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基于液相色谱质谱技术的芦西丁ＤＮＡ加合物快速筛查研究
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摘要：目的　建立基于液相色谱三重四级杆质谱（ＬＣＱＱＱＭＳ）及液相色谱高分辨质谱（ＬＣＨＲＭＳ）技术的ＤＮＡ加合物通用型
“发现确证”分析策略，研究茜草中潜在遗传毒性物质芦西丁（ｌｕｃｉｄｉｎ，Ｌｕｃ）与３种２′脱氧核苷的直接反应性和代谢反应性，筛查
和确证可能的Ｌｕｃ特异性ＤＮＡ加合物。方法　采用与ＤＮＡ加合物具有相同质谱碎裂模式的３种２′脱氧核苷，建立和优化三重
四极杆质谱中性丢失和伪中性丢失扫描模式下未知ＤＮＡ加合物的非靶向筛查方法，以及高分辨数据依赖性扫描模式下的加合
物靶向确证方法。将Ｌｕｃ与２′脱氧核苷在Ⅰ相代谢激活和未激活条件下分别孵育，筛查生成的特异性ＤＮＡ加合物，再通过特征
性质谱碎裂离子进行结构验证。结果　优化后的伪中性丢失扫描对脱氧核苷脱糖基的检测灵敏度可达ｐｇ·ｍＬ－１级别。在Ｌｕｃ
与脱氧核苷体外孵育模型中，发现并确证了６种ＬｕｃＤＮＡ加合物，包含２种２′脱氧胞苷（ｄＣ）加合物、２种２′脱氧腺苷（ｄＡ）加合
物、２种２′脱氧鸟苷（ｄＧ）加合物，并对其结构进行了表征。ＬｕｃＤＮＡ加合物的生成随着Ｌｕｃ暴露量、暴露时间的增加而升高，存
在显著的剂量反应、时间反应关系，且该种结合无需代谢激活即可发生。结论　所建立的ＤＮＡ加合物“发现确证”策略灵敏度
高、准确性好，能够提供分子水平上加合物的结构信息，适用于评估Ｌｕｃ暴露所致的ＤＮＡ损伤，为其毒性机理研究和再评价提供
了有力数据支持，也为中草药中潜在遗传毒性成分快速筛查提供了重要的方法参考。
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　　茜草为茜草科植物茜草（ＲｕｂｉａｃｏｒｄｉｆｏｌｉａＬ．）的
干燥根及根茎，其药效活性成分主要为蒽醌类化合

物，临床使用广泛，常用于外伤出血、关节痹痛、经闭

瘀阻等［１］。除药用外，茜草也是文献报道中最早使

用的染料之一［２］，由于染色能力出众，颜色鲜艳，这

一类蒽醌化合物长期以来也被作为天然食用色素用

于食品中［３］。

然而，近年来对茜草色素的一些安全性研究表

明，其中某些蒽醌化合物具有潜在的毒副作用和安全

隐患，如芦西丁（ｌｕｃｉｄｉｎ，Ｌｕｃ）、茜根定（ｒｕｂｉａｄｉｎ）、羟
基茜草素（ｐｕｐｕｒｉｎ）等（图１），在Ａｍｅｓ试验［４］和转基

因动物试验［５］中均产生了阳性结果，表现出潜在的遗

传毒性。天然产物中组分繁多、含量不一，现有的遗

传毒性评价方法如Ａｍｅｓ试验在应用于中草药时，易
因基质干扰出现假阴性或假阳性，难以识别具体的潜

在遗传毒性成分，无法从分子水平上的信息溯源具体

的遗传毒物。因此，开发一种准确、高效、通用性强的

遗传毒性物质快速筛查方法是一个亟待解决的问题。

图１　茜草素型蒽醌化合物的结构
Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｌｉｚａｒｉｎｔｙｐｅａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ

ＤＮＡ加合物是内、外源性化学物质或其亲电代
谢产物与 ＤＮＡ碱基上的亲核位点共价结合形成的
化合物，是 ＤＮＡ化学损伤最重要也是最普遍的形
式［６］。ＤＮＡ加合物的形成是癌症发展的早期起始
事件，是化学致癌物遗传毒性的新型生物标志物靶

