
第２９卷第４期
２０２３年８月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ

Ｖｏｌ．２９Ｎｏ．４
Ａｕｇ．２０２３

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．２０２３２２１３０ ·耳科疾病专栏·

Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征 ＨＡＲＳ２基因 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ
突变对细胞线粒体功能的影响

基金项目：泸州市科技计划面上项目（２０２１ＳＹＦ３０）。
第一作者简介：宋坭洁，女，在读硕士研究生。

通信作者：李雷激，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｌｅｉｊｉ０３０１＠１６３．ｃｏｍ

宋坭洁，费静，廖娜，庄璐，杨婷钰，李雷激

（西南医科大学附属医院 耳鼻咽喉头颈外科，四川 泸州　６４６０００）

　　摘　要：　目的　探讨ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ两个位点的突变对细胞和线粒体功能的影响，以
期揭示ＨＡＲＳ２新突变位点的致病机制。方法　构建含野生型、ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变型、ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变型ＨＡＲＳ２基因
的重组表达载体，使用慢病毒包装系统将质粒转染至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，通过嘌呤霉素筛选获得稳定转染野生型、
突变型ＨＡＲＳ２基因的细胞系，同时建立稳定转染空病毒载体的细胞系作为对照，对野生组、ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变组、
ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变组和对照组细胞的线粒体功能和细胞增殖能力进行研究。结果　重组质粒在预期位点发生了突
变，重组载体携带的绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）稳定表达；两突变组细胞增殖活力较野生组下降，７２ｈ吸光度有显著性
差异（Ｐ＜０．０５）；ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变组ＭＴＣＯ２蛋白表达量较对照组和野生组均有下降（Ｐ＜０．０５）；ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变
组和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变组的线粒体ＡＴＰ相对细胞总ＡＴＰ产率较对照组均有降低（Ｐ＜０．０５）；ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变组线粒
体活性氧自由基（ＲＯＳ）水平较对照组明显增加（Ｐ＜０．０５）；两突变组线粒体膜电位（ＭＭＰ）较野生组下降（Ｐ＜
０．０１）。结论　ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ、ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变细胞的线粒体存在一定的呼吸功能缺陷，突变细胞增殖能
力下降，可能是ＨＡＲＳ２基因突变致Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征的细胞学机制。
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　　Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征是一种罕见的常染色体隐性遗传
性疾病，其表征受性别影响，通常表现为双耳轻度极
重度感音神经性听力损失，女性常伴有卵巢功能障

碍、性腺发育不全、原发性闭经、不孕症等，男性常表

现出正常的青春发育和生育能力［１］。ＨＡＲＳ２基因位
于常染色体５ｑ３１．３，编码高度保守的含５０６个氨基酸
的线粒体组氨酰ｔＲＮＡ合成酶，该酶在线粒体基质中
催化组氨酸活化并与同源ｔＲＮＡ结合，促进线粒体蛋
白质合成［２］。目前为止，已发现ＨＡＲＳ２基因１６种变
异位点与Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征相关，其中只有２个突变位
点进行了实验验证，其余仅限于临床发现［２８］。先

前的研究首次在一个以耳聋为表现的中国汉族男性

Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征家系中发现 ＨＡＲＳ２基因 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ
和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ复合杂合突变，分别导致 ｐ．
Ａｓｐ１１７Ａｓｎ和ｐ．Ｌｅｕ３０３Ｐｒｏ［９］。由于Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征
低发病率和高临床异质性，ＨＡＲＳ２基因突变致病机
制和途径尚不明确。本实验旨在通过体外实验研究

ＨＡＲＳ２基因新突变对细胞线粒体功能的影响，探究
其导致Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征的致病途径，为临床诊断提
供理论依据和实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验细胞、主要试剂与仪器
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞由西南医科大学中心实验室提

