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摘要：建立了一种同时分离检测 @ ’甲基鸟苷与丝裂霉素 ( 的毛细管电泳 ’安培检测方法。在 /#" )! 电极（工作电
极："A $ )) 微型石墨圆盘电极；参比电极：*+ , *+(#；辅助电极：-. 丝）电位下，于 !" ))"# , /的磷酸盐缓冲体系
（01 /A -）中，采用 *+ 2! 的分离电压进行分离。在最佳条件下，@ ’甲基鸟苷与丝裂霉素 ( 在 *" )34 内实现分离，@ ’
甲基鸟苷与丝裂霉素 ( 的线性范围均为 "A #" , #" )+ , /，检测限分别为 "A "#" )+ , /与 "A "!# )+ , /。将该方法用
于模拟尿样和模拟兔血清样的检测，@ ’甲基鸟苷与丝裂霉素 ( 的回收率为 /$A "5 6 /@A !5 ，结果令人满意。
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& & @ ’甲基鸟苷（@ ’)?.@F#+=:4"C34?，简称 @O9）是
一种修饰核苷，它是脱氧核糖核酸（H%*）被甲基化
剂损伤的主要产物之一［*］。核 苷 是 核 糖 核 酸

（P%*）的代谢产物，正常核苷可被机体重新利用而
很少从尿中排出；但修饰核苷（)"A3J3?A 4=D#?"’
C3A?）不像正常核苷那样可以被降解或被重新利用，
而是随尿以原形方式排除，因而尿中修饰核苷的排

量可以反映体内细胞的增殖状态。由于修饰核苷主

要存在于转移核糖核酸（ .P%*）中，所以尿中修饰
核苷的含量反映了 .P%* 的代谢速度。健康成年人

的尿中修饰核苷排量的变化很小，表明机体对 P%*
代谢有精细的调节作用。恶性肿瘤的一个最重要特

征是持续无限制地增殖，由于其大量细胞处于旺盛

生长状态，肿瘤组织中核酸与蛋白质的代谢速度加

快，因而肿瘤组织中 .P%* 的转化速度显著高于正
常组织，其代谢产物修饰核苷的排量也随之升高，因

此，修饰核苷可以成为一种肿瘤标记物。

& & 丝裂霉素 (（)3.")FD34 (，简称 OO(）是抗生
素类抗癌药物，对于胃癌、肠癌、肝癌等有较好的疗

效，但是有较强的骨髓抑制毒性［!］，因此对其服用
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量进行监测和个体化给药是必要的。

! ! 毛细管电泳（#$）是经典电泳技术和现代微柱
分离相结合的产物，具有柱效高、试样和流动相用量

少、分析速度快等特点。由于其符合以生物工程为

代表的生命科学领域对多肽、蛋白质、核苷酸及

%&’ 分离的要求，近几年来得到了迅速发展［$］。

#$ 在分析领域的发展前景广阔，已广泛应用于药
物分析［%，&］。电化学检测法可避免商品化毛细管电

泳仪中光学类检测器光程太短的问题，具有灵敏度

高、选择性好、线性范围宽、设备简单及造价低等优

点［’］。应用高分辨率、高灵敏度的毛细管电泳"安培
检测（#$"’%）联用技术同时测定肿瘤标记物和抗
癌药物，有望通过考察抗癌药物对修饰核苷的抑制

程度来表征药物的治疗效果，以找出抗癌药物使用

的平衡点。这对于降低服用抗癌药的不良反应，了

解抗癌药物在体内的代谢原理都很有意义。已有用

高效液相色谱［#，(］和极谱法［)］测定丝裂霉素 #、用
液相色谱法测定 # "甲基鸟苷［*］的报道，但未见有同

时分离检测丝裂霉素 # 和 # "甲基鸟苷两种组分的
报道。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 自组装毛细管电泳"安培检测装置（以 +, $ ((
微型石墨圆盘电极为工作电极，’) * ’)#+ 为参比电
极，,- 丝为辅助电极）［*+］，包括（+ - . $+）./ 高压
电源（上海原子核研究所）、0’1 2#"%# 恒电位安培
检测仪（美国 034565+7-385+ 公司）、92))++ 色谱数
据工作站，硅熔毛细管（ $’+ !( 4, :, / !& !(
3, :, ，河北永年光导纤维厂）。
! ! # "甲基鸟苷标准品购自德国 13)(5 公司；丝裂
霉素 # 标准品购自中国药品生物制品检定所。其
他试剂均为分析纯。

