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摘要  目的: 建立能够灵敏、特异、准确、可靠地测定脑微透析液中乙酰胆碱浓度的分析方法 , 用于药物干预下脑神经递质

变化的研究。方法: 建立乙酰胆碱液质联用检测方法, 条件是 ES I( + )离子源, MRM扫描检测离子对为乙酰胆碱 m /z 146y

87, 氘代乙酰胆碱 - d9 (内标 )m /z 155y 87。开展方法学考察, 以验证新建分析方法的准确性、精密度等, 在此基础上将该

方法用于分析大鼠脑微透析手术后的实际样品, 以验证新建分析方法的适用性。结果: 乙酰胆碱浓度在 01 0292 ~ 11 46 ng

# mL - 1范围内线性良好 ( r= 019979), 检测限为 01 00292 ng# mL- 1;高、中、低浓度的准确度为 9611% ~ 1111 7% ; 日内精密

度 ( n = 6)为 118% ~ 718% , 日间精密度 ( n = 3)为 21 0% ~ 191 2%。结论: 应用 LC - M S /M S技术建立不使用胆碱酯酶抑制

剂测定大鼠脑微透析液中乙酰胆碱的方法迅速、灵敏、可靠。
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HPLC-M S/MS determ ination of acetylcholine

in m icrodialysates from rats brain
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Abstract Objec tive: To develop a sensit ive and reliab lem ethod fo r determ ination o f acety lcho line in m icrodia ly-

sates from rats brain1M ethods: The detection w as performed byMRM mode v ia electrospray ionization( ESI) source

operating in the positive ion izat ionmode; The precursor- to- product ion transit ions of the ana ly te acety lcho line is

m /z 146y 87 w ith internal standard( acety lcho line- d9 ) atm /z 155y 871The optima l ion ization and fragmen tation

conditions, as w ell as liqu id chrom atographic ones, to detect acetylcho line were deve loped and validated. The new

deve loped analyticalmethod w as further applied in determ ination of acety lcholine inm icrod ialysates from rats bra in

after intracerebra l perfusion o f 6- hydroxydopam ine( 6- OHDA ). Results: The method w as linear over the concen-

tration range of 010292- 1146 ng# mL
- 1
( r= 019979) ; The lim it of quantificat ion is 0100292 ng# mL

- 1
; The ac-

curacy w as 9611% - 11117% ; The intra- and in ter- day prec ision valuesw ere 118% - 718% ( n = 6) and 210%
- 1912% ( n = 3) , respective ly. Conclusion: The fu lly va lidated LC- M S /M S method has been successfu lly ap-

plied to de term ination of acety lcho line inm icrod ialysates from rats brain.

Key words: acety lcho line; interna l standard( acety lcho line- d9 ) ; LC- M S /M S

乙酰胆碱 ( acety lcho line, ACh)是一种经典的兴

奋性神经递质,通过结合特异受体,在神经细胞之间

或神经细胞与效应器细胞之间中起着信息传递作

用。乙酰胆碱及其受体存在于从细菌到人类、从神

经细胞到其他多种非神经细胞中, 提示它是一类与

系统发生相关的古老分子, 可能不仅仅具有作为生

理性递质的传递功能。

多种人类疾病与乙酰胆碱及其受体相关
[ 1]
, 而

脑中的乙酰胆碱尤为重要, 它是传导联络大脑神经

元的一种主要物质,是多重神经系统学习和记忆过

程的重要神经递质。人体缺少乙酰胆碱则会加速脑

细胞的衰老, 使记忆力显著下降, 甚至导致老年痴

呆
[ 2]
。

液质联用技术在现代药物分析研究中发挥着越
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来越重要的作用。液相色谱是最常用的分离分析工

具,与质谱联用则可以更灵敏、特异、高效、快速地完

成从分离到分析的一整套操作。作者将液质联用应

用到不使用胆碱酯酶抑制剂检测脑微透析液中乙酰

胆碱的浓度,为展开在药物干预下脑神经递质变化

的研究打下了坚实的基础。

1 材料

111 药物及试剂 氯化乙酰胆碱 ( acety lcho line

ch lo ride)对照品 (纯度 > 99% ), 购于 S igm a公司;

