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摘要：建立了大鼠脑组织中 ’ .羟基 .& .甲基 .&，!，$，* .四氢 .!.咔啉（’ .78.!+8!9）、- .羟色胺（- .8+）和 - .羟吲哚乙酸

（- .8:;;）含量的高效液相色谱 .库仑阵列电 化 学 检 测（8<=9.-9>）方 法。采 用 的 色 谱 柱 为 >0?$’@,#A" 8B C- 柱

（!-" // . */ ’ //，- #/），流动相为缓冲液（*" //’( D = 柠檬酸 0 !" //’( D = 磷酸氢二钠 0 "/ $ //’( D = 乙二胺

四乙酸二钠，E8 */ "）.甲醇（ 体 积 比 为 %) 1 !!）混 合 液，流 速 为 & /= D /02。’ .78.!+8!9、- .8+、- .8:;; 在 &/ " (
-""/ " #3 D = 范围内线性关系良好（ ! 2 "/ ### !），检出限分别 为 "/ -’，"/ !’，"/ -$ #3 D =，日 内 和 日 间 精 密 度（ 以 相 对

标准偏差表示）均低于 ’/ &F，回 收 率 分 别 为 )%/ &F ( #)/ !F，)%/ "F ( #-/ $F，#"/ &F ( #%/ %F。用 该 方 法 检 测 新 生

% 1 的 B> 胎鼠脑内 ’ .78.!+8!9 及 - .8+、- .8:;; 的含量，发现 B> 胎鼠在急性酒精中毒 ) % 后 ’ .78.!+8!9 显

著上升（" 3 "/ "-）；而 - .8+ 和 - .8:;; 的含量有所下降，但无显著性差异。该法简便、稳定、灵敏度高，适用于测定

鼠脑组织中 ’ .78.!+8!9 和 - .8+，- .8:;; 含量的相关研究。

关键词：高效液相色谱；电化学检测；’ .羟基 .& .甲基 .&，!，$，* .四氢 .!.咔啉；- .羟色胺；- .羟吲哚乙酸；鼠脑

中图分类号：7’-), , 文献标识码：;, , 文章编号：&""" .)%&$（!""#）"! ."!&’ ."*, , 栏目类别：研究论文

"#$#%&’()$’*( *+ !!,-.%*/-!"!&#$,-0!"，#，$，%!$#$%),-.%*!!!
1)%2*0’(#，&!,-.%*/-$%-3$)&’(# )(. &!,-.%*/-’(.*0# )1#$’1
)1’. ’( $,# (#*()$)0 %)$ 2%)’(4 54’(6 ,’6, 3#%+*%&)(1#

0’75’. 1,%*&)$*6%)3,-!#0#1$%*1,#&’1)0 .#$#1$’*(

!;7 G0"2，BH I"23，=H;* I6J023，98-* K6,$%"0，>-*L I6(02!

（#$%&&’ &( )*(+ #$*+,$+ -,. /+$%,&’&01，2+*3*,0 4,56*676+ &( /+$%,&’&01，2+*3*,0 !"""#!，8%*,-）

824$%)1$：; ?0/E(, /,5%’1 M"? 1,@,(’E,1 N’# 5%, "2"(A?0? ’N ’.%A1#’OA.&./,5%A(.&，!，$，*.5,5#".
%A1#’.!.$"#4’(02,（’.78.!+8!9），-.%A1#’OA5#AE5"/02,（-.8+）"21 -.%A1#’OA021’(, "$,50$ "$01

