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非综合征性唇腭裂患儿 CRISPLD2 基因多态性与 
腭裂整复术后语音功能恢复效果相关性研究

冯国维，宋佳凝，李觉慧，李亚奇 ( 西安市儿童医院口腔科，西安  710003)

摘　要：目的　研究非综合征性唇腭裂 (non-syndromic cleft lip and palate, NSCLP) 患儿 CRISPLD2 基因多态性与腭裂

整复术后语音功能恢复效果相关性。方法　纳入 2018 年 3 月～ 2020 年 3 月在西安市儿童医院口腔科就诊的 132 例

NSCLP 患儿作为观察组，按 1:1 比例纳入同期 132 例健康儿童作为对照组。采用聚合酶链式反应 - 变性高效液相色谱

分 析 法 (polymerase chain reaction-denaturing high performance liquid chromatography, PCR-DHPLC) 检 测 CRISPLD2 基

因各单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 位点基因多态性，比较两组儿童 CRISPLD2 基因多态性分

布。NSCLP 患儿均接受腭裂整复术干预治疗，记录患儿术后语音恢复效果。分析影响患儿术后语音功能恢复的相关

因素。结果　观察组 CRISPLD2 基因 rs2934468 位点 AA 基因型频率为 42.42%，高于对照组的 19.70%，差异具有统

计学意义 (χ2=15.971，P ＜ 0.05)。rs2934468 位点等位基因 A 频率增加，将显著增加 NSCLP 发病风险 (OR=1.864，
95%CI=1.215 ～ 2.860)。rs2934468 位点 AA 基因型儿童发生 NSCLP 的风险较 GG 基因型和 AG 基因型儿童显著增加

(OR=2.252，95%CI=1.597~3.176)。132 例 NSCLP 术后 1 年语音功能恢复优良者 108 例，优良率为 81.82%，语音功能

恢复差者 24 例。不同语音功能恢复效果 NSCLP 患儿的年龄、语音训练情况、听力障碍、心理障碍、CRISPLD2 基因

rs2934468 位点基因型及等位基因分布比较，差异均有统计学意义 (χ2=3.915~15.873，均 P ＜ 0.05)。Logistic 多因素分

析结果显示年龄、语音训练及听力障碍是影响患儿术后语音功能恢复优良率的独立因素 ( 均 P ＜ 0.05)，而心理障碍和

CRISPLD2 基因 rs2934468 位点基因型及等位基因分布并非是影响患儿术后语音功能恢复的独立因素 (P ＞ 0.05)。结论　

CRISPLD2 基因 rs2934468 位点突变是 NSCLP 致病的重要因素，而其并非是影响患儿术后语音功能恢复的独立因素。早

期的手术干预并在术后加强语音功能的训练有利于 NSCLP 患儿语音功能的恢复。
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Correlation between CRISPLD2 Gene Polymorphism and Speech  
Function Recovery after Cleft Palate Surgery in Children with  

Non-syndromic Cleft Lip and Palate
FENG Guo-wei, SONG Jia-ning, LI Jue-hui, LI Ya-qi

