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　　［摘要］　目的　比较高效液相色谱（ＨＰＬＣ）紫外光（ＵＶ）、ＨＰＬＣ荧光（ＦＬＤ）和 ＨＰＬＣ质谱（ＭＳ）３种检测方法

测定小鼠不同脑组织中单胺类神经递质含量的优劣性，并应用最优方法测定血管性抑郁小鼠不同脑组织中单胺类神经

递质的含量。方法　分别采用ＨＰＬＣ仪器搭配ＵＶ、ＦＬＤ和ＭＳ检测器建立小鼠不同脑组织中多巴胺（ＤＡ）、去甲肾

上腺素（ＮＥ）和５羟色胺（５ＨＴ）的含量测定方法，并进行系统的方法学验证，采用ＨＰＬＣＦＬＤ法对血管性抑郁小鼠不

同脑组织中单胺类神经递质ＤＡ、ＮＥ和５ＨＴ含量进行测定。结果　ＨＰＬＣＵＶ法的定量限分别为ＤＡ１０３．５ｎｇ／ｍＬ、

ＮＥ１０７．５ｎｇ／ｍＬ、５ＨＴ９３．６ｎｇ／ｍＬ；ＨＰＬＣＦＬＤ法的定量限分别为 ＤＡ１０．３５ｎｇ／ｍＬ、ＮＥ１０．７５ｎｇ／ｍＬ、５ＨＴ

９．３６ｎｇ／ｍＬ；ＨＰＬＣＭＳ法的定量限分别为ＤＡ１０．３５ｎｇ／ｍＬ、ＮＥ３２．２５ｎｇ／ｍＬ、５ＨＴ９．３６ｎｇ／ｍＬ。ＨＰＬＣＦＬＤ和

ＨＰＬＣＭＳ法对ＤＡ和５ＨＴ的测定优于ＨＰＬＣＵＶ法，ＨＰＬＣＦＬＤ法对于ＮＥ的测定优于ＨＰＬＣＭＳ法，而ＨＰＬＣＭＳ法

存在较强的基质效应。ＨＰＬＣＦＬＤ法检测结果示血管性抑郁小鼠海马组织中ＤＡ含量最低，大脑皮质中５ＨＴ含量最低，

而不同脑组织中ＮＥ含量没有明显差别。结论　与ＨＰＬＣＵＶ法和ＨＰＬＣＭＳ法相比，ＨＰＬＣＦＬＤ法更适用于小鼠脑组

织中单胺类神经递质（ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ）的含量测定。ＤＡ和５ＨＴ可以用作血管性抑郁症疾病的诊断标志物。
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　　多巴胺（ＤＡ）、去甲肾上腺素（ＮＥ）和５羟色胺

（５ＨＴ）是中枢神经调节系统中最重要的神经递质，

它们在维持、调节神经系统和各器官的功能中发挥

着重要作用［１４］。研究发现，一些重要的疾病与神经

递质含量的变化关系密切，如帕金森病是一种神经

退行性疾病，与脑内ＤＡ含量的变化密切相关
［５７］。

血管性抑郁是老年迟发性抑郁症的一种主要类型，

与脑血管疾病及其危险因素相关［８］。近年研究显示

一些炎症细胞因子可导致５ＨＴ含量下降、色氨酸代

谢物的毒性增加，并促使海马神经元坏死和凋亡，导

致了抑郁症的发生和认知功能障碍［９１０］。因此有必要

建立一种灵敏的单胺类神经递质含量测定方法，用于

体液中单胺类神经递质的含量测定和疾病诊断。

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、气相色谱（ＧＣ）和毛细管

电泳（ＣＥ）均可用于生物样品中神经递质的检测。其

中ＨＰＬＣ仪器较为常见，且可以搭配紫外（ＵＶ）、荧光

（ＦＬＤ）、质谱（ＭＳ）以及电化学（ＥＣＤ）等不同的检测器

进行检测。然而这些检测器都有其局限性和缺点，其

中ＵＶ检测器不够灵敏；ＥＣＤ受流动相的组成限制，

且缺乏重现性；ＭＳ分析生物样品时，干扰峰常常发生

在低质荷比区域，导致灵敏度和特异性较差。因此，

对生物样品中的神经递质进行准确测定仍面临着很

多挑战。

本研究拟分别采用ＵＶ、ＦＬＤ和 ＭＳ检测器建

立小鼠不同脑组织中单胺类神经递质ＤＡ、ＮＥ和

５ＨＴ的含量测定方法，并进行方法比较，然后将最

优方法应用于血管性抑郁小鼠不同脑组织中单胺类

神经递质的含量测定。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂　ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ和吡嗪酰胺（纯

