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激光与光电子学进展
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多功能时间分辨仪和苯丙酮尿症荧光仪
一体化设计
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摘要　新生儿疾病筛查中需要使用荧光分析和时间分辨荧光免疫分析技术，而国内尚无集成两种测量手段的仪

器。研发了一套可同时进行两种测量的透镜 光纤结合型多功能时间分辨仪。根据美国临床实验室标准化委员会

（ＮＣＣＬＳ）文件以及相关文献，将研制的荧光仪和在国内各大医院已获广泛应用的标准仪器（雷勃仪器，ＴＨＥＲＭＯ

ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ全波长多功能酶标仪；芬兰ＰｅｋｉｎＥｌｍｅｒＷａｌｌａｃ１４２０多标记免疫分析仪）相比较，对所研发的仪器

进行了全面评价。结果表明仪器的各项指标均符合要求，可考虑投入实际生产。
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１　引　　言

苯丙酮尿症（ＰＫＵ）是一种由于人体正常染色体缺陷所造成的新生儿体内苯丙氨酸（Ｐｈｅ）代谢紊乱性疾

病，可导致婴儿不可逆的智力障碍。但是若能及时确诊，就可以采取手段防止智力发育障碍的出现。故对新

生儿进行ＰＫＵ筛查，对提高我国人口素质具有重大的意义
［１］。目前检测苯丙氨酸的常用方法包括细菌抑

制法、荧光法和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）等
［２］。其中，荧光法具有操作简单、方法快捷等优点［３，４］。而在产筛

中，时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ）
［５］则在精度上具有无可争议的优势。通过这两种方法，我们可以

实现大部分的产筛和新筛疾病检测。现在国内医院使用的基本为雷勃仪器和芬兰 Ｗａｌｌａｃ分析仪，国内尚无

可实用的商业化产品。本文研发了一套光路检测系统，构建了集时间分辨荧光免疫分析法和荧光分析法于

一体的多功能时间分辨免疫分析体外诊断仪，特别适合用于新生儿产前筛查和新生儿筛查。
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２　荧光测量技术和时间分辨测量技术

