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非综合征型遗传性耳聋基因诊断研究进展
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【摘要】　耳聋是常见的致残性疾病，约６０％的耳聋为遗传因素所致。目前人类研究被定位的非综合征

型遗传性耳聋基因座已有１００余个，在中国人群中最常见的致聋基因为犌犑犅２、犛犔犆２６犃４和线粒体

ＤＮＡ基因。分子诊断技术是目前检测非综合征型遗传性耳聋的主要方法。对非综合征型遗传性耳聋

的准确快速诊断有利于指导对患者进一步治疗，从而改善其生活质量。本文对非综合征型遗传性耳聋

的基因诊断技术进行综述。
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　　耳聋是常见的致残性疾病
［１］，可导致言语交流

障碍，严重影响生活质量。世界范围内，每１０００个

新生儿中就有１～２个为听力障碍患儿
［２］。据２００６

年第二次全国残疾人抽样调查报告，我国听力残疾

人多达２７８０万人，约占全国人口的１．５４％
［３，４］。耳

聋的原因有遗传因素和环境因素，或遗传和环境因

素共同作用的结果［５］。约６０％的早发型耳聋为遗

传因素所致，很多迟发性听力下降也与基因缺陷造

成患者对致聋因素易感有关［６］。在遗传性耳聋患者

中，７０％的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，另外３０％为伴其他症状的综合

征型耳聋。大部分的非综合型遗传性耳聋符合孟德

尔遗传方式，即单基因突变导致耳聋，约８０％为常

染色体隐性遗传，１５％～２０％为常染色体显性遗传，

Ｘ连锁遗传比较少见，约占１％
［７］，而遵循母系遗传

的线粒体ＤＮＡ基因突变致聋约占１％～４％
［８，９］。

随着人类基因组计划的完成，耳聋基因的定位和克

隆取得了巨大的进步。分子诊断技术是目前检测非

综合征型遗传性耳聋的主要方法，通过确定耳聋患

者及高危人群的相关突变位点，给予正确的指导及

干预，可在一定程度上预防耳聋发生，并可对耳聋患

者进行有针对性的治疗［１０］。

１非综合征型遗传性耳聋致病基因概述

非综合征型遗传性耳聋具有高度遗传异质性。

目前已被定位的与非综合征型遗传性耳聋相关的基

因座已有１００余个（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ．

ｏｒｇ／）。不同的种族、地区均有不同的致聋基因和突

变位 点。在 众 多 的 耳 聋 致 病 基 因 中，犌犑犅２、

犛犔犆２６犃４和 线 粒 体 ＤＮＡ 基 因 是 被 研 究 最 多

的［１１１３］。犌犑犅２基因是第一个被发现的遗传性耳聋

致病基因，也是导致非综合征型遗传性耳聋最常见

的致病基因［１４］。据世界各国对本国耳聋患者的

犌犑犅２基因进行的大规模调查研究报道，犌犑犅２基因

突变约占非综合征型耳聋的 １０％ ～２５％
［５，１２］。

犌犑犅２基因在不同地区及种族有不同的突变热

点［１１］：ｃ．３５ｄｅｌＧ是欧洲、中东、北美等最常见的突变

位点；ｃ．１６７ｄｅｌＴ是犹太人中最常见的突变热点；ｃ．

２３５ｄｅｌＣ是东亚人群（中国、日本及韩国）最常见的

突变热点；ｃ．４２７Ｃ＞Ｔ是加纳人最常见的突变位

点。据ＰｕＤａｉ等
［１５］对中国２６个不同地区的耳聋人

群大规模调查发现，我国常见的犌犑犅２基因突变类

型有：ｃ．２３５ｄｅｌＣ、ｃ．２９９３００ｄｅｌＡＴ、ｃ．１７６１９１ｄｅｌ１６、

ｃ．１０９Ｇ＞Ａ等，可占犌犑犅２基因突变人群的８０％以

上。犛犔犆２６犃４基因是第二常见的耳聋致病基因。

犛犔犆２６犃４基因突变与大前庭水管综合征和 Ｐｅｎ

ｄｒｅｄ综合征密切相关
［１６］。目前发现的犛犔犆２６犃４基

７４
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因突变已有１７０多种，其突变类型也是多种多样。

在欧美高加索人中，最常见的突变是ｃ．７０７Ｔ＞Ｃ、

ｃ．１２４６Ａ＞Ｃ、ＩＶＳ８＋１Ｇ＞Ａ等；而在东亚（中国、日

本和韩国）人群中，ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ及ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ最

