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【摘要】 类固醇激素的水平能够反映体内的内分泌功能，为内分泌疾病的诊疗提供精准的信息。

液相色谱‐质谱技术具有高特异、高灵敏度的特点，更优于传统免疫学方法，成为临床类固醇激素检测

的重要手段。我们需要围绕临床需求，规范地应用这项技术，推动其良性发展。
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【Abstract】 Steroid hormone profiling reflects the functions of endocrine system, offering precise
information for the diagnostics and treatment of endocrine diseases. Liquid chromatography‐mass
spectrometry technique is highly specific and sensitive,and is superior to traditional immunoassay and has
become important in the clinical detection of steroid hormones. It should apply this technique and promote
its growth according to the clinical requirements and guidelines.
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近 年 来 ，利 用 液 相 色 谱‐质 谱（liquid
chromatography‐mass spectrometry，LC‐MS）技术检

测类固醇激素普遍应用于国外医学检验实验室，是

内分泌疾病精准诊疗的重要助力。国内医学检验

实验室也开始了LC‐MS检测技术的临床实践，但是

如何将LC‐MS技术用好，依然充满了挑战。本文分

析了类固醇激素检测的发展历程，探讨LC‐MS检测

类固醇激素的挑战、临床应用与未来发展方向。

一、激素检测方法的演变

（一）传统免疫学激素检测

激素检测的历史就是一部方法学发展的历史。

由于大部分激素表达水平低且缺少灵敏的定量检

测方法，直到20世纪初期，人们还无法从体液中检

测出具体的激素，临床上主要通过激素的生物功能

来确定某种激素的存在，例如怀孕女性尿液中的人

绒毛膜促性腺激素能够诱导青蛙的排卵，所以向青

蛙注射女性尿液被用于验孕［1］。
20世纪 50年代，免疫方法能够定量地检测到

人类体液中的蛋白类激素。随后，具有更高灵敏度

的放射免疫法更是将激素检测拓展到了生物小分

子领域，使得部分类固醇的定量检测成为了可能。

1976年蒙特利尔奥运会首次将放射免疫法用于类

固醇类兴奋剂的筛查检测［2］。
人体内类固醇激素水平的异常与一系列疾病

的发生密切相关，包括肾上腺遗传性疾病、肾上腺

肿瘤、高血压、多囊卵巢综合征、库欣综合征等，其

定量检测在上述内分泌相关疾病的诊疗中具有重

要的价值，已成为临床激素检测的重要组成。

但传统类固醇激素检测常用的放射免疫方法

存在诸多缺陷，包括易受蛋白结合干扰、较长的孵
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育时间、易受放射性物质非特异性结合的影响、易