! ! #" 实验方法
! ! 标准溶液的配制：准确称取 #;<（或 ;;#）标
准品 +, &+ ()，用 =!> 溶 解，用 !+ ((4+ * 2 的
&5!=,>% "&5>= 缓冲溶液（ ?= ), %）定容于 & (2
容量瓶中，从而得到 *++ () * 2 #;<（或 ;;#）标准
溶液。;;# 需要避光保存。
! ! 在本实验中，所有的溶液均用二次蒸馏水配制，
并用 + @ !! !( 聚丙烯微孔滤膜过滤，过滤后经超声
波处理（或静置）去除溶液内的微小气泡。实验在

（!+ . +, &）A的室温下进行。
! ! $" 样品制备
! ! 模拟兔血清样品的制备：将兔血清离心（% +++
B * (36 速率下）处理 *+ (36，取上层清液，用 !+

((4+ * 2的 &5!=,>% "&5>= 缓冲液（ ?= ), %）稀释
*+ 倍。在稀释过的兔血清中加入 #;< 与 ;;# 的
混合标准溶液，制得模拟兔血清样品溶液。

! ! 模拟尿样的制备：尿样直接用上述缓冲溶液稀
释 *+ 倍，在稀释的尿样中加入 #;< 与 ;;# 的混
合标准溶液，制得模拟尿样。

#" 结果与讨论

# ! !" 电化学性质与电极电位的选择
! ! 在 !+ ((4+ * 2 的 &5!=,>% "&5>= 缓冲溶液
（?= ), %）中，以上述三电极系统作静态循环伏安
图，考察 #;< 与 ;;# 在微型石墨圆盘电极上的电
化学行为。首先对 !+ ((4+ * 2的 &5!=,>% "&5>=
缓冲溶液（?= ), %）的空白溶液进行考察，发现空白
液在 !++ - * !++ (/ 的电压范围内没有出现氧化还
原峰。在空白溶液中添加 #;< 后，在 #&+ (/ 左右
出现了氧化峰；同样在空白溶液中添加 ;;# 后，在
C%&+ (/ 左右出现了氧化峰。说明 #;< 与 ;;#
在微型石墨圆盘上均具有电化学活性，因此可以用

安培检测法测定。

! ! 进一步考察了动态电极电位对 #;< 与 ;;#
峰电流的影响（见图 *）。由图 * 可以看出，随着电
极电位的增大，两组分的峰电流增大。但是当电极

电位大于 )&+ (/ 时，基线电流急剧增大。为了获
得最佳的信噪比，选择 )&+ (/ 作为最佳电极电位。

图 !" 电极电位对峰电流的影响
"#$! !" %&&’()* +& ),’ -+./#0$ 1+)’0)#23 +0 1’2/ (4..’0)*

#5?3++5B7：’+ 8( D !& !( 3@ :@；36EF8-346：*( ./ D *+ G；
GF?5B5-346 H4+-5)F： *( ./； IJKKFB G4+J-346： !+ ((4+ * 2
&5!=,>% "&5>=（?= ), %）；-F(?FB5-JBF：（!+ . +, &）A；L4B."

36) F+F8-B4:F：+, $ (( 85BI46 :3G. F+F8-B4:F；5JM3+35B7 F+F8"
-B4:F：?+5-36J(；BFKFBF68F F+F8-B4:F：’) * ’)#+@
! ! * @ F+F(F6-5B7 8JBBF6-；! @ ;;#；$ @ #;<@

# ! #" 运行液的浓度与 15 值的影响
! ! 运行液体系不但影响缓冲液在毛细管中的电渗
流，而且还会影响溶液中被分离物质的离解，因此对

分离的影响很大。首先试验了不同的缓冲溶液体

系：=$0>$ N &5#+"&50%>#、=$0>$ "&50%>#、柠檬酸

·)$*·



色 谱 第 !" 卷

!柠檬酸三钠、"#$!%&#$ 和 %&!"’(# !%&("，结果
表明，以 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶液的分离效果最
好，峰形尖锐对称，故采用 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶
液体系作为运行液。

