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HPLC-FLD 测定不同脑区 3 种单胺神经递质及其代谢产物含量 
   
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摘要：目的  建立并优化测定脑组织中单胺类神经递质及其代谢产物含量的高效液相色谱荧光检测方法。方法  采用

Inertsustain C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)，流动相为甲醇和水，其中水相中每升含柠檬酸 30 mmol、乙酸钠 40 mmol、

EDTA-2Na 0.2 mmol、辛烷磺酸钠 0.4 mmol(pH=3.8)，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min1，荧光检测波长 λex=280 nm, 

λem=330 nm。结果  重酒石酸去甲肾上腺素、盐酸多巴胺、盐酸 5-羟色胺、3-甲氧基-4-羟基苯乙胺、3,4-二羟基苯乙酸、

高香草酸、5-羟吲哚乙酸 7 种成分在 45 min 内洗脱完全，分离效果良好；浓度 0.9~400.0 μg·L1 内线性关系良好，且相关

系数>0.99，平均回收率>80%。结论  本方法简便、准确、分离度高、重复性好，适用于一般实验室脑组织中单胺类神

经递质及其代谢产物的测定。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for determination of the monoamine neurotrasmitters and their metabolites in 
brain tissues of the rats by HPLC with fluorescence detection. METHODS  Inertsustain C18 column(250 mm×4.6 mm, 5 μm) was 
used, the mobile phase composed of methanol and water, included 30 mmol citric acid, 40 mmol NaAc, 0.2 mmol EDTA-2Na and 

0.4 mmol 1-octanesulfonic acid sodium salt in 1 L water(pH=3.8), gradient elution, the flow rate was 1.0 mL·min1, fluorometric 
detector wave length setting of excitation at 280 nm and emission at 330 nm. RESULTS  Norepinephrine, dopamine, serotonin 
hydrochloride, 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethylamine, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid, homovanillic acid, 5-hydroxyindole- 
3-acetic acid were completely eluted and well separated in 45 min. Good linear response was obtained for the seven components within 

the range of 0.9400.0 μg·L1 with correlation coefficients >0.99. The average recovery rate of these components was >80%. 
CONCLUSION  The method is simple, accurate, high separation and good repeatability. It is suitable for measuring the 
monoamine neurotransmitters and their metabolites in cerebral tissue in common laboratory.  
KEYWORDS: rat brain tissue; monoamine transmitters; HPLC-FLD 
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脑内单胺类神经递质水平与精神疾病密切相

关，如精神分裂症的多巴胺功能亢进和抑郁症的

5-羟色胺含量降低[1]。为了更好地了解中枢神经系

统疾病的发病原因，需要掌握脑内神经递质的代

谢变化情况，所以建立一个可以稳定、准确测量

这些神经递质的分析方法至关重要。目前，高效

液相色谱-电化学检测法是认可度比较高的测量脑

内单胺类神经递质的方法，但其稳定性较差，且

修饰电极的使用寿命短[2]；色谱-质谱联用法也是

一种比较好的测量方法，但仪器比较昂贵，常规

实验室未配备 [3]；高效液相色谱 -荧光检测法

(HPLC-FLD)被报道可同时测定多种单胺类神经递

质[4-7]。笔者对已报道的 HPLC-FLD 进行分析，发

现在分离各组分时，样品中生物杂质的洗脱不够

彻底，一部分峰分离不佳；另外，选取的组分与

常规 3 种单胺类神经递质相对应的代谢产物不一

致，这些结果限制了该方法在神经递质相关疾病

检验和诊断工作中的应用。本次实验旨在改进现

有的主要方法，建立新的梯度洗脱系统，测定常

规 3 种单胺类神经递质及其相对应的代谢产物，
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使各组分得到良好的分离，为生物体内单胺类神

