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脊髓性肌萎缩症（SMA）是一种源于脊髓前角变

性引起肌无力和肌萎缩的神经系统常染色体隐性

遗传性疾病，发病率为 1/6000 ~ 1/10 000［1］，为仅次

于囊性纤维增生症［2］的临床常见常染色体隐性遗传

性疾病，其致病基因是位于 5q13 的运动神经元生存

（SMN）基因。脊髓性肌萎缩症主要表现为肢体近端

和躯干肌肉无力和萎缩，目前尚无有效的治疗方

案。脊髓性肌萎缩症的临床诊断主要依赖于临床

表现、家族遗传史、实验室检查及基因检测。

一、临床诊断

脊髓性肌萎缩症于 1891 年由 Guido Werdnig 首

次报告［1］，其临床表现变异较大，发病年龄从出生至

数十岁，运动障碍从抬头不能至可独立行走，生存

时间从数月至成年。1991 年，脊髓性肌萎缩国际协

作会议根据脊髓性肌萎缩症的临床表型共将其分

为 4 型［3］：脊髓性肌萎缩症Ⅰ型（Werdnig ⁃Hoffman
病），亦称严重型，出生后 6 个月内发病，患儿无法坐

立，通常在 2 岁前死亡，是所有临床分型中最严重的

一型；脊髓性肌萎缩症Ⅱ型，又称中间型，于出生后

6 ~ 18 个月发病，患儿能坐但无法站立和行走，生存

期超过 2 岁，主要视呼吸系统并发症发生情况而定；

脊髓性肌萎缩症Ⅲ型（Kugelburg⁃Welander 病），一般

于出生 18 个月后发病，患儿能够独立行走，病情进

展缓慢，可生存至成年；脊髓性肌萎缩症Ⅳ型，亦称

为成年型，发病年龄 15 ~ 60 岁，以 35 岁左右为高发

年龄，发病和进展隐匿，生存时间与正常人无异，患

者可出现行走困难［4］。

脊髓性肌萎缩症的主要临床表现为四肢近端

肌肉萎缩，肌张力降低，腱反射减弱，但病理征阴
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类型

0
Ⅰ型

Ⅱ型

Ⅲ型

Ⅲa 型

Ⅲb 型

Ⅳ型

发病时间

胎儿期

0 ~ 6 个月

< 18 个月

> 18 个月

18 个月 ~ 3 岁

> 3 岁

> 21 岁

运动能力

呼吸机辅助

不能独坐

不能站立

能独自站立

能独自站立

能独自站立

能独自站立

病死时间

< 1 个月

< 2 岁

> 2 岁

成年

成年

成年

成年

SMN2拷贝数

1
2
3，4

3，4
4
4 ~ 8

表 1 脊髓性肌萎缩症临床分型

Table 1. Classification of spinal muscular atrophy

性。其临床表现难与其他类型运动神经元病及肌

营养不良症相鉴别。脊髓性肌萎缩症的辅助检查

主要为血清肌酶检测、电生理学检查、肌肉活检病

理检查。患者血清肌酸激酶（CK）水平多于正常值

范围或仅轻度升高，复旦大学附属华山医院神经内

科和福建医科大学附属第一医院神经内科曾对一

组脊髓性肌萎缩症患者的血清肌酸激酶水平进行

分析，55 例患者平均测值为（244.16 ± 256.63）U/L
（39 ~ 1388 U/L），呈轻度升高，其中以Ⅲ型患者血清

肌酸激酶水平最高［5］。脊髓性肌萎缩症患者肌电图

主要表现为神经元性损害，可反映 4 种类型脊髓性

肌萎缩症的严重程度和进展情况，但其异常改变相

似，包括纤颤电位和复合运动单位动作电位波幅、

时限增加及干扰相减少［6］。肌肉组织活检其病理特

征呈现失神经支配和神经再支配现象，存在大组分

布的圆形萎缩肌纤维，常累及整个肌束（束性萎

缩），亦可见肥大纤维散在分布于萎缩肌纤维之中；

ATP 酶染色可见Ⅰ型和Ⅱ型纤维同时受累［7］。由于

基因检测技术日趋成熟，目前肌肉活检已不作为确