供，重组表达载体由上海和元生物技术有限公司构

建提供，无内毒素质粒大提试剂盒（ＤＰ１１７，北京天
根），ＤＨ５α感受态细胞（北京天根），ＡｘｙＰｒｅｐ质粒
ＤＮＡ小量试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ公司），慢病毒包装
转染试剂（上海和元生物技术有限公司），ＭＴＣＯ２兔
多克隆抗体（５５０７０１ＡＰ，美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），ＧＡＰＤＨ
兔多克隆抗体（ＡＰ００６３，美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ），细胞线粒
体分离试剂（Ｃ３６０２，上海碧云天），增强型 ＪＣ１线
粒体膜电位检测试剂（Ｃ２００３Ｓ，上海碧云天），增强
型ＡＴＰ检测试剂（Ｓ００２７，上海碧云天），微量法ＡＴＰ
含量检测试剂（ＢＣ０３０５，北京索莱宝），ＲＯＳ检测试
剂（Ｅ００４１１，南京建成），ＣＣＫ８试剂（ＣＫ０４，北京同
仁化学研究所），荧光倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），
荧光分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），多功能酶标仪（德
国ＢＭＧ），稳压稳流电泳仪、微型垂直电泳槽、转移

电泳槽、全自动化学发光成像分析系统（天能）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞构建与培养　委托上海和元生物技术
有限公司构建真核表达载体，以ｐＳＬｅｎｔｉＳＦＨＥＧＦＰ
Ｐ２ＡＰｕｒｏＣＭＶＨＡＲＳ２３ｘＦＬＡＧＷＰＲＥ为载体，构建
野生型、ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变型、ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变型
ＨＡＲＳ２基因重组载体，同时构建空病毒载体，载体
携带ＥＧＦＰ、Ｆｌａｇ标签，重组载体经测序验证。

将重组质粒转化感受态细胞，接种于ＬＢ（Ａ＋）
固体培养基上，挑选单克隆菌落，根据ＡｘｙＰｒｅｐ质粒
ＤＮＡ小量试剂盒说明书提取质粒行测序验证，测序
由上海和元生物技术有限公司完成，对测序鉴定成

功的菌液进行培养，根据无内毒素质粒大提试剂盒

说明书进行质粒大提取，－２０℃保存。取出 ＨＥＫ
２９３Ｔ细胞，３７℃水浴转移至离心管中，离心后弃上
清，完全培养基重悬后加入到培养皿中继续培养。

待细胞融合度达８０％时，吸除旧培养基，加入 Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ，将表达质粒（突变型 ＨＡＲＳ２重组质粒、野生
型ＨＡＲＳ２重组质粒、空载质粒）与慢病毒包装质粒
混合，转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞４８～７２ｈ，收集病毒上清
液。将ＨＥＫ２９３Ｔ细胞接种到９６孔板中，按梯度加
入病毒上清液观察转染效率测定慢病毒滴度。将

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞接种到６孔板中，加入慢病毒和 ｐｏ
ｌｙｂｒｅｎｅ转染细胞１２～２０ｈ，加入 ＤＥＭＥ培养基培养
细胞 ７２ｈ，用含终浓度为 １μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的
ＤＥＭＥ培养基筛选 ＥＧＦＰ阳性表达的稳转细胞株，
荧光显微镜下观察转染效率。

１．２．２　细胞活力检测　采用 ＣＣＫ８定量比色法测
定细胞活力。调整细胞密度为２０００个／ｍＬ，接种于
９６孔板，设置空白对照组，实验组和空白组均设３个
复孔，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养２４ｈ。
分别于 ２４、４８、７２ｈ加入 １０μＬＣＣＫ８试剂，置于
３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育２ｈ，酶标仪检测
４５０ｎｍ处的吸光度。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测线粒体呼吸链复合物亚
基ＭＴＣＯ２蛋白　将４组生长良好的细胞取出，ＰＢＳ
（磷酸盐缓冲液）洗涤２次，加入细胞裂解液，提取
总蛋白，蛋白质定量试剂盒（ＢＣＡ法）测蛋白浓度。
制胶，上样进行聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳
并转移到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，封闭，一抗孵
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育，二抗孵育，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，滴加 ＥＣＬ
发光液，成像仪中拍照并分析灰度值。实验独立重

复３次，再进行统计学分析。
１．２．４　细胞 ＡＴＰ检测　ＰＢＳ清洗细胞３次，加入
ＡＴＰ检测裂解液，冰上裂解细胞，用细胞刮子刮下细
胞至离心管中，离心，吸取上清，加入不透光的白色

