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摘 要 目的：考察胡桃醌对大鼠脑组织的影响及其与脑组织损伤相关生物标志物的关系。方法：将 40只大鼠分为空白组和胡

桃醌高、中、低剂量组（34.832、17.416、8.708 mg/kg），每组 10只，每天灌胃给药 1次，连续给药 4周。末次给药后，考察各组大鼠的

一般行为学、脑指数及脑组织病理形态。采用超高效液相色谱-多反应检测质谱（UPLC-MRM-MS）法检测各组大鼠血清中左旋多

巴（L-Dopa）、L-酪氨酸（L-Tyr）、L-色氨酸（L-Trp）的含量。色谱条件为色谱柱Waters Acquity UPLC BEH C18，流动相为乙酸铵水溶

液-乙腈，梯度洗脱，流速为 0.3 mL/min，进样量为 5 μL，柱温为 30 ℃；质谱条件为电喷雾离子源，正离子模式下检测，毛细管电压

为3 500 V，去溶剂气流量为 650 L/h，去溶剂化温度为 350 ℃，离子源温度为 110 ℃。结果：与空白组比较，胡桃醌各剂量组大鼠

出现倦怠、四肢无力的行为；脑组织可见大、小脑皮质内血管充血，锥体细胞层部分神经元固缩，核深染，形态不规则，边界不清晰

等病理性改变；胡桃醌高剂量组脑指数显著增加（P＜0.05）。建立的UPLC-MRM-MS 法专属性良好，L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的检测

质量浓度线性范围分别为 31.25～32 000、31.25～32 000、15.625～16 000 ng/mL（r＝0.999 1～0.999 9），检测限分别为 6.250、

5.625、3.125 ng/mL，定量限分别为 15.625、18.75、10.00 ng/mL，精密度、准确度、稳定性（24 h）试验 RSD 均小于 2.6％（n＝6），基

质效应为 95.1％～100.1％（RSD均未超过3.25％，n＝3）。动物实验结果显示，与空白组比较，胡桃醌中、高剂量组L-Dopa含量显

著升高（P＜0.01）；胡桃醌低、中、高剂量组 L-Tyr含量显著升高，L-Trp含量显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。结论：胡桃醌对大鼠的

行为学、脑指数、脑组织形态均有明显影响，可能通过升高血清中 L-Dopa 、L-Tyr 的含量，降低 L-Trp 的含量影响大鼠的脑组织

功能。

关键词 胡桃醌；脑组织；生物标志物；超高效液相色谱-多反应检测质谱法；含量测定

Effects of Juglone on Serum Biomarkers Related to Brain Tissue Injury in Rats

DONG Wenting，HUO Jinhai，SUN Guodong，WANG Weiming（Analysis Room，Institute of Traditional Chinese

Medicine，Heilongjiang Academy of Chinese Medical Sciences，Harbin 150036，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of juglone on brain tissue of rats and its relationship with the biomarkers

related to brain tissue injury. METHODS：Totally 40 rats were divided into blank group，juglone high-dose，medium-dose and

low-dose groups（34.832，17.416，8.708 mg/kg），with 10 rats in each group. They were given medicine intragastrically once a day，

for consecutive 4 weeks.After last administration，the general behavior，brain index and brain tissue morphology were investigated.

UPLC-MRM-MS method was used to determine the serum contents of L-dopa（L-Dopa），L-tyrosine（L-Tyr）and L-tryptophan（L-Trp）

in rats. The chromatographic condition included Waters Acquity UPLC BEH C18 column，mobile phase consisted of ammonium

acetate aqueous solution-acetonitrile，gradient elution，at the flow rate of 0.3 mL/min，sample size of 5 μL，column temperature of

30 ℃；MS condition include electrospray ion source，in positive ion mode，capillary voltage of 3 500 V，desolvent gas flow of 650

