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·基础理论与方法-

复杂疾病病因研究中基因问交互作用分析：

基于基因型传递不平衡的多因子降维法

李娜唐迅陈大方 胡永华

【导读】介绍复杂疾病病因研究中分析基因．基因交互作用的一种新方法：基于基因型传递不平

衡的多因子降维法(MDR—PDT)。文中简述MDR—PDT的基本原理、步骤及特点，并结合研究实例说

明其应用过程。Mr)R—PDT足原始MDR的扩展，可用于多种结构类型的核心家系资料分析基因．基

因交互作用。结论MDR—PDT具有非参数、无需遗传模式的特点，并能充分利用家系中多个家庭成

员的信息，在复杂疾病病因研究中分析基因一基因交互作用具有良好的效能。

【关键词】 多因子降维法；核心家系；复杂疾病；基因一基因交互作用
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冠心病、2型糖尿病、原发性高血压和哮喘等复

杂疾病的发生受多个微效基因和环境因素的影响，

并普遍存在基因一基因、基因一环境交互作用“。如

今借助先进的分子生物学技术，检测和识别大量的

疾病候选基因已并非难事，但在此基础上如何正确

评价复杂疾病病因模式中多个基因或环境因素间的

交互作用(即多因子交互作用)，合理剖析疾病发生

的遗传基础．已成为目前遗传流行病学研究所面临

的重要问题”oo。多因子降维法(M【)R)是新近发展

的一种的非参数、无需遗传模式的高阶交互作用分

析方法，自2001年Ritchie等。4 J提出该方法以来，已

广泛应用于2型糖尿病、高血压、哮喘、多发性硬化

症、恶性肿瘤等多种复杂疾病。⋯，并显示出良好的
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效能”⋯。但是，原始MDR通常只能用于匹配的

病例对照研究和患病不一致的同胞对研究，而不适

用于具有父母或者多个同胞信息的核心家系研究。

然而，后者是遗传流行病学研究中常用的方法之一，

以核心家系为基础的设计可以有效避免传统病例对

照研究中由于人群分层(population stratification)导

致的虚假关联结论问题，因而备受遗传流行病学研

究者的青睬“2。1“。因此，为了扩展MDR的应用范

围，2006年Martin等”“在原始MDR的基础上提出

了一种基于基因型传递不平衡检验(genotype-

pedigree disequilibrium tcst，geno—PDT)的多因子降

维法，即MDR—PDT。该方法整合了MDR和PDT

的优点。可用于核心家系研究中分析复杂性状疾病

多个因素间交互作用，并具有良好的效能。

基本原理

MDR—PDT是对原始MDR方法的扩展，主要是
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基于ger—PDT的原理并采用降维的策略来分析多

个候选基因位点间交互作用对复杂性状疾病的影

响。其涉及到的基本理论方法主要有geno—PDT和

排列检验(pemutation test)。

1．geno-PDT的原理”“：首先，核心家系是指由

双亲及其后代组成的两代人的家庭，为实际工作中

最常见的家系类型。本文所谈到的核心家系(也称

可提供信息的家系)主要有两种基本类型：患者及其

父母(父母中至少一人的基因型为杂合型)组成的

“三联体”(trio)，患病不一致同胞对(discordant

sibpair，DsP)(有或无父母亲基因型信息)。那些具

有多个家庭成员的核心家系则可认为是上述trios

和／或DsPs的不同形式的组合。gen0一PDT就是充

分利用这些家系中多个家庭成员的信息，以某候选

基因位点的基因型信息为观察指标，通过构造出一

个家系的综合统计量来检验某位点基因型与疾病是

否存在关联，其零检验假设足基因型与疾病既不存

在连锁也不存在关联。

如果某基因座只有两个等位基因M，、M：，则其

基因型为M，M：；如果某基冈座有多个等位基因，其

基因型可记为M。M．。设定{M。M，}=g，则对于单

个trio和DsP家系资料，理沦上可分别构造出如下

随机统计量：

x，(。)=(g传递的次数)一(g未传递的次数) (1)

墨㈤=(患病同胞中F山现的次数) (未患病

同胞中g出现的次数) (2)

对于某个包含有”，个Trio和”。个DSP的核心家

系，可得到如下的综合随机变量：
nf nc

D(g)=[∑x∞(g)+∑x自(g)] (3)

