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引言

多囊卵巢综合征（Polycystic ovarian syndrome，PCOS）是目

前世界上育龄妇女中最常见的代谢及内分泌紊乱疾病[1]。临床表现

多样，包括不同程度的月经异常、不排卵、不孕、复发性流产、多

毛、痤疮、肥胖等[2]。目前，PCOS尚缺乏统一的诊断标准，但主要

参照鹿特丹诊断标准[3]：（1）稀发排卵或无排卵；（2）临床或生

化表现高雄激素血症；（3）超声显示卵巢多囊性改变。符合上述

三条标准中的两条，并排除其他疾病导致的类似临床表现即可诊断

为PCOS。

高雄激素血症是多囊卵巢综合征最常见、最突出的诊断因素，

通过观察临床表现或生化指标或两者结合进行评估。其生化指标

主要通过检测血清中睾酮水平进行评估。此外，硫酸脱氢表雄酮

（DHEAS）、雄烯二酮（A4）、17-羟孕酮（17-OHP）、双氢睾酮

（DHT）也是人体内重要的雄激素，一些研究表明，这些激素的血

清水平在PCOS患者与正常人群中存在差别，可为PCOS的诊断提供

参考[4]。

RUO-MKT-02-12026-ZH-A p 1

本方法采用沉淀蛋白结合固相萃取的前处理方法，使用SCIEX

液相色谱串联质谱系统，以待测物的同位素标记物为内标，同时测

定人血清中的睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双

氢睾酮。

实验部分

样品前处理：取50 μL血清样品，加入10 μL内标溶液和150 μL

甲醇，震摇2 min，过蛋白沉淀板，加入150 μL水，震摇1 min。

200 μL甲醇和200μL水活化PEP板，加载样品，经过200 μL 20%乙腈

和200 μL正己烷淋洗后，用50 μL甲醇洗脱，在洗脱液中加入50 μL水

涡旋混匀，取10 μL即可上机检测。各待测物线性范围及所用内标

浓度见表1。
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待测物名称 线性范围（ng/mL） 内标浓度（ng/mL）

睾酮 0.05-6.00 2.00

硫酸脱氢表雄酮 10.00-1200.00 20.00

雄烯二酮 0.10-12.00 5.00

17-羟孕酮 0.05-6.00 2.00

双氢睾酮 0.50-60.00 100.00

表1. 各待测物线性范围及内标浓度。
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色谱条件：色谱柱采用Venusil MP C18（3.0mm×50mm, 3 μm, 

Agela），流动相A相为水（含0.02%甲酸），流动相B相为甲醇（含

0.1%甲酸）。柱温为40℃，进样10 μL。采用梯度洗脱，液相梯度

见表2。

结果与讨论

1. 线性关系

图1为睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾

酮五种激素及其同位素内标的典型色谱图。睾酮、硫酸脱氢表雄

酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮标准曲线及线性回归方程见

图2。五种激素在相应的浓度范围内线性良好，r均大于0.995。

表2. 梯度条件。

时间（min） 流速（mL/min） A相（%） B相（%）

0.00 0.60 45 55

0.50 0.60 45 55

3.50 0.60 10 90

4.50 0.60 10 90

4.60 0.60 45 55

6.00 0.60 45 55

质谱条件：采用电喷雾离子源（Electrospray Ionization,  ESI）和

多反应监测（Multiple Reaction Monitoring,  MRM）模式进行质谱扫

描。离子源参数：加热气（GS1）和辅助加热气（GS2）分别为60

和70 psi，脱溶剂气温度为550℃；气帘气（Curtain Gas, CUR）为30 

psi，碰撞气（Collision Gas,  CAD）设为Medium；喷雾针（Ionspray,  

IS）电压为 5500V（-4500V）。为了获取较好的稳定性和灵敏度，

各化合物监测离子对的去簇电压（Declustering Potential, DP）和碰

撞电压（Collision Energy, CE），目标物定量离子对、定性离子对以

及内标物监测离子对等参数均经过系统优化，离子对信息见表3。

表3. 各激素及内标物MRM离子通道参数。

化合物 Q1 Mass(Da) Q3 Mass(Da) DP(V) CE(V)

DHEAS
367.1 97.0a -30.0 -20.0

367.1 80.0b -30.0 -30.0

DHEAS-D5

A4

372.1 98.0 -170.0 -45.0

287.3 97.0 a 170.0 31.0

287.3 109.0 b 170.0 31.0

A4-C3 290.3 100.1 165.0 30.0

T
289.3 97.0 a 160.0 30.0

289.3 109.0 b 160.0 34.0

T-C3 292.3 97.1 160.0 31.0

17-OHP
331.3 97.1 a 170.0 31.0

331.3 109.1 b 170.0 35.0

17-OHP-C3 334.4 112.0 130.0 47.0

DHT
291.3 255.3 a 170.0 22.0

291.3 159.1 b 170.0 32.0

DHT-C3 294.3 258.3 190.0 22.0

2 © 2020 DH Tech. Dev. Pte. Ltd.For Internal Use Only. Company Confidential.

图1 睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮五种激素及其同位素
内标的典型色谱图

XIC of +MRM (15 pairs): Exp 1, 287.300/97.000 Da ID: Androstenedione 1 from Sample 14 (STD05) of 20190514-PCOS.wiff (Turbo Spr... Max. 1.6e6 cps.
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2. 重现性与准确性

为了考察各方法的重现性及准确性，分别进行睾酮、硫酸脱氢表

雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮各激素的精密度和准确度方

法验证。从表4可以看出，各激素低、中、高浓度的精密度（RSD）均

在3.23%-8.67%以内，准确度在96.29%-109.52%之内，见表4。

图1. 睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮五种激素

及其同位素内标的典型色谱图。

3 © 2020 DH Tech. Dev. Pte. Ltd.For Internal Use Only. Company Confidential.

图2 睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮五种激素标准曲线
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图2. 睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、17-羟孕酮和双氢睾酮五种激素

标准曲线。
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表4. 精密度和准确度。

化合物名称
实际浓度
（ng/mL）

检测浓度
（ng/mL）

精密度
（%）

准确度
（%）

睾酮

0.10 0.10 7.99% 103.95%

0.60 0.63 4.99% 104.28%

4.80 4.69 4.14% 97.64%

硫酸脱氢表雄酮

20 19.86 5.17% 99.31%

120 131.42 4.13% 109.52%

960 1011.33 5.12% 105.35%

雄烯二酮

0.20 0.20 8.46% 97.67%

1.20 1.24 4.10% 103.59%

9.60 9.49 4.76% 98.88%

17-羟孕酮

0.10 0.10 5.38% 96.29%

0.60 0.66 3.23% 109.38%

4.80 4.91 3.66% 102.21%

双氢睾酮

1.00 1.01 8.67% 100.39%

6.00 6.19 3.77% 103.08%

48.00 4.79 6.25% 99.66%

结论
本方法使用SCIEX 高灵敏度和高稳定性的三重四极杆质谱系

统，实现了同时检测人血清中睾酮、硫酸脱氢表雄酮、雄烯二酮、

17-羟孕酮和双氢睾酮5种多囊卵巢综合征相关雄性激素。本方法采

用电喷雾离子源正-负同时采集和MRM多反应监测模式，可对血清

中的五种雄激素实现快速、准确的定量分析。各化合物在浓度范围

内线性良好r>0.995；准确度（96.29%-109.52%）和精密度（3.23%-

8.67%）满足方法学要求。