ＰＫＵ测量技术是荧光分析法的一种具体运用，其以血液样品中的苯丙氨酸作为检验指标。采用茚三酮

标记，利用３９０ｎｍ波长的紫外（ＵＶ）光激发。在低浓度下，荧光复合物产生的荧光强度和苯丙氨酸浓度成

正比，通过测量激发产生的４８６ｎｍ荧光光强，可间接得到待测血液中的Ｐｈｅ浓度。ＴＲＦＩＡ 则利用了具有

独特荧光特性的镧系元素及其螯合物为示踪物，利用３４０ｎｍ波长的紫外光激发。镧系元素的荧光特点是

激发光与发射光的之间的Ｓｔｏｋｅｓ位移大，可达２９０ｎｍ，因而可方便地将激发光和发射光（波长为６１３ｎｍ）分

隔开来；镧系离子螯合物的荧光衰变时间极长，是传统荧光的１０３～１０
６倍，从而在测量时可采用“时间门”技

术，测量光源脉冲后的荧光，通过时间延迟将背景荧光分辨开（故称为时间分辨），达到极高的测量精度［６］。

３　多功能时间分辨仪的设计

３．１　多功能时间分辨仪总体测量系统

因ＰＫＵ和ＴＲＦＩＡ发射荧光强度峰值的波长分别为４８６ｎｍ和６１３ｎｍ，其峰值间隔较小，故可考虑采

用同一个光电倍增管（ＰＭＴ）作为接收器。而对于ＴＲＦＩＡ光源，为实现时间门，必须采用高频闪烁光源，不

能仅通过连续谱光源分光的方法实现两个波长。故在光路中应有两个光源（分别为卤素灯和氙灯），一个接

收器（ＰＭＴ），光路摆放为“十字形”。因测量皿为标准的医用９６孔板，故只能采用“竖十字”的方法设计。具

体光路如图１所示。

图１ 多功能时间分辨仪光路设计图

Ｆｉｇ．１ ＯｐｔｉｃａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌＴＲＦＩＡ

对于“激发 接收”的光学系统，一般有“顶部激发顶部接收”、“顶部激发底部接收”和“顶部激发侧面接

收”三种方式。因为采用的是“竖十字”的设计，同时ＰＫＵ溶液在可见光波段是不透明的，只能采用“顶部激

发顶部接收”的工作方式，故对于ＰＫＵ测量系统，左部的光源（卤素灯）所发出的激发光通过二向分色镜反

射到下部的测量皿中，激发的荧光通过二向分色镜透射到上部，由透镜组聚光后通过光纤导入到下部反射镜

１３，由ＰＭＴ接收。如此亦可通过空间结构较好地排除光源的本底影响。对于ＴＲＦＩＡ测量系统，右部的光

源（氙灯）所发出激发光通过反射镜４反射到下部的测量皿中，此时下部反射镜移开，激发的荧光由ＰＭＴ直

接接收。其本质为“顶部激发、底部接收”，从空间结构上无法排除光源的本底影响，但通过时间分辨技术（特

殊的“时间门”方法），可以从时间上将其和荧光分离开来，得到极高的精度。

３．２　反馈系统和光路切换

在图１中，光源发出的光通过凸透镜６聚光和卤素灯、氙灯的检测光调节器（７，１２）的衰减，最终照射到
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图２ 反射镜和二向分色镜的三维工件图

