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线粒体 tRNAIle A4317G 突变可能影响 12S rRNA 
A1555G 突变相关的耳聋表型表达 
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摘要: 线粒体 12S rRNA 基因 A1555G 突变与非综合征型耳聋和氨基糖甙类抗生素(Aminoglycoside antibiotics, 

AmAn)致聋相关。文章通过对一个携带线粒体 12S rRNA A1555G 突变的中国汉族母系遗传耳聋大家系成员进

行听力学检查和遗传学分析, 发现该家系耳聋外显率很高, 包括 AmAn 使用史的耳聋外显率为 81%, 不包括

AmAn 使用史的耳聋外显率 66.7%, 明显高于其他携带 A1555G 突变的耳聋家系。对该家系进行线粒体基因组

全序列分析发现存在同质性的 tRNAIle A4317G 突变和 38 个多态位点, 属于东亚线粒体 B4c1b2 单体型。进一步

分析发现 A4317G 突变位于 tRNAIle 的 tRNAIle TΨC 环区的高保守性区域(第 59 通用位点), 该突变可能影响

tRNAIle 二级结构和功能, 从而导致线粒体功能缺陷, 且在 961 例正常对照中未发现该突变。同时, 其他线粒体

DNA 并未发现有功能意义的突变位点。因此, A4317G 突变可能影响 tRNAIle 的代谢并加重 A1555G 突变导致的

线粒体功能缺陷, 最终导致耳聋的外显率增高。从而推测线粒体 tRNAIle A4317G 突变可能是一个影响 12S rRNA 

A1555G 突变的耳聋表型表达的因素。 
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Abstract:  Mitochondrial 12S rRNA A1555G mutation has been associated with both aminoglycoside-induced and non-
syndromic hearing loss. In this report, we performed a clinical and genetic evaluation, and mitochondrial genome analysis 
of one hearing-impaired Chinese family carrying the A1555G mutation. Strikingly, the penetrances of hearing loss in this 
family, which were 81% and 66.7%, respectively, when aminoglycoside-induced hearing loss was included or excluded. 
The penetrances of hearing loss in this family were significantly higher than those in other Chinese families carrying the 
A1555G mutation. Sequence analysis of their mitochondrial genomes revealed the presence of homoplasmic tRNAIle 
A4317G mutations and 38 mtDNA polymorphisms belonging to East-Asian haplogroup B4c1b2. Further analysis revealed 
that other mitochondrial DNA variants were not functional significantly, while the A4317G mutation is localized to a highly 
conserved nucleotide (conventional site 59) at tRNAIle TΨC loop of tRNAIle. The mutation may alter secondary structure 
and function of this tRNA, thereby leading to mitochondrial dysfunction. Allelic analysis showed that this mutation was 
absent in 961 hearing normal Chinese controls. Thus, the altered tRNAIle metabolism by the A4317G mutation may aggra-
vate mitochondrial dysfunction associated with the A1555G mutation, and contribute to the higher penetrance of hearing 
loss. Therefore, the tRNAIle A4317G mutation may act as a mitochondrial modifier to influence the phenotypic manifesta-
tion of the A1555G mutation. 

Keywords: hearing loss; mutation; mitochondrial; tRNA; phenotypic expression 

耳聋是常见的多发病之一。在我国, 听力残疾
是 5 大残疾之首, 成为严重危害我国人口健康素质
的疾病。在众多发病原因中 , 线粒体 DNA (Mito-
chondrial DNA, mtDNA)突变是导致耳聋发生的重要
原因之一, 它是一种母系遗传方式的突变[1]。目前, 
线粒体 12S rRNA A1555G 和 C1494T突变已被证明
与非综合征型耳聋和 AmAn 导致的耳聋相关, 其他
修饰因子包括mtDNA单体型和核修饰基因, 在线粒
体 12S rRNA A1555G或 C1494T突变相关的耳聋表
型表达上也起着协同作用[2,3]。同时, 在中国汉族家
系研究中已发现 6 个线粒体 tRNA 突变可影响线粒
体 A1555G 突变患者的耳聋表型表达, 这些突变位
点分别是 tRNACys G5821A、 tRNASer(UCN) G7444A、
tRNAArg T10454C、 tRNAGlu A14693G、 tRNAThr 
T15908C和 tRNAThr G15927A, 且这些 tRNA突变是
已明确对耳聋的表型具有调控作用的继发突变[4~6]。 

