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【摘要】　脊髓肌肉萎缩症（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是一种由于脊髓前角运动神经元退化引起的

神经肌肉性疾病，是仅次于囊性纤维化的儿童致死性疾病，目前还没有有效的治疗方法。ＳＭＡ疾病的

发病率为１／６０００～１／１００００，携带者频率在不同的人群中为１／３５～１／１６８，９５％的ＳＭＡ患者为致病基

因ＳＭＮ１纯合缺失所致，另外５％是由于ＳＭＮ１点突变导致。由于ＳＭＡ的遗传复杂性和高携带率，精

准的ＳＭＡ遗传咨询和风险评估显得尤为重要。全面的ＳＭＡ遗传检测，加上合适的遗传咨询和风险评

估，能够给ＳＭＡ患儿和家庭提供完整的评估。本文主要总结脊髓肌肉萎缩症的分子诊断技术及携带者

筛查的研究进展。
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１　脊髓肌肉萎缩症（狊狆犻狀犪犾犿狌狊犮狌犾犪狉犪狋狉狅狆犺狔，犛犕犃）临

床特征

　　ＳＭＡ是常见的儿童致死性神经系统疾病，发病

率为１／６０００～１／１００００。该病以脊髓前角运动神经

元退化为病理特征，临床主要表现为进行性、对称性

近端肌无力和肌萎缩。根据发病年龄和疾病进展，

常将ＳＭＡ分为３种亚型
［１］，其中Ⅰ型（又称韦尼霍

夫曼病，ＷｅｒｄｎｉｇＨｏｆｆｍａｎｎｄｉｓｅａｓｅ，ＭＩＭ２５３３００）

最为严重，于出生后６个月内发病，患儿全身严重肌

无力及肌张力减退，无法坐立，呼吸及吞咽功能降

低，常在２岁前死于呼吸肌麻痹；Ⅱ型ＳＭＡ（ＭＩＭ

２５３５５０）起病稍晚，在出生后６～１８个月内发病，患

儿能坐但无法站立和行走，存活期限视呼吸肌受累

的程度而定，一般都超过２岁；Ⅲ型（又称库格尔贝

格韦兰德病，ＫｕｇｅｌｂｅｒｇＷｅｌａｎｄｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＭＩＭ

２５３４００），于出生１８个月后发病，患儿能独立行走，

病情进展缓慢，可存活至成年，但通常需要借助轮椅

生活。

ＳＭＡ是常染色体隐性遗传性疾病，多数患儿父

母双方都为无症状的ＳＭＡ携带者，每次生育时都

有２５％的风险概率生育ＳＭＡ患儿。

２　犛犕犃分子机理

３种亚型的ＳＭＡ都与５号染色体长臂５ｑ１１．２

１３．３的ＳＭＮ基因相关。ＳＭＮ基因有２个反向重

复拷贝，端粒侧的称为 ＳＭＮ１，着丝粒侧的称为

ＳＭＮ２，二者高度同源，基因组序列只有５个碱基位

点的差异，其中２个位于７号和８号外显子上，３个

分别位于第６、７号内含子内。

目前已公认，ＳＭＮ１基因是ＳＭＡ主要的致病

基因。虽然ＳＭＮ２序列上与之高度相似，但是位于

７号外显子上关键的Ｃ→Ｔ碱基差异（ｃ．８４０Ｃ＞Ｔ），

造成ＳＭＮ２基因转录后的剪切改变，致使ＳＭＮ２表

达的蛋白缺少由第７号外显子编码的核心功能区

域。完整的ＳＭＮ１蛋白包含２９４个氨基酸，分子量

为３８ＫＤａ，在富含尿嘧啶 的小 核核糖核蛋白

（ＳｎＲＮＰ）的形成过程中起着重要作用。

ＳＭＮ１两个等位基因同时突变是造成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

型ＳＭＡ的主要原因，９５％的患者为ＳＭＮ１纯合缺
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失所致，基因的缺失与同源序列造成的基因组重排

相关［２］，其余５％是杂合缺失
［３］，即一个等位基因缺

失，另一个发生了突变。越来越多的研究表明，

ＳＭＮ１突变类型与疾病的临床分型没有内在联系，

而患者体内残留的ＳＭＮ２拷贝数与疾病的严重程

度成负相关，可能与ＳＭＮ２部分代偿ＳＭＮ１的正常

功能有关。

３　犛犕犃分子诊断方法

３．１　ＰＣＲＲＦＬＰ（ＰＣＲＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ＰＣＲ限制性片段长度多态性分析）　ＰＣＲＲＦＬＰ是

