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实验室筛查与诊断新技术在遗传代谢病中的应用
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摘要：遗传代谢病涉及多种物质代谢异常，临床症状复杂多样，造成患儿生长发育障碍，严重影响着人口的素质和生存质量，

因此对遗传代谢病的防控极为重要。近年来，遗传代谢病的筛查与诊断技术不断有新的进展。质谱技术在遗传代谢病中的

广泛应用极大地提高了检测效率，分子诊断技术在遗传代谢病筛查和诊断中具有不可替代的作用，微流体技术也开始应用于

遗传代谢病筛查领域。该文从遗传代谢病的筛查与诊断新技术，包括质谱技术、分子诊断技术、微流体技术等方面作一综述，

探讨实验室筛查与诊断新技术在遗传代谢病中的应用，面临的挑战以及未来发展方向。
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　 　 遗传代谢病又称先天性代谢异常（ｉｎｂｏｒｎ ｅｒｒｏｒｓ ｏｆ ｍｅｔａｂ
ｏｌｉｓｍ，ＩＥＭ或 ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＩＭＤ），是一大类有
代谢功能缺陷的复杂遗传病，涉及氨基酸、有机酸、脂肪酸、

尿素循环、碳水化合物、类固醇、金属、溶酶体等多种物质代

谢障碍的疾病，主要由于基因突变导致机体生化代谢紊乱或

酶活性改变，代谢产物蓄积，具有高度的遗传异质性［１］。研

究表明，大多数 ＩＥＭ属于单基因遗传病，以常染色体隐性遗
传或 Ｘ连锁隐性遗传为主［２］。ＩＥＭ 临床表型广泛且通常是
非特异性的，并且症状的出现可发生于从胎儿到成年的任何

年龄，尽管单一病种发病率较低但总体发病率较高，因此，

ＩＥＭ严重影响着人口的素质和生存质量。目前许多 ＩＥＭ 可
防、可治，饮食治疗、药物治疗、手术治疗及基因治疗等可不

断改善部分患者的预后。对高危患儿进行 ＩＥＭ筛查，能够及
时对疾病做出早期诊断，为患儿的治疗、遗传咨询等方面提

供个体化方案。

目前 ＩＥＭ实验室检测技术包括酶联免疫法、荧光法、气
相色谱质谱技术（ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ ／
ＭＳ）、串联质谱技术（ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ ／ ＭＳ）及下
一代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）等［３］。随着

分子诊断学、分子遗传学及基因测序、数字微流体等技术的

快速发展，ＩＥＭ的筛查与检测取得了巨大成效。本文主要综
述了实验室筛查与诊断技术在遗传代谢病中的应用。

１　 质谱技术

　 　 质谱技术主要是物质被电离成具有不同质荷比（ｍ ／ ｚ）
的带电粒子，这些带电粒子根据 ｍ ／ ｚ的大小在空间或时间上
分离，形成图谱，通过测定离子峰的强度来确定化合物的分

子质量、分子结构和样品浓度。目前，ＩＥＭ 的筛查与诊断中
常用的质谱技术有 ＧＣ ／ ＭＳ、ＭＳ ／ ＭＳ及其他质谱技术等。
１．１　 ＧＣ ／ ＭＳ　 ＧＣ ／ ＭＳ是由色谱分析仪和质谱分析仪两部分
组成，它通过气相色谱仪将混合物中的组分分离后再通过质

谱仪对分离的组分进行鉴定（定性分析）以及计算出精确的

量（定量分析）。由于 ＩＥＭ中异常的代谢物质主要通过尿液

排泄，因此，检测尿中特征性代谢产物的种类和含量的变化，

能够为 ＩＥＭ的诊断提供可靠的依据。ＧＣＭＳ 技术具有高灵
敏度、高特异性、高分离度、数据处理自动化、一次可检测多

种异常代谢产物等优点，可以从尿液中检测出 １３２ 种有机
酸，用于 ４０多种代谢病的诊断，是目前常用的遗传代谢病检
测方法之一。

自 １９６６年 Ｔａｎａｋａ报道通过气相色谱质谱联用仪发现首
例异戊酸血症以来，ＧＣＭＳ在遗传代谢病的筛查与诊断中广
泛应用，并成为有机酸尿症的主要诊断方法［４］。罗小平等［５］

