
!

第
!"

卷 第
#

期 质 谱 学 报
$%&'!"

!

(%'#

!!

")"*

年
+

月
,%-./0&%1234/56570668

9

5:;.%<5;.

=

8%:45;

=

70

=

")"*

超高效液相色谱
G

高分辨质谱测定

大鼠血清中神经递质及其在电离辐射

脑损伤动物模型中的应用

孟宪双*

!

"

!白
!

桦"

!马
!

强"

!马
!

宏*

!邓玉林*

!

*'

北京理工大学生命学院"北京
!

*)))>*

#

"'

中国检验检疫科学研究院"北京
!

*))*NM

$

摘要!建立了超高效液相色谱
@

四极杆
@

静电场轨道阱高分辨质谱!

BCD2@E@G.S4;.0

9

Ue78

$法快速分析

大鼠血清中
*)

种神经递质%以
)̂*̀

甲酸
@

乙腈为沉淀剂"采用蛋白沉淀法进行血清中蛋白质大分子的

沉淀和目标分析物的高效萃取%建立目标分析物的精确质量数据库!质荷比&保留时间&同位素峰分布

及特征碎片离子$和二级质谱库进行精准匹配鉴定"外标法定量%结果表明"该方法的基质效应为
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#标准溶液&质控样本及血清样本的稳定性可满足生物样本的分析要求#稀释效应

的准确度为
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"精密度为
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"均在
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范围之内#在高浓度样本连续进样
#

次

后分析初始流动相"残留效应为
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"符合生物样本的分析要求%此外"将本方法应用于电离

辐射致脑损伤大鼠血清中神经递质代谢的研究"结果表明"电离辐射导致血清中神经递质代谢紊乱"该

结果可为电离辐射损伤的生物标志物筛选提供依据%
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神经递质!

/5-.%;.0/6<4;;5.

$在机体信息

传导和调控生理机能方面发挥着重要作用%乙

酰胆碱是
")

世纪上半叶第一个被确定为神经

递质的化学物质*

*

+

%根据结构不同"现代生物

化学一般将神经递质分为单胺类&氨基酸类&肽

类及其他类"其中单胺类和氨基酸类是主要的

神经递质%单胺类神经递质包括儿茶酚胺和吲

哚胺两大类"儿茶酚胺包括多巴胺&去甲肾上腺

素和肾上腺素"吲哚胺主要指
+@

羟色胺#氨基

酸类神经递质包括
%

@

氨基丁酸&甘氨酸&谷氨

酸&组胺及乙酰胆碱%有研究证实某些神经递

质的失调或紊乱与多种神经性病理过程密切相

关"如 阿 尔 茨 海 默 症 !

O&Q354<5.j6V465065

"

OL

$&帕金森氏病!

C0.Z4/6%/j6V465065

"

CL

$以

及成瘾!

0VV-:;4%/

$&抑郁症!

V5

9

.5664%/

$和精

神分裂!

6:34Q%

9

3.5/40

$等*

"@!

+

%因此"高效测定

生物样本中的神经递质浓度及其变化"在神经

生理学研究&疾病的预测和诊断&药物质量控制

等方面都有着重要意义%

生物样本基质复杂"而神经递质含量较低

!纳摩尔级$"因此"内源性成分往往对其测定

造成较大干扰"是生物医学分析领域的难题%

近年来"有研究人员采用多种检测技术"如化

学修饰电极直接检测*

+@*"

+

&高效液相色谱)毛

细管电泳
@

电化学法*

*#@*N

+

&荧光成像法*

*>@*?

+

&液

相色谱
@

质谱法*

")@"#

+测定不同组织样本中的神

经递质等物质%其中"电化学法的灵敏度低&

稳定性不佳"且修饰电极的使用寿命较短#荧

光成像技术中常用的荧光探针大多为有机染

料分子"其光稳定性不强&灵敏度低"且存在

光漂白等缺点"在一定程度上限制了荧光成

像技术的发展#近红外荧光成像技术的灵敏

度高"且可实时成像"但受检测深度的限制"

仅能做表面或近表面分析#色谱
@

质谱技术因

分离效率高&灵敏度高&特异性强等优点成为

生物样本重要的检测手段%近年来"高分辨
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质谱由于高选择性&可提供精确质量数&灵敏

且数据可回溯等优势"已成为分析领域的重

要检测技术%

本研究拟采用超高效液相色谱
@
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$技术"建立一种基于精确质量数据库