目前最常用的临床ＳＭＡ诊断的方法，可以确认由

ＳＭＮ１的７号外显子纯合缺失导致的ＳＭＡ患儿。

利用ＳＭＮ１和ＳＭＮ２７号外显子和８号外显子上

的碱基差异，设计特异性引物在此处，可以特异性扩

增ＳＭＮ１或ＳＭＮ２，并引入相应的酶切位点ＤｒａＩ
［４］

或ＨｉｎｆＩ
［５］，前者７号外显子下游引物设计在ＳＭＮ１

和ＳＭＮ２的特异性差异碱基处，设计在７号外显子

上，可以特异性地将患儿仅存的ＳＭＮ２７号外显子

切开为２条带，而没有总长１８８ｂｐ的ＳＭＮ１全长，

而正常人不仅有１８８ｂｐ的ＳＭＮ１全长，ＰＡＧＥ电泳

后还可见有１６４ｂｐ的切开的 ＳＭＮ２ 全长。用

ＨｉｎｆＩ酶切时，上游引物设计在ＳＭＮ１和ＳＭＮ２的

特异性差异碱基处，引物主要位于７号外显子前端

的内含子保守区。正常人的ＳＭＮ１会被切开为７５

ｂｐ和２６ｂｐ的２条带，还有一条无法切开的１０１ｂｐ

的ＳＭＮ两条带，而患儿只有１０１ｂｐ的ＳＭＮ两条

带。在中国人群的临床检测中，宋窻等［４］对３３８例

临床疑似ＳＭＡ患儿进行ＰＣＲＲＦＬＰ分析发现有

２６７例为纯合缺失，而另外还有８８例中有１７例符

合ＳＭＡ国际诊断标准，另外７１例后期评估发现非

ＳＭＡ疾病，１７例经 ＭＬＰＡ验证为杂合缺失；季星

等［７］对８５例临床疑似ＳＭＡ患儿进行ＰＣＲＲＦＬＰ

分析发现有５７例纯合缺失，另外１９例阴性患儿在

后期随访后发现１５例不符合ＳＭＡ的诊断。由此

可见，ＳＭＡ的临床表征比较复杂，易于和其他神经

肌肉和遗传代谢病混淆，而且ＳＭＡ的诊断如果单

一依靠ＰＣＲＲＦＬＰ容易造成漏诊误诊，而且如果单

一地将ＰＣＲＲＦＬＰ应用于产前诊断，由于无法判断

母源污染情况而存在一定的假阴性率。

３．２　ＳＴＲ连锁分析　ＳＴＲ连锁分析是一种间接的

诊断ＳＭＡ的方法，只能针对有先证者的家系进行

分析。目前，国内已有多项采用ＳＴＲ连锁分析配合

ＰＣＲＲＦＬＰ进行ＳＭＡ产前诊断的报道，但大多数

实验室都是直接选用国外文献中的ＳＴＲ位点，并未

根据汉族人群的特点和ＳＴＲ多态性信息的差异在

汉族人群中重新进行选择，而且大多采用传统的聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）进行分析。孙维等
［５］在