在 ２００３ 年时将 ＧＣ ／ ＭＳ 技术引入国内。田国力等［６］采用

ＧＣＭＳ技术对 ５ ７７８例遗传代谢病高危儿尿液中 １３２种代谢
产物进行检测，共有 １０６例患儿被明确诊断出 １７ 种疾病，证
实了 ＧＣＭＳ技术对有机酸代谢异常和部分氨基酸代谢异常
诊断具有特异性。

尿液作为最常用的生物基质之一，具有无创性、背景物

质少等优点，由于尿代谢产物受多种因素如饮食、饮水量或

疾病状态等影响，故而 ＧＣ ／ ＭＳ 检测尿有机酸存在一定的假
阴性。另外，采用 ＧＣＭＳ 技术对尿有机酸进行检测需对样
本进行前处理，且样本前处理步骤多，一份样本检测需要

１ ｈ，因此不适合使用 ＧＣＭＳ对大规模患者人群进行筛查，但
该技术仍然是目前最常用的遗传代谢病检测方法之一。

１．２　 ＭＳ ／ ＭＳ　 ＭＳ ／ ＭＳ 由 ２ 个质谱仪经 １ 个碰撞室串联而
成，理论上 ２～３ ｍｉｎ内可对 １ 个 ３ ｍｍ 滤纸干血片上几十种
代谢产物进行分析，判断数十种氨基酸、有机酸、脂肪酸氧化

代谢紊乱的疾病，实现了“１次实验检测多种疾病”［７］。样本
采用滤纸干血片，通过盐酸正丁醇衍生法及非衍生法 ２ 种样
本处理方法，对血中氨基酸及酰基肉碱水平进行检测，具有

高灵敏性、高特异性、快速、高通量的特点。顾学范等［８］于

２００２ 年通过 ＭＳ ／ ＭＳ 对遗传代谢病进行筛查及检测。
Ｃéｓｐｅｄｅｓ等［９］采用串联质谱法确定哥伦比亚新生儿血液中

氨基酸和酰基肉碱的浓度水平，并建立参考区间以进一步用

于 ＩＥＭ诊断，表明该技术在 ＩＥＭ 筛查方面具有较高的精确
性、准确性。除小分子物质外，目前 ＭＳ ／ ＭＳ 还可对一些大分

·９５３·临床检验杂志 ２０２０年 ５月第 ３８卷第 ５期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｍａｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．５

 基金项目：国家自然科学基金青年科学基金（２１８０３００９）；上海市科学技术委员会科研项目（１８４４１９０５１００）；上海市重中之重临床重点

专科建设项目（２０１７ＺＺ０２０１９）。

　 　 　 　 作者简介：张潇分，１９９０年生，女，住院医师，硕士研究生，主要从事新生儿遗传代谢病筛查工作。

　 　 　 　 通信作者：田国力，主任技师，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｓｃｒｅｅｎｉｎｇ＠ １２６．ｃｏｍ。



子物质如溶酶体贮积症（ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｓｔｏｒａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ，ＬＳＤｓ）、线
粒体疾病等进行检测［１０］。串联质谱技术已经发展成为遗传

代谢病筛查中应用广泛的分析技术。在我国，ＭＳ ／ ＭＳ 已用
于新生儿氨基酸代谢障碍、有机酸血症及脂肪酸氧化代谢障

碍等遗传代谢病筛查［１１］，并形成了新生儿疾病串联质谱筛

查技术专家共识［１２］。在 ＩＥＭ的诊断方面，通过 ＭＳ ／ ＭＳ分析
高危患儿血液中的氨基酸和酰基肉碱分布也得到了广泛

应用［１３］。

ＭＳ ／ ＭＳ也具有一定的局限性，一方面质谱仪价格昂贵，
另一方面 ＭＳ ／ ＭＳ 是一项非常复杂的系统，需要专业的技术
人员来操作，实验室质量控制要求高，同时也需要经验丰富

