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１　背景介绍

脊髓性肌萎缩症（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，

ＳＭＡ）是全球最常见的致死性常染色体隐性遗传疾

病之一，活婴发生率为１／５０００～１／１００００，人群携带

率为１／３５～１／５０
［１］。

临床上根据ＳＭＡ发病年龄和病程的不同，将

患者分为Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型及Ⅳ型，其中占患者比例

约７０％的Ⅰ型临床表型最为严重，常于６个月内起

病，多数于２岁内夭折
［２］。１９９５年，ＳＭＡ相关基因

被定位于５号染色体长臂１区（５ｑｌ１．２～１３．３），并

发现了反向重复的运动神经元生存基因（ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ，犛犕犖）
［３］。该基因有２个序列高度

相似的拷贝：靠近端粒的决定性基因犛犕犖１及靠近

着丝粒的修饰犛犕犖２（图１），两者之间仅存在５个

碱基的差异，而在编码区内只存在１个碱基的差异，

即第７号外显子上的８４０Ｃ＞Ｔ。由于犛犕犖 所在的

染色体区域存在众多重复和假基因簇等易导致结构

不稳定的序列，导致犛犕犖 基因发生缺失或转换的

频率较高，相应的表现为人群犛犕犖 基因拷贝数组

合复杂多变。

图１　犛犕犖 基因在染色体５ｑ１３中的位置图谱

　　脊髓性肌萎缩症危害严重且无有效治疗方法，

尤其是占多数比例的Ⅰ型患儿一旦发病进展迅速、

存活期短，生育ＳＭＡ患儿无疑将给患者家庭带来

经济和精神的沉重负担，因此开展人群携带者筛查，

对高危胎儿进行产前诊断是降低该病发生率的惟一

途径。２００８ 年，全美 医学遗传学会 （Ａｍｅｒｉｃａｎ

ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＡＣＭＧ）建议不分地域

种族，对所有孕龄人群无差别地实施犛犕犖１携带者

基因筛查，对高风险胎儿实施产前诊断或植入前诊

断，从而减少ＳＭＡ 患儿的出生
［４］。随即在２００９

年，全美妇产科医师协会 （ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆ

ＯｂｓｔｅｔｒｉｃｉａｎｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｉｓｔｓ，ＡＣＯＧ）提议各国

或地区有必要掌握本地区ＳＭＡ流行病学数据，并

在具备结果准确、成本低廉的检测方法前提下将

ＳＭＡ携带者检查纳入孕前优生范畴
［５］。目前已报

道的ＳＭＡ携带者检测方法众多，不同方法的检出

率、可靠性及经济性等指标也不尽相同，本文就

犛犕犖 基因拷贝数分析中３种常见的技术及２种新

方法作综述如下。
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２　犛犕犖１基因携带者筛查常见技术

据统计约９５％的ＳＭＡ患者表现为犛犕犖１基

因第７外显子位点纯合缺失
［６］，另外５％患者为

犛犕犖１杂合缺失，即属于含有微小突变的单拷贝

犛犕犖１基因。因此临床上ＳＭＡ携带者检测的主要

目标为犛犕犖１基因单拷贝人群的检出。目前文献

报道中最常见的犛犕犖 基因拷贝数分析技术为变性

高效液相色谱（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）、多 重 连 接 探 针 扩 增

（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＭＬＰＡ）及实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）技