标。从技术原理而言，对ＤＮＡ加合物的检测可能是
一种适于中草药中遗传毒性成分快速筛查的有效手

段。目前在中草药中发现了多种可引起 ＤＮＡ加合
物的遗传毒性成分，如马兜铃属药材中的马兜铃

酸［７］、千里光属药材中的吡咯里西啶类生物碱［８］、

肉豆蔻中的苯烯基类化合物［９］等。
３２Ｐ后标记法［１０］、免疫学检测方法［１１］是 ＤＮＡ

加合物检测的经典方法。但这两种方法无法提供

ＤＮＡ加合物的结构信息，在检测的特异性、定量准
确性和操作风险上存在不足。近些年来，随着色谱

分离技术的进步和质谱的发展，色谱质谱联用法已
逐渐成为分析 ＤＮＡ加合物最重要的技术手段［１２］。

ＤＮＡ加合物在质谱中，极易由于脱氧核苷部分 β糖
苷键断裂，产生的 ｍ／ｚ１１６０（ｍ／ｚ１１６０４７４，高分

辨质谱）的脱糖基中性丢失，这种特殊的中性丢失碎

裂模式可作为ＤＮＡ加合物快速扫描策略的主要特征
信号［１３］（图２）。通过该技术对加合物进行检测，可
提供关于化合物潜在遗传毒性机制的重要信息。

ｄＲ－２′脱氧核糖；Ｂａｓｅ－核碱基；Ｘ－化学修饰。

ｄＲ－２′ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｅ；Ｂａｓｅ－ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ；Ｘ－ｃｈｅｍｉｃａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

图２　ＤＮＡ加合物在质谱中的特征碎裂模式
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆＤＮＡａｄｄｕｃｔｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

本研究以茜草色素中可能具有遗传毒性的蒽醌

类化合物Ｌｕｃ为研究对象，基于串联四级杆质谱和
高分辨质谱两类质谱平台，以具有加合物亲核性反

应位点的脱氧核糖核苷（ＤＮＡ的基本单位脱氧核糖
核苷酸去磷酸化的产物）构建快速孵育体系，建立

了ＤＮＡ加合物“发现确证”快速筛查新策略。尝试
对Ｌｕｃ与脱氧核苷特异性ＤＮＡ加合物进行快速筛
查和确证，探讨Ｌｕｃ与脱氧核苷的体外直接反应性
和代谢反应性，以期为此类蒽醌类茜草色素的安全

性研究提供参考依据。

１　仪器与试剂
ＥｘｉｏｎＬＣＴＭ型超高效液相色谱系统串联 Ｑｔｒａｐ

６５００＋型三重四极杆质谱仪（美国 ＡＢＳＣＩＥＸ公
司）；ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００型超高效液相色谱系统（美国
Ｄｉｏｎｅｘ公司）串联 ＱＥｘａｃｔｉｖｅＴＭ组合型四极杆 Ｏｒｂｉ
ｔｒａｐＴＭ质谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
ＸＳＥ２０５型电子分析天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；ＭｉｌｌｉＱ型纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

Ｌｕｃ（上海诗丹德标准技术服务有限公司，批
号：ＳＴ０５４５０１２０，纯度≥９８％）；２′脱氧腺苷·一水
合物（ｄＡ，批号：Ｄ７４００，纯度≥９９％）、２′脱氧鸟
苷·一水合物（ｄＧ，批号：Ｄ７１４５，纯度≥９９％）、２′
脱氧胞苷（ｄＣ，批号：Ｄ３８９７，纯度≥９９％）（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ，
瑞士Ｒｏｃｈｅ公司，批号：１０１０７８２４００１）；混合性别人
源肝微粒体（瑞德肝脏疾病研究有限公司，批号：

Ｘ００８０６１）；甲酸铵、甲酸（质谱纯）；甲醇、二甲基亚
砜（色谱纯）；其他试剂均为分析纯。
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２　实验方法
２１　溶液配制
２１１　脱氧核苷贮备液及工作液　精密称取
ｄＡ、ｄＧ、ｄＣ对照品适量，分别用甲醇溶液溶解并定
容，得到１ｍｇ·ｍＬ－１浓度的 ｄＡ、ｄＧ、ｄＣ贮备液，－
２０℃保存，备用。临用前，用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸
盐缓冲溶液逐级稀释至相应浓度，即得脱氧核苷

工作液。

２１２　Ｌｕｃ贮备液及工作液　精密称取Ｌｕｃ对照品
适量，用ＤＭＳＯ溶解并定容，得５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度的
芦西丁贮备液，－２０℃保存，备用。临用前，用甲醇
逐级稀释至相应浓度，即得Ｌｕｃ系列工作液。
２２　Ｌｕｃ与脱氧核苷的孵育

代谢激活组：孵育体系总体积 ２５０μＬ，包含
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ７４）、１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＭｇＣｌ２、２ｍｇ·ｍＬ

－１人源肝微粒体、４ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ｄＡ、ｄＧ、ｄＣ，Ｌｕｃ浓度分别为５、１０、２５μｍｏｌ·Ｌ－１。
涡旋振荡１ｍｉｎ，３７℃、２５０ｒ·ｍｉｎ－１预孵育５ｍｉｎ，加
入ＮＡＤＰＨ溶液（终浓度１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）启动反应，于
１５ｈ加入同等体积的甲醇乙腈（１∶１）混合溶液终止
反应，剧烈振荡１５ｍｉｎ，离心（转速２２０００ｒ·ｍｉｎ－１，
温度４℃，时间１５ｍｉｎ，下同），上清液过０２μｍ微孔
滤膜，进样分析。不同孵育时间下Ｌｕｃ与脱氧核苷反
应时，体系中 Ｌｕｃ浓度２５μｍｏｌ·Ｌ－１，分别暴露０、
０５、１５、３５ｈ。每个样品平行制备３份。