内标溴化氘代乙酰胆碱 - d9对照品 ( acety lcho line

- d9 brom ide, 氘代率 9917% ), 购于 CDN公司。

乙腈 (农残级 )、异丙醇 (色谱纯 )、甲酸铵 (色谱

纯 )、甲酸 (色谱纯 )均购于北京迪科马科技有限公

司; 超纯水为自制。复方氯化钠注射液 (含氯化钠

0185%、氯化钾 0103%、氯化钙 01033% ), 购于双

鹤药业。

112 仪器 Ag ilen t 6410 QQQ LC- M S分析系统,

由美国 A g ilent RRLC液相色谱仪及 Ag ilent 6410

QQQ三重四级杆质谱检测器组成, 工作站为

M asshunter。赛多利斯 arium
m
61316 /611VF超纯水

处理器、赛多利斯 BT25S分析天平、AnkeTGL- 16G

离心机,上海安亭科学仪器厂。

113 动物 SD大鼠, 雄性,体重 ( 200 ? 20) g, 由中

国药品生物制品检定所实验中心提供, 许可证编号

SCXK(京 ) 2005- 004。

2 样品分析方法的建立与验证

211 液质分析条件 液相色谱条件: 采用 A tlan-

t is
m
H ILIC S ilica( 211mm @ 150mm, 3 Lm) 色谱柱,

流动相为 25 mmo l# L
- 1
甲酸铵水溶液 ( pH = 3) -

乙腈 ( 011%甲酸 ) ( 18B82) ,流速 014mL# m in
- 1
,柱

温 36 e ,进样体积 20 LL。质谱条件: ESI离子源,

正离子检测方式, 选择 MRM模式进行二级质谱分

析;离子源条件: 干燥气温度 300 e ,干燥气流量 10

L# m in
- 1
, 雾化器压力 01413MPa,毛细管电压 118

kV;乙酰胆碱 m /z 146y 87,氘代乙酰胆碱 - d9内标

m /z 155y 87;最优碎裂电压均为 90 V, 最优碰撞能

量 ( CE )均为 12V。

212 内标溶液的配制 精密称取溴化氘代乙酰

胆碱 - d9适量, 以水为溶剂配制浓度为 01155 mg

# mL
- 1
的储备液。以异丙醇 - 乙腈 ( 40B60, 含

011%甲酸 )为溶剂配制 01155 ng# mL
- 1
内标溶

液。

213 供试品溶液 取样品 20 LL, 加入 5倍体积量

的 01155 ng# mL
- 1
内标溶液, 混匀, 即得。超出线

性范围的样品采用稀释的方法, 以复方氯化钠注射

液为溶剂稀释至线性范围内,再取稀释液 20 LL, 加

入 5倍体积量的 01155 ng# mL
- 1
内标溶液,测得浓

度, 再以稀释比例计算出实际样品浓度。

214 方法专属性考察 在本文的试验条件下, 复

方氯化钠注射液不经处理直接进样进行 LC- M S /

M S分析,未检测到乙酰胆碱及内标, 说明本方法

具有较好的专属性。乙酰胆碱及氘代乙酰胆碱 -

d9 LC- M S /M S分析的质谱图见图 1, 色谱图见图

2。

图 1 乙酰胆碱 ( A)及氘代乙酰胆碱 - d
9
( B)的二级质谱图

F ig 1 MRM m ass spectra of acetylcholin e( A) and acetylchol ine- d9

( B)

215 线性关系及检测限 精密称定氯化乙酰胆碱

对照品, 以水为溶剂配制成乙酰胆碱浓度为 1146
mg# mL

- 1
的储备溶液, 再以水为溶剂, 稀释储备液

至乙酰胆碱为 1416 ng# mL
- 1
,标记为 / A液 0,精密

量取不同体积的 A液至 5 mL量瓶中, 以复方氯化

钠溶液定容, 配成相当于乙酰胆碱浓度为 010292,
010730, 01146, 01292, 01730, 11460 ng# mL

- 1
的对

照品溶液。取各浓度对照品溶液 20 LL, 加入 5倍

体积量的 01155 ng# mL
- 1
内标溶液, 混匀, 进行 LC

- MS /M S分析。以乙酰胆碱与氘代乙酰胆碱 - d9

的峰面积之比 ( Y )对浓度 (X )进行线性回归, 回归

方程为:

Y= 11748X + 010490 r= 019979
线性范围为 010292 ~ 1146 ng# mL

- 1
。检测限为

0100292 ng# mL
- 1
(S /N \ 3)。
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图 2 不同样品中乙酰胆碱及其氘代乙酰胆碱 - d
9
的总离子流图及提取离子色谱图

