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目的
!

对
$

个遗传性非综合征型耳聋家系的临床表型特征进行分析!并选取
eXH1

基因进行突变检测'方法
!

详

细询问病史和临床检查后!提取患者及家系成员的外周血基因组
\T5

!

ZK4

扩增
eXH1

基因的外显子及外显子和内含子的交界

区域!然后对扩增产物进行
\T5

测序和
HN5F6

比对进行突变分析'结果
!

该家系所有患者为迟发性&渐进性&早期以高频听力

下降为主的感觉神经性聋'

eXH1

基因突变分析检测到
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种单核苷酸多态!其中
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突变为本研究新发现'

结论
!

该家系未发现
eXH1

外显子致病性突变!遗传性非综合征型耳聋存在明显的遗传异质性'
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耳聋是最常见的感觉障碍性疾病之一#在新生儿中发病率

约为
$
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)按表型特征不同#遗传性耳聋可分为综合征型

耳聋$
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TFQN

可表现为多种遗传

方式#包括常染色体显性遗传#常染色体隐性遗传#

i

连锁遗

传#

g

连锁遗传和线粒体遗传等)遗传性耳聋具有高度的遗传

异质性)迄今为止#共定位
TFQN

基因位点
$')

个#已克隆的

致病基因有
)%

余个#其中导致遗传性
TFQN

的基因中#

eXH1

*

FNK1)50

*

RgU$25

*

U6U]

*

K\Q1'

和
6RK$

等基因突变较

为常见#其中又以
eXH1

基因突变最为常见'

1

(

#在我国约

$/&'$P

的耳聋患者是由
eXH1

基因突变导致的'

'

(

)鉴此#作

者对
$

个遗传性
TFQN

家系成员的
eXH1

基因编码序列进行

分析#旨在寻找耳聋患者的致病基因突变)
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资料与方法
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一般资料
!

该家系
0

代共
$0

人#其中耳聋患者
0

例$图

$

&)先证者$

,

1

&#男#

01

岁#

$1

岁起双侧耳鸣并进行性听力减

退#

')

岁发展为全聋)纯音测听显示左耳听力为
/2

分贝#右

耳听力为
/%

分贝#属于重度耳聋)除耳聋之外#不伴其他器官

系统的异常)该家系耳聋患者的起病年龄为
$1

!

12

岁#其他

患者与先证者临床症状相似)临床表现为双侧耳鸣#听力减退

为双耳对称性*以高频听力下降为主的感觉神经性耳聋)耳部

K6

扫描*前庭功能及全身体格检查#均未发现异常)

图
$

!!

患者家系图
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扩增
eXH1

基因的引物

外显子 正向
2S.'S
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制备
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在获得知情同意之后#采集该家系
(

个成

员的外周血样本#包括
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例患者$
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&)血液基因组
\T5

提取试剂盒

购自北京天根生化公司$批号
\Z'$/

&#按产品说明书介绍的方

法提取基因组
\T5

)

\T5

浓度测定后稀释成为
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扩增
!

应用
ZD#38D2

软件设计并合成
'

对引物

$表
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&#扩增区域覆盖
eXH1

基因的两个外显子及外显子与内

含子交界区域)
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反应体系!总体积为
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至
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#

N

)反应条件!

(2_

预变性
$%3#,

*

(2_

变性
'%+

*
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!
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退火
'%+

*

-1_

延伸
02+

#

'2

个循环#

-1_

再延伸
$%

3#,

)

ZK4

产物经
$P

琼脂糖凝胶#恒压
$0%f

电泳
123#,

#溴

化乙锭"紫外线观察#以证实
ZK4

扩增的片段)

=&>&?
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产物纯化*序列测定及分析
!

ZK4

产物纯化$生工

F[$$0$

&后送至上海生工生物工程技术服务有限公司#在

5Ĥ'-'%

自动测序仪上应用相应的
ZK4

引物进行双向直接序

列测定#测序结果使用
\T5F9;D

软件进行分析)发现的序列

变异在
TKĤ

和
Q;

E

3;

E

的多态数据库中进行查询#确定是否

为单核苷酸多态$
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&)通过

同时检测家系内所有患者及其健康同胞的相应序列#鉴定变异

序列是否与疾病表型共分离)

>
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结
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果
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该家系共有存活耳聋患者
'

例#从家系图分析#符合常染

色体显性遗传%所有患者均为语后聋#为双耳对称性*进行性*

高频听力下降为主的感觉神经性聋#随年龄增加耳聋程度逐步

加重#最终进展为全频受累的重度感音神经性聋)患者出现听

力下降的年龄#从
$1

!

