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　　摘　要：　目的　分析云南省部分地区极重度非综合征型耳聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，ＮＳＨＬ）患者常见耳
聋基因ＧＪＢ２和ＧＪＢ３的突变特点，了解其分子流行病学特征。方法　采集２０１０年１月～２０１３年１２月我院门诊散
发的１１８例极重度非综合征型感音神经性耳聋患儿和２３６例双亲外周血，提取ＤＮＡ。应用飞行质谱技术对ＧＪＢ２、
ＧＪＢ３编码区域中７个突变位点，包括ＧＪＢ２（３５ｄｅｌＧ、１６７ｄｅ１Ｔ、１７６－１９１ｄｅｌ１６、２３５ｄｅｌＣ、２９９－３００ｄｅｌＡＴ），ＧＪＢ３（５３８Ｃ

→Ｔ、５４７Ｇ→Ａ）进行检测，同时结合耳声发射、听性脑干反应测试、颞骨ＣＴ和头颅ＭＲＩ检查。结果　１１８例患儿中
２２例存在基因位点突变，占 １８．６４％，其中 ２３５ｄｅｌＣ纯合突变 ８例，２３５ｄｅｌＣ单杂合突变 ６例，２３５ｄｅｌＣ／２９９－
３００ｄｅｌＡＴ复合杂合突变８例；２９９－３００ｄｅｌＡＴ无纯合突变。未检出ＧＪＢ３基因突变。２３６例双亲ＧＪＢ２基因突变３８
例占１６．１０％，其中无２３５ｄｅｌＣ纯合突变，２３５ｄｅｌＣ单杂合突变父亲１０例、母亲２０例，２９９－３００ｄｅｌＡＴ单杂合突变父
亲８例，２９９－３００ｄｅｌＡＴ无纯合突变，无２３５ｄｅｌＣ／２９９－３００ｄｅｌＡＴ复合杂合突变；未检出ＧＪＢ３基因突变。结论　云
南省部分地区极重度非综合征型聋患儿ＧＪＢ２突变率及突变形式与国内大部分报道基本一致，２３５ｄｅｌＣ是其最主要
的突变形式，其次为２９９－３００ｄｅｌＡＴ。在以家庭为单位的耳聋基因筛查中，发现有基因突变患儿，对应其父母至少有
一方存在基因突变，显示重要遗传特征。对于ＧＪＢ３在云南地区的流行特征，有待进一步扩大研究ＧＪＢ３的样本量。
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ＧＪＢ２ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｍｕｔａｎｔｆｏｒｍｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅａｎｄｐｒｏｆｏｕｎｄｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｄｅａｆｎｅｓｓｉｎＹｕｎｎａｎ
ａｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｍｏｓｔｏｆｔｈｅｄｏｍｅｓｔｉｃｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｐｏｒｔｓ．２３５ｄｅｌＣｉｓｔｈｅｍａｉｎｍｕｔａｎｔｆｏｒｍ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅ２９９３００ｄｅｌＡＴ
ｍｕｔａｔｉｏｎ．Ｄｅａｆｎｅｓｓｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂａｓｅｄｏｎｆａｍｉｌｙｕｎｉｔｆｉｎｄｓｔｈａｔｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｅｘｉｓｔｉｎａｔｌｅａｓｔｏｎｅｐｅｒｓｏｎｏｆｔｈｅｓｐｏｕｓｅ
ｗｈｏｓｅｃｈｉｌｄｈａｓｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ；ＧＪＢ２ｇｅｎｅ；ＧＪＢ３ｇｅｎｅ；Ｍｕｔａｔｉｏｎ

　　耳聋是一类严重影响人类健康和造成人类残疾
的常见疾病，根据我国２００６年第２次残疾人抽样调
查显示，我国听力和言语残疾患者高达２７８０万例，
其中７岁以下聋儿高达８０多万，且每年以３万聋儿
的速度在增长［１］。绝大部分耳聋是由遗传因素造

成的，在耳聋人群中其中７０％的遗传性耳聋患者除
耳聋外不伴有其他症状，这类耳聋为非综合征型耳

聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，ＮＳＨＬ）。本文通过飞
行质谱技术对国内较常见的耳聋基因 ＧＪＢ２、
（３５ｄｅｌＧ、１６７ｄｅ１Ｔ、１７６－１９１ｄｅｌ１６、２３５ｄｅｌＣ、２９９－
３００ｄｅｌＡＴ），ＧＪＢ３（５３８Ｃ→Ｔ、５４７Ｇ→Ａ）进行突变位
点检测，了解云南省非综合征耳聋的分子流行病学