和高分辨二级质谱库匹配的方法"用于快速&灵

敏地分析血清中神经递质"以蛋白沉淀法进行

大分子沉淀及目标成分的萃取"对方法的提取

回收率&线性关系&精密度和准确度&稳定性&稀

释效应及残留效应等进行考察"并将本方法初

步应用于电离辐射致脑损伤大鼠血清中神经递

质含量的测定及变化的研究%
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仪器%材料与试剂
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超高效液相色谱仪!配有二

元泵&在线真空脱气机&自动进样器和柱温箱$&
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U4;0:34

公司产品%

多巴胺!

2O8

(

+*@M*@M

$&

+@

羟色胺!

2O8

(

+)@MN@?

$&肾上腺素!

2O8

(

+*@!#@!

$&

+@

羟吲哚

乙酸!

2O8

(

+!@*M@)

$&乙酰胆碱!
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氨基丁酸!
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$标准品(纯度均大于
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F35.<%H4635.

公司产品#

超纯水(由美国
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公司生产的
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超纯水机制得%
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!

标准溶液的配制

精密称取适量的每种神经递质标准品"用

M+̀

乙腈
@

水溶解制得
*))<<%&

)

D

的标准储

备液#分别精密量取
* <D

各标准储备液至

*)<D

容量瓶中"用初始流动相定容"配制成

*)<<%&

)

D

混合标准溶液"置于
g")_

保存"

分析前在
!_

冰箱中自然解冻%

;<D

!

动物处理及血清采集

"!

只雄性远交群!

8L

$大鼠!体重
"))

!

"+)

W

$(购自斯贝福!北京$生物技术有限公司"

随机分为对照组!

>

只$和辐照组!

*M

只$"辐照

组再平均分成
"

组"分别以
*)A

=

和
#)A

=

剂

量进行
2%M)@

.

射线脑部照射"剂量率为
"̂+*?!

A

=

)

<4/

"适应性饲养
#)

天后处死%

将全部大鼠称重"并腹腔注射戊巴比妥钠

!

M)<

W

)

*Z

W

体重$进行麻醉#待麻醉后约

")<4/

"将大鼠以仰卧位固定于木板上"用环

形钳夹住大鼠颈部及左右腹股沟"环形钳手

柄套固定于铁钉"大鼠即固定好#打开胸腔"

将心脏暴露"用注射器!实验前用
ILFO

溶液

浸润$以心脏穿刺法进行取血%将血置于灭

菌的离心管中"室温下凝固
*

!

"3

!如凝血效

果不好"可放置
!_

冰箱中过夜"使血液充分

凝固$"

!_

下以
#+)).

)

<4/

离心
*)<4/

"吸

取上清液"分装并标记好"在
g>)_

黑暗条件

下保存%

;<E

!

血清样本预处理

精密吸取
*))

#

D

样本至
*̂+<DIC

离心

管中"加入
!))

#

D

蛋白沉淀剂工作溶液!

)̂*̀

甲酸
@

乙腈溶液"使用前在
g")_

预冷
*3

$"涡

旋
#)6

"冰水浴中超声
*+<4/

"

g")_

黑暗条

件下沉淀过夜"

!_

下以
*"))).

)

<4/

离心
*+

<4/

"取上清液"氮气吹干"用
*))

#

D

初始流动

相复溶"待分析%

;<N

!

质量控制溶液的制备

精密量取
+<D

磷酸盐缓冲溶液!

C\8

"

*)]

$

于
+)<D

容量瓶中"加入超纯水"定容至刻度"

配制成
C\8

溶液!

*]

$"然后加入
"̂+

W

牛血清

白蛋白!

\8O

$"混匀"作为空白血清模拟液使

用%分别稀释空白血清模拟液配制低!

DE2

$&

中!

7E2

$&高!

UE2

$

#

个浓度的质量控制!质

控$样本"即分别为不高于定量限浓度
#

倍的低

浓度质控样本"标准曲线范围中部附近的中浓

度质控样本"以及标准曲线范围上限
N+̀

!

?+̀

处的高浓度质控样本%处理方式同
*̂!

节"用于提取回收率及基质效应等考察%

;<Q

!

实验条件

;<Q<;

!

色谱条件
!

[0;5.6O2EBJFaBCD2

U88F#

色谱柱!

