
[收稿日期]２０２４－０８－２３
[基金项目]东莞市社会科技发展项目(２０２３１８００９０４４１２)
[作者简介]罗秀霞(１９８８—),女,副主任技师,主要从事分子诊断研究.

[出生缺陷预防]

荧光定量PCR筛查脊髓性肌萎缩症
基因携带孕妇的效果观察
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(东莞市人民医院检验科,广东 东莞５２３０００)

[摘　要]目的　观察荧光定量聚合酶链式反应(PCR)筛查脊髓性肌萎缩症(SMA)基因携带孕妇的效果.方法　回顾性分

析２０２２年１０月至２０２３年０４月来我院自行做SMA筛查的６００例孕妇的外周血标本,采用多重连接探针扩增技术(MLPA)和荧

光定量PCR检测孕妇SMA基因携带情况,以 MLPA技术检测结果为金标准,分析荧光定量PCR检测准确性.结果　MLPA分

析检测显示:６００例孕妇中,携带者共６０例,其有５０例运动神经元存活基因１(SMN１)第７号外显子和第８号外显子基因拷贝数

均为１,９例仅SMN１第８号外显子基因拷贝数为１,１例仅SMN１第７号外显子基因拷贝数为１,５４０例SMN１第７号外显子和第

８号外显子基因拷贝数均为２.荧光定量PCR检测结果显示:携带者共６０例,其中SMN１第７、８号外显子均杂合缺失共５０例,仅

第七号外显子缺失１例,仅第８号外显子杂合缺失９例,第７、８号外显子均未缺失共５４０例.荧光定量 PCR 检测的灵敏度为

１００．００％,特异度为１００．００％,准确率为１００．００％,Kappa 值为１.结论　实时荧光定量PCR与 MLPA技术筛查SMA 基因携带

孕妇筛查效果一致且实时荧光定量PCR具有便捷和高效等优势,值得临床推广应用.
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EffectofquantitativefluorescentPCRonscreeningpregnantwomencarryingspinalmuscularatrophygene
LUOXiuxia,LUOQin,LIU Weichou,XIEXiaoyan,ZHUZinian

(DepartmentofLaboratoryMedicine,DongguanPeople􀆳sHospital,GuangdongDongguan５２３０００,China)

[Abstract]ObjectiveToevaluatetheeffectivenessofquantitativefluorescentpolymerasechainreaction (PCR)inscreening

pregnantwomenforspinalmuscularatrophy (SMA)genecarrierstatus．MethodsAretrospectiveanalysiswasconductedon

peripheralbloodsamplesfrom６００pregnantwomenwhovoluntarilyunderwentSMAscreeningatourhospitalbetweenOctober

２０２２andApril２０２３．MultiplexligationＧdependentprobeamplification (MLPA)andquantitativefluorescentPCR wereusedto

detectSMAgenecarrierstatus．MLPAservedasthegoldstandardtoassesstheaccuracyofquantitativefluorescentPCR．Results

MLPAanalysisidentified６０carriersamongthe６００pregnantwomen,comprising５０caseswith１genecopyofbothSMN１exon７

andexon８,９caseswithonlySMN１exon８heterozygousdeletion,and１casewithonlySMN１exon７heterozygousdeletion,while

５４０casesshowed２genecopiesofbothexon７andexon８ofSMN１．QuantitativefluorescentPCRindicatedthattherewere６０

carriers,ofwhich５０casesweremissingheterozygosityinexon７andexon８ofSMN１,１casewasmissingheterozygosityinexon８,

９casesweremissingheterozygosityinexon８,and５４０caseswerenotmissingexon７andexon８．Thesensitivity,specificity,

accuracyrateandKappavalueofquantitativefluorescentPCRwere１００．００％,１００．００％,１００．００％ and１respectively．Conclusion

ThestudyconfirmedthatquantitativefluorescentPCR providesscreeningperformanceidenticalto MLPAforSMA carrier

detectionin pregnant women．Withitsadditionaladvantagesofoperationalefficiencyandclinicalconvenience,quantitative

fluorescentPCRemergesasahighlysuitablealternativeforroutinescreeningapplicationsinprenatalcaresettings．
[Keywords]pregnantwomen;spinalmuscularatrophy;quantitativefluorescentpolymerasechainreaction;gene

