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·实验研究·

ＳＭＮ１基因实时荧光定量分析在脊髓性
肌萎缩携带者检测中的应用
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　　［摘　要］　目的　脊髓性肌萎缩（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是以脊髓前角运动神经元退化变性为特征的
一种常见的常染色体隐性遗传病。ＳＭＡ的发病率为１／１００００，携带者频率为１／５０，因此，对于运动神经元存活基因
（ｓｕｒｖｉｖａｌｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ，ＳＭＮ１）缺失携带者的检测在遗传咨询中尤为重要。然而 ＳＭＡ位点的重复使得携带者的检
测比较困难。该研究的目的是探讨ＳＭＮ１基因定量分析在ＳＭＡ携带者检测中的作用。方法　应用ＴａｑＭａｎ技术的
实时荧光定量ＰＣＲ方法对１０９例不同临床表型的ＳＭＡ患者父母和４０例正常对照者的 ＳＭＮ１基因拷贝数进行检
测。结果　①ＳＭＡ肯定携带者的 ＳＭＮ１基因的平均拷贝数为０．７７７±０．０３５，变异系数（ＣＶ）值４．５％；正常人（１
例，用于验证检测方法的重复性）ＳＭＮ１基因的平均拷贝数为２．０６４±０．１２０，ＣＶ值５．８％；②ＳＭＡ患者父母ＳＭＮ１基
因平均拷贝数为０．７９８±０．１０８，ＣＶ值１３．５％；正常人（３８／４０，为人群ＳＭＮ１拷贝数）ＳＭＮ１基因平均拷贝数为２．１０６
±０．１８，ＣＶ值８．５％。结论　ＳＭＡ患者父母和正常对照者的ＳＭＮ１拷贝数的分布不同，前者为１个拷贝的ＳＭＮ１基
因；后者以２个拷贝的ＳＭＮ１基因为主。因此，ＳＭＮ１基因定量检测可用于区分大部分正常人和ＳＭＡ携带者。
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　　脊髓性肌萎缩（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是
以脊髓前角运动神经元退化变性为特征，临床表现

为进行性、对称性肢体近端和躯干肌肉无力、萎缩和

瘫痪的一种常染色体隐性遗传病。国外发病率约

·７５４·
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１／１００００。正常人群携带频率为１／４０～１／６０［１］。由
于 ＳＭＡ的致死率和携带者频率较高，对于检测
ＳＭＮ１缺失携带者在ＳＭＡ遗传咨询中的作用就尤为
重要。当夫妻双方家族均有脊髓性肌肉萎缩症病

史，则应于怀孕前进行基因检测以确定两人是否为

携带者。如果夫妻均确诊为脊髓性肌肉萎缩症携带

者或曾经是脊髓性肌肉萎缩症患者，则需在妊娠时

进行产前诊断。所以，通过检测ＳＭＡ携带者并对其
进行婚姻及生育指导，配合产前诊断，就可以从第一

胎起防止重型患儿出生，这不仅降低了本病的发病

率，而且防止了不良基因在群体中播散。目前所采

用的 ＳＭＡ的基因诊断方法［２，３，６］仅能定性地检测

ＳＭＮ１基因是否存在或缺失。然而，ＳＭＡ携带者和
正常人均存在ＳＭＮ１基因，因此也不能区分 ＳＭＡ携
带者。我们应用ＴａｑＭａｎ技术的实时荧光定量 ＰＣＲ
方法，检测了正常人和ＳＭＡ患者父母的 ＳＭＮ１基因
拷贝数的变化，旨在通过 ＳＭＮ１基因定量检测得出
正常人和ＳＭＡ携带者的基因谱变化的特点，以此区
分ＳＭＡ携带者和非携带者。

１　对象与方法

１．１　对象
ＳＭＡ患者父母 １０９例。正常人 ４０例，均为本

院检验科职工，个体间无亲缘关系，直系亲属中无

ＳＭＡ患者。
１．２　实验方法
１．２．１　ＤＮＡ制备　　抽取受试者外周静脉血
５ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，常规酚／氯仿法提取白细胞基因
组 ＤＮＡ，并在 ＵＶ３００紫外分光光度仪上测定
２６０ｎｍ及２８０ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）
值。并根据此ＯＤ值计算ＤＮＡ的浓度和纯度。
１．２．２　微卫星多态标记Ｃ２１２基因型分析

