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我国汉族人骨钙素基因多态性和骨质疏松 

关系的初步研究 

张红红 陶国枢 刘建伟 吴青 胡亚卓 

【摘要】 目的 骨钙素(OC)基因是骨代谢遗传基础的侯选基因之一，本研究旨在探讨 OC基因 

多态性的分布规律及与骨质疏松(OP)的相关性。方法 采用银染法聚合酶链反应限制性片段长度 

多态性(PCR．RFLP)技术对 85例正常对照者和 l2例骨质疏松症的患者 OC基因进行分型，并计算其 

基因型频率、等位基因频率。结果 汉族正常对照组 OC基因 hh，Hh，HH基因型分别为 61．18％， 

35．29％，3．53％，等位基因频率 H型和 h型分别为 0．2118和 0．7882，与骨质疏松组比较无显著性差 

异。比数比分析 ，骨密度(BMD)较低的 HH基因型 OP的相对危险度是 BMD较高的 hh型的 3．47倍， 

是 Hh型的 1．73倍。结论 就目前调查例数而言，中国汉族人 OC基因型与骨质疏松无明显相关 

性 ，但是，HH基因型有较高的 OP发病趋势。 
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【Al~araet】 ObJective Osteocalein gene(OC)is one of the candidate genes in the molecular-genetic ba- 
sis of bone metabolism ．In this study，the relationship between frequency distribution of OC gene polymorphism an d 

osteopomsis(OP)were investigated．Methods The OC genotype was determined in 85 controls and 12 OP pa· 

tients using PAGE an d stained by silver nitrate after polymerase chain reaction·-restriction fragment length polymor-· 

phism．Results The results showed that the prevalence of the hh，Hh，and HH genotype in the controls was 

61．18％ 。35．29％ 。and 3．53％ ，respectively．0f those patients with osteopomsis accounted for 41．66％ ，5O％ 

an d 8．33％ respectively significan ce．The allele frequencies were 21．18％ for H and 78．82％ for h．OR analysis 

showed  individuals with genotype HH had a 3．47 times greater risk for OP an d those with genotype Hh had 1．73 

times greater risk than individual with genotype hh．Conduslon Th e resul~ suggest that no association was 

found between OC genotype an d OP．But HH genotype of OC gene had greater risk trend for OP． 
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骨质疏松(Osteopomsis，OP)是以骨量减低、骨密 

度下降、伴有骨脆性增加，易骨折为特征。它与许多 

因素相关，其中遗传因子对 OP的发生发展有重要 

作用 · 。 

骨钙素(Osteocalcin，OC)是由成骨细胞特异产生 

的非胶原蛋白，是成骨细胞分化、成熟的标志，也是 

骨形成或骨转换的重要标志。OC基因位于 lq25． 

1q31处 j，全长 2kb，包 含 TATA box、4个外显子和 

1个启动子区，该启动子区在成骨细胞 OC基因特异 

表达的调节 中起重要作用。 

Dohï 认为 OC基因多态性与骨量减少呈显著 
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相关性。OC基因多态性是由于 OC基因 5’端启动 

子区第 298碱基胞嘧啶(c)被胸腺嘧啶(T)单碱基替 

换所致 。 

自 1994年 以来 ，许多学者对不 同人群 、不 同地 

区进行了多项遗传基因，如维生素 D(VDR)基因、雌 

激素(ER)受体基因、I型胶原基因(COLIAI)与骨量 

的研究。但是，结论差异较大，这提示骨量不是由单 

个基 因而是 由多个基因调节的。 

为寻找其他候选基因，我们采用 PCR．RFLP技 

术对中国汉族人的OC基因启动子区进行基因多态 

性分析 ，以期 了解 中国汉族人 OC基因型 的分布规 

律以及与骨量、骨代谢的关系，为筛选 OP相对高危 

人群提供理论依据。 
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材料和方法 

1．研究对象 

(1)正常对照组 我院体检人员 85例，其中男 

性 26例，女性59例；平均 45．78岁。以上对象均未 

应用过影响骨代谢的药物。 

(2)骨质疏松组 我院门诊患者 12例，全部为 

绝经后女性，平均年龄 52．19岁，双能 x线吸收仪 

(DEXA)检测腰椎低 于骨密度 (BMD)峰值 2．0～ 

2．5SD。 

2．研究方法 

(1)基因组 DNA的提取 外周全血 经 ACD抗 

凝 ，分离 白细胞 ，饱和酚 、氯仿提取。 

(2)目的基 因片段 PCR扩增 引物按参考文献 

设 计 。 序 列 为 P1，5’一CCGCAGCTCCCAAC— 

CACAATAAGCT．3’；P2，5’一CAATAGGGCGAGGAGT． 

3’。反应体系为 50 ，其 中含 10×扩增缓冲液； 

dNTPs各 5nmol；引物 P1、P2各 25pmol；模板 DNA 

500ng。置 热 循 环 仪 (Eficom INC)中 95℃ 预 变 性 

7min，再加 Taq DNA聚合酶 1．25U。按下列程序循 

环 30次，即 94℃变 性 30s，59℃退火 30s，72℃延伸 

1min，最后于 72℃再延伸 7min。取产物 5 经 2％ 

琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶(EB)染色，紫外灯下观 

察扩增是否成功。 

(3)扩增产物的限制性酶切 PCR扩增产物 5 

l(约 0．2 p-g)直接用 5U Hindm酶切 ，37℃，2 h。 

(4)酶切产物分离及结果判定 用 PAGE(12％) 

