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唇腭裂是人类最常见的先天性颅面畸形之一[1]，

其发病率约为1‰~2‰。在不同种族间差异明显[2]。

我国唇腭裂发病率为1.8‰，在出生缺陷发生率中排

第二位[3]。

非综合征型唇腭裂（nonsyndromic cleft lip with 

[摘要]         目的   探究PRDM16基因rs7525173、rs2236518、rs2493264及母亲孕早期吸烟饮酒与非综合征型唇腭裂

（NSCL/P）发生的相关性。方法   收集157个患者-父母核心家系，采用连接酶检测反应（LDR）和直接测序两种

方法进行基因分型，使用传递不平衡检验（TDT）、连锁不平衡检验（LD）等对数据进行统计分析。收集1 710例

唇腭裂患者及956例健康新生儿，填写《唇腭裂患者流行病学调查问卷》，对孕期父母吸烟饮酒暴露因素进行分析。

结果   rs2236518位点C等位基因在腭裂组中存在过传递（P<0.05），其余位点在各组中均无明显统计学意义。母亲

吸烟、母亲被动吸烟及母亲饮酒3个因素存在统计学差异（P<0.05）。结论   PRDM16基因rs2236518多态性与

NSCL/P存在相关性，母亲吸烟、母亲被动吸烟及母亲饮酒与唇腭裂的发生存在密切联系。
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[Abstract]     Objective   We aimed to study the association between rs7525173, rs2236518, rs2493264 single nucleotide poly-

morphism (SNP) in the PRDM16 gene, smoking, alcohol exposures, and nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate 

(NSCL/P). Methods   A total of 157 case-parent trios were selected, and SNPs were genotyped by using ligase detection reaction 

(LDR) and direct sequencing methods. Transmission disequilibrium test (TDT) and linkage disequilibrium (LD) tests were con-

ducted to analyze the data. A total of 1 710 patients with orofacial clefts and 956 healthy newborns were enrolled in the epide-

miological survey. The smoking and drinking exposures of parents during early pregnancy were analyzed. Results   The C 

allele at rs2236518 was over-transmitted for NSCPO (P<0.05). Statistical differences were observed among three factors, namely, 

maternal smoking, maternal passive smoking, and maternal drinking (P<0.05). Conclusion   The rs2236518 at PRDM16 gene, 

maternal smoking, maternal passive smoking, and maternal drinking were closely related to the occurrence of NSCL/P.
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or without cleft palate，NSCL/P）是遗传因素/环境因

素及其交互作用共同作用的结果[4]。随着分子遗传学

和生物学方面技术的进步，越来越多的易感基因和

区域被逐步发现，现已明确和NSCL/P相关的基因和

染色体区域包括：候选基因IRF6、FOXE1、MSX1、

BCL3、转化生长因子-β（transforming growth factor-
β，TGF-β）和染色体1p22、8q24、10q25、17q22、

20q12等[5-11]。

PRDM16基因位于1号染色体p36.32，其主要作

用是参与调节小鼠体内棕色脂肪组织的分化。2009
年，Bjork等[12]观察到PRDM16基因内含子上的一个

剪接突变可诱发小鼠发生完全性腭裂。由PRDM16
基因编码的转录因子可以参与调节TGF-β信号通路，

当PRDM16被敲除后TGF-β的表达也显著下调。War-
ner等[13]进一步发现在小鼠腭间充质细胞中PRDM16
基因能参与调控包括TGF-β在内的多达122个基因。

而当前大量研究结果已表明TGF-β在颅颌面发育过程

中起非常重要的作用。由此认为在小鼠继发腭的形

成过程中，PRDM16基因参与调节腭部间充质细胞

的分化，其突变与腭裂的发生关系密切，但目前尚

未见PRDM16基因与唇腭裂相关的人类遗传学报道。

此外，唇腭裂流行病学研究是探索唇腭裂发病

机制的另一个重要途径，对NSCL/P进行流行病学统

计分析，不仅能够探明其发生的相关因素，还能够

基于发现的风险因素做好应对预防措施，从而达到

减少唇腭裂发生的目的。吸烟和过量饮酒有害健康

早已是人类的共识，当前众多研究[14]都支持吸烟酗

酒等不良嗜好是导致胎儿畸形的重要因素。国内外

有很多关于母亲吸烟饮酒与唇腭裂发生相关性的研

究[15-16]，然而结果却不尽相同，而国内外对于父亲

吸烟饮酒与唇腭裂发生相关性的研究相对较少。

因此，本研究将从遗传和环境两方面进行研究，

首先选择PRDM16作为候选基因，从人类基因组计划

数据库中选取杂合度大于10%的3个单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP）位点（rs75-
25173、rs2236518、rs2493264），验证PRDM16基因

