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-基础理论与方法·

全基因组关联研究中的二阶段病例对照设计

马昭君 易洪刚 赵杨 陈峰

【导读】全基冈组关联研究(GwAs)已成为寻找疾病致病基冈的重要手段，但是研究费用昂

贵，大部分研究者选择了资源利用率更高的二阶段设计。为系统阐述二阶段病例对照设计的研究

设计和统计分析方法，论文作者结合实例分析介绍了其设计的基本原理，在GWAS中的实施步

骤、统计分析策略以及应J}}I特点和现状。
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【Introduction】 Genome—wide association study is an important approach to identify common

genetic variants that predispose to human disease．Because ofthe high cost of genotyping on hundreds

of thousands of markers on thousands of subjects，a more cost—effective two-stage case—control design
is applied by most genome-wide association studies．To describe the design and statistical methods of

the two-stage case—control study，this paper introduces the principles of two-stage case—control

design．its implementing steps in genome-wide associmion study and the features of its application．

Thc method is illustrated with an example．
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随着各种高通量技术(大规模基因组测序技术、

基因芯片和质谱技术)的快速发展，全基因组关联研

究(genome—wide association study，GWAS)的应用领

域越来越广阔，越来越多地被应用于复杂性疾病如

肿瘤、糖尿病等研究。GWAS中关心的三个主要问

题分别是检验效能、假阳性和经费。要控制假阳性，

用最少的经费达到预定的检验效能，需要良好的研

究设计。GwAS的研究设计目前主要分为单阶段设

计和二阶段设计。单阶段病例对照设计是选择了足

够的病例和对照样本后，对所有研究对象全基因组

中的单核苷酸多态性(sNP)进行基因分型。该设计

需要较大的样本含量。一般GWAS所研究的SNP

达到几十万甚至上百万个，因此这种研究耗资巨大，

且由于许多本来在实验早期就可以确定的与疾病无

关的DNA片段也被包括进来，从而使得该设计资源
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利用率很差⋯，造成一定的浪费。

Sobell等1993年首次提出在寻找致病基因的关

联研究中使用二阶段病例对照设计陋1。2002年，

Satagopan等⋯首次系统阐述了二阶段病例一对照设

计的使用。随后，该设计方法不断得到完善，使其

更适用于候选基因研究，甚至扩展应用到GWAS

中乜。8】。2006年，波士顿大学医学院联合哈佛大学等

报道的关于肥胖的研究中，首次将二阶段设计应用

于GWAS[91。为了节约研究经费，提高资源利用率，

越来越多的研究者在复杂性疾病致病基因的关联研

究中采用了二阶段设计。

本研究主要介绍二阶段病例对照设计在GWAS

中的应用。

基本原理

1．实施步骤：第一阶段选择n。个病例对照样本，

在该样本中对全基因组范围内选择的所有m。个SNP

进行基因分型。然后分析每个SNP与疾病的关联，

分别计算OR值及其检验统计量。按照检验统计量

的绝对值从大到小排列全部SNP，选择其中位于前
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‰蛔％的SNP，也就是说，选择前面的m：-----m，兀砌。％
个SNP。第二阶段选择另一部分独立的病例对照样

本n：个，在该样本中只对第一阶段所选出的m：个

SNP进行基冈分型。然后对第二阶段的结果进行统

计分析或者结合两个阶段的结果进行统计分析，寻

找与疾病相关联的阳性SNP位点。

2．统计学分析：在二阶段设计提出的初期，第二

阶段的数据被看作是第一阶段的重复，故第二阶段

的数据被单独进行统计分析()C2检验或logistic回

归)，将有统计学意义的位点作为与疾病相关的位

点。2006年Skol等‘1们发现，将二个阶段的数据联合

后进行统计分析的检验效能比单独将第二阶段作为

重复阶段分析的检验效能更高，此后更多的研究者

选择对二阶段设计的GWAS资料进行联合分析。

二阶段设计的联合分析方法：假设GWAS全

部研究样本含量为n，病例与对照样本含量相等，

所要研究的全部SNP为m，sampl。为第一阶段所用

样本含量占全部样本含量的比例，则第一阶段样

本含量n。=n×7ctampm，第二阶段样本含量n2 n×

(1—7【唧。。)。多。7和多。分别表示病例和对照中的致

病等位基因频率。则检验统计量可记作

：．一 垒二妻! r1、1卅五币=百丁了币丁j万可百再习 ”7

在无关联的零假设下，第一阶段样本含量较大时，z。

服从均数为0，方差为l的标准正态分布。可以用

标准正态分布的性质来确定一个界值c，，作为筛选

进入第二阶段SNP的标准，这样，P(h l>C。)=

兀础。，7c㈣。表示全部m个SNP中进入第二阶段的比

例。如果将第二阶段作为重复阶段分析，检验统计

量Z2的公式和名。相似。在联合分析中，要产生一个新

的统计量，该统计量在两阶段之间存在异质性时也

适用：

zm，一杉孟i z，+撕丁ii：：：==了z： (2)

