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Association  of  a  single

nucleotide  polymorphism 

 in  8q24  rs1530300  and

nonsyndromic  cleft  lip  with

or  without  cleft  palate

in  Guangdong

【 ABSTRACT】   OBJECTIVE:  To  explore  the  association  between  nonsyndromic  cleft  lip  with  or  without  cleft  

palate  (NSCL/P)  and  genetic  polymorphism  of  8q24  rs1530300  in  Chinese  Han  population  located  in  Guangdong  province.  

METHODS：Blood  samples  from  168  NSCL/P  patients  and  127  unrelated  healthy  individuals  of  the  Chinese  Guangdong  

population  were  collected.  DNA  was  extracted  and  high  resolution  melting  (HRM)  was  used  to  identify  single  nucleotide  

polymorphism  of  rs 1530300  in  all  samples.  Chi  square  test  was  used  to  analyze  the  genotype  and  allele  distribution  between  

case  group，father  group，mother  group  and  control  group.  Transmission-disequilibrium  test  was  also  carried  out.  

RESULTS：The  method  for  genotyping  8q24  rs1530300  was  set  up.   The  genotypic  distribution  of  rs1530300  in  case  and  

control  group  did  not  deviate  from  the  Hardy-Weinberg  equilibrium.  There  were  no  significant  differences  in  the  frequency  

distributions  of  both  genotypes  and  alleles  when  case  group，or  father  group ，or  mother  group  was  compared  with  control  

group  at  the  rs1530300  (P>0.05).  We  found  no  evidence  of  allele  transmission-disequilibrium  at  rs1530300  in  cleft  case-

parent  trios(P>0.05).  CONCLUSION：In  our  study，the  genetic  polymorphism  of  8q24  rs1530300  was  not  associated  

【摘要】  目的：  探讨8q24  rs1530300单核苷酸多态性(SNP)与广东籍汉族人群非综合征性唇腭裂(NSCL/P)的相关性。方法：收集

广东籍NSCL/P患儿168名及健康对照者127名的外周血，提取基因组DNA，应用高分辨率熔解曲线(HRM)技术检测rs1530300位点基

因多态性，采用卡方检验进行病例组及其父母与正常对照组基因型、等位基因频率的比较分析和传递不平衡(TDT)分析。结果：成

功建立8q24  rs1530300位点基因多态性检测方法。病例组及正常对照组8q24  rs1530300位点基因型频率分布均符合Hardy-

Weinberg平衡。病例组及其父母的rs1530300位点基因型和等位基因的分布频率与正常对照组比较差异均无统计学意义(P均

>0.05)，等位基因也不存在传递不平衡(P>0.05)。结论：8q24  rs1530300位点多态性与中国广东人群NSCL/P无明显相关性。

【关键词】 非 综合征性唇腭裂；单核苷酸多态性；8q24 r s1530300；高分辨率熔解
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非综合征性唇腭裂(nonsyndromic  cleft  lip  with  or  

without  cleft  palate，NSCL/P)是一种常见的颌面部先天
[1]性畸形，患病率在1/2  000~1/500 。不同人群NSCL/P 患

病率存在着差异，亚洲和美洲人群的患病率明显高于

非 洲 人 群 ， 我 国 属 于 唇 腭 裂 高 发 区 ， 患 病 率 达
[2]1.65% 。NSCL/P的发病因素较为复杂，涉及遗传、环

境因素以及二者的交互作用，与多个基因有关，是一

种多基因遗传病。相关易感基因国内外学者已经做了
[3] [4] [5]大 量 研 究 ， 包 括 PVRL1 ，TGF-beta3 ， MSX1 ， 

[6] [7] [8] [9] 技术扩增基因组DNA片段并进行基因分型，其正向引TBX22 ，FGFs ，PDGF-C 和IRF6 等。

物 为 5´-AGGAGGAGGAATTATATGGTCTAG-3´，反 向有关对8q24与NSCL/P的发病是否相关尚未得到一

引物为5´-CAGGCTCAAGATACAAACAGG-3´。其中，致 的 结 果 。 研 究 发 现 8q24的 两 个 单 核 苷 酸 多 态 性

PCR总 反 应 体 系 为 20  μL，包 含 基 因 组 DNA  5  ng(2  (single  nucleotide  polymorphism，SNP)位 点 rs987525和

