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　　[摘要]　目的:对一个非综合征性遗传性耳聋家系进行遗传学分析,查找该疾病的致聋性突变。方法:对该

耳聋家系成员进行病史采集、听力、视力、基因组全外显子测序法检查分析,Sanger测序验证。结果:在 MYO7A
基因发现两个突变位点,分别为c.1183C>T、1496T>C,其中c.1183C>T有少量国外文献报道,1496T>C为新

发现的突变位点。根据 ACMG变异指南分析显示这两个突变为该先证者的致病突变。经Sanger测序分析验

证,c.1183C>T来源于父亲,1496T>C来源于母亲。先证者及其弟弟听力检查结果均符合极重度感音神经性

聋。在ESP6500数据库、千人基因数据库、Gnomad数据库中正常对照人群中均未发现这两个突变位点。结论:
发现一个新的 MYO7A 基因致病性复合杂合突变,为 MYO7A 基因变异导致常染色体隐性遗传性非综合征性耳

聋提供了更多的诊断依据,丰富了 MYO7A 基因突变谱,可提高对基因突变携带者高风险家庭的产前诊断率,减
少出生缺陷。
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Abstract　Objective:Toidentifythedeaf-causingmutationbythegeneticanalysisinafamilywithnon-syn-
dromichereditarydeafness.Methods:Medicalhistorycollection,hearing,vision,andgenomewhole-exomese-
quencingwereperformedonthemembersofthedeaffamily.Results:Twomutationsiteswereidentifiedinthe
MYO7Agene,namelyc.1183C>Tand1496T>C,ofwhichc.1183C>Thasasmallnumberofforeignliterature
reports,and1496T>Cisanewlydiscoveredmutationsite.AccordingtoACMGmutationguidelineshowedthat
thesetwomutationswerepathogenicmutationsoftheproband.Sangersequencingverifiedthatc.1183C>Twas
derivedfromthefather,and1496T>Cwasderivedfromthemother.Thesetwomutationsiteswerenotfoundin
thehealthypopulationintheExomeSequencingProject(ESP6500)database,1000GenomesProjectdatabase,and
theGnomaddatabase.Moreover,thesecondchildinthisfamilyincludedaheterozygousmutationofc.1183C>T
and1496T>Candwasconfirmedtobecomeseveresensorineuraldeaf.Conclusion:Anewpathogeniccompound
heterozygousmutationintheMYO7Agenehasbeendiscovered,whichprovidesmorediagnosticevidenceforthe
autosomalrecessivenon-syndromicdeafnesscausedbytheMYO7Agenemutationandimprovestheprenatalgene
diagnosisinhigh-riskfamiliesformutationcarrierstoreducecongenitaldisabilities.
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　　耳聋病因复杂,影响因素较多,大约60%的耳

聋与基因有关[1]。目前已知的耳聋基因有200余

种[2]。每2000个新生儿中就有1个患有遗传性听

力障碍,约70%是非综合征性遗传性耳聋。目前

发现可导致常染色体隐性遗传性非综合征性耳聋

的相关基因约90多个,其中 MYO7A 基因是常见

的与遗传性耳聋有关的热点基因,该基因位于第

11条染色体上,其致病性突变约有90多种[3],突

变位点分布比较广泛,外显子和内含子均可发生突

变。1995 年 Weil等[4]分 离 并 鉴 别 出 此 基 因,
MYO7A 基 因 由 49 个 外 显 子 组 成,跨 越 大 约

114kb的基因组DNA,该基因编码一个由2215个

氨基酸组成的肌球蛋白,该肌球蛋白遗传性高度保

守,在内耳、前庭、视网膜等多处都有表达[5]。在内

耳该基因主要表达于静纤毛;在视网膜中,该基因

主要表达于视网膜色素上皮和光感细胞。MYO7A
基因的突变最常导致以听力损失、视网膜病变、前
庭功能障碍为表型的 Usher综合征,也可引发单纯

性的隐性遗传性耳聋。本研究在一个家系中发现
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了MYO7A 基因的复合杂合突变 c.1183C>T、
1496T>C,其中1496T>C属于新发现的突变位

