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摘要

摘要

DNA 甲基化是一类重要的表观遗传学机制。 DNA 中胞略睫 CCyt ) 5 号碳上发

生的甲基化是最常见也是目前研究最多的 DNA 甲基化存在形式。 5-甲基胞啼吭

(5mCyt) 能够调控基因的表达和沉默、参与维持染色体的稳定性，因而参与到了

发育、衰老、 癌变等诸多重要的生物学过程之中。发展 DNA 甲基化的分析方法对

于表观遗传学基础研究以及疾病的早期诊断和预后评价有重要意义。质谱技术因

其良好的选择性和定量能力，已经成为了进行基因组 DNA 甲基化程度分析的主流

技术。但是目前基于质谱的 DNA 甲基化分析方法仍面临样品需求量大、方法耗时

繁琐、灵敏度不够高的挑战。针对这些问题， 本文从三个角度提出了解决方案，研

究了三种不同的基于 NanoES创I

1. 建立了一种基于 NanoES创I-MS 的人类细胞基因组 DNA 甲基化程度的检测

方法。该方法将 DNA 酸解的前处理反应在 Na创11旧oES臼I 的喷针中在线进行，之后直接

进行 NanoESI-MS 检测，从而大大减少了样品稀释和样品需求量。 该方法能够应用

于 1 00 个 MCF7 、 MCFIOA、 HepG2 和 HeL.a 细胞的基因组 DNA 甲基化检测 ， 全

程检测仅需 2 小时， 因而该方法可以成为判定临床中少量分离细胞是否为癌细胞

的潜在分析方法，在实际临床应用中有应用潜力。

2 . 建立了一种基于小体积快速衍生化和 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化程度快

速分析方法。前人研究报导衍生剂 BDAPE 可以提高 2'-脱氧胞昔 (dC ) 、 5-甲基-

2'-脱氧胞昔 ( 5mdC) 等在质谱中的检测灵敏度，但衍生反应耗时较长。本文发现

BDAPE 对 dC 和 5mdC 的衍生化反应可以在小体积反应体系下得到大幅度的反应

加速，反应时间可缩短 360 倍。并且，小体积反应模式下 BDAPE 所需浓度远远小

于常量反应，从而减小了衍生剂本身对检测的干扰。本文运用这一技术对 6 种细

胞系的 DNA 甲基化程度进行了分析， 相较于前人方法分析时间大大缩短。

3. 建立了一种基于离子重复富集技术和 NanoES剖I

基化程度分析方法。该方法对商品化的离子阱质谱进行了改造， 使离子阱可以重复

多次富集某一特定质荷比的离子，实现了对低浓度离子的富集， 多类型的离子检测

灵敏度可提高 3-22 倍。应用这一技术，本文实现了对 0.2 个 MCF7 单细胞水平的

基因组 Cyt和 5mCyt含量的检出。该方法不仅在单细胞分析领域有广阔应用前景，

而且有潜力应用于未知 DNA 修饰类型的发现。

关键词 : 纳升电喷雾质谱; DNA 甲基化; 在线样品前处理:衍生化反应 : 线

性离子阱
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DNA methylation is an important epigenetic modification, which is commonly 

presented as the methylation ofthe fifth carbon of cytosine in DNA. Mounting researches 

demonstrated that 5-methylcytosine can regulate gene expression and silencing, and take 

part in many biological processes, including mammalian development, aging, and 

carcinogenesis. Therefore, establishing analytical methods to characterize DNA 

methylation would greatly aid fundamental researches in the field of epigenetics and early 

diagnosis and prognosis of related diseases. One technique to measure the degree of 

genomic DNA methylation is mass spectrome位Y (MS), due to its high selectivity and 

sensitivity. MS is now widely used in the analysis ofDNA methylation, but it still faces 

many challenges, including large sample consumption, time-consuming procedure, and 

limited sensitivity to discover new modifications of DNA. In this thesis, three different 

analytical methods based on NanoESJ-MS were established in order to solve the problems 

mentioned above. 

The main development resulting from this thesis are as follows . 

1. A method sensitive enough to analyze DNA methylation degree of only 100 

human cells was established, which was based on on-line sample hydrolysis and 

NanoESI-MS. The key strategy employed in this method was to conduct the hydrolysis 

of genomic DNA directly in the NanoESI spray emitter, thus minimizing the dilution 

during sample pretreatment. This method was successfully applied to the DNA 

methylation analysis of 100 MCF7 , MCFI0A , HepG2, and HeLa cel ls within 2 

hours. The small sample consumption of this method meant it may be suitable for 

detection of rare cancer cells in clinical environment or special samples in fundamental 

researches. 

2. A method to enable rapid analysis of DNA methylation degree was established, 

which was based on accelerated derivatization of2'-deoxycytidine in confined volumes 

and NanoESI-MS. BDAPE, a derivative agent for 2 '-deoxycytidine and 5-methyl-2'­

deoxycytidine, can improve the detection sensitivity of DNA methylation in MS. lt was 

found that the derivatization reaction by BDAPE could be greatly accelerated in confined 

volumes such as spray droplets. By conducting derivatization in spray droplets, the time 

needed to finish the reaction can be reduced by 360 folds. Additionally, the concentration 
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Abstract 

of BDAPE needed for confined-volume reactions was much less than that for bulk 

reactions, thus reducing the matrix effect caused by BDAPE. By combing confined­

vo lume derivatization reaction with NanoESI-MS, this method successfully measured the 

DNA methylation of 6 cell lines, consuming much less time than conventional HPLC幽

MS method. 

3. A method capable of analyzing the DNA methylation degree at single-cell level 

was developed, which was based on repeated ion accumulation in linear ion trap and 

NanoESI-MS. In this method, commercial mass spectrometer was modified to make the 

ion trap isolate and accumulate a specific ion repeatedly, thus improving the detection 

sensitivity of low-concentration molecules. The detection sensitivity of multiple kinds of 

molecules could be improved by 3-22 folds by this method. The cytosine and 5-

methylcytosine hydrolyzed from sample equivalent to 0.2 MCF7 cell could be detected 

by this method. This method is promising to be used in single-cell analysis of other 

metabolites and the discovery of new DNA modification. 

Key words: Nanoelectrospray ionization; DNA methylation; Or卜line sample 

pretreatment; Derivatization; Linear ion trap 
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第 l 章 寻 | 言

第 1 章引言

1. 1 表观遗传学及DNA甲基化概述

1 . 1. 1 表观遗传学概述

细胞内的染色质由脱氧核糖核酸 (Deoxyribonucleic Acid , DNA ) 和蛋白质组

装压缩而成(1-5] 。其中， DNA 是细胞内遗传信息储存的主要载体， 具有遗传效应的

DNA 被称为基因(6， 7]。现代生物学的 " 中心法则"认为遗传信息之所以能够在细胞

分裂的过程中得到维持，是因为 DNA、 核糖核酸 ( Ribonucleic Acid，时~A) 、 蛋白

质之间存在着严格的转变过程[创刊 I)DNA 通过半保留复制的方式进行自我复制，

在细胞分裂的过程中分配到子代细胞内，保证遗传信息的严格复制"， lO];(2〉细胞

以 DNA 为模板按照 5'端到 3'端的顺序转录为相应的信使 RNA(II ， 1 2] ; ( 3) 细胞将

信使 时.J'A 按照和转录相同的顺序翻译为多肤或蛋白质 ， 由蛋臼质执行备项生命活

动[口， 14] 。 换言之，细胞的表型由 DNA 序列，也就是基因型所决定。经典的孟德尔

遗传定律认为个体间表型的差异 ， 是 DNA 发生突变导致基因组差异所造成的[ 1匀 。

换言之，基因突变是表型发生变化的决定因素。

上述经典理论可以解释许多遗传学现象，使研究者对于生命有了深入认识。 尤

其是随着近几年测序技术的快速发展及人类基因组计划的完成，人们对于基因的

了解更加深入[16] 。 现在，研究者可通过基因组的差异和变化解释许多疾病和生物

学过程的成因，也可依据基因组图谱提出新的治疗疾病的策略[17] 。 然而，尽管如

此，越来越多的科学研究发现很多遗传现象仍无法用经典的遗传学理论加以解释，

除了 DNA 序列改变(即基因突变)之外，还有其他可遗传的因素会改变或影响生

命或细胞的表型 (图1. 1)[1 8-21] 。 例如， 1930 年 Muller 等人观察到一些果蝇有花斑

眼的表型，经过遗传学分析后他们发现这一现象是部分细胞中 white 基因发生染色

体转移所导致的，这些细胞中基因本身的序列并未改变只是发生了 DNA 重排[ 1 8] 。

另一个例子是 X 染色体随机失活，雌性哺乳动物细胞中含有两条 X 染色体，其中

一条会呈现沉默状态，以确保雌性与雄性细胞中 X染色体表达量相同[19， 2 I J oRiggs 、

Holliday 和 Pugh 等人经过研究认为是 DNA 甲基化在基因表达沉默中起了重要作

用 ， 且 DNA 甲基化可通过半保留复制传递给子代细胞[22， 23J。除此之外，还有一些

研究表明染色体中的组蛋臼乙酌化、甲基化、泛素化也会对基因表达产生调控(20，

24]，且组蛋臼修饰也可在 DNA 复制的同时得到维持，其中的机制已经有一些研究

给出了合理解释(25-27J 。



第 1 章寻| 吉

巴氏小体

双胞胎 多线染色体

表观遗传学

克隆猫 酵母接合型

植物突变体 血涂片

肿瘤组织

图 川 典型的表观遗传学现象(28)。双胞胎 : 同卵双胞胎之间细微的表型差异主要来

源于表观遗传学因素 (~Randy Harris，纽约)。巴氏小体 : 哺乳动物雌性细胞中含有
两条X染色体，其中一条会发生失活形成致密的异染色质 ， 即巴氏小体。多线染色体 :

果蝇唾液腺细胞中的巨大染色体称之为多线染色体， 是进行表现遗传学研究的理想材

料 (~Springer ) (29)。酵母接合型 : 酵母细胞中活性的接合基因(即酵母接合型)决定

了细胞性行为，接合基因的激活与沉默由表观遗传学因素控制 (~Alan Wheals ， 巴斯
大学) 。 血涂片 : 不同类型的血细胞拥有同样的基因组 ， 然而表观遗传学因素决定了

它们的不同类型和功能(引自 Chri stian Sillaber教授〉。肿瘤组织 : 图左的转移性肿瘤
细胞体现出了表观遗传学标记水平的升高 (~Macmillan ) [30] 。 植物突变体:由表观遗

传因素导致的拟南芥花朵突变体 ， 图中两朵花基因型相同 (~Macmillan ) (31 ) 。克隆猫 :
克隆猫基因组相同 ， 但是具有不同表型的毛皮颜色(~M acm i llan ) [32] 。
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图 1.2 DNA复制期间DNA甲基化及组蛋白修饰的遗传机制(281 0 ( a ) DNA复制期间
DNA甲基化的维持和L制 : 在DNA复制期间 ， 由于母链的两条DNA在CpG或CpXpG残

基相同位置存在甲基化 ， 半保留复制后两条子链中均有一条来自母链的DNA存在甲基

化位点，之后DNMT会识别这些半甲基化位点， 完成相对位置CpG或CpXpG残基位置

的甲基化 ; ( b ) DNA复制期间组蛋白修饰的维持机制 : 在DNA复制期间 ， 亲本的己

修饰组蛋白散在分布于两条子链DNA上 ， 未修饰组蛋白新插入到子链中 。 亲本组蛋白
的修饰位点 ( m ) 会募集修饰位点结合蛋白 ( pb) , pb进一步募集组蛋白修饰酶 ( e) , 
e会进一步将相邻的新插入组蛋 白进行修饰，实现组蛋 白修饰在DNA复制期间的维持 。

上述诸多研究均证实了一个事实，就是生命体或细胞的表型不仅仅由 DNA 序

列单独决定 ， 还受到其他遗传因素的共同影响 ， 且这些因素可通过某些机制得到维

持(图 1.2 )。由此 ， 表观遗传学的概念也应运而生[28， 33-35) 。 从概念上讲， 表观遗传

学是研究 DNA 序列不发生改变的情况下可遗传表型的学科， 其机制包含上述提到

的 DNA 重排、 DNA 甲基化、 组蛋臼修饰等等多种调控 DNA 表达的可遗传机制

(33) 。 近期越来越多的研究发现， 表观遗传学与癌变、 衰老、 发育等众多重要生物学

过程相关， 因此越来越受到研究者的关注[刀.36-40) 。

1. 1. 2 基因组DNA甲基化概述

从大类上分，表观遗传学机制分为 DNA 甲基化、 组蛋白修饰、 RNA 干扰等几

大类。其中 ， 基因组 DNA 的甲基化是一种重要的表观遗传学分子机制 ， 在高等生

物中普遍存在(41 )。许多研究表明 DNA 甲基化与发育 、 衰老、 癌变等诸多重要的生

物学过程密切相关， 因而最近几年引起了研究者的关注， 也成为了表观遗传学的热

点之一[42-45] 。

3 
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在真核细胞中 ， DNA 中胞啼呢 C Cytosine ， Cyt ) 分子的 5 位碳原子可以被甲

基化， 形成 5-甲基胞啼呢 C 5-Methylcytosine ， 5mCyt ) C 图 1.3a ) (46] 。 这是真核细

胞中含量最高的 DNA 甲基化存在形式， 也是最早被研究者发现且日前研究最多 、

维持和调控机制也较为清楚的一类 DNA 甲基化[22， 23， 47， 48] 0 5mCyt 被称为腺嘿岭

C Adenine , Ade) 、 胸腺啼睫 CThymine ， Thy ) 、 Cyt、鸟嘿岭 C Guanine , Gua) 之

后的第五类 DNA 碱基 ， 哺乳动物细胞中主要出现在 DNA 的 CpG 或者 CpXpG 残

基序列上， 对于绝大多数位点而言通常两条配对 DNA 分子的对应位置均会出现甲

基化 (图 1.3c ) 。 在不同生物中胞暗喷甲基化的比例各不相同 ， 如人类细胞的基因

组中大概 4%-5%的 Cyt 会发生甲基化， 线虫中则尚未发现 5mCyt ， 而某些植物细

胞中 Cyt 甲基化比例可能高达 30%(49] 。

a) 
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b) 
Zn综合位点

富含半赋氮E量的 • 
DNMT1/MBD1/HRX罔源物 l MTase催化结构域

BAH(1) BAH(2) I 
616 活性

+++ 

DNMT2 

DNMT3a + 

248 DNMT3b + 

387 DNMT3L 

tRNAASPMTase 

图1.3 DNA甲基化的两种机制[50] 。 (a) 基因组DNA中 的Cyt主要依赖DNMT实现甲

基化修饰 ; Cb)DNMT有多种亚型C DNMTl 、 DNMT2 ， DNMT3a 、 DNMT3b和DNMT3L ) ，
这些亚型的序列结构和DNA 甲基化活性各不相同; Cc) 细胞中存在两种DNA 甲基化

过程，从头甲基化依赖于DNMT3a 、 DNMT3b和DNMT3L 维持甲基化依赖于DNMTl 。
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图 1 .4 5mCyt去甲基化的两种机制[51 l 0 ( a ) Cyt、 5mCyt和第六种碱基5hmCyt的结构，
5hmCyt与5mCyt的主动去 甲基化过程密切相关 ; ( b ) 去甲基化的两种机制示意，因左

为基于DNA复制的被动去 甲基化，图右为基于TF.T酶氧化的主动去甲基化的

在 Cyt 甲基化的过程中， DNA 甲基转移酶 (DNA methyltransferase , DNMT) 

会将 S 腺背蛋氨酸。-adenosyl methionine ， SAM) 的活性甲基转移到 Cyt 上， 生

成 5mCyt 和 S 腺昔同型半月光氨酸( S-adenosylhomocysteine, SAH) [46)。细胞中存

在两种 DNA 甲基化过程一一维持甲基化和从头甲基化， 两个甲基化过程由不同种

类的 DNMT催化(图 1 .3 ) [50)。第一类维持甲基化过程与 DNA 甲基化在亲代和子

代间的遗传密切相关。在 DNA 分子半保留复制的过程中， 一半的亲代 DNA 模板

链会保留在子代细胞中，此时亲代的模板链上保留着 5mCyt，而新合成的子代 DNA

链则不存在 5mCyto DNA 复制完成后 ， DNMTl 会识别亲代模板链中 CpG 序列上

的 5mCyt 位点 ， 在子代链的相应位置完成甲基化(图 1.2)。第二类从头甲基化机

制中， 完全非甲基化的位点也可在某些情况下形成甲基化，这个机制控制的酶是

DNMT3a 和 3b。

细胞中 Cyt 甲基化是一个可逆过程，最近几年的研究发现哺乳动物细胞中

5mCyt 也可通过两种机制发生去甲基化，使基因组 DNA 甲基化程度明显降低(图

1.4b ) [50， 52)。去甲基化机制可在哺乳细胞特定发育时期观察到，如植入前胚胎时期

和原生殖细胞[53叫。
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a) 
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b) 植物细胞中

:1 飞jLOGES
γ。平2 (SER) 
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晴乳动物细胞中

it 刨 :12ll 人q
cy千 电工JY

:tYL up 闹V;

T 取 丐 碱基
无碱基位点 单核音酸头部 Cyt 

5fCyt 5caCyt 

图 1. 5 基因组DNA主动去甲基化的多种路径[52]
0 ( a ) 5mCyt可在TET的作用下发生

逐步氧化生成5hmCyt 、 5 fCyt和 5caCyt ， 其中 5hmCyt可通过抑制JDNMT l的活性来促进

依赖于DNA复制的被动去甲基化 ， 也可在DNMT3a/DNMT3b的作用下失去经甲基 ;
( b ) 植物细胞中5mCyt可以经由DME/ROSl通路切断形成无碱基位点 ， 之后无碱基位

点再经由BER通路恢复为Cyt ， 哺乳动物细胞中5fCyt和15caCyt可被TDG切断形成无碱
基位点 ， 之后无碱基位点再经由BER通路恢复为Cyt， 实现主动去甲基化过程。

第一种机制是依赖于 DNA 复制的被动去甲基化[58， 59]。上文提到 DNA 在完成

半保留复制后， 需要由 DNMTl 完成子代链的 Cyt 甲基化过程。被动去甲基化就是

DNA 完成复制后细胞内缺失活性 DNMTl ， 导致子代细胞甲基化缺失， 随着 DNA

复制不断进行最终导致基因组水平 DNA 甲基化程度降低。 这种机制的一个典型例

子是小鼠胚胎细胞在着床前发育过程中母本基因组会发生大规模的 5mCyt 去甲基

化(60) 。

第二种机制是主动去甲基化(4 1 ， 61 ]。这一主动机制的发现得益于 2009 年第六类

DNA 碱基一-5-经甲基胞略吭( 5二Hydroxymethylcytosine ， 5hmCyt)的发现(图 1.4a )

[62] 
0 Kriaucionis、 Heintz 和 Tahiliani 等通过实验证明 5hmCyt 是由 5mCyt 氧化得到

且这个过程由 TET 酶 (Ten心leven Translocation , TET ) 催化[62， 63]。进一步的研究

显示， TET 酶还会进一步催化 5hmCyt 氧化为 5-瞪基胞啼呢( 5-Formylcytosine, 

5fCyt ) 和 ι竣基胞略呢 (5-Carboxycytosine， 5caCyt) (图 1.5a ) [64-66] 
0 5mCyt 氧

化为 5hmCyt 后又通过两种路径实现去甲基化。 第一条路径是促进了上述的依赖于

6 
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DNA 复制的被动去甲基化， 研究表明 DNMTl 更难识别 5hmCyt 位点 ， 因而倘若

DNA 复制后亲代链的 5mCyt 被氧化为 5hmCyt 则子代链难以继承 5mCyt 的图谱 ，

最终导致子代链 5mCyt 缺失(67， 68J。第二条路径是主动去甲基化，研究已发现多条

子路径(图 1.5 )0 5hmCyt 可在 DNMT 的作用下直接失去经甲基， 恢复为 Cyt(69， 70J 。

5hmCyt 也可进一步氧化为 5caCyt ， 5caCyt 可在脱竣酶的作用下脱去竣基恢复为

Cyt(7 1 ， 721 0 5hmCyt还可发生去氨基化形成 5-f.圣甲基尿p拟定( 5-Hydroxymethyluracil ，

5hmUra) , 5hJηUra 、 5fCyt 和 5caCyt 可被切断形成无碱基位点， 之后无碱基位点再

经由碱基切除修复 (Base Excision Repair , BER) 通路得到修复， 恢复为 Cyt ， 最

终也实现了去甲基化(64， 73， 74J。这一路径己经在小鼠胚胎干细胞发育过程中发现(64，

。

] rhv 
句
，, ，

、J
句
，

植物细胞中基因组 DNA 的主动去甲基化机制与哺乳动物细胞并不相同(图

1.5b ) 。植物细胞基因组中 5mCyt 可以经由 DMEIROS1 ( Demeter/Repressor of 

Silencing 1, DMEIROS 1 )通路切断，形成无碱基位点 ， 之后无碱基位点再经由 BER

通路得到修复，恢复为 Cyt(7710 

1. 1. 3 DNA中 5-甲基胞晤睫的生物学功能

DNA 甲基化之所以能够对表型产生影响并成为表观遗传学的机制 ， 是因为

5mCyt 可以调控 DNA 表达。研究发现 DNA 中启动子区域的 5mCyt 对许多基因的

沉默有决定性作用(78叫。目前己经发现的沉默机制有两种: (1)基因启动子的 CpG

序列发生甲基化后会抑制转录因子对启动子序列的结合，从而抑制基因表达[83]:

