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【摘要】　目的　探讨ＤＬＬ３基因多态性与先天性巨结肠（ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）易感性之间
的关系。　方法　采用病例对照研究方法，选取２００９—２０１２年上海交通大学医学院附属新华医院小儿
外科收治的１０４例ＨＳＣＲ病例（ＨＳＣＲ组）和１５１例就诊于小儿外科而无慢性便秘病史的对照病例（对
照组）作为研究对象。采用ＭａｓｓＡＲＲＡＹ的方法检测 ＤＬＬ３基因５个单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点的多态性分布，统计分析不同等位基因、基因型以及单倍型与 ＨＳＣＲ易感性之
间的相关性。　结果　ＨＳＣＲ组５个ＳＮＰ位点ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ３２１２２７６、ｒｓ１０４１２９３１基
因型、等位基因频率与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８ｒｓ２３０４２１４
ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１组遗传标记具有强 ＬＤ（ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ）（Ｄ＞０．７）。ＨＳＣＲ组 ＧＧＴＡＣ单倍
型携带频率为１１．９％，高于对照组的６．４％，该单倍型与 ＨＳＣＲ的发生显著相关（ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８
ｒｓ２３０４２１４ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１，Ｐ＝０．０４９，ＯＲ＝１．８７，９５％ＣＩ０．９９～３．５０）。　结论　ＤＬＬ３基因中，由
５个ＳＮＰ位点ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ３２１２２７６、ｒｓ１０４１２９３１构成的 ＧＧＴＡＣ单倍型与 ＨＳＣＲ易
感性相关，单个ＳＮＰ位点与ＨＳＣＲ之间无显著相关性。
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　　先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）
是一种常见的儿童消化道发育畸形，其发病机制尚

不完全清楚［１］。ＨＳＣＲ在全球范围内的发病率约为
１／５０００，男性多见，男女发病比例约为 ４∶１［２－３］。
Ｄｅｌｔａ样配体３（Ｄｅｌｔａｌｉｇａｎｄ３，ＤＬＬ３）是一种抑制性
Ｎｏｔｃｈ通路配体，可与 Ｎｏｔｃｈ受体结合从而抑制
Ｎｏｔｃｈ信号通路的激活［４］。国外研究发现，ＤＬＬ３可
能作为ＨＳＣＲ的易感基因，通过调节 Ｎｏｔｃｈ信号通
路，进而影响肠神经系统的发育过程［５］。本研究以来

自上海地区的中国汉族人群为研究对象，选取 ＤＬＬ３
基因的５个单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点 ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、
ｒｓ３２１２２７６、ｒｓ１０４１２９３１进行连锁不平衡分析，研究其
与ＨＳＣＲ之间的相关性。

资料与方法

一、研究对象

选取２００９—２０１２年上海交通大学医学院附属
新华医院小儿外科收治并进行先天性巨结肠根治

术的１０４例ＨＳＣＲ患儿为研究对象；选取同时期就
诊于小儿外科而无慢性便秘病史的１５１例病例为对
照组，包括无肛、肠套叠或嵌顿绞窄性腹股沟疝等［６］。

所有血液标本均为术前取得。每一个ＨＳＣＲ病例经
病理活检手术切除肠段组织，确定无肠神经细胞；病

变严重程度按神经节病变的长度进行分类，１０４例
ＨＳＣＲ患儿中包括短段型８６例、长段型１５例、全结肠
型３例。本研究已通过上海交通大学医学院附属新
华医院医学伦理委员会审查同意（ＸＨＥＣ—Ｃ—２０１６—
２６３），家长均知情同意并签署知情同意书。

二、研究方法

（一）血液标本采集及基因组ＤＮＡ的提取
入选的全部ＨＳＣＲ病例和对照组病例均采集外

周静脉血 ４ｍＬ，使用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡｂｌｏｏｄｍｉｄｉｋｉｔ
（ＱＩＡＧＥＮ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）提取基因组 ＤＮＡ，并测定

