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微透析取样和微柱液相色谱电化学检测法 

测定大鼠脑纹状体中的5一羟色胺 

， 重 彼得’基辛格 
(Bioanatytical Systems，Inc，2701 Kent Avenue 

M icrodialysis sampling and microbore liquid 

chromatography with electrochemical detec— 

tiOll for determinatiOil of serotonin in rat 

brain striatum 

XIE Fu—M ing，HUANG Tie—Hua， 

Peter T KISSINGER 

(．Bioanatytical Systems， Inc， 2701 Kent 

Avenue，West Lafayette IN 47906，USA) 

AIM ：To develop a sensitive method for deter 

mination of serotonin in biological samples， 

M ETH0DS；A combination of microdialysis 

sampling and mierobore liquid chromatogra 

phy with electrochemical detection (LCEC) 

was established． RESULTS： Changes of 

serotonin in fg or Pg in micr。djalysates from 

brain striatum of the free moving rat were eas— 

ily determined． CONCLUSION：This devel— 

oped method was useful for living animal re— 

search． Serotonin level jn corpus striatum 

healthy rats was quite stable． 

KEY W ORDS serotonin； mierodialysis 

liquid chromat。graphy； electrochemistry 

corpus str{atum 

目的 ：建立一个测定生物样本中5一羟色胺的灵 

敏方法． 方法；将微透析取样和微柱液相色 

谱 电化学检测(LCEC)有机结合，建立灵敏的 

分析方法． 结果 ：很容易地测定了 自由活动 

大 鼠脑纹状体透析液 中 fg—pg的5一羟色胺变 

化． 绪论 ：本法对生物活体研究很有用． 健 
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康大鼠脑纹状体内 5一羟色胺水平是相当稳定 

的． 
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5一羟色胺(serotonin，5-HT)脑内浓度的变 

化与主观精神变化密切相关因此监测脑 内5一 

HT的浓度有助于神经科学的研究及疾病的诊 

疗。 ． 通常测定动物脑 内 5-HT 的浓度变 

化，必须在设定的时间不断将动物处死 ，取其 

脑组织进 行匀浆 ，然后测定． 这不仅要处死 

大量的动物 ．而且因为5-HT极易氧化分解， 

在繁琐的提取纯化过程 中，很多人为的因素和 

产物被带进分析样品，影响了分析结果的准确 

性和可靠性． 由于动物已被处死，无法在同 
一 动物身上进行任何重复确证． 随着新型微 

透析泵和微透析膜的研究开发，微透析取样法 

迅速发展并被应用於活动物的体内取样 ，取得 

了很好的效果 ． 本文用此法从自由活动的 

大 鼠脑纹状俸中取样 ，结合微柱液相色谱电化 

学检测 (LCEC)测定其脑内 5-HT的动态变 

化，以期为 5-HT的研究提供简便有效的手段 

和准确可靠的数据． 

M ATERIALS AND M ETHORDS 

药 品 5 HT 由 Research Biochemieals Interna- 

tiona[(MA—USA)提供． 其他药品和试剂均为 AR 

仪器 BAS48O或BAS20OA液相色谱电化学检测 

系统 (BloanalytieaI Systems，Inc，BAS，hN，USA)配 

有 PM 8O泵；SepSfik微柱 ODS，3 m，100 mm×1 

mm ID 或 UnUet毛 细管 柱 ODS，3 m，150 mm 

～ 

～ 
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×0 32 IIllII 1D；用 于 内径 1 IIIIII微 柱 分 析 系 统 的 