特征。

１　资料与方法

１．１　研究对象
采集２０１０年１月～２０１３年１２月我院门诊散发

的１１８例极重度非综合征型感音神经性耳聋患儿及
其２３６例双亲外周血，所有患儿均为拟行人工耳蜗
植入手术的极重度感音神经性聋患者，年龄１０个月
至１６岁。其中男６８例，女５０例，男女比例１．３６∶１，
患者来自：汉族８０例、彝族９例、回族８例、傈僳族
２例、纳西族６例、白族８例和基诺族５例。所有研
究对象均接受全面的临床检查和听力学评估，均确

诊为非综合征型极重度感音神经性耳聋。试验方案

经医学伦理委员会审查同意，患儿监护人签署知情

同意书。

１．２　方法
１．２．１　临床资料的采集　通过家长填写问卷调查
表和询问病史的方式掌握被检测者的病史及家族史

资料，并建立详实的病历档案，其内容包括基本信

息、耳聋病史、家族史、聋儿出生史、用药史、个人史

等。所有患者均行耳鼻咽喉常规检查未发现先天性

耳畸形，行耳声发射、听性脑干诱发电位、多频稳态、

颞骨ＣＴ和头颅 ＭＲＩ检查，排除中耳炎和外伤等其
他因素致聋。听力损失以ＡＢＲ反应阈为参考，极重
度标准为听阈≥９０ｄＢ。
１．２．２　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａ

ｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术　利用样品
在电场中的飞行时间与分子的质荷比成正比的原

理，通过检测样品分子的飞行时间，测得分子量，推

知突变位点。基本原理：用一定强度的激光照射样

品与基质形成的共结晶薄膜，基质从激光中吸收能

量，样品解吸附，基质－样品之间发生电荷转移使得
样品分子电离，电离的样品在电场作用下加速飞过

飞行管道，根据到达检测器的飞行时间不同来加以

区分检测（离子的质量电荷比与其飞行时间成正

比），并可获得样品分子的相对分子质量。

１．２．３　主要仪器和试剂　美国 ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪，
美国Ｓｅｑｕｅｎｏｍ公司的ＭａｓｓＡＲＲＡＹＤＮＡ质谱阵列
基因分析系统、ＭａｓｓＡＲＲＡＹ微量点样系统以及试
剂盒，ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪。
１．２．４　检测过程　所有对象均静脉采取１０ｍｌ血液
样本备用，应用ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＤＮＡ，紫外分
光光度计进行定量和纯度检测。根据突变位点的位

置和基因型设计扩增引物和延伸引物（扩增程序

为：９４℃预热５ｍｉｎ，然后 ９４℃、４５ｓ，７２℃、４５ｓ；共
３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ）。虾碱式磷酸酶消
化：利用虾碱式磷酸酶对 ＰＣＲ产物进行处理，以去
除扩增反应中剩余的 ｄＮＴＰ。用延伸引物分别对纯
化后的ＰＣＲ产物进行单碱基延伸反应。用阳离子
交换树脂对 ＰＣＲ延伸产物进行纯化，去除盐离子。
针对位点设计测序引物，对样本进行直接测序及数

据分析，以上实验过程在深圳华大基因公司完成。

２　结果

２．１　听力学情况
研究对象中１１８例拟行人工耳蜗植入的非综合

征型耳聋患者均为极重度感音神经性聋，畸变产物

耳声发射和瞬态耳声发射均未通过，听性脑干反应

（ＡＢＲ）阈值≥９０ｄＢ。
２．２　患儿双亲耳聋基因检测结果

２３６例患儿双亲中发现父亲 ＧＪＢ２基因突变
１８例，母亲ＧＪＢ２基因突变 ２０例对应其患儿都有
ＧＪＢ２基因突变，父母亲均未检出纯合突变及 ＧＪＢ３
·００１·
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基因突变。检测结果发现父母均为杂合突变，并无 耳聋发生，这符合常染色体隐性遗传，见表１。

表１　２３６例双亲受检者ＧＪＢ２、ＧＪＢ３耳聋基因突变检测结果（例）

基因 检测位点
杂合突变

父亲 母亲

纯合突变

父亲 母亲

复合杂合突变

父亲 母亲
突变率（％）

ＧＪＢ２ ３５ｄｅｌＧ － － － － － － －
１６７ｄｅ１Ｔ － － － － － － －
１７６－１９１ｄｅｌ１６ － － － － － － －
２３５ｄｅｌＣ １０ ２０ － － － － １２．７１
２９９－３００ｄｅｌＡＴ ８ － － － － － ３．３９

