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·基石出理论与方法-

基因多态性与疾病关联研究中Hardy．
Weinberg平衡的影响因素分析

陈阿群臧静冯云霞王凯娟

【摘要】 目的根据炎性基因多态性与胃癌易感性家系比较研究的数据，分析基因多态性与

疾病关联研究中Hardy．Weinberg(H．w)平衡的影响因素，揭示群体中等位基因频率在逐代传递中

平衡偏离的原因。方法对胃癌风险因素的各种基因型的状态进行H．W平衡检验、连锁不平衡

分析、Cochran．Armitage趋势检验和分析。结果 (1)单位点IL．1B．3l、IL．1B．51l、IL．1RN和

TNF-A．308的病例组和对照组均显著背离H．w平衡(P<0．01)，MIF．173趋于平衡。(2)双位点统

计分析，各位点组合的H．W)C，2检验均偏离表型组合概率的期望值(P<0．01)。(3)

Cochran．Armitage趋势检验不同组IL．1B．511和IL—lRN位点分布的差异有统计学意义(P<O．05)，

表明群体中可能存在群体分层。结论(1)受连锁不平衡相结合的频率依赖性选择、突变及其共

同作用的影响，IL．1B．31、IL．1B．5ll、IL．IRN和耵师．A．308位点的基因型频率在群体中分布偏离

H．w平衡。(2)双位点遗传平衡检验模式更能反映表型组合适合度的差异。(3)群体分层是H．w平

衡偏离的另一影响岗素。
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【Abstract】0bjective According to the data collected from gastric cancer families

comparative study．the influence factors of Hardy—Weinberg(H．W)equilibrium in the association

studies of gene polymorphism and disease were analyzed to reveal the reasons that affecting the

equilibrium deviation in the group．Methods Varieties of risk genotype for gastric cancer were

analyzed and detected with H．W equilibrium． genetic linkage disequilibrium analysis and

Cochran．Armitage n．end test．Results (1)Significant deviations from H．W equilibrium were

observed in IL．1B．31．IL．1B．511．IL．1RN and TNF—A一308 of the cases and controls(P<0．01)．

MIF—l 73 tended to be equilibrium in the population．(2)Deviations from expectations of phenotypes

combination probability were observed in two-site H—W r tests(P<0．01)．(3)The Cochran-Armimge

仃end test showed that distribution ofIL．1B．511 and IL．1RN were significantly different(P<0．05)．

suggesting that population stratification mi曲t have existed in the group．Conclusions(1)Affected

by frequency．dependent selection，under the combination of linkage disequilibrium，mutations and

interaction，genotype frequency of IL．1 B-3 1，IL—l B．5 l 1，lL．1 RN and TNF．A．308 showed deviation

from H—W equilibrium in population．(2)Two—site genetic equilibrium test model seemed better to

reflect the differcnces of phenotypic combination fitness．(3)Population stratification Was another

factor to express the deviation from H—W equilibrium．
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衡检验被认为是数据研究的基础。但H-w定律只

