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摘　要 ：胞外 DNA 作为细菌胞外多聚物的关键组分，对生物膜的形成和稳定有着重要的作用。正是这些

作用使得胞外 DNA 成为医学、环境科学等领域的研究热点。该文从胞外 DNA 研究背景出发就其来源途径、

作用，以及研究胞外 DNA 的方法和技术手段，包括胞外 DNA 提取和离线检测、 原位观察及监测等方面进

行了综述，同时对研究胞外 DNA 遇到的问题以及在生物冶金领域未来的研究前景进行展望，以期为今后

深入开展浸矿微生物胞外 DNA 的研究提供思路，从而提高浸矿微生物胞外 DNA 作用机理研究的深度。
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Abstract: Extracellular DNA (eDNA) as a key component of extracellular polymeric substances (EPS) is essential 
in the formation and development of biofilm. These roles make the eDNA become a hot research topic in medicine, 
environment science and other fields. Beginning with the background of the eDNA study, this article reviews the 
sources and functions, the methods and techniques to study eDNA, including the extraction methods and off-line 
detection, in-situ observation and monitoring of eDNA. Meanwhile, the problems encountered in the research of 
eDNA and the research prospects of eDNA in the field of biohydrometallurgy are also discussed, aiming at 
providing insights into the future research on eDNA of bioleaching microorganisms, so as to enhance the study 
on-functional mechanisms of eDNA into a deeper degree.
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微生物在自然界中扮演着重要的角色，近几年

对微生物生物膜的研究在各个领域已经成为热点。

生物膜是一种由细胞和聚合物组成的高度结构化的

组织，参与生物和化学等环境反应过程。此外 , 生物

膜在医学 (感染 )、工业 (污染 )和技术 (生物膜工程 )
等领域也很重要。在医学界，随着对一些慢性和顽

固性疾病的深入了解，发现一些致病性细菌的生物

膜是导致这些疾病难以根治的主要原因。在工业生

产中，微生物生物膜也成为真正制约膜技术发展的

最主要因素。在环境污染方面，如生物冶金技术成

本低、操作简单、环境友好 [1-2]，在当今全球高品
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位矿产资源日益短缺的情况下，生物冶金的优势越