常见［１１，１６］。线粒体ＤＮＡ基因与氨基糖苷类抗生素

药物致聋及非综合征型遗传性耳聋密切相关［９］，其

遗传方式为母系遗传。常见的突变有１２ＳｒＲＮＡ基

因的 ｍ．１５５５Ａ＞Ｇ 和 ｍ．１４９４Ｃ＞Ｔ 两种，其中

ｍ．１５５５Ａ＞Ｇ 在我 国 耳 聋 患 者 中 发 生 率 约 为

３．９％
［１７］。犌犑犅２、犛犔犆２６犃４ 和线粒体 ＤＮＡ１２Ｓ

ｒＲＮＡ基因突变在我国遗传性非综合征型耳聋患者

中约占全部致聋基因的３３％
［１８］。明确致聋基因及

突变位点，这使遗传性耳聋筛查成为可能。

２　非综合征型遗传性耳聋的基因诊断

分子诊断是目前诊断非综合征型遗传性耳聋的

主要方法。对非综合征型遗传性耳聋患者的准确快

速诊断有利于指导对患者进一步治疗，从而改善其

生存质量，并通过确定耳聋患者及高危人群的相关

突变位点，指导优生优育，对提高我国人口质量有重

大意义。目前，针对耳聋患者的遗传基因诊断已在

国内外开展，新生儿免费耳聋基因筛查也在一些城

市如北京、上海进行，但由于检测成本的原因未能在

全国全面展开。耳聋基因筛查技术仍需不断改进和

完善。非综合征遗传性耳聋基因诊断的方法主要有

以下几种。

２．１　聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲＲＦＬＰ）　是遗传性耳聋传统的

基因诊断方法。该技术是针对已知突变位点的染色

体片段的检测，对含有突变位点的片段及野生型片

段进行ＰＣＲ扩增，采用相应的限制性内切酶，分别

对突变和野生的ＤＮＡ片段进行酶切，由于ＤＮＡ序

列变异而引起酶切位点的改变，故有不同长度的酶

切产物，对产物进行琼脂糖凝胶电泳，根据电泳条带

区分出对应的基因型。Ｐａｎｄｙａ等
［１９］早在１９９７年

利用该技术对三家系的线粒ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ基因

的ｍ．１５５５Ａ＞Ｇ、ｍ．６６３Ａ＞Ｇ及１６ＳｒＲＮＡ基因

的ｍ．１７３６Ａ＞Ｇ突变位点进行检测。ＶｉｖｅｒｏＲ．Ｊ

等［２０］对２１７名非综合征型耳聋患者采用 ＰＣＲ

ＲＦＬＰ法检测线粒体ＤＮＡ基因的３个常见突变点

（Ａ１５５５Ｇ、Ｇ７４４４Ａ、Ａ３２４３Ｇ），并用直接测序法加以

验证，３个常见线粒体ＤＮＡ基因突变的检出率为

１．８４％。此法的优点是：快速、简单，适合小批量样

本的分型试验，不需要特殊仪器。但存在的缺点有：

不能同时检测不同基因的多个突变位点，如要检测

多个突变位点，则需要多次ＰＣＲ，工作量大；多态性

过分依赖限制性内切酶的种类和数量，对位点要求

高，没法准确鉴别假阳性情况（酶切不完全）。

２．２　多重定量连接酶链反应（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｖｅｌｉｇａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＱＬＣＲ）　定量连接酶

链反应是在检测位点两侧的寡核苷酸探针标记上一

个荧光基团，该荧光基团在发生连接反应时，两个荧

光基团被拉进则荧光消失，若有碱基错配则不能发

生连接反应而荧光不消灭［２１］。在荧光技术和ＬＣＲ

技术结合的基础上，针对不同的检测位点，选择不同

波段的荧光基团来标记探针，便可以实现在一次反

应中检测多个基因位点［２２］。杨晓林等［２３］以 ＭＱ

ＬＣＲ法对９８名耳聋患儿进行检测，检测到犌犑犅２

基因突变致聋的有２９例，线粒体ＤＮＡＡｌ５５５Ｇ致

聋的有４例，犛犔犆２６犃４致聋的有１５例。该方法操

作简单、快速、经济，但检测一次需要较多的探针，且

相近波段的荧光基团可能会有一定程度的相互干

扰，定量判断基因结果有待完善。

单核苷酸多态分型（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍｓｓｃａｎ，ＳＮＰｓｃａｎ）技术由上海天昊生物科技有

限公司自主研发，该技术基本原理是采用连接酶连

接反应的高特异性实现对ＳＮＰ位点等位基因的识

别，然后通过在连接探针末段引入不同长度的非特

异序列以及通过连接酶加接反应获得位点对应的不

同长度连接产物，利用标记荧光的通用引物对连接

产物进行ＰＣＲ扩增，通过荧光毛细管电泳对扩增产

物进行电泳分离，最后通过对ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ软件分

析获取各个 ＳＮＰ 位点的基因型（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｇｅｎｅｓｋｉｅｓ．ｃｏｍ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ／Ｉｎｄｅｘ／ｆｅｎｘｉｎｇ／ｆｉｄ／６０．

