中 , 94 ℃变性时间达 1

min , 30 个循环的 94 ℃变性累积时间为 30 min , 但每个循环中

DNA分子接受 94 ℃作用的时间是短暂的 , 即使在每个循环中
有少量 DNA 分子受损 , 生成的大量产物可作为后续循环中的

模板 ,因此 94 ℃可成功地用于 PCR扩增是可以理解的。但根
据DNA 解链曲线 , 可以认为对于大多数模板 , 温度低至

90 ℃[ 6 ,7] , 应该同样可进行成功的 PCR扩增。图 3 反映的就是

用90 ℃和 94 ℃变性完成的 PCR扩增结果。可见 90 ℃和 94 ℃

PCR结果是一致的 , 都扩增出约 150 bp 的目的片断。这说明

90 ℃变性处理也能很好地完成 PCR的扩增。较低的温度对于
保持Taq 酶的活性 ,提高 PCR产量是有帮助的。

1:1 kb DNA marker;2:94 ℃PCR扩增产物;3:90 ℃PCR扩增产物

图 3　94 ℃和 90 ℃PCR结果电泳图

　　(3)此外 ,在杂交实验中 , 人们常常用 100 ℃来处理欲杂交

样品。可以理解 , 100 ℃处理样品(如裂解细菌)后 , 仍然可能获
得阳性杂交 ,这是因为即使样品中的 DNA 分子断裂为一些小

片段 ,只要这些片段仍然在近 20 bp以上 , 仍可能继续与探针结
合 ,获得阳性杂交结果。但如果使用 100 ℃变性 5 min 以上来

处理双链 DNA探针 , 显然是不恰当的 , 因为这种处理会明显地
损害探针 ,使探针断裂为很小的片段 , 这可能会导致实验失败 ,

或降低杂交实验的特异性。
　　(4)不推荐使用 100 ℃来灭菌欲保存的 DNA 样品。因为

100 ℃处理的时间少于5 min 通常达不到灭菌目的 , 如果延长时
间达 5 min 以上 , 肯定会引起 DNA 分子严重的不可接受的损

害 ,影响其今后实验的准确性。
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