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　　［摘要］　目的　研究ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４区域中的单核苷酸多态性位点（ＳＮＰｓ）和精神分裂症的相关性。方法　在
６９个中国汉族精神分裂症患者的核心家系中，采用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹ等位基因分型技术对位于ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４的７个

ＳＮＰｓ以及２个侧翼的遗传标记进行基因分型和传递不平衡检验（ＴＤＴ）。结果　（１）存在４个罕见（少数等位基因频率＜
１％）的ＳＮＰｓ（ｒｓ７９７７６８７５、ｒｓ７８８１６５４０、ｒｓ７９０８２１３２和ｒｓ６２１９８４６７），因其不符合分析要求，予以排除。（２）对其余５个ＳＮＰｓ
（ｒｓ４６６７０００、ｒｓ６１７３９２９０、ｒｓ６１７３９２８８、ｒｓ１３６６８４２、ｒｓ３７３１８３４）的分析表明，遗传标记ｒｓ３７３１８３４的传递不平衡结果具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。（３）在连锁不平衡分析中，对５个ＳＮＰｓ构建的单倍型分析显示其传递差异具有统计学意义（整体Ｐ＜０．０５）。

结论　ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４区域的ＳＮＰｓ与中国汉族人群精神分裂症的遗传易感性相关。
　　［关键词］　精神分裂症；ＺＮＦ８０４Ａ；非同义突变；传递不平衡性检验；单核苷酸多态性
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（８）：８６０８６３］

　　精神分裂症（ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ）是以个性改变，思
维、情感、行为的异常，精神活动与环境不协调为主
要特征的一类常见的精神疾病。在世界范围内精神
分裂症的终生患病率约为１％［１２］，而遗传因素在其

发生中发挥主要作用［３］。２００８年，Ｏ’Ｄｏｎｏｖａｎ等［４］

率先在欧洲等人群中完成了精神分裂症的全基因组

关 联 研 究 （ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ，

ＧＷＡＳｓ）工作，并且发现精神分裂症的风险因子单
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核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，

ＳＮＰｓ）位点ｒｓ１３４４７０６，鉴定出ＺＮＦ８０４Ａ是疾病的
重要候选致病基因。此后，ＺＮＦ８０４Ａ基因与精神分
裂症的关联得到不同研究团队的后续研究支持，包
括研究对象来自不同人群的数个ＧＷＡＳｓ和一些临
床研究［１，５１５］。ＺＮＦ８０４Ａ基因由４个外显子组成，
位于人类染色体区域２ｑ３２．１。该基因在大脑中可
翻译出１２１０个氨基酸残基组成的蛋白质产物，属
于具有Ｃ２Ｈ２结构域的锌指蛋白家族成员，然而，其
生物学功能仍不清楚。

　　本课题组前期研究表明，位于ｒｓ１３４４７０６下游的
高度保守区域与精神分裂症之间存在高度的相关

性［１６］。为进一步揭示ＺＮＦ８０４Ａ基因与精神分裂症
遗传易感性的关系，我们集中对ＺＮＦ８０４Ａ的非同义
突变区域展开研究，选取了位于该基因外显子４的７
个ＳＮＰｓ以及２个侧翼的遗传标记，在６９个中国汉族
的精神分裂症核心家系中进行基因分型和传递不平

衡检验（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔ，ＴＤＴ），在分
析这些非同义突变对疾病易感性作用的同时，探讨

ＺＮＦ８０４Ａ基因与精神分裂症间潜在的联系。

１　对象和方法

１．１　ＳＮＰｓ的选择　根据 ＳＮＰ数据库（ｄｂＳＮＰ
１３５），ＺＮＦ８０４Ａ基因的非同义突变位点共有７６个，
其中７４个位于外显子４区域。我们选择了７个位
于外显子 ４ 的 ＳＮＰｓ （ｒｓ６１７３９２９０、ｒｓ６１７３９２８８、

ｒｓ１３６６８４２、ｒｓ７９７７６８７５、ｒｓ７８８１６５４０、ｒｓ７９０８２１３２和

ｒｓ３７３１８３４）以及２个侧翼的遗传标记（ｒｓ４６６７０００和

ｒｓ６２１９８４６７），对外显子４区域进行了高密度的覆
盖。这９个ＳＮＰｓ跨越了约６．０ｋｂ的区域，平均间
距 为 ７６０ ｂｐ，其 中 ３ 个 ＳＮＰｓ（ｒｓ６１７３９２９０、

