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人运动神经元存活基因 1（SMN1）检测试剂盒（PCR-荧光探针法）说明书 

【产品名称】 
通用名称：人运动神经元存活基因 1（SMN1）检测试剂盒（PCR-荧光探针法） 

【包装规格】  
48 人份/盒、48 人份×2/盒 

【预期用途】 
本产品用于体外检测人静脉全血样本基因组 DNA 中的运动神经元存活基因 1

（SMN1）第 7 外显子和第 8 外显子拷贝数变异，用于 SMA 的携带者检测。该预期

用途的应用应符合国家及地方卫生管理部门的相关规定。 
脊髓性肌萎缩症（Spinal Muscular Atrophy, SMA）是一种由于脊髓前角细胞运动

神经元变性，导致近端肢体和躯干进行性、对称性肌无力和肌萎缩的遗传性神经肌

肉病，属常染色体隐性遗传病，该病患者临床表现差异大，从出生到成人期均可发

病，发病率约为 1/10000-1/6000，携带率约为 1/72~1/47。 
SMA的主要致病基因为运动神经元存活基因 1（Survival Motor Neuron 1，SMN1），

该基因定位于人染色体 5q13.2。正常人有至少 2 个拷贝的正常 SMN1 基因，其基因

型包括常见的[1+1]型及罕见的[2+1]型和[2+2]型；携带者只有 1 个拷贝的正常 SMN1
基因，其基因型包括常见的[1+0]型及较少见的[1+1d]型、[2+0]型和[2+1 d]型。SMA 患

者突变类型主要为 SMN1 双等位基因纯合缺失突变（[0+0]基因型），少部分为 SMN1
复合杂合突变（[0+1d]基因型）。SMN1 缺失大部分为外显子 7 合并外显子 8 共同缺

失，少部分仅为外显子 7 缺失。常用的 SMN1 基因拷贝数检测方法包括多重连接依

赖性探针扩增（MLPA），定量聚合酶链反应法（qPCR）等。根据 SMN1 基因拷贝

数的检测，可以实现对 SMA 患者、携带者及正常人的检测：当检出 SMN1 基因纯合

缺失时为 SMA 患者，当检出一个 SMN1 基因拷贝数时为 SMA 携带者，当检出两个

及以上 SMN1 基因拷贝数时为正常人。 
【检验原理】 

本试剂盒检测靶标基因为运动神经元存活基因 1（Survival Motor Neuron 1，
SMN1）（NG_008691.1），该基因定位于 5q13.2，转录本编号 NM_000344.4，共有

8 个外显子（1，2a/2b，3-8）。在人基因组中，SMN2 基因与 SMN1 基因同源性＞

99.9%，两者仅存在 5 个碱基差异，为降低 SMN2 基因对 SMN1 基因检测的干扰，

本试剂盒针对SMN1基因和SMN2基因第 7外显子和第 8外显子碱基差异位点（c.840
位点 C/T 和 c.*239 位点 G/A）分别设计了可特异性识别 SMN1 基因的 Taqman 探针，

使用锁核酸（LNA）对探针进行修饰。 
试剂盒基于实时荧光定量 PCR 技术，两个反应管分别对第 7 外显子和第 8 外显

子进行检测。在 SMN1 基因 7 号外显子目标碱基位点（c.840 位点）两侧和 8 号外显

子目标碱基位点（c.*239 位点）两侧分别设计引物，并在目标碱基位点处分别设计可

特异性识别 SMN1-E7 和 SMN1-E8 的探针，两个反应管中均包含内标基因 RPP30 的

引物和探针，可对内标基因的保守序列进行检测。SMN1-E7 反应体系中以 FAM 通

道为检测信号，HEX 通道为内标信号；SMN1-E8 检测体系中以 ROX 通道为检测信

号，HEX 通道为内标信号。PCR 反应过程中，结合到扩增产物上的探针在 PCR 延伸

过程中被具有 5’-3’外切酶活性的 DNA 聚合酶酶切，使探针的荧光基团与淬灭基团

分开，受到激发发出荧光，仪器通过检测荧光强度的变化实现对目标产物的检测。试

剂盒反应体系中建立了 dUTP/UDG 防污染系统。 
使用 E7 反应液+酶液配制反应体系检测第 7 外显子，使用 E8 反应液+酶液配制

反应体系检测第 8 外显子，样本检测时应在两个体系中分别同时检测空白对照、2 拷

贝对照、1 拷贝对照和 0 拷贝对照，对检测过程中的试剂、仪器性能、实验环境和操

作过程进行质量监测。当对照品检测结果符合质控要求时，可利用相对定量中的比较

Ct 法分别计算各个样本 SMN1-E7 和/或 SMN1-E8 的 RQ 值，结合阳性判断值分析样

本第 7 外显子和/或第 8 外显子的拷贝数。RQ 值的计算公式如下： 
待检样本或 2 拷贝对照目标基因 ΔCt = 目标基因 Ct - 内标基因 Ct 
待检样本目标基因 ΔΔC t= 待检样本 ΔCt - 2 拷贝对照 ΔCt 
待检样本目标基因 RQ = 2-ΔΔCt。 
 
