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前言

癫痫是最常见神经内科综合征之一，较多见于 10周岁以

下儿童，该症儿童常伴认知功能损伤[1]。癫痫患者的病理表现主

要体现为胶质细胞异常增生、神经元损伤、中枢神经异常脱髓

鞘、免疫因子异常等[2]。近年研究显示，内源性大麻素系统也在

癫痫病理发作中有重要的作用，可调控中枢神经系统，对癫痫

病情进展产生影响[3]。目前，实验中内源性大麻素检测方法主要

以液质联用（LC-MS）和气质联用（GC-MS）为主，而 LC-MS检

测样品量较大，灵敏度较低，GC-MS灵敏度高，但不适合酸性
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摘要目的：基于液相色谱 -串联质谱技术（LC-MS/MS）对癫痫小鼠毛发中内源性大麻素（2-AG、AEA）进行含量检测。方法：匹鲁

卡品腹腔注射方法建立小鼠癫痫模型，采用 LC-MS/MS检测毛发中 2-AG、AEA的含量，对比分析不同癫痫发作分级小鼠

2-AG、AEA含量差异。结果：标准品溶液中 AEA、2-AG的保留时间分别为 14.3 min，18.1 min，毛发样品中 AEA、2-AG的保留

时间分别为 14.0 min，17.7 min。毛发样品中 AEA的检测限、定量限、回收率为 0.7 pg/mg、2.1 pg/mg和 97.9%，毛发样品中

2-AG的检测限、定量限、回收率为 3.2 pg/mg、10.9 pg/mg和 99.3%，且二者的日内、日间变异系数均低于 15%。癫痫发作 1级、2

级、3级、4级、5级这五个分级癫痫小鼠的 AEA含量和 2-AG含量依次升高，不同癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和

2-AG含量比较（P均 <0.05）。结论：LC-MS/MS测定癫痫小鼠毛发中 2-AG、AEA的表达量，具有灵敏度更高，样品使用量更少

等优点，可大规模样本研究。
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Liquid Chromatography and Tandem Mass Spectrometry Determined the
Content (2-AG, AEA) Endocenic Cannabinoids in Epileptic Mice*

The content of endocannabinoids (2-AG, AEA) was examined based on liquid chromatography and tandem

mass spectrometry (LC-MS/MS) in epileptic mice. The mouse epilepsy model was established by pilocarpine peritoneal

injection, methanol incubation and solid phase extraction column extraction, qualitatively tested under atmospheric chemical ionizing

positive ion mode and multi-reaction monitoring, quantitatively tested 2-AG and AEA content by liquid chromatography and series mass

spectrometry, compared the differences in 2-AG and AEA content of different seizure grades of epileptic mice. The retention

times of AEA and 2-AG in the standard solution were 14.3 min, 18.1 min, and those of AEA and 2-AG in the hair samples were 14.0

min, 17.7 min, respectively. Hair AEA, 2-AG detection limits were 0.7 pg/mg and 3.2 pg/mg, quantitative limits of 2.1 pg/mg and 10.9

pg/mg, respectively, the recovery rates were 97.9% and 99.3%, respectively, and the day and daytime coefficient of variation was less

than 15%. AEA and 2-AG were increased in grade seizures, grade 1, grade 3, grade 4, and grade 2, and AEA and 2-AG were compared

in hair samples of different seizure grades (P<0.05). The determination of endocannabinoids (2-AG, AEA) used by

LC-MS/MS has the advantages of higher sensitivity and less sample use, and is conducive to large-scale sample research.
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Detection of ions
Mass / charge

parention

Mass / charge

subion

Collision period

energy (V)

Entrance electricity

press (V)

When staying

Room (ms)

Export electricity

press(V)

AEA 347.4 61.3 27.8 3.9 2.3 2.3

2-AG 378.6 287.6 22.4 6.5 4.7 4.7

表 1 AEA离子和 2-AG离子的对和质谱条件表

Table 1 Table of the pair and mass spectrometry conditions of the AEA ions and 2-AG ions

大麻素的检测[4]。本文旨在设计一种样品使用量相对较少、灵敏

度相对较高的 LC-MS/MS技术，利用该方法检测对癫痫小鼠

毛发中内源性大麻素（2-AG、AEA）进行含量检测，对比不同癫

痫发作等级小鼠 2-AG、AEA的含量差异，分析其与癫痫发作

程度之间的相关性。

1 资料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 雄性 C57BL/6J小鼠共 40只，年龄：6依1周，
体重：20.0依1.0 g，购自空军军医大学动物实验中心。饲养于
(12-12)h光暗环境，常温饲养，自由饮食。

