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� �� � 法研究 � � � 及其甲基修饰物

的酸性介质降解
关

龙耀庭 赏 琦 杨广红“ 沈 彤
’ ‘

陆妙琴

�中国科学院生态环境研究中心
,

北京 � � � � � ��

摘要 用 �� � � 梯度洗脱法研究了 � � 在盐酸
、

高抓酸
、

三抓乙酸
、

三氟 乙酸以及甲酸等酸性弄质中的降解碱

基的分离和确定
。

给出了 � � � 与 � �  的加合产物的降解产率
。

对流动相组成
、

流率
、

柱温
、

梯度速率
、

� � 值
、

盐浓度 以及缓冲液浓度对容量 因子 �刃 �的影响分别进行了讨论
。

结果表明
,

� �  在盐酸介质中可以得到最好的

碱基 回收率
,

� �� 与 � � 的加合产物在 � � �� � � 盐酸介质中
、

�� � �� 条件下
,

可获得较好的碱基回收效果
。

关祖词 高效液相色谱
,

� � �
,

亚硝基脉
,

降解
。

化学致癌的分子生物学机制表 明
,

化学致

癌物进入细胞 内与 � � � 上的碱基 �鸟嚓砖
,

腺

嗓吟
,

胞崛陡
,

胸腺嗜咤 �的活性部位形成各种

取代修饰物
。

它是化学致癌的关键一步川
。

全面

了解 � �  的降解性质
,

对于研究核酸以及与之

有关的分子毒理学研究都是十分有用的
。

尽管

过去陆续有过 � � � 降解方面的报道
巨‘一 �〕,

但是

大多不太系统
,

方法也比较费时费事
。

本工作

采用反相高效液相色谱 �� � � �分析法
,

较系统

地研究了 � �  在盐酸
,

高氯酸
,

三氯乙酸
,

三

氟乙酸以及甲酸等酸性介质中深度降解至碱基

的效果
,

同时在此基础上
,

研究了 � � � 与化学

致癌物 �� � 和 � � � 加合产物在盐酸介质中

的降解情况
。

本工作还观察了降解时间对这些

降解过程的影响
。

�
�

�

实验部分

仪器

�� � 高效液 相色谱仪
,

� � � � ��
一

� �� � �

公司
�
紫外检测器 ��

一

� ��
,

波长 � ��
� � �

高压

泵
, ��

一

� � � � 显示 器
,

息� � �� � �� � 记录 仪
,

� ��� � � � � �
一

� �� � 色谱柱
,

� �
一

� � � �拌�
,

�
�

� 火

� � � � �
。

�� � 超声波清洗器
。

�� � 超级微量恒温

器 ��
一

�� 型
,

浙江省永嘉分析仪器厂
。

� � 试剂及标样

��  甲醇
、

磷酸二氢钾
、

氢氧化钾
、

磷酸
、

三氟 乙酸
、

三氯乙酸
、

甲酸
、

盐酸
、

高氯酸均为

分析纯
,

北京化工厂生产
。

�� � 鸟嚓吟 �� �
,

含

量不少于 ��  
,

上海试剂 二 厂
。

�� � 腺嚓吟

�� �
、

腺昔 ��
‘
�

、

鸟昔 ��
‘
�

、

脱氧鸟昔 �� �
,
�

、

脱氧腺昔 ���
‘
�

、

脱氧胸昔 �� �
‘
�

、

胞嗜吮 �� �
、

胞昔 ��
,
�

、

胸腺嗜淀 �� �和尿嗜淀�� �
。

�� � �
一

甲

基鸟昔 ��
一

��
‘
�

、

�
一

甲基鸟昔 ��
一

��’ �
、

�
一

甲基

鸟嗓吟 ��
一

� � �
、

�
一

轻基
一

�
一

甲基氨 基嗦吟 ��
�

� �
、

� � � 和 甲基亚硝基脉 ��� � �
,

均为美国

��� � � 公司生产
。

�
�

� 方法

��� 标样溶液配制 分别取各固体单样
,

配成约为 �
�

� �� � �� � � 的水溶液作为单组分标

样
,

�鸟嗦吟和脱氧鸟昔为 � � �� 一 � � � �� � � �
。

然 后分别取标准 单 样 配 成 浓 度 均 约 为 � � 月

� � � � � 的混合样
。

��� � � �
一

� � � 加合物的制备见文献 � � �
。

�� � 流动相 甲醇
� �

�

�� � � � � 磷酸二氢

钾缓冲体系 �� � �一 �
�
甲醇

� �
�

�� � �� � � 磷酸二

氢钱缓冲体系 ��� �
�

� � � 甲醇
� �

�

�� � �� � � 三氯

乙酸体系 ��� �
�

� �
。

�� � 用梯度洗脱的方法
,

比较不同流动相

组成对厂值的影响
。

,

国家 自然科学基金资助项 目
, ,

��
、

� � 届北京大学分校毕业生
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��
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�� � 作流动相流速
、

梯度变化
、

�� 变化及

柱温变化对分离的影响
。

梯度变化范围为 �
�

� �
·

� ��
一 ’