经递质测定方法的选择提供依据。 

1  材料 

1.1  仪器  

LC-20AT 液相色谱系统(包括自动进样器、紫

外检测器和工作站，日本岛津)；X-22R Centrifuge 

型高速低温离心机(美国 Beckman 公司)；0320 酸

度计(瑞士Mettler Toledo公司)；IKA T10匀浆机(德

国艾卡公司)。 

1.2  药品与试剂  

对 照 品 ： 重 酒 石 酸 去 甲 肾 上 腺 素

(norepinephrine，NE，批号：100169-201103；纯

度：95%)、盐酸多巴胺(dopamine，DA，批号：

100070-201006；纯度：100%)、盐酸 5-羟色胺

(serotonin hydrochloride，5-HT，批号：111656- 

201101；纯度：100%)购自中国药品生物制品检定

研究院；3-甲氧基 -4-羟基苯乙胺 [2-(4-hydroxy- 

3-methoxyphenyl)ethylamine ， 3-MT ， 批 号 ：

BCBS7510W；纯度：99%]、3,4-二羟基苯乙酸

(3,4-dihydroxyphenylacetic acid，DOPAC，批号：

BCBL7919V；纯度：100%)、高香草酸(homovanillic 

acid，HVA，批号：BCBT8083；纯度：98%)、5-

羟 吲 哚 乙 酸 (5-hydroxyindole-3-acetic acid ，

5-HIAA，批号：BCBS9227V；纯度：98%)购自美

国 Sigma 公司；乙腈(德国 Merck)为色谱纯；高氯

酸、柠檬酸、乙酸钠、辛烷磺酸钠醋酸及其他试

剂均为国产分析纯，水为双蒸馏水。 

1.3  动物  

SPF级SD大鼠，♂，20只，体质量为(230±20)g，

购 自 浙 江 省 实 验 动 物 中 心 ， 许 可 证 号 ：

SCX(浙)2012-0003。实验在浙江省食品药品检验研

究院进行，许可证号：SCX(浙)2012-0050。饲养房

间温度 20~22 ℃，日温差 <3 ℃，相对湿度

50%~70%。饲养密度为每笼 5 只，笼子更换频度

为每周 3 次，饲料每天更换 1 次，自由饮用纯化水。 

2  方法  

2.1  溶液的配制 

对照品储备液的配制   精密称取适量的 

DA，NE，5-HT，3-MT，DOPAC，HVA 和 5-HIAA

对照品于烧杯中，用 0.1 mol·L1 高氯酸溶解，转

入 10 mL 量瓶中，用 0.1 mol·L1 高氯酸定容至刻

度，配成浓度为 1 mg·L1 的储备液。贮存于20 ℃

冰箱内，分析时按需要用 0.1 mol·L1 高氯酸稀释

成各种质量浓度的标准液。  

2.2  样品处理   

冰浴下分离大鼠脑皮质、海马、纹状体、小

脑、下丘脑和延髓，精确称重后以 1∶10 加入

0.1 mol·L1 高氯酸，冰浴下超声裂解 30 s，

14 000 r·min1 4 ℃低温离心 30 min，取上清液用

0.22 μm 滤膜抽滤，滤液作为样品溶液。 

2.3  色谱条件 

色谱柱为 Inertsustain C18 柱(250 mm×4.6 mm，

5 μm)；流动相 A 为柠檬酸-乙酸钠-辛烷磺酸钠缓

冲液缓冲液(含 30 mmol·L1 柠檬酸、40 mmol·L1

醋酸钠、0.2 mmol·L1EDTA-2Na、0.4 mmol·L1

辛烷磺酸钠，pH=3.8)，流动相 B 为甲醇；流速

1.0 mL·min1；进样量 10 μL；荧光检测波长

λex=280 nm，λem=330 nm；梯度洗脱，0~10 min，

95% → 90%A ； 10.1~20 min ， 90% → 70%A ；

20.1~25 min，70%A；25.1~26 min，70→10%A；

26.1~36 min，10%A；36.1~37 min，10%→95%A；

37.1~45 min，95%A。 

2.4  统计学分析 

以各有关成分对照品的峰面积和各自浓度作

标准曲线，测定样品的待测有关成分峰面积，按

外标法求出样品中成分含量。用 SPSS 17.0 统计软

件进行 t 检验统计分析。 

3  结果  

3.1  色谱结果 

对照品及组织匀浆中 7 种待测物质在 45 min

内得以很好地分离，组织中的干扰峰与生物胺可

完全分离。各生物胺的保留时间分别为 DA 

3.191 min、NE 5.365 min、5-HT 10.874 min、3-MT 

12.062 min、DOPAC 14.220 min、HVA 19.270 min

和 5-HIAA 23.486 min。结果见图 1。 

3.2  线性范围和相关系数  

用 0.1 mol·L1 高氯酸配制 0.1~400.0 μg·L1 的

标准工作液，按“2.3”项下色谱条件，进样，记

录色谱图，以对照品峰面积为纵坐标(Y)，相应对

照品质量浓度为横坐标(X，μg·L1)，绘制标准曲

线，得相应对照品的回归方程和线性范围。结果

见表 1。 

3.3  仪器精密度试验 

取 6 份同一样本脑组织，分别加入含有一定

量 7 种单胺类神经递质的混合对照品溶液，按“2.2”