（Department of Stomatology, Xi’an Children’s Hospital, Xi’an 710003, China）

Abstract: Objective　To study the correlation between CRISPLD2 gene polymorphism and speech function recovery after non-
syndromic cleft lip and palate (NSCLP). Methods　A total of 132 children with NSCLP treated in the Department of 
Stomatology of Xi’an Children’s Hospital from March 2018 to March 2020 were included as the observation group, and 132 
healthy children in the same period were included as the control group in a 1:1 ratio. The polymerase chain reaction-denaturing 
high performance liquid chromatography (PCR-DHPLC) was used to detect single nucleotide polymorphism (SNP) of 
CRISPLD2 gene, and the distribution of CRISPLD2 gene polymorphism was compared between the two groups of children. All 
the children with NSCLP received cleft palate reconstruction intervention treatment, and the postoperative speech recovery effect 
was recorded. To analyze the related factors affecting the recovery of postoperative speech function in children. Results　The 
AA genotype frequency of CRISPLD2 gene rs2934468 in the observation group was 42.42%, which was higher than that of the 
control group of 19.70%,the difference was statistically significant (χ2=15.971, P ＜ 0.05). The increased frequency of allele A at 
rs2934468 locus would significantly increase the risk of NSCLP (OR=1.864, 95%CI=1.215~2.860). The children with AA 
genotype at rs2934468 had a significantly higher risk of NSCLP than children with GG and AG genotypes 
(OR=2.252,95%CI=1.597~3.176). There were 108 cases who had excellent speech function recovery one year after operation in 
the 132 cases of NSCLP, the excellent and good rate of 81.82%, and 24 cases had poor speech function recovery. There were 
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statistically significant differences in the age, speech training, hearing impairment, psychological disorder, genotype and allele 
distribution of CRISPLD2 rs2934468 locus in children with NSCLP of different voice function recovery effects(χ2=3.915~15.873, 
all P ＜ 0.05). Logistic multivariate analysis showed that age, speech training and hearing impairment were independent factors, 
which affected the excellent rate of postoperative speech function recovery of children (all P ＜ 0.05). Psychological disorders 
and genotype and allele distribution of rs2934468 of CRISPLD2 gene were not independent factors affecting postoperative 
speech function recovery in children (P ＞ 0.05). Conclusion　The mutation of rs2934468 of CRISPLD2 gene is an important 
factor in the pathogenesis of NSCLP, but it is not an independent factor affecting the recovery of postoperative speech function in 
children. Early surgical intervention and enhanced speech function training after surgery are beneficial to the recovery of speech 
function in children with NSCLP.
Keywords: CRISPLD2; gene polymorphism; non-syndromic cleft lip and palate; voice function

非综合征性唇腭裂 (non-syndromic cleft lip and 
palate，NSCLP) 是口腔颌面部常见先天发育异常

疾病，不仅影响患儿语言功能，造成交流障碍，

还给患儿带来沉重的心理压力，增加家庭经济负 
担 [1]。目前认为，遗传是 NSCLP 重要的致病因素，

但对其具体机制尚不明确。CRISPLD2 基因是位于

16q24.1 染色体区内的 NSCLP 易感基因，既往已有

报道显示 CRISPLD2 基因突变可能是婴幼儿颌面

发育异常的诱因 [2]。彭莉等 [3] 研究显示 rs1546124
单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism，

SNP) 分布在 NSCLP 与健康儿童中存在显著差异，

而袁园等 [4] 的报道则未显示出显著性差异，这一

结果提示 CRISPLD2 与 NSCLP 的关系可能受地域

因素影响，存在遗传异质性特点。因而，本研究

拟分析 CRISPLD2 与 NSCLP 致病的关系，并探讨

CRISPLD2 基因多态性评估术后语音功能恢复效果

的价值。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集 2018 年 3 月 ~2020 年 3 月西

安市儿童医院口腔科收治的 132 例 NSCLP 患儿作

为观察组，按 1:1 比例纳入同期 132 例健康儿童作

为对照组。对照组中男性 74 例，女性 58 例；年龄

7.03(1~12) 岁；体重指数 15.46±1.29 kg/m2。观察

组中男性 81 例，女性 51 例；年龄 6.85(1~11) 岁；

体重指数 15.75±1.33 kg/m2。两组儿童性别、年龄

和体重指数比较差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)，具

有良好的可比性。

纳入标准：① NSCLP 诊断均参照《中国出生

缺陷工作手册》第 23 类出生缺陷定义 [5]，健康儿

童均为本院体检健康志愿者；②儿童年龄 1~12 岁；

③ NSCLP 均在本院接受腭裂整复术。

排除标准：①并发有其他先天性心脏病、其他

颌面部畸形疾病者；②肝肾功能不全者；③综合征

性唇腭裂者。

1.2　仪器与试剂　美国 Transgenomic 公司 WAVE 型

变性高效液相色谱分析法 (denaturing high performance 
liquid chromatography, DHPLC) 分析仪；ABI3730XL 全

