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实验动物的处死方法与脑内单胺类

神经介质变化的关系
’

‘

二

林文娟 汤慈美

中国科学院心理研究所

中枢神经介质的研究虽然只有短短二十多年 的历史
,

但它与痛觉
、

情绪
、

睡眠与觉醒
、

学 习和记忆有密切关系
,

特别是神经介质在精神活动中所起的作用引起了人 们的 浓 厚兴

趣。一幻
。

这 已成为心理学研究领域内不可忽视的重要课题
,

它为脑功能的深入研究开辟了

新的前景
。

无疑
,

建立一套中枢神经介质的微量测定法
,

对于生理心理的基础理论 研 究 是 必要

的
。

而在行为的脑生化机制的研究中
,

处死动物的方法对获得真实情况又有着直 接 的关

系
。

目前常用的方法是用 刀或剪刀断头处死
。

但断头本身是一强烈刺激
,

它是否 会 因此

引起脑 内神经介质的改变而影响原来所要观察的实验结果 这问题不太清 楚
。

为 此
,

我

们对用不同方法处死的动物脑内单胺类神经介质 一去甲肾上腺素
、

多 巴胺

和
一

经色胺
一

的含量进行了比较
,

并观察了液氮冰冻的脑继续在 一 冰箱内保存

二天和五天时
,

脑 内单胺类神经介质含量的变化
。

方 法

一 动物的处死与取脑

实验动物为雌性大 白鼠
,

体重 一 克
,

只动物分成四 组 剪刀断头组
、

液氮固

定 组
、

死后两天和死后五天组
。

‘

剪刀断头组 将处于安静状态下的正常大 鼠
,

以左手缓缓按压住颈后身躯
,

右手用锋

利剪刀快速断头
,

迅即取脑
,

用冰生理盐水洗去血液
,

以干净滤纸吸干
,

置 一
“

冰箱 内一

小 时
。

液氮固定组 将液氮倒入一特制的保温筒中
,

筒的内径为 厘米
,

深度为 厘米
。

使液氮充满约
。

然后手持动物尾部
,

头朝下迅即投人筒中
,

立即加盖
。

动物于数秒内

即刻死亡
。

约一分钟后取出
。

此时动物已冻硬
。

用刀
、

锤先将头从颈部砍下
,

然后于头颅

正中处纵剖为二
、

再用解剖刀将脑从脑壳中轻轻剔出
。

死后两天和死后五天 组是将动物以液氮处死后将 已砍下并 纵 剖 为 二 的 头 颅 放入

片
本工作受到北京市结核病研究所许敏缓同志的帮助和科学院动物研究所陈志辉同 志 的 大 力支 持 特 此感

谢
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一 冰箱内保存
,

待测试 日取脑
。

各组动物取脑后
,

在四叠体下丘后缘和桥脑前缘间切断
,

弃去后段脑片
,

留下 前 段进

行测定 包括端脑
、

间脑
。

二 单胺类神经介质的提取

本工作采用 等人沟的酸性正丁醇提取 法
,

并稍作改进
。

取脑组织 毫克以

上
,

用 倍体积的冰冷酸性正丁醇放于组织研磨器中进行匀浆
。

脑重不足 毫克的按所

缺的 拓补双蒸水
。

然后取
‘

毫升匀浆液加入带塞玻璃试管内
,

振荡 分钟
,

以 转

分离心 分钟
。

弃去沉渣
。

取上清液 毫升加正庚烷 毫升及 盐酸 毫升
,

再

次振荡 分钟
,

离心 分钟
。

此时单胺类神经介质
、

和
一

进入水相
。

取 毫

升水相作 和 测定用
,

另欲  毫升作
一

测定用
。

见操作程序表

脑匀浆液除用作样品测定外
,

同时取 毫升作组织空白
,

取 毫升作内标 准 内 加标
、

准液 毫升
,

含
、

和卜 各 毫微克 其余各管加双蒸水 毫升
。

与样品

管同时提取
。

、

三 荧光分析

和 的荧光测定 基本上按
、

等人
‘。的方法

。

将 含有 毫升提

取液的试管 内加入 毫升 乙酸钠与 多乙二胺四 乙酸二钠  缓冲液
,

混匀

后加 毫升无水乙醇
,

接着加 毫升碘液
,

摇匀并严格地间隔 分钟进行氧化
。

然后

加  毫升新鲜配制的碱性亚硫酸钠
,

再次摇匀并间隔 分钟
,

让其分子重排
,

最后加

毫升 冰醋酸使之酸化稳定
。

并于 水浴中加热
,

分钟以后取出并用自来水冷却

试管
。

在荧光分光光度计中以缴发光波长 毫微米
,

荧光波长 。毫微米测定
。

脑内 觉
、

和
一

含 测定的操作流程图

脑组织 毫克以上 倍体积酸性正丁醇匀浆

振荡 分 杏离心 分 转 分

杏 个
上清液 毫升 沉渣弃去

正庚烷  毫升

 盐酸 毫升
‘

振荡 分杏离心 分 转 分

杏
水相 毫升

簇瑟夸望卜
‘毫升

无水乙醇 毫升

碘 液 毫升

杏间隔 分

碱性亚硫酸钠 毫升

备间隔 分

冰醋酸 。‘ 毫升

杏 水浴
‘

分

水相 。

鬼毫升
 拓 半胧氨酸 毫升

十 毫克绍份 一 盐酸  毫升
, 。

杏沸水浴 分

冷却后 毫微米 毫微米测
一

一‘

冷却后 毫微米 毫微米测

杏 水浴 分

冷却后 毫微米 毫微米测
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在 测试后将样品倒回试管
,

在沸水浴中加热 分钟发展 荧光
。

冷却后测
。

激发光波长为 毫微米
,

荧光波长为 毫微米
。

组织空白是先加碱性亚硫酸钠
,

然后加碘试剂
。

一

