
按/ u qu qu0项下操作 o考察甲醇 !体积分数为 t h �≤¯甲

醇溶液 !体积分数为 t h �≤¯水溶液 v种溶媒对含量测定的

影响 o结果表明 o采用 v种溶媒系统测得的盐酸小檗碱含量

基本相近 o实验中选用甲醇作为提取溶媒 ∀

3 q3  提取方法的优化

按/ u qu qu0项下操作 o比较回流提取和超声提取 ∀结果

表明 ou种提取方法测得含量基本相近 o实验中选超声提取

ws°¬±为宜 ∀
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摘要 }目的  建立毛细管电泳2激光诱发荧光法k≤�∞2��ƒ⁄l检测大鼠中脑导水管周围灰质k°��l脑片灌流液中谷氨酸k Λ2
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度 yz¦° o内径 zxΛ° o激激发波长 w{{Κr±° o发射波长 xusΚr±° o分离电压 ux®∂ o分离时间 ts °¬±∀结果  Λ2 �̄ ∏的回归方程为

Ψ � uss| n w qs p̈ | Ξ , ρ� s q||| y o平均回收率为 || q{ h ~�2�¶³的回归方程为 Ψ � vv {wy n w qw p̈ | Ξ . , ρ� s q||z s o平均回收

率为 || qu h o≠ 为峰面积 o÷ 为浓度k°²̄#�p tl ∀该方法能够检测大鼠 °��脑片灌流液在高钾刺激前后的 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³含

量 ∀结论  毛细管电泳2激光诱发荧光法可用于脑片灌流液内微量 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³的测定 ∀
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  神经递质含量测定的传统方法是高效液相电化学检测

