
·论著·

基金项目：香港研资局基金资助项目（!"#$%&&’()%*）；江苏省

国际科技合 作 项 目（+,-))’)-%）；江 苏 省 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

（+$-))’-)&）

作者单位：-.)))/ 南京大学医学院附属鼓楼医院骨科（邱旭

升、邱勇）；香港中文大学病理化学系（邓亮生）；香港中文大学医学院

矫形外科及创伤学系（杨晓恩、郑振耀）

通讯作者：邱勇，01234：567437535-))-8 5392: 671

褪黑素受体 .+ 基因与青少年特发性

脊柱侧凸患者骨密度的相关性

邱旭升 邓亮生 杨晓恩 郑振耀 邱勇

中图分类号：;</-=& 文献标识码：> 文章编号：.))<?’.)/（-))@）).?))-&?)%
摘要：目的 探讨褪黑素受体 .+ 基因（*AB;.+）多态性与青少年特发性脊柱侧凸（>CD）患者骨密度

之间的相关性。方法 选取 E.. 例年龄在 .- F ./ 岁之间的女性 >CD 患者，采用双能 G 线骨密度吸收

仪测量优势侧近端股骨的骨密度。同时，采取患者外周静脉血，采用试剂盒提取 HB>。通过 I!;?
;JKI 的方法检测 *AB;.+ 基因启动子区上 - 个基因多态性位点的基因型。采用 >BLM> 的统计学方

法比较不同基因型对应骨密度大小。结果 *AB;.+ 基因 - 个多态性位点各基因型所对应的骨密度

差异无显著性（! N )=)E）。结论 *AB;.+ 基因多态性与 >CD 患者的骨密度之间没有相关性，它可能

在 >CD 患者的低骨量中不发挥作用。
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青 少 年 特 发 性 脊 柱 侧 凸（2Y74Q56Q9R 3Y37W2RO36
567437535，>CD）患者的低骨量被广泛报道［.?%］，但是其

原因并不清楚。我们先前的研究发现褪黑素受体

.+ 基因（1Q42R7939 VQ6QWR7V .+，*AB;.+）启动子区的

两个基因多态性位点与 >CD 的发病相关［E］。同时，

有文献报道褪黑素在老年人骨质疏松的发病中起作

用，它与骨量积累及骨密度有着密切的关系［<?/］。因

此，我们推测 *AB;.+ 基因启动子区的多态性可能

会影响 >CD 患者骨量的积累，从而与 >CD 患者的低

骨量有关。因此，笔者旨在探讨 *AB;.+ 基因启动

子区的多态性是否与 >CD 患者的骨密度相关。

0 资料和方法

0>0 研究对象

本研究包括 E.. 例女性 >CD 患者，年龄 .- F ./
（.<=) ^ -=)）岁。>CD 患者通过前屈试验及前后位 G

线平片确诊，排除先天性脊柱侧凸，神经肌源性脊柱
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侧凸，结缔组织病、骨软骨发育不良或者内分泌疾病

伴发的脊柱侧凸，以及已接受治疗的脊柱侧凸。

本研究患者和正常对照本人及其家长签署同意

书，同时本课题获得医院伦理委员会批准通过。

!"# 骨密度测量

采用双能 ! 线骨密度吸收仪（!"#$%，&’()*+,
-.,/0*) 1234.5 6+07，8’(4 94:/+3’+，;/3’+3/+，<19）测

量双 侧 近 端 股 骨 的 骨 密 度（=’+. 5/+.(*) ,.+3/42，
>-?）。仪器由专人操作，每日开机后均用体模矫

正。按 照 事 先 本 中 心 髋 部 扫 描 的 测 量 误 差 是

@ABC［D］。股骨颈的 >-?，通过扫描区总的骨量（E）

除以扫描的骨面积（05F ）得到，单位是 EG05F。961
患者骨密度值经同年龄组正常青少年（当地中小学

生）骨密度矫正成 H 值，同年龄组青少年的骨密度 H
值定义为 I。

!"$ 基因型鉴定

采取 外 周 血 $ 5)，基 因 组 ?&9 采 用 试 剂 盒

（"’0J.，<19）提取，具体操作步骤参照说明书。由

于我们先前的研究发现 -K&"@> 基因启动子区的 F
个基因多态性位点（(3LMB$LF%、(3MDL@N$M）与 961 的

发病相关［B］，因此本研究就选取了这 F 个多态性位

点作为研究对象，了解它们与 961 患者骨密度之间

的相关性。

我们采用 OP"#"8QO 的方法对所选取的 1&O3
进行基因分型。表 @ 列出了 OP" 反应扩增包含这

些 1&O3 片段时所用的引物，退火温度，OP" 反应产

物的大小，以及所用的内切酶和酶切后限制性片段

大小。每一个 OP" 反应（最终反应物总体积 @FAB
5)）包括 ->6 K*R 酶 IA$ <，引物 @AI 5)，FI 55’)GQ
K(/3#SP)（TS NAL），BI 55’)GQ UP) 以及 FAI 55’)GQ
-EP)F，总共进行 $B 个循环，每个循环包括 D%V $I
3，%IV LB 3，MFV $I 3 三步，最后在 MFV延伸 @I
5/+。取 M!) OP" 反应产物，加入 $ < 相应的限制性

