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11q21区段与中国汉族人群 Graves病相关性研究 *
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摘要 目的：在中国人群中验证 Cooper团队在欧洲人群中鉴定的新的 Graves病（Graves'disease，GD）易感区段 11q21与中国汉族

人群 GD的相关性。方法：在前期 1442例 GD患者和 1468例正常对照的 GWAS数据基础上通过 11q21区段精细定位选取主效

位点，利用 Taqman探针技术进行等位基因分析，在 1594例 GD患者和 1679例正常对照中进行扩大样本验证，然后将两个阶段

的结果合并分析并得出 11q21区段与 GD的相关性结果。结果：验证阶段 11q21的 rs12575636与 GD相关的 P值为 2.98× 10-5

（OR=1.42，95% CI=1.20-1.67），GWAS 阶段和验证阶段合并后 11q21 的 rs12575636 与 GD 相关的 P 值达到 1.26× 10-6（OR=

1.35，95%CI=1.19-1.51）。结论：11q21的 rs12575636与中国汉族人群 GD显著相关，11q21的 rs12575636是中国汉族人 GD的易

感位点。
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An Association Study of 11q21 with Graves' Disease in Chinese Han
Population*

To confirm the association of 11q21 which was newly identified in the Europeans by cooper et al with

Graves'disease (GD) in Chinese Han population. Based on our previous GWAS data of 1442 GD patient and 1468 controls,

dense mapping analysis of 11q21 region was performed to select the independent effective SNP, which was further genotyped in 1594

GD patients and 1679 controls by use of taqman probes. Then combined analysis of both GWAS and confirmed stages was performed to

generate the association result of 11q21 with GD. In the confirmed genotying study, rs12575636 was genotyped in 1594 Chinese

GD patients and 1679 controls (P=2.98× 10-5, OR=1.42, 95% CI=1.20-1.67). The association rs12575636 in 11q21 with GD was con-

firmed in combined Chinese cohorts (P=1.26× 10-6, OR=1.35, 95% CI=1.19-1.51). rs12575636 in 11q21 was associated

with GD in Chinese cohort, 11q21 is also a susceptibility locus of GD in Chinese Han population.
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前言

Graves病（Graves'disease, GD）是以甲状腺激素受体自身

抗体（Thyrotrophin receptor antibody, TRAb）产生和甲状腺功能

亢进为特征的自身免疫性甲状腺疾病（Autoimmune thyroid dis-

ease, AITD）[1,2]。GD是一种由遗传和环境因素相互作用引起的

疾病。两项独立的双生子的研究均表明，单卵双生双胞胎的甲

亢发生的一致率显著高于异卵双生双胞胎 [3,4]，为遗传因素在

GD的发病机制中的重要作用提供了有力证据。实际上，自从

全基因组关联研究（Genome-wide association studies, GWAS）

诞生以来，Graves病的易感基因鉴定已经取得突破性进展 [5]。

2011年，本课题组首先进行了 GD的 GWAS研究，验证了以前

国际上发现的 4个 GD的易感基因，并鉴定了两个新的易感位

点[6]。2013年，我们进一步发现了 5个新的易感位点并验证了

一个以前报道的的不确定位点 8q24.22的 TG[7]。然而，与其他

自身免疫性疾病相比，目前识别和鉴定的 GD易感基因数目是

非常有限的。比如目前发现的 I型糖尿病的致病易感基因已超

过 60个[8]，系统性红斑狼疮(SLE)疾病的易感基因超过 40个[9]，

类风湿关节炎的易感基因也已超过 30个[10]。

Cooper 团队在 2012 年利用 ImmunoChip 在 2374 例 GD

和 474例桥本氏甲状腺炎（Hashimoto thyroiditis, HT）患者和

9953例健康英国人对照中进行了 AITD易感基因研究[11]，鉴定
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了 7 个新 GD 和 HT 的易感位点，其中位于 11q21 的

