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　　[摘要]　目的:分析 MYO15A 基因突变导致的常染色体隐性遗传性耳聋的表型及基因型特点,为基因诊断

提供依据,为患者及家庭提供遗传咨询。方法:对上海交通大学医学院附属第九人民医院经二代测序检测诊断为

MYO15A 基因突变导致耳聋的2例散发病例进行基因的突变分析,并在家系内行Sanger测序验证分析。结合临

床资料,依据美国医学遗传学和基因组学会(AmericanCollegeofMedicalGeneticsandGenomics,ACMG)变异分

类指南对突变位点进行致病性判定。结果:2个散发耳聋家系的先证者表型分别为双侧重度听力损失与完全听

力损失。鉴定了 MYO15A 基因4个变异,其中致病变异1个,可能致病变异2个,临床意义未明的剪切位点变异

1个。患者Ⅰ携带的c.3524dup(p.Ser1176Valfs∗14)变异为已报道致病变异;携带的c.10082+3G>A 剪切位

点变异,根据 ACMG指南判定为临床意义未明。患者双侧佩戴助听器后,右耳平均听阈值37.50dB,左耳平均听

阈值33.75dB。患者Ⅱ携带c.7441_7442del(p.Leu2481Glufs∗86)、c.10250_10252del(p.Ser3417del),根据 AC-
MG指南判定为可能致病的。患者右侧人工耳蜗植入术后8年,听觉行为分级-Ⅱ(categoricalauditoryperform-
ance,CAP-Ⅱ)9分,言语可懂度分级(speechintelligibilityrating,SIR)5分。结论:本研究新发现的 MYO15A 基

因罕见的c.7441_7442del突变与剪切位点突变c.10082+3G>A与常染色体隐性遗传性耳聋密切相关,丰富了

MYO15A 基因突变谱,为遗传性耳聋的遗传咨询提供依据。其次剪切位点致病性评估的应用为相关位点的分类

提供参考。
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Abstract　Objective:Toanalyzethephenotypeandgenotypecharacteristicsofautosomalrecessivehearing
losscausedbyMYO15A genevariants,andtoprovidegeneticdiagnosisandgeneticcounselingforpatientsand
theirfamilies.Methods:IdentificationofMYO15Agenevariantsbynextgenerationsequencingintwosporadicca-
sesofhearinglossatShanghaiNinthPeople'sHospital,ShanghaiJiaoTongUniversitySchoolofMedicine.The
sequencevariantswereverifiedbySangersequencing.Thepathogenicityofthesevariantswasdeterminedaccord-
ingtotheAmericanCollegeofMedicalGeneticsandGenomics(ACMG)variantclassificationguidelines,incon-
juctionwithclinicaldata.Results:Theprobandsofthetwofamilieshavebilateral,severeorcompletehearing
loss.FourvariantsofMYO15A wereidentified,includingonepathogenicvariantthathasbeenreported,twolikely
pathogenicvariants,and onesplicing variantofuncertainsignificance.PatientIcarriesc.3524dupA (p.
Ser1176Valfs∗14),areportedpathogenicvariant,andasplicingvariantc.10082+3G>Aofuncertainsignifi-
canceaccordingtotheACMGguidelines.PatientIwastreatedwithbilateralhearingaidswithsatisfactoryeffect,

demonstratedaveragehearingthresholdsof37.5dBintherightearand33.75dBintheleftear.PatientⅡcarries
c.7441_7442del(p.Leu2481Glufs∗86)andc.10250_10252del(p.Ser3417del),apairofaslikelypathogenicva-
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riantsaccordingtotheACMGguidelines.PatientⅡ,whounderwentrightcochlearimplantationeightyearsago,

achievedscoresof9ontheCategoricalAuditoryPerformance-Ⅱ(CAP-Ⅱ)and5ontheSpeechIntelligibilityRat-
ing(SIR).Conclusion:Thisstudy’sdiscoveryoftherarec.7441_7442delvariantandthesplicingvariantc.
10082+3G>AintheMYO15A geneiscloselyassociatedwithautosomalrecessivehearingloss,expandingthe
MYO15Avariantspectrum.Additionally,thepathogenicityassessmentofthesplicingvariantfacilitatesclassifica-
tionofsplicingvariations.

