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摘要：目的 明确新生儿疾病筛查发现的高度疑似戊二酸血症Ι型的诊断，并进行相关的遗传学分析。方法 收集患儿临床数据，采用基因捕获高通量测序技术的遗传代谢病的诊断panel对疑似患儿进行基因诊断，用Sanger测序技术对家系进行验证。查找相关文献进行遗传学分析。结果 3例生化指标疑似戊二酸血症Ι型的患儿通过基因测序技术均发现了存在GCDH致病基因复合杂合突变位点，第1例为c.109_110delCA和c.416C>G，第2例为c.892G>A和c.261_506-433delinsATA，第3例为c.1235C>A和c.1244-2A>C，其中c.261_506-433delinsATA和c.109_110delCA为新发现的突变位点，经父母验证突变位点均遗传自父母双方。结论 新一代测序技术有助于明确戊二酸血症Ι的诊断，为疾病的正确治疗和遗传咨询提供可靠依据。
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A report on genetic analysis of 3 Glutaric academia type I cases 
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Abstract: Objective To verify the diagnosis of highly suspected glutaric academia type I cases found in neonatal screening and to conduct related genetic analysis. Methods  This research collected the clinical data of children with glutaric academia type I, and adopted diagnostic panels of the inherited metabolism diseases, which use gene capture high-throughput sequencing technology, to perform genetic diagnosis in suspected cases. Meanwhile, we applied Sanger sequencing technology to verify the genes in their families. In addition, we searched a large number of relevant literatures for genetic analysis. Results  All the 3 cases were found to have complex heterozygous mutation sites of GCDH gene through gene sequencing technology. Mutation sites of the first case are c.109_110delCA and c.416C>G, while the second are c.892G>A and c.261_506-433delinsATA and the last are c.1235C>A and c.1244-2A>C.  Among them, c.261_506-433delinsATA and c.109_110delCA are completely newly found and never reported in literatures. All mutation sites are verified to be inherited from parents.  Conclusion Next-generation sequencing technology can contribute to confirming the diagnosis of glutaric academia type I and provide reliable evidence for appropriate treatment and genetic counseling of the disease.