代谢非激活组：孵育体系中人源肝微粒体经

高温灭活，不加入 ＮＡＤＰＨ启动子，用磷酸盐缓冲
溶液补足体积至 ２５０μＬ，同法操作。每个样品平
行制备３份。
２３　检测条件
２３１　色谱条件　采用ＡＣＥＥＸＥＣＬＣ１８ＰＦＰ色谱
柱（３ｍｍ×１００ｍｍ，２μｍ），以均含体积分数０１％甲
酸的水溶液（Ａ）甲醇（Ｂ）为流动相进行梯度洗脱，洗
脱梯度程序如下：０～１６ｍｉｎ，５％ ～１２％Ｂ；１６～３１
ｍｉｎ，１２％～９８％Ｂ；３１～４１ｍｉｎ，９８％Ｂ；４１～４６ｍｉｎ，５％
Ｂ。柱温３０℃，流速０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量２０μＬ。
２３２　用于ＤＮＡ加合物发现的质谱中性丢失扫描
条件　质谱源区参数设置为，电喷雾离子源（ＥＳＩ），离
子喷雾电压（ＩＳ）５５ｋＶ，离子源温度（ＴＥＭ）５００℃，
去簇电压（ＤＰ）２０Ｖ，碰撞能量（ＣＥ）２０Ｖ，气帘气压力
（ＣＵＲ）２４１ｋＰａ，雾化气（ＧＳ１）和辅助气（ＧＳ２）压力均
为３１０ｋＰａ，碰撞气（ＣＡＤ）为Ｍｅｄｉｕｍ。在中性丢失扫
描模式下，采集正离子谱图。对于正常核苷，扫描范

围设为ｍ／ｚ１５０～３５０；对于ＬｕｃＤＮＡ加合物，扫描范

围设为ｍ／ｚ４００～６００；中性丢失均设置为１１６０。
２３３　用于 ＤＮＡ加合物发现的质谱伪中性丢失
扫描条件　质谱源区参数设置同“２３２”项。在
ＭＲＭ扫描模式下，采集正离子谱图，驻留时间
１０ｍｓ，设置１０１个ＭＲＭ离子对。对于正常核苷，扫
描范围为从离子对 ｍ／ｚ２０００→８４０至离子对 ｍ／ｚ
３０００→１８４０的１０１个离子对，每个离子对质荷比
递增 １，母离子与子离子均相差１１６０。对于 Ｌｕｃ
ＤＮＡ加合物，扫描范围为从离子对ｍ／ｚ４５００→３３４０
至离子对ｍ／ｚ５４９０→４３３０的１０１个离子对，每个离
子对质荷比递增１，母离子与子离子均相差１１６０。
２３４　用于 ＤＮＡ加合物确证的高分辨质谱数据
依赖性扫描条件　质谱源区参数设置为，ＥＳＩ离子
源，离子喷雾电压３５ｋＶ，离子源温度３２５℃，鞘气
（Ｎ２）流速４０，辅助气（Ｎ２）流速１０，吹扫气（Ｎ２）流
速１，辅助气温度３５０℃；扫描方式采用数据依赖性
扫描（ＤＤＡ）的 ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２（ＴｏｐＮ），正离子模式
下采样，一级全扫描的分辨率为 ７００００，扫描范围
ｍ／ｚ１００～６００；数据依赖的二级扫描分辨率为
１７５００，碰撞能量为２０～４０Ｖ混合能量。
２４　数据处理与分析

串联四级杆质谱上的原始数据由 Ａｎａｌｙｓｔ１７
软件采集并处理，高分辨质谱的原始数据由 Ｘｃａｌｉ
ｂｕｒ４３软件采集并处理。使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１对数据
进行统计分析和作图，数据均以 珋ｘ±ｓ表示，组间比
较采用单因素方差分析或 ｔ检验。Ｐ＜００５表示差
异有统计学意义。

３　实验结果与分析
３１　ＤＮＡ加合物筛查策略的建立
３１１　中性丢失扫描方法的考察与优化　Ｌｕｃ
ＤＮＡ加合物的发现采用了三重四极杆质谱仪的中
性丢失和伪中性丢失两种扫描策略。由于 ＤＮＡ加
合物中糖苷键的能量相对较低，在低碰撞能下易发

生断裂。因此，可通过串联四级杆质谱的中性丢失

扫描模式检测［Ｍ＋Ｈ］＋→［Ｍ＋Ｈ－１１６］＋来发现
可能的ＤＮＡ加合物。在中性丢失扫描模式下，Ｑ１
和Ｑ３以恒定１１６０的差值进行同步扫描，在 Ｑ２中
施加电压，引发母离子碎裂，只有具有脱氧核糖特征