　 　 脊 髓 性 肌 萎 缩 症 (spinalmuscularatrophy,

SMA)是由运动神经元存活基因１(survivalmotor
neuron１,SMN１)的突变或缺失引起的常染色体隐

性遗传性疾病,该疾病的特点为脊髓前角运动神经

元变性和缺失,主要症状为四肢躯干和近侧的进行

性、对称性肌无力、萎缩,会降低患者的生存质量[１].
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由于SMA通常在儿童期发病,并且目前还没有有效

的治疗方法,因此早期筛查和诊断对于预防SMA 患

儿的出生以及改善已患病儿童的生活质量至关重

要[２].多重连接探针扩增技术(multiplexligationＧ

dependentprobeamplification,MLPA)因其能够在

一次反应中检测多个基因组的靶区域,从而同时检

测多个核苷酸序列拷贝数的变化,成为了临床上常

用的SMA基因携带筛查方式,但 MLPA 多用于检

测基因的缺失和重复,对未知点突变的检测能力有

限,同时 MLPA要求准确测定 DNA 浓度,且样本容

易被污染,从而加大了操作难度[３Ｇ４].而随着医学分

子生物技术的不断进步,荧光定量聚合酶链式反应

(polymerasechainreaction,PCR)以其高灵敏性、高

特异性和快速性在基因诊断领域具有广泛的应用,它

可以对人血中SMN１第７、第８外显子的纯合缺失或

杂合缺失进行定性分析,能有效识别SMA基因携带

者[５].孕妇作为SMA基因携带者的筛查对象,对于

预防SMA患儿的出生具有重要意义,通过对孕妇进

行SMA基因筛查,可以及早发现SMA基因携带者,

从而指导其生育决策,减少SMA 患儿的出生率[６].

基于此,本研究旨在观察荧光定量PCR在筛查SMA
基因携带孕妇中的效果,以期为SMA的早期筛查和

预防提供科学依据,并为相关政策的制定提供参考.

１资料与方法

１．１一般资料

回顾性分析来我院自行做SMA 筛查的６００例

孕妇临床资料,研究时区为２０２２年１０月至２０２３年

４月.纳入标准:①妊娠期孕妇;②年龄为２３~４５
岁,且病历资料完整者;③均接受荧光定量 PCR 技

术和 MLPA进行SMA筛查;④签署知情同意书者.

排除标准:①存在SMA 家族史者;②存在其他遗传

性疾病者;③近期进行过输血等者;④合并有严重的

心血管疾病或恶性肿瘤者.本研究已获得本院伦理

委员会的审批(批号:KYKT２０２３Ｇ０２８).

１．２仪器与试剂

超微量核酸蛋白测定仪,型号:NanoＧ６００型,上

海嘉鹏科技有限公司;实时荧光定量PCR仪,型号:

伯乐CFX９６型,上海伯乐生命医学产品有限公司;

基因测序仪,型号:ABI３５００型,美国 ABI公司;全

自动核酸提取纯化仪,型号:DAＧ３２００型,广州达安

基因股份有限公司.

QIAampBloodDNA Mini试剂盒,货号:５１１０４,

购自德国 Qiagen公司;SMN１基因外显子缺失检测

试剂盒,货号:CP０１０１A５０,上海五色石医学科技有

限公司;通用型 MLPA 试剂盒,货号:BTN１３０８３２,

北京百奥莱博科技有限公司;全血核酸提取纯化试

剂盒,货号:DA０６４３,广州达安基因股份有限公司.

１．３检测方法

１．３．１提取 DNA

采集受试者的外周静脉血２mL,应用全血基因

组DNA纯化试剂盒,具体方法按实际说明书操作.

采用超微量核酸蛋白测定仪测定样本 DNA 纯度,确
保吸光度 A２６０/A２８０ 的比值为１．８~２．０,并将样本

DNA的浓度调至２０ng/μL.

