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RP-HPLC法检测大鼠海马中
4种氨基酸类神经递质含量的研究
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摘要:建立了 RP-HPLC测定大鼠海马中 4种氨基酸类神经递质含量的方法 。以 2 , 4-二硝基氟苯
(DNFB)为衍生化试剂进行柱前衍生 ,色谱条件为 Diamonsil C18(4.6mm×200mm ,5μm)色谱柱 ,乙腈
和醋酸钠缓冲液为流动相 ,采用二元梯度洗脱 , UV 350nm检测。结果显示:在 18min内 ,4种氨基酸

分离完全 ,在 0.01 ～ 100μg/mL 范围内线性关系良好 ,天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、甘氨酸(Gly)、
γ-氨基丁酸(GABA)相关系数分别为 0.9985 、0.997 6、0.994 3 、0.992 4;日内变异系数分别为 2.4%、3.
8%、3.2%和3.5%;标准加入平均回收率分别为94.80%、93.93%、92.69%和 96.74%。
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Determination of 4 Amino A cids Neurot ransmit ters

in Rat Hippocampi by RP-HPLC
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(1.Co llege of Animal Medicine , Nor theast Ag ricultura l Unive rsity , H arbin 150030 , China;
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Abstract:In this paper , a method for the determination of 4 amino acids neuro transmi tters in rat

hippocampi by RP-HPLC was established.The samples w ere precolumn de riva ted w i th DNFB.

The chromatog ram condition is Diamonsil C18 co lumn(4.6mm×200mm ,5μm).Acetonit rile/ace-
tate buf fer solut ion w as used as mobi le phase and the g radient elution w as detected by UV at 350

nm .The resul ts show ed tha t 4 amino acids neurot ransmit ters w ere separated w i thin 18 minutes.

The linear relat ion w as w ell in the range f rom 0.01 to 100μg/mL , and the correlation coef ficients

of Asp ,Glu ,Gly and GABA were 0.9985 ,0.9976 , 0.994 3 , and 0.992 4 , respectively .The coeff i-
cient of differentiations w ere 2.4%, 3.8%, 3.2% and 3.5%, and the average recoveries w ere

94.80%,93.93%,92.69%and 96.74%, respectively.This method is speediness , accurate , simple ,
high sensible and well repeti tion and provides a reference fo r the determinat ion of amino acids

neurot ransmit ter and related researches.
Key words:RP-HPLC;Ra t;Hippocampi;Amino acids

　　海马组织中兴奋性神经递质如谷氨酸(Glu)和

天冬氨酸(Asp),及抑制性神经递质如 γ-氨基丁酸

(GABA)和甘氨酸(Gly)含量的变化与麻醉密切相

关 。有关文献报道
[ 1 ～ 4]

,动物在进行吸入麻醉 、静脉
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麻醉和肌肉注射麻醉过程中 ,均引起海马组织中氨

基酸类神经递质含量发生改变 ,其变化程度在一定

范围内与用药浓度呈正(负)相关。据文献报道 ,测

定方法多采用邻苯二甲醛(OPA)衍生剂柱前衍生

法 ,利用氨基酸分析柱 ,结合荧光检测器测定 ,但此

方法成本较高 ,试验过程复杂
[ 5 ～ 7]

。为探索一种操

作简便且成本低的检测方法 , 参照文献[ 8] ,采用

2 ,4-二硝基氟苯(DN FB)柱前衍生 ,用 C18色谱柱 ,

建立了测定大鼠海马组织中 4 种氨基酸含量的

RP-HPLC方法 ,经多次试验 , 4 种氨基酸获得有效

分离 。

1　材料和方法

1.1　试验材料

1.1.1　仪器　美国Waters 2695高效液相色谱仪 ,

自动进样器 、UV 检测器及色谱数据处理系统;超

低温冰箱 、高速冷冻离心机(Japanese Beckman

Company)等 。

1.1.2　试剂　A sp 、Glu 、Gly 、GABA 标准品(美国

Sigma公司);2 , 4-二硝基氟苯(美国 Sigma 公司);

乙腈(色谱纯 ,德国 Merck 公司);甲醇(色谱纯 ,德

国 Merck公司);隆朋(东北农业大学外科教研室);

