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!摘#要" 目的!探索非综合征型唇腭裂!484+3>4<98H2CCB;E:B27 a2:? 89a2:?86:CB;E:7ABA:;"@5FW0M$这一类常见出生

缺陷的可能致病机制"在N;<G;?8G!NN$通路基因中!"#$%&*"#$%'*(%%*()*$探索基因多态性对 @5FW0M的关

联关系以及亲源效应!7A9;4:+8E+892G24 ;EE;C:3"M8R$对@5FW0M发病风险的影响+ 方法!纳入 K%) 个中国非综合征型

唇腭裂核心家系"对 NN通路基因!"#$%&*"#$%'*(%%*()*$的 K/ 个单核苷酸多态性位点!324GB;46CB;8:2<;

78B>H897?23H3"5@M3$进行传递不平衡检验!:9A43H233284 <23;f62B2=926H:;3:"ZTZ$" 并采用对数线性模型进行亲源效

应分析+ 家系样本来自/唇腭裂基因和交互作用的国际合作研究0项目+ 采用MB24L进行ZTZ检验#通过'软件中

的NA7B24 Q)$"$! 软件包开展亲源效应分析+ 采用 c84E;99842法进行多重检验校正+ 结果!经过质量控制"共纳入

)- 个 5@M3进行分析"c84E;99842显著性水平为 *$* k!%

\.

!%$%-0)-$+ 未校正 "值前"关联分析发现 93...K/./ 与

@5FW0M存在关联!"l%$%"/$" ) 个单体型!93!%-!"".&+93...K/./*93!.)!"%K+93**K)..-*93!%-!"".&+93...K/./*

93!)&%&K)-+93!%-!"".&+93...K/./*93!.)!"%K+93**K)..-+93!")&K//-*93"KK*-)+93"KK*-K+93!!-!*&%$与 @5FW0M存在

关联!"m%$%-$#) 个单体型!93"KK*)-+93!"//-)/*93!"-/*--%+93!!*)-/-"*93K*"*"/+93"KK*)-+93!"//-)/*93"KK*)-+

93!"//-)/+93"KK*-)*93).-&&-"+93!"-/*--%+93!!*)-/-"*93!"-/*--%+93!!*)-/-"+93)&*!"!! $ 具有潜在的 M8R效应

!"m%$%-$+ 以上结果经过多重检验校正"均无统计学意义!"n*$* k!%

\.

$+ 结论!未发现NN通路基因多态性与

@5FW0M的关联"未发现NN通路基因通过M8R效应影响@5FW0M发病风险+

!关键词" 亲源效应#非综合征型唇腭裂#NN通路基因
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##非综合征型唇腭裂!484+3>4<98H2CCB;E:B27 a2:?

89a2:?86:CB;E:7ABA:;"@5FW0M$是由于胚胎发育过程

中颌腭组织发育不全或发育受阻而引起的一组颌面

部先天性畸形"中国唇腭裂患病率约为每 ! %%% 活

产儿 !$. 人(!)

+ 唇腭裂按解剖学结构可分为单纯唇

裂!CB;E:B27" FW$*单纯腭裂!CB;E:7ABA:;" FM$*唇裂

合并腭裂!CB;E:B27 A4< 7ABA:;" FWM$+ 由于单纯唇

裂和唇裂合并腭裂具有相似的胚胎起源和流行病学

特征"因此FW和 FWM通常被合并为唇裂合并或不

合并腭裂!CB;E:B27 a2:? 89a2:?86:CB;E:7ABA:;" FW0M$

一类(" \/)

+ FW0M和 FM通常被认为是两种不同类

型的缺陷"因为它们的胚胎起源不同(.)