Keywords　Hereditaryhearinglosstacilitates;MYO15A;Genotype;Phenotype;Geneticcounseling

　　MYO15A 基因突变是遗传性听力损失的常见

原因,可导致常染色体隐性遗传非综合征型耳聋

3型(DFNB3型)(OMIM600316)。非综合征型耳

聋 常 见 的 致 病 基 因 包 括 GJB2、SLC26A4、

CDH23、MYO15A 和OTOF,而 MYO15A 基因变

异频率被认为位于第3或4位[1],在我国的一项儿

童耳聋患者队列研究显示,MYO15A 基因致病变

异检出率仅次 于GJB2、SLC26A4[2]。MYO15A
基因编码的肌球蛋白XVa是肌球蛋白超家族中的

一员,促进内耳毛细胞静纤毛的延长及静纤毛特征

性阶梯结构的形成,在维持人类听觉系统的正常功

能起着十分重要的作用[3]。Myosin15a 缺陷小鼠

(shaker-2)表现为异常短的立体纤毛束和阶梯结构

大部分减少[4-5]。早期的研究,MYO15A 突变会导

致人类严重的听力损失表型,即先天性全频重度、
极重度感音神经性耳聋,然而,随着高通量测序技

术的不断发展,MYO15A 基因突变仅导致较为轻

度听 力 损 失 表 型 的 报 道 也 相 继 出 现,提 示

MYO15A 基因型-表型之间存在一定的相关性[6-7]。
本研究对2个MYO15A 基因突变的耳聋患者基因

型与表型进行分析,探讨 MYO15A 基因变异在人

群中 的 异 质 性,为 患 者 及 家 庭 提 供 可 靠 的 遗

传咨询。

1　资料与方法

1.1　研究对象

本研究纳入的是上海交通大学医学院附属第

九人民医院耳聋遗传专病门诊的2个散发耳聋家

系。研究参与者签署知情同意书(未成年人由监护

人签署知情同意)后进行临床资料采集与评估,并
进行基因检测。临床资源采集获得我院科研伦理

委员会批准(No:沪九院伦审2017-411-T308号)。

1.2　方法

1.2.1　临床数据采集　收集患者及家庭成员基本

信息,包括家族史,既往史,耳聋病史,包括发病年

龄、听力损伤程度、进展程度、相关影像学检查、其
他临床症状等,及其他需要说明的情况,包括有无

近亲结婚等。听力损失程度分级采用2021年世界

听力报告[8]标准,根据0.5、1.0、2.0、4.0kHz平均

听力阈值,分为轻度(≥20~<35dB)、中度(≥35
~<50dB)、中重度(≥50~<65dB)、重度(≥65

~<80dB)、极重度(≥80~<95dB)、全聋(≥95
dB)。扩展版听觉行为分级-Ⅱ(CategoricalAudi-
toryPerformance--Ⅱ,CAP-Ⅱ)[9]以及言语可懂度

分级(SpeechIntelligibilityRating,SIR)[10]问卷评

估听觉言语效果。

1.2.2　高通量测序及生物信息分析　采集患者及

其父母外周静脉血2mL,提取基因组 DNA,并使

用 Nanodrop OneC 微 量 紫 外-可 见 分 光 光 度 计

(ThermoFisherScientific公司)对提取DNA质控

与浓度测定。取质控合格的 DNA 样本 (1.7≤
260/280≤2.0,浓度≥30ng/μL)外送北京迈基诺

基因科技股份有限公司进行二代测序。
患者Ⅰ样本采用全外显子组测序;患者Ⅱ样本

采用致病基因集的全外显子捕获(Panel)测序,包
括415个耳聋相关基因。选用合格DNA样本构建

基因组文库,通过酶切打断,纯化后的 DNA 片段

经过末端修复和加“A”尾后连接测序接头,制备所

得DNA文库。制备好的文库与生物素标记的探

针进行杂交,再使用带链霉素的磁珠捕获目标区域

DNA。质检合格后,采用桥式测序、循环、荧光采

集,IlluminaNextSeq500高通量测序。

Illumina二代测序最初的下机数据是图像文

件(BCL),使用bcl2fastq软件将BCL文件转化成

Fastq文本格式。使用fastqc软件对测序原始数据

进行质控,并使用 Cutadapt对原始数据进行清洗

过滤,使用 Sentieon-bwa软件将过滤后的测序数

据与参考基因组(hg19)进行比对,得到比对sam
文件;samtools将sam 文件转为bam 文件并排序;

bamtools对bam 文件进行过滤,将未比对上的序

列进行局部重比对,使用 Picard及samtools对比

对文件进行排序并去重,形成比对结果文件。使用

Sentieon-GATK进行短序列变异(SNV+indel)检
测,生产标准的变异位点文件(VCF格式),变异结

果过滤低质量及高人群频率的变异,使用annovar
软件对过滤后的变异结果进行多维度权威数据库

注释,通过 HGMD,Clinvar,OMIM,Orphanet等

数据库对位点进行二次注释,鉴定已发表的报道中

的致病性变异。进一步DVD网站查阅变异位点相

关信息,SpliceAI、SpliceAI-visual软件预测剪切位

点影响。
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1.2.3　Sanger测序分析　根据患者Ⅰ与患者Ⅱ的

