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适用范围 

Enzolve 公司的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒是以酶学比色测试法为基础，用于定量检测新生儿血液

样品中的苯丙氨酸浓度（样品使用 Whatman 903号滤纸采集）的产品。 

此测试适用于筛检新生儿的苯丙酮尿症 (PKU)或高苯丙氨酸血症。虽然检测结果超标不能完全确诊为

苯丙酮尿症 (PKU)或高苯丙氨酸血症，但可以表明此类新生儿急需接受进一步的检查。 

 

 
背景 

苯丙酮尿症 (PKU)是一种常见的氨基酸代谢病，是由于苯丙氨酸代谢途径中酶的缺陷所引起的高苯丙

氨酸遗传紊乱症
1
。世界范围内，苯丙酮尿症 (PKU)的平均发病率为 1:15,000 ，且随各国间人种的不同而

有差异
1
。由于患者体内缺乏足够的苯丙氨酸羟化酶(E.C. 1.14.16.1),，不能催化苯丙氨酸转化为酪氨酸， 

导致新生儿血液和其他体液中苯丙氨酸及其相关代谢产物浓度的提高，影响新生儿大脑的正常发育，并进

一步导致智力发育迟缓
1-3

. 这个过程可以通过早期诊断和限制饮食中苯丙氨酸摄入量来加以预防，一旦拖

延则会增加发育迟缓的风险
1-3
。 

除了酶学方法之外，目前普遍用于检测新生儿血液中苯丙氨酸含量的方法有三种： (1) Guthrie 细菌抑

制法 (BIA)
4
; (2) 茚三酮定量荧光检测法

5
和 (3) 串联质谱法 (MS/MS)

6
。前两种方法容易因受到抗生素的

干扰而产生 BIA 法的假阴性或者荧光检测法假阳性的结果，串联质谱法虽然完全自动，并且灵敏度高，不

受任何因素干扰，但需要昂贵的检测设备和内部控制，并且需要由训练有素的人员操作。  

Enzolve 公司生产的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒是一款性价比高 ，以酶法比色检测为基础、用于定

量检测新生儿干血斑样本（DBS) 中苯丙氨酸含量的产品，有助于新生儿苯丙酮尿症 (PKU) 广泛筛检项目

的开展。其检测结果不受其他氨基酸或常规代谢产物以及大多数抗生素的影响，从而减少了获取假阳性或

假阴性结果的可能性。其步骤简单快速（约 10 分钟），效果明显，稳定性突出，可用于大规模自动化操

作。 

 

检测原理 

Enzolve 公司的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒使用一种经重组改造的苯丙氨酸脱氢酶(PheDH) (E.C. 

1.4.1.20)催化血液中苯丙氨酸发生氧化脱氨反应，此反应以 NAD
+
 作为辅因子

7-9
。 

 

      PheDH 
L-Phenylalanine + NAD

+
    Phenylpyruvate + NADH + NH4

+
  (1) 

 
              Diaphorase 

NADH + Tetrazolium Dye   NAD
+
 + Formazan   (2) 

生成的 NADH 通过 Diaphorase/tetrazolium 偶连反应系统 (2)转化成 NAD
+
，此步骤可以有效防止产物

抑制，并推动整个脱氢反应至几乎 100%完全转化
10,11

。使用 Enzolve 公司特有的工程化酶

Diaphorase，可以用简单、快速、准确、灵敏的比色法检测血液中的苯丙氨酸含量。 
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试剂盒组成 