12

岁)

)

1

#女#

)2

岁#

$)

岁出现听力下

降#

0/

岁发展为全聋#目前左耳听力为
-2

分贝#右耳听力为
/%

分贝)

)

2

#男#

22

岁#

12

岁出现听力下降#

01

岁发展为全聋#

目前左耳听力为
/2

分贝#右耳听力为
/0

分贝)
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直接双向测序后#发现
eXH1

基因的
)

个变异序列$表
1

*

图
1

&#这些变异既存在于部分患者中#也在健康亲属中检测

到#与疾病不存在共分离)本研究中发现的
eXH1

基因的核苷

酸改变是
FTZ
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eXH1

基因中检测到的变异序列

变异位置 变异碱基 氨基酸改变 参考序列号

MA",1 K&-(e

%

5

杂合
f;@1-̂@8 D+-12)$-1'

MA",1 K&'0$5

%

e

杂合
e@C$$0e@

B

D+11-0%/'

'S.̀ 64

:

&0$2(6

%

K

杂合
L

本研究新发现

'S.̀ 64

:

&2$01e

"

6

纯合
L

本研究新发现

'S.̀ 64

:

&211-e

"

5

纯合
L

本研究新发现

'S.̀ 64

:
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纯合
L

本研究新发现
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!此项无数据)
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论

耳聋是导致交流障碍最常见的疾病#大多数发病都与遗传

有关)遗传性耳聋患者中
-%P

以上为
TFQN

)耳聋具有高度

的遗传异质性#相关基因众多#但在不同人群中
eXH1

基因突

变均是导致
TFQN

的最主要致病基因'

0

(

)

R#

:

,",

等'

2

(于

$(()

年将人类
eXH1

定位于
$'

W

$$.

W

$1

#基因全长
22$%?

E

#含

两个外显子#而编码序列位于
8A",1

#长为
)/$?

E

)

eXH1

含有

11)

个氨基酸的蛋白质#相对分子质量约为
1)a$%

'

#也称缝隙

连接蛋白
1)

$

=",,8A#,1)

#

KA1)

&)

KA1)

是一种跨膜蛋白#

0

次

跨膜#共分
2

个区!

T

端区*跨膜区*细胞外区*胞浆内连接区和

K

端区)

KA1)

蛋白以六聚体形式结合形成缝隙连接#形成耳

蜗内钾离子运输通道#以维持耳蜗内较高水平电位'

)

(

)

eXH1

基因突变可导致
KA1)

蛋白功能缺陷#减少钾离子再循环效

率#进而导致听力损害'

-

(

)目前发现#

eXH1

至少有
$$$

种突变

可以引起
TFQ̂

#其中显性突变
(

种#隐性突变
(1

种#遗传模

式不明突变
$%

种)

本研究的
TFQN

家系中#所有患者均为语后聋#为双耳对

称性*进行性*高频听力下降为主的感觉神经性聋#不伴其他器

官系统的异常)根据其临床特征和遗传方式#作者认为该家系

属于常染色体显性遗传的非综合征型耳聋)进一步用分子遗

传学方法尝试了
eXH1

基因的突变筛查#寻找患者特有的突

变)检测到的
)

个变异序列既存在于患者中#也出现在患者的

健康亲属中#未发现与疾病表型共分离的变异)其中
=&-(e

%

5

$

E

&f;@1-̂@8

&和
=&'0$e

%

5

$

E

&e@C$$0e@

B

&为已报道的核苷

酸多态#而位于
'S.̀ 64

的
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K
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:

&2$01e

"
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突变为本研究国内外首次报道)尽管本

研究在
eXH1

基因的编码区发现了
1

个杂合突变
-(e

%

5

$

E

&

f;@1-̂@8

&和
'0$e

%

5

$

E

&e@C$$0e@

B

&#但在该家系患者和健康

人中均存在这些突变#因此#作者认为它们更可能是该基因的

FTZ

#这与大多数研究者认为杂合突变
-(e

%

5

和
'0$e

%

5

是
eXH1

基因的多态相一致的'

/.$%

(

)所以#作者初步排除了

eXH1

为本研究
TFQN

家系的致病基因#说明遗传性非综合征

型耳聋存在明显的遗传异质性)
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