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摘 　 要 　 DNA 甲基化作为表观遗传修饰中一种重要的调控方式,通过调控基因的表达,从而影响机体内

一系列的生物学过程。 色谱-质谱法是研究 DNA 甲基化修饰的重要研究手段。 随着对哺乳动物 DNA 甲基化

的生物学功能的深入研究,应用于研究表观遗传修饰的手段与仪器设备越来越先进。 为了对 DNA 修饰进行

定性与定量的分析检测,除了高效液相色谱整合不同种类质量分析器的质谱联用( HPLC-MS)技术外,目前还

开发应用了基质辅助激光解析质谱技术( MALDI-ToF-MS)和气相色谱-质谱联用技术( GC-MS) ,从而极大拓展

了 DNA 甲基化修饰研究的手段。 本文对分析表观遗传 DNA 甲基化修饰的质谱技术发展进行综述,希望为

DNA 甲基化修饰分析提供有价值的研究策略。
关键词 　 表观遗传修饰 　 DNA 甲基化 　 同位素标记 　 液相色谱与质谱联用技术
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Abstract　 As
 

an
 

important
 

regulation
 

mode
 

in
 

epigenetic
 

modification,
 

DNA
 

methylation
 

affects
 

a
 

series
 

of
 

biological
 

processes
 

in
 

living
 

systems
 

by
 

regulating
 

gene
 

expression.
 

The
 

chromatography
 

tandem-mass
 

spectrometry
 

is
 

an
 

important
 

technology
 

to
 

study
 

DNA
 

methylation
 

modification.
 

With
 

delving
 

into
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

mammalian
 

DNA
 

methylation,
 

more
 

and
 

more
 

advanced
 

approaches
 

and
 

instruments
 

are
 

used
 

to
 

study
 

epigenetic
 

modification.
 

In
 

order
 

to
 

carry
 

out
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

and
 

detection
 

of
 

DNA
 

modification,
 

in
 

addition
 

to
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

technology
 

( HPLC-MS)
 

integrating
 

different
 

kinds
 

of
 

quality
 

analyzers,
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption / ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry
 

( MALDI-ToF-
MS)

 

and
 

gas
 

chromatography
 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

( GC-MS)
 

have
 

also
 

been
 

developed
 

and
 

applied
 

in
 

this
 

area,
 

thus
 

greatly
 

expanding
 

the
 

methods
 

for
 

DNA
 

methylation
 

modification
 

investigations.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

advancements
 

of
 

mass
 

spectrometry
 

technology
 

for
 

studying
 

epigenetic
 

DNA
 

methylation
 

modification,
 

hoping
 

to
 

provide
 

valuable
 

research
 

strategies
 

for
 

DNA
 

methylation
 

modification.
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　 　 表观遗传学是对潜在 DNA 序列变化以外的

机制所引起的基因表达或细胞表型变化的研究,
其本质上研究的是不依赖 DNA 序列差异的核继

承性;表观遗传机制涉及 DNA 甲基化、组蛋白修

饰、染色体重塑等 [ 1 ~ 3] 。 甲基化是 DNA 表观修饰

中的最常见、普遍的修饰,其包括了:N6 -甲基脱氧

腺苷( m6 dA) 、5-甲基脱氧胞嘧啶( m5 dC)和 N4 -甲

基脱氧胞嘧啶( m4 dC) 。 几乎所有的甲基化胞嘧

啶残基都出现在对称序列的 5′-GC-3′二核苷酸

(又称 CpG 二核苷酸,即胞嘧啶( C) -磷酸( p) -鸟
嘌呤( G) )上,这种序列在 DNA 上集中于富含 GC
的区域,CpG 聚集在 CpG 岛上,位于相应基因的

上游,集中分布于基因的启动子上。 CpG 岛趋向

于被甲基化保护,并且在该位点的甲基化等同于
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基因表达的沉默 [ 1,4 ~ 6] 。
迄今为止,有许多方法用于研究 DNA 甲基

化修饰,其中具有代表性的方法包括薄层色谱

法( TLC) [ 7 ~ 11] 、液相色谱与质谱联用技术 ( LC-
MS 和 LC-MS / MS ) [ 12 ~ 17] 、 修 饰 特 异 性 抗 体

