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【摘要】　目的　采用超声引导羊膜腔穿刺抽取羊水产前基因诊断脊髓性肌萎缩症（ＳＭＡ）。方法　对

２１例孕１７～２０周，均有生产过一胎以上经临床病史，基因诊断确诊为脊髓性肌萎缩症患儿的孕妇，经

系统超声检查排除明显的胎儿结构异常，在超声引导下用一次性２０Ｇ或２２Ｇ的ＰＴＣＤ针行羊膜腔穿刺

术，抽取澄清的羊水４０ｍｌ，进行 ＤＮＡ系列测定，运用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术检测羊水

ＤＮＡ中运动神经元生存１基因 （ＳＭＮ１）是否有缺失，并用短串联重复系列连锁分析（ＳＴＲ连锁分析）排

除母血的污染、检测是否为基因携带者。结果　２１例羊膜腔穿刺均一次穿刺成功，术后无一例出现羊

膜破裂、自然流产、感染、羊水栓塞、胎儿损伤等并发症。２１例中均排除母血的污染，其中６例提示

ＳＭＮ１基因缺失，行人工流产术；１５例提示ＳＭＮ１基因未见缺失，其中３例为ＳＭＡ基因携带者，另１２

例为完全正常个体，１５例足月产后随访至出生后情况良好，引产及出生后的胎儿均经再次基因分析，结

果与产前诊断完全一致。结论　超声引导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

标本的安全有效途径，联合运用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术、短串联重复系列连锁分析（ＳＴＲ

连锁分析）法检测不但可产前基因诊断ＳＭＡ，还可排除母血的污染，且可产前诊断是否为ＳＭＡ基因携

带者，进一步完善了ＳＭＡ产前诊断体系。
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ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　脊髓性肌萎缩症（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，