器 o该方法要求进样容积大 o且有分离时间长 !灵敏度低 !不

稳定等缺点 ∀毛细管电泳2激光诱发荧光法k≤�∞2��ƒ⁄l具有

高灵敏 !高分辨率 !进样少 !速度快等特点 ∀ ≤�∞2��ƒ⁄的基

本原理是 }荧光物 �⁄�k±¤³«·«¤̄ ±̈̈ 2u ov2§¬¦¤µ¥²¬2¤̄§̈ «¼§̈ l

在氰化钠的存在下和递质的氨基结合 o在特定波长的激光激

发下产生荧光 o通过检测器检测后 o再根据峰面积的大小决

定递质浓度 o现已报道了微量测定在体和离体情况下各种氨

基酸和单胺类物质的浓度≈t  ∀

谷氨酸k Λ2 �̄ ∏l和天门冬氨酸k Λ2�¶³l神经系统中主要

的兴奋性神经递质 o研究发现它们参与了脑缺血 !阿片依赖

的形成和发展≈u  ∀同时研究也发现中脑导水管周围灰质

k°��l是体内参与防御反应和阿片依赖的重要部位≈v  ∀作

为神经递质释放量测定的重要方法之一 o脑片灌流已广泛用

于各种实验研究中≈w  o其优点是 o脑组织释放的递质可通过

灌流液很快地除去 o减少了释放的递质被再摄取和酶分解的

可能性 o同时能了解递质释放的时间过程 o但由于检测器灵

敏度的制约 o很少直接对灌流液内递质进行检测 o本实验应

用 ≤�∞2��ƒ⁄对大鼠 °��脑片灌流液内的 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³

进行检测 ∀

1  材料

1 q1  试剂和仪器

�⁄� o�2�¶³和 �2 �̄ ∏标准品为 ≥¬ª°¤公司产品 ~其余试

剂均为分析纯 ~去离子水为由 �����2± ¤̄¥²仪器制备 ∀高

效毛细管电泳k�∞≤�� ��公司 o °r�≤∞ ≥≠≥× ∞� xsss o带

自动进样系统和激光诱发荧光检测器l o�∞≤�� ��毛细管

长度 yz¦° o内径 zxΛ° ~恒温水浴箱和恒流泵购自宁

波 ∀       

1 q2  动物

≥⁄大鼠 o体重kvss ? vslªo雌雄不拘 o由浙江省实验动

物中心提供 o食物 !饮水不限 ∀

2  方法和结果

2 q1  大鼠离体 °��脑片体外灌流实验≈w 

将 ≥⁄大鼠快速断头取脑 o沿矢状缝剪开皮肤 o剥去两侧

颅骨和硬脑膜 o取出脑组织 o立即置入预先用 |x h �u 和 x h

≤ �u混合气体饱和的 s ∗ w ε �µ̈¥¶液k�¤≤¯ tuz o�≤¯ v qzv o

≤¤≤ ū t q{ o��u°�w t qt{ o� ª≥�w t qt{ o�¤�≤ �v us o葡萄糖

ts o�¤u∞⁄× � s qsvl内 t°¬±o然后取出并快速分离出 °��组

织块 o手工切成厚度约为 xssΛ°的 °��脑片 o迅速移至灌流

小室内 o并泵入充有饱和混合气体的 �µ̈¥¶液 ∀先以 vwsΛ�#

°¬±p t的流速泵入 �µ̈¥¶液 o持续灌流 {°¬± o再以 tzsΛ�#

°¬±p t的流速泵入 �µ̈¥¶液灌流 o在此流速下 o每隔 v°¬±收

集一管 o共 w管 o取第 u管k°tl和第 w管k°ul作为二个时间段

来检测 o测定其中灌流液内 Λ2 �̄ ∏!Λ2�¶³的含量 ∀停止脑片

灌流后 o予以高钾液kvs °°²̄ #�p tl刺激 o等待 x°¬±后 o取

�µ̈¥¶液用于测定 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³的含量 ∀实验结束后对脑

片进行称重 ∀

2 q2  毛细管电泳测定 �̄ ∏o�¶³含量≈x 

2 q2 q1  试剂配制 }氰化钠溶于 xs°°²̄#�p t硼酸缓冲液配成

溶液 w ε 冻存 ∀ �⁄� 先溶于甲醇中 o配成 vs °°²̄ #�p t o分

装后密封 p us ε 冻存 ∀ �̄ ∏!�¶³标准品用 �µ̈¥¶液配制成

ts p u °°²̄#�p t p us ε 冻存 ∀

2 q2 q2  电泳条件 }�∞≤�� ��毛细管 o长度 yz¦° o内径

zxΛ° ~激发波长 w{{Κr±° o发射波长 xusΚr±° ~自动气压进样

x¶o分离电压 ux®∂ o分离时间 ts°¬±~使用 vs °°²̄#�p t硼酸

缓冲液k³� | qxl o超声脱气 !s qu°° 滤膜过滤 ~进样前 o分别

用 s qt °²̄#�p t�¤� � !去离子水和 vs °°²̄#�p t硼酸缓冲液

k³�| qxl各冲洗毛细管 t qx°¬±∀

2 q2 q3  衍生化反应 }样品 z qxΛ�oxs°°²̄ #�p t硼酸缓冲液

k³�| qxltw qxΛ�k混有 us °°²̄#�p t �¤≤�l o�⁄� s qxΛ�o混

合后在水浴箱中 ux ε 反应 w qx°¬±后进样 ∀

2 q2 q4  标准曲线制备 }把 ts p u °²̄#�p t浓度的 Λ2 �̄ ∏和 Λ2

�¶³分别稀释成 x ≅ ts p z ot ≅ ts p y ox ≅ ts p y ox ≅ ts p x ot ≅

ts p x °²̄#�p t o依照上述电泳分离条件进行检测 o分别求得峰

面积 o用标准品 Λ2 �̄ ∏!Λ2�¶³浓度与相应的峰面积求得回归

方程 ∀

2 q2 q5  计算方法 }由 ¶¼¶·̈° �²̄§软件对峰面积积分 o以标

准氨基酸浓度对峰面积作标准曲线 o以外标法计算样品中氨

基酸的浓度 ∀

2 q3  标准曲线

在上述条件下 o标准品得到很好的分离 o标准品的色谱

图见图 t ∀同时该方法能检测到脑片 �µ̈¥¶液内 Λ2 �̄ ∏和

Λ2�¶³的含量 o并能使脑片 �µ̈¥¶液内的干扰峰与氨基酸可

完全分离 ∀标准品 Λ2 �̄ ∏的回归方程 }≠ � uss| n w qs n̈ | ÷ oµ

� s q|||y ~Λ2�¶³的回归方程 }≠ � vv{wy n w qw n̈ | ÷ qoµ� s q

||zs o≠ 为峰面积 o÷ 为浓度k°²̄#�p tl ∀

图 1  ts p w °²̄#�p t Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³的电泳图谱

Φιγ 1  ∞̄ ¦̈·µ²³«̈µ²ªµ¤°¶§̈ °²±¶·µ¤·̈§·«̈ ts p w °²̄ #�p t Λ2