( 2 ) 启动子区域的甲基化 CpG 序列还会吸引并结合细胞中的甲基结合蛋臼

( Methylated CpG Binding Proteins , MBDs) 和组蛋白去乙散化酶( Histone 

Deacetylases , HDACs)，这些转录抑制蛋白会导致基因表达下调(图 1.6 ) (84, 85] 。

多数情况下 DNA 甲基化是基因表达抑制的标志， 而一些情况下 DNA 甲基化

也可能促进基因表达。基因组中沉默子和隔离子元件发生甲基化时会阻止相关蛋

白在 DNA 的结合， 从而阻挡了这些蛋白对基因表达的抑制作用(图 1.6 ) [86.88) 。

另外， 5mCyt 还对维持染色体的稳定起到重要作用。一些研究表明当 DNMTl

或 DNMT3b 基因突变导致 DNA 甲基化程度降低时， 染色体会出现非整倍性、 断

裂、 融合等异常现象[89， 90]。这说明 DNA 甲基化有着稳定染色体结构的重要作用。

上述 5mCyt 的生物学功能决定了 DNA 甲基化参与了众多重要生物学过程。
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图1.6 DNA甲基化影响基因转录的机制示意图[78] 0 (上图) DNA甲基化促进基因转

录的情形。在基因启动子CpG序列未甲基化的情形下，启动子 ( Pro) 可 以和转录因子

( TFs) 结合，促使转录的发生。该情形下，即使基因下游各元件是甲基化的并结合

有MBDs和HDACs蛋白，转录依旧可以发生。另一方面，沉默子 (Silencer) 和隔离子

( Insulator ) CpG序列发生了 甲基化功能得到抑制，因而增强子 (Enhancer ) 可以发挥

促进基因转录的功能。( 下图) DNA甲基化导致基因沉默的情形。在基因启动子CpG

序列发生甲基化的情形下 ， 启动子会和MBDs 、 HDACs或其他转录抑制蛋白相结合，

TFs则无法结合到启动子元件上， 导致基因转录受到抑制[84 ， 85] 。另一方面 ， Silencer和
Insulator元件缺少甲基化修饰，可以结合到相应蛋臼发挥抑制转录的作用，如GC结合
因子2 ( GCF2) 或者CTC结合因子 ( CTCF ) 等蛋白 [87 ， 88] 。

1. 1.4 DNA甲基化与疾病、发育和衰老的密切联系

DNA 甲基化与癌症有着密切的关系[36， 91-93]。大量的研究已经证实基因组整体

DNA 甲基化程度的降低是多种癌症的普遍特征，这意味着癌症发展的过程中发生

了大量的 5mCyt 向 Cyt 的转变(图 1.7) [36， 94， 95)。低甲基化的发生将对癌细胞产生

四方面的影响: 第一 ， 会导致 CpG 序列周围基因表达的激活[96， 971 ; 第二 ， 会导致

基因组 DNA 锚配修复的机制缺失[98]; 第三，会导致染色体结构的不稳定[991 : 第四 ，

会导致癌细胞抗药性增加[100]。另一方面，抑癌基因的启动子区 、 同源异形盒基因

以及其他一些序列的 DNA 甲基化程度显著升高也是许多癌症的特征(图 1.7 ) [101-

103) 。 上述两个 DNA 甲基化程度变化的特征可以在多种类型癌症的发展早期观测

到 ， DNA 甲基化程度的变化会随着癌症的发展而更加显著 ， 因而这些特征可能成

为癌变早期 11伍床诊断或预后治疗的依据[99， 104- 107]。进一步的研究证明癌细胞中 DNA

整体甲基化程度的降低主要是源于大量 DNA 重复序列中 5mCyt 向 Cyt 的转变，这

些重复序列大概占据了整个基因组序列的一半[104， 105, 1 08- 1 1 0]。研究发现发生大量去

甲基化的机制至少有一部分是通过主动去甲基化过程[104] 。

8 
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离甲基化和低甲基化的共同特点

在几乎所有癌症类型中都会见到

不同类型的癌症或个体间甲基化模式井不相同

在癌症发展阜期即会观察到

随着癌症发展程度会加深

在某些DNA序列上与癌变过程有因果牵连

低甲基化的独有特点

主要发生在DNA重复序列上

是'细胞基因组5mCyt总含量降低的主要原因

可能通过多种途径导载癌变发生

可能至少-部分是通过主动去甲

依据癌症
种类的不同或
CpG位点的不同
某些DNA序列会
发生离甲基
化或低甲
基化

-小部分

的CpG位点会
发生半甲基化现象
(5'刊宰CpG-3'/3'-GpC-5')
并且进一步易
于发生去

甲基化

图 1.7 DNA甲基化在癌变过程中的变化特点[ l041 0

DNA 甲基化在肥胖症的发展和治疗中也发挥着重要功能[111 ， 112)。饮食中的各

类物质如甜菜碱、 胆碱、 甲硫氨酸、 辞元素和叶酸等参与到了甲基供体 SAM 的

代谢通路中 ， 因而会对 DNA 甲基化的通路产生影响 ， 进而影响基因表达。例

如， 如果叶酸摄入缺乏就会导致细胞内 SAMlSAH 的 比例降低，从而抑制了 DNA

甲基化过程和 DNMT 的活性。

DNA 甲基化在细胞发育过程中不断在发生变化， 对生殖细胞成熟和胚胎发育

等过程至关重要[51 ， 54-57) (图 1. 8 )。在胚胎发育早期， 基因组整体 DNA 甲基化会发

生重编程。研究表明 ， 受精过程发生后受精卵中来自亲本生殖细胞的基因组 DNA

甲基化整体程度会出现大幅下降， 之后在胚胎着床后发育时期整体 DNA 甲基化程

度才会逐渐上升， 甲基化位点得到重建[1 1 3]。另一方面， 生殖细胞成熟过程中 DNA

甲基化也会发生重编程。研究证明小鼠原生殖细胞在 E7.5 至 E13.5 时期会不断丢

失DNA 甲基化， E13.5 时期的原生殖细胞的DNA 甲基化程度远远低于体细胞[1 14] 。

而后形成精子或卵细胞的过程中 DNA 甲基化程度会得到恢复。

9 
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图1.8 人类一生中各个发育阶段细胞基因组DNA甲基化程度的变化[ 1 门] 。

体内实验和体外实验均证实，随着细胞不断衰老， 基因组 DNA 甲基化程度呈

现整体下降( 115- 11 7] 。 年龄增加导致 DNA 去甲基化的机制尚不完全清楚，但己有证

据表明可能与 DNMT 活性的降低、 一碳代谢通路以及基因组的协同作用有关( 115] 。

1. 2 DNA甲基化分析方法发展概述

基囚组范围的 DNA 甲基化分析方法对于表现遗传学基础研究、 癌症等重要疾

病的机理研究、 疾病的早期诊断和预后至关重要( 118] 。 从分析的范围来分类， DNA 

甲基化的分析方法分为特定 DNA 位点甲基化分析和全基因组水平的 DNA 甲基化

程度分析。对于前者， 目前的技术能进行 5mCyt 及其氧化产物 5hmCyt、 5fCyt 和

5caCyt 的分析 ， 其他甲基化存在形式还尚未发展出成熟方法。 对于后者， 主流技术

适用于所有甲基化存在形式 ， 包括最近研究较多的 N6_ 甲基腺喋岭( N6_ 

Methyladenine , N6mAde ) 等。

10 
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1. 2. 1 特定DNA位点甲基化分析方法概述

对于特定 DNA 位点是否发生甲基化的 DNA 甲基化分析，过去 20 年一直发展

较快， 应用也比较广泛[ 1 1坷。相比于 Ade、 Thy、 Cyt、 Gua 四个碱基而言 ， 5mCyt 在

聚合酶链式反应 (Polymerase Chain Reaction , PCR) 扩增的过程中无法和 Cyt 区

分，在 DNA 合成酶的作用下 Cyt 和 5mCyt 均是与 Ade 配对，多轮 PCR 扩增后的

子链会完全丢失母链的 5mCyt 位点信息， 这是 5mCyt 无法通过简单测序技术进行

分析的根本原因。因此对特定位点的 5mCyt 分析， 关键是通过某种途径将 5mCyt

位点识别出来， 使得甲基化的位点可以被后续分析方法读出[120-123)。目前较为常用

的有三种识别方法: 甲基敏感的内切酶法、亚硫酸氢饷还原法以及亲和富集法。

1. 2. 1. 1 甲基敏感的内切酶法

甲基敏感的内切酶法是早期研究中 DNA 甲基化分析的常用方法[124-127] 0 DNA 

内切酶是指识别特定 DNA 序列并将其切断的的酶。在细菌和古生菌中，某些 DNA

内切酶的活性可以被 DNA 甲基化抑制。换言之， 当内切酶所识别的 DNA 序列不

含有 5mCyt 时， DNA 分子可以被内切酶所切断，而当该序列中含有 5mCyt 时 ，

DNA 分子则无法被切断。这一机制为检测特定 DNA 位点的甲基化有无提供了一

种途径。 例如， 2013 年 Messerschmidt 等在小鼠胚胎八细胞时期进行了单细胞水平

的 DNA 甲基化分析，使用 BstUI 这一内切酶对 6 个感兴趣的 DNA 位点一一进行

检测(图 1.9 ) [128)。当 CGCG 这一序列被甲基化时 ， BstUI 无法将序列切断，使用

3 个引物进行 PCR 扩增后会有两种长度的 DNA 分子。而当 CGCG 这一序列不含

甲基化时 ， BstUI 将 DNA 切断，此时 PCR 扩增后就只有一种长度的 DNA 分子。

通过判断 DNA 分子的长度就可以检测感兴趣 DNA 位点的甲基化信息。研究最终

通过一系列分析说明 ， 对于早期胚胎细胞， 如果亲代 DNA 甲基化模式没有顺利遗

传给子代细胞， 将导致生命体嵌合现象的出现。

利用甲基敏感的内切酶法发展起来的成熟 DNA 甲基化分析技术包括限制性

标记基因组扫描 (RLGS ) [129) 、 甲基化敏感性随机引物法 (MS-AP-PCR) [ 130) 、 甲

基化间区位点扩增法 (AIMS ) [ 1 31 ] 、 甲基化 CpG 岛扩增法 (MCA ) [1 32) 、 差异甲基

化杂交法 (DMH ) (133)、连接子介导 PCR 的 HpaII 小片断富集分析法 (HELP) 等

等[ 134)。这些方法的发展趋势是能够进行基因组范围的大量DNA位点甲基化分析。

内切酶法是最早被研究者发展起来的 DNA 甲基化分析方法， 具有很高的灵敏度和

较低的 DNA 样品需求量，至今仍有不少研究使用这一技术。但这一方法的局限性

在于内切酶的识别序列是有限的， 对于无法被现有内切酶识别的 DNA 序列而言 ，

其甲基化信息无法被该技术识别。
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图 1.9 将甲基敏感的内切酶法与定量PCR技术相结合 ， 可 以实现单细胞水平的特定

基因DNA甲基化分析[1281 0 ( a ) 甲基敏感内切酶BstUI进行特定位点甲基化分析的原理

示意图。其中黑点代表甲基化位点 ， 可以抑制BstUI的酶切活性 ， 进而PCR扩增后可得

到一长一短两段DNA 。 如果序列不含有5mCyt则会被BstUI切断，扩增后仅得到一段短

DNA j ( b) 运用这一原理对胚胎细胞的父本基因H19和lG-DMR进行分析。 红点代表

长DNA片段的Ct值 ， Ct值无限大代表未检出该片段， 黑点代表短DNA片段的Ct值，测
定到了 Ct值说明该片段被检出。结果证明两个基因均未被甲基化 ( c) 运用相同原理

对胚胎细胞的母本基因Nnat 、 19f2r 、 Snrpn 、 Peg3进行分析。长片段均被检出 ， 证明四
个基因均被甲基化。
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1. 2. 1. 2 亚硫酸氢纳还原法

亚硫酸氢饷还原法是最近 20 年发展较快的 DNA 甲基化分析方法，现在己经

成为进行单碱基分辨率 DNA 甲基化分析的黄金方法[ 1 35]。这一方法的建立最早源

于上世纪 90 年代一个重要化学反应的发现，即 Cyt 可以与亚硫酸氢制发生还原反

应， 再经由一步去氨基化和一步脱磺酸化作用转化为尿啼睫 CUracil ， Ura) [1 36, 137] 。

5mCyt 虽然也可以发生类似反应， 但是反应速率远远小于 Cyt。通过控制反应条件

可以使得 DNA 中所有 Cyt 转变为 Ura，而 5mCyt 不发生转化。此后再通过 PCR 对

转化后的 DNA 链进行扩增，由于 Ura 会与 Ade 发生配对 ， 5mCyt 与 Gua 配对 ，

扩增的结果是子代 DNA 链中 Cyt 转变为 Thy ， 5mCyt 转变为 Cyt C 图 1. 10) 。 之后

再结合探针技术或测序技术确定原序列中 5mCyt 的位点。 早期研究中，亚硫酸氢

纳还原法与 Sanger 测序法相结合能获得单碱基分辨率的 DNA 甲基化信息[ 1 38]。经

过多年的发展，亚硫酸氢纳还原法己经可以实现基因组范围的大量DNA位点分析，

具体的方法包括亚硫酸氢纳甲基谱分析法 CBiMP ) (139)、简化代表性重亚硫酸盐测

序法 CRRGS ) [ 1 40] 、 MethyLight 法[1 1 0]、亚硫酸氢盐转化、 捕获与测序，法 CBC-seq)

( 1 41)、全基因组鸟枪亚硫酸氢纳测序法 CWGSBS ) 等等[1 42]。尽管亚硫酸氢纳还原

法是进行 5mCyt 分析的黄金方法，对任何 DNA 序列均适用，但是这一技术步骤复

杂 ， 价格较为昂贵。

近几年随着 5hmCyt 、 5fCyt 和 5caCyt 的相继发现， 研究者对这几类 DNA 甲

基化氧化产物的特定位点分析方法非常关注。芝加哥大学的何川等对亚硫酸氢制

还原法做了改进，引入了有机化学中的基团保护的想法，从原理上实现了特定位点

5hmCyt、 5fCyt 和 5caCyt 的检测，在这方面发表了许多颇有影响力的工作[1 43-147] 。

1. 2. 1. 3 亲和富集法

进行特定位点 DNA 甲基化分析的第三类方法是亲和富集法。亲和富集法是使

用 5mCyt 的抗体或者使用对甲基有亲和作用的蛋白质来进行 DNA 甲基化的基因

组分析，因此对各种 DNA 序列均适用 ， 但相对于亚硫酸氢纳还原法而言无法对

CpG 甲基化和非 CpG 甲基化进行区分。常见的做法是使用 5mCyt 的抗体来免疫共

沉淀甲基化的基因组DNA ，然后使用探针或测序技术对沉淀得到的 DNA 做分析。

目前发展出的成熟技术是甲基化 DNA 免疫共沉淀法 CMeDIP ) 等[148] 。
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m 
(5').--GAGTCAc-------cG---~CG--------GCTTCAG---

(3')b--CTCAGTG-------GC----GC~-------CGAAGTC--­m 

DNA变性解旋

m 
(5 ' )a--GAGTCAC-------CG---~CG--------GCTTCAG---

(3')b --CTCAGTG-------GC----GC--------CGAAGTC--­
m 

亚硫酸氢纳反应

磺化反应 (第1 步)
脱肢基反应 (第2步)
脱磺基反应 (第3步)

m 
(5')a--GAGTUAU-------OG---~eG--------GOTTOAG---

(3')b--OTOAGTG-------GO----GC~-------OGAAGTO--­
m 

两条DNA链的PCR放大

(5')a--GAGTTAT-------TG----CG--------GTTTTAG--­
(3')a--CTCAATA-------AC----GC--------CAAAATC---

(5')b--TTTAGTG-------GT----GC--------TGAAGTT--­
(3')b--AAATCAC-------CA-~--CG--------ACTTCAA---

对PCR产物直接测序 单分子克隆并测序

图 l. 1 0 亚硫酸氢铀还原法的原理示意图(137] 。
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1.2.2 全基因组水平的DNA甲基化程度分析方法概述

全基因组的 DNA 甲基化程度分析就是测定基因组内某种甲基化碱基C 5mCyt 、

5hmCyt、 5fCyt、 N6mAde 等等〉的总量， 而不考虑具体 DNA 甲基化的位点。主流

技术包括高效液相色谱-质谱联用技术、 气相色谱-质谱联用技术、 高效液相色谱-光

谱联用技术、 毛细管电泳技术、 免疫介导技术等多种。

1. 2. 2. 1 高效液相色谱-质谱联用技术

目前最主流的全基因组 DNA 甲基化程度分析方法是高效液相色谱-质谱联用

技术 CHigh Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS) , 

它具有强定量能力， 高选择性和高灵敏度的优点[ 149-1 58)。基本策略通常是对 DNA

进行水解， 使 DNA 分子分解为核营或碱基的单体分子， 再经由 HPLC-MS 分析后

根据色谱峰面积确定各单体分子的含量。运用旧LC-MS 技术进行基因组整体范围

的 DNA 甲基化检测， 仅需要掌握各个甲基化产物质谱峰的质荷比以及二级谱的出

峰信息， 囚此适用于所有 DNA 甲基化存在形式。质谱技术具有不需标记、 同时测

定多种 DNA 甲基化产物以及定量的优势， 因此最近几年受到了研究者的关注。 尤

其近几年新的DNA 甲基化存在形式的重大发现主要是依赖于质谱方法，如 5hmCyt

存在的确认、 N6mAde 存在的确认等等[62， 159)。按照样品前处理过程中 DNA 水解

策略的不同可分为酸解方法、 酶解方法和衍生化方法三大类。

第一类酸解方法中， DNA 分子直接在较高温度下与甲酸反应， 反应条件较为

剧烈 ， 因而碱基分子直接从 DNA 分子上解离下来。之后由质谱检测其中 Cyt、

5mCyt、 5hmCyt 等碱基的信号强度， 计算 DNA 甲基化程度[1 5 1-153)。蔡春等在 DNA

酸解前增加了亚硫酸氢纳还原过程和 PCR 流程 ， 之后再对 PCR 产物进行 HPLC­

MS 分析，从而实现了特定 DNA 区域的 DNA含量分析 (图 1. 11 ) (1 54) 。
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DNAtî主 1 ATcmCGTCAmCGTACGG 

↓亚硫酸氢纳还原

DNAtî毫 11 ATU IllCGTUA"'CGTAUGG 

↓ PCR扩熠

1) P Cyt.CpG.O = 3/15 

P Gua.O = 4/15 

DNA链111 ATTCGTTACGTATGG 
TAAGCAATGCATACC 

〈x15、

↓水解

力。 叫"以 2) QCyt.M = 6/30 

QAde.M = 9/30 

T G C 

计算公式:

CV M I 
↓

盹
↓

C 'L 

3) PGuacy州 = 6/15 

PGuaCyt.M = QCyt.M I (QCvt-M + QAde.M) DNA甲基化程度(%) = (6/15-4/15)/3/15 

DNA甲基化程度(%) = (P GuaCyt.M - P Gua.O) I P Cy"C怖。 X 100% = 66.7% 

图 1. 11 基于DNA酸解反应和HPLC-MS技术的全基因组DNA甲基化程度分析方法与
亚硫酸氢饷还原法相结合，实现了特定区域的DNA甲基化程度分析[154) 。

