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摘要: 为了克隆定位于 5 号染色体微卫星标记 D5S2056 和 D5S638 之间约 8.8 cM 的区间内的非综合征性常染

色体显性遗传性耳聋 DFNA52 (OMIM: 607683)的致病基因, 文章根据基因在耳蜗组织的表达情况, 筛选出 20
个候选基因, 设计合成了扩增 20 个基因外显子及外显子与内含子交界的引物, 用 DNA 直接测序法进行序列变

异分析。结果显示, 在基因外显子及侧翼区共发现了 45 个单核苷酸多态, 其中 42 个变异在多态数据库已报道, 
其余 3 个为新发现的单核苷酸多态, 序列变异与疾病表型无共分离现象, 排除了这些基因外显子突变导致遗传

性耳聋的可能性。 
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Abstract: Previously, we mapped the DFNA52 (OMIM: 607683) locus to an 8.8 cM interval between STR D5S2056 and 
D5S638 on human chromosome 5q31.1-q32 in a large consanguineous Chinese family with congenital sensorineural hear-
ing loss. Positional candidate cloning approach was applied to analyze the candidate genes in this region. We analyzed 20 
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genes according to cochlear expression pattern, which were also located in the DFNA52 interval as candidate genes. Se-
quencing of the coding and splice site regions of these genes did not reveal any potentially pathogenic mutations segregat-
ing with the disease, implying that none of these genes are likely virulence gene for DFNA52. 

Keywords: nonsyndromic hereditary hearing; hearing impairment; DFNA52; candidate genes 

听力丧失是人类最常见的感觉障碍之一, 新生
儿耳聋的发病率约为 1/1 000, 其中遗传因素导致的
听力丧失占 50%以上[1, 2]。遗传性耳聋根据是否伴有

耳外组织的异常或病变可分为综合征性耳聋

(Syndromic hearing loss, SHL)和非综合征性耳聋
(Nonsyndromic hearing loss, NSHL), 80%的遗传性耳
聋为非综合征性耳聋。在非综合征性耳聋中, 常染
色体显性遗传性耳聋约占 22%。截止 2008年 3月, 已
定位了 50 个常染色体显性遗传非综合征感觉神经
性耳聋 (Autosomal dominant non-syndromic sen-
sorineural hearing loss, ADNSSHL)位点并克隆了 22
个编码各种蛋白质的 ADNSSHL 基因[3], 但大多数
耳聋基因致病机制目前仍不清楚。 

Xia 等 [4]应用全基因组扫描技术及单倍型分析

的方法, 将一个常染色体显性遗传耳聋家系致病基
因定位于 5号染色体微卫星标记D5S2056和D5S638
之间约 8.8 cM的区间内, 对区间内两个已知耳聋基
因 POU4F3 (OMIM: 602460)[5] 和 DIAPH1 (OMIM: 
602121)[6]进行突变检测未发现突变 , 为一个新的
ADNSSHL 疾病位点 , 命名为 DFNA52(OMIM: 

607683)。由于 DFNA52 定位区间与未克隆的
DFNA54区间有重叠, 因此在 5q31区间很可能存在
一个新的 ADNSSHL 致病基因。本研究通过对该区
域 20候选基因外显子区进行突变筛查, 以期找到并
克隆该致病基因, 从而有助于遗传性耳聋发病机理
的阐明, 为该疾病的预防及治疗奠定基础。 

1  对象与方法 

1.1  对象  

遗传了 5 代的常染色体显性遗传的 NSHL 家系

来自湖南怀化, 共 38人, 其中病人 17个, 包括 6名

男性和 9名女性, 见图 1。经中南大学湘雅医院耳鼻

喉科诊断 , 家系成员中耳聋患者的起病年龄在

16~30岁, 均表现为双侧耳鸣, 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,  逐渐

发展到累及所有频率的重度听力减退。患者的临床

资料见表 1。曾患中耳炎、曾用过氨基糖甙类药物、

有长期的噪音接触史的耳聋病人不纳入本研究。并

选择了 100名家系外正常人作为对照。 
 

 
 
图 1  怀化籍耳聋家系图 
箭头所示为先证者。 
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表 1  怀化籍耳聋家系患者的临床资料 

