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毛细管电泳 -激光诱导荧光检测大鼠脑组织多巴胺含量

刘广印 ,沈佐君 ,何晓东 ,伊茂礼

[摘要 ]目的:采用毛细管电泳 -激光诱导荧光法建立检测大鼠脑组织多巴胺含量的方法。方法:低温匀浆大鼠脑组织离心

后 , 取上清用 pH 11. 0 10 mmo l /L硼砂缓冲液 ,在室温下衍生反应 10 h连接上 F ITC荧光基团;毛细管电泳分离条件为 pH 10. 3

100 mm o l /L硼酸-T ris缓冲液。结果:在选定的实验条件下 ,方法检测限(S /N =3)达 2. 1 nm o l /L水平 , 批内相对标准差(RSD)

为 3. 4%,回收率达 96. 05%,在 10 -8 ～ 10- 10mo l /L范围内呈良好线性关系。结论:应用毛细管电泳 -激光诱导荧光法可检测

鼠脑组织多巴胺含量 。
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Determ ination of dopam ine in the brain tissue of rats

by using capillary electrophoresis w ith laser-induced fluorescencem ethod
LIU Guang-y in, SHEN Zuo-jun, HE Xiao-dong, YIM ao-li

(Anhui P rovincia lCenter for C linical Labora tory, Anhui P rovincia lHospita l, AnhuiM edica lUnversity,Hefei 230001, China)

[ Abstract] Objective:To establish a m ethod of de term ining the dopam ine in the bra in tissue of ra ts by using capillary e lectropho resis

w ith laser-induced fluo rescence. M ethods:The homogena te of the rats’ brain tissue w as centrifugated in low temperature and the

supernatant was reac ted in pH 11. 0 10 mm o l /L bo rax buffe r so lution. The reaction o f de rivatization time w as 10 hours unde r alka line

(10 mm o l /L Na2B4O 7 pH 11. 0);mobile condition o f capillary e lec tropho re tic separation w as a m ix tu re o f 100 mm o l /L Boric acid-

T ris. Resu lts:De tection lim its o f the m e thod w ere de te rm ined to be lowe r than 2. 1 nm o l /L and the RSD va lues w ere 3. 4%;the

recoveries w ere above 95. 6%. The linearity wa s from 10 - 10 to 10- 8 m o l /L. Conc lu sions:The me thod of de tecting dopam ine in the brain

o f ra ts is conven ient by using capillary elec trophoresis w ith lase r-induced fluo rescence.

[ Keyw ords] Pa rkinson diasease;dopam ine;e lec trophoresis, capillary;laser-induced fluo rescence;rats

　　多巴胺 (dopam ine, DA)属儿茶酚胺类 ,为单胺

类神经递质。 DA主要集中在锥体外系 ,定量分析
其含量对于神经系统疾病尤其是帕金森病的临床研

究有重要的意义
[ 1]

。单胺类神经递质的测定方法

主要有高效液相色谱法 (HPLC)、电化学分析法和
毛细管电泳法。HPLC是研究细胞外液中某些递质

类氨基酸的主要手段 ,但因进样量较大 , HPLC无法

与微透析取样技术 (1 ～ 2 μl /m in)联用以实现神经

递质在某些重要生理及病理过程中的动态监测 。此
外 ,荧光检测的灵敏度较低 ,无法满足细胞外液中某

些超痕量神经递质检测的需求;电化学检测虽然具
有较高的灵敏度 ,但重现性差及大量其它有电化学

响应物质的干扰是影响其应用的主要问题 。毛细管

电泳 -激光诱导荧光 (CE-LIF)方法具有进样量小 、
高效和灵敏度高的特点 ,与微透析技术结合可对痕

量活性物质进行定量检测。本实验采用毛细管电泳

-激光诱导法检测大鼠脑组织多巴胺含量 ,并探讨
该方法的最佳条件 。

1　材料与方法

1. 1　动物及分组　Spague-Daw ley(SD)大鼠 20只

由安徽医 科大学 动物实验 中心提 供 (皖动

2003001),雄性 ,体重(250 ±10) g,适应性喂养 1周

后 ,随机分为帕金森病组和对照组 。帕金森病组采
用立体定向技术定量注射一侧 SNc(黑质致密部 )