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戊二酸血症I型(glutaricaciduria type I，GA-Ⅰ)是由于戊二酰辅酶A脱氢酶(glutaryl CoA dehydrogenase，GCDH)功能缺陷使戊二烯辅酶A转化为戊烯辅酶A受阻，导致赖氨酸、羟赖氨酸及色氨酸代谢异常的常染色体隐性遗传病[1]。该疾病会引起巨颅畸形、急性脑病和智力运动障碍等神经系统症状[2]。近年来，随着我国新生儿串联质谱筛查的推广，该病可以早于临床发现症状前被检出，并可及早治疗，避免出现严重后遗症[3]。本研究采用新一代测序技术（Next-generation sequencing technology，NGS）对3例通过串联质谱筛查发现的GA-Ⅰ患儿进行明确基因诊断，并分析各自的基因突变特点，为GA-Ⅰ的正确治疗和遗传咨询提供实验依据。
1　对象和方法
1.1 　研究对象  患儿1，系第1胎第1产，胎龄36+5周，其母孕36+5周行剖宫产分娩，为双胎新生儿之长子，出生体重2 310 g，身长47 cm，头围34 cm, 新生儿评分（Apgar评分）8分。 因产前超声提示“胎头偏大”遂出生后颅脑B超检查，提示“室管膜下出血可能”，但无呕吐、惊厥等。出生后因发现颅内出血8 d入院治疗。入院后查体全身皮肤中重度黄染，巩膜轻度黄染。辅助诊断可见总胆红素升高（195.5 μmol/L），颅脑MR提示早产儿脑改变。新生儿疾病串联质谱筛查发现检测发现双胎大子血片戊二酰基肉碱（C5DC+C6OH）初筛值为3.26 μmol/L（参考值：0.04~0.2 μmol/L），召回复查值为4.15 μmol/L，进一步查尿气相色谱质谱分析：尿戊二酸：547.51（正常值：0~4）。提示戊二酸血症Ι型可能。
患儿2，女，G1P1，母孕39周生理产，出生体重3 000 g，出生身长50 cm，头围34 cm，APGAR评分10分，生后均一般情况好，哭声畅，周身皮肤红润，吃奶好，不吐，大小便正常。新生儿疾病筛查，戊二酰肉碱初筛值为3.4 μmol/L，复查值为3.93 μmol/L，进一步查尿气相色谱质谱分析：尿戊二酸：341.9，明显升高，提示戊二酸血症可能。患儿生后1个月头颅计算机断层扫描示：左侧脑室前角类圆形囊形低密度灶影，蛛网膜囊肿可能等。肝功能、电解质、血气分析、血氨等常规生化检测均正常。无特殊临床症状。
患儿3，男，G1P1，母孕38+2周生理产，出生体重3 350 g, 出生身长50 cm,头围34.9 cm，APGAR评分10分，生后均一般情况好，哭声畅，周身皮肤红润，吃奶好，不吐，大小便正常。出生后1月体检，发现患儿肌张力弱，后囟门未闭合且略大。新生儿疾病筛查发现戊二酰肉碱初筛值为3.90 μmol/L，复查值为3.12 μmol/L，进一步查尿气相色谱质谱分析：戊二酸：428.32，明显升高，提示戊二酸血症可能。
[bookmark: _Hlk524966917]1.2  研究方法
上述3例患儿经江苏省新生儿疾病筛查中心常州分中心串联质谱筛查[4]提示戊二酸血症可能后，电话召回患儿及其父母，采用NGS技术进行基因诊断，Sanger测序技术进行致病位点验证及遗传方式分析。
1.2.1 主要仪器及试剂  HiSeq2500高通量测序仪（美国Illumina公司）；ABI3500XL一代测序仪（美国Applied Biosystems公司）；Veriti96-well Thermal Cycler PCR仪（美国Applied Biosystems公司）；EPS600琼脂糖凝胶电泳仪（上海Tanon公司）；Qubit4荧光计（美国Thermo Fisher Scientific公司）；HiSeq 2500平台（美国Illumina公司）；2100生物分析仪及配套试剂（Agilent High Sensitivity DNA Kit，美国Agilent公司)；全血基因组DNA提取试剂盒(Blood DNA mini kit，美国Qiagen公司)；Qubit®dsDNA HS分析试剂盒(Qubit® dsDNA HS Assay Kit, 美国Invitrogen公司)；Agencourt AMPure XP磁珠(美国Beckman Coulter公司)；定量试剂盒(IlluminaDNA Standa ds and Primer Premix Kit) 、TruePrepTM  DNA Library Prep Kit V2 for Illumina(Vazyme)建库试剂盒（美国Illumina公司）; LA PCR™ Kit Ver.2.1（TaKaRa公司）; 胶回收和PCR纯化试剂盒(NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up,德国Macherey-Nagel公司)；BigDye® Terminator v3.1测序试剂盒（美国Applied Biosystems公司）。
