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　　[摘要]　目的:通过对大理地区孕17周以内的孕妇开展遗传性聋基因检测,强调孕期基因检测和遗传咨询

的重要性。方法:通过PCR扩增技术,对GJB2、GJB3、SLC26A4 和mtDNA 等4个耳聋基因的21个突变位点进

行检测,并对阳性样本的阳性率、突变率和民族分布进行统计描述性分析。结果:GJB2 和SLC26A4 基因的阳性

率为1.24%和1.43%,在阳性样本中突变率分别占40.62%和46.88%,GJB3 基因的阳性率为0.19%,mtDNA
突变基因占0.14%,且全部为mtDNA (Heterozygous),双阳多基因突变型GJB2/SLC26A4 仅为1例,阳性率为

0.05%,GJB2c.235delC位点携带频率最高,占GJB2 突变基因的65.38%,占突变基因样本26.56%。结论:

GJB2和SLC26A4为最常见的耳聋基因,且GJB2c.235delC位点最常见,确认耳聋突变位点有助于防止遗传性耳

聋儿童出生,基因诊断、遗传咨询和适当的干预对于缓解先天性问题是至关重要的。
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Abstract　Objective:Byconductinggenetictestingofhereditaryhearinglossinpregnantwomenwithin17
weeksofgestationinDaliareas,theimportanceofgenetictestingandgeneticcounselingduringpregnancywas
emphasized.Methods:Twenty-onemutationsitesof4hearinglossgenes,includingGJB2,GJB3,SLC26A4and
mtDNA ,weredetectedbyPCRamplificationtechnology.Thepositiveratio,mutationratioandethnicdistribu-
tionofpositivesampleswerestatisticallydescribed.Results:ThepositiveratiosofGJB2andSLC26A4geneswere
1.24% and1.43%,respectively,withmutationratesof40.62%and46.88%inthepositivesamples,respective-
ly.ThepositiveratioofGJB3genewas0.19%,andmtDNA mutationgenesaccountedfor0.14%,andallof
themweremtDNA (Heterozygous).TherewasonlyonecaseofGJB2/SLC26A4doublepositivemulti-genemu-
tation,withapositiveratioof0.05%.ThefrequencyofGJB2c.235delCsitewasthehighest,accountingfor
65.38%ofGJB2mutationgenesand26.56%ofmutationgenesamples.Conclusion:GJB2andSLC26A4arethe
mostcommongenesofhearingloss,andGJB2c.235delCsiteisthemostcommonmutationsite.Identifyingthe
hearinglossmutationsiteisofgreatimportancetopreventthebirthofhereditaryhearinglosschildren,andgenet-
icdiagnosis,geneticcounseling,andappropriateinterventionarecrucialtoalleviatecongenitalproblems.
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　　耳聋(hearingloss)的病因复杂多样,约50%
与遗传 有 关,称 为 遗 传 性 聋 (hereditaryhearing
loss),系一种由基因突变引起的听力损失,通常在

出生时或婴儿期就开始出现,可引起迟发性或渐进

性感音神经性聋,已报道了105个遗传位点和67

个基因与遗传性聋相关[1]。中国人群常染色体隐

性遗传性非综合征性聋(autosomalrecessivenon-
syndromichearingloss,ARNSHL)常见致病基因

包括GJB2、GJB3、SLC26A4、MYO15A 、OTOF 、
CDH23和线粒体 DNA(mitochondrialgene,mtD-
NA),其中GJB2 和SLC26A4 最常见[2]。GJB2 基

因是我国最常见的致聋基因,在耳聋人群中突变检

出率约21.6%。SLC26A4基因突变既可引起前庭

导水管扩大与 Mondini畸形,也与Pendred综合征

有关[3]。先天性的听力损失可严重影响儿童的语
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言、认知和情感发育[4],因此对孕妇进行耳聋基因

检测显得尤为重要。本研究对大理地区2102例

孕妇利用PCR扩增技术进行基因筛查以及相应的

外显子测序,旨在为耳聋基因流行病学调查和孕妇

产前诊断提供一定参考。
1　资料与方法

1.1　一般资料

纳入标准:2018年11月1日至2021年10月

31日大理地区孕17周以内听力正常的女性,数据

来源大理大学临床医学院数据库。进行基因检测

前,筛查者均被详细讲解耳聋基因筛查的相关知

识。排除标准:①孕妇本人或其直系亲属耳聋;
②孕妇本人未能签署知情同意书或未能配合检测

者;③孕妇孕期超过17周,或无备孕意愿。
1.2　方法

基因型和基因位点检测信息依托金域医学,经
患者知情同意,抽取外周静脉血2~3mL,EDTA
抗 凝,使 用 多 重 PCR 技 术,对 GJB2、GJB3、
SLC26A4、mtDNA 等4个基因中已知致病位点进