１．３．２荧光定量PCR检测[７]

采用化学阻断法来排除运动神经元存活基因２
(survivalmotorneuron２,SMN２)在定性检测中的

作用,以 RPP４０ 基因作为内标基因,扩增并检测

SMN１基因第７、８外显子(目的基因)的拷贝数,同
时通过化学阻断法来调控运动神经元生存活基因２
的表达.按照试剂盒说明书进行操作,即进行体系

配制(设置１个空白对照、１个缺失对照、３个梯度正

常对照),使用实时荧光定量 PCR 仪进行扩增以及

数据分析.分析数据时,计算各个梯度对照品E７反

应和E８反应中目的基因和内标基因之间的ΔCt值,

ΔCt＝CtFAM－CtVIC;计算正常对照品三个梯度上

E７与 E８反应的 ΔCt值的平均值,记为 ΔCta;计算

待测样本目的基因和内标基因在 E７、E８反应中的

ΔCt值,ΔCt＝CtFAM－CtVIC,记为 ΔCts;ΔΔCt＝
ΔCts－ΔCta.检验结果判断:待测样本中,若满足以

下任意一项,即为 SMN１基因外显子缺失.E７反

应:ΔΔCt＞０．８ 或 FAM 通 道 无 信 号.E８ 反 应:

ΔΔCt＞１．５或FAM 通道无信号.

１．３．３MLPA 分析检测[８]

按照 MLPA 试剂盒的操作说明进行操作,具体

如下:取５μL的 DNA,在９８℃下变性５min,然后降

温至２５℃后加入多重探针１．５μL和缓冲液１．５μL,在

９８℃下变性１min后在６０℃下杂交１８h,将其降至

５４℃后加入 LigaseＧ６５ 连接酶混合物 ３２μL,孵 育

１５min后,于９８℃灭活连接酶５min,再取连接产物

１０μL进行 PCR 扩增,即５０μL:９５℃３０s,６０℃３０s,

２６
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７２℃６０s,循环３５次,结束后７２℃延伸２０min,２５℃
保存.将扩增产物 １μL 与去离子甲酰胺 ９μL 和

LIZ５００混合,应用测序仪检测扩增片段分离、峰高和

峰 面 积,使 用 Genemaker 分 析 数 据,将 SMN１、

SMN２２拷贝正常样品作为参照,并分析每个待检样

品的SMA相关探针比值,按照试剂盒说明计算出

SMN１和 SMN２ 基因的第 ７、８ 号外显子拷贝数,

０．４５~０．７０为１拷贝;０．７０~１．３０为２拷贝;１．３０~

１．５５为３拷贝,无峰信号为片段缺失.SMN１基因

拷贝数是１为SMA基因携带者,２为健康人群.

１．４统计学分析

采用 Genemaker以及 SPSS２４．０软件分析数

据.以 MLPA 检测的孕妇 SMA 基因携带结果为

金标准,四格表法计算 PCR 诊断孕妇SMA 基因携

带的灵敏度、特异度、准确性以及Kappa 值;Kappa
值大于０．６提示一致性高.

２结果

２．１MLPA分析检测结果

６００例孕妇中,携带者共 ６０ 例,其中有 ５０ 例

SMN１第７号外显子和第８号外显子基因拷贝数均

为１,９例仅SMN１第８号外显子基因拷贝数为１,

１例仅SMN１第７号外显子基因拷贝数为１,５４０例

SMN１第７号外显子和第８号外显子基因拷贝数均

为２,详细见表１.

表１　MLPA分析检测结果(例数)

Table１　MLPAanalysisresults(n)

MLPA结果
例数

第７外显子 第８外显子
判读结果

０拷贝数 ０ ０ SMA患者

１拷贝数 ５１ ５９ 携带者

２拷贝数 ５４０ ５４０ 健康者

２．２荧光定量 PCR 检测孕妇SMN１基因缺失

情况

统计得出,携带者共６０例,其中 SMN１第７、８
号外显子均杂合缺失共５０例,仅第７号外显子杂合

缺失１例,仅第８号外显子杂合缺失９例,第７、８号

外显子均未缺失共５４０例,详细见图１A、１B和表２.