自动 DNA 测序仪；DNASep 分离柱；紫外可见分光

光度计购自上海仪电分析仪器有限公司。

1.3　 方 法　DNA 样 本 提 取：在 儿 童 入 院 2 天 内

清晨空腹采血 3~4 ml，抗凝处理后备用，以酚 - 氯

仿法提取 DNA。SNP 位点选择：在 dbSNP 数据库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) 中选择 SNP 位点， 
选 择 标 准 [6]：① 位 于 CRISPLD2 编 码 区 非 同 义

SNPs(nsSNPs)；② 最 小 基 因 频 率 >20%，杂 合 度

≥ 0.3；③既往已有关于各位点在其他人群中的关联

分析。

PCR 反应体系：基因组 DNA 1μl，10×Taq E 
buffer 2.5μl，dNTP 0.5μl，上下游引物各 0.5μl，
Taq 酶 0.2μl，灭菌离子水 19.8μl。反应条件：预

变性 94℃ 60s，变性 94℃ 30s，58℃退火 30s，延伸

72℃ 60s，30 个循环，引物设计见表 1。

DHPLC 分析：采用 DHPLC 分析仪对 PCR 扩增

片段进行分析。将 PCR 产物于 95℃下变性 5min，

再逐渐降温至 56℃进行复性，采用 Wavemaker4.0
软件对各位点 PCR 选择解链温度，进样 5μl PCR
产物，采用分离柱进行梯度脱洗，用紫外可见分光

光度计检测 A260nm 波长处吸收峰。

术后语音功能恢复效果评价：术后 1 年时采

用“百字语音测评表”对患儿语音功能恢复效果

进行评估 [7]。检测由本院 2 名语音师进行，根据患

儿读音结果进行评估。优：读音正确率≥ 85%；

良：60% ≤ 读 音 正 确 率 <85%； 差： 读 音 正 确 率

<60%。连续检测 3 次，取平均值进行记录。
表 1　　　　　　　PCR 引物设计

SNPs 引物序列 引物长度 (bp)

rs1546124 5’-CTGTGGGACCTTFCTTGTTT-3’
351

5’-TCGTTGTGCTGGTATTTGCT-3’

rs16974880 5’-AGGCTGGTCTCGAACTCCTT-3’
356

5’-CTCTTTGGAATACCGGTAGG-3’

rs2934468 5’-ACGTTGGATGCTGGATTGTC-3’
347

5’-ACGTTGGATGCATACCGTATC-3’

rs4783099 5’-CTTTTCTTTGCAAGCGAACC-3’
328

5’-ACGTTTGGCAAGAGTCGTTT-3’
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1.4　统计学分析　采用 SPSS 22.0 软件包对数据进

行分析，计数资料以频数 ( 频率 ) 表示，组间比较

行 χ2 检验或 Fisher 精确概率检验，等级资料采用秩

和检验，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准

差 (x±s) 表示，结果采用 t 检验，不符合正态分布

时，以中位数四分位数 [M(P25，P75)] 表示，组间进

行非参数检验，采用 Hardy-Weinberg 平衡检验法对

群体基因型频率进行检验，P ＞ 0.01 为符合 Hardy-

Weinberg 遗传平衡，关联强度以比值比 (odds ratio, 
OR) 表示，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组 CRISPLD2 基因 Hardy-Weinberg 遗传平衡

