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摘要：建立了一种用于 +" 种蛋白同化激素的同时分离检测的高效液相色谱法。根据被分析物的性质，以 8+# 反相

色谱柱为分离柱，以乙腈和水为流动相，采用梯度洗脱 方 式，并 在 +’& ( !’" 1- 的 范 围 内 快 速 调 节 检 测 波 长，使 各

物质均在最大吸收波长处被检出。在优化的条件下，+" 种被测组分在 +" -/1 内实现了快速的基线分离，检出限在

". "+ ( ". +" !9 : -; 范围内。在兔血浆中进行加标回收率测定，+" 种被测组分的加标回收 率 为 $". *< ( +!"<。选

取美雄醇为代表进行实际动物实验，成功检测到耳脉注射美雄醇后兔血浆内的美雄醇成分。实验结果表明该方法

可行，快速简便，准确可靠。
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, , 蛋白同化激素是兴奋剂的一个重要构成部分，

其结构特异性显著，通过衍生的方法可以得到不同

结构但却 具 有 相 当 药 效 作 用 的 新 品 种［+］。 对 蛋 白

同化激素的检测始于 +’$% 年蒙特利尔奥运会［!］，目

前，蛋白同化激素的分析检测主要采用色谱法，包括

高效液相色谱法（5A;8）［* / )］、超高效液相色谱［%］、

薄层色谱 法（*;8）［$］、毛 细 管 电 泳（8,）［#］以 及 色

谱)质谱联用 技 术［’，+"］。其 中 国 际 反 兴 奋 剂 中 心 主

要采用 气 相 色 谱)质 谱（ @8)QR）检 测 蛋 白 同 化 激

素［++］。但是 @8)QR 法具有成本高、预处理和衍 生

复杂费时、分析效率低等不足之处。建立高效率、低

成本的分析方法对于蛋白同化激素类兴奋剂的检测

具有重要的现实意义。

, , 本文所要测定的 +" 种蛋白同化激素，包括 * 种

内源性蛋白 同 化 激 素（ 双 氢 睾 酮（ R*>）、普 拉 雄 酮

（AK>）、雄烯二醇（>,））、) 种外源性蛋白同化激素
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（ 美 雄 醇（ !"#）、苯 丙 酸 诺 龙（ $%）、丙 酸 睾 酮

（&%）、折仑诺（ ’()）、达那唑（*"&））和 一 对 代 谢

物的异 构 体（#!+羟 基+$!+雄 烷+%& +酮（"&*）、#"+羟
基+$!+雄 烷+%& +酮（ (%,））（ 结 构 式 见 图 %）。 其 中

"(、"&*、(%, # 种 蛋 白 同 化 激 素 是 !’’$ 年《 世 界

反兴奋剂条 例》禁 用 清 单 中 新 增 的 蛋 白 同 化 激 素。

目前还未见有关这 %’ 种蛋白同化激素类药物的高

效液相色谱法同时检测的报道。

图 !" !# 种蛋白同化激素的化学结构式

!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’, 01 -’2 *2*30+") ,-’.0"4,

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

( ( "-./012 %%’’ 3%#4 仪，包括在线脱气 装 置、四

元泵、六 通 阀 进 样 器、紫 外 可 变 波 长 检 测 器；56+
%’’( 型 超 声 波 清 洗 仪（ 昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公

