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　　摘　要：　目的　分析ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ基因热点突变在非综合征型遗传性耳聋人群中的突
变谱和突变频率。方法　采用荧光ＰＣＲ法，针对本院收集的１２６例非综合征型耳聋患者进行中国人群常见的３个
耳聋致病基因ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ的１０个热点突变的筛查，分析总结突变数据。阳性结果进一步
采用直接测序法进行验证。结果　应用荧光 ＰＣＲ技术在 １２６例非综合征型耳聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，
ＮＳＨＬ）患者中检测出携带基因突变的患者３１例，阳性率为２４．６％（３１／１２６），其中ＧＪＢ２双等位基因突变、ＳＬＣ２６Ａ４
双等位基因突变和 １２ＳｒＲＮＡ的均质突变分别占该人群分子病因的 ６．３５％（８／１２６）、２．３３％（３／１２６）和 ３．１７％
（４／１２６）。此外，ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ单等位基因突变的检出率高达 １１．１１％（１４／１２６）。ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ和 ＳＬＣ２６Ａ４
ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ是本研究中最为常见的热点突变。进一步采用直接测序法验证阳性位点，其结果与荧光 ＰＣＲ法一
致。结论　ＧＪＢ２双等位基因突变是本研究人群最为常见的分子致病因素，其次为 ＳＬＣ２６Ａ４双等位基因突变和
１２ＳｒＲＮＡ的均质突变。ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ和ＳＬＣ２６Ａ４ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ是本研究中最为常见的热点突变。
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　　耳聋是影响人类健康和造成人类残疾的最常见
原因，在每年出生的新生儿中，重度听力障碍者约占

１‰～３‰［１］。临床上最为多见的重 －极重度耳聋
多属感音神经性耳聋，表现为先天性耳聋或语前聋，

无法根据临床表现作出病因诊断，且无有效药物治

疗方法，虽然配戴助听器或植入人工耳蜗等辅助手

段可以帮助部分患者提高或恢复听力功能，但并未

从根本上解决耳聋的病因及预防相同表型后代的出

现，因此明确耳聋病因是关键。耳聋的病因包括听

觉创伤、耳毒性药物聋、病毒感染、细菌感染等环境

因素以及遗传因素，所占比例达到６０％的遗传因素
引起的耳聋称为遗传性耳聋（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，
ＨＨＬ），其中约７０％为非综合征型耳聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍ
ｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，ＮＳＨＬ）［２］。国内外的研究已克隆
ＮＳＨＬ致病基因９３个（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ．
ｏｒｇ／），其中ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４及线粒体１２ＳｒＲＮＡ是中
国ＮＳＨＬ人群最为常见的致病基因，其突变的人群
携带率高达６％［３５］，而这部分患者本来可以通过初

级预防措施得以避免。

国内外流行病学研究结果表明，耳聋高发致病

基因及突变热点存在种族和人群差异［６］。因此，采

用基于中国人群的耳聋遗传特征的检测技术，针对

遗传性耳聋患者进行高效准确的基因诊断、产前诊

断，对降低耳聋发病率、早期实施临床干预等有重要

意义。本研究采用荧光 ＰＣＲ法，针对本院收集的
１２６例非综合征型耳聋患者进行中国人群常见的
３个耳 聋 致 病 基 因 ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和 ｍｔＤＮＡ
１２ＳｒＲＮＡ的１０个热点突变的筛查，分析总结突变数
据，为今后的防聋治聋工作提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选取２０１４年９月 ～２０１６年３月就诊于中南大

学湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科的非综合征型耳聋患

者１２６例，其中男６９例，女５７例；年龄０～６３岁，听
力损失的发病年龄从１～３０岁不等。纳入标准：未
知病因的非综合征型耳聋患者。排除标准：①合并
有其他临床表现的综合征型耳聋患者；②其他致聋
环境因素引起的耳聋。