#患病率不

同"FW0M患病率高于 FM"并且 FM患者中女性约为

男性的两倍"而FW0M患者男性则是女性的两倍(-)

+

@5FW0M是多个遗传因素和环境因素共同作用的复

杂疾病"全基因组关联研究!G;48H;+a2<;A338C2A:284

3:6<>" Ỳ (5$是研究复杂疾病致病基因的高效定

位方法+ "%%& 年 Y9A4:等())通过 Ỳ (5 研究发现

Kf". 与@5FW0M相关"由此开始了探索非综合征型

唇腭裂遗传危险因素的 Ỳ (5 研究时代+ Ỳ (5

研究不仅验证了既往发现的候选基因"还发现了新

的易感基因或区域(*)

"有研究者发现大部分常见变

异组合起来仅能增加较小程度的疾病风险"解释了

少部分的遗传度(K)

"并且这些 Ỳ (5 研究主要探索

患儿易感基因对于疾病风险的影响+ 因此"探索罕

见遗传变异的致病效应*遗传因素的交互作用*遗

传+环境交互作用*亲源效应*表观遗传等是当前研

究热点+ 亲源效应!7A9;4:+8E+892G24 ;EE;C:3"M8R$是

指亲本来源染色体上的等位基因出现差异表达"即

两个亲本等位基因中一方表达"另一方沉默"表现为

依靠单亲传递某些遗传学性状的现象(&)

+ 大部分

已知的具有亲源效应的基因与胚胎发育密切相关"

而非综合征型唇腭裂是由于胚胎发育过程中颌腭组

织发育不全或发育受阻引起的出生缺陷+ 因此探

索M8R与@5FW0M发病的关联"或可进一步揭开

@5FW0M的病因+

N;<G;?8G!NN$通路在胚胎时期的细胞分化*

组织发育及器官形成中发挥重要的作用"尤其与

颌面部形态形成密切相关+ NN通路基因主要包

括分泌型糖蛋白配体基因 (%%*跨膜蛋白受体基

因"#$%&*"#$%'"跨膜蛋白基因 ()*及其下游靶

基因+ 当 (%%存在时"解除 "#$%对 ()*的抑

制"从而 ()*发挥细胞内信号传导和激活下游靶

基因的作用+ NN通路基因关系见图 ! !来源于

XOYYM(ZǸ ([TA:A=A3;" ?::7%00aaa$G;48H;$

170L;GG07A:?aA>$?:HB$+ [6等(!%)在中国人群进行

的 Ỳ (5研究发现""#$%& 基因的 93!%-!"".K 位

点与 @5FWM密切相关+ 目前的研究主要涉及 NN

通路单个基因多态性与 @5FW0M的关联"因此本研

究旨在 K%) 个中国 @5FW0M核心家庭中探索 NN

通路基因是否通过亲源效应影响 @5FW0M的发病

风险+

$%资料与方法

$$$#研究对象

研究对象为 K%) 个中国 @5FW0M核心家系"通

过/唇腭裂基因和交互作用的国际合作研究0项目

于 "%%/ 年至 "%%* 年在中国台湾*山东*湖北*四川 .

'%!K'
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个地区募集"合计 " .!K 人+ K%) 个家系的地区来

源*性别分布见表 !+ 该项目的研究设计*样本收

集*环境暴露信息参见c;A:>等(!!)的研究"该研究开

始前均已获得合作组各单位的伦理委员会批准"患

儿唇腭裂病理类型由临床遗传学家或经验丰富的医

师确定"确保纳入患儿均为@5FW0M类型"纳入家系

的父母均签署知情同意书"通过静脉血*唾液或漱口

水等生物标本提取T@(+

图 $%NN通路基因分布情况

M#?8;1$%Z?;?;<G;?8G7A:?aA>G;4;3

#

表 $%K%) 个中国@5FW0M核心家系分布情况

D5F71$%Z?;<23:92=6:284 8EK%) @5FW0MCA3;+7A9;4::928324 F?24A

52:; ]AB; D;HAB; Z8:AB

ZA2aA4 !/& &. "//

5?A4<84G !&/ K! "*.