rs4409785为 P值最显著的位点之一。但是 11q21与 GD的相

关性尚未在其他人群中验证过，本研究旨在我们课题组以往

1442例 GD患者和 1468例正常对照中的 GWAS数据基础上

扩大样本通过病例对照研究进一步验证 11q21与中国人群 GD

的相关性。

1 材料与方法

1.1 材料

QuickGene-610L批量 DNA抽提仪（FUJIFILM，日本），

DNA 提取试剂盒（FUJIFILM，日本），80× Mix、40× SNP 荧光

探针Mix（ABI,美国），Hotstart Tag酶（QIAGEN，德国），Rox荧

光染料（Invitrogen，美国），96孔板，384孔板（Axygen，美国）。

1.2 对象及分组

本研究分为 Grave病组和正常对照组，其中 GD患者来源

于中国安徽蚌埠、江苏徐州、山东临沂、山东青岛、江苏南京、和

上海的汉族人群。Graves病组入组标准：具有弥漫性甲状腺肿

大；甲状腺功能亢进典型的高代谢症状和体征，或有 GD病史

正在接受药物治疗期间；并符合以下条件中其中一项：a.突眼

和其他浸润性眼征；b.甲状腺受体抗体 TRAb阳性；c.甲状腺

吸碘率升高。正常对照组入组标准：对照组为同地区性别年龄

匹配的正常对照人群，满足以下所有条件：a.性别，地区与 GD

病人匹配；b.年龄大于 35周岁（尽可能排除之后发生自身免疫

性疾病）c.无 GD及 GD家族史，同时排除其他自身免疫性疾

病史及家族史。

本研究的血样留取及临床资料的收集经伦理委员会批准

并签署知情同意书，参与者留取 5 mL全血。临床资料的收集包

括患者的基本信息、既往病史、临床症状及体征。

1.3 方法

1.3.1 验证方案 基于 GWAS数据与 GD相关的位点信息，

选取包含已验证易感位点在内的被重组率大于 30 cM/Mb位

点打断的区域定位为 11q21易感区段，通过 Haploview软件寻

找区段内 tagSNPs，结合前向逻辑回归和两点逻辑回归结果确

定独立主效易感位点，然后进行扩大样本验证。

1.3.2 DNA提取 采集研究对象外周血 2 mL，枸橼酸钠抗凝。

使用 FUJIFILM QuickGene-610L机器及全血 DNA提取试剂提

取 DNA，用 Nanodrop8000(Thermo公司)进行 DNA浓度测定，

样本 DNA纯度 A260/A280均介于 1.8～2.0之间。进一步将样

本 DNA浓度稀释到 50 ng/滋L以及 10 ng/滋L用于基因分型。
1.3.3 Rs12575636基因分型 采用 Taqman探针法进行分型，

探针由美国 ABI公司合成，使用 5 滋L体系 384孔板在 Veriti

384孔 PCR仪（ABI，美国）进行 PCR扩增后通过 ABI Vii A实

时荧光定量 PCR仪读取荧光并分析及导出基因型。

1.3.4 GWAS数据质量控制 去除偏离 Hardy-Weinberg平衡

的 SNP位点（P<10-6)，最小等位基因频率（MAF）低于 5%的的

SNP位点，以及在 GWAS样本中获得的 SNP分型结果的比例

低于 95%的 SNP位点。

1.3.5 生物信息学分析 通过 Haploview 4.2 软件进行 Tag

SNP选取及位点连锁分析，通过使用 R语言程序包进行两点

回归和逻辑回归分析，通过 locuszoom在线网站（http://locus-

zoom.sph.umich.edu/）进行易感区段定位相关分析。

1.4 统计学分析

GWAS阶段和验证阶段与 GD相关性分析使用 PLINK1.

07 软件的 Cochran-Armitage trend 检验方法，合并阶段使用

PLINK1.07 软件的 Cochran-Mantel-Hanezel（CMH）分层方法；

样本基本信息统计经方差齐性检验后使用单因素方差分析，年

龄以均值± 标准差表示。

2 结果

2.1 样本信息

主要样本信息及年龄、性别分布如下图所示。男女比例符

合 GD在不同性别中发病率规律，女 /男为 3/1-4/1。性别和年

龄在病例和对照组无统计学差异。

表 1 样本信息

Table 1 Sample data

Stage Group Sex (male/female) Age (y)

