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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ＫＩＳＳ１ / ＧＰＲ５４ 信号通路下游关键基因 ＰＬＣＢ１ 上 ＳＮＰ 位点多态性与中国汉族女童中枢性性早熟

发病风险之间的关联ꎬ为中枢性性早熟的早期筛查和风险预警提供生物标志物ꎮ 方法　 于 ２０１６ 年 ９ 月至 ２０１８ 年 ５ 月招

募经医院首次确诊的中枢性性早熟女童及年龄与其相匹配( ± ３ 个月)的正常对照共 １６９ 对ꎬ检测 ＰＬＣＢ１ 基因上功能性

ＳＮＰ 位点 ｒｓ６１４０５４４、ｒｓ１１４７６９２２、ｒｓ３７６１１７０、ｒｓ２２３５６１３ 的基因型ꎬ并探讨突变与疾病发病风险的关联性ꎮ 结果　 校正母亲

初潮年龄、母亲生育年龄、体质量指数( ＢＭＩ)、就寝时间后ꎬ在隐性模型中ꎬｒｓ２２３５６１３ 位点突变与疾病发病风险呈负相关

(ＯＲ＝ ０.４６ꎬ９５％ＣＩ＝ ０.２４~ ０.９１)ꎻ在显性模型中ꎬｒｓ３７６１１７０ 位点突变与疾病发病风险呈正相关(ＯＲ ＝ １.９９ꎬ９５％ＣＩ ＝ １.０１ ~
３.９３)ꎮ 结论　 ｒｓ３７６１１７０ 位点突变可增加汉族女童中枢性性早熟的发病风险ꎻ而 ｒｓ２２３５６１３ 位点突变对疾病的发生具有保
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究方向为儿童青少年健康ꎮ
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　 　 近年来ꎬ在世界范围内出现儿童性早熟发病率逐

年上升的趋势ꎬ其中女童更甚ꎬ男童与女童的性早熟

发病率比例约为 １:(１５ ~ ２０) [１] ꎮ 女童性早熟主要表

现为第二性征提前出现ꎬ包括乳房发育、阴毛发育、月
经初潮年龄提前等ꎮ 近 ３０ 年的调查显示ꎬ我国女童青

春发动时相不断提前[２] ꎮ 性早熟不仅会导致骨垢线

提前闭合进而影响儿童成年身高[３] ꎬ还有众多健康危

害ꎬ包括肥胖、２ 型糖尿病[４] 、乳腺肿瘤[５] 以及心理健

康问题[６] 等ꎮ 因此ꎬ女童性早熟不仅发病率逐年升

高ꎬ还严重危害儿童青少年及其成年后的身心健康ꎬ

关于女童性早熟发病机制及早期风险预警的相关研

究十分重要ꎮ
中枢性性早熟(ｃｅｎｔｒａｌ ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｐｕｂｅｒｔｙꎬＣＰＰ)是

性早熟最为常见的一种ꎬ为下丘脑—垂体—性腺轴

(ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｇｏｎａｄａｌ ａｘｉｓꎬ ＨＰＧ)提前激活所

致ꎬＨＰＧ 轴激活主要依赖于神经细胞内促性腺激素释

放激素(ＧｎＲＨ)的分泌[７] ꎮ ＫＩＳＳ１ / ＧＰＲ５４ 信号通路是

目前已知的 ＧｎＲＨ 分泌最重要的通路之一ꎬ以往研究

多关注于 ＫＩＳＳ１、 ＧＰＲ５４ ２ 个基因多态性的改变与

ＣＰＰ 发病风险的关联ꎮ 实际上ꎬＫＩＳＳ１、ＧＰＲ５４ 的信号

需要通过下游关键基因 ＰＬＣＢ１ 介导才能传递至神经

细胞内进而发挥作用[８] ꎮ 因此ꎬ探讨 ＰＬＣＢ１ 基因上功

能性 ＳＮＰ 位点多态性与中枢性性早熟的关联性ꎬ为疾

病的早期筛查和风险预警提供流行病学依据是十分

必要的ꎮ

１　 对象与方法

１.１　 对象　 病例组为 ２０１６ 年 ９ 月至 ２０１８ 年 ５ 月首
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次就诊于深圳市儿童医院内分泌科并经儿科内分泌

