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摘要：建立了液相色谱 ,串联质谱（9:,;< = ;<）测定尿液中的内源性类固醇激素的方法。尿样经葡萄糖醛酸甙酶酶

解后进行液 ,液提取，以甲醇 ,"- $> 甲酸缓冲液（ 含 "- "! .() = 9 乙酸铵）（ 体积比为 %#. )!）为流动相，采用 :(5.(5/)
:$# 色谱柱分离，并以三重四极杆串联质谱多反应监测扫描方式对尿样中的脱氢表雄酮（?@-A）、睾 酮、表 睾 酮、雄

酮和苯胆烷醇酮等 * 种激素进行检测。方法的最低检出限为 "- "$ & $" #B = .9，平均回收率为 /%- (> & $"%- *>，日

内和日间相对标准偏差（C<?）分别小于 (> 和 $$>。应 用 所 建 立 的 方 法 测 定 了 健 康 志 愿 者 口 服 ?@-A 后 尿 液 中

内源性类固醇激素的变化情况，结果表明该方法样品处理简便，色谱分离完全，结果准确可靠，可替代气相色谱 ,质
谱法用于体液中内源性类固醇激素兴奋剂的常规分析。
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, , 自上世纪 *" 年代以来，合成类固醇激素始终是

一些运动员最常滥用的兴奋剂，其中内源性类固醇

激素为滥用之首［$］。因此，内源性类固醇激素的检

测及判定是近年来研究的热点。

, , 内源性类固醇是自身合成的激素，包括睾酮、表

睾 酮、脱 氢 表 雄 酮（ 126&1%(2N/"#1%(582%(#2，

?@-A）、雄酮以及苯胆烷醇酮等。其中 ?@-A 是多

种类固醇激素的重要前体，它在体内可通过多种途

径代谢为雄酮、苯胆烷醇酮以及睾酮等不同的内源

性类固醇 激 素［!，)］，并 且 在 代 谢 为 睾 酮 的 同 时 并 不
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会升高睾酮与表睾酮的浓度比（ 这是判定是否服用

外源性睾酮制剂的标准［#，$］）。因此，对健康成年人

服用内源性类固醇激素前后的尿液进行检测，可以

为确定人体内内源性类固醇激素含量的正常范围提

供数据支持。

! ! 类固醇激 素 的 检 测 通 常 采 用 气 相 色 谱!质 谱 联

用法（"# $ %&）［%，&］，但由于 ’()* 等内源性类固醇

激素的化学结构中均有羟基或羰基，分析时必须经

过衍 生 化 处 理［’ ( ")］，因 而 生 物 样 品 前 处 理 繁 琐、费

时。而液相色 谱!串 联 质 谱 法（ +#!%& $ %&）具 有 能

够分析复杂基质中极性化合物并可靠认定的优点，

可以为类固醇激素的检测提供快速、简便、有效的服

务［""，"*］。

! ! 本文对 尿 样 先 用 葡 萄 糖 醛 酸 甙 酶 酶 解 后 采 用

液!液提取法提取，以甲基睾酮为内标，建立了尿液

中 ’()*、睾酮、雄酮、苯胆烷醇酮和 表 睾 酮 等 $ 种

内源性类固醇的 +#!%& $ %& 分析方法，并应用该方

法测 定 了 健 康 受 试 者 服 用 ’()* 片 剂 后 尿 液 中

’()* 等 $ 种内源性类固醇激素的含量。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! *,- #))) +#!%& $ %& 三 重 四 极 杆 串 联 质 谱 仪