ｈｔｍｌ）。具有高通量、高效、高准确性、低成本等特

点。张迪等［２４］对天津市２２５例非综合征型耳聋患

者进行耳聋基因筛查，利用ＳＮＰｓｃａｎ技术对犌犑犅２、

８４
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犛犔犆２６犃４和线粒体 ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ３个基因的

１１５个位点进行突变检测，共找到明确基因致聋者

１１１例（４９．３％，１１１／２２５），经Ｓａｎｇｅｒ测序验证，符

合率达１００％。

２．３　变性高效液相色谱分析（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒ

ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）　变性

高效液相色谱分析是一项在单链构象多态性分析和

变性梯度凝胶电泳基础上发展起来的新的杂合双链

突变检测技术。其工作原理是在部分变性的条件

下，利用杂合双链与纯合双链在柱中保留时间的差

异，可以快速分析单个核苷酸的突变和多态性［２５］。

Ｚａｉｎａｌ等
［２６］采用变性高效液相色谱法对９１例非综

合征型遗传性耳聋儿童及９１例听力正常儿童进行

犌犑犅２基因检测，对筛查出的突变位点进行ＤＮＡ测

序，在３２例患儿及３７例正常听力儿童中检测出

犌犑犅２基因突变。戴朴等
［２７］对来自３５个家庭的３８

例中重度感音性耳聋患者以高效液相色谱分析结合

序列分析进行犛犔犆２６犃４基因分析，发现３２个先证

者携带有犛犔犆２６犃４基因突变，在所有受检患者中

突变发现率９１．４％（３２／３５）。此法具有高通量检

测、快速筛查等优点。但只是一个定性的筛查技术，

无法确定具体突变类型及突变位点，有异常峰形的

样本需进行ＤＮＡ测序；许多片段有多个主要解链

温度，需要筛查的温度较多，操作仍较繁琐；其仪器

设备昂贵，对技术人员要求高，在临床中的应用受限

制，多用于实验室研究。

２．４　多重等位基因特异性ＰＣＲ技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘａｌ

ｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＡＳＰＣＲ）　多重等位基因特异

性ＰＣＲ技术结合了多重ＰＣＲ和等位基因特异性

ＰＣＲ的原理，其根据突变类型设计和合成多组ＰＣＲ

引物，通过适当的组合和调整，组成一个 ＭＡＳＰＣＲ

体系，通过凝胶电泳检测ＰＣＲ产物中是否产生相应

的特异长度扩增带，可以检测出被检样品是否具有

这种突变，还可判断出这种突变是杂合子还是纯合

子。１９９９年，Ｓｃｒｉｍｓｈａｗ等
［２８］首次将多重等位基因

ＰＣＲ技术应用于线粒体１２ＳｒＲＮＡ 基因 Ａ１５５５Ｇ

突变 检 测，发 现 新 西 兰 人 中 １２ＳｒＲＮＡ 基 因

Ａ１５５５Ｇ突变率与其他国家普通人群发病率相似，

表示 ＭＡＳＰＣＲ是一种快速、经济、有效的检测技

术。ＥｓｔｅｖｅｓＭＣ等
［２９］也报道了应用多重等位基因

ＰＣＲ技术对１０１个耳聋患者进行犌犑犅２基因和犌犑犅６

基因突变检测，６．９３％的患者为犌犑犅２基因ｃ．３５ｄｅｌＧ

杂合突变，１％的患者为犌犐犅２基因与犌犑犅６基因双重

杂合突变（ｃ．３５ｄｅｌＧ／Ｄｅｌ（Ｄ１３Ｓ１８３０））。郑静等
［３０］采

用多重等位基因特异性ＰＣＲ同时检测１３８例非综合

征型耳聋患者线粒体ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ基因Ａ１５５５Ｇ

和Ｃ１４９４Ｔ突变，Ａ１５５５Ｇ和Ｃ１４９４Ｔ突变的检出率为

７．９７％，以ＤＮＡ测序法验证，两种方法具有良好的一

致性。此技术只需两次ＰＣＲ和一次凝胶电泳即可确

定基因型，具有简便、快速、经济、有效等优点，也不需

要昂贵的实验设备。但由于特异引物的特异性较差，

在某些情况下，即使引物的３’末端碱基与模板不互

补，延伸仍可进行，产生不可靠的结果。

２．５　高分辨率熔解曲线分析（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔ

ｉｎｇ，ＨＲＭ）　是犹他大学和爱德华科技公司合作开

发的专门用于突变研究的技术，主要原理：利用双链

ＤＮＡ受热解离成为单链的核酸物理特性，采集解链

时释放的荧光信号绘制熔解曲线，再通过熔解曲线

的变化来反映核酸性质的差异［３１］。国内外均有文

献报道利用高分辨熔解曲线技术分析致聋基

因［３２，３３］。有学者结合染料熔解曲线Ｔｍ值分型技

术及荧光ＰＣＲ多色多通道的双重优点，建立了多色

荧光熔解曲线分析技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＦＭＣＡ），实现了多位点的检

测［３４，３５］。该技术具有高通量、高灵敏度、自动化程

度高、完全闭管操作等优点，适合于临床使用。存在

的缺点是：检测位点仍有局限，易受退火温度、引物、

镁离子浓度、ＤＮＡ模板质量、ＰＣＲ产物等多因素影

响。

２．６　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ

ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）　此

技术的基本原理是：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

９４
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获得样品分子的相对分子质量，从而确定突变位

点［３６］。曾云等［３７］采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对４５４例

非综合征型耳聋患者检测常见的４个耳聋致病基因

的２０个位点，包括：犌犑犅２（ｃ．３５ｄｅｌＧ、ｃ．１６７ｄｅｌＴ、ｃ．

１７６１９１ｄｅｌｌ６、ｃ．２３５ｄｅｌＣ、ｃ．２９９３００ｄｅｌＡＴ），犌犑犅３

（ｃ．５３８Ｃ＞Ｔ，ｃ．５４７Ｇ＞Ａ），犛犔犃２６犃４（ｃ．２８１Ｃ＞Ｔ，

ｃ．５８９Ｇ＞Ａ），ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ，ｃ．１１７４Ａ＞Ｔ，ｃ．１２２６Ｇ

