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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定抑郁大鼠脑脊液中 5-羟色胺 
和 5-羟吲哚乙酸
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[摘要]  目的  建立超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）法，同时检测抑郁模型大鼠脑脊液中  
5-羟色胺及其代谢产物 5-羟吲哚乙酸（5-HIAA）的水平，并观察氟西汀治疗后抑郁模型大鼠脑脊液中 5-羟色胺

和 5-HIAA 的含量变化。方法　将 24 只 SD 大鼠随机分为对照组、模型组和氟西汀治疗组，每组 8 只。造模第  
35 天，待行为学测试后取大鼠脑脊液，用蛋白沉淀法进行前处理，然后采用 UPLC-MS/MS 测定 5-羟色胺和 5-HIAA 
的含量。色谱柱为 ACE C18-PFP 柱（4.6 mm×150 mm，3 µm），流动相为乙腈-0.2% 甲酸水，梯度洗脱，流速为 0.4 

mL/min，柱温为 25 ℃，质谱检测采用动态多反应监测（DMRM）模式。结果　大鼠脑脊液中 5-羟色胺和 5-HIAA 
分别在 0.10～100.00 ng/mL 和 1.00～1 000.00 ng/mL 浓度范围内线性关系良好（r＞0.999），日内和日间精密度 
均＜15.00%，提取回收率为 86.86%～98.49%，基质效应为 89.80%～95.25%，样品稳定性良好。与对照组比较，模

型组大鼠脑脊液中 5-羟色胺的含量降低（P＜0.01），5-HIAA 含量上升（P＜0.01）；与模型组比较，氟西汀组大鼠

脑脊液中 5-羟色胺含量上升（P＜0.01），5-HIAA 含量降低（P＜0.01）。结论　本实验所建立的方法操作简便，结

果准确，灵敏度高，重现性好，适用于检测抑郁大鼠脑脊液中 5-羟色胺和 5-羟吲哚乙酸水平。 
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Simultaneous determination of 5-hydroxytryptamine and 5-hydroxyindoleacetic acid in cerebrospinal fluid of 
depressive rats by ultra high performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass spectrometry
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[Abstract]　Objective　To establish an ultra high performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass spectrometry 
(UPLC-MS/MS) method for simultaneous determination of 5-hydroxytryptamine (5-HT) and 5-hydroxyindoleacetic acid  
(5-HIAA)  in cerebrospinal fluid of depressive rats, and to investigate the concentrations of 5-HT and 5-HIAA in cerebrospinal 
fluid of depression rats and fluoxetine treated rats. Methods　Twenty-four SD rats were randomly divided into control group, 
model group and fluoxetine group, with 8 rats in each group. At 30 d of model building, the cerebrospinal fluids were taken 
after the test of behaviors, and the concentrations of 5-HT and 5-HIAA were determined by UPLC-MS/MS after pretreatment 
of protein precipitation. Chromatographic column was ACE C18-PFP column (4.6 mm×150 mm, 3 µm), mobile phase was 
acetonitrile and 0.2% formic acid-water solution, flow rate was 0.4 mL/min, and the column temperature was 25 ℃. The mass 
spectrometry detection was performed using dynamic multiple reaction monitoring (DMRM). Results　5-HT and 5-HIAA 
in cerebrospinal fluid of depression rats had good linear relationship within the concentration range of 0.10-100.00 ng/mL and  
1.00-1 000.00 ng/mL, respectively (r＞0.999). Intra- and inter-day precision was less than 15.00%; the recoveries ranged 
from 86.86% to 98.49%; and the matrix effects ranged from 89.80% to 95.25%. The samples remained stable during analysis. 
Compared with the control group, the concentration of 5-HT in cerebrospinal fluid of rats in the model group was significantly  
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抑郁症是一种与应激密切相关的情感障碍性

