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唇腭裂是口腔颌面部最常见的先天性畸形，全

世界发病率约为#./0081.200，其中主要为非综合征

性唇腭裂。综合征性唇腭裂的病因目前较为明确，

而非综合征性唇腭裂的病因十分复杂，大量研究表

明，相关基因、环境以及它们之间的相互作用在唇

腭裂发病中占很重要的地位。随着分子遗传学技术

的发展，近年来的研究集中在寻找与唇腭裂有关的

基因上，由于不同人种间存在基因多态性差异，而

相同人种间不同地区其发病率也存在差异，因此，

本研究对山东地区34例非综合征性唇腭裂汉族患儿

进行转化生长因子5!（ 6-789:&-+;8< <-&=6> :7*6&-5!，

?@A5!）基因多态性研究，以便分析山东地区人群非

综合征性唇腭裂与?@A5! 基因的相关性。

! 材料和方法

1’1 材料

BCD扩增仪（ EF D)9)7-*>公司，美国）；?@A5!
基因BCD扩增引物G1H，上游引物为295?CIC??CCCC5
?????C?@CI?5J9，下游引物为295C@I@@I@@C5
?C?@I@@?@5J9，引物由上海生物工程公司合成。

限制性内切酶、耐热(%I多聚酶、琼脂糖（ 宁波科

瑞生物工程公司），脱氧核糖核苷酸K%?B（ 大连宝生

物公司）。

1’$ 研究对象

选取山东大学第二医院口腔颌面外科“ 微笑列
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转化生长因子&! 基因多态性与山东汉族人

非综合征性唇腭裂的关系
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’摘要( 目的 研究转化生长因子5!（ ?@A5!）基因多态性与山东汉族人非综合征性唇腭裂的关系。方法 应用多

聚酶链反应（ BCD）结合限制性酶切方法，对34例非综合征性唇腭裂患者与#0#例正常人进行?@A5! 基因突变检测分

析。结果 非综合征性唇腭裂患者的CM等位基因频率比正常对照组明显增高，有显著性差异（ !O0’02）；有家族

史的患者，其?@A5! 基因型与无家族史患者比较有显著性差异（ !O0’02）。结论 ?@A5! 基因的突变与山东汉族人

非综合征性唇腭裂的发生有相关性P 对有家族史的患者的影响可能更明显。
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车”活动手术患者./例，均确诊为非综合征性唇腭

