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液相串联质谱技术在高危婴幼儿遗传代谢病临床筛查诊断中的应用研究
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　　摘　要：目的　探讨液相串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）技术在遗传代谢病高危儿童筛查中的应用价值，并为科学防治提供参考。方

法　采用血滤纸片对２４６例可疑遗传代谢病患儿采集血液样本，利用ＬＣＭＳ／ＭＳ技术进行血液样本筛查，上述患儿均在宁夏医

科大学总医院或银川地区其他综合性医院就诊。结果　ＬＣＭＳ／ＭＳ筛查结果３０例患儿阳性，阳性率为１２．２％，其中９例患儿为

甲基丙二酸血症，４例患儿为异戊酸血症，６例患儿为苯丙酮尿症，２例患儿为丙酸血症，１例患儿瓜氨酸血症，１例患儿为长链酰

基辅酶Ａ脱氢酶缺乏症，１例为线粒体三功能蛋白缺乏症，１例患儿患糖尿病，３例患儿同型胱氨酸尿症，２例患儿精氨酸琥珀酸

尿症。结论　ＬＣＭＳ／ＭＳ技术在遗传代谢病的筛查诊断中高效、准确，是遗传代谢病筛查的有效工具。
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　　遗传代谢病是因维持机体正常代谢所必需的某些由多肽

或蛋白组成的酶、受体、载体及膜泵生物合成发生遗传缺陷，即

编码这类多肽的基因发生突变而导致的疾病。目前已发现的

遗传代谢病超过５００种
［１］，其中有苯丙酮尿症、甲基丙二酸血

症、丙二酸血症、戊二酸血症、戈谢病、法布里病等疾病。这类

疾病通过适当的措施是可治疗和控制的，患儿在早期没有特别

的临床表现，容易忽视、误诊、漏诊或难以确诊，一旦出现临床

症状，对患儿的损害将不可逆转。为了达到早发现、早诊断、早

治疗的目的，高危儿筛查被广泛应用于临床中，筛查是用快速，

简便，灵敏检验方法，对一些危及儿童生命、危害儿童生长发育

或导致儿童智力障碍的一些先天性、遗传性疾病进行群体检

查，以便对疾病做出早期诊断［２］。本文将血滤纸片法液相串联

质谱技术应用于筛查诊断中，通过筛查了解宁夏地区遗传代谢

病的阳性率和发病种类，为今后开展此类疾病的防控提供

参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１０年７月至２０１２年７月由宁夏医科

大学总医院及银川地区其他几家综合性医院收治遗传代谢病

疑似高危婴幼儿２４６例，其中住院患儿１０７例，门诊患儿１３９

例，男１４７例，女９９例，年龄小于１岁患儿８７例，１～３岁患儿

１５９例，患儿临床表现有不明原因的拒乳、喂养困难、厌食、营

养不良；嗜睡、昏迷及意识障碍、肌张力异常；黄疸持续不退、肝

脾肿大、慢性腹泻、反复呕吐、抽搐等；智力落后、生长发育迟

缓、精神行为异常；部分实验室检查结果显示有难以纠正的酸

中毒、电解质紊乱、多器官功能紊乱、低血糖、高血氨、高乳酸血

症等，本实验患儿家长或监护人均自愿参加，并签署知情同

意书。

１．２　材料与试剂　干滤纸片由美国ＣＤＣ公司生产的型号为

２５２４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３５期
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Ｓ＆Ｓ９０３滤纸片，抽静脉血滴于滤纸片上，直径约１０ｍｍ，室温

