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基于家系数据的罕见变异关联分析方法研究进展
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【摘要】 二代测序技术的发展促进了复杂疾病致病性罕见遗传变异的研究。罕见变异的低频性

使得单位点关联分析功效不足，因此负荷检验、方差成分检验等整合多个位点信息的关联分析方法得

到了广泛应用。但这些方法大多基于人群研究设计，针对家系数据的分析方法较为少见。本文综述

了基于家系数据的常用罕见变异关联分析方法，介绍基本原理和特点、适用条件等，并讨论了当前分

析方法存在的不足和未来发展的方向。
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复杂疾病（complex diseases）严重威胁着人类健康，其

发病通常受多个基因及环境因素的影响［1］，定位致病性遗

传因素始终是当前研究的难点和热点。现代分子生物技术

的发展为复杂疾病的遗传病因探索提供了重要的技术支

持。至 2021年 6月，GWAS Catalog数据库已收录了 2万多

项独立的全基因组关联研究（genome-wide association study，

GWAS），包含超过 25万对基因-表型关联（P<1×10−5）［2］，研

究结果促进了复杂疾病遗传病因学、发病机制、靶向药物和

风险预测等研究的发展［3］。目前由GWAS得到的单核苷酸

多态性（single-nucleotide polymorphism，SNP）阳性位点效应

普遍较低［4-5］，阳性发现仅能解释有限的遗传度，存在“缺失

的遗传度（missing heritability）”现象［6］，即尚有大量遗传致
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病因素未被发现。且这些阳性位点在基因组定位分散，存