３０名正常汉族人群中对常用的ＳＴＲ位点重新进行

了多态性分析，选出了适合中国人群的ＳＴＲ位点。

此外，由于ＳＭＡ遗传的复杂性，正常人群中会

有部分“２＋０”型携带者，为了区分“２＋０”型和“１＋

１”型，也可以选用和 ＳＭＮ１、ＳＭＮ２紧密连锁的

ＳＴＲ位点，在有２个以上后代的家系中进行连锁分

析，确认ＳＭＮ１基因型状况。这里常用的位点为多

拷贝ＳＴＳ位点Ｃ２１２和Ｃ２７２，尽管这２个位点的结

果判定比较复杂［８］。

３．３　ＳＭＮ１点突变分析　因为ＳＭＡ疾病发病复

杂，点突变比例相对较小，检测费时费力，所以

ＳＭＮ１的点突变分析目前还没有进入到ＳＭＡ患儿

的常规临床检测中。目前点突变检测的常用方法

有：①以基因组ＤＮＡ为模板，跨ＳＭＮ１７～８个外

显子设计特异性引物，进行长程 ＰＣＲ，可长达

１３ｋｂ，然后进行亚克隆或者巢氏ＰＣＲ，扩增ＳＭＮ１

各个外显子进行测序以发现点突变［９，１０］；②如果可

以得到患者的新鲜外周血，或者已经对患者进行了

淋巴细胞建株，可以提取患者 ＲＮＡ，反转录成

ｃＤＮＡ后，特异性扩增ＳＭＮ１各个外显子进行测

序［１１］，但该方法只能发现外显子区的点突变，对于

外显子和内含子连接区的剪切位点突变就需要借助

其他方法；③如果以上２种情况都行不通，那么只能

直接以患者的基因组ＤＮＡ为模板，扩增ＳＭＮ各个

外显子，此法无法区分所扩片段是否是ＳＭＮ１片

段，所以即使发现了点突变，也需要后期的进一步

印证［１２］。

３．４　ＳＭＮ１拷贝数分析　由于ＰＣＲＲＦＬＰ对点突

变ＳＭＡ患者无法检出且操作较复杂，故可以首先

进行ＳＭＮ１拷贝数分析，对ＳＭＮ１拷贝数为０的判
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定为患者，为单拷贝的再进行点突变分析。这样不

仅可以检出ＳＭＡ患者，而且也可以区分正常人和

ＳＭＡ携带者
［１３］。在产前诊断中，结合ＳＭＮ１拷贝

数分析技术和ＳＴＲ连锁分析技术，还可以检出‘２＋

０’型携带者。因此，ＳＭＮ１拷贝数分析是现有ＳＭＡ

基因诊断和产前诊断技术的有益补充，在ＳＭＡ诊

断中可以进一步诊断５％的非ＳＭＮ１纯合缺失导致

的ＳＭＡ患者；在产前诊断中，不仅可以应用在有先

证者家系的快速产前诊断中，而且对无先证者家系

的产前诊断可以提供一条途径。

４　犛犕犃携带者筛查

４．１　ＳＭＡ携带者筛查方法　１９９７年，ＭｃＡｎｄｒｅｗ

等首先利用基因组内ＣＦＴＲ基因４号外显子作为

内对照，对ＳＭＮ１和ＳＭＮ２拷贝数进行了定量分

析，区分了ＳＭＡ携带者和正常人。近几年发展的

ＳＭＮ１拷贝数分析方法很多，包括多重连接依赖的

探针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ），变性高效液相法（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ

ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）和

基于ＴａｑＭａｎ荧光探针
［１４］和ＳＹＢＲ荧光染料

［１５］检

测的实时荧光定量ＰＣＲ技术。几种方法各有利弊，

目前也都有应用在各国人群的大规模筛查中。

４．１．１　多重连接依赖的探针扩增技术 ＭＬＰＡ

（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

　ＭＬＰＡ于２００２年由Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等首先报道，是近

几年发展起来的一种针对待检ＤＮＡ序列进行定性

和半定量分析的新技术。该技术高效、特异，在一次

反应中可以检测多达５０个不同位点的核苷酸序列

拷贝数改变。它的左右探针包括一段特异性的引物

和一段通用引物，在一次反应中探针首先和靶序列

ＤＮＡ进行杂交，然后２个探针用连接酶连接。连接

反应高度特异，只有当探针与靶序列完全互补，连接

酶才能将２段探针连接成一条完整的核酸单链。连

接反应完成后，用一对通用引物扩增连接好的探针

子进行ＰＣＲ扩增，产物通过毛细管电泳分离，然后

用分析软件对收集的数据进行分析最后得出结论。

ＭＬＰＡ方法目前已经应用于多种疾病的缺失或扩

增检测，如染色体三体征、乳腺癌、结肠癌和杜氏肌

营养不良［１６１８］等。

ＭＬＰＡ用于ＳＭＡ携带者的筛查相对来讲是一

个比较成熟的方法，已经有成熟的商用试剂盒

（ＳＡＬＳＡＭＬＰＡＫＩＴＰ０２１）供应
［１９］。该试剂盒的

检测探针左右连接位点设计在ＳＭＮ１／ＳＭＮ２第７

和第８号外显子差异碱基处，同时还在其他染色体

上设计有多处内参探针。通过比较待检样本与对照

样本间待检位点与内参位点探针扩增的效率比值

（ｒｅｌａｔｉｖｅｐｅａｋａｒｅａ，ＲＰＡ），即可对ＳＭＮ１和ＳＭＮ２

基因组拷贝数进行半定量分析。ＢｅｎＳｈａｃｈａｒ等
［１９］

的研究显示，采用 ＭＬＰＡ进行ＳＭＡ携带者筛查，

人群中ＳＭＮ１的 ＲＰＡ值呈连续分布，虽然ＲＰＡ值

在０．５、１．０和１．５（对应于ＳＭＮ１基因为１个、２个

和３个拷贝）处各有一个人群分布高峰，但３个峰值

间没有明显分隔。如果将区分ＳＭＮ１拷贝数为１

的ＳＭＡ携带者阈值从０．７调到０．７５，就会使１２人

被重新划为携带者。因此研究者建议，将这种方法

用于人群携带者研究，阈值的确立需慎重考虑。

４．１．２　变性高效液相法ＤＨＰＬＣ　变性高效液相

色谱（ＤＨＰＬＣ）是一项在单链构象多态性（ＳＳＣＰ）和

变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）基础上发展起来的新的

杂合双链突变检测技术，可自动检测单碱基替代及

小片段核苷酸的插入或缺失。利用 ＤＨＰＬＣ进行

ＳＭＡ携带者筛查时，目的基因ＳＭＮ１、ＳＭＮ２和内

参基因经扩增、变性、复性处理后同时上ＤＨＰＬＣ色

谱柱，然后以不同浓度的乙氰梯度洗脱分离，紫外分

光光度计检测各扩增产物浓度，经特定软件分析目

的基因和内参基因产物浓度比值后即得目的基因拷

贝数的相对比值。为保证不同基因产物浓度的可比

性，扩增模板量需保持一致，基因扩增采用多重

ＰＣＲ的方法。然而在多重ＰＣＲ时，不同引物间配

比浓度的微小差异都会影响靶标基因的扩增效率，

从而造成不同批次分析结果的差异［２０，２１］。Ｌｅｅ

等［２０］就曾报道，采用ＤＨＰＬＣ筛查ＳＭＡ携带者，部

分样本的结果不能区分是ＳＭＮ１∶ＳＭＮ２＝２∶３的正

常型还是ＳＭＮ１∶ＳＭＮ２＝１∶２的携带者型；亦或是

ＳＭＮ１∶ＳＭＮ２＝２∶２的正常型还是ＳＭＮ１∶ＳＭＮ２＝

１∶１的携带者。所以研究者建议用ＤＨＰＬＣ的方法

进行初筛，然后用其他方法进行验证［２０，２２］。

５３
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４．１．３　实时荧光定量ＰＣＲ技术　ＴａｑＭａｎ荧光探