下凉干，－２０℃冰箱保存待测。盐酸正丁醇、甲醇、乙酰氯、乙

腈等均为高效液相色谱级，氮气纯度为９９．９９９％。同位素内

标均购自美国ＣＩＬ公司，酰基肉碱内标８种和氨基酸内标１２

种，分别为：２Ｈ３棕榈酰肉碱、２Ｈ９游离肉碱、２Ｈ３丁酰肉碱、

２Ｈ９肉豆蔻酰肉碱、２Ｈ３乙酰肉碱、２Ｈ９异戊酰肉碱、２Ｈ３辛

酰肉碱、２Ｈ３丙酰肉碱；２Ｈ２鸟氨酸、２Ｈ２瓜氨酸、２Ｈ３谷氨

酸、２Ｈ３蛋氨酸、２Ｈ３天冬氨酸、２Ｈ３亮氨酸、２Ｈ４丙氨酸、

２Ｈ５苯丙氨酸、２Ｈ８缬氨酸、１３Ｃ６酪氨酸、１５Ｎ，２１３Ｃ甘氨

酸、２Ｈ４，１３Ｃ精氨酸。所有同位素内标均用高效液相色谱级

甲醇稀释，于４℃冰箱中保存，所有工作液要求１月内用完。

１．３　方法　采用血滤纸片法采集血液标，采集点选择患儿的

手指或足跟，将采集的标本滴于血滤纸片上形成均匀的血斑，

置于空气中自然干燥６ｈ以上，干燥的标本滤纸片用塑料袋封

存，－２０℃保存待检
［３］；标本检定时先用打孔器将血滤纸片打

出５个直径为３ｍｍ的圆形纸片，４个作为质控，１个作为空

白，取制备好的干滤纸血片置于９６孔过滤板中，将含有酰基肉

碱和氨基酸同位素内标的甲醇液加入孔中，室温放置１０ｍｉｎ，

密封震荡２０ｍｉｎ，萃取血滤纸片中的酰基肉碱和氨基酸内标

物，萃取后离心至另一聚丙烯板中，５０℃下加热吹干，加入盐

酸正丁醇后用 Ｔｅｆｌｏｎ膜覆盖，将检测样品置于恒温箱中１５

ｍｉｎ，温度控制在６５℃，又于５０℃加热吹干，加入乙腈使其溶

解，铝膜覆盖，即可上样检测［４］。仪器设置与资料分析：流动

相：８０％乙腈，流速：３０μＬ／ｍｉｎ，检测时间：２．５ｍｉｎ，自动进样：

每次１０μＬ，单次测定均采用３种扫描方式同时检测，３种方式

分别为：母离子扫描酰基肉碱ｍ／ｚ：８５Ｄａ，扫描范围：２１０～５０５

ｍ／ｚ；中性丢失扫描中性氨基酸，ｍ／ｚ：１０２Ｄａ，扫描范围：１４０～

２８０ｍ／ｚ；２Ｈ３亮氨酸、２Ｈ２鸟氨酸、２Ｈ３天冬氨酸、２Ｈ４，１３Ｃ

精氨酸采用多反应监测。以上内标同位素采用ＣＶＴＭ软件结

合ＳＩＬＨＴｃ自动取样器进行定量分析，根据同位素内标及氨

基酸和酰基肉碱的离子峰强度，自动计算样品中氨基酸和酰基

肉碱的浓度。

１．４　质量判断标准　参考王婵等
［５］的研究结合美国Ｐｅｄｉａｔｒｉｘ

公司的疾病筛查诊断标准，同时考虑ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ检测到特异

指标、临床表现、常规实验室检查，对检测对象进行综合筛查

诊断。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件对资料进行统计分

析，计量数据用狓±狊表示；组间比较采用两独立样本狋检验，

计数资料组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　临床资料分布及结果分析　筛查显示阳性患儿３０例，阳

