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类固醇兴奋剂分析方法的研究进展
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摘要：蛋白同化雄性类固醇是一类滥用最为普遍的兴奋剂物质，对其进行有效的控制和检测关系到运动员的身心

健康和体育比赛的公平公正。对类固醇兴奋剂分析方法的改进和发展是目前兴奋剂检测的重要任务。本文主要

是对自 !""! 年以来类固醇兴奋剂样品的预处理和检测手段的研究进展做一概述，包括气相色谱 )质谱法、液相色
谱 )质谱法、免疫法、电化学方法以及质谱法等。
关键词：类固醇；反兴奋剂；分析检测；样品预处理

中图分类号：6%*#, 文献标识码：7, 文章编号：’""" )#$’)（!""#）"& )"&’$ )"$, 栏目类别：兴奋剂检测方法专栏

!"#"$%&’ (%)*%"##"# )+ $,$-)./& #0"%)/1# $,$.2#/# /, 1)(/,* &),0%).
86(9 :",.$",.，;7(9 <-./=>&./，8? @2’,.，8?A B2./

（!"#$#%& ’()#*%(+ ,(-*.()*./ 0*. 1*+"23+(. 42#"%2"5，6*++"&" *0 67"8#5)./ (%9

1*+"23+(. :%&#%"".#%&，;"<#%& =%#>".5#)/，!"#$#%& !""#$!，67#%(）

3-#0%$&0：7.,C&#-0 DE2F&-5D，, 4-.5 &1 3>$D-&#&/-0,# ,0E-G2 D"CDE,.02，,F2 H-52#$ ,C"D25 E&
-+3F&G2 ,E>#2E-0 32F1&F+,.02 -. >"+,. D3&FED’ I>2$ >,G2 C22. 1&FC-552. -. D3&FED C$ E>2 ?.E2F)
.,E-&.,# 6#$+3-0 J&++-EE22 D-.02 ’-#) ’ K-.02 E>2.，+,.$ F2D2,F0>2FD >,G2 C22. 1&0"D-./ E>2-F
,EE2.E- &.D &. E>2 2DE,C#-D>+2.E &1 F2#-,C#2 52E20E-&. +2E>&5D’ ?. E>-D 3,32F，H2 F2G-2H E>2
F2D2,F0> 3F&/F2DD2D &1 5-112F2.E ,.,#$E-0,# +2E>&5D 1&F ,.,C&#-0 DE2F&-5D D-.02 !""!，D"0> ,D /,D
0>F&+,E&/F,3>$)+,DD D320EF&+2EF$，#-L"-5 0>F&+,E&/F,3>$)+,DD D320EF&+2EF$，-++".&,DD,$，
2#20EF&0>2+-DEF$ ,.,#$D-D ,.5 +,DD D320EF&+2EF$’ I>2 52G2#&3-./ 3F&D320E &1 ,.,C&#-0 DE2F&-5D
,.,#$D-D -D ,#D& 5-D0"DD25’
4"2 5)%1#：,.,C&#-0 DE2F&-5D；5&3-./ 0&.EF&#；,.,#$E-0,# 52E20E-&.；D,+3#2 3F2EF2,E+2.E

