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　　摘　要：　目的　通过对听力正常的耳聋人群亲属的基因筛查，对隐性遗传性耳聋基因部分罕见错义序列变
异的致病性提出一种简单而有效的排查方法。方法　收集８００例具有不同程度听力障碍患者的 ＤＮＡ样本，通过
多聚酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＧＪＢ２和／或ＳＬＣ２６Ａ４基因片段（包括编码外显子和邻近的侧翼区域），并对 ＰＣＲ产物进
行Ｓａｎｇｅｒ测序和序列分析。当先证者含有明确致病突变时，在取得同意的情况下进一步对其听力正常的亲属进行
相应基因的突变检测。结果　在３个携带ＧＪＢ２或者ＳＬＣ２６Ａ４基因突变的先证者亲属中，一些正常听力者以复合
杂合的形式同时携带ＧＪＢ２或者ＳＬＣ２６Ａ４基因的一个致病性明确突变和一个致病性不明确的罕见序列变异，包括
ＧＪＢ２基因ｐ．Ｔ１２３Ｎ／ｃ．２３５ｄｅｌＣ突变（２例）和ＳＬＣ２６Ａ４基因 ｐ．Ａ４３４Ｔ／ｃ．９１９－２Ａ＞Ｇ突变（１例）。结论　ＧＪＢ２基
因ｐ．Ｔ１２３Ｎ和ＳＬＣ２６Ａ４基因ｐ．Ａ４３４Ｔ可基本排除为外显率较高的致病性突变的可能性。以上关于隐性遗传性耳
聋基因疑似突变致病性的排除方法相对简便易行，通过大样本量的基因筛查可以为临床遗传性耳聋基因诊断和遗

传咨询提供更可靠、明确的依据。
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　　 耳聋是人类最常见的感觉神经系统缺陷，发病 率约为１／１０００～３／１０００，其中约５０％与遗传因素
有关［１３］。遗传性耳聋的遗传方式主要包括常染色

体显性遗传，常染色体隐性遗传，Ｘ连锁，线粒体母
系遗传。耳聋具有高度的遗传异质性，据估计遗传

性耳聋的致病基因超过６００个，目前已明确的非综

·３５３·
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合征型耳聋基因超过７０个，综合征型耳聋基因超过
１５０个，仍有大量的致病基因还不明确，其中 ＧＪＢ２
基因突变导致的耳聋占５０％ ～７０％，是最常见的耳
聋基因［４］。该基因编码由２６６个氨基酸残基组成的
缝隙连接蛋白Ｃｏｎｎｅｘｉｎ２６，此蛋白与相邻细胞的缝
隙连接蛋白组成一个完整的缝隙连接通道，这些通

道在信息传导和物质交换中起重要作用［５］。除此

之外，ＳＬＣ２６Ａ４基因是另一常见遗传性耳聋基因，
其突变导致的耳聋约占１０％［６］。ＳＬＣ２６Ａ４基因编
码由７８０个氨基酸残基组成的多次跨膜蛋白 Ｐｅｎ
ｄｒｉｎ，此蛋白是一个跨膜的离子交换器，在内耳、甲
状腺等不同组织中均有表达。由于 ＧＪＢ２和
ＳＬＣ２６Ａ４基因致病突变导致耳聋的高发性，这两个
基因已作为耳聋患者的主要筛查基因。但是，在筛

