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荧光定量ＰＣＲ快速筛查脊髓性肌肉萎缩症ｓｍｎ１致病基因携带者
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　　摘　要：目的　采用荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术检测脊髓性肌肉萎缩症（ＳＭＡ）运动神经元生存基因１（ｓｍｎ１）基因

拷贝数，快速筛查ＳＭＡ致病基因携带者。方法　采用荧光定量ＰＣＲ技术检测经多重连接探针扩增技术（ＭＬＰＡ）确认的２１例

ＳＭＡ携带者、７９例健康人群标本，及另２００例本地人群标本。结果　２１例ＳＭＡ携带者及７９例健康人群标本检测结果与 ＭＬＰＡ

符合率均达１００．０％；２００例本地人群标本中，４例ｓｍｎ１基因拷贝数为１（为携带者），占２．０％；１７３例ｓｍｎ１基因拷贝数为２，占

８６．５％；２３例ｓｍｎ１基因拷贝数为３，占１１．５％。结论　荧光定量ＰＣＲ技术是１种快速、简便和准确的ＳＭＡ致病基因携带者检测

技术。
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　　脊髓性肌肉萎缩症（ＳＭＡ）是常染色体隐性遗传性神经肌

肉病，居致死性常染色体隐性遗传病第２位，仅次于囊性纤维

变性［１］，人群中发病率为１／６０００～１／１００００。最近报道中国

人群ＳＭＡ致病基因的携带者频率为１／４２
［２］。位于染色体

５ｑ１１．２～ｑ１３．３上的运动神经元生存基因（ｓｍｎ）是ＳＭＡ的主

要致病基因，其具有２个高度同源的拷贝ｓｍｎ１和ｓｍｎ２，两者

仅有５个碱基差别，分别位于第７、８外显子和第６、７内含子

中。既往研究已证实，９０％以上的ＳＭＡ为ｓｍｎ１基因缺失所

致［３］，检测ｓｍｎ１拷贝数可以确诊 ＳＭＡ 患者和携带者
［４］。

ＳＭＡ基因目前多采用聚合酶链式反应限制性片段长度多态性

（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析技术及多重连接探针扩增技术（ＭＬＰＡ）进

行诊断［５６］，两者操作都比较繁琐，需要特定仪器及有经验的操

作人员。本研究拟采用荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术，

定量检测ｓｍｎ１基因拷贝数，可简单快速进行ＳＭＡ 携带者

检测。

１　资料与方法

１．１　一般资料　从中山市博爱医院检验科收集２０１５年１～６

月乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝外周全血标本３００例。男性１６７

例，女性１３３例；年龄１８～５１岁，平均（３１．６±１０．８）岁；其中

１００例经 ＭＬＰＡ确认ｓｍｎ１拷贝数，２１例为ＳＭＡ携带者，７９

例为健康人群；另２００例标本为随机收集，用于分析本地区表

观健康人群ＳＭＡ致病基因携带者频率调查。所有标本采用

传统酚氯仿法抽提外周血基因组ＤＮＡ。

１．２　方法　扩增ｓｍｎ１及清蛋白１２号外显子的引物由赛默

飞世尔中国有限公司合成，扩增ｓｍｎ１引物序列如下：上游引

物Ｒ１，５′ＣＣＴＴＴＴＡＴＴＴＴＣＣＴＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣ３′；下

游引物 Ｒ２，５′ＧＡＴＴＧＴＴＴＴ ＡＣＡＴＴＡ ＡＣＣＴＴＴＣＡＡ

ＣＴＴＴＴ３′。采用人血清清蛋白１２号外显子作为参比基因，

扩增清蛋白引物序列如下：上游引物 Ｒ３，５′ＡＧＣＴＡＴＣＣＧ

ＴＧＧＴＣＣＴＧＡＡＣ３；下游引物Ｒ４，５′ＴＴＣＴＣＡＧＡＡＡＧＴ

ＧＴＧＣＡＴＡＴＡＴＣＴＧ３′。采用罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０扩增仪

进行检测，总反应体积２０μＬ，１０μＬＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ，２０ｎｇ基因组ＤＮＡ（８μＬ），分别在不同反应管

中加入０．１μｍｏｌ／Ｌ和０．５μｍｏｌ／Ｌｓｍｎ１和清蛋白引物。扩增

条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，然后９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共４０

个循环。每个标本平行测定３次。

１．３　统计学处理　采用２
－△△Ｃｔ数学模型进行结果计算。在

每次检测待测标本时，同时检测１～３例健康标本，分别计算待

测标本及健康标本待测基因与参比基因Ｃｔ的差值（△Ｃｔ），再

将待测标本的△Ｃｔ减去健康标本的△Ｃｔ，得到△△Ｃｔ，计算

２－△△Ｃｔ即可得到待测标本相对于健康标本目的基因的相对拷

贝数，２－△△Ｃｔ结果为１．０即为健康人群，为０．５即为ＳＭＡ致病
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基因携带者，为０即为ＳＭＡ患者。