诊脊髓性肌萎缩症的常规检查项目。由于该病症

的临床表现及辅助检查均无明显特异性，因此，很

难与其他神经肌肉疾病相鉴别，近年来对脊髓性肌

萎缩症的临床诊断更多依赖于基因检测。

二、致病基因

脊髓性肌萎缩症的致病基因为 SMN 基因，于

1995 年由法国学者 Lefebvre 等［8］首次克隆成功。该

基因定位于 5q13，其区域结构复杂，存在的重复序

列及众多假基因簇导致其结构不稳定，易引起基因

缺失、转换［3］。5q13 区域共包含 SMN 基因、神经元

凋亡抑制蛋白（NAIP）、编码基本转录因子 IIH 亚单

位 2 号多肽（GTF2H2）和 H4F5 基因，经研究发现，

SMN 基因为脊髓性肌萎缩症的致病基因，其余 3 种

基因均为修饰基因［9］。SMN基因存在 2 个高同源性

拷贝，分别为端粒侧 SMN1（SMNt）和着丝粒侧 SMN2
（SMNc）；二者仅存在 5 个碱基差异，其中有 2 个碱

基位于第 7 和 8 号外显子。SMN1 缺失是引起脊髓

性肌萎缩症的主要原因，约 95%患者表现为 SMN1
基因缺失，其余可呈 SMN1基因微小突变［10］。有动

物实验显示，小鼠仅有 1 条 Smn 基因，Schrank 等［11］

敲除小鼠 Smn 基因后发现小鼠于胚胎早期即死

亡。然而，在敲除 Smn 基因小鼠中插入人类 SMN2
基因，小鼠存活且表现与脊髓性肌萎缩症患者类似

的症状［12］。目前尚未见 SMN1和 SMN2基因同时纯

合缺失的病例报道［9］。SMN2被普遍认为是脊髓性

肌萎缩症的修饰基因，其拷贝数与疾病严重程度显

著相关，且与脊髓性肌萎缩症Ⅰ型患者生存时间相

关［13］。临床症状较轻的脊髓性肌萎缩症Ⅱ和Ⅲ型

患者通常 SMN2基因拷贝数较症状严重的脊髓性肌

萎缩症Ⅰ型患者多，大多数脊髓性肌萎缩症Ⅰ型患

者仅有 1 ~ 2 个拷贝 SMN2基因，大多数脊髓性肌萎

缩症Ⅲ型患者有 3 ~ 4 个拷贝 SMN2基因［2］。因此近

年来有学者根据发病时间、临床表现、病死时间及

SMN2 拷贝数，对脊髓性肌萎缩症进行更为细致的

分型（表 1）［1］。

三、基因检测方法及临床应用

1. 连锁分析 连锁分析最早用于脊髓性肌萎缩

症的基因诊断［14］。5q13 区域内有许多与脊髓性肌

萎缩症紧密连锁并具有高度多态性的 DNA 标记，排

列 顺 序 从 着 丝 粒 侧 至 端 粒 侧 分 别 为 ：D5S679、
D5S680、 D5S125、 D5S681、 D5S435、 D5S629、
D5S823，以 及 D5S1556/D5F150、D5S149（SMNl）、

D5S557、D5S610、D5S351、5' ⁃ MAPlB、3' ⁃ MAPlB、

D5S112、D5S127 和 D5S539［15］。连锁分析凭借着无

需知道基因突变性质和位置的技术优势，最早用于

脊髓性肌萎缩症的基因诊断，但由于其操作方法繁

琐，现已逐渐被其他检测方法所取代。

2. SMN1 纯合缺失检测 SMN1 以纯合突变为

主，约 95%的脊髓性肌萎缩症患者为 SMN1 纯合缺

失或由 SMN1转化为 SMN2导致 SMN1缺失，故临床

上常通过检测 SMN1基因的纯合缺失而诊断脊髓性

肌萎缩症。（1）聚合酶链反应 ⁃单链构象多态（PCR⁃
SSCP）技术：可用于检测 SMN1第 7 和 8 号外显子缺

失。SMN1基因和 SMN2基因在第 7 和 8 号外显子分

别有单个碱基的差异，利用 PCR⁃SSCP 可区别单个
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碱基的差异，从而确定 SMN1基因第 7 和 8 号外显子