, , 类固醇是广泛分布于生物界的一大类环戊稠环
全氢化菲衍生物的总称，又称甾醇、甾族化合物。其

分子骨架结构是由 ) 个六碳环己烷和 ’ 个五碳环组
成的稠合四环。天然类固醇类分子中的六碳环均呈

稳定的椅式构象，唯一的例外是雌激素分子内的一

个芳香环为平面构象。类固醇类物质依据其结构性

质和生理作用的不同可以分为很多类，包括固醇

（如胆固醇、羊毛固醇、谷甾醇、豆甾醇、麦角甾醇）、

胆汁酸和胆汁醇、类固醇激素（如肾上腺皮质激素、

雄激素、雌激素）、昆虫的蜕皮激素、强心苷（如毛地

黄毒苷）、皂角苷基和蟾蜍毒等。此外还有人工合

成的类固醇药物（如抗炎剂、促进蛋白质合成的药

物和口服避孕药）等［’］。

, , 绝大多数类固醇类物质均具有生理活性，尤以
蛋白同化雄性类固醇的活性较为显著。其蛋白同化

作用可以增加蛋白质合成，促进肌肉发达和红细胞

生成，增强力量和耐力；而雄性激素作用可以使男性

性特征更加明显。正因为如此，早在 !" 世纪 *" 年
代，前苏联举重运动员开始通过服用雄性激素睾酮

增加力量［!］。到 !" 世纪 %" 年代，竞技运动员使用
类固醇激素的现象已非常普遍，因而国际奥林匹克

委员会（ ?6J）将这类物质判定为兴奋剂而明令禁
止。然而时至今日，在所有禁用物质当中，蛋白同化

雄性类固醇仍然是滥用最为普遍的物质。有报道称

大约 *M ( ’&M 的美国大学体育总会运动员服用过
类固醇激素，而健美运动员滥用类固醇激素的比例

高达 )"M ( $*M［)］。在 !""& 年希腊雅典夏季奥运
会上，世界反兴奋剂机构（;7<7）共查出 !) 例阳性
尿样，其中有 ’% 例与蛋白同化类固醇激素有关［&］。
类固醇类兴奋剂的滥用严重影响到体育比赛的公平
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公正性，且长期使用这类兴奋剂会严重干扰人体的

自然激素平衡，导致异性化现象，还可能引起严重的

肝、肾损伤，并发肝癌、心脏病，并产生药物依赖，少

数人还可能出现严重的情感及精神病症［#］。因此，

如何对类固醇激素进行有效的控制和分析检测是人

们一直关注的热点问题。

$ $ 蛋白同化雄性类固醇可分为两大类：一类是人
体自身能分泌的，称为内源性激素；另一类是人体自

身不能分泌而经人工合成的，称为外源性激素。

!%%& 年 !"#" 列出的禁用清单中，指定包括诺龙、
甲睾酮、群勃龙等在内的 ’" 种物质及其他具有相似
化学结构或生物作用的物质为禁用的外源性蛋白同

化雄性类固醇［"］。判断是否使用了外源性类固醇

激素比较简单，只要通过可靠的方法在体内查到该

物质或其代谢物或标记物即可认定。而判断是否使

用了内源性类固醇激素则复杂得多，简单的定性分

析是不够的，必须区分它们的来源是自身分泌还是

人为摄入，只有人为摄入才能判定其使用了兴奋剂。

因此，针对不同类型的类固醇激素，其测定方法存在

一定的差异。

$ $ 类固醇激素在体内的代谢过程非常复杂，因此
其大部分需通过其代谢物进行测定，而所检测的样

品包括血样、尿样和毛发等均具有复杂的基底干扰。

因此一般的分析方法都需要包含色谱分离过程。目

前 $%& 规定的合成类固醇类物质的标准分析方法
是采用气相色谱’质谱（(&’)*）方法分析尿样，而
液相色谱（+&）’)* 方法由于具有更高的灵敏度和
特异性也得到了广泛的重视和长足的发展［(］。此

外，利用免疫法及电化学方法对类固醇物质进行定

性和定量分析也取得了一定的进展。另一方面，样

品预处理过程复杂、耗时长是目前限制各种分析方

法发展的主要因素，对样品预处理方法的改进和发

展也有很多研究报道。本文总结了 !%%! 年以来蛋
白同化雄性类固醇兴奋剂样品预处理和分析方法的

研究进展。

!" 类固醇兴奋剂的 !"#$% 分析

$ $ 外源性雄性类固醇种类相对较多，且在体内代
谢过程复杂，因而对检测方法的灵敏度和特异性要

求较高。目前 $%& 规定的合成类固醇检测标准主
要是采用 (&’)* 分析尿样，选择特定的特征离子
进行监测［&］。尿样一般先经酶解除去蛋白质等生

物大分子，之后经固相萃取或液’液萃取对目标物质
进行初步的分离富集，将得到的被分析物进行三甲

基硅烷化衍生后即可进入毛细管气相色谱分析，常

通过四极杆质谱监测特征离子［)］。这类方法对绝

大多数外源性雄性类固醇能够获得比较可靠的分析

结果。然而随着各种新型类固醇激素的出现和兴奋

剂禁用清单的扩大，以及对分析速度和效率的要求

不断提高，近年来 (&’)* 方法也在不断地被改进
和优化［*%，**］。

$ $ ),-./0 等［*!］利用 (&’)* 1 )* 方法对 #% 余种
类固醇物质进行了分析，引入的外部电离的离子阱

质谱在原有一级质谱的基础上大大降低了背景干

扰，提高了分辨率。选择适当的碎片离子能在提高

灵敏度的基础上缩短分析时间，实现在 (+ ’ 234 内
将 #% 余种被测物全部检出，检出限均低于 %+ #
45 1 2+。使用该方法对 *%% 余个实际尿样进行测定，
得到了比较满意的结果。他们［*,］还将高效液相色

