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　　摘　要：　目的　研究耳聋家系ＨＡＲＳ２基因突变位点对ＨＡＲＳ２蛋白的影响，为研究ＨＡＲＳ２基因突变致Ｐｅｒｒａ
ｕｌｔ综合征的发病机制奠定基础。方法　检测并验证该家系成员样本 ＤＮＡ的 ＨＡＲＳ２基因。使用软件对蛋白质建
模，分析预测Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变对ＨＡＲＳ２蛋白结构稳定性的影响。转染含野生型ＨＡＲＳ２基因和ＨＡＲＳ２
基因Ａｓｐ１１７Ａｓｎ突变、Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变的慢病毒重组质粒以及空载体至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞（人胚肾细胞）中，分别获得
ＷＴ细胞组（转染野生型的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）、Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组（转染 Ａｓｐ１１７Ａｓｎ突变的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）、
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组（转染 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）、ＮＣ细胞组（转染空病毒载体的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）。
Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＡＲＳ２蛋白的表达；免疫荧光测定ＨＡＲＳ２蛋白表
达部位。结果　①先证者及其哥哥为耳聋患者，为ＨＡＲＳ２ｃ．３４９Ｇ＞Ａ（ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ）和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ）
复合杂合突变；其父亲为 ＨＡＲＳ２ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ）杂合突变；其外婆、母亲、舅舅为 ＨＡＲＳ２３４９Ｇ＞Ａ
（ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ）杂合突变；②突变可能导致 ＨＡＲＳ２蛋白稳定性下降；③ＷＴ细胞组线粒体 ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平高
于其余３组（Ｐ＜０．０５）；Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组较 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组线粒体 ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平高（Ｐ＝０．０１６）；
④ＨＡＲＳ２蛋白均于线粒体表达；⑤ＨＡＲＳ２蛋白在 ＮＣ细胞组中无明显表达；ＷＴ细胞组 ＨＡＲＳ２蛋白表达与
Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组无明显差异（Ｐ＝０．３５６），高于Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组（Ｐ＝０．０００）。结论　①明确了ＨＡＲＳ２基因２个
新突变位点ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ；②该突变可能通过降低ＨＡＲＳ２蛋白氨酰化能力和／或表达，导致线粒体ｔＲ
ＮＡＨｉｓ氨酰化能力降低，进而出现线粒体功能障碍，从而导致听力损失。
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ＷＴｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，Ａｓｐ１１７Ａｓｎｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏｃｅｌｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）ｃｅｌｌｇｒｏｕｐ．Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｗａｓ
ａｄｏｐｔｅｄ ｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔＲＮＡＨｉｓ ａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｆｏｒＨＡＲＳ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｆｏｒＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｔｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　①Ｔｈｅｐｒｅｅｘｉｓｔｉｎｇｐａｔｉｅｎｔａｎｄｈｉｓｂｒｏｔｈｅｒｗｅｒｅｄｅａｆａｎｄ
ｈａｄａｃｏｍｐｏｕｎｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎｏｆＨＡＲＳ２３４９Ｇ＞Ａ（ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ）ａｎｄ９０８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ）．Ｈｉｓｆａｔｈｅｒ
ｈａｄａｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎｏｆＨＡＲＳ２ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ）．Ｈｉｓｇｒａｎｄｍｏｔｈｅｒ，ｍｏｔｈｅｒ，ａｎｄｕｎｃｌｅｈａｄａ
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ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎｏｆＨＡＲＳ２３４９Ｇ＞Ａ（ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ）．②ＭｕｔａｔｉｏｎｓｍｉｇｈｔａｆｆｅｃｔＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ．③Ｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔＲＮＡＨｉｓａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＷＴｃｅｌｌｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜
０．０５）．Ａｓｐ１１７ＡｓｎｃｅｌｌｇｒｏｕｐｈａｄｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔＲＮＡＨｉｓａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎｔｈａｎＬｅｕ３０３Ｐｒｏｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝
０．０１６）．④ＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅａｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．⑤ＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅ
ＮＣｃｅｌｌｇｒｏｕｐ．ＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＷＴｃｅｌｌｇｒｏｕｐｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍＡｓｐ１１７Ａｓｎｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝
０．３５６）ａｎｄｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＬｅｕ３０３Ｐｒｏｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｗｏｎｅｗｍｕｔａｎｔｌｏｃｉｃ．３４９Ｇ＞Ａａｎｄｃ．
９０８Ｔ＞ＣｏｆｔｈｅＨＡＲＳ２ｇｅｎｅａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｔｈｉｓｆａｍｉｌｙ．ＴｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｍａｙｌｅａｄｔｏｒｅｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔＲＮＡＨｉｓ
ａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈｒｅｄｕｃｉｎｇＨＡＲＳ２ｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙａｎｄ／ｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｉｎｔｕｒｎｌｅａｄｓｔｏ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｕｓｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｄｅａｆｎｅｓｓ；ＨＡＲＳ２；Ｇｅｎｅｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓ；Ｐｅｒｒａｕｌｔｓｙｎｄｒｏｍｅ；Ａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ

　　耳聋是临床常见疾病，它严重影响人们的生活
及工作。临床上将耳聋分为非综合征型耳聋（仅有

听力下降表现）和综合征型耳聋（伴有除听力下降

以外症状或体征），约３０％为综合征型耳聋［１］，目前

发现的综合征型耳聋有４００余种［２］。６０％的耳聋是
由于遗传所致，其余常见病因有细菌病毒感染、耳毒

性药物及环境因素等。

Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征临床表现为双侧感音神经性听力
损失，女性患者伴有卵巢功能不全、障碍，部分患者可

合并神经系统功能障碍［３］。研究表明 Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合
征 与 ＨＡＲＳ２［４］、ＨＳＤ１７Ｂ４［５］、ＥＲＡＬ１［６］、ＬＡＲＳ２［７］、
ＣＬＰＰ［８］、ＴＷＩＮＫＬＥ［９］６个基因突变有关。目前Ｐｅｒｒａ
ｕｌｔ综合征的报道较少，但实际可能并不少见，临床
中，部分男性患者仅表现为听力下降，可能被诊断为

非综合征型耳聋。本实验通过检测１个耳聋家系基
因，发现ＨＡＲＳ２基因２个新突变位点，并进一步行体
外实验，探讨该突变位点对ＨＡＲＳ２蛋白的影响及其
在Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征发生过程中的致病机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料
包含三代１０人，其中２例耳聋患者（图１）。先

证者（Ⅲ１），男，出生时听力筛查未通过，２岁诊断为
双侧感音神经性听力下降，佩戴助听器效果差；１０岁
听力检查提示双侧感音神经性听觉丧失（图２）。

先证者哥哥（Ⅲ２），３岁时家属发现患儿听力
障碍，检查为双侧极重度感音神经性听力下降，佩戴

助听器效果差。２例患者均于我院行右侧人工耳蜗
（ｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔ，ＣＩ）植入术。此２例患者查体、智
力无异常，无外伤史、耳毒性药物使用史，相关检查

（影像学、彩超）均无异常。其余家系成员听力正

常，且无遗传病史，先证者父母否认近亲结婚。本研

究前期［１０］检测先证者外周血 ＤＮＡ，结果显示
ＨＡＲＳ２基因有 ２个新突变位点：ｃ．３４９Ｇ＞Ａ（ｐ．
Ａｓｐ１１７Ａｓｎ）和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ），分析可能
为致病突变，在签署知情同意书后，抽取该家系

１０人静脉血进行相关验证分析。本研究经西南医
科大学附属医院伦理委员会审批后实施。
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和
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图１　Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征家系图谱

图２　先证者听觉脑干诱发电位结果及影像资料　Ａ：客观听力检查提示极重度感音神经性听力损失；Ｂ、Ｃ：影像学检查示内
耳无畸形
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１．２　方法
１．２．１　主要实验材料　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞（本实验
室），野生型 ＨＡＲＳ２慢病毒重组质粒、突变型
ＨＡＲＳ２（Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ）慢病毒重组质粒、
慢病毒空载质粒、慢病毒包装转染试剂（上海和元

生物），ＤＨ５α感受态细胞、血液 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＤＰ３０４）（北京天根），ＨＡＲＳ２兔克隆抗体（１１３０１１
ＡＰ）（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），山羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体
（Ａ０２１６）、抗兔 ＩｇＧ抗体（Ａ０２０８）（上海碧云天），
Ｆｌａｇ鼠克隆抗体（Ｆ１８０４）（Ｓｉｇｍａ公司），ＧＡＰＤＨ兔
克隆抗体 （ＡＰ００６３）（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。
１．２．２　实验分组　①突变型：Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组
（转 染 Ａｓｐ１１７Ａｓｎ突 变 的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细 胞）、
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细 胞 组 （转 染 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突 变 的
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）；②野生型：ＷＴ细胞组（转染野生
型的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）；③ＮＣ细胞组（转染空病毒载
体的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞）。
１．２．３　外周血ＤＮＡ提取、测序　根据ＤＮＡ提取试
剂盒的操作流程，提取先证者及家系成员外周血标

