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遗传性耳聋基因检测试剂盒（荧光 PCR熔解曲线法）说明书

【产品名称】

通用名称：遗传性耳聋基因检测试剂盒（荧光 PCR熔解曲线法）

【包装规格】

48测试/盒

【预期用途】

本试剂盒适用于体外定性检测从外周静脉血样本、唾液样本和血斑样本中

提取获得的人类基因组 DNA 中 4 个耳聋基因的 15 种突变（其分别为 GJB2:

c.35delG, c.176-191del16bp, c.235delC, c.299-300delAT; GJB3: c.538C>T;

mtDNA: m.1494C>T, m.1555A>G; SLC26A4: c.919-2A>G, c.1174 A>T, c.1226

G>A, c.1229 C>T, c.1707+5 G>A, c.1975 G>C, c.2027 T>A, c.2168A>G）。

耳聋是临床上常见的遗传性疾病之一，我国听力言语残疾者占残疾人总数

的 33.52%。GJB2、SLC26A4、mtDNA是导致中国大部分遗传性耳聋发生的三

个最常见的致病基因，21%的聋人带有GJB2突变[1]，15%的聋人带有 SLC26A4

突变[2]，44%的聋人带有 mtDNA突变，对以上几个基因进行检测可为绝大部

分耳聋患者明确遗传学病因，此外，GJB2 突变、SLC26A4 突变和 mtDNA突

变在正常人群的携带率分别为 3%、2~3%和 1/300。GJB2 基因在人类的耳蜗毛

细胞中高表达，若其编码区域发生突变，产生没有生物活性的蛋白质，会影响

缝隙连接蛋白所组成通道的正常功能，阻碍细胞间信息传递，影响细胞外钾离

子回流，使 Corti氏器呈高钾状态，进而影响耳蜗毛细胞的电生理活动，导致

听力下降[3]。GJB3 基因突变引起的耳聋主要以常染体显性遗传方式[4, 5]，其特

点是，只要父母双方有一方是该基因突变的携带者，则子女必定成为耳聋患者。

SLC26A4 基因编码离子转运相关蛋白，该基因突变可导致常染色体隐性耳聋

DFNB4 和 Pendred综合征（可表现为前庭水管扩大或伴内耳畸形、神经性聋和

甲状腺肿[6]），是仅次于 GJB2 突变引起的常染色体隐性遗传耳聋的病因。线

粒体基因 mtDNA突变导致的耳聋主要与氨基糖甙类药物使用有关。突变携带

者对氨基糖甙类药物异常敏感，低剂量使用就会出现耳鸣，甚至严重的听力下

降；该突变遵循母系遗传方式。

本试剂盒用于耳聋的辅助诊断，其检测结果不作为诊断耳聋的唯一依据，

临床医生应结合患者其他诊断信息对检测结果进行综合判断。

【检验原理】

本产品采用荧光 PCR 熔解曲线法（原理如下图）。首先用引物扩增人 4

个耳聋基因，再通过对荧光标记探针与 PCR 产物形成的双链杂交体进行熔解

曲线分析来判断样本的 4个耳聋基因是否存在突变及相应的突变类型。对于每

一份样本，本试剂盒需 4 个 PCR 反应体系对其进行检测，对应扩增试剂中的

耳聋 PCR反应管 A/B/C/D。

【主要组成成分】

组成 组分名称 主要成分 规格 数量

扩增

试剂

耳聋检测 PCR 反

应管 A（蓝色标记）

引物、探针（五条探针

分别由 FAM、HEX、
ROX-1、ROX-2和 Cy5
标记）、dNTPs、Taq

酶和 UNG酶

8测试/条 6条

耳聋检测 PCR 反

应管 B（红色标记）

引物、探针（四条探针

分别由 FAM、HEX、
ROX 和 Cy5 标记）、

dNTPs、Taq酶和 UNG
酶

8测试/条 6条

耳聋检测 PCR 反

应管 C（紫色标记）

引物、探针（三条探针

分别由 FAM、HEX和

Cy5 标记）、dNTPs、
Taq酶和 UNG酶

8测试/条 6条

注：自备器械和试剂包括厦门致善生物科技股份有限公司生产的唾液

DNA样本采集管（闽厦械备 20170022 号）和核酸提取或纯化试剂（建议相应

使用厦门致善生物科技股份有限公司生产的闽厦械备 20150011号、闽厦械备

