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〔摘要〕GCöCöIRM S 在兴奋剂检测中应用的时间不长, 但由于其在内源性蛋白

同化激素检测中显示出独特的优越性, 使其发展很迅速。本文简要介绍了 GCö

CöIRM S 的基本原理, 并综述了其在几种主要的内源性蛋白同化激素 (睾酮、双

氢睾酮、脱氢表雄酮)检测中的应用。
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自 1976 年国际奥委会禁止运动员使用蛋白同化激素药以来, 研究人员发展了许多检测

此类药物的方法, 有R IA 法[ 1 ] , H PL C 法[ 2, 3 ] , GC 法[ 4, 5 ] , GCöM S [ 6, 7 ]法。在这些方法中, GCö

M S 法集中了毛细管色谱的高分辨率及质谱的结构鉴定特征两大优点, 另外质谱检测部分

采用选择离子检测方法 (S IM )进行分析, 大大提高了检测灵敏度和专属性。因此, 到目前为

止, GCöM S 已发展成为蛋白同化激素的常规检测方法。

用 GCöM S 检测外源性蛋白同化激素的方法已经较为成熟。但现在, 有些运动员为了逃

避兴奋剂的检查而越来越多地使用内源性蛋白同化激素。内源性蛋白同化激素代谢的复杂

性及个体差异性使 GCöM S 法是一种有效但并非万无一失的方法。就睾酮的检测而言, 一方

面, 睾酮与睾的浓度比 (T öE) 个体差异较大, 且受很多病理生理因素的影响, 给正确检测带

来一定的困难。例如: 自身睾酮浓度偏低或偏高; 自身表睾浓度偏低等。另一方面, 一些人为

因素给检测工作带来的困难。例如一些运动员为了逃避检查, 或服用表睾降低 T öE 比; 或使

用速睾使代谢加快; 或使引入的外源性睾酮在比赛期间处于代谢晚期。

从根本上讲, GCöM S 法并未真正区分内, 外源性蛋白同化激素, 因此国际奥委会医学

委员会 ( IOC2M S) 要求各兴奋剂检测实验室发展其他的检测内源性同化激素的分析方法。

目前, 此类方法有两种发展方向: 第一, 测定血清中以酯形式存在的目标物质[ 8, 9 ]。由于大部

分甾体的商品形式是酯结合形式, 而自身分泌的雄性激素在血液中不是以酯结合形式存在

的, 因此如果血样中存在任何酯结合形式的雄性激素, 那么此样品就可被判定为阳性。这个

方法有两个不足: 一是血样还未被作为常规检测样品, 二是方法的灵敏度有限。第二, 用
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GCöCöIRM S 区分尿中的内、外源性蛋白同化激素。由于内、外源性蛋白同化激素的13Cö12C

比值不同, 因此用 GCöCöIRM S 测定尿中各蛋白同化激素13Cö12C 比值, 就可判定是否引入

了外源性的蛋白同化激素。

1　同位素比值质谱法简介

GCöCöIRM S 仪器的基本示意图见图一。

首先 GC 将相关的化合物从其他化合物中分开, 然后经燃烧炉与氧化剂作用生成 CO 2

和水。水被分离后, CO 2 气体进入质谱仪, 分析M öZ= 44、45、46 的离子丰度,M öZ= 44 是12C
16O 16O 的质荷比,M öZ= 45 是13C 16O 16O + 12C 17O 16O 的质荷比,M öZ= 46 是12C 18O 16O + 12

C 17O 17O 的质荷比, 经过校正后,M öZ= 44, 45 的峰即分别代表13C 与12C 的相对含量。GCö

CöIRM S 分析的结果以 ∆表示, 它反映了样品和碳元素的国际标准物质之间同位素比的相

对差异:

∆=
R SPL - R STD

R STD
×103

其中R 代表同位素比, SPL 与 STD 分别代表“样品”和“标准物质”, ∆值用千分数表示

(‰) , 碳元素的国际标准物质是来源于 PDB (Pee D ee Belem n ite) 的碳酸钙, 它的13C 含量较

丰富, 其R PPB = 0. 0112372。

　　同一来源的化合物13C 与12C 两种同位素的比值是相同的, 蛋白同化激素类的商业产品

通常单一来源于从大豆等值物中提取出的植物甾醇, 其13Cö12C 比值较低; 而在人体中, 内源

性蛋白同化激素的13C 含量反映了人体所食用的各种动物和植物分子中13C 含量的累积和生

理综合加工作用, 其13Cö12C 比值较高10。当人体引入外源性蛋白同化激素后, 13C 与12C 的比

值将会降低。故使用同位素比值质谱法测定人体中蛋白同化激素的13C 与12C 值, 就可判定

是否使用了外源性蛋白同化激素。
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2　同位素比值质谱在睾酮 (T )检测中的应用