专家诊断为 ＣＰＰ 的中国汉族女童ꎮ ＣＰＰ 的诊断标准

为 ８ 岁以前出现乳房发育 Ｔａｎｎｅｒ ２ 级以上ꎬ合并至少

１ 项以下症状:阴毛发育、骨龄大于实际年龄 ２ 个标准

差、生长速度加快ꎻ且以激素激发试验明确诊断ꎬ激素

激发试验中ꎬ黄体生成素(ＬＨ)峰值>５.０ ＩＵ / ＬꎬＬＨ 与

卵泡刺激素(ＦＳＨ)比值>０.６６[９] ꎮ 排除标准:(１)卵巢

肿瘤、下丘脑错构瘤等器质性病变引起的性早熟ꎻ(２)
患有慢性肾病、癫痫和哮喘等慢性疾病的患者ꎻ(３)之

前经过治疗再次入院的患者ꎮ 对照组为病例组所在

小学ꎬ或邻近 ５ ｋｍ 以内小学的学生ꎬ按照年龄( ± ３ 个

月)、性别、民族 １ ∶ １ 匹配ꎮ 纳入标准:经专业儿童保

健医师体检确定无性发育的正常女童ꎮ 排除标准:患
有任何内分泌系统疾病及上述慢性疾病者ꎮ 共招募

３３８ 例研究对象ꎬ病例和对照各 １６９ 例ꎮ 本研究征得

家长同意并签订知情同意书后开展ꎬ已通过深圳市疾

病预防控制中心伦理委员会批准(２０１６００２ 号)ꎮ
１.２　 资料收集和样本采集　 由经统一培训的调查员

面对面问卷访谈的形式采集两组人群的社会人口统

计学信息ꎬ包括儿童和家庭基本情况:年龄、就寝时

间、睡眠时长、母亲初潮年龄、母亲生育年龄等ꎮ 体格

测量由资深体检医师进行ꎬ收集的体格测量资料包括

身高、体重等ꎮ 收集研究对象的 ＥＤＴＡ 抗凝空腹静脉

血样本 ３ ｍＬꎬ 离心分离血浆和余血ꎬ 分装后置于
－８０ ℃超低温冰箱保存ꎮ
１.３　 ＤＮＡ 提取及 ＳＮＰ 位点分型检测 　 使用 ＴＩＡＮ￣
ＧＥＮ 血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(天根生化科技有

限公司)提取血液 ＤＮＡꎮ 在 ＮＣＢＩ－ＳＮＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.

ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｎｐ / )上查找功能性位点ꎬ并按照在

中国汉族人群次小等位基因频率(ｍｉｎｏｒ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎ￣
ｃｙꎬＭＡＦ) >０.０５ 的标准筛选位点ꎮ 运用 ＭａｓｓＡｒｒａｙ 质

谱法对所选择的 ＰＬＣＢ１ 基因上 ＳＮＰ 位点 ｒｓ６１４０５４４、
ｒｓ１１４７６９２２、ｒｓ３７６１１７０、ｒｓ２２３５６１３ 进行分型检测ꎮ
１.４　 统计分析　 问卷信息采用 ＥｐｉＤａｔａ ３.１ 双录入并

进行一致性检验ꎬＳＰＳＳ ２１.０ 进行统计分析ꎮ 基线人口

统计学和人体测量学资料进行 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖ 正

态性分析ꎬ符合正态分布的用均数±标准差(ｘ±ｓ)进行

描述ꎬ不符合正态分布的用 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５ )进行描述ꎬ分
类变量以频数(百分比)表示ꎮ 采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ 检验

或 χ２ 检验比较病例对照基线资料之间的差异ꎮ 两组

间等位基因的比较采用 χ２ 检验ꎻ哈迪－温伯格平衡采

用拟合优度 χ２ 检验进行分析ꎻ位点基因型比较采用多

因素校正后加性模型(突变型 ｖｓ 杂合子 ｖｓ 野生型)、
显性模型(杂合子＋突变型 ｖｓ 野生型)、隐性模型(突

变型 ｖｓ 杂合子＋野生型) 的条件 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析ꎮ
利用 ＳＨＥｓｉｓＰｌｕｓ 在线分析软件分析位点连锁不平衡