裂，其中男"0例，女12例，年龄为!个月83/岁，平

均4岁，均为山东地区汉族人。其中双侧唇裂伴腭

裂者为#/例，占#/9；左侧唇裂伴腭裂者为!!例，

占!49；右侧唇裂伴腭裂者为1"例，占109。对照

组共#53例，选自山东大学第二医院口腔颌面外科

病房其他疾病的同年龄患儿，其中男0/例，女$1
例，年龄为6#个月8#.岁，平均"岁。

#71 方法

3’1’3 白细胞(%8的提取 取抗凝血，低渗溶血法

裂解红细胞后，常规酚9氯仿提取(%8。

3717$ :;<9! 基因的=>?扩增 =>?扩增反应体系

为15"@，含待测(%8模板#55"A，B%:= $55"+&6C@，

:DE(%8聚合酶# F及其相应的35:,GHH)- 1 "@。上下

游引物各$5 I+&6，用去离子水补足为15 "@。混匀

后用液体石蜡覆盖，放入=>?扩增仪内，.1;预变

性1 +JK，然后.1 ;变性15 L，44 ;退火15 L，0$ ;
延伸15 L，35个循环，然后.5;变性15 L，44;退火

15 L，0$ ;延伸15 L，$5个循环，最后0$ ;延 伸

35 +JK。

37171 酶切 取=>?扩增产物35 "@，加!"##限制

性内切酶35 F及相应的35:,GHH)- $7$ "@，573MNO8
$ "@，((P补足$5 "@，"4;水浴酶切3 Q以上。

3717! 电泳 取$5 "@酶切产物上样，在19琼脂糖

凝胶上进行电泳，分析酶切产物，紫外灯下观察结

果并照相。

37174 测序 =>?产物经RS8 EGJ*T试剂盒纯化后，

用下游引物在8NS =?SOU :U135 ;)K)VJ* 8KD6WX)-
上进行直接测序。

#7! 统计学分析

用O=OO统计软件处理数据，两组频数分布采用

卡方检验，比较等位基因频率及基因型频率。

! 结果

Y7# :;<9!基因的=>?扩增产物

:;< 9! 基 因 的 =>? 扩 增 产 物 为 # 条 #0/ ,I
（ #0! ,I）的(%8片段，经!"##酶切消化后，产生

两条片段，分别为#YY ,I和4Y ,I，若Y个等位基因

均含有内切酶识别位点，在酶切后产生#YY ,I和

4Y ,I两个片段的定为>Y>Y型，产生#0/ ,I、#YY ,I
和4Y ,I1个片段的定为>#>Y型，#0/ ,I片段不能被

酶切的定为>#>#型。

Y7Y 测序

在:;<9!基因第4内含子离第"外显子# "5Y ,I处

有一! ,I的碱基缺失，产生了一个新的酶切位点，

因而>Y>Y扩增产物能被!"##内切酶切成#YY ,I及

4Y ,I两条片段，而>#>#无!"##内切酶酶切位点，

不能被!"##内切酶切成两条片段，只有#条#0/ ,I
片段。测序结果与文献报道结果ZY[一致。

Y71 :;<9!基因的多态性

根据电泳结果确定被检测人员的基因型，各组

的:;<9!等位基因频率及基因型频率见表3，非综合

征性唇腭裂组与对照组等位基因>Y的频率有统计学

差异（ $\5754）。

表 " 非综合征性唇腭裂组与对照组的#$%&!等位基

因及基因型频率的比较 !
#’( " )*+,’-./*0 *1 ’22323 ’04 530*67,3 1-38930&

:.3/ .0 6-’0/1*-+.05 5-*;6< 1’:6*-&! ’+*05
:’/3/ ’04 :*06-*2/ !

Y7! 唇腭裂家族史与:;<9!基因多态性的关系

在调查的非综合征性唇腭裂组患者中，34例有

家族史，患者父母至少有3人患有唇腭裂，/1例无

家族病史，有家族史的非综合征性唇腭裂组患者与

无家族史的患者的:;<9!基因型频率差异有统计学

意义（ $\5753）。有家族史的患者与对照组比较，其

:;<9!基因型的频率差异有统计学意义（ $\5753），

而无家族史的非综合征性唇腭裂患者与对照组比

较，:;<9!基因型频率的差异无统计学意义（ $]
5754）。

Y74 :;<9!基因多态性与唇腭裂类型的关系

非综合征性左侧唇腭裂、右侧唇腭裂和双侧唇

腭裂的:;<9!基因型见表Y。1组基因型频率差异无

统计学意义（ $]5754）。

表 ! 基因型与唇腭裂类型的关系 !
#’( ! #<3 -32’6.*0 (36;330 530*67,3 ’04 6<3 67,3

*1 0*0/704-*+.: :2316 2., ;.6< :2316 ,’2’63
!

= 讨论

唇腭裂是一种高发的先天性发育畸形。它不仅

影响患儿的吸吮、发音、咀嚼，而且对患者的心理

基因型
唇腭裂类型

左侧唇腭裂 右侧唇腭裂 双侧唇腭裂 合计

>3>3 14 Y1 3Y 05

>3>Y / 31 4 Y"

>Y>Y 3 5 3 Y

合计 !! 1" 3/ ./

组别 人数
等位基因频率 基因型频率

>3 >Y >3>3 >3>Y >Y>Y

唇腭裂组 ./ 3"Y 11 05 Y" Y

对照组 353 3/1 30 /0 3! 5
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健康也有很大影响 它的发生与环境 遗传及相互