为了更深入的研究是否还有其他继发突变位点

对携带线粒体 A1555G 突变患者的耳聋表型表达有
影响 , 我们对浙江省聋病人群进行了全面的 12S 
rRNA 和 GJB2 基因突变筛查[7, 8]。本文主要针对一

个携带线粒体 A1555G 突变家系进行临床和分子遗
传学评估, 探讨影响该家系耳聋高外显率和表现度

的原因。 

1  对象和方法 

1.1  研究对象 

自 2004年, 收集来自浙江省各合作医院耳鼻喉

科门诊和聋哑学校的耳聋患者共 1 789 例, 正常对

照 961 例。根据温州医学院伦理委员会相关管理规

定的方法, 参加此项目研究的耳聋患者及家系成员

全部签署了知情同意书。同时, 为了明确是否存在

综合征型耳聋和 AmAn 使用史以及其他耳聋相关的

影响因素, 我们详细地询问了耳聋患者的病史并对

其进行了系统体格检查。经筛查, 发现有 106 个携

带线粒体 A1555G 突变的家系。其中一个家系(编

号：FE163)同时携带线粒体 A1555G突变和 tRNAIle 

A4317G突变。该家系来自浙江省温州市, 家系成员

的耳聋外显率和表现度相当高, 包括 AmAn 使用史

的耳聋外显率为 81%, 不包括 AmAn 使用史的耳聋

外显率为 66.7%, 且该家系呈现典型的母系遗传方

式。我们对该家系成员进行全面的临床和分子遗传

学研究, 并探讨线粒体 tRNAIle A4317G突变对该家

系线粒体A1555G突变相关的耳聋表型表达的影响。 
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1.2  方法 

1.2.1  体格检查和听力学检查 

首先对 FE163 家系先证者及母系成员进行系统
而全面的体格检查和听力学检查。体格检查主要包

括全身系统检查和综合征型耳聋相关体征检查等。

听力学检查包括纯音测听 (Pure tone audiometry, 
PTA)、声阻抗、听觉脑干反应(Auditory brainstem 
respons, ABR)和畸变产物耳声反射(Distortion prod-
uct otoacoustic emission, DPOAE)。按照 WHO (1980
年)耳聋分级标准 , 以听力水平的分贝(dB) 数为单
位进行听力损失检测, 以语言频率(0.5、1、2 kHz)
的平均听阈将耳聋的严重程度分成 5 级：正常为 
<26 dB, 轻度聋为 26~40 dB, 中度聋为 41~70 dB, 
重度聋为 71~90 dB, 极重度聋为 >90 dB 。 

1.2.2  基因组 DNA 的提取 

抽取 FE163 家系先证者及母系成员外周静脉血
2 mL于 EDTA-K2抗凝管中, 用 Universial DNA分
离试剂盒(宝生物工程(大连)有限公司)提取全基因
组 DNA(包含 mtDNA)。 

1.2.3  线粒体全基因组全序分析 

本研究以提取的全基因组 DNA 为模板进行线
粒体 12S rRNA和 tRNAIle目的片段的 PCR扩增, 其
中线粒体 12S rRNA 基因的引物位于 mtDNA 618~ 
635(正向)和 1988~2007(反向)[9], 线粒体 tRNAIle 的

引物位于 mtDNA 3777~3796(正向)和 4660~4679(反
向)。并对筛查到的所有携带 A1555G突变的先证者
线粒体基因组 DNA使用 24对有部分重叠的引物[10]

进行全序列扩增、纯化和测序。用限制性内切酶 
BsmAⅠ和 AfⅢ分别检测 A1555G 突变和 tRNAIle 
A4317G 突变是否为同质性突变, 酶切产物用 1.5%
的琼脂糖凝胶电泳分析, 经溴化乙锭染色后用激光
光密度仪测定已酶切产物和未酶切产物的比例[11]。