法 [ 18 ~ 21] 、 修 饰 依 赖 性 限 制 性 核 酸 内 切 酶

法 [ 22 ~ 26] 、化学标签法 [ 8,19,27 ~ 29] 、单分子实时测序

法 [ 30 ~ 33] 、纳 米 孔 测 序 [ 32,34 ~ 37] 等。 在 上 述 方 法

中,液相色谱与质谱联用技术具有高效、快速、
灵敏并且检出限低等特点,无论定性分析与定

量分析,该技术是研究 DNA 甲基化修饰最优方

法之一。 超高效液相色谱与二级质谱联用技术

( UHPLC-MS / MS)拥有超高灵敏度,且可以精确

地对已修饰核苷酸如 m 6 dA、 m 5 dC 以及未修饰

核苷酸如脱氧腺苷 ( deoxyadenosine, dA ) 、 脱氧

胞苷 ( deoxycytidine, dC ) 的数量进行定量分析。
虽然 UHPLC-MS / MS 技术可能会因为其检出限

低的特 点 而 易 受 到 干 扰 物 的 影 响, 但 在 研 究

DNA 甲基化的定量分析中该技术仍然是常采用

的分析手段。
本文主要综述了基于质谱技术进行 DNA 甲

基化分析,包括样品的不同前处理方法、不同种类

的 LC-MS 技术、GC-MS 技术及其他质谱技术的研

究工作,以帮助研究者了解采用质谱手段研究

DNA 甲基化的进展情况,便于应用开发这些质谱

技术,进行更深入的 DNA 甲基化相关分析研究,
促进表观遗传学研究的发展。

1　 DNA 甲基化修饰分析的样品前
处理

1. 1　 提取样品中 DNA 的处理方法
1. 1. 1　 常规处理方法

　 　 在样品进入 LC-MS 分析前,需要将样品进行

前处理。 对于常见修饰的核苷,在此总结归纳了

一般的处理流程(如图 1 所示) :培养目标细胞或

提取组织,对其进行裂解,分离提取 DNA,再将获

得的 DNA 进行水解,酶切为核苷酸或核苷,将核

苷酸或核苷进行 LC-MS 分析。

图 1　 DNA 甲基化修饰检测的常规处理流程

Fig. 1　 The
 

routine
 

process
 

of
 

DNA
 

methylation
 

modification
 

detection

1. 1. 2　 液相萃取处理方法

　 　 通过苯酚和氯仿的液相萃取提取 DNA 已成

为一种获取核苷酸的基本方法。 提取组织或细胞

中的 DNA 的通用步骤是:首先将收集的组织和细

胞依次加入裂解缓冲液、β-巯基乙醇和蛋白酶 K,
在 50℃ 下孵育;然后加入苯酚、氯仿、乙酰胺混合

溶液,通过反转进行溶液混合,再高速离心。 转移

弃掉上层水相后,加入等体积的-20℃ 纯乙醇,反
转混合后高速离心,收集下层回收 DNA。 再用

70%乙醇洗去 DNA 沉淀中的盐,真空干燥 DNA,
用 TE 缓冲液溶解 DNA 备用 [ 38] 。 虽然液相萃取

方法是有效的,但该方法存在一定的局限性,如需

要大量的样品,抑制剂消耗量大,操作时间长和繁

琐,具有高污染和核酸降解的风险。
1. 1. 3　 固相萃取处理方法

　 　 相比于液相萃取处理,固相萃取方法速度更

快,工作强度更低,提取 DNA 的产量和纯度更高。

固相萃取处理主要基于固相材料作为 DNA 的吸

附剂,并在特定条件下实现 DNA 与固相材料的

“捕获与洗脱” [ 39] 。 操作通用流程为:在含有组

织或细胞的固相萃取柱中进行细胞裂解,固相萃

取柱吸附 DNA;洗涤所得的 DNA 复合物以去除

蛋白质、盐和细胞碎片;在低盐水性缓冲液中洗

脱 DNA。
常见的固相材料包括:硅胶材料 [ 40 ~ 42] 、金属

纳米颗粒 [ 43 ~ 45] 、聚合物材料 [ 46 ~ 48] 等。 近年来,官
能团的表面改性和带正电荷材料的表面涂层提高

了硅基 吸 附 剂 的 性 能, 展 现 出 广 泛 的 应 用 前

景 [ 49,50] 。 氨基表面功能化的硅基纳米颗粒表现

