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提� 要� 建立了用高效液相色谱分离 柱后固定化酶反应器酶解 电化学检测器检测酶解最终产物 � u� u 的方

法o分析了麻醉和自由活动大鼠脑微透析液中乙酰胆碱k� �«l和胆碱k�«l的含量∀ 至少在 s u∗ tssΛ° ²̄ �范

围内 � �«和 � «的浓度与其响应的线性关系良好o它们的检测极限都可达 xs©° ²̄ ∀ 对高效液相色谱结合固定化

酶反应器的分析方法作了简要的讨论∀

关键词� 液相色谱法o柱后固定化酶反应器o大鼠脑微透析液o乙酰胆碱和胆碱

分类号� � yx{ � xw

�� 前言

乙酰胆碱k� �«l是人和哺乳类动物中枢及外周

神经系统的一种重要神经递质�t ∀ � �«参与认知�

睡眠和觉醒�痛与镇痛等许多生理功能的调节~老年

痴呆症�有机磷农药中毒症�肌无力综合症�帕金森

氏症等多种疾患均与 � �«的代谢异常相关∀ 由于

� �«和胆碱k� «o它既是生物合成 � �«的前体o也

是 � �«的代谢产物l的分子中都没有生色团�荧光

团和电活性基团o因而对它们的分析检测很困难∀近

十年来o得益于高效液相色谱法k� ��� l分析中固

定化酶反应器k�� �� l技术的引入和不断改进�uov o

学者们成功地分析了各种生物样本中的 � �«和

�«
�w∗ tw ∀ 我们在国内首次报道了用 � ��� 柱后

�� �� 电化学检测法分析麻醉大鼠额叶皮层�海马

和纹状体以及自由活动大鼠海马和额叶皮层微透析

液中的 � �«和 �«o并对 � ��� 结合 �� �� 的分析

法作了简要的讨论∀

�� 实验部分

u t� 仪器与试剂

� ��� 仪为美国 �� � 公司 w{u 系列}�� {s

泵~� «̈ ²§¼±¨ ztux 六通进样阀o接 usΛ�进样环~

�� w� 安培型电化学检测器o白金k�·l工作电极对

� ª � ª� ¯参比电极的电位设置为n sqxs� o灵敏度

x±� ��∀ 色谱图和数据的采集�储存�处理及激光打

印均在色谱工作站k� �� w{y yy电脑o�� � 公司提

供的 � «̈ ° ¤̄¥� µ̈¶¬²± vqs色谱资料分析用软件l上

进行∀

� �«盐酸盐��«盐酸盐和新斯的明k� ²̈¶·¬ª

°¬± ö ��� l均购自 �¬ª°¤公司o防腐剂�¤·«²± ��

溶液由 �� � 公司提供o其余试剂为国产分析纯∀

� �« 和 �« 标样先用 s sx° ²̄ � 乙酸溶液 k用

�¤� � 调至 ³� xqxl配制成 u°° ²̄ �贮液∀在测试

标样浓度与其响应k以峰面积计l之间的线性关系

时o再用 � ¬±ª̈ µ氏溶液稀释至所需浓度∀

� �� 微透析液的采集

实验所用的无脉动微量注射泵�立体定位仪�大

鼠脑定位图谱和自制的同心型微透析探头均同前

文�txoty ∀灌流用的 � ¬±ª̈ µ氏溶液的组分k°° ²̄ �l}

�¤� ¯为 twzo�� ¯为 w so� ¤� ū 为 u uo内含 ���

tsΛ° ²̄ �k用于麻醉大鼠l或 tΛ° ²̄ �k用于自由活

动大鼠l∀ 按每 tssª体重腹腔注射 us°ª三溴乙醇

的剂量将体重为 uxsª左右的雄性 �� 大鼠麻醉o固

定在立体定位仪上∀插入额叶皮层探头的坐标为}前

囟前 t x°° o中线旁 u°° o探头与水平线成 wx 度

角o深度为 x {°° ~插入纹状体的为}� u s°° o

� u x°° o� z s°° ~插入海马的为}� u y°° o �

uqx°° o� vqx°° ∀ 用于自由活动条件下测试的大

鼠o在同样麻醉条件下o按相应的坐标k但深度浅
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v°° lo将外径为 s {°° �内径为 s y°° 的引导管

