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【摘要】目的 建立滤纸干血斑基因组DNA自动化提取方法及流程，并探索其在脊髓性肌萎缩症(SMA)基因筛查中的应用。方法 收集45份干血斑标本，采用打孔钳
打孔后提取DNA，使用多重PCR结合荧光探针技术进行SMN1检测，考察最低起始干血斑用量。收集103份4℃不同保存时长的新生儿干血斑和17份EDTA
抗凝血制备的干血斑，使用最低起始量提取DNA并检测SMN1，考察运输与保存条件对基因检测结果稳定性的影响。结果 最低1片直径4mm的干血斑所提
取的DNA浓度2.54~5.71ng/μL、纯度1.676~1.984，可满足SMN1检测要求。4℃避光保存1~24个月的新生儿干血斑标本，新鲜采集并经冷链运输48~72h
的EDTA抗凝血及-80℃超低温冷冻保存1~2年的EDTA抗凝血制备的干血斑标本均可稳定检出SMA基因型。结论 1片直径4mm的干血斑即可满足SMN1检测
要求，大大降低了样本采集、保存和运输的难度和复杂程度，有利于开展大规模人群筛查，为现有新生儿筛查体系下增加SMA筛查提供了技术基础。
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Abstract: Objective To establish an automatic extraction method of genomic DNA from dried blood spots (DBS), and to explore its application in genetic 
screening of spinal muscular atrophy (SMA). Methods 45 DBS specimens were collected and punched for genomic DNA extraction. Multiplex PCR 
combined with fluorescent probe technology was used for SMN1 testing to determine the minimum starting amount of dried blood spot. A total 
of 103 neonatal DBS specimens stored at 4°C for different months and 17 DBS specimens prepared from EDTA anticoagulants were collected 
respectively, and the minimum starting amount of these samples were used for genomic DNA extraction and SMN1 testing to investigate the 
effects of blood transport and storage conditions for SMN1 testing. Results One dried blood spot (4mm in diameter) was proved to be the 
minimum starting amount for SMN1 testing. The genomic DNA concentrations ranged from 2.54~5.71ng/μL, with a purity of 1.676~1.984. DBS 
can be stored stably at 4°C for 1~24 months for SMN1 testing. SMA genotype can also be stably detected in DBS specimens prepared from EDTA 
anticoagulation freshly collected and transported in the cold chain for 48~72 hours or EDTA anticoagulation stored at -80°C for 1 to 2 years. 
Conclusion The minimum starting amount for SMN1 testing is only one blood spot with a diameter of 4 mm, which greatly reduces the difficulty 
and complexity of sample collection, storage and transportation. It is very conducive to large-scale population genetic screening of SMA. In 
particular, it makes it feasible to expand SMA newborn screening under current newborn screening system.
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　　脊髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy，SMA)是一种
严重的退行性神经肌肉病，由于运动神经元存活基因1(SMN1)的
缺失或变异导致脊髓前角α-运动神经元退化变性和丢失，以肌无
力和肌萎缩为主要临床特征。SMA为常染色体隐性遗传病，发病
率为1/10000~1/6000，一般人群中SMN1的致病变异携带率为
1/50~1/40[1-3]。
　　已知约95%的SMA患者为SMN1外显子7纯合缺失所致，约
5%为SMN1复合杂合变异所致[2-5]。对于SMA基因筛查，目前已有
商业化试剂盒，采用多重PCR结合荧光探针技术，针对SMN1基
因外显子7两侧设计特异性的引物序列，扩增SMN1基因片段(以
β-actin基因为内参)。针对每个扩增子设计特异的荧光探针，通
过收集和分析特定荧光信号的CT值，根据比较Ct法进行SMN1基
因外显子7拷贝数的分析，从而实现纯合缺失、杂合缺失以及正