出更强的 DNA 捕获能力,这是由于带正电荷的氨

基和带负电荷的核酸分子之间的强静电力 [ 51,52] 。
但固相萃取处理存在着局限性,包括需要捕获与

洗脱的条件苛刻、回收率相对较低和纳米颗粒容

易发生团聚等。
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1. 2　 检测样品的同位素标记处理

　 　 同位素标记处理是对在 DNA 序列中的特定

位点上的碱基引入稳定同位素标记,对产生的加

合物进行处理,然后通过液相色谱-电喷雾电离质

谱( HPLC-ESI-MS / MS) 分析检测特定 DNA 碱基

上加合物的形成。
近期科研人员开发了一种新方法,将同位

素 15 N-dG 设计在寡核苷酸的特异位点上。 在 p53
基因区域的特异位点上的 dG 标记上同位素 15 N5 ,
修 饰 BPDE

 

( ( + ) -anti-7r, 8t-dihydroxy-c9, 10-
epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[ a] pyrene)后进行

酶切,得到了 4 类产物,即脱氧核苷、同位素 15 N5

标记的脱氧鸟苷、BPDE 修饰的 dG 与 BPDE 修饰

的同位素标记的 dG,最后进行 LC-MS / MS 分析。
如图 2 所示, N2 -BPDE-dG 的二级质谱定量的原

理是基于脱氧核糖在质谱中易碎裂, 从 15 N-N2 -
BPDE-dG 和 N2 -BPDE-dG 的 HPLC-ESI-MS / MS
峰面积比确定 15 N 标记鸟嘌呤的加合物形成程

度 [ 53] 。 稳定同位素标记 HPLC-MS 方法适用于从

简单烷化剂到药物损伤的大范围 DNA 修饰。 虽

然该方法适用于很大范围的 DNA 修饰,但受到合

成 DNA 的限制。
Munzel 等 [ 54] 利用同位素 18 O 和 CD3 分别标

记在 5hmdC 和 m5 dC,定量分析脑内第六个 DNA
碱基羟甲基胞嘧啶。 其中 18 O 是通过在 H2

18 O 中

来对目标化合物进行标记,而 CD3 标记在最后一

步脱保护过程中修饰为 D3 -m5 dC。 用这些核苷酸

来绘制质谱校正曲线,这使 LC-MS 的定量更加精

准。 根据天然核苷与标记核苷的不同浓度比,绘制

了每种精确质量的核苷的质谱峰面积,成功测定了

小鼠大脑中不同组织的 5hmdC 和 m5 dC 含量。
Liu 等 [ 55] 发展了一种稳定同位素标签的脱氧

核苷 15 N5 -2-脱氧腺苷( 15 N5 -dA) ,作为一种起始的

示踪剂。 这种 15 N5 -dA 在哺乳动物的细胞中可以

转换为 15 N4 -dA 和 15 N4 -dG,由于扩增自细菌的质

粒不含 15 N 标记,所以质粒携带的 m6 dA 无 15 N 标

记,因此可以用于指示 15 N4 -m6 dA 的形成。 通过

人肾上皮细胞 HK293T 暴露在含有 15 N5 -dA 的培

养基中,使基因组 DNA 标记上稳定同位素,提取

DNA 再酶解,得到各种脱氧核苷酸,最后进行 LC-
MS 分析。 质谱结果是,未被标记的 dA 的 m / z:
252. 1093Da,而被 15 N4 标记的 dA 是 256. 0969Da,
并未发现 15 N5 标记的 dA(m / z:257. 0943Da) 。 基

图 2　 DNA 序列中特定位点 BPDE-dG 加合物的定量

分析流程图 [ 53]

Fig. 2　 Diagram
 

for
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

BPDE-dG
 

adduct
 

at
 

specific
 

location
 

in
 

DNA
 

sequence[ 53]