20150058号和闽厦械备 20160058号）。

【储存条件及有效期】

-25~8°C避光保存，有效期 18个月。

试剂盒内各组分最终效期以外包装盒标签上打印日期为准；拆封后未使用

的反应管需用自封袋封好并放入干燥剂存放于原储存温度，并且在 7天内用

完；耳聋检测野生型对照和耳聋检测阴性对照在首次溶解使用后，需放置-18℃

以下保存，并且反复冻融不得超过 4次；可于-18~37°C条件下运输，运输时间

不超过 14天。生产日期及失效日期见包装标签。

【适用仪器】

本试剂盒适用的仪器为：全自动医用 PCR 分析系统（SLAN-96S）。

【样本要求】

本试剂盒的检测对象为人外周静脉血样本或血斑样本或唾液样本，外周静

脉血样本使用 EDTA抗凝。检测前需提取样本中人类基因组 DNA，具体方法

及要求参见检验方法中的样本提取及加样。建议全血样本采集若未立即提取，

可于 2~8℃储存并在 7天内完成提取；或于-18℃以下储存，并在 6 个月内完成

提取。建议血斑样本在 2～8℃储存，并在 30天内完成提取；或于-18℃以下储

存，并在 12个月内完成提取。建议唾液样本在室温条件下储存，并于 12个月

内完成提取，唾液采集方法为先用饮用水将口腔内的杂物洗漱干净，再向采集

漏斗中吐入唾液至所需刻度线高度后旋下漏斗，盖紧采集管管盖并混匀液体。

具体要求详见厦门致善生物科技股份有限公司生产的唾液 DNA样本采集管说

明书。

【检验方法】

1. 试剂准备——配液区

① 首先从试剂盒中取出铝箔袋，撕开封口，打开自封条，然后打开耳聋检测

PCR 反应管 A/B/C/D的泡罩包装，取出 n人份试剂（n根据当次实验需要

确定），剩余试剂应放回铝箔自封袋并将封条封紧，于-25~8℃避光保存。

② 取出 n人份透明 PCR 八联管管盖（n根据当次实验需要确定）

③ 将待用的耳聋检测 PCR 反应管 A/B/C/D、透明 PCR 八连管管盖、耳聋检

测野生型对照和耳聋检测阴性对照（瞬时离心，如 3000 rpm 离心 10秒），

转移至提取间，于-25~8°C避光保存直至样本提取完。

2. 样本提取及加样——提取区

① 对于外周静脉血样本， 用厦门致善生物科技股份有限公司的 Lab-Aid 820

核酸提取 Mini试剂（备案号：闽厦械备 20150011 号）提取人外周静脉血

样本中的基因组 DNA，并采用本提取试剂盒提供的洗脱液稀释 DNA；对

于血斑样本，用厦门致善生物科技股份有限公司的 Lab-Aid 824 核酸提取

Micro 试剂（备案号：闽厦械备 20160058 号）提取血斑样本中的人基因

组 DNA，如需要可采用本提取试剂盒提供的洗脱液稀释 DNA；对于唾液

样本，用厦门致善生物科技股份有限公司的Lab-Aid 824 核酸提取 Midi 试

剂（备案号：闽厦械备 20150058 号）提取唾液样本中的人基因组 DNA，

如需要可采用本提取试剂盒提供的洗脱液稀释 DNA。

由外周静脉血样本提取获得的 DNA 样本的 OD260/OD280 应在 1.6~2.0

范围之间，且 OD260/OD230≥2.0，DNA 浓度应高于 1 ng/μL。若样本的

OD260nm/OD230nm<2.0，可经提取试剂盒中提供的洗脱液进行适当稀释（通

耳聋检测 PCR 反

应管 D（绿色标记）

引物、探针（两探针分

别由 FAM和 HEX标

记）、dNTPs、Taq酶和

UNG酶

8测试/条 6条

对照

试剂

耳聋检测野生型

对照

野生型质粒（包含四

个基因 15个位点的野

生型片段，浓度为

3.0×103拷贝/μL）

32测试/
支

1支

耳聋检测阴性对

照
DNA溶解液

32测试/
支

1支

耗材 PCR 八联管管盖 透明 PCR 八联管管盖 8测试/条 24条
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常稀释 10 倍），且稀释后浓度应高于 1 ng/μL。对于浓度过低或纯度不符

