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摘要
在兴奋剂检测领域，对高灵敏度分析方法以及能够实现所需通量并能进行回顾性分
析的筛查方法的需求不断增加。除选用高灵敏度分析仪器以外，还可以通过对方
法进行后续改进（包括自动固相萃取 (SPE)）来进一步降低检出限 (LOD)。本应用
简报介绍了一种工作流程，使用 Agilent AssayMAP Bravo 样品前处理平台进行自
动化样品前处理，并结合气相色谱/四极杆飞行时间 (GC/Q-TOF) 质谱 (MS) 以补充
传统的气相色谱/三重四极杆 (GC/TQ) MS 系统。这一组合为兴奋剂检测实验室的分
析人员提供了更高的效率与结果可信度，以及进行回顾性分析的可能性。

用于反兴奋剂检测的基于 AssayMAP 
Bravo 样品前处理平台的半自动 
GC/Q-TOF 筛查
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前言
为了保持世界反兴奋剂机构 (WADA) 的认
证，各兴奋剂检测实验室不断努力提高分
析方法的灵敏度、选择性、重现性以及
定量能力。此外，对能够随时进行回顾
性分析的可靠筛查方法的需求也在不断 
增加[1]。 

《WADA 禁用物质和方法清单》包括内源
性和外源性物质。必须对极低 (< 1 ppb) 
至极高 (> 10 ppm) 浓度范围内的内源性
物质（主要是内源性雄激素合成代谢类
固醇 (EAAS)）进行定量分析。外源性物
质包括各类化合物，例如（外源性）雄激
素合成代谢类固醇 (AAS)、合成代谢剂、
肽、生长因子、β-2 激动剂、激素和代谢
调节剂、利尿剂和其他掩蔽剂、兴奋剂、
麻醉剂、大麻素和 β受体阻滞剂等。该禁
用物质清单每年都会增加新的物质，因此
应不断更新分析方法，以便能够对更多化
合物进行筛查。 

对于每个化合物类别（有时是单个物
质），WADA 均设定了最低性能水平要
求  (MRPL)。筛查方法或初始检测程序 
(ITP) 应能够检测出浓度为 MRPL 一半
的这些外源性物质，而  MRPL 通常会
逐年降低。 

在兴奋剂检测领域，GC/MS 是一种重要
工具，它与 LC/MS 技术互补，可检测尿
样中需进行筛查的约 600 种化合物中的 
400 多种。 

对 LC/MS 技术而言，许多 AAS 代谢物
都存在离子化效率不高的问题，并且 
LC/MS 无法提供足够高的色谱分离度来
分离兴奋剂的许多立体异构体。因此，

对于各种内源性类固醇的定量分析，
WADA 现在完全依赖于 GC/MS，其中 GC 
ITP 方法能够准确定量浓度超过 10 ppm 
以及在低  n g / m L  范围内的  E A A S。
气相色谱/三重四极杆系统广泛应用于兴
奋剂分析应用中，并因其出色的灵敏度和
宽动态范围而备受青睐，使其成为靶向分
析和定量分析的首选仪器[2]。然而，即便
使用现代 GC/TQ 仪器，通过一种方法实
际能够分析的化合物数量也是有限的。样
品数量的增加使科学家需要开发更快速的
色谱方法，同时在能够分析的化合物数量
方面也带来了挑战。此外，许多 AAS 代
谢物在 EI 离子源中发生非常强的碎裂，
因此不太适合 MS/MS。相比之下，高分
辨精确质量飞行时间 (TOF) 仪器对单次运
行中监测的化合物数量没有限制，并且能
够为复杂基质样品提供高灵敏度和宽动态
范围，同时支持回顾性分析。

