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高苯丙氨酸血症检测技术联合应用及家系基因研究*
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  摘 要:目的 通过分析该院近3年新生儿高苯丙氨酸血症(HPA)筛查结果,了解该地区 HPA筛查技术

应用及家系基因变异情况,可进一步提高筛查、诊治、产前诊断的能力。方法 采用荧光法和串联质谱法检测

2018年1月至2020年12月自愿接受筛查的128
 

997例新生儿足跟血苯丙氨酸(Phe)浓度,对筛查阳性者进行

血串联质谱、生化、尿气相色谱、基因等相关检测进行确诊。结果 两种检测方法均能有效检出11例确诊

HPA患儿。筛查的128
 

997例新生儿中有11例确诊为HPA患儿,其中轻度 HPA患儿
 

2例,经典型PKU患

儿
 

9例;由2例家系基因结果发现新发变异c.155T>G。结论 该研究综合分析了 HPA发病率、家系基因变

异及荧光法、串联质谱法和基因检测3种主要方法联合应用的最新情况,有助于新生儿遗传代谢病筛查质量的

提高、HPA患儿的早期诊治、遗传咨询等。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

results
 

of
 

neonatal
 

hyperphenylalaninemia
 

(HPA)
 

screening
 

in
 

the
 

past
 

three
 

years
 

in
 

a
 

hospital
 

to
 

understand
 

the
 

application
 

of
 

HPA
 

screening
 

technology
 

and
 

family
 

gene
 

mu-
tations

 

in
 

this
 

region,which
 

can
 

further
 

improve
 

the
 

ability
 

of
 

screening,diagnosis
 

and
 

treatment,and
 

prenatal
 

diagnosis.Methods Fluorescence
 

and
 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

heel
 

blood
 

phenylal-
anine

 

concentration
 

of
 

128
 

997
 

newborns
 

who
 

were
 

voluntarily
 

screened
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

December
 

2020.
Those

 

who
 

were
 

screened
 

positive
 

were
 

subjected
 

to
 

blood
 

tandem
 

mass
 

spectrometry,biochemistry,gas
 

chro-
matography

 

and
 

mass
 

spectrometry,gene
 

and
 

other
 

related
 

tests
 

were
 

used
 

to
 

confirm
 

the
 

diagnosis.Results 
The

 

two
 

methods
 

were
 

effective
 

in
 

detecting
 

11
 

children
 

with
 

HPA.11
 

of
 

the
 

128
 

997
 

newborns
 

screened
 

were
 

diagnosed
 

with
 

HPA,including
 

2
 

children
 

with
 

mild
 

HPA
 

and
 

9
 

children
 

with
 

classic
 

PKU.A
 

new
 

mutation
 

c.
155T>G

 

was
 

found
 

from
 

the
 

gene
 

results
 

of
 

2
 

cases.Conclusion This
 

study
 

comprehensively
 

analyzed
 

the
 

latest
 

situation
 

of
 

the
 

HPA
 

incidence,family
 

gene
 

variation
 

and
 

the
 

combined
 

application
 

of
 

the
 

three
 

main
 

methods,including
 

fluorescence,tandem
 

mass
 

spectrometry
 

and
 

gene
 

detection,which
 

will
 

help
 

improve
 

the
 

quality
 

of
 

new
 

screening,early
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

children
 

with
 

HPA,genetic
 

counseling
 

and
 

so
 

on.
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  高苯丙氨酸血症(HPA)是一种常染色体隐性单

基因遗传病,主要分为两类:一类是由于苯丙氨酸羟

化酶(PAH)缺乏导致的苯丙酮尿症(PKU)和轻度

HPA,其中PKU最为常见;另一类是由于PAH的辅

酶 四 氢 生 物 蝶 呤 缺 乏 导 致 的 四 氢 生 物 蝶 呤 缺 乏

症[1-3]。上述酶的缺陷会导致血液苯丙氨酸(Phe)代

谢障碍和旁路毒性代谢产物积累,进而引发智力障

碍、发育迟缓、运动失调、黑色素缺乏、癫痫等不同程

度且不可逆损伤[4-5]。HPA患儿早期多无明显的临

床症状,不同的疾病类型其诊断和治疗方法也不同。
因此,不同HPA检测方法的联合应用有利于对疾病

进行鉴别诊断和对症治疗。我国北方尤其是西北地
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区HPA发病率普遍高于南方,具有人群和地域差异

