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10 例原发性肉碱缺乏症新生儿的基因诊断

谭建强　陈大宇　李哲涛　严提珍　黄际卫　蔡稔

（柳州市妇幼保健院医学遗传科 / 柳州市出生缺陷预防与控制重点实验室，广西 柳州　545001）

［摘要］　目的　对新生儿原发性肉碱缺乏症（PCD）基因突变谱进行分析，为 PCD 早期诊断和治疗以及

遗传咨询和产前诊断提供理论依据。方法　对进行新生儿串联质谱筛查的 34 167 份滤纸干血片进行血酰基肉碱

谱分析，对其中游离肉碱（C0）低于 10 μmol/L 的新生儿及父母行 SLC22A5 基因测序。结果　酰基肉碱谱筛查

C0 低于 10 μmol/L 的新生儿 10 例，患儿母亲游离肉碱均未见降低，10 例患儿的 SLC22A5 基因测序检测到 10 种

20 个突变位点，其中 c.976C>T、c.919delG、c.517delC、c.338G>A 未见报道，生物信息学分析提示高致病风险。

结论　串联质谱技术结合 SLC22A5 基因测序有助于 PCD 早期诊断，新突变的发现丰富了 SLC22A5 基因突变谱。

［中国当代儿科杂志，2017，19（11）：1150-1154］
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Genetic diagnosis of 10 neonates with primary carnitine deficiency
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Abstract: Objective    To study the gene mutation profile of primary carnitine deficiency (PCD) in neonates, and 
to provide a theoretical basis for early diagnosis and treatment, genetic counseling, and prenatal diagnosis of PCD. 
Methods    Acylcarnitine profile analysis was performed by tandem mass spectrometry using 34 167 dry blood spots 
on filter paper. The SLC22A5 gene was sequenced and analyzed in neonates with free carnitine (C0) levels lower than 
10 μmol/L as well as their parents. Results    In the acylcarnitine profile analysis, a C0 level lower than 10 μmol/L 
was found in 10 neonates, but C0 level was not reduced in their mothers. The 10 neonates had 10 types of mutations 
at 20 different sites in the SLC22A5 gene, which included 4 previously unreported mutations: c.976C>T, c.919delG, 
c.517delC, and c.338G>A. Bioinformatics analysis showed that the four new mutations were associated with a risk of 
high pathogenicity. Conclusions    Tandem mass spectrometry combined with SLC22A5 gene sequencing may be useful 
for the early diagnosis of PCD. Identification of new mutations enriches the SLC22A5 gene mutation profile.

[Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(11): 1150-1154]
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原 发 性 肉 碱 缺 乏 症（primary carnitine 

