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摘要:苯并［a］芘( B［a］P) 和人乳头瘤病毒( HPV) 均是导致人类癌症的重要因素，前者是环境中广泛存在的致癌物，后

者可诱导皮肤和黏膜鳞状上皮细胞异常增殖进而诱发癌症。流行病学证据表明烟草烟气与 HPV 协同作用可促进口咽

鳞癌、头颈部鳞状细胞癌和肺癌等恶性肿瘤的发生，然而关于 HPV与多环芳烃( PAHs) 的协同致癌作用机制尚不明确。

通过平板克隆形成实验、细胞划痕实验以及细胞侵袭实验对 B［a］P 和 HPV 的协同致癌作用进行了研究，比较了经
B［a］P 处理后人宫颈癌 HeLa细胞( HPV阳性) 和 C33A细胞( HPV阴性) 表型的变化;用高效液相色谱-电喷雾串联质谱
( HPLC-ESI-MS /MS) 法对 B［a］P 导致的主要 DNA加合物———二氢二醇环氧化物-N2-脱氧鸟苷( BPDE-N2-dG) 进行了定

量分析。结果表明，浓度为 10 μmol /L的 B［a］P 能够显著促进 HeLa和 C33A细胞的侵袭和克隆形成能力，且呈剂量效

应关系;经 B［a］P 处理后 HeLa细胞的侵袭和克隆形成能力均显著高于 C33A 细胞( p＜0. 01) ，并显著高于对照组 HeLa

细胞( p＜0. 01) 。经浓度为 10 μmol /L 的 B［a］P 处理后 HeLa 细胞及 C33A 细胞中 BPDE-N2-dG 水平均最高，分别为
( 4 172±124) fmol /mg DNA和( 1 255±228) fmol /mg DNA;且各 B［a］P 处理浓度下的 HeLa细胞中 BPDE-N2-dG的水平均

显著高于 C33A细胞( p＜0. 01) ，证明了 HPV能显著促进 B［a］P 对 DNA的损伤作用，为进一步揭示 B［a］P 和 HPV的协

同致癌作用提供了依据。不仅为 B［a］P 和 HPV相关癌症的防治提供了新策略，而且将为癌症病因学研究提供新的方法。
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Abstract: Both benzo［a］pyrene ( B［a］P) and human papillomavirus ( HPV) are important factors inducing human cancer．The

former is a carcinogen widely found in the environment，and the latter can induce cancer by resulting in abnormal proliferation of

cutaneous and mucosal squamous cells．Epidemiological evidence suggests that tobacco smoke and HPV can synergistically pro-

mote the development of malignant tumors such as oropharyngeal squamous cell carcinoma，head and neck squamous cell carcino-

ma and lung cancer．However，the mechanism of the synergistic carcinogenesis of HPV and PAHs is unclear．Cell colony formation

assay，cell scratch assay and cell invasion assay were conducted to assess the synergistic carcinogenesis of HPV and B［a］P，and

the cell phenotypic changes of the human cervical carcinoma HeLa cells ( HPV positive) and C33A cells ( HPV negative) ex-

posed to B［a］P．High performance liquid chromatography-electrospray tandem mass spectrometry ( HPLC-ESI-MS /MS) was used

to quantitatively determine the main DNA adduct caused by B［a］P，dihydroglycol epoxide-N2-deoxyguanosine ( BPDE-N2-dG) ．

The results showed that the ability of cells invasion and colony formation of HeLa and C33A were significantly promoted by 10

μmol /L B［a］P with a dose-response relationship．The invasion and colony formation of B［a］P-treated HeLa cells were signifi-

cantly higher than those of C33A cells ( p＜0. 01) and those of HeLa cells without B［a］P treatment ( p＜0. 01) ．The group treated
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with 10 μmol /L B［a］P in HeLa cell and C33A cell induced the highest levels of BPDE-N2-dG，4 172±124 fmol /mg DNA and 1
255±228 fmol /mg DNA，respectively．The levels of BPDE-N2-dG in HeLa cells treated with B［a］P were significantly higher than
those in C33A cells ( p＜0. 01) ．These combined results suggest that HPV could effectively promote DNA damage induced by B
［a］P，which provide a reasonable explanation for the results of cellular experiments described above．It provides not only a new
strategy for the prevention and treatment of B［a］P and HPV-related cancer，but also a new method for cancer etiology research．
Key words: benzo［a］pyrene; human papillomavirus; synergetic carcinogenesis; DNA adducts; HPLC-ESI-MS /MS

