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摘要：目的 探讨维生素 2 受体（526）基因 34&!多态性与中国核心家庭女性峰值骨密度（782）的

关系。方法 收集上海市 9": 个由汉族父母双亲和至少一个健康女儿（年龄在 !" ; 9" 岁）组成的核

心家庭。运用双能 < 线吸收仪测量女儿腰椎 : ; 9 和股骨颈、大转子、粗隆间、总髋部及 =&>-?@ 三角的

782值（AB/%! ）。CD6E6F*C 方 法 分 析 所 有 研 究 对 象 526 基 因 34&!多 态 性。用 协 方 差 分 析

（3GDH53）和数量性状位点传递非平衡测验法（IJ2J）对 34& !多态性与 782 进行相关、连锁和相关

模型下的连锁分析。结果 基因型频率分布符合 K&>-LEM,’1N,>A 平衡定律。3GDH53 显示 526 基因

34& ! 多态性与女性腰椎峰值 782 相关（! O "P"9Q）；IJ2J 分析未发现 526 基因 34&!多态性与腰

椎及股骨近端各部位 782 值的相关和连锁。结论 本研究提示 526 基因 34& !多态性与上海市女

性峰值 782 值变异无关联和连锁。526 基因 34&!多态性不是上海市汉族女性峰值 782 值变异的

数量性状位点。
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骨质疏松症是多基因复杂病，其发生与青年时