deficiency, PCD, MIM 212140），又称肉碱转运障

碍或肉碱摄取障碍，是由于细胞膜肉碱转运体

OCTN2 的 编 码 基 因 SLC22A5 突 变 致 脂 肪 酸 β 氧

化障碍，导致血浆肉碱水平降低及组织细胞内肉

碱缺乏，进而引起一系列生化代谢异常和心肌、

骨骼肌、肝脏等多系统损害。临床表现为低酮性

低血糖、扩张型心肌病、肝大、肌无力等，属常

染色体隐性遗传代谢性疾病。近年来，随着串联

质谱技术在新生儿筛查的广泛应用，越来越多的

PCD 患者在早期得以检出 [1-5]。左旋肉碱替代治疗

的介入，也使 PCD 患者的预后得到显著改善 [6-7]。

本研究采用血酰基肉碱谱筛查的方法，对可疑

PCD 患者及父母进行基因突变分析，为 PCD 的早

期诊断和治疗提供科学依据。
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1　资料与方法

1.1　研究对象

选择 2012 年 10 月至 2016 年 10 月在柳州市

妇幼保健院新生儿疾病筛查中心进行新生儿串联

质谱筛查的 34 167 份滤纸干血片进行血酰基肉碱

谱分析。并对其中游离肉碱（free carnitine, C0）水

平低于 10 μmol/L[8-9]，且母亲孕期正常摄入肉类食

品、血酰基肉碱谱分析未见异常的 10 例患儿及其

中 7 例患儿的父母进行 SLC22A5 基因突变分析。

排除标准：（1）其它遗传代谢疾病引起的继

发性肉碱缺乏，如异戊酸血症、甲基丙二酸血症等；

（2）严重摄入不足或丢失过多者（如严重营养不良、

先天性消化道畸形、腹膜透析），且营养改善后

游离肉碱不能恢复正常；（3）严重肝肾疾病者；

（4）有特殊药物应用史，如环抱霉素、丙戊酸纳等。

1.2　血液酯酰肉碱谱分析

采患儿末梢血滴于专用采血滤纸（英国沃特

曼公司 S&S903#），室温自然晾干，将血滤纸片

打孔置于 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 300 μL，室温密封震荡

30 min，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 50 μL 盐酸正丁醇（3 mol/L），Teflon 膜覆

盖，置 65℃恒温箱 15 min，50℃氮气吹干后加入

80% 乙腈 100 μL，铝膜覆盖后上样检测。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，采用定量分析软件，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浓度。

对 C0 偏低的患儿母亲同时进行血酰基肉碱分析。

1.3　SLC22A5 基因突变分析

获得研究对象监护人知情同意后，采集 C0 水

平低于 10 μmol/L 的新生儿及其父母静脉血 2 mL

（EDTA 抗凝），常规酚 - 氯法提取基因组 DNA。

针 对 SLC22A5 基 因 外 显 子， 采 用 Primer Premier 

5.0 设计引物，扩增全部外显子以及与外显子交界

的部分内含子区域。PCR 反应体系为 25 μL，包括

TaKaRa LA Taq premix 12.5 μL，上、下游引物混合

液 0.75 μL（10 pmol/μL）， 基 因 组 DNA100 ng，

加去离子水至 25 μL。PCR 反应条件：95℃预变性

3 min；94℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸

40 s，38 个循环；72℃延伸 8 min。PCR 扩增产物

经 1.5% 琼脂糖凝胶电泳鉴定，测序结果与人类基

因组 SLC22A5 基因序列进行比较。

2　结果

2.1　血液酯酰肉碱谱分析结果

34 167 份新生儿滤纸干血片标本中 10 例患儿

血游离肉碱水平低于 10 μmol/L，母亲酰基肉碱谱

分析未见异常。病例 1、6、7 因肝功能异常、低

血糖及黄疸住院行血酰基肉碱谱筛查发现 C0 降低，

其余 7 例患儿均为新生儿串联质谱筛查发现 C0 降

低、无任何临床症状。见表 1。

表 1　患儿游离肉碱水平及基因突变类型

     病例 临床表现
确诊年龄

(d)
C0

(μmol/L)

等位基因 1 等位基因 2

核苷酸改变 氨基酸改变 是否报道 核苷酸改变 氨基酸改变 是否报道

1 肝功能异常 12 1.31 c.976C>T p.Gln326X 否 c.976C>T p.Gln326X 否

2 无 22 0.74 c.1411C>T p.Arg471Cys 是 c.1195C>T p.Arg399Try 是

3 无 20 2.30 c.51C>G p.Phe17Leu 是 c.760C>T p. Arg254X 是

4 无 23 1.70 c.760C>T p. Arg254X 是 c.919delG p.Val307LeufsX14 否

5 无 26 4.04 c.1400C>G p.Ser467Cys 是 c.1400C>G p.Ser467Cys 是

6 低血糖 10 2.86 c.1195C>T p.Arg399Try 是 c.517delC p.Leu173CysfsX2 否

7 黄疸 14 4.60 c.51C>G p.Phe17Leu 是 c.51C>G p.Phe17Leu 是

8 无 22 2.40 c.51C>G p.Phe17Leu 是 c.338G>A p.Cys113Tyr 否

9 无 18 3.90 c.1140C>G p.Ser467Cys 是 c.839C>T p.Ser280Phe 是

10 无 20 3.01 c.976C>T p.Gln326X 否 c.505C>T p.Arg169Trp 是
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2.2　SLC22A5 基因测序结果