在零假设成立的条件下，所有trio的预测值￡[X，

(g)]=0，所有的DsP的预测值E[xs(g)]=O；且

对于整个家系的综合随机变量的预测值，则有E[D

(g)]-0。

假设有N个这样的核心家系，D：(g)是第f个

核心家系的综合随机变量，并且每个家系的D，(g)

是相互独立的，则研究中总的检验统计量可按如下

表示：
Ⅳ

∑『)。(g)

1'(g)=—莩}一 (4)

^侄D：(g)2

在零假设成立的条件下，丁(耳)近似服从均值为0，

方差为1的标准正态分布。
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MDR—PDT就是在gcno．PDT原理的基础上，通

过构造家系的综合随机统计量来充分利用家庭中多

个成员的基因型信息，从而将MDR的方法扩展应

用至核心家系研究中来分析基因一基因交互作用的。

2．排列检验的原理“7’”1：“pemutation”在数学

上是“排列、置换”的含义。考虑到顺序时，

“pemutatjon”意为“排列”，不考虑顺序时即为“组
合”。其具体的含义需根据实际情况而定：如原始资

料为成组设计的类型，则取“组合”之意；如资料为配

对设计的资料，则理解为“置换”更合适。其基本思

想是：根据所研究的问题构造一个检验统计量；利用

现有样本，按排列组合的原理，导出检验统计量的理

论分布，当无法由此得到确切的理论分布时。可采用

抽样模拟的方法估计其近似分布；然后求出从该分

布中获得现有样本或更极端样本的概率(P值)，并

作出推论。

3．MDR—PDT的分析步骤：MDR—PDT的分析

过程与MDR基本相似““2⋯，也是采用降维的策略

来分析多个基因型问是否存在交互作用。如图1

所示。

第步：琏扦 第二步计醇每种

多忐性位点， 善位点革闻世组台的

例如：选择曲 geno-PDT值；

终检验统计耸；
‘

第』上班：选扦其宵最大的检

验垃计量帕模型为2因子变

瓦作Jf】的蛙伴模型：

l
第^步：对所i生抒的最仆枢

型进行刳F列垃验，稃小结论。

莆_二班：对#

种萆Ⅲ唧I巍i台

进行分生；

围1 两位点模型的MDR．PDT分析步骤

第1步，从多个候选基因标记位点中选择n个

感兴趣的基因标记位点，n个基因位点即可代表n

个空间维度。例如，图1中所示的就是选择了2个

候选基因位点，对2维基因一基因交互作用进行分析

的过程。

弱一～盱L
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第2步，对多个基因型进行组合。如果2个候

选基因位点各有3种不同的基因型，就会产生9种

两基因位点的基因型组合方式。对所有的基因型进

行组合，并根据公式(4)计算每一种基因型组合的

gen0一PDT统计量值。

第3步．根据阈值对各种基因型组合进行分类。

若某种基因型组合的geno—PDT统计量小于阈值T，

则定义该组合(单元格)为低危，反之，则定义为高

危。这样，就可以把n维结构的交互作用降低至只

有一个维度两个水平的形式(高危和低危)。需要说

明的是，分析过程中通常设定阈值T=0，这是因为根

据geno—PDT的运算原理，该值可以作为区分各种

多位点基因型组合与疾病是否存在关联及关联类型

(正关联和负关联)的分界点。

第4步，选择高危基因型组合的geno—PDT检

验统计量作为MDR—PDT分析的最终榆验统计量。

因为E一步中巳明确定义了基因型只有两种：高危

和低危，并且根据geno—PDT的原理，高危基因型的

D，(g)值通常与低危基因型相反，只需计算其中之

一即可。因此MDR—PDT仅选择了高危基因型组合

的geno．PDT作为最终的检验统计量。

第5步，对所有可能的2一位点基因型组合重复

上述过程，选择最大的MDR—PDT统计值作为2位

点基因交互作用的检验统计量，并将此模型定义为

2一位点交互作用的最佳模型。

第6步，对所选择的模型进行排列检验，得出最

终结论。首先确定零假设，即假设2一位点的高危基

因型组合与某疾病状态无关；在零假设成立的条件

下，基于现有核心家系资料，通过计算机模拟(通常

重复1000次以上)得到MDR—PDT检验统计量的

“经验抽样分布”；然后计算P值，在零假设成立的

前提下，P值为“经验抽样分布”中MDR—PDT值等

于及大于(或等于及小于)现有样本检验统计量值的

概率；最后根据小概率事件的原理作出统计推断。

上述步骤是以2个位点的基因一基因交互作用

