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摘要　目的：建立一种双衍生法 －结合串联质谱技术同时检测人血清中 １８种类固醇激素的方法。
方法：血清样本采用羟胺和１，２－二甲基咪唑－５－磺酰氯对进行衍生处理，采用液相色谱－串联质谱法正
离子选择离子监测模式（ＳＲＭ）下检测，色谱柱为 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，２６μｍ），以０１％甲酸

水溶液为流动相Ａ，０１％甲酸甲醇溶液为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～０５ｍｉｎ，３５％Ｂ；０５～５ｍｉｎ，３５％Ｂ→
１００％Ｂ；５０～５１ｍｉｎ，１００％Ｂ→３５％Ｂ；５１～７ｍｉｎ，３５％Ｂ），柱温 ４０℃，流速 ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量
２０μＬ，采集时间为６ｍｉｎ。结果：１８种类固醇激素的线性相关系数均 ＞０９９，回收率均在８５％～１１５％，精
密度ＲＳＤ均＜１５％。用该方法成功地检测了１５６份健康人群受试者血清样本（男性７５例，女性６１例）并
制定了参考区间。结论：该方法可用非固相萃取法同时检测孕烯醇酮、１７－羟孕烯醇酮、孕酮、１７－羟孕
酮、皮质酮、皮质醇、１１－脱氧皮质醇、２１－脱氧皮质醇、醛固酮、睾酮、雄烯二酮、脱氢表雄酮、硫酸脱氢表雄
酮、皮质素、１８－羟皮质酮、雌酮、雌二醇、雌三醇等１８种类固醇激素。
关键词：类固醇激素；液相色谱－串联质谱法；羟胺；双衍生；内分泌疾病；高通量
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　　甾体激素又称类固醇激素，主要包括肾上腺皮
质激素和性激素，肾上腺皮质激素包括盐皮质激素

和糖皮质激素；性激素主要包括雌激素、雄激素、孕

激素。它们在人体中能促进个体发育、维持第二性

征［１］、调节糖、蛋白质和脂肪的代谢，对人体新陈代

谢、体内环境的稳定、器官之间的协调以及生长发

育、生殖等起着重要的调节作用［２］。人体内类固醇

激素水平的异常与一系列疾病的发生密切相关，包

括肾上腺遗传性疾病、肾上腺肿瘤、高血压、多囊卵

巢综合征（ＰＣＯＳ）、库欣综合征等［３－６］，因此，临床上

将类固醇激素水平作为很多疾病的诊断参考指标，

人血清中类固醇激素的定量检测已经是医学检验实

验室的重要检测项目，是内分泌疾病精准诊疗的重

要助力。

类固醇激素在生物体内含量较低、结构相似、种

类繁多，常规免疫检测方法受限于抗体的交叉反应

很难区分［７］。一般学者认为，液相色谱串联质谱

（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法具有低检测限、高灵敏度、高特异性
的优势，１次进样可同时定量多种类固醇激素，最大
程度上规避了传统检测方法的诸多问题与不足，被

誉为甾体激素检测的“金标准”［８－９］。

尽管液相色谱串联质谱法在类固醇激素检测中

有着其他方法无可比拟的优势，但仍面临着不小的

挑战。重要的因素为部分类固醇激素不仅在人体内

的浓度极低［１０］，且为甾体结构，离子化效率低，在皮

克级别浓度上，灵敏度较差［１１］。目前只有高端质谱

仪如ＡＢＳＣＩＥＸ６５００、ＷａｔｅｒｓＸＥＶＯ－ＴＱＳ等才能实
现皮克级别的类固醇激素检测［１２］。另一个挑战是，

相较于其他的类固醇激素，醛固酮、雌二醇、雌三醇

等激素在不仅人体内浓度极低，而且质谱检测时需

要负离子扫描模式扫描。因此，醛固酮、雌二醇、雌

三醇与其他类固醇同时检测时［１３］，质谱仪需要较快

的正负模式切换速度，否则可能会导致色谱峰宽时

无法采集到足够的扫描点，从而影响定量准确性［１４］，

这也对质谱仪的性能提出了较高的要求。目前关于

非衍生法检测类固醇激素的报道中，多采用固相萃

取法（ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）。固相萃取法需要
采用固相萃取柱或固相萃取板等昂贵耗材，且处理

方法通量低，这些缺点也进一步限制了类固醇激素

检测方法的临床应用［１５－１６］。

应对类固醇激素检测灵敏度过低的另一种解决

方案为使用衍生法来提高质谱信号强度。如有文献

报道使用羟胺、吉拉德试剂与含羰基的类固醇激素

发生衍生反应［１７－２０］，能显著提高质谱中的灵敏度，

但这类衍生试剂无法与雌二醇、雌三醇等不含羰基

结构的化合物发生衍生反应。也有文献报道可使用

丹磺酰氯与雌二醇、雌三醇的酚羟基官能团发生衍

生反应，但这类衍生试剂无法与除雌激素外的绝大

多数类固醇激素发生衍生反应［２１－２３］。

为此，本研究利用羟胺与 １，２－二甲基咪
唑－５－磺酰氯与类固醇激素发生双衍生反应，仅需
正离子采集模式，即可同时检测孕烯醇酮、１７－羟孕
烯醇酮、孕酮、１７－羟孕酮、皮质酮、皮质醇、１１－脱
氧皮质醇、２１－脱氧皮质醇、醛固酮、睾酮、雄烯二
酮、脱氢表雄酮、硫酸脱氢表雄酮、皮质素、１８－羟皮
质酮、雌酮、雌二醇、雌三醇等１８种类固醇激素。该
检测方法灵敏度高，重现性好，可作为多种类固醇激