（-.8:;;）02 #"5 4#"02 4A %03% E,#N’#/"2$, (0P601 $%#’/"5’3#"E%A M05% ,(,$5#’$%,/0$"( 1,5,$50’2
（8<=9.-9>）) +%, ?,E"#"50’2 ’N 5%, ?"/E(, M"? E,#N’#/,1 ’2 " >0?$’@,#A" 8B C- $’(6/2（!-"
// . */ ’ //，- #/）M05% " /’40(, E%"?, ’N 5%, 46NN,#（*" //’( D = $05#0$ "$01 0 !" //’( D =
*"!8<7* 0 "/ $ //’( D = ->+;!*"，E8 */ "）./,5%"2’(（%)1 !!，@ D @）"5 " N(’M #"5, ’N &/ " /= D /02)
+%, ,(,$5#’$%,/0$"( 1,5,$5’# M"? 9’6("##"A >,5,$5’#.*) +%0? /,5%’1 ?%’M,1 3’’1 (02,"#05A（! 2
"/ ### !）N’# 5%, P6"250N0$"50’2 ’N ’.78.!+8!9，-.8+ "21 -.8:;; 02 5%, $’2$,25#"50’2 #"23, ’N
&/ " 4 -""/ " #3 D =) +%, (0/05? ’N 1,5,$50’2 M,#, "/ -’，"/ !’ "21 "/ -$ #3 D =，#,?E,$50@,(A) +%, #,.
$’@,#0,? ’N ’.78.!+8!9，-.8+ "21 -.8:;; ?E0Q,1 02 #"5 4#"02 ?"/E(,? M,#, )%/ &F 4 #)/ !F，

)%/ "F 4 #-/ $F，#"/ &F 4 #%/ %F，#,?E,$50@,(A，"21 5%, #,("50@, ?5"21"#1 1,@0"50’2? ’N 025#".1"A "21
025,#.1"A 1,5,#/02"50’2? M,#, 4’5% (,?? 5%"2 ’/ &F) :2 $’/E"#0?’2 M05% 5%, $’25#’(，5%, "2"(A?0?
’N "($’%’(.,OE’?,1 2,’2"5"( #"5 4#"02 ?"/E(,? #,@,"(,1 " ?0320N0$"25 10NN,#,2$, 02 5%, (,@,( ’N
’.78.!+8!9（" 3 "/ "-）) +%, /,5%’1 M"? E#’@,1 5’ 4, ?0/E(,，%03%(A ?,2?050@,，"21 $’6(1 4,
"EE(0,1 02 5%, "2"(A?0? ’N ’.78.!+8!9，-.8+ "21 -.8:;; 02 5%, #"5 4#"02)
9#- :*%.4： %03% E,#N’#/"2$, (0P601 $%#’/"5’3#"E%A （ 8<=9 ）； ,(,$5#’$%,/0$"( 1,5,$50’2

（-9>）；’ .%A1#’OA.& ./,5%A(.&，!，$，* .5,5#"%A1#’.!.$"#4’(02,；- .%A1#’OA5#AE5"/02,；- .%A1#’OA.
021’(, "$,50$ "$01；#"5 4#"02



书书书

第 ! 期
毛 " 健，等：鼠脑组织中 #!羟基!$!甲基!$，!，%，&!四氢!!!咔啉及其相关生物胺的

高效液相色谱!电化学检测

" " 四 氢!!!咔 啉 类 物 质（ "#"$%&’($)!!!*%$+),-.#，

/0!1）是哺乳动物体内痕量存在的一类生物碱，作

为外源性 神 经 毒 素 $ !甲 基!& !苯 基!$，!，%，# !四 氢 吡

啶（23/3）的类似物，/0!1 在帕金森病、酒精成瘾

等神 经 疾 病 的 研 究 中 得 到 了 广 泛 的 关 注［$ ’ %］。

# !羟基! $ !甲 基!$，!，%，& !四 氢!!!咔 啉（ # !&’($)4’!
$ !5#"&’,!$，!，%，& !"#"$%&’($)!!!*%$+),-.#， # !60!
2/0!1）存在于哺乳动物的脑组织和尿中，可由中

枢神经递质 ( !羟 色胺（( !0/）与乙醛 发 生 缩 合 反 应

而 形 成（ 见 图 $ ）。 进 一 步 的 实 验 表 明，# !60!

