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雌激素受体基因多态性与 2型糖尿病骨量的 

关系 

柳林 董砚虎 司元国 曲宁 

【摘要】 目的 探讨雌激素受体(ER)基因多态性与2型糖尿病患者骨量的关系。方法 采用 

聚合酶链反应限制性片段长度多态性(PCR—RFLP)技术检测 104例 2型糖尿病患者和60例健康人的 

ER基因型(PvuII、XbaI位点)，并用双能 x线吸收法测量腰椎及股骨近端骨密度(BMD)。同时测定 

血清雌二醇、睾酮、胰岛素、糖化血红蛋 白水平。结果 2型糖尿病患者骨密度与基因型 、雌二醇、睾 

酮 、胰岛素水平密切相关 ，第 2，3腰椎骨密度还与 BMI显著相关；健康人骨密度只受基因型与性激素 

影响。女性 2型糖尿病患者 P等位基因频率低于健康女性。男或女性 2型糖尿病患者 XX基因型频 

率、x等位基因频率均高于健康人。糖尿病组男性 x等位基因频率高于糖尿病女性，健康人 x等位 

基因频率元性别差异。结论 ER基因多态性与 2型糖尿病患者骨密度密切相关，p、x等位基因可能 

是骨量的保护基因，性激素、胰岛素水平与2型糖尿病骨密度正相关。 
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Rdatioml~p beltweeli polymor#,L~m ofER gene and bone脚  in type 2~rtabetes meintm LIULin，DONG 

Yanhu，s，Yuanguo，et a1．Department ofEndocrinology，Weifang People's Hospital， 咖 ~1041，China 

【Abstractl Ob~：tive To investignte the relationship between polymorphism ofER gone and bone ttm88 in 

type 2 diabetes meLlitus and analysize the difference between men and women．Methods The polymerase chain 

reaction restriction fragment length polymorphism(PCR-RFLP)was used to detect estrogen receptor(ER)genotype 

in 104 type 2 diabetic patients and 60 normal controls．Bone mineral density(BMD)of lumbar vertebrae( —LI) 

and upper part of femur(neck，Ward’s~iangle and trochanfer)were meastlred by dual X—ray absorptiometry 

(DEXA)．At the same time，estradiol，testosterone，fasting insulin and HbA1 were measured．Results Multiple 

stepwise regression analysis showed that the BMD of lumbar vertebrae( —LI)，neck of femur and ward’s砸蛆gle 

Was associated significantly with the polymorphism of ER gene，serum estradiol，testosterone and fasting insulin in 

diabetes mellitus(P<0．O1，0．05，0．05，respectively)，and a significant correlationWasfoundbetween bodym脚 

index(BMI)and BMD of —L‘in diabetic patients．There Was also a significant correlation between the polymor— 

phism ofER gene and BMD oflumbar vertebrae 2-4(P=0．001)，femoral neck(P=0．001)，and Ward’s trian— 

gle(P=0．001)in control group．There Was no significant difference in the frequency ofPvuII genotype and alle 

between male diabetic patients and controls；the frequency ofalle in femMe diabetic patients Was lower than that in 

controls while there Was significant difference in frequency of X alle and genotype by XbaI．The frequency of X 

alle and XX genotype in diabetics was higher than that in normal controls：there Was no sexual difference between 

the two groups．Th e frequency of X alle in male diabetics Was higher than that in female diabetics；also there Was 

no~xual difference between the two sexes of controls．Conclusions Th ere is a significant association of bone 

ma够 of every sitewith polymorphism ofER gene，and P，X allelmaybe protectivefactorsforbonema∞．Th elev— 

ek of 8ertll~insulin．estradiol and testosterone also contribute to bone mass in both diabetic patients and normal 

controls． 
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骨质疏松是糖尿病慢性相关疾病之一，其发生 

