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!摘要"
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目的
!

建立高效液相色谱
E

串联质谱$

WNE65

"

65

%法#用于测定原发性肝癌患者血清中
%

种甾类激素的含量)

方法
!

血清样品采用乙酸乙酯液
E

液萃取#经丹磺酰氯衍生化后测定)色谱柱为
'

R

-3+27Q/1/;S+33#!"XNEN

#B

柱$

!<#,,l

#D",,

#

!<%
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%#流动相为乙腈
E"<#c

$

7k7

%甲酸水溶液#梯度洗脱#流速为
"<&,W

"

,-2

#柱温为
&Dd

#质谱检测采用动态多

反应离子监测模式$

6[6

%)

结果
!

%

种甾类激素$雌二醇(雌三醇(雌酮(氢化可的松(睾酮(雄烯二酮和黄体酮%在
B,-2

内达

到基线分离)在相应浓度范围内线性关系良好#相关系数均
&

"<FF

#日内及日间精密度
[5?

均
$

#Dc

#提取回收率为
B"c

"

##Fc

#基质效应为
BDc

"

##!c

#样品在放置
$S

后处理(处理后室温放置
!HS

(

&

个冻融循环以及
hB"d

保存
&"*

等测定过程中

均稳定性良好)

结论 该方法操作简便(结果准确(灵敏度高(重现性好#适用于原发性肝癌患者体内甾类激素水平检测)
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甾类激素又称类固醇类激素#指含有甾类母核

的激素#主要包括肾上腺皮质激素和性激素#在维持

各项生命活动(调节机体物质代谢等方面发挥重要

作用+

#

,

)肝脏是人体最主要的代谢器官#任何肝脏

疾病都会影响其代谢过程和代谢产物#并可在细胞

组织和体液中体现出来)激素与肝癌的发生(发展

与复发有密切的关系+

!E&

,

#阐明激素水平在肝癌患者

病程中的变化情况对于肝癌的诊断(治疗及预防复

发具有现实的指导意义)内源性激素在人体内的含

量很低#目前临床常用测定甾类激素的方法主要为

放射免疫测定$

[A'

%和酶联免疫吸附$

XWA5'

%法#

其专属性及灵敏度都有待提高+

HE$

,

)质谱联用技术

-

"#B
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液相色谱
E

串联质谱法测定原发性肝癌患者血清中
%

种甾类激素

具有专属性强(灵敏度高(准确度好的特点#已经越

来越多地用于人体内微量成分的检测+

%E#"

,

)

本研究建立了一种灵敏(快速(简便的液相色

谱
E

串联质谱$

WNE65
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%法测定人体血清中内源

性激素的含量#比较健康志愿者和原发性肝癌患者

体内激素水平的差异)
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材料和方法
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&

%(睾酮$

V
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%(氢化

可的松$
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%和黄体酮$

Q

%均购自中国药品生物制品

检定所$纯度
&

FFc

%*衍生化试剂丹磺酰氯购自上

海沪鼎生物有限公司$色谱试剂#需避光保存

在
h!"d

环境下%*内标倍他米松(对羟基联苯$
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&
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T/2+

8

]+33

公司#美

国%#甲酸为色谱纯$
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%甲酸水溶液*梯度洗

脱#程序如下!

"

"

D,-2'k_mH"k$"
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D
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质谱条件
!

离子源!电喷雾离子源$

X5A

%*在正

离子方式下采用动态多反应离子监测模式$

*

8

2),-(

6[6

%进行二级扫描*用于定量分析的离子经

6);;T027+1@

O

7-,-Z+1

软件自动优化后得出#

%

种

甾类激素及内标优化后的质谱参数及保留时间见表

#

#典型
6[6

色谱图如图
#

)其中对羟基联苯作为

雌激素$雌二醇(雌三醇(雌酮%定量的内标#倍他米

松作为其余激素$氢化可的松(睾酮(雄烯二酮(黄体

酮%定量的内标)
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种甾类激素及内标的典型色谱图
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甾类激素标准溶液及内标溶液的配制
!