术。不同技术在犛犕犖１基因单拷贝携带者分析中

互有优缺（表１），现分述如下。

表１　ＤＨＰＬＣ、ＭＬＰＡ、实时定量ＰＣＲ在犛犕犖 基因

拷贝数变异分析中的比较

方法 ＤＨＰＬＣ ＭＬＰＡ 定量ＰＣＲ

操作难易程度 ＋＋ ＋＋＋ ＋

检测时间 ３小时 ２４小时 ４小时

操作时间 １小时 ３小时 １小时

结果准确性 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

质量控制 参照样品
参照探针及校

正样品
标准曲线及校正样品

优势 检测快速
商品化试剂、

标准化操作

闭管操作、步骤最少、

成本低、可靠性高

缺点 稳定性欠佳
成本高、耗时、

易产生污染

无标准化方法、多平

台重复性待验证

　　ＤＨＰＬＣ 是一类在单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅ

ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）研究中常见的分析

技术，具有成本低、检测快速、通量高的优点。其原

理是在部分变性的条件下，通过杂合与纯合二倍体

在柱中保留时间的差异判断是否存在ＤＮＡ突变。

在脊髓性肌萎缩症检测中，ＤＨＰＬＣ分型的原理是

通过将扩增产物洗脱峰形及峰高（面积）比例与参照

样本比对，进而推测样本犛犕犖 基因的实际拷贝

数［７，８］。实践应用中，ＤＨＰＬＣ的分辨力常受到实验

设计、检测环境等诸多因素的影响，存在检测可靠性

和稳定性欠佳的问题。因而该技术在ＳＭＡ携带者

中一般仅用于初级筛查，诊断结果常需辅以其他方

法进行验证。

ＭＬＰＡ是２００２年由Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等
［９］开发的一种

基因拷贝数分析技术。其基本原理为特异性探针与

靶序列ＤＮＡ进行杂交，之后通过连接、ＰＣＲ扩增，

产物毛细管电泳分离及数据收集、软件计算等分析

靶序列拷贝数变异。每个 ＭＬＰＡ探针包括２个寡

核苷酸片段，每个探针都包括一段引物序列和一段

特异性序列。在 ＭＬＰＡ反应中，２个寡核苷酸片段

都与相邻的靶序列进行杂交，之后使用连接酶进行

连接。此连接反应高度特异，只有当靶序列与探针

特异性序列完全互补时，连接酶才能将２段探针连

接成一条完整的核酸单链；只有当连接反应完成，才

能进行随后的ＰＣＲ扩增并收集到相应探针的扩增

信号，如果检测的靶序列发生点突变或缺失，那么相

应探针的扩增峰便会降低或缺失。因此，根据扩增

峰的改变就可判断靶序列是否存在拷贝数的异常。

目前荷兰 ＭＲＣＨｏｌｌａｎｄ公司生产的ＳＭＡ检测试

剂盒（ＳＡＬＳＡ ＭＬＰＡＫＩＴＰ０２１）是可供临床实施

脊髓性肌萎缩症诊断及携带者检测的惟一商品化产

品。其包含的探针组合可同时检测 犛犕犖１ 及

犛犕犖２基因的第７、８外显子，针对纯合缺失型患者

的检出率可达１００％。在携带者检测中，由于具有

可同步扩增的稳定拷贝数内参基因及校正品质控，

其检测准确性及可靠性较 ＤＨＰＬＣ 更佳，目前

ＭＬＰＡ已成为ＳＭＡ基因诊断的主流技术
［１０１２］。

近年来，随着相关仪器设备价格的迅速降低，实

时定量ＰＣＲ几乎已成为所有医疗机构的常规配置。

由于具有操作步骤少、成本低、灵敏度高、无需开盖

检测等诸多优势，实时定量ＰＣＲ已成为当前分子诊

断领 域的 重要技术［１３］。２００２ 年，Ｆｅｌｄｋｏｔｔｅｒ Ｍ

等［１４］率先尝试用定量ＰＣＲ方法分析犛犕犖 基因拷

贝数，发展至今该平台已衍生出多种ＳＭＡ携带者

的检测方法，具体主要包括以下３类（表２）：①

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料法：ＦｅｌｄｋｏｔｔｅｒＭ 等
