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摘  要: 以 75 mmol/L 的二氧化氯作用于脱氧核糖核苷三磷酸 dCTP、dTTP、dGTP、dATP 混合

物(浓度均为 100 μmol/L), 液相色谱显示它们在 260 nm 波长处的峰面积分别下降了 54.23%±

2.08%、66.25%±3.32%、55.47%±0.23%、59.59%±3.27%。纯化质粒被二氧化氯作用后电泳条带

未出现明显弥散和拖尾现象。45 mmol/L 以上二氧化氯能彻底抑制质粒 DNA 的 PCR 模板活性,  
150 mmol/L 的二氧化氯才能使纯化质粒的转化率降至对照组的 0.20%±0.20%。实验证明二氧化

氯对 DNA 具有损伤作用, 这种损伤可能与嘧啶碱和嘌呤碱的共轭双键被破坏有关。 
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Abstract: The mixture of deoxyribonucleoside, dCTP, dTTP, dGTP and dATP at concentration of       
100 μmol/L for each, was treated by 75 mmol/L of chlorine dioxide for 10 min, high performance liquid 
chromatographic analyses indicated that all of the four decreased in peak area by 54.23%±2.08%, 
66.25%±3.32%, 55.47%±0.23%, 59.59%±3.27% respectively at wavelength of 260 nm. For 0.2 μg/μL of 
purified plasmid DNA, their activity as template in polymerase chain reaction were completely inhibited by 
chlorine dioxide at concentration of 45 mmol/L or above, and the transformation rate decreased to 
0.20%±0.2% when treated by 75 mmol/L of chlorine dioxide. Our result indicated that chlorine dioxide have 
substantial damages on deoxyribonucleoside and plasmid DNA. 
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过去的几十年, 二氧化氯被证明是一种安全和
高效的消毒剂。由于传统的含氯消毒剂被发现能与

水中的有机物质发生反应生成致癌、致突变的副产

物, 如三氯甲烷等, 所以使用二氧化氯代替含氯消
毒剂在很多国家成为一种趋势。二氧化氯的氧化能

力是次氯酸的 2.5倍[1], 因此能更有效地杀灭病毒、
细菌、酵母和真菌等微生物。近几年, 有学者尝试
将二氧化氯的应用拓展到食品、医疗器械消毒甚至

藻类控制等领域, 并获得喜人效果[2−6]。但目前对于

二氧化氯的杀菌机理仍知之甚少。虽然Alvarez和
Noss认为二氧化氯对病毒的杀灭作用可能是通过破
坏病毒的核衣壳蛋白和核酸 [7,8], Li等利用Long- 
overlapping RT-PCR和酶联免疫试验等发现二氧化
氯导致甲肝病毒失活的原因可能是病毒RNA的 5′非
翻译区缺失或病毒抗原性的丧失 [9], Annamaria 
Buschini通过体外试验证明二氧化氯对人类白细胞
有轻度的基因毒性[10], 陈春田等也用不同方法测定
了二氧化氯作用后细菌核酸的泄漏[11]。但迄今为止, 
二氧化氯对DNA生理功能的损伤未有直接证据。本
实验通过高效液相色谱检测二氧化氯对脱氧核糖核

苷酸紫外吸收值的影响, 质粒DNA被二氧化氯作用
后PCR模板活性和转化活性的变化等, 探讨二氧化
氯对DNA的损伤及其可能的机制。 

1  材料 

1.1  质粒和菌株 
重组质粒pTZ57R-ORF2N(携有氨苄青霉素抗

性基因)由本实验室自行构建 ; 宿主菌大肠杆菌
DH5α为本实验室保存。 

1.2  主要仪器和设备 
高速冷冻离心机、核酸定量设备均为 BACKMAN

公司(美国)产品, 凝胶成像系统和成像软件为 UVI
公司产品, PCR仪为 Biometra公司产品, 高效液相
色谱仪为日本岛津 Shimadzu LC-20系统。  

1.3  主要化学试剂 
稳定性二氧化氯为广东环凯微生物科技有限公

司产品(二元包装, 用前混合活化 30 min); dNTPs混
合物(2 mmol/L for each)购自 Fermentas MBI公司; 
Taq酶购自 TaKaRa公司; 参考重组质粒的外源序列
(GenBank序列号：EF535854)自行设计引物, 具体为