酸性银染法分离及显像酶切产物，以DNA片段长度 

标准物为参考观察结果并照相。OC基因判定参照 

文献方法，即缺乏相应酶切位点为 HH型(253bp)、 

Hh型 (253bp，232bp，21bp)为杂合 子、hh型 (232bp， 

21bp)则代表存在相应酶切位点的基因型。 

(5)BMD测定 双能 x线吸收仪检测 BMD。 

(6)统计学分析 基因频率采用基因计数法计 

算，基因型频率比较采用似然 比 检验。用 state 

软件进行比数比分析。 

结 果 

1．PCR扩增及酶切确定 OC基因型 

基因组 DNA提取 后，经 PCR扩增 ，扩增 的片段 

特异性包含 Hindm多态性位点 ，长度 为 253bp(见图 

1)，存在 Hind m多态性位点的纯合子为 hh(232bp)， 

缺乏 Hindm的纯合子为 HH(253bp)，杂合子为 Hh 
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1．DNA片段 长度 标准 物；2．HH基 因型 ；3，5．IllI基 因型 ； 

4．Hh基因型；6．PCR扩增产物 

附图 OC基因 PCR．RFLP PAGE银染图谱 

2．OC基因多态性分布 对 97例研究对象，进 

行 Hind m限制性内切酶的多态性分析，结果表明， 

正常对照组和 OP组无显著性差异(表 1)。 

表 1 中国汉族 人 OC基 因型分布 

3．比数 比(Odds ratio OR)分析 与对照组 比 

较 ，HH基 因 型 OP的相对 危 险 度 是 hh基 因型 的 

3．47倍，是 Hh型的 1．73倍，尽管无显著差异，但 

是 ，与 hh型 、Hh型 比较 HH基 因型的 OP发病有 较 

高趋势。 

讨 论 

OC基因启动子区有许 多转录调节 因子 的结合 

位点，其中包括 VDR的结合 。有研究显示 VDR 

的遗传变异影响着 OC的生理调节作用 ，同时 ，VDR 

基因型是 绝经期前 后女性 BMD变化 的预测 因子。 

因此，遗传因素对骨量、骨代谢的影响日益引起人们 

的重视 。 

Dohi等 采用 PCR—SSCP技术研 究 发现 ，日本 

健康人群 OC基因有突变位点。OC基因多态性是 

5’端启动子区 C—T的单碱基 的改变所产生。 

对 160名日本健康人群的研究发现，在限制性 

内切酶 Hind m作用下，hh基因型(突变型)多为高 

BMD，HH型(正常型)为低 BMD且变异较大的趋势， 

但是，两者间的差异无统计学意义。研究还表明： 

HH基因型的妇女骨量减少的危险性是 hh基因型 

的 5．74倍 (OR=5．74，P<0．05)，Hh基 因型的妇女 

骨量减少的危险性是 hh型的 1．5倍 ，他们认为 OC 

基 因影响到 BMD。 

本研究结果显示，中国汉族健康人和骨质疏松 

症患者 OC基因多态性的分布频率均以 hh基因型 

为主，分别为 61．18％，41．66％，两组间显著性差异 
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无统计学 意义 ，这与 日本 的研究结果 一致 。HH型 

OP的发病危险性是 hh型的 3．47倍 ，Hh型 OP的发 

病危险性是 1．73倍 ，尽管未达到统计 学意义 ，但 是 

有较高的发病趋势(OR=3．47)，说明 OC的基因型 

可能是影响 BMD的危险因素。 

中国汉族与日本人统属蒙古(Mongoloid)人种， 

本研究结果与 日本人比较 (表 2)，OC基 因多态性分 

布频率非常接近(P>0．05)，说明种族、饮食、生活 

习惯对遗传因素的影响可能与同一种族产生相同基 

因型频率有关。 

表 2 OC基因型的 比较 

总之，我们首次初步地研究 了中国汉族人 OC 

基因多态性分布规律 ，发现在正常对照组与 OP组 

间 OC基因型无显 著性 差异 ，这与 日本 的研究结果 

3l3 

一 致。但是，HH型 OP的发病危险性是 hh型 的 

3．47倍 ，Hh型的 OP发病危险性是 hh型的 1．73倍 ， 

说明OC基因型可能影响到 BMD，这有待于样本的 

增加、更多方面的分析研究和不同人种的比较来加 

以证实 。 
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第九届全国骨质疏松年会暨第六届钙剂年会 

征文通知 

经上级批准，由中国老年学学会骨质疏松委员会、中国骨质疏松杂志社主办的“第九届全国骨质疏松年会暨第六届钙剂 

年会”(以下简称2003春季会议)，定于2003年5月 18日～23日在四川省成都市空军招待所召开。届时，中国老年学学会骨质 

疏松委员会委员、会员，中国骨质疏松杂志的编委 ，各省、市、区骨质疏松委员会的主要负责同志提前一 日(即 17日)报到，以便 

参加 18日下午召开的三届二次扩大的工作会议。 

2003春季会议征文内容，将重点放于以下 l2个热点问题：1．骨质疏松流行病学(骨折、骨质疏松、受体基因、遗传学)；”2． 

骨质疏松发生机理及调控(全身调控及局部调控)；3．男性骨质疏松和继发性骨质疏松诊治；4．骨矿及骨质量测量、质量控制 

及测量仪器；5．骨质疏松诊断标准(DEXA、QCT、超声、RA)及标准化研究；6．原发性、继发性及男性骨质疏松的生化诊断；7．骨 

质疏松治疗原则和方法；8、骨质疏松治疗药物及进展，HRT的新观点；9．骨质疏松其它治疗手段：lO、国内外钙剂临床应用的 

状况及应用机理；11．中医中药、中西医结合对骨质疏松治疗前景；12．骨质疏松经济、教育、社区普及等。 

本次会议组委会希望 ：骨质疏松界同仁能够就 l2个热点问题进行综述和概括，力争作专题报告(3O分钟)，经与会代表的 

讨论就一些 问题达成共识 。 
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