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河北邯郸地区非综合征性耳聋患者ＧＪＢ２基因突变分析
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　　摘　要：目的　利用基因诊断的方法调查邯郸市聋哑学校非综合征性耳聋患者的常见分子生物学病因，对ＧＪＢ２基因编码区

突变进行分析，为耳聋基因的筛查和产前诊断提供实验和理论依据。方法　采集１００名非综合征性耳聋患者静脉血，男性５８例，

女性４２例，用于ＧＪＢ２基因的ＰＣＲ扩增，应用直接测序法分别对ＧＪＢ２基因的２个基因片段进行直接测序。结果　以１００例患者

的ＤＮＡ样本（ＧＪＢ２基因的２个基因片段）进行ＰＣＲ扩增，扩增产物片段大小与预期相符。被检测的１００名聋哑学校非综合征性

耳聋患者中，携带 ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ 纯合突变的１１例 （占１１％），携带 ＧＪＢ２基因单杂合突变和复合杂合突变的１９例（占

１９％）；其中男性１６例，女性１４例，男女检测结果无统计学差异（犘＞０．０５）。结论　河北省邯郸地区特教学校耳聋患者存在较高

的ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ纯合突变及携带 ＧＪＢ２基因单杂合突变和复合杂合突变，ＧＪＢ２基因突变为河北省邯郸地区最主要的致病

突变形式，因此通过其突变筛查可以有效避免高危人群出现耳聋。
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　　耳聋是最常见的遗传病之一，遗传性耳聋可分为２种：一

种为综合征性耳聋（ｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＳＨＩ），另一

种为非综合征性耳聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，

ＮＳＨＩ），而 ７０％ 的 遗 传 性 耳 聋 表 现 为 非 综 合 征 性 耳 聋

（ＮＳＨＩ）
［１］。非综合征性耳聋与多种缝隙连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，

Ｃｘ）突变密切相关，Ｃｘ２６是一种由ＧＪＢ２基因编码的缝隙连接

蛋白，该基因定位于染色体的１３ｑ１１ｑ１２，有２个外显子，目前

已被发现报道的突变方式多达２２０多种
［２］，它第一个被克隆和

鉴定的遗传性耳聋致病基因，也是导致ＮＳＨＩ最常见的致病基

因，其致聋遗传方式可为常染色体隐性遗传和常染色体显性遗

传。ＧＪＢ２最常见的突变位点有３种，分别是３５ｄｅｌＧ、１６７ｄｅｌＴ

和２３５ｄｅｌＣ，东亚人群最常见的突变位点是２３５ｄｅｌＣ
［２４］。２０１１

年１０月本课题组前往邯郸市特教学校收集１００例非综合征性

耳聋患者血细胞样本，用于ＧＪＢ２基因的聚合酶链扩增反应。

本研究利用基因诊断的方法调查邯郸市聋哑学校非综合征性

耳聋患者的常见分子病因，对 ＧＪＢ２基因编码区突变进行分

析，以明确非综合征性耳聋患者发病的分子学基础，为耳聋基

因的筛查和产前诊断提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　研究对象　研究对象为河北省邯郸市特教学校耳聋学

生，他们分别来自河北省邯郸市及邯郸市下属县（魏县、成安

县、武安市、肥乡县等）的各乡镇。年龄６岁～１７岁，平均

（１３．７±３．１）岁；男性５８例，女性４２例；１００例研究对象均为

汉族。根据世界卫生组织 （ＷＨＯ）《障碍、残疾和残废的国际

分类》（１９８０年）中听力损失分级标准对１００例河北省邯郸市

特教学校耳聋学生进行评定，１００例研究对象均被诊断为重度

以上双侧耳聋且均为非综合征性耳聋。

１．２　试剂和仪器　应用ＤＮＡ提取试剂盒（美国ＡＸＹＧＥＮ生

物技术有限公司）提取耳聋患者的基因组ＤＮＡ，微量核酸蛋白

检测仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）测量 ＤＮＡ 浓度，ＰＣＲ仪（美国
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ＡＢＩ公司９７００热循环仪）用于基因扩增，测序仪（美国 ＡＢＩ公

