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引言

替勃龙是一种类雌激素化合物，口服替勃龙后迅速代谢成

3α-OH-替勃龙（3α-OH-Tibolone）、3β -OH-替勃龙（3β-OH-

Tibolone）和替勃龙异构体（△4-Tibolone），其中3α-OH-

Tibolone和3β-OH-Tibolone具有雌激素活性， △4-Tibolone及母

体化合物具有孕激素和雄激素活性。替勃龙口服后吸收后，代

谢迅速，原型及△4-Tibolone血浆水平极低，3α-OH-Tibolone和

3β-OH-Tibolone血浆峰值高但不会蓄积，因此该项目对灵敏度要

求较高。性激素在生物体内含量极低，由于其化学结构中缺少可

离子化的官能团，液相色谱-质谱联用分析时检测灵敏度不高，

因此采用柱前衍生的方法进行结构修饰是提高质谱响应的有效手

段。雌激素结构中所含的( 酚) 羟基及雄激素结构中含有的酮基和

羟基为发生衍生化反应的主要位点。

本文建立了两种柱前衍生LC-MS/MS法进行替勃龙及其代

谢物的检测。采用对甲基苯磺酰异氰酸酯（PTSI）对3α -OH 

Tibolone和3β-OH Tibolone进行衍生化处理，采用盐酸羟胺

（hydroxylamine hydrochloride）对Tibolone及△4-Tibolone进行衍

生化处理，替勃龙及其代谢物经过衍生化处理后极大地提高了其

灵敏度，可达到生物样品中的检测分析要求。同时该方法具有选

择性高，适合痕量分析等优点，能对生物样品中的替勃龙及其代

谢物进行精确快速的定量分析。

衍生化原理

如图1所示，衍生化试剂PTSI主要 与3α-OH Tibolone和3β-OH 
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图2 .ExionLC™ AD系统和SCIEX Triple Quad™ 6500系统

Tibolone的羟基发生反应，衍生化试剂盐酸羟胺主要与Tibolone及

△4-Tibolone的酮基发生反应，从而提高替勃龙及其代谢物的离子

化效率，提高质谱检测的灵敏度。

仪器设备

SCIEX ExionLC™ AD系统和SCIEX Triple Quad™ 6500系统

  

图1 .衍生化反应原理

图1. 衍生化反应原理
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Tibolone与△4-Tibolone液相条件

液相系统：SCIEX ExionLC™ AD系统

色谱柱：Waters XSelect HSS T3 2.5 μm ,2.1×150 mm

流动相：A: ： 水（0.1% FA）B: 乙腈

流速：0.30 mL/min

柱温：40 ℃

液相梯度：

衍生化前处理

3α-OH Tibolone和3β-OH Tibolone的衍生化处理

衍生化试剂PTSI纯乙腈配置成2.5%浓度，取不同浓度标准溶

液100 μl加入衍生化试剂50 μl（2.5%PTSI），涡旋混匀2 min，加入

水50 μl，涡旋混匀30 s，终止衍生化反应。

Tibolone与△4-Tibolone的衍生化处理

衍生化试剂盐酸羟胺使用纯水配置成1%浓度，取不同浓度标

准溶液200 μl加入衍生化试剂200 μl （1%盐酸羟胺溶液），涡旋混

匀1 min，加入终止试剂200 μl （含0.1%甲酸的甲醇溶液），涡旋

混匀30 s，终止衍生化反应。

对照品溶液制备

3α-OH Tibolone和3β-OH Tibolone对照品溶液的制备

分别取3α-OH-Tibolone、3β-OH-Tibolon对照品适量，精密称

定，加乙腈配制成每1 ml含1 mg的储备溶液，然后用乙腈稀释制

成每1 ml含0.01 ng、0.02 ng、0.05 ng、0.10 ng、0.50 ng、5.00 ng、

10.0 ng、20.0 ng、50.0 ng、100 ng的标准溶液。

Tibolone与△4-Tibolone对照品溶液的制备

分别取Tibolone、△4-Tibolone对照品适量，精密称定，加乙

腈配制成每1ml含1mg的储备溶液，然后用乙腈稀释制成每1 ml含

0.01 ng、0.02 ng、0.05 ng、0.10 ng、0.50 ng、1.00 ng、5.00 ng、

10.0 ng、50.0 ng的标准溶液。

液相条件

3α-OH Tibolone和3β-OH Tibolone液相条件

液相系统：SCIEX ExionLC™ AD系统

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 μm, 100×2.1 mm

流动相：A: 水（2mM乙酸铵）  B: 甲醇

流速：0.35 mL/min

柱温：40 ℃

液相梯度：

时间(min) A(%) B(%)

