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!摘%要" 目的!探索非综合征型唇裂伴或不伴腭裂!464)3I4:76@2DDA8L>A29 _2>? 67_2>?6=>DA8L>9<A<>8" PW5Q0S$全

基因组常见遗传变异对PW5Q0S风险的影响( 方法!利用全基因组关联研究!;846@8)_2:8<336D2<>264 3>=:I" Ma*W$

数据"以全基因组单核苷酸多态性!324;A84=DA86>2:896AI@679?23@" WPS$遗传度和基因组不同分区 WPS遗传度评估

基因组上常见变异的效应( 对Ma*W 汇总数据进行质量控制"标准包括数据中无缺失值-弱势等位基因频率
$

!K-,值在 & i!-WPS正负链明确等( 利用连锁不平衡得分回归计算 PW5Q0S的 WPS遗传度"采用分层的连锁不

平衡得分回归计算基因组编码区-启动子区-内含子区-增强子区和超级增强子区的分区 WPS遗传度"并评估不同

分区内的富集度"分析工具为 Q\W5!H!$&$!$软件( 结果!纳入中国人群 [&+ 个 PW5Q0S核心家系!" .![ 人$的

Ma*W数据".'& /'# 个 WPS通过质量控制"被纳入到 WPS遗传度的计算中( 观测样本中PW5Q0S的 WPS遗传度为

&$//!'/K)$% &$"[ i&$["$" 由于观测样本患病率较高"按中国人群患病率转换为一般人群后 WPS遗传度为

&$#,!'/K)$% &$!' i&$//$( WPS遗传度在增强子区的富集度为 !/$,&!,m&$&.$"在超级增强子区的富集度为

#$![!,m&$&#$( 结论!基因组常见变异有助于解释一部分中国人群PW5Q0S目前未被解释的遗传度"同时中国人

群PW5Q0S的 WPS遗传度在增强子分区和超级增强子分区中显著富集"提示该区域中可能存在未被发现的遗传致

病因素(
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%%非综合征型唇腭裂! 464)3I4:76@2D67<ADA8L>3"

PWO5$是常见的出生缺陷"其中非综合征型唇裂伴

或不伴腭裂! 464)3I4:76@2DDA8L>A29 _2>? 67_2>?6=>

DA8L>9<A<>8" PW5Q0S$是最常见的亚型)!*

( 中国活

产儿唇腭裂患病率约为 !$.0! &&&

)"*

( 遗传度是评

价遗传与环境对表型贡献的指标"它衡量的是遗传

因素所能解释表型方差的占比( 双生子研究和家系

研究均表明遗传因素是 PW5Q0S重要的危险因素"

其遗传度为 ,&K

)# Z.*

( PW5Q0S是一种多基因疾

病"尽管国内外多个全基因组关联研究 !;846@8)

_2:8<336D2<>264 3>=:I" Ma*W$发现了 PW5Q0S的阳

性位点"但这些潜在致病位点所能解释的遗传度合

计仅为 "&K左右)/*

" 其遗传病因尚不完全清晰"仍

存在未被解释的遗传度"即尚有致病性遗传因素有

待挖掘( 目前学界认为尚未被解释的遗传度可能是

因为许多常见变异因为 Ma*W 效能不足还没有被

发现( 如果能够得到全基因组所有常见变异所能解

释的遗传度"将有助于理解常见变异在疾病遗传病

因中的作用( 同时"如果发现常见变异在遗传度中

的贡献较大"说明还存在许多相关的常见变异位点

未被发现"可以通过进一步增大 Ma*W 效能的方式

发现更多致病位点)+ Z,*

( 因此"探索 PW5Q0S的

Ma*W中所有常见变异所能解释的遗传度将为进一

步开展遗传病因研究提供基础(

传统上主要采用基于家系)[*或双生子设计)'*

对遗传度进行估计( 随着生物技术的发展"在人群

中开展的 Ma*W 可以获得基因数据( 依赖单核苷

酸多态性!324;A84=DA86>2:896AI@679?23@" WPS$位

点对遗传度贡献大小的一些前提假设"已经可以利

用人群的基因数据计算遗传度"得到全基因组所有

常见变异所能解释的遗传度"即 WPS遗传度),*

( 连

锁不平衡得分回归是一种计算 WPS遗传度的方法"