多环芳烃( PAHs) 是一类广泛存在于环境中
的致癌物，也是烟草烟气的主要成分，在目前已发

现的 400多种 PAHs中，苯并［a］芘( B［a］P) 是一
种具有强致癌性的典型 PAHs，被国际癌症研究
机构( IAＲC) 列为 I级人类致癌物［1］。研究表明，
B［a］P 本身并不具有致癌活性，需在进入体内后
经混合功能氧化酶 P450 作用下代谢活化生成终
致癌物二氢二醇环氧化物( BPDE) ，与 DNA 共价
结合，进而诱发癌症［2］。如右图所示，BPDE-N2-
dG是 B［a］P 代谢活化后导致的主要 DNA 加合
物，与 B［a］P 的致癌作用密切相关，已被应用于
B［a］P 暴露致癌生物标志物的研究［3-6］。
人乳头瘤病毒 ( HPV) 是一类高度组织特异

性的无包膜环状 DNA病毒，可诱导皮肤和黏膜鳞
状上皮细胞异常增殖［7］，分为高危型和低危型两

大类［8］。目前已证实高危型 HPV 是诱导宫颈癌
和食管癌发生的关键因素之一，尤其是高危型

HPV16的持续感染与宫颈癌、食管癌和阴茎癌等
多种癌症关系密切［9，10］。
癌症的发生可能与多因素共同作用有关，流

行病学研究表明，烟草烟气与 HPV协同作用可促
进宫颈癌和肺癌等恶性肿瘤的发生和发展［11］。
Pea等［12］发现转染 HPV16 E6和 E7的肺上皮细
胞暴露于香烟烟气冷凝物后，DNA 损伤水平明显
升高; 香烟烟气能够作用于细胞长调控区激活

HPV16 p97 启动子，使启动子活化水平呈现剂量
依赖性增长。Trushin等［13］利用 B［a］P 处理转染
HPV基因的人角质细胞，发现转染 HPV 的细胞
的 B［a］P 代谢活化水平与未转染的细胞相比明
显升高，表明 HPV 能通过提高宿主细胞中 P450
表达水平从而促进 B［a］P 的代谢活化。以上研
究表明，B［a］P 暴露与 HPV 感染可能协同诱发
癌症。此外，Park等［14］发现细胞暴露于烟草特异
亚硝胺 N'-亚硝基去甲烟碱( NNN) 或 4-( N-甲基-
N'-亚硝基氨基) -1-( 3-吡啶基) -1-丁酮( NNK) 后，
感染单纯疱疹病毒 ( HSV) 导致的恶性转化频率
显著增强，从而证实了 NNN和 NNK 与 HSV 具有

协同致癌作用。本研究通过细胞生物学实验和高
效液相色谱-电喷雾串联质谱 ( HPLC-ESI-MS /
MS) 分析对 B［a］P 和 HPV协同作用下宫颈癌细
胞的侵袭和迁移能力以及 DNA 损伤水平进行了
研究，以期为阐明二者之间的协同致癌作用及相

关癌症的防治提供依据。

B［a］P 经过代谢活化导致 DNA损伤形成
BPDE-N2-dG的机理［4］

Mechanism on the metabolic activation of B［a］P

inducing DNA damages and formation of BPDE-N2-dG

1 实验部分
1. 1 主要仪器与试剂

Heracell 150i 型 CO2 细胞培养箱、Thermo-
Finnigan SUＲVEＲYOＲ 型高效液相色谱仪、TSQ
Quantum Discovery MAX 型三重四极杆液质联用
仪、Speedvac型低温冷冻离心浓缩仪( 美国赛默飞
世尔科技有限公司 ) ; 320A 型台式低速离心机
( 北京白洋医疗器械有限公司) ; HC-3018Ｒ 型高
速冷冻离心机 ( 安徽中科中佳科学仪器有限

公司) 。
BPDE、B［a］P( 分析纯，上海冠翔生物技术有

限公司) ; ［13C10，
15N5］-2'-脱氧鸟苷( dG，分析纯，
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美国剑桥同位素标准品公司) ; 甲醇、乙腈 ( 色谱
纯，百灵威科技有限公司) ; 其他试剂均为分析

