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　　[摘要]　目的:在中国非综合征型遗传性聋患者人群中,采用 PCR-反向点杂交法检测涵盖中国人群常见4
个耳聋基因的20种基因突变,分析总结突变数据,探讨该方法在遗传性聋基因检测中的临床实用价值。方法:分
别采用PCR-反向点杂交法和Sanger测序法,对500例非综合征型遗传性聋患者行4个耳聋相关基因(GJB2、

GJB3、SLC26A4和mtDNA )共20种突变检测。以Sanger测序法结果为金标准,探讨PCR-反向点杂交法检测耳

聋突变的阳性符合率、阴性符合率、总符合率、灵敏度、特异性、阳性预测值和阴性预测值等检测性能指标。结果:
共检测500例样本,在20种基因突变的突变型范围内,使用PCR-反向点杂交法检出147例野生型样本,81例纯

合突变型样本,240例杂合突变型样本,32例复合杂合突变型样本,与 Sanger测序法结果完全一致。GJB2c.
235delC和SLC26A4c.919-2A>G是本研究中最为常见的热点突变,其次是 mtDNAm.1555A>G。对比San-
ger测序法,PCR-反向点杂交法检测20个耳聋基因突变位点的灵敏度(阳性符合率)、特异性(阴性符合率)、阳性

预测值、阴性预测值、总符合率均为100%,Kappa值为1。结论:PCR-反向点杂交法用于耳聋基因突变的检测,具
有简便、快速、灵敏度高、特异性强等优点,可准确检出中国人群常见4个耳聋基因的20种基因突变的突变型,将
来有望用于耳聋基因的临床检测。
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Abstract　Objective:Todetect20commondeafnessgenemutationsinnon-syndromicdeafnesspatientsin
ChinausingPCR-RDB,andanalyzeandsummarizethemutationdatatoexploretheclinicalvalueofthismethod.
Method:ThePCR-RDBandSangersequencingwereusedtodetect20commonmutationsoffourdeafnessgenes
(GJB2,GJB3,SLC26A4andmtDNA )in500patientswithnon-syndromichearingloss.TheSangersequencing
wasusedtocomparethesensitivity,specificity,positivepredictivevalue,negativepredictivevalue,andtotalco-
incidencerateofthedeafnessmutationdetectedbyPCR-RDB.Result:Atotalof500samplesweredetected.147
wild-typesamples,81homozygousmutantsamples,240heterozygousmutantsamples,32compositeheterozy-
gousmutantsamplesweredetectedusingthePCR-RDBwithintherangeof20genemutations,whichwereiden-
ticaltotheSangersequencingresults.GJB2c.235delCandSLC26A4c.919-2A>Garethemostcommonhots-
potmutationsinthisstudy,followedbymtDNAm.1555A>G.ComparedwiththeSangersequencingmethod,

thesensitivity,specificity,positivepredictivevalue,negativepredictivevalue,andtotalcoincidencerateofthere-
al-timefluorescencePCRmeltingcurvemethodwere100%,andtheKappavaluewasone.Conclusion:PCRre-
versedot-blothybridizationisasimple,rapid,sensitiveandspecificmethodfordetecting20mutationsof4com-
mondeafnessgenesinChinesepopulation,itisexpectedtobeusedinclinicaldetectionofdeafnessgenesinthefu-
ture.
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　　耳聋是指听觉系统中传音、感音及听觉部分的 听神经及各中枢神经发生病变而引起的听功能障

碍,造成不同程度的听力减退。先天性聋是人类最

常见的出生缺陷之一,每1000个新生儿中就有1
个耳聋患儿(WHO,2017)。耳聋可以由基因突变

引起,也可由环境因素,或基因与环境二者共同作
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用而致。其中,遗传性听力损失可分综合征型和非

