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摘要 本文论述了质谱在生物大分子 ��� � 及蛋白质�加合物研究中的应用
。

讨论了烷基加合物
、

�� � 加合物
、

胺类加合物
、

蛋白加合物等方面的应用结果及特点
,

同时评述了质谱法的新进展电喷雾电离质谱技术�� �� ���

在鉴别蛋白质加合物方面的某些成功例子
。

结果表明 � �� �� 在生物大分子加合物的研究方面将会带来更多的

新结果
。

关被词 加和物
,

质谱
,

生物大分子
。

化学因素致癌与致突的分子生物学重要依据是

� � � 暴露在化学诱变剂下
, � � � 上碱基与这些致癌性

化学诱变剂 �直接或在它们代谢活化后 �发生相互作用

后受到修饰而又得不到体内修复系统修复时就有可能

导致 � � � 双链上互补碱基对的误配
,

以致于最后表达

形成突变及癌变
‘

研究表明
,

化学致癌物通常是亲电性

化合物
。

� �  碱基杂环上的 �
、

�
、

� 等杂原子除了 � ,

一� 键与核糖相连外
,

其余的都能与化学诱变剂形成相

应的 � � � 化学诱变荆加合物
。

其有关碱基可能产生修

饰衍生化的部位示于图 �
。

·

体外试验表明
,

不同的部位

的加合物有着不同的生物毒性
。

�、洲����人��俐
�

�
�

�
议朴�

�了���

�
� � � �

部位为

易烧羞化部位

� 、�
、� 部位为

岛偏甚化部位

�
�

吟 ��
‘

一�
� � �及 � � 一腺嗦吟上 ��

� 一� � �的修饰是造

成细胞中毒及死亡的主要异构体川
。

前者会阻碍 � � �

聚合酶的功能图
,

后者会造成互补碱墓对的误配
,

例

如
,

� �一�‘ 不再与胞喻吮配对
,

而与胸腺啼咤配对
。

由前所述不难看出
,

弄清化学诱变剂在 � � � 碱基中的

具体修饰部位及分布
,

对于深入了解它们的有关致癌途

径和机制是十分重要的
,

也是当前分子毒理学
、

流行病

学非常关注的内容
。

为此发展了几种分析 � � � 加合物

的重要方法
�

免疫检验法 �� 
、

荧光检验法阁
、

以及�� � 后

标记法闹
。

但是
,

这些方法在定性方面缺少结构专一

性
,

无法鉴别由人体 � � � 分离的加合物图
。

而在现代

发展的各种分析技术中
,

质谱法在定性鉴别方面却能起

着这种独一无二的重要作用
。

它的强有力的定性能力和

极高的灵敏度使它成为当前唯一能在最少样品量情况

卞获得重要分子量和结构信息的工具
,

在这一点上它是

其它任何方法所无法比的
。

当它与诸如气相色谱
、

高效

液相色谱和毛细管电泳这样重要的分离技术结合在一

起时
,

它就能给出非常有价值的异构体组分可靠信息
。

所以
,

最近儿年
,

随着致瘤
、

致突研究的深入
,

�� 技术

已越来越广泛地受到重视
,

并且一些著名学者对此进行

了专门评述〔卜 ’。〕。 本文限于篇幅关系
,

权就近年来 ��

技术在致癌
、

致突方面的应用研究中较重要的发展烤况

进行综合评述与讨论
。

�
、
� 气�’ 部位为

肠炸甚化郁位

�

�
、� � 部位为

肠姚谷化娜位

� 烷基化加和物

质谱法在分析修饰的脱氧核普的最早的应用是确

定甲基在脱氧核昔上的取代位置
。

� �� ��� 和 ��� � ��� 〕根

据质谱数据确定了 �
一

甲基化的 � � 一

修饰的异戊烯
一

烷基

图 � �
、

�
、

�
、

� 可能产生修饰的部位

现 已发现在 � � � 鸟嗦吟烷化产物 中
,

以 � ‘
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化腺嗦吟 �� � �� 衍生物异构体 �图 � �
,