谱（67+&）与 (&’)* 相结合，样品经过 67+& 预分
离之后再进行衍生化，最后进行 (&’)* 分析，质谱
检测采用全扫描模式。结果表明改进的方法可以大

大降低干扰物质的影响，在 ! 45 1 2+ 的极低浓度下
能够得到所有被分析物的全扫描图谱。68949-:934
等［*’］对司坦唑醇等几种类固醇兴奋剂及其代谢物

的 (& 测定条件进行了优化。司坦唑醇本身结构稳
定，硅烷衍生化较为困难［*#］，因而测定时初始炉温

一般较高，为 *&% ;左右，然而在此温度下与其共存
的氧雄龙等物质会发生分解［*"］。作者以司坦唑醇

被全部衍生化和氧雄龙、克伦特罗等物质的测定灵

敏度不受影响为检测原则，考察了初始炉温对测定

结果的影响，结果表明初始炉温设定为 *’% ;最为
理想。

$ $ 新型类固醇激素的出现对分析方法的改进和发
展提出了进一步要求。一方面需要对其在体内的代

谢过程进行深入的了解，以寻找适当的分析标记

物［*(，*&］；另一方面要根据其结构和性质选择适当的

分析手段。&,<=34 等［*)］对新近出现的四氢孕三烯

酮（>6(）的合成和检测方法进行了研究，分别用
+&’)* 和 (&’)* 方法对未衍生化及经硅烷衍生化
的目标物进行了测定，并通过动物实验证明该物质

主要是通过尿样排泄，因此尿样分析可作为可靠的

监测手段。*9?9-, 等［!%］考察了脱氧甲基睾酮的发

现、制备过程及其尿样分析方法。脱氧甲基睾酮是

!%%( 年被列入兴奋剂禁用清单的类固醇激素物质，
实验表明通过甲基硅烷化衍生后进行 (&’)* 分析
可以得到较好的测定结果。在类固醇激素分析过程

中，一般需要在样品中加入内标物质，以对方法的可

靠性进行验证。内标物一般为被分析物的氘代结构

类似物。为了满足不同目标物质的测定要求，目前

对氘代雄性类固醇物质的合成与表征也有较多研

究［!*］。(@-<49- 等在这一领域做了较多工作。他们

·&*’·
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分别合成了五氘代雄甾酮葡萄糖苷［##］、五氘代司坦

