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稳定同位素编码衍生－分散液液微萃取－超高效液相色谱－
三重四极杆质谱检测大鼠脑微透析液中左旋多巴和多巴胺

亓伟梅1， 赵先恩2* ， 亓 永1， 孙志伟2， 陈 光2， 尤进茂2，3* ， 索有瑞3
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摘要：帕金森病（ＰＤ）大鼠脑微透析液中左旋多巴（Ｌ－ＤＯＰＡ）和多巴胺（ＤＡ）的高灵敏检测技术，是 ＰＤ相关的临床
医学及 Ｌ－ＤＯＰＡ减毒增效协同药物筛选必不可少的手段。采用 ｄ0 ／ ｄ3－10－甲基－吖啶酮－2－磺酰氯（ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ）作
为稳定同位素编码衍生试剂，联合超声波辅助－分散液液微萃取（ＵＡ－ＤＬＬＭＥ）技术，建立并验证了超高效液相色谱－
串联质谱（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）快速检测 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ的分析方法。分别使用 ｄ0－ＭＡＳＣ和 ｄ3－ＭＡＳＣ衍生微透析液
样品和混合对照品，将衍生溶液混合后采用 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ技术富集净化，继而进行 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ检测（多反应监
测模式），以 ｄ3－ＭＡＳＣ衍生物作为 ｄ0－ＭＡＳＣ衍生物的内标物进行定量。实验表明，在乙腈 ／水（ｐＨ 10. 8 碳酸钠－碳
酸氢钠缓冲液）溶液中 37 ℃下反应 3. 0 ｍｉｎ后衍生化反应完成，梯度洗脱条件下 2. 0 ｍｉｎ可完成分离检测，线性范
围为 0. 20 ～ 1 500. 0 ｎｍｏｌ ／ Ｌ，相关系数大于 0. 994，Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ 的检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ 3）分别为 0. 005 和 0. 009
ｎｍｏｌ ／ Ｌ。分析方法评价结果良好，与已报道方法相比在灵敏度、分析速度和抗基质干扰等方面具有优势，本方法已
成功应用于测定中药方剂首乌方对 ＰＤ大鼠脑微透析液中 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ浓度波动的影响。
关键词：大鼠活体微透析；质谱增敏分析；超高效液相色谱；首乌方；药物筛选；帕金森病
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ｒｉｅｄ ｏｕｔ． Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ａｑｕｅｏｕｓ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （ｐＨ 10. 8 ｓｏｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎ－
ａｔｅ－ｓｏｄｉｕｍ ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ）ａｔ 37 ℃ ｆｏｒ 3. 0 ｍｉｎ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ 2. 0 ｍｉｎ
ｕｓｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ． Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ 0. 20－1 500. 0 ｎｍｏｌ ／ Ｌ （Ｒ＞0. 994）． ＬＯＤｓ ｗｅｒｅ 0. 005
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ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＨＰＬＣ）；Ｓｈｏｗｗｕ Ｆａｎｇ；ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓ－
ｅａｓｅ （ＰＤ）

左 旋 多 巴 （Ｌ－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ， Ｌ－
ＤＯＰＡ）是多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）体内合成的前体
物质，主要通过血脑屏障转运入脑，经体内代谢转化

为药效成分 ＤＡ，从而发挥其“替代疗法”作用，是目
前临床方面改善帕金森病（ＰＤ）症状最有效的药物
之一。但是，长期使用 Ｌ－ＤＯＰＡ 疗效会降低且会给
病人带来严重的副作用，包括症状波动、运动障碍、
开－关反应及精神症状等，给 ＰＤ 中晚期的治疗带来
严重的困难。已有研究报道 Ｌ－ＤＯＰＡ 副作用的产
生与其脑内浓度、所转化的 ＤＡ 浓度波动具有密切
相关性［1－3］。因此，同时监测脑内 Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ
浓度的动态变化，能够为提高 Ｌ－ＤＯＰＡ 对 ＰＤ 的临
床疗效以及药物筛选提供重要依据。
已报道的 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ的检测方法有荧光光