在于不同基因的阳性位点使得GWAS结果的生物学解释和

结果利用成为一项难题［7］。为了寻找缺失的遗传度，研究

者们提出了其他类型的研究策略，罕见变异（rare variants）
研究便是其中之一［3］。

罕见变异通常指人类基因组中弱势等位基因频率

（minor allele frequency，MAF）<1%的位点，而GWAS研究检

测 的 遗 传 位 点 通 常 为 MAF>5% 的 常 见 变 异（common
variants）［8］，因此难以发现罕见遗传变异位点与疾病之间的

关联。既往研究表明，许多孟德尔疾病由高度罕见的遗传

突变引起［9］，因此研究者提出复杂疾病的风险也可能受到

罕见遗传变异的影响。相对常见变异而言，这类位点频率

更低（MAF<1%）但遗传效应可能更高［10］。二代测序技术为

定位致病性罕见遗传变异提供了检测手段基础［11］，基因填

补算法［12］和高质量单体型参考序列［13］使得低频位点也能够

实现高精度的填补，因而基于大样本人群探索罕见变异致

病效应变得可行［14］。这类关联研究也取得了一系列成果，

癌症、精神病和慢性病等多种疾病的疾病机制探索中发现

了能够引起功能改变的罕见位点，也为复杂疾病的药物利

用提供了依据［15］。如前列腺素合成酶（PTGIS）的罕见变异

能够解释 6.1%的肺动脉高压患者病因，且携带这一突变的

患者对前列环素类药物治疗更为敏感，或可为精准用药提

供指导［16］。

罕见变异的单位点关联研究通常功效过低，因此研究

者们开发了适合罕见变异的基于基因/区域的关联研究，即

整合某一基因/区域内的位点的关联信号，从而提高统计功

效［17］，如负荷检验［18-19］、方差成分检验［20-22］等，这些方法主要

适用于研究对象为无亲缘关系人群的研究设计。相对而

言，针对家系设计的罕见变异关联研究统计方法较为有限。

然而，家系设计在罕见变异关联研究中存在诸多优势。由

于罕见变异的基因频率较低，因此在一般人群中较难观察

到，但在具有相似遗传背景的家系内部则有可能在多个个

体中出现，甚至观察到纯合子个体［23-24］。此外，由于罕见变

异的等位基因频率在不同地域、人群间差异较大［25-26］，常用

的人群分层调整方法如主成分分析并不适用［8］，而家系设

计则能够较好地控制人口分层的问题，在先天性疾病、慢性

病的病因学研究中应用广泛。因此，基于家系设计探索罕

见变异与复杂疾病的关系具有一定的优势，发展家系设计

的罕见变异关联研究分析方法十分必要。

家系数据的罕见变异关联分析方法主要面临两个问

题，控制家系内成员的遗传相关性和综合多位点的效应。

控制遗传相关性常采用的方法包括：①直接考虑等位基因

在亲代和子代之间的传递过程，如传递不平衡检验

（transmission disequilibrium test，TDT）和基于家系关联性检

验（family-based association test，FBAT）［27-46］，计算已知亲代

基因型情况下子代的基因型的条件概率；②采用亲缘关系

矩阵（kinship matrix）描述不同个体间的关系，将这类矩阵内

置于人群数据的分析方法中［47-65］，如 famSKAT-RC等。综合

多位点效应的方法则与人群研究中类似，通常采用负荷检

验或方差成分检验等，进行以基因/区域为基础的关联研

究，而既往为探索常见位点而发展的多位点关联研究分析

方法常也可用于罕见位点。部分常见的可用于家系数据的

罕见位点关联研究方法见表1。
一、TDT
由 Spielman等［28］提出的基于连锁和连锁不平衡的分析

方法，TDT假设存在与疾病相关的致病位点，检验标记位点

与致病位点是否存在关联及连锁。

Chen等［29］在 TDT基础上开发了基于单体型的 gTDT
（group-wise TDT），将单体型内的多个罕见位点综合为一个

单元进行关联检验，并可检验不同遗传模型，如加性模型、

显性模型、隐性模型，以及复杂交互作用等。研究者利用

gTDT对 116个自闭症核心家系的神经递质相关基因外显子

测序数据进行了分析，在非 5-羟色胺受体基因中发现了部

分功能性罕见位点的过度传递，而在 5-羟色胺受体基因中

则发现了功能性罕见位点的低传递，提示神经递质通路基

因的表达在自闭症发病过程中可能起到重要作用［30］。

除了利用单个患者及其双亲的基因及表型数据的情

况，TDT还有多种延伸方法，包括利用同胞对、处理父母表

型缺失数据的情况及复等位基因位点（同源染色体的相同

位点上，存在>2种的等位基因）等［31-34］。FBAT亦可同时检

验连锁和关联，并可以用于检验数量性状，还可以处理不完

整核心家系的数据［35］。其基本原理为构建每个核心家系中

子代的表型与基因型的线性组合统计量，汇总各个家系的

数据后采用 χ2检验进行关联分析。FBAT分为两个步骤：第

表1 家系数据罕见位点关联分析方法

方法

rvTDT
gTDT
RVGDT
FBAT
RareIBD
famSKAT
FARVAT
gskat
SMMAT

人群内相关性

条件

条件

条件

条件

条件

非条件

非条件

非条件

非条件

多位点检验

负荷检验，SKAT
负荷检验

负荷检验

负荷检验，SKAT
负荷检验

SKAT
负荷检验，SKAT
KM test
负荷检验，SKAT

性状

二分类性状

二分类性状

二分类性状

二分类和连续型性状

二分类和连续型性状

连续型性状

二分类性状

二分类和连续型性状

二分类和连续型性状

软件包

R：rvTDT
C++
Python：RV-GDT
FBAT package
RareIBD software
R：famSKATRC
C++
R：gskat
R：GMMAT

参考文献

［66］
［29］
［67］
［36，43］
［68］
［48，69］
［57］
［52］
［62］
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一步检验标记位点和致病位点间是否存在连锁，第二步通

