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  [摘 要] 目的 分析云南普洱地区799例新生儿GJB2基因的突变特征。方法 采用聚合酶链反应-碱

基序列直接测序方法对799例新生儿足跟血样本进行GJB2基因编码区检测,分析基因多态性分布及各基因型

频率、等位基因 频 率,并 采 用 Arlerquin3.11软 件 进 行 Hardy-Weinberg平 衡、单 倍 型 及 连 锁 不 平 衡 分 析。
结果 在799例新生儿样本的GJB2基因2号外显子中,共检测出c.79G>A、c.109G>A、c.341A>G、c.299-
300delAT、c.235delC、c.608T>C、c.226C>A、c.571T>C、c.512insAACG、c.550C>T、c.180C>G、c.368C>
A

 

12种基因多态性。经统计总突变携带率为60.83%,其中,c.79G>A、c.341A>G、c.109G>A、c.608T>C
 

4个位点突变携带率较高,依次为46.06%、36.30%、13.89%、4.51%,其他位点突变携带率均不足1.00%。这

12种基因多态性突变符合Hardy-Weinberg平衡定律,共存在22种单倍型,进行连锁不平衡分析发现,c.79G
>A与c.341A>G两位点存在显著连锁不平衡(D'=0.987

 

4,r2=0.674
 

0)。结论 云南普洱地区新生儿

GJB2基因具有丰富的突变类型和突变频率,且总突变携带率较高,为临床检测及遗传咨询提供了支持。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

mutation
 

characteristics
 

of
 

GJB2
 

gene
 

in
 

799
 

neonates
 

in
 

Pu
 

'er
 

re-
gion

 

of
 

Yunnan
 

province.Methods The
 

GJB2
 

gene
 

coding
 

region
 

was
 

detected
 

in
 

799
 

neonatal
 

heel
 

blood
 

samples
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction-base
 

sequence
 

direct
 

sequencing
 

method,and
 

gene
 

polymorphism
 

distri-
bution,genotype

 

frequency
 

and
 

allele
 

frequency
 

were
 

analyzed.Hardy-Weinberg
 

equilibrium,hahatype
 

and
 

linkage
 

disequilibrium
 

were
 

analyzed
 

by
 

Arlerquin3.11
 

software.Results c.79G>A,c.109G>A,c.341A>
G,c.299-300delAT,c.235delC,c.608T>C,c.226C>A,c.571T>C,c.512insAACG,c.550C>T,c.180C>G,

and
 

c.368C>A
 

were
 

detected
 

in
 

exon
 

2
 

of
 

GJB2
 

gene
 

in
 

799
 

neonatal
 

samples.According
 

to
 

statistics,the
 

total
 

mutation
 

carrier
 

rate
 

was
 

60.83%,among
 

which,the
 

mutation
 

carrier
 

rates
 

of
 

c.79G>A,c.341A>G,c.109G
>A

 

and
 

c.608T>C
 

were
 

46.06%,36.30%,13.89%
 

and
 

4.51%,respectively,and
 

the
 

mutation
 

carrying
 

rate
 

of
 

other
 

sites
 

was
 

less
 

than
 

1.00%.The
 

polymorphic
 

mutations
 

of
 

these
 

12
 

genes
 

were
 

consistent
 

with
 

Hardy-
Weinberg

 

equilibrium
 

law,and
 

there
 

were
 

22
 

hahatypes
 

in
 

total.The
 

linkage
 

disequilibrium
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

significant
 

linkage
 

disequilibria
 

at
 

two
 

loci:c.79G>A
 

and
 

c.341A>G(D'=0.987
 

4,r2=
0.674

 

0).Conclusion There
 

are
 

abundant
 

mutation
 

types
 

and
 

frequency
 

of
 

GJB2
 

gene
 

in
 

newborns
 

in
 

Pu
 

'er
 

region
 

of
 

Yunnan
 

province,and
 

the
 

total
 

mutation
 

carrying
 

rate
 

is
 

high,which
 

provides
 

support
 

for
 

clinical
 

de-
tection

 

and
 

genetic
 

counseling.
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  耳聋的发生与遗传因素和环境因素有关,约60%
的耳聋患者是由遗传因素引起。在遗传性耳聋中,约