点,拓展了MYO7A 基因的突变谱。
1　对象与方法

1.1　研究对象

研究对象为先证者及其家族成员,先证者为4
岁半女童,家系成员包括其父母和一个弟弟。先证

者出生时新生儿听力筛查右耳未通过,左耳通过,
出生1个月后复查听力筛查双耳均未通过。1岁

半时发现其对声音反应不敏感,就诊当地医院,最
终诊断为极重度感音神经性聋。2年后父母怀二

胎,孕20周时于中国人民解放军总医院聋病分子

诊断中心行羊水穿刺致病基因检测,足月后生下一

男婴,出生时听力筛查双耳均通过,家长通过日常

观察,定期儿保检查发现其对声音反应良好,生长

发育在正常范围内;出生后第9个月,家长发现其

有听力下降,就诊中南大学湘雅二医院耳鼻咽喉头

颈外科,最终诊断为极重度感音神经性聋。家系谱

图见图1。

Ⅰ-1和Ⅰ-2分别为先证者父亲和母亲,听力均正常;Ⅱ-1
为先证者,Ⅱ-2为先证者弟弟,均表现为听力障碍。

图1　家系谱图

1.2　研究方法

本研究获得医院伦理委员会批准,研究对象均

签署了知情同意书,未成年人由监护人签署知情同

意书。
听力检测:采用 MadsenAstera听力计进行纯

音测听检查,采用 Madsenzodiac进行声导抗检查,
采用 Madsencapella 进 行 耳 声 发 射 检 查,采 用

Neuro-Audio进行听性脑干诱发电位检查;眼科检

查:视力、眼压、视野、眼底检查;影像学检查:颞骨

高分辨CT,头部及耳部 MRI检查。
采集 先 证 者 及 其 父 母、弟 弟 静 脉 血,提 取

DNA,并测定浓度。
芯片捕获高通量测序(由深圳华大临床检验中

心完成):将 DNA 打断,制备文库,通过芯片对目

标基因外显子及邻近剪切区的 DNA 进行捕获和

富集,使用高通量测序平台对全外显子组进行变异

检测。进行线粒体全基因突变检测和 miRNA 区

域检测。Sanger测序验证突变位点:对突变位点周

围序列设计引物,采用聚合酶链式反应(PCR)进行

扩增,对产物进行测序分析。进行致病性预测分

析、保守性分析和蛋白质结构模型分析。
2　结果

2.1　家系表型特征

该家系4人,先证者及其弟弟表现为听力障

碍,父母听力表现正常,系谱分析符合常染色体隐

性遗传特征。
2.2　耳科检查结果

家系成员颞骨高分辨 CT及头部 MRI均未发

现异常。先证者父母纯音测听检查平均听阈<
25dBnHL,声导抗双侧鼓室图“A”型,耳声发射畸

变产物均可引出,听性脑干诱发电位检查阈值为

30dBnHL;先证者及其弟弟声导抗双侧鼓室图

“A”型,耳声发射畸变产物均未引出,听性脑干诱

发电位检查100dBnHL未引出相关反应波,多频

稳态500、1000、2000、4000Hz平均阈值反应点在

100dBnHL左右。先证者佩戴助听器助听后平均

听阈为40dBHL,对声音反应良好,言语识别率为

90%。先证者及其弟弟确诊为极重度感音神经性

听力损失。
2.3　眼科检查结果

家系 成 员 视 力、眼 压、视 野、眼 底 检 查 均 无

异常。
2.4　基因检测结果

2.4.1　芯片捕获高通量测序　结果发现先证者

MYO7A 基因存在c.1183C>T、1496T>C两个可

疑突变(图2)。
2.4.2　线粒体全基因突变检测和 miRNA 区域检

测　均未发现突变。
2.4.3　Sanger测序结果　经Sanger测序验证显

示c.1183C>T 突变遗传自父亲,1496T>C突变

遗传自母亲。母亲在二胎孕期行羊水穿刺,检测出

c.1183C>T/1496T>C复合杂合突变,先证者及

其弟弟血清基因检测同样存在相应的复合杂合突

变(表1,图3)。

表1　家系基因型

基因 遗传方式 突变信息 Ⅰ-1 Ⅰ-2 Ⅱ-1 Ⅱ-2
MYO7A 常染色体隐性遗传 NM-000260.3:c.1183C>T(p.Arg395Cys) 杂合突变 无突变 杂合突变 杂合突变