精密

称取雌三醇
!"<#",

R

(雌二醇
!#<H!,

R

(雌酮
#F<""

,

R

(氢化可的松
#B<%D,

R

(睾酮
!"<$",

R

(雄烯二

酮
#$<DB,

R

(黄体酮
!#<&D,

R

#分别置于
!D,W

容

量瓶中#加乙腈溶解并稀释至刻度#摇匀备用#即得

%

种对照品储备液#浓度分别为雌三醇
B"H

$

R

"

,W

(

雌二醇
BD%

$

R

"

,W

(雌酮
%$"

$

R

"

,W

(氢化可的松

%D"

$

R

"

,W

(睾酮
B!H

$

R

"

,W

(雄烯二酮
$$&

$

R

"

,W

(黄体酮
BDH

$

R

"

,W

)移取各单个对照品储备液

适量#混合置于
#",W

容量瓶中#加乙腈定容至刻

度#得混合对照品储备液)取此储备液适当体积移

至
#",W

容量瓶中#用乙腈依次逐级稀释成浓度梯

度#配成混合对照品系列标准溶液)另精密称取对

羟基联苯对照品
##<"F,

R

#置于
#",W

容量瓶中#

加乙腈溶解并稀释至刻度#摇匀#得到浓度为
#<#"F

,

R

"

,W

的内标储备液*取储备液适量逐级稀释#得

到浓度为
"<DD#H2

R

"

,W

的内标标准品溶液)精密

称取倍他米松对照品
#!<"H,

R

#置于
#",W

容量瓶

中#加乙腈溶解并稀释至刻度#摇匀#得到浓度为

#<!"H,

R

"

,W

的内标储备液*取储备液适量逐级稀

释#得到浓度为
"<$"!2

R

"

,W

的内标标准品溶液#

上述溶液保存于
Hd

冰箱待用)

#<$

!

患者及健康志愿者的一般资料
!

所有研究资

料均来自
!"#D

年
!hB

月我院多个科室收治的肝癌

患者#共收集原发性肝癌患者血清样本
HD

例#其中

男性
&H

例$

%D<Dc

%#女性
##

例$

!H<Dc

%#男女比例

为
&<#k#

*年龄
&!

"

B"

岁#平均$

D#<!jF<F

%岁)

健康志愿者血清样本来自本院门诊体检中心#共收

集
H&

例#其中男性
&!

例$

%H<Hc

%#女性
##

例

$

!D<$c

%#男女比例为
!<Fk#

*年龄
&"

"

B#

岁#平

均为$

D"<%j#"<H

%岁)所有肝癌患者均经过明确的

临床实验室诊断#同时也拥有影像学资料的证据)

本研究中不同性别患者比例与我国罹患肝癌的平均

男女比例相似$男性与女性的比例为
&k#

+

##

,

%)健

康志愿者经过身体检查证实具有正常的肝功能#没

有病毒性肝炎(酒精性或非酒精性脂肪肝以及其他

疾病)所有受试者在受试前
#

个月内均未使用任何

激素类及可干扰内分泌的药物)该试验得到第二军

医大学东方肝胆外科医院医学伦理委员会的批准#

所有受检者入组前均签署知情同意书)

#<%

!

血清样品的收集及前处理方法
!

所有受检者

于清晨安静状态下抽取空腹血
!,W

#不加抗凝剂#

离心
#",-2

后分装#保存于
hB"d

冰箱中)样品解

冻至室温后#精密量取
!""

$

W

于
#<D,W

离心管

中#加入
!"

$

W

对羟基联苯$

DD#<H

OR

"

,W

%内标和

#,W

乙酸乙酯溶液#涡旋
&,-2

提取#

Hd

条件下

#&B""l

0

离心
#",-2

)取上清液
B""

$

W

转移至

新的离心管内#用真空离心浓缩仪挥干#在残渣中加

入
#""

$

W>)TN@

&

水溶液$

O

T#"<D

%#涡旋
#,-2

)

再加入
#""

$

W

丹磺酰氯丙酮溶液$衍生化试剂%#涡

旋
&,-2

混匀#置于
$"d

水浴中避光反应
D,-2

后

取出#

#&B""l

0

离心
#",-2

#吸取
#""

$

W

上清液置

于进样瓶中#进样量为
#"

$

W

)

:

!

