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Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-羟基-2'-脱氧鸟苷
固相微萃取性能研究
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摘 要:8-羟基-2'-脱氧鸟苷(8-OHdG)常用于评价个体DNA氧化损伤,是一个典型的生物标记物.利用溶胶

凝胶法通过自组装技术分别将Cu2+和Zn2+固载到硅胶中,应用于复杂样品中痕量8-OHdG的固相微萃取(SPME).
在优化后的萃取条件下,结合高效液相色谱-紫外检测(HPLC-UV),构建了尿样中8-OHdG的定量分析方法.结果表

明,Cu2+和Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG的富集倍数分别达到61.64和51.20,具有良好的萃取性能;新建立

SPME-HPLC-UV分析检测方法的线性范围分别为0.91~100和1.22~100nmol·L-1,R2>0.99,方法的检测限

LODs(S/N=3)为0.31和0.42nmol·L-1.3个浓度加标实验显示,基于Cu2+固载硅胶整体柱建立的分析方法加标

回收率在91.5%和102.0%之间,日内和日间RSDs在2.7%至9.7%之间(n=3).说明构建的SPME-HPLC-UV分析

方法可以灵敏、可靠、准确地检测实际尿样中的8-OHdG.
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8-羟基-2'-脱氧鸟苷(8-OHdG),是生物体内DNA分子的鸟嘌呤第8个碳原子被过氧化氢、超氧阴离子

和羟基自由基等活性氧氧化损伤后形成的产物,常被认为是DNA氧化损伤的生物标志物[1-2].据研究报

道[3-4],生物体内8-OHdG的浓度水平与DNA鸟嘌呤分子的损伤程度相关,同时,基因突变、致癌、衰老等

过程均由损伤的DNA分子引起,因此8-OHdG通常用作评价环境污染、退行性病变、衰老和癌症等的相关

标志物.准确、灵敏、快速检测人体尿液中8-OHdG的含量对监测人体健康状况具有重要意义.
目前,常 用 的 检 测 尿 液 中8-OHdG 的 方 法 有 酶 联 免 疫 法(enzymelinkedimmunosorbentassay,

ELISA)[5]、高效液相色谱电化学检测(highperformanceliquidchromatographyelectro-chemicaldetectors,

HPLC-ECD)[6-7]、高效液相色谱紫外检测(highperformanceliquidchromatographyultravioletdetectors,

HPLC-UV)[8]和液相色谱质谱联用(liquidchromatographymassspectrometry,LC-MS)[9-11]等方法,其中

HPLC-UV检测方法因其具有快速、操作简单、成本低等优势,被广泛应用于 DNA 氧化损伤标志物8-
OHdG的定量检测.为了提高检测结果的准确性和灵敏度,在实际样品前处理过程中,常利用固相萃取

(SPE)或固相微萃取(SPME)减小基质影响同时提升分析对象浓度[12-13].例如:聚苯乙烯/二乙烯苯/阳离子

交换SPE小柱被用来净化和萃取富集尿样中的8-OHdG,结合UPLC-MS-MS,所建立的分析方法检出限低

至0.15μg/L,具有较高的灵敏度[14].8-OHdG分子印迹整体柱作为SPME介质,因其具有高效的富集效率和
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选择性,用于尿样中分析对象的有效提取,结合 HPLC-UV,可以实现对实际样品中痕量8-OHdG的有效检

测,检出限为2.04nmol·L-1[15].近年来,不断开发具有高效富集效果的SPE材料是提高分析检测灵敏度的

研究热点之一.
金属离子固载有机配体材料因其能够为有机分子中特定官能团提供配位作用,表现出良好的萃取性能,

已被用作SPE介质从复杂基质中富集和提取目标分析物[16-18].同时,将该材料与其他基质复合是增强两种

材料潜在优势的有效途径之一.例如,聚丙烯腈复合 K+-γ-环糊精金属-有机杂化纳米纤维、聚离子液体@
Zr4+-咪唑鎓整体柱、Fe3+固载对苯二甲酸功能化Fe3O4 核壳杂化材料和金属-有机骨架/壳聚糖复合材料,
均被用作富集复杂样品基质中痕量目标分析对象[19-22].迄今为止,金属离子与壳聚糖等天然多糖配位形成