受嗜异性抗体和自身抗体的干扰、需要处理放射性

物质［3］。近年来，其他自动化免疫方法也会被用于

类固醇激素检测，但是人体内种类繁多、结构近似

的类固醇激素容易产生交叉干扰。例如，雌二醇和

睾酮的结构极其相似，而在女性体内雌二醇含量是

睾酮的数倍，即使只有一小部分的雌二醇和睾酮检

测试剂产生交叉反应，也会使女性睾酮的免疫方法

检测结果出现严重误差［4］。
（二）质谱技术进入类固醇激素临床检测

质谱是一种基于待测物离子质荷比实现鉴定

和分析的技术，随着离子源和质量分析器技术的不

断发展，衍生出多种原理的质谱仪［5］。质谱检测的

灵敏度和准确性也不断升级，其在类固醇类激素的

检测中大有后来居上之势。1984年洛杉矶奥运会

正式将气相色谱‐质谱（gas chromatography‐mass
spectrometry，GC‐MS）置于放射免疫法之上，作为类

固醇类激素检测的确认方法［6］。
20世纪 70年代，随着革新的软电离技术出

现［7］，具有更高分离性能的液相色谱被引入质谱检

测，产生了具有高灵敏度、高分辨率、高准确性、宽

检测范围的 LC‐MS技术。20世纪 90年代，LC‐MS
技术趋于成熟，成为痕量物质定量检测的“金标

准”，受到临床的极大关注。

进入 21世纪，LC‐MS检测类固醇激素逐渐成

为医学检验实验室的重要选择，展现出了优越的性

能［8］。首先，质谱方法灵敏度更高，更能满足类固

醇激素检测需求。其次，质谱方法质谱方法的前处

理通常会包含去除蛋白质的过程，不但可以完全去

除激素结合蛋白，还可以去除杂质干扰，并且直接

检测类固醇激素本身离子对，特异性显著提高。此

外，越来越多的研究表明类固醇激素谱相比单个激

素在疾病诊断时更具有临床应用价值，质谱方法可

以同时检测多个类固醇激素，具有天然的优势。综

上所述，LC‐MS正引领着临床类固醇激素检测的方

法学变革。

二、质谱检测类固醇激素的挑战

（一）方法开发前的挑战

类固醇激素的检测对质谱仪器的性能提出了

很高的要求。正常人体液样本中的大部分类固醇

激素水平极低，一般在 ng/ml的水平，血浆 21‐脱氧

皮质醇甚至到了 pg/ml水平，需要方法学的高灵敏

性［9］。多种激素同时检测也需要方法学的高选择

性。以上因素要求仪器灵敏度高、噪音低、重复

性好。

技术人员的储备对于类固醇激素检测方法的

开发至关重要。虽然类固醇激素均是环戊烷多氢

菲衍生物，但是化学性质各有差异，设计检测方案

时需要有所考量。例如，硫酸脱氢表雄酮是一种

盐，极性远大于其他类固醇，需要相应的色谱分离

条件，只能单独进行检测。由于携带基团的不同，

不同的类固醇激素离子化模式并不相同，比如雌激

素类和醛固酮（含有羟基，难以获得质子）多采用负

离子模式，而其他激素大多采用正离子模式。鉴于

上述类固醇方法开发的复杂性，医学检验实验室需

要具有质谱相关专业背景和临床检测经验的技术

人员。

医学检验实验室开发质谱类固醇激素谱检测

方法时，标准品和同位素内标的购买也是一个需要

考虑的问题，需要评估纯度、规格、性状、溯源性、货

期等因素。只有在仪器、人员技术储备、标准品和

内标完备的条件下，实验室才有可能顺利开发质谱

类固醇检测方法［10］。
（二）方法开发中的困难

类固醇激素质谱检测的挑战之一在于前处理

方法的选择。由于体内激素含量较低，前处理需要

在保留、浓缩待测物的前提下去除尽可能多的杂

质。对于临床检测，前处理方法的易行性也非常重

要。临床常用的前处理方法包括蛋白沉淀、液液萃

取、固相萃取。蛋白沉淀简单易行，但是杂质去除

效果不佳，可能会影响后续质谱检测；液液萃取虽

然成本较低，但是吹干复溶操作复杂，且存在有机

溶剂的毒性问题；固相萃取方法可使用商品化的萃

取板，操作相对简便安全。

类固醇激素的开发难点还在于色谱条件的选

择。比如21‐羟基孕酮和17‐羟基孕酮以及11‐脱氧

皮质醇、21‐脱氧皮质醇和皮质酮，这两组化合物为

同分异构体，其母离子和子离子均相同，单纯依靠

质谱方法是无法区分和定量的。必须通过优化色

谱条件，实现有效分离，后续的质谱检测才能够对

其准确定量。

标准品的配制需要合适的替代基质。甲醇等

纯溶剂无法模拟人类血浆的复杂成分，可能存在明

显的基质效应。如果使用胎牛血清，其中的固有激

素会产生干扰。最理想的替代基质是去除激素的

人类血浆，有文献报道使用活性炭吸附后的血浆可

以满足检测要求，目前也有市售的商品化无激素

血浆［11‐12］。
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LC‐MS检测方法开发是一个复杂的过程，应当