行扩增,同时将测序接头连接上,利用一代测序技

术建立常见遗传性聋基因检测信息表,签订知情同

意书。
检测流程:①干血斑基因组 DNA 提取试剂盒

提取DNA,再用紫外分光光度计检测方法对其进

行提 取 DNA 的 光 谱 定 量 和 纯 度 的 分 析 检 测;
②PCR反应体系;③虾碱性磷酸酶消化反应(SAP
反应);④PCR 碱基延伸法扩增致病基因位点附

近;⑤树脂纯化和质谱上机反应;⑥针对4个耳聋

基因21个突变位点进行检测,各型引物之间、引物

和产物之间、各产物之间的质量均各不相同,在质

谱的峰图上能够完全彼此区分。
1.3　统计学方法

采用ExcelGraphpadPrism8.0软件对样本数

据进行绘图填表,采用%描述测量结果。
2　结果

对大理地区2102例孕17周前孕妇样本人群

的4个耳聋基因的21个位点的筛查结果进行描述

分析,发现 64 例含有基因位点突变,阳性率为

3.04%。在检测的4个基因中,携带突变位点的基

因有GJB2、GJB3、SLC26A4、mtDNA ,以及多基因

型 合 子 GJB2/SLC26A4,其 中 GJB2 (1.24%,
26/2102)和SLC26A4(1.43%,30/2102)基因在

样本中的阳性率明显高于其他基因,在阳性样本中

突变率(mutationratio)分别占40.62%(26/64)和
46.88%(30/64)。GJB3 基因的阳性率为0.19%
(4/2102),占阳性样本总数的6.25%(4/64)。另

外,发 现 mtDNA 突 变 基 因 3 例,占 0.14%
(3/2102),且全部为mtDNA (Heterozygous),占
阳性样本突变率为4.69%(3/64),本研究并未检

测到mtDNA (Homozygous)。此外,多基因突变

型GJB2/SLC26A4 仅 为 1 例,阳 性 率 为 0.05%
(1/2102),占阳性样本突变率为1.56%(1/64)。

在64例基因突变型样本中,GJB2收集到5种

单基因突变位点共26例,c.235delC位点携带频率

最高,占GJB2 突变基因的65.38%(17/26)。4例

GJB3 携带2种突变位点,c.547G>A 突变位点

3例,占 GJB3 突 变 基 因 的 75.00% (3/4)。
SLC26A4 单 基 因 突 变 样 本 30 例,包 括 3 例

c.1174A>T、3例c.1229C>T、2例c.1707+5G
>A、4 例 c.1975G>C、4 例 c.2027T>A、2 例

c.2162C>T、4例c.2168A>G、2例c.281C>T、
1例c.589G>A,以及5例c.919-2A>G。另外,
mtDNA 突变基因型3例,m.1555A>G 为mtD-
NA 主要携带方式。双阳突变多基因位点共1例,
基因 型 为GJB2/SLC26A4,基 因 位 点 为 c.176_
191del16/c.919-2A>G。基因突变位点与民族之