综合征型,综合征型听力损失伴随有其他组织器官

的病变,非综合征型听力损失不伴有其他症状,占
遗传性聋发病率的70%〔1〕。此外,遗传基因突变

(线粒体基因)与致聋药物共同作用还会导致药物

性聋。迄今为止,国内外的研究共定位耳聋相关的

基因座位165个,其中仅有113个非综合征型基因

被克隆(http://hereditaryhearingloss.org,2019年

7月)。耳聋基因的突变位点多样,且具有明显的

种族及区域差异,在不同国家或不同种族,即便是

在同一国家的不同地区,其突变的频率也有较大差

异〔2〕。中国 人 常 见 遗 传 性 聋 的 基 因 主 要 包 括

GJB2、SLC26A4 和mtDNA12SrRNA ,且每个基

因都有多个较常见的突变类型〔3〕。GJB2 基因是导

致遗传性非综合征型耳聋最常见的基因,约20%
的先天性聋患者的致聋原因与该基因有关〔4〕。其

次为与大前庭水管综合征密切相关的SLC26A4 基

因和导 致 药 物 中 毒 性 聋 的 线 粒 体 基 因mtDNA

A1555G 及C1494T 突变〔5-6〕。除了上述 3个常见

耳聋基因,与语后高频听力下降有关的GJB3 是中

国首个克隆的遗传疾病基因〔7〕。本研究采用PCR-
反向点杂交法,针对500例非综合征型遗传性聋患

者,对上述4个常见耳聋基因的20种基因突变进

行检测,分析检测结果,并与基因测序金标准San-
ger测序进行比较,分析总结突变数据,探讨该方法

在遗传性聋基因检测中的临床实用价值。
1　材料与方法

1.1　研究对象

选取2015-07-2018-11就诊于中南大学湘雅

医院耳鼻咽喉头颈外科的非综合征型耳聋患者

500例,其中男283例,女217例;年龄(21.030±
17.893)岁。基本特征见表1。

纳入标准:未知病因的非综合征型感音神经性

聋患者。排除标准:①合并有其他临床表现的综合

征型耳聋患者;②其他由环境因素引起的耳聋。

表1　500例非综合征型遗传性聋患者基本特征

性别 例数(%) ■x±s 中位值 (P25,P75) (Min,Max)

男 283(56.60) 19.91±17.89 16 (4.00,31.00) (0.00,69.00)

女 217(43.40) 22.47±18.04 21 (5.00,35.00) (0.00,75.00)

合计 500(100.00) 21.03±17.98 19 (5.00,33.50) (0.00,75.00)

1.2　研究方法

1.2.1　病史采集　所有患者签署知情同意书后,
对患者进行全身体检及耳鼻咽喉专科检查,然后采

用问卷调查及询问患儿家长等方式采集病史资料,
内容包括基本情况、疾病史、家族史、耳部外伤史、耳
毒性药物史、母亲分娩史、新生儿期高危因素、全身

其他系统情况(心脏病、骨骼发育、视力)、外耳和中

耳疾病史,以及既往听力学检查资料等。
1.2.2　听力检查　根据研究对象的年龄和配合程

度进行听力学检查,包括纯音测听(PTA)、听性脑

干反应(ABR)、声导抗、耳声发射(DPOAE)、听觉

多频稳态诱发反应(ASSR)、行为测听等。纯音测

听以听力水平的分贝值(dB)为单位,以频率500、
1000、2000、4000Hz的听阈平均值计算,将听力损

失的严重程度按照 WHO1997年标准分成5级:
正常(<25dB);轻度(26~40dB);中度(41~60
dB);重度(61~80dB);极重度(>80dB)。
1.2.3　基因组DNA的提取及质控　本研究经过

