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柱前衍生化 2气相色谱 /质谱法测定细胞中的对 2正壬基酚 3
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摘　要 　采用柱前衍生化 2气相色谱 /质谱法测定染毒细胞以及细胞质中对 2正壬基酚 (42n2NP)的含量 , 并初

步探讨了 42n2NP在细胞中的分布 1在不同介质中加标回收率在 7615% —9819%之间 1利用本方法测定实际

样品发现 : 在浓度为 10μmol·l- 1和 20μmol·l- 1的 42n2NP溶液中暴露 12h, 105个细胞中 42n2NP的含量分别

为 2110ng和 4310ng, 而相应的细胞质中 42n2NP的含量分别为 1412ng和 2814ng, 显示有 6716%和 6610%的

42n2NP分布在细胞质中 1
关键词 　对 2正壬基酚 , 衍生化 , 气相色谱 /质谱 , 细胞 , 细胞质.

　　目前 , 已有学者利用高效液相色谱 (HPLC)、液相色谱 /质谱 (LC /MS)和气相色谱 /质谱 ( GC /MS)

等手段测定天然水体 [ 1, 2 ]、生活污水 [ 3 ]和生物样品 [ 4 ]等复杂环境样品中的壬基酚 (NP) 1但是很少有研

究在细胞水平上进行 NP的测定 , 因此 , 对 NP在细胞中的作用机制及其剂量效应关系有待进一步开

展 , 曾经有人测定小鼠肝细胞染毒后细胞中 42NP的总含量 [ 5 ]
, 但没有进一步研究 42NP在染毒细胞内

的分布情况 1
　　本实验以对 2正壬基酚 (42n2NP, CAS No110424025)作为模型化合物 , 尝试采用柱前衍生化 2气相色

谱 /质谱法测定染毒细胞中以及细胞质中的 42n2NP含量 , 初步研究 42n2NP在细胞中的分布情况 1

1　细胞的获取与预处理

　　雄性大鼠生殖细胞取自南京大学医学院免疫与生殖生物学实验室 1经 42n2NP的水溶液作用后 ,

用磷酸缓冲液洗涤 , 在超声仪中超声破碎 , 得到每毫升细胞个数为 10
6个的细胞悬液 1

　　细胞质提取步骤参照 《医学细胞工程 》[ 6 ] , 首先收集细胞悬液至离心管中 , 补加 20m l蔗糖 2三羟

甲基氨基甲烷 ( Tris)溶液 ( ST液 ) ,再加入 2167m l聚乙酰胺吡咯烷酮的硅胶颗粒溶液 ( Percoll分离剂 ) ,

和 40m l 2 mol·l
- 1的蔗糖溶液 , 充分混匀 , 以 18200 r·m in

- 1离心 20m in1离心后 , 细胞膜在近管顶

的 Percoll层中 , 保留下层清液 1吸出细胞膜薄层置于另一离心管中 , 再补加 20m l ST液、2167m l

Percoll分离剂、0139m l蔗糖溶液和 013m l 100mmol· l
- 1的 CaCl2溶液 , 以 20600 r·m in

- 1离心 30m in,

细胞膜从 Percoll层中分离出来 , DNA沉至离心管底部 , 收集中间清液 1将两次离心后收集的清液合

并 , 即得到细胞中的细胞质部分 1
　　将细胞悬液和细胞质提取物以 4000 r·m in

- 1离心 10m in, 去除悬浮物 , 再用 0110mol· l
- 1盐酸将

上清液 pH值调节到 2—3之间 , 加入约 20m l正己烷 , 振摇萃取 , 离心提取上层有机相 1萃取共进行

3次 , 收集 3次萃取液 , 旋转蒸发近干 , 加入 500ng定量内标物对 2正丁基酚 (42n2BP) , 小流量氮气吹

至近干 , 加入 0110m l N, O2双 (三甲基硅烷基 )三氟乙酰胺 (BSTFA ) , 60℃水浴反应 30m in, 用正己烷

定容至 0150m l, 冷藏于 - 20℃下 , 待测 1

2　 GC /M S分析

　　Finnigan2GCQ气相色谱质谱联用仪 (美国 Finnigan公司 ) , 配备惠普 DS25 毛细管柱 ( 30m ×

0125mm ×0125μm ). 进样口温度 280℃, 不分流进样 , 进样 1μl, 传输线温度 260℃, 离子源温度

210℃, 质量扫描范围 ( m /z) 为 50—450, 载气为氦气 1 升温程序如下 : 初始温度 80℃, 以
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12℃·m in
- 1的速度上升至 220℃, 保持 2m in, 再以 15℃·m in