μL)，dNTPs  (10  mmol/L)  0.5  μL，10×PCR缓 冲 液 2  rs1530300在欧洲人群、墨西哥裔美国人群、爱沙尼亚
2+[10-15] μL，Mg (25  mmol/L)  2  μL，正 向 与 反 向 引 物 (10  人群和洪都拉斯人群中 与NSCL/P的发病密切关

[16] μmoL)各0.5  μL，Faststart  TaqDNA合成酶(5  U/ μL)  0.2  联。Hikida等 通过对日本人群的全基因组扫描未发现

μL，20×EVA-green  1  μL，ddH O  11.3  μL。PCR反应8q24的rs987525和rs1530300与NSCL/P的发病存在相关 2

[17] 采用两步法，预变性：95  ℃ 、 5  min，95  ℃ 、 30  s，51  性。我们课题组前期研究 也发现在中国广东籍汉族

℃、30  s，72  ℃、30  s，共50个循环，保温72  ℃、10  人群中8q24  rs987525与NSCL/P发生没有关联，但8q24  

min， 最后4  ℃保存。扩增循环结束后，对PCR产物以rs1530300在中国广东籍汉族人群中是否与NSCL/P具有

0.5  ℃/s 做45~95  ℃的熔解曲线分析，获得高分辨熔解相 关 性 尚 未 见 报 道 。 因 此 ， 本 研 究 选 取 了 8q24  

曲 线 分 析 结 果 ， 从 而 判 定 样 品 的 SNP类 型 ， 并 用rs1530300多 态 位 点 ， 探 讨 其 与 广 东 籍 汉 族 人 群 中

DNA测序结果来验证HMR检测结果的准确性。NSCL/P的相关性。

1.4 统计分析

利 用 卡 方 检 验 对 病 例 组 和 对 照 组 基 因 型 进 行1 资料与方法

Hardy-Weinberg平衡检验及患者及其父母等位基因和1.1 研究对象

基因型与对照组的比较分析。对双亲中含有杂合子的本研究于2009年3-10月间收集广东籍NSCL/P患儿

核 心 家 庭 SNP位 点 进 行 等 位 基 因 传 递 不 平 衡 检 验168例 ， 均 已 排 除 了 综 合 征 性 唇 腭 裂 ， 如 Van  Der  

(transmission  disequilibrium  test，TDT)分析。Woude  综合征、Meckel综合征、歌舞伎面谱综合征、

腭心面综合征。正常对照者为127名来自汕头大学医

2 结 果学院的教职工和学生，排除家族性唇腭裂遗传史(表

2.1 运用HRM进行基因分型1)。所有研究对象均为广东省籍汉族人，且均签署了

通过对收集的样品进行HRM分型，所有样品能够知情同意书，采集5  mL外周血，EDTA抗凝。本研究

很明显地分为2种基因分型图(图1A)，对这两种类型基得到汕头大学医学院伦理委员会批准。

因分型图的PCR产物进行测序鉴定，结果发现TT野生1.2 DNA提取

型和CT杂合型2种基因型，见图1B。按DP318-血液基因组提取试剂盒(天根生化科技

2.2 基因型分布的Hardy-Weinberg平衡检验公司)说明书提取外周血白细胞基因组DNA。
2病例组和对照组人群的基因型经Pearson  x   检验，1.3 SNP位点的检测

均符合Hardy-Weinberg平衡检验，如表2。因此，可确采用高分辨率熔解(high  resolution  melting，HRM) 
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with  the  development  of  NSCL/P  in  Chinese  Han  population  located  in  Guangdong  province.
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表1  病例组与对照组的基本资料

分组
例数

(百分率)
单纯腭裂
(百分率)

唇裂伴或不伴腭裂
(百分率)

对照组
(百分率)

性别

男 110(65.5%) 13(48.1%) 97(68.8%) 85(65.4%)

女 58(34.5%) 14(51.9%) 44(31.2%) 44(34.6%)