二代测序检测结果,筛查出的4个 MYO15A 基因

变异,使用Sanger测序技术在患者及其父母样本

中验证。设计了4对特异性引物,引物序列如下:
c.3524dup位点引物,上游5′-CAACCCTGAAGC-
CTCAAGTC-3′,下 游 5′-CCTCCGTGTAATCT-
GTGCCT-3′;c.10082+3G>A位点引物,上游5′-
TCCTGCCTGACTACCTGAAG-3′,下 游 5′-TG-
GTATAAGAGGGGAGCCTG-3′;c.7441_7442del
位 点 引 物,上 游 5′-CCTTCATCCACAAACAG-
GCC-3′,下 游 5′-TGTGGAGAACAGGACGT-
GAG-3′;c.10250_10252del位 点 引 物,上 游 5′-
CTATGCAGTTCAGGGCCAT-3′,下 游 5′-CT-
GAGAAAGTTGAGGCCATT-3′。采 用 PCR 技

术对研究对象及其父母的 DNA 样本进行序列扩

增,使用 ABI3130XL测序仪对扩增产物测序,测
序为基于毛细管电泳仪技术的Sanger测序。将参

考序列与原始测序数据的abl文件在Sequencher
软件中进行分析。
1.2.4　致病性分析　依据美国医学遗传学和基因

组学会(AmericanCollegeofMedicalGeneticsand
Genomics,ACMG)变异分类指南对突变位点进行

致病性判定,将变异分为致病的(pathogenic,P);可
能致病的(likelypathogenic,LP);良性的(benign,B);
可能良性的(likelybenign,LB);意义未明的(variant
ofuncertainsignificance,VUS)[11-12]。
1.2.5　遗传咨询　根据患者及其家属的基因检测

结果,临床表型,家族史等,提供疾病诊断评估,治
疗干预建议,遗传风险评估等帮助与咨询。
2　结果

2.1　临床表型

纳入来自2个散发耳聋家系的先证者为研究

对象,父母听力均正常(图1、2)。
患者Ⅰ,男,3岁,诊断为听神经病。患者听性

脑干反应(auditorybrainstemresponse,ABR)双

耳各频率最大给声强度未引出反应;畸变耳声发射

(distortion product otoacoustic emission,
DPOAE)右耳各频率均未引出有意义的 DPOAE,
左耳1、2kHz引出 DPOAE,其余频率未引出;耳
蜗微音电位(cochlearmicrophonic,CM)双耳均引

出;视觉强化测听(visualreinforcementaudiome-
try,VRA)右耳平均听阈值72.50dB,左耳平均听

阈值71.25dB,听力曲线呈高频下降型。双侧佩戴

助听器,VRA 评估助听听 阈,右 耳 平 均 听 阈 值

37.50dB,左耳平均听阈值33.75dB(图1b)。
患者Ⅱ,男,11岁,双耳完全听力损失(图2b),

患者右耳人工耳蜗植入术后8年。听觉行为分级-
Ⅱ(categoricalauditoryperformance,CAP-Ⅱ)以

及言语可懂度分级(speechintelligibilityrating,
SIR)问卷评估,CAP-Ⅱ9分,SIR5分。
2.2　基因检测结果

患者样本二代测序检测结果提示 MYO15A 基

因突变,并在父母样本中Sanger测序验证。患者

Ⅰ经 全 外 显 子 测 序 分 析,提 示 MYO15A 基 因

c.3524dup杂合突变,c.10082+3G>A 杂合突变;
经验证,c.3524dup变异遗传自母亲,c.10082+3G
>A变异遗传自父亲(图1a、c、d)。患者Ⅱ经耳聋

基因 Panel检 测,提 示 MYO15A 基 因 c.7441_
7442del杂合突变,以及c.10250_10252del杂合突

变;经 验 证,c.7441_7442del变 异 遗 传 自 父 亲,
c.10250_10252del变异遗传自母亲(图2a、c、d)。
2.3　变异致病性分析

