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新疆地区人群非综合征型唇腭裂与外周血

FOXN3-SIN3A复合物表达量相关性研究

多力昆·吾甫尔  地丽拜尔·依明江  卡米力江·买买提明  李军  乌丽凡·托勒恒

新疆维吾尔自治区人民医院颌面外科，乌鲁木齐 830000

[摘要]  目的　研究 FOXN3-SIN3A 复合物表达量与新疆地区人群非综合征型唇腭裂（NSOC）的相关性。方

法　本研究选取就诊于新疆维吾尔自治区人民医院的 NSOC 患者 60 例为病例组，其中唇裂伴或不伴腭裂

（NSCL/P） 30例，单纯腭裂（CPO） 30例，对照组为 30例健康儿童。采用高通量二代测序技术及定量逆转录聚

合酶链反应（RT-qPCR）检测各组外周血中 FOXN3、SIN3A和 NEAT1的表达量，分析受试者工作特征（ROC）

曲线和曲线下面积（AUC），采用卡方检验对NSOC和对照组 FOXN3、SIN3A和NEAT1的表达量进行比较。结

果　NSCL/P 组和 CPO 组患者 FOXN3、SIN3A、NEAT1 基因表达较对照组均上升，差异均有统计学意义 （P<

0.05）。NSCL/P 组 FOXN3、SIN3A、NEAT1 的基因序列 AUC 分别为 0.933 ［95%CI= （0.864，1.000）］、0.822

［95%CI= （0.713，0.932）］、1.000 ［95%CI= （1.000，1.000）］；CPO 组 FOXN3、SIN3A、NEAT1 的基因序列

AUC 分别为 0.891 ［95%CI= （0.806，0.976）］、0.688 ［95%CI= （0.552，0.824）］、1.000 ［95%CI= （1.000，

1.000）］。结论　外周血 FOXN3、SIN3A、NEAT1基因表达上升与新疆地区 NSOC

的发生存在相关性，可以对将来进一步研究FOXN3-SIN3A复合物作为生物标记物，

从而对NSOC的早期筛查、患病预测和早期预防提供理论依据。

[关键词]  非综合征型唇腭裂；  FOXN3；  SIN3A；  NEAT1；  生物标记物

[中图分类号]  R782.2 [文献标志码]  A  [doi]  10.7518/hxkq.2024.2023340

Correlation between FOXN3-SIN3A complex expression in peripheral blood and non-syndromic cleft lip and 

palate in Xinjiang

Duolikun·Wufuer, Dilibaier·Yimingjiang, Kamilijiang·Maimaitiming, Li Jun, Wulifan·Tuoleheng 

Dept. of Maxillofacial Surgery, People’ s Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region, Urumqi 830000, China

Supported by: Natural Science Foundation of Xinjiang Uygur Autonomous Region (2021D01C158)

Correspondence: Duolikun·Wufuer, E-mail: dolkun410@aliyun.com

[Abstract]  Objective　 This work aimed to study the correlation between FOXN3-SIN3A complex expression and 

non-syndromic oral clefts (NSOC) in Xinjiang. Methods　In this study, 60 patients with NSOC attending the People’s 

Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region were recruited into the case group, including 30 cleft lip with or without 

cleft palate (NSCL/P), 30 cleft palate only (CPO), and 30 healthy children in the control group. The expression levels of 

FOXN3, SIN3A, and NEAT1 in peripheral blood of each group were detected by high-throughput second-generation se‐

quencing technology and quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR). Receiver operating 

characteristic (ROC) curve and area under the curve (AUC) were used to analyze the diagnostic efficiency of NSOC. Re⁃

sults　The comparison of the NSOC and control groups showed that FOXN3, SIN3A, and NEAT1 genes increased com‐

pared with the control group. The differences were all sta‐

tistically significant (P<0.05). The AUCs of FOXN3, 

SIN3A, and NEAT1 in the NSCL/P group were 0.933 

[95%CI=(0.864, 1.000)], 0.822 [(95%CI=(0.713, 0.932)], 

and 1.000[95%CI= (1.000, 1.000)], respectively. The 
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AUCs of FOX-N3, SIN3A, and NEAT1 in the CPO group were 0.891 [95%CI=(0.806, 0.976)], 0.688 [95%CI=(0.552, 

0.824)], and 1.000 [95%CI=(1.000, 1.000)], respectively. Conclusion　The results showed a correlation between the ris‐

ing gene expression of FOXN3, SIN3A, and NEAT1 in peripheral blood and the occurrence of NSOC in Xinjiang. This 

work provides a theoretical basis for further study of the FOXN3-SIN3A complex as biomarkers to facilitate the early 

screening, disease prediction, and early prevention of NSOC.
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非综合征型唇腭裂（non-syndromic oral clefts，

