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机体在正常代谢以及暴露于紫外线、 辐射、化
学物质等危害因素过程中均可产生活性氧自由基
和其他自由基，这些自由基反应活性强，可攻击细
胞膜脂质、蛋白质、DNA，导致细胞发生氧化损伤。
8-羟基脱氧鸟苷（8-hydroxy-2’-deoxyguanosine，8-
OHdG） 是人类 DNA 分子中鸟嘌呤碱基的第 8 位 C

原子在过量的活性氧攻击下结合-OH 形成的一种
氧化性加合物［1-2］。 8-OHdG 一旦形成，便不再被机
体进一步代谢，将稳定存在于体内，最终可随尿液
排出体外。 目前，8-OHdG 已成为评价 DNA 氧化损
伤的重要暴露生物标志物和效应生物标志物［3 -4］。
准确测定尿中 8-OHdG 水平对于评估机体氧化损
伤程度和职业暴露水平以及对相关疾病的早期诊
断都具有重要意义。 但目前，我国在职业性有害因
素监测领域尚无检测尿中 8-OHdG 的标准方法，文
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超高效液相色谱-串联质谱测定尿中 8-羟基脱氧鸟苷
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摘要：目的 建立尿中 8-羟基脱氧鸟苷的超高效液相色谱-串联质谱检测方法，为 DNA 氧化损伤的定量评估提供
方法支持。 方法 尿液样品经离心后除去沉淀物， 所得上清液利用甲酸-甲酸铵缓冲液稀释， 使用亲水亲油平衡
（HLB）固相萃取柱对其净化，随后经 BEH C18 色谱柱分离，三重四极杆质谱进行检测；使用多反应监测模式及同位
素内标法进行定量分析。 结果 尿液中 8-羟基脱氧鸟苷在 0.5 ~ 20 μg/L 范围内线性关系良好，该方法的检出限和
定量限分别为 0.06 μg/L 和 0.20 μg/L， 加标回收率为 98.1% ~ 98.4%， 批内精密度、 批间精密度（n = 6） 分别为
1.00% ~ 2.35%、1.23% ~ 3.93%。结论 该方法具有良好的灵敏度和准确度，适用于尿液样品中 8-羟基脱氧鸟苷的
测定。
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Determination of 8 -hydroxy -2’ -deoxyguanosine in urine by UHPLC -MS/MS
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Abstract：Objective To establish a ultrahigh-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/
MS) method for the detection of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in urine, providing methodological support for the
quantitative assessment of DNA oxidative damage. Methods Urine samples were centrifuged to remove precipitates, and the
supernatant was diluted with formic acid-ammonium formate buffer. The samples were purified using hydrophilic-lipophilic
balance (HLB) solid-phase extraction columns, separated via a BEH C18 chromatography column, and detected by triple
quadrupole mass spectrometry. Quantitative analysis was conducted using multiple reaction monitoring (MRM) mode
combined with an isotope internal standard method. Results The detection method demonstrated good linearity in the range
of 0.5 to 20 μg/L for 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in urine. The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were
0.06 μg/L and 0.20 μg/L, respectively. The spiked recovery rates ranged from 98.1% to 98.4% . Intra -batch precision
and inter-batch precision (n = 6) were 1.00% to 2.35% and 1.23% to 3.93%, respectively. Conclusions This method showed
high sensitivity and accuracy, making it suitable for the determination of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in urine samples.
Keywords：8-hydroxy-2’-deoxyguanosine； solid phase extraction； isotope internal standard； UPLC-MS/MS； biological
monitoring
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献中常见的检测方法包括超高效液相色谱-串联质
谱法［5］、高效液相色谱-电化学检测法［6-7］、酶联免疫
吸附法［8-9］和气相色谱-质谱法［10］等。 其中，超高效
液相色谱-串联质谱法具有灵敏度高、 选择性好等
优点被研究者广泛使用。 基于此，本研究拟利用亲
水亲油平衡（hydrophilic-lipophilic balance，HLB）固
相萃取柱进行尿液样品净化， 同位素标记的 8-
OHdG（13C-15N2-8-OHdG）作为内标消除基质效应对
测定准确度的影响，旨在建立简便、灵敏度好、准确
度高的测定尿中 8-OHdG 的超高效液相色谱-串联
质谱方法， 为 DNA 氧化损伤的定量评估提供方法
支持。