于此,科研人员继续探究在 15 N5 -dA 到 15 N4 -dA 过

程中 的 其 中 一 个 15 N 原 子 丢 失 的 位 点。 通 过

HPLC 分离,从基因组 DNA 酶解后得到的脱氧核

苷酸中,可以收集 dA 的组分。 未标记的 dA 与标

记 15 N4 -dA 的保留时间相同,未标记的 dA 与 15 N4 -
dA 的分子量存在差异,可以通过 Q-ToF

 

MS 的二

级模式对碎片离子进行分析鉴定,从而区分 dA
与 15 N4 -dA。 通过比较和分析未标记的 dA 与 15 N4 -
dA 的碎片离子峰,可以推测和确定在 15 N5 -dA 中

一个 15 N 原子丢失的位置。

1. 3　 检测样品的同位素稀释法处理

　 　 除了常规的处理和同位素标记的分析流程

外,同位素稀释处理的流程也被应用于甲基化修

饰核苷含量的定量分析。 Kok 等 [ 56] 报道了一种

用于测定 DNA 全甲基化的新方法:稳定同位素稀

释 LC-ESI-MS / MS。 其使用的内标包括 13 C2 ,15 N3 -
胞嘧啶和 2 H4 -5-甲基胞嘧啶。 在 DNA 水解步骤

中,通过加入内标水溶液并且真空干燥,残基溶解

于甲酸中。 用双面聚四氟乙烯硅酮膜和铝卷曲帽

密封微孔,在电烤箱中加热,将 DNA 水解为游离

碱基胞嘧啶和 5-甲基胞嘧啶,在微管冷却到室温

时,将甲酸溶液进行离心,去除上清液,收集沉淀

物进行真空干燥。 产物复溶于九氟戊酸水溶液

中,-20℃ 储存,取样进行 LC-MS / MS 分析 [ 56] 。 加

入胞嘧啶与 5-甲基胞嘧啶标记上的内标,测定了

5 份小牛胸腺 DNA 和 pBR322
 

DNA 的全甲基化

含量。
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Kotandeniya 等 [ 57] 发展了一种新的稳定同位

素稀释毛细管高效液相色谱-电喷雾串联质谱的

方法,并用于分析 O6 -POB-dG 加合物体外 O6 -烷
基鸟嘌呤 DNA 烷基转移酶( AGT,一种特异性的

DNA 修复蛋白) 的修复动力学与 DNA 序列的关

系。 将合 成 的 含 有 特 异 性 位 点 O6 -POB-dG 的

DNA 双链与人源重组的 AGT 蛋白进行孵育,反

应由 HCl 来中止。 DNA 在酸性条件下水解释放

嘌呤,如在修复反应之后的 O6 -POB-dG 加合物,
通过稳定同位素稀释毛细管高效液相色谱-电喷

雾串联质谱的方法进行定量分析(图 3) 。 该方法

定量的原理是根据 O6 -POB-dG 和含氘化的内标

( D4 -O6 -POB-dG) 的对应峰面积进行计算。 利用

液相-质谱联用技术,分析获得标准 O6 -POB-G 和

内标 D4 -O6 -POB-G 质谱图,比较 O6 -POB-G 和 D4 -
O6 -POB-G 内 标 的 HPLC-ESI+ -MS / MS 峰 面 积。
合成的 DNA 双链 ( 5′-ACCCGCGTCCGCGCCATG

 

GCC-3′及其互补链)与相应的含 O6 -POB-dG 的双

链( 5′-ACCCGCGTCC[ O6 -POB-G] CGCCATGGCC-
3′及其互补链)和酸性失活的重组 AGT 蛋白混合

加入。 将混合物在酸性条件下水解,样品进行处

理,再使用毛细管 HPLC-ESI+ -MS / MS 分析。 将

O6 -POB-G / D4 -O6 -POB-G 的 峰 面 积 比 值 与 O6 -
POB-G / D4 -O6 -POB-G 的理论峰面积比值进行对

比。 Yin 等 [ 58] 使用稳定同位素稀释 HPLC-MS /
MS 的手段测定人尿中的 5-羟甲基胞嘧啶的含

　 　 　 　