将求出的检验统计量=ioint与界值Cjomt比较，如果孙缸。>

G咖，说明等位基冈频率在病例和对照中不同，该位

点与所研究疾病有相关性。Skol提供了一个在各种

m，n，兀一，tutmph条件下计算C，，c2，G饿m的软件
(http：／／csg．sph．umich．edu)。

3．单阶段设计与二阶段设计的比较：

(1)检验效能：假设GWAS无经费限制，选择单

阶段病例对照设计可达到最大检验效能。但是，一

个GWAS通常要研究几十万甚至上百万个SNP，要

将所有个体的全部SNP基因分型，费用非常昂贵。

Skol等⋯和Muller等⋯的理论研究及模拟实验

结果表明，在GWAS中应用二阶段病例对照设计，

在大量减少研究经费的同时，可以保证研究的检验

效能。

第一、二阶段每个SNP基因分型的费用分别记

为tt，t2，r=tJtl。在不同的等位基因频率AF(allele

frequency)、基冈型相对风险GRR(genotype relative

risk)、r的情况下，将最佳的二阶段设计与单阶段设

计进行比较(表1)。本研究中最佳的二阶段设计指

的是在控制l类错误、检验效能不变的前提下，使研

究的经费达到最低的设计。

表1单阶段设计与二阶段设计比较

注：4_二阶段没计与单阶段设计的研究经费相比的百分比；表中

结果的前提条件包括，n一=n。。n检验效能l—D=0．9，m=500 000，

冗㈣=O。l％，单个SNP假设检验经BonfeIroni法调整后的Ⅱ=l X
10‘7

第一阶段基因分型一般采用商业芯片，按照国

内目前GWAS相关费用，1 M芯片价格约2300元，

每个SNP平均0．0023元；第二阶段选择部分SNP进

行基因分型，需定制特定芯片，若选择1000—5000

个SNP，每个SNP费用约0．5元，则r---tJt。=O．5／

0．0023—217，若选择的SNP 5000以上，每个SNP基

因分型费用会有所下降，因此本文中r设置为100和

200。当r=100或200时，在不同的AF、GRR组合

下，二阶段设计都可以达到与单阶段设计相同的检

验效能，同时可以节约30％。40％的研究经费。

(2)控制假阳性错误：二阶段病例对照设计中的

第二阶段，是将第一阶段分析结果中与所研究疾病

有关联的SNP或者是可能有关联的SNP，在另外一

个独立样本中进行基因分型，以验证这些SNP与所

研究疾病是否仍有关联。因此，第二阶段也可以看
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为第～阶段结果的验证阶段，可以起到控制假阳性

错误的作用。

在二阶段设计的GWAS中，第一阶段作为探索

阶段，主要是筛选SNP，样本含量往往较少，冈此第

一阶段的检验效能较低。研究者为了避免漏掉与

疾病相关的SNP，在选择进入第二阶段的SNP时，

会将检验水准Ⅱ，设置得较大，此时第一阶段总的I

型错误率会增大。如某GWAS总的SNP数m，=

500 000，若设置第一阶段0【，=10’1，则总的I型错误

率=l一(1一lo。)500 000=o．993。因此，第二阶段作为

验证阶段，需要设置较严格的检验水准0【：，以控制整

个研究的假阳性率。如进入第二阶段的SNP个数

m：=m。×兀。ark。，贝qa2=o．05／(m。X‰)。同时，由于
第二阶段增大了样本含量，保证了研究的检验效能。

PubMed中检索到2009年关于肿瘤的GWAS文

献共发表24篇，其中19篇应用病例对照研究。19

篇GWAS中有18篇应用的是二阶段或三阶段病例

对照设计。有3篇未提供第一阶段假设检验的具体

结果，在其余的15篇文献中，8篇通过第二阶段的重

复验证排除了第一阶段的部分阳性结果‘11．12J。由此

可见，二阶段病例对照设计与单阶段设计相比，可以

更好地控制研究的假阳性。

(3)研究经费：假设一个GWAS全部研究样本含

量为n，且病例与对照样本含量相等，所要研究的全

部SNP为m。，其中真正的致病基因位点为D(≥1)

个，则其余m。一D个位点与疾病无关。关联研究的

目的是从这些真正的致病基因位点中至少识别出d

个(1≤d≤D)。

单阶段设计：将n个个体的m。个SNP都进行基

因分型，每一个SNP都作假设检验，例如logistic回

归，然后挑选出检验统计量最大的d个SNP，推断其

为致病基因位点。

设每个SNP基冈分型的费用为t，，则该设计方

法基因分型所需经费为

兀=n×mI×tl (3)

二阶段设计：第一阶段对n1个个体的全部m，个

SNP进行基冈分型，并计算其与疾病关联的检验统

计量，定义7c一蛔(<1)为第一阶段所用样本含量占
全部样本含量的比例，则

m=n×兀H (4)

按照检验统计量排序后，根据其顺位挑选最大的一

部分ShIP，定义该部分的比例为兀础。(0<兀一<
1)。第二阶段，在另外的n2=n一凡。个个体中，对第

一阶段所挑选的m：=m，×兀一个SNP进行基因分

型。设第二阶段每个SNP基因分型的费用为t：，则

该设计方法基因分型所需经费为

T=n冗．。岬kmI“+凡(1一兀一)，nl兀I 如 (5)