中南大学湘雅医院医学伦理委员会批准(审批号:
201806086),并获得患者的知情同意后抽取患者的

外周血,采用全血基因组 DNA 提取试剂盒和纯化

试剂对样本进行核酸提取和纯化,提取后的 DNA
-18℃保存。

1.2.4　基因检测方法　采用 PCR扩增和反向点

杂交技术,检测500例非综合征型遗传性聋患者的

4个遗传性聋相关基因20种突变类型(分别为:
GJB2 基因35delG、167delT、176-19ldel16、235delC、
299-300delAT;GJB3基因中538C>T、547G>A;
12SrRNA基因1494C>T和1555A>G;SLC26A4
基因2168A>G、IVS7-2A>G、281C>T、589G>
A、1174A>T、1226G>A、1229C>T、IVS15+5G
>A、1975G>C、2027T>A、2162C>T)。首先根

据上述20个基因突变特点设计特异引物,引物为

制定碱基序列的寡聚核苷酸,其5’端用生物素标

记,在基因扩增仪(Hema9600)上扩增获得包含所

要检测的各个位点的目的片段,PCR 扩增反应程

序为 50℃ 15 min;95℃ 10min;PCR 循 环 程 序

(95℃60s、63℃30s、72℃30s,循环35次);72℃
5min。根据检测位点碱基差异设计特异探针,探
针为指定碱基序列的寡聚核苷酸,其5’端用氨基

标记,再将扩增产物与固定在尼龙膜条上的寡核苷

酸探针在分子杂交仪(FinePCRCombi-H12Korea)
上进行杂交,依据杂交信号的有无,判断该探针是

否与PCR产物杂交,从而确定患者的基因型。以

检测位点是否出现蓝色斑迹信号来进行判断,信号

点的强弱不能提供定量方面的参考。阳性判断值
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成立的前提为空白对照的结果应为尼龙膜上所有

位点均不显色,所有患者样品10个正常对照位点

应大部分出现蓝色斑点。膜条上所有正常位点

(N)显色,所有突变位点(M)均不显色,表示该样

品阴性。膜条上有突变位点(M)显色,则表示该位

点阳性。
1.2.5　Sanger基因测序　对于得到的所有阳性结

果和阴性结果进一步采用Sanger双脱氧链终止法

进行测序。Sanger双脱氧链终止法是目前获取核

酸序列最为常用的方法,用双脱氧核苷酸作为链终

止试剂通过聚合酶的引物延伸产生一系列大小不

同的分子后再进行分离,对产物进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳及放射自显影,根据电泳条带确定待测分子

的核苷酸序列。该方法是目前基因诊断的金标准。
在本研究中,耳聋测序反应液分为Ⅰ~Ⅹ组(表
2),其中使用反向引物测序的第Ⅰ、Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅸ组

需要使用峰图查看软件,先将测序结果进行反向互

补后再与标准序列进行比对。根据检测位点的峰

图判断样品基因型:某个位点只有正常碱基的峰

时,判断为此位点未突变;某个位点只有突变碱基

的峰时,判断为此位点纯合突变;某个位点既有正

常碱基的峰又有突变碱基的峰时,判断为该位点杂

合突变。每次测序实验,都设置了阳性质控和阴性

(空白)质控。各基因型对应的标准序列见表2。

表2　20种基因型对应的标准序列

测序

反应液
位点(c.)

标准序列

(大写为突变检测位点)

Ⅰ 35delG cctgggggGtgtgaacaaac
167delT tgcaacacccTgcagccag

176-191del16 tgcagccagGCTGCAAGAA-
CGTGTGctacgatcac

235delC tatgggccCtgcagctgatc
299-300delAT cctaccggagacATgagaagaag

Ⅱ 1494C>T caccgcccgtcacCctcctc
1555A>G tatagaggagAcaagtcgtaacatgg

Ⅲ 538C>T gctacattgccCgacctaccgagaagaaaa
547G>A gctacattgcccgacctaccGagaagaaaa

Ⅳ 2162C>T attctttttgaCggtccatg
2168A>G ttgacggtccAtgatgctatact

Ⅴ IVS7-2A>G ttttatttcAgacgataattg
Ⅵ 281C>T gagttagtaCtgggctagtggc
Ⅶ 589G>A tgctggttGgaattatacagg
Ⅷ 1174A>T tgggatcagcAacatcttctcaggatt