依据 ACMG变异分类指南对本研究突变位点

进行致病性分析(表1)。患者Ⅰ的 MYO15A 基因

突变位点c.3524dup(p.Ser1176Valfs∗14)判定为

致病性变异P,据报道,该变异的下游有多种致病

变异[13],且该变异已报道在临床病例中具有致病

性[7,13-14],与语后感音神经性听力障碍高度相关。
MYO15A 基因突变位点c.10082+3G>A 判定为

临床意义未明 VUS。Findlay等[15]评估了11种剪

切预测工具,认为SpliceAI在敏感性和特异性方面

优于其他10种。对于非经典的剪切位点变异,
SpliceAI评分最佳阈值为≥0.2,应用PP3证据,对
于位于标准剪切区域内的非经典的剪切位点变异,
灵敏度可提高至 91%[16];而 应 用 BP4 证 据 时,
SpliceAI评分最佳阈值为≤0.1,特异性为73%。
随着生信分析工具不断的更新与应用,SpliceAI-
visual工具的开发能够辅助SpliceAI的预测,提高

预测的灵敏性,消除部分假阴性或假阳性[17]。本

研究中,c.10082+3G>A 变异的 SpliceAIDL=
0.17(—5),SpliceAI-visual定义的参考位点评分

D=0.18(—5),变异后位点评分 D=0.015(—5)
(表1),参考位点评分处于临界值,变异后位点评

分明显低于BP4阈值,该位点变异可能影响剪切,
但是仍需进一步功能实验等验证其致病性。

患者Ⅱ的 MYO15A 基因突变位点c.7441_
7442del(p.Leu2481Glufs∗86)判定为可能致病性

变异 LP。MYO15A 基 因 突 变 位 点 c.10250_
10252del(p.Ser3417del)判定为可能致病性变异

LP,该位置缺失的丝氨酸位于 FERM 结构域(图
3),应用 UCSC数据库分析了其在人、黑猩猩、鼠、
猪、鸡、热带爪蟾等物种中具有高度保守性。这2
种变异的存在提示一种复合杂合遗传模式,这与耳

聋常染色体隐性遗传相一致。
2.4　遗传咨询

患者Ⅰ,已鉴定的 MYO15A 基因c.3524dup
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(p.Ser1176Valfs∗14)与c.10082+3G>A复合杂

合突变,与患儿的听力减退有高度的相关性。建议

密切关注患儿听觉和言语情况,定期复诊。对于此

类遗传病因包括意义未明结果的家庭,不建议进行

产前诊断和(或)胚胎植入前遗传学诊断(preim-
plantationgeneticdiagnosis,PGD),产 前 诊 断 和

PGD必须严格遵循规范化流程和伦理审批[18]。
患者 Ⅱ,已 鉴 定 的 MYO15A 基 因 c.7441_

7442del(p.Leu2481Glufs∗86)与 c.10250_
10252del(p.Ser3417del)复合杂合突变为其致病病

因,建议父母再生育行产前诊断或PGD,先证者婚

育建议配偶行相关基因筛查。

a:患者Ⅰ家系图;b:患者Ⅰ听力图;c:患者ⅠMYO15A 基因变异位点测序峰图,c.3524dup(p.Ser1176Valfs∗14)杂合

突变,c.10082+3G>A杂合突变;d:先证者之父 MYO15A 基因变异位点测序峰图,c.10082+3G>A 杂合突变;e:先
证者之母 MYO15A 基因变异位点测序峰图,c.3524dup(p.Ser1176Valfs∗14)杂合突变。

图1　患者Ⅰ家系图、听力图及MYO15A 基因检测结果

a:患者Ⅱ家系图;b:患者Ⅱ听力图;c:患者ⅡMYO15A 基因变异位点测序峰图,c.7441_7442del(p.Leu2481Glufs∗86)
杂合突变,c.10250_10252del(p.Ser3417del)杂合突变;d:先证者之父 MYO15A 基因变异位点测序峰图,c.7441_
7442del(p.Leu2481Glufs∗86)杂合突变;e:先证者之母 MYO15A 基因变异位点测序峰图,c.10250_10252del(p.
Ser3417del)杂合突变。

图2　患者Ⅱ家系图、听力图及MYO15A 基因检测结果
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表1　本研究MYO15A 基因变异位点致病性分析

RS编号 染色体位置
核苷酸

氨基酸
转录本外显子

病例

编号

听力

分级

变异

类型
MAF

ACMG
分级
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ACMG
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ClivarDVD

SpliceAI

DS
(DP)∗

SpliceAI-
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RS(DP)

rs766187994 chr17:

18025638

c.3524dup
(p.Ser1176

Valfs∗14)

NM_016239.4;

exon2

Ⅰ 重度 移码
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0.000142
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Exomesin
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PVS1,

PM2,

PM3

P P/LP — — —

rs1555548136 chr17:

18071040

c.10082+

3G>A

NM_016239.4;

exon61

Ⅰ 重度 剪切
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0.00011
(3/28258,

14KJPN)