L/h，desolvent temperature of 350 ℃，ion source temperature of 110 ℃ . RESULTS：Compared with blank group，the rats in each

dose group showed the behavior of tiredness and weakness of limbs. The brain tissue morphology showed pathological changes，

which contained blood vessel congestion in the cerebral and cerebellar cortex，partial cell nucleus pyknosis in the pyramidal cell

layer，deep staining of nuclei，irregular shape and unclear boundary and other pathological changes；the brain index of juglone

high-dose group increased significantly（P＜0.05）. The established UPLC-MRM-MS method showed good specificity and the range

of L-Dopa，L-Tyr and L-Trp were 31.25-32 000，31.25-32 000，15.625-16 000 ng/mL（r＝0.999 1-0.999 9），respectively. The limits

of detection were 6.250，5.625，3.125 ng/mL，respectively. The limits of quantitation were 15.625，18.75，10.00 ng/mL，respectively.

RSDs of precision，accuracy and stability（24 h）tests were all

lower than 2.6％（n＝6）. Matrix effects were 95.1％ -100.1％

（RSD are not more than 3.25％，n＝3）. Compared with blank

group，the contents of L-Dopa were increased significantly in

juglone medium-dose and high-dose groups（P＜0.01）. The

contents of L-Tyr were increased significantly in juglone

lowdose，medium-dose and high-dose groups，while the
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胡桃楸（Juglans mandshurica）作为一种具有潜在药