ｒｓ６１７３９２８８和ｒｓ１３６６８４２）在此前欧洲人的研究中已
被发现与精神分裂症关联，而遗传标记ｒｓ３７３１８３４
也显示出关联的趋势［１７１８］。

１．２　研究对象　收集患精神分裂症的先证者及其生
物学父母的６９个三口之家共计２０７名成员作为研究
对象。先证者均来自中国西安，其中男性３２名，平均
年龄（２５．７５±７．７３）岁，首次发病年龄为（２０．７５±
３．９０）岁；女性３７名，平均年龄（２４．３５±７．６９）岁，首次
发病年龄为（２０．８４±４．７１）岁。所有先证者均由西安
交通大学第一附属医院精神科医师根据精神分裂症

的ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＭａｎｕａｌｏｆＭｅｎｔａｌＤｉｓｏｒ
ｄｅｒｓ（ＤＳＭⅣ）标准，并结合患者病例记录及临床问诊
进行诊断。两位资深的精神疾病医师分别独立地对
患者资料进行复核。所有研究对象均为中国汉族血
统。本研究得到西安交通大学医学院医学生物科研

伦理委员会的同意，并且所有研究对象均知情同意。

１．３　ＤＮＡ提取　抽取研究对象的外周静脉血２ｍｌ，
以２％ＥＤＴＡ 抗凝，基因组ＤＮＡ提取严格参照哺乳
动物血液ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根生物技术公司）
的标准流程进行。

１．４　基因分型　基因分型采用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹ等位
基因分型技术（美国Ｓｅｑｕｅｎｏｍ公司）。特异性引物
设计使用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹ设计软件３．０版。对每一
份ＤＮＡ样本均进行多重ＰＣＲ扩增反应，随后ＰＣＲ
产物被用于位点特异性单碱基延伸反应。反应产物
经脱盐后转移至３８４孔微阵列板，之后进行 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ质谱鉴定。鉴定结果由 ＭａｓｓＡＲＲＡＹＴＹＰＥＲ
软件分析，并提供最终基因分型结果。我们采用了严
格的质量控制流程：在每一块盛放ＤＮＡ样本的９６
孔板中均设２个双盲重复的ＤＮＡ样本孔，所有的双
盲重复反应结果一致率为１００％。

１．５　数据分析　运用在线软件 Ｆｉｎｅｔｔｉ（ｈｔｔｐ：／／

ｉｈｇ２．ｈｅｌｍｈｏｌｔｚｍｕｅｎｃｈｅｎ．ｄｅ／ｃｇｉｂｉｎ／ｈｗ／ｈｗａ１．ｐｌ）
对所有ＳＮＰｓ进行哈德温伯格平衡（ＨＷＥ）检验。运
用软件 ＵＮＰＨＡＳＥＤ系统中的 ＴＤＴ程序进行单个

ＳＮＰ分析和多个ＳＮＰ的单倍型分析。运用软件

Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．１进行连锁不平衡（ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉ
ｕｍ，ＬＤ）分析。

２　结　果

２．１　 总 体 结 果 　４ 个 ＳＮＰｓ（ｒｓ７９７７６８７５、

ｒｓ７８８１６５４０、ｒｓ７９０８２１３２和ｒｓ６２１９８４６７）的等位基因
频率分布不具备多态性（少数等位基因频率＜１％），
且ＴＤＴ结果为阴性（Ｐ＞０．０５），因此在后续的分析
中予以排除。其余５个ＳＮＰｓ位点都具有高度多态
性，纳入后续分析。

２．２　ＨＷＥ检验　在正常的父母中，５个 ＳＮＰｓ
（ｒｓ４６６７０００、ｒｓ６１７３９２９０、ｒｓ６１７３９２８８、ｒｓ１３６６８４２和

ｒｓ３７３１８３４）基因型分布都符合 ＨＷＥ，说明本研究所
应用的抽样群体来自随机婚配的自然群体。

２．３　单位点的ＴＤＴ分析结果　由表１可见，遗传标
记ｒｓ３７３１８３４的等位基因Ｇ从杂合父母向患病子女
的传递中，传递差异有统计学意义（χ

２＝７．１７，Ｐ＝
０．００７４）。经过Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正（ｎ＝５）后，ｒｓ３７３１８３４
的传递差异仍然具有统计学意义 （Ｐ＝０．０３７）。

