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摘要 建立钐(Sm3+)标记检测 C 肽(C-peptide)及铕(Eu3+)标记检测胰岛素(insulin)的双标记时间分辨荧光免疫分析法(TRFIA)，
并初步尝试检测人血 C肽以及胰岛素含量．将抗 C肽单克隆抗体(Biodesign No. E54094M)与抗 insulin单克隆抗体(Biodesign
No. E86306M)混合包被 96 孔板，然后用 Sm3+标记抗 C 肽单克隆抗体 (Medix No. 9103)，Eu3+标记抗 insulin 单克隆抗体
(Biodesign No. E86802M),运用双抗体夹心一步法建立 C肽 /胰岛素双标记时间分辨免疫荧光分析法．结果显示：C肽分析灵
敏度为 0.2 滋g /L,线性范围为 0.5～ 22 滋g/L，平均回收率达到 99.6%，分析内和分析间变异系数分别为 4.6%～ 6.0%和 5.1%～
7.6%．胰岛素分析灵敏度为 0.8 mU/L，线性范围为 3.6～ 180 mU/L，平均回收率为 99.4%，分析内和分析间变异系数分别为
3.7%～ 6.0%和 5.1%～ 8.0%．C肽 /胰岛素双标记检测试剂与 PerkinElmer公司对应的单标记进口试剂盒分别同时测定血清样
本 200份，检测结果高度相关，具有较好的一致性，相关系数分别为 0.98与 0.99．总之，自建 C肽 /胰岛素双标记时间分
辨荧光免疫分析方法的性能均可以达到临床检测要求，有望替代现有国内外较为昂贵的单标记试剂，可用于胰岛素分泌不足

导致的糖尿病诊断及糖尿病的大规模普查筛选．
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糖尿病是一组由胰岛素分泌绝对或相对不足所

导致的以慢性高血糖为特征的代谢综合征[1]．最新

研究显示，该疾病在中国成年人群中，约有 9 240
万例病例，占总人口数的 9.7%，此外，另有 1 482
万成年人具有前驱糖尿病症状，约占总人口数的

1.55%[2-3]．目前临床诊断筛查中，血清 C肽和胰岛
素水平对糖尿病的分型诊断、治疗方案选择和疗效

监测具有重要的临床参考意义，是筛查诊断糖尿病

患者主要的常规必检项目[4]，此外，对于胰岛素瘤

的诊断亦有重要参考价值．在体内, C肽(C-peptide)
与胰岛素(insulin)均来自于胰岛 茁细胞的分泌产物
胰岛素原，一个分子的胰岛素原经酶切后，裂解成

一个分子的胰岛素和一个分子的 C肽．二者以等
分子数共存于分泌颗粒，并同时释放至毛细血管循

环中，且 C肽不被肝脏破坏，半寿期较胰岛素明
显为长[5]，故联合二者检测，能准确测定血循环中

C肽水平，能反映 茁细胞合成与释放胰岛素功能．
本研究采用相同增强液体系的 Sm3+和 Eu3+作

为标记物[6]，初步建立 C-peptide/insulin双标记时间

分辨荧光免疫分析方法(C-peptide/insulin-TRFIA)，
单次检验可同时得到血清中 C-peptide、insulin两
个参数值，克服化学发光免疫分析法、放射免疫分

析法等单次反应只能测定一个指标的不足，并且此

检测方法操作简便、分析手段简洁、样本量需求

小、成本低廉、能更好地满足临床大规模糖尿病筛

查的需要．

1 材料和方法

1援1 材料和试剂

C-peptide 单克隆抗体 (C-peptide McAb)购于
Medix 公司，其编号为 9103 标记、Biodesign 公
司，其编号为 E54094M包被；Insulin单克隆抗体
(Insulin McAb)购于 Biodesign 公司，其编号为
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E86306M包被、E86802M标记；C-peptide抗原购
自 Sigma公司，C肽抗原(目录号：C-5051，批号：
071K49592，规格：每瓶 250 滋g)为冻干品；insulin
抗原为 Sigma 公司重组抗原，规格： 50 mg，
29.1 U/mg，为冻干品，分子式：C257H383N65O77S6，

