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　　摘　要：　目的　研究湖南地区汉族非综合征型耳聋（ＮＳＨＬ）患者中 ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４基因的突变
频率和突变热点，了解线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）１２ＳｒＲＮＡＡ１５５５Ｇ突变的频率。方法　收集湖南地区汉族
ＮＳＨＬ患者共 １３９例，抽取外周静脉血并提取 ＤＮＡ；分别采用直接测序、变性高效液相色谱法（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ
ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）和聚合酶联 －限制性片段变态（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｒｅ
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对患者进行 ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４基因和 ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ突变的检测；对 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变者进行回访并行高分辨颞骨 ＣＴ检查。结果　６１例
（４３．９％）ＮＳＨＬ患者至少携带一种常见耳聋相关基因突变，ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和线粒体 ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ突变的检出率分别为 ２３％、１８．７％和 ３．６％；共发现 ６种 ＧＪＢ２和 １３种 ＳＬＣ２６Ａ４基因已报道
致病性突变，２３５ｄｅｌＣ和 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ分别是 ＧＪＢ２和 ＳＬＣ２６Ａ４基因最常见的突变类型，分别占这两个
基因突变等位基因的 ８７．５％和４６．５％；与 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变有关的 ＥＶＡＳ的发生率为１４．４％，低于该
地区 ＧＪＢ２基因相关性耳聋的发生率 １７．３％。结论　湖南地区汉族 ＮＳＨＬ中 ４３．９％的患者携带常见耳
聋基因突变，反映湖南地区遗传性耳聋高发的现象。ＧＪＢ２基因突变是该地区 ＮＳＨＬ最常见的原因，其次
为 ＳＬＣ２６Ａ４基因。２３５ｄｅｌＣ、ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ和 Ａ１５５５Ｇ突变分别是 ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和线粒体 ＤＮＡ基因
的热点突变，占所有突变的 ７１．２％。通过筛查，为其中 ３５．３％的患者明确了分子病因。为该地区进一
步开展遗传咨询、基因诊断和产前诊断提供了重要的依据，并为临床用药提供指导。

关　键　词：非综合征型耳聋；基因突变；前庭水管；线粒体 ＤＮＡ
中图分类号：Ｒ７６４．４３；Ｑ７５４　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－１５２０（２０１３）０６－０４７５－０６

Ｃｏｍｍｏｎｄｅａｆｎｅｓｓｇｅｎｅｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄ
ｈｏｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｐｏｔｓａｎａｌｙｓｉｓｉｎＨａｎｐｅｏｐｌｅｗｉｔｈ

ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓｉｎＨｕｎａｎｐｒｏｖｉｎｃｅ
ＣＨＥＮＨｏｎｇｓｈｅｎｇ，ＭＥＩＬｉｎｇｙｕｎ，ＨＥＣｈｕｆｅｎｇ，ｅｔａｌ．

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥＮＴｍａｊｏｒｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｅａｒｃｈｉｎＨｕｎａｎＰｒｏｖ
ｉｎｃｅ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄｈｏｔｓｐｏｔｓｏｆＧＪＢ２ａｎｄＳＬＣ２６Ａ４ｇｅｎｅｓｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ａｎｄｔｏｅｓｔｉｍａｔｅｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ１２ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡＡ１５５５ＧｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＨａｎｐｅｏｐｌｅｗｉｔｈｎｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ（ＮＳＨＬ）ｉｎＨｕｎａｎｐｒｏｖｉｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｓｔｕｄｙｉｎｃｌｕｄｅｄ１３９ｓｕｂｊｅｃｔｓｉｎＨｕｎａｎａｒｅａ（８０
ｍａｌｅｓ，５９ｆｅｍａｌｅｓ，ａｍｅａｎａｇｅｏｆ７．６）．ＴｈｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ．
ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｓｏｆＧＪＢ２，ＳＬＣ２６Ａ４ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡＡ１５５５Ｇｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｂｙｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｅ，
ＤＨＰＬＣａｎｄＰＣＲＲＦＬＰｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｌｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｆｏｕｎｄｗｉｔｈＳＬＣ２６Ａ４ｍｕｔａｔｉｏｎｗｅｒｅｇｉｖｅｎｔｅｍｐｏｒａｌｂｏｎｅＣＴ
ｓｃａｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄ４３．９％ ｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｃａｒｒｉｅｄａｔｌｅａｓｔｏｎｅｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｄｅａｆｎｅｓｓｇｅｎｅ

