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化损伤产物8-羟基鸟嘌呤，并用气相色谱-势滓茄≡裥岳胱蛹觳�(CGC/MS-SIM)对其进一步鉴定。所用方法

的平均回收率为81.7%,SD小∮�5%。�
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2.2.3 DNA水解及衍生 取上述 DNA溶液 300

L加到衍生瓶内，真空干燥5h;加质量浓度为980

g/L的甲酸300μ蘈L，在 150℃下水解 1h。真空干燥

8h;加BSTFA 150μ蘈L,在 150℃ 嫦衍生 1h,自然冷

却，过夜。

2.2.4 气相色谱检测 色谱条件：氮气和氦气的线

性 流速 为 30mL/min，空 气 线性 流速 为 300
m L /m in , 进 样量 0.8 L ，，分流 鞅比 15 ： 1 ，一 阶咨 升� 温鲁 程�

15 ℃� /min
序 120℃�((1min)  260℃(9min)，进样

口温度300℃� ,FID温度310℃妫，衰减8,量程 11。

2.2.5 气质联用仪鉴定 升温程序同气相色谱检

测，进样量0.1 0.2蘈L，分流比10:1，质谱轰击电

压70eV，质量扫描范围30600amu[6,7]。

2.2.6 回收率实验 精确称取 8-羟基鸟嘌呤
0.10,0.30,0.50 m g ,分 别 加又 至辽 上 述 鎏提 崛取 〉的�3300 蘈L

DNA溶液中，真空冷冻干燥6h，加甲酸100蘈L，在

150℃嫦下水解1h，真空冷冻干燥6h，加BSTFA 250

L,在�1150 ℃ 下卵衍苌生 1h后 作 不分治析 样� 品贰。另碛用蒙上 述�

提取的DNA溶液300蘈L同样操作，测定8-羟基鸟

嘌呤含量，计算回收率。

2.2.7 精密度实验 分别取 400,1200,2000

mg/L的8-羟基鸟嘌呤溶液，各批内进样3次，观察

批内变异程度。

3 结果

3.1 DNA定性定量

HL-60细胞 DNA在 230,260,280,320nm处

的吸光值分别为：A230 0.3918, A260 0.7609,A280
0.3899,A32—0.008。其中A280/A260 ＝ 0.5124,

A230/A250＝0.5149。一般认为320nm处具有低吸

收值，A280/A260和A230/A260在0.51 0.53之间可认

为所得DNA纯度已很高[5]。DNA的质量浓度为50

mg/L O.7609=38.045mg/L。

3.2气相色谱检测

检测结果见图1。

3．3 气质联用仪鉴定

鉴定结果见图 2,图2为CGC/MS-SIM 图谱，

图 2-a为总离子流图，图2-b为衍生后8-羟基鸟嘌

呤的质谱图，峰 73(m/z)为硅烷基峰，峰 440,455

(m/z)为 8-羟悄鸟嘌呤经�770eV轰击后蟮得特征

峰。

3．4 回收率与精密度

回收率与精密度实验结果见表1。



表 1 8-羟基鸟嘌呤的回收率与精密度(n=3)

Table 1 The recovery and the precision of the 8-hydroxyguanine(n=3)

4 讨论

本文用HL-60细胞株作为研究对象，利用H2O2

易穿过细胞膜到达核内攻击DNA这一特点，探讨

自由基对活细胞 DNA氧化损伤产物8-羟基鸟嘌呤

的GC/FID检测方法[8]。气相色谱的结果揭示，衍生

后的8-羟基鸟嘌呤在样品中可以和其它成分有效分

离，作为内标的菲和 DNA的其它成分也能有效分

离，这也是对 8-羟基鸟嘌呤定量的一个保证。

以往的DNA中8-羟基鸟嘌呤的检测以气质联

用仪运用得较多，但仪器昂贵不易推广。我们以前的

实验结果显示，GC/FID对8-羟基鸟嘌呤的FID检

测灵敏度为7.59 10mV·s/g，检测限为1.58

10-1g/s；同时，实验也证实可以用气相色谱检测
DNA中的8-羟腔鸟 嘌岩吟[7。

本文测定结果重复性较好，变异系数均小于

5%，平均回收率为 81.70%。结果表明，本法是对

DNA氧化损伤指标 δ�-羟基鸟嘌呤的一种准确、灵

敏、有效的分析方法。

参 考 文 献

1 Von sonntag C.The chemical basis of raditation biolo-

gy.London:Taylor&Fancis,1987.230-236

2 Guyton K Z,Kensler T W.Br Med Bull,1993,49(3):

523-544

3 Floyd R A.Carcinogenesis,1990,11(9):1447-1450

4 Gajewski E,Rao G,Nackerdien Z et al.Biochem,

1990,29(34):7876-7882

5 蔡良琬主编 核酸研究技术．北京：科学出版社，1987.

3 5

6 Dizdaroglu M.Anal Biochem,1985,144(2):593-603

7 宋元宗，祝其锋，莫丽儿等 DNA修饰碱基 5-甲基胞嘧

啶和8-羟基鸟嘌呤的GC/FID分析和CGC/MS鉴定．

广东省生物化学学会第六届代表大会论文汇编 湛江，

1997,64

8 Dizdaroglu M,Nackerdien Z,Bing-chu C et al.Arch

Biochem Biophy,1991,285(2):388-390

Detection of 8-Hydroxyguanine in the DNA of

the H202-Treated HL-60 Cells by GC/FID
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Abstract This paper describes the DNA damage by hydrogen peroxide in HL-60 cells and the detection of 8-

hydroxyguanine produced.The number of cells was at least about 2 107/sample.Treatment of HL-60 cells

with 0.4mmol/L hydrogen peroxide for 24h would result in DNA damage.The DNA samples were isolated，

then qualitatively and quantitatively analyzed before hydrolysis.The results of experiments showed that 100

300蘈L 98% formic acid could hydrolyze about 0.12mg DNA samples completely in 150℃for 1h.After

lyophilizing the DNA samples for 6-8h,one DNA sample was trimethylsilylated completely with 150L BST-

FA in 150℃ for 1h.The recovery of trimethylsilylated 8-hydroxyguanine was 81.70%.The trimethylsi-

lylated 8-hydroxyguanine was identified by GC/FID and CGC/MS-SIM parallely.

Key words gas chromatograohy-flame ionization detector，gas chromatography-mass spectrometry，HL-60

cell，8-hydroxyguanine