唑醇［#$］及氘代雄甾酮［#"］，并将其用作 !"#$% 分析
尿样时的内标物质，均得到了满意的测定结果。

! ! 毛发样品分析在司法鉴定中已经占据了相当的
地位，但是目前还未被世界反兴奋剂机构所采用。

由于绝大多数药物均可随着血液循环在角蛋白中累

积，且与尿样和血样相比，毛发样品更为稳定，可以

反映长期服药效果，因此目前对于毛发样品中类固

醇类兴奋剂物质的分析也有较多报道。分析方法一

般是采用强酸或强碱溶解毛发样品，之后经固相萃

取或液#液萃取，萃取产物经过三甲基硅烷化衍生后
通过 !"#$% & $% 分析［#%］。然而，研究表明不同人

种的毛发对药物的结合能力有较大的差异；同时，使

用化妆品、染发等因素亦会对分析结果产生影响，因

此毛发分析只能作为尿样分析的补充，而不能完全

代替尿样或血样分析［#&］。一般对于长期服用类固

醇激素的情况，如一些健美运动员，通过对毛发样品

的分析可以更准确地反映其对类固醇兴奋剂反复多

次的摄入情况，获得尿样和血样分析无法提供的信

息［#’］。

! ! 对外源性类固醇激素的分析目前已经较为成
熟，兴奋剂使用也转入了更隐蔽、更难以检测的内源

性兴奋剂的阶段。对外源性兴奋剂，在体内一经查

出即可判定为阳性。而内源性兴奋剂则需要“通过

可靠的分析方法表明检测到的禁用物质属于外源性

来源”［&］。目前一般利用同位素比质谱的方法对人

体自身生成与外源引入的物质加以区分。同一来源

的物质其($"与 (#"同位素比值（ ($" & (#"）是相同的，
类固醇激素商业产品通常单一来源于大豆等植物中

提取的植物甾醇，其 ($" & (#"值较低。而人体自身产
生的类固醇激素的 ($"含量则反映了食用的动物和
植物分子 ($"同位素的累积及在人体内的代谢，其
($" & (#"值较高。因而通过同位素比质谱法测定人
体内类固醇激素的($" & (#"，即可确定其来源［$，#)］。

!" 类固醇兴奋剂的 !"#$% 分析

! ! 与 !" 相比，’()" 一般在室温条件下工作，能
分离沸点高、热稳定性差、摩尔质量大的物质，比较

适合于分析生物和医药学上的大分子物质，如蛋白

质、核酸等。对于类固醇兴奋剂的分析检测，由于经

常采用尿液、血液等含有复杂基质的物质，因此用

’()" 法进行分离是定量检测的前提。由于 ’()"
分离能力强而定性和定量检测能力有限，一般串联

定性、定量和结构分析能力更强的 $% 检测器。)"#
$% 已成为类固醇兴奋剂分析的重要手段，它很好
地弥补了常用的 !"#$% 方法的不足，可用于检测

一些浓度低、代谢快的类固醇，如司坦唑醇［(%］，甚至

可作为评价其他分析方法优劣的标准［#*］。但兴奋

剂滥用日趋严重，因而对目前检测方法的改进和对

新的分析方法的发展仍然是研究的热点。

! ! 兴奋剂种类繁多，根据世界反兴奋剂条例 #++)
年禁用清单，大体上可分为蛋白同化制剂、肽类激素

和相关物质、!# #激动剂、荷尔蒙拮抗剂以及调节剂
等几类。不同兴奋剂之间都有或多或少的异同，因

此同时测定多种兴奋剂非常困难。目前，科学工作

者正在努力对某一类［#)］或几类［$+］具有共同基团的

兴奋剂进行测定研究。$*++*,-./ 等［$(］研究了同时

检测糖皮质激素、!# #激动剂（福莫特罗、莫达非尼、
美索卡）、抗雌激素（非那雄胺、依西美坦、阿那曲

唑、来曲唑、福美坦）、蛋白同化雄性类固醇（司坦唑

醇、孕三烯酮、四氢孕三烯酮）的方法。这些兴奋剂

可以经 !#葡萄糖苷酸酶分解后在碱性环境下用液#
液萃取预处理，然后用 )"#$% & $% 在阳离子模式的
电喷雾离子化和多重反应监测模式下进行分析，结

果显示糖皮质激素、抗雌激素和类固醇的检出限可

以达到 ( , $+ .0 & 1)，激动剂的检出限可以达到
(++ , #++ .0 & 1)，且所有的被分析化合物的保留时
间和相对丰度都有良好的重现性。该方法的突出优

点是分析时间短，)"#$% & $% 过程只需 ’ 1-.，费用
也比传统的 )"#$% & $% 方法低，较适用于常规兴奋
剂的检测。

! ! 对于某些常见兴奋剂分析方法的改进和发展也
是研究的重点。例如 2343 在 #++" 年的统计中指
出：已检测出的兴奋剂中 $&5 是与代谢相关的制
剂，其中 #"5 是诺龙。因此研究特定兴奋剂的快
速、高灵敏度的分析方法也是非常必要的。6*-
等［$#］用同位素稀释液相色谱#串联质谱检测人尿液
中的 (* #去甲雄酮（(* #73）。(* #73 是诺龙的主要
代谢物，分别以葡萄糖苷酸复合物、硫酸盐和单体等

形式存在于人尿液中，其中以第一种为主。他们将

(* #73 葡萄糖苷酸复合物用酶处理后加入氘代 (* #
73 作为内标，经液#液萃取后用反相 )"#$% & $% 测
定，分析结果显示该方法具有良好的抗干扰能力、精