度法、化学发光法、电化学法、ＨＰＬＣ、ＣＥ、ＬＣ－ＭＳ
等［4－6］。因为脑微透析液样本量少、Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ
含量低且基质复杂，直接检测时荧光或质谱响应信

号弱。衍生化 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法因其选择性、灵敏度、
抗基质干扰、多成分同时检测等优势成为一类重要
方法［4，7－10］。最近，稳定同位素衍生化 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ
法相继被报道，结果表明其具有较好的灵敏度和抗

基质干扰能力［11－15］。同时，超声辅助－分散液液微
萃取 （ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ－ａｓｓｉｓｔｅｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ
ｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＵＡ－ＤＬＬＭＥ）联合衍生化的样品
前处理技术已在分析化学的交叉学科研究中展现出

明显的优势［16－19］。
本文采用 ｄ0 ／ ｄ3－10－甲基－吖啶酮－2－磺酰氯（ｄ0 ／

ｄ3－ＭＡＳＣ）作为稳定同位素衍生化试剂
［13］，联合

ＵＡ－ＤＬＬＭＥ技术，建立并验证了帕金森病大鼠脑微
透析液中 Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ 的超高效液相色谱－三重

四极杆质谱（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）检测方法，为左旋多
巴的临床疗效及减毒增效药物筛选提供了一种良好

的技术手段，具有活体、连续、灵敏、快速、准确等
特点。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂
美国 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ ＴＱ 三重四极杆质谱仪

（Ｗａｔｅｒｓ公司）；瑞典 ＣＭＡ 微透析取样系统，包括
ＣＭＡ 402 双通道微透析泵、ＭＡＢ85 双通道冷却收
集器、ＭＡＢ6 脑探针及导引管，以及动物五通道清醒
活动装置（美国 Ｉｎｓｔｅｃｈ 公司）；动物手术设备：
ＣＭＡ450 动物体温控制器、美国 ＡＳＩ ＳＡＳ－4100 单臂
脑立体定位仪、颅钻（深圳沃瑞德科技有限公司）；
ＢＳ ｌ10Ｓ分析天平（北京赛多利斯有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－
Ｑ超纯水仪；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 5810Ｒ高速冷冻离心机（德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；超声波清洗器（昆山超声仪器
公司）；ＸＷ－80Ａ漩涡混匀器（上海精科实业有限公
司）；雷兹 ｐＨ计。

Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ（Ｓｉｇｍａ公司）；乙腈、甲醇、甲酸
均为色谱纯（Ｓｉｇｍａ 公司）；碳酸钠、碳酸氢钠等为
分析纯；同位素衍生化试剂 ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ（纯度
99％）自主合成［13］；水为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水系统制备。
1． 2 溶液配制
按实验要求称取适量 ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ，用乙腈配

成 1. 0×10－3ｍｏｌ ／ Ｌ的溶液。分别称取适量 Ｌ－ＤＯＰＡ
和 ＤＡ标准品，用 50％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液配成 0. 01
ｍｏｌ ／ Ｌ 储备液，稀释得系列工作液。Ｎａ2ＣＯ3－
ＮａＨＣＯ3缓冲液（0. 1 ｍｏｌ ／ Ｌ）经纯水配制后用
ＮａＯＨ溶液精密调节 ｐＨ至 10. 8。
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1． 3 活体大鼠脑微透析取样及动物分组
雄性 ＳＤ 大鼠（200 ～ 220 ｇ），购自山东鲁抗医

药有限公司实验动物中心，动物手术、ＰＤ 动物模型
和微透析探针手术技术按照王丹巧研究组［3］报道

的方法开展实验，脑内注射 6－羟基多巴胺（6－ＯＨ－
ＤＡ）造模，分为正常组、ＰＤ 模型组、ＰＤ ＋Ｌ－ＤＯＰＡ
组、ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋首乌方高剂量组（ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
ｈｉｇｈ ＳＷＦ，生药量 18 ｇ ／（ｋｇ·ｄ））、ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
首乌方低剂量组（ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋ｌｏｗ ＳＷＦ，生药量 8
ｇ ／（ｋｇ·ｄ）），每组 6 只。微透析灌流速度 2. 0
μＬ ／ ｍｉｎ，平衡 60 ｍｉｎ后开始收集透析液，每 15 ｍｉｎ