"̂*<<]*))<<]*̂>

#

<

$#

流动相(

)̂*̀

甲酸
@

水!

O

$和乙腈!

\

$#进样量
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"

#

D

#柱温
!)_

#流速
)̂#<D

)

<4/

#梯度洗脱

程序(

)

!

*̂+<4/

!

+̀ \

$"

*̂+

!

!̂)<4/

!

+̀

!

!)̀ \

$"

!̂)

!

+̂)<4/

!

!)̀

!

?+̀ \

$"

+̂)

!

M̂)<4/

!

?+̀ \

$"

M̂)

!

M̂*<4/

!

?+̀

!

+̀ \

$"

M̂*

!

>̂)<4/

!

+̀ \

$%

;<Q<=

!

质谱条件
!

电喷雾离子源正离子模式

!

I8J

K

$#喷雾电压
#̂+Z$

#毛细管温度
#+)_

#

鞘气压力
"̂NM]*)

+

C0

#干燥气流速
)̂MMD

)

<4/

#

干燥气温度
#+)_

#采集模式(数据依赖性全扫

描!

H-&&@6:0/78

)

VV@78

"

$%一级质谱参数如

下(质量扫描范围
=

)

>+)

!

+))

#分辨率
N))))

#自

动增益控制!

OA2;0.

W

5;

$

*]*)

M

#离子最大注入

时间!

<0R4<-<JF

$

*))<6

%二级质谱参数如

下(分辨率
*N+))

#归一化碰撞能量!

/%.<0&4Q5V

:%&&464%/5/5.

W=

$

")

&

!)

&

M)5$

#自动增益控制
*]

*)

+

#离子最大注入时间
+)<6

#动态排除!

V

=

/0<4:

5R:&-64%/

$时间
M6

#响应强度最高的离子数

目!

F%

9

(

$为
+

%神经递质的保留时间及加

合离子等信息列于表
*

"提取离子流色谱图

示于图
*

%

;<R

!

精确质量数据库和二级质谱库的建立

按照
*̂M

节条件进行神经递质标准品溶液

的采集"记录保留时间并保存二级质谱图%将每

种化合物的名称&分子式&分子质量&

2O8

编号&

离子化方式&一级精确质量数!

=

)

>

$&

*

!

"

个特

征二级碎片离子&保留时间导入
F.0:5H4/V5.

软

件"建立精确质量数据库#将采集的每种化合物

的二级质谱图导入
<Q$0-&;

谱图管理软件"建

立高分辨二级质谱库%

=

!

结果与讨论

=<;

!

空白血清模拟液的选择

由于待测神经递质均属于血清中内源性成

分"很难找到空白血清样本%因此"本实验选择

与血清
9

U

值接近的磷酸盐缓冲液作为基质"

加入牛血清白蛋白模拟血清中存在的蛋白质等

大分子"其浓度设置参考文献*

"!

+%

=<=

!

预处理方法的优化

大鼠血清成分复杂"含丰富的蛋白质&磷脂

等内源性物质"通常需要预处理%目前"血清的

处理方法主要包括液
@

液萃取法!

&4

P

-4V@&4

P

-4V

5R;.0:;4%/

"

DDI

$&固相萃取法!

6%&4V

9

30655R;.0:@

;4%/

"

8CI

$和蛋白沉淀法!

9

.%;54/

9

.5:4

9

4;0;4%/

"

CCF

$%其中"

DDI

法对血清样本具有一定的

纯化能力"但提取效果易受取样位置高低的影

响"对极性小分子的萃取效率较低#

8CI

法需

特殊装置"过程繁琐#

CCF

法相对简单"快速高

效"且容易实现高通量%

本实验中"神经递质的辛醇
@

水分配系数

!

&%

W

O)M

$均小于
*̂+

"极性较大%因此"精密

吸取
*))

#

D*))/<%&

)

D

的质控样本"选择常

见的极性溶剂"如乙腈!

752(

$&甲醇!

75GU

$&

)̂*̀

甲酸
@

乙腈!

)̂*̀ HO@752(

$&

)̂*̀

甲

酸
@

甲醇!

)̂*̀ HO@75GU

$&甲醇
@

乙腈!

+)c+)

"

表
;

!

神经递质的实验参数

0%8@*;

!

7+%@

1

3#3

&

%)%2*.*)3"/+*A)".)%+32#..*)3

神经递质

(5-.%;.0/6<4;;5.