用价值的中药，在我国民间可用于治疗肿瘤和减轻肿瘤

引起的疼痛，在临床上也有诸多应用[1-2]。胡桃醌是胡桃

楸中重要的活性成分，又名 5-羟基-1，4-萘醌[3-4]。近年

来关于胡桃醌体外抗肿瘤的研究越来越多，研究发现，

胡桃醌具有抗胃癌、肝癌及肺癌等多种肿瘤的活性，但

是由于其具有一定的毒性，且难溶于水，使得其安全性

和疗效受到影响[5-6]。

本课题组前期基于非靶向代谢组学研究，发现胡桃

醌可明显升高正常大鼠血清中左旋多巴（L-Dopa）、L-酪

氨酸（L-Tyr）水平，同时降低 L-色氨酸（L-Trp）水平，且

这 3种生物标志物与脑组织正常生理功能密切相关[7-9]。

基于此，笔者首先研究胡桃醌作用于大鼠后，其脑指数、

脑组织病理切片的变化；然后利用超高效液相色谱-多

反应检测质谱（UPLC-MRM-MS）法，对上述 3种生物标

志物进行定量分析，明确胡桃醌对3种生物标志物的影

响，从生物标志物层面判断胡桃醌的脑毒性，为其开发

为抗肿瘤新药的安全性评价奠定基础。

1 材料

1.1 仪器

ACQUITY型液相色谱系统、XEVO TSQ型三重串

联四级杆MS仪，配有电喷雾（ESI）离子源以及Masslynx

数据处理软件（美国Waters公司）；DW-86L959型超低温

冰箱（青岛海尔集团有限公司）；BSA224S-CW型分析天

平（赛多利斯科学仪器北京有限公司）；ST16R型低温高

速离心机（美国赛默飞公司）；KD-BM型生物组织包埋

机（金华科迪仪器设备有限公司）；RM2235型生物组织

切片机（德国 Lecia 公司）；DP72型倒置显微镜（日本

Olympus公司）。

1.2 试剂

胡桃醌（成都瑞芬思生物科技有限公司，批号：H-

075-131230，纯度：＞98％）；L-Dopa（批号：LRAA9068，

纯度：≥99.5％）、L-Tyr（批号：SLBN0617V，纯度：≥

99.5％）、L-Trp（批号：BCBR1025V，纯度：≥99.5％）对照

品均购自美国Sigma公司；甲醇、乙腈均为色谱纯；水为

纯净水。

1.3 动物

SPF级Wistar大鼠，雄性，体质量（200±20）g，由北

京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物生产许可

证号：SCXK（京）2016-0011。动物于室温 22～24 ℃、湿

度40％～70％条件下饲养，期间自由摄食、饮水。

2 方法与结果

2.1 分组、给药

取40只大鼠，随机分为空白组和胡桃醌高、中、低剂

量组（34.832、17.416、8.708 mg/kg，剂量依据预试验结果

确定，开始出现毒性症状的剂量为中剂量，再以此确定

高、低剂量），每组 10只，每天灌胃给药 1次，灌胃体积

为 2 mL/100 g，空白组给予等体积纯净水，连续给药 4

周。给药期间大鼠自由摄食、饮水。

2.2 各组大鼠行为学观察

对各组大鼠一般行为学进行观察记录。结果，与空

白组比较，胡桃醌各给药组大鼠行为活动均有明显差

异：灌胃初期，大鼠出现耸毛、活动减少或不动、不食等

现象；灌胃后期，胡桃醌高、中剂量组大鼠逐渐出现呆

顿、倦怠眯眼、精神不佳、躯体瘫软、四肢明显无力，同时

伴有毛色干枯等现象。

2.3 各组大鼠体质量及脑指数的测定

末次灌胃给药后，称量大鼠的体质量；处死大鼠，取

出脑组织，生理盐水清洗并用滤纸吸干多余水分，计算

脑指数（脑指数＝脑质量/体质量×100％）。采用 SPSS

17.0软件对实验数据进行单因素方差分析，数据以 x±s

表示，组间比较采用 t检验，P＜0.05表示差异有统计学

意义。各组大鼠体质量及脑指数的测定结果见表1。

表 1 各组大鼠体质量及脑指数的测定结果（x±±s，n＝

10）

Tab1 Body weight and brain index of rats in each

group（x±±s，n＝10）

组别
空白组
胡桃醌低剂量组
胡桃醌中剂量组
胡桃醌高剂量组

剂量，mg/kg

8.708

17.416

34.832

体质量，g

361.4±13.09

320.0±19.76＊＊

317.8±8.47＊＊

300.0±19.90＊＊

脑质量，g

1.81±0.069

1.82±0.113

1.80±0.047

1.83±0.121

脑指数，％
5.03±0.596

5.78±0.070

5.60±0.389

6.03±0.794＊

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

由表1可知，与空白组比较，胡桃醌高、中、低剂量组

大鼠体质量显著下降（P＜0.01），胡桃醌高剂量组大鼠

脑指数显著升高（P＜0.05）。

2.4 各组大鼠脑组织病理学观察

各组大鼠进行脑指数测定实验后，将大鼠大脑、小

脑组织于 10％中性甲醛（pH 7.2）固定、组织修切、石蜡

包埋、常规切片、苏木精-伊红（HE）染色、酒精梯度脱水、

contents of L-Trp were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Juglone has an effect on the general

behavior，brain index and brain tissue morphology of rats. It may affect the brain function of rats by increasing the contents of

L-Dopa and L-Tyr in serum and decreasing the contents of L-Trp.

KEYWORDS Juglone；Brain tissue；Biomarker；UPLC-MRM-MS；Content determination
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透明、封片，最后于显微镜下观察。各组大鼠脑组织病

理学观察结果见图1。

由图 1可知，空白组大鼠大脑组织皮层椎体细胞形

态结构完整，胞核清晰，毛细血管未见明显充血；小脑组

织的蒲金野氏细胞层细胞形态清晰、结构完整、排列规

则，毛细血管未见明显充血。胡桃醌各剂量组大鼠大脑

组织出现皮质内小血管充血，锥体细胞层部分神经元固

缩，核深染，形态不规整，边界不清晰，尤其胡桃醌高剂

量组现象较为明显，神经元甚至溶解消失；小脑皮质内

小血管充血，部分蒲金野氏细胞的细胞质内可见微小空

泡、肿胀，胡桃醌高、中剂量组部分细胞核深染、变小，甚

至溶解消失。

2.5 大鼠血清中L-Dopa 、L-Tyr 、L-Trp的含量测定

2.5.1 色谱与质谱条件 （1）色谱条件。色谱柱为Wa-

ters Acquity UPLC BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）；流动相为 5 mmol/L 乙酸铵水溶液（A）-乙腈