N6=;2 !/" -- !K*

52C?6A4 *- /* !!"

Z8:AB -/& ")* K%)

##@5FW0M" 484+3>4<98H2CCB;E:B27 a2:? 89a2:?86:CB;E:7ABA:;$

$$&#基因型测定和数据质量控制

美国约翰霍普金斯大学遗传病研究中心利用

PBB6H24A公司 N6HA4)!%+b6A< Q$!pc芯片完成基因

型测定"纳入的位点经过统一的标准进行数据质量

控制"排除位点的标准为%!!$基因型缺失率 n-i#

!" $ 弱势等位基因频率 !H2489ABB;B;E9;f6;4C>"

](D$ m-i#!/$父母偏离 NA9<>+̀;24=;9G平衡状

态!"m%$%%% !$#!.$孟德尔遗传错误率 n-i+ 原

始研究纳入 . 个基因共 K/ 个位点"经过数据质量控

制"因](D删除掉 !K 个位点"故研究纳入 )- 个位

点+ 该筛选过程通过 MB24L!版本号 !$%*" ?::7%00

74G6$HG?$?A9QA9<$;<60h769C;BB07B24L0<A:A$3?:HB$

软件完成+

$$'#统计学分析

$$'$$#关联分析#采用传递不平衡检验!:9A43H23+

3284 <23;f62B2=926H:;3:"ZTZ$探索基因位点与疾病

的关联关系+ 其无效假设为杂合子父母传递任一等

位基因给子代的概率为 -%i"拒绝无效假设提示该

遗传标记位点与潜在致病位点存在连锁并处于连锁

不平衡状态+ ZTZ也可用于检测单体型与疾病间的

关联+ 单体型!?A7B8:>7;$是位于一条染色体特定区

域的一组相互关联*倾向于整体遗传给后代的单核

苷酸多态性的组合+ 单体型通过滑窗法构建"分别

以 " 个*/ 个 5@M3作为一个单体型进行 ZTZ检验+

采用MB24L Q!$%* 进行关联分析+

$$'$&#亲源效应分析#采用构建对数线性模型的

方法分析M8R效应(!")

"计算 M8R效应时"通过最大

似然估计方法"比较患儿易感位点来自母亲的相对

危险度''

H

与来自父亲的相对危险度++

E

%

+++l++

H

0++

E

公式 !

若+++l!"说明不存在 M8R效应(!/ \!.)

+ NA7B24 应

用 O]!;d7;C:A:284 HAd2H2IA:284$算法"通过最大似

然估计确定目标等位基因的父母来源+ 探索 M8R

效应采用两种策略%!!$单个位点分析#!"$单体型

分析%通过滑窗法构建"分别以 " 个*/ 个 5@M3作为

一个单体型检验 M8R效应+ 研究的显著性水平为

*$* k!%

\.

+ 相关分析采用统计软件 '/$.$" 中的

NA7B24 Q)$"$! 程序包(!")

+ 本研究的统计学分析部

分采用 c84E;99842法校正多重检验问题"显著性水

平设为 %$%-0)- l*$* k!%

\.

+

&%结果

&$$#关联分析

纳入 )- 个 5@M3进行 ZTZ检验"结果发现

93...K/./ 与@5FW0M的关联有意义!"m%$%-$" 经

过多重检验校正"该关联无统计学意义!"n*$* k

!%

\.