保留时间

e5;5/;4%/

;4<5

)

<4/

加合方式

OVV-:;

加合离子
!

OVV-:;4%/

理论

F35%.5;4:0&

实测

7506-.5V

质量偏差

I..%.

)

]*)

gM

多巴胺!

LO

$

*̂*?

*

7KU

+

K

*+!̂)>M"M *+!̂)>M#+ )̂M

+@

羟色胺!

+@UF

$

*̂M#

*

7KU

+

K

*NN̂*)""! *NN̂*)"!" *̂)

肾上腺素!

I

$

)̂>M

*

7KU

+

K

*>!̂)?M>" *>!̂)?N)" *̂*

+@

羟吲哚乙酸!

+@UJOO

$

!̂"+

*

7KU

+

K

*?"̂)M++" *?"̂)M+M? )̂?

乙酰胆碱!

O:3

$

)̂>>

*

7KU

+

K

*!M̂**N++ *!M̂**N#M g*̂#

去甲肾上腺素!

(I

$

)̂N?

*

7KU

+

K

*N)̂)>**N *N)̂)>*#N *̂"

甘氨酸!

A&

=

$

)̂N+

*

7KU

+

K

NM̂)#?#) NM̂)#?M+ !̂M

天冬氨酸!

O6

9

$

)̂N>

*

7KU

+

K

*#!̂)!!N> *#!̂)!!?* *̂)

谷氨酸!

A&-

$

)̂>"

*

7KU

+

K

*!>̂)M)!# *!>̂)M)+) )̂+

%

@

氨基丁酸!

AO\O

$

)̂NM

*

7KU

+

K

*)!̂)N)M* *)!̂)N)NM *̂!
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注(

0̂

多巴胺#

Ŝ+@

羟色胺#

:̂

肾上腺素#

V̂+@

羟吲哚乙酸#

5̂

乙酰胆碱#

1̂

去甲肾上腺素#

W

^

甘氨酸#

3̂

天冬氨酸#

4̂

谷氨酸#

b

^

%

@

氨基丁酸

图
;

!

;\

种神经递质的提取离子流色谱图

>#

,

?;

!

MV.)%(.*!#"+(6)"2%."

,

)%23"/.*++*A)".)%+32#..*)3

S

)

S

$和甲醇
@

乙腈!

"+cN+

"

S

)

S

$进行
CCF

法

处理比较"示于图
"

%结果表明"对多巴胺&

+@

羟色胺&肾上腺素&

+@

羟吲哚乙酸&去甲肾上

腺素及谷氨酸的萃取效果"乙腈优于甲醇#对乙

酰胆碱&甘氨酸&天冬氨酸及
%

@

氨基丁酸的萃

取效果"乙腈和甲醇相差无几#不同体积比例混

合的甲醇
@

乙腈体系的萃取效果不同"在乙腈中

添加
)̂*̀

甲酸的萃取效果优于甲醇
@

乙腈体

系%综合考察"选择
)̂*̀

甲酸
@

乙腈作为蛋白

沉淀剂%

=<D

!

数据库和谱库的快速精准鉴定

以血清中乙酰胆碱为例"首先"

F.0:5H4/V@

5.

软件根据设置的参数"进行一级精确质量数

!

=

)

>*!M̂**N++

$提取"窗口为
+]*)

gM

#第二"

针对保留时间"如果误差在
d#8L

范围内"则认

为该项匹配成功#第三"比较实验测得的同位

>##
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图
=

!

血清中
;\

种神经递质的沉淀剂考察结果#

4bQ

$

>#

,

?=

!

L

&

.#2#S%.#"+)*3A@.3"/.6*

&

)*(#

&

#.%+.3/");\+*A)".)%+32#..*)3#+3*)A2

#

4bQ

$

素峰分布图与理论图谱!由输入的分子式计算

得出$"得分超过
?)

则认为匹配较好#第四"将

输入数据库中的
"

个特征碎片离子与实验采集

获得的
"

个碎片离子进行比对"如果实验值与

数据库中碎片离子的精确质量数偏差不超过

+]*)

gM

"则认为匹配成功#第五"将采集的二级

质谱图与谱库进行比对"得分大于
+)

则认为匹

配程度较高%当上述
+

项关键参数全部比对成

功"则可认定目标物检出"结果示于图
#

%

=<E

!

方法学考察

=<E<;

!

基质效应及提取回收率
!