因此，建议采用两种 GC ITP 方法的组合：
一种方法使用配备 PTV 进样器的 GC/TQ 
进行大体积进样（用于要求更高的 AAS 以
及其他少数 MRPLs 非常低的化合物）；另
一种方法采用高分辨 GC/Q-TOF，用于具
有较高 MRPLs 的更广泛的化合物（例如
兴奋剂、麻醉剂、β-激动剂、激素调节剂
和利尿剂）以及一些具有高度片段化谱图
的 AAS。

WADA 的统计数据显示，在过去几十年
中，AAS 一直是检出最多的兴奋剂之一
（约占所有检出物的 50%）。在过去几年
中，发现了几种 AAS 的“长期代谢物”。
这些代谢物需要更长的时间排出体外，并
且浓度往往低于传统代谢物。 

硫酸化在这些长期代谢物的形成过程中起
着重要作用，并且直到最近，LC/MS/MS 
仍被认为是检测  AAS 硫酸化代谢物的
唯一技术。最近，已有研究证明，通过
在热进样器中裂解硫酸基团，可以使用 
GC/MS 检测这些硫酸化代谢物 [4,5]。与
只能检测硫酸基团丢失的 LC/MS/MS 相
比，GC/MS 可以提供更高的分离能力和
更多的结构信息。 

GC/MS 方法的挑战在于样品前处理，可
以使用乙酸乙酯液液萃取法 (LLE) 或固相
萃取法 (SPE) 进行样品前处理。SPE 具有
更高的萃取回收率，并且具有相应的冲洗
程序，可以获得更洁净的提取物。此外，
SPE 更适合自动化。Agilent AssayMAP 
Bravo 系统是用于 SPE 自动化样品前处理
的强大平台。AssayMAP Bravo 是一种微
量色谱系统，可使用具有各种表面化学键
合相的填充树脂床小柱平行处理 1–96 个
样品。虽然 AssayMAP Bravo 系统通常用
作蛋白质样品前处理平台，但本研究表
明，与 LLE 方法相比，该系统不仅对硫
酸化代谢物具有明显更高的萃取回收率，
对于其他几乎所有极性化合物也同样如
此。借助小型化流程，减少了废弃物，进
而减少了对环境的影响。

我们提出了一种使用 GC/TQ、GC/Q-TOF 
和 AssayMAP Bravo 样品前处理平台的统
一方法，帮助分析人员在兴奋剂检测应用
中实现高效筛查并获得可靠结果。此外还
介绍了对可作为长期标记物的类固醇非水
解硫酸代谢物的检测。 
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实验部分

样品
样品包括使用去除类固醇的尿样配制的 
6 个校准品（绘制用于分析内源性类固醇
的校准曲线）、使用去除类固醇的尿样配
制的 4 种不同浓度水平的 4 个质控 (QC) 
样品、1 个空白水样、1 个阴性对照尿样
和 84 个真实尿样。

水解
在 96 孔板中进行样品前处理。向 0.5 mL 
尿样中加入氘代内标 (IS) 混合物，并与大
肠杆菌 β-葡萄糖醛酸酶在 pH 7 的磷酸盐
缓冲液中于 56 °C 孵育至少 1 小时。

借助 AssayMAP Bravo 样品前处理平
台，使用自动化 SPE 进行样品萃取
在 AssayMAP Bravo 上使用改良版的多肽
净化应用程序，通过 Agilent AssayMAP 
25 µL 反相 (RP-S) 小柱（货号 G5496-
60023）进行自动化 SPE（图 1）。使用 
250 µL 甲醇，以 300 µL/min 的流速灌
注 RPS 小柱，然后用 100 µL 20% 甲醇以 
25 µL/min 的流速进行平衡。将 1 mL 样
品以 25 µL/min 的流速上样至该小柱。然
后用 250 µL 20% 甲醇以 25 µL/min 流速
清洗该小柱。收集两份连续洗脱液（第
一份用 75 µL 甲醇以 7.5 µL/min 的流速
洗脱，第二份用 75 µL 乙腈以 7.5 µL/min 
的流速洗脱），并将其合并。

