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摘 要：基因定位是遗传学研究的重要内容, 也是遗传学教学的重点和难点。本文着重阐述定位人类复杂疾病易感

基因的关键方法，包括连锁分析、关联分析、候选基因筛查、全基因组关联分析以及全基因组外显子深度测序等

方面，系统地深入地探讨方法的原理及其在复杂疾病的基因定位中的应用。帮助学生深入理解复杂疾病的机理及

理论研究方法，为以后从事复杂疾病的遗传学研究奠定理论基础。
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通过测定连锁基因之间的重组频率进行基因定位,

是经典遗传学的重要内容, 也是遗传学教学的重点之

一。1913年C.B. 布里奇斯首先在果蝇中通过X染色体

的不离开现象证实了白眼基因是在X染色体上。同年A.

H. 斯特蒂文特根据两个基因之间的距离愈远则交换频

率愈高这一假设，首先在果蝇中进行了基因定位工

作。1945年E.B. 刘易斯在果蝇中发现与中胸发育有关

的几个基因相邻接，构成一个复合座位或称为基因复

合体或拟等位基因系列。1960年J. 莫诺和F. 雅各布报

道大肠杆菌中与乳糖发酵有关的几个基因紧密连锁，

构成一个操纵子。可见基因的位置并不是和它们的功

能完全无关的，因此基因定位有助于了解基因的

功能。

1 复杂疾病中的基因定位：连锁分析

常见大多数疾病不符合孟德尔遗传，被称为复杂

疾病[1]。这些疾病是由多成分引起的，且每一种成分

对疾病整体风险贡献较小。其中一些成分可能来自遗

传因素，而另一些成分可能是非遗传的环境因素，如

年龄或吸烟。调节复杂疾病风险的遗传变异可能增加

对疾病的易感性。

连锁分析（linkage analysis）是基于家系研究的一

种方法，是单基因遗传病定位克隆方法的核心。它利

用遗传标记在家系中进行分型（genotyping），再利用

数学手段计算遗传标记在家系中是否与疾病产生共分

离，从而计算重组率。基因定位的连锁分析是根据基

因在染色体上呈直线排列，不同基因相互连锁成连锁

群的原理，即应用被定位的基因与同一染色体上另一

基因或遗传标记相连锁的特点进行定位。重组DNA和

分子克隆技术的出现，发现了许多遗传标记——多态

位点，利用某个拟定位的基因是否与某个遗传标记物

存在连锁关系以及连锁的紧密程度就能将该基因定位
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到染色体的一定部位，使经典连锁方法获得新的广阔

