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应用多重连接依赖性探针扩增技术进行
脊髓性肌萎缩症产前诊断

【摘要】 目的 探讨多重连接依赖性探针扩增技术在脊髓性肌萎缩症产前诊断中的临床应用价

值。方法 以脊髓性肌萎缩症 6 个家系作为研究对象，包括患者 7 例、父母 12 名、胎儿 6 例。采用多重

连接依赖性探针扩增技术对运动神经元生存（SMN）基因及脊髓性肌萎缩症修饰基因进行分析，应用聚

合酶链反应⁃限制性酶切片段长度多态性技术检测 SMN1基因缺失，羊水标本分别通过直接离心沉淀和

细胞培养进行 DNA 分析。结果 多重连接依赖性探针扩增分析提示 6 个家系中 7 例患者及 1 例胎儿

（家系Ⅳ）呈 SMN1基因纯合缺失，与聚合酶链反应⁃限制性酶切片段长度多态性分析结果一致；11 名父

母及 5 例胎儿的 SMN1拷贝数为 1，1 名母亲（家系Ⅴ）SMN1拷贝数为 2，均为脊髓性肌萎缩症携带者。多

重连接依赖性探针扩增分析显示，6 个家系中 10 名成员 SMN2拷贝数为 1，15 名成员 SMN2拷贝数为 2；
多重连接依赖性探针扩增分析，6 个家系中 3 名成员神经元凋亡抑制蛋白（NAIP）基因缺失，其余家系成

员正常。结论 多重连接依赖性探针扩增技术为一快速而可靠的基因检测及定量分析方法，可准确检

测 SMN基因及脊髓性肌萎缩症修饰基因的缺失突变并分析基因拷贝数，适用于脊髓性肌萎缩症患者、

携带者的基因诊断及产前诊断。
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【Abstract】 Objective To investigate the value of multiplex ligation⁃dependent probe amplification
(MLPA) method in the prenatal diagnosis of spinal muscular atrophy (SMA). Methods Six SMA
pedigrees, which included 7 patients, 12 parents and 6 fetuses, were admitted in our hospital. MLPA was
used to detect the survival motor neuron (SMN) and other modifier genes, according to steps of
hybridization, ligation, PCR reaction, fragment separation by capillary electrophoresis and peak pattern
evaluation. Synchronously, the deletion of SMN1 gene was detected by polymerase chain reaction⁃restriction
fragment length polymorphism (PCR ⁃ RFLP). The DNA samples of fetuses were collected by centrifuging
the amniotic fluid as well as derived from amniotic cell culture. Results According to MLPA, 7 patients
and 1 fetus were detected to carry homozygous deletion of survival motor neuron 1 (SMN1) gene, which was
also detected by PCR⁃PFLP. In addition, 11 parents and 5 fetuses carried one copy of SMN1 gene, while 1
parent who was also a carrier of SMA carried two copies of SMN1 gene. Furthermore, after being analyzed
by MLPA, 10 cases carried one copy of SMN2 gene, while 15 cases had two copies of SMN2 gene. After
detecting the neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP) gene, 3 cases had the deletion of NAIP gene
while others showed normal. Conclusion MLPA can detect the deletion and quantify the copy numbers of
SMN and other modifier genes, improving the efficiency and stability of genetic diagnosis. It is adequate for
detecting patients and carriers of SMA, as well as providing reliable evidence for genetic counseling.
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脊髓性肌萎缩症（SMA）是一类临床较为常见的

