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高效液相色谱法及串联质谱法在苯丙酮尿症筛查诊断中的应用
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（第四军医大学第一附属医院西京医院检验科，陕西西安７１００３２）

　　摘　要：目的　考查了高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法和串联质谱（ＭＳ／ＭＳ）法在遗传代谢性疾病苯丙酮尿症（ＰＫＵ）筛查中的应用

及意义。方法　利用 ＭＳ／ＭＳ法和 ＨＰＬＣ法分别分析了１８６０例出生３ｄ至１１岁儿童的干血滤纸片及全血标本中苯丙氨酸

（Ｐｈｅ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）浓度及其比值。结果　ＭＳ／ＭＳ法和 ＨＰＬＣ法Ｐｈｅ线性范围为２６．０２～１０１．１１μｍｏｌ／Ｌ和３２．０４～１３２．５０

μｍｏｌ／Ｌ，Ｔｙｒ线性范围为４１．５０～２５３．０７μｍｏｌ／Ｌ和３２．８５～１１１．５０μｍｏｌ／Ｌ，平均回收率Ｐｈｅ为９７．３６％和９８．４３％，Ｔｙｒ为

９６．７１％和９８．９９％，批内ＣＶＰｈｅ为４．３１％和３．９７％，Ｔｙｒ为４．０９％和４．０１％，批间ＣＶＰｈｅ为５．７３％和４．５８％，Ｔｙｒ为６．０１％

和５．２４％。结论　两种方法均能灵敏，特异的测定血中Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度，满足对ＰＫＵ筛查及诊断的需要。
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　　苯丙酮尿症（ＰＫＵ）是一种常染色体隐性遗传性疾病，我

国的发病率为万分之一，患者因苯丙氨酸羟化酶（ＰＡｎ）缺陷引

起苯丙氨酸（Ｐｈｅ）代谢障碍不能被转化为酪氨酸（Ｔｙｒ），从而

导致过量的Ｐｈｅ毒性代谢产物在脑、血液及尿液中过量蓄积，

使患者中枢神经系统受到不可逆的损害而造成智力低下等严

重不良后果［１３］。但是该病若在早期发现并给予积极治疗，病

儿智力发育可以完全正常，是少数几种可以通过早期诊断、治

疗预防其智能障碍出现的疾病之一［４］。血中Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度

及其比值的检测对于ＰＫＵ 的诊断，治疗等具有十分重要价

值［５６］。ＰＫＵ筛查的方法有多种，主要有细菌抑制法（ＢＬＡ），

荧光法（ＦＥＬＡ），比色法，高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），串联质谱

法，高效毛细管电泳法（ＨＰＣＥ）等
［７８］，本文对直接测定血中

Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度进行ＰＫＵ筛查和诊断的 ＨＰＬＣ法和 ＭＳ／ＭＳ

法进行了分析比较。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年５月至２０１４年６月共采集标本１８６０

