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脊髓性肌萎缩症携带者产前筛查的几种实用
技术
李吉明　邢清和
（上海市妇幼保健中心，上海　２０００６２）

【摘要】　脊髓性肌萎缩（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是仅次于囊性纤维病的第二常见的常染色体遗
传病，中国人群中携带ＳＭＡ致病突变的几率为１／８４～１／５４。目前，ＳＭＡ仍缺乏有效的治疗手段，属于
致残性疾病，进行人群中ＳＭＡ致病突变携带者筛查，通过对高危人群进行产前筛查和遗传咨询，减少
ＳＭＡ患儿的出生，是目前干预ＳＭＡ行之有效的方法。ＳＭＡ突变的检测方法有多种，各有特点，本文对
最常用的几种ＳＭＡ携带者筛查技术进行综述，希望能为脊髓性肌萎缩携带者筛查提供帮助。
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　　脊髓性肌萎缩（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）
是发病率居于第二位的严重染色体隐性遗传病，仅
次于囊性纤维病，属于遗传运动神经元病，病理机制
主要是通过脊髓前角细胞的变性，导致对称性近端
肌肉无力［１］。
ＳＭＡ由ＧｕｉｄｏＷｅｒｄｎｉｇ首次报道于１８９１年，

具有明显的表型异质性，根据发病年龄不同，ＳＭＡ
被分为５种亚型［２］，其中Ｏ型为婴儿型，呼吸衰竭
是早期关注点，一般存活不超过６个月。Ⅰ型、Ⅱ型
和Ⅲ型均为儿童型，Ⅰ型为严重型，也最常见，占
ＳＭＡ患者４５％，多数由于犛犕犖１基因同源缺失引
起，一般患儿在出生后６个月内发病，２岁前因呼吸
衰竭死亡。Ⅱ型为中度型，约占患者中２０％，Ⅱ型
患者６～１８个月内患病，存活在２年以上；大约
３０％患者为Ⅲ型，轻度型，１８岁内患病，预后良好，
可长期存活。Ⅱ、Ⅲ型ＳＭＡ几乎是由于犛犕犖１至
犛犕犖２的基因转化所致，故轻型ＳＭＡ患者携带有
较多的犛犕犖２拷贝［３，４］。Ⅳ型为成人型，发病年龄
多在１８岁及以上，约占５％，发病缓慢、肢体近端无

力逐渐加重、肌肉萎缩，可伴肌束震颤，本型预后良
好，基本不影响寿命。

遗传流行病学研究显示，人群中ＳＭＡ致病突
变的携带者频率高达１／５４［５］～１／４０［６］。基于我国
人群的大样本量研究显示，我国人群中ＳＭＡ致病
突变的携带者频率和世界平均水平近似，介于１／
５４［７］和１／８４［８］之间，以此估算，每１００００～２５０００
新生儿中就有１人患病。由于遗传学检测技术的快
速发展，各种ＳＭＡ的检测方法也快速涌现，基于人
群的ＳＭＡ致病突变筛查已在多个国家开展，本文
仅对常用的脊髓性肌萎缩症携带者筛查方法，希望
为后续大规模做筛查提供借鉴。

１　犛犕犃的遗传学机制

１９９５年，Ｌｅｆｅｂｖｒｅ等［９］确定运动神经元存活基
因（犛犕犖）是ＳＭＡ的致病基因，犛犕犖位于染色体
５ｑ１１．２ｑ１３．３，编码全长２９４个氨基酸、分子量为
３８ｋＤａ的蛋白质，物种间高度保守，全身组织普遍表
达，在脊髓运动神经元中犛犕犖表达丰度最高［１０］。
犛犕犖基因包含２个高度同源的反向基因：近端粒
的犛犕犖１或犛犕犖狋（ＯＭＩＭ＃６００３５４）和近着丝粒
的犛犕犖２或犛犕犖犮（ＯＭＩＭ＃６０１６２７）。犛犕犖１和
犛犕犖２序列只有５个核苷酸差异，一个在内含子６，
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一个在外显子７，内含子７中有２个，外显子８中有
１个［１１］。７号外显子８４０位置的转换（Ｃ→Ｔ）是一
个重要功能突变，该突变是犛犕犖１和犛犕犖２编码
序列唯一的突变，携带该突变的犛犕犖２只能产生野
生型水平的约１０％的完整蛋白，且稳定性较差，功
能下调，而犛犕犖１是产生犛犕犖完整功能蛋白的主
要基因［１２］。犛犕犖１突变可导致ＳＭＡ表型，突变的
主要形式是犛犕犖１部分外显子缺失或是基因全长
缺失，而犛犕犖２拷贝数数量则和ＳＭＡ的严重程度
有关［１３］。犖犃犐犘的拷贝数与ＳＭＡ严重性也有一定
关联，犖犃犐犘基因拷贝数变化可以影响ＳＭＡ病情
严重程度［１４］。
犛犕犖１基因第７、８外显子（Ｅ７、Ｅ８）是突变热