检验结果　见表 2。经卡方检验显示，CRISPLD2 基

因 rs1546124，rs16974880，rs2934468 及 rs4773099
位点基因型分布符合 Hardy-Weinberg 遗传平衡 ( 均

P ＞ 0.01)。
表 2 　　　　　　　　　　两组 CRISPLD2 基因 Hardy-Weinberg 遗传平衡检验结果

SNPs 基因型
观察组 对照组

实际频数 理论频数 χ2 P 实际频数 理论频数 χ2 P
rs1546124 GG 38 27.33

0.794 0.672

50 37.54

1.579 0.454CG 62 45.12 60 46.92

CC 32 30.08 22 10.16

rs16974880 TT 72 51.16

0.852 0.653

64 40.38

0.120   0.942TG 45 24.58 56 34.36

GG 15 9.37 12 7.07

rs2934468 GG 26 17.78

0.222 0.895

38 19.78

1.181  0.554AG 50 39.68 68 45.89

AA 56 42.59 26 12.12

rs4773099 CC 42 21.75

1.055 0.590

40 19.67

0.249  0.883CT 53 36.60 58 23.54

TT 37 26.43 34 14.08

2.2　两组 CRISPLD2 基因型和等位基因比较　见

表 3。 两 组 CRISPLD2 基 因 rs2934468 位 点 基 因

型和等位基因分布比较差异均有统计学意义 ( 均

P ＜ 0.05)。rs2934468 位 点 等 位 基 因 A 频 率 增

加， 将 显 著 增 加 NSCLP 发 病 风 险 (OR=1.864，

95%CI=1.215~2.860)，rs2934468 位点 AA 基因型儿

童发生 NSCLP 的风险较 GG 基因型和 AG 基因型

儿童显著增加 (OR=2.252，95%CI=1.597~3.176)。
表 3　　　　　　　　　　　　两组 CRISPLD2 基因型和等位基因比较 [n=132,n(%)]

SNPs 观察组 对照组 χ2 值 P 值

rs1546124 等位基因 G 138(52.27) 160(60.61)
1.510 0.219

C 126(47.73) 104(39.39)

基因型 GG 38(28.79) 50(37.88)

3.521 0.172CG 62(46.97) 60(45.45)

CC 32(24.24) 22(16.67)

rs16974880 等位基因 T 189(71.59) 184(69.70)
1.179 0.278

G 75(28.41) 80(30.30)

基因型 TT 72(54.55) 64(48.48)

2.002 0.368TG 45(34.09) 56(42.42)

GG 15(11.36) 12(9.09)

rs2934468 等位基因 G 102(38.64) 144(54.55)
8.782 0.003

A 162(61.36) 120(45.45)

基因型 GG 26(19.70) 38(28.79)

15.971 <0.001AG 50(37.88) 68(51.52)

AA 56(42.42) 26(19.70)

rs4773099 等位基因 C 137(51.89) 138(52.27)
0.274 0.601

T 127(48.11) 126(47.73)

基因型 CC 42(31.82) 40(30.30)

0.401 0.818CT 53(40.15) 58(43.94)

TT 37(28.03) 34(25.76)
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2.3　不同语音功能恢复效果 NSCLP 患儿相关因素

的比较　见表 4。132 例 NSCLP 患儿术后 1 年时语

音恢复效果优 58 例，良 50 例，差 24 例，优良率为

81.82%。不同 NSCLP 患儿的性别和术式比较差异无

统计学意义 (P ＞ 0.05，)。不同语音功能恢复效果

NSCLP 患儿的年龄、语音训练情况、听力障碍、心

理障碍、CRISPLD2 基因 rs2934468 位点基因型及等

位基因分布比较差异均有统计学意义 ( 均 P<0.05)。
表 4　　　　　　　　　不同语音功能恢复效果 NSCLP 患儿相关因素的比较 [n(%)]

类  别 n 优良 (n=108) 差 (n=24) χ2 值 P 值

性  别 男 81 68(62.96) 13(54.17)
0.641 0.423

女 51 40(37.04) 11(45.83)

年龄 ( 岁） <3 60 54(50.00) 6(25.00)

15.873* <0.0013 ～ 6 40 36(33.33) 4(16.67)

>6 32 18(16.67) 14(58.33)

术式 Furlow 术式 31 24(22.22) 7(29.17)

2.215* 0.542
改良兰式法 33 28(25.93) 5(20.83)

Sommerlad 术 34 30(27.78) 4(16.67)

咽成形术 34 26(24.07) 8(33.33)

语音训练 经常 53 48(44.44) 5(20.83)

11.822 0.003偶尔 40 35(32.41) 5(20.83)

无 39 25(23.15) 14(58.33)

听力障碍 是 54 39(36.11) 15(62.50)
5.657 0.017

否 78 69(63.89) 9(37.50)

