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&&!摘&要"&目的&注意力缺陷多动障碍$9UKU%是儿童常见行为障碍)病因不明( 该文旨在探讨9UKU与 D

个基因 !> 个多态位点的关系)以及与多位点联合效应的关系)寻找可增加患病风险的某些位点的特定组合( 方法

&对 !=" 名9UKU患者和 !!% 名正常对照进行以下遗传学分析*

!

用 1'SMS̀c1分析 " 个 L81位点#用 1'S结合

19VW分析USU> 的 >" G0 58RS#用基因扫描分析 D 个微卫星多态(

"

采用6,;)J-)F回归法研究 !# 个多态位点对

9UKU的联合效应( 结果&

!

9UKU组 L891M#D 的R!$?DV多态性 !$?DRO!$?DR基因型和 !$?DR等位基因频率均

明显高于对照组$均Cg$7$D%)USU! 的9M>"V多态性M>"VOM>"V频率明显低于对照组$Cg$7$D%(

"

发现了一个

由 # 个基因 = 个 L81位点组成的特定基因型组合与 9UKU有关联)其预测水平为 @@7DQ( 结论&L891M#D 的

R!$?DV与9UKU可能有关联)!$?DRO!$?DR和 !$?DR可能是其危险因素#USU! 的 9M>"V多态性与 9UKU可能有

关联)M>"VOM>"V可能是其保护因素#所发现的特定基因型组合支持&一些位点的特定组合效应增加了9UKU发病

风险'的观点( !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&$U '&!!"

!关&键&词"&注意力缺陷多动障碍#基因#多态性#谷氨酸O多巴胺系统#儿童
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&&注意力缺陷多动障碍$3--.*-),*M2.Y)F)-(I0.43FM

-)[)-I2)J,42.4) 9UKU%是学龄期儿童常见的行为障

碍)患病率约为 =Q N@Q

!!"

( 临床表现为与年龄不

相称的注意力不集中,活动过度和行为冲动三大核

心症状( 大量遗传学研究已证实遗传因素在其发生

中的重要作用)为多基因遗传疾病!!"

)因此推测

9UKU的发生可能因多个基因间累积效应或相互作

用而引起!!)#"

(

有关9UKU候选基因的关联研究已有一些有

意义的发现)如多巴胺 U> 受体基因$USU>%)多巴

胺UD 受体基因$USUD%)突触体维系蛋白M#D 基因

$L891M#D%等!= N@"

( 近年来)8\U9受体$;6:-3/3-.

4.F.0-,4) ),*,-4,0)F) 8M/.-(I6 UM3J034-3-. #9)

VSC8#9%基因和多巴胺 U! 受体基因$USU!%受到

重视( 由于额叶纹状体环路的谷氨酸O多巴胺系统

功能低下可能是导致 9UKU活动过度和认知功能

缺陷的重要原因)我们拟选择与该系统有关的 D 个

候 选 基 因 $ L891M#D) USUC) USU>) USUD 和

VSC8#9%共 !> 个多态性作为研究靶目标)旨在湖南

汉族9UKU人群中)通过探讨9UKU与这些多态性

单个位点的关系)以及多位点联合效应的关系)寻找

可增加9UKU患病风险的一些位点的特定组合)以

此研究谷氨酸O多巴胺系统在 9UKU分子遗传学中

的作用(

$H对象与方法

$7$H对象

9UKU组*为 #$$= 年 ! 月至 #$$D 年 ! 月在中

南大学湘雅二医院精神卫生研究所儿童青少年心理

门诊就诊的患者共 !=" 例( 其中男性 !!D 例

$"=7=Q%)女性 #= 例$!?7@Q%#年龄 ? N!? 岁)平

均$%7% f#7?%岁( 智商 @> N!#> 分)平均 $%D f

!!7=%分( 入组标准*

!