９６孔板中，每组３个复孔，按照增强型 ＡＴＰ检测试
剂盒说明书操作测定细胞ＡＴＰ含量，ＢＣＡ法测样品
蛋白浓度，根据以下公式计算细胞 ＡＴＰ含量：ＡＴＰ
含量＝（样本吸光度值－空白吸光度值）÷（标准品
吸光度值 －空白吸光度值）×标准品浓度 ×样本稀
释倍数÷样本蛋白浓度。
１．２．５　线粒体ＡＴＰ检测　使用碧云天细胞线粒体
分离试剂盒分离提取线粒体，线粒体储存液重悬获

得线粒体悬液，取部分线粒体悬液加入裂解液裂解

线粒体，离心，取上清，ＢＣＡ法测定线粒体蛋白浓
度，调节线粒体蛋白浓度为５ｍｇ／ｍＬ，将样本加入
９６孔ＵＶ板中，每组３个复孔，按照微量法 ＡＴＰ检
测试剂盒说明测定线粒体ＡＴＰ含量。
１．２．６　线粒体活性氧自由基（ＲＯＳ）检测　取步骤
１．２．５中提取的线粒体，调节线粒体蛋白浓度为
５ｍｇ／ｍＬ，每组３瓶标本，加入 ＨＥＰＥＳ缓冲液重悬，
加入５μｍｏｌ／Ｌ二氯荧光素二酯（ＤＣＦＨＤＡ），３７℃
作用１０ｍｉｎ对ＲＯＳ进行标记，荧光分光光度计检测
荧光强度。

１．２．７　ＭＭＰ水平检测　ＪＣ１单染法检测 ＭＭＰ水
平，消化、收集并重悬细胞，均匀接种于１２孔板，每
组３个复孔，孵箱孵育２４ｈ，加入ＪＣ１染色工作液，
３７℃下孵育２０ｍｉｎ，ＪＣ１染色缓冲液洗涤３次，弃
上清，加入完全培养基，荧光显微镜下拍照，ＩｍａｇｅＪ
分析ＪＣ１聚合物平均荧光值。
１．３　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计量资
料均进行正态性检验和方差齐性检验，服从正态分

布的数值以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进行组
间差异性比较，非正态分布则采用秩和检验，应用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件绘制统计图，Ｐ＜０．０５认为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　质粒构建和细胞转染结果
ＤＮＡ测序结果表明，ＨＡＲＳ２基因预期位点发生

了突变，第３４９位碱基发生Ｇ→Ａ突变，第９０８位碱

基发生Ｔ→Ｃ突变，见图１。慢病毒转染细胞经嘌呤
霉素筛选２周后，在荧光显微镜明视野下见 ＨＥＫ
２９３Ｔ细胞呈片状贴壁生长，细胞融合率达 ８０％以
上，细胞纯度高，生长良好，荧光视野下 ＥＧＦＰ绿色
荧光稳定表达，见图２。
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图１　ＤＮＡ测序结果　注：ＷＴ（野生型序列）；ＭＵ（定点突变
型序列）；箭头（突变位点）。
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图２　嘌呤霉素筛选２周，转染细胞 ＥＧＦＰ蛋白绿色荧光表
达情况　（×１００）

２．２　ＣＣＫ８检测结果
ＨＡＲＳ２基因 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变细

胞组增殖较野生组和对照组慢，与野生组相比，

ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变组细胞在７２ｈ的吸
光度降低（Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０１２）。结果表明
ＨＡＲＳ２基因新突变导致细胞增殖变缓，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。
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图３　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞生长曲线　注：与野生组细胞相比。
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２．３　ＭＴＣＯ２蛋白表达结果
ＭＴＣＯ２是线粒体ＤＮＡ编码的呼吸链复合物ＩＶ