２．４　ＬＤ分析结果　为了确定所选ＳＮＰｓ之间的

ＬＤ程度，我们在未患病的父母中对两两遗传标记之
间的ＬＤ做了评估（图１），结果提示相邻的遗传标记
之间不存在ＬＤ状态（０＜Ｄ’＜０．５）。

２．５　单倍型分析结果　为了进一步研究单倍型的
传递状态，我们进行了单倍型分析。由５个ＳＮＰｓ
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位 点 （ｒｓ４６６７０００、 ｒｓ６１７３９２９０、 ｒｓ６１７３９２８８、

ｒｓ１３６６８４２和ｒｓ３７３１８３４）构建的单倍型可观察到１４
种单倍型，其中８种属于罕见单倍型（频率＜１％），
不具备研究价值，在后续的分析中予以剔除，另外６
种单倍型的结果见表２。这些单倍型整体Ｐ 值为

０．０１２９（χ
２＝１４．４６，ｄｆ＝５），其中最常见的单倍型

ＣＡＧＴＧ的传递差异有统计学意义（χ
２＝５．２１，Ｐ＝

０．０２２）。经多重检验校正后（６个单倍型和５个等
位基因的比较），传递差异不再存在。

表１　单个位点的ＴＤＴ分析结果

Ｔａｂ１　ＴＤＴａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｎｇｌｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

Ｍａｒｋｅｒ Ａｌｌｅｌｅａ
ＴＤＴｂ％ （ｎ／Ｎ）

Ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ Ｎｏｎｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ χ２ Ｐｖａｌｕｅ

ｒｓ４６６７０００ ＣＡ ８３．３（１１５／１３８） ７３．９（１０２／１３８） ３．６７ ０．０５５
ｒｓ６１７３９２９０ ＡＧ ９７．１（１３４／１３８） ９５．７（１３２／１３８） ０．４２ ０．５１８
ｒｓ６１７３９２８８ ＡＧ ９６．３（１３１／１３６）ｃ ９６．３（１３１／１３６）ｃ ０．０ １．０
ｒｓ１３６６８４２ ＴＧ ７９．０（１０９／１３８） ７４．６（１０３／１３８） ０．７３ ０．３９２
ｒｓ３７３１８３４ ＧＣ ８５．５（１１８／１３８） ７２．５（１００／１３８） ７．１７ ０．００７４

　ａ：Ｔｈｅａｌｌｅｌｅｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｎｏｎｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｇｒｏｕｐｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ｂ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓｆｏｒｅａｃｈ

ＳＮＰｉｓｇｉｖｅｎｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ；ｃ：Ｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆｒｓ６１７３９２８８ｆａｉｌｅｄｉｎａｃｏｕｐｌｅｏｆｐａｒｅｎｔｓ．ＴＤＴ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔ

图１　遗传标记之间的连锁不平衡（ＬＤ）分析结果

Ｆｉｇ１　Ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｏｔｙｐｅｄｍａｒｋｅｒｓ

表２　单倍型分析结果

Ｔａｂ２　Ｈａｐｌｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ＴＤＴ（％）

Ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ Ｎｏｎｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ χ２ Ｐｖａｌｕｅ

ＣＡＧＴＧ ６１．９ ４５．３ ５．２１ ０．０２２
ＣＡＧＴＣ １２．５ ２２．２ ３．６０ ０．０５８
ＡＡＧＧＧ １１．７ １７．７ ２．１８ ０．１４０
ＣＡＧＧＧ ５．６ ２．５ ２．４９ ０．１１５
ＣＧＧＴＧ １．７ １．３ １．０６ ０．３０３
ＡＡＡＧＧ １．６ １．５ ０．８５ ０．３５６
ＧｌｏｂａｌＰ １４．４６ ０．０１２９

