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摘要    瘦体重和初潮年龄是与人类健康密切相关的两个复杂性状. 本文采用高

功效的双变量全基因组关联方法对以上 2 个性状的多效基因进行了研究. 采用

Genome-Wide Human SNP Array 6.0 芯片, 对研究样本(801 名中国女性)和验证样本

(1692 名白人女性)的 909622 SNP 进行基因分型, 然后对四肢瘦体重和初潮年龄进

行全基因组关联分析. 研究发现, 一个 SNP rs3027009 在研究样本中 P=7.26×106, 

在验证样本也达到了P＜0.01的显著水平. 此 SNP的上游存在对瘦体重和初潮年龄

具有重要影响的Duffy抗原趋化因子受体基因. 研究结果提示, DARC基因可能是以

上 2 个性状的多效基因.  
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骨骼肌组织是人体的重要组成部分, 骨骼肌功

能障碍或损伤会引起一系列健康问题, 如少肌症、骨

质疏松性骨折、肥胖、蛋白质营养不良、血脂异常和

胰岛素抵抗[1,2]. 瘦组织量主要由骨骼肌构成[3], 是目

前诊断少肌症的最主要指标. 人体瘦体重具有很高

的遗传度. 据报道, 瘦体重的遗传度在 52%~80%之

间[4~6]. 最近, 研究发现与瘦体重相关的候选区域或

基因 , Wang 等人 [7]采用双变量全基因组连锁扫描

(B-WGLS)分析发现 GREMLIN1 基因位于 15q13.3 区

域, 此区域与瘦体重关联, Liu等人[8]采用全基因关联

分析发现位于 8q23.1 区域的 TRHR 基因与瘦体重密

切相关.  

初潮年龄(age at menarche, AAM)是指女性的初

次月经年龄, 它是女性性成熟的重要标志, 是女性

具有生殖能力重要的生物学信号, 它也是一个非常

重要的与女性健康密切相关的复杂性状. 初潮年龄

与许多复杂疾病相关, 如乳腺癌和子宫内膜癌[9]、老

年性痴呆症[10]和骨质疏松症[11,12]及心脏病[13]等. 有

研究表明 , 遗传因素对初潮年龄有重要决定作用 . 

对母女组的研究发现, 母亲和女儿的初潮年龄有非
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常显著的相关性 [14]. 而且, 家族史也是影响初潮年

龄发生早晚的因素之一. 研究表明, 初潮年龄的遗

传度在 50%~70%之间[15~18]. 目前, 采用候选基因关

联分析已鉴定出的初潮年龄候选基因有雄激素受体

(androgen receptor, AR)基因、雌激素受体基因

(estrogen receptor , ER-)和雌激素受体 基因

(estrogen receptor , ER-)[19~21]、维生素 D 受体基因

(VDR)、性激素结合球蛋白基因(sex hormone binding 

globulin, SHBG)[22], 胰岛素样生长激素 -1 基因

(insulin-like growth factor 1, IGF-1)[23], 趋化因子受

体 3 基因(chemokine C-C-motif receptor 3, CCR3)[24]

及细胞色素基因家族[25~27].  

目前, 对瘦体重(lean body mass, LBM)和 AAM 有

较为深入的研究, 但主要的潜在遗传机制还不是很清

楚. 这可能是由于过去的研究存在样本过小或者方法

不足等原因. 已有研究发现, LBM 和 AAM 受性激素、

体液因子以及细胞因子的调节. 因此推测, 这两个性状

可能具有一部分共同的遗传背景, 相比单变量全基因

组关联分析法, 双变量全基因组关联分析更能发现这

些性状潜在的多效基因[28]. 对于复杂性状, 双变量分析

在理论上具有更高的有效性[29]. 因此, 采用双变量分析

方法研究 LBM 和 AAM, 更容易鉴定出以上两个性状

的潜在的多效基因.  

