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色谱 质谱联用技术测定人体内类固醇激素的研究进展

钱 跹
，赵 亮 ，

吕 磊 ，张 海 ， 李悦悦 ，张 国 庆 （ 第二 军医大学东方肝胆外科医院药材科 上海

摘要 类 固醇激素是高效能 的生物 化学物 质 ，在多种生理活动 中发挥显 著的 调节作用 ，但在 体内 的 含量极低 ， 因此对

其进行准 确定量具有重要意义 。 在各种检测方法 中
，
色谱 质谱联用 技术 因 具有高效 、快速 、灵敏 的优点而得 以 广泛应 用 。 笔

者综述近年来 色谱 质谱联用技术在内 源性类固醇激素测定中 的应用 为进
一

步 的临床研究提供参考依据 。
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类固醇激素又称留 体激素 ，
是 内 分泌细胞分泌 析 了 以上测定方法 的优缺点及其发展应用 ，

重点探

的高效能生物化学物质 。 它们在维持生命 、 调节机 究色谱 质谱联用技术在测定激素方面的研究进展 ，

体物质代谢 、促进性器官发 育和维持生育等方面起 为其在诊断疾病方面 的应用提供参考依据 。

着重要作用 。 激素主要通过血液传递 ， 以很小的剂
，

量在 上与受体结合而发挥作用 ， 具有极
‘

专属性 。 当体内 类固醇激素水平下降或缺 乏时 ，机 人体内 的类 固醇激素按药理作用可分为肾上腺

体就会产生严重的症候群 甚至危及生命 ，
因 此临床 皮质类 固醇激素和性激素两大类 。 肾上腺皮质激素

上将测定类固醇激素水平作为很多疾病的诊断参考 包括盐皮质激素和糖皮质激素 ；
性激素主要包括雌

指标
’

。 然而
，
内 源性类 固醇激素 在人 体 内 的含 激素 、雄激素 、孕激素 。 类固醇激素按化学结构可分

量很低 ， 并 且 随 年 龄 、 性 别 的 不 同 而 异 ，

一

般 在 为雌甾 烷 （ 原子 ） 、雄 甾 烷 （ 原子 ） 和孕 甾 烷

和 数量级 。 这对于体内类固 醇激素 （ 原子 大类 。

的超微量 、高灵敏度 、 精确定量检测 提出 了重大挑 类固醇激素 由胆固醇为母体合成 很多具有重要

战 。 目前测定类 固醇激素 的方法主要有生 物法 的临床作用
’

。 合成过程主要 在肾上腺皮质 、性

和化学法 ，生物法包括放射免疫测定 （ 、酶 腺和胎盘细胞 的线粒体和平滑 内质网上完成 见图

联免疫吸附 （ 等 化学法包括气相色谱 质谱 。 首先以胆固醇为前体 ，通过裂解酶的作用使侧链

、 、液相色谱 质谱 （ 缩短 ，产生 碳 的孕激素 。 孕激素
一

方面可 以通过

等 其中质谱检测 技术是 当前的 发展趋势 。 笔者分 羟化酶的作用形成 碳的糖皮质激素和盐皮质激

素 ， 另一方面可 以去侧链衍化为 碳 的雄激素 雄激
作者简介 钱 跹 ，

女 硕士研究 生 素可以通过 环的芳香化生成 碳的雌激素 。 合成

通讯作者 张 国 庆 ：

过程需要 多种经化 甾醇脱氢酶 （ 和细胞色素

以及其他代谢复合酶的参与 。
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应的抗血清 以 得到准确的免疫测定 这
一