例主要来自陕西省，其中健康儿童组男３４２例，女３５８例，共

７００例。健康新生儿组男４４９例，女４５３例，共９０２例。通过检

测健康婴幼儿血中Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度确定本实验室的正常上下

限值。疑似ＰＫＵ患者２５８例，临床主要表现为智力运动发育

落后，均是原因不明者。

１．２　标本收集与保存　ＨＰＬＣ方法：（１）儿童组在上午７～９

时采取末梢血１００μＬ于装有ＥＤＴＡＫ固体抗凝剂的采血管

内，充分混匀。（２）新生儿组出生７２ｈ后，哺乳３次以上，采集

１００μＬ足跟血于装有ＥＤＴＡＫ固体抗凝剂的采血管内，充分

混匀。ＭＳ／ＭＳ方法：（１）儿童组在上午７～９时采集末梢血滴

于专用采血滤纸上，待自然干燥后，放于封口塑料袋内，保存

于－２０℃冰箱中待检。（２）新生儿组出生７２ｈ后，哺乳３次以

上，采集足跟血滴于专用采血滤纸上，待自然干燥后，放于封口

塑料袋内，保存于－２０℃冰箱中待检。

１．３　仪器与试剂　３２００ＱＴＲＡＰ型串联质谱仪购自美国生物

应用系统公司，高效液相色谱仪购于美国安捷伦公司 （Ａｇｉｌｅｎｔ

１２００）。加热震荡仪购于ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司（ＩｅｍｓＩｎｃｕｂａ

ｔｏｒ／ＳｈａｋｅｒＨＴ２２０２４０Ｖ）。离心机购于上海安亭科学仪器厂

（ＴＤＬ１６Ｇ）。Ｐｈｅ、Ｔｙｒ标准品购自美国Ｓｉｇｍａ公司；乙腈、高

氯酸等的纯度均为色谱级；实验用水为经美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司

ＭｉｌｌｉＱ纯水器处理的超纯水。ＭＳ／ＭＳ非衍生化试剂盒购自

芬兰 ＷａｌｌａｃＯｙ公司。其他试剂为国产优级纯或分析纯。

·８５７· 国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．６

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１４０１７４４）。　作者简介：张瑞，女，检验技师，主要从事液质联用临床检验新方法研究。　△　通

讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈｘｂｙｑｈ＠ｆｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



