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单胺类神经递质是重要的神经信息传递物质，广泛存在

于中枢神经以及外周组织内，主要包括去甲肾上腺素（Norepi-

nephrine，NE）、肾上腺素（Epinephrine，E）、5-羟色胺（5-Hy-

droxytryptamine，5-HT）等，目前认为精神类疾病与其关系密

切[1]。市场上现有的抗抑郁药物主要是基于脑内单胺类神经

递质水平过低的机制开发的[2]。因而准确测定脑组织中单胺

·实验研究·
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摘 要 目的：建立测定大鼠脑组织中的单胺类神经递质含量的方法。方法：采用高效液相色谱-电化学法，以2，5-二羟基苯甲酸

为内标，测定大鼠大脑皮层、小脑、海马组织、下丘脑、嗅球中以去甲肾上腺素（NE）和5-羟色胺（5-HT）为代表的单胺类神经递质的

含量。色谱柱为DIKMA C18，流动相为缓冲盐溶液（醋酸钠、庚烷磺酸钠、乙二胺四乙酸二钠和柠檬酸）-甲醇（梯度洗脱），流速为

1.0 ml/min，工作电压为+0.7 V。结果：NE、5-HT的检测质量浓度线性范围分别为0.084～4.2 µg/ml（r＝0.999 9）和0.005～0.25 µg/ml
（r＝0.999 1），平均加样回收率分别为 98.85％（RSD＝2.89％，n＝3）和 101.5％（RSD＝2.41％，n＝3），日内（n＝5）和日间（n＝3）

RSD均不大于3％；NE在小脑中的含量最低[（0.343±0.14）mg/g]，在下丘脑中含量最高[（3.062±1.51）mg/g]；5-HT在小脑中的含

量最低[（0.059±0.04）mg/g]，在大脑皮层中含量最高[（0.383±0.21）mg/g]。结论：本方法灵敏、简便、快速，可用于大鼠脑组织中

NE、5-HT含量的测定。
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Content Determination of Monoamines Neurotransmitter in Cerebral Tissues of Rats by HPLC-ECD
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of monoamines neurotransmitter in cerebral tis-
sues of rats. METHODS：Using 2，5-dihydroxybenzoic acid as internal standard，HPLC-ECD was adopted to determine the contents
of monoamines neurotransmitter as norepinephrine（NE）and 5-hydroxytryptamine（5-HT）in pallium，cerebellum，hippocampus，
hypothalamus and apophysis mamillaris of rats. The determination was performed on DIKMA C18 column with mobile phase consist-
ed of buffer salt（sodium acetate，sodium heptanesulfonate，ETAs，citric acid）-methanol（gradient elution）at the flow rate of 1.0
ml/min. The voltage of electrode was +0.7 V. RESULTS：The linear range of NE and 5-HT were 0.084-4.2 µg/ml（r＝0.999 9）and
0.005-0.25 µg/ml（r＝0.999 1），respectively. The average recoveries were 98.85％（RSD＝2.89％，n＝3）and 101.5％（RSD＝

2.41％，n＝3），respectively. RSD of intra-day（n＝5）and inter-day（n＝3）were no more than 3％. Content of NE in cerebellum
was the lowest [（0.343±0.14）mg/g]，and content of it in hypothalamus was the highest [（3.062±1.51）mg/g]. Content of 5-HT in
cerebellum was the lowest [（0.059±0.04）mg/g]，and content of it in pallium was the highest [（0.383±0.21）mg/g]. CONCLU-
SIONS：The method is sensitive，simple and rapid，and can be used for the content determination of NE and 5-HT in cerebral tis-
sue of rats.
KEYWORDS HPLC-ECD；Monoamines neurotransmitter；Norepinephrine；5-Hydroxytryptamine；Rats；Cerebral tissue
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类神经递质的含量对于抗抑郁药物的药效与机制研究具有重
要的意义。目前关于脑内单胺递质的检测方法很多，其中高
效液相色谱-电化学（HPLC-ECD）法是报道最多、应用最广的
方法。现有文献中流动相主要采用等度洗脱，而 NE 极性较
强，反相柱吸附能力较弱，因而出峰快；而5-HT极性较弱，出峰
慢，若采用等度洗脱，存在NE峰分离度差或者5-HT出峰时间
过长的问题。因此根据本实验室的条件，笔者建立了一种实
用、灵敏、简便的HPLC-ECD梯度洗脱方法，能快速同时测定
大鼠不同脑区内NE和 5-HT的含量，为进一步研究单胺类神
经递质奠定方法学基础。