- 1的速度上升至 300℃, 保持 10m in1
　　样品采用全扫描 SCAN模式分析 , 根据化合物的保留时间和质谱图进行定性 , 定量则在选择离子

SIM模式下进行 , 选择 42n2BP衍生物和 42n2NP衍生物的特征离子 m /z 179, m /z 222和 m /z179,

m /z 292进行定量 , 以 42n2BP衍生物为内标 , 利用内标法定量 1

3　衍生化时间的确定

　　在 60℃水浴下 , 将 500ng的 42n2NP和 500ng的 42n2BP与衍生化试剂 BSTFA分别进行 10, 20, 30

和 40m in的衍生化反应 , 记录不同反应时间下 42n2NP和 42n2BP衍生物的峰面积 , 发现衍生化反应产

物的峰面积在前 30m in呈增加趋势 , 而在 30m in后反应产物的峰面积未见有明显增加 , 因此 , 确定在

60℃水浴下的反应时间为 30m in1

4　标准物的测定及标准曲线制作

　　在玻璃离心管中分别添加质量为 50, 100, 250, 500, 1000和 2000ng的 42n2NP标样 , 再加入

500ng内标 42n2BP和 0110m l BSTFA , 在 60℃水浴下反应 30m in后定容至 0150m l, GC /MS分析 1图 1

展示了标样 (42n2BP和 42n2NP计算浓度分别为 110mg·l- 1和 015mg·l- 1 )的色谱图和质谱图 , 从图 1

中可以看到 , 在选择合适的特征离子后 , 42n2BP衍生物 ( RT = 7127m in)和 42n2NP衍生物 ( RT =

12148m in)的峰型均良好 , 且信噪比较高 1 42n2NP标样衍生物的质谱可作为样品中 42n2NP定性分析的

依据 1

图 1　对 2正壬基酚标样衍生物的色谱图与质谱图

F ig11　Chromatogram and standard mass spectrum of silylized 42n2nonylphenol

　　测定不同浓度下 42n2NP衍生物与 42n2BP衍生物峰面积的比值 , 并根据 42n2NP和 42n2BP的质量

比制作标准曲线 1结果显示 , 42n2NP在浓度范围为 011—4mg· l
- 1之间标准曲线的线性良好 , R

2达

01995, 可以满足准确定量的要求 1

5　回收率与检测限

　　在蒸馏水、细胞悬液和细胞质样品中 , 分别添加 500ng的 42n2NP标准品 , 经过与样品相同的预

处理 , 测定方法的空白加标回收率和基质加标回收率 , 并通过平行实验来考察方法的精密度 1结果表

明 , 在蒸馏水、细胞悬液和细胞质中 , 42n2NP的加标回收率分别为 9819 ±1314% ( n = 5) , 8817 ±

618% ( n = 6)和 7615 ±1116% ( n = 6) 1
　　仪器的检测限是以空白的 3倍信噪比来确定 , 为 517μg· l

- 1
; 定量检测限是以 10倍信噪比来确

定 , 为 1911μg·l
- 1 1

6　实际样品的测定

　　将培养获得的细胞暴露于浓度为 10μmol· l
- 1和 20μmol·l

- 1的 42n2NP溶液中 , 暴露时间为 12h,

暴露完成后收集细胞 , 经磷酸缓冲液洗涤去除 42n2NP溶液 , 稀释得到每毫升含有 106个细胞的悬液 1
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　　取 1m l细胞悬液 , 将一半的细胞 (5 ×10
5个 )超声破碎获得细胞悬液样品 , 按照前述步骤处理 , 测

