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质谱检测联合下一代测序在新生儿遗传代谢病诊断中的应用
于爱真，冯雪，王欣

深圳市儿童医院新生儿科，广东 深圳 518000

【摘要】 目的 探究质谱检测联合下一代测序在新生儿遗传代谢病诊断中的应用效果。方法 回顾性分析

2016年6月至2020年6月深圳市儿童医院收治的临床表现疑似遗传代谢病高危新生儿289例为研究对象，所有患

儿均给予质谱检测联合下一代测序筛查遗传代谢病，随访至6个月龄结局。结果 以下一代测序检测为金标准，

289例疑似遗传代谢病新生儿中，最终确诊病例为40例，其中男性22例，女性18例；脂肪酸代谢病15例，氨基酸代

谢病14例，有机酸代谢病11例。 质谱检测提示遗传代谢疾病为34例，质谱检测的敏感度 78.8% (95%CI：61.1% ~

91.0%)，特异度100% (95%CI：99.8%~100%)，阳性预测值100%，阴性预测值为99.7% (95%CI：99.3%~99.8%)。质谱

检测与下一代测序检测提示遗传代谢病可能结果不一致者有2例，质谱检测1例检测到丙氨酸或酪氨酸代谢异常，

但下一代测序基因存在3-甲基戊烯二酸尿症；1例质谱检测血酪氨酸异常升高，但下一代测序中存在基因半合变

异，诊断为3-甲基巴豆酰辅酶 A 羧化酶乏症。40例患儿经随访其中1例甲基丙二酸血症患儿出现急性代谢紊乱，

家属放弃治疗死亡，其余患儿基于明确的诊断，干预及时，生长发育良好。结论 质谱检测可以相对快速诊断遗传

代谢病以指导临床治疗，而下一代测序可对质谱检测结果进行验证，并从基因角度解释病因，从而指导进一步治疗

及遗传咨询，质谱检测联合下一代测序可以更加快速且全面确诊临床表现疑似遗传代谢病的高危新生儿，尽早实

施个体化治疗，改善患儿预后。
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Application of mass spectrometry combined with next-generation sequencing in the diagnosis of neonatal genetic
and metabolic diseases. YU Ai-zhen, FENG Xue, WANG Xin. Department of Pediatrics, Shenzhen Children's Hospital,
Shenzhen 518000, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To explore the application effect of mass spectrometry combined with next-generation

sequencing in the diagnosis of neonatal genetic and metabolic diseases. Methods A retrospective analysis was per-

formed on 289 high-risk newborns with suspected clinical manifestations of genetic metabolic diseases admitted to

Shenzhen Children’s Hospital from June 2016 to June 2020. All children were given mass spectrometry combined

with next-generation sequencing to screen for genetic metabolic diseases, and they were followed up till 6 months-old.

Results With next-generation sequencing as the gold standard, among 289 neonates with suspected genetic metabolic

diseases, 40 were finally confirmed, including 22 males and 18 females; there were 15 neonates with fatty acid metabo-

lism diseases, 14 neonates with amino acid metabolism diseases, and 11 neonates with organic acid metabolism diseases.

Mass spectrometry detection revealed 34 cases of genetic and metabolic diseases, with the sensitivity of 78.8% (95%CI:

61.1% to 91.0%), the specificity of 100% (95%CI: 99.8% to 100%), the positive predictive value of 100%, and the nega-

tive predictive value of 99.7% (95%CI: 99.3% to 99.8%). Mass spectrometry detection and next-generation sequencing

detection showed inconsistent results in 2 cases, of which 1 case was detected as abnormal metabolism of alanine or tyro-

sine by mass spectrometry but as 3-methylglutaconic aciduria by the next-generation sequencing, the other case as abnor-

mally elevation of blood tyrosine by mass spectrometry but as gene hemizygous mutations by next-generation sequenc-

ing (diagnosed as 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase deficiency). During the follow-up, among the 40 children, 1 child

with methylmalonic acidemia developed acute metabolic disorders and then died after giving up treatment, and the rest