点对于类 固
生物 法测定类 固醇激素的含量

■ 入

醇结合物的免疫测定尤为明显 。

生物法如放 射免疫法 （ 和 酶联免疫吸附法
。 、

， ■ 山 —
色谱 质谱联用技术测定类 固醇激素 的应用

在过去被认为是测定 生物样 品 中类 固醇激

素 的理想方法 。 人 于 年发明 用 于 近年来 质谱技术 巳发展成为分析内 源性代谢物

测定雌二醇 （ 采用 的是有机溶 剂 提取和柱分离 和药物的通用 定量方法 通过与 气相 色 谱 （ 或高

技术来消除物质间的交叉反应 ， 该方法灵敏有效 。 后 效液相色谱 （ 联 用 ， 可 以快速并准确地分离 多

来 得到发展用于测定更多关键的类 固醇激素及 种化合物 并且能在
一定程度上完成 自 动化分析 。 色

其代谢物 如双 向 的免疫放射分析 （ 和 免疫化 谱 质谱检测技术 是 当前的发展趋势 ，也是 目 前最为

学发光分析法 （ 提高 了 灵敏度 和专 属性 ，

可靠的激素检测方法 ， 同时可验证其他测定方法的准

同时纖 了 放細必雜。 奸灵賴鶴 很 麵 ，將定未膽翻结构 。 侧介绍有关激

多临床诊断实验室均采 用生物法测 定类固醇激素水
素分析的前处理技术 、气相色谱 质谱和液相色谱 质

平 。 但是雜的研究发现上述方法存在 定驗陷 ：

联■术在■■ 巾 用和发展 。

首先 次確分析 种翻物
，
此雕 种細

斜雜术 自 于人体内勝激素 很低
，

醇激素的多种代谢物就需要多次测定 。 其次 类 固
存在复杂 质干扰 。 定 前 般要

激素代谢物在结构上具有很高 的相似性 。 因此 使用
合适

，
免疫测定難雜制 生物細 巾可 能存在嶋侧

于麵醇聽 的准
，
测定 意义 大 。 目 常用 的

似物的干扰 。 第三 ’
生物法不能对分析物进行结构确 ！，，

括 取 叫 相 萃取

二
证 。 最后 并不是所有的 目标類醇代働都存細

取技絲决于样 品麵并且魏 特异性 ’ 同 时 而
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满足高通量和灵敏 度 。 通 常为达到 实 际 的 检测需 多种前 处理方 法结合 将 、 和

