
程中任何过大的机械挤压及揉搓作用均可造成皮肤与

皮下组织分离过度 ,导致术后皮瓣移植失败[ 2] 。因此 ,
以下方法是避免造成以上情况发生的重要注意事项。
用长丝线将血管神经束缝合固定于皮瓣之上 ,同时在
切开皮瓣周围时定点将皮下组织与皮肤缝合固定 ,整
个操作过程中以提拉丝线进行皮瓣游离;隐神经与隐
血管束的关系紧密 ,在手术时不要刻意将隐神经游离 ,
以免造成血管蒂周围分支的破坏 ,有时虽然不进行神
经吻合 ,将隐神经保留在皮瓣内对皮瓣的愈合不会造

成影响。
　　关键词:犬;游离皮瓣;大腿内侧
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大鼠脑组织中兴奋性氨基酸的快速检测

Rapid detection on contents of excitatory amino acids in rat brain

孙　玮 ,潘　峰 ,张正治　　(第三军医大学高原军事医学系中心实验室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　建立一种快速 、准确的脑内兴奋性氨基酸定量检测方法。方法　采用 6300 黄金系统氨基酸分析仪 , 在锂柱 130

min程序生理体液分析方法基础上 , 根据兴奋性氨基酸(EAAs)的特性 , 建立了 EAAs 的快速测定方法。结果　此方法完成兴奋性氨

基酸分析的时间是 20 min ,比原方法缩短了 110 min;且有较好的重现性(Glu CV:日内 1.86%,日间 2.32% ;Asp CV:日内 1.42%, 日
间 2.48%)和回收率(Glu 97.7%;Asp 97.3%)。并用此方法观察了高原低氧大鼠下丘脑 EAAs 的含量变化。结论　本方法定量检测

兴奋性氨基酸快速 、准确 , 并利于大批量样品的快速测定。

　　目前 ,体液中神经兴奋性氨基酸(EAAs)的测定主
要采用氨基酸自动分析仪法

[ 1]
和高效液相色谱法

[ 2]
。

本研究应用6300黄金系统氨基酸分析仪 ,改良建立了
氨基酸分析仪快速检测 EAAs的方法 ,结果准确稳定。
并应用此方法测定了谷氨酸(Glutamate ,Glu)、天门冬
氨酸(Aspartate ,Asp)的变化 。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器
　　标准混合氨基酸(光谱纯 , 美国 Beckman 公司);柠檬酸锂

缓冲液-A(Li-A),柠檬酸锂稀释液-S(Li-S), LiOH 为主要成分的

再生液 LiOH-R(Li-R), 均为美国 Beckman 公司生产;茚三酮 , 分
析纯 , 上海生物制品研究所;二甲亚砜 , 分析纯 , 江苏正兴化工

研究所;检测仪器为 Beckman6300 黄金系统高效氨基酸分析仪

和 601黄金系统色谱工作站。

1.2　实验材料及前处理
1.2.1　动物模型及分组　　实验用 Wistar大鼠 24 只 , 体重为

150 ～ 200 g ,雌雄不拘。随机分为正常对照组(室温常氧)及低
氧1 , 7 , 15 d 组(每组 6 只), 将大鼠置于模拟海拔 6 000 m 的低

压舱内(舱内温度为 4 ℃), 每天 6 h。

1.2.2　EAAs 的提取　　大鼠断头 , 迅速取出下丘脑 , 精确称
重。置样品于冰镇玻璃管中, 加入 10%磺基水杨酸(1 ml), 冰浴

下以玻璃匀浆器手动匀浆并离心(4 ℃, 15 000 r/min , 20 min),

　　作者简介:孙　玮(1966-),女 ,云南省陆良县人 ,实验师 ,主要从事分析测试

方面的研究。电话:(023)68752352

　　收稿日期:2001-12-24;修回日期:2002-04-01

取上清液 , -40 ℃冰箱冻存。

1.3　色谱条件
　　色谱柱 , Beckman 公司氨基酸分析专用柱(锂柱 , 10 cm ×

4.0mm);流动相 , Li-A(用于分析 Glu 和 Asp);Li-R(再生液), 流

速20 ml/ h;茚三酮显色剂 ,将二甲亚砜与茚三酮配制成茚三酮

显色剂 , 流速 10 ml/h;柱温 , 33.5 ℃;进样量 , 50 μl/次;比色波

长 , 570 nm , 440 nm。

1.4　数据处理
　　各组数据采用 x ±s表示 , 各组间数据比较采用 t 检验和

相关分析。

1.5　程序改进
　　见表 1

表 1　原程序与短程序的对照

步骤 原程序 短程序

缓冲液Li-A 122.0min 24.0min

缓冲液 Li-B 44.0min ----

缓冲液 Li-C 74.0min ----
再生液Li-R 120.0min 20.0min

切换 T1℃ 120.0min 24.0min

T1℃ 33.5℃ 33.5℃

切换 T2℃ 14.0min ----
T2℃ 60℃ ----

切换 T3℃ 59.0min ----

T3℃ 77℃ ----
茚三酮试剂 126.0min 28.0min

水 119.0min 19.0min

进样时间 129.0min 32.0min
总分析时间 130.0min 33.0min

缓冲液流速 20.0ml/ h 20.0ml/h
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2　结果