来越明显 [3]，但生物膜却影响金属离子的浸出。

微生物及其分泌的胞外多聚物 (extracellular poly- 
meric substances, EPS) 以生物膜的形式吸附在载体

表面。生物膜中的 EPS 一般由胞外多糖、胞外蛋白、

胞外 DNA、脂肪酸以及一些无机质构成。微生物

胞外多聚物组分的多样性也是影响微生物群体传

质、表面特征、吸附能力、聚集能力等性质的原因。

一般而言，EPS 的主要成分是胞外多糖和胞外蛋白，

占胞外多聚物总量的 60% 以上。这些成分含量相

对较高，并且易于提取和分离纯化，所以在各个领

域研究较多。

胞外 DNA 存在于一些革兰氏阳性菌和革兰氏

阴性菌以及古生菌等的 EPS 中。在医学微生物研究

领域，研究人员发现，胞外 DNA 是胞外多糖和胞

外蛋白等骨架成分之间的“桥梁”，是众多致病微

生物生物膜保持高强度和高稳定性的关键组分。另

外研究人员还发现，当微生物细胞浓度较高时，某

些细胞与细胞之间存在一段主要由胞外 DNA 组成

的连接体，因此认为胞外 DNA 可能还具有细胞间

信号转导等功能。近年来，随着荧光标记、激光共

聚焦显微镜、原子力显微镜、基因组学和蛋白质组

学等新兴技术的发展
[4]，有关 EPS 中胞外 DNA 结

构和功能等的研究逐渐深入 [5-7]，这也为胞外 DNA
在其他领域的研究打开了大门。

在生物冶金领域，生物膜在微生物 - 载体 - 溶
液三相界面间发挥着独特的重要作用 , 已成为生物

冶金领域的研究热点 [8-9]。生物冶金典型菌种主要

包括嗜酸氧化亚铁硫杆菌、嗜酸氧化硫硫杆菌、氧

化亚铁钩端螺菌和嗜热硫氧化硫化杆菌等菌种。浸

矿微生物胞外多聚物是微生物吸附到矿物表面且发

生氧化溶解作用的关键媒介，是影响生物浸出效率

和浸出率的关键因素。已有研究发现，胞外多聚物

的关键组分胞外 DNA 的含量受多种因素的影响，

如培养基类型、外界环境介质 pH 值、氧化还原电

位等条件。通过不同酶处理提取胞外 DNA 的研究

过程中发现 [10]，胞外 DNA 和其他聚合物 ( 包括蛋

白质和多糖 ) 相互结合，形成三维网络结构支撑生

物膜的形成和稳定。由此可知，研究生物浸出过程

中产生的胞外 DNA 对理解浸矿微生物生物膜的功

能作用有着非常重要的意义。

1　胞外DNA的定义

在科学文献中 [11-13]，胞外 DNA 这一术语常被

用作不封闭在活细胞内的DNA的代名词。Torti等 [14]

曾根据 DNA 的存在形式不同对胞外 DNA 和胞内

DNA 进行区分，由此可以清楚看到胞外 DNA 和胞

内 DNA 的区别，具体总结如图 1 所示。关于胞外

DNA 的定义，不同的人有不同的描述。但最初胞

内 DNA 和胞外 DNA 基于是否在胞内或胞外被简

单定义，并不是根据它的生理状态 ( 活的、休眠体、

死的 ) 而确定。eDNA 可以单链或双链形式存在，

多数以微囊泡、凋亡小体、外泌体及组蛋白复合物

等形式存在，具有双螺旋结构。

图1  DNA的存在形式[14]

2　胞外DNA的研究历史

其实，早在 1907 年 Bergamini 等 [15] 就发现了

外周血中有游离核酸 , 但在当时因核酸是否是遗传

物质还没有定论，更没有胞外 DNA 这一说法，所

以并没有引起人们的关注。1956 年，Catlin[16] 描述

了胞外基质中胞外 DNA 的存在，并发现胞外 DNA
是细菌生物膜的结构成分。1965 年 , Bendich 等 [17]

研究认为，DNA 可能作为一种致癌基因的功能因

子发挥作用。1980 年，Anker 等 [18] 在研究有 T、B
淋巴细胞参与的人体免疫应答过程时发现，胞外

DNA 存在且在细胞间进行信息传递。1987 年，Paul
等 [19] 发现海洋沉积物中含有大量胞外 DNA，且这

些胞外 DNA 在物质循环中有重要作用。

这些早期的研究证明了胞外 DNA 确实是存在

的，随着技术的发展，胞外 DNA 的相关研究也越

来越多，对其作用的研究也不断深入。1998 年，

Watanabe 等 [20] 采用 DNA 裂解酶研究了胞外 DNA
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对生物膜结构稳定的影响，认为可能是 DNA 裂解