间的百分率见表1,汉族占阳性样本65.6%(45/
64),少数民族中彝族频数最多,占18.75%(12/
64)。各民族的基因型和基因位点分布情况列联表

见图1。
3　讨论

GJB2表型是由过量突变等位基因c.235delC
引起的遗传隐性突变,其中存在嵌合体母体单亲二

倍体(uniparentaldisomy,UPD),表明早期胚胎存

在合子后有丝分裂错误,2个细胞系在同一个体中

共存,其中1个细胞系具有正常的双亲二体,另

1个具有母系同体[5]。GJB2基因突变会导致缝隙

连接蛋白被破坏,以及细胞内 K+ 稳态被破坏,这
些都会引起听力损失[6]。Falah等[7]对伊朗人群的

研究中,发现GJB2 基因突变占16.5%,并未发现

GJB6基因突变,提出GJB2表达减少是听力障碍的

原因,而顺式调控元件(cis-regulatoryelement)的
缺失则是GJB2表达减少的原因,所以顺式作用区

(cis-actingregions)能作为调节基因表达的特定分

子的潜在治疗靶点。此外,上游变异 (upstream
variation)可以解释耳聋表型,如果GJB2的表达发

生改变,连接蛋白 26 水平就会改变,并调控表

型[8]。因此,有必要通过染色质构象和调控变异来

研究非编码基因组,以克服诊断困境。
非综合征性感音神经性听力损失(non-syn-

dromicsensorineuralhearingloss,NSNHL)是一

组由于内耳器官、听神经或大脑中负责感知声音的

中心受损而发生听力损失的疾病,GJB2、GJB6 和

GJB6连接蛋白基因在NSNHL发生发展中起到关

键作用,尤其是GJB2c.35delG 非编码和编码外显

子变异序列[9]。Jiang等[10]研究表明,在中国人群

GJB2c.235delC 等 位 基 因 为 单 一 来 源,而

GJB2c.109G>A等位基因为多个独立来源,进一
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步阐明了该基因为亚洲人群的奠基者效应(found-
ereffect),因此认为GJB2c.109G>A 是东亚人特

有的单倍型突变。与该研究结果一致,本研究中

GJB2c.235delC在汉族、白族、彝族孕妇人群中占

比最多。汪在华等[11]meta分析结果提示GJB2 等

位基因c.109G>A(p.V37I)变异与耳聋致病风险

显著相关(OR=3.56,95%CI=2.31~5.47,P<

0.001)。而 Doll等[12]研究提出,GJB2c.231G>
A,p.(Trp77∗)变异为巴基斯坦耳聋人群最常见

的GJB2 等 位 基 因 之 一,而 其 他 研 究 却 认 为

SLC26A4是该人群中最常见的耳聋基因,这可能

是由于该研究在地理区域局限性所致的创始人变

异效应(foundervariantseffect)。

表1　孕妇耳聋基因突变位点的各民族分布 例(%)

基因 突变位点
民族

汉族 白族 彝族 回族
总计

GJB2 c.167delT 2(3.13) 0 0 0 2(3.13)

c.176_191del16 2(3.13) 0 0 0 2(3.13)

c.235delC 6(9.38) 5(7.80) 6(9.38) 0 17(26.57)

c.299_300delAT 0 0 0 0 0
c.35delG 1(1.56) 0 1(1.56) 0 2(3.13)

c.508_511dupAACG 0 1(1.56) 1(1.56) 1(1.56) 3(4.68)

GJB3 c.538C>T 0 0 0 1(1.56) 1(1.56)

c.547G>A 3(4.69) 0 0 0 3(4.68)

SLC26A4 c.1174A>T 2(3.13) 1(1.56) 0 0 3(4.68)

c.1226G>A 0 0 0 0 0
c.1229C>T 3(4.69) 0 0 0 3(4.68)

c.1707+5G>A 2(3.13) 0 0 0 2(3.13)

c.1975G>C 4(6.25) 0 0 0 4(6.25)

c.2027T>A 4(6.25) 0 0 0 4(6.25)

c.2162C>T 2(3.13) 0 0 0 2(3.13)

c.2168A>G 2(3.13) 1(1.56) 1(1.56) 0 4(6.25)

c.281C>T 2(3.13) 0 0 0 2(3.13)

c.589G>A 1(1.56) 0 0 0 1(1.56)

c.919-2A>G 2(3.13) 0 3(4.69) 0 5(7.81)

mtDNA m.1494C>T 0 0 0 0 0
m.1555A>G 3(4.69) 0 0 0 3(4.68)

GJB2/SLC26A4
c.176_191del16/

c.919-2A>G
1(1.56) 0 0 0 1(1.56)

合计 42(65.63) 8(12.50) 12(18.75) 2(3.12) 64(100.00)

图1　各民族的基因型和基因位点分布情况列联表
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　　GJB3作为细胞间通道在离子动态平衡中起着