使用乙酸乙酯液液萃取法进行样品萃取
按照“水解”一节所述进行水解，但使用
带螺口盖的单独玻璃管。将样品在碱性条
件 (pH 9.5) 下用乙酸乙酯萃取 20 分钟，
并收集有机层。 

将提取物在  40  °C  下氮吹至干，使用 
50 µL MSTFA:NH4I:乙硫醇混合物在 80 °C 
下衍生化 30 分钟。

数据采集和数据处理
采用两套系统进行  GC/MS 分析，即 
Agilent 7250 GC/Q-TOF 和 Agilent 7000C 
GC/TQ。仪器参数见表 1。 

创建含有 320 种 WADA 禁止的外源性
化合物及其代谢物的精确质量个人化合
物数据库与谱库 (PCDL)，以便实施精确
质量 GC/Q-TOF 筛查方法。使用 Agilent 
MassHunter 定性分析软件（10 版）将
精确质量 EI 碎片转换为理论 m/z 值。
然后使用 Agilent PCDL Manager 软件
（8.0 版）将谱图导入精确质量 PCDL 中。
采用 MassHunter 定量分析软件（10.2 版）
进行进一步数据处理。 

MS Agilent 7250 Q-TOF Agilent 7000C TQ

GC Agilent 7890 GC

进样口和衬管 SSL，4 mm 超高惰性单锥衬管，带玻璃毛 PTV，多挡板 PTV 衬管

进样口温度 275 °C
120 °C 保持 0.05 min 
然后以 12 °C/s 升至 360 °C

进样量 1.4 µL 7 µL

进样模式 不分流 溶剂放空

色谱柱
Agilent J&W HP-1 ms 超高惰性色谱柱， 
(2 m + 10 m) × 0.25 mm, 0.25 µm

Agilent J&W DB-35MS 超高惰性色谱柱， 
15 m × 0.25 mm, 0.25 µm

柱温箱升温程序

110 °C 保持 0.1 min； 
然后以 70 °C/min 升至 125 °C 并保持 0.15 min， 
以 35 °C/min 升至 186 °C 并保持 0.15 min， 
以 2.2 °C/min 至 204 °C，以 20 °C/min 升至 
245 °C，以 50 °C/min 升至 270 °C，以 75 °C/min  
升至 320 °C 并保持 1.1 min

110 °C 保持 0.25 min； 
然后以 60 °C/min 升至 185 °C， 
以 15 °C/min 升至 220 °C， 
以 5 °C/min 升至 250 °C 并保持 0.25 min， 
以 55 °C/min 升至 330 °C 并保持 1.4 min 

运行时间 14.85 min 12.94 min

载气 氦气 氦气

色谱柱流速
色谱柱 1：1 mL/min， 
色谱柱 2：1.2 mL/min 

1 mL/min 

反吹条件

2 min（后运行）， 
320 °C（柱温箱温度）， 
10 psi（辅助 EPC 压力）， 
2 psi（进样口压力）

–

传输线温度 310 °C 310 °C

四极杆温度 150 °C 150 °C

离子源温度 230 °C 280 °C 

电离模式 EI EI

电子能量 70 eV 70 eV

发射电流 5 µA 35 µA 

碰撞池气体流速
氮气 1 mL/min， 
氦气 4 mL/min

氮气 1.5 mL/min， 
氦气 2.25 mL/min

质量数范围 50–750 m/z dMRM

表 1. 数据采集参数
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结果与讨论

在兴奋剂检测领域使用  AssayMAP 
Bravo 样品前处理平台的优势
与使用 AssayMAP Bravo 系统进行自动化
样品前处理相比，使用乙酸乙酯进行手动
样品萃取明显更耗时，且效率更低。蒸发 
5 mL 乙酸乙酯需要大约 45 分钟，而对于 
150 µL MeOH:ACN，则仅需要 10 分钟。
此外，LLE 涉及额外的样品转移步骤，需
要 30 分钟。自动化还可以显著缩短手动
操作时间，因为在样品前处理过程中分析
人员可以离开 AssayMAP Bravo，而采用
手动方法时几乎需要持续关注。