度均＞９８％；美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。甲醇、乙腈

（色谱纯；美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；甲酸、乙酸（色谱

纯；美国Ｔｅｄｉａ公司）；生理盐水、醋酸钠、乙二胺四

乙酸二钠（ＥＤＴＡ２Ｎａ）及高氯酸（国药集团化学试

剂有限公司）；纯水采用 ＭｉｌｌｉＱ 系统制备（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．２　仪器与检测条件　采用Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高

效液相色谱系统（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）行色谱分析，

包括二元泵、在线脱气机、自动进样系统和柱温箱。

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱柱，柱温

３０℃，ＵＶ检测波长为２５４ｎｍ，流动相为水（含

０．１％甲 酸）∶ 甲 醇 （９３∶７，犞／犞），流 速 为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进 样 量 为 ２０ μＬ。ＦＬＤ 检 测 器

（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ 系列荧光检测器）发射波长为

２９０ｎｍ、激发波长为３３０ｎｍ，流动相为乙酸溶液

（ｐＨ５．１，含有０．１ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠及０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ２Ｎａ）∶ 甲 醇 （９３∶７，犞／犞），流 速 为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０μＬ。ＭＳ检测器（Ａｇｉｌｅｎｔ

１１００系列质谱检测器）采用ＥＳＩ源、ＳＩＭ检测方法、

正离子检测模式，毛细管电压为３．５ｋＶ，雾化气压

力为 ３５ｐｓｉｇ（２４１．３ｋＰａ），干 燥 气 体 流 速 为

９Ｌ／ｍｉｎ，气体温度为３５０℃。ＤＡ、ＮＥ和５ＨＴ的

检 测 离 子 为 犿／狕 １５４、１７０ 和 １７７，流 速 为

０．８ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２μＬ。

１．３　标准溶液与质控样品的制备　分别称取适量

ＤＡ、ＮＥ和５ＨＴ于离心管中，加入２％高氯酸溶液，

制得浓度分别为１．０３５、１．０７５和０．９３６ｍｇ／ｍＬ的溶

液。称取适量吡嗪酰胺于１．５ｍＬ离心管中，加入

甲醇，配制浓度为２．２３８ｍｇ／ｍＬ的溶液。用２％高

氯酸溶液对上述溶液进行逐级稀释，配制一系列标

准曲线溶液用于含量测定；其中分别为ＵＶ法（ＤＡ：

１０３．５～４１４０ｎｇ／ｍＬ，ＮＥ：１０７．５～４３００ｎｇ／ｍＬ，

５ＨＴ：９３．６～３７４０ｎｇ／ｍＬ）、ＦＬＤ法（ＤＡ：１０．３５～

４１４ｎｇ／ｍＬ，ＮＥ：１０．７５～４３０ ｎｇ／ｍＬ，５ＨＴ：

９．３６～３７４ ｎｇ／ｍＬ）、ＭＳ 法 （ＤＡ：１０．３５ ～

４１４ｎｇ／ｍＬ，ＮＥ：３２．２５～１２９０ｎｇ／ｍＬ，５ＨＴ：９．３６～

３７４ｎｇ／ｍＬ，内标吡嗪酰胺浓度为２２．３８ｎｇ／ｍＬ）。

采用上述相同方法分别制备质控样品溶液。

１．４　实验动物分组及血管性抑郁模型构建　２０只

ＣＤ１雄性小鼠，体质量２５～３０ｇ，购自上海斯莱克实

验动物有限责任公司［ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５］。小鼠随
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机分为实验组（狀＝１０）和假手术组（狀＝１０），常规饲养