素的临床检测方法。
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１　仪器与试药
１１　仪器

ＴｈｅｒｍｏＴＳＱｑｕａｎｔｉｓ三重四极杆质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．）；Ｘｃａｌｉｂｕｒ３０软件（Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．）；ＳｏｒｖａｌｌＳＴ１６Ｒ高速低温离心机
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；Ｓｅｃｕｒａ３２４－１ＣＮ十万分之一电子
分析天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；ＶＯＲ
ＴＥＸ－５漩涡混悬器（海门市其林贝尔仪器制造有
限公司），Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水仪（密理博公司）。
１２　试药
１２１　分析物对照品　孕烯醇酮（ｐｒｅｇｎｅｎｏｌｏｎｅ，Ｐ５，
浓度１００μｇ·ｍＬ－１，批号ＦＮ０９１９１７０１）、１７－羟孕烯醇
酮（１７－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｅｇｎｅｎｏｌｏｎｅ，１７ＯＨＰ５，浓度１００μｇ·
ｍＬ－１，批 号 ＦＮ１０１３２００４）、１７－羟 孕 酮 （１７α－
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，１７ＯＨＰ４，浓度１ｍｇ·ｍＬ－１，批号
ＦＮ０３３１２１０９）、孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ４，浓度 １ｍｇ·
ｍＬ－１，批号 ＦＮ１００４１９０２）、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２，浓度
１ｍｇ·ｍＬ－１，批号 ＦＮ０４１８２０１０）、雌三醇（ｅｓｔｒｉｏｌ，Ｅ３，
浓度１ｍｇ·ｍＬ－１，批号 ＦＮ０３６１２０５１）、皮质醇（ｃｏｒｔｉ
ｓｏｌ，Ｆ，浓度１ｍｇ·ｍＬ－１，批号ＦＮ０４１２２０３１）、２１－脱氧
皮质醇（２１－ｄｅｓｏｘｙｃｏｒｔｉｓｏｌ，２１ＤＯＣ，浓度 １００μｇ·
ｍＬ－１，批号ＦＮ０７２４１８０２）、醛固酮（ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＡＬＤ，浓
度１００μｇ·ｍＬ－１，批号 ＦＮ０８０６２００１）、睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒ
ｏｎｅ，Ｔ，浓度１ｍｇ·ｍＬ－１，批号 ＦＥ０３１１２００２）、雄烯二
酮（ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ，Ａ４，浓度 １ｍｇ·ｍＬ－１，批号
ＦＥ０６１１２１５４）、雌酮（ｅｓｔｒｏｎｅ，Ｅ１，浓度１ｍｇ·ｍＬ－１，批号
ＦＮ０７０９１９０２）、皮 质 酮 （ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｂ，浓 度

１ｍｇ·ｍＬ－１，批号ＦＮ０７０１０２００５）均为液体对照品，均购
于Ｃｅｒｉｌｌｉａｎｔ公司。
１１－脱氧皮质醇（１１－ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｓｏｌ，Ｓ，纯度

９８６％，批号 Ｄ５３１７５２）、脱氢表雄酮（ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉ
ａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＥＡ，纯度９６７％，批号 Ｇ００６３４１）、硫
酸脱氢表雄酮（ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅｓｕｌｆａｔｅ，ＤＨＥ
ＡＳ，纯度９８７％，批号：Ｆ０５６２１２）、皮质素（ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ，
Ｅ，纯度９７８％，批号Ｆ０６４１２１）、１８－羟皮质酮（１８－
ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，１８ＯＨＢ，纯 度 ９７１％，批 号
Ｆ００５６３１）均为对照品粉末，均购于 ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ公司。
１２２　内标对照品　孕烯醇酮－ｄ４（浓度１００μｇ·
ｍＬ－１，批号 ＦＮ０７０５３６１８）、１７－羟孕烯醇酮 －ｄ３
（浓度１００μｇ·ｍＬ－１，批号 ＦＮ０４０５１３４３）、１７－羟孕
酮－ｄ８（浓度１００μｇ·ｍＬ

－１，批号 ＦＮ００２８３３１０）、孕

酮－ｄ９（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号 ＦＮ００２９７５１２）、雌

二醇 －ｄ５（浓度１０μｇ·ｍＬ
－１，批号 ＦＮ１０２３２００１）、雌

三醇－ｄ３（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号ＦＮ０７０９１７０２）、皮

质醇 －ｄ８（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号 ＦＮ０３０８５１３４）、

２１－脱氧皮质醇 －ｄ８（浓度 １００μｇ·ｍＬ
－１，批号

ＦＮ０３０６３２６４）、醛固酮－ｄ７（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号

ＦＮ０５１４１９０４）、睾酮 －ｄ３（浓度 １００μｇ·ｍＬ
－１，批号

ＦＮ０６０９１３５９）、雄烯二酮－ｄ７（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批

号ＦＮ０５０９２９６３）、雌酮－ｄ４（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号

ＦＮ０５０２２０１２）、皮质酮－ｄ８（浓度１００μｇ·ｍＬ
－１，批号

ＦＮ１２１１１８０１）均为液体对照品，均购于Ｃｅｒｉｌｌｉａｎｔ公司。
１１－脱氧皮质醇 －ｄ５（纯度 ９８１％，批号

Ｆ００３２０６４）、脱氢表雄酮 －ｄ６（纯度 ９９５％，批号
Ｅ００２８７８３）、硫酸脱氢表雄酮－ｄ６（纯度９９８％，批号
Ｅ００２９８２４）、皮 质 素 －ｄ８（纯 度 ９８５％，批 号
Ｅ００３１４６０）、１８－羟皮质酮 －ｄ４（纯度 ９９７％，批号
Ｆ００３４４８１）均为对照品粉末，均购于北京坛墨质检科
技有限公司。