注:图 A为荧光定量PCR检测孕妇SMN１第７号外显子杂合缺失情况,图B为荧光定量PCR检测孕妇SMN１第８号外显子杂合缺失情况.

图１　荧光定量PCR检测孕妇SMN１基因缺失情况

Fig．１　DetectionofSMN１genedeletioninpregnantwomenbyquantitativefluorescentPCR
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表２　荧光定量PCR检测孕妇SMN１基因缺失情况

Table２　DetectionofSMN１genedeletioninpregnant

womenbyquantitativefluorescentPCR

孕妇SMN１基因 例数(n) 判读结果

第７,８号外显子均纯合缺失 ０ SMA患者

第７,８号外显子均杂合缺失 ５０ 携带者

仅第７号外显子杂合缺失 １ 携带者

仅第８号外显子杂合缺失 ９ 携带者

第７,８号外显子均未缺失 ５４０ 健康者

合计 ６００

２．３两种检测方法评估SMA 基因携带情况的

一致性分析

两种检测方法进行比较,灵敏度为１００％,特异

度为１００％,准确率为１００．００％,Kappa值为１,两者

一致性较高,见表３.

表３　两种检测方法评估SMA基因

携带情况的一致性分析(例数)

Table３　Consistencyanalysisoftwodetectionmethods

toevaluateSMAgenecarryingstatus(n)

荧光定量PCR
MLPA

携带者 健康者
合计

携带者 ６０ ５４０ ６００

健康者 ５４０ ６０ ６００

合计 ６００ ６００

３讨论

SMA作为一种遗传性神经肌肉疾病,其发病机

制在于因SMN 蛋白的缺乏,脊髓前角运动神经元

退变,导致运动神经元的数量明显减少,进而引发进

行性肌无力和肌肉萎缩[９].SMA 临床表现呈现出

多样化的特点,患者初期可能仅表现为肌肉力量的

轻微下降,但随着时间的推移,这种无力感会逐渐加

重,并伴随着肌肉体积的减少,呼吸与吞咽功能受

损,受损严重程度直接影响到患者的生命质量,由于

疾病的快速进展性,早期发现与干预对于改善患者

的预后具有重要意义[１０Ｇ１１].SMA 的遗传方式为常

染色 体 隐 性 遗 传,这 意 味 着 患 者 必 须 携 带 两 份

SMN１基因的突变才会发病,因此对SMA的筛查与

诊断尤为重要,通过对潜在基因携带者的检测,能够

更为准确地预测疾病的风险,并为早期干预和治疗

提供可能[１２].

３．１实时荧光定量PCR检测结果情况

近年来,分子诊断技术的快速发展为SMA的筛

查提供了可能,其中 MLPA已成为筛查脊髓性肌萎

缩症基因携带孕妇的金标准,能够同时检测多个基

因位点的拷贝数变化,适用于SMA等遗传性疾病的

筛查[１３Ｇ１４].SMA主要由SMN１基因的缺失或异常

(突变)引起,因此筛查的重点在于检测SMN１基因

的状态,而SMN２和SMN１基因的同源性高,仅存

在少数碱基差异,虽然 SMN２本身并不直接导致

SMA,但它对SMA 的病情发展和严重程度均具有

重要影响[１５].实时荧光定量PCR结合了传统PCR
的高效扩增能力和荧光检测技术的实时定量特性,

在PCR扩增过程中,它能通过实时监测与记录荧光

信号变化实现对目标DNA序列的精确定量,能针对

SMA相关的SMN１基因特定区域(如第７、８号外显

子)设计高度特异性的引物和荧光探针,这些引物能

够精确识别 SMN１基因的目标片段[１６Ｇ１７].本研究

结果显示,实时荧光定量PCR检测出６０例携带者,

其中SMN１第７、８号外显子均杂合缺失共５０例,仅

第７号外显子杂合缺失１例,仅第８号外显子杂合

缺失９例,第７、８号外显子均未缺失共５４０例.闫

有圣等[１８]研究表明,在１０例已知结果样本中以第

７、８号外显子均杂合缺失为主共６例,仅第８号外显

子杂合缺失１例,第７、８号外显子均未缺失共３例,

本研究结果与之一致,进一步说明了实时荧光定量

PCR技术检测SMN１基因状态有效性.

