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摘要       DNA加合物是由亲电性的小分子化合物与DNA链中的多种亲核性基团发生共价反应而形成的,可
作为遗传毒性标志物. DNA加合物的生成是一些有毒化学品引起基因突变、发育畸形、肿瘤和癌症效应过

程中的重要阶段, 是医学、毒理学和环境健康研究的重要内容. 发展快速、灵敏、准确的检测技术和方法

是理解和研究DNA加合物生物学作用的关键. 目前DNA加合物分析方法主要包括32P后标记法、免疫分析

法、免疫毛细管电泳-激光诱导荧光法、DNA测序以及色谱-质谱联用技术等. 本文对这些技术和方法及其

在DNA加合分析中的应用进行了综合评述,同时简要展望了DNA加合物分析技术和方法的发展.
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1   引言

DNA加合物是一类极其重要的DNA损伤生物标

志物,是外源或内源亲电化合物与亲核性的DNA分子

发生共价反应生成的加合物,属于遗传毒性生物标志

物[1]. 生成的DNA加合物可以通过DNA修复的形式被

消除,从而保证DNA、细胞乃至整个生命体的稳定性.
如果形成的DNA加合物位于抑癌基因区段且不能通

过上述途径及时去除或者准确修复,有可能导致基因

遗传信息的永久性改变(基因突变), 进而启动肿瘤的

发展[2,3]. 研究表明, DNA加合物的形成是有毒化学品

致突变、致畸、致癌过程中的一个重要阶段. 它既可

以作为暴露标志物,反映毒物在靶位的实际暴露剂量,
又可以作为效应标志物,反映DNA受到有毒化学品损

伤的程度[4,5]. 对DNA加合物进行准确的定性定量可

以为监测及评估有毒化学品的暴露水平提供依据,也
为有毒化学品接触所引发相关疾病的防御和治疗引

导提供策略[5]. 因此, DNA加合物的研究具有重要的

生物学意义. 目前, 已报道的可诱发DNA加合物生成

的化合物主要包括烷基化试剂[6]、多环芳烃类[7~12]、

苯醌类[13,14]、醛类[15]、N-亚硝胺类[16~19]、杂环芳香胺

类[20~25]、黄曲酶毒素[26]和环氧化物衍生物[27~30]等. 这
些化合物在环境中广泛存在,并且能够通过多种途径

进入人体. 因此, DNA加合物的检测与分析也是毒理

学与环境健康研究的重要内容. DNA加合物水平是生

物体经受有毒化学品有效剂量暴露在体内产生有效作

用的最终表现,综合反映了有毒化学品暴露、吸收、

分布、代谢以及生物体对DNA加合物的修复能力[31].
由于暴露后生物体内所产生的DNA加合物丰度

极低,如何实现从大量的正常核苷酸中检测到含量极
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低的加合物(约为0.1~1个加合物/108个核苷酸)是一项

极具挑战性的研究课题. 另外, 所发展的分析方法必

须同时具备超高的灵敏度和准确性. 经过三十多年的

研究与发展,目前DNA加合物分析方法主要包括: 32P
后标记法、免疫分析法、免疫毛细管-激光诱导荧光

法、DNA测序以及色谱-质谱联用技术等. 其中,免疫

毛细管-激光诱导荧光法灵敏度最高. 随着质谱分析

仪器与技术的发展,液相色谱-质谱法以其高效分离、

灵敏、准确度高、特异性强以及同时能够提供加合

物的结构信息等优势,逐渐成为DNA加合物分析的主

要检测技术. 本文评述了以上DNA加合物分析方法的

发展与应用,并重点对本研究组近年来在DNA加合物

分析方面的工作予以介绍.

2   DNA加合物检测方法

2.1   32P后标记法
32P后标记法最早于1981年由Randerath等[32]提出.

该方法的基本原理是利用多聚核苷激酶和放射性同位

素32P标记的三磷酸腺苷(ATP)将DNA酶解形成的单核

苷酸磷酸化, 产生32P标记的DNA核苷酸加合物, 再经

薄层色谱等分离, 并通过放射自显影, 实现DNA加合

物的定量分析. 该方法的基本流程为以下4步(图1). (1)
在内、外切酶的作用下,将含有加合物的DNA酶切为

3′-磷酸核苷酸; (2) 采用T4多聚核苷激酶将具有高度

特异活性的[γ-32P]ATP的磷酸基团转移到单核苷酸的

5′-羟基末端, 从而形成可放射显影的5′-32P标记-3′,5′-
二磷酸核苷酸; (3)通过薄层色谱(TLC)或高效液相色

谱(HPLC)等将含加合物的单核苷酸和正常的单核苷

酸进行分离; (4)对分离的加合物单核苷酸进行放射自

显影及定量分析. 通过加合物富集能够进一步提高方

法的检测灵敏度. 例如, 在32P标记前可利用丁醇选择

性地富集疏水性强的单核苷酸加合物;另外采用核酸

酶P1或S1处理酶解产物,使正常的3′-单核苷酸去磷酸

化,不被随后的T4多核苷酸激酶进行5′-32P标记,而含

加合物的单核苷酸由于加合物的阻碍作用不能被去

磷酸化,从而含有加合物的3′-单核苷酸可被选择性标

记,显著提高了方法的检测灵敏度(约3个数量级)[33~35].
32P后标记法检测灵敏度高, 可达1个加合物/1010

个核苷酸; DNA用量较小, 约1~10 μg DNA. 该方法可

应用于多种混合DNA加合物的同时检测. 32P后标记法

虽然具有以上优势,但却不能准确提供样品的结构信

息,同时存在操作繁琐耗时、准确度低、重现性差、

实验回收率低等缺点; 另外由于使用了放射性标记,
仅适用于具有放射性安全设施的实验室[5,15].