项下方法处理后进行分析，各色谱峰的保留时间波
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动<0.1 min，峰面积的 RSD 为 0.22%~2.7%。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品；B大鼠脑组织样品；1NE；2DA；35-HT；43-MT；

5DOPAC；6HVA；75-HIAA。 

Fig. 1  HPLC chromatograms  
Amixed standard substances; Bsample of rat brain tissue; 1NE；

2DA；35-HT；43-MT；5DOPAC；6HVA；75-HIAA. 

表 1  HPLC-FLD 测量 7 种物质的回归方程及其相关系数  

Tab. 1  Regression equations and correlation coefficients of 
the 7 substances determined by HPLC-FLD 

对照品 回归方程 相关系数 
线性范围/ 

μg·L1 

检测限/ 

μg·L1 

NE Y=519.34X+657.94 0.999 1  6.9~110.0 2.3 

DA Y=786.36X+642.75 0.999 8 5.0~80.0 1.6 

5-HT Y=4 688.60X905.16 0.992 6 0.9~12.5 0.3 

3-MT Y=937.04X+112.33 0.999 8 3.8~60.0 1.3 

DOPAC Y=162.68X+48.96 0.999 3 25.0~400.0 8.0 

HVA Y=162.47X665.71 0.999 6 25.0~400.0 8.0 

5-HIAA Y=2 059.90X+1 717 0.999 9  1.3~100.0 0.4 

3.4  稳定性试验 

在脑组织匀浆液中分别加入含有一定量 7 种

单胺类神经递质的混合对照品溶液，按“2.2”项

下方法进行处理，分别在 0，24，48，72 h 时取样

进行测定，结果表明各峰面积 RSD 范围为

1.45%~4.51%，说明制备好的样品溶液在 3 d 内检

测稳定性良好。 

3.5  回收率试验 

取 10 份大鼠脑皮层混合样品匀浆液，分成 A、

B、C、D 4 组，共 70 份，A 组不加对照品但加入

等量体积的生理盐水，B 组加线性范围的 10%对

照品，C 组加线性范围的 50%对照品，D 组加线

性范围的 100%对照品，按“2.3”项下色谱条件进

样测定，计算 3 种含量对照品的回收率。结果显

示，7 种生物胺加入 10%对照品的回收率为

82.82%~100.22%，加入 50%对照品的回收率为

84.31%~99.86%，加入 100%对照品的回收率为

80.39%~100.77%。结果见表 2。 

表 2  样品回收实验结果(n=3) 

Tab. 2  Result of sample recovery test(n=3)      μg·L1 

对照品
B C D 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%

NE  95.25 0.62 84.31 1.09  80.53 0.41 

DA 100.22 0.60 85.63 1.62  80.39 0.53 

5-HT  80.84 0.25 93.60 0.46  90.12 1.11 

3-MT  95.22 1.15 90.07 2.89  93.79 1.45 

DOPAC  88.36 2.43 86.48 1.70  88.68 1.00 

HVA  82.82 0.93 99.86 0.35 100.77 0.76 

5-HIAA  92.34 0.42 89.90 0.32  85.73 0.39 

3.6  HPLC 测定大鼠不同脑区生物胺的含量 

取 5 只 SD 大鼠，取脑，迅速在冰盘上分离皮

质、海马、纹状体、小脑、下丘脑和延髓，放入

70 ℃冰箱保存待用。按“2.3”项下色谱条件检

测各分区匀浆液中 7 种待测生物胺的含量。结果

显示，NE 在小脑含量较低，在皮质和纹状体含量

较高；DA 在小脑含量较低，在海马、纹状体和延

髓含量较高；5-HT 含量均偏低，其中在大脑皮层、

纹状体和下丘脑含量较高，在小脑和延髓含量较

低；3-MT 在小脑含量未测出，其中纹状体含量相

对较高；DOPAC 在小脑和海马的含量未测出，其

中纹状体含量相对较高；HVA 在小脑、海马和延

髓的含量未测出，其中纹状体含量相对较高； 

5-HIAA 在小脑含量较低，在下丘脑和纹状体含量

较高。结果见表 3。 

表 3  HPLC-FLD 测定 SD 大鼠不同脑区单胺神经递质含量( sx  , n=5) 