遵照标准化的指南进行规范。目前美国临床和实

验室标准协会颁布了C50‐A和C62‐A文件来规范

管理美国质谱方法的开发［13‐14］。我国尚缺乏针对

质谱相关的临床实践指南，以致各医学检验实验室

一直采用自我管理模式。自我管理水平参差不齐

为内部质量管理和外部标准化带来巨大挑战，一定

程度上束缚了质谱的临床实践和发展。针对这一

现象，中华医学会检验医学分会、卫生计生委临床

检验中心共同起草《液相色谱‐质谱临床应用建

议》，旨在为实验室管理和操作人员以及监管机构

提供检测方法建立、性能确认和质量管理等方面的

参考［14］。
（三）方法开发后的评价

在方法开发成功后，推向临床之前，参考区间

设定的问题是首先需要考虑的。目前，临床现行疾

病诊疗指南中的临床决策切点大都依据常规检测

方法的结果设立。质谱技术与常规生化、免疫方法

的检测原理截然不同，检测值也会有所差异，因此

质谱类固醇检测技术应用于临床前需重新建立表

面健康人群参考区间和适宜人群的医学决定水平，

而非直接转化常规检测的标准。质谱类固醇激素

参考区间的设定还应该充分考虑性别、年龄、女性

生理期等因素［15］。
质量控制是确保临床检验结果有效性不可或

缺的环节。对于质谱检测类固醇激素方法的质量

控制，其浓度范围、质控频率、质控规则均可以按照

《液相色谱‐质谱临床应用建议》中的要求实施。医

学检验实验室往往会面临缺乏适用于质谱方法的

商品化质控品的问题，可以按照应用建议的要求由

本实验室具有丰富工作经验的操作人员配制质控

品，并采用盲法按照性能要求进行评价。

三、国内外类固醇激素谱的临床应用

在欧美国家，LC‐MS检测类固醇激素已经是医

学检验实验室的重要检测项目。对于儿科内分泌

学，LC‐MS技术可以检测小体积单一样本（如

100 μl的血浆）中的多种类固醇激素，是一大优

势［16］。对于成人内分泌学，在单一标志物无法诊断

疾病时，类固醇激素谱的检测提供了联合使用多种

类固醇激素来诊断和鉴别诊断疾病的解决方案［17］。
此外，LC‐MS技术高特异性的特点，拓展了类固醇

激素的检测种类，大量之前免疫方法无法检测的类

固醇激素可以利用LC‐MS技术检测。越来越多的

研究开始关注类固醇激素谱质谱检测的临床应用。

Taylor等［17］的研究建立了一种 LC‐MS检测 13
种血浆类固醇激素谱的方法，并对肾上腺皮质癌的

患者进行了检测，发现在这13种类固醇中，11‐脱氧

皮质醇和17‐羟基孕烯醇酮可以最好的区分肾上腺

皮质癌和非肾上腺皮质癌的结节。Hines等［18］的研

究建立了检测尿液中的26种类固醇激素的LC‐MS
方法，用于鉴别诊断肾上腺皮质癌和肾上腺结节、

肾上腺和垂体性库欣综合征，以及诊断先天性肾上

腺皮质增生症。Methlie等［19］建立了检测 9种血浆

类固醇激素的LC‐MS方法，并对艾迪生病的患者进

行了检测，发现艾迪生病患者的睾酮和雄烯二酮不

足表面健康人群激素水平的一半。其检测激素谱

中纳入了外源性类固醇激素——地塞米松、泼尼

松、氢化泼尼松，地塞米松浓度监测可以排除因胃

吸收减少导致的小剂量地塞米松抑制实验的假阳

性，泼尼松龙和氢化泼尼龙检测可以作为艾迪生病

泼尼松替代治疗时药物浓度监测。

国内医学检验实验室也已经逐渐意识到免疫

方法检测类固醇激素存在的问题，开始寻求质谱技

术的帮助，陆续开展了实验室自建方法的LC‐MS类
固醇激素检测项目，也积累了一定的经验。

其中，复旦大学附属中山医院检验科根据类固

醇激素的合成代谢通路和临床常用的类固醇药物，

选取了血液中 19种主要的类固醇激素和 1种外源

性类固醇药物——地塞米松，开发了相应的LC‐MS
检测方法，能够在单次检测中同时检测 20项类固

醇激素。该检测谱检测能够准确定量女性睾酮和

雄烯二酮等雄激素，与临床影像学信息结合可以准

确诊断多囊卵巢综合征。而在库欣综合征患者中，

该激素谱检测结合促肾上腺皮质激素检测可以成

功鉴别诊断中枢性和肾上腺性的库欣综合征。对

于先天性肾上腺皮质增生症的患者，完整的类固醇

激素谱检测可以判断合成酶的缺陷种类，有助于这

类疾病的鉴别诊断和进一步治疗决策的制定。但

是相比于欧美国家，总体上来说国内对于类固醇激

素谱质谱检测的研究较为匮乏。

四、质谱检测类固醇激素的现状思考

类固醇激素质谱检测在我国医学检验实验室

的应用仍然处于起步阶段，这远远无法满足临床日

益增长的精准化医疗的需求。因此，在现阶段鼓励

发展质谱检测的临床应用是重于监管需求的。医

疗机构和相关管理部门需要同心协力，建立发展为

主、注重规范的科学监管模式，全面推动类固醇激

素质谱检测临床应用的高效、规范发展。
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人才是发展的源动力，专业人才的培养是发展

类固醇激素质谱检测的基础。不同于常规的临床

检测，质谱检测需要的是具有多样化、分层化专业

背景的复合型人才：检测方法的研发和检测系统性

能优化需要分析化学的专业背景；临床沟通、类固

醇激素谱的确定、检测结果审核、报告解读需要专

业的基础和临床医学知识；而实验项目的流程管理

则对工作人员的综合管理能力提出了极高的要求。

目前国内此类人才十分缺乏，医学检验实验室在计

划开展类固醇激素质谱检测项目前，应充分做好人

才培养工作。

医学检验实验室要始终围绕临床需求进行充

分沟通，直到充分满足临床应用需求。中山医院检

验科在建立了20项类固醇激素LC‐MS检测项目以

后，继续积极与临床沟通，基于每个实际案例和临

床共同探讨这些检测项目的临床诊断特性。经过

反复讨论，我们将 20项类固醇激素谱进一步定制

化，根据不同的内分泌疾病诊疗需求，设立了八项

激素组合报告，有助于临床医生更有针对性地诊

断，同时也为患者节约了检测费用。可见只有围绕

临床需求开发优化临床检测的新技术新项目，才能

更好地发挥检验科的作用，最终使患者获益。

五、结语

LC‐MS技术为类固醇激素的检测带来了革命

性的影响，准确定量人体内的类固醇激素不再是梦

想，而是触手可及的现实。但是只有直面新技术带

来了一系列挑战，在相应导则的指引下将规范化、

标准化贯穿于整个方法开发过程，我们才能将新技

术的优势充分发挥出来，为临床内分泌疾病的诊疗

提供重要的助力。
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