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脊髓性肌萎缩症新生儿筛查研究进展
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【摘要】 脊髓性肌萎缩症(SMA)作为2岁以内致死率最高的遗传病。随着诺西那生钠、利司普兰等修正治疗药物纳入医保，新生儿时期开展筛查成为SMA早诊早治，获
得良好预后的关键。临床上用于拟诊SMA的检测方法有实时荧光定量PCR(quantitative real-time PCR, qPCR)和多重连接探针扩增(multiplex ligation-dependent 
probe amplification, MLPA)。在孕前或产前的携带者筛查中，专家推荐使用qPCR进行初筛，MLPA进行验证。但针对新生儿期筛查，需要根据新筛原则选择适
合的检测技术和方法学来满足需求。本文对可用于SMA新生儿筛查的技术方法学进行综述，为大规模开展新生儿人群SMA筛查的方法学选择提供参考。
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Research Progress of Neonatal Screening for Spinal Muscular Atrophy
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abstract: Spinal muscular atrophy (SMa) is a genetic disease with the highest mortality rate within 2 years of age. With the inclusion of nosinasan sodium, risapram and other 
modified treatment drugs in medical insurance, neonatal screening has become the key to early diagnosis and treatment of SMa and good prognosis.Quantitative 
Real-time PCR (qPCR) and multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPa) have been used to detect SMa clinically. In pre-pregnancy or prenatal carrier 
screening, experts recommend the use of qPCR for primary screening and MLPa for validation.This article reviews the techniques and methodologies that can be 
used for SMa neonatal screening, and provides a reference for the selection of methodologies for large-scale SMa screening in the neonatal population.
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　　1891年，奥地利病理学家GuidoWerdnig首次报告了脊髓性肌
萎缩症(spinal muscular atrophy，SMA)[1] ，是由于脊髓前角运动
神经元变性，引起以肌无力、肌萎缩为临床特征的常染色体隐性遗
传病(AR)。有研究报道新生儿时期发病率为1/6000~1/10000[2]，人
群携带率约为1/42[3]，是婴幼儿期致死性最高的遗传性疾病。
　　近10年，随着药物治疗取得重大突破[4]，SMA成为有药可医的
罕见病。2019年2月，国家药品监督管理局(NMPA)正式批准了诺
西那生钠(活性成分：诺西那生)上市，开启国内SMA精准治疗新时
代[5]，2021年6月，第二款SMA治疗药物利司普兰口服液在中国上
市。随后，2款药物于2022，2023年纳入医保，使得SMA治疗有
保可依，减轻了患者家庭负担。 
　　国内，SMA筛查主要集中于育龄人群携带者[6-8]，尚未普及开展新
生儿期SMA筛查，几乎所有患儿就诊时已有明显的肌无力症状[9]。新生
儿筛查是保证SMA早诊早治，获得良好预后的关键。截止2022年，SMA
新生儿筛查已在美国(筛查数量：2395718，发病率：1/13,310)、日本
(筛查数量：22209，发病率：0)、澳大利亚(筛查数量：202388，发病
率：1/10,652)、加拿大(筛查数量：139810，发病率：1/27,962)、意大
利(筛查数量：58558，发病率：1/4880)、俄罗斯(筛查数量：12000，发
病率：0)、德国(筛查数量：297163，发病率：1/6911)、比利时(筛查数
量：127329，发病率：1/14,148)等[10-13]国家开展。中国台湾[14]、浙江杭
州[15]率先开展新生儿SMA筛查的临床方法学探索研究，为我国SMA新生
儿筛查开展积累了经验。但针对新生儿筛查体系，如何选择满足新筛
原则的技术方法学仍然需要不断的积累经验和创新[16]。例如基于DBS样
本的极微量DNA检测方法学开发，不同实验环境的结果判读参考区间制
定及稳定性，准确性评估等。本文对SMA新生儿筛查的相关研究进行综
述，为广大临床工作者了解新生儿人群SMA筛查技术提供帮助。

1  SMA分子病理及临床表现
　　SMA是脊髓前角a-运动神经元退化变性引起的肌无力、肌萎缩为
主要特征的疾病。运动神经元主要是将脊髓及大脑的信号传输至肌
肉和内分泌腺，通过一系列的神经传导支配身体的效应器官活动。
运动神经元存活基因１(SMNl;OMIM 600354)双等位基因发生致病变