中性丢失特征的碎片离子才会通过 Ｑ３并被记录为
信号［１４］，见图 ３。正常脱氧核苷结构中，脱氧核糖
中性丢失的质谱碎裂模式与ＤＮＡ加合物一致，因此
可作替代，用于优化方法条件，提高加合物发现的检

测灵敏度。
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Ａ－串联四极杆质谱中性丢失扫描发现策略；Ｂ－串联四极杆质谱伪中性丢失扫描发现策略；Ｃ－高分辨质谱数据依赖性扫描确证策略。

Ａ－ｎｅｕｔｒａｌｌｏｓｓｓｃａｎｎｉｎｇｉｎＱＱＱＭＳｆｏｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ；Ｂ－ｐｓｅｕｄｏｎｅｕｔｒａｌｌｏｓｓｓｃａｎｎｉｎｇｉｎＱＱＱＭＳｆｏｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ；Ｃ－ｄａｔａｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｃａｎｎｉｎｇｉｎＨＲＭＳｆｏｒｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ．

图３　ＤＮＡ加合物的质谱扫描策略
Ｆｉｇ３　ＭＳｓｃａｎｓｔｒａｔｅｇｙｏｆＤＮＡａｄｄｕｃｔｓ

　　在“２３２”项下质谱条件中，对主要质谱参数ＤＰ
电压、ＣＥ电压、离子源温度分别进行了考察。在 ＤＰ
电压、ＣＥ电压均为２０Ｖ，离子源温度５００℃时各脱氧
核苷的响应最强。以优化的质谱参数对系列浓度的

脱氧核苷供试溶液进行测定，结果显示，中性丢失扫

描模式下，在３种２′脱氧核苷一级质谱图中，丰度最
高的离子分别为 ｍ／ｚ２２８０７（２′脱氧胞苷，ｄＣ）、
２５２１３（２′脱氧腺苷，ｄＡ）和 ２６８１６（２′脱氧鸟苷，
ｄＧ），该值与各脱氧核苷理论值一致，质谱识别准确
性良好。ｄＣ、ｄＡ、ｄＧ的检测灵敏度分别为１２５ｎｇ·
ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３７）、１５６２５ｐｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３９）、
１２５ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３３），所建立的串联四级杆质
谱中性丢失扫描策略可较高灵敏地用于ＤＮＡ加合物
的发现。

３１２　伪中性丢失扫描方法的考察与优化　“伪”
中性丢失扫描策略是中性丢失扫描策略的一种变化

形式，如图３Ｂ所示，它是在整个 ｍ／ｚ范围内对整数
增量（如每次 ｍ／ｚ增加 １）的多个［Ｍ＋Ｈ］＋→

［Ｍ＋Ｈ－１１６］＋离子对进行跃迁扫描［１５］，在一针分

析中，可以对１００个甚至更多的离子对进行扫描。
伪中性丢失扫描中质谱源区参数与“３１１”项

下优化的条件一致。由于该模式需在一针分析时间

中同时扫描所需质量范围内１００～２００个离子对，因
此进一步对不同驻留时间（１０、２０、５０ｍｓ）下各脱氧
核苷的响应进行了考察，发现在同时扫描１００个离
子对时，不同驻留时间下，各脱氧核苷的响应差异不

明显。考虑到一针可同时检测的 ＭＲＭ离子对越
多，对未知ｍ／ｚ的ＤＮＡ加合物筛查愈有利，最终优
选１０ｍｓ驻留时间。以上述优化的质谱参数对系列
浓度的脱氧核苷供试溶液测定，结果显示，伪中性丢

失扫描模式下，３种脱氧核苷均在理论中性丢失对
应的ＭＲＭ对处（ｄＣ、ｄＡ、ｄＧ分别对应 ｍ／ｚ２２８０→
１１２０、ｍ／ｚ２５２０→１３６０、ｍ／ｚ２６８０→１５２０）表现
出了最高的响应峰，质谱识别准确性良好。ｄＡ的检
测灵敏度为１２２ｐｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝４９），ｄＧ的检测
灵敏度为９７７ｐｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３９），ｄＣ的检测灵
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敏度为１９５３ｐｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３６），建立的串联四
级杆质谱伪中性丢失扫描策略可高灵敏地用于