１．２　研究方法
１．２．１　病史采集　对患者进行全身体格检查及耳
鼻咽喉专科检查后，采用问卷调查及询问患儿家长

等方式采集病史资料，内容包括基本情况、疾病史、

家族史、耳部外伤史、耳毒性药物史、母亲分娩史、新

生儿期高危因素、全身其他系统情况（心脏病、骨骼

发育、视力）、外耳和中耳疾病史和听力学检查资料

等。所有患者均签署了知情同意书。

１．２．２　听力检查及采血　根据研究对象的年龄和
配合程度进行听力学检查，包括纯音测听（ＰＴＡ）、听
性脑干反应（ＡＢＲ）、声导抗、耳声发射（ＤＰＯＡＥ）、听
觉多频稳态诱发反应（ＡＳＳＲ）、行为测听等。纯音测
听以听力水平的分贝值（ｄＢ）为单位，以频率５００、
１０００、２０００、４０００Ｈｚ的听阈平均值计算，将听力损
失的严重程度按照 ＷＨＯ标准分成 ５级：正常
＜２５ｄＢ；轻度：２６～４０ｄＢ；中度：４１～７０ｄＢ；重度：
７１～９０ｄＢ；极重度＞９０ｄＢ。
１．２．３　基因检测方法　在经过中南大学湘雅医院
伦理委员会批准并获得患者的知情同意后采集患者

的外周血，采用荧光 ＰＣＲ法耳聋基因检测试剂盒
（济南英盛生物技术有限公司），通过提取血液中的

ＤＮＡ作为模板，按照１０个中国人群最常见耳聋基
因突变位点（ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ、ｃ．２９９－３００ｄｅｌＡＴ、
ｃ．１７６ｄｅｌｌ６ｂｐ、ｃ．５１２ｉｎｓＡＡＧＧ；ＳＬＣ２６Ａ４ＩＶＳ７－２Ａ＞
Ｇ、ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ、ｃ．１２２９Ｃ＞Ｔ、ｃ．１１７４Ａ＞Ｔ；１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ、Ｃ１４９４Ｔ）的突变序列，设计双标记荧光的
ＴａｑＭａｎ突变序列探针，模拟天然ＤＮＡ的复制，通过
在ＡＢＩ７３００实时荧光定量 ＰＣＲ仪上进行 ＰＣＲ扩
增，与模板 ＤＮＡ高度特异的结合，收集荧光同时累
积曲线，实时读取定性结果，判读是否存在相关基因

位点的突变。阳性结果进一步采用直接测序法进行

验证。

２　结果

２．１　临床资料分析
１２６例患者，均为中国汉族人群，临床表现为双

侧对称性、重－极重度的感音神经性耳聋，除耳聋症
状外，无其他系统症状的非综合征型耳聋。其中

３例有氨基糖甙类药物接触史（男２例，女１例），占
ＮＳＨＩ患者的２．３％（３／１２６）。听力学检查显示，听
力损失程度为重度者４８例，极重度者３６例。此外，
１２３例未接触氨基糖甙类药物的患者分别表现不同
严重程度的听力损失，其中 ３８例为极重度听力损
失，５３例为重度听力损失，３２例为中度听力损失。
２．２　耳聋基因筛查结果

应用荧光 ＰＣＲ技术在１２６例 ＮＳＨＬ患者中检
测出携带基因突变的患者３１例，阳性率为２４．６％
·６４３·
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（表１）。进一步采用直接测序法验证阳性位点，其
结果与荧光ＰＣＲ法一致。

表１　荧光ＰＣＲ法在１２６例ＮＳＨＬ患者中的
耳聋基因筛查结果　（例，％）

基因名称 基因型 遗传方式
突变形式

纯合 杂合

阳性

例数
突变率

ＧＪＢ２ ｃ．２３５ｄｅｌＣ 常染色体隐性 ８ １ ９ ７．１４
ＳＬＣ２６Ａ４ ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ常染色体隐性 ３ １４ １７ １３．４９
ＳＬＣ２６Ａ４ ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ 常染色体隐性 ０ １ １ ０．７９
１２ＳｒＲＮＡ Ａ１５５５Ｇ 线粒体遗传 ３ ０ ３ ２．３８
１２ＳｒＲＮＡ Ｃ１４９４Ｔ 线粒体遗传 １ ０ １ ０．７９

　　本研究中，ＧＪＢ２双等位基因突变（纯合突变）
是该人群最为常见的分子致病因素，其次为

ＳＬＣ２６Ａ４双等位基因突变（纯合突变）和１２ＳｒＲＮＡ
的均质突变，它们分别占该人群分子病因的６．３５％
（８／１２６）、２．３３％（３／１２６）和 ３．１７％（４／１２６）。其
中，ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ和 ＳＬＣ２６Ａ４ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ是最
为常见的热点突变。本研究结果中ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ单
等位基因突变（杂合突变）的检出率高达１１．１１％
（１４／１２６），这些样本因携带复合杂合突变导致大前庭
水管综合征的可能性较高，需进一步进行 ＳＬＣ２６Ａ４
全序列分析以明确是否存在另一突变位点。