１２３　其他试剂　甲醇（ＬＣ－ＭＳ级）和乙腈（ＬＣ－
ＭＳ级）购于ＡＣＳ公司，甲酸（ＬＣ－ＭＳ级）购于梯希爱
（上海）化成工业发展有限公司，盐酸羟胺、碳酸钠、碳

酸氢钠、１，２－二甲基咪唑－５－磺酰氯、二丁基羟基甲
苯（ＢＨＴ）购于阿拉丁公司，超纯水（自制）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，２６μｍ）色
谱柱，以０１％甲酸水溶液为流动相Ａ，０１％甲酸甲
醇溶液为流动 Ｂ，梯度洗脱（０～０５ｍｉｎ，３５％Ｂ；
０５～５ｍｉｎ，３５％Ｂ→１００％Ｂ；５０～５１ｍｉｎ，１００％Ｂ→
３５％Ｂ；５１～７ｍｉｎ，３５％Ｂ），柱温 ４０℃，流速
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量２０μＬ，采集时间６ｍｉｎ。
２２　质谱条件

离子源为电喷雾离子源（Ｈ－ＥＳＩ源），采集方式
为正离子下的多反应监测模式（ＳＲＭ），喷雾电压为
４０００Ｖ，鞘气压力为３５Ａｒｂ，辅助气压力为６Ａｒｂ，蒸
发温度４５０℃，离子传输管温度３５０℃。
２３　溶液的制备
２３１　储备液　精密称量 １１－脱氧皮质醇、皮质
素、脱氢表雄酮、１８－羟皮质酮、硫酸脱氢表雄酮标
准品粉末，置于５ｍＬ量瓶中，用含０１％ＢＨＴ的甲醇
稀释并定容，配成分析物储备液。其中１１－脱氧皮
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质醇储备液、皮质素储备液、脱氢表雄酮储备液和

１８－羟皮质酮储备液的浓度均为１ｍｇ·ｍＬ－１，硫酸
脱氢表雄酮储备液质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ－１。其余分
析物对照品均为液体对照品，可直接作为储备液使

用，浓度见“１２１”项。
用分析天平精密称量１１－脱氧皮质醇 －ｄ５、皮

质素－ｄ８、脱氢表雄酮 －ｄ６、１８－羟皮质酮 －ｄ４和硫
酸脱氢表雄酮－ｄ６标准品粉末，置于１ｍＬ量瓶中，用
含０１％ＢＨＴ的甲醇稀释并定容，配成内标储备液。
其中１１－脱氧皮质醇 －ｄ５、皮质素 －ｄ８、脱氢表雄
酮－ｄ６、１８－羟皮质酮－ｄ４的浓度均为１ｍｇ·ｍＬ

－１，

硫酸脱氢表雄酮－ｄ６的质量浓度为２ｍｇ·ｍＬ
－１。其

余内标对照品均为液体对照品，可直接作为内标储

备液使用，浓度见“１２２”。
２３２　工作液　用移液器分别移取１８种类固醇激
素分析物储备液，置于 １０ｍＬ量瓶中，加入 ０１％
ＢＨＴ的甲醇定容，配制成１８种类固醇激素分析物混
合工作液。其中，孕烯醇酮储备液、２１－脱氧皮质醇
储备液、醛固酮储备液的移取体积均为５０μＬ；孕酮
储备液、雌二醇储备液、雌三醇储备液、睾酮储备液

的移取体积均为５μＬ，１７－羟孕烯醇酮储备液和皮
质醇储备液的移取体积均为１００μＬ，１７－羟孕酮储
备液、１１－脱氧皮质醇储备液、皮质素储备液、雄烯
二酮储备液、皮质酮储备液、脱氢表雄酮储备液、

１８－羟皮质酮储备液的移取体积均为１０μＬ，雌酮储
备液的移取体积为２μＬ，硫酸脱氢表雄酮储备液的
移取体积为１ｍＬ。

在配成的分析物混合工作液中，孕烯醇酮、孕酮、

雌二醇、雌三醇、２１－脱氧皮质醇、醛固酮、睾酮质量浓
度均为０５μｇ·ｍＬ－１，１７－羟孕烯醇酮、１７－羟孕酮、
１１－脱氧皮质醇、皮质素、雄烯二酮、皮质酮、脱氢表雄
酮的浓度均为１μｇ·ｍＬ－１，雌酮和１８－羟皮质酮质量
浓度为 ０２μｇ·ｍＬ－１，硫酸脱氢表雄酮浓度为
５００μｇ·ｍＬ－１，皮质醇浓度为１０μｇ·ｍＬ－１。