１．４　方法

１．４．１　高效液相色谱紫外检测法（ＨＰＬＣＵＶ）　（１）实验原

理。根据ｐｈｅ和Ｔｙｒ具有紫外吸收的特点，血清标本去蛋白

后，上清液中的ｐｈｅ和Ｔｙｒ经色谱柱分离后在一定紫外波长下

进行检测，即可得到ｐｈｅ和Ｔｙｒ的液相色谱图。（２）仪器及色

谱条件。色谱柱为ＥｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８不锈钢柱（４．６×１５０ｍｍ，５

μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ）。流动相为乙腈一水（体积比３∶９７），流速为１．５

ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长２１０ｎｍ，检测时间８ｍｉｎ，进样量２０

μＬ。（３）样品处理方法。吸取全血１００μＬ于离心管内，加入

等量的５％高氯酸溶液，盖紧后于旋涡混合器上混合１ｍｉｎ，放

１０ｍｉｎ后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液进样检测。（４）

资料分析。将其与已知浓度ｐｈｅ和Ｔｙｒ标准品的峰面积（或峰

高）比较，即可定量检测出全血标本中ｐｈｅ和Ｔｙｒ的浓度及其

比值。

１．４．２　串联质谱检测法（ＭＳ／ＭＳ）　（１）实验原理。基于高效

液相色谱仪的自动进样器使样品通过进样系统进入离子源，由

于结构性质不同而将Ｐｈｅ和Ｔｙｒ电离为不同质荷比（ｍ／ｚ）的

分子离子和碎片离子，而后带有不同信息的两类离子碎片被加

速进入质量分析器，经记录即得到Ｐｈｅ和Ｔｙｒ的图谱。（２）仪

器及色谱条件。自动进样器设置为每次进样２０μＬ，测定采用

多反应监测模式，一个样品测试约需２ｍｉｎ。（３）样品处理方

法。将滤纸片用打孔器制直径３ｍｍ的圆形滤纸血片（高低各

１个质控），置于９６孔聚丙烯板中，每孔加入含Ｐｈｅ和Ｔｙｒ同

位素内标的甲醇溶液１００μＬ，Ｔｅｆｌｏｎ膜覆盖，４５℃密封震荡

４５ｍｉｎ，振荡频率６５０ｒ／ｍｉｎ，萃取血片中的Ｐｈｅ和Ｔｙｒ，室温下

放置２０ｍｉｎ，转移７５μＬ至另一个９６孔聚丙烯板，铝膜覆盖，

即可上样检测。（４）资料分析。定量分析采用软件ＣｈｅｍｏＶ

ｉｅｗ１．２（美国生物应用系统公司），根据Ｐｈｅ、Ｔｙｒ同位素内标

和Ｐｈｅ、Ｔｙｒ的离子峰强度，由已知浓度的内标，自动计算出所

测样品中Ｐｈｅ和Ｔｙｒ的浓度。

１．５　统计学处理　所有数据资料输入计算机由ＳＰＳＳ１０．０统

计软件包处理，数据资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

１．６　诊断依据　运用液相色谱及液相色谱串联质谱检测到

的相应特异指标，结合临床表现，常规实验室检查进行筛查诊

断。苯丙酮尿症显示Ｐｈｅ浓度以及Ｐｈｅ／Ｔｙｒ浓度的比值显著

增高。

２　结　　果

２．１　线性范围和检测限　ＨＰＬＣ法检测Ｐｈｅ和Ｔｙｒ的线性范

围分别为３２．０４～１３２．５０μｍｏｌ／Ｌ和３２．８５～１１１．５０μｍｏｌ／Ｌ，

最低检测限为０．０７０μｍｏｌ／Ｌ和０．１２μｍｏｌ／Ｌ，Ｐｈｅ／Ｔｙｒ线性范

围为０．８１～１．８２。经统计学分析男、女之间Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度

差异无统计学意义（犘＝０．２８９，犘＝０．３１６）。ＭＳ／ＭＳ法检测

Ｐｈｅ和Ｔｙｒ的线性范围为２６．０２～１０１．１１μｍｏｌ／Ｌ和４１．５０～

２５３．０７μｍｏｌ／Ｌ，最低检测限为０．００１２μｍｏｌ／Ｌ 和０．０２７

μｍｏｌ／Ｌ，Ｐｈｅ／Ｔｙｒ线性范围为０．２１～１．１５。经统计学分析男、

女之间Ｐｈｅ和 Ｔｙｒ浓度差异无统计学意义（犘＝０．３０１，犘＝

０．３８４）。

２．２　回收率和精密度　ＨＰＬＣ法检测Ｐｈｅ和Ｔｙｒ平均回收率

为９８．４３％和９８．９９％，批内犆犞为３．９７％和４．０１％，批间犆犞

为４．５８％和５．２４％。ＭＳ／ＭＳ法检测Ｐｈｅ和Ｔｙｒ的平均回收

率为９７．３６％和９６．７１％，批内 犆犞 为４．０７％，批间 犆犞 为

７．１７％。

２．３　健康儿童全血ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度　ＨＰＬＣ法测定１６０２例

体格检查健康的婴幼儿，全血中 Ｐｈｅ和 Ｔｙｒ浓度分别为

（６１．０９±２０．３１）μｍｏｌ／Ｌ和（６７．５１±１８．０２）μｍｏｌ／Ｌ。ＭＳ／ＭＳ

法测得１６０２例体格检查健康的婴幼儿，全血中Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓

度分别为（５３．０７±１４．１６）μｍｏｌ／Ｌ和（８７．５１±１６．３１）μｍｏｌ／Ｌ。

２．４　ＰＫＵ 患儿全血 ｐｈｅ和 Ｔｙｒ值　采用 ＭＳ／ＭＳ法和

ＨＰＬＣ法同时测定２５８例ＰＫＵ疑似患儿ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓度，阳

性结果１６例，阳性测定结果见表１。由表１可知１６例阳性患

儿的Ｐｈｅ结果显著增高，且无论是 ＨＰＬＣ法还是 ＭＳ／ＭＳ法

１６例阳性患儿的Ｐｈｅ／Ｔｙｒ值均大于４，本研究认为，本地区苯

丙酮尿症患儿的诊断除了Ｐｈｅ结果显著增高外，ＨＰＬＣ法和

ＭＳ／ＭＳ法Ｐｈｅ／Ｔｙｒ值大于４可作为辅助诊断苯丙酮尿症阳

性的切点。结果显示两种方法在苯丙酮尿症诊断中差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　两种方法检测ＰＫＵ阳性患儿结果（μｍｏｌ／Ｌ）

