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摘要:目的:本文探讨了遗传代谢病检测中干尿滤纸片的制作及洗脱方法。方法:收集正常儿童的尿液

样品，采用新华 3 号滤纸片对尿液进行处理，制作成干尿滤纸片。用去离子水对干尿滤纸片进行洗

脱，然后采用紫外可见分光光度计来测定洗脱液中肌酐的含量，并与传统的制作干尿滤纸片法的检

测结果进行对比。结果:优化后的干尿滤纸片制作与洗脱的最佳条件如下：浸泡单片滤纸片的尿液

体积应大于 1 ml，尿滤纸片浸泡时间为 15 min，采用离心洗脱方法及洗脱干尿滤纸片的去离子水用

量为 2.5 ml。结论:与传统干尿滤纸片制作及洗脱方法相比，优化后的干尿滤纸片处理方法具有更高

的稳定性，能有效地提高检测的准确性，有利于阳性和可疑结果的诊断。
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Abstract: Objective: This paper investigates methods of the manufacture and elution in urine dry filter
paper for the detection of genetic metabolic disease. Method: Collect urine samples of normal children, and
making the urine dry filter paper with Xinhua NO.3 filter paper. Elute the urine dry filter paper by Milli-Q
water and determine the content of urine creatinine in the eluent with ultraviolet-visible spectrophotometer,
then compare with the detection results by traditional processing methods. Results: After optimized
methods of the manufacture and elution in urine dry filter paper, the optimal conditions are as follows: soak
a piece of filter paper should be more than 1 ml urine, soak in 15 min，centrifugation and elute urine dry
filter paper with 2.5 ml Milli-Q water. Conclusion: Compared with traditional elution and manufacture
method, the optimized methods has higher stability, improve the accuracy of detection effectively,
conducive to diagnosis the positive and suspicious results.
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遗传代谢病是指一类有生理代谢功能缺陷的遗传病。氨基酸、有机酸、脂肪酸、线粒体及溶酶

体贮积病等都属于遗传代谢病，其病种繁多，就目前已经发现的遗传代谢病已超 500 种，这类疾病

普遍表现为单一病种的发病率低，但作为一类疾病的总体来看，其发病率却是很高[1-3]。

目前利用气-质联用技术从尿液中能检测出 132 种有机酸，是有机酸遗传代谢病最有效的检测

方法[4]。尿液有机酸检测是根据被测尿液的肌酐含量，取 0.2 mg 当量肌酐的尿液进行检测，常用的

肌酐检测方法主要有 Jaffe（苦味酸）法、酶法、干化学法、动力学法、毛细管电泳法等[5-7]。我国
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幅员辽阔，地区发展极不平衡，一般以干尿滤纸片标本的方式送到筛查中心进行检测与诊断工作