用移液器分别移取１８种类固醇激素内标储备
液，置于２５ｍＬ量瓶中，加入甲醇定容，配成１８种类
固醇激素内标混合工作液。其中１１－脱氧皮质醇 －
ｄ５储备液、皮质素－ｄ８储备液和１８－羟皮质酮－ｄ４储
备液的移取体积均为５μＬ，硫酸脱氢表雄酮 －ｄ６储
备液、１７－羟孕酮－ｄ８储备液、皮质酮－ｄ８储备液、雄
烯二酮－ｄ７储备液、睾酮 －ｄ３储备液、雌酮 －ｄ４储备
液、雌二醇 －ｄ５储备液、雌三醇 －ｄ３储备液、孕烯醇

酮－ｄ４储备液、醛固酮－ｄ７储备液、孕酮－ｄ９储备液、
２１－脱氧皮质醇－ｄ８储备液、１７－羟孕烯醇酮－ｄ３储
备液、皮质醇－ｄ４储备液的移取体积均为５０μＬ。脱
氢表雄酮－ｄ６储备液的移取体积均为２５μＬ。

配成的内标混合工作液中，１１－脱氧皮质醇 －
ｄ５、１７－羟孕酮 －ｄ８、皮质酮 －ｄ８、雄烯二酮 －ｄ７、睾
酮－ｄ３、皮质素 －ｄ８、雌酮 －ｄ４、雌二醇 －ｄ５、雌三
醇－ｄ３、孕烯醇酮－ｄ４、醛固酮－ｄ７、１８－羟皮质酮 －
ｄ４、孕酮 －ｄ９、２１－脱氧皮质醇 －ｄ８、１７－羟孕烯醇
酮－ｄ３、皮质醇－ｄ４的质量浓度均为２００ｎｇ·ｍＬ

－１，

脱氢表雄酮－ｄ６质量浓度为１μｇ·ｍＬ
－１和硫酸脱氢

表雄酮－ｄ６质量浓度为４μｇ·ｍＬ
－１。

２３３　标准曲线和质控样品　将分析物工作液用
１％牛血清白蛋白（１％ＢＳＡ）稀释成６个浓度的标准曲
线和质控样品。其中孕烯醇酮、孕酮、雌二醇、雌三醇、

２１－脱氧皮质醇、醛固酮、睾酮的标准曲线系列对照品
溶液质量浓度均为００５、０１２５、０２５、１２５、５、１０，质控
样品质量浓度均为０２和７５ｎｇ·ｍＬ－１。
１７－羟孕烯醇酮、１７－羟孕酮、１１－脱氧皮质醇、

皮质素、雄烯二酮、皮质酮、脱氢表雄酮的标准曲线系

列溶液质量浓度均为０１、０２５、０５、２５、１０、２０ｎｇ·
ｍＬ－１，质控样品质量浓度均为０４和１５ｎｇ·ｍＬ－１。

雌酮和１８－羟皮质酮的标准曲线系列溶液质量
浓度均为００２、００５、０１、０５、２、４ｎｇ·ｍＬ－１，质控
样品质量浓度均为００８和３ｎｇ·ｍＬ－１。硫酸脱氢
表雄酮的标准曲线系列溶液浓度为 ５０、１２５、２５０、１
２５０、５０００、１００００ｎｇ·ｍＬ－１，质控样品质量浓度为
２００和７５００ｎｇ·ｍＬ－１。皮质醇的标准曲线系列溶
液质量浓度为１、２５、５、２５、１００、２００ｎｇ·ｍＬ－１，质控
样品质量浓度为４和１５０ｎｇ·ｍＬ－１。
２３４　衍生试剂的配制　称量盐酸羟胺５ｇ，加入
２０％甲醇溶液５０ｍＬ，制成质量浓度为２ｍｏｌ·Ｌ－１的
盐酸羟胺溶液。称量１，２－二甲基咪唑 －５－磺酰氯
５０ｍｇ，加入丙酮５０ｍＬ，配成１ｍｇ·ｍＬ－１的工作液，
备用。称量碳酸氢钠４２ｇ，加入超纯水１０ｍＬ溶解，
配制浓度为５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢钠溶液，并逐滴加
入碳酸钠溶液调节ｐＨ约为１０，备用。
２４　样本的处理

取血清 ０３ｍＬ，置于 ２ｍＬ离心管中，加入乙
腈－甲醇（９∶１）和正己烷共１２ｍＬ，涡旋振荡３ｍｉｎ，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ。取正己烷层置于新的
２ｍＬ离心管中，在４０℃用氮气吹干，向干燥的离心



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１５１７　 ·
　

管中加入盐酸羟胺溶液 ８０μＬ，在 ６０℃振荡孵育
１５ｍｉｎ。再加入 １，２－二甲基咪唑 －５－磺酰氯溶液
４０μＬ和碳酸氢钠溶液 ３０μＬ，在 ６０℃振荡孵育
１５ｍｉｎ，取出孵化后的样品，在１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
３ｍｉｎ，取上清液１００μＬ用于ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
３　结果与讨论
３１　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法的建立