为例进行说明的，对于2个以上位点的基因一基因交

互作用分析过程与此类似。

实例分析

以Martin等⋯1在荧国白人中进行的一项研究

为例，说明MDR—PDT的分析过程。该研究从阿尔

茨海默病(AD)协作项目(the collaborative

A1zheimer Projec，CAP)中选取了533个家系，共组

成2018对DSPs，探讨vR22、L尺RTM3和APoE 3

个基因多个位点间交互作用对AD的影响。研究中

选择的基因单核甘酸多态性(sNPs)信息具体见表

1。其中VR22也称C刚NA3，位于10q21．3，
VR22可以编码一种a一连接蛋白，与细胞粘附作用

有关，并且vR22所在区域也是AD连锁定位重现

卒最高的区域之一，因此有研究者认为该基因可能

是AD的候选基因；LRRTM3基因嵌套于Ⅵi22基

因的第7内含子区域，该基因可在海马等神经系统

特异地表达，可能与AD发病有关”“，Maftin等选

取了其中的3个sNPs(sNPl一sNP3)作为候选基因

位点；APoE是AD关联研究中惟一重现性较高的

候选基因，为目前公认的AD的易感基因。

表l 研究中选择的等位基因位点特征

注：“AH)E基因共有3种等位基因E2、t3和“．为r与其他位

点统一．将E2、E3合井．故表中等位基因颇宰分别为e4和也十。的

等位基因频率

采用MDR—PDT的方法对这些SNPs间的交互

作用进行分析，结果表明：对于1个位点的模型，只

有A尸()E_4模型具有统计学意义(产8．24，P<

0．05)；对于两个位点模型，所有包括APoE+4的模

型均具有统计学意义(￡=6 60～8．75，P均<

O 05)，其中APOE—SNP2模型的检验统计量值最大

(￡=8．75)，另外一个未包括APOE一4的SNPl一sNP2

模型也具有统计学意义(￡=5．08，P<0．05)；对于3

个位点的模型，所有包括APoE一4的模型均具有统

计学意义(￡=6．21～8．94，P均<0．05)，其中

APoE—sNPl一sNP9模型的检验统计量值最大(f=

8．94)。见表2。

为了验证MI)R—PI)T分析结果，研究者进一步

采用条件l。gistic回归的方法对两位点数据进行分
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析，结果发现：以APoE、sNP2为自变量的两因素

模型中仅APoE一4主效应项具有统计学意义(OR=

5 99，95％c，：3 22～“．12)，SNP2主效应项和

APoE—sNP2交互作用项均无统计学意义，从而提

示APoE—sNP2存在交互作用的原因可能是

AP()E一4存在的强主效应影响的结果。以sNPl、

sNP2为自变量的模型中，尽管sNPl、sNP2的无显

著主效应，但两者的交互作用项却具有统计学意义

(0R=2．14，95％Cf：1．30～3．52)。

表2 基于AD患病不一致同胞对数据用MDR P【)T分析

产生的最佳模型

注：上述检验是采用Pemuta60nten重复1000次的结果；1～3

十位点模型10呻次重复的界值分别为3 08、4 26和5 50

因此，对于两位点交互作用分析的结果，条件

l。gistic回归分析与MDR—PDT均提示AP()E一4与AD

存在关联，另一方面提示无显著主效应的两个sNPs

之间存在交互作用共同影响AD的发生。两者的区

别足MDR—PDT识别出的APoE—SNP2交互作用模

型在条件lo鲥stic回归分析中没有重现，这可能是由

于APoE存在强主效应作用的缘故。不过在分析

复杂疾病多个因素间的高阶交互作用时，

MDR—PDT比传统的l嚷istic回归法更有效。

讨 论

MDR—PDT与原始MDR的原理相似，都采用了

降维的策略来评价多因子间交互作用。因此

MDR—PDT同样具有非参数、不依赖于遗传模式的

优点，适用于复杂疾病病因研究中的基因一基因交互

作用分析。另外，MDR—PDT还具有异eno—PDT的优

点，可充分利用了家系中多个家庭成员的信息，在基

因型水平剖析复杂性状疾病病因模式，并能用于多

种结构类型的核心家系资料。Martin等”。在不同

的等位基因频率、不同外显率以及存在拟表型的条

件下进行了模拟研究，结果表明：对于由200个tri。s

和200个复合DsPs(家系中包括两个患病同胞和一

个非患病同胞)组成的家系资料，分析1个位点、2

个位点和3个位点交互作用的假阳性率(I类错误)