编号 年龄 临床症状及纯音测听结果 

Ⅱ-2 92 双耳听力严重减退, 交谈困难, 双耳 30~55 dB下降, 累及所有频率。 

Ⅲ-1 71 30~40岁起耳鸣, 听力逐渐下降。双耳所有频率中-重度(50~90 dB)下降。 

Ⅲ-4 68 双耳耳鸣、耳聋 30年, 无明显自觉诱因。双耳所有频率中-重度下降。 

Ⅲ-6 60 无自觉听力下降。双耳所有频率中-重度下降。 

Ⅲ-8 62 双耳鸣耳聋 10余年。双耳所有频率重度下降。 

Ⅲ-14 52 双耳鸣, 耳聋 7~8年。无外伤史、注射史。双耳从 1 000 Hz以上开始下降 30~60 dB。 

Ⅳ-10 26 无自觉听力障碍。双耳 4 000 Hz处下降 35~60 dB。 

Ⅳ-11 60 年青时听力好, 40岁以后听力逐渐下降, 出现交谈困难。双耳重度神经性耳聋, 累及所有频率。 

Ⅳ-13 56 20岁起间隙性双耳鸣, 40岁觉听力下降, 50岁时严重。双耳重度听力下降, 累及所有频率。 

Ⅳ-15 37 自觉听力下降 2年。 

Ⅳ-2 40 无自觉听力减退, 偶有耳鸣。双耳从 4 000 Hz以上中-重度下降。 

Ⅳ-9 32 自觉听力不好 2~3年, 偶有耳鸣。双耳 500 Hz以上轻-中度下降。 

Ⅴ-2 36 双耳间隙性耳鸣, 听力下降 10年。双耳所有频率中-重度下降。 

Ⅴ-6 26 无自觉听力下降。左耳 1 000~2 000 Hz以上轻度下降, 右耳 2000 Hz以上轻度下降。 

Ⅴ-7 25 双耳鸣 10年, 自觉听力稍减退。双耳从 1 000 Hz以上下降, 轻-重度的下降。 

Ⅴ-8 25 年幼时即觉右耳鸣, 左耳听力下降。双耳从 4 000 Hz以上中度下降。 

Ⅴ-9 23 从 15~16岁起双耳听力逐渐下降。双耳重度听力减退, 累及所有频率, 平均听阈在 60~90 dB。 

 

1.2  方法 

1.2.1  候选基因的选择  

在 UCSC 数据库[7]查询 D5S2056~D5S638 之间

的基因信息, 这个区间总计有 Known Genes 199个, 

RefSeq Genes 173个。研究分析了 UniGene中的基

因表达谱[8], 人类耳蜗 cDNA 文库和 EST 数据库
(Human cochlear cDNA library and EST database)[9],  
NEIBank的耳文库(Ear libraries of NEIBank)[10], 以

及相关基因的动物模型信息, 选取了在数据库中位

于 D5S2056 和 D5S638 区间的基因作为候选基因。

共筛选 20个候选基因进行突变检测。 

1.2.2  PCR 扩增 

使用 Primer3 在线软件[11]设计引物, 由上海博
亚生物技术有限公司合成。引物参数设定: GC 含量
设定在 40 %~60 %; 复性温度设定在 57~63℃之间。
扩增片段一般设定在 200~500 bp之间。以完整扩增
在耳蜗表达的剪接本和最大剪接本为目标, 合成了
扩增 20个基因外显子及外显子与内含子交界的引物
共 289 对。PCR 反应体系为 10 μL, 其中 dNTPs     
20 μmol/L, 引物各 0.25 μmol/L, MgCl2 1.5~2.0     
mmol/L, gDNA为 50 ng, Hot Star Taq DNA聚合酶 0.25 

U, 10×缓冲液 1 μL, Q-缓冲液 2 μL。扩增条件: 95℃ 
15 min热启动; 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 1 min, 10
个循环; 94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 1 min, 25个循
环; 72℃ 10 min; 4℃保存。选取先证者进行 PCR     
扩增。 

1.2.3  测序和序列分析  

酶切后的 PCR 产物经 ABI 3130x/ Genetic 
Analyzer 自动测序仪正反向测序, 测序结果分析使
用 DNASTAR (version 4.02)中的 SeqMan 程序包。 

1.2.4  序列变异的判断  

发现的序列变异先在 NCBI 和 Hapmap 的多态
数据库 [12,

 

13]进行查询 , 排除已知单核苷酸多态
(Single nucleotide polymorphism, SNP)。如果序列变
异未见报道, 再检测家系内其他患者、家系内正常
人及家系外正常对照的序列, 鉴定序列变异与疾病
表型有无共分离现象。 

2  结果与分析 

2.1  20个候选基因的生物学信息  

通过生物信息学查询, 筛选了 D5S2056~D5S638
区间的 20个基因进行基因突变分析(表 2)。 
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表 2  利用生物信息资源选择的 20 个候选基因 