2/0!1 可能是一种神经毒性物质。它能抑制单胺

氧化酶的活性，使大鼠处于过度兴奋状态［&］。在慢

性酒精中毒者的脑内，# !60!2/0!1 的含量明显升

高，而且它 的 合 成 和 代 谢 很 可 能 会 造 成 脑 内 ( !0/
的缺失和 ( !0/ 通 路 的 退 化［(］。而 体 内 ( !0/ 的 浓

度及其 代 谢 的 异 常，往 往 与 一 些 神 经 精 神 疾 病 有

关［#］。因 此，测 定 脑 组 织 中 # !60!2/0!1 及 其 前

体 ( !0/ 以及 ( !0/ 代谢物 ( !羟吲哚乙酸（( !0788）

的含量可以 为 研 究 酒 精 的 神 经 毒 性 机 理 提 供 科 学

依据。

图 !" # !"#!$%#!& 的生物合成途径

’()* !" +,-./01(1 23 # !"#!$%#!& 4(./ $ !#% 5-6 570.5860/,60

" " 生物 体 内 ( !0/ 的 测 定 方 法 已 有 多 种［)，*］。食

品及 哺 乳 动 物 体 液 中 /0!1 的 分 离 测 定 多 采 用 气

相色谱!质谱联用、高效液相色谱!质谱联用（0391!
2:）、高效液相色谱!荧光检测 等 方 法［+ ’ $$］，但 是 存

在费用较高、检测耗时等缺点。高效液相色谱!电化

学检测（0391!;1<）由于其高选择性和高灵敏度，

已广泛应用于单胺类神经递质等具有电化学活性物

质的 检 测［$!］，但 是 目 前 应 用 0391!;1< 检 测 脑 组

织中 /0!1 的报道较少。

" " 本实验以五氟苯基柱为分离柱，运用美国 ;:8
公司的高效液 相 色 谱!库 仑 阵 列 电 化 学 检 测 器 体 系

建立了 检 测 鼠 脑 组 织 中 # !60!2/0!1 及 ( !0/、( !
0788 的方法，并 测 定 了 正 常 胎 鼠 和 酒 精 处 理 胎 鼠

脑组织中上述 % 种物质的含量，以了解急性酒精中

毒后脑 组 织 中 # !60!2/0!1 的 含 量 变 化 及 ( !0/
的代谢情况。

!" 实验部分

! * !" 实验仪器

" " 美国 ;:8 公司高效液相色谱仪，包括 (*! 型恒

压微流活塞泵、(&! 型 *# 孔自动进样器、;:8 2)(#,
#!$, 四通道电极、(#,,8 型库仑阵列检测器及配套

色谱工作站；大连依利特公司在线脱气机（<=!%, !!
型）；美国 2-,,->)$# 公司 2-,,-!? 纯水器等。

! * %" 药品及试剂

" " ( !0/、( !0788、!，% !二羟基苯甲酸（!，% !<0@8）

标准品购自 :-A5% 公司；柠檬酸、磷酸二氢钠、乙二

胺四乙酸二 钠（;</8）、高 氯 酸、焦 亚 硫 酸 钠、无 水

乙醇、氯化钠等其他试剂均为分析纯，购自北京化学

试剂公司；甲醇为色谱纯，购自 B-C&#$ 公司；实验用

水为 2-,,-!? 纯水器所制的三蒸水。

" " 标准品 # !60!2/0!1 的合成及提纯 方 法 参 照

文献［&］进行，质谱鉴定结果与该文献相同。

! * &" 色谱条件

" " 分 析 柱：<-C*)D#$’" 0: B( 柱（!(, 55 - &. #
55，( #5）；流 动 相：缓 冲 液!甲 醇（ 体 积 比 为 )* /
!!），其中缓冲液由 &, 55), E 9 柠檬酸、!, 55), E 9
磷酸氢 二 钠、,. % 55), E 9 ;</8 组 成，>0 &. ,；流