received timely intervention based on diagnosis and developed well. Conclusion Mass spectrometry can diagnose ge-

netic and metabolic diseases relatively quickly to guide clinical treatment, while next-generation sequencing can verify

the results of mass spectrometry and explain the cause from a genetic perspective, thereby guiding further treatment and

genetic counseling. Mass detection combined with next-generation sequencing can diagnose high-risk newborns with

clinical manifestations suspected of genetic metabolic diseases more quickly and comprehensively, and enable the doc-

tors to implement individualized treatment as soon as possible to improve the prognosis of children.
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遗传代谢病(inherited metabolic diseases，IMD)是

一种病种繁多的先天性代谢缺陷，包括氨基酸、有机

酸、脂肪酸、激素、糖、溶酶体贮积等缺陷，且对于婴幼

儿来说，虽然体内生化激素水平实质已有显著变化，

但临床表现常为非特异性，因此仅依靠临床表现早期

诊断困难，且一经发病，往往病情危重[1-2]。根据相关
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文献报道，对部分患儿在疾病明显出现临床表现之

前，通过先天性遗传代谢病筛查，可以有效改善预

后。随着医学检测技术的不断完善及提高，串联质谱

技术引入遗传代谢病筛查之中，能够同时对多种代谢

物进行快速检测，实现一种实验检测多种疾病，极大

的提高了试验效率[3-4]。但由于串联质谱技术检测极

易受患儿病情、治疗等因素影响，造成误诊、漏诊，下

一代测序技术通过对患儿的数百万条基因进行大规

模平行测序，生物信息学分析，整合基因表达及调控，

提供准确的分子诊断，有效弥补了串联质谱技术的不

足[5-6]。本研究旨在探究质谱检测联合下一代测序在

新生儿遗传代谢病诊断中的应用效果。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性分析2016年6月至2020年