的医师结合临床或其他辅助诊断对结果进行正确判读，将

ＭＳ ／ ＭＳ与其他生化指标如酶学测定和分子生物学技术联合
应用也可帮助临床医生准确诊断患有可疑 ＩＥＭ的患儿。
１．３　 其他质谱技术 　 近年来，已经开发出商业化的超高性
能超临界流体色谱－串联质谱（ｕｌｔｒａｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｕｐｅｒ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＵＨＰＳＦＣＭＳ ／ ＭＳ）系统［１４］。该系统能将气相色谱（ｇａｓ ｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＧＣ）的分辨率与超高效液相色谱（ｕｌｔｒａｈｉｇｈ ｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＨＰＬＣ）的高通量功能结合在
一起，已用于临床上类固醇激素的检测，这项新技术由于其

复杂性，尚未完全应用于 ＩＥＭ的实验室筛查及诊断。

２　 分子诊断技术

　 　 体内的生化代谢物在疾病状态和环境等因素的作用下，
浓度水平会有所波动，在检测过程中会有一些假阳性率和假

阴性率的存在。基因突变检测相对于代谢物检测，结果更为

可靠，诊断价值更高。分子诊断技术对 ＤＮＡ 序列或对拷贝
数变异进行分析，找出基因病变的部位，不受生理状态和环

境的影响，还能够进一步检测出家族中杂合子的携带者。因

此，分子诊断在 ＩＥＭ 的病因学诊断中占据重要地位［１５］。目

前 ＩＥＭ 筛查的分子诊断技术主要包括 ＰＣＲ 技术、基因芯片
技术、高通量测序等。

２．１ 　 ＰＣＲ 技术 　 ＰＣＲ 技术包括高分辨率熔解曲线分析
（ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＲＭ）、多重连接依赖式探针
扩增分析（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＭＬＰＡ）等。ＨＲＭ可以对超长脂酰辅酶 Ａ脱氢酶缺乏等已知
突变或热点突变进行检测，是一种敏感性强、特异性高的检

测技术，目前已用于多种 ＩＥＭ 基因突变的检测［１６］。孙婧婧

等［１７］采用 ＨＲＭ技术快速诊断 １ 例瓜氨酸血症Ⅰ型患儿的
ＡＳＳ１基因纯合突变。Ｉｓｌａｍ等［１６］使用酶法和 ＨＲＭ分析法对
６３例临床可疑女性进行了 Ｇ６ＰＤ 状态评估，结果发现除了
Ｇ６ＰＤ酶测定，ＨＲＭ曲线分析可作为对 Ｇ６ＰＤ 杂合子有效补
充分析方式。

此外，ＭＬＰＡ可以对染色体异常或基因的拷贝数变异进
行分析（如复制或缺失），检测单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰｓ）和点突变，对 ｍＲＮＡ 进行量化。目
前可应用于众多研究领域，如先天性肾上腺皮质增生症、苯

丙酮尿症、假性甲状旁腺机能减退、丙酸血症等［１８１９］。ＭＬＰＡ
是一种具有高灵敏度、高特异性、高通量的检测技术，具有准

确性高，重复性好的特点。Ｎａｇａｓａｋｉ等［２０］通过 ＭＬＰＡ技术对
１ 例有神经肌肉症状的假性甲状旁腺功能减退症 Ｉｂ 型

（ＰＨＰＩｂ）患者 ＧＮＡＳ基因进行检测，结果发现其 ＧＮＡＳ 基因
外显子 Ａ ／ Ｂ的甲基化缺陷并涉及 ＧＮＡＳ 邻近基因 ＳＴＸ１６ 外
显子 ４～６的微缺失，表明ＭＬＰＡ是筛查临床非典型症状患者
ＧＮＡＳ突变的有效工具。
２．２　 基因芯片技术 　 染色体微阵列芯片分析（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＭＡ）即染色体基因组芯片，也称基因芯
片技术。与传统遗传学检测方法相比，基因芯片技术具有高

通量的特点，它能够在 １张芯片上对整个基因组的基因拷贝
变异（ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，ＣＮＶｓ）进行检测。同时，基因芯
片检测效率较高，能够检测小于 １×１０５ ｂｐ 甚至 １×１０３ ｂｐ 的
拷贝数变异。由于 ＩＥＭ种类繁多，５０％ ～ ７０％的 ＩＥＭ 发生在
儿童，以智力发育迟缓合并其他组织器官异常多见，临床表