求 ，
需要单独或协 同使用不 同的前处理方法 。 结合使用可 以降低样 品的 复杂性 、

基质效应并提高

液液萃取技术 基于分析物在水相和有 灵敏度 。 等 将 ？？ 与在线 结合分析

机相 中的分配 ， 该方法简单 、快速 、有效 ，通 常是从生 羟基孕酮 、睾酮和 雄烯二酮
， 采用 甲 醇沉淀蛋 白后

，

物基质中提取类固醇激素 的首选方法 。 理想 的萃取 将上清液转 移到 自 动进样器 的 孔 板 中 ， 提取 柱

溶剂应能保证在高效提取被测物质时尽可能减少对 （ 用水 甲 醇 ： 以 冲

样 品 中共存干扰物 的提取 。 目 前巳 报道的提取溶剂 洗 后
，
转换柱切换阀进人分析柱 （ 乙

包括 甲 基叔 丁基醚 （ 、
二 乙醚 、

二氯 甲 烷和一 腈 甲 醇 （ ： 以 流速洗脱 ，
总 的

定 比例 乙 酸 乙 酯 与正 己 烷 的 混 合物 等 。 分析时间 为 ，该法 自 动 、快速 、灵敏 ， 定量限可

等 全面考察了 、
二乙醚 、正 己 烷和 甲 基丁 达 。

烷对血清样本 中雄激素和孕激素的提取效率 结果表 气相 色谱 质谱联 用 技术用 于激素 的检测 在

明 ，相对于其他溶剂 ， 提取效率较高 ， 被测 种 世纪 年代 ，
开始运用 于分析尿液中 的

类 固醇激素的 回收率均接近 二乙醚对于 羟 类 固醇激素及其代谢物 ， 由 于 内 源性类 固醇激素 多

基孕酮 、孕酮和孕烯醇酮的提取效率为 的 含有极性基 团 ，
同时分泌物主要 以 硫酸盐和葡萄糖

正 己烷对 睾酮 、 羟基 孕酮 的提 取效率较 酸盐的形式存在 ，
因 此尿液 中的类 固 醇激素在

低 甲 基 丁 烷对 孕 烯醇 酮 和 孕 酮 的 提 取率低 于 进样前需要水解并衍生化 这一点限制 了 自 动化

。 而 等 采用二乙醚提取生物样本 中 操作并且增加 了提 取过程 的 复杂性 。 尽管 如此 ，

的雌激 素 （ 雌 酮 和 雌 三 醇 ）
，
平 均 提 取 效率 接 近 等 还是开发 了采 用 同 时测定

。 的缺点在于操作上的难以 自 动化。 尿液中多达 种类 固醇激素 的方法 ，虽然具有高 通

固相萃取技术 属 于吸 附萃取技术 ，最 量的特点 ，但该方法 中前处理步骤较为烦琐且被测

大 的特点是 能在分 离纯化的 同 时对 被测物 进行浓 物 充分分离的时 间较长 。

缩 。 用 于 内 源类 固 醇激素纯化的 柱 主要有离 串联质 谱 （ 可以 降低背景干扰 ， 提高单

子交换 柱 、 柱和混合 模式 的
一

的选择性从而得到 更高的灵敏度
，
因 此广泛应

柱 。 等 采用 柱处 理 种类固 醇 用于 内 源性激素 的分析 。 等
％ 采用 作

激素 （ 脱氧皮质醇 、 羟基孕酮 、 羟基孕烯醇 为前处理方法 ，
测定生物基质 中 的 种重要类固醇激

酮 、孕烯醇酮 ）
，萃取柱先用 甲 醇 水活化 ，

上样 素 。 该方法可 以 消除脂类 （ 脂肪酸 、磷脂 、甘油酯 ） 的

后用 水 以及 乙腈 水 冲 洗 ， 最后用 干扰 ，
血清样本体积仅需 。 衍生化后采用

洗脱
，
种激素 的绝对 回 收率均大于 ，

定 测定
，
得到雌激 素 、

雄激素 、
孕激素 的 定量 限

量限为 但该方法操作烦琐 ，
耗时 分别为 、

、
】 。

长 ，
结果 不稳定 。 等

⑴
采用 柱代替 离 等 测定健康儿童血清性激素及其代谢物

子交换柱对人血清 中的 种类固 醇激素进行处理 ，
水平以寻求性别差异对激素水平的影响 。 该方法准

实现了 种类型类 固醇激素 的 同 时测定 ，
该方法简 确灵敏 样品 经 甲 基 三 甲 基硅烷三氟 乙酰胺衍

单易于操作且耗费低 。 等 采用 生化后
，

柱吸附纯化 进人 分

柱 分离纯化血 浆 、血浆超 滤液 、尿 液和 唾液 等 析 ，得到的雄激素定量限为 ，雌激素为

多种介质 中 的 种皮质醇类类 固醇 激素 ，
结果显示 ， 满足痕量分析 的需求 。

该方法基质效应小 ， 各组分 的 回收率 均大于 ，
衍生化在气质联用分析中应用较多 ， 主要 目 的是

适用于实验室 的痕量分析 。 提高类固 醇激素 的挥发性和热稳定性 。 常用 的衍 生

在线固相萃取技术是 固相萃取的新发展 ， 它将化 化方法包括丹酰化 、氧化 、烷烃化和硅烷化等 ，选择的

学键合相硅胶预柱与 配合 ，通过切换 阀可 以实 衍生化反应一般要求简单 、快速 、重现性好 ，且过量 的

现柱切换 分离分析 ， 达 到生物样品纯化 、浓集 、 衍生化试剂应易 于除去 。 等
⑵
的研究表 明

分离 、
测 定的一体化和 自 动化 。 等 将这项技 分别对雌激素和雄激素采用五氟苄基溴 （ 和

术应用于血浆中睾酮 、皮质醇 、孕酮和雄烯二酮 的含 甲基 三 甲基硅烷三氟乙酰胺 （ 硅烷化与

量测定 。 结果表明该方法操作简单 ，
被测物回收率较 对两种激素 同时用 衍生化相 比 ， 能得到更低

高且基质效应较小 。 与离线提取过程相 比 ，在线固相 的检测 限 。 这表明 ，雌激素优选 衍生化
，
而雄

萃取具有相似的精密度和 准确度 ，但能缩短样品前处 激素优选 衍生化 。 但该方法的缺点在于需要

理时 间并提高灵敏度 ， 同时 自 动化程度更高 。 更长的色谱分析时 间 。
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在 气质联用分析类 固 醇激素 的研究 中 ， 通 常 采 岁 儿童在 不 同年 龄 、性别 、 发育 阶段 的 雄激 素