＞Ａ，ｃ．１２２９Ｃ＞Ｔ，ＩＶＳ１５＋５Ｇ＞Ａ，ｃ．１９７５Ｇ＞Ｃ、ｃ．

２０２７Ｔ＞Ａ、ｃ．２１６２Ｃ＞Ｔ、ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ），线粒体

ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ（ｍ．１４９４Ｃ＞Ｔ、ｍ．１５５５Ａ＞Ｇ），通

过用直接测序法证实，两者符合率达１００％。该技

术具有检测位点多、覆盖率高、准确、高通量、低成

本、周期短等特点，适合大范围、大规模的检测项目。

但此法对分析样品的分离纯化程度要求高，样品需

反复层析，仪器设备价格昂贵，需专业人员进行操

作，其应用受到限制。

２．７　生物芯片技术　是２０世纪９０年代发展起来

的一种新型、简便的实用生物技术。按检测载体可

分为固相基因芯片和液相芯片。基因芯片基本原

理：通过光刻原位合成或点样技术，将大量已知序列

的ＤＮＡ或寡核苷酸片段按特定顺序密度固定在玻

璃等载体上，待测基因经扩增、荧光标记后与探针杂

交、洗样后通过激光扫描，根据荧光强弱或荧光的种

类可获得样品基因信息［３８］。该技术具有高通量、高

集成、微型化、连续化和自动化等特点，应用于临床

可以在短时间内完成大样本的多基因筛查、诊断，操

作简单，结果容易判读，检测成本低，大大提高了诊

断效率。国内外学者均有利用基因芯片对耳聋基因

进行了大量的应用研究。ＰｈｙｌｌｉｓＧａｒｄｎｅｒ等
［３９］

２００６年报道应用该技术实现了同时对８个耳聋基

因 （犌犑犅２、犌犑犅６、犌犑犅３、犌犑犃１、犛犔犆２６犃４、

犛犔犆２６犃５和线粒体ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ、ｔＲＮＡＳｅｒ基

因）１９８个突变位点的检测。也有报道
［４０，４１］采用Ａ

ＰＥＸ、Ｉｎｖａｄｅｒ等芯片检测技术，可以同时针对数百

个突变位点进行高通量检测，但检测周期较长、检测

成本也较高。目前国内应用较多的有北京博奥生物

有限公司研发的晶芯耳聋基因芯片，可同时检测４

个基因（犌犑犅２、犌犑犅３、犛犔犆２６犃４和线粒体 ＤＮＡ

１２ＳｒＲＮＡ基因）９个突变位点
［４２］。为涵盖足够多

的位点以提高耳聋基因突变检出率，学者们不断改

进技术增加检测位点，检测位点最多可达１６个
［４３］。

但固相基因芯片技术目前仍存在许多缺点：检测的

信噪比较高，信号稳定性较差，同一探针往往需要重

复４～５个点方可判读；试剂成本也较高，结果需要

依赖于昂贵的激光扫描仪才能判读；只能将一定数

目的ＤＮＡ探针固定于支持物上，检测位点有限，对

除点突变之外的其他突变类型的检出能力有限，容

易造成漏诊。

２．８　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ 分子量阵列技术　ＭａｓｓＡＲ

ＲＡＹ 分子量阵列技术是Ｓｅｑｕｅｎｏｍ 公司推出的

基因 分 析 工具，通 过引 物延 伸或切 割 反 应 与

ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱技术相结合，实现基因分型检测。

其采用单碱基延伸反应，仅次于ＳＮＰ位点设计一段

探针，在反应体系中以ｄｄＮＴＰ替代ｄＮＴＰ，使探针

