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概述  
糖尿病是全球最常见的代谢紊乱疾病，目前我国患

者位于全球第一
[1]

。糖尿病的发病原理
[2]

，主要与胰岛功

能，特别是胰岛素抵抗（IR）和胰岛β细胞分泌功能减

退有关。人体胰岛通过分泌胰岛素原，经酶的分解而形

成胰岛素和C肽，测定血清胰岛素和血清C肽是评价胰

岛功能的重要指标。与胰岛素的作用相反，胰高血糖素

是一种反调节激素，起着升高血糖的作用，在糖尿病患

者中，胰高血糖素分泌可能不受控制，一些治疗糖尿病

的方法中可通过抑制胰高血糖素的分泌或作用，以及胰

高血糖素特异性靶向治疗
[3]

。胰高血糖素样肽（GLP-

1）由肠道细胞产生的一种激素，它具有促进胰岛素分

泌、抑制胰高血糖素的双重作用。因此，对以上4种内

源标志物的测定对糖尿病的病理诊断研究以及治疗具有

重要意义。另外，本文也同时建立了对血浆中4种胰岛

素类似药物（赖脯胰岛素、门冬胰岛素、赖谷胰岛素、

甘精胰岛素）的测定方法，为精准合理用药提供科学依

据。 
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化合物信息 

表1. 化合物信息 

名称 英文名 分子量 结构式 

重组人胰岛素 Human Insulin  5807.57 C257H383N65O77S6 

C肽 C-Peptide 3030.26 C129H211N35O48 

胰高血糖素 Glucagon(1-29) 3482.75 C153H225N43O49S 

胰高血糖素样肽 GLP-1(1-37) 4169.48 C186H275N51O59 

赖脯胰岛素 Lispro insulin 5808 C257H383N65O77S6 

赖谷胰岛素 Glulisine insulin 5823 C258H384N64O78S6 

门冬胰岛素 Aspart insulin 5826 C256H381N65O79S6 

甘精胰岛素 Glargine insulin 6063 C267H404N72O78S6 

 

 

实验部分 

3.1 仪器、试剂与材料 

3.1.1 主要仪器设备 

液相色谱串联质谱仪(AB SCIEX Triple 

Quad
TM

5500)，配有电喷雾离子源(ESI)； 

96孔正压装置(Agela Cleanert M96)； 

3.1.2 试剂材料 

96孔板：Peptide-1-MW（5mg/1mL/Well,  

2ea/pk） 

屈臣氏蒸馏水，乙腈、甲醇、甲酸、乙醇、氨

水均为色谱级。 

3.1.3 样品基质 

EDTA抗凝大牛血浆 

 

3.2 样品前处理方法 

预处理：200 µL血浆，再加入200 µL 2%氨水水

溶液，涡旋，待净化；  

活化：96孔板依次使用 200 µL甲醇、200 µL水

活化；  

上样：加载预处理后的血浆至活化后微孔板；  

淋洗：依次使用500 µL水、200 µL0.5%FA水淋洗

微孔板； 

洗脱：用50 µL洗脱液（5%甲酸 乙醇：水=4:1）

洗脱2次，涡旋混合； 

稀释：再加入100 µL 5%FA水稀释涡旋混合，待

检测。 

 

3.3 仪器检测条件 

3.3.1 色谱条件 

色谱柱： Luna Omega Polar C18（2.1×50 

mm, 1.6 μm, 100 Å）；P/N: 00B-4748-AN 

应用编号：AB10036 
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流动相A相：0.1%甲酸水溶液； 

流动相B相：0.1%甲酸乙腈溶液； 

流  速：0.4 mL/min； 

柱  温：50 ℃； 

进样量：20 μL； 

梯度程序见表2： 

表2. 梯度条件 

时间 (min) 流速 (mL/min) B (%) 

0 0.4 10 

0.5 0.4 10 

3.5 0.4 45 

3.8 0.4 95 

4.5 0.4 95 

4.6 0.4 10 

6.0 0.4 10 

  

3.3.2 质谱条件 

离子源类型：电喷雾离子源（ESI+） 

扫描方式：多反应监测正负离子模式（MRM） 

喷雾针电压：5500 V 

离子源温度：500 ℃ 

加热器（GS1）：35 psi 

辅助加热气（GS2）：70 psi  

气帘气（CUR）：35 psi 

碰撞气（CAD）：10 psi 

为获得较好的稳定和灵敏度，各化合物监测离

子对的去簇电压（DP）和碰撞电压（CE），目

标化合物定量离子对以及内标监测离子对等参

数均需经过系统优化。本案例参数仅供参考不

具备法律效力。 

 