纯，采购自百灵威科技有限公司。
DNase I酶、碱性磷酸酶、ＲNase A酶( 宝生物

工程 ( 大连 ) 有限公司 ) ; 小牛胸腺 DNA ( CT-
DNA) 、蛇毒磷酸二酯酶 I、蛋白酶 K、结晶紫染液
( 西格玛奥德里奇 ( 上海) 贸易有限公司) ; S9 混
合功能氧化酶( 武汉普莱特生物医药技术有限公

司) ; DMEM培养基、磷酸缓冲液( PBS) 、双抗( 青
链霉素混合液) 、胰蛋白酶-EDTA( 0. 25%) ( 美国
Hyclone 公司 ) ; 胎牛血清 ( FBS，美国 Gibco 公
司) ; HPV 阳性人宫颈癌细胞 HeLa、HPV 阴性人
宫颈癌细胞 C33A ( 中国医学科学院基础医学研
究所基础医学细胞中心) 。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 细胞培养

HeLa和 C33A细胞均使用 DMEM 高糖培养
基( 含 10%FBS和 1%双抗) ，置于 37 ℃，5% CO2

培养箱中培养。细胞融合度达 80% ～90%进行传
代，用 PBS 洗涤细胞，并在胰蛋白酶消化后以
1 000 r /min 离心 2 min 收获细胞，随后按比例分
装至新培养瓶中，于培养箱中继续培养。
1. 2. 2 细胞划痕实验
取对数生长期的两种细胞用胰酶消化，调整

细胞密度分别为 3×106 个 /孔( HeLa) 和 3. 4×106

个 /孔( C33A) 接种至六孔板中，置于培养箱过夜
孵育。待细胞贴壁后弃去原培养液，用 10 μL 枪
头在每孔中进行划痕处理，随后向各孔中加入浓

度为 0. 1、1、10、40 和 200 μmol /L B［a］P 的培养
基孵育 24 h，加入不含 B［a］P 的培养基作为对照
组。每个浓度设置 3 个复孔。在 0 h 拍照记录划
痕的初始宽度和拍照位置，并分别在 12 h 和 24 h
再次拍照，观察划痕愈合情况。
1. 2. 3 细胞侵袭实验
首先以浓度为 1、10 μmol /L 的 B［a］P 培养

液处理细胞 24 h，然后在不含 FBS 的培养基中饥
饿处理细胞 12 h。用 Matrigel 基质胶包被
Transwell小室底部膜的上室面以模拟细胞外基
质，用不含 FBS 的培养基将 HeLa 细胞密度调整
为 2. 5×105 个 /mL，C33A 细胞密度调整为 6. 5×
105 个 /mL，均取 200 μL 细胞悬液加至 Transwell
小室的上室中; 在下室加入 600 μL 含 10% FBS
的 DMEM 培养基，置于培养箱中分别孵育 48 h
( HeLa) 和 72 h ( C33A) ，每个浓度设置 3 个平行

实验。培养结束后，用 0. 1%的结晶紫染液室温
染色 20 min，经 PBS 漂洗至细胞不再脱色为止，
用湿棉签擦去基质胶和 Transwell 小室膜上层细
胞，在显微镜下观察并拍照计数。
1. 2. 4 细胞克隆形成实验
将细胞以 500个 /孔接种至六孔板中，加入含

B［a］P 的培养基，B［a］P 浓度为 0. 1、1、10、40 和
200 μmol /L，每个浓度设置 3个复孔;同时设置不
含 B［a］P 的对照组。将细胞放入培养箱中培养
15 d，每 3 d 换液一次。然后，用 0. 1%的结晶紫
染液染色 20 min，再用 PBS 漂洗至背景透明，进
行拍照计数。以≥50 个细胞 /集落为标准计算克
隆形成率，克隆形成率 = ( 细胞集落数 /初始接种
细胞数) ×100%。
1. 2. 5 BPDE-N2-dG标准品的制备
将 1 mg 脱氧鸟苷 ( dG ) 溶于 750 μL ( 0. 1

mol /L) 的 K3PO4 缓冲液 ( pH 7. 4 ) 中，加入 250
μL( 1 μg /μL) BPDE 水溶液，涡旋振荡至充分溶
解，于 37 ℃下反应 24 h，合成路线如下所示。用
同样的方法合成内标物［13C10，

