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兔血中5Β-H-17-OH雄甾烷的气相色谱-质谱测定

骆传环,黄荣清3 ,肖炳坤,梁乾德,梁晓东
(军事医学科学院放射医学研究所,北京　100850)

摘要: 建立了一种气相色谱2质谱 (GCöM S)技术测定兔血中甲睾 (M T )的主要代谢物 5Β2H 2172OH 雄甾烷

(5Β2M T )质量浓度的方法,为药物动力学等研究提供技术方法和数据。6只兔口服20 m g M T 后按设定时间

点取血,用甲醇提取血浆1 mL ,提取液用Β2葡萄糖醛酸苷酶于55 ℃水解3 h。去氢甲睾 (DHM T )为内标物进

行定量计算。结果显示:给药后每个血样中均含有5Β2M T ,计算每个时间点6只兔的5Β2M T 平均质量浓度Θ,

发现在3 h 时达到峰值 2. 2 m göL。
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D eterm ina tion of 5Β-H-17-OH-Androstane in Rabbit Blood

by Ga s Chroma tography-M a ss Spectrom etry

LUO Chuan2huan, HUAN G Rong2qing, X IAO B ing2kun, L IAN G Q ian2de, L IAN G X iao2dong
(Institu te of R ad ia tion M ed icine, A cad em y of M ilita ry M ed ica l S ciences, B eij ing 100850, Ch ina)

Abstract: T he determ ina t ion of the essen t ia l m etabo lite 5Β2H 2172OH 2A ndro stane (5Β2M T )

from m ethyl testo sterone (M T ) in rabb it b lood by gas ch rom atography2m ass spectrom etry

w as perfo rm ed to supp ly m ethod and data fo r pharm acok inet ics study. 2mL b lood taken

from six rabb its ear w as co llected a t set t ing t im e po in t befo re and after P. O. adm in ist ra t ion

20m g M T , 1mL p lasm a sam p le w as ex tracted w ith m ethano l, then the ex tractan t w as en2
zym ed by Β2glucu ron idase. Q uan t ita t ive ana lysis w as perfo rm ed w ith in terna l standard

DHM T. T he resu lt show ed tha t 5Β2M T w as p resen ted in each b lood sam p le, the m ax im al

average m ass concen tra t ion of six rabb it is 2. 2m göL at 3h.

Key words: 5Β2H 2172OH 2andro stane; gas ch rom atography2m ass spectrom etry; in terna l stan2
dard quan ita t ion; m ass concen tra t ion; rabb it b lood

　　甲睾全名甲基睾丸素, 简称M T , 是人工合

成的类固醇化合物,用于治疗慢性消耗性疾病和

血液病如再障等,抗衰老、抗疲劳。为了解它在机

体内的动态变化过程,在以往代谢物研究的基础

上, 对M T 经羟化酶作用产生的主要代谢产物

5ΒH 2172OH 雄甾烷 (简称 5Β2M T ) ,拟用气相色

谱2质谱 (GCöM S)建立定性鉴别和定量测定的

方法[ 1, 2 ] ,为M T 的其他研究如药物动力学研究
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等提供技术方法和数据。

1　实验部分
111　主要仪器及材料

H P5890A ( GC ) 25970B ( M SD ) 259970C

(Chem Sta t ion) : 美国惠普 (H ew let t2Packard)公

司产品。

M T、5Β2M T 标准品和内标物去氢甲睾

(DHM T )由本实验室合成,经熔点测定、元素分

析、质谱鉴定后使用,三者化学结构式示于图1。

图 1　M T, 5Β-M T标准品和内标物去

氢甲睾 (D HM T)的化学结构示意图

F ig. 1　Geom etr ic structures of M T,

5Β-M T and D HM T

112　动物及给药

日本大耳白家兔 6 只,领自本院动物中心,

体重1. 5 kg 左右,雌雄各半,称取20 m g M T ,混

悬于5 mL 的生理盐水中,灌胃口服给药。

113　采血、样品预处理

药前和药后 1、3、6、9、12、24、48 h 在兔耳静

脉采血 2 mL 于抗凝管中,离心后取出 1 mL 血

浆, 用甲醇振摇提取、离心, 抽出上清甲醇提取

液, 蒸去甲醇后用Β2葡萄糖醛酸苷酶于 55 ℃水

解3 h [ 3 ] ,过Sep 2pak 小柱吸附,甲醇洗脱解吸,溶

液蒸去甲醇后置于真空干燥器中,干燥后的样品

管中定量加入精密配制的内标溶液,待测。

另取3份1 mL 空白血浆,加入高、中、低3个

量的5Β2M T 标准品,混悬使溶,按上述血样提取

操作处理后加入内标溶液,进样后,用内标定量

法计算出平均回收率为 (87. 1±4. 2) %。

114　GCöM S实验条件

1. 4. 1　色谱条件　色谱柱: OV 21 弹性石英毛

细管柱 (15 m×0. 2 mm×0. 25 Λm ) ; 升温程序:

180 ℃保持1 m in,以10℃öm in 升至200℃,再以

5 ℃öm in 升至250℃,保持4 m in;载气 (H e)流速

1. 1 mL öm in,压力2. 4 kPa;进样量2. 0 ΛL ;分流

比10∶1;进样口温度260℃,检测器温度280℃。

1. 4. 2　质谱条件　电子轰击 (E I)离子源; 聚焦

电压 4 V ,电子倍增器电压 2 200 V ; 质量扫描范

围 m öz 120～ 350, 域值 500; 溶剂延迟时间 5

m in [ 4, 5 ]。

115　定性和定量分析

首先用配制的标准 5Β2M T 和内标DHM T

混合液进样, 得到GCöM S 图, 再将制备好的血

液样品进样, 得到血样的GCöM S 图, 经色谱峰

的保留时间 ( tR )、质谱峰的分子离子峰 (M + )、基

峰和主要碎片峰的解析比较作出定性鉴定,确定

血样中的5Β2M T ,阳性样品再作定量计算。

启动 59970C (Chem Sta t ion)中的内标程序,

在标准混合液进样后建立内标校正表。在阳性血

液样品进样后,即可调出内标计算报告表,表中

列出所进样品液中 5Β2M T 的质量 (ng) ,再按进

样量、样品稀释倍数、回收率、血浆ö血液体积之
比等因素,计算兔血中5Β2M T 的质量浓度 (Θ)。

2　结果与讨论
211　标准混合液的GCöM S图

标准混合液的GCöM S 图示于图 2。色谱图

部分在 tR = 12 m in 和 13 m in 左右有两个色谱峰

(P1、P2)。P1 的M S 图显示它有分子离子峰

(M + ) m öz 306,基峰m öz 291,以及m öz 121、m ö
z 165、m öz 233、m öz 255、m öz 273等碎片峰,与

5Β2M T 分子的化学结构裂解式吻合。因此确定

P1 是5Β2M T。同样,根据m öz 300 (M + ) ,基峰m ö
z 122,主要碎片峰m öz 161、m öz 199、m öz 227、

m öz 242、m öz 282等,确定P2为内标物DHM T。

在定性鉴别后,调出Chem Sta t ion 的内标程序,

输入必要数据后建立内标校正表。

212　血液样品的GCöM S图

以 1# 兔 1 h 的血液样品为例, 进样后得到

GCöM S图示于图3。在tR = 12 m in 左右有1小色

谱峰,其质谱图和图 2 中的标准 5Β2M T 的质谱

图完全相同,因此确定这小色谱峰为 5Β2M T ,在

tR = 13 m in 左右有一和图 2 相同的色谱峰, 经

M S鉴定为内标物DHM T。定性鉴定显示药前6

个血样都是 5Β2M T 阴性,药后所有血液样品中

均有5Β2M T ,色谱峰峰面积有所不同。

213　兔血中5Β-M T的定量分析

根据每个阳性血液样品进样后的内标结果

报告表,计算获得每只兔每时间点的 5Β2M T 的

含量。每个时间点6只兔平均血药质量浓度Θ数
据列于表1。
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图 2　标准混合液的GCöM S图

F ig. 2　GCöM S spectra of standard m ixted solution

表 1　兔血中 5Β-M T的质量浓度

Table 1　M ass concen tra tion of 5Β-M T in rabbit blood

N o. töh Θö(m g·L - 1) SD ö(m g·L - 1)

1 0 0 0

2 1 014 018

3 3 212 014

4 6 118 113

5 9 112 113

6 12 015 017

7 24 114 018

8 48 119 215

214　讨　论
表 1 中数据表明M T 的主要代谢产物 5Β2

M T 在体内的动态变化特点,血药质量浓度在 3

h 达峰值2. 2 m göL ,其后缓慢下降,但至24 h 时
又呈现上升趋势,到 48 h 又出现第二高峰,峰值
低于第一高峰,这与文献曾报道的M T 在机体内
可能两次经过肝脏的论点相吻合。由于M T 的代

谢过程和肝脏有密切关系, 可能在肝脏会有滞
留, 因此推测M T 及其代谢物会对肝脏有刺激
性,建议临床在使用M T 时注意保肝措施。由于
48 h 时血液浓度水平仍处于较高状态,可能M T
的代谢物在体内的清除过程会较长,连续用药需
考虑累积效应[ 7, 8 ]。

图 3　1# 兔 1 h血样的GCöM S图

F ig. 3　GCöM S spectra of blood sam ple

from 1# rabbit a t 1h

3　结　论
使用GCöM S技术对兔口服20 m g M T 后体
内主要代谢物 5Β2M T 进行血样的定性定量测
定。由于在定性鉴定的基础上再作定量计算,不
会造成假阳性,结果较确凿; 内标定量法能避免
操作误差,数据可靠。实验显示 6只兔在给药后
各时间点的血样中均有 5Β2M T ,平均质量浓度
在3 h 达到峰值2. 2 m göL。

(下转第21页)
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图 4　双酚A 衍生物的总离子流图

F ig. 4　TIC of der ivative of bisphenol A by GCöM S

　

3　小　结
建立了衍生化 SPM EöGC2M S 测定水中双

酚A 的分析方法。以PA 为萃取纤维,对萃取条

件、衍生化条件进行了优化。该分析方法具有简

便、快速、灵敏度高等特点,适用于水中痕量双酚

A 的快速测定。
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