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  摘 要:准确测定先天性肾上腺皮质增生症(CAH)患者体内的各激素水平一直是困扰检验工作人员的难

题。液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)是目前公认的具有较大应用潜力的检测方法。本文从CAH患者的类

固醇激素代谢情况,LC-MS/MS检测类固醇激素的方法学建立要点及LC-MS/MS用于CAH诊治的研究现状

进行综述,明确了LC-MS/MS有避免非特异性物质干扰,解决免疫分析法的高假阳性,检测标本多样化及能够

快速进行类固醇代谢谱分析的优点,是一种能够为临床内分泌疾病的诊断与疗效监测提供精准、高效的检测手

段。同时本文也对此检测技术的不足进行了阐述。
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Abstract:Accurate

 

determination
 

of
 

the
 

levels
 

of
 

various
 

hormones
 

in
 

patients
 

with
 

congenital
 

adrenal
 

hy-
perplasia

 

(CAH)
 

has
 

always
 

been
 

an
 

important
 

issue
 

that
 

plagues
 

laboratory
 

workers.Liquid
 

chromatogra-
phy-tandem

 

mass
 

spectrometry
 

(LC-MS/MS)
 

is
 

currently
 

recognized
 

as
 

a
 

detection
 

method
 

with
 

great
 

appli-
cation

 

potential.This
 

article
 

reviews
 

the
 

steroid
 

hormone
 

metabolism
 

of
 

patients
 

with
 

CAH,LC-MS/MS
 

methodological
 

establishment
 

points
 

for
 

steroid
 

hormone
 

detection,and
 

the
 

current
 

research
 

status
 

of
 

LC-MS/
MS

 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

CAH.It
 

is
 

clear
 

that
 

LC-MS/MS
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

avoiding
 

non-
specificity.The

 

advantages
 

of
 

substance
 

interference,resolution
 

of
 

high
 

false
 

positives
 

of
 

immunoassays,diver-
sification

 

of
 

test
 

samples,and
 

rapid
 

analysis
 

of
 

steroid
 

metabolism
 

profiles
 

are
 

a
 

kind
 

of
 

accurate
 

and
 

efficient
 

detection
 

methods
 

that
 

can
 

provide
 

accurate
 

and
 

efficient
 

detection
 

methods
 

for
 

clinical
 

endocrine
 

disease
 

diag-
nosis

 

and
 

efficacy
 

monitoring.At
 

the
 

same
 

time,this
 

article
 

also
 

elaborated
 

on
 

the
 

shortcomings
 

of
 

this
 

detec-
tion

 

technology.
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  先天性肾上腺皮质增生症(CAH)是一组由于类

固醇激素合成代谢中某种酶缺乏导致皮质醇合成障

碍为主要特征的常染色体隐性遗传病,会导致肾上腺

皮质生成类固醇激素的水平发生改变,并且根据疾病

分型不同,激素水平变化有明显差异。
类固醇激素又称为甾体激素,是胆固醇经一系列

酶催化而来的高效能物质,主要分为肾上腺皮质激

素、性激素和维生素D。各种类固醇激素在体内水平

极低,一般检测水平在nmol/L或pmol/L数量级,因

此寻找一种可靠、特异的分析方法成为临床疾病诊断

的首要任务。
目前类固醇激素的检测手段主要包括放射免疫

分析技术、化学发光免疫分析技术、酶联免疫吸附测

定、气相色谱质谱分析法、液相色谱-串联质谱法(LC-
MS/MS)等[1-2]。免疫分析法具备操作简单、快速的

优点,然而RAUH[3]研究显示,免疫分析法灵敏度较

低,易引起交叉反应造成假阳性,无法同时检测同一

标本中的多种激素水平,无法实现类固醇代谢谱的高
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效、深入、准确的研究。WILSON等[4]研究表明,孕酮