成分 说明 
规格  规格  

400 次 5610-01 1,000 次 5610-02 

酶试剂 

保存在缓冲液中的细菌重组苯丙氨酸脱氢酶(1.9-2.1 

U/ml*)  和心肌黄酶 (3.8-4.2 U/ml*) ，缓冲液中含有叠

氮钠作为保护剂 

2 瓶 

2 ml/瓶 
5511-01 

5 瓶 

2 ml/瓶 
5511-01 

酶缓冲液 缓冲液中含有去污剂和叠氮钠作为保护剂 
1 瓶 

20 ml/瓶 
5512-01 

1 瓶 

50 ml/瓶 
5512-02 

辅酶试剂 
NAD

+
干粉，四氮唑盐，缓冲液和作为保护剂的叠氮化

钠 

2 瓶 

135 mg/瓶 
5513-01 

5 瓶 

135 mg/瓶 
5513-01 

苯丙氨酸标

准品和对照 

标准品：用 Whatman 903 滤纸收集的含有四种不同

浓度苯丙氨酸的人类干血斑样品 (S1, S2, S3, S4)； 

对照：用 Whatman 903 滤纸收集的分别含有低浓度

和高浓度苯丙氨酸的人类干血斑样品（C1，C2）。 

标准品和对照的苯丙氨酸浓度范围均在 1 – 20 mg/dL

之间。每张卡片上都注明了准确浓度，由附有干燥剂的

拉链塑料袋封装保存。每张卡片有 8 个血斑。 

1 套 

(每个包装

有 6 片) 

5516-01 

1 套 

(每个包装有

6 片) 
5516-01 

* 1U = 1µmol 底物在 25°C, pH 10.5 条件下每分钟的转化率。 

试剂盒保存在 2-8C 条件下。 

 

其他必需品 

 商品名称 

5600-07 苯丙氨酸提取液 (10x) 30% 三氯乙酸 (TCA)，使用之前先用去离子水或蒸馏水 10 倍稀释。 

5600-02 酶标板 (96 孔，平底) 

5600-01 打孔器 (4.75 mm) 

5600-06 平板密封器 

5600-03 多通道移液器 

有 570/690 nm 滤光片 (双波长) 或 570 nm 滤光片 (单波长)的酶标仪。 

真空管转移法还需要以下设备: 

5600-05 过滤板 (96 孔，有 0.2 µm PVDF 膜的丙烯酸板) 

5600-04 用于 96 孔板的真空管 

真空泵 

血样收集 

新生儿血液应用 Whatman 903 号样本采集滤纸收集，采集过程依据美国临床实验室标准化委员会

（NCCLS） 认证的标准步骤 LA4-A3
12
，血样收集时间应该至少在婴儿出生 24 小时之后（以 48-72 小时

为佳）。为了获得准确的结果，新生儿应该正常喂食，例如母乳或者婴儿奶粉
13,14

。 

试剂的制备和保存 (足够 200 次检测) 

1. 酶试剂: 1 瓶酶试剂 (2 mL) 中加入 9 mL 酶缓冲液， 并且轻轻的混匀 (总共 11 mL)。稀释后的

酶试剂在 2-8C 条件下可以稳定保存 30 天。 

2. 辅酶试剂: 1 瓶辅酶试剂中加入 33 mL 蒸馏水或去离子水，轻轻混匀，不要剧烈摇动。新配制

的辅酶试剂在 2-8C 条件下可以稳定保存 30 天。  

3. 工作液: 配制前，将稀释后的酶试剂和配制的辅酶试剂置于室温下平衡。按 1:3 的比例将两种试

剂混合（1 份稀释后的酶试剂加入 3 份辅酶试剂），此即为工作液。工作液在每次使用之前均

要新鲜配制，其在 2-8C 条件下最长可稳定保存 8 小时。  
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检测步骤 