１周。实验组小鼠根据文献［９］的方法构建血管性抑

郁模型，小鼠经腹腔注射３％水合氯醛（０．１ｍＬ／１０ｇ

小鼠体质量），麻醉成功后，取仰卧位，门齿及四肢固

定，剪开颈前皮肤及筋膜，在气管两侧分别分离出左

右颈动脉，使用小号动脉夹阻断双侧颈动脉供血

５ｍｉｎ后，松开动脉夹恢复供血１０ｍｉｎ，再次阻断供血

５ｍｉｎ后移除动脉夹。假手术组除不阻断颈动脉供血

外，其余手术操作与实验组相同。术后第８天通过悬

尾实验、旷场实验进行小鼠抑郁行为检测［１１１２］，发现

实验组小鼠较假手术组悬尾不动时间显著增长、旷场

运动总路程短、中央区活动时间长，表明动物模型构

建成功。

１．５　样品处理　小鼠断头，将脑取出，使用冰冷的

生理盐水溶液洗涤。分离海马、皮层及纹状体。组

织称量并加入３倍体积的生理盐水，然后进行匀浆

处理。取５０μＬ匀浆后的溶液加入到１．５ｍＬ离心

管中，然后加入１００μＬ４％的高氯酸溶液，涡旋

３０ｓ，于４℃、９６００×犵条件下离心１０ｍｉｎ，取上清

液进样分析。

１．６　方法学验证　方法学验证主要包括线性、检测

限（ＬＯＤ）、定量限（ＬＯＱ）、重复性、回收率及稳定性。

以待测化合物的峰面积与内标峰面积之比对应浓度

绘制校正曲线图，采用最小二乘法计算线性回归方程

的斜率、截距、相关系数。最低定量限（ＬＬＯＱ）和最低

检测限（ＬＬＯＤ）的确定方法为待测物信噪比的比例分

别为１０和３。将低、中、高３组质控样品在１ｄ内分别

进样分析５次，计算日内准确度和精密度；将低、中、

高３组质控样品在连续３ｄ内每天进样分析，计算日

间准确度和精密度。提取回收率为含有已知各神经

递质浓度的样品的峰面积除以空白匀浆样品经前处

理后加入同等浓度的药物的峰面积的比值。基质效

应为加入一定浓度药物的经前处理后的空白匀浆样

品的峰面积除以相应浓度标准溶液的峰面积的比值。

样品稳定性通过计算不同条件下３组质控样品进样

峰面积的相对标准偏差（狀＝３）所得，包括短期稳定性

（室温放置６ｈ）、长期稳定性（－４０℃放置３０ｄ）、３次

冻融循环（－４０℃）。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据

分析，以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结果和讨论

２．１　分析方法

２．１．１　色谱条件的考察　单胺类神经递质的极性

较强。如果采用水作为流动相进行洗脱，则它们在

反相色谱柱上的保留比较弱，因此需要加入适量的

有机溶剂进行洗脱。本研究在行ＵＶ检测时考察了

不同比例的水和甲醇作为流动相（５０∶５０、６０∶４０、

７０∶３０、８５∶１５、９０∶１０、９２∶８、９３∶７、９５∶５），结果

发现随着甲醇比例的增加，ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ的保留时

间均显著缩短，甚至出现峰重叠。故最终选择水（含

有０．１％醋酸）∶甲醇（９３∶７，犞／犞）作为流动相。

２．１．２　小鼠脑组织中单胺类神经递质提取方法的

考察　研究分别考察了蛋白质沉淀法和液液萃取法

对脑组织中３种单胺类神经递质的提取效率，结果

表明，乙酸乙酯和正丁基醇两种试剂的提取效率和

回收率较差，不能满足生物定量分析的要求。随后

又考察了三氯乙酸和高氯酸作为蛋白质沉淀试剂的

提取效率，结果表明高氯酸的提取回收率高于三氯

乙酸，且随着高氯酸浓度的增加提取效率增加。故

最终采用４％高氯酸用作蛋白质沉淀试剂提取脑组

织中单胺类神经递质。

２．２　方法学验证

２．２．１　线性和检测限　标准混合样品和脑组织样

本的ＨＰＬＣＵＶ、ＨＰＬＣＦＬＤ和ＨＰＬＣＭＳ法检测

的典型色谱如图１所示，可见ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ３种成

分在１０ｍｉｎ内都可以实现明显分离。

图１　标准混合样品（左侧）和脑组织样本（右侧）的犎犘犔犆

犝犞（犃）、犎犘犔犆犉犔犇（犅）和犎犘犔犆犕犛（犆）法检测的典型色谱

犉犻犵１　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱犿犻狓狋狌狉犲

（犾犲犳狋）犪狀犱犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊犪犿狆犾犲（狉犻犵犺狋）狅犳狀犲狌狉狅狋狉犪狀狊犿犻狋狋犲狉狊犫狔