1 材料与方法
1.1 仪器与试剂
1.1.1 主要仪器

ACQUITY UPLC 超高效液相色谱仪 （美国
Waters 公司）；AB SCIEX 5500 质谱仪 （美国 AB
SCIEX 公司）；Universal 320R 离心机（德国 Hettich公
司）；BT 25S 型电子天平（感量 0.01 mg， 德国Sartorial
公司）；24 孔固相萃取装置（美国瓦里安公司）；HLB
固相萃取柱 （60 mg/3 mL， 美国 Waters 公司）；
ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（50 mm × 2.1 mm ×
1.7 μm，美国 Waters 公司）。
1.1.2 主要试剂

8-OHdG（纯度 > 99.5%；美国 Sigma 公司）；同
位素标记的 8-OHdG（13C-15N2-8-OHdG，质量分数
> 98%； 加拿大 TRC 公司）； 甲醇（色谱纯； 美国
Thermo Fisher 公司）；甲酸（优级纯）、甲酸铵（优级
纯）均购于百灵威公司；人工尿液（索莱宝公司）；纯
水购于屈臣氏。
1.1.3 试剂的配制

8-OHdG 标准储备液（100 mg/L）： 准确称取
5.0 mg 的 8-OHdG，利用甲醇（体积分数 10%）进行
溶解，定溶于 50 mL 容量瓶中。

8-OHdG 标准应用液（1 mg/L）：准确量取 100 μL
8-OHdG 标准储备液，纯水定容于 10 mL 容量瓶中。

13C-15N2-8-OHdG 内标储备液（50 mg/L）：准确
称取 0.5 mg 13C-15N2-8-OHdG，利用纯水进行溶解，
定溶于 10 mL 容量瓶中。

13C-15N2-8-OHdG 内标应用液 A（1 mg/L）：准确
量取 200 μL 50 mg/L 的 13C-15N2-8-OHdG 内标储备
液，纯水定容于 10 mL 容量瓶中。

13C-15N2-8-OHdG 内标应用液 B（250 μg/L）：准
确移取 2.5 mL 内标应用液 A，纯水定容于 10 mL 容

量瓶中。
13C-15N2-8-OHdG 内标应用液 C（100 μg/L）：准

确移取 1.0 mL 内标应用液 A，纯水定容于 10 mL 容
量瓶中。

甲酸铵溶液（1 mol/L）：准确称取 6.3 g 甲酸铵，
利用纯水进行溶解，定容于 100 mL 容量瓶中。

甲酸-甲酸铵溶液 A：准确量取 20.0 mL 甲酸铵
溶液和 4.0 mL 甲酸，利用纯水定容至 200 mL。

甲酸-甲酸铵溶液 B： 准确量取 2.5 mL 甲酸铵
溶液和 0.5 mL 甲酸，利用纯水定容至 500 mL。

甲酸-甲酸铵-甲醇溶液： 准确量取 1.0 mL 甲
酸铵溶液、0.2 mL 甲酸和 20 mL 甲醇， 利用纯水定
容至 200 mL。
1.2 方法
1.2.1 色谱条件

使用 BEH C18 色谱柱；流动相 A 为甲醇，流动
相 B 为甲酸-甲酸铵溶液 B， 流速为 0.25 mL/min，进
样量为 10 μL，柱温 35 ℃。 梯度洗脱程序：0 ~ 1 min，
4%流动相 A；1 ~ 5 min，4% ~ 95%流动相 A；5 ~ 7 min，
95%流动相 A；7 ~ 8 min，95% ~ 4%流动相 A；8 ~
10 min，4%流动相 A；以上百分比均为体积分数。
1.2.2 质谱条件

离子源为电喷雾电离源， 正离子扫描模式，离
子化电压为 5 400 V；离子源温度为 550 ℃；气帘气
20 psi（1 psi = 6.895 kPa）；雾化气 70 psi；辅助气
70 psi；质谱扫描采用多反应离子监测模式。 质谱条
件见表 1。 质谱条件的优化，见 2.1 节。