·５７４·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第１９卷　

ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＧＪＢ２，ＳＬＣ２６Ａ４ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄｍｔＤＮＡＡ１５５５Ｇｗｅｒｅ２３％，１８．７％ ａｎｄ
３．６％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．６ＧＪＢ２ａｎｄ１３ＳＬＣ２６Ａ４ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．８７．５％ ｏｆＧＪＢ２ｍｕｔａｎｔａｌｌｅｌｅｓｗａｓ
２３５ｄｅｌＣａｎｄ４６．５％ ｏｆＳＬＣ２６Ａ４ｗａｓＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ，ｗｈｉｃｈｉｍｐｌｉｅｄ２３５ｄｅｌＣａｎｄＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇｗｅｒｅｔｈｅｍｏｓｔ
ｃｏｍｍｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｓｅｔｗｏｇｅｎｅｓ．ＴｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｅｎｌａｒｇｅｄｖｅｓｔｉｂｕｌａｒａｑｕｅｄｕｃｔｓｙｎｄｒｏｍｅＥＶＡＳｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ＳＬＣ２６Ａ４ｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓ１４．４％，ｗｈｉｃｈｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｄｅａｆｎｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＧＪＢ２（１７．３％）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
４３．９％ ｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＮＳＨＬｃａｒｒｙｔｈｅｃｏｍｍｏｎｄｅａｆｎｅｓｓｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｉｇｈｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ
ｄｅａｆｎｅｓｓｉｎＨａｎｐｅｏｐｌｅｏｆＨｕｎａｎｐｒｏｖｉｎｃｅ．ＧＪＢ２ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｓｔｈｅｍｏｓｔｃｏｍｍｏｎｃａｕｓｅｏｆＮＳＨＬ，ＳＬＣ２６Ａ４ｉｓａｎｏｔｈｅｒ
ｃｏｍｍｏｎｇｅｎｅｃａｕｓｉｎｇｄｅａｆｎｅｓｓｉｎｔｈｉｓａｒｅａ．２３５ｄｅｌＣ，ＩＶＳ７－２Ａ＞ＧａｎｄＡ１５５５ＧａｒｅｔｈｅｈｏｔｓｐｏｔｓｉｎＧＪＢ２，
ＳＬＣ２６Ａ４ａｎｄｍｔＤＮＡｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ７１．２％ ｏｆａｌｌｔｈｒｅｅｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｔｉｏｌｏｇｙｉｎ３５．３％ ｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＮＳＨＬｈａｓｂｅｅｎｍａｄｅｃｌｅａｒｔｈｒｏｕｇｈｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｄａｔａｆｏｒ
ｆｕｒｔｈｅｒｓｔｅｐｓｉｎｇｅｎｅｔｉｃｃｏｕｎｓｅｌｉｎｇ，ｇｅｎｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄａｌｓｏｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ；Ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｖｅｓｔｉｂｕｌａｒａｑｕｅｄｕｃｔ；ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ．

　　耳聋是最常见的感觉障碍性疾病之一，新
生儿重度听力障碍者占 １‰ ～３‰，其 中 约
５０％属于遗传性耳聋。而约 ７０％的遗传性聋为
非综 合 征 型 耳 聋 （ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，
ＮＳＨＬ）。目前研究显示，ＧＪＢ２基因和 ＳＬＣ２６Ａ４
基因突变是导致常染色体隐性遗传性非综合