犎犘犔犆犝犞（犃），犎犘犔犆犉犔犇（犅）犪狀犱犎犘犔犆犕犛（犆）

１：Ｄｏｐａｍｉｎｅ；２：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；３：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ；４：

Ｐｙｒａｚｉｎａｍｉｄｅ．ＨＰＬＣ：Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；

ＵＶ： Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ； ＦＬＤ： Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ； ＭＳ： Ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　ＨＰＬＣＵＶ、ＨＰＬＣＦＬＤ和 ＨＰＬＣＭＳ法测定

ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ３种成分所得的线性方程如表１所示，

３种方法线性关系均良好（狉＞０．９９），其中ＨＰＬＣＦＬＤ

法最灵敏，而ＨＰＬＣＵＶ法的检测限较低。
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表１　犎犘犔犆犝犞、犎犘犔犆犉犔犇和犎犘犔犆犕犛测定方法的线性、定量限及检测限

犜犪犫１　犔犻狀犲犪狉狉犪狀犵犲，犾犻犿犻狋狅犳狇狌犪狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犾犻犿犻狋狅犳犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犎犘犔犆犝犞，犎犘犔犆犉犔犪狀犱犎犘犔犆犕犛

狀＝５

Ｍｅｔｈｏｄ
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（狉）
ＬＯＱ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＬＯＤ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＨＰＬＣＵＶ

　ＤＡ 犢＝１．２６９０犡－０．００９２ １０３．５４１４０ ０．９９９２ １０３．５ ６２．２

　ＮＥ 犢＝３．４９２７犡－０．００３７ １０７．５４３００ ０．９９９７ １０７．５ ６８．４

　５ＨＴ 犢＝５．５５２７犡－０．０１９８ ９３．６３７４０ ０．９９９８ ９３．６ ５３．１

ＨＰＬＣＦＬＤ

　ＤＡ 犢＝０．０３７５犡＋０．０１９４ １０．３５４１４ ０．９９９９ １０．３５ ６．１２

　ＮＥ 犢＝０．０２２７犡－０．０３２８ １０．７５４３０ ０．９９９５ １０．７５ ６．２５

　５ＨＴ 犢＝０．４０７９犡－０．６６１２ ９．３６３７４ ０．９９９７ ９．３６ ６．０７

ＨＰＬＣＭＳ

　ＤＡ 犢＝０．０５３８犡＋０．０３６５ １０．３５４１４ ０．９９８７ １０．３５ ５．２７

　ＮＥ 犢＝０．０４７６犡＋０．０１５５ ３２．２５１２９０ ０．９９９５ ３２．２５ １８．９６

　５ＨＴ 犢＝０．０４５６犡＋０．０１８４ ９．３６３７４ ０．９９９４ ９．３６ ６．９２

　　ＨＰＬＣ：Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＵＶ：Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ；ＦＬＤ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ；ＭＳ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ＤＡ：

Ｄｏｐａｍｉｎｅ；ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ；ＬＯＱ：Ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔｙ；ＬＯＤ：Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．２．２　准确度和精密度　日内和日间准确度及精