15N5］-BPDE-N
2-

dG。使用 Oasis HLB小柱对反应混合物进行固相
萃取。首先，用 1 mL 甲醇活化固相萃取小柱，然
后用 1 mL去离子水冲洗小柱残留的甲醇;将反应
混合液上样至小柱中，然后用 1 mL V ( 甲醇 ) ∶
V( 去离子水) = 5 ∶95溶液淋洗小柱以除去未反应
的 dG; 最后用 1 mL 甲醇洗脱两次，并收集含有
BPDE-N2-dG的洗脱液。将洗脱液去除溶剂后复
溶于 400 μL V( 甲醇) ∶V( 去离子水) = 20 ∶80溶液
中，以备 HPLC纯化。

BPDE-N2-dG的合成路线
Synthetic route of BPDE-N2-dG

将上述 BPDE-N2-dG 粗产品溶液通过 HPLC
进行纯化。使用 Agilent Zorbax SB C18( 250 mm×
4. 6 mm，5 μm)反向色谱柱;柱温为 25 ℃ ;流动相 A
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为去离子水，流动相 B为甲醇;流速为 0. 7 mL/min;
进样量为 25 μL;检测波长为 346 nm( 二级管阵列
检测器) ; 50% A+50% B等度洗脱。BPDE-N2-dG
的出峰时间为 27. 07 min。收集含有 BPDE-N2-dG
的组分，经浓缩干燥后得到 BPDE-N2-dG标准品。
用同样的方法对内标物［13C10，

15N5］-BPDE-N
2-

dG 进行纯化。BPDE-N2-dG 和［13C10，
15N5］-

BPDE-N2-dG均经过高分辨质谱进行结构确证，
测得的［M+H］+分别为 m/z 570. 198 9( 计算值为
m/z 570. 198 3) 和 m/z 585. 217 6( 计算值为 m/z
585. 217 0) 。
1. 2. 6 细胞中 BPDE-N2-dG的定量分析
将两种细胞用 B［a］P 进行处理。向培养基

中加入 1%或 10%的 S9 工作液，再分别加入 B
［a］P 溶液，使培养基所含 B［a］P 浓度分别为
0. 1、1、10、100和 200 μmol /L，随后加入到融合度
达 70%～80%的细胞中，在培养箱中孵育 24 h 后
提取细胞 DNA 以备 BPDE-N2-dG 的检测。同时
设置未经 B［a］P 处理的细胞作为对照组。
将培养后的细胞经胰酶消化，1 000 r /min 离

心 2 min 收集，加入 15 mL 细胞裂解缓冲液 ( 10
mmol /L Tris-HCl、100 mmol /L EDTA、0. 5% SDS，
pH 8. 0) 、60 μL( 20 mg /mL) 蛋白酶 K溶液和 150
μL( 5 mg /mL) ＲNaseA 溶液，于 37 ℃水浴中孵育
12 h。随后加入等体积的冰冷异丙醇溶液，颠倒
离心管使 DNA析出，转移团状 DNA于 2 mL离心
管中，加入 800 μL TE缓冲液( 10 mmol /L三羟甲
基氨基甲烷 ( Tris) 、1 mmol /L乙二胺四乙酸二钠
( EDTA) ，pH 7. 4) 溶解 DNA。再依次用 V( 酚) ∶
V( 氯仿) ∶V( 异戊醇) = 25 ∶24 ∶1和 V( 氯仿) ∶V( 异
戊醇) = 24 ∶1溶液抽提 DNA，分别经 13 000 r /min
离心 8 min后取上清液。随后加入等体积冰异丙
醇沉淀 DNA，先后以 75%和 100%的冰乙醇洗涤，
最后氮气吹干，得到干燥的 DNA 样品。加入 114
μL Tris-HCl溶液溶解 DNA。
向 DNA溶液中依次加入［13C10，

15N5］-BPDE-
N2-dG 内标溶液 ( 终浓度为 10 nmol /L ) 、7. 5 U
DNase I溶液、1. 5 U碱性磷酸酶溶液及 0. 037 5 U
蛇毒磷酸二酯酶溶液，于 37 ℃酶解 3 h。随后加
入 850 μL V( 甲醇) ∶V( 去离子水) = 5 ∶95 溶液，
充分振荡混匀，取 20 μL 用于后续 dG 测定，剩余
样品用固相萃取进行纯化。收集纯化后的液体并
去除溶剂后，复溶于 50 μL V ( 甲醇) ∶V ( 去离子
水) = 20 ∶80溶液，以备 HPLC-ESI-MS /MS检测。