分子质量：5807.57；EU3+、SM3+标记试剂盒购自

PE 公司；C-peptide- TRFIA、Insulin- TRFIA 试剂
盒为 PerkinElmer 公司生产；牛血清白蛋白为
CALBIOCHEM公司生产；Sephadex-G50填料购自
GE 公司；洗涤液、包被液、分析缓冲液、增强
液、封闭液均自制．96 孔板购自 Costar 公司；
全自动 TRFIA 监测仪 AutoDELFIA1235 及 1420
为 Perkin-Elmer公司产品．临床血清样品来自南方
医院．

1援2 实验方法

1援2援1 固相抗体包被板的制备．将 C-peptide McAb
E54094M和 Insulin McAb E86306M用包被液混匀，
分别稀释成 3 mg/L和 1.5 mg/L，200 滋l每孔铺板，
37℃震荡孵育 2～4 h，4℃过夜．弃去包被液，洗
板 3次，每孔再加入 250 滋l封闭液封闭，37℃震
荡孵育 2 h．弃去封闭液，拍干，真空包装，板条
密封后置-20℃冷冻保存．
1援2援2 Sm3+- C-peptide McAb的制备．按照 Sm3+标

记试剂盒说明书操作．取 C-peptide标记抗体 1 mg,
加入Milipore公司 50KD带有滤膜的超滤离心柱离
心管中，取 500 滋l加入离心柱，9 000 r/min离心

8 min，弃去离心管中废液，再在离心柱中加入
200 滋l标记缓冲液，再次 9 000 r/min离心 8 min，
重复 4次．收集离心柱中液体转移到离心管中，再
加入 5 g/L的 Sm3+标记物 100 滋l，27℃震荡避光孵
育过夜．反应液经用 50 mmol/L pH 7.8的 Tris-HCl
缓冲液平衡的 Sephadex-G50柱层析，收集液体，
1 ml 分装，收集 36管．每管中取 10 滋l 分装液，
并加入增强液 200 滋l，震荡孵育 5 min，放入全自
动检测仪 AutoDELFIA1235中检测，收取第一峰，
用 0.22 滋m针头式过滤器过滤，并在其中加入 10%
高纯度 BSA，体积比为 1∶50．4℃冰箱保存.
1援2援3 Eu3+-Insulin McAb的制备．参照 Eu3+标记盒

说明书操作，制备过程同 Sm3+- C-peptide McAb的
制备．

1援2援4 测定方法．利用双抗体夹心一步法建立

C-peptide /Insulin-TRFIA(图 1)．在上述包被的 96
孔板中加入待测血清 25 滋l或加入 C-peptide/Insulin
标准品(C-peptide：A，0 滋g/L，B，0.5 滋g/L，C，
4.7 滋g/L，D，13.7 滋g/L，E，22 滋g/L；insulin：A，
0 mU/L，B，3.6 mU/L，C，14 mU/L，D，75 mU/L,
E， 180 mU/L)，再加入 200 滋l 1∶100 Sm3+-C-
peptide McAb和 1∶150 Eu3+- Insulin McAb混合液，
室温震荡孵育 2.0 h，然后用洗涤液洗板 6次，拍
干后再每孔加入 200 滋l增强液，震荡孵育 5 min后
在全自动 TRFIA检测仪 AutoDELFIA1235 及 1420
上测试．

Fig. 1 The illustration of the dual鄄labeling time鄄resolved fluoroimmunoassay
for detection of C鄄peptide and insulin(C鄄peptide/insulin鄄TRFIA)
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2援3援2 灵敏度．以零参考标准品(A 点)作为标本
重复测量 20次，计算其荧光均值 x及标准差 SD，

x + 2SD所得的荧光值代入标准曲线方程计算得出
其灵敏度．C-peptide的最低检测下限为 0.25 滋g/L;