简而言之, 采用双变量全基因组关联分析研究

中国人群瘦体重与初潮年龄. 使用 Affymetrix human 

单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphisms, 

SNP)6.0 芯片技术对 801 名中国女性样本进行分析, 

对~900000 SNP 进行基因分型, 然后对四肢瘦体重和

初潮年龄进行全基因组关联分析, 对实验得到的结

果在 1692 名白人女性样本中进行验证分析. 通过双

变量关联分析发现, Duffy 抗原趋化因子受体基因

(duffy antigen receptor for chemokines, DARC)是 LBM

和 AAM 潜在的多效基因.  

1  材料与方法 

1.1  样本 

(1) 全基因研究样本.  本研究得到西安交通大

学与湖南师范大学审查委员会 (institutional review 

board, IRB)批准. 所有研究样本均来自西安与长沙及

其周边地区的无关汉族女性, 共 801 名. 所有研究对

象均签署了知情同意书, 并完成包括各项生理指标、

生活习性、疾病史、家族史、运动史等相关内容的调

查问卷. 对初潮年龄详细询问月经史, 初潮年龄的计

算是根据提供的初潮年龄减去出生日期, 最后保留

一位小数点, 采用 Minitab(Minitab, Inc., State College, 

PA, USA)中 Kolmogorov-Smirnov 检验对初潮年龄正

态分布进行检测. 完成问卷调查和表型测量后, 每个

个体的调查资料和身份信息分离保管.  

采用 Hologic 公司的 DXA4500(Hologic Inc., 

Bedford, MA, USA)扫描仪对研究对象进行表型测量. 

让受测者卧位于测量床上, 从头到脚进行扫描. DXA

能够精确测量四肢、全身瘦组织量、骨密度以及全身

脂肪量.  

(2) 白种人验证样本.  为了验证在中国人群相

关分析中达到显著水平(P<0.05)的 SNP, 使用另一个

独立无关的, 共 1728 名白种人女性作为验证人群. 

该白种人群来自美国堪萨斯城、奥马哈市及其周边地

区. 同中国人群一样, 将有生命器官紊乱、严重代谢

病或营养失调病症的个体排除. 其中, 剔除了有关资

料(如初潮年龄等)无详细记录的样本, 最终进入研究

的样本数为 1692. 本研究得到了克瑞顿大学和密苏

里大学堪萨斯分校伦理委员会 (institutional review 

board, IRB)的批准. 初潮年龄和瘦体重测量标准与研

究样本相同.  

1.2  全基因组基因分型与质量控制 

(1) 全基因研究样本.  采用试剂盒提取基因组

DNA. 全基因组 SNP 分型采用了 Genome-Wide 

Human SNP Array 6.0(Affymetrix, Santa Clara, CA, 
USA)芯片套装. 它的特点是: 除包括 906600 SNP 探

针外, 还有 940000的拷贝数探针, 此套装包含 2个芯

片, 分别使用 Nsp 和 Sty 作为内切酶. 分型过程如下: 

首先, 使用 Sty或 Nsp酶消化 250 ng DNA样本, 然后

对消化后的小片段 DNA 进行连接反应, 再使用通用

引物对连接产物进行 PCR 扩增; 接下来, 对扩增产

物进行断裂, 并用生物素对 PCR 产物片段进行标记, 

再与芯片杂交、滤洗和染色; 最后, 采用 Affymetrix

芯片检测仪 30007G 检测荧光强度, 读取数据. 数据

分析中, 801 个样本检出率达到了 98.93%.  

(2) 白种人验证样本.  无关白人样本 DNA 提取

采用商业试剂盒(Gentra systems Minneapolis, MN, 

USA), 按产品说明书步骤进行, 从人类外周静脉血
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液中提取. 采用 Affymetrix 人类基因组 SNP6.0 分型

芯片对所有 DNA 样本进行分型. 最终, 1692 个样本

检出率达到了 98.22%.  

1.3  统计学分析 

采用逐步回归法(stepwise regression)检验年龄、

年龄的平方、身高、体重是否对 LBM 和 AAM 具有

显著影响 , 然后采用 Minitab(Minitab Inc., State 

College, PA, USA)来校正身高、体重等因素对瘦体重

和初潮年龄的影响. 