用 内标 法克 服样品纯化过 程 中被测激素 损失 而造成 水平参考范 围 。 该方法 简单 、灵敏 、准确 并具有 高通

的误差 其 中最理想 的 内 标物为同 位素标记的 量的特点 ，
定 量 限 为 ，在 内各激 素

内源性激素 。 在 生物样品提取一开始就加人 巳知 量 得到 充分分离
，
没 有受到 其他类 固醇干扰物的影 响

，

的 内标物 ，使其与 被测激 素经过相 同 的分离 、
纯化 过 所得的参考数据可 以 应用于 临床监测和 实验研究 。

程 ， 最后在 或 分析中 分离 ，
根据 在液质联用技术 中

，
质谱仪的选择对 于激素的 准

谱 图所得的峰强度 比
，
求 出 被测激素 的 含量 。 在普 确定量起着重要作用 。 目 前分析类 固 醇激素 的质谱

通 的气相色谱上 ， 由 于 同位 素 内 标与 待 测 的 内 源 性 仪有 串联三重 四极杆 （
、 线性离 子阱 四极杆 串

激素有相似 的保 留
，
在 保 留 时 间 上很难 区分开

， 但 联 （ 、
飞行时 间质谱 （ 等 。 其 中应用 最多

中 的 选择离 子检测 （
和 多 反 应选 择监 测 的质谱仪是 它具有灵敏度高 和重现性好 的 特

功能 ， 能根据其碎 片离子 的质量 偏 差 ， 选择 点 通常 是 内 源性成分含 量测 定 的 首选仪器 。

合适的监测离子 ，将两 种 物质 明 显 区分并定 量 。 目 等 采用 检测人体内 的多种激素 ，
将离

前
，
大多数 内 源性激素 的质谱定量分析均采用 内 标 子阱 的高灵敏度 和三重四极杆的高选择性结合起来 。

法定量 ， 可 以减少样品提取 、纯化时 回 收率的损失 以 但结果显示该方法 与传统 的三重 四极杆 相 比并未得

及仪器 的误差 。 到更高 的灵敏度 。 雄激素通过 可以得到低于

液 相 色 谱 质谱联 用 技 术 用 于 激素 的 检 测 的定量 限
，但使用 的最低定量限 为

用于 内 源性激素检测 通常 不需要烦琐的 。 等 将 种类 固醇激 素添加 到人血

衍生化步 骤 ，大大减 少样 品 和 试剂 的损耗以 及前处 浆 中
，
采用 前处理后分别 进人 和 分析

理的时 间
，
同时避免 了 衍生 化步骤 中 副 反应或反 应 比较

，
的优势在于具有较高的线性范围和 质谱分

不完全造成的损 失 。 因此 ， 采用液质联用 测 定类 固 辨率及准确度 ， 采用 测定血浆 中激素成分 的定

醇激素 含量的研究 远 多 于气质联用 分析 。 该方 量限为 ， 而 可 以达到

法可 以 对 内 源性激素 进行结 构分析 ，
并 通过 。 可见 ， 对于 激素 分析 ，

三 重 四 极 杆 串 联 质谱 比

提高选择性和 检测 限 。 等
°

建立 了 标准化的 具有更高 的检测 灵敏度 。

方法测定 人血清样本 中 的 种类 固 质谱选用 的离子化方式对于类固 醇激素 的响应

醇激素
，
在 孔板 中 进行 前处 理

，
定量限可达 也有着较大影响 ， 目 前常用 的离子化方式包括 电喷

回收率为 ， 同时将该方 雾离子化 （ 、 大气压光电 电离 （ 和大气 压

法 与 免 疫 法 比 较
， 发 现 其 准 确 度 更 高 。 化 学 电 离 （ 。 其 中 源 是 使 用最为 广泛 的

等 建立 了 用 测 定 种类 固醇激 离子源 ，在 中表现出 较高的分析灵 敏度 。

素水平用于评估 岁 老人的心血管疾病发病率 ， 其 等 对离子化方式 的选择进行深人探究 ，

中雌激素采 用丹酰化衍生物分析 ， 酮类 固醇用氧化 发现其与质谱仪类型 、
分析物和正负离子模式相关 。

衍生 物分析 该方法灵敏度较高 ，
且定量准确 。 结果 对于睾酮 的测定 ， 传统的 检测 时采用 具

显示 未患病的受试者体 内 含有较高 的雌二醇 ， 而患 有最高 的信噪 比 ， 而 使用 检测 时选择 所

者体 内具有较低 的孕 激素 水平 以 及更高 的雌酮 雄 得灵敏度更高 ； 该研究 还显示 ， 在 正离子模式 下测