�̄ ∏¤±§ Λ2�¶³~¶¤°³̄¨ º¤¶³µ̈§̈µ¬√¤·̈§ º¬·« w qx °¬±∏·̈¶¤·

ux ε o¤³³̄¬̈§√²̄·¤ª̈ ²©ux®∂ o¬±­̈¦·̈§ º¬·«x¶q

2 q4  回收率试验 }

以标准品 �2 �̄ ∏配制成浓度 ts p y °²̄#�p t ox ≅ ts p x °²̄#

�p t为例k ν � vl o分别测得 ts p y °²̄#�p t组的回收量为 t qsu

≅ ts p y ot qsx ≅ ts p y ot qst ≅ ts p y °²̄#�p t≈kt qsv ≅ ts p y ? s q

#xuu#



su ≅ ts p yl °²̄#�p t  o� ≥⁄为 t q| h ∀x ≅ ts p x °²̄#�p t组的

回收量为 w q|{ ≅ ts p x ow q|{ ≅ ts p x ox qst ≅ ts p x °²̄ # �p t

≈kw q|| ≅ ts p x ? s qtz ≅ ts p xl°²̄#�p t  o� ≥⁄为 v qw h o平均

回收率为 || q{ h ∀以标准品 Λ2�¶³配制成浓度 ts p y ox ≅

ts p x °²̄#�p t为例k ν � vl o分别测得 ts p y °²̄#�p t组的回收

量为 t qtw ≅ ts p y ot qsv ≅ ts p y ot qtx ≅ ts p y °²̄ #�p t≈kt qtt

≅ ts p y ? s qsz ≅ ts p yl °²̄ #�p t  o� ≥⁄为 y qv h ∀ x ≅ ts p x

°²̄# �p t组的回收量为 w q|x ≅ ts p x ow q|t ≅ ts p x ox qsu ≅

ts p x°²̄ #�p t≈kw q|y ≅ ts p x ? s qsy ≅ ts p xl °²̄ #�p t  o� ≥⁄

为 t qu h o平均回收率为 || qu h ∀

2 q5  样品测定

本实验测得 °��脑片中 �̄ ∏和 �¶³的浓度 o见表 t ∀

表 1  高钾刺激前后 °�� 脑片中 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³的浓度

kts p z °�#�p t#°ª
p tlkhξ ? σoν � yl

Ταβ 1  × «̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²© �̄ ∏¤±§ �¶³¬±·«̈ ¥µ¤¬± ¶̄¬¦̈¶²©

°�� ³µ̈ ¤±§¤©·̈µ·«̈ «¬ª« �n ¶·¬°∏̄¤·¬²± qkts p z °²̄ #�p t#

°ª
p tlkhξ ? σoν � yl

��
°µ̈

°t °u
¤©·̈µ

�̄ ∏ u qyw ? s qws t q|w ? s qvt w qz| ? s q{s

�¶³ t qs{ ? s qtx s q{x ? s qt| v qyy ? s qxu

3  讨论

脑片灌流是神经递质释放量测定的重要方法之一 o但由

于各种检测器灵敏度低等原因 o很少直接测定低浓度的递

质 o以前大量实验使用同位素标记脑片后 o对灌流液内的递

质进行测定 o但其不足是 o外源性放射标记递质或其前体不

一定能均匀地标记内源性递质的贮库 o同时脑片表层和深层

的标记也可能不均匀≈y  ∀本实验用 ≤�∞2��ƒ⁄方法直接对

灌流液内的递质进行测定 o从而避免了上述不足 ∀

本实验发现 o随着衍生化反应时间的延长 oΛ2 �̄ ∏和 Λ2

�¶³的峰面积增加 o�⁄� 荧光物的峰面积逐渐减少 o但不影

响 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³延迟时间 o提示衍生化反应时间的延长可

以增加 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³峰面积 ∀文献报道≈x  o衍生化反应的

时间为 v°¬± o本实验根据毛细管的冲洗时间 o使用衍生化反

应时间为 w qx°¬± o以便于控制和保证反应的精确性 o同时在

该时间内衍生化反应后 o其检测的灵敏度能够满足对 �µ̈¥¶

液 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³含量的检测 ∀

在实验摸索过程中 o我们发现衍生化反应温度对保持

Λ2�̄ ∏和 Λ2�¶³出峰的稳定性很重要 ∀在保持其他实验条

件不变的情况下 o由于室温的变化 o使测定结果不稳定 o即随

着衍生化反应温度的增加 oΛ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³的峰面积增加 o

�⁄�荧光物的峰面积渐减少 o但不影响 Λ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³迁

移时间 ∀因此 o本实验采用在水浴箱中进行衍生化反应温度

kux ε l的控制 o在进行温度控制后 oΛ2 �̄ ∏和 Λ2�¶³出峰变

得稳定 ∀

为了测试样品内 �≤ �v
p对衍生化反应的影响 o实验分

别使用含有和不含有 �≤ �v
p人工脑脊液配制 Λ2 �̄ ∏!Λ2�¶³

标准品 o在衍生化反应中使用少量 �⁄�ks qvΛ�l o后者测得

的峰面积明显增加 ∀由于衍生化过程中 �≤ �v
p和氰根离子

反应生成氰氢酸 o从而氰化钠不能有效使 �⁄� 和兴奋性氨

基酸的氨基根结合生成衍生物 o这在 �⁄� 量不足的情况下

影响更明显 o�≤ �v
p和氰根离子反应生成氰氢酸相对较多 o

从而使衍生物的生成减少 o标准品的峰面积也相应减少 o而

在 �⁄�足量的情况下 o�≤ �v
p对衍生化反应的影响相对较

小 ∀

综上所述 o使用毛细管电泳2激光诱发荧光法可以对

°��脑片内 Λ2 �̄ ∏!Λ2�¶³进行检测和分离 o能满足实际测

定的需要 ∀我们认为本方法稳定性好 o方法简便 o适用于神

经系统生物样品中兴奋性氨基酸的分析测定 ∀
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