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LC-MS/MS法测定DNA中胞嘧啶及其修饰物

Determination of cytosine and its modifiers in DNA by LC-MS/MS
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引言

核酸的表观遗传学修饰参与调控许多生理过程，在体内扮演

着重要的角色。比如 DNA 上的 5-甲基胞嘧啶（5-methylcytosine，

5-mC）与许多生理过程和疾病相关，包括衰老、癌症、X 染色体失

活、分化和发育等。当基因中的5-mC 为正常水平时，抑癌基因可

正常表达，而当其高度甲基化时，则会抑制抑癌基因的表达，使其

沉默，从而导致癌症的发生。DNA中研究最普遍的表观遗传修饰是 

5-mC 及其去甲基化路径上的中间产物（图1）。哺乳细胞内，5mC/

C 约3%， 5hmC/C约0.1%，5fC/C和5caC/C只有百万分之一[1-2]。
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本实验方法特点：

1. 使用三重四极杆质谱（SCIEX Triple Quad™ 系统）测定DNA中胞

嘧啶及其修饰物，具有较好的色谱保留，见图2。

2. 本方法灵敏度低至pM级别，灵敏度高，很好的满足检测需求。

图1 胞嘧啶 (C) 甲基化及5-mC去甲基化通路
图1. 胞嘧啶 (C) 甲基化及5-mC去甲基化通路

图2. 胞嘧啶及其修饰物的典型色谱图

本文建立了一种同时检测DNA中胞嘧啶及其修饰物的快速检测

方案，方法的定量下限可低至 pM级别，仪器灵敏度高，可以很好

的满足检测需求。

图2 胞嘧啶及其修饰物的典型色谱图

仪器设备

Exion LC™ AD 系统 + SCIEX Triple Quad™ 系统
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实验结果

1. 灵敏度：

胞嘧啶及其修饰物的最低定量下限为pM级别，典型色谱图见

图3。

液相方法

色谱柱：Kinetex Polar C18 100×2.1 mm, 2.6 μm          

流动相：A相：水（含0.1% 甲酸）

 B相：甲醇:乙腈 1:1 （含0.1% 甲酸）

进样体积：10 μL

柱温：40℃；

流动相梯度：

Time (min) Flow (ml/min) A (%) B (%)

0.00 0.3 95 5

1.00 0.3 95 5

3.50 0.3 5 95

4.20 0.3 5 95

4.50 0.3 95 5

6.00 0.3 95 5

质谱方法

离子源：ESI源，正离子模式

离子源参数：

电喷雾电压 IS: 5500 V 气帘气 CUR: 40 psi

雾化气 GS1: 55 psi 辅助加热气 GS2: 55 psi

碰撞气 CAD: 9 源温度 TEM: 350℃       

表1. 胞嘧啶及其修饰物的质谱参数

图4. 胞嘧啶及其修饰物的标准曲线图

图3. 胞嘧啶及其修饰物最低定量限色谱图

表2. 胞嘧啶及其修饰物的定量下限和线性范围

化合物名称 Q1 Mass Q3 Mass DP CE

C 228.1 112 18 18

5mC 242.1 126 18 17

5hmC 258.1 142 17 14

5fC 256.1 140 17 17

5caC 272.1 156 17 17

2. 线性范围：

胞嘧啶及其修饰物在线性范围内线性关系良好，相关系数r大

于0.996（见图4），标曲各点准确度在85%-115%之间。

图3胞嘧啶及其修饰物最低定量限色谱图

C 5mC 5hmC

5fC 5caC

LLOQ (定量下限) 线性范围

C 11.2 pM 11.2-8200 pM

5mC 5.6 pM 5.6-12300 pM

5hmC 5.6 pM 5.6-4100 pM

5fC 16.9 pM 16.9-12300 pM

5caC 16 .9pM 16.9-111100 pM

图4 胞嘧啶及其修饰物的标准曲线图
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3. 样品检测：

实际DNA样品中胞嘧啶及其修饰物的检测结果见图5，所有成

分都能检测到。

总结

本文使用SCIEX Triple Quad™ 系统建立了DNA中胞嘧啶及其修

饰物的LC-MS/MS方法。结果表明，本方法灵敏度高，能够满足检

测需求。
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图5 实际DNA样品中胞嘧啶及其修饰物的检测结果图

图5. 实际DNA样品中胞嘧啶及其修饰物的检测结果图