（１）微卫星多态位点的选择：选择 ＳＭＮ基因所
在的染色体区域内的一个二核苷酸重复的微卫星多

态标记Ｃ２１２，该多态标记来自基因组数据库（Ｇｅ
ｎｏｍｅＤａｔａｂａｓｅ，ＧＤＢ），扩增片段长度１９６～２２２ｂｐ。

（２）ＰＣＲ扩增按常规方法，在 ＰＥ９６００型 ＤＮＡ
热循环仪上进行，反应体系２５μＬ，含有基因组ＤＮＡ
５０ｎｇ，ｄＮＴＰ各 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ，引物各 ０．２μｍｏｌ／Ｌ，
１×缓冲液，Ｔａｑ酶 １Ｕ。扩增条件：９４℃预变性
３ｍｉｎ，然后以９４℃４０ｓ，６５℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环
３５次，７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物 ８μＬ加６×载样
缓冲液（０．２５％溴酚蓝，４０％蔗糖）２μＬ，上样于２％
琼脂糖凝胶电泳，电泳缓冲液为１×ＴＢＥ，１００Ｖ电

泳４０ｍｉｎ，ＥＢ染色，紫外透射仪中照射，如出现一条
特异性亮带表明ＰＣＲ扩增成功。

（３）变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离等位基因
６％变性聚丙烯酰胺凝胶（１９∶１）电泳，含尿素
７ｍｏｌ／Ｌ。银染显带，各等位基因根据电泳谱带出现
的位置，由阳极向阴极以１，２，３…，依次命名。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＳＭＮ１基因拷贝数
　　 ＳＭＮ１ 引物及探针

［４］，上游引物 ５′ＡＡＴ
ＧＣＴＴＴＴＴＡＡＣＡＴＣＣＡＴＡＴＡＡＡＧＣＴ３′下游引物 ５′
ＣＣＴＴＡＡＴＴＴＡＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＧＣＡＣＣ３′探 针 针 对
ＳＭＮ１ 基 因 外 显 子 ７的 ６位 设 计，序 列 为：
ＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＧＡＣＡＡＡ，用ＦＡＭ荧光素作为荧光基
团，ＴＡＭＲＡ作为淬灭基团。以上引物、探针及 ＰＣＲ
检测试剂盒由广州达安基因公司合成。标准的确

定［５］：首先采用等位基因特异性扩增方法［６］在健康

人中检测出 ＳＭＮ２基因外显子７纯合缺失的个体，
将其作为测定 ＳＭＮ１基因拷贝数标准的研究对象，
然后根据 Ｃ２１２基因分型结果选择有２条 Ｃ２１２标
记的ＤＮＡ样本作外标，并将其看作含有２个拷贝的
ＳＭＮ１基因。准确量取该ＤＮＡ样品１０ｍＬ定为２个
拷贝，２０ｍＬ，５ｍＬ，２．５ｍＬ分别相当４，１，０．５个拷
贝。用标准计算回归曲线，根据回归曲线推断每个

未知样品的拷贝数。ＰＣＲ扩增：反应体系 ２５ｍＬ：基
因组 ＤＮＡ２．５ｍＬ，５×ｂｕｆｆｅｒ５ｍＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｄＮＴＰｓ０．２５ｍＬ，１０ｐＭ引物 ０．５ｍＬ，ＳＭＮ１探针
０．５ｍＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＩＵ／ｍＬ）１ｍＬ。ＰＣＲ反应
条件：９３℃ ２ｍｉｎ；９３℃ １ｍｉｎ，５５℃ １ｍｉｎ，４０循环。
１．２．４　数据分析　　用 ＡＢＩ７０００ＳＤＳ分析软件分
析定量数据。

（１）ＳＭＮ１基因拷贝数测定值的校正：校正
ＳＭＮ１拷贝数 ＝样本 ＳＭＮ１荧光定量检测拷贝数 ×
标准品的ＯＤ值÷样品的ＯＤ值

（２）实时荧光定量检测 ＳＭＮ１基因方法的稳定
性验证：采用重复性实验即分别选择肯定携带者和

正常对照各 １例，每日检测同一份 ＤＮＡ样本的
ＳＭＮ１拷贝数一次（为减少吸样误差每份样品重复
检测两次取其平均值），共测定１０日，计算其均值、
标准差和变异系数。