通过对Ma*W汇总数据进行统计建模"其不仅适用

于许多以前不能用于 WPS遗传度估计的数据"而且

大大提高了计算速度)!& Z!!*

( 此外"目前随着生物学

技术的飞速发展"基因组不同分区的功能正在不断

被发现)!" Z!/*

( 由于生物学功能不同"不同分区在疾

病发生中发挥的作用大小可能不同( 可针对基因组

不同分区开展 WPS遗传度研究"如果发现某些功能

分区中遗传度更为富集"提示该分区中可能存在遗

传致病因素"例如 a64 等)!+*在心肌梗死和冠状动

脉心脏病的研究中发现调控区域的 WPS能解释大

部分的 WPS遗传度"提示基因表达调控区域可能存

在重要的致病因素( 量化不同分区中的 WPS遗传

度大小可以作为一种新型的候选区域策略"为进一

步精细定位和机制研究提供新的思路和线索(

全基因组范围内常见变异以及不同功能分区范

围内常见变异在PW5Q0S遗传病因学中的作用尚不

清晰"本研究拟利用 [&+ 个中国人群核心家系的

Ma*W 数据"计算 PW5Q0S的 WPS遗传度和分区

WPS遗传度"探索全基因组常见变异和不同功能分

区常见变异所能解释的遗传度(

$%资料与方法

$$$%Ma*W数据

本研究所依据的 Ma*W 包括 [&+ 个汉族

PW5Q0S核心家系!包括患儿及其父母双亲"共计

" .![ 人$" 其地区和性别分布见表 !( Ma*W 收集

了患者及其父母的生物标本并提取 \P*"使用 JAA=)

@24<F=@<4+!&)b=<: H$!g]]8<:5?29 芯片进行基

因型检测"检测工作于 "&&' 年在美国约翰霍普金斯

大学医学院 D̀U=32DC)P<>?<43遗传医学研究所遗传

病研究中心!584>87L67J4?872>8: \238<38(838<7D?"

D̀U=32DC)P<>?<43J43>2>=>86LM848>2D̀ 8:2D248"E6?43

F69C243G42H8732>IWD?66A6L̀ 8:2D248" GW*$完成"详

见]8<>I等)!,*的研究( 本研究获得了北京大学生物

医学伦理委员会批准 !批准号% J(]&&&&!&/")

!/&[!$( 患儿唇腭裂分型由临床遗传学家和医生

'+,,'
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共同确定"确保纳入患儿均为 PW5Q0S"纳入家系的

父母均签署了书面知情同意书(

表 $%[&+ 个中国PW5Q0S核心家系的地区和性别分布

*/:.,$%(8;264<A<4: ;84:87:23>72N=>264 6L[&+

PW5Q0S>726324 5?24<

W2>8 <̀A8 R8@<A8 X6><A

5?24<X<2_<4" . !#' '. "##

W?<4:64;" . !'# [! ",.

F=N82" . !#" // ![,

W2D?=<4" . ,/ #, !!"

X6><A" . /#' "+, [&+

%%PW5Q0S" 464)3I4:76@2DDA8L>A29 _2>? 67_2>?6=>DA8L>9<A<>8$

%%Ma*W采用传递不平衡检验!>7<43@233264 :238)

h=2A2N72=@>83>" X\X$探索基因位点与疾病的关联关

系"其结果详见 ]8<>I等)!,* 的研究( 本研究以

Ma*W汇总统计数据为基础"包含每个 WPS位点的

等位基因频率-物理位置及其与PW5Q0S关联强度(

$$&%质量控制

对Ma*W 进行了严格的质量控制"条件包括%

!!$缺失率
%

!&K#!"$弱势等位基因频率
$

!K#!#$

父母人群符合F<7:I)a824N87;平衡!,s&$&&& &!$#

!.$孟德尔遗传错误率
%

/K( 经质量控制后"

Ma*W数据中共纳入 .'" ''# 个 WPS位点(

本研究在采用Q\W5软件进行 WPS遗传度计算

之前"对 Ma*W 汇总数据进行了二次质量控制"条

件包括%!!$无缺失值#!"$弱势等位基因频率
$

!K#!#$关联分析 ,值在 & i!#!.$ WPS位点正负

链明确#!/$数据中 WPS能够与参考人群 WPS一一

对应(

$$'%统计学分析

$$'$$%WPS遗传度分析%采用基于 SI>?64 语言开

发的 Q\W5!H!$&$!$软件计算 WPS遗传度)!&*

( 以

Ma*W汇总数据为基础"并以千人基因组计划亚洲

人群!.[! 人"! "&[ &/& 个 WPS位点$的连锁不平衡

得分为参考)!&*

"计算 Ma*W 中所有 WPS位点所能

解释的 WPS遗传度( ]=A2C)W=AA2H<4 等)!&*经过严格

的数学推导证明"可以对连锁不平衡得分进行统计

建模%

G)