确度和重现性，测得的 (* #73 葡萄糖苷酸复合物水
解为 (* #73 的产率也与理论计算值相近。对单一
兴奋剂的检测方法研究也为同时检测多种兴奋剂提

供了技术支持。8,-9:,-;< 等［$$］研究出一种用皮质

酮为内标分析人体肝细胞中 &!#羟基睾酮的反相高
效液相色谱（=(#’()"）方法。该方法首先用预处
理柱进行在线样品富集，依次用甲醇、四氢呋喃和水

反向冲洗进行梯度分离，然后经常压化学电离（3(#
">）进入串联质谱，采用选择反应监测模式得到检
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测结果。该方法通过更改在线分离富集条件即可用

于定量分析一系列生物活性物质，包括血浆、尿液和

组织中的外源性类固醇兴奋剂。

# # 液相色谱!质谱联用能够迅速发展的关键是软
离子化技术的实现。常用的有电喷雾离子化

（"#$）［$%，$&，$’ ( ’&］、%&’$［$$，$)，’!］、常压光致电离（%&!
&$）、基质辅助激光解吸离子化（(%)*$）等。)+,!
-.-+- 等［’$］分别对 "#$、%&’$ 和 %&&$ 这 $ 种离子
化技术用于 )’!(# / (# 分析尿样中代谢类固醇的
实验条件进行了优化，并从特异性和检出限两方面

进行了比较。结果显示这 $ 种离子化技术均满足常
规分析要求，其中 )’ / "#$!(# / (# 在最优条件下检
出限可达 %* ’ + ’ -0 / 1)，低于用 %&’$ 和 %&&$ 得
到的 , -0 / 1)，适用性最佳。
# # 应用 )’!(# 分析的样品多数是尿样，其易于获
取且含有大部分人体代谢产物、液体形态易于保存

和预处理。然而尿液本身成分复杂，分析结果受内

源性物质和结构类似物质干扰较大，因此目前也有

对血液［’’］、粪便［$)］、毛发等其他样品的分析研究。

2,+3+- 等［$-］研究了分析牛毛中未遭破坏的 &,!!睾
酮和 &,!!勃地酮十一碳烯酸酯的方法。该方法只
需 !%% 10 粉碎的牛毛样品，用三（! !羰基乙基）磷
酸盐（4’"&）在温和条件下消化，取样注射进入 )’!
(# / (# 分析系统，用同位素稀释法得到该方法的检
出限为 ! + . -0 / 0，精确度为 ),5 + &%.5。在此基
础上他们对 )’!(# / (# 方法进行了改进，利用串联
四极杆质谱的多重反应监测功能同时分析多种类固

醇化合物，每种被分析物至少经历了两次 (# / (#
转换，而无需二次注射，这种分离检测模式具有高灵

敏度、高选择性和稳定性强等特点。

# # 由于利益驱使，人工合成的新型兴奋剂不断出
现，用以逃避常规的兴奋剂筛查，这给体育比赛公平

竞争带来了很大的挑战。因此，预测未知兴奋剂的

存在并发展相应的分析方法，已成为目前兴奋剂分

析检测研究的重要任务。传统的方法是找到其制备

过程，测定生物活性，同时用核磁（2(6）和质谱确
定结构，再发展出分析方法。这个过程耗时较长，并

不实用。鉴于此，2,+3+- 等［’&］发展了通过同时研究

激素生物活性和鉴定质谱结构来分析尿液中微量类

固醇的方法：样品通过酶解和固相萃取，经梯度液相

色谱分别进入两个同样的 )" !阱碎片收集器；一部
分样品直接进行生物活性测定，另一部分根据测定

的结果来确定下一步的工作。在测定结果中若有生

物活性，则将其注入高分辨的反相 )’，用精确的电
喷雾四极杆飞行时间质谱进行分析，确定化合物结

构。这种方法有效地补充了目前已有的含已知目标

代谢物尿样的分析方法，能够提高未知的人工合成

类固醇兴奋剂的检出率。

# # 用 )’!(# / (# 方法分析尿样可以简化繁琐的
衍生化步骤，一定程度上避免了直接测定成对的代

谢类固醇，但具有类似结构的内源性化合物会干扰

测定，降低结果的可靠性。&.7. 等［’%］研究了用

(# / (# 转换来消除这些干扰。他们通过选择特殊
的前驱离子以彻底消除干扰，如采用［( / 8 /
(+98］/为前驱离子可以有效地提高检测 & !睾酮、
.!!雄!& !烯!&,!!醇!$ !酮以及氧雄龙的选择性。他们
还发展了一种利用前驱离子谱鉴别内源性干扰中是