Rheodvne 9125 mi o injector或用于内径0．32 mill的 

毛细管柱分析系统的 Rheodyne 7520 micro injector以 · 

及 LC 4C控制的 UniJvt电化学检测器 (玻碳电极 ，3 

mil1．BAS，IN，USA)． 

微透析取样 Wistar大 白鼠，重 250士10 g，由 

BAS动物室提供． 每1 2 h光亮／黑暗交替 ，自由取食 

和水的实验条件 下，饲 养24 h以上． 经腹 腔注射 L 

mL kg 的10‘1(vo／vo1)的 ketamine-xylazine(100 

mg mL 的混合物进行麻醉后 ，通过外科手术将微透 

析探针 植人 大鼠脑纹状体 微透析探针为 CMA 12 

(4 mm，BAS／CMA)，灌流速度为 2／*L mln ． 自动 

集样器将每 100止 微透析样品收集在含i0 L浓度为 

0．1 tool L_。的高氯酸的收集管中，自动集样器配有冷 

冻装置，因此样品一经收集就被保持在 一4 c下备分 

析． 

液相色谱电化学拴谩5法 内径1 rnm 的微桂和 内 

径0．32 mm的毛细管柱分别直接连接於 microinjee— 

tor，将它们的末端出口直接与UniJet电化学检测池相 

连接 内径 1 mm微柱 LCEC分析系统的样品进样量 

为 5止 ，分别使用两种流动相进行分析． 一种是缓 

冲 液 (二 氢磷酸 钠 25 mmo]L一，柠檬酸 钠50 mmol 

L ，依地酸 (edetic acid)二钠盐 27 Fmol L ，盐酸二 

甲胺 10 mmo]L一，氯化钠 10 mmol L 和(一)碳磺 

酸钠2 mmo[L_。用 85“ 磷酸调节缓冲液的 pH值为 

3．2)和乙腈 比率为 1000：175(vol／vo1)的混合液；另 
一 种是缓冲液(一氯乙酸 o．L mol L一，依地酸二钠盐 

0．5 mmo[L～，辛磺酸钠 650．umol L_。和氯化钠 L0 

mmol L ，用 85 磷酸调节缓冲液的 pH值为 3．1) 

和 乙腈 比率为 10：1(vol／vo1)的混合液 ；流速 为100 

laL min～． UniJet电化 学 检 测 器 的 检 测 电 位 为 

+ 0．55 V 735 Ag／AgC1． 内径 0．32 mm 毛 细管 柱 

LCEC分析系统的样品进样量为 0．5 L，亦分别用两 

种流动相进行分析，一种是缓冲液 (依地酸二钠盐 540 

．mol L一，氯化钠10mmol L ，乙酸钠 90mmol L_。 

和辛磺酸钠 1 mmo[L～，用乙酸 调节缓冲液 pH值为 

5．0)与乙腈比率为 9：L(vo1．／vo1)的混合液；另一种是 

缓冲液(依地酸二钠盐540．-mol L一，氯化钠10 mmol 

L_。，和乙酸钠0．2 mol_L ，用乙酸调节缓冲液的 pH 

值 为5．0)和乙腈 比率 为 98l 2(vo1．／vo1)的混合液 ；流 

速 为9．-L min-。 UniJet电化学检测器的检测电位亦 

为 +O．I5V Ag／AgCl_ 

RESULTS 

微透析取样 将微透析探针植入大鼠脑纹 

状体后 ，立即进行灌流微透析取样． LCEC检 

测的结果表明，5-HT的浓度剧烈不规则地变 

化 (数据未列出) 为此我们设定植入位透析 

探针24／J~时后，待大 鼠恢复正常活动，再开始 

灌流进行微透析取样． 微透析液未作任何提 

取纯化的前处理，直接进行 LCEC分析，既无 

任何 内源性杂质影响 5 HT的基线分离，也无 

任 何 干 扰 峰 影 响 5-HT 的 测 定 (Fig 1和 

Fig 2) 