MYO7A 常染色体隐性遗传 NM-000260.3:c.1496T>C(p.Ile499Thr) 无突变 杂合突变 杂合突变 杂合突变
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图2　MyosinⅦ A蛋白结构示意图显示两个突变所在

结构域位置

先证者(Ⅱ-1)及其弟弟(Ⅱ-2)MYO7A 基因存在位点

1/位点2复合杂合突变,基因型与表型共分离。
图3　家系Sanger测序结果

2.5　位点致病性预测分析及保守性分析

本研究中涉及的 MYO7A 基因c.1183C>T
(p.Arg395Cys)变异,已有该变异致病性的相关报

道,依据 ACMG指南,该变异被判断为疑似致病变

异(PM1+PM2+PP4+PM3-Support+PP1-Mod-
erate),证据如下:

PM1:位于热点突变区域,和/或位于已知无良

性变异的关键功能区域;PM2:ESP6500数据库、千
人基因数据库、Gnomad数据库中正常对照人群中

未发现的变异(或隐性遗传病中极低频位点),人群

频 率:ESP6500:-,千 人 基 因 组:-,Gnomad:
2.36538e-05;PP4:变异携带者的表型或家族史高

度符合某种单基因遗传疾病;PM3-Support:PM3
降级情况;PP1-Moderate:PP1升级情况。

另 一 个 MYO7A 基 因 c.1496T > C (p.
Ile499Thr)变异,目前没有该变异致病性的相关报

道。依据 ACMG指南,该变异被判断为意义未明

变异(PM2+PP3),证据如下:
PM2:ESP6500 数 据 库、千 人 基 因 数 据 库、

Gnomad数据库中正常对照人群中未发现的变异

(或 隐 性 遗 传 病 中 极 低 频 位 点),人 群 频 率:
ESP6500:-,千人基因组:-,Gnomad:-;PP3:多种统

计方法预测出该变异会对基因或基因产物造成有

害影响,包括保守性预测、进化预测、剪切位点等影

响。软件预测结果SIFT:D,Condel:deleterrious,
MutationTaster:D,Polyphen2:D,Phylop:保守,
GERP++:-,dbscSNV-RF:-。

我 们 对 MYO7A 基 因 1183C > T (p.
Arg395Cys)和1496T>C(p.Ile499Thr)位点氨基

酸用DNA Man软件进行不同物种同源序列对比,
发现以上两个突变点在人(Homosapiens)、黑猩猩

(Pantroglodytes)、猕猴(Macacamulatta)、狗(Ca-
nislupus)、牛(Bostaurus)、家鼠(Musmusculus)、
褐家鼠(Rattusnorvegicus)、原鸡(Gallus)、斑马鱼

(Daniorerio)、果蝇(Drosophilamelanogaster)及

爪蟾(Xenopustropicalis)多物种之间高度保守(图
4)。
2.6　蛋白质结构模型分析

本研究涉及的 MYO7A 基因的两个突变为

1183C>T 和1496T>C,其中1183C>T 导致第

395位精氨酸替换为编码半胱氨酸,1496T>C导

致第499位异亮氨酸替换为编码苏氨酸。我们用

Discoverystudioclient软件分析突变位点氨基酸

相关结构的改变(图5),野生型 MYO7A中395位

Arg与329位 Gly之间形成了非常强的氢键作用

(图5a),ILE499与PHE456之间也形成了较强的

疏水 作 用 (图 5c);但 是 突 变 后 Arg395 突 变 为

Cys395,其与 Gly329之间的相互作用消失了(图
5b),同样,Ile499突变为 Thr499后,其与 Phe456
之间的疏水作用也消失了,作用力减少(图5d)。