与遗传、环境等因素有关。研究证实，ER基因是骨 

质疏松 的候选基因，在骨质疏松发病 中起重要作 

用[．-。本研究以 2型糖尿病患者为研究对象，探讨 

ER基因多态性与2型糖尿病骨量的关系。 

材料和方法 

1．对象和分组 

本研究中所有受试者均为山东人，分为糖尿病 

组和健康对照组 2组：①糖尿病组选 自我院内分泌 

科住院 2型糖尿病患者 104例，其中男 39例，女 65 

例，年龄在 20～45岁，平均(43．1±2．23)岁，病程 6 

个月 10年，平均(3．64±1．23)年。②糖尿病的诊 

断依据 1999年 WHO标准，并排除重度吸烟(>10支 

／d)；嗜酒 ；原发性心、肝、性腺、甲状腺、甲状旁腺疾 

患；肾功能损害(尿肌酐≥110~mol／L，尿白蛋白≥30 

meg24 h)；软骨病、多发性骨髓瘤性小管酸中毒；感 

染、酮症等急性并发症；服用影响骨代谢药物等。③ 

健康对照组为我院体检健康成人 60例，男性 26例， 

女性 34例，年龄在 24～46岁之间，平均 (4J0．8± 

10．1)岁，经检查除外影响骨代谢的疾病或因素。 

2．方法 

(1)临床及生化指标检测：①所有受试者均测量 

身高、体重，计算体重指数(BMI)；②禁食 12 h，次晨 

采肘静脉血 3 Tnl，分离血清，液氮保存同批待测： 

A1c测定用微柱法；胰岛素(Ins)、雌二醇(E2)、睾 

酮(T)测定用放免法，hls试剂盒购自DPC公司；E2、T 

试剂盒购自北京北免东雅生物技术研究所。 

(2)骨密度测定：采用双能x线骨密度仪(法国 

DMS公司，challenger型)。受试者取仰卧位测前后位 

腰椎( ～LI)及左侧股骨近端(股骨颈、大转子、 

ward’s三角区)骨密度(以 S／era2表示)，精确度在腰 

椎正位为0．5％～0．8％。峰值骨量参照亚洲人峰值 

骨量标准，判断标准参照 1994年 WHO标准。 

(3)ER基因型检测：①全血 DNA抽提：2％EDTA 

抗凝(1：0．2)全血 300 ，用 Promega公司全血 DNA 

抽提试剂盒，抽提基 因组 DNA，溶于 60 l TE中， 

-2oqC保存。②引物设计与合成参照文献[2]：上游 

引物 5 ．CTGCCACCCTATCTG rATCrI-nTrCCTA 几1CTCC． 

3 ， 下 游 引 物： 5 ．TCrI『I]rCTCTGCCAC． 

CCTGGCGTCGATYA-TCTGA．3 ，由北京赛百盛生物工 

程公司合成。③PCR反应：取基因组 DNA 1．1 (约 

200 ng)，下游、上游引物各 20 pmol，KC1 50 mmol， 

Tris．HC1 10retool(pH 9)，Msc12 2．5 mmol，dNTP各 200 

tool，Taq DNA Polymerase 0．5 U，总体系 30 l。除引 

物外，均为 promega公司产品。循环条件为 94~C变 

性45 S，61 oC退火45 S，72oC延伸 70 S，35个循环后， 

72~C延伸 5 min。取产物 10 l经 1．5％琼脂糖凝胶 

电泳(溴化乙锭染色)，紫外灯下观察。④限制性内 

切酶酶切：分别取 PCR扩增产物 5 l，加用 2．5 U vu 

Ⅱ或 2．5U XbaI，37℃水浴保温 2 h。反应终止后， 

产物经 1．5％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶 

图像分析系统(美国阿尔法公司)下分析。基因型判 

定参照文献[2]。缺乏相应酶切位点为 PP型(1300 

bp)和 XX型(1300 bp)，Pp(1300bp，850bp，450bp)和 

)()【(1300bp，910bp，390bp)为 杂 合 子，pp(850bp， 

450bp)和 xx(910bp，390bp)代表存在相应酶切位点的 

基 因型。 

3．统计学处理 

采用 SPSS10．0统计软件。正态分布资料用 ± 

s 表示，多组组间 比较 用方差分析，两两 比较用 

student’S t检验。组问基因型构成比、等位基因频率 

的比较用 检查。检验水准 P定为 0．05。 

结 果 

1．骨量减少或骨质疏松发生率的比较 

2型糖尿病组骨质疏松或骨量减少的发生率显 

著高于健康对照组(P<0．05)，结合本组资料总体分 

析，女性 2型糖尿病骨质疏松或骨量减少的发生率 

显著高于男性 2型糖尿病患者(P<0．05)，健康对照 

组男女性骨量减少或骨质疏松的发生率差异无显著 

性(P>0．05)，见表 1。 

2．健康人与2型糖尿病患者一般临床资料比较 

本研究共收集 2型糖尿病患者 104例和健康人 

60例，两组年龄、性别差异无显著性 ，糖尿病患者 

HbA1 水平、BMI显著高于健康人(P<0．05)；男性患 

者与健康男性血清 E2均显著低于女性，T显著高于 

女性(P<0．01)；两组人群空腹胰岛素水平及各部位 

骨密度均值均差异无显著性(P>0．05)，见表 2。 
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表1 糖尿病患者与健康人骨量减少或骨质疏松发生率的比较 

