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非综合征性耳聋(NSHL)患者 Cx26 基因突变分析及两
种突变体的亚细胞定位 

李景之1, 胡艺俏1, 王树辉2, 陈红胜2, 潘乾1, 夏昆1, 胡正茂1, 冯永2

1. 中南大学医学遗传学国家重点实验室, 长沙 410078;  
2. 中南大学湘雅医院耳鼻咽喉科, 长沙 410008 

摘要: 为分析中国人群非综合征性耳聋(Nonsyndromic hearing loss, NSHL)患者 Cx26 基因的突变情况和特性, 

研究其中两种突变的亚细胞定位情况, 文章运用 PCR 直接测序的方法对 139 例无亲缘关系的 NSHL 患者进行

突变筛查, 将两种突变 p.F115C 和 p.V37I 构建到 pEGFP 表达载体, 并转染 Hela 细胞, 研究其细胞表达和定位

情况。在 139 例无亲缘关系的 NSHL 患者中, 31 例患者检测到 Cx26 基因突变, 检出率为 22.3%。一共检测到

10 种不同类型的碱基变异, 包括 6 种突变和 4 种多态, 其中包括 1 种未见报道的新变异 p.F115C。p.F115C 和

p.V37I两种突变体转染 Hela细胞后, 亚细胞定位情况与野生型无差异, 初步研究表明这两种突变不影响该蛋白

形成细胞间隙连接通道。 

关键词: Cx26 基因; 听力损伤; 间隙连接 

Mutations of Cx26 gene in patients with NSHL and intracellular 
distribution of two mutants 
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Abstract: To analyze the frequencies and characteristics of Cx26 gene mutations in Chinese patients with nonsydromic 
hearing loss (NSHL) and investigate the intracellular localization of two mutants, 139 unrelated familial cases with 
non-syndromic hearing loss were screened for mutation in Cx26 gene by direct sequencing. Two mutants, p.F115C and 
p.V37I, were structured into pEGFP vectors and transfected into Hela cells to detect their expression and fluorescent local-
ization in cells. Cx26 variations were detected in 31 patients, with a detection rate of 22.3%. The 10 variations included 6 
types of mutations and 4 types of polymorphisms. A novel variation p.F115C was found. The fluorescent localization assay 
of the two mutants p.F115C and p.V37I showed no difference from the wild-type, indicating that both mutants did not im-
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pair the formation of the gap junctions. 

Keywords: Cx26 gene; hearing impairment; gap junction 

耳聋是一种最常见的人类感觉系统缺陷。在世

界范围内, 新生儿中听力丧失发生率约为 1/1 000[1], 
其中一半以上系遗传因素所致。遗传性听力丧失根

据是否伴有耳外组织的异常或病变可将其分为综合

征性听力丧失(Syndromic hearing loss, SHL)和非综
合征性听力丧失(Nonsyndromic hearing loss, NSHL), 
NSHL占遗传性耳聋的 70%[2]。常见的遗传性耳聋的

遗传形式有常染色体隐性(DFNB)、常染色体显性
(DFNA)、X连锁遗传、线粒体遗传[1, 3]。NSHL具有
高度的遗传异质性, 目前已定位了 122 个NSHL相关
位点 , 克隆了 52 个致病基因 (http://webh01.ua.ac. 
be/hhh/)。GJB2 即间隙连接蛋白Connexin 26(Cx26)
基因定位于 13q11-q12上, DNA全长 4 804 bp, 含两
个外显子, 其中编码区位于第二外显子, 长 678 bp, 
编码 226 个氨基酸。该基因是第一个被克隆和鉴定
的遗传性耳聋致病基因 , 也是导致NSHL最常见的
基因, 可为常染色体隐性和常染色体显性遗传。在
散发性耳聋患者中突变频率在 1%~37%之间[4]。目前