1994 年,M ichel Becch i 与Rodrigo A ugu ilera 等人[ 11 ]对 12 份尿样进行了分析。他们将

尿液碱化后用乙醚进行萃取, 其中有机相通过硅胶柱纯化后得到睾酮的前体胆固醇, 水相过

C18 柱分离后再用 Β2葡萄糖醛酸甙酶 (Β2glucu ron idase)酶解。酶解产物先经硅胶柱纯化, 然

后用半制备的L C 分离, 收集到两份不同体积范围的馏分: 一份为睾酮及其他化合物; 另一

份为睾酮的前体脱氢表雄酮及睾酮的代谢产物 5Β2雄烷- 3Α, 17Β- 二醇。两种馏分和胆固醇

经乙酰化后进入 GCöCöIRM S 进行分析。结果表明: 不论是以口服还是肌注的方式, 外源性

睾酮的引入并未改变睾酮的前体脱氢表雄酮与胆固醇的 ∆‰值 (∆‰< - 27‰) , 但睾酮及其

代谢产物 5Β2雄烷- 3Α, 17Β- 二醇的 ∆‰值发生显著性变化 (∆‰> - 27‰)。聚类分析将全部

尿样聚为两类: 空白尿样和引入外源性睾酮的尿样。

1996 年,M ichel Becch i 与Rodrigo A ugu ilera 等人[ 12 ]改进了他们的前处理方法, 并对服

用睾酮前、中、后的 25 份尿样进行了分析。他们的改进之处是: 1)在用半制备的液相色谱分

离之前先进行乙酰化, 结果表明这一改进提高了睾酮的纯度和产率, 但同时也改变了分离产

物: 睾酮的前体脱氢表雄酮在液相与气相色谱中不能再与雄酮与本胆烷醇酮分离; 睾酮的另

一前体 52雄烯232Β, 172Β2二醇得以分离和分析; 睾酮的代谢产物 5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇与 5Β2
雄烷23Α, 17Β2二醇不能分离, 故测定的是两者的混合物。2) 胆固醇不需碱化尿液后提取, 而

是从C18 柱上用 50: 50 氯仿和丙酮洗脱下来。分析结果显示, 在引入外源性睾酮后, 睾酮及

其代谢物的 ∆‰值显者下降, 睾酮的前体胆固醇及 52雄烯- 3Β, 17Β2二醇却无显著性变化。

1996 年,M ichel Becch i 等人[ 13 ]还首次报道了用酶联免疫亲和色谱代替半制备液相色

谱提取然后测定睾酮的方法。为了选择高亲和性和低交叉反应的抗体, 他们对两种不同抗原

制备而成的抗体分离效果进行了比较。一种是由 17Β- H G- T - BSA 抗原制成的抗体, 这

种抗原中甾体部分是通过D 环与牛血清清蛋白 (BSA ) 相连的, 因此制成的抗体特异性指向

A 环与B 环; 另一种是由 3Β- H G- T - BSA 抗原制成的抗体, 这种抗原中的甾体是通过A

环与牛血清清蛋白BSA 相连的, 故生成抗体的特异性指向D 环。交叉反应的结果表明 17Β
- H G- T - BSA 抗体的特异性较大, 因而所受的可能干扰较小。理论上也可证明此点: 睾酮

分子与双氢睾酮、脱氢表雄酮、雄酮、本胆烷醇酮、雄烷二醇等分子的区别就在于睾酮分子A

环上特有的 42烯232酮结构, 因此针对A 环的 17Β- H G- T - BSA 对睾酮的选择性高; 双氢

睾酮、5Α(Β) 2雄烷- 3Α, 17Β2二醇等与睾酮具有相同的D 环结构, 故就特异性针对D 环的 3Β
- H G- T - BSA 抗体而言, 存在交叉反应。GCöM S 的结果也表明: 若用 3Β- H G- T -