过将子代基因型数据随机化来估计标记位点基因型的分布

情况［27］。

在每个核心家系仅有一个患病子代且只考虑一个标记

位点的情况下，Xi和Yi分别代表第 i个子代（共 n个家系，n个

子代）的基因型和表型，在加性模型中，Xi是弱势等位基因

的总数，定义：

U =∑
i = 1

n

( )Yi - μ (Xi - E ( )Xi | Pi )
其中 E ( )Xi | Pi 为在已知表型和亲代基因型（Pi）的条件下，

标记位点和致病位点遵从孟德尔定律不存在连锁情况下子

代 基 因 型 的 期 望 。 在 同 样 的 条 件 分 布 下 可 计 算

Var (Xi | Pi )，则标化FBAT统计量：

Z = U V

其中，V = Var (U ) =∑i = 1
n (Yi - μ ) 2Var ( )Xi | Pi ，Z服从 N（0，

1）。而当考虑M个位点的情况时，则对第 s个位点有Us和

Zs，罕见位点的FBAT统计量定义：

W =∑s = 1
M Us =

∑s = 1
M ∑i = 1

n ( )Yi - μ ( )Xis - E ( )Xis | Pis =
∑i = 1

n (Yi - μ ) [ ]∑s = 1
M (Xis - E ( )Xis | Pis

标化的FBAT统计量为Z = W Var (W )［36］。这种通过

将M个位点的信息汇总为一个可以用于关联分析的遗传负

荷得分的方法也叫作负荷检验，它假设同时进行分析的一

组位点的效应方向和大小相同［37］，但实际情况却更为复杂，

同一基因内的位点很可能效应方向不同，部分位点对研究

的表型并无影响，部分位点起保护作用，另一些位点为风险

位点［20］；而效应大小更难估计，尤其是在同时纳入常见和罕

见位点的情况下。针对效应大小可能存在的不一致问题，

研究者们提出对不同位点赋予不同的权重；而对于效应方

向不一致的问题，则可在 FBAT中引入方差成分检验的

方法。

加权方法主要有两大类，分别为根据数据本身包含的

信息进行加权和根据位点已有的生物学信息进行加权。

Guo和 Shugart［38］比较了几种不同权重设置方法下的 FBAT
模型的表现。第一种（FBAT-v1）权重基于频率：

wj = 1 Npj (1 - pj ) ［39］
式中，pj为样本人群中第 j个位点的等位基因频率。第二

（mFBAT-LC）、三（Sβ）种方法则均基于回归模型：

E (Til ) = α + βE (Xilj )［40］ （1）
E (Til ) = α +∑j = 1

M βjE (Xilj )［38］ （2）
则wj = βj。其中式（2）为多重遗传标记回归模型，另外两种

模型与其相似，但分别引入了 LASSO惩罚因子（Sβ.lasso）和

LASSO及岭回归的混合惩罚因子（Sβ.elasticnet）。4种基于回归

的方法均不需要亲代的表型数据。模拟结果显示，当基因

中大多数罕见变异有相同效应方向时，不加权和频率加权

的方法有更好的功效；但综合不同模拟情况，mFBAT-LC和

Sβ.elasticnet表现更好；4种回归的方法能够克服效应方向不同以

及样本量不足的问题而达到较为可观的功效［38］。

Hooli 等［41］在 美 国 国 立 精 神 卫 生 研 究 所（National
Institute of Mental Health）的家系队列人群中对 470个先证

者的 TREM2 基因第 2号外显子区域进行测序寻找罕见功

能突变位点，然后对携带罕见功能突变的 25个先证者的核

心家系成员（65个病例和 17个对照）进行测序，采用不加权

（即假设各位点效应相同）FBAT和MAF加权（假设各位点

效应与MAF成反比）FBAT对该区域的 4个罕见错义突变位

点进行负荷检验，发现不加权情况下 4个位点的总体关联

效应更强（加权：p=1.8×10-3，不加权：p=4.8×10-4），其中最常

见的位点 rs75932628对总效应贡献度最大，侧面佐证了既

往病例对照研究中发现的阳性位点 rs75932628与阿尔茨海

默病的高发病风险有关。

方差成分检验是一类在随机效应模型下通过估计一组

变异位点的遗传效应的分布情况进行关联分析的方法［8］。

不同于负荷检验直接估计一组位点的总体效应，方差成分

检验首先估计每一个位点的效应，然后采用多元回归等模

型对代表各位点效应的统计量进行合并，估计各位点效应

方差对总体方差的贡献，因此允许不同的位点效应方向和

效应值不同［8］。在人群研究中，研究者们提出了C-alpha检
验［21］、序列核关联检验（sequence kernel association test，
SKAT）［20］和方差得分合计检验（sum of squared score test，
SSU）［42］等方差成分检验的方法。其中 SKAT是关联分析中