NSOC） 是儿童最常见的先天性颌面部畸形，每

1 000 名新生儿中约有 1.7 名患病，并且在不同性

别、不同种族和不同地区之间存在差异[1]。NSOC

在我国的发病率很高，一项系统评价和 Meta分析

结果表明，我国 NSOC 发病率的估计值为 1.67/

1 000[2]。NSOC是不伴发其他系统畸形和不伴任何

综合征的出生缺陷，包括单纯腭裂 （cleft palate 

only，CPO）、单纯唇裂 （cleft lip only，CLO） 和

唇裂并发腭裂（cleft lip with cleft palate，CLP）的

总称，后两者又称为非综合征型唇裂合并或不合

并腭裂（cleft lip with or without cleft palate，NSCL/

P） [3]。唇腭裂常见为非综合征型，所有唇腭裂患

者中约 70% 的唇裂伴或不伴腭裂患者和 50% 的单

纯腭裂患者均归为 NSOC[4]。这种畸形不但造成唇

腭部缺损，还可造成牙颌面系统畸形，以及吞咽、

语音、营养摄入等继发功能障碍[4-7]。目前认为NS-

OC是一种受环境、遗传等多因素共同影响的先天

性颌面部畸形，但遗传因素尚未得到证实，其基

因定位和分析方法是现代遗传学的前沿和热点。

小鼠中 FOXN3基因失活会导致小鼠的部分胚胎死

亡和小鼠出生后的致死性、生长迟缓、眼睛形成

缺陷、牙齿异常和颅面缺陷[8]，然而外周血 FOX-

N3-SIN3A复合物基因表达改变与 NSOC发病率之

间的关系尚不明确。新疆地区唇腭裂发病率较

高[9]。因此本研究拟采用高通量二代测序技术及定

量逆转录聚合酶链反应 （quantitative reverse tran‐

scription polymerase chain reaction，RT-qPCR），以

病例对照研究设计方法探讨FOXN3-SIN3A复合物

表达量与新疆地区人群NSOC的相关性，为NSOC

的早期筛查、发病率的预测及早期预防提供参考。

1  材料和方法

1.1  研究对象的选择

病例组样本收集自 2021 年 1—12 月就诊于新

疆维吾尔自治区人民医院的 60 例 NSOC 患者。纳

入标准：年龄 18岁以下，且三代内均久居新疆的

维吾尔族 NSOC 患者，不伴有其他先天性疾病。

将病例组又分为 NSCL/P 组和 CPO 组，每组各 30

例，男15例、女15例，平均年龄均为7岁。

采用配对的方法收集 30例正常健康体检者作

为对照组，配对因素有性别、年龄、生源地。纳

入标准：年龄 18岁以下，且三代内均久居新疆的

维吾尔族人群。对照组中，男 15例、女 15例，平

均年龄7岁。

各组研究对象的性别、年龄等一般资料均具

有可比性。本研究已得到伦理委员会的批准（批

件号：KY2023031343）。

1.2  样本的采集与处理

采集患者空腹静脉外周血 2 mL，血样置于

EDTA抗凝管中，分装至冷凝管，再储存于−80 ℃

冰箱。待储存所需样本量后，采用冰壶加干冰进

行运输。若样本离开−80 ℃储存条件需尽快进行下

一步的试验。

1.3  试验方法

使用Trizol试剂从每个样本中提取总RNA，用

2 种酚氯仿纯化 RNA，然后用 RQ1 DNA 酶 （Pro‐

mega公司，美国）去除DNA。

RT-qPCR检测RNA中FOXN3、SIN3A、NEA-

T1 的表达量。人 GAPDH为内参，采用 2−ΔΔct法计

算相对表达量，引物序列见表 1。重复 3次，取平

均值。

1.4  统计学方法

采用 SPSS 22.0和 GraphPad Prism 9.0.0软件进

行统计分析处理，服从正态分布的计量资料用 x̄±s

表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组间的

差异性分析采用单因素方差分析。采用受试者工

表 1　引物序列

Tab 1　Sequences of primer

基因

FOXN3

SIN3A

NEAT1

引物序列（5’−3’）

F：TCACTCTCAGTCCGCATCC

R：CACATCAGGTCCACCCATCT

F：CGCTTGCTTACACGCTCAT

R：TGGAGAATGTGGATAGTCTGGA

F：ACGAGATTAGATGGGCTCTTCT

R：AATTCAATAGACGCAGCTCAGA
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作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲

线分析FOXN3、SIN3A和NEAT1对NSOC和CPO

的诊断效能，并计算曲线下面积 （area under the 

curve，AUC），P<0.05认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  RNA提取质检

通过琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，第

一次质检报告中因 a2、a8、a9、a10可能存在基因

组污染和部分降解，因此进行第二次质检后剔除

以上 4 个原本，其余对照组和病例组样本 RNA 质

检合格（图1）。

2.2  差异表达基因分析（differential expression ana-

lysis，DEG）检测

采用 DEG 检测对照组与病例组不同样本基因

表达的差异，获得病例组相对于对照组表达显著

上调和下调的基因，从而进一步研究这些差异表

达基因的功能。NEAT1 引物熔解曲线和扩增曲线

见图 2。引物熔解曲线不单一，出现杂峰可能说明

有非特异扩增，产生了非特异产物，NEAT1 基因

存在不同转录本，荧光值不能反映目的产物量的

值，此时定量可能不准确。FOXN3、SIN3A 熔解

曲线单一，扩增曲线平滑，说明无非特异性荧光

产生，此时定量准确。

2.3  RT-qPCR检测

NSCL/P和CPO组外周血中FOXN3、SIN3A和

NEAT1 的相对表达量明显高于对照组 （P<0.05），

与对照组相比，病例组 FOXN3 和 NEAT1 表达较

SIN3A 增高更为明显。该结果与大多数恶性肿瘤

中 FOXN3的表达水平相反。可以假设，FOX-N3、

SIN3A、NEAT1 在 NSOC 的发生和发展中可能有

促进作用（图3）。

2.4  ROC曲线分析

FOXN3、SIN3A、NEAT1 的 ROC 曲线可明显

区分NSCL/P、CPO和对照组。FOXN3诊断NSCL/

P 和 CPO 组的 AUC 分别为 0.933 ［95%CI=（0.864，

1.000）］ 和 0.891 ［95%CI=（0.806，0.976）］；SI-

N3A 诊断 NSCL/P 和 CPO 组的 AUC 分别为 0.822

［95%CI=（0.713，0.932）］和0.688［95%CI=（0.552，

0.824）］；NEAT1 诊断 NSCL/P 和 CPO 组的 AUC

分别为 1.000 ［95%CI=（1.000，1.000）］ 和 1.000

［95%CI=（1.000，1.000）］（图4）。

3  讨论

NSOC是口腔颌面部最常见的先天性出生缺陷

maker 唇腭裂样本

10 000 bp

2 000 bp
1 600 bp
1 000 bp

maker a2 a8 a9 a10

2 000 bp

1 000 bp

300 bp

上：第一次质检结果；下：第二次质检结果。

图 1 琼脂糖凝胶电泳检测

Fig 1 Detection by agarose gel electrophoresis
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左：NEAT1熔解曲线；右：NEAT1扩增曲线。

图 2 DEG检测

Fig 2 Analysis diagram of DEG
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之一，随着产前筛查工作的普及，NSCL/P的发病