"

"

H

* I

@9

"

J

E

;

H

K@7 K! !!$

其中"下标 H表示第 H个 WPS( 9

"

J

是 WPS遗传度"E

为染色体固定窗口内的 WPS总数目"@为总样本

量"7为人群分层及潜在混杂因素等( 因变量
"

"

H

表

示其连锁不平衡得分回归统计量"是第 H个 WPS与

表型关联的卡方统计量( 对全基因组所有 WPS位

点的期望卡方统计量和连锁不平衡得分进行回归分

析"可得到 WPS遗传度 9

"

J

( 截距为 !!在 ! 附近$"

表示无混杂"偏离 ! 较远"表示存在混杂( ;

H

为连锁

不平衡得分"是一个重要的自变量( 利用 Ma*W 汇

总数据及单倍型参考数据"对同一条染色体一段区

间内!一般为 ! 厘摩尔遗传距离$的两两 WPS!第 H

个 WPS

H

与第L个 WPS

L

$相关系数 =进行计算"该区

间内合计得到的 =

"即为某个 WPS的连锁不平衡得

分;

H

( ;

H

可表示为%

;

H

I

&

E

LI!

=

"

HL

!"$

Q\W5软件提供了观测尺度和易患性阈值尺度下的

WPS遗传度估计结果( 由于本研究中 PW5Q0S患病

率较高会相对高估 WPS遗传度"所以为了与一般人

群实际情况相符"同时便于与其他研究比较"本研究

根据一般人群的患病率将其从观测尺度转换到易患

性阈值尺度)!!*

(

$$'$&%分区 WPS遗传度分析%本研究所含分区为

基因组编码区-启动子区-增强子区-超级增强子区

和内含子区( 编码区-启动子区和内含子区的注释

来源于G5W5基因组数据库)![*

"增强子区的注释来

源于F6LL@<4等)!'*的研究"超级增强子注释来源于

F423̂等)"&*的研究( 采用分层的连锁不平衡得分回

归计算各分区 WPS遗传度)"!*

"并评估各分区 WPS

遗传度的富集度( WPS遗传度的富集度是指某分区

所能解释的 WPS遗传度的比例与其所占 WPS数目

的比例的比( 研究使用刀切法评估富集度的统计学

意义(

&%结果

&$$%WPS遗传度分析

经过二次质量控制后"因为基因的正负链不明

确排除了 " .&& 个 WPS位点"剩余 .'& /'# 个 WPS

位点被纳入到 WPS遗传度的计算中( 在观测尺度

下PW5Q0S的 WPS遗传度为 &$//!'/K)$% &$"[ i

&$["$" 在易患性阈值尺度下 PW5Q0S的 WPS遗传

度为 &$#,!'/K)$% &$!' i&$//$" 连锁不平衡得分

回归截距为 !$&&.!'/K)$% !$&!' i&$'['$(

&$&%分区 WPS遗传度分析

基于 Ma*W 汇总数据"本研究对基因组编码

区-启动子区-内含子区-增强子区和超级增强子区

的分区 WPS遗传度进行了计算"其结果见表 "(

PW5Q0S的 WPS遗传度在增强子区的富集度为

!/$,&!,m&$&.$" 表明增强子区内平均每个 WPS

',,,'薛恩慈"等%中国人群非综合征型唇裂伴或不伴腭裂的单核苷酸多态性遗传度



所能解释的遗传度是其他分区!除增强子区外$的

!/$,& 倍"在超级增强子区的富集度为 #$![ !,m

&$&#$" 表明超级增强子区内平均每个 WPS所能解

释的遗传度是其他分区 !除超级增强子区外$的

#$![ 倍( WPS遗传度在编码区和启动子区虽然也

有一定的富集度"但差异无统计学意义(

表 &%PW5Q0S的分区 WPS遗传度分析

*/:.,&%S<7>2>26424;WPS?872><N2A2>I783=A>36LPW5Q0S

*446><>264 S76967>264 6LWPS S76967>264 6LWPS?872><N2A2>I T472D?@84> ,L678472D?@84>

56:24; &$&!. &$&#/ "$.. &$'!