的金属离子固载有机聚合物材料在SPE相关领域的研究应用鲜有报道.
本研究利用简便的溶胶-凝胶法,通过自组装过程,以降解壳聚糖为配体,制备了Cu2+固载硅胶整体柱

和Zn2+固载硅胶整体柱,进一步研究该材料对8-OHdG的萃取性能,探索有效提取复杂样品中8-OHdG的

SPE方法,利用该材料高效的富集效果,结合HPLC-UV,建立一种灵敏、高效、实用的定量分析方法.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

LC2000液相色谱仪(上海天美科学仪器有限公司);HSC-12B氮吹仪(天津恒高电气科技有限公司);

LSP04-1A注射泵(保定兰格恒流泵有限公司);石英毛细管(0.32mmi.d.,河北永年光纤维厂);傅里叶变换

红外光谱仪(FT-IR,美国ThermoFisher公司);SU8000型扫描电子显微镜(SEM,日立高新技术公司)和

X射线能谱元素分析仪(EDS,日立高新技术公司).
8-OHdG、莱克多巴胺、双酚A、芘标准品(Sigma公司,St.Louis.Model,USA);壳聚糖、冰乙酸、氨水、

过氧化氢(分析纯,上海麦克林生化科技有限公司);甲醇、乙腈(色谱纯,国药集团化学试剂有限公司);硫酸

铜、尿素、乙酸锌、亚氨基二乙酸(分析纯,天津市德恩化学试剂有限公司);聚乙二醇(分析纯,阿拉丁试剂有

限公司);四甲基氧硅烷(98%,武汉大学有机硅新材料有限公司);实验用水为娃哈哈纯净水(杭州娃哈哈集

团有限公司).
标准储备液的配制:准确称取1.0000mg8-OHdG标准样品,用甲醇溶解,配制成0.0353mmol/L的

标准储备液,储存于冰箱中4℃保存,使用时用乙腈稀释,配制成系列8-OHdG标准工作液.
1.2 实验过程

1.2.1 金属离子固载硅胶整体柱的制备

截取一定长度的石英毛细管,先用纯净水洗净,注入1mol/LNaOH溶液,于40℃下保持12h,然后用

1mol/LHCl溶液将毛细管冲洗40min后,用纯净水以0.1mL/min的流速清洗至中性,于120℃下氮吹烘

干5h后,硅胶垫封口,保存备用.
准确称取亚氨基二乙酸2.0g、壳聚糖2.0g至250mL圆底烧瓶中,加入80mL纯净水,于50℃下搅拌

2h后,加入2.4mL3%(质量分数)过氧化氢溶液,继续搅拌3h,制得降解壳聚糖溶液,冷却至室温后备用.
分别称取0.020gCuSO4、0.023gZn(AC)2 于两个10mL离心管中,加入4mL降解壳聚糖溶液,常温

下搅拌约10min后;分别加入0.22g尿素、0.20g聚乙二醇,冰水浴条件下搅拌约10min后加入1.4mL四

甲氧基硅烷,磁力搅拌3h,然后用氨水调节混合溶液的pH至7.0,超声脱气,制得均一溶胶,将其注入已处

理的毛细管中,用硅胶垫将毛细管两端封口,于40℃下反应20h,然后在90℃下反应7h.制备的整体柱依

次用甲醇和丙酮洗涤,然后将整体柱放置于室温下干燥后备用.
1.2.2 固相微萃取(SPME)过程

将制备的Zn2+、Cu2+ 固载整体柱连接在注射器前端,首先用1mL甲醇溶液平衡整体柱2min;将

2.5mL8-OHdG标准溶液以50μL·min-1流速通过整体柱;经过空气吹干后,用1mL甲醇/氨水(9/1,V/

V)以30μL·min-1流速洗脱整体柱,收集前37.5μL洗脱液,氮气吹干后,残留物用50μL纯净水溶解后,
进行HPLC分析,以此考察整体柱的富集效果.每个实验在相同条件下重复3次.
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1.2.3 实际样品处理