Primer 1 ： GAATGAAGATGGCGCGAATGACG, 
Primer 2：GCCATTATAA TGCACGTCTACG, 由北京
赛百盛生物科技有限公司合成; 质粒提取试剂盒为
上海生工公司产品。 

2  方法 

2.1  脱氧核苷酸被二氧化氯作用后紫外吸收的 
变化 
2.1.1  几种相关物质的标准图谱：脱氧核糖核苷三

磷酸 (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)的标准图谱由 
5 μmol/L(按产品表示浓度稀释结果, 下同)的dNTPs
混合物上机检测得出, 同时其紫外吸收值将被视为
其他处理的对照值; 中和剂硫代硫酸钠的标准图谱
由 15 mmol/L的Na2S2O3溶液上机检测得出; 中和剂
与二氧化氯反应产物的标准图谱由 200 μL Na2S2O3

溶液(300 mmol/L)与 100 μL ClO2混合作用 10 min, 
加 100 μL去离子水至体积为 400 μL, 稀释 10倍后上
机检测得出(使dNTPs的浓度为 5 μmol/L)。 
2 .1 .2   中和剂对脱氧核苷酸紫外吸收的影响： 

200 μL浓度为 300 mmol/L Na2S2O3溶液与 100 μL浓
度为 200 μmol/L的dNTPs等体积混合 , 室温静置 
10 min 后加去离子水 100 μL 至总体积为 400 μL,  
−20℃保存。上机检测前将样品稀释 10倍(使 dNTPs
的浓度为 5 μmol/L)。 
2.1.3  中和剂与二氧化氯反应产物对脱氧核苷酸紫

外吸收的影响：200 μL浓度为 300 mmol/L Na2S2O3溶

液与 100 μL浓度为 75 mmol/L的ClO2充分混合, 室温
静置 10 min, 然后加入 100 μL浓度为 200 μmol/L 
的 dNTPs, 再次混匀放置 10 min, −20℃保存。上 

机检测前将样品稀释 10 倍(使 dNTPs 的浓度为 

5 μmol/L)。 

2.1.4  二氧化氯对脱氧核苷酸紫外吸收的影响： 
dNTPs (200 μmol/L)和ClO2溶液(150 mmol/L)各取

100 μL充分混合并密闭作用 10 min, 然后加入 

200 μL浓度为 300 mmol/L Na2S2O3溶液, 再次混匀

放置 10 min, −20℃保存。上机检测前将样品稀释 10

倍(使dNTPs的浓度为 5 μmol/L)。  

以上高效液相色谱的条件为：分离柱为 250 mm× 
4.6 mm Hypersil GOLD 5 μm, 紫外检测器为
SHIMADZU SPD-M20A, 检测波长 260 nm。流动相 
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由A、B 液混合而得(A:B=98:2)。A 液：1/15 mol/L 
KH2PO4 900 mL、1/15 mol/L K2HPO4 100 mL, 用 1% 
H 3 PO 4  调pH至 6.0; B液：甲醇。流动相流速为 
1.0 mL/min , 进样量 20 μL。 

2.2  二氧化氯对纯质粒的 PCR 模板活性及转化

效率的影响 
2.2.1  质粒pTZ57R-ORF2N的药物作用：分别取 50 
μL浓度为 0.4 μg/μL的质粒DNA与等体积二氧化氯
室温作用 1 0  m i n ,  二氧化氯的终浓度分别为 
7.5 mmol/L、15 mmol/L、30 mmol/L、45 mmol/L、 
60 mmol/L、75 mmol/L、90 mmol/L、120 mmol/L和 
150 mmol/L。然后加入 100 μL浓度为 300 mmol/L的
Na2S2O3溶液中和残余的二氧化氯, 各取 4 μL进行
琼脂糖凝胶电泳 ,  余液分别加入 1 / 1 0 体积的 
3 mol/L NaAc溶液和 2倍体积的无水乙醇沉淀DNA。
4℃、12000 r/min离心 15 min, 75%乙醇洗涤沉淀 3
次, 风干后溶于 20 μL TE溶液中, −20℃保存备用。
本实验设置 3 个对照, 即质粒与ddH2O、Na2S2O3溶