异影响运动神经元存活蛋白表达，导致信号传导异常。SMN1位于染
色体5q13，该区域500kb范围内还存在1个高度同源的SMN2(SMNc)
基因，二者仅相差5个碱基，其中2个碱基位于外显子7(c.840C/T)和
8(c.*239G/A)中，另外3个位于第6、7内含子。SMN基因终止密码子位
于外显子7的3’末端，外显子8不编码氨基酸，因此，SMN1和SMN2
的编码区序列仅在外显子7中存在1个差异碱基(c.840C/T)。c.840T破
坏了剪接增强子(ESE)活性,使得SMN2基因外显子7被剪接掉，产物为
截短体，导致有功能的SMN蛋白只占10%[17]。正常人群中两条染色体
上各有一个等位SMN1拷贝，在肯定者人群中约有4%的频率会出现两
个SMN1拷贝存在于同一条染色体上,形成[2+0]型携带者，SMN2修饰
基因拷贝数可以0~5不等。5%~10%的正常人同源缺失SMN2基因，
因此普遍认为SMN2基因不是运动神经元生存所必须的。研究显示，
95%~98%SMA患者存在SMN1基因纯合缺失，主要是SMN1基因第7
号外显子的纯合缺失，另有2%~5%SMA患者存在复合杂合突变。此
外，SMN1基因启动子区域的异常也会影响基因表达及蛋白功能。
　　SMA临床表现为进行性、对称性肌无力与肌萎缩，近端比远
端严重，下肢无力重于上肢，通常不累及眼外肌、膈肌、心肌、
面部表情肌，亦无中枢神经系统异常[18]。神经肌电图显示为典型
的神经源性损害，静息时可见纤维颤动波和正锐波，规律自发性
运动单元活动单位是SMA的肌电图的特征性改变[19]。血清酶学检
测可以检测到肌酸激酶的异常升高。
　　根据起病年龄、运动里程碑及病情进展程度将脊髓性肌萎
缩症分为0~Ⅳ型，发病年龄越早病情越重[20]。脊髓性肌萎缩症0
型患儿一般在出生前发病，若不治疗，一般存活不超过1个月；
脊髓性肌萎缩症I型(Werdnig-Hoffman病)，[OMIM253300]，
亦称严重型，患儿于6月龄以内发病，全身出现严重肌无力和
肌张力减弱，腱反射消失或减退，没有倚托不能坐，通常在2岁
前因肺部感染而死亡，是临床类型最严重类型；脊髓性肌萎缩
症Ⅱ型[OMIM 253550]，又称中间型，患儿于出生后6~18个月
发病，肢体的近端对称无力为主，下肢比上肢重，能坐却不能
站立、行走，大多数患儿能存活到青少年;脊髓性肌萎缩症Ⅲ型
(Kugelburg-Welander病)，[OMIM253400]，多数儿童期或青春



4·

罕少疾病杂志  2023年7月 第30卷 第 7 期 总第168期

期发病，患儿可以独立走动，病情缓慢，能存活到成年;脊髓性肌
萎缩症Ⅳ型[OMIM271150]，亦称为成年型，临床表现较轻，发
病和进展隐匿，生存时间与常人相近，但患者可有行走困难[21] 。

