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·基础研究·

基因芯片法检测２１例耳聋患者
基因突变的研究
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　　摘　要：　目的　探讨基因芯片在耳聋基因筛查中的应用价值。方法　对扬州市聋哑学校 ２１例
８～１８岁的耳聋患者中 ４个耳聋相关基因上的 ９个热点突变进行检测，包括 ＧＪＢ２（３５ｄｅｌＧ、１７６ｄｅｌ１６、
２３５ｄｅｌＣ及 ２９９ｄｅｌＡＴ）、ＧＪＢ３（Ｃ５３８Ｔ）、ＳＬＣ２６Ａ４（ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ、Ａ２１６８Ｇ）以 及 线 粒 体 １２ＳｒＲＮＡ
（Ａ１５５５Ｇ、Ｃ１４９４Ｔ）。结果　ＳＬＣ２６Ａ４突变阳性率为 ３８％（８／２１），其中 ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ杂合突变 ７例，
ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ与Ａ２１６８Ｇ杂合突变１例；ＧＪＢ２突变阳性率为１９％（４／２１），其中１７６ｄｅｌ１６杂合突变
１例，２９９ｄｅｌＡＴ杂合突变 １例，１７６ｄｅｌ１６与 ２３５ｄｅｌＣ杂合突变 １例，２３５ｄｅｌＣ纯合突变 １例。结论　
基因芯片是一种筛查耳聋基因的高效、经济、简便、灵敏及特异性方法。
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　　基因芯片又称 ＤＮＡ芯片、生物芯片，基因
芯片技术系指将已知探针分子固定于支持物

上，与标记的待检分子进行杂交，通过检测每

个探针分子的杂交信号强度进而获取待检分

子的数量和序列信息。目前，基因芯片技术以

快速、准确等特点应用到生物科学众多的领

域，主要包括基因突变检测、表达检测、基因组

多态性分析和基因文库作图以及杂交测序等

方面。耳聋是由于听觉系统发生病变导致不

同程度听力损失的总称，发病率为 １／１０００［１］。
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遗传性耳聋也称家族性青少年型耳聋，遗传因

素是导 致 聋 儿 发 生 的 主 要 原 因，比 例 高 达

６０％［２］，因本病属于血缘遗传性疾病，预防和

治疗难度大，病残率高，是影响人口素质的因

素之一。分子流行病学调查结果表明，我国聋

哑人 群 体 中 遗 传 性 耳 聋 比 例 较 高，ＧＪＢ２、
ＳＬＣ２６Ａ４、线粒体基因突变是造成中国人耳聋
的主要遗传致病因素［３５］。本研究利用北京博

奥生物有限公司的九项遗传性耳聋基因芯片

检测试剂盒，检测 ２１例耳聋患者，以探讨基因
芯片在耳聋基因筛查中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选取扬州市聋哑学校 ２１例受检聋哑患者，

其中男 ８例，女 １３例；年龄 ８～１８岁，平均
１３．１岁。根据纯音测听结果和第二次全国残
疾人抽样调查标准诊断为先天性耳聋。

１．２　病史采集
获得患者知情同意后，采集受检者外周静

脉血 ３ｍｌ，ＥＤＴＡｋ２抗凝。应用小剂量全血基
因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＤＮＡ，用 Ｂｅｃｋｍａｎ
ＤＵ８００紫外分光光度计进行定量和纯度检测，
纯度 ＯＤ２６０／２８０＝１．７～２．０，基因组 ＤＮＡ－
８０℃保存，避免反复冻融。
１．３　基因芯片检测
１．３．１　检测原理　以人基因组 ＤＮＡ为模板，
采用带有 Ｔａｇ标签序列的基因位点特异性引物
对相关基因位点所在基因片段进行扩增和荧