表 1 质谱条件

化合物 定量离子对
（m/z）

去簇电
压/V

入口电
压/V

碰撞电
压/V

出口电
压/V

8-OHdG 284.0→168.0 60 10 20 10
13C-15N2-8-OHdG 287.0→171.0 60 10 20 10

1.2.3 样品前处理
准确量取 1.5 mL 实际尿样于 2.0 mL 离心管

中，10 000 r/min 离心 10 min。离心结束后，量取 1.0 mL
上清液于新的离心管中， 加入 200.0 μL 甲酸-甲酸
铵 A 溶液、10.0 μL 的内标应用液 B，涡旋混匀后静
置 10 min。 上样前，依次使用 3.0 mL 甲醇和 3.0 mL
纯水活化 HLB 固相萃取柱，并将上述溶液全部转
移至已活化的 HLB 固相萃取柱中， 随后分别使用
1.0 mL 纯水淋洗和 1.0 mL 甲醇洗脱， 收集洗脱液
于离心管中，真空浓缩至干。 残留物使用 1.0 mL 甲
酸-甲酸铵-甲醇溶液复溶，经 0.45 μm 聚四氟乙烯
滤膜过滤， 所得样品溶液进行超高效液相色谱-串
联质谱分析。
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1.2.4 工作曲线的绘制
将人工尿样从 4 ℃冰箱取出混匀，恢复至室温

备用。 取 6 个 50 mL 容量瓶，分别加入 25、50、125、
250、500、1 000 μL 的 8-OHdG 标准应用液，使用人
工尿样定容至 50 mL， 配制成质量浓度为 0.5、1.0、
2.5、5.0、10.0 和 20.0 μg/L 的系列标准溶液。 依照
1.2.3 节样品前处理方法对标准溶液进行处理，按
照本方法设定的色谱条件和质谱条件进行检测，以
测得的待测物峰面积与内标峰面积的比值和待测
物质量浓度绘制工作曲线，并计算回归方程。
1.2.5 固相萃取回收率和基质效应评价

实际尿液样品中含有微量的 8-OHdG， 本方法
利用同位素标记的 13C-15N2-8-OHdG 进行固相萃取
回收率和基质效应评估，基质标准系列、溶剂标准
系列、工作曲线标准系列配制操作如下。

（1） 基质标准系列：收集 5 份健康人群的尿液
样品，每份尿液取 7 个样品，按照 1.2.3 节中固相
萃取方法进行处理，收集甲醇洗脱溶液，加入适量
13C-15N2-8-OHdG 内标应用液 C， 配制 13C-15N2-8-
OHdG 质 量 浓 度 分 别 为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、
20.0 μg/L 的基质标准系列，真空浓缩至干。 残留物
使用 1.0 mL 甲酸-甲酸铵-甲醇溶液复溶，同 1.2.3
节操作。

（2） 溶剂标准系列：利用纯水配制 13C-15N2-8-
OHdG 质量浓度分别为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、
20.0 μg/L 的标准系列。

（3）工作曲线标准系列：收集 5 份健康人群的
尿液样品， 每份尿液取 6 个样品， 加入适量 13C-
15N2 -8 -OHdG 内标应用液 C， 配制 13C -15N2 -8 -
OHdG 质 量 浓 度 分 别 为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、
20.0 μg/L 的标准系列，按照 1.2.3 节中固相萃取方
法进行处理，收集甲醇洗脱溶液，真空浓缩至干，残
留物用 1.0 mL 甲酸-甲酸铵-甲醇溶液复溶。 计算
方法如下：

固相萃取回收率（%）= 工作曲线标准系列峰面
积/基质标准系列峰面积 × 100%

基质效应（%）= 基质标准系列峰面积/溶剂标
准系列峰面积 × 100%

总回收率（%）= 工作曲线标准系列峰面积/溶
剂标准系列峰面积 × 100%
1.2.6 尿中肌酐测定

参考 WS/T 98—1996《尿中肌酐的反相高效液
相色谱测定方法》［11］， 利用直接稀释超高效液相色
谱法对尿中肌酐进行测定， 并对实际尿样中 8-
OHdG 质量浓度进行肌酐校正。