本ＤＮＡ，进行基因测序（北京迈基诺公司）。
１．２．４　蛋白质功能域和稳定性分析　ＳＷＩＳＳ
ＭＯＤＥ对蛋白质建模，ＳｗｉｓｓＰｄｂＶｉｅｗｅｒ４．１选定突
变位点位置，分别用 ＩＭｕｔａｎｔ、ＤＵＥＴ、ＣＵＰＳＡＴ、ｍＣ
ＳＭ预测突变蛋白质稳定性变化。
１．２．５　构建稳定转染细胞　选用真核细胞表达载
体（ＧＬ１２０，上海和元生物构建），携带增强型绿色荧
光蛋白（ＥＧＦＰ）及 Ｆｌａｇ标签。ＤＨ５α菌接种在 ＬＢ
培养基中，制备感受态细胞，将质粒加入感受态细胞

中，质粒感受转化态细胞。抽取质粒并进行测序验

证，对测序鉴定成功的菌液培养，再次抽取质粒，并

保存于－２０℃冰箱。复苏 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，进行培
养及传代，将该细胞接种到６孔板，后加入慢病毒包
装质粒（ＨＡＲＳ２突变型、ＨＡＲＳ２野生型、空载体），
混匀后培养。３ｄ后加入 ＤＥＭＥ培养基（含嘌呤霉
素）培养，筛选ＥＧＦＰ阳性表达的细胞株。
１．２．６　 检测方法 　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：提取
Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组、Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组、ＷＴ细胞组和
ＮＣ细胞组蛋白。配置蛋白标准液及各孔中标准液
加样，加入３０μｇ待测蛋白至各孔，进行电泳、转膜、
封闭。加入稀释的一抗４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加入
二抗孵育２ｈ。孵育结束后用ＴＢＳＴ洗膜。ＥＣＬＡ液
Ａ、Ｂ试剂混匀显影后采图并保存。

免疫荧光检测：接种细胞，培养过夜，Ｍｉｔｏ
ＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ染色液孵育０．５ｈ。加入４％多聚甲醛

固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，封闭。加入稀释好的一抗，
４℃孵育过夜。然后加入封闭液稀释后的二抗，室
温避光孵育１ｈ。加入ＤＡＰＩ染色液复染细胞核，封
片。拍照并保存。

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交：制胶（１０％ＰＡＧ凝胶）、电泳
完成后将ＲＮＡ转移至尼龙膜用ＳＳＣ漂洗１ｍｉｎ。将
膜置于滤纸上，放入紫外交联仪中交联。将膜放入

杂交管，５５℃预杂交２ｈ。取３０ｐｍｏｌ探针置入杂交
管，过夜，收集杂交液，洗涤 ２次。Ｈｉｇｈｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ
ｗａｓｈ，洗涤２次。将尼龙膜转移至ＤＩＧｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆ
ｅｒ溶液中，室温漂洗，转移至 Ｂｌｏｃｋｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ中，室
温封闭３０ｍｉｎ。置于Ａｎｔｉｂｏｄｙｓｏｌｕｔｉｏｎ，孵育３０ｍｉｎ。
转移至 ＤＩＧ，洗涤２次。转移至 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ中
处理５ｍｉｎ。最后将尼龙膜置于杂交袋，加入 ＣＤＰ
ｓｔａｒ，放置５ｍｉｎ，拍照。
１．３　统计学分析

使用ＳＰＳＳ２３．０软件进行数据统计分析，采用
单因素方差分析方法，数据以 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＡＲＳ２基因检测结果
该家系ＨＡＲＳ２基因测序结果见表１和图３。

表１　家系ＨＡＲＳ２测序结果

家系成员 基因型 类型

Ⅰ２ ＷＴ ＷＴ
Ⅰ４ ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ Ｈｅｔ
Ⅱ１ ｃ．９０８Ｔ

!

Ｃ Ｈｅｔ
Ⅱ２ ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ Ｈｅｔ
Ⅱ３ ＷＴ ＷＴ
Ⅱ４ ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ Ｈｅｔ
Ⅲ１ ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ、ｃ．９０８Ｔ
!