GWAS stage GD 335/1107 39+14

Control 359/1109 45+9

Confirmed stage GD 365/1229 39+14

Control 341/1338 49+12

Conbined analysis GD 700/2336 39+14

Control 700/2447 47+12

2.2 11q21区段定位

在欧洲人群中发现的 11q21 区段与 GD 相关的 SNP

rs4409785所在位置上下游，选取被染色体高度重组部位打断

的 rs4409785上下游 1M范围内的区段定义为我们要验证的易

感 区 段 （图 1）。 我 们 选 取 的 易 感 区 段 为 chr11:

95150210-95749973。

2.3 Tag SNP选取及独立主效位点分析

对区段内所有与 GD 关联的 P<0.05 的 SNP 位点，用

Haploview软件进行 Tag SNP分析，寻找能代表 11q21区段的

Tag SNP。基于 TagSNP在 GWAS阶段的分型，对区段内所有

Tag SNP位点进行两点逻辑回归和前向逻辑回归分析，寻找每

一个易感区段内可能的独立的主效 SNP位点。
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结果显示，11q21区段中，共有 16个 tag SNP，两点逻辑回

归分析结果显示（表 2），控制住其他 15个 tag SNP的模型后，

rs12575636对这个模型有显著的改善作用，而控制 rs12575636

的模型后，其他 15 个 tag SNP对其无改善作用（表 2）。而

rs12575636与 rs4409785完全连锁（r2=1），与其他 GWAS阶段

和 GD 相关位点处于一个连锁不平衡区域（图 2），故选择

rs12575636为 11q21区段的独立主效位点进行后续的验证。

图 1 11q21区段位点与 GD关联分析

Fig.1 Regional plot of 11q21 region associated with GD in our GWAS stage

Note: The color of each SNP spot reflects its r2 value with the target SNP, the top genotyped SNP is shown as a large purple dot and the original SNP

identified in cooper's paper is represented as white dot. Decreasing values of r2 changed with different colors (red, yellow, green, sky-blue and blue).

Genetic recombination rates are estimated using the 1,000 Genomes Asian samples.

表 2 SNP位点所在 11q21区段两点回归结果

Table 2 Two locus logistic regression analysis of 11q21

SNPs rs12575636 to to rs12575636

rs514909 1.74 1.45

rs10444217 0.72 0.21

rs16922306 2.04 1.20

rs11021293 2.17 1.29

rs1789301 2.25 1.41

rs10831414 2.11 2.04

rs1150359 1.96 1.57

rs4753179 2.13 1.51

rs7110805 2.02 0.87

rs76320033 1.94 0.71

rs7106037 1.93 1.62

rs7109607 1.78 1.82

rs508819 1.97 2.18

rs623543 2.10 1.50

rs17806593 2.25 1.89
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Note: CI, confidence interval; OR, odds ratio for the risk allele.

2.4 GWAS结果分析

GWAS数据进行质量控制后，根据剩余的 1468例 GD患

者和 1442例正常对照中的 GWAS数据，rs12575636在GWAS

阶段与 GD 相关的 P 值为 1.25× 10-2（OR=1.23，95% CI=1.

06-1.51）（表 3）。接着扩大样本对其与 GD相关性进行验证。

2.5 验证阶段分析及所有样本合并分析

对 1594例 GD患者和 1679例正常对照进行 taqman探针

等位基因分析，然后经 Cochran-Armitage trend 分析显示，

rs12575636 与 GD 相关的 P 值为 2.98× 10-5（OR=1.42，95%

CI=1.20-1.67）（表 3）。对 GWAS阶段和验证阶段所有样本的分

型结果进行 CMH分析结果显示，rs12575636与 GD相关的 P

值为 1.26× 10-6（OR=1.35，95% CI=1.19-1.51）（表 3）。

图 2 11q21区段 P<0.05的 SNP位点的连锁图

Fig.2 The linkage disequilibrium block analysis for the SNPs with PGWAS < 0.05 in 11q21 region of GD in our GWAS stage