缺失情况。本课题组的前期研究应用 PCR⁃SSCP 技

术对 16 个家系中的 20 例诊断明确的脊髓性肌萎缩

症患者及 20 例正常对照者的 SMN基因第 7 和 8 号外

显子进行检测，发现第 7 号外显子缺失率达 100%、

第 8 号外显子缺失率为 95%［16］。PCR⁃SSCP 技术操

作步骤较为繁琐，实验结果易受温度及实验室环境

的影响，容易出现假阳性或假阴性结果，因此目前

临床检测较少采用此方法。但 PCR⁃SSCP 技术可用

于检测杂合缺失 SMN1患者基因内的微小突变［13］。

（2）聚合酶链反应 ⁃限制性酶切片段长度多态性

（PCR⁃RFLP）检测：是一种用于检测 SMN1基因纯合

缺失的基因检测技术。分别对 SMN第 7 和 8 号外显

子进行 PCR 扩增，在第 7 号外显子中，限制性内切

酶 DraⅠ消化 PCR 扩增产物，SMN1片段上无该酶切

位点，不能被切割；SMN2片段采用错配引物构建了

一个 DraⅠ位点，故能被酶切消化。同样，在第 8 号

外显子中，由于 SMN2片段存在 DdeⅠ位点，酶切后

可以获得 2 条片段，SMN1无此位点，因此无法被切

割［17］。当 SMN1呈纯合缺失时，琼脂糖凝胶电泳结

果可显示 SMN1 电泳条带缺失。PCR⁃RFLP 操作方

法简便，结果清晰可靠，容易判断，因此目前在临床

检测中较为常用。PCR⁃RFLP 的缺点是，由于酶切

不完全而产生的假阴性结果，而且无法检测 SMN1
杂合缺失患者的微小突变。

3. SMN1基因微小突变的检测 约 5%的脊髓性

肌萎缩症患者为 SMN1 杂合缺失，由于 SMN1 与

SMN2基因仅有 5 个碱基的差异，分离 SMN1基因的

难度较大，因此临床上较少对 SMN1 基因微小突变

进行检测。对于 SMN1微小突变检测的主要困难是

对 SMN1 拷贝数目的分析和分离 SMN1 基因（SMN1
拷贝数分析将在 SMN1 基因定量分析中介绍）。分

离 SMN1 基因主要是利用 SMN1 与 SMN2 基因序列

之间的差异。 Clermont 等［18］采用全长 PCR（long ⁃
range PCR）技术分离获得 SMN1 基因，并对 12 例患

者进行了微小突变检测，于该基因第 6 号外显子上

发现 5 个微小突变。迄今为止，已报道的 SMN1微小

突变已有 50 余种，突变类型包括错义、移码、无义和

剪接位点突变等，这些突变较常见于 SMN1基因第 3
和 6 号外显子［18］。

4. SMN 基因的定量分析 SMN 基因定量分析

方法常用于患者与携带者 SMN1 基因拷贝数分析，

以及对患者 SMN2 基因拷贝数分析，从而进一步分

析基因型与临床表型之间的关系。（1）变性高效液

相色谱（DHPLC）法：作为一种自动、快速、高通量基

因突变和多态性筛查技术，DHPLC 近年来在临床广

泛应用。检测基因突变和多态性分析的基本原理

是 DNA 在变性、逐步降温退火后，杂合型和野生型

PCR 扩增产物在形成同源双链的同时也错配形成

异源双链。在部分变性条件下，发生错配的异源双

链 DNA 更易解链为单链 DNA，与 DNA 洗脱柱的结

合力降低，比同源双链 DNA 分子更易被洗脱剂洗

脱，从而与同源双链 DNA 分离［19］。应用 DHPLC 技

