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一个遗传性非综合征型耳聋大家系的犌犛犇犕犈
基因突变分析
黄演林１　余丽华１　丁红珂１　曾玉坤１　刘玲１　陈洽鑫２　刘畅１
（１．广东省妇幼保健院医学遗传中心，广东广州　５１１４００；２．广东省妇幼保健院耳鼻喉科，
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【摘要】　目的　利用二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）结合Ｓａｎｇｅｒ测序验证对一听力障
碍的家系进行致病基因检测。方法　以２０１８年广东省妇幼保健院产前诊断科诊断为听力障碍的一家
系为研究对象，采集先证者病史、听力检查结果及家族史，采用遗传性耳聋精选基因检测包对先证者进
行基因检测，后对发现的致病位点进行Ｓａｎｇｅｒ测序验证，同时收集家系其他成员进行Ｓａｎｇｅｒ测序。结
果　共收集该家系３６个成员的资料，其中３人已去世，其余３３人均进行了基因检测与诊断。检测到先
证者在犌犛犇犕犈基因第７号内含子上发生了剪接位点变异，ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ（来源于父亲），可引起常显遗
传性耳聋５型，共在８个家系成员中检出该致病位点杂合改变，符合孟德尔显性遗传。除先证者表妹表
型较轻，其余７个成员均为重度或极重度听力障碍。结论　本研究成功利用二代测序技术鉴定了一种
导致晚发型非综合征型耳聋的剪接位点变异，此家系为迄今报道的最大家系，丰富了遗传性耳聋的病因
信息。二代测序技术为耳聋分子诊断提供一套可行的新方法。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ；ＧｅｎｅＧＳＤＭＥ；Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　　耳聋是由听觉系统中的听神经及各级中枢病变
而引起的听觉障碍，是最常见的人类感觉系统缺
陷［１］。先天性因素（遗传）和后天性因素均可导致耳
聋。据调查，世界范围内约４．６６亿人患中度以上听
力残疾，我国听力言语残疾者达２７８０万，约占中国
残疾人总数的３３％，居我国各类残疾之首［２］。非综
合型耳聋是指除听力障碍外不涉及外耳畸形或其他
器官系统的异常表现，约８０％为常染色体隐性遗
传，２０％为常染色体显性遗传［３］。目前，已发现超过
２５个基因与常染色体显性非综合征型听力障碍相
关，大部分为晚发型听力障碍［４］。常染色体隐性非
综合征型障碍具有较大的遗传异质性，在大多数人
群中，重度至极重度常隐非综合征型听力障碍的最
常见原因是犌犑犅２突变，轻度至中度常隐听力障碍
的最常见原因是犛犜犚犆突变［５］。

由于非综合征型耳聋存在临床表现的差异及致
病基因的不明确性，Ｓａｎｇｅｒ测序不适用于非综合征
型耳聋的基因诊断。在二代测序技术（ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）的推动下，耳聋基因
ＮＧＳ检测包发展迅速，可通过耳聋相关基因的目标
序列捕获，进行高通量测序，达到很高的灵敏度和准
确度，为耳聋分子诊断提供了新的方法［６］。本研究
利用遗传性耳聋精选基因检测包对一耳聋先证者进

行基因检测，并对检测到的突变位点进行Ｓａｎｇｅｒ测
序验证，同时收集家系其他成员进行Ｓａｎｇｅｒ测序。
不仅成功鉴定了一种导致Ｊｏｕｂｅｒｔ综合征的新突
变，丰富了Ｊｏｕｂｅｒｔ综合征的病因信息，同时为罕见
疾病的产前诊断及临床确诊提供了一套可行的新方
法。不仅成功鉴定了一种导致晚发型非综合征型耳
聋的致病变异，丰富了遗传性耳聋的病因信息，同时
为耳聋分子诊断提供一套可行的新方法。