均在O．042～0．054之间。在包含有200个trios的

家系研究中分析两位点间交互作用时：无拟表型条

】039

件下，MDR—PDT与原始MDR均具有较高的效能，

所有模型的把握度均在88％～100％；存在拟表型

时，两者的效能都会明显降低；但是在等位基因频率

较低时，如果不存在拟表型，MDR—PDT的效能则高

于原始MDR。

与原始MDR相比，MDR—PDT主要有两个明显

的特征。首先是MDR—PDT采用geno—PDT的方法，

通过构造家系的综合统计量充分利用了核心家系中

多个家庭成员的信息，既扩展了应用范围，也提高了

分析效能。Manjn等”比较了从一个家系中仅选

择一个DsP和选择复合DsPs时MDR—PDT的效能，

结果发现当所有的同胞都纳入分析时，MDR—PDT

具有较大的检验统计量值，并具有更高的效能。

其次，MDR—PDT仪采用排列检验选择最佳交

互作用模型，简化了原始MDR的分析过程。原始

MDR则同时采用了交叉验证(cross．valjdation)和排

列检验两种方法选择最佳模型，通常选择交叉验证

一致性(consisitency，Cv)最大、平均预测误差

(prediction ermr，PE)最小的模型作为最佳交互作

用模型。但是实际工作中，常会出现cv和PE矛盾

的情况。即具有最大cv值的模型却同时具有较高

的PE水平，或者具有较低PE水平的模型Cv值也

较小。Mei等”“曾讨论过不同排列检验(固定、非

固定和混合排列检验)以及有无使用交叉验证对

MDR分析结果的影响，结果发现：有无使用交叉验

证对最佳模型的识别过程没有影响；固定排列检验

可能具有增大I类错误的风险，混合排列检验相对

比较保守，识别低维度多因子交互作用的能力稍低，

而无交叉验证的非固定排列检验则与使用了交叉验

证的原始MDR分析结果一致，并具有适宜的把握

度和假阳性率。因此MDR—PDT在模型选择时，仅

采用了非固定的排列检验，对各种k．位点组台分别

进行独立的检验。这样，MDR—PDT既可用于单个

位点的主效应分析，也可用于多个位点的交互作用

分析，并且其把握度不受进入待评价模型中的位点

个数的影响。但也有研究者认为，采用降维的策略

选择多因子交互作用模型时最好同时运用交叉验证

的方法”“。因此，在MDR—PDT分析过程中究竟是

否应该采用交叉验证的方法，有待进一步的研究。

另外，为了避免仅采用排列检验可能会降低

MDR—PDT识别最佳模型特异度的问题，一方面，尽

量不要选择具有显著主效应的候选基因位点来进行

分析，除非研究者已确切把握了该候选基因位点的
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有关信息；其次，可以采用多元lo妤stic回归的方法

对MDR—PDT的结果进行验证，即采用“两步走”的

分析策略：第一步．对所有的候选基因位点组合进行

MDR—PDT分析，筛出具有统计学意义的多因子交

互作用模型；第二步，采用多元Io鲥stic回归对这些

具有统计学意义的交互作用模型进行验证。如本文

列举的研究实例中，研究者运用MDR—PDT的方法

对多个位点基冈型的交互作用进行分析后，又进一

步采用多元l∞商；c回归的方法对前面的分析结果

进行了验证。

MDR—PI)T是原始MDR的丰富和扩展，可用于

多种结构类型的核心家系研究。模拟研究和实例分

析均表明该方法具有良好的效能““”1，不过其也存

在一定的局限性，例如该方法还不适用于具有两代

以上家庭成员的扩展家系研究，这主要是因为排列

检验不太适用于有多代家庭成员的扩展家系资料，

并且把一个大的扩展家系分成几个独立的核心家系

进行分析+也不利于同时采用连锁分析对候选基因

进行区域定位。尽管如此，MI)R．PDT仍是应用于

核心家系研究分析基因一基因交互作用的一种有效

方法，是将多因子降维策略拓展应用至以家系为基

础的遗传流行病学研究的一次崭新尝试。无论从该

方法本身的形成过程来看，还是考虑到其应用价值，

都对复杂疫病的遗传流行病学研究有着重要意义，

这将有助于今后更好地剖析其遗传本质，更全面地

认识其复杂的病因基础。
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