 

 

【主要组成成分】 

组分名称 主要组成成分 
48 人份/盒 48 人份×2/盒 

规格 数量 规格 数量 

E7 反应液 
dNTP Mix、dUTP、引

物、探针、UDG 酶 
840 μL 1 管 840 μL 2 管 

E8 反应液 
dNTP Mix、dUTP、引

物、探针、UDG 酶 
840 μL 1 管 840 μL 2 管 

酶液 DNA 聚合酶 48 μL 1 管 48 μL 2 管 
2 拷贝对照 基因组 DNA 200 μL 1 管 200 μL 1 管 
1 拷贝对照 基因组 DNA 200 μL 1 管 200 μL 1 管 
0 拷贝对照 人工合成质粒 200 μL 1 管 200 μL 1 管 
空白对照 体外诊断试剂用纯化水 800 μL 1 管 800 μL 1 管 
注：不同批号试剂盒中 E7 反应液、E8 反应液不可以互换使用，其余组分可以互

换使用。 
以下是本试剂盒不包含，但对该试验必需的试剂/耗材： 

（1） 核酸提取或纯化试剂：广东辉锦创兴生物医学科技有限公司（备案号：粤顺械备

20220038）。 
（2） 0.2mL PCR 8 联管、无 DNase 和 RNase 的过滤吸头。 

【储存条件及有效期】 
1. 试剂盒应置于-20℃±5℃条件下避光保存，有效期为 12 个月。 
2. 试剂盒开盖后置于-20℃±5℃条件下避光保存，开盖不影响有效期，使用时应尽量

避免反复冻融，冻融次数不超过 5 次。 
3. 试剂盒应采用冷链运输，确保运输过程中满足试剂盒储存条件。 
4. 生产日期和失效日期详见产品标签。 

【适用仪器】 
宏石 SLAN-96P 全自动医用 PCR 分析系统 

【样本要求】 
1. 样本类型：人 EDTA 抗凝全血样本。 
2. 样本采集：从受检者手臂弯曲处或手背处抽取静脉血 2~5mL，放入含有 EDTA 抗

凝剂的管中，轻轻颠倒混匀 5~10 次，标记好样本的姓名和编号等样本信息。 
3. 样本保存：抗凝全血在室温保存不超过 24 小时，2℃~8℃保存不超过一个月，-20℃

±5℃保存不超过两年。冷冻保存时应避免反复冻融，冻融次数不超过 3 次。提取

的 DNA 样本建议立即检测，否则请于-20℃±5℃保存，保存时间不超过两年。应

避免反复冻融，冻融次数不超过 5 次。 
【检验方法】 

注：PCR 实验应按要求进行分区，各区域温湿度可控。建议温度范围 15℃~30℃，湿

度范围 40%~70%。 
1. 样本处理（标本制备区） 

按照广东辉锦创兴生物医学科技有限公司的核酸提取或纯化试剂（粤顺械备

20220038）说明书要求进行基因组 DNA 的提取。建议对照品参与样本的平行提取。 
可使用紫外分光光度计对提取的样本 DNA 的浓度和纯度进行测定。本试剂盒对

待测基因组 DNA 浓度要求为 2~250ng/μL，纯度（A260/A280）要求为 1.7~2.0，若纯

度（A260/A280）超出该比值范围，建议用户重新取血样提取 DNA。 
2. PCR 扩增试剂准备（试剂准备区） 

1）从试剂盒中分别取出 E7 反应液、E8 反应液、酶液，在室温充分解冻并涡旋混

匀后，瞬时离心使液体聚集管底； 
2）计算所需测定的反应数量 N=待检样本数+3（2 拷贝对照）+1（1 拷贝对照）+1
（0 拷贝对照）+1（空白对照），其中 2 拷贝对照用于拷贝数的计算，为减少试验