结
!

果

!<#

!

标准曲线和线性范围
!

取空白血清
!""

$

W

#

不加激素标准溶液#按
#<%

项下方法操作#按
#<&

和

#<H

项下条件进样分析#记录空白血清样本中
%

种

甾类激素的峰面积作为本底值)另取空白血清
!""

$

W

#精密加入
%

种激素系列混标溶液
!"

$

W

和内标

溶液
!"

$

W

#涡旋混匀#分别配成
B

个浓度的标准含

甾类激素血清#每浓度点配制
D

份样品#按
#<%

项下

方法处理血清样品#按
#<&

和
#<H

项下
WNE65

"

65

条件进样分析#记录色谱图)以添加浓度 $

=

%为横

坐标#各激素扣除空白后的峰面积与内标的峰面积

比值 $

>

%为纵坐标#采用最小二乘法进行线性回归)

回归方程(线性范围及相关系数见表
!

#结果表明
%

种激素在相应的线性范围内均呈良好的线性关系)

表
:

!

?

种甾类激素的标准曲线

P$-:

!

Q.$)*$&*/'&%+(39(+%+)(.+&3"*G3&83)+(

N/,

O

/02*

[+

R

1+;;-/2

+

Y

0)7-/2

W-2+)11)2

R

+

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

N/11+3)7-/2(/+44-(-+27

$

<

%

W@̂

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

W@?

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

TN >m"<""D"=n"<""&H F<&%DEF&%<D "<FFFH F<&%D" H<$BB"

V >m"<"D&B=n"<"!$D #<"&"E#"&<" "<FFFD #<"&"" "<D#D"

'? >m"<"H%$=n"<"#DD "<B!BBEB!<BB "<FFB% "<B!BB "<H#HH

Q >m"<"HD$=n"<"#BD "<BDH"EBD<H" "<FFB& "<BDH" "<H!%"

X

&

>m#<!$F"=h"<""F! "<"#"DE#<"D "<FF$D "<"#"D "<""D!

X

!

>m&<HF!%=h"<""&% "<"#"%E#<"% "<FF%$ "<"#"% "<""DH

X

#

>mD<DD!%=h"<"#FB "<""FDE"<FD "<FFF" "<""FD "<""HB

!!

TN

!

T

8

*1/(/17-;/2+

*

V

!

V+;7/;7+1/2+

*

'?

!

'2*1/;7+2+*-/2+

*

Q

!

Q1/

R

+;7+1/2+

*

X

&

!

X;71-/3

*

X

!

!

X;71)*-/3

*

X

#

!

X;71/2+

*

W@̂

!

W-,-7/4

Y

0)27-7)7-/2

*

W@?

!

W-,-7/4*+7+(7-/2

-

!#B

-
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第
%

期
<

钱
!

跹#等
<

液相色谱
E

串联质谱法测定原发性肝癌患者血清中
%

种甾类激素

!<!

!

定量限和检测限
!

以信噪比$

5

"

>

%

&

D

作为定

量下限#

5

"

>

&

&

作为检测限#测得
%

种甾类激素在

血清中的检测限及定量限结果见表
!

)

!<&

!

精密度试验
!

分别制备低(中(高
&

个浓度$以

睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%的标准含药

血清#每个浓度平行操作
D

份#按
#<%

项下方法处理#

进样分析#将被测物和内标的峰面积比值代入当日

的随行标准曲线方程计算实测浓度#计算日内精密

度相对标准偏差$

[5?

%)每天配制低(中(高
&

个浓

度$以睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%的含药

血清样品各
D

份#按
#<%

项下方法处理#连续测定
&

*

#并将对照品和内标的峰面积比值分别代入当日的

随行标准曲线方程#根据实测浓度计算日间精密度

[5?

)结果表明
%

种甾类激素日内(日间精密度

[5?