HPLC-ESI-MS /MS 分析采用 Agilent Zorbax
SB C18( 150 mm×2. 1 mm，5 μm) 反向色谱柱; 柱
温为 25 ℃ ;流动相 A为 0. 01%冰乙酸水溶液，流
动相 B为乙腈;流速为 0. 1 mL /min; 进样量为 20
μL;梯度洗脱程序为 0 ～ 8 min，95% ～ 20% A，
5%～80% B; 8 ～ 23 min，20% A，80% B; 23 ～ 25
min，20%～95% A，80% ～ 5% B; 25 ～ 40 min，95%
A，5% B。质谱条件如下: 采用电喷雾离子源
( ESI) 正离子检测模式; 喷雾电压为 4 000 V; 鞘
气( N2 ) 压力为 35 psi; 辅气( N2 ) 压力为 5 psi; 碰
撞诱导解离能( CID) 为 11 V; 源内碰撞诱导解离
能( 源内 CID) 为 8 V;离子传输管温度为 300 ℃ ;
采用选择反应扫描模式( SＲM) ，离子通道为 m/z
570→454和 m/z 585→464。
采用 HPLC测定脱氧鸟苷( dG) 的浓度，选用

Agilent Zorbax SB C18( 250 mm×4. 6 mm，5 μm) 反
向色谱柱，柱温为 25 ℃ ;流动相 A为水，流动相 B
为甲醇;流速为 0. 7 mL /min; 进样量为 20 μL，梯
度洗脱程序为: 0 ～ 15 min，95% ～ 64% A，5% ～
36% B; 15 ～ 17 min，64% ～ 20% A，36% ～ 80% B;
17～ 19 min，20% A，80% B; 19 ～ 21 min，20% ～
95% A，80% ～ 5% B; 21 ～ 36 min，95% A，5% B。
根据式 1换算出酶解前 DNA 的浓度，式 1 中 CdG

为 dG的浓度( 单位为 μmol /mL) 。因 dG 含量在
4个碱基中占比约为 22%，且 1 mg DNA 相当于
3 μmol脱氧核苷，故由该式计算 DNA含量［15］。

CDNA = CdG / ( 0. 22 × 3) = 1. 515 × CdG ( 1)

DNA加合物含量按式 2计算。其中 C加合物为
BPDE-N2-dG的浓度( 单位为 fmol /mL) ，计算得出
的 BPDE-N2-dG 含量表示为 fmol BPDE-N2-dG /
mg DNA。

BPDE-N2-dG含量 = C加合物 /CDNA ( 2)

1. 2. 7 统计学分析
采用 SPSS 统计软件进行数据分析，结果以

平均值±标准偏差 ( S. D．) 表示，组间差异使用 T
检验。p＜0. 05表示不同组之间存在显著差异，p＜
0. 01表示存在极显著差异。

2 结果与讨论
2. 1 细胞划痕实验
如图 1a、1b 所示，HeLa 细胞的迁移率随 B

［a］P 浓度的升高而增加，在 10 μmol /L时迁移率
达到最大值 24. 73%( 24 h) ; 当 B［a］P 浓度升高
至 200 μmol /L 时，细胞迁移率降低至 11. 21%
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( 24 h) ，这是由于 B［a］P 的毒性作用抑制了细胞
的生长，进而降低了细胞的迁移能力。C33A 细
胞经不同浓度 B［a］P 处理后，细胞迁移率变化趋
势与 HeLa细胞一致，表明 B［a］P 对两种宫颈癌
细胞的迁移能力均有促进作用。如图 1c 所示，对
比 HeLa和 C33A细胞的迁移率发现，B［a］P 处理
24 h时，HeLa 细胞的迁移率明显高于 C33A 细
胞，这表明 B［a］P 对 HPV 阳性细胞的迁移能力
有更显著的促进作用，且在低浓度时( B［a］P＜10
μmol /L) 呈良好的剂量效应关系。当 B［a］P 浓
度为 10 μmol /L时，HeLa 细胞的划痕愈合能力显
著高于 C33A 细胞 ( p＜0. 01) ，且 HeLa 细胞的迁
移率( 24. 73%，24 h ) 大于 C33A 细胞的迁移率
( 15. 49%，24 h ) 与 HeLa 细胞对照组迁移率
( 7. 83%，24 h) 的总和，这表明 B［a］P 与 HPV 二
者间存在协同作用。

a．HeLa; b．C33A; c．统计分析图

图 1 不同浓度 B［a］P 对 HeLa和 C33A细胞迁移
的影响( 200×)