性[5-6]。大多数 HPA患儿是由于PAH 基因突变所

致,种类多样,区域分布不同。本研究通过对本院近3
年新生儿足跟血Phe筛查情况进行回顾性分析,了解

本地区HPA主要检测技术的联合应用、发病率及患

儿家系基因变异等最新情况,为新生儿遗传代谢病筛

查质量的提高、产前诊断、扩充基因突变谱及遗传咨

询等提供参考依据。现将结果报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2020年12月在

本院进行HPA筛查的128
 

997例新生儿作为研究对

象,新生儿家属均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 按照《新生儿遗传代谢病筛查技

术规范》要求,新生儿出生2~7
 

d并充分哺乳,最迟不

超过出生后
 

20
 

d,采集足跟血滴于专用滤纸片上。血

斑要求至少3个且直径均大于
 

8
 

mm,自然渗透无污

染。血斑晾干后于
 

2~8
 

℃冷藏,及时递送至淄博市

医学遗传科新生儿疾病筛查中心。

1.2.2 检测方法 荧光法:采用美国Perkin
 

Elmer
(PE)公司的全自动P9打孔仪,打取直径3.2

 

mm干

血片于96孔U型板中,将PE公司的Phe测定试剂

和样品微孔板装载入全自动免疫荧光分析仪(GSP)
进行检测。串联质谱法:采用美国

 

Waters-TQ
 

Detec-
tor

 

串联质谱仪、Waters
 

2777c
 

自动进样器、Waters
 

1525高效液相色谱泵,PE公司的非衍生化多种氨基

酸、肉碱和琥珀酰丙酮测定试剂盒进行检测。打取

3.2
 

mm干血片于96孔U型板中,每孔加入
 

100
 

μL
 

含氨基酸、肉碱和琥珀酰丙酮内标的萃取液,贴上封

口膜。然后,45
 

℃恒温振荡孵育45
 

min,吸取75
 

μL
至96

 

孔V型板中,铝箔纸覆盖,琥珀酰丙酮衍生2
 

h
后上机检测。基因检测:应用基因捕获配合高通量测

序分析技术进行PAH基因检测,Sanger测序进行结

果验证。

1.3 结果判断 初筛阳性标本立即召回复查,复查

结果仍为阳性者通过血串联质谱、尿气相-色谱质谱、

尿蝶呤谱、红细胞二氢蝶啶还原酶测定、下一代测序

技术(NGS)等相关检测进行诊断,一旦确诊为 HPA
患儿,由本院专家负责建档案统一管理,并进行治疗

与随访。除四氢生物蝶呤缺乏症,按照血Phe浓度可

分为经典型PKU(Phe≥1
 

200
 

μmol/L)、中度PKU
(360~<1

 

200
 

μmol/L)、轻度 HPA(120~<360
 

μmol/L)。

1.4 质量控制 室内质量控制:每板均做低、高质控

品进行质量监测,结果均在允许误差范围内发放报

告。室间质评,本科室每年都会参加国家卫生健康委

临床检验中心和美国疾病控制与预防中心的室间质

量评价,成绩均合格。

2 结  果

2.1 荧光法和串联质谱法在 HPA检测中的应用 
本科室利用GSP荧光法共检测128

 