（B），梯度洗脱（0～2 min，5％B；2～11 min，5％B→

35％B；11～12.5 min，35％B→100％B；12.5～13 min，

100％B；13～13.1 min，100％B→5％B；13.1～15 min，

5％B）；进样量为 5 μL；流速为 0.3 mL/min；柱温为

30 ℃。（2）质谱条件。采用ESI离子源，正离子模式下检

测，毛细管电压为 3 500 V，去溶剂气流量为 650 L/h，去

溶剂化温度350 ℃，离子源温度为110 ℃，MRM扫描测

定。L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的MRM条件见表2。

表2 L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的MRM条件

Tab 2 MRM condition of L-Dopa，L-Tyr and L-Trp

成分
L-Dopa

L-Tyr

L-Trp

保留时间，min

0.87

1.13

1.74

母离子质荷比
198.07

182.18

205.09

子离子质荷比
152.06

136.20

118.06

锥孔电压，V

30

28

30

碰撞能，V

17

16

25

极性
正
正
正

2.5.2 血清样本处理 大鼠末次给药后，腹腔注射10％

水合氯醛进行麻醉，腹主动脉取血，3 000 r/min离心 10

min，取上清加入2倍活性炭，涡旋混合，4℃、13 000 r/min

离心10 min，取上清液，经0.45 mm微孔滤膜过滤后为空

白血清样本，－80 ℃低温保存备用；取各组大鼠血清样

本 200 μL，加入 800 μL 甲醇，涡旋 2 min，4 ℃ 13 000

r/min离心10 min，定量取800 μL的上清液氮气吹干，用

200 μL初始流动相复溶，4 ℃ 13 000 r/min离心 10 min，

取上清液备用。

2.5.3 对照品溶液的制备 分别精密称取 L-Dopa、

L-Tyr、L-Trp对照品适量，置于 10 mL量瓶中，用甲醇制

成质量浓度为 1 mg/mL的标准储备液，4 ℃低温保存待

用。精确量取L-Dopa、L-Tyr、L-Trp对照品储备液适量，

用甲醇制成 L-Dopa、L-Tyr 质量浓度分别为 64 000、

16 000、4 000、1 000、250、62.5 ng/mL，L-Trp质量浓度分

别为 32 000、8 000、2 000、500、125、31.25 ng/mL的系列

对照品溶液。

2.5.4 专属性试验 分别取空白血清、空白血清+混合

对照品溶液（与L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的对照品溶液适量

混合）、末次灌胃给药后大鼠的血清样品，按“2.5.2”项下

方法处理样品后，再按“2.5.1”项下的色谱与质谱条件进

样分析，记录色谱图。结果表明，空白血清基质对所测

的3种成分不产生影响，各离子通道中的目标待测物未

出现明显的干扰峰，末次灌胃给药后大鼠的血清样品中

各待测物出峰位置和空白血清加混合对照品的出峰位

置一致，说明该方法专属性较好。样品总离子流图见

图2。

2.5.5 线性关系、检测限及定量限考察 取空白血清

200 μL，加入 800 μL甲醇，涡旋 2 min，4 ℃ 13 000 r/min

离心 10 min，定量取 800 μL的上清液，精密加入“2.5.3”