采用空白血

清模拟液分别配制
M

批次低&中&高浓度的神经

递质溶液"按
*̂!

节方法处理"记录各神经递质

的仪器响应强度
G

"用来模拟空白血清经标准

添加和预处理后的神经递质响应值#将空白血

清模拟液按照
*̂!

节方法处理后"标准添加神

经递质"配制
M

批次低&中&高浓度!浓度与前者

相同$的溶液"记录每种待测物的质谱响应强

度
4

"用来模拟空白血清经预处理"再经标准

添加的神经递质响应值#分别采用
M+̀

乙腈
@

水配制
M

批次低&中&高浓度!浓度与前者相

同$的神经递质溶液"记录每种待测物的响应

强度
7

"代表纯溶剂中待测物的响应值%本实

验提取回收率!

5R;.0:;4%/.5:%X5.

=

"

Ie

$和基

质效应!

<0;.4R5115:;

"

7I

$的计算方法为(

A?f

G

)

4]*))̀

"

/Af4

)

7]*))̀

"实验结果列于

表
"

%可见"提取回收率在
N#̂M̀

!

*)!̂"̀

之

间"相对标准偏差!

e8L

$为
"̂M̀

!

*)̂M̀

"满

足生物样本的分析要求#基质效应为
M"̂!̀

!

注(

0'

精确质量数和保留时间#

S'

同位素峰分布#

:'

二级质谱图和特征碎片离子#虚线框代表特征碎片离子

图
D

!

乙酰胆碱的精确质量数据库

和二级质谱库的鉴定

>#

,

?D

!

-!*+.#/#(%.#"+"/%(*.

1

@(6"@#+*A3#+

,

.6*6"2*G2%!*%((A)%.*2%33!%.%8%3*
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&
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&
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**"̂"̀

"

e8L

为
*̂?̀

!

*)̂*̀

"表明该方法

存在基质效应"且对多数神经递质存在基质抑

制效应%为补偿基质效应"本实验采用空白血清

模拟液基质匹配标准曲线进行定量分析%

=<E<=

!

线性关系&检出限及定量限
!

采用至少

N

个浓度水平的神经递质溶液进行线性回归"

以色谱峰面积为纵坐标!

0

$"样品浓度为横坐

标!

K

$进行加权最小二乘法回归计算"权重系

数为
*

)

K

"

%结果表明"在各自线性范围内"每种

神经递质均表现出良好的线性关系"相关系数

!

?

"

$均大于
)̂??

#检出限及定量限分别为
)̂)N

!

*"̂>*/<%&

)

D

和
)̂*"

!

"+̂M*/<%&

)

D

"列于

表
#

%该方法的线性范围宽&灵敏度高"能够满

足生物样本的分析要求%

表
=

!

提取回收率及基质效应考察结果#

4bQ

$

0%8@*=

!

MV

&

*)#2*+.)*3A@.3"/*V.)%(.#"+)*("P*)

1

%+!2%.)#V*//*(.

#

4bQ

$

神经递质

(5-.%;.0/6<4;;5.

浓度

2%/:5/;.0;4%/

)

!

/<%&

)

D

$

提取回收率

IR;.0:;4%/.5:%X5.

=

基质效应

70;.4R5115:;

平均值

OX5.0

W

5

)

`

相对标准偏差

e8L

)

`

平均值

OX5.0

W

5

)

`

相对标准偏差

e8L

)

`

多巴胺
)̂*

"

"))

"

!)) NM̂"

"

>?̂"

"

>>̂M !̂?

"

"̂M

"

#̂? *)*̂M

"

*)?̂#

"

?N̂" !̂M

"

M̂!

"

*̂?

+@

羟色胺
)̂+

"

"))

"

!)) ?#̂"

"

?>̂N

"

>*̂? +̂M

"

*)̂*

"

!̂+ ?)̂M

"

>?̂M

"

*)*̂* M̂#

"

!̂*

"

!̂#

肾上腺素
#

"

*+)

"

#)) ?)̂*

"

>"̂*

"

>#̂? M̂"

"

+̂?

"

#̂N N!̂?

"

>M̂M

"

>>̂" N̂!

"

+̂*

"

M̂*

+@

羟吲哚乙酸
+

"

#+)

"

N)) ?>̂*

"

?)̂+

"

?+̂* *)̂M

"

N̂>

"

+̂M MM̂*

"

M"̂!

