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　　[摘要]　目的:对TNNI3基因p.Arg79Cys罕见纯合突变导致一家族性肥厚型心肌病进行家系分析,并对

突变位点进行生物信息学分析。方法:对先证者及其亲属进行临床资料的评估,采集先证者及其亲属静脉血提取

全基因组 DNA并进行二代测序,寻找致病基因并进行Sanger测序验证。对致病基因突变进行生物信息学分析,
获取突变基因野生型及突变型氨基酸序列,利用计算机对野生型及突变型蛋白质进行二级结构及三级结构预测

分析。结果:先证者直系亲属均不符合肥厚型心肌病诊断标准。先证者TNNI3基因5号外显子p.Arg79Cys的

纯合突变,先证者母亲、其中1个姐姐及儿子携带TNNI3基因杂合突变,另外1个姐姐未携带TNNI3基因突

变。生物信息学分析提示该变异所致的氨基酸改变可能会对蛋白功能产生影响,并且导致蛋白质稳定性降低,在
脊椎动物中保守性较好。二级结构预测突变的TNNI3及野生型TNNI3蛋白质二级结构未见明显变化。三级结

构预测蛋白三级结构转角处折叠的角度发生了变化,导致蛋白的空间结构发生了变化。结论:TNNI3基因p.
Arg79Cys纯合突变可能通过不同于经典单基因遗传的其他遗传模式导致肥厚型心肌病,该位置的突变对蛋白质

的结构产生了影响。
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Abstract　Objective:Thestudyaimstoperformpedigreeanalysisofonefamilialhypertrophiccardiomyopathy
(HCM)causedbyararehomozygousmutationofTNNI3,aswellascarryoutbioinformaticsanalysisofthemu-
tation.Methods:Theclinicaldataoftheprobandandhisrelativeswereevaluated.Venousbloodwascollected
fromtheprobandandhisfamily.ThewholegenomeDNAwasextractedandscreenedbytargetednext-generation
sequencing,followingvalidationbySangersequencing.Bioinformaticsanalysisofthemutationsitewascarried
out.Theaminoacidsequencesofwild-typeandmutantTNNI3wereobtained,andthesecondaryandtertiary
structuresoftheproteinswerepredictedandanalyzedbyacomputer.Results:Noneoftheproband'sfamilymem-
bersmetthediagnosticcriteriaofHCM.AhomozygousmutationofTNNI3P.Arg79Cyswasfoundinthe
proband.Theproband'smother,onesisterandsoncarriedtheheterozygousmutationofthesamesitewhilethe
othersisterdidnotcarrythemutation.Sequencealignmentshowedtheresiduehomologyincloselyrelatedmam-
mals.Bioinformaticsanalysisindicatedthatthechangesoftheaminoacidcausedbythismutationmightaffectthe
proteinfunction.Inaddition,thestabilityofmutantproteinwasdecreased.Therewasnosignificantchangeinthe
secondarystructurebetweenthewild-typeTNNI3andthemutantprotein.Itwaspredictedthattheangleatthe
cornerofthetertiarystructurechanged,resultinginthechangeofthespatialstructureoftheprotein.Conclusion:
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ThehomozygousmutationofTNNI3P.arg79cysmayleadtohypertrophiccardiomyopathythroughothergenetic
modesdifferentfromtheclassicalsinglegeneinheritance.Themutationatthissitehasanimpactonthestructure
oftheprotein.
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　　肥厚型心肌病是一种以左心室肥厚为特征的