测定受不同类固醇(包括17α-羟孕酮、11-去氧皮质

酮、20-二酮)所引发的高达10%的交叉反应影响,导
致免疫检测结果偏高。而LC-MS/MS凭借高通量、
灵敏度高、特异度高、检测标本多样、检测动态范围宽

等优势在CAH临床诊断中的地位越来越重要[5]。

1 CAH类固醇激素代谢通路及主要的CAH分类

CAH是肾上腺皮质功能减退较常见的原因之

一。根据酶缺乏将CAH分为7型,具体各型详见表

1,不同酶缺陷时呈现不同的生化和临床表现。肾上

腺皮质类固醇激素合成代谢途径见图1。

表1  常见临床CAH分型

CAH分型 占比 基因 分类 升高的激素 降低的激素 临床表现
参考

文献

21-羟化酶缺乏

症(21-OHD)
近95% CYP21A2

失盐型、单纯男性

化型、非经典型

17-羟孕酮、孕酮、

雄烯二酮、睾酮、

脱氢表雄酮

醛固酮、11-脱氧

皮质醇、皮质醇

失盐型:新生儿期肾上腺危象,表现为

喂养困难、发育不良、呕吐、脱水、高钾

血症、
 

低钠血症、代谢性酸中毒

单纯男性化型:女性外生殖器的男性

化、假性早熟、身高增加、骨龄超前

非经典型:女性患者在出生时生殖器

正常或轻度男性化、男性和女性患者

在青春期前晚期出现耻骨和肾上腺

早熟
  

[6]

11β-羟化酶缺乏

症(11β-OHD)
约5%~8% CYP11B1 经典型、非经典型

17-羟孕酮、孕酮、

11-脱氧皮质醇、

11-去氧皮质酮、

雄烯二酮、睾酮、

脱氢表雄酮、促肾

上腺皮质激素

皮质醇、皮质酮、

醛固酮

经典型:女性严重男性化、两性性早

熟、生长加速和骨骼成熟、高血压、低
钾血症

非经典型:轻度多毛和月经不调

[7]

3β-羟类固醇脱

氢酶2型缺乏

症(3βHSD2D)
低于0.5% HSD3B2

失盐型、男性不完

全男性化型、女性

男性化型、非经典

型

脱氢表雄酮、促肾

上腺皮质激素、肾
素、Δ5-类固醇与

Δ4-类固 醇 的 比

值、Δ5-17-羟基孕

烯醇酮

皮质醇、醛固酮、

雄烯二酮、17-羟
孕酮、孕酮、睾酮

失盐型:低钠血症、高钾血症、代谢性

酸中毒和低血糖

男性不完全男性化型:尿道和阴囊唇

皱褶的融合、严重的尿道下裂、小阴

茎、阴囊裂和隐睾

女性男性化型:阴蒂增大、唇融合不完

全、生殖器色素沉着

非经典型:
 

儿童阴毛发育过早、女性

多毛及月经不调

[8]

17α-羟化酶缺乏

症(17α-OHD)
1% CYP17A1 -

醛固酮、皮质酮、

促肾上腺皮质激

素

皮质醇、雌二醇、

睾酮

高血压、低钾血症、男性假两性畸形和

女性性腺发育不良、缺乏青春期
[9]

侧链裂解酶缺

乏症(SCC)
- CYP11A1 经典型、非经典型 肾素 -

经典型:表型女性,新生儿失盐

非经典型:肾上腺功能不全,生殖器和

性腺功能变化

[10]

细胞色素P450
氧化还原酶缺

乏症(PORD)
- POR -

孕烯醇酮、孕酮、

17-羟孕酮、21-脱
氧皮质醇、皮质

酮、11-去氧皮质

酮

睾酮、二氢睾酮
生殖器发育不全、骨骼畸形、少或闭

经、不孕、先天性男性化
[11]

先天性脂肪样

肾上腺增生症

(CLAH)
- StAR 经典型、非经典型 肾素 -

经典型:表型女性,新生儿失盐

非经典型:肾上腺功能不全,生殖器和

性腺功能变化

[10]

  注:-为该项无数据。
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图1  肾上腺皮质类固醇激素合成代谢途径