１　材料与方法

１．１　病历资料　谭ＣＹ，ＸＸ岁，因“家族中有多人
耳聋”于广东省妇幼保健院产前诊断中心就诊。家
族史：本人及父母、哥哥、大姑、二姑均体健，未见听
力障碍，其爷爷、三姑和小姑患有耳聋多年；曾爷爷
也患有耳聋（已故），其姑婆、大表姑、二表叔和小表
叔均患有耳聋，二表叔女儿为耳聋成员中年龄最小
者（２１岁），患有轻度听力损失，详见该家系图（图
１）。本研究共收集该家系３６个成员（３人已故）的
资料，由于就诊者本人及父母均无听力障碍表现，首
次实验室检查抽取其三姑谭ＪＺ（４４岁，耳聋３０年）
外周血，行遗传性耳聋精选基因包检测，测序结果经
Ｓａｎｇｅｒ测序验证。耳聋基因包检测及Ｓａｎｇｅｒ验证
结果均显示存在致病基因位点，后收集该家系３３人

图１　犌犛犇犕犈基因突变致聋大家系图
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外周血进行Ｓａｎｇｅｒ测序。本研究获得了广东省妇
幼保健院机构审查委员会及广州医科大学伦理委员
会的批准。所有样品的采集均取得了参与者的书面
知情同意书。
１．２　实验方法
１．２．１　外周血ＤＮＡ提取　用ＱＩＡＧＥＮ公司基因
组ＤＮＡ提取试剂盒ＱＩＡＧＥＮＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉ
Ｋｉｔ按试剂盒说明书提取外周血ＤＮＡ，使用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超微量分光光度计进行提取ＤＮＡ
的定量，要求ＤＮＡ样本纯度ＯＤＡ２６０／２８０介于
１．８～２．０之间。
１．２．２　遗传性耳聋基因包检测与分析　质检合格
的基因组ＤＮＡ经超声破碎仪打断、末端修复、扩
增、纯化等操作制备测序文库，采用特异性的捕获探
针（ＲｏｃｈｅＮｉｍｂｌｅＧｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）杂交
富集目标区域的ＤＮＡ序列，目标区域包括２０４个
耳聋相关基因，３１４８个编码区总共含有４９７５０７个
碱基。采用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００平台进行测序。
应用商业软件ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓＮｅｘｔＧＥＮｅＶ２．４．１．２
进行数据分析和变异检测。参考基因组版本为
ＧＲＣｈ３７／ｈｇ１９。根据ｇｎｏｍＡＤ数据库中次等位基
因频率（ＭＡＦ）进行变异初筛（即过滤掉ＭＡＦ＞０．０１
的变异，犌犑犅２ＮＭ００４００４．５：ｃ１０９Ｇ＞Ａ等高频致
病位点除外）。采用ＶａｒＣａｒｄｓ在线预测网站（包含
ＳＩＦＴ、Ｐｏｌｙｐｈｅｎ２、ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ和ＲＥＶＥＬ等２３
种预测算法）以及ＳｐｌｉｃｅＡＩ、ｖａｒＳＥＡＫ等工具对变

异进行有害性预测，结合ＣｌｉｎＶａｒ、ＨＧＭＤ、
Ｖａｒｓｏｍｅ和变异类型、文献病例报道等信息，并根
据ＡＣＭＧ／ＡＭＰ指南对变异进行综合评级和分
类［７］。本文ＧＳＤＭＥ基因使用的转录本为ＮＭ＿
００１１２７４５３．２。
１．２．３　Ｓａｎｇｅｒ测序　根据高通量测序结果用
Ｓａｎｇｅｒ测序对先证者ＤＮＡ及其他３３个家系成员
外周血ＤＮＡ进行突变位点的检测和验证。采用
Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物，扩增ＧＳＤＭＥ基因第８号
外显子及上下游１０个ｂｐ的序列。引物序列为：
ＧＳＤＭＥＥ８Ｆ：ＣＡＣＣＡＡＧＧＡＴＴＡＧＣＡＡＴＴＴＣＡＧ，
ＧＳＤＭＥＥ８Ｒ：ＡＧＡＡＧＧＧＡＡＧＧＡＣＣＴＧＴＡＴ。ＰＣＲ
扩增条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５８℃退
火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环；延伸７２℃５ｍｉｎ。