现复杂。目前基因芯片技术在不明原因的儿童发育迟缓、智

力落后、多发畸形等方面的临床应用已获得美国 ＦＤＡ 批准，
在该方面的应用相对成熟［２１］。近几年，我国 ＣＭＡ 的临床应
用逐步推广，为众多遗传病患者提供了精确分子诊断，形成

了 ＣＭＡ在儿科遗传病的临床应用专家共识，共识中对具有
以下临床表型的疾病，建议将 ＣＭＡ 作为一线检测手段，包
括：（１）不明原因的智力落后和（或）发育迟缓；（２）非已知综
合征的多发畸形；（３）自闭症谱系障碍。
２．３　 Ｓａｎｇｅｒ测序　 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术属于经典的基因诊断技
术，能够将基因中部分小片段的插入 ／缺失突变以及大部分
的点突变检测出来。是目前在 ＩＥＭ 实验室筛查与诊断中应
用最为广泛、最成熟的分子诊断技术。谢波波等［２２］采用

Ｓａｎｇｅｒ测序对 １例瓜氨酸血症Ⅰ型进行家系基因检测，并对
ＡＳＳ１基因 １４ 个外显子进行 ＤＮＡ 测序，检测到患儿存在
ｃ．９５１ｄｅｌＴ（Ｆ３１７ＬｆｓＸ３７５）和 ｃ．１０８７Ｃ ＞Ｔ （Ｒ３６３Ｗ）２个杂合突
变，并阐明其病因，为该病的诊断和遗传咨询提供依据。但

由于 Ｓａｎｇｅｒ测序技术通量不足，检测范围有限，使其在应用
上还存在一定的局限性。

２．４　 ＮＧＳ　 ＮＧＳ能够在一次实验中快速完成对个体的全基
因组测序，检测单个个体全部的 ＤＮＡ 序列，对 ＤＮＡ 序列的
点突变、重复、缺失及序列多态性等进行揭示，相对于传统的

Ｓａｎｇｅｒ测序技术，具有高灵敏度、高通量，低成本的优势，在
单基因遗传病的基因筛查和诊断中具有广阔的临床应用前

景。ＮＧＳ技术按测序目标序列的大小，可分为全基因组测序
（ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）和靶向重测序。靶向重测序
又可分为全外显子组测序（ｗｈｏｌｅ ｅｘｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）、临
床外显子组测序（ｍｅｄｉｃａｌ ｅｘｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＭＥＳ）、靶向疾病
基因包（Ｐａｎｅｌ）等。基于下一代测序技术，特别是利用 ＷＥＳ
和 ＷＧＳ 两种方法发现基因变异，被越来越多的应用于 ＩＥＭ
的筛查与临床诊断中。近年来，利用 ＮＧＳ 技术进行 ＩＥＭ 分
子诊断的研究获得越来越多的关注。目前，已建立了针对脂

质沉积性肌病［２３］、溶酶体贮积病［２４］、婴儿型线粒体疾病［２５］、

先天性糖基化缺陷病［２６］等疾病的分子诊断方法，取得了良

好的效果。

有学者采用 ＮＧＳ技术对 ７２例高危患儿进行 ＷＥＳ，共发
现了 ９８ 个不同的突变，其中 ２７ 个未见报道，其还发现
４３．０６％（３１ ／ ７２）的患儿患有 １１种常见疾病，其中多数是 ＩＥＭ
和神经遗传性疾病［２７］。Ｙａｎｇ等［２８］应用 ＷＥＳ 技术对 ２５０ 个
不同表型的遗传性疾病患者进行了检测，结果发现至少有