1.2.2　样本收集  家属知情同意后采集患儿及其父母随机外周静脉血5 mL于EDTA-K2抗凝管中，其中2 mL利用全血基因组DNA提取试剂盒提取基因组DNA，并经Qubit®dsDNA HS分析试剂盒测定浓度后（浓度符合DNA总量5 μg，DNA浓度>20 ng/μL，A260/280nm>1.7，A 260/230 nm>1.7）置-20 ℃保存备用。余下3 mL外周血置-80 ℃冻存备用。
1.2.3　捕获及建库  针对高度疑似先天性遗传代谢病患儿的DNA样本，采用遗传代谢病基因检测扩展版捕获方法（本套餐包括遗传代谢病相关的PAH、PTS、MUT、MMAA、SLC22A5等306个致病基因），通过多重探针杂交方法靶向富集目标区域序列；Agencourt AMPure XP磁珠纯化捕获产物。按照TruePrepTM  DNA Library Prep Kit V2 for Illumina(Vazyme)建库试剂盒的操作说明书处理纯化产物，建库过程中每个样本都会加上特殊标签index(试剂盒自带)。文库经Qubit4荧光计、2100生物分析仪及配套试剂Agilent High Sensitivity DNA Kit,进行浓度及片段大小质检分析确定合格后（合格标准：Qubit测定文库浓度大于4 nmol/L，QIAxcel质检片段在250~350 bp左右，没有接头片段），利用定量试剂盒进行文库精确定量，确定上机样本量，最后在HiSeq 2500 (Illumina)平台进行测序反应。
1.2.4 数据处理   首先，将高通量基因靶向测序数据序列文件进行低质量过滤，用BWA序列比对方法将通过质控的序列比对到人类基因组参考序列；然后，采用GATK识别目标序列中的突变位点，采用Annovar注释软件将突变位点注释到公共突变数据库，根据突变位点在正常人群中的频率、序列保守性、突变引起的氨基酸改变以及在蛋白质结构中所处的位置，预测突变对蛋白功能的影响程度；最后结合样本自身情况，根据ACMG标准与指南[5]对突变进行致病性解读。
1.2.5  Sanger测序验证位点及遗传方式  对患儿所发现的突变使用Sanger测序进行位点验证，同时对其父母样本进行遗传方式分析。取20 ng DNA，使用待测位点的特异性引物，引物由Primer Premier 5.0软件设计并由上海捷瑞生物公司合成,按照TaKaRa LA PCR™ Kit Ver.2.1操作流程进行PCR反应。PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳分析，并使用胶回收和PCR纯化试剂盒切胶回收纯化。回收产物稀释至10 ng/μL，按照BigDye® Terminator v3.1测序试剂盒操作流程进行测序PCR反应及纯化。每孔加入10 μL Hi-Di（试剂盒自带），变性5 min，取出置于冰上冷却后，转入上机用96孔板中，在ABI 3500XL一代测序仪平台进行测序分析。
2. 结果
2.1  GA-1筛查一般情况  3例患者经血片串联质谱筛查均发现戊二酸肉碱/3-羟基-己酰肉碱（C5DC/C6OH）水平异常升高，提示戊二酸血症可能（表1）。3例患者均成功召回接受了后续的基因诊断。
2.2  NGS基因诊断情况  基于NGS技术平台，采用基因捕获panel对3例高度疑似的患儿进行检测分子遗传学，结果显示，3例患儿均发现戊二酸血症致病基因GCDH存在突变位点，且均为杂合突变。在发现的6种GCDH突变中经数据库查询，有3种为明确致病性、3种为可能致病性。根据分子遗传学检测结果，3例患儿均可明确诊断为戊二酸血症I型(表1)。发现了2个GCDH新发突变位点：c.109_110delCA和  c.261_506-433delinsATA（图1A,1B），分别来自于患儿1和患儿2的家系，经数据库查询，两者分致病性突变和可能致病性突变。NGS基因诊断及Sanger验证结果见图1。
2.3 遗传方式  采用Sanger测序位点验证的同时，通过患儿父母的遗传学检测，进一步明确了致病位点的遗传方式。3例患儿均为复合杂合突变，突变位点分别来源于其父母，见表1、图1。
表1  3例GA-Ⅰ患儿筛查及基因诊断结果
	例数

