
前言 
类胰岛素生长因子（insulin-like growth factor 1, IGF-1）在临床

上是一个非常重要的肽段类激素，通常用于评估由于生长激素

的紊乱所导致的青少年生长发育的异常。目前国内类胰岛素生

长因子1的检测方法主要为免疫法，但采用免疫法检测类胰岛素

生长因子1已经被长期的临床实践证明存在以下的不足。第一，

各个厂家生产的类胰岛素生长因子1的抗体对目标蛋白的亲和能

力不完全一致，因此导致难以形成统一的参考范围[1]。第二，

类胰岛素生长因子1在血液中会与类胰岛素生长因子结合蛋白3

（Insulin-like growth factor binding protein 3, IGFBP3）结合，

而不同厂家的免疫法对于类胰岛素生长因子结合蛋白3所带来的

干扰也不尽相同[2]。第三，最近的基于质谱检测的研究结果表

明，在病人人群中，约有0.6%的病人存在类胰岛素生长因子1

的蛋白质单点突变[3]，而通常免疫法对于蛋白质的蛋白突变是无

法区分的。

采用质谱法进行IGF-1的检测已经越来越被临床实验室所接受。

基于质谱的检测方法目前主要依赖三重四级杆质谱仪进行选择

反应监控（selected reaction monitoring, SRM）的扫描方式，

这种扫描方式对于绝大多数小分子化合物，肽段和蛋白质都获

得了良好的检测效果。然而IGF-1的三对二硫键非常靠近自身的

N端和C端，因此难以碎裂产生特异性高的碎片离子来对完整的

IGF-1分子进行定量。若要使用三重四级杆来定量IGF-1则必须

将IGF-1进行酶解[4-6]，但这样的话极大的复杂化了样品前处理的

流程。从2011年开始，美国的大型第三方独立医学实验室就开

始探讨利用高分辨质谱定量IGF-1的可能性[3,7]，并在长期的临床

实践中证明了其的可靠性。在之前的工作中我们使用Vanquish

液相和QE超高分辨质谱建立了在线SPE的IGF-1的检测方法，

在这篇文章中我们进行了多通道的扩展，实现了一分钟一个样

品的高通量检测。
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实验方法
1. 样品前处理

为了消除血清中类胰岛素生长因子结合蛋白3对类胰岛素生长因

子的干扰，我们采用了经典的酸性乙醇沉淀法，并在中和后采

用冷沉淀的方法进一步减少基质干扰[8]。实验结果显示，采用

这种前处理方法可显著排除基质干扰，并使得IGF-1的回收率稳

定在85%-90%。

2. 使用Transcend II TLX系统进行在线样品前处理

 

图1. IGF-1分析的Focus模式在线前处理液相方法



在之前的工作中，我们发现在蛋白沉淀后采用离线固相萃取

（off-line solid phase extraction, off-line SPE），目标化合物人

的IGF-1和15N标记的人IGF-1均发生了不可忽略的氧化，而采

用在线SPE的方法可以有效的避免这一情况的发生。Transcend 

II TLX系统提供了一种Focus模式可以进行非常简单有效的在线

样品前处理。Focus模式的工作流程如图1A所示，主要包含四

个步骤: 1) 样品上样至SPE小柱; 2) 切A阀，使用holding loop里

的高有机相将SPE小柱上的IGF-1洗下; 同时切B阀，经过在线稀

释后IGF-1将会结合到分析柱上。3) 切B阀, 这时仅eluting pump

流路经过分析柱，使用梯度洗脱将分析柱上的IGF-1洗脱进入质

谱进行分析, 同时Loading pump流路会将高有机相充满holding 

loop, 为下一次分析做准备。4)切A阀，SPE小柱和分析柱进行

清洗和平衡。通过实验发现，holding loop里存储35%的B相

（0.2%FA/ACN）即可充分的将IGF-1从SPE小柱上洗脱下来，

达到90%以上的回收率，整个在线前处理的液相方法见图1B.

3. 质谱条件

 

表1. IGF-1分析质谱条件

4. 从单通道向四通道的扩展

      

图2. IGF-1分析从单通道转移至四通道

我们发现整个在线前处理的液相方法的总梯度为5.5分钟，而

被分析物和内标的出峰时间不足20秒，提示我们使用多通道液

相可以极大的增加分析的通量（图2）。Transcend II系统所使

用的AriaMX软件可以实现非常智能快速的多通道方法扩展。我

们仅需要在液相方法中填入质谱采集的起始和终止时间即可非

常快速的实现将单通道方法扩展至多通道。Transcend II系统最

多支持四通道的分析，实现了在线前处理的四通道液相为Tran-

scend II TLX-4系统，其实物外观如图3所示，包含4个loading 

pump, 4个eluting pump, 一个双臂Triplus自动进样器和一个阀箱

（Valve Interface Module, VIM）。

 

