
 

 

基于 UPLC-QqQ-MS/MS 测定人参属中药对
甲亢大鼠类固醇激素含量的影响

金墨竹，刘琳琳，窦德强
（辽宁中医药大学药学院，辽宁 大连　116600）

摘要：本研究利用超高效液相色谱-三重四极杆串联质谱（UPLC-QqQ-MS/MS）联用技术定量测定甲亢大鼠血清

中肾上腺素和多种类固醇激素，探讨血清中类固醇激素含量与甲状腺功能亢进的相关性，以及不同药性人参属中

药红参和人参叶对甲亢高代谢的改善作用。采用主成分分析（PCA）、Spearman检验进行肾上腺素和类固醇激素

与甲状腺功能的相关性分析。结果表明，UPLC-QqQ-MS/MS能够快速检测待测物的含量和变化，灵敏度高、重

现性好、准确率高且分析速度快。与空白组相比，甲亢大鼠血清中类固醇激素含量均有不同程度的降低，给予不

同药性人参属中药后均出现升高。类固醇激素水平异常在一定程度上与甲状腺激素有关，皮质酮和肾上腺素可

作为中药调节类固醇激素代谢的关键指标；睾酮可作为寒性中药调节类固醇激素的生物标志物；肾上腺素和雄烯

二酮可作为温性中药调节类固醇激素的生物标志物。该方法能够系统、快速、准确、高效地完成大鼠血清中类固

醇激素含量的测定，为类固醇激素的分析测定提供方法参考。
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Quantitative Analysis of Steroid Hormones to Explore the Effects of
Ginseng Medicines Base on UPLC-QqQ-MS/MS

JIN Mo-zhu,  LIU Lin-lin,  DOU De-qiang
（College of Pharmacy, Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Dalian 116600, China）

Abstract: The  medicinal  nature  of  traditional  Chinese  medicine  (TCM)  mainly  plays  a  role  in

regulating the energy and material metabolism of the body. The energy metabolism of the body is also

regulated by the nervous and endocrine systems, and the hormones are an important component of the

endocrine  system  to  realize  the  coordinated  action.  Therefore,  the  medicinal  nature  of  TCM  is

inextricably linked with the metabolism of hormones. Hyperthyroidism, qi-yin deficiency syndrome is

regarded as the classic heat syndrome category in Chinese medicine, which can be used as model to

reflect  the  mechanism  and  difference  of  qi  tonifying  of  ginseng  herbs  with  different  medicinal

natures.  Steroid  hormones  are  synthesized  in  the  adrenal  cortex,  mitochondria  of  placental  cells,