1.2.7 实际尿液样品测定
按照 1.2.3 节进行样品前处理， 根据本研究方

法进行检测，计算样品峰面积与内标物质峰面积的
比值，将比值代入回归方程计算样品中 8-OHdG 的
质量浓度。

2 结果与讨论
2.1 质谱条件的优化

通过针泵进样，将 8-OHdG 标准溶液直接注入
电喷雾电离源，进行质谱方法的优化。8-OHdG 含有
N 原子，容易质子化带上正电荷，在正离子扫描模
式下主要母离子峰为［M+H］+峰， 质荷比（m/z） =
284.0，主要碎片离子质荷比（m/z） = 168.0。 根据化
合物的性质和电离程度，分别对离子化电压、去簇
电压、碰撞电压、气帘气、雾化气、辅助气进行优化，
优化结果分别为 5 400 V、60 V、20 V、20 psi、70 psi、
70 psi。 见图 1。
2.2 色谱条件优化

本方法利用 BEH C18 色谱柱可以很好地对 8-
OHdG 进行分离，流动相中加入甲酸-甲酸铵缓冲盐，
保证了 8-OHdG 具有良好的峰形， 又提高了 8-OHdG
的离子化效率。 8-OHdG 的保留时间为 2.480 min，
13C-15N2-8-OHdG 的保留时间为 2.476 min。 实际尿
样的色谱图，见图 2。
2.3 前处理方法优化

冻存尿液样品室温解冻后，通常会产生絮状物
沉淀， 本研究通过高速离心的方式除去沉淀物，取
上清液进行后续处理。 HLB 固相萃取柱由特殊的共
聚合技术制备而成，具有更广泛的 pH 值耐受范围，
含有特定比例的亲水基和疏水基，疏水性的二乙烯
基苯结构和亲水性的 N-乙烯基吡咯烷酮结构分别
用于保留非极性化合物和极性化合物。 8-OHdG 含
有羟基（-OH）和氨基（-NH2）等极性官能团，在缓冲
盐的作用下 HLB 固相萃取柱对其具有较好的保留。
以 5.0 μg/L 的标准溶液进行洗脱效率实验，结果显
示，1.0 mL 甲醇具有较好的洗脱效果 ， 回收率 >
93%，见图 3。洗脱液真空浓缩干后，利用甲酸-甲酸
铵-甲醇溶液复溶， 部分样品复溶后含有微量不溶
颗粒物， 使用 0.45 μm 聚四氟乙烯滤膜进行过滤，
防止进样过程中堵塞色谱系统。
2.4 线性范围、方法检出限和定量限

在本方法条件下，8-OHdG 的质量浓度在 0.5 ~
20 μg/L 范围内具有良好的线性关系， 工作曲线的
回归方程为 y = 0.338 2 x + 0.012 5［y 为 8-OHdG
与 13C-15N2-8-OHdG 峰面积的比值，x 为 8-OHdG
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图 1 质谱条件优化

图 2 8-OHdG 和 13C-15N2-8-OHdG 色谱图

的质量浓度（μg/L）］，相关系数 r 为 0.999 9。依据工
作曲线的最低浓度点， 分 12 次进行样品前处理和
超高效液相色谱-串联质谱分析， 分别以测定浓度
的 3 倍标准差和 10 倍标准差计算方法的检出限
（limit of detection，LOD） 和 定 量 限 （limit of
quantification，LOQ），得出 LOD 为 0.06 μg/L，LOQ 为
0.20 μg/L。

2.5 方法的准确度和精密度
利用人工尿样进行 3 个浓度水平的加标回收

实验以评价方法的准确度，以含量测定值的相对标
准偏差（relative standard deviation，RSD）考察方法的
精密度，加标水平分别为 1.0、5.0、15.0 μg/L，每个
加标浓度分别进行 6 次平行测定。 8-OHdG 的平均
加标回收率为 98.1% ~ 98.4%， 批内 RSD 为 1.00% ~
2.35%。 依据上述方法，在 5 d 内重复测定 6 次不同
加标浓度的样品， 每次每个浓度测定 6 个样品，评
价方法的批间 RSD， 结果为 1.23% ~ 3.93%， 见表
2。 此外，利用实际尿液样品进行 3 个浓度水平的加
标回收实验，尿液本底值为 3.70 μg/L，加标水平分
别为 0.5、2.5 和 10 μg/L，加标回收率分别为 100%、
104%、107%，批内 RSD 为 1.06% ~ 4.30%，表明本
方法的准确度和精密度良好。