ＤＮＡ加合物的发现。
３１３　方法比较　对两种用于 ＤＮＡ加合物发现
的扫描策略进行比较，伪中性丢失扫描对正常脱

氧核苷的检测灵敏度明显优于中性丢失扫描，两

者相差约６４～１２８倍（表１）。这是由于伪中性丢
失扫描下，在 Ｑ１中对前体离子先进行了筛选，排
除了大量干扰离子，使质谱的化学背景降低，待测

化合物的信噪比显著提高，从而极大提升了 ＤＮＡ
加合物发现的灵敏度。

在目标质量范围的宽度设置上，伪中性丢失扫

描受到扫描速度限制，无法在保证高灵敏度同时达

到中性丢失扫描的质量范围宽度，因此对未知 ＤＮＡ
加合物的筛查，需要多针分析以覆盖更宽泛的质量

范围，这增加了分析时间，且对样品量有一定要求，

在对少量珍贵样品（如细胞提取样品）检测时应尤

为注意。此外，由于四极杆分辨隔离能力有限，在伪

中性丢失扫描下，响应最强的 ＭＲＭ±２通道中均出
现了假阳性峰（±１通道中假阳性峰的响应约为主
通道的３６％，±２通道约为１７％），在对未知加合物
进行识别和结构确证时，应注意区分。鉴于灵敏度

上的优势，后续以伪中性丢失扫描策略用于发现

ＬｕｃＤＮＡ加合物。

表１　不同扫描模式对脱氧核苷的检测灵敏度比较
Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ２′ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓｉｎｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｓｃａｎｎｉｎｇｍｏｄｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

Ｎｅｕｔｒａｌｌｏｓｓ

ｓｃａｎｎｉｎｇ

Ｐｓｅｕｄｏｎｅｕｔｒａｌ

ｌｏｓｓｓｃａｎｎｉｎｇ／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｆｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅ

ｄＣ １２５ｎｇ·ｍＬ－１ １９５３ ６４

ｄＡ １５６２５ｐｇ·ｍＬ－１ １２２ １２８

ｄＧ １２５ｎｇ·ｍＬ－１ ９７７ １２８

注：ｄＣ－脱氧胞苷；ｄＡ－脱氧腺苷；ｄＧ－脱氧鸟苷。

Ｎｏｔｅ：ｄＣ－２′Ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ；ｄＡ－２′Ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ；ｄＧ－２′Ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ．

３２　ＤＮＡ加合物确证策略的建立
采用高分辨轨道阱质谱的ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄＭＳ２扫描模

式对发现的ＤＮＡ加合物进行结构确证（图３Ｃ）。该
模式下，首先在设定的ｍ／ｚ范围内进行完整的ＭＳ扫
描，并对强度前５（Ｔｏｐ５）的离子以及伪中性丢失模式
下发现的潜在加合物母离子强制触发 ＭＳ２分析。在
一针分析中，基于高质量精度 ＭＳ１和 ＭＳ２数据，对未
知ＤＮＡ加合物进行结构鉴定，并通过提取 ＭＳ１精确

分子量的峰面积进行定量。以“２３４”项下条件对脱
氧核苷供试溶液进行检测，结果显示，３种２′脱氧核
苷一级全扫描的［Ｍ＋Ｈ］＋离子分别为ｍ／ｚ２２８０９７７
（ｄＣ）、ｍ／ｚ２５２１０８８（ｄＡ）、ｍ／ｚ２６８１０３９（ｄＧ），在触
发的二级扫描模式中，ｄＣ、ｄＡ、ｄＧ在二级质谱图中产
生的主要特征碎片离子分别为ｍ／ｚ１１２０５０９（胞嘧
啶）、ｍ／ｚ１３６０６１９（腺嘌呤）和ｍ／ｚ１５２０５６８（鸟嘌
呤），３者均为脱氧核苷结构中的糖苷键断裂得到的
特征碱基碎片，母离子、特征碎片离子的质量与理论

值相比，精密度误差均小于５×１０－６，满足对可能的
ＤＮＡ加合物进一步结构确证的要求。
３３　ＬｕｃＤＮＡ加合物的发现

对Ｌｕｃ与脱氧核苷孵育样品，按伪中性丢失扫
描的条件进行检测，提取离子流色谱图（ＥＩＣ）见图
４，伪中性丢失扫描模式下，共发现了９个未知中性
丢失化合物峰。对于上述串联四级杆质谱上发现的

可能ＤＮＡ加合物，进一步在高分辨质谱的数据依赖
采集模式下对其结构进行确证。
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Ａ－ｍ／ｚ４８０１→３６４１；Ｂ－ｍ／ｚ５０４１→３８８１；Ｃ－ｍ／ｚ５２０１→４０４１。

Ａ－ｍ／ｚ４８０１→３６４１；Ｂ－ｍ／ｚ５０４１→３８８１；Ｃ－ｍ／ｚ５２０１→４０４１．

图４　伪中性丢失扫描模式下芦西丁与脱氧核苷孵育样品

（ＬｕｃＤＮＡ）的ＥＩＣ图

Ｆｉｇ４　ＥＩＣｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＬｕｃａｎｄ２′ｄｅ

ｏｘｙｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ（ＬｕｃＤＮＡ）ｉｎｔｈｅｐｓｅｕｄｏｎｅｕｔｒａｌｌｏｓｓｓｃａｎｎｉｎｇｍｏｄｅ