全基因组关联分析中, 人群分层现象是导致假阳

性或假阴性结果的重要原因, 为此采用EIGENSTRAT

软件分析样本是否存在人群分层[30]. 首先, 选用前 5

个主成分, 然后利用这 5 个主成分值对表型进行校正, 

再利用校正后的表型进行关联分析.  

研究样本采用 R 软件(http://www.r-project.org)进

行双变量关联分析, 采用双变量回归的方法计算每

个 SNP 同时与两个表型的关联 P 值, 该分析方法基

于线性回归方程模型 ,i i ix  y     其中 yi表示第

i 个个体的两个性状组成的向量、表示均值向量、
表示回归系数向量、i 表示残差向量.  

为比较双变量与单变量的分析结果, 将双变量

研究所得到的 P 值从小到大进行排列, 位于前列的

SNP, 进一步计算它们与每个表型的单变量值. 单变

量的计算采用 R 软件.  

在验证样本中进一步重复研究发现, 初潮年龄

与瘦体重达到了显著性水平 (P<1×105), 并采用

Fisher’s 方法对所得到的 P 值进行合并.  

2  结果 

全基因研究样本和验证样本的基本信息列于表

1. SNPs rs3027009, 在中国人研究样本中达到了全基

因组显著性水平(P＜5×10), 在白种人验证样本中

也达到了显著水平(P＜0.01)见表 2.  

表 1  研究样本与验证样本基本信息 a) 

性状 研究样本(n=801) 验证样本(n=1692) 

年龄(年) 37.68±13.83 51.59±12.92 

身高(cm) 158.34±5.21 163.28±6.27 

体重(kg) 54.68±8.17 71.45±16.04 

左臂瘦体重(kg) 1.74±0.32 2.34±0.52 

右臂瘦体重(kg) 1.91±0.37 2.47±0.53 

左腿瘦体重(kg) 6.01±0.79 7.64±1.37 

右腿瘦体重(kg) 6.09±0.82 7.76±1.39 

初潮年龄(年) 13.91±1.61 12.92±1.58 

a) 数据以 x ±SD 表示 

 
在 SNP rs3027009 的 1.2 kb 距离的上游区域发现

1 个与 LBM, AAM 显著关联基因——Duffy抗原趋化

因子受体基因 (DARC). 双变量 GWAS 与单变量

GWAS 分析结果比较发现, 双变量 GWA 分析的 P

值比后者更具显著性(表 2). 在最终的计算中只有

SNP rs3027009 在双变量 GWA 分析中经过验证

(P<0.05), 合并后的 P=7.14×107, 达到了全基因组

显著水平(表 2). 

3  讨论 

本研究采用双变量全基因组关联分析方法对中

国女性人群进行 LBM 与 AAM 双变量全基因组关联

分析, 鉴定出 LBM 与 AAM 显著相关的多效基因

DARC. 然后将得到的结果在白人女性中进行验证. 

与连锁分析相比, 全基因组关联分析因为其能够精

细定位与复杂性状/疾病关联的位点, 已受到越来越

多遗传学研究者的欢迎. 多变量分析是一种能同时

考虑所有表型的好方法, 目前认为在增加统计效力

和参数估计的精确性上比单变量分析更有优势, 并

被广泛地应用于疾病基因定位研究中. 对于疾病基

因定位的研究, 过去的多变量分析主要采用双变量

连锁分析, 双变量关联分析最近几年才引起研究人

员的注意. 目前为止, 运用基于 GEE 的理论进行多

变量的关联分析方法只有 Lange 等人[31]发展的基于 

表 2  SNP rs3027009 基本信息 a) 

样本 SNP 染色体 位置 等位基因 MAF 
单变量 P 值 

 
双变量 P 值 

左臂 LBM 初潮年龄 左臂 LBM 初潮年龄 

研究样本 
rs3027009 1 159173887 A/G 

0.01 2.51×103
 6.16×104

  7.26×106
 

验证样本 0.08 0.64 1.45×103
  5.45×103

 
合并      0.01 1.33×105

  7.14×107
 

a) 数据显示单变量与双变量分析结果, 合并的 P 值采用 Fisher’s 检验方法计算得到, MAF 是次等位基因频率 
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家系资料的多变量关联分析方法, 和最近 Liu 等人[32]