速：$ 59 E 5-.；柱 温：%, F；进 样 量：&, #9；检 测 电

势：根据各标准物质的伏安曲线设置 & 通道工作电

势，分别为 ’ (,，(,，!)(，&(, 5G，以 !)( 5G 为检测

电势主通道。

! * ’" 标准溶液的制备

" " 准确称量 # !60!2/0!1、( !0/、( !0788 及内标

!，% !<0@8 各 ( 5A，用流动相溶解制成质量浓度为

$ A E 9 的标准储备液，分装并保存于 ’ !, F冰箱中。

在测定时取 分 装 的 标 准 储 备 液 当 日 稀 释 成 所 需 浓

度，混合 标 准 溶 液 的 质 量 浓 度 梯 度 为 (,,，$,,，(,，

$,，(，$ #A E 9，内标的质量浓度为 !, #A E 9。

! * $" 胎鼠脑组织样品的处理

" " 取出生后 ) ( 的 :< 大鼠 $* 只，分为酒精染毒

组和盐水对照组，每组 + 只。酒精染毒组参照文献

［$%］按 ( A E HA 的 剂 量 皮 下 注 射 !,I 的 酒 精，盐 水

对照组注射等体 积 的 生 理 盐 水。注 射 后 * & 断 头，

迅速取出鼠脑并立即置于液氮中深冻，固化后称重，

每 $,, 5A 脑组织中加入预冷的 ,. & 5), E 9 高氯酸

,. & 59（ 含内标 !, #A E 9，并 含 焦 亚 硫 酸 钠 , J ,&I
和 ;</8 , J ,&I），冰浴下快速匀浆，& F下以$) ,,,

·)$!·
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! " #$%（#$ %%% &）速率离心 !% #$%。上清液用 %& !!
!# 针头过滤 器 过 滤，滤 液 分 装 后 检 测 或 避 光 贮 存

于 ’ (% ’下待测。

!" 结果与讨论

! ! #" 色谱行为

) ) 在本文的色谱条件下，混合标准溶液中的 * 种

物 质 $ ()*、内 标 !，+ ( +),-、, (.)(/*)"0 及 $ (

)1-- 都能达到基线分离，峰形对称，分离效果较好

（ 见图 ! (2）。$ ()*、内标 !，+ (+),-、, (.)(/*)"0
及 $ ()1-- 的 保 留 时 间 约 为 ##& +，#+& %，#$& % 及

#,& - #$%，!% #$% 内即可完成一次样本的分离。由

于鼠脑组织中存在待检测的 + 种物质，故没有空白

样本。胎鼠脑 样 的 色 谱 图 见 图 ! (3，鼠 脑 组 织 中 无

内源性杂质干扰，表明本文所建立的方法能有效、快

速地完成对目标物质的分离分析。

图 !" （"）混合标准溶液和（#）鼠脑组织样品的色谱图

$%&! !" ’()*+",*&)"+- *.（"）+%/01 -,"21")1 -*34,%*2 "21（#）" 20*2","3 )", #)"%2 -"+530
# 4 $ ()*；! 4 !，+ (+),-；+ 4 , (.)(/*)"0；* 4 $ ()1--4

! ! !" 线性关系及检出限

) ) 测定当日配制的混合标准溶液，以目标组分的

峰面积与内标峰面积的比值（!）对目标组分的质量

浓度（"，!& " 5）进 行 线 性 回 归，得 到 回 归 方 程 及 相

关系数，结果 见 表 #。由 表 # 可 见：+ 种 物 质 在 #& %
. $%%& % !& " 5 范围内均有很好的线性关系；以信噪

比（ # $ %）为 + 计算检出限，, (.)(/*)"0、$ ()*、$ (
)1-- 的检出限分别为 %& $,，%& !, 和 %& $+ !& " 5。

表 #" $ 种目标组分的线性范围、回归方程、相关系数及检出限

6"#30 #" 7%20") )"2&0-，)0&)0--%*2 084",%*2-，9*))03",%*2 9*0..%9%02,-（ !）"21 3%+%,- *. 10,09,%*2 *. ,(0 ,()00 9*+5*202,-