32P后标记法已有许多应用. 例如, Nath等[36,37]建立

了一种32P后标记法,可用于检测乙醛、丙烯醛及巴豆

醛DNA环外加合物. Bacova等[38]和Budiawan等[39]对该

方法进行了进一步改良与应用. 其步骤如下: 使用微

球菌核酸酶和牛脾磷酸二酯酶(BSP)将DNA酶解为3′-
磷酸核苷酸, 再通过固相萃取(SPE)选择性富集3′-磷
酸加合物核苷酸,然后添加P1核酸酶、T4多核苷激酶

和[γ-32P]ATP, 反应得到含加合物的5′-32P-3′,5′-双磷酸

核苷酸; 使用薄层色谱法(TLC)除去剩余的[γ-32P]ATP
后,再经HPLC制备纯化出5′-32P-3′,5′-双磷酸加合物核

苷酸,干燥,重新溶解,最后再通过HPLC分离、辐射检

测器检测, 对不同加合物进行定量. 该方法有两个特

点: (1)在32P标记前通过固相萃取对加合物的富集; (2)
通过加标后dG的开环反应对其进行最后的表征与定

量.  利用该方法实现了不同生物样品中1,N2-丙基-dG

图 1    32P后标记法检测DNA加合物的一般流程(网络版彩图)



张宁等: DNA加合物分析技术与方法

1434

加合物的检测与分析.

2.2   免疫分析法

免疫分析法利用特异性的抗体选择性地结合DNA
加合物,并将这种结合转换为可检测的光、电信号[5].
1977年, Poirier等[40]采用竞争性放射免疫法(RIA)检测

DNA加合物,利用放射性同位素标记的化合物修饰的

核苷酸与未标记的核苷酸竞争结合特定的加合物抗

体, 通过测定标记的抗原-抗体复合物的放射性进行

定量. 目前, 已经建立和发展的DNA加合物免疫分析

法还包括酶联免疫吸附法(ELISA)、放射免疫吸附法

(RIST)以及超敏促放射免疫法(USERIA)等. 免疫分析

法操作简便易行、成本低,且不需要对DNA链进行酶

解,检测灵敏度可达1~10个加合物/108个核苷酸,所需

DNA量为25~60 μg; 然而, 抗体的合成与制备对免疫

分析法的建立起到至关重要的作用,并且可能存在交

叉免疫反应. 另外, 免疫分析法无法实现非抗原性加

合物及未知加合物的检测.
1987年, Foiles等[41]成功合成出巴豆醛-DNA加合

物((6S,8S)和(6R,8R) ProdG的单克隆抗体, 结合HPLC
和ELISA检测巴豆醛暴露所产生的ProdG加合物. 两
年后, 他们再次利用自制的单克隆抗体CA2, 建立了

一种免疫分析方法,用于监测丙烯醛暴露的鼠伤寒沙

门氏菌中丙烯醛-DNA加合物(γ-AcrdG)的生成情况[42].
Nakamura等[43]采用荧光免疫组织化学染色的方法,通
过抗体攻击乙醛-DNA加合物, 并在酗酒者的额皮质

和中脑细胞中检测到了乙醛-DNA加合物. Duhachek
等[44]发展了一种对DNA加合物进行定量检测并且直

接读数的新方法,通过制备单克隆抗体金免疫传感器

芯片及荧光谱线窄化光谱(FLNS)对致癌物-DNA加合

物进行检测. Pan等[45]利用自制的高活性、高特异性

单克隆抗体建立了多种AcrdG加合物免疫分析方法.
结合快速流式细胞荧光分选技术(FACS)实现了细胞

内AcrdG的直接检测; 通过ELISA实现细胞和组织中

AcrdG的高灵敏检测, DNA用量仅为1.0 μg且不需要

酶解和样品富集; 此外, 该课题组进一步发展了一种

免疫组织化学法, 实现了HT29细胞和人类口腔细胞

中AcrdG的检测与成像. Lee等[46]同时采用32P后标记

法和免疫分析法,检测正常人尿路上皮黏膜(NMUM)
和膀胱肿瘤组织(BTT)中AcrdG加合物和4-氨基联苯

(4-ABP)-DNA加合物的含量, 并测定这两类加合物对

人膀胱上皮细胞的致突变性. 结果显示, 所有检测样

品中AcrdG的水平是4-ABP-DNA的10~30倍 ; BTT中
AcrdG的含量是NMUM中的2倍. 两类加合物均有致

突变性, 然而AcrdG的致突变性是4-ABP-DNA的5倍.
进一步研究发现,丙烯醛抑制尿路上皮细胞核苷酸切

除和碱基切除修复及诱导修复蛋白降解,从而初步判

定丙烯醛暴露是诱发膀胱癌的重要因素.