本研究采用衍生法对１８种类固醇激素进行检
测，在建立质谱条件和液相色谱条件前，将分析物进

行衍生反应，已得到衍生产物的母离子、碎片离子、

碎裂能等信息。对于孕烯醇酮、１７－羟孕烯醇酮、孕
酮、１７－羟孕酮、皮质酮、皮质醇、１１－脱氧皮质醇、
２１－脱氧皮质醇、醛固酮、睾酮、雄烯二酮、脱氢表雄
酮、硫酸脱氢表雄酮、皮质素、１８－羟皮质酮等，其甾
烷结构中至少都有１个羰基官能团，能与盐酸羟胺
发生肟化反应（图１）。雌二醇、雌三醇含有酚羟基，
可与１，２－二甲基咪唑 －５－磺酰氯发生酯化反应
（图２），从而提高雌激素的质谱响应。

Ａ．含羰基类固醇化合物的肟化反应（ｏｘｉｍａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｙｌ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｔｅｒｏｉｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）　Ｂ．含酚羟基类固醇化合物的酯化反应（ｅｓｔｅｒｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｈｙｄｒｏｘｙｌ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｔｅｒｏｉｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）

图１　类固醇激素的衍生反应

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

　　将１８种类固醇激素储备液分别稀释至１００ｎｇ·
ｍＬ－１，按照“２４”项方法处理后，加入含０１％ＢＨＴ的甲
醇０５ｍＬ稀释，注入质谱仪中，优化母离子、碎片离子、

传输电压（ＲＦ）、碰撞能（ＣＥ）等参数，得到响应最强的离
子对信息及质谱参数。使用Ｃ８色谱柱优化液相色谱条件
和洗脱梯度，其保留时间，离子对信息等优化结果见表１。

表１　１８种类固醇激素质谱条件优化结果
Ｔａｂ．１　Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

保留时间

（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

母离子

（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）ｍ／ｚ

子离子

（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）ｍ／ｚ

驻留时间

（ｄｗｅｌｌｔｉｍｅ）／ｍｓ

传输电压

（ＲＦ）／Ｖ

碰撞能

（ＣＥ）／ｅＶ

Ｔ ５５５ ３０４３１ １１２２ １０ ８０ ３８

Ｔ－ｄ３ ５５５ ３０７１ １２４２ １０ ８０ ４０

Ａ４ ５４５ ３１７２ １１２２ １０ ８０ ３８

Ａ４－ｄ７ ５４３ ３２４１ １１５２ １０ ８０ ４０

ＤＨＥＡ ５４１ ３０４３１ ２１３３ １０ ８０ ３０

ＤＨＥＡ－ｄ６ ５４０ ３１０２ ２５９２ １０ ８０ ２８

ＤＨＥＡＳ ４６６ ３８４１ ２１３２ １０ ８０ ３６

ＤＨＥＡＳ－ｄ６ ４６４ ３９０２ ２９２３ １０ ６０ ３０

１７ＯＨＰ４ ５４５ ３６１１ １１２２ １０ ６０ ４２

１７ＯＨＰ４－ｄ８ ５４３ ３６９２ １１５１ １０ ６０ ４２

Ｐ４ ５９９ ３４５１ １１２１ １０ ６０ ４２
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表１（续）