２　结果

２．１　二代测序结果　先证者耳聋基因包检测及
Ｓａｎｇｅｒ验证结果显示：犌犛犇犕犈基因第７号内含子
上（距离第８号外显子２ｂｐ）发生了碱基替换，即ｃ．
９９１２Ａ＞Ｇ，形成剪接位点变异，为杂合突变，通过
外周血Ｓａｎｇｅｒ测序证实，该变异来源于先证者父
亲，其父亲也为耳聋患者（先证者母亲已故，未行基
因检测，生前未见耳聋）。变异信息见表１。
犌犛犇犕犈基因相关疾病为常显遗传性耳聋５型，是
常染色体显性遗传。临床表现主要为语后、高频率、
进行性听力损伤，一般在第一个１０年发病［８］。

表１　犌犛犇犕犈突变家系二代测序结果
基因
名称

ＯＭＩＭ
编号

遗传
方式

ｈｇ１９
位置 转录本 核苷酸与

氨基酸改变 合子状态 ＡＣＭＧ
变异分类 相关疾病／文献 来源

犌犛犇犕犈６０８７９８ ＡＤ ｃｈｒ７：２４７４５９９７ＮＭ＿００１１２７４５３．２ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ 杂合 可能致病常显遗传性耳聋５型父亲
　　注：变异来源是通过Ｓａｎｇｅｒ测序证实；平均覆盖深度（２９７±１９６）Ｘ，大于１０Ｘ覆盖区间占９４．８％，大于２０Ｘ覆盖区间占９４．７％；该位点测
序深度为３０６Ｘ。

２．２　Ｓａｎｇｅｒ测序结果　本家系３３个成员针对
犌犛犇犕犈：ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ致病位点进行了Ｓａｎｇｅｒ测
序。结果显示：所有耳聋家系成员均检出该杂合致
病位点（８／３３，２４．２％），所有听力正常者均未检出
（２５／３３，７５．８％），即约１／４的家系成员患病，Ｓａｎｇｅｒ
测序结果详见图２。其中，首次就诊者的表妹虽检
出该剪接位点变异，但由于其年龄相对较小，目前仅
有轻度的听力损失，符合该病进行性听力损伤的特点。

３　讨论

遗传性非综合型耳聋是指除听力障碍外不涉及
外耳畸形或其他器官系统的异常表现，约８０％为常
染色体隐性遗传，２０％为常染色体显性遗传［８］，目
前，已发现超过２５个基因与常染色体显性非综合
征型听力障碍相关，大多数会导致语后听力障碍，如
犃犆犜犌１、犆犆犇犆５０、犈犢犃４、犆犗犔１１犃２、犇犐犃犘犎１、
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图２　ＧＳＤＭＥ基因Ｓａｎｇｅｒ测序峰图（传代数和成员编号与家系图一致）

犕犢犎９、犌犛犇犕犈、犕犢犗１犃、犕犢犗６等等，一般在生
后第一个１０年内发病，以高频率、进行性听力损失
为特征［４］。犌犛犇犕犈基因相关耳聋为常显遗传性耳
聋５型（ｄｅａｆｎｅｓｓ，ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔ５，ＤＦＮＡ５；
ＯＭＩＭ＃６００９９４）是一种常染色体显性遗传疾病，是
由染色体７ｐ１５．３上的犌犛犇犕犈基因发生杂合突变
引起的。犌犛犇犕犈基因包含１０个外显子，跨度约为
６０ｋｂ［９］。犌犛犇犕犈编码ＧａｓｄｅｒｍｉｎＥ蛋白，该蛋白
是将非炎症性细胞凋亡转化为细胞焦亡的成孔蛋白
的前体，在进行蛋白切割时，释放的Ｎ末端部分
（ＧａｓｄｅｒｍｉｎＥ，Ｎ端）与膜结合并形成孔，引发细胞
焦亡［１０］。ＤＦＮＡ５患者多发病于儿童早期。此疾病
是进行性的，临床症状表现为感知性耳聋，双耳在高
频率声波波段听力受损，随着时间推移，听力损失扩
大到较低频率声波波段并迅速加重［８］。