符合美国精神障碍诊断与

统计手册第 > 版$UL\MC5%制定的9UKU诊断标准#

"

年龄 ? N!@ 岁#智商$Cd%

#

@$#

#

祖籍湖南省#

&

汉族#

'

均征得患者监护人对本研究的知情同意(

排除广泛性发育障碍,儿童精神分裂症,情感障碍,

神经系统疾病史及其他重大躯体疾病史(

对照组*从中国医学遗传学国家重点实验室的

中国遗传病资源保藏中心所收集的正常人标本中选

取)符合以下条件*

!

汉族#

"

年龄 ? N!@ 岁#

#

祖籍

湖南省#

&

无神经系统疾病史及其他重大躯体疾病

史( 共 !!% 例)其中男性 %@ 名$"!7DQ%)女性 ## 名

$!"7DQ%#年龄 ? N!? 岁)平均$%7? f#7>%岁(

$7!H方法

取肘静脉血 # /c)肝素抗凝)常规酚M氯仿法抽

提基因组U89) <@$l保存(

!7#7!&引物设计&&所有位点引物序列中)四个位

点$USU> 基因的 <>" G0 58RS#VSC8#9基因的第

五外显子V!>=$9)Di端调节区$VR%* \L 多态性和

U!?L>$@% 引物的设计方法均用 14)/.4= 软件

$(--0*OOY4,2,7Z)7/)-7.2:OF;)MG)*O04)/.4=O04)/.4=s

ZZZ7F;)%)并用U89L-34软件$(--0*OOZZZ72*3J-347

F,/O%中的14)/.4L.6.F-对所设计的引物进行优化

选择( !$ 个位点$包括 L891M#D 基因的 R!$?DV,

R!$?%'和 $9RRR% *#USU! 基因的 VM!#D!',RM

"$$',VM>"9和 R!>$='#VSC8#9基因第十外显子

V##>$9#USUD 基因的$'9%* 和 U>L?!D%引物设计

分别参照相关文献!" N!!"

( 在设计微卫星多态性引

物时)需要在一条引物的 Di端标记不同颜色的荧

光( 各基因多态性位点引物序列$表 !%全部引物由

上海博亚生物技术公司合成(

!7#7#&1'S反应和基因型检测

!7#7#7!&L81位点&&$!%1'S反应*L891M#D,

USU! 和VSC8#9基因的 " 个 L81位点以及 USU>

基因 >" G0 58RS多态性的1'S反应体系为 !$ N#D

$

c)扩增片段长度和限制性内切酶类型见表 !( 酶

切反应条件*

!

\* CC)U2.C)K3.CCC)BJ0!#"?C酶切

条件*=@l酶切过夜$约 !# (%#

"

BJ-BC酶切条件*

用1R'M#$$ 型1'S仪 ?D$'酶切 ? (( $#%基因型检

测*所选基因酶切产物或1'S产物均分别与相应分

型标准物$V.*.S:6.4

R\

D$ G0 U89c322.4)0VW8

%

U89\34_.4J)V.*.S:6.4

R\

!$$ G0 U89c322.4%以

19VW进行同步电泳)恒定电压为 #D$ N=$$ 5)时间

为 >D N?$ /)*)经银染和V.*.V.*):J图像分析处理

系统处理后进行基因型判读并保存结果( 各位点基

因型检测法见表 !(

!7#7#7#&微卫星多态性&&$!%1'S反应*将 D 个

微卫星多态性位点分两组 $13*.6%进行扩增( 一

组*L891M#D 基因$9RRR% *)USUD 基因 U>L?!D 和

VSC8#9基因$VR%* 微卫星多态性多重1'S#二组*

USUD 基因$'9%*和VSC8#9基因U!?L>$@ 微卫星

多态性多重 1'S( $#%基因扫描$V.*.LF3*%*用毛

细管电泳$=!$$ 基因分析仪%进行分析)自动收集数

据后用 V.*.LF3* =7$ 软件进行分子量内标校正和

扩增片段大小分析( 用 V.*,-I0.4#7D 软件进行各

位点的基因分型(

+"!?+
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表 $HP 个候选基因共 $M 个多态性位点的引物序列及基因型检测方法

