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绝经后妇女雌激素受体(ER)基因Xba工限制 

性片断长度多态性(RFLP)与骨密度的关系 

朱汉民 刘建民 许曼音 陈家伦 朱晓颖 戴蒙 

【摘要】 目的 研究绝经后妇女 ER基因XbaI限制性片断长度多态性(RFLP)与骨密度 、骨生 

化指标和停经年限的关系。方法 用 PCR—RFI．P方法检测绝经后妇女的 ER基因型 DEXA检测腰椎 

和股骨各处骨密度，同时测定血骨钙素、尿吡啶并酚等骨转换指标。结果 在 205例绝经后妇女中 

发现 xx、Xx和 H基因型频率分别为6．8％、25 9％和67 3％，XX基因型的妇女虽然停经时间更长， 

但腰椎骨密度仍高于 xx和 矾型。结论 ER基因 XX型可能对腰椎骨量的维持有一定作用。 

Association ofxbaI restriction f~ ment length polymo~ (RFLP)~estrogen receptor(ER)gent and 

bom mineral demtty poslmenopnsal WOlllll~n ZHU Hanmin．圳 Jianmin，ZHU Xia~yin，el at Depa~ 
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【Abstract】 Objective Study the relatioships among Xba I restriction len palymorphisms(FRIlP)of 

estrogen receptor(ER)gene．bone mineral dens竹【BMD)and bone rum over rate in pastme／2opausal women 

Methods BMD weTe me~ured st lumbar-spine an d proximal femoral in 205 pastmenopausal WOOlen．hi． hereal 

markers．such as osteocalein(BGP)and pyridinoline【Pl_d)，ete also measured The genotyI~s of ER de— 

teeted时 PcR—R兀lP method．Remits The ER geno as ： ( ％ )．x ( ．9％)
．

typing is fo[1ow XX 6 8 25 and xx 

(67 3％ )、Womenwith XX geno
．
~ have hisherlumbar spine bone nl~sS comparingthose withXx and xx㈣  

Ill0LIgh they had longer period sint~menopause Colflle]lfl~oII Th result indicaled that the xx genetyges of ER 

gene may have some protective effects o12 lumbar spine bo ne 111o3s． 

骨质疏松是一种以骨量减少 ，骨组织显微结构 

退化为特征，导致骨脆性增加，骨折危险性升高的全 

身性疾病 。骨质疏松是一种多因素、多基因的疾 

病，受遗传、全身激素和局部细胞因子等因素的控 

制。Morfison等发现 VitD基因多态性与骨 密度和转 

换有关，并认为该基因的多态性对骨密度的遗传影 

响要 占到 75％[21。然 而，对此 也有 许多 不 同的观 

点。 

雌激素对骨量峰值的取得起重要作用，同时它 

是增加骨量，防止骨丢失的重要激素。绝经后雌激 

素下降会引起骨量的快速丢失，骨折发生率上升 

利用 PvuII和 XbaI这两种限制性内切酶对 ER基因 

第 1内含子进行限制性片断长度多态性(RFLP)分 

析，Kobayashl等 在 1996年首次报道了绝经后妇女 

的骨密度与 ER基因 的 RFLP有关。因此，ER基因 

已成为骨质疏松的候选基因之一。 

本研究对绝经后妇女的ER基因xbaI多态性进 

短 塑生 堑 羞就其与腰椎和股骨骨密度、绝经年 
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限和反映骨转换 的骨生化指标之问的相互关系作了 

探讨。 

材料和方法 

1．研究对象 

自然绝经后妇女 205例，平均年龄 64 9±0．6 

岁，平均绝经年限 】6．2±1．3年。患有各种可能影 

响骨代谢的疾病和正在服用可能影响骨代谢的药物 

者不人选。 

2．方法 

(1)骨密度测定：用双能 x线骨密度仪(DEXA) 