第二类酶解方法中 ， DNA 分子的前处理反应条件相对温和。首先， DNA 分子

解旋为单链， 再酶解为单核音酸， 之后单核营酸的磷酸基团被进一步酶解生成核背。

色谱分离后由质谱检测其中 2'-脱氧胞昔 (2'-Deoxycytidine , dC) 和 5-甲基-2'-脱

氧胞昔 ( 5幽Methyl幽2飞deoxycytidine ， 5mdC) 的信号强度，进而计算 DNA 甲基化程

度[ 155-158]。相比于 Cyt 和 5mCyt， dC 和 5mdC 在二级质谱 (MS2 ) 中拥有更高的灵

敏度，因而可以实现更低的检出限。最近几年有很多研究进一步提高了质谱的的灵

敏度 ， 以发现 DNA 甲基化的更多存在形式。 2015 年中科院生态中心的汪海林等与

其他课题组合作在 << Cell )) 发文报道第一次用高分辨旧LC-MS 技术确定了线虫基

因组 DNA 中 N6mAde 的存在[ I 59J 。 这一发现有赖于其课题组之前在 HPLC-MS 高

灵敏度 DNA 甲基化检测方面的工作积累[160- 1 62]。同时在这篇文章中作者报道线虫

基因组中发现了与 TET 酶类似的基因，这意味着线虫细胞中存在着与 TET 酶类似

的蛋白来催化N6mAde 发生去甲基化。 由于线虫 DNA 中尚未发现 5mCyt 的存在，

因此去甲基化很可能发生在 N6mAde 。 这样的发现进一步暗示线虫基因组 DNA 中

有可能存在着 N6mAde 的氧化形式，但这些新的 DNA 存在形式的发现可能需要更

高灵敏度的质谱技术才能确认。
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图l. 1 2 运用高分辨的HPLC-MS技术确认了线虫基因组中N6mAde的存在 ， 并对其进
行了定量(159] 0 ( a ) 提取了线虫胚胎和成年时期的细胞基因组DNA ， 图左使用特异性

的N6mAde抗体进行染色，图右使用亚甲基蓝对DNA总量进行染色; ( b-e )使用UHPLC­

MRM-MS/MS技术对胚胎时期的和成年时期的基因组DNA中N6mAde进行定量; (巳h )

将胚胎时期细胞提取DNA中N6mAde的MS2谱图与标准对照品的MS2谱图做对比。

前两类方法是使用 HPLC-MS 对 DNA 的水解产物直接进行分析，尽管 HPLC­

MS 的灵敏度很高， 但是对于少量样品的 DNA 甲基化分析， 或者含量较低的 DNA

甲基化存在形式的分析仍不能达到足够的灵敏度。而在第三类衍生化方法中，研究
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者们通过衍生化反应在 DNA 水解产物上添加离子化效率较高的基团，从而提高了

待测物的离子化效率，进而能够实现旧LC-MS 技术对 DNA 甲基化更高灵敏度的

分析[163 ， 164J 。 武汉大学袁必锋等擅长用衍生化技术结合 HPLC-MS 来提高 DNA 甲

基化产物的检测灵敏度[163 ， 164J 。 他的一项研究中发展了一种对于 5mdC、 5hmdC、

5臼C 、 5cadC 均适用的衍生剂一-2-澳-1-(4-二甲氨基苯基)-乙酬。-bromo-l-(4-

dimethylamino-phenyl)-ethanone , BDAPE)，使用 BDAPE 对 DNA 酶解产物进行衍

生后 ， 相 比于衍生前 HPLC-MS 的检出限分别提高了 35 、 93 、 89 和 123 倍(图 1. 13)

(163]。他最近的研究中将衍生化技术用于了时认甲基化的研究，发展了一系列衍

生剂，将衍生化反应与 HPLC-MS 技术相结合证明了时队中 5mCyt 、 5hmCyt、

5caCyt 及其它一些甲基化存在形式，拓展了表观遗传学中有关卧~A 甲基化的认识

。
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图 1. 13 使用衍生剂BDAPE对5mdC 、 5hmdC 、 5fdC和 5cadC进行衍生化反应，
HPLC-MS的灵敏度可大大提高(1 63] 。

1. 2. 2.2 气相色谱-质谱联用技术

气相色谱"质谱联用技术(Gas Chromatography幽Mass Spectrometry , GC幽MS) 也

己经被用于基因组 DNA 甲基化程度分析[168-170)。相比于 HPLC 技术， GC-MS 的分

离效果较好， 不过缺点在于需要在 GC-MS 进样前将分析物转化为可挥发性的衍生

物。 一般而言分析前 DNA 会先被酸解为碱基，反应条件与 1.2.2.1 节中介绍的酸解

方法相似。可用的衍生剂有 TBDMS、 BSTFA、 MTBSTFA 等等(168-170] 。

1.2.2. 3 高效液相色谱-光谱联用技术

高效液相色谱 (High Performance Liquid Chromatography , HPLC ) 还可以与 uv

等光谱检测器串联进行基因组 DNA 甲基化程度分析[17 1- 175] 。 相比于上述基于质谱

的技术而言较为便直，同样具有重复性好、 定量等力强的优点，但灵敏度稍迹于质

谱技术(171-175) 。 因此通常情况下使用液相色谱-光谱联用技术时需要较大量的 DNA
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样品( 1-50μg DNA )。有一些研究对这一技术进行了改进， 提高了检测灵敏度。如

Wrobel 等使用 二澳苯乙酣对 Cyt、 5mCyt、 dC 和 5mdC 进行衍生化， 在待测物分

子上添加了一个荧光标签(169)。运用这一方法可以大大提高这些待测物的检测灵敏

度 ， 仅需要 80 ng DNA 就可以实现检出。

1.2.2. 4 毛细管电泳技术

毛细管电泳 (Capillary Electrophoresis , CE) 也是进行基因组 DNA 甲基化程

度分析的常用技术， 可以和 uv、 LIF 等多种检测器联用[1 76-178]。它的优点在于操

作简单、 分辨率高， 是一种高效进行 DNA 甲基化程度分析的定量技术。但局限性

在于重复性不佳， 容易受到外界条件干扰， 技术还有待进一步优化。

1.2.2. 5 免疫介导技术

免疫介导技术是一种快速进行 DNA 甲基化程度分析的方法， 在基础研究中也

有广泛应用[62， 159， 179] 。 基本原理是使用可以特异性结合甲基化的抗体识别甲基化位

置， 然后通过染色或者荧光等技术测定甲基的含量。例如 1.2.2. 1 节中提到的线虫

基因组中 N6mAde 的发现工作中 ， 有一项数据就是使用特异性结合 N6mAde 的抗

体染色确认了 N6mAde 存在 ， 并显示了其含量在不同发育时期的变化， 与质谱得

到的数据可以相互佐证(图 1. 12a ) (1 59] 。

1. 3 基于质谱的DNA甲基化分析方法研究所面临的挑战

如前所述， HPLC-MS 技术因其良好的选择性和定量能力，成为了进行基因组

DNA 甲基化程度分析的主流技术， 已经在基础科学研究中得到广泛应用。但是目

前基于质谱的 DNA 甲基化分析方法的研究仍面临以下三方面的挑战:

首先 ， 基于 HPLC-MS 的 DNA 甲基化分析技术对 DNA 样品的需求量较大，

以人类细胞为例 ， 一次 HPLC

和临床检测情形下， 样品量无法达到这样一个量级， 这就对分析检测造成了困难。

例如 ， DNA 整体甲基化程度的降低是癌变早期的普遍性标志， 因此 DNA 甲基化

程度的变化可以作为癌症早期诊断和预后评价的重要指标。然而， 实际Ii备床运用中 ，

从癌症病人提取的癌细胞数目非常有限， 如 10 毫升血液中循环肿瘤细胞 (CTCs)

的总量至多只有 1 00 个左右， 细针穿刺取样大约也只能取到 1000 个左右的病灶细

胞[ 180] 。 如何通过有限的细胞样品测定 DNA 甲基化程度信息就显得尤为重要。再

比如， 表观生物学研究对干细胞进行测试， 提取到的细胞总量也常常是非常有限的。

例如 201 7 年 <<Nature)) 上一项工作研究了抗坏血酸对小鼠造血干细胞的影响 ， 发
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现抗坏血酸的缺失导致 TET 酶活性降低，进而导致基因组 5hmCyt 和 5mCyt 比例

变化， 促使了臼血病患病风险升高(180)。在这项工作中进行一次基因组 5hmCyt 和

5mCyt 含量测定使用了 5xl06 个小鼠骨髓细胞， 这些小鼠细胞取样自大量的小鼠。

这样的工作无疑是工作量巨大且耗时-的，且淹没了小鼠个体之间的差异。如果能够

发展出取样量少的质谱技术，对于类似的研究将是很大的助力。

其次，目前基于 HPLC-MS 的 DNA 甲基化主流分析方法均耗费大量时间且步

骤繁琐，无法满足临床对快速方法和高通量的要求。尤其是使用衍生化方法进行

HPLC-MS 测定前 ， 衍生化反应要耗费数个小时。建立测试速度更快的质谱技术对

于推进 DNA 甲基化在临床实际中的应用意义很大。

最后，近几年新的 DNA修饰形式的发现很大程度上依赖于 HPLC幽MS 技术的

发展。 5hmCyt、 N6mAde 的逐渐发现得益于 HPLC-MS 技术灵敏度的提高。种种证

据表明，细胞基因组 DNA 中的修饰形式不止于目前已发现的 5mCyt 、 5hmCyt、

N6mAde 这几种。尚未被人类发现的新的 DNA 修饰形式在基因组中含量会更低，

这就需要研究者不断提高 MS 的灵敏度，以测定这些含量更低的未知 DNA 修饰形

式。

1. 4 本论文的主要内容

针对 1.3 节中提到的目前基于质谱的 DNA 甲基化分析方法所面临的挑战，本

文从三个角度提出了解决方案，研究了三种不同的基于纳升电喷雾离子源质谱

CNanoelectrospray Ionization Mass Spectrometry, NanoESI-MS ) 的 DNA 甲基化程

度分析方法， 具体内容如下 :

论文第二章介绍了一种基于 NanoESI-MS 的能够检测 100 个人类细胞 DNA 甲

基化程度的方法。该方法核心创新点是将 DNA 酸解前处理反应在 NanoESI 的喷针

中进行， 之后直接进行 NanoES创I

释 ， 从而减少了样品的需求量， 这一优势为 DNA 甲基化的基础研究和临床检测应

用提供了便利。本章研究首先使用群体细胞样品印证了正常的乳腺细胞系

MCFI0A 和乳腺癌细胞系 MCF7 的基因组 5mCyt 含量的显著性差异 ， 因而 DNA

甲基化程度可以作为区分稀有癌细胞和正常细胞的方法。然而传统的 HPLC

测通常需要大约 10肘6 个细胞的样品，这样的样品量需求在实际临床应用中无法满

足。本章研究的基于在线样品前处理和 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化分析方法样品

量大大缩减， 能够应用于 100 个 MCF7 、 MCFI0A 、 HepG2 和 HeLa 细胞的检测，

因而可以成为判定少量分离细胞是否为癌细胞的潜在分析方法。这一方法可以在 2

小时内区分 MCFI0A 和 MCF7 细胞的 DNA 甲基化差异 ， 有潜力为临床应用提供

20 



第 1 :章寻| 言

可靠信息。

论文第三章介绍了一种基于小体积快速衍生化和 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化

程度快速分析方法。前人研究报导 BDAPE 是一种适用于所有 Cyt 甲基化类型的衍

生剂， 可以提高 dC、 5mdC 等在 HPLC-MS 中的离子化效率和检测灵敏度， 但衍生

化反应冗长耗时。本章研究发现 BDAPE 对 dC 和 5mdC 的衍生化反应可以在小体

积反应体系下得到大幅度的反应加速。常量反应体系下 BDAPE 衍生化反应需要加

热进行 6 小时， 而在室温下的气动喷雾液滴中可以在 1 分钟 内完成。并且，小体积

反应模式下反应物浓度在不断浓缩， BDAPE 所需浓度远远小于常量反应，从而减

小了衍生剂本身对 NanoES创I

NanoES臼1-幽MS 检测相结合， 本章对 HeLa， A549、 MCFIOA、 MCF7， SK-BR-3 、 MDA幽

MB-468 这 6 种细胞系的 DNA 甲基化程度进行了分析。由于采用了小体积快速反

应的策略并省去了色谱分离的步骤， 这一方法相较于前人的 HPLC-MS 技术分析时

间大大缩短， 更适用于实际临床应用。

论文第四章介绍了一种基于离子重复富集技术和 NanoESI-MS 的单细胞水平

DNA 甲基化程度分析方法。本章研究的核心创新点是使用离子阱多次富集离子，

从而提高了商品化离子阱质谱仪的检测灵敏度。研究对商品化的离子阱质谱进行

了改造， 改变扫描函数使离子阱可以重复多次的富集某一特定质荷比的离子， 实现

了对低浓度离子的富集， 包括 Cyt、 5mCyt、 5hmCyt、 N6mAde 在 内的多类型的离

子检测灵敏度可提高 于22 倍。通过应用这一技术，本研究实现了对 0.2 个 MCF7

单细胞水平的基因组 Cyt 和 5mCyt 含量的检出。与其他分离技术联用 ， 离子重复

富集技术不仅在单细胞分析领域有广阔应用前景， 而且有潜力应用于未知 DNA 修

饰类型的发现。
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第 2 章 在线酸解一质谱法分析稀有癌细胞的 DNA 甲基化程度

2. 1 本章引言

在癌症预后、恶性肿瘤早期诊断以及抗癌药物评估等领域，从大量正常细胞中

提取和识别稀有癌细胞的技术显得越来越重要 ， 如从骨髓中提取分散肿瘤细胞的

技术，以及从外周血中富集循环肿瘤细胞 ( CirculatingTumor Cells , CTCs ) 的技术

等等[18 1 -184]。对于某一种特定类型的肿瘤细胞而言， 使用器官特异性的抗原来富集

癌细胞是一种具有特异性的方法， 但对于在癌变早期未知类型的癌细胞， 器官特异

性的抗原可能会导致假阴性的结果[185， 1 86]。另一种策略是使用表皮抗原或类似标记

物来分离癌细胞， 但是这些标记物并非癌症特异性的， 有可能会导致假阳性的结果

[1 85]。比如，从血液中分离和计数 CTCs 的商品化方法通常使用表皮抗原[187， 188]。但

是在这个方法中 CTCs 并不能和循环非癌表皮细胞有效分离， 因为这些非癌的表皮

细胞同样在细胞表面表达表皮抗原，细胞大小和密度与 CTCs 相当 ， 并且也有可能

在血液中循环[183， 邸， 1 89- 1 91)。简而言之 ， 由于缺少一种在所有癌细胞中都表达却不

在任何正常组织中表达的生物标记物，使用免疫学方法特异性分离稀有癌细胞仍

旧是一个尚未解决的问题。

基因组 DNA 的 Cyt 甲基化是一种常见的表观遗传学修饰， 与癌变等多种生物

学过程均有关联[ 1 04， 1 08， 1 92-20 1 ]。很多研究显示许多癌症都会普遍性的出现整体 DNA

甲基化程度的改变[1 04， 108， 194， 196]。这个现象可以在癌变早期观察到，并且随着癌变

加深或恶性程度的变化而有所加大[104]。这种整体 DNA 甲基化程度的变化可以作

为判断几乎所有类型细胞癌变与否的标准，进而可以在知晓癌症类型之前判定分

离细胞是否为癌细胞。

然而， DNA 甲基化很少用于临床诊断， 囚为用 DNA 甲基化程度来区分癌细

胞和正常细胞仍然面临几个挑战。首先， 癌细胞的数量通常非常少，尤其是在癌变

早期。 以 CTCs 为例， 人类血液中癌细胞数目非常有限 ， 平均下来每毫升全血中大

约有 1-10 个细胞[202]。如此少的细胞数目并不能为传统的 DNA 检测方法提供足够

的样品量，例如 HPLC-MS 的方法、 免疫学方法通常需要微克级的 DNA[156， 177, 179] 。

其次， 目前的整体 DNA 甲基化程度的分析方法通常耗时耗力 ， 并不适用于癌症快

速的iI备床检测。因为为了得到足够量的纯 DNA，通常需要若干繁琐的样品前处理

步骤。因此，从病人体内分离的如此少的癌细胞数量，以及对临床检测的快速需求

都要求研究者建立一种灵敏、 快速且方便的 DNA 甲基化分析方法， 这种方法须能
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够分析如此少量细胞样品的 DNA 甲基化程度。

本章研究了一种基于 NanoESI-MS 的灵敏快速的 DNA 甲基化检测方法， 该方

法可以通过检测 100个细胞平均基因组DNA 甲基化程度的不同来区分稀有癌细胞

和正常细胞。将该方法与传统的稀有癌细胞富集技术相结合可以避免传统免疫学

方法中假阳性结果的产生，从而为早期癌细胞的临床诊断提供可靠信息。

2.2 实验部分

2 . 2 . 1 仪器与材料

Cyt 和 5mCyt 标准品、 甲醇、乙醉、 L丙醇和乙腊均购买于 Sigma-Aldrich 公

司。分析纯的乙酸购买于北京化工厂。实验中使用的纯水是由 ThermoFisher 公司

的纯水机纯化得到。 HepG2， HeLa 、 MCFI0A 细胞购买于国家实验细胞资源共享

平台。MCF7 细胞购买于 ABGENT 公司。细胞培养所用的培养基、膜蛋白酶-EDTA、

DPBS、 PBS 缓冲液等购买于 Corning 公司。 anti-EpCAM-FITC 抗体购买于 Miltenyi

生物技术公司。

用于 NanoESI-MS 喷针的毛细管大约 5cm 长， 毛细管针尖直径约 2μm。这些

毛细管是使用拉制仪由标准化的棚玻璃管拉制而成。 棚玻璃管长度 10cm，外径 1.0

mm，内径 0.59 mm， 购买自 Vitalsense 公司。拉制仪是由 SUTTER 仪器公司研制

的 P-2000 型号仪器， 拉制参数为 Heat = 300, Fil = 5, Vel = 30, Del = 128 , Pul = 

70。

2. 2. 2 细胞培养与收集

MCF7 、 HepG2 和 HeLa 细胞培养于含有 10%FBS 和 1%双抗的 DMEM 培养基

中。 MCF I0A 细胞含有 5%马血清、 10μg-L-1 腆岛素， 20 mg.L- 1 表皮生长因子，

100 ng'L- 1 霍乱毒素和 1%双抗的 DMEMIF-12 ( 1: 1 ) 培养基中 。 四类细胞的培养箱

环境均为 37 0C ， 含有 5%C02。当收集细胞时， 移去细胞培养基， 在生长有 106个

细胞的 6 cm 培养盘中加入 1 mL 腆蛋白酶-EDTA 溶液。室温下 3 分钟孵育后， 1 

mL 的细胞悬液转移至 1.5mL 小管中。 2000 rpm 离心 10 分钟后移去含有膜蛋白酶

的上清液。

2. 2. 3 群体细胞的DNA甲基化程度测定

收集到的 MCFI0A 和 MCF7 细胞用 1 mL 0.9% NaCl 溶液重悬。 从细胞悬液中

吸取 0.5-1.0 x 106个细胞转移至一个新的离心管。 2000 rpm 离心 10 分钟后移去含
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有 NaCI 的上清液。在离心管中加入 1 mL 甲酸重悬细胞。将所有悬液转移至一个

新的 1.5 mL 玻璃瓶中。整个玻璃瓶放入马弗炉 140 0C 下反应 1. 5 小时。反应结束

后残余的甲酸:在 60 0C 真空干燥箱中蒸干直到酸解物完全挥发。重新加入 1 mL 甲

醇萃取其中的 Cyt 和 5mCyt。之后样品直接进样到商品化的 ESI-MS 质谱仪中

C Orbitrap 质谱仪， 型号 Q-Exactive ， Thermo Scientific 公司)进行测定。 DNA 甲

基化程度通过一级质谱中[Cyt + Ht和[5mCyt + Ht的强度经过校正计算。

2.2.4 MCF10A细胞和MCF7细胞的荧光免疫染色

MCFI0A 细胞和 MCF7 细胞的荧光免疫染色流程主要参考了抗体生产厂家的

说明书， 有少许修改。具体而言 ， 收集到的 MCFI0A 或 MCF7 细胞分别使用 1 mL 

DPBS 重悬并计数。根据细胞悬液中两种细胞的浓度配制了 川 的 MCFI0A 细胞

和 MCF7 细胞的混合悬液。 之后 MCFI0A、 MCF7 和两类细胞的混合悬液在 2000

叩m 下离心 10 分钟移去上清液。 三个样品中的细胞用 100μL 的含有 0.5%BSA 和

2 mmol.L-1 EDTA 的 PBS 缓冲液重悬。之后加入 10μL anti-EpCAM-FITC 抗体溶液

混匀。混合细胞悬液放入 4 0C 的冰箱中孵育了 10 分钟 ， 之后加入 1 mL 前述的缓

冲液停止反应。 2000 叩m 离心 10 分钟 ， 彻底移去上清液。染色后的细胞沉淀用适

当体积的 DPBS 稀释 ， 之后加到载玻片上进行荧光显微镜成像观察 COlympus IX81 

confocal 显微镜)。

2.2.5 毛细管内少量细胞的酸解及DNA甲基化测定

收集的细胞用水稀释至每毫升 1 x 10s 个细胞。将上述细胞悬液 lμL 注入到毛

细管尖端， 在其后加入 15μL 的乙酸至毛细管中。 之后将毛细管尾端用玻璃胶封

口。将整根毛细管置于马弗炉中 200 0C 酸解 1.5 小时 ， 之后冷却几分钟至室温。

通常情况下 ， 酸解结束后所有的乙酸都被烧干。在毛细管中加入 15μL 甲醇萃取酸

解物中的 Cyt 和 5mCyt ， 萃取过程为 15 分钟。

所有的质谱数据是使用一台 Orbitrap 质谱仪测定(型号 Q-Exactive ， Thermo 

Scientific 公司)。质谱检测参数如下 : 离子传输管温度: 320 oC , tube lens 电压:

50V ， 质量分辨率: 35000 ， 最大进样时间 : 50 ms , Microscans: 1. 当检测 100 个

人类细胞的样品时，仪器自带的商品化 ESI 离子源会被移去。将含有细胞酸解物

萃取液的毛细管置于质谱仪离子传输管前方 ， 毛细管针尖距离质谱进样口的距离

大约 5 mm。毛细管内插入一根细铜丝以导入高压直流电， 外接+2 kV 的高压电源

以导致 NanoESI 的发生。

进行喷雾前， 质谱扫描模式设为 AIF幽MS/MS 模式。 二级参数如下 : Cyt 母离
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子质量数设定为 112.05 ， 5mCyt 母离子质量数设定为 126.05 ， 母离子隔离宽度为

0.4个质量数， 碰撞母离子电荷为 1 ， HCD 归一化碰撞能量为 80 eV。每一个样品

在喷雾时 ， 母离子会交替调整为 112 和 126 ， 交替至少 6 次。

2. 2. 6 对照实验

为了证明酸解反应确实发生了 ， 本章一共做了 4 组对照实验。第一， 单纯的甲

醇做了直接的 NanoESI-MS 测试， 来测定喷雾溶剂中的背景信号。第二 ， 在空毛细

管中加入约 15μL 的乙酸，封口后 200 0C 酸解 1. 5 小时。之后加入 15μL 甲醇室温

下萃取 15 分钟作为空白对照。第三， 将 lμL 含有 100 个 MCF7 细胞的细胞悬液

加入到毛细管尖端， 室温下放置 5 小时直至液体完全蒸干。之后加入 15μL 甲醇室

温下萃取 15 分钟作为对照实验。这一对照主要是为了证明酸解反应是之后检出 Cyt

或 5mCyt 的必要条件。第四， 将酸解用的乙酸替换为乙醇重复上述 2.2.5 的步骤酸

解 100 个 MCF7 细胞。最后实验组是严格重复 2.2.5 的步骤酸解并测定 DNA 甲基

化和度， 与上述四细对照相比较。

2. 2. 7 实验条件的优化

所有的条件优化实验是使用 500 个 MCF7 细胞进行的， 每一个条件进行了 5

次平行实验。首先，细胞在 160 0C 下分别酸解了不同时间 (1小时、1.5 小时 、 2 小

时 、 3 小时 、 5 小时 ) ， 并由 乙醇萃取了 5 分钟以优化酸解时间。其次 ， 实验尝试了

不同的酸解温度 ( 120 0C 、 160 0C 、 200 0C 、 240 0C 、 280 0C)，以选择最佳温度。

再次， 实验调整了不同的萃取时间 (0 分钟、 15 分钟、 30 分钟、 45 分钟) ， 在综合

考虑信号强度和分析方法速度的情况下选择了最佳萃取时间。最后，实验改变了不

同的萃取溶剂(水、 甲醇、 乙醇、 2-丙醇 、 乙腊〉 以挑选出最适合的萃取溶剂和喷

雾溶剂。

2 . 2 . 8 工作曲线及定量

实验配制了不同浓度的 Cyt标准甲醇溶液(20 nmol-L- 1 、 40 nmol.L- 1 、 200 nmol-L­

l 、 500 nmol.L- 1 、 1000 nmol.L-1 ) 和 5mCyt 标准甲醇溶液 ( 1 nmol.L-1 、 2nmol.L- 1 、

5 nmol.L- 1 、 10 nmo!七l 、 20 nmo!.L- 1 ) ， 溶液中加入 5 nmo!.L- 1 醋酸绩来模拟细胞萃

取液中的缓冲环境。之后分别依据 MS2 中 [Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3+ Ht的

信号强度进行了工作曲线的绘制， 之后使用外标法对样品中待测物浓度进行确定。

DNA 甲基化程度由 Cyt 和 5mCyt 的浓度计算得到。
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2. 3 结果与讨论

2. 3. 1 乳腺癌细胞与正常细胞的表皮抗原荧光染色效果对比

尽管免疫学方法广泛应用于癌细胞的分离与识别 ， 但本节实验证明这样的方

法会产生假阳性结果。实验选择了两个细胞系 : 一个是正常乳腺细胞系 MCFI0A，

另一个是乳腺癌细胞系 MCF7。这两种细胞系以及它们1: 1 混合物分别用 anti­

EpCAM-FITC 抗体染色(图 2.1 )。明场和暗场荧光照片的叠加显示， 焦平面上每

个细胞的细胞膜均显示出 FITC 的荧光信号 ， 说明每个细胞均可被 anti-EpCAM­

FlTC 抗体染色， 即 EpCAM 在两种细胞的细胞膜上均有表达(图 2.1 )。两种细胞

的混合物中 ， 两类细胞并不能互相区分。考虑到 EpCAM 是从骨髓或外周血中分离

提取癌细胞的最常用表皮抗原 ， 这个实验充分说明非癌表皮细胞和癌细胞并不能

通过基于表皮抗原的传统方法分开。

anti-EpCAM-FITC 
染色的暗场照片 明场和暗场叠加明炀照片
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图2.1 MCF7 、 MCF10A和两种细胞 1 :1 混合物被EpCAM抗体-FITC染色后的荧光照片

(比例尺= 50μm) 。
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这样的结果与之前的研究报道是一致的。例如， 之前曾有报道指出，如果使用

商品化的表皮抗原的特异性抗体来分离 CTCs 细胞 ， 就会同时无差别的富集到

CTCs 细胞和良性表皮细胞， 导致假阳性的结果[185， 1 89- 1 91)。一些研究论文已经在没

有恶性肿瘤的患者血液循环系统中发现了游离的表皮细胞， 如患有良性结肠炎(19 1 ) 、

良性肠道疾病[203] 、 上皮增生性疾病的病人(204， 205)、以及接受过良性乳腺癌手术的

病人(206)。这些表皮正常细胞可以由现有的 CTCs 检测方法检出， 需要进一步进行

鉴定才能够确认是否为癌症细胞。上述实验证明仅仅依靠免疫学的方法还不能够

特异性的分离癌细胞， 需要后续对这些分离的细胞进行鉴定才能够进一步确认。

2. 3. 2 乳腺癌细胞与正常细胞的基因组DNA甲基化程度对比

为了建立一种区分癌细胞和正常细胞的快速方法， 本节实验考察了 DNA 甲基

化程度在两种细胞中的差异 ， 因为诸多研究显示癌细胞会显现出具有显著性差异

的 DNA 甲基化程度( 1 04， 108, 196)。实验使用前人研究中报道的方法将约 106 个

MCFI0A 和 MCF7 细胞的 DNA 酸解为碱基( 170)。生平过检测和校正 ， 结果发现

MCFI0A 和 MCF7 细胞显示出 DNA 甲基化程度的显著性差异 (p < 0.02 , n = 8) , 

证明 DNA 甲基化程度可以作为区分正常和癌细胞的依据(表 2. 1) 。

尽管 DNA 甲基化的变化是一种早期出现的普遍的癌细胞特征， 但是目前用质

谱定量 DNA 甲基化程度的方法并不适用于l临床检测， 因为从病人身上分离到的癌

细胞数目非常少。本节的实验试图用 以上方法分析 100 个 MCFI0A 和 100 MCF7 

细胞的整体 DNA 甲基化程度。但即使实验使用了更小体积的溶剂，例如 200 微升

甲醇来溶解细胞裂解物， 5mCyt 的信号依旧无法得到。 一般而言 ， 每毫升金血中平

均有 1-10 个 CTCs，即使取了 10 毫升血液样品，之后用于检测的细胞至多只有约

100 个[202] 。 如果期望一个 DNA 甲基化检测方法适用于大部分的癌症病人， 这个方

法必须能够检测至少 100 个细胞。目前的方法还不能检测这么少的细胞。因此改

进现有的质谱技术， 使其能够检测少量细胞的 DNA 甲基化程度， 将有助于 DNA

甲基化应用于 1 1备床应用。
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MCF7和MCFI0A细胞的DNA甲基化程度差异。表2 . 1
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[a] DNA 甲基化程度(%) = 5mCyt x 100% / (5mCyt + Cyt) , [b] MCF7 和 MCFI0A 两个细胞系的 5mCyt 比例差异，显著性。
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2. 3. 3 基于在线酸解反应的少量细胞DNA甲基化质谱方法研究

为了达到 2.3 .2 提出的测定少量细胞的目标， 本节实验对经典的 NanoESI-MS

技术做了适当改进。具体而言 ， 本研究将 DNA 酸解反应直接引入了 NanoESI 的纳

喷雾喷针，从而尽可能减少了样品稀释， 使纳喷雾成为能够检测约 100 个细胞 DNA

甲基化程度的简便快速方法。从来样到获得谱图， 整个过程在 2 小时之内(图 2.2 ) 。

图 2.3a 显示了 100 个 MCF7 细胞在正离子模式下典型的质谱谱图，由于样品的复

杂性以及 100 个细胞中 Cyt 和 5mCyt 相对比较低的含量， [Cyt+ Ht和[5mCyt +Ht

的信号在一级谱中很难找到 (m丘分别为 112 和 126 ) (图 2.3b) 。 然而， 当 112 和

126 被设定为母离子时， [Cyt-NH3 + Ht和 [5mCyt-NH3 + Ht则很容易在 MS2 图

谱中找到 (m々分别为 95 和 109 ) (图 2.3c )。除此之外， [Cyt - CONH + Ht和[5mCyt

- CONH + Ht两个特征子离子 (m々分别为 69 和 83)也能够检出。这四个峰的精

确质量数与标准品完全一致， 证明该方法确实检测到了 100 个细胞裂解物中的 Cyt

和 5mCyt (图 2.4 )。

将100个人类细胞注
入到毛细管颐针尖端乙酸 甲醉 质谱进样

单细胞 ft，!/ 宫1 DNA酸解为碱基 \ / \- / 碱基萃取至甲醇

-• •-2 j..1 m 细胞裂
解产物

毛细管愤针中加入1 j..I L 
的细胞悬液

(约100个MCF7细胞)

MCF7细胞
单个人类细胞 DNA 

图2.2 毛细管内 100个细胞酸解反应和纳喷雾质谱流程图 。 将基因组DNA酸解为碱基

后， dC和5mdC被水解为Cyt和5mCyt ， 它们的分子量分别为 111和 125 。 之后两个分子
就可以由质谱区分开，根据两者信号强度就可计算出 100个细胞的DNA甲基化程度。
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图2.3 (a) 100个MCF7细胞酸解后20次扫描的平均质谱图 ; ( b ) 质谱图局部放大以

显示[Cyt + Ht和[5mCyt + Ht的峰; ( c ) [Cyt + Ht和 [5mCyt + Ht离子的MS2谱图 ( 20
次扫描平均)。
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图2.4 Cyt和15mCyt标准品的MS2谱图 。

为了加快方法的检测速度 ， 传统的 DNA 提取、纯化步骤均被省去。细胞裂解

和 DNA 水解被合成了一步完成。另外，为了提高方法灵敏度并降低样品损失， 100 

个细胞中的 DNA 直接在 NanoESI 的喷针中被酸解，进而最大程度的减少样品损失
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和样品稀释(图 2.2 )。除此之外， 该方法尽可能避免了因样品复杂性造成的基质效

应[207] ， 这是由于以下两点原因:1) 无机盐等基质难熔于纯甲醇中 ， 这使得方法对

基质有一定耐受 ; 2) 在 MS2 谱图中识别 Cyt 和 5mCyt 始终采用单反应监测模式

( Single Reaction Monitoring, SRM)。

2.3.4 在线细胞酸解反应的反应条件优化及结果验证

本节实验对酸解温度、 酸解时间 、 溶剂萃取时间 、 喷雾溶剂四个变量进行优化

以得到最佳的[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht信号(图 2. 5 )。经过优化最佳

的实验条件是 200 0C 下乙酸酸解 2 小时 ， 甲醇萃取 15 分钟。

酸解温度过低或者时间不足反应无法进行完全 ， 而过高的酸解温度或者过长

酸解时间将有可能导致产物的分解。萃取时间较短时萃取效率会较低， 而如果采用

更长的萃取时间一方面导致分析时间过长 ， 另一方面酸解结束后产物主要集中在

针尖部分， 长时间萃取后待测物会向毛细管尾部扩散导致稀释反而降低信号。甲醇

之所以是最优化的溶剂选择， 一方面是由于其萃取效率较好， 另一方面向是由于电

喷雾性质优良。
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图2.5 条件优化实验。在不同实验条件下对[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht的
强度进行检测 ( n = 5 ) 。对酸解时间和温度 、 萃取时间 、 喷雾溶剂进行了优化。
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在喷针中酸解 100 个细胞是这个方法的关键一步，因为喷针不仅是一个微反

应器， 还是进行电喷雾的场所。在喷针内直接酸解细胞可以最大程度地减少样品的

稀释和浪费。另一方面，喷针内还有潜力进行其他类型的样品前处理反应。为了证

明酸解反应确实发生了，本节做了一些对照试验(图 2.6)。如果将 100 个细胞的悬

液加入到啧针中之后挥发 5 小时左右至溶液完全挥发，不加入乙酸，细胞也会沉

积在喷针的尖端。在保持其他实验步骤不变的情况下， [Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt ­

NH3 + Ht的信号几乎无法检出。当使用乙醇代替乙酸做酸解时，由于乙醉的酸性

远远小于乙酸，尽管会检测到[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht的微弱信号，

但信号远远小于使用乙酸的情况。这说明产物离子的信号与溶液的酸性有很大关

系。从另一方面来说， DNA 在喷针中确实如实验所设计的那样发生了酸解反应，

两个子离子的信号确实来自于细胞基因组 DNA 剧酸解，而非其他来源。
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图2.6 对照实验。在不同实验条件下得到的[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht的
平均信号强度。当 100个MCF7细胞注入到毛细管中而不酸解时 ， SRM模式下[Cyt- NH3 
+ Ht和 [5mCyt - ì、什'b + Ht的信号强度与纯甲醇差不多。另一方面，如果使用乙醇或

者乙酸水解细胞，则两个子离子的信号会非常明显 ， 其中使用乙酸的信号更强。 *大

约 15 μL的乙酸加入到空毛细管中但是并没有加入细胞，其他实验步骤与正常流程一

致。
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2. 3.5 方法的最低取样量摸索

在最优化条件下， 本节实验取了不同量的 MCF7 细胞(10 个、 20 个、 50 个、

100 个、 500 个)以探究方法的最低取样量。结果显示毛细管在线酸解的 NanoESI­

MS 方法最少可以检测出 10 个 MCF7 细胞的[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht 
信号(图 2.7 和图 2.8)。如果只考虑 Cyt 的信号，那么甚至 MCF7 单细胞的信号依

旧可以检出。这一结果充分证明通过在线酸解来提高方法灵敏度以及降低取样量

的思路是有效的。

但是另一方面 10 个细胞取样量的情况下[5mCyt-NH3 + Ht信号比较短暂， 来

不及交替采集到[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + Ht两个离子的信号。因此实际

上， 如果希望得到[5mCyt - NH3 + Ht的稳定信号并计算相应的甲基化程度， 至少

100 个人类细胞是必不可少的。毛细管在线酸解的 NanoESI-MS 方法在测定 100 个

MCF7 细胞和 100 个 MCFlOA 细胞的标准偏差分别为 14%和 18% ( n = 7) ， 质谱

谱图中特征峰信噪比大于 3。检测 100 个人类细胞的灵敏度意味着该方法可以用于

少量分离癌细胞的 υNA 甲基化程度检测。

2. 3. 6 测定少量细胞时的方法喷雾稳定性考察

如果需要测定细胞的 DNA 甲基化程度，则需要在同一样品的测定过程中同时­

对 Cyt 和 5mCyt 进行测定。换言之，稳定喷雾的时间需要足够长。图 2.9 记录了

100 个 MCF7 细胞酸解后喷雾检测的总离子流图( Total lon Current Chromatogram , 

TIC) 和提取离子流图 (Extracted lon Chromatogram, EIC)。在整个喷雾过程中 m/主

= 1 12 和 126 的母离子交替进行碰撞诱导解离( Collision Induced Dissociation , CIO ) 

扫描。通常在酸解 100 个细胞的情况下 ， [Cyt - NH3 + Ht和 [5mCyt - NH3 + Ht的

信号可以持续一分钟以上。在加电喷雾后的第一分钟通常两个离子的信号均非常

稳定。于是，在喷雾第一分钟 ， 实验依次选择 112 和 126 作为扫描的母离子并交替

变换若丁次， 同时记录于离子的强度。 DNA 甲基化程度通过两者的信号强度进行

计算。
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图2.9 100个MCF7细胞酸解后，质谱检测过程中[Cyt - NH3 + Ht和[5mCyt - NH3 + 
Ht的TIC图和EIC图 。 从离子化一开始[Cyt + Ht和[5mCyt + Ht被交替选为母离子 。
通常情况下，两个离子的信号可以稳定持续几分钟。实验通常在信号稳定的区间记录

[Cyt + Ht和 [5mCyt + Ht的信号强度以计算DNA甲基化程度 。

2. 3. 7 多种细胞在少量细胞取样下的DNA甲基化程度检测

为了对细胞内 Cyt 和 5mCyt 进行定量，本节实验首先用标准溶液绘制了两条

工作曲线(图 2.10 ) 。

之后本节实验运用毛细管内在线酸解的方法对 MCF7、 MCF10A、 HepG2~HeLa

四种细胞进行了 DNA 甲基化程度的检测，每种细胞均取样 100 个细胞(图 2. 门〉 。

实验可以区分 100 个 MCF10A 细胞和 100 个 MCF7 的 DNA 甲基化程度差异(两

种细胞分别为 1. 10%和 0.93% )，也可以检测其他类型癌细胞，如 HepG2 和 Hela

细胞(分别为 1. 12%和1.06%)。这样的结果说明基于在线样品酸解反应和 NanoESI­

MS 的方法具有高灵敏度和普适性， 有可能用于乳腺癌之外的其他类型癌症检测。
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图2.11 MCF7、 MCF I0A 、 HepG2 ， HeLa四种细胞在取样 100个细胞时的DNA甲基化
检测结果。

少量乳腺正常细胞和癌细胞混合情况下的DNA甲基化程度检测

在实际"伍床应用中 ， 当基于 CTCs 细胞筛选出现假阳性结果的时候，有可能出

现正常表皮细胞与癌细胞共同存在的情况。在这种情况下， 100 个混合细胞的平均

DNA 甲基化程度介于癌细胞和正常细胞之间。本节实验证明基于在线样品酸解反

应和 NanoESI帽MS 的方法可以依据测定的结果估计混合细胞中两种细胞的比例。

为了证明本章技术依旧适应于 MCFI0A 和 MCF7 混合细胞的情形， 本节做了

如下实验。将 MCFI0A 和 MCF7 以 5 种不同比例混合在一起( 100:0 、 75:25 、 50:50 、

25: 75 以及 0:100 )，然后每类混合细胞分别取样 100 个进行 DNA 甲基化程度测

定(图 2.1 2 )。结果显示混合细胞的 DNA 甲基化检测结果与两类细胞的混合比例

呈现明显的相关关系 。 这一结果意味着基于在线样品酸解反应和 NanoES剖I

方法可以依据 DNA 甲基化测定结果估计两类细胞的混合细胞中癌细胞和正常细

胞的比例。

在实际临床应用中 ， CTCs 细胞的筛查不仅仅是癌症早期诊断的依据，也是癌

症病人接受治疗后预后的依据。如果本章技术应用于 1 1备床实践，将有潜力为 CTCs

细胞诊断提供更准确的信息。
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国2. 12 MCFI OA与MCF7细胞 以不同比例混合后应用在线酸解进行 1 00个细胞水平