其核糖部位的甲

基化可以通过核酸或脱氧核糖基的内部断裂途径来确

定呻口
。

而碱基和脱氧核糖基 甲基化则可由甲基质量丢

失后的离子〔� �〕
�
区分

。

加� ��� 等人用此法鉴别了一

种新的甲基化产物
,

即 � � 一

甲基胸腺核昔
,

它是 �
一

甲基
一
�

一

亚硝基脉 ��
�� � �与胸 昔 �� � �� �反应 的次 要产

物〔‘�〕。

� �� � � �� 等人〔“〕用同位素稀释法分析了 �
�� �

与小牛胸腺 � � � 甲基化反应后的甲基化脱氧核昔
。

他

们将 � � � 烷化 � �
,

然后透析 �� �
,

加入标记内标物并

将 � � � 酶解消化 �� �
,

变成脱氧核昔
,

用 � � �� 将各

组分分开
,

收集馏分
。

除去馏分中的离子对试剂
,

用化

学电离源质谱法 ��� ��� 分析鉴别
。

反应气体为异丁烷
,

实验未能观察到分 子离子
。

采用了 � �芬的比率进行处

理叭〕。

� � 一

甲基脱氧鸟昔 ��
‘一

� � � �� �无法定量
。

用低能

量对 �� 才进行活化碰撞可得到相当清晰的谱图
,

不过
,

定量的问题仍然没有解决
。

脱氧腺昔类化合物中只有腺

嗓吟烷化时的次要产物 � , � � 进行过考察
,

而主要产物

� � �� 和 � , � � 都不稳定比〕
。

由于透析时被丢失
,
�
一

甲

基鸟嗓�令��
一

�
� � � � �占甲基化总量的 � � 仁, ‘�。 � � � � �和

�� �� �
� � 用 电子轰击质谱法 �� �� � �和 � �� � 相当广泛

地研究了经烷化致癌物处理过的 � � � 所分离出来的被

修饰的核酸组分�� 
一 �� 气 鉴别出 �

一

丙炔 内脂 �� ��� 的胞

崛 咤 ���� �加合物
。

当 ���
碑

与小牛胸腺 � � � 反应 时
,

只鉴别出碱基加和物 �
一

��
一

梭乙基 �胸嘀睫 ��
一

� �� �
,

这

正是 �
一

��
一

梭乙基�脱氧胸昔 ��
一

�� �� � �� 的水解产物
。

��� 与 � � �� 反应时
,

观察到了 � � ����� 图 ��� 和 � � �

顺式 ��
一

梭乙基 ��� �� ��
,

� � 一� � � �� �� � �图 �� �
。
�
一

� � �

在 �� � � 或 �� � � 条件下
,

裂解为胞啼睫和丙烯酸
。

�
,

� � 一� �� � � 州 的检出是很有意义的实验结果
,

它首次报

道了 � � 在 � � � 碱基的环外原子上进行烷化
、

�

瑞
�

�。一

�
一 �� �

力
�

��

州
图 � 结构图

�� � �
一
��

一

梭乙基 �胸嗜吮 ��
一
�� � ��� �

�� � � �

顺式 ��
一

狡乙基 �胞啼吮 ��禅�“
,

� 、一� �� � � �� �

� 一� ��,
� 、 � � 。 丫井�

杆�

� � �

� � �

气了
�

技

、
�,

� � � � �

��� �

图 �

� � � � � �

异戊烯
一

烷基化腺漂�令�� � ��

衍生物异物体

� � � � 加和物
一卜户 � · 一 、

由 �� � 这类比较复杂的致癌物得到的核昔致瘤物

加 合 物也 曾用 电子轰 击 电离源 �� �� 进行过研 究屯

� � � � � � 等人
�艺� ,
用高分辨 � ��� 和全甲基化或全硅烷化

衍生物
,

以及低分辨场解吸质谱法 ��� � �� 鉴别了 �� �

代谢物
,
�

,
�
一

二轻基
一
�

,

��
一

环氧
一
�

,
�

,
�

,

��
一

四氢
一

�� �

与小牛胸腺 � � � 反应得到的 � 个微克级加合物
。

由于

致癌物的代谢物被假定为 � � � 双醇环氧 ��
� �� �

,

所以

碱基的鉴别(而不是取代位置 )可以由所观察到的每个

加合物质量推测出来
。

但是精确的质量确认被用来鉴别

碎片离子的元素组成
。

根据 V
onM inden 和 M eC losky 提

出的 甲基碱基的碎裂途径就能指出特定的碱基来伽〕
。

最后根据全氛化甲基化作用来验证所增加的甲基基团

数 目
,

从而确认元素组成
。

用 dA de 全甲基化衍生物的

数据来说明典型的碎裂过程
。

分子离子出现在 m /z 63 7

处 (C
36H 300 6N S)[, , 〕

。

m /

2
6 0 5 和 574 处的离子是失去 i

个和 2 个甲醇基团所致
。
而失去 1个或 2个甲醇基团和

脱氧核糖而给 出 m /z 461 和 430 的离子
。

在 m /z 149

(C oH 7N S)处的 1个相应于单甲基腺嚓吟(A d
e)的强峰和

1 个 m /
二

1 2 9 ( e
o
H
3
N

‘
) 的离子(由于失去 eH

‘
N )被用来

做为碱基基团的特征
。

同时还观察到了由于致癌物
一

碱

基键断裂而形成的三 甲氧基四氢
-B‘P 韵离子

。

Ba
P 取

代位置是 由含有单个氮原子的烃碎片(C
Z,

H1

3
N ) 推断

的
,

尽管这个离子很弱
,

可以推断这是因为在同一部位

断裂生成的碳铂离子的稳定性的缘敌
,

它的存在可以表

明 A d
e
的环外氮 (N

。
)的取代

。

在用 T M S 基团衍生化后

可以得到类似的结果
。

根据 B
aPE 与 c

一

10 的亲核试剂

反应的报告 抓2川
,

该结构被确
一

认为 10
一
好脱氧腺呼岭

一
N
。-
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花[
37〕

图 4 1仆 (脱氧腺嚓吟
一
N

6 一 y l关7, 8 ,

9

-

三梭基
一
7

,

8

,

9

,

10

一

四氢
:
Ba P

y l)
一
7

,

8

,
9
一

三羚基
一
7

,

8

,
9

,
2 0

一

四氢
一

B
a
p ( 图 4)