ＧＪＢ３ ５３８Ｃ→Ｔ － － － － － － －
５４７Ｇ→Ａ － － － － － － －

２．３　患儿耳聋基因检测结果
１１８例患儿中，２２例存在被检测基因位点突变，

占１８．６４％。其中２３５ｄｅｌＣ纯合突变８例，均为汉
族；２３５ｄｅｌＣ单杂合突变６例，其中纳西族、基诺族和

汉族各２例；２３５ｄｅｌＣ／２９９－３００ｄｅｌＡＴ复合杂合突
变８例，均为汉族；未检出２９９－３００ｄｅｌ纯合突变和
ＧＪＢ３基因突变，见表２。

表２　１１８例患儿ＧＪＢ２、ＧＪＢ３耳聋基因突变检测结果（例）

基因 检测位点
杂合突变

男 女

纯合突变

男 女

复合杂合突变

男 女
突变率（％）

ＧＪＢ２ ３５ｄｅｌＧ － － － － － － －
１６７ｄｅ１Ｔ － － － － － － －
１７６－１９１ｄｅｌ１６ － － － － － － －
２３５ｄｅｌＣ ６ － ８ － ４ ４ １８．６４
２９９－３００ｄｅｌＡＴ － － － － － － －

ＧＪＢ３ ５３８Ｃ→Ｔ － － － － － － －
５４７Ｇ→Ａ － － － － － － －

２．４　影像学检查
对检出ＧＪＢ２基因突变的 ２２例患者行颞骨薄

层高分辨率ＣＴ检查，未发现有颞骨ＣＴ异常。

３　讨论

ＮＳＨＬ是一种高度遗传异质性疾病，通过基因
检测可以对部分患者做出病因诊断，而且此法可以

对耳聋患者提供遗传信息及婚育帮助。在国内外耳

科学家和遗传学家的共同努力下，迄今为止，已成功

定位的非综合征型耳聋（ＮＳＨＬ）基因位点共１３３个，
包括［２］：常染色体显性聋（ＤＦＮＡ）５４个、常染色体隐
性聋（ＤＦＮＢ）７１个、Ｘ连锁聋（ＤＦＮ）５个、修饰基因
（ＤＦＮＭ）２个和Ｙ连锁聋（ＤＦＮＹ）１个；克隆致病核
基因６２个，其中 ＤＦＮＡ相关基因２７个，ＤＦＮＢ相关
基因４０个，ＤＦＮ相关基因 ３个，部分基因同时为
ＤＦＮＡ与ＤＦＮＢ。另外发现２个线粒体基因与ＮＳＨＬ
相关（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｒｅｄｉｔａｒｖｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ．ｏｒｇ／）。遗传性耳
聋的病因学有了很大进展，国内研究发现大部分非

综合征型耳聋主要与少数几个基因突变密切相关，

这为我们大规模开展耳聋基因筛查和基因诊断提供

依据。遗传性耳聋基因检测是目前最为有效的病因

学分析方法之一。

ＧＪＢ２基因编码缝隙连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ２６）［３］，
在耳聋人群中，ＧＪＢ２基因突变导致的耳聋表现为双
侧对称性语前聋，听力损失程度变异较大，多数为重

度或极重度耳聋。文献报道 ＧＪＢ２基因突变是多数
常染色体隐性遗传性耳聋的责任基因［４６］。在中国

遗传性耳聋患者中 ＧＪＢ２基因突变也占有相当比
例［７８］，Ｄａｉ等［９］报道 ＧＪＢ２突变在非综合性耳聋人
群的检出率在中国的不同地区为４％ ～３０．４％，其
主要突变为２３５ｄｅｌＣ。ＧＪＢ２的基因突变类型主要有
错义突变、移码突变、无义突变等。ＧＪＢ２基因突变
主要是导致隐性遗传耳聋。ＧＪＢ２基因突变具有种
族差异性，在中国人群中，最常见的 ＧＪＢ２基因突变
主要有２３５ｄｅｌＣ、２９９＿３００ｄｅｌＡＴ、１７６＿１９１ｄｅｌ１６等，约
占ＧＪＢ２基因突变人群的８０％以上［１０１１］。多项研究

表明此类患儿接受人工耳蜗植入后听力语言康复效

·１０１·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２１卷　

果好。本研究发现１１８例患儿中，２２例存在检测基
因位点突变，汉族１８例、纳西族２例、基诺族２例，
ＧＪＢ２基因突变２２例占１８．６４％，其中２３５ｄｅｌＣ纯合
突变８例，２３５ｄｅｌＣ单杂合突变６例，２３５ｄｅｌＣ／２９９－
３００ｄｅｌＡＴ双杂合突变８例，２９９－３００ｄｅｌ未检出纯合
及单杂合突变，与国内湖南郴州地区报道 ＧＪＢ２突
变率及突变方式高度吻合［１２］。未检出ＧＪＢ３基因突
变。云南部分地区极重度非综合征型耳聋患者

