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  摘 要:目的 建立快速高效的液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)用于测定小鼠尿液中RNA氧化标志

物8-氧化鸟苷(8-oxoGsn)水平。方法 小鼠尿液37
 

℃孵育离心后,用70%甲醇溶液(含30%
 

10
 

mmol/L
 

醋

酸铵)1∶10稀 释 尿 液 上 清,加 入 同 位 素 内 标 [13C,15N2]8-oxoGsn,用 Agilent
 

ZORBOX
 

SB-Aq色 谱 柱

(100
 

mm×3
 

mm,1.8
 

μm)分离,以含0.1%甲酸的10
 

mmol/L醋酸铵水溶液及甲醇溶液为流动相梯度洗脱,
柱温35

 

℃,流速0.3
 

mL/min,进样量5
 

μL,电喷雾离子源正离子模式,多反应监测。结果 8-oxoGsn响应和

水平的线性关系良好,R2 为0.996,定量检测限为0.25
 

ng/mL,加标回收率86.21%~112.56%,基质效应为

-5.01%,日内和日间变异系数分别为3.38%~7.17%、2.74%~9.52%,满足生物样品的分析要求;小鼠尿液

检测结果显示C57小鼠对乙酰氨基酚(APAP)处理组8-oxoGsn水平明显高于C57对照组(P<0.01);乙型肝

炎病毒转基因(HBV-Tg)小鼠 APAP处理组8-oxoGsn水平明显高于 HBV-Tg小鼠对照组(P<0.001)。
结论 建立的LC-MS/MS灵敏度高,准确可靠,适用于小鼠尿液中8-oxoGsn水平的测定。
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  活性氧簇(ROS)作为机体各系统和器官中氧化

还原反应的中间代谢产物,其产生和清除处于动态平

衡,但当机体受到有害因素刺激或处于病理状态时,
ROS水平增加,体内氧化和抗氧化系统失衡[1-2]。由

于RNA分子大多是单链,修复机制不完整,更易受到

氧化应激的影响[3]。RNA氧化损伤与多种疾病的发

生密切相关[4-11]。8-氧化鸟苷(8-oxoGsn)是常见的

RNA氧化碱基,是公认的定量氧化性RNA损伤的生

物标志物[12-15]。目前8-oxoGsn常用的检测方法包括

酶联免疫吸附试验(ELISA)[16]、电化学法(ECD)[17]、
气相色谱质谱法(GC-MS)[18]、高效液相色谱-串联质

谱法(LC-MS/MS)[19-20]。本研究建立了一种高灵敏

度、高特异度的LC-MS/MS,用于定量检测小鼠尿液

中的8-oxoGsn,以期为人尿液中RNA氧化损伤标志

物检测方法的建立提供参考。
1 材料与方法

1.1 材料来源 雄性SPF级C57BL/6小鼠、乙型肝

炎病毒转基因(HBV-Tg)小鼠,5~9周龄,体质量

24~30
 

g,由北京维通达生物技术有限公司提供。所

有小鼠严格遵守首都医科大学动物伦理和福利相关

规定(伦理批件号:AEEI-2021-257)进行动物实验。
1.2 仪器与试剂 Agilent

 

6495三重四极杆质谱、
Agilent

 

1290
 

型超高效液相色谱仪(美国 Agilent公

司);Centrifuge
 

5425R
 

型高速离心机(德国 Eppen-
dorf公司);BSA224S

 

型微量电子天平(德国Sartori-

us公司);XMTD-6000电热恒温水浴锅(中国长风公

司);MS3
 

digital
 

型涡旋混匀仪(德国
 

IKA公司);实
验用水为 Milli-Q

 

Advantage
 

纯水仪(美国
 

Millipore
公司)制备的超纯水(18.2

 