酶破坏了生物膜中的胞外 DNA，从而导致生物膜

的不稳定。2002 年，Whitchurch 等 [21] 还发现，在

P.aeruginosa 菌株生物膜形成过程中或新的细胞吸

附到生物膜上时，细胞与细胞之间存在一段主要由

胞外 DNA 组成的连接体，认为胞外 DNA 可能还

具有细胞间信号传导等功能。2010 年，Garciaolmo
等 [22] 发现肿瘤患者的血样 ( 不含癌细胞 ) 可使培养

的细胞癌化，因而推测，胞外 DNA 可作为一种

遗传信息传递的信使，实现基因转移。同年，通过

Flemming 和 Wingender[23] 的研究，认为胞外 DNA
在生物膜中具有结构组成和胞间连接等作用。近几

年关于胞外 DNA 的研究越来越多，不管是工业、

农业，还是医学领域，胞外 DNA 都成为了研究热点。

3　胞外DNA的来源

研究人员通过 PCR 等技术发现，生物膜中胞

外 DNA 和染色体 DNA 具有同源性，胞外 DNA 的

释放有着复杂的机制，因细菌种属不同而不同，并

且有些细菌生物膜中的胞外 DNA 来源途径不止一

条。目前，胞外 DNA 的来源机制并不明确，科学

家们认为的可能途径有细菌裂解释放、活细菌的主

动分泌、含有 DNA 的膜囊泡释放等三种。

3.1　细菌裂解释放 
在表皮葡萄球菌中，自溶素 altE 基因被激活后，

诱导细菌裂解释放出 DNA。血链球菌通过代谢物

控制蛋白 A 来调控细胞的死亡裂解，最终导致

DNA 的释放。还有些细菌，以肺炎链球菌为例 [24]，

其胞外 DNA 的释放依赖胞壁质水解酶，如自溶酶、

酰胺酶等，这一释放过程是感受态形成过程中的一

部分，并被群体感应系统信号传导过程所控制，当

肺炎链球菌产生的感受态刺激肽达到一定浓度时，

胞壁质水解酶就会使部分细胞裂解释放 DNA 等内

容物。有些细菌，如铜绿假单胞菌胞外 DNA 的来

源途径不止一种，其释放机制会随着生物膜形成的

不同阶段而变化 [25]。

3.2　活细菌的主动分泌

细菌分泌系统参与细菌物质转运，是细菌蛋白

或 DNA 胞外分泌的主要途径，目前已发现了 I~VII
型分泌系统。淋病奈瑟菌可通过 Gonococcal Genetic 
Island (GGI) 编码的蛋白所构成的一种特殊的 IV 型