征型耳聋的主要原因，而且在不同地域、不同

种族的 ＮＳＨＬ人群中，ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４基因具
有不同的突变频率和突变类型。此外，线粒体

ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ基因 Ａ１５５５Ｇ突变与氨基糖甙类
抗生素导致的耳聋有密切关系，也是导致非综

合征型耳聋的重要原因。国内学者戴朴等［１］

已在全国绝大部分省市对非综合征型耳聋患

者进行了常见耳聋基因 ＧＪＢ２基因 ２３５ｄｅｌＣ，
ＳＬＣ２６Ａ４基因ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ和线粒体 ＤＮＡＡ１５５５Ｇ
热点突变的分子流行病学调查，但尚未在湖南地

区同时对该３个突变进行检测分析。
因此，本研究收集湖南地区聋哑学校非综

合征型耳聋患者 １３９例，针对遗传性耳聋基因
ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４和线粒体 ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ的分子
结构特点，拟采用 ３种不同的检测方法，分析
湖南地区汉族非综合征型耳聋患者中 ＧＪＢ２和
ＳＬＣ２６Ａ４基因的突变频率和突变热点，了解
ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡＡ１５５５Ｇ突变的频率。临床期
望通过耳聋相关基因的突变分析能够进一步

推动聋病遗传咨询、基因诊断和产前诊断的开

展，指导临床用药，为该地区聋病的早期诊断、

早期治疗和早期干预发挥积极的作用。

１　材料和方法

１．１　研究对象
笔者收集湖南地区 ３所聋校耳聋患者 １３９

例，其中男 ８０例，女 ５９例；年龄 ３～３０岁，平
均 ７．６岁；均为汉族。所有病例门诊完善声导
抗、听性脑干诱发电位和耳声发射等听力学专

科检查，结合病史排除感染、耳毒性药物、肿

瘤、外伤所导致的听力损害和综合征型耳聋，

均诊断为遗传学非综合征型耳聋。同期选取

１０４例正常对照样本（来自医学遗传学国家重
点实验室样本库）。所有患者及正常对照均签

署知情同意书并经本院伦理委员会论证批准。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ抽提　抽取耳聋患者的外周血各
５～１０ｍｌ，肝素抗凝，常规苯酚一氯仿抽提基
因组 ＤＮＡ。
１．２．２　直接测序法检测 ＧＪＢ２基因突变　根
据 ＵＣＳＣ数据库 ＧＪＢ２基因序列（ＮＭ＿００４００４）
设计引物（上海博亚生物工程公司合成）［２］，对

患者的 ＧＪＢ２基因进行扩增，扩增目的片段包
括编码区及其上游的 １０５ｂｐ和下游的 ８３ｂｐ。
ＰＣＲ反应体系为 １０μｌ，含基因组 ＤＮＡ３０ｎｇ，
ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含１５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２），Ｑ Ｂｕｆｆｅｒ， ＨｏｔＳｔａｒＴａｑ（Ｑｉａｇｅｎ）酶
０．０５Ｕ。ＰＣＲ反应在 ２７２０型基因扩增仪（ＡＢＩ
公司）上进行，采用 ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ：９５℃预变
性 １５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，６４℃复性 ３０ｓ，每循
环降 ０．５℃，７２℃延伸 ４０ｓ，１２个循环；９５℃
变性 ３０ｓ，５６．５℃复性 ３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，
２２个循环；７２℃ 充分延伸１０ｍｉｎ，１０℃ 保存。
ＰＣＲ产物经 ６％ＰＡＧＥ胶检测具有较高的产量及
特异性以后，用虾碱性磷酸酶和核酸外切酶处

理，处理完后的产物用 ＡＢＩ３１００自动测序仪进
行测序。测序结果采用 ＤＮＡｓｔａｒ软件进行分析。
１．２．３　运用变性高效液相色谱（ＤＨＰＬＣ）技术
检测 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变　扩增 ＳＬＣ２６Ａ４基因
·６７４·
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的所有 ２１个外显子，其中 ７，８外显子同在一
个扩增子内，１１、１２外显子同在一个扩增子
内。共扩增 １９个片段以覆盖 ＳＬＣ２６Ａ４基因所
有的外显子以及每个外显子前后的剪切区序