为止, 该基因共发现 186种突变(http://webh01.ua.ac. 
be/hhh/), 且不同人种中Cx26 基因突变类型及发生
频率不同。Cx26 是跨膜蛋白家族的成员之一, 介导
细胞间通讯[5, 6]。Cx26在内耳组织中呈高水平表达, 
正常人耳蜗内的Cx26 蛋白在声音接受和传导过程
中允许钾离子从毛细胞到支持细胞、纤维细胞的循

环, 再回到内淋巴液中[7], 靶脱落实验证明Cx26 在
耳蜗功能和细胞存活中起着重要作用[8]。为了分析

NSHL患者的Cx26 基因的突变频率和特性, 本研究
对 139 例无亲缘关系的NSHL患者的Cx26 基因进行
了突变筛查, 并观察了其中两种突变体的细胞表达
和定位情况。 

1  材料和方法 

1.1  研究对象 

本室于 2007 年共收集长沙和益阳两所耳聋学
校样本共 139 人。患者来自全国各省, 均在中南大

学湘雅医院耳鼻咽喉科进行了专科检查、纯音测听

或听性脑干诱发电位检查, 并结合病史排除感染、
耳毒性药物、肿瘤、外伤所导致的听力损害和综合

征性耳聋后被诊断为 NSHL。104例正常对照样本来
自本室样本库。 

1.2  突变检测 

患者或其家属签署知情同意书后, 抽取外周血
10 mL, 常规酚-氯仿法抽提 gDNA。 

根据 UCSC数据库 Cx26基因序列(NM_004004)
设计 Cx26A 和 Cx26B 两对引物, 对患者的 Cx26 基
因进行扩增, 扩增目的片段包括编码区及其上游的
105 bp和下游的 83 bp, 引物序列见表 1。所有引物
由上海博亚生物工程公司合成。 
 

表 1  Cx26 基因扩增引物 

扩增子 引物序列(5′→3′) 片段大小
(bp) 

TGCTTGCTTACCCAGACTCAG 
Cx26A

TGGGTTTTGATCTCCTCGATG 
476 

GCCTACCGGAGACATGAGAAG 
Cx26B

GCGACTGAGCCTTGACAGCT 
479 

 

PCR反应体系为 10 μL, 含基因组DNA 30 ng, 
dNTP 200 μmol/L, 10×PCR Buffer (含 15 mmol/L 
MgCl2), Q Buffer, HotStar Taq (Qiagen)酶 0.05 U。
PCR反应在 2720 型基因扩增仪(ABI公司)上进行 , 
采用Touchdown PCR: 95℃预变性 15 min; 95℃变性
30 s, 64℃复性 30 s, 每循环降 0.5℃, 72℃延伸 40 s, 
12个循环; 95℃变性 30 s, 56.5℃复性 30 s, 72℃延伸
40 s, 22个循环; 72℃充分延伸 10 min, 10℃保存。
PCR产物经 6%PAGE胶检测具有较高的产量及特异
性以后, 用虾碱性磷酸酶和核酸外切酶处理, 处理
完后的产物用ABI3100 自动测序仪进行测序。测序
结果用DNAstar软件中的EditSeq、SeqMan程序分析, 
以NCBI数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中Cx26
基因标准序列为参照, 进行序列比对, 以检测基因
的变异情况。 
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1.3  表达载体的构建 

根据真核表达载体 pEGFP-N1上的多克隆位点, 
选定 EcoRⅠ和 BamHⅠ两个酶切位点。设计扩增
Cx26 全长基因的引物 , 在其起始密码子前加入
Kozak序列和酶切位点, 通过 PCR直接从 gDNA扩
增获得野生型(WT-Cx26)和突变型(F115C, V37I)的
Cx26 基因全长片段, 将扩增的全长基因通过两个酶
切位点重组至真核表达载体 pEGFP-N1中。Cx26的
真核细胞表达载体构建完成。Cx26引物序列设计如
下 : F: 5′-CCGGAATTCGCCACCATGGATTGGGG 
CACGCTG-3′, R: 5′-CGCGGATCCCGAACTGGCT 
TTTTTGACTTCCCA-3′。经酶切及 DNA 测序分析
鉴定突变。 

