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许多慢性非传染性疾病的病因机制复杂，其发病与环境

暴露因素有关，也与遗传易感性及交互作用关系密切。在应

用遗传及分子流行病学对复杂疾病的病因研究中，常常需要

应用多种现代分子生物学技术对样本进行检测。其中反转

录一聚合酶链反应(RT-PCR)、微卫星(micro satellite，MS)、等

位基因特异性杂交(allele．specific hybfidizafion，ASH)等方法

被广泛应用。基因芯片(gene chip)检测技术与全基因组关

联性研究(genome-wide association study，GWAS)的方法已

开始被大量运用到复杂性疾病的研究中。流行病学的研究

通常涉及大规模的人群，需要对成百上千的个体样本进行几

十、几百甚至更多遗传标记的测量，工作量巨大，资金消耗也

十分可观，一般实验室是难以承担的。DNA混合池(DNA

pooling)技术被认为是解决此问题的一种有效方法⋯。

DNA混合池技术是根据抽样原理设计的一种方法。以

病例对照设计的关联研究为例，基本步骤是：①分别构建建

立病例与对照样品的DNA混合池，即每个池包含Ⅳ个个体

的DNA(要求混合时每个样本等量、等浓度)；②分别对病例

DNA混合池与对照DNA混合池进行高通量检测仪器(如基

因芯片)中进行检测；③对检测结果进行统计分析，筛出可疑

单核苷酸多态性(sNP)位点；④针对筛出的可疑SNP位点，

对所有研究对象的个体DNA样本进行检测(或抽取部分个

体样本进行检测)，统计分析检测结果，比较病例与对照的差

异，确定致病基因位点。

为提高应用DNA混合池技术所获结果的真实性与效

率，近来出现了多种构建DNA混合池的设计方法，如多种类

型病例与对照的混合池构建，多阶段设计，新的统计分析

等。DNA混合池技术的特点是在不明显减小检测效力的前

提下提高研究效率，节省研究经费，缩短研究周期。近年来，

在DNA混合池技术的设计理论与实际应用方面有着较多新
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的进展，本文综述如下。

