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串联质谱技术选择性筛查遗传代谢病
高危患儿５５２例初步分析
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　　［摘　要］　目的　应用串联质谱（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ／ＭＳ）技术进行遗传代谢病（ＩＥＭ）高危儿筛查，
初步了解我国 ＩＥＭ的发病种类和阳性率，为其有效防治提供科学依据。方法　利用ＭＳ／ＭＳ技术对在河北省石家
庄市 ８所省、市级医院就医的 ５５２例可疑 ＩＥＭ患儿的血液样本进行 ＩＥＭ筛查。结果　发现阳性患儿 ６４例，阳性
率为１１．６％。其中甲基丙二酸血症或丙酸血症 ３３例，苯丙酮尿症 ２例，肉碱棕榈酰转移酶缺乏Ⅰ型３例，长链酰
基辅酶 Ａ脱氢酶缺乏症１例，中链酰基辅酶 Ａ脱氢酶缺乏症 ２例，枫糖尿症 ６例，短链酰基辅酶Ａ脱氢酶缺乏症
２例，戊二酸血症Ⅰ型２例，异戊酸血症 ２例，同型胱氨酸尿症 ２例，肉碱缺乏症 ４例，酪氨酸血症 １例，精氨酸琥
珀酸尿症 １例，瓜氨酸血症 ２例，精氨酸血症 １例。结论　ＭＳ／ＭＳ技术是筛查诊断 ＩＥＭ的有效工具。
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　　先天性代谢缺陷病（ｉｎｂｏｒｎｅｒｒｏｒｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ＩＥＭ）或称遗传代谢病（ｉｎｈｅｒｉｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｅａｓｅｓ，
ＩＭＤ）是指由于基因突变引起酶缺陷、细胞膜功能异
常或受体缺陷，从而导致机体生化代谢紊乱，造成中

间或旁路代谢产物蓄积，或终末代谢产物缺乏，引起

一系列临床症状的一组疾病［１］。自 １９０８年 Ｇａｒｒｏｄ
提出 ＩＥＭ概念以来，迄今发现的疾病已有 ５００余

种，并随着诊断技术的提高而逐渐增加。ＩＥＭ虽单
一病种发生率较低，但因种类繁多，群体患病率

高［２］。ＩＥＭ的诊断较多依赖生化与分子生物学检
测方法，对技术和设备要求较高，往往是临床诊治的

难点［３］。本研究利用串联质谱（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ／ＭＳ）技术对高危患儿进行筛查诊断，了
解该类疾病的发病种类和阳性率，为我国新生儿筛

·６９２·
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查项目的扩展提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００７年 ６月至 ２００９年 １２月河北省石家庄市

８所省、市级医院就诊的可疑先天性、遗传代谢性疾
病患儿 ５５２例，其中男 ３０８例，女 ２４４例。年龄为
生后 ２３ｈ至１１岁，其中０ｄ～２２６例，１月 ～２６２
例，１岁～３１例，３～１１岁 ３３例。
１．２　标本收集与保存

标本采集用干血滤纸片法，手指或足跟采血，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　试剂和材料

甲醇、正丁醇、乙酰氯、乙腈等的纯度均为高效

液相色谱级，盐酸正丁醇 （３ｍｏｌ／Ｌ）由正丁醇和乙
酰氯按 ９∶１配制。氮气纯度为 ９９．９９９％。９６孔聚
丙烯板，９６孔过滤板（滤膜孔径０．４５μｍ）购自 Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司。
１．４　同位素内标

同位素内标购自美国剑桥公司。氨基酸内标

１２种：１５Ｎ，２１３Ｃ甘氨酸，２Ｈ４丙氨酸，２Ｈ８缬氨
酸，２Ｈ３亮氨酸，２Ｈ３蛋氨酸，２Ｈ５苯丙氨酸，
１３Ｃ６酪氨酸，２Ｈ３天冬氨酸，２Ｈ３谷氨酸，２Ｈ２瓜
氨酸，２Ｈ２鸟氨酸，２Ｈ４，１３Ｃ精氨酸。酰基肉碱内
标 ８种：２Ｈ９游离肉碱，２Ｈ３乙酰肉碱，２Ｈ３丙酰肉
碱，２Ｈ３丁酰肉碱，２Ｈ９异戊酰肉碱，２Ｈ３辛酰肉
碱，２Ｈ９肉豆蔻酰肉碱，２Ｈ３棕榈酰肉碱。上述同
位素内标用甲醇稀释成工作液，４℃ 冰箱保存。
１．５　仪器

