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高效液相色谱 -电喷雾离子阱质谱联用
测定尿中的 8�羟基脱氧鸟嘌呤
阮小林, 张爱华, 吴 � 川, 戎伟丰, 黄淑莲

(广东省职业病防治院, 广东 � 广州 � 510300)

摘 � 要: 建立了尿样中 8�羟基脱氧鸟嘌呤的 H PLC - M S测定方法。尿样中的 8�羟基脱氧鸟嘌呤采用W CX固

相萃取小柱预富集后, 以 0� 5% 甲酸 -甲醇洗脱, 吹干后用 0� 5 mL流动相溶解剩余物上机测定。采用分子的

二级碎片, 方法在 5�0~ 500� 0�g /L范围内呈良好线性关系, 相关系数 r= 0� 999 4, 检出限 ( S /N = 3)为 0�50

�g /L。尿样在 40�0、100� 0 �g /L加标水平的回收率分别为 82% 和 76% , 尿样中内源性杂质对分子二级碎片

离子峰无干扰。方法具有较高的选择性和灵敏度, 适合尿样等复杂基体中 8�羟基脱氧鸟嘌呤的定性定量

检测。
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Determ ination of 8�H ydroxy�2��deoxyguanosine in U rine by H igh Perform ance

L iqu id Chrom atography- E lectrospray Ion ization T rap M ass Spectrom etry

RUAN X iao�lin, ZHANG A i�hua, WU Chuan, RONG W ei�feng, HUANG Shu�lian
( Guangdong P revention and T reatm ent Center fo rOccupational D iseases, Guangzhou� 510300, Ch ina)

Abstrac:t A high�perform ance liquid chrom atography- electrospray ion izat ion trap m ass spectrom e�
tr ic m ethod w as established for the determ inat ion o f 8�hydroxy�2��deoxyguanosine( 8�OH dG ) in urine.

The sam ple w as concentrated w ith W CX cartridge co lum n and e luted out w ith 0�5% firm ic acid -

m ethano.l The e lute solution w as evaporated to dryness in N 2 flow and red isso lved w ith 0�5 m L m o�
bile phase. The ana lysis o f 8�OH dG w as carried ou t using fragm ent ion ofm /z 116 and 167�4 as

qualitative ions, and m /z 167�4 as quant itat ive ion. The m ethod show ed good linearity over the

range o f 5�0- 500�0 �g /L for 8�OH dG w ith a correlation coefficient of 0�999 4. The detection lim it

( S /N = 3) w as 0�50 �g /L. The spiked recoveries o f 8�OH dG at two concentration levels o f 40�0
�g /L and 100�0 �g /L w ere 82% and 76% , respectively. The proposed m ethod w as suitable for the

determ inat ion of 8�OH dG in urine sam ple w ith high select iv ity and sensitiv ity.

Keywords: h igh perform ance liqu id chrom atog raphy; ionization trap m ass spectrom etry; 8�hydrox�
y�2��deoxyguanosine; urine

在 DNA的所有碱基中, 鸟嘌呤拥有的分子轨道具有较高的能级, 因此在活性氧、电离辐射、某些

致癌源、药物、有机溶剂或激素等的作用下, 细胞 DNA中的鸟嘌呤发生氧化损伤可形成一种修饰碱基

8�羟基脱氧鸟嘌呤 ( 8�H ydroxydeoxyguanosine, 8�OH dG)
[ 1 - 2 ]
。8�OH dG因此被认为是一种反映体内 DNA

氧化损伤程度的灵敏指标, 也是 DNA氧化损伤的生物标志物。当机体修复机制正常时, 8�OH dG在酶

的作用下从 DNA链上切除并重新掺入正常的鸟嘌呤碱基, 而切下的 8�OH dG则经尿液排出体外。 8�
OH dG在体内稳定, 一旦形成便不再被机体进一步代谢。大量的研究结果表明, 8�OH dG与癌变有着密

切的关系, 许多致癌源在诱发肿瘤的同时, 有关组织中的 8�OH dG含量也随之增高。虽然目前不能认

为组织中 DNA的 8�OH dG是引起肿瘤发生的必要充分条件, 但 A lbert等
[ 3- 6]
提出, 这种修饰碱基可作

为一种适于暴露某些化学品的内接触剂量指标。
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8�OH dG的检测方法主要有酶联免疫法 ( ELISA )
[ 7]
、气相色谱 -质谱联用法 ( GC - M S)、

32
P后标记

法和高效液相色谱 -电化学检测法 (H PLC - ECD )
[ 8 - 15]

等方法。EL ISA法简单, 特异性强, 灵敏度高,

但测定的是 DNA和 RNA氧化产物的总量; GC- M S法需衍生化, 易产生副产物, 导致假阳性结果;
32

P

标记法特异性不高, 且易造成放射污染; H PLC- ECD法灵敏度很难满足样品中 8�OH dG低含量水平检

测的要求, 尿样基质干扰大。

本文应用高效液相色谱 -离子阱质谱联用测定尿液中的 8�OH dG, 排除了尿液中复杂基体对 8�
OH dG测定的干扰, 利用二级碎片子离子m /z 116、 167�4为定性离子峰, m /z 167�4为定量离子, 提高