否含有类固醇或皮质类固醇结构的方法，有可能用

于预测样品中是否存在未知人工合成类固醇。

# # )’!(# 技术，尤其是近年来广泛应用的 )’!
(# / (# 技术，综合了 )’ 强大的分离能力和质谱强
大的定性定量分析能力，以其高灵敏度、高特异性、

高通量以及预处理简单等优越性在兴奋剂分析检测

中占有重要地位。)’!(# 的广泛应用使得许多无
法或很难用 :’!(# 分析的兴奋剂得到了很好的检
测。目前 )’!(# 的发展集中体现在缩短分析时间、
提高液相色谱分辨率、提高信噪比、达到更低的检出

限和更高的检测通量［’.］。新发展的 )’!(# 方法要
成为 ;%*% 认定的兴奋剂检测方法，关键在于制定
合适的测定标准，而目前只有小分子质量的兴奋剂

具有比较成熟的测定标准，因此建立统一的 )’!(#
方法测定标准具有重要的意义。

!" 类固醇兴奋剂的其他分析方法

# # :’!(# 和 )’!(# 是目前类固醇兴奋剂分析的
主流方法，但这些方法由于涉及色谱分离过程而相

对耗时较长，且对样品的预处理有较高的要求。目

前也有许多采用其他方法（如免疫法、电化学方法

以及质谱法等）分析类固醇物质的文献报道。这些

方法的发展为实现类固醇兴奋剂快速、高灵敏度和

高特异性的测定提供了可能。

# # 考虑到实际需要，检测类固醇类兴奋剂的方法
要具备快速、简单、检测费用低，以及能够满足生物

样品用量较少等测定要求。免疫法由于利用抗原与

抗体的特异性免疫反应，能够达到较高的灵敏度和

特异性。目前该法应用于类固醇类兴奋剂分析已有

一些报道。

# # 免 疫 法 中 最 常 见 的 是 酶 联 免 疫 吸 附 法
（")$#%），相对于 :’!(# 和 )’!(#，")$#% 方法的
研究还处于起步阶段，目前集中于对睾酮及其代谢

产物的分析［’"］。睾酮是最常见的一种内源性兴奋

剂，其代谢产物主要有脱氢睾酮和甲基脱氢睾酮等，
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对这些化合物分析方法的研究有助于确立通用的研

究思路，建立普适的分析方法。!"#$%" 等［"#］将脱

氢勃地酮半抗原和甲基脱氢勃地酮半抗原与匙孔虫

戚血蓝蛋白（!&’）偶联，通过腹部注射免疫小鼠和
兔子，产生相应的单克隆和多克隆抗体。利用

(&)*+ 方法测定 $#!,脱氢勃地酮和甲基脱氢勃地
酮，检出限分别达到 %& $’ $- . & 和 %& (" $- . &，能够
满足加标尿样的测定要求。*#/0#12" 等［")］制备了

3’4 的多克隆抗体，与牛血清白蛋白（5*+）偶联后
建立了对 3’4 的竞争性 (&)*+ 方法，在缓冲溶液
中检出限可以达到（%& %"( * %& %$(）!- . &，对经过
简单预处理的实际尿样检出限可达到（ %& +( *
%& $"）!- . &。该方法的样品预处理简单，无需萃取
和水解，盲样分析结果表明具有较好的精确度。

’67-%"82"1 等［",］发展了一种通用的 (&)*+ 方法用
于分析尿样中 $#",烷基合成类固醇的代谢物，并对
摄入司坦唑醇的马进行尿样分析，测定结果与用标

准 &9,:* 方法一致，可以用于对已知兴奋剂进行初
步筛查。

! ! 除了 (&)*+ 方法，各种免疫传感器也陆续得到
应用。&6 等［(%］研制出一种检测尿样中的勃地酮和

甲基勃地酮的电化学免疫传感器。免疫传感器以计

时安培分析法为基础，将勃地酮,5*+ 固定于电极表
面，根据游离的被分析物和固定于电极表面的分子

与相应抗体的竞争性结合进行检测。尿样经简单的

稀释后无需萃取和水解即可直接测定。由于勃地酮

与其抗体之间具有高的交叉反应性，因此该方法能

有效地同时测定勃地酮及其主要代谢物。用免疫方

法检测其他兴奋剂或兴奋剂代谢物的研究也有一些

报道，如 !"%6;%" 等［($］报道了一种基于定量生物传

感器原理检测类固醇残余物（以司坦唑醇为例）的

局部 表 面 等 离 子（ /2<#/=>%1 >6"8#<% ?/#>$27>，
&*@>）方法。该方法免于标记，具有较高的特异性，
且与原理类似的表面等离子体共振（*@A）方法相比
较，具有仪器结构简单、花费低等优势。