使用自动化样品前处理时，出错的风险也
显著降低。另外，许多挥发性化合物（主
要是兴奋剂）会随乙酸乙酯一起挥发，与
自动化 SPE 相比，萃取回收率非常低。

此外，加入衍生化试剂后的额外的样品转
移步骤会导致回收率进一步降低。

使用 GC/Q-TOF 和 GC/TQ 仪器，对 LLE 
程序（使用乙酸乙酯）与  AssayMAP 
Bravo 固相萃取方案的检出限进行了比
较，如图  2  所示。对于非极性化合物
（例如类固醇），使用 AssayMAP Bravo 
样品前处理平台时 LOD 的改善并不十分

明显，从仅降低百分之几到降至原来的 
1/4 不等。LOD 降至原来的 1/4 是由于 
AssayMAP 萃取具有明显更低的背景。

对于极性较强的化合物（例如呋塞米，其
最新 LOD 低于 0.4 ng/mL），AssayMAP 
Bravo 萃取方法的灵敏度是先前 LLE 萃取
方法的 200 倍以上，并能在最新 WADA 
MRPL 下实现检测（图 3）。

A 3-OH-普罗斯它诺唑：最低 LOD 1.25 ng/mL

0.025 
ng/mL

0.05 
ng/mL

0.1 
ng/mL

0.25 
ng/mL

1 
ng/mL

0.5 
ng/mL

1.25 
ng/mL

2.5 
ng/mL

5 
ng/mL

0 
ng/mL

0.025 
ng/mL

0.05 
ng/mL

0.01 
ng/mL

0.25 
ng/mL

1 
ng/mL

0.5 
ng/mL

1.25 
ng/mL

2.5 
ng/mL

5 
ng/mL

EtAc LLE AssayMAP Bravo

B 异美汀：最低 LOD 50 ng/mL
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图 1. AssayMAP Bravo 样品前处理平台
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用于常规反兴奋剂分析的新型半自动 
GC/Q-TOF 筛查方法
大多数兴奋剂检测实验室使用三重四极
杆仪器进行 GC/MS 分析。当在多反应监
测 (MRM) 模式下采用最佳条件运行时，
GC/TQ 系统对目标化合物具有非常出色

的灵敏度。飞行时间测量的根本性差异使
基于 GC/Q-TOF 的方法的分析能力超过
了 GC/TQ。由于数据是以非靶向方式采
集的，无需针对每种目标化合物都进行优
化，因此大大简化了方法开发过程。非靶
向数据采集还支持回顾性数据分析，为后

续筛查其他在样品分析时尚且未知的目标
化合物打开了大门。全扫描采集还避免了 
MRM 方法[3] 中可能存在的的任何占空比
相关问题，即色谱图的某些部分可能会有
许多化合物共流出。 

图 2. 使用乙酸乙酯 LLE （左）和 AssayMAP Bravo（右）萃取时的 LOD 比较：(A) 3-OH-普罗斯它诺唑，利用 GC/TQ 进行分析；和 (B) 异美汀，利用 GC/Q-TOF 进行
分析。每种萃取技术所对应的 LOD 用红圈标记
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图 3. 使用 AssayMAP Bravo 进行萃取时得到的呋塞米的 GC/Q-TOF LOD。LOD 
用红圈标记
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为了将 GC/Q-TOF 纳入筛查方法中，首先
对 GC/Q-TOF 的定量范围进行了评价，并
与 GC/TQ 的定量范围进行了比较（图 4）。
合成代谢类固醇因 MRPL 较低和内源性
干扰，是最难分析的化合物类别之一。
因此，总计对 5 批共 20 个尿样进行了评
估，重点关注 WADA 要求进行定量分析
的类固醇。两个系统之间的线性相关性获
得了令人满意的结果。