在ＳＮＰ位点处仅延伸一个碱基即终止。根据ＳＮＰ

位点的不同，探针将结合不同的ｄｄＮＴＰ，从而具有

不同的分子量，质谱仪即可检测出这种分子量差异，

从而实现ＳＮＰ分型的目的。可以设计最高多达４０

种ＰＣＲ反应和基因型检测。具有准确性高、通量

高、灵敏度高、操作简单、反应灵活等优点。Ｓｖｉｄｎｉｃ

ｋｉＭＣ等
［４４］采用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹｉＰＬＥＸ 分子量阵

列技术对１８０名耳聋患者进行１７个基因９４个突变

点检测，发现犌犑犅２基因突变发病率最高，其次为

犛犔犆２６犃４、犆犇犎２３、犕犜犚犖犚１、犕犢犗１５犃和犗犜犗犉

基因，准确性和灵敏度可达９７％。

２．９　ＳＮａＰｓｈｏｔ技术　是一种基于荧光标记单碱基

延伸原理的分型技术，也称小测序。其原理是：多重

ＰＣＲ扩增目的区域后，经寡核苷酸引物延伸标记扩

增，突变位点匹配上一个荧光标记的双脱氧核苷酸

后终止延伸。然后通过毛细血管电泳进行片段分

析，相当于单个位点的微测序，可以检测单核苷酸的

突变。根据电泳峰的移动位置确定该延伸引物的片

段长度，根据峰的颜色确定延伸位点的碱基类型，从

而确定该样本的基因型［４５］。具有高通量、高效、快

速、准确等优点。ＢａｒｄｉｅｎＳ等
［４６］在南非人群中利

用此技术检测与氨基糖甙类药物致聋相关的５个线

粒体 ＤＮＡ 基因突变［Ａ１５５５Ｇ、Ｃ１４９４Ｔ、Ｔ１０９５Ｃ、

９６１ｄｅｌＴ＋Ｃ（ｎ）和 Ａ８２７Ｇ］，发现在南非黑人血统

０５
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中Ａ１５５５Ｇ突变的携带率为０．９％。ＢｏｒｕｍＳ等
［４７］

报道采用此技术在韩国１９７名听力正常人及１３９名

新生儿中筛查 ７ 个常见致病突变点 （犌犑犅２ｃ．

２３５ｄｅｌＣ、犛犔犆２６犃４ｃ．４３９Ａ＞Ｇ、ｃ．９１９２Ａ＞Ｇ、ｃ．

１１４９＋３Ａ＞Ｇ、ｃ．１２２９Ｃ＞Ｔ、ｃ．２１６８Ａ＞Ｇ和线粒体

ＤＮＡ基因 ｍ．１５５５Ａ＞Ｇ）的携带率，检出率分别为

４．０６％和４．３２％。

２．１０　ＤＮＡ测序　即分析特定ＤＮＡ片段的碱基

序列。目前用于测序的技术主要有Ｓａｎｇｅｒ等发明

的双脱氧链末端终止法和 Ｍａｘａｍ及 Ｇｉｌｂｅｒｔ发明

的化学降解法。运用最多的是Ｓａｎｇｅｒ测序法。现

Ｓａｎｇｅｒ测序技术的测序长度可达１０００ｂｐ，碱基的读

取准确率达９９．９９％，已成为测序的金标准。其具

有技术平台标准化、结果直观、准确率极高等优点，

但由于耳聋相关致病突变分散于数个基因上，或一

个基因包含数个外显子，测序成本高、检测效率低、

耗时长、对技术人员要求高以及检测设备有限，应用

受到限制。

２．１１　下一代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＮＧＳ）　也叫高通量测序，或深度测序，使耳聋

基因研究和基因诊断步入一个新的高速发展阶段。

包括全基因组重测序技术（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＷＧＳ）、全外显子测序技术（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）、目标序列捕获测序技术（ｔａｒｇｅｔｅｄ