Fig. 2 The standard curve of C鄄peptide/Insulin鄄TRFIA

经双对数函数处理的标准曲线如图 2 所示．
C-peptide 和 insulin 标准曲线的相关系数分别为
0.999 8和 0.999 6，表明线性相关性良好．

2援3援1 标准曲线数据分析．C-peptide/Insulin-TRFIA
的标准曲线由全自动 AutoDELFIA1235检测仪自带
的对数函数处理(图 2)．

C-peptide Insulin

Concentration of standard point/(滋g·L-1) Fluorescence(CPS) Concentration of standard point/(mU·L-1) Fluorescence(CPS)

A 0 285 依 15 0 985 依 42

B 0.50 944 依 132 3.60 4 153 依 326

C 4.70 9 193 依 486 14.0 16 442 依 763

D 13.70 31 367 依 1 441 75.0 89 858 依 1 514

E 22.00 55 416 依 2 536 180 222 451 依 5 578

2 结 果

2援1 Sm3+及 Eu3+标记抗体的理化性质

标记抗体经 Sephadex G50层析柱层析，收集
第一峰．以 PerkinElmer公司提供的 Eu3+、Sm3+标

准可以测定标记率(即每个抗体分子上标记的 Eu3+

或 Sm3+的平均个数)，分别稀释为 1∶150和 1∶100
作为参考，Eu3+标记抗 insulin单克隆抗体与 Sm3+

标记抗 C-peptide 单克隆抗体的标记率分别为 9.4
个 /IgG分子和 7.8个 /IgG分子，蛋白质回收率分
别为 92%和 90%．

2援2 反应动力学考察

考察了 C-peptide、insulin 标准品、不同类型
血清样本在不同免疫反应温度和反应时间下的荧光

技术．结果显示：标准品、血清样本在 25℃下震
荡孵育 2 h达到平衡，在 37℃反应 1 h达到平衡．
由于全自动 TRFIA检测仪 1235/1420设定在 25℃
条件下进行测试，因此选择在 25℃下震荡孵育 2 h
为测试条件．

2援3 双标 C鄄peptide/insulin鄄TRFIA的性能考核
标准曲线 C-peptide/insulin双标记 TRFIA的标

准点及其对应荧光值如表 1所示．

Table 1 The reference standards and the corresponding fluorescence of C鄄peptide/Insulin鄄TRFIA (n=8)

Concentration of C-peptide/(滋g·L-1) Concentration of insulin/(mU·L-1)
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2援3援5 特异性．采用双标记 C-peptide/insulin-TRFIA
检测，CEA、hTSH、hLH、Free-茁-hCG、 CA50、
CA242、CA15-3、hFSH、CA199、CA125、tPSA、
人血清白蛋白等系列浓度标准品做 C-peptide/
Insulin TRFIA 样品交叉反应检测，结果均无交叉
反应．

2援3援6 与国外同类试剂盒的相关性．200份临床血

样同时用自制试剂盒与 Perkin-Elmer(PE)公司所制
试剂盒测定的数值进行相关性分析，结果两种方法

所得的数值有显著相关性(图 3)，C-peptide-TRFIA
自制 y = 0.864341 + 0.990840x，r = 0.989274，n=
200\P < 0.001； Insulin-TRFIA 自制 y =0.0196188 +
1.013196x，r = 0.992807，n = 200\P < 0.001．

Samples C-peptide

Recovery percent
/%

Insulin

Recovery percent
/%

Original
concentration

/(滋g·L-1)

Actual measured
value/(滋g·L-1)

Original
concentration

/(mU·L-1)

Actual measured
value/(mU·L-1)

1 0.6 20.2 101.0 3.1 100.5 100.5

2 2.2 20.1 100.5 15.0 102.1 102.1

3 7.8 19.8 99.0 30.4 101.8 101.8

4 12.2 20.3 101.5 70.5 102.4 102.4

5 18.6 19.9 99.5 12.6 99.6 99.6

Average recovery percent 100.3 101.28

2援3援4 回收率．在已知 5个不同浓度的 C-peptide
和 insulin 血清中加入不同浓度的 C-peptide 和
insulin 纯抗原，使得血清中 C-peptide 和 insulin
的最终期望浓度分别为 20 滋g/L和 100 mU/L，计
算回收率，如表 3 所示．C-peptide 的回收率在

