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摘要：目的 探讨应用糖皮质激素患者护骨素（2+7829:278;8:).，<=>）基因启动子 3!456单核苷酸多态
性与骨密度和骨生化指标的相关性。方法 应用聚合酶链反应?限制性片断长度多态性（=6@?@&A=）
方法测定 !B%例正常健康人（!组）和 !C$例应用大量糖皮质激素的患者（"组）护骨素基因启动子
3!456的基因型；应用双能 D线骨密度仪（E&DF）测定股骨、腰椎等部位的骨密度，同时检测骨代谢生
化指标。结果 启动子 3!456发现 33、36、66 C种基因型，各基因型分布频率!组为 33 $!GH"I、36
!%G%HI、66 !G"$I，"组为 33 $BG%!I、36 !"G54I、66 !G4"I，两组间无明显差异（! J #G#"）。"组
各基因型之间股骨颈的骨密度差异有显著意义（! K #G#"），分别为：33（#G5! L #G#%）;M1’B，36 N 66
（#G$H L #G#$）;M1’B。经年龄、体重指数等因素校正后，差异仍有明显意义（! K #G#"）。!组的各项指
标和"组的其他指标在不同基因型间的差异均无显著意义（均 ! J #G#"）。结论 <=>基因 3!456基
因型在两组间无明显差异，它与肾小球肾炎的发病无关；<=>基因 3!456多态性与应用激素患者股骨
颈的骨密度明显相关，等位基因 3可能是骨量的保护因子，它可能与应用糖皮质激素后骨量的丢失有
关。
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由于糖皮质激素（;*,1212:7)12)S，>6）具有抗炎、
抗毒素及抑制免疫等作用，而被广泛应用于临床各

科。医生对其诸多不良反应虽早已熟知，但对于其

诱发骨质疏松症（2+78292:2+)+，<=）的问题却常常忽
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略，实际上糖皮质激素性骨质疏松症的发病率仅次

于绝经后及老年性骨质疏松症而居第 !位。骨质疏
松是发病率高、死亡率高、保健费用消耗大的骨代谢

疾病。引起骨质疏松的病因多种多样，主要有：（"）
后天获得骨量不足；（#）遗传基因和基因的多态性，
遗传因素决定骨量的 $%& ’ (%&［"］。二者最终表现
为破骨细胞功能亢进，骨吸收速率超过骨形成而致

骨质疏松。

护骨素（)*+,)-.)+,/,.01，234）是肿瘤坏死因子受
体（5678）超家族成员之一，234基因是调节骨量的
一个候选基因。234基因敲除大鼠出现早期骨质疏
松、多发性骨折，给大鼠注射重组 234蛋白可使骨
量增加［#，!］。目前多组研究发现 234基因启动子和
内含子多态性主要与下列位点有关：5"9:;、<"=!4、
4#%:<、5#9$4、;>>:5、5:$%;、4"">";、<=>:%;。研究
发现，"=!、#%:、#9$ 和 "">" 位点与腰椎骨密度降低
或骨折相关［9］。许多国家对这些部位的基因多态性

与绝经后骨质疏松及老年性骨质疏松的骨量和骨代

谢指标的相关性进行了研究，结果各不相同。本文

首次在国内外对应用糖皮质激素患者 234基因启
动子 5"9:;单核苷酸多态性及其与骨量、骨代谢指
标之间的相关性进行了报导。

! 材料和方法

!"! 对象

#%%9年 !月 ’ #%%$ 年 = 月肾内科应用强的松
（起始剂量!" ?/@A/·B）后 = 个月的门诊及住院患
者。纳入标准：!凡经临床诊断明确需要应用糖皮
质激素（起始剂量!"?/@A/·B）的慢性肾小球肾炎患
者。"年龄男性 C $% 岁，女性 C 9$ 岁，性别不限。

