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　　［摘　要］　目的　探讨ＣＬＯＣＫ基因３′非编码区ＳＮＰ位点Ｔ３１１１Ｃ与儿童注意缺陷多动障碍（ａｔｔｅｎｔｉｏｎｄｅｆｉｃｉｔ
ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＤＨＤ）及相关睡眠障碍的关联性。方法　取无亲缘关系的ＡＤＨＤ患儿１６６名以及正常儿童
（对照组）１５０名，根据睡眠障碍量表（ＳｌｅｅｐＤｉｓｔｕｒｂａｎｃｅＳｃａｌｅｆｏｒＣｈｉｌｄｒｅｎ，ＳＤＳＣ）评分筛查睡眠障碍，采用聚合酶链
反应－限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术，检测ＡＤＨＤ组和对照组ＣＬＯＣＫ基因的Ｔ３１１１Ｃ基因型和等位基
因的频率分布。结果　ＣＬＯＣＫ基因的Ｔ３１１１Ｃ基因型及等位基因频率分布在ＡＤＨＤ组和对照组之间差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），ＡＤＨＤ组中等位基因Ｃ频率显著高于对照组 （χ２＝７．２５４，Ｐ＝０．００７，ＯＲ＝１．７４０，９５％ＣＩ＝１．１６０～
２．６１２）。伴有睡眠障碍的ＡＤＨＤ患儿等位基因Ｃ频率显著高于不伴有睡眠障碍者（χ２＝１３．０５２，Ｐ＜０．００１，ＯＲ＝
２．７６６，９５％ＣＩ＝１．５７３～４．８６５）。结论　ＣＬＯＣＫ基因Ｔ３１１１Ｃ位点与ＡＤＨＤ易感性存在关联，也是影响 ＡＤＨＤ患
儿相关睡眠障碍的重要因素。携带Ｃ等位基因的个体罹患ＡＤＨＤ以及ＡＤＨＤ相关睡眠障碍的相对风险增高。
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　　注意缺陷多动障碍（ａｔｔｅｎｔｉｏｎｄｅｆｉｃｉｔｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉ
ｔｙｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＤＨＤ）是常见的学龄期儿童精神障碍
之一。该病以注意力易分散、活动过度和行为冲动

为核心症状，可引起学习困难和社会适应功能不

良 ［１２］。目前已发现包括多巴胺、去甲肾上腺素、

５羟色胺等多个神经递质系统相关基因与该病的发生
发展密切相关［３４］。然而这些神经递质的紊乱都不

能完全解释 ＡＤＨＤ的发病和存在的所有症状。近
来的研究发现，基于昼夜节律改变而导致的肾上腺

皮质类固醇激素水平变化可能参与了失眠和相关精
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神障碍的发病；相对于对照组，ＡＤＨＤ模型大鼠出现
了明显的冲动和夜间多动行为［５］。ＡＤＨＤ患儿家长
经常反映患儿会伴有不同形式的睡眠障碍［６］。

ＣＬＯＣＫ基因是内源性分子昼夜生物钟的最重要的
基因之一，它转录和编码的 ＣＬＯＣＫ蛋白是哺乳动
物形成昼夜节律的分子生物学基础，ＣＬＯＣＫ基因功
能异常所表现的特征与 ＡＤＨＤ的某些临床表现类
似［７］。ＣＬＯＣＫ基因３＇非编码区的单核苷酸多态性
位点Ｔ３１１１Ｃ和亚洲人群的睡眠紊乱相关，可能会
影响人的行为模式［８］。目前的研究仅针对 ＣＬＯＣＫ
基因与ＡＤＨＤ的易感性做了关联分析［９１０］，但不同

人种的易感基因及其对疾病的作用可能存在一定差

异。目前还未见报道中国汉族人群 ＣＬＯＣＫ基因多
态性与ＡＤＨＤ相关症状的关系，本研究拟通过检测
ＣＬＯＣＫ基因３＇非编码区的 Ｔ３１１１Ｃ多态性位点，探
讨其与ＡＤＨＤ易感性及 ＡＤＨＤ相关睡眠障碍的关
系，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象
新乡医学院第一附属医院小儿内科就诊的

ＡＤＨＤ患儿共 １６６例，其中男 １４７例（８８．６％），女
１９例（１１．４％）；年龄４～１６岁，平均９．１±２．４岁。
入组标准为：汉族，符合美国精神障碍诊断与统计手

册第４版（ＤＳＭⅣ）制定的ＡＤＨＤ诊断标准，韦式儿
童智力测查ＩＱ≥７０，躯体及神经系统检查未见明显
异常并排除儿童精神分裂症、情感障碍、孤独症和癫

!