神经系统遗传性疾病，以进行性、对称性近端肢体、

躯干无力和肌萎缩为特征，主要病理变化表现为脊

髓前角运动神经元退行性变。儿童期发病的脊髓

性肌萎缩症患儿呈常染色体隐性遗传，群体发病率

约为 1/1 万［1］，携带者频率为 1/40 ~ 1/60［2］。其候选

基因定位于染色体 5q11.2⁃q13.3［3⁃4］，包括运动神经

元生存（SMN）基因、神经元凋亡抑制蛋白（NAIP）基

因、基本转录因子ⅡH 亚单位 2 号多肽（GTF2H2）基

因及 H4F5 基因。其中 SMN 基因为致病基因，存在

SMN1和 SMN2两个高度同源拷贝，各包含 9 个外显

子（1、2a、2b、3 ~ 8）。NAIP 基因为脊髓性肌萎缩症

的修饰基因，编码神经元凋亡抑制蛋白，该基因第

5、6 号外显子缺失可能与脊髓性肌萎缩症的临床表

型有关［4］。目前对脊髓性肌萎缩症尚无有效的治疗

方法，发病后患者生活质量明显下降，给社会和家

庭带来沉重负担，因此进行产前诊断对于预防脊髓

性肌萎缩症尤其重要。多重连接依赖性探针扩增

（MLPA）技术是 2002 年由荷兰学者 Schouten 等［5］发

明的一项基因半定量分析技术，可对致病及修饰基

因进行缺失及定量分析。在本研究中，我们采用该

项技术对脊髓性肌萎缩症 6 个家系中的所有成员进

行 SMN基因及修饰基因检测，并收集孕妇羊水标本

进行产前诊断。

对象与方法

一、研究对象

收集 2007-2010 年于福建医科大学附属第一医

院门诊就诊的 6 个脊髓性肌萎缩症家系，包括 7 例

患者、12 名父母、6 例胎儿的临床资料及 DNA 样

本。其中，家系Ⅱ有 2 例患者，其余家系均已各生育

1 例患者。7 例患者中，男女比例为 3∶4；受试年龄

为 37 天至 10 岁，平均（4.06 ± 3.18）岁。所有受试者

均符合 1992 年脊髓性肌萎缩症国际协作会议制定

的临床诊断及分型标准［6］，入组时对研究内容知情

并签署知情同意书。具体诊断标准如下：（1）对称

性肢体无力。（2）肢体近端症状重于远端。（3）呈进

行性病程。（4）舌肌或肢体颤动。（5）肌电图呈神经

源性改变。（6）肌肉活检符合神经源性改变。另选

择 20 名健康对照者作为正常对照，男女比例为 1∶
1；受试年龄为 30 ~ 47 岁，平均（38.45 ± 4.57）岁。

二、研究方法

1. 标本收集 空腹采集 7 例患者、12 名父母及

20 名正常对照受试者外周静脉血各 2 ml，6 例行产

前诊断者于妊娠中期（16 ~ 20 周）经超声引导羊膜

穿刺［7］抽取羊水 20 ml，其中 10 ml 直接离心、收集沉

淀组织，另外 10 ml 行羊水细胞培养。

2. 羊水细胞培养 为了防止羊膜穿刺抽取羊水

过程中母血污染，故行羊水细胞培养。采集羊水标

本 10 ml，以转速 1000 r/mim，离心半径为 14.50 cm
的离心机离心 10 min，弃上清液、加入羊水/绒毛培

养基（杭州宝荣科技有限公司）5 ml，置 37 ℃、体积

分数为 5%二氧化碳培养箱中培养，约 1 周后贴壁细

胞消化，采集培养细胞并提取 DNA。

3. DNA 制备 采用 QIAamp®DNA 提取试剂盒

（德国 Qiagen 公司），分别提取脊髓性肌萎缩症患者