项下系列质量浓度的 L-Dopa、L-Tyr、L-Trp 对照品溶液

100 μL，共同氮气吹干后，用 200 μL 初始流动相复溶，

最后制成 L-Dopa（31.25、125、500、2 000、8 000、32 000

ng/mL）、L-Tyr（31.25、125、500、2 000、8 000、32 000

图1 各组大鼠脑组织病理学显微图（×40）

Fig 1 Pathology micrograph brain tissue of rats in

each group（×40）

A.空白组（大脑） B.空白组（小脑）

C.胡桃醌高剂量组（大脑） D.胡桃醌高剂量组（小脑）

E.胡桃醌中剂量组（大脑） F.胡桃醌中剂量组（小脑）

G.胡桃醌低剂量组（大脑） H.胡桃醌低剂量组（小脑）
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ng/mL）、L-Trp（15.625、62.5、250、1 000、4 000、16 000

ng/mL）的系列溶液，按“2.5.1”项下色谱与质谱条件进样

分析。以L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的质量浓度为横坐标（x）、

峰面积为纵坐标（y）进行线性回归；另取“2.5.3”项下各

对照品溶液适量，以甲醇倍比稀释后测定，以信噪比为

3 ∶1、10 ∶1计算检测限、定量限，结果见表3。

表 3 L-Dopa、L-Tyr、L-Trp 的线性范围、检测限及定

量限

Tab 3 Linear range，detection limit and quantitation

limits of L-Dopa，L-Tyr and L-Trp

成分
L-Dopa

L-Tyr

L-Trp

回归方程
y＝0.292 7x+13.329

y＝1.921 5x+24.347

y＝1.896 3x+11.931

r

0.999 9

0.999 1

0.999 7

线性范围，ng/mL

31.25～32 000

31.25～32 000

15.625～16 000

检测限，ng/mL

6.250

5.625

3.125

定量限，ng/mL

15.625

18.75

10.00

2.5.6 精密度试验 取空白血清200 μL，加入800 μL甲

醇，涡旋 2 min，4 ℃ 13 000 r/min 离心 10 min，定量取

800 μL 的上清液，精密加入不同质量浓度的 L-Dopa、

L-Tyr、L-Trp对照品溶液 100 μL，共同氮气吹干，200 μL

初始流动相复溶，分别制成 L-Dopa、L-Tyr、L-Trp 的高、

中、低质量浓度（4 000、2 000、1 000 ng/mL）的血清样品

溶液，以“2.5.1”项下色谱与质谱条件连续进样6次，记录

峰面积，计算日内精密度，以 L-Dopa、L-Tyr、L-Trp 峰面

积计算相应质量浓度，其与真实质量浓度的比值计算准

确度。结果，高、中、低质量浓度样品溶液的 L-Dopa、

L-Tyr、L-Trp的日内精密度RSD均未超过2.51％，准确度

在 93％～100％之间（n＝6），符合生物样品定量分析的

相关要求。精密度、准确度结果见表4。

表4 精密度、准确度及基质效应测定结果

Tab 4 Results of precision，accuracy and matrix ef-

fects tests

成分
L-Dopa

L-Tyr

L-Trp

质量浓度，ng/mL

1 000

2 000

4 000

1 000

2 000

4 000

1 000

2 000

4 000

精密度RSD，％
1.67

1.72

2.51

1.56

1.73

2.27

2.05

1.99

1.71

准确度，％
98.8

99.2

99.0

93.0

98.3

100.0

97.5

99.1

98.0

基质效应，％
95.6

96.1

100.1

95.2

96.4

99.6

96.3

97.6

95.1

RSD，％
2.25

2.05

2.29

1.66

2.65

2.99

3.25

2.26

1.94

2.5.7 稳定性试验 同“2.5.6”项下方法“取空白血清

……200 μL初始流动相复溶”，分别制成L-Dopa、L-Tyr、

L-Trp的高、中、低质量浓度（4 000、2 000、1 000 ng/mL）