ＳＭＡ）是一种常染色体隐性遗传性疾病，也是婴儿

期最常见的遗传性疾病之一，存活的患者晚期严重

致残，目前尚无肯定有效的治疗方法，基因诊断、携

带者筛查及产前诊断是预防本疾病的有效方法，因

此进行遗传咨询、准确的产前基因诊断以防止患儿

出生尤为重要。笔者采用超声引导羊膜腔穿刺抽取

羊水进行产前基因诊断脊髓性肌萎缩症，现报告如

下：

１　资料与方法

１．１　研究对象　　２１例均为２００４年１月至２００９

年１０月本院门诊患者，均有生产过一胎以上经临床

病史、基因诊断确诊为脊髓性肌萎缩症患儿，部分患

儿还经肌电图及肌肉活检组织化学染色检查证实，

再次怀孕１７～２０周要求行产前基因诊断的孕妇，年

龄２９～４０岁，平均年龄３２．５岁。基因检测时选取

正常个体及ＳＭＡ患者各１例作为对照。

１．２　仪器与方法

１．２．１　超声仪器和设备　采用美国ＡｃｕｓｏｎＡｓｐｅｎ

彩色多普勒超声诊断仪（Ｖ４探头，配套穿刺架），带

针蕊的２０Ｇ或２２Ｇ一次性ＰＴＣＤ针。

１．２．２　超声引导下羊膜腔穿刺　对２１例孕妇于羊

膜腔穿刺术前行产科检查及系统产科超声检查，排

除无脑儿、开放性脊柱裂、致死性侏儒、严重胸腹裂

畸形、软骨发育不全、单心室等致死性畸形及作出明

显的胎儿结构异常。在超声引导下选择避开腹壁较

大血管、胎盘组织和胎儿颜面部周围且紧贴腹前壁

的羊水池为穿刺径路，用２０Ｇ或２２Ｇ一次性ＰＴＣＤ

针行羊膜腔穿刺术，均一次穿刺成功，抽取澄清的羊

水４０ｍｌ作基因诊断用。术后用超声观察胎心胎

动，测量胎心率和心律。术后孕妇在急诊室观察一

晚，次日经产科医生产检未发现异常后孕妇离院回

家，随访至出生后。

１．２．３　基因检测　在产前基因分析之前，对先证者

及其父母进行ＳＭＮ１基因缺失分析
［１］，并采用实时

荧光定量ＰＣＲ技术对先证者父母进行携带者检

测［２］。对于羊水标本，２０００ｒｐｍ离心１０分钟收集

羊水沉淀组织，用 ＧＦＸＴＭＤＮＡ抽提试剂盒抽提基

因组ＤＮＡ。运用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）

技术检测羊水 ＤＮＡ 中运动神经元生存１基因

（ＳｕｒｖｉｖａｌＭｏｔｏｒＮｅｕｒｏｎｄｅｎｅ，ＳＭＮ１）是否有缺失，

并用短串联重复系列连锁分析（ＳＴＲ连锁分析）排

除母血的污染并判别胎儿是否为基因携带者［３５］。

具体方法如下：

１．２．３．１　ＰＣＲ限制性酶切　ＰＣＲ扩增ＳＭＮ基因

７、８号外显子，５０μｌ反应体系包括２００ｎｇ基因组

ＤＮＡ，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，２ｍｍｏｌ／ＬＭｇｃｌ２，上下游

引物各０．２０μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶２．５单位及相应的１０

×ＰＣＲ缓冲液５μｌ，引物序列参见文献
［４］。采用美

国ＡＢＩ公司９７００型扩增仪扩增，ＰＣＲ反应条件为：

９５℃变性２分钟；９４℃４５秒，５６℃４５秒，７２℃１分

钟，共３０个循环；７２℃延伸５分钟。ＰＣＲ扩增产物

长度均为１８８ｂｐ。取７号外显子的 ＰＣＲ 产物

１５μＬ，加入限制性内切酶ＤｒａⅠ５Ｕ及相应的缓冲

液，反应总体积为３０μＬ。取８号外显子ＰＣＲ产物

１５μＬ，加入限制性内切酶ＤｄｅⅠ３．６Ｕ及相应的酶

切缓冲液，反应体积亦为３０μＬ，３７℃孵育３小时。

酶切产物用２．５％普通琼脂糖凝胶、０．５×ＴＢＥ、

５Ｖ／ｃｍ电压电泳４小时，观察结果，以ｐＧＥＭ３Ｚｆ

（＋）ＤＮＡ／ＨａｅⅢ作为分子量标记。

１．２．３．２　短串联重复系列连锁分析　用聚合酶链

反应（ＰＣＲ）扩增与ＳＭＮ基因紧密连锁的３个ＳＴＲ

位点（Ｄ５Ｓ４３５，Ｄ５Ｆ１４９，Ｄ５Ｓ３５１），引物序列及反应

条件参见文献［５］。ＰＣＲ产物经聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＰＡＧＥ）检测，银染法显色分析结果。
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２　结果