1 材料
1.1 仪器

e2695高效液相色谱仪及 2465电化学检测器（美国Waters

公司）；5810R高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司，离心半
径：9.5 cm）；AG285电子分析天平（瑞士Mettler Toledo公司）；

超纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂
NE 标准品（哥伦比亚 Matrix Scientific 公司 ，批号 ：

037692，供含量测定用）；5-HT标准品（批号：91M5163V，供含
量测定用）和内标 2，5-二羟基苯甲酸（DHBA，批号：MK-

BG3214V）均购自美国Sigma公司；甲醇为色谱纯，其他试剂均
为分析纯，水为高纯水。

1.3 动物
SD大鼠15只，♀，SPF级，体质量300～350 g，由广东省实

验动物中心提供，许可证号为：SCXK（粤）2008-0002。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备
2.1.1 蛋白沉淀液。取浓高氯酸溶液和乙二胺四乙酸
（EDTA）适量，稀释为含高氯酸 0.1 mol/L和EDTA 0.1 mmol/L

的蛋白沉淀液。

2.1.2 标准品溶液。精密称取NE、5-HT标准品适量，以蛋白
沉淀液溶解，分别配制成质量浓度为21 μg/ml和5 μg /ml的贮
备液，临用前用蛋白沉淀液稀释成 NE 质量浓度为 0.084、

0.252、0.42、0.84、2.1、4.2 μg/ml，5-HT 质量浓度为 0.005、0.01、

0.02、0.1、0.2、0.25 μg/ml的系列标准品溶液。

2.1.3 内标工作液。精密称取DHBA适量，用蛋白沉淀液溶
解配制成质量浓度为4 mg/L的溶液。

2.1.4 样品溶液。大鼠脱颈椎处死，开颅迅速取出整个脑组
织，分离各脑区，用适量0.9％氯化钠注射液（生理盐水）冲洗，

用吸水纸吸干，称质量，以一定比例加入蛋白沉淀液，冰浴下
手动匀浆，取匀浆液 14 000 r/min 低温离心 30 min，取上清液
再 14 000 r/min低温离心 25 min，取一定量上清液按比例加入
一定量的内标工作液，即得。

2.2 色谱条件
色谱柱为DIKMA C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：缓

冲盐溶液 [100 mmol/L 醋酸钠、3 mmol/L 庚烷磺酸钠、0.2

mmol/L 乙二胺四乙酸二钠（EDTA-2Na）、85 mmol/L柠檬酸]-

甲醇，梯度洗脱，流速：1.0 ml/min；工作电压：+ 0.7 V；柱温：

25 ℃；进样量：20 µl。流动相洗脱程序见表1。

2.3 系统适用性研究
取NE和 5-HT混合标准品溶液+内标、空白溶剂（蛋白沉

淀液）进样测定，记录色谱；另取大鼠大脑皮层样品、小脑样
品、海马样品、下丘脑样品、嗅球样品，按“2.1.4”项下方法制成
溶液，进样测定，记录色谱。结果标准品和脑组织中的各峰形

对称，内源性杂质无干扰，NE、内标、5-HT的保留时间分别约
为5、8、18 min，NE、5-HT达到良好分离。色谱图见图1。

2.4 线性范围考察

由于脑组织中原本就含有NE、5-HT，故不能直接用脑组
织进行线性范围考察。故用蛋白沉淀液将标准品溶液稀释成
含 NE 0.084、0.252、0.42、0.84、2.1、4.2 μg/ml，含 5-HT 0.005、