亚基，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测野生组、突变组和对照组
的ＭＴＣＯ２蛋白表达，结果显示 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变组
ＭＴＣＯ２蛋白表达量较野生组降低 ３１．０７％（Ｐ＝
０．０１５），较对照组降低２９％（Ｐ＝０．０２０），ｃ．９０８Ｔ＞
Ｃ突变组ＭＴＣＯ２蛋白表达量较野生组和对照组有
所下降，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结果表明
ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变降低线粒体蛋白 ＭＴ
ＣＯ２的合成，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．４　各组ＡＴＰ检测结果

为探究突变对细胞线粒体产能能力的影响，采

用萤火虫萤光素酶／萤光素法检测细胞 ＡＴＰ含量，
微量法检测线粒体ＡＴＰ含量，计算结果以对照组平
均值为参照做标准化处理。实验结果显示各细胞系

ＡＴＰ合成量无明显差异，与对照组相比，ｃ．３４９Ｇ＞Ａ
和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变组线粒体 ＡＴＰ相对细胞总 ＡＴＰ
的产率分别降低了 ２２．４６％（Ｐ＝０．０３１）、２８．９９％

（Ｐ＝０．０１），结果表明这两种突变均导致线粒体
ＡＴＰ合成效率下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见图５。
２．５　各组线粒体ＲＯＳ含量检测结果

提取线粒体，采用荧光分光光度技术对转染野

生型和突变型质粒的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞进行线粒体
ＲＯＳ检测，以对照组平均值为参照做标准化处理。
结果显示，与对照组相比，ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变组线粒
体ＲＯＳ水平增加了７７．７２％（Ｐ＝０．０３９）。结果表
明，ＨＡＲＳ２基因 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变促进线粒体 ＲＯＳ
的产生，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。
２．６　各组ＭＭＰ比较

当ＭＭＰ高时，ＪＣ１得以聚集在基质中，形成聚
合物，产生红色荧光。实验结果显示，与野生组相

比，ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变组线粒体ＪＣ１聚
合物荧光值下降（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００４）。实验结果
表明 ＨＡＲＳ２基因新突变均导致 ＭＭＰ下降，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图７。
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图６　各组线粒体ＲＯＳ相对荧光值柱状图　注：与对照组

相比，＃Ｐ＜０．０５；ＲＯＳ（活性氧自由基）。
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３　讨论

耳蜗毛细胞的顶端分布有专门的线粒体亚群，

血管纹边缘细胞负载大量的线粒体，线粒体产能、

Ｃａ２＋缓冲、线粒体代谢等对于耳蜗发挥正常的听觉
感受和听觉信号传递具有重要作用［１０］。线粒体功

能紊乱是导致听觉障碍的重要病理过程［１１１２］。

ＨＡＲＳ２基因编码的线粒体组氨酰ｔＲＮＡ合成酶是线
粒体蛋白质合成反应及质量控制的关键酶之一，

ＨＡＲＳ２突变通过抑制线粒体翻译，影响线粒体蛋白
质合成，导致线粒体功能缺陷［１３］。小鼠实验研究表

明ＨＡＲＳ２基因于小鼠出生后在小鼠耳蜗，包括内毛
细胞和外毛细胞中稳定表达，ＨＡＲＳ２对于毛细胞的
生存和功能至关重要，敲除ＨＡＲＳ２基因的小鼠耳蜗
组织中线粒体明显受损，小鼠表现出类似于Ｐｅｒｒａｕｌｔ
综合征的快速进行性听力损失［１４］。为探究 ＨＡＲＳ２
基因新突变对线粒体功能的影响，用慢病毒包装携

带野生型和突变型 ＨＡＲＳ２基因的质粒转染 ＨＥＫ
２９３Ｔ细胞，质粒测序验证质粒ＤＮＡ发生３４９Ｇ＞Ａ、
９０８Ｔ＞Ｃ突变，ＥＧＦＰ标签蛋白荧光表达表明携带野
生型、突变型ＨＡＲＳ２基因的重组质粒及空载质粒在
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中稳定表达。

线粒体氧化磷酸化主要通过５个多亚基复合物
完成，复合物ＩＶ构成电子传递链，参与电子传输并
产生质子电化学梯度，最终通过复合物Ｖ将ＡＤＰ转
化为ＡＴＰ。ＭＴＣＯ２是由线粒体 ＤＮＡ编码的组成复
合物ＩＶ活性中心的亚基，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测发现
ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变的细胞 ＭＴＣＯ２的表达
量下降，说明ＨＡＲＳ２基因突变阻碍线粒体翻译过程
和线粒体蛋白的表达，可能进一步抑制线粒体氧化