候选基因在内耳中的表达情况 
候选基因名称 OMIM编号 

UniGene 人类耳蜗 cDNA文库和 EST数据库 NEIBank耳文库 

CDC23 603462 ＋ ＋ ＋ 

CTNNA1 116805 ＋ ＋ ＋ 

EGR 128990 ＋ ＋ ＋ 

FGF1 131220 − ＋ − 
GFRA3 605710 ＋ ＋ ＋ 

HDAC3 605166 ＋ ＋ ＋ 

HNRNPA0 609409 ＋ ＋ ＋ 

HSPA9B 600548 ＋ ＋ ＋ 

KLHL3 605775 ＋ ＋ ＋ 

MATR3 164015 ＋ ＋ ＋ 

NEUROG1 601726 − ＋ ＋ 

NR3C1 138040 ＋ ＋ ＋ 

PAIP2 605604 ＋ ＋ ＋ 

PCDHB5 606331 ＋ − ＋ 

PPP2R2B 604325 ＋ ＋ ＋ 

SMAD5 603110 ＋ − ＋ 

SPOCK1 602264 ＋ ＋ ＋ 

TCERG1 605409 ＋ ＋ ＋ 

TGFBI 601692 ＋ ＋ ＋ 

UBE2D2 602962 ＋ − ＋ 
注: ＋: 有表达; −: 无表达。 
 

2.2  基因突变分析结果  

对 20个候选基因的 PCR产物进行测序, 共发现
45个序列变异, 涉及 11个基因, 序列变异情况见表
3。其中已报道的多态 42个, 新发现的变异 3个, 新
发现的变异测序结果见图 2。家系内其他患者、家
系内正常人及家系外正常对照的检测表明所有序列

变异与疾病表型无共分离现象。 

3  讨 论 

ADNSSHL 具有很强的遗传异质性。目前已克
隆了 20个致病基因, 包括间隙连接蛋白基因(GJB2、
GJB3、GJB6), 细胞骨架蛋白基因(COCH、COL11A2、
TECTA), 肌球蛋白基因(MYO7A、MYH9), 离子通道
(KCNQ4), 转录因子(POU4F3)和其他功能未知的基
因, 这些基因均在内耳组织中表达。已克隆的致病
基因表明, 细胞间隙连接通道的功能缺陷、不稳定
的细胞骨架结构、离子通道的功能障碍、异常的转

录因子以及其他参与听觉系统发生的基因的异常都

有可能导致非综合征性耳聋。 

在总结已克隆致病基因生物学特点和功能的基础

上, 我们综合分析了 DFNA52区间内基因的表达谱、动
物模型等信息, 优先选择了20个基因来进行突变筛查。 

NEUROG1(Neurogenin 1)是较好的候选基因 , 
该基因是内耳感觉神经元发育所必需的基因之一。

Ma等[15]的研究发现, ngn1无义突变体小鼠耳的感觉
上皮较野生型小鼠小, 毛细胞形态正常, 但顺序紊
乱且数目减少。我们测序了 NEUROG1 基因的整个
编码区, UTR 区及上游的保守序列[16], 以期寻找致
病性变异。但突变分析结果仅在 5′UTR区发现一个
SNP(rs8192558), 且此变异在家系内与疾病不分离。 

SMAD5 基因是转化生长因子-β(Transforming 
growth factor-β, TGF-β)信号下游细胞质内的信号转导
分子[17], 它主要介导骨形态形成蛋白(Bone morph- 
ogenetic proteins, BMPs)的信号, 可将信号从细胞膜直
接转导至细胞核, 从而对 TGF-β 胞内信号转导起着关
键的作用。杨仕明等[18,

 

19]发现敲除了 smad5基因的杂
合子小鼠表现出随着月龄增加, 听力下降加重的情
况。而同样条件下的野生型小鼠则听力正常。在敲除

smad5 基因的小鼠内耳切片的研究中, 发现了敲除
鼠的内耳毛细胞存在缺失现象[20,

 
21], 说明内耳组织

结构的病变是小鼠听力下降的原因。而其后的研 
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表 3  20个候选基因突变筛查结果 