（*../012 304565718 公司），*90/1:7 "")) 液 相 色 谱

系统（ 配 *90/1:7 "")) 自动进样器）。

! ! 睾酮、表睾酮、雄酮、苯胆烷醇酮、’()* 和内标

甲基睾酮标准品购自 #1;0//0<:7 公 司 和 国 家 麻 醉 品

实验室；甲醇、甲酸和乙酸铵 购 自 =/>?< 公 司；其 他

试剂均为国产分析纯。

! ! #" 样品收集

! ! 健康志愿者 % 名，其中男性 + 名，女性 + 名。志

愿者受 试 前 留 取 空 白 尿 液；口 服 "*) 89 ’()* 片

剂后，再收集 ) , *# @ 的尿液，于 ( *) A下保存。

! ! $" 样品处理

! ! 取尿液 *- ) 8+ 于试管中，加入 $ :9 甲 基 睾 酮

（内标）及 *- ) 8+ .( %- ’ 的 磷 酸 缓 冲 液、"$) !+
!!葡萄糖醛酸甙酶（+ ))) B），于 ’) A恒温水浴中培

养 + @，取出后冷却至室温。再加入 +- $ 8+ 乙醚，混

旋，离心，取出有机相并于 %) A 水浴中挥干，残渣中

加入 ")) !+ 流动相溶解，供 +#!%& $ %& 分析。

! ! %" 色谱及质谱条件

! ! 液相色谱：采用 #458450/ #"’ 色谱柱（"$) 88
. * 88，$ !8）和 ,@1:481:1C #"’ 预保护柱。流

动相为甲醇!)- "D 甲酸缓冲液（ 含 )- )* 84/ $ + 乙酸

铵）（ 体积比为 %’ / +*），流 速 为 *)) !+ $ 80:。进 样

量为 $ !+。

! ! 串联质谱：采用电喷雾电离源（)&-），在多反应

监测（%E%）正离子模式下扫描。碰撞气（#*’）压

力为 #’ *%+ ,<；气帘气（#BE）压力为 %’ 0#’ ,<；雾

化气（"&"）压 力 为 *#" +"& ,<；辅 助 加 热 气（"&*）

压力为 *&$ &0) ,<。喷雾电压为 $ $)) F；离子化温

度（G)%）为 $)) A。

! ! 选取各目标物的两组特征母离子 $ 子离子对，分

别优选其最佳碰撞电压（#)）和去簇电压（’,）。并

采用丰度较强的一组母离子 $ 子离子对进行定量分

析。$ 种内源性类固醇激素和内标物的质谱优化参

数见表 "。

表 !" 内源性类固醇激素的质谱分析优化参数

"#$%& !" ’()*+*,&- (#.#+&)&./ 01. #2#%3/*/ 10 &2-14&215/
/)&.1*-/ 5/*24 67 8 67 9*): 6;6 +1-&

#48.4>:2
,;1H>;54;

04:
（! " #）

,;42>H7
04:5

（! " #）

’, $
F

#) $
1F

G1574571;4:1 *’0 I * ")0 I * ’) +$
（ 睾酮） 0& I " +$
).071574571;4:1 *’0 I * ")0 I * ’) +&

（ 表睾酮） 0& I " +#
’1@62;41.0<:2;4571;4:1（’()*） *’0 I + *&" I + &) ""

（ 脱氢表雄酮） *$+ I " "&
)704H@4/<:4/4:1 *0" I * *&+ I + &) "+

（ 苯胆烷醇酮） *$$ I ) *"
*:2;4571;4:1 *0" I * *&+ I + &) "+

（ 雄酮） *$$ I ) *"
%17@6/71574571;4:1（ -&） +)+ I * ")0 I * &$ +0

（ 甲基睾酮） 0& I " +’

’,：21H/>571;0:9 .471:70</；#)：H4//0504: 1:1;96I

! ! &" 方法验证

! ! 由于正常人尿液中均存在内源性类固醇激素，

以尿液为基质无法进行方法学相关指标的评价，故

参照 #@40 等［"+］关于用蒸馏水代替尿液作基质其响

应无显著性差异的报道，以水为基质添加目标物标

准品完成标准曲线、最低检出浓度、最低定量浓度等

方法的有效性验证。

! ! 标 准 曲 线 的 制 备：精 密 量 取 睾 酮、表 睾 酮、

’()*、雄酮和苯胆烷醇酮标 准 溶 液（" 89 $ 8+）各

") !+，用 甲 醇 各 自 定 容 至 " 8+，分 别 得 到 ")