基因 多态性位点 引物序列 扩增片段长度$G0% 限制性核酸内切酶 基因型检测方法

L891M#D

R!$?DV

$L81%

DiMRR'R''R''999RV'RVR'VM=i

DiM''9''V9VV9V9V9999RVM=i

#?! \*CC ? Q19VW

R!$?%'

$L81%

DiMRR'R''R''999RV'RVR'VM=i

DiM''9''V9VV9V9V9999RVM=i

#?! U2.C ? Q19VW

$9RRR%*

$\L%

*̀ 9̀\MDiMRVV9VVV9RVRVVRRRVVM=i

S*DiM99VRRVR9'9'RR'999R9RVRVVM=i

=!$$ 基因分析仪

USU!

VM!#D!'

$L81%

DiMV9V9'RVV'V9VVR99''9VM=i

DiMR'9VV9V''RVRVV'99RM=i

#>% K3.CCC ? Q19VW

RM"$$'

$L81%

DiM'R'R'V999VV99V''99V9M=i

DiM'VV'R''V999'VRRV9VM=i

#"! K3.CCC ? Q19VW

VM>"9

$L81%

DiM9'RV9''''R9RR'''RV'RM=i

DiM9V'9'9V9''9V'VRVRR'M=i

#$@ U2.C !$ Q 19VW

R!>$='

$L81%

DiMRVV9V99V'RVR''''9VM=i

DiMVR9''RR9VRRR'RR99R9V'V9M=i

!"%

BJ06

#"? C

? Q19VW

USU>

>" G0

58RS

*̀DiMV'V9'R9'VRVVR'R9'R'VM=i

S*DiM9VV9'''R'9RVV''RVM=i

58RS ? Q19VW

USUD

$'9%*

$\L%

*̀KWEMDiM'VRVR9RV9R'''RV'9VM=i

S* DiMV'R'9RV9V99V99RVV9VRVM=i

=!$$ 基因分析仪

U>L?!D

$\L%

*̀ 9̀\MDiM'R9R9'9R'9''9RRRVR'RVRVV'M=i

S* DiMV'R99V'R9RRV'9VR99RRRV'R9'M=i

=!$$ 基因分析仪

VSC8#9

V!>=$9

$L81%

*̀DiMRRV''R'R''9V999R'9V'M=i

!

S*DiMRR''R'9'9'9'VR'R'V9RM=i

#=D \G,C ? Q19VW

V##>$9

$L81%

*̀DiM''''R''R'''R'R'RRR=i

S*DiMV'9RV''V9V9VR'99RRR'M=i

#%> BJ-BC ? Q19VW

$VR%*

$\L%

*̀KWEMDiMV99VV99V'9RVRVVV999RV'9VM=i

S* DiMVRRR'RRV'RVVVR9'9VRR9R'''''RM=i

=!$$ 基因分析仪

U!?L>$@

$\L%

*̀KWEMDiMR'9V9R'R'RV'R9''V'RR'M=i

S*DiMRVRR'R'RVV'R'9''R'RR'M=i

=!$$ 基因分析仪

&&注*下游引物被设计成一条碱基错构引物)即倒数第二个碱基应为')被设计成9( 9̀\*为蓝色荧光#KWE*为绿色荧光#L81*单核苷酸多

态性#\L*微卫星多态性#19VW*聚丙烯酰胺凝胶电泳#58RS*可变数目串联重复序列(

$7IH统计学分析

全部资料均由 L1LL !#7$ Y,4Z)*2,ZJ软件包进

行数据处理( 9UKU组和对照组的关联分析*采用

!