司）；!.//.+6 超纯水系统（!.//.7890，:;"）；溶剂过

滤器（ 齐力特实验设备有限公司）；<.117.70220 可调

式移液器（ 上海热电仪器有限公司）；3=4+!)" 氮气

吹干仪（ 厦门精艺兴业科技有限公司）；漩涡混凝器

（ 江苏 海 门 市 麒 麟 医 用 仪 器 厂）；$*’) +>; 离 心 机

（ 湘仪离心机仪器有限公司）。

( ( 折 仑 诺（ 购 自 =?@3 公 司 ），雄 烯 二 醇（ 购 自

"4)A; 公司）；美雄醇、双氢睾酮（ 购自 $4, 公司），

普拉 雄 酮、#!+羟 基+$!+雄 烷+%& +酮（ 购 自 </BCD 公

司），#"+羟基+$!+雄烷+%& +酮（ 购自 ;.-?D 公 司）；达

那唑、丙酸睾酮、苯丙酸诺龙（ 购自中国药品生物制

品检定所）。甲 醇 和 乙 腈 均 为 色 谱 纯（ 山 东 禹 王 实

业有限公司禹城化工厂）。

( ( 所有溶剂在放入贮液罐之前经 ’* )$ !? 滤 膜

过滤。

! $ $" 标准溶液的配制

( ( 准确称 取 一 定 量 的 ’()、"(、!"#、%)"、(%,、

;$"、"&*、*"&、&% 和 $%，将 其 溶 于 % ?# 甲 醇

中，所得标准溶液置于避光下保存。

! $ %" 色谱条件

( ( 色谱柱为 "-./012 4%+ 柱（%$’ ?? , )* " ??，

$ !?），!’ !# 定量环，梯度洗脱程序见表 %，检测波

长调节程序见表 !。

表 !" 梯度洗脱程序

5*3+’ !" 647/,-*3+’ #.*4"’2- ’+/-"02 8.0#.*(

$.?0 E
?.1

#（"F0281.29./0）E
G

#（>D209）E
G

</8H 9D20 E
（?# E ?.1）

$ I ’’ "& ## % I ’
$ I "’ +$ %$ % I ’
$ I "% +$ %$ ! I ’
& I !’ +$ %$ ! I ’
& I !% +$ %$ % I ’

表 $" 检测波长调节程序

5*3+’ $" 647/,-*3+’ 4’-’)-"02 9*:’+’2#-& 8.0#.*(

$.?0 E
?.1

*020F2.81 HDJ0/01-2K E
1?

$.?0 E
?.1

*020F2.81 HDJ0/01-2K E
1?

! I ’’ !"’ $ I )’ !-’
! I ’% %-) $ I )% !)’
) I &% %-) + I $’ !)’
) I &! !-’ + I $% %-)

! $ &" 动物实验

( ( 实验动物为健康大耳兔，体重约为 !* $ C-，由福

·’$)·
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建医 科 大 学 动 物 饲 养 中 心 提 供。 给 药 前 兔 禁 食