发展的基于群体的关于 2个混杂性状(一个质量性状、

一个数量性状)的关联分析方法, Pei 等人[33]发展的基

于群体的 2 个数量性状的单体型关联分析方法 , 

Zhang 等人[29]发展的基于 GEE 理论的无关样本的研

究. 然而, 对这 4 种方法的应用还很少, 没有重复研

究的结果, 说明双变量关联研究还没有引起足够的

重视. Liu 等人[34]采用双变量全基因组关联分析方法

对肥胖与骨质疏松进行了研究, 并鉴定出 SOX6 基因

与肥胖和骨质疏松密切相关.  

本研究发现, SNPs, rs3027009 上游有一个与初

潮年龄和瘦体重密切相关的 DARC 基因. DARC 作

为一种趋化因子受体, 最早是 Cutbush 等[35]检测并

报道的一种糖蛋白. DARC 是 336 个氨基酸组成的

分子量约 35 kD 的跨膜糖蛋白 . 众多研究证明 , 

DARC 与一系列人类疾病密切相关, 如疟疾[36]、肿

瘤[37]、艾滋病[38]等. 最近的研究证实, DARC 基因通

过调节肿瘤相关血管生成而影响肿瘤的生长和转 

移[37]. Edderkaoui 等人[39]报道, DARC 基因多态性可

引起骨矿密度变化, 并影响个体骨质疏松症发病风

险. 通过敲除小鼠实验证实, DARC 蛋白确实与骨矿

密度变化相关. 进一步研究发现, 这种蛋白通过增

加破骨细胞生成而降低骨矿密度 . 本研究发现了

DARC 基因与肌肉减少症的重要表型 LBM 关联. 但

是, 还不清楚 DARC 基因影响 LBM 的具体通路. 推

测 DARC 基因对于瘦体重的影响可能是通过以下途

径来完成: DARC(Duffy 抗原, CD234)是一种位于红

细胞膜上的趋化因子杂合性受体, 作为典型的趋化

因子诱骗受体, 它只与具有促进血管生成作用的趋

化因子结合而不与抑制血管生成性趋化因子结合 , 

DARC 与骨骼肌内促进血管生成作用的趋化因子结

合时很可能发挥了一种“诱骗”作用. 与它结合的血

管性趋化因子, 失去自身原有的功能性受体被空置, 

而促血管生成趋化因子失去原有的功能, 从而影响

了肌肉内微小血管的形成及灌注, 进一步导致合成

肌肉的蛋白质等营养物质的减少 , 从而影响了

LBM[40].  
月经初潮受下丘脑-垂体-卵巢轴的控制, 与促性

腺激素和雌激素的释放有关. 先前研究发现, 雌激素

受体 (estrogen receptor, ER)和维生素 D 受体基因

(vitamin D receptor, VDR)共同影响初潮年龄 [19,21]. 

Wang 等人[41]研究发现, 乳腺癌组织中 DARC 基因表

达与 ER 表达呈正相关. 目前还未见有关正常人群中

雌激素受体表达与 DARC 基因表达之间相关性研究. 

本研究推测, DARC 基因可能通过影响雌激素及雌激

素受体通路产生趋化作用, 进一步作用于下丘脑-垂

体-卵巢轴, 从而影响初潮年龄.  

简言之, 本研究采用一种新的双变量 GWAS 方

法, 在中国女性人群中发现了与瘦体重和初潮年龄

密切相关的DARC基因, 此研究结果在白种人中也得

到了验证. 本研究提示, DARC 基因可能是 AAM 与

LBM 的潜在的多效基因, 进一步深化了对 LBM 与

AAM 关联性的认识, 并为将来 DARC 基因生物学功

能的进一步研究提供了线索.  
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