（３）实时荧光定量检测 ＳＭＮ１基因方法的可靠
性验证：分别测定４例肯定携带者和３例ＳＭＡ患者
的ＳＭＮ１基因拷贝数，计算平均值，然后与重复性实
验所测得的结果比较。采用ＳＭＮ１特异性探针测定
纯合缺失 ＳＭＮ１基因的 ＳＭＡ患者的 ＳＭＮ１基因；根
据ＳＭＡ患者是否存在 ＳＭＮ１基因扩增验证测定方
法的可靠性。

·８５４·
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２　结果

２．１　ＳＭＮ１基因阳性标准品扩增曲线及荧光扩增

回归曲线

见图１，２。
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　　图１　ＳＭＮ１阳性标准品扩增曲线　纵坐标代表荧光强
度，横坐标代表循环数；不同颜色曲线分别代表含不同拷贝ＳＭＮ１的

标准品；绿色横线代表设定的荧光强度阈值。
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　　图２　ＳＭＮ１阳性标准品荧光扩增回归曲线　纵坐标代
表Ｃｔ值，横坐标代表起始拷贝数的对数。Ｃｔ值与标准样品起始拷贝

数的对数呈线性相关，相关系数０．９９７０９５，根据待测样品的Ｃｔ值得

出其起始拷贝数。

２．２　荧光定量ＰＣＲ检测ＳＭＮ１基因外显子７方法
的稳定性验证

从表１可见，肯定携带者（含１个拷贝 ＳＭＮ１基
因）ＳＭＮ１平均拷贝数为０．７７７±０．０３５；正常人（含２
个拷贝 ＳＭＮ１基因）ＳＭＮ１平均拷贝数为 ２．０６４±
０．１２０；变异系数分别为４．５％和５．８％，提示该方法
比较稳定。见表１。

表１　荧光定量分析ＳＭＮ１方法的重复性（１０次）

分组 预计拷贝数
平均拷贝数

（ｘ±ｓ）

变异系数

（％）

正常人 ２ ２．０６４±０．１２０ ５．８
肯定携带者 １ ０．７７７±０．０３５ ４．５

２．３　荧光定量ＰＣＲ检测ＳＭＮ１基因外显子７方法
的可靠性验证

从表２可见，肯定携带者（含１个拷贝ＳＭＮ１基
因）ＳＭＮ１平均拷贝数为０．７６９±０．０４８；３例ＳＭＡ患
者均未测得ＳＭＮ１扩增。见表２。

分组 预计拷贝数 例数
平均拷贝数

（ｘ±ｓ）

变异系数

（％）
患者 ０ ３ ０ －
肯定携带者 １ ４ ０．７６９±０．０４８ ６．２

２．４　正常人、ＳＭＡ患者父母ＳＭＮ１拷贝数变化
从表３可见，患者父母 ＳＭＮ１基因平均拷贝数

为０．７９８±０．１０８，预计其含有１个拷贝ＳＭＮ１基因。
而正常人中 ３８／４０例 ＳＭＮ１基因平均拷贝数为
２．１０６±０．１８，预计其含有２个拷贝ＳＭＮ１基因。见
表３。