  21-OHD是CAH中最常见的类型,临床可分为

3型,分别为失盐型、单纯男性化型及非经典型。在肾

上腺皮质类固醇激素合成代谢途径中,21-羟化酶催化

17-羟孕酮转化为11-脱氧皮质醇和催化孕酮转化为

11-去氧皮质酮,两者分别为皮质醇和醛固酮的前体。
因此,CAH 患者类型为21-OHD时皮质醇和醛固酮

有不同程度的合成不足或完全缺乏,同时上游底物

(17-羟孕酮和孕酮)水平因堆积而明显升高,因此,17-
羟孕酮水平显著升高成为诊断21-OHD最有意义的

指标,临床通常根据17-羟孕酮水平的改变评估治疗

效果。因此,17-羟孕酮已被大多数国家纳入新生儿筛

查项目,这有助于快速检测出21-OHD患儿。然而该

项检查受到较多因素干扰造成检测结果假阳性高。
由于脐带血中17-羟孕酮水平很高,所以新生儿在出

生1~2
 

d内17-羟孕酮往往高于临界值,并逐渐下降。
此外,早产儿和许多因其他疾病引起生理应激的足月

婴儿中,17-羟孕酮水平往往比实际水平高,筛查测试

的阳性预测值在早产儿中仅为0.4%,而在足月儿中

为30.1%[12-13],因此建议对所有17-羟孕酮水平升高

的新生儿在1个月后进行第2次LC-MS/MS筛查。
11β-OHD的主要生化异常为低血钾,但是严重

度因基因突变类型而异,甚至可出现血钾正常的情

况。其他生化指标变化体现在血17-羟孕酮、雄烯二

酮、脱氢表雄酮水平升高,血清皮质醇、醛固酮水平降

低,血肾素活性减低。此外,该症的特征性指标是血和

尿11-脱氧皮质醇和去氧皮质酮水平升高,尿中二者的

主要代谢产物四氢11-脱氧皮质醇及四氢去氧皮质酮

水平升高,这是与21-OHD进行鉴别的关键指标。
2 LC-MS/MS法检测类固醇激素方法学的建立

目前检测类固醇激素的生物标本主要有血清、血
浆、毛发[14]、尿液[15]、唾液[16]、子宫内膜[17]等。在方

法开发建立的过程中可通过以下几个步骤提高检测

性能。(1)标本处理:良好的标本前处理方法可以起

到富集目标组分、消除或降低基质干扰、提高灵敏度

的作用,反之则会容易引入误差并延长分析时间。目

前血液中类固醇激素的前处理方法有蛋白质沉淀、液
液萃取和固相萃取,而多种前处理方法相结合具有低

基质效应、回收率高、灵敏度高、自动及快速等优点,
已逐渐受到临床关注[18]。(2)检测过程:要针对检测

项目的特点选择合适的色谱柱、流动相流速、离子源

和质量分析器,类固醇激素检测通常与三重四级杆质

量分析器或三重四级杆串联线性离子阱质量分析器

串联,采用电喷雾离子源或大气压化学电离源,并利

用多反应监测模式对靶向代谢组进行分析,按离子质

荷比的大小顺序进行收集和记录,进而得到质谱图用

于结果分析。为了避免内源性或外源性基质物质的

干扰,降低待测物信号的损失和信号波动,可在同一

批分析中的所有标本中加入等体积的内标液,绝大部

分待测物的信号波动和量的损失都可以得到校正。
内标通常分为2型,即结构类似物内标和同位素标记

内标,在类固醇激素检测时常常选择同位素标记内

标[19]。新生儿筛查CAH 时常常检测的激素与相应

内标检测信息见表2。同时为确保准确度及批间或批

内精密度,每次测量时均应准备质控品。(3)数据处

理:合理的分析方式能为实验研究提供更加精准的结

果,保证结果的可靠性。质谱数据处理一般采用质谱

仪对应的数据处理软件,用空白提取液配制标准品做

标准曲线,有效排除干扰因素,可以保证高通量、高准

确性的数据处理。

表2  新生儿筛查CAH时常检测的激素与相应内标

激素/内标名称 分子式
相对分子

质量(×103)
离子模式 Q1 Q3 前处理方式 提取试剂

是否衍生化/

衍生化试剂

参考

文献

孕酮 C21H30O2 314.46 ESI(+) 315.2 97.1
 蛋白质沉淀+液液

萃取+衍生化

乙腈+
 

甲基叔丁

基醚

是/异烟酸酰氯+
二氯甲烷

[20]