。

精确的质量数据可以鉴别致癌物 B
aPE 与 D N A 反

应中生成的其它加合物
,

包括 C yt 衍生物
,

这是 P A H

致癌物和 D N A 间的反应形成物 A d
e
或 Cyt 碱基的修饰

的首篇报道
。

研究 D N A 加合物的最新进展是用毛细管

区带电泳
—

动态 F A B 串联质谱法鉴定D N A 加成物
。

毛细管电泳是一种强有力的分离技术
。

当它与动态快原

子轰击串联质谱仪系统联用时
,

可以对许多低于 Pg 级

的被分析物得出结果
。

可在 nl 进样水平下获得可用质

谱图
。

这样就有可能在生理意义水平上 (从 Pg 一 ng 水

平)分析生物基质中的活性物质
。

有实验研究了一些由

于 PA H 和氨基
一

P A H 复合物结合到脱氧鸟昔形成的加

成物
。

3 芳胺加和物

芳胺致瘤物主要是经过代谢后生成 N
一

经基代谢

物
,

后者与细胞的 D N A 发生反应生成 D N A 加和物
。

有关 N
一

经基代谢物(N
一

轻基芳胺)与核昔和 D N A 反应

生成的脱氧核昔加和物 已有不少人做过 EI M S 和 CI M s

研 究
。

所研究的加和物 衍生化成 T M S 衍 生物后用

E IM S 分析其分子量加以证实
。

K

a

d l

u

b

a r

等人〔30〕用此法

鉴别了 D N A 与N
一

轻基
一
1
一

蔡胺反应生成的鸟嗦吟O6
一

芳

胺化和 0
6一
芳基化产物

。

同时还鉴别了鸟嚎吟和腺嗓吟

分别与 N
一

羚基
一
2
一

蔡胺作用后生成的 N
Z一
和 N 。一

芳基化

产物〔川
。

同样
,

E d w
a r

d
s

等人[
3“」用类似的 E xM s 观察了

1一硝基蓖和 1一氨基花的不同代谢中间体卿〕
。

类似的测

定有
一

N

一

甲挤
一

4

一

氨叠氮苯吮
一 3到 . 联苯胺哪气 以及 1

一

硝基
、

4 致癌物
一

蛋白质加合物

近年来癌症流行病学家开始把致癌物造成的生物

体损伤计量的注意力集中在与蛋白质的加合上
。

其主要

原因是这些致癌物所造成的 D N A 变化在定量上十分困

难
,

一则是其 D N A 加合物水平很低
,

而且体内对这些

D N A 的变化有一定的修复作用
,

再加上细胞对之又有

稀释作用从而造成体 内D N A 加合物的分析 半较困难
,

特别 是 在各种不 同的 靶器 官 中更是 如此
。

由 La rs

抓re
nbe rg 及其合作者提出了一种用致癌物与蛋白生成

的加合物来模拟和反映致癌物 D N A 加合物的水平[ae 从

因为能与 D N A 上亲核部位反应的亲电物质也与其官分
子如血清蛋白或血红蛋白上的亲核部位进行反应

。

在最

理想的情况下
,

这种蛋白质加合物的水平能与 D N A 加

合物的水平形成一定的比例关系
,

从而可以用作为一种

相对危险性的指标
。

许多研究表明
,

它对于测量活性致

癌物的相对暴露是一个很好的方法
。

这是由于许多蛋白

的转化相当慢
,

故而能提供在长周期(数周琴数月)低暴

露水平下的整个情况咖〕
。

以 H b 为例
,

它在人体中的寿

命大约为 12O d 左右
,

故能反映出 4 个月内在活性致癌