司３７３０ｘｌ）进行直接测序。

１．３　方法

１．３．１　病史资料采集　学生家长填写常见遗传病信息登记表

及耳聋患者信息登记表。遗传病信息登记表包括聋儿的一般

信息，母亲孕前高危因素，母亲孕期情况，家族史，患儿情况，实

验室检查等。耳聋患者信息登记表包括聋儿的一般信息、耳聋

一般情况（耳聋发生时间、病情进展、聋前是否会说话、智力情

况及伴随症状等）、聋儿个人史（聋前患病史、耳毒性药物应用

情况、头部外伤史及家族史等）、母亲的妊娠史（传染病史、耳毒

性药物应用情况及生产情况等）、体格检查（主要包括全身查体

及耳部专科查体）和一些临床资料等。所有非综合征性耳聋患

者均签署常见耳聋基因诊断知情同意书（均由其父母代签）。

对１００例非综合征性耳聋患者进行全身的体格检查和耳部听

力的评定（纯音测听的检查、声音导抗的检查和耳聋的程度

等），并抽取其外周静脉血５ｍＬ，为后续的试验做准备。

１．３．２　血细胞标本的采集与储存　清晨空腹采集耳聋患者全

血，采用 ＥＤＴＡＫ２ 抗凝管，避免溶血。常温静置１ｈ后，以

２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝０．１ｍ）离心１０ｍｉｎ，取血浆与血细胞分别至聚

丙烯ＥＰ管中，将所有标本统一编码，保存于－８０℃低温冰箱，

建立血细胞标本库。用于 ＧＪＢ２基因的聚合酶链扩增反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）。

１．３．３　引物设计　ＧＪＢ２的２个基因片段扩增引物序列采用

加拿大生物研究所提供的在线软件Ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｇｅ

ｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｉｍｅｒ／ｐｒｉｍｅｒ３．ｃｇｉ／）进行设计。

为了使ＰＣＲ扩增有效性、特异性更好，对下列参数进行了设

定：第一，引物中的ＧＣ含量设定在４０％～６０％之间；第二，退

火温度设定在５５℃～６０℃之间；第三，引物的３′端一般设定

为以Ｇ或Ｃ结尾以便使引物更好的结合到模板链上；第四，扩

增片段一般设定在２００～５００ｂｐ之间便于测序。

１．３．４　测序反应　将３８４孔板放入 ＡＢＩ３７３０ｘｌ测序仪（Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）中，测序。

１．３．５　结果分析　用 ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ软件对测序结果进

行比对分析。ＤＮＡ测序结果用 ＧｅｎｅＴｏｏｌ１．０软件与 ＮＣＢＩ

网站公布的ＧＪＢ２的标准序列（ＮＣ００００１３．９）进行比对，以筛

查是否有突变位点的存在。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ检测结果　以１００例患者的ＤＮＡ样本（ＧＪＢ２基因

的２个基因片段）进行ＰＣＲ扩增，扩增产物片段大小与预期相

符，见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物（６００ｂｐ）；１～４：ＧＪＢ２１基因片断；５～７：ＧＪＢ２２