光标记，然后与能够识别相应标签序列的通用

基因芯片进行杂交，最后通过对芯片进行扫描

和数据分析即可得到所检测的 ９个基因位点
的检测结果。由于针对所检测的 ９个位点的
野生型和突变型分别设计了引物和探针，因此

试剂盒可以同时检测出这 ９个位点的野生型
和突变型结果。

１．３．２　 仪 器 及 试 剂 　 ＬｉｆｅＥｘｐｒｅｓｓＰＣＲ仪
（ＨＡＮＧＺＨＯＵＢＩＯＥＲＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹＣＯ．ＬＴＤ），
德国 ＨｅｒａｅｕｓＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机
（ｋｅｄｒｏｌａｂｏｒａｔｏｒｙｐｒｏｄｕｃｔｓ），晶芯 ＢｉｏＭｉｘｅｒＴＭⅡ
芯片杂交仪，晶芯 ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒＴＭ ８芯片洗干
仪，晶芯 ＬｕｘＳｃａｎＴＭ １０ＫＢ微阵列芯片扫描仪
及相应软件系统，质控探针、ＤＮＡ芯片杂交试

剂盒由北京博奥生物有限公司提供。

１．３．３　ＰＣＲ反应　在 ＰＣＲ标准实验室配液区
内，按照被检样品数目的 ２倍（两套管分别用
来检测同一个样品的不同位点）准备２００μｌ离
心管，并在管上标记样品编号，两套管须一一

对应；将针对 ４个突变位点的 ４组引物分成 Ａ
和 Ｂ两个反应体系并分别进行多重 ＰＣＲ。将
试剂盒中的 ＰＣＲ扩增引物混合物和扩增试剂
混合物分别充分混合至 Ａ管和 Ｂ管，在每个
１７μｌ反应体系中加入 ３μｌ的样品 ＤＮＡ作为
ＰＣＲ扩增模板。ＰＣＲ程序：３７℃ １０ｍｉｎ、９５℃
１５ｍｉｎ、９６℃１ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ、５５℃
３０ｓ、７０℃ ４５ｓ共 ３２个循环；６０℃充分延伸
１０ｍｉｎ、４℃保存。在扩增过程中参数设置使温
度以 ０．４℃／ｓ的速度从 ９４℃降温至 ５５℃，以
０．２℃／ｓ的速度从 ５５℃升温至 ７０℃。
１．３．４　杂交　杂交缓冲液 ５０℃加热使其完
全融化，瞬时离心，每份 １０μｌ分别加到 ２００μｌ
离心管。ＰＣＲ产物 ９５℃ ５ｍｉｎ，立即取出浸入
冰水混合物中冰浴 ３ｍｉｎ。从 Ａ、Ｂ扩增体系管
中各取 ２．５μｌＰＣＲ产物加到对应样品编号的
１０μｌ杂交缓冲液管中充分混匀并瞬时离心，
用移液器将杂交反应混合物经盖片上的加样

孔垂直加入到芯片上，１４μｌ／份；迅速盖上杂
交盒上盖，并密封；将其立即放入 ５０℃预热杂
交仪中保温 ６０ｍｉｎ。
１．３．５　洗片　取出上述芯片，放入芯片架中，
在 洗片机中洗涤，程序为：洗涤液Ⅰ，４２℃
２ｍｉｎ；洗涤液Ⅱ，４２℃ １ｍｉｎ×２次。１０００ｇ
离心 ２ｍｉｎ后甩干。
１．３．６　扫描　使用晶芯 ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０ＫＢ
微阵列芯片扫描仪和相应的遗传性耳聋基因

芯片检测判别系统，进行信号读取及判断。

２　结果

　　 检 测 结 果 见 表 １。２１例 耳 聋 患 者 中
ＳＬＣ２６Ａ４突变阳性率为 ３８％ （８／２１），其中
ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ杂合突变 ７例（图 １Ａ），ＩＶＳ７２Ａ
＞Ｇ与 ２１６８Ａ＞Ｇ杂合突变 １例（图 １Ｂ）；
ＧＪＢ２突变阳性率为１９％（４／２１），其中１７６ｄｅｌ
１６杂合突变 １例（图 １Ｃ），２９９ｄｅｌＡＴ杂合突变
１例（图 １Ｄ），１７６ｄｅｌ１６与 ２３５ｄｅｌＣ杂合突变
１例（图１Ｅ），２３５ｄｅｌＣ纯合突变１例（图１Ｆ）。
·２·
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表 １　２１例耳聋患者基因突变检测结果