80%为非综合征型耳聋(NSHL)。GJB2基因突变是

NSHL的致病因素之一,其是最常见的耳聋基因。在

GJB2基因中,目前在耳聋基因网站(https://deaf-
nessvariationdatabase.org)已经更新300多种与听力

损伤相关的致病性突变。GJB2基因的突变具有种族

和地域特征,其突变种类多,且仍有新的突变在不断

被发现。
云南普洱地区由于具有众多的少数民族,而且较

多少数民族世居于此,因此具有独特的民族特点和地

域特点。目前国内的耳聋研究数据大多来自内地汉

族人群,云南少数民族地区的研究数据较少。本研究

通过分析云南普洱地区新生儿GJB2基因突变情况,
旨在丰富本地区耳聋基因数据,为区域化开展耳聋基

因检测、遗传咨询及预防干预提供重要信息。

1 对象与方法

1.1 对象 选取2021年6月至2023年2月在普洱

市人民医院产科出生的799例新生儿为研究对象,收
集其足跟血样本,采用聚合酶链反应-碱基序列直接测

序方法检测GJB2基因编码区,分析该区域基因多态

性分布情况。本研究由普洱市人民医院医学伦理委

员会批准许可,所有参与该研究的新生儿家属均签署

了知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 主要仪器与试剂 DNA提取试剂盒采用北

京天根生化科技有限公司的干血斑基因组DNA提取

试剂盒(DP334);聚合酶链反应主要采用TaKaRa公

司的
 

Premix
 

TaqTM(Ex
 

TaqTM
 

Version
 

2.0
 

plus
 

dye)
试剂(RR902A),使用仪器为AB

 

veriti
 

DX梯度扩增

仪;碱基序列直接测序由北京擎科生物科技有限公司

昆明分公司完成,使用仪器为 AB
 

3730XL型基因分

析仪。

1.2.2 基因组DNA提取 由护士按照新生儿足跟

血采集规范采集新生儿足跟血,制成4个血斑滤纸并

晾干,保存于-20
 

℃冰箱。检测时,用血片打孔器将

血斑打孔得到3
 

mm 直径的干燥血斑5~10片,用

DNA提取试剂盒提取基因组DNA。

1.2.3 检测方法 GJB2基因的编码区位于2号外

显子,实验所用上游引物序列为5'-TCTTTTCCA-
GAGCAAACCGC-3',下 游 引 物 序 列 为 5'-TGAG-
CACGGGTTGCCTCATC-3',扩 增 产 物 片 段 为776

 

bp,扩增产物覆盖全部编码区。聚合酶链反应体系为

25
 

μL,其中2×mix
 

12.5
 

μL、上下游引物各0.5
 

μL、
模板DNA约50

 

ng,剩余体积用超纯水补齐。聚合酶

链反应在 AB
 

veriti
 

DX 仪器上进 行,扩 增 条 件 为

95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火45
 

s,

72
 

℃延伸60
 

s,共32个循环;72
 

℃充分延伸7
 

min,

4
 

℃保存。扩增产物送北京擎科生物科技有限公司昆

明分公司进行DNA测序,用DNAstar分析软件对测

序结果进行分析,与NCBI网站下载的GJB2基因序

列(NC_000013.11)进行比对。

1.3 统计学处理 对所得数据采用直接计数法计算

GJB2基因突变分布,以及各基因多态性的基因型频

率与等位基因频率。采用Arlerquin3.11遗传统计学

软件对GJB2的基因分布进行
 

Hardy-Weinberg平衡

分析,计算等位基因单倍型频率,并对各基因多态性

位点进行连锁不平衡分析。P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 Hardy-Weinberg平衡检验结果 应用 Arler-
quin3.11软件对799例研究对象进行 Hardy-Wein-
berg平衡吻合度检验,各基因位点的基因频率观察值

与期望值之间差异均无统计学意义(P>0.05),说明

本研究纳入的研究对象来自同一遗传学群体,符合

Hardy-Weinberg平衡,反映本研究群体的代表性良

好。见表1。
表1  Hardy-Weinberg平衡检验结果

序号 基因位点
检测数

(n)

基因频率

观察值(%)

基因频率

期望值
P

1 c.79G>A 799 38.67 39.42 0.59

2 c.109G>A 799 12.77 13.69 0.07

3 c.341A>G 799 32.42 32.42 1.00

4 c.299-300delAT 799 0.25 0.25 1.00

5 c.235delC 799 0.13 0.13 1.00

6 c.608T>C 799 4.88 5.00 0.41

7 c.226C>A 799 0.25 0.25 1.00

8 c.571T>C 799 0.25 0.25 1.00

9 c.512insAACG 799 0.13 0.13 1.00

10 c.550C>T 799 0.13 0.13 1.00

11 c.180C>G 799 0.13 0.13 1.00

12 c.368C>A 799 0.13 0.13 1.00

2.2 GJB2基因多态性分布检测结果 在799例新

生儿样本的测序结果中,共检测到12种GJB2基因多

态性结果,其中以c.79G>A、c.341A>G、c.109G>A、

c.608T>C
 

4种基因多态性的突变频率较高,分别为

46.06%、36.30%、13.89%、4.51%。其他8种基因多

态性的突变频率较低,均不足1.00%。在799例新生

儿样本中,有486例检测到GJB2基因突变,总突变率
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为60.83%,见表2。在检出的12种基因多态性中,

