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全基因组关联研究的深度分析策略 

权晟, 张学军 

安徽医科大学皮肤病研究所, 合肥 230032 

摘要: 2005 年至今, 全基因组关联研究(Genome-wide association study, GWAS)发现了大量复杂疾病/性状相关

变异。近来, 科学家们关注的焦点又集中在了如何利用 GWAS 数据进行深入分析, 期待发现更多复杂疾病/性状

的易感基因。一些新的策略和方法已经被尝试应用到复杂疾病/性状 GWAS 的后续研究中, 例如深入分析 GWAS

数据; 鉴定新的复杂疾病/性状易感基因/位点; 国际合作和 Meta 分析; 易感区域精细定位及测序; 多种疾病共

同易感基因研究; 以及基因型填补, 基于通路的关联分析, 基因-基因、基因-环境交互作用和上位研究等。这些

策略和方法的应用弥补了经典 GWAS 的一些不足之处, 进一步推动了人类对复杂疾病/性状遗传机制的认识。

文章对上述研究的策略、方法以及所面临的问题和挑战进行了综述, 为读者描绘了 GWAS 后期工作的一个简要

框架。 
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Research strategies for the next step of genome-wide association study 

QUAN Cheng, ZHANG Xue-Jun 

Institute of Dermatology of Anhui Medical University, Hefei 230032, China 

Abstract: Since 2005, genome-wide association studies (GWAS) have yielded an unprecedented number of complex dis-

eases/traits-associated variants. Recently, scientists have focused on performing further analysis by utilizing the ge-

nome-wide genotyping data to identify more susceptibility genes of complex diseases/traits. Many strategies and methods 

have been applied in the following GWAS, such as screening other new susceptibility genes/loci for complex diseases/traits, 

international collaboration and meta-analysis, fine mapping and resequencing, studies on shared susceptibility genes in dif-

ferent diseases, imputation methods, pathway analysis, gene-gene and gene-environment interaction, and epistasis study and 

so on. The application of these strategies and methods compensates the limitation of the traditional GWAS and provides 

new insights into genetics basis of complex diseases/traits. We reviewed these strategies and methods, as well as their diffi-

culty and challenge. Meanwhile, we presented a brief framework of GWAS next step to readers. 
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从 2005年至今, 全世界众多研究小组开展了大

量复杂疾病 /性状易感基因的全基因组关联研究

(Genome-wide association study, GWAS), 发现了近

3 000 个疾病 /表型相关变异 , 即单核苷酸多态性

(Single nucleotide polymorphism, SNP), 同时构建了

海量的基因分型数据库。如何采取有效措施充分利

用现有 GWAS数据, 提高发现易感基因/位点的效能, 

明确致病的序列变异与疾病 /表型的关系是新一轮
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GWAS面对的挑战。 