定细胞中 42n2NP的总含量 ; 另一半细胞进行细胞质提取 , 按照同样的前处理方法测定该部分细胞的

细胞质中 42n2NP的含量 1结果表明 , 在浓度为 10μmol·l
- 1和 20μmol·l

- 1的 42n2NP溶液暴露 12h后 ,

每 10
5个细胞中 42n2NP的含量分别为 2110ng和 4310ng, 而相应的细胞质中 42n2NP的含量分别为

1412ng和 2814ng (上述结果未经回收率校正 ) 1
　　图 2展示了以浓度为 10μmol·l

- 1的 42n2NP溶液暴露 12h的细胞 ( a)和细胞质 ( b)样品的色谱图 ,

从图 2可以看出 , 利用本方法测定细胞和细胞质中的 42n2NP, 能够得到理想的色谱图 , 通过选择特征

离子可以有效地降低干扰 , 提高分析方法的灵敏度和准确性 1
　　一般的细胞可分成细胞质以及其它非细胞质部分 (主要是细胞膜与细胞核 ) 1根据前述的细胞质提

取步骤 , 可将细胞质有效地从细胞中分离提取出来 1再经过后续的萃取和衍生化等步骤 , 可以准确测

定出细胞质中 42n2NP的含量 1同时测定出细胞中 42n2NP的含量 , 则可以知道 42n2NP在细胞中的大概

分布情况 1由测定结果可以认为 , 在浓度为 10μmol· l
- 1和 20μmol· l

- 1的 42n2NP溶液暴露 12h后 ,

整个细胞中分别有 6716% (1412 /2110)和 6610% (2814 /4310)的 42n2NP分布在细胞质中 1由此可见 ,

经过 42n2NP溶液暴露 12h后 , 进入细胞的 42n2NP超过一半是分布在细胞质中 1虽然本实验中暴露浓

度增加一倍后细胞和细胞质中的 42n2NP含量也增加了一倍 , 但是在细胞质中 42n2NP和细胞中 42n2NP

的比例基本保持不变 1这说明在本实验中 42n2NP在细胞内的分布不受暴露浓度的影响 1

图 2　细胞 ( a)和细胞质 ( b)中对 2正壬基酚衍生物的总离子流色谱图和选择离子色谱图

F ig12　Total ion current chromatogram and selected ion monitoring chromatogram of silylized 42n2nonylphenol

　　 in cell ( a) and cytop lasm ( b)

　　综上所述 , 本文建立了一种采用柱前衍生化 2气相色谱 /质谱法测定细胞和细胞质中 42n2NP含量

的方法 , 在 011—4mg·l
- 1浓度范围之间标准曲线线性良好 , 可以满足定量的要求 1在蒸馏水、细胞

和细胞质中加标回收率分别为 9819% , 8817%和 7615% 1
　　利用本方法测定实际样品 , 发现在 42n2NP浓度为 10μmol· l

- 1和 20μmol· l
- 1的溶液中暴露 12h,

有 6716%和 6610%的 42n2NP分布在细胞质中 1
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ABSTRACT

　　 In order to study the distribution of 42n2NP in cells, a p re2column derivatization method coup led with GC /

MS was set up to analyze 42n2NP quantificationally in cells and their cytop lasm1 The sp iked recoveries ranged

from 7615% to 9819% for different medium s1 After cells exposed to 10μmol·l- 1 and 20μmol·l- 1 42n2NP

solutions for 12 hours, the amount of 42n2NP were 2110ng and 4310ng in 10
5

cells and 1412ng and 2814 ng in

cytop lasm of 10
5

cells, respectively1 The results indicate that about 6716% and 6610% of 42n2NP were in

cells cytop lasm1
　　Keywords: 42n2nonylphenol, derivatization, GC /MS, cell, cytop lasm.

赛默飞世尔科技推出 ToxSpec Analyzer ———用于毒物筛选的
完整液质联用方案

　　2008年 10月 27日赛默飞世尔科技公司为临床毒理 2毒物筛选实验推出了完整的、使用简单、液质

溶液剂低消耗的液质联用分析系统 ———Thermo Scientific ToxSpec
TM

Analyaer. ToxSpec
TM

Analyaer将硬

件、软件和分析方法整合于一体 , 通过自动化毒物筛选显著地简化了毒理工作方案 , 增加了鉴定的可信

度并且能让新手得出可信的结果.

　　ToxSpecTM Analyzer包含筛选方案方法的测试 , 其中包括了筛选的每个阶段 , 从样品的制备到分析、

数据的采集、报告的输出. ToxSpec
TM

Analyzer CD包括 : 固相萃取样品方法的制备 ; LC2MS数据采集方

法 ;化合物谱库 ; ToxID软件配置 ; 推荐消耗品名单.

　　美国联邦航空管理局民用航空医学研究所化学研究员罗伯特约翰逊博士 , 在过去的八个月使用

ToxID110 ( ToxSpecTM Analyzer产品的一部分 )成功地筛选出未知物.

　　ToxSper Analyzer每一方面的设计都是为了确保最大程度的易用性和灵活性. 该 ToxID软件只需要

一个初始配置 , 然后在幕后集成 , 通过数据采集软件自动实施化合物的鉴定和报告的产生. 根据实验

的需要 , ToxID软件能生成摘要 ,并且数据预览报告可以以 PDF或者 EXCEL的格式生成.

　　虽然操作简单 , ToxSpec
TM

Analyzer也能满足最严格的实验室性能标准. 赛默飞世尔科技在尿样基

质中成功地筛选了谱库和分析物列表中的所有化合物 , 同时给出了检测限.

　　与传统的方法相比 , 将 ToxSpec
TM

Analyzer LC2MS联用方法应用于毒物筛选能为研究人员提供更多

的灵活性. 使用 ToxSpec
TM

Analyzer, 研究人员可以根据实验的需要应用新的化合物 , 一个新药的发现

随之而来的是巨大的经济效益.

(本刊讯 )
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