用途，成为人类基因定位的重要手段。

连锁分析的目的是要找到最接近未知的致病遗传

基因缺陷的标志物，从根本上构建遗传图谱。连锁分

析的核心是计算（θ）值[2]。θ是重组率，用于定量描

述两个基因位点的接近程度。如果θ是50%或以上，那

么两个位点完全自由重组，因为它们是存在于不同的

染色体或相距甚远相同的染色体上。在这种情况下，θ

简单地表示为50%。重组率可用来计算比值得分的Log

对数值或LOD值[2]。LOD值等于两个位点连锁的似然

函数除以两个位点非连锁的似然函数。一个较大的

LOD值显示两个位点紧密连锁，而负LOD值显示两个

位点在减数分裂过程中非共分离。传统上，LOD值>3

被认为是具有显著性水平。因此，每个标记物与疾病

位点的距离可以被评估，从而含有目的致病基因DNA

易感区域可以被缩小。通常，参数或非参数方法可以

用于计算LOD值，这取决于某些参数的设置，包括对

疾病的遗传模式、人群致病等位基因及标志物基因的

发生频率[2]。

自从1980年全基因组连锁方法提出后, 运用全基因

组连锁分析和定位克隆的方法已鉴定了1 300多个导致

人类疾病的基因, 大多数为单基因遗传病。该分析依赖

于大量的家系资料, 适用于发现研究样本的主效基因,

对独立家系的中效或微效基因的检出率较差, 当λs（同

胞对再发风险）< 4时会降低研究样本的连锁效果[3]。

等位基因共占（allele sharing method）法[4]是观察受累

同胞或家系成员间标记位点等位基因的共占情况, 属于

非参数连锁分析, 包括受累同胞对（affected sib pair,

ASP） 分析及家系成员（APM）分析。传统的连锁分

析结果只能确定基因组内20~30 cM 的区域，通常还需

基于连锁不平衡作进一步精细定位。

2 复杂疾病中的基因定位：关联分析

关联分析为非参数性分析，不需设定遗传方式等

各种参数，并且连锁不平衡的检出力高于家系连锁分

析。在多基因疾病中，不但可检出主效基因，还可检

出相对风险率小于5.0%的次效基因，这正是同一位点

相关分析阳性而连锁分析阴性的原因之一。

关联分析（association analysis）是确定与疾病表

型变化相关的遗传变异的常用方法, 在本质上属于病

例—对照研究, 用于比较无血缘关系的患病与非患病个

体某一基因的等位基因出现频率的差异, 从而确定与疾

病关联的基因。关联研究推断，遗传变异在患病人群

中比在正常人群更常见。在一定程度上，复杂的疾病

是由一些列等位基因引起的，且可能是常见的（在人

群中至少有1%的发生频率），但对疾病的易感性影响

较小。在检测微效的易感基因方面，关联分析较连锁

分析具有更大的把握度。但是，使用关联研究解析复

杂的疾病也存在内在的挑战。检测易感基因研究的把

握度取决于几个因素，主要是样本量大小，还有致病

等位基因频率及其效应大小。此外还要考虑到如何使

患者组与正常对照组相匹配，人群、地理和社会背景

等。而在这些不同条件下，等位片段的频率往往有很

大的差异，这一现象被称为群体分层（population stra-

tification）。为克服这一问题，在研究方案的设计上必

须注重病例组与对照组相匹配，对家系样本需增加患

者父母未传递的等位片段作匹配比较。当某一特定等

位片段在传递时出现的概率比随机的概率显著增多

时，则认为存在连锁不平衡。目前有两种类型的关联

研究：候选基因的研究和全基因组关联研究。

基于此原理的遗传统计方法有对隐性遗传模式非

常有效的传递不平衡（transmission disequilibrium test，

TDT），患者家系对照者分析（affected family-based

controls，AFBAC）及单倍型相对风险率分析（haplo-

type relative risk，HRR）等方法。TDT是在家系内进行

关联分析，观察双亲（至少一个是杂合子）将标记位

点等位基因传递给患者的频率。TDT的优点有：①可

完全消除种族分层引起的误差；②可用于分析父母在

基因传递上的差异。

3 候选基因筛查

候选基因筛查（candidate gene screening）的方法

包括基因的选择及致病基因的多态性位点选择。可通

过样本的病例–对照研究检验这些多态性位点与疾病的

相关性。基于基因在疾病中的作用的假设使得相关性

分析更值得可信。基因的选择是以前期实验数据或理

论机理为基础的。易感基因位点可能会出现在DNA内

含子区段，但就目前的知识而言还无法知晓哪一个遗

传变异可以有效预测疾病的发生风险。因此，候选基

因位点的选择往往是首先考虑从基因内部编码序列或

启动子区域入手。

但是，即使候选基因与疾病相关，结果也必须在
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不同的人群中进行重复，因为我们对复杂疾病的机制

