
基金项目!广东省医学科学技术研究项目$%!"#('+*%

XNY 例新生儿遗传性代谢病筛查及分子诊断结果分析
唐建平#

'孙红芹#

'张磊#

'石聪聪!2

'李雯丽!2

'李菲!R

'肖昕!2'!R

'郝虎!2'!R

!#=广州市增城区妇幼保健院新生儿科"广东 广州?(##'""#!=中山大学附属第六医院

2=遗传代谢病实验室"R=儿科"广东 广州?(#"A(($

摘要!目的?研究新生儿期遗传性代谢疾病$&X\%的发病率(临床特征及诊断方法) 方法:留取新生儿科 @+" 例新生儿的尿

液样本'采用尿素酶预处理0气相色谱0质谱联用技术$F_0I,0XV%进行遗传性代谢病的诊断&对于确诊的患儿'收集患儿及其

父母的外周血样本进行致病基因的 V26J79测序分析) 结果:@+" 例新生儿中通过F_0I,0XV技术确诊遗传性代谢病 ( 例'阳

性率为 #B#@*'包括甲基丙二酸尿症 ! 例(尿素循环障碍 ! 例(枫糖尿症 # 例) ( 例患儿相关致病基因的 V26J79测序结果均发

现致病突变) 结论:对于病因不明的新生儿期患儿应及早进行遗传性代谢疾病筛查'F_0I,0XV是诊断新生儿遗传性代谢病

的快速有效方法'其检测结果可为患儿的早期诊断和治疗提供依据) 对于阳性患儿'基因检测可进一步探讨其分子水平的致

病病因'为临床医生提供可靠的分子检测结果'有效地为后续的临床治疗和遗传咨询提供依据)

关键词!遗传代谢性疾病&气相色谱质谱技术&新生儿&基因
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??遗传性代谢病 $&X\% 或称先天性代谢缺陷病

$&/X%'是由于遗传性代谢途径缺陷'导致异常代谢

物质蓄积或必需物质缺乏'而出现相应的临床症状

和实验室检查异常的一类疾病'包括氨基酸(有机

酸(脂肪酸(糖类(嘌呤和嘧啶等多种物质的代谢异

常'其中部分疾病如有机酸血症(尿酸循环障碍(脂

肪氧化障碍等通常在新生儿期发病'且此时期发病

的患儿病情一般较为严重'常累及全身多个器官'

若不能及时诊断(合理治疗'病死率很高'而存活者

也常伴随严重神经系统损害*#0'+

) 然而'由于这类

疾病常常只出现惊厥(呕吐(代谢性酸中毒等非特

异性症状'易被漏诊或误诊) 因此'遗传代谢病患

儿的早期诊断具有至关重要的临床意义'是解决临

床诊断(提高生存率及生活质量的重要举措) 本研

究采用尿素酶预处理0气相色谱0质谱联用技术$F_0

I,0XV%对广州市增城区妇幼保健院新生儿科住院

患儿进行遗传性代谢疾病的筛查'并采用 V26J79测

序技术对阳性患儿进行分子水平检测'以期能明确
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遗传代谢疾病在新生儿中的发病率(临床特征及诊

断标准'从而帮助临床早发现(早诊断及早治疗)

9:资料与方法

9=9:一般资料:!"#( 年 # 月-!"#A 年 A 月在广州

市增城区妇幼保健院新生儿科住院的 @+" 例新生

儿'其中男 (*! 例'女 *!) 例'纳入标准!$#%早产儿

或巨大儿&$!%极低出生体质量儿(超低出生体质量

儿&$'%营养不良患儿&$*%血气分析(生化分析提示

代谢异常患儿'如反复出现的严重代谢性酸中毒和

$或%阴离子间隙增大者'三氯化铁实验(!'*0二硝

基苯脐实验或血氨基酸检查等提示 &/X者&$(%无

明显原因的反复呕吐者&$A%尿液有异常颜色和

$或%气味者&$+%母亲有多次不良妊娠和$或%生育

史者&$)%顽固性惊厥和$或%癫病'精神发育异常

$如孤独症样表现者%'智力和$或%运动发育迟缓'

或停滞(甚至倒退者&$@%有"顽固性湿疹#("红皮

病#("脓皮病#("牛皮癣#样皮肤表现者)

收集尿液样本 ( j#" 1E进行F_0I,0XV筛查'

对于检测结果阳性的患儿'抽取其与父母的外周血

样本进行相关致病基因的外显子碱基序列分析)

本研究获得广州市增城区妇幼保健院医学伦理委

员会的批准'且所有受试患儿家属均知情同意)

9=;:仪器与试剂:气相色谱0质谱联用仪$日本电

子'g#""" 型%(试管浓缩仪$维新明智科技有限公

司'T,0) %̂(循环水真空泵 $上海亚荣生化仪器'

V-[0

%

\%(色谱柱$日本 F4K92%445:o( F%(0'"X0

"=!( %̂(尿素酶$美国<3J12'<3J12T:M7,

%

%(诱导

剂$美国<3J12'$VT̂%BTX,V%)

9=<:@KBHE条件?色谱条件!进样量 !