ＡＰＩ３０００型串联质谱仪购自美国生物应用系
统公司，高效液相色谱仪采用美国安捷仑公司产品

（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）。９６孔板加热吹干装置为 Ｔｅｃｈｎｅ
ＤｒｉＢｌｏｃｋＤＢ３０。
１．６　测定方法
１．６．１　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（四个质控，一个空白），置
于 ９６孔过滤板中，每孔加入含氨基酸和酰基肉碱
同位素内标的甲醇 ３００μＬ，室温密封震荡 ３０ｍｉｎ，
萃取血片中的氨基酸和酰基肉碱，然后离心至另一

个 ９６孔聚丙烯板，５０℃ 加热氮气吹干，再加入

５０μＬ盐酸正丁醇（３ｍｏｌ／Ｌ），Ｔｅｆｌｏｎ膜覆盖，置
６５℃ 恒温箱内１５ｍｉｎ，随后５０℃ 氮气吹干，再加入
８０％ 乙腈 １００μＬ溶解，铝膜覆盖，即可上样检测。

１．６．２　仪器设置状态　　流动相采用 ８０％ 乙腈，
四元泵流速设置为 ３０μＬ／ｍｉｎ，自动进样器设置为
每次进样 ２０μＬ。每次测定同时采用 ３种扫描方式
进行检测。中性氨基酸采用中性丢失扫描方式，中

性丢失片断质荷比（ｍ／ｚ）为 １０２Ｄａ，扫描范围为
ｍ／ｚ１４０～ｍ／ｚ２８０；酰基肉碱采用母离子扫描，子离
子为 ｍ／ｚ８５Ｄａ片断，扫描范围为 ｍ／ｚ２１０～ｍ／ｚ
５０２；Ｇｌｙ、Ｏｒｎ、Ａｒｇ、Ｃｉｔ采用多反应监测，一个样品测
试约需２ｍｉｎ。
１．６．３　资料分析　　定量分析采用软件 Ｃｈｅｍｏ
Ｖｉｅｗ１．２（美国生物应用系统公司），根据同位素内
标和各种丁酯化的氨基酸和酰基肉碱的离子峰强

度，由已知浓度的内标，自动计算出所测样品中氨基

酸和酰基肉碱的浓度。

１．７　诊断依据
运用液相串联质谱检测到的相应特异指标，根

据美国 Ｐｅｄｉａｔｒｉｘ公司所提供的疾病诊断标准（专利
号：ＵＳ０７２９７５４５Ｂ２），结合临床表现，常规实验室检
查进行筛查诊断。甲基丙二酸血症或丙酸血症显示

丙酰基肉碱浓度以及丙酰基肉碱／乙酰基肉碱和丙
酰基肉碱／碳１６乙酰基肉碱的浓度比值明显增高；
苯丙酮尿症显示苯丙氨酸浓度以及苯丙氨酸／酪氨
酸浓度的比值显著增高；肉碱棕榈酰转移酶缺乏Ⅰ
型显示游离肉碱浓度和游离肉碱／１６碳酰基肉碱的
浓度比值明显增高；长链酰基辅酶 Ａ脱氢酶缺乏症
显示１２碳酰基肉碱浓度和１４碳酰基肉碱浓度明显
高于正常；中链酰基辅酶 Ａ脱氢酶缺乏症显示辛酰
基肉碱的浓度明显增高；枫糖尿症显示亮氨酸（异