PCR 产物经纯化后, 通过 Big Dye末端循环测序反
应试剂盒在 ABI 3700 DNA 自动测序仪上测序, 测
序结果使用DNAman 软件与校正后的人类mtDNA剑
桥参考序列[12]比对, 发现可疑突变位点后用 Chromas 
2.0 软件读取测序结果的峰图文件, 进行确认或排
除。并在 FE163 家系母系成员和 961 例正常对照中
筛查线粒体 12S rRNA 基因和 tRNAIle, 方法同上。 

1.2.4  GJB2 突变分析 

GJB2 突变在耳聋的表型表达中起着重要的作
用, 它是常见的引起遗传性非综合征型耳聋的核基
因[13]。为了排除该基因对 FE163家系耳聋表型表达
的影响, 本研究对该家系母系成员 GJB2 编码区进
行 PCR 扩增及产物纯化测序, 并分析测序结果。
PCR 引物为 5′-TATGACACTCCCCAGCACAG-3′(正
向)和 5′-GGGCAATGCTTAAACTGGC-3′(反向), 使
扩增片段覆盖 GJB2 整个编码区[14]。测序方法同上, 
测序结果与野生型 GJB2 标准序列(GenBank:M86849)
进行比对, 以确定是否含有耳聋相关的突变位点。 

1.2.5  种系发生分析和单体型分析 

保守性指数(Conservation index, CI), 即相应位
点核苷酸为野生型的物种个数占 17 种物种数的百
分比, 如果该值大于 75%说明该位点在进化上是保
守的[4,8]。本研究将线粒体 tRNAIle A4317G突变位点
在 17个灵长类物种间进行保守性分析(表 1)。 

同时, 根据东亚线粒体单体型树对线粒体全基
因组的测序结果进行单体型分型[15], 以探讨在相同
单体型的情况下是否存在耳聋表型的差异。 

2  结果与分析 

2.1  临床和遗传学评估 

首先对 FE163 家系进行临床和遗传学评估。该
家系共 4代, 母系成员 21人, 男性 8人, 女性 13人, 
且所有耳聋患者都属于母系成员(图 1)。先证者(III-3)
是在温州医学院附属第一医院就诊时发现, 男, 23
岁, 左耳佩戴助听器, 2 岁时能说话, 后因感冒发烧
就诊, 慢慢发现对声音没有反应, 有庆大霉素用药
史。其中包括先证者共有耳聋患者 17 人, 3 人有
AmAn 使用史。母系成员中包括 AmAn 使用史的耳
聋外显率为 81%, 不包括 AmAn 使用史的耳聋外显
率 66.7%。母系成员的听力损失程度从轻度, 中度, 
重度到极重度不等。听力图结构不相同, 包括平坦
型, 斜坡型, 山型, 和切迹型(表 2, 图 2)。家系成员
中各耳聋患者的发病年龄均不相同, 且以双侧对称
性听力损失为主, 未发现其他临床症状。 

2.2  线粒体全基因组分析 

从 FE163 家系图可知该家系所有耳聋患者均为 
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表 1  17 个灵长类物种间线粒体 tRNAIle 4317 位点保守性分析 
线粒体 tRNAIle部分位点和对应碱基 

物种 
27 32 39 44 49 54    59 61 66 73

Cebus albifrons TTACT TTGATAG AGTAA ACTAT AGAGG TTTAAAT CCTCT TATTTCT A

Cercopithecus aethiops TTACT TTGATAG AGTAA ATGAT AGGGG CTCCAAC CCTCT TATTTCT A

Colobus guereza TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG ACCTAAC CCTCT TATTTCT A

Gorilla gorilla TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG TTTAAAC CCCCT TATTTCT A

Homo sapiens TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGGAG CTTAAAC CCCCT TATTTCT A

Hylobates lar TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGGGG TTTAAAT CCCCT TATTTCT A

Lemur catta TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG TTTAAAT CCCCT TATTTCT A

Macaca mulatta TTACT TTGATGG AGTAA ATAAT AGAGG CCCCAAT CCTCT TGTTTCT A

Macaca sylvanus TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG CCCCAAC CCTCT TATTTCT A

Nycticebus coucang TTACT TTGATAG AGTAA AACAT AGAGG TGAGAGC CCTCT TATTTCT A

Pan paniscus TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGGAG TTTAAAT CCCCT TATTTCT A