# 检验对两组的基因型和等位基因频率进行 K34M

2IMT.)*G.4;定律的遗传平衡吻合度检验#比较两组

间各基因型及等位基因频率的差异)并进行显著性检

验)以Cg$7$D 为差异有显著性意义( 采用 6,;)J-)F

回归分析法研究多个候选基因对9UKU的联合效应(

!H结果

!J$HKX=FO!P#(B($#(B(M#(B(P 和 NBYX!=

基因共 $M 个多态性位点分析

D 个基因共 !> 个位点中)9UKU组和对照组

L891M#D 基因R!$?%'的 1'S产物经 U2.C酶切结

果均未发现突变等位基因$!$?%'%)两组的VSC8#9

基因V##>$9的1'S产物经BJ-BC酶切结果均未发

现突变等位基因$##>$9%)故这 # 个多态性位点未

被纳入统计分析( 经K342IMT.)*G.4;平衡吻合度检

验)9UKU组和对照组 D 个基因的其他 !# 个多态性

基因型分布均符合 K342IMT.)*G.4;平衡定律

$CP$7$D%( 9UKU组和对照组在 !$ 个多态性位点

$L891M#D基因的$9RRR%*,USU! 基因的 VM!#D!',

RM"$$'和R!>$=',USU> 基因的 >" G0 58RS,USUD

基因的$'9%*和U>L?!D,VSC8#9基因的V!>=$9,

$VR%*和U!?L>$@%等位基因和基因型频率分布均

无明显差异$CP$7$D%%(

#7!7!&L891M#D 基因 R!$?DV多态性&&经
!

# 检

验)9UKU组 !$?DRO!$?DR基因型频率明显高于对

照组 $

!

#

kD7>!>)Cg$7$D)相对危险度 :Kk

+%!?+
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!7"=?%)差异有显著性#9UKU组中 !$?DVO!$?DV

基因型频率与对照组相比有减少趋势$

!

#

k>7!!D)

Ck$7$@%#9UKU组 !$?DR等位基因频率$">7!Q%

高于对照组$@>7>Q%

!

#

k#7#>>) CP$7$D)差异无

显著性#!$?DV等位基因频率$!D7%Q%明显低于对

照组$#D7?Q%)差异有显著性 $

!

#

k@7=@%) Cg

$7$!%( 9UKU组和对照组 L891M#D 基因 R!$?DV

多态性基因型频率总体分布见表 #(

&表 !H=(Q(组和对照组 KX=FO!P 基因 V$"&PN多态位

点基因型频率总体分布比较
$例) Q%

例数 !$?DRO!$?DR !$?DRO!$?DV !$?DVO!$?DV

对照组 !!% ?@ $D?7=% >= $=?7!% % $@7?%

9UKU " %@ $@$7=% =" $#@7D% = $#7#%

!

# 值 D7>!> !7!"" >7!!D

C值 g$7$D P$7$D P$7$D

#7!7#&USU! 基因 VM>"9多态性&&经
!

# 检验)

进一步发现9UKU组中M>"VOM>"V基因型频率与对

照组相比明显减少)差异有显著性 $

!

#

k>7=!")

Cg$7$D%(

!J!HT-+)./)7回归分析结果

将9UKU组和对照组 D 个基因的 !# 个多态性

位点的基因型资料作为自变量)将是否患病作为因

变量)共同纳入 6,;)J-)F回归模型)采用 W*-.4法(

9UKU组最终影响患病的危险因素是 L891M#D 基

因 R!$?DV多态性位点的 !$?DRO!$?DR基因型)

USU! 基因 VM>"9多态性位点携带M>"9等位基因

的两种基因型$M>"VOM>"9和M>"9OM>"9%)这两个危

险因素的影响程度*!$?DRO!$?DR基因型大于USU!

基因 VM>"9多态性位点携带M>"9等位基因的两种

基因型( 一个由 L891M#D 基因的 R!$?DV,USU! 基

因的VM>"9和RM"$$'共 # 个基因 = 个多态性组成

的特定基因型组合 ! !$?DRO!$?DR$ L891M#D %-

M>"VOM>"9$USU!% -M>"9OM>"9$USU!% -M"$$RO

M"$$R$USU!%"与9UKU存在关联$Cg$7$D%)其预

测水平为 @@7DQ$表 =%(

表 IH=(Q(组与对照组 P 个基因 $! 个多态性的5-+)./)7回归分析

多态性位点$基因% 基因型 回归系数$R% 2<* C值 :K值

R!$?DV$L891M#D% !$?DRO!$?DR $7@"% $7#"" $7$$? #7#$!