2.1　脑组织中 Glu和 Asp的色谱分离 ,见图1

图 1　快速测定测定 Glu和Asp色谱图

　　在上述色谱条件下 ,经 33 min 梯度洗脱将Asp 和Glu 分离 ,

其保留时间依次为 11.95 min 和15.23 min , 见图1。完成分析全
过程的时间为 33 min ,比常规方法缩短了 97 min ,分析效率大大

提高 ,见表 1。

2.2　线性范围
　　取 2.5 mmol/L Glu 和 Asp 标准溶液 , 用 Li-S 将储备液分别

稀释成 5 , 10 、20、50 、100 、200、400μmol/L 7 个浓度 , 各取50μl , 按
前述方法进行测定。 Glu 和 Asp 在 5 ～ 400 μmol/ L 内线性关系

良好 ,其相关系数分别为 0.996、0.998。

2.3　精密度
　　取同一份标本 , 进行色谱分析 , 日内和日间各进样 10 次 ,

求得批内变异系数Glu 为 1.86%, Asp为 1.42%;批间变异系数
Glu 为 2.32%, Asp 为 2.48%

2.4　回收率
　　取一份脑组织提取液(Glu 为 149.2 μmol/ L, Asp 为45.6 μmol/

L),分别加入25、50、100、200μmol/L的Glu和 Asp 的标准溶液,测得
Glu回收率为92.6%、98.2%、97.8%、102.2%, 平均 97.7%;Asp回收

率为 89.7%、99.3%、96.5%、103.8%,平均97.3%

2.5　高原低氧大鼠下丘脑内 Glu 、Asp含量的变化

　　下丘脑Glu 、Asp浓度测定值 ,见表 2[ 4] 。

表 2　高原低氧对大鼠下丘脑 Glu、Asp含量的

影响(μmol/ g , n=6 , x±s)

分组 Glu Asp
正常对照 9.08±0.57 4.07±0.76
高原低氧1 d 10.45±0.49＊ 5.63±0.34＊

高原低氧7 d 11.90±0.73＊＊ 6.84±0.25＊＊

高原低氧 15 d 12.44±0.84＊＊ 6.94±0.38＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 ,与对照组比较

　　实验观察到大鼠下丘脑 Glu 、Asp 的含量在低氧第1 d 即开始

增加 ,7 d 组明显多于对照组(P<0.01), 15 d 仍维持在较高水平。

3　讨论

　　氨基酸分析法成熟 、稳定 ,并以其操作简单 、重现
性好而得到了广泛的应用 。但就检测单一氨基酸而
言 ,所有氨基酸色谱分析存在着分离费时 ,浪费试剂的
缺点 ,本研究依据离子交换柱分离氨基酸的原理 ,在色
谱柱填料 、柱床高度以及柱温等对色谱峰的保留值和
分辨率有一定影响的参数不变的条件下 ,根据 Asp和

Glu为酸性氨基酸 ,与树脂结合力较弱 ,较易洗脱这一
特点 ,采用了较低柱温 33.5 ℃和较低 pH 即离子强度

的洗脱剂 ,在上述条件下 Asp和 Glu能得较好的分辨

率和较快的分析速度 ,尽可能地缩短了分析时间。本
方法具有操作简便 、重现性好 、变异系数小 、回收率高
等优点 ,有利于大批量样品的快速分析 。已多次用于
组织及体液中的 Asp和Glu检测 ,效果满意 ,值得推广
应用 。
　　兴奋性氨基酸是脑内主要的兴奋性递质之一 ,低
氧可引起兴奋性氨基酸大量释放 ,兴奋性氨基酸释放
的增加是 Ca2+内流的重要原因之一 ,而细胞内 Ca2+的

超载则可导致神经细胞裂解 、死亡。阮怀珍等[ 3]应用
本方法对高原低氧条件下大鼠下丘脑内谷氨酸 、天门
冬氨酸含量变化进行了研究 ,结果显示:在高原低氧条
件下大鼠下丘脑内谷氨酸 、天门冬氨酸含量明显高于
正常对照组 ,且这一趋势能维持较长时间。
　　关键词:大脑组织;兴奋性氨基酸;快速检测

　　中图法分类号:R446.139　　　文献标识码:B
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关于数字的用法

　　在各种出版物上数字的用法总的原则是:凡是可以使用阿拉伯数字 , 而且又很得体的地方均应使用阿拉伯数字。以下两种情
况必须使用阿拉伯数字:
　　1　公历世纪 、年代 、年 、月 、日和时刻　　例如:公元前 5 世纪 、20 世纪 90 年代 、1995 年 6月 8 日 14时 30 分。
　　表示年份要写全称 , 1995 年不能写成 95 年或' 95年;1953～ 1958 年不能写成 1953～ 58 年。年月日可以写成 1995-06-08。时刻用
“ :”分隔的形式。如:13 时 45 分 8秒可以写成 13:45:08。
　　2　计数和计量(整数 、小数 、分数 、百分数 、约数)包括序数 、编号　　4 位和 4位以上的数字采用三位分节法 , 不用“千分撇” , 节
与节之间留半个阿拉伯数字的空隙。年份 、部分代号 、仪器型号等非计量数字不用分节 , 也不加千分撇。 5 位数以上 ,尾数 0 多的

数 ,可以用“万”“亿”作单位 , 但不得以十 、百 、千 、百万 、十亿等作单位 ,例如 3 579 000可写成 357.9 万但不能写成 3百 57 万千或 357

万 9千。
(本刊编辑部)
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