
结果

分散移液萃取是一种新型固相萃取技术，利用移液头内的湍流混合（图2）。液体样本吸入时，

移液头内的松散树脂分散（图2）。通过移液过程实现快速高效萃取，尤其避免孔板移动和中间

样本处理。

通过向人血浆样品中添加不同量的重组小鼠IGF-1来评估提取效率。

图4. 提取效率评估：重组小鼠IGF-1加标人血

浆样本（A），比较合成基质与提取人血浆

样本（B）。阳离子交换和反相脱盐提取的

小鼠IGF-1回收率为67%。

Figure 2

在这里，我们报道了INtip固相萃取法，它比以前报道的方法更快，

成本也比报道的方法更低。整个富集过程使用传统的离子交换和

反相树脂，通过自动化，该过程每96个样品花费不到1小时，最

大限度地减少了实际操作时间(工作流程1)。

此前MALDI-TOF MS或LC-MS/MS检测需免疫亲和树脂或离心富集。一项研究显示，两台96头

机器人系统可在9小时内处理超1,000样本（流程2）。
小鼠IGF-1在人血浆中的线性测量范围为0.2 ng/mL至200 ng/mL（图4A）。随后，我们通

过优化IMCStips的提取流程，实现了高效且可重复的富集效果（图4B）。

使用胰酶消化BSA结合人IGF-1作为替代基质，与经提取的人血浆样本进行基质匹配对比，

结果显示两者信号等效，表明提取样本不存在基质效应（图4B）。为评估提取效率，将小

鼠IGF-1加标至人血浆样本中，同时富集人源与小鼠IGF-1（图4B）。

采用添加小鼠IGF-1作为内标的单一人血浆样本验证了方法的重复性（图5）。通过高、低

两种浓度的小鼠IGF-1评估重组内标是否影响内源人IGF-1的定量，结果显示无显著差异（

图5A）。

(Workflow 2).
workflow#1
FullyAutomated INtip Extraction using IMcstips

~$4per sample

preparat ion t ime = 60 mins

workflow#2
Traditional Immunoaffinity processing

~$15-$20per tip(sample)

preparat ion t ime = 110 mins

workflow#3
centrifuge+ solid phase extraction

~$3per column (sample)

preparat ion t ime = 115 mins

然而，根据这项研究，样品预处理和

培养时间需要更长的准备时间

将批次准备时间延长至约两小时。此

外，特异于IGF-1的抗体将样品制备

成本提高到可能不利于临床操作的水

平。使用高有机溶剂的血清蛋白破碎

的传统方法在试剂成本方面与INtip方

法相当，但工作流程时间是后者的两

倍(工作流程3)。
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关于离心有两个问题。首先，如果没有使用自动板夹具，则需要手动干预。手动干预是不连续的

，必须有人将样品从操作间移动到离心机，然后将样品放回液体处理器。这种中断的工作流程可

能会延迟处理过程或导致样品处理不当(例如，孔板掉落、孔板/转子不平衡、离心后孔板返回方

向错误)。但是，如果使用印版夹持器，则可能会不正确地夹持和掉落印版，或者无法拾取印版。

离板离心机也需要更多的空间，并且使离心机与机器人液体处理器的核心软件同步是可能的错误

的附加层。INtip过程不需要科学家干预，确保阳性样本识别，从而避免错误处理患者样本。

我们利用强阳离子交换和反相INtip化学来富集人血浆样品中的多肽激素，以便通过LC-MS/MS进

行可靠的分析。

样品前处理工作流程可以用一根液相色谱柱分析超过5000份样品。

图5. 使用高浓度（20 ng）和低浓度（5 ng）小鼠IGF-1作为参考标准对单一人血浆样本进行定量分析。两种不同浓度的小鼠IGF-1内标计算得到的

IGF-1平均值无显著差异（A）。内源性人IGF-1的原始峰面积（B、C）在两种小鼠IGF-1浓度下的变异性也无显著差异（D、E）。

INtip方法的准确性通过3份Liquichek™肿瘤质控品进行验证（图6A）。使用小鼠IGF-1内标

计算内源性人IGF-1的相对含量，每次检测代表四次生化重复的平均值（图6B）。同时采

用商业ELISA试剂盒（R&D Systems）对三份Liquichek质控品进行交叉验证（图6C）。

 图6.  IGF-1 水平的检测结果与市售ELISA试剂盒进行了对比分析。INtip方法的检测值完全符合供应商提供的标准范围，且平均值差异小于10%（A、

B）。而ELISA试剂盒对QC2和QC3样本的检测值则出现偏高现象（C）。
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图3.使用含有胰蛋白酶消化的BSA的合成基质中的重组人IGF-1和重组小鼠IGF-1来确定TSQ Endura的系统适用性。