1  GWAS数据深度挖掘的策略和方法 

1.1  深入分析GWAS数据, 进行多种群大样本量验证 

最初的GWAS多采用两个阶段的设计: 首先采

用覆盖整个基因组的高通量SNP分型芯片对一批样

本进行分型和分析 , 然后筛选出最显著差异的

SNP(如P<107)进行验证。GWAS两阶段研究设计减

少了基因分型的工作量和花费, 同时通过重复实验

降低了研究的假阳性率。然而这种两阶段的研究设

计却存在着另一个问题: 第一阶段通常在较少样本

中对全基因组数量庞大的SNPs进行分析(可达 100

万个), 因而没有足够的检验效能发现所有可能与疾

病关联的SNPs。因此, 为了发现更多的易感基因/位

点, 目前常采用的方法就是在扩大GWAS样本量的

同时, 适当放宽第一阶段筛选SNPs的标准、扩大验

证范围。以类风湿性关节炎为例, 2007年, Wellcome 

Trust Case Control Consortium (WTCCC) 在 7种重

大复杂疾病的GWAS仅发现PTPN22 和MHC与疾病

相关联 [1]。随后 , Thomson等 [2]在前期基础上对

5×107<P <105 的SNPs进行验证, 发现一个新的易

感位点 6q23(TNFAIP3)。此后, Barton等[3]进一步选择

105< P <104的SNPs进行验证, 又发现 3个新的易

感位点(10p15、12q13 和 22q13)。此外, 在前列腺癌

的验证研究中 , Eeles等 [4]从第一阶段GWAS的结果

选出约 46,000 个SNPs在另外 2 个独立人群(分别包

括 7 600 与 31 000 样本)进行了广泛和深入的验证, 

共发现 7 个新的前列腺癌易感位点。最近, 本课题

组利用其他多种疾病的GWAS数据作为参考对照增

加第一阶段的检验效能, 对银屑病前期GWAS数据

进行深入分析, 并在中国以及欧美多个人群进行验

证, 继发现LCE易感基因后又新发现了 6 个新的银

屑病易感位点[5]。 

随着对同一种疾病易感位点发现数量的增多 , 

进一步搜寻其余效应相对微弱变异的难度不断增大, 

因此如何提高从 GWAS数据中甄别真正疾病关联变

异是一个比较棘手的问题。虽然验证人群不断增多, 

但每个独立研究群体的种族、表型界定多不一致 , 

如何恰当处理各验证群体间的异质性, 也是目前一

个亟待解决的问题。 

1.2  国际合作和Meta分析 

目前的GWAS样本量多为 1 000病例/1 000对照

左右 , 发现的疾病相关 NPs基本上都属于常见

(MAF>0.2)且具有中度效力(OR≥1.2)的变异; 而对

于频率低(MAF<0.05)、效力弱(OR值接近 1)的SNPs, 

由于统计把握度较低很难被检出, 因此增加GWAS

样本量是提高检验效能最直接和有效的方式。但是

鉴于GWAS巨大的工作量以及昂贵的实验费用, 单

个GWAS样本量可能难以达到研究需要。由于Meta

分析可以通过合并多个研究数据的方式增加样本含

量 , 提高统计把握度 , 有利于发现新的易感位点 , 

目前受到众多研究者的青睐。DIAGRAM协会进行了

第一个GWAS的Meta分析, 他们合并分析 3个GWAS

数据共计 10 000欧洲样本, 新发现了 6个Ⅱ型糖尿

病的易感位点

S

[6]。此后, 多种疾病GWAS的Meta研究

相继开展, 如: 克隆病[7]、多发性硬化[8]、类风湿性

关节炎 [9]、直结肠癌 [10]等, 发现了大量新的易感位

点。在新发现位点中不仅包括大量常见变异, 还有

少部分遗传效力较强的低频变异, 如: 克隆病易感

位点 (包括LRRK2 和MUC19)的一个疾病相关SNP 

rs11175593 的风险等位基因在对照中的频率仅为

0.017[7]; 多发性硬化易感基因TNFRSF1A的一个疾

病相关SNP rs4149584 的风险等位基因频率仅为

0.02[8]。这些研究表明, GWAS的Meta分析不仅可以

检出常见变异, 同样可以发现一些强效的罕见变异, 

是发掘现有GWAS数据, 鉴定更多疾病易感基因的

一种经济和高效的方法。 

Meta分析需要对多个研究的检验统计量、标准

误差或者p值进行合并, 由于所涉及的研究设计、人

群、表型界定多不一致, 因此多项研究间的异质性

是影响分析结果准确性的最大因素。根据异质性的

程度, Meta分析采用不同的分析模型: 当异质性来

自随机误差(弱), 采用固定效应模型; 反之, 当异质

性来自人群分层(强), 则采用随机效应模型[11]。目前

常用的统计分析工具 , 如METAL、Comprehensive 

Meta-analysis、Stata/s.e.m. 9.1 等均可实现GWAS的

Meta分析。 

尽管 GWAS 的 Meta 分析在多项研究中取得了

很大成功, 但也面临着一些问题和挑战: 1. 随着研

究样本量的增多, 需要采用更加完善的异质性检验

和数据质控方法以提升 Meta 分析的可靠性。2. 随
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着测序技术的发展, 序列变异的数量和种类也在不

断增多, 这时就需要一种新的统计方法将测序数据

与已有 SNP 芯片数据进行 Meta 分析。3. 目前的

Meta分析主要是针对SNP本身, 将来则需要新的统计

模型可以对一个区域内多个 SNPs进行Meta分析。 

1.3  根据HapMap数据进行基因型填补(Imputation) 