2.3   免疫毛细管电泳-激光诱导荧光法

免疫毛细管电泳-激光诱导荧光法是特异性将免

疫识别与毛细管电泳(capillary electrophoresis, CE)激
光诱导荧光((laser induced fluorescence, LIF)结合起来.
该方法集合了CE的高效分离、LIF的高灵敏度以及免

疫分析的高特异性,具有分析时间短、灵敏度高、重

现性好、DNA用量少且无需酶解等诸多优势. 不仅如

此,该项技术同时适用于DNA分析、蛋白质分析、适

配体分析以及DNA-蛋白相互作用研究等[47].
目前我们利用研制的CE-LIF检测装置系统(图2)

开展了DNA加合物的快速高效、高灵敏分析方法学

研究. Carnelley等[48]合成了一种5′端荧光标记含一个

邻二醇环氧苯并[α]芘-脱氧鸟苷(BPDE-dG)加合物长

度为90个碱基的DNA探针. Tan等[49]利用该探针发展

了一种免疫CE-LIF法用于BPDE-DNA加合物的检测;
研究发现,在低离子强度下探针-DNA复合物与游离探

针能得到有效分离,并且甲酰胺能够有效提高DNA的
变性效果,但不影响复合物的稳定;在优化的实验条件

下复合物和游离探针的理论塔板数分别达到6×105/m
和1×106/m. Wang等[50]进一步通过竞争性免疫实验和

非竞争性免疫实验利用该探针检测 BPDE-DNA加合

图 2    自制的毛细管电泳 -激光诱导荧光检测装置设计

图[45] (网络版彩图)
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物, 并成功实现低剂量BPDE暴露下人肺癌细胞A549
基因组DNA中加合物的检测. 在非竞争性免疫实验

中, 使用荧光染料标记的二抗片段F(ab′)2作为探针来

识别一抗和加合物的复合物 , 形成的三元复合物经

CE与游离的F(ab′)2有效分离并通过LIF实现检测. 采
用该方法分析32 nM~1.0 μM BPDE暴露后的A549细
胞中BPDE-DNA加合物的水平变化,发现两者之间存

在明显的剂量效应关系 . 此外 , Wang等[51]通过合成

的BPDE-16mer和90mer加合物探针深入探究了免疫

CE-LIF中DNA加合物与抗体结合的化学计量关系. 研
究发现, 16mer加合物能以1:1和2:1的化学计量与抗体

结合,并通过CE有效分离;利用该方法检验了荧光标

记和非荧光标记的BPDE-16mer加合物在抗体上的重

分配和交换现象;再将荧光标记的16mer加合物和非荧

光标记的90mer加合物及抗体混合,发现生成了16mer-
抗体、(16mer)2-抗体和16mer-抗体-90mer 3种复合物,
从而表明抗BPDE-dG IgG抗体的两个半抗原结合位点

均可以结合含BPDE-dG加合物的DNA.Wang等的研究

同时发现二元和三元复合物形成的比例与含BPDE-dG
加合物DNA链的长短相关,由于位阻效应长链DNA倾
向形成二元复合物;而短链DNA可同时形成二元和三

元复合物,并且两种复合物的比例依赖于加合物与抗

体的相对量. 在免疫CE-LIF分析中痕量的抗原-抗体

反应形成极低含量的复合物(低于10−18 mol), 直接影

响方法的灵敏度与重现性. Wang等[52]研究发现在免

疫CE-LIF检测中低浓度的BPDE-dG加合物荧光探针

与抗体反应所形成的复合物不稳定,且不符合定量的

化学平衡关系; 然而, 通过引入非特异性蛋白如牛血

清白蛋白(BSA)或兔免疫球蛋白(RGG),能够有效增强

复合物的形成, 提高抗体和复合物的稳定性. 采用此

方法显著提高检测灵敏度(~10倍)与重现性,且抗体的

使用浓度降低至原来的1/150而不影响抗体的活性和

复合物的形成. 为进一步提高CE-LIF分析方法的检测

灵敏度, Wang等[53]通过电泳聚焦技术将有限的DNA
加合物-抗体复合物聚焦于一狭窄区带, 显著提高了

免疫CE-LIF的分离能力、检测灵敏度及分析速度;对
BPDE-dG加合物的检测灵敏度提高了30~70倍, 达到

1.0 pM, 分析时间缩短至30 s.

2.4   DNA测序技术

DNA测序技术可以用于检测有毒化学品与DNA

形成加合物的损伤分布、结合位点、特异性酶促反

应以及各种因素引起DNA所产生的生物化学效应[54].
Denissenko等[55]利用基因特异性的DNA测序方法研究

了苯并[a]芘的致癌代谢物与细胞作用后p53基因上的

加合物分布,发现加合物频率最高的位点(157、248、
273密码子上的鸟嘌呤)与吸烟肺癌患者的p53基因突

变频率最高的位点一致. Smith等[56]的研究工作同样

证实了致癌多环芳烃与肺癌细胞作用后生成加合物

最多的位点与p53基因突变频率最高的位点一致. 通
过他们的工作直接确立了DNA加合物→基因突变→
癌症之间的关系.

1977年, Maxam-Gilbert[57]测序技术又称化学降解

法与Sanger[58]双脱氧链终止法DNA测序技术同时出

现. 前者的测序原理是在选定的核苷酸碱基中引入

化学基团, 经过化合物处理使DNA分子在被修饰的

核苷酸位置降解; 后者是利用DNA聚合酶的聚合反

应,在反应体系中引入一定比例的双脱氧核苷三磷酸

(ddNTP)作为终止剂,由于DNA多聚酶不能区分dNTP
和ddNTP,因此ddNTP可以掺入新生单链中,导致合成

的新链在此终止,终止点由反应中相应的ddNTP而定.
虽然两种方法原理不同,但都是根据核苷酸在某一固

定的点起始, 随机在某一特定碱基处终止, 形成一系

列以某一特定脱氧核苷酸为末端的长度各异的寡脱

氧核糖核苷酸混合物,然后通过高分辨率的变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),经放射自显影后直接从

胶片上读出组成DNA的核苷顺序. 随着人类基因组计

划的完成,传统的测序方法已经不能满足深度测序和

重复测序等大规模基因组测序的需求,这促使了新一

代DNA测序技术的诞生. 第二代测序技术主要包括罗

氏454公司的GS FLX测序平台、Illumina公司的Solexa
Genome Analyzer测序平台和ABI公司的SOL-iD测序

平台[59]. 第二代测序技术最显著的特征就是高通量,
一次能对几十万到几百万条DNA进行序列分析[60]. 以
单分子测序为特点的第三代DNA测序技术稳步发展,
Pushkarev等[61]利用Heliscope单分子测序仪,对一名白