常型三种基因型的自动判别。
　　现阶段SMA筛查的主要目标为孕前/产前携带者，通过静脉穿刺
采集全血样本提取基因组DNA，检测SMN1[6]。但是，目前孕前/产
前携带者筛查率不高，既往由于缺乏基因修正治疗药物，使得国内
SMA新生儿筛查落后于美国、德国等发达国家，大量的SMA患儿被
延误诊断，未能得到有效治疗，导致瘫痪，儿童期死亡率很高[7-8]。
2022年1月1日，诺西那生钠正式纳入我国医保，SMA新生儿筛查势
在必行[9]。我国台湾和浙江分别于2014年和2018年开始SMA新生儿
筛查研究，目前已积累了一定的经验[10-11]。
　　能否采用干血斑标本进行基因组DNA提取并应用于SMN1基因
检测，是能否顺利开展新生儿SMA基因筛查的必要前提，也是孕
前/产前携带者筛查及转诊网络建设的重要环节。使用特殊滤纸采
集血样制成干血斑，是一种便捷的临床血液样本采集技术，既保
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证了待检测样品的生物稳定性又便于储存和运输，是遗传病基因筛
查和诊断的有效工具[12-13]。干血斑是血液样本稳定的载体，但是需
要与相应的提取与检测技术相结合才能够保证其检测准确性。本
研究旨在建立一种干血斑基因组DNA自动化提取方法，考察可满足
SMA基因筛查的干血斑最低起始用量，并进行检测稳定性测试，以
适用于临床大规模人群的SMA基因筛查，尤其是新生儿筛查。

1  资料与方法
1.1 主要仪器与试剂  Whatman 903号滤纸，干血斑基因组DNA提取
试剂盒(深圳会众生物科技有限公司)，人运动神经元存活基因1(SMN1)
检测试剂盒(PCR-荧光探针法)(深圳会众生物科技有限公司)。
　　全自动核酸提取仪(深圳会众生物科技有限公司)，超微量
分光光度计(北京凯奥科技发展有限公司)，恒温混匀仪(加热型)-
TS100(杭州瑞诚仪器有限公司)，全自动医用PCR分析系统(上海
宏石医疗科技有限公司，中国)。
1.2 方法
1.2.1 标本采集  所有标本的采集均需受检者或其监护人签订知情
同意书。(1)新生儿干血斑标本：共40份，来自中国科学院大学
深圳医院；(2)不同保存时长的新生儿干血斑标本：共103份，其
中102份来自中国科学院大学深圳医院，1份来自运城市妇幼保
健院；(3)新鲜采集的EDTA抗凝血：共5份，来自深圳罕见病代
谢组学精准医学工程研究中心，使用EDTA抗凝管采集外周静脉
血2mL；(4)新鲜采集并经冷链运输48~72h的EDTA抗凝血：共10
份，来自深圳罕见病代谢组学精准医学工程研究中心，使用EDTA
抗凝管采集外周静脉血2mL，冷链运输48~72h；(5)-80℃超低温
冷冻保存1~2年的EDTA抗凝血：共7份，其中5份来自徐州市妇幼
保健院，2份来自东莞市妇幼保健院。
1.2.2 干血斑标本的制备与保存  用移液枪取45μL左右的血液标本
自然滴落于滤纸片采样圈中，每个血斑直径不小于8mm，确保滤
纸正反两面均匀、充分渗透，室温干燥4小时后即制备成滤纸干
血片标本。每单张干血片置于自封袋中，独立密闭保存。
1.2.3 干血斑最低起始用量测试  新生儿干血斑标本40份和新鲜采
集的EDTA抗凝血所制备的干血斑标本5份，用于SMN1基因检测
干血斑最低起始用量测试。第一步，随机选取新生儿干血斑标本
20份[其中1份为阳性样本(SMN1基因外显子7杂合缺失型)]和新鲜
采集的EDTA抗凝血所制备的干血斑标本5份，每份标本使用打孔
钳从干血斑标本采样圈中打取直径为3mm的干血斑各1片、2片
和3片，分别提取基因组DNA，测试SMN1基因检测稳定性。第二
步，使用剩余新生儿干血斑标本20[其中1份为阳性样本(SMN1基
因外显子7杂合缺失型)]，根据第一步测试结果调整干血斑使用面
积，考察最低起始干血斑用量。
　　基因组DNA提取，使用打孔钳从干血斑标本采样圈中打取不
同面积的血片，收集在1.5mL离心管中。每份标本打孔后，均使用
75%酒精对打孔钳头部进行擦拭消毒，避免交叉污染。
　　提取步骤：基因组DNA提取采用会众生物干血斑基因组DNA提
取试剂盒，提取操作严格按照试剂盒说明书进行。每个样本依次加
入200μL裂解液和20μL蛋白酶K，用恒温混匀仪56℃ 1800rpm恒温
振荡孵育30min后，99℃ 500rpm恒温振荡孵育10min，取出离心
管瞬时离心，将液体全部转移到V-F型板A列，将V-F型板放置在会
众生物全自动核酸提取仪的提取槽上，套好磁棒套，运行干血斑标
本提取程序，仪器自动完成提取，洗脱的DNA在V-F型板的H列。
　　DNA浓度与纯度测定，完成所有干血斑标本的基因组DNA提取
后，使用超微量分光光度计进行吸光值检测，计算DNA浓度和纯度。
　 　 S M N 1 基 因 检 测 ， 采 用 会 众 生 物 人 运 动 神 经 元 存 活 基 因
1(SMN1)检测试剂盒(PCR-荧光探针法)，通过多重PCR结合荧光
探针技术，对SMN1外显子7拷贝数进行检测分析。操作流程严格
按照试剂盒说明书进行。
　　当SMN1基因存在0个拷贝(即SMA纯合缺失型)其RQ值参考区
间<0.25或无RQ值，当SMN1基因存在1个拷贝(即SMA杂合缺失
型)其RQ值参考区间为0.25~0.75，当SMN1基因存在2个拷贝(即
正常型)其RQ值参考区间为0.75~1.25。