自动收集 1 管用于后续检测。
1． 4 同位素编码衍生
在 1. 5 ｍＬ 离心管中加入 100 μＬ ｄ0－ＭＡＳＣ 溶

液、适量混合标准溶液（或大鼠脑微透析液样本，20
～ 50 μＬ）、100 μＬ Ｎａ2ＣＯ3－ＮａＨＣＯ3 缓冲液，混匀后

37 ℃下恒温衍生反应 3. 0 ｍｉｎ即可完全标记，加入
10 μＬ 25％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液调 ｐＨ 至弱酸性。在
第二支离心管中，采取同样的方式，用 ｄ3－ＭＡＳＣ 标
记另一份混合标准溶液或微透析液样品，标记流程

示意图见图 1。

图 1 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ的稳定同位素编码衍生和分散液液微萃取示意图
Ｆｉｇ． 1 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ－ｃｏｄｅｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ

ｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ－ＤＯＰＡ ａｎｄ ＤＡ

1． 5 超声辅助－分散液液微萃取
将上述两支离心管中的标记产物合并至一支

10 ｍＬ尖底离心管中，加水至 8 ｍＬ，以 400 μＬ甲醇
为分散剂，160 μＬ 氯仿为萃取剂，室温下超声振荡
萃取 3. 0 ｍｉｎ，10 000 ｒ ／ ｍｉｎ高速离心 3. 0 ｍｉｎ，吸取
下层有机相，氮吹至干，50％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水复溶后用
于检测。
1． 6 色谱－质谱条件
色谱柱为 ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ 18 柱（50 ｍｍ

×2. 1 ｍｍ，1. 7 μｍ，Ｗａｔｅｒｓ公司）。流动相 Ａ为甲

醇，流动相 Ｂ 为 0. 1％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液。梯度洗
脱条件：0 ～ 2. 0 ｍｉｎ，65％ Ａ ～ 100％ Ａ。流速 0. 5
ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 30 ℃，进样量 5 μＬ。采用三重四极
杆质谱的多反应监测（ＭＲＭ）模式，电喷雾电离
（ＥＳＩ）源正离子模式，离子源温度 150 ℃，毛细管电
压 3. 0 ｋＶ，脱溶剂气（氮气）流速 800 Ｌ ／ ｈ、温度 350
℃，锥孔气（氮气）流速 50 Ｌ ／ ｈ，碰撞气（氦气）流速
0. 16 ｍＬ ／ ｍｉｎ，锥孔电压、碰撞能、定量和定性离子
对参数见表 1。

表 1 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ的 ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ衍生物的质谱 ＭＲＭ采集参数
Ｔａｂｌｅ 1 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｏｆ Ｌ－ＤＯＰＡ ａｎｄ ＤＡ ｉｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ＭＲＭ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｃｏｎｅ
ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ｍ／ ｚ）
（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ）

Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ｍ／ ｚ）
（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ）

ｄ0－ＭＡＳＣ－Ｌ－ＤＯＰＡ 0． 896 58 1011． 35＞208． 10 （54） 1011． 35＞224． 25 （56）
ｄ3－ＭＡＳＣ－Ｌ－ＤＯＰＡ 0． 896 58 1020． 35＞211． 10 （54） 1020． 35＞227． 25 （56）
ｄ0－ＭＡＳＣ－ｄｏｐａｍｉｎｅ 1． 322 55 967． 34＞208． 10 （52） 967． 34＞224． 25 （54）
ｄ3－ＭＡＳＣ－ｄｏｐａｍｉｎｅ 1． 322 55 976． 34＞211． 10 （52） 976． 34＞227． 25 （54）

1． 7 定量方式
参考许国旺研究组［20］和本研究组［15］的同位素

编码标记定量法：两份等浓度混合标准溶液分别用

ｄ0－ＭＡＳＣ和 ｄ3－ＭＡＳＣ 标记，将两份衍生溶液按体
积比 1 ／ 10、1 ／ 5、1 ／ 2、1 ／ 1、2 ／ 1、5 ／ 1、10 ／ 1 混合之后进