的DNA甲基化程度检测 。 DNA甲基化程度与两类细胞的混合比例密切相关。

2. 4 本章结论

综上所述，本章提出 了一种根据基因组 DNA 甲基化程度区分稀有正常细胞和

稀有癌细胞的 NanoESI-MS 的新方法。 这一方法将毛细管内的直接酸解反应融合

到了经典的纳升电喷雾质谱分析过程中 ， 实现了仅仅 1 00 个人类细胞的基因组

DNA 甲基化程度快速检测。该方法最低可检出 1 0 个 MCF7 细胞的 Cyt 和 5mCyt

信号。当取样 100 个细胞时稳定喷雾时间可以达到 1 分钟以上， 该喷雾时间足够

分别重复采集 Cyt 和 5mCyt 信号三次以上。该方法能够检出 MCF7、 MCF I0A、

HepG2 、 HeLa 四种细胞的 DNA 甲基化程度 ， 且可以区分几种细胞间 DNA 甲基化

程度的不同。 别于癌细胞与正常细胞混合的情形。可以依据 DNA 甲基化程度来估

计两类细胞的比例 。

该方法具有以下优点 : 1 ) 流程快速简单; 2 ) 最大程度的节约样品 ， 因此能够

检测仅 100 个细胞 ; 3 ) 对多种类型人类细胞均适用 ， 可以在 100 个细胞的水平区

分 MCFI0A 和 MCF7 细胞: 的 由于选用 DNA 甲基化作为筛选细胞的依据， 因此

该方法有潜力用于稀有癌细胞和正常细胞的区分 ， 为癌细胞早期诊断提供可靠依

据和更详细信息。
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第 3 章 小体积衍生一质谱法快速分析细胞的 DNA 甲基化程度

3.1 本章引言

基因组 DNA 主要由 dA、 dT、 dC 、 dG 四种单核昔酸构成， 其中 dC 的略昵环

5 位碳上可发生甲基化， 形成第五种单核昔酸一-5mdC[52] 。 这一保守的 DNA 甲基

化形式广泛存在于植物、动物和酵母细胞中[41 ]。基因组 DNA 中 dC 和 5mdC 可以

经由不同通路相互转化，从而维持基因组 DNA 整体甲基化的动态平衡[52]0 5mdC 

的动态变化对基因组的稳定性、基因表达和细胞发育等生物学过程有很大影响[44，

45, 208) ， 异常的 5mdC 含量将导致许多疾病的发生， 如心脑血管疾病、 糖尿病、 癌

症等[42， 48)。因此， 对细胞内基因组中 5mdC 及其衍生物进行鉴定和定量，对于研究

DNA 甲基化的生物学功能和相关疾病的早期诊断和预后评价非常必要。

目前基因组内 5mdC 的检测技术以 HPLC-MS 方法为土。第一类方法是将DNA

酶解为核昔后进行 HPLC-MS 的直接检测 。 例如， 汪海林等使用 UHPLC-MRM­

MS爪1S 技术对细胞基因组内 5mdC 及其氧化产物 5hmdC、 5臼C 进行定量， 进而研

究了抗坏血酸对 5mdC 去甲基化代谢通路的影响(162)。第二类方法在第一类方法的

基础上使用衍生剂对核背进行衍生化，进一步提高了其在质谱检测中的响应。 例如，

袁必锋等使用 BDAPE 先对 5mdC 及其氧化产物进行衍生化，增加其在质谱中的离

子化效率，之后用 LC击SI-MS/MS 对衍生化产物进行定量， 实现了人结肠癌细胞

中 5mdC、 5hmdC、 5fdC 和 5cadC 的检出( 1 63) 。 这一类方法可以获得更高的 5mdC

及其氧化产物的检测灵敏度，然而衍生化过程冗长耗时，增加了检测时长。上述两

类方法在很多研究中得到了改进和应用 ， 然而由于 HPLC-MS 和衍生化过程的存在

整体检测过程步骤繁琐耗时。如果可以在以往 DNA 甲基化质谱检测技术的基础上

发展出更简单省时的高灵敏度质谱检测技术，将大大推进 DNA 甲基化的基础研究

并拓宽其临床应用前景。

微液滴小体积反应加速和反应监测是最近几年质谱领域新的研究方向[209] 。 越

来越多的研究工作发现一些经典的有机反应可以在微液滴的小体积反应环境中得

到大幅度的反应加速， 如 Michael 加成反应、 Mannich 缩合反应、 Hantzsch 反应等

等[209-224)。通过构建小液滴[2 1 0-2 1 3) 、 ESI 喷雾液滴[2 1 4-2 1 8] 、 DESI 喷雾液滴[219] 、 EESI

喷雾液滴[220] 、 纸喷雾液滴[221-224]等小体积反应体系 ， 常量下需要若干小时才能完

成的反应可以在几分钟甚至瞬间完成。 这一反应加速现象提示本章研究可以考虑

在小体积反应体系下实现 dC 及 5mdC 的快速衍生化反应，之后使用 NanoESI-MS
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技术对衍生化产物进行分析， 从而实现 DNA 甲基化程度的快速检测。

本章研究发现 BDAPE 对 dC 和 5mdC 的衍生化反应可以在小液滴或气动喷雾

的小体积反应体系下实现反应加速。衍生化反应可以在室温下 1 分钟内完成， 相

比于常量反应时间缩短了 360 倍， 且条件更为温和。由于小体积反应的浓缩效应，

衍生剂所需浓度是常量反应的 1%，进而降低了衍生剂在质谱检测过程中的基质效

应影响， 5mdC 在 NanoESI-MS 下的检出限可达到 0.12 fmol。在以上新发现的基础

上， 本章研究将小体积下 BDAPE 快速衍生化反应与直接的 NanoESI-MS 检测技术

相结合， 对 HeLa， A549 、 MCFIωOA 、 MCF7工、 SK-BR-3弘、 MDA

胞系的 DNA 甲基化程度进行了分析。由于采用了小体积快速反应的策略， 这一方

法相较于前人的 HPLC幽MS 技术分析时间大大缩短， 更适用于实际临床应用。

3. 2 实验部分

3.2. 1 仪器与材料

本章所用到的 dC 和 5mdC 标准品购买自梯希爱(上海〉化成工业发展有限公

司。 2幽澳幽 1-(4幽二甲氨基苯基)幽乙酬 。-bromo-l幽(4…dimethylamino-phenyl)心thanone，

BDAPE ) 标准品、乙腊(色谱纯)、甲酸购买于 Sigma-Aldrich 公司。 三乙胶

CTriethylamine , TEA ) 购买于北京化工厂。醋酸纳、 氯化镇购买自北京百灵威科

技有限公司 ， 氯化纳购买自天津市福展化学试剂厂 ， 一水合硫酸铮购买自 STREM

化学试剂公司 ， Tris 购买自 VWR 生命科学公司。实验中使用的超纯水是由

ThermoFisher 公司 的纯水机纯化得到。 HeLa、 A549、 MCFI0A 和 MCF7 细胞购买

于国家实验细胞资源共享平台。 MDA-MB-468 、 SK-BR-3 细胞购买自上海酶研生

物科技有限公司。 细胞培养所用的 DMEM、 F-12 、 L-15 培养基、腆蛋臼酶-EDTA、

DPBS 缓冲液等购买于 Corning 公司。 Protease K 购买自 VWR 生命科学公司 ， 配

制为 20 mg.mL- 1 的水溶液备用。 SI 核酸酶及其缓冲液、 碱性磷酸酶及其缓冲液购

买自 TaKaRa 生物技术公司。蛇毒磷酸二酶酶购买自 Sigma-Aldrich 公司 ， 配制为

1 mg.μL- 1 水溶液备用。气动喷雾装置的金属三通和毛细管 peek 套管均购买于郑州|

英诺高科有限公司。内外毛细管均是购买自 Polymicro Technologies 公司的标准聚

酷亚胶涂层石英毛细管，内毛细管型号 TSP-I00200 (内径 100 土4μm， 外径 193 土

7μm ， 涂层厚 12μm )，外毛细管型号 TSP-320450 (内径 320 士 6μm ， 外径 435 士

10μm ， 涂层厚 18μm ) 。

所有的质谱数据是使用一台 Orbitrap 质谱仪测定(型号 Q击xactive ， Thermo 

Scientific 公司 )0 NanoESI 离子源是使用了商品化的离子源。 NanoESI 参数如下:
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喷雾电压: 正离子模式下+2.5 kY ， 离子传输管温度: 300 oC , S-lens RF level: 50.0 , 

质量分辨率: 35000 ， 最大进样时间 : 50 ms , Microscans: 10 NanoESI 喷针针尖距

离质谱进样口的距离大约 5mm。扫描模式设为 AIF-MS爪1S 模式。 二级参数如下:

dC 衍生物母离子质量数设定为 37 1.0 ， 5mdC 衍生物母离子质量数设定为 385.0 ，

母离子隔离宽度为 l 个质量数， 碰撞母离子电荷为 1 ， HCD 归一化碰撞能量为 20

eY。用于 NanoESI-MS 喷针的毛细管大约 5cm 长 ， 毛细管针尖直径约 2μm。这些

毛细管是使用拉制仪由标准化的棚玻璃管拉制而成。棚玻璃管购买自 SUTTER 仪

器公司 ， 型号为 B 150- 11 0-1 0 ， 管长度 10cm，外径 1.5 mm， 内径 1. 1 mm。拉制仪

同样购买自 SUTTER 仪器公司 ， 型号 P-I000 ， 拉制参数为 Heat = 481, Pul = 0 , 

Yel = 40, Time = 250, Pressure = 5000 

所有的酶解反应是在恒温混匀仪中完成， 混匀仪购买自杭州奥盛仪器有限公

司 ， 型号 MS-I00。进行气动喷雾实验时使用的恒流泵购买自 Harvard 设备公司 ，

型号为 Pumpl1 Elite。喷雾吹妇的 N2购买自液化空气(天津)有限公司。

3. 2. 2 气动暇雾小体积反应装置的搭建及反应流程

气动喷雾装置由一个金属三通构成(图 3.5 ) ， 三通相对的两端中的一端通过

peek 套管(内径 250μm ， 外径 1116") 旋紧内毛细管， 相对的另一端通过 peek 套

管(内径 500μm，外径 1116" ) 旋紧外毛细管。 内毛细管穿过整个三通和外毛细管，

尾端伸出外毛细管尾端 2mm 构成喷嘴。三通最后一端旋紧金属管路(夕|、径 1116" ) 

并进一步连接气路。内毛细管另一端通过另一个 peek 套管旋紧一个两通， 两通另

一端连接进样针的进样口。

喷雾时 ， 由 250μL 进样针吸取反应物混合溶液， 在恒流泵的推动下以 10

μL'min- 1 的流速经过内毛细管注入到喷嘴处。同时由金属管路通入 0.2MPa 的 N2 ，

N2经过三通从内外毛细管间的空隙喷出。在 N2 吹扫气的作用下， 涌出喷嘴的溶液

被分散为大量小液滴， 形成喷雾。喷嘴外放置一小离心管以收集蒸干的小液滴。

3. 2. 3 常量反应、液滴小体积反应和气动喷雾小体积反应的操作流

程

常量反应中，配制 200μL 的 dC 或 5mdC、 BDAPE 和 TEA 的反应物混合乙脂

溶液于 500μL 离心管中。离心管放入恒温混匀仪中 200rpm60 oC 反应 6 小时。反

应后冷却至室温，加入 lμL 甲酸于反应体系中混匀 ， 使甲酸浓度达到 0.5%。之后

取 10μL 注射到 NanoESI 喷针顶端， 进行产物 MS2 分析。

液滴小体积反应中， 配制 200μL 的 dC 或 5mdC、 BDAPE 和 TEA 的反应物混

42 



第 3 章 小体积衍生-质谱法快速分析细胞的 DNA 甲基化程度

合乙腊溶液于 500μL 离心管中。取其中 10μL反应物溶液滴加在 parafilm 封口膜

疏水表面，室温下静待 15 分钟直至溶液完全蒸干沉淀。取 10μL 含有 0.5%甲酸的

乙腊溶液复溶沉淀， 反复吹打沉淀处直至沉淀完全溶解。将 10μL 溶液全部转移至

NanoESI 喷针顶端，进行产物 MS2分析。

气动喷雾小体积反应中，配制 200μL 的 dC 或 5mdC、 BDAPE 和 TEA 的反应

物混合乙腊溶液于 500μL 离心管中。用进样针吸取全部溶液，进样到气动喷雾装

置中。按照 3 .2.2 的操作进行喷雾， 并在喷嘴处用 500μL 离心管收集喷雾液滴。喷

雾全部完成后在离心管内加入 200μL 含有 0.5%甲酸的乙腊溶液复溶沉淀，涡旋整

个离心管直至沉淀完全溶解。之后取 10μL 注射到 NanoESI 喷针顶端，进行产物

MS2 分析。

3.2.4 细胞的培养及收集

HeLa、 A549、 MCF归7、 SK幽吕BR幽-3 囚类细胞培养于含有 lωO%FBS 和 1%双抗的

DMEM 培养基中。MDA

基中。 MCFlωOA 细胞培养于含有 5%马血清、 10μg.L-1 腆岛素 ， 20 mg.L- 1 表皮生

长因子 ， 100 ng.L-1 霍乱毒素和 1%双抗的 DMEM/F-12 (1:1)培养基中。六类细胞

的培养箱环境均为 37 0C，含有 5%C02，其中 MDA-MB-468 细胞培养皿需要封口

以隔绝 C02。当收集细胞时， 移去细胞培养基，在生长有 106个细胞的 6 cm 培养

盘中加入 2 mL DPBS 缓冲液冲洗细胞两次，移去缓冲液。 之后加入 1 mL 膜蛋白

酶-EDTA 溶液。 室温下孵育一段时间后 CHeLa、 A549、 MCF7 、 MDA

SK-BR-3 五类细胞约 3 分钟， MCFI0A 细胞约 20 分钟) ， 将 1 mL 的细胞悬液转

移至 1. 5 mL 小管中。 2000 rpm 离心 5 分钟后移去含有膜蛋白酶-EDTA 的上清液。

之后加入 1 mLDPBS 缓冲液重悬细胞， 2000 叩m 离心 5 分钟后移去上清液，细胞

沉淀收集待用。

3.2.5 细胞前处理、 DNA酶解及核音衍生化的操作流程

收集的细胞中加入 200μL 超纯水，涡旋混匀，之后在 90 0C 的恒温混匀仪中

200 rpm 加热 1 0 分钟使细胞破裂。细胞悬液冷却后加入 20μL 的 20 mg.mL- 1 的

Proteinase K 水溶液， 涡旋混匀，在 58 0C 的恒温混匀仪中 200 rpm 加热 l 小时，

此步反应将染色体组蛋臼酶解释放 DNA。之后将小管的盖子打开，继续在 100 0C

的恒温混匀仪中 200 叩m 加热 20-30 分钟，直到管中细胞溶液仅余约 100μL。合上

小管盖子，迅速将小管置于冰水浴中 2 分钟 。 此时细胞 DNA 己解旋成单链，

Proteinase K 也因高温失活。

43 



第 3 章 小体积衍生-质谱法快速分析细胞的 DNA 甲基化程度

涡旋小管将细胞溶液混匀 ， 取其中 8 μL 于另一个新的 0.5 mL的小管中，此时

管中基因组 DNA 的量大约来自于 105个细胞。在管中加入 lμL 的 10x SI 核酸酶

缓冲液。o mmol -L-1 CH3COONa , 280 mmol -L-1l、~aCI ， 1 mmol -L-1 ZnS04 , pH4.6) 

和 lμL 的 180 U.μL- 1 的 SI 核酸酶，在 37 0C 的恒温混匀仪中 200 rpm 加热 4 小

时。再加入 4μL 的 10x 碱性磷酸酶缓冲溶液 (50 mmmol-L-1 Tris-HCI , 10 mmol.L­

I MgCh , pH9.0) 、 lμL 的蛇毒磷酸二酶酶水溶液、 0.3 μL 的 30UμL- 1 碱性磷酸酶

及 24.7μL 超纯水， 在 37 0C 的恒温混匀仪中 200 叩m 加热 l 小时。此时 DNA 已

完全酶解为单核背。紧接着在管中加入 160μL 超纯水和 200μL 三氯甲:院，涡旋 l

分钟进行液液萃取并沉淀蛋白 ， 12000 叩m 离心 10 分钟。取水层后再加入 200μL

三氯甲:院重复抽提一次。此时水相中为酶解得到的核苦。

大约 200μL 的水层冷冻干燥约 4 小时直至水分完全升华。向管中再加入 200

μL 含有 4 mmol-L-1 BDAPE 和 4 mmol-L-' TEA 的乙腊溶液，超声萃取 15 分钟。用

进样针吸取萃取溶液，进样到气动喷雾装置中。按照 3 .2.2 的操作进行喷雾，并在

喷嘴处用 500μL 离心管收集喷雾液滴。喷雾全部完成后在离心管内加入 200μL 含

有 0.5%甲酸的乙腊溶液复溶沉淀，涡旋整个离心管直至沉淀完全溶解。之后取 1 0

μL 注射到 NanoESI 喷针顶端，进行产物 MS2 分析。每种细胞做了 15 次平行实验。

3. 2. 6 工作曲线及定量

细胞中基因组 DNA 的 dC 和 5mdC 含量是通过外标法进行定量。配制了含有

150μmol.L- 1 CH3COONa , 1.4 mmol.L-1 NaCI 、 5μmol.L- 1 ZnS04 、 250μmol-L- 1 Tris­

HCI 和 50μmo).L- 1 MgCh 的水溶液以模仿细胞酶解液中的缓冲体系 ， 加入 200μL

三氯甲炕，涡旋 l 分钟进行液液萃取。取水层后再加入 200μL 三氯甲炕重复抽提

一次。大约 200μL 的水层冷冻干燥约 4 小时直至水分完全升华。向管中再加入 200

μL 含有 4 mmol-L-1 BDAPE 和 4 mmol.L-1 TEA 的乙腊熔液， 同时分别加入 0.05 、

0.1 0 、 0.20、 0.50、1.00 、 2.00、 5.00 、 10.00 、 20.00μmol-L- J dC 以及 1.0 、 2.0 、 5.0、

10.0 、 20.0、 50.0 、 100.0 、 200.0 、 500.0 nmol.L-1 5mdC。按照 3.2.5 中的步骤模拟细

胞实验完成萃取、喷雾衍生化和 NanoESI幽MS 检测操作。每个浓度进行了 9 次平行

实验。根据实验结果确定工作曲线范围，根据细胞实验检测结果计算每种细胞酶解

产物中 dC 和 5mdC 含量，根据以下公式计算基因组 DNA 甲基化程度:

DNA 甲基化程度(%) = 5mdC 含量 / ( dC 含量 + 5mdC 含量) x 100% 
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3. 3 结果与讨论

3. 3. 1 小体积下胞音类化合物的快速衍生化

将 dC 及 5mdC 进行化学衍生， 在分子上加成一个 ESI-MS 下离子化效率很高

的基团，之后再进行质谱分析是一种高灵敏度检测 DNA 甲基化的策略。本节实验

中发现， 基于 BDAPE 的 2'-脱氧胞背类化合物衍生化反应在小体积反应体系中速

率可以得到很大程度的加速(图 3. 1 ) 。 实验配制了含有 50μmol.L- 1 dC 或 5mdC 和

4 mmol.L-1 BDAPE 的反应物混合乙腊溶液，以两种不同方式进行了衍生化反应:

第一种方式是参考前人文献，将 200μL 混合溶液放在小离心管中 60 0C 反应 6 小

时; 第二种方式是取 10μL 反应物混合溶液滴加在封口膜疏水表面，在室温下等待

15 分钟左右至液滴完全蒸干沉淀，之后用 10μL 乙脂将沉淀重溶。图 3.2a 和 b 分

别是两种方式衍生产物的 MS2 检测结果 ， 可观测到 dC 的 MS2 特征峰 (m危=

255.1234 )及 5mdC 的 MS2特征峰 (ml主= 269 .l39 1)， 精确质量数和理论计算的质

量数偏差分别为 2.4 ppm 和 2.2 ppm ， 可确认为两个化合物在 MS2 下脱去糖基的特

征峰。 比较两种反应方式的 MS2 谱图，可看出小液滴的反应方式与常量反应方式

得到了同样的衍生产物， 且信号强度不亚于常量反应。这说明液滴小体积反应下的

BDAPE 衍生化反应产率不低于常量反应， 且只需要温和的反应条件(室温下)和

更短的反应时间。

从上述结果看，液滴小体积反应所得到的衍生产物信号强度略强于常量反应。

其中的原因可能是: 反应体系中添加的催化剂 4 mmol.L-1 TEA 离子化效率很高，

对 NanoESI-MS 检测干扰很大。相比于常量反应， 液滴小体积反应方式中， TEA 在

液滴挥发的过程中也同时挥发了一些， 从而减少了 TEA 对最终衍生化产物检测的

干扰。
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图3 . 1 基于BDAPE的胞昔类化合物衍生化反应。
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随后实验对液滴小体积反应的过程进行了仔细的研究， 发现小体积反应速率