性率为１２．２％，阳性患儿在年龄及性别方面基本无差异，但住

院患儿筛查出遗传代谢病的概率相比门诊患儿大大增加，见

表１。

２．２　临床表现统计　由表２可见，厌食或营养不良、嗜睡或昏

迷、生长发育迟缓是患儿最主要的临床表现，这些临床表现隐

蔽、不易察觉，临床治疗时容易误诊。

表１　　阳性患儿基本资料分布统计结果（狀）

筛查结果 阳性例数
年龄

＜１岁 １～３岁

就诊形式

住院 门诊

性别

男 女

甲基丙二酸血症 ９ ５ ４ ６ ３ ４ ５

异戊酸血症 ４ ２ ２ ３ １ ３ １

苯丙酮尿症 ６ ４ ２ ４ ２ ２ ４

丙酸血症 ２ ０ ２ １ １ １ １

瓜氨酸血症 １ １ ０ １ ０ １ ０

线粒体三功能蛋白缺乏症 １ １ ０ １ ０ ０ １

长链酰基辅酶Ａ脱氢酶缺乏症 １ ０ １ １ ０ １ ０

同型胱氨酸尿症 ３ ２ １ ２ １ ２ １

精氨酸琥珀酸尿症 ２ １ １ １ １ ２ ０

枫糖尿病 １ ０ １ １ ０ １ ０

合计 ３０ １６ １４ ２１ ９ １７ １３

表２　　不同病征患儿临床表现统计结果（狀）

筛查结果 总例数 肌张力异常 嗜睡或昏迷 精神异常 生长发育迟缓 厌食或营养不良 肝脾肿大

甲基丙二酸血症 ９ １ １ ０ ２ ４ １

异戊酸血症 ４ ０ １ ０ １ ２ ０

苯丙酮尿症 ６ １ ２ １ １ １ ０

丙酸血症 ２ ０ ０ ０ １ １ ０

瓜氨酸血症 １ ０ ０ １ ０ １ ０

线粒体三功能蛋白缺乏症 １ １ １ ０ １ ０ ０

长链酰基辅酶Ａ脱氢酶缺乏症 １ １ １ ０ ０ ０ ０

同型胱氨酸尿症 ３ ０ １ ０ １ １ １

精氨酸琥珀酸尿症 ２ ０ ０ ０ ０ ２ ０

枫糖尿病 １ ０ １ ０ ０ ０ １

合计 ３０ ３ ７ １ ６ １２ １
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３　讨　　论

遗传代谢病是指维持机体正常代谢必需酶、蛋白等发生基

因突变，使正常机体的某种功能发生改变所表现出的一系列病

理性临床症状，该类疾病已位于中国疾病谱的前列，虽然单个

病种的发病率相对较低，但由于种类繁多，总体发病率则较高，

并且该类疾病呈进行性发展和加重，对于患儿的损伤也是不可

逆的，因此早期诊断和治疗，成为防控该类疾病的关键［６］。遗

传代谢病的临床筛查诊断，单纯依靠实验室常规检查，一些异

常变化无法解释和诊断，在此背景下遗传代谢病筛查方法，逐

渐成为临床医生和疾病控制部门关注的焦点，早期的筛查方法

操作繁琐，所能筛查的病种也极为有限［７］，在临床需求的推动

下，气相色谱质谱联用技术、串联质谱联用技术及基因分析技

术等一系列高效、快速的筛查手段被应用于临床，这些筛查方

法在临床快速诊断遗传代谢病发挥了重要作用，特别是ＬＣ技

术是当前进行高危筛查最有效和简便的方法。

ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ技术能在几分钟内对标本进行几十种代谢产

物分析，目前可用于３０多种遗传代谢病的筛查，因其比传统的

筛查手段更具特异性、灵敏性及高效率［８１１］，能在无临床症状

或处于症状前期时发现疾病，为遗传代谢病的及时治疗赢得时

间。本文此次筛查结果显示阳性率为１２．２％（３０／２４６），遗传

代谢病中甲基丙二酸血症高达３．７％（９／２４６），阳性样本中有

厌食或营养不良表现的患儿高达４０．０％（１２／３０），其中住院患

儿筛查出遗传代谢病的概率大大高于门诊患儿，这是由于住院

患儿细微的异常，容被更具专业知识的医护人员观察到，而患

儿父母或家属对患儿细微的异常行为容易忽视，早期筛查有利

于早期介入干预，有利于提高临床医疗工作者对先天性遗传代

谢性疾病的重视［１２１５］。另外，本文还将干血滤纸片应用筛查

中，这有利于样本的采集、传递和保存，对于遗传代谢病的大规

模筛查诊断提供了便利。
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迎投稿。

４５２４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３５期