３４　ＬｕｃＤＮＡ加合物的初步确证
按“２２”项下制备Ｌｕｃ与脱氧核苷反应性样品，

按“２３４”项下条件进行检测，根据文献［１６］报道和
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加合物的结构特点对上述发现的中性丢失化合物进

一步结构确证。理论上，ＤＮＡ加合物的二级质谱图
中可观测到加合物离子［Ｍ＋Ｈ］＋及其碎裂产生的脱
糖基特征离子［Ｍ－ｄＲ＋Ｈ］＋、化合物自身的特征离子
［Ｘ＋Ｈ］＋和对应碱基的特征离子［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋（图３Ｃ）。

峰１和峰６（图４Ａ）在正离子模式下的准分子
离子峰［Ｍ＋Ｈ］＋为ｍ／ｚ４８０１４０８和４８０１４００，计

算其分子式为Ｃ２４Ｈ２１Ｎ３Ｏ８；两者的主要二级碎片离
子均相似（图 ５）：ｍ／ｚ３６４０９２８对应［Ｍ＋Ｈ－
ｄＲ］＋，分子式 Ｃ１９Ｈ１４Ｎ３Ｏ５，为母离子脱去１分子脱
氧核糖所得，该碎片离子可进一步碎裂形成胞嘧啶

碱 基 （ｍ／ｚ１１２０５０ ９）和 Ｌｕｃ 蒽 醌 母 核
（ｍ／ｚ２５３０４８８）；一级二级离子的质量误差均小于
５×１０－６，两者鉴定为ＬｕｃｄＣ１和ＬｕｃｄＣ２加合物。

Ａ－ＬｕｃｄＣ１／２加合物鉴定；Ｂ－ＬｕｃｄＡ１／２加合物鉴定；Ｃ－ＬｕｃｄＧ１／２加合物鉴定。

Ａ－ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｕｃｄＣａｄｄｄｕｃｔ１／２；Ｂ－ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｕｃｄＡａｄｄｄｕｃｔ１／２；Ｃ－ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｕｃｄＧａｄｄｄｕｃｔ１／２．

图５　ＬｕｃＤＮＡ加合物的二级质谱图及结构鉴定
Ｆｉｇ５　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｕｃＤＮＡａｄｄｕｃｔｓ

　　峰３和峰９（图４Ｂ）的准分子离子峰［Ｍ＋Ｈ］＋

为ｍ／ｚ５０４１５１８和 ５０４１５１６，计算其分子式为
Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ７；两者的主要二级碎片离子均相似（图
５）：ｍ／ｚ３８８１０４１对应［Ｍ＋Ｈ－ｄＲ］＋，分子式为
Ｃ２０Ｈ１４Ｎ５Ｏ４，为母离子脱去１分子脱氧核糖所得，该
碎片离子可进一步碎裂形成腺嘌呤碱基（ｍ／ｚ
１３６０６１９）和 Ｌｕｃ的蒽醌母核（ｍ／ｚ２５３０４９２）；一
级二级离子的质量误差均小于５×１０－６，两者鉴定
为ＬｕｃｄＡ１和ＬｕｃｄＡ２加合物。

峰２和峰４（图４Ｃ）的准分子离子峰［Ｍ＋Ｈ］＋

为 ｍ／ｚ５２０１４６８和 ５２０１４６３，计算其分子式
Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ８；两者的主要二级碎片离子均相似（图
５）：ｍ／ｚ４０４０９９１对应［Ｍ＋Ｈ－ｄＲ］＋，分子式
Ｃ２０Ｈ１４Ｎ５Ｏ５，为母离子脱去１分子脱氧核糖所得，该
碎片离子可进一步碎裂形成鸟嘌呤碱基（ｍ／ｚ
１５２０５６８）和 Ｌｕｃ蒽醌母核（ｍ／ｚ２５３０４９６）；一级
二级离子的质量误差均小于５×１０－６，两者鉴定为
ＬｕｃｄＧ１和ＬｕｃｄＧ２加合物。

在Ｌｕｃ与脱氧核苷的反应性样品中，共识别并鉴
定了６种Ｌｕｃ特异性的ＤＮＡ加合物，包含ＬｕｃｄＣ加
合物２种、ＬｕｃｄＡ加合物２种、ＬｕｃｄＧ加合物２种
（表２）。据推测，相同相对分子质量的３对加合物可
能为Ｌｕｃ与脱氧核苷共价结合时所产生的不同手性的
同分异构体［１７］，有关其具体构型，有待进一步确认。