密度如表２所示，ＨＰＬＣＵＶ和ＨＰＬＣＦＬＤ法具有

较好的准确度和精密度，ＨＰＬＣＭＳ法的准确度和

精密度较差。３种方法中，ＨＰＬＣＵＶ法的准确度

和精密度最高，ＨＰＬＣＦＬＤ法次之，ＨＰＬＣＭＳ法

最差。

表２　日内及日间精密度和准确度

犜犪犫２　犐狀狋狉犪犱犪狔犪狀犱犻狀狋犲狉犱犪狔狆狉犲犮犻狊犻狅狀犪狀犱犪犮犮狌狉犪犮狔

Ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

Ｉｎｔｒａｄａｙ狀＝５

Ａｃｃｕｒａｃｙ（％） ＲＳＤ（％）

Ｉｎｔｅｒｄａｙ狀＝３

Ａｃｃｕｒａｃｙ（％） ＲＳＤ（％）

ＨＰＬＣＵＶ

　ＤＡ ２０７ ９９．０９ ６．９５ ８７．５ ４．３６

１０３５ ９７．８０ ４．０８ ８５．５ ５．３６

２０７０ １０４．８６ １．８４ ９７．１ １．７７

　ＮＥ ２１５ ９４．８９ ９．５１ ８９．７ ６．６１

１０７５ １０６．６０ １．４６ ８５．４ ５．０５

２１５０ １０４．９０ １．８２ ９９．２ ３．０７

　５ＨＴ １８７．２ １０３．７６ ７．７２ ９４．０ ６．６１

９３６ １０１．８９ ４．３３ １０２．６ ２．５０

１８７２ １０２．９０ ２．１７ ９８．８ ４．２５

ＨＰＬＣＦＬＤ

　ＤＡ ２０．７０ ８８．８９ ９．０３ ９３．６ ９．２５

１０３．５ １０７．８８ ７．２１ ９２．１ ５．５７

２０７．０ １１０．０５ ５．９０ １０６．５ ５．７９

　ＮＥ ２１．５０ ９８．５０ ９．５１ ８７．０ ２．５１

１０７．５ １０２．２０ １．４６ ８９．９ ４．８８

２１５．０ １０６．３３ １．８２ ９２．３ １．６４

　５ＨＴ １８．７２ １０３．６１ ７．７２ １０９．６ ６．７４

９３．６０ １０８．０６ ４．３３ ８９．９ ４．４７

１８７．２ １０２．０２ ２．１７ ９５．６ ３．９４

ＨＰＬＣＭＳ

　ＤＡ ２０．７０ ９３．３４ １４．５５ １０９．２４ １３．８３

１０３．５ １０４．２５ １０．５８ １１７．５２ １３．０８

２０７．０ １１３．８２ ６．５９ １２１．４５ ６．７４

　ＮＥ ２１．５０ ９４．５０ １２．６３ ８７．０ ９．５１

１０７．５ ８８．２０ １２．１８ ８９．９ ４．８８

２１５．０ ８７．３３ ４．８４ ７９．３ ６．６４

　５ＨＴ １８．７２ １０３．６１ １３．４８ １０９．６ １０．９４

９３．６０ １１０．０６ ６．０２ ８９．９ ４．４７

１８７．２ １０９．０２ ５．０７ ９６．６ ６．７４

　　ＨＰＬＣ：Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＵＶ：Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ；ＦＬＤ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ；ＭＳ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＤＡ：Ｄｏｐａｍｉｎｅ；ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ

２．２．３　基质效应和提取回收率　待测成分的基质

效应和提取回收率如表３所示。ＨＰＬＣＵＶ法的提

取回收率最高，ＨＰＬＣＦＬＤ法次之，而 ＨＰＬＣＭＳ

法的提取回收率最低。所有成分的提取回收率均超

过８５％，并且不同浓度之间无明显差异。待测成分

的基质效应超过１０％，无明显基质效应存在。

·４７１１·
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表３　３种单胺类神经递质在小鼠脑组织中的提取回收率