唇腭裂分型

右侧唇腭裂 44(26.2%) - 44(31.2%) -

左侧唇腭裂 60(35.7%) - 60(42.6%) -

双侧唇腭裂 37(22.0%) - 37(26.2%) -

合计 168 27 141 127
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认样本具有群体代表性。 2.3 病例组及其父母与对照组基因型的比较分析

患者及其父母与对照组基因型的分布及比较，如

表3所示。在rs1530300位点，唇裂或伴有腭裂的患

者、单纯腭裂患者及其父母和对照组比较基因型分布

差异均无统计学意义(P均>0.05)。

●

图1  HRM基因分型结果

A：HRM基因分型熔解曲线图；B：样品PCR产物测序图.

CT
TT

CT A T C A T A T C A

A B

组别 基因型 频数 频率 2χ 值 P值

病例组 TT 156 0.93 0.23 0.63

CT 12 0.07

对照组 TT 120 0.94 0.1 0.75

CT 7 0.06

表2    基因型频率分布与Hardy-Weinberg平衡检验

基因型
患有唇腭裂的家庭成员 对照组

(n=127)所有患者(n=168) 唇裂或伴有腭裂(n=141) 腭裂(n=27) 父亲(n=167) 母亲(n=157)

TT 156(92.9%) 129(91.5%) 27(100%) 158(94.6%) 144(91.7%) 120(94.5%)

CT 12(7.1%) 12(8.5%) 0(0) 9(5.4%) 13(8.3%) 7(5.5%)

CC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2χ (P) 0.32 (0.57) 0.91(0.34) 1.56 (0.21) 0.00 (0.96) 0. 82 (0.37) -

OR (95%CI)

CT vs TT 1.3(0.5~3.5) 1.6(0.6~4.2) 0 1.0(0.4~2.7) 1.5(0.6~4.0) -

CC vs TT 0 0 0 0 0 -

CT+CC vs TT 1.3(0.5~3.5) 1.6(0.6~4.2) 0.3(0.0~5.3) 1.0(0.4~2.7) 1.5(0.6~4.0) -

表3    rs1530300位点基因型在患者组、双亲组及对照组的分布和比较

表4    rs1530300位点等位基因在患者组、双亲组及对照组的分布和比较

的患者、单纯腭裂患者及其父母和对照组等位基因频2.4 病例组及其父母与对照组等位基因频率比较分析

率的比较差异均无统计学意义(P均>0.05)。患者及其父母与对照组等位基因频率的分布及比

较，如表4所示。在rs1530300位点，唇裂或伴有腭裂

●

等位基因
患有唇腭裂的家庭成员 对照组

(n=127)所有患者(n=168) 唇裂或伴有腭裂(n=141) 腭裂(n=27) 父亲(n=167) 母亲(n=157)

T 324(96.4%) 270(95.7%) 54(100%) 325(97.3%) 301(95.9%) 247(97.2%)

C 12(3.6%) 12(4.3%) 0(0) 9(2.7%) 13(4.1%) 7(2.8%)
2x (P) 0.3(0.58) 0.88(0.35) 1.52(0.22) 0.00(0.96) 0.79(0.37) -　

2.5 TDT检验

对含有杂合子信息双亲的核心家庭共18例进行

TDT分析，结果如表5所示。在rs1530300位点，C等位

基因在唇腭裂患者中不存在传递(P=0.51)，故差异无统

计学意义(P>0.05)。

●

表5  rs1530300位点传递不平衡检验

等位基因 传递 无传递 2x P

C 10 8 0.44 0.51

T 8 10
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对照者进行8q24  rs1530300位点的基因多态性检测，并3 讨 论
未发现8q24  rs1530300位点的多态性与NSCL/P相关，本研究首先对病例组和对照组人群基因型分布进

提示8q24  rs1530300位点的多态性可能不参与广东汉族行 Hardy-Weinberg检 验 ， 结 果 并 未 偏 离 Hardy-

人群唇腭裂的发生。Weinberg定律(P>0.05)。这一结果提示，本次研究所收

集的样本具有一定的代表性。进一步比较病例组及其
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