! ! 电化学方法因其不需要复杂的样品预处理和衍
生过程而在环境、医药监测等方面发挥重要的作用，

但由于其检测通量不高，因而目前在兴奋剂检测领

域还没有得到广泛的应用，只是针对一些特定的具

有电活性的物质发展出相应的电化学分析方法［(+］。

42B#/ 等［(’，("］利用循环伏安法、示差脉冲伏安法和

方波伏安法构建了对诺龙的电化学分析方法。他们

使用金纳米颗粒修饰的铟锡氧化物电极［("］，在示差

脉冲伏安法下得到的线性范围为 (% 7$2/ . & - $& (
!$2/ . &，检出限为 $& ’. / $% 0 # $2/ . &；使用富勒烯
修饰电极研究了诺龙的电化学行为［(’］，结果表明修

饰电极与裸玻碳电极相比，对诺龙表现出更好的催

化活性，利用方波伏安法得到的线性范围为 %& $
7$2/ . & - (% !$2/ . &，检出限为 %& "+ 7$2/ . &。上
述两种方法均用于对人血清中和尿液中诺龙的测

定，与 49,:* 测定结果有很好的一致性。
! ! 质谱方法是目前类固醇兴奋剂检测中通用的结
构鉴定及定量测定手段。通常 49 或 &9 与 :* 联
用，由于涉及色谱分离过程而需要耗费大量的分析

时间，因此单纯利用 :* 本身的分离能力进行测定
具有诱人的发展前景。!2>#7#$ 等［((］验证了真空

基质辅助激光解吸离子化（ 0#<66$ $#C"=D,#>>=>C%1
/#>%" 1%>2"?C=27 =27=;#C=27，0:+&E)）结合线性离
子阱质谱可以作为一种快速、高通量筛查兴奋剂的

手段。他们考察了 ’ 种基质溶液，最终选择了在较
低的质量范围（! " # $%% - #%%）内没有干扰峰的四
（五氟苯基）卟啉（F+%3@@）作为基质溶液，对加标
尿样中 ( 种雄性类固醇激素进行定性和定量测定，
检出限和线性范围分别为 %& %’ 7- . $& 和 %& $ - $%%
7- . $&。这种方法不采用色谱分离即可得到比较好
的检出限和线性范围，因而可作为一种快速有效的

粗筛方法。

!" 类固醇兴奋剂的样品预处理方法

! ! 具有复杂基底的人血清样品、尿样及毛发样品
在进行 49,:* 或 &9,:* 分析之前均需要进行预处
理，以除去蛋白质、无机盐等干扰物质，同时对被分

析物进行富集浓缩。目前一般的预处理方式是首先

酶解除去蛋白质等生物大分子，之后通过固相萃取

（*@(）或液,液萃取对目标物进行富集，特别是对于
49,:* 分析方法还需要在进入气相色谱前对目标
物进行衍生化。这一样品预处理过程对于绝大多数

类固醇兴奋剂均能获得较好的分析结果，但耗时较

长，过程复杂，已成为限制快速高通量的兴奋剂分析

方法发展的因素之一。因此对于样品预处理过程的

改进有较多的文献报道。

! ! 基于低成本的多孔性聚丙烯纤维而进行的液相
微萃取（&@:(）是一种较新的样品预处理方法，目
前多应用于药物分析与环境监测方面，能够与多种

分析测试技术如毛细管电泳（9(）、49、&9、49,:*
以及 &9,:* 联用［(.］。与传统的萃取方法相比较，

液相微萃取方法具有富集倍数高、杂质干扰小、操作

简单、成本低、使用有机溶剂的量少及方法适用范围

广等特点，适用于复杂基底样品中类固醇兴奋剂的

分离富集。!66"#77% 和 A#>$6>>%7 等［(#］发展了

一种快速、直接的 &@:( 方法，用于分离富集尿样
中葡萄糖苷化的类固醇，并与 &9,:* . :* 方法结合
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进行类固醇兴奋剂的定量测定。!"#$%$"$ 等［#$］利