6月深圳市儿童医院收治的 289例临床表现疑似遗传

代谢病新生儿为研究对象。纳入标准：①临床资料完

整；②本研究经医院伦理学委员会讨论通过，家属对

本研究知情同意，且签署相关文书。排除标准：①特

殊面容者；②神经、心血管、消化、泌尿生殖等系统畸

形或严重障碍者。

1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂 液相串联质谱检测采用美

国 Waters 公司 Acquity TM TQD 串联质谱仪，多种氨

基 酸 、肉 碱 和 琥 珀 酰 丙 酮 测 定 试 剂 盒 (Neo

BaseNon-derivatized MSMS Kit)由美国 Perkin Elmer

公司提供；变异按照人类基因组变异协会规则命名。

1.2.2 采集标本 干血片标本采集须严格遵守

新生儿疾病筛查技术规范，采血时间约为 72 h后，且

所有受试者均得到 6次以上的充分哺乳，增加代谢疾

病诊断准确率。取受试者空腹静脉血，滴至滤纸片，

等待自然渗透，保证采集滤纸片上具有均匀血斑 4

枚，≥8 mm，滤纸架悬空自然干燥约 3 h，血斑呈现出

深褐色，塑料袋密封，置于4℃温度保存待检。如果采

集的干血片样本过小，出现污染、无法渗透或者不干

燥等情况，应退回重新采集血样。

1.2.3 串联质谱仪初筛 对滤纸干血片中含有

的氨基酸和酰基肉碱经甲醇溶剂萃取后，由液相泵混

合流动相输送进入质谱离子源，应用电离学原理行质

谱分析，具体操作如下：①首先将滤纸干血片样本与

质控品打孔，直径为 3 mm，呈圆形滤纸片，置于 96微

孔板中；②对氨基酸和酰基肉碱进行稀释，加入萃取

液，琥珀酰丙酮加入分析，配制工作液，混匀 2 min；

③而后 96微孔板中工作液分别为 100 μL/孔，封膜标

记，预热振荡仪，以700 r/min的转速震荡约45 min，注

意对相关仪器进行预维护与清洗，自动进样器每次进

样 2 μL，样品平均测试时间约为 7 min/个。检测结果

由本院质谱室专业技术人员根据患儿血尿代谢谱变

化，结合患儿临床资料分析判断。

1.2.4 复查所有病例 按照各遗传代谢病生化

代谢途径的特异性指标，阴性确诊者及时提供随访治

疗，阳性进行原血片复查；对于明显高于截断值判断

出的可疑阳性病例，立即召回复查，对于进行复查后

的各阴性及时治疗，阳性进行下一代测序基因诊断。

1.2.5 基于下一代测序技术的基因诊断 下一

代测序通过 Ion Torrent PGM 技术，通过目的DNA提

取、基因扩增、文库构建、乳液PCR和测序流程分析，

由本院委托外部专业分子诊断中心临床人员进行最

终分子遗传学诊断。具体操作方法：①取上述质谱检

测可疑阳性患儿静脉血 5 mL，抗凝处理，对其中血样

2 mL 采 用 Qiagen Blood DNAminikit 提 取 基 因 组

DNA，Qubit测定浓度后-20℃保存待测，3 mL血样留

存；②采用遗传代谢病基因检测捕获Panel，多重探针

杂交方法靶向富集目标区域序列，按照 Vazyme 建库

说明处理处理纯化产物，经Qubit以及2100 Bioanalyz-

er质检分析确定浓度与大小及格，Hi Seq 2500平台进

行测序；③最后进行数据处理，利用 BWA 序列对比

法，质控序列对比人类基因组参考序列，注释软件An-

novar 注释突变位点到公共突变数据库，结合患儿情

况，进行致病性解读。

1.3 统计学方法 选择SPSS24.0软件进行数据

统计学分析，以下一代测序结果为金标准，根据四格

表计算质谱检测结果诊断新生儿遗传代谢病的敏感

度、特异度、阳性预测值、阴性预测值及其95%CI。

2 结果

2.1 一般情况 289例临床表现疑似遗传代谢病

新生儿，男性 156例，女性 133例，最终确诊病例为 40

例，男性 22例，女性 18例，出生体质量 1 402~1 780 g，

平均(2.27±1.38) g；年龄≥2 h，随访至 6 个月龄结局。

其中脂肪酸代谢病15例、氨基酸代谢病14例、有机酸

代谢病11例，见表1。

表1 40例遗传代谢病新生儿一般情况

疾病类型

脂肪酸代谢病

原发性肉碱转运障碍

中链酰基辅酶A脱氨基缺乏症

短链酰基辅酶A脱氨基缺乏症

氨基酸代谢病

高甲硫氨酸血症

同型胱氨酸尿症

苯丙酮尿症

精氨酸血症

有机酸代谢病

甲基丙二酸血症

异戊酸血症

3-甲基巴豆酰辅酶 A 羧化酶乏症

例数

15

10

4

1

14

5

4

4

1

11

6

3

2

构成比(%)

37.50

25.00

10.00

2.50

35.00

12.50

10.00

10.00

2.50

27.50

15.00

7.50

5.00
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2.2 串联质谱联合下一代测序检测 疑似遗传
代谢疾病的 289例高危新生儿质谱检测初筛时，检测
提示遗传代谢疾病结果为34例，有机酸代谢病14例、
氨基酸代谢病12例、脂肪酸代谢病8例。以下一代测
序检测为金标准，遗传代谢疾病结果为 40例，以质谱
检测待测标准提示遗传代谢疾病结果为34例，证明质
谱检测的敏感度为 78.8% (95%CI：61.1%~91.0%)，特
异度为 100% (95%CI：99.8%~100%)，阳性预测值为
100%，阴性预测值为 99.7% (95%CI：99.3%~99.8%)。
质谱检测与下一代测序检测提示遗传代谢病可能结
果不一致的有 2例，包括质谱检测中 1例检测到丙氨
酸或酪氨酸代谢异常，但下一代测序基因提示存在3-