1．SNP位点检测效力：长期以来检测效力偏低一直是

DNA混合池技术受限的原因。以往研究表明，只有当病例与

对照组间等位基因频率差别在7．5％以上时才可检测出乜1。而

近年发展的方法已使得该技术的检测效力明显提高。2006

年Zuo等b证明，用两阶段DNA混合池技术检测大样本(病例

及对照数量>1000)时，只要病例和对照组间等位基因频率的

差异不小于5％，且第二阶段选取适当比例的遗传标记进行分

型，就有很高的概率(>80．O％)检测出与疾病高度相关的遗传

标记。实验结果还表明，在大样本条件下，即使当等位基因频

率的差异为3．O％时，如果选取相对高的第二阶段遗传标记的

分型比例，也很可能检测出显著差异大的遗传标记”】。

2006年Bierut等。41对导致尼古丁依赖的易感基因进行了

全基因组扫描。以对尼古丁依赖的吸烟者做实验组(1050

人)，对尼古丁非依赖的吸烟者为对照组(879人)。为了能够

快速有效且节约成本完成扫描，他们采用的是两阶段的

DNA混合池设计。第一阶段选取约50％的研究对象构建了

16个DNA混合池，实验组和对照组各8个，每个池包含约60

份个体样本。使用了49个芯片对240万个SNP进行基因分

型，经统计分析后，筛选出实验组和对照组中等位基因频率

差异最显著的31 960个SNP。第二阶段则对所有的实验组

和对照组样本进行个体分型，扫描由第一阶段得到的具有显

著差异的31 960个SNP。研究中运用回归分析的方法分析

个体分型的结果，还考虑了年龄、性别等协变量与基因型交

互作用，最终发现35个SNP的P值<10‘4；其中包含一些新

发现的基因，如Neurexinl、VPSl3A、TRPC7、CTNNA3、

CLCAI等[41。2009年Knight等b1沿用Bierut的样本和方法，

通过个体分型和混合池2种方法对近1000个样本中50 000

个SNP检测，进行病例对照研究；目的是比较混合池设计和

个体分型的检测效力。他们将用2种方法检测得到的数据

构建成一混合的二元正态分布(‰，，‰)，并且证明大部分能
够被DNA混合池正确估计的数据，在发现疾病相关变量方

面与个体分型所获得的数据有同等的效力。

Chew和Ramanit61对用DNA混合池的方法和个体分型

方法得到的等位基因频率的差异进行了比较。在500 K基因

芯片平台上，实验组混合池和对照组混合池等位基因频率与

已知通过个体分型估计的频率相关系数均>O．97，有的混合

池相关度甚至达到0．987。Ji等n1将疾病遗传模型中的参数

整合到混合池的关联性研究中，发现检测效力随基因分型数

量的增加而显著提高。他们得到4个影响关联性研究检测

效力的参数：①基因型相对风险；②遗传模型；③样本大小；④

疾病与SNP遗传标记等位基因频率之间的相互作用关系。
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检测效力的提高使得混合池的方法在近年来被广泛应

用，如2009年Bosse等“1用DNA混合池的方法通过对2组2型

糖尿病和慢性鼻窦炎患者进行病例队列研究，检测了55 000

多个SNP，证实了混合池技术在高密度基因实验中可以准确

的确定微小等位基因频率，并发现了一些在实验组和对照组

间有显著差异的SNP位点，如糖尿病易感基因TCF7L2和

HHEX的SNPs，与由GWAS得出的结果完全相符。

2．高通量DNA测序方法：该方法的应用使DNA混合池

技术成本效益更加明显。早在20世纪40年代就有了将许多

样本混合到一起进行研究的方法，在大规模的流行病学研究

中，这种方法切实有效，大大减少了工作量，而且有良好的成

本效益。采用DNA混合池技术与高通量检测仪器联合应用

则能更显著降低复杂疾病病因研究的成本，而且样本量越大

其相对于单纯高通量个体分型的优势越大，成本效益更加明

显。如2009年Craig等【91通过其开展的一项年龄相关性黄斑

变性的GWAS研究证实，当病例与对照各2000人时，采用构

建混合池的方法，通过Illumina测序仪来对混合样本进行检

测，费用仅需10万美元；若用个体分型的方法费用为180万

美元，且需数月时间。经方法学对比研究，混合池方法不亚

于个体分型方法，检测效力很高，而且能节省大量时间、工作

量、实验次数和试剂【9】。再如，2009年Lu等“们将DNA混合池

技术与DNA探针结合衍生出一种叫做DNA探针混合池的

方法，用于肿瘤细胞的外周血检测、产前诊断和移植前遗传

诊断，可以提高测绘染色体异位断裂点的速度。通过对肿瘤

和体外受精样本的研究发现，从配子的克隆选择到染色体断

裂点的测绘所用时间可缩短至3～4 d。

3．新的DNA混合池设计与分析方法：2009年Zhao和

Wangt“1通过数理统计的方法分析DNA混合池技术设计中的

误差特点、成本估计与优化设计；研究详细论述了应用两阶

段DNA混合池技术开展病例对照设计关联研究时，优化成

本效益的3个问题：①DNA混合池特异误差规律

(p001．specific eITOI"S)的大小：在一般情况下，第一阶段DNA

混合池测量成本明显低于第二阶段个体基因分型的成本，此

时的两阶段DNA混合池设计具有良好的成本效益；而当混

合池特异误差较大并且风险等位基因频率很低，或者混合池

特异误差不很大而混合池规模较大，以上两种情况均无好的

成本效益。②第二阶段基因分型与第一阶段基因分型成本

的相应比值(尺)的影响。以往研究报道，理想的两阶段个体

基因分型设计的R值为15—20；他们通过数理分析表明，在

两阶段DNA个体分型设计，当R值由l增至15时，成本将增

加17．5％，而采用混合池设计，成本将仅增加1．4％；无论刚直

如何变化，无论风险等位基因频率的高低，两阶段DNA混合

池分型设计的成本要比两阶段DNA个体分型设计的成本低

10倍。③DNA混合池的规模：即第一阶段所有混合到一起

的DNA样本量，该研究表明，为达到更高的成本效益，在进

行GWAS的DNA混合池设计时，第一阶段样本量至少为研

究对象的70．0％，而第二阶段进行个体分型时，测量遗传标记

的比例应小于总量的0．5％。

与DNA个体分型相比，采用DNA混合池设计得到的数
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据存在信息丢失问题，如缺少关于在每个池中的每个遗传标