Pan troglodytes TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGGAG TTCAAAT CCCCT TATTTCT A

Papio hamadryas TTACT TTGATAG AGTAA ACAAT AGAGG CCCCAAT CCTCT TATTTCT A

Pongo pygmaeus TTACT TTGATAG AGTAA AAAAT AGAGG TCTAAAT CCCCT TATTTCT A

Pongo pygmaeus abelii TTACT TTGATAG AGTAA AAAAT AGAGG TCTAAAT CCCCT TATTTCT A

Tarsius bancanus TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG TTCAAGC CCTCT TATTTCT A

Trachypithecus obscurus TTACT TTGATAG AGTAA ATAAT AGAGG TGCTTAAT CCTCT TATTTCT A

注：第 59通用位点是对应的线粒体 tRNAIle 4317位点; 参考线粒体基因组数据库网站 http://mamit-trna.u-strasbg.fr/。 
 

 
 
图 1  FE163 家系的家系图 
黑色符号表示听力下降患者; 箭头所指为先证者; *表示有 AmAn 用药史。 

 
母系成员, 呈现典型的母系遗传方式, 提示 mtDNA
突变可能是该家系致病的分子基础。因此, 本研究
对 FE163家系先证者进行线粒体全基因组扩增和测
序。结果显示该家系除了线粒体 12S rRNA A1555G
突变外 ,  tRNA I l e 上携带有一个已知的 tRNA I l e 

A4317G 突变外(图 3), 还存在多个多态性位点(表
3)。在非编码 D-loop区有 16个已知多态性位点, 12S 
rRNA基因上有 4个已知多态位点, 16S rRNA基因
上有 3 个已知多态位点。蛋白质编码区发现 7 个已
报道的无义突变和 6 个错义突变(http://www.mitomap. 

org)。这些错义突变分别为 ND1 的 C3497T(A64V)
和 C3571T(L89F), ATP6 的 G8573A (G16D)和
A8860G (T112A), 以及 CytB 的 C14766T (T7I)和
A15326G (T194A)。本研究对这些突变进行不同种
系包括 17个灵长类物种的保守性分析, 发现线粒体
tRNAIle A4317G 突变 CI 为 88.2%, 在错义突变中, 
C3571T(L89F)、G8573A (G16D)和 A8860G (T112A)
这 3个在进化上是高度保守的(表 3), 其他突变在进
化上均不具有高度保守性。虽然这 3 个错义突变在
进化上是保守的 , 但在多态位点对照(http://www.  
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表 2  FE163 家系 17 位母系成员临床资料 

平均纯音测听水平 
成员 性别 测听年龄(岁) 发病年龄(岁)

左耳(dB) 右耳(dB) 
听力损失情况 

听力 
曲线 

Ⅰ-2 女 74 40 81 85 重度 平坦型 

Ⅱ-2 女 44 / 63 52 中度 斜坡型 

Ⅱ-3 男 47 5 85 88 重度 斜坡型 

Ⅱ-6 女 55 / 41 41 中度 斜坡型 

Ⅱ-8 女 52 2 83 53 中度 山型 

III-1 男 24 / 59 58 中度 斜坡型 

III -3 男 22 2 95 104 极重度 斜坡型 

III -7 男 34 / 71 73 重度 斜坡型 

III -9 男 32 / 55 61 中度 斜坡型 

III -12 女 29 / 58 65 中度 山型 

III -13 男 15 0 88 97 极重度 斜坡型 

III -15 女 30 / 40 35 轻度 平坦型 

III -16 女 27 / 43 32 轻度 切迹型 

III -17 女 23 / 42 31 轻度 切迹型 

III -18 女 19 / 31 29 轻度 斜坡型 

IV-6 女 10 / 30 33 轻度 平坦型 

IV -8 女 9 / 32 33 轻度 平坦型 

 

 
 
图 2  部分家系成员听力图 
×：左耳, ○：右耳; *表示有 AmAn 用药史。 
 
genpat.uu.se/mtDB/)和 961 例正常对照中均有发现, 
因此不具备对该家系的耳聋表型表达影响的特异性, 
影响可能性较小。而 tRNAIle A4317G 突变发生在
tRNAIle的 TΨC 环区的高度保守性区(图 4), 在正常
对照中未发现该突变位点。本研究对先证者家系母