MΩ·cm);PB-10酸度计

(德国
 

Sartorius公司);8-oxoGsn、同位素内标(IS)
[13C,15N2]8-oxoGsn(加拿大TRC公司);甲醇(色谱

纯,美国 Thermo
 

Fisher公司);甲酸、醋酸铵(美国

Sigma-Aldrich公司)。
1.3 方法

1.3.1 标准溶液配制 称取8-oxoGsn标准品,用
50%甲酸水溶解,配制成质量浓度均为1

 

mg
 

/mL的

单标储备液。用纯水稀释配制成7个浓度的标准溶

液及低、中、高3个浓度的质控溶液,标准曲线浓度为

0.5、2.5、5.0、12.5、25.0、50.0、100.0
 

ng/mL。质控

浓度 为 2.5、12.5、100.0
 

ng/mL,IS 浓 度 为 100
 

ng/mL。
1.3.2 色谱条件 色谱柱:Agilent

 

ZORBOX
 

SB-Aq
色谱柱(100

 

mm×3
 

mm,1.8
 

μm),流动相A相为10
 

mmol/L醋酸铵水溶液(含0.1%甲酸),B相为纯甲

醇;梯度洗脱程序(7
 

min):起始10%B,0~2
 

min
 

45%B;2~5
 

min
 

95%B;5~6
 

min
 

95%B维持;6~7
 

min
 

10%B,流速为0.3
 

mL/min,柱温35
 

℃,自动进

样器温度4
 

℃,进样器体积为5
 

μL。
1.3.3 质谱条件 采用Agilent

 

6495三重四极杆质

谱,电喷雾电离(ESI)正离子模式,
 

MRM,
 

Nebulizer
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20
 

psi,Gas
 

Flow
 

14
 

L/min,Sheath
 

Gas
 

Temp
 

250
 

℃,Sheath
 

Gas
 

Flow
 

11
 

L/min,Capillary
 

3
 

000
 

V,Nozzle
 

Voltage
 

1
 

500
 

V。
1.3.4 尿液样本处理 将冻存的尿液在37

 

℃下孵

育5
 

min,使其完全解冻,4
 

℃
 

12
 

000×g离心5
 

min。
取20

 

μL
 

尿液上清液加入180
 

μL
 

70%甲醇溶液[含
70%甲醇和30%

 

10
 

mmol/L
 

醋酸铵(pH
 

3.7)的溶

液]以获得(1∶10)稀释尿液。混匀后加入20
 

μL浓

度为100
 

ng/mL的IS[13C,15N2]8-oxoGsn,涡旋混匀

2
 

min,4
 

℃
 

12
 

000×g
 

10
 

min
 

离心,取100
 

μL上清液

于内衬管中用于LC-MS/MS分析。
1.3.5 尿液样本处理 本实验使用C57BL/6小鼠、
HBV-Tg小鼠两组小鼠作为研究对象,共计20只小

鼠参与实验。其中,C57小鼠分为两组,每组5只,1
组为对照组,另1组注射对乙酰氨基酚(APAP);
HBV-Tg小鼠也分为两组,每组5只,1组为对照组,
另1组注射 APAP。应用建立的方法对小鼠尿液样

本中8-oxoGsn水平进行测定,小鼠禁食12
 

h后,腹腔

注射300
 

mg/kg的 APAP,用 于 构 建 C57小 鼠 和

HBV-Tg小鼠的肝损伤模型,6
 

h后留取尿液。
1.3.6 质谱条件优化 使用1

 

μg/mL的标准品溶

液,流速0.30
 

mL/min,对8-oxoGsn的质谱参数进行

优化。选择 ESI源,在 MRM 模式下对8-oxoGsn、
[13C,15N2]8-oxoGsn的母离子、子离子及碰撞能量逐

一优化。
1.3.7 色谱条件优化 本实验选用 Agilent

 

ZOR-
BOX

 

SB-Aq色谱柱(100
 

mm×3
 

mm,1.8
 

μm),对梯

度和等度不同流动相体系优化。
1.3.8 标准曲线和检出限 连续稀释标准品,在
0.5~100.0

 

ng/mL浓度范围内构建7个校准点的标

准曲线。以8-oxoGsn与IS的峰面积比值(即响应)
为纵坐标,以8-oxoGsn的浓度为横坐标作标准曲线,
通过调整加权因子1/X或1/X2(X是分析物的浓度)
分析校准。
1.3.9 样品加标回收率 合并3个小鼠尿液样本混