量。 实验流程是将尿液样品通过固相萃取进行脱

盐和富集,再利用 5hmdC 和 m5 dC 的稳定同位素

稀释 HPLC-MS / MS 分析 ( 图 4) 。 使用的稳定同

位素标记为氘代内标 D3 -5hmdC 和 D3 -m5 dC。 将

标准品 5hmdC 和标准品 m5 dC 配置成混合标准溶

液(共配置 6 种浓度梯度溶液) ,与 D3 -5hmdC 和

D3 -m5 dC 进行混合作为内标,最后采用 LC-MS /
MS 联 用 技 术 进 行 定 量 分 析。 通 过 5hmdC 和

m5 dC 与相应稳定同位素标准的峰面积比,与添加

未标记同位素 5hmdC 和 m5 dC 浓度的关系绘制校

准曲线。 根据式(1)计算回收率。
R = (Cmeasured - C backgroun d ) / C added × 100% (1)

图 3　 稳定同位素稀释-HPLC-ESI+ -MS / MS 技术定量

分析 DNA 中的 O6 -POB-G 加合物 [ 57]

Fig. 3　 Quantitative
 

analysis
 

of
 

O6 -POB-G
 

adduct
 

in
 

DNA
 

by
 

stable
 

isotope
 

dilution
 

HPLC-ESI+ -MS / MS[ 57]

图 4　 稳定同位素稀释-HPLC-MS / MS 的技术测定人尿中 5hmdC 含量 [ 58]

Fig. 4　 Determination
 

of
 

5hmdC
 

content
 

in
 

human
 

urine
 

using
 

stable
 

isotope
 

dilution
 

HPLC-MS / MS
 

technology[ 58]

2　 研究 DNA 甲基化修饰的质谱技术

2. 1　 基于 LC-MS 技术研究 DNA 甲基化

修饰

　 　 液相色谱是基于不同极性的 dA、m6 dA、dC、
m4 dC、m5 dC 在反向色谱柱上的保留时间不同进

行分离(图 5 所示) [ 13] 。 由于极性不同,上述组分

经过色谱柱分离后依次进入质谱检测分析。 在加

速电场和离子源的作用下,组分带上电荷进入锥

孔,质量分析器对带电荷的组分进行筛选,这些带

电的组分被检测器捕获,通过检测器的响应值大

小和计算机的数据处理,得到上述组分的质谱

数据 [ 59] 。
研究 DNA 甲基化水平普遍采用 LC-MS。 在
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图 5　 MassHunter 定性分析反相色谱柱上 dA、m6dA、dC、m4dC、m5dC 的保留时间 [ 13]

Fig. 5　 MassHunter
 

qualitative
 

analysis
 

of
 

the
 

retention
 

times
 

of
 

dA,
 

m6dA,
 

dC,
 

m4dC,
 

and
 

m5dC
 

on
 

a
 

reverse
 

phase
 

chromatographic
 

column[ 13]

液相色谱部分的色谱柱中,根据组分在色谱柱的

保留时间的不同,用不同梯度的流动相依次将其

洗脱。 LC-MS 技术通过从色谱柱洗脱出的组分

进入质谱中,根据保留时间、m / z 和质谱信号相对

强度的大小进行数据分析和整理,从而得到该样

品的液相色谱图以及质谱图。 LC-MS 联用技术

是把液相色谱的高效分离富集与质谱的精准分

析、速度快、灵敏度高的分析特点相结合,且 LC-
MS 所需样品量少。 该方法适用于研究 DNA 甲基

化修 饰, 可 得 到 样 品 的 定 性 与 定 量 的 分 析

数据 [ 60,61] 。
在 LC-MS 分析中,应用最为广泛的是超高效

液相色谱与二级质谱的联用技术 ( UHPLC-MS /
MS) ,UHPLC-MS / MS 常见的质量分析器包括三

种, 为 四 极 杆 串 联 飞 行 时 间 分 析 器 ( Q-
ToF) [ 62 ~ 65] 、三重四极杆分析器( QQQ) [ 15,66 ~ 72] 、轨
道阱质量分析器( Orbitrap) [ 12,73] 。
2. 1. 1 　 基 于 UHPLC-Q-ToF-MS / MS 技 术 研 究