10 μl, 2周后阿扑吗啡腹腔注射 (0. 5 mg /kg);对照
组用 0. 1mmol /L PBS 10 μl同法处理 。

1. 2　仪器与试剂　仪器为 BECKMAN P /ACE
TM
毛

细管电泳仪;488 nm氩离子激光器 (美国 Beckm an-
Coulter公司);毛细管 (内径为 50 μm ,河北永年光

导纤维厂 );超纯水制备仪 (瑞士 , B renstead)。 DA

标准品 (S igma), FITC (S igma), 四硼酸钠 、硼酸 、

Tris、丙酮(上海化工一厂),实验用水均为超纯水制
备仪产生 。实验中所有数据采集和计算用 32Ka ra t

so ftw areV4. 0软件 (美国 BeckmanCou lter)。

1. 3　实验方法　
1. 3. 1　鼠脑组织匀浆样品的制备　大鼠快速断头

取脑 ,去除小脑 、额叶 、皮质及脑干 ,准确称重 。以
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1 g∶10 m l加入 0. 1mmol /L高氯酸 ,手动冰浴匀浆 ,

待组织成细胞悬液后 ,立即以 12 000 ×g, 4 ℃低温
离心 10m in。离心后取部分上清液测定 ,其余上清

液分装后置 - 40 ℃冰箱冻存待用 ,每个冷冻标本检
测前只能复苏 1次

[ 2]
。

1. 3. 2　衍生化条件的优化　本文选用 FITC作为衍

生化试剂 ,分析了有关衍生缓冲液 pH和浓度 、衍生

时间 、FITC浓度等因素的影响 。 (1)pH值对 DA衍

生化的影响:取 10 mmo l /L硼砂缓冲液 , 用 1. 0

mo l /L N aOH和 1. 0 mo l /L HC l分别调节此溶液的

pH为 6. 0、8. 0、9. 0、9. 5、10. 0、10. 5、11. 0、12. 0。各
取 80 μl, 然后分别加入 1 μmol /L DA 10 μl和