孕酮-d9 C21D9H21O2 323.52 ESI(+) 324.1 100.1
蛋白质沉淀+液液

萃取+衍生化

乙腈+
 

甲基叔丁

基醚

是/异烟酸酰氯+
二氯甲烷

[20]

17α-羟孕酮 C21H30O3 330.46 ESI(+) 331.4 97.1 固相萃取 乙腈+水
 

否 [21]

17α-羟孕酮-d8 C21H22O3D8 338.51 ESI(+) 339.4 100.1 固相萃取 乙腈+水 否 [21]

雌酮 C18H22O2 270.37 ESI(+) 270.4 171.1 液液萃取 1-氯丁烷 否 [22]

雌酮-d4 C18D4H18O2 274.39 ESI(+) 274.4 171.1 液液萃取 1-氯丁烷 否 [22]
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续表2  新生儿筛查CAH时常检测的激素与相应内标

激素/内标名称 分子式
相对分子

质量(×103)
离子模式 Q1 Q3 前处理方式 提取试剂

是否衍生化/

衍生化试剂

参考

文献

脱氢表雄酮 C19H28O2 288.42 APCI(+) 394.3 124.0
蛋白沉淀+液液萃

取+固相萃取
乙腈+甲醇 否 [23]

脱氢表雄酮-d6 C19D6H22O2 294.46 APCI(+) 400.3 124.0
蛋白沉淀+液液萃

取+固相萃取
乙腈+甲醇 否 [23]

皮质醇 C21H30O5 362.47 ESI(+) 363.3 121.1
蛋白质沉淀+固相

萃取
  

丙酮+乙腈+甲酸

+甲醇
否 [24]

皮质醇-d4 C21H26D4O5 366.48 ESI(+) 365.3 121.1
蛋白质沉淀+固相

萃取
  

丙酮+乙腈+甲酸

+甲醇
否 [24]

醛固酮 C21H28O5 360.44 ESI(+) 474.3 415.2 固相支持液液萃取 乙腈+甲酸 否 [25]

醛固酮-d7 C21D7H21O5 367.49 ESI(+) 482.4 423.2 固相支持液液萃取 乙腈+甲酸 否 [25]