smooth  endoplasmic  reticulum,  and  gonads  of  the  human  body  by  the  participation  of  various
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metabolic  enzymes.  Meanwhile,  most  of  the  patients  with  hyperthyroidism  have  adrenocortical
dysfunction  in  the  clinic,  and  the  corresponding  clinical  symptoms  are  closely  related  to  the
hypothalamic-pituitary-thyroid  axis  (HPT),  the  hypothalamic-pituitary-adrenal  axis  (HPA),  and  the
hypothalamic-pituitary-gonadal  axis  (HPG).  When  hyperthyroidism  occurs,  the  production  and
release of steroid hormones will be affected to a certain extent. To explore the correlation between the
level  of  steroid  hormones  and  hyperthyroidism,  and  the  ameliorative  effects  of  red  ginseng  and
ginseng leaves of different types of the genus Ginseng on hypermetabolism of hyperthyroidism and
the changes of related indexes, a method of ultra-high performance liquid chromatography coupled to
triple  quadrupole  tandem  mass  spectrometry  (UPLC-QqQ-MS/MS)  was  established  for  rapid
identification  and  quantification  of  chemical  components,  including  adrenaline,  androstenedione,
testosterone, dehydroepiandrosterone, estriol, progesterone, 17α-hydroxypregnenolone, corticosterone,
and  cortisol  in  rat  serum.  Then,  multivariate  analysis  method,  principal  component  analysis  (PCA),
and  Spearman  test  were  used  to  analyze  the  correlation  among  adrenaline,  steroid  hormones,  and
thyroid function. The results showed that the contents of steroid hormone in the serum of the model
group of  rats  decrease  to  different  degrees,  compared with  the  control  group,  and increase  after  the
administration of different  types of ginsengs.  Meanwhile,  it  was proved that  the established method
has high sensitivity, good reproducibility, high accuracy, and fast analysis, which can screen a large
number  of  steroid hormones in  complex samples  in  a  short  time,  for  accurately  investigation of  the
effects  of  ginsengs  on  the  content  of  9  types  of  steroid  hormones  in  hyperthyroidism  rats.  The
abnormal levels of steroid hormones are related to thyroid hormones.  Corticosterone and adrenaline
can  serve  as  key  indicators  for  regulating  steroid  hormone  metabolism  of  TCMs  like  ginsengs.
Testosterone can be used as the biomarker for regulating steroid hormones of the cold nature herbs.
Adrenaline  and  androstenedione  can  be  used  as  biomarkers  for  regulating  steroid  hormones  of  the
warm nature herbs.  This  method can conveniently,  quickly,  accurately,  and efficiently complete  the
analysis  of  target  components  in  samples.  The  average  recoveries  of  steroid  hormones  in  rat  serum
range from 88.75% to 106.94%, and the relative standard deviation is  less  than 1.99%. This  can be
used  for  the  determination  of  steroid  hormones  in  rat  serum systematically,  rapidly,  accurately  and
efficiently,  and  provides  a  methodological  reference  for  the  analysis  and  determination  of  steroid
hormones.
Key words: hyperthyroidism；adrenaline；steroid hormone；ultra-performance liquid chromatography
tandem  triple  quaternary  mass  spectrometry  (UPLC-QqQ-MS/MS)； red  ginseng； ginseng  leaves；
quantitative analysis

甲状腺功能亢进症（甲亢）是一种常见的内

分泌疾病，由于甲状腺处于高功能状态，合成、

释放过多甲状腺激素，引发机体代谢亢进及交感

神经兴奋 [1]。临床上主要表现为物质和能量的

代谢旺盛，属于中医热证范畴 [2]。人参为五加科

人参属植物人参（Panax ginseng C. A. Mey.）的干

燥根及根茎，红参为人参单次蒸制后的加工品，

人参叶是人参的干燥叶子。据《中国药典》记

载，红参和人参叶均为补气药，且皆以人参皂苷

为主要有效成分，但皂苷的种类和比例不同，性

味为其主要差别，经炮制后，红参药性温补作用

更强，属温[3]，人参叶属寒[4]。甲亢为评价中药寒

热药性的经典虚热症模型 [5]，气阴两虚为其主要

的病理基础，更能反映出不同药性人参类中药补

气的机制和差别。

现代研究表明 [6]，中药药性与物质代谢、能

量代谢相关，机体的能量代谢又受神经和内分

泌等系统的调节，内分泌系统主要包含下丘脑-
垂体 -甲状腺轴（HPT），下丘脑 -垂体 -肾上腺轴

（HPA）和下丘脑-垂体-性腺轴（HPG）。甲亢患者
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绝大多数存在肾上腺皮质功能紊乱，临床症状

与 HPA的功能紊乱密切相关。肾上腺皮质分为

球状带、束状带和网状带 3部分，其中球状带分

泌皮质酮，束状带主要分泌 17α-羟基妊娠烯醇酮

和皮质醇，网状带分泌雄烯二酮和脱氢表雄酮。

垂体分泌的促性腺激素会促使睾丸和卵巢分

泌、睾酮和雌二醇，而雌三醇是雌二醇的代谢产

物，同时肾上腺也会分泌一部分、睾酮和雌三

醇。当发生甲亢时，以上激素的生成和释放都会

受到一定程度的抑制[7]，HPA轴通过反馈调节通

路参与控制应激反应、免疫等多种生理反应，示

于图 1[8]。
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注：ACTH. 促肾上腺皮质激素；TSH. 促甲状腺激素；LH. 促黄体生成素；FSH. 促卵泡生成素