&

E'进样

口温度 !A" u'离子源温度 !"" u'接口温度 !!"

u) 程序升温起始温度 A" u'保持 ! 136'以 #+ u

,136

D#升至 !!" u'以 #( u,136

D#升至 '!( u'

保持 #" 136) 载气为氦气'载气流速 # 1E,136

D#

)

质谱条件!电离方式 /&&电子能量 +" 7]&质谱扫描

范围!(" jA(" 1Be&扫描方式为全扫描方式)

9=>:@KBHE数据处理:检测数据使用先天性代

谢病诊断软件和诊断数据库$日本 X&EV%进行分

析'对检测峰进行定性和定量) 由于人体内肌酐浓

度相对稳定'我们将肌酐的检测值作为内标'用检

测物的峰面积与肌酐的峰面积进行比值'所得到的

数据与该项比值的正常值上限进行比较'得到检测

物与正常值上限之间的倍率) 每个尿液样本检测

!(" 种代谢产物'排查 #*# 种遗传代谢病)

9=L:基因检测:采集 F_0I,0XV 检测结果为阳性

的患儿及其父母外周血 ! j* 1E'利用 g32J76 公司

的\H%提取试剂盒$KL7g&%21M \H%$455N X3N3

3̀K'g32J76%提取基因组 \H%) \H%产物送上海立

菲生物技术有限公司进行指定基因外显子的 V26J79

测序分析) 测序结果使用 ,L9512<软件与 H,$&数

据库中人类基因组序列进行比较分析)

9=M:统计学方法:遗传代谢病在研究对象和性别

等方面的发病概率采用统计描述'遗传代谢病在性

别中的差异表达采用 V_VV #@=" 软件进行
/

! 检验'

Dp"="( 为差异有统计学意义)

;:结果

;=9:临床资料分析:@+" 例新生儿中男 (*! 例'女

*!) 例'年龄 # j!) N) 经 F_0I,0XV 技术确诊的 (

例患儿中男 ! 例'女 ' 例'年龄 ) j#+ N'胎龄 '( j

'@ 周'体质量 ! +"" j* )"" J) 遗传代谢病在新生

儿中的发病率为 #B#@*&其中男性发病率为 #B!+#'

女性发病率为 #B#*''比较阳性发病率在性别间的

差异'其
/

!

r"="A)'Dr"=+@*'差异无统计学意义)

阳性患儿中 * 例均无家族史'仅例 ( 尿素循环

障碍患儿表现出家族史'其母亲曾生育一男性患

儿'( N不明原因死亡&其外婆曾生育 ' 个男孩儿'

其中有 ! 个分别于 #* N和 *! N不明原因死亡'第 '

个至今无类似异常) ( 例患儿发病期的主要临床症

状见表 #)

;=;: ÂR@KRHE技术筛查结果及阳性指标:通过

F_0I,0XV技术进行筛查'@+" 例新生儿中 ( 例被诊

断患有遗传代谢病'分别为枫糖尿症 # 例(甲基丙

二酸尿症 ! 例(尿素循环障碍 ! 例) F_0I,0XV 检

测结果显示!甲基丙二酸患儿的尿液中甲基丙二

酸(甲基枸橼酸及 '0羟基丙酸均明显增高&尿素循

环障碍患儿的尿液中乳清酸(尿嘧啶(乳酸均明显

增高&枫糖尿症患儿的尿液中 !0羟基异戊酸(!0羟基

异己酸(缬氨酸(亮氨酸(异亮氨酸('0羟基异戊酸明

显增高'见表 #)

;=<:E'1,%(测序结果:采用 V26J79测序技术分别

对 ( 例阳性患儿发病相关的已知致病基因外显子

进行测序) 其中枫糖尿症患儿检测的致病基因为

@"M8?B(@"M8?@(8@7(8R8&甲基丙二酸患儿的

检测基因为 ,07(,,BB(,,B@(,"UU(,,B"?"&

尿素循环障碍患儿检测的基因为 ;7"(BI(BR) 测

序结果显示!例 # 患儿的致病基因为 @"M8?@'例 !