基因片断。

图１　　ＰＣＲ扩增产物电结果

２．２　测序结果　用 ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ软件对测序结果进行

比对分析。ＤＮＡ测序结果用 ＧｅｎｅＴｏｏｌ１．０软件与 ＮＣＢＩ网

站公布的ＧＪＢ２的标准序列（ＮＣ００００１３．９）。被检测的１００名

聋哑学校非综合征性耳聋患者中，携带 ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ纯

合突变的１１例 （占１１％），见图２，携带 ＧＪＢ２基因单杂合突变

和复合杂合突变的１９例（占１９％），见图３；其中，男性１６例，

女性１４例，男女检测结果无统计学差异（犘＞０．０５）。２３５ｄｅｌＣ

是ＧＪＢ２基因主要的致病突变形式，ＧＪＢ２基因突变为河北省

邯郸地区最主要的致病突变形式。

图２　　ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ纯合子突变

图３　　ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ杂合子突变

３　讨　　论

ＧＪＢ２是第一个被克隆和鉴定的遗传性耳聋致病基因，也

是导致ＮＳＨＩ最常见的致病基因，突变方式多达２２０多种，其

致聋遗传方式可为常染色体隐性遗传和常染色体显性遗传。

在中国，对非综合征性耳聋群体的研究，共发现了７９Ｇ＞Ａ，

９４Ｃ＞Ｔ，１０１Ｔ＞Ｃ，１３９Ｇ＞Ａ，１６１Ａ＞Ｔ，２４０Ｇ＞Ａ，３４１Ａ＞Ｇ，

４４２Ｇ＞Ａ，４５５Ａ＞Ｇ，５０６Ｇ＞Ａ，６０８Ｔ＞Ａ，２３５ｄｅｌＣ，２９９

３００ｄｅｌＡＴ，３０ｄｅｌＧ，１０９Ｇ＞Ａ，５７１Ｔ＞Ｃ，１７６１９１ｄｅｌ１６，２２３Ｃ＞

Ｔ，２５１ｄｅｌＴ，２３２Ｇ＞Ａ，３４４Ｔ＞Ｇ，５５０Ｃ＞Ｔ以及５０４ｉｎｓＧＣＡＡ

等Ｃｘ２６基因碱基突变，其中以２３５ｄｅｌＣ纯合性突变最常见，其

检出率高达２３．９０％
［５７］。大都携带 ＧＪＢ２基因非综合性耳聋

患者的螺旋神经节细胞数量正常，适合人工耳蜗植入，且此类

患者在耳蜗植入后，言语理解能力强，预后良好［８９］。因此，明

确 ＧＪＢ２基因突变致聋的分子病因学原因对治疗和预后都有

重要意义。ＧＪＢ２基因单杂合突变，与相同基因型的人婚配，生

育聋儿的可能性是２５％；ＧＪＢ２基因复合杂合突变，与相同基

因型的人婚配，生育聋儿的可能性是５０％；ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌｃ

纯合突变，与相同基因型的人婚配，生育聋儿的可能性是

１００％。本次调查结果显示在河北省邯郸市及邯郸市下属县

（魏县、成安县、武安市、肥乡县等）携带 ＧＪＢ２基因２３５ｄｅｌＣ纯

合突变的１１例 （占１１％），携带 ＧＪＢ２基因单杂合突变和复合

杂合突变的１９例（占１９％）；其中男性１６例，女性１４例，男女

检测结果无统计学差异（犘＞０．０５）。２３５ｄｅｌＣ是ＧＪＢ２基因主

要的致病突变形式。全国耳聋分子的病因学研究的报告显示，

绝大多数携带２３５ｄｅｌＣ杂合突变的ＧＪＢ２基因能够通过直接测

序发现ＧＪＢ２基因上的第二个突变，携带２３５ｄｅｌＣ杂和突变的

ＧＪＢ２基因严重提示非综合性耳聋发病的遗传易感性
［１０１２］。

河北省邯郸地区特教学校耳聋患者存在较高的 ＧＪＢ２基因

２３５ｄｅｌＣ纯合突变及携带 ＧＪＢ２基因单杂合突变和复合杂合突

变，ＧＪＢ２基因突变为河北省邯郸地区最主要的致病突变形

式。虽然针对遗传性耳聋疾病还没有确实有效的治疗方法和

手段，但是随着分子生物学技术的迅猛发展，已经可以对许多

遗传性疾病和一部分的出生缺陷性疾病进行基因筛查及诊断。

因而，对患有此类遗传性疾病的高危人群进行针对性的遗传咨

询及对高危胎儿进行孕期筛查和产前诊断，可（下转第５２９页）
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和尿 ＭＭＰ９明显升高。由于不同类型（Ｔ１ＤＭ、Ｔ２ＤＭ）、不同

患者在不同阶段，相关合并症及并发症的不同，治疗方法（如胰

岛素）的影响，使血中 ＭＭＰ９的水平变化存在较大差异，故相

对于ＳＭＭＰ９，定期检测 ＵＭＭＰ９的水平变化更有助于早期

ＤＮ的诊断。

本研究还同时检测了ＣｙｓＣ，其在糖尿病各组的变化趋势

与文献报道一致［１３］，但组间比较差异无统计学意义。相关性

研究提示ＵＡＣＲ、ＨｂＡ１ｃ对ＵＭＭＰ９：Ｃｒ的影响是显著的，提

示控制血糖和减轻尿清蛋白排泄对减轻１型糖尿病慢性血管

并发症的重要性。而年龄及糖尿病病程与 ＵＭＭＰ９：Ｃｒ的正

相关性也并不难理解，因为随着年龄的增大及病程的延长，糖

尿病的慢性并发症和相关合并症逐渐出现并逐渐加重，故

ＭＭＰ９逐渐升高。腰臀比与ＵＭＭＰ９：Ｃｒ的相关性提示了肥

胖尤其是腹型肥胖对 ＭＭＰ９的影响。舒张压对血清 ＭＭＰ９

水平是有影响的，而近年的研究已表明高血压时ＳＭＭＰ９水

平是增高的。此外，糖尿病尤其是后期多合并血脂代谢紊乱，

本实验结果显示ＵＡＣＲ重度升高组三酰甘油较其他各组高，

但血脂对 ＭＭＰ９的影响并无统计学意义。

综上所述，糖尿病及并发ＤＮ患者体内 ＵＭＭＰ９水平显

著升高，且在疾病早期出现的升高已具有统计学意义，而

ＳＭＭＰ９水平在疾病早期的升高并不显著，提示定期监测

ＭＭＰ９尤其是 ＵＭＭＰ９：Ｃｒ有助于早期发现 ＤＮ。此外，由

于早期 ＭＭＰ９的致病因素，抗 ＭＭＰ９的靶向治疗或许可以

阻止或延缓ＤＮ发展。
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以有效地防止新的患儿出生提高人口素质，对落实优生优育基

本国策具有重大意义。
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