甲基戊烯二酸尿症；质谱检测中 1例血酪氨酸异常升
高，但下一代测序中提示存在基因半合变异，诊断为
3-甲基巴豆酰辅酶 A 羧化酶乏症。

2.3 确诊患儿随访 40例确诊患儿临床表现为
代谢性酸中毒、血氨水平升高和低血糖等，具有呕吐、
拒奶、呼吸困难、四肢张力异常等特征，所有患儿均建
立了随访治疗档案，对症治疗，随访 6个月，其中 1例
甲基丙二酸血症患儿出现急性代谢紊乱，对部分患儿
在疾病明显临床表现出现之前，通过先天性遗传代谢
病筛查，可以有效改善预后；其余患儿基于明确的诊
断，干预及时，生长发育良好。

3 讨论

新生儿期发病的遗传代谢病情危重，早期临床表
现缺乏特异性，难以进行及时诊断和提供干预，严重
威胁新生儿的生命安全[7]。但临床显示并非所有遗传
代谢性疾病的患儿均都在新生儿时期发病，因此如果
能够做到早期诊断，在发病之前给予科学正规的治疗
与随访，有效避免高发诱因，可以一定程度上延缓疾
病，同时在发病时可以及时提供针对性治疗，减少疾
病死亡率[8-9]。

根据遗传性代谢病发病机制发现，患儿体内生化
代谢的酶催化反应受损导致体内代谢紊乱，从而继发
各种临床症状，因此其检测方法需要满足检测全面的
代谢产物的紊乱状态，推测其代谢异常的反应阻滞环
节，可以得到反应异常酶的靶向定位。随着近年来对
疾病谱研究的深入和分析仪器设备技术的更新，质谱
分析在医学检验领域中的应用不断得到扩展[10-12]。

串联质谱联合下一代测序是首先通过质谱检测
快速定量检测患儿血样本中多种氨基酸和酰基肉碱，
拓展可筛查疾病的种类，应用于临床，降低了临床儿
科各疑难杂症的漏诊率，使许多遗传代谢疾病得到了
早期的干预和治疗，串联质谱技术检测的各指标切值
是疾病判断的重要依据，但临床制定较为困难，需要
结合大临床数据，并进行本地化研究[13-14]。因此，临床
纳入下一代测序以期提高早期诊断率。下一代测序
这一种大规模平行测序涵盖了全基因组、外显子和基
因包测序等能够对血清中金银片段进行测序，对蛋白

质、核酸等生物大分子进行分离检测，从而对质谱检

查难以确诊的疾病诊断具有重要价值[15-16]。

本研究结果显示，通过质谱检测联合下一代测序

可以确诊为遗传代谢疾病患儿的有40例，其中脂肪酸

代谢病 15 例、氨基酸代谢病 14 例、有机酸代谢病 11

例。本研究先采用质谱检测进行初筛，解读质谱分析

得到的数据，根据数据判读、结果分析得到的资料做

出本次质谱分析的检查报告。而后对于所有阴性确

诊者及时提供随访治疗，阳性进行原血片复查；对于

明显高于截断值判断出的可疑阳性病例，立即召回复

查，对于进行复查后的各阴性及时治疗，阳性进行下

一代测序基因诊断。由于遗传代谢病涉及人体代谢

的广泛途径，极其复杂，途径相互交叉，质谱结果易受

患儿饮食、病情、治疗和检测时间等因素的影响，因此

体内代谢物水平常无显著性差异。质谱检测联合下

一代基因测序可以使临床对于代谢疾病的诊断模式

从传统的表型诊断上升到基因型诊断的新阶段，在基

因水平上对疾病作出明确诊断[17-18]。本研究中质谱检

测与下一代测序检测提示遗传代谢病可能结果不一

致的有 2例，质谱检测 1例检测到丙氨酸或酪氨酸代

谢异常，但下一代测序基因存在 3-甲基戊烯二酸尿

症；1例质谱检测血酪氨酸异常升高，但下一代测序中

存在基因半合变异，诊断为3-甲基巴豆酰辅酶 A 羧化

酶乏症，这提示串联质谱联合下一代测序检测可以大

大提高了突变检出率，从而能够在随访治疗中及时提

供有效干预措施，减少患儿死亡率[19]。

综上所述，采用质谱检测联合下一代测序能够在

涉及多个亚型基因的罕见变异的检测中作用突出，有

助于在新生儿期对于临床异质性高、表型错综复杂的

代谢性疾病的高危儿进行积极的检测及评估，从而提

供积极的治疗措施。
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T2DM并发DR患者FBG、HbAlc及C肽水平的变化及临床意义
冼朝丽，李钦，张满