) ) 运行液的酸度对毛细管壁的 ! 电位影响很大，
从而影响缓冲液在毛细管中的电渗流。考察了酸度

对分离的影响，结果表明，*" 值为 $% ! & ’% $ 时，两
组分都能够实现基线分离；但酸度对峰电流响应的

影响实验表明，++, 的峰电流随着 *" 的增大而增
大。为了兼顾分离度与灵敏度，选定 *" ’% # 的
%&!"’(# !%&(" 缓冲溶液作为运行液。
) ) 进一步考察了 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶液的浓
度为 ()，!)，")，#)，*) --./ 0 1 时的分离情况。结
果表明，浓度为 !) --./ 0 1 时，++2 与 ++, 达到
了基线分离，但是随着 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶液浓
度继续增大，两组分的迁移时间越来越长，同时还有

明显的峰形展宽现象发生。为了达到分离目的以及

节省分离检测时间，选择 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶液
（*" ’% #）的浓度为 !) --./ 0 1。
! ! "# 分离电压与进样条件的影响
) ) 当毛细管长度和内径选定以后，分离电压是影
响电渗流大小的最直接因素。在分离电压分别为

(*，($，!(，!# 34 的条件下，试验了分离电压对分离
的影响（见图 !）。结果表明，随着分离电压的升高，
两组分的迁移时间也随之变小；但当分离电压大于

($ 34 时，两组分无法达到基线分离，同时基线噪声
明显增大。因此，本实验选择分离电压为 ($ 34。

图 !# 分离电压对迁移时间的影响
"#$! !# %&&’()* +& *’,-.-)#+/ 0+1)-$’ +/ 2#$.-)#+/ )#2’

5.63789 *.:;8:7&/：’*) -4< =>; .:>;6 $.8?7:7.8@ &@ 78
A79< ( <
) ) ( < ++,；! < ++2<

) ) 进样电压和时间的控制直接影响了试样的进样
量，从而影响测定的灵敏度和重现性。保持进样电

压为 ($ 34，依次在进样时间为 !，*，()，(*，!) @ 的
条件下进行实验（混合标准溶液中 ++, 与 ++2 的
浓度均为 () -9 0 1）。结果表明，在一定的进样电压

下，峰电流随着进样时间的增大而增大；当进样时间

大于 () @ 时，峰电流增大趋势趋于平缓，而且两组
分的峰形开始展宽。因此，本实验将进样时间选定

为 () @。在保持进样时间为 () @ 的条件下，试验了
进样电压对峰电流的影响。结果表明，峰电流随着

进样电压的增大而增大；当进样电压高于 ($ 34 时，
这种增大趋势趋于平缓。为了保持体系的稳定性，

选择 ($ 34 为进样电压。
) ) 综合上述试验，本文选择的分离检测条件为：进
样时间为 () @，进样电压和分离电压均为 ($ 34，运
行液为 !) --./ 0 1 的 %&!"’(# !%&(" 缓冲液（ *"
’% #），在电极电位为 ’*) -4 时检测。在此条件下，
得到 ++2（!* -9 0 1）与 ++,（!* -9 0 1）混合标准
溶液分离的电泳谱图（见图 "）。两组分在 () -78
内达到基线分离。

图 "# $34 与 335 混合标准溶液的 5% 分离图
"#$! "# %1’().+,6’.+$.-2 +& $34 -/7 335 *)-/7-.7*
,&*7//&6B：,) $- C !* !- 7% ?% ；78D;$:7.8：($ 34 C () @；

@;*&6&:7.8 E./:&9;： ($ 34； FGHH;6 @./G:7.8： !) --./ 0 1
%&!"’(# !%&("（*" ’% #）；:;-*;6&:G6;：（!) - )% *）I；J.63!

789 ;/;$:6.?;：)% " -- $&6F.8 ?7@3 ;/;$:6.?;；&GK7/7&6B ;/;$!
:6.?;：*/&:78G-；6;H;6;8$; ;/;$:6.?;：#9 0 #9,/；J.63789 *.!
:;8:7&/：’*) -4< ,.8$;8:6&:7.8@ .H ++2 &8? ++,：!* -9 0 1<
) ) ( < ++,；! < ++2<

! ! %# 线性范围与检测限
) ) 根据“( < !”节的实验方法分别配制 ()) -9 0 1
++2 与 ++, 标准溶液，将二者按 ( . ( 的体积比混
合，得到混合标准溶液（++2 与 ++, 的质量浓度
均为 *) -9 0 1）。将此混合标准溶液用 !) --./ 0 1