SNP与NSCL/P的相关性。再对唇腭裂患者父母吸烟

和饮酒情况进行调查，并与同期正常新生儿父母作对

比，观察孕期父母吸烟和饮酒对唇腭裂发生的影响。

1   材料和方法

1.1   研究对象和实验设计

本研究收集2006年1月—2012年1月期间于四川

大学华西口腔医院唇腭裂外科住院手术的157例三人

核心家系（表1）。所有研究对象均属于中国汉族人

群，且符合先天性NSCL/P诊断标准，不合并其他先

天畸形或先天性疾病。签订书面知情同意书后，采

集患者及其父母外周全血5 mL。另外再收集2006年

1月—2017年1月期间于四川大学华西口腔医院唇腭

裂外科住院手术的1 710例唇腭裂患者，同时收集来

自四川大学附属第二医院出生的健康新生儿956例，

由参与者母亲详细填写《唇腭裂患者流行病学调查

问卷》，对孕期母亲吸烟，被动吸烟及饮酒；父亲

吸烟和父亲饮酒暴露因素进行统计分析。本研究获

得伦理委员会批准。

1.2   SNPs位点的选择和基因分型

从HapMap Project数据库（http://www.hapmap.
org）中寻找杂合度大于10%的3个Tag  SNPs位点

（rs7525173、rs2236518、rs2493264），SNP分型主

要采用连接酶检测反应（ligase detection reaction，

LDR）和直接测序两种方法，均委托上海翼和生物

技术应用有限公司（http://www.biowing.com.cn/）完

成。所选SNPs位点信息，聚合酶链反应（polymerase 
chain reaction，PCR）引物序列和探针序列见表2。

1.3   数据统计分析

分别对患者双亲rs7525173、rs2236518和rs2493264
位点进行哈温平衡检验。使用Haploview软件对

rs7525173、rs2236518和rs2493264进行连锁不平衡

（linkage disequilibrium，LD）分析。使用FBAT软

件对父母至少一方为杂合子的家庭进行传递不平衡

检验（transmission disequilibrium test，TDT），检

测等位基因在父母和患儿之间的传递情况。对怀孕

期间母亲吸烟、母亲被动吸烟、母亲饮酒、父亲吸

烟及父亲饮酒环境暴露因素采用卡方检验、Logistic
单因素及多因素回归分析。

2   结果

2.1   哈温平衡检验和LD分析

rs7525173、rs2236518和rs2493264 3个SNP位点

符合Hardy-Weinberg平衡（P>0.05），具有群体代

表  1    患者的性别和裂隙分类

Tab  1    Classification of gender and fissure in patients

        注：NSCPO为单纯性腭裂；NSOCs为NSCL/P和单纯性腭裂。

项目 NSCL/P NSCPO NSOCs

病例数 118 39 157

    单发病例 109 34 143

    有家族史病例 9 5 14

性别

    男性       79 19 98

    女性 39 20 59
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2.2   PRDM16等位基因TDT分析