吴川市人民医院检验科，广东 吴川 524500

【摘要】 目的 探讨2型糖尿病(T2DM)并发视网膜病变(DR)患者空腹血糖(FBG)、糖化血红蛋白(HbAlc)及血

清C肽水平的变化及临床意义，为患者诊疗提供依据。方法 选取2018年7月至2019年7月在吴川市人民医院住

院治疗的216例T2DM患者作为研究对象。根据有无DR分为单纯T2DM组100例和DR组116例，选择同期健康

体检者100例作为对照组。DR组根据眼底病变分为Ⅰ期34例，Ⅱ期25例，Ⅲ期30例，Ⅳ期27例。测定并比较所有受试者

的FBG、HbAlc、C肽、C反应蛋白(CRP)水平，并分析各指标与DR的关系。结果 DR组患者的FBG、HbAlc和CRP水平

分别为(7.98±1.37) mmol/L、(11.67±2.10)%和(5.97±1.41) mg/L，明显高于单纯T2DM组[(7.21±0.92) mmol/L、(9.10±

1.21)%、(3.12±0.85) mg/L]和对照组[(5.13±0.87) mmol/L、(5.46±0.87)%、(1.02±0.33) mg/L]，DR 组的 C 肽水平为

(0.71±0.12) ng/L，明显低于单纯T2DM组的(0.94±0.13) ng/L和对照组的(1.27±0.21) ng/L，差异均有统计学意义(P<

0.05)；Ⅰ期患者的FBG、HbAlc、CRP水平分别为(5.99±1.02) mmol/L、(7.12±1.02)%、(3.25±0.74) mg/L，明显低于Ⅱ期

[(6.85±0.91) mmol/L、(9.20±1.13)%、(4.89±0.85) mg/L]、IIⅢ期[(7.89±1.21) mmol/L、(10.87±0.97)%、(5.62±0.76) mg/L]

及Ⅳ期[(9.13±1.37) mmol/L、(13.25±1.32)%、(6.99±0.91) mg/L]，而Ⅰ期患者的C肽水平为(1.08±0.41) ng/L，明显高于

Ⅱ期[(0.92±0.30) ng/L]、Ⅲ期[(0.85±0.12) ng/L]及Ⅳ期[(0.76±0.21) ng/L]，差异均有统计学意义(P<0.05)；相关性分析

结果显示，T2DM并发DR程度与FBG、HbAlc、CRP水平呈明显正相关(r=0.621、0527、0.417；P<0.05)，与C肽水平呈

明显负相关(r=-0.749；P<0.05)。结论 T2DM并发DR与FBG、HbAlc、CRP及C肽密切相关，可用于诊断T2DM并

发DR的病情严重程度，密切监测上述指标变化有助于T2DM并发DR患者的早期诊断及预防。

【关键词】 2型糖尿病；视网膜病变；空腹血糖；糖化血红蛋白；C肽；临床意义
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Changes and clinical significance of fasting blood glucose, glycosylated hemoglobin, and C-peptide levels in
patients with type 2 diabetes mellitus complicated with diabetic retinopathy. XIAN Chao-li, LI Qin, ZHANG Man.
Department of Laboratory Medicine, Wuchuan People's Hospital, Wuchuan 524500, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the changes and clinical significance of fasting blood glucose (FBG), gly-

cosylated hemoglobin (HbAlc), and serum C-peptide levels in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) complicat-

ed with diabetic retinopathy (DR). Methods A total of 216 T2DM patients who were hospitalized in Wuchuan People's
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