已经报道的GWAS所采用的基因分型芯片大多

可以同时检测 50 万个SNPs位点或低于这个水准 , 

远远少于HapMap中 1 000万个SNPs位点, 一些真正

与疾病相关的位点可能会被遗漏。尽管全基因组

DNA测序可以解决这一问题, 但是对于大多数研究

者而言费用过于昂贵。Imputation方法在一定程度上

可以解决这一难题。Imputation可以根据已检测位点

基因型信息和HapMap提供的单体型结构 , 推断未

检测位点基因型, 进而对该位点与疾病的关联性进

行分析。BEAGLE、IMPUTE、MACH和PLINK等多

种工具均可实现这一目标[12]。由于该方法具有经济

和高效的特点, 在目前开展的GWAS中应用已经十

分常见。此外, Imputation还可以对一些分型失败位

点的基因型进行推测和校正; 更重要的是, GWAS的

Meta分析需要将不同分型平台的数据合并分析, 由

于不同平台所检测的SNPs位点也不尽相同 , 因此

Imputation也是合并数据过程的关键步骤 [13]。目前

Imputation主要使用HapMap数据作为参考对照 , 但

由于HapMap计划所分型的样本数量相对较少(尤其

是非欧洲人群), 因此参考对照的基因分型数据并不

能完全准确代表各人群的真实情况。随着“千人基

因组计划”的完成, 将能够提供更加全面和准确的

DNA序列变异数据 , 此时Imputation的准确性必将

得到显著提升。 

1.4  多种疾病共同易感基因研究 

GWAS所发现的各类疾病易感位点和(或)区域

大多具有疾病特异性, 但是随着GWAS的广泛开展, 

也发现部分多种疾病所共有的易感区域。如: 8q24

最早确定为前列腺癌易感区域, 随后陆续发现该区

域与多种肿瘤(如: 结直肠癌、乳腺癌、膀胱癌等)

的易感性存在关联[14]; 同样, 6q27区域与克隆病[7]、

类风湿性关节炎[15]及白癜风等疾病都相关[16, 17]; 而

TERT-CLPTM1L与多种癌症易感性相关[18]。这表明

不同疾病可能存在共同遗传易感机制, 此类共同位

点多位于不同疾病发病网络的衔接点和(或)中枢点, 

在疾病的发生和发展过程中起到至关重要的作用, 因

此针对此类位点的研究有利于促进对疾病发病机制的

深入理解。例如: 8q24区域SNP rs6983267的危险等位

基因可以作为转录增强子对该区域的原癌基因MYC起

到远端调控作用, 进而影响肿瘤的易感性[19, 20]; 6q27

区域CCR6 基因的 5′端一个三等位基因二核苷酸多

态可以影响CCR6 基因转录 , 并且与患者血清中

IL-17水平相关, 提示CCR6基因可能是通过IL-17途

径参与多种自身免疫性疾病的发病[15]。因此, 将同

类疾病的GWAS数据进行合并分析是很有意义的尝

试, 可以提高发现共同易感位点的效能, 对揭示疾

病的潜在机制具有特殊的意义[21]。 

1.5  易感位点的精细定位和测序分析 

精细定位是通过增加易感区域内遗传标记的检

测密度, 找到与疾病关联程度最强的一组变异, 进

而确定易感基因或者缩小易感区域。通过GWAS发

现的关联信号通常来自常见变异 , 然而目前常见

SNPs目录并不完整, 即使第 2代的HapMap数据库也

仅能提供全部基因组 30%的常见SNPs[22]。因此, 要

想获得一个区域完整的SNPs信息, 对一定数量的参

考对照进行测序是必须要做的工作。通过对该区域

的测序还可能发现一些新的拷贝数变异(Copy num-

ber variations, CNV)或者小的插入-缺失变异, 建立

SNPs与这些DNA序列变异间的关系, 有利于确定与

疾病相关的功能性变异。例如: 与克隆病相关的一

个非编码SNP与IRGM基因上游一个 20kb缺失有很

强的连锁关系。由于缺失变异可以影响基因表达 , 

因此这个 20 kb缺失可能是真正与疾病易感性相关

的变异[23]。 

尽管通过GWAS发现的关联信号通常来自常见

变异, 但是高外显性的少见变异对疾病的作用也不

容忽视。许多疾病相关的少见变异在普通人群中十

分罕见, 或者为近代新出现的突变, 所以不能够通

过SNPs间的连锁不平衡关系进行分析。因此, 对于

患者的疾病易感基因候选区域进行深度测序是有效

地补充手段。由于全基因组测序的费用极其昂贵 , 

所以目前多针对GWAS或连锁分析发现的候选区域

进行测序。例如: 对 1型糖尿病的 10个候选区域测

序发现IFIH1 基因的 4 个少见变异与疾病相关[24]; 
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Johansen等 [25]通过对高甘油三酯血症的易感基因