了方法的选择性, 可对样品中的痕量组分进行定性定量测定。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
Ag ilent 1100液相色谱, 1100SLSL型电喷雾离子阱质谱 (A gilent公司 ) : 包括在线真空脱气机、二

元泵、自动进样器、柱温箱, LC�18固相萃取小柱 ( 500 mg, 美国 Supelco) , M illi�Q纯水机 (美国 M illi�
pore公司 ), 高速离心机 (湖南湘仪离心机有限公司 ) , 涡漩振荡器, 万分之一天平。乙腈、甲醇 (色谱

纯, 安徽时联特种溶剂有限公司 ) , 8�羟基脱氧鸟嘌呤 (纯度大于 99�5% , Sigm a公司 ) , 甲酸、甲酸

铵、氨 (分析纯, 广州化学试剂厂 )。

1�2� LC - M S /M S仪器条件

色谱条件: A tlant isH ILIC( 2�1 mm � 100 mm, 3 �m ); 流动相: 0�1% 甲酸 - 乙腈 ( 20 �80, 体积

比 ); 流速: 0�20 mL /m in; 柱温: 30 � ; 进样量: 5 �L。

质谱条件: 电喷雾离子源, 正离子模式; 干燥气温度 350 � , 干燥气流速 8 L /m in, 雾化气压力

206�8 kPa。分子离子 m /z 283, 二级子离子 m /z 167�4; 二级碎裂电压 0�80 V。

1�3� 标准溶液的配制
称取 8�羟基脱氧鸟嘌呤 0�020 0 g于 10 mL容量瓶中, 以甲醇溶解并定容至刻度, 所得标准储备液

的质量浓度为 2�0 g /L。使用前以甲醇稀释成 5�0、 10�0、 25�0、 50�0、100�0、 500�0 �g /L的标准使

用液。

1�4� 样品前处理
弱阴离子载体固相 (W CX )萃取小柱用 1 mL甲醇、 2 mL水活化, 使载体充分浸润, 再以 2�0 mL 50

mm o l/L pH 7�5的甲酸铵缓冲液平衡小柱。将自然解冻的尿样混匀, 10 000 g离心 5 m in, 取上清液

1�0 mL与 2 mL缓冲液混匀后上 SPE小柱, 以自然流速通过载体后, 依次加入 2 mL去离子水、 2 mL

80% 甲醇溶液、 0�50 mL甲醇淋洗载体后, 以 2 m L 0�5%甲酸 -甲醇分两次加入小柱洗脱 8�OH dG, 洗

脱速度为自然滴速。收集全部洗脱液, 于 50 � 氮气流下浓缩近干, 准确加入 0�5 m L流动相, 涡漩振

荡 5 m in溶解剩余物, 待测定。

2� 结果与讨论

2�1� 8�OHdG的碎裂机理

8�OH dG是在疾病或外源性化合物的作用下, 细胞 DNA中一碱基鸟嘌呤因发生氧化损伤而形成的

一种被修饰的碱基, 其分子式为 C10H 13N 5O 5, 相对分子质量为 283�24, 结构式如图 1A。因其结构中含

有 � NH 2基团, 在弱酸性的色谱流动相中可结合一个质子形成带一个单位正电荷的离子, 故采用正离

子模式检测 8�OH dG的准分子离子峰 284(分子加一个质子, 283+ 1), 再通过对母离子进行二次碎裂,

去掉一个戊糖 ( � C5H 7O3 )后得到二级子离子碎片, 结果见图 1B~ C。

2�2� 色谱分离条件的选择

8�OH dG结构中含有 � NH2基团, 分子呈弱碱性, 在普通 C18柱上保留较差, 实验中比较了普通 C18

柱、 Zorbax SB�Aq柱、A tlantisH ILIC柱和W aters XTerra RP18柱对 8�OH dG的分离效果。结果表明, 8�
OH dG在 A tlant is H ILIC柱的保留能力好于 XTerra RP18柱, 在普通 C18柱上基本不保留。在 0�1% 甲
酸 -乙腈 ( 20 � 80)为流动相, 流速 0�20 mL /m in的色谱条件下, 其保留时间为 4�3 m in, 峰形对称,
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半峰宽小, 尿中的内源性杂质在该保留时间内无干扰。空白尿样以及空白尿样加标的质谱图见图 2。

图 1� 8�OH dG的化学结构式 ( A )、准分子离子 ( B)及二级子离子碎片 ( C )

F ig� 1� Chem ica l structu re( A ) , m o lecule fragm ent( B) and daughter fragm ent ion( C ) of 8�OH dG