干血斑中苯丙氨酸的提取和转移 

 手动样品转移 

1. 取试剂盒中提供的血液苯丙氨酸标准品 S1-S4 和对照 C1-C2 卡片，用打孔器制作直径 4.75 mm 

(3/16”)的圆形纸片，分别放入 96 孔板微孔中（建议一式两份）。将病人样本分别加入到剩下的

孔中，并标注位置。用密封器密封所有未使用的孔。 

2. 吸取 70L 苯丙氨酸提取液(3% TCA)加入到孔中，并在室温下(18-25C)轻轻摇动 30-45 分钟 ，

定期检查酶标板，确保圆纸片完全浸没在提取液中。  

3. 保温结束之后，吸出 50 L 提取液到相应位置的新酶标板中，注意孔与孔之间要一一对应。  

 真空管样品转移 

1. 取试剂盒中提供的血液苯丙氨酸标准品 S1-S4 和对照 C1-C2 卡片，用打孔器制作直径 4.75 mm 

(3/16”)的圆形纸片，分别放入 96 孔过滤板中（建议一式两份）。将病人样本分别加入到剩下的

孔中，并标注位置。用密封器密封所有未使用的孔。 

2. 吸取 60L 苯丙氨酸提取液(3% TCA)加入到孔中，并在室温下(18-25C)轻轻摇动 30-45 分钟 ，

定期检查过滤板，确保圆纸片完全浸没在提取液中。  

3. 保温结束之后，用真空泵真空抽取 2x10 秒，将提取物从 96 孔过滤板转移到新的 96 孔酶标板

中，为了正确转移样品，请依照设备说明书小心操作。 

样品检测 

4. 向酶标板每孔中加入 200 L 新鲜配制的工作液，同时确保孔中没有气泡产生，然后将酶标板置

于室温(18-25C)条件下保持 10-12 分钟。  

5. 保温之后立即测定酶标板在 570 和 690 nm (双波长) 或 570 nm (单波长)处的吸光值。  

 

计算 

目前，只要提供了标准品的浓度，大多数附带有分析软件的酶标仪都可以利用线性回归分析法自动计

算所测的结果。然而，对于手动计算来讲，测试时必须先画标准曲线，以标准品 S1-S4 在 570nm 和

690nm 处吸光值的差值（或只用 570nm 处吸光值） 作为 y 轴，同时以与其对应的苯丙氨酸浓度作为 x

轴，在二维坐标中标出四个点（S1-S4），画出通过 4 个点的最理想直线，便为标准曲线。对照中的苯丙

氨酸浓度(C1 和 C2) 和病人血样便可通过标准曲线直接计算。 

注意此说明书中所有的浓度都是以 mg/dL 为单位的，如果要转变成以 µmol/dL 为单位，则要做相应的

转换(1 mg/dL = 60.5 µmol/dL)。 

Enzolve 公司的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒的典型标准曲线如下图(图 1)。请注意此图只用作参考，

用户在每次检测时务必要重新画新的标准曲线。 
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  图 1.    Enzolve 公司苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒的典型标准曲线 
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定性对照/溯源性 

为了监测测试效果并保证测试结果的有效性，检测时，应该在每块酶标板中均加入干血斑标准品和对

照，试剂盒中有附用于内部对照的含低浓度(C1)和高浓度(C2)苯丙氨酸的干血斑样品。同样的，测试时，

酶标板内也应该加有含不同苯丙氨酸浓度水平的干血斑作为外部参考对照。 

如果测得的每个对照浓度均在对照卡所标的范围以内，则测试结果有效。如果数据中有一个不在规格

范围以内，则检测结果不可信，并且后者情况下所检测的病人血样结果不能被报告。  

如果病人样品中的苯丙氨酸浓度低于分析的最低值，那么有必要再重复一次操作以便排除样品或者操

作程序错误的可能。 

Enzolve 公司苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒里面的血液苯丙氨酸标准品和对照均来源于 Second ISNS 

Reference Preparation for Neonatal Screening (2
nd

 ISNS-RPNS). 

ISNS –International Society for Neonatal Screening 

 

理想的数据范围 

用 Enzolve 公司的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒总共分析测试了 450 个干血斑样品，所有测得的样品

中苯丙氨酸实际浓度都低于 2.1 mg/dL ，并且在文献
16,17

所报告的范围以内呈平均值为 0.69 mg/dL 的正

态分布，标准偏差为 0.33 mg/dL。  
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图 2. 健康人群血液中苯丙氨酸水平正态分布图 

下表中的数据是分别用 95%、99%、99.9%级别的 Enzolve 公司苯丙酮尿症(PKU) 筛检试剂盒检测所

获得的苯丙氨酸水平阈值。  

百分比 阈值 (mg/dL) 

95 1.34 

99 1.54 

99.9 1.78 

 

建议每个实验室均建立自己的正常统计范围和统计阈值。 

 

线性和灵敏性 

根据美国临床实验室标准化委员会（NCCLS）推荐的操作指南 EP6-P
15

 ，Enzolve PKU 筛检试剂盒估

计可分析高至 20 mg/dL，低至 0.2 mg/dL 的血液苯丙氨酸浓度。 
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数据比较 

分别使用 Enzolve 公司苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒、另一种商业化应用的酶测试法和串联质谱分析