0.01、0.02、0.1、0.2、0.25 μg /ml的系列混合标准品溶液，按比例
加入内标溶液，进样测定。以质量浓度（x）为横坐标、标准物质
的峰面积与内标峰面积的比值（y）为纵坐标进行回归分析。得
NE回归方程为y＝5.292x－0.147 4（r＝0.999 9），检测质量浓度
线性范围为 0.084～4.2 μg/ml；5-HT回归方程为 y＝59.057x－

0.130 3（r＝0.999 1），检测质量浓度线性范围为 0.005～0.25

μg/ml。

2.5 提取回收率试验

取一定量的NE标准品2份，其中1份加入全脑样品溶液，

处理后测得NE峰面积记为A1；1份加入蛋白沉淀液并稀释至
相同浓度，测得NE峰面积记为A3；另外测得全脑样品溶液（未
加标准品）的NE峰面积记为A2；计算NE提取回收率＝（A1－A2）/

A3×100％。同法测得5-HT的提取回收率，结果见表2。

图1 高效液相色谱图
A.标准品+内标；B.空白溶剂；C.大脑皮层样品；D.小脑样品；E.海马样

品；F.下丘脑样品；G.嗅球样品

Fig 1 HPLC chromatograms
A. standard substance + internal standard；B. blank solvent；C. pallium

sample；D.cerebellum sample；E. hippocampus samples；F. hypothala-

mus sample；G. apophysis mamitlaris sample
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表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution conditions

时间，min

0～7

7～9

9～18

18～19

19～28

甲醇，％
5

5→30

30

30→5

5

缓冲盐溶液，％
95

95→70

70

70→95

95

··2324



中国药房 2014年第25卷第25期 China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 25

表2 提取回收率试验结果（n＝3）

Tab 2 Results of extraction recovery tests（n＝3）

被测物
5-HT

NE

加入量，μg/ml

1.030

0.515

0.258

8.92

4.26

2.23

提取回收率，％
85.88

85.18

86.22

93.08

95.99

98.17

平均值，％
85.76

95.74

RSD，％
0.60

2.66

2.6 加样回收率试验

因NE、5-HT为内源性物质，故用加入法测定回收率，即向

已知浓度的全脑样品溶液中加入一定量的NE、5-HT标准品溶

液，处理后进样测定，计算方法回收率＝（测得量－样品含量）/

加入量×100％，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of recovery tests of added index（n＝3）

