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　　［摘要］　目的　应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术检测广西新生儿遗传性非综合征型耳聋

（ＮＳＨＩ）基因突变基因，探讨耳聋基因筛查在临床中应用的有效性和可行性。方法　对７１００例出生的新生儿采用自动判别听性

脑干诱发电位（ＡＡＢＲ）进行听力初筛和复筛，并通过足跟血斑提取基因组ＤＮＡ，采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ进行４个耳聋易感基因

２０个突变位点检测。结果　７１００例新生儿听力初筛通过率为９７．１１％（６８９５／７１００），新生儿基因突变阳性率为３．５４％

（２５１／７１００），其中ＧＪＢ２基因突变１３１例，携带率为１．８４％，２３５ｄｅｌＣ杂合突变１０８例。ＳＬＣ２６Ａ４基因突变９３例，以１２２９Ｃ＞Ｔ杂

合突变和ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ杂合突变为主，ｍｔＤＮＡ１２ＳＲＮＡ基因突变１６例，ＧＪＢ３基因突变１１例。结论　采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技

术筛查可提高常见耳聋相关基因热点突变检出率，从分子水平发现新生儿遗传性 ＮＳＨＩ，可为早期发现、预测耳聋的发生及制订

干预措施提供相应的遗传咨询指导。
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　　新生儿在出生期或出生时易因生理机能退化、感染、外伤、

药物使用不当及遗传方面的病因情况导致耳聋。据报道大约

６０％的耳聋和遗传因素有关
［１］。先天性耳聋是引起言语交流

障碍的常见疾病之一，有研究报道新生儿发病率约为１‰～

３‰
［２］。遗传性耳聋分为非综合征型耳聋（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒ

ｉｎｇｌｏｓｓ，ＮＳＨＩ）和综合征型耳聋（ｓｙｎｄｒｏｍｉｃｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，

ＳＨＩ），约７０％为ＮＳＨＩ。流行病学调查表明中国耳聋人群常

见致病突变有 ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４、线粒体１２ＳｒＲＮＡ、ＧＪＢ３基因

突变［３］。而常见的４个易感基因突变位点因不同地域、不同民

族存在遗传的差异性。近年来，关于遗传性耳聋分子遗传学研

究报道有不少，基因芯片目前是临床常用的检测方法，但由于

只针对常见的４个基因（ＧＪＢ２、ＧＪＢ３、ＳＬＣ２６Ａ４和线粒体

ＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ）９个突变位点，检测位点限定、检出率低、容易

造成漏检。广西是一个少数民族群居的区域，因其所处的地域

和民族差异，耳聋具有高度的异质性。基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ

ｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）是广泛应用新

生儿筛查耳聋的技术手段，它具有通量高、成本低、位点覆盖全

面、时效期短、准确率高的优势，同时结合临床遗传咨询，可有

效进行分子诊断研究。本研究采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术检

测大规模筛查方法，对７１００例新生儿进行４个耳聋易感基因

２０个突变位点检测，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１４年１１月至２０１５年１２月在广西壮

族自治区妇幼保健院出生的７１００例新生儿进行听力筛查，其

中男５４００例，女１７００例。本研究获得医院伦理委员会批准，

家长均被详细讲解和告知听力和基因筛查的相关知识，并签订

知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　听力筛查方法　新生儿听力初筛和复筛采用畸变产物

耳声发 射 技 术 （ＤＰＯＡＥ）、自 动 判 别 听 性 脑 干 诱 发 电 位

（ＡＡＢＲ）。初筛于出生后３～５ｄ进行，在新生儿双侧外耳道清
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理后进行，测试时ｆ１、ｆ２强度分别为６５、５５ｄＢＨＬ，测试４个频