精神疾病，其发病机制可能与脑内神经递质功能

紊乱相关。5-羟色胺（5-hydroxytryptamine）是一

种单胺类神经递质，与抑郁症的发生最为密切，

其合成、释放、转运、再摄取过程中的异常会导致

抑郁症的发生[1-2]。5-羟色胺能神经元广泛存在于中

枢神经系统，由于血脑屏障的作用，脑脊液中的  
5-羟色胺只能来自于中枢神经系统，包括组织间液间

接进入和神经元直接释放进入，但不能来自于外周

神经系统[3]；与血浆相比，脑脊液中的 5-羟色胺及

其代谢产物 5-羟吲哚乙酸（5-hydroxyindoleacetic 
acid，5-HIAA）的含量更能反映其在大脑皮质中

的水平。目前常用测定体内 5-羟色胺和 5-HIAA 浓
度的方法主要是质谱法[4-5]、高效液相色谱法[6]、

电化学法[7]和酶联免疫法[8]，而同时定量抑郁大鼠

脑脊液中两种成分的方法鲜有报道。本研究建立

一种灵敏、快速、准确的超高效液相色谱-串联质

谱（ultra high performance liquid chromatography-
tandem quadrupole mass spectrometry，UPLC-MS/
MS）定量方法，可同时检测大鼠脑脊液中 2 种
成分的含量，为检测抑郁症指标提供一种有效的 
方法。

1　材料和方法

1.1　仪器　Agilent 1290 InfinityⅡ液相色谱仪，

Agilent 6470 三重四级杆质谱仪（美国 Agilent 
Technologies 公司）；低温高速离心机（德国 
Thermo 公司）；XW 80A 型涡旋混合器（上海医

大仪器有限公司）；Mettler AE240 十万分之一电

子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；Millipore-Q 
超纯去离子水净化仪（美国 Millipore 公司）。

1.2　试剂　对照品 5-羟色胺（批号：091M5163V）、

5-HIAA（批号：BCBG7644V）和内标异丙基去甲

肾上腺素（批号：BCBN8508）均购自美国 Sigma 
公司（纯度＞99%）。乙腈和甲酸购自美国 Sigma 

公司，水为超纯去离子水，其他试剂为市售分析纯。

1.3　动物分组、造模与给药方法　雄性 SD 大鼠 
24 只，体质量为（160±20）g，由海军军医大学

（第二军医大学）实验动物中心提供，动物生产许

可证号为 SCXK（沪）2012-0003。将大鼠随机分

为对照组、模型组和氟西汀治疗组，每组 8 只。对

照组 4 只/笼饲养，模型组和氟西汀组单笼饲养，

正常饮食和饮水。采用慢性不可预知温和应激模型

作为实验动物模型，该模型与人类抑郁症临床特征

相似，是迄今为止较为理想的抑郁动物模型[1]。适

应 3 d 后，按参考文献 [9]，使大鼠在 35 d 内接受

以下 7 种刺激：（1）倾斜 45° 24 h；（2）4 ℃ 

冰水游泳 5 min；（3）禁食和禁水 24 h；（4）夹

尾 2 min；（5）潮湿垫料 24 h；（6）拥挤 24 h
（12 只大鼠/笼）；（7）束缚应激 6 h。每天给

予 1 种刺激，顺序随机，避免大鼠预料下次刺激

发生，共持续 35 d。造模第 22 天开始，氟西汀治

疗组给予 2.5 mg/kg 氟西汀（含 0.5% 羧甲基纤维素

钠），其余 2 组给予等量溶剂，持续 14 d。
1.4　行为学测定　造模  35 d 后进行行为学测

定，包括旷场实验和糖水偏爱实验。（1）旷场

实验：将大鼠放入自发活动箱中，底面有 25 个  
10 cm×10 cm 的小方格，从正上方摄像观察， 
5 min 内大鼠穿越底面的方格数为水平活动得分 
（4 爪均进入的方格才计数），直立次数作为垂直