#血肌酐、尿素氮正常。$应用激素前 DEF较正常
青年人均值减少 C "G% !。排除标准：!除外甲亢、甲
旁亢、糖尿病、皮质醇增多症、多发性骨髓瘤等所致

的骨质疏松症。"除外类风湿性关节炎、恶性肿瘤、
消化道疾病及动脉粥样硬化。#近期使用 HF、钙
剂、降钙素、雌激素及激素替代药物等影响骨代谢的

药物。$有糖皮质激素禁忌症的患者。%应用糖皮
质激素有严重负反应的患者。调查和取样均征得受

试者本人同意。研究对象分为两组：（"）&组：正常
组，"#= 例，为门诊健康体检者，DEF较正常青年人
均值减少 C "G% !；（#）’组：应用激素组，"!>例，其中
肾活检病例 ""$例，微小病变型 (:例（$(G#9&），轻
度系膜增生型 #> 例（#%G#:&），中度系膜增生型 #!
例（"=G=(&），膜型 > 例（$G>&）。研究对象的一般
情况见表 "，两组在性别、年龄、体重、身高、体重指
数（DEI）上无明显差异（" J %G%$）。
!"# 方法
!"#"! 外周血基因组 F6<的提取：抽取外周静脉
血 ! ?K，LF5<抗凝，用苯酚M氯仿法提取外周血白
细胞基因组 F6<。

表 ! 研究对象的一般情况

组别 性别 例数 年龄（岁） 病程（?） 体重（A/） 身高（N?） DEI（A/@?#） 4;累积剂量（?/）

&组 男 =# !!G# O "%G9 =#G# O =G> "=>G= O $G> #!G>> O #G($
女 =9 !#G! O ""G# ="G9 O $G: "=%G" O $G! #9G!# O #G>(

’组 男 (" !9G# O "#G$ =G> O "G( =#G! O $G( "=(G9 O =G" ##G:= O !G!" $"!=G# O "!=G9
女 =( !!G> O ""G= =G( O "G: =%G$ O =G" "$:G# O =G# #!G:( O !G#$ $"!#G( O "!"G>

!"#"# 护骨素基因多态性分析（3;8M8LK3 法）：
234基因序列来自 4,1,DP1A（序列号 <D %%>>#"），引
物序列如下［9］：上游引物 $QM;544<4<;<5<5<<;M
554<<;<M!Q，下游引物 $QM;;<5;<5;<<<;;;;5<5M
5445M!Q（上海生物工程公司合成）。3;8反应体系
包括基因组 F6< "%% 1/，3;8反应条件：:$ R预变
性 $ ?01，:9 R变性 9% *，$$ R退火 9% *，(# R延伸
=% *，最后 (# R延伸 "% ?01，共 !%个循环。扩增产
物为 !%% S-，取 !个样本测序确认，其余经 "G$&琼
脂糖凝胶电泳确认后，取 3;8产物加限制性内切酶
TSP &在 !(R酶解 9 U，在 #G$&琼脂糖凝胶分离酶
解产物，紫外灯下观察基因型。"9:5";在紫外灯
下观察结果为纯合子 5@5电泳图谱为 "$! S-和 "9(
S-两条带，纯合子 ;@;为 !%% S-一条带，杂和子 5@;

为 !%% S-、"$! S-和 "9( S-三条带（图 "）。

图 ! 234基因 5"9:;的 3;8产物酶切电泳图

!"#"$ 骨密度测定：采用双能 T线骨密度测量方法
（美国 KV1P.公司 FLT<检测仪）测量所有正常健康
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人和应用激素患者用药前及用药后 !个月腰椎 " #
$（%"&$）后前位、左股骨颈、大转子、’()*部位的骨密
度，同时检测身高（精确到 ++）、体重（精确到 ,-.
/0），计算体重指数（123）。
!"#"$ 临床及骨生化指标测定：清晨空腹抽血 4
+%，静置，离心后提取上层清液，查血钙、磷、碱性磷
酸酶、血浆白蛋白、尿素氮、肌酐、谷丙转氨酶、谷草

转氨酶、甘油三脂、胆固醇及血葡萄糖，生化测定用

全自动生化分析仪。留取 "$ 5尿，测定 "$ 5尿蛋白
测定（免疫比浊法，6 %()78 9:）。骨生化指标检测：
血清骨钙素：放射免疫法（北京北方生物技术研究

所），批内 !" ; .,<，批间 !" ; .4<；甲状旁腺激
素：化学发光法（美国 =>?公司）。
!"% 统计学处理
检测值用均数 @标准差表示，采用 A>AA."-,统

计学软件。（.）!
" 检验判断 B>C 基因型是否符合

D()*E&’7FGH7)0定律，以确定研究样本的群体代表
性；（"）用协方差校正年龄、身高、体重及体重指数影
响后，比较不同基因型之间的骨密度值是否有差异

（I6?BJI）。（K）各基因型间计量资料比较采用单
因素方差分析（I6BJI）。

# 结果

#"! B>C基因型和等位基因频率的分布
正常对照组：."! 例正常人中 L.$M?基因型 LN

L、LN? 和 ?N? 的频率分别为 O.-P4<、.!-!P<和
.-4O<，等位基因 L 和 ? 的频率分别为 M.-,M<和
M-M.<。
应用激素组：.KO 例肾病综合症患者中，L.$M?