行 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析，以轻 ／重衍生化产物的质
谱峰面积比值对体积比值进行线性回归曲线制作，

获得轻 ／重衍生物的相对响应因子。微透析液和适
宜浓度的标准溶液经轻 ／重编码标记后，按一定比例
混合之后进行 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ分析，利用相对响应
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因子计算微透析液中两种分析物的含量。

2 结果与讨论

2． 1 色谱－质谱条件的优化
Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ分子本身极性强，采用直接 ＬＣ－

ＭＳ检测时色谱保留弱、分离度较差，采用本研究实
验部分梯度洗脱条件时，二者的保留时间均小于

0. 5 ｍｉｎ。采用 ＭＡＳＣ 衍生化技术，能够显著改善
二者在反相色谱柱上的保留行为。经优化不同色谱
柱（Ａｇｉｌｅｎｔ 公司的 Ｅｃｌｉｐｓｅ、Ｚｏｒｂａｘ 系列的 50、100
ｍｍ长的超高效液相色谱柱，以及 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ 系
列的 50 ｍｍ超高效液相色谱柱）和流动相条件（甲
醇、乙腈、水相是否有甲酸调节剂），发现酸性的甲
醇 ／水体系配合 Ｗａｔｅｒｓ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ 18 超
高效液相色谱柱有较好的分离效果。如要在 1. 0
ｍｉｎ左右完成分离检测，两种分析物的峰形、分离度
欠佳，影响定量准确度。进一步优化梯度洗脱程序，
当采用 1. 6 节中梯度洗脱程序时，Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ
衍生物在 2. 0 ｍｉｎ内实现了完全分离，峰形良好，保
留时间见表 1。经实验对比发现，正离子模式的灵
敏度显著高于负离子模式。在正离子模式下，发现
毛细管电压在 1. 2 ～ 3. 0 ｋＶ内逐渐增加时检测信号
逐渐增强，实验选用 3. 0 ｋＶ。质谱仪脱溶剂气流速
和温度影响不明显，采用脱溶剂气流速 800 Ｌ ／ ｈ、温
度 350 ℃能获得较好的实验结果。采用实验部分的
质谱条件，优化了两种衍生产物的 ＭＲＭ参数（见表
1）。Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ 衍生物都能特异性地产生
208. 10 Ｄａ （重标 211. 10 Ｄａ）的产物离子，在酸性
乙腈 ／水流动相体系中，该产物离子结构通过酮式－
烯醇式互变，极易产生带一个正电荷的季铵型结构，

因此产生 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ吖啶酮衍生物的质谱增敏
结果。代表性的 ｄ0－ＭＡＳＣ－Ｌ－ＤＯＰＡ 衍生物的 ＭＳ ／
ＭＳ图、裂解模式及质谱增敏产物离子见图 2。
2． 2 衍生条件的优化
采用ＭＡＳＣ试剂标记 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ分子中的

氨基和酚羟基，该衍生化反应的主要影响因素包括

缓冲溶液 ｐＨ、衍生化温度、时间、衍生化试剂倍数。
参照以往 ＭＡＳＣ 衍生化环境雌激素分子中酚羟基
基团的方法与条件［13］进行单因素法优化。首先考
察缓冲液 ｐＨ在 8. 0 ～ 11. 0 范围内对衍生反应的影
响，ｐＨ 8. 0 ～ 9. 0 时目标衍生化产物的仪器信号极
低；ｐＨ＞9. 0 时信号随 ｐＨ增大而逐渐提高；ｐＨ 10. 8
时达到最大值，之后仪器信号下降，这可能是因为强

碱性导致衍生试剂和衍生物的分解更甚。因此实验
选用 ｐＨ 10. 8 的碳酸钠－碳酸氢钠缓冲液。同样考

图 2 ｄ0－ＭＡＳＣ－Ｌ－ＤＯＰＡ的 ＭＳ ／ ＭＳ图、特异性产物
离子裂解模式及 ＭＳ增敏机理

Ｆｉｇ． 2 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ，ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍｅ
ａｎｄ ＭＳ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｄ0－ＭＡＳＣ－Ｌ－ＤＯＰＡ