图4　突变位点保守性分析
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5a:野生型 MYO7A蛋白部分3D结构模型图;5b:MYO7A蛋白c.1183C>T(p.Arg395Cys)突变位点部分3D结构模型

图;5c:野生型 MYO7A蛋白部分3D结构模型图;5d:MYO7A蛋白c.1496T>C(p.Ile499Thr)突变位点部分3D结构模

型图。
图5　蛋白质结构模型

3　讨论

MYO7A编码的蛋白为 myosinⅦ A,该蛋白

属于非传统的肌球蛋白,利用 ATP水解产生的能

量沿肌动蛋白丝运动。该蛋白主要由马达头部基

序(氨基酸1-729)、颈部区域(氨基酸730-855)和长

尾(氨基酸856-2215)三部分组成。其中长尾部分

包括卷曲线圈c-c结构域(氨基酸848-1095)、src
同源3结构域(SH3)、两个由 MYTH4和 FERM
组成的重复序列(图4)。MYO7A 基因突变位点在

马达区域、IQ 基序、MyTH4结构域、FERM 结构

域和SH3结构域均有分布[6]。在内耳,myosinⅦ
A参与膜结合元素到静纤毛肌动蛋白核心的锚定,
是静纤毛传感器通道正常门控所必需的。Boëda
等[7]已证明,myosinⅦ A 与 Harmonin直接相互

作用,并传递 Harmoninb确保钙粘蛋白23锚定在

肌动蛋白核心上,从而间接调节静纤毛中传感器通

道的门控特性。在 myosin Ⅶ A 突变的shaker-1
小鼠模型中,有研究发现严重的突变(大片段缺失、
移码、剪接、无义、复制与倒位重排等)不但会影响

耳蜗毛细胞表面静纤毛的功能,而且能破坏静纤毛

正常形态,而较轻的突变(点突变、错义突变等)则
不会引起毛细胞形态的改变,但仍然导致听力下

降,这表明 myosinⅦ A除了影响静纤毛的正确形

态外,还影响毛细胞的功能。所以不同程度的突变

影响听力损失的程度也不同,MYO7A 基因突变导

致听力损失的表型上呈现多样性,既可以表现为中

重度听力损失,也可以表现为极重度听力损失,听
力损失的病程既可以是渐进性的,也可是先天性

的,听力损失的类型既可以高频听力下降为主,也
可以低频听力下降为主。

MYO7A 基因突变引起的常见疾病为 Usher
综合征[8-9],部分突变可导致常染色体显性遗传性

耳聋(DFNA11)和常染色体隐性遗传性耳聋2型

(DFNB2)。Usher1B是最常见的MYO7A 基因突

变引起的遗传性耳聋,其症状表现为先天性重度听

力缺陷和言语发育障碍、早发型视网膜色素变性

(一般10岁前表现出来)以及前庭功能障碍。基因

纯合或复合杂合突变均可导致 DFNB2的发生。
DFNB2与 Usher综合征最大的区别是无视觉、前

庭方面的症状,但 Astuto等[10]认为对于 DFNB2
的研究一定要跟踪随访视觉检查,并认为 DFNB2
与 Usher1B 为同一疾病的不同发展阶段,最终

