
·论著·

基金项目：国家自然科学基金资助项目（!"#""#$$）

作者单位：#%""&% 成都，四川大学华西医院骨科

通讯作者：沈彬，’()*+：,-./0*/1%2-34()*+ 5 63(

成都地区骨质疏松症患者骨密度与!型

胶原"% 链基因 78% 结合位点多态性的

相关性研究

李勇 沈彬 牟健雄 王燎 裴福兴

中图分类号：9!% 文献标识码：: 文章编号：%""#;1%"<（$""<）"=;"!"<;"=
摘要：目的 探讨!型胶原"% 链（>?@%:%）基因 78% 结合位点的多态性与成都地区骨质疏松症患者骨

密度的相互关系。方法 （%）选取四川大学华西医院门诊骨质疏松症患者中合格的自愿受试者 $!1
例，应用双能 A 线吸收法测定其第 $ B & 腰椎（@$ B @&）部位的骨密度值；（$）抽取受试者外周静脉血 $

(+，提取白细胞基因组 CD:；（!）采用聚合酶链反应（E>9）扩增目的基因所在的 CD: 片段（第 %%%$ B
%!$< 核苷酸之间的片段，扩增产物长度为 $%1 08）；（&）应用聚合酶链反应—限制性片段长度多态性

（E>9;9F@E）方法检测外周血白细胞基因组 >?@%:% 基因 78% 结合位点多态性，扩增产物经限制性内

切酶 G)/H%I（8J+KI）酶切，琼脂糖凝胶电泳观察，有酶切位点用 7 基因表示，无酶切位点用 , 基因表示。

结果 $!1 例受试对象中，所有标本的扩增片段都能被限制性酶识别并切开，未能观察到!型胶原"%

链 78% 结合位点 L!M 突变，>?@%:% 基因型均为野生纯合子 77 型，未发现 7, 基因型和 ,, 基因型。

结论 在成都地区部分汉族骨质疏松症患者中，未发现 >?@I:% 基因 78% 结合位点的多态性，其腰椎

骨密度可能与!型胶原"% 链基因 78% 结合位点多态性无关。
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随着我国人口老龄化加快，骨质疏松症及其引