及其父母外周静脉血、羊水离心沉淀组织及羊水细

胞培养基因组 DNA，操作方法严格按照试剂盒说明

书进行。

4. 聚合酶链反应⁃限制性酶切片段长度多态性

检测 采用聚合酶链反应⁃限制性酶切片段长度多

态性（PCR⁃RFLP）技术对所有样品进行 SMN基因第

7、8 号外显子缺失分析，分别参照文献所述方法，扩

增 SMN基因第 7、8 号外显子引物［8］。（1）PCR 反应体

系：共 25 μ l 体系，包括基因组 DNA 100 ng、相应引

物 25 pmol、dNTPs 20 nmol、TaqDNA 聚合酶 1.25 U，

以及相应的 10 × 缓冲液 2.50 μ l，其余以 ddH2O 补

充。PCR 反应条件为 94 ℃预变性 3 min；94 ℃ 30 s、
56 ℃ 45 s、72 ℃ 60 s，共 30 个循环；再以 72 ℃延伸

5 min。（2）限制性酶切：取第 7 号外显子的 PCR 扩增

产物 15 μl，加入限制性内切酶 DraⅠ（美国 Promega
公司）8 U 及相应缓冲液，ddH2O 补充至 30 μl；取第 8
号外显子 PCR 扩增产物 15 μl、DdeⅠ（美国 Promega
公司）8 U 及相应缓冲液，ddH2O 补充至 30 μl。37 ℃

孵育 3 h。（3）电泳分析：PCR 扩增产物和酶切产物经

质量浓度为 2.5%的琼脂糖凝胶于 1 × TBE、4 V/cm
电压下电泳 1 h，并拍照、分析。

5. 多重连接依赖性探针扩增分析 （1）多重连

接依赖性探针扩增及检测：MLPA P021 试剂盒（荷

兰 MRC⁃Holland 公司）共包含 37 对探针，可以特异

性检测 SMN1与 SMN2基因第 7、8 号外显子，SMN基

因第 1、4、6 号外显子，以及 SMN 基因邻近基因如

NAIP、BTF2p44 和 H4F5 基因；此外，还包括 21 对内

对照物探针［9］，操作方法参照文献［10］进行。①杂

交，取 5 μ l（终浓度为 30 ng/μ l）DNA 加入 EP 管，

98 ℃变性 5 min，冷却至 25 ℃后滴加 1.50 μl 多重探
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针 及 1.50 μ l Buffer，95 ℃ 变 性 1 min 后

60 ℃杂交 16 ~ 18 h。②连接，54 ℃、滴加

32 μl 连接混合液，孵育 15 min，98 ℃灭活

连接酶 5 min。③扩增，取连接后的产物

10 μ l，加 入 4 μ l PCR Buffer 及 26 μ l
ddH2O，72 ℃条件下加入 10 μ l 扩增反应

液，迅速启动 PCR 反应。反应条件为 95 ℃

变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，
35 个循环，最后 72 ℃延伸 20 min。④分

离，取 1 μl 扩增产物加入 8.70 μl Hi⁃Di 甲
酰胺（美国 ABI 公司）及 0.30 μ l LIZ ⁃ 500
Marker（美国 ABI 公司）95 ℃变性 5 min，采
用 Genetic Analyzer⁃3130 基因分析仪（美国