1.4  细胞转染 

用含 100 μg/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素的
10%PBS/DMEM培养Hela细胞于 37℃、5%CO2培养

箱中。转染前一天, 将HeLa细胞用胰酶消化后接种
在加有洁净灭菌圆形盖玻片的 12 孔板中(约 1×105 

cells/孔), 用不含抗生素的DMEM培养细胞。脂质体
法转染细胞, 参考脂质体Lipofectamine 2000 (Invi-
trogenCarlsbad, USA) 说 明 书 进 行 , 质 粒 与
lipofectamine 2000的转染比例为 1 μg : 2 μL, 转染
24 h后, 收获细胞。用甲醇固定, DAPI染核。封片后
即可在荧光显微镜上观察Cx26 的表达情况, 激光共
聚焦显微镜扫描和照相。在荧光显微镜下观察 250 对
以上同时表达WT-Cx26或Cx26突变体的相邻细胞, 计
数它们中间形成间隙连接通道的细胞数目, 分别进行
3次独立实验, 结果用Instat软件进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  突变筛查 

我们对 139例NSHL患者进行了 Cx26基因突变
检测。共在 31例患者中检测到了 Cx26基因突变, 检
出率为 22.3%, 其中 22例携带Cx26的两个等位基因
突变, 另外 9 例只携带一个等位基因突变。一共发
现了 10种不同类型的碱基变异, 包括 5种已报道的
致病突变, 1 种未见报道的变异, 以及 4 种多态, 各
类变异在患者的检测情况见表 2。5种致病突变包括: 
2种移码突变 c. 235delC、c. 176_191del16, 2种错义
突变 c. 550C>T、c. 571T>C 以及 1 种无义突变      

c. 139G>T。c. 235delC是最常见的突变类型, 其中
20 例患者为纯合缺失(14.4%), 7 例患者为杂合缺失
(5.0%)。分别在 1 例患者中检到复合突变 c. 139G> 
T/c. 235delC 和 c. 550C>T/c. 235delC。移码突变    
c. 176_191del16和杂合突变 c. 571T>C各检到 1例。
c. 344T>G 是一种未见报道的错义突变, 同时在两
例患者中检到 (图 1), 且均为杂合子。本研究中     
c. 79G>A和 c. 341A>G是两种最常见的多态。 
 

表 2  Cx26 基因在 139 例患者中的突变情况 

碱基改变 突变类型 
患者等位基因数 

(共 278个等位基因) 

c.79G>A 多态 57 
c.109G>A 多态 32 
c.139G>T 无义突变 1 
c.176_191del16 移码突变 1 
c.235delC 移码突变 47 
c.341A>G 多态 35 
c.344T>G 错义突变 2 
c.550C>T 错义突变 1 
c.571T>C 错义突变 1 
c.608T>C 多态 14 

 

 
 

图 1  患者和正常人 Cx26基因 c. 344T 位点测序结果分析  
A: 示患者杂合突变 c. 344T>G; B: 示对照 c. 344T。箭头示突变位点
(只显示包含突变位点的部分序列)。 

 

为验证c.344T>G是否为致病突变, 针对该位点
设计了一对错配引物: F: 5′-GATCTTCGTGTCCAC 
GCCAG-3′, R: 5′-GGTTTTGATCTCCTCGATGTCT 
TT-3′, 扩增产物长度为 126 bp。其中位于点突变附



 
708 HEREDITAS (Beijing)  2009 第 31卷 

  

 

近的F向引物中一个碱基由G→T(错配位点用下划线
标记), 则在正常序列内引进了一个Dra I(TTT↓AAA)
的酶切位点。由此 , 正常人序列可被Dra I切开 , 
PAGE胶检测可见一条 102 bp大小的条带。突变位点
不能被切开 , 可见一条 126 bp大小的条带。因c. 
344T>G在患者中是杂合突变, 因此酶切后分别可见
102 bp和 126 bp两条带。一共进行了 104例对照的
酶切检测(图 2), 酶切检测没有发现与突变体相同的
酶切结果。 