Tab. 3  Contents of amino acids in different brain areas of the SD rats determined by HPLC-FLD( sx  , n=5)       μg·g1 

神经递质种类 皮层 海马 纹状体 小脑 下丘脑 延髓 

NE 11.14±1.58  8.32±1.72 15.34±1.66 4.65±1.28  7.58±1.23  6.73±3.27 

DA 19.35±2.21 28.14±2.34 29.08±2.56 1.35±3.82 12.07±1.21 25.50±5.84 

5-HT  1.13±0.23  0.48±0.11  0.86±0.13 0.15±0.13  1.09±0.11  0.15±0.06 

3-MT  3.37±0.36  3.48±1.49  9.97±1.12   4.36±0.70  1.16±0.46 

DOPAC 37.66±3.36  213.52±23.29  26.38±2.63  7.82±1.28 

HVA 44.90±3.18  143.19±14.28  27.80±2.38 

5-HIAA 59.58±4.89 41.83±3.73 78.25±5.87 8.72±1.36 96.96±6.54 20.96±3.19 
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4  讨论  

林凌云等[4]报道 HPLC-FLD 能同时测定 7 种

单胺类神经递质及其相关物质，但只有 5 种与本

研究相同。赵燕燕等[6]和徐鹏等[7]报道 HPLC-FLD

能同时测定 8 种单胺类神经递质，但测定的组分

与常规 3 种单胺类神经递质相对应的代谢产物也

不一致。进一步分析这些方法，发现这些方法对

样品中生物杂质的洗脱不够彻底，容易有杂质带

入下一次样品分析，从而影响结果。本实验建立

了同时检测生物体内最常见的 7 种单胺类神经递

质含量的 HPLC-FLD，使其在梯度洗脱条件下得

到良好的分离，并且排除了内源性物质对下一个

样品分析的干扰，为生物体内单胺类神经递质测

定方法的选择提供了依据。该方法回收率高，检

出限低，分离度好，结果准确、可靠，适用于生

物体内 7 种单胺类神经递质含量的检测分析，可为

疾病的诊断、药物治疗以及基础研究提供参考。 

在神经活动中，最常见的单胺类神经递质主要

是 NE、DA、5-HT，它们的相关主要代谢产物分别

是 NE 代谢产物 3-MT，DA 代谢产物 DOPAC 和

HVA，5-HT 代谢产物 5-HIAA。这些神经递质和代

谢产物量的变化可以评估这 3类神经递质的代谢情

况。单胺类神经递质及其相关代谢产物也可统称生

物胺。本次研究中，分析了皮质、海马、纹状体、

小脑、下丘脑和延髓中 7 种生物胺的含量，发现不

同生物胺在脑的同一部位含量是不同的，并且同一

生物胺在脑的不同部位含量也有很大差异，这些结

果提示生物胺的变化和脑的不同功能相关，许多研

究也证实了这个想法。有研究表明，大鼠大脑皮质

中的 NE 与 5-HT 水平与递增负荷运动呈显著正相

关[8]；癫痫患者脑病灶内 DA 含量较周围组织显著

降低[9]。Cheng 等 [10]研究表明，生物胺及其代谢产

物与常见的抑郁症、精神分裂症、幼儿孤独症和帕

金森病等神经精神疾病有关。Perry 等[11]认为，单

胺类神经递质及其相关代谢产物含量与人体健康

密切相关，在中枢神经系统、外周植物神经系统和

内分泌活动中起着极其重要的作用。因此，研究脑

组织中生物胺的含量变化为了解脑的功能和神经

精神系统疾患(如癫痫、帕金森综合征、脑损伤及抑

郁等疾病)的发病机制以及相关药物的作用机制提

供物质基础。 

总之，本次实验建立了一个分离度高、稳定

性好，可同时测定 7 种生物胺的方法，并用该方

法检测了脑内 6 个部位的生物胺含量，证实了脑

内生物胺分布的差异。本实验为中枢神经系统的

研究提供了一种有效的研究工具，同时为脑内生

物胺的分析提供了数据参考。 
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