查过程中，往往会有一些罕见的错义序列变异伴随

着致病性明确的突变一同出现。尽管这些罕见错义

序列变异的致病性可以通过功能实验（比如体外／
体内实验）来确定，但是这些实验不仅耗时，而且成

本高，甚至不能完全模拟人体内的情况。或者，错义

序列变异的致病性可以通过以下方式确认，即此序

列变异在多个家系中与表型发生共分离，同时在大

样本的病例对照中，其等位基因频率具有显著的统

计学意义，即可确定其为致病突变。但是，在大多数

情况下，由于各种原因，这是不容易完成的，比如不

能得到家系中所有的样本。面对这问题，本研究中，

我们以ＧＪＢ２和 ＳＬＣ２６Ａ４基因为例，通过筛查耳聋
患者的正常亲属来初步排除一些罕见错义序列变异

的致病性，这是一种简单而有效的方法。

１　资料与方法

１．１　研究对象
本研究收集不同程度听力障碍的非综合征型耳

聋患者８００例。所有的患者均来自上海交通大学医
学院附属新华医院遗传性耳聋咨询门诊。当先证者

被检测含有 ＧＪＢ２和 ＳＬＣ２６Ａ４基因的致病突变，如
果可能，将进一步对其正常听力的亲属进行筛查分

析。所有受试者或患儿监护人均签署知情同意书。

此研究经上海交通大学医学院附属新华医院伦理委

员会论证认可。

１．２　临床资料
详细收集所有受试者的病史资料并做详细的体

格检查。所有受试者进行听力学评估，包括耳镜检

查，鼓膜镜检查，纯音测听／听觉脑干反应（ＡＢＲ，针

对年龄较小的受试者）。听力损失程度以受试者听

力较好耳的纯音听阈平均值确定，包括语言频率

５００，１０００，２０００，４０００Ｈｚ。听力损失程度分为
４度，分别为轻度（２０～４０ｄＢ），中度（４１～７０ｄＢ），
重度（７１～９５ｄＢ），极重度（＞９５ｄＢ）。正常听力定
义为 ＜２０ｄＢ。
１．３　ＧＪＢ２和ＳＬＣ２６Ａ４基因突变筛查

使用全血基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒（北京
天根生物技术有限公司）从血样中提取基因组

ＤＮＡ，严格按说明书进行操作。通过 ＰＣＲ和 Ｓａｎｇｅｒ
测序方法，进行目的基因筛查，筛查区域包括编码外

显子和邻近区域，具体方法同前［７８］。测序结果分

别与ＧＪＢ２和ＳＬＣ２６Ａ４基因的参考序列做对比。基
因序列变异的等位基因频率来自于数据库 ＮＨＬＢＩ
ＥＳＰ（ｈｔｔｐ：／／ｅｖｓ．ｇｓ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ／ＥＶＳ／）和 ＥｘＡＣ
（ｈｔｔｐ：／／ｅｘａｃ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ）。４种软件对相应
的序列变异进行致病性预测，包括 ＰｏｌｙＰｈｅｎ２／ＳＩＦＴ／
ＰＲＯＶＥＡＮ／ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ。通过多物种的序列比
对进行保守性评估。

２　结果

通过筛查，在３个不同的家系中，有３个听力正
常的亲属含有ＧＪＢ２或ＳＬＣ２６Ａ４基因的复合杂合序
列变异，即一个单等位基因的致病性明确的突变和

一个单等位基因的致病性不明确的罕见错义序列变

异。ＧＪＢ２基因和ＳＬＣ２６Ａ４各发现一个致病性不明
确的罕见错义序列变异，分别为 ｐ．Ｔ１２３Ｎ和
ｐ．Ａ４３４Ｔ。在Ｄ９１８家系中，先证者（Ｄ９１８１）是一个
先天性双侧中度感音神经性耳聋患者，含有

ｃ．２３５ｄｅｌＣ／ｐ．Ｖ３７Ｉ复合杂合突变。进一步筛查其听
力正常的父母，父亲（Ｄ９１８２）含有复合杂合序列变
异ｐ．Ｔ１２３Ｎ／ｃ．２３５ｄｅｌＣ，母亲（Ｄ９１８３）含有杂合突
变 ｐ．Ｖ３７Ｉ。在另一个家系 Ｄ１２８１中，先证者
（Ｄ１２８１１）７岁时出现听力下降，为双侧中度感音神
经性耳聋。通过检测发现其携带 ＧＪＢ２基因
ｃ．２３５ｄｅｌＣ杂合突变，而这是不足以导致其耳聋的。
关于其耳聋的真正原因可能有以下几种情况：

①ＧＪＢ２基因突变不是其耳聋的原因，其只是
ｃ．２３５ｄｅｌＣ突变的携带者；②其致病突变位于未检测
的区域，如 ＧＪＢ２基因的启动子区域；③可能是双基
因突变导致耳聋，即与其他耳聋基因有关。以上各

种推测，只有当另外的突变找到后才能得以证实。

但是，其父亲（Ｄ１２８１２）含有ＧＪＢ２基因的复合杂合
·４５３·
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序列变异ｐ．Ｔ１２３Ｎ／ｃ．２３５ｄｅｌＣ，其母亲（Ｄ１２８１３）不
含任何突变。关于ＳＬＣ２６Ａ４基因，只在一个家系中
发现一个罕见错义序列变异ｐ．Ａ４３４Ｔ。在 Ｄ１５９７家
系中，先证者（Ｄ１５９７１）是一个先天性双侧中度感
音神经性耳聋的患者，其含有ＳＬＣ２６Ａ４基因的复合
杂合突变 ｃ．９１９２Ａ＞Ｇ／ｃ．９１５ｉｎｓＧ。其父母的听力
都正常，并且每人分别含有其中一个杂合突变。其