Fig 2 Tota l ion cu rren t and extract ion cu rren t chrom atogram s of acetylchol ine and acetylcholin e- d9

A.复方氯化钠注射液 ( com pound sod ium ch loride in ject ion ) B.对照品氯化乙酰胆碱 ( 1. 46 ng# mL- 1 )及内标溴化氘代乙酰胆碱 - d9 [ com-

pound sod ium ch loride sp iked w ith acetylcholin e ch loride( 1146 ng# mL- 1 ) and acety lcho line- d9 b rom ide] C.大鼠微透析样品, 80m in收集的样品

( m icrod ialysates sam p le from rats b rain, collected at 80m in)

1.乙酰胆碱 ( acetylcholine) 2.氘代乙酰胆碱 - d9 ( acetylcholine- d9 )

216 准确性 同 / 2150项下方法制备高、中、低浓

度分别为 11460, 01730, 010292 ng# mL
- 1
的质控

( QC )样品各 6份, 加入 5倍体积量的 01155 ng#
mL

- 1
内标溶液, 混匀, 进行 LC- M S /M S分析。由

实测浓度与质控样品标示浓度之比评价准确性。

结果见表 1。

217 精密度 在同一天内取 / 2150项下制备的高、

中、低浓度分别为 11460, 01730, 010292 ng# mL
- 1
的

表 1 乙酰胆碱浓度测定方法的准确性 ( n= 6)

Tab 1 A ccuracy values for acetylcholine

from the assayQC standards

标示浓度

( labe l concentration)

/ng# mL - 1

实测浓度

( measured concentrat ion)

/ng# mL- 1

准确性

( a ccuracy) /%
RSD /%

11460 11402 ? 01026 9611 118

01730 01704 ? 01014 9615 119

010292 010326 ? 010027 11117 718
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对照品溶液 20 LL各 6份,加入 5倍体积量的 01155
ng# mL

- 1
内标溶液,混匀, 进行 LC - M S /M S分析,

考察分析方法的日内精密度。取 / 2150项下制备的

高、中、低 3种浓度的对照品溶液 20 LL, 各 3份,连

续 3 d进行测定,求得每天 3份平行样的平均值,以

3 d的平均值求 RSD ( n = 3) , 考察分析方法的日间

精密度。结果见表 2。

表 2 乙酰胆碱浓度测定方法的日内精密度及日间精密度

Tab 2 In tra- day and in ter- day precision for

acety lcholine from the assay QC standards

标示浓度 ( labe l

concentra tion)

/ ng# mL- 1

日内 ( intra- day ) ( n = 6) 日间 ( inter- day) ( n= 3)

实测浓度 ( measured

concentrat ion)

/ng# mL- 1

RSD /%

实测浓度 ( measured

concentration)

/ng# mL - 1

RSD /%

11460 11402 ? 01026 118 11391 ? 01067 210

01730 01704 ? 01014 119 01713 ? 01052 219

010292 010326 ? 010027 718 010326 ? 01020 1912

218 定量限 以 S /N \ 10为定量限, 并考察其质

控样品准确性及精密度, 检测结果表明准确性及精

密度均符合要求,定量限为 0103 ng# mL
- 1
。

219 稳定性 取 / 2150项下制备的浓度为 01292
ng# mL

- 1
的对照品溶液,加入 5倍体积量的 01155

ng# mL
- 1
内标溶液,混匀,于配制后第 0, 1, 2 h以及

第 2, 3, 4 d进行 LC- M S /M S分析。结果表明质控

样品的溶液在 4 d内稳定 ( RSD为 315% )。取大鼠

微透析样品 20 LL,按 / 2130项所述方法制备供试品
溶液, 于配制后立即测定, 并于第 2, 3 d进行 LC-

M S /M S分析, 结果表明供试品溶液在 3 d内稳定

( RSD为 311% )。

3 动物试验

对照组大鼠以 1%戊巴比妥, 按 40 mg# kg
- 1
体

重剂量腹腔注射麻醉,立体定位仪定位,于大鼠脑纹

状体内埋入探针套管 (定位坐标 A: + 0102 cm; L:

- 0130 cm; V: - 0135 cm ), 次日, 在清醒状态下插

入微透析探针。以复方氯化钠注射液 215 LL#

m in
- 1
的速度灌流, 平衡 80 m in后开始收集样品,以

该时间点为 0时间点, 每 20m in收集 1管透析液。

检测于 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,

220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400 m in

收集的样品。以对照组大鼠微透析样品乙酰胆碱浓

度对时间作图,见图 3- A。

给药组大鼠以 1%戊巴比妥, 按 40 mg# kg
- 1
体

重剂量腹腔注射麻醉,立体定位仪定位,于大鼠脑纹

状体内埋入探针套管 (定位坐标 A: + 0102 cm; L:

- 0130 cm; V: - 0135 cm )。次日, 在清醒状态下插

图 3 对照组大鼠微透析样品 ( A)及模型大鼠微透析样品 ( B )的乙

酰胆碱浓度 -时间曲线图

F ig 3 C oncentrat ion tim e prof iles of Ach in m icrod ialysates from rats

b rain of con trol group(A ) , andA ch in m icrod ialysates from rats b rain a-f

ter in tracerebral perfus ion of 6- OHDA( B)

入微透析探针。以复方氯化钠注射液 215 LL #

m in
- 1
的速度灌流,平衡 80 m in后开始收集样品, 以

该时间点为 0时间点,每 20 m in收集 1管透析液,

于收集第 5管结束后, 5 m in内灌流 6- 羟基多巴

( 6- OHDA 2% ,以含 2% 维生素 C的生理盐水配

制 ) 10 LL,再继续以 215 LL# m in
- 1
的速度灌流复

方氯化钠注射液
[ 3]
。按 / 2130项所述方法进行样品

处理后, 于 - 25 e 保存, 待测。检测于 0, 20, 40,

60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260,

280, 300, 320, 340, 360, 380, 400 m in收集的样品,

以给药大鼠微透析样品乙酰胆碱浓度对时间作

图,见图 3- B。

5 讨论
511 质谱条件考察 考察使乙酰胆碱母离子 m /z

146及氘代乙酰胆碱 - d9 m /z 155信号强度最强的

离子源条件。考察不同的毛细管电压 ( 115, 118, 2, 3
kV ),结果以 118 kV最优;考察不同的干燥气流量

( 8, 10, 12 L# m in
- 1
) , 结果以 10 L# m in

- 1
最优; 考

察不同的雾化器压力 ( 01379, 01413 MPa) , 结果以
01413MPa最优;考察不同的干燥气温度 ( 280, 300,

320 e ), 结果以 300 e 最优。考察使乙酰胆碱及氘
代乙酰胆碱 - d9二级质谱母离子 /子离子 m /z 146y

87及 m /z 155y 87信号最强的碎裂电压 ( 80, 90,

95, 100V )及碰撞能量 ( 5, 10, 12, 20 V ) , 两者分别

均以 90V和 12 V最优。

512 动物实验结果 SD大鼠给予 6 - 羟基多巴

后, 脑内神经递质乙酰胆碱的浓度有一个非常剧烈
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的上升下降过程, 说明 6-羟基多巴可明显影响胆

碱能系统。

513 讨论
微透析系统是通过透析原理对细胞间隙小分子

物质活体取样及靶器官直接给药的新手段。因其实

验损伤小,可以在清醒、自由活动的生物个体上同时

进行多个位点的取样分析,并可长时间、动态地观察

各部位化学物质的动态变化,具有整体和动态的特

点。

乙酰胆碱是一种中枢胆碱能神经系统的重要递

质,检测药物干预前后动物脑内乙酰胆碱水平的变

化可反映药物对胆碱能系统的影响。乙酰胆碱是一

种小分子、大极性化合物, 无共轭结构因此无紫外吸

收。贾兴元等采用了电化学检测器检测其浓度
[ 4 ]
,

但是电化学检测器对使用环境要求苛刻较复杂。乙

酰胆碱结构中带有正电荷的季铵氮原子, 是最佳的

适用于质谱 ESI正离子模式检测的化合物,且液质

联用较电化学检测器使用方便快捷, How sME等应

用液质联用检测了乙酰胆碱,但是为了增强响应在

样品中加入了胆碱酯酶抑制剂
[ 5, 6]
。 Zhang MY等

应用液质联用检测生物样品中乙酰胆碱浓度, 但未

使用胆碱酯酶抑制剂
[ 7 ]
。本研究将液相色谱 -质

谱联用应用到检测脑微透析液中乙酰胆碱的浓度,

且不使用胆碱酯酶抑制剂, 从而保证在尽可能接近

正常生理、病理及药效改变的状态下反映动物脑内

乙酰胆碱变化,为展开在药物干预下脑神经递质变

化的研究打下了坚实的基础。
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