表 3 11q21区段 rs12575636位点验证结果

Table 3 Association results of rs12575636 in 11q21

Stage
Number G allele frequency

P value OR 95 % CI
GD Control GD Control

GWAS Stage 1442 1468 0.11 0.09 1.25× 10-2 1.23 1.06-1.51

Confirmed stage 1594 1679 0.12 0.08 2.98× 10-5 1.42 1.20-1.67

Combined 3036 3147 0.11 0.09 1.26× 10-6 1.35 1.19-1.51

3 讨论

Graves病又称弥漫性毒性甲状腺肿，简称 GD，是甲状腺

功能亢进最常见的病因，以体内出现针对促甲状腺激素受体的

自身抗体，进而刺激机体产生过量的甲状腺激素为特征。GD

是一种复杂的多基因疾病，GD受遗传与环境因素共同影响，环

境因素主要包括感染、应激、碘摄入、吸烟等[12-16]。对 GD遗传机

制的研究主要集中在对 GD易感基因的识别。GWAS出现以前

人们对 GD易感基因的识别主要采用连锁分析和候选基因关

联研究。但是，多基因疾病具有明显的遗传异质性而且表型复

杂，且多是由一些常见变异共同作用的，单个变异的遗传贡献

率较低，因此在小样本量中针对个别 SNPs进行的研究，识别出

的易感位点很难被广泛重复验证。采用传统的研究策略来发现

并验证多基因疾病的易感基因一直难以获得突破性进展直到

GWAS的出现。到目前为止，在国际上识别的 GD遗传易感基

因中，能在不同人种中广泛证实的，主要包括免疫相关基因
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MHC，CTLA4，FCRL3、SCGB3A2/UGRP-1、CD40，和甲状腺特

异性基因 TG和 TSHR[17-20]。以及我们最近通过全基因组关联分

析 (GWAS) 识别和鉴定的新的 GD易感基因，RNASET2、GD-

CG4p14、ITM2A和 BACH2[21-23]。因此，到现在为止，被研究者们

认可的 GD易感基因只有 11个。并且，目前识别的大多数易感

基因对疾病的贡献率较小（OR值 <1.5），不足以解释 GD在人

群中的发病率。因此，GD易感基因的识别还面临着更多的挑战。

11q21的 rs4409785是 cooper等人通过免疫芯片的方法在

欧洲人群 2285例 GD 患者和 9364 例正常对照中鉴定的 GD

易感位点（P=5.37× 10-6，OR=1.21，95% CI=1.11-1.31）[11]，由于

不同人种中 GD的同一区段易感位点可能存在异质性，我们没

有直接选择验证原文中报道的易感位点 rs4409785，而是基于

前期 1442例 GD患者和 1468例正常对照的 GWAS结果经过

精细定位分析定义易感区段范围，选取所有的 Tag SNP位点后

进行前向逻辑回归和两点逻辑回归分析确定可能的独立主效

位点，然后在另一个独立的 GD患者和对照组成的样本中进行

等位基因型分析，从而验证此位点与中国人群 GD的相关性。

结果我们验证的易感位点 rs12575636与 rs4409785完全连锁

（r2=1），进一步说明 rs12575636可能是 GD的易感位点。选取

的独立主效位点在 GWAS阶段的 P 值为 1.25× 10-2（OR=1.