注：Z 值为 44．361，P<0．01；与男性比较 P<0．05；括号内数字为发生率 

表2 健康人与2型糖尿病患者l临床及生化特征 

注 ：与健康对照组比较 P<0．Ol，一 P<0．o5；-~ 比较 P<0．01 

3．ER基因多态的 PCR及酶切结果 

ER基因组 DNA PCR扩增 目的片段长 1300 bp。 

经 P、mⅡ酶切结果如下：1为纯合子 PP(850 bp，450 

bp)，2、3为纯合子 PP(1300 bp)，4～8为杂合子 Pp 

(1300 bp，850 bp，450 bp)。经Xba I酶切结果如下：1 

～ 6为杂合子 Xx(1300 bp，910 bp，390 bp)，7、8、10为 

纯合子 】D【(910 bp，390 bp)，9为纯合子 XX(1300 

bp)。两端为 100 bp DNA ladder作为分子量标志。 

4．ER基因多态性与性别的关系 

P、mⅡ酶切基因型：男性两组间基因型频率、等 

位基因频率差异均无显著性；女性两组间基因型频 

率存在差异，2型糖尿病患者 PP、Pp基因型频率均 

显著高于对照组，PP基因型频率显著低于对照组， 

女性两组等位基因频率差异显著，对照组 P等位基 

因频率低于 2型糖尿病患者，P等位基因频率高于 2 

型糖尿病患者。 

Xba I酶切基因型：2型糖尿病患者与对照组基 

因型频率差异显著 ，无论男女，对照组 XX基因型频 

率高，珏基因型频率低于 2型糖尿病患者；Xx基因 

型频率无差异。两组等位基因频率亦存在显著差 

异，无论男女，对照组 x等位基因频率均显著高于2 

型糖尿病患者，x等位基因频率低于 2型糖尿病患 

者。2型糖尿病组男性 x等位基因频率高于女性， 

对照组 x等位基因频率无性别差异，见表 3。 

表 3 ER基因 PvuⅡ与 XbaI酶切基因型分布与性别的关系 
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注：P丫uII酶切基因型：男性 T2DM与对照组比较， =O．08，P>O．05；女性 T2DM与对照组比较， =9．48，P(O．05；等位基因频率：男性 

T2DM与对照组比较，x =0．07，P(0．05；女性 T2DM与对照组 比较，x =10．83，P(0．01。XhaI酶切基因型 ：男性 T2DM与对照组比较 ，x ： 

10．12，P(O．01；女性 T2DM与对照组比较， =9．14，P(O．05，等位基因频率：男性 T2DM与对照组比较， ：12．31，P(O．01；女性 T2DM与对 

照组比较， =10．64，P(O．01，括号内数字为百分率 

5．ER基因型与骨密度的关系 

分析后发现：相同基因型的对照组、糖尿病患者 

在不同部位 BMD值均有差别，其中以Ward’s三角区 

骨密度最低，与其他部位比较差异显著(P<0．05)； 

相同部位不同基因型的 BMD值有差别，分析后均显 

示：P及x等位基因携带者，骨密度相对较高，而P、X 

等位基因携带者，骨密度相对较低，表现为 PP、Pp型 

与XX型个体分别较 PP型组与 XX、Xx型个体骨密度 

低。糖尿病组 PPXX型 I例，统计时弃去；对照组 xx 

基因型仅 I例，由此产生 ppxx型 I例，统计时弃去， 

PPXX型3例，PPXx型4例，统计时合并分析(表4， 

5)。 

表4 健康人不同 ER基因型间骨密度的比较(g／cm ， ±5) 

注：与其他基因型比较 P(O．O1， P(O．Ol；与其他部位比较 P(O．05 

表5 糖尿病患者不同 ER基因型问骨密度的比较(g／cm2，i±s) 

注：与其他基因型比较 P(O．Ol， P(O．Ol；与其他部位比较 P(O．05 

6．不同因素对骨密度的影响 

逐步多元回归分析发现：①糖尿病患者与对照 

组腰椎、股骨颈、Ward’S三角区骨密度均与基因型显 

著相关(P=0．001)。②糖尿病患者各单位骨密度 

均与胰岛素水平显著相关( P=0．041， P： 

0．039，Ll P=0．009，股骨颈 P=0．O1，Ward’S三角 

P=0．027，大转子 P=0．042)，第 2，3腰椎骨密度与 

BMI显著相关(P=0．01，0．05)，见表 6、7。 
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表6 2型糖尿病患者骨密度影响因素逐步多元回归分析 