等及其他器质性疾病。对照组：汉族，智力正常，

经检查无躯体及精神疾病的儿童１５０名，男１２４例
（８２．７％），女２６例（１７．３％），年龄 ４～１５岁，平均
８．６±２．６岁。所有研究对象及其父母在知情同意
的情况下参与本研究，并签署知情同意书，本研究在

我院医学伦理委员会批准监督下进行。

１．２　研究方法
１．２．１　睡眠情况评定　　由家长填写睡眠障碍量表
（ＳｌｅｅｐＤｉｓｔｕｒｂａｎｃｅＳｃａｌｅｆｏｒＣｈｉｌｄｒｅｎ，ＳＤＳＣ）。ＳＤＳＣ包
含２项评估睡眠质量（总睡眠时间和延迟入睡）和
２４项评估睡眠障碍症状的频率，可分为入睡和保持
睡眠障碍（如睡眠时间、睡眠潜伏期、夜间觉醒和入

睡焦虑），睡眠呼吸障碍（如打鼾和呼吸困难），夜间

睡眠唤醒梦魇障碍（如梦游、睡眠恐惧和梦魇），睡

眠－觉醒转换障碍（如有节奏的运动、说梦话和磨
牙症），过度白天嗜睡障碍（如难醒、早晨疲倦和不

适当的午睡），睡眠多汗症（如夜间出汗）等６个题

目，分５个等级评分，累积各成分得分为量表总分，
量表总分高于３９分的被视为存在睡眠障碍。
１．２．２　基因组 ＤＮＡ的提取　　取外周血 ５ｍＬ
（ＥＤＴＡ抗凝），参照美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司基因组 ＤＮＡ
纯化试剂盒说明书从外周血单核细胞中提取基因组

ＤＮＡ，－２０℃冰箱储存备用。
１．２．３　基因型检测　　采用 ＰＣＲＲＦＬＰ技术检测
Ｔ３１１１Ｃ多态性位点。ＰＣＲ扩增采用２５μＬ反应体
系，内含５０～２００ｎｇ基因组 ＤＮＡ，２×ＰＣＲ缓冲液，
１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，５μｍｏｌ／Ｌ引物，０．５ＵＴａｇ酶（北
京天根公司）。上游引物：５′ＴＣＣＡＧＣＡＧＴＴＴＣＡＴ
ＧＡＧＡＴＧＣ３′；下游引物：５′ＧＡＧＧＴＣＡＴＴＴＣＡＡＧＣＴＧ
ＡＧＣ３′，循环条件参照文献［９］。分型时，取扩增产物

２０μＬ加入 Ｂｓｐ１２８６１限制性内切酶（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司）３Ｕ，３７℃恒温水浴过夜后，取１０μＬ酶
切产物，经２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶（ＥＢ）染
色，２２１ｂｐ的片段代表Ｔ等位基因，１２５ｂｐ和９６ｂｐ
两条片段代表 Ｃ等位基因，凝胶成像分析仪（ＢＩＯ
ＲＡＤ公司）下观察并记录结果。
１．３　统计学分析

采用 ＨａｐｌｏＶｉｅｗ４．０软件进行ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平
衡检验、连锁不平衡分析以及计算病例组和对照组间

基因型频率和等位基因频率。应用ＳＰＳＳ１３．０软件进
行统计学分析，计量资料用ｔ检验，等位基因及基因型
频率分布差异比较采用χ２检查，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　两组 Ｔ３１１１Ｃ多态性位点基因型及等位基因
频率分布

ＣＬＯＣＫ基因Ｔ３１１１Ｃ多态性位点的基因型及等
位基因频率在 ＡＤＨＤ组和对照组的分布均符合
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。

ＣＬＯＣＫ基因Ｔ３１１１Ｃ位点的基因型及等位基因
频率分布在 ＡＤＨＤ组与对照组间差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），ＡＤＨＤ组等位基因Ｃ频率显著高于对
照组（χ２＝７．２５４，Ｐ＝０．００７，ＯＲ＝１．７４０，９５％ＣＩ＝
１．１６０～２．６１２），见表１。