收集的10mL晨尿样品存于离心管中,冷冻储藏.在室温下解冻后于4000r·min-1下离心30min,取
上清液至圆底烧瓶中,在55℃下减压蒸干,再加入10mL甲醇超声溶解,离心10min后取上清液旋蒸至

干,然后再加入10mL乙腈,超声溶解,并离心10min,取上清液备用.
1.2.4 色谱条件

ZORBAXEclipseXDB-C18柱(4.6mm×250mm,5μm);紫外检测波长为254nm;流动相组成为甲

醇/0.1%(质量分数)乙酸(V/V=1/9);流速为1.0mL/min;进样量20μL;柱温为40℃.

2 结果与讨论

本研究采用富集倍数(enrichmentfactor,EF,简记为EF)作为评价依据,衡量整体柱对8-OHdG的富集

效率.EF 的定义如下:

EF=
C1

C0

, (1)

式中,C0 是指萃取前溶液中8-OHdG的浓度(nmol·L-1);C1 是指经过整体柱富集后溶液中8-OHdG的浓

度(nmol·L-1).
2.1 整体柱的制备条件优化及表征

2.1.1 整体柱制备条件的选择及优化

为制备具有较高萃取富集性能和良好通透性的Zn2+和Cu2+固载硅胶整体柱,对溶胶制备过程的pH、

CuSO4 和Zn(AC)2 用量、降解壳聚糖溶液体积等操作条件进行系统优化.由图1(a)可知,溶胶-凝胶过程中

反应体系的pH值对整体柱的萃取性能有一定影响.当pH>7.0或pH<3.0时,溶胶体系会迅速凝固,甚至

无法形成凝胶.因此实验探究了反应体系pH=3.0、5.0和7.0时整体柱萃取性能.当pH=7.0时,所制备硅胶

整体柱对8-OHdG萃取性能最佳.实验对CuSO4、Zn(AC)2 和降解壳聚糖溶液体积添加量进行系列优化,结
果见图1(b,c),所制备整体柱的萃取性能随CuSO4、Zn(AC)2 和降解壳聚糖溶液的递增,呈现出先增大后减

小的趋势.说明随着金属离子和降解壳聚糖的引入,硅胶整体柱材料对8-OHdG有效作用活性位点增多,因
此,随着反应物用量的增加,整体柱的萃取效果得到有效提升.但是过量引入CuSO4、Zn(AC)2 和降解壳聚

糖,强化了溶胶凝胶过程,使得整体柱更加紧实,通透性降低,对8-OHdG的萃取性能就随之减小.因此,本实

验制备Cu2+和Zn2+固载硅胶整体柱的最佳反应条件是采用pH 为7的溶胶反应体系、分别加入0.020g
CuSO4 和0.023gZn(AC)2,以及加入4.0mL降解壳聚糖溶液.

2.1.2 整体柱结构和形貌表征

利用傅里叶红外光谱(FTIR)、扫描电镜(SEM)和X射线能谱(EDS)等表征分析手段分别研究所制备

的Cu2+和Zn2+固载硅胶整体柱的结构和形貌特征.图2(a)为Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱和降解壳聚糖的

红外光谱图.降解壳聚糖在2972~3496cm-1出现较宽的强吸收峰,主要为O-H与N-H的伸缩振动吸收

峰,同时分别在1578cm-1和1374cm-1存在N-H和O-H弯曲振动吸收峰;这3处强吸收峰在Cu2+、

Zn2+固载硅胶整体柱材料的红外光谱图中明显减弱,说明在整体柱制备过程中,引入的Cu2+和Zn2+与壳聚
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糖分子中的-OH 和-NH2 形成了配位键;其次在Cu2+、Zn2+ 固载硅胶整体柱的红外谱图中,可以看出

948cm-1和1034cm-1分别为Si-O-H和Si-O-Si振动吸收峰,表明硅胶被成功引入至整体柱材料.图

2(b)为整体柱的SEM电镜照片,Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱主要由颗粒堆集而成.图2(c)对材料的EDS分

析结果表明该材料主要由C、N、O、Si和Cu或Zn组成.上述结果表明,本实验已分别成功制备Cu2+、Zn2+固

载硅胶整体柱.