察ＭＡＳＣ用量、衍生时间、温度变化规律。随ＭＡＳＣ
用量增加，衍生物的仪器信号逐渐增大；当 ＭＡＳＣ
用量为两种分析物总物质的量的 8 倍时仪器信号最
高。在衍生时间和温度方面，37 ℃下衍生 3 ｍｉｎ 产
物的信号最大。总之，实验最佳衍生化条件为：
Ｎａ2ＣＯ3－ＮａＨＣＯ3 缓冲液（ｐＨ 10. 8），37 ℃下衍生
反应 3 ｍｉｎ，ＭＡＳＣ 物质的量为两种分析物总量的
8 倍。
2． 3 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ条件的优化

ＵＡ－ＤＬＬＭＥ实验的主要影响因素包括萃取剂、
分散剂的种类、用量以及超声时间。经实验优化发
现，萃取剂、分散剂的种类和用量是影响萃取效率的
最重要因素。选取 5 种萃取剂（氯苯、二氯乙烷、四
氯化碳、三氯甲烷、二氯甲烷）和 4 种分散剂（甲醇、
乙醇、乙腈、丙酮）进行分别交叉组合考察。实验结
果表明，三氯甲烷作为萃取剂、甲醇作为分散剂时，
不但易于离心分层，而且沉积相中萃取物的仪器响

应信号最高，且分析方法回收率较好。因此，实验选
择三氯甲烷作为萃取剂，甲醇作分散剂。考察萃取
剂和分散剂的用量，当三氯甲烷 160 μＬ、甲醇 400
μＬ时，沉积相中萃取物的仪器信号响应值最高。采
用以上最佳条件进行超声萃取时间的优化，发现超

声振荡 3. 0 ｍｉｎ可获得最高的仪器响应值。采用以
上优化条件进行一次 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ后，吸净下层沉积
相，再对上层溶液重复进行一次 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ 和检
测，未检出 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ衍生物。实验结果表明，
建立的 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ 条件对 Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ 衍生物
的萃取效率满足分析方法要求。
2． 4 分析方法的评价
2． 4． 1 线性关系、检出限及定量限
采用优化的衍生化、ＵＡ－ＤＬＬＭＥ 和色谱－质谱
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分析条件及定量方式，在 0. 20 ～ 1 500. 0 ｎｍｏｌ ／ Ｌ 浓
度范围内进行线性回归曲线制作，Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ衍
生物的线性回归系数大于 0. 994，线性关系良好。
Ｌ－ＤＯＰＡ、ＤＡ 的检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ 3）分别为 0. 005、
0. 009 ｎｍｏｌ ／ Ｌ，定量限（Ｓ ／ Ｎ ＝ 10）分别为 0. 020、
0. 036 ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
2． 4． 2 稳定性、精密度和准确度
在上述实验条件下，在 ＰＤ 症大鼠脑微透析液

中加标浓度分别为 0. 10、10. 0 ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时制备
ＭＡＳＣ的衍生物，用于稳定性、精密度及准确度的考
察。上述两个浓度水平的混合标准 ＭＡＳＣ 衍生化
产物溶液在室温下放置 7 天，分别于第 1、3、5、7 天
测定峰面积，计算峰面积的 ＲＳＤ，在 4. 1％ ～ 8. 9％
之间，表明 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ 的 ＭＡＳＣ 衍生产物稳定
性良好，能够满足实验要求。同一日内连续进样 5
次、连续 3 日每日进样 5 次分别用于日内和日间精
密度、准确度的考察，峰面积的 ＲＳＤ 为 3. 0％ ～
9. 1％，精密度良好；添加物的检出浓度和理论浓度
比值在 89. 5％ ～ 104. 9％ 之间，准确度良好。

表 2 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ在大鼠纹状体微透析液中浓度的动态变化（ｎ＝6）
Ｔａｂｌｅ 2 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｌ－ＤＯＰＡ ａｎｄ ＤＡ ｉｎ ｒａｔ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓａｔｅ （ｎ＝6）

ｔ ／ ｍｉｎ
Ｌ－ＤＯＰＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （ｍｅａｎ±ＳＤ）／（μｍｏｌ ／ Ｌ）

ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ
ｇｒｏｕｐ

ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
ｈｉｇｈ ＳＷＦ ｇｒｏｕｐ

ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
ｌｏｗ ＳＷＦ ｇｒｏｕｐ

ＤＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （ｍｅａｎ±ＳＤ）／（μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ

ｇｒｏｕｐ
ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
ｈｉｇｈ ＳＷＦ ｇｒｏｕｐ

ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋
ｌｏｗ ＳＷＦ ｇｒｏｕｐ

0 0． 128±0． 024 0． 119±0． 028 0． 122±0． 032 0． 018±0． 006 0． 020±0． 007 0． 017±0． 006
15 0． 473±0． 095 0． 193±0． 045 0． 338±0． 069 0． 030±0． 010 0． 024±0． 004 0． 025±0． 008
30 1． 290±0． 216 0． 614±0． 132 0． 971±0． 156 0． 045±0． 008 0． 030±0． 008 0． 038±0． 015
45 1． 810±0． 358 0． 724±0． 156 1． 070±0． 268 0． 066±0． 011 0． 038±0． 009 0． 049±0． 019
60 1． 670±0． 301 0． 769±0． 168 1． 250±0． 259 0． 181±0． 035 0． 120±0． 019 0． 141±0． 032
75 1． 300±0． 266 0． 816±0． 162 1． 100±0． 265 0． 255±0． 064 0． 142±0． 036 0． 164±0． 038
90 1． 030±0． 189 0． 665±0． 135 0． 978±0． 197 0． 235±0． 053 0． 150±0． 039 0． 197±0． 049
105 0． 768±0． 136 0． 524±0． 106 0． 843±0． 165 0． 183±0． 045 0． 160±0． 042 0． 173±0． 039
120 0． 646±0． 102 0． 410±0． 085 0． 603±0． 123 0． 145±0． 036 0． 140±0． 036 0． 142±0． 036
135 0． 496±0． 089 0． 391±0． 078 0． 522±0． 106 0． 098±0． 028 0． 122±0． 028 0． 120±0． 030
150 0． 249±0． 065 0． 347±0． 072 0． 469±0． 095 0． 060±0． 019 0． 100±0． 020 0． 095±0． 025
165 0． 240±0． 060 0． 308±0． 066 0． 380±0． 078 0． 045±0． 015 0． 089±0． 021 0． 080±0． 023
180 0． 236±0． 058 0． 289±0． 058 0． 287±0． 058 0． 030±0． 009 0． 080±0． 018 0． 068±0． 016

2． 4． 3 基质效应和回收率
考察 ＰＤ 症大鼠脑微透析液在 0. 10、10. 0

ｎｍｏｌ ／ Ｌ加标水平下的回收率，结果为 94. 8％ ～
103. 8％ ，表明方法回收率良好。按照（微透析液中
添加的 Ｌ－ＤＯＰＡ或 ＤＡ质谱检测峰面积 ／纯水中等量
添加物峰面积）×100％ 计算基质效应，结果为 97. 5％
～103. 8％ ，表明同位素编码衍生化与 ＤＬＬＭＥ联合使
用的方法具有良好的抗基质干扰能力。
2． 5 方法比较
用本方法与神经递质分析方法领域的代表性研

究［7，10，20－22］进行比较。第一，与 2 种未经衍生的代
表性的直接检测方法 ＨＰＬＣ－电化学法［20］和亲水作

用色谱－质谱（ＨＩＬＩＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）［21］相比，本方法中两
种分析物的 ＬＯＤ 是其 1 ／ 55 ～ 1 ／ 10 944 ，分析时间
短 10 或 18 ｍｉｎ。第二，与 3 种典型的衍生化 ＬＣ－
ＭＳ ／ ＭＳ检测方法相比，本方法的 ＬＯＤ 是文献［7，10］

