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要#目的
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从临床%遗传和分子特征等方面对
'

个携带
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突变的非综合征型耳聋"

6!,-

$家系进行

研究!探讨线粒体
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变在
6!,-

中的作用&方法
!

扩增
03%

例
6!,-

患者和
0%'

例健康者
Ba.%

%

Ba.&

%

Ba.*

基因编码区!以及线粒体
'%!<+67

和
;+67

基因!对携带
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变的
'

个家系进行
Ba.%

%

Ba.&

%

Ba.*

%线

粒体基因相关分析&结果
!

在
03%

例
6!,-

患者中发现
'

例线粒体
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变携带者&该患者及其家族成员具

有典型母系遗传特征!未检出
Ba.%

%

Ba.&

%

Ba.*

基因致病突变&在患者家系成员中!母系成员
'&

人!其中
3

人存在不同程度的听

力损失&结论
!

;+67,K:'%'E%B
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7

突变可能是该
6!,-

家系成员罹患耳聋的主要分子基础&家系成员发病程度%发病年龄等

表型存在一定的差异!可能与环境因素以核基因背景等有关&

关键词#非综合征型耳聋#
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线粒体
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耳聋可以由环境因素*遗传因素二者独立或共同作用所

致#其中#因遗传因素导致的耳聋超过了
0)X

'

'

)

+根据患者是

否伴有其他临床症状#可将耳聋分为非综合征型耳聋$

6!,-

&

和综合征型耳聋$

!,-

&

'

%

)

+耳聋的遗传方式包括常染色体显

性遗传*常染色体隐性遗传*

hD

连锁遗传及母系遗传等'

&

)

+线

粒体基因突变导致的耳聋具有典型的母系遗传特征#是遗传性

耳聋的重要原因之一+目前#线粒体
'%!<+67

基因
7'000B

*

5'FEFA

突变已被证实与药物性耳聋相关#

;+67

基因突变#如

;+675

L

:B0R%'7

*

;+67!9<

$

\56

&

73FF0B

*

;+67!9<

$

\56

&

3F3%K=:5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30')5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30''5

和
;+67,K:'%%)'A

%

5

等也被证实与
6!,-

相关'

FDE

)

+这表

明线粒体基因突变导致
6!,-

的热点区域多在
'%!<+67

及

;+67

上+为研究线粒体基因上是否还有其他与耳聋相关的

突变位点#本研究对
03%

例
6!,-

患者进行基因突变筛查#以

及临床表型*家族史调查#发现
'

例患者存在既往未见报道的

与耳聋相关的线粒体
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变+现将研究结

果报道如下+

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

于温州医科大学附属第二医院耳鼻咽喉科门

诊确诊的
6!,-

患者
03%

例#以及体检健康者
0%'

例+本研

究经温州医科大学伦理委员会审核通过#所有受试对象了解本

研究#并签署知情同意书+

$(/

!

方法

$(/($

!

临床资料采集
!

详细了解耳聋患者病史*家族史及氨

基糖甙类药物用药史等基本资料+

$(/(/

!

听力学检查
!

听力学检查包括纯音测听$

4A7

&*听觉

脑干反应$

7.+

&*声导抗和畸变产物耳声反射$

/4Z7U

&+根

据
4A7

检测结果绘制听力水平曲线#以频率
0))

*

')))

*

%)))

*

F)))

和
R)))

的平均听阀水平对听力损失程度进行分

级#体力水平小于
%*

*

%*

#

F)

*

F'

#

3)

*

3'

#

E)

*

%

E)$.

分别判

为正常*轻度聋*中度聋*重度聋*极重度聋+

$(/('
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全基因组
/67

提取
!

采集例先证者及其家系成员#

(
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检验医学与临床
%)'*

年
R

月第
'&

卷第
'*

期
!
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7P

1

P:;%)'*

!

T@?('&

!

6@('*

"

基金项目!国家青年科学基金项目$

&'F)')3)

#

&''))E)&

&%浙江省自然科学基金项目$

g%'')&EE

&%温州医科大学科研发展基金项目
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以及健康者外周静脉血
%"-

#乙二胺四乙酸抗凝#采用日本

A#2#<#

公司
/67

提取试剂盒提取全基因组
/67

+

$(/(1
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耳聋相关热点基因突变检测
!

$

'

&

Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

*

!-5%*7F

基因突变分析!

Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

是
6!,-

常见核

基因致病突变#为排除其对耳聋表型表达的影响#对先证者及

家系成员进行
Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

基因编码区扩增及测序+

Ba.%

测序引物序列为!上游引物
0eDA7A B75 75A 555

57B5757BD&e

#下游引物
0eDBBB577 AB5AA7 775

ABB5D&e

%

Ba.&

测序引物序列为!上游引物
0eDA57 B7B

BBA5BAABA B7B A7A ABD&e

#下游引物
0eD7BB57B

5BA7B7A7BAA77AA5BD&e

%

Ba.*

测序引物序列为!上

游引物
0eDAABB5AA57BA5ABA77A7A5755D&e

#下

游引物
0eDA57AAA 757 775A5AA57 BB5A757BD

&e

'

')D'%

)

+测序结果采用
5@$@=J@$97?K

1

9<

软件与标准序列进

行比对$标准序列来源于网站
H;;

N

!""

OOO(=J>K(=?"(=KH(

1

@G

&+$

%

&线粒体基因分析!对全基因组
/67

进行线粒体基

因全序扩增#引物为
%F

对重叠通用引物'

'&

)

+测序结果采用

5@$@=J@$97?K

1

9<

软件与标准剑桥序列进行比对+同时对
0%'

例健康者进行线粒体
;+67,K:

基因测序分析+$

&

&种系发生

学分析和单体型分析!分析人*鼠*牛*非洲爪蟾
F

个物种线粒

体全序#对先证者线粒体全序进行初步分析#然后再分析
'3

个

灵长类物种间的线粒体
;+67,K:'%'E%B

位点保守性+保守

性指数计算方法!

'

个位点对应其他
'*

个灵长类物种相应位

点的比例#即与其相同的碱基数量除以
'3

%保守性达到或超过

30X

判为该位点在进化上是保守的'

'F

)

+对先证者线粒体基因

组测序结果与东亚线粒体单体型树进行比对#分析先证者的单

体型#并分析是否对先证者表型产生影响'

'0D%%

)

+

/

!

结
!!

果

/($

!

临床及遗传学评估
!

先证者家系命名为
CUF3E

家系#该

家系来自于温州瑞安地区+母系成员
'&

例#男性
*

例#女性
3

例#母系成员之外未见听力损失#具有典型的母系遗传特征+

家系图见图
'

+先证者
'

D'F

#男#

&F

岁#发病年龄
%*

岁#中度

耳聋$听力
F'(R

#

0'(R$.

&#以高频$

%)))

#

R))),V

&听力下

降为主#属于渐进性聋#现偶尔伴有耳鸣和眩晕+先证者母亲

&

D')

#

0*

岁#

%)

岁后听力逐渐下降#重度耳聋$听力
3'(3

#

3E(%$.

&#曾在噪音环境中工作+先证者哥哥
'

D'%

#

&R

岁#在

%0

岁左右发现听力下降#中度耳聋$听力
FF(%

#

F0(R$.

&+先

证者外婆
*

D%

#

3)

多岁#听力下降已有几十年+先证者小姨
&

D

R

#在噪声环境中工作过#目前听力欠佳+先证者表姐
'

D*

#

%)

岁时听力下降+发生听力下降的家族成员发病年龄
%)

#

&)

岁#渐进性聋#听力损失程度有一定差异#主要为中重度听力损

失#以双侧对称性听力损失为主#未发现其他临床症状+

CUF3E

家系部分成员临床资料见表
'

+

CUF3E

家系部分成员

听力图见表
%

+

图
'
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CUF3E

家系图
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线粒体基因分析
!

在先证者及其家系成员中未检出

Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

基因致病性突变#初步排除上述基因对患者

表型的影响+该家族遗传方式具有典型的母系遗传特征#线粒

体基因可能是该家族耳聋患者发病的分子基础+未在先证者

中发现药物性耳聋致病位点线粒体基因
7'000B

和
5'FEFA

突变及其他
;+67

基因突变#如
;+675

L

:B0R%'7

*

;+67!9<

$

\56

&

73FF0B

*

;+67!9<

$

\56

&

3F3%K=:5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30')5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30''5

和
;+67,K:'%%)'A

%

5

等

已知的与耳聋相关的突变位点+先证者还携带
F)

个其他变异

位点#见表
%

#包括无意义突变$

/D?@@

N

区
''

个多态性位点#

'%!<+67

上
%

个多态性位点#

'*!<+67

上
F

个多态性位

点&#以及在
'&

个多肽上的
%&

个突变位点#未发现其他
;+67

基因突变+

'&

个多肽上的突变位点包含同义突变
'0

个#错义

突变
R

个+

R

个错义突变分别为
6/%

基因
0'3R5

%

7

$

-9PD

S9;

&#

7*

基因
R3)'7

%

B

$

AH<D7?#

&*

RR*)7

%

B

$

AH<D7?#

&#

7R

基因
RF'F5

%

A

$

-9PD4H9

&#

6/&

基因
')&ER7

%

B

$

AH<D7?#

&#

5

L

;.