的加快主要是开始于液滴接近完全干的阶段。实验同样配制了含有 50μmol-L- 1

5mdC 和 4 mmol-L-1 BDAPE 的反应物混合乙腊溶液， 并取若干 10 μL 溶液滴加在

封口膜疏水表面， 室温下等待液滴自然蒸干。在滴加液滴后的不同挥发时间下， 用

100 μL 乙脂重溶液滴停止反应，并使用 NanoESI 对反应产物进行检测。图 3.3 显

示了不同挥发时间下液滴的照片， 可以看出随着时间推移液滴在逐渐蒸干。图 3.4

是不同时间下重溶液滴后 NanoESI-MS 测得的 5mdC 衍生产物 MS2 特征峰信号。

结果显示在挥发进行的前 9 分钟， 尽管液滴体积在逐渐缩小， 但是 5mdC 衍生产

物的信号并没有测到 ， 这说明衍生化反应几乎没有发生。直到 9 分钟时衍生产物

信号才显著增加，反应得到明显加速，直到第 14 分钟反应基本完成。 对应于图 3.3

的照片， 9 分钟恰好对应于液滴刚刚蒸干的时间点。这说明小体积反应速率的加快

主要是开始于液滴接近完全干的阶段。

2.0min 2.5min 

4 .0_min 4.5min 5.0min 5.5min 

6.0~min _ 6.5 mi n 7.0 min 7.5 min 8.0 min _ 8.5 min 

9.0 min 9.5 min 10.0 min 10.5 min 11.0 min 11 .5 min 

12.0 min 12.5 min 13.0 min 13.5 min 14.0 min I 14.5 min 

图3.3 液滴滴加后不同挥发时间下的照片 ( 0.0 min时液滴为 1 0 ~lL的 50μmol .L"5mdC

和4 mmol.L-1 BDAPE的反应物混合溶液〉 。
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反应加速反应没有发生
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图3 .4 液滴滴加后不同挥发时间下，用 100 μL含有iO.5%甲酸的乙腊溶液重溶液滴停

止反应，并使用N、-.TanoES创I

' 5mdC和 4 ml丁n mη10ωI.LιL- 1斗I BDAPE的反应物混合溶液)。

由上述结果，本研究推测小体积反应体系下推动反应加速的核心要素是相变

的发生， 而不主要是反应物浓度的升高。具体而言，由于溶剂乙腊的挥发，反应物

逐渐析出，这导致反应物之间的分子距离相比于溶液中显著缩小，反应速率加快。

气动暇雾装置的结构和气动睽雾小体积反应方式的表现

既然小体积溶液在挥发过程中反应基本不会加速，反应加速主要发生在反应

物接近蒸干的时间点，那么若能够将反应体系分散为大量更小的液滴，让溶剂挥发

过程快速完成，则有可能加快整个反应过程， 更快的完成反应。 为了实现这一 目的，

本节实验设计了一个气动喷雾装置以产生大量小液滴(图 3.5) 。 这一装置由一个金

属三通构成， 三通一端旋紧内毛细管，相对的另一端旋紧外毛细管。内毛管穿过整

个三通和外毛细管， 尾端伸出外毛细管 2 mm 构成喷嘴。三通最后一端旋紧金属管

路并进一步连接气路。喷雾时 ， 反应物混合溶液由内毛细管以 10μL'min- I 的流速

注入到喷嘴处。同时由金属管路通入 0.2 MPa 的 N2 ， N2 经过三通从内外毛细管间

的空隙喷出 。 在 N2 吹扫气的作用下，涌出喷嘴的溶液被分散为大量小液滴，形成

喷雾。喷嘴外放置一小离心管以收集蒸干的小液滴。
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反应物混合溶液注入

10 IJL .min-1 

N2 
0.2 MPa 

外毛细管

.·. 暇雾液滴
。

C i.d . 32.o μm， o .d. 450μm) 

内毛细管
C i.d . 100 μm ， o.d. 200 IJm ) 

MPa 

反应物混合溶液注入
精川n-1

图 3.5 气动喷雾小体积反应装置。 ( a ) 示意 图; ( b ) 实物图 。

实验表明气动喷雾小体积反应装置有着和液滴小体积反应体系相似的反应产

率。本研究又配制了含有 50μmo!'L- 1 dC 或 5mdC 和 4 mmo!'L-1 BDAPE 的反应物

混合乙腊溶液， 用图 3 . 5 的喷雾装置喷雾了 200μL 反应物溶液并用小管收集液滴

沉淀。 之后用 200μL 乙腊重溶沉淀。 图 3.2c 记录了产物溶液中衍生化产物的 MS2

特征峰信号 ， 三种反应模式下各浓度 dC 和 5mdC 的信号强度相差不多。 这样的结

果说明气动喷雾小体积反应模式与液滴小体积反应模式有着同样的反应产率。 另

一方面， 气动喷雾装置可以在 l 分钟 内完成 10μL 的反应体系的反应， 衍生化反应

的速率相比于液滴反应进一步得到提高， 且同样有着温和的反应条件。
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表 3.1 50μmol'L. 1 、 5μmol'L. 1 、 500 nmol'L.1 *日 50 nmol'L. 1 的 dC及 5mdC和 4 mmol'L-1 

BDAPE的反应物混合溶液 ， 运用常量反应和气动喷雾反应分别完成衍生化过程后， dC及
5mdC衍生物信号强度和检出限的比较。表最后一行的检出限是按照 lμL的进样量估算。

dC 或 5mdC dC 衍生物的 MS2信号强度 5mdC 衍生物的 MS2信号强度
的浓度

( nmol'L-1 ) 常量反应 气动喷雾反应 常量反应 气动喷雾反应

50000 22 1000 士 29000 543000 士 85000 1260000 士 290000 2780000 士 210000

5000 58600 士 2200 60500 士 15900 160000 士 18000 167000 士 22000

500 1420 土 339 1450 土 97 9630 土 2761 11900 土 2100

50 232 士 72 256 士 68 748 士 93 374 士 87

检出限 32.2 fmol 29.3 fmol 10.0 fmol 20.0 fmol 

本节研究进一步考察了气动喷雾小体积反应模式在低浓度反应物的情形下的

表现， 发现共与常重反应在检测灵敏度上基本保持一致。实验配制了 5μmol'L-1 ，

500 nmo!'L- 1 和 50 nmo! 'L- 1 的 dC 及 5mdC 和 4 mmo!.L-1 BDAPE 的反应物混合溶

液， 运用常量反应和气动喷雾反应依次完成了衍生化过程。 图 3 .6a-d 依次显示了

dC 和 5mdC 溶液在两种反应模式下的 MS2特征峰谱图 ， 表 3.1列出了两种反应模

式下各浓度 dC 及 5mdC 的信号强度。 对比两种反应模式会发现在各个浓度下 dC

和 5mdC 信号强度比较接近，从检测灵敏度来看两者没有明显优劣。表 3.1还根据

50 nmo!-L- 1 的 dC 及 5mdC 衍生物特征峰信噪比估算了两者在两种反应模式下的检

出限。 如果进样量按照 lμL 计算，那么在此条件下， 常量反应模式 NanoESI-MS

对 dC 及 5mdC 的检出限分别为 32.2 fmol 和 10.0 fmol ， 气动喷雾小体积反应模式

NanoESI-MS 对 dC 及 5mdC 的检出限分别为 29.3 fmo! 和 20.0 fmo!。两种反应模式

的检出限相差不大。
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a) 常量反应
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图3.6 5μmo!.L. 1 、 500 nmo!. L. 1 罪日 50 nmo!.L-1 的dC及5mdC和4 mmo!. L- 1 BDAPE的反

应物混合溶液 ， 运用常量反应和气动喷雾反应分别完成了衍生化过程。( a) 常量反

应模式下dC衍生化产物MS2特征峰谱图 ; ( b) 气动喷雾小体积反应模式下dC衍生化

产物MS2特征峰谱图 ; ( c) 常量反应模式下5mdC衍生化产物MS2特征峰谱图 ; ( d) 
气动喷第小体积反应模式下5mdC衍生化产物MS2特征峰谱图。

51 



第 3 章 小体积衍生-质谱法快速分析细胞的 DNA 甲基化程度

3 . 3. 3 基于小体积衍生化反应的NanoES I -MS方法的灵敏度的提高

小体积反应的另一个优势是可以大大降低衍生剂的用量，从而降低衍生剂本

身对衍生产物检测的干扰， 进一步提高了灵敏度。本节做了如下实验来验证了上述

思路的可行性。实验配制了如表 3.2 中"逐步降低 BDAPE 浓度的情况下"这一列所

示的 5 份 5mdC 反应物混合溶液， 其中 5mdC 的浓度依次 10 倍降低， BDAPE 和

TEA 的浓度也依次 10 倍降低。 5 份溶液中 5mdC 和 BDAPE 的物质的量之比保持

在 1:80 ， 这一比例与 3.3 .l 节中的常量反应和小体积反应一致。过量的 BDAPE 能

够确保衍生化反应的产率， 同时浓度又有所陈低以尽可能减少基质效应。 5 份溶液
2 (各 200μ阵L )使用气动喷雾装置进行小体积反应了 2却0 分钟 ， 5mdC 衍生化产物 MS2

特征峰的 NanoES剖I

μmo1.L" 1斗l 、 500 nmo1.L- 1 和 50 nmol . L-1 5mdC 衍生化产物的特征峰的平均强度分别

为 2.64xl06 counts 、 5.00x 1 05 counts 和 2.35x1 04 coun怡。 这三者的信号强度均强于

使用 4 mmol.L-1BDAPE 来衍生化同样浓度 5mdC 的情形(分别为 1.67x 105 counts 、

1. 19x 104 counts 和 374 counts ， 表 3 .2) ， 信号强度分别提高了 16、 42 和 63 倍 。 5

nmol.L- 1 和 500 pmol.L- 1 的 5mdC 衍生化产物的特征峰依旧可以检出 ， 强度分别为

7.90x 103 counts 和 654 counts，而相同浓度的 5mdC 在使用 4 mmol.L-1 BDAPE 衍生

化后直接用 NanoESI-MS 检测已无法检出信号。 500 pmol.L-1 的 5mdC 衍生化产物

的 MS2特征峰的信噪比为 13 ， 由此估算当逐级降低 BDAPE 浓度后， 可以使气动

喷雾小体积反应的 NanoES创I

纳喷雾 1μL 的进样量计算，则绝对量的检出限可达到 0.l2 fmo1. 相比于高浓度

BDAPE 的情形提高了 167 倍。

在常量反应中 ， 前人研究报道衍生剂 BDAPE 的最佳浓度是 4 mmol-L-1 ， 之所

以使用如此高浓度的衍生剂是因为: 一方面要确保液相反应体系中 BDAPE 和反应

物需要有足够的碰撞几率， 另一方面要使衍生剂过量， 促使衍生化反应向右移动。

然而，小体积反应过程中溶剂不断挥友， 换言之反应物和衍生剂浓度都在快速升高。

因此本研究考虑小体积反应不需要使用常量反应中如此之高的衍生剂浓度就可以

达到足够的反应速率和产率。尤其是当测定低浓度的 dC 或 5mdC 时 ， 衍生剂浓度

可相应大大降低。由于衍生剂本身在 NanoESI-MS 中离子化效率极高，对衍生产物

的检测造成了比较强的基质效应。降低衍生剂浓度的好处在于减少了最后产物体

系中基质效应的影响 ， 实现灵敏度的进一步提高。在常量反应中这样的策略则不易

实行， 因为衍生剂浓度的降低将导致反应速率大大降低， 需要更高的反应温度或更

长的反应时间才能弥补。小体积反应的情形下降低衍生剂浓度则不需要付出如此

代价。
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表3 .2 逐级降低BDAPE和TEA的浓度对各浓度5mdC溶液进行衍生化， 并比较不同BDAPE浓度下5mdC衍生物的信号强

度 ( n = 3 ) 。表最后一行的检出限是按照lμL的进样量估算。

逐步降低 BDAPE 浓度的情况下使用 4 mmol. L-1 BDAPE 的情况下
信号强度或检出限

的提高倍数
BDAPE 和 TEA 的 5mdC 衍生物的 MS2

浓度 ( μmol.L- 1 ) 信号强度

16 2640000 士 200000400 

42 500000 土 2300040 11900 土 21004000 500 
严、
旷、

63 23500 土 6004 374 土 874000 50 

nJa 7900 土 15800.4 n. d. 4000 5 

倒
黑
学
制
旺
〈
Z
Q
F但
最
黑
K
T隶
制
而
这
逝
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眩
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BDAPE 和 TEA 的 5mdC 衍生物的 MS2

浓度 ( μmol.L- 1 ) 信号强度

5mdC 的浓度
( nmol.L-1 ) 

167000 士 220004000 5000 

nJa 654 士 1060.04 n. d. 4000 0.5 
制
啊阴
阳
把 167 0.12 fmol 20.0 fmol 检出限
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图3 .7 使用低浓度BDAPE和JTEA来衍生化低浓度5mdC后，衍生化产物卜IanoESI-MS
检测的MS2谱图。
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衍生育IJ SDAPE浓度的优化最佳值

在小体积衍生化反应中，衍生剂的用量实际上是寻求反应产率和基质干扰的

平衡。理论上来讲不同浓度范圆的 5mdC 所对应的最佳衍生剂浓度应不同， 表 3.2

所示的 BDAPE 浓度未必是最优的。接下来的实验中，实验选取 50 nmol.L- 1 的 5mdC

反应物溶液为例来优化 BDAPE 的浓度，以进一步论证优化衍生剂浓度对于最优化

小体积衍生化反应检测灵敏度的重要性。实验在不同的 BDAPE 浓度下对 5mdC 做

了衍生化，图 3.8 记录了不同浓度 BDAPE 下完成气动啧雾小体积衍生化反应后，

所测得的 5mdC 衍生产物的 MS2 特征峰信号强度 (n = 3)。显而易见最优化的

BDAPE 浓度是 40μmol.L- 1 ，这一浓度只是常量反应所需浓度的 1%。当采用更高

的 BDAPE 浓度(如 4 mmol .L- 1 ) 时， BDAPE 本身由于极强的离子化效率将对衍

生产物的信号造成很大的抑制，从而得不到较好的信号。而采用更低的 BDAPE 浓

度时，衍生化反应向右进行的趋势减弱会造成一部分产率的损失。

3.3.4 
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图3.8 以 50 nmol.L- 1 的 5mdC反应物溶液为例优化衍生剂BDAPE的浓度。在4 、 10 、

20 、 40 、 60 、 80 、 200 、 400 、 4000μmol.L- 1 的不同浓度的BDAPE下完成气动喷雾小体
积衍生化反应，监 OO~5mdC衍生产物的MS2特征峰信号强度 ( 0 = 3) 。图中40μmol.L­
l为最佳的BDAPE浓度。
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3.3.5 基于小体积衍生化的多种细胞DNA甲基化程度检测

实验首先确定了 dC 及 5mdC 的工作曲线(图 3.9 )0 dC 及 5mdC 的定量曲线

分别为 y = 45996x - 11452 和 y = 197.61x + 864.05 , R2值分别为 0.9943 和 0.9868 0
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实验随后进一步按照 3.2.5 的步骤对 HeLa~ A549、 MCFI0A、 MCF7、 SK-BR-

3 、 MDA-MB-468 这 6 种细胞系的基因组 DNA 甲基化程度进行了分析(图 3.1 0) 。

在小体积反应和 NanoESI-MS 直接检测的策略下，从细胞基因组 DNA 酶解完成到

获得质谱检测结果，衍生化和检测过程仅需不到 30 分钟，相比于 HPLC幽MS 的常

规方法时间大大缩短。
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图3 . 10 运用气动喷第小体积反应模式和NanoESI-MS技术对6种细胞的基因组DNA

甲基化程度进行了分析 C n = 15 ) 。

3.4 本章结论

本章发现了一类反应一一即基于 BDAPE对 dC 和 5mdC 的衍生化反应一一可

以在小液滴或气动喷雾的小体积反应体系下实现大幅度的反应加速。在这一发现

的基础上，本章建立了一种基于小体积快速衍生化和 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化

质谱快速检测方法。与基于 HPLC-MS 常量方法相比，这一方法中衍生化反应时间

可缩短 360 倍 ， 反应条件更为温和，且衍生剂所需浓度是常量反应的 1% ， 进而降

低了衍生剂基质效应的影响， 5mdC 检出限可达到 0.12 fmol。运用该方法，本章对
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HeLa、 A549 、 MCFI0A、 MCF7、 SK-BR-3 ， MDA-MB-468 这 6 种人类细胞的 DNA

甲基化程度进行了分析， 由于采用了气动喷雾小体积的衍生化反应模式， 分析时长

大大缩短，更适用于实际临床应用。
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第 4 章 离子重复富集一质谱法分析单细胞水平的 DNA 甲基化

程度

4. 1 本章引言

生命科学研究已经进入了单细胞时代，分析对象从群体细胞样品变为了单细

胞尺度的样品[225 ， 226] 。 这种变化意味着分析化学家需要发展更多能够进行单细胞水

平代谢组、转录组或蛋白质组学分析的方法[225， 226]。在这个浪潮中 ， DNA 甲基化

分析也从群体细胞水平走向了单细胞水平 ， 这是因为单细胞水平的 DNA 甲基化程

度信息对于癌症早期诊断和预后评价均有很大价值[227] 。 从目前主流分析方法来看，

质谱因其无需标记的特点、以及多组分分析的能力己然成为了单细胞分析的重要

方法之一[228-230)。目前已有的单细胞质谱方法包含基于 ESI-MS 的方法[227， 231剖2) 、

基于激光解吸 附 电离质谱 C Matrix-assisted Laser Desorptionllonization Mass 

Spectrometry , MALDI-MS) 的方法[243-247]和基于二次离子质谱的方法[243， 248, 249]等

等。尽管激光剥蚀电喷雾[245， 246] 、 探针电喷雾[234刃7] 、 直接电喷雾[241 ， 242]等少数方

法可以做到样品不稀释直接检测，但大部分的单细胞质谱技术通常在检测前需要

将单细胞(约 lOpL) 稀释到一个较大的体积 CnL-μL 级别) 。 这样的稀释通常发生

在细胞裂解、溶剂萃取等样品前处理过程中。以基因组DNA 甲基化程度分析为例，

细胞裂解、 DNA 提取、 酶解等操作通常是在 μL 级别的溶液中进行。样品前处理

阶段的稀释最终会导致待测物浓度的降低。 浓度的降低即意味着研究者需要进一

步提高商品化质谱的灵敏度才有可能检出低浓度待测物的信号。

低浓度的分子之所以无法检出， 并不是因为分子没有被离子化，而是因为离子

源产生的离子总量过少。如果有办法获取更多的离子并将其传输至质量分析器， 那

么检测低浓度物质就会成为可能[250J。很多前人的研究已经通过直接或间接的增加

离子总量来提高质谱的灵敏度。例如， 激光诱导后电离技术可以通过提高离子产率

来提高 MALDI-MS 的灵敏度 ， 这一策略对于脂质、脂溶性维生素、和多糖类分子

均效果显著[251]。在离子回旋共振质谱中联用射频电离技术可以高效的产生离子 ，

从而提高挥发性和半挥发性有机分子的检测灵敏度[252] 。 利用报告分子标记的金微

球来捕获蛋白质分子，可以实现目标蛋白质的阿摩尔级别检测[253]。除此之外，之

前曾有研究报道离子阴拥有选择性的捕获和累积离子的潜能，从而可以提高质谱

的灵敏度[254， 255] ， 例如 ， 王玉琢等设计了一套空间串联离子阱质谱仪，可实现离子
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选择性传输与富集， 三次选择性离子富集可达到 222%的离子捕获效率[254]。这样的