针：基于特异性的ＴａｑＭａｎ荧光探针技术，在ＰＣＲ

扩增时在加入一对引物的同时加入一个特异性的荧

光探针———一种寡核苷酸探针，两端分别标记一个

荧光报告基团和一个淬灭基团。探针完整时，报告

基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收；ＰＣＲ扩增

时，探针被Ｔａｑ酶的５′—３′外切酶活性降解，使荧光

报告基团和淬灭基团分离，从而可以通过实时监测

整个ＰＣＲ进程荧光信号的积累，与标准曲线对比进

行定量分析。

ＳＹＢＲ荧光染料：在ＰＣＲ反应体系中，加入过

量ＳＹＢＲ荧光染料，其能特异性地掺入ＤＮＡ双链

的小沟，发射荧光信号。而不掺入链中的ＳＹＢＲ染

料分子不会发射荧光信号，这就保证了荧光信号的

增加与ＰＣＲ产物的增加完全同步。当ＰＣＲ循环复

制时ＤＮＡ双链也成倍增长，同样ＳＹＢＲ染料的荧

光信号也随之增倍。通过实时监测整个ＰＣＲ进程

中荧光信号的积累，与标准曲线对比进行定量分析。

４．２　ＳＭＡ携带者频率　在欧洲，脊髓肌肉萎缩症

是继囊性纤维症之后的第二大常染色体隐性遗传

病，它也是使婴儿致死的主要遗传性原因之一。携带

者频率在不同的人群中为１／３５～１／１６８
［１２，１４，１９，２３］。在

欧美国家基于大规模人群研究的携带者筛查已经开

展了许多。数据比较大的有如最近以色列的一篇报

道［１９］，在６３９４名无家族史的正常人群中，筛查出了

１５９名携带者，比例为１／４０；将美国的各个亚族统计

在一起的话，则携带者比例为１／５９（８７／５１０４）
［１４］；韩

国在３２６名正常人中筛选出了７名携带者，携带者

比例为１／４７
［１５］；其他还有葡萄牙１／５２

［２４］，澳大利亚

１／４９
［２５］，德国１／５０～１／６０

［２６］和伊朗１／２０
［２７］。在中

国，共有４篇报道
［１１，１２，２３，２８］，分别是香港地区基于

５６９人的研究，得出了１／６３的携带率；以广东地区

居民为主的研究得出的携带率为１／４２（４１／１７１２），

以上海地区居民为主的研究得出的携带率为１／３９

（４５／１７４１）
［１２］；而最近规模最大的研究要数中国台

湾地区为时４年的基于１０７６１１位育龄产妇的研

究，共检出单拷贝ＳＭＮ１育龄女性２２６２人，携带率

为１／４８；之后对检出的携带者配偶进行ＳＭＮ１拷贝

数分析，检出４７对夫妇属于高风险家系，对其中的

４３个家庭进行产前诊断，检出了１２名ＳＭＡ患儿。

４．３　ＳＭＡ携带者筛查后的遗传咨询风险评估　自

从ＳＭＡ疾病的致病基因定位以来，ＳＭＡ遗传咨询

取得了很大的进步。ＳＭＡ疾病的全面检测，包括

ＰＣＲＲＦＬＰ、ＳＭＮ１拷贝数分析和连锁分析，以及合

适的遗传风险评估和遗传咨询，对ＳＭＡ病人和家

庭提供了全面的评估。ＳＭＡ的风险评估和遗传咨

询是ＳＭＡ遗传检测中的一个不可或缺的组成部

分。由于人群中‘２＋０’型携带者的存在，ＳＭＮ拷贝

数分析不能检测出所有携带者，在临床检测中对于

大于２拷贝ＳＭＮ１的个体进行适当的风险评估就

显得尤为重要。有研究表明，人群中还可能存在

‘３＋０’型携带者
［１２，２９］，因此对拷贝数大于２的多拷

贝数有必要进一步区分，以获得２拷贝和３拷贝等

位基因的准确频率，因为两者的携带者风险有很大

的差异。然而，我们知道遗传风险评估也只是一个

预估，这些数据的得出是基于在特定人群中有限的

病例中得到的数据。因此，对于进行遗传咨询的家

系，额外的家庭成员的信息，尤其是有关ＳＭＡ疾病

相关方面的信息，对得到精确的遗传风险评估非常

重要。

５　总　结

综上所述，ＳＭＡ的分子基础明确，有完善和系

统的检测手段，因此可以对有遗传史的家系进行产

前诊断以规避再发风险，降低社会负担。由于ＳＭＡ

的携带率高达１／３５～１／１６８，到目前为止还没有行

之有效的治疗方法。目前在以色列、中国台湾、美国

等国家及地区ＳＭＡ携带者筛查已经进入临床常规

筛查，而且这些筛查结果提示不同的人群，不同的种

族ＳＭＡ携带者频率存在一定的差异，因此，在我国

开展人群ＳＭＡ 携带者筛查有着迫切的需求。首

先，我国人口基数大，携带者数量巨大，他们具有潜

在的传递致病基因和生育ＳＭＡ患儿的风险；其次

ＳＭＡ疾病本身临床症状比较严重，病死率高，社会

和家庭负担沉重；三是携带者筛查是降低ＳＭＡ发

病率的惟一有效途径。此外，在我国人群中常规开

展ＳＭＡ携带者筛查项目意义重大，一方面，可以建

立中国人群的ＳＭＡ携带者频率数据和各基因型频

６３
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率数据及ＳＭＡ人群干预的卫生经济学数据；另一

方面，更重要的是早期发现隐性基因携带者，为遗传

咨询和产前诊断提供据，进行有效的产前诊断和干

预，完善疾病的预防体系，从而最终降低中国人群

ＳＭＡ的发病率。
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视频导读

心超由谁来做？———一个多学科合作的模式

吴琳

（复旦大学附属儿科医院 心血管中心）

　　据报道，先天性心脏病占我国出生婴儿的８％～１２％，意味着我国每年有１２

万～２０万的先天性心脏病患儿出生，其中复杂的、目前治疗手段尚不能达到良好治

疗效果的或易出生后早期死亡的先心病约占２０％，是新生儿及儿童期的主要死亡原

因之一。

来自复旦大学附属儿科医院吴琳教授认为，对胎儿进行先天性心脏病的产前诊

断可显著降低活产婴儿严重先心病发病率（不包括房缺和室缺）。吴琳教授列举了

加拿大ＢＣ地区的一些数据，从这些数据可以看出，由儿内科医生和超声医生共同进

行超声检查对先心病的检出率要高于仅仅由超声医生做的检查。吴琳教授推荐了

一个多学科合作的模式，即绝大多数的胎儿心超应该结合产科的筛查，在产科已经高度怀疑为先心病的胎儿，则建议产科、儿

科和超声科医生共同合作来给出更明确的诊断。
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