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反相高效液相色谱法测定大鼠肝组织中!"#的碱基含量
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摘要：利用反相高效液相色谱法，采用6789/35:./;<$#*色谱柱（!(",,=>?),,.?@?，(",），以甲醇$"?"(,5/／;
AB!CD>缓冲液（体积比为!"E*"）为流动相，流速"?*,;／,.F，在!(>F,波长处检测，对生活在高原（海拔!?%
G,）的习服大鼠肝组织中脱氧核糖核酸（HIJ）的碱基含量进行了检测，发现各碱基在HIJ中所占的比例是相对

稳定的：腺嘌呤（J）!*?*K、鸟嘌呤（L）!%?%K、胞嘧啶（<）#’?>K、胸腺嘧啶（M）!(?%K，并利用内标法对HIJ甲基

化水平进行了测定。
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高效液相色谱法（BC;<）广泛用于蛋白质、核

酸以及其他生物活性小分子的分离和纯化［#］。目

前反相高效液相色谱技术被公认为检测核苷、碱基

的较理想方法［!#(］。脱氧核糖核酸（HIJ）中的碱

基组成是相对稳定的，当某些碱基被修饰或改变时

会引起HIJ结构的改变，从而导致HIJ转录水平

的变化，其中胞嘧啶（<）的甲基修饰对基因的表达

调控存在着极其重要的作用，细胞癌变与HIJ甲

基化水平密切相关，如癌变细胞的HIJ总是处于

不充分的甲基化状态［)，’］。肝脏是机体的重要器

官，对其HIJ中碱基组分的测定有着重要的理论

和现实意义。我们改进了现有的测定方法［#，(，*］，对

大鼠肝组织中的碱基含量进行了测定，分离结果令

人满意。方法的精密度高，为相关的研究提供了可

信的科学数据。

A 实验部分

ABA 仪器与试剂

N-19Z:公司)""+高效液相色谱仪（包括P)A
进样阀、>*)可调波长紫外检测器、’>)色谱数据处

理机），溶剂过滤系统（ .̂//.85Z9公司），安瓿瓶（由本

所理化分析测试中心提供）。碱基标准品及内标物

（购自美国6.R,-公司）：腺嘌呤（J）、鸟嘌呤（L）、

胞嘧啶（<）、($甲基胞嘧啶（,(<）、胸腺嘧啶（M）及
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内标物!"溴鸟嘌呤核苷（#$!%）。

!"# 色谱条件

色谱柱：&’()*+,-.*/0"1!（23455678955
.8:8，3!5）；流动相：甲醇"48435,*／/;<2=>7缓

冲液（(<784）（ 体 积 比 为24?!4），流 速：48!
5/／5.@；检 测 波 长：237@5；检 测 灵 敏 度：48414
ABC&；柱温：室温；进样量：13!/。

!"$ 样品处理

DEA的提取：利用盐浓度法提取生活在高原

（海拔2FGH5）的习服大鼠肝组织中的DEA［I］。

DEA的酸解：准确称取DEA样品2835J，将

其置于安瓿瓶中，加入!!K（质量分数）甲酸G5/，

小心将瓶口封闭，于1!4L烘箱中水解245.@。真

空抽干甲酸，将水解产物溶于48435,*／/;<2=>7
缓冲液（(<784）中，离心，取上清液供分析［14］（注：

本方法具有一定的危险性，故应选择合适的安瓿瓶，

并尽量减少每瓶的加入量，样品多时可分为几个瓶

同时进行酸解；该实验应在安全设备齐全、通风设备

良好的实验室中进行）。

!"% &’(甲基化水平的测定

利用公式!"M#"6!-6$"／$-求出0和530
的质量（!"为待测组分的质量，!-为内标物质量，

#"为相对校正因子，$-为内标物峰面积，$"为待测

物峰面积）。

DEA的甲基化水平M %（530）

%（530）N%（0）6144K

其中%（530）为530的物质的量，%（0）为0的物质

的量。

# 结果与讨论

在选定的色谱条件下，将各碱基标准品混合进

样，将DEA样品酸解溶液平行进样，分析结果见图

1。根据保留值对样品中的碱基进行定性，采用内标

法定量，并对其精确度进行测定（见表1）。结果表

明，在该分离条件下各碱基有较好的分离度，并具有

较高的精确度。同时DEA的酸解是成功的，其中

各碱基的含量相对稳定。

表! 样品测定结果!）（%M7）

)*+,-! &-.-/012*.132/-45,.436.7-4*08,-!）（%M7） K

#O-) 0,@P)@P2） &D Q&D
0RP,-.@)（0） 1S87 482I 18S
%’O@.@)（%） 2G8G 48G7 183
A:)@.@)（A） 2!8! 48GS 18G
TUR5.@)（T） 238G 4837 281
3"V)PUR*+RP,-.@)（530） 382 4843 48I
TU)5)PUR*OP.,@*)W)*,XDEA 982K
1）A(($,Y.5OP)*RG4!J-O5(*)ZO-’-):X,$)O+UO@O*R-.-F
2）()$+)@POJ),XPU)()OHO$)O,XPU)[O-).@P,PO*()OHO$)OF

国内曾有小鼠肝中530含量（以摩尔分数计为

GF3IK）的报道［14］，本实验测定高原习服大鼠肝组

织中530含量为9F2K（摩尔分数）。二者之间存在

差异，这可能是由以下原因造成的：所选用的材料不

同（不同种类的动物其DEA的甲基化程度是不同

的）；实验动物栖息的环境不同（高原低氧引起DEA
中碱基的修饰改变）［11，12］。

图! 混合标准碱基（*）和大鼠肝组织中&’(碱基（+）的色谱图
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