997例新生儿足

跟血Phe浓度,其中79
 

732例同时利用串联质谱法检

测Phe浓度、Phe/酪氨酸(Tyr)比值和其他10种氨基

酸及31种肉碱水平。两种检测方法均能有效检出11
例确诊 HPA 患儿,均可用于新生儿 HPA 的筛查。

2019年下半年,由于PE
 

公司GSP-Phe试剂盒生产工

艺改变导致初筛阳性率明显降低,综合99.00%百分

位数1.75和2018年度初筛阳性率1.10%,将GSP-
Phe项目切值由2.00

 

mg/dL重设定为
 

1.70
 

mg/dL,

2020年初筛阳性率为1.22%。见表1、2。

2.2 2018-2020年新生儿 HPA筛查结果分析 鲁

中地区近3年接受 HPA筛查的128
 

997例新生儿,
初次筛查可疑阳性数为1

 

212例,召回1
 

135例,召回

率为93.65%。HPA 最终确诊11例,其中PKU
 

9
例,轻度HPA

 

2例,无四氢生物蝶呤。见表2。
表1  2018-2020年Phe浓度百分位数(mg/dL)

百分位数 2018年 2019年1-8月 2019年9-12月 2020年

50.00% 1.09 1.01 0.91 0.74

99.00% 1.94 1.89 1.75 1.74

99.20% 2.01 1.93 1.80 1.79

表2  2018-2020年新生儿 HPA筛查情况

年份(年) 筛查人数(n) 可疑阳性数(n) 初筛阳性率(%) 召回数(n) 召回率(%) 召回确诊数(n) 最终确诊数(n)

2018 46
 

435 512 1.10
 

470 91.80
 

48 2

2019 47
 

873 277 0.58
 

261 94.22
 

20 5

2020
 

34
 

689 423 1.22
 

404 95.51
 

28 4

合计 128
 

997 1
 

212 0.94
 

1
 

135 93.65
 

96 11

2.3 HPA患儿基因家系验证结果分析 11例 HPA
确诊患儿中有2例进行了高通量测序和Sanger测序

变异位点的家系验证。先证者1
 

PAH基因检测出3
个杂合变异,根据家系验证结果表明,明确致病变异
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c.842+2T>A和意义未明变异c.158G>A均遗传

自父亲;意义未明变异c.155T>G遗传自母亲。其

父亲、母亲、姐姐表型均正常,表明c.155T>G基因

突变可能具有致病性,与c.842+2T>A致病变异组

成PAH基因复合杂合突变,影响PAH基因功能,进
而导致先证者1表现PKU。见表3。先证者2

 

PAH

基因检测出两个杂合致病变异,致病变异c.728G>A
来源于其父亲,致病变异c.740G>T来源于其母亲。
其父亲、母亲表型均正常,先证者2来源于父母双方

的两个致病变异组成PAH基因复合杂合突变,进而

表现出PKU。见表4。

表3  先证者1
 

PAH基因变异验证结果

人员 变异位点 氨基酸改变 变异类型 ACMG致病等级 变异来源 临床表型

先证者
 

1 c.842+2T>A - 杂合变异 致病变异 父源 PKU确诊患者

c.158G>A p.R53H 杂合变异 临床意义未明变异 父源

c.155T>G p.L52W 杂合变异 临床意义未明变异 母源

父亲 c.842+2T>A - 杂合变异 致病变异 - 正常

c.158G>A p.R53H 杂合变异 临床意义未明变异 -

c.155T>G p.L52W 未检出 - -

母亲 c.842+2T>A - 未检出 - - 正常

c.158G>A p.R53H 未检出 - -

c.155T>G p.L52W 杂合变异 临床意义未明变异 -

姐姐 c.842+2T>A - 未检出 - - 正常

c.158G>A p.R53H 未检出 - -

c.155T>G p.L52W 杂合变异 临床意义未明变异 母源

  注:-表示无数据。

表4  先证者2
 

PAH基因变异验证结果

人员 变异位点 氨基酸改变 变异类型 ACMG致病等级 变异来源 临床表型

先证者
 

2 c.728G>A p.R243Q 杂合变异 致病变异 父源 PKU确诊患者

c.740G>T p.G247V 杂合变异 致病变异 母源

父亲 c.728G>A p.R243Q 杂合变异 致病变异 - 正常

c.740G>T p.G247V 未检出 - -

母亲 c.728G>A p.R243Q 未检出 - - 正常

c.740G>T p.G247V 杂合变异 致病变异 -

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  HPA是一种常见的常染色体隐性遗传代谢病,
可通过检测新生儿足跟血Phe浓度达到早筛查、早诊

