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绝经后健康妇女雌激素受体基因 

多态性与骨密度关系的研究 

黄琪仁 王钦红 张良平 周 琦 陆敬辉 刘玉娟 何进卫 林发雄 

目的 从分子生物学水平探讨中国绝经后健康妇女雌激素受体(ER)基因多 

态性与骨密度的关系。方法 选择绝经后健康、无亲缘关系妇女287例．运用双能 

x线吸收骨密度仪及聚台酶链反应——限制性片段长度多态性(PCR—RFLP))5- 

法分析ER基因多态性与骨密度的关系。结果 237例绝经后健康妇女中PP、P。 

及PP基因型频率分别为0．1 98，0．443及0．359fP与P等位基因频率分别为 

0．41 98、0-5802。方差分析(ANOVA)显示股骨大转子部位骨密度与ER基因多态 

性相关(p一0．0106)，PP基因型各部位骨密度值均低于P口、PP基因型：逐步多元 

回归分析发现ER基因多志性与股骨大转子(p一0．0548)及腰椎8-4(P一0．0998) 

部位的骨密度相关 结论 中国绝经后健康妇女ER基因多态性与股骨大转子部位的骨密度显著相关， 

P等位基固具有一定的骨孱保护作用，提示从分子水平探讨骨量丢失规律以及防治骨质疏松症的发生发展 

具有一定的现实意义； 
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Relationship between bone mineral density and polymorpism of the 

estrogen recepor gene in postmenopousa]health women 

Huang Qiren，Wang Qinhong，Zhang Liangping et a1． 

Abstract 237 health．unrelated postmenopausal women who had been in Shan hai for more than 

ten years％vere selected Bone mineral density(BMD)was destrmined by dual energy Xray absorptionctry 

(DEXA)and the polymorptrism of estrogen receptor(ER)gene was detcctod by polymenize chain reac— 

tion restriction fragment lenght polymorphism Our results showed that the distribution of the genotype 

in the ER gene was as fotlwe PP 0．198、PP 0 443 and PP 0 359 respectively．ANOVA analysis indicated 

that the BMD of trochanter major(Troch)was associated with the polymorphism of ER gene(P一0 

01 06)．Muhipte stepwise regression analysis showed that there was correlation between the polymor- 

phism of ER gone and BMD of Troth(P一0．0548)，8s well as BMD L L (P一0．0998)Our conclusion 

comes to that there is significant association of potyworphism in ER gene with BMD of Troch in hea rth 

postmenopausal Chinese women P allcle maybe a protective factor to bone mass lOS$． 
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家族和挛生子的研究表明，骨密度不同程 

度地受到遗传因素的调控。1 994年Morrison 

等指出，维生素D受体(Vitamin D receptor， 

VDR)基因多态性与骨密度相关0]。嗣后，国外 

许多学者致力于探讨骨质疏松症的分子发病机 

制，发现尚有几种候选基因可能涉及到这个过 

程一 ，例如雌激素受体(estrogen receptor，ER) 

基固、白介素一6(interlukin 6⋯II 6)基因、转化 

生长因子(transforming growth factor，TGF) 