列。扩增引物及各扩增子 ＤＨＰＬＣ检测温度见
参考文献［３］。ＰＣＲ反应体系为 １０μｌ，含基因
组ＤＮＡ３０ｎｇ，ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（含 １２．５μｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２），５×Ｑ缓冲液，Ｈｏｔ
ＳｔａｒｔＴａｑ（Ｑｉａｇｅｎ）酶 ０．０５Ｕ。ＰＣＲ反应条件
为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３５ｓ，５９℃退
火 ４０ｓ，每循环降０．５℃，７２℃延伸６０ｓ，１６个
循环；９５℃变性３０ｓ，５１℃退火３０ｓ，７２℃延伸
５０ｓ，２０个循环；７２℃充分延伸１０ｍｉｎ，１０℃保
存。待检样本的 ＰＣＲ产物经６％聚丙烯酰胺凝
胶检测具有较高的产量及较好的特异性以后，

与经测序证实的野生型样本以 ２∶１比例进行
混合，９５℃变性 ５ｍｉｎ，然后缓慢冷却至 ２５℃
（每４ｓ降低０．１℃），使之充分杂交，形成异源
双链。每个扩增子均采用两个优化好的检测

温度进行 ＤＨＰＬＣ筛查。将异常峰的样本送测
序，测序结果采用 ＤＮＡｓｔａｒ软件进行分析。
１．２．４　影像学检查　对检测到 ＳＬＣ２６Ａ４基
因突变的患者回访，均进行耳部 ＨＲＣＴ检查，以
便明确是否存在前庭水管扩大或其它内耳畸

形。发现内耳影像学异常的患者进一步行甲

状腺功能及甲状腺 Ｂ超检查。前庭水管扩大
的 ＣＴ诊断标准［４］为：测量半规管总脚至前庭

水管外口之间中点的最大管径宽带 ＞１．５ｍｍ。
１．２．５　聚合酶链反应 －限制性片段长度多态
技术（ＰＣＲＲＦＬＰ法）检测线粒体 ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ突变　应用 ｐｒｉｍｅｒ３软件在线设计引
物，正 向 引 物 序 列 为 ５’ＧＧＡＣＡＴＴＴＡＡＣＴＡ

ＡＡＡＣＣＣＣＴＡＣＧＣ３’，反向引物序列为：５’
ＣＴＡＴＴＧＣＧＣＣＡＧ ＧＴＴＴＣＡＡＴ３’。 扩 增 包 含

ｍｔＤＮＡ１５５５位点的 ２６２ｂＰ长度的目的片断，
ＰＣＲ反应体系为 １０μｌ，含基因组ＤＮＡ５０ｎｇ，
ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含１２．５μｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２），Ｔａｑ（Ｑｉａｇｅｎ）酶 ０．０５Ｕ。ＰＣＲ反应条
件：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，６１℃退
火 ４５ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，１０个循环；９４℃变性
４０ｓ，５７℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，２５个循
环；７２℃充分延伸 １０ｍｉｎ，１０℃保存。以 Ａｌｗ
２６１内切酶鉴定突变体，６％非变性聚丙烯凝
胶电泳检测可见突变体酶切后仍为 ２６２ｂｐ一
条带，而野生型片段则被酶切成４２ｂｐ和２２０ｂｐ
两条带。取相应的突变体及部分正常对照

ＰＣＲ产物纯化后用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ３７００测序仪直接
测序，应用 ＤＮＡｓｔａｒ软件判读和分析结果。