  注:Q1为前体离子;Q3为产物离子。

  为了确保检测结果准确可靠,需要对检测方法进

行性能评估,主要包括检测下限与定量下限、精准度、
线性关系、选择性、稳定性、准确度、表观回收率、基质

效应等。TRAVERS等[26]建立了LC-MS/MS检测

血清中15种类固醇激素的方法,采用蛋白质沉淀和

固相萃取相结合的方法提取血清甾体化合物和氘化

内标物,回收率从21-脱氧皮质醇的64%到皮质醇的

101%不等,并与免疫分析法比较,2种方法检测皮质

醇,脱氢表雄激素和睾酮的结果较一致,免疫分析法

检测醛固酮数值偏低,孕酮水平低于2
 

ng/mL的17-
羟孕酮、雄烯二酮和11-脱氧皮质醇水平明显偏高。
分析这种差异产生的原因:(1)免疫分析法抗体特异

性低导致的交叉反应,例如来自胎儿肾上腺区的类固

醇单硫酸盐,主要是17-羟基孕烯醇酮硫酸盐导致免

疫测定中17-羟孕酮水平错误升高[27];(2)LC-MS/
MS在提取过程中加入了内标液,可以有效提升检测

特异性。
3 LC-MS/MS在CAH诊断中的应用现状

新生儿筛查目的在于在症状出现之前尽早发现

并准确诊断CAH等先天性疾病,而通常所用的免疫

分析法(一级筛查)常常出现假阳性,增加了患者的心

理负担和经济压力。2018年由美国内分泌学会专家

组发布的21-OHD临床实践指南(第二版)与2010年

发布的第一版指南比较,新增新生儿筛查时推荐一级

筛查采用常规方法检测17-羟孕酮,并推荐了优先采

用LC-MS/MS进行二级筛查,不推荐其他方法(如基

因分型),以此提高 CAH 筛查的阳性预测值[28-29]。
SCHWARZ等[30]发现CAH 患病率和血清17-羟孕

酮水平随着新生儿体质量增加而降低,皮质醇的水平

随采样时年龄不同而发生明显变化,未观察到17-羟
孕酮或雄烯二酮与年龄有明显相关性。值得注意的

是雄烯二酮是较敏感的雄激素,并且其水平较17-羟
孕酮稳定,且受皮质醇替代治疗时给药间隔时间的影

响较少,也不受性别、疾病类型和抽血时间的影响,与
17-羟孕酮有较好的相关性。在这项研究中作者证实

(17-羟孕酮+雄烯二酮)/皮质醇是CAH的最佳判别

方法,但若二者比值大于4时需注意是否在采样之前

使用了糖皮质激素类药物,避免假阴性结果的发生。
2010年欧洲内分泌协会临床指导委员会制订的

21-OHD临床应用指南[28]指出经典型CAH患者17-
羟孕酮水平通常高于300

 

nmol/L,非经典型CAH患

者17-羟孕酮水平在6~300
 

nmol/L,当17-OHP<6
 

nmol/L时不支持CAH诊断。因此根据17-羟孕酮检

测水平对CAH疾病准确分型,进而辅助临床精准治

疗具有重要意义。AMBROZIAK[31]等证明了与LC-
MS/MS比较,免疫分析法检测17-羟孕酮可能会增加

非经典型CAH 假阳性诊断的风险。由此可见,LC-
MS/MS检测17-羟孕酮在CAH 诊断分型中具有重

要意义。
目前,临床多将17-羟孕酮水平是否升高作为新

生儿筛查时判断是否患21-OHD的首要指标,但表1
中其他形式的CAH也可能导致检测到17-羟孕酮水

平升高[32]。由图1可看出21-OHD患者缺乏21-羟
化酶会使17-羟孕酮的下游产物11-脱氧皮质醇水平

降低,21-脱氧皮质醇水平升高。因此,有研究者提出

21-脱氧皮质醇作为21-OHD的另一标志物,那么21-
脱氧皮质醇是否可以在一定程度上取代17-羟孕酮在

21-OHD诊断中的地位有待研究。JANZEN等[33]建

立的LC-MS/MS不仅避免了免疫分析法诊断CAH
时的假阳性高的问题,还发现可以通过计算(17-羟孕

酮+21-脱氧皮质醇)/皮质醇的数值进一步提高LC-
MS/MS的灵敏度,在242

 

500例新生儿中,1
 

609例

初筛试验阳性,而通过计算确定了其中已确诊的16
例21-OHD患者,没有误报。由此可见,在二级筛查

时可更多关注21-脱氧皮质醇的水平变化,并且选择

合适的计算公式来提高检测方法的灵敏度,这也为
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CAH的诊断提供了新思路。
4 结  论

综上所述,类固醇激素水平精准定量检测对于

CAH的诊断和确切分型具有重要意义。LC-MS/MS
最主要的优势就是高通量、灵敏度高、特异性强、检测

标本多样、检测动态范围宽等,目前有望取代免疫分

析法。但由于LC-MS/MS标本处理操作复杂,自动

化程度较低,需要操作人员进行规范化培训才可应用

于临床。因此,简化标本处理操作流程、实现全自动

化是目前面临的挑战,也是研究的焦点。
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