系成员进行线粒体 12S rRNA和 tRNAIle 筛查, 均发

现存在线粒体 A1555G 突变和 tRNAIle A4317G 突
变。此外, 经限制性内切酶 BsmAⅠ和 AfⅢ消化分
别检测 A1555G 突变和 tRNAIle A4317G 突变以及
测序峰图(图 3)发现, 这两个突变均为同质性突变。
线粒体基因组全序列(表 3)分析发现该家系属于东
亚线粒体 B4c1b2单体型。 
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表 3  FE163 家系线粒体基因全序列分析 

基因 位点 碱基(氨基酸)改变 保守性(%) 
校正的剑桥 
参考序列 

是否报道 a 

D-loop 73 A to G  A 是 

 146 T to C  T 是 

 150 C to T  C 是 

 263 A to G  A 是 

 310 T to CCCTC  T 是 

 523 del A  A 是 

 524 del C  C 是 

 16140 T to C  T 是 

 16182 A to C  A 是 

 16183 A to C  A 是 

 16189 T to CC  T 是 

 16217 T to C  T 是 

 16242 C to A  C 是 

 16274 G to A  G 是 

 16335 A to G  A 是 

 16519 T to C  T 是 

12S rRNA 709 G to A 72.2 G 是 

 750 A to G 100 A 是 

 1119 T to C 44.4 T 是 

 1438 A to G 94.4 A 是 

 1555 A to G 88.9 A 是 

16S rRNA 2706 A to G 88.9 A 是 

 3107 del N  N 是 

 3116 C to T 88.9 C 是 

ND1 3497 C to T(Ala to Val) 11.1 C 是 

 3571 C to T(Leu to Phe) 94.4 C 是 

tRNA-Ile 4317 A to G 88.2 A 是 

ND2 4769 A to G  A 是 

CO1 6531 C to T  C 是 

 7028 C to T  C 是 

NC7 8271-79 9-bp del   是 

ATP6 8573 G to A(Gly to Asp) 83.3 G 是 

 8772 T to C  T 是 

 8860 A to G(Thr to Ala) 77.8 A 是 

ND4 11719 G to A  G 是 

Cytb 14766 C to T(Thr to Ile) 44.4 C 是 

 15326 A to G(Thr to Ala) 50 A 是 

 15346 G to A  G 是 

注：a见线粒体基因组数据库网站: http://www.mitomap.org和 http://www.genpat.uu.se/mtDB/。 

 
2.3  GJB2突变分析  

GJB2 为遗传性非综合征型耳聋最常见的核基
因之一[13], 为排除 GJB2 突变对耳聋表型表达的影
响, 我们对 FE163家系的母系成员进行了GJB2突变
筛查, 结果显示 GJB2 编码区未发现突变和多态性
位点, 因此, 可以排除该家系的耳聋外显率受 GJB2

影响。 

3  讨 论  

本研究分析了一个同时携带线粒体 A1555G 突
变和 tRNAIle A4317G突变的耳聋家系的临床、遗传
和分子生物学特征。该家系母系成员患者仅听力下 
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图 3  线粒体 1555 位点和 4317 位点测序峰图结果 
 

 
 

 
图 4  线粒体 tRNAIle A4317G 突变二级结构图 

 
降, 无其他临床症状。根据 tRNA 二级结构(图 4), 
A4317G 同质性突变发生在 tRNAIle 的保守性区域, 
该突变造成了 tRNAIle TΨC环区(第 59通用位点)的

结构改变[16], 影响了 tRNAIle的 3′端的 CCA-加尾[17]。

核苷酸序列的完整性和正确性决定了碱基的识别修

饰从而进行有效的氨基酰化[18]。该突变可能影响了

tRNAIle 的氨基酰化程度, 导致 tRNA 的不稳定[19], 
从而影响蛋白质的合成[20,21]。且该突变只存在这个

家系的母系成员中, 不存在于 961例正常对照。 
本研究分析的这个家系的耳聋患者中包括

AmAn 使用史和排除 AmAn 使用史的耳聋外显率分
别高达 81%和 66.7%。为了研究造成此家系高外显
率的原因, 我们进一步分析关于线粒体 A1555G 突
变表型表达的各种影响因素。目前, 有研究报道几
种修饰因子, 如核背景、AmAn和线粒体单体型与耳
聋外显率和表现度都是相关的。核背景对线粒体

