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&&!摘&要"&目的&报道羧化全酶合成酶$(,6,F34G,HI63J.JI*-(.-3J) K'L%缺陷病的诊治及随访情况)了解该疾

病的基因突变谱( 方法&

!

采用质谱分析及生物素酶活性测定进行K'L缺陷病的诊断(

"

采用聚合酶链反应M直

接测序法进行K'L基因突变分析(

#

!! 例K'L缺陷病患儿中 !$ 例接受了生物素的治疗$!$ N>$ /;O2%)对其疗

效进行随访观察( 结果&

!

!! 例患儿均有不同程度精神萎靡,嗜睡及代谢性酸中毒)!$ 例患儿有皮肤损害( 质谱

分析血 =M羟基异戊酰肉碱)尿 =M甲基巴豆酰甘氨酸,甲基枸橼酸等增高( 生物素酶活性与正常对照者生物素酶活

性的比值P=$Q(

"

发现 > 种突变*F7!D##'PR$SD$"T%)F7!$""RP9$5=?=U%)F7!#?VPR$W>#U%)F7!%%>VP'

$S??D1%$新变异%( 实变频率分别为 D$Q)#%Q)@Q)!>Q(

#

!$ 例接受生物素治疗的患儿)! N# 周后临床症状

消失)# N? 月后异常代谢产物多下降至正常( 结论& K'L缺陷病以神经系统及皮肤损害,代谢性酸中毒为特征(

质谱分析,生物素酶活性测定,基因突变分析有助于明确诊断)口服生物素疗效显著( 突变SD$"T和5=?=U可能

是中国患儿的常见突变( !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&"# '&$!"

!关&键&词"&羧化全酶合成酶#生物素酶#串联质谱#气相色谱质谱#基因#儿童
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&&=:./0*7/* >:?17/)@1&R,4.0,4--(.F6)*)F362)3;*,J)J) -4.3-/.*-3*2 Y,66,ZM:0 ,YF()624.* Z)-( (,6,F34G,HI63J.

JI*-(.-3J$K'L% 2.Y)F).*FI3*2 .H06,4.-(.;.*./:-3-),* J0.F-4:/,Y-(.2)J.3J.7A1/8-3.&W6.[.* F()624.* Z)-( K'L

2.Y)F).*FIZ.4..*4,66.27\3JJJ0.F-4,/.-4I3*36IJ)J3*2 G),-)*)23J.3F-)[)-I2.-.4/)*3-),* Z.4.:J.2 Y,42)3;*,J)J,YK'L

2.Y)F).*FI7K'L ;.*./:-3-),*JZ.4.3*36I].2 GI1'S2)4.F-.2 J.̂:.*F)*;/.-(,2J7R.* 03-).*-J4.F.)[.2 ,436G),-)*

-4.3-/.*-$!$M>$ /;O2%7'6)*)F36.YY.F-J,YG),-)* -4.3-/.*-Z.4.,GJ.4[.27B1.45/.&966!! F3J.J2.[.6,0.2 303-(.-)F)

6.-(34;I3*2 /.-3G,6)F3F)2,J)J3-2)YY.4.*-2.;4..J) 3*2 !$ F3J.J04.J.*-.2 Z)-( J_)* 6.J),*J7R(.3[.43;.G6,,2

=M(I24,HI)J,[36.4I6MF34*)-)*.F,*F.*-43-),*J3*2 :4)*34I=M/.-(I6F4,*-,*I6;6IF)*.3*2 /.-(I6F)-43-.F,*F.*-43-),*J)*F4.3J.2

J);*)Y)F3*-6I7R(.G),-)*)23J.3F-)[)-I)*F4.3J.2) G.)*;();(.4,[.4=$Q ,Y-(.*,4/364.Y.4.*F.[36:.7 ,̀:4/:-3-),*J)*

K'L ;.*.Z.4.)2.*-)Y).2) 3*2 -(.IZ.4.F7!D##'PR$SD$"T%)F7!$""RP9$5=?=U%)F7!#?VPR$W>#U% 3*2

F7!%%>VP'$S??D1% $3*.Z[34)3*-% 3*2 -(.Y4.̂:.*FIZ3JD$Q) #%Q) @Q 3*2 !>Q 4.J0.F-)[.6I7R(.JI/0-,/J

2)J300.34.2 )* !$ F3J.J!M# Z.._J3Y-.4G),-)* -4.3-/.*-) 3*2 G6,,2 3*2 :4)*34I3G*,4/36/.-3G,6)-.JZ.4.;432:366I

4.2:F.2 -,*,4/36#M? /,*-(J3Y-.4-4.3-/.*-7C-,754.)-,.&K'L 2.Y)F).*FI)JF(343F-.4)].2 GI*.4[,:JJIJ-./23/3;.)