物暴露下的累计情况
。

H b 在血液中含量甚大
,

这对采

样不会造成什么困难
。

芳胺与 H b 的加合
,

·

是此法成功

得到应用的例证之一
。

许多芳胺对人和动物均有致癌作

用
,

并能与 H b 生成其它加合物
。

芳胺与 H b 的反应是

通过细胞色素P 450 氧化为经胺f 随后经氧络血红阮生

成芳香 c
一

亚硝基化合物
。

后者与 H b 半耽氨酸反应并重

排生成硫胺化合物
,

其典型加合物水平为每 9 H b 含有

数 p“ol 加合恤
.
。

然而我们仍然很难对加成了的 H b 本

身进行定量
,

需要进一步对之进行水解释放出原始的游

离胺
,

然后用五氟丙酸配丈pfP
a)衍生化

,

其衍生物可用

(G C /M S)负离子化学电离法(N IC I)定量 (见图 3b)
,

这

种方法测定表明
,

吸烟者体内的 H b
一

氨基联苯加合物水

平比不吸烟者高
。

收集吸烟者的胎儿血液中的 4
一

氨基

联苯 H b 加合物水平也增高
。

多环芳烃与H b 的加合是通过致癌物与蛋白加合来

研究致癌物对人体损伤的又一成功示例
。

某些人群中
,

反
一

苯并(
a)花二醇环氧化物[anti

一

b
e n

zo (
a
) p y re

n e
d i

o
l

即ox id
e〕的分析就是最常见的应用例子

。

在此应用中
,

H b

一

七的梭酸基团被 PA H
s
的环氧和二醇式环氧代谢物

烷化成醋类
,

然后水解为相应的醇而成为非常适合于人

体中P A H
一

蛋白加合物的定量化合物
。

这些方法主要用

来定量那些 已知的加合物或怀疑它是杏由于暴露在某

种致癌物后而会生成的某种加合物
。

对完全未知的加合
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物来说
,

仍然有一定困难
。

主要是由于全谱扫描灵敏度

比单离子检侧(SI M )低得多
,

故而无法进行全谱定性
。

曾有人报道成功地通过 G C
,

H
PI

J

C 和 M S 相结合的方

法鉴别
一

了H b 加合物铆二。

S Pr in ge

r

等人阳 」最近报道了用电喷雾电离质谱法

(
Es 洲S)鉴别血红蛋白丙烯酚胺加合物的某些成功结

果
,

它们将血红蛋白加合物从蛋白质土断裂下来
,

然后

用衍生化和 G C /M S 方法鉴别其物类
。

该方法采用了电

喷雾电离技术测定丙烯酞胺与纯人体血红蛋白(A O 型 )

形成的加合物
。

血红蛋 白用反相高效液相(H P LC )分离

并给出放射性标记结果
。

E
SI M s 测得结果是有 3 种主

要加合产物
,

其中一个的质量数比丙烯酞胺大 71
,

而另

外 2个分别增加 102 和 135
。

应该说明
,

致癌物与蛋白质形成加合物的情况并不

总是反映致癌物与 D N A 进行加合的相似性哑
’

433

。

也就

是说它并不是一种普遍存在的关系
。

然而
,
尽管如此

,

它在许多研究中的确获得了重要的结果
,

从而正在进一

步受到癌症流行病学及毒理学家们的重视
。

_
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