烯二酮 、雌二醇 睾酮浓度 比值 。 定雌酮和雌二醇
，
采 用 源具有 更高 的信噪 比 ；

与 相 比
，
最新发展 的 超高 效液 相 当采用负离子模式检测 时 ， 响应 更高 。 而对 于

色谱 ） 运用 亚 的小粒径填料可 以增加柱效 ，
同 孕酮的测定 ，

优先选择 源 。

时能耐较高 的压力 ， 使用更 高 的 流速 从而得 到更 短
，

的分离时 间 。 等 测定人血清 中 的 种类 固

“

醇激素用 于 肾上腺 增 生 的诊断 ，
该方法提取 过 程简 内 源性类 固醇激素在人体的各种生理活动 中 起

单 ， 采 用 检 测可 实现快速分析 。 采用 着重要 的调节作用 。 因此 ， 对 其进行精 确 的定 量检

提取类 固 醇激素 ， 质谱条件 为正离 子模式下 测一直都是学 界关 注 的焦 点之一 。 和

的 电喷雾离子化多反应监测 。 该方法可 以 在 以其高 灵敏 度 、
能 同 时进行定性定 量分

内分 离定量 与肾 上腺 增 生相关的 种类 固醇
，
所得 析等优势 ，成为分析 内源性激素的 方法之

一

，但复杂

结果 在临床分析 范 围 内
，
线性 、 灵 敏 度和精密性 良 的样 品提取 、纯化和衍生化过 程在很 大程度 上制 约

好 。 等 采用 同时测定血浆雄 了它 的 发展 。 适用于分析极 性大 、
不 易

激素 （ 睾酮 、雄烯二 酮 、
双氢 睾酮 ） 浓 度 ，

并报道 了 挥发和热不稳定 的 内 源性激素
，
通常 无须烦琐 的衍
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生化步骤 其高选择性和灵敏度也降低了 对样品前

处理 的要求 。 因 此 ， 在测定不 同种类 的
（

山 瓶姊地由山 — 窗儿 十过 入 、
■ 办 、故 由 、故

内源性激素 中应用更为广泛 。 今后 ，通过色谱 质谱

联用技术对留 体激素进行精确灵 敏的定量分析 并

结合其在多种疾病发展 中 的 变化 ，
可 以找到 更为精

确的诊断指标 ，为临床诊断和实验研究提供参考 。
丨

， ， ：
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，

续表

化合物

注 ： 白 念珠菌 ； 假丝酵母菌 ；
的

： 热带假丝酵母菌 ； 乳酒假丝酵母菌 ；
n 新型隐球 菌 ； ： 红 色毛癣 菌 驟 曲 霉

菌 ； 伊曲 康唑 特 比萘芬 ； 酮康 唑 ； 伏立康唑 ； 两性霉 素 氣康唑

结果与讨论

从化合物的体外抑菌活性数据可 以看出 ，
和 ？

对除烟曲霉菌 以外的其他真菌都有较强 的抑制
：

活性 。 对克柔念珠菌 、红色毛癖菌和新型 隐球菌 ，

的抑制活性和伏立康哩 相 当 ，对 白 念珠菌 （
，

的抑 制活性则 是伏立康哇的 倍和 倍 ，对
。 。 。

红色毛癖菌的抑制 活性是伏立康唑的 倍 。 而化合
「 厂

， ，

物 对除烟 曲 霉菌 以外 的其他 种 真菌 的抑 制活
。

性几乎都是伏立康唑的 倍 ，酮康唑的 倍 伊 曲

康唑 的 倍 ， 两性霉 素 和 氟康唑 的 倍 。 ：

化合物 侧链 中含有环丙基 ，其对除烟曲霉菌以外
‘

的其他 种真菌的 抑制 活性特别突 出 ，
比其他侧 链

° ° °

：

中 含有其他取代基的化合物活性要高 出很 多 ， 分析

可能是环丙基作为疏水基 团 与靶酶 的疏水腔结合较 ￡

好 ，证明环丙胺开环后 原子上引 入环丙基大大提 丨 。 丨

高了 化合物 的抗真菌活性 ，
由 于化合物数量有限 ，

更

深人的构效关系探讨有待 于进
一

步的研究 。

【 参考文献 】

收稿 曰期 修 回 日期 丨 七

本文编辑 顾 文华

上接 第 页 ）

’

‘ ：

， ：

：

，

：

：

：
， ，

： 收稿 日期 修 回 日期

丨
丨

； 本文编辑 陈 静