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐａｒｔｄｒａｗｉｎｇｏｆｓｐｅｃｕｌｕｍ

ａｎｄｄｉｃｈｒｏｉｃｍｉｒｒｏｒ

硅光二极管上。通过电子电路的负反馈，对光源强度波

动予以自动校正，增强了测量的稳定性。ＴＲＦＩＡ 和

ＰＫＵ的切换是通过反射镜４和二向分色镜２２的平移实

现的，其实际工件图如图２所示。当使用二向分色镜时，

下部反射镜１３用于反射光路，同时隔离透射的光源本

底，进行ＰＫＵ测量；进行ＴＲＦＩＡ测量时，步进电机移动

工件，使反射镜处于光路，同时下部反射镜１３联动移开，

激发荧光从测量皿透射到ＰＭＴ。

３．３　光源和犘犕犜的选择

对于ＰＫＵ，样品的吸收波长为３９０ｎｍ，故相应的光

源采用碘钨灯。碘钨灯为热致发光，光源稳定性较好，测

量中强度不容易产生波动，其连续光谱在３９０ｎｍ附近具

有较强的辐射。对于ＴＲＦＩＡ，因时间分辨技术的特殊要

求，光源选择高频脉冲氙灯［７，８］，通过电子控制系统，使得其发光频率为１０００Ｈｚ，脉宽约为１００μｓ。在１ｍｓ

的测量周期中，仅对４００μｓ以后的荧光进行测量，从而将光源本底和激发荧光完全分隔开来。

探测器采用高灵敏度的ＰＭＴ，其接收光信号转换为电信号，通过信号放大电路放大，用积分器进行累

加，经模／数（Ａ／Ｄ）转换，送至微处理器进行处理，再将数据送至计算机软件系统进行分析处理，最终得出样

品的浓度值。对于ＰＭＴ，其特性主要有光谱响应、光照灵敏度、电流放大（增益）、阳极暗电流、磁场影响、温

度特点和滞后特性［９～１２］。根据仪器的具体特点，采用的ＰＭＴ应具有灵敏度高、稳定性好、暗电流小、滞后时

间短、量子效率高和噪声低等特性。实际选用的ＰＭＴ，其光谱响应范围是３００～８９０ｎｍ，波长４８６ｎｍ处的

转换效率约为５３％，波长６１３ｎｍ处的转换效率约为２５％。

３．４　其它元件的选择

在ＰＫＵ测量光路中，聚光镜１，３形成一个倒像透镜组，用于将卤素灯灯丝像耦合到测量皿中；两个聚

光镜之间为扩束光，可以安放激发光窄带滤光片５，其中心透过波长λ０＝３９１．５ｎｍ，带宽Δλ≈１３．１ｎｍ，中心

波长处的透射率犜＝６７．３％。二向分色镜要求对３９０ｎｍ的反射率犚≥９５％，对４８６ｎｍ光的透射率犜≥

９５％。聚光镜２０，２１的作用是将样品的激发荧光耦合到光纤中，故其数值孔径应和光纤束数值孔径相匹

配［１３］。滤光片８，９分别位于透镜组２０，２１之间的扩束光中。宽带截止滤光片９的截止区为２００～４００ｎｍ，

截止深度小于０．００００１％；透射区波长为４１０～７００ｎｍ，于４８６±１０ｎｍ，６１３±１０ｎｍ处透射率犜≥９０％。窄

带滤光片８的中心透过波长λ０＝４８６．１ｎｍ，带宽Δλ≈１０．２ｎｍ，中心波长处的透射率犜＝６３．１％。光纤为多

丝玻璃光纤，每一根光纤束由一定数量的光学纤维丝组成，光纤束数值孔径犖犃≥０．２，束径Φ≥２ｍｍ，光纤

束的传光效率η≥８０％，其选用的玻璃材质也可对３９０ｎｍ的本底光起到抑制作用。平凸透镜１４用于将光

纤的光耦合进ＰＭＴ，故其光斑大小应小于ＰＭＴ的接受端面积。

在ＴＲＦＩＡ测量光路中，聚光镜１，３中窄带滤光片２的中心透过波长λ０＝３４１．３ｎｍ，带宽 Δλ≈

１１．２ｎｍ，中心波长处的透射率犜＝６５．９％。反射镜４要求反射率犚≥９５％。窄带滤光片１１的中心透过波

长λ０＝６１１．８ｎｍ，带宽Δλ≈１４．６ｎｍ，中心波长处的透过率犜＝８５．３％。凸透镜１０构成的透镜组用于将测

量皿成像于ＰＭＴ接收端。

４　测量检验

４．１　重复性检验

将医院常用的进口标准仪器（ＰＫＵ 采用 ＴＨＥＲＭＯ ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ，ＴＲＦＩＡ 采用 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ

Ｗａｌｌａｃ１４２０）作为对照组，和研制的仪器同时对同一浓度做４次测量，其结果见表１和表２。表中ＳＴＤ，Ｍｅａｎ

和ＣＶ分别表示标准差，平均值，相对偏差（标准差和平均值的比值）。
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表１ ＰＫＵ重复性测量

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＰＫＵ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（ｍｇ／ｄＬ）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

０ ０．００１ ０．１ １ １０ １５

Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

０ ０．００１ ０．１ １ １０ １５

１ ２４３ ５６８ ９３８ ８７８９ ３６８０３ ５１８４６ １８１ ３５６ ６７２ ７７４５ ９０３４０ １４９１３６

２ ２７５ ５６８ ８７５ ７８９８ ３４３７６ ４７６２８ １８１ ３６１ ６４８ ７７０４ ８９７３４ １４５５０８

３ ２６２ ５７６ ８９２ ８２４７ ３５７０６ ４９５２１ １８１ ３５２ ６８２ ７８１０ ８７３１５ １５１４０９

４ ２７１ ５３６ ９１３ ８５２１ ３５１０２ ５０１２８ １８１ ３４４ ６３３ ７６０５ ９０９２０ １４９１１２

ＳＴＤ １８．８７ １７．７４ ２７．２０ ３８１．２８ １０２６．６４ １７４０．４６ ０ ７．１８ ２２．３２ ８５．９１ １５８３．９９ ２４３９．５４

Ｍｅａｎ ２６２．７５ ５６２ ９０４．５ ８３６３．７５ ３５４９６．７５４９７８０．７５ １８１ ３５３．２５ ６５８．７５ ７７１６ ８９５７７．２５１４８７９１．３

ＣＶ／％ ５．４ ３．２ ３．０ ４．６ ２．９ ３．５ ０ ２．０ ３．４ １．１ １．８ １．６

表２ ＴＲＦＩＡ重复性测量

Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＴＲＦＩＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（Ｕ／ｍＬ）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

０ １．０３ １１．３１ ３０．６１ １９４ ４３１

Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

０ １．０３ １１．３１ ３０．６１ １９４ ４３１

１ １５４２ ２２１６８ ２４７９５２ ６５１４０２ １８３６５５７ ３９２７４７０ ４０５７ ３１７４９ ３４２４８０ ８８２７６９ ２４８８２５６ ５３５６６７９

２ １５２２ ２２２５６ ２４７０６３ ６４７８５３ １８３３９４７ ３９３９２３５ ４０５１ ３１８０１ ３３９３６０ ８８３５１６ ２５０７９４４ ５３６７３７８

３ １５４４ ２２３１１ ２４７８５０ ６４８７９３ １８３４８７９ ３９２９７５４ ４０５９ ３２０８０ ３４０２３１ ８７９０３６ ２４９７３５５ ５３８４６３１

４ １５３１ ２２２０２ ２４７２３２ ６５０１８０ １８３５３６２ ３９３１８５２ ４０３８ ３１６２０ ３４１２０９ ８８５２１７ ２５１８４７１ ５３４６２１８