"

N>̂" N̂?

"

+̂?

"

?̂>

乙酰胆碱
*

"

")

"

#+ N>̂*

"

?)̂+

"

N?̂? >̂+

"

+̂*

"

#̂" **"̂"

"

>*̂M

"

?M̂) >̂+

"

*)̂*

"

M̂+

去甲肾上腺素
*

"
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"

!)) >M̂N

"

?!̂M

"

??̂N N̂!

"

+̂*

"

M̂" >M̂N

"

N"̂#

"

N>̂M +̂+

"

M̂)

"

#̂N

甘氨酸
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"

*+))

"

#)) N#̂M

"
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"

*)!̂" >̂M

"

!̂?

"
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"
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"
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"
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"

M̂M

天冬氨酸
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"
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"
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"
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"
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"

M̂"

"
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"
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"
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"
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"

#̂*

谷氨酸
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"
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"

N+) >#̂M

"

?>̂?

"
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"

M̂"

"
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"

?!̂M

"
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"

!̂M

"

M̂"

%

@

氨基丁酸
*

"

*+))

"

"+)) N>̂#

"

?*̂M

"

>M̂) ?̂>

"
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"

M̂) NN̂)

"

>M̂M

"

N?̂* >̂*

"

M̂N

"

#̂#

表
D

!

标准工作曲线%线性范围%检出限及定量限结果

0%8@*D

!

$*3A@.3"/3.%+!%)!:")T#+

,

(A)P*

"

@#+*%))%+

,

*

"

@#2#.3"/!*.*(.#"+

#

JLO3

$

%+!@#2#.3"/

[

A%+.#.%.#"+

#

JL

K

3

$

神经递质

(5-.%;.0/6<4;;5.

线性范围

D4/50..0/

W

5

)

!

/<%&

)

D

$

相关系数

2%..5&0;4%/

:%5114:45/;

!

?

"

$

检出限

DGL

)

!

/<%&

)

D

$

定量限

DGE

)

!

/<%&

)

D

$

多巴胺
)̂*"

!

+)) )̂???? )̂)N )̂*"

+@

羟色胺
)̂""

!

+)) )̂???? )̂** )̂""

肾上腺素
*̂+N

!

#+) )̂??+N )̂N? *̂+N

+@

羟吲哚乙酸
"̂>M

!

N+) )̂???" *̂!# "̂>M

乙酰胆碱
)̂!!

!

!) )̂???> )̂"# )̂!!

去甲肾上腺素
)̂?*

!

+)) *̂)))) )̂!+ )̂?*

甘氨酸
"+̂M*

!

#+)) )̂???> *"̂>* "+̂M*

天冬氨酸
*"̂*N

!

#))) )̂???+ M̂)> *"̂*N

谷氨酸
#̂""

!

>)) )̂???" *̂M) #̂""

%

@

氨基丁酸
*̂)!

!

#))) )̂???N )̂+* *̂)!

)!#
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=<E<D

!

稳定性考察
!

本实验采用低&中&高浓

度溶液进行稳定性考察"主要包括以下方面(

标准品储备溶液的稳定性!

!_

黑暗条件下放

置
*

个月"测定
#

次$&冻融循环稳定性!质控

样品经
#

个冻融循环$&短期稳定性!处理后

的血清样本在自动进样器中
*+_

条件下放置

"!3

$以及长期稳定性!血清样本于
g>)_

放

置
#

个月$%采用准确度!

eI2

$表示实测结果

与真实浓度值之间的差异"以
e8L

表示同一

份样本多次分析测定结果间的接近程度"结

果列于表
!

%可见"低&中&高浓度的溶液在

!_

条件下放置
*

个月的准确度为
g#̂>̀

!

表
E

!

血清中神经递质的稳定性考察结果

0%8@*E

!

$*3A@.3"/3.%8#@#.

1

/")+*A)".)%+32#..*)3#+3*)A2

神经递质

(5-.%;.0/6<4;;5.

浓度

2%/:5/;.0;4%/

)

!