２　结　　果

２．１　已知基因型标本荧光定量ＰＣＲ检测结果　经 ＭＬＰＡ检

测基因型已知的２１例ＳＭＡ携带者标本及７９例健康对照标

本，通过荧光定量ＰＣＲ分析检测结果与 ＭＬＰＡ法符合率达

１００．０％，见表１。

表１　　已知基因型标本荧光定量ＰＣＲ检测ｓｍｎ１结果

标本 狀 ｓｍｎ１基因２－△△Ｃｔ值 推算拷贝数（狀）

携带者 ２１ ０．５２±０．１３（０．３８～０．５８） １

健康人群 ７９ １．１４±０．２６（０．７６～１．６７） ２～３

２．２　本地人群标本ｓｍｎ１基因拷贝数结果　２００例本地人群

标本中，ｓｍｎ１基因拷贝数为１的有４例，其２－△△Ｃｔ值为０．３９～

０．５６，携带者频率为２．０％；其余标本２－△△Ｃｔ值为０．８７～１．６９，

绝大部分ｓｍｎ１基因拷贝数为２，见表２。

表２　　本地人群标本荧光定量ＰＣＲ检测ｓｍｎ１结果

推算拷贝数 ｓｍｎ１基因２－△△Ｃｔ值 狀 频率（％）

１ ０．５２±０．１１（０．３９～０．５６） ４ ２．０

２ １．１４±０．１３（０．８７～１．２５） １７３ ８６．５

３ １．５４±０．１４（１．４３～１．６９） ２３ １１．５

合计 － ２００ １００．０

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

　　根据ＳＭＡ发病年龄和病情严重程度不同分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

型：其中Ⅰ型ＳＭＡ，患儿于出生后６个月内发病，不能独坐，多

于２岁内死于呼吸功能不全；Ⅱ型ＳＭＡ，出生后６～１８个月发

病，患儿可独坐，但不能独立行走，大多能存活２年以上；Ⅲ型

ＳＭＡ，出生１８个月后发病，呈慢性进展，可以保持独立行走和

站立的能力，一般在成年后死亡。近年来有人提出存在Ⅳ型

（或称成人型）ＳＭＡ，此型ＳＭＡ 非常少见，病情轻微。４种

ＳＭＡ都可能由ｓｍｎ１发生缺失、重排或小的基因内突变所致。

大部分健康人ｓｍｎ１拷贝为２，约５％的健康个体有３个ｓｍｎ１

拷贝，携带者ｓｍｎ１拷贝数为１
［７］。ｓｍｎ２是与ｓｍｎ１高度同源

的基因，是ＳＭＡ患者临床表型的调节基因，其拷贝数越多，产

生的全长转录产物也越多，可部分补偿ＳＭＮ蛋白不足，减轻

ＳＭＡ患者临床表现，也可预测ＳＭＡ患儿病程进展
［８］。提高

ｓｍｎ２产生全长ＳＭＮ２蛋白量是日后对ＳＭＡ进行基因治疗的

研究方向。

荧光定量ＰＣＲ对于ｓｍｎ１基因的检测，主要是比较标本

中ｓｍｎ１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ｓｍｎ１基因标本

与未缺失标本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，需要恰当的数据处理模式将这种微小的差异

检测出来。采用２－△△Ｃｔ数据处理模式，每次检测标本时同时

检测１～３例健康对照标本，分别计算待测标本及健康对照标

本的△Ｃｔ（目的基因减去参比基因Ｃｔ值），将待测标本△Ｃｔ减

去健康对照标本△Ｃｔ，得到△△Ｃｔ，然后计算２－△△Ｃｔ，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。

笔者筛查了２００例本地人群标本，发现４例ｓｍｎ１基因拷

贝数为１的ＳＭＡ携带者，与之前关于中国人群ＳＭＡ致病基

因携带者频率的报道相近［１，９］，ｓｍｎ１基因拷贝数为２的标本有

１７３例，占 ８６．５％，ｓｍｎ１ 基因拷贝数为 ３ 的有 ２３ 例，占

１１．５％。

由于患者来源限制，本研究没有检测ＳＭＡ患者标本，也

没有检测ＳＭＡ患儿父母的标本。本研究采用与 ＭＬＰＡ进行

比较的方法来验证当前方法。对经 ＭＬＰＡ法检测基因型已知

的２１例ＳＭＡ携带者标本及７９例健康人群标本，荧光定量

ＰＣＲ分析所检测的结果与 ＭＬＰＡ的相符率达１００．０％。ＭＬ

ＰＡ是１种高通量、针对待测核酸中靶序列进行定性和半定量

分析的新技术，该技术可对待测基因所有外显子的缺失及重复

状况进行检测，结果准确，目前国内外众多学者均将其用于

ＳＭＡ的基因检测
［６，１０］。不过，其方法存在操作繁琐，对操作人

员要求较高等缺陷。荧光定量ＰＣＲ方法操作简单，可以大批

量进行检测，结果准确。

ＳＭＡ目前尚无有效的治疗手段，病情严重，将对患者家庭

和社会带来沉重负担。本院负责全市大多数人口的婚前医学

检查和孕前优生健康检查，探索１个适合本地区的ＳＭＡ筛查

方法，并通过检测ＳＭＡ携带者，对高危夫妇进行婚姻及生育

指导，对有效降低ＳＭＡ发病率、提高人口素质有重要意义。
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