1226G>A tgctctttcccGcacggccgtccagg
1229C>T tttcccgcaCggccgtccagg

Ⅸ IVS15+5G>A agtccacagtaaGtattttatcccta
Ⅹ 1975G>C ccatagccttGtgcttgactg

2027T>A gtgagatcacTgcgggtggtaa

1.2.6　突变定性统计方法　针对PCR-反向点杂

交法检测所涵盖的20种突变进行定性统计,并与

Sanger测序法进行比较(表3)。PCR-反向点杂交

法与Sanger测序法临床性能评价主要考虑其的阳

性符合率、阴性符合率、总符合率、灵敏度、特异性、
阳性预测值、阴性预测值,且用配对(χ2)与 Kappa
进行检验,计算方法如下:阳性符合率=[a/(a+
c)]×100%;阴性符合率=[d/(b+d)]×100%;总
符合率=[(a+d)/n]×100%;灵敏度=[a/(a+
c)]×100%;特异性=[d/(b+d)]×100%;阳性预

测值=[a/(a+b)]×100%;阴性预测值=[d/(c+
d)]×100%。配对χ2 检验说明的是检出率或阳性率

的高低是否相同。Kappa检验说明的是PCR-反向点

杂交法与Sanger测序法检测结果的一致性程度。

表3　Sanger测序法与PCR-反向点杂交法结果比较方法

PCR-反向点

杂交法

对照方法(Sanger测序)

阳性 阴性
合计

阳性 a b a+b

阴性 c d c+d

合计 a+c b+d n(a+b+c+d)

2　结果

500例患者经病史采集和听力学等相关检查,
均确诊为非综合征型感音神经性聋。采用PCR-反

向点杂交法检测出147例野生型结果样本,81例

纯合突变型样本,240例杂合突变型样本,32例复

合杂合突变型样本。PCR-反向点杂交法结果示意

见图1。
使用 Sanger测序法检出147例阴性结果样

本,81例纯合突变型样本,240例杂合突变型样本,
32 例 复 合 杂 合 突 变 型 样 本。Sanger测 序 法 与

PCR-反向点杂交法检测20种突变位点结果汇总

表见表4,PCR-反向点杂交法覆盖的20个突变位

点检测结果与Sanger测序法对比符合率为100%。
本 研 究 中,GJB2 c.235delC 和 SLC26A4

IVS7-2A>G 是 最 为 常 见 的 热 点 突 变,其 次 是

mtDNA m.1555A>G(表4)。统计结果显示,
PCR-反向点杂交法检测20个耳聋基因突变位点

的灵敏度(阳性符合率)、特异性(阴性符合率)、阳
性预测值、阴性预测值及总符合率均为100%。与

Sanger测序法比较的配对 McNemars精确概率法

值由于不存在不一致对数,故统计量缺失。Kappa
值为1,95%CI为1.0000~1.0000,P<0.0001。
3　讨论

研究表明,耳聋高发致病基因及突变热点存在

种族 和 人 群 差 异〔3〕。流 行 病 学 研 究 结 果 显 示,
GJB2基因突变是遗传性聋最常见的原因,在非综

合征性耳聋患者中已经发现超过350种GJB2 突变
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类型,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(http://www.hgmd.cf.ac.uk)。
在欧洲、美国、澳大利亚和以色列,50%的耳聋由