/<%&

)

D

$

标准溶液
!_

8;0/V0.V0;!_

冻融循环

H.55Q5@;30Y:

=

:&5

短期

83%.;;5.<

长期

D%/

W

;5.<

准确度

eI2

)

`

精密度

e8L

)

`

准确度

eI2

)

`

精密度

e8L

)

`

准确度

eI2

)

`

精密度

e8L

)

`

准确度

eI2

)

`

精密度

e8L

)

`

多巴胺
)̂* g#̂> *̂M >̂! N̂) g>̂" "̂M g+̂M !̂>

")) g*̂+ +̂) #̂> !̂+ g"̂? #̂! g#̂? !̂"

!)) +̂! )̂" "̂M *̂N gM̂+ +̂M g>̂M #̂#

+@

羟色胺
)̂+ M̂" )̂* *̂# "̂N !̂M *̂N ?̂> N̂!

")) !̂* "̂N "̂M !̂> g)̂? *̂) "̂N M̂*

!)) "̂+ +̂" )̂N #̂" *̂# )̂N #̂# >̂+

肾上腺素
# ?̂+ M̂+ #̂M *̂# #̂? +̂? gM̂) *̂M

*+) !̂* *̂+ "̂+ *̂# g#̂N !̂N g!̂# !̂"

#)) !̂M #̂N +̂) #̂# g!̂? +̂> gM̂! !̂)

+@

羟吲哚乙酸
+ >̂" )̂N !̂) "̂+ !̂* "̂) #̂! +̂>

#+) !̂! #̂) "̂+ "̂" "̂! #̂) !̂+ M̂"

N)) +̂> )̂? ?̂N >̂* !̂* *̂+ *̂+ +̂"

乙酰胆碱
* g"̂" "̂) #̂" *̂> g"̂M *̂) g!̂# N̂*

") "̂N "̂? *̂# *̂N +̂! *̂> g#̂) M̂*

#+ g"̂+ +̂# "̂" *̂* g#̂# )̂# g"̂! >̂#

去甲肾上腺素
* "̂# #̂# +̂! #̂# "̂# M̂* gM̂N ?̂?

")) #̂> !̂+ +̂? "̂? g*̂M "̂+ g#̂M >̂M

!)) !̂? "̂> #̂" "̂? ?̂" "̂+ gN̂+ !̂?

甘氨酸
+) "̂M "̂M "̂# *̂* )̂* *̂! +̂* *̂*

*+)) )̂N !̂" "̂> )̂* *̂> #̂* !̂# !̂M

#))) "̂* >̂* *̂) >̂+ *̂N #̂" !̂" N̂)

天冬氨酸
") #̂# !̂+ *̂# "̂" )̂N *̂# #̂) #̂N

*+)) *̂# +̂* )̂! *̂+ *̂N )̂N )̂> N̂*

"+)) "̂M "̂N )̂! !̂+ )̂N "̂# *̂? M̂"

谷氨酸
+ "̂) +̂* !̂N #̂+ +̂M N̂+ g"̂# N̂*

!)) g"̂" #̂> )̂# *̂) *̂* M̂? g"̂M !̂N

N+) g#̂* #̂M !̂N *̂# #̂N *̂M g*̂! M̂M

%

@

氨基丁酸
* *̂* "̂? )̂N "̂N "̂) "̂* !̂! M̂>

*+)) *̂# +̂# "̂) *̂" !̂+ )̂> "̂) !̂*

"+)) #̂# "̂N *̂M *̂N g#̂) !̂* "̂! *̂N
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?̂+̀

"测定精密度
e8L

为
)̂*̀

!

>̂*̀

#

#

次冻融循环的
eI2

值为
)̂#̀

!

?̂Ǹ

"

e8L

为
)̂*̀

!

>̂+̀

#处理后的血清样品在

自动进样器中
*+_

条件下放置
"!3

的
eI2

值为
g>̂"̀

!

?̂"̀

"

e8L

为
)̂#̀

!

N̂+̀

#

血清样品于
g>)_

条件下放置
#

个月的
eI2

值为
g>̂M̀

!

?̂>̀

"

e8L

为
*̂*̀

!

?̂?̀

%

以上结果表明"标准溶液&质控样品及血清样

本的稳定性可满足生物样品的分析要求%

=<E<E

!

稀释效应和残留效应
!

稀释效应

!

V4&-;4%/5115:;

$指将确定高浓度的生物样本进

行一定倍数稀释后"测定浓度与理论浓度比较后

的准确度和精密度"二者应在
d*+̀

范围内才能

确保稀释的可靠性"其结果列于表
+

%经
*)

倍

稀释后"准确度为
+̂*̀

!

*)̂M̀

"精密度
e8L

值为
*̂*̀

!