(Norland，XR一36)测定患者腰椎 一 前后位、侧位；左 

股骨颈、太转子和 Ward’s三角处骨密度。 

(2)骨生化指标：血清碱性磷酸酶(AKP)：对硝 

基苯磷酸盐法；血清骨钙素(BGP)：ELISA法 (Metra 

Biosystems，美国)；尿吡啶并酚(eyd)tELISA法(Metra 

Biosystems，美 国)。 

(2)ER基因 Xbal基因型多态性分析 ：从绝经后 

妇女外周血中抽提 DNA(DNA抽提试剂盒，上海华 

顺公司)，PCR扩增 ER基因第 1内含子多态性区 
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域 ： 上 游 引 物： 5 ’ CTGCCACCCTATCT— 

GTATCTYITCCTATI~TCC一3’， 下 游 引 物： 5’ 

TC_rITCTCTGCCACCC1仉 CGTCGATrA C1 A．3 ’ j 

(由上海瑞金医院分子医学中心合成)，PCR循环条 

件为：95℃预变性 4分钟 ；94℃变性 3O秒 ，59℃退火 

3O秒 ，72℃延 长 45秒 ，共 3O个循环 ；72℃再延长 5 

分钟(DNA热循环仪 480型 ：Perkin—Elmer)。将 PCR 

产物与5单位 XbaI内切酶(MBI)公司在37℃中水浴 

4小时。最后将酶解产物在 70V电压下进行 l 5％ 

琼脂糖凝胶 (含 0．2 ，mI溴 乙锭)电泳 30分钟。于 

紫外灯下观察结果 ，摄影 。 

(4)统计 ，数据以均数 ±标准误表示 ，采用 f_检 

验进行显著性检验。 

结 果 

I ER基因的 XbM基因型 

ERA基因的第 l内含子内，距第 2外显子上游 

约 350处可有 XbaI限制性片断长度多态性(RFLP)： 

XbaI识别位点上可出现一个 A—G突变，据此可对 

PCR产物进行酶切分析 无酶切位点的用大写字母 

ER基 因的扩增 片断长 1．3kb。Xbal酶 切后的 

片断为 900和400bp。无酶切位点的纯台子 仅 1．3kb 
一 个条带．以 xx表示；有酶切位点的纯台子有 9 

和400bp两条条带，以 xx表示；杂合于有 l 3kb、900 

和400bp三条，以xx表示(图 lj。 

1$43bp +  

994bp +  

69功D — 

5l5bp— 

37Top +  一 
崩 1 ER基 凼 朐 XbaI基 凼 型 

在我们所检测的样本中发现了 XX、Xx和 xx3 

种基因型 各基因型在绝经后妇女中的分布以及各 

种基因型妇女的年龄、绝经年限和体重指数资料，见 

表 l。其中，XX型妇女的绝经年限显著大于 h 型 

和 y,x型(表 1)。 

表示 ，有酶切位点的用小写字母表示。 表1 绝经后妇女的基因型和一般背景材料 

注 ：*：与xx型相 比．P(0 05；+：与 Ⅱ 型相 比，P(0 02； ：与 xI型相 比．P(0 05 

XX型的妇女 骨密度Z值明显高于 xx型和 

u 型。3组的股骨各处骨密度没有区别(表 1)。 

3．基因型与骨生化指标的关系 

血 AKP、BGP和尿 Pyd／Cr在各种基因型中没有 

区别(表 1)。 

4．绝经年限和基因型对骨密度 的影 响 

在将研究对象按绝经年限分为 <5年组、5～10 

年组和 >10年组的基础上，进一步在同一绝经年限 

组中按 ER基因型分组。 

在停经不足5年的妇女中，xx型的腰椎骨密度 

Z值高于 xx型 (一1．23±0．27vs．一2．15±0．28 

c ，P<0．05)。 

在停经 5年以上但不足 lO年的妇女中，虽然 

xx型的腰椎骨密度高于 xx型(一1．44±0．11 vs一 

1．65±0．3lg／cm2)，但未达统计意义的差别。 

在绝经 lO年以上的妇女中．XX型的腰椎骨密 

度 Z值高于 Xx型(一0 44±0．62vs．一1．43±0．19g／ 
ca "