率（２～５ｋＨＺ），信噪比大于７ｄＢＨＬ，以４个频率中３个以上

通过为筛查通过标准。若复筛未通过，生后３个月时进行听力

学评估和医学诊断。

１．２．２　ＤＮＡ提取　在知情同意的情况下，用滤纸采集卡采集

受检新生儿手指末梢循环血共５个血斑（约２５０μＬ），应用厦

门致善试剂磁珠提取微量ＤＮＡ，利用 ＮＤ２０００ＵＶＶＩＳ波长

紫外／可见光扫描分光光度计（美国ＮａｎｏＤｒｏｐ公司）对标本的

基因组ＤＮＡ的提取质量和浓度进行检测，并将ＤＮＡ浓度调

节至１０ｎｇ／μＬ。ＤＮＡ样品的吸光度（犃）比值犃２６０ｎｍ／犃２８０

ｎｍ应为１．６～２．０，犃２６０ｎｍ／犃２８０ｎｍ需大于或等于２．０，浓

度需大于或等于１０ｎｇ／μＬ。

１．２．３　主要仪器和试剂　德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ扩增仪、美国Ｓｅ

ｑｕｅｎｏｍ公司的 ＭａｓｓＡｒｒａｙＤＮＡ 质谱阵列基因分析系统、

ＭａｓｓＡｒｒａｙ微量点样系统以及试剂盒。

１．２．４　筛查耳聋基因突变类型　该检测方法是针对４个耳聋

基因 ２０个突变位点而设计的。含 ＧＪＢ２ 基因的 ３５ｄｅｌＧ、

１６７ｄｅｌＴ、１７６１９１ｄｅｌ１６、２３５ｄｅｌＣ、２９９３００ｄｅｌＡＴ突变；ＧＪＢ３基

因的５３８Ｃ＞Ｔ、５４７Ｇ＞Ａ突变；ＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）基因的２８１Ｃ＞

Ｔ、５８９Ｇ＞Ａ、１１７４Ａ＞Ｔ、１２２６Ｇ＞Ａ、１２２９Ｃ＞Ｔ、１９７５Ｇ＞Ｃ、

２０２７Ｔ＞Ａ、２１６２Ｃ＞Ｔ、２１６８Ａ＞Ｇ、ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ、ＩＶＳ１５＋５Ｇ＞