一 � �
·

� ��
一 ‘ ,

线性扫描
。

��� 在最佳操作条件下
,

测定 � � �
一

�� �

在盐酸
、

高氯酸
、

甲酸
、

三氟乙酸
、

三氯乙酸等

酸性介质 中的水解产物
。

结果和讨论

流动相组成对分离的影响

前出峰
,

脱氧腺昔提前到 � 个组分之前出峰
。

当

流动相 � 换成流动相 � 时
,

腺嚓吟和鸟凛吟的

厂值变化较小
,

胸腺嗜咙的 �� 值略有增加
,

胞

啼淀的 �
,

值明显增加且与胸腺嗜陡的 �’值相

等
,

两者不能分开
。

相比较
,

流动相 � 体系分离效果最好
。

当磷

酸二氢钾缓冲液浓度在 �
�

�� 一 �
�

�� � � � � 内
,

� � � �
�

� 时
,

各组分基本达到基线分离 �图 � �
。

�
�

�

丈 � � 卜 � ��

�����
���

么么么
里巨呵成成

图 � �。组分混合样色谱分离图

� � �

流动 杆�

图 � 流动相组 成对组分 �
,

值的影响

流动相 � 为 ��
·

� � 一 ’

甲醇
一。

�

�� � �� � � 磷酸二氢

钾缓冲体系 � � �
�

� � 流动相 � 为 ��
·

� �� 一 ’甲醇
一 �

�

��

� � � � 磷酸二氢按缓冲体系 � � �
�

� � 流动相 � 为 ��
·

� �� 一 ‘

甲醇
一 �

�

� � � �� � � 磷酸二氢钾缓冲体系 � � �
�

� � 流动相 � 为

� �
·

� � 一 ’

甲醇
一 �

�

� � � � � � 三氯乙酸缓冲体系 � � �
�

� �

柱温 � � � 流速 �
�

���  � �� ��

用梯度淋洗的方法
,

选用 � 种不同组成 的

淋洗液
,

比较流动相组成对 �
‘

值的影响
。

实验

结果示于图 �
。

由图 � 可以看出
,

改变流动相组成
,

对某些

组分的保 留值会 产生明显影响
。

以流动相 � 与

流动相 � 比较
,

对胞崛淀和胸腺嚓陡的厂值无

大 影响
,

而对其 它组分 的 �’值都 产生一 定影

响
。

如
�

鸟嗦吟的 �
‘

值明显降低
,

脱氧鸟昔和

脱氧胸昔的 �
‘

值略有升高
,

而影响最大的是腺

嗓岭和脱氧腺昔
,

二者 �
‘

值显著降低
,

并使出

峰顺序发生 了改变
。

腺嚓吟提前到 � 个组分之

�
�
 流动相流速

、

梯度及 pH 对 K
‘

值的影响

实验结果表明 (图 3)
,

随着流速的增加
,

K

‘

值减小
。

流速在 0
.
5一1

.
5 m l/m in 范围内

,

流速

增大
,

K

‘

值变化较大
,

各组分的分离越趋完全
。

当流速在 1
.
5一2

.
0 m l/ m in 范围内

,

厂值随流

速变化很小
,

各组分 的分离较为满意
,

因此实

际选择流速为 1
.
5 m l/ m in

。

随着流动相梯度增大
,

甲醇浓度升高
,

使

各个组分的厂 值下降
,

并且对各组分的保留行

为有一定影响 (图 4)
。

当梯度在 0
.
5%

·

m i
n 一 ‘

和 1% m in
一 ‘

时
,

腺嗦吟和脱氧腺昔 刚能分辨
,

其它组分能完全分开
。

但出峰时间太长
,

色谱

峰太宽
。

当梯度在 3%
·

mi

n 一 1

时
,

各组分分离

情况最好
。

流动相的 pH 值变化
,

会对组分 刃值产生

影响
,

这种影响
,

在很大 程度上取决于各组分

的 pK 值
。

由于各组分的 pK 值不同
,

因此 pK

值变化对各组分的保留行为会产生不完全相同

的影响
。

对于碱基
、

胞 啼陡
、

鸟呼吟和 腺嗦吟
,

其

pK 分别为 4
.
45

、

3

.

20 和 4
.
15
.
因多数碱基的

pK 均在硅胶填料的一般工作范围 (2 一7) 之外
,

因此 pK 的作用很小
。
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由图 6可见
,

氯化钾
、

磷酸二氢钾溶液在误

差允许范围内浓度变化
,

对各组分的 K’值基本

无影响
。
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图 3 流动相流速对 K
‘

的影响

1. 腺嗦吟(A ) 2
.
腺昔 (A

‘
) 3

.

胸昔(T
,

) 4

.

鸟昔(G
‘

)

5

.

胸腺崛吮(T ) 6. 鸟嚓吟(G ) 7. 胞啼吮(C )

图 4
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组分 厂值随流动相梯度的变化

2
.
腺昔 (A

‘
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.

胸昔 (T
‘
) 4

.