Ｃ Ｈｅｔ
Ⅲ２ ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ、ｃ．９０８Ｔ
!

Ｃ Ｈｅｔ
Ⅲ３ ＷＴ ＷＴ
Ⅲ４ ＷＴ ＷＴ

　　注：ＷＴ为野生型；Ｈｅｔ为杂合突变。

２．２　蛋白质功能域和稳定性分析
ＨＡＲＳ２蛋白１１７位氨基酸和３０３位氨基酸均

位于催化核心区域，突变可能影响组氨酰 ｔＲＡＮ合
成酶的催化活性，ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ还位于蛋白质二聚
化界面，该突变还可能影响ＨＡＲＳ２蛋白的二聚化作
用。正确的蛋白质一级结构是蛋白质正确折叠保持

构象稳定性的前提。通过 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ建立 ＨＡＲＳ２
三维结构模型并标注两个突变在模型上的位点，发
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现１１７Ａｓｎ位于β折叠结构上，Ｌｅｕ３０３位于 α螺旋
结构上，ＨＡＲＳ２蛋白 Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ变异
可能导致蛋白质结构改变，进而影响蛋白质稳定性。

由于氨基酸排列顺序决定蛋白质空间构象，且蛋白

质三维结构为最低自由能状态。而蛋白质解折叠自

由能是评估蛋白质热动力学稳定性的一个重要指

标，因此可通过计算野生型和突变型蛋白质解折叠

自由能差值（ΔΔＧ）可以预测突变对蛋白质热稳定
性的影响。在 ＩＭｕｔａｎｔ、ＩＭｕｔａｎｔ、ＣＵＰＳＡＴ及 ｍＣＳＭ
中预测突变型蛋白解折叠自由能较野生型蛋白解折

叠自由能高，ＨＡＲＳ２蛋白 ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ与 ｐ．
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ变异均可能导致蛋白质热稳定性下降。
见图４、５。

２．３　转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞结果
野生型和突变型（ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ）

ＨＡＲＳ２的重组质粒（上海和元生物构建）测序结果
见图６。转染３ｄ后，结果显示：除ＨＥＫ２９３Ｔ空细胞
外，余各细胞组均出现绿色荧光。见图７。
２．４　ＨＡＲＳ２蛋白表达

本研究将 Ｆｌａｇ标签加入 ＨＡＲＳ２基因 Ｎ端，并
通过检测３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２来检测 ＨＡＲＳ２蛋白表
达情况。结果显示：Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组与 ＷＴ细胞
组比较，３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２蛋白表达无明显差异
（Ｐ＝０．３５６）；Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组与 ＷＴ细胞组比较，
３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２蛋白表达较低（Ｐ＝０．０００）。见
图８。
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图３　部分家系成员ＨＡＲＳ２３４９Ｇ＞Ａ和９０８Ｔ＞Ｃ位点测序图
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图４　ＨＡＲＳ２蛋白功能域示意图　注：Ｎ端ＷＨＥＰ结构域（ａ
ｍｉｎｏａｃｉｄ，ａａ３－４３）；ａｎｔｉｃｏｄｏｎｂｉｎｄｉｎｇ：Ｃ端反密码子结合域
（ａａ４０６－５０１）；Ⅱ类 ａａＲＳ核心结构域（ａａ８０－３９３）；Ｄｉｍｅｒ
ｉｎｔｅｒｆａｃｅ：二聚化界面（ａａ６５－１７７）；ＨｉｓＡ：组氨酸识别位点
（ａａ３２７－３３２）；ＨｉｓＢ：组氨酸结合位点（ａａ３６１－３６５）。
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图５　ＨＡＲＳ２蛋白模型构建（ＰＤＢＩＤ：４ｐｈｃ），图中箭头所对应
标红的地方为突变位点
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图６　质粒部分测序图　注：ＷＴ表示野生型质粒；ＭＵ表示点突变质粒（箭头指示突变位点）。
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图７　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染３ｄ后表达情况　（免疫荧光 ×１００）
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图８　各细胞组３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ａ：各组中３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带，ＧＡＰ
ＤＨ为内参；Ｂ：各组中３×Ｆｌａｇ＋ＨＡＲＳ２蛋白的相对表达

２．５　免疫荧光检测细胞内ＨＡＲＳ２蛋白分布
将ＥＧＦＰ基因（绿色荧光蛋白）融合至 ＨＡＲＳ２

基因中，同时应用红色荧光试剂（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ
ＣＭＸＲｏｓ）对细胞线粒体进行染色。ＮＣ细胞组中的
绿色荧光均匀的在细胞内分布。各组细胞绿色荧光