(APOA5、GCKR、LPL和 APOB)进行深度测序, 发

现 438名患者中存在 154个低频的错义或者无义突变, 

而 327 名正常对照中仅有 53 个突变(P = 6.2 × 10−8), 

进一步证实少见变异在复杂疾病易感性的作用。 

1.6  基于通路的GWAS 

GWAS产生了海量的分型数据 , 如何利用这些

数据构建基因调控网络也成为一个研究热点。利用

相关的软件平台实现对基因调控网络的构建和分析, 

在生物信息学、系统生物学、生物医学等领域起着

重要的作用。将GWAS所有分型的SNPs按照不同的

生物学通路排列, 然后比较各个通路在病例/对照间

的差异, 这就是基于通路GWAS的研究思路。当前, 

Gene-set enrichment analysis (GSEA) 和 Ingenuity 

Pathways Analysis(IPA)是最为常用的基因通路分析

软件。2005年, Wang等[26]对 2个帕金森氏病GWAS

数据进行分析, 成功鉴定出疾病的易感基因和相关

通路。还有学者利用WTCCC的GWAS数据进行通路

关联分析, 发现三种自身免疫病(克隆病、1 型糖尿

病和类风湿性关节炎)的一些相关病理通路。TLR通

路中多个基因与克隆病相关; JAK-STAT信号通路以

及T细胞激活相关通路与克隆病, 1 型糖尿病和类风

湿性关节炎相关[27]; 同样, Jia等[28]发现了多个通路

(如: 谷氨酸盐代谢通路、TGF-β通路、TNFR1 通路

等)与精神分裂症的易感性相关; Menashe等[29]发现

了 3个与乳腺癌易感性相关的通路(多配体蛋白聚糖

-1 介导信号通路、肝细胞生长因子受体信号通路、

生长激素信号通路)和一个信号级联反应。上述研究

表明基于通路的GWAS和基于单个位点的GWAS是

两种互补的分析方法, 将两者有效地结合可以发现

更多的疾病易感基因或者相关生物学通路。由于疾

病相关的生物学通路能够更准确反应疾病的发病机

制, 对于新药的开发和临床诊疗技术的提高具有更

大价值。 

然而, 目前的基因通路研究中也存在一些亟待

解决的问题 : (1) 主要针对基因区域内最显著的

SNPs进行分析, 很可能会忽略其它具有中度显著水

平 SNPs, 但是纳入通路分析后显著性会明显增高的

SNPs。(2) 虽然对多种不同类型变异的累加效应进

行分析可以增强通路分析的效能, 然而这对方法学

提出了更高的要求。(3) 没有考虑基因-基因交互作

用的因素。 

1.7  基因-基因、基因-环境交互作用研究 

疾病易感基因之间以及易感基因与危险环境因

素之间的相互作用对疾病易感性有着重要作用。经

典GWAS的研究对象主要是单个SNP或者一群SNPs

与疾病的关系, 而较少考虑到在人群的不同亚群中

可能存在一些非常重要的疾病相关基因[30]。针对各

种类型GWAS分型数据, 应用不同的统计工具可以

进行多种上位效应(epistasis effect)分析, 如: PLINK

进行标准的logistic回归分析, Random Jungle进行随

机森林(Random Forest)分析, BEAM进行贝叶斯分隔

分析。尤其是PLINK, 其具有数据质控和处理模块, 

应用起来非常方便, 是目前最常用的GWAS分析软

件[31]。例如, Tang等[32]对老年黄斑变性GWAS数据进

行多位点间交互作用的分析, 发现了 2 个位点间的

交互作用与疾病易感性相关, 并通过功能学实验进

行了证实。他们采用类似的方法对帕金森病GWAS

数据进行分析, 结果发现了 7 个易感位点。基因-环

境交互作用分析还可以发现对某一环境危害敏感的

人群 , 如 : 红色肉类(杂环胺)饮食对结直肠癌的易

感性仅有轻度影响, 而CYP1A2 与NAT2 基因可以影

响杂环胺的代谢。基因-环境交互作用分析发现携带

CYP1A2 与NAT2 易感基因型的人群, 食用高红色肉

类饮食, 其患病风险显著增高(OR=8.8)[33]。同样, 有

研究发现携带NAT2基因易感基因型的个体中, 吸烟