的 %&!"’(# !%&(" 缓冲溶液（ *" ’% #）稀释 ( 倍，
得到 ++2 与 ++, 均为 !* -9 0 1的混合标准溶液，
以此类推，逐级稀释，得到一系列 ++2 与 ++, 的
混合标准溶液。在本实验中，依据上述最佳条件对

系列 ++2 与 ++, 混合标准溶液进行测定，得到线
性回归方程、线性范围、相关系数和最低检测限（见

表 (）。结果表明，该法具有很高的灵敏度。
! ! &# 模拟尿样、模拟兔血清样品与回收率的测定
) ) 将模拟兔血清样品和模拟尿样溶液过滤后直接

·)#(·
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进行毛细管电泳"安培检测分析，图 $ 为模拟兔血清
样品的电泳谱图。经过加标试验验证，峰 % 和 ! 分
别为 $$# 和 #$%。从图 $ 中可以清楚地看到模拟
兔血清样品中存在一些不明物质峰，但对 $$# 和
#$% 的分离测定没有影响。

表 !" #!" 与 !!# 的线性回归方程、
相关系数、线性范围及最低检测限

$%&’( !" )(*+(,,-./ (01%2-./,，3.++(’%2-./ 3.(44-3-(/2,，
’-/(%+ +%/*(, %/5 5(2(32-./ ’-6-2, .4 #!" %/5 !!#

#&’(&)*+
,-./-001&*
-2)341&*%） !

51*-3/
/3*.- 6
（’. 6 5）

7-4-841&*
91’14!）6
（’. 6 5）

#$% " : & ; %&%’# < & ; &() & ; ***# & ; )& + )& & ; &)&
$$# " : & ; &*%(# < & ; %$*( & ; ***, & ; )& + )& & ; &!)

! %）"：(-3= 8)//-*4，*>；#：8&*8-*4/341&* &? 4@- 043*+3/+，
’. 6 5; !）34 $ % & : ’ ; A&/ 8&*+141&*0，0-- 9-.-*+ &? A1.; ’ ;

图 $" 加入混合标准溶液的兔血清的 #7 图
8-*9 $" 7’(32+.:;(+.*+%6 .4 +%&&-2 &’..5 ,(+16 ,:-<(5

=-2; #!" %/5 !!# ,2%/5%+5,
A&/ 8&*+141&*0，0-- 9-.-*+ &? A1.; ’ ;

% ; $$#；! ; #$%;

! ! 为了进一步验证该方法的可行性，在上述最佳
条件下进行了回收率实验。在模拟兔血清样品和模

拟尿样中分别按两个添加水平加入 #$% 和 $$#
标准样，每一份试样平行测定 ) 次。回收率测定结
果列于表 !。由表 ! 可以看出，在模拟尿样和模拟
兔血清样品中#$%和$$#的回收率均在*’ - &B
以上，结果令人满意。

%" 结论

! ! 采用高分离效率的毛细管电泳和高灵敏度的安

表 &" #!" 和 !!# 标准品在尿样和兔血清中的回收率（’ ( )）
$%&’( &" )(3.>(+-(, .4 #!" %/5 !!# ,2%/5%+5, -/

,?/2;(2-3 1+-/( %/5 +%&&-2 &’..5 ,(+16 ,%6:’(,（’ ( )）

C3’(9- #&’(&)*+
>++-+ 6
’.

A&)*+ 6
’.

,-8&D-/E 6
B

,C7 6
B

F/1*- #$% ) ; & $ ; #% *$ ; ! $ ; ’
%& ; & * ; #% *# ; % ’ ; #

$$# ) ; & $ ; (( *’ ; ! ’ ; (
%& ; & * ; (# *( ; # ) ; &

G9&&+ #$% ) ; & $ ; ,( *# ; ! ’ ; *
0-/)’ %& ; & * ; )’ *) ; ’ ) ; %

$$# ) ; & $ ; () *’ ; & ’ ; ’
%& ; & * ; ’’ *’ ; ’ $ ; #

! A&/ 8&*+141&*0，0-- 9-.-*+ &? A1.; ’ ;

培检测联用技术，建立了同时分离检测肿瘤标记物

#$% 和抗癌药物 $$# 的新方法，并对模拟尿样和
模拟兔血清样品中的这两种物质进行了分离检测，

取得了令人满意的结果。该方法具有快速、简单、样

品用量少、灵敏度和重现性高等特点，有望用于肿瘤

的早期诊断和肿瘤药物疗效等方面的研究。
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