与红色荧光重合，表明 ＨＡＲＳ２蛋白均分布于线粒
体。见图９。
２．６　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｏｌｔ分析线粒体ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平

线粒体 ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平 ＮＣ细胞组低于
ＷＴ细胞组（Ｐ＝０．０１０）；ＷＴ细胞组高于Ａｓｐ１１７Ａｓｎ
细胞组和 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组 （Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）；Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组低于 Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组
（Ｐ＝０．０１６）。见图１０。
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图９　各细胞组免疫荧光检测结果　（×６００）
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图１０　各细胞组线粒体ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化结果　Ａ：各组线粒
体ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ条带；Ｂ：各组线粒体
ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平百分比　注：与Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组相比，
＃Ｐ＜０．０５；与ＷＴ细胞组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

３　讨论

在本研究前期［１０１１］，对该家系 ２例患者行
ＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４、ｍｔＤＮＡ１２ＳｒＲＮＡ基因筛查，检测结果
为阴性，进一步检测先证者及其哥哥 ＨＡＲＳ２、ＡＢ
ＨＤ１２等１３９个耳聋基因和 ｍ．Ｃ１４９４Ｔ、ｍ．Ａ１５５５Ｇ
等６个药物性聋位点，结果显示：先证者及其哥哥为
ＨＡＲＳ２ｃ．３４９Ｇ

!

Ａ和ｃ．９０８Ｔ
!

Ｃ复杂杂合突变。
完善该家系 ｓａｎｇｅｒ测序验证，发现母亲（Ⅱ２）、舅
舅（Ⅱ４）、外婆（Ⅰ４）为 ＨＡＲＳ２ｃ．３４９Ｇ!

Ａ杂合
突变，其父亲（Ⅱ１）为 ＨＡＲＳ２ｃ．９０８Ｔ!

Ｃ杂合突
变，考虑该家系患者突变基因来自其母亲和父亲。

以上两个突变位点在 ＰＲＯＶＥＡＮ和 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ
软件致病性预测中显示为有害［１２］，因此我们推断该

家系患者耳聋病因为ＨＡＲＳ２ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和ｃ．９０８Ｔ
＞Ｃ。在仅有男性患者的家系中，可能表现为单纯
性耳聋，可能诊断为为非综合征性耳聋，若仅依靠表

型，无法判断患者是相关基因突变引起 ＰＲＬＴＳ而导
致耳聋，还是非综合征性耳聋。ＨＡＲＳ２基因突变在
ＰＲＬＴＳ的发病中有重要作用，相关报道表明大多数
由ＨＡＲＳ２突变导致的ＰＲＬＴＳ，其突变为复合杂合突
变。在本文中，２例患者为男性，且年幼，目前仅有
听力下降表现，可能神经系统功能障碍尚未表现出

来，结合其基因检测结果，考虑这２例患者很可能是
由于上述基因突变引起 ＰＲＬＴＳ，从而表现出非综合
征性耳聋，我们将持续追踪该 ２例患者病情变化
情况。

ＨＡＲＳ２位于５ｑ３１，编码产物为线粒体组氨酰
ｔＲＮＡ合成酶，在细胞质翻译后进入线粒体发挥作
用：连接组氨酸与 ｔＲＮＡ，参与线粒体翻译过程。Ｙｕ

等［１３］使用软件预测 ＨＡＲＳ２ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和 ｐ．
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ致病性表明为有害突变，且同源建模表
明以上突变可以改变（形成或缺失）蛋白质中氢键，

在本研究ＨＡＲＳ２蛋白结构模型分析中，ＨＡＲＳ２ｐ．
Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和 ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ均位于线粒体组氨酰
ｔＲＮＡ合成酶的催化核心区域，突变可能导致其热稳
定性 下 降，因 此 ＨＡＲＳ２ ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和 ｐ．
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变可能影响 ＨＡＲＳ２蛋白三维结构，进
而影响蛋白质功能。

本研 究 表 明，与 ＷＴ组 相 比，ＨＡＲＳ２ ｐ．
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变会使ＨＡＲＳ２蛋白的表达下降，而Ｙｕ
等［１３］研究显示ＨＡＲＳ２ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变后，ＨＡＲＳ２
蛋白的表达无明显下降，可能是由于本文与其 Ｙｕ
等检测时机不同，本文为转染后７２ｈ，而 Ｙｕ等为转
染后４８ｈ。这可能表明 ＨＡＲＳ２ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变
后，早期不影响蛋白表达，随着时间的延长，畸形