合要求的样本，则需要重新提取 DNA再次进行检测；由血斑样本提取获得

的 DNA浓度应高于 1 ng/μL ，由于 DNA含量较少，一般不建议进行吸光

值检测，若确实有需要进行吸光值检测，检测时应先使用提取试剂提供的

洗脱液进行调零，OD260值控制在 0.1 到 1.0之间，数值会比较准确；由唾

液样本提取获得的 DNA 浓度应高于 1 ng/μL，且获得的 DNA 样本的

OD260/OD280应在 1.6~2.2范围之间，可经提取试剂盒中提供的洗脱液进行适

当稀释（通常稀释 10 倍），且稀释后浓度应高于 1 ng/μL。对于浓度过低

或纯度不符合要求的样本，则需要重新提取 DNA再次进行检测。

提取的 DNA样本若未立即用于检测，可保存于 2~8℃并于 1个月内检

测；或于-18℃以下储存，并在 12个月内检测；DNA 样本在超低温-70℃以

下可保存 3年；核酸样本反复冻融不超过 4次。

② 用微量加液器向每支 PCR薄壁反应管中加入 25μL相应的DNA样本或阴性

/野生型对照，并立即盖严管盖。每次运行需对每个反应体系均设置阴性和

野生型对照，对照品第一次使用前需加入 800μL灭菌后纯水进行溶解，充

分振荡混匀 20 秒，瞬时离心，溶解后的对照品需于-18℃以下贮存，反复

冻融≤4次。

③ 将已加入模板的 PCR 薄壁反应管于涡旋振荡器中充分振荡混匀 20s，瞬时

离心。

④ 将离心后的 PCR 薄壁反应管转移至 PCR扩增区。

3. PCR扩增及熔解曲线分析——扩增区

本试剂盒反应体系设为 25 μL，扩增与熔解曲线分析步骤设置为一个程序，

在 SLAN-96S全自动医用 PCR 分析系统上连续完成。

①反应程序设定如下：

程序名称 阶段 条件 循环数

PCR 反应

程序

UNG酶处理 50℃ 2分钟 1
预变性 95℃ 10 分钟 1

降落循环程序

95℃ 15 秒

1065℃ 15秒（每个循环下降 1.0℃）

76℃ 20 秒

PCR 循环程序

95℃ 15 秒

5055℃ 26 秒（可设置在此阶段采

集荧光）

76℃ 20 秒

熔解曲线分析程序

95℃ 1分钟

1
35℃ 3分钟

40℃~85℃，设置在此阶段采集

FAM、HEX、ROX 和 Cy5 通道荧

光信号，升温速率：0.04℃/s

②程序运行完毕，将 PCR薄壁反应管（闭管）取出放入凹凸袋，将封口封严，

按污染源处理。

【参考区间】

野生型对照在各体系及各通道中的熔点（Tm）参考区间如下：

A： FAM通道 65.31℃±1℃； HEX通道 68.73℃±1℃；

ROX通道 62.38℃±1℃，73.54℃±1℃； Cy5 通道 60.36℃±1℃。

B： FAM通道 65.29℃±1.58℃； HEX通道 62.28℃±1.02℃；

ROX通道 62.85℃±1.1℃， Cy5 通道 70.61℃±1.05℃。

C： FAM通道 62.06℃±1℃； HEX通道 54.81℃±1℃；

Cy5 通道 61.07℃±1℃。

D： FAM通道 66.82℃±1℃； HEX通道 64.30℃±1℃。

Tm值以仪器自动判读所得为准，当仪器给出一个以上 Tm值时，请参考野

生型对照和阴性对照的峰型选择有效 Tm值。当出现仪器无法自动给出 Tm值的

情况时，可通过调整基线或直接人工判读的方法获得 Tm值。

【检验结果的解释】

野生型对照的十三个通道应均有熔解峰且熔点在对应的参考值范围内，阴

性对照应无任何熔解峰，则该次实验有效，继续进行待测样本的判读。

对每一份样本，若在十三个通道中任何一个通道无熔解峰，表明样本基因

组有问题，检测结果无效；若样本在十三个通道均有熔解峰，通过比较待测样