误差，每次试验均需设置 3 个重复； 
3）每人份试剂反应体系配制如下表： 

SMN1-E7 反应体系  SMN1-E8 反应体系 
组分 1 人份用量（μL）  组分 1 人份用量（μL） 

E7 反应液 17.5  E8 反应液 17.5 
酶液 0.5  酶液 0.5 

按上表计算各组分的用量，分别配制检测不同靶标的反应混合液，充分混匀后

按每管 18μL 分装到 PCR 管中。 
注：配液时应考虑损耗，配制出比理论使用量多一定比例的混合反应液。 

3. 加样（标本制备区） 
1）按空白对照、2 拷贝对照（3 个重复）、待检样本、1 拷贝对照、0 拷贝对照的加样

顺序，在分装好反应混合液的 PCR 管中分别加入 2 μL 样本 DNA，反应总体积 20 μL； 
2）盖好 PCR 反应管盖，涡旋混匀，瞬时离心使所有液体集中到反应管底部，移至扩

增区上机检测。 
4. PCR 扩增（PCR 扩增区） 

将 PCR 反应管放入荧光定量 PCR 仪器中，使用 SLAN-96P 时，选择模块控温，

SMN1-E7 选取 FAM 通道，SMN1-E8 选取 ROX 通道，RPP30 选取 HEX 通道。按

下表设置反应条件进行 PCR 扩增： 

步骤 温度 时间 循环数 

1 37℃ 2 分钟 1 

2 95℃ 5 分钟 1 

3 
95℃ 15 秒 

40 
58℃ 40 秒（采集荧光） 

5. 结果获取 
1）基线设定：基线的起点可选择 3~6 之间；基线终点可选择 12~18 之间，基线终点需

根据最高浓度样本扩增情况设定； 
2）阈值设定：分别对 SMN1-E7（FAM）、SMN1-E8（ROX）和 RPP30（HEX）设置

阈值，当扩增曲线算法设置为“绝对荧光值法”时，三个通道阈值一般可设置为 100。
临床上由于不同仪器荧光信号强度可能存在差异，可根据实际情况自行设置合适的阈

值，阈值一般设置在扩增曲线的指数扩增期中段； 
3）结果分析：设定好基线和阈值后，进行结果分析即可获取 Ct 值。根据 Ct 值可计算

每个待测样本的 RQ 值。 
6. 质量控制程序 

对照品 
质控标准 

Ct 值 
SMN1-E7
的 RQ 值 

SMN1-E8
的 RQ 值 

2 拷贝对

照 

3 次重复检测的 Ct 均值标准：

SMN1-E7<27，SMN1-E8<26，
RPP30<28 

/ / 

1 拷贝对

照 
RPP30<28 

0.25<RQ≤

0.71 
0.25<RQ≤

0.69 
0 拷贝对

照 
RPP30<27 

RQ<0.25 或

无 RQ 值 
RQ<0.25 或

无 RQ 值 
空白对照 所有 Ct 值>35 或无 Ct 值 / / 
注：根据检验目标基因的不同分别对 SMN1-E7 和/或 SMN1-E8 的检测结果进行质

控，以上要求必须在同一次实验中同时满足，否则检测结果视为无效，应重新检测。 
【阳性判断值】 

计算待测样本的 RQ 值（计算公式参考说明书【检验原理】部分内容），参照

下表进行结果的判读： 
A．SMN1-E7 拷贝数判读 

RQ 值 拷贝数 结果判定 

RQ<0.25 或无 RQ 值 0 纯合缺失型 

0.25<RQ≤0.71 1 杂合缺失型 

RQ≥0.79 2 拷贝及以上 正常型 

RQ=0.25 或

0.71<RQ<0.79 
灰区，建议复测或使用

其它检测技术检测 
/ 
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B．SMN1-E8 拷贝数判读 

RQ 值 拷贝数 结果判定 

RQ<0.25 或无 RQ 值 0 纯合缺失型 

0.25<RQ≤0.69 1 杂合缺失型 

RQ≥0.77 2 拷贝及以上 正常型 

RQ=0.25 或

0.69<RQ<0.77 
灰区，建议复测或使用

其它检测技术检测 
/ 

 
为建立试剂盒的阳性判断值，使用人运动神经元存活基因 1（SMN1）检测试剂

盒（PCR-荧光探针法）和多重连接依赖性探针扩增（MLPA）技术分别检测 409 例临

床样本，样本分为训练集和验证集。利用 ROC 曲线法对所有样本 SMN1-E7 和 SMN1-
E8 的 RQ 值分别进行分析，根据约登指数确定了 RQ 值的阳性判断值。 