DNA 甲基化修饰

　 　 由四极杆 ( Quadrupole) 串联飞行时间分析

器( Time-of-Flight,ToF) 构成了质谱的质量分析

器,通过 UHPLC 的液相色谱分离和离子源电离

后进入 ( quadrupole
 

time-of-flight, Q-ToF) 质量分

析器。 ToF 是通过脉冲电场推斥所有带电离子,
离子的质量大小不同、在空间中飞行所需的时

间长短不等,由此将离子进行区分、排列以及检

测。 Q-ToF 质量 分 析 器 可 进 行 MS / MS 分 析 检

测,用 于 定 性 和 定 量 分 析。 Chen 等 [ 62] 采 用

UHPLC-Q-ToF-MS / MS 研 究 肝 癌 组 织 基 因 组

DNA 中 m 5 dC 和 5hmdC 的含量。 该方法灵敏度

高,仅用微量 DNA 样品即可测定痕量的 m 5 dC
和 5hmdC。 研究者应用这种方法揭示了 m 5 dC
是一种重要的表观遗传学修饰,它涉及肿瘤的

发生和发展;揭示了 5hmdC 在人肝癌组织及相

应对照组织中的分布情况。
2. 1. 2　 基于 UHPLC-QQQ-MS / MS 技术研究 DNA
甲基化修饰

　 　 三重四极杆( triple
 

quadrupole,QQQ) 是通过

3 个四极杆串联所构成的,四极杆质量分析器是

由直流电压和射频电压所形成的四极场,将不同

质量的带电离子进行分离、排列和检测。 通过调

整相关参数,实现对特定带电离子的扫描和检测。
三重四极杆中间的四极杆起到了离子聚焦和碰撞

的作用,第三级四极杆选择离子检测,配合第一级

的四 极 杆 可 以 进 行 多 反 应 离 子 监 测 ( Multiple
 

reaction
 

monitoring,MRM)检测。 相比于 Q-ToF 质

谱质量分析器,QQQ 具有更高灵敏度。
近期科研人员运用同位素稀释质谱法精确定

量未标记的 DNA 核苷酸,采用的 UHPLC-MS / MS
质量分析器为三重四极杆。 与 ToF 和离子阱质量

分析器相比, QQQ 质量分析器具有更高的灵敏

度,但分辨率较低,不能区分两离子间小于 1 个原

子质量单位( AMU) 的差别。 QQQ 质量分析器在

MRM 模式下实现监测多种核苷的质谱信号,并且

对母离子碎裂和产生的碎片离子进行监测。 第一

级四极杆在不同特定 m / z 值的母离子之间快速

切换,被选择的目标分子离子在第二级四极杆中

碎裂。 随后,第三级四极杆识别由碰撞单元中的
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目标分子产生的特定碎片离子。 实验中将丰度较

高的未标记的 DNA 核苷酸用灵敏度较低的紫外

检测器进行定量,而将丰度较低的未标记的 DNA
核苷酸使用灵敏度较高的三重四极杆进行定量分

析 [ 74] 。 Fu 等 [ 14] 采 用 HPLC-QQQ-MS / MS, 分 析

mRNA 中 hm6 A 和 f6 A。 在多反应监测( MRM) -正
电喷雾电离模式下,使用 282. 1 ~ 150. 1 ( m6 A) 、
268. 0 ~ 136. 0( A) 、296. 1 ~ 164. 1( f6 A)和 198. 1 ~
136. 1( hm6 A)的核苷及碎片离子对,进行各种核

苷的定量分析。
2. 1. 3 　 基于 UHPLC-Orbitrap-MS / MS 技术研究

DNA 甲基化修饰

　 　 除了 Q-ToF 以及 QQQ 以外,科研工作者还采

用轨 道 阱 ( Orbitrap ) 作 为 质 量 分 析 器 [ 12] 。
Orbitrap 通过将不同 m / z 的离子在静电场内向 z
方向运动的频率差别使质荷比不同的离子分离。
相比于 Q-ToF 和 QQQ,轨道阱质谱具有的优势在