基因等。Smith等。 0在一例ER基因突变病人中 

证实，该受体直接影响骨密度的改变 因此我们 

率先在国内运用PCR—RFLP分析方法研究绝 

经后健康妇女ER基因多态性与骨密度的关 

系，现将结果报告如下 

1 对象与方法 

1．1 对象 选自长期居住上海市区(10年以 

上)的1O个居民点及本院骨质疏松门诊的绝经 

后、健康、无亲缘关系的汉族妇女267例，年龄 

47～74岁(平均年龄 6O．7士5．44岁)，绝经年 

限大于1年，所有对象均进行严格的健康调查 

表填写、实验室常规检查(血钙、磷、碱性磷酸 

酸、甲状旁腺激素、血糖、肝、肾功能)及腰椎x 

线侧位片，以排除患有各种影响骨代谢疾病及 

服用过影响骨代谢的药物者 筛选后，剔除3o 

名，其中绝经小于1年者2人，过早绝经(<4o 

岁)者1人，子宫卵巢切除者4人，血糖高于 

7mmol／L者8人，有甲亢史者2人，类风关史4 

^，血液疾病史2人．服用过尼尔雌醇片2人， 

腰椎压缩性骨折1人，骨密度异常升高1人，体 

重指数大于33者3人(为本仪器测试功能所 

限) 故八选本研究者共237例。 

1．2 方法 

骨密度测定：应用双能x线吸收骨密度仪 

(HOLOGIC．QDR 2000型)。测定部位为腰椎 

L ～L (I )，髋部各部位分别为：股骨颈 

(Neck)、大转子(Troch)、粗隆间(Inter)、股骨 

上端(总、Tota1)、华氏三角区(Ward’s)。 

雌激素受体等位基因测定：(1)DNA抽取； 

外周血白细胞常规蛋白酶消化，酚、氯仿抽取基 

因组DNA。(2)PCR反应与酶切： 

引物序列：上游引物 5 CTGCCACCC— 

TATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC3 

下游引物 5 TCTTTCTCTGCCACCCT— 

GGCGTCGATTATCTGA3 

PCR反应条件：基因组DNA0．5～lug， 

0．1um ER 引物，0．8mM dNTP，1．75mM 

Mg ，2u Taq DNA聚合酶和相应的反应缓冲 

液，总体积为60 ul。热循环条件：预变性95E4 

分钟；变性 94℃3O秒、退火 58℃3O秒、延伸 

72℃45秒，3o个循环；撮后72℃保温延伸4分 

钟。酶切反应：PCR产物 15ul，加 Pvu I 

(Boehringcr公司)O．6ul(10u／u1)，37℃2h保温 

酶切。酶切产物经1、5 琼脂糖(上海华美公 

司)凝胶电泳后，宝丽来一次性成像仪摄片。存 

在PvuⅡ限制性内切酶位点以“p”表示，不存在 

则以“P”表示。 

统计分析：组间方差分析(AN0VA)采用 

SAS统计软件，运用Fisher氏保护性最小重大 

差别法(PLsD)}多因素分析采用逐步多元回归 

法(Multiple stepwise regressiom)；剔除标准为 

P>0．10。 

2 结果 

2．1 237倒绝经后健康妇女不同基因型组的 
一 般临床资料，见表1。 

表1 237例鲍经后健康妇女不同 

基因型组的一般资斟比较 

注：船7倒绝经后健康妇女三组间在年龄、绝经年限 体 

重、身高、BMI基奉相似 

2．2 ER基因型及等位基囡频率的分布比较 
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(1)ER基因PuvⅡ内切酶位点多态性确定 

为：PP型可见单一条带 1．3kb； 型可见 

1．3kb、0．45kb、0．85kb三条带；PP型 可见 

0．45kb、0．85kb二条带。见图2。ER基因型、等 

位基因频率分布见表2。 

衰2 绝经后健康妇女ER基因型、等位基因频率分布 

基因型 倒数 领率 等位基因 染色体数 额率 

PP 47 0 1 98 P 199 0．4198 

Pp 105 0．443 P 275 0．5802 

即 85 0．359 

基因型分布符台Hardy Wenberg氏平衡(x =1．94，0 1 

<P<0．25) 

(2)与Kobayashi 和Han 报道的日本、 

韩国绝经后健康妇女ER基因多态性频率比较 

见表 3。 

衰3 与日本、韩国绝经后健康妇女 

ER基因多态性频率比较 

表3所见亚洲黄种人群中绝经后健康妇女其 

ER基因PuvⅡ位点多态性分布频率基本相似。 
．  

(3)ER基因多态性与骨密度的关系：三种 

基因型(PP、P 、PP)与骨密度的关系见表4及 

图1。P值为三种基因型组问方差分析(ANo— 

VA)的结果。 

衰4 绝经后健康妇女ER基因多态性 

与骨密度的关系( 土 ) 

检测部位 ( 7) ( 。5) f 5) P值 

腰椎2—4 o．769：1：O．109 0 804土0 1 23 0．819=0 125 0．080 

股骨颈 0 61 2土0 080 0．646土0 090 0．637~0．092 0．083 

太转子 0．485土0 D80 0．584~D 077 0．524土0．08D 0．010- 

粗隆『旨『 0 822士D．124 0．866土0．130 0 868土0．1昭 0 119 

股骨上端 0．684---O 099 0．721土0．1f)2 O-716土0．114 m 123 

(总) 