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

保留时间

（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）／（ｍｉｎ）

母离子

（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）ｍ／ｚ

子离子

（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）ｍ／ｚ

驻留时间

（ｄｗｅｌｌｔｉｍｅ）／ｍｓ

传输电压

（ＲＦ）／Ｖ

碰撞电压

（ＣＥ）／Ｖ

Ｐ４－ｄ９ ５９８ ３５４２ １２８１ １０ ６０ ４５

Ｓ ５１０ ３７７３１ １１２１ １０ ６０ ４５

Ｓ－ｄ５ ５０９ ３８２３ １１５２ １０ ６０ ４８

Ｂ ４７６ ３７７３ ９１２ １０ ６０ ８０

Ｂ－ｄ８ ４７６ ３８５３ １４３３ １０ ６０ ４８

１７ＯＨＰ５ ５２６ ３３０２ １０５２ １０ ６０ ４２

１７ＯＨＰ５－ｄ３ ５２５ ３３３２ ３１５２ １０ ６０ ２５

Ｅ ４５７ ３７６１ １７８１ １０ ６０ ３５

Ｅ－ｄ８ ４５６ ３９９１ ３２４１ １０ ６０ ４２

Ｆ ４２９ ３９３１ １１２２ １０ ８０ ４２

Ｆ－ｄ４ ４２８ ３９７１ １３６２ １０ ８０ ４２

Ｐ５ ２１４ ３３２ ８６ １０ ８０ ２６

Ｐ５－ｄ４ ２１３ ３３６ ９０ １０ ８０ ４０

２１ＤＯＣ ３２７ ３７７ １０５ １０ ８０ ３０

２１ＤＯＣ－ｄ８ ３２６ ３８５ １１５ １０ ８０ ３０

ＡＬＤ １４８ ３７６ １１２ １０ ８０ ３０

ＡＬＤ－ｄ７ １４６ ３８３ １１５ １０ ８０ ３０

１８ＯＨＢ １７４ ３７８ １３８ １０ ８０ ２６

１８ＯＨＢ－ｄ４ １７３ ３８２ １５１ １０ ８０ ２６

Ｅ１ ４９５ ４２９ ３６５ １０ ７５ ２５

Ｅ１－ｄ４ ４９４ ４３３ ９６ １０ ７５ ４０

Ｅ２ １７３ ４３１ ３６７ １０ ７５ ２５

Ｅ２－ｄ５ １７１ ４３６ ９６ １０ ７５ ４０

Ｅ３ １１９ ４４７ ３８３ １０ １００ ２５

Ｅ３－ｄ３ １１８ ４５０ ９６ １０ １００ ４０

３２　方法学验证
３２１　线性关系和定量限　用标准曲线检测定
量限浓度处的样本，每个样本重复检测 ５次，标

准曲线的线性范围、斜率、相关系数 ｒ、定量限浓
度的 均 值、信 噪 比 （Ｓ／Ｎ）、ＲＳＤ和 准 确 度
见表 ２。

表２　１８种类固醇激素的线性定量限

Ｔａｂ．２　Ｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）
ｒ

定量限（ＬＯＱ）

均值（ｍｅａｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） 信噪比（Ｓ／Ｎ） ＲＳＤ／％ 准确度（ｂｉａｓ）／％

Ｔ ００５～１０ ０９９８１ ００４４ ９９ ６７ －１１６

Ａ４ ０１～２０ ０９９８０ ００９２ １２６ ７９ －８０

ＤＨＥＡ ０１～２０ ０９９８９ ００９７ ９７１ ９９ －２８

ＤＨＥＡＳ ５０～１００００ ０９９９４ ４８６２１ ５２４ ２９ －２８

１７ＯＨＰ４ ０１～２０ ０９９７５ ０１０６ ３０ ７４ ６４

Ｐ４ ００５～１０ ０９９７３ ００６０ １１０７ １１３ １９６

Ｓ ０１～２０ ０９９８２ ００９４ ６３ ８７ －５６

Ｂ ０１～２０ ０９９３９ ００９８ ３６ １０７ －１８
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表２（续）

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）
ｒ

定量限（ＬＯＱ）

均值（ｍｅａｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） 信噪比（Ｓ／Ｎ） ＲＳＤ／％ 准确度（ｂｉａｓ）／％

１７ＯＨＰ５ ０１～２０ ０９９８９ ００９３ ５２ ８９ －７０

Ｅ ０１～２０ ０９９７６ ００９５ １１１０ １３６ －５０

Ｆ １～２００ ０９９９０ １１０３ ３１１０ ４９ １０３

Ｐ５ ００５～１０ ０９９６５ ００４３ ２７６ １１７ －１４０

２１ＤＯＣ ００５～１０ ０９９９３ ００５３ １０８ １５３ ５２

ＡＬＤ ００５～１０ ０９９６４ ００４３ １４ １２５ －１３６

１８ＯＨＢ ００２～４ ０９９３７ ００２１ １７８３ １２４ ４０

Ｅ１ ００２～４ ０９９７８ ００１９ ２４ １８９ －３０

Ｅ２ ００５～１０ ０９９８６ ００４８ １０８０ １３０ －４０

Ｅ３ ００５～１０ ０９９３３ ００４４ ５７５４ １０８ －１１２

图２　定量限浓度处１８种类固醇激素的提取离子色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓａｔＬＯＱ
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３２２　精密度　向人血清中加入１８种类固醇激素
的储备液，配成高、低２个浓度的精密度验证样品，
用标准曲线检测，每个浓度连续测定５次，每天１个

分析批次，连续检测３ｄ。批内精密度和批间精密度
统计结果见表３。

表３　１８种类固醇激素的批内和批间精密度
Ｔａｂ．３　Ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

批内（ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ） 批间（ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ）

均值（ｍｅａｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） ＳＤ ＲＳＤ／％ 均值（ｍｅａｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） ＳＤ ＲＳＤ／％