的血清样品溶液，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h

后，按“2.5.1”项下色谱与质谱条件进样分析。结果，高、

中、低质量浓度样品溶液的L-Dopa、L-Tyr、L-Trp峰面积

的RSD均小于 2.5％（n＝6），表明各被测成分 24 h稳定

性良好。

2.5.8 基质效应 同“2.5.6”项下方法“取空白血清……

200 μL初始流动相复溶”，分别制成L-Dopa、L-Tyr、L-Trp

的高、中、低质量浓度（4 000、2 000、1 000 ng/mL）的血清

样品溶液，按“2.5.1”项下色谱与质谱条件进样分析，记

录峰面积A；另用初始流动相代替空白血清，配制相同

质量浓度的样品溶液，按“2.5.1”项下色谱与质谱条件进

样分析，记录峰面积 B。按公式计算基质效应：A/B×

100％ 。 结 果 ，L-Dopa、L-Tyr、L-Trp 的 基 质 效 应 在

95.1％～100.1％之间，RSD 均未超过 3.25％（n＝6），符

合生物样品定量分析的相关要求，结果见表4。

2.5.9 含量测定 末次给药后，取各组大鼠血清，按

“2.5.2”项下方法处理后，按“2.5.1”项下色谱与质谱条件

进样分析，计算各组大鼠血清中L-Dopa、L-Tyr、L-Trp的

含量，结果见表5。

表5 各组大鼠血清样品分析结果（x±±s，n＝10，ng/mL）

Tab 5 Analytical results of serum samples in rats of

each group（x±±s，n＝10，ng/mL）

组别
空白组
胡桃醌低剂量组
胡桃醌中剂量组
胡桃醌高剂量组

L-Dopa

35.80±2.21

38.89±3.96

45.09±4.01＊＊

50.87±3.87＊＊

L-Tyr

6 824.5±468.07

7 232.6±401.74＊

7 820.3±325.60＊＊

8 393.2±501.69＊＊

L-Trp

13 810.5±2 082.04

12 030.8±890.47＊

9 936.8±630.27＊＊

7 994.1±484.23＊＊

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图2 样品总离子流图

Fig 2 TIC of samples
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由表 5可知，与空白组比较，胡桃醌中、高剂量组

L-Dopa含量显著升高（P＜0.01）；胡桃醌低、中、高剂量

组 L-Tyr 含量均显著升高，L-Trp 含量均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）。

3 讨论

L-Dopa是生物体脑内一种重要的生物活性物质，是

从L-Tyr到儿茶酚或黑色素的生化代谢途径过程中重要

的中间产物，L-Dopa 通过血脑屏障脱羧生成多巴胺

（DA）；高浓度L-Dopa和DA可通过自身氧化，生成具有

高毒性的氧化活性物质，如过氧化氢、超氧自由基、羟自

由基等，这些高毒物质超出机体氧化应激平衡，即可攻

击脑组织中细胞膜上的多聚不饱和脂肪酸，产生脂质过

氧化物，诱发大鼠脑组织的氧化应激状态，使黑质致密

部羟自由基形成增加、纹状体脂质过氧化水平增高，产

生潜在脑细胞毒性[10-14]。本实验结果显示，与空白组比

较，胡桃醌各剂量组大鼠血清中L-Dopa及L-Trp含量明

显增加，中、高剂量组的变化尤为明显，结合脑组织病理

学观察结果，提示胡桃醌可能通过影响Trp-Dopa代谢过

程而造成潜在脑毒性。

L-Trp是机体必需氨基酸之一，血液中游离Trp通过

血脑屏障进入大脑，在中枢神经系统中经色氨酸羟化酶

作用转化成5-羟色胺（5-HT），后者是与行为、情绪、睡眠

及认知等诸多脑生理活动密切相关[15-17]。本研究结果显

示，与空白组比较，胡桃醌各剂量组大鼠血清中L-Trp含

量均显著降低，且成剂量依赖趋势，提示胡桃醌可干扰

正常大鼠机体Trp代谢。

综上所述，本研究发现胡桃醌对大鼠的行为学、脑

指数、脑组织形态均有明显影响，推测其可能通过升高

大鼠血清中L-Dopa 、L-Tyr含量，降低L-Trp的含量影响

脑组织功能，可为胡桃醌的临床用药提供安全性评价

基础。
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