点，目前认为在超过９５％的Ⅰ～Ⅲ型［１５］ＳＭＡ患者
中存在犛犕犖１基因纯合缺失，具体表现为犛犕犖１
Ｅ７、Ｅ８序列同时缺失，或仅有犛犕犖１Ｅ７序列缺失，
只有约５％的患者是由犛犕犖１发生其他微小突变、
杂合缺失或犛犕犖１向犛犕犖２转化导致的犛犕犖１缺
失［１６，１７］。

２　携带者类型

犛犕犖１野生型为双拷贝，但也有人为不同程度
的拷贝数重复，拷贝数可从重复一次到几次不
等［１８］。ＳＭＡ纯合缺失的患者犛犕犖１拷贝数为０。
ＳＭＡ携带者主要有４种基因型：犛犕犖１基因

在一条染色体上的顺式重复和反式缺失的复合体“２
＋０”型［１９］；２条同源染色体上，１条染色体上有１拷
贝野生型的犛犕犖１基因，另１条缺失犛犕犖１基因
的为“１＋０”型；１条染色体上有１拷贝犛犕犖１基因，
另１条犛犕犖２基因发生微小突变的“１＋１ｍ”型；１
条染色体上有２拷贝犛犕犖１基因，另１条犛犕犖１基
因发生突变的“２＋１ｍ”型；“１＋０”型携带者最常见，
约占９５％，其他约占５％［２０］。因而对犛犕犖１拷贝数
进行检测，就可以筛查出大部分犛犕犖１拷贝数为１
的携带者和拷贝数为２以上的健康人。因而通过检
测犛犕犖１拷贝数可筛查区分健康者和携带者。
ＳＭＡ携带者没有任何临床表现，如果父亲和母

亲均是携带者，则后代有２５％的概率获得２个有缺
陷的基因拷贝而显示ＳＭＡ表型。

３　脊髓性肌萎缩症携带者常用筛查方法

３．１　多重连接探针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）　ＭＬＰＡ是
Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等于２００２年发明的一项基因诊断新技
术，主要用于基因片段缺失／重复、染色体非整倍体
等的检测，可检测出基因纯合缺失、杂合缺失和拷贝
数增加等基因拷贝数量的变化［２１］。

ＭＬＰＡ检测包含靶向ＳＭＡ基因关键区域的多
个探针，特异性探针与犛犕犖１、犛犕犖２基因杂交后
进行扩增，根据扩增产物和参照序列的比值，评价
犛犕犖１和犛犕犖２的拷贝数。无论是犛犕犖１纯合或
杂合缺失还是向犛犕犖２的转化都可检测，筛查结果
可靠，已被许多国家管理部门批准用于临床检测。
ＭＬＰＡ检测基本步骤如下，经过ＤＮＡ变性、探针杂
交、连接和荧光引物ＰＣＲ扩增，进行片段分离和数
据分析，整个过程耗时２４ｈ左右。

丁宇等［２２］通过对３名疑似患者和其父母外周
血标本，提取基因组ＤＮＡ，应用ＭＬＰＡ试剂盒进行
分析，ＭＬＰＡ图谱可直观显示犛犕犖１基因与
犛犕犖２基因信号峰值的变化。将每个样本中每对
探针产物峰的相对峰面积，再除以标准对照样本中
相对应的产物峰的中位值，即得到比值，也就是该序
列的相对拷贝数，最后校正后得到绝对拷贝数。结
果不仅诊断出患儿犛犕犖１基因的７号和８号外显
子的拷贝数皆为０，为纯合缺失，同时也检测出３例
患儿父母犛犕犖１基因的７号和８号外显子的拷贝
数属于１拷贝范围，属于杂合缺失的携带者。

罗福薇等［２３］使用ＭＬＰＡ方法对１５例患者的
父母都检测出外显子７和外显子８杂合缺失，同时
检测的４４例无ＳＭＡ家族史的健康成人，未发现
犛犕犖１基因外显子７和８的缺失，很好地证实了
ＭＬＰＡ对ＳＭＡ携带者的筛查作用。