	串联初筛异常值 
(μmol/L)
	复查值
(μmol/L)
	致病基因
	核苷酸改变
	变异状态
	变异来源
	变异类型

	1
	C5DC+C6OH=3.9
	C5DC+C6OH=3.12
	GCDH
	c.109_110delCA
	杂合
	父亲
	致病性

	
	
	
	
	[bookmark: OLE_LINK3]c.416C>G
	杂合
	母亲
	疑似致病性

	2
	C5DC+C6OH=3.4
	C5DC+C6OH=3.93
	GCDH
	c.892G>A
	杂合
	父亲
	疑似致病性

	
	
	
	
	[bookmark: OLE_LINK1]c.261_506-433delinsATA
	杂合
	母亲
	疑似

	3

	C5DC+C6OH=3.26

	C5DC+C6OH=3.19

	GCDH
	c.1235C>A
	杂合
	母亲
	致病性

	
	
	
	
	c.1244-2A>C
	杂合
	父亲
	致病性
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图1   患儿1-3 GCDH基因突变位点及侧翼序列的测序结果

3 讨论
戊二酸血症Ι型为临床罕见的先天性遗传代谢疾病，1975年,由Goodman等[6]首次发现报道。国外报道的发病率约为1：110 000。由于我国尚未在全国范围内开展串联质谱新生儿筛查，其确切的发病率尚不清楚，浙江地区报道的发病率约为1/64 708[7]。本地区自2015年开始采用串联质谱技术筛查新生儿49 972例，临床诊断3例GA-Ⅰ，初步统计发病率为1:16 657，发病率明显高于文献报道地区，其发病率偏高考虑与地域差异和统计年限较较短有关。多数研究认为，早期干预的患儿一定程度上避免了严重的神经系统并发症，但出现急性脑病危象后确诊的患者，通常预后较差[2,6,8]。目前早期诊断该类疾病的有效方法为新生儿疾病筛查联合基因诊断，可以快速且针对性较强的发现该类疾病。随着NGS技术广泛运用和成本快速下降，临床上用NGS进行检测，找到可疑致病突变再进行Sanger测序验证，运用这种策略已较为广泛。
本次研究的3例患儿早期都有不同程度的临床表现，但轻重不等，差异较大，仅仅通过临床表现难以判断疾病类型。通过新生儿疾病筛查发现其存在生化表型的异常，提示GA-1疾病可能，后及时采用测序技术进行基因诊断，通过检测发现了GCDH基因上存在复合杂合突变，突变位点遗传自父母双方，符合孟德尔遗传学规律，明确了GA-1的诊断，患儿得到了及早干预，患儿出生至今都没有发生急性脑病危象。本研究同时还发现了2个文献未报道过的突变位点： c.261_506-433delinsATA为GCDH基因的第4号外显子的第134位核苷酸C到第6号内含子的第1 906位核苷酸c发生大片段缺失（即“ [hg19]chr19:13002778-13006373”共缺失3 596 bp的碱基），并插入ATA共3个碱基，导致编码蛋白质功能改变，该突变属于疑似致病突变；另一个为 c.109_110delCA 是GCDH基因第3号外显子的第109位核苷酸C和第110位核苷酸A发生杂合缺失突变，即其蛋白质第37位氨基酸谷氨酰胺（Q）发生移码突变为谷氨酸（E），其后因移码突变而使终止密码子提前产生，导致多肽链合成提前终止，该突变属于致病突变。
GCDH基因位于染色体19p13.2上，跨度7 000 bp，由11个外显子和10个内含子构成。编码438个氨基酸，目前已报道200多种突变。其热点突变类型有明显的种族和地区差异，美国宾州阿米什人群(Amish)常见的突变为C．1296C>T[9]；R402W在欧洲人群中具有较高的突变携带率[10]；爱尔兰裔人群以E365K突变为主[11]；我国人群中携带频率较高的位点是IVSl0-2A>C[12-13]，但该突变位点本次检测未发现，由于GCDH突变位点存在地区差异性，我国地域辽阔且我国对GA-1的筛查并未全国普及，因此笔者认为此篇文献提及的中国地区常见突变位点可能是某一地区常见突变位点。
传统的疾病诊断多以疾病表现为依据，但是先天性遗传代谢病由于缺乏明显的临床表现，且对于该类疾病的诊断需要具有超前性才可以在疾病造成不可逆损伤之前进行及早干预治疗。因此基因水平的检测是该类疾病必不可少的环节，它不仅可以弥补临床表型不足的缺陷，还能明确分型，为遗传咨询和疾病的预防提供可靠依据。
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