#% !，全程不禁饮 水。实 验 前 耳 缘 静 脉 注 射 肝 素 抗

凝，注射剂量为 $& ’ "# $ %&。

! ! 试剂的制备：取美雄醇 #$ "& 溶于 # "# 乙 醇

中，用于家兔耳缘静脉注射溶液。

! ! 血浆样品的制备：在未给药时抽取 ’ "# 血样；

在注射美雄醇注射液后的一定时间点于耳缘静脉取

血；血样于低 温 下 保 存。分 析 前 于 " ’ 下 离 心（ 离

心速率为 ( $$$ ( $ ")*）血样 #$ ")*，弃去沉淀，取上

清液，得兔血浆样品。

! ! 兔血浆样品的预处理：取血浆样 品 #$$ !#，加

入正己烷 )$$ !#，振荡 ’ ")*后于 % $$$ ( $ ")* 速率

下离心 ’ ")*。移 取 "$$ !# 上 层 有 机 相，于 "$ ’
下用氮气吹干，加入甲醇 #$$ !# 溶解样品，所得样

品直接用于 +,#- 分析。

!" 结果与讨论

! ! #" 色谱方法的选择

! ! 首先根据分析对象的性质选择分析方法。由于

所研究的蛋白同化激素多为极性化合物，因此可采

用 反 相 液 相 色 谱 法 进 行 分 析。 本 文 试 验 了 -* 和

-#* 两种反相 色 谱 柱，发 现 研 究 对 象 在 -* 柱 上 的

出峰时间较 短，导 致 #$ 种 组 分 无 法 实 现 较 好 的 分

离；相比之下，以 -#* 柱能够更好地实现 #$ 种组分

的分 离。故 选 择 以 -#* 柱 为 分 离 柱 的 反 相 液 相 色

谱分析方法。

! ! !" 分离条件的优化

! ! 在高效液相色谱分析中，除了固定相对样品的

分离起主要作用外，选择恰当的流动相对改善分离

效果也有重要的辅助作用。由于 #$ 种组分中有部

分物质的紫 外 吸 收 在 #+" *" 处，因 此 必 须 选 用 紫

外截止波长（ !./ ）小 于 #+" *" 的 流 动 相。反 相 液

相色谱常用的流动相主要有甲醇、乙腈、四氢呋喃和

水，它们对应的 !./分别为 %$’，#+$，%#% 和 #*$ *"；

其他常用流动相的 !./ 均大于 #+" *"；只有乙腈和

水作为流动相符合这一要求，因此本文选用乙腈0水
体系作为流动相。

! ! 乙腈与 水 的 不 同 配 比 会 极 大 地 影 响 组 分 的 分

离，因此对流动相的配比进行了分离度实验。实验

结果表明，由于乙腈的洗脱能力较强，当乙腈含量高

于 ,)1 时，导致 几 种 物 质 同 时 被 洗 脱 出 来，无 法 实

现有效分离；当乙腈含量低于 ,)1 时，#$ 种物质虽

能被分离，但分析时间长，大大影响了分离效率。因

此选择乙腈0水以 ,) - (( 的比例为初始的流动相配

比，以保证分离度，再进一步进行梯度洗脱优化，以

提高分离效率。

! ! 图 % 是在等度洗脱和梯度洗脱模式下 #$ 种蛋

白同化激素的色谱图。通过对比可以看出在保证分

离度的前提下，采用梯度洗脱使分析效率得到了很

大的提高，分析时间由 (’ ")* 缩短至 #$ ")* 以内。

图 !" 洗脱方式对 #$ 种蛋白同化激素分析效率的影响

"#$! !" %&&’()* +& ’,-)#+. /+0’* +. )1’ 2.2,3*#*
’&&#(#’.(3 &+4 )1’ )’. 2.25+,#( *)’4+#0*

! ! 23 )456(27)6 89:7)5*："5;)98 <!248，26875*)7()980=278(（,)-
((，> $ >）； ?95= (278，# "# $ ")*；@87867)5* =2>898*&7!，#+"
*"3 ;3 &(2@)8*7 89:7)5*："5;)98 <!248 A，26875*)7()98；"5;)98
<!248 B，=278(；&(2@)8*7 <(5&(2"，,)1 A 75 *’1 A )* ’ ")*；

?95= (278，# "# $ ")*；@87867)5* =2>898*&7!，#+" *"3
! ! # 3 CDE；% 3 AD；( 3 FA#；" 3 ,EA；’ 3 D,G；, 3 HIA；) 3
AJK；* 3 KAJ；+ 3 J,；#$ 3 I,3

! ! %" 检测波长的选择

! ! 检测波长的选择对检测灵敏度有重要的影响，

故本文采用紫外连续可变波长检测器进行检测。从

#$ 种 组 分 的 分 子 结 构 可 以 看 出 FA#、HIA、AD、

AJK、D,G 和 ,EA 的结构非常相似，它 们 的 最 大 吸

收波长 也 十 分 接 近，分 别 为 #+"，#+%，#+’，#+"，#+"
和 #+" *"；CDE、KAJ、I, 和 J, 的 最 大 吸 收 波 长

分别为 %#*，%*"，#+" 和 %"$ *"。为 了 提 高 各 组 分

的检测灵敏度，利用仪器可进行检测波长转换的特

殊功能，使检测波长按照程序在规定的时间里进行

切换，使各个组分在它们各自的最大吸收波长下进

行检测，从而得到最大的灵敏度。本文最终选择的

检测波长程序见表 %。

! ! &" 最优色谱条件下的色谱分离

! ! 通过分析样品特性，选定色谱分析方法，并优化

·#’"·
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色谱条件，图 # 为在优化的色谱条件下得到的 $% 种

标准品的色谱 图，由 图 # 可 见 $% 种 组 分 在 $% !"#
内即得到了快速分离。

图 !" 优化的色谱条件下 #$ 种蛋白同化激素标准品的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, +-. *.*/0+- 1+*.2*’21
3.2-’ +&- (4+")*/ 5(.2"+"(.1

& & $%& ’()* +%#,"-"%#.，.// 0123/ $ 1#, 0123/ ! 4
& & $%& 5/16 ",/#-"7"+1-"%#.，.// $"84 ! 4