法(MS/MS)来平行分析病人的干血斑样品。此研究中所取的样品来自正常的健康人群、已经被诊断出患有

苯丙酮尿症的病人以及有其他精神紊乱但非苯丙酮尿症的病人 (non-PKU) 。  

结果表明， Enzolve 公司的试剂盒所测得的数据略低于串联质谱法，相比较，另一种商业化应用的酶

测试法所测得的数据则比串联质谱法高 20%，并且系数相关性较差 (图 3)。 
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      图 3. 分别用两种酶法(Enzolve 和 竞争产品)测定血液中苯丙氨酸浓度所得结果与串联质谱法

所测得的结果的比较 

 

底物特异性和干扰因素 

用普遍存在的氨基酸、抗生素和代谢产物来测试 Enzolve 公司苯丙酮尿症(PKU) 筛检试剂盒的底物特

异性发现，四环素是唯一潜在的干扰底物，目前没有发现其他可以干扰检测并导致假阳性或假阴性结果的

抗生素和代谢产物。 

测试准确度 

通过对相同样品的多重测定（板内检测）或 N 重测定（板间检测），我们算出 Enzolve 产品板内检测

和板间检测准确度。 

分析类型 
结果 

浓度范围 (mg/dL) 变异系数 (%) N 

板内变异 3.55 – 16.54 5.2 – 10.2 40 

板间变异 3.85 – 15.43 5.3 – 11.5 20 

 

注意事项及预防 

所有试剂中均含有 0.095%的叠氮钠作为保护剂，叠氮钠可能与铅和铜管反应生成高度爆炸性的金属化

合物，所以，当处理含叠氮化合物的试剂时，为防止叠氮化合物的聚集，请务必用大量清水冲洗。 

样品提取液中含有 3%的三氯乙酸(TCA)，其有腐蚀性，所以操作时应当注意采取适当的防护措施。 

试剂盒中干血斑对照和标准品均来自人类血液样品，经我们检测显示，其对 HIV 1 和 2 型抗体、乙型

和丙型肝炎表面抗原均呈阴性。尽管如此，操作人员应该了解所有的人体血液样品都可能具有潜在的危险

性，所以在操作处理过程中注意采取适当的防护措施。 

血样采集如果早于 24 小时，可能会产生假阳性或假阴性结果。 

如果检测结果显示超标，应该继续通过其他的检测方法作进一步验证。 

建议每个实验室均建立自己的正常统计范围和统计阈值。 
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Enzolve 公司的苯丙酮尿症 (PKU) 筛检试剂盒是供经过适当培训并认证合格的实验人员使用，不适用

于自我检测或当做非处方销售。 

建议所有用户汇报检测结果前先熟悉此试剂盒的使用。 

建议检测结果由经过培训的专业人士负责解释，临床介入之前同时应该考虑其他的临床信息。 

建议在操作时所有的标准、对照和样品都一式两份，直到实验室工作人员完全熟悉掌握此检测步骤。

以下事项必须注意： 

a. 每块酶标板中都需要设置有标准和对照。 

b. 所有试剂都在 2-8C 条件下密封保存，并且每次在使用前先先要平衡到室温。 

c. 为获得可靠结果，应严格按照使用说明中的步骤进行操作，任何由于改变试剂或检测步骤所导致

的结果都由用户负责。 

d. 检测前应正确维护和校准检测仪器，所有使用的仪器设备均应获得 CE 认证。 

e. 在标签标明的有效期之后不要继续使用该试剂盒或其中的试剂。 

f.  稀释或重新配制的溶液在建议的稳定保存期之后或溶液变浑浊或变色之后请勿使用。 

g. 不要使用任何有明显破损或者明显被污染的化学试剂。 

h. 为了减少获得假阳性结果的可能性，请不要重复使用酶标板。 
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体外诊断的指令符号 (IVDD 98/79/EC)  

 

 0050 - 欧洲共同体认证 

    - 产品编号 

    - 产品批次号  

    - 使用说明书 

  - 用于体外诊断 

  - 工业制造 

  - 在此日期前使用 

  - 可进行<n>次测试 

  - 温度限制 

 - 酶试剂 

  - 酶缓冲液 

 - 辅酶试剂 

 - 干血斑标准品 

 - 干血斑对照 

 