06#76%8%9 5$%82! !2%&8 "（!& " 5） :8&!8;;$6% 8<=29$6%! & 5$#$9 6> ?898@9$6% "（!& " 5）

, (.)(/*)"0 # 4 % ’ $%% 4 % ! / % 4 %+-#" 0 % 4 %!%! % 4 ---* % 4 $,
$ ()* # 4 % ’ $%% 4 % ! / % 4 %"-"" ’ % 4 %"(, % 4 ---- % 4 !,
$ ()1-- # 4 % ’ $%% 4 % ! / % 4 %+"*" 0 % 4 %+#, % 4 ---! % 4 $+

! !：782A 2!82 !29$6 6> 92!&89 @6#76%8%9 2%? $%98!%2B ;92%?2!?；"：#2;; @6%@8%9!29$6%，!& " 54

! ! $" 精密度及回收率

) ) 配制 $，#%，#%% !& " 5 低、中、高 + 个浓度水平的

混合标准溶液，分别做方法的精密度考察。日内进

行 $ 组平行实验，计算日内精密度，每份样品连续测

定 + ?，计算日间精密度，结果见表 !。

) ) 取鼠脑组织匀浆后的样品平行分配成两批，每

批为 #$ 份。其中一批中加入 , (.)(/*)"0、$ ()*、

$ ()1-- 混合标准溶液，另 一 批 中 不 加 标 准 溶 液；按

本文建立的方法进行提取和测定，计算加标回收率，

结果见表 +。

表 !" 方法的精密度

6"#30 !" :)09%-%*2- *. ,(0 +0,(*1

06#76%8%9 C7$A8? "（!& " 5）
D6=%? "（!& " 5）

# ? ! ? + ?
:C+ " E

$%9!2(?2F（’ / $） $%98!(?2F（’ / +）

, (.)(/*)"0 $ 4 % * 4 -+ * 4 (" * 4 ,% * 4 ( $ 4 ,
#% 4 % #% 4 #% - 4 (" - 4 "! + 4 * + 4 -

#%% 4 % -" 4 $- -, 4 (- -* 4 ,, * 4 " $ 4 !
$ ()* $ 4 % * 4 "# * 4 -+ * 4 (# * 4 - $ 4 !

#% 4 % #% 4 #( - 4 -+ - 4 "# + 4 $ * 4 +
#%% 4 % -, 4 $$ -* 4 $( -! 4 "* + 4 $ * 4 -

$ ()1-- $ 4 % $ 4 %" $ 4 #% * 4 $, * 4 , , 4 #
#% 4 % - 4 -" - 4 "* - 4 "# * 4 ! * 4 (

#%% 4 % -- 4 "# -" 4 +" -" 4 #- * 4 + $ 4 "

·(#!·
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表 !" 鼠脑组织中添加的 ! 种目标物的回收率（! # $）

!"#$% !" &’()%* +%,-.%+(%/ -0 12% 12+%% ,-3’-4%41/
/’()%* (4 " +"1 #+"(4 /"3’$%（! # $）

"#$%#&’&(
)**’* +

（!, + -）

.#/&* +
（!, + -）

0’1#2’34 + 5
（$’6& ’ 78）

# !9:!;<:"" ( % = %! )

* = ( + = ,- -$ = ! ’ & = $

$( = ( $! = #- -% = # ’ $ = +

$(( = ( -, = ,% -* = * ’ ! = +

* !:< ( $$* = *# )

* = ( $!( = (+ -( = % ’ % = %

$( = ( $!& = -* -& = ( ’ $ = %

$(( = ( !(, = +# -% = ! ’ $ = *

* !:>)) ( !&- = -* )