图 1    HPA 轴与肾上腺皮质类固醇激素合成代谢途径

Fig. 1    Anabolic pathway of HPA axis with the adrenocortical steroid hormone
 

目前，用于检测中药及其代谢产物的方法有

核磁共振波谱法、气相色谱-串联质谱（GC-MS/
MS）法和液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法等[9]。

其中，核磁共振波谱法对于化合物成分的定性和

定量分析效果均较差；GC-MS/MS仅适用于分析

挥发性待测物；LC-MS/MS具有特异性强、灵敏

度高、分析速度快、检测范围广等优点，广泛用

于医药分析领域 [10-12]。而超高效液相色谱-三重

四极杆串联质谱（UPLC-QqQ-MS/MS）法的分辨

率更高、分析时间更短，可实现更加精准的定性

和定量分析[13]，且三重四极杆质谱的定量选择性

高 [14]，能避免其他物质的干扰，以其高特异性、

分离能力和灵敏性的技术优势解决了临床诊断

指标分析中生物样本成分复杂的问题[15-18]。

本研究拟采用 UPLC-QqQ-MS/MS检测大鼠

血清中肾上腺素和多种类固醇激素，阐明甲亢状

态下肾上腺素和类固醇激素的代谢过程。同时，

以典型寒性中药黄柏为参照，通过比较正常大

鼠、优甲乐所致甲亢大鼠和给予不同药性人参

属中药的甲亢大鼠的肾上腺素和多种类固醇激

素含量的差异，探讨类固醇激素代谢产物与甲状

腺功能的相关性，以及不同药性人参属中药对甲

亢高代谢的改善作用。 

1    实验部分 

1.1    仪器与装置

ACQUITY I-CLASS型超高效液相色谱仪、

XEVO G2-XS型超高效液相色谱 -质谱联用仪：

美国 Waters公司产品；AE240型十万分之一分

析天平：瑞士Mettler-Toledo公司产品。 

1.2    样品与试剂

牛血清白蛋白（CR2101013）：赛维尔生物科

技有限公司产品；甲酸、甲醇、乙腈：均为色谱

纯，美国 TEDIA公司产品；皮质醇（C-106-1ML）、
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皮质酮（C-117-1ML）、脱氢表雄酮（D-063-1ML）：
德国 Sigma公司产品；雄烯二酮（SA5430）、睾酮

（ST-8940）标准品：索莱宝公司产品；雌三醇（50-
27-1）、肾上腺素（CDCT-C13177900）标准品：上

海安谱实验科技股份有限公司产品；黄体酮（57-
83-0）、17α-羟基妊娠烯醇酮 （G986202）标准品：

DR生物技术股份有限公司产品 ；扑热息痛

（A1125AS）标准品：美仑生物科技有限公司产

品 ；三碘甲状腺原氨酸 （20210711）、甲状腺素

（20210711）试剂盒：南京建成生物科技有限公司

产品；水为超纯水。 

1.3    动物分组及给药方法

购入 45只雄性 SD大鼠，实验前，将所有大

鼠在实验室条件下适应喂养 3～4天。按照随机

分配原则，将大鼠分成空白组（CON）、甲亢模型

组（MOD）、黄柏 8倍水煎液组（HB）、红参 8倍

水煎液组（RG）、人参叶 8倍水煎液组（GL）共 5

组，每组 9只。除空白组外，各组大鼠每日灌胃

生理盐水配制的优甲乐混悬液（含药量 12 mg/L，
给药量 240 μg/kg）。造模第 8天，给予优甲乐 4 h
后，给予中药灌胃（红参组和人参叶组折合生药

量为 6.64 g/kg、黄柏组折合生药量为 8.88 g/kg），
按照大鼠体重 10 mL/kg给药，空白组及模型组

按 10 mL/kg给予蒸馏水，连续灌胃给药 14天。 

2    实验方法 

2.1    溶液配制 

2.1.1    标准工作溶液的配制　标准工作液 1：由
6.25 μg/L皮质醇、皮质酮、脱氢表雄酮、雄烯二

酮、睾酮、17α-羟基妊娠烯醇酮，62.5 μg/L黄体

酮和 12.5 μg/L雌三醇、肾上腺素的标准储备液

混合而成。精密量取标准工作液 1，将其逐级稀

释至 16、64、128、640、1 024倍，其具体浓度列

于表 1。
 
 