图 5 给出了更多校准示例，显示了使用 
GC/Q-TOF 实现的更广泛的类固醇定量范
围。所评估的所有类固醇的校准曲线相
关系数 (R2) 均超过 0.997，结果汇总于 
表 2 中。

化合物 尿样中的校准浓度 (ng/mL) 相关系数 (R2)

睾酮 1-3-10-30-100-400 0.9995

表睾酮 1-3-10-30-100-400 0.9997

雄酮 24-72-240-720-2400-9600 0.9993

本胆烷醇酮 24-72-240-720-2400-9600 0.9987

双氢睾酮 0.5-1.5-5-15-50-200 0.9986

脱氢表雄酮 2-6-20-60-200-800 0.9993

4-雄烯-3,17-二酮 0.5-1.5-5-15-50-200 0.9988

5α-雄烷-3α,17β-二醇 2-6-20-60-200-800 0.9997

5β-雄烷-3α,17β-二醇 2-6-20-60-200-800 0.9995

5α-雄烷-3,17-二酮 0.5-1.5-5-15-50-200 0.9987

5β-雄烷-3,17-二酮 0.5-1.5-5-15-50-200 0.9986

6αOH-雄烯二酮 0.25-0.75-2.5-7.5-25-100 0.9988

4OH-雄烯二酮 0.25-0.75-2.5-7.5-25-100 0.9986

5β-孕二醇 2-6-20-60-200-800 0.9971

表 2. 需要定量分析的类固醇的校准曲线的相关系数

图 4. 类固醇的 GC/TQ 与 GC/Q-TOF 分析结果对比

本胆烷醇酮 (ng/mL) EpiT (ng/mL) T (ng/mL) 

G
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Q
TO

F 

G
C-

Q
TO

F 

G
C-

Q
TO

F 

GC-CI-QQQ GC-CI-QQQ GC-CI-QQQ 
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图 5. 类固醇的 GC/Q-TOF 校准曲线示例以及目标离子（在校准范围的最高浓度点）的精确质量提取离子色谱图 (EICs)
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EIC 329.2295

采集时间 (min)

响
应

采集时间 (min)

响
应

采集时间 (min)
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在 200 次进样过程中对 GC/Q-TOF 的质
量轴稳定性进行了评估，在前 100 次进
样期间（或约 24 小时内）未进行质量校
准。在随后的 100 次进样中，每 5 个样
品进行一次系统自动校准（在序列中启

用）（图 6）。值得一提的是，在进行自动
校准时，由于是在 GC 循环的柱温箱冷却
过程中进行的，因此不需要占用额外的时
间。对四个目标离子的 m/z 进行监测，
以检测质量轴漂移。在前 100 次进样期

间观察到较小的正偏差，这些正偏差在随
后的 100 次进样期间基本得到校正。质
量偏移幅度小于 ± 1.5 ppm，在不经质量
校准的情况下，绝对漂移可达约 4 ppm。

图 6. 7250 GC/Q-TOF 的质量轴稳定性。在不校准的情况下进行 0–100 次进样。对于第 100–200 次进样，每 5 次运行后自动进行一次系统校准

质
量
偏
差

 (p
pm

)
质
量
偏
差

 (p
pm

)

质
量
偏
差

 (p
pm

)
质
量
偏
差

 (p
pm

)
进样次数 

进样次数 进样次数 

进样次数 
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因此，7250 GC/Q-TOF 系统在兴奋剂检
测分析所需的质量数准确度与定量能力方
面均可提供高质量的数据。目前，典型的
数据处理方法包括数据分析和报告生成，
随后由两名科学家独立进行耗时的人工审
查。以可靠的方式实现数据审查过程的自
动化将带来诸多重要优势，包括提高时间
效率、一致性和无偏性，因为对人工参与
的需求大幅减少。 