用两相 !&’( 萃取尿液中游离态的合成代谢类固
醇，考察了不同的有机溶剂、萃取时间、盐析程度及

温度对萃取过程的影响，发展出在纤维上同时对类

固醇进行萃取和衍生化的预处理方法。样品经处理

可直接进行 )*+’, 分析，与常规液+液萃取方法所
得结果一致。

% % 我们课题组在内源性类固醇兴奋剂睾酮的样品
预处理方面做了一些工作。采用分子印迹技术制备

了一系列对睾酮具有特异性识别作用的硅胶或聚合

物材料。以离子液为溶剂和致孔剂，采用纳米浇铸

和牺牲空间印迹技术制备了新型的具有介孔结构的

睾酮印迹硅胶［#&］。通过在硅胶微球表面共价接枝

偶氮类引发剂［"’］，再利用紫外光引发聚合得到睾酮

印迹的接枝型分子印迹聚合物薄膜。对上述材料性

能的研究表明，合成的分子印迹材料对睾酮表现出

较高的特异性识别能力，且具有结合位点易接近、传

质速度快等优点，有望用作固相萃取填料、液相色谱

固定相或传感器的敏感材料。

% % 我们还利用双水相体系发展了对尿样中的睾酮
和表睾酮分离富集的新方法。双水相萃取体系与传

统的固相萃取或液+液萃取体系相比，具有操作简
便、条件温和、高效、环保等优点，可作为一种简便、

高效、环保的样品预处理手段。我们分别将离子液

［*(-#-］*.+盐+水［")］（其中［*(-#-］代表 ) +（正）
丁基+* +甲基咪唑正一价离子）和异丙醇+盐+水这两
种双水相［"!］体系用于内源性类固醇类兴奋剂的富

集分离，研究了双水相体系的分相机理，探讨了睾

酮、表睾酮和甲睾酮在双水相体系中的分配行为及

其影响因素。研究表明，双水相体系可作为实际尿

样中睾酮、表睾酮预富集分离的手段，克服了现有方

法步骤较多和使用有害有机溶剂等缺点，具有简便、

快速、萃取率高和环保等优点，与 /&+0&!* 方法结
合，能用于实际尿液中睾酮和表睾酮的同时测定。

!" 总结与展望

% % 综上所述，雄性类固醇激素作为滥用最为广泛
的一类兴奋剂，目前对其进行分析和测定的方法多

种多样，但从满足快速、高通量的实用性角度来看，

)*+’, 和 !*+’, 仍然是最普遍和通用的方法。两
种方法均能够得到较高的测量精度，易于实现标准

化，但均需要复杂耗时的样品预处理过程，测定灵敏

度也受限于配套的检测器，因此对仪器设备要求较

高。其中 )*+’, 能够在一次测定中得到几十种类
固醇物质的信息，并且 )* 的分辨率优于 !*，因此
)*+’, 方法应用得更多。而 !*+’, 方法不需要对

样品进行衍生化，且测定灵敏度高，适合于分析一些

浓度低、代谢快的物质。因此两种方法互为补充，在

兴奋剂检测领域均发挥着重要作用，也是目前人们

研究的热点。

% % 同时，为了简化分析步骤，提高测定灵敏度和特
异性，人们提出和发展了很多其他方法，包括免疫

法、电化学方法以及质谱法等，这些方法的共同特点

是样品不需要经过复杂的预处理过程，缩短了分析

时间。但方法的样品通量还不能满足大量测定的需

要，因此未能获得广泛应用。在实际测定中可将其

与 )*+’, 或 !*+’, 方法相结合，实现从粗筛到定
量的快速、准确测定。

% % 随着兴奋剂检测方法的不断改进和发展，某些
运动员使用兴奋剂的手段也更加隐蔽和复杂，从而

给准确、快速的筛查带来一定困难。为了满足兴奋

剂检测的要求，发展在线样品预处理、高通量、高灵

敏度的分析方法是未来几年的必然趋势。而对现有

复杂、繁琐、耗时长的样品预处理方法的改进以及新

型的快速、高效、环保的样品预处理体系的发展也具

有重要的实际意义。
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