ＳＴＤ １０．２４ ６２．６９ ４４２．４３ １５５７．７２ １０８６．２７ ５０９６．０２ ９．４６ １９３．８８ １３３９．８３ ２６０８．５５ １３０７７．２９１６３９６．６１

Ｍｅａｎ １５３４．７５ ２２２３４．２５２４７５２４．３ ６４９５５７ １８３５１８６ ３９３２０７８ ４０５１．２５ ３１８１２．５ ３４０８２０ ８８２６３４．５ ２５０３００７ ５３６３７２７

ＣＶ／％ ０．６７ ０．２８ ０．１８ ０．２４ ０．０６ ０．１３ ０．２３ ０．６１ ０．３９ ０．３０ ０．５２ ０．３１

　　因测量仪器和对照仪器所采用的光源强度、光电倍增管型号以及相应的电子系统各不相同，故对于同一

样品，各自的ＰＭＴ值相差很大，仅能通过ＣＶ值的比较来分析仪器的性能。在ＰＫＵ测量方法的检验中，对

覆盖仪器测量线性范围的６个样品值的测量结果进行数据处理。相较于对照组，测量组所得到的ＣＶ值仅

有一个大于对照组０．４％，其余均远小于对照组。可见仪器在ＰＫＵ测量部分重复性很好，此项指标上已超

过了对照仪器，达到国际先进水平。对于ＴＲＦＩＡ的检验，６个样本中除第一个外，均大于对照组的ＣＶ值，

但相差均不是很大，且其值均为小数点后３位，较之ＰＫＵ低了一个数量级。可见其重复性很好，但较之国

外先进仪器还有一定差距。因为ＰＭＴ采用了积分器进行累加采集数据方式，可有效抑制ＰＭＴ白噪音的影

响，但是对环境温度变化影响的抑制则较差。而由于碘钨灯的热致发光机理，使得碘钨灯的开启会对仪器内

部温度变化产生影响，因此，对于仪器的进一步改进，需要对碘钨灯灯室采用更好的隔热材料，同时在成本可

控的范围内，考虑引入温度的负反馈系统，使得测量部位达到恒温条件，排除环境温度和仪器散热的影响。

４．２　线性检验和方法学对比

在实际医院测量中，需按照国家标准，采用工作曲线法［１４］进行定量测量。由其测量原理可知，该方法对

仪器线性要求极高（狉≥９９％）。故将溶液浓度设为自变量，ＰＭＴ值平均值为因变量进行线性拟合，拟合式为

犢 ＝犫犡＋犪。犪，犫和线性系数狉的结果如表３所示。

表３ 线性测量结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ＰＫＵ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

ＴＲＦＩＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

犪 １６５９．９８ －９５９．１７ １２９０９７．９５ １７６９０９．０７

犫 ３２７２．３１ ９６９４．３６ ８８５３．２４ １２０７３．６５

狉 ９９．６％ ９９．８％ ９９．６％ ９９．６％

　　对比狉值可见，相对于对照仪器，测量仪器在线性方面与其相差无几，甚至在ＰＫＵ测量上还优于对照仪

器，完全能达到线性要求。

在方法学对比中，将对照组测得的ＰＭＴ值为自变量，以测量组测得的ＰＭＴ值为因变量，进行线性拟

合，得到犢ｍｅａｓｕｒｅ＝犫犡ｃｏｎｔｒｏｌ＋犪和狉值
［１５］。其狉值表征了测量仪器和标准仪器的相关性，狉值越大，相关性越
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高，测量仪器性能越接近标准仪器。可得ＰＫＵ和ＴＲＦＩＡ的狉值分别为９９．２％和９９．９％，参考美国临床实

验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）ＥＰ１５Ａ文件
［１６］，狉＞９７．５％即可。可见仪器完全满足方法学对比要求。

５　结　　论

在对ＰＫＵ荧光仪和ＴＲＦＩＡ荧光仪的充分了解以后，设计了一种新型的多功能时间分辨仪，并给出了

相应器件的挑选标准以及相关电子电路设计思想，从而在一台仪器上实现了ＰＫＵ和ＴＲＦＩＡ两种测量方

式，填补了国内空白。根据ＮＣＣＬＳ文件以及相关文献，分别对仪器的重复性、线性和方法学对比性进行了

检验。结果显示该仪器ＰＫＵ测量在重复性和线性指标方面优于对照仪器，而ＴＲＦＩＡ测量的重复性方面较

之国际先进水平还有一定差距，但已经能够达到设计要求。可考虑投入实际生产，同时下一步仪器改进时应

在ＴＲＦＩＡ测量的重复性上多加钻研，初步考虑从控制温度波动入手。
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