2.2 整体柱固相微萃取(SPME)条件优化

本研究分别选取丙酮、乙酸乙酯、乙腈、乙腈/水(9/1,V/V)、甲醇作为溶剂稀释得到相同浓度的系列

8-OHdG标准溶液,探究不同种类萃取溶剂对整体柱富集8-OHdG的影响,如图3(a)所示.结果表明,随着溶

剂极性增大,溶剂与8-OHdG分子间作用力增加,从而使8-OHdG在溶剂中的分配比例增加,降低了萃取整

体柱对8-OHdG的富集效率.当选择乙腈作为萃取溶剂时,整体柱对8-OHdG的富集倍数最大,萃取效率也

最高,因此本实验选取乙腈作为萃取溶剂.对萃取速率的优化结果见图3(b),当萃取速率大于50μL·min-1

时,所制备Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG的萃取效果呈现明显下降趋势,因此选择50μL·min-1

为最佳萃取速率.选择合适的解吸溶剂对有效提高材料的萃取效果具有重要影响,对解吸溶剂优化结果见图

3(c).当解吸溶剂选择甲醇/氨水(9/1,V/V)时,8-OHdG的回收率最高,整体柱对其富集倍数最大,分析原

因可能是8-OHdG分子中含有-NH-、-OH等极性基团,适当地增加氨水的量,有利于增大解吸剂的极

性,从而使得8-OHdG更易被洗脱,同时,8-OHdG分子咪唑环上-OH 表现为弱酸性.在一定的碱性条件

下,有利于将吸附在萃取材料上的8-OHdG洗脱.因此本实验选取甲醇/氨水(9/1,V/V)作为解吸溶剂.萃取

过程的解吸速率和解吸体积优化结果如图3(d,e),当选择30μL·min-1的解吸速率和37.50μL洗脱溶液,
可以得到最佳的萃取效果.

综上当选择2.5mL乙腈稀释的0.018μmol·L-18-OHdG溶液,在50μL·min-1流速下进行萃取时,
以甲醇/氨水(9/1,V/V)的混合溶液为洗脱剂,在30μL·min-1的速率下,取37.50μL洗脱溶液,所制备的

Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG的富集倍数分别达到61.64和51.20.
2.3 整体柱萃取性能研究

选择芘、双酚A、莱克多巴胺和8-OHdG为分析对象,通过研究Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对其萃取性

能的区别,考察所制备整体柱对8-OHdG的萃取效果,结果如图4所示.芘、双酚A、莱克多巴胺和8-OHdG
分子结构中所含-OH、-NH2 逐渐增多,萃取实验显示,其在Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱上的富集倍数也

有逐步增大的趋势.说明整体柱对分析对象的富集倍数随着Cu2+、Zn2+与分析对象中-OH、-NH2 之间作

用力的增大而升高.结果表明,Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG有一定的萃取选择优势.
新制备Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG的最大富集量分别为756μg·g-1和689μg·g-1.不同

批次的Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱的重现性,标准偏差(RSD)分别为5.12%、5.56%,可见整体柱制备的重

现性良好;同一批次所得整体柱的萃取重现性,日间RSD 分别为3.85%、3.69%,日内RSD 分别为1.13%、

201 河南师范大学学报(自然科学版)                2025年



1.61%,表明整体柱的萃取稳定性较好.