但ＭＬＰＡ对杂质污染极其敏感，在制备样品和
操作该技术时需要非常小心，虽然最低２０ｎｇＤＮＡ
可用于检测，但是１００～２００ｎｇＤＮＡ模板是临床检
测推荐的模板量［２４］。
３．２　ＰＣＲ变性高效液相色谱（ＰＣＲｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ
ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＰＣＲ

０６



《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０２１年第１３卷第２期 ·综述·　　

ＤＨＰＬＣ）　ＤＨＰＬＣ是一种新的高通量筛选ＤＮＡ
序列变异的新技术，这一技术最先由美国Ｓｔａｎｆｏｒｄ
大学Ｏｅｆｎｅｒ及Ｕｎｄｅｒｈｉｌｌ等于１９９５年报道，其特点
是高通量、自动化程度高、灵敏度及特异度均较高，
更适合大片段ＤＮＡ的筛查，检测快速，价格相对低
廉，检测结果以图表显示，方便判断［２５］。
ＰＣＲＤＨＰＬＣ已经成为了ＳＭＡ筛查的主流方

法，龚波等［２６］和谭建强等［８］都用此方法做了大规模
携带者筛查。主要都是应用多重ＰＣＲ结合
ＤＨＰＬＣ进行犛犕犖１和犛犕犖２基因拷贝数的检测，
首先通过ＰＣＲ扩增目标基因，再采用ＤＨＰＬＣ半定
量方法检测。ＰＣＲＤＨＰＬＣ图形前２个峰是内参
峰，后２个峰是犛犕犖２、犛犕犖１，待测样本犛犕犖１、
犛犕犖２拷贝数通过和正常对照结果的比较计算得
出，筛查出犛犕犖１拷贝数为１的脊髓性肌萎缩症携
带者。
３．３　荧光定量ＰＣＲ　荧光定量ＰＣＲ又称ｑＰＣＲ，
是一项常见分子生物学实验技术。对核酸进行定量
分析，应用广泛，用于检测基因的表达量。可对片段
的拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）进行
分析，对基因进行分型，对ＤＮＡ要求低，适用于组
织、新鲜血液ＤＮＡ样本和干血斑ＤＮＡ样本［２７］。
其原理为通过监控反应体系中荧光强度的变化，记
录检测荧光达到阈值时的循环数（Ｃｔ值）。理论上
说，起始模板量和Ｃｔ值密切相关，因此我们通过判
读Ｃｔ值对样本进行定量。

任晨春等［２８］对临床确诊为ＳＭＡ的５例患儿及
其父母同时用定量荧光聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦＰＣＲ）
方法检测，４例患儿犛犕犖１的Ｅ７、Ｅ８均表现为纯合
缺失，其父母都表现为犛犕犖１Ｅ７、Ｅ８均杂合缺失的
携带者。１例检测出犛犕犖１Ｅ７纯合缺失，Ｅ８杂合
缺失的患者，其母亲检测出基因型为犛犕犖１Ｅ７、Ｅ８
的杂合缺失，父亲仅表现为犛犕犖１基因Ｅ７的杂合
缺失，Ｅ８无缺失改变。ＱＦＰＣＲ方法与ＭＬＰＡ法
检测的结果比对，完全一致。

荧光定量ＰＣＲ对于犛犕犖１基因的检测，主要
是比较标本中犛犕犖１基因与健康对照的相对量以
推定其拷贝数，所以采用无需标准品的相对定量方

法。由于缺失１个犛犕犖１基因模板与野生型之间
基因的拷贝数差异仅为１倍，体现在Ｃｔ值上的变化
非常小，所以每次检测标本时一般同时检测３例健
康对照标本，通过公式计算得到目的基因相对参比
基因的拷贝数。这种目的基因相对定量模式，无需
制备标准曲线，可灵敏地检测出基因拷贝数的差
异［２９］。