断、早治疗,避免神经系统等不可逆损伤。常采用的

HPA检测方法有荧光法、串联质谱法、基因测序等,
通过不同检测方法的联合应用,使得 HPA疾病研究

更为透彻深入,更有利于疾病的早期诊断。不同国家

和地区HPA发病率不同,具有明显的人群和地域差

异性,了解HPA发病率和分子流行病学特征可为本

地区HPA诊断、治疗提供参考依据[7-9]。在 HPA中

PKU发病率较高,轻度 HPA较少,PAH基因复合杂

合变异或纯合变异是 PKU 重要的致病因素,其中

76%PKU患者具有PAH基因复合杂合变异,纯和变

异较少[10]。目前,国内外数据库收录的PAH
 

基因变

异达1
 

000多种,但其基因型与表型相关性也较为复

杂,尚需继续进行该临床数据和功能机制的收集与

研究[11-12]。
本研究采用荧光法、串联质谱法检测新生儿足跟

血Phe浓度来进行HPA筛查。不同 HPA检测方法

因仪器、实验原理、试剂工艺和厂家等不同,具有不同

的参考范围。因此,不同地区、不同实验室应建立并

适时调整符合自身的切值范围,避免 HPA患儿的漏

筛和假阳性率过高等[13]。2019年下半年,本研究发

现因GSP-Phe试剂盒生产工艺改变,初筛阳性率明显

降低。综合分析后将切值由2.00
 

mg/dL重设定为
 

1.70
 

mg/dL,同时利用串联质谱法检测近期Phe浓

度处于临界范围的标本,未发现患儿漏筛。本地区近

3年HPA确诊患儿11例,发病率与文献[3,14]结果
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基本一致,高于文献[15]的结果。其中2例PKU患

儿通过基因检测和家系验证结果发现:PAH 基因变

异为复合杂合变异;PAH 致病变异c.842+2T>A,

c.728G>A,c.740G>T和意义未明变异c.158G>A
在中国比较常见[16];PAH

 

c.155T>G变异为新发变

异,文 献 鲜 少 报 道。家 系 验 证 结 果 表 明 PAH
 

c.
155T>G很可能具有致病性,这对于生化表型不明显

患者、疾病鉴别诊断、再生育的遗传咨询等具有重要意

义,有利于丰富PKU基因型和表型相关性数据库。本

研究不足之处在于家系分析标本较少,应加大HPA确

诊患儿家系验证标本量,明确致病基因变异,提高遗传

咨询、出生缺陷防控能力。
随着分子检测技术的发展,NGS在新生儿遗传代

谢病中的应用越来越广泛,对于生化检测和串联质谱

不能明确分型、不能筛查的疾病更具优势[17]。但是,

NGS中的靶基因测序和全外显子测序可检出大量基

因突变位点,报告解读需结合生化和串联质谱等检测

结果,综合分析基因型和表型相关性。尤其对于致病

突变不明确的,通过基因检测其家系基因变异情况,
更有利于疾病的追根溯源,实现早诊断、早治疗。

本项目创新之处在于探讨了HPA检测技术的联

合应用及其存在的相关问题,以及家系基因的发现和

新发变异PAH
 

c.155T>G为致病变异。目前,有研

究报道中国人群中有100多种PAH 基因变异,但未

发现此类型变异[18-19]。通过不断累积PAH 新发变

异,可进一步扩充PAH基因变异及致病性的数据量,
有助于分子诊断报告的解读。

综上所述,本研究系统分析了近3年 HPA筛查

应用情况,荧光法、串联质谱法、分子检测相结合将是

本地区新生儿 HPA 筛查的有效策略。综 合 分 析

HPA发病率、家系基因验证等最近相关数据,可进一

步为新生儿遗传代谢病筛查、诊治和遗传咨询等提供

相关参考依据。
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