活动得分（双侧前肢离地 1 cm 以上），水平和垂

直活动综合得分为总评分。（2）糖水偏爱实验：

应激实验结束禁食、禁水 12 h 后，单笼饲养大

鼠，给予每只大鼠 1 瓶 2% 蔗糖水和 1 瓶纯净水，

持续 4 h，中途对换两瓶水的位置避免大鼠对饮水

位置的偏爱；按下式计算动物的糖水偏爱百分比：

糖水偏爱百分比（%）＝糖水消耗量（mL）/总液

体消耗量（mL）×100%。

1.5　脑脊液采集　行为学实验结束后处死大鼠，

沿硬脑膜易被刺破区域的上缘正中刺入延髓池[10]，

decreased (P＜0.01), and the concentration of 5-HIAA was significantly increased (P＜0.01). Compared with the model group, 
the concentration of 5-HT in cerebrospinal fluid of rats in the fluoxetine group was significantly increased (P＜0.01), and the 
concentration of 5-HIAA was significantly decreased (P＜0.01). Conclusion　The UPLC-MS/MS method is simple, accurate, 
sensitive, reproducible and suitable for simultaneous determination of 5-HT and 5-HIAA in cerebrospinal fluid of depression rats.

[Key words]　ultra high performance liquid chromatography; tandem quadrupole mass spectrometry; depression; 
cerebrospinal fluid; 5-hydroxytryptamine; 5-hydroxyindoleacetic acid

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(12): 1354-1359]
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1 . 8　溶液的配制与样品溶液的制备　精密称

取  5 -羟色胺、5-HIAA、异丙基去甲肾上腺素

（内标）各 10.00 mg，置于 10 mL 容量瓶中，

加乙腈（含  2% 甲酸）溶解并稀释至刻度，摇

匀，即得 3 种对照品储备液，质量浓度均为 1.00  
m g / m L。分别取适量对照品储备液，混合置

于 10 mL 容量瓶中，加乙腈（含 2% 甲酸）定

容，得混合对照品储备液。再用乙腈（含 2% 甲
酸）依次逐级稀释。配成混合对照品工作溶液， 
5-羟色胺质量浓度为 2.00、4.00、10.00、20.00、
40.00、200.00、400.00、1 000.00、1 600.00、
2 000.00 ng/mL，5-HIAA 质量浓度为 20.00、
40.00、100.00、200.00、400.00、2 000.00、 
4 000.00、10 000.00、16 000.00、20 000.00 ng/mL，

内标工作液质量浓度为 10.00 ng/mL，保存于 4 ℃ 
冰箱待用。

将 10 份来自不同大鼠的空白脑脊液均匀混

合，分别取 10 μL 对照品工作液，加到 190 μL 空
白脑脊液（含内源性待测物）中，配成 5-羟色胺

与 5-HIAA 系列浓度含药脑脊液，外源性 5-羟色

胺的质量浓度分别为 0.10、0.50、1.00、2.00、
10.00、20.00、100.00 ng/mL，随行质控样品中

外源性  5-羟色胺的低、中、高质量浓度分别为 
0.20、50.00、80.00 ng/mL，外源性 5-HIAA 的质量

浓度分别为 1.00、5.00、10.00、20.00、100.00、
200.00、1 000.00 ng/mL，随行样品溶液中外源

性 5-HIAA 的低、中、高质量浓度分别为 2.00、
500.00、800.00 ng/mL。方法学验证中，标准曲

抽取脑脊液，于 －80 ℃ 冰箱保存待用。

1.6　色谱条件　色谱柱：ACE C18-PFP（4.6 mm× 

150 mm，3 µm）；流动相：A 相为乙腈，B 相为 
0.2% 甲酸水；梯度洗脱，洗脱程序如下：0～2.5 
min A∶B＝20∶80，2.5～4 min A∶B＝60∶40；
流速为 0.4 mL/min；平衡时间为 2 min；柱温为  
25 ℃；进样量为 2 µL。
1.7　质谱条件　采用  AJS ESI  正离子模式、