!9 $ 8+ 各激素储备液。对于睾酮和表睾酮，用蒸馏

水依次 稀 释 配 制 成 质 量 浓 度 为 )- )"，)- )*，)- )$，

)- "，)- *，)- $，"，*，$，")，*) 和 $) :9 $ 8+ 的 系 列 标

准溶液；对于 ’()*、雄酮和苯胆烷醇 酮，配 制 成 质

量浓度为 $，")，*)，$)，"))，*))，$))，" )))，* ))) 和

$ ))) :9 $ 8+ 的 系 列 标 准 溶 液，然 后 按“ "- + ”和

“"- #”节中所述方法进行处理和分析。

! ! 精密度、准确度及回收率试验：分别在 * 8+ 蒸

馏水中加入 不 同 量 的 睾 酮、表 睾 酮、’()*、雄 酮 和

·""·
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苯胆烷醇酮，其中睾酮和表睾酮的质量浓度分别为

#$ !%，!% 和 %# !" # $%；&’()、雄酮和苯胆烷醇酮的

质量 浓 度 分 别 为 !##，& ### 和 % ### !" # $%，按 照

“&$ ’”和“&$ (”节 中 所 述 方 法 处 理 和 分 析。同 时 配

制相应浓度的标准溶液，不经提取直接测定。

!" 结果与讨论

! ! #" 质谱分析

) ) 采用 (*+（ * ）电离方式，内源性类固醇激素均

可形成稳定 和 高 丰 度 的［, * ’］* 准 分 子 离 子 峰。

实验发现，对于雄性类固醇激素的分析，(*+ 具有比

大气压化学电离（)-.+）更高的灵敏度，这 与 /01!
等［&(］报道的研究结果一致。

) ) 内源性类固醇激素虽然结构近似，但在碰撞池

内具有不同的裂解方式，产生的碎片子离子也不同

（ 质谱图略）。通过结构解析发现，同分异构体的睾

酮和表睾酮由母体 ) 环在 % 位 . 与 &# 位 . 单键断

裂（ 见图 &），分别形成丰度很强的子离子 ! " # +,$ &
和 ! " # &#+$ !。&’()、雄 酮 和 苯 胆 烷 醇 酮 均 存 在

较强丰度的经脱水的碎片离子，其中 &’() 经过两

次脱水形成子离子 ! " # !,&$ ’ 和 ! " # !%’$ &；同分

异 构 体 的 雄 酮 和 苯 胆 烷 醇 酮 的 子 离 子 均 为 ! " #
!,’$ ’ 和 ! " # !%%$ #。

图 #" 睾酮与表睾酮的化学结构式

"#$! #" %&’(#)*+ ,-./)-/.’ 01 -’,-0,-’.02’
*23 ’4#-’,-0,-’.02’

12 3453653476!4；82 49:3453653476!42

! ! !" 色谱条件的优化

) ) 液相色谱分离条件的优化是本研究的关键。睾

酮与表睾酮、雄酮与苯胆烷醇酮均为同分异构体，具

有相同的母离子和子离子，必须依靠色谱方法进行

分离。另外，睾酮和表睾酮的确认虽然依赖所选取

的其特异性的母离子 # 子离子对，但它们同时也存在

和 &’() 相 同 的 母 离 子 # 子 离 子 对 ! " # !-+$ ’ #
!,&$ ’，因此，同样 需 要 有 效 的 分 离 才 能 保 证 &’()
定性定量测定的准确性。

) ) 由于内源性类固醇激素均为同分异构体，故大

部分色谱柱难以使这些目标物完全分离。本研究曾

比较了 )":;4!3 .&- 和 .- 色 谱 柱、<4534= +>& 色 谱

柱以及 .65$65:; .&- 色谱柱，发现前 ’ 种色 谱 柱 在

所选择的各种流动相条件下均难以将这些同分异构

体完全分离，而 .65$65:; .&- 柱则能提供良好分离，

峰形对称。

) ) 在优化流 动 相 时 发 现 当 甲 醇?甲 酸 缓 冲 溶 液 的

体积比为 -. ! 时，睾酮与表睾酮达不到完全分离；随

着甲醇比例的减少，睾酮与表睾酮保留时间延迟，分

离趋于完全；当甲醇?甲酸缓冲溶液的体积比为 "- .
’! 时，分离结果令人满意。在改变缓冲溶液中的乙

酸铵浓 度 时 发 现，当 乙 酸 铵 浓 度 为 #$ #( $6; # %、甲

酸含量（ 体积分数）为 #$ &@ 时，色谱峰形最差，响应

值最低；当 乙 酸 铵 浓 度 为 #$ #" $6; # %、甲 酸 含 量 为

#$ !@ 时，响应 次 之；乙 酸 铵 浓 度 为 #$ #! $6; # %、甲

酸含量为 #$ &@ 时，峰形最好，响应值最高。在上述

优化色谱条件下，样品测定可在 &" $:! 内完成。

图 !" 空白蒸馏水溶剂的总离子流色谱图

"#$! !" 56% )&.0(*-0$.*( 01 * 7+*28 3#,-#++’3
9*-’. ,*(4+’