S76@6>87 &$&.+ &$!.. #$!" &$,&

J4>764 &$#[[ &$"[' &$,. &$+#

T4?<4D87 &$&." &$+/. !/$,& &$&.

W=987)84?<4D87 &$!+, &$/#" #$![ &$&#

%%PW5Q0S" 464)3I4:76@2DDA8L>A29 _2>? 67_2>?6=>DA8L>9<A<>8# WPS" 324;A84=DA86>2:896AI@679?23@$

'%讨论

本研究发现中国人群PW5Q0S的 WPS遗传度为

&$#,"同时研究发现 WPS遗传度在增强子区和超级

增强子区显著富集"富集度分别达到了 !/$,& 和

#$![( 利用Ma*W数据"计算 WPS遗传度有助于理

解常见变异在其病因学中的作用"通过对基因组不

同功能分区的 WPS遗传度计算有助于进一步的精

细定位和生物学机制研究(

常见复杂疾病和表型的 WPS遗传度与传统家

系研究发现的遗传度仍有一定差距"这部分仍然无

法用所有常见变异所解释的遗传度"也被称为+仍

然消失的遗传度 !3>2AA)@23324;?872><N2A2>I$,

)""*

(

Q=:_2;等)"#*利用 ]644 队列 ! ,!, 名研究对象的

Ma*W数据"计算出 PW5Q0S全基因组常见变异所

能解释的遗传度为 &$#"!'/K)$% &$". i&$.&$"与

本研究结果较为接近"而家系研究和双生子研究发

现PW5Q0S的遗传度约为 ,&K

)# Z.*

"参照本研究所

得到PW5Q0S的 WPS遗传度为 #,K"提示除常见遗

传变异外"尚有致病性遗传因素未被发现( +仍然

消失的遗传度,存在以下几种可能的解释%!!$存在

效应较大的罕见变异"不能通过Ma*W 识别#!"$存

在交互作用"包括基因)基因交互作用-基因)环境交

互作用等#!#$通过家系研究所得到的遗传度可能

被高估了#!.$表观遗传学等因素会影响疾病表型(

未来有必要对这些可能的遗传致病因素进行深入探

索(

另外"对于大多数复杂表型来说"Ma*W 的阳性

位点合计解释的遗传度仍低于 WPS遗传度( 对于

PW5Q0S"现有阳性结果可解释约 "&K的遗传度)/*

"

而本研究的结果提示 WPS遗传度为 #,K"即尚有未

被发现的潜在致病性常见遗传变异( 由于 Ma*W

往往会检测数十万甚至上百万个位点"为了避免出

现假阳性结果"设置的统计学显著性阈值非常严苛(

既往身高和精神分裂症等众多疾病和表型的 WPS

遗传度研究提示"Ma*W 发现的阳性位点合计解释

的遗传度低于 WPS遗传度"主要是因为某些致病性

常见变异由于效应较小而被严格的显著性阈值过滤

掉)". Z"[*

( 基因组范围内可能还存在更多与 PW5Q0

S有关的常见变异未被发现"可通过增加样本量和

减少多重比较等增加研究效能的方法来识别这类常

见变异(

本研究通过计算分区 WPS遗传度"发现 PW5Q0

S的遗传度在增强子区和超级增强子区较为富集(

既往PW5Q0S的 Ma*W 阳性结果多位于非编码区

域)". Z"[*

( $?-M 基因被众多候选基因研究和 Ma*W

证实与 PW5Q0S有关)"' Z#!*

" (<?2@6H等)#"*通过多

序列比对识别到$?-M 基因一个增强子的常见变异

!73+."'+!$" 通过关联分析发现其变异与 PW5Q0S

有关"且风险等位基因数量与 PW5Q0S发生风险存

在剂量反应关系"在功能验证中发现该风险等位基

因能够破坏转录因子 *S)"