其浓度，于－８０℃保存备用。
（二）ＳＮＰ选择和基因分型
ＳＮＰ位点选择方法：①所有纳入选取范围的

ＳＮＰ位点均来自 ＨａｐＭａｐＨＣＢ（ＨａｎＣｈｉｎｅｓｅｉｎＢｅｉ
ｊｉｎｇ）数据库；②以 ＧｅｎｏｍｅＶａｒｉａｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒ分析平
台及Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件（４．１），结合ＨａｐＭａｐＨＣＢ数据
库，选取ｔａｇＳＮＰ；③对所有候选ｔａｇＳＮＰ，必须满足其
最小等位基因频率（ｍｉｎｏｒａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＭＡＦ）≥
２０％，且ｒ２≥ ０．８；④优先选择位于编码区及 ＵＴＲ
区的ｔａｇＳＮＰ。同时由于在ＨＣＢ群体中，诸多遗传变
异的等位基因频率均不可获得，因此本研究 ｔａｇＳＮＰ
选择空间被进一步压缩。在上述 ＳＮＰ选择策略及
原则的基础上，本研究共选取 ４个 ｔａｇＳＮＰｓ，包括
ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ１０４１２９３１；另外由
于ｒｓ３２１２２７６与其他４个 ｔａｇＳＮＰｓ均处于较强的连
锁不平衡状态，因此也被纳入本研究中。

本研究选取了５个ＳＮＰ位点ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、
ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ３２１２２７６、ｒｓ１０４１２９３１。５个ＳＮＰ位点跨
越 ＤＬＬ３基因约 ６０５２ｋｂ的区域，平均间隔约
１２１０ｋｂ。ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８和 ｒｓ３２１２２７６位于内
含子，ｒｓ２３０４２１４位于外显子 ６，ｒｓ１０４１２９３１位于
３ＵＴＲ区，见图１。根据产品说明进行多重反应，包
括ＰＣＲ扩增、ＳＡＰ和引物延伸反应。反应产物转移
至３８４ＳｐｅｃｔｒｏＣＨＩＰ上，通过ＭａｓｓＡＲＲＡＹ平台进行
检测。采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测对应于不同等位
基因的信号。使用ＴｙｐｅｒＶｅｒｓｉｏｎ４．０处理获得的原
始数据。

（三）基因分型质量控制

本研究比较了每个３８４孔板和总体研究中的基
因型检出率和重复率，并分析实验的污染概率和可

靠性。以下标准被用作可接受基因分型的衡量标

准：①每３８４孔板的检出率 ＞９５％；②按标记物和
个体划分的总检出率 ＞９５％；③重复率≥ ９９．７％；
④ＭＡＦ＞３％；⑤３８４孔板的空白对照检出率＜５％。
不符合上述标准的数据均被排除。



　　注　红线表示ＳＮＰ位点；蓝线表示外显子
图１　先天性巨结肠患儿ＤＬＬ３基因组区段５个ＳＮＰ位点分布
Ｆｉｇ．１　Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ５ＳＮＰｓｉｎＤＬＬ３ｇｅｎｏｍｅｉｎＨＳＣＲｃｈｉｌｄｒｅｎ

　　三、统计学处理
使用 ＳＨＥｓｉｓ（ｈｔｔｐ：／／ａｎａｌｙｓｉｓ２．ｂｉｏｘ．ｃｎ／ｍｙ

Ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｈｐ）计算 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡、等位基因
和基因型频率、ＯＲ值和 ９５％ＣＩ置信区间。采用
Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．１计算 ＳＮＰ位点之间的连锁不平衡程
度。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

一、一般情况

ＨＳＣＲ组１０４例（男８４例，女２０例），平均年龄
（１．１４±１．８３）岁；短段型先天性巨结肠８６例（８６／
１０４，８２．７％），长段型先天性巨结肠１５例（１５／１０４，
１４．４％），全结肠型先天性巨结肠 ３例（３／１０４，２．
９％）。对照组１５１例（男８６例，女６５例），平均年
龄（１．６６±１．０５）岁。

二、ＤＬＬ３基因 ＳＮＰ位点基因型确定及频率
分布

ＨＳＣＲ组和对照组的基因型分布均符合 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｕｒｉｎｇ平衡（Ｐ＞０．０５）。５个ＳＮＰ位点（ｒｓ３７８６９５１、
ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ３２１２２７６、ｒｓ１０４１２９３１）的等位
基因和基因型频率见表１。５个 ＳＮＰ位点均未发现
与先天性巨结肠有显著相关性（Ｐ＞０．０５）。

三、ＤＬＬ３基因ＳＮＰ位点连锁不平衡分析
对于 ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８ｒｓ２３０４２１４ｒｓ３２１２２７６