c.109G>A、c.299-300delAT、c.235delC、c.512insAACG
是致病性基因突变,检出这4种基因突变的样本共114
例,突变率为14.27%,见表3。

表2  GJB2基因多态性分布情况

序号 突变类型
突变例数(n)

杂合例数 纯合例数

总例数

(n)

突变频率

(%)

1 c.79G>A 307 61 368 46.06

2 c.341A>G 257 33 290 36.30

3 c.109G>A 103 8 111 13.89

4 c.608T>C 35 1 36 4.51

5 c.299-300delAT 2 0 2 0.25

6 c.226C>A 2 0 2 0.25

7 c.571T>C 2 0 2 0.25

8 c.235delC 1 0 1 0.13

9 c.512insAACG 1 0 1 0.13

10 c.550C>T 1 0 1 0.13

11 c.180C>G 1 0 1 0.13

12 c.368C>A 1 0 1 0.13

合计 486 799 60.83

表3  GJB2基因致病性突变频率(n=799)

序号 突变类型
杂合

(n)

纯合

(n)

总数

(n)

突变

频率(%)
  

1 c.235delC 1 0 1 0.13

2 c.299-300delAT 1 0 1 0.13

3 512insAAGG 1 0 1 0.13

4 c.109G>A 102 8 110 13.77

5 c.299-300delAT+c.109G>A 1 0 1 0.13

合计 106 8 114 14.27

2.3 各基因多态性的基因型频率与等位基因频率 
检出的12个GJB2基因多态性位点,均只检出2种等

位基因。在突变频率较高的4个基因多态性位点中,

c.79G>A位点的GG基因型频率为53.94%,GA基

因型频率为38.42%,AA基因型频率为7.63%,等位

基因G频率为73.03%,等位基因A频率为26.97%。

c.341A>G位点的 AA基因型频率为63.70%,AG
基因型频率为32.17%,GG基因型频率为4.13%,等
位基 因 A 频 率 为 79.66%,等 位 基 因 G 频 率 为

20.34%。c.109G>A 位 点 的 GG 基 因 型 频 率 为

86.11%,GA基因型频率为12.89%,AA基因型频率

为1.00%,等位基因G频率为92.62%,等位基因 A
频率为7.38%。c.608T>C位点的TT基因型频率

为95.49%,TC基因型频率为4.38%,CC基因型频

率为0.13%,等位基因T频率为97.43%,等位基因

C频率为2.57%。见表4。
表4  GJB2基因多态性的基因型频率与等位

   基因频率(n=799)

序号 基因位点 基因型 n
频率

(%)
等位基因

频率

(%)

1 c.79G>A GG 431 53.94 G
 

73.03

GA 307 38.42 A 26.97

AA 61 7.63

2 c.341A>G AA 509 63.70 A 79.66

AG 257 32.17 G 20.34

GG 33 4.13

3 c.109G>A GG 688 86.11 G 92.62

GA 103 12.89 A 7.38

AA 8 1.00

4 c.608T>C TT 763 95.49 T 97.43

TC 35 4.38 C 2.57

CC 1 0.13

5 c.299-300delAT WW 797 99.75 W 99.87

WM 2 0.25 M 0.13

MM 0 0

6 c.226C>A CC 797 99.75 C 99.87

CA 2 0.25 A 0.13

AA 0 0

7 c.571T>C TT 797 99.75 T 99.87

TC 2 0.25 C 0.13

CC 0 0

8 c.235delC WW 798 99.87 W 99.94

WM 1 0.13 M 0.06

MM 0 0

9 c.512insAACG WW 798 99.87 W 99.94

WM 1 0.13 M 0.06

MM 0 0

10 c.550C>T CC 798 99.87 C 99.94

CT 1 0.13 T 0.06

TT 0 0

11 c.180C>G CC 798 99.87 C 99.94

CG 1 0.13 G 0.06

GG 0 0

12 c.368C>A CC 798 99.87 C 99.94

CA 1 0.13 A 0.06

AA 0 0

  注:W在此处代表插入缺失类突变的野生型,M代表突变型。

2.4 单倍型频率分析 799例新生儿样本中,以表3
中基因多态性位点顺序排列,经 Arlerquin3.11软件
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分析,共存在12个 GJB2基因多态性位点的单倍型