表3. 化合物定性、定量离子和质谱分析参数 

化合物 Q1 Q3 DP/V CE/V 

Human Insulin 
1162.5 226* 120 56 

1162.5 345.4 120 60 

C-Peptide 

1007.7 1047.4* 120 30 

1007.7 533.5 120 33 

1007.7 927.6 120 36 

Glucagon(1-29) 

697.8 694.2* 120 22 

871.6 1040.3 120 40 

871.6 1002.4 120 43 

GLP-1(1-37) 
695.7 880.5 90 29 

695.7 771* 90 26 

Lispro insulin 
968.9 217.1* 120 50 

1162.5 217.1 120 56 

Glargine insulin 

1011.5 1008.5 120 40 

867.2 965.4 120 32 

867.2 992.6* 120 30 

Aspart insulin 972 1110.9 120 36 

972 1133.8* 120 33 

Glulisine insulin 
1165.4 346.2* 120 36 

1165.4 227.3 120 42 

3.4 结果与讨论 

    图1为4种内源标志物和4种胰岛素类药物标准曲

线，且由表4得出其检出限、线性范围和线性相关系

数r
2
，在目前的条件下，几种化合物检出限均可做到

1ng/mL至以下，在相应浓度范围内线性良好，r
2
均＞

0.995。 

同时为考察方法的准确度和稳定性，对血浆样

本进行加标回收试验，添加浓度1ng/mL、

10ng/mL、100ng/mL低中高三个梯度，绝对回收基

本均能满足70%以上，且精密度RSD满足10%以内（表

5）。 

 

表4. 检出限和线性范围 

化合物 LQD 相关系数r2 曲线范围 
Human Insulin 1ng/mL 0.99887 1~500ng/mL 

C-Peptide 1ng/mL 0.99501 1~200ng/mL 
Glucagon(1-29) 0.1ng/mL 0.99988 0.1~500ng/mL 

GLP-1(1-37) 1ng/mL 0.99914 1~500ng/mL 
Lispro insulin 1ng/mL 0.99963 1~500ng/mL 

Glargine insulin 1ng/mL 0.99996 1~500ng/mL 
Aspart insulin 1ng/mL 0.99821 1~500ng/mL 

Glulisine insulin 0.5ng/mL 0.99581 0.5~200ng/mL 

 

表5. 加标回收实验结果 

化合物 添加浓度ng/L 平均回收率% RSD% 

Human Insulin  

1 89.7 1.1  

10 84.7 2.2  

100 78.1 5.0  

  1 82.9 3.9 

C-Peptide  10 88.6 5 

  100 74.1 1.9 

Glucagon(1-29) 

1 76.7  5.1  

10 80.7  5.0  

100 84.5  5.6  

GLP-1(1-37) 

1 71.9  4.4  

10 71.0  3.8  

100 69.7 5.1  

Lispro insulin 

1 77.6 2.5 

10 77.3 1.6 

100 71.9 1.2 

Glargine insulin 

1 83.8  5.9  

10 78.6  2.2  

100 78.1 3.3  

Aspart insulin 
1 76.8  0.9  

10 76.0  5.7  



 

 

100 75.3  5.5  

Glulisine insulin 

1 73.3  6.2  

10 78.5  3.9  

100 76.0  8.3  

3.5实验谱图 

 
图1. 标准曲线 

 

 
图2. Human Insulin 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 

 
图3. C-Peptide 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 
图4. Glucagon 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 
图5. GLP-1 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 

 
图6. Aspart insulin 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 

图7. Lispro insulin 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 

图8. Glargine insulin 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 

 

图9. Glulisine insulin 10 ng/mL血浆加标XIC提取色谱图 

 



 

 

结论 

    本方法使用Agela自研的专门针对肽类测定的

Peptide-1-MW96孔板，实现了同时对糖尿病相关8

种内源标志物及血药浓度进行测定，各化合物在相

应浓度范围内线性良好r
2
＞0.995，绝对回收准确度可

满足70%以上，精密度（10%以内）满足方法学要

求。
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