人男子的基因组进行了测序,测序覆盖90%的人类参

考基因组,序列读长24~70 bp,平均读长为32 bp,并鉴

定出280万个SNP位点和752个拷贝数变异. DNA测序

技术作为现代生命科学研究的核心技术之一,其发展

为DNA分析提供了先进的检测手段,推动生命科学进

入一个更加繁荣的时期.
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1964年, Holley等[62]提出了采用蛇毒磷酸二酯酶

(核酸外切酶)对小片段DNA进行酶解,然后通过紫外光

谱仪对不同组分的酶解产物进行分析并整合,最终得

到小片段DNA的完整序列信息. 1993年, Pieles等[63]采

用基质辅助激光解吸电离-飞行时间质谱(MALDI-TOF
MS)对核酸外切酶酶解产物进行分析, 从而建立起时

间依赖的核酸外切酶酶解与MALDI-TOF MS相结合

的DNA测序技术, 并适用于寡核苷酸和短链DNA的

测序以及DNA修饰位点的研究. 基于核酸外切酶酶

解与质谱相结合的DNA测序技术,酶解过程通常在溶

液体系内进行,酶解速度难以控制、高分子量酶解产

物质谱响应较差以及金属离子复合物干扰严重. 2013
年, Zhao等[64]为解决溶液体系酶解难以控制, 提出将

蛇毒磷酸二酯酶固定于毛细管硅胶整体柱制备出应

用于寡核苷酸酶解的固定化酶反应器. 与溶液体系下

的酶解相比,固定化酶反应器在实现DNA样品的连续

酶解的同时酶解速率得到很好的控制, 同时, 金属离

子复合物得到有效抑制. 此外, 固定化酶反应器的酶

活性稳定, 反应器可以多次使用, 提高了蛇毒磷酸二

酯酶的利用效率. 将固定化酶反应器与MALDI-TOF
MS结合用于环境污染物丙烯醛-DNA加合物的分析,
不但成功实现了含有丙烯醛-DNA加合物寡核苷酸的

测序 , 同时对丙烯醛高频加合的碱基位点进行序列

分析(5′-TG*G3′和5′-TC*A3′, *代表加合位点), 从而进

一步证明丙烯醛诱导DNA形成加合物的序列选择性

(图3(a)). 2016年, Yin等[65]通过3种固定化酶反应器联

合使用构建了毛细管级联酶反应器 , 该酶反应器能

够在短时间内(<45 min)将基因组DNA酶解为单个核

苷, 避免了长时间酶解过程中部分DNA氧化损伤(如
8-oxo-dG/8-OH-dG)的生成或降解;通过级联酶反应器

酶解结合LC-MS/MS实现了Fenton反应处理的DNA中
8-oxo-dG的定量分析(图3(b)).

Shu等[66]发展了一种应用于顺铂-DNA加合物检

测的“cisplatin-seq”测序方法, 其原理是利用高迁移率

蛋白HMGB1的A域(domain A)优先结合由顺铂-DNA
加合物引起的DNA结构扭曲位点, 从而选择性富集

顺铂-DNA加合物实现高通量测序. 该方法对全基因

组顺铂加合位点的检测分辨率可以到达单个碱基 .
研究发现, 顺铂优先结合线粒体DNA, 在核DNA中顺

铂-DNA加合物集中于启动子和转录终止位点附近的区

域内.

图 3    毛细管固定化微酶反应器应用示意图. (a) SVP固定

化酶反应器[62]; (b)级联酶反应器[63] (网络版彩图)

2.5   液相色谱-质谱法

质谱技术可应用于未知DNA加合物的结构鉴定、

已知DNA加合物的结构确认[5]. 随着与色谱接口技术

的出现与发展,实现了气相色谱、液相色谱与质谱的

联用并逐渐成为DNA加合物定性定量分析的主要技

术手段[67]. 与其他检测方法相比, 液相色谱-质谱法

(LC-MS)无需衍生化, 且具有选择性好、灵敏度高、

准确性强、重复性好等优势. 根据不同需求通过仪

器设备的选择搭配,液相色谱与质谱可构建出多种结

合方式, 包括毛细管液相色谱-质谱、纳流液相色谱-
质谱、超高效液相色谱-质谱以及纳流超高效液相色

谱-质谱联用等.
采用LC-MS检测DNA加合物主要经历以下3个过

程: 液相色谱分离、样品离子化和质谱分析.

2.5.1   液相色谱分离

虽然质谱(MS)能够根据DNA加合物荷质比(m/z)
的特定数值排除其他组分而选择性地检测目标分析

物, 但是MS的信号响应会受到样品中复杂基质成分

形成的大量带电粒子的抑制而衰减,尤其是在目标物

含量较低的情况下. 通过与LC联用,在线地将DNA加
合物与其他组分分离(如正常核苷A、T、C和G等),提
高分析选择性的同时可部分解决基质带电粒子干扰

这一问题. 此外,一些DNA加合物存在同分异构体,如
丙烯醛-脱氧鸟苷和巴豆醛-脱氧鸟苷加合物等, 通过

LC分离,能够实现DNA加合物异构体的分离和准确定
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量, 从而可进一步研究加合物异构体的基因毒性. 根
据DNA加合物结构性质的不同,可选择合适的色谱固

定相(色谱柱)与色谱分离模式, 包括反相色谱、亲水

作用色谱(HILIC)、离子交换以及混合模式等[67]. 对一

些在色谱柱上保留强的DNA加合物还可以起到富集

的作用,并提高检测灵敏度. 总之, LC的作用是将待测

DNA加合物与复杂的基质分离,提高质谱定性定量分

析的准确性和检测灵敏度.