将双亲中含有杂合子的家系进行TDT分析，发

现PRDM16基因rs2236518位点C等位基因在腭裂组中

存在过传递（P=0.0196），表明rs2236518位点C等

位基因是单纯性腭裂发生的危险因素。其余SNP位

点在各裂隙组中均未发现明显统计学意义（表4）。

2.3   孕早期环境暴露因素的卡方检验

卡方检验结果发现5个可能的危险因素：母亲

吸烟、母亲被动吸烟、母亲饮酒、父亲吸烟、父亲

饮酒。其中，母亲吸烟、母亲被动吸烟、母亲饮酒

3个因素在病例组和对照组中存在统计学差异（P<
0.05）。没有发现父亲吸烟和父亲饮酒这2个因素在

病例组和对照组中存在显著性差异（P>0.05）（表

5）。

2.4   唇腭裂环境暴露因素的单因素Logistic回归分析

以患儿是否发病为因变量，分别以上述发现的

5个可能的危险因素为自变量进行Logistic单因素分

析。结果显示：母亲吸烟、母亲被动吸烟及母亲饮

酒有统计学意义（P<0.05）（表6）。

表性。通过Haploview 4.2软件进行LD分析，发现

rs7525173位点与rs2236518位点D’值趋近于0，r2=0，

说明rs7525173位点与rs2236518位点没有发生连锁；

rs2236518位点与rs2493264位点D’值=0.695，r2<1，

说明这两个位点存在一定程度的连锁（表3）。

表  3    PRDM16基因3个SNP位点的配对LD检验

Tab  3    Paired LD test of the three SNPs at PRDM16

SNPs D’值 95%可信区间 χ2值

rs7525173与rs2236518   0.035  -0.01，0.23 0.000

rs7525173与rs2493264 0.185 0.01，0.52 0.001

rs2236518与rs2493264   0.695    0.57，0.79 0.140

表  4    PRDM16基因各SNPs位点等位基因TDT检验结果

Tab  4    Allelic TDT results for SNPs in PRDM16

        注：NSCPO：单纯性腭裂；MAF：最小等位基因频率；T/U：传递/未传递。

类型 SNP 等位基因 MAF T/U χ2值 P值

NSCL/P rs7525173 G 0.10 28︰21 1.0 0.317 3

rs2236518 C 0.42 56︰51 0.234 0.628 8

rs2493264 T 0.18 36︰34 0.057 0.811 0

NSCLP rs7525173 G 0.10 35︰28 0.778 0.377 8

rs2236518 C 0.42 76︰67 0.566 0.451 7

rs2493264 T 0.18 51︰47 0.163 0.686 2

NSCPO rs7525173 G 0.10 7︰7 0.0 1.0

rs2236518 C 0.42 25︰11 5.444 0.019 6

rs2493264 T 0.18 15︰13 0.143 0.705 5

2.5   多因素Logistic回归分析

将单因素Logistic分析筛选出的3个危险因素（母

亲吸烟、母亲饮酒和母亲被动吸烟）作为自变量进

行多因素分析。Logistic回归分析结果显示：母亲吸

表  2    PRDM16基因各SNPs位点引物和探针序列

Tab  2    PCR primers and probe sequence of the SNPs at PRDM16

SNP 等位基因 PCR引物序列（5’—3’） 扩增长度/bp 探针序列

rs7525173 C/G F：TCTGGCCAAGAAAACACCC 100 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGTAGTTCAGAA-

ACGCATCGGG

R：TCACCCGCAGGCTCTTATTC TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGTAGTTCAGA-

AACGCATCGGC

rs2236518 A/C F：CTTTTCAGCAGGAGCAGAAC 82 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGGGATC-

CGGAGACCAACGGT

R：AAAACGGCGGGATGGGACTG TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGGGA-

TCCGGAGACCAACGGG

rs2493264 C/T F：GGCAGGGGACCACAATCCA 99 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGTATTTTAGACTCGAAG-

CCTCG

R：GTCTGCAAAACACTTGCCTG TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGTATTT
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烟、母亲被动吸烟、母亲饮酒等3个因素在病例组和

对照组中存在统计学差异（P<0.05），且B值都为正

值，说明这3个因素都是唇腭裂发生的危险因素（表

7）。

3   讨论 

NSCL/P是一种多基因遗传病，其不符合孟德尔

遗传模式，具有显著的遗传异质性。资料显示遗传

因素在NSCL/P的发生过程中所起作用大约可占到

50%或者更高[17]。Warner等[18]在E13.5-E14.5老鼠胚

胎中发现PRDM16基因在多部位都有表达，包括心

脏、大脑、四肢、腭部、鼻中隔、上唇等。动物模

型显示，PRDM16基因缺失将会引起部分与TGF-β、

骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein，BMP）

信号通路相关基因的表达发生改变，而这些基因在

软骨及骨的改建中也发挥着极其重要的作用，继而

Warner等[19]在PRDM16(-/-)小鼠正在发育的继发腭中

也发现这些与骨形成相关基因的表达产生了变化，

这些数据表明，PRDM16可能通过调节间充质细胞

向成骨细胞分化来促进腭部发育。此外，Bjork等[20]

于2006年发现了位于小鼠PRDM16基因上的一个错

义突变确实导致了单纯性腭裂的发生，这更加证明

PRDM16基因与NSCL/P的密切联系。

本研究从HapMap数据库中选取3个Tag SNPs位

点，研究其与中国汉族人群唇腭裂发生的相关性。

TDT结果表明，rs2236518位点C等位基因是单纯性

腭裂的危险因素。为了证实这3个Tag SNPs是否相互

独立，本研究进行了LD分析，结果表明3个SNP间表

现出弱连锁，具有良好的代表性。本研究没有发现

PRDM16基因rs7525173位点和rs2493264位点的SNP
与唇腭裂的发生具有关联性，这可能是因为rs7525173
位点和rs2493264位点在汉族人群的最小等位基因频

率较小，需更大样本量才能得到更确切的结果。也可

能是rs7525173位点和rs2493264位点均位于PRDM16
基因的内含子区段，没有直接参与PRDM16蛋白质

的编码和合成。

环境及环境与遗传的交互作用在唇腭裂的发生

中发挥着极其重要的作用。本研究证明孕期母亲吸

烟、母亲被动吸烟及母亲饮酒与唇腭裂发生密切相

关，分别比对照组患病风险增加了8.776、2.780和

2.985倍。这与大多数学者[21-22]的研究结果相一致，

因此母亲在孕期需要避免吸烟及被动吸烟，尽量在

空气流动度高的环境下活动，勿摄取酒精及含酒精

的饮料。本研究未发现父亲吸烟饮酒与子代唇腭裂

发生存在显著的相关性，目前国内外关于父亲吸烟

及饮酒与唇腭裂发生相关性的研究也较少，舒申友

等[23]对广东地区105例唇腭裂患儿和110例正常儿童

家属进行流行病学调查发现，父亲吸烟对唇腭裂发

生的影响与对照组相比无统计学意义。Mirilas等[21]

报道父亲在母亲孕前和孕期吸烟，其子代发生唇腭

裂的概率是对照组的1.00~1.26倍。目前由于研究和

样本量均较少，对于母亲孕期父亲吸烟饮酒与唇腭

裂发生的相关性还需进一步验证。

总之，本研究证实了PRDM16基因rs2236518 SNP
位点变异与单纯性腭裂强相关，孕期母亲吸烟、被

动吸烟和饮酒也是子代患NSCL/P的危险因素。
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