[1]。然而要获得一个客观、准确的筛查结果，其中的影响因素甚多，而干尿滤纸片的制作及洗脱是

有机酸遗传代谢病检测技术流程中最重要的基础环节之一，也是筛查工作进行的第一步，是保证检

测工作顺利进行和保障检测质量最基础的工作前提[8,9]。干尿滤纸片制作和洗脱的不规范往往是造

成检测结果有误的原因，干尿滤纸片的质量是否合格将直接影响着疾病检测结果的准确性，由此可

见干尿滤纸片制作及洗脱的规范化是确保检验结果准确的关键因素。然而传统的干尿滤纸片制作及

洗脱方法没有一个规范的流程[1-4]。因此，本文通过对干尿滤纸片制作及洗脱方法的探究，使干尿

滤纸片前处理过程在传统的基础上得以优化，以提高检测的准确性。

1 资料与方法

1.1 仪器与试剂

紫外可见分光光度计 UV2600 及石英吸收池（日本 SHIMADZU 公司）；AUX320 电子天平

（日本 SHIMADZU 公司）；RL-821 型漩涡振荡混合器（北京八方世纪科技有限公司）；

Dragonlab 移液器（可调范围：20-200 μl、100-1000 μl、1000-5000 μl，（大龙兴创实验仪器（北

京）有限公司）；1730QT 型超声波清洗器（北京科玺世纪科技有限公司）；新华 3 号滤纸片（广

州诺标化玻有限公司）；聚乙烯塑料瓶。

苦味酸（分析纯，西亚试剂公司）；氢氧化钠（分析纯，DAMAO 公司）；实验用水均为

Milli-Q 纯水系统（美国 Millipore 公司）制得的超纯水。

1.2 方法

1.2.1 干尿滤纸片的制作和洗脱

收集儿童的随机尿液，无防腐剂，-20 ℃保存。把实验用的新华 3 号滤纸片剪裁成 5 cm × 5
cm 大小的正方形。吸取一定量的尿液于培养皿中，并将滤纸片置于其中浸泡 15 min，然后取出尿

滤纸片在自然条件下晾干。

选用 10 ml 塑料离心管，将 2.5 ml 的针筒放入离心管内，然后将干尿滤纸片卷曲后放入针筒

内，用 2.5 ml 去离子水进行洗脱，待充分湿润滤纸后，用 Parafilm 封口膜进行密封，室温下静止

5 min，3000 rpm 高速离心 5 min，得到干尿滤纸片洗脱液。

1.2.2 肌酐含量的测定

取 0.1 ml 尿样洗脱液于 20 ml 玻璃试管中，加去离子水定容至 3.0 ml。向各试管中加入 2.0 ml
碱性苦味酸溶液，摇匀后置室温下反应 25 min。再往试管中加入 5.0 ml 去离子水，摇匀。以试剂

空白作为参比，在波长 490 nm 下测定其吸光度值。每个样品测定 3 次，取平均值作为该样品的

吸光度值。

2 结果与讨论

2.1 尿滤纸片完全浸透所需的时间

实验考察了浸泡时间分别为 5、10、15、20、25 min 时尿滤纸片的重量变化，并根据滤纸片的

重量变化，初步推断滤纸片完全浸透所需的时间。结果如图 1 所示，尿滤纸片的重量随着浸泡时间

的增加而增加。当浸泡时间大于 10 min 后，尿滤纸片的重量增加不明显，重量趋于稳定。因此，

综合考虑实验操作时间，初步选择尿滤纸片充分浸透所需的最佳时间为 10 min。
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图 1 尿滤纸片完全浸透所需的时间