2.5.2   DNA加合物离子化

LC-MS联用技术广泛应用于DNA加合物分析在

很大程度上归功于电喷雾离子源 (ESI)的出现与发

展[67]. 电喷雾电离的离子化方式适用于极性有机小

分子的离子化, 在ESI过程中来自LC的馏分持续地以

喷雾的形式进入一个狭窄的毛细管中,在毛细管出口

端与对应电极之间施加数千伏的高电压,引发正负离

子分离,从而生成带高电荷的液滴. 在加热/干燥气体

的作用下, 液滴中的溶剂被汽化, 随着液滴体积逐渐

缩小, 液滴的电荷密度超过表面张力极限(雷利极限)
引起液滴自发的分裂, 亦可称为“库仑爆炸”. 分裂的

带电液滴随着溶剂的进一步变小,最终导致离子从带

电液滴中蒸发出来, 产生单电荷或多电荷离子. 质子

的加成可生成单价或多价正离子,而脱质子可生成单

价或多价负离子,最终这些带电的离子被输送到质量

分析器中被检测. 根据DNA加合物的化学结构, 可选

择合适的ESI离子化模式. 一般而言,碱基与核苷的检

测可使用正离子模式,而核苷酸单磷酸盐选择负离子

模式[67,68].
我们发现,一些DNA结合物在电喷雾离子化过程

中难以有效地形成可检测的目标离子. Yin等[69]合成与

制备了丙烯醛-DNA加合物包括α-AcrdG、γ-AcrdG、
AcrdA、AcrdC和相应的稳定同位素加合物标准品 .
利用这些标准品 , 发展了一种NH4HCO3增强的、稳

定同位素稀释超高效液相色谱串联质谱方法 (UH-
PLC-MS/MS), 同时检测AcrdG、AcrdA和AcrdC加合

物 . 与常用的流动相添加剂HCOOH、HCOONH4和

CH3COONH4相比 , NH4HCO3不仅提高了AcrdG加合

物异构体的分离度, 还能显著抑制ESI过程中金属离

子-AcrdG复合物的生成, 进而增加AcrdG加合物的质

子化效率,提高质谱检测灵敏度. 其机制可能是AcrdG
优先与NH4

+形成复合物然后脱氨, 抑制了ESI过程中

金属离子-DNA加合物复合物的形成,并且HCO3
−可快

速分解产生H+,加速了AcrdG的质子化. 该方法中,丙
烯醛-DNA加合物的检测限(LOD)在40~80 amol, 这与

纳流液相色谱-纳流电喷雾-串联质谱方法的灵敏度

相当. NH4HCO3增强型UHPLC-MS/MS检测方法不仅

限于丙烯醛-DNA加合的分析, Zhang等[70~72]利用合成

的巴豆醛-dG(ProdG)加合物及其稳定同位素标准品沿

用NH4HCO3增强的UHPLC-MS/MS方法, 实现了多种

生物样品中痕量ProdG非对应异构体(6S,8S)和(6R,8R)
的准确定量. 此方法还可以提高DNA 5-甲基胞嘧啶

(5-methylcytosine, 5mC)的氧化产物分析的灵敏度, 包
括5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)和5-醛基胞嘧啶(5fC)[73,74].

化学衍生法是提高LC-MS检测DNA核苷灵敏度

的有效方法 , 其基本原理是利用化学衍生试剂改变

目标化合物的性质,提高选择性、分离度及电离效率

等[75,76]. Tang等[77]以杰拉德试剂(Girard’s reagents)为化

学衍生试剂发展了一种高灵敏检测5-醛基胞嘧啶(5fC)
和5-羧基胞嘧啶(5caC)的LC-ESI-MS/MS方法,与未化

学衍生的方法相比, 检测灵敏提高了52~260倍. 采用

该方法他们发现, 植物基因组DNA中5fC和5caC的普

遍存在 , 这表明植物中可能存在与哺乳动物相似的

DNA主动去甲基化途径. 此后, Tang等[78]以2-溴-1-(4-
二甲氨基-苯基)-乙酮(BDAPE)为化学衍生试剂发展

了一种高灵敏的LC-ESI-MS/MS方法,同时检测5mC、
5hmC、5fC和5caC,检测限分别为0.10、0.06、0.11和
0.23 fmol. 接口技术的改进实现了多种分离技术包括

CE、UHPLC以及NanoLC等与MS联用,并进一步提高

检测灵敏度. Yuan等[79]采用无鞘接口实现CE与ESI-MS
联用,并通过多孔喷针技术将CE-MS的灵敏度提高到

亚纳摩尔级别. 采用该技术仅需125 pg小鼠胚胎干细

胞基因组DNA (约20个细胞)就能实现5mC和5hmC的
定量分析.