作用有关 具有多基因遗传的特点 20世纪90年代

以来 国外一些学者开始从基因角度来研究唇腭裂

的发病原因 Ardinger等[1]以高加索人群为研究对

象 首次发现TGF-α基因多态性与非综合征性唇裂

或 唇 裂 伴 腭 裂 nonsyndromic cleft lip with or

without cleft palate NSCL/P 有显著性关系 在

其他地区的人群中也证实TGF-α基因与NSCL/P相关联
[3-5] 本实验采用分子生物学方法发现TGF-α基因与山东地

区非综合征性唇腭裂密切关联 这与以上研究相一致 但

是 Lidral等[6]对高加索人群的研究中没有发现TGF-α 基

因 与 非 综 合 征 性 唇 腭 裂 关 联 Wyszynski

等[7]对美国的35个家系及墨西哥中部的22个家系进

行研究 也没有发现TGF-α 基因与NSCL/P关联

Lidral等[8]对菲律宾人群的研究也排除了TGF-α基因

与NSCL/P相关联 因此 TGF-α基因在唇腭裂发

生中的作用可能具有人群特异性

TGF-α 在腭部正常发育过程中起重要作用

TGF-α属表皮生长因子 epidermal growth factor

EGF 家族 它能激活受体上的酪氨酸激酶 激活

MAPK 信 号 系 统 Raf-MEK- ERK ERK通 路 激

活后 信号传导因子细胞外调节蛋白激酶 ERK 进

入细胞核 引 起 转录因 子 的 磷 酸 化 导致细胞增

殖 因此认为可能是TGF-α 基因多态性改变了TGF-

α的空间结构 组织表达及TGF-α在腭突组织中正

常的表达 从而影响唇腭的正常发育 Miettin en

等[9]通过对唇腭裂动物模型的研究 认为正常颅面

发育与腭闭合必须有表皮生长因子受体的作用 通

过小鼠的动物实验发现 在小鼠胚胎第2～13天时

正常腭突上皮及间充质均表达TGF-α 而且它们之

间没有明显量的差异 随着腭突的发育 TGF-α分

布发生变化 在小鼠胚胎发育过程中 TGF-α表达

水平呈现逐渐下降的趋势 同时表皮生长因子的表

达水平逐渐升高 在小牛血清的培养基中 加入

TGF-α可抑制腭中嵴上皮细胞退化 使口腔上皮过

度角化 TGF-α及与其结合产生生物学效应的受体

表皮生长因子受体 在发育的腭突中 特别是腭中

嵴上皮细胞中广泛表达 它可刺激腭突细胞合成细

胞外基质 对腭突的生长 上抬和融合都具有重要

的作用 以上研究表明TGF-α基因与人类唇腭裂的

发生密切相关

本研究发现山东地区非综合征性唇腭裂组患者

的等位基因与非综合征性唇腭裂显著关联 表明转

化生长因子-α基因可能与山东人非综合征性唇腭

裂的发生有关 其与非综合征性唇腭裂的关联强度

弱 于 Ardinger 等 [1] 和 Holder 等 [4] 的 报 道 而 强 于

Chenevix Trench等[3]的报道 研究发现TGF-α 基

因酶切片段与非综合征性唇腭裂显著关联 TGF-α

的C2等位基因传递给有家族史的唇腭裂患者比传递

给无家族史患者的频率高得多 有显著性差异 对

非综合征性唇腭裂组中有无家族史与TGF-α基因多

态性进行研究发现 两组患者TGF-α基因型频率差

异有显著性 提示先天性唇腭裂家族史可能与TGF-
α少见变异相互关联 当然 由于本研究病例数较

少 且有家族史病例数少 要进一步明确TGF-α基

因变异与家族史的关系 尚需增加病例数及家系研

究

此外 TGF-α基因多态性与唇腭裂类型进行比

较 差异无统计学意义 因此 非综合征性唇腭裂

是一种多基因遗传病 只有对其他易感基因 易感

基因间及与环境因素的相互作用作更深入的研究才

能进一步阐明非综合征性唇腭裂的发病机制和原

因
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