遗传性心肌病,可导致左心室舒张功能减退,心力

衰竭甚至猝死。研究发现肥厚型心肌病是青少年

特别是运动员猝死的最常见的原因之一[1]。尽管

有少量常染色体隐性遗传的病例报道,目前观点仍

然认为肥厚型心肌病是一种常染色体显性遗传

病[2]。通常肥厚型心肌病的致病性基因突变发生

在编码肌节蛋白的基因中,超过一半的基因突变位

于 MYBPC3及 MYH7,而TNNT2及TNNI3等

基因突变所占的比例相对较低[3]。TNNI3基因

的编码产物为心肌肌钙蛋白 TnI3,该蛋白与 TnT、
TnC共同组成肌钙蛋白复合物。TnI可阻止肌动

蛋白-肌球蛋白相互作用,从而调整心肌舒张。国

内外均有TNNI3基因突变导致肥厚型心肌病的

报道,但大多为单基因杂合突变[4-5]。本中心研究

本地区肥厚型心肌病将近10余年时间,发现了多

个导致肥厚型心肌病的基因突变,包括单基因突变

及多基因突变,首次发现导致肥厚型心肌病的罕见

纯合突变。该突变位点本中心此前已有报道[6],查
阅gnomAD数据库发现该等位基因频率为4.63e-
4,且该突变大多发生在东亚人种。但是无论是国

内还是国外目前均未发现该位点的纯合突变。本

研究的目的是对该纯合突变进行报道,并进一步运

用计算机模拟的方法预测该突变可能导致的有害结

果,了解该突变对蛋白质的结构和功能产生的影响。
1　对象与方法

1.1　对象

本研究的对象为一家族性肥厚型心肌病家系。
先证者为一男性患者,40岁,因心电图异常(图1a)
前来就诊。门诊初步完善心脏超声及冠状动脉(冠
脉)CTA检查未见明显异常。为进一步评估是否

存在心肌病前来我中心行心脏超声检查提示室间

隔中远段心肌肥厚(图1b),符合肥厚型心肌病诊

断标准[7],心脏磁共振增强检查(图1c)进一步明确

诊断。为进行家系筛查,先证者母亲、2个姐姐及

儿子行心电图及心脏超声检查,均排除肥厚型心肌

病。采 集 先 证 者 及 其 直 系 亲 属 共 5 例 外 周

血5mL,并选取同时期我院体检的健康对照者20
例,采集5mL外周血,用于基因检测。本试验通

过南京医科大学附属江宁医院伦理委员会审核并

且遵循《赫尔辛基宣言》准则,所有参与者均签署知

情同意书。
1.2　DNA提取及基因测序

本研究DNA 提取及测序均由百世诺(北京)
医学检验实验室有限公司进行,具体步骤如下:提
取全血白细胞基因组 DNA,应用二代测序技术对

25个 DNA 样本进行全外显子测序。使用 Bur-
rows-WheelerAligner(BWA)将每个样品的clean
reads比 对 到 人 参 考 基 因 组 序 列 上 (GRCh37/
HG19)。将变异的结果进行过滤后得到高信度、高
质量的变异结果,与遗传性心肌病相关基因所有外

显子编码区及其侧翼区序列进行筛查,得到142个

与心肌病相关的突变位点。对142个突变位点使

用百世诺遗传性心肌病致病突变分析鉴定软件进

行致病性评级,筛选出可能的致病突变。对筛选出

的致病基因行Sanger测序进一步验证,并检索相

关文献,结合生物信息学预测软件对此2个突变位

点进行进一步论证。

a:心电图;b:心脏超声;c:心脏增强磁共振检查。
图1　先证者临床相关检查

Figure1　Clinicalexaminationofproband

1.3　基因序列获取及生物信息预测

TNNI3蛋白质氨基酸序列从 NCBI(https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/)的 HomoloGene数据

库获取,并同时获取其他脊柱动物的 TNNI3蛋白

氨基酸序列,进行 TNNI3蛋白突变物种进化保守

性分析。同时,我们对发现的蛋白突变位点进行了

多个生物信息预测软件(包括 SIFT、Polyphen-2、
MutationTaster_pred 以 及 VEST3 等)交 叉 预

测[8]。此外,本中心还利用蛋白质稳定性预测软件

(I-MUTANT2.0及I-MUTANTSuite)对突变后
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蛋白质稳定性的变化进行预测[9]。
1.4　序列对比及二级结构预测

使用 GeneiousProsoftware(Auckland,New
Zealand)软件对蛋白氨基酸序列进行对比分析[10]。
TNNI3蛋白氨基酸序列使用数据库获得序列,
TNNI3突变蛋白氨基酸序列通过人工编辑 FAS-
TA文件获得。野生及突变蛋白氨基酸序列对比

后进一步进行二级结构预测,对比野生及突变蛋白

二级结构的变化。
1.5　蛋白质三级结构构建

为进一步了解蛋白突变对蛋白结构造成的影

响,我们进一步使用计算机对野生及突变的蛋白质

进行蛋白质结构预测。本研究中我们使用 Robetta
(https://robetta.bakerlab.org/)[11] 和 SWISS-
MODEL(https://swissmodel.expasy.org/)[12]2
种方法对蛋白结构进行预测,对于计算机预测的蛋