研究结果为本章研究提供了一条思路，即可以研究一种基于离子阱富集离子的质

谱技术来提高质谱的检测灵敏度 ， 进而实现单细胞中 Cyt、 5mCyt 等低浓度组分的

检测。

本章研究了基于离子重复富集技术和 NanoESI-MS 的单细胞水平质谱分析方

法。这一方法是一种基于离子阱离子富集能力的质谱技术。研究对商品化的离子阱

质谱进行了改造， 改变扫描函数使离子阱可以重复多次的富集某一特定质荷比的

离子， 实现了对低浓度离子的富集。通过线性离子阱的 1.8 秒 25 次富集 ， 包括 Cyt 、

5mCyt、 5hmCyt、 N6mAde 在内的多类型的离子检测灵敏度可提高 于22 倍。通过

应用这一技术， 本研究实现了对 0.2 个 MCF7 单细胞水平的基因组 Cyt 和 5mCyt

含量的检出。与其他分离技术联用，离子重复富集技术不仅在包括 DNA 甲基化分

析的单细胞分析领域有广阔应用前景，而且有潜力应用于未知 DNA 修饰类型的发

现。

4. 2 实验部分

4. 2. 1 仪器和材料

利血平、 5mCyt、血管紧张素 II 、 苹果酸、腺昔三磷酸 CAdenosineTriphosphate , 

ATP) 、 Ade 、 Cyt 标准品，以及甲醇、 甲酸、 醋酸镀标准品均购买自 Sigma-Aldrich

公司 。 咖啡因标准品购买自 Chem Service 公司。伊马替尼标准品购买自北京百灵

威科技有限公司。MCF7 细胞购买于 ABGENT 公司。细胞培养所需的培养基、DPBS

等试剂均购买自 Corning 公司。实验中使用的纯水是由 ThermoFisher 公司的纯水

机纯化得到。搭建 NanoESI-MS 管路和定量环的毛细管购买于 SGE Anal严ical

Science 公司(管路用的毛细管内径 100μm，外径 363μm，定量环用的毛细管内径

25μm，外径 285μm， 图 4.1 )。商品化的 NanoESI 的喷针购买自 SilicaTip 公司 ，

型号为 FS360-75-10幽N-20-CI2，针尖直径 10 士 lμmo

所有的质谱数据是由一台双压线性离子阱质谱仪采集(型号 Orbitrap El ite , 

Thermo Scientific 公司)。本章中所有检测仅使用离子阱作为检测器。质谱参数如

下 : NanoESI 为正离子模式+1.80kV ， 或负离子;模式-1.80kV: 离子传输管温度为

300 oC; S-Iens RF level 为 65%; Microscans 为 1; AGC 模式始终关闭。实验中使

用了商品化的 NanoESl o NanoESI 针尖距离质谱进样口的距离约为 5mm。样品由

一个恒流泵注入， 流速为 1μL' min-I 。
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图4.1 自行搭建的定量环装置。

4. 2. 2 质谱扫描函数的更改

考虑到离子阱质谱的扫描函数是非常复杂的 ， 其中许多参数是系统自动优化，

因此实现离子重复富集的最佳策略是在不改变每一参数值的情况下改变扫描函数。

在本章中，实际上离子重复富集技术的实现仅仅是将离子注入、 离子隔离的原始参

数进行拷贝，反复加入到 CID 的扫描函数之前，以实现选定离子在离子阱内的逐

渐富集。

本章开发了一款名为 ITCL 的软件(附录 A 中详细介绍操作流程)。这款软件

将原始质谱扫描函数当作模板。当进行离子重复富集功能时 ， 软件将离子初始化、

离子注入和离子隔离的扫描参数(共 16 段扫描函数〉进行拷贝 ， 并多次反复插入

到质谱扫描序列中。每多重复 16 段扫描函数意味着母离子在离子阱中多富集一次

循环。后续的 CID 和质量分析的扫描函数保持不变。通过以上流程最终实现了离

子在离子阱内的重复富集。在本章中， 离子重复富集至多只能有 25 个循环，这主

要受限于商品化质谱仪的内存限制。使用 ITCL 的一个好处在于普通检测模式和离

子重复富集检测模式可以自由切换， 并不会对质谱的硬件造成任何影响。
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4. 2. 3 离子注入时间的优化

离子注入时间这一参数对于最大化的实现离子重复富集至关重要。 以 50

nmol-L- ' 的 5mCyt 溶液为例， 在 lμL'min- I 流速的 NanoESI-MS 检测中，其在普通

检测模式下离子注入时间为 15 ms 时信号得到最优化。但当开启 25 次循环的离子

重复富集检测模式时， 离子注入时间需要调整至 5 ms 才能得到最优化的信号 (图

4.2) 。 本章中讨论的所有实验结果都是在最优化的离子注入时间下得到的 。
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图4.2 离子神入时间的优化( 以50 nmol' L' 1 的 5mCyt溶液为何1]) 。在普通检测模式下

和25次循环的离子重复富集检测模式下， [5mCyt - NH3 + Ht的信号强度随离子注入
时间的变化。

4.2.4 离子重复富集检测模式和普通检测模式的对比

5mCyt 、 Cyt、利血平、咖啡因、血管紧张素 II、 Ade 标准溶液是配制在添加有

0.1%甲酸的甲醇/水溶液 C v/v = 1:1 ) 中 。 苹果酸、 ATP 标准珞液是配制在添加有 l

mmo!.L- 1 醋酸锁的甲醇/水溶液 Cv/v = 1: 1)中 。 所有离子是在最优化的离子注入时

间、 NCE 和 activation Q 参数下由 NanoESI-MS 测定 (表 4.1 )。当进行离子重复富

集检测时，循环的富集次数设为 25 次。
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4.2.5 细胞培养和酸解

MCF7 细胞培养于含有 10%FBS 和 1%双抗的 DMEM 培养基中。培养箱环境

为 37 0C ， 含有 5%C02。当收集细胞时， 移去细胞培养基， 在生长有 106个细胞的

6cm 培养盘中加入! mL 膜蛋白酶-EDTA 溶液。室温下 3 分钟孵育后 ， 1 mL 的细

胞悬液转移至 1.5 mL 小管中。 2000 rpm 离心 10 分钟后移去含有腆蛋白酶的上清

液。剩余的细胞沉淀用 1 mL 0.9%NaCl 水海液重悬并进行细胞计数。 从其中吸取

l.0 x 106 细胞至新的小管中并在 2000 rpm 下离心 10 分钟 ， 去上清液。 之后加入 l

mL 甲酸溶解细胞。 将全部溶液转移至玻璃瓶中 ， 在马弗炉中 140 0C 酸解 1.5 小

时 。反应结束后剩余的甲酸在 60 0C 真空干燥箱内烘干。 之后加入 1 mL 甲醇萃取

其中 5mCyt、 Cyt 和 Ade。 之后将萃取液稀释 500 倍，折算后细胞浓度约为每毫升

2000 个细胞。

4.2.6 
单细胞水平的DNA甲基化分析

为了实现单细胞水平的进样量， 实验截取了 20 cm 长的内径为 25μm 外径为

285μm 的毛细管作为六通阀上的定量环， 经过计算其容积约为 98nL ( 图 4.1 )。依

照 4.2 .4 的细胞处理流程， 500nL 细胞酸解液含有大约 l 个细胞的量。将上述酸解

液充满定量环则相当于进样了 0.2 个 MCF7 细胞的量。通常而言， 一个 MCF7 单

细胞的体积大约是 4pL 因此在样品前处理过程中细胞被稀释了约 105 倍。在进行

单细胞水平的 5mCyt、 Cyt 和 Ade 检测时， MS3质谱条件己经由标准溶液进行了优

化 (表 4.2 )。单细胞水平进样是采用六通阀和手工制备的定量环进样约 100 nL 的

细胞裂解液。

伊马替尼定量实验是配制了 0. 5 、 5 、 50 、 500 、 2000 、 5000 nmol OL-1 这 6 个浓

度的标准溶液， 每一种溶液都加入了 100 nmol.L-1 的伊马替尼幽d8 做内标。 MS2 的母

离子隔离宽度设为了 12 以便[Imatinib + Ht ( m々 =494.4)和 [Imatinib-d8 + Ht ( m/主

= 502.4)两个离子能同时隔离到离子阱中。回收率的计算是将 300 nmo!'L- 1 伊马

替尼和 100 nmol' L-1 伊马替尼-d8 同时加入到细胞酸解液中， 再进行计算。
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表 4.1 普通检测模式及离子重复富集模式下各离子离子注入时间 、 NCE和
activation Q的最优化值。

母离子或子离子
NCE 

(eV) 

Activation 

Q 

离子注入时间 ( ms )

普通检测

模式

离子重复富

集检测模式lal

[5mCyt + Ht 

[5mCyt - NH3 + Ht 

[5mCyt - NH3- HCN + Ht 
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[Reserine - C IOH I20 S + Ht 
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[Angiotensin - NH3 + Ht 

[Angiotensin - Asp + Ht 

[Angiotensin - Phe +Ht 
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[a] 指 25 次循环的离子重复富集模式; [b] 解离自 [Angiotensin + Ht; [c] 解离自

[Angiotensin + 2H]衍。
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表4.2 普通检测模式及离子重复富集模式下单细胞水平样品中各离子离子注入时

间 、 NCE和lactivation Q的最优化值。

离子注入时间 (ms )

子离子
NCE 

Activation Q 
(eV) 普通检测 离子重复富集

模式 检测模式(a(

扣1S2 : 50 MS2
: 0.50 

[Ade - NH3 - HCN + Ht 
MS3: 40 MS3: 0.50 

25 5 

MS2
: 45 MS2

: 0.55 
[Cyt - NH3 - HCN + Ht 

MS3: 30 MS3: 0.45 
20 5 

MS2: 45 MS2: 0.55 
[5mCyt 一阳3- HCN+ Ht 

MS3: 30 MS3: 0.45 
20 5 

[Jmatinib - C16H1SNs + Ht 
[Imatinib-d8 - C16H1sNs + Ht 

40 0.25 0.5 

[a] 指 25 次循环的离子重复富集模式。

4.3 结果与讨论

4 . 3. 1 离子阱内离子的多次循环富集

在一次普通离子阱串联质谱二级扫描过程中，由离子源产生的离子会经过八

级杆注入至高压离子阱中，设定的母离子会由离子阱隔离出来。之后母离子在高压

阱中完成 CID 碰撞，子离子传输至低压离子阱进行质量分析(图 4.3a)。而在本章

的方法中 ， 离子阱串联质谱仪的扫描函数被更改， 使得离子阱将某一特定质荷比的

母离子隔离后先不进行 CID 碰撞或进入低压阱进行质量分析， 而是再重复八级杆

注入离子和高压阱隔离离子的过程，再隔离一批母离子在高压阱中(图 4.3b)。经

过反复多次重复离子注入和隔离的循环， 高压阱中的母离子得到多轮富集，之后再

进行 CID 碰撞和质量分析，信号表现出较大提高。
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( a ) 一次普通离子阱串联质i普二级扫描过图4.3 离子重复富集技术的原理示意图。

程 ; ( b ) 离子重复富集技术的流程示意。

为了证明随着离子注入和隔离循环次数的增加离子确实得到了富集， 本节进

行了如下实验。实验配制了 20nmo! . L-1 的 5mCyt 和 10 pmo! . L-1 的利血平标准甲醇

/水溶液 ( v/v = 1: 1， 含有 0.1%甲酸) ， 之后设定不同的重复富集循环次数进行扫描

( 1-25 次 )。图 4.4a 和图 4.5a 分别显示了[5mCyt + Ht和[Rese叩me+ Ht在重复富

集 1 个、 5 个、 10 个、 15 个、 20 个和 25 个循环时的质谱图。实验结果表明随着重

复次数的增加离子信号不断提高(图 4.4， 图 4.5 ) 。
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图4.4 应用离子重复富集技术对20 nmo!'L- 1 的 5mCyt标准 甲醇/水溶液 Cv/v = 1: 1， 含

有0.1%甲酸〉进行质谱检测。 C a) 在富集1个 、 5个、 10个、 15个、 20个和25个循环

C rl-r25 ) 时 [5mCyt + Ht的质谱图; C b ) 在富集 1个、 5个、 10个、 15个、 20个和25
个循环 C rl-r25) 时二级离子[5mCyt - NH3 + Ht的质谱图; C c ) 在富集 l个、 5个、 10

个、 15个、 20个和25个循环 C rl-r25) 时三级离子[5mCyt - NH3 - HCN + Ht的质谱图。
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图4_5 应用离子重复富集技术对 10 pmo('L- ' 的利血平标准甲醇/水溶液 C v/v = 1: 1. 含

有0.1%甲酸〉进行质谱检测。 C a) 在富集1个、 5个、 10个、 15个、 20个和25个循环

( rl-r25 ) 时 [Reserpine + Ht的质谱图 ; ( b) 在富集 l个、 5个、 10个、 15个、 20个和
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的质谱图 。
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与上述现象类似的是， 5mCyt 和利血平的子离子强度也会随着富集循环次数

的增加而逐渐增高(图 4.4，图 4.5 ) 。 图 4.6 和图 4.7 分别记录了 5mCyt 和利血平

各级离子的 5 次扫描平均信号强度随富集循环次数的变化。富集循环 25 次后 ，

[5mCyt +Ht的信号强度提升了 2.8 倍， [Reserpine + Ht的强度提升了 6.3 倍。 二级

离子[5mCyt - NH3 + Ht、 [Reserpine - C IOH IION + Ht和 [Reserpine - C lOHI20 S + Ht 
的强度分别提高了 8.6 、 7.3 和 7.3 倍。如果富集次数能够进一步提高，那么质谱绝

对信号仍有可能得到进一步提高， 本章实验只进行了 25 次循环是因为仪器内存的

限制。

4. 3. 2 高浓度组分在离子重复富集模式下的表现

当使用离子重复富集技术富集高浓度的离子时，可观测到离子阱的空间电荷

效应。本节实验配制了一个高浓度的溶液 10μmol'L- 1 的 5mCyt 甲醇/水溶液( v/v 

= 1 : 1， 含有 0.1%甲酸)。在普通检测模式和离子重复富集的检测模式下， [5mCyt + 

Ht的信号强度在 20 ms 的离子性入时间下大概都在 6000 左右 ， 离子重复富集并

没有提高信号强度。与此同时，质谱峰在两种模式下的半峰宽是不同的，分别为

0.36 和 0.88 (图 4.8)。经过计算两种模式下的质量分辨率分别是 350 和 140 。 分辨

率的降低说明离子重复富集检测模式下存在比较强的空间电荷效应。

a) 
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---;r- 5mCyt， 10μmol . L 咱 r1

(m/z = 126) 

DIl' 
___________., 
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图4.8 应用离子重复富集技术对 10μmol'L" 的 5mCyt标准甲醇/水溶液 ( v/v = I:I ， 含

有0.1%甲酸〉进行质谱'检测 。 ( a) 普通检测模式下[5mCyt + Ht的结果 ; ( b) 离子

重复富集25次 [5mCyt + Ht的结果。
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图4.9 应用离子重复富集技术对 10μmol'L- ' 的 5mCyt标准甲醇/水溶液 (v/v = 1: 1 ， 含

有 0.1%甲酸)进行质谱检测 。 (a) 普通检测模式下[5mCyt - NH3 + Ht的结果 ; ( b ) 

离子重复富集25次[5mCyt - NH3 + Ht的结果。

当使用离子重复富集技术检测 5mCyt 的二级离子时也能观测到类似的空间电

荷效应。 CIO 后 ， 普通检测模式下[5mCyt - NH3 + Ht的质谱峰分辨率是 520，而

在离子重复富集检测模式下分辨率是 420 C 图 4.9)。空间电荷效应的出现说明阱内

离子总量超过了阀值，即离子确实得到了富集。另一方面，这一现象也说明空间电

荷效应会导致分辨率下降， 在离子重复富集后离子量超过离子阱阙值的高浓度待

测物不适用于本研究的方法。换言之， 对于高浓度待测物而言，离子重复富集的循

环次数或者离子注入时间需要在检测过程中仔细调整。

4 . 3. 3 各类型离子在离子重复富集检测模式下的检测结果考察

本章所研究的离子重复富集技术适用于很多类型的离子 ， 包括大分子离子和

多电荷离子。本节实验使用离子重复富集技术对 10 nmol -L- l 的血管紧张素 1I的标

准甲醇/水溶液 Cv/v= 1: 1， 含有 0. 1%甲酸)做了检测。结果表明血管紧张素 11 在

NanoESI-MS 下的单电荷离子和双电荷离子及它们相应的子离子均可在重复富集

模式下得到信号提高(图 4.10 )。血管紧张素 11 的单电荷离子、 双电荷离子及它们

的子离子的信号强度可以在 25 次循环的离子重复富集扫描模式下提高 6.2 到 10.1

倍(表 4.3 ) 。
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图4.10 应用离子重复富集技术对 10 nmo!'L- 1 的血管紧张素11标准甲醇/水溶液 C v/v = 

1: 1， 含有0.1%甲酸〉进行质谱检测 。 C a ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富

集检测模式下的单电荷离子质谱图 ; C b ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富

集检测模式下的双电荷离子质谱图 ; C c ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富

集检测模式下的单电荷离子的二级离子的质谱图 ; C d ) 在普通检测模式和25次循环
的离子重复富集检测模式下的双电荷离子的二级离子的质谱图。

实验也测试了三级离子的信号是否可以在离子重复富集的模式下得到信号提

高。这个测试配制了 1 nmol'L- 1 的咖啡因标准甲醇/水溶液 Cv/v = 1: 1， 含有 0.1 %甲

酸)并使用离子重复富集技术对其做了检测。 从质谱检测结果可以清楚的看出， 在

25 次循环的离子重复富集检测模式下， 母离子[Caffeine + Ht ~ 二级离子[Caffeine

- CH3CNO + Ht和三级离子[Caffeine - CH3CNO - CO + Ht的信号得到了 5.3-16.7

倍的提高(图 4.1 1 )。这样的结果与实验预期是比较一致的。通常情况下， 生物样

品可能含有大量的代谢物， 在质谱检测过程中多个物质可能对应同一个质量数。因

此， 经常需要多级质谱来确认某个特定分子。多级质谱依旧适用于离子重复富集技

术意味着本章所研究的技术可以帮助进行物质的鉴定和定量。
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图4.11 应用离子重复富集技术对 1 nmo! ' L. ' 的咖啡因标准甲醇/水溶液 (v/v = 1: 1 ，含
有0 . 1 %甲酸〉进行质谱检测。 ( a ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富集检测

模式下的一级离子质谱图 ; ( b ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富集检测模
式下的二级离子质谱图 ; ( c ) 在普通检测模式和25次循环的离子重复富集检测模式
下的三级离子的质谱图。
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实验验证了离子重复富集技术在负离子模式下依旧适用。实验测试了

100 nmol .L- 1 的苹果酸和 ATP 标准甲醇/水溶液 (v/v = 1: 1， 含有 1 mmol.L- 1 醋酸

锻)。结果显示， 在 25 次循环的离子重复富集模式下， 一级离子[Malic acid - Hr 

和[ATP - Hr的信号可分别提高 5.6 和 13.8 倍 ， 二级离子[Mal ic acid - H20 - Hr和

[ATP - H3P04 - Hr的信号可分别提高 1 1.5 和 22.6 倍(图 4.12 ) 。
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图4.12 应用离子重复富集技术对 100 nmol ' L- 1 的苹果酸和ATP标准甲醇/水溶液( v/v 
= 1: 1， 含有 1 mmol'L" 醋酸锁〉进行质谱检测 。 ( a) 在普通检测模式和25次循环的离

子重复富集检测模式下的苹果酸一级离子质谱图 ; ( b ) 在普通检测模式和25次循环

的离子重复富集检测模式下的ATP-级离子质谱图 ; ( c) 在普通检测模式和25次循环
的离子重复富集检测模式下的苹果酸二级离子的质谱图 ; ( d ) 在普通检测模式和25

次循环的离子重复富集检测模式下的ATP二级离子质谱图。

以上实验中涉及的数据汇总在了表 4，3 中 。 这些实验结果证明离子重复隔离富

集技术是一个对正负离子、 大小分子离子、 多级离子、 多电荷离子均适用的普适的

高灵敏度质谱技术。 从表中数据可以看出不同离子的信号提高倍数是不同的，这可

能与离子的稳定性和在离子阱中的寿命有关。
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信号强度 ( 0 = 5 ) 
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[a)25 次循环的离子重复富集模式:
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离子重复富集技术对于检测灵敏度的提高

离子重复富集技术不仅可以提高待测离子的信号， 还可以提高检测灵敏度， 检

测到普通模式下难以检出的信号。为了证明这一点本节进行了如下实验。实验配制

了两份低浓度溶液， 第一份是 10 pmol'L- 1 的咖啡因甲醇/水溶液 ( v/v = 1: 1， 含有

0. 1%甲酸) ， 第二份是 10 nmol 'L- 1 的 ATP 甲醇/水溶液 ( v/v = 1 : 1， 含有 1 mmol.L­

l 醋酸锻)。在普通检测模式下 ， 10pmol'L- 1 的咖啡因洛液的三级离子己经不易被质

谱检出，从 EIC 图上可看出并不是每一个扫描都可以扫到这一信号(图 4.1 3 ， 表

4.4) 。在 3 分钟内进行的 1463 次扫描中 ， 703 次扫描都没有检出这一信号(表 4.的。

而随着重复隔离次数的增加 ， 质谱每次扫描能够扫到信号的概率逐渐增加， 当重复

25 次时每次扫描均能扫到信号， 且信号绝对强度也得到提高。
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图4.13 应用离子重复富集技术对 10 pmol' L" 1 的咖啡因甲醇/水溶液( v/v = 1: 1 ， 含有
0 . 1 %甲酸〉进行质谱检测 。 ( a ) 重复富集 l 个、 3个、 5个、 10个、 15个 、 20个和25个