+̂#̀

"均在
d*+̀

范围内%

表
N

!

稀释效应及残留效应考察结果

0%8@*N

!

$*3A@.3"/!#@A.#"+*//*(.%+!(%))

1

G"P*)*//*(.

神经递质

(5-.%;.0/6<4;;5.

*)

倍稀释
!

F5/@1%&VV4&-;4%/

!

#f#

$

稀释前浓度

G.4

W

4/0&

:%/:5/;.0;4%/

)

!

/<%&

)

D

$

测定浓度

7506-.5V

:%/:5/;.0;4%/

)

!

/<%&

)

D

$

准确度

eI2

)

`

精密度

e8L

)

`

残留效应

2GI

多巴胺
#))) #")̂!dM̂* M̂> *̂? )̂!

+@

羟色胺
#))) #"*̂?d*+̂* N̂# !̂N )̂>

肾上腺素
#))) #*?̂"d#̂+ M̂! *̂* *̂*

+@

羟吲哚乙酸
#))) #"?̂Nd*)̂M ?̂? #̂" )̂M

乙酰胆碱
#)) #*̂Nd*̂) +̂+ #̂# )̂>

去甲肾上腺素
#))) #""̂+d*+̂+ N̂+ !̂> )̂?

甘氨酸
")))) "")*̂)d**M̂> *)̂" +̂# "̂+

天冬氨酸
")))) "*""̂)dN)̂) M̂* #̂# !̂M

谷氨酸
#))) #*+̂#d>̂" +̂* "̂M *̂!

%

@

氨基丁酸
")))) ""*"̂)d!M̂+ *)̂M "̂* *̂)

!!

在生物样品分析方法评价中"当线性范围

的最高浓度样品溶液连续进样后"须分析空

白溶剂或空白样品以评估残留效应!

:0..

=

@

%X5.5115:;

"

2GI

$"其可允许接受的范围应不

超过定量限的
")̀

%本实验通过连续
#

次进

样每种物质线性范围最高浓度的质量控制样

本"然后进样分析空白溶剂!初始流动相$"评

估本方法的残留效应%在高浓度样品连续
#

次进样后分析初始流动相"残留神经递质的

峰面积与其在定量限浓度样本中的峰面积比

值在
)̂!̀

!

!̂M̀

之间"符合分析方法评价

要求%

=<N

!

在电离辐射致脑损伤大鼠血清中的应用

将建立的分析方法初步应用于
2%M)@

.

射线电离辐射致脑损伤大鼠血清中神经递

质含量变化的研究%根据本课题组前期工

作的基础*

"+

+

"本实验综合考察
)

!

+)A

=

剂量

对大鼠的影响"结果表明"大鼠在
*)

&

#)A

=

两

个剂量辐照下
#)

天时"胸腺和脾脏的脏器指

数均发生了明显变化"故以此作为本实验的

大鼠辐照剂量%辐照后"大鼠血清中天冬氨

酸&乙酰胆碱&去甲肾上腺素&肾上腺素和甘

氨酸的含量变化示于图
!

%

+

种神经递质均

表现出不同程度的下降"说明经电离辐射致

脑损伤后"某些神经递质可能作为潜在的生

物标志物%本工作还需深入开展研究"如加

大样本数量&考察辐射剂量率及不同饲养时

间等%

"!#
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注(

0̂

天冬氨酸#

Ŝ

乙酰胆碱#

:̂

去甲肾上腺素#

V̂

肾上腺素#

5̂

甘氨酸

图
E

!

大鼠血清中
N

种神经递质经辐照后的变化情况

>#

,

?E

!

56%+

,

*3"//#P*+*A)".)%+32#..*)3

#+)%.3*)A2%/.*)#))%!#%.#"+

D

!

结论

本研究采用
BCD2@Ue78

结合精确质量

数据库和二级质谱库"建立了血清中
*)

种神经

递质的快速测定方法"采用蛋白沉淀法高效萃

取目标化合物%使用空白血清模拟液!

C\8K

\8O

$基质匹配的标准工作曲线进行定量分析"

补偿基质效应%方法经提取回收率&线性关系&

检出限&定量限&稳定性&稀释效应及残留效应

等方面考察"满足生物样本的分析要求%此外"

基于本方法的
2%M)@

.

射线辐照动物模型的研

究结果为筛选急性电离辐射致脑损伤血清中生

物标志物提供了实验依据%
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