全新 GC/Q-TOF 疑似物筛查工作流程（也
包括目标物定量）完全在 MassHunter 定
量分析软件中进行，并且基于精确质量谱
库。该流程已广泛应用于农药和环境污染
物筛查[6]，但原则上也适用于其他应用，
例如兴奋剂检测。如图 7 所示，在根据
精确质量谱库谱图自动创建筛查方法后，
GC/Q-TOF 筛查程序的两阶段算法将在第

一阶段基于离群值（例如质量数准确度、
信噪比等）对各定量和定性离子进行验
证。在第二阶段，将决定化合物是“确
认”（存在）、“排除”（不存在）还是需要
进一步审查（可能存在）。在第二步中，
将在化合物层面对各种标准进行评估，例
如谱库匹配得分和定性离子数量。 

图 7. GC/Q-TOF 筛查程序中的自动化合物验证。根据未通过的具体化合物标准，化合物要么被排除，要么被初步确认

基于
离群值评估离子

评估
化合物

 

所有参数
均符合条件？

是

否

离子不符合
条件

符合几项
标准？

全部

≤ 50%

≥ 50%
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A

B

图 8. 筛查程序结果。(A) 汇总窗口使用户可以快速审查需要额外关注的存疑的匹配结果。(B) 含有倍他洛尔（β 受体阻滞剂）、氯噻酮（利尿剂）和 19-去甲雄酮的 
EQAS 样品的汇总报告。西布曲明为内标

该筛查程序为用户提供了高度灵活性，
可以根据需要针对各种化合物单独定制
标准。该筛查程序的结果汇总窗口如图 8 
所示。

当使用该全新 GC/Q-TOF 筛查程序时，仅
需要审查存疑化合物，因此与传统的靶向
方法相比更加高效。
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类固醇的水解葡萄糖醛酸化和非水解硫
酸化代谢物的检测
合成代谢雄激素类固醇 (AAS) 是运动兴
奋剂检测中最常检测到的化合物[4, 5]。在
兴奋剂检测领域，鉴定 AAS 的长期硫酸
化代谢物具有重要作用，因为这些代谢
物可作为替代标记物，并可能延长一些 
AAS 的可检测时间[7–9]。为了鉴定非水解
硫酸盐，进行了美睾酮和美替诺龙的排
泄研究[10, 11]。这些类固醇的水解葡萄糖醛
酸化代谢物和硫酸化代谢物的特征离子列
于表 3 中。

标记物标签 标记物名称

GC-EI-QTOF-MS

RT (min) 离子 1 (m/z) 离子 2 (m/z) 离子 3 (m/z)