３　讨论

遗传性耳聋具有很强的遗传异质性，有常染色

体显性遗传、常染色体隐性遗传、Ｘ连锁遗传、Ｙ连
锁遗传及母系遗传等多种遗传方式。其中，常染色

体隐性遗传约占８０％［２］。我国常见耳聋基因突变

的携带率高达 ６％。在所有的耳聋致病基因中以
ＧＪＢ２突变最常见，占遗传性耳聋的５０％左右［３］，其

中２３５ｄｅｌＣ是东亚人群发生频率最高的突变，在日
本、韩国和中国人群中的携带率为 １．０％ ～１．３％，
占ＧＪＢ２所有病理性等位基因的 ８０％［６］。而白种人

中最为常见的为 ３５ｄｅｌＧ，１６７ｄｅｌＴ在德系犹太人中
最为常见［７９］。本研究中，ＧＪＢ２２３５ｄｅｌＣ纯合突变是
本研究人群最为常见的分子致病因素，与以往研究

结果基本一致［１０１１］。我们通过对非综合征型耳聋

家系进行检出率相对较高 ＧＪＢ２基因的突变检测，
进一步地对携带突变的家系进行产前诊断并实施早

期干预，是目前遗传性耳聋治疗手段匮乏的情况下，

预防遗传性耳聋发生的最有效措施。我们的研究团

队曾在我国首次确诊携带耳聋致病基因 ＧＪＢ２突变
的胎儿并成功实施早期干预［１２］。

ＳＬＣ２６Ａ４基因的致病率仅次于 ＧＪＢ２基因，其
突变导致５％～１０％的语前聋。ＳＬＣ２６Ａ４基因突变
与大前庭水管综合征和耳蜗畸形关系密切，其中

ＳＬＣ２６Ａ４ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ在中国人群最为常见，占所
有ＳＬＣ２６Ａ４基因致病突变的６９．１％［４，１３］。此外，中

国人群中ＳＬＣ２６Ａ４基因热点突变还包括２８１Ｃ＞Ｔ、
５８９Ｇ＞Ａ、１１７４Ａ＞Ｔ、１２２６Ｇ＞Ａ、１２２９Ｃ＞Ｔ、ＩＶＳ１５＋
５Ｇ＞Ａ、１９７５Ｇ＞Ｃ、２０２７Ｔ＞Ａ、２１６２Ｃ＞Ｔ、２１６８Ａ＞
Ｇ［１４］。其中，２１６８Ａ＞Ｇ、１２２９Ｃ＞Ｔ、１１７４Ａ＞Ｔ是相
对更为常见的突变类型。因此，选择突变等位基因

频率较高的四种突变类型进行筛查，可节约筛查成

本，从而提高筛查效率。本研究结果中ＩＶＳ７－２Ａ＞
Ｇ单等位基因突变的检出率高达 １１．１１％（１４／
１２６），ＳＬＣ２６Ａ４基因突变的遗传方式为常染色体隐
性遗传，这些有耳聋症状的样本因携带复合杂合突

变导致大前庭水管综合征的可能性较高，需进一步

进行ＳＬＣ２６Ａ４全序列分析以明确是否存在另一突
变位点。但也有可能该样本仅为 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ携
带者，此位点与该样本的发病无关。了解 ＳＬＣ２６Ａ４
基因突变情况后，在进一步的结果分析和遗传咨询

中，不仅能对患者进行婚育指导，还可对已孕或有生

育需求的确诊者或携带者进行产前诊断：①若确定
患者携带有另一突变位点，则可建议患者父母进行

相应位点的检测以确定是否携带突变位点，并在再

生育前约怀孕１０周时行产前诊断，以指导生育健康
儿；②可建议患者婚育前，本人的配偶进行相应位
点检测，从而预防其生育耳聋后代；③患者的同胞
有５０％的几率携带有致病突变，亲属携带此突变
的可能性很大，建议在生育前行耳聋基因诊断