华氏三角区 0．444~0．1 Ol O．472~0 104 0．471：0．114 0 287 

·PP型组太转子部位的骨密度与PP型组及pP型组的 

骨密度有显著差异 

图1所见，腰椎2-4、股骨颈、大转子、粗隆 · 

问、股骨上端(总)、华氏三角区部位均显示凡带 

P等位基因者其骨密度相对较高，而PP型组均 

较P 型组及pp型组的骨密度为低。 

[,umber2-4 Neck Troeh hIh W~als Total 

图1 各部位各基因型组的骨密度的比较 

(4)逐步多元回归法分析体重、身高、年龄、 

BMI、停经年限、ER基因多态性对各部位骨密 

度的影响结果，发现腰椎部位骨密度与体重(P 

一0．0001)、停经年限(P一0．0001)显著相关， 

与ER基因多态性呈相关(P一0．0998)；Troch 

部位骨密度与体重(P一0．0001)、停经年限(尸 

-- 0．0001)显著相关，与ER基因多态性有相关 

(P一0．0548)。 

3 i．-tt~ ． 

骨密度是反映骨质疏松症骨量减少以及评 

价骨质疏松性骨折的可靠指标，受到多种因素 

 ̈
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I．3kb-． 

1jl西 

0．S，-玉 

0．45l击 -． 

ER基因PCR产物电泳图谱 

ER基日PnlⅡ内切醇麓姗产物电泳图 
图2 ER基因PvuⅡ内切酶位点多态性确定 

的影响，如环境和遗传因素等。Morrison等 ] 

研究发现，维生素D受体(VDR)基因多态性可 

影响骨密度整个遗传因素的75 。VDR启动 

子受雌激素的调控，绝经后妇女骨密度变化直 

接与雌激素水平有关。Boden等 J在小鼠实验 

中发现雌激素受体对骨愈合和成骨至关重要。 

为此．我们设想ER基因多态性与中国绝经后 

妇女的骨密度可能有一定关系。 

我们率先在国内对绝经后健康妇女运用 

PCR—RFLP分析方法探讨ER基因多态性与 

骨密度之间的关系。237例绝经后健康中国妇 

女中ER基因PP⋯P PP基因型频率分别为 

0，198、0．443、0．359；P与P等位基因频率为 

0．4198，0．5802。这与Kobayashin 和Han等 ] 

报道的日本、韩国绝经后健康妇女的ER基因 

型和等位基因频率的结果基本相似。欧美国家 

的ER基因型及等位基因颧率的分布尚未见报 

道。 

对ER基因多态性和骨密度之间的关系分 

析发现：(1)三种基因型组间方差分析(ANO— 

vA)显示在股骨大转子部位骨密度有显著性差 

异(P一0．0106)。(2)三种基因型在各部位的骨 

密度变化显示纯合子PP型骨密度均低于 

和 pp型的，P 和 pp型基本相似，这与 

Kobayashi等 j报道的日本绝经后健康妇女 

ER基因PP型骨密度低于pp型， 型居中 

(PP<PP<pp)的结果基本一致。我们的结果提 

示P等位基因可能具有一定的骨量保护作用。 

但最近Han等 一报道 248例韩国健康绝经后 

早期的妇女中ER基因多态性与骨密度以及对 

雌激素替代治疗的反应性无密切关系。 

多元回归分析表明ER基因型与大转子、 

腰椎的骨密度改变有相关与大转子部位PP型 

组骨密度明显低于P 型组及pp型组的骨密度 

有显著差异(P一0．010)的结果相吻合 另外． 

体重和绝经年限对腰椎、大转子的骨密度有显 

著相关(P均为0．0001)，与Willing等文献基 

本一致 ]。我们的研究结果表明运用分子遗传 

方法筛选骨质疏松症高危易感人群．有可能预 

测某些部位的骨质疏松易感性，这为进一步进 

行一级干预研究奠定理论基础，并对探讨骨质 

疏松症的分子遗传发病机制具有一定意义。 

本文研究的统计分析工作承蒙本院医学遗 

传研究室郑以漫博士指导，特此致谢 
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