心理障碍 有 50 36(33.33) 14(58.33)
5.216 0.022

无 82 72(66.67) 10(41.67)

rs2934468 等位基因 G 122 106(49.07) 16(33.33)
3.915 0.048

A 142 110(50.93) 32(66.67)

rs2934468 基因型 GG 26 22(20.37) 4(16.67)

14.748* <0.001AG 50 48(44.44) 2(8.33)

AA 56 38(35.19) 18(75.00)

注：* 采用 Fisher 精确概率检验。

2.4　NSCLP 患儿术后语音恢复效果的相关性分析　对

影响 NSCLP 患儿术后语音功能恢复效果的相关因

素赋值结果见表 5。采用 Logistic 多因素分析影响

术后语音功能恢复效果的相关因素见表 6。结果显

示年龄、语音训练、听力障碍是影响患儿术后语

音功能恢复的独立因素 (P ＜ 0.05)，而心理障碍和

CRISPLD2 基因 rs2934468 位点基因型及等位基因

分布并非是影响患儿术后语音功能恢复的独立因素

(P ＞ 0.05)。

表 5　NSCLP 患儿语音恢复效果相关因素分析

因素 赋值
性别 男 =0，女 =1
年龄 <3 岁 =0，3~6 岁 =1，>6 岁 =2

术式
Furlow 术式 =0，改良兰式法 =1， 
Sommerlad 术 =2，咽成形术 =3

语音训练 经常 =0，偶尔 =1，无 =2
听力障碍 否 =0，是 =1
心理障碍 无 =0，有 =1

CRISPLD2 基因 rs2934468 等位基因：G=0，A=1
基因型：GG=0，AG=1，AA=2

表 6                                                   　术后语音功能恢复效果的 Logistic 分析结果

因素 Wald χ2 β SE OR (95%CI) P

年龄 10.818 0.795 0.242 2.215(1.379~3.558) 0.001

语音训练 7.662 -0.323 0.117 0.724(0.576~0.910) 0.006

听力障碍 8.763 0.547 0.185 1.728(1.203~2.482) 0.003

心理障碍 0.665 0.510 0.625 1.665(0.489~5.669) 0.415

rs2934468 位点基因型 1.825 0.462 0.342 1.587(0.812~3.102) 0.177

rs2934468 位点等位基因 1.991 0.733 0.519 2.081(0.752~5.759) 0.158
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3　讨论 
目 前，临 床 普 遍 认 为 NSCLP 是 由 环 境 和 遗

传因素共同作用的儿科口腔疾病，既往已有关于

IRF6，TBX22 及 MSX-1 等作为易感基因在 NSCLP
发病中作用研究的报道，但仍不能完全阐述 NSCLP
的发病机制 [8]。CRISPLD2 基因是近年来新发现的

与 NSCLP 相关的基因，已有研究显示 CRISPLD2
基因广泛分布于颅面部、骨缝及腭基质中 [9]，提示

其可能参与 NSCLP 病理进程。CRISPLD2 基因含

有 LCCL 结构域，能编码 rich 半胱氨酸分泌蛋白

的密码子，在介导 DNA 合成和蛋白质报道方面发

挥作用。若 CRISPLD2 基因发生突变，则可能引起

rich 半胱氨酸分泌蛋白的异常表达，从而引起颅面

部软骨和肌肉组织的异常生长，并导致额面部的畸

形发育 [10]，并最终导致 NSCLP 的发生。基础动物

实验也显示 CRISPLD2 基因在胚胎期小鼠下颌、上

腭及牙胚处均有表达 [11]，提示 CRISPLD2 基因突变

可能成为颌面部发育不全和 NSCLP 的诱因。另外，

多项报道结果也说明 CRISPLD2 基因 SNPs 表达在

不同地区患儿间存在差异，其遗传异质性特点得到

证实 [12-13]。因而，了解不同基因位点基因多态性对

于指导临床，降低 NSCLP 风险具有重要的实用价值。

本研究根据筛选原则，选取 4 个 SNP 作为研

究 对 象，结 果 显 示 仅 rs2934468 多 态 性 在 NSCLP
与健康儿童间存在显著差异，这与既往报道不一 
致 [14]，其原因可能与病例来源有关。本研究患儿集