J_)* 6.J),*J3*2 /.-3G,6)F3F)2,J)J7\3JJJ0.F-4,/.-4I3*36IJ)J) G),-)*)23J.3F-)[)-I2.-.4/)*3-),* 3*2 ;.*./:-3-),*

3*36IJ)J/3IG.(.60Y:6)* -(.2.Y)*)-.2)3;*,J)J,Y-()J2)J,42.47R(..YY.F-,Y.346IG),-)* -4.3-/.*-)JJ3-)JY3F-,4I7R(.

/:-3-),*JSD$"T3*2 5=?=U/);(-G.(,-MJ0,-J)* '()*.J.F()624.* Z)-( K'L 2.Y)F).*FI7

!C8),D C-,/12EF13)*/0) !""#) $$ $%%*&"# '&$!"

&&G16 9-03.*&K,6,F34G,HI63J.JI*-(.-3J# B),-)*)23J.# R3*2.//3JJJ0.F-4,/.-4I# V3JF(4,/3-,;430(IO/3JJJ0.FM

-4,/.-4I# V.*.# '()62

&&多种羧化酶缺陷病$/:6-)06.F34G,HI63J.2.Y)M F).*FI)\'U%是一种以神经系统及皮肤损害为特征

+%$?+
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的常染色体隐性遗传有机酸代谢病( \'U的病因

包括羧化全酶合成酶 $ (,6,F34G,HI63J.JI*-(.-3J)

K'L%缺陷病$\C\a #D=#@$%和生物素酶$ G),-)*)M

23J.2.Y)F).*FI)BRU%缺陷病$b\C\*#D=#?$%两种

类型( 由于生物素治疗疗效显著)因此早期进行筛

查诊断)早期治疗)对降低神经系统后遗症的发生率

及死亡率极为重要( 世界上最先实施遗传代谢病新

生儿筛查的是美国( 现在全美国的筛查覆盖率几乎

达到 %DQ以上) 筛查病种 = N#= 种) 其中包括BRU

缺陷病( 中国的新生儿筛查和先进国家相比) 起步

略迟)迄今为止仅有北京,上海等城市筛查覆盖率达

到 %@Q)且筛查病种有限!!"

( 我院曾对非特异临床

表现而疑似遗传性代谢病住院的病例进行临床生化

检查的同时行血串联质谱和尿气相质谱检测)在

!=# 例中诊断遗传性代谢病 !D 例!#"

( 本研究室于

#$$= N#$$" 年对 @ @$$ 余例临床诊断不明,表现为

代谢性脑病,消化系统,皮肤损害)代谢性酸中毒等

症状的患儿进行遗传代谢病筛查!="

)共发现了 !! 例

K'L缺陷病( 本文旨在报道 K'L 缺陷病患儿的临

床诊治及疗效随访( 通过基因突变分析以从分子生

物学水平证实临床诊断)并了解K'L 缺陷病的基因

突变谱(

$H对象和方法

$7$H对象

!!例K'L缺陷病患儿)男 @ 例)女 > 例)来自中

国江苏,安徽,福建,河南,浙江,湖南,广西省)均为汉

族( 其中 #例为亲兄妹)其余 %例之间无血缘关系(

$7!H方法

!7#7!&常规实验室检查&&肝,肾功能,心肌酶谱,血

乳酸,血氨,血糖,尿酮体,血气分析,头颅'RO\SC等(

!7#7#&串联质谱分析"-3*2.//3JJJ0.F-4,/.-4I!

\LO\L#&&采集直径 P= //外周血 ! 滴于干滤

纸片上)经甲醇萃取)盐酸正丁醇衍生)91C#$$$

\LO\L仪进行检测!>"

(

!7#7=&尿气相色谱质谱分析";3JF(4,/3-,;430(IO

/3JJJ0.F-4,/.-4I! V'O\L#&&收集新鲜尿液 D N

!$ /c或尿滤纸片)采用 L()/32]:V'\L#d1#$!$ 分

析仪及V'M\L J,6:-),*软件分析尿中 !=# 种代谢产

物( 此方法是半定量法)结果根据待测物质与内标

的相对总离子流面积的比值数表示!D)?"