2.2  构建表达载体 

直接从正常人和患者的 gDNA 中扩增 Cx26 的
编码区序列, 将 Cx26全长基因克隆至 pEGFP-N1载
体的 EcoRⅠ和 BamHⅠ两酶切位点间, 构建 Cx26
的真核细胞表达载体。经酶切及 DNA序列分析鉴定
排除含有其他突变的情况(图 3)。 

2.3  Cx26突变体的表达与检测 

运用实验室已构建的p.R32C表达载体作为对照, 
转染Hela细胞。图 4是WT-Cx26和 3种Cx26突变体
(p.R32C、p.V37I、p.F115C)转染 24 h后的亚细胞定
位情况。WT-Cx26在细胞膜上显示有斑块状染色和
聚集现象即间隙连接斑, 特别是在细胞和细胞连接
的区域(图 4A); 对照p.R32C是已被证实的会导致耳
聋的突变 [9], 该突变可以形成六聚体 , 但是不能运
输至细胞质膜, 因而不能形成间隙连接, 其蛋白停
留在细胞质内 , 主要分布在内质网和高尔基体。
p.R32C转染的细胞在质膜上却未显示间隙连接斑
(图 4B), 它们表达的Cx26 蛋白分布在细胞质内, 主
要在内质网和高尔基体上; 但对于p.F115C和p.V37I
突变, 转染的细胞和WT-Cx26 一样, 在质膜上有斑
块状染色和聚集现象即可有效形成间隙连接斑(图
4C, D)。 

 

 
图 2  c.344T 位点的 DraⅠ酶切检测图  
1: 患者 c. 344T>G位点的杂合突变, 酶切后分别可见 102 bp和 126 
bp两条带; M: 示 100 bp ladder marker; 2~11: 104人对照其中 10位的
酶切结果, 可见 102 bp一条带。 

 

 
 

图 3  表达载体测序结果 
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A、B: WT-Cx26 测序图; C: p.V37I 突变体测序图; D: p.F115C 突变体测序图(只显示包含突变位点的部分序列)。 

 
图 4  WT-Cx26, p.R32C, p.V37I 和 p.F115C 转染 HeLa 细胞的结果 
A: WT-Cx26; B: p.R32C; C: p.V37I; D: p.F115C。绿色为 Cx26与 EGFP的融合蛋白, 野生型和构建的两种突变体(C–D)均可在细胞膜上显示有
斑块状染色和聚集现象, 特别是在细胞和细胞连接的区域(用箭头指示); 对照 p.R32C, 表达的 Cx26 蛋白分布在细胞质内, 主要在内质网和高
尔基体上。放大倍数 600×。 
 

为研究两种突变体形成间隙连接斑的能力是否

受影响, 记数 250对以上同时表达 Cx26的相邻细胞
中形成间隙连接通道的细胞数目, 通过 Instat 软件
分析 3 次独立实验的结果, 结果显示两种突变体与
WT-Cx26 形成通道的细胞数目并没有明显的差异
(P>0.05)(图 5)。 

通过观察 250对以上同时表达WT-Cx26或Cx26
突变体的相邻细胞并计数中间形成间隙连接通道的

细胞数目, 进行三次独立实验。结果显示为 mean±
SD(n=3)。 

3  讨 论 

间隙连接通道是 2 个相邻细胞间的通道, 由相
邻细胞膜上的半通道或称连接子(Connexon)对接组

成, 每个半通道是由 6个连接蛋白(Connexin, Cx)组 

 
 