本文我们描述了一个包含３６个成员的超大家
系，首先对“耳聋３０年”的先证者行遗传性耳聋精选
基因包检测，发现一个剪接位点致病变异犌犛犇犕犈：
ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ，后针对３３个成员进行了Ｓａｎｇｅｒ测
序验证，共发现８个家系成员携带该致病位点，且８
位成员有７为重度或极重度耳聋，年龄最小的携带
者则表现出轻度听力损失，符合犌犛犇犕犈基因异常
引起的ＤＦＮＡ５特征。已故的３个成员中有一个亦
是耳聋患者。另有２５位家系成员未检出该剪接致
病变异，且均未耳聋表现。所有阳性位点均为杂合
突变，符合孟德尔显性遗传的特点。该家系为
犌犛犇犕犈：ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ位点所报道的最大家系，同
时也是犌犛犇犕犈基因突变所报道的最大家系，家系
中包含的患者人数最多（９个）。

本研究发现的位点犌犛犇犕犈：ｃ．９９１２Ａ＞Ｇ是
一个新型的剪接位点变异，位于ｍＲＮＡ剪接区域，
核苷酸序列高度保守，并且多种计算辅助算法也预
测这个变化可能会影响剪接功能。这个变异在中国
一个晚发型进行性非综合征耳聋家系的多个患者中
被检出，临床表现为高频听力受影响，并随着年龄增
长而加重，突变携带者有表现差异性［１１］。到目前为
止，这个变异在我们的参考人群基因数据库
（ｇｎｏｍＡＤ）中未见人群频率记录。综上所述，进一
步结合送检者的临床表现和家系分析，依据美国医
学遗传学与基因组学学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆ
ＭｅｄｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＧｅｎｏｍｉｃｓ，ＡＣＭＧ）变异分类
指南，这个变异暂定为“Ⅱ类可能致病”。即具有较
为充分的证据表明该变异是引起该家系成员耳聋的
病因。

综上所述，本研究利用二代测序技术成功鉴定
了一种导致晚发型非综合征型耳聋的剪接位点变
异，并利用Ｓａｎｇｅｒ测序技术，从３３个家系成员中确
诊了８个ＤＦＮＡ５患者，并且根据变异致病性分析，
确认此突变即为上文所述家系的遗传学病因。此家
系为迄今报道的最大家系，丰富了遗传性耳聋的病
因信息。二代测序技术为耳聋分子诊断提供一套可
行的新方法。
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·视频导读·

双绒毛膜双胎选择性减胎术后被减胎儿的游离犇犖犃持续周期研究
陈敏

（广州医科大学附属第三医院产前诊断和胎儿医学科，广东广州　５１０１５０）

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０２２．０１．０１４

　　来自广州医科大学附属第三医院的陈敏教授在本时
评中介绍了“双绒毛膜双胎选择性减胎术后被减胎儿的游
离ＤＮＡ持续周期研究”。

无创产前检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）
可作为双胎早期染色体非整倍体的一线筛查技术。而双
胎之一死亡的发生率高达６．２％，死亡胎儿的游离ＤＮＡ进
入母血循环，导致ＮＩＰＴ产生假阳性结果。陈敏教授团队
通过对５例双胎之一胎儿非整倍体的孕妇血浆进行

ＮＩＰＴ，监测双胎中死亡胎儿及存活胎儿游离ＤＮＡ浓度的变化情况，定性分析死亡胎儿游离ＤＮＡ在孕妇血
浆中的残留情况，分析死亡胎儿游离ＤＮＡ浓度变化如何影响双胎ＮＩＰＴ检测准确性。通过选择性减胎样
本模拟自然消失双胎，验证消亡胎儿对ＮＩＰＴ假阳性结果的影响。研究发现，双胎减胎后７～９周，血浆胎儿
游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）胎儿浓度达到峰值，之后逐渐下降，在孕晚期降为０，该趋势变化的
原因可能是减胎手术后胎儿与母体胎盘灌注发生改变而影响胎盘自溶率。孕１４～１７周选择性减胎的孕妇，
血浆残留ｃｆｆＤＮＡ会导致ＮＩＰＴ产生假阳性结果，一直持续到减胎后１６周。因此，不推荐妊娠早中期发生
了胎儿死亡的双胎孕妇进行ＮＩＰＴ检测，１２周后减胎者，先完成ＮＩＰＴ和超声检查后再减胎。
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