于其具有更高的分辨率、更快的扫描速度以及更

加精准的质量测定。
Li 等 [ 73] 在研究 DNA 全甲基化的实验中比较

了 QQQ 与 Orbitrap 质量分析器的效果。 在实验

中将全 DNA 甲基化程度以 m5 dC 与 2′-脱氧鸟苷

( dG)的比值表示。 经 DNA 提取和水解后,用 LC-
ESI-QQQ-MS / MS 测定。 使用内标 15 N3 -dC 和 15 N5 -
dG 分 别 用 于 m5 dC 和 dG 的 准 确 定 量。 使 用

orbitrap
 

LC-MS 在精确质量全扫描模式下进行分

析,结果表明该灵敏度与使用多反应监测( MRM)
的串联 LC-ESI-QQQ-MS 相当。 Orbitrap

 

LC-MS 和

LC-ESI-QQQ-MS / MS 显示出相似的检测限和线性

范围,而 orbitrap 具有良好的定量线性分析性能,
表明其更适用于检测 DNA 甲基化的含量。
2. 1. 4　 基于 2D-UHPLC-MS / MS 技术研究 DNA
甲基化修饰

　 　 二维液相色谱(2D-UHPLC)与质谱联用的方

法适用于分析含有大量共洗脱干扰物的溶液 [ 75] 。
在色谱体系中, 某些金属阳离子 ( 如 Na+ 、 K + 、
Mg2+ 、Ca2+ )可能与羧酸形成盐,这些金属阳离子

的缺失会影响方法的准确度和灵敏度。 二维色谱

法的应用有助规避来自样品中阳离子对质谱检测

的影响。 例如测定样品中 2′-脱氧尿苷( dU)和 5-
(羟甲基) -2′-脱氧尿苷 ( 5hmdU) 的含量,这两种

物质容易形成钠 / 钾的加合物,使 dU 和 5-hmdU
信号降低,质谱分析数据失去准确度。 相比于一

维液相色谱,2D-UHPLC 具有更好的分辨率、灵敏

度、精密度,能将所有组分更好的分离,在除盐除

杂方面效果显著 [ 76] 。
Gackowski 等 [ 77] 在研究内源性 DNA 碱基修

饰的过程中采用同位素稀释-2D-UHPLC-MS 的方

法(图 6) 。 其是一种直接、可靠、高通量的方法,
该方法结合同位素标记的内标物,可用于测定

DNA 修饰。 它的优点是相对较短的运行时间、更
高的灵敏度和选择性。 而且,全自动二维分离液

相色谱与质谱联用适用于分析生物样品,特别是

含有 大 量 干 扰 物 的 样 品。 同 位 素 稀 释-2D-
UHPLC-MS 的技术还可以有效提升未标记和标记

化合物的信噪比。

图 6　 2D-UHPLC-MS / MS 仪器中流动相的流路图 [ 77]

Fig. 6　 Flow
 

diagram
 

of
 

mobile
 

phase
 

in
 

2D-UHPLC-MS / MS
 

instrument[ 77]

2. 2 　 基 于 MALDI-ToF-MS 技 术 研 究

DNA 甲基化修饰

　 　 Ehrich 等 [ 78] 提出了一种利用 MALDI-ToF-MS
质谱分析碱基特异性裂解扩增产物的高通量

DNA 甲基化分析方法( 图 7) 。 通过碱基特异性

裂解和 MALDI-ToF 质谱分析 DNA 甲基化。 使用

位于 CpG 岛外的引物和一个亚硫酸氢盐处理后

的带有 T7 启动子序列标记的引物进行 PCR 扩
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增。 PCR 产物转录为 RNA 并特异性地切割碱

基。 用 MALDI-ToF 质谱对裂解产物进行分析,得
到特征质量数的质谱图。 在图 7 中,PCR 产物从

反向链转录并特异性切割 U;甲基化模板携带保

守的胞嘧啶,PCR 产物的逆转录包含 CG 序列;在
非甲基化模板中,胞嘧啶转化为尿嘧啶;序列由 G
变为 A,产生 16Da 的质量位移。 例如,裂解产物#
1 有两个甲基化位点,则当两个 CpG 位点甲基化