最常用的方差成分检验方法之一，其优点在于其统计量近

似服从 χ2分布，因此不需要通过置换的方法获得P值，计算

上更加简洁。此外，模型中引入了协变量，能够纳入遗传位

点以外的变量、估计交互作用，数量性状和二分类性状均适

用。C-alpha检验和 SSU检验可被看作是 SKAT的特殊情

况［20］。Ionita-Laza等［43］将FBAT与SKAT结合，实现了对家系

数据进行多位点的方差成分检验，其统计量Q有如下形式：

Q =∑
s = 1

M

w2s
é

ë
êêêê∑
i = 1

n (Yi - μ ) (Xis - E ( )Xis | Pis )ù
û
úúúú
2

此外，通过设置不同的参数，该模型能够适用于不同研

究设计或采用不同检验方法，因而可以比较不同情况下、不

同流行病学设计和统计学方法的优劣。模拟数据集分析的

结果显示，当目标区域内疾病易感性位点的比例升高时，负

荷检验的功效高于 SKAT，与既往研究中结果相符。若纳入

的位点既有保护性位点也有风险位点且与表型相关的位点

所占比例较少时，方差成分检验功效更高。而当位点效应

方向相同且效应大小相近时，负荷检验的功效更高［44］。对

于二分类性状而言，使用家系设计与人群设计有相似的功

效，但对于连续性状，人群设计功效更高。作者还提出，

FBAT目前只利用了家系内部的信息，如果能有效利用家系

间的信息，其功效可能会更高［45-46］。

二、基于亲缘关系矩阵

基于FBAT的方法由于需要计算在父母/同胞基因型/表
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型条件下患者基因型的期望值，因此通常应用于核心家系

或以核心家系为单位的大家系，且其目前能结合的多位点

模型有限，通常需要满足各位点效应方向相同的假设。因

此研究者们提出引入亲缘关系矩阵的方法，这类模型在实

际应用中更加灵活，能够处理一般家系结构的数据，同时考

虑家系内和家系间的差异，并且能够处理效应不一致的一

组位点，因此应用也更为广泛［47］。借助亲缘关系矩阵，负荷

检验、方差成分检验等既往基于一般人群所构建的罕见位

点关联分析方法能够更加广泛地运用于家系数据中。利用

亲缘关系矩阵的方法通常包括线性混合模型（linear mixed
model，LMM）和 广 义 估 计 方 程（generalized estimating
equations，GEE）。