，P<0．05)，但与 xx型(一l 17±0．12g／c )没有 

区别。 

上述各组内不同基因型妇女的股骨颈和骨生化 

指标均无差异。 
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绝经后妇女由于雌激素下降，骨密度快速下 

降 。激素替代疗法(HRT)可以预防和治疗绝经后 

骨量丢失”，人成骨细胞和破骨细胞上都有雌激素 

受体(ER) ，清楚地表明了雌激素在骨代谢中的重 

要作用。1994年，Smith等人报道了一例 28岁男性 

因雌激素受体突变，造成雌激素抵抗 ，而该患者的骨 

密度还低于 15岁男孩均数的 2个 SD 。剔除 ER 

基因的小鼠骨密度低于野生型小鼠的骨密 度 20～ 

25％0 。这充分说明雌激素受体基因突变对骨质疏 

松的发生具有重要意义。因此，对 ER基因的变化 

进行研究将有助于深人了解绝经后骨质疏松的遗传 

背景。 

本文对绝经后妇女的激素受体基因 XbaI限制 

性片断长度多态性 与骨密度 、骨生长指标等 的关系 

进行了研究，发现其基因型分布频率与韩国、日本的 

有关报道基本一致 J。 

ER基因型可能对腰椎和股骨的骨密度有一定 

影响。分析 XbaI基因型与骨密度的关系后发现， 

XX型 的腰 椎 骨密度 明 显高 于 xx型，这 也 与 

Kobayashi 和 Germari 等的研究结果相似 

值得注意的是本研究中 XX型妇女的绝 经年限 

高于 xx型。骨量峰值和绝经后的骨转换速度是影 

响骨密度的两大因素。XX型和 xx型、xx型绝经后 

妇女的骨生化指标，如血 AKP、BGP和尿 Pyd排出量 

没有差别，说明她们的骨转换速度是相同的。因此， 

对停经时间更长的XX型妇女腰椎骨密度反而更高 

这一现象的最可能解释是她们在绝经前的骨量或骨 

峰值 比 xx型高。 

Mizunuma等 的研究结果为这一解释提供了 

另一个有用的证据：他们研究了绝经前妇女的腰椎 

骨密度和 ER基因多态性的关系，发现 xx型的绝经 

前妇女骨密度明显低于同样是绝经前的 xx型妇 

女。我们也对绝经后妇女按停经年限进行了分组， 

同样发现停经不足 5年的 xx型的腰椎骨密度高于 

xx型，到了绝经 10年以后，XX型的腰椎骨密度仍然 

高于 xx型。综合这些研究结果，是否可以假设 

XbaI基因型可能对骨量峰值的取得有一定的影响， 

并进一步延伸到绝经后，其中以 XX型对腰椎骨量 

的维持作用最为明显。 

但也有一些研究提出了不同的观点。在韩国绝 

经后妇女 中并未发现 ER基 因型与骨密度的关 

系 。 

XbaI的限制性酶切位点位于 ER基因的第 1内 

含子，目前还不清楚内含子多态性是怎样影响 ER 

功能和骨密度的。该基因多态性本身可能并不是直 

接影响骨密度的原因，但它与某个尚未发现的位于 

ER基因附近的致病位点连锁不平衡 。这也就解释 

了为什么在不同的人群中基因型与骨密度的关系不 

一 致的现象。另外已有文献报道，某些内含子含有 
一 定调节序列，会影响到蛋白质的合成 。ER基 

因多态性是否与外显子突变有关，从而 造成 ER蛋 

白功能改变还有待研究。 

综上所述，我们发现雌激素受体基因的 XX型 

对腰椎骨密度的维持有意义，检测 ER基因的变化 

将有助于认识骨质疏松的发病机制，为早期发现高 

危人数，尽早进行诊断和治疗提供依据。 
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