(

!7#7>&生物素酶活性测定&&采集外周血 = 滴于

干滤纸片上)由德国柏林医学检验技术$北京%有限

公司采用化学发光法进行生物素酶活性测定( K'L

缺陷病患儿生物素酶活性与正常对照者生物素酶活

性的比值P=$Q(

!7#7D&基因诊断&&

!

在征得家长知情同意后)留

取患儿及其父母外周血标本)采用 b\WV9公司的

W!A!8!9! B6,,2 U89e)-试剂盒提取基因组U89)

经1'S扩增K'L基因 ? N!> 号编码外显子)扩增产

物经纯化后进行测序寻找突变(

"

对携带 K'L 基

因突变的患儿做相应外显子的反向测序)并对其父

母的相应外显子进行测序#对未报道的新变异)采用

1'SM限制性酶切片断长度多态性$1'SM4.J-4)F-),*

Y43;/.*-6.*;-( 0,6I/,40()J/1'SMS̀c1%分析及对 D$

个正常对照者$!$$个等位基因%进行酶切分析证实(

$7IH治疗与随访

对 K'L 缺陷病患儿确诊后立即给予生物素

!$ N>$ /;O2)急性期辅助肉碱每天 D$ N!$$ /;O_;

及每天 $7D N!7$ ;O_;的低蛋白质饮食等治疗)治

疗后每 ! N# 月随访临床症状)= N? 月复查 \LO\L

及V'O\L 以观察血,尿中异常代谢产物的下降情

况)代谢控制后每 ? N!# 月随访一次)包括生长发育

及智能发育(

!H结果

!7$H临床表现

患儿发病年龄 D 2 至 >7" 岁)均有不同程度的

精神萎靡,嗜睡)> 例伴呼吸困难)% 例呕吐或O和腹

泻)!$ 例难治性的皮肤损害)其中 " 例在头面部,颈

部,躯干,臀部等部位皮肤红疹或红斑,溃烂或水疱,

糠状或片状鳞屑)或皮肤干糙,脱皮等)# 例仅在口

周,肛周出现皮疹(

!7!H常规实验室检查

所有患儿均有代谢性酸中毒)血气分析 0K

?7%D N@7!>)BW<#D N<@7?)D 例乳酸增高 @7@ N

"7@ //,6Oc) ! 例血氨增高 #=#

$

/,6Oc)# 例低血

糖)" 例尿酮体阳性( 肝肾功能及心肌酶谱均正常(

? 例头颅\SC检查发现脑白质异常,或脑室扩大O脑

萎缩,或脑积水等(

!JIHAKLAK分析

诊断时所有患儿平均血 =M羟基异戊酰肉碱$=M

(I24,HI)J,[36.4I6MF34*)-)*.)'DMbK%浓度为 @7>" f

=7#D

$

/,6Oc)明显高于正常$ g$7D

$

/,6Oc%)D 例

伴血丙酰肉碱或O和丙酰肉碱O游离肉碱,丙酰肉碱O

乙酰肉碱增高(

!JMHNCOAK分析

除病例 D 死亡未留取尿液标本外)余 !$ 例尿

+$!?+



第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

9:;7#$$%

=M甲基巴豆酰甘氨酸,甲基枸橼酸,甲基巴豆酰甘氨

酸等增高(

!7PH生物素酶活性

!!例K'L缺陷病患儿生物素酶活性分别是正常

对照者生物素酶活性的 >#7%Q)!>@Q)?D7=Q)"D7=Q)

="7=Q)!>$Q)@!7DQ)@"7=Q)!=#Q)!$"Q)!#@Q)平

均为$%>7! f="7"%Q)其中 # 例生物素酶活性在

=$QND$Q之间)已通过基因诊断证实为K'L缺陷病(

!7&H基因诊断

!! 例K'L 缺陷病中 " 例$@ 个家庭%接受了基

因诊断)突变的检出率为 !$$Q( " 例患儿携带 > 种

K'L基因突变$表 !%)突变类型及突变频率分别为

F7!D##'PR! D$Q $ @O!> %")F7!$""RP9! #%Q

$>O!>%")F7!#?VPR!@Q$!O!>%") F7!%%>VP'