　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ５ ＳＮＰｓ （ｒｓ４６６７０００， ｒｓ６１７３９２９０，

ｒｓ６１７３９２８８，ｒｓ１３６６８４２，ａｎｄｒｓ３７３１８３４）ｏｎｌｙｌｉｓｔｓＰｖａｌｕｅｓｏｆｈａｐｌｏ

ｔｙｐｅｗｉｔｈａｆｒｅｑｕｅｎｃｙ＞１％．ＴＤＴ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔ

３　讨　论

　　根据ＮＣＢＩ数据库中信息，ＺＮＦ８０４Ａ基因的非同
义突变的８０％以上均位于外显子４区域。本研究选
取了７个位于ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４的非同义突变

以及２个侧翼的遗传标记，对外显子４区域进行高密
度的覆盖，以研究ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４区域是否
与精神分裂症相关联。我们使用了基于核心家系的
传递不平衡检验的方法，该方法可以有效避免由于人
群层 化 导 致 的 一 些 假 阳 性 结 果。经 检 索，对

ＺＮＦ８０４Ａ基因外显子４区域的研究仅在欧洲人群的
病例对照样本中有１例报道［１８］，而我们此处采用核
心家系的研究工作在国内外尚属首次。同时，我们采
用了新一代的基因分型技术（ＭａｓｓＡＲＲＡＹ等位基因
分型技术），很好地保证了基因分型结果的准确性。

　　本研究发现，在５个常见的ＳＮＰｓ中，ｒｓ３７３１８３４
的等位基因Ｇ从杂合父母向患病子女的传递过程
中，传递差异具有统计学意义（Ｐ＝０．００７４）。经过
多重检验校正后，ｒｓ３７３１８３４的传递差异仍然具有统
计学意义 （Ｐ＝０．０３７）。以上分析结果支持遗传标
记ｒｓ３７３１８３４与疾病显著性关联。此外，我们还鉴
定了中国人群中的４个罕见 ＳＮＰｓ，发现这４个

ＳＮＰｓ与精神分裂症无关。此前，在欧洲人群中的一
项研究也发现ＺＮＦ８０４Ａ基因内的罕见遗传变异不
是疾病的风险因子［１８］，其结论与我们的发现相
一致。

　　在单倍型分析中，我们发现最常见的单倍型

ＣＡＧＴＧ的传递差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２２）。尽
管经过多重检验校正后，ＣＡＧＴＧ的传递差异不复存
在。但是考虑到（１）Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正用于多重检验次
数接近１０的数据分析时，结果过于保守，易造成假阴
性结论；（２）在单位点分析中ｒｓ３７３１８３４的传递差异经
校正后仍然存在的事实，因此我们认为对ＣＡＧＴＧ的
传递差异应保持谨慎的支持，并在后续的研究中进行
进一步的验证。
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　　目前，对ＺＮＦ８０４Ａ基因功能的研究仍在持续
进行中。已经发现ＺＮＦ８０４Ａ 的同源基因ｚｆｐ８０４ａ
是 Ｈｏｘｃ８基因的靶基因，这表明该基因可能参与早
期神经发育的调节过程［１９］。同时，运用从患者特异
性多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰ
ＳＣｓ）衍生出来的人类神经细胞，发现在多能干细胞
向神经元早期分化期，ＺＮＦ８０４Ａ的表达激增，这提
示在某些亚型的患者当中可能有该基因的异常表

达［２０２１］。遗憾的是，根据现有的研究进展，尚不足以
清晰地鉴定出ＺＮＦ８０４Ａ基因具体的生物学功能。

　　综上所述，我们的研究为ＺＮＦ８０４Ａ基因与精神
分裂症之间的相关性提供了新的证据支持。但由于
临床收集患者特别是核心家系的ＤＮＡ样本的困难较
大，本研究中能够使用的样本量不够大，这在一定程
度上会削弱数据的统计效力和实验结果的稳定性。
鉴于精神分裂症候选基因作用模式的复杂性，为进一
步了解ＺＮＦ８０４Ａ基因的生物学功能及其在精神分裂
症致病机制中的作用，诸如扩大样本量、采用基因敲
除和基因功能增强等研究方法和手段都将是未来研

究工作中的重要内容。
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　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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