鸟昔 (G
,

)

5

.

胸腺 崛吮(T ) 6
.
鸟嚓吟 (G ) 7

.
胞哦咤(C )

本实验流动相 pH 从 3
.
0 到 7

.
0 之间变化

,

其 A
、

T

、

G

、

C 的 K
,

值变化见图 5
。

由图 5 可见
,

当流动相 pH 在 4
.
。一6

.
0 范

围内变化时
,

A

、

T

、

G

、

C 4 组分 的 K
‘

值变化不

大
,

且相互分离也比较满意
。

3

.

3 柱温对分离的影响

温度变化对 厂值影响较大
,

在 25 一so C 之

间
,

随温度升高各组分的 K’值明显降低
。

当温

度升至 50 ℃ 时
,

某些组分就不能分开
,

如腺嗦

吟和脱氧腺昔
,

胸腺嚓陡和脱氧鸟昔都分不开
。

在 25 一40 ℃范围内
,

一般分离都比较满意
。

3

.

4 盐浓度对分离的影响

4·

。。一几茄一万流万下布下刃丽一下
二

P l l

图 5 流动相 pH 值对 刃值的影响
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,
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)
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鸟嗦吟(G ) 7
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3
.
5 盐酸

、

甲酸
、

高氯酸
、

三氯 乙酸
、

三 氟乙

酸水解 D N A 的碱基回收

D N A 的水解步骤为[’]
:
分别取 100 m g 的

D N A 和 10 m ol /L 相应的酸性介质
,

在 100 ℃下

安培瓶内密封
,

分别加热 10
、

2 0

、

4 0 和 60 m in
。

其碱基含量结果列于表 1
。

在盐酸的情况 下
,

1

m ol /
L 盐酸水解的碱基 回收效果优于 0

.
1 m ol /L

的盐酸
。

但无论哪种盐酸浓度
,

都是在 20 一40

m in 的水解时间范围为最好
。

过长 的水解 时间

会导致某些 自由碱基回收率的降低
。

其中腺嗓

吟的降低最为明显
。

故本实验中 D N A 在其它酸

性介质的水解时间均不超过 40 m in
。

从表 1所得结果可以看 出
,

盐酸介质可以

得到较高的胸腺嗜咤回收
,

而三氟 乙酸及 甲酸

可以获得较高的鸟嚓吟的回收率
,

但其它 自由

碱基的回收率则不如另外几种酸介质
。

3. 6
M

N U 与 D N A 的加合产物的水解

选择 1 m ol /L 盐酸介质进行 M N U 与 D N A

的加合产物水解效率的研究
。

表 2 给出了 M N U

与 D N A 的加合产物 (一种重要的 D N A 烷基化

产 合物)在 l m ol /L 盐 酸介质下水解的分析结

果
。

表明
,

M
N U

一

D N A 加合产物的碱基与水解

时间的关系很大
。

水解 时间太长对修饰碱基的

回收不利
。

20
m in 水解时间可以得到较好的

回收 率
。
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图 6 盐浓度对 K’值的影响
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表 1 D N A 在酸性介质中水解的 H PL C 分析结果

介 质
时间

(m in )

胞啥吮

(C )

鸟嚓吟

(G )

胸腺啥陡

(T )

腺嗓吟

(A )

0.1 m ol/L H C I(100℃ ) 4 3
.
5 8 0

.
9

: : : ::
{
{6968一955070

4020

39一9689

1
.0 m ol/L H C I(100℃ )

7 1
.
4

亡d00

79一929899

溉 100.4

4只UtIO山.

…
J斗gdn乙,1

O
曰
1
Cjtz

9 1

.
7

1 1

.

8

4 5

.

6

6 8

.

5

.6

…8
77一9245957990一89

41
.
1

99
.
9

69
.7

60一204060一40404040

10 m ol/L 高氛酸 (100℃ )

7 m o l/L 三抓 乙酸 (100℃)

s m o l/L 三氟乙酸 (155℃)

1 0 m ol/L 甲酸(175℃)

表 2 水解时间对碱基回收的影响
”

水解时间(m i
n )

碱 基

—
20607一

M G 1

.

6 0

.

2

G 1

.

8 0

.

9

A 2

.

6 1

.

1

C 1 2

.

0 2

.

6

T 1 3 2 3

.

1

1) 以峰高表示
,

1 m ol / L 盐酸介质

4 小结

D N A 及其致癌 加合产物 M N U
一

D N A 水解

产物在甲醇
一

磷酸二氢盐流动相体系下可以获得

好的 H PLC 分 离
。

H P L C 的分析结果 表 明
,

D N A 在所研究的 5 种酸性介质
:
盐酸

,

高氯酸
,

三氯 乙酸
,

三氟乙酸和 甲酸中
,

盐酸介质 (0.

1一1
·

0
m

o

l
/

L

、

2 0一40 m i
n
条件下 )

,

可 以得到

最好的碱基 回收率
。

M
N U 与 D N A 的加合产物

在 1 m ol /L 盐酸介质中
,

20
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