图 5  WT-Cx26 和两种突变形成间隙连接通道的细胞数

的统计学分析 
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Cx26 基因突变是导致NSHL最常见的原因, 在
本研究中, 共发现 31例NSHL患者携带有Cx26突变, 
检出率为 22.3%, 其中 22 例患者两个等位基因均发
生突变。尽管Cx26 基因共已发现 186 种突变, 但不
同人种中Cx26基因突变类型及发生频率不同。本研
究发现的 5 种致病突变及新变异c.344T>G被标记于
Cx26的拓扑结构图 6中。其中c.235delC为最常见的
突变形式, 占所有致病性等位基因的 88.7%(47/53等
位基因), 与已知中国人群中的报道一致[17], 说明在
中国人群中c.235delC是Cx26最常见的突变类型[18]。

c.235delC移码突变导致翻译提前终止于 81 号密码
子, 比野生型的Cx26 截短 145 个氨基酸。移码突变
c.176_191del16导致 175位后 16个碱基丢失, 从 59
位密码子开始移码, 使得终止密码提前至 75 位, 产
生无功能的蛋白质。c.139G>T突变导致 47位密码子
由编码谷氨酸的GAG变为终止密码子TAG, 产生无
功能的蛋白质。3种错义突变的拓扑学位置如下: 新
发现的错义突变p.F115C位于该蛋白的胞浆连接段, 
p.R184P位于第二胞外段, p. F191L位于第四跨膜段。
另外 , c.79G>A是本研究中最常见的多态 , 其次为
c.341A>G。 

成的六聚体。间隙连接通道允许相邻细胞的离子、

代谢物质和小于 1kDa的信使分子直接转运, 为细胞
群的协调活动提供机制[10]。间隙连接蛋白(Connexin)
是一类结构相对保守的跨膜蛋白家族, connexin基因
的结构具有相似性, 每个基因都有两个外显子, 中
间由较大的内含子隔开, 完整的编码区存在于第 2
外显子中[11]。Cx具有共同的结构特点(图 6)[12]: 它
们 4 次跨越胞膜, 包括 1 个氨基端(N末端)、4 个跨
膜段(M1, M2, M3, M4)、2个胞外段(E1, E2)、1个胞
浆连接段(CL)和 1个羧基端(C末端)。拓扑学研究显
示 , 在各Connexin中 , 跨膜区和胞外环是高度保守
的, 而胞内环和C-端差异较大, Connexin的 4个跨膜
区都有可能参与Connexon的组装过程。Cx26是内耳
连接蛋白中最主要的一种。它对内耳的形态发育、

成熟和功能维持具有重要作用。它存在于耳蜗所有

细胞的间隙连接中, 是耳蜗的Corti氏器中表达最强
的连接蛋白, 在耳蜗的血管纹、基底膜和螺旋缘凸
中都有表达 , 是钾离子通道循环通路的一部分。
Cx26突变导致Cx26表达下降, 间隙连接缺失, 从细
胞间隙连接网络中进入耳蜗内淋巴循环的钾离子减少, 
以至耳蜗内的Corti氏器钾离子中毒, 最终引起耳聋。 

 

 
 
图 6  Cx26 基因的拓扑学结构 
本研究中筛查到的Cx26突变分别用黑点标记于Cx26基因的拓扑学结构图中, 分别是p.E47X, c.176_191del16, c.235delC, p.R184P, p.F191L以及
新突变p.F115C; ○表示(Richard等, 1998)[13]总结的Cx26突变; ☆表示(D′Andrea等, 2002)[14]总结的Cx26突变; △表示(Bruzzone等, 2003)[15]总
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结的Cx26突变; ◇表示(Wang等, 2003)[16]总结的Cx26突变。 

p.V37I首次被检到时因该突变在对照组中的频
率有 0.5%, 因而被认为是一种多态[19], 且相继有报
道证实p.V37I在患者和对照中都存在[20, 21]。但也有