1.2.4 新生儿干血斑标本保存稳定性测试  选取4℃避光保存1个
月、3个月、6个月、12个月和24个月的新生儿干血斑标本各20
份，其中保存时长为1个月的组别中增加2份阳性标本(SMN1基因
外显子7杂合缺失型)，保存时长为6个月的组别中增加1份阳性标
本(SMN1基因外显子7杂合缺失型)。每份标本分别使用打孔钳打
取最低起始用量的干血斑，提取基因组DNA，检测SMN1，评价
用于SMA基因检测时新生儿干血斑标本冷藏保存的稳定性。
1.2.5 EDTA抗凝血运输与保存条件测试  选取10份新鲜采集并经冷
链运输48~72h的EDTA抗凝血(其中阳性样本5份，包括3份SMN1
基因外显子7杂合缺失型和2份纯合缺失型标本)及7份-80℃超低温
冷冻保存1~2年的EDTA抗凝血所制备的干血斑标本(其中阳性样本
2份，为SMN1基因外显子7纯合缺失型)。每份标本分别使用打孔
钳打取最低起始用量的干血斑，提取基因组DNA，检测SMN1，
评价用于制备干血斑标本并进行SMA基因检测时EDTA抗凝血的运
输与保存条件。
1.3 统计学处理  采用R包对检测结果进行数据处理和统计学分析。

2  结   果
2.1 不同面积干血斑SMN1基因检测结果  新生儿干血斑标本20
份(其中1份为阳性样本为SMN1外显子7杂合缺失型)和新鲜采集的
EDTA抗凝血所制备的干血斑标本5份，使用2~3片直径为3mm的
干血斑均可稳定检出SMN1基因型，见图1、表1。与2片直径为3 
mm的干血斑相比，仅使用1片直径为4 mm的干血斑也可稳定检
出SMN1基因型，见图2。
2.2 不同面积干血斑所提取的基因组DNA浓度与纯度分析
2.2.1 DNA浓度  新生儿干血斑标本20份、新鲜采集的EDTA抗凝血
所制备的干血斑标本5份，使用2~3片直径3mm的干血斑所提取
的基因组DNA浓度为3.11~13.71ng/μL(图3，表2)，满足SMN1检
测要求(2~180ng/μL，下文同)。
　　与2片直径3 mm的干血斑相比，仅使用1片直径4mm的干血
斑所提取的基因组DNA浓度为2.54~5.71ng/μL(图4)，也可满足
SMN1检测要求。
2.2.2 DNA纯度  新生儿干血斑标本20份、新鲜采集的EDTA抗凝血
所制备的干血斑标本5份，使用2~3片直径3mm的干血斑所提取
的基因组DNA纯度(A260/A280)为1.617~1.968(图3，表2)，满足
SMN1基因检测要求(A260/A280介于1.6~2.0，下文同)。
　　与2片直径3 mm的干血斑相比，仅使用1片直径4mm的干血
斑所提取的基因组DNA纯度(A260/A280)为1.676~1.984(图4)，也
可满足SMN1检测要求。

表1  新鲜采集EDTA抗凝血所制1~3片直径为3mm的干血斑标本SMN1
检测结果

样本序号	             1片	                                  2片	                                3片
	 RQ值	 SMN1	 RQ值	 SMN1	 RQ值	 SMN1
1	 1.17 	 正常型	 1.13 	 正常型	 1.10 	 正常型
2	 1.25 	 正常型	 1.21 	 正常型	 1.19 	 正常型
3	 1.18 	 正常型	 1.15 	 正常型	 1.19 	 正常型
4	 1.10 	 正常型	 1.09 	 正常型	 1.12 	 正常型
5	 1.03 	 正常型	 0.99 	 正常型	 1.06 	 正常型