是群体遗传学规律中的一条特殊规律，并不适应于

许多类型自然群体的遗传平衡⋯。本研究从基因多

态性与疾病关联研究中，采用H．w平衡检验、双位

点分析和Cochran．Armitage趋势检验等方法，分析

H．w平衡的影响因素，揭示群体中等位基因频率在

逐代传递中平衡偏离的原因。
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对象与方法

1．研究对象：2003年8月对河南省新乡和新安

县约4万人的消化道肿瘤调查确定的随访队中的4

个乡镇常住居民队列，采用整群抽样方法进行人

户面访，调查胃癌病例及其家族一级亲属及二级

亲属胃癌患病情况，病例包括调查前5年内已患胃

癌的现患病例及调查期间新发现的病例，病例均

按县级以上医院病理诊断确诊；对照家系选自和

病例同一村民组、年龄±5岁、同性别、无上消化道

相关疾病，与病例家系无亲缘关系，l：l比例选取，

同样调查其家庭中一级亲属及二级亲属资料。调

查获得胃癌病例家系一级亲属与二级亲属成员

296人，对照家系一级与二级亲属成员319人。提

取研究对象外周静脉m基因组DNA，用PCR—RFLP

和PCR方法，对胃癌候选基因IL一1B．31、

IL．1B．5ll、TNF．A．308和MIF一173的单核苷酸多态

性和IL．1RN的数目可变的串联序列重复多态性进

行基冈频率的比较2i。

2．单位点H．W平衡检验3：：f=∑(期望值一观

察值)2／期望值。

3．双位点组合遗传平衡检验：各组双位点表型

组合H．w平衡期望值f，检验⋯。

4．单体型分析和连锁不平衡分析：运用

SNPHAP软件对IL．1B一51l、IL．1B．3l及IL．1RN进

行Haplotype单体型分析；用Haploview 4．0软件进行

连锁不平衡分析，确定连锁不平衡指数D 7。

5．Cochran．Armitage趋势检验：趋势检验针对

的是风险因素有多种状态，各状态对患病与正常的

影响程度7负，每一列认为是风险因素状态的某种次

序，即前一种状态对疾病的影响要大于后一种状态

对疾病的影响(表1)。

计算公式

m，7(，．×D：+D．)一”，(T．×旦+DI+』．×G+fI)1：

而玎矗i趣+D，+』iG+C．)一(T。×D二+D．+五。c：+c．)二】

表1对各位点基阂多态性的状态进行

竺竺垒!!翌：垒里翌!望篷丝翌笪堕疾病状态——_o-———j等兰型———了合计

结 果

1．炎性基因单位点H—w平衡检验：表2显示

IL一1B．3l，IL一1B．51 l，IL．1RN和TNF．A．308各组z
2

(df=1)值均大于6．63(P<0．01)，吻合度不佳，研究人

群处于遗传不平衡状态。MIF．173位点病例组)c2=

4．07；对照组P>0．05；可认为趋向于遗传平衡状态。

2．双位点分析与遗传平衡：为观察不同基因位

点之间相互作用的结果对遗传平衡的影响，进行双

位点分析“，结果见表3。

病例组和对照组的双位点组合H—w期望值x2．

检验，对遗传平衡的偏离程度较高(P<0．01)，且

MIF．173与其他4个位点联合后均显著偏离平衡，提

示双位点遗传平衡检验模式对于选择压力的反应更

敏感。

3．单体型分析和连锁不平衡分析：以

IL—lB一511、IL一1B．31及IL一1RN的单体型和连锁不平

衡分析结果为例说明连锁不平衡和群体遗传平衡状

态偏离的关系。

表4以CC*L为参照单体型，CT*L单体型是胃

癌的保护因素(△)，TT*L、TT*2、CT*2、TC*2和

CC'2单体型是胃癌的危险因素；各组内不同位点等

位基因间连锁不平衡系数D’在0．03和0．43之间，

IL—lB一511、IL一1B．31、IL．1RN有连锁关系。

4．群体分层与Cochran—Armitage趋势检验：表5

中IL-lB一51l(P<0．01)和IL-lRN(P<0．05)位点趋

势检验的差异有统计学意义，提示两位点SNP的2

个等位基因并不独立，可能存在正相关，群体中可能

表2炎件基因多态性符位点的基因型频率和单位点H—w平衡检验

注：。P<0．01：6P<0．05
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表3双位点表犁组合概率的H—w期望值f，检验