图 $" 健康人尿样中离子对 ! "# $%$& ! : #%’& ! 的 ;<; 色谱图

"#$! $" ;<; )&.0(*-0$.*(, 01 ! "# $%$& ! : #%’& !
#2 * &’*+-&= &/(*2’, /.#2’

12 8;1!= 07:!4 A:3B +2 *2 ；82 8;1!= 07:!42

) ) 在所建立的 %.?,* # ,* 方法中，蒸馏水中不加

内标按“&$ ’”节所述方法提取处理后所得到的总离

子流（C+.）谱图见图 !，可看出蒸馏水无杂质干扰。

健康人尿样与添加内标后的尿样按“&$ ’”节所述方

法处 理 后 所 测 得 的 离 子 对 ! " # ’#’$ ! # &#+$ ! 的

,<, 色谱图见图 ’，可看出空白尿样无内标杂质干

扰。空白蒸馏水中添加标准样品（&## !" # $%）后按

“&$ ’”节所述方法处理后所测得的 ,<, 色谱图见

·!&·
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图 #，可 以 看 出 睾 酮（ 峰 "）与 表 睾 酮（ 峰 $）、雄 酮

（ 峰 #）与苯胆烷醇酮（ 峰 %）分离完全。健康人尿样

经“"& ’”节所述方法处理后得到的 "#" 色谱图见

图 %。

表 !" 各激素的线性方程、检出限和定量限

!"#$% !" &’"’()’(*) +, ’-% *"$(#."’(+/ *0.1%)，234 "/5 236 ,+. %/5+7%/+0) )’%.+(5)

$%&’%()* +,)-./ -0(.1,%)2"） !$ +,)-./ /.)3- 4（)3 4 &+） +56$）4（)3 4 &+） +57’）4（)3 4 &+）

8-21%21-/%)- " ( ) 9 **"+# , ) 9 ))-* ) 9 ++-) ) 9 )$% . ) 9 % ) 9 )" ) 9 )$%
" ( ) 9 ’/*+# , ) 9 ’*-+ ) 9 ++$) ) 9 % . %)

:’,1-21%21-/%)- " ( ) 9 ’)"## , ) 9 ))%* ) 9 ++-+ ) 9 )$% . ) 9 % ) 9 )" ) 9 )$%
" ( ) 9 $/#-# , ) 9 )"# ) 9 ++-- ) 9 % . %)

6;:< " ( ) 9 ))%## , ) 9 )*#- ) 9 ++*" ") . $%) % ")
" ( ) 9 ))#$# , ) 9 ’"" ) 9 +++- $%) . %)))

:1,%=>%?.)%?%)- " ( ) 9 ))’# , ) 9 )’#$ ) 9 ++*’ $% . %)) ") $%
" ( ) 9 ))$*# , ) 9 "%# ) 9 +++- %)) . %)))

<)*/%21-/%)- " ( ) 9 )"/$# , ) 9 )$ ) 9 ++*’ ") . $%) % ")
" ( ) 9 )"## , " 9 ’ ) 9 ++/# $%) . %)))

"）"：’-.@ ./-. /.1,% %A .).?B1- 1% ,)1-/).? 21.)*./*；#：=%)=-)1/.1,%) %A .).?B1-9 $）$ % & 0 ’ 9 ’）$ % & 0 ") 9

图 #" 空白蒸馏水添加类固醇激素的 898 色谱图

:(7; #" 898 *-.+<"’+7."<) +, " #$"/= 5()’($$%5 >"’%.
)"<?$% )?(=%5 >(’- %/5+7%/+0) )’%.+(5)

! ! .9 ’ % ( $/+& $ 4 ")+& $；C9 ’ % ( $/+& ’ 4 $*"& ’；=9 ’ % ( $+"& $ 4
$*’& ’ 9
! ! " 9 1-21%21-/%)-；$ 9 -’,1-21%21-/%)-；’ 9 6;:<；# 9 -1,%!
=>%?.)%?%)-；% 9 .)*/%21-/%)-9