famSKAT是较为常用的罕见变异关联分析方法之

一［48］，其利用 LMM在 SKAT中引入了家系内部相关性的变

量［20］，并且能够同时纳入家系样本和人群样本并计算遗传

度。Haller等［49］首先对 287名非洲裔美国人和 1 028名欧洲

裔美国人的尼古丁受体基因CHRNA5、CHRNA3、CHRNA4、
CHRNA6和 CHRNB3进行测序，选出其中的非同义突变位

点，随后检测这些位点在上述人群的亲属（2 504名非裔美

国人和 7 318名欧洲裔美国人）中的基因型，然后利用

famSKAT检验这些位点的变异是否与尼古丁依赖以外的物

质依赖（乙醇和可卡因）存在关联，首次发现了CHRNB3和
CHRNA3中的罕见位点变异与乙醇或可卡因依赖性风险升

高相关。Schifano等［50］也采用LMM处理研究对象间的相关

性，但选择使用核函数（kernel machine，KM）对位点效应进

行综合［51］，基于KM法的优势在于能够通过指定不同的核

函数灵活地进行建模，可以采用负荷检验也可采用方差成

分分析［50］。但上述方法仍存在一定的缺陷，均仅适用于连

续型变量的表型而不能用于二分类性状。

为解决这一问题，提出了GEE-KM模型［47，52］，这一模型

同样采用KM法进行建模，但利用GEE处理研究对象间的

相关性，该模型可应用于连续形状和二分类性状，也可通过

选择不同的核函数实现负荷检验、方差成分检验或其他检

验方法，实现了多种数据情景下的灵活建模。一项对砷代

谢效率的研究在一般人群样本中采用亲缘关系矩阵调整人

群结构后，采用该模型分别观察了在负荷检验和 SKAT两种

检验方法下的结果，结果均显示 AS3MT基因上的罕见位点

与二甲基胂酸（砷在哺乳动物体内的主要甲基化代谢产物）

百分比存在显著的关联［53］。

基于TDT和亲缘关系矩阵的方法各有其特点和适用的

条件。TDT本质为根据患者和父母的基因型推断传递与未

传递的等位基因，运用 χ2检验探索等位基因与表型是否存

在关联，因此标准的 TDT需要获得患者及其父母的基因型

数据，通常来说较为适用于早发疾病。当双亲基因型数据

难以获得时，研究者们提出了改进方法，如通过患者同胞基

因型推断亲本基因型等［54］。而亲缘关系矩阵则是通过相关

系数来描述两研究对象间的亲缘关系远近，因此适用于复

杂家系结构的数据，在实际操作中更为便利，能够更为充分

地运用每个样本的数据。然而，由于家系研究通过纳入患

者及其亲属募集样本，因此病例和对照纳入的概率与实际

在人群中的分布存在一定的偏差，TDT通过虚拟对照较好

地解决了这一问题。但复杂家系中，通常亲属中的患者更

倾向于参与研究，缺乏完整的患者-双亲样本使得无法构造

虚拟对照，因而通常会导致假阳性率偏高，针对这一问题，

研究者们通过重抽样、配对等方法进行校正［47］。

除在解决家系结构、多位点关联检验方法等方面有所

进展，研究者们还致力于解决其他可能影响表型-位点关联

估计的因素。Oualkacha等［55］构建 FaST⁃LMM，考虑了目标

区域以外的位点对表型的影响，并将这部分效应作为多基

因随机效应纳入模型。其调整家系内相关性的方法为估计

家系内任意两成员间的同源基因（identical by descent，
IBD）的比例，IBD的比例可以用基于家族关系的期望值来

计算，也可以根据成对个体之间全基因组等位基因计数的

协 方 差 来 估 计 ，后 者 被 称 为 RRM（realized relationship
matrix）［56］。该方法的另一特点为采用限制性极大似然估计

计算统计量，因此统计量不依赖于固定效应，只与零假设下

的方差成分估计有关，大大降低了计算难度。FARVAT基
于拟似然估计［57］，它能适用于存在群体子结构的情况，并且

推广到 SKAT-O。而MONSTER则是将 SKAT-O应用于家系

数据的情况［58］，能够自适应地调整未知的罕见变异效应结

构，它还提供了一种评估P值的方法，起到类似于置换检验

的效果。此外，还有许多基于不同线性模型的方法［52，59-64］，

基因-基因交互作用［50］和基因-环境交互作用［65］的分析方法

也不断涌现。

综上所述，家系数据罕见变异关联研究主要需要解决

样本间不独立和罕见位点频率低难以发现这两个问题，前

者解决方法主要有 TDT和引入亲缘关系矩阵，后者主要采

用能够综合多个位点效应的统计模型放大效应。与人群研

究类似，目前应用较多的方法为负荷检验和方差成分检验。

其中，基于 SKAT的家系关联分析发展最快，不同研究者提

供了多种统计方法，不同方法间的主要区别在于采用了不

同的线性模型和方差估计方法，即对遗传结构的假设不同，

因此各有其适用的最佳范围。虽然已有的方法众多，但仍

存在至今未解决的问题，如二分类表型基因-环境交互作用

的检验、小样本数据的检验功效等，仍待进一步探索。此

外，关联研究的结果仅能代表位点或区域与疾病间存在的

统计学的联系，关联研究结果的合理解释及是否存在生物

学关联则需进一步通过实验探索。探索基因的生物学功

能，为疾病预防、药物开发等治疗措施研发提供线索或依据

仍是亟待解决的问题。
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