ABI 公司）进行毛细管电泳分离。（2）MLPA
数据分析：采用 Genemapper 3.0 软件分析

毛细管电泳分离结果，并导出图型及数

据。将各目的片段峰面积除以全部内参照

峰面积之和，即为该目的片段的相对峰面

积（RPA），再将 SMA 组 RPA 与正常对照组

平均 RPA（即 20 个正常对照 RPA 的平均

值）相比，即为拷贝数比值，进而可计算出该目的片

段的拷贝数。根据荷兰 MRC⁃Holland 公司官方网站

（http://www.mlpa.com）提供的拷贝数分析［11］，拷贝数

比值范围在 0.30 ~ 0.80 为 1 拷贝，0.80 ~ 1.24 为 2 拷

贝，1.24 ~ 1.60 为 3 拷贝。若某一片段无峰信号即代

表该片段缺失。当拷贝数比值临近波动范围边界

时，进行重复验证以确保结果准确。

结 果

一、聚合酶链反应⁃限制性酶切片段长度多态性

检测

正常对照受试者 DNA 标本 SMN 基因第 7 号外

显子的 PCR 扩增产物经 DraⅠ消化、琼脂糖凝胶电

泳后共出现 2 个电泳条带，分别为 188 bp 和 164 bp；
6 个家系中有 7 例患者和 1 例胎儿（家系Ⅳ）仅出现

1 个 164 bp 的电泳条带，均缺失代表 SMN1基因的电

泳条带。正常对照受试者血液标本 SMN基因第 8 号

外显子 PCR 扩增产物经 DdeⅠ消化、琼脂糖凝胶电

泳后共出现 3 个电泳条带，分别为 188 bp、120 bp 和

68 bp；6 个家系中有 7 例患者和 1 例胎儿（家系Ⅳ）

仅可见 2 个电泳条带，分别为 120 bp 和 68 bp，缺失

代表 SMN1基因的片段（图 1）。

二、多重连接依赖性探针扩增分析

1. SMN1 基因拷贝数分析 6 个家系中共 7 例

患者和 1 例胎儿（家系Ⅳ）的 SMN1 基因拷贝数为 0
（图 2），5 例胎儿 SMN1基因拷贝数为 1；1 例母亲（家

系Ⅴ）SMN1基因拷贝数为 2，其余家系父母亲 SMN1
基因拷贝数均为 1（表 1）。

2. SMN2基因拷贝数分析 6 个家系共 25 例受

试者，其中 10 例 SMN2基因拷贝数为 1，约占 40.00%
（10/25），其余 15 例受试者 SMN2基因拷贝数为 2，约
占 60.00%（15/25，表 1）。

3. NAIP基因拷贝数分析 本组中 1 例胎儿（家

系Ⅱ）、1 例母亲（家系Ⅳ）、1 例先证者（家系Ⅴ）NAIP
基因缺失，缺失率约为 12.00%（3/25，表 1）。

4. GTF2H2 基因和 H4F5 基因拷贝数分析 本

组 6 个 家 系 中 的 所 有 成 员 均 未 发 现 BTF2p44 和

H4F5基因缺失。

三、妊娠干预及随访

MLPA 检测技术对 SMN1基因缺失的分析结果

与 PCR⁃RFLP 相一致，提示 6 个家系中有 7 例患者和

1 例胎儿（家系Ⅳ）SMN1基因呈纯合缺失，其结果表

明家系Ⅳ中的胎儿亦为脊髓性肌萎缩症患者，家属

选择终止妊娠。其余 5 例胎儿 SMN1基因拷贝数均

为 1，为脊髓性肌萎缩症携带者，由于携带者无任何

Ⅰ1 Ⅰ2 Ⅱ1 Ⅱ2 M Ⅰ1 Ⅰ2 Ⅱ1 Ⅱ2 M 碱基对
（bp）
2000
1000750500

250
100

SMN基因 8 号外显子SMN基因 7 号外显子 1b

：父亲father
：母亲mother
：先证者proband
：胎儿fetus

M：Marker

Ⅰ1

Ⅱ1
Ⅱ2

Ⅰ2

图 1 家系Ⅳ系谱图及 PCR⁃RFLP 检测结果 1a 家系Ⅳ系谱图
1b 家系Ⅳ成员的 PCR⁃RFLP 检测结果

Figure 1 Pedigree chart, results of PCR ⁃ PFLP for family Ⅳ. The
pedigree chart of pedigree Ⅳ (Panel 1a). The results of PCR⁃RFLP of
the members in pedigree Ⅳ (Panel 1b)

Ⅰ

Ⅱ

1 2

1 2

：正常男性家族成员normal male
：先证者proband：正常女性家族成员normal female

：患病胎儿affected fetus

：患病男性家族成员affected male
1a
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临床症状，其家属选择继续妊娠并分娩。引产的胎