患儿的致病基因为 ,07'例 ' 患儿的致病基因为

,++),
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表 9:L 例患儿的临床症状及尿素酶预处理R气相色谱R质谱联用技术的检测结果

编号 性别 日龄BN 主要临床症状 阳性指标 诊断

# 女 #A 嗜睡(酸中毒(尿焦糖样气味
!0羟基异戊酸(!0羟基异己酸(缬氨酸(亮氨酸(异亮氨

酸(乳酸(酮体('0羟基异戊酸
'

枫糖尿症

! 女 @ 嗜睡(酸中毒(抽搐(昏迷(喂养困难 甲基丙二酸(甲基枸橼酸('0羟基丙酸
'

甲基丙二酸血症

' 女 #+ 酸中毒(抽搐 甲基丙二酸(甲基枸橼酸(乳酸('0羟基丙酸
'

甲基丙二酸血症

* 男 #" 高乳酸(高血氨(黄疸(抽搐 乳清酸(尿嘧啶(乳酸
'

尿素循环障碍

( 男 ) 高乳酸(高血氨(抽搐 乳清酸(乳酸(酮体(甘油(尿嘧啶(嘧啶类代谢产物
'

尿素循环障碍

??注!

'

表示浓度增高)

表 ;:L 例患儿及其父母E'1,%(测序结果

编号 基因 染色体 转录本 外显子 核苷酸改变 氨基酸改变 纯合B杂合

# @"M8?@ ,L9A

HX

D

""""(A

/c56)

>=)(',YT

2

M=W!)(b 杂合

@"M8?@ ,L9A

HX

D

""""(A

/c56@

>=#""AIY%

R

M=I''AV 杂合

! ,07 ,L9A

HX

D

"""!((

/c56A

>=##(@TYI

2

M=T')+_ 杂合

,07 ,L9A

HX

D

"""!((

/c56A

>=##"AIY%

R

M=W'A@- 杂合

' ,,B@ ,L9#!

HX

D

"(!)*(

/c56'

>=!)@8!@" N74II

R

M=I@+]Q<b#!" 杂合

,,B@ ,L9#!

HX

D

"(!)*(

/c56+

>=(AAIY%

2

M=,#)@d 杂合

* ;7" ,L9b

HX

D

"""('#

/c56!

>=#*) IYT

>

M=I("b 纯合

( ;7" ,L9b

HX

D

"""('#

/c56@

>=@(@IY,

R

M=W'!"_ 纯合

??注!

2表示突变来自父源&

R 表示突变来自母源&

>表示新发突变)

,,B@'例 * 和例 ( 患儿的致病基因均为 ;7") 此

外'例 #(例 ! 和例 ' 的致病突变均为复合杂合突

变'分别遗传自其父亲和母亲&例 *(例 ( 均为纯合

突变$半合子%'其中例 * 的致病突变为新发突变'

而例 ( 的致病突变遗传自其母亲'见表 !)

<:讨论

遗传性代谢病多属于罕见病'目前已发现的病

种达 ("" 多种'虽然单一疾病发病率很低'但总体

发病率较高**+

) d556等*(+对韩国 +@ #+@ 例新生儿

进行遗传代谢病筛查'其阳性发病率为 #B! )"")

,4729:

*A+对日本 #* !"" 例新生儿进行筛查'其阳性

发病率为 #B# #"") 王婵等*++对北京地区的 ( *""

例新生儿科住院的新生儿进行筛查'其遗传代谢病

的发病率为 #B*AA) 宋元宗等*)+对 '!+ 例高危患儿

进行遗产代谢病检测'确诊 !+ 例'其阳性发病率为

#B#!) 本研究运用F_0I,0XV技术对 @+" 例新生儿

进行筛查'其中确诊 ( 例患儿'阳性发病率为 #B

#@*) 综上'国内外新生儿遗传性代谢病的发病率

均普遍较高'但因研究对象选取的不同'其发病率

不同) 此外'本研究对遗传代谢病在男女性别之间

的发病率进行了比较'结果显示其差异无统计学意

义'提示遗传代谢病的发病率与性别无关)