【检验结果的解释】 
1. 若 2 拷贝对照、1 拷贝对照、0 拷贝对照任一检测结果不符合试剂盒质控要求，

提示试剂性能降低或失效，建议更换试剂或对照品后重新检测。 
2. 若空白对照任一检测通道有扩增曲线且 Ct 值≤35，提示实验环境可能存在污染，

此次实验无效，建议重新检测。 
3. 若待检样本内标通道（HEX）Ct 值＞30 或无信号，提示扩增失败，可能为样本

DNA质量不佳或扩增试剂失效，建议重新提取样本DNA或更换试剂后重新检测。 
4. 若待检样本目标通道（FAM 或 ROX）和内标通道（HEX）均无扩增曲线或 Ct 值

＞35，结果为未检出外显子拷贝数。可能原因为漏加样本或者样本为非人类基因

组，建议确认样本类型后重新检测。 
5. 若检测结果 RQ 值落在灰区，需重新检测。在确认样本纯度满足试剂盒要求的前

提下，可将 DNA 浓度浓缩或稀释至 15~30ng/μL 进行重检。若重检结果仍落在灰

区，建议结合多重连接探针扩增技术（MLPA）进行拷贝数分析。 
6. 当 SMN1-E7 和 SMN1-E8 检测结果均能判读出拷贝数时，对于不同拷贝数结果组

合，可参考下表进行解释并结合临床进行后续处置： 
SMN1-E7
拷贝数 

SMN1-E8
拷贝数 

结果解释 进一步措施 

≥2 ≥2 第 7、8 外显子拷贝

数正常，为正常人。 
/ 

≥2 0 或 1 第 7 外显子拷贝数

正常，第 8 外显子

拷贝数缺失，可能

为正常人。 

现有研究数据表明该拷贝数组

合在正常人群中占比较少，应

确认两个反应管加样是否正

确，否则建议重新检测。 
1 1 第 7、8 外显子均为

杂合缺失，为携带

者。 

建议患者进行遗传咨询，对于

有生育需求的患者，建议其配

偶进行 SMN1 拷贝数检测。 
1 ≠1 仅第 7 外显子杂合

缺失，可能为携带

者。 

现有研究数据表明该拷贝数组

合在正常人群中占比较少，应

确认两个反应管加样是否正

确，否则建议重新检测。 
0 0、1 或≥2 第 7 外显子纯合缺

失，可能为患者。 
本试剂盒仅用于携带者检测，

建议采用 MLPA 技术或其它辅

助诊断用试剂进行检测。 
7. SMA 携带者检测主要针对 SMN1 外显子 7 拷贝数，当检测到 SMN1 外显子 7 为

1 拷贝时，即为 SMA 携带者，若父母双方均为携带者，其子代有 25%的 SMA 患

病风险。由于 SMN1 缺失大部分为外显子 7 合并外显子 8 共同缺失，故外显子 8
的检测结果可起到一定的辅助确认作用，单独的 SMN1 外显子 8 缺失不能确定为