1.1.2 试剂与仪器 KQ-250型超声波清洗仪，购自昆山超声

仪器设备公司；API3200 Q-TRAP型质谱分析仪，购自美国应用

生物科技；Agilent 1200型液相色谱分析仪，购自美国安捷伦科

技；盐酸匹鲁卡品（批号 066k1730，质量分数≥ 98%，购自美国

Sigma公司）；0.9%氯化钠溶液（批号 20190720，购自山东拓普

生物工程有限公司）；硫酸阿托品注射液（药品批号 1902251）

和地西泮注射液（药品批号 1903101），均购自天津金耀药业。

AEA、2-AG 标准品（购自美国西格玛奥德里奇公司，批号

20201014，产品质量分数高于 98%）、甲醇（色谱纯，购自北京迪

科马科技）、甲酸、乙酸铵（色谱纯，购自美国赛默飞世尔科技）、

去离子蒸馏水。

1.2 实验方法

1.2.1 癫痫模型的建立 取小鼠腹腔注射硫酸阿托品（1 mg·

kg-1），15 min 后再腹腔注射 PILO（280 mg·kg-1）以拮抗外周胆

碱能反应，当小鼠出现明显癫痫症状 1 h后，腹腔注射地西泮

（10 mg·kg-1）对癫痫症状予以控制。出现以下表现三项及以上

者视为建模成功[5]：① 面部抽搐；② 点头；③ 单侧前肢阵挛发作；

④ 起身，双侧前肢阵挛发作；⑤ 双侧前肢阵挛发作伴倒地。

1.2.2 癫痫发作分级及胰岛素抵抗、鞘脂代谢观察 癫痫发作

程度分级以 Racine分级标准[6]评定：1级为仅表现出面部抽搐；

2级为除 1级表现外，有不断点头症状；3级为除 2级表现外，

有单侧前肢阵挛发作症状；4级为除 3级表现外，有双侧前肢

阵挛发作症状；5级为除 4级表现外，有双侧前肢阵挛发作伴

倒地症状。

1.2.3 2-AG、AEA含量测定 以癫痫小鼠后枕部毛发为测量

样本，首先将毛发样品采用甲醇清洗，然后置于 50℃烘箱 5

min，剪碎称重后置入离心管并加入 1 mL甲醇，25℃水浴加热

20 min，再取出毛发样品进行离心(10000 伊g，5 min)，再取上清

液进行氮气吹干，再加入 50 滋L甲醇复溶，混合摇匀后加 1 mL

水稀释，加入固相萃取柱萃取，再加入 800 滋L甲醇洗脱 5 min，

洗脱液利用氮气吹干后再采用流动相溶液定容至 50 滋L。预处
理后进行 LC-MS/MS检测：色谱柱迪马 Platisiltm C18；色谱长

度 150 mm；色谱内径 4.6 mm；色谱填料粒径 5 滋m；流动相
90%甲醇 +10%水溶液 (乙酸铵浓度 2 mmol/L，PH=4.5)；流速

500 滋L/min；柱温 40℃；进样量 20 滋L；离子化模式 APCI正离

子；多反应模式。具体离子化条件见表 1。

1.3 统计学方法

以 spss20.0 软件包作数据统计分析。AEA 含量、2-AG

等计量资料采用均数依标准差表征，以 t 检验分析组间差

异，以 LSD法分析多组间差异。若 P<0.05，则比较差异具有统
计学意义。

2 结果与分析

2.1 毛发样品使用量情况分析

选取正常小鼠毛发作为毛发空白样品，毛发空白样品

+AEA、2-AG标准品的 LC-MS/MS检测色谱图如图 2所示。由

图 1可看出，标准品溶液和待测样品毛发的 AEA、2-AG峰都

能得到很好的分离效果。标准品溶液中 AEA、2-AG的保留时

间分别为 14.3 min，18.1 min，毛发样品中 AEA、2-AG的保留时

间分别为 14.0 min，17.7 min，且出峰时间内无干扰峰。

2.2 线性范围和回收率分析

取 -60℃冰箱保存的 15 mg毛发空白样品分别放入试管

中，加入 50 滋L AEA（2.0 ng/mL）和 2-AG（50.0 ng/mL）标准品

溶液以及 1 mL甲醇溶液，进行 LC-MS/MS检测。每天检测 5

次平行样品，连续 3天，以评估 LC-MS/MS的相关测定参数。

结果见表 2：毛发样品中 AEA的检测限、定量限、回收率为 0.7

pg/mg、2.1 pg/mg和 97.9%，毛发样品中 2-AG的检测限、定量

限、回收率为 3.2 pg/mg、10.9 pg/mg和 99.3%，且二者的日内、

日间变异系数均低于 15%。

2.3 不同癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和 2-AG含

量检测结果

根据 Racine分级标准，40只小鼠中，癫痫发作 1级、2级、

3级、4级、5级分别为 14只、10只、7只、6只、5只。LC-MS/MS

测定方法检测不同癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和

2-AG含量显示（表 3）：癫痫发作 1级、2级、3级、4级、5级这

五个分级癫痫小鼠的 AEA含量和 2-AG含量依次升高，不同

癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和 2-AG含量比较，

经检验分析差异具有统计学意义（P均 <0.05）。

3 讨论

采用 LC-MS/MS技术测定内源性大麻素表达情况时，其主

要检测样品为毛发。然而，由于动物毛发的内源性大麻素含量
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很低，故对 LC-MS/MS技术的测定参数要求相对较高。在学者