儿及出生后的婴儿均再次进行基因分析，其结果与

产前诊断完全一致。其余 5 例出生后每年进行一次

随访，至今未出现临床症状。

讨 论

脊髓性肌萎缩症为严重致残性神经系统遗传

性疾病，目前临床上尚无肯定而有效的治疗方法，

因此产前诊断成为一种有效的预防干预手段。本

研究利用 MLPA 方法共分析 6 个脊髓性肌萎缩症家

系成员 SMN 基因与修饰基因，其中 7 例患者与 1 例

胎儿为 SMN1 基因纯合缺失，其余 5 例胎儿为无

SMN1基因纯合缺失，此与 PCR⁃RFLP 分析结果相一

致。表明 MLPA 技术能够准确地检测 SMN1基因缺

失情况，而且通过毛细管电泳检测后获得的峰型图

可 直 观 判 断 SMN1 基 因 缺 失 情 况 。 其 中 诊 断 为

A：NAIP基因片段 B 和 D：SMN1基因片段 C 和 E：SMN2基因片段

图 2 家系Ⅳ成员 MLPA 检测显示，先证者父亲（Ⅰ1）和母亲（Ⅰ2）的 SMN1峰较低；先证者（Ⅱ1）和胎儿（Ⅱ2）SMN1基因缺失；Ⅰ2
还可见 NAIP基因缺失
Figure 2 Results of MLPA for family Ⅳ: the NAIP gene recognized by the specific probe is indicated by an "A", the SMN1 gene is
indicated by "B" and "D", while SMN2 gene is indicated by "C" and "E". The father (Ⅰ1) and mother (Ⅰ2) have lower peaks of
SMN1 gene, the proband (Ⅱ1) and fetus (Ⅱ2) demonstrate the complete absence of SMN1 gene. Besides, the mother (Ⅰ2) displays a
deletion of NAIP gene

Ⅰ1

Ⅰ2

Ⅱ1

Ⅱ2

A B C D E

A B C D E

A B C D E

A B C DE
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表 1 脊髓性肌萎缩症 6 个家系成员 PCR⁃RFLP 和 MLPA 分析结果

Table 1. Results of genetic analysis by PCR⁃RFLP and MLPA in SMA pedigrees
家系

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

成员

患者

父亲

母亲

胎儿

患者 1
患者 2
父亲

母亲

胎儿

患者

父亲

母亲

胎儿

患者

父亲

母亲

胎儿

患者

父亲

母亲

胎儿

患者

父亲

母亲

胎儿

PCR⁃RFLP 分析

DraⅠ
+
-
-
-
+
+
-
-
-
+
-
-
-
+
-
-
+
+
-
-
-
+
-
-
-

DdeⅠ
+
-
-
-
+
+
-
-
-
+
-
-
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MLPA 检测 SMN基因区域拷贝数分析
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注：“+”，SMN1缺失阳性；“-”，SMN1缺失阴性