至关重要的作用,K+ 循环对于听力也起着第二信

使作用,可能与听神经病的高频非综合征听力损失

有关。GJB3 与GJB2 具有遗传模式,在人类中与

GJB2有75.9%的同源性[13],GJB3 基因突变在上

分化表皮和耳蜗组织中高度表达。GJB3编码连接

蛋白31(connexin31,Cx31),可导致变异性红斑角

化 症 (erythrokeratodermia variabilis,EKV)和

NSNHL,以及先天性听力损失和儿童时期的迟发

性听力损失[14]。虽然本研究样本中,GJB3阳性率

仅为0.19%(4/2102),但可能是因为受地理区域

限制,所以仍需重视与GJB3 相关的 EKV、鱼鳞病

和 NSNHL。
中国大多数地区和民族中GJB2c.235delC 是

最常见的等位基因,其次是SLC26A4c.IVS7-2A>
G[15]。SLC26A4(solutecarrierfamilymember4)
变异与特定听觉表型相关,如前庭导水管扩大伴波

动性听力损失。SLC26A4基因包含21个外显子,
SLC26A4IVS7-2A>G 突 变 是 最 常 见 的 突 变 位

点[16]。SLC26A4与Pendred综合征有关,从出生

到青春期的任何年龄段都可能发生 Pendred综合

征,并与感冒、发热、轻度颅脑损伤、气压创伤或其

他导致颅内压升高的病因有关[17]。
mtDNA 突变引起的特殊类型的糖尿病,常合

并感 音 神 经 性 耳 聋,最 常 见 的 突 变 位 点 为 m.
3243A>G,占85%[18]。除了基因序列突变外,基
因表达调控(转录、mRNA 加工和翻译)的差异,以
及包括DNA 甲基化和基因组印迹、mtDNA 突变

在内的表观遗传调控,也会导致和耳聋相关的

Wolfram 综合征[19]。mtDNA 面临突变风险,会产

生损害细胞的ROS,阻碍细胞器发挥作用,导致线

粒体功能障碍和听力损失[20]。12SrRNA 中常见

的mtDNA 突变是MT-RNR1 m.1555A>G,m.
1494C>T和 m.961ins/Delc,常见于氨基糖苷类

抗生素引起的敏感性诱饵毒性(baittoxicity)[21]。
mtDNA 缺陷又是 Leber遗传性视神经病变、Ke-
arns-Sayre综合征等遗传性疾病的常见原因,这些

遗传病具有临床高度变异性的神经特征,缺乏有效

治疗方法。mtDNA 致使细胞能量缺乏,可损害耳

蜗毛细胞功能,并导致感音神经性聋(sensorineural
hearingloss),以及代谢最活跃的器官出现紊乱,如
视网膜、肌肉、肾脏和大脑[22]。

耳聋会表现出显著的遗传异质性和表型变异。
对耳聋基因进行遗传系谱分析、遗传咨询、孕妇产

前诊断和婚育指导,能够有效减少遗传性聋患儿出

生率,对遗传性聋的三级预防具有重要意义[23]。
由于胎儿的胎龄一般每周增加1%,为确保有足够

的胎龄进行准确的胎儿基因分型,检测最好在孕中

期进行常规胚胎筛查,对可能致病亲本突变筛查出

最有可能的等位基因遗传模式和基因型,以便夫妇

能够在 知 情 的 情 况 下 做 出 是 否 终 止 妊 娠 的 决

定[24]。一旦明确孕妇为常染色体隐性遗传聋基因

致病变异携带者,建议其配偶尽早进行相关基因诊

断;如果夫妻双方均为该隐性基因致病变异携带

者,则胎儿有25%的可能性获得来自父母的双等

位基因致病变异而成为遗传性聋患儿,因此产前诊

断和遗传咨询对于风险评估显得尤为重要[25]。遗

传性聋的产前诊断,主要是经基因诊断明确胎儿的

基因型后,预测胎儿的听力学表型,并向家庭提供

相应的遗传咨询[26]。但是,耳聋基因筛查既具有

必要性也具有一定的局限性。筛查并非诊断,筛查

的目的是发现问题,并行进一步的明确诊断和给予

靶向性的干预指导[27]。
综上所述,耳聋在男性和女性中都很常见,如

果这对夫妇有相同的耳聋突变位点,其后代患病的

风险会显著增加,确认耳聋突变位点有助于防止遗

传性聋患儿出生,因此基因诊断、遗传咨询和适当

的干预对于改善先天性问题是至关重要的。未来

的队列研究建议使用更复杂的技术,如下一代测

序,对其他听力损失相关基因进行大样本研究和广

泛研究。
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