本在 A、B、C 和 D体系中共十三个检测通道（如图 1）与野生型对照之间熔

点（Tm值）的差异判断样本是否发生突变。当样本熔解峰与野生型对照熔解峰

差异（ΔTm值）在±1℃以内的即为野生型峰，差异超过±2℃的请参照附表 1 判

断具体位点的突变类型。其具体情况如下：

1 野生型：样本在十三个检测通道都只有野生型峰（图 1黑色曲线）；

2 杂合型：样本在某个通道既有野生型峰，又有突变型峰，或者为野生峰和

突变峰的融合峰，而其它通道为野生型峰（图 1 中 A-HEX绿色曲线）；

3 纯合型：样本在某个通道只有一个突变型峰，而其它通道为野生型峰（图

1中 D-HEX紫色曲线）；

4 复合杂合型：样本在某两个或以上通道有突变型峰，而其它通道为野生型

峰，则样本为复合杂合型（图 1中 A-ROX红色曲线和蓝色曲线）。

注意：实验室环境污染、试剂污染、样本交叉污染可能导致假阳性结果；试剂

运输、保存不当或试剂配制不准确可能会引起试剂检测效能下降，出现假阴性

或检测不准确的结果。

【检验方法的局限性】

1. 本试剂盒采用的是荧光 PCR熔解曲线法，该方法可以检测到发生在探针覆

盖区域内、试剂盒范围外的序列变异，但是这些变异不属于本试剂盒预期

用途所规定的检测范围。

2. 由于本试验只是筛选核酸序列而不是氨基酸序列，虽然本试剂盒设计时已

经做了充分考虑，但是鉴于人类基因的复杂性，仍有可能发生多态性或者

同义突变被判为突变型的情况。

3. D体系是用于检测线粒体相关突变位点（m.1494C>T,m.1555A>G）。由于

线粒体突变属于异质性突变，因此其存在不同程度的突变水平（0-100%）。

应通过与对应野生型峰的形状进行区分辨别，本体系的检测限为 20%以上

的突变。

【产品性能指标】

1. 本产品检测不同基因型样本的检测下限为人类基因组 DNA 25ng/反应。

2. 国家参考品符合率：检测国家阴性参考品和试剂盒范围外的国家阳性参考

品，结果为野生型或未检出突变；检测试剂盒范围内的国家阳性参考品，

结果均为相对应位点突变型。

3. 企业参考品符合率：检测企业参考品中 10 份特异性参考品，结果均为野

生型；检测 15份纯合突变型参考品和 15份杂合突变型参考品，结果均为

对应基因型；检测企业参考品中 1 份重复性参考品各 10 次，结果一致且

为对应基因型。

4. 特异性：常见的内源性和外源性干扰物质在相应浓度下：包括胆红素

（600.0μmol/L）、胆固醇（40.0mmol/L）、血红蛋白（40 g/L）和甘油三

酯（56.0mmol/L），庆大霉素（24mg/mL）、链霉素（64mg/mL）、卡那

霉素（30μg/mL）、妥布霉素（4μg/mL）、唾液淀粉酶（400U/L）、溶菌

酶（1.3mg/mL）、漱口水（100µL/mL）、牙膏（20mg/mL）、薄荷糖（65mg/mL）

和食物残渣（30mg/mL）等，不影响本试剂盒的检测结果。

5. 共验证 2572 例临床样本，结果表明，对比 SANGER 基因测序方法，本产

品的灵敏度、特异性、阳性预测值、阴性预测值和总符合率均为 100％。

【注意事项】

1. 本试剂盒仅用于体外诊断，操作人员必须经过培训且具有一定的经验，试

剂盒使用前请仔细阅读说明书。

2. 请严格按照基因扩增检验实验室的管理规范进行试验操作：如 PCR 试验

严格分区操作；各区应有专用的手套、移液器等，不得交叉使用，避免污

染；工作人员应遵循从一区到二区的单方向工作原则，各工作区相对隔离；

进行 PCR 试验的工作桌面及相关物品应定期用 1%次氯酸钠、75%酒精、
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1 M 盐酸或紫外灯进行灭菌和消毒。