白质结构进行对比。
2　结果

2.1　肥厚型心肌病家系分析

本研究先证者2017年开始发现心电图异常,
因其父亲40岁时猝死,患者异常焦虑,反复至医院

就诊,均未能明确原因。2020年10月患者来我院

门诊就诊,冠脉 CTA 及心脏超声初步筛查未见明

显异常。为进一步寻找病因至我科心肌病中心就

诊,经心脏超声及心脏磁共振检查,明确诊断为非

梗阻性肥厚型心肌病。该患者肥厚部位位于室间

隔中远段,门诊心脏超声检查容易漏诊。对患者进

行家系调查分析,患者母亲、2个姐姐及患者儿子

均不符合肥厚型心肌病诊断标准。患者父亲于40
岁猝死,具体原因不详,是否存在心肌病无法考证。
结合先证者及其直系亲属基因筛查结果,对该家系

进行分析,发现该基因突变可能通过不同于经典单

基因遗传的其他遗传模式导致肥厚型心肌病(图2)。

注:黑色箭头所指处为突变位点。
图2　肥厚型心肌病家系系谱图

Figure2　Pedigreeofhypertrophiccardiomyopathy

2.2　候选变异的基因分析

根据二代测序结果,对遗传性心肌病基因所有

外显子编码区及其侧翼区序列进行筛查,共得到

142个与心肌病相关的突变位点。经过一代测序

验证后,受检者未携带目前已知的与单基因遗传肥

厚型心肌病相关致病基因的明确致病突变。先证

者携带TNNI3基因5号外显子p.Arg79Cys的纯

合突变(图3)。先证者母亲、其中1个姐姐及儿子

携带TNNI3基因杂合突变,另外1个姐姐未携带

TNNI3基因突变。通过对致病突变基因进一步

论证后,考虑TNNI3基因纯合突变为先证者肥厚

型心肌病的致病基因。

图3　TNNI3基因测序峰图

Figure3　ThesequencinganalysisofTNNI3inthefamily

2.3　生物信息学预测结果

受检者携带了TNNI3基因c.235C>T纯合

错义变异(TNNI3:p.Arg79Cyshom),查询人群频

率数据库发现该变异为罕见变异(千人基因组:
0.00119808,ESP6500:无,ExAC:0.0004)。本研

究进行了多个生物信息预测软件交叉预测,结果多

为有害,SIFT 为 “D”,Polyphen-2 为 “D”,Muta-
tionTaster_pred为“D”,VEST3评分为“0.292”。
改变以导致 TNNI3蛋白氨基酸由极性带正电荷的

精氨酸变为极性不带电荷的半胱氨酸,提示该变异

所致的氨基酸改变可能会对蛋白功能产生影响。
进一步对突变后蛋白质稳定性进行预测,I-MU-
TANT预测突变后蛋白质自由能变化值为-0.01
Kcal/mol,I-MUTANTSuite预测变后蛋白质自

由能变化值为-0.64Kcal/mol,2个结果均提示突

变后蛋白质稳定性降低。查询数据库发现该位置

的氨基酸在脊椎动物中保守性较好(图4)。
2.4　蛋白质结构预测结果

GeneiousPro软件对野生型及突变型蛋白质

进行二级结构预测,结果提示突变的氨基酸位点位
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于转角区域,对比突变的 TNNI3及野生型 TNNI3
蛋白质二级结构未见明显变化(图5)。该突变位