循环后， [Caffeine - CH3CNO - CO + Ht的EIC图 ; ( b ) 检出咖啡因离子的扫描数占
比和质谱扫描速度与循环次数的变化关系。 r1指循环 l次离子重复富集的情形， 即普

通检测模式。
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检测 ATP 溶液时现象更为明显。在普通检测模式下 ， 3 分钟的扫描时间内完

成的 1623 次扫描中仅有 4 次扫描检出了 [ATP - H3P04 - Hr的信号(图 4.14 ， 表

4. 5 )。然而 ， 随着离子重复富集循环次数的增加 ， 尽管扫描速度在逐渐减慢， m/主 =

408 的待测离子信号被逐步扫到。当重复富集 25 次时， [ATP - H3P04 - Hr的信号

在全部 102 次扫描的每一次扫描中均能得到信号(图 4.14 ) 。 从质谱图来看， 离子

重复富集 5 次循环以上时， [ATP - H3P04 - Hr可以比较明显的检出，而 15 次循环

以上时 ， [ATP - H20 - Hr才能够较为明显的检出。

离子重复富集-质谱法分析单细胞水平的 DNA 甲基化程度
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图4.14 应用离子重复富集技术对 10 nmol'L-1 的ATP甲醇/水溶液 ( v/v = 1: 1 ， 含有 l

mmol'L- '醋酸馁〉进行质谱检测 。 ( a ) 重复富集l个、 3个 、 5个、 10个 、 15个 、 20个
和25个循环后 ， [A TP - H3P04 - Hr的EIC图 ; ( b ) 检出 [ATP - H3P04 - Hr的扫描数
占 比和质谱扫描速度与循环次数的变化关系。 rl指循环 l次离子重复富集的情形 ， 即

普通检测模式。

77 



第 4 章 离子重复富集-质谱法分析单细胞水平的 DNA 甲基化程度

表4.4 在不同循环次数的离子重复富集检测模式下， 10pmol'L. '咖啡因溶液在3分钟
扫描时间 内的MS3离子[Caffeine - CH3Cl、心 一 CO + Ht离子检出频度统计。 rl指普通
检测模式。

离子重复富集 3 分钟内完成的 3 分钟内没有检检出的扫描数 m/立 109.5-110.5
的循环次数 扫描数 出咖啡因的扫频度(a( 的信号强度 ( 0

描数 = 105 ) 

1463 703 52% 0.37 士 0.46

r3 471 163 65% 0.64 士 0.62

r5 360 108 70% 0.67 土 0.86

rlO 225 43 81% l.02 士 0.95

r15 163 23 86% 1. 11 土 1.01

r20 130 8 94% 1.47 士 0.97

r25 107 。 100% 2.43 土 1 .40

[a] 检出 [Caffeine 一 CH3CNO - CO + Ht的扫描次数占总扫描数的百分比。

表4.5 在不同循环次数的离子重复富集检测模式下 ， 10nmol'L.1 ATP溶液在3分钟扫

描时间内的MS2离子[ATP - H3P04 - Hr检出频度统计。 r1指普通检测模式。

离子重复富集 3 分钟内兀e成的 3 分钟内没有检检出的扫描敛 m/立 407.5-408.5
的循环次数 扫描数 出咖啡因的扫频度(a( 的信号强度 ( 0

描数 = 105 ) 

1623 1619 0.2% 0.00 土 0.03

r3 517 423 18% 0.14 土 0.22

r5 372 48 87% 0.60 土 0.19

rlO 225 6 97% l.67 士 0.23

r l5 161 99% 1.99 土 0.49

r20 126 。 100% 2.34 土 0.83

r25 102 。 100% 3.78 士 2.11

[a] 检出 [ATP - H3P04 - Hr的扫描次数占总扫描数的百分比。

4.3.5 单细胞水平DNA甲基化检测

单细胞水平的样品通常由大量组分组成。具有不同元素组成的组分或者同分

异构体有可能会对应于质谱图中的一个质量数。因此， 实验通常需要进行 MS2 或

78 



第 4 章 离子重复富集-质谱法分析单细胞水平的 DNA 甲基化程度

者 MS3 分析来鉴定或定量某一组分。 对于一个稀释倍数较大的单细胞样品而言 ，

低浓度组分，如 5mCyt 等的 MS2 或 MS3 离子通常难以检出 。 这时采用重复富集技

术则可能稳定的得到 5mCyt 的信号 ， 帮助进行 5mCyt 的确认和定量。

在优化好各项条件后，本节实验尝试用离子重复富集技术检测单细胞样品中

的 DNA 甲基化标志物 5mCyt 进行检测。在这个实验中 ， 实验将相当于 0.2 个 MCF7

细胞量的细胞酸解物通过六通阀进样到质谱中检测，进行了 3 次平行进样。图 4.15 ，

图 4.1 6 和图 4.17 记录了检测过程中 MS3 离子[Ade - NH3 - HCN + Ht、 [Cyt -NH3 

-HCN + Ht和[5mCyt - NH3 - HCN + Ht的 EIC 图，和三者的平均质谱图。经过

计算， 在普通检测模式和离子重复富集检测模式下 ， [Ade -NH3- HCN + Ht的 EIC

色谱峰面积分别是 1106 土 127 和 6937 土 621 (n=3) , [Cyt-NH3 -HCN + Ht的

EIC 色谱峰面积分别是 102 土 8 和 590 士 68 (n = 3)。而对于 5mCyt 而言 ， 普通检

测模式下[5mCyt - NH3 - HCN + Ht的 EIC 色谱峰几乎无法识别，处在噪音水平。

然而在离子重复富集检测模式下 ， [5mCyt- NH3 -HCN +Ht的色谱峰相对容易识

别， I峰面积为 52 士 9 ( n = 3 ) 。

上述实验结果说明离子重复富集技术不仅可以提高单细胞水平 Cyt 的信号强

度 ， 还可以提高质谱对于 5mCyt 的检测能力。
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图4.15 应用离子重复富集技术对0.2个细胞莹的MCF7细胞酸解物进行分析。 C a ) 普
通检测模式和25次循环的离子重复富集模式下平行进样3次的[Ade - NH3 - HCN + Ht 
的EIC图 ; C b) 两个模式下的平均质谱图 。
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图4.16 应用离子重复富集技术对0.2个细胞量的MCF7细胞酸解物进行分析 。 C a) 普
通检测模式和25次循环的离子重复富集模式下平行进样3次的[Cyt - NH3 - HCN + Ht 
的EIC图 ; ( b ) 两个模式下的平均质谱图。
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图4.17 应用离子重复富集技术对0.2个细胞量的MCF7细胞酸解物进行分析 。 C a) 普
通检测模式和25次循环的离子重复富集模式下平行进样3次的[5mCyt - NH3 - HCN + 
Ht的EIC图 ; Cb) 两个模式下的平均质谱图 。
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4 . 3. 6 离子重复富集技术的其它应用前景讨论

离子重复富集技术是一个普适的技术，它本质上是一种提高商品化离子阱质

谱检测灵敏度的方法， 因此可能用于新的更低含量的 DNA 甲基化修饰类型的发现。

本节实验尝试用离子重复富集技术对 5hmCyt 和 N6mAde 这两类最近几年新发现

的 DNA 甲基化存在形式进行了检测(图 4.18 )。结果表明 ， 这两类分子在该技术

下信号强度也有很大提高。这样的结果显示了离子重复富集技术有潜力应用于核

酸新修饰类型的发现。

本节实验还尝试用离子重复富集技术测定了其他单细胞样品 。 本节用自行拉

制的毛细管吸取了单个洋葱鳞片叶表皮细胞的内容物(图 4.l 9a) 。 将单洋葱细胞的

洋葱稀释到 100μL 甲醇/水溶液中，之后通过六通阀进样到质谱中进行检测。图

4. 19b-c 记录了样品中二糖和三糖的二级质谱图。它们分别的子离子分别为 203 和

365 。 相比于普通检测模式，这两个子离子在离子重复富集模式下的信号有很大的

提升。这一实验结果说明离子重复富集技术在除 DNA 甲基化之外的其他单细胞检

测对象上依旧旬较大应用前景。
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图4.18 应用离子重复富集技术和NanoESI-MS对5hmCyt和lN6mAde两种DNA甲基化
存在形式进行了检测 。
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a) 

图4.19 应用离子重复富集技术对洋葱鳞片叶表皮单细胞中寡糖分子进行检测 。 (a)
用毛细管吸取单个洋葱细胞内容物的显微镜照片 ; ( b ) 在普通检测模式和25次循环

的离子重复富集模式下的三糖MS2谱图 ; ( c ) 两种模式下二糖MS2谱图。
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除此之外 ， 离子重复富集技术具有较好的定量能力。本节实验做了一个概念性

实验。实验将一种抗癌药一一伊马替尼添加到了 MCF7 细胞裂解液中 ， 同时还加

入了伊马替尼-d8作为同位素内标以便进行定量。实验选用 217.2 和 225.2 两个伊马

替尼和伊马替尼-d8 的子离子作为定量的依据。图 4.20 显示了离子重复富集检测模

式下伊马替尼的相对信号强度在 0.5-5000 nmol' L-1 的范围内呈现良好线性 (R2 = 

0.9839 )。为了计算方法回收率，实验在 MCF7 细胞裂解液中加入 300 nmol'L- 1 伊

马替尼和内标，测定后经过计算回收率为 102.3% 土 4.8% (n = 3) 。 以上结果说明离

子重复富集技术在离子阱的线性范围内能够保持较好的定量能力 。
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b) 
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图4.20 离子重复富集模式下的伊马替尼定量实验。 C a) 在MCF7细胞裂解液中加入
300 nmol' L- 1伊马替尼和 100 nmol'L-1伊马替尼 ，由， 并在离子重复富集检测模式下的质

谱'图 ; C b ) 在离子重复富集模式在测定0.5-5000 nmol' L- 1 范围的伊马替尼溶液所绘制

的标准曲线 。
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4.4 本章结论

本章研究了一种基于离子阱多次重复富集离子功能的提高质谱检测灵敏度的

方法一一离子重复富集技术。这一万法中 ， 质谱信号提高程度与重复富集的循环次

数呈明显正相关，并且多种类型的离子， 如大分子、 多电荷离子、 多级质谱离子 、

正负离子均能够通过离子重复富集技术得到信号的提高。离子重复富集技术显著

的提高了质谱分析单细胞水平样品中低浓度组分的能力。当采用 25 次循环的离子

重复富集检测模式时 ， 该方法可以稳定检出 0.2 个细胞水平的 DNA 甲基化标志物

5mCyt 的质谱信号。离子重复富集技术是一个普适方法， 除了在 DNA 甲基化检测

上的应用外， 它在单细胞分析领域和核酸新修饰类型的发现上拥有潜在应用前景。
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第 5 章结论

本文针对目前基于质谱的 DNA 甲基化分析方法所面临的挑战，建立了三个不

同的基于 NanoES剖I

快速衍生化质谱检测以及高灵敏度质i谱普检测的目的 ， 得到如下结论:

1. 本文研究了一种基于 NanoESI-MS 的能够检测 100 个人类细胞 DNA 甲基

化程度的方法。该方法核心创新点是将 DNA 酸解前处理反应在 NanoES创I

针中进行，之后直接进行 Nan∞1ωoES臼I

释 ， 从而减少了样品的需求量，这一优势为 DNA 甲基化的基础研究和临床检测应

用提供了便利。本文首先使用群体细胞样品证明了正常的乳腺细胞系 MCFI0A 和

乳腺癌细胞系 MCF7 的基因组 5mCyt 含量的显著性差异，因而 DNA 甲基化程度

可以作为区分稀有癌细胞和正常细胞的方法。然而传统的 HPLC-MS 检测通常需要

大约 106个细胞的样品，这样的样品量需求在实际临床应用中无法满足。本文所研

究的基于 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化分析方法样品量大大缩减，能够应用于 100

个 MCF7、 MCF lOA 、 HepG2 和 HeLa 细胞的检测，因而可以成为判定少量分离细

胞是否为癌细胞的潜在分析方法。这一方法可以在 2 小时内区分 MCFI0A 和 MCF7

细胞的 DNA 甲基化差异，有潜力为临床应用提供可靠信息。

2. 本文研究了一种基于小体积快速衍生化和 NanoESI-MS 的 DNA 甲基化程

度快速分析方法。 BDAPE 是一种适用于所有胞略呢甲基化类型的衍生剂， 可以提

高 dC 、 5mdC 等在 HPLC-MS 中的离子化效率和检测灵敏度。本文发现 BDAPE 对

dC 和 5mdC 的衍生化反应可以在小体积反应体系下得到大幅度的反应加速。常量

反应体系下 BDAPE 衍生化反应需要加热进行 6 小时，而在室温下的气动喷雾液滴

中可以在 l 分钟内完成。并且，小体积反应模式下反应物浓度在不断浓缩， BDAPE 

所需浓度远远小于常量反应，从而减小了衍生剂本身对 NanoESI-MS 检测的干扰。

在以上新发现的基础上，本文将小体积衍生化反应和直接的 NanoESI-MS 检测相

结合，对 HeLa、 A549 、 MCFIOA 、 MCF凹7、 SK-BR-3弘、 MDA

系的 DNA 甲基化程度进行了分析。由于采用了小体积快速反应的策略并省去了色

谱分离的步骤， 这一方法相较于前人的 HPLC-MS 技术分析时间大大缩短，更适用

于实际临床应用。

3. 本文研究了一种基于离子重复富集技术和 NanoESI-MS 的单细胞水平DNA

甲基化程度分析方法。该方法的核心创新点是使用离子阱多次富集离子，从而提高
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了商品化质谱仪的检测灵敏度。本文对商品化的离子阱质谱进行了改造， 改变扫描

函数使离子阱可以重复多次的富集某一特定质荷比的离子，实现了对低浓度离子

的富集， 包括 Cyt、 5mCyt、 5hmCyt、 N6mAde 在内的多类型的离子检测灵敏度可

提高 3-22 倍。通过应用这一技术，本文实现了对 0.2个 MCF7 单细胞水平的基因

组 Ade、 Cyt 和 5mCyt 含量的检出。与其他分离技术联用，离子重复隔离富集技术

不仅在单细胞分析领域有广阔应用前景，而且有潜力应用于未知 DNA 修饰类型的

发现。
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附录 A 离子重复富集技术的实现和操作方法

A.l ITCL_RepeatControl 软件功能介绍

离子重复富集技术是使用 ITCL_ RepeatControl 控制软件来实现， 该软件安装

包可在以下地址下载: https ://pubs.acs.org/do i/suppl/ 1 0.1 021/acs.analchem.6b03390 。

该软件的功能是对商品化质谱仪的扫描函数进行选择性的重复。目前，该软件仅适

用于 Thermo Scientific 公司的 Orbitrap Elite 质谱仪器。

A.2 ITCL_RepeatControl 软件用户界面

，品 πCl-S臼n matrix segment repeat 

ITCL-code injection 

i;upωz臼~~:~~]

ITCL-command control 

| E叫na时州ab毗仙ble re句m叭P归阳~G阿;忑7Lrn川i山R

| Dis 灿 re叼mωP归阳eat I I Di归E叫d仙le p严rint I 
Command execution result 

Clear 

Close 

Reboot LTQ 

Disconnect 

问nID 0 ---.J ~ 
End ID 15 二J~

ats 9 二~~

图A.l JTCL_RepeatContro l软件用户界面。
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A.3 ITCL_RepeatControl 软件操作方法

(1)双击 ITCL_ RepeatControl_ BIN\ITCL _ RepeatControl.exe 运行软件(图 A.2 ) 。
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图A.2 双击ITCL_RepeatContro l_BU、~\LTCL_ RepeatControl. exe运行软件。

( 2 )(第一次使用才需要进行这一步)首次使用软件须点击"Update ICB file" 

按钮，软件自动将 C:\ Thermo \Instruments\LTQ\system \itcl 下的所有飞ICB 文件备份

至 ITCL_RepeatControl_BIN\itcl_backup。并用当前 ITCL_RepeatControl_BIN\itcl 目

录下的飞ICB 文件替换 C:\ Thenno \Instruments \LTQ\system \itcl 目录下的原文件。再

点击"Reboot LTQ"按钮，将飞ICB 文件下载到质谱仪下位机并重启下位机(图 A.3 ) 。

重启完成后 Orbitrap Elite Tune 软件显示处于 standby 状态。

也 πCl-S臼n matrix ~m4!nt r4!p4!at control E .-JÞí-HJrlll 
IICL-code injection 

l Update ICB Ei1. I l I R.b叫~I

ITCL-c幅幅and conlrol 

Co..uni c.ti 0 1\ I Connect 1 Dl 军CON\tct

Di s.bl. pnnl lnd ID IS 

F旦
到

L叫. r川.p.

I川1. rtp...t 

Enoblt prínl B.,in lD 10 

C .. 回U\d txteulion rtsul‘ 
Rtpe.ts 9 一寸 FSM

C1... 

图A.3 首次使用软件须依次点击 "Update ICB fi le" 和 " Reboot L TQ" 按钮。
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。)点击 t( Connect " 按钮使软件与下位机连接。 如果连接成功软件界面

t( Disconnect"、 " Enable repeat"、 "Disable repeat"等按钮将处于可用状态(图 A的。
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图A.4 点击 " Connect" 按钮成功后软件处于可用状态。
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( 4 ) 依次点击 "Disable repeat"、 " Enable print"、" Disconnect" 按钮(图 A.5 ) 。
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图A.5 依次点击 "Disable repeat 
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( 5 ) 等待几秒钟 ， 直到 Orbitrap Elite Tune 软件界面右侧状态参数开始变动

(图 A.6) 。
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图 A.6 Orbitrap Elite Tune软件界面右fj1~状态参数开始变动前保持等待。

( 6 ) 在不改变任何扫描参数的情况下启动检测器完成一次扫描。观察并记录

Thermo Orbitrap Elite 1nstrument Console 控制台窗口相应扫描函数的起始段 10 和

终止段 ID (MXEVENT)。起始段 ID 号为控制台窗口中 begin MXEVENT 数值，

终止段 ID 为控制台窗口中 end MXEVENT 数值减一。 以图 A.7 出现的情况为例，

各段扫描函数的起始段 ID 和终止段 ID 如表 A. l 所示。

表 A. 1 观察并记录下图 A.7 所示的扫描函数起始段 ID 和终止段 ID。

扫描函数 起始段 10 终止段 ID
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图A.7 打开Thermo Orbitrap Elite Instrument Console控制台窗口观察并记录相应扫
描函数的起始段lD和终止段ID。

( 7 ) 重新点击 "Connect" 按钮 ， 再点击 "Enable repeat"、 "Disable print"。根

据要重复的扫描函数输入 Begin ID (起始段 ID) 、 EndlD (终止段 ID) 、 Repeats 值

(重复次数)并分别点击右侧 "Set" 按钮(图 A.8) 。 例如， 如果期望使用离子阱

对特定离子进行重复富集， 那么离子初始化、 离子注入和离子隔离这 3 个扫描函

数应该被多次重复， 于是在软件界面就应当设置这 3 段的 Begin ID 为 0 ， End ID 

值为 15 ， Repeats 可以设置的范围为 0 至 25 次 ， 图 A.8 中的情形是多重复了 9 次

扫描函数。
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m πCL也:an matrix s~9m~nt r~p~at control 

rrCL-cod. inj.ction 

| Upd.tt ICB filt I | R.boo\ LTQ I 

ITCL-c蛐阳and control 

C制蛐ul\l cahon Conntct. | Di SCON\.ct I 

~二3

C10 .. 

图A.8 在软件中设置Begin lD (起始段ID) 、 End ID (终止段ID) 和Repeats值。

( 8 ) 点击 "Disconnect" 按钮， 待 Orbitrap Elite Tune 软件界面右侧状态参数

开始变动时， 打开检测器进行质谱扫描， 则相应的扫描函数将按软件设置的起止 ID

和重复次数进行重复扫描。 以图 A.8 中的情形为例， 离子初始化、 离子注入和离子

隔离这 3 个扫描函数多重复进行了 9 次，而其后的离子传输扫描函数没有发生变

化， 仅进行了 l 次。

( 9 ) 当期望关闭扫描函数重复功能时， 依次点击 "Connect"、 "Disable repeat" 

和"Disconnect"。
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