基 因
'F3**5

%

A

$

AH<DY?9

&*

'FE3EA

%

5

$

Y?9DAH<

&和

'0&%*7

%

B

$

AH<D7?#

&+上述突变位点为多态性位点$

H;;

N

!""

OOO("K;@"#

N

(@<

1

#

H;;

N

!""

OOO(

1

9=

N

#;(PP(:9

"

";/.

&#在

0%'

例健康者中也都有检出#因此不能对
CUF3E

家系的耳聋表

型足够的影响+先证者线粒体基因全序列与标准剑桥序列

$

B9=>#=2

#

65

0

)'%E%)

&比对分析发现#先证者携带
'

个
;+D

67,K:'%'E%B

%

7

突变#测序峰图#见图
&

+

;+67,K:'%'E%B

位点位于
A

环
0E

号位点#见图
F7

#保守性指数为
'3(*X

+在

0%'

例健康者中未检出该突变+在
;+67

二级结构折叠形成

三级结构过程中#

0E

号位点碱基与
'0

号位点碱基存在相互作

用#见图
F.

+

表
'

!!

CUF3E

家系部分成员临床资料

编号 性别
年龄

$岁&

发病年龄

$岁&

与先证者

关系

4A7

$

$.

&

右耳 左耳

听力损失

程度

&

D')

女
0* %)

#

&)

母亲
3'(3 3E(%

重度

'

D*

女
%)

表姐
F0() F&(&

中度

'

D''

女
&* ]

姐姐
'0(R %)

正常

'

D'%

男
&R %0

哥哥
FF(% F0(R

中度

'

D'&

男
&F %*

先证者
F'(R 0'(R

中度

'

D'F

女
] ]

妻子
'F(% '*(3

正常

图
%

!!

CUF3E

家系部分成员听力图

表
%

!!

CUF3E

家系线粒体基因全序列分析

基因 位点 碱基改变
氨基酸

改变

保守性

$

,

"

.

"

S

"

h

&

是否已

有报道

/D?@@

N

3& 7DB

无 是

'0% AD5

无 是

'E0 AD5

无 是

%*& 7DB

无 是

(

&0%%

(

检验医学与临床
%)'*

年
R

月第
'&

卷第
'*

期
!

-#>S9$5?K=

!

7P

1

P:;%)'*

!

T@?('&

!

6@('*



续表
%
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CUF3E

家系线粒体基因全序列分析

基因 位点 碱基改变
氨基酸

改变

保守性

$

,

"

.

"

S

"

h

&

是否已

有报道

&') K=:5

无 是

&'* Y=:5

无 是

FRE AD5

无 是

'*'%E BD7

无 是

'*%%& 5DA

无 是

'*&*% AD5

无 是

'*0'E AD5

无 是

'%!<+67 30) 7DB

无
7

"

7

"

7

"

D

是

'F&R 7DB

无
7

"

7

"

7

"

B

是

'*!<+67 %3)* 7DB

无
7

"

B

"

7

"

7

是

&)') BD7

无
B

"

B

"

7

"

7

是

&')3 $9?6

无
6

"

A

"

A

"

A

是

&%)* 5DA

无
5

"

7

"

5

"

7

是

6/% F3*E 7DB

无
S

"

S

"

S

"

Y

是

FRR& 5DA

无
4

"

4

"

4

"

4

是

0'3R 5D7 -9PDS9; -

"

A

"

A

"

A

是

5Z' *%*) BD7

无
U

"

U

"

U

"

U

是

3)%R 5DA

无
7

"

7

"

7

"

7

是

7R RF'F 5DA -9PD4H9 -

"

C

"

S

"

8

是

RF3& AD5

无
4

"

6

"

7

"

U

是

7* R3)' 7DB AH<D7?# A

"

!

"

-

"

d

是

RR*) 7DB AH<D7?# A

"

7

"

7

"

A

是

5Z& E0F) AD5

无
-

"

-

"

-

"

-

是

6/& ')&ER 7DB AH<D7?# A

"

A

"

A

"

7

是

')F)) 5DA

无
A

"

A

"

A

"

7

是

6/F ')R3& AD5

无
4

"

!

"

!

"

!