３５　Ｌｕｃ与脱氧核苷的反应性
３５１　Ｌｕｃ与脱氧核苷反应的底物浓度依赖性　
Ⅰ相代谢反应体系中，不同浓度 Ｌｕｃ与脱氧核苷孵
育１５ｈ后，６种 ＬｕｃＤＮＡ加合物在体外肝微粒体
孵育模型中均有检出，且无论Ⅰ相ＣＹＰ酶介导的代
谢过程是否被激活，加合物生成量与 Ｌｕｃ浓度间均
表现出了明显的浓度依赖性关系（图６）。相较于低
底物浓度点（Ｌｕｃ浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１），高底物孵育
浓度点（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）样品中 ｄＡ和 ｄＣ加合物的
生成量增加了５～９倍，ｄＧ加合物的生成量增加了
５～８倍。从上述的实验结果可知，Ｌｕｃ可以不通过
代谢激活，直接与脱氧核苷反应生成ＤＮＡ加合物。

·３４３·
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表２　ＬｕｃＤＮＡ加合物的鉴定结果
Ｔａｂ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｕｃＤＮＡａｄｄｕｃｔ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａ ｔＲ／ｍｉｎ ｍ／ｚ（Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ）ｍ／ｚ（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ）δ／×１０－６ ｍ／ｚ（ＭＳ／ＭＳｆｒａｇｍｅｎｔｓ）

ＬｕｃｄＣ１ａｄｄｕｃｔ Ｃ２４Ｈ２１Ｎ３Ｏ８ ３１８４ ４８０１４０１ ４８０１４０８ １４６ ３６４０９２８［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４８８［Ｘ＋Ｈ］＋，１１２０５０９［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋

ＬｕｃｄＣ２ａｄｄｕｃｔ Ｃ２４Ｈ２１Ｎ３Ｏ８ ３３９６ ４８０１４０１ ４８０１４００ －０２１ ３６４０９３０［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４９６［Ｘ＋Ｈ］＋，１１２０５１０［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋

ＬｕｃｄＡ１ａｄｄｕｃｔ Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ７ ３２３４ ５０４１５１４ ５０４１５１８ ０７９ ３８８１０４１［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４９２［Ｘ＋Ｈ］＋，１３６０６１９［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋

ＬｕｃｄＡ２ａｄｄｕｃｔ Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ７ ３６６８ ５０４１５１４ ５０４１５１６ －０１３ ３８８１０４３［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４９６［Ｘ＋Ｈ］＋，１３６０６２０［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋

ＬｕｃｄＧ１ａｄｄｕｃｔ Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ８ ３１９９ ５２０１４６３ ５２０１４６８ ０１０ ４０４０９９１［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４９６［Ｘ＋Ｈ］＋，１５２０５６８［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋

ＬｕｃｄＧ２ａｄｄｕｃｔ Ｃ２５Ｈ２１Ｎ５Ｏ８ ３３７４ ５２０１４６３ ５２０１４６３ ０００ ４０４０９９３［Ｍ＋Ｈ１１６］＋，２５３０４９５［Ｘ＋Ｈ］＋，１５２０５６８［Ｂａｓｅ＋Ｈ］＋
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与５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｌｕｃ浓度组比较，１）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ５μｍｏｌ·Ｌ－１ｌｕｃｉｄｉｎｇｒｏｕｐ．

图６　Ⅰ相代谢反应体系下 ＬｕｃＤＮＡ加合物生成的底物浓
度依赖性．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＳｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＬｕｃＤＮＡａｄｄｕｃｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｐｈａｓｅＩｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３５２　Ｌｕｃ与脱氧核苷反应的孵育时间依赖性　
Ｌｕｃ浓度为２５μｍｏｌ·Ｌ－１时，Ⅰ相代谢反应体系中加
合物含量随孵育时间变化的曲线见图 ７，在
０５～３５ｈ不同孵育时间点的样品中均检出了６种
ＬｕｃＤＮＡ加合物。代谢非激活情况下，ＬｕｃｄＡ２、ｄＧ２
和ｄＣ２加合物的含量随孵育时间增加；而ＬｕｃｄＡ１、
ｄＧ１、ｄＣ１加合物则在１５ｈ后，含量趋于稳定或平
缓下降。代谢激活情况下，不同孵育时间下代谢激活

组的各加合物生成量以及生成速率均低于代谢非激

活组，对于ＬｕｃｄＡ２、ｄＧ２和ｄＣ２加合物，其在０５ｈ
时增长速率就开始变缓，而对于ｄＡ１、ｄＧ１、ｄＣ１加
合物，加合物含量在０５ｈ就开始了缓慢下降。按公
式１计算代谢激活后加合物含量的减少程度（％）。

结果发现，与代谢非激活实验组相比，代谢激活后加

合物的生成速率明显减慢，加合物生成量相对减少。

代谢激活后加合物含量的减少程度（％）＝（代
谢激活组加合物含量 －代谢非激活组加合物含
量）／代谢非激活组加合物含量×１００％ 公式（１）

图７　Ⅰ相代谢反应体系下 ＬｕｃＤＮＡ加合物生成的孵育时

间依赖性．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ７　ＩｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆＬｕｃＤＮＡａｄｄｕｃｔｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎａｎｄｉｎｐｈａｓｅⅠ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
本实验基于串联四级杆质谱和高分辨质谱平台，