犜犪犫３　犚犲犮狅狏犲狉犻犲狊狅犳狋犺狉犲犲犿狅狀狅犪犿犻狀犲狀犲狌狉狅狋狉犪狀狊犿犻狋狋犲狉狊

犻狀犿犻犮犲犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊

狀＝５

Ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ

（％）

ＨＰＬＣＵＶ

　ＤＡ ２０７ ９７．３７

１０３５ ９１．６８

２０７０ ９９．９０

　ＮＥ ２１５ ９６．９２

１０７５ ９６．７４

２１５０ ９７．３４

　５ＨＴ １８７．２ １０２．０９

９３６ １０３．４３

１８７２ １０４．６５

ＨＰＬＣＦＬＤ

　ＤＡ ２０．７０ １０８．１２

１０３．５ １０７．０８

２０７．０ ９７．８３

　ＮＥ ２１．５０ ９２．２７

１０７．５ ９６．１１

２１５．０ １０２．９２

　５ＨＴ １８．７２ ９６．２６

９３．６０ ９４．０３

１８７．２ １０３．４７

ＨＰＬＣＭＳ

　ＤＡ ２０．７０ ９４．９０ ７４．８９

１０３．５ １０１．４８ ８５．１９

２０７．０ １１０．１８ ７９．６２

　ＮＥ ２１．５０ ８８．６８ ６１．３５

１０７．５ ９５．８０ ７４．６６

２１５．０ ９０．３８ ７５．０９

　５ＨＴ １８．７２ １１２．９５ ７２．１５

９３．６０ ９５．１２ ８３．００

１８７．２ ９２．８７ ８８．８１

　 　 ＨＰＬＣ： Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ＵＶ：

Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ；ＦＬＤ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ；ＭＳ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；

ＤＡ：Ｄｏｐａｍｉｎｅ；ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ

２．２．４　稳定性　所有样品稳定性于８５．０％～

１０３．０％，不同条件下样品稳定性良好。

２．３　３种方法检测不同脑组织中单胺类神经递质

含量的比较　样品测定结果如表４所示，不同脑组

织中的ＤＡ、ＮＥ、５ＨＴ含量都可以采用ＨＰＬＣＦＬＤ

法进行检测。而 ＨＰＬＣＵＶ法和 ＨＰＬＣＭＳ法检

测限较高，无法测定一些浓度较低的样品。结果表

明，与 ＨＰＬＣＵＶ法和 ＨＰＬＣＭＳ法相比，ＨＰＬＣ

ＦＬＤ法更适用于小鼠不同脑组织中单胺类神经递

质的含量测定。

２．４　不同脑组织中单胺类神经递质的含量　由于

ＨＰＬＣＦＬＤ法具有较高的灵敏度，因此本实验采用

ＨＰＬＣＦＬＤ法测定小鼠不同脑组织中单胺类神经

递质的含量，结果如图２所示。ＤＡ在纹状体组织

中的含量高于海马组织和大脑皮层（犘＜０．０５），而

海马组织和大脑皮层间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。５ＨＴ在大脑皮层中的含量高于海马组织

和纹状体（犘＜０．０５），而海马组织和纹状体间差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。３种组织中ＮＥ的含量

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．５　各组小鼠海马组织中单胺类神经递质的

含量　如图３所示，与正常小鼠相比，血管性抑郁小

鼠中ＤＡ和５ＨＴ的含量较高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），而ＮＥ含量差异无统计学意义。表明

ＤＡ和５ＨＴ可以被用作血管性抑郁疾病诊断的标

志物。

表４　不同小鼠脑组织中单胺类神经递质含量测定结果

犜犪犫４　犆狅狀狋犲狀狋狊狅犳狋犺狉犲犲犿狅狀狅犪犿犻狀犲狀犲狌狉狅狋狉犪狀狊犿犻狋狋犲狉狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊狅犳犿犻犮犲

Ｓａｍｐｌｅ
ＤＡ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

ＮＥ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

５ＨＴ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

１ ９１ ８４ ３２ ３６ ５３ ６２

２ ２０４ １９７ １７６ ２２ ８９ ９３

３ ６２ ８１ ８５ ９４ １２４ １１５ １０８

４ １４０ １５７ ４８ ２９ ２４

５ １３９ １４８ ２３ ７６ ８９

６ ８３ ９１ ５４ ４７ ３５ ４３

７ ２９６ ３２５ ３０８ ３４ ２４ ３６

８ １４２ １５０ ２６ ６６ ７４

９ ８９ ７６ ７９ ８７ ７２ ６７

１０ ２１０ １９４ ７４ ８１ １０２ １１７
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（续表）