中于陕西地区，相近的生存环境使患儿 CRISPLD2
基因 SNP 差异存在明显的聚集性。刘颜彬等 [15] 研

究也显示 rs2934468 位点基因型分布在 NSCLP 与健

康人群中分布存在差异，这与本研究结果一致，但

该研究显示 rs2934468 位点基因型分布在单纯腭裂

与健康人群中不存在差异，本研究未对 NSCLP 患

儿分型进一步做亚组分析，但基因 - 环境的交互作

用也是造成基因多态性差异的重要原因，甘肃与陕

西地理环境和民族杂居情况存在显著差异 [16]，推测

陕西地区单纯腭裂患儿 CRISPLD2 基因 rs2934468
位点基因型分布与甘肃可能存在差异，但这有待今

后研究验证。

rs2934468 为 CRISPLD2 基因内含子位点，其

选择性剪切直接影响基因表达和转录，干扰正常

的 RNA 运输，诱导疾病的发生。本研究也显示

rs2934468 位 点 AA 型 突 变 将 使 NSCLP 风 险 增 加

2.252 倍，这与 CHIQUET 等 [17] 结果一致，提示当

rs2934468 位点发生 G → A 突变时，NSCLP 致病风

险将显著增加，而 G 等位基因携带者则对疾病具有

保护作用。因而，CRISPLD 基因 rs2934468 位点与

NSCLP 致病密切相关。但有关该位点在颌面部胚

胎发育及软骨组织生长中的具体作用还有待深入研

究。另外，有关该位点与其他基因位点的联系尚不

清楚，这有待今后进一步深入研究探讨。

手术治疗是 NSCLP 主要治疗方案，但术后语

音障碍成为影响手术效果和患儿健康成长的关键问

题。本研究采用 Logistic 多因素分析方法对影响患

儿术后语音恢复效果的相关因素进行分析，结果显

示患儿年龄、语音训练情况及听力障碍是其独立影

响因素。患儿手术年龄越小，为术后软腭发育和

功能恢复创造条件越好，郭春丽等 [18] 研究也发现

手术年龄与术后语音功能恢复效果呈正相关。杨

金龙等 [19] 还认为年龄小于 2 岁是手术最佳年龄，

本研究根据指南对患儿年龄进行分组，提示当年龄

低于 3 岁时，术后语音功能恢复更好。但本文未对

3 岁以下患儿语音功能进行亚组分析，这有待今后

深入研究。另外，术后良好的语音功能训练有助于

改善术后语音功能恢复效果。王希等 [20] 还认为术

后早期开展个体化语音训练，建立完善语音评价体

系，是患儿术后语音功能恢复的中心环节。听力障

碍与患儿术后语音功能恢复的关系已被临床认可，

尽早发现并积极治疗听力障碍将有助于术后语音功

能训练的开展，尤其是应注意筛查分泌性中耳炎患 
儿 [21]，防止听力下降对语音功能恢复的不利因素。

另外，本研究显示 CRISCLP2 基因 rs2934468 位点

多态性并非术后语音功能的独立影响因素，提示虽

然 rs2934468 位点突变可能增加 NSCLP 致病风险，

但经手术干预和术后有效的语音训练，患儿唇腭裂

畸形将得到纠正，且并不显著影响患儿语音功能。

因而，对于 rs2934468 位点突变患儿，不必过于紧张，

早期开展手术治疗，并在术后加强语音功能康复训

练，亦可获得良好的矫正和语音功能恢复效果。此外，

既往有报道认为心理障碍是影响患儿术后语音功能

的独立影响因素 [22]，但本研究并未发现，这可能与

近年来人们对心理因素的重视程度逐渐增强有关。

综上，CRISPLD2 基因 rs2934468 位点突变是

NSCLP 致病的重要因素，但并非是影响术后语音

功能恢复效果的独立因素。
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