标本号
ＨＰＬＣ法

Ｐｈｅ Ｔｙｒ

ＭＳ／ＭＳ法

Ｐｈｅ Ｔｙｒ

１ ５６１．４８ １２２．４８ ５３４．５７ １０２．０４

２ ６７１．８５ １３７．９２ ６２４．５４ １２７．３４

３ ９２８．１７ １６９．２５ ８９０．４６ １５１．２７

４ ５０９．３６ １１２．４４ ４７２．０７ １００．４９

５ ８０５．０８ ９５．９５ ７６５．１４ ９０．３８

６ ６９３．．４２ １２９．７５ ６３７．８２ １１５．７３

７ ５９２．５７ １０３．５９ ５４４．６５ １０２．１８

８ ６７３．２１ ９９．７９ ６３７．９４ ９６．５４

９ ７０９．２３ １１２．４６ ６５４．８７ １００．０２

１０ ７４３．５８ １０１．４９ ６９６．３１ ９０．６４

１１ ６９０．２４ １２０．１４ ６３２．４６ １０１．２３

１２ ９０９．２４ １７３．２４ ８５９．３４ １５３．２５

１３ ５０５．３４ １０２．１１ ４７６．３４ ９０．９９

１４ ６７２．０１ １１３．５９ ６２３．１９ １０１．７０

１５ ４４７．３２ ９６．３７ ４０２．３３ ９０．１５

１６ ４９７．９９ １０１．７３ ４５１．７６ ９４．６１

３　讨　　论

　　其他各种苯丙酮尿症筛查方法假阳性率或假阴性率较高，

且不同厂商的试剂盒和仪器检测同一样本有的结果相差２倍

之多［９１０］。而 ＭＳ／ＭＳ法和 ＨＰＬＣ法通过测定Ｐｈｅ和Ｔｙｒ浓

度筛查苯丙酮尿症高效、快速、灵敏度高，特异度好，检测时间

短，不需衍生化处理。结果显示，上述两种方法所需试剂种类

少，方法全定量，线性范围宽，精密度高，重复性好，用血量少，

ＭＳ／ＭＳ法在精密度及缩短分析检测时间上略优于 ＨＰＬＣ法，

ＨＰＬＣ法在样品前处理及成本上优于 ＭＳ／ＭＳ法。本研究表

明测定同份标本的Ｐｈｅ和Ｔｙｒ值时 ＨＰＬＣ法略高于 ＭＳ／ＭＳ

法测定值，测定ＰＫＵ阳性患儿时两种方法比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。两种方法均适合临床使用，均是ＰＫＵ筛查、

诊断和治疗监测的良好检测方法，但两种方法所用仪器价格昂

贵，对技术人员要求较高。
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细胞荧光强度ｌｏｇ对数值的一半认定荧光强度的升高或降低，

抗原表达在治疗前后仍为阳性；另一方面各研究人员所选择的

监测瘤细胞的抗体也并不完全相同。但免疫表型的不稳定性

确实存在的。免疫表型不稳定的认知对骨髓瘤患者后续残留

疾病的检测提出了挑战。采用有限的抗体组合会干扰临床诊

断的正确性。

浆细胞克隆性评估是判断浆细胞良恶性的另外一种有效

方法，由于是胞浆抗原的检测，在样本制备方面不同于常规的

表面抗原染色，但对瘤细胞的监测尤其在 ＭＲＤ检测中的作用

愈来愈引起人们的重视。健康人群中浆细胞胞浆免疫球蛋白

轻链Ｋａｐｐａ与Ｌａｍｂｄａ轻链的比值大概在０．５～２，而骨髓瘤

患者经常出现比值高于２以上或低于０．５的Ｋａｐｐａ单克隆阳

性群或Ｌａｍｂｄａ阳性群。应用胞浆 Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ，比值低

于０．２或大于１６与高水平的浆细胞相关且预后不良
［３］。值得

注意的是如果浆细胞克隆性评估用于 ＭＲＤ的监测，应采用多

克隆优于单克隆的胞浆免疫球蛋白轻链进行检测［９］。本文研

究也证实胞浆免疫球蛋白轻链是最稳定的标记之一，治疗前后

未有显著变化，其检测可作为评估浆细胞良恶性的一种稳定可

靠的方法。

Ｓｐｅａｒｓ等
［６］指出，采用胞浆轻链分析而不是表面标记的免

疫表型进行 ＭＲＤ的评估可提升残留瘤性细胞的检测能力，更

为重要的是对那些已转化良性的免疫表型但仍保留轻链抑制

的残留瘤细胞的鉴别。由于免疫表型的变化，部分病例化疗后

获得了ＣＤ１９的表达，与良性浆细胞非常相似，这些病例如果

不采用轻链检测，鉴别瘤细胞是不可能的。

在后期的样本中增加了胞浆免疫球蛋白的检测，收集至少

３万以上的细胞，确实更加容易监测瘤细胞。３例 ＭＲＤ阴性

的患者其浆细胞呈Ｋａｐｐａ、Ｌａｍｂｄａ的多克隆表达，认定为良性

浆细胞。

目前，研究人员分析浆细胞除常规的ＣＤ１９、ＣＤ５６外，也

渐渐补充ＣＤ２７、ＣＤ２８等标记的检测
［１０１１］，无疑提升临床诊断

的正确性及残留疾病的监测能力，但免疫表型结合克隆分析是

流式定义浆细胞性质的最好方法，尤其在治疗后检测异常细胞

时，克隆评估是唯一可能提供的信息，是临床疗效强有力的预

测指标。广泛的抗体组合、多参数的流式细胞术对多发性骨髓

瘤的诊断疗效及预后的判断具有重要意义。
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