　　表１　两组 Ｔ３１１１Ｃ多态性位点基因型及等位基因频率
分布比较　［例（％）］

组别 例数
Ｔ３１１１Ｃ基因型

ＴＴ ＴＣ ＣＣ
Ｔ３１１１Ｃ等位基因
Ｔ Ｃ

对照组 １５０ １０７（７１．３）４１（２７．３） ２（１．３） ２５５（８５．０）４５（１５．０）
ＡＤＨＤ组 １６６ ９８（５９．０）５８（３４．９） １０（６．０） ２５４（７６．５）７８（２３．５）
χ２值 ７．８５８ ７．２５４
Ｐ值 ０．０２０ ０．００７
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２．２　两组的ＳＤＳＣ评分比较
ＡＤＨＤ组的入睡和保持睡眠障碍、睡眠呼吸障

碍、过度白天嗜睡障碍及 ＳＤＳＣ总分均显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５）；而夜间睡眠唤醒梦魇障碍、睡眠 －
觉醒转换障碍以及睡眠多汗症在两组间差异无统计

学意义。见表２。

表２　 两组的ＳＤＳＣ评分比较　（ｘ±ｓ）

ＳＤＳＣ
对照组

（ｎ＝１５０）
ＡＤＨＤ组
（ｎ＝１６６）

ｔ值 Ｐ值

入睡和保持睡眠障碍 １０．２±２．３ ６．４±１．５ １７．１ ＜０．０５
睡眠呼吸障碍 ５．８±０．７ ３．１±０．３ ４３．４ ＜０．０５
夜间睡眠唤醒梦魇障碍 ４．７±２．１ ４．１±１．６ １．９ ０．０７
睡眠－觉醒转换障碍 ８．７±１．９ ７．８±２．４ １．３ ０．２３
过度白天嗜睡障碍 ７．９±１．８ ３．１±０．５ ３０．２ ＜０．０５
睡眠多汗症 ４．４±１．７ ３．８±１．２ １．２ ０．２４
总分 ４３．７±２．２ ２９．７±１．４ ４６．２ ＜０．０５

２．３　ＡＤＨＤ患儿 Ｔ３１１１Ｃ多态性与睡眠障碍的关
联分析

ＡＤＨＤ患儿伴有明显睡眠障碍（ＳＤＳＣ总分小于
３９）的有９４人（５６．６％），不伴有明显睡眠障碍的有
７２人（４３．４％）。ＣＬＯＣＫ基因Ｔ３１１１Ｃ位点的基因型
及等位基因频率分布在伴有与不伴有睡眠障碍的

ＡＤＨＤ患儿间差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见表３。

　　表３　ＡＤＨＤ组伴／不伴有睡眠障碍患儿Ｔ３１１１Ｃ多态性
位点基因型及等位基因频率分布比较　［例（％）］

组别 例数
Ｔ３１１１Ｃ基因型

ＴＴ ＴＣ ＣＣ

Ｔ３１１１Ｃ等位基因

Ｔ Ｃ

无睡眠障碍 ７２ ５３（７４） １８（２５） １（１） １２４（８６） ２０（１４）
有睡眠障碍 ９４ ４５（４８） ４０（４３） ９（１０） １３０（６９） ５８（３１）
χ２值 １４．３２３ １３．０５２
Ｐ值 ０．００１ ＜０．００１

３　讨论

ＡＤＨＤ患儿常伴有不同形式的睡眠障碍。国内
研究报道ＡＤＨＤ患儿伴有睡眠障碍可高达８０％以
上［１１］。本研究中，伴显著睡眠障碍的ＡＤＨＤ患儿占
５６．６％。这些结果说明 ＡＤＨＤ患儿伴有睡眠障碍
的比例很高，睡眠障碍是 ＡＤＨＤ重要的并发症之
一。有学者甚至提出 ＡＤＨＤ相关睡眠障碍可能明
显影响ＡＤＨＤ的病程和预后［１０］。任衍镇等［１２］通过

香港中文大学定式化睡眠问卷调查和 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归
分析，发现ＡＤＨＤ症状和多项睡眠问题存在明显关
联。本研究通过 ＳＤＳＣ量表评分，同样表明 ＡＤＨＤ
患儿存在显著的睡眠障碍，较之正常对照，ＡＤＨＤ患