表３　正常人及ＳＭＡ患者父母ＳＭＮ１基因拷贝数变化

分组 预计拷贝数 例数 平均拷贝数 变异系数（％）
对照者 １ １ １．０５２

２ ３８ ２．１０６±０．１８ ８．５
３ １ ２．９５

患者父母 １ １０９ ０．７９８±０．１０８ １３．５

２．５　正常人、患者父母ＳＭＮ１拷贝的分布
从表４可见，患者父母有９８．２％（１０７／１０９）携

带１个拷贝ＳＭＮ１基因。正常人则以携带２个拷贝
ＳＭＮ１基因为主，占９５％（３８／４０）。见表４。

表４　正常人、患者父母ＳＭＮ１拷贝数的分布

ＳＭＮ１基因拷贝数的分布（％）

０ １ ２ ３ ４
合计

正常人 ０（０） １（２．５） ３８（９５） １（２．５） ０（０） ４０
患者父母 ０（０）１０７（９８．２）２（１．８） ０（０） ０（０） １０９

３　讨论

致病基因携带者是指表现型正常，但携带致病

遗传物质，能传递给后代使其发病者。从临床水平

进行致病基因携带者的检出，一般只能提供线索，不

能准确检出，故已基本弃用。随着分子遗传学的发

展，可以从分子水平即利用 ＤＮＡ或 ＲＮＡ分析技术
直接检出杂合子，而且准确，特别是对一些致病基因

的性质和异常基因产物还不清楚的遗传病，或用一

般生化方法不能准确检测的遗传病。因此，对遗传

性疾病的预防具有重要意义。目前，用基因分析检

测携带者的方法日益增多，本研究采用的实时荧光

·９５４·



第９卷第５期
２００７年１０月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

中国当代儿科杂志
ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．５
Ｏｃｔ．２００７

定量ＰＣＲ，利用Ｃｔ值（每个反应管内的荧光信号到
达设定的域值时所经历的循环数）在反应的指数扩

增起始阶段进行检测，因此具有极好的重复性［７］。

由于定量ＰＣＲ反应应该以相同质量的 ＤＮＡ模板加
入反应体系，但如果每份标本的浓度不同，则在反应

结束后需根据浓度的差异对加入相同体积的 ＤＮＡ
进行校正（校正 ＳＭＮ１拷贝数 ＝样本 ＳＭＮ１荧光定
量检测拷贝数×标准品的 ＯＤ值 ÷样本的 ＯＤ值），
校正后的值作为最终比较值。本研究通过重复性试

验分别得出了含 １～２个拷贝 ＳＭＮ１基因的平均
ＳＭＮ１基因拷贝数的定量范围。结果表明经重复性
实验所测得的 ＳＭＮ１基因平均拷贝数的 ＣＶ值与文
献报道相符［４，５］，证明该方法是稳定的。为了检验

该方法的可靠性我们分别采用 ＳＭＮ１特异探针，测
定了纯合缺失ＳＭＮ１基因但存在不同拷贝 ＳＭＮ２的
ＳＭＡ患者的 ＳＭＮ１基因，结果患者未见 ＳＭＮ１基因
扩增。说明该探针能特异地识别 ＳＭＮ１和 ＳＭＮ２基
因外显子７，同时对４例肯定携带者的ＳＭＮ１基因进
行了测定，其平均 ＳＭＮ１基因拷贝数与重复性实验
所测得的肯定携带者的 ＳＭＮ１基因平均拷贝数相
符，其提示应用定量方法检测ＳＭＮ１是可靠的。

ＳＭＮ基因全长２０ｋｂ，含有９个外显子，其转录
产物约１．７ｋｂ，编码２０４个氨基酸。在一条染色体
上该基因有两个高度同源的拷贝（ＳＭＮ１，端粒拷贝
和ＳＭＮ２，着丝粒拷贝）。目前多采用单链构象多态
性分析法（ＳＳＣＰ）、限制性片段长度多肽（ＲＦＬＰ）技
术，利用外显子 ７和 ８的碱基差别区分 ＳＭＮ１和
ＳＭＮ２，检测ＳＭＮ１外显子７，８的纯合缺失确定 ＳＭＡ
诊断［２，３］。由于上述定性基因诊断方法仅能检测

ＳＭＮ１是否存在或缺失，不能区分 ＳＭＮ１丢失的真正
原因是基因缺失还是由于转换所致，也不能区分

ＳＭＡ携带者和正常人及杂合缺失 ＳＭＮ１基因的
ＳＭＡ患者。所以精确定量ＳＭＮ１拷贝数具有特别重
要的意义［８］。本研究患者父母有９８．２％携带１个
拷贝ＳＭＮ１基因，有 １．８％携带 ２个拷贝 ＳＭＮ１基
因。此结果与文献报道一致［９～１１］。由于该方法尚

不能检测那些一条染色体上有 ２个拷贝 ＳＭＮ１拷
贝，另一条染色体上有缺失或转化突变的携带者

（“２＋０”ＳＭＮ１基因型）或新生突变和微小基因内突
变的携带者（占 ＳＭＮ１突变的４％）

［１２～１４］。所以，上

述病例还需进一步进行连锁分析或测序分析等检测

确定。正常对照者则以携带２个拷贝 ＳＭＮ１基因为
主，占９５％（３８／４０）。表明通过 ＳＭＮ１基因定量检
测可得出正常人、ＳＭＡ携带者基因拷贝数变化和分

布，以此可区分 ＳＭＡ携带者和非携带者。另外，有
文献报道［８］当临床诊断为 ＳＭＡ而 ＰＣＲ定性 ＳＭＮ１
基因没有缺失的患者，有必要进一步进行 ＳＭＮ１的
定量检测，可确定是否 ＳＭＮ１基因为杂合缺失。所
以，对于 ＳＭＡ携带者、ＳＭＮ１基因杂合缺失的 ＳＭＡ
患者、ＳＭＮ１基因内微小突变的筛查以及 ＳＭＡ风险
评估等均有必要进行ＳＭＮ基因定量分析［１４］。
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