      10 例患儿 SLC22A5 基因诊断共检测到 10 种

突 变， 分 别 为 c.51C>G、c.976C>T、c.1411C>T、

c.1195C>T、c.760C>T、c.919delG、c.1400C>G

（p.S467C）、c.517delC、c.839C>T、c.505C>T，

其 中 c.976C>T、c.919delG、c.517delC、c.338G>A

四个突变在 HGMD（http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/）

人类突变数据库中未见收录，SNP 数据库无该突

变记录。新发突变 c.976C>T 经软件 PolyPhen-2 预

测有害风险值高达 0.99，SIFT 预测分数为 0，均

提示有害突变；c.338G>A 突变的 PolyPhen-2 预测

风险值为 1.0，SIFT 预测分数 0，提示有害突变。

多物种间保守性分析提示 c.976C>T、c.338G>A 突

变位点高度保守。根据文献 [10] 报道，移码突变导

致蛋白翻译终止或截短，生物学活性受到影响，

为致病突变。见表 1、图 1~2。

图 2　突变位点的物种保守性分析　　①、②分别示突变位点 c.976C>T（p.Gln326X）和 c.338G>A（p.Cys113Tyr）在

多种物种间高度保守。

图 1　肉碱缺乏症患儿 SLC22A5 基因新发突变测序结果　　① ~ ④示正常对照序列；⑤ ~ ⑧示检测到的新发突变，

突变位点如箭头所指。

①

①

⑧

⑦

⑥

⑤

④

③

②

②

Human
Rhesus
Mouse

Dog
Elephant
Chicken

X_tropicalis
Zebrafish

Human
Rhesus
Mouse

Dog
Elephant
Chicken

X_tropicalis
Zebrafish

c.976G>T 纯合突变

c.338G>A 杂合突变

c.919delG> 移码突变

c.517delC> 移码突变
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3　讨论

原发性肉碱缺乏症属常染色体隐性遗传病，

致病基因 SLC22A5 定位于染色体 5q31.1，包括 10

个外显子和 9 个内含子，其编码的肉碱转运蛋白

由 557 个氨基酸组成，包含 12 个跨膜区和一个

ATP 结合区，广泛分布于心肌、骨骼肌、小肠、

肾小管、皮肤成纤维细胞及胎盘等组织细胞膜上。

研究发现，跨膜区在肉碱的识别和转运中起关键

作 用，N- 末 端 可 能 存 在 Na+ 结 合 位 点，C- 末 端

与 Na+- 肉碱复合物的转运有关，其中位于跨膜区

10 与跨膜区 11 之间的细胞内环路是耦联 Na+ 的电

化学梯度及 Na+- 肉碱复合物穿过细胞膜的重要场

所，该环路中酪氨酸残基起重要作用 [11-12]。基因

突变导致其编码的肉碱转运蛋白无法锚定细胞膜

而滞留于细胞质中，或结构及功能域不同程度受

损，导致该蛋白的转运功能缺陷以及肉碱由肠道

转入到血液及由血液转运到细胞的量减少，从而

引起脂肪酸 β 氧化代谢受阻。患者表现为心肌病、

骨骼肌张力减低及肝功能异常等。目前已报道的

SLC22A5 基因突变有 180 余种，多为错义突变，

无义突变和移码突变次之，而剪接位点的突变比

较少见，发生突变最为频繁的是 1 号外显子 [10]。

不同种族和地区 SLC22A5 基因的热点突变不同，

高 加 索 人 群 常 见 R282X 突 变 [13-15]， 东 亚 人 群 中

W132X 和 W283C 突变最为常见 [16-18]，中国台湾及

上海新华医院对 PCD 患儿基因检测发现 R254X 突

变发生率最高 [19-20]。与以往报道不同的是，本研

究 的 10 例 患 儿 中，c.51C>G（p.Phe17Leu） 突 变

多 达 5 次， 出 现 频 率 约 25%（5/20），c.760C>T