患者 性别 年龄 突变类型 突变基因名称 位点名称

１ 男 １８ 纯合突变 ＧＪＢ２ ２３５ｄｅｌＣ

２ 女 １２ 杂合突变 ＧＪＢ２ １７６ｄｅｌ１６与２３５ｄｅｌＣ

３ 女 １３ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

４ 男 １５ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

５ 女 ８ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

６ 女 ９ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

７ 男 ９ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

８ 男 １１ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

９ 男 １５ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ

１０ 男 １０ 杂合突变 ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ与２１６８Ａ＞Ｇ

１１ 男 １６ 杂合突变 ＧＪＢ２ ２９９ｄｅｌＡＴ

１２ 女 １４ 杂合突变 ＧＪＢ２ １７６ｄｅｌ１６

１３ 男 １０ 无突变 － －

１４ 男 １６ 无突变 － －

１５ 女 １６ 无突变 － －

１６ 男 １２ 无突变 － －

１７ 女 １４ 无突变 － －

１８ 男 １０ 无突变 － －

１９ 女 １５ 无突变 － －

２０ 男 １６ 无突变 － －

２１ 男 １５ 无突变 － －

图 １　耳聋基因突变基因芯片结果（晶芯 ＬｕｘＳｃａｎＴＭ １０ＫＢ微阵列芯片扫描仪）
　　Ａ：ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ杂合突变；Ｂ：ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ与 ２１６８Ａ＞Ｇ杂合突变；Ｃ：１７６ｄｅｌ１６杂合突变；Ｄ：２９９ｄｅｌＡＴ杂合突变；Ｅ：

１７６ｄｅｌ１６与 ２３５ｄｅｌＣ杂合突变；Ｆ：２３５ｄｅｌＣ纯合突变

３　讨论

　　基因芯片是通过与一组已知序列的核酸探

针杂交进行测序的方法，针对不同突变位点设

计两种带有不同标签的上游探针和一个下游带

Ｃｙ３荧光标记的公共引物，进行多重等位基因特
异性引物延伸 ＰＣＲ，ＰＣＲ扩增产物在带上一段
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标签序列的同时，被单色荧光所标记。将产物

变性后，与固定有标签互补寡核苷酸序列的芯

片杂交，通过激光扫描检测出突变位点。

中国人群约 ８０％的遗传性耳聋与 ４个基
因突变密切相关［６７］。即 ＧＪＢ２与先天性重度及
极重度感音神经性耳聋，ＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）与大
前庭导水管综合征（ＥＶＡＳ）、先天或后天重度
及极重度感音神经性耳聋，线粒体 １２ＳｒＲＮＡ
与药物性耳聋（氨基糖甙类药物等），ＧＪＢ３与
后天高频感音神经性耳聋密切相关。检测方法

有高分辨率熔解曲线检测法、变性高效液相色

谱法、限制性内切酶酶切法、荧光定量 ＰＣＲ等，
但仍以基因测序法为检测遗传性耳聋的金标

准［８１０］。本实验应用的九项遗传性耳聋基因芯

片检测试剂盒，每张芯片可以进行 ４份样品的
检测，每份样品同时检测以上 ４个基因的 ９个
突变位点。与测序法的符合率达到 １００％［１１］。

笔者检测了 ２１例耳聋患者，检测出 １２例
突变基因携带者，占 ５７．１％；其中 ＳＬＣ２６Ａ４突
变 ８例（３８％），明显高于广州、太原、柳州和
滨州地区（检出率分别为 ６．３％、１６％、６．２１％
和 ５．４％）；ＧＪＢ２突变 ４例（１９％），明显高于
柳州地区 （２．４８％），而与南通和滨州相近
（１９．３％和 ２１．６％）［１０，１２１５］。

ＳＬＣ２６Ａ４基因也称 ＰＤＳ基因（大前庭导水
管综合征基因），可引起大前庭导水管综合征

（ｌａｒｇｅｖｅｓｔｉｂｕｌａｒａｑｕｅｄｕｃｔＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＬＶＡＳ），为先
天或后天重度及极重度感音神经性耳聋，常染