术也可对 SMN1和 SMN2基因拷贝数进行检测，在正

常对照者中可见 SMN1/SMN2异源双链、SMN2同源

双链、SMN1同源双链 3 个色谱峰，根据峰高和峰面

积计算 SMN1、SMN2的拷贝数目［20］。可通过设计内

参照物使 SMN1 拷贝数目分析结果更加准确［21］。

DHPLC 技术的缺点为分辨力受 PCR 引物、反应条

件，以及检测时柱温的选择、洗脱剂等诸多因素的

影响，结果稳定性欠佳［19］。（2）实时荧光定量 PCR
（real⁃time PCR）检测：系指在 PCR 反应体系中加入

荧光基团，利用荧光信号的积累实时监测扩增产物

的量变情况。在 PCR 扩增反应达到平台期前，靶序

列的扩增以相对固定的指数形式增加。起始目的

基因拷贝数目越多，达到平台期所需的循环数越

少。以循环数为横坐标、以一系列标准 DNA 分子的

起始拷贝数的对数为纵坐标绘制坐标图，未知样本

中的基因拷贝数通过与这种标准曲线相对照而进

行定量分析。本课题组曾先后应用实时荧光定量

PCR 检测技术对 SMN1 和 SMN2 基因拷贝数目进行

分析［22］，并探讨 SMN2 与临床表型之间的关系［23］，

取得了较好的效果。实时荧光定量 PCR 检测技术

要求对基因组 DNA 精确定量且纯度一致，方可保证

扩增效率一致，结果才可靠。（3）多重连接依赖性探

针扩增（MLPA）技术：为 Schouten 等［24］在 2002 年建

立的一项灵敏度较高的相对定量检测技术，利用简

单的杂合（hydriation）、连接（ligation）及 PCR 扩增

（PCR amplication）反应，于单一反应管内同时检测

最多可达 40 种不同的核苷酸序列的拷贝数目变

化。荷兰 MRC⁃Holland 公司生产的脊髓性肌萎缩症

检测试剂盒（SALSA MLPA KIT P021）可同时检测

SMN1 第 7 和 8 号外显子，SMN2 第 7 和 8 号外显子，

SMN1 + SMN2的第 1、4、6 和 8 号外显子，所得结果经

与参考值比对后，能够分别获得 SMN1、SMN2 和

SMN1 + SMN2 的拷贝数；另外，可提供 21 种位于不
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同染色体上的内参照探针，因此对于拷贝数目的计

算更加准确可靠。该检测试剂盒还包含针对 NAIP
和 GTF2H2 基因的探针，可同时对多种基因进行分

析，利于基因型与临床表型之间的关系分析［25］。

MLPA 法对基因组 DNA 定量的要求不似实时荧光定

量 PCR 那样严格，众多内参照物与目的基因均采用

同一对引物即可扩增，从而保证了目的基因与内参

照基因扩增效率的一致性。（4）其他定量检测方法：

Kao 等［26］亦选择 KRIT1及 CYBB基因作为内参照物，

与目的基因 SMN 基因第 7 号外显子进行竞争性

PCR，扩增产物经毛细管电泳（CE）分离后，根据

SMN 基因与参照基因峰面积比值计算相对 SMN 基

因之总拷贝数。PCR 扩增产物经纯化后再以基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI⁃TOF MS）
法 分 离 SMN1 及 SMN2，检 测 SMN1 和 SMN2 占 总