埋植在海马和额叶皮层o术后至少恢复 u§才开始采

样∀ 实验时将外径为 s uu°° 的探头插入引导管的

中孔至海马∀实验结束后作常规的组织切片o核实探

头插入的部位∀灌流速度为 tΛ� °¬±o每 us°¬±收集

一管o至少平衡 ys°¬±后开始收集样本∀我们测试了

基础条件�高钾k�n 浓度为 tss°° ²̄ �o相应降低

�¤
n 浓度以维持等渗l灌流 ts°¬±和深度麻醉造成

大鼠窒息死亡后上述三个脑区透析液中 � �«和 �«

的水平∀ 实验所用探头的有效长度都是 v°° o使用

前将探头尖端浸没在含 � �«和 �«均为 tsΛ° ²̄ �

的混合标样溶液中o在相同流速和室温条件下收集

透析液o测试其体外回收率∀

� � � 色谱分析

� �« �«分析柱ktss°° ≅ w°° ¬q§ql及含有乙

酰胆碱酯酶k� �«�l和胆碱氧化酶k� «� l的 �� ��

kws°° ≅ w°° ¬q§ql均由 �� � 公司提供k分析柱和

�� �� 都是用多聚材料 ³²̄ ¼° µ̈ª̈ ¯作为载体l∀ 样

本中的 � �«和 �«经分析柱分离后o在 �� �� 中

� �«被 � � «� 水解成 �«和乙酸o水解产生的 �«和

样本中原有的 �«先后被 �«� 氧化o生成过氧化氢

� u� u∀ � u� u在检测池被检测o用外标法定量∀ 等比

洗脱的流动相的组成为含有 xª ��¤·«²± �� 的

xs°° ²̄ ��¤u� �� w 溶液o用磷酸调 ³� 至 { xo流

速为 s {°� °¬±∀ 色谱分析在室温下进行∀

�� 结果和讨论

有关 � ��� 柱后 �� �� 电化学检测法分析

� �«和 �«详细的机理o以及用该方法分析 � �«和

�«优于生物分析法�气相色谱 质谱法和放射免疫

分析法的理由均已有报道�uovo{ots∗ tu ∀ 图 t是标样及

生物样本中 � �«和 �«被分离和检测的色谱图∀ 酶

作用的专一性大大提高了检测复杂体系中微量化合

物的选择性�uov ∀ 图中除了非保留峰外o几乎没有其

它杂峰的干扰∀图u展示了随着流动相中�¤u� �� w

浓度的升高o� �«和�«的保留时间随之下降的趋

势o估计这是由于随着 �¤
n 浓度的升高o增强了相

同离子的抑制效应o从而削弱了 � �«和 �«分子中

的�n
� w在分析柱上的保留∀ 在本色谱条件中o流动

相的离子强度对 � �«和 �«的保留影响最大∀ 降低

流速能增加溶质在 �� �� 中的滞留时间o从而增强

了酶的催化效果o有利于得到良好的响应o并且能略

增大 � �«和 �«之间保留时间的差值o但也使溶质

的色谱峰展宽∀由于 �� �� 中两个酶的活力都高达

ys 个酶单位o即使稍低于酶促反应的最适温度o

� �«和 �«也能得到良好的响应o所以本分析可在

室温下进行∀ 如果 �� �� 已接近失效期o则需将分

析柱和 �� �� 恒温于 vx∗ vzε 才能得到合适的响

应�w∗ | ∀ 凡用多聚材料作为分析柱和 �� �� 的载

体�v o流动相的 ³� 值都应调节为 { s∗ {qx�w∗ tt o即

�� �� 酶促反应合适的 ³� 值范围∀ 本实验所用的

色谱条件就是综合考虑了流速�温度�流动相的离子

强度和 ³� 值这 w个方面的因素而确定的∀ 在此条

件下o至少在 s u∗ tssΛ° ²̄ �范围内o� �«和 �«

的浓度与其响应的线性关系良好o相关系数分别为

s ||{ {和 s ||{ x~两个化合物的检测极限都可达

xs©° ²̄ k以进样 usΛ��信噪比为 u计l∀

图 �� 乙酰胆碱和胆碱的色谱图
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图 � � 流动相中 Να�ΗΠΟ� 的浓度

对 ΑΧη和 Χη保留时间的影响

Φιγq�� Εφφεχτ οφ Να�ΗΠΟ� χονχεντρατιον

ιν P οβιλε Sηασε ον τηε ρετεντιον τιP εσ οφ ΑΧη ανδ Χη

色谱条件}室温o流速 s {°� °¬±o流动相 ³� {qxs∀

¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¬¦¦²±§¬·¬²±¶} µ²²° ·̈° ³̈ µ¤·̧µ̈~

©̄²º µ¤·̈o sq{°� °¬±~ °²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ ³� {qxs

� �«从神经末梢释放后迅速被生物体内的

� �«� 水解�t o所以微透析液中 � �«的基础水平是

很低的∀为了便于观察o有些生物医药实验应在灌流

液中加入适量的可逆性 � �«� 抑制剂o如加入等于

或小于 tsΛ° ²̄ �的 ��� k过量了会影响 �� �� 的

功能lo以提高 � �«的基础水平�w∗ {ott ∀ 但这样处理

会对系统的生理功能产生一定的影响o解释实验结

果时应予以注意�woxo{otz ∀在整个分析过程中o要始终

注意防止细菌的生长o以免因细菌繁殖而影响检

测�vow ∀ 我们在体外室温条件下o测得有效长度为

v s°° 的探头对 � �« 和 �« 的回收率分别是

uv uh " t wh 和 vw vh " v uh ∀麻醉大鼠 v个脑

区以及自由活动大鼠海马和额叶皮层微透析液中

� �«和 �«的测试结果见表 to表中给出的数据均系

未经回收率校正的值∀ 在分析同一脑区微透析液内

� �«和 �«含量的生物医药实验中o由于各个实验

室所用 � �«� 抑制剂的种类和剂量�探头的型号和

有效长度以及灌流的速度均不完全相同o因而所测

得的 � �«和 �«的基础水平值也不尽一致∀ 在本实

验条件下测得的 � �«和 �«的基础水平值o与前人

在相近条件下所得的结果�ttotwotz∗ us 基本接近或无

数量级上的差异∀动物在自由活动状态下o海马和皮

层微透析液中 � �«的基础水平明显高于麻醉状态

下的水平以及高�
n 灌流能引起 � �«释放增加的结

果k见表 tlo均与前人报道�ttot{ 的一致∀
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