均在
#Dc

以内)

!<H

!

准确度试验
!

以相对回收率表示#分别制备含

%

种甾类激素的低(中(高浓度$以睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%标准含药血清#按
#<%

项下方

法操作#每个浓度重复
D

份#进样分析#记录色谱峰

面积#将被测物和内标峰面积的比值代入当日随行

标准曲线方程#得到的实测浓度与理论加入浓度的

比值即为相对回收率)结果表明
%

种甾类激素的准

确度在
B%c

"

##&c

#

[5?

$

#Dc

)

!<D

!

基质效应和提取回收率
!

取空白血清
!""

$

W

#按
#<%

项下方法操作#平行操作
D

份#进样分析

得
%

种甾类激素的峰面积作为
5+7"

*取空白血清

!""

$

W

#加入一定浓度的
%

种甾类激素混合对照品

溶液#按
#<%

项下方法分别制备低(中(高
&

个浓度

$以睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%的标准含

药血清#每个浓度平行操作
D

份#进样分析得到峰面

积作为
5+7&

*取空白血清
!""

$

W

#按
#<%

项下方法

操作#液液萃取得上清液后加入相应
%

种被测化合

物的标准溶液#真空旋转离心挥干#使其浓度与
5+7&

扣除本底后的待测理论浓度一致#每个浓度平行操

作
D

份#进样分析得峰面积#作为
5+7!

*将以上
%

种

待测化合物的混合标准溶液用乙腈稀释#使其与

5+7&

扣除本底后的待测理论浓度一致#进样分析得

峰面积#重复进样
D

次#作为
5+7#

)基质效应为

$

5+7!h5+7"

%"

5+7#l#""c

#提取回收率为$

5+7&h

5+7"

%"$

5+7!h5+7"

%

l#""c

)低(中(高
&

种浓度$以

睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%

%

种甾类激素的

提取回收率均在
B"c

"

##Fc

间#基质效应均在

BDc

"

##!c

间#具体结果见表
&

#符合含量测定要求)

表
;

!

?

种甾类激素的提取回收率和基质效应

P$-;

!

EK.&$/."3)&+/3%+&"+($)*8$.&"K+99+/.(39

(+%+)(.+&3"*G3&83)+(")G'8$)(+&'8

,mD

#

%

5j(

N/,

O

/02*

N/2(+271)7-/2

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

[+(/:+1

8

$

c

%

6)71-G+44+(7

$

c

%

TN #B<%D B"<"BjD<%# B%<%$j&<&H

#B%<D" F$<$Hj&<B% B$<&#j#<FD

%D"<"" FD<$Hj!<D& FH<$"j&<!B

V !<"$ F!<$#j&<$H F"<&"jH<%&

!"<$" FB<#FjD<#$ #"F<$Dj#<H!

B!<H" #"B<FHj#<FD ##"<"Bj&<F%

'? #<$$ F"<%"jH<F! #"%<&"j$<BF

#$<DB #"#<&"j&<!D #"H<H"jH<D%

$$&<"" F$<#Fj&<$% ###<D!jD<HH

Q #<%# ##%<DDj!<DD B$<!!j!<&B

#%<"B BB<$Fj&<%" F$<%$j!<"$

$B<&! F"<#$jH<H% BB<&$j!<$B

X

&

"<"! F#<$!j#<%B F"<H!j&<B%

"<!" F"<$&j&<HD F&<"!jD<"%

"<B" BB<H$j#<!! #"!<"!jH<HD

X

!

"<"! ##B<&%jD<#D BB<!BjD<#"

"<!# #"$<B!jH<HD BD<B$j&<HH

"<B$ ##H<&Bj#<$F FH<%%jB<DD

X

#

"<"& F#<%$j%<#$ F&<"&j$<D%

"<#F #"B<$BjH<#D FD<F!jH<HD

"<%$ #"$<!Bj&<D# #"F<B!j&<#"

!!

TN

!

T

8

*1/(/17-;/2+

*

V

!

V+;7/;7+1/2+

*

'?

!

'2*1/;7+2+*-/2+

*

Q

!