2.4 分析方法评价

以8-OHdG标准溶液为分析对象,结合制备的Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱,构建SPME-HPLC-UV分

析检测方法,见表1.8-OHdG在较宽的浓度范围(0.91~100nmol·L-1和1.22~100nmol·L-1)内线性良

好(R2>0.99).方法的最低检出限分别达到0.31和0.42nmol·L-1.依据文献报道[23],健康人群尿样中

8-OHdG浓度为12.0~23.0nmol·L-1,本研究所建立的方法适用于检测实际尿样中8-OHdG.
如表2所示,本实验所制备

Cu2+、Zn2+ 固载硅胶整体柱对

8-OHdG 的 富 集 倍 数 分 别 是

61.64和51.20,而氧化石墨烯/
有机聚合物整体柱离线的富集

倍数是5[24],可见,Cu2+、Zn2+

固载硅胶整体柱对8-OHdG具

有显著的萃取富集性能.基于

Cu2+、Zn2+ 固载硅胶整体柱构

建 的 SPME 方 法,结 合 普 通

HPLC-UV 装 置,所 建 立 的

8-OHdG分析检测方法的检出

限(S/N=3)分别为0.31nmol·

L-1和0.42nmol·L-1,其灵敏

度接近于高灵敏的 HPLC-MS
和 HPLC-ECD分析方法,可见

所制备的Cu2+、Zn2+ 固载硅胶

整体柱具有较高的萃取富集性

能,建立的SPME-HPLC-UV有效提高了普通UV检测器的分析灵敏度.
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表1 8-OHdG的线性回归方程和检出限

Tab.1 CalibrationcurvesandLODsof8-OHdG

整体柱 线性范围/(nmol·L-1) 回归方程 R2 LODs/(nmol·L-1)

Cu2+固载硅胶整体柱 0.91~100 y=19.8x+0.126 0.998 0.31

Zn2+固载硅胶整体柱 1.22~100 y=37.5x-0.248 0.997 0.42

表2 采用不同分析方法检测8-OHdG的检出限

Tab.2 LODsof8-OHdGbydifferentanalysismethods

方法 萃取材料 样品 EF LODs/(nmol·L-1)

SPME-HPLC-MS[24] GO/PEDOT/PPya 尿液 5 0.14

SPE-LC-MS-MS[25] C18-硅胶 尿液 - 0.04

MSPEb-HPLC-MS[26] Fe3O4@PDA-适配体 尿液 - 0.12

PFSPEc-HPLC-ECD[27] PS/PPYd 尿液 - 0.21

SPME-HPLC-UV[本文] Cu2+固载硅胶整体柱 尿液 61.64 0.31

Zn2+固载硅胶整体柱 51.20 0.42

  注:a.氧化石墨烯/聚(3,4-乙烯二氧噻吩)/聚吡咯;b.磁固相萃取;c.纤维固相萃取;d.聚苯乙烯/聚吡咯.

2.5 实际样品分析

将建立的Cu2+固载硅胶整体柱SPME-HPLC-UV方法检测实际尿样中8-OHdG,来验证方法的实用

性.通过在已知8-OHdG含量的尿液中分别加入5.0、25.0和50.0nmol·L-1浓度的8-OHdG标准溶液,按
照1.2.3操作步骤进行,并通过SPME-HPLC-UV检测,所得加标回收率和精密度见表3,加标回收率在

91.5%~102.0%之间,日内相对标准偏差(RSD)在2.7%~4.7%之间,日间相对标准偏差(RSD)在5.9%~
9.7%之间.结果表明,本研究所建立的SPME-HPLC-UV方法检出限较低,灵敏且可靠,能够准确检测出实

际尿样中的8-OHdG,满足定量分析的要求.
表3 实际尿样中8-OHdG加标回收率

Tab.3 Therecoveryof8-OHdGintheurinesamples

实际样品
样品浓度/

(nmol·L-1)

添加浓度/

(nmol·L-1)

检测浓度/

(nmol·L-1)
回收率/%

日内RSD/%
(n=3)

日间RSD/%
(n=3)