表 1    标准品浓度

Table 1    Concentration of the standard sample

化合物 Compound
浓度 Concentration/(μg/L)

C1 C2 C3 C4 C5 C6

肾上腺素 12.500 0.781 0.195 0.098 0.020 0.012

雄烯二酮 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

睾酮 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

脱氢表雄酮 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

雌三醇 12.500 0.781 0.195 0.098 0.020 0.012

黄体酮 62.500 3.906 0.977 0.488 0.098 0.061

17α-羟基妊娠烯醇酮 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

皮质酮 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

皮质醇 6.250 0.391 0.098 0.049 0.010 0.006

注：C1为标准工作液1；C2～C6为标准工作液1分别稀释16、64、128、640、1 024倍后的标准工作液
 

标准内标溶液：取适量的内标物扑热息痛，

用甲醇定容至 1 mg/L。 

2.1.2    质控样品的制备　  将 2 g牛血清白蛋白

（BSA）溶于 50 mL磷酸盐缓冲液中，制备 BSA

溶液，即得空白血清。 

2.2    样品处理

精密吸取 300 μL血清于  2 mL EP 管中，加

入 10 μL标准内标溶液，按体积比 1∶4加入预冷

的甲醇-乙腈溶液（1∶1，V/V），在 4 ℃ 高速冷冻

机中以 8 000 r/min离心 15 min；取 1 300 μL上清

液，用氮气吹干；再用 75 μL乙腈-水溶液（1∶1,

V/V）将其复溶；在相同条件下，将复溶溶液再次

在冷冻离心机中离心 15 min，取上清液，直接进样。

标准曲线工作溶液的制备：精密吸取 300 μL

标准工作液于 300  μL空白血清中 ，其他步骤

同上。 

2.3    实验条件 

2.3.1    色谱条件 [19]　ACQUITY UPLC HSS T3色

谱柱（100 mm×2.1 mm×1.8 μm）；进样量 10 μL；流

速 0.4 mL/min；柱温 40 ℃；流动相：A为 0.1%甲
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酸乙腈溶液，B为 0.1%甲酸水溶液；梯度洗脱程

序 ： 0～1 min（5%A）， 1～2 min（5%～60%A）， 2～
3 min（60%A），3～7 min（60%～90%A），7～9 min
（90%A）， 9～10  min（90%～100%A）， 10～11  min
（100%A），11～12 min（100%～5%A），12～16 min

（5%A）。 

2.3.2      质谱条件　电喷雾离子源正离子模式

（ESI+），多重反应监测（MRM），干燥气温度 350 ℃；

针对每种目标化合物优化的 UPLC-QqQ-MS/MS
检测条件列于表 2。

 
 

表 2    监测离子对优化参数

Table 2    Optimal parameters of monitoring ion pairs

化合物
Compound

保留时间
Retention time/min

母离子
Precursor ion [M+H]+ (m/z)

离子对
Ion pair (m/z)

锥孔电压
Cone voltage/V

碰撞电压
Collision energy/eV

肾上腺素 0.74 184.09 184.09＞166.14 16 10

扑热息痛（内标） 2.71 152.07 152.07＞110.06 32 16

17α-羟基妊娠烯醇酮 2.97 332.24 332.24＞314.17 40 32

皮质醇 3.39 363.21 363.21＞121.10 34 22

皮质酮 3.61 347.22 347.22＞121.10 32 28

睾酮 3.96 289.21 289.21＞109.09 42 22

脱氢表雄酮 3.96 289.21 289.21＞97.08 36 32

雌三醇 4.00 289.16 289.16＞97.08 36 26

雄烯二酮 4.20 287.20 287.20＞97.08 34 34

黄体酮 5.19 315.23 315.23＞109.07 42 20
 
 