@+" 例新生儿中 ( 例患儿通过 F_0I,0XV 技术

被诊断患有遗传代谢病'疾病种类包括枫糖尿症(

甲基丙二酸尿症和尿素循环障碍) 枫糖尿症患儿

的F_0I,0XV检测结果显示尿液中 !0羟基异戊酸(

!0羟基异己酸(缬氨酸(亮氨酸(异亮氨酸('0羟基异

戊酸明显增高) ! 例甲基丙二酸患儿的 F_0I,0XV

检测结果显示尿液中甲基丙二酸(甲基枸橼酸及 '0

羟基丙酸均明显增高) ! 例尿素循环障碍患儿的

F_0I,0XV检测结果显示尿液中乳清酸(尿嘧啶(乳

酸均明显增高) 本研究所检测的 ' 种遗传代谢病'

其尿中特异性代谢物质与国内其他研究的检测结

果相比'其结果基本一致*@0##+

)

! 例甲基丙二酸患儿的临床均有酮症酸中毒且

伴随抽搐'其发病机制上可能是由于有机酸的异常

堆积破坏身体酸碱平衡'从而导致代谢性酸中毒)

氨基酸代谢类疾病通常表现为喂养困难'酸中毒'

昏睡'激惹不安'惊厥等'有些会伴随某种特殊症状

和体征'如尿液特殊气味及特殊色泽(头发色泽异

常(肝脾肿大(骨骼异常等) 本研究中 # 例枫糖尿

症患儿临床表现为嗜睡(酸中毒及尿焦糖样气味'

其中患儿尿液及汗液中散发出焦糖样的气味是该

症的特异性表征) 尿素循环障碍是先天性高氨血

,)+),
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症的主要发病原因'常常在新生儿哺乳数次后出现

急性高氨血症*#!+

) 本研究中 ! 例患儿均表现出高

氨血症及高乳酸血症'且临床表现类似"败血症#'

所以新生儿临床反复或持续表现高氨血症时应高

度怀疑尿素循环障碍)

遗传性代谢病虽多为单基因疾病'但其发病的

分子机制复杂不一'不同的基因突变可能导致相同

的疾病'而不同的疾病也可能由同一基因决定'致

病分子机制的研究可为精准的临床治疗和遗传咨

询提供依据) 为探讨 ( 例阳性患儿发病的分子机

制'本研究采用 V26J79测序技术分别对其发病相关

已知致病基因的外显子进行测序'均发现致病突

变) 例 # 患儿的 F_0I,0XV 检测结果为枫糖尿症'

基因检测结果明确了其致病基因 @"M8?@'该基因

与枫糖尿症&R型的发病相关'提示患儿为枫糖尿症

&R型) 例 ! 和例 ' 患儿F_0I,0XV检测结果均为甲

基丙二酸尿症'基因检测结果显示其致病基因分别

为,07和,,B@',07基因编码甲基丙二酰辅酶%

变位酶'突变可导致无活性的 1OK

" 型',,B@基因

编码腺苷三磷酸钴胺素腺苷转移酶'突变可导致

>R4$型) 临床治疗甲基丙二酸尿症常常使用维生

素$

#!

'但维生素$

#!

却对1OK

" 型的甲基丙二酸尿症

患儿治疗无效'而对>R4$型的甲基丙二酸尿症患儿

治疗部分有效'所以遗传代谢病的分子诊断结果可

为临床的精准治疗提供可靠的依据)

例 * 和例 ( 患儿尿检测结果均诊断为尿素循环

障碍'基因检测结果显示致病基因均为 ;7"'提示

这 ! 例患儿为鸟氨酸氨甲酰基转移酶缺乏症

$aT,\%'该症是尿素循环障碍中最常见的一种疾

病) ;7"基因为b连锁隐性遗传'例 * 和例 ( 患儿

均为男性'即一个致病突变就可导致aT,\的发生)

研究发现例 * 的突变位点>=#*) IYT为新发突变'

其母亲在该位点未见突变'而例 ( 的突变位点

>=@(@IY,遗传自其母亲) 此外'结合例 ( 的家族

史'推测其母亲之前生育的不明原因死亡的男性患

儿可能携带同一致病位点'其外婆曾生育的 ! 个不

明原因死亡的男性患儿也可能携带同一致病位点'

而突变位点>=@(@IY,位点是由外婆遗传给患儿

的母亲) 我们将进一步对该家系进行基因分析'以

明确该家系致病突变的遗传模式)

综上所述'遗传代谢病在新生儿中的发病率应

引起临床医生的高度重视'本研究采用的 F_0I,0

XV技术灵敏度高(特异性强'可为遗传代谢病的早

期诊断提供强有力的依据) 基因检测技术在遗传

代谢病诊断中的应用'可以为临床医生在疾病分

型(精准治疗及后续的遗传咨询(产前诊断等方面

提供有效的依据)
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