发的骨折的发生率日益增高。根据我国“九五”攻关

课题对五大行政区（华北、华东、中南、西南、东北）

!"#$% 例（其中 &$"’ 例用双能 ( 线吸收测定仪测量

腰椎及股骨骨密度）的流行病学研究结果表明：目

前我国已是世界上拥有骨质疏松症患者最多的国

家，!) 岁以上人群中，骨质疏松症与低骨量的患病

率女性分别为 $*+*,和 -’+!,，男性分别为 $$+%,
和 !%+",［$］。

骨质疏松症被认为受遗传和环境及其他因素共

同作用，但遗传因素是其中的主要因素。其中!型

胶原基因被广泛认为与骨质疏松症及骨密度的关系

较为密切［’.#］。有报道指出 /01$2$ 基因中的转录

因子 34$ 结合位点的单核苷酸多态性（3567）与骨

密度 的 关 系 密 切，但 也 有 研 究 者 得 出 不 同 的 结

果［&.*］。为了解成都地区汉族人骨质疏松患者腰椎

骨密度与!型胶原的关系，笔者采用聚合酶链反

应.限制性酶切片段长度多态性（6/8.8916）技术，

抽样检测成都地区汉族人群 /01$2$ 基因 34$ 结合

位点多态性，并进行腰椎骨密度测定，以期探讨该

基因与成都地区人群骨质疏松患者腰椎骨密度之间

的关系。

! 对象与方法

!"! 实验仪器和试剂

仪器：法国 :;3 公司 /<=>>?@A?B 双能 ( 线吸收

骨密度测量仪（:C(2）；9D/’))) 实时荧光定量基因

扩增仪，加拿大枫岭（9E5F1G5）公司；;3C ;HIBJ.
/?@K=LB /?@KBHMLA? 微型台式离心机，日本 3=@NJ 公司；

微量移液器，法国 FH>7J@ 公司；水平电泳仪，美国

OP0.82: 公 司；F?> :JI $))) 凝 胶 成 像 系 统，美 国

OP0.82: 公司。

试剂：:52 抽提试剂盒，上海生物工程有限公

司；D=Q :52 聚合酶、6/8 反应缓冲液（$) R ）、;A/>’
溶液（’% SSJ>T1），北京博大泰克（OHJ:?U）生物基因

技术有限责任公司；V5D6，美国普洛麦格（6BJS?A=）

公司；限 制 性 内 切 酶 W=@*$P（ 4M>;P）（$) ET">），

9?BS?@K=7 公司；琼脂糖（电泳级），法国 OP0XC3D 公

司产品，上海 GHKJ 企业有限公司分装）。

!"# 对象

纳入标准：#’))& 年 - 月 Y ’))& 年 # 月华西医

院就诊的成都地区汉族人群，临床诊断骨质疏松症

且自愿受试者；$腰椎骨密度测量 D 评分小于 Z ’+%
倍标准差（D [ Z ’+%）；%在成都地区居住 $) 年以

上。

排除标准：#不愿参与该项研究的患者；$患有

（或曾患有）与骨代谢相关疾病，如严重肝、肾脏疾

病（骨质疏松症及骨折除外）者；%正服用可能影响

骨代谢药物如将降钙素、二膦酸盐、维生素 : 及雌

激素者。

最终 ’-& 例入选，女性 ’$’ 例，男性 ’% 例。受

试者年龄：女性 !’ Y && 岁，平均（#)+%) \ &+$"）岁，

男性 !* Y &! 岁，平均（%*+)) \ *+$*）岁。

!"$ 方法

!"$"! 骨密度测定：使用法国 :;3 公司 /<=>>?@A?B
双能 ( 线吸收骨密度测量仪（:C(2）测定患者腰椎

前后位骨密度。每次开机后均用模体校正，测量误

差小于 )+%,，常年 [ $,。测定时，患者平卧于扫

描台中央，屈髋屈膝，将小腿搁于一方形塑料块上，

促使腰椎生理弧度变直。

!"$"# /01$2$ 基因 34$ 多态性分析

!"$"#"! 提取基因组 :52：抽取外周血 ’ S>，C:D2
抗凝，从外周血分离白细胞后抽提 :52，:52 的浓

度测定及纯度判定，取 :52 溶液用 DC 液做适量稀

释，以 DC 液作空白对照，在紫外分光光度计上读取

!’#)和 !’")的吸光度（!）值。

按下面公式计算浓度：:52 浓度（"AT">）] !’#)

值!%)!稀释倍数T$)))，:52 纯度的判定：!’#) T!’")

比值应介于 $+& Y ’+) 之间。

!"$"#"# 6/8 扩 增 目 的 片 段：方 法：6/8 扩 增

/01$2> 基因第一内含子 34$ 结合位点多态性部分，

上游 引 物：%^.F2DFD/D2FFDF/DFF2FFDD.-^，下 游

引物：%^.2FF/D/FDFFFF2FDFF/DD.-（̂四川大学华

西分子遗传学实验室设计并合成）。6/8 反应条件

为 *!_预变性 - SH@；*!_变性 #) 7，#-_ 退火 #) 7，
&’_ 延长 !% 7 共 -% 个循环，&’_ 再延长 % SH@。琼

脂糖电泳确认产物为 ’$& ‘4 的目的片段。

!"$"#"$ /01P2$ 基因 34$ 位点多态性分析

首先将目的片段进行纯化，然后用限制性内切

酶 W=@*$P（4M>;P）于 -&_酶切消化过夜（酶切位点：

（%^.//25555"5DFF.-^），再进行 $,琼脂糖凝胶电

泳，电压 $$) W，电泳 !) SH@，最后以 )+’ SAT1 溴乙锭

染色 -) SH@，F?> :JI $))) 凝胶成像系统观察结果，

并摄影。如无 34$ 位点 F#D 突变则电泳可见分别

位于约 $-) 及 "& ‘4 附近的两条带。否则只能看见

一条约 ’$& ‘4 的产物条带，即存在 34$ 位点 F#D
的点突变。有酶切位点的用大写字母（3）表示，无酶

切位点的用小写字母（7）表示。
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表 ! 不同性别受试者骨密度测量结果