动态多反应监测（dynamic mul t ip le  react ion 
monitoring，DMRM）模式进行二级扫描，离

子源参数设置：干燥气温度为  350 ℃；干燥气

流速为 10 L/min；雾化器压力为 40 psi（1 psi＝ 

6 894.7 Pa）；鞘气温度为 350 ℃；鞘气流速为  
11 L/min；毛细管电压为 4 000 V；喷嘴电压为  
2 000 V。DMRM 的参数设置：5-羟色胺检测参数 
177→160，碎片电压为 75 V，碰撞能量为 10 eV；

5-HIAA 检测参数 192→146，碎片电压为 80 V，碰

撞能量为 15 eV；异丙基去甲肾上腺素（内标）检

测参数 212→194，碎片电压为 85 V，碰撞能量为 
10 eV。5-羟色胺保留时间为 2.2 min，5-HIAA 保
留时间为 3.4 min，内标保留时间为 1.9 min。色谱

图如图 1 所示。

图 1　大鼠脑脊液待测物的动态多反应监测色谱图

Fig 1　Dynamic multiple reaction monitoring chromatogram of analytes in cerebrospinal fluid of rats
A-C: Blank cerebrospinal fluid sample; D-F: Authentic sample. 1: 5-Hydroxytryptamine; 2: 5-Hydroxyindoleacetic acid; 3: Internal 

standard
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线、精密度、回收率、稳定性考察均同时平行处理 
5 份空白脑脊液。

1.9　脑脊液样品前处理　脑脊液样品采用蛋白沉

淀法前处理。精密吸取 30 μL 样品溶液于 1.5 mL 
EP 管中，加入 30 μL 内标和 30 μL 乙腈沉淀剂（含 
2% 甲酸），涡旋 1 min，4 ℃ 条件下 13 200×g 离
心 10 min；取上清进样，进样量为 2 µL。
1.10　方法学验证

1.10.1　线性范围　按 1.8 和 1.9 项的方法制备标准

曲线，平行操作 5 份，同时平行处理 5 份空白脑脊

液样品作为测定本底值，按 1.6 和 1.7 项的 UPLC-
MS/MS 条件连续进样分析，以对照品浓度（X）

为横坐标，5-羟色胺和 5-HIAA 扣除本底后的峰

面积与内标的峰面积比值（Y）为纵坐标拟合回归 
方程。

1.10.2　精密度与准确度　按 1.8 和 1.9 项的方法

制备低、中、高 3 种浓度的样品溶液，平行操作  
5 份，连续 3 d，根据标准曲线回归方程计算扣除

本底峰面积后的实测浓度。

1.10.3　基质效应与提取回收率　取空白脑脊液  
30 µL，按 1.9 项方法操作，制备 5 份，以其待测

物的峰面积均值作为 Set0。另按 1.8 和 1.9 项的方

法制备低、中、高 3 种浓度的样品溶液，平行操作 
5 份，其待测物的峰面积作为 Set3；取处理后的空

白脑脊液溶液，加入一定量质控浓度对照品储备溶

液，使其浓度与 Set3 的待测理论浓度一致，分别

制备 5 份，以其峰面积作为 Set2。将待测化合物的

混合标准溶液用乙腈稀释，使之与 Set3 扣除本底

后的待测理论浓度一致，进样 5 次，其峰面积作为 
Set1。基质效应计算公式为（Set2－Set0）/Set1，
提取回收率计算公式为（Set3－Set0）/（Set2－
Set0），考察内标的基质效应和提取回收率除不用

扣除本底，其余操作步骤同上。

1.10.4　稳定性考察　制备低、中、高 3 个浓度的

标准含药脑脊液，分别考察室温放置 6 h 后处理，

处理后室温放置 24 h，3 次冻融循环以及－80 ℃ 保
存 30 d 的稳定性，按 1.9 项方法测定样品浓度，

并计算相对标准偏差（relative standard deviation，
RSD）及相对偏差（relative deviation），相对偏差＝ 

（实测值－真实值）/真实值×100%。

1.11　统计学处理　应用 SPSS 19.0 软件进行统计

学分析。呈正态分布的计量资料以 x±s 表示，多

2.2　线性范围与最低定量限　5-羟色胺线性回归

方程为：Y＝0.009 1X－0.003 9，r＝0.999，线性

范围为 0.10～100.00 ng/mL，最低定量限为 0.10 
ng/mL；5-HIAA 线性回归方程为：Y＝0.000 6X＋ 

0.003 2，r＝0.999，线性范围为 1.00～1 000.00  
ng/mL，最低定量限为 1.00 ng/mL。
2.3　精密度与准确度实验　精密度用  RSD 表
示，如表  2 所示，5-羟色胺和  5-HIAA 日内精