ＧＪＢ２突变率及突变形式与国内报道的平均发生率
基本一致。１１８例患儿中 ＧＪＢ２突变位点 ２３５ｄｅｌＣ
纯合突变时，对应其父母亲双方同时均为２３５ｄｅｌＣ
杂合突变；２３５ｄｅｌＣ单杂合突变时，对应其单方父亲
或母亲２３５ｄｅｌＣ杂合突变；２３５ｄｅｌＣ／２９９－３００ｄｅｌＡＴ
复合杂合突变时，对应其母亲２３５ｄｅｌＣ杂合突变和
父亲２９９－３００ｄｅｌＡＴ杂合突变，女性患儿中ＧＪＢ２基
因突变位点中未检出 ２３５ｄｅｌＣ纯合突变及杂合突
变。患儿携带有ＧＪＢ２突变，其父母必有一方是杂合
突变。父母双方都有突变的，还会出现患儿纯合突

变或双杂合突变情况，８例２３５ｄｅｌＣ纯合突变耳聋患
儿明确耳聋病因，携带耳聋致病基因的家庭使其下

一代携带耳聋致病基因的风险提高，如果与携带同

样基因的异性结合，致出现耳聋患儿的几率增大。

所以根据遗传性耳聋基因筛查结果对遗传性耳聋的

二级预防有重要意义。ＧＪＢ３基因突变可引起常染
色体显性或者隐性遗传性非综合征型遗传性耳

聋［１３１４］，其突变造成缝隙连接蛋白 Ｃｏｎｎｅｘｉｎ３１第
二细胞外区的结构发生改变，主要表型为语后进行

性高频听力感音神经性耳聋。本次检测对象１１８例
先天性感音神经性耳聋，根据飞行时间质谱（ＭＡＬ
ＤＩＴＯＦＭＳ）技术检测位点多、覆盖率高，相比市场
上使用较多的检测试剂盒及其他检测技术，飞行时

间质谱技术能一次检测２０个热点突变，包含了中国
人群中高发的突变位点，覆盖率高。就此检测条件

该研究同时筛查的 ＧＪＢ３基因未检出有突变病例，
其流行病学特征有待于进一步阐明。

本研究采用飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技
术进行检测，其优点在于直接检测 ＤＮＡ的分子量
（质荷比），确定碱基类型，不需经过任何形式的信

号转换；曾云等［１５］报道的ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的检测结
果与直接测序的结果完全一致，其具有高度灵敏性

和准确性，能区分相对分子质量只差１的分子，同时
使用的试剂耗材相对简单，不需要荧光染料等价格

昂贵的试剂，反应可以在微量体系中进行，减少样本

和各种消耗品的使用。但是，此项技术只能检测特

定的耳聋基因位点，无法对检测范围外的突变位点

进行检测。在本研究选取的病例中都是门诊确诊为

非综合征型先天性耳聋并拟行人工耳蜗手术的患

者，其父母亲均未发现有听力异常情况。根据云南

地区在我院门诊就诊的散发病例以汉族居多，检出

率相对也以汉族居多，在针对全国不同区域、不同民

族的耳聋人群进行深入研究的情况下，掌握确凿的

听力学和遗传学数据，明确地区民族耳聋基因突变

的频率、特定耳聋基因突变和多态性特点，以便能够

为耳聋基因筛查和基因诊断提供详细的参考依据，

制定个性化的遗传咨询服务，指导优生优育有重要

意义。
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·消息·

《中国耳鼻咽喉颅底外科杂志》实行优质论文网上优先数字出版

　　为进一步提高期刊学术质量，缩短出刊周期，及时有效地传播优秀学术成果，提高作者学术成果的认可、
传播和利用价值，作者可尽快发表成果，争取成果首发权，也为广大学者提供良好的文献查阅条件，我刊己加

入“中国知网”学术期刊优先数字出版平台。并于２０１４年５月开始对优质稿件实行优先数字出版。
优先出版是数字化出版的一种创新与革命，凡已达到本刊正式出版水平的论文，在正式按期次成册印刷

出版前，均可在“中国知网”学术期刊以单篇论文为单位、以ＰＤＦ文档的形式在线优先发表。优先出版通常
比印刷出版提前几周或几个月。作者所投本刊论文在通过外审、定稿及编辑加工后，能够第一时间在“中国

知网”上发表。

如果作者同意所投本刊的论文于期刊印刷出版前在中国学术期刊（光盘版）电子杂志社主办的“中国知

网”上进行优先数字出版，并许可“中国知网”在全球范围内使用该文的信息网络传播权，作者可在本刊远程

投稿系统“作者投稿查稿”中下载“中国知网”优先出版授权书，签字后寄回。优先数字出版期刊的名称与印

刷版期刊相同，其编辑单位是期刊编辑部。论文的网上优先数字出版由编辑部完成。
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