液(终浓度 75 mmol/L)以及二氧化氯的预中和液
[ C l O 2  ( 1 5 0  m m o l / L )  5 0  μ L + N a 2 S 2 O 3   
(300 mmol/L)100 μL, 充分作用后加入 50 μL 质粒
DNA ], 与前述样品一同处理。 
2.2.2  二氧化氯对纯质粒模板活性变化的检测：分

别取上述二氧化氯处理并重新沉淀、溶解后的质粒

溶液 1 μL, 稀释 100 倍作为PCR反应的模板。扩增
反应体系为：总反应体系 50 μL, 其中：5 μL 10×PCR 
buffer(with Mg2+), 2.5 μL dNTPs混合物, 正、反向引
物(浓度均为 40 μmol/L)各 1 μL , 模板 1 μL, Taq酶
0.5 μL (5 U/μL), 39 μL去离子水。PCR扩增条件为：
94℃ 4 min; 94℃ 35 s, 52℃ 45 s, 72℃ 60 s, 35个
循环; 72℃ 10 min。 扩增产物以 1%琼脂糖凝胶电
泳结合自动凝胶成像系统进行检测。 
2.2.3  二氧化氯对纯质粒转化效率的影响：质粒的

转化和感受态细胞的制备参照文献[12]的方法进行。

取上述不同处理的质粒DNA各 2 μL, 用氯化钙法转
化大肠杆菌DH5α感受态细胞。以含有 100 μg/mL氨
苄青霉素的平板筛选转化子, 以非转化的感受态细
胞作阴性对照。 

3  结果与分析 

3.1  二氧化氯对脱氧核苷酸紫外吸收的影响 
3.1.1  各相关物质的标准图谱：本实验所做的标准

图谱中, 脱氧核糖核苷酸 dCTP、dGTP、dTTP、dATP
的保留时间依次大约是 18.053 min、21.476 min、
29.746 min、35.581 min (图 1A), 中和剂硫代硫酸钠

的保留时间是 7.840 min, 硫代硫酸钠与二氧化氯反
应产物的保留时间是 12.205 min。同种物质在不同
次实验中的保留时间略有变动。 
3.1.2  中和剂对脱氧核苷酸紫外吸收的影响：脱氧

核苷酸与硫代硫酸钠作用后在 260 nm处的峰形、峰
高和峰宽均没有明显变化 (图 1B), 与对照相比 , 

dCTP、dGTP、dTTP、dATP的紫外吸收值分别下降
了 8.14%±2.2%、9.10%±1.39%、12.17%±4.89%、
8.61%±2.14% (图 2A)。此结果显示中和剂硫代硫酸

钠对脱氧核苷酸的紫外吸收影响较小。 
3.1.3  中和剂与二氧化氯反应产物对脱氧核苷酸紫

外吸收的影响：二氧化氯被过量硫代硫酸钠中和后

的反应液中既含有反应产物, 也含有未反应的硫代
硫酸钠。脱氧核苷酸被这种混合溶液作用后 ,  在 
260 nm 处的峰形、峰高和峰宽均没有明显变化(图

1C)。与对照相比, dCTP、dGTP、dTTP、dATP紫外
吸收值分别下降了 2.79%±5.02%、5.71%±6.30%、
13.60%±3.29%、2.90%±4.54% (图 2B)。显示中和剂

与二氧化氯的反应产物对脱氧核苷酸的紫外吸收影

响较小。 
3.1.4  二氧化氯对脱氧核苷酸紫外吸收的影响：脱

氧核苷酸被二氧化氯作用后, 保留时间没有明显变
化 , 但是峰高显著下降 (图 1D)。与对照相比 ,  
dCTP、dGTP、dTTP、dATP紫外吸收值分别下降了

54.23%±2.08%、 66.25%±3.32%、55.47%±0.23%、
59.59%±3.27% (图 2C)。结果显示二氧化氯对 4种脱
氧核苷酸紫外吸收均有强烈影响。 

3.2  二氧化氯对纯化质粒 PCR 模板活性以及转化

率的影响 

与不同浓度的二氧化氯作用后 , 质粒pTZ57R- 
ORF2N的电泳条带没有出现明显拖尾或者弥散现象
(见图 3)。二氧化氯作用后的质粒经 75%乙醇沉淀、

洗涤、溶解于TE并作为模板进行PCR扩增。琼脂糖
凝胶电泳结果显示, 单纯的Na2S2O3或者Na2S2O3与

ClO2的反应产物都没有抑制质粒的模板活性。随着

二氧化氯作用浓度的升高, 扩增产物量呈不断下降
趋势。当二氧化氯的浓度达到 45 mmol/L时, 能完全
抑制质粒的PCR模板活性(图 4)。 
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图 1  脱氧核糖核苷酸与去离子水(A)硫代硫酸钠(B)、硫代硫酸钠和二氧化氯反应产物(C)、 
二氧化氯(D)作用后的高效液相色谱图 