表 2 方法准确度和精密度实验结果 （n = 6）

加标质量
浓度/（μg/L）

测得值/
（μg/L）

加标回
收率/%

批内
RSD/%

批间精密度

测得值/（μg/L） RSD/%

1.0 0.98 ± 0.01 98.2 1.30 0.97 ± 0.04 3.93

5.0 4.90 ± 0.12 98.1 2.35 4.71 ± 0.09 1.83

15.0 14.76 ± 0.15 98.4 1.00 14.63 ± 0.18 1.23

2.6 固相萃取及基质效应评估
本方法中 8-OHdG 的回收率主要受两个因素

的影响：（1）样品前处理固相萃取过程；（2） 不同尿
液样品的基质效应。 基质效应是指样品中除目标化
合物以外的物质使检测结果增强或减弱，从而影响
测定结果准确度的现象， 普遍存在于液相色谱-串
联质谱的测定方法中［12-13］。 本研究选取 5 名健康人
群的尿液，采用基质加标、溶剂加标、工作曲线加
标，分别配制 6 个不同浓度点的标准溶液，评价固

图 3 洗脱体积对 8-OHdG 回收率的影响
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编号 8-OHdG/
（μg/L）

肌酐/
（g/L）

肌酐校正
/（μg/g） 编号 8-OHdG/

（μg/L）
肌酐/
（g/L）

肌酐校正
/（μg/g）

1 9.26 2.12 4.37 16 2.42 2.68 0.90

2 2.44 1.65 1.48 17 6.17 2.17 2.84

3 1.24 0.90 1.38 18 8.53 2.64 3.23

4 3.88 2.92 1.33 19 2.03 0.97 2.08

5 5.29 2.55 2.07 20 4.76 1.98 2.40

6 3.66 2.21 1.66 21 2.19 1.43 1.52

7 4.49 2.56 1.76 22 3.97 0.98 4.06

8 4.42 1.20 3.70 23 3.62 1.52 2.38

9 3.56 1.59 2.24 24 9.09 2.48 3.66

10 1.76 0.88 2.00 25 3.57 1.40 2.55

11 5.84 1.52 3.84 26 5.15 2.78 1.85

12 4.95 1.85 2.67 27 4.42 2.68 1.65

13 2.65 2.34 1.13 28 7.68 2.85 2.70

14 1.72 1.71 1.01 29 4.23 1.71 2.47

15 2.84 1.43 1.98 30 6.11 2.09 2.93

2.7 稳定性试验
将加标质量浓度为 5.0 μg/L 的 8-OHdG 人工

尿样置于 4 ℃冷藏保存， 分别在第 1、2、3、7、10 和
14 天测定样品浓度，并计算下降率。 结果显示，在 4 ℃
保存 14 d 条件下，待测物的下降率 ≤ 2.64%，符合
职业卫生标准［14］下降率 ≤ 10%的要求，说明该样
品在本研究条件下至少可以保存 14 d。
2.8 实际样品分析

将本方法用于 30 例隧道作业工人尿液样品中
8-OHdG 的分析。 结果显示， 所有样品均检出 8-
OHdG，检测值为 0.90 ~ 4.37 μg/g（以肌酐计）。

3 小结
本研究建立了尿中 8 -OHdG 超高效液相色

谱-串联质谱分析方法， 基于 8-OHdG 含有羟基
（-OH）和氨基（-NH2）等极性官能团，HLB 固相萃
取柱在甲酸-甲酸铵缓冲盐的作用下对其具有较
好的保留，提高了方法的灵敏度。 同时，该方法可
净化尿液样品基质，避免复杂样品基质对分析仪器
的污染与测定。 使用常规 BEH C18 色谱柱，并在流
动相中加入缓冲盐溶液，使 8-OHdG 获得良好峰型
的同时也提高了离子化效率。 此外，8-OHdG 回收
率主要受固相萃取和基质效应的影响，其中样品基
质效应是影响方法准确度的主要因素。 因此，同位
素内标的加入消除了基质效应对定量计算的影响，提
高了方法准确度。 本研究方法的检出限为 0.06 μg/L，
定量限为 0.20 μg/L， 适用于尿中 8-OHdG 的定量
测定。
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