3. 试验操作所需的消耗用品应一次性使用，使用前进行无菌处理。冻存的阴

性/野生型对照品溶液在使用前应充分融化，并振荡混匀，短暂离心。PCR

反应管加入模板后应充分振荡混匀并瞬时离心，尽量避免产生气泡。上机

前应避免振摇，应注意检查各反应管是否盖紧，以免污染仪器。

4. 耳聋检测 PCR 反应管 A/B/C/D 应避光保存，每次试验应设置阴性和野生

型对照。

5. 不同批号的试剂请勿混用，请在有效期内使用试剂盒。

6. 对照品尽量避免反复冻融，应控制反复冻融≤4次。如果需要多次使用，请

在第一次溶解后将野生型对照分装冻存，再根据需要取用。

7. 反应结束后，需将 PCR 薄壁反应管（闭管）取出放入凹凸袋，将封口封

严，按污染源处理。
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图 1 典型的样本检测结果。其中 A-FAM、A-HEX、A-ROX 和 A-Cy5 为体系 A检测结果；B-FAM、B-HEX、B-ROX和 B-Cy5 为体系 B检测结果，

C-FAM、C-HEX和 C-Cy5 为体系 C检测结果；D-FAM 和 D-HEX为体系 D检测结果。
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附表 1 本试剂盒可以检测的突变类型及各突变型在对应通道的ΔTm值波动范围

基因

突变类型 反应体系 A [ΔTm=Tm(野生)- Tm (突变)] 反应体系 B [ΔTm=Tm(野生)- Tm (突变)] 反应体系 C [ΔTm=Tm(野生)- Tm (突变)]
反应体系 D [ΔTm= Tm (野

生)- Tm (突变)]

HGVS命名(c.) FAM HEX ROX-1 ROX-2 Cy5 FAM HEX ROX Cy5 FAM HEX Cy5 FAM HEX

GJB2
c.35delG 5.19±0.76 - - - - - - - - - - - - -

c.176_191del16 - 9.22±0.51 - - - - - - - - - - - -

GJB3 c.538 C>T - - 9.02±0.64 - - - - - - - - - - -

GJB2
c.235delC - - - 4.82±0.93 - - - - - - - - - -

c.299_300delAT - - - - -6.97±0.87 - - - - - - - - -

SLC26A4

c.919-2 A>G - - - - - 5.42±1.34 - - - - - - - -

c.2168 A>G - - - - - - -4.54±1.48 - - - - - - -

c.1174 A>T - - - - - - - 6.05±0.73 - - - - - -

c.1226 G>A - - - - - - - - -4.51±1.97 - - - - -

c.1229 C>T - - - - - - - - 7.0±0.57 - - - - -

c.1707+5 G>A - - - - - - - - - 6.1±1.52 - - - -

c.1975 G>C - - - - - - - - - - -7.84±0.58 - - -

c.2027 T>A - - - - - - - - - - - -6.5±2.01 - -

mtDNA
m.1555 A>G - - - - - - - - - - - - 4.44±1.09 -

m.1494 C>T - - - - - - - - - - - - - 8.1±0.56

注：a表中“-”指检测样本熔解峰与对应野生型熔解峰 Tm差异的在±1℃之内。

b表中黑体字为野生型与对应通道突变型ΔTm±3SD，由多次试验得到的统计结果。

c表中 ROX-1的ΔTm为由 Tm (野生型 1)- Tm (突变)得到，ROX-2的ΔTm为由 Tm (野生型 2)- Tm (突变)得到。
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