美替诺龙

Met-PC 美替诺龙（17β-羟基-1-甲基-5α-雄甾-1-烯-3-酮） 11.75 446.3031 208.1278 –

Met-1 3α-羟基-1-亚甲基-5α-雄烷-17-酮 10.19 446.3031 447.3050 –

Met-2 16ζ-羟基-1-甲基-5α-雄甾-1-烯-3,17-二酮 12.83 532.3219 517.2975 –

S-Met-PC 单硫酸美替诺龙 7.52 356.253 266.2029 –

S-Met-1 1-亚甲基-5α-雄烷-17-酮-3α-硫酸盐 6.2 356.2535 357.2571 341.2300

S-Met-2 1-甲基-5α-雄甾-1-烯-3,17-二酮-16ζ-硫酸盐 11.54 444.2874 445.2913 429.264

S-Met-3 1β-甲基-5α-雄烷-17-酮-3ζ-硫酸盐 6.68 358.2686 359.2726

美睾酮

Mest-1 3α-羟基-1α-甲基-5α-雄烷-17-酮 10.34 448.3187 449.3900 –

Mest-2 3,6,16-三羟基-1α-甲基-5α-雄烷-17-酮 12.98 624.3880 610.3684 609.3650

S-Mest-4
1α-甲基-5α-雄烷-17-酮-3α-硫酸盐和 
1α-甲基-5α-雄烷-17-酮-3β-硫酸盐

5.81 358.2696 359.2726 –

S-Mest-5 3β,16ζ-二羟基-1α-甲基-5α-雄烷-17-酮的单硫酸盐形式 9.64 446.3031 447.3045 –

S-Mest-6 17ζ,4ζ-二羟基-1α-甲基-5α-雄烷-3-酮的单硫酸盐形式 10.21 446.3031 447.3045 –

表 3. 美替诺龙和美睾酮硫酸化代谢物的已鉴定离子列表

图 9. 不同尿样中的美替诺龙代谢物 S-Met-1

不含 Dag2 [美替诺龙代谢物 1 硫酸盐 (EXCR)]

5.9 6.0 6.1 6.2 6.3

× 104

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

341.2300 峰面积 = 160826
356.2535 峰面积 = 141619
357.2570 峰面积 = 39524

不含 Dag10 [美替诺龙代谢物 1 硫酸盐 (EXCR)]

5.9 6.0 6.1 6.2 6.3

× 103

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

341.2300 峰面积 = 8627
356.2535 峰面积 = 3289
357.2570 峰面积 =

第 2 天 第 10 天

图 9 显示了来自同一个体的美替诺龙硫
酸代谢物 S1 (S-Met-1) 的色谱图示例。

在第 2 天，仍然可以清楚地观察到该代
谢物，而在第 10 天时已经消失。
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美睾酮的一种非水解硫酸化代谢物的精
确质量 GC/Q-TOF 谱图如图 10 所示。
GC/Q-TOF 在全数据采集模式下具有高灵
敏度，并具有精确质量和高分辨的优势，
成为筛查这些代谢物的理想工具。在单次
运行中可以轻松追踪所有代谢物。

GC/Q-TOF 方法的另一个优势在于，随着
不断发现新的代谢物，该方法可以进行回
顾性筛查，因为所有数据都是在全谱采集
模式下采集的。

美睾酮的排泄研究表明，与传统的水解标
记物相比，美睾酮的非水解硫酸化代谢物 
S-Mest-4 和 S-Mest-5 的可检测时间大幅
延长（图 11）。这有力地证明了在常规兴
奋剂检测方法（包括那些基于 GC/TQ 的
方法）中添加非水解硫酸化代谢物的优
势，即能够在必要时实现高灵敏度。 

图 10. 美睾酮的非水解硫酸化代谢物 (S-Mest-4) 的精确质量高分辨谱图

响应 vs. 质荷比 (m/z) 

计算值：358.2686
误差：0.72 ppm

图 11. 两项使用 GC/Q-TOF 分析美睾酮的排泄研究的结果

水解葡萄糖醛酸化
代谢物

非水解硫酸化
代谢物

美睾酮 
受试者 1 受试者 2

*末次采样日 

[天数] [天数]
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结论
随着 WADA 禁用物质清单中的化合物不
断增加以及 WADA 新规出台，兴奋剂检
测领域需要采用创新的工作流程解决方案
来满足最新的 WADA 要求。本应用简报
介绍了一种全新的工作流程，能够将兴奋
剂检测实验室的生产力和效率提升到新的
水平。本文提出的完整解决方案重点关注
具有回顾性分析潜力的高灵敏度定量和定
性分析，并将 GC/Q-TOF 和 GC/TQ 仪器
与采用 Agilent AssayMAP Bravo 系统的
样品前处理相结合。该解决方案能够显著
提高通量（每年可处理 20000 个样品），
并且借助 Agilent MassHunter 软件的 GC 
筛查功能，使耗时的数据审查过程实现了
自动化。此外，本文还讨论了对合成代谢
类固醇的硫酸化代谢物的鉴定，以及将此
类代谢物纳入常规兴奋剂筛查方法中所带
来的优势。
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