及组成单体型分析ꎬ检验水准 α ＝ ０.０５ꎮ

２　 结果

２.１ 　 ＳＮＰ 位点基本情况 　 如表 １ 所示ꎬ ｒｓ６１４０５４４、
ｒｓ１１４７６９２２、ｒｓ３７６１１７０、 ｒｓ２２３５６１３ 的位点检出率均在

９０％以上ꎬ哈迪－温伯格检验的 Ｐ 值大于 ０.０５ꎬ表明所

有位点均满足遗传平衡ꎮ 连锁不平衡分析显示ꎬ
ｒｓ６１４０５４４ 与 ｒｓ１１４７６９２２、 ｒｓ３７６１１７０ 的连锁不平衡系

数分别为 ０.９６ꎬ０.９９ꎬｒｓ３７６１１７０ 与 ｒｓ２２３５６１０ 的连锁不

平衡系数为 １ꎬ存在高度连锁不平衡ꎮ

表 １　 ＰＬＣＢ１ 基因上 ＳＮＰ 位点基本情况

ＳＮＰ 位点 检出率 / ％
哈迪－温伯格

平衡检验 Ｐ 值
染色体情况 定位∗ 区域

中国北京汉族

人群次小等位

基因频率

主、次等

位基因

ｒｓ６１４０５４４ ９８ ０.９９ ２０ｐ１２ ８１３１３１１ 启动子 ０.１２１ ＣꎬＧ
ｒｓ１１４７６９２２ ９９ ０.７８ ２０ｐ１２ ８１３１９４１ 启动子 ０.４４２ ＣꎬＤＥＬ
ｒｓ３７６１１７０ １００ ０.９２ ２０ｐ１２ ８７３７０６６ 同义区 ０.０５８ ＧꎬＡ
ｒｓ２２３５６１３ ９８ ０.７４ ２０ｐ１２ ８７７４５９６ 同义区 ０.４６１ ＴꎬＣ

　 注:∗基于 ＮＣＢＩ 发布的 ＧＲＣｈ３８.ｐ１２ 版本基因组信息ꎬＤＥＬ 为缺失型突变ꎮ

２.２　 研究对象基本情况　 病例与对照组的年龄分别

为(８.３５±０.６５)(８.４１±０.７４)岁ꎬ两组研究对象的身高、
体重、体质量指数(ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬＢＭＩ)、母亲初潮年

龄、母亲生育年龄、就寝时间分布差异均有统计学意

义(Ｐ 值均<０.０５)ꎮ 对照组与病例组就寝时间在２１:００
之前、２１:００—２２:００ 和 ２２:００ 之后的分别为 ６ 和 ０ꎬ
１３７ 和 １２３ꎬ ２６ 和 ４６ 人ꎬ 差异有统计学意义 ( χ２ ＝
１２.３１ꎬＰ<０.０１)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 女童性早熟病例与对照组基本情况比较(ｘ±ｓ)

组别 人数 年龄 / 岁 身高 / ｃｍ 体重 / ｋｇ ＢＭＩ / (ｋｇ􀅰ｍ－２ )
母亲初潮

年龄 / 岁
母亲生育

年龄 / 岁
睡眠时长 /

(ｈ􀅰ｄ－１ )
对照组 １６９ ８.４１±０.７４ １３０.５４±７.９６ ２６.９２±６.５４ １５.７１±２.８７ １４.０６±１.４５ ２５.８９±３.６２ ８.７０±０.６４
病例组 １６９ ８.３５±０.６５ １３４.９２±６.５５ ３０.９１±６.２２ １６.８９±２.６４ １３.００±１.４２ ２７.６５±３.８０ ８.５９±０.６９
ｔ 值 ０.８４ －５.５３ －５.７５ －３.９３ ６.７９ －４.３４ １.４８
Ｐ 值 ０.４０ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ ０.１４
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２.３　 ＰＬＣＢ１ 基因多态性与 ＣＰＰ 发病风险的关联　 结

果发现ꎬ４ 个位点的等位基因在两组间分布差异无统

计学意义(见表 ３)ꎮ 进一步用加性模型、隐性模型和

显性模型对基因型进行分析ꎮ 在加性模型中ꎬ校正了

母亲初潮年龄、母亲生育年龄、ＢＭＩ、就寝时间后ꎬ未发

现 ４ 个位点突变与 ＣＰＰ 发病风险有关联(Ｐ>０.０５)ꎻ在
隐性模型中ꎬ校正上述危险因素后ꎬｒｓ２２３５６１３ 与 ＣＰＰ
发病风险呈负相关(ＯＲ ＝ ０.４６ꎬ９５％ＣＩ ＝ ０.２４ ~ ０.９１)ꎻ
在显性模型中ꎬｒｓ３７６１１７０ 位点突变与 ＣＰＰ 发病风险