22种,其中单倍型频率大于0.1%的有12种,单倍型

频率大于1.0%的有6种,这6种分别为 GGAW-
WTCTWCCC、AGGWWTCTWCCC、AGAWWTCT-
WCCC、GAAWWTCTWCCC、GGAWWCCTWCCC、

AAGWWTCTWCCC,其 单 倍 型 频 率 分 别 为

65.08%、18.27%、6.13%、5.82%、1.38%、1.06%。
见表5。

表5  GJB2基因12个基因多态性位点的单倍型

   分布情况(n=1
 

598)

序号 单倍型 检出数(n)
单倍型频率

(%)

1 GGAWWTCTWCCC 1
 

040 65.08

2 AGGWWTCTWCCC 292 18.27

3 AGAWWTCTWCCC 98 6.13

4 GAAWWTCTWCCC 93 5.82

5 GGAWWCCTWCCC 22 1.38

6 AAGWWTCTWCCC 17 1.06

7 AGGWWCCTWCCC 11 0.69

8 AGAWWCCTWCCC 6 0.38

9 AAAWWTCTWCCC 3 0.19

10 GGAWWTATWCCC 2 0.13

11 GAAWWCCTWCCC 2 0.13

12 GGGWWTCTWCCC 2 0.13

13 GGAWMTCTWCCC 1 0.06

14 AGGWWTCCWCCC 1 0.06

15 GGAWWTCCWCCC 1 0.06

16 GGAWWTCTMCCC 1 0.06

17 AGAMWTCTWCCC 1 0.06

18 GGAWWTCTWTCC 1 0.06

19 GAAMWTCTWCCC 1 0.06

20 GAGWWTCTWCCC 1 0.06

21 AAGWWTCTWCGC 1 0.06

22 AGAWWTCTWCCA 1 0.06

  注:W在此处代表插入缺失类突变的野生型;M代表突变型。

2.5 连锁不平衡分析结果 采用 Arlerquin3.11软

件对本研究检测出的12个GJB2基因多态性位点进

行连锁不平衡分析,发现c.79G>A与c.341A>G两

位点 存 在 显 著 连 锁 不 平 衡 (D'=0.987
 

4,r2=
0.674

 