$9RRR%*$L891M#D% !D$O!D$ $7#?D $7#$$ $7!"D !7=$>

VM>"9$USU!% M>"VOM>"V <!7>@> $7D?% $7$!$ $7##%

VM>"9$USU!%

携带M>"9等位基因的

两种基因型
!

$7@?@ $7=D" $7$=# #7!D=

VM!#D!'$USU!% M!#D!VOM!#D!V <#7>=% @7>!@ $7@># $7$"@

RM"$$'$USU!% M"$$ROM"$$R !7%?= !7$@> $7$?" @7!##

R!>$='$USU!% !>$=RO!>$=R $7D?! $7=!? $7$@? !7@D#

>"G058RS$USU>% gDOgD <$7!@> $7=$# $7D?D $7">$

U>L?!D$USUD% g#D$Og#D$ $7!$? $7#DD $7?@@ !7!!#

$'9%*$USUD% g!>"Og!>" $7!?% $7#!! $7>#= !7!">

V!>=$9$VSC8#9% !>=$VO!>=$V <#7=#$ @7>!" $7@D> $7$%"

$VR%*$VSC8#9% g#!"Og#!" $7$=" $7#?! $7""> !7$=%

U!?L>$@$VSC8#9% g=!%Og=!% <$7#D# $7#"" $7="! $7@@@

常数 >7!@" !$7>% $7?%! ?D7#=$

&&注*携带M>"9等位基因的两种基因型
!

指携带M>"VOM>"9基因型和M>"9OM>"9基因型

IH讨论

与9UKU遗传研究有关的候选基因选择主要

是基于全基因组扫描的发现)以及与 9UKU有关的

假说( 目前用全基因组扫描方法定位了9UKU的 %

个染色体区域!!#)!="

)USU! 基因和 VSC8#9基因所

在染色体位置均在这些区域内)因此强烈提示这两

个基因是 9UKU的位置候选基因( 9UKU的谷氨

酸O多巴胺系统功能低下是近年提出的一个重要假

说!!>"

)研究发现异常的多巴胺能信号首先激活

USU> 等多巴胺受体)再通过一系列信号转导过程

最终引起8\U9受体失活)从而导致9UKU的认知

和注意缺陷!!>"

( 动物模型研究提示 L891M#D 基因

缺陷引起的U9系统功能紊乱与9UKU的多动和认

知障碍有关!!D"

( 因此)L891M#D 基因,多巴胺受体

基因和8\U9受体基因是9UKU的功能候选基因(

本研究选取 D 个候选基因共 !> 个多态性研究

单个位点与儿童9UKU的关联)发现 L891M#D 基因

R!$?DV多态性和 USU! 基因 9M>"V多态性分别与

+$#?+
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9UKU可能存在关联)这些发现在国内属首次报

道!!?"

( W6)3等!!@"最近的综述提及这两个基因均与

9UKU有关联( 针对 L891M#D 基因R!$?DV)我们重

复了\)66等!!""的结果)但和e)/等!!%"结果$发现该

基因 !$?DR在 9UKU中存在父系偏移传递%不一

致( 究其原因)一是与该基因内部或附近的功能性

遗传标记存在连锁不平衡有关)二是 9UKU属复杂

性遗传病)遗传因素的作用因种族不同而各异)由此

推测 L891M#D 基因多态性对不同人群作用或强或

弱( 针对 USU! 基因)我们发现 9M>"V多态性

M>"VOM>"V基因型可能是9UKU的保护因素( 有研

究发现M>"9等位基因是 9UKU的风险等位基

因!#$"

( 这些阳性结果不一致)原因可能与9UKU的

临床异质性和遗传异质性有关(

我们未发现 D 个基因的其他 !$ 个多态性单个

位点与9UKU有关联( 其中首次在国内研究并发

现VSC8#9基因二个 L81位点和二个微卫星多态

性,USUD 基因的$'9% * 和 U>L?!D 分别与 9UKU

可能无关联( 国外对这 D 个基因的研究有些阳性发

现)其中 USU> 基因 >" G0 58RS多态性!#!"