２．１　　２１例先证者均为本院１９９７年１月～２００７

年１２月门诊及住院患者。男１１例，女１０例。完全

符合１９９２年ＳＭＡ国际协作会议制定的临床诊断

及分型标准［６］，其中Ⅰ型６例、Ⅱ型１０例、Ⅲ型５

例。所有先证者经ＰＣＲ限制性酶切分析后，均提示

ＳＭＮ１基因７、８号外显子同时缺失。所有先证者的

父母经实时荧光定量ＰＣＲ检测后均证实其ＳＭＮ１

基因拷贝数为１
［２］，提示为ＳＭＡ携带者。

２．２　　２１例超声引导下行羊膜腔穿刺术后无一例

出现羊膜破裂、自然流产、感染、羊水栓塞、胎儿损伤

等并发症。经短串联重复系列连锁分析，２１例羊水

均排除母血污染。经ＰＣＲ限制性酶切分析，正常对

照其ＳＭＮ基因７号外显子的ＰＣＲ产物经限制性

酶切消化后，均同时出现１８８ｂｐ和１６４ｂｐ２条带；

ＳＭＡ患者缺失代表ＳＭＮ１的１８８ｂｐ条带，仅有

１６４ｂｐ条带。在８号外显子，正常对照具有１８８ｂｐ、

１２０ｂｐ、６８ｂｐ３条带；ＳＭＡ患者缺失代表ＳＭＮ１的

１８８ｂｐ条带，仅有１２０ｂｐ、６８ｂｐ２条带存在（如

图１）。２１例羊水标本经ＰＣＲ－限制性酶切检测有

６例显示ＳＭＮ１基因缺失，提示为ＳＭＡ患者，另１５

例显示无ＳＭＮ１基因缺失，进一步经连锁分析提示

３例为基因携带者，另１２例为完全正常个体。６例

ＳＭＮ１缺失的胎儿选择终止妊娠，１５例无ＳＭＮ１缺

失的胎儿均继续妊娠直至分娩，引产及出生后的胎

儿均经再次基因分析，结果与产前诊断完全一致。

３　讨论

ＳＭＡ是一种较常见的常染色体隐性遗传性疾

病，由脊髓前角运动神经元细胞变性所致肌无力、肌

肉萎缩疾病，临床主要表现为进行性、对称性肢体近

端肌无力及萎缩、运动丧失。根据发病年龄和病情

轻重将本病分为四型［６］。Ⅰ型ＳＭＡ，于出生后６个

月内起病，为严重型ＳＭＡ，是婴儿期最常见的致死

性遗传病；Ⅱ型ＳＭＡ，常于６～１８个月起病；Ⅲ型在

１８个月以后起病，１８岁以前起病的即Ⅰ～Ⅲ型又统

称儿童型ＳＭＡ ，均为常染色体隐性遗传，群体发病

率为１／６０００～１／１００００，基因携带者频率为１／４０～

１／６０；２０～３０岁以上起病的归为第Ⅳ型，可呈常染

图１　ＳＭＡ患者及正常人ＳＭＮ基因７、８号外显子ＰＣＲ限制性

酶切电泳图

　　注：左侧为７号外显子：１为正常人，２、３为患者，４为７号外显

子ＰＣＲ产物，Ｍ为ｐＧＥＭ３Ｚｆ（＋）ＤＮＡ／ＨａｅⅢ Ｍａｒｋｅｒｓ；右侧为８

号外显子：３为正常人，１、２为患者，４为ＰＣＲ产物，Ｍ 为ｐＧＥＭ３Ｚｆ

（＋）ＤＮＡ／ＨａｅⅢ Ｍａｒｋｅｒｓ

色体隐性、显性和 Ｘ连锁遗传等不同遗传方式。

ＳＭＡ临床表现和分类复杂，既往主要依靠临床病史

体征、肌电图及肌肉活检组织化学染色检查进行诊

断，无特异性诊断方法，容易误诊。１９９５年儿童型

ＳＭＡ基因被定位于５ｑ１３．１，并被克隆，运动神经元

生存基因（ｓｕｒｖｉｖａｌｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｇｅｎｅ，ＳＭＮ）被认

为是ＳＭＡ的确定基因。外国学者应用单链构象多

态 （ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＳＳＣＰ）技术发现９８．６％的ＳＭＡ 患者端粒ＳＭＮ基