学者认为该突变在患者中的频率远远高于对照组 , 
而认为是一个隐性遗传致病基因[19,

 
22-26], 并有该突

变的相关功能研究支持这种观点。Bruzzone at al和
Palmada et al将p.V37I突变的cRNA注射到非洲蟾蜍
卵细胞中, 结果间隙连接功能完全缺失。在Palmada 
et al的共表达试验中, p.V37I突变产生明显的抑制效
应[15, 27]。在本研究中检到该变异的纯合子 7 例, 杂
合子 18 例, 是频率仅次于多态c.79G>A和c.341A>G
的变异类型。本实验室Wu等在过去检测的 255例患
者和 115 例对照中p.V37 I均较常见, 且在对照组中
检测到了 1 例纯合突变。因此, Wu等认为p.V37I在
中国人群中是常见多态, 但在其他人群中较为罕见
[28]。由于 p.V37I位于跨膜区段 , 很可能参与
Connexon的组装过程。因此, 我们将p.V37I构建表达
载体并转染Hela细胞, 结果该突变体转染的细胞和
WT-Cx26 一样, 在质膜上有斑块状染色和聚集现象, 
特别是在细胞和细胞连接的区域, 说明该突变体能
被运输到质膜形成间隙连接斑。同时我们记数 250
对以上同时表达Cx26的相邻细胞中形成间隙连接通
道的细胞数目, 该突变体与WT-Cx26 形成通道的细
胞数目也没有明显的差异(P>0.05), 表明p.V37I并不
影响形成间隙连接通道。分析原因可能存在一下几

点: ①该突变体可能在蛋白合成、组装、胞内运输
等环节均正常, 因此可以组装成间隙连接通道, 但
可能在形成通讯、选择通透性等环节中出现故障而

导致Cx26不能正常发挥其功能。因此有待对其通道
活性和调节情况做进一步的研究。②本研究中

p.V37I是次于常见多态c.79G>A和c.341A>G的变异
类型, 且本室过去筛查结果显示p.V37I在患者和对
照中均较常见, 并在对照组中检测到 1 例p.V37I纯
合变异。因此本研究也认为p.V37I为多态的可能性
极大。  

p.F115C是一种未见报道的 Cx26新变异类型。
我们在 139 例 NSHL 患者中检测到 2 例携带该杂合
变异, 且在 104 例对照中没有检到, 遗传学上提示
该变异可能是一种致病突变。同时, 该变异在两例
患者中均为杂合突变, 亦不排除该变异为隐性致病

的可能。但由于样本数量有限, 也不排除其为一种
罕见多态的可能。为进一步研究这一新的变异, 我
们对该位点进行了保守性分析, 在 UCSC 数据库中
搜索人以及猩猩、猪、牛、狗、马、大鼠、小鼠、

猴、鸡的 Cx26基因编码的蛋白质序列, 利用分析软
件 DNASTAR的 MegAlign中 Clustal W方法进行同
源性比对分析。结果发现 Cx26基因 115位氨基酸保
守性较高, 除鸡之外, 在其他 9 种动物中均编码成
苯丙氨酸, 说明该位点的变异有可能影响 Cx26编码
正常的功能蛋白。因此我们进行了该位点的结构预

测, 根据在线软件“Swiss-Model”预测, 该突变不
导致明显空间结构的改变, 而“磷酸化”和“糖基
化”预测结果显示 115 位氨基酸附近无“磷酸化”
和“糖基化”位点, 该突变不会导致磷酸化、糖基
化修饰的改变。因此, 研究该变异是否改变 Cx26正
常的细胞内分布及生理功能有助于鉴定其性质。但

瞬时转染实验证明其仍然可以形成间隙连接通道 , 
且形成通道的细胞数目与野生型并没有明显的差异, 
其形成通道的活性尚需通过其他方法才能鉴定。因

此, p.F115C是否为致病突变, 有待于将来在更大的
患者样本中得到验证; 此外, 也可以开展进一步的
连接通道的通透性或电生理学等研究, 以从其生理
学功能探讨其是否为致病突变及其分子致病机制。 
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