99.0%～101.5%之间，平均回收率为 100.3%．
insulin的回收率在 99.6%～102.4%之间，平均回收
率为 101.28%，表明添加物与血清被测物一致，基
本没有血清基质物的干扰．

Samples C-peptide Samples Insulin

Average

/(滋g·L-1)

Standard

deviation(SD)

Coefficient of

variation/%

Average

/(mU·L-1)

Standard

deviation(SD)

Coefficient of

variation/%

Intra-assay

(n=10)

1 8.7 0.40 4.6 1 3.8 0.23 6.0

2 13.6 0.82 6.0 2 16.6 0.80 4.8

3 20.5 1.15 5.6 3 74.3 2.75 3.7

Inter-assay

(n=10)

1 8.8 0.45 5.1 1 4.1 0.33 8.0

2 14.7 1.05 7.1 2 17.5 1.13 6.4

3 20.8 1.58 7.6 3 78.2 4.03 5.1

insulin的最低检测下限为 0.1 mU/L．此灵敏度与
PE公司相应的单标记试剂灵敏度基本相同．
2援3援3 精密度实验．如表 2所示．C-peptide分析内

和分析间变异系数分别为 4.6%～6.0%和 5.1%～
7.6%， insulin 分析内和分析间变异系数分别为
3.7%～6.0%和 5.1%～8.0%．

Table 2 The precision of C鄄peptide/Insulin TRFIA

Table 3 The recovery test of C鄄peptide/insulin TRFIA
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Fig. 3 Correlation between the self鄄made reagents and the PE reagents

3 讨 论

C肽与胰岛素均来自于胰岛 茁细胞的分泌产物
胰岛素原，二者以等分子数共存于分泌颗粒并同时

释放至毛细血管循环中[7]．其中胰岛素是机体内唯

一降低血糖的激素，胰岛素能促进全身组织对葡萄

糖的摄取和利用，并抑制糖原的分解和糖原异生，

因此，胰岛素有降低血糖的作用．胰岛素分泌过多

时，血糖下降迅速，脑组织受影响最大，可出现惊

厥、昏迷，甚至引起胰岛素休克．相反，胰岛素分

泌不足或胰岛素受体缺乏常导致血糖升高，即引发

糖尿病，故直接检测人血中胰岛素的含量能够直接

反应机体胰岛素的分泌情况，因胰岛素能够被肝脏

破坏，其半衰期较短．而 C肽不被肝脏破坏，半
衰期较胰岛素明显为长[7]，因此联合二者检测能准

确反应机体胰岛素分泌情况．胰岛素和 C 肽测
定可用于糖尿病的分型．玉型糖尿病餐前、餐后
C肽均低于正常人，其空腹胰岛素水平低于正常或
不能测得，口服葡萄糖后无高峰，呈低平坦．域型
糖尿病患者空腹胰岛素水平正常或稍高，刺激后高