! ; $" 标准曲线和最低检出限

! ! 以待测化合物和内标的峰面积比值为纵坐标、

待测化合物 的 标 示 浓 度 为 横 坐 标 进 行 线 性 回 归 分

析，得线性回归方程、相关系数、线性范围如表 $ 所

示。考虑到实际应用时要求线性浓度范围较大，故

根据+$!"D 4 "D软 件<).?B21" 9 #计 算 ，建 立 了 两 条

图 %" 健康人尿样的 898 色谱图

:(7; %" 898 *-.+<"’+7."<) +, " -%"$’-@
-0<"/’) 0.(/% )"<?$%

! ! .9 ’ % ( $/+& $ 4 ")+& $；C9 ’ % ( $/+& ’ 4 $*"& ’；=9 ’ % ( $+"& $ 4
$*’& ’ 9
! ! " 9 1-21%21-/%)-；$ 9 -’,1-21%21-/%)-；’ 9 6;:<；# 9 -1,%!
=>%?.)%?%)-；% 9 .)*/%21-/%)-9

首尾相互重 叠 的 标 准 曲 线，以 增 加 定 量 的 准 确 性。

由表 $ 可看出，本方法具有良好的线性关系，线性相

关系数 !$ 值均大于 )& ++$。

! ! 基质添加不同量的标准样品后按“"& ’”节所述

方法处理后 测 定，以 峰 强 度 与 噪 声 比（ $ % &）大 于 ’
确定最低检出限（+56），以 $ % & 大 于 ") 确 定 最 低

定量限（+57），结果见表 $。睾酮和表睾酮的 +56
和 +57 明显优于 6;:<、雄 酮 和 苯 胆 烷 醇 酮，与 其

有较强 丰 度 的 子 离 子 有 关。 虽 然 本 方 法 中 6;:<
的 +56 为 % )3 4 &+，但已满足世界反兴奋剂机构文

件的要求［"%］。
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色 谱 第 !" 卷

! ! "# 精密度、准确度与回收率

# # 每个目标物选取低、中、高 $ 种浓度的样品，以

$ 种浓度样品与对应标准溶液测定结果相比求得回

收率，并考察方法的精密度、准确度，结果见表 $。

表 $# 方法的精密度（"#$）、准确度以及回收率（! % &）

%&’() $# %*) +,)-./.01/（"#$），&--2,&-.)/ &13 ,)-04),.)/（! % &）

!"#$"%&’ (’’)’ *（&+ * #,）
-./ * 0

1&2)34’56 1&2354’56
(77%3576 * 0 -)7"8)36 * 0

9):2":2)3"&) # % ; !& % ; %’ & ; $ () ; ( (’ ; *
!& ’ ; * + ; ) (’ ; * ’’! ; (
&% ’ ; $ + ; ! ’’! ; ( ’%’ ; $

<$12):2":2)3"&) % ; !& $ ; $ ( ; ! ’%% ; ! ’%% ; !
!& $ ; & $ ; ( (* ; ) ($ ; !
&% ! ; + $ ; ! ($ ; ! (" ; *

/=<( !%% + ; $ ! ; * ’%( ; + ’%( ; +
’%%% & ; ! * ; * (! ; ! ’%" ; "
&%%% + ; * + ; ! ’%" ; " ’%$ ; &

<21"7>"?5&"?"&) !%% " ; ’ & ; & (& ; $ (* ; (
’%%% & ; " ’’ ; % (’ ; * ’%& ; ’
&%%% + ; + $ ; ( ’%& ; ’ (* ; $

(&’3":2)3"&) !%% " ; ’ ) ; + (* ; ( (& ; $
’%%% " ; + ) ; ( ($ ; ! ’%+ ; !
&%%% + ; + * ; * ’%+ ; ! ’%’ ; +

! ! &# 样品测定

# # 应用所建立的方法测定“’, !”节所述收集的尿

样。以所有受试者尿液中目标化合物的平均浓度对

尿液收集时间做代谢曲线，结果见图 "。

图 ’# 受试者服用 (!) 56 $789 后内源性

类固醇激素的时间:浓度曲线

;.6! ’# <,.1&,= )>-,)?.01 -2,4)/ 0@ )1306)102/
/?),0.3/ &@?), 0,&( &35.1./?,&?.01 0@
/.16() 30/) 0@ (!) 56 $789

$# 结论

# # 本研究 工 作 中 所 建 立 的 ,!4@. * @. 方 法 可 同

时测定尿液中的 & 种内源性类固醇激素，样品前处

理简便、省时，液相色谱分离完全，方法专属性强，最

低检出限符合世界反兴奋剂机构文件的要求，灵敏

度高 ，精 密 度 好。本 方 法 应 用 于 实 际 样 品 测 定 ，可

有效替代 A!4@. 方法应用于 /=<( 等内源性类固

醇激素的日常分析工作。
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