BSA , 则与睾酮D 环相同的 52雄烯23Α, 17Β2二醇与睾酮的分离度极小, 而 52雄烯23Α, 17Β2二
醇又是睾酮的前体, 无法混合测定。考虑以上因素后, 作者最终选用了 18Β- H G- T - BSA

抗体, 成功分离并测定了睾酮。

M ichel Becch i 认为[ 13 ]: 无论采用半制备的液相色谱还是酶联免疫亲和色谱来分离甾体

混合物, 睾酮的纯度和 ∆‰值没有显著性差异, 都是有效的 GCöCöIRM S 前处理手段。与酶

联免疫亲和色谱相比, 液相色谱在几个方面具有优势: 样品纯化时间短且简便; 柱寿命长; 可

同时分离测定其它蛋白同化激素, 例如脱氢表雄酮、雄烷二醇等。但酶联免疫亲和色谱也有

其优势: 在实验中对于空白尿和睾酮浓度相对较低的尿样, 用酶联免疫亲和色谱分离回收率
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要比用液相色谱分离高 15- 20% , 另外在酶联免疫亲和色谱柱中是利用抗体和抗原的作用

分离睾酮, 不易引起同位素分级分离效应。

同年, S. Ho rn ing 等人[ 14 ]也用免疫亲和色谱柱对口服 40m g 睾酮后每两个小时收集的

尿样进行前处理, 然后用 GCöCöIRM S 分析。他们根据睾酮的性质, 以最终进样浓度为

10ngömL 为标准, 取用 2- 20mL 尿液进行分析。S. Ho rn ing 等选用睾酮232羧诺2甲肟2牛血

清白蛋白抗原制成相应抗体, 由于抗原中睾酮与牛血清清蛋白BSA 是以A 环耦合的, 故抗

体的选择性指向D 环的 17Β2OH , 因此与其它含有 17Β- OH 的甾体均具有交叉反应, 例 5Α
(Β) 2雄烷- 3Α, 17Β2二醇等, 所以H PL C 分离后可分别采集到睾酮、5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇、5Β2
雄烷23Α, 17Β2二醇。结果表明: 引入外源性睾酮后, 睾酮、5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇、5Β2雄烷23Α,

17Β2二醇的 ∆‰值均显著性下降, 但 5Α2雄烷2Α, 17Β2二醇、5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇的回升速率

慢得多, 因此 S. Ho rn ing 等人认为它们是比睾酮原型更灵敏的指标。

S. Ho rn ing 在用 GCöCöIRM S 分析的同时还用 GCöM S 作了代谢情况的对照研究, 他

们发现用 T öE> 6 作为引入外源性睾酮的判据, 仅可将服用睾酮后 2 与 4 小时的尿样定为

阳性; 而用 ∆‰值作为判据, 在 10 小时时, 其值仍与初始的 ∆‰值有显著性差异。

S. Ho rn ing 等未采用衍生化进样, 而是直接进样。他们认为衍生化增加了碳原子数因而

会改变分子的同位素比值, 而且衍生化很可能会导致同位素的分级分离, 例如: 乙酸酐具有

两个活性中心, 故若一个活性中心含有13C 原子, 那么反应速度就会产生差异。

1996 年, Shack leton 等人[ 10 ]对五人服用 250m g 睾酮前后的尿样进行了同位素比值质

谱的分析。他们方法的特点是利用 Girand T 试剂和凝胶柱分离纯化样品, 即先用 Girand T

试剂去除含酮基的甾体, 这样就去除了 75% 的干扰甾体, 但此步并未去掉 11 位上有羧基的

甾体, 因为存在位阻效应的限制, 再用 Sephadex L H - 20 凝胶柱纯化 (将含有 2- 3 个官能

团的甾体分离出来)。气相色谱图上可分离得到本胆烷醇酮、孕烷二醇、孕烷三醇、5Α2雄烷2
3Α, 17Β2二醇、5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇, 结果表明: 在引入外源性睾酮后, 5Α(Β) 2雄烷23Α, 17Β2二
醇的 ∆‰值从- 26～ - 28 降至- 29～ - 30, 而“内标”孕烷二醇的 ∆‰值无显著性变化。作者