峰延迟至 2～3 h出现[8]．若不用胰岛素治疗，餐

前、餐后 C肽水平及变化与正常人基本一致，此
外，二者联合对于检测胰岛素瘤也有重要的参考

价值[9]．

与传统酶标记、同位素标记等技术相比，

TRFIA检测样本具有灵敏度高、操作简便、示踪
物稳定、标准曲线范围宽、不受样品自然荧光干

扰、无放射性污染、标记物储存时间长等优点，是

优于酶免、放免的一种超微量定量免疫分析检测技

术 [10-12]，此外，TRFIA 中 Eu3+、Tb3+、Sm3+、Dy3+、

Nd3+等 5种镧系离子都具有很窄的特征性发射光
谱，并且彼此在波长和衰减时间方面差异显著[13]．

因此在测量时选择不同的滤光片，能够精确地测量

出混合物中不同镧系元素的含量，很适宜进行样

本的多通道检测．其中 Eu3+和 Sm3+采用相同的含

茁-萘甲酰三氟丙酮(茁-NTA)增强液体系，更便于进
行系统的简化操作[14-16]．

本文研究采用稀土离子 Eu3+和 Sm3+为标记物，

研究建立了 C-peptide 与 insulin 的双标记 TRFIA
法，一次检测可同时确定血清中 C-peptide和
insulin含量，克服了化学发光免疫分析法、放射免
疫分析法等一次反应只能测定一个指标的不足．其

中 C肽分析灵敏度为 0.2 滋g/L，胰岛素分析灵敏度
为 0.8 mU/L，检测灵敏度均优于酶免等现有试剂
盒的检测能力．C肽分析内和分析间变异系数分别
为 3.1%～5.6%和 3.5%～7.7%，胰岛素分析内和分
析间变异系数分别为 2.8%～6.1%和 3.4%～8.1%．
说明试剂的稳定性良好，性能无明显漂移．双标记

方法检测周期较短，只需要约 120 min，全程自动
化操作，能够最大限度减轻临床工作强度．此外，

检测样本需求量小，患者容易接受．C肽 /胰岛素
双标记检测试剂与 PerkinElmer公司对应的单标记
进口试剂盒分别同时测定血清样本 200份，检测结
果高度相关，具有较好的一致性，相关系数分别为

0.98与 0.99，此结果提示，本研究结果可以替代价
格昂贵的进口试剂盒，减轻患者经济负担．

总之，C-peptide/insulin 双标记时间分辨荧光
免疫分析方法的建立，有利于准确、快速地检测血

样中 C-肽以及胰岛素的含量，加之成本低廉，比
较适合在大规模筛查中应用．

The C-peptide value detected by the PE reagents The insulin value detected by the PE reagents
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Development of The Dual鄄labeling Time鄄resolved Fluoroimmunoassay
for Detection of C鄄peptide and Insulin and Its Initially Application*

MA Qiang1), LI Lai-Qing2), HE An1), LIN Guan-Feng1), ZOU Li-Ping1), LI Ming1),WU Ying-Song1)**

(1) College of Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China;
2) Guangzhou Darui Antibody Co. Ltd, Guangzhou 510663, China)

Abstract To simultaneously detecting the C-peptide and insulin in human serum, a dual-labeling time-resolved
fluoroimmunoassay (TRFIA) for detection of C-peptide and insulin was preliminary founded. Two capture
monoclonal antibodies were mixed together and then coated in human serum. Two counterpart tracer monoclonal
antibodies, were labeled with Eu3+ (anti-Insulin) and Sm3+ (anti-C-peptide) chelates, respectively. The double
antibody sandwich in one step method was used to develop the TRFIA for simultaneously detection of
the C-peptide and insulin in human serum. These results showed that sensitivity of C peptide analysis was up to
0.2 滋g/L, linear range is 0.5～22 滋g/L, the recovery percent is 99.6%, The intra- and inter-assay coefficient of
variation were 4.6%～6.0% and 5.1%～7.6%, respectively; sensitivity of insulin analysis was up to 0.8 mU/L,
linear range is 3.6～180 mU/L, the recovery percent is 99.4%, the intra- and inter-assay coefficient of variation
were 3.7%～6.0% and 5.1%～8.0% , respectively. Moreover, 200 samples were tested by the self-made and
commercially available C-peptide and insulin kit (PerkinElmer) kits at the same time. The correlation coefficient
was 0.98 and 0.99, respectively. In conclusion, the self-made dual-labeling time-resolved fluoroimmunoassay for
simultaneously detection of C-peptide and insulin might be a simple, sensitive and rapid method for rapid diagnosis
for the diabetes caused by the lack of insulin secretion, it would also provide an alternative route for serology
high-screening of the samples for C-peptide and insulin in clinical application.
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