2.4    方法学考察 

2.4.1    检测限与定量限　精密吸取适量的标准

工作溶液，按 2.2节方法处理后进样分析，重复

进样 6次，记录峰面积。分别以 3倍和 10倍信

噪比得到检测限和定量限。 

2.4.2    线性关系　将标准工作溶液逐级稀释成

10个浓度，分别精密吸取 300 μL各标准工作溶

液于 300 μL空白血清中，按 2.2节方法处理后进

样分析，以标准品浓度为横坐标，不同浓度标准

品峰面积与对应内标峰面积的比值为纵坐标绘

制标准曲线，得到拟合回归方程。 

2.4.3    精密度　精密吸取适量的标准工作溶液，

按 2.2节方法处理后进样分析，对同一标准工作

液连续进样 6次，分别计算各目标峰面积与内标

峰面积比值的相对标准偏差。 

2.4.4    稳定性　精密吸取同一供试品溶液，在室

温下放置 0、4、8、12、24 h 后，按 2.2节方法处理

后进样分析，测定日内稳定性；在−80 ℃ 冰箱中

存放 1、2、4、7天后，测定日间稳定性。记录各

目标峰面积与内标峰面积的比值，根据当日工作

曲线计算各类固醇激素含量，用质量浓度的相对

标准偏差评价稳定性。 

2.4.5    加样回收率及基质效应　各取 300 μL已

知类固醇激素含量的血清样品，按照该样品中各

类固醇激素含量的 80%、100%、120%分别加入

适量的对照品储备液，再加入内标溶液，按 2.2

节方法处理后进样分析。根据当日工作曲线计

算各类固醇激素含量，按照回收率%=（对照品检出

量−已知对照品含量）/加入对照品含量×100%计

算回收率及相对标准偏差。

取覆盖标准曲线范围的低、中、高 3种浓度

标准工作液，按 2.2节方法处理后进样分析得到

峰面积（A），低、中、高浓度的标准品（以乙腈-水

溶液（1∶1，V/V）为溶剂）直接进样分析得到峰面

积（B），A 与 B 的比值即为基质效应。 

2.4.6    大鼠甲状腺功能检测　取各组大鼠血清，

按照试剂盒说明书操作步骤进行三碘甲状腺原

氨酸（T3）和甲状腺素（T4）含量的测定。 

2.4.7    大鼠血清中肾上腺素和类固醇激素含量

测定　取各组大鼠血清，按 2.2节方法处理后进

样分析，根据随行工作曲线计算肾上腺素和类固

醇激素含量。 

2.4.8    不同药性人参属中药在类固醇激素代谢

中生物标志物的识别　利用  SIMCA-P 分析软
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件，在 OPLS-DA 模型下计算相应主成分的变量

投影重要性（VIP）分析值偏最小二乘，一般选取

阈值大于 1 的物质作为经模式识别分析后的生

物标志物，探究不同药性人参属中药的差异。 

x̄2.4.9    统计学分析　使用均数±标准差（ ± s）形
式表示实验结果，SPSS 17.0软件统计分析。对

于满足正态性及方差齐性的组别采用最小显著

差异（LSD）法进行多组之间的差异比较；方差不

齐的组别采用 Dunnett T3方法进行多组之间的

两两差异比较。采用 Sperman检验分析差异类

固醇激素代谢物浓度与甲状腺功能的相关性，

P＜0.05被认为具有统计学差异。 

3    实验结果 

3.1    液相色谱-质谱检测结果

对甲亢大鼠血清样品中的 9种类固醇激素进

行分析，总离子流图示于图 2，各成分的分离度及

离子化程度均较好，各峰保留时间适中、峰形较好。
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注：a. 类固醇激素混标；b. 血清中肾上腺素和各类固醇激素；1. 肾上腺素；2. 扑热息痛（内标）；3. 17α-羟基妊娠烯醇酮；