Ｔ ０２１ ００２５ １２１ ０２３ ００３ １２２

６０１ ０５４２ ９０ ５９４ ０２０ ３４

Ａ４ ０５６ ００６６ １１８ ０５９ ００５ ７７

１１７０ ０７６５ ６５ １１４３ ０３７ ３３

ＤＨＥＡ ０５９ ００７８ １３２ ０６２ ００３ ５１

１０８２ １０８０ １００ １０９１ ０３０ ２７

ＤＨＥＡＳ ３９６３１ １６７７７ ４２ ４１１８９ ２０７４ ５０

９７８８４ ５７８６９ ５９ ９５０３２ ３４９０ ３７

１７ＯＨＰ４ ０７４ ００７０ ９４ ０８０ ００６ ７６

８００ ０３７４ ４７ ８３４ ０３５ ４２

Ｐ４ １５７ ０１２０ ７６ １５６ ００８ ５０

１６０８ １００６ ６３ １６６７ ０７６ ４６

Ｓ １２２ ００８６ ７０ １３０ ０１２ ９３

１６８４ ０６９６ ４１ １７０６ ０３６ ２１

Ｂ ０７１ ００３５ ４９ ０７１ ００１ ２０

１４３８ ０６０８ ４２ １４７２ ０９９ ６７

１７ＯＨＰ５ ０８０ ００８６ １０８ ０７７ ００９ １１４

１２６９ ０９３６ ７４ １３３８ １０４ ７８

Ｅ ０５５ ００４８ ８７ ０５９ ００３ ５９

１８８９ ０９８９ ５２ １９３６ ０４６ ２４

Ｆ ４４７ ０４２６ ９５ ４９２ ０４２ ８５

４５６７ ２３３２ ５１ ４７００ １３８ ２９

Ｐ５ ０６２ ００６３ １０２ ０６５ ００５ ７８

１５６５ １０５８ ６８ １６４２ ０６６ ４０

２１ＤＯＣ ０８２ ００９０ １１０ ０８２ ００３ ３９

１５９２ １０４８ ６６ １６５３ ０７３ ４４

ＡＬＤ ００９ ００１１ １２１ ０１０ ０００ ４６

２６９ ０３０７ １１４ ２８８ ０２１ ７１

１８ＯＨＢ ０１７ ００１８ １０４ ０１８ ００１ ８１

２３３ ０２１１ ９１ ２３３ ００１ ０２

Ｅ１ ０２７ ００３５ １２８ ０２８ ０００ １７

２７５ ０１２７ ４６ ２７３ ００４ １６

Ｅ２ ０１２ ００１３ １１０ ０１３ ００１ １０７

１２６ ０１２３ ９８ １２６ ００２ １３

Ｅ３ ０３６ ００４３ １２２ ０３７ ００２ ４８

１４６ ００６６ ４５ １４８ ００２ １０
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３２３　回收率　取“２３”项制备的１８种类固醇激
素的混合工作液，用甲醇稀释成高、中、低３个浓度
的标准溶液后，加入９８０μＬ人血清中，照“２４”项方
法制备成高、中、低 ３个浓度的回收率验证供试溶
液，用标准曲线检测，每个浓度重复测定５次。结果
见表４。

表４　１８种类固醇激素的回收率
Ｔａｂ．４　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ

化合物

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）

加标量

（ａｄｄｅｄ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

测定值

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

加标

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ／

％

Ｔ ０ ４３２ ４３２ ／ ９８

０４ ３７９ ４７２ ８０３ ８６

２ ５６７ ６３２ ８９７ ４１

１０ １２９１ １４３２ ９０２ ７８

Ａ４ ０ ０５６ ０５６ ／ １２９

０２ ０８１ ０７６ １０６６ １１６

１ １４５ １５６ ９２９ １００

５ ５４５ ５５６ ９８０ ８５

ＤＨＥＡ ０ ３４６ ３４６ ／ ７７

０２ ２９９ ３６６ ８１７ ５４

１ ４６３ ４４６ １０３８ ４９

５ ８１２ ８４６ ９６０ ３２

ＤＨＥＡＳ ０ ７４５３１ ７４５３１ ／ ５５

５０ ８８９２３ ７９５３１ １１１８ ４２

２５０ １１２１０９ ９９５３１ １１２６ ４９

７５０ １５７３２４ １４９５３１ １０５２ ６９

１７ＯＨＰ４ ０ １２３ １２３ ／ ７４

０２ １６３ １４３ １１４０ １０６

１ １９８ ２２３ ８８８ ７９

５ ５５６ ６２３ ８９２ ７８

Ｐ４ ０ ０３６ ０３６ ／ １１３

０２ ０４９ ０５６ ８７５ １２５

１ １３４ １３６ ９８５ ５１

５ ４３９ ５３６ ８１９ ９５

Ｓ ０ ０５６ ０５６ ／ １２４

０２ ０６５ ０７６ ８５５ １３５

１ １３９ １５６ ８９１ ９５

５ ５５７ ５５６ １００２ ４９

Ｂ ０ ７３４ ７３４ ／ １１６

０２ ６４９ ７５４ ８６１ ８１

１ ８０２ ８３４ ９６２ ３４

５ １１８ １２３４ ９５６ ４６

表４（续）

化合物

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）

加标量

（ａｄｄｅｄ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

测定值

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

加标

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ／

％

１７ＯＨＰ５ ０ ２２５ ２２５ ／ ６２

０２ ２９ ２４５ １１８４ ３５

１ ２６３ ３２５ ８０９ １１７

５ ７９９ ７２５ １１０２ ７８

Ｅ ０ ０５４ ０５４ ／ ８７

０２ ０９ ０７４ １２１６ １０４

１ １２４ １５４ ８０５ ８５

５ ５３４ ５５４ ９６４ ４５

Ｆ ０ ０９３ ０９３ ／ ９１

０２ １０２ １１３ ９０３ ８７

１ ２１２ １９３ １０９８ ８３

５ ５３１ ５９３ ８９５ ３０

Ｐ５ ０ ０ ０ ／ ／

０２ ０１５ ０２ ７５０ ６７

１ １１２ １ １１２０ ８８

５ ４０７ ５ ８１４ ２６

２１ＤＯＣ ０ ００５ ００５ ／ １４１

０２ ０１７ ０２５ ６８０ １２５

１ １１３ １０５ １０７６ １００

５ ４５７ ５０５ ９０５ ５２

ＡＬＤ ０ ０４７ ０４７ ／ １４０

０２ ０４８ ０６７ ７１６ １０８

１ １５４ １４７ １０４８ ６７

５ ５９３ ５４７ １０８４ ９１

１８ＯＨＢ ０ ０８２ ０８２ ／ １２１

０１ １０８ ０９２ １１７４ １２３

０５ １２９ １３２ ９７７ ６９

２５ ２９７ ３３２ ８９５ ６３

Ｅ１ ０ ０３６ ０３６ ／ ８１

０１ ０５２ ０４６ １１３０ １１３

０５ ０９１ ０８６ １０５８ １０１

２５ ３１３ ２８６ １０９４ ４７

Ｅ２ ０ ０６１ ０６１ ／ １３０

０１ ０８４ ０７１ １１８３ １０６

０５ １２４ １２１ １０２５ ４５

２５ ３５ ３７１ ９４３ ８８

Ｅ３ ０ ０７２ ０７２ ／ １４３

０１ ０７２ ０８２ ８７８ １０４

０５ １３８ １２２ １１３１ ９４

２５ ３４２ ３２２ １０６２ ６９
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３２４　实例检测及分析　采用本研究方法，共检测
１５６份健康人群受试者血清样本，其中７５份为男性，
８１份为女性，年龄为 １８～７０岁，参照 ＷＳ／Ｔ４０２－
２０１２临床实验室检验项目参考区间的制定方法［２４］，