点由极性带正电荷的精氨酸变为极性不带电荷的

半胱氨酸,且该位点恰好位于二级结构的转角区

域,推测该突变将导致蛋白质三级结构的改变。为

了进一步验证,本研究使用 Robetta和 SWISS-
MODEL2个蛋白质三级结构预测工具对蛋白质

三级结构进行预测。结果发现,该突变位点导致

TNNI3蛋白第79位氨基酸由精氨酸变成半胱氨

酸。2种氨基酸极性不同,精氨酸带正电荷,半胱

氨酸不带电荷,由于极性不同导致突变的蛋白质氨

基酸相互作用改变,最终引起蛋白质三级结构的改

变。另一方面,2种氨基酸侧链基团不同,精氨酸

不含硫,而半胱氨酸为含硫氨基酸,含硫氨基酸对

蛋白质三级结构产生重要影响。预测结果提示是

该突变引起蛋白三级结构转角处折叠的角度发生

了变化,导致蛋白的空间结构发生了变化,这一变

化可能导致蛋白功能的变化(图6)。

注:黑色箭头标记处为突变位点。
图4　TNNI3突变位点在脊柱动物中的氨基酸同源性

Figure4　Sequencehomologyanalysisofaminoacidof
TNNI3invertebrates

图5　野生型(TNNI3-W)及突变型(TNNI3-M)TNNI3
蛋白二级结构预测结果

Figure5　Thepredictionresultsofproteinsecondary
structurebyGeneiousProsoftware

3　讨论

肥厚型心肌病是一种全球性疾病,是最常见的

遗传性心肌病之一,患病率超过千分之二[13]。其

导致的猝死,尤其是青少年的猝死,在全球范围内

引起广泛的重视[14]。识别与家族性肥厚型心肌病

相关的新突变和基因对于疾病的防治,特别是对家

族性肥厚型心肌病家族成员的临床及遗传监测,具

有重要的意义。目前主流观点认为肥厚型心肌病

是一种常染色体显性遗传病,致病基因以杂合突变

为主[15-17]。本研究中,我们采用二代测序技术,发
现了1例导致肥厚型心肌病的罕见纯合致病突变。

a:Robetta方法预测结果;b:SWISS-MODEL方法预测

结果。
图6　野生型(TNNI3-W)及突变型(TNNI3-M)TNNI3

蛋白三级结构计算机预测结果

Figure6　Thepredictionresultsofproteintertiary
structurebyRobettaandSWISS-MODEL

本研究先证者的父亲于40岁时猝死,具体原

因不详。先证者3年前开始发现心电图异常,后明

确为肥厚型心肌病。对先证者进行直系亲属筛查,
未发现其他肥厚型心肌病患者,尽管按照家族性肥

厚型心肌病诊断标准[18],该病例不符合家族性肥

厚型心肌病诊断,但考虑到该患者家系相对较小,
家族性肥厚型心肌病亦不能排除,需要对该家系继

续随访。
对先证者及其直系亲属进行全基因组二代测

序,发现受检者携带肥厚型心肌病相关纯合错义变

异TNNI3基因c.235C>T(p.Arg79Cyshom)。
Kimura等[19]的研究表明,有5例无血缘关系的肥

厚型心肌病患者携带该变异,但在家系里未呈现共

分离;同时还有对照携带该变异。Mogensen等[20]

的研究发现在748例肥厚型心肌病患者中有1例

携带该变异,该患者具体表型未知,是否携带其他

致病突变未知;未进行家系共分离情况分析;同时

也有同种族健康对照携带该变异。
Wu等[21]研究发现常见基因变异(TNNI3基

因p.Arg79Cys)也是导致肥厚型心肌病发病的重

要原因,且肥厚型心肌病发病存在非孟德尔遗传模

式。结合患者生物信息学预测结果,考虑该变异为

导致先证者肥厚型心肌病的致病基因。与前人研

究发现不同的是,本研究发现该家系中只有携带纯

合突变的先证者发病,而家系中其他携带该基因的

杂合突变,目前均未出现心肌肥厚表现。本研究提

示携带该致病基因突变的杂合突变并不是导致肥

厚型心肌病的单一因素,这也与 Wu等[21]的研究

·376·
程维礼,等.TNNI3基因p.Arg79Cys罕见纯合突变导致一家族性肥厚型心肌病的家系分析及突变位点生物信息学分析

CHENG Weili,etal.Pedigreeanalysisofonefamilialhypertrophiccardiomyopathycausedbyrare...



结果相吻合。携带者是否发病除了与致病基因相

关外,还可能与环境及其他原因如基因连锁、基因

累积效应等有关[22]。肥厚型心肌病的基因型与临

床表型之间复杂的关系,需要我们进一步去探索。
为了进一步研究该突变对蛋白的影响,本研究

利用计算机对野生型及突变型的蛋白质二级及三

级结构进行了预测。GeneiousPro软件蛋白质二

级结构预测结果提示该突变位点位于蛋白质转角

区域,氨基酸的改变对于蛋白质的二级结构并未产

生影响。进一步使用 Robetta和SWISS-MODEL
2个预测工具对蛋白质三级结构进行模拟。研究

发现 SWISS-MODEL 模拟的蛋白质三级结构与

Robetta不完全相同,但相同的是由于突变位点的

氨基酸发生变化,导致蛋白质空间结果发生了改

变。计算机对蛋白质三级结构的预测存在一定的

局限性,但对研究突变是否能导致蛋白质空间结果

的变化具有重要的指导意义,2种模型预测结果提

示该突变位点对 TNNI3蛋白功能能够产生影响。
本研究报道了 TNNI3基因 p.Arg79Cys罕

见纯合错义变异导致肥厚型心肌病。家系分析及

基因检测结果提示肥厚型心肌病的基因型与临床

表型之间关系相当复杂,打破了我们传统的对肥厚

型心肌病常染色体显性遗传的认识,丰富了肥厚型

心肌病基因型与临床表型的关系。计算机模拟对

于蛋白质二级结构及三级结构的预测,提示了该突

变对蛋白质结构造成的影响,具体的功能验证尚需

要进一步细胞及动物层面的验证。
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