4. 皮质醇；5. 皮质酮；6. 脱氢表雄酮；7. 睾酮；8. 雌三醇；9. 雄烯二酮；10. 黄体酮

图 2    类固醇激素总离子流图

Fig. 2    Total ion chromatograms of steroid hormones
 
 

3.2    线性回归方程、检出限和定量限

标准曲线的线性回归方程、相关系数（R2）、

线性范围以及检测限、定量限结果列于表 3，各

成分在一定浓度范围内的线性关系良好。 

 

表 3    类固醇激素的线性回归方程、相关系数、线性范围、检测限和定量限

Table 3    Linear ranges, linear regression equations, correlation coefficients,
LODs and LOQs of steroid hormones

化合物
Compound

线性回归方程
Linear regression equation

相关系数
Correlation coefficient (R2)

线性范围
Linear range/(μg/L)

检测限
LOD/(μg/L)

定量限
LOQ/(μg/L)

肾上腺素 y=1.747x−33.36 0.998 8 12.5～0.012 1.37×10−3 4.57×10−3

雄烯二酮 y=1.581x+19.55 0.984 7 6.25～0.006 7.15×10−4 2.38×10−3

睾酮 y=2.494x−19.63 0.991 4 6.25～0.006 3.69×10−4 1.22×10−3

脱氢表雄酮 y=2.181x−15.93 0.983 4 6.25～0.006 3.51×10−4 1.17×10−3

雌三醇 y=1.442x−20.56 0.988 2 12.5～0.012 1.14×10−3 3.79×10−3

黄体酮 y=13.417x−112.07 0.995 1 62.5～0.061 7.10×10−3 2.37×10−2

17α-羟基妊娠烯醇酮 y=0.009x−0.57 0.985 3 6.25～0.006 5.50×10−4 1.83×10−3

皮质酮 y=0.221x−1.72 0.986 8 6.25～0.006 5.30×10−4 1.75×10−3

皮质醇 y=0.312x−1.46 0.994 2 6.25～0.006 4.64×10−4 1.53×10−3
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3.3    精密度、稳定性、加样回收率及基质效应

采用精密度、加样回收率及稳定性评价方

法的稳定性及可靠性，其中，精密度包括日内精

密度和日间精密度。结果表明，本实验各类固

醇激素测定的准确度和精密度均小于 15%[20]，列

于表 4。各激素加样回收率在 92.50%～101.67%

之间，低、中、高  3 种浓度下的基质效应均在

(99.2±4.3)%～(100.5±4)%范围内，基质效应可忽

略不计，结果列于表 5。
 

3.4    各组大鼠血清中甲状腺功能

各组大鼠血清中甲状腺功能相关指标含量

示于图 3。与空白组相比，模型组的 T3和 T4均

出现升高，且 T3的变化有统计学意义（P＜0.01），

表明甲亢大鼠造模成功。与模型组相比，当使用

寒性中药时，黄柏组的 T3和 T4有降低趋势，且

 

表 4    9 种类固醇激素的精密度及稳定性

Table 4    Precision and stability of 9 steroid
hormones

化合物
Compound

精密度
Precision/%

稳定性
Stability/%

日内
Intra-day

日间
Inter-day −80 ℃

室温
Room

temperature

肾上腺素 10.61 11.45 1.34 6.69

雄烯二酮 8.51 12.17 4.77 6.16

睾酮 9.33 10.51 3.50 3.59

脱氢表雄酮 12.46 13.76 4.34 6.55

雌三醇 8.04 9.24 5.92 6.59

黄体酮 9.27 5.60 7.45 7.52

17α-羟基妊娠烯醇酮 11.20 12.33 6.16 8.97

皮质酮 12.41 12.89 4.56 4.42

皮质醇 11.03 13.22 5.34 7.1

 

n表 5    9 种类固醇激素的加样回收率（ =3）
nTable 5    Spiked recoveries of 9 steroid hormones ( =3)