Fig. 1  Comparisons of the chromatographic profile of deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs)  
treated by (A) ddH2O, (B) Na2S2O3, (C) the mixtures of ClO2 and excessive Na2S2O3, and (D) ClO2

注：保留时间在 18 min、21 min、29 min和 35 min左右的吸收峰分别对应 dCTP、dGTP、dTTP和 dATP 
Note: The peak corresponding to the retention times of about 18 min, 21 min, 29 min and 35 min represented dCTP, dGTP, dTTP and dATP re-
spectively 
 

 
 

图 2  脱氧核苷酸与硫代硫酸钠(A)、硫代硫酸钠和二氧

化氯反应产物(B)、二氧化氯(C)作用后的紫外吸收下降率 
Fig. 2  The decrease of UV absorbance of deoxyribonucleo-
tide triphosphate (dNTPs) treated by Na2S2O3 (A), the mix-
tures of ClO2 and excessive Na2S2O3 (B), and ClO2 (C) 
 

以过量Na2S2O3与ClO2的混合液所处理的质粒

为对照(转化率为 100%), 质粒被二氧化氯作用后转
化率随着作用浓度的升高呈不断下降趋势。与PCR
的结果不同的是在二氧化氯的浓度达到 45 mmol/L 

 
 
图 3  纯化质粒pTZ57R-ORF2N被二氧化氯作用后的电

泳图谱 
Fig. 3  Purified plasmid of pTZ57R-ORF2N that treated by 
variant concentration of ClO2

M: DNA marker; 1-12：对应的处理依次为去离子水、硫代硫酸钠、

硫代硫酸钠与二氧化氯的反应产物以及浓度为 7 .5  mmol /L、 

15 mmol/L、30 mmol/L、45 mmol/L、60 mmol/L、75 mmol/L、 

90 mmol/L、120 mmol/L和 150 mmol/L的二氧化氯 

M: DNA marker; 1−12 corresponding to the treatments of ddH2O, 
Na2S2O3, mixture of ClO2 and excessive Na2S2O3, 7.5 mmol/L,  
15 mmol/L, 30 mmol/L, 45 mmol/L, 60 mmol/L, 75 mmol/L,  
90 mmol/L, 120 mmol/L, and 150 mmol/L of ClO2 treatment re-
spectively 

 
时, 转化率仍然较高。只有二氧化氯的浓度升高到
150 mmol/L 时, 转化率才降至对照的 0.2%±0.2% 
(图 5)。 
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图 4  纯化质粒pTZ57R-ORF2N被二氧化氯作用后作为

模板的PCR扩增结果 
Fig. 4  Polymerase chain reaction(PCR) products with 
models treated by variant concentration of ClO2

M: Marker; 1-12：对应的处理依次为去离子水、硫代硫酸钠、硫代
硫酸钠与二氧化氯的反应产物以及浓度为 7.5 mmol/L、15 mmol/L、
30 mmol/L、45 mmol/L、60 mmol/L、75 mmol/L、90 mmol/L、 
120 mmol/L和 150 mmol/L的二氧化氯 
M: Marker; 1-12 corresponding to the treatments of ddH2O, 
Na2S2O3, mixture of ClO2 and excessive Na2S2O3, 7.5 mmol/L,  
15 mmol/L, 30 mmol/L, 45 mmol/L, 60 mmol/L, 75 mmol/L,  
90 mmol/L, 120 mmol/L, and 150 mmol/L of ClO2 treatment re-
spectively 

 

 
 
图 5  纯化质粒pTZ57R-ORF2N被不同浓度二氧化氯作

用后的转化率 
Fig. 5  Transformation rates of purified plasmids that 
treated by variant concentrations of ClO2

CK：过量硫代硫酸钠与二氧化氯反应产物所处理的质粒 
CK: Plasmid that treated by the mixture of ClO2 and excessive 
Na2S2O3

 