指标 女性 男性 ! 值 " 值

年龄（岁） !"#$" % &#’( $) #"" % )#’) " #*+( !" #"$

体重指数（,-.） /*#!’ % /#&( /+ #*$ % +#’* " #()$ !" #"$

腰椎骨密度（0/ 1 0*） "#$! % "#"! " #$( % "#"+ 2 "#&*/ "" #"$

3 评分 2 /#)! % "#+& 2 /#)’ % "#/) 2 "#+"* !" #"$

!"# 统计学处理

数据以## % $ 表示，运用 4544 ’’6$ 软件包，采

用 ! 检验进行检验，检验假设为男女两组数据的样

本均数是否有差别，检验水准为!7 "6"$。

$ 结果

$"! 受试者腰椎骨密度测量结果（表 ’）

$"$ 890’:’ 基因型分布

本次 实 验 扩 增 的 是 前"型 胶 原!’ 基 因（;<=>
890’:’，全长 ’&$+& ?;）第 ’’’/ 1 ’+/( 核苷酸之间

的片段，扩增产物为 /’& ?;，当第一内含子的第

’/*$ 位点为鸟嘌呤（@）时，加入 ABC)’.（;DE-.）内切

酶时，58F 扩增产物就被酶切成 ’+" 及 (& ?; 两个

片段。ABC)’.（;DE-.）酶切识别位点为 88:GGGG$
G3@@），如果该位置的 @%3 时，ABC)’.（;DE-.）酶切

位点就消失。把存在酶切位点基因定为 4，不存在

酶切位点则为 H。本次测试的所有样本 IG: 经 58F
扩增，ABC)’.（;DE-.）酶切、琼脂糖电泳后，均可看

到 ’+" 及 (& ?; 大小的两条带（图 ’），说明本次受试

的 /+& 例人群中 890’:’ 基因型均为 44 型而无 4H、
HH 基因型，即本次所测试的人群中，不存在 4;’ 位

点 @%3 的点突变。

图 ! 琼脂糖凝胶电泳图

琼脂糖凝胶电泳后，标记 ’ 1 ( 孔道均可看到 ’+" 及 (& ?; 大小的

两条带，为完全切开；每一标记孔道前边出现的 /’& ?; 条带是用

作对照的未酶切的扩增产物

% 讨论

"型胶原是组成骨构架和形成骨力学强度最基

本的基质蛋白质，占骨基质蛋白质的 )"J以上，并

与其他蛋白质结合，形成胶原网基质结构，为羟基磷

灰石的沉积提供沉着点。"型胶原蛋白三螺旋结构

由两条!’ 链和一条!/ 链组成，极少部分由 + 条!’

链形成。编码"型胶原的!’ 链基因位于 ’&K/’6+ 1
K//，大小约为 ’( L?，"型胶原基因突变导致的共同

特点是"型胶原的力学功能障碍，骨脆性增加及骨

的成熟和发育障碍。目前对于 890’:’ 多态性与骨

密度关系研究中，主要集中在绝经后妇女人群中，

不少学者发现该基因 4;’ 结合位点的多态性与骨密

度值密切相关［/>!］。

’))! 年英国的 @<BCM 等［/］报道 890’:’ 基因第 ’
内含子上与转录因子 4;’ 结合的位点上有一个 @%
3 突变所产生的多态性，可能与骨质疏松有关，他们