化合物
Compound

加样率
Added rate/%

样品含量
Content/μg

加样量
Added/μg

检出量
Detected/μg

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

肾上腺素 80 1.50 1.20 2.72 101.67 1.99

100 2.90 2.90 5.76 98.62

120 2.00 2.40 4.35 97.92

雄烯二酮 80 0.90 0.72 1.60 97.22 0.79

100 0.80 0.80 1.59 98.75

120 1.00 1.20 2.18 98.33

睾酮 80 0.90 0.72 1.60 97.22 1.39

100 0.95 0.95 1.90 100.00

120 1.20 1.44 2.62 98.61

脱氢表雄酮 80 0.90 0.72 1.61 98.61 1.36

100 1.10 1.10 2.21 100.91

120 1.10 1.32 2.40 98.48

雌三醇 80 1.30 1.04 2.29 95.19 0.70

100 1.80 1.80 3.52 95.56

120 2.30 2.76 4.90 94.20

黄体酮 80 7.60 6.08 13.50 97.04 1.27

100 10.10 10.10 20.08 98.81

120 12.10 14.52 26.09 96.35

17α-羟基妊娠烯醇酮 80 0.78 0.62 1.39 97.76 1.68

100 0.98 0.98 1.92 95.92

120 1.15 1.38 2.52 99.28

皮质酮 80 0.75 0.60 1.31 93.33 1.70

100 0.98 0.98 1.91 94.90

120 1.12 1.34 2.42 96.73
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T3有统计学意义（P＜0.05）；人参叶组的 T3和 T4
含量降低，且 T3含量降低有统计学意义 （P＜
0.05）；温性中药红参组 T3和 T4有降低趋势且

有统计学意义（P＜0.05）。 

3.5    各组大鼠血清中类固醇激素含量

各组大鼠血清中类固醇激素含量示于图 4。
与空白组相比，模型组的激素含量均降低，其中

肾上腺素、雄烯二酮、雌三醇、黄体酮、17α-羟
基妊娠烯醇酮和皮质酮明显降低，且具有统计学

意义（P＜0.05），虽然皮质醇、睾酮和脱氢表雄酮

无显著性意义，但其含量明显下降，表明甲状腺

功能的变化对垂体-肾上腺皮质激素轴的影响很

大。与模型组相比，当使用寒性中药时，黄柏组

的肾上腺素、皮质酮、皮质醇、雄烯二酮、雌三

醇和黄体酮有增高趋势但无统计学意义，睾酮、

脱氢表雄酮和 17α-羟基妊娠烯醇酮有降低趋势

且也无统计学意义；人参叶组的类固醇激素全部

出现回升，其中肾上腺素、皮质酮、皮质醇、雄

烯二酮、睾酮、脱氢表雄酮和 17α-羟基妊娠烯醇

酮显著升高且有统计学意义（P＜0.05）；温性中

药红参组的肾上腺素和雄烯二酮有升高趋势且

有统计学意义（P＜0.01），皮质酮、皮质醇、睾

酮、脱氢表雄酮和雌三醇有升高趋势但无统计

学意义。 

3.6    中药药性与各类固醇激素含量的关联性

为了探究不同药性的中药对各类固醇激素

的影响，利用 SIMCA-P软件在 OPLS-DA 模型下

计算相应主成分的变量投影重要性（VIP）分析值

偏最小二乘，各组大鼠血清中各类固醇激素成分

的 VIP值示于图 5。结果表明，各组大鼠血清

中皮质酮和肾上腺素的 VIP值分别为  2.074 91、
2.032 4，二者的阈值大于 1，表明在黄柏、红参和

人参叶 3种不同药性中药的作用下，大鼠血清中

皮质酮和肾上腺素差异显著，可作为区分不同中

药药性的参考指标。 

3.7    血清中类固醇激素浓度与甲状腺功能的相

关性分析

Spearman相关性分析结果示于图 6。促甲

状 腺 激 素 释 放 激 素 （TRH）水 平 与 雄 烯 二 酮

（r=−0.355，P=0.021）、黄体酮（r=−0.332，P=0.032）
呈显著负相关；T3水平与雄烯二酮 （r=−0.362，
P=0.018）呈显著负相关；促甲状腺激素（TSH）水