２　结果

２．１　ＧＪＢ２基因检测结果
３２例患者中检测到了 ＧＪＢ２基因突变，检

出率 为 ２３％，其 中 双 等 位 基 因 突 变 ２４例
（１７．３％），共发现了 １０种不同类型的碱基变
异，包括 ６种已知的致病性突变和 ４种多态
（表 １）。其中 ２８例携带突变 ｃ．２３５ｄｅｌＣ，检出
率达 ２０．１％，占所有突变的 ８７．５％。分别在
３例患者中检到复合杂合突变 ｃ．１３９Ｇ＞Ｔ／ｃ．
２３５ｄｅｌＣ，ｃ．５５０Ｃ＞Ｔ／ｃ．２３５ｄｅｌＣ和ｃ．１７６＿１９１ｄｅｌ１６／
ｃ．２３５ｄｅｌＣ。ｃ．７９Ｇ＞Ａ和 ｃ．３４１Ａ＞Ｇ是两种最常
见的多态，在患者中的等位基因频率分别为

２０．２％和 １２．４％。

表１　各类ＧＪＢ２变异在患者中的检测情况

序号 碱基改变 氨基酸改变 突变类型 纯合 杂合 检出率ａ 等位基因频率ｂ

１ ｃ．５７１Ｔ＞Ｃ ｐ．Ｆ１９１Ｌ 错义 － １ ０．７ ０．３６
２ ｃ．１３９Ｇ＞Ｔ ｐ．Ｅ４７Ｘ 无义 － １ ０．７ ０．３６
３ ｃ．１７６＿１９１ｄｅｌ１６ ｐ．Ｇ５９ｆｓ 移码 － ２ １．４ ０．７２
４ ｃ．５５０Ｃ＞Ｔ ｐ．Ｒ１８４Ｐ 错义 － １ ０．７ ０．３６
５ ｃ．２３５ｄｅｌＣ ｐ．Ｌ７９ｆｓ 移码 ２１ ７ ２０．１ １７．６
６ ｃ．３４４Ｔ＞Ｇ ｐ．Ｆ１１５Ｃ 错义 － ２ １．４ ０．７２
７ ｃ．３４１Ａ＞Ｇ ｐ．Ｅ１１４Ｇ 多态 ５ ２５ ２１．６ １２．６
８ ｃ．７９Ｇ＞Ａ ｐ．Ｖ２７Ｉ 多态 ６ ４５ ３６．７ ２０．５
９ ｃ．１０９Ｇ＞Ａ ｐ．Ｖ３７Ｉ 多态 ７ １８ １８．０ １１．５
１０ ｃ．６０８Ｔ＞Ｃ ｐ．Ｉ２０３Ｔ 多态 １ １３ １０．１ ５．４

　　注：ａ检出率：携带突变的病例数／总病例数（１３９）；ｂ等位基因频率：该突变等位基因占所有等位基因的比例

·７７４·
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２．２　ＳＬＣ２６Ａ４基因突变检测结果
除 ２４例 ＧＪＢ２双等位基因突变的患者外，

共检测１１５例患者，其中５７个样品检测到 ＤＨ
ＰＬＣ异常峰形。经测序分析，２６例患者携带有
ＳＬＣ２６Ａ４基因突变，检出率为 １８．７％。共发
现 １４种不同类型的碱基变异，包括 １３种已知
突变和 １种多态，其中 １７例为 ＳＬＣ２６Ａ４基因

纯合或复合杂合突变，９例为 ＳＬＣ２６Ａ４杂合突
变（表 ２）。ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ是最常见的突变类
型，占所有突变等位基因的 ４６．５％，其中 ＩＶＳ７
－２Ａ＞Ｇ纯合突变６例，５例携带 ＩＶＳ７－２Ａ＞
Ｇ的复合杂合突变及 ３例 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ单等
位基因突变；其次为 Ｔ４１０Ｍ，占所有突变等位
基因的１１．６％。