1st志愿者 11.0 5.0 14.9 93.1 3.9 8.4

11.0 25.0 36.8 102.0 4.3 9.7

11.0 50.0 59.0 96.7 2.9 5.9

2nd志愿者 21.0 5.0 24.3 93.5 2.7 7.6

21.0 25.0 42.1 91.5 3.1 7.9

21.0 50.0 71.8 101.1 4.7 8.2

  随机收集本地15名健康志愿者(20~40岁)
晨尿,实际尿样检测色谱图见图5.利用所建立的分

析方法测定尿样中8-OHdG 的含量,结果显示,

20岁左右年轻人和不吸烟人群尿样中8-OHdG含

量在11~16nmol·L-1,吸烟人群尿样中8-OHdG
含量有所增加,在23~30nmol·L-1之间.香烟中

含有大量自由基和致癌物,吸入人体后可直接导致

DNA氧化损伤,因而8-OHdG含量明显升高.

3 结 论

通过 溶 胶-凝 胶 法,利 用 自 组 装 技 术 制 备

Cu2+、Zn2+ 离 子 固 载 硅 胶 整 体 柱,经 过 FT-IR、
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SEM和EDS分析对整体柱材料的结构和形貌进行表征.通过壳聚糖分子结构中的-OH和-NH2 提供的

配位作用,Cu2+、Zn2+被成功修饰至硅胶整体柱.以8-OHdG标准溶液为萃取对象,优化了Cu2+、Zn2+离子

固载硅胶整体柱SPME条件,结合HPLC-UV建立了8-OHdG定量分析方法.该方法在0.91~100和1.22~
100nmol·L-1拟合的相关系数均>0.99,LODs 分别为0.31和0.42nmol·L-1,表明本研究所制备的

Cu2+、Zn2+固载硅胶整体柱对8-OHdG有良好的富集性能,所建立的SPME-HPLC-UV分析方法具有灵敏

度高、操作简单、实用性强等特点,为实际样品中8-OHdG的检测提供了实用的分析方法.
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Solidphasemicro-extractionpropertiesof8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
forCu2+,Zn2+graftedsilicamonolith

PengChuanyun,YuanMukun,LiShuqi,LiuHongyan,ZhangShaowen,

WuChunlai,ZhaoDan,MiaoYalei

(SchoolofEnvironmentalEngineeringandChemistry,LuoyangInstituteofScienceandTechnology,Luoyang471023,China)

Abstract:8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-OHdG),asantypicalbiomarker,iscommonlyusedtoevaluateDNAdam-
age.Cu2+andZn2+ weresuccessfullygraftedtosilicausingsol-gelmethodthroughself-assemblytechnique.Theextraction

propertiesofthepreparedmonolithswereinvestigatedwhentheywereappliedinsolid-phasemicro-extraction(SPME)oftrace
8-OHdGincomplexsamples.Undertheoptimizedextractionconditions,theanalyticalmethodof8-OHdGinurinewasestab-
lishedcouplingwithhighperformanceliquidchromatography-ultraviolet(HPLC-UV).Astheresultsshowed,theextraction
factorsoftheCu2+andZn2+graftedsilicamonolithsfor8-OHdGwere61.64and51.20,respectively,whichindicatedanexcel-
lentextractionproperty.ThelinearrangesofestablishedSPME-HPLC-UVanalyticalmethodswerewithintherangof0.91~
100and1.22~100nmol·L-1withR2>0.99,respectively.SatisfactorysensitivitywereobtainedwiththeLODs(S/N=3)of
0.31and0.42nmol·L-1.Thespikingrecoveriesof3spikingleveladdingtorealsampleswerefrom91.5%to102.0%based
ontheCu2+grafedsilicaproposedanalysismethod.Theintra-dayandinter-dayRSDswereintherangeof2.7%and9.7%
(n=3).SuccessfulapplicationsillustratedthedevelopedSPME-HPLC-UVanalysisweresensitive,reliable,andaccuratefor
detectionof8-OHdGinurinarysample.

Keywords:Cu2+graftedsilicamonolith;Zn2+graftedsilicamonolith;sol-gel;solidphasemicro-extraction;8-OHdG
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