ｇｅｎｅｃａｐｔｕｒｅ，ＴＧＣ）等
［４８］。全外显子组测序又称为

定向外显子组捕获（ｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｏｍｅｃａｐｔｕｒｅ），是优

先选择编码区的基因为目标基因，利用外显子捕获

技术获取全基因组区域的全部外显子序列并进行高

通量测序。由于大部分孟德尔遗传性疾病都是由致

病基因的外显子或者剪切区域的突变引起，外显子

组测序捕获的目标区域只占人类基因组长度的约

１％，因此比进行全基因组序列测序更经济，且对目

标区域的覆盖率高，便于变异检测。目标序列捕获

测序技术是利用微阵列技术合成大量寡核苷酸探

针，与基因组上的特定区域互补结合，从而富集到特

定区段，然后用第二代测序技术对这些区段进行测

序［４９］。目前认为目标序列捕获测序技术的最大优

势在于，任何一个感兴趣的基因组区域都可以被设

计出来而被富集，目标区域更有针对性，测序深度更

高，测序的数据分析计算量较小，与生物学表型结合

更为直接，而且费用也大大降低。卢宇等［５０］应用全

外显子组测序技术鉴定２位患者的一个家系的致聋

基因，对１１名家系成员进行全外显子组测序确定候

选基因，并对所有家系成员进行候选基因突变的

Ｓａｎｇｅｒ测序验证，确定耳聋基因犃犆犜犌１第４外显

子ｃ．３６４Ａ＞Ｇ（ｐ．Ｉ１２２Ｖ）突变为该耳聋家系的致病

原因。ＢａｅｋＪＩ等
［５１］２０１２年报道了在８个韩国家系

中以８０个已知耳聋基因为目标区域的大规模平行

测序研究，检出了５个耳聋家系为常染色体显性遗

传，为５种不同致病基因的５个突变所致，其中４个

基因是未曾报道的，此研究中未检出热点突变基因。

ＸｕｅＧａｏ等
［５２］对一中国家系进行常染色体非综合

征性耳聋分析，采用目标捕获技术捕获８２个已知耳

聋基因，采用二代测序分析及生物信息学分析，确定

犜犕犆１ｃ．１７１４Ｇ＞Ａ为致病基因，在家系中共分离。

ＧｕＸ等
［５３］也报道了对６３名散发的非综合征耳聋

患者进行检测，应用目标序列捕获技术捕获１３１个

已知耳聋基因，采用大规模平行序列分析，检出１４

个致病基因，其中１０个为新发致病突变。二代测序

技术降低了测序成本，极大地提高了耳聋致病基因

的研究效率，能够获得编码区测序覆盖度更深、准确

性更高的数据。但目前仍存在不足：①目标序列捕

获技术在目标区域捕获时存在偏倚，尽管增加测序

深度可以一定程度弥补偏倚，但是仍有部分区域难

以捕获；②大规模平行测序对基因组结构变异的检

测具有局限性，通过增加测序深度和改进数据分析

算法已显著提高了其检测能力，但其灵敏度和特异

度仍然低于点突变的检测；③大多数非编码序列和

表观遗传学的修饰尚无法应用该技术检出，可能因

此存在一定的假阴性结论；④该技术获得的检测结

果仍然需要通过Ｓａｎｇｅｒ测序等方法进行验证；⑤在

大量的检出数据中仍有部分突变未确定是否与耳聋

相关，或部分突变的致病性尚存争议，需要更加大量

的数据和详尽的分析。

３　展望

耳聋是一种严重影响人类生活质量的常见疾

病，其对个人、社会的影响之大是不言而喻的。流行

１５
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病学研究显示，我国正常人群中至少４％～５％为耳

聋相关基因携带者［５４］。在新生儿中普遍开展耳聋

致病基因筛查，做到早期诊断，可指导携带致病基因

的儿童行为，预防疾病的发生。对确诊的耳聋患者

及早进行语言训练和干预治疗（耳蜗移植、配戴助听

器等），也可极大提高患者的生活质量。产前诊断和

遗传咨询的开展，也会大大降低先天性耳聋患儿的

出生率，从而提高我国人口质量，减轻社会压力。非

综合征型遗传性耳聋具有高度的遗传异质性，各突

变位点在不同种族、不同地域均有极大差异。在非

综合征型遗传性耳聋诊断中，分子诊断作为查找致

病原因、协助临床诊断和开展产前诊断的主要手段

发挥了重要作用。上述的各种基因检测技术存在各

自的优缺点，应根据病人的自身特点，结合以上各种

技术的优势，制定个性化的检测方案。下一代测序

技术能发现新基因、新突变点，能检测所有耳聋相关

基因，具有广泛的应用前景，必将是未来很长一段时

间内非综合征型遗传性耳聋基因研究的主要手段，

但该技术的临床应用目前仍充满挑战，诸多方面的

问题有待解决及完善。
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５８（４）：２１６２２２．

［２］　ＴｅｋｉｎＤ，ＹａｎＤ，ＢａｄｅｍｃｉＧ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇｇｅｎｅｐａｎｅｌ（ＭｉａｍｉＯｔｏＧｅｎｅｓ）ｆｏｒｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｅａｆｎｅｓｓｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＨｅａｒＲｅｓ，２０１６，３３３：１７９１８４．

