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引言

睾酮又称睾丸酮/睾甾酮，是一种类固醇荷尔蒙，由男性睾丸

或女性卵巢分泌，肾上腺亦分泌少量睾酮，具有维持肌肉强度及

质量、维持骨质密度及强度、提神及提升体能等作用。在血清中

睾酮以两种形态存在，即游离态和结合态（与性激素结合球蛋白

相结合），其中以游离状态存在的睾酮称为游离睾酮，游离睾酮

可进入细胞，并激活相应的受体发挥其激素作用。

尽管游离睾酮的作用很多，但其仅占总睾酮水平2-3%，尤其

女性、小孩含量在pg/ml级别，游离睾酮的测定能克服睾酮结合蛋

白浓度变化产生的影响，直接反映具有生物学活性的游离睾酮水

平，对许多患有多毛症妇女或者性激素结合球蛋白率低的情况，

血清中的总睾酮往往处在正常范围内，而测定游离睾酮水平，

90%以上存在明显增高现象，表明游离睾酮比总睾酮能精准的的

反映相关疾病特征，同时游离睾酮测定也是一种间接测量性激素

结合球蛋白在血液中水平的方法因游离睾酮在血浆中含量较低，

浓度通常在pg/ml范围，女性甚至低至1pg/ml，因此游离睾酮检测

面临着较大的挑战，本方法可最低定量限可至1pg/ml，无需衍生

灵敏度高、检测限低。

一、 实验部分

1. 样品前处理

平衡透析法：

前处理流程

1.  取适量的血浆样品放入平衡透析装置样品室，取等量PBS溶液

放入平衡装置缓冲室，以37 ℃平衡16 h；

p 1

2.  准确量取400 μL缓冲室溶液于1.5 mL塑料离心管中，加入20 μL

同位素内标混合工作液（200 pg/mL），涡旋1 min；

3. 加入900 μl甲基叔丁基醚不定时涡旋20 min，15000 rpm离心

10 min后取800 μl上清液。

4. 氮吹至干加入5 0  μ l甲醇水（5 0 %）涡旋超声1 0 m i n并以

15000 rpm离心3 min，取上清液进样。

2. 色谱质谱方法

色谱条件：

色谱柱：飞诺美Kinetex® F5（2.6 μm，2.1 × 100 mm）

流速：0.5 ml/min

流动相：A：水溶液，B：甲醇溶液

柱温：40℃

梯度洗脱，液相梯度见表1。

The Power of Precision

For Research Use Only. Not for use in Diagnostic Procedures.

Drug Discovery and Development

表1. 洗脱梯度

时间（min）  A(%)  B(%)

0 38 62

5 38 62

5.2 0 100

6 0 100

6.1 38 62

8.5 38 62
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以PBS为模拟基质，配制混合标曲溶液，按上述前处理步骤进

行处理，制作标准工作曲线（浓度单位均为pg/mL）
质谱条件：

采用正电喷雾离子源（Electrospray Ionization，ESI）和多反

应监测（Multiple Reaction Monitoring，MRM）模式进行质谱检

测。

离子源参数：喷雾针（Ionspray，IS）正模式电压为+ 5500V，

加热气（Gas1）和辅助加热气（Gas2）分别为60 psi和70 psi，脱

溶剂气温度为600 ℃；气帘气（Curtain Gas，CUR）为30 psi，碰撞

气（Collision Gas，CAD）为Medium。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2:

表2. 离子对及电压参数

Q1 Q3 DWELL ID DP CE

289.3 97.1 100 FT-1* 50 11

289.3 109.1 100 FT-2 50 12

292.4 109.1 100 FT-d3-1 50 10

292.4 97.1 100 FT-d3-2 50 11

备注: 化合物对于离子源气参数敏感，且原型类和代谢物类的

最优源气参数不同，为保障灵敏度充分满足要求，建议在实验机

器上进行柱上FIA源气参数优化，*为定量离子对。

2. 结果与讨论

以PBS为模拟基质，考察了游离睾酮灵敏度及峰形情况，实验

结果表明游离睾酮检测峰型良好，如图1。

图1. 游离睾酮及内标图谱

   

游离睾酮 FT                       游离睾酮内标 

图 1. 游离睾酮及内标图谱 

 

以 PBS 为模拟基质，配制混合标曲溶液，按上述前处理步骤进行处理，制

作标准工作曲线（浓度单位均为 pg/mL） 

表3  PBS基质标准曲线 

系列 游离睾酮 

STD1 1.00 

STD2 2.00 

STD3 5.00 

STD4 10.00 

STD5 20.00 

STD6 100.00 

STD7 200.00 
线性方程 Y=0.01746X+0.00256 

相关系数 R 0.99942 

游离睾酮（加标量 20 μl）加标回收率为 99~106.4%之间，RSD为 3.6%，

精密度良好，满足方法学要求。 

化合物 加标浓度 
未加标样品

浓度 

加标样品测试

浓度 
回收率% RSD% 

Testosterone 1ng/ml 23.93 73.32 102.4 3.6% 

游离睾酮FT 游离睾酮内标

表3. PBS基质标准曲线

系列 游离睾酮

STD1 1.00

STD2 2.00

STD3 5.00

STD4 10.00

STD5 20.00

STD6 100.00

STD7 200.00

线性方程 Y=0.01746X+0.00256

相关系数R 0.99942

游离睾酮（加标量20 μl）加标回收率为99~106.4%之间，RSD

为3.6%，精密度良好，满足方法学要求。

基质效应�——考察替代基质的一致性

采用替代基质PBS，配置三种溶液：A（用替代基质配置的校

准点）；

B（实际人群样本）；C（分别将替代基质配置的校准点和实

际人群样本1:1混合）。实测值=样本C的浓度，理论值=样本A浓度

×0.5+样本B浓度×0.5；

基质效应：=（实测值/理论值）×100%。

实际结果：A=53.85pg/ml；B=2608.96pg/ml;C=1241.77pg/ml。

基质效应=93.27%，符合要求。

化合物
加标
浓度

未加标
样品浓度

加标样品
测试浓度

回收率
%

RSD
%

Testosterone

1ng/ml 23.93 73.32 102.4

3.6%1ng/ml 21.55 73.63 106.4

1ng/ml 25.25 72.17 99.0%
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3. 小结

针对现有技术中游离睾酮检测时所需样本体积大、样品需要

衍生化 处理、检测耗时长、检测精确度不高和检测下限难以突破

的技术问题，本方法基于SCIEX Triple Quad™ 液相色谱串联质谱系

统，结合平衡透析法建立血浆中游离睾酮检测，可对血浆中游离

睾酮进行快速的定性和定量分析并具有特异性高、线性好、准确

度高等优点，可以满足临床检测需要。

SCIEX临床诊断产品线仅用于体外诊断。仅凭处方销售。这些产品并非在所有国家地区都提供销售。获取有关具体可用信息，请联系当地销售代表或查阅https://sciex.com.cn/diagnostics 。
所有其他产品仅用于研究。不用于临床诊断。本文提及的商标和/或注册商标，也包括相关的标识、标志的所有权，归属于AB Sciex Pte. Ltd. 或在美国和/或某些其他国家地区的各权利
所有人。
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