表2  新鲜采集EDTA抗凝血所制1~3片直径3mm的干血斑基因组DNA浓
度与纯度

样本序号	          DNA浓度(ng/μL)	      DNA纯度(A260/A280)
	  1片	  2片	  3片	   1片	   2片	   3片
1	 5.45	 6.95	 7.44	 1.938	 1.862	 1.944
2	 7.25	 6.99	 6.77	 1.885	 1.856	 1.862
3	 2.88	 3.71	 6.79	 1.604	 1.829	 1.641
4	 3.37	 4.98	 5.71	 1.849	 1.847	 1.875
5	 3.08	 4.79	 5.52	 1.682	 1.678	 1.629
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图1 1～3片直径为3mm的新生儿DBS标本SMN1基因检测结果。图2 干血斑SMN1检测结果(1片直径4mm vs 2片直径3mm)。图3 1～3片直径3mm的新生儿干血斑
所提取的基因组DNA浓度与纯度。图4 干血斑基因组DNA浓度与纯度(1片直径4mm vs 2片直径3mm)。图5 新生儿干血斑标本4℃不同保存时长下的SMN1检测
结果。图6 新生儿干血斑标本4℃保存不同时长下的基因组DNA浓度与纯度。图7 不同运输或保存条件下EDTA抗凝血所制干血斑标本SMN1检测结果。图8 
不同运输或保存条件下EDTA抗凝血所制干血斑标本基因组DNA浓度与纯度。

1 2

3 4

5 6

7 8

2.3 新生儿干血斑标本保存稳定性测试  新生儿干血斑标本在
4℃避光保存1个月、3个月、6个月、12个月和24个月后，打取1
片直径4 mm的干血斑，所提取的基因组DNA浓度与纯度均满足
SMN1检测要求，可稳定检出SMA基因型，见图5~图6。

2.4 EDTA抗凝血运输与保存条件测试  新鲜采集并经冷链运输
48~72h的EDTA抗凝血及-80℃超低温冷冻保存1~2年的EDTA抗凝
血所制备的干血斑标本，打取1片直径4mm的干血斑所提取的基
因组DNA浓度与纯度均满足SMN1检测要求，可稳定检出SMA基
因型，见图7~图8。
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3  讨   论
　　SMA是导致婴幼儿残障的主要遗传病之一，发病年龄早，
进展快，死亡率高。随着诺西那生钠被正式纳入医保，大大推动
了我国SMA新生儿筛查的开展[9]。根据中国新生儿筛查专家共识
《高通量测序在单基因病筛查中的应用》，SMA完全符合新生儿
单基因病基因筛查的病种和基因选择原则[14]。为了减轻患者及其
家庭的经济负担和生理心理创伤，提升我国出生人口素质，在大
力推广孕前/产前携带者筛查的同时，我国也亟待开展大规模新生
儿人群SMA筛查。
　　本研究建立了一种干血斑基因组DNA自动化提取方法，并
根据临床基因检测项目的实际情况，模拟设计了各种检测条件，
包括干血斑最低起始用量、新生儿干血斑标本不同保存时长、
EDTA抗凝血的不同运输与保存条件等，提取各类干血斑样本基因
组DNA，并验证SMN1检测的准确性与稳定性。结果显示，无论
采用新生儿足跟血干血斑或是EDTA抗凝血制备的干血斑，最少
使用1片直径为4mm的干血斑即可进行基因组DNA自动化提取和
SMN1检测；4℃避光保存长达24个月的新生儿干血斑标本，经冷
链运输48~72h或-80℃超低温冷冻保存1~2年的EDTA抗凝血所制
备的干血斑标本，均能够稳定进行SMN1检测，证明干血斑可作
为SMA筛查的首选样本类型之一。
　　本研究把SMN1检测所需干血斑面积降至最低，以最大程度
地减少所需新生儿的血量；另外，干血斑便于运输与保存，可为
SMA孕前/产前基因筛查及转诊网络建设发挥重要作用。
3.1 干血斑标本在遗传检测中的优势  目前临床基因检测最常使
用的样本为外周静脉血，需要专业医护人员进行静脉穿刺，且采
集好的血液需要通过冷链运输至实验室待检。另外，血液样本在
检验前后均需保存在-80℃超低温冰箱，以最大程度地避免基因组
DNA降解。
　　相较于静脉血，干血斑样本的采集、运输及保存都更为简
便、快捷和安全。新生儿可采取少量足跟血，滴于专用滤纸上，
自然晾干，制成干血斑样本，采样过程疼痛感低，病原体感染的
风险也较静脉采血低。相比于静脉血样的冷链运输，干血斑样本
的寄送仅需普通快递即可。另外，干血斑样本的储存条件也相对
较低，可在4℃环境下稳定保存，占用空间也小得多[15]。血斑干
燥后，生物危害性也降低。因此，干血斑标本的采集、运输和保
存具有简便、安全且低成本的优势。
3.2 改良的基因组DNA自动化提取方法  SMN1检测对DNA浓度
要求较低，但对纯度要求较高。由于制备干血斑的滤纸片中含有
大量纤维素，干血斑在裂解、洗脱过程中会有大量的滤纸纤维脱
落在洗脱液中，影响后续磁珠吸附DNA的过程，严重时会影响基
因检测结果的准确性和稳定性。本研究尝试采用了不同提取试剂
盒，所提取的DNA纯度差别较大。经严格挑选，本研究中所使用
的干血斑基因组DNA提取试剂盒，能够很好的去除杂质干扰，提
高DNA提取效率和质量。而且提取过程操作简便，通量大，可同
时提取96个样本，尤其适用于大样本批量提取和检测。
3.3 用于SMN1检测的干血斑最低起始用量  通过不同面积干血
斑测试，结果提示直径为3mm的干血斑2片或3片均可满足SMN1
检测要求。如果使用2~3片直径为3mm的干血斑，打孔操作复
杂，干血斑使用面积较大，为了提高操作简便性，减少样本使
用量，通过计算血斑面积，得出1片直径为4mm的干血斑面积
(12.56mm2)基本接近2片3mm的干血斑面积之和(14.13mm2)。
因此，本研究选取1片直径为4mm的新生儿干血斑和新鲜采集的
EDTA抗凝血所制备的干血斑，分别提取基因组DNA，测试SMN1
检 测 稳 定 性 。 结 果 显 示 ， 1 片 直 径 为 4 m m 的 干 血 斑 即 可 满 足
SMN1检测要求。