23，95% CI=1.06-1.51）（表 3）。我们对 rs12575636进行了扩大

样本的验证阶段分析，在验证阶段，通过对 1594例 GD患者和

1679例正常对照 rs12575636 位点进行等位基因型分析得出

rs12575636 与 GD 相关的 P 值达到 2.98× 10-5（OR=1.42，95%

CI=1.20-1.67）。将两个阶段样本合并后，共 3026例 GD患者和

3147例正常对照中，rs12575636 与 GD 相关的 P 值为 1.26×

10-6（OR=1.35，95% CI=1.19-1.51），虽然 P 值未达到 GWAS 水

平（P<5× 10-8），但是根据 Bonferroni校正方法，即 0.05/SNP个

数，校正后的 P值为 4.5× 10-5，rs12575636合并阶段的 P值小

于校正后的显著水平，成功地在中国汉族人群中验证了 11q21

的 rs12575636与 GD的相关性。

不同自身免疫性疾病常常共享一些易感基因，GD和桥本

氏甲状腺炎（(Hashimoto Hyroiditis, HT）属于自身免疫性甲状

腺疾病，有研究表明 GD不仅和 HT之间有共享的遗传易感基

因，GD和其他常见的自身免疫性疾病如强直性脊柱炎，乳糜

泻，克罗恩病，多发性硬化，类风湿性关节炎，系统性红斑狼疮，

I型糖尿病，溃疡性结肠炎等自身免疫性疾病之间也有共同的

遗传易感基因[24-27]。据报道，11q21还与多种其他自身免疫疾病

如类风湿性关节炎、白种人群中的白癜风和多发性硬化的发病

相关[28-30]，更加说明 rs12575636可能与自身免疫的稳态破坏有

关，与 GD的发病相关。然而 11q21的 rs12575636在 GD发生

发展中的具体作用和机制尚不清楚。以往发现的 GD易感位点

多在基因上或者基因间且其介导 GD发生的可能机制大多数

与其所在基因或上下游基因的功能相关，主要可以分为两类，

一类基因编码的蛋白可能参与自身免疫反应比如最早发现的

易感区段 HLAⅠ和 HLAⅡ，其编码的蛋白分别在内源性和外

源性抗原的提呈中发挥重要作用[31]；另一类则与甲状腺自身相

关，比如 TSHR，TSHR编码 TSH受体，其自身抗体的产生是

GD发生的根本原因 [32]。然而，Rs12575636及其高度连锁的 9

个 SNPs（图 2）位于 11q21一段不含注释基因的约 500kb区域，

两端被染色体高度重组位点（重组率大于 30 cM/Mb）与相邻基

因隔断（图 1）。Rs12575636下游基因包括 FAM76B，CEP57，和

MTMR2。FAM76B的功能尚无研究表明；CEP57编码的蛋白位

于中心体，可能与保持微管的稳定性有关[33]；MTMR2编码的是

一种磷酸肌醇脂质磷酸酶但是关于其底物和功能的研究还十

分有限。

Rs12575636上游基因 SESN3主要参与氧化应激过程，可

能与 GD尤其是 GD眼病的病理过程相关。而通过检查顺式基

因表达（cis-eQTL）数据库也发现，其中 4 个 SNP 位点

（rs12575636，rs10831381，rs11021232，rs4409785），在 CD4+T细

胞中与其上游基因 SESN3的表达密切相关 [34]。Rs10831381，

rs11021232皆与 rs12575636和 rs4409785高度相关，除了与这

两个 SNP处于一个高度连锁不平衡区域（r2>0.8）的 SNP外，该

区域中没有其他 SNP与 SESN3在 CD4+T细胞中的表达相关。

这些发现表明 SESN3可能是 GD在 11q21区域的一个最可能

的致病易感基因。位于 rs12575636上游 347-kb的 SESN3 是

Sestrin蛋白家族的一员，它已被证明可减少细胞内活性氧的产

生并参与缓解氧化应激[35,36]。有研究表明活性氧（ROS）的产生

增加可能介导 GD甲状腺机能亢进症的一些症状和体征，特别

是对于 Graves眼病的发生[37,38]。超氧化物自由基促进了 Graves

眼病的眼眶成纤维细胞增殖和葡萄糖胺聚糖产生[39]。甲状腺机

能亢进的患者血清和甲状腺组织的氧化物水平及抗氧化物的

水平都是升高的，并且在治疗后可以降低[40,41]，此外，补充抗氧

化剂可改善甲状腺机能亢进的一些临床体征和症状，包括轻度

Graves眼病 [42]。因此，我们猜测 rs12575636 可能通过调控

SESN3基因的表达通过参与氧化应激过程介导 GD的病理过

程。然而，尚需进一步研究才可证实我们的推测，比如分离正常

人外周血单核细胞或者 CD4+T细胞，进行 SESN3基因表达的

研究，比较含有不同 rs12575636 位点等位基因型的样本

SESN3的表达是否有差异。或者通过比较正常人和 GD患者甲

状腺组织中 SESN3 的表达以及与氧化应激的关系从而揭示

SESN3是否为 GD的致病基因。此外，本研究中 rs12575636与

GD相关的 P值还未达到 GWAS水平（P < 5× 10-8），还可加大

样本量在更大规模的人群中对其与 GD相关性进行进一步验

证，并在患有 GD眼病和不患有 GD眼病这两种 GD亚类中进

行 rs12575636等位基因型的异质性分析，以期发现更特异的

GD眼病相关或者 GD不伴眼病相关的易感基因。
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