亮氨酸）和缬氨酸等支链氨基酸明显增高；短链酰

基辅酶Ａ脱氢酶缺乏症显示酰基肉碱 Ｃ４ＯＨ的浓
度明显高于正常；戊二酸血症Ⅰ型显示戊二酸和三
羟基戊二酸明显增高；异戊酸血症显示戊酰基肉碱

浓度及戊酰基肉碱／丁酰基肉碱的浓度比值明显高
于正常值；同型胱氨酸尿症显示甲硫氨酸浓度升高；

肉碱缺乏症显示游离肉碱浓度和短链酰基肉碱浓度

均位于临界值；酪氨酸血症显示酪氨酸浓度高于正

常；精氨酸代琥珀酸尿症显示瓜氨酸浓度明显升高

而精氨酸和延胡索酸浓度明显下降；瓜氨酸血症显

示瓜氨酸浓度异常升高；精氨酸血症显示精氨酸浓

度明显增高。

１．８　质量控制
质控样品采用美国疾病控制和预防中心

（ＣＤＣ）ＩＥＭ筛查质控部门提供的串联质谱酰基肉
碱血滤纸片。参加美国疾病控制和预防中心

（ＣＤＣ）ＩＥＭ筛查质量评价。所有阳性标本，用同一
·７９２·
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血片重复检测１次。

２　结果

２．１　检测阳性病种分布
５５２例可疑 ＩＥＭ患儿经血 ＭＳ／ＭＳ检测出阳性

病例 ６４例，涉及常见 ＩＥＭ１５种，总筛查阳性率为
１１．６％。其中甲基丙二酸血症或丙酸血症 ３３例
（５１．６％），苯丙酮尿症 ２例（３．１％），肉碱棕榈酰转
移酶缺乏Ⅰ型 ３例（４．７％），长链酰基辅酶 Ａ脱氢
酶缺乏症 １例（１．６％），中链酰基辅酶 Ａ脱氢酶缺
乏症 ２例（３．１％），枫糖尿症 ６例（９．４％），短链酰
基辅酶 Ａ脱氢酶缺乏症 ２例（３．１％），戊二酸血症
Ⅰ型 ２例（３．１％），异戊酸血症 ２例（３．１％），同型
胱氨酸尿症２例（３．１％），肉碱缺乏症４例（６．３％），
酪氨酸血症１例（１．６％），精氨酸琥珀酸尿症１例
（１．６％），瓜氨酸血症２例（３．１％），精氨酸血症１
例（１．６％）。
２．２　临床资料及结果分析
２．２．１　发病年龄　　６４例阳性病例中新生儿期发
病 ２３例（３６％），１月 ～发病 ３１例（４８％），１岁 ～
发病 ４例（６％），３～１１岁发病 ６例（９％）。
２．２．２　临床表现　　５５２例可疑 ＩＥＭ患儿中就诊
时主要表现为生长发育不良 ９４例次，不明原因的
肝脾肿大 ２１例次，智力发育落后 ６４例次，严重黄
疸、肝功能异常 ５３例次，反应差、嗜睡或昏迷 ８５例
次，呼吸困难 ３２例次，拒乳或厌食 ６６例次，运动障
碍或肌张力异常 １７４例次，惊厥或癫

$

８６例次，精
神行为异常 １２例次，心功能异常 ９例次，反复呕吐
２７例次，不明原因的贫血 １８例次，顽固性低血糖
２６例次，明显的酸中毒 ７２例次，很多患儿就诊时有
上述两种或多种症状。１５例患儿母亲有宫内死胎
史，２２例有家族遗传病史。经过 ＭＳ／ＭＳ检测技术
筛查诊断的 ６４例 ＩＥＭ阳性病例中有惊厥或间断抽
搐者 １０例次（１６％），运动障碍或肌张力异常 １６例
次（２５％），智力发育落后 ７例次（１１％），精神行为
异常 １例次（２％），反应差、嗜睡或昏迷 １２例次
（１９％），呼吸困难 ３例次（５％），生长发育迟缓 １２
例次（１９％），拒乳、厌食或营养不良 ６例次（９％），
反复呕吐 ３例次（５％），黄疸 ５例次（８％），肝脾肿
大 ２例次（３％），化验检查代谢性酸中毒 １９例次
（３０％），低血糖 ６例次（９％），肝功能损害 ５例次
（８％），心肌损害 ２例次（３％），不明原因的贫血 １
例次（２％）。５例（８％）患儿母亲有宫内死胎史，４
例（６％）有家族遗传病史。