表4炎性基闲IL．1 B．31、IL一1 B一511和IL一1RN位点

单体型分析和连锁小平衡分析

．辫，病鬻剩瑟‰尸值一合辫
CC’L 63(10．6)87(13．6)参照 一病例组

TC+L 155(26．2)154(24．1) 2．70 0．10 IL—lB．3l-511 0．21

CT+L△108(18．2)253(39．7) 6．95 0．01 IL．1B．511．1RN 0．04

TT．L 85(14．4)73(11．4)4．29 0．046 IL．1B．31．1RN 0．18

CC’2 27(4．6)10(I．6) 1I．41 0．00“对照组

CT‘2 50(8．4)22(3．4) 11．66 0．00"IL．1B一31—511 0．43

TC+2 43(7．3) 23(3．6) 9．83 0．Off IL．1B一511．1RN 0．03

TT’2 61(10．3)16(2 5) 28．44 0 00"IL．1B．5ll一1RN 0．26

合计592(100．O)638(100．O) 一 一 一 一

注：间表2；D’为双等位基岗配对检验方法得出的连锁不平衡系数

表5炎性基因多态性各基冈型数据的

Cochran—Armitage趋势检验

注：。P<0．01；“P<0．05

存在群体分层或近亲婚配。

讨 论

评估标记基因型频率间的H—w平衡是群体遗

传学数据研究的基础。61，根据炎性基因多态性与胃

癌易感性家系比较研究的数据结果分析基因多态性

与疾病关联研究中H—w平衡的影响因素，揭示群体

中等位基因频率在逐代传递中平衡偏离的原因。

I．遗传流行病学病因推断中孟德尔群体遗传定

律的影响因素：以家系为单位比较不同亲属关系的

病例和对照的炎性基因多态性的基因频率，表2单

位点H—w平衡检验显示IL．1B．31、IL．1B．51 l、

IL一1RN和TNF-A一308各位点均显著背离H．W平衡，

而MIF-173位点可认为趋向于遗传平衡状态。研究

对象来自于同一个人群，而H．w平衡检验结果相

·1205·

驳，显示研究群体从基因位点发生原始突变时的原

始群体到调查人群所经历的世代数不同，致使不同

位点的等位基因在人群中的频率不同，对抗H．w平

衡的能力也不同，世代数每增加一次就向平衡理论

值逼近一步。单体型分析以CC*L作为参照，5种单

体型与胃癌相关且在病例组人群中常见，提示等位

基因的遗传异质性是胃癌发病的基础，说明胃癌在

群体遗传学史上至少发生了5次独立的突变，显示

了不同位点基因型的差异源于原始突变的不同，发

生多次独立的突变至少产生了3种不同的基因型，

等位基因遗传异质性使不同位点的等位基冈频率在

群体中分布不同，各位点等位基因频率在病例组和

对照组中差异均有统计学意义亦使H—w平衡复杂

化，产生偏离甚至相驳的现象。

2．双位点表型组合分析与遗传平衡：单位点

MIF．173的H．w平衡检验趋于遗传平衡状态，对其

与另4个位点进行表型组合分析，表3各组双位点表

型组合的H—w期单值疗检验对遗传平衡的偏离程

度不同f日均有显著差异。偏离程度的不同提示不同

基因双位点表型组合适合度的差异，也表明选择作

用的多向性；平衡选择作用将有利于基冈系统中长

期保持2个基因位点多态现象，也提示双位点遗传

平衡柃验模式对于选择压力的反应更敏感，更能反

映基因表型组合适合度的差异，表明自然选择对炎

性因子基因多态性演变的影响是通过复杂的基因关

系网络而起作用，作用的最终结果可能使群体遗传

结构处于十分微弱的演变之中，以至在一个世代中

用单位点H．w平衡检验方法不能察觉。

3．突变、选择、与连锁不平衡相结合的频率依

赖性选择与H—W平衡：对于随机交配中独立分配的

基冈座，不连锁的基因有50％的重组机会，而连锁

基因趋于平衡的速率较慢，因为它们重组频率比不

连锁的基因低，连锁越紧密，达到平衡需要的时间

越长一1。表4单体型分析显示：特定的单体型与单位

点突变相关性病例组比对照组人群更常见，

IL．1B．51 1、IL一1B一31、IL．1RN同处于一条染色体上，

距离很近[8J，不同位点等位基因间的非随机性组合

分析显示IL．1B．511、IL．1B．3l、IL一1RN标记基因和

疾病基因之间存在连锁不平衡，可能是在携带特定

单体型的染色体上，某次发生了致病的突变，但在原

始突变事件后时间很短，不足以经过反复互换引起

随机化或连锁平衡，紧密连锁基因座的三种等位基

因组成的CC*L，TC*L和CT*L单体型具有选择优

势而在群体中长久保存，作用的结果使群体遗传结

 



·1206· 中华流行病学杂志2009年11月第30卷第11期Chin JEpidemiol，November2009，V01．30，No．11

构处于不断的演变之中，产生连锁不平衡而引起基

因型频率的变化，导致对遗传平衡的偏离。

对同一人群的前期研究显示：与GG野生型比

较，TNF—A一308位点突变型纯合子对胃癌的发病风

险要高于杂合子(A／A：OR=4．59；G／A：OR=2．20)[21．

～A与G／G比较，在一级亲属中的风险高于二级亲

属(一级亲属：OR=5．51；二级亲属：OR=2．09)，突变

导致的选择机制不利于等位基因的携带者

(TNF．A．308A)，尤其不利于纯合子个体

(TNF．A．308A／A)，使其基因型的适合度降低。决定

劣势性状的A等位基因的拷贝频率在未来世代的群

体中降低，经多代淘汰，有害的A基因逐渐减少，随

亲属血缘关系的疏远其优势比也降低。很大程度上

影响了人群中的基因组成，引起各等位基因频率在

人群中变化，提示突变是变异的主要动力，使选择作

用发生效应，是一种潜在的改变群体中等位基因频

率的力量，为影响群体的基因平衡的重要因素。

4．群体分层与H．w平衡：Wigginton等。91指出，

H．w检验会增大犯第1类错误的概率。有学者认

为通过测试H—W平衡，基因分型的错误是不太可能

被显示出来的1010 Relton等H1。建议对等位基因使用

Cochran—Armitage趋势检验基因型计数的趋势，其

理论基础是连锁不平衡12]。表5炎性基因多态性各

基因型数据的Cochran—Armitage趋势检验显示

IL．1B．5ll和IL．1RN的2个位点与SNP的2个等位

基因并不独立，可能存在正相关，各位点的单核苷酸

多态性之间由于遗传背景的差异导致群体分层，或

者存在近亲婚配现象，加上地理、文化等原因，使群

体内的H—w平衡定律偏离。

与连锁不平衡相结合的频率依赖性选择、突变

及其共同作用的影响；群体分层或者近亲婚配现象

的存在；造成基因频率在群体中的增加或减少，影响

基因多态性与疾病关联研究中的H—W平衡。研究

抽取的样本量不够大，效应估计值较小，统计效能

低；基因一环境交互作用等混杂因素的影响也会使

H—w平衡复杂化；致使孟德尔随机化原则不能起到

作用，而产生偏性结果。基因多态性与疾病关联研

究中，双位点分析和Cochran．Armitage趋势检验能

更准确的解释对遗传平衡的偏离程度和背离平衡

的原因。当然，疾病关联研究中H．W平衡的影响因

素分析是基于对前期研究的摹因多态性的结果而

进行的，随着遗传流行病学和群体遗传学的进一步

深入研究，将能更深刻的阐明肿瘤遗传平衡复杂化

的原因。
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