Fig．1 Influence of the B［a］P concentration of on the
migration of HeLa and C33A cells ( 200×)

2. 2 细胞侵袭实验
细胞侵袭实验结果如图 2所示，暴露于 B［a］

P 的 HeLa细胞和 C33A 细胞穿膜数量均明显增
加( p＜0. 01) ，且细胞数量随 B［a］P 浓度的升高

而增加。以浓度为 10 μmol /L 的 B［a］P 处理细
胞时，对比穿膜细胞数量发现，HeLa 侵袭细胞数
( 60±12) 显著高于 C33A细胞( 30±6) ( p＜0. 01) ，
表明 B［a］P 对两种宫颈癌细胞的侵袭能力均具
有促进作用，且对 HeLa 细胞的促进作用显著高
于 C33A细胞。此外，HeLa 细胞侵袭数( 60±12)
大于 C33A细胞侵袭数( 30±6) 与 HeLa 对照组细
胞侵袭数( 7±3) 的总和，这进一步说明了 B［a］P
与 HPV可协同促进宫颈癌细胞的侵袭能力，为二
者之间的协同作用提供了直接证据。

a．HeLa; b．C33A; c．统计分析图，

＊＊代表极显著性差异( P＜0. 01)

图 2 不同浓度 B［a］P 对 HeLa和 C33A细胞侵袭
能力的影响( 400×)

Fig．2 Effects of different concentration of B［a］P
on HeLa and C33A cells invasion ( 400×)

2. 3 细胞克隆形成实验
如图 3所示，经 B［a］P 处理后，HeLa 细胞和

C33A细胞的克隆形成率分别为 9. 6% ～45. 0%和
8. 5%～21. 5%，在 1 ～ 200 μmol /L 浓度范围内均
显著高于空白对照组( p＜0. 05) ，说明 B［a］P 对
两种细胞的恶性程度均有促进作用。在各 B［a］
P 浓度下，HeLa细胞的克隆形成率均显著高于相
应处理浓度下的 C33A 细胞 ( p＜0. 05) ; 其中，经
10 μmol /L B［a］P 处理的 HeLa 细胞的克隆形成
率( 43. 3±3. 3%) 大于相同处理浓度下 C33A细胞
的克隆形成率( 21. 5±1. 1%) 与 HeLa 细胞对照组
的克隆形成率( 4. 7±1. 2%) 之和，表明 B［a］P 能
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够与 HPV协同促进宫颈癌细胞的克隆形成能力，
这与划痕实验和侵袭实验的结果完全一致。

a．HeLa; b．C33A; c．统计分析图，* 代表显著性差异
( P＜0. 05) ，＊＊代表极显著性差异( P＜0. 01)

图 3 不同浓度 B［a］P 对 HeLa和 C33A细胞
平板克隆形成的影响

Fig．3 Effects of different concentration of B［a］P
on the colony formation of HeLa and C33A cell

2. 4 HPLC-ESI-MS /MS法测定细胞中 BPDE-N2-
dG的含量
2. 4. 1 定量分析方法学研究
目标化合物 BPDE-N2-dG的二级质谱图如图

4a 所示，图中 m/z 570［M+H］+为分子离子峰，
m/z 454为分子离子失去一分子脱氧核糖后的碎
片离子峰［M－dＲ］+，m/z 303 为分子离子失去鸟
嘌呤后的碎片离子峰［M－dG］+，m/z 285 为 m/z
303脱去一分子水后的碎片离子峰，m/z 257 为
m/z 285脱去一分子一氧化碳后的碎片离子峰;
其中，m/z 454 为主要碎片离子。内标物［13C10，
15N5］-BPDE-N

2-dG的二级质谱图如图 4b 所示，
可以看出内标物的质谱碎裂方式与 BPDE-N2-dG
相同，m/z 464为主要碎片离子。
采用 SＲM模式对目标化合物和内标物进行