　　无论对于受检者或是临床医生，仅使用1片直径为4mm的干
血斑都具有明显的优势，样本使用量少，采血量少，打孔操作简
便，大大提升了大规模人群SMA筛查的可行性和便利性。尤其在
现有新生儿筛查体系下，仅使用少量干血斑标本，无需额外采样
即可满足SMN1检测需求，使得在常规新生儿筛查病种的基础上
增加SMA筛查具备了可操作性。
3.4 干血斑长时间冷藏保存后的稳定性  本研究对4℃避光条件
下不同保存时长的新生儿干血斑标本分别进行了基因组DNA提取和
SMN1检测，结果显示4℃避光保存了1个月、3个月、6个月、12个
月和24个月的干血斑标本，所提取的DNA质量良好，与新鲜制备
的干血斑标本无显著差异，且可以稳定进行SMN1检测。这可能与
干血斑标本中的血斑已经完全干燥，且独立密闭保存，受外界环境
因素影响小有关。采用干血斑标本克服了静脉血样储存和运输条件
相对较高的问题，为大规模人群筛查提供了良好的技术基础，也为
仅进行了常规新生儿筛查的婴幼儿提供了延迟检测SMA基因型的机
会。另外，由于遗传检测本身存在不可避免的技术局限性和一定的
适用范围，可能会出现筛查范围外变异类型所致的SMA，可通过长
期保存的干血斑标本复检验证，提高诊断率。
3.5 EDTA抗凝血制备的干血斑标本同样满足SMN1检测要求  
孕前/产前携带者筛查可使用EDTA抗凝血样本，但血液样本不易
存储和运输，将其制备成干血斑标本后，可大大提高检测便利
性。本研究将新鲜采集的EDTA抗凝血、新鲜采集并经冷链运输
48~72h的EDTA抗凝血及-80℃超低温冷冻保存1~2年的EDTA抗
凝血分别制成干血斑，提取基因组DNA，检测SMA基因，对照结
果，均能稳定检出SMA基因型。这对于地域偏远、医疗条件相对
落后的区域提供了转诊可能性，有利于扩大SMA筛查覆盖度。
　　综上所述，干血斑标本由于其样本采集、制备、运输和保存
方便，是SMA大规模人群筛查最为有利的采样方式，尤其适用于
新生儿筛查。建立干血斑基因组DNA自动化提取和基因检测方法
和流程，有利于推广大范围SMA防控工作。
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