2  SMA筛查技术
2.1 聚合酶链反应-限制性片段长度多态性分析(PCR-restriction 
fragment length polymorphism，PCR-RFLP)  PCR-RFLP基本原
理是通过PCR扩增目标序列，利用限制性内切酶切割扩增产物形成
长短不一的DNA片段，经过琼脂糖凝胶电泳进行区分。可以根据
SMN1与SMN2基因第7和8 外显子间碱基不同，形成限制性内切酶
位点差异，对SMN1存在的缺失进行区分。白晋丽等[22]统计了2004
年1月至2017年12月采用不同基因诊断技术出具的诊断报告人数和
构成比，结果表明PCR-RFLP是常用于早期诊断SMA的技术，但由
于不能检测SMN1基因单拷贝数状态，会导致对致病变异是复合杂
合型的患者产生漏诊或误诊现象[23]。2012年，金煜炜等[24]使用PCR-
RFLP与MLPA技术对339例疑似病例开展分析，结果显示PCR-RFLP
发现194例SMN1纯合缺失，MLPA发现196例，两种技术的一致性
达到98.9％，无显著差异(χ2=0.2,P=0.88)。PCR-RFLP仅发现4例
SMN1疑似杂合缺失，而MLPA验证有17例，二者一致性为23.5％，
存在显著差异(χ2=8.29，P<0.01)。因此，PCR-RFLP尽管特异性
高，但对于SMN1杂合缺失并存在点突变的病例仍存在局限性。
2.2 多重连接探针扩增(multiplex ligation-dependentprobe 
amplification,MLPA)  MLPA方法是目前SMN基因拷贝数检测的金
标准。以SMN基因的外显子7及外显子8作为靶标，利用外显子上的
差异位点设计杂交探针，对每段靶序列/靶位点设计一对寡核苷酸
探针。将待测DNA样品变性后与探针进行杂交，当左右两侧的探针
都杂交到目标区域时，探针可以被连接酶连接然后进行PCR扩增。
MLPA与一般PCR方法的不同之处在于，被扩增的并非靶序列本身，
而是被连接起来的探针。此外，还需要使用参考探针，引入多个管
家基因作为内参基因进行定量。目前基于MLPA 技术已经开发了稳
定的SMA拷贝数检测商品化试剂盒，能检测SMN1第７和８外显子
拷贝数，明确区分患者、携带者及正常人，同时可检测患者SMN2
拷贝数，SMN2作为修饰基因能为临床干预策略制定提供有用的信
息[25-26]。由于该方法对DNA的实验操作复杂，周期较长，成本高、
对杂质比较敏感，不适合大规模筛查，也不能用于鉴定SMN1的微
小突变及[2+0]型携带者[27]，通常被用作技术对比和验证。
2.3 实时荧光定量 PCR(quantitative real-time PCＲ,qPCR)  qPCR
主要原理是基于PCR扩增技术，利用Taqman探针法或SYBR 
Green荧光素染料实现目标序列相对定量，是SMA新生儿筛查以
及携带者筛查最经济有效的方法。周成等[28]利用qPCR法对19297
名孕妇进行携带者筛查，对携带者孕妇配偶进行相应检测，如
果双方同为携带者对胎儿进行产前诊断。共检出SMA携带者286
例，携带率为1.48%，其中6对夫妇同为SMA携带者，经产前诊断
确诊纯合缺失患儿1例，SMN1基因E7、E8 杂合缺失胎儿4例，正
常基因型胎儿1例，qPCR结果与MLPA验证一致。qPCR技术实验
周期短、实验操作简便、实验成本低、结果准确可靠、技术灵敏
度高等优势，非常适合SMA携带者筛查以及新生儿筛查。但其特
异性略逊于MLPA方法[23]，为了确保SMN1的特异性并避免SMN2
基因的影响，2018年，François Boemer等[29]设计了一种使用
锚定核酸探针的定量聚合酶链反应 (qPCR) 技术，在比利时列日
地区启动了一项为期三年的试点项目，对136,339名新生儿进行
SMN1第7外显子缺失检测，旨在特异性识别SMN1基因中外显子
7纯合缺失[30]。结果显示本地区SMA发病率为1/13634，纯合子
缺失的发生率为1/15149[31]，共发现了9例SMA，对于有神经肌
肉疾病症状的患儿均被转诊到NMRC进行MLPA复检确诊，确诊提
示qPCR在最初的DBS检测中无假阳性。2018年10月，美国纽约
州使用qPCR方法开展新生儿SMA筛查，结果显示34名新生儿呈
阳性，经过验证发现qPCR用于SMN1拷贝数检测结果准确可靠[32-

33]。Jennifer L Taylor等[34]研究发现qPCR不仅能进行新生儿血斑
筛查，同时可用于筛查脊髓性肌萎缩症和严重联合免疫缺陷。
2.4 数字PCR(digital polymerase chain reaction，dPCR)  近年

来，微滴式数字PCR(ddPCR)方法发展迅速，原理是以单分子PCR
技术为基础，结合统计学方法对DNA进行绝对定量[35]。实验过程
中通过稀释法将样本分到独立区室，每个区室最多包含１拷贝模
板，DNA被分配到数千个液滴进行扩增，通过记录每个液滴的荧光
信号判断阳性或阴性，随后根据柏松分布推算模版DNA的浓度或基
因拷贝数。该方法摆脱了对标准曲线的依赖，非特异性扩增少，
对SMN1和SMN2基因拷贝数检测的CV值明显优于qPCR技术[36-37]，
Noemi Vidal-Folch[38]对1530名婴儿和12名SMA患者进行滤纸干血
斑SMN1和SMN2外显子7拷贝数检测，开发了一种适用于新生儿筛
查、携带者状态和脊髓肌萎缩评估的多重微滴数字PCR方法，可以
同时检测DBS和其他组织中的SMN1缺失和SMN2拷贝数变化，证
实ddPCR可用于拷贝变异检测[39-40]。2016年，邹洋等[41]使用微滴
式数字PCR(droplet digital PCR，ddPCR)对138例样本(来自56个
SMA家系，其中产前诊断样本17例)开展SMN1基因外显子7拷贝数
的检测。ddPCR与MLPA技术检测结果的一致率为100%，ddPCR 
技术可满足临床 SMN1基因检测及产前诊断的需求，但是目前数字
PCR仪的普及率不高，在临床应用上暂时还无法替代qPCR方法。
2.5 测序法(sequencing)
2.5.1 Sanger测序，上世纪70年代末由美国生物化学家Frederick 
Sanger提出[42]，因其碱基测序准确度高，被称为基因检测“金
标准”。2013年，曹延延等[43]评价了Sanger测序技术用于诊
断缺失型脊髓性肌萎缩症的可行性。通过识别样本扩增片段中
SMN1及SMN2的4个差异位点判读SMN1纯合缺失，100例确诊
患者和110例对照样本测试结果与MLPA结果一致性为100%。证
实Sanger测序技可以用于缺失型脊肌萎缩症的分子诊断。2017
年，同一课题组对52例患者采用PCR-Sanger测序来检测SMN1基
因纯合或杂合缺失以及复合杂合突变，并对诊断效率进行评估，
结果显示该方法与MLPA一致性100%，不仅可以用于SMN1基因
拷贝数纯合或杂合缺失，还可以筛选SMN1基因上的点突变，进
行SMN1基因复合杂合变异病例诊断[44]。此外，王逸群等[45]对疑
似复合杂合突变患者进行Sanger测序，结果发现有2例患儿分别
在第5外显子、第1外显子两处非固有差异的碱基位点处发生基
因突变，而且均为已报道的SMA致病突变[44]，突变均源于患者母
亲。研究提示Sanger测序能检测SMA突变位点，验证突变类型，
为疾病及早诊断提供依据，具有重要的临床意义。
2.5.2 二代测序技术(next-generation sequencing，NGS) 是基于
PCR和芯片技术发展而来的高通量测序技术，临床上常用于基因组
微小变异和拷贝数检测。2017年，Feng等[46]利用杂交捕获和NGS
技术对6738例临床样本进行SMA携带者筛查。结果显示与qPCR
或MLPA比较，该方法对于携带者检出灵敏度为100% (CI: 95.9–
100%; n=90) ，特异性为99.6% (95% CI: 99.4–99.7%; n=6,648)，
而且可以同时检测SMN1拷贝数和SMN基因微小变异，但微小变异
在SMN1和SMN2上的定位还无法明确[47-48]。2019年，Chen等[49]