$+

进行单体型与 @5FW0M的关联研究发现"以 "

个 5@M3为一个单体型"共得到 !&) 种单体型"其中

/ 个单体型ZTZ检验"m%$%-#以 / 个 5@M3为一个

单体型"得到单体型 ")& 种"其中 / 个单体型 ZTZ

检验"m%$%-+ 进行c84E;99842校正后"所有单体型

与@5FW0M的关联均无统计学意义+ 表 " 列出了

"m%$%- 的 5@M位点和单体型+

&$&#M8R效应

单个 5@M位点的 M8R效应分析中未发现任何

5@M具有潜在的亲源效应+ 表 / 显示了单体型

M8R分析结果中 +++的 "值小于 %$%- 的单体型+

单体型分析中") 个单体型M8R检验"m%$%-%以 "

个 5@M3为一个单体型" " 个单体型 "m%$%-

!93"KK*)-+93!"//-)/ 和93!"-/*--%+93!!*)-/-"$#以

/ 个 5@M3为一个单体型". 个单体型 "m%$%-
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! 93K*"*"/+93"KK*)-+93!"//-)/* 93"KK*)-+93!"//-)/+

93"KK*-)*93).-&&-"+93!"-/*--%+93!!*)-/-"* 93!"-/*--%+

93!!*)-/-"+93)&*!"!!$+ 经过多重检验校正"所有

结果均无统计学意义+

表 &%K%) 个中国@5FW0M核心家系传递不平衡检验结果

D5F71&%Z?;3;B;C:;< 324GB;5@MA4< ?A7B8:>7;A338C2A:284 9;36B:3a2:? 48H24AB32G42E2CA4C;=A3;< 84 ZTZ24 K%) F?24;3;CA3;+7A9;4:3:9283

Z>7; Y;4; NA7B8:>7; 5@MPT "QAB6;

5@M "#$%& \ 93...K/./ %$%"/

NA7B8:>7; "#$%& (Y 93!%-!"".&+93...K/./ %$%"-

NA7B8:>7; (%% YF 93!.)!"%K+93**K)..- %$%")

NA7B8:>7; "#$%& Y( 93!%-!"".&+93...K/./ %$%/!

NA7B8:>7; "#$%& FY( 93!)&%&K)-+93!%-!"".&+93...K/./ %$%/)

NA7B8:>7; (%% YFY 93!.)!"%K+93**K)..-+93!")&K//- %$%/)

NA7B8:>7; (%% YYF 93"KK*-)+93"KK*-K+93!!-!*&% %$%.*

##5@M" 324GB;46CB;8:2<;78B>H897?23H# ZTZ" :9A43H233284 <23;f62B2=926H:;3:$

表 '%K%) 个中国@5FW0M核心家系M8R效应结果

D5F71'%Z?;9;36B:38EM8R;EE;C:324 K%) F?24;3;CA3;+7A9;4:3:9283

Y;4; 5@MPT

++

H

!&-i$,$

++

H

"QAB6;

++

E

!&-i$,$

++

E

"QAB6;

+++

!&-i$,$

+++

"QAB6;

(%% 93"KK*)-+93!"//-)/

%$./

!%$!- \!$"&$

%$!/.

!$%.

!%$.! \"$*-$

%$&!&

%$.!

!%$"% \%$K)$

%$%!K

(%% 93!"-/*--%+93!!*)-/-"

!$""

!%$K* \!$*!$

%$"/&

%$&%

!%$). \%$".$

%$-!K

!$/)

!!$%! \!$K"$

%$%/)

(%% 93K*"*"/+93"KK*)-+93!"//-)/

%$-.

!%$"/ \!$"&$

%$!)!

!$//

!%$)) \"$)&$

%$."*

%$.!

!%$"% \%$K)$

%$%!*

(%% 93"KK*)-+93!"//-)/+93"KK*-)

%$-K

!%$"K \!$"%$

%$!-/

!$"&

!%$*" \"$/!$

%$/K)

%$.-

!%$"! \%$&-$

%$%/-

(%% 93).-&&-"+93!"-/*--%+93!!*)-/-"

!$!)

!%$K. \!$)!$

%$/))

%$K!

!%$-& \!$!!$

%$!&"

!$..

!!$%) \!$&-$

%$%"!

(%% 93!"-/*--%+93!!*)-/-"+93)&*!"!!

!$!/

!%$K/ \!$-)$

%$.//

%$K!