密度 RSD 均≤10.08%、日间精密度 RSD 均≤ 

8 .82%；准确度以相对回收率表示，结果表明

5-羟色胺和  5-HIAA 日内、日间准确度范围在 
97.83%～113.00%。

2.4　基质效应与提取回收率　低、中、高 3 种浓

度 5-羟色胺和 5-HIAA 待测物及内标提取回收率在 
86.86%～98.49%，基质效应在 89.80%～95.25%，

见表 3。
2.5　稳定性考察　5-羟色胺和 5-HIAA 待测物测

定结果的相对偏差范围为 －3.90%～8.90%，RSD  
均＜15.00%，表明样本稳定性良好。

2.6　样品测定结果　对抑郁大鼠脑脊液内的 5-羟
色胺和 5-HIAA 进行含量测定，结果见表 4。与对

照组比较，模型组大鼠脑脊液中 5-羟色胺的含量

表 1　抑郁大鼠行为学指标的变化

Tab 1　Changes of behavior indicators in depression rats
n＝8, x±s　

Group
Open field test Sucrose preference 

test (preference 
rate, %)Horizontal score Vertical score

Control 42.38±10.13 18.50±6.59 0.80±0.21
Model 20.88±6.31** 6.88±3.94** 0.53±0.19**

Fluoxetine 33.88±11.09△ 12.13±3.87△ 0.75±0.14△

　　**P＜0.01 vs control group; △P＜0.05 vs model group

组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 
LSD 法。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　行为学结果　造模 35 d 后，模型组大鼠食

欲减退、活动减少、反应迟钝，而氟西汀组大鼠

上述症状明显改善。与对照组比较，模型组大

鼠水平得分、垂直得分、糖水偏爱百分比均降低 
（P 均＜0.01）；与模型组比较，氟西汀组大鼠水平

得分、垂直得分、糖水偏爱百分比均升高（P 均＜ 

0.05），以上结果提示造模成功。见表 1。
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3　讨　论