［３］　ＹｕａｎＹ，ＺｈａｎｇＸ，ＨｕａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｍｏｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｔｉｏｌ

ｏｇｉｅｓａｒｅｒａｒｅｉｎｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃＴｉｂｅｔａｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（２）：ｅ３０７２０．

［４］　孙喜斌，于丽玫，曲成毅，等．中国听力残疾构成特点及康

复对策［Ｊ］．中国听力语言康复科学杂志，２００８（２）：２１２４．

［５］　ＵｓａｍｉＳ，ＮｉｓｈｉｏＳＹ，ＮａｇａｎｏＭ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｓｃｒｅｅｎ

ｉｎｇｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｂｙｉｎｖａｄｅｒａｓｓａｙｉｍｐｒｏｖｅｓｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ：ａｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒｓｔｕｄｙ［Ｊ］．

ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（２）：ｅ３１２７６．

［６］　ＲｅａｒｄｏｎＷ，ＰｅｍｂｒｅｙＭ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｄｅａｆｎｅｓｓ［Ｊ］．Ａｒｃｈ

ＤｉｓＣｈｉｌｄ，１９９０，６５（１１）：１１９６１１９７．

［７］　ＤａｉＺＹ，ＳｕｎＢＣ，ＨｕａｎｇＳＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＧＪＢ２ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎｓｙｎ

ｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２０１５，５７０（２）：２７２

２７６．

［８］　ＣｈｅｎＫ，ＺｏｎｇＬ，ＬｉｕＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｒｅｇｉｏｎａｌｇｅｎｅｔｉｃ

ｃｏｕｎｓｅｌｉｎｇｆｏｒｓｏｕｔｈｅｒｎＣｈｉｎｅｓｅｗｉｔｈｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇ

ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ：ａｕｎｉｑｕｅ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍ［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌ

Ｍｅｄ，２０１４，１２：６４．

［９］　ＵｓａｍｉＳ，ＡｂｅＳ，ＡｋｉｔａＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓａｍｏｎｇｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄ

Ｇｅｎｅｔ，２０００，３７（１）：３８４０．

［１０］　ＮａｎｃｅＷＥ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｄｅａｆｎｅｓｓ［Ｊ］．ＭｅｎｔＲｅｔａｒｄＤｅｖ

ＤｉｓａｂｉｌＲｅｓＲｅｖ，２００３，９（２）：１０９１１９．

［１１］　ＴｓｕｋａｄａＫ，ＮｉｓｈｉｏＳＹ，ＨａｔｔｏｒｉＭ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈｎｉｃｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＧＪＢ２ａｎｄＳＬＣ２６Ａ４ｍｕｔａｔｉｏｎｓ：ｔｈｅｉｒｏｒｉｇｉｎａｎｄａ

ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＡｎｎＯｔｏｌＲｈｉｎｏｌＬａｒｙｎｇｏｌ，２０１５，１２４

（５Ｓ）：６１Ｓ７６Ｓ．

［１２］　ＭｏｒｔｏｎＣＣ，ＮａｎｃｅＷＥ．Ｎｅｗｂｏｒｎｈｅａｒｉｎｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｓｉｌｅｎｔ

ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００６，３５４（２０）：２１５１２１６４．

［１３］　ＢｏｔｓｔｅｉｎＤ，ＷｈｉｔｅＲＬ，ＳｋｏｌｎｉｃｋＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａ

ｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｉｎｍａｎｕｓｉｎｇｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍ Ｇｅｎｅｔ，１９８０，３２（３）：３１４

３３１．

［１４］　ＯｕｙａｎｇＸＭ，ＹａｎＤ，ＹｕａｎＨＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｂａｓｅｓｆｏｒ

ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓａｍｏｎｇＣｈｉｎｅｓｅ［Ｊ］．ＪＨｕｍＧｅｎ

ｅｔ，２００９，５４（３）：１３１１４０．

［１５］　ＤａｉＰ，ＹｕＦ，ＨａｎＢ，ｅｔａｌ．ＧＪＢ２ｍｕｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ２，

０６３Ｃｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２００９，７：２６．

［１６］　ＬｕＹＪ，ＹａｏＪ，ＷｅｉＱＪ，ｅｔａｌ．ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅｏｆＳＬＣ２６Ａ４

ｍｕｔａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｉｎｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓｗｉｔｈＥＶＡ：ａＰＲＩＳ

ＭＡｃｏｍｐｌｉａｎｔｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ），

２０１５，９４（５０）：ｅ２２４８．

［１７］　ＬｕＪ，ＱｉａｎＹ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｍａｙ

ｍｏｄｕｌａｔｅｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅａｆｎｅｓｓａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄ１２ＳｒＲＮＡ１５５５Ａ＆ｇｔ；Ｇｍｕｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，