基因型 LNL、LN? 和 ?N? 的频率分别为 O"-!.<、
. 4 - M$<和. - $4<，等位基因L和?的频率分别为

M,-4O<和 M-$"<。
将两组合并后分析，L.$M? 基因型 LNL、LN? 和

?N?的频率分别为 O"-.M<、.!-"O<和 .-4K<，等位
基因 L和 ?的频率分别为 M,-KK<和 M-!P<。
以上两组及合并后基因型频率分布均符合

D()*E&’7FGH7)0定律，本研究人群是一个平衡群体
（表 "）。
表 # B>C.$ML!?基因型和等位基因频率分布

组别 例数
基因型 C7GQRES7 等位基因 ITT7T7

LL（<） L?（<） ??（<） L（<） ?（<）

!组 ."! O.-P4（.,K） .!-!P（".） .-4O（"） M.-,M M-M.
"组 .KO O"-!.（..$） .4-M$（""） .-$4（"） M,-4O M-$"
合计 "!$ O"-.M（".P） .!-"O（$K） .-4K（$） M,-K$ M-!!

#"# B>C基因 L.$M?不同基因型和骨密度、骨代谢
生化指标之间的关系

L.$M?不同基因型之间和骨密度、生化指标的
比较见表 K。由于 ?? 基因型频率仅占 ,-,.4O、
,-,.$4，故作统计学分析时将 ??基因型与 L?基因
型合并。正常对照组与应用激素组同种基因型之间

各部位骨密度均有明显差异（# ; ,-,4）。."! 例正
常对照组 B>C基因 L.$M?的 LL基因型组腰椎、股
骨颈、大转子、’()*部位的骨密度有高于 L?和 ??
基因型组的趋势，但差异无显著性（# U ,-,4）；.KO
例应用激素组 B>C基因 L.$M?的 LL基因型组股骨
颈的骨密度明显高于 L? 和 ?? 基因型组（ # ;
,-,4），LL基因型组在腰椎、大转子、’()*部位的骨
密度有高于 L?和 ??基因型组的趋势，但差异无显
著性（# U ,-,4）。进行协方差分析校正年龄、体重
指数对骨密度的影响后，应用激素组的骨密度在股

骨颈部位差异仍有明显意义。两组之间及同组各基

因型之间生化指标的差异均无显著意义（ # U
,-,4）。

表 % L.$M?不同基因型与骨密度、生化指标的相关性

基因型
12=（0NV+"）

$"&$ :6 L9 ’9
血 I%1
（0N%）

血 ?DB
（++QTN%）

血 LC
（++QTN%）

血 IW>
（XN%）

血 1C>
（0N%）

血 >LD
（G0N%）

!组

LL .-.K @ ,-." ,-MO @ ,-,M ,-O. @ ,-,O ,-M. @ ,-,M KP-O @ 4-M! !-,$ @ .-"P K-$4 @ ,-O! .4M-! @ ."-M !-." @ .-K$ KM-O @ !-,$

L? Y ?? .-." @ ,-.. ,-M$ @ ,-,M ,-PO @ ,-,P ,-OP @ ,-,O KM-$ @ !-," 4-MP @ .-.K K-K$ @ ,-PM .4O-P @ .$-" !-,K @ .-"4 $,-O @ !-.K

"组

LL .-,O @ ,-.P ,-M. @ ,-,!" ,-P" @ ,-.. ,-O. @ ,-.. KO-K @ K-." !-,P @ .-K" K-KO @ ,-O" .4!-M @ ..-O !-"K @ ,-4" KO-M @ K-.!