2.5.3   质谱分析

可用于DNA加合物分析的质谱类型有很多,根据

质量分析器的不同包括四极杆质谱(quadrupole)、离

子阱质谱(ion trap)、轨道离子阱质谱(orbitrap)、飞行

时间质谱(TOF)以及多种检测方式的组合等. 其中三重

四极杆质谱(QQQ)以其极高的灵敏度和线性范围、高

通量以及多种检测模式等优势,在DNA加合物及DNA
表观遗传修饰的分析中得到了广泛应用. 三重四极

杆包括两个四极杆(Q1, Q3)和一个碰撞池(q2, collision
cell),每一个四极杆质量分析器有4根距离相等且平行
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的棒状电极组成, 形成一个四极电场, 作为质量过滤

器,可以选择指定荷质比的离子或者全部离子通过. 碰
撞池以高纯氮气(>99.999%)为碰撞气, 将通过第一个

四极杆进入碰撞池中的带电离子打碎再选择性地或全

部进入第二个四极杆完成MS/MS分析. 在空间上3个
组件串联起来,可以有很多种工作模式,包括全扫(full
scan)、选择离子监测(selected ion monitoring, SIM)、
子离子扫描(product ion scan)、母离子扫描(precursor
ion scan)、选择反应监测(selected reaction monitoring,
SRM)以及多重反应监测(multiple reaction monitoring,
MRM)等[68,80],其中MRM是DNA加合物定量分析所采

用的主要检测模式.
除三重四极杆质谱外,四极杆-飞行时间(Q-TOF)

质谱也在DNA加合物分析中发挥重要作用. TOF (time-
of-flight)质量分析器根据离子动能相同而荷质比不同,
在同样长度的真空通道中飞行时间的差异实现对各

个离子的检测[81]. 与QQQ相比, Q-TOF灵敏度较低但

具有更高的分辨率且能提供更为精确的碎片离子信

息和更为全面的产物离子谱,适用于未知DNA加合物

的初步筛查、分子质量接近的DNA加合物的鉴定、

DNA加合物标准品的表征以及DNA加合物碎裂方式

的研究等.

2.5.4   LC-MS在DNA加合物分析中的应用

随着LC-MS联用技术的不断改进与发展 , 使其

成为目前DNA加合物分析领域最重要的检测技术 .
LC-MS在DNA加合物分析中的应用实例有很多,本节

重点介绍本研究组在LC-MS方法开发及其在DNA加

合物和DNA表观遗传修饰研究中取得的成果. LC-MS
方法发展与应用的一般流程如图4所示.

DNA加合物标准品的合成与制备是建立准确测

定该加合物LC-MS方法的重要基础 , 稳定同位素内

标的引入进一步提高了LC-MS定性定量分析的准确

性 . 2008年 , Feng等[82]利用活泼亲电的反式邻二醇

环氧苯并 [a]芘 ((±)-anti-BPDE)直接与脱氧鸟苷 (dG)
反应生成4种anti-BPDE-N2-dG立体异构体产物 . 以

硅烷酮膜包被硅胶基质的苯基固定相为分离色谱柱

发展了一种可基线分离4种anti-BPDE-N2-dG异构体

的高效液相色谱方法 , 成功制备了4种加合的标准

品及其稳定同位素内标 . 采用HPLC-MS/MS鉴定了

4种anti-BPDE-N2-dG的化学结构, 利用紫外光谱鉴定

了anti-BPDE-N2-dG的顺反异构及利用圆二色谱鉴定

了制备的4种anti-BPDE-N2-dG((+)-trans-、(−)-trans-、
(+)-cis-、(−)-cis-)加合物的立体结构(图5(a)). 在此基础

上, Feng等[83]建立了一种快速、灵敏地检测BPDE-dG
加合物的稳定同位素稀释-超高效液相色谱串联三重

四极杆质谱分析方法(UHPLC-MS/MS). 与已有的方

法相比 , 以超高效液相色谱为基础的方法的分析速

度和灵敏度均提高了10~20倍 , 并且4种异构体的检

测限均小于0.7 fmol (S/N=3). 该方法仅需30 μg DNA
就可检测出人A549细胞暴露于1.0 μM B[a]P或0.1 μM
(±)-anti-BPDE后的痕量加合物异构体. 研究发现,暴露

于(±)-anti-BPDE, 可形成4种立体异构体((+)-trans-、
(−)-trans-、(+)-cis-、(−)-cis-),  而暴露于 B[a]P仅生成

图 4    本研究组LC-MS/MS分析DNA加合物的一般流程示意图(网络版彩图)
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3种立体异构体((+)-trans-、(+)-cis-、(+)-syn-), 主要

的立体异构体均为(+)-trans-型异构体 , 所占比例在

84%~94%之间. 研究初步揭示了B[α]P及其代谢产物

BPDE与DNA反应生成加合物的活性和异构体选择性.
Yin等[69]采用同样的方式合成与制备了丙烯醛-DNA加
合物包括α-AcrdG、γ-AcrdG、AcrdA、AcrdC (图5(b))
和相应的稳定同位素加合物的标准品. 利用建立的

高灵敏、快速UHPLC-MS/MS分析方法检测了A549和
人白细胞基因组DNA中痕量丙烯醛-DNA加合的种类

与含量,发现γ-AcrdG是所有样品中的主要加合物,人
白细胞样品也含有少量的α-AcrdG.此外,在所有的人

白细胞样品中均检测到了AcrdA, 其含量非常接近于

γ-AcrdG,在大部分样品中均可检测到AcrdC.这些数据

表明,在人体内存在这两种非dG加合物. Zhang等[70~72]

研究发现, 当MRC5细胞经乙醛或巴豆醛(1~100 μM)
暴露后, ProdG的水平明显提高,且与暴露物浓度正相

关. 另外,将SPE与所发展的UHPLC-MS/MS方法结合

用于尿液中ProdG加合物的检测,结果显示在健康人类

尿液样本中检测到较高含量的(6S,8S)和(6R,8R) ProdG
加合物(图5(c)),据此推测尿液排泄可能是清除人体内

DNA加合物的重要途径.
目前, LC-MS法不仅广泛应用于DNA加合物的分

析,也成为DNA表观遗传修饰研究中不可或缺的检测

技术. 与损伤性的DNA加合物不同, DNA表观遗传修

饰是具有重要生理功能的DNA修饰形式,其在不改变

DNA一级结构的基础上, 引起DNA构象、DNA稳定

性以及DNA-蛋白质相互作用方式的改变, 从而调控

基因的表达[84~86]. 其中, DNA甲基化是发现最早、研

究最为深入的表观遗传修饰, 在X染色体失活、胚胎

发育、基因印记、基因沉默、基因表达与调控等生

理过程中发挥极其重要的作用. 5-甲基胞嘧啶(5mC)
作为哺乳动物基因组DNA丰度最高的甲基化修饰,具
有重要的生物学功能[87,88]. Wang等[89]建立了快速、高