检查。

对中国语前聋人群的研究发现，除了最为常见

的ＧＪＢ２基因和ＳＬＣ２６Ａ４基因，线粒体基因（ｍｔＤＮＡ
１２ＳｒＲＮＡ）突变所致的耳聋亦较常见，约占语前聋的
５％，且绝大部分系１５５５Ａ＞Ｇ［５］。２００４年，有研究
明确ｍｔＤＮＡ１４９４ＣＴ突变为另一导致耳聋的线粒体
基因突变类型［１５］。人类线粒体基因中 １５５５Ａ＞Ｇ
突变和１４９４Ｃ＞Ｔ突变会在１２ＳｒＲＮＡ的高度保守
的Ａ位形成新的１４９４Ｃ－Ｇ１５５５或１４９４Ｕ－Ａ１５５５
碱基对，这些改变使得１２ＳｒＲＮＡ在二级结构上与
细菌的１６ＳｒＲＮＡ的相应区域的二级结构更加相似，
如果用药本人携带这种基因突变，可能就会导致药

物识别错误，“攻击”健康的耳内细胞，进而致使耳

内细胞的蛋白质合成异常，突变携带者在接触氨基

糖甙类药物后便出现了听力损失的情况［１６］。本研

·７４３·
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究中的３例１５５５Ａ＞Ｇ突变携带者均有氨基糖甙类
药物接触史，表明该耳聋患者对耳毒性药物如氨基

糖甙类抗生素等高度敏感而使听觉细胞功能障碍引

起耳聋［１７］。值得注意的是，１５５５Ａ＞Ｇ突变除可通
过促进氨基糖甙类抗生素与１２ＳｒＲＮＡ结合而致聋
外，也可单独引起感音神经性耳聋，其耳聋表型还

受核基因背景和单体型等因素的影响［１８］。

耳聋高发致病基因及突变热点存在种族和人群

差异［６］。因此，在实施遗传性耳聋的整体预防和诊

治时，应充分考虑高发致病基因及突变热点在种族

和人群中的差异，采用高效、可靠并符合中国人群的

耳聋遗传特征的检测技术。现有遗传性耳聋的基因

检测方法包括：直接测序法 、ＰＣＲＲＦＬＰ、基因芯片、
飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）、荧光ＰＣＲ、导流杂
交法等。直接测序法目前仍是基因诊断的金标准，

其得出的结果直观、准确可靠，既可发现已知突变，

也可发现未知突变，但其通量低，成本较高，不适用

于临床推广；ＰＣＲＲＦＬＰ可以明确地确定突变的有
无和位置，但需在突变位点处存在酶切位点或能够

引入某种酶切位点；质谱分析分辨率低。上述方法

还存在检测周期较长，实验操作繁琐等问题，不适于

大规模筛查。近年来，随着基因组学、生物信息学等

的快速发展，基因芯片技术和基于二代测序大规模

平行测序也已应用于耳聋已知基因的大规模检测，

并且已经得到大量热点突变数据，这些数据及成果

对我们最终完成明确诊断有重要意义［１９２０］。但这

些大规模筛查针对性不强且目标不明确，会造成非

特异性表型致病位点的冗余筛查，从而无形中增加

成本浪费，同时其高昂的价格也极大地限制了其在

临床上的推广。

上述传统方法繁琐的检测手段和高昂的费用不

利于大规模应用于临床开展检测工作，而遗传性耳

聋具有很高的遗传异质性，涉及到多个基因的检测，

也给其临床应用带来极大困难，因此，建立一种高

效、可靠、低成本、检测周期短、具有完全知识产权的

且能应用于临床大规模筛查的检测技术，根据先证

者的临床表现和相关的文献报道首先针对符合中国

人群的耳聋遗传特征的已知致病基因或高频突变热

点进行检测，再依次对其他基因进行检测，无疑将大

大简化检测手段，减轻患者的经济负担。本研究采

用的荧光 ＰＣＲ法耳聋基因检测耗时短，成本低，检
测基因位点选择灵活，可实施个性化的检测方案，适

合中国人群常见耳聋热点突变的初筛。在“小范

围”的热点突变检测没有找到致病突变时，再进一

步进行大规模平行测序乃至全基因组检测，从而由

基因热点筛查逐步达到明确基因诊断的目的。同

时，检测结果判断需要遵循遗传学法则，结合家系和

相关基因功能研究才能最终完成基因诊断。
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