率有所下降，而CPO在产前超声检查中较难发现。

长期的研究[10-16]结果证实：FGF3、IRF6、BMP4、

PAX7 等基因与 NSOC 具有相关性。NSOC 不同地

区及性别间发病率有所差异。就性别而言，男性

NSOC发病率高于女性（NSOC男女构成比为 1.3∶

1；CLO 为 1.5∶1；CPO 为 0.7∶1；CLP 为 2.0∶

1） [17]。

FOXN3（Fork head Box N3）又名CHES1（Che-

ckpoint Suppressor1），属于叉头框 （forehead box，

FOX）蛋白家族中的成员，FOX 转录因子家族由

50多个成员组成，这些成员在系统发育上分为 19

个亚类 （A~S） [18]。FOX 蛋白激活或抑制细胞周

期，包括细胞增殖、分化、DNA 修复、代谢和衰

老[18-19]。本课题组调查了 FOXN3 的病理生理功能

及其潜在机制，发现 FOXN3与 SIN3A阻遏物复合

体相关联，而且 FOXN3和 SIN3A的相互作用要在

RNA分子存在的情况下才能发生，FOXN3是一个

转录阻遏物，在人体内与雌激素受体阳性（ER+）

细胞中的 SIN3A 复合物相关。RNA 免疫沉淀法偶

联的高通量测序证实，NEAT1 是一种雌激素诱导

的长非编码RNA，是FOXN3与SIN3A复合体相互

作用所必需的[20]。FOXN3 是 FOXN 基因家族中唯

一没有转录结合域的蛋白，主要通过抑制相关基

因的表达起转录调控的作用，在肿瘤研究[21]中发

现，FOXN3可能具有肿瘤抑制基因；非洲爪蟾和

鳗鱼幼虫的动物模型中发现颅面和眼睛发育需要

FOXN3[22]。

RNA 基因组靶点的 ChIP-Seq 和深度测序显

示，FOXN3-NEAT1-SIN3A 复合体抑制包括 GA‐

TA3在内的基因，这些基因在上皮-间质转化（epi‐

thelial-to-mesenchymal transition，EMT） 中起关键

作用。FOXN3的表达失调可导致下颌软骨异常形

成、颅神经畸形、眼睛缩小等问题。lncRNAs 已

被证明与肿瘤的发病机制有关，lncRNAs作为表观

遗传调控网络的重要组成部分，其异常的调控是

癌症在内多种病理状态的基础[23]。在 lncRNAs中，

NEAT1含量丰富，通过间接或直接方式影响转录，

与恶性肿瘤的发生相关，包括前列腺癌、卵巢癌、

肝癌、皮肤癌等[24]。外周血由于携带RNA、DNA、

囊泡和其他生物物质，可以帮助临床医生诊断和

识别各种疾病[25]，在本研究中，使用 NSCL/P 和

CPO患者的外周血进行高通量测序，为寻找 FOX-

N3、SIN3A和 NEAT1与健康个体的差异表达提供
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左：NSCL/P的ROC曲线图；右：CPO的ROC曲线图。

图 4 ROC曲线

Fig 4 ROC curve
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图 3 外周血中FOXN3、SIN3A、NEAT1的相对表达量

Fig 3 The relative expression levels of FOXN3, SIN3A and NEAT1 in peripheral blood
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了技术支持。

关于 FOXN3、SIN3A 在 NSOC 患者中表达水

平的研究鲜见，但有报道[26]显示 lncRNA NEAT1在

NSOC中的表达水平不同，未提示调控相关靶基因

参与了其发病机制。近年来 FOXN3研究主要集中

于各类癌症[27]，针对 lncRNA NEAT1的研究相对热

门[28-29]，有关 SIN3A 的研究比较分散[30]，在 NSOC

中研究甚少。本研究检测FOXN3、SIN3A和NEA-

T1 在 NSOC 患者外周血中的表达量，研究其表达

量与 NSOC的相关性，因此课题组对 FOXN3、SI-

N3A 及引物 NEAT1 进行验证实验。研究结果表

明，FOXN3、SIN3A、NEAT1 表达与新疆地区人

群NSOC的发生存在相关性，NSCL/P组和CPO组

患者 FOXN3、SIN3A、NEAT1 基因表达较对照组

均上升，ROC曲线结果显示FOXN3、NEAT1诊断

NSCL/P 和 CPO 的 AUC 值相近且较高，诊断效能

高且无明显差别；SIN3A 诊断 NS-CL/P 的 AUC 值

较 FOXN3、 NEAT1 的 AUC 值 小 ； SIN3A 诊 断

CPO的AUC值在所有AUC值中最小，诊断效能不

如 FOXN3 和 NEAT1。因此采用 FOXN3、SIN3A、

NEAT1 进行诊断可能会提高临床检测特异度及灵

敏度，在未来的临床应用中有一定意义。外周血

FOXN3、SIN3A、NEAT1 作为潜在的非侵入性诊

断生物标记物，可能为 NSOC 将来的早期筛查、

诊断和治疗提供新的途径。

本试验在课题组前期NSOC与 FGF3基因相关

性研究的基础上对 NSOC 进一步探索。但本研究

在设计及分析上也存在一定的局限性，如本研究

样本量相对较少，且部分样本冷冻保存时间较长，

RNA 溶解导致少量偏差，可能存在引物设计不合

理，体系存在杂质或者污染的情况。本研究采集

的唇腭裂患者的外周血不能直观地说明基因遗传，

后续可进一步采集妊娠期妇女的外周血或羊水，

研究 FOXN3、SIN3A 和 NEAT1 的表达量与唇腭

裂发生的相关性，从而作为妊娠期妇女产前筛查

NSOC 胎儿的潜在生物标记物。综上，FOXN3、

SIN3A、NEAT1 的表达失调可能与 NSOC 的进展

有关，但在NSOC中具体调控机制目前还不明确，

后续可加大样本量，进一步验证并明确机制，为

临床诊断提供一定的参考价值。本项目采用高通

量二代测序技术对 NSOC 发病过程的分子遗传机

制进行研究，对 FOXN3、SIN3A 进行检测和分

析，具有一定的创新性。未来从FOXN3、SIN3A、

NEAT1 的功能和调控关系出发，探讨其参与

NSOC 的发病机制，有望为妊娠期妇女产前筛查

NSOC胎儿的潜在生物标记物提供依据，作为NS-

OC早期预防的新方向。
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