Q1/

R

+;7+1/2+

*

X

&

!

X;71-/3

*

X

!

!

X;71)*-/3

*

X

#

!

X;71/2+

!<$

!

稳定性考察
!

制备含
%

种甾类激素的低(中(

高浓度$以睾酮为例!

!<"$

(

!"<$"

(

B!<H"2

R

"

,W

%标

准含药血清#分别考察室温放置
$S

后处理(处理后

室温放置
!HS

(

&

个冻融循环以及
hB"d

保存
&"*

时的稳定性#测定结果的
[5?

均
$

#Dc

#表明样本

在以上保存条件下均稳定)

!<%

!

样品测定结果
!

用
#<&

和
#<H

项下
WNE65

"

65

法对人体内的
%

种甾类激素进行含量测定$黄

体酮在大多数样品中含量低于最低定量限#因此在

结果中不予讨论%)数据采用
5Q55#B<"

软件进行

统计分析#与健康组相比#肝癌组患者雌激素水平升

高#而雄激素水平降低#糖皮质激素变化不明显)其

中#雌二醇和雌酮含量升高$

3

$

"<"D

%#睾酮水平降

低$

3

$

"<"D

%#其余激素含量组间差异无统计学意

义#结果见表
H

)

-

&#B

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
&%

卷

表
<

!

甾类激素在肝癌患者和健康志愿者体内含量差异

P$-<

!

PG+*"99+&+)/+39>(.+&3"*G3&83)+(-+.2++).23

6

&3'

L

(

%

5j(

N/,

O

/02* QWN,mHD T=,mH&

X

&

!

_

"$

OR

-

,W

h#

%

#F<&"jF<&! #D<"&j%<&!

X

!

!

_

"$

OR

-

,W

h#

%

$!<!!j!!<#H

"

!B<FDj#&<HH

X

#

!

_

"$

OR

-

,W

h#

%

H#<#&j#F<HF

"

!D<B"j%<HB

V

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

!<HDj#<&"

"

D<#&j#<D"

TN

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

!&"<BFj%!<$F !!"<"$jH$<$%

'?

!

_

"$

2

R

-

,W

h#

%

#<$Fj"<BH #<HBj"<D"

!!

X

&

!

X;71-/3

*

X

!

!

X;71)*-/3

*

X

#

!

X;71/2+

*

TN

!

T

8

*1/(/17-;/2+

*

V

!

V+;7/;7+1/2+

*

'?

!

'2*1/;7+2+*-/2+

*

QWN

!

Q1-,)1

8

3-:+1

()2(+1

*

T=

!

T+)37S

8

:/3027++1;<

"

3

$

"<"D:;T=

R

1/0

O

;

!

讨
!

论

相对于雄激素和糖皮质激素#人血清中的雌激

素浓度极低#据相关文献报道平均浓度均为
OR

级#

且多采用生物法进行测定#如诊断实验室常用的

[A'

#检测限可达
#"

OR

"

,W

+

#!

,

)预实验结果表明#

雌激素结构稳定#在传统的
X5A

和
'QNA

源下较难

离子化#所得检测限均达不到体内样品测定需求)

有文献报道采用衍生化的方法提高雌激素的响应#

选择合适的衍生化试剂可以大大增加灵敏度+

#&

,

)

丹磺酰氯具有较强的荧光吸收#常用于结构中含有

伯(仲氨基及酚羟基化合物的测定#反应条件温和#

且衍生物稳定)雌激素结构中的酚羟基可以与丹磺

酰氯中的酰氯基团发生反应#所生成的衍生物具有

较好的色谱保留行为(分离选择性和更高的质谱响

应)由于经衍生化后的样品呈碱性#因此色谱条件

中流动相
O

T

的调节也是影响分析物测定的关键因

素)本实验发现在水相中加入一定量低挥发性电解

质甲酸可以在很大程度上提高离子化效应#从而增

加质谱响应#提高检测灵敏度)对所建立的方法进

行验证#结果证明其线性(准确度(回收率(基质效应

和稳定性均符合生物样品测定标准)
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