目前国内已经有几家公司的荧光定量检测试剂
盒已经取得了ＣＦＤＡ的证书，检测方便，通过荧光
定量ＰＣＲ扩增就可检测，通过标准化判读，总共２
～３ｈ内完成实验，得到结果。
３．４　微滴式数字ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，
ｄｄＰＣＲ）　数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）是新型分
子诊断技术，通过有限稀释将样本分到许多独立的
区室，每个区室最多包含１个拷贝的ＰＣＲ模板，大
多数区室并不包含ＰＣＲ模板分子。ＰＣＲ反应时，
多个区室同时平行独立扩增。扩增完成，通过荧光
信号的有无，计数阴性和阳性区室的数量，可实现绝
对定量。现已在遗传病分子诊断中使用，可准确检
测０～３拷贝的犛犕犖１基因和０～５拷贝的犛犕犖２
基因。ｄＰＣＲ方法非特异性扩增少，检测犛犕犖１和
犛犕犖２基因拷贝数ＣＶ值优于ＴａｑＭａｎ探针法
ｑＰＣＲ技术检测的ＣＶ值［３０］。

ＶｉｄａｌＦｏｌｃｈ等［４］用ｄｄＰＣＲ方法检测干血斑样
本，通过特殊设计的引物和探针，不仅能筛查ＳＭＡ
携带者，还能筛查出一定的犛犕犖１“２＋０”基因型。
ｄＰＣＲ对ＤＮＡ要求低，干血斑就能检测，拷贝

数检测准确，不易被ＰＣＲ反应抑制剂所干扰。同时
检测成本和其他方法相当。

４　总结

脊髓性肌萎缩作为常染色体隐性遗传病，人群
携带率较高，父母双方都是携带者，生育患儿的概率
有２５％，５０％可能会生育携带ＳＭＡ致病基因的子
女。临床上还没有行之有效的治疗方法，支具或矫
形器进行干预可延缓疾病进展，相关药物直到２０１９
年２月底，用于治疗５ｑＳＭＡ的反义寡核苷酸药物
诺西那生钠注射液（Ｎｕｓｉｎｅｒｓｅｎ，曾用名ＩＯＮＩＳ
ＳＭＮＲＸ，商品名Ｓｐｉｎｒａｚａ）在我国获批，虽然上市后
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国内ＳＭＡ患者无药可用的局面被打破，但普通患
者家庭能否承担药物费用仍存疑问，且需反复鞘内
注射，终身用药且费用昂贵［３１］。

产前筛查利用分子遗传筛查技术，可以从源头
降低脊髓性肌萎缩的患儿出生，是一种经济有效的
出生缺陷控制方法。可行的筛查方式是对备孕妇女
进行携带者筛查，如判断为携带者，则对其配偶进行
携带者筛查，如果夫妻双方均为携带者，则需在妊娠
时进行产前诊断，根据诊断结果配合遗传咨询采取
临床干预措施，防止受检者生出ＳＭＡ患儿。

ＭＬＰＡ分析作为ＳＭＡ分子诊断的金标准技
术，诊断性高，但是仪器大型，实验室配置不普遍，且
运行易受杂质干扰、操作复杂且耗时长。ＰＣＲ
ＤＨＰＬＣ技术敏感度高，特异性好，成本低廉，是目
前大规模人群样本筛查常用的技术。荧光定量
ＰＣＲ检测技术，所需荧光定量ＰＣＲ仪器，实验室配
置比较普遍，实验数据判别方便，同时试剂有ＣＦＤＡ
证书。荧光定量ＰＣＲ技术成本低、灵敏度高、检测
结果准确可靠，同时操作简单，实验步骤少，无需开
盖检测等特点，可作为新型大规模筛查方法。
ｄｄＰＣＲ属于绝对定量，拥有高灵敏度、高准确性，实
验过程不易被ＰＣＲ反应抑制剂干扰，对ＤＮＡ要求
低，干血斑就能检测，作为携带者筛查，未来有很大
的利用空间。

对于不同样本类型检测方面，荧光定量ＰＣＲ和
ｄｄＰＣＲ可以使用干燥血斑ＤＮＡ进行检查，但是有
发现干燥血斑ＤＮＡ是单链的、高度碎片化的，并且
容易被ＲＮＡ污染，不太可能支持精确测定拷贝数。
所以有条件建议用新鲜血液ＤＮＡ进行携带者筛
查，以得到更准确的结果［３２］。

上述的这些筛查技术还存在一些弊端，会漏检
约５％的特殊突变携带者，如“２＋０”型、“２＋１ｍ”型、
“１＋１ｍ”基因型。后续提高筛查准确率，进一步全
部筛查出所有携带者还是需要解决的问题。

另外如何宣传和推广ＳＭＡ基因筛查也是个社
会问题。只有多方努力，加强宣传力度，提高认知
率，同时筛查做到检出率高，结果准确，价格合适，大
众才能更好地接受检测，从而让ＳＭＡ携带者筛查
得到更大的普及，降低ＳＭＡ的患病率。
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