表２　各类ＳＬＣ２６Ａ４变异在患者中的检测情况

序号 外显子／内含子 碱基改变 氨基酸改变 突变类型 纯合 杂合 检出率ａ 等位基因频率ｂ

１ ２ ｃ．２３Ｃ＞Ａ ｐ．Ｓ８Ｘ 无义 － １ ０．７ ０．３６
２ ６ ｃ．６７９Ｇ＞Ｃ ｐ．Ａ２２７Ｐ 错义 － １ ０．７ ０．３６
３ ＩＶＳ７ ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ － 剪接 ６ ８ １０．１ ７．１９
４ １０ ｃ．１１７４Ａ＞Ｔ ｐ．Ｎ３９２Ｙ 错义 － ２ １．４ ０．７２
５ １０ ｃ．１２２９Ｃ＞Ｔ ｐ．Ｔ４１０Ｍ 错义 － ５ ３．５ １．８０
６ １０ ｃ．１２２６Ｇ＞Ｃ ｐ．Ｒ４０９Ｈ 错义 － １ ０．７ ０．３６
７ ＩＶＳ１０ ＩＶＳ１０－１２Ｔ＞Ａ － 剪接 － ３ ２．１ １．０８
８ １５ ｃ．１６９２＿１６９３ｉｎｓＡ ｐ．Ｃ５６５ｆｓ 移码 － １ ０．７ ０．３６
９ １６ ｃ．１７１６Ａ＞Ｔ ｐ．Ｆ５７２Ｌ 错义 － １ ０．７ ０．３６
１０ １７ ｃ．１９７５Ｇ＞Ｃ ｐ．Ｖ６５９Ｌ 错义 － ２ １．４ ０．７２
１１ １７ ｃ．２００９Ｔ＞Ｃ ｐ．Ｖ６７０Ａ 错义 － １ ０．７ ０．３６
１２ １９ ｃ．２１６２Ｃ＞Ｔ ｐ．Ｔ７２１Ｍ 错义 － １ ０．７ ０．３６
１３ １９ ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ ｐ．Ｈ７２３Ｒ 错义 － ４ ２．８ １．４４
１４ ＩＶＳ１１ ＩＶＳ１１＋４７Ｔ＞Ｃ － 多态 １ １９ １４．４ ７．５５

　　注：ａ检出率：携带突变的病例数／总病例数（１３９）；ｂ等位基因频率：该突变等位基因占所有等位基因（２７８）的比例

２．３　影像学检查结果
２６例检测到突变的患者中回访 ２２例，并

进行颞骨 ＨＲＣＴ检查，发现 １５例双等位基因突
变者均表现为明显的双侧前庭水管扩大，７例
单等位基因突变者有 ３例双侧前庭水管扩大，
４例正常。甲状腺功能检查患者 １例总 Ｔ３稍
偏高，２例甲状腺 Ｂ超显示甲状腺双侧偏大，
结果经湘雅医院 Ｂ超室和内分泌科专家会诊，
无临床意义，认为正常。

２．４　ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡＡ１５５５Ｇ突变检测结果
５例患者酶切后仍可见 ２６２ｂｐ一条带，测

序证实存在此突变，其中 ２例患者分别携带
ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ杂合突变和 ＳＬＣ２６Ａ４ＩＶＳ７－
２Ａ＞Ｇ杂合突变。而其余 １３４例均无此突变，
酶切后可见 ２２０ｂｐ一条带（图 １）。
２．５　正常对照组结果

１０４例听力正常者仅发现 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ
和 ｃ．２３５ｄｅｌＣ单等位基因突变携带者各 １例，
未发现其他突变携带者。

! " # $ % & ' ( ) * !+ !! !" !# !$ !% !& !( !) !*

!++ ,-

"++ ,-

图 １　线粒体 ＤＮＡ１５５５位点的酶切检测图
注：泳道 １２和 １３示患者 Ａ１５５５Ｇ突变，酶切后仍可
见 ２６２ｂｐ一条带；Ｍ：１００ｂｐｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；其余泳道：
示 １０４例对照样品中 １７例病例的酶切结果，可见
２２０ｂｐ一条带。