!!>Q $#O!>%"( F7!D##'PR$SD$"T%和 F7!$""R

P9$5=?=U%为热点突变!@%Q$!!O!>%")外显子

!! 为 K'L 基因最常发生突变的部位)占 D$Q

$@O!>%( F7!%%>VP'$S??D1%为未见报道的新变

异)该变异已通过反向测序证实)通过父母相应外显

子测序也证实了该变异来自父母遗传)符合常染色

体隐性遗传规律 $图 !%( 另通过设计引物引入

L3:=9C内切酶酶切位点)采用 1'SMS̀c1法对该患

儿及 D$ 个正常对照者进行酶切分析进一步证实该

变异为突变$图 #%(

表 $H% 例QCK缺陷病患儿QCK基因突变检测结果

病例
突变

部位

突变 !

核苷酸改变 突变效果

突变 #

核苷酸改变 突变效果

例 # WH!=

F7!%%>VP'

!

S??D1

F7!%%>VP'

!

S??D1

例 > WH" F7!$""RP9 5=?=U F7!$""RP9 5=?=U

例 D WH!! F7!D##'PR SD$"T F7!D##'PR SD$"T

例 ? WH@# WH" F7!#?VPR W>#U F7!$""RP9 5=?=U

例 @ WH@# WH" F7!#?VPR W>#U F7!$""RP9 5=?=U

例 " WH"#WH!! F7!$""RP9 5=?=U F7!D##'PR SD$"T

例 !$ WH!! F7!D##'PR SD$"T F7!D##'PR SD$"T

例 !! WH!! F7!D##'PR SD$"T F7!D##'PR SD$"T

&&注*

!

新突变# WH外显子

!!"

# # #

$

%

& % % % %& &

&&图 $H7J$##MNRC纯合突变的基因测序结果

!""#$%

&""#$%

'""#$%

(""#$%

)""#$%

*""#$%

+ ,

+-./0.

&&图 !H7J$##MNRC纯合突变的 FCBOBSTF结果
&野

生型1'S产物经 L3:=9C酶切后生成 #$@ G0,D= G0,#! G0$未显示%=

个片段)该患儿携带F7!%%>VP'纯合突变)1'S产物经酶切后生成

#$@ G0,@> G0两个片段(

T*野生型#\* 突变型

!7UH治疗随访

!! 例患儿除例 D 在诊断时死亡外)余 !$ 例患

儿在生后 = 个月至 >7" 岁开始接受生物素治疗

$!$ N>$ /;O2%)其中 > 例辅助肉碱,低蛋白饮食治

疗( 治疗起效快)约 > ND 2 后临床症状好转)治疗

! N#周后临床症状包括皮疹,糜烂等消失)酸中毒纠

正)血乳酸,血氨恢复正常)以后单纯生物素维持治

疗)治疗 # N? 月血,尿中异常代谢产物逐步下降至

正常或接近正常( ! 例治疗 > 个月自行停服生物

素)皮疹等症状复发)再治疗 # 周后症状消失( !$

例患儿至今治疗疗程 D 月至 = 年)末次随访年龄 !>

月至 @ 岁)生物素维持剂量为 D N=$ /;O2)血 'DM

bK浓度为 $7D$ f$7>%

$

/,6Oc)尿有机酸异常代谢

产物均正常( 所有患儿营养,体格及生长发育正常(

除 !例智能发育落后外)余 % 例智能发育接近正常)

其中 D例患儿接受智能测试)智商$"?7# f!!7@%分(

IH讨论

日本 曾 报 道 K'L 缺 陷 病 的 发 病 率 约

!O!$$ $$$

!@"

#我国对于该病的发病率尚无报道( 根

据本研究室多年临床资料分析)在 \'U中 K'L 缺

陷病较多见)而 BRU缺陷病相对少见( 由于 K'L

活性下降)不能催化生物素与生物素依赖的羧化酶

$乙酰',9羧化酶)丙酰',9羧化酶)丙酮酸羧化酶

及 =M甲基巴豆酰 ',9羧化酶%结合)从而影响上述

生物素依赖的羧化酶的活性)使脂肪酸合成,糖原异

生及氨基酸的分解代谢发生障碍)乳酸,=M羟基异戊

酸,=M甲基巴豆酰甘氨酸,甲基枸橼酸及 =M羟基丙酸

等异常代谢产物在体内蓄积)出现不同程度的临床

+!!?+
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症状!""