1 μmol /L FITC 1 μl, 振荡器混匀 , 室温避光反应
10 h ,反应液用去离子水稀释 50倍后上样毛细管电

泳检测 (见图 1)。由图可知 ,在 pH 11. 0时 DA与

FITC反应的衍生物有最大的荧光强度 。 (2)硼砂缓

冲液浓度对衍生化反应的影响:分别配制 5. 0、10、

20、40、60 mmo l /L 5种不同浓度的硼砂缓冲液 ,用
1mo l /L N aOH或 HC l调节 pH至 11. 0,然后分别以

此不同浓度的硼砂缓冲液作为反应介质 ,其余操作
同前 。以硼砂缓冲液浓度对峰面积作图 (见图 2)。

由图可知 ,缓冲液以 10 mmo l /L最佳 。 (3)反应时
间与衍生化的关系:在 0. 5 m l离心管中分别加入

10mmol /L pH 11. 0硼砂缓冲液 80 μl, 1 μmo l /L DA

10 μl, 1 μmo l /L FITC 1 μl,混匀 ,于 5 h后 ,每隔 1 h

上样检测 1次 ,至 12 h。以峰面积对反应时间作图

(见图 3)。由图可以看出 ,反应 10 h后 ,趋于平衡
状态 。 (4)FITC浓度对衍生化反应的影响:分别配

制 0. 01、0. 05、0. 1、0. 5、1. 0、2. 0 μmol /L的 FITC ,操
作同 (1)。以 FITC浓度对峰面积作图 (见图 4)。

可见 FITC在 0. 5 μmo l /L反应完全。为使反应充
分 ,本实验采用 1. 0 μmo l /L FITC。

1. 4　电泳　实验采用 50 μm未包被新毛细管 ,第
1次使用前先用 1mo l /L NaOH冲洗 30 m in ,接着用

0. 1 mol /L N aOH 冲洗 20 m in, 最后用超纯水冲洗

30 m in。实验时毛细管分别用 0. 1 mo l /L NaOH、水
和 100mmo l /L硼酸-Tris溶液 , pH 10. 3电泳缓冲液

各冲洗 5 m in;1. 0 psi压力进样 10 s,然后加 20 kV

电压分离 30 m in;每个样品检测间隔用 0. 1 mo l /L

氢氧化钠和水各冲洗 3 m in。
1. 4. 1　标准曲线的制作　取 0. 5 m l离心管 9支 ,

分别依次编号 ,各加 10 mmo l /L pH 11. 0硼砂缓冲

液 80 μl,然后依次加入 2. 0、1. 0、0. 8、0. 6、0. 4、0. 2、

0. 1、0. 05、0. 01 μmo l /L DA标准液 10 μl,最后各加

1 μmol /L FITC 1 μl,震荡混匀 ,室温避光反应 10 h

后稀释 50倍上样检测。以 DA峰面积为纵坐标 ,

DA浓度为横坐标 ,绘图即得标准曲线(见图 5)。
1. 4. 2 　标本检测 　 取 0. 5 m l离心管 , 加

10mmol /L pH 11. 0硼砂缓冲液 80 μl,再加入脑匀

浆液 10 μl,对照管加入 0. 1mo l /L HC l 10 μl,最后
各加入 1 μmo l /L FITC 1 μl,震荡混匀 ,室温避光反

应10 h后 ,上样检测 。谱峰采用标溶加入法鉴定 ,定
量分析由标准工作曲线法实现。

1. 5　统计学方法　采用 t检验和直线回归与相关
分析 。

2　结果

2. 1　空白电泳 、标准液电泳和脑匀浆液电泳 　见

图 6。
2. 2　样品测定结果　对照组 DA含量高于帕金森
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病大鼠组(P <0. 001)(见表 1)。

表 1　实验组和对照组 DA含量(n i=10;μmo l /L)

分组 DA值(x±s) t P

对照组

帕金森病大鼠组

0. 22 ±0. 032

0. 13 ±0. 024
7. 12 <0. 001

2. 3　线性范围　DA在 10 ～ 1 000 nmo l /L浓度范围

内线性关系良好 , 回归方程为 Y
∧

=359 492. 6X +

2 929. 7, r
2

=0. 985 8。
2. 4　回收率实验 、日内重复性实验和检测限　回收

率为 96. 05%,批内相对标准差 (RSD)为 3. 4%,由基线
噪音宽度计算相应于信噪比为 3(S /N =3)时的浓度即

为最低检出限 , DA的最低检出限为2. 1 nmo l /L。

3　讨论

　　毛细管电泳是采用毛细管替代平板凝胶 ,使分

离效率明显提高
[ 3]

。与 HPLC相比 ,它具有高效 、快

速 、微量 、分离模式多等优点 ,毛细管电泳-激光诱导

荧光(CE-LIF)以其进样量小(1次检测仅需数 nl或

pl)、高效和灵敏度高等特点 ,与微透析技术结合可
动态研究痕量活性物质在某些重要生理及病理过程

变化 ,从而了解它们确切的生理病理功能。目前 ,

CE-LIF已用于鼠脑微透析液中谷氨酸 (G lu)和天冬

氨酸(A sp)含量的检测。本实验根据现有条件采用

脑匀浆技术 ,严格控制试验条件 ,检测鼠脑组织 DA

含量 ,也获得较为满意的效果。
递质类氨基酸等生理活性物质在正常的光谱范

围内没有生色及吸收基团 ,故必须用合适的衍生试

剂标记才能进行 CE-LIF检测
[ 4, 5]

。氨基酸测定常

用的衍生化试剂有两大类:紫外和荧光衍生化试剂 。

紫外法的灵敏度较低 ,不能检出脑匀浆液中痕量多

巴胺;荧光法灵敏度较高 ,可用于多巴胺的检测 。

FITC与氨基酸及小分子量肽的反应性较高 ,最

大激发波长 (490 nm)和氩离子激光器的 488 nm谱

线匹配 , FITC衍生物稳定 ,且衍生物具有较高的荧

光效率 ,非常适合于细胞外液中痕量递质类氨基酸
的衍生标记 。本实验经优化采用 1. 0 μmol /L FITC ,

既保证了 DA的充分衍生 ,又避免了 F ITC浓度过高

产生过多杂峰影响定量检测;衍生缓冲液 pH和浓

度对 DA的衍生化效率产生影响 ,衍生时间必须保

证衍生化反应完成;为获得最佳衍生化效果 ,本实验
分别对硼砂缓冲液 pH、浓度和衍生时间进行优化 ,

发现最佳硼砂缓冲液浓度为 10 mmol /L, pH 为

11. 0,衍生化反应完成时间为 10 h;在优化实验条件

下 ,对实验样本检测 ,实验结果显示对照组 DA含量

高于帕金森病大鼠组。本实验采用的分离条件是

pH 10. 3 100mmo l /L硼酸-Tris(1∶1)溶液。本研究

结果提示 ,通过实验优化 , CE-LIF检测鼠脑组织多
巴胺含量 ,实验结果稳定 、可靠 ,非常有潜力在科研

及临床领域得到广泛应用。
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