SMN1纯合缺失的 1 例胎儿已行引产，其余 5 例均继

续妊娠并分娩，引产的胎儿及出生后的婴儿均再次

进行基因分析，结果与产前诊断完全一致。由此可

见，MLPA 技术用于产前诊断可为脊髓性肌萎缩症

家系提供准确而可靠的遗传咨询和优生优育指

导。产前诊断的缺点在于，有创羊膜腔穿刺技术有

导致人为流产的可能，同时，一旦需要通过引产或

人工流产来终止妊娠，对孕妇造成的身心创伤较

大，近年来植入前遗传学诊断日益受到青睐［12］。

在本研究中，我们还利用 MLPA 定量检测方法

对 6 个家系中的所有成员进行 SMN1基因拷贝数分

析。对 6 例胎儿 SMN1基因分析显示，其中 1 例胎儿

为 SMN1 基因纯合缺失，诊断为脊髓性肌萎缩症患

者，其余 5 例胎儿 SMN1 基因拷贝数为 1，诊断为脊

髓性肌萎缩症携带者。传统的 PCR⁃RFLP 技术仅能

检测 SMN1 基因缺失，并不能分析

SMN 基因拷贝数；而 MLPA 技术不

仅能够准确地检测 SMN1基因缺失

情况，还能同时检测受试者是否为

携带者。本研究结果显示，5 例胎

儿为脊髓性肌萎缩症携带者，提示

其将来的后代患病风险明显高于普

通人群，有必要对其进行长期随访

并为其成年后的婚育提供遗传学指

导。与此同时，我们还对 6 个家系

中的父母进行了 SMN1基因定量分

析，发现家系Ⅴ父代 SMN1 基因拷

贝数为 1，母代 SMN1基因拷贝数为

2，根据先证者 MLPA 分析显示为

SMN1基因纯合缺失，推测其母亦为

携带者，即 1 条染色体含 2 个拷贝

SMN1 基 因 ，另 1 条 缺 失 SMN1 基

因。文献报道，约 4%人群为 1 条染

色体上有 2 个拷贝的 SMN1基因［13］，

表明基因型为“2 + 0”型的脊髓性肌

萎缩症携带者确实存在。

对不同家系所有成员 SMN2基

因和 NAIP 基因拷贝数进行分析表

明，SMN2基因拷贝数与疾病严重程

度相关［14］，而临床表型较为严重的

脊髓性肌萎缩症Ⅰ型患者生存年龄

通常不超过 2 岁［15］。本研究中 7 例

先证者 SMN2基因拷贝数均为 2，经
过随访目前年龄均超过 2 岁，提示均为Ⅱ型患者。

有文献报道，SMN1 基因缺失可能向 SMN2 基因转

化，此时 SMN2 基因拷贝数相应增加，由于在 SMN1
基因缺失的情况下 SMN2可表达部分全长蛋白以代

偿 SMN1 基因的功能，因此临床症状相对较轻［16］。

在目前报道的约 50%Ⅰ型患者、18%Ⅱ型和Ⅲ型患

者中存在 NAIP基因的纯合缺失，其并非产生脊髓性

肌萎缩症的必要条件，但它们与疾病严重程度和临

床分型密切相关［17］。本研究结果表明，脊髓性肌萎

缩症患者及携带者均存在 NAIP基因缺失的情况，提

示 NAIP基因缺失并非引起脊髓性肌萎缩症的致病

基因。由于本研究纳入的病例数较少，故尚不足以

分析 SMN2 基因拷贝数和 NAIP 基因缺失情况与临

床表型之间的关系。

近年来，PCR⁃RFLP、实时荧光定量 PCR（real ⁃
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time PCR）、变性高效液相色谱法（DHPLC）等多项

检测技术先后被用于脊髓性肌萎缩症患者及携带

者的基因检测，但均有其不足之处：PCR⁃RFLP 无法

对 SMN及其修饰基因进行定量分析，无法判断杂合

缺失或携带状态；实时荧光定量 PCR 对 DNA 模板的

浓度及纯度要求较高，实验结果的波动性较大；

DHPLC 检测技术在基因定量分析方面的准确性尚

不肯定。相比传统技术，MLPA 则有效的弥补了上

述缺陷：（1）MLPA 仅利用一对通用引物，在同一反

应管中可同时扩增脊髓性肌萎缩症相关的多个基

因［18］，有利于明确基因缺失的具体范围，在探讨基

因型与临床表型的关系中具有明显优势。此外，还

明显减少了 DNA 模板用量，从而提高了实验效率。

（2）MLPA 能对脊髓性肌萎缩症的致病基因进行定

量分析，可准确诊断脊髓性肌萎缩症患者、检测携

带者，在产前诊断中也具有明显的优势。（3）MLPA
含有众多内对照探针，包括脊髓性肌萎缩症相关基

因内及基因外的对照序列，对 DNA 模板不需精确定

量，实验结果准确性高、可重复性良好。众所周知，

产前检测的责任重大，对于基因检测结果的准确性

要求较高，本文联合应用 MLPA 及 PCR⁃RFLP 两种

技术对脊髓性肌萎缩症进行产前诊断，进一步提高

了实验结果的准确性，随访结果也证实了实验结果

的准确性及可靠性。

综上所述，MLPA 是一项简便、高效、可靠的基

因定量分析技术，对脊髓性肌萎缩症患者的诊断、

携带者筛查，以及产前诊断是一种有效的基因检测

工具，具有较高的临床应用价值。
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