是

''3'E BD7

无
B

"

B

"

B

"

B

是

;+67D,K: '%'E% BD7

无
B

"

A

"

5

"

5

是

6/0 '%3)0 5DA

无
Y

"

-

"

-

"

A

是

6/* 'FFE' 5DA

无
B

"

-

"

B

"

B 6

'F**R 5DA

无
S

"

S

"

6

"

Y

是

5

L

;. 'F3** 5DA AH<DY?9 A

"

!

"

A

"

!

是

'F3R& AD5

无
Y

"

Y

"

Y

"

Y

是

'FE3E AD5 Y?9DAH< Y

"

Y

"

-

"

-

是

'0)F& BD7

无
B

"

B

"

B

"

B

是

'0&)' BD7

无
-

"

-

"

-

"

-

是

'0&%* 7DB AH<D7?# A

"

S

"

Y

"

Y

是

图
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'%'E%

位点测序峰图

图
F

!!

;+67,K:

三叶草结构图

'

!

讨
!!

论

本研究对
'

个携带
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变的中国汉族

6!,-

家系进行了临床资料*家系*遗传学特征及可能的分子

致聋机制进行了分析+在该家系的
'&

例母系成员中#

*

例患

有
6!,-

#外显率高达
F*(%X

#母系成员之外家系成员未出现

听力损失#表明很有可能是新发现的线粒体基因突变导致家系

成员罹患耳聋+家系临床资料调查发现#家系中的耳聋患者临

床表型有一定的差异#先证者母亲全频听力下降#听力损失程

度最严重#考虑可能与长期在噪声环境中工作有关%其他成员

以双侧高频听力下降为主#听力损失程度以中度听力损失为

主%发病年龄均为
%)

#

&)

岁#表现为渐进性聋+上述资料提示

该家系耳聋患者可能具有共同的分子致病基础+

在遗传性耳聋中#最常见的核基因致病突变是
Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

基因突变'

%&

)

+对该家系成员的分子遗传学分析结

果发现#家系成员并无
Ba.%

*

Ba.&

*

Ba.*

基因致病突变#且先

证者线粒体基因未检出
7'000B

*

5'FEFA

*

;+675

L

:B0R%'7

*

;+67!9<

$

\56

&

73FF0B

*

;+67!9<

$

\56

&

3F3%K=:5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30')5

*

;+67!9<

$

\56

&

A30''5

和
;+67,K:'%%)'

A

%

5

等已经证实与耳聋相关的热点突变+因此#根据该家系

母系遗传的特征#推测可能存在新的未被证实的与耳聋相关的

突变#且该突变是家系成员罹患耳聋的分子致病基础+

先证者线粒体基因全序分析发现
'

个线粒体
;+67D

,K:'%'E%B

%

7

突变#而先证者线粒体基因上的其他突变均为

多态性突变#对耳聋表型的产生没有影响+

A

环区是同源氨酰

;+67

合成酶的识别区域#当
0E

号位点发生突变时#可能会影

响
;+67

的结构#直接或间接影响氨酰化过程'

'*D'3

)

+与此同

时#在
;+67

二级结构折叠形成三级结构过程中#

0E

号位点碱

基可能会与
'0

号位点碱基存在相互作用#以维持三级结构的

稳定+当发生位点突变时#可能会影响
;+67

三级结构的稳定

性#造成
;+67

功能障碍'

'R

)

+

!HK=

等'

'E

)报道在原发性心肌病

患者中发现
;+67,K:'%'E%B

%

7

突变+也有研究报道其他线

粒体
;+67

基 因
0E

号 位 点 突 变 与 疾 病 相 关#例 如
;+D

67Y?9F&'37

%

B

突 变 与 原 发 性 心 肌 病 相 关'

'3

)

#

;+D

67A<

N

00*3A

%

5

突变与线粒体脑肌病相关'

%)

)

#

;+67BD

?

L

'))FF7

%

B

与婴儿猝死综合征相关'

%'

)

#

;+67!9<

$

7Bg

&

'%%*'A

%

5

突变与癫痫等多种线粒体疾病相关'

%%

)

+这些都表

明#

;+67,K:'%'E%B

%

7

突变可能是该
6!,-

家系的分子致

病基础+

线粒体
;+67,K:'%'E%B

位于
A

环上
0E

号位点#突变可

能会影响
A

环的结构*大小#以及
;+67

三级结构的稳定性#

(

F0%%

(

检验医学与临床
%)'*

年
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月第
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导致
;+67

功能障碍#引起疾病的产生+线粒体
;+67D

,K:'%'E%B

%

7

突变可能是该家系成员罹患耳聋的分子致病

基础#而环境因素及核基因背景可能也对该家系成员耳聋表型

的表达有一定的影响+
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