去离子水;其余试剂均为分析纯。

1.1.3　试验动物　成年 SD 大白鼠 ,体重(200±

20)g(黑龙江省哈尔滨市汉方实验鼠类养殖所)。

1.2　试验方法

1.2.1　标准品储备液配制　精密称取 Glu 、Asp 、

GABA 、Gly 标准品各 5mg ,置于 5mL 容量瓶中 ,用

甲醇/水(V/V=50∶50)溶解并稀释 ,配成浓度为

1mg/mL 的储备液 。

1.2.2　衍生剂配制　DNFB用乙腈配成 0.5%(V/

V)的溶液 ,避光保存。

1.2.3　色谱条件　色谱柱:Diamonsil C18(4.6mm×

200mm , 5μm);流动相:A 为 0.05mol/L 的醋酸钠

缓冲液(pH =6.0), B为乙腈/水(V/V =50∶50),

进行梯度洗脱 ,流动相B 的浓度由初始时 16%经 10

min增至 45%, 18min 至 85%;流速 1mL/min;检

测波长 350 nm;柱温 28℃。取 20μL 进样分析 ,采

用外标法定量。

1.2.4　样品预处理和衍生化　大鼠腹腔注射隆朋

50mg/kg 麻醉 ,在冰面上断头 ,取海马 ,称重 ,加入 9

倍体积的甲醇/水(V/V=50∶50),手动匀浆后将

匀浆液注入 EP 管中;-4℃离心 30m in(3000

r/min),上清液倒入另一个 EP 管中低温保存;取海

马组织液 40μL ,加入 40μL 乙腈 ,混匀 ,-4℃离心 10

min(12 000 r/min),取上清液加入 0.5mo l/L NaH-

CO3 溶液 40μL ,再加入 0.5%(V/V)2 ,4-二硝基氟

苯 20μL ,混匀 ,于恒温水浴锅中衍生 55min(水浴

65℃),进样 20μL 。

1.2.5　线性范围和相关系数　精密量取氨基酸混

合标准储备液 ,用甲醇/水(V/V =50∶50)将储备

液分别稀释成 0.01 、0.1 、0.5 、1 、10 、20 、50 、100

μg/mL的对照液 。衍生后各取 20μL 进样测定 。

1.2.6　加样回收率测定　将已知浓度的海马组织

样品分成 3 份 , 分别加入等体积 10μg/mL 、20

μg/mL 、50μg/mL 的氨基酸混合标准液 ,分别进行

样品预处理并分析 ,计算回收率 。

1.2.7　精密度测定　①日内差测定:同一浓度水平

的混合标准溶液于 1d内分别进行 4次重复进样 ,测

定峰高值和变异系数;②日间差测定:对同一浓度水

平的混合标准溶液分 4d 4次进样 ,测定峰高值和变

异系数 。

1.2.8 　海马组织样品测定 　大鼠海马组织按

1.2.4方法处理后进样 ,采用外标法分析 ,测定 4种

氨基酸类神经递质含量 。

2　结果与分析

2.1　4种氨基酸分离效果

在 1.2.3色谱条件下 , 4 种氨基酸得到有效分

离 ,保留时间为:A sp 5.71 min ,Glu 7.83min ,Gly

14.45min ,GABA 15.92min。各峰无干扰及拖尾现

象 。所得色谱图见图 1和图 2 。
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2.2　线性范围和相关系数

按 1.2.5 试验条件进样 ,以峰面积(Y)与标准

品浓度(X)进行线性回归 。结果表明 ,4种氨基酸在

0.01 ～ 100μg/mL 范围内线性关系良好 ,回归方程

Y =AX +B , Y 为面积 , X为各氨基酸的浓度 ,求

得相关系数。结果如表 1。

表 1　线性方程和相关系数

氨基酸 线性方程 相关系数

Asp Y=0.7364X-0.7283 0.998 5

Glu Y=0.6661X-0.5323 0.997 6

Gly Y=0.3827X-0.5562 0.994 3

GABA Y=4.2800X-0.0729 0.992 4

2.3　加样回收率

由表 2可知 ,A sp 、Glu 、Gly 和 GABA 的平均回

收率分别为 94.80%、93.93%、92.69%和 96.74%。

其回收率均在 90%以上 ,表明上述色谱条件可靠 、

检出率较高。

表 2　加样回收率测定结果

氨基酸
样品含量

(μg/mL)
加入量

(μg/mL)
测定量

(μg/mL)
回收率

(%)

A sp 16.28 10 25.45 96.84

20 33.86 93.32

50 62.46 94.23

Glu 20.26 10 28.14 92.99

20 37.46 93.05

50 67.28 95.76

Gly 55.38 10 60.47 92.49

20 69.18 91.78

50 98.84 93.79

GABA 42.30 10 50.82 97.17

20 60.02 96.34

50 89.25 96.70

2.4　精密度

按 1.2.7 内容进行。结果表明 , Asp 、Glu 、Gly

和 GABA 4 种氨基酸的日内差变异系数分别为

2.4%、3.8%、 3.2%、 3.5%;日间差变 异系 数

2.7%、3.4%、2.9%、3.7%。变异系数均在 4.0%

以下 ,表明该检测方法稳定 、重现性好。

2.5　海马组织样品测定结果

大鼠海马中 4种氨基酸类神经递质含量差别显

著 ,Gly 含量最高 ,A sp含量最低 。结果见表 3。

　　表 3　大鼠海马中 4 种氨基酸类神经递质的含量

(x±s , n=6)