监测，分别选取离子通道 m/z 570→454 和 m/z
585→464。空白样品的 SＲM离子流图如图 5a 所
示，未检出 BPDE-N2-dG信号，表明该检测方法和

a．BPDE-N2-dG; b．［13C10，
15N5］-BPDE-N2-dG

图 4 BPDE-N2-dG和［13C10，
15N5］-BPDE-N

2-dG的

二级全扫描质谱图

Fig．4 MS2 Full scan mass spectrum of BPDE-N2-dG and

［13C10，
15N5］-BPDE-N

2-dG

a．空白样品; b．空白加标样品

图 5 空白样品和空白加标样品的 SＲM离子流图
Fig．5 SＲM Ion chromatograms for blank and blank

sample added with BPDE-N2-dG standard

样品前处理过程中不存在 BPDE-N2-dG 污染，对
后续的样品分析无干扰。对 BPDE-N2-dG标准品
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进行检测，所得 SＲM离子流图如图 5b 所示，目标
化合物与内标物的保留时间完全一致，均为 17. 6
min。以上结果表明该方法具有良好的专属性。
梯度稀释 BPDE-N2-dG 标准品，在设定好的

检测条件下，以 3倍信噪比( S /N) 测得 BPDE-N2-
dG的检出限( LOD) 为 3 fmol，以 10 倍 S /N 测得
BPDE-N2-dG 的定量限 ( LOQ ) 为 6 fmol。配制
BPDE-N2-dG浓度为 1 ～ 500 nmol /L 的标准溶液
( 含浓度为 10 nmol /L 的［13C10，

15N5］-BPDE-N
2-

dG内标) ，以 BPDE-N2-dG 和［13C10，
15N5］-BPDE-

N2-dG的浓度比为横坐标，峰面积比为纵坐标，绘
制标准曲线如图 6所示。得到标准曲线的相关系
数为 Ｒ2 = 0. 999 9，表明该方法在 1 ～ 500 nmol /L
范围内线性关系良好，满足定量分析的要求。

图 6 BPDE-N2-dG和［13C10，
15N5］-BPDE-N

2-dG的

SＲM峰面积比对浓度比的标准曲线
Fig．6 Calibration curve of BPDE-N2-dG constructed by
plotting SＲM peak area ratio versus the concentration ratio

between BPDE-N2-dG and［13C10，
15N5］-BPDE-N

2-dG

如表 1所示，本方法的日内准确度和精密度
( n= 6) 分别为 93. 0% ～ 100. 8%和 1. 0% ～ 3. 5%;
日间准确度和精密度 ( n = 18 ) 分别为 92. 9% ～
101. 2%和 0. 4% ～ 1. 8%，表明此方法具有较好的
稳定性和可重复性，满足定量分析要求。将含不
同浓度 BPDE-N2-dG 的空白加标样品经酶解、固
相萃取、浓缩等前处理后，进行定量分析，计算加
表 1 BPDE-N2-dG定量分析方法准确度和

精密度测定结果

Tab．1 Precision and accuracy of the method for
BPDE-N2-dG quantitation

样品浓度 /
( nmol·L－1)

日内准确度和精密度
( n=6)

日间准确度和精密度
( n=18)

均值 /
( nmol·L－1)

ＲSD/
%
准确
度 /%

均值 /
( nmol·L－1)

ＲSD/
%
准确
度 /%

10 9. 3 3. 5 93. 0 9. 3 1. 1 92. 9

100 100. 5 3. 0 100. 5 101. 2 1. 8 101. 2

200 199. 2 1. 7 99. 6 201. 4 1. 0 100. 7

500 504. 1 1. 0 100. 8 505. 1 0. 4 101. 0

标回收率。结果如表 2 所示，该方法的加标回收
率为 99. 7%～105. 1%。
表 2 BPDE-N2-dG定量分析方法的加标回收率测定结果

Tab．2 Ｒecovery of the method for

BPDE-N2-dG quantitation ( n= 3)

加标浓度 / ( nmol·L－1) 检测浓度 / ( nmol·L－1) 回收率 /%

10 10. 5±2. 2 105. 1

100 100. 2±0. 4 100. 2

200 199. 4±1. 4 99. 7

500 499. 3±1. 5 99. 9

2. 4. 2 细胞中 BPDE-N2-dG的定量分析
如图 7a所示，在 1%大鼠肝 S9的体系中，He-

La细胞中生成的 BPDE-N2-dG 为: ( 2 550±187)
fmol /mg DNA( 10 μmol /L B［a］P ) 、( 1 905±79)
fmol /mg DNA ( 100 μmol /L B［a］P ) 和 ( 1 759 ±
174) fmol /mg DNA ( 200 μmol /LB［a］P ) ，其他
B［a］P 浓度实验组和对照组均未检测到目标化
合物;所有浓度 B［a］P 处理的 C33A 细胞中均未
检测到目标化合物。结果表明，HPV 可促进细胞
中 B［a］P 的代谢活化，从而增强 B［a］P 对 DNA
的烷化损伤能力。