DFNB2都会发展为 Usher1B综合征。
本研究中的两个突变点均位于 myosin Ⅶ A

头部马达区域。Su等[11]对231例非综合征性耳聋

患者进行筛查,发现位于头部的马达区域是导致非

综合征性耳聋的主要病变区域,其突变可严重影响

myosinⅦ A 的功能。本研究通过靶向捕获二代

测序技术对一个耳聋小家系成员进行全基因外显

子测序和数据分析对比,发现了MYO7A 基因的两

个突变1183C>T(p.Arg395Cys)、1496T>C(p.
Ile499Thr)。经一代测序验证两个突变分别来自

先证者父母,而父母无相似临床表现,符合常染色

体 隐 性 遗 传。其 中 MYO7A c.1183C> T(p.
Arg395Cys)变异国外已有相关报道,Naz等[12]在

一个耳聋家系中发现7个人带有c.1183C>T(p.
Arg395Cys)突变,纯音测听500~4000Hz平均听

阈在85~95dBnHL,c.1183C>T(p.Arg395Cys)
位于 MYO7A 基因的马达区,当 ARG395突变为

CYS395,其与 GLY329之间氢键作用消失,可能会

导致其后的氨基酸残基缺失,从而影响 myosinⅦ
A蛋白的重要功能[13-14]。依据 ACMG 指南,该变

异被判断为疑似致病变异(PM1+PM2+PP4+
PM3-Support+PP1-Moderate)。MYO7Ac.1496T
>C(p.Ile499Thr)突变目前没有该变异的相关报

道。当ILE499突变为 THR499后,其与PHE456
之间的疏水键作用消失,依据 ACMG指南,该变异

被判断为意义未明变异(PM2+PP3)。多种统计

方法预测该变异会对基因或基因产物造成有害的

影响,软件预测结果SIFT:D,Condel:deleterrious,
MutationTaster:D,Polyphen2:D,Phylop:保守。
蛋白质结构模型分析这两个突变位点可能是致病

的原因,生物信息学分析结果显示这两个位点在多

物种中高度保守,推测这些位点可能发挥重要作

用。为了进一步验证,我们已经开展后续的研究工

作,利用CRISPR/Cas9技术,在模式动物斑马鱼上

构建这两种点突变的模型。模型建好后,将这两种

点突变斑马鱼进行杂交,模拟人类的复合杂合突变
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模型,并进一步验证其听力功能,验证成功后,我们

将进一步进行转录组、蛋白质组以及qPCR、West-
ernBlot验证,对MYO7A 隐性遗传耳聋中的作用

及分子调控机制进行更深入的研究。基因治疗目

前是生命科学发展的前沿手段,有研究表明,在复

合杂合突变致聋的病例中,矫正其中某一个突变位

点,可使病变的毛细胞功能恢复正常。
本研究中先证者出生时听力筛查有单侧耳通

过的现象,后父母未及时跟踪其听力变化,1岁半

时发现其对声音反应不良;先证者弟弟9个月时发

现听力反应减退,推测本研究中的复合杂合突变导

致的听力损失可能具有迟发性的特点。先证者佩

戴助听器后,平均听阈为40dBHL,言语分辨率为

90%,对声音反应良好,结合颞骨高分辨 CT 及头

部和耳部 MRI检查结果均正常的情况,推测该复

合杂合突变导致的听力损失病变位置为耳蜗毛细

胞,印证了MYO7A 基因在内耳毛细胞的表达。同

时先证者及家人前庭及视觉检查都未发现异常,只
表现为单纯性的耳聋症状,说明本研究中的两个突

变导致了内耳功能受损,而视网膜功能没有受到影

响;也可能在内耳,该蛋白质功能是独特的,不能由

其他蛋白质补偿,而在视网膜中,其他补充性蛋白

质可能减轻眼内 myosinⅦ A 蛋白质部分功能丧

失导致的病变。对于基因型和表型分析表明本研

究中的突变可能导致了 DFNB2,但根据 Astuto的

观念,因先证者及其弟弟年龄均小于10岁,目前虽

没有发现前庭及眼部的病变,但并不能完全排除

Usher1B患病的可能,应进一步跟踪监测其视力、
前庭功能的变化。

先证 者 母 亲 在 二 胎 孕 期 时 羊 水 检 测 出 了

MYO7A 基因复合杂合突变,先证者弟弟出生后血

清检测出相应的MYO7A 基因复合杂合突变,且表

型表现为迟发性听力损失,进一步说明羊水穿刺作

为一种产前基因检测技术与血清基因诊断结果高

度吻合,可作为一种产前基因筛查手段检测耳聋基

因的病变。
本研究明确了一个耳聋家系的遗传学病因,并

丰富了MOY7A 基因突变谱,为常染色体隐性遗传

非综合征性耳聋的遗传咨询及产前诊断提供了依

据。
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