Ｓａｍｐｌｅ
ＤＡ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

ＮＥ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

５ＨＴ狑Ｂ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＨＰＬＣＵＶ ＨＰＬＣＦＬＤ ＨＰＬＣＭＳ

Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ

１ ４４ ３８ ２９ ７１ ６６

２ １２８ １２３ ３８ ４５ ９０ ９７

３ ６５ ６７ ４６ ５７ １０１ １２５

４ １５６ １２１ １５８ ３４ １２７ １５９ １２４

５ ９９ ８６ １１５ １０３ １２４ ８４ ９１

６ １１３ １２６ ５６ ４８ ８８ ９４

７ ６５ ７０ １２ １４９ １５６ １３４

８ １５４ １３９ ３３ ７８ ７９

９ １３１ １４４ ６０ ５１ １３８ １４３ １６７

１０ １２６ １３５ ４１ ３８ １２４ １１５

Ｓｔｒｉａｔｕｍ

１ ３８９ ３６７ ３９１ ５６ ４３ ６０ ６８

２ １６３ １８５ １８７ １３４ １２２ ９８ ９２ ８６

３ ３７０ ３４５ ３８１ ３３ ９６ １１４

４ ９５ １０９ ６５ ３７ ４２

５ １８７ ２５３ ２３１ ２９ １１５ ９８ １０６

６ ２２０ ２２７ ２５８ ６４ ５０ ４６ ５２

７ １５４ １６５ １３４ ７１ ６９ ６７ ５８

８ １０３ １１９ １８ ４３ ６２

９ ２０４ ２１７ ２３６ ２３ ３０ ２８

１０ １０３ １２４ ２６ ５４ ６３

　　ＨＰＬＣ：Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＵＶ：Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ；ＦＬＤ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ；ＭＳ：Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ＤＡ：

Ｄｏｐａｍｉｎｅ；ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ

图２　犎犘犔犆犉犔犇法测定不同脑组织中单胺类神经递质的含量

犉犻犵２　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳狋犺狉犲犲犪狀犪犾狔狋犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犫狉犪犻狀狋犻狊狊狌犲狊犫狔犎犘犔犆犉犔犇

ＨＰＬＣ： Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ＦＬＤ：

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ； ＤＡ： Ｄｏｐａｍｉｎｅ； ＮＥ： Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；

５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ．犘＜０．０５ｖｓｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；△犘＜

０．０５ｖｓｓｔｒｉａｔｕｍ．狀＝１０，珔狓±狊

图３　实验组和对照组海马组织中犇犃、犖犈和

５犎犜的含量比较

犉犻犵３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犇犃，犖犈犪狀犱５犎犜犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犻狀

犺犻狆狆狅犮犪犿狆犪犾狋犻狊狊狌犲狊犫犲狋狑犲犲狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊

ＤＡ：Ｄｏｐａｍｉｎｅ；ＮＥ：Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ．

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．狀＝１０，珔狓±狊

３　结　论

本研究分别采用ＨＰＬＣ仪器搭配ＵＶ、ＦＬＤ和ＭＳ

检测器建立了小鼠脑组织中３种单胺类神经递质ＤＡ、

ＮＥ和５ＨＴ的含量测定方法，并进行了比较。结果表

明ＨＰＬＣＦＬＤ检测方法更灵敏，故采用ＨＰＬＣＦＬＤ法

对血管性抑郁小鼠不同脑组织中的３种单胺类神经递

质的含量进行测定，结果表明ＤＡ含量在纹状体组织中

最高，大脑皮层中５ＨＴ含量最高，而不同脑组织中的

ＮＥ含量无明显差别；此外，ＤＡ和５ＨＴ可以作为血管

性抑郁的诊断标志物。
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