候选基因 变异位置 变异碱基 
编码氨基酸改

变 
多态数据库报道情况 

FGF1 3′UTR c.*1256 G>T  rs34001 

 3′UTR c.*1353 A>G  rs34000 

 3′UTR c.*1505 G>C   rs33999 

HDAC3 5′UTR c.−96 G>C  新发现的多态, 未见报道 

 IVS1 IVS1+27 A>G  rs32954 

 Ex3 c.165 A>G Gln→Gln rs2530223 

 IVS11 IVS11-49 T>C  rs2547547 

HSPA9B IVS2 IVS2-79_81 del TCT  新发现的多态, 未见报道 

 Ex9 c.948 A>G Lys→Lys rs1042665 

 Ex16 c.1933 C>T Leu→Leu rs10117 

KLHL3 Ex5 c.471 A>G Ala→Ala rs2905608 

 IVS5 IVS5+21 T>A  rs2301710 

 IVS8 IVS8-21 C>T  rs2074348 

 Ex12 c.1383 G > A Glu→Glu rs2301708 

 IVS12 IVS12+89 T>C  rs7713180 

 IVS14 IVS14+29 C>T  rs2074345 

 IVS14 IVS14+42 A>G  rs2074344 

 IVS13 c.*3062 A>G  rs3813314 

 3′UTR c.*4205 A>G  rs6863414 

NEUROG1 5′UTR c. −60 T>G  rs8192558 

PAIP2 3′UTR c.*701_702 ins ATT  rs10672787 

PPP2R2B 5′UTR c. −118 A>T (NM_181678)  rs17524553 

 5′UTR c. −177 C>T (NM_181674)  rs11741933 

SMAD5 IVS1 IVS1+39 T>C  rs7718415 

 IVS4 IVS4+39 A>G  rs10479111 

 IVS7 IVS7+37 A>G  rs4585442 

 IVS7 IVS7-31 T>A  rs4146185 

SPOCK1 Prom c. −153 A>Tc. −51_52 ins+T  已知多态, dbQSNP [14]中报道为 H13426、QH13427

 IVS5 Ivs5+90_91dup TAAA  rs34109254 

TCERG1 IVS1 IVS1+90 C>T  rs10044956 

 IVS2 IVS2-84 A>T  rs2304055 

 IVS8 IVS8+17 T>C  rs12657671 

 IVS21 IVS21-52 C>T  rs4418147 

 Ex22 c.3121 A>G Ser→Ser rs4705103 

 3′UTR c.*250 C>T  rs3822506 

TGFBI IVS1 IVS1-90 C>T  rs10044956 

 Ex6 c.651 G>C Leu→Leu rs1442 

 IVS4 IVS4+57 G>A  rs3749786 

 Ex7 c.45 A>C Asn→Asn 新发现的多态, 未见报道 

 Ex13 c.1803 G>A Leu→Leu rs35151677 

 IVS13 IVS13-71 A>G  rs13168506 

 IVS13 IVS13-55 A>T  rs13188659 

 IVS14 IVS14+44 T>C   rs6880837 

 IVS15 IVS15-73 G>A  rs3749782 
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图 2  新发现的变异测序结果图 
A: HDAC3基因 5′UTR区 c.−96G野生型; B: HDAC3基因 5′UTR区 c.−96G>C突变杂合子; C: HSPA9基因 IVS2-79_81 del tct突变杂合子; D: 
HSPA9基因 IVS2-79_81 del tct突变纯合子; E: TGFBI基因 c.45 C野生型; F: TGFBI基因 c.45 C>T突变杂合子。箭头示突变位点。 
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究发现 smad5 基因在小鼠内耳组织中确有表达, 说
明 smad5 基因在内耳听觉功能中可能具有一定的作
用[19]。并且有研究显示 smad4基因敲除后小鼠由于
基因的缺陷而出现了重度感音神经性耳聋, 纯合子
小鼠出现全聋[22]。王秋菊等[23]在对 SMAD5 基因在
中国 143 名耳聋患者中的突变筛查研究中, 也表明
SMAD5可能不是中国人群耳聋的危险因素。我们在
怀化藉耳聋家系中对该基因的分析发现了 4 个已知
SNP, 这些 SNP 未引起氨基酸的改变, 且这些 SNP
在家系内与疾病不分离。 

综上所述, 我们对 20个候选基因进行了突变检
测, 共在 11 个基因中发现了 45 个变异, 其中 42 个
变异在多态数据库已报道, 3个未报道的变异分别是
HDAC3的 c.−96 G>C, HSPA9B的 IVS2-79_81 del tct
和 TGFBI的 c.45 A>C(该变异多态数据库未见报道)。
在这 45 个变异中, 发生在内含子区域的变异有 23
个; 发生在编码区的变异有 9个, 均为同义突变; 发
生在 5′UTR区的变异有 6个; 发生在 3′UTR区的变
异有 7 个。在家系内正常对照和家系外正常对照中
分析了这 45 个序列变异, 发现了相同的变异, 因此
所有的序列变异与疾病表型均无共分离现象。尽管

根据表达谱和功能情况 , 这些基因被选择作为
DFNA52 的候选基因, 但未发现有在 DFNA52 家系
内与疾病共分离的致病性突变, 提示这些基因不太
可能是 DFNA52 的致病基因。但是, 由于我们未检
测这些基因的启动子、内含子等非编码区域, 因此
并不能完全排除这些基因是 DFNA52 的致病基因的
可能。此外, 该区间内还存在其他的候选基因, 有待
于作进一步的突变分析。随着基因组图谱的更新 , 
基因表达情况的深入研究, 将有可能发现新的在内
耳表达的基因, 并成为新的候选基因。 
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