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反相高效液相色谱法测定大鼠肝组织中 DNA的碱基含量
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摘要 :利用反相高效液相色谱法 ,采用 Supelcosil LC218 色谱柱 (250 mm ×416 mm i1d1 ,5μm) ,以甲醇20105 mol/ L

KH2 PO4 缓冲液 (体积比为 20∶80) 为流动相 ,流速 018 mL/ min ,在 254 nm 波长处检测 ,对生活在高原 (海拔 213

km)的习服大鼠肝组织中脱氧核糖核酸 (DNA) 的碱基含量进行了检测 ,发现各碱基在 DNA 中所占的比例是相对

稳定的 :腺嘌呤 (A) 2818 %、鸟嘌呤 ( G) 2313 %、胞嘧啶 (C) 1714 %、胸腺嘧啶 ( T) 2513 % ,并利用内标法对 DNA 甲基

化水平进行了测定。
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Determination of the Base Contents of Liver D NA of Rats by

Reversed2Phase High Performance Liquid Chromatography
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Abstract : The base contents of liver deoxyribonucleic acid (DNA) of rats living at an altitude of 2. 3

km were determined by reversed2phase high performance liquid chromatography. At first , 0105 mol/ L

KH2 PO4 (p H 4. 0) was used to dissolve the DNA acid hydrolysis products with 82bromoguanosine

(Br8 G) as an internal standard. Then the DNA hydrolysis products with Br8 G were chromatographed

on a Supelcosil LC218 column with UV detection at 254 nm and eluted by the mobile phase of MeOH2
0105 mol/ L KH2 PO4 (p H 4. 0) (20∶80 , V / V ) at the flow rate of 018 mL/ min. Under these condi2
tions , several bases were separated effectively. From the results , the relatively constant proportions of

the bases in DNA were found. The contents were 17. 4 % of cytosine (C) , 2818 % of adenine (A) ,

2313 % of guanine ( G) and 2513 % of thymine ( T) . RSDs of the deteremination of these bases were

117 % , 115 % , 113 % and 211 % , respectively. At the same time the methylation level of liver DNA

of the rats determined by the internal standard method was 612 %.
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　　高效液相色谱法 ( HPLC) 广泛用于蛋白质、核

酸以及其他生物活性小分子的分离和纯化[1 ] 。目

前反相高效液相色谱技术被公认为检测核苷、碱基

的较理想方法[2～5 ] 。脱氧核糖核酸 (DNA) 中的碱

基组成是相对稳定的 ,当某些碱基被修饰或改变时

会引起 DNA 结构的改变 ,从而导致 DNA 转录水平

的变化 ,其中胞嘧啶 (C) 的甲基修饰对基因的表达

调控存在着极其重要的作用 ,细胞癌变与 DNA 甲

基化水平密切相关 ,如癌变细胞的 DNA 总是处于

不充分的甲基化状态[6 ,7 ] 。肝脏是机体的重要器

官 ,对其 DNA 中碱基组分的测定有着重要的理论

和现实意义。我们改进了现有的测定方法[1 ,5 ,8 ] ,对

大鼠肝组织中的碱基含量进行了测定 ,分离结果令

人满意。方法的精密度高 ,为相关的研究提供了可

信的科学数据。

1 　实验部分

1. 1 　仪器与试剂

　　Waters 公司 600E 高效液相色谱仪 (包括 U6 K

进样阀、486 可调波长紫外检测器、746 色谱数据处

理机) ,溶剂过滤系统 (Millipore 公司) ,安瓿瓶 (由本

所理化分析测试中心提供) 。碱基标准品及内标物

(购自美国 Sigma 公司) :腺嘌呤 (A) 、鸟嘌呤 ( G) 、

胞嘧啶 (C) 、52甲基胞嘧啶 (m5C) 、胸腺嘧啶 ( T) 及
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内标物 82溴鸟嘌呤核苷 (Br8 G) 。

1. 2 　色谱条件

　　色谱柱 : Supelcosil LC218 ( 250 mm ×416 mm

i1d1 ,5μm) ;流动相 :甲醇20105 mol/ L KH2 PO4 缓

冲液 ( p H 410 ) (体积比为 20 ∶80 ) , 流速 : 018

mL/ min ;检测波长 : 254 nm ; 检测灵敏度 : 01010

AU FS ;柱温 :室温 ;进样量 :15μL 。

1. 3 　样品处理

　　DNA 的提取 :利用盐浓度法提取生活在高原

(海拔 2. 3 km)的习服大鼠肝组织中的 DNA[9 ] 。

　　DNA 的酸解 :准确称取 DNA 样品 215 mg ,将

其置于安瓿瓶中 , 加入 88 %(质量分数)甲酸 3 mL ,

小心将瓶口封闭 ,于 180 ℃烘箱中水解 20 min。真

空抽干甲酸 ,将水解产物溶于 0105 mol/ L KH2 PO4

缓冲液 (p H 410) 中 ,离心 ,取上清液供分析[10 ] (注 :

本方法具有一定的危险性 ,故应选择合适的安瓿瓶 ,

并尽量减少每瓶的加入量 , 样品多时可分为几个瓶

同时进行酸解 ;该实验应在安全设备齐全、通风设备

良好的实验室中进行) 。

1. 4 　D NA甲基化水平的测定

　　利用公式 m i = f i ×m s ×A i/ A s 求出 C 和 m5C

的质量 ( m i 为待测组分的质量 , m s 为内标物质量 ,

f i 为相对校正因子 , A s 为内标物峰面积 , A i 为待测

物峰面积) 。

DNA 的甲基化水平 =
n (m5C)

n (m5C) + n (C)
×100 %

其中 n (m5C)为 m5C 的物质的量 , n (C)为 C 的物质

的量。

2 　结果与讨论

　　在选定的色谱条件下 ,将各碱基标准品混合进

样 ,将 DNA 样品酸解溶液平行进样 ,分析结果见图

1。根据保留值对样品中的碱基进行定性 ,采用内标

法定量 ,并对其精确度进行测定 (见表 1) 。结果表

明 ,在该分离条件下各碱基有较好的分离度 ,并具有

较高的精确度。同时 DNA 的酸解是成功的 ,其中

各碱基的含量相对稳定。

表 1 　样品测定结果1) ( n = 4)

Table 1 　Determination results of the sample1) ( n = 4) %

Base Content2) SD RSD

Cytosine (C) 1714 0129 117

Guanine ( G) 2313 0134 115

Adenine (A) 2818 0137 113

Thymine ( T) 2513 0154 211

52Methyl cytosine (m5C) 512 0105 019

The methylation level of DNA 612 %

　1) Approximately 30μg sample was used for each analysis.

2) percentage of the peak area of the base in total peak area.

　　国内曾有小鼠肝中 m5C 含量 (以摩尔分数计为

3. 59 %) 的报道[10 ] ,本实验测定高原习服大鼠肝组

织中 m5C 含量为 6. 2 %(摩尔分数) 。二者之间存在

差异 ,这可能是由以下原因造成的 :所选用的材料不

同 (不同种类的动物其 DNA 的甲基化程度是不同

的) ;实验动物栖息的环境不同 (高原低氧引起 DNA

中碱基的修饰改变) [11 ,12 ] 。

图 1 　混合标准碱基( a)和大鼠肝组织中 DNA碱基( b)的色谱图
Fig. 1 　Chromatograms of the mixture of base standards ( a)

and DNA bases of rat liver ( b)

1. C ; 2. G; 3. A ; 4. T ; 5. Br8 G (internal standard) ; 6.

m5C.
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