舅舅（Ｄ１５９７－４，先证者母亲的弟弟）听力正常，检
测发现含有复合杂合序列变异 ｐ．Ａ４３４Ｔ／ｃ．９１９２Ａ
＞Ｇ。３个家系图见图１。
罕见错义序列变异的等位基因频率来自于数据

库ＮＨＬＢＩＥＳＰ和 ＥｘＡＣ，见表１。在 ＮＨＬＢＩＥＳＰ数
据库未查到 ｐ．Ａ４３４Ｔ的等位基因频率。ＧＪＢ２和
ＳＬＣ２６Ａ４基因的两个罕见错义序列变异潜在的致
病性通过四种预测软件进行评估，包括 ＰｏｌｙＰｈｅｎ２，
ＰＲＯＶＥＡＮ，ＳＩＦＴ，ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ；４种预测软件基
本都一致地将 ｐ．Ｔ１２３Ｎ预测为多肽。而 ｐ．Ａ４３４Ｔ
的预测结果却不一致，ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ将其认定为致
病突变，而其他３种软件将其看作多肽。见表１。
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图１　３个家系图及对应的罕见错义序列变异　Ａ：ｐ．Ｔ１２３Ｎ
出现在Ｄ９１８和 Ｄ１２８１两个不同的家系中；Ｂ：ｐ．Ａ４３４Ｔ出现
于Ｄ１５９７家系

表１　两个罕见错义序列变异

Ｖａｒｉａｎｔ Ｇｅｎｅ
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｃｈａｎｇｅ

Ｔｙｐｅｏｆ
ｖａｒｉａｎｔ

ｍＲＮＡ
ＡＦ
（ＥＳＰ）

ＡＦ
（ＥｘＡＣ）

Ｐｏｌｙｐｈｅｎ２ ＰＲＯＶＥＡＮ①

（ｓｃｏｒｅ）
ＳＩＦＴ②

（ｓｃｏｒｅ）
Ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ｔａｓｔｅｒ

ｐ．Ｔ１２３Ｎ ＧＪＢ２ ｃ．３６８Ｃ＞Ａ Ｍｉｓｓｅｎｓｅ ＮＭ＿００４００４ ０．０００１５４ ０．０００５４５２ Ｂｅｎｉｇｎ Ｎｅｕｔｒａｌ（０．７９） Ｔｏｌｅｒａｔｅｄ（０．５４５） Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｐ．Ａ４３４Ｔ ＳＬＣ２６Ａ４ ｃ．１３００Ｇ＞Ａ Ｍｉｓｓｅｎｓｅ ＮＭ＿０００４４１ ／ ０．０００００８２６１ Ｂｅｎｉｇｎ Ｎｅｕｔｒａｌ（－１．２５） Ｔｏｌｅｒａｔｅｄ（０．２０９） ＤＣ③

　　注：①：有害和无害的分界值为－１．３；②：有害和无害的分界值为０．０５；③：ｄｉｓｅａｓｅｃａｕｓｉｎｇ（疾病原因）

　　将人类ＧＪＢ２和ＳＬＣ２６Ａ４基因的氨基酸序列和
其他多个物种进行比对，结果见表２。氨基酸 Ｔ１２３
和Ａ４３４在人类及其他多个物种中保守。

表２　氨基酸Ｔ１２３和Ａ４３４在多个物种中的序列比对
物种 ｐ．Ｔ１２３Ｎ 物种 ｐ．Ａ４３４ｔ

Ｈｕｍａｎ ＩＫＴＱＫＶＲＩＥＧＳＬ Ｈｕｍａｎ ＡＡＩＶＭＩＡＩＬＡＬＧ
Ｍｏｕｓｅ ＩＫＴＱＫＶＲＩＥＧＳＬ Ｍｏｕｓｅ ＡＧＩＶＭＶＡＩＶＡＬＧ
Ｒａｔ ＩＫＴＱＫＶＲＩＥＧＳＬ Ｒａｔ ＡＶＩＶＭＶＡＩＶＡＬＧ
Ｃｈｉｍｐａｎｚｅｅ ＩＫＴＱＫＶＲＩＥＧＳＬ Ｄｏｇ ＡＧＩＶＭＩＡＩＶＡＬＧ
Ｃｈｉｃｋｅｎ ＩＫＴＱＫＶＲＩＥＧＳＬ Ｃｈｉｍｐａｎｚｅｅ ＡＡＩＶＭＩＡＩＬＡＬＧ