３　讨论

对 ＩＥＭ的早期诊断是衡量一个国家医学发展
水平的重要指标［４］。欧美和日本等发达国家或地

区一直十分重视对 ＩＥＭ的研究，自２０世纪８０年代
起就利用气相色谱／质谱联用（ＧＣ／ＭＳ）或 ＭＳ／ＭＳ
技术开展对 ＩＥＭ的研究［５］，使人类不断完善对这类

疾病的认识，在新病种的发现以及临床诊疗和发病

机制等方面的研究取得了许多成果。

国内由于受实验室诊断技术条件的限制，诊断

和研究的总体水平与国外还有差距，但近些年国内

相继开展了 ＧＣ／ＭＳ或 ＭＳ／ＭＳ技术的应用，使国内
ＩＥＭ的疾病谱日益增多［６］。国内华中科技大学同

济医院对 ３５６名原因不明的智力运动发育迟缓、惊
厥及疑有 ＩＥＭ的婴幼儿，采用 ＧＣ／ＭＳ方法进行尿
液化学分析，３４例患儿确诊为 ＩＥＭ，占 ９．７％［７］；广

州暨南大学附属第一医院对 ３３１例高危患儿的尿
液检查发现阳性患者 ３１例，涉及 ＩＥＭ１７种，总诊
断阳性率为 ９．４％［８］；上海儿科医学研究所用 ＭＳ／
ＭＳ对１０４例高危患儿的检查发现阳性患者１０例，涉
及 ＩＥＭ８种，总诊断阳性率为９．６％［９］。本研究应用

ＭＳ／ＭＳ技术对 ５５２例高危患儿血滤纸片进行检测
分析发现阳性病例 ６４例，涉及 ＩＥＭ１５种，总诊断
阳性率为 １１．６％，远高于常态人群中的发病率，也
略高于国内相关的研究报道。研究显示 ＭＳ／ＭＳ技
术的应用证实氨基酸、有机酸和脂肪酸代谢异常等

ＩＥＭ并不罕见。对有非特异临床表现并且反复发作
的患儿应警惕 ＩＥＭ的可能。由于 ＩＥＭ存在分子和
基因缺陷引起代谢通路出现障碍，导致机体能量和

营养利用障碍可出现营养不良或生长发育迟缓，常

常影响神经系统发育［１０］。本研究诊断的病例中神

经系统功能异常如嗜睡、反应低下、意识障碍以及惊

厥、运动功能障碍或智力发育异常的有 ４６例
（７２％），营养不良，反复呕吐或生长发育迟缓 ２１例
（３３％）。有机酸代谢障碍是由于代谢途径中某种
酶的缺陷，致使机体内中间代谢产物和旁路代谢产

物增加，导致有机酸蓄积造成神经系统及其他脏器

损害，严重时出现酮症酸中毒、低血糖和高血氨等。

甲基丙二酸血症和丙酸血症在有机酸代谢障碍中最

常见，本组资料也显示其阳性率最高（５１．６％）。很多
ＩＥＭ均存在代谢性酸中毒，且常为顽固性。本组病
例中 １９例（３０％）有明显的代谢性酸中毒。

ＩＥＭ的发病年龄可发生于各个年龄阶段，但以
新生儿和婴幼儿期多见，本研究显示新生儿期和婴
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儿期发病患儿共有 ５４例（８４％）也证实这一点。在
婴幼儿期发病的儿童中又常因感染、腹泻及饥饿等

诱发急性反复发作，治疗不当或不及时，常可使病情

加重甚至死亡。若在患儿首次发作时能进行及时的

ＩＥＭ筛查，得到早期诊断，以利正确治疗和预防，则
可大大降低致残率和病死率。目前许多常见的 ＩＥＭ
可用简单的药物治疗，即可得到比较满意的疗效。

应用生化方法测定异常代谢产物仍是目前诊断 ＩＥＭ
的最主要方法，而 ＧＣ／ＭＳ和 ＭＳ／ＭＳ技术是目前对
ＩＥＭ进行高危筛查最为有效和广泛应用的方法［１１］，

质谱技术联合相关酶学检测将成为 ＩＥＭ检测的重
要手段［１２］。因此对疑有上述疾病的患儿，应在进行

相应常规生化检查的同时及时留存标本，转送至有

相关技术条件的实验室确定诊断，有助于发现更多

的遗传性代谢病。
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