氨基酸 含量(μg/ mL)

Asp 15.84±1.34

Glu 20.22±1.73

Gly 55.05±3.66

GABA 42.05±3.20

3　讨论

3.1　流动相的配制

本试验选用醋酸钠缓冲液配制流动相 ,其浓度

为 0.05mol/ L ,如果浓度过高会破坏键合相的稳定

性 ,对色谱柱的损害较大。另外 ,缓冲液长期不用容

易析出结晶 ,导致细菌繁殖 , pH 值发生改变 ,直接

影响检测的准确性。所以一定要用低浓度的缓冲

液 ,临用前现配。

3.2　衍生化试剂

本试验采用 DNFB作衍生剂 ,与常规采用OPA

作为衍生化试剂相比 ,操作简便 ,衍生产物稳定 ,不

需要氨基酸专用色谱柱 ,采用紫外检测器即可对 4

种氨基酸类神经递质进行检测。

3.3　衍生反应

在衍生过程中 ,衍生时间 、pH 值及衍生剂的比

例 、水浴温度都会影响测定的结果。衍生时间过长 ,

会导致氨基酸的水解;衍生剂比例过高 ,会造成衍生

峰过大 ,影响样品的测定。经过多次试验比较 ,最终

确定衍生时间为 55min ,衍生剂浓度为 0.5%(V/

V),水浴 65℃时 4种氨基酸得到完全分离 ,衍生产

物稳定 。

3.4　样品处理

为避免活性下降 ,采集海马组织时应快速准确 ,

提取 、匀浆 、离心 、取样都要在 0 ～ 4℃进行 , 样品

-80℃冻存 。本试验在海马组织处理过程参照文献

[ 9 ] 的 方法 , 采 用 3 000 r/min 离心 30min 和

12 000 r/min离心 10min , 2次离心使海马组织中的

小分子蛋白或肽分离出去 , 避免杂质残留 , 影响

柱效。

试验建立了大鼠海马组织中 4种氨基酸类神

经递质 RT-HPLC方法 ,梯度洗脱 18min内即可完

成分离 , 洗脱时间稳定 , 重复性好 。方法具有准

确 、简单 、灵敏度高 、重现性好 、分析时间短等优

点 ,为氨基酸类神经递质的临床检测及相关研究

提供了依据 。
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3　讨论

Ghrelin主要由胃的内分泌细胞分泌 ,随后的研

究发现 , 它在很多方面通过不同的机制发挥作

用[ 3 ～ 5] 。有报道Ghrelin在脾 、淋巴结等免疫器官或

淋巴细胞有表达 ,通过抑制炎性因子的产生而起免

疫调节作用[ 5 , 6 , 8] 。但至于胸腺中 Ghrelin阳性细胞

分布情况 ,是否参与胸腺微环境来对胸腺 T 淋巴细

胞发育分化产生影响以及在胸腺的增龄退化过程中

起到的作用及其作用机制等一系列问题都有待解

决。试验中发现 ,Ghrelin在小鼠胸腺中尤其是在胸

腺上皮细胞中表达 ,而胸腺上皮细胞是胸腺微环境

最重要的成分 ,它们通过分泌可溶性分子以及细胞

与细胞之间的相互作用 ,对胸腺 T 淋巴细胞发育分

化产生重要的影响。这提示 Ghrelin 作为胸腺微环

境的组成部分 ,参与影响胸腺 T 淋巴细胞的发育和

分化 。Dixit 报道 , Ghrelin 是通过特有的配体-受

体模式促进胸腺细胞发育 、分化[ 9] 。试验中还发现 ,

不同表型的胸腺上皮细胞的着色程度不同 ,说明

Ghrelin在不同表型的胸腺上皮细胞的表达量有差

异。胸腺上皮细胞在胸腺中为一个动态的细胞群

体 ,其上皮细胞亚型的生物学特性与泛宿主性调节

有关 ,其功能也有差异
[ 10]
。由此推测 ,胸腺上皮细

胞中 Ghrelin表达量也会影响到胸腺细胞发育分化

的能力 ,但其影响途径有待于进一步研究。
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