PM2,

PM3

VUS — — AG=

0.00(-37)

AL=

0.00(-5)

DG=

0.01(-3)

DL=

0.17(-5)

Ref:D=

-0.992(-3)

D=

0.18(-5)

Var:D=

-0.998(-3)

D=

0.015(-5)

rs1213371923 chr17:
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-

18054196

c.7441_7442

del(p.Leu2481

Glufs∗86)
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听力
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移码
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LP — — — —
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— — —

图3　MYO15A 结构域及外显子示意图及本研究报道

的位点

3　讨论

MYO15A 基因变异可导致 DFNB3型,在耳聋

人群中主要以复合杂合变异形式致病,临床表型多

为一种先天性的重度至极重度耳聋的感音神经性

耳聋,无明显的前庭异常或畸形特征。1995年,
Friedman等[19]通过连锁分析,在印度尼西亚偏远

村庄的2个多代非近亲大家族中首次将DFNB3基

因座定位到染色体17p-17q12上,该村庄约2.2%
的人(47/2185)患有重度至极重度听力损失。该

位点随后被进一步细化为染色体17p11.2,并支持

与小鼠模型shaker-2的同源性[20]。目前国内外已

经报 道 了 300 余 个 与 非 综 合 征 耳 聋 相 关 的

MYO15A 基因突变位点。根据一项 meta分析显

示,MYO15A 基 因 的 全 球 人 群 突 变 频 率 达 到

6.3%[1]。在中国非综合征耳聋人群中,有3.58%
与MYO15A 变异相关,MYO15A 变异类型以错义

突变最常见,占检出 MYO15A 总变异的43.14%,
其次为移码突变26.47%、无义突变13.72%、剪接

位点突变9.80%、整码突变3.92%、非编码突变

1.96%和同义突变0.98%[13]。
MYO15A 基因包括66个外显子,编码3530

个氨基酸,它包括 N-末端结构域,Motor结构域,
IQ结构域,以及 MyTH4结构域,FERM 结构域,
SH3结构域和 C 末端的 PDZ配体结合基序[21]。
MYO15A 的大多数隐性突变与先天性、重度、极重

度耳聋有关,但在2007年,首次提出 MYO15A N-
端结构域的突变可能导致轻度听力损失,并伴有低

频残余听力[5]。在本研究MYO15A 基因突变导致

DFNB3型遗传性耳聋的2例患者中,患者Ⅰ携带

MYO15A 基因c.3524dup(p.Ser1176Valfs∗14)
突变,位于 N-端结构域,既往 Li等[14]报道的患者

表型为重度听力损失,伴残存低频听力,与本研究

病例表型高度相一致,均表现为高频下降型耳聋;
患者Ⅱ携带的c.7441_7442del(p.Leu2481Glufs∗
86)与c.10250_10252del(p.Ser3417del)复合杂合

突变,突变位点均位于 N-端结构域以外区域,其听

力表型为完全听力损失,与常见的 MYO15A 基因

变异导致 DFNB3的表型一致。随着高通量测序

的广泛应用,中小型非近亲结婚家庭分子诊断率不

断增加,越来越多的致聋性MYO15A 突变被发现,
MYO15A 基因突变患者表型异质性也被关注与研

究。Chang等[6]报道了 Motor和FERM 结构域的

MYO15A 致病变异导致的耳聋,在低频时也有明

显的残余听力。而这些致病变异以前被认为会导

致严重的听力损失,说明 MYO15A 相关的听力损

失表型除了受突变所在结构域的影响,遗传修饰因

子或环境因素可能对MYO15A 变异体复杂的基因

型-表型相关性有影响。这些潜在的影响因素,有
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待进一步研究。本研究报道的患者Ⅰ为非综合征

型听神经病患者,与大多数具有稳定听觉表型的

MYO15A 变异病例不同,可能是受其他潜在的因

素影响。本研究在收集与听觉测试相关的充分历

史数据外,还需要长期随访建立特定基因型-表型

的相关性。
综上,本研究报道的2例遗传性耳聋病例中,

有与最初报道一致的双耳全频的完全听力损失,也
报道了听力曲线表现为高频下降型听力损失,鉴定

出2个既往无国内外文献报道的 MYO15A 突变,
并进一步分析了 MYO15A 突变基因型-表型的相

关性,为分子流行病学的研究,为开展高效、准确的

遗传性耳聋诊断与咨询提供数据支持。并且,本研

究中先天性完全听力损失的患者在人工耳蜗植入

后听力有明显改善,这对其他 DFNB3患者的类似

手术预期提供良好的科学依据。
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