分泌系统分泌 DNA 到细胞外。还有些细菌存在群

体感应现象，根据细胞密度变化产生并释放一些信

号分子与周围环境进行信息交流，并随细胞浓度的

增加而增加，当积累到一定浓度时可调控蛋白结合

从而启动细菌中特定基因的表达，产生并分泌胞外

DNA 等物质，参与生物膜的形成。研究发现，浸矿

微生物嗜酸氧化亚铁硫杆菌有一个典型的 I 型群体

感应系统 (QS)，能产生 N- 酰基高丝氨酸内酯 (AHL)
作为信号分子，对黄铁矿上生物膜的形成有影响，

矿物表面胞外 DNA 分泌量的增多也与之有关 [26]。

3.3　释放含有DNA的膜囊泡

膜囊泡是一种在革兰氏阴性菌，甚至某些革兰

氏阳性菌中普遍存在的包含生物学活性物质的囊泡

状结构。细菌产生包裹生物大分子的膜囊泡是一种

普遍现象，大肠杆菌、流感嗜血杆菌、铜绿假单胞

菌等都可以分泌含有 DNA 的膜囊泡。如铜绿假单

胞菌分泌的膜囊泡可被自溶素裂解并释放 DNA 到

细胞外 [27]，释放的胞外 DNA 可被其他细菌吸收。

细菌通过膜囊泡分泌 DNA 是有一定优势的 [28]，这

样可以避免核酸外切酶的破坏，另外膜囊泡易于与

受体细胞融合，提高受体细胞吸收胞外DNA的速率，

一定程度上使非感受态细胞克服吸收胞外 DNA 的

障碍。

4　胞外DNA的作用

随着对胞外多聚物关键组分的深入研究，发现

胞外多聚物在微生物生物膜中有重要作用。其中有

胞外 DNA 参与的几种功能已被确定 [23]，如加强细

菌初始黏附和聚集、影响生物膜的形成和稳定、传

递遗传信息等功能，如表 1 所示。

4.1　加强细菌在固体表面的初始黏附和聚集

很多细菌在自然环境下容易形成生物膜。在实

验室中，细菌也常常形成团状聚集在一起。初始黏

附取决于细菌、矿物及介质的物理化学性质，根据

DLVO 理论 [29]，细菌和矿物的表面物理化学性质可

以用表面热力学参数表征，胞外 DNA 为细菌创造

了一个高度疏水的细胞表面，而疏水等短程相互作

用为细菌在固体表面的黏附和聚集创造了热力学上

的条件，这也揭示了细菌 - 矿物相互作用的热力学

本质。一些研究还发现，除去胞外 DNA 后黏附到

玻片等材料上的细胞明显减少，形成的生物膜也受

到一定程度的影响。

4.2　影响生物膜的形成和稳定

大量的研究表明，不同的 DNase 酶能抑制不

同微生物的生物膜的形成或分散生物膜。如不同浓

度的 DNase I 对金黄色葡萄球菌的生长无影响 , 然
而能显著抑制细菌生物膜的形成 , 并呈浓度依赖性。
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表1  胞外多聚物在细菌生物膜中的作用[23]

作用                与生物膜相关     EPS的相关组分 
黏附 允许浮游细胞在非生物和生物表面初步定植，以及整个生物 多糖、蛋白质、DNA及两性分子

 　膜在表面的长期附着

聚集 使细胞间进行桥联，临时固定和细胞间识别 多糖、蛋白质和DNA
连接生物膜 形成水合聚合物网状结构(生物膜基质)，介导生物膜的稳定  中性和带电多糖、蛋白质(如淀

 　(常与多价阳离子结合) 并通过EPS结构(囊泡、黏液或鞘) 　粉样蛋白和凝集素)、DNA
 　确定生物膜结构以及允许细胞间交流   
传递遗传信息 促进细胞生物膜间的基因转移 DNA