+

的结合位点"且发现其

在小鼠的颅面结构中表达"这表明增强子这一调控

原件在 PW5Q0S的遗传病因中可能起到重要作用(

"&"& 年" 6̀7723等)##* 研究了增强子变异是否与

PW5Q0S有关"通过对 "& 个增强子进行目标区域测

序并开展关联分析"发现位于 E6NA 基因和 6,?O

基因附近的增强子与 PW5Q0S存在显著关联"并进

一步通过功能预测发现这些增强子可能会破坏重要

的转录因子结合位点( "&!# 年 a?I>8等)#.*在 )!;;

期刊上提出了超级增强子的概念"指出超级增强子

是具有转录活性增强子的集合"其可以驱动控制细

'[,,'
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胞身份基因的表达( F423̂等)"&*对 ! +,/ 个 Ma*W

中鉴定的 / #&# 个阳性 WPS分析发现"'#K的阳性

WPS位于非编码区域"其中有 +.K的位点在增强子

区域富集"并且富集于超级增强子区域的变异显著

多于增强子区域( 目前超级增强子的研究主要集中

于肿瘤领域)#/*

" 通过开展关联分析推断出与肿瘤

相关的超级增强子"从而为进一步确定肿瘤易感基

因提供依据( VJWX*T4?<4D87]76_387

)#+*和T4?<4D)

87*>A<3

)#,*等大型数据库的开发也为开展增强子和

超级增强子研究提供了便利( 目前尚未发现有针对

超级增强子开展的 PW5Q0S的病因学研究"本研究

发现PW5Q0S的 WPS遗传度在超级增强子区富集"

为进一步开展相关易感基因定位研究提供了依据(

计算 WPS遗传度有助于量化常见遗传变异对

表型风险的贡献"明确了进一步定位致病性常见变

异的必要性"也有助于理解除常见变异外其他遗传

因素的贡献程度( WPS遗传度分区较为富集的区域

可作为进一步研究的目标区域"可以作为一种新型

的候选区域策略( 本研究采用连锁不平衡得分回归

计算 WPS遗传度"其基于 Ma*W 汇总数据"通过每

个 WPS位点关联研究结果即可计算 WPS遗传度"不

需要个体的基因型信息"计算效率高( TH<43等)#[*

证明无论 Ma*W 分析时是否很好地控制了环境变

量或亲缘关系等因素"连锁不平衡得分回归都能对

WPS遗传度进行较为准确的估计( 本研究依据的

Ma*W通过家系设计提高了研究效能)!,*

"得到了每

个 WPS位点与表型关联的可靠结果"可以作为计算

WPS遗传度的数据基础( 虽然本研究使用连锁不平

衡得分回归计算 WPS遗传度发现截距为 !$&&.!在

! 附近$" 表明本研究潜在的混杂偏倚较少"并且研

究结果与现仅有的一篇PW5Q0S的 WPS遗传度结果

相近)"#*

"但本研究仍存在以下不足%本研究采用的

连锁不平衡得分来源于千人基因组亚洲人群"尽管

中国人群属于亚洲人群"但两者之间仍存在一定的

不同"所以用此数据来评估中国人群 WPS遗传度时

可能会有一定的偏倚#本研究依据的 Ma*W 基于核

心家系设计"尽管在分析时采用了正确的估计方法

控制了家系相关等因素"但在使用连锁不平衡得分

回归估计 WPS遗传度时仍可能有一定的残余混杂#

TH<43等)#[*发现当致病性位点是常见变异时"连锁

不平衡得分回归一般会低估约 /K i!&K的遗传

度"当致病位点包含很多罕见变异时则可能低估更

多"因此"本研究可能低估了中国人群 PW5Q0S的

WPS遗传度( 综上"本研究是对中国人群 PW5Q0S

WPS遗传度的初步探索"研究者可以根据所拥有的

数据类型选择相应的模型和算法来对 WPS遗传度

进行估计( 未来也需要应用更大样本量-独立人群-

覆盖更多 WPS位点的Ma*W数据"开发利用不同的

统计分析模型对中国人群PW5Q0S的 WPS遗传度进

行更加准确的估计(

通过评估中国人群的 WPS遗传度和分区 WPS

遗传度"本研究提示尚有致病性常见变异未被发现"

并且 WPS遗传度主要富集在增强子区和超级增强

子区( 未来可以采用更大样本量等增加研究效能的

方法来识别未被发现的常见变异"也可以针对遗传

度较为富集的分区进行大样本的靶向捕获测序"探

索该目标分区内的遗传变异与PW5Q0S的关联(
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