SMA 携带者。 
8. 仅为生殖腺嵌合体的携带者，采用血液细胞检测可能为阴性结果。 

【检验方法的局限性】 
1. 本试剂盒仅能检出由 SMN1 基因第 7 外显子或第 7 和第 8 外显子杂合缺失导致的

SMA 携带者。不能检出 SMN1 微小突变导致的[1+1d]型携带者和 2 个拷贝 SMN1

基因在同一条染色体上的[2+0]型携带者。 
2. 本试剂盒仅对 SMN1 基因第 7 外显子和第 8 外显子的拷贝数变异检测结果进行了

验证，可检出的拷贝数类型包括 0 拷贝、1 拷贝和 2 拷贝及以上。对 SMN1 基因其

他外显子的拷贝数变异不具有检出能力。 
3. 本试剂盒基于 PCR 扩增的 Taqman 探针法设计，以基因组上特定位置的 DNA 片段

为检测靶标，当试剂盒的引物或探针结合位置发生多态性或点突变时，可能导致检

测结果呈现假阳性。 
4. 本试剂盒不能检测 SMN1-E7 和 SMN1-E8 靶标序列之外的任何变化，也无法检测

由基因组结构变化导致的基因融合、拷贝数中性倒位和易位。 
5. 由于 SMN2 基因序列和 SMN1 基因具有高度同源性，高拷贝的 SMN2 基因有可能

会影响检测结果判断。 
6. 本试剂盒的检测结果会受到模板 DNA 质量的影响，不合理的样本采集、运输、保

存和处理，以及不当的试验操作和试验环境均有可能导致出现假阴性或假阳性的错

误结果。 
7. 有症状患者的杂合缺失需要进一步采取合适的方法确认。 
8. 本试剂盒的检测结果仅供临床参考，不能单独作为确诊或排除病例的依据，为达到

诊断目的，此检测结果要与临床检查、病史、连锁遗传分析及其他的检查结果综合

使用。 
【产品性能指标】 

1. 外观：组分齐全，包装外观清洁、无泄漏、无破损。标识、标签字迹清晰完整。  
2. 准确性：检测 17 份 SMN1 多拷贝参考品，15 份 SMN1 单拷贝参考品和 3 份 SMN1

纯合缺失参考品，结果均为相应的 SMN1 基因外显子拷贝数，符合率 100%；检测

42 例经 MLPA 技术确认 SMN1 拷贝数的临床样本，包括 25 例 SMN1 多拷贝样本、

14 例 SMN1 单拷贝样本和 3 例 SMN1 纯合缺失样本，结果均为相应的 SMN1 基因

外显子拷贝数，符合率 100%。 
3. 精密度：使用 3 批试剂盒对中、低浓度下不同 SMN1 基因拷贝数的临床样本进行 

了连续 20 天检测。统计其检测结果，并对批内、批间、日内、日间、不同仪器、 
操作者以及实验室间精密度进行了评价。研究结果显示各项检测结果的 RQ 值或扩 
增 Ct 值的变异系数均不大于 5%。 

4. 检测限：使用 3 批试剂盒对不同浓度梯度下不同 SMN1 拷贝数的临床样本进行检 
测，分别建立和验证了试剂盒的最低检测限和最高检测限。最终得出试剂盒的最低 
检测限和最高检测限分别为 2ng/μL 和 250ng/μL。 

5. 分析特异性 
1）抗干扰能力评价：①对内源性干扰物质的研究结果表明，200g/L 血红蛋白、

60g/L 白蛋白、37mmol/L 甘油三酯、342μmol/L 胆红素对本试剂盒的检测结果均无

影响；②对外源性干扰物质的研究结果表明，500mg/L 对乙酰氨基酚、100mg/L 头

孢克肟、10mg/L 氯雷他定、600mg/L 盐酸拉贝洛尔、11mg/L EDTA 二钾抗凝剂、

45mg/mL 枸橼酸钠抗凝剂和 150IU/mL 肝素抗凝剂对本试剂盒的检测结果均无影

响。 
2）交叉反应评价：分别对以下 3 种情况下的交叉反应进行研究：①SMN2 基因

多拷贝（2~4 拷贝）的样本；②血液样本中常见微生物，如大肠杆菌、巨细胞病毒

等；③检测范围外的相似症状临床样本，如杜氏肌营养不良症样本、肌萎缩侧索硬

化症（ALS）样本、病毒性脊髓炎样本、继发性肌肉萎缩（非缺失型）样本、α型

地中海贫血样本等。研究结果表明上述情形对本试剂盒的检测结果均无影响。 
6. 临床试验：在 5 家临床试验机构进行了临床试验，共入组静脉全血样本 10461 例，

与临床参考方法（MLPA）进行一致性分析，结果显示本试剂盒对 SMN1 基因第 7
外显子和第 8 外显子检测结果的阴性符合率和阳性符合率均为 100%。 

【注意事项】 
1. 本试剂盒仅供体外诊断使用。 
2. 实验前请仔细阅读本说明书，并严格按照说明书要求操作。 
3. 检测样本应视为具有感染性物质，操作时应注意防护，并且废弃物处理均需符合相

关法规要求。 
4. 临床实验室应严格按照《医疗机构临床基因扩增实验室管理办法》现行有效版本等

有关分子生物学实验室、临床基因扩增实验室的管理规范执行。 
5. 携带者检测前后应进行遗传咨询，强调残余风险。无论其外周血基因检测结果是否

提示为携带者，再次生育时均应进行产前诊断。 

6. 本试剂盒的使用者应该是接受过 PCR 技术训练的试验者。实验过程严格分区，各区

物品均为专用，避免交叉使用造成污染。 
7. PCR 反应液中含对光敏感的荧光素标记探针，在试验过程中常规光条件下并不会影

响试验结果，但应避免将之暴露于不必要的强光源下。 
【标识的解释】 

符号 
 

含义 体外诊断医疗器械 
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