,USUD

基因$'9% * 和 U>L?!D

!!!)#!)##"得到多个研究的重

复)VSC8#9基因二个 L81位点$V!>=$9,V##>$9%

也被发现与 9UKU可能有关!%"

( 本研究在 !=" 名

患者和 !!% 名正常对照中均未发现 VSC8#9基因

##>$9等位基因)提示 V##>$9位点多态性可能在

湖南汉族人群中较为罕见( 故在湖南汉族人群中进

行VSC8#9基因与 9UKU的关联研究或连锁分析

时)不宜选此位点作为遗传标记( USU> 基因 >" G0

58RS多态性是最具研究意义的遗传标记)新近研

究发现携带USU> @ 重复等位基因的9UKU患者临

床预后较好)皮层发育有其独特的轨迹( 该基因多

态性与9UKU的诊断和注意控制的重要区域的皮

质稀疏有关!#="

( 国内赵爱玲等!#>"未发现该基因 >"

G0 58RS多态性与 9UKU有关联( 有几项研究报

道USUD 基因$'9%* 多态位点 !>" G0 或 !>? G0 或

!=? G0等位基因可能分别与9UKU存在关联!#!)##"

)

新近一项\.-3分析发现$'9%*多态位点 !=? G0 具

有保护作用!#D"

)另有研究发现该基因多态性在

9UKU中存在父系偏移传递!#?"

( 本研究未发现

USUD 基因这两个多态性位点与 9UKU有关联)与

文献结果不一致!!!"

( 结果不一的原因可能是USUD

基因$'9%* 多态性位点距离 USUD 基因编码区比

较远)可能对USUD 基因的功能影响不大)该多态性

很可能与该基因内部或附近的功能性遗传标记存在

连锁不平衡)还可能与地区和种族差异有关(

本研究采用多位点关联研究方法!#@"对所选的

D 个候选基因共 !# 个多态性位点与 9UKU的联合

效应进行研究)发现了一个由 L891M#D 基因的

R!$?DV,USU! 基因的VM>"9和RM"$$'共 # 个基因

= 个多态性组成的特定基因型组合!!$?DRO!$?DR

$ L891M#D %- M>"VOM>"9$ USU! %- M>"9OM>"9

$USU!%- M"$$ROM"$$R$USU!%"与 9UKU存在关

联$Cg$7$D%)其预测水平为 @@7DQ( 其中)L891

M#D基因 !$?DRO!$?DR基因型和 USUC基因 VM>"9

位点携带M>"9的两种基因型是影响 9UKU患病的

危险因素)其影响程度前者大于后者( 本研究结果

支持&一些位点的特定组合效果增加了 9UKU发病

风险'的观点)在国内尚未见相关报道( \)J.*.4

等!!$"应用6,;)J-)F回归分析方法)发现一个等位基

因组合)即单体型$M!#D! VOM"$$RO9M>"O!>$='%与

9UKU有关(

当前的遗传研究发现候选基因多态性单个位点

与疾病的关联分析不足以解释 9UKU的全部特征(

全基因组扫描仍然存在着阳性发现不能被重复的现

象( 最大的原因可能是9UKU的异质性$包括表型

异质性和遗传异质性%( 针对 9UKU未来的遗传学

研究方向)国外新近提出了大样本基因组联合研究

的概念)以及基因M环境相互作用研究和遗传药理学

研究!!"

( 大样本基因组联合研究方法可与神经科

学,临床和流行病学调查等其他领域相结合)对

9UKU易感基因作进一步识别)在一个大样本内研

究特定基因多态性如何发挥 9UKU风险效应)如何

与环境因素相互作用)从而有可能发现导致 9UKU

的潜在病因学机制(
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