2.2 尿滤纸片的吸尿体积

尿滤纸片吸尿是否充分对检测结果的准确性有一定的影响。所以尿滤纸片的吸尿体积必须准确

把握。吸取 1 ml 尿液，在电子天平上精确称重后，根据密度公式得出尿液密度 ρ=1.01 g/cm3。用电

子天平精确称量干滤纸片的重量，然后把滤纸片置于含尿液的培养皿中，待滤纸片充分吸收尿液

后，再转移到电子天平上进行精确称重。称量得出干滤纸片净重量⎯m=0.47 g，干滤纸片吸尿后重

量⎯m=1.45 g，利用差重法，计算出滤纸片的吸尿体积 ⎯v=0.97 ml。考虑到浸泡滤纸片的尿液体积

应大于滤纸片的吸尿体积，因此浸泡单片滤纸片的尿液体积应大于 1 ml。

2.3 尿液浸泡滤纸片时间对尿液肌酐浓度测定的影响

尿液浸泡滤纸片的时间不同可能会对其中的待测化合物浓度有影响，进而影响检测结果的准确

性，因此实验考察了浸泡时间分别为 5、10、15、30、60、90、120、180 min 时滤纸片中肌酐的

浓度。结果如图 2 所示，5-15 min 随着尿液浸泡滤纸片时间的增加，洗脱液中的肌酐浓度增加，

15-90 min 洗脱液中肌酐浓度先稍下降后上升，90 min 后洗脱液液中肌酐浓度趋于平稳。从结果上

看浸泡时间为 90 min 时肌酐浓度最高，但 15 min 的肌酐浓度和 90 min 的结果相差不大

（<3%），同时从日常工作中的实际情况考虑，尿液浸泡滤纸片的最佳时间为 15 min。

图 2 尿液浸泡滤纸片时间对尿液肌酐含量测定的影响

2.4 干尿滤纸片洗脱方法对尿液肌酐浓度测定的影响

2.4.1 挤压法与离心法对尿液肌酐浓度测定的影响

干尿滤纸片洗脱方法一般为挤压法或离心法[10-12]，实验比较了这两种方法洗脱干尿滤纸片的效

果，分别从样品肌酐浓度稳定性及去离子水用量进行比较分析，结果如表 1 所示。由表 1 中可以看

出，去离子水用量相同的情况下，用离心法洗脱得到的洗脱液肌酐浓度相对较高，且相对标准偏差

（relative standard deviation, RSD）更小，说明离心法洗脱样品的稳定性更强、重现性好。挤压法是

通过人工挤压，由于受挤压的力度、时间等各种因素的影响，洗脱液体积有一定的差距，导致洗脱

液肌酐浓度不稳定。而离心法是通过离心机的高速离心，将尿滤纸中的液体充分洗脱出来，洗脱液

体积基本一致，洗脱液肌酐浓度比较稳定。因此，采用离心法洗脱干尿滤纸。
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表 1. 挤压法与离心法对尿液肌酐浓度的影响

2.4.2 去离子水用量对尿液肌酐浓度测定的影响

洗脱尿滤纸片时去离子水的用量过多可能会稀释样品，过少则无法将干尿滤纸片上的目标化合

物充分洗脱下来且洗脱液体积可能未能达到检测所需的取样体积。因此，实验分别考察了离心法洗

脱尿滤纸片去离子水用量分别为 1.2、2.0、2.5、3.0 ml 时，洗脱液中的单位体积肌酐浓度。结果见

表 1 所示，由表 1 中可见离心法洗脱尿滤纸片去离子水的用量越多，洗脱液中的单位体积肌酐浓度

越高，证明洗脱得更充分，但考虑到新生儿尿液中的肌酐含量较低且新生儿尿液有机酸检测中尿样

需取到最大取样体积（即 1.94 ml），且洗脱尿滤纸片时有部分去离子水会残留在滤纸片里（约 400
μl），所以从日常工作中的实际情况及洗脱样品的充分性与洗脱液的肌酐浓度稳定性等因素综合考

虑，选用 2.5 ml 去离子水作为洗脱干尿滤纸片的最佳用量。

3 结论

由于传统干尿滤纸片的制备和洗脱并没有形成规范，导致各个地方所采用的制备和洗脱方法各

不相同，从而使检测结果的准确性和可比性进一步降低。本文探讨了遗传代谢病筛查中尿滤纸片制

作及洗脱的方法,其中包括尿滤纸完全浸透所需时间、尿滤纸片的吸尿体积、尿液浸泡滤纸片时间

对尿液肌酐浓度测定的影响及去离子水用量对干尿滤纸片的洗脱影响等。通过该优化方法对干尿滤

纸片进行制作和洗脱，能提高检测的准确性，有利于可疑结果的判定。希望通过此次干尿滤纸片制

作及洗脱方法的探讨，能为今后干尿滤纸片操作规范的形成作出贡献。
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去离子水用量（ml） 1.2 2.0 2.5 3.0
方法 挤压法 离心法 挤压法 离心法 挤压法 离心法 挤压法 离心法

肌酐测定浓度
（mg/ml）

0.398 0.457 0.215 0.291 0.250 0.231 0.263 0.217

0.462 0.421 0.263 0.281 0.216 0.243 0.218 0.235

0.389 0.469 0.306 0.288 0.252 0.255 0.221 0.214
单位体积肌酐浓度

（mg/ml）
RSD（%）

0.499 0.539 0.522 0.574 0.598 0.608 0.702 0.666

9.6 5.6 17.4 1.8 8.5 4.9 10.8 5.1
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