* = ( !*& = *, -! = # ’ ! = *

$( = ( !*- = ** -# = ( ’ $ = +

$(( = ( %&& = #( -& = + ’ $ = #

% 5 &" 胎鼠脑中 ! 种物质含量的测定

" " 新 生 + * 的 78 胎 鼠 脑 组 织 样 品 经 处 理 后，采

用本文 方 法 测 定 其 中 的 # !9:!;<:""、* !:< 及 * !
:>)) 的含量。数据统计分析后的结果（ 见表 &）表

明，与盐水对照组相比，酒精处理 , ? 后胎鼠脑内 * !
:< 和 * !:>)) 的含 量 分 别 下 降 了 $$. +5 和 #. -5，

但并无显著性差异；而脑组织中 # !9:!;<:"" 的含

量在酒精处理 , ? 后显著上升（! / (. (*）。

表 &" 胎鼠脑中 ’ 67869!8!: 及 $ 68!、$ 68;<< 的含量（! # (）

!"#$% &" :-4,%41+"1(-4/ -0 ’ 67869!8!:，$ 68! "4* $ 68;<<
(4 12% #+"(4 -0 4%-4"1"$ +"1（! # (） &, + ,

@3#/%
# !9:!;<:""

（$’6& ’ 78）

* !:<
（$’6& ’ 78）

* !:>))
（$’6& ’ 78）

"#&(3#A % = !, ’ $ = !% $!& = (, ’ %& = %* !*% = %( ’ && = !&
B(?6&#A!(3’6(’* * = ,* ’ $ = ,%! $(- = *$ ’ &- = ($ !%* = +% ’ #$ = $$

!! / (. (*，C& 1#$%63CD#& EC(? (?’ 1#&(3#A=

% 5 $" 讨论

" " 实验中所用的库仑阵列电化学检测器拥有多通

道电极，可通过使用多通道电势来排除干扰，协助分

析［$&］，因此该方法具有选择性好、灵敏度高的优点。

以往对单胺类递质的分离多采用反相离子对色谱方

法，但是常出现保留时间不稳、气泡干扰检测及影响

分析柱寿命的问题。本文采用五氟苯基柱分离目标

物质，可以避免在流动相中添加离子对试剂，使得每

次分离都具有较好的重复性。流动相及样品蛋白沉

淀液中加入适量的乙二胺四乙酸二钠，能够配合痕

量的金属离子，起到了稳定基线及降低噪声的作用。

同时，在高氯酸中加入适量的焦亚硫酸钠，可以避免

待测组分在样品处理时被氧化的问题；另外，本文方

法可免除样品的纯化富集过程，使得预处理过程简

单快速，提高了回收率。

" " 乙醇很容易透过血脑屏障、胎盘屏障，是常见的

神经毒性物质。在脑组织中，乙醇的代谢产物乙醛

或其他醛类能与儿茶酚胺、吲哚胺发生非酶或酶催

化反应，生 成 四 氢 异 喹 啉、四 氢!!!咔 啉 等 生 物 碱。

这些生物碱的生成和代谢可能与帕金森症、酒精中

毒等神经疾病的发病有关［$* ) $,］。在 胎 鼠 急 性 酒 精

中毒数小时 内，其 脑 组 织 中 的 乙 醛 浓 度 升 高，使 得

# !9:!;<:"" 的生 成 显 著 增 强。该 过 程 可 能 干 扰

了 * !:< 的正 常 代 谢 并 引 起 * !:< 的 部 分 缺 失。# !
9:!;<:"" 在胎鼠脑内的积累和进一步的代谢，是

否会损 伤 发 育 中 的 * !:< 能 神 经 元，还 有 待 于 进 一

步的研究。

!" 结论

" " 采用本文所述的条件，建立了一套能快速测定大

鼠脑组织样本中 #!9:!;<:"" 及 *!:<、*!:>)) 含

量的 :F-"!B"8 方法。通过线性关系、精密度、回收

率的考察及胎鼠脑组织的测定，证明该方法简便稳

定，灵 敏 度 高，选 择 性 好，为 研 究 脑 组 织 中 #!9:!
;<:"" 的生成与代谢情况提供了良好的基础。
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