表7 健康对照组骨密度影响因素逐步多元回归分析 

讨 论 

骨质疏松的发生与遗传、环境等因素共同作用 

有关 J。ER基因敲除小鼠(ERKO)模型的建立和 

ER基因突变病例的发现，以及 ER基因变异对绝经 

后妇女骨质疏松发生率影响均提示 ER基因在骨质 

疏松发病中起重要作用。ER基因定位于染色体 

6q25．1上，由8个内含子和 7个外显子组成。研究 

证实 ER基因有 2种多态性与骨代谢相关，但国内 

外目前对 ER基因与骨质疏松的关系的结论不一， 

Kabayahi对 日本绝经后妇女研究认为 PP基因型 

BMD低，XX基因型 BMD高，Willing对美 国妇女， 

Mahonen对芬兰妇女，Qi对澳大利亚男女性研究均 

提示 PP基因型个体 BMD低；I删 等_4 J报道香港妇女 

XX基因型者 BMD高。本研究发现，2型糖尿病患 

者骨密度与 ER基因多态性密切相关，还与 BMI、胰 

岛素、性激素水平等因素有关，对照组骨密度只受基 

因型与性激素影响。 

本研究发现，所有受试者 p、X等位基因携带者 

常骨密度较高，而P、X等位基因携带者骨密度较低， 

与国内报告结论一致 J。研究还发现，对应于 P、ru 

Ⅱ酶切位点的 ER基因多态分布存在性别差异，女 

性糖尿病患者 P等位基因频率低于健康人，男性糖 

尿病患者 x等位基因频率高于女性糖尿病患者，由 

此可部分的解释本研究中女性糖尿病患者骨质疏松 

或骨量减少的发生率高于男性的原因，由于样本例 

数和来源关系，有待进一步探讨。 

ER基因多态性影响骨代谢机制可能是：由于 

P、ruⅡ和 XbaI位点均位于内含子 1上，内含子的多 

态性可通过与外显子突变连锁引起 ER蛋白功能改 

变，或与其他内含子或调节单元突变连锁而通过转 

录调节影响表达蛋白水平；还可通过与邻近的其他 

影响骨代谢的基因突变连锁直接或间接引起骨密度 

下降_2 J。或与其他影响骨代谢的基因相关联，共同 

作用影响骨代谢。 

骨量主要受遗传因素影响，但非遗传因素及与 

遗传因素相互作用共同决定骨量_3 J。多元回归分析 

发现，雌二醇与睾酮均进入方程，说明其对骨密度均 

具有影响作用，这是由于生理水平的雌激素即可抑 

制甲状旁腺激素的骨吸收活性，对于男女性骨骼的 

发育和骨量的维持均必不可少【6J。雄激素对骨量的 

(下转第 438页) 
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降是引起骨密度下降并导致骨质疏松的主要原因。 

本研究显示 17．a雌二醇具有促进成骨细胞样细胞 

生长并分泌碱性磷酸酶，提高骨钙水平的作用。由 

于 17．a雌二醇不具有雌激素样作用，这使它将不仅 

可用于女性的绝经后骨质疏松症的治疗，还将可能 

用于男性的骨质疏松症及相关疾病的治疗和预防。 

因此，17．a雌二醇的研究在骨量丢失的预防以 

及骨质疏松症的治疗方面显示了潜力。本实验为这 

方面的进一步研究提供了实验依据。实验所初步证 

实的 17．a雌二醇所具有的在体外促进成骨细胞样 

细胞增殖及促进骨形成的生理作用，对促进局部成 

骨细胞增殖作用，骨的形成和重塑，预防骨质疏松症 

的发生，加强骨折的愈合有着积极意义。可以此为 

先导化合物，进行以基于17．a、8雌激素类化合物与 

体内大分子之间的严格手性匹配与分子识别的结构 

改造；或者以此为工具药，进行以雌激素受体及其亚 

型为主的深入的药理实验，将有可能发现新的雌激 

素受体及其亚型，促进新的高效低毒的骨质疏松预 

防和治疗药物的研究。 
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影响与睾酮可在周围组织中转化为雌激素维持骨量 

有关[ 。 

糖尿病骨量的改变取决于峰值骨量及其后的骨 

量丢失，高糖状态易引起渗透性利尿，钙、磷、镁排泄 

增多，肾小管对钙磷等重吸收减少，肠道钙磷吸收减 

少，故糖尿病患者易发生骨质疏松。但本研究中本 

组 2型糖尿病患者骨密度与对照组差别不大，可能 

由于2型糖尿病多40岁以后起病 ，骨形成率降低则 

可延缓年龄相关性骨丢失，且 2型糖尿病常伴有肥 

胖、高胰岛素血症，使骨形成、骨量增加，骨骼应力增 

加，而且，脂肪组织具有转化为性激素维持骨量的作 

用[71。但糖尿病状态下骨吸收大于骨形成，又可导 

致骨量净丢失增加，故 2型糖尿病骨量可表现为正 

常、增高或降低[81。 

我们还发现 2型糖尿病患者 BMI高于对照组， 

多元回归分析后显示，BMI与腰椎 3、4骨密度显著 

相关(P=0．01)，可能也与肥胖、高胰岛素血症，使 

骨骼应力和骨形成增加有关，与 Willing等_9 J报道 

BMI可影响 BMD的结论一致。 
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