儿在入睡和保持睡眠障碍、睡眠呼吸障碍和过度白

天嗜睡障碍的得分显著增高。

作为一种复杂性疾病，遗传因素对于 ＡＤＨＤ的
发病起到重要作用，寻找 ＡＤＨＤ的候选基因一直是
ＡＤＨＤ分子遗传学研究领域的热点之一。目前的遗
传学研究已经发现多个神经递质系统相关基因与

ＡＤＨＤ的发病相关联，神经影像学和动物模型研究
也找到了单胺类等神经递质系统紊乱与 ＡＤＨＤ发
病相联系的证据［１３］。但既有的研究结果都不能完

全解释ＡＤＨＤ的临床症状，特别是ＡＤＨＤ患儿普遍
存在的睡眠障碍现象。基于此，有学者提出昼夜节

律相关基因如ＣＬＯＣＫ基因可能参与了 ＡＤＨＤ的发
病。ＣＬＯＣＫ基因定位于人类染色体长臂４ｑ１２，包含
２５个外显子，在基因组的跨度为１１５１３８ｋｂ，其转录
翻译的ＣＬＯＣＫ蛋白介导多个昼夜节律基因的转录
调控，是调节哺乳动物昼夜节律的核心蛋白之一。

同时，约有高达１０％的哺乳动物转录组序列可能受
昼夜节律的影响，ＣＬＯＣＫ蛋白水平的变化与这些转
录调控密切相关［１４］。

近年来，多个不同研究小组发现位于 ＣＬＯＣＫ
基因３＇非编码区的多态性位点 Ｔ３１１１Ｃ与包括精神
分裂症、重症抑郁以及双相障碍等多种精神疾病存

在关联［１５１７］。最近的一项研究通过包括亚洲和欧

洲人群的家庭传递不平衡检验表明 Ｔ３１１１Ｃ多态性
位点的Ｔ等位基因的优先传递与 ＡＤＨＤ的易感性
密切相关［９］。本研究通过中国汉族人群的病例 －
对照分析在国内首次表明Ｔ３１１１Ｃ位点的 Ｃ等位基
因可能是 ＡＤＨＤ发病相关的危险因素。

目前对ＡＤＨＤ伴有睡眠障碍的机制仍不清楚，
而ＣＬＯＣＫ基因由于在昼夜节律调控方面的重要作
用受到学界的广泛关注。多种精神疾患如重症抑郁

和双相障碍伴有的睡眠障碍与 ＣＬＯＣＫ基因多态性
显著相关［１５，１７］。而ＡＤＨＤ相关睡眠障碍与 ＣＬＯＣＫ
基因多态性的关系目前未见报道。本研究在国内首

次发现，ＡＤＨＤ伴有与不伴有睡眠障碍患儿在
Ｔ３１１１Ｃ位点的基因型及等位基因频率间差异有统
计学意义，携带 Ｃ等位基因的患儿伴有睡眠障碍的
相对风险显著增高。关于 Ｔ３１１１Ｃ位点内在的生物
学效应机制，有学者指出位于３′非编码区的Ｔ３１１１Ｃ
位点很可能是一个具有功能的多态性位点，它可显

著影响 ＣＬＯＣＫ基因 ｍＲＮＡ的转录表达［１８］，以往研

究也发现Ｔ３１１１Ｃ位点的Ｃ等位基因与人类昼夜偏
好（ｄｉｕｒｎａｌｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）有关，而Ｔ等位基因可能是睡
眠时相延迟综合征（ｄｅｌａｙｅｄｓｌｅｅｐｐｈａｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＤＳＰＳ）的风险等位基因［１９］。有关该位点影响睡眠
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过程的具体神经生物学机制仍需深入研究。

综上所述，本研究结果表明，ＣＬＯＣＫ基因的
Ｔ３１１１Ｃ位点可能是决定 ＡＤＨＤ易感性的重要因
素，ＡＤＨＤ伴有的睡眠障碍可能与该位点的 Ｃ等位
基因相关联。在后续研究中，应加大样本量采用不

同族群的样本对本研究结果进行验证，同时也应对

ＣＬＯＣＫ基因其他多态性位点进行综合与连锁分析。
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