［１４］将一个

犛犕犖１：犛犕犖２＝２：０的参照样本梯度稀释，模拟不

同犛犕犖１拷贝数的标准品，并通过未知样本与标准

品荧光ｃｒｏｓｓｉｎｇｐｏｉｎｔ（Ｃｐ）值的拟合判断样本的实

际拷贝数，报道灵敏度为９６．２％，特异性为１００％。

ＳｏｌｏｖｉｏｖＯＯ等
［１５］则通过引入ＡＬＢ内参基因，并依

照相对定量算法２－△△Ｃｔ（Ｌｉｖａｋｍｅｔｈｏｄ）计算样本的

犛犕犖１基因拷贝数。相较在此之前采用的放射性

或银离子标记的犛犕犖 基因分析方法，荧光染料实

５３
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时定量ＰＣＲ法的应用大幅度地提升了检测的易操

作性，为大规模携带者筛查提供了可能。但是由于

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ等荧光染料本身并无序列特异性，无

法区分扩增产物与引物二聚体及非特异产物产生的

荧光信号差异。此外，目标基因与内参基因的扩增

效率差异是否稳定符合２－△△Ｃｔ相对定量算法的数

学基础也有待验证，因而该方法在携带者检测中的

可靠性尚值得商榷。②通用引物结合特异性探针方

法［１６］：此类方法采用一对可同时扩增犛犕犖１和

犛犕犖２基因第７外显子Ｃ８４０Ｔ位点的通用引物，并

通过针对差异位点设计的特异性Ｔａｑｍａｎ
?探针区

分犛犕犖１和犛犕犖２。本课题组通过对采用此类方

法的文献内容进行重复，发现探针区分犛犕犖 基因

的特异性存在局限，无犛犕犖１拷贝的患者同样会产

生一定强度的犛犕犖１探针杂交信号，从而干扰了携

带者筛查检测中的犛犕犖１基因拷贝数分析。③特

异性引物结合通用探针方法［１７］：此法是通过针对

犛犕犖 基因第７外显子Ｃ８４０Ｔ位点设计竞争性引

物，分别扩增犛犕犖１及犛犕犖２基因，再通过两者共

用的Ｔａｑｍａｎ
?探针检测荧光信号。相较由探针区

分犛犕犖１及犛犕犖２基因，竞争性引物区分避免了

犛犕犖２基因的干扰，提高了分析的准确性。此外，

由于体系中加入了内参基因、校正品以及外部标准

曲线等多层次质控，使得检测的稳定性得以保证。

课题组通过此类方法完成了对５６例确定携带者的

检测（数据未发表），检出率达到９６．４％（５４／５６，２个

携带者为同一染色体上存在２个犛犕犖１拷贝）。另

一方面，我们看到，虽然平台普及程度较高，但相较

于ＤＨＰＬＣ及 ＭＬＰＡ等使用专用技术平台的犛犕犖

表２　常见定量ＰＣＲ检测犛犕犖 基因拷贝数方法比较

方法
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

染料法

通用引物

特异性探针

特异性引物

通用探针

代表性文章
Ｆｅｌｄｋｏｔｔｅｒ

Ｍ，２００２
ＭａｒａｎｄａＢ，２０１２

ＧｏｍｅｚＣｕｒｅｔ

Ｉ，２００７

实验设计难度 ＋ ＋＋ ＋＋

结果准确性 ＋ ＋＋ ＋＋＋

质量控制 标准曲线
标准曲线、校正样

品

标准曲线、校

正样品

优势
成本低、实验

设计简单
引物设计简单 可靠性高

缺点 准确性较低
犛犕犖２基因存在干

扰成本相对较高
成本相对较高

基因分型方案，实时定量ＰＣＲ由于设备型号规格众

多，不同研究采用的具体技术差异往往较大，未形成

可供临床指导的标准化实施方案。因此至今未见应

用此技术开展大规模人群携带者筛查的报道。

３　犛犕犖１基因携带者筛查新技术

由于现有犛犕犖１基因携带者筛查技术在检测

成本、稳定性和准确性等存在不同程度的缺陷，因此

近年来研究界陆续发展了一些新的技术。这其中高

分 辨 溶 解 曲 线 分 析 （ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＲＭＡ）和数字ＰＣＲ（ＤｉｇｉｔａｌＰＣＲ）技术