３．２实时荧光定量 PCR 与 MLPA 检测评估

SMA基因携带情况的一致性分析

实时荧光定量PCR技术能够在PCR反应过程

中实时监测DNA的扩增情况,并定量测定 DNA 的

起始浓度,这种实时监测和定量分析的能力提高了

筛查的准确性,有助于更准确地评估孕妇携带SMA
基因的风险,而 MLPA 技术虽然也能进行定量分

析,但可能需要更复杂的后续处理[１９].本研究以

MLPA检测为金标准,与 MLPA 技术比较,得出实

时荧光定量PCR检测的灵敏度为１００．００％,特异度

为１００．００％,准确率为１００．００％,Kappa 值为１,说

明两者一致性高.分析原因可能在于实时荧光定量

PCR利用荧光信号对 DNA 扩增过程进行实时监
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测,特定的荧光探针与目标DNA序列上的特定区域

相结合能形成荧光信号,而当探针与正确的目标序

列结合时,能产生荧光信号,因此该技术具有极高的

特异性[２０].此外,通过对荧光信号的实时监测,能

够准确定量地测定DNA序列的浓度,从而大大提高

了筛查的准确性和可靠性[２１].但可能受到荧光定

量PCR操作误差、仪器灵敏度等因素的影响,仍有

可能导致部分样本的检测结果有偏差,且SMN２与

SMN１基因的高度同源性易导致在检测过程中可能

存在交叉反应,影响结果准确性,部分孕妇的SMN１
基因可能存在其他类型的突变或异常,而非单纯的

拷贝数缺失,这些异常情况可能无法通过荧光定量

PCR技术准确检测[２２].但实时荧光定量PCR技术

的临床操作相对简便,仅需要抽取少量外周血作为

样本,并可在较短时间内完成检测,这使得筛查过程

更加便捷和高效,而 MLPA技术可能需要更复杂的

样本处理和实验操作,且检测周期可能较长[２３].此

外,实时荧光定量PCR既可以用于SMA 基因携带

者的筛查,也可以用于 SMA 疾病的辅助诊断[２４].

这种全面性使得实时荧光定量PCR技术在SMA的

预防和诊疗中具有广泛的应用前景.

综上所述,实时荧光定量 PCR 和 MLPA 技术

筛查SMA基因携带孕妇筛查效果一致,且实时荧

光定量PCR具有便捷和高效等优势,值得临床推广

应用.
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加强编辑部诚信建设的要求

为了落实«关于进一步加强科研诚信建设的若干意见»,我刊特提出以下要求:

１．«中国妇幼健康研究»编辑部的全体成员应认真学习文件精神,全面落实文件提出的要求;为进

一步加强科研诚信建设,营造诚实守信的良好科研环境而努力.

２．认真贯彻文件精神,坚持自律与监督并重,认真自查本刊在既往工作中是否存在违背科研诚信

要求的行为,立即进行整改工作.

３．加强论文的质量把关、审核工作.对抄袭、剽窃他人论文、纂改研究数据、弄虚作假的文章,一经

发现,立即撤回,并将情况反馈到作者单位.该作者两年内不得在本刊发表论文.

４．要求文章作者在投稿的同时,应对论文的诚信签署“承诺书”,明确承诺文章的真实性和实践性.

对待存在有疑问数据的文章,本刊有责任要求作者所在单位附上证明文书.

５．«中国妇幼健康研究»对有关涉及伦理方面的文章,必须经该单位“医学伦理委员会”审核通过,

并征得患者和家属的知情同意.

６．作者投稿需在我刊官网进行在线注册,坚决杜绝从事论文买卖、代写代投以及伪造、虚构数据的

中介服务稿件来源.如果发现编辑部有人有此行为,将严肃处理.

７．加强编辑部自身建设,进一步完善编辑部审稿程序,扩大专业审稿队伍,切实提高审稿质量,加

强对学术论文的审核把关.完善责任追究制度,对编辑部审稿、刊发过程中出现的违背诚信、造成后

果的事实,将严格追究当事人员的责任.

«中国妇幼健康研究»编辑部　　
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