人IGF-1 (A)和小鼠IGF-1 (B)在色谱柱上从10 pg 到 100 ng 都显示出线性相关性，相当于血清中0.2 - 2,000 ng/mL 。虽然平均IGF-1水平可以根据年龄显著变化，
但生理相关范围为 50 ng/mL 至 800 ng/mL 。该系统对检测下限的灵敏度至少高2个数量级，对检测上限的灵敏度至少高1个数量级。替代基质(C)中人类和小
鼠 IGF-1 的提取离子色谱图显示  LOD为10 pg，ULOD为100 ng。
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用于目标LC-MS/MS定量的胰岛素样生长因子1的自动化高通量样品制备
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图7显示，通过对10份人血浆样本（5份健康男性与5份糖尿病男性）进行INtip方法与

ELISA试剂盒的进一步对比，结果显示两者呈相反趋势——INtip方法计算的IGF-1水平普遍

高于ELISA检测结果。

我们将开展进一步研究以确定INtip方法的精密度和准确度，但基于商业质控品的初步结果

表明，该方法可能比ELISA更具准确性。使用单份人血浆样本进行16次重复检测（分别采

用两种不同浓度的小鼠IGF-1作为内标，各8次重复），结果显示变异系数（CV）小于15%，

符合系统性能的预期变异范围。

方法
实验采用 Fisher Scientific 购买的混合人血浆，EDTA 和肝素处理的血浆

样本用于方法开发。健康男性和糖尿病男性的血浆样本各 5 份购自

BioIVT，精密度和准确性检测使用 Bio-rad 的 Liquichek™ 肿瘤质控品。

IMCS 为 Hamilton STAR Microlab 工作站设计的自动化方法采用 1 mL

阳离子交换（CX）和 300 µL 反相（RP）IMCStips。所有溶剂为质谱级，

购自 Fisher Scientific。采用 Vanquish UHPLC 和 TSQ Endura 三重四

极杆质谱仪（Thermo Scientific）优化选择反应监测（SRM）以检测完

整IGF-1。
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图1. 完整 IGF-1 的 LC-MS 定量优化：
(A) 5分钟LC梯度分离小鼠与内源人 IGF-1
(B) TSQ Endura质谱仪上100 pg小鼠和人IGF-1的SRM跃迁
(C) 提取离子流色谱图
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目的

胰岛素样生长因子1（IGF-1）是一种由70个氨基酸组成的激素，在儿童

生长和成人的合成代谢中起关键作用。临床实验室通常通过检测IGF-1水

平来监测激素异常，这可能提示发育障碍或垂体功能障碍。IGF-1与癌症

、衰老、神经病变和中风的关联也引发了学术界和工业界的广泛研究。

传统上，IGF-1通过免疫分析法检测，但近期研究对商业免疫检测的跨实

验变异性提出了质疑。这些研究展示了基于亲和富集结合多种质谱检测

的方法。本文提出一种替代方案：利用传统固相树脂化学技术，在自动

化液体处理系统上实现无需离线样品处理（如离心）的样本制备，并结

合低分辨率LC-MS/MS监测IGF-1亚型、变体和类似物。

结论
本研究结果证实了一种稳健的自动化血浆样本制备方案，可实现高通量IGF-1富集用于靶向
LC-MS/MS分析。该样本前处理方法将有效提升临床检测效率，实现对IGF-1亚型、变异体
及类似物的精准定量。与传统方法相比，这一新工作流程具有以下显著优势：

• 完全消除离心步骤

• 实现全自动化、"零手动"的样本制备过程

• 通过INtip技术确保样本标识准确性

• 从根本上避免患者样本的误操作风险

目标
• 使用INtip化学技术实现血浆样本中IGF-1的定量回收。

• 在自动化液体处理系统上建立经济高效的富集流程。

• 消除离心步骤，实现全自动样本制备。

Comparison of IGF-1 levels
INtip versus ELISA
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