合均匀并分为两组。在测定该样品的同时,取另一份

加入2.5、12.5、100.0
 

ng/mL的标准品并进行测定,
每一浓度平行操作6份。加标回收率计算方法为P=
(加标试样测定值-试样测定值)/加标量×100%。
1.3.10 基质效应 IS峰面积的相对变化归因于基

质效应,反映了尿液基质导致待测物提取损失和离子

抑制。根据6份尿液样品中IS的平均峰面积与6份

水样中标准品的平均峰面积之比计算基质效应,计算

公式为(1-尿液中IS峰面积/水中IS峰面积)×
100%。
1.3.11 精密度 通过重复测定低、中、高浓度的3
份尿液样本中8-oxoGsn水平来确定精密度。每一样

本平行操作6份,1
 

d内进样6次以获得日内检测结

果,3
 

d重复进样获得日间检测结果,并代入线性回归

方程计算浓度。精密度计算方法为变异系数(CV)=
标准偏差(SD)/计算结果的算术平均值(X)×100%。
1.3.12 小鼠尿液样本检测 应用建立的方法对小

鼠尿液样本中8-oxoGsn水平进行测定,小鼠禁食

12
 

h后,腹腔注射300
 

mg/kg的对APAP,用于构建

C57小鼠和 HBV-Tg小鼠的肝损伤模型,6
 

h后留取

尿液。
1.4 统计学处理 数据使用GraphPad

 

Prism
 

8.0进

行统计分析和制图。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,组间比较采用非配对t检验,P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 方法学的建立与优化

2.1.1 质谱条件优化 在ESI正离子模式下,8-ox-
oGsn、[13C,15N2]8-oxoGsn都可以获得强度较高的

[M+H]-准分子离子峰,在二级质谱高碰撞能量下

获得丰度较高的子离子。8-oxoGsn以300.0
 

m/z为

母离子,以167.8
 

m/z为子离子,这是核糖部分丢失,
或与CO一起丢失所致,碰撞电压为15

 

V;[13C,15N2]
8-oxoGsn以303.0

 

m/z为母离子,以170.8
 

m/z为子

离子,碰撞电压为20
 

V。
2.1.2 色谱条件优化 流动相 A相为10

 

mmol/L
醋酸铵水溶液(含0.1%甲酸,pH

 

3.7),B相为纯甲

醇,采用梯度洗脱时,检测物的峰形良好,具有较高灵

敏度,见图1。醋酸铵的加入极大地提高了离子响应,
本方法分析时间可以缩短到7

 

min。

  注:A 为甲醇-水溶液,B为甲醇-10
 

mmol/L醋酸铵水溶液(含

0.1%甲酸,pH=3.7)。

图1  8-oxoGsn、[13C,15N2]8-oxoGsn的色谱图

2.2 方法学验证

2.2.1 标准曲线和检出限 在0.5~100.0
 

ng/mL
浓度范围内8-oxoGsn相对响应和浓度的线性关系良

好,线性方程为Y=0.008
 

442X+0.001
 

668,R2=
0.996

 

8,最佳加权因子为1/X2。以信噪比S/N=

·011· 国际检验医学杂志2024年1月第45卷第1期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2024,Vol.45,No.1



3∶1时对应的浓度确定本方法的检出限为0.25
 

ng/
mL。见图2。

图2  8-oxoGsn的标准曲线

2.2.2 样品加标回收率 低、中、高浓度的加标回收

率分别为86.21%、112.56%、94.74%,满足生物样本

的分析要求。
2.2.3 基质效应 尿液基质效应为-5.01%。基质

效应为负值,说明被8-oxoGsn尿液基质中离子增强。
2.2.4 精密度 8-oxoGsn的日内和日间CV 分别为

3.38%~7.17%、2.74%~9.52%,见表1。小鼠尿液

样品中8-oxoGsn的精密度良好。表1结果符合生物

样品测定要求,均在可接受范围内。
表1  小鼠尿液8-oxoGsn日内和日间精密度

样本

日内(n=6)

x±s
(ng/mL)