Ａ突变，以及含ｍｔＤＮＡ１２ＳＲＮＡ基因的１４９４Ｃ＞Ｔ、１５５５Ａ＞Ｇ

突变。

２　结　　果

２．１　听力筛查结果　７１００例新生儿中，６８９５例通过听力初

筛，初筛通过率为９７．１１％；２０５例（２．８９％）未通过初筛的新生

儿均进行复筛，复筛２４例（１１．７１％）未通过。

２．２　聋病易感基因致病突变位点的检测结果　７１００例新生

儿耳聋基因筛查中，检出耳聋易感基因阳性２５１例，携带率

３．５４％，见表１。

表１　　７１００例新生儿耳聋基因检测各位点突变携带率

易感基因 突变位点 狀 携带率（％）

ＧＪＢ２ １７６＿１９１ｄｅｌ１６杂合突变 ６ ０．０８

２３５ｄｅｌＣ纯合突变 ２ ０．０３

２３５ｄｅｌＣ杂合突变 １０８ １．５２

２９９＿３００ｄｅｌＡＴ纯合突变 ４ ０．０５

２９９＿３００ｄｅｌＡＴ杂合突变 １１ ０．１５

ＧＪＢ３ ５３８Ｃ＞Ｔ杂合突变 ６ ０．０８

５４７Ｇ＞Ａ杂合突 ５ ０．０７

ＳＬＣ２６Ａ４ ２８１Ｃ＞Ｔ杂合突变 ３ ０．０４

１１７４Ａ＞Ｔ杂合突变 ３ ０．０４

１２２９Ｃ＞Ｔ杂合突变 ４２ ０．５９

１９７５Ｇ＞Ｃ杂合突变 ６ ０．０８

２０２７Ｔ＞Ａ杂合突变 ３ ０．０４

２１６８Ａ＞Ｇ杂合突变 ５ ０．０７

ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ杂合突变 ３０ ０．４２

ＩＶＳ１５＋５Ｇ＞Ａ杂合突变 １ ０．０１

ｍｔＤＮＡ１２ＳＲＮＡ １５５５Ａ＞Ｇ同质性突变 １２ ０．１７

１５５５Ａ＞Ｇ异质性突变 ４ ０．０５

合计 ２５１ ３．５４

３　讨　　论

　　耳聋是严重影响人类健康和致残的听力疾病，而先天性听

力障碍是新生儿最常见的先天性缺陷［４］。有文献报道，耳声发

射（ＯＡＥ）和听性脑干诱发电位（ＡＢＲ）是最有效的听力筛查方

式，然而这种筛查仍然有假阳性和假阴性的存在，如新生儿自

身原因（羊水残积、中耳功能丧失）、周边环境影响及技术人员

业务水平和仪器设备［５６］。为避免出现的假阳性所给予家长造

成的困扰，应施行多级联合筛查，采用筛查耳聋易感基因，分析

基因突变位点的差异性，结合遗传咨询并进行有效干预。

耳聋具有遗传异质性，多种不同表型与突变基因的基因型

有关，且随着环境因素影响其易感性越强［７］。如病毒感染，早

产、脑外伤、围产期前后感染等因素都有可能导致耳聋疾病的

发生。国内进行的耳聋病分子流行病学调查显示，在新生儿中

发病率约为１／１０００，约５０％的耳聋患者有遗传背景
［８］。有研

究发现，２１％的耳聋患者带有 ＧＪＢ２基因突变、１４．５％的患者

带有ＳＬＣ２６Ａ４基因突变、３．８％和０．６％的患者分别带有线粒

体ＤＮＡＡ１５５５Ｇ 和 ＧＪＢ３突变。这一调查结果确定 ＧＪＢ２、

ＳＬＣ２６Ａ４、线粒体基因、ＧＪＢ３是导致中国大部分遗传性耳聋发

生的最常见的４个基因
［９１０］。研究表明上述基因突变所致的

ＮＳＨＩ在不同种族、不同地域存在很大的差异，包括不同的突

变形式和突变频率，有很强的种族特异性［１１］。

ＧＪＢ２基因编码缝隙连接蛋白２６（ＣＸ２６）对耳蜗渗透压和

听觉起着重要的作用。ＧＪＢ２基因突变影响循环通路和细胞信

号传导，从而导致感音神经性耳聋的发生。有文献报道，中国

耳聋人群中１３．０％～２６．７％由 ＧＪＢ２突变导致，２３５ｄｅｌＣ是

ＧＪＢ２最常见的突变
［１２］。本研究中ＧＪＢ２基因是本地区 ＮＳＨＩ

相关基因的主要基因，２３５ｄｅｌＣ等位基因的频率明显高于其他

几个突变位点，表明２３５ｄｅｌＣ是该地区耳聋患者的热点突变，

这与文献报道２３５ｄｅｌＣ为东亚地区主要突变一致
［１３］。

ＳＬＣ２３４Ａ４基因也是导致神经性听力损失的主要责任基

因，维持内耳淋巴液的离子转运与平衡，可导致大前庭水管综

合征和Ｐｅｎｄｒｅｄ综合征
［１４］。是儿童常见的内耳畸形疾病之

一，临床表型常为迟发性和渐进性听力损失，疾病加重与感冒、

头部外伤引起颅内压升高相关［１５］。本研究ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ和

１２２９Ｃ＞Ｔ２个突变位点为主要的突变位点，而日本和韩国

２１６８Ａ＞Ｇ为ＳＬＣ２６Ａ４最主要突变
［１６１７］。因此，在不同地区

和种族中，ＳＬＣ２６Ａ４突变可能是导致神经性听力损失的主要

责任基因，但突变位点可能不同。

ｍｔＤＮＡ１２ＳＲＮＡ具有母系遗传、自我复制、转录和编码功

能，可独立于细胞核染色体以外的基因团中［１８］。因 ｍｔＤＮＡ

Ａ１５５５Ｇ突变引起感音神经性耳聋临床表型具有多样性，推测

可能原因为：由于线粒体ＤＮＡ空间结构变化暴露氨基糖苷类

药物的结合位点，以致对耳蜗毛细胞的生物化学和生理功能产

生干扰，引起内耳细胞的可逆和不可逆性损伤［１９］。本研究

１５５５Ａ＞Ｇ突变率较低，与Ｄａｉ等
［１３］报道的突变率相一致。建

议对这种临床表型的患者家属进行有效的防聋宣教，预警禁用

氨基糖苷类抗菌药物。

ＧＪＢ３为夏家辉院士发现的 ＮＳＨＩ相关基因，同时还在高

危人群的听力下降与基因的错义突变和无义突变有关。本研

究检出６例５３８Ｃ＞Ｔ杂合，突变率０．０８％，突变频率较小。其

听力筛查结果正常，需要定期随访。

本研究参照曾云等［２０］方法，应用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术

筛查新生儿ＮＳＨＩ基因的优点：（１）检测位点数目高、覆盖全，

包含了中国人群中高发位点；（２）通量高、时效短，一次检测只

需１０ｓ，一台仪器每天通量３０００例；（３）ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的

检测结果与直接测序结果完全一致，检测数据自动分析，具有

高度灵敏性和准确性；（４）适用于大规模筛查，扩增试剂及仪器

平均成本较低；（５）进行区域热点突变的检测，可个性化增加新

的位点检测需求。存在局限：对临床已明确的遗传性耳聋进行
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大规模筛查，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ暂时无法实现对未知突变基

因、罕见基因、新基因的检测。

总之，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术既能满足临床医生对耳聋基

因的检测，又可以针对不同地区和民族的热点突变谱及发生频

率进行个体化筛查，有效弥补传统新生儿听力筛查不足和提高

遗传性耳聋基因携带及迟发性和药物性耳聋基因携带患儿的

检出。为实现早发现、早诊断、早干预的临床措施提供遗传咨

询指导，以减少耳残疾的发生。
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