( K'L缺陷病患儿多在新生儿,婴儿早期发

病!%"

)本研究报道的 !! 例 K'L 缺陷病患儿发病集

中在生后 = 周至 ? 月)仅 = 例 ! 岁后发病( 该病临

床表现无特异性)单纯依靠常规生化检测难以鉴别)

易误诊( 本报道中 ! 例患儿在诊断时已死亡)因此

该病如未能及时治疗)死亡率较高!!$"

(

本研究单位自 #$$= 年开展\LO\L遗传代谢病

筛查以来)在 @ @$$ 余例临床高危患儿中发现了 !!

例K'L缺陷病( K'L 缺陷病在高危儿中的发病率

约 $7!>Q$!!O@ @$$%( \LO\L 检测血 'DMbK增高

及尿V'M\L检测 =M甲基巴豆酰甘氨酸增高是诊断

\'U的主要指标)由于丙酰 ',9羧化酶活性受影

响)患儿可伴血丙酰肉碱或O和丙酰肉碱O游离肉碱,

丙酰肉碱O乙酰肉碱增高( 尿 =M羟基丙酸,丙酰甘

氨酸,甲基枸橼酸,甲基巴豆酰甘氨酸,乳酸,丙酮酸

及酮体增高!!!"

( 单纯依靠上述质谱技术不能鉴别

K'L缺陷病和BRU缺陷病)需通过酶活性测定及基

因突变分析进一步鉴别( 由于 K'L 活性测定较困

难)临床上对 \'U患儿常规通过 BRU活性测定来

鉴别*BRU活性低于正常者比值的 =$Q者诊断为

BRU缺乏)酶活性正常者考虑K'L 缺陷病( 本研究

!! 例患儿BRU活性均大于正常人比值的 =$Q( 随

着基因诊断技术的普及)可通过对 K'L 患儿进行

K'L基因突变分析)以从分子生物学角度证实临床

诊断( 本研究对 "例K'L患儿基因突变分析结果显

示)这些患儿的两个等位基因均存在K'L 基因突变)

分别来源于父母)发现的 > 种突变中 F7!D##'PR

$SD$"T%和 F7!$""RP9$5=?=U%可能是中国 K'L

缺陷病患儿中的热点突变!@%Q$!!O!>%")本研究

! 例患儿 # 个等位基因均携带F7!%%>VP'新变异)

经全部外显子及侧翼序列测序未发现其他突变)考

虑该突变可能是致病突变)导致 ??D 位上的 94;被

14,替代)有条件可进一步通过体外表达研究证实(

此外通过基因诊断可为产前诊断提供科学依据( 本

研究病例 D 已死亡)患儿父母希望生育第二胎)通过

基因突变分析显示该患儿携带 F7!D##'PR

$SD$"T%纯合突变$已报道%)因此可以为此家庭提

供产前诊断(

K'L缺陷病患儿生物素治疗疗效显著)疾病初

期合并代谢性酸中毒或高氨血症时需补充肉碱,限

制蛋白质摄入,大量葡萄糖供能等治疗( !$ 例 K'L

缺陷病患儿生物素治疗有效)多数患儿生物素

!$ N>$ /;O2治疗数日至 # 周)临床症状明显改善)

生化指标正常化)尿异常代谢产物也随之快速下降

至正常)但血 'DMbK浓度下降较缓慢)需增加生物

素剂量至 =$ N>$ /;O2后才明显下降( 有文献报道

部分患儿需要的生物素治疗剂量较大)甚至高达

!$$ /;O2)但有些病例即使在使用大剂量生物素治

疗后病情仍有进展!!#"

( 生物素治疗剂量及效果的

差异可能与患儿的基因型有关( 有报道已证实突变

F7!D##'PR$SD$"T%发生的区域可能是生物素结

合位点)从而导致酶与生物素的结合能力下降)体外

表达证实此突变导致的残余酶活性高于其他突变者)

对生物素治疗应答性好!!="

( 突变 F7!$""RP9

$5=?=U%经体外表达证实)在相同的生物素浓度下)

该突变导致的残余酶活性比突变SD$"T低)对生物

素治疗为中等应答性!!="

( 但本研究 " 例经基因诊

断的患儿未发现基因型与临床表型及治疗疗效方面

存在显著关系( 此外)本研究中 ! 例患儿停药后复

发)因此需长期治疗(
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