３　讨论

目前用于检测点突变的方法很多，直接测

序为检测点突变的金标准，但测序的成本较

高。应用 ＲＦＬＰ对已知的单碱基突变进行筛查
是一种较为经济、简便的突变检测方法。而近

·８７４·



陈红胜，等：湖南地区汉族非综合征型耳聋相关基因检测及热点突变分析 第６期　

年来发展成熟的 ＤＨＰＬＣ在突变筛查方面敏感
性和 特 异 性 高，据 报 道 其 检 出 率 为 ９６％～
１００％［５］，且与直接测序相比成本较低，适合多

外显子基因的突变筛查。采用本研究中优化

的检测条件，应用 ＤＨＰＬＣ对 ＳＬＣ２６Ａ４基因的
２１个外显子及其侧翼序列进行突变筛查，检测
的敏感性和特异性都很高，出现异常峰形的样

本经测序证实其检出率达 １００％。
本研究中，我们发现 ４３．３％的患者携带有

常见耳聋基因突变，反映湖南地区遗传性聋高

发的现象。其中，ＧＪＢ２基因突变的检出率最
高，是导致湖南地区汉族 ＮＳＨＬ最常见的原因。
自从 １９９７年发现 ＧＪＢ２基因与耳聋的关系以
来，各国学者在不同种族人群中进行了大量有

关 ＧＪＢ２基因的研究。目前已发现 ２００多种
ＧＪＢ２基因突变位点。这些突变在不同种族人
群中的发生频率和分布情况差异很大。如

３５ｄｅｌＣ在北欧及美国的高加索人种中占所有
ＧＪＢ２突变的 ７０％［６７］，１６７ｄｅｌＴ是犹太人中最
常见的突变［８］，而东亚人群中很少检测到这两

种突变，其最常见的突变为 ２３５ｄｅｌＣ。戴朴
等［９］对 ２０６３例以汉族为主的中国耳聋患者的
大样本研究中发现，ＧＪＢ２基因在我国耳聋人群
中总体致病突变频率约为１４．８８％。本研究显
示，湖南地区 ＧＪＢ２基因总体致病突变频率为
１７．３％（２４／１３９），高于 １４．８８％的总体水平。
其中 ２３５ｄｅｌＣ的检出率为 １９．９％，占所有突变
等位基因的 ８７．５％，是 ＧＪＢ２主要的致病形
式，与全国各省耳聋分子流行病学研究的数据

（１８．１６％）［１］比较，湖南地区 ＮＳＨＬ中 ２３５ｄｅｌＣ
突变的检出率处于较高的水平，２３５ｄｅｌＣ是该
地区 ＧＪＢ２的热点突变形式。郭玉芬等［１０］发现

西北地区 ＮＳＨＬ患者中除 ２３５ｄｅｌＣ外，较常见
的 突 变 为 ２９９－３００ｄｅｌＡＴ，占 所 有 突 变 的

１５．６６％，而本研究中并未发现该突变，ｃ．１７６＿
１９１ｄｅｌ１６和 ３４４Ｔ＞Ｇ是仅次于 ２３５ｄｅｌＣ的突
变，但突变率较低，各占所有突变的 ３．６％，进
一步证实了 ＧＪＢ２基因突变具有明显的地域特
异性。ＧＪＢ２基因相关性耳聋患者的螺旋神经
节细胞数量正常，是人工耳蜗植入的理想候选

者，较大范围的开展 ＧＪＢ２基因突变筛查对耳
聋患者的治疗和预后有重要意义。

近年，对于不同人群 ＥＶＡ患者的 ＳＬＣ２６Ａ４
基因筛查发现，ＳＬＣ２６Ａ４基因突变具有明显的

种族特异性，不同种族、不同地域的 ＥＶＡ患者
ＳＬＣ２６Ａ４基因突变的频率和突变热点不同。
在北欧高加索人种中最常见的 ２个突变为
Ｔ４１６Ｐ和 ＩＶＳ８＋１Ｇ＞Ａ［１１］，日 本 和韩国人
ＳＬＣ２６Ａ４基因的主要突变方式为 Ｈ７２３Ｒ［１２１３］，
Ｗａｎｇ等［１４］对 １０７例中国前庭水管扩大患者进
行了 ＳＬＣ２６Ａ４基因 ２１个外显子测序，发现位
于第 ７外显子的 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ和第 １９外显子
的 Ｈ７２３Ｒ是中国人群的热点突变，两者在所
有突变中分别占 ５７．６３％和 ９．０４％。本研究
中 ＩＶＳ７－２Ａ＞Ｇ的检出率为 １０．１％，低于全
国平均水平 １３．３５％［１５］，占所有突变等位基因