* 代表显著性差异( P＜0. 05) ，

＊＊代表极显著性差异( P＜0. 01)

a．不同浓度 B［a］P 与 1% S9处理;

b．不同浓度 B［a］P 与 10% S9处理

图 7 HeLa和 C33A细胞经不同浓度 B［a］P 与

1% S9和 10% S9处理 24 h测得的 BPDE-N2-dG

含量比较

Fig．7 Comparition of BPDE-N2-dG amounts in HeLa
and C33A cells treated with different concentration of

B［a］P for 24 h with 1% S9 and 10% S9

当培养基中的大鼠肝 S9 含量增加至 10%
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时，B［a］P 导致的 DNA 加合物生成量显著高于
1%大鼠肝 S9 的体系，表明 S9 可促进细胞中 B
［a］P 的代谢活化，使 BPDE-N2-dG 的水平升高。
如图 7b所示，在含 10% S9 的体系中，B［a］P 处
理 C33A 细胞中生成的 BPDE-N2-dG 为 ( 1 255±
228) fmol /mg DNA( 10 μmol /L B［a］P ) 、( 1 590±
264) fmol /mg DNA( 100 μmol /L B［a］P) 和( 1 503±
166) fmol /mg DNA( 200 μmol /L B［a］P ) ，其他浓
度实验组和对照组均未检测到目标化合物。相同
条件下，HeLa 细胞中生成的 BPDE-N2-dG 为
( 2 557±102) fmol /mg DNA ( 1 μmol /L B［a］P ) 、
( 4 172±124) fmol /mg DNA( 10 μmol /L B［a］P ) 、
( 3 323±62) fmol /mg DNA( 100 μmol /L B［a］P) 和
( 3 080±49) fmol /mg DNA( 200 μmol /L B［a］P ) ，
最低 B［a］P 浓度实验组( 0. 1 μmol /L) 和对照组
均未检测到目标化合物。当 B［a］P 浓度为 10
μmol /L 时，HeLa 细胞中的 BPDE-N2-dG 水平为
最高;且大于相同浓度 B［a］P 处理后 C33A 细胞
中的加合物含量与对照组 HeLa 细胞中加合物含
量的总和。经不同浓度 B［a］P 处理的 HeLa细胞
中 BPDE-N2-dG的含量呈先升高后下降的趋势，
可能是由于高浓度 B［a］P 对细胞的毒性作用导
致细胞死亡而使测得的 BPDE-N2-dG 水平降低。
以上结果表明，在各 B［a］P 浓度处理组中，HeLa
细胞中的加合物水平均显著高于 C33A 细胞( p＜
0. 01) ，进一步证明了在 HPV 阳性细胞中 B［a］P
更容易代谢活化导致 DNA 损伤生成 BPDE-
N2-dG。

3 结论
本研究对 B［a］P 处理后的人宫颈癌 HeLa细

胞( HPV阳性) 和 C33A 细胞( HPV 阴性) 进行了
研究，分析了 B［a］P 对两种细胞生物学行为的影
响。结果表明，B［a］P 与 HPV 能够协同促进细
胞的克隆形成能力及细胞迁移和侵袭能力，说明

B［a］P 能够与 HPV 协同促进人宫颈癌细胞的恶
化。使用 HPLC-ESI-MS /MS 方法对暴露于不同
浓度 B［a］P 的 HeLa细胞和 C33A细胞中的 DNA
损伤产物 BPDE-N2-dG 进行了分析，建立了具有
高灵敏度、高准确性和高专属性的定量分析方法。
定量分析结果表明，混合功能氧化酶 S9能够明显
促进 B［a］P 的代谢活化，使得 BPDE-N2-dG 的生
成量增加; HPV 能够明显促进 B［a］P 代谢活化

后对 DNA的损伤作用，导致 BPDE-N2-dG 水平显
著升高。
本研究不仅观察到了 B［a］P 和 HPV能够协

同促进肿瘤细胞的恶性程度，而且从分子水平上

确证了二者能够协同导致 DNA 损伤产物 BPDE-
N2-dG水平的升高，从而为深入揭示二者的协同
致癌作用机制提供了有力的实验证据，为 B［a］P
和 HPV相关癌症的防治提供新策略，同时为癌症
病因学研究提供新方法。
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