!%$-& \!$!!$

%$!K%

!$.%

!!$%. \!$&%$

%$%"-

##5@M" 324GB;46CB;8:2<;78B>H897?23H# ZTZ" :9A43H233284 <23;f62B2=926H:;3:# '''" 9A:288E9;BA:2Q;923L3# M8R" 7A9;4:+8E+892G24 ;EE;C:3$

'%讨论

本研究选择 NN通路的 . 个基因 !"#$%&*

"#$%'*(%%*()*$在 K%) 个中国人群@5FW0M核心

家系中"针对单个 5@M和单体型分别进行关联分析

以及M8R效应探索+ NN信号通路与胚胎发育密切

相关"尤其在颌面部形态形成中发挥重要作用(!-)

"

其中M:C?! 蛋白在 NN通路中具有重要功能"当 N?

蛋白未与M:C?! 结合时"NN通路受到抑制#当两者

结合后"解除对 5H8的抑制"NN通路激活"开始转

录活动(!))

+ 唇腭裂发病受遗传因素影响"其发病呈

现家族聚集性+ 传统双生子研究和家系研究均表明

遗传因素在其发病中有重要的作用(!*)

+ 双生子研

究发现同卵双胞胎的患病一致率远远高于异卵双胞

胎"FW0M分别为 -%i和 Ki"FM则分别为 //i和

*i

(!K)

+ 近年来开展的 Ỳ (5发现了多个致病基因

或候选基因( )" !% \!!"!& \"%)

+ 本研究纳入的 . 个基因

中"既往研究发现"#$%& 基因突变导致基底细胞癌

综合征 ! =A3ABC;BB4;Q633>4<98H;" cF@5"R]P]

!%&.%%$" 该病属于孟德尔遗传病"病人可伴有唇腭

裂*眼畸形等出生缺陷("!)

+ 动物研究发现 "#$%&

基因缺失会导致鼠颅面部缺陷"包括腭发育不全*继

发腭裂("")

+ [6 等(!%) 在中国人群进行的 Ỳ (5

!G;48H;+a2<;A338C2A:284 3:6<2;3$研究发现""#$%&

基因的 93!%-!"".K 位点与 @5FWM密切相关+ ,2A8

等("/)利用@5FW0M的目标区域测序数据探索可能

存在的基因+基因交互作用"研究发现 93/*)!&!%

!-+%.-""&$与 93"!.&*""!"#$%&$交互作用在亚

'"!K'
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洲人群中达到显著水平+ 研究者在巴西人群中发现

(%%基因是/($0"的遗传危险因素(".)

+ 现有研究

发现 ()*与多种癌症相关+ 目前研究尚未发现

()*与唇腭裂的发生相关+ 当人群中@5FW0M的患

病率为 %$!"i时"本研究纳入 K%) 个核心家系有

K%i的把握度"可以发现单个位点与 @5FW0M的真

实关联!双侧检验
'

l%$%-"](Dl%$""''n!$/$+

本研究未能发现NN通路相关基因与 @5FW0M的关

联"未来可通过扩大样本量进一步的探索+

M8R效应被认为是遗传因素可能的其他生物学

机制之一"已有一些研究探索 M8R效应在 @5FW0M

发病中的作用+ "%%- 年"研究者发现子代胱硫醚
(

+

合酶基因!$1($的 C$K..243)K 位点来自母亲时"与

该位点遗传自父亲相比"子代 @5FW0M的发病风险

增加 !K$* 倍("-)

+ "%%K 年 ';6::;9等("))利用 "%. 个

中欧@5FW0M核心家系探索#.213 在@5FW0M发病

风险中的作用+ 研究发现子代的 93"/%%)%* 来自母

亲与来自父亲相比"其发病风险降低!,

]

l%$/K"

&-i$,%$!* h%$K)$ !,

]

l! 表示不存在亲源效

应$+ 56BB等("* \"&)纳入 "&* 个核心家系的样本"分

别探索 '64:相关转录因子 " 基因 !964:+9;BA:;<

:9A43C927:284 EAC:89" G;4;"+4/5'$*转录生长因子

'