ｒｓ１０４１２９３１进行标记，各 ＳＮＰ之间都呈现出强的连
锁不平衡关系（Ｄ＞０．７），见图２。
　　四、ＤＬＬ３基因ＳＮＰ位点单倍型分析

在ＨＳＣＲ组中，ＧＧＴＡＣ单倍型显著高于对照组，
提示该单倍型与ＨＳＣＲ的发生显著相关（ｒｓ３７８６９５１
ｒｓ９５８７２８ｒｓ２３０４２１４ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１，Ｐ＝０．０４９，
ＯＲ＝１．８７，９５％ＣＩ０．９９～３．５０）。ＨＳＣＲ组和对照
组中的 ＡＡＣＧＣ单倍型和 ＡＧＣＧＴ单倍型频率差异
均无统计学意义 （Ｐ＞０．０５），见表２。此外，对单倍
型的全局性分析结果显示无具有统计学意义的结

果（Ｐ＞０．０５）。
表１　ＨＳＣＲ组和对照组ＳＮＰ位点基因型、等位基因频率分布

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄａｌｌｅｌｉｃｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎＨＳＣＲａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

ＳＮＰ位点 基因型频率（％）
哈温

平衡Ｐ
Ｐ

等位基因

频率（％） χ２ Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）

ｒｓ３７８６９５１ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ
　ＨＳＣＲ组 ７９（７８．２） １９（１８．８） ３（３．０） ０．１８２ ０．７１８ １７７（８７．６）２５（１２．４） ０．７４３ ０．３８９ ０．７８（０．４４～１．３７）
　对照组 １２４（８２．１）２４（１５．９） ３（２．０） ０．１７０ ２７２（９０．１） ３０（９．９）
ｒｓ９５８７２８ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ
　ＨＳＣＲ组 １９（１８．８） ５３（５２．５） ２９（２８．７） ０．５４７ ０．２８２ ９１（４５．０）１１１（５５．０） ０．５２７ ０．４６８ ０．８８（０．６１～１．２５）
　对照组 ４０（２６．５） ６６（４３．７） ４５（２９．８） ０．１２５ １４６（４８．３）１５６（５１．７）
ｒｓ２３０４２１４ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ
　ＨＳＣＲ组 ８１（７７．９） ２１（２０．２） ２（１．９） ０．６４５ ０．６０３ １８３（８８．０）２５（１２．０） ０．７１６ ０．３９８ ０．７８（０．４４～１．３８）
　对照组 １２４（８２．７）２３（１５．３） ３（２．０） ０．１３５ ２７１（９０．３） ２９（９．７）
ｒｓ３２１２２７６ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ
　ＨＳＣＲ组 ２（１．９） ２１（２０．２） ８１（７７．９） ０．６４５ ０．６７６ ２５（１２．０）１８３（８８．０） ０．５５７ ０．４５６ １．２４（０．７１～２．１７）
　对照组 ３（２．０） ２４（１５．９）１２４（８２．１） ０．１７０ ３０（９．９） ２７２（９０．１）
ｒｓ１０４１２９３１ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ
　ＨＳＣＲ组 ３７（３５．６） ４７（４５．２） ２０（１９．２） ０．４６７ ０．８２５ １２１（５８．２）８７（４１．８） ０．４１４ ０．５２０ １．１２（０．７９～１．６１）
　对照组 ４９（３２．５） ６９（４５．７） ３３（２１．９） ０．３５２ １６７（５５．３）１３５（４４．７）

　　注　ＨＳＣＲ：先天性巨结肠；ＳＮＰ：单核苷酸多态性；：Ｐｅａｒｓｏｎｓｐｖａｌｕｅ；（该Ｐ值为Ｐｅａｒｓｏｎ相关Ｐ值）；ＣＩ：置信区间



表２　ＨＳＣＲ组和对照组单倍型频率
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｎｇｈａｐｌｏｔｙｐｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎＨＳＣＲａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

单倍型

ｒｓ３７８６９５１ ｒｓ９５８７２８ ｒｓ２３０４２１４ ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１

单倍型频率（％）

ＨＳＣＲ组 对照组
χ２ Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）

Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ ９０．００（４４．６） １４１．５８（４７．２） １．１９６ ０．２７４２２ ０．８２（０．５７～１．１７）

Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ ８６．００（４２．６） １２２．０４（４０．７） ０．００１ ０．９７５５ ０．９９（０．６９～１．４３）

Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ ２４．００（１１．９） １９．２７（６．４） ３．８６５ ０．０４９３６ １．８７（０．９９～３．５０）