4  讨论 

前人的研究表明, 二氧化氯可以迅速透过细菌
的细胞壁和细胞膜进入细胞内, 抑制酶的活性, 使
细胞质发生凝集等[1,10,11,13,14]。我们在研究中也发现, 
二氧化氯能使白色念珠菌的有氧呼吸在几秒钟之内

受到强烈抑制, 证明二氧化氯能穿过细胞质并透过
线粒体膜(结果将另文发表)。因此, 二氧化氯到达原

核细胞的核区或真核生物细胞核并与DNA发生作用
是有可能的。 

DNA是 4种不同脱氧核糖核苷酸的特异性排列

组合, 其损伤一般包括主链的断裂、侧链基团被修

饰或化学键断裂等。本研究以游离脱氧核糖核苷三

磷酸的混合物为作用对象, 首次揭示了二氧化氯对

单分子核苷酸的效应。研究结果表明二氧化氯作用

后 4种脱氧核糖核苷酸在 260 nm处的紫外吸收均有

明显下降(图 1D)。脱氧核糖核苷酸的紫外吸收特性

源于嘌呤碱和嘧啶碱上的共轭双键, 共轭双键被破

坏将直接导致紫外吸收下降。实验中用于中和二氧

化氯的中和剂硫代硫酸钠以及二氧化氯与硫代硫酸

钠的反应产物对脱氧核糖核苷酸的紫外吸收的影响

都很有限(图 1B, C; 图 2A, B), 而二氧化氯处理后

紫外吸收的下降非常显著(图 1D, 图 2C), 说明碱基

中的共轭双键遭到了损伤, 并且这种损伤是由二氧

化氯的作用导致的。值得注意的是, 4种脱氧核苷酸

紫外吸收下降幅度均比较接近, 显示二氧化氯对这

几种核苷酸的作用没有很强的选择性。嘌呤碱和嘧

啶碱可以和溶液中的强氧化性基团发生反应。例如

NO2与体内的过氧化氢反应生成超氧阴离子自由基

和羟自由基, 这些自由基进而与嘧啶碱或嘌呤碱发

生电子转移反应或加成反应[15]。二氧化氯也是一种

强氧化剂, 它与脱氧核糖核苷酸发生反应的机制是

否与前者相似有待于进一步的研究。 

虽然Alvarez和Li发现了二氧化氯对病毒RNA
有直接的损伤作用[7,9], 但是至今未有关于二氧化氯
对DNA生理功能损伤的报道。一些研究者试图通过
监测消杀体系中OD260的变化来判断二氧化氯对

DNA的损伤[11,13], 但由于中和剂硫代硫酸钠及其与
二氧化氯的反应产物、ATP泄漏[16] 等在 260 nm附近
均有吸收峰, 对测定结果造成较大的干扰。聚合酶
链式反应是一种灵敏度很高的DNA扩增方法, 可以
直接检测二氧化氯对质粒DNA的损伤效应。实验中, 
二氧化氯作用后的纯化质粒条带仍显得相当整齐 , 
而且大小没有改变(图 3), 说明质粒DNA主链仍保
持高度完整。但PCR扩增和质粒转化试验均证明
DNA受到了损伤, 并且损伤强度与二氧化氯的作用
浓度呈正相关(图 4, 图 5)。因此我们推测质粒模板
活性的丧失以及转化率下降的主要原因是侧链的某

些基团被修饰、损伤所致, 由于构成DNA主链的是
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磷酸戊糖结构, 而侧链是嘌呤碱或嘧啶碱。由此判
断是DNA上的嘌呤或者嘧啶受到了损伤, 这与脱氧
核糖核苷酸紫外吸收值下降的结果是一致的。 

综上所述, 我们认为：二氧化氯对 DNA具有某
种程度的损伤作用, 这种损伤可能与嘧啶碱和嘌呤
碱的共轭双键被破坏有关。但在细胞内二氧化氯如

何作用于 DNA 以及这种损伤与细胞被杀灭之间的
关联度有待于进一步研究。 
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稿件书写规范 

 
论文中阿拉伯数字的使用 

 
凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须

使用阿拉伯数字, 年份必须用全称。对科技期刊来说, 凡处在计量单位和计数单位前面的数字, 包括 9 以下
的各位数字, 除个别特例外, 均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用汉
字, 例如: 一本教材, 两种商品等。 
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