在未来的ＳＭＡ携带者筛查应用中最具潜力。

高分辨熔解曲线分析是一类近年来蓬勃发展的

新型定量ＰＣＲ衍生技术，因其在ＳＮＰ研究中具有

操作简便、检测快速、成本低廉等诸多优势而倍受关

注［１８，１９］。该技术的原理是通过实时监测升温过程

中饱和荧光染料与ＰＣＲ扩增产物的结合情况，ＳＮＰ

位点异源双链由于不完全匹配会在升温过程中率先

解开，荧光染料从局部解链的ＤＮＡ 分子上释放，从

荧光强度与时间曲线上就可以判断是否存在ＳＮＰ。

而且不同ＳＮＰ位点、杂合子与纯合子等都会影响熔

解曲线的峰形，因此 ＨＲＭＡ 能够有效区分不同

ＳＮＰ位点与不同基因型。从检测原理来看，由于

犛犕犖１和犛犕犖２第７外显子仅存在一个碱基的差

异，因此两者不同的拷贝数组合可使产物熔解曲线

峰形发生变化，从而可通过 ＨＲＭＡ 实现区分。

２００９年，ＣｈｅｎＷＪ等
［２０］率先应用 ＨＲＭＡ结合非标

记探针完成了对患者及正常人的区分，但未能实现

对正常人犛犕犖１基因拷贝数的定量分析。此后，

ＭｏｒｉｋａｗａＳ
［２１］和ＥｒＴＫ等

［２２］分别尝试了 ＨＲＭＡ

方法的可行性，但均未解决犛犕犖１单拷贝分型技

术。２０１２年，ＤｏｂｒｏｗｏｌｓｋｉＳＦ等
［２３］通过对扩增引

物和检测体系的改进，提出 ＨＲＭＡ技术可对包括

患者及个别类型携带者实现区分。从现有的报道来

看，ＨＲＭＡ无需特异性探针及外部标准曲线，降低

了检测成本、简化了操作步骤并易实现自动化，在

ＳＭＡ大规模人群筛查中具备潜力。但与此同时，由

于人群中犛犕犖 基因拷贝数组合多态性高，已知类

型就多达１９种（表３）
［２３］，因此 ＨＲＭＡ 对不同

６３
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犛犕犖 拷贝数比例间细微差异的分辨能力尚需验

证。此外，由于犛犕犖１：犛犕犖２＝１（２）：０与犛犕犖１：

犛犕犖２＝１（２）：１（２）携带者与正常人具有相同比例

的犛犕犖 拷贝数组合，两者之间的准确区分亦是

ＨＲＭＡ技术亟待解决的问题。

表３　人群中犛犕犖１、犛犕犖２拷贝数组合类型及犛犕犖１／犛犕犖２拷贝数比值

患者携带者正常人

犛犕犖１ ０ ０ ０ １ １＃ １ １ １ ２ ２ ２＃ ２ ２ ３ ３ ３ ４ ４ ４

犛犕犖２ ２ ３ ４ ０ １ ２ ３ ４ ０ １ ２ ３ ４ ０ １ ２ ０ １ ２

比值 ０ ０ ０ ∝ １ ０．５０ ０．３３ ０．２５ ∝ ２ １ ０．６７ ０．５ ∝ ３ １．５ ∝ ４ ２

　　注示犛犕犖１∶犛犕犖２＝１∶０携带者与犛犕犖１∶犛犕犖２＝２∶０正常人犛犕犖 拷贝数比值相同；＃示犛犕犖１∶犛犕犖２＝１∶１携带者与犛犕犖１∶

犛犕犖２＝２∶２正常人犛犕犖 拷贝数比值相同

　　数字ＰＣＲ最早在上世纪末是由 ＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎＢ

等［２４］提出来的一种ＤＮＡ绝对定量概念，但直到近

两年才有成熟的检测平台面市。其原理是基于单分

子ＰＣＲ方法并结合统计学计算方法对ＤＮＡ进行

定量：将大量的稀释后的ＤＮＡ溶液分散至微反应

器或微滴中，使每个反应器（微滴）的ＤＮＡ模板数

少于或者等于１个拷贝。这样经过ＰＣＲ循环之后，

有ＤＮＡ模板的反应器（微滴）可以检测到荧光信

号，没有ＤＮＡ模板的反应器（微滴）则检出不到信

号（图２）。最后根据统计学中的柏松分布原理，推

算出原始ＤＮＡ的浓度或是基因拷贝数。从检测原

理来看，数字ＰＣＲ技术可准确定量样本基因的拷贝

数，而无需使用相对定量方法中的内参基因、标准品

及校准品等复杂质控，在进一步提升检测准确性的

同时简化了操作流程。ＺｈｏｎｇＱ等
［２５］应用最新的