期形成的低峰值骨密度（!"#）及随后骨量丢失速度

密切 有 关，而 峰 值 !"# 主 要 由 遗 传 决 定［$，%］。自

$&&’ 年，"())*+(, 等［-］首 次 报 道 维 生 素 # 受 体

（.*/01*, # )2324/()，5#6）基因多态性与 !"# 相关以

来，骨质疏松侯选基因多态性与 !"# 的关联研究受

广泛关注。但不同种族、国家、地区研究结果极不一

致，就我国，北京、上海和香港等不同地区的研究结

果也存在矛盾［-7$8］。差异产生的原因，除了种族、遗

传和环境等因素外，还与样本大小、统计方法有关。

为避免人口分层和统计能力不足造成假阳性或

假阴性结果，我们采用传递不平衡检测（/)0,+1*++*(,
9*+2:;*<*=)*;1 /2+/，>#>）法，该检测法不受群体分层

影响，且析出力高于连锁分析［$$，$%］。>#> 法在实际

应用中成功地锁定了 ? 型糖尿病相关胰岛素基因。

因此，我们曾用 >#> 法完成了雌激素受体7!基因

@=0 ? 和 A.; ?? 多态性与 ’8$ 个上海市核心家庭女性

峰值 !"# 的关系，发现 @=0 ? 多态性与股骨近端

!"# 相关［$-］。在此，我们应用 >#> 法检测上海市女

性峰值 !"# 与 5#6 基因 B40 "多态性的关系。

! 材料和方法

!"! 对象

从 %888 年 $$ 月至 %88% 年 - 月在上海市社区张

贴广告随机招募了 ’%- 个由父母双亲和至少一个

%8 C ’8 岁之间的健康女儿组成的核心家庭，其中有

%% 个核心家庭不符合入选标准而剔除（其中 D 个家

庭基因型不符合孟得尔遗传定律，$% 个家庭父或母

亲未提取 #EB，’ 个家庭未完成女儿 !"# 检测）。

入选 ’8$ 个核心家庭，研究对象共 $%D$ 例，平均家

庭成员为 -F$’ 个，其中 -’G、’&、- 和 $ 个家庭分别为

$、%、-、’ 个女儿。每个研究对象均进行健康调查表

登记（包括一般情况、月经史、婚育史、烟酒史、疾病

史、药物史）、体格检查和有关实验室检查。为最大

限度地排除非遗传因素的干扰，入选女儿需身体健

康，有规则月经周期，排除存在影响骨代谢的疾病及

服用影响骨代谢的药物。

!"# AH6 扩增

每例研究对象取外周静脉血 I1<，采用标准酚7
氯仿抽提法提取基因组 #EB 作 AH6 模板。AH6 扩

增 J’8=4 的 5#6 基因包含 B40 "位点的目的片段，

引物合成参照文献［-］（由 >0K060 公司合成）：上游：

IL7HBMBMHB>MMBHBMMMBMHBB7-L；下 游：IL7MHB7
BH>HH>HB>MMH>MBMM>H>H7-L。AH6 体系：扩增反

应体系为 -8#<，模板 #EB -88 ,N、三磷酸脱氧核苷

（9E>A）至终浓度 8F% 11(<OP，引物浓度为 8FI#1(<O
P，>0: #EB 聚合酶 - Q，$（!;RR2) -#<，加去离子三蒸

水至总体积 -8#<。程序如下：预变性 &’S D 1*,；变

性 &’S -8 +、退火 IJS -8 +、延伸 J%S ’I +，-I 个循

环，J%S保温延伸 ’ 1*,。

!"$ 限制性酶切反应

AH6产物经 B40 "内切酶 -8S保温酶切 D T
后，置 $FIU琼脂糖电泳，显示 I%8 =4 和 %%8 =4 % 条

带的为纯合子（00）；显示 J’8 =4 $ 条带的为纯合子

（BB）；显示上述 - 条带的为杂合子（B0）［J］。

!"% !"# 测定

应用双能 @ 线吸收仪（#@B V(<(N*3 W#67%888
型）测定女儿腰椎 $ C ’（P$7’）和股骨颈（E23X）、大转

子（>)(3T）、粗 隆 间（ ?,/2)）、总 髋 部（V*4 /(/0<）和

Y0)9Z+三角（Y0)9Z+）的 !"# 值（NO31% ）。每天进行

质控检查，P$7’、E23X、>)(3T、?,/2)、V*4 /(/0< 和 Y0)9Z+
的变 异 系 数（H5）分 别 为 8F&JU、$F&-U、$F’GU、

$F-$U、8FG8U和 -FGIU。

!"& 统计学处理

通过!
% 检验对无亲缘关系的双亲 5#6 B40 "

等位基因频率进行 V0)9[7Y2*,=2)N 定律分析。采用

群体关联的协方差（BEH\5B，]A]]$8F8）分析经年

龄、身高和体重调整后的 !"# 与核心家庭中无亲缘

关系的第一个女儿各基因型的关系。用 W>#> 法

（ T//4：OO^^^_ +4T_ ;1*3T_ 29;O3+NO0=230+*+OW>#>O）对

B40"多态性与腰椎和股骨近端各部位 !"# 值（经

身高、年龄和体重调整后）分别进行相关、连锁，以及

相关模型下连锁分析。连锁分析运用生物统计模型

的标准方差法。

# 结果

#"! 等位基因和基因型频率

双亲、女 儿 B，0 等 位 基 因 频 率 分 别 为 %&U、

%GU、J$U、J%U。日本和高加索人群等位频率分别

为 %&U、I%U、J$U和 ’GU［$’］，见表 $。我们的等位

基因频率与基因型分布与日本人群相似，但 B 等位

基因频率明显少于高加索人群。B40 "等位基因频

率符合 V0)9[7Y2*,=2)N 定律。

#"# 群体相关分析

应用 BEH\5B 方法，对 ’8$ 个核心家庭第一个

女儿 P$7’与股骨近端各部位 !"# 值与 5#6 基因 B40

"多态性进行相关分析，发现 5#6 基因 B40 " 多

态性与 P$7’ !"# 值相关（! ‘ 8F8’J），与股骨近端各
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部位 !"# 值均无相关，见表 $。

表 ! 中国、日本和高加索人种 %&’ !等位基因和基因型频率分布

调查对象 例数
等位基因频率 基因型频率

% ’ %% %’ ’’
()* 试验 ! 值

本研究双亲 +,$ , -$. , -/0 12 23, 2.+ , -44

本研究女儿 34. , -$+ , -/$ $+ 0.+ $22

日本绝经前妇女! 3++ , -$. , -/0 3$ $24 $00

高加索绝经前妇女! 40+ , -4$ , -3+ 022 $1/ 00+

注：!日本和高加索人群资料来自 56789’ 等［03］；()* 定律验证的 ! 值为双亲基因型频率分析结果

表 " 协方差分析（%:;<%）3,0 例女儿 %&’ !基因型

与腰椎和股骨近端 !"# 值的关系（"" = #）

部位
%&’ !

%% %’ ’’
!!