另一方面，当细菌发生裂解或自溶时，胞内 DNA
释放出来后与核酸结合型胞外蛋白结合，这样不仅

有效维持生物膜结构的致密性和稳定性，还可防止

遗传物质的丢失 [23]。

4.3　螯合二价阳离子，提高细菌的耐药性

eDNA 螯合二价阳离子，诱导相关基因表达，

从而改变细胞表面特性，提高细菌的耐药性 [30]。如

在抗菌药物存在的情况下 [31-33]，Ca2+ 与细胞膜表面

负电荷以及生物膜基质中的 eDNA 及其他聚合物相互

作用，稳定细胞壁，提高细菌细胞之间的离子桥连作

用，进而提高细菌的黏附和形成生物膜的能力。这说

明 eDNA 在提高菌种抗性方面也起到了一定作用。

4.4　传递遗传信息

在微生物群落中常常会发现，一种细菌可以摄

取并整合另一种细菌的特异性基因到其染色体，如

口腔中缓症链球菌可摄取并整合殊异韦荣菌 DNA
的抗四环素标志性基因到其染色体 [34]，有利于细菌

生存。研究发现，处于感受态的细胞可以摄取环境

中的 DNA，而胞外 DNA 也是具有一定长度的 DNA
片段，因此胞外 DNA 或许可以进行基因水平转移，

传递遗传信息 [35]。

微生物胞外 DNA 的来源与作用一直备受关注，

由于浸矿微生物种类较多，有高温、中温和低温之

分，还有古菌、细菌和真菌之分，不同种类的浸矿

微生物胞外 DNA 的来源方式可能不同，这使来源

机制的研究变得复杂。在研究浸矿微生物胞外 DNA
作用时发现，胞外 DNA 对微生物在矿物表面的吸

附及生物膜的形成有重要作用。但胞外 DNA 的含

量相对较少，使得提取分离纯化实验重复性差，这

对胞外 DNA 作用和来源的研究产生了一定阻碍。

浸矿微生物胞外 DNA 的来源及其作用及分析方法

等方面还有待进一步的探究。

5　研究胞外DNA的方法和技术手段

5.1　胞外DNA的提取及其离线检测

由浸矿细菌胞外 DNA 分析的技术路线 ( 图 2)
可知，EPS 的提取是实验的第一步。微生物胞外多

聚物的提取方法共分为物理方法、化学方法和酶学

方法三大类。不同提取方法对 EPS 各成分的提取量

影响很大，胞外 DNA 的提取也是依据这三类方法。

物理方法主要是利用各种外力，如重力、离心力增

加其溶解度；又如高速离心法、超声波法。化学方

法是利用离子或分子的作用增加成分的溶解性，如

EDTA 法、H2SO4 法、NaOH 法、SDS 法等 [36]，提

取方法总结如表 2 所示。常青等 [37] 采用超声波 - 高
速离心法，He 等 [38] 采用 EGTA/Tris-HCl 法，提取

浸矿微生物胞外多聚物等成分，且提取的胞外 DNA
量很小。这些提取方法一定程度上会使细胞破碎释

放基因组 DNA，从而不能获得高纯度的胞外 DNA。

虽然提取生物膜基质中的胞外 DNA 有很多方法，

图2  胞外DNA分析的技术路线
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表2  胞外DNA的提取方法一览表

提取方法 属性 作用 参考文献

离心 物理方法 离心力 [36]
超声  物理方法 剪切力 [37]
水浴  物理方法 增加水溶性 [39]
H2SO4 强酸 结合金属离子 [36-37]
NaOH 强碱 电离多糖和蛋白质中的带电基团 [36,40]
EDTA 螯合剂 螯合二、三价金属离子 [31,41]
SDS 阳离子型表面活性剂 使蛋白质变性 [31,35]
CER 离子交换 除去阳离子 [42] 
N-Glycanase 酰胺酶 释放N-聚糖和糖蛋白 [43]
Dispersin B 糖基水解酶 水解 N-乙酰葡糖胺 [44]
Proteinase K 蛋白酶 非特异性水解蛋白 [40]

但是要保证不受细胞内基因组 DNA 的污染是很

难的。

生物膜中的 EPS 是由一些高分子化合物组成，

包括蛋白质、多糖、DNA 等，其中大部分的胞外

蛋白与 Ca2+ 和 Mg2+ 等二价离子桥联，一部分的胞

外 DNA 又会与这些二价离子连接，还有一部分胞

外 DNA 可能会与胞外其他多聚物结合在一起。推

测，EPS 中的多糖和蛋白质的一些复合结构可能阻

止了 DNA 从 EPS 基质中释放出来，所以用以上物

理或化学等方法来提取胞外 DNA 并不理想，不能

获得大量的高纯度的胞外 DNA，所以 Wu 和 Xi[40]