被测物

NE

5-HT

样品中含量，
μg/ml

0.169

0.141

0.113

0.185

0.154

0.123

加入量，
μg/ml

0.106

0.132

0.158

0.078

0.098

0.117

测得量，
μg/ml

0.273

0.271

0.270

0.264

0.253

0.244

加样回收率，
％

98.51

98.50

99.55

101.2

100.8

102.6

平均值，
％

98.85

101.5

RSD，
％

2.89

2.41

2.7 精密度试验

取同一份全脑样品，加入NE、5-HT标准品溶液制备成高、

中、低3种质量浓度的样品溶液，分别于同日内0、2、4、6、8 h重

复测定 5次，考察精密度。结果 NE 的 RSD＝2.76％（n＝5），

5-HT的RSD＝3.00％（n＝5），表明本方法精密度良好。

2.8 稳定性试验

将已知NE、5-HT质量浓度的样品溶液 3份，分别置于常

温下存放，于处理后第 1、2、3天测试其含量，考察样品稳定

性。结果NE的RSD＝1.87％（n＝3），5-HT在第 2天含量有大

幅下降，表明脑组织中NE在常温下至少能稳定3 d，而5-HT仅

能稳定1 d。

2.9 样品含量测定

根据“2.1.4”项下的制备方法，分别制备6只大鼠的大脑皮

层样品溶液、小脑样品溶液、海马样品溶液、下丘脑样品溶液、

嗅球样品溶液，测定其中NE、5-HT含量，结果见表4。

表4 NE、5-HT在大鼠不同脑区中的水平（x±±s，mg/g，n＝6）

Tab 4 The levels of NE and 5-HT in different parts of brain

in rats（x±±s，mg/g，n＝6）

被测物
NE

5-HT

大脑皮层
0.411±0.12

0.383±0.21

小脑
0.343±0.14

0.059±0.04

海马
1.654±0.80

0.135±0.09

下丘脑
3.062±1.51

0.206±0.12

嗅球
0.864±0.10

0.086±0.04

由表 4结果可知，NE在下丘脑中含量最高，海马次之，小

脑最低；5-HT 在大脑皮层中含量最高，下丘脑次之，小脑最

低。说明单胺类神经递质在♀大鼠脑中分布不均一，与张燕

等[3]报道一致。

3 讨论
单胺类神经递质结构不稳定，极易分解，且脑组织样品量

少，成分复杂，神经递质含量极微。因此建立一套完整、详细、

可重复的含量分析方法尤为重要。

根据文献[4-7]，笔者先后进行了4种不同流动相[（1）缓冲盐

溶液（无水乙酸钠 2.0 g、柠檬酸 5.5 g、EDTA-2Na 60 mg、NaCl
584.4 mg、1.0 mmol/L庚烷磺酸钠 2 ml制成 500 ml）-甲醇（97 ∶
3）；（2）缓冲盐溶液（0.1 mol/L磷酸二氢钾、0.01 mol/L庚烷磺
酸钠、0.1 mol/L EDTA-2Na，用 0.1 mol/L 磷酸调 pH 为 3.6）-甲
醇-乙腈（78 ∶19 ∶3）；（3）缓冲盐溶液（0.1 mol/L磷酸二氢钠、0.85
mmol/L庚烷磺酸钠、0.5 mmol/L EDTA-2Na，用 0.1 mol/L磷酸
调 pH为 3.4）-甲醇（94 ∶ 6）；（4）“2.2”项下流动相]的实验摸索。

前 3种流动相出现了NE峰未能有效分离或者 5-HT峰有明显
拖尾现象的现象，最终确定采用“2.2”项下流动相。结果表明，

在此流动相条件下，NE、5-HT 及内标均可达到有效的分离。

实验发现，增大甲醇的比例不改变各物质的出峰顺序，而且可
以明显缩短各物质的保留时间，尤其是对 5-HT 影响较大，但
甲醇比例过大多会使NE出峰过早，与杂质峰重叠，影响分析
结果。于是笔者改变了以往文献等度洗脱的方法，采用梯度
洗脱，既可使各物质保持良好的分离度，又可以缩短5-HT的保
留时间。

在标准品溶液稀释液的选择上，本实验分别考察了蛋白
沉淀液、0.1 mol/L HCl以及流动相，发现采用流动相及HCl后色
谱峰干扰大，因此，最终确定标准品溶液稀释液为蛋白沉淀液。

多数文献选用 0.1 mol/L的高氯酸作为蛋白沉淀液，因其
除蛋白质峰效果最好、杂质最少，但未明确加入量。若蛋白沉
淀液加入过多，会使峰形过于低平，且高氯酸浓度过高会引起
神经递质氧化分解；若加入过少，蛋白质会对峰形产生干扰或
无法匀浆。经过反复试验，确定加入比例为：＞100 mg的组织
按 1 mg ∶ 2.5 μl 的比例加入，＜100 mg 的组织按 200 μl 加入。

这样既能有效沉淀蛋白，又不干扰峰形。

在操作过程中应尽量避光及在冰水浴中低温下操作。样
品经前处理后应立即检测或分装保存在－80 ℃的冰箱中。含
量分析时，如果具备进样器控温模块，应将温度调节至4 ℃为
佳；如无此模块，则NE在常温下至少能稳定3 d，而5-HT只能
稳定1 d。
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