例数 $1 01/ $,+

>0)3 , -.0. = ,-,0+ , -.11 = ,-,,/ , -.4. = ,-,,1 , -,3/

:?@7 , -/4$ = ,-,0. , -/+2 = ,-,,+ , -//3 = ,-,,/ , -$/1

5A6@B , -1,1 = ,-,01 , -13$ = ,-,,1 , -124 = ,-,,1 , -0,4

CD9?A , -.43 = ,-,$2 0 -,,4 = ,-,,. , -..+ = ,-,,+ , -0$3

*’AEFG , -+$, = ,-,$, , -+1, = ,-,0, , -+44 = ,-,0, , -,+

(8& 969’H , -+0+ = ,-,0. , -+10 = ,-,,/ , -+43 = ,-,,/ , -0,0

注：表中腰椎和股骨近端 !"# 值为年龄、身高和体重校正后；

!表中 !值为第一个女儿各部位不同基因型 !"# 的 %:I;<% 分析

结果

"#$ 相关和连锁分析

使用 J5#5 法进行人口分层、相关和连锁，以及

相关模型下的连锁分析显示未发现本群体存在人口

分层，<#K 基因 %&’!多态性与 >0)3及股骨近端各部

位 !"# 值均无相关和连锁，见表 2。

表 $ J5#5 分析腰椎和股骨近端各部位 !"# 值与 %&’ !
多态性的人口分层、相关、连锁及相关和连锁关系

部位 分层分析 相关分析 连锁分析
相关模式下

连锁分析

>0)3 , -42$, , -42/1 , -131+ , -131+

:?@7 , -/.02 , -/13$ , -0.$2 , -0./1

5A6@B , -1.+4 , -///2 0 -,,,, 0 -,,,,

CD9?A 0 -,,,, , -203. , -0++3 , -$30+

*’AEFG , -+$20 , -10,0 , -320, , -32+1

(8& 969’H , -+$20 , -401. , -3312 , -3./4

注：表中为 J5#5 分析的 ! 值，!"# 经年龄、身高和体重校正后

$ 讨论

骨密度随年龄增长在青少年期快速获得，$, L
3, 岁达到峰值。研究表明，遗传与峰值骨密度相

关，腰椎和股骨近端峰值 !"# 的遗传力分别达 ,M/,
和 ,M+,［2］。维生素 # 通过其受体调节肠钙吸收和

骨代谢，"6AA8G6D 等［2］首先报道了 <#K 基因 !GN C 多

态性与 !"# 相关，但是中国汉族人群中 !GN C 多态

性 !! 基因型罕见［4］，因此我们选择与 !GN C 多态性

紧密相连的 %&’ !多态性，其位于 <#K 基因 <CCC 内

含子区，是沉默突变，不改变 <#K 基因编码的氨基

酸序列。

尽管 <#K 基因 2O)端多态性（包括 !GN C、%&’!
和 5’P C）似乎不影响 <#K 基因表达，但至今已有大

量关于 <#K 基因 2O)端多态性与不同人种或国家妇

女 !"# 的关系研究，并存在矛盾结果。赵金秀等［.］

报道了 .1 名北京汉族女性峰值 !"# 与 <#K 基因

%&’ !多态性有关，%% 基因型具有较高的 !"#。

QRDS 等［0,］的研究发现 <#K 基因 %&’ !多态性与香

港地区绝经前妇女腰椎和股骨近端 !"# 值无关。

对美国高加索人种和以色列的绝经前妇女研究也有

类似报道［04，01］。我们运用群体关联研究方法分析了

404 例上海市绝经前妇女 !"# 与 <#K 基因 %&’ !
多态性的关系，发现该基因多态性与腰椎 !"# 有

关，%% 基因型具有较低的 !"#［+］。一项来自美国

42 个高加索人种家庭的研究发现 <#K 基因 %&’ !
多态性与腰椎 !"# 相关和连锁［0/］。以上结果的不

一致可能与不同种族人群等位基因的异质性、样本

大小、研究设计、人口混杂或分层及其他调节基因的

各种影响有关。本研究严格筛选了 3,0 个上海市汉

族核心家庭，首先运用 %:I;<% 分析了 3,0 个核心

家庭中第一个无亲缘关系的女儿（平均年龄 20M$0
= 4M+2 岁）<#K 基因 %&’ !多态性与腰椎和股骨近

端各部位 !"# 值的关系，显示 %&’ ! 多态性与腰

椎 !"# 显著相关，与股骨近端各部位 !"# 值无相

关。

在 !"# 值变异与骨质疏松侯选基因多态性的

研究中，广泛采用上述群体关联研究，但是关联研究
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易受人口分层的影响而产生假阳性或假阴性的结

果。即 使 用 大 样 本，这 种 潜 在 的 混 杂 仍 十 分 明

显［!"］。相对于关联研究，传统连锁方法统计能力也

有限，因而未能得到广泛应用。因为具备 " 万个同

胞对，也只有 "#$的可能锁定某一基因与 %&’ 值

!#$的变异有关，即使某一基因对表型有较大影响

（遗 传 力 为 (#$），依 然 需 要 )*## + ,!## 个 同 胞

对［!-］。显然，如此大的样本量和昂贵的费用使研究

者难以完成。因此，为了减少样本量和人口分层等

影响，我们选择了以家庭为背景的 ./’/ 方法，./’/
法比传统的连锁方法具有更强大的能力检测候选基

因与 %&’ 值变异的关系。使用 (#! 个核心家庭，每

个家庭至少有一个女儿，约有 -#$ 的能力来解释

%&’ 值 !#$的变异。尽管本研究 012340 显示：腰

椎峰值 %&’ 与 056 !多态性有关，但进一步采用

./’/ 相关分析，未检测到 4’7 基因 056 !多态性

与腰椎 %&’ 值的显著相关性，从而说明 ./’/ 具有

避免假阳性的强大功能。而且，也未检测到该多态

性与各部位峰值 %&’ 的相关和连锁。

总之，本研究首次将 ./’/ 方法应用于大样本

的中国核心家庭，尽管关联研究发现 4’7 基因 056
!多态性与女性腰椎峰值 %&’ 显著相关，但 ./’/
方法未检测到 056 !多态性与峰值 %&’ 变异的关

联和连锁。因此，4’7 基因 056 !多态性不是上海

市绝经前女性峰值 %&’ 变异的数量性状位点。
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