平与雌三醇（r=0.422，P=0.005）、黄体酮（r=0.418，
P=0.006）呈显著正相关。 

续表

化合物
Compound

加样率
Added rate/%

样品含量
Content/μg

加样量
Added/μg

检出量
Detected/μg

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

皮质醇 80 0.67 0.54 1.18 95.15 1.56

100 1.20 1.20 2.31 92.50

120 0.98 1.18 2.10 95.24
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检测；若数据满足正态性，不满足方差齐性，采用 Dunnett’s T3检验，以下同

图 3    各组大鼠血清中甲状腺功能相关指标含量

Fig. 3    Contents of thyroid function related indicators in serum of rats in each group
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4    讨论

研究表明 [21-22]，绝大多数甲亢患者存在肾上

腺皮质功能紊乱，导致皮质醇、促肾上腺皮质激

素（ACTH）水平偏低，甲亢越严重，肾上腺皮质

功能受抑制程度越大。因此，肾上腺皮质激素含

量与甲状腺功能亢进密切相关。然而，血清成分

复杂、背景干扰因素较多，为皮质激素（甾体激

素）的定量分析带来挑战。

本研究采用 UPLC-QqQ-MS/MS技术测定甲

亢大鼠和给药大鼠血清中肾上腺素和类固醇激

素含量。通过分析甲亢大鼠血清类固醇激素成

分，发现 T3和 T4含量与对照组相比出现明显上

升，表明造模成功。当给予红参、人参叶和黄柏

时，T3和 T4含量均出现回调趋势，黄柏组和人参
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图 4    各组大鼠血清中类固醇激素含量

Fig. 4    Contents of steroid hormone in the serum of rats in each group
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Fig. 5    VIP values of each steroid hormone component in the serum of rats in each group
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叶组使甲亢指标回调，表明甲亢模型属于热证模

型，寒性中药可缓解甲亢。同时，红参给药组可

以缓解甲亢症状，表明补气中药能够缓解甲亢。

与空白组相比，红参组和人参叶组肾上腺素等皮

质激素也出现了不同程度的升高，且有统计学差

异，表明人参中药可能通过调节 HPT和 HPA发

挥补气作用，从而缓解甲亢。

对 9种 类 固 醇 激 素 进 行 主 成 分 分 析 和

Spearman相关性分析，结果表明，各类固醇激素

浓度异常与甲状腺激素水平异常有关，证实了甲

状腺功能的变化对垂体-肾上腺皮质激素含量的

影响很大。与模型组相比，黄柏组和人参叶组的

睾酮水平升高，且有统计学差异，提示寒性中药

对睾酮的影响较强；而当使用温性中药红参时，

肾上腺素和雄烯二酮有升高趋势且有统计学意

义，表明温性中药红参可能与这 2个指标升高有

一定的关系。 

5    结论

本实验利用UPLC-QqQ-MS/MS技术建立了血

清中类固醇激素含量的测定方法。结果表明，9

种类固醇激素在一定浓度范围内具有良好的线

性关系，相关系数均大于 0.983 4，精密度、重复

性、稳定性良好，平均加样回收率为 88.75%～

106.94%，相对标准偏差（RSD）均小于 1.99%，定量

限均低于 4.57 ng/L，检测限最低可达 1.37 ng/L。
同时，考察了人参属中药对甲亢大鼠体内 9种类

固醇激素的影响。

此外，本研究还建立了基于甲亢的典型热综

合征模型，利用 HPA、HPT、HPG揭示了不同性

质人参中药对甲亢（气阴虚）的影响。结果表明，

人参中药可能通过调节 HPT和 HPA表现出补气

作用。本研究首次将肾上腺素、雄激素和孕激

素作为鉴别人参药性的重要指标，可为后续其他

中药药性的探索和解析提供新思路。
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