Matias等[7]的研究中显示，虽然能在人体毛发中检测出内源性

大麻素，但 LC-MS/MS检测具有处理过程复杂、耗时较长、样

品用量多等缺点。本文所建立的方法具有以下优势：① 检测限

低，灵敏度高，本文液相色谱 -串联质谱法测定毛发 AEA，

2-AG检测限分别为 0.7 pg/mg和 3.2 pg/mg，而文献[8]方法的检

测限为 1.54 pg/mg和 6.08 pg/mg；② 灵敏度高，本文液相色谱 -

串联质谱法测定毛发的回收率分别为 97.9%和 99.3%，日内、日

间变异系数均小于 15%，相比文献[9，10]方法由于具有更高的检

测回收率和日内、日间变异系数，故有更高的灵敏度；③ 样品预

处理过程简单，采用本文液相色谱 -串联质谱法时，毛发预处

理仅使用了 1次液液萃取，而文献[11，12]中方法则需要使用 3次

液液萃取。上述操作在方法上的优势主要体现在：① 检测采用

了 APCI离子化源，因 AEA和 2-AG属于弱极性物质，这不同

于既往研究中多采用的 ESI离子化源[13，14]；② 采用甲醇作为有

机相，是因文献[15，16]指出 AEA和 2-AG的离子化效率在甲醇为

流动相的环境下是既往多使用的乙腈的 10倍；③ 在中性条件

下提纯毛发中的内源性大麻素，是因文献[17，18]的研究结果表明

在碱性条件会增加 2-AG转化为 1-AG或 3-AG及 o -AEA转

化为 AEA的可能性。

内源性大麻素可对中枢神经系统及其周围组织产生系列

调控作用，也可对一些生理功能和心理功能产生作用[19]。当前，

2-AG和 AEA是临床研究最多的内源性大麻素物质，二者均具

有类似于四氢大麻酚的三维结构，均与癫痫有着密切的关系，

如可调控 CB1受体对癫痫患者的记忆、认知、运动控制产生影

响，同时也可起到癫痫患者的免疫调节作用[20，22]。本研究运用液

相色谱 -串联质谱法检测 40只不同癫痫发作分级癫痫小鼠毛

发样品中 AEA和 2-AG含量，结果显示癫痫发作 1级、2级、3

图 1 L C-MS/MS检测色谱图

Fig. 1 The L C-MS/MS detection chromatogram

表 3不同癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和 2-AG含量检测结果分析表

Table 3 Analysis results of AEA content and 2-AG content in mouse hair samples with different seizure grades

Note: The comparison of the data of seizures at grade 1,2,3,4, and 5 levels, as analyzed by the LSD method, was * P<0.05.

Racine classify n AEA content(pg/mg) 2-AG content(pg/mg)

1 classify 14 50.74依9.42* 80.27依11.68*

2 classify 10 61.43依10.03* 91.23依12.71*

3 classify 7 86.67依11.11* 119.84依14.68*

4 classify 6 96.72依13.26* 141.42依15.08*

5 classify 5 106.67依15.11* 183.19依17.82

表 2 LC-MS/MS测定参数表

Table 2 Table of L C-MS/MS

Detection of ions
Detectability

(pg/mg)

Quantitative limit

(pg/mg)

Percent

recovery

(%)

Intraday coefficient

variation

(%)

Daytime coefficient

variation

(%)

linearity range

(pg/mg)

AEA 0.72 2.13 97.83依2.72 5.56 11.64 2.13-1664.48

2-AG 3.24 10.94 99.34依3.68 3.74 13.82 10.94-164.48
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级、4级、5级这五个分级癫痫小鼠的 AEA含量和 2-AG含量

依次升高，不同癫痫发作分级小鼠毛发样品中 AEA含量和

2-AG含量比较（P均 <0.05），提示内源性大麻素 2-AG、AEA可

能与癫痫病情进展之间存在关联。相关研究也证实，癫痫急性

期大鼠大脑皮质及癫痫患者颞叶皮质内 2-AG、AEA 均升高，

后者通过抗惊厥作用实现了一定程度的脑保护[23-25]，而慢性期

中 2-AG及 AEA的作用受体 CB1R的活化以抑制性神经突触

为主，加上星形胶质细胞上该受体的表达上调，升高的内源性

大麻素可能出现一定的促癫痫发生作用[26，27]。在急性期向慢性

期过渡中是否存在可能时间窗作用于内源性大麻素系统，从而

抑制癫痫发作或癫痫发生，是未来该领域的研究方向，而灵敏

且便捷的检测方法是必不可少的。

综上所述，本文建立了一种可检测毛发中 AEA，2-AG含

量的高效液相串联质谱分析方法，该方法灵敏度更高，样品使

用量更少，有利于大规模样本研究，对内源性大麻素检测方法

的建立具有借鉴作用。
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