Ｃｈｉｃｋｅｎ ＡＧＩＶＬＩＡＩＶＡＬＧ
Ｃｌａｗｅｄｆｒｏｇ ＡＧＩＶＬＩＡＩＶＡＬＧ

３　讨论

本研究通过对耳聋患者及其听力正常的亲属进

行耳聋基因 ＧＪＢ２和 ＳＬＣ２６Ａ４的筛查，在３个不同
的家系中发现两个罕见的错义序列变异，包括ＧＪＢ２
基因 ｐ．Ｔ１２３Ｎ 和 ＳＬＣ２６Ａ４ 基 因 ｐ．Ａ４３４Ｔ。
ｐ．Ｔ１２３Ｎ在数据库ＮＨＬＢＩＥＳＰ和ＥｘＡＣ的等位基因

频率分别为０．０００１５４和０．０００５４５２，低于隐性耳聋
基因致病频率０．５％的判断标准［９］。然而４种预测
软件都将其看作非致病序列变异。氨基酸 Ｔ１２３在
人类，小鼠，大鼠等物种中是保守的。之前的文献报

道ｐ．Ｔ１２３Ｎ以单杂合形式出现在耳聋患者和正常
人群中［１０１２］。同时，在两个独立的研究中，一个日

本患者和伊朗患者检测到 ｐ．Ｔ１２３Ｎ分别与突变
ｃ．１７６－１９１ｄｅｌ１６和ｃ．３５ｄｅｌＧ以复合杂合的形式出
现，在研究中均被看作致病性突变［１３１４］。但在其他

的一些研究中ｐ．Ｔ１２３Ｎ被认定为多肽［１５１７］。

关于 ＳＬＣ２６Ａ４基因的罕见错义序列变异
ｐ．Ａ４３４Ｔ，其在数据库 ＥｘＡＣ中的等位基因频率为
０．０００００８２６１，低于隐性耳聋基因致病频率０．５％
的判断标准。４种预测软件对其致病性的预测结果
不一致，ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ将其认定为致病的，而 Ｐｏｌｙ
Ｐｈｅｎ２、ＳＩＦＴ等将其视为良性或可容忍的。氨基酸
Ａ４３４在人类，小鼠，大鼠，爪蛙等多个物种中保守，
说明了其重要性。而在本研究之前，并未有关于

·５５３·
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ｐ．Ａ４３４Ｔ致病性的文献报道，所以其可能是一个新
的罕见错义序列变异。

实际上，一个罕见错义序列变异的致病性可以

通过以下方式确定，即此序列变异在多个家系中与

表型发生共分离，同时在大样本的患者对照中，其等

位基因频率具有显著的统计学意义，即可确定其为

致病突变。但是，在大多数情况下，因为各种原因，

这种判断致病性的方法是不容易实现的。面对这种

情况，本研究中我们纳入先证者家系中正常听力的

亲属，对他们进行耳聋基因筛查，发现两个罕见的错

义序列变异，这是本研究的一个特别之处。通过此

研究方法，可初步排除两个罕见错义序列变异

ｐ．Ｔ１２３Ｎ和 ｐ．Ａ４３４Ｔ的 致 病 性。ｐ．Ｔ１２３Ｎ 和
ｐ．Ａ４３４Ｔ都是与一个致病性明确的突变以复合杂合
的形式在正常听力者中出现。众所周知，在非综合

征型遗传性耳聋中，ＧＪＢ２和 ＳＬＣ２６Ａ４基因主要以
常染色体隐性遗传的方式致聋。也就是说，这两个

基因的序列变异以纯合或者复合杂合的形式致病。

由此推测，如果 ｐ．Ｔ１２３Ｎ和 ｐ．Ａ４３４Ｔ是致病突变，
那么这 ３个家系中含有 ｐ．Ｔ１２３Ｎ或 ｐ．Ａ４３４Ｔ的
３个受试亲属应该会有听力障碍。但目前这３例受
试者都从未出现听力障碍，病史资料和听力评估都

显示为正常听力。综合以上结果可初步确定这两个

罕见错义序列变异不是致病突变。当然，这个结论

必须以高外显率的表型为前提。

综上所述，以上关于隐性耳聋基因高外显率的

疑似突变致病性的排除方法相对简便易行，在大样

本量基因筛查的基础上可通过不断的数据积累和共

享对既往报道数据进行修正和更新，为临床遗传性

耳聋基因诊断和遗传咨询提供更可靠、明确的依据。
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