SMN 基因拷贝数的相对比值，即可得出 SMN1 和

SMN2 拷贝数。Wang 等［27］采用类似方法研究 SMN
基因拷贝数。但是他们通过优化毛细管电泳分离

的条件，使毛细管电泳能够因一个核苷酸差异而分

离获得 SMN1 和 SMN2 基因，再根椐 SMN1 和 SMN2
与参照峰高比值，计算 SMN1及 SMN2的拷贝数。而

MALDI⁃TOF MS 及毛细管电泳分离法仅根据单个核

苷酸差异而分离 SMN1 和 SMN2，因此操作难度较

大，精确度亦较低。

5. 产前诊断 脊髓性肌萎缩症目前尚无有效的

治疗方法，患者生活质量明显下降，给社会和家庭

带来沉重负担，因此进行准确的产前诊断尤其重

要。目前临床常用的检测方法，是通过采集孕早期

或中期羊水、绒毛或宫颈脱落滋养层细胞进行检

测。脊髓性肌萎缩症患者产前基因诊断的标本主

要为羊水，于超声引导下行羊膜腔穿刺抽取羊水是

产前基因诊断脊髓性肌萎缩症获取标本安全而有

效的途径［28］。在羊水采集操作过程中若发生母血

污染，可通过羊水细胞培养、短串联重复（STR）位点

单体型连锁分析等方法加以排除。本课题组经筛

选共获得 11 种与 SMN基因紧密连锁的 STR 位点，通

过分析从中优选出 3 个遗传信息量丰富的位点，对

6 个脊髓性肌萎缩症家系（包括父母、先证者和胎

儿）进行连锁分析，在快速进行脊髓性肌萎缩症产

前基因诊断、有效排除母血污染方面取得了较好的

效果［29］。传统产前诊断的缺点在于需要进行羊膜

腔或绒毛膜穿刺，这些有创性操作有导致医源性流

产的可能，同时，若产前诊断结果提示胎儿存在先

天性缺陷，需要通过引产或人工流产来终止妊娠，

对孕妇造成的身心创伤较大。植入前遗传学诊断

是体外受精后，对受精卵进行基因检测，筛选正常

受精卵植入子宫，对孕妇的身心创伤较小。其缺点

在于需要借助辅助生殖、单细胞扩增等项技术，故

较难在临床推广应用。本课题组的前期研究进行

了脊髓性肌萎缩症患者单个淋巴细胞的分离、扩

增，为植入前基因检测进行了技术储备［30］。

6. 携带者筛查 与产前基因诊断相同，携带者

的筛查也是预防措施之一，具有重要临床意义。脊

髓性肌萎缩症携带者的筛查主要针对有明确或可

疑脊髓性肌萎缩症家族史的个体［2］。利用实时荧光

定量 PCR、MLPA 等定量检测技术可分析携带者

SMN1拷贝数，本课题组对 88 例诊断明确的脊髓性

肌萎缩症患者的父母的 SMN1 拷贝数进行分析，结

果 显 示，其 中 84 例 SMN1 基 因 为 1 个 拷 贝、4 例

SMN1基因为 2 个拷贝［22］。值得注意的是：有 4%携

带者呈杂合状态［15］，即携带 2 个拷贝 SMN1 基因的

受试者也有可能是脊髓性肌萎缩症携带者，其 1 条

染色体上存在 2 个拷贝或更多拷贝的 SMN1 基因，

另 1 条染色体则无 SMN1基因。目前的定量检测技

术尚无法对此类携带者进行检测，仅能通过确诊患

者父母的 SMN1基因拷贝数结合家族史调查确定。

四、展望

自 1995 年发现脊髓性肌萎缩症致病基因后，给

原本无有效治疗方法的患者带来曙光。由于 SMN
基因终止密码子位于第 7 号外显子上，其第 8 号外

显子不参与编码氨基酸，因此，SMN1 和 SMN2 编码

序列仅存在一个碱基差异，即位于第 7 号外显子上

C > T 的差异。虽然这种差异为同义突变，但仍然影

响 基 因 剪 接 过 程 ，可 导 致 SMN2 基 因 仅 能 产 生

10%～15%具有功能的 SMN 全长蛋白［1］。产生的大

部分 SMN 截短蛋白结构不稳定，容易降解。SMN2
基因拷贝数与疾病严重程度相关，且与脊髓性肌萎

缩症Ⅰ型患者的生存时间相关［12］。这可能与 SMN2
基因能够表达部分功能性 SMN 全长蛋白，起到一定

的补偿作用有关。目前，脊髓性肌萎缩症治疗思路

主要是促使 SMN2基因表达全长 SMN 蛋白，进一步

研究可能刺激 SMN2基因表达有功能的蛋白质的药

物，也许可为今后治疗脊髓性肌萎缩症开辟一条新

的途径。
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