色体隐性遗传（ＡＲ）。该基因纯合突变／复合
杂合突变可确定受检者为 ＳＬＣ２６Ａ４相关遗传
性耳聋。ＳＬＣ２６Ａ４基因含有 ２１个外显子，
ＯＲＦ为 ２３４３ｂｐ，编码 ７８０个氨基酸，属于离子
转运体家族成员。热点突变为 ＶＳ７２Ａ＞Ｇ、
２１６８Ａ＞Ｇ、Ｌ６７６Ｑ、Ｈ７２３Ｒ、ＩＶＳ１５＋ＳＧ＞Ａ、
Ｒ４ＯｇＨ和 Ｍ１４７Ｖ，其中 ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ和２１６８Ａ
＞Ｇ突变的发生率最高［１３］。本研究 ２１例耳聋
患者 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变率达到 ３８％（８／２１），
说明 ＳＬＣ２６Ａ４是遗传性耳聋的易感基因；但笔
者检出 ７例 ＳＬＣ２６Ａ４基因单杂合突变及 １例
复合 杂 合 突 变 患 者，表 明 这 ７例 患 者 除
ＳＬＣ２６Ａ４基因外可能还存在与 ＬＶＡＳ发病相关
的其他基因或未知的 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变位点。

ＧＪＢ２突变常引起非综合征型聋（ｎｏｎｓｙｎ
ｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＮＳＨｌ），为先天性重度

及极重度感音神经性耳聋。ＧＪＢ２基因含 ２个
外显子，ＯＲＦ为 ６７８ｂｐ，编码缝隙连接蛋白 ２６
（ＣＸ２６）。目前认为 ＣＸ２６在钾离子从毛细胞
到耳蜗内淋巴的再循环中起重要的作用。当

毛细胞受到外界刺激后，钾离子经内耳毛细胞

循环回流进入耳蜗内淋巴液，缝隙连接蛋白通

道在此过程中具有调控作用。ＧＪＢ２基因突变包
括移码突变、缺失、插入等，可产生有功能缺陷

或无功能的 Ｃｏｎｎｅｘｉｎ２６蛋白，在其蛋白翻译及
通道蛋白聚集水平产生影响。常见的突变热点

有 ３５ｄｅｌＧ、２３５ｄｅｌＣ、３３３５ｉｎｓＧ、１６７ｄｅｌＴ等［１６］。

本研究 ＧＪＢ２突变阳性率为 １９％（４／２１），其中
１７６ｄｅｌ１６杂合突变 １例、２９９ｄｅｌＡＴ杂合突变
１例、１７６ｄｅｌ１６与 ２３５ｄｅｌＣ杂合突变 １例、
２３５ｄｅｌＣ纯合突变 １例。表明前 ２例患者除
１７６ｄｅｌ１６杂合突变和 ２９９ｄｅｌＡＴ杂合突变基
因外还存在与耳聋发病相关的其他基因或未

知的 ＧＪＢ２基因突变位点。
在 ２００６年第二次全国残疾人抽样调查

中，听力残疾占 ３３％，远高于肢体、视力、智力
和精神残疾（２０％、１５％、７％、７％）。唐江凤
等［１７］研究表明，疗效与就诊的时间呈正相关，

即发病后及早诊断治疗，治疗效果越好。我国

进行的耳聋病分子流行病学调查显示，２１％的
耳聋患者带有 ＧＪＢ２基因突变、１４．５％的患者
带 有 ＳＬＣ２６Ａ４ 基 因 突 变［１２，１６］。 本 研 究

ＳＬＣ２６Ａ４突变阳性率为 ３８％，ＧＪＢ２突变阳性
率为 １９％；ＳＬＣ２６Ａ４突变高于 ＧＪＢ２突变与分
子流行病学调查有较大差异；但与江凌晓［１２］，

王国建［１８］研究结果相似，建议扩大病例，应用

遗传性耳聋基因芯片做进一步研究，从而达到

早诊断早治疗，减少或降低耳聋的发病。
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