液相色谱电化学检澳0法 在充分考察流动 

相中的缓i巾液的种类，组成，pH，离子对的砘 

类和浓度以及有机溶剂的种类和含量等因素对 

5-HT的分离的影响的基础上，各种流动相分 

别被选用于内径1 mm微柱 LCEC分析系统和 

内径0．32 mm毛细管柱 LCEC分析系统 ，两个 

系统都在5分钟以内基线分离了5-HT标准品 

和纹状体内透析液样品(Fig 2和 Fig 3)． 

基于对 5-HT的循环伏安图和动态伏安图 

的研究，+o．55 V,us Ag／AgCl被选作为 Uni— 

Jet电化学检测法的检测电位 ，获得了高度的 

检测灵敏度，内径0．32mm毛细管柱 LCEC分 

析系统的检测限度是 5ofg，而内径 1 mm微 

柱 LCEC分析系统的检测限度是 250 fg(Fig 2 

和 Fig 3)． 当两种流动相分别用于同一大 鼠 

脑纹状体透析液样品的分析时，使用标准品的 

5-HT作对照，进一步确证 了微透析样品中的 

5-HT． 内径1 mm微柱 LCEC分析系统测定 

5-HT的电流响应与浓度之间关系的标准曲线 

表明， 5-HT在 0．5—1O pg问浓度与电流响 

应 呈 线 性 关 系， 线 性 系 数 为 0．9999 

(Fig 3)． 

太白鼠脑纹状体内 5-lit的浓度变化 从 

内径l mm微柱LCEC分析系统测定所得到的 

大 鼠脑纹状体内 5-HT的浓度在微透析液中的 

含量一直界于 0．8fmolL一一 2．8fmolL一 
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Fig 1． Chromatograms of serotonin standard (1 Pg) 

(A )．microdialysate from rat striatum (B)，and a 

mixture of A and B (C)using LCEC system with 1 mm 

ID microbore column． Microdialysis probe—CMA／ 

1．2—4 mm member probe；perfes ion·Ringer~solution 

at flow rate 2 uL min～ ．each 5 pL of microdialysate 

was injected；column，SepStikt 1．00 mm × 1 mm ID 

(ODS， 3 Ⅲ particle)； mobile phase， barfer 

(NaH】PO．25 inmol L～ ．s0ditim citrate 50 Ipmoi L～ ， 

disodium·EDTA 27 mnol L～ ，diethylamine·HCl l0 

mmol L ，NacI l0mmol L一 ，1．~ nevalfonic acid 

2 mmol L～，adjusted to pH 3-2with 85 H3PO‘)； 

acetonitrile (10go}175，vol／voI)； flow rate 100 L 

min一。{ detection， UniJet eleetroehemical detector， 

potential+0-55 V Ag／AgCI． 

间 (Fig 4)． 

大鼠脑内 5-HT 的浓度在手术后 d 2就趋 

于稳定，但 d 7及 d 8却略有升高及波动，不 

过 5-HT的浓度仍在同一数量级的范围内，并 

未出现剧烈的变化． 用内径 0．32 mm毛细管 

柱 LCEC分析 系统{受【定另一组大鼠脑纹状体 

中微透析样品，得到了极为相似的浓度一时问 

变化曲线，仍在相同浓度范围内． 

Fig 2． Chromatograms of Rlnger~ solution (A )， 

serotonin standard (85 fg) (B)and mlcrodlalysate 

from rat striatum (C)using LCEC system with O．32 

mm ID capiIlary column． Microd瑚ysis probe， 

CMA／12t 4 inm member probe }perfusion．Ringer~ 

solution atflow rate 2 uL min ，each 0．5儿 ofmi— 

credialysate wBs injected：~olumn，UIIiJet．1．50 H吼 

× O．32mm ID (0DS，3啪 particle)}mobile phase， 

buffer(disodinm—EDTA 540哪 oi L～ ，N丑cJ l0 mmol 

L ． NaAc 90 mmol L ， sodinm octyI sulfate 1 

mmolL一 ，鲥jested to pll 5．0wlth HAc)：acetonltrile 

(9：1，vol／voi)；flow rate 9；aLmin ；detection，Uni— 

Jet electrec hemlcal detector，potential+ 0_55 V v 

Ag／AgCI． 

DISCUSS10N 

我们将微透析法应用于自由活动的大鼠的 

脑内 5-HT浓度测定的研究 ，既能多次连续取 

样 ，避免了动物个体差异，便于在同一动物身 

上进行确证实验；叉因为镦透析取样时，已将 

待测的 5一HT与共存的大分子物质如蛋白质、 

酶等分开 ，简化了样品的前处理． 徽透析法 

采得的样品在封闭的管道中流动，不与外界接 

触 ，减少了样品的氧化分解，流失和枵染，因 

此提高了分析结果的准确性和再现性． 

微柱液相色谱法具有流动相消耗少，样品 

需求量微和检测灵敏度高的特点，因此最适用 

于采集样品量少且因灌流液的稀释导致 5-HT 

浓度降低的微透析样品的分析 ． 微柱被 

直接连接于进样阔之后， 而新型的 UniJet电 
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n~tonin／pR 