ＨＡＲＳ２蛋白产物增加，其负反馈抑制转录和／或翻
译过程，进而影响蛋白表达，这需要我们进一步研究

探讨。ＨＡＲＳ２ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ突变后，ＨＡＲＳ２蛋白表
达与ＷＴ组相比无明显差异。有学者［１４］研究大肠

杆菌中 ＨＩＳ１蛋白表达发现：线粒体功能障碍与
ＨＩＳ１蛋白表达降低有关。线粒体氨酰ｔＲＮＡ合成酶
发挥功能的前提是进入线粒体，这与其 Ｎ端线粒体
靶向信号有关［１５１６］。免疫荧光结果显示 ＨＡＲＳ２蛋
白均定位于线粒体。Ｐｉｅｒｃｅ等［５］分析 ＨＡＲＳ２野生
型和突变型细胞 ＨＡＲＳ２蛋白的表达亦表明突变不
影响ＨＡＲＳ２蛋白的定位。

本研究表明，Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组线粒体 ｔＲＮＡ
Ｈｉｓ氨酰化水平和 Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组线粒体 ｔＲＮＡ
Ｈｉｓ氨酰化水平明显低于ＷＴ细胞组。有文献报道，
部分线粒体氨酰 ｔＲＮＡ合成酶基因突变所致疾病，
与其氨基酰化水平下降有关［１７］。Ｌｉ等［１８］研究指出

过表达ＬＡＲＳ２不影响野生型细胞氨酰化水平，却提
高突变细胞氨酰化水平。在本研究，ＮＣ细胞组 ｔＲ
ＮＡＨｉｓ氨酰化水平低于 ＷＴ细胞组，这可能是因为
ＮＣ细胞组线粒体 ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化水平没有达到最
大阈值。Ｇｏｎｇ等［１９］研究发现线粒体中 ｔＲＮＡ
Ｈｉｓ５０％的氨酰化水平可能是维持细胞正常功能的
最大阈值水平。Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组 ｔＲＮＡＨｉｓ氨酰化
水平明显低于ＷＴ组，但其 ＨＡＲＳ２蛋白表达较 ＷＴ
组无明显变化，这表明该突变对蛋白表达无影响，但

能使其活性降低，进而使氨酰化水平降低［５］。

Ａｓｐ１１７Ａｓｎ细胞组 ｔＲＮＡＨｉｓ氨 酰 化 水 平 高 于
Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ细胞组，其中一个原因可能是蛋白表达

·４２·
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差异，研究发现突变位点不同，氨酰化水平变化也不

相同［２０２１］，线粒体亮氨酸ｔＲＮＡ合成酶ｐ．Ｔｈｒ５２２Ａｓｎ
突变的催化效率降低了９倍，而 ｐ．Ａｌａ４３０Ｖａｌ突变
的催化效率降低了 １８倍［２２］。Ｙｕ等［１３］研究表明

ＨＡＲＳ２ｐ．Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和 ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ突变后，细胞
内活性氧产生增加，这可能是由于突变后，线粒体中

ｔＲＮＡ氨酰化水平异常，进而导致线粒体呼吸功能障
碍，出现线粒体自噬加快、ＡＴＰ产生减少、活性氧增
加［２３］。耳蜗对能量变化极其敏感，线粒体呼吸功能

障碍早期就可导致耳蜗退行性改变［２４２６］。Ｂｌｏｃｑｕｅｌ
等［２７］研究表明，腓骨肌萎缩症的严重程度与患者细

胞中突变引起的组氨酰ｔＲＮＡ合成酶的开放构象程
度关系密切，为研究 ＨＡＲＳ突变相关疾病有了新方
向。多个实验发现线粒体 ｔＲＮＡ氨酰化降低会抑制
线粒体呼吸功能，蛋白质翻译减少。本研究表明，以

上２个ＨＡＲＳ２基因突变位点会降低线粒体 ｔＲＮＡＨｉｓ
氨酰化水平，但其对线粒体相关功能有无作用则需

我们进一步研究。

本研究筛查、验证了一个家系的 ＨＡＲＳ２基因
２个新突变位点，并进一步探讨以上两种突变对
ＨＡＲＳ２蛋白结构稳定性、表达含量及部位、线粒体
氨酰化水平的影响，有助于对 ＨＡＲＳ２突变所致
ＰＲＬＴＳ机制进一步的研究。
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