呈正相关(ＯＲ ＝ １.９９ꎬ９５％ＣＩ ＝ １.０１ ~ ３.９３)ꎮ 见表 ４ꎮ

表 ３　 性早熟病例组与对照组女童 ＳＮＰ 位点等位基因分布比较

组别 位点数
ｒｓ６１４０５４４

Ｃ Ｇ
ｒｓ１１４７６９２２

ＤＥＬ Ａ
ｒｓ３７６１１７０

Ｇ Ａ
ｒｓ２２３５６１３

Ｃ Ｔ
对照组 ３３８ ２７２ (８２.９３) ５６ (１７.０７) １８８ (５６.６３) １４４ (４３.３７) ３０３ (９０.７２) ３１ (９.２８) １６１ (４９.０９) １６７ (５０.９１)
病例组 ３３８ ２７１ (８１.６３) ６１ (１８.３７) １８０ (５３.５７) １５６ (４６.４３) ２９８ (８８.１７) ４０ (１１.８３) １６７ (５０.３０) １６５ (４９.７０)
ＯＲ 值 １.０９ １.１３ １.３１ ０.９５
９５％ＣＩ ０.７３ ~ １.６３ ０.８３~ １.５４ ０.８０ ~ ２.１５ ０.７０ ~ １.２９
Ｐ 值 ０.６６ ０.４３ ０.２８ ０.７６

　 注:()内数字为构成比 / ％ꎻＤＥＬ 为缺失型突变ꎮ

表 ４　 ＳＮＰ 位点突变与中国汉族女童 ＣＰＰ 发病风险关联

ＳＮＰ 位点
人数

对照组 病例组

加性模型

ＯＲ 值(ＯＲ 值 ９５％ＣＩ) Ｐ 值

隐性模型

ＯＲ 值(ＯＲ 值 ９５％ＣＩ) Ｐ 值

显性模型

ＯＲ 值(ＯＲ 值 ９５％ＣＩ) Ｐ 值
ｒｓ６１４０５４４
　 ＣＣ １１３ １１１ １.３０(０.７８~ ２.１８) ０.３２ ０.７９(０.１８~ ３.４１) ０.７５ １.４６(０.８１ ~ ２.６０) ０.２１
　 ＣＧ ４６ ４９
　 ＧＧ ５ ６
ｒｓ１１４７６９２２
　 ＤＥＬ.ＤＥＬ ５１ ４９ １.５３(０.９９~ ２.３８) ０.０６ １.８７(０.９４~ ３.６９) ０.０７ １.５２(０.７６ ~ ３.０３) ０.２４
　 ＤＥＬ.Ａ ８６ ８２
　 ＡＡ ２９ ３７
ｒｓ３７６１１７０
　 ＧＧ １３７ １３０ １.８５(０.９７~ ３.５３) ０.０６ ０.４８(０.０１~ ２２.６４) ０.７１ １.９９(１.０１ ~ ３.９３) ０.０５
　 ＡＧ ２９ ３８
　 ＡＡ １ １
ｒｓ２２３５６１３
　 ＣＣ ４２ ３７ ０.７２(０.４７~ １.０９) ０.１２ ０.４６(０.２４~ ０.９１) ０.０２ ０.９５(０.５１ ~ １.７７) ０.８７
　 ＴＣ ７７ ９３
　 ＴＴ ４５ ３６

　 注:加性模型为以野生型基因型为参考ꎬ每增加 １ 个突变等位基因的发病风险ꎻ隐性模型为以野生型＋杂合子基因型为参考ꎬ突变纯合子的发病风

险ꎻ显性模型为以野生型基因型为参考ꎬ杂合子＋突变纯合子的发病风险ꎮ

２.４　 单体型分析　 同一染色体上 ２ 个以上多态性位

点通常会组成不同的单体型ꎬ因此进一步分析 ４ 个位

点 组 成 单 体 型 情 况ꎮ ｒｓ６１４０５４４、 ｒｓ１１４７６９２２、
ｒｓ３７６１１７０、ｒｓ２２３５６１３ 能够组成 ７ 个频率>０.０３ 的单体

型ꎬ但在两组间分布差异均无统计学意义ꎮ 见表 ５ꎮ

表 ５　 ｒｓ６１４０５４４、ｒｓ１１４７６９２２、ｒｓ３７６１１７０ 与

ｒｓ２２３５６１３ 多态性位点组成的单体型分析

位点单体型
人数

对照组 病例组
ＯＲ 值(ＯＲ 值 ９５％ＣＩ) Ｐ 值

Ｃ.ＤＥＬ.Ｇ.Ｃ ４７ ４９ １.０５(０.６８~ １.６２) ０.８３
Ｃ.ＤＥＬ.Ｇ.Ｔ １０５ １０３ ０.９７(０.７０~ １.３５) ０.８７
ＣＡＧＣ ４９ ３９ ０.７７(０.４９~ １.２１) ０.２５
Ｃ.ＤＥＬ.Ａ.Ｃ ２５ ２６ １.０４(０.５９~ １.８５) ０.８８
ＧＡＧＴ ２３ ２２ ０.９５(０.５２~ １.７５) ０.８８
ＧＡＧＣ ３１ ３９ １.２９(０.７９~ ２.１２) ０.３１
ＧＡＧＴ ３５ ３９ １.１３(０.７０~ １.８３) ０.６２