灵敏的UHPLC-MS/MS方法检测人类精子的5mC甲基

化水平, 当天与隔天的精确度维持在1.50%~5.70%之

间. 2013年, Yin等[73]利用UHPLC-MS/MS方法研究发

现, 维生素C能够显著增强Tet酶活性, 进而加速5mC
氧化和DNA主动去甲基化过程. NH4HCO3的增强的

ESI-MS方法适用于5mC氧化产物5hmC和5fC的高灵

敏分析,在此基础上,结合SPE技术实现了健康人类尿

液中5mC初级氧化产物 5hmC的检测[74].  与哺乳动物

图 5    本研究组合成、制备和检测了以下3类DNA加合物.
(a) BPDE-dG加合物; (b)丙烯醛-DNA加合物; (c)巴豆醛-dG
加合物

不同, 原核生物及低等真核生物DNA甲基化修饰的

主要形式为腺嘌呤-N6甲基化即N6-甲基腺嘌呤(N6-
methyladenine, 6mA), 其表观遗传功能也得到了系统

深入的研究[90]. 近年来,高等真核生物DNA-6mA的研

究也取得了突破性进展. 2015年, 本研究组在与陈大

华组的合作工作中, 通过UHPLC-MS/MS成功鉴定了

果蝇基因组DNA中的6mA. 研究发现, 6mA水平的动

态存在直接受果蝇Tet同源的DNA 6mA去甲基化酶

(DMAD)的调控. 体外实验证明, DMAD可以直接催化

6mA去甲基化,并且优先移除导致果蝇卵巢转位子抑

制区域内的6mA,该研究结果表明6mA在调节果蝇基

因表达过程中的潜在作用[91].
由于真核细胞中6mA含量很低,而在实验过程中

广泛存在原核DNA (含有高丰度的6mA)污染,这不利

于确认真核细胞基因组DNA中是否存在6mA.为了应

对以上难题, Liu等[92]以稳定同位素标记的腺嘌呤脱

氧核苷([15N5]-dA)作为起始示踪剂, 发展了一种代谢

差异的示踪代码来监测人细胞中的DNA 6mA. 通过
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UHPLC-MS/MS对同位素标记和非同位素标记6mA水
平分布的检测, 证实起始的示踪剂[15N5]-dA经历了特

别和有效的腺嘌呤脱氨反应,导致失去环外氨基的15N,
并且进一步利用嘌呤的补救合成途径生成基因组中

的[15N4]-dA和[15N4]-dG.然而,在培养的细胞和动物实

验中经常出现的支原体DNA (原核DNA)主要保存的

是[15N5]-dA.由于dA的甲基化生成6mA保持代码模式

不变,因此动物DNA 6mA能够与由支原体产生的6mA
区分开来. 该方法展示了一种很有前景的鉴定高等真

核生物细胞真实的6mA水平及判断细胞是否感染支

原体的方法.

3   不稳定DNA加合物的检测及其基因毒性
研究

大多数DNA加合物化学性质稳定,能以DNA、碱

基、核苷和核苷酸等多种形式稳定存在. 也有一部分

DNA加合物稳定性差、半衰期短(如席夫碱),直接采

用LC-MS/MS等分析方法难以测定其在生物样品中的

准确含量. 对于不稳定DNA加合物的分析, 目前采用

的主要方法是首先通过化学转化的方式将不稳定的

DNA加合物定量地转化为另一种稳定形式,并以检测

到的转化物含量间接衡量不稳定DNA加合物的水平.

3.1   不稳定DNA加合物的分析与定量

甲醛和乙醛均为具有遗传毒性的醛类化合物,并
且在环境中广泛存在. 它们都是重要的工业原料, 大
量装修、装饰材料含有甲醛,成为室内环境中甲醛的

主要来源; 香烟烟气中含有一定量的甲醛和乙醛[15];
乙醛还是酒精(乙醇)氧化代谢的初级产物; 此外, 脂
质过氧化与苏氨酸分解代谢也均会产生乙醛[93]. 在

致癌物评级中甲醛和乙醛分别被国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)列
为1类、2B类致癌物[15].

甲醛化学性质活泼易进攻DNA中的鸟嘌呤(dG)
和腺嘌呤(dA),分别形成N2-羟甲基-鸟嘌呤(N2-hydrox-
ymethyl-dG, 2hm-dG)和N6-羟甲基-腺嘌呤(N6-hydrox-
ymethyl-dA, 6mhdA)[94,95]. 这两种DNA加合在以核苷

结构形式存在下不稳定, 但是在DNA酶解阶段加入

NaBH3CN可将不稳定的6mhdA和2hmdG还原为稳定

的N6-甲基-腺嘌呤(N6-methyl-dA, 6mdA)和N2-甲基-鸟

嘌呤(N2-methyl-dG, 2mdG) (转化率约为50%~80%)[96].
羟甲基形式的加合物也可能被细胞内还原性物质还原

为甲基形式,与加入NaBH3CN之后的甲基形式加合物

的转化量相比, 细胞内还原量仅为6%~8%[96]. 当乙醛

与DNA反应时,优先进攻DNA中的dG形成一种Schiff
碱类加合物称为N2-亚乙基-鸟嘌呤(N2-ethylidene-dG,
EtidG),该加合物相对不稳定,在生物体内37℃条件下