２５％的患者得到明确的基因诊断。Ｌｉｎｄｓｔｒａｎｄ等［２９］对高危患
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儿 ＩＭＥ的诊断使用短读 ＷＧＳ，结果发现相比于临床染色体
微阵列分析（ＣＭＡ），其总体诊断率提高了 ２７％，使用ＷＧＳ还
可以高精度检测到各种结构变异（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｎｔ，ＳＶ），由
于 ＷＧＳ 数据可以分析单核苷酸变异（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｖａｒｉａｎｔｓ，ＳＮＶ），单亲二倍体（ｕｎｉｐａｒｅｎｔａｌｄｉｓｏｍｙ，ＵＰＤ）和短串
联重复序列（ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ），故而在临床诊断实验
室中常用于综合基因测试。

ＮＧＳ技术已成为目前诊断 ＩＥＭ 新致病基因的重要研究
工具。但由于 ＮＧＳ 技术还在发展中，临床应用的时间也较
短，对于新发现的 ＤＮＡ突变需进一步验证，对于意义不明的
新突变亦需进一步进行功能学的研究，确定其是否具有临床

意义。对于某些 ＤＮＡ变异，其致病性不能确定；对于查出的
一些致病基因，患儿会何时发病也不能确定；发病后何时干

预以及如何进行干预、如何做好遗传咨询；建立实验室标准

化操作；以上都会给 ＮＧＳ 技术在 ＩＥＭ 中的全面应用带来极
大的挑战。

３　 数字微流体技术

　 　 数字微流控技术（ｄｉｇｉｔａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ，ＤＭＦ）是一种新兴
的液体处理技术，可以在软件控制下将液体作为离散的微滴

进行处理。这些皮升至微升大小的液滴，每个都可以作为化

学反应的微容器，使流体在其中分配、运输、混合、孵育和

检测。

ＤＭＦ技术是一种经济高效的新平台，目前用于 ＩＥＭ 实
验室筛查的免疫测定和酶活性测定方法都可以在一次性微

芯片上进行。将 ＤＭＦ 技术和纳米电喷离子化 ＭＳ ／ ＭＳ 结合
使用，可将样本提取、衍生化和代谢物分析整个过程集中在 １
个芯片上，整个过程中消耗的样品和试剂大约是等效台式测

定所需的样品和试剂的 １％，很大程度上增加检测通量，减低
检测成本［３０］。高通量 ＤＭＦ平台（又称为 ＳＥＥＫＥＲ）最近获得
了美国 ＦＤＡ的授权，该平台可以针对 ４种溶酶体酶进行多重
测定，可以同时筛查包括Ⅰ型粘多糖贮积病（ｍｕｃｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｏｓｉｓ ｔｙｐｅ Ｉ，ＭＰＳＩ）、庞贝氏症（Ｐｏｍｐｅｄｉｓｅａｓｅ）、戈谢病（Ｇａｕ
ｃｈｅｒｄｉｓｅａｓｅ）和法布里病（Ｆａｂｒｙ）在内的 ４ 种溶酶体贮积病
（ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｓｔｏｒａｇｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＬＳＤ），并且已经加入了美国新生
儿筛查计划中［３１］。除了免疫学和酶学检测，还可使用基于

ＤＭＦ的微芯片和控制设备对 ＤＮＡ进行扩增。有学者通过基
于 ＤＮＡ 方法的 ＤＭＦ 技术对 Ｔ 细胞受体切除环（Ｔｃｅｌｌ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｃｉｒｃｌｅｓ，ＴＲＥＣ）进行检测，以筛查新生儿或高
危患 儿 重 症 联 合 免 疫 缺 陷 （ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）［３２］。以上方法表明，ＤＭＦ 技术在 ＩＥＭ 筛查
和检测中具有较大的临床应用潜力。

４　 结语

　 　 个体化医疗与精准医疗的快速发展很大程度上依赖于
准确、可靠的检测结果。高新检测技术如质谱技术、分子诊

断技术和微流体技术有望在 ＩＥＭ 实验室检测领域带来革命
性的变化。随着 ＩＥＭ 各种诊断新技术的快速发展，将规范
化、标准化贯穿于整个检测过程，才能最大程度上使新技术

在 ＩＥＭ检测中获得收益，临床医师也应提高对结果的正确解
读能力。目前来讲，将各种筛查技术联合应用可对 ＩＥＭ进行
全面检测，能显著提高灵敏度及特异性，避免单一方法的漏

诊，这也是未来的发展方向之一。
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