图3. Transcend II TLX-4四通道在线前处理液相实物图

阀箱中一共包含10个切换阀，如图4所示。每个通道包含一

个A阀和B阀，另外还有四个通道的通道选择阀和连接废液的

切换阀。在方法编辑的过程中，我们仅需要注意液相方法本

身，AriaMX软件会自行计算各个阀的切换时间，使得方法开发

大大简化。由此可见阀箱和AriaMX软件是整个多通道液相系统

的核心。

 

图4. Transcend II TLX-4四道通在线前处理液相流路示意图

实验结果和讨论
1. 对TLX-4系统进行的改动和优化

为了使Transcend II TLX-4系统能够更好的适应生物大分子的分

析，我们对系统进行了一系列的优化。首先Transcend II系统的

默认管线连接均为不锈钢, 为了使得系统具有更优秀的生物兼

容性，我们将所有管线替换为了PEEK材质。随后由于PEEK管

线的耐压一般只能到250Bar, 因此我们选择了背压很低的整体

柱作为SPE小柱和分析柱，同时满足系统背压和生物兼容性的

要求。第三, 由于蛋白沉淀后上清液中含有很高的有机相比例（

约60%乙醇），因此进行大体积进样时会产生非常明显的溶剂

效应而导致IGF-1不能结合在SPE小柱上。为了克服溶剂效应我

们在进样阀和SPE小柱之间加装了一个250uL的PEEK材质的在

线混匀器来实现样品的在线稀释，从而使得IGF-1可以很好的结



合在SPE小柱上。最后，在transfer阶段，为了使得从SPE小柱

上洗脱下来的IGF-1能够更好的进行在线稀释，我们在B阀的出

口使用了50uL的线性混匀器使得从SPE小柱上洗脱下来的IGF-1

能够更好的进行在线稀释并结合在分析柱上，使得最终的峰型

更加尖锐。

2. 各通道间保留时间和信号相应的一致性

将单通道液相方法拓展到多通道时，最为重要的考察项目即为

各个通道间被分析物的保留时间和信号强度的一致性。我们最

终将每个通道的质谱采集时间定为了一分钟，在整个液相方法

的3.4分钟开始进行质谱的采集，这样各通道内目标人IGF-1和

内标15N IGF-1的出峰时间正好都在0.48分钟左右，通道间的

误差不超过0.02分钟（图5A, B）。除了保留时间外，各通道目

标和内标化合物的信号响应也呈现出高度的一致性，同一样品

用四个通道进行分析，其目标和内标IGF-1峰面积的偏差均在

7%以内（图5A, B）。我们在每个通道上均采集了一套标准曲

线数据，发现采用外标法的话各个浓度点的目标IGF-1的峰面积

的RSD均在15%以内，而使用内标法的话RSD更是都能保证在

10%以内（图5C）。

 

图5. 各通道间保留时间和峰面积响应的一致性

3. 线性范围，准确度和精密度

 

图6. 四个通道独立的标准曲线

美国最大第三方独立医学实验室Quest的长期临床数据显示，人

群中IGF-1的参考范围为14ng/mL – 800ng/mL（高分辨质谱法

检测），该数值跟年龄和性别相关。因此我们将标准曲线的范

围定为15.6ng/mL – 2000ng/mL, 考察LLOQ为10ng/mL。四个

通道的标准曲线均显示出了极佳的线性，并且标准曲线各点和

实际偏差均小于10%（图6, 表2, 表3）。对内标的峰面积采用

外标法进行考察，可见每个通道的内标响应均高度稳定（RSD 

< 10%）, 体现出了方法的强健性（表2）。

 

表2. 每个通道标准曲线范围和r2

 

表3. 每个通道标准曲线各点回收率

由图7可见, LLOQ点（10ng/mL）的定量离子依旧展现出了良好

的色谱峰型和极佳的信燥比（均未进行平滑）, 且各通道间的信

号响应也高度一致。而基质空白中则基本观察不到目标化合物

的响应，表明15N标记的IGF-1是一个非常合适的内标。
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图7. 各通道LLOQ和基质空白IGF1定量离子的提取离子流图

结论
本文通过使用Transcend II TLX-4四通道在线前处理液相系统建

立了高通量的完整IGF-1分析方法。该方法的前处理非常简单，

仅有两步沉淀，可在3小时内完成样品的前处理，四通道液相的

使用极大的提升了分析通量，实现了1分钟一个样品的检测。

由于各通道间被分析物的保留时间和信号强度高度一致，因此

标准曲线可以在四个通道上合并采集完成，进一步增加分析通

量。当然为了得到更为严谨的结果，也可以把四通道系统当做

四套独立的液相分别建立标准曲线，以最大程度保证定量的准

确性。
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