知之甚少，因果关系的假设可能不支持。

4 全基因组关联分析

关联研究是基于“常见疾病, 常见变异”（com-

mon disease, common variant）的假设, 其基本原理是：

扫描整个基因组上的数千标记物（SNP），采用病例

和对照的大样本检测并揭示它们可能和疾病的相关

性。这将意味着这些标记物可能与易感基因处于连锁

不平衡（LD），距离更接近，因此结果可将易感区域

精细定位在包含一个或几个感兴趣的基因范围内。目

前，国际间协作的Hapmap计划正是基于此而开展, 使

在大规模人群中对全基因组的标签SNP进行基因分型

成为可能[5]。

对于复杂疾病而言, 全基因组关联分析（genome-

wide association study, GWAS）对于每个微效基因的鉴

别较全基因组连锁分析更有效[6]。以单倍型为基础的

分析得出的结论将明显优于单个标记的研究[7]。全基

因组关联分析在隔离群体中具有更强的检测效力[8]。

在过去的5年里 , 各国科学家开展了对不同疾病的

GWAS, 涉及肿瘤、心血管系统疾病、内分泌系统疾

病、胃肠道疾病、肝脏疾病、眼科疾病、神经精神类

疾病、风湿病、皮肤病以及感染性疾病等领域, 并取得

了重大成果。GWAS在复杂疾病遗传学研究中取得的

成果加深了我们对这些复杂疾病遗传学基础的认识, 为

后续对其发病机制研究提供启示, 也为将来的基因诊断

和个体化治疗奠定了理论基础。全基因组关联分析在

今后将有广阔应用前景。

5 全基因组外显子深度测序

自2005年以来, 尽管利用GWAS对多种常见疾病进

行了研究，发现和重复验证了近2 000个SNPs或位点,

其中包括以前未检测到的而与疾病密切相关的基因及

部分未知基因[1]。但是由于GWAS的结果存在假阳性、

假阴性、检测到的单核苷酸多态性很少位于功能区以

及对稀有变异和结构变异不敏感等问题, 导致了其应用

的局限性。而新一代测序技术的进步, 促进了全基因组

测序和全基因组外显子测序的快速发展, 为解决上述问

题提供了契机。全基因组外显子深度测序（genome-

wide exon deep sequencing）是利用序列捕获技术将全

基因组外显子区域DNA捕捉并富集后进行高通量测序

的基因组分析方法。目前已有成功利用全基因组外显

子测序的方法结合或不结合连锁分析结果研究复杂疾

病的案例, 例如: Jones等[9]利用外显子组测序研究对卵

巢透明细胞癌进行了深入研究, 鉴定出4个在至少两例

肿瘤中发生过突变的基因，P I K 3CA、KRA S、

PPP2R1A和ARID1A。其中, ARID1A和PPP2R1A是新发

现的, 前者是致癌基因, 后者是抑癌基因。随后对这4

个基因在42个病人中进行验证, 结果发现57%的患者中

ARID1A基因发生了突变。由于ARID1A基因编码了染色

质重塑中的关键蛋白, 因此推断染色质重塑异常可能与

卵巢透明细胞癌的发生有关。Bowden等[10]利用安捷伦

SureSelect外显子捕获系统和Genome AnalyzerⅡx 系统

对血浆乙二腈水平无显著性差别的2个家系中的3个患

者进行测序, 发现ADIPOQ基因的低频突变（1.1%）

G45R, 能解释17%的西班牙裔美国人的血浆乙二腈水

平, 63%的家族存在该突变; Bilguvar等[11]运用Nimble-

Gen 2.1M 芯片捕获外显子和Genome AnalyzerⅡ 测序

系统对1例患者测序, 发现WDR62基因与脑皮质发育异

常疾病相关。

目前, 全基因组外显子测序已在孟德尔疾病或罕见

综合征的研究中取得了重大突破, 然而在复杂疾病的研

究中还刚刚起步，在肿瘤方面的研究较多。由于外显

子是与疾病及表型相关的最具特征性的区域, 并且迄今

为止较难评价非编码区域对疾病的影响, 所以在全基因

组测序费用居高不下的今天, 全基因组外显子测序仍然

不失为一个很好的选择。
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