本实验建立了可同时测定脑脊液样品中 5-羟

色胺及其代谢产物 5-HIAA 的 UPLC-MS/MS 分析

方法，该方法准确度高、操作简单、样品需要量

小。由于 5-羟色胺为强极性化合物，在普通 C18 反

相色谱柱中保留较差，易受样品中杂质干扰而无法

获得很好的实验结果。为了避免杂质的干扰，我们

采用了 PFP 型色谱柱，延长了样品成分的出峰时

间。5-羟色胺易降解，在流动相和蛋白沉淀剂中加

入适量甲酸可增加样品前处理和分析时的稳定性。

同时，流动相采用梯度比例使 5-HIAA 提前出峰，

降低了单针样品的分析时间。

5-羟色胺和 5-HIAA 均为内源性物质，难以获

得不含 5-羟色胺和 5-HIAA 的空白脑脊液，因此在

方法学验证和制备随行标准曲线时，必须将大鼠空

白脑脊液中待测物的峰面积作为本底扣除，以排除

内源性物质的干扰。不同大鼠脑脊液中待测物浓度

可能不同，将多只大鼠脑脊液均匀混合作为空白脑

脊液，能避免个体差异对测定结果的影响。本文中

的大鼠脑脊液均为同一时间段采集，可以忽略节律

对待测物浓度的影响。

本实验采用目前较为公认的慢性、不可预见

性温和刺激抑郁模型，造模 35 d 后，模型组大鼠

糖水消耗量、穿越格子数和直立次数均明显减少，

表明造模成功；氟西汀治疗组大鼠糖水消耗量、穿

越格子数和直立次数均明显增加，表明氟西汀可以

改善该造模方法造成的快感丧失和精神运动衰减等

抑郁状态。采用 UPLC-MS/MS 法测定大鼠脑脊液

中的 5-羟色胺及其代谢产物 5-HIAA 的水平，结果

表明氟西汀可以增加抑郁模型大鼠脑脊液中 5-羟

色胺的含量、降低 5-HIAA 的含量，表明氟西汀可

表 2　待测物在大鼠脑脊液中的日间、日内精密度和准确度

Tab 2　Intra- and inter-day accuracy and precision of analytes in cerebrospinal fluid of rats
n＝5　

Analyte Concentration 
ρB/(ng • mL－1)

Intra-day Inter-day
Measured concentration 
ρB/(ng • mL－1), x±s RSD (%) Accuracy 

(%)
Measured concentration 
ρB/(ng • mL－1), x±s RSD (%) Accuracy 

(%)
5-HT        0.2 0.23±0.02 6.71 113.00 0.22±0.01 6.43 109.53

  50 49.14±4.95 10.08 98.28 49.41±4.36 8.82 99.71
  80 78.26±4.08 5.21 97.83 80.43±3.37 4.19 101.64

5-HIAA     2 2.16±0.20 9.12 107.90 2.19±0.17 7.95 110.63
500 499.40±35.37 7.08 99.88 498.53±29.72 5.96 98.82
800 805.00±30.72 3.82 100.62 805.13±36.67 4.55 100.53

5-HT: 5-Hydroxytryptamine; 5-HIAA: 5-Hydroxyindoleacetic acid; RSD: Relative standard deviation

表 3　大鼠脑脊液中待测物及 IS 的

提取回收率和基质效应

Tab 3　Extraction recoveries and matrix effects of 

analytes and IS in cerebrospinal fluid of rats
n＝5, x±s　

Analyte Concentration
ρB/(ng • mL－1)

Extraction recovery
(%)

Matrix effect 
(%)

5-HT        0.2 94.43±5.35 91.99±9.46
  50   93.19±4.70 90.14±4.88
  80 95.62±13.29 95.05±11.06

5-HIAA     2 86.86±9.02 90.18±16.84
500 89.47±5.08 94.97±7.09
800 97.08±6.79 89.80±5.06

IS   10 98.49±13.82 95.25±8.69

5-HT: 5-Hydroxytryptamine; 5-HIAA: 5-Hydroxyindoleacetic 
acid; IS: Internal standard

表 4　抑郁大鼠脑脊液中 5-羟色胺与 5-HIAA 的含量

Tab 4　Concentrations of 5-hydroxytryptamine and 

5-HIAA in cerebrospinal fluid of depression rats
ρB(ng • mL－1), n＝8, x±s　 

Group 5-Hydroxytryptamine 5-HIAA
Control 2.62±0.41 78.71±20.58
Model 1.77±0.37** 119.56±21.14**

Fluoxetine 2.45±0.42△△ 89.4±11.96△△

　　5-HIAA: 5-Hydroxyindoleacetic acid. **P＜0.01 vs control 
group; △△P＜0.01 vs model group

降低，5-HIAA 含量上升，差异均有统计学意义

（P 均＜0.01）；与模型组比较，氟西汀组大鼠脑

脊液中 5-羟色胺含量上升，5-HIAA 含量降低，差

异均有统计学意义（P 均＜0.01）。
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以通过调节脑内 5-羟色胺和 5-HIAA 的水平达到抗

抑郁的作用，与既往报道[11]一致。

本研究采用 UPLC-MS/MS 法同时测定慢性不

可预见性温和应激模型大鼠脑脊液样品中 5-羟色

胺和 5-HIAA 的浓度，该方法简单、快速，可用于

脑脊液中 5-羟色胺和 5-HIAA 的含量测定。
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