在凡=8000，m．=l 000 000，兀㈣=0．1％，按照现阶
段m，t．=￥2300，tz=￥O．5的价格，根据公式3计算，

单阶段设计研究经费T。一----'：'--n×m。X tl=￥1840(万

元)。在上述条件不变时，由公式5可见，二阶段设

计将大大降低研究经费。如兀一。=50％时，r=
￥1120(万元)，而且随着7c酬。的减小，r呈明显的下
降趋势。

实例分析

2009年Journal ofHuman Genetics报道了一篇关

于鼻咽癌的GWAS文章，研究者采用二阶段病例对

照设计，寻找与鼻咽癌有关联的致病基因位点n3|。

第一阶段：研究者对马来西亚华人中的111例

鼻咽癌患者和260例对照的554 496个SNP进行基

因分型。去除21 448个基冈分型缺失率>0．02、或

MAF<0．05的SNP，对其余SNP采用Fisher确切概

率法进行关联分析，结果显示533 048个SNP均P>

1×10～。

第二阶段：根据第一阶段的关联分析结果，选择

P值最小的200个SNP进入研究的第二阶段，在另外

一组独立的病例对照样本中对其进行基因分型，包

括268例病例和252例对照。对两阶段数据进行联

合分析，结果显示3p21染色体的ITGA9基因中的位

点rs2212020与鼻咽癌易感性有相关性(P=8．27 X

10～，OR=2．24)。选择rs2212020附近40 kb连锁不

平衡区域的19个SNP进行基因分型。联合分析结

果显示共有8个SNP的P<1×10～，其中rsl89897的

P值最小，确认其与鼻咽癌易感性之间的关联有统

计学意义(P=6．85×10一，OR=3．18)。

该研究如果以第一阶段全基因组扫描每个样品

m。t，=$500，第二阶段每个基因手工分型每个样品每

个SNP t2=$0．07的价格，按照公式5计算，基冈分型

的费用大约为19．35万美元，若应用单阶段设计，则

基冈分型费用将达到44．55万美元，二阶段设计与单

阶段设计比较，可节约基因分型费用56．57％。

讨 论

随着芯片技术的发展，全基因组扫描的价格不

断下降，但是对大量样本的几十万或上百万SNP进

行分析的GWAS，其高额的研究经费仍然不是一般

实验室所能承受的。因此大部分的GWAS的研究者
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选择采用资源利用率更高的二阶段病例对照设计。

目前大部分研究者的研究结果表明，第一阶段

样本含量占全部样本含量的比例7c—k在50％左右，

进入第二阶段研究的SNP占全部SNP比例冗。h在

l％左右时，二阶段设计的检验效能(power)与单阶

段设计较为接近。

但是第一阶段和第二阶段的样本含量如何分配

能达到最佳的二阶段设计，还取决于在第二阶段研

究每个SNP的费用与在第一阶段研究每个SNP的

费用之比¨】。这里“最佳的二阶段设计”指的是在

GWAS中保证研究的检验效能的同时使研究经费达

到最低。

事实上，大多的研究在开始之前已经确定了所

要研究的样本含量rt。当凡固定，所要研究的SNP个

数m给定时，检验效能最高的仍然是将全部n个个

体的全部m个SNP基因分型的单阶段设计，即使最

佳的二阶段设计仍会损失一小部分的检验效能。当

然，检验效能的损失可以<1％，而节约三分之一以

上的研究经费。如果条件允许，检验效能的部分损

失还可以通过增加部分样本含量来弥补随]。

在二阶段设计中，如何选择一部分SNP进入

GWAS的第二阶段有很多种方法。常见的是根据第

一阶段基因分型结果，分析每个SNP与疾病的关联，

按照检验统计量的绝对值排列全部SNP，选择其中

位于前冗融。％的SNP。该方法简单易行，但是可能

会漏选一部分可能与疾病有关联的有研究价值的

SNP。

Rao【141提出一种复杂但较全面的选择方法，首

先根据单个SNP与疾病关联分析的P值来选择进入

第二阶段研究的大部分SNP，然后利用已有(自己或

他人研究中已经发现某些区域与疾病连锁)的连锁

信息来选择剩下的小部分SNP，尽管这些SNP在第

一阶段的关联分析中P值没有达到进入第二阶段的

标准。

由于二阶段设计对资源利用率更高，因此在

GwAS中得到广泛使用，在某些大样本量的GwAS

中，研究者开始采用三阶段病例对照设计，其基本原

理和二阶段设计相似，是将第二阶段的过程延续为

两个阶段，其进入第二阶段研究的SNP更多，在第二

阶段研究结束后根据前两阶段研究结果选择一少部

分SNP进入第二三阶段，在独立的样本中进行分析。

甚至某些研究者在GWAS中采用了四阶段病例对照

设计n引，这种多阶段的病例对照设计方法需要更进

一步的研究和讨论。
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