记内偏离H．w平衡(Hardy．Weinberg equilibrium)比例的信

息；缺少在每个池中遗传标记间连锁不平衡的信息等。为弥

补这一缺陷，2007年Johnson[12】提出了一种基于经典模型

McPeeK和Sa。ahs的贝叶斯统计方法。用以分析通过混合池得

到的数据。该方法通过试验被证明在统计学上和计算上都很

有效，在大规模关联性研究中，对通过混合池得到的数据能够

同时对数量性状位点(quantitative仃ait loci，QTL)进行分析。

DNA混合池设计原有的一大缺陷是不能提供单倍体型

的信息，无法进行单倍体分析。为弥补此缺陷，2008年

Zhang等”3]提出了一个叫做PoooL的计算方法来估算DNA

混合池的SNP位点单倍体型频率。PoooL是一种约束性EM

(expectation．maximum)算法。他们引进了一个被称为重要性

因子(importance factor)的量，用以衡量一个单倍体型的可能

性。基于等位基因频率呈渐近正态，并且单倍体型频率处于

一个线性约束系统的假设，在迭代最大化过程中，重要性因

子为一常数。他们通过模拟研究证实PoooL这种算法可以

有效估计任意样品量的样品池中的单倍体型频率。该算法

既能检测成百上千样品的大混合池，对少到一两个的情况也

同样适用。PoooL计算的复杂性与混合池的大小无关，因此

它对大混合池的计算效率比既有的估计方法有显著提高。

模拟的结果还显示，这种方法还可以减小基因分型误差及人

群混杂的影响。

4．DNA混合池技术误差分析：DNA混合池技术可以降

低大范围遗传关联性研究的成本，但不可避免出现实验误

差，这些误差可能会提高假阳性率及降低检测效力。对于

DNA混合池的误差分析及误差对于其检测效力影响的相关

探讨由来已久，最近的一些研究表明，与个体分型相比，影响

混合池测量真实性的主要因素是对大量样本混合后产生的

各种误差的大小。2007年Macgregorfl引检验了混合池内及

混合池间的误差，发现大多数误差来自基因芯片上反应过

程，而不是混合池的构建。当用基因芯片对384个样本的

56 494 SNPs检验时发现微阵列特异性误差比混合池构建引

起的误差高7倍。这提示在拥有构建良好的混合池的前提

下，为了尽量减少误差，应增加每个样本对应的微阵列的数

量而不是构建多个混合池。2009年Jawaid和Sham【l”的病例

对照研究也证明了混合池技术的主要误差来源在于等位基

因的扩增过程，即误差主要存在于反应过程中。他们应用来

自DNA混合池实验和相应个体基因分型的数据，对于多种

不同来源的实验误差用线性随机效应模型和回归2种统计

方法进行定量研究；证明混合池具有准确估计等位基因频率

的潜力。通过分析误差的组成发现，DNA混合池设计误差

的来源主要是：①等位基因的差异扩增；②等位基因频率的

测量；③混合池的构建误差。

5．在不同基因检测领域的应用：根据不同的研究目的，

研究者会选择相应的基因结构进行检测。已被发现的常见

基因结构包括微卫星、SNP、数量性状位点、甲基化修饰、拷

贝数量变异(copynumbervariation，CNV)等。DNA混合池

的方法现已被广泛地应用到这些特点结构的检测当中，以降

 