0)。

3 讨  论

  在我国,GJB2、SLC26A4
 

和GJB3
 

基因是最常见

的耳聋基因,占遗传性耳聋基因的
 

70%~80%,其中
 

GJB2
 

基因占比55%[1]。据研究报道,新生儿中听力

损伤的患病率约为
 

1.8/1
 

000,到5岁时,这一比率将

达到约2.7/1
 

000[2]。我国的新生儿听力筛查目前已

经比较普遍,这一举措使很多先天性听力损伤的患儿

可以更早被发现,并早期实施干预,从而对其后续的

语言和认知发展都起到了良好的作用。但是,目前的

筛查方案尚不能完全满足早期发现迟发性耳聋、药物

性耳聋等需求,而耳聋基因的筛查可以有效补充目前

的方案。所以,如果将传统的新生儿听力筛查方案结

合耳聋基因筛查,可以更有效地对耳聋实现早期发现

与干预,更进一步地降低耳聋发生率。
由于耳聋基因种类较多,其基因组异质性程度也

较高,在不同地区和不同民族的研究中,耳聋基因的

数据存在较大的差异。如果要广泛地对新生儿进行

较全面的耳聋基因筛查,社会投入的经济负担将较

重,因此,对不同的地区,甚至不同的民族进行更详细

的耳聋基因数据分析,可以更加针对性地设计本地化

新生儿耳聋筛查方案,不仅可以有效实现耳聋早期筛

查与干预的目的,而且能够有效降低筛查费用。
云南普洱地区地处中国西南边境,具有少数民族

众多的特点,少数民族人口占总人口的61%,这与我

国其他地区汉族人口占大多数的特点明显不同。为

了明确本地区耳聋基因分布,本研究组随机收集了本

地区799例新生儿样本,首先对GJB2基因进行了编

码区测序,以期为耳聋基因筛查本地化提供更有意义

的数据。
本研究结果发现,在799例普洱地区新生儿中,

GJB2基 因 突 变 总 携 带 率 为 60.83%,其 中,包 括

c.109G>A突变位点在内的致病性基因突变率为

14.27%。由于国内目前主要使用热点检测的方法进

行新生儿耳聋基因检测,而这些热点中目前普遍不包

含c.109G>A突变位点。为了与其他地区研究数据

进行比对,研究组统计了不包括c.109G>A突变在

内的GJB2致病性基因突变率为0.50%。经调查,各
地区的新生儿耳聋基因筛查结果中,GJB2热点突变

率大多在1%~3%,如邱小兵等[3]报道赣南地区为

2.04%,张秀秀等[4]报道黔西南地区为1.60%,陈爱

玲等[5]报道无锡市为2.84%,李茜等[6]报道扬州地区

为3.03%,唐佳等[7]报道广东江门地区为1.80%,高
儒真等[8]报道北京协和医院为2.5%,范霞林等[9]报

道海 南 省 为 1.56%,赵 娟 萍 等[10]报 道 银 川 市 为

2.11%。本研究发现,云南普洱地区新生儿GJB2致

病基因0.50%的突变率明显低于其他各地区报道的

突变率。这可能是GJB2基因在不同地区、不同民族

中遗传基因差异性分布的体现。下一步,研究组将进

一步扩大研究数据,将各民族基因数据进行统计分

析,明确云南普洱地区新生儿耳聋基因突变率与其他

·4993· 现代医药卫生2023年12月第39卷第23期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,December
 

2023,Vol.39,No.23



各地差异的原因。
对于c.109G>A突变,本研究发现其在普洱地

区新生儿中携带率较高,达13.89%。c.109G>A突

变最初被确定为杂合子对照中的多态性[11],后来发现

在听力受累个体中为纯合子或与已知的致病性
 

GJB2
 

变异体反式[12-13]。然而,随着研究发现,这些变异的

一些纯合子似乎听力正常[14-15],人们又提出了外显率

降低来解释这种不一致性[16]。本研究发现,既往关于

GJB2基因c.109G>A是否致耳聋存在较大争议,但
近年来,越来越多的研究发现,c.109G>A突变与迟

发性听力损失关系密切[17-19]。但是由于这个位点在

人群中携带率很高,大家对其争议一直存在。为解释

争议,ClinGen听力损失专家小组收集已经发表的相

关数据,进行了大量病例对照研究,对c.109G>A突

变形成了共识,并做出了解释,认为与对照人群相比,
该位点在听力损失患者中显著过高[20]。目前在Clin-
Var数据库中已经将该突变更新为非综合征性遗传

性听力损失相关的致病性变异。LIN等[21]对1
 

517例

NSHL患者进行了GJB2突变谱的研究,发现c.109G>
A位点杂合突变的听力比纯合突变更差。

巫朝霞等[19]建议,将 GJB2基因c.109G>A位

点纳入人群针对性的耳聋基因检测,将其作为早期分

子标识在新生儿中进行普遍性筛查,结合后期听力跟

踪随访以提高迟发性耳聋及轻中度耳聋的早期发现

率和干预率。本研究组也认为,可以将c.109G>A
位点作为耳聋基因检测热点,辅助临床对迟发性听力

损失 的 预 测 与 诊 断,而 临 床 也 应 重 视 并 加 强 对

c.109G>A突变的认识,进一步补充耳聋基因的遗传

咨询内容。
除c.109G>A位点外,本研究发现的其他致病性基

因突变是c.235delC、c.299-300delAT、c.512insAACG。经

调查,目前市场上一些耳聋基因检测的试剂盒中,还没有

将c.512insAACG位点纳入检测范围,这将会造成一定

概率的致病基因漏检。对此本研究组建议临床应针

对性扩大耳聋基因的检测范围。刘畅等[22]根据广东

省耳聋疾病诊疗的基本情况,综合考虑各项实验技术

的检测效力、检测时间与检测成本,设计了一套适合

广东地区实际情况的聋病阶梯式基因诊断策略。该

研究从经济与临床需求角度探讨了实施阶梯式耳聋

基因诊断策略的可能性。本课题组认为,其他地区也

可以结合本地需求,对这种策略进行探讨及实践

尝试。
本研究仅针对云南普洱地区新生儿GJB2基因进

行了检测分析,而对其他常见的耳聋基因,如GJB3、

SLC26A4及线粒体DNA
 

12S
 

rRNA基因等还未进行

分析。接下来将持续扩大样本量,进行更完善的耳聋

基因检测分析,以期进一步明确本地区耳聋基因分

布,为临床早期发现预防及遗传咨询提供更多数据

支持。
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