数字平台ＰＣＲ对包括患者、携带者及正常人的２０

例样本进行了准确的犛犕犖 基因分型，取得了预想

中的结果。从近年来层出不穷的报道中可以看到数

字ＰＣＲ技术方兴未艾，各类研究及应用必将日趋深

入和广泛，但是由于目前相关平台的可靠性仍处验

证初期，同时也面临着检测成本较高及通量较低的

问题，因此短时间内难以作为ＳＭＡ携带者大规模

人群筛查技术投入临床应用。

图２　数字ＰＣＲ技术原理示意图

４　国内外犛犕犃基因携带者检测临床应用现状及

展望

　　由于脊髓性肌萎缩症携带者无临床表现，因此

基因检测是检出携带人群的惟一可行方案。目前一

些发达国家和地区在脊髓性肌萎缩症携带者产前优

生检查中已积累了丰富的实践经验，并建立起了从

遗传咨询到产前诊断的完整实施方案，ＳＭＡ患儿的

出生数量呈逐年下降趋势，取得了较好的社会效

益［１１，２６２８］。从应用层面上看，由于具有稳定的商品

化解决方案，ＭＬＰＡ是目前国外携带者检测的主流

技术。国内虽然也可见相关研究报道，但长期以来

却难以作为常规筛查技术投入应用。分析原因其一

可能由于 ＭＬＰＡ分析所需的毛细管测序仪价格昂

贵，配套的进口试剂耗材价格高，导致国内医疗机构

该检测平台的普及度不高；其次，ＭＬＰＡ操作步骤

多、检测时间长、对技术人员的操作分析能力要求较

高，在医疗资源紧缺的国内未受青睐。相对而言，定

量ＰＣＲ平台在国内的普及更为广泛，目前大多数二

级以上医疗机构检验科或实验室已实现配置。但是

７３
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由于型号规格不尽相同，缺乏可供借鉴的标准化实

施方案，文献报道的方法往往不容易准确重复，使得

目前有能力应用此技术开展临床ＳＭＡ携带率检测

的医疗机构数量十分有限。技术实施上的障碍再加

上疾病相关的宣传教育滞后，以至于ＳＭＡ遗传优

生检查项目在国内长期处于空白状态，进而导致每

年有大量的ＳＭＡ患儿出生，给社会及患者家庭造

成了沉重的负担。基于国情现状，笔者认为基于定

量ＰＣＲ平台的ＳＭＡ携带者检测技术更适合于作

为筛查技术在我国普及应用，建立并推广经充分验

证的标准化实施方案是开展ＳＭＡ优生筛查的必要

前提。
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读者·作者·编者

书　　讯

胎儿医学目前还是一个很新的领域，应用临床思维对胎儿现象乃至疾病进行

审视和判断正逐渐步入大众生活中，将胎儿视为生命已经越来越多地为社会大众

所接受。其中胎儿肺囊腺瘤和隔离肺是胎儿医学内容中一个很小的分支，目前广

大医疗界和全社会对此认识并不多，且有很多迷惑和误解，迫切需要了解和提高

这方面的认识。

随着胎儿超声检查的普及，越来越多的有关胎儿肺囊腺瘤和隔离肺的问题被

提了出来。本书以科普的形式，主要通过问答和介绍典型病例等方式，力图将胎

儿肺囊腺瘤和隔离肺深奥的知识以简单的、容易理解的形式展现给大家。本书的

主要读者可以是妈妈们，也可以是包括超声科、产前诊断科、产科、新生儿科的外

科医务人员。

作为本书的作者，来自广东省妇幼保健院胎儿医学部主任俞钢教授，曾在

２０１２年坚持不懈地在“好大夫在线”个人网站和“宝宝加油”ＱＱ群（１４７０５１６８９）上

为全国乃至全球华人的有胎儿肺囊腺瘤和隔离肺疑问的妈妈们回答和解释关于

胎儿肺囊腺瘤的相关问题，完成了近３００例的诊治和５００多例的网上问答，并在

２０１２年完成了７０例胎儿肺囊腺瘤手术，并达到１００％的治愈效果。

开卷有益，相信这本书的出版，会吸引越来越多的医务人员加入到胎儿肺囊腺瘤和隔离肺的医学领域中来。
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