Fig 3． Calibration curve of serotonin． LCEC condi- 

tions were Salute asin Fig 1． 

化学检测池(Fig 5)能直接连接于微柱之后，这 

样就杜绝了柱前及柱后的死体积 自微柱洗 

脱出来的 5一HT以中心对称式直接快速地喷向 

工作电极，然后在工作电极表面呈放射状减速 

向周围流出，这就大大地增加 了5-HT与电极 

表面的接触和氧化还原反应的时间 ，因此进 
一 步提高 了 电化学检 测 5一HT 的灵 敏度。 

我们使用两种分析系统对大鼠脑内 5 HT浓度 

变化的研究结果都表明 ，在正常生理条件下， 

健康的大鼠脑内 5-HT的浓度是相当稳定的． 

手术植入微透析探针等会导致脑内5 HT浓度 

的不规则变化，可能因为外科手术对动物脑部 

的强刺激而导致了 5 HT的不规则产生，或者 

Fig 4． Serotonin in mlcrodiaiysates from rat brain 

strlatam ． LCEC conditions re SaHle ∞ in Fig 1． 

Fig 5． The UnlJet detector ceil in CC一6 cabinet with It 

special PEEK—backed injection valve- 

因为手术造成的内源性物质紊乱引起了 5-HT 

的不规则变化． 大 鼠脑 内 5-HT的浓度在手 

术植入微透析探针后 d 7和 d 8出现的升高和渡 

动 ，可能 由于微透析探针在脑 内较长时间对 

脑组织的刺激所致． 两种分析系统 所得到的 

分析结果的一致性 ，证实了这两种分析系统均 

可快速 ，灵敏和准确地测定大鼠脑内 5-HT的 

动态变化． 
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尼可地尔对体外培养乳鼠心肌细胞自发性搏动及动作电位的影响 

：三 墨 ，圭丝笪 (锦州医学院药理教研室，锦州121004-中国) 

Effects of nieorandil on spontaneous beating 

and action potentials of cultured myocardial 

cells of aeonatal rats 

W ANG Hong—Xin，W ANG W ci—Xin 

(Department of Pharmacology，Jinzhou Medi 

cal College，Jinzhou 121004，China) 

AIM ： To study the anti—arrhythmic mecha 

nism of nicorandil(Nic)． METHoDS：The 

myocardial cells of neonata1 rats were cuhured 

and effeCtS of Nic on spontaneous beatin and 

action potentia1 of cultured myocardia1 cells 

were observed． RESULTS： Nic 32 nmol L 

and 160 mol L_。decreased the spontaneous 

beating rates of cultured myocardia1 cells of 

neonata1 rats． Nic 64 mol L prevented the 

beating rats induced by CaCI，1 mmo1 L一 and 

isoprotereno1 2 ffmol L～． Nic 32 and 160 

mol L～ reduced the amplitude．maximal rate 

of rise，and shortened APD5。and APD9o repo— 

Received 1993-03 29 Accepted 1994 1 1 19 

． 1 、2- 
larization． Nic prolonged the spontaneous si— 

nus cycle length． CONCLUSION： The anti— 

arthythmic mechanism of Nic is related to its 

direct effects on the myocardial cells． 

KEY W oRDS nicorandil： cuhured cells： 

myocardium ； calcium ； isoproterenol； action 

potentials 

，』 
目的： 为了研究尼可地尔(nicorandil，Nic)抗 

‘ 心律失常的作用机制． 方法；体外培养乳鼠 

心肌细胞并观察 Nic对培养心肌细胞自发性搏 

动频率及动作电位的影响． 结果： Nic能使 

体外培养乳鼠心肌细胞自发性搏动频率下降． 

Nic 6O mo1 L 对 caa21 mmol L 及异丙肾 

上腺素2 moI L 增加的细胞搏动率有抑制作 

用． Nic 32和160 t~mol L 能使动作电位幅度 

(APA)及最大上升速率 ( ～ )明显下降，使动 

作 电位时程 (APD APD，。)缩 短，搏 动周期 

(SCL)显著延长． 结论 ： Nic的抗心律失常 

机制与其对心肌细胞的直接作用有关． 

寸＼ 
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