低成本，提高效率。

CNV是人类基因组中一个重要结构，它们影响基因的

表达水平并进而引起表型的不同。与SNP相比，CNV对于

基因表达的影响更大。一些CNV被认为与某些疾病相关，

如Prader-Willi综合征，DiGeorge综合征和孤独症样谱系障

碍。2008年Lin等L16]用混合池和100 K基因芯片结合对2组

分别为10人和30人的群体进行检测，发现12个常见的拷贝

数量变异性区域，其中有10个C'NV经实时定量PCR和个体

基因芯片分型确认；另2个发现的CNV可以在基因组变异数

据库中查到。这一实验结果提示DNA混合池可以有效地被

用于检测常见的拷贝数量变异性。

DNA甲基化是最早发现的DNA修饰途径之一，大量研

究表明，DNA甲基化能引起染色质结构、DNA构象、DNA稳

定性及DNA与蛋白质相互作用方式的改变，从而控制基因

表达。2009年Doehmy等“71用混合池的方法对89个DNA

样本进行甲基化检测，与个体检测的样本比较，结果有高度

一致性，证明混合池技术可以在大规模人群研究中提供准确

定量的DNA甲基化平均水平，同时节省大量成本。

DNA混合分析技术还可用于QTL的关联研究。2007年

Korol等“射在对QTL研究中，提出一种DNA混合池分池的方

法(fractioned DNApooling。FDP)，即将位于人群性状分布两

个极端的部分随机分为数个独立的混合池，以此来提高选择

性基因分型的可靠性。FDP是在概念上和结构上对选择性

DNA混合池(selective DNApooling，SDP)的一种改良，它可

以对QTL检测进行置换检验而不再依赖统计学检验中假定

的渐近分布。在家系研究和交叉测绘(cross mapping)设计

中，FDP提供了一系列原先只能通过个体基因分型实现描绘

QTL的方法；包括在被标记的等位基因在家系中仅部分共

享的情况下，将多个家系和染色体上的多个遗传标记联合起

来分析并检测家系中QTL的杂合子、QTL位置的置信区间

估计和多关联QTL分析。

2009年Chi等“”提出了—个将DNA混合池与选择性重组

体基因分型(selective recombinant genotyping，sRG)技术结合

的方法。他们假设任何分开的标记等位基因可在小规模混合池

中被检测出(例如20人的混合池)，并且等位基因的相对频率可

以很好地在大规模样本中被估计。实验的第一阶段用两阶段

DNA混合池的方法筛选存在于一对侧翼标记间的重组体；第二

阶段以大量DNA分析法(bulked DNAanalysis，BA)和两阶段

混合池对重组体进行基因分型。实验结果提示DNA混合池和

SRG的联合应用可以有效降低传统重组体基因分型的费用。

6．展望：DNA混合池技术在一定程度上克服了传统方

法精度差和精密仪器分析耗费高的问题，能够以相对低的成

本进行有效检测。它同时开拓了一种研究方法的新思路。

研究者不仅可以将待测样本的DNA进行混合，还可以进一

步混合RNA、eDNA、血液甚至蛋白质等。这种将样本混合

以化零为整降低成本的思想方法将可能会有进一步发展，其

他类型的混合池技术可能会陆续出现。另外，在遗传及分子

流行病学中，DNA混合池技术与其他的仪器分析手段相结

合对大规模人群研究可能成为—个新的趋势。

虽然DNA混合池技术在对大规模人群的基因检测中有

很高的检测效力和成本效益，但与其他任何一种检测技术一

样，有其本身固有的缺点。首先，因为混合池技术得到的数

据须经数理统计分析，所以处理数据时对于误差的分析是相

当复杂的，而误差本身对于实验的检测效力来说至关重要。

其次，由于DNA混合池技术常常用于大样本的研究，DNA样

本的质量控制难度很大。另外还有文献报道，混合池技术在

对弱连锁不平衡的检测方面效力不高m】。

尽管许多方面还有待进一步完善，但DNA混合池技术

目前仍不失为一种对于大规模人群基因研究的成本效益很

高的检测手段，可以预期它将在分子及遗传流行病学领域中

有更广泛的应用。
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