　　注　ＨＳＣＲ：先天性巨结肠；：Ｆｉｓｈｅｒｓｐｖａｌｕｅ（该Ｐ值为Ｆｉｓｈｅｒ相关Ｐ值）；ＣＩ：置信区间

图２　先天性巨结肠患儿５个ＳＮＰ位点之间的连锁不平衡分析
Ｆｉｇ．２　Ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｎａｌｙｓｉｓａｍｏｎｇ５ＳＮＰｓｉｎＨＳＣＲｃｈｉｌｄｒｅｎ

讨　论

ＨＳＣＲ是一种儿童常见的消化道发育畸形，发
病机制为病变肠管肠神经缺如［７－９］。其主要临床表

现为便秘。ＨＳＣＲ的发病受到遗传因子、胚胎发育
环境等多因素的影响［１０］，目前已发现ＲＥＴ、ＮＯＴＣＨ、
ＧＤＮＦ、ＥＤＮＲＢ、ＳＯＸ１０等多个与 ＨＳＣＲ相关的易感
基因［１１－１６］。

Ｎｏｔｃｈ信号在胚胎发育过程中参与肠神经嵴细
胞神经发生的各个方面［１７－１８］。Ｎｏｔｃｈ信号的激活
可以调控神经祖细胞分化为神经细胞和神经胶质

细胞［１９－２１］。因此，Ｎｏｔｃｈ信号在胚胎发育过程中适
当时间的激活与关闭对于神经元和神经胶质细胞

的分化至关重要［５，２２］。ＤＬＬ３作为 Ｎｏｔｃｈ受体的配
体，可以通过调控Ｎｏｔｃｈ信号通路的激活与关闭，从
而影响胚胎肠神经系统的发育［２３］。

本研究结果首次探究了ＤＬＬ３基因５个ＳＮＰ位
点 （ｒｓ３７８６９５１、ｒｓ９５８７２８、ｒｓ２３０４２１４、ｒｓ３２１２２７６、
ｒｓ１０４１２９３１）的常见遗传变异与汉族人群 ＨＳＣＲ易
感性之间的关系。本研究纳入了１０４例ＨＳＣＲ病例

和１５１例就诊于小儿外科而无慢性便秘病史的病例
对照，选取了 ＤＬＬ３基因的５个 ＳＮＰ位点进行基因
分型，发现 ＨＳＣＲ组的等位基因和基因型频率与对
照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明汉族
人群中ＤＬＬ３基因的ＳＮＰ位点与ＨＳＣＲ的易感性之
间无显著相关性。

由于 ＳＮＰ位点之间的遗传存在连锁不平衡现
象，因此与单个 ＳＮＰ位点分析相比，由几个处于强
连锁不平衡的 ＳＮＰ位点构成的单倍型可以帮助我
们更好地理解与疾病发生相关的遗传因素。在本

研究中，我们进一步对 ＤＬＬ３基因的遗传标记进行
了连锁不 平 衡 分 析，发 现 ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８
ｒｓ２３０４２１４ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１组遗传标记具有强ＬＤ
（Ｄ＞０．７）。此外，对 ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８ｒｓ２３０４２１４
ｒｓ３２１２２７６ｒｓ１０４１２９３１组遗传标记进行单倍型分析，发
现ＨＳＣＲ组 ＧＧＴＡＣ单倍型携带频率为１１．９％，高
于对照组的６．４％，提示该单倍型与 ＨＳＣＲ的发生
显著相关（Ｐ＝０．０４９，ＯＲ＝１．８７，９５％ＣＩ０．９９～３．
５０），表明ＧＧＴＡＣ可能是ＨＳＣＲ的风险单倍型。

综上所述，本研究首次证实 ＤＬＬ３基因中５个
ＳＮＰ位点 ｒｓ３７８６９５１ｒｓ９５８７２８ｒｓ２３０４２１４ｒｓ３２１２２７６
ｒｓ１０４１２９３１构成的 ＧＧＴＡＣ单倍型与 ＨＳＣＲ的发生
显著相关。同时，本研究还存在样本量不足等局限

性，未来可联合多中心研究，招募不同区域的患者，

通过扩大样本量并结合体内模型等研究策略，进一

步深入挖掘 ＤＬＬ３基因与 ＨＳＣＲ之间的相关性，为
解释ＨＳＣＲ的发生机制提供更多的理论依据。
利益冲突　所有作者声明不存在利益冲突
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