或非甲 基 化 时, 裂 解 产 物 的 质 量 信 号 将 相 差

32Da。 而对于裂解产物 # 2 和 # 3, 则只观察到

16Da 的质量位移,因为#2 和#3 都仅包含一个甲

基化位点。 因此,采用 MALDI-ToF-MS 技术可以

分析质谱中是否存在质量信号,以确定模板序列

中哪些 CpG 被甲基化,并且基于相应质量信号的

峰面积 比 率 用 于 评 估 相 对 的 甲 基 化 程 度 [ 78] 。
Coolen 等 [ 79] 使 用 碱 基 特 异 性 裂 解 并 且 运 用

MALDI-ToF-MS 技术实现了一种高灵敏和高通量

的 DNA 甲基化分析方法,对每个 CpG 残基进行

定量分析。 经过对实验设计的优化,整理出一个

用于准确测量 CpG 甲基化的公式。 该实验方案

适用于多个基因组区域和大样本群体的 DNA 甲

基化分析,这对于分析常人和患者的人类表观基

因组 DNA 甲基化修饰具有十分重要的应用价值。

图 7　 碱基特异性裂解和 MALDI-ToF 质谱分析 DNA

甲基化 [ 78]

Fig. 7　 Base
 

specific
 

cleavage
 

and
 

MALDI-ToF
 

mass
 

spectrometry
 

analysis
 

for
 

DNA
 

methylation[ 78]

2. 3　 基于 GC-MS 技术研究 DNA 甲基化

修饰
　 　 液相色谱-质谱联用技术( GC-MS) 已经广泛

应用于分析 DNA 表观遗传的修饰,但 GC-MS 技

术需要昂贵的液相色谱仪器和训练有素的专业人

员。 此外,由于碱基和核苷酸的分子量较小和极

性较高,在液相色谱部分的保留时间较短。 液相

色谱可能受到色谱分离和定量分析的基质效应的

负面影响。 GC-MS 技术的优点包括气相色谱的

仪器价格与维护成本较低,气相色谱的色谱柱是

毛细管柱,该色谱柱具有良好的柱效,使组分能达

到更好的分离效果。 然而,GC-MS 的缺点是要求

流动相是具有挥发性的组分,因此,核苷酸不能用

GC-MS 进行分析,但具有极性的碱基及其衍生物

在转化为挥发性的化学物质后,可以使用 GC-MS
检测和分析 [ 80,81] 。

Rossella 等 [ 82] 将 GC-MS 应用于 DNA 甲基化

检测中。 在样品前处理的过程中将含有 DNA 的

溶液的 EP 管在 N2 流下干燥,向残渣中加入含水

的甲酸,样品在高温下水解,在室温下冷却并用

N2 蒸发。 添加内标溶液并再次蒸发样品,向残渣

中加入 N-(特丁基二甲基硅) -N-甲基三氟乙酰胺

+1%三甲基氯硅烷,加乙腈和吡啶进行衍生化,
在 40℃ 下反应。 将 1μL 体积的衍生化溶液注入

GC / MS 进样口进行分析,根据 GC-MS 所分析得

出的数据计算出甲基化的百分比。

甲基化 % =
Q5mcyt

Q5mcyt + Q cyt

× 100% (2)

3　 总结与展望

　 　 本文介绍了甲基化修饰的核苷前处理流程以

及液相色谱(或气相色谱) 与带有不同质量分析

器的质谱联用技术及 MALDI-ToF-MS 用于检测

DNA 表观遗传修饰。 质谱法对 DNA 的分析已发

展到用来分析每种已知类型 DNA 的情况。 目前

质谱技术可以高效地应用于 DNA 多态性、单倍

型、DNA 甲基化修饰等分析。 虽然质谱分析技术

也存在一定的局限性,如质谱能分析基因组中的

核苷组成,但无法提供长 DNA 的序列组成;质谱

对样品的分离和纯化要求高等。 目前,液相色谱

与质谱联用技术已经广泛的应用于 DNA 表观遗

传学的研究之中,在未来随着新兴质谱技术和设

备的研发,对于测定基因的 DNA 序列和解析生命

的遗传信息发挥至关重要的作用,进而在对揭示

疾病的产生、进展、抗治疗性、复发的关键机制和

发现精准标志物对疾病进行早期检测等方面具有

巨大的应用前景。 希望本文中所述质谱技术和方

法可以为 DNA 表观遗传修饰领域研究起到一些

推动作用。
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