将两种平台的优劣势互补，以同ＤＮＡ加合物具有相
同质谱碎裂特征的正常脱氧核苷对照品为研究对象，

成功建立和优化了ＤＮＡ加合物质谱分析的发现和确
证策略。其中，串联四级杆质谱由于灵敏度高，特异

性强，该质谱平台下的伪中性丢失和中性丢失扫描策

略，尤其是伪中性丢失扫描，十分适合对未知ＤＮＡ加
合物进行高精度的非靶向发现。对于高分辨质谱平

·４４３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ４　　　　　　　　 　 　 　 中国药学杂志２０２４年２月第５９卷第４期



台，其精确质量测量的能力结合数据依赖性的扫描模

式，能够精确地对ＤＮＡ加合物进行鉴定，确定母离子
和特征碎片离子的元素组成，提高鉴定结果的可信

度，适合对发现的可能ＤＮＡ加合物进行确证。
本研究成功将建立的两种加合物筛查策略和一

种加合物确证策略，应用于 Ｌｕｃ与脱氧核苷反应生
成ＤＮＡ加合物的发现、确证工作中。首次发现 Ｌｕｃ
与脱氧核苷可直接生成ＤＮＡ加合物，识别并鉴定了
６种ＬｕｃＤＮＡ加合物，包含 ２种 ＬｕｃｄＡ加合物、２
种ＬｕｃｄＧ加合物和２种 ＬｕｃｄＣ加合物。对于 Ｌｕｃ
的ｄＡ和ｄＧ加合物，有文献［１８］使用３２Ｐ后标记法对
其进行了初步的研究，但该方法不能提供ＤＮＡ加合
物的结构信息，对此，本研究给出了有依据的结构推

测；而Ｌｕｃ的ｄＣ加合物尚无相关报道，为本研究首
次发现并对其结构进行确证。

在Ⅰ相代谢非激活的情况下，Ｌｕｃ与脱氧核苷直接
孵育后，ＬｕｃＤＮＡ加合物的生成均表现出了与底物浓
度的显著正相关和与孵育时间的相关性，这佐证了

Ｌｕｃ与脱氧核苷直接结合生成 ＤＮＡ加合物的能力。
本研究发现，Ｌｕｃ与脱氧核苷可直接反应生成加合
物，体外Ⅰ相代谢反应对加合物的生成存在影响，代谢
激活后Ｌｕｃ加合物的生成速率明显减慢，影响因素较
多，如可能由于Ｌｕｃ被代谢底物含量减少或Ｌｕｃ代谢
物与脱氧核苷结合，均能导致上述结果。考虑到Ｌｕｃ
ＤＮＡ加合物孵育的实验模型为体外肝微粒体代谢模
型，可能与体内真实代谢情况存在一定差异，因此在

体内广泛而持久的代谢条件下，ＤＮＡ加合物的形成
和清除情况、最终传递风险的程度，有待于进一步深

入研究。后续将参考本课题组Ｌｕｃ的体外代谢稳定
性实验结果［１９］，选取与人具有相似代谢特征的实验

动物模型，进行加合物和代谢的体内研究和体内外相

关性研究。本研究可为中草药中潜在遗传毒性成分

的快速筛查提供重要的方法参考。
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３１ＰＮＭＲｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ，ａｎｄａｂｓｏｌｕｔｅｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｓｏｆｎｅｗｓｔｅｒｅｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｂｅｓｆｏｒＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ［Ｊ］．ＪＡｍＣｈｅｍＳｏｃ，
２０１２，１３４（２１）：８７３４８７３７．

［１８］　ＷＥＳＴＥＮＤＯＲＦＪ，ＰＦＡＵＷ，ＳＣＨＵＬＴＥＡＣａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄ
ＤＮＡａｄｄｕｃｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＡＣＩｒａｔｓａｆｔｅｒｌｏｎｇｔｅｒｍｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｗｉｔｈｍａｄｄｅｒｒｏｏｔ，ＲｕｂｉａｔｉｎｃｔｏｒｕｍＬ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，
１９９８，１９（１２）：２１６３２１６８．

［１９］　ＭＡＹＸ，ＺＨＡＮＧＹ，ＹＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｈａｓｅⅠ ａｎｄⅡ ｓｕｌｆａｔｉｏｎｏｆｌｕｃｉｄｉｎｉｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏ
ｓｏｍｅｓａｎｄｌｉｖｅｒＳ９ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＥｘｐＴｒａｄｉｔ
ＭｅｄＦｏｒｍ（中国实验方剂学杂志），２０２２，２８（２１）：１１３１２０．

（收稿日期：２０２３０１１６）

·５４３·
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