基因!:9A43E89H24GG98a:? EAC:89AB7?A"#.2-$*配对

框转录因子基因! 7A29;< =8d:9A43C927:EAC:89G;4;3"

"-5/" "-5)" "-5*" "-5& $ 的 M8R效应" 发现

+4/5' 的 / 个 5@M3*#.2-的两个 5@M3*"-56 的两

个 5@M3与 "-53 的 . 个 5@M3结果具有统计学意

义+ "%!% 年"56AI8等(/%)通过 !-% 个智利 @5FW0M

核心家系探索)(5& 可能的M8R效应在唇腭裂发病

中的作用"发现 93!"-/" 位点的 (等位基因来自父

亲时子代患病风险增加 "$%K 倍!&-i$,% !$!% h

.$%"$")(5& 通过基因印迹影响 @5FW0M的发病风

险+ 5?2等(/!)纳入 " %%% 多个非综合型唇腭裂核心

家系探索亲源效应"研究没有发现达到 Ỳ (5 显著

水平的 5@M位点+ YA9G等(/")在 " -%% 个核心家系

探索M8R效应"研究提示M8R效应与唇腭裂病因相

关+ 目前"探索 NN通路基因相关亲源效应对

@5FW0M发病风险影响的研究较罕见+ 本研究没有

发现NN通路基因与 @5FW0M的关联"可能的原因

是位点数目多"使得检验次数增加"5@M位点间具有

相关性"而 c84E;99842校正法较为保守+ 本研究发

现 (%%基因可通过单体型表现出M8R效应"但经多

重检验校正后没有统计学意义+

本研究采用核心家系设计"核心家系包括患儿

及其父母"亦可称为病例+双亲!CA3;+7A9;4::9283$设

计"采用该设计类型可探索亲源效应"这一优势是普

通病例对照研究所不具备的+ 由于需要招募患儿父

母为研究对象"更适用于探索复杂疾病特别是生命

早期的疾病比如 @5FW0M的病因"这种设计还可以

控制人群分层造成的混杂+ 本研究采用单位点以及

单体型进行ZTZ检验和探索M8R效应"相对于单位

点分析"单体型会产生更多杂合的个体"从而提供更

多的信息并增加把握度(//)

+ 本研究虽未发现具有

M8R效应的基因"但未来可在特定环境因素暴露条

件下或者在更大样本量的人群中进行进一步探索+

本研究采用了中国人群 @5FW0M的 Ỳ (5 数据"值

得注意的是 Ỳ (5研究只关注 ](Dn%$%! 的常见

遗传变异位点"因此今后可在中国唇腭裂人群中进

行测序研究"探索罕见遗传变异及其他遗传变异不

同作用方式对发病风险的影响"为 @5FW0M的发病

机制研究提供更多的线索+

综上所述"本研究利用来自/唇腭裂基因和交

互作用的国际合作研究0项目在中国地区募集的

K%) 个@5FW0M核心家系数据"从单位点以及单体

型进行ZTZ检验和M8R效应探索"深入探索NN通

路相关基因在中国人群 @5FW0M发生风险中的作

用"经过 c84E;99842多重检验校正后"未能发现达到

统计学显著性水平的结果+ 本研究未能在研究人群

中发现显著的亲源效应"但不能据此认为 M8R效应

对@5FW0M发病没有影响+ 与患儿基因主效应相

比"M8R效应属于更高阶的效应"因此需要更大的样

本量"本研究的样本量可能不足以发现 M8R效应#

相关基因也可能在特定环境因素下才表现出 M8R

效应"或者 M8R与环境因素交互作用影响子代发病

风险+ 未来可采取扩大样本量*综合分析 M8R与环

境因素的作用来进一步探索 M8R效应在发病中的

作用+
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