２０１０，１０（１）：６９８１．

［１８］　ＹｕａｎＹ，ＹｏｕＹ，ＨｕａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｅｔｉｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｆｒｏｍ

ｔｙｐｉｃａｌａｒｅａｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２００９，７：７９．

［１９］　ＰａｎｄｙａＡ，ＸｉａＸ，ＲａｄｎａａｂａｚａｒＪ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｉ

ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ１２ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｗｏｆａｍｉｌｉｅｓｆｒｏｍ Ｍｏｎｇｏｌｉａ

ｗｉｔｈｍａｔｒｉｌｉｎｅａｌａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＪＭｅｄＧｅｎｅｔ，

１９９７，３４（２）：１６９１７２．

［２０］　ＶｉｖｅｒｏＲＪ，ＯｕｙａｎｇＸ，ＹａｎＤ，ｅｔａｌ．ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎａｎｅｔｈｎｉｃａｌｌｙｄｉｖｅｒｓｅｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃ

ｄｅａｆｎｅｓｓｃｏｈｏｒｔ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＴｅｓｔＭｏｌＢｉｏｍａｒｋｅｒｓ，２０１２，１６

（９）：１１４６１１４８．

２５
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［２１］　ＭａｓａｓｙｅｓｖａＢＧ，ＴｏｎｇＢＣ，ＢｒｏｃｋＭＶ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒ

ｇｉｎａｎａｌｙｓｉｓｐｒｅｄｉｃｔｓｌｏｃａｌｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｆｔｅｒｓｕｂｌｏｂａｒｒｅｓｅｃｔｉｏｎ

ｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００５，１１３（６）：１０２２１０２５．

［２２］　ＡｂｒａｖａｙａＫ，ＣａｒｒｉｎｏＪＪ，ＭｕｌｄｏｏｎＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｗｉｔｈａｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｇａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｇａｐ

ＬＣＲ）［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，１９９５，２３（４）：６７５６８２．

［２３］　ＹａｎｇＸＬ，ＸｕＺＭ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｘｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｖｅｌｉｇａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｆｄｅａｆｎｅｓｓ

ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＹｉＸｕｅＹｉＣｈｕａｎＸｕｅＺａＺｈｉ，２０１０，２７

（５）：５３０５３４．

［２４］　张迪，段宏，林鹏，等．新型多基因检测技术在２２５例非综

合征型耳聋患者基因检测中的应用［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈

外科杂志，２０１６，５１（３）：２０３２０８．

［２５］　Ｘｉａｏ Ｗ，ＯｅｆｎｅｒＰＪ．Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｈｕｍ Ｍｕｔａｔ，２００１，１７（６）：

４３９４７４．

［２６］　ＺａｉｎａｌＳＡ，ＭｄＤＭ，ＡｂｄＲＮ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎ

ＧＪＢ２ｇｅｎｅａｍｏｎｇ Ｍａｌａｙｓｗｉｔｈｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＰｅｄｉａｔｒＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ，２０１２，７６（８）：１１７５１１７９．

［２７］　戴朴，韩东一，冯勃，等．大前庭水管综合征的基因诊断和

ＳＬＣ２６Ａ４基因突变分析［Ｊ］．中国耳鼻咽喉头颈外科，２００６，

１３（５）：３０３３０７．

［２８］　ＳｃｒｉｍｓｈａｗＢＪ，ＦａｅｄＪＭ，ＴａｔｅＷＰ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆａｎＡ１５５５ＧｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｍ

ｐｌｉｃａｔｅｄｉｎａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｊ Ｈｕｍ

Ｇｅｎｅｔ，１９９９，４４（６）：３８８３９０．

［２９］　ＥｓｔｅｖｅｓＭＣ，ｄｅＬｉｍａＩＭ，ＦｒａｎｃｉｓｃｏＡＭ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅＧＪＢ６ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ

ｆｏｒＧＪＢ２ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＢｒａｚｉｌ［Ｊ］．ＥｕｒＡｒｃｈＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ，

２０１４，２７１（４）：６９５６９９．

［３０］　郑静，杨爱芬，张婷，等．多重等位基因ＰＣＲ检测线粒体

１２ＳｒＲＮＡ基因突变［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１１，３４（７）：

６２８６３２．

［３１］　ＧｕｎｄｒｙＣＮ，ＶａｎｄｅｒｓｔｅｅｎＪＧ，ＲｅｅｄＧＨ，ｅｔａｌ．Ａｍｐｌｉｃｏｎ

ｍｅｌｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈｌａｂｅｌｅｄｐｒｉｍｅｒｓ：ａｃｌｏｓｅｄｔｕｂｅｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅｓａｎｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ
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