图 2� 空白尿样 ( A )与空白尿样加标 ( B )的质谱图

F ig�2� M S spectra of blank u rine( A ) and b lank

ur ine spiked w ith 8�OH dG standard( B)

2�3� 固相萃取条件的优化
8�OH dG分子在中性 pH值下以弱阳离子形式存在

于水溶液中, 选择弱阳离子载体 (WCX )的固相萃取小柱

与一般 C18载体固相萃取小柱进行比较, 以 100�0 �g /L

的标准溶液考察不同载体的吸附作用。结果表明,

8�OH dG与 C18载体作用力很弱, 在 10% 甲醇 -水的淋洗

条件下基本不保留, 而在W CX载体上, 保留作用较强,

在 80% 甲醇 -水的淋洗液强度下, 仍有较好的保留作

用, 有利于尿样等复杂基体样品的处理。在总洗脱体积

图 3� 不同体积分数的甲酸 -甲醇

溶液下的洗脱效率

F ig�3� E lu tion e fficiency of d ifferent pencent

form ic ac id in me thano l

为 2 m L的条件下, 考察了不同体积分数的甲酸 -甲醇

溶液对样品的洗脱效率, 结果见图 3。

实验发现, 不加甲酸时, 8�OH dG的洗脱效率仅为

15% , 随着甲酸的增加, 洗脱效率迅速增加, 当甲酸的

体积分数为 0�3% ~ 0�6% 时, 洗脱效率达到最高值, 其

洗脱机制为: WCX载体的脂肪羧酸基是一种弱阴离子,

在 pH近中性条件下, 呈电负性, 可与 8�OH dG分子上

的 � NH2作用而被保留, 加入甲酸后, 当体系 pH降低

至羧基 pK a以下时, 羧基可被甲酸中和呈电中性, 与

� NH2作用减弱直至无静电作用, 从而被洗脱。本文选

择 0�5% 甲酸 -甲醇为洗脱液。

WCX载体的羧酸基 pK a为 4�8, 为保证在上样过程

图 4� 不同 pH 上样条件下W CX对

8�OH dG的吸附效率

F ig� 4� Adso rption effic iency at different pH

中羧酸基呈电负性, 同时 8�OH dG分子上的 � NH 2带正

电荷, 使两者能发生良好的吸附作用, 应在中性至弱碱

性环境下上样。实验以 50 mm o l/L甲酸铵为缓冲溶液介

质, 比较了 pH 为 4�0~ 8�0的条件下, 载体对 8�OH dG

的吸附作用, 吸附效率按式 ( 1)计算, 标准溶液的总上

样体积为 2 mL, 结果见图 4。

吸附效率 = 100% � (M 0 -M 1 ) /M 0 � � � � � ( 1)

式中: M 0为加到载体上的 8�OH dG总量 ( �g) ; M 1

为上样后流出溶液中的 8�OH dG总量 ( �g)。实验结果表

明, 上样体系 pH 控制在 7�0~ 8�0之间时, 8�OH dG的

吸附效率最高。故实验选择 pH 为 7�5, 浓度为 50

mm o l/L的 1 mL甲酸铵缓冲液与 1 mL尿样混合后上样, 以保证上样 pH控制在最佳吸附区间。
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2�4� 方法的线性范围、精密度与检出限
以 5�0、 10�0、 25�0、 50�0、 100�0、 500�0 �g /L 的标准溶液进样, 二级碎片子离子 m /z 116、

167�4为定性离子峰, 以二级子离子 m /z 167�4进行定量分析。结果表明, 8�OH dG在 5�0~ 500�0 �g /L

的质量浓度范围内呈良好线性关系, 线性回归方程为 Y= 1 625X + 1 397�3(X表示 8�OH dG的质量浓度,

�g /L; Y表示质谱响应峰面积 ), 相关系数 r= 0�999 4。以 40�0、 100�0 �g /L的标准溶液进样, 平行

测定 6次, 相对标准偏差 ( RSD)分别为 5�0%、 9�8% ( n= 6)。以质谱 3倍基线噪音计算检出限 (S /N =

3)为 0�50 �g /L, 低于王旗等
[ 11]
报道的 1 �g /L, 且基线平稳, 无干扰峰。

2�5� 尿样的加标回收率
取某化工厂职业人群的尿样经 10 000 g离心 5 m in后, 取上清液加入 8�OH dG标准溶液, 使其加标

最终质量浓度为 40�0、 100�0 �g /L, 按照 � 1�4� 步骤进行处理, 以外标法定量, 得到平均加标回收

率分别为 82%和 76% 。

3� 结 � 论

本文建立了弱阴离子交换固相萃取进行尿样前处理, 高效液相色谱 - 离子阱质谱联用测定尿中痕

量 8�OH dG的方法。方法以二级子离子为定性定量离子, 特异性好, 检出限低, 精密度好, 线性范围

宽, 符合尿样中 8�OH dG低含量水平的测定要求, 已成功用于甲醛接触人群尿中 8�OH dG的测定。
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