GJB2突变导致,在其他国家的耳聋人群中也有报

道。其中35delG在北欧、南欧及美国的高加索人

种中占所有GJB2 突变的70%,上述人群35delG
的突变携带率为1.3%~2.8%。而在中国人群

中,GJB2c.235delC、c.176-191del16 和 c.299-
300delAT是常见的突变类型,其中c.235delC是

携带频率最高的突变位点〔8-9〕。在中国人大前庭水

管综合征患者中的检测发现,92.1%的患者存在

SLC26A4基因的突变〔10〕。于晓宇等(2018)报道

IVS7-2A>G突变是中国人大前庭水管综合征患

者中的高发突变,约80%的大前庭水管综合征患

者携带此突变。针对SLC26A4 基因的IVS7-2A>
G突变进行筛查,对于快速发现大前庭水管综合征

患者具有重要意义。除了GJB2 和SLC26A4 基因,
线粒体基因12SrRNA 是中国耳聋患者最常见的

致病基因之一。目前,已发现300多种致病 mtDNA
点突变和mtDNA 重组突变,其中中国耳聋人群主要

突变热点是A1555G和C1494T〔6〕。本研究中,GJB2
c.235delC和SLC26A4IVS7-2A>G是研究人群中

最为常见的热点突变,其次是 mtDNA m.1555A
>G,与以往研究结果基本一致〔11-12〕。

1a:阴性结果(N/N);1b:单突变纯合子(1555M);1c:单突变杂合子(235M/N);“N”为野生型,“M”为突变型。1226M
和1229M 共用正常对照1226/1229N;2168M 和2162M 共用正常对照2162/2168N。

图1　PCR-反向点杂交法结果示意图

表4　Sanger测序法与PCR-反向点杂交法检测20种突变位点结果汇总表

突变类型
PCR-反向点

杂交法

Sanger
测序法

灵敏度

(阳性符合率%)
特异性

(阴性符合率%)
总符合

率/%
Kappa P

阴性 147 147 / 100.0 100.0 1 <0.0001
c.35delG 16 16 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.167delT 12 12 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.176_191del16bp 2 2 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.538C>T 19 19 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.547G>A 21 21 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.235delC 73 73 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.299_300delAT 9 9 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
IVS7-2A>G 46 46 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.2162C>T 19 19 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.2168A>G 9 9 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.1174A>T 13 13 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.1226G>A 12 12 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.1229C>T 16 16 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
IVS15+5G>A 9 9 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.1975G>C 15 15 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.281C>T 10 10 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.589G>A 15 15 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
c.2027T>A 15 15 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
m.1555A>G 37 37 100.0 100.0 100.0 1 <0.0001
m.1494C>T 18 18 100.0 100.0 100% 1 <0.0001
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　　在实施遗传性聋的整体预防和诊治时,应充分

考虑高发致病基因及突变热点在种族和人群中的

差异,采用高效、可靠并符合中国人群的耳聋遗传

特征的检测技术。目前的耳聋基因检测方法包括

检测点突变的 Sanger测序、多重连接 PCR、荧光

PCR法、实时荧光 PCR 熔解曲线法、微阵列芯片

法、飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)和导流杂交

法等,以及基于二代测序的目标区域捕获和大规模

平行测序基因panel〔13-14〕。这些方法各有优缺点,
为早期耳聋基因的发现及鉴定做出了一定的贡献。
本研究采用PCR-反向点杂交法,对遗传性聋4个

相关基因的20种基因突变进行检测,并采用金标

准Sanger测序法进行验证。研究结果显示 PCR-
反向点杂交法,与作为“金标准”的Sanger测序组

对这20个突变位点的检测结果完全一致,诊断试

剂的灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值、总
符合 率 均 为 100%,Kappa 值 为 1,95%CI 为

1.0000~1.0000,配对检验结果不存在配对不一致

的例数,表明PCR-反向点杂交法在上述20个耳聋

基因突变位点的检测临床有效。与金标准Sanger
测序法相比,PCR-反向点杂交技术利用生物素标

记的引物进行靶核酸的扩增,扩增产物与固定在尼

龙膜上的探针进行杂交,一次杂交反应可以检测多

种靶序列。该方法具有快速、简便、高灵敏度和特

异性、低成本等特点。PCR-反向点杂交技术有望

将来应用于遗传性聋基因检测的临床辅助检测。
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