（p.Arg254X）突变出现 3 次（15%，3/20）。并且，

本研究检测到的 10 种突变中，4 种突变：c.976C>T、

c.919delG、c.517delC、c.338G>A 未见相关报道，

生物信息学分析提示其具有高致病风险，导致蛋

白翻译终止或截短，影响正常的生物学活性。同时，

PCD 在不同地区患病率存在差异，德国约为 0.3/10

万，美国约为 0.5/10 万，葡萄牙约为 1/10 万，澳

大利亚约为 0.8/10 万，沙特阿拉伯约为 1.2/10 万，

日本约为 2.5/10 万，我国上海地区约为 2.4/10 万、

浙 江 地 区 3.1/10 万、 台 湾 地 区 0.8/10 万 [8-9,20,21]。

本研究对 34 167 例新生儿进行血酰基肉碱谱筛

查，10 例游离肉碱降低且基因诊断全部确诊为

PCD。 由 此 推 断 本 地 区 PCD 检 出 率 约 为 1/3 416

（10/34 167），高于文献所报道，可能与检测例数

较少有关，但 PCD 发病率是否在国内存在地区或

民族差异，尚需扩大样本进一步验证。

PCD 可见于任何年龄，多数于 1 个月至 7 岁

发病。临床主要表现为：①急性能量代谢障碍危

象，表现为低酮性低血糖、高血氨及代谢性酸中

毒等 [22]；②心肌病，表现为心室肥厚、心功能不

全、心率失常及肌酸激酶升高等；③肌病，表现

为肌无力、肌张力减退、肌痛、运动耐力差等；

④肝脏损害，表现为肝大、脂肪肝、肝功能异常等。

少数患儿表现为抽搐、进行性意识障碍等，常被

误诊为 Reye 综合征 [23]。反复腹痛、呕吐、胃食管

反流等消化道症状以及贫血等也有报道。值得注

意的是，PCD 患儿可因急性能量代谢障碍危象或

急性心衰而猝死 [24]。PCD 治疗的原则是避免感染、

饥饿及高强度运动，需终身应用肉碱替代治疗，

维持血浆游离肉碱水平正常或接近正常。出现能

量代谢障碍危象时，立即静脉输注葡萄糖以维持

血糖在 5 mmol/L 以上，并静脉或口服左旋肉碱（每

日 100~400 mg/kg）；病情缓解期需根据患者血浆

游离肉碱和酰基肉碱水平进行个体化治疗，推荐

口服左旋肉碱每日 100~300 mg/kg 维持。本研究 10

例患儿确诊后给予左卡尼汀替代治疗，目前均无

临床症状。

PCD 基因型与临床表型的相关性尚不明确，

相同的突变可导致不同的临床表型，不同的突变

也可呈现相似的临床表型 [25]。研究发现，无义突

变和移码突变多引起肉碱转运体功能降低，患者

多表现出明显症状；而错义突变和缺失突变的肉

碱转运体残留部分活性，在无症状患者中多见。

PCD 纯合子患者 OCTN2 转运肉碱的能力严重损坏

或完全破坏，尿液肉碱排泄量增多，血浆及组织

细胞内肉碱水平极低，可表现出不同程度的临床

症状和体征，但部分患者缺乏典型的临床表现。

Spiekerkoetter 等 [26] 报道 1 个土耳其家系，父亲和

2 个儿子均为 R471H 的纯合子（该突变的 OCTN2

肉碱转运活性为正常对照的 1.5%），仅 1 个儿

子在婴儿期出现严重症状（表现为 Reye 综合征

样发作），28 岁的父亲和 5 岁的哥哥均无症状。

Shibbani 等 [27] 研究发现，携带纯合无义突变的患

者肉碱水平最低，且突变越接近肽链 C- 末端，肉
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碱水平越低，推断 SLC22A5 基因突变位置和类型

可影响肉碱水平。本研究中 3 例为纯合错义突变，

其游离肉碱水平与复合杂合突变病例的差异无显

著性。

PCD 是一种潜在的致死性疾病，早期诊断和

治疗是决定预后的关键。目前我国部分地区已将

此病列入新生儿疾病常规筛查项目，对于筛查发

现游离肉碱降低的进一步行 SLC22A5 基因测序有

助于确诊，使 PCD 的早期诊断成为可能，也为

PCD 的遗传咨询和产前诊断提供了重要信息。
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