的1 ／ 3 ～ 1 ／ 80，ＬＯＱ 是文献［22］的 1 ／ 1 265 ，而且本方
法的衍生化反应温度适合生物样本，衍生化时间缩

短为原来的 1 ／ 8 ～ 1 ／ 20，分离时间与文献相当［10，22］

或更短［7］。第三，在基质效应方面，用本方法与不
采用同位素编码衍生技术（具体方法如下：只使用

ｄ0－ＭＡＳＣ衍生，ＵＡ－ＤＬＬＭＥ和质谱分析基本条件与
本方法相同，定量方式采用文献［17］中常规的外标

法）进行对比，结果表明，本方法基质效应的平均值

为 98. 9％、标准偏差为 3. 4％，显著优于只用 ｄ0－
ＭＡＳＣ衍生的实验结果（基质效应的平均值为
94. 6％、标准偏差为 11. 8％），这说明同位素编码衍
生化联合 ＵＡ－ＤＬＬＭＥ技术能够显著降低基质干扰。
2． 6 首乌方对 ＰＤ 大鼠脑微透析液中 Ｌ－ＤＯＰＡ 和
ＤＡ浓度的影响
王丹巧研究组［3］采用 ＰＤ大鼠模型考察了中药

方剂首乌方协同的 Ｌ－ＤＯＰＡ 药代动力学，发现在以
较小剂量 Ｌ－ＤＯＰＡ发挥较大药效作用方面，中药方
剂首乌方具有良好的协同作用，但该报道未同时检

测 ＤＡ浓度受到的影响。本文利用该动物模型，进
一步考察高、低剂量的首乌方与 Ｌ－ＤＯＰＡ 同时使用
时对大鼠脑内纹状体 Ｌ－ＤＯＰＡ 和 ＤＡ 浓度的影响。
按照实验部分的步骤，将采集得到的各组大鼠脑微

透析液样本按照本法进行检测，结果表明，ＰＤ 模型
组大鼠纹状体 ＤＡ含量显著低于正常组（ｐ＜0. 01），
从生化分析层面证明本研究 ＰＤ 动物模型复制成
功。表 2 为 3 组 ＰＤ 症大鼠给予西药、中西药结合
（首乌方高、低剂量组）干预后的脑纹状体 Ｌ－ＤＯＰＡ
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和 ＤＡ 的浓度结果。正常组、ＰＤ 模型组、ＰＤ ＋ Ｌ－
ＤＯＰＡ＋首乌方高剂量组的大鼠脑微透析液样品
ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ （ＭＲＭ）分析结果见图 3，峰形、分
离度良好，未发现干扰物质。实验结果表明，与 ＰＤ
＋Ｌ－ＤＯＰＡ组相比，ＰＤ＋Ｌ－ＤＯＰＡ＋首乌方高、低剂量
组纹状体细胞外液中 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ二者的浓度达
到的最大值更低，且时间滞后，而且可以稳定纹状体

Ｌ－ＤＯＰＡ药物及活性成分 ＤＡ 的浓度，使脑内二者
浓度较长时间维持在有效水平，这些实验结果与首

乌方高、低剂量具有相关性。这提示首乌方中的中
药成分可延缓 Ｌ－ＤＯＰＡ 的代谢和消除，减小它们的
浓度波动范围，以提高 Ｌ－ＤＯＰＡ 的疗效，减少副作
用，该实验结果与文献［3］中探讨的首乌方协同 Ｌ－
ＤＯＰＡ治疗 ＰＤ的机制相同。

图 3 大鼠脑微透析液中 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ衍生物的 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ （ＭＲＭ）色谱图
Ｆｉｇ． 3 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ （ＭＲＭ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｌ－ＤＯＰＡ ａｎｄ ＤＡ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｄ0 ／ ｄ3－ＭＡＳＣ ｉｎ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓａｔｅ

3 结论

建立并验证了同时测定 Ｌ－ＤＯＰＡ和 ＤＡ的稳定
同位素编码衍生－分散液液微萃取 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ
分析方法，该方法具有灵敏、准确、快速、专属性强、
抗基质干扰等特点，能有效监控不同组 ＰＤ 大鼠脑
微透析液中 Ｌ－ＤＯＰＡ药物和生物活性成分 ＤＡ的含
量，为 ＰＤ相关的医学检验和药物筛选提供了一种
技术手段。
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