可以显著增加患膀胱癌的风险[34]。 

尽管目前有多种统计工具可以进行不同模型的

交互作用分析, 但是交互作用研究同样面临着许多

的问题和挑战, 如: 样本量与统计效能的确定、人群

异质性的处理、环境因素暴露的评估等。更重要的

是, 目前的交互作用分析仅仅是基于统计分析层面

的交互作用, 即使其显著性水平超过了多重校正的

阈值, 仍然可能存在着假阳性, 因此通过生物学水

平的验证是检验交互作用的金标准[31,35]。分析基因-

基因、基因-环境的交互作用有助于阐明基因与环境

因素对疾病的影响。只有综合考虑基因与环境因素

交互作用的预测模型, 才能对公共健康和个体化用

药起到准确的指导作用。 
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2  结语与展望 

上述研究策略和方法的应用弥补了经典GWAS

的一些不足之处, 发现了更多的复杂疾病/性状相关

变异, 进一步推进了人们对于复杂疾病/性状遗传机

制的认识。尽管如此, 目前这种基于HapMap设计的

GWAS还存在很多的局限性: 第一、通过GWAS发现

的疾病相关变异多为常见变异(MAF>5%), 平均频率

在 36%左右, 而对低频变异的检出效能不够[36]。主要

原因在于常见变异具有更高的统计学效能, 因此在

既定的样本量下比罕见变异更容易被检测。就目前

的基因分型手段而言, 无论是直接分型还是间接连

锁不平衡(Linkage disequilibrium, LD)推算, 对于罕

见SNPs的覆盖都不够充分。第二、GWAS对SNPs的

选择是根据HapMap数据库中LD关系, 这种间接设

计原则决定GWAS更容易发现疾病相关的区域(位

点), 而对真正致病的变异检出效能不够。有研究对

目前GWAS所发现的疾病关联SNPs进行分类, 结果

提示大部分变异位于基因间 (43%)和内含子区域

(45%); 只有少部分位于基因的功能区域[35], 这些非

功能区的变异很难明确其在疾病发生发展中的作

用。第三、GWAS研究的对象主要是SNPs, 对SNPs

以外的其它变异检出效能非常微弱。人类基因组的

变异除了SNPs外, 还包括小片段的缺失、串联重复

序列、拷贝数变异和其他结构变异等。这些非SNPs

变异通常包含了多个核苷酸, 往往可以影响到基因

的表达, 因此具有更高的生物学意义, 可以解释相

当一部分复杂疾病/性状的遗传易感性 [37]。第四、

GWAS前期识别的变异, 仅仅是在DNA水平观察到

的关联而已, 仍然可能存在着假阳性, 而根本的解

决办法将是从功能上进行实验验证。利用样本组织

或者细胞系观测变异位点对基因功能的影响, 或者

通过在细胞或动物模型中的基因操作(如基因敲除

或过表达等方法)对基因与疾病的关联性进行证实, 

将有助于明确基因的功能, 以及该基因在疾病发生

中的作用。 

如果将目前基于 HapMap设计的 GWAS称为狭

义 GWAS, 那么作为一种在全基因组水平进行的关

联分析研究方法, 随着新技术的不断发展其内涵也

必将随之不断扩展。广义的 GWAS概念应该是在全

基因组范围内, 利用关联分析的原理和方法进行的

疾病基因组学研究, 不仅包括 SNPs, 还包括突变、拷

贝数变异、基因表达、表观遗传修饰等。因此, 在

未来几年内 GWAS研究将会涉及到疾病基因组学研

究的几个方面: (1) 全基因组拷贝数变异关联分析; 

(2) 全基因组测序研究; (3) 全基因组外显子测序研

究; (4) 全基因组转录组和表达谱研究; (5) 全基因

组表观遗传学研究。 

总之, 随着科学技术的持续发展, 新的检测技

术不断出现, 将为疾病基因组学研究带来空前的机

遇。GWAS作为一种研究方法具有与时俱进的特点, 

可以不断吸收和利用这些新技术, 并将其应用到复

杂疾病的研究中, 为疾病预警、临床诊断以及个体

化治疗奠定理论基础[38]。 
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