A1555G 突变表型表达可能有影响, 线粒体耳聋表
型相关的核修饰基因包括目前研究已知的 TRMU、
MTO1、GTPBP3 等[1,22~25], 可能还有一些尚未研究
报道过的核修饰基因。而在 FE163 家系中我们针对
较常见的 GJB2 编码区进行筛查, 未发现存在突变
和多态性位点, 所以可以排除 GJB2 对该家系的耳
聋外显率影响。其他核修饰基因暂未研究, 不能完
全排除, 可能对该家系的耳聋表型也有影响。另一
方面, 根据线粒体基因组全序列分析发现该家系属
于东亚线粒体 B4c1b2单体型。然而, 对比同类型的
东亚线粒体 B单体型(表 4)的携带线粒体 A1555G突
变家系的耳聋外显率, 发现该家系成员的外显率和
表现度均明显高于其他 3 个无继发突变的家系。因
此可以初步排除线粒体单体型对该家系高耳聋表型 

 
表 4  10 个携带线粒体 A1555G 突变的 B 单体型家系的临床资料 

外显率(%)a 
家系 

母系成 
员数目 包括 AmAn使用者 不包括 AmAn使用者 

mtDNA 
继发突变 

mtDNA 
单体型 

FE163 21 81 66.7 tRNAIle A4317G B4c1b2 

WZD1b 17 5.9 0 无 B4c1c1 

WZD44c 14 7.1 0 无 B4 

WZD48 15 26.7 6.7 无 B4a1 

WZD58 8 50 37.5 CO1/tRNASer(UCN) G7444A B4b1c 

WZD59 31 41.9 35.5 CO1/tRNASer(UCN) G7444A B4 

YJ049d 12 33.3 25 CO1/tRNASer(UCN) G7444A B4c1 

WZD33e 27 51.9 44.4 tRNAThrG15927A B5b1 

WZD34 19 50 39 tRNAThrG15927A B5b1 

WZD9f 13 46 31 tRNAThrG15927A B5b1 

注：a表示母系成员耳聋患者/所有母系成员; 表格中的数据来源于文献 b[31]、c[5]、d [32]、e[6]、f[33]。 
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表达的影响。同时, 分析发现该家系母系成员中包
括先证者在内的 3 人有 AmAn 使用史, 家系内母系
成员的临床表型不同(包括听力损失程度和听力曲
线不同类型在内)以及包括AmAn耳聋和排除AmAn
耳聋时外显率的不同, 表明 AmAn 作为修饰因子在
该家系的耳聋表型上起了一定的作用。然而, 已报
道的 6个携带 12S rRNA A1555G突变的中国家系听
力损失的外显率为 31.7% [26~29], 也有报道过 20个中
国家系的外显率很低, 包括 AmAn 耳聋时外显率平
均仅为 11.5%(4%~18%)[27,30]。而 FE163家系耳聋的
外显率却非常高, 远远超过那些携带 A1555G 突变
的家系的外显率, 在排除以上几种修饰因子的前提
下 , 我们推测在 FE163 家系中 , 线粒体 tRNAIle 
A4317G 突变可能对其家系成员耳聋的表型表达起
了一定作用的。因此, 该家系的高耳聋外显率可能是
由线粒体 tRNAIle A4317G 突变和 12S rRNA A1555G
突变协同作用造成的。同时, 该家系成员的外显率
和表现度与携带 12S rRNA A1555G突变合并 CO1/ 
tRNASer(UCN) G7444A 或 tRNAThrG15927A 继发突变
的家系相比(表 4)略高, 且线粒体 tRNAIle A4317G的
CI达 88.2%。因此, 我们进一步推测线粒体 tRNAIle 
A4317G 突变可能是 12S rRNA A1555G 突变患者
的耳聋表型具有调控作用的一个新的继发突变位点。 
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