的荧光测定 用 的 邻苯二甲醛 聚合荧光法
,

并稍加改进
。

于

 毫升水相中加 毫升 多 半胧氨酸
,

毫升 毫克多邻苯二甲醛与 盐酸溶

液
,

置沸水浴中加热 分钟
,

冷却后以激发光波长 毫微米
,

荧光波长 和 毫微 米 进行

测定
。

组织空 白是加热前不加邻苯二甲醛
,

只加 盐酸
,

加热冷却后补加邻苯二甲醛
。

若测定回收率
,

需另加外标准管和试剂空 白管
,

并与样品管及内标准管同时进行荧光

分析
。

外标 准管 内含
、

和
一

标准液 毫升
,

含量均为 毫微克
,

另加 盐

酸  毫升
。

试剂空 白管 内含 盐酸 毫升
。

结 果 与 讨 论

一 荧光定量分析的直线性及回收率

在 到 毫微克 的浓度范围内
, 、

和 一 的荧光反应呈现出较好的线

性关系
。

根据 含量计算公式

样品荧光 一 组织空 白 标准液含量 含量
一扁之七左云乞扮‘气云示之反亏云二

一 一一不气汽污饭二搞欣
…愧云贡二二一 二后六三级云一内标准 一 组织荧光 八 组织含量 一 脑组织

及回收率计算公式

内标准 一组织荧光
‘

匀浆量  水相量

龙筛瘫育蒸淤鑫扮 厄百在藻藻
二

富厂 亩灰舔履犷
推算本工作中样品管及内标 准管进行荧光分析的实际浓度是在 毫微克范围内

,

图 所

示的线性关系能满足这一定量测定要求
。

该方法的回收率 是 一 多 是 一

多
, 一

是 一 多
。

自曰口八一月,一

氮终来粼

‘一

谕   !   

九君 君 一万 君

图
、

和
一

的外标准曲线

二 不同处死法脑 内单胺类神经介质的含量

由表 可见
,

剪刀断头组脑内
、

和 一 的含量较液氮固定组稍高
,

但统计学
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考验无明显差异
。

这两种处死方法对脑 内单胺类神经介质的含量影 响不大
。

液氮的沸点

为 一 ,

动物投入液氮后
,

数秒内即死亡
,

并完全冰冻
,

使脑生化代谢在瞬 间 固 定 下

来
。

剪刀断头对动物可能是一强烈刺 激
,

但 由于断头极为迅速
,

从断头到取 出脑
,

这 过 程

不超过两分钟
,

或许脑 内单胺类神经介质还来不及变化
,

故对所测数据并无 明显影响
。

‘

表 不同处死法和死后两夭
、

五夭鼠脑内单胺类神经介质的含盈

另寸

…
”

、 ‘

物 含量 毫微克 克组织湿重

一

士

士
刁刁

士 半

1 8 9士
刁」

14 * *

二081士3已

96 3士57

855士37d

刁刁

6 5 9士40**

600土23

571士6
刁 d

4 T 6士28 *

刁刁

2 7 0 士39半 *

1刻IMM

|
头定天天断固二五刀氮后后剪死液死

注
:
( 1 ) 含量值为均值士标准误

( 2 )J 为与剪刀断头组比较
: 刁了〕

<
0. 0 5:

刁d p < 0. 01

( 3 )
粉
为与液氮固定组比较峥< 0

‘

0 5
; 料尹< 0. DI

(三 ) 动物死后脑 内单胺类神经介质含量的变化

当动物 以液氮处死后
,

被液氮固定的脑继续在 一 6
O
C 冰箱内保存二天 和 五 天

,

发 现

脑内N E
、

D A 和6一H T 的含量均有明显降低
,

死后五天下降尤为显著 (见表 1 )
。

与液氮固

定组的当日测定值相比
,

死后二天和死后五天 N E 含量分别下降了 19 万 和 46 多
;D A 含量

分别下降了 11 多和 31 多
;6一 H T 含量分别下降了16 多和52 多(见 图 2 )

。

由此可见
,

动物死

后脑内单胺类神经介质逐渐损失
。

时间越长
,

损失越大
。

这与 s
.
P : B

a
gc hi 和 T

.
M
.

S w it h 锄 在人和大 鼠的脑颗粒从苯基丙氨酸中孵化 D A 的工作 中
,

发现动物死后
,

酶的活

性随时间逐渐损失是一致的
。

显 然
,

在 一 6
“

C 冰箱内较长时间保存脑组织是不可 取 的
。

. _ _

}

.
。

一 二iUUr峨趁
1 、入

主一 D A

井
.

‘
:

\ 交
一

HT

件 \
、

“”

} 卜
叮

、

‘

等
‘, . ~ ‘~ - .‘~ , ~ ~ . ~ ~

一
--一- 一一一‘L 一一一

(汉�翠粼训加

当日 2 天

死后 日期

图 2 动物死后脑内单胺类神经介质的变化

注
:
液氮处死后当日测定的N E

、

D A 和5一1
1T 的含量值定为100 另

摘要
:
本文采用脑内单胺类神经介质的荧光测定

,

对不同方法处死的动物及 死 后二

卜
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天和死后五天脑 内去甲肾上腺素(N E )
、

多巴胺 (D A )和 6
一

羚色胺 (6
一
H T

) 的含量作了比

较
。

发现剪刀断头与液氮处死所测结果无 明显差异
。

而动物死后脑内单胺类神经介质逐

渐损失
,

时间越长
,

损失越大
。
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