0 30 70

5 30 70

时间(min) A(%) B(%)

0 80 20

1 80 20

7 5 95

9 5 95

9.1 80 20

10 80 20

质谱条件

3α-OH Tibolone和3β-OH Tibolone质谱条件

离子源：ESI，负离子模式

扫描方式：MRM多反应监测

气帘气CUR:  25psi              源温度 Tem：600℃           

雾化气Gas1：60psi           加热气Gas2：60psi          

 碰撞气 CAD: 10                 离子化电压：-4500V

MRM参数：如表1

化合物名称（Name） Q1 Q3 DP CE

3α-OH-Tibolone 510.0 170.0 -100 -40

3β-OH-Tibolone 510.0 170.0 -100 -40

表1. 3α-OH-Tibolone与3β-OH-Tibolone的质谱参数

Tibolone与△4-Tibolone液相条件

离子源：ESI，正离子模式

扫描方式：MRM多反应监测

气帘气CUR:  20 psi             源温度 Tem：600℃           
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性范围内线性关系良好，3α-OH Tibolone相关系数r=0.99847，标

曲各点准确度在90.04%-107.02%之间，3β-OH Tibolone相关系数

r=0.99906，标曲各点准确度在95.81%-109.40%之间，标准曲线见

图4和图5。

雾化气Gas1：60 psi           加热气Gas2：50 psi          

 碰撞气 CAD: 10                 离子化电压：4000 V

MRM参数：如表2

表2. Tibolone与△4-Tibolone的质谱参数

化合物名称
（Name） Q1 Q3 DP CE

Tibolone 328.2 295.2 80 24

△4-Tibolone 328.2 124.1 110 41

实验结果
重现性：替勃龙及其代谢物最低定量限为标准溶液0.01 ng/ml

（相当于3α-OH Tibolone和3β-OH Tibolone进样浓度为0.005 ng/

ml，Tibolone与△4-Tibolone进样浓度为0.0033 ng/ml）典型色谱图

见图3；最低定量限连续进样6针，替勃龙及其代谢物RSD值分别为

3.63%、3.97%、9.14%、11.57%，具体数据见表3。

RUO-MKT-02-14547-ZH-A

图3. 替勃龙及其代谢物最低定量限提取离子流图

（A代表3α-OH Tibolone，B代表 3β-OH Tibolone，C代表Tibolone，D代表△4-Tibolone）

图3. 替勃龙及其代谢物最低定量限提取离子流图  
（A代表3α-OH Tibolone，B代表  3β-OH Tibolone，C代表Tibolone，D代
表△4-Tibolone）

表3. 替勃龙及其代谢物最低定量限重现性

化合物名称
（Name）

3α-OH 
Tibolone

3β-OH 
Tibolone Tibolone △4-Tibolone

RSD（%） 3.63 3.97 9.14 11.57

3α-OH Tibolone和  3β-OH Tibolone线性范围：分别进样分

析每1ml含0.01ng、0.02ng、0.05ng、0.10ng、0.50ng、5.00ng、

10.0ng、20.0ng、50.0ng、100ng的3α-OH Tibolone和  3β-OH 

Tibolone标准溶液。以峰面积对浓度做标准曲线，标准曲线在线

图4. 3α-OH Tibolone标准曲线

Tibolone 和△4-Tibolone线性范围：分别进样分析每1 ml含

0.01 ng、0.02 ng、0.05 ng、0.10 ng、0.50 ng、1 ng、5.00 ng、

10.0 ng、50.0 ng的Tibolone 和△4-Tibolone的混合标准溶液。以峰

面积对浓度做标准曲线，标准曲线在线性范围内线性关系良好，

Tibolone相关系数r=0.99948，标曲各点准确度在95%-103.1%之

间，△4-Tibolone相关系数r=0.99906，标曲各点准确度在93.52%-

104.32%之间，标准曲线见图6。

图4. 3α-OH Tibolone标准曲线

图5. 3β-OH Tibolone标准曲线

图6. Tibolone和△4-Tibolone标准曲线

图5.   3β-OH Tibolone标准曲线

图6. Tibolone和△4-Tibolone标准曲线
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总结

本文使用SCIEX Triple Quad™ 6500系统建立了类性激素化合

物替勃龙及其代谢物的柱前衍生LC-MS/MS方法。该方法特异性

好无干扰，线性关系良好。方法的灵敏度、重现性以均满足分析

要求。此方法可用于生物基质中替勃龙及其代谢物的定量分析研

究。