L? Y ?? .-," @ ,-,P ,-OP @ ,-,O ,-!O @ ,-,! ,-PP @ ,-,M KM-P @ "-M! !-,M @ .-"O K-$" @ ,-MP .4"-P @ .K-O 4-M! @ ,-M! KO-! @ $-KO

注：12=：骨密度；%：腰椎；:6：股骨颈；L9：大转子；’9：’()*三角；IW>：碱性磷酸酶；1C>：骨钙素；>LD：甲状旁腺激素；I%1：白蛋白；?DB：胆固醇；LC：甘油三脂

与本组基因型 L? Y ??比较，" # ; ,-,4
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! 讨论

骨质疏松在世界范围内都是一种严重的健康问

题，受到多种因素的影响。遗传因子对骨质疏松的

发生发展有重要作用。遗传因素对峰值骨密度的影

响达 !"#，对随后的骨量丢失速率也有很大影响。
一些结构基因的突变导致严重的骨失衡，但这可能

对于老年人群中大量存在的骨质疏松并不重要。而

发现另有一些结构基因和调控基因的精细改变与骨

质疏松有联系。国外已有研究［$%!］证明 &’(基因多
态性与骨质疏松有关，但在不同人群中的研究结论

有很大差异。体外研究表明，&’(具有抑制破骨细
胞（&)）形成、分化、存活、活化并诱导 &)凋亡的功
能［*］，其功能与 +,-./和 +,-.密切相关。&’(作
为分泌性诱饵受体无直接传递信号的能力，它与

+,-./结合后阻止 +,-./与 +,-.结合，抑制 &)
的形成和活化，影响其骨吸收功能。糖皮质激素

（()）与其受体（(+）结合，在转录水平调节一些基因
表达，如促进成骨细胞（&0）上 +,-./ 表达，抑制
&’(表达，从而引起早期骨吸收增加［1"］。服用糖皮
质激素 2个月以上的患者，几乎 3"#都发生骨质疏
松性变化［11］，而高剂量糖皮质激素（ 4 1"567日强的
松）则使所有患者都丢失相当大的骨量［18］。

/9:69;<等［3］对 82! 例老年性骨质疏松患者和
=8>名正常健康人进行 &’(基因多态性的研究，分
析 &’(起始区及 3个外显子后发现 18个多态性位
点，其中 3 个多态性位点位于起始区：?1$*)、
,12=(、(8"*,、?8$3(和 ?*3")；同时还发现 ?1$*)、
(8"*,、?8$3(、)181>?和 )$$$1?是连锁的。本研究
首次检测了 &’(基因 ?1$*)基因型，并探讨其与骨
密度及骨生化指标之间的关系。研究发现，&’(基
因 ?1$*)基因型频率在正常对照组和应用激素组之
间差异无显著性，由于应用激素组患者均为慢性肾

小球肾炎患者，说明 &’(基因 ?1$*)基因型与慢性
肾小球肾炎的发病无关。我们探讨了 &’( 基因
?1$*)不同基因型和骨密度、骨代谢生化指标之间
的关系，在健康人群中各部位骨密度值基因型 ??有
高于基因型 ?) @ ))的趋势，但无统计学意义（! 4
"A"3），而在应用激素患者中各基因型之间只有股骨
颈的骨密度差异有显著意义（! B "A"3），各基因型
在其他部位的骨密度差异无显著意义，但骨密度表

现出 ?? 4 ?) @ ))的趋势，即携带 ?等位基因的骨
密度较高，提示该基因多态性可能与应用糖皮质激

素后骨量的丢失有关，等位基因 ?可能是骨量的保

护因子。/9:69;<等［3］对 82!例老年性骨质疏松患者
和 =8> 名正常人进行 &’(基因 ?8$3( 基因型的研
究，(等位基因与老年性骨质疏松骨折的风险有关，
但与腰椎及股骨的骨密度无关。,CDE等［2］对 1"=例
自然绝经的高加索妇女（绝经 4 2年）进行 &’(基因
?8$3(基因型的研究，腰椎部位 ??基因型骨密度明
显高于 ?(基因型（! F "A""3），与本文报道相似。
总之，本研究通过对 182 例正常健康人及 1=!

例应用糖皮质激素患者 &’(基因 ?1$*)基因型与
骨密度值的研究，发现 &’(基因 ?1$*)基因型在两
组间无明显差异，它与肾小球肾炎的发病无关；发现

&’(基因 ?1$*)不同基因型骨量丢失程度不同，它
可能是糖皮质激素性骨质疏松症骨丢失的影响基

因，似可作为糖皮质激素性骨质疏松症发生危险性

的遗传标志及早期防治的候选基因之一。进一步探

讨 &’(基因型、骨生化指标水平及体内骨转换状态
之间的关系有助于认识糖皮质激素性骨质疏松症的

发病机制和基因治疗的作用。
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