采用非参数统计法处理数据，统计样本的浓度的范

围区间见表５。

表５　１８种类固醇激素在男性和女性人群中的浓度区间
Ｔａｂ．５　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｓｏｆ１８ｔｙｐｅｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄ

ｈｏｒｍｏｎｅｓｉｎｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

化合物　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　

Ｐ５～Ｐ９５／（ｎｇ·ｍＬ－１）

男性（ｍａｌｅ） 女性（ｆｅｍａｌｅ）

Ｔ ２１７～９３２ ０１８～１４０

Ａ４ ０３０～３６４ ０２～３４７

ＤＨＥＡ ０４２～６１５ ０４３～６０８

ＤＨＥＡＳ ４６１９～３６８０７ ３４７１～３６６０２

１７－ＯＨＰ４ ０３０～３０６ ０３０～３１２

Ｐ４） ００６～０６２ ００５～０６１

Ｓ ０６９～１０２ ０７０～１０１

Ｂ ０７４～２０９３ ０２４～２０２

１７－ＯＨＰ５ ３４７～６０６８ １８５～６３１４

Ｅ ０１０～０９３ ０１３～０８８

Ｆ １１１５～１９６４２ １１２９～１９５２０

Ｐ５ ０２３～２５９ ０２９～２６６

２１ＤＯＣ ＜００６９ ＜００６９

ＡＬＤ ＜０１３７ ＜０１３６

１８ＯＨＢ ００３～０３５ ００４～０３６

Ｅ１ ＜００５２ ００２４～０３１１

Ｅ２ ＜００５１ ＜０１２８

Ｅ３ ＜００８８ ＜９３４

　注（ｎｏｔｅ）：２１－脱氧皮质醇、醛固酮、雌二醇、雌三醇等指标在多数

样本中检出浓度低于方法的定量限，故采用单侧区间，其余检测指标

采用双侧区间（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｓｕｃｈａｓ２１－ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｓｏｌ，ａｌ

ｄｏｓｔｅｒｏｎｅ，ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，ａｎｄｅｓｔｒｉｏｌｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅｂｅｌｏｗｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｌｉｍｉｔｉｎｔｈｅｍａｊｏｒｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ，ｔｈｕｓａｏｎｅ－ｓｉｄｅｄｉｎｔｅｒｖａｌｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄ

Ｏｔｈｅｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇａｔｗｏ－ｓｉｄｅｄｉｎｔｅｒｖａｌ）

３３　讨论
类固醇激素与人类多种内分泌疾病相关，如

先天性肾上腺皮质 增 生 症 （ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌａｄｒｅｎａｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ＡＣＨ）、多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ
ｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）、原发性醛固酮增多症
（ｐｒｉｍａｒｙｈｙｐｅｒａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｉｓｍ，ＰＡ）、库 欣 综 合 征
（ｃｕｓｈｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＣＳ）等，检测人体代谢通量中
的多种类固醇激素可为临床上内分泌疾病的辅助

诊断提供更加全面的信息［２５］。

类固醇检测的难点为其在人体内的水平极低，

且大多具有相似的化学结构，导致常规的免疫法灵

敏度、重现性差，无法覆盖人体内正常范围，检测过

程中干扰物质会产生交叉反应。近年来对类固醇激

素检测的相关报道大多集中在ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法上，
但这些方法都无法解决检测通量低，检测成本高的

问题。如正压条件下采用９６孔型的固相萃取板来
处理样本，虽然样本净化程度高，基质效应相对较

低，但该方法检测通量较低，且成本极为高昂，无法

满足临床上对类固醇激素的常规检测需求。另外由

于类固醇在人体内水平极低，且其的化学结构中缺

少碱性氮原子等富电基团导致其离子化效率低，在

质谱中响应较差［２６］，如双氢睾酮、醛固酮、孕烯醇酮

等，导致类固醇激素检测一般需要灵敏度较高的质

谱仪。一些文献报道了用衍生法来提高类固醇激素

的质谱响应，但类固醇激素中的雌激素由于缺少羰

基导致无法用一种衍生试剂完成雌激素与其他激素

的联合检测。

本研究采用盐酸羟胺和 １，２－二甲基咪唑 －
５－磺酰氯，分别与含羰基的类固醇激素、雌激素发
生肟化反应和酯化反应，建立了多种类固醇激素同

时检测的方法并进行了系统的方法学确证和临床实

例应用，该方法检测通量和灵敏度高，重复性好，能

快速准确测定１８种类固醇激素，为类固醇激素的临
床检测提供了高通量的定量分析方法。
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