的 ４６．５％，为第一高发突变，证实了文献报
道。其次为 Ｔ４１０Ｍ和 Ｈ７２３Ｒ，分别占所有突
变等位基因的 １１．６％和 ９．３％，未检测到高加
索人种中最常见的两种 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变，更
加支持了 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变具有种族特异性
的观点。检出的 １３种致病性突变分别位于
ＰＤＳ基因的第 ２，６，１０，１５，１６，１７，１９号外显
子及第 ７和第 １０内含子上。其中突变 ＩＶＳ７－
２Ａ＞Ｇ位于外显子 ８的侧翼序列，该区域共发
现突变体 ２０个，外显子 １０、１９、１７分别有 ８、
５、３个突变体，发生在这 ４个区域的突变占所
有突变体的 ８３．７％，因此，该 ４个区域可能为
汉族 ＮＳＨＬ的 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变的热点区域。

回访的 ２２例携带 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变的患
者中，双等位基因突变者中 ＥＶＡＳ的发生率为
１００％，单等位基因突变者为 ４２．９％。根据文
献报道［１６］结合本研究结果，所有携带 ＳＬＣ２６Ａ４
基因纯合或复合杂合突变的患者均表现为

ＥＶＡ或内耳其他畸形，推断失访的另 ２例 ＩＶＳ７
－２Ａ＞Ｇ纯合突变的患者亦可能为前庭水管
扩大，则本研究筛查的 １３９例耳聋患者中至少
有 ２０例为大前庭水管患者。因此，在湖南地
区 ＮＳＨＬ人群中，与 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变有关的
ＥＶＡＳ的发生率为 １４．４％（２０／１３９）。与该地
区 ＧＪＢ２基因相关性耳聋的发病率（１７．３％）
比较，提示 ＳＬＣ２６Ａ４基因突变是仅次于 ＧＪＢ２
基因的导致湖南地区汉族 ＮＳＨＬ发病的重要原
因。早期发现前庭水管扩大患者通过正确的

指导和严格的活动限制来保存患者较好的残

余听力，使得患者可以通过听力康复和语言训

练或佩带助听器来获得良好的交流能力，所以

有必要进一步在本地区感音神经性耳聋患者
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及相关可疑人群中进行此基因突变的筛查。

我们共检出 ５例患者携带 ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ突变位点，该位点突变率为 ３．６％，高
于全国平均水平 ２．８６％［１］。其中 ４例有明确
的庆大霉素使用史。携带线粒体 ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ
Ａ１５５５Ｇ点突变的个体对氨基糖甙类抗生素具
有高度的敏感性，而且携带该突变的人在没有

接触这类抗生素之前可能表现为正常的听

力［１７１８］，所以，在突变率较高的湖南地区开展

ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡＡ１５５５Ｇ突变的筛查工作非常
重要。在明确病因的同时，大大降低了家族成

员发生药物性耳聋的危险性，这对于降低药物

性耳聋的发病率具有深远意义。

本研 究 通 过 对 常 见 耳 聋 基 因 ＧＪＢ２、
ＳＬＣ２６Ａ４基因和 ｍｔＤＮＡＡ１５５５Ｇ突变的检测，
为其中３５．３％（１７．３％ ＋１４．４％ ＋３．６％）的
患者明确了病因。ＮＳＨＬ患者来自湖南各个地
区，具有一定的地区代表性，研究结果进一步

丰富了我国聋病资源数据库，并对湖南地区因

地制宜地开展基因诊断、遗传咨询和预防干预

具有重要的指导意义。
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