发现这 /)) 名绝经后妇女的脊椎骨密度在 44（@N@
纯合子），4H（@N3 杂合子），HH（3N3 纯合子）基因型依

次减低，而且 4H 和 HH 基因型的妇女发生骨质疏松骨

折的比例更高。’))( 年，在荷兰有 ’&&( 例绝经后骨

质疏松妇女参加的遗传流行病学调查再次肯定了这

一结论［!］。890’:’ 等位基因与骨密度相关的细胞

及分子生物学原理还不清楚，-BCC 等［’"］提出，具

有“H”基因的个体，改变了其 890’:’ 和 890’:/ 之

间的产量比例，从而推测骨峰值的下降可能是改变

了骨的几何结构和骨小梁的厚度，当面临增龄或更

年期到来时，他们就具有更高的骨折风险。但是，

来自其他一些国家的研究则认为 890.:’ 基因的多

态性并不能反映绝经后妇女的骨矿含量或骨丢失速

度。瑞士、荷兰、瑞典、芬兰、比利时、赞比亚等国家

虽然发现有 4;’ 位点多态性，但并没发现其与骨质

疏松相关［’’，’/］。除 /""* 年陶军等［’+］在《中国骨质疏

松杂志》上发表的一篇研究中报道在江西省 !" 例门

诊原发性骨质疏松症患者中，用扩增抗突变系统>聚
合酶链反应（:F-4>58F）的方法检出一例 4H 外，在

韩国的 OBC 等［&］和国内的类似研究中均未能检出 4H
或 HH 个体［’*，’$］，这也与我们的检测结果类似。

本实验检测的骨密度结果显示：/+& 例受试者

"’+ 中国骨质疏松杂志 /""( 年 $ 月第 ’* 卷第 $ 期 8PQC R 9HMS=;=<=H，-BT /""(，A=E ’*，G=6$



分为男女两组，其在年龄构成、体重指数、以及 ! 评

分方面作均数的 ! 检验（检验水准取!" #$#%），两者

的差异没有统计学意义，而骨密度的差异有统计学

意义，且男性组较女性组略高。造成这种差异可能

是由于男女两种性别在骨密度的 ! 评分中的标准不

一样所致：相同条件下，相同的骨密度值男性的 ! 评

分较女性略低。在这次实验中，笔者查阅了很多国

内外相关的检测资料，并尽可能采取一些措施减少

假阴性的可能。尽管本次检测的 &’( 份标本全是骨

质疏松患者的标本，但仍未能检出一例 )*+ 位点 ,
!! 的突变。简要分析如下：首先，本次实验每个标

本提取的 -./ 都是经过浓度和纯度检测的，都是合

格的；其次，这次实验扩增的片段长度为 &+( 0*，酶

切片段长度分别为 +’# 和 1( 0*，长度相差 2’ 0*，酶

切片段经电泳后条带清晰可见；最后，本次实验选择

3456+7（*89:7）酶切识别位点为 ;;/....".!,,）；

如果该位置的 ,!! 时，3456+7（*89:7）酶切位点就

消失，所以酶切开的都是 ) 基因，不能切开的为 < 基

因。而此前的国内的实验多采用切开为突变的 < 基

因，不能切开的 ) 基因，而且实验结果往往是未能切

开，未能切开的干扰因素众多，若不能全部排除，实

验结果容易受到影响。而本次实验结果均全部切

开，结果更为可靠。本次实验不足之处，首先，抽样

标本来自华西医院就诊的骨质疏松患者中符合条件

的自愿受试者，具有就诊偏倚，而并非是完全随机样

本；其次，检测样本数量较少，共 &’( 份，男性（&%
份）所占比例低，如果扩大样本数量，对尽可能多的

样本进行检测，其结果将更有意义。本次实验检测

的结果和日本、韩国和国内的一些学者检测的结果

相同，而和西方国家的一些学者在白种人中检测的

结果迥异。由此，我们或许可以推断，;=>7/+ 基因

多态性位点的分布频率在不同地区、种族的人群中

差异很大，其中在白种人中广泛存在（< 等位基因频

率约 +%? @ &%?）的 )*+ 位点多态性可能在亚洲人，

尤其是东方人中罕见或不存在。

骨质疏松症是一种多因素、多基因的疾病，受到

遗传、环境、全身激素和局部细胞因子等的多重影

响。近来，又发现 ;=>7/+ 基因启动子内新的多态

性位点 A;=>&（B+66(,C!）和 A;=>+（B+DD’E5FG9!）［+D］，

其中 A;=>& 多态性在西班牙人群、美国白人及中国

汉族人群均有检出［+(B+6］，该位点位于"型胶原基因

前启动子区域，含有体内表达所必需的顺式作用元

件，电泳迁移率变位分析（G9GHIJK*LKJGIEH MK0E9EIN <LE8I
4<<4N<，O:)/）研究表明 A;=>& 多态位点能够与成

骨细胞核蛋白结合，因此推测对 ;=>+/+ 基因的表

达可能起调控作用［+6］。其在"型胶原的形成和代

谢中的作用以及与骨质疏松症的相关性是否比 )*+
位点多态性具有更重要的意义，还需要进一步研究。
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