CV
(%)

日间(n=6)

x±s
(ng/mL)

CV
(%)

1 3.47±0.25 7.17 3.59±0.34 9.52

2 31.36±1.57 5.02 32.89±1.60 4.87

3 85.92±2.90 3.38 81.90±2.24 2.74

2.2.5 小鼠尿液样本检测 用 APAP处理后,C57
小鼠APAP处理组8-oxoGsn水平[(51.44±2.18)
ng/mL],明显高于 C57小鼠未处 理 组[(41.06±
5.33)ng/mL](P<0.01);HBV-Tg小鼠APAP处理

组8-oxoGsn水平[(78.63±12.05)ng/mL]明显高于

HBV-Tg小 鼠 未 处 理 组[(45.34±3.70)ng/mL]
(P<0.001),见图3。

  注:C57小鼠未处理组与 APAP处理组比较,**P<0.01;HBV-

Tg小鼠未处理组与APAP处理组比较,***P<0.001。

图3  LC-MS/MS检测小鼠尿液中8-oxoGsn水平

3 讨  论

本研究基于靶向LC-MS/MS建立了小鼠尿液8-
oxoGsn水平的检测方法,并进行了方法学验证。使

用Agilent
 

ZORBOX
 

SB-Aq色谱柱,ESI离子源,流
动相中醋酸铵的加入,在正离子 MRM 模式下提高了

离子化效率,改善了峰形。而过高的醋酸铵则会抑制

目标物的离子化且损伤液相系统,前期实验表明10
 

mmol/L醋酸铵效果最佳。使用0.1%甲酸将液相

pH调节至3.7,以抑制溶质离子化,获得对称的色

谱峰。
已报道的LC-MS/MS大多使用固相萃取法[21],

成本较高,前处理操作烦琐,检测时间17
 

min。本实

验采用稀释法,检测时间只需7
 

min,简单快速,基质

效应良好。前期实验笔者比对了5、10、20倍等不同

的稀释倍数,结果显示,样本10倍稀释时基质影响较

低,且有最好的信噪比。此外,笔者对于样本处理时

甲醇 水 的 比 例 也 进 行 了 验 证,70% 甲 醇 30%
 

10
 

mmol/L
 

醋酸铵(pH
 

3.7)的比例最合适,提高了分离

选择性,醋酸铵的存在可保持一定的离子强度,改善

了8-oxoGsn峰形,减少了谱带拖尾。图1结果显示,
在样本溶液中,8-oxoGsn及[13C,15N2]8-oxoGsn基线

较稳定,信噪比良好。由于尿液是内源性物质可能存

在具有相似极性、质量和断裂模式的相关化合物,经
优化后样本中仍有与待测物相同的子母离子对,但保

留时间不同,且基线完全分离,不影响定量。
准确定量8-oxoGsn对进一步研究RNA氧化损

伤具有重要意义。本研究采用LC-MS/MS检测了小

鼠尿液8-oxoGsn水平,结果显示,正常的C57小鼠与

HBV-Tg小 鼠 均 有 一 定 程 度 的 氧 化 损 伤,这 符 合

AMES等[22]的研究结果,即生物体具备完善的氧化

修复机制也会有少量的损伤的碱基,且因为得不到充

分的修复而发生损伤的积累。正常的 C57小鼠与

HBV-Tg小鼠的8-oxoGsn水平无明显差异,可能是

因为HBV-Tg小鼠为转基因鼠,血清中乙型肝炎病毒

表面抗原(HBsAg)呈阳性但无 HBV
 

DNA复制,因
此氧化损伤程度相似。而高浓度APAP处理后,C57
与 HBV-Tg小鼠相比于未处理组8-oxoGsn水平上

升,这提示尿液中RNA氧化损伤的生物标志物8-ox-
oGsn在临床上将很可能被广泛用于评估各种疾病的

风险、诊断和预测治疗效果。
本方法操作简单、分析速度快、灵敏度高,为进一

步研究各种疾病背景下RNA氧化损伤创造了条件,
为人的尿液 RNA 损伤标志物的检测提供了方法

参考。
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