因（ＳＭＮｔ，ＳＭＮ１）缺失
［７］，并应用于临床进行基因

诊断儿童型ＳＭＡ。国内吴志英等
［８］发现国人ＳＭＡ

患者ＳＭＮｔ（ＳＭＮ１）基因缺失频率高达９５％以上，

因此也适用于国人儿童型ＳＭＡ的基因诊断。诊断

方法除了应用ＳＳＣＰ技术，还可用聚合酶链反应限

制性酶切片段长度多态（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术、变性高

效液 相 色 谱 （ＤＨＰＬＣ）
［９］、高 分 辨 熔 解 分 析

（ＨＲＭ）
［１０］、短串联重复系列连锁分析（ＳＴＲ连锁分

析）等。对临床可疑ＳＭＡ患者首先进行ＳＭＮ１基

因缺失分析，如有缺失则可确诊ＳＭＡ，无缺失者根

据临床病史体征、肌电图及肌肉活检组织化学染色

检查传统方法进行诊断。

ＳＭＡ目前无有效治疗方法，遗传咨询、产前诊

断及阻止患儿的出生是预防本病的有效方法。根据

ＳＭＡ家族遗传规律，夫妻双方家族皆有ＳＭＡ 病

史，则应于怀孕前进行基因筛查以确定两人是否为

基因携带者；夫妻两人确诊为ＳＭＡ基因携带者或
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曾经生过ＳＭＡ患儿，则需进行胎儿ＳＭＡ产前基因

诊断。

ＳＭＡ产前基因诊断获取标本的方法有绒毛活

检和羊膜腔穿刺术。绒毛活检在１１＋０～１３
＋６孕周

早孕期完成，羊膜腔穿刺则在中孕期（１６～２０周）检

查。当胎盘位于后壁无法进行绒毛活检取样时，羊

膜腔穿刺则成为获取标本的惟一途径。Ｃａｕｇｈｅｙ

ＡＢ等
［１１］认为１１＋０～１３

＋６孕周绒毛活检术与羊膜

腔穿刺术胎儿损失情况无显著性差异。而ＣｓａｂａＡ

等［１２］在比较羊膜腔穿刺术、经腹绒毛活检术和经宫

颈绒毛活检术的疼痛程度后得出孕妇均能承受上述

３种检查方法引起的疼痛，而经腹绒毛活检术最疼，

经宫颈绒毛活检术疼痛最轻。我们采用超声引导下

羊膜腔穿刺２１例孕１７～２０周的孕妇，均可选择避

开腹壁较大的血管、胎盘及胎儿颜面部周围的羊水

池作为进针路线，一次穿刺成功，抽取的羊水均为澄

清的羊水，２１例羊膜腔穿刺术后无一例出现羊膜破

裂、自然流产、感染、羊水栓塞、急性羊水过少、胎儿

损伤等并发症，获取的标本无一例出现母血污染，且

我们所采用的基因诊断方法是联合运用限制性片段

长度多态（ＲＦＬＰ）技术和短串联重复系列连锁分析

（ＳＴＲ连锁分析）法检测羊水ＤＮＡ中运动神经元生

存１基因 （ＳＭＮ１）是否有缺失，并用ＳＴＲ连锁分析

法排除母血的污染。在ＳＭＡ产前诊断中限制性片

段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术使结果清晰可靠
［４］，但

该技术无法排除母血的污染，也无法检测出基因携

带者，ＳＴＲ连锁分析不但可以排除母血污染、还可产

前检测出基因携带者［５］，对胎儿携带者的判定将为

ＳＭＡ家系提供更全面的遗传咨询。本组病例检出３

例ＳＭＡ基因携带者，对其成人后婚配中必须避免与

ＳＭＡ基因携带者结婚具有重要的指导意义。目前携

带者的检测除了应用ＳＴＲ连锁分析外还可用一种名

为多重连接探针扩增法（ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）进行检测
［１３］。

综上所述，超声引导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的安全有效

途径。联合运用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技

术和短串联重复系列连锁分析（ＳＴＲ连锁分析）法

检测不但可产前基因诊断ＳＭＡ，还可排除母血的污

染，且可产前诊断是否为ＳＭＡ基因携带者，进一步

完善了ＳＭＡ产前诊断体系。这一技术的开展和应

用对优生优育、提高人口素质有重要意义。
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