使用NGS技术以及新开发的生物信息学方法对12747例样本SMN1
和SMN2的拷贝数进行携带者筛查，经数字PCR验证显示SMN1和
SMN2拷贝数结果一致性分别为100% (48/48) 和98% (47/48)，该
方法提示利用SMN1与SMN2基因8个基因组参考信息的差异，通
过NGS技术和信息学可以对2个基因的拷贝数进行精确鉴定。2020
年，Zhao等[50]采用NGS对来自中国南方5省34个民族的10585对正
常夫妇进行SMA携带者筛查泛种族研究，研究揭示了不同民族间
携带率的差异(0.3~4.3%)，可为未来的大规模筛查应用提供数据参
考，但不同民族采集的数据规模差异可能会影响携带率的统计。
2.6 其他方法  除上述筛查技术外，还有DNA质谱法[15]、液体微珠
阵列[51]、高分辨熔解曲线分析(HRMA)[52]等方法被应用于SMA突变
检测。这些方法各有优缺点，其中HRMA发展迅速，在SMA新生儿
筛查中具备较大潜力，目前可区分9种SMN拷贝数组合，但仍需继
续研究区分更多拷贝数组合[53]。

3  总　结
　　SMA是严重致死性神经系统疾病，中国人群携带率高达1/42，
95%是由SMN1基因的外显子7纯合缺失引起的。目前已批准用于治
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疗的三种药物分别是nusinersen、onasemnogene abeparvovec和
risdiplam，也有几种药物正处于临床前或早期临床开发阶段。
　　随着诺西那生钠和利司普兰被纳入医保，推动了国内SMA新
生儿筛查的开展。临床试验证实在患儿出现症状前开始治疗，患
儿在存活率、运动里程碑达成等方面均有更大获益。目前临床上
常用于SMA新生儿筛查的技术是qPCR和MLPA。在大多数程序
中，首先通过qPCR完成筛查，对于疑诊SMA进行MLPA复核/验
证。而数字PCR法、高分辨熔解曲线分析法、NGS等新兴技术方
法在临床SMA新生儿筛查中具有巨大的潜力。新疗法的开发让
SMA携带者和新生儿筛查在许多国家得以普及，携带者筛查有
可能降低人群疾病发病率，但无法针对整个人群，并且明显具有
社会导向性，同时携带者筛查无法识别新突变，也不能完全涵盖
父亲未知或父母一方或双方缺席的婴儿。而新生儿筛查具有普遍
性，适用于所有儿童，无论其父母的状况如何，都能使患者和社
会从创新药物中获得最大利益。目前SMA的新生儿筛查已在国外
多个国家开展，为我国开展大规模新生儿筛查提供了经验。吴莉
萍等[54]基于滤纸干血斑建立的基因组DNA自动化提取方法及流
程，为在现有新生儿筛查体系增加SMA筛查提供了技术基础。新
生儿筛查和携带者筛查同时实施将有效降低SMA发病率，对减轻
家庭和社会负担、提高人口素质具有重要意义。
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