比较了化学法和酶解法提取生物膜中的胞外 DNA，
并通过检测提取液中的 6- 磷酸葡萄糖脱氢酶酶活

来分析细胞破裂程度。与简单的过滤等方法相比，

化学法和酶处理获得更多的胞外 DNA，但化学法

处理检测到有大量细胞破裂，而通过酶法提取时没

有检测到破裂的细胞。总的来说，不管是物理还是

化学方法，好的提取方法总是要做到提取率高、细

胞破碎程度小以及不改变 EPS 的性质。

提取液中胞外 DNA 的含量测定有多种方法，

常用的有紫外分光光度法、琼脂糖凝胶电泳测量法、

二苯胺显色法、Qubit 荧光检测法以及 Pico Green
荧光分光光度法等。紫外分光光度法和凝胶电泳法

测定 DNA 含量时，要求样品浓度较高和体积较大；

二苯胺显色法测 DNA 浓度时对样品纯度要求较高，

因为提取液中的糖类、蛋白质等物质会干扰 DNA
的测定；荧光检测法灵敏度高，适合测量低浓度和

微量 DNA，但是需要荧光检测仪器，而且检测试

剂较昂贵。当然，随着分子生物学技术的发展，一

系列的检测试剂盒也可以用来测定 DNA 的含量。

虽然 DNA 含量测定方法有多种，但不同的 DNA

提取液，应根据其特点选择合适的测定方法，保证

测定的准确性和灵敏性。

5.2　胞外DNA的原位观察及监测

在过去的十几年中，各个领域的研究已经证明

胞外 DNA 在细菌生物膜中扮演着重要角色，但是

并没有观察到生物膜中胞外 DNA 的原位分布情况

及存在状态。近几年随着科技的发展，多种方法用

来研究生物膜，如激光共聚焦显微镜 (CLSM)、环

境扫描电镜 (ESEM)、原子力显微镜 (AFM) 和荧光

显微镜 (EFM) 等，这些技术广泛用于各种领域。

Zhang 等 [45] 采用 CLSM 和 AFM 等研究了生物浸出

过程中浸矿菌在矿物表面的聚集现象和生物膜的形

成情况，可以清楚地观察到生物膜的形成及 EPS 的

产量。Okshevsky 和 Meyer[46] 通过荧光染料 TOTO-1 
( 绿色荧光 ) 和 SYTO-60 ( 红色荧光 ) 分别对铜绿假

单胞菌形成的生物膜中胞外 DNA 和胞内 DNA 染

色，用 CLSM 对胞外 DNA 进行可视化研究，可以

清晰地看到胞外 DNA 的存在状态 ( 图 3a) 所示。

Sena-Vélez 等 [47] 用荧光显微镜和透射电镜考察柑橘

溃疡病病菌胞外 DNA 在生物膜形成的不同时期的

作用时发现，生物膜中的纤维状结构中含有大量胞

外 DNA ( 图 3b)。还有些研究通过指纹图谱分析肠

道细菌群胞外 DNA 和胞内 DNA 的构成差异。

6　总结与展望

随着分子生物学技术以及一些荧光显微技术的

发展，胞外 DNA 的作用不断被认识。目前 eDNA
的研究主要集中在临床医学应用方面，并且在一些

疾病的治疗上取得了很好的效果。在生物冶金领域，

胞外 DNA 的研究也有所进展，如生物浸矿过程中

不同时期胞外 DNA 的提取及含量测定；比较用
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(a. Scalebars = 10 μm; b. Scalebars = 20 μm)
图3  胞外DNA的可视化

DNaseI 除去胞外 DNA 前后对细菌在矿物表面吸附

以及对金属离子浸出过程等的影响。但在生物冶金

领域，对浸矿菌胞外多聚物关键组分胞外 DNA 的

研究也存在着一些困难。作者本人在相关研究中发

现，冶金领域胞外 DNA 的相关研究存在以下几个

问题：(1) 仍然局限在对生物膜的观测、EPS 提取

方法探讨和组成成分，特别是胞外多糖的分析等方

面，而对其关键组分胞外 DNA 的作用及其机理研

究较少；(2) 由于胞外 DNA 的含量相对较少，而提

取方法较多且不统一，国际上没有统一标准，所以

导致研究结果存在差异；(3) 浸矿微生物胞外多聚

物本身较少，从提取液中分离纯化得到胞外 DNA
就更加困难，若分离纯化方法不当，会严重影响对

胞外 DNA 的研究，无法进行分子实验；(4) 不同的

菌种胞外 DNA 的来源机制可能不同，生物浸出过

程中，哪些基因参与浸矿微生物胞外 DNA 的释放，

是主动释放还是死亡裂解后释放，细胞裂解释放基

因组 DNA 到胞外后有没有发生物理或化学变化，

产生的胞外 DNA 在整个浸矿过程中有哪些作用，

对于这一系列问题还不能从机理上给出解释。

这一系列问题的存在不利于 EPS 在生物冶金

过程中作用机制的阐明，阻碍了生物冶金理论向更

深的分子层次发展。所以，通过考察各个领域胞外

DNA 的研究技术与手段，分析生物浸出过程中胞

外 DNA 的原位分布、含量变化、对微生物浸矿行

为以及对生物膜形成情况的影响，有利于揭示浸矿

微生物胞外多聚物关键组分 —— 胞外 DNA 的作用

机理。今后，基于 EPS 生物膜的生物冶金界面作用

研究，不仅需要对胞外 DNA 进行定量和定性研究，

还需要结合基因组学、蛋白质组学、转录组学和微

生物代谢组学，更深层次地探讨胞外多聚物中

eDNA 等关键组分产生的途径及其作用机理，这将

有助于科学地、深入地揭示微生物浸矿界面作用行

为，进一步发展生物冶金理论，这些也有助于对胞

外 DNA 在各个领域进行全面深入研究。
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