建议: 以孕烷二醇为参比, 则雄烷二醇与孕烷二醇的比值 dio l: p reg> 111 可作为睾酮阳性的

判据。Shack leton 选用尿中浓度较大的二醇作指标, 使所需尿液体积减小, 25mL 原尿经前

处理后可进 5 次样; 他们不采用H PL C, 因此适合于批样分析。

1997 年, S. Ho rn ing 等[ 15 ]为了在一次测定中测定多个物质, 进一步改进了测定方法, 他

们取消了酶解免疫亲和色谱柱, 直接萃取酶解产物后进入H PL C 分离。在不同的时间范围

内收集胆固醇、孕烷二醇、睾酮、雄酮、本胆烷醇酮、5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇、5Β2雄烷23Α, 17Β2二
醇、双氢睾酮, 再分别进入 GCöCöIRM S 进行分析。这样可同时判断是否引入了外源性的睾

酮或双氢睾酮。

1999 年, Rodrigo A uguelia 等人[ 16 ]提出了一种简单省时的测定睾酮的前处理方法。这

一方法基于三次C18 柱的固液萃取, 即: 1) 提取结合形式的甾体物质; 2) 提取 Β2Β2葡萄糖醛

酸甙酶 (来自大肠杆菌) 酶解后的游离甾体; 3) 纯化乙酰化的甾体并用不同配比的乙腈和水

分别洗脱下来雄烷二醇和孕烷二醇。他们也通过测定睾酮的代谢物来判断是否引入了外源

性睾酮。结论表明: 人体中引入外源性的睾酮后, 5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇的二乙酰化衍生物和

5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇的二乙酰化衍生物的 ∆‰值分别从- 2612% 降至- 3018% , - 2512%
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降至- 2919% , 而 5Β2孕烷二醇23Α, 20Α2二醇的二乙酰化衍生物的 ∆‰值未发生显著性变化,

若用比值法判定, 则雄烷二醇与孕烷二醇的 ∆‰值比值显著性增加 (01981- 11047 升至

11167- 11312)。

3　同位素比值质谱在双氢睾酮 (DH T )检测中的应用

1997 年, S. Ho rn ing 等人[ 15 ]对一舌下含服 25 毫克双氢睾酮的男性志愿者的尿样进行

了GCöCöIRM S 分析。前处理步骤与测定睾酮时的前处理相同。实验证明: 引入外源性双氢

睾酮后, 本胆烷醇酮、睾酮、孕烷二醇、孕烷三醇、5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇的 ∆‰值没有显著性

变化, 而双氢睾酮、雄酮与 5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇的 ∆‰值显著性下降。由于双氢睾酮在尿中

的浓度较小, 它的 ∆‰值只能在 6- 16 小时检测出来, 而 5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇与 5Α2雄烷2
3Α, 17Β2二醇的浓度较大, 其 ∆‰值在服用 70 小时后仍能检测出来。S. Ho rn ing 等人认为, 与

5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇和内源性参比指标相比, 若 5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇的 ∆‰值显著性较低,

就可认为引入了外源性双氢睾酮。S. Ho rn ing 等还对这些尿样同时作了 GCöM S 分析, 结果

表明: 若用 5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇与 5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇的浓度比值 5ΑAD ö5ΒAD > 115 作

为阳性判据, 则 24 小时后 5ΑAD ö5ΒAD 已落入正常范围。

1997 年, Shack leton 等人[ 17 ]也以二醇类物质作为检测对象, 研究了双氢睾酮的 GCöCö

IRM S 检测方法, 他们在测定睾酮时所用的前处理方法基础上作了一定的改进: 1) 在用

Girand T 试剂之前先用 Sep 2Pak 柱分离酶解产物; 2) 取消 Sodium B ism u tha te 氧化。

Shack leton 等人发现口服双氢睾酮后, 5Α2雄烷23Α, 17Β2二醇与 5Α2雄烷23Α, 17Α2二醇的 ∆‰
值显著性下降, 而 5Β2雄烷23Α, 17Β2二醇的 ∆‰值没有显著性的变化, 这些变化可作为口服方