　 注:已剔除频率<０.０３ 的单体型ꎮ

３　 讨论

本研究结果发现ꎬ ｒｓ３７６１１７０ 位点突变能够增加

ＣＰＰ 的发病风险ꎻｒｓ２２３５６１３ 位点突变对疾病的发生具

有保护作用ꎮ
ＫＩＳＳ１ / ＧＰＲ５４ 通路是青春期调节 ＧｎＲＨ 分泌的

重要通路ꎬ而以往关于 ＫＩＳＳ１ / ＧＰＲ５４ 通路与性早熟的

研究只着重于 ＫＩＳＳ１、ＧＰＲ５４ 两基因多态性ꎬ如 Ｌｕａｎ
等对 ＫＩＳＳ１ 和 ＧＰＲ５４ 基因进行了测序ꎬ发现 ＫＩＳＳ１ 基

因上 ｒｓ１９２６３６４９５ 位点、ＧＰＲ５４ 上一新位点与中国汉

族女童 ＣＰＰ 发病风险相关[１０－１１] ꎮ 实际上ꎬ ＫＩＳＳ１ /
ＧＰＲ５４ 信号传入神经细胞内将激活 ＰＬＣＢ１ 基因编码

的 ＰＬＣβ１ 蛋白ꎬ后者将磷脂酰肌醇水解为第二信使

ＤＡＧ、ＩＰ３ 才能发挥信号传递、促进 ＧｎＲＨ 以及 ＬＨ 分

泌的功能[１２] ꎮ 有研究表明ꎬ下调 ＰＬＣβ１ 会损害 ＧｎＲＨ
生成、下调 ＬＨ 分泌[１３] ꎬ因此ꎬＰＬＣＢ１ 是 ＧｎＲＨ 分泌的

关键环节ꎮ
ＰＬＣＢ１ 基因位于 ２０ 号染色体短臂ꎬ本研究所选

位 点 ｒｓ６１４０５４４、 ｒｓ１１４７６９２２ 在 基 因 启 动 子 区ꎬ
ｒｓ３７６１１７０、ｒｓ２２３５６１３ 位于同义突变区ꎮ 等位基因分

布情况显示所选位点在两组间差异无统计学意义ꎬ进
一步的遗传模型分析发现ꎬ在隐性模型中ꎬｒｓ２２３５６１３
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位点突变与 ＣＰＰ 发病风险呈负相关ꎬ而在显性模型中

ｒｓ３７６１１７０ 与疾病呈正相关ꎮ 遗传模型是从不同角度

探讨 ＳＮＰ 位点突变与疾病的关联[１４] ꎬ本研究的结果

表明ꎬｒｓ２２３５６１３ 位点突变纯合子对女童性早熟发病具

有保护作用ꎬ而 ｒｓ３７６１１７６ 位点中携带突变等位基因

者可能有更高的性早熟风险ꎮ Ｂａｋｈｓｈ 等[１５] 对具有多

结节甲状腺肿遗传史的家族进行全基因组分析和二

代测序发现ꎬ患病者 ＰＬＣＢ１ 基因内含子中存在缺失性

突变ꎬ并进一步在队列人群中进行验证ꎬ发现这一缺

失性突变与多结节甲状腺肿发病相关ꎮ 另外一项对

卵巢发育不全病人的研究表明ꎬＰＬＣＢ１ 基因功能损害

会影响生育能力[１６] ꎮ 以上研究均证实了 ＰＬＣＢ１ 基因

在调节身体内分泌过程中的重要作用ꎮ
本研究探讨了 ＰＬＣＢ１ 基因上位点 ｒｓ６１４０５４４、

ｒｓ１１４７６９２２、ｒｓ３７６１１７０、 ｒｓ２２３５６１３ 多态性与中国汉族

女童 ＣＰＰ 的关联ꎬ为疾病的早期筛查和风险预警提供

了临床依据ꎮ 但本研究仍存在不足:首先ꎬ本研究只

招募了 １６９ 对病例对照ꎬ样本量较小ꎻ其次ꎬ本研究所

选 ＳＮＰ 位点数较少ꎬ不能完全反映基因与疾病的联

系ꎻ最后ꎬ本研究所有的研究对象均为女童ꎬ结果无法

外推至男童性早熟ꎮ 因此ꎬ关于 ＰＬＣＢ１ 基因与性早熟

发病风险的关联性还需进一步多位点或二代测序的

大样本研究验证ꎮ
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