% $ &" 方法的线性方程及检出限

& & 取一系列浓度逐渐递减的被测标准品混合样，

在 优 化 的 色 谱 条 件 下 进 行 分 析，以 峰 面 积 !
（!9:·.）对组分的质量浓度 "（!8 ; !)）作 图，得

出各组分的线性回归方程、线性范围及检出限，结果

见表 #。

% $ ’" 精密度

& & 在优化的色谱条件下进行方法的精密度实验。

用低浓度 的 混 合 标 准 样 品 在 同 一 天 内 平 行 进 样 ’
次，获得保留时间和对应的峰面积的相对标准偏差

（<=>），结果见表 (。

% $ (" 生物样品实验

% $ ( $ #" 兔血浆模拟实验

& & 于 空 白 兔 血 浆 中 加 入 混 合 标 准 样 品，按 照

“$) (”节 方 法 进 行 样 品 预 处 理，按“$ 4 #”节 条 件 测

定，得到的回收率结果列于表 *，空白兔血浆加标样

品的色谱图见 图 (。由 表 * 可 见，方 法 的 回 收 率 为

’%) #? + $!%?，<=> 均小于 ,?。

% $ ( $ %" 动物体内药物的检测

& & 选取 @9) 为代表进行蛋白同化激素动物血浆

药物检测，按“$) (”节方法获得注射 @9) 后的血浆

样品，对此进行分析，所得色谱图见图 *。

表 !" 各组分的线性回归方程及检出限

6*7/- !" 8-#’-11"(. -93*+"(.1 *.2 2-+-5+"(. /")"+1 (, *.*/0+-1

*%!5%A#, </8&/.."%# /BA1-"%#% *%&&/31-"%# +%/77"+"/#-（ #! ） )"#/1& &1#8/ ;（!8 ; !)） >/-/+-"%# 3"!"- ;（!8 ; !)）

CD< ! - (. 4 ’(*" / $(’ 4 #. % 4 ..’’ % 4 $! 0 $%* % 4 %*
9D ! - (( 4 !*#" / $’# 4 *" % 4 ..’! % 4 $# 0 $$# % 4 %’
@9) ! - #! 4 ".’" / $!! 4 $. % 4 .."! % 4 $, 0 ,! 4 % % 4 $
(<9 ! - (* 4 %,%" / $’* 4 ,. % 4 ..*% % 4 $% 0 $%% % 4 %"
D(E ! - " 4 ($%*" / #" 4 ((’ % 4 ..*, % 4 $# 0 $!% % 4 %.
=09 ! - . 4 "!#." / *. 4 $*# % 4 .."! % 4 $( 0 $!( % 4 %’
9F> ! - ( 4 .’(*" / !, 4 $,$ % 4 ..’’ % 4 *% 0 !!% % 4 $
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图 )" 添加标准样品的兔血浆的色谱图
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图 &" 兔血浆样品的色谱图
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表 !" 保留时间和峰面积的精密度（! # $）

!"#$% !" &’%()*)+,* +- ’%.%,.)+, .)/% ",0 1%"2 "’%"（! # $）
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!( , #+& (-. , /
0)12 13)1
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80< ’ 9 "%" $ 9 $+ *( 9 ( # 9 +
-=4 ’ 9 (++ $ 9 $* #’$ 9 " % 9 ’
4>. " 9 )(# $ 9 $* &’ 9 $ ’ 9 )
.4> ) 9 $&# $ 9 $& ’$& 9 + # 9 ’
>0 + 9 )(# $ 9 $+ *%’ 9 " # 9 )
=0 & 9 )’& $ 9 $( ""% 9 * ’ 9 "

表 %" 标准样品在兔血浆中的回收率
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4>. ## 9 $ #% 9 ’ ##% " 9 "
#( 9 ) #+ 9 & #$* ’ 9 )
’ 9 $$ % 9 "# *$ 9 ’ " 9 ’
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&" 结论

! ! 所建立的同时测定 #$ 种蛋白同化激素的高效

液相色谱法 快 速、简 便，所 分 析 的 对 象 涵 盖 了 内 源

性、外源性及蛋白同化激素的代谢产物。在满足分

离度的前提下，通过优化梯度洗脱程序和检测波长

程序，有效提高了分析效率和检测灵敏度，使分析方

法得到最大程度的优化。应用所建立的方法，通过

耳缘注射 :4; 到大耳兔体内并采集血样，对实际生

物样品血浆中的蛋白同化激素进行了检测。方法的

前处理步骤简便，回收率符合要求。所建立的方法

能够满足兴奋剂检测对大量样品进行初筛工作的要

求，有望用于兴奋剂检测的初筛工作。
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