式引入外源性双氢睾酮的证据。

4　同位素比值质谱在脱氢表雄酮 (DH EA )检测中的应用

1997 年, S. Ho rn ing 等[ 15 ]对口服 40m g 游离型DH EA 后的男性志愿者的尿样进行了分

析, 酶解采用来自 H elix pom atia 生物的 Β2葡萄糖醛酸甙酶酶, 然后经 H PL C 纯化后进入

GCöCöIRM S 分析。引入外源性DH EA 后, 5Α(Β) 2雄烷23Α, 17Β2二醇的 ∆‰显著性下降, 但区

别于外源性睾酮的引入, 引入脱氢表雄酮后, 52雄烯23Β, 17Β2二醇的 ∆‰值也显著性下降。因

此上述三个指标 5Α(Β) 2雄烷23Α, 17Β2二醇、52雄烯23Β, 17Β2二醇可作为引入外源性脱氢表雄

酮的证据。同年, Shack leton 等人[ 17 ]选用 52雄烯23Β, 17Β2二醇作为指标来判断是否引入了外

源性DH EA。

以上两种方法均属于间接测定DH EA 的方法。1999 年,M ako to U ek i 等人[ 18 ]提出了直

接测定DH EA 的方法: 用特制的三乙胺羟丙基 Sephadex L H 220 (T EA P Sephadex L H 220)

柱分离得到硫酸酯结合形式的甾体混合物; 用来自 Am pu lla ria (壶螺属) 生物的

arylsu lfa tase 来酶解硫酸酯结合形式的甾体; 酶解产物分离后, 经酯化进入 GCöCöIRM S 分

析。1999 年 9 月,M ako to U ek i 等人[ 19 ]报告通过 T EA P Sephadex L H 220 柱分离了硫酸酯形

式和葡萄糖醛酸形式的甾体, 将它们分别用 glufa tase 和 Β2glucu ron idase 酶解, 再纯化、酯化

后进入 GCöCöIRM S 分析。这样在硫酸酯部分中可以测定DH EA , 在葡萄糖醛酸部分可以

测定 5Α(Β) 2雄烷23Α, 17Β2二醇与孕烷二醇。当引入外源性DH EA 后,DH EA、5Α(Β) 2雄烷23Α,
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17Β2二醇的 ∆‰值显著性下降, 孕烷二醇的 ∆‰值无显著性改变。M ako to U ek i 等人认为:

DH EA、5Α(Β) 2雄烷23Α, 17Β2二醇、孕烷二醇的 ∆‰值变化可作为外源性DH EA 引入的证据。

5　总结与展望

从方法学上讲, 在 GCöCöIRM S 检测内源性蛋白同化激素的研究中, 方法的差异主要

在于前处理手段的不同。前处理手段的选择关系到检测指标的选择、目标物的回收率、背景

干扰的大小及恒定程度、目标物与干扰峰的分离程度及是否存在同位素分级分离等问题。在

这些问题中, 色谱峰的分离度是正确测定同位素比值的关键, 重合或分离度差将会直接影响

结果的可靠性。因此, 各国兴奋剂检测研究人员正致力于建立一套简单、省时、回收率高的

GCöCöIRM S 分析的前处理方法。

GCöCöIRM S 在其他领域中的应用很广, 而在兴奋剂检测中的应用时间却不长, 但由于

其在内源性蛋白同化激素检测中显示出独特的优越性, 使它的发展非常迅速。目前, 其应用

范围仅限于睾酮、双氢睾酮、脱氢表雄酮及表睾的测定, 此方法发展后, 将可用于去氢睾酮、

19- 去甲睾酮等的测定[ 15 ]。

尽管 GCöCöIRM S 法在内源性蛋白同化激素的检测中弥补了 GCöM S 法的不足, 但

GCöCöIRM S 法不可能替代 GCöM S 法进行常规检测, 因为在 GCöCöIRM S 法中, 燃烧炉将

所有物质均氧化为二氧化碳和水, 失去了结构鉴定功能, 因此 GCöCöIRM S 法只能作为一

种确证手段。

目前, 蛋白同化激素的商业产品通常单一来源于从大豆等值物中提取出的植物甾醇, 但

从动物 (牛或马) 体内分离蛋白同化激素的研究正在进展, 这对于 GCöCöIRM S 法检测内源

性蛋白同化激素而言, 将是一个新的挑战。
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Abstract

Gas Ch rom atographyöCom bu st ionöIso top ic R at io M ass specrom etry has p layed an

im po rtan t part in detect ing endogenou s anabo lic androgen ic stero ids. T he p rincip le of Gas

Ch rom atographyöCom bu st ionöIso top ic R at io M ass spectrom etry and a review on recen t

developm en t on the app lica t ion of it to detect ing endogenou s anabo lic androgen ic stero ids

are p resen ted.

Key W o rds: GCöCöIRM S, endogenou s anabo lic androgen ic stero ids, app lica t ion
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