磷酸化作用。ＡＴＰ检测结果表明突变细胞总 ＡＴＰ
产生水平无变化，但两突变组线粒体 ＡＴＰ相对细胞
总ＡＴＰ产率降低，说明ＨＡＲＳ２基因新突变不影响细
胞总ＡＴＰ合成，但突变引起的呼吸功能缺陷导致线
粒体 ＡＴＰ合成效率降低。突变细胞线粒体 ＡＴＰ产
量的减少可能是线粒体质子电化学电位梯度降低的

结果［１５］。线粒体功能缺陷的细胞对增加的 ＡＴＰ需
求特别敏感［１６］，线粒体通过向糖酵解转化补偿线粒

体氧化磷酸化受损造成的能量缺失，维持能量平衡。

线粒体在进行有氧呼吸过程中，不断通过电子传递

链泄漏出单电子还原氧分子，产生ＲＯＳ［１７］。生理情
况下，机体氧化和抗氧化系统处于抗衡状态，若线粒

体电子传递链受阻，会增加 ＲＯＳ的产生，启动机体

内源性氧化应激，造成细胞损伤［１８］。此次研究表明

携带ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变的细胞相对对照
组细胞的线粒体 ＲＯＳ含量明显升高，说明 ＨＡＲＳ２
基因 ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变可能通过损伤线粒体电子传
递链促进线粒体 ＲＯＳ的产生。呼吸链复合物活性
不足往往会改变 ＭＭＰ，ＭＭＰ反映了电子链传递和
氧化磷酸化过程中氢离子的跨膜运输，是细胞活力

的一个关键指标［１９］。利用 ＪＣ１探针检测发现携带
ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变的细胞
ＭＭＰ较野生型细胞下降。ＲＯＳ的积累会导致细胞
和线粒体膜脂质过氧化，对 ＭＭＰ产生负效应，ＭＭＰ
下降会促进 ＲＯＳ的产生，二者之间形成恶性循环，
共同影响细胞活力［２０］。而耳蜗对 ＲＯＳ的增加以及
细胞氧化还原状态的改变高度易感［２１２２］，这或许是

ＨＡＲＳ２基因突变导致耳蜗功能障碍及听力损失的
内在机制。

线粒体不仅能产生能量维持细胞生命活动，还

能调控细胞内部氧化还原平衡，调节钙稳态和细胞

存活，是细胞增殖的基石［２３］。ＨＡＲＳ２作为一种线
粒体氨酰化反应酶蛋白，参与线粒体复合物亚基的

合成，其细胞功能可能与线粒体氧化磷酸化密切相

关。为进一步研究 ＨＡＲＳ２基因突变对细胞增殖的
影响，采用ＣＣＫ８法测得细胞增殖曲线，结果表明携
带ＨＡＲＳ２基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ＞Ｃ突变的细
胞增殖能力降低。ＨＡＲＳ２突变所致的线粒体翻译
受抑制和呼吸功能障碍转化为整体细胞健康和生长

缺陷。

综上，该研究通过构建携带野生型、突变型

ＨＡＲＳ２基因和空病毒载体的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞研究突
变对细胞线粒体功能的影响，研究结果表明 ＨＡＲＳ２
基因ｃ．３４９Ｇ＞Ａ突变抑制线粒体蛋白 ＭＴＣＯ２的表
达，促进线粒体ＲＯＳ的产生，ｃ．３４９Ｇ＞Ａ和 ｃ．９０８Ｔ
＞Ｃ突变降低线粒体 ＡＴＰ的合成效率，导致 ＭＭＰ
下降，减弱细胞增殖能力。故此推测 ＨＡＲＳ２基因新
突变位点所致的线粒体功能障碍和细胞增殖能力降

低可能是 Ｐｅｒｒａｕｌｔ综合征的发病机制，为临床诊断
提供理论依据和实验基础。
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