的半衰期为24 h, 但是通过还原的方式可将不稳定的

EtidG加合物转化为稳定的N2-乙基-鸟嘌呤(N2-ethyl-dG,
EthdG)[97]. 同样在体内一些还原性小分子或酶,如维生

素C和谷胱苷肽(GSH)催化作用下能够将EtidG部分转

化为EthdG[98,99];然而,对于DNA中EtidG加合物的检测

需要通过化学还原的方法在体外将EtidG定量转化为

EthdG,该过程通过加入化学还原剂NaBH4或NaBH3CN
来实现[97,100]. 基于以上方法, Wang等[97]在没有经过外

源乙醛暴露的人类肝脏基因组DNA中检测到相对丰

度较高的EthdG加合物,约为0.1个/106个核苷酸,表明

了肝脏细胞正常代谢过程中乙醛的产生及内源性乙

醛-DNA加合物的生成. 此外, 动物实验研究表明, 肝
细胞内EthdG的水平与乙醛的生成量有直接关系[101].
Fang等[102]在人类白细胞中也检测到了EthdG加合物,
结果显示, 酗酒人群EthdG加合物的水平远高于非酗

酒人群. Matsuda等[99]在健康人类提供的尿样中检测

到了EthdG加合物,进一步证明了内源性EthdG加合物

的存在.

3.2   不稳定DNA加合物的基因毒性研究

以不稳定的乙醛-DNA加合物EtidG为例 , 由于

EtidG加合物在以核苷形式存在下不稳定,目前还没有

关于该加合物致突变、致癌或潜在致癌性的直接证

据,所有的研究均以稳定的EthdG加合物为模型. 然而

EtidG与EthdG除结构相似,还有3点显著差异: (1)存在

于dG环外的氮和乙醛α-碳之间的双键移除了两个氢,
因此,在EtidG与dC碱基互补配对时只形成两个氢键;
(2)在EthdG中C–N单键可以发生轴向旋转,而EtidG的
C=N双键将阻止轴向旋转; (3) 双键使EtidG的疏水性

比EthdG更强,这些差异将导致EtidG加合物的致突变

机理与EthdG加合物不完全相同[93,103]. 因此,要实现对

不稳定DNA加合物的准确定量分析还需要开发新的

检测技术和方法,从而进一步揭示不稳定DNA加合物

的基因毒性及其与诱导化合物的毒理效应关系.
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4   结论与展望

作为DNA损伤最重要的内容之一, DNA加合物的

研究反映了有毒化学品及其代谢产物的基因毒性和

潜在的致病机理,从基因损伤的层面涉及毒理学、流

行病学和职业病学的研究内容. DNA加合物的形成被

认为是有毒化学品致突变、致畸、致癌效应过程中

的一个重要阶段,它既可以作为接触性生物标志物,反
映毒物在靶位的实际接触剂量,又可以作为效应标志

物,反映DNA受到毒物损伤的程度. DNA加合物的研

究有助于人们深入理解多种环境污染物的基因毒性,
为环境污染物致病机理、疾病预防、环境与健康风

险评估提供重要依据,因此在环境污染物致癌研究中

具有极其重要的应用价值. 准确高效、高灵敏、稳定

的DNA加合物分析技术和方法的建立与发展是DNA
加合物研究的重要基础,目前LC-MS以其具有分析速

度快、特异性强、灵敏度高、定量准确等优势,成为

DNA加合物分析领域最重要的检测手段. 此外,  基于

生物样品的复杂性,发展高效、高选择性的样品前处

理方法将进一步提高质谱方法的检测灵敏度和维持

仪器的稳定性.
DNA加合物分析的研究取得了一定的进步,但仍

然存在部分关键科学问题需要完善. (1) 不稳定DNA
加合物的检测及其与有毒化学品基因毒性的关系,需
要发展新的检测方法; (2) 人体内形成的DNA加合物

能够被DNA修复系统及时准确地移除,从而维持生命

系统的稳定性, DNA加合物水平、修复效率和基因突

变之间的关系还需系统深入地研究; (3) 尿液分析广

泛应用于临床诊断, 其中, 核苷检测是尿液成分分析

的一项重要指标, 如8-羟基鸟苷, 被证明为潜在的生

物标志物, 尿液当中同样检测到多种DNA加合物, 这
些加合物的准确来源以及是否可以作为生物标志物

用于相关疾病的诊断还需进一步证明. 正因为研究过

程中不断出现的科学难题,持续激励着科研工作者努

力探索、不断创新,用一项项成果为人类的健康事业

作出贡献.
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Technology and methodology of DNA adducts analysis
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Abstract: DNA adducts are formed from the covalent reaction of electrophilic molecules to a variety of nucleophilic
groups in DNA strands. They could be used as biomarkers for genotoxicity. The formation of DNA adducts caused
by toxic chemicals is a critical initiator in the process of gene mutation, developmental malformation and tumor. The
development of fast, sensitive and accurate detection technologies and methodologies is the key to understand and study
the adverse health effects of DNA adducts. At present, analytical technologies for the detection of DNA adducts mainly
include 32P post-labeling, immunoassay, immuno-capillary electrophoresis-laser induced fluorescence, DNA sequencing,
and Chromatography-mass spectrometry. In this article, the applications and development prospects of these techniques
and methods in DNA adducts analysis are briefly reviewed and discussed.

Keywords: DNA adducts, DNA damage, analytical technology and methodology, liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS)
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