内切酶及缓冲溶液（表 @），并加水使最终体积为 @L

!)，在每一个限制性内切酶相对应的最佳反应温度

下，酶切过夜。酶切产物经 FC或者 LC琼脂糖（根

据片段大小决定采用哪种浓度的琼脂糖）电泳分离，

溴化乙锭染色，紫外灯下判断限制性片段长度多态

性，以确定基因型（图 @）。@IC的样本进行了重复

试验，以保证基因型鉴定的准确性。

表 ! OP"#"8QO 反应条件及限制性片段大小

多态性位点 引物序列
退火温度

（K5，V）
OP" 产物

（=T）
内切酶

限制性片段

（=T）

(3LMB$LF% 上游引物：99P9K9KKKWKW9KK99KPP9WWP BN @FM S*. 666 K：@FM

下游引物：K99P9PPKWP99KKKPP9PP P：@IL X F$

(3MDL@N$M 上游引物：9PKWK9KPP9K99KKKKWPPKKKKP %I @$D Y0’&6 9：@$D

下游引物：9WPP9KW9KWPP9KW99PPP K：@@B X FL

图 ! -K&"@> 基因 F 个 1&O 位点电泳图

左边第 @ 道为酶切前的 OP" 产物，左边第 F 道是标准参照物，其余各个泳道是每

个样本的显影结果。图中分别标出其中了 $ 个泳道的结果，分别是 F 个 1&O $ 个

基因型的显像结果
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!"# 统计学处理

等位基因频率采用 !"#$%&’()*+(#, 遗传平衡定

律进行检验，了解各基因频率是否为遗传平衡，具有

群体代表性。不同基因型所对应骨密度的比较采用

单因素 -./0- 检验方法，以 ! 1 2324 为差异显著。

所有数据统计均采用 5655 7832 进行分析。

$ 结果

$"! -95 患者的骨密度

-95 患者的平均骨密度 : 值为 ; 23<= > 23=?，显

著低于正常青少年的骨密度（! 1 2327）。

$"$ @A.B7C 基因多态性位点频率分布情况

@A.B7C 各多态性位点基因型频率分布情况如

表 < 所示。@A.B7C 基因 < 个多态性位点的基因型

分 布 都 符 合 !"#$%&’()*+(#, 遗 传 平 衡 定 律。

#DE?48E<F，#D?=E7G8? 位 点 分 别 以 HH（4734I），-A
（E=3GI）基因型所占比例最高。

表 $ @A.B7C 基因各多态性位点基因型频率分布情况

多态性位点 " 基因型 频数 频率（I）

#DE?48E<F 7E2 AA 8E FJ?

AH <7E E7J=

HH <F8 47J4

#D?=E7G8? 782 -- 722 <2JE

-A <EE E=JG

AA 7EF <=JG

$"% @A.B7C 基因多态性与骨密度相关性分析

@A.B7C 基因 < 个多态性位点各基因型所对应

骨密度情况如表 8 所示。从表中可以看到，@A.B7C
基因 < 个多态性位点，每个位点各基因型所对应的

骨密度差异都无统计学意义（! K 2324）。

表 % @A.B7C 基因多态性与 -95 患者骨密度的相关性

多态性位点
-95

基因型 " 平均值 > 标准差

#DE?48E<F AA 8E ; 2JE7 > 2JGE

AH <7E ; 2J<E > 2J=?

HH <F8 ; 2J<? > 2J==

ALM"N 477 ! O 2JF4

#D?=E7G8? -- 722 ; 2J<? > 7J2E

-A <EE ; 2J<? > 2J=E

AA 7EF ; 2J<G > 2J==

ALM"N E=2 ! O 2J==

注：表中所列骨密度值为经过同年龄组正常青少年骨密度矫正

的 : 值

% 讨论

近年来有许多学者开始研究 -95 患者的骨量，

研究发现 -95 患者存在低骨量。CP#*(# 等［8］在 7=G<
年首次报告 -95 患儿有骨密度下降。HLLQ 等［<］测定

-95 患儿腰椎及股骨近端骨质密度，并与年龄性别

相同的正常儿童比较，发现女性 -95 患儿骨密度明

显下降。近几年来，HR(*, 和 SPL［7］采用 TUV-（TP"N&
(*(#,% V&#"% -+DL#WM)LX(M#%）对 G7 例 -95 女孩及 <<2
例同龄同性别正常儿童测定股骨近端骨密度及腰椎

骨密度，发现 -95 患儿比正常儿童的骨密度低，其中

FGI的患儿降低明显。对 7E 例 -95 患者经过 8 年

随访，发现这种骨密度低下是持续性的。吴洁等［E］

的研究也表明 -95 所测腰椎及股骨近端的骨密度均

明显低于正常对照组（! 1 2324），腰椎骨密度的降

低比股骨明显，股骨近端的 8 个部位，以 ’"#$YD 三角

的骨密度降低尤为显著。按诊断标准 : 值为患者骨

密度与正常同年龄对照组平均骨密度的差距，低于

732 #$ 以内为骨量正常，低于 732 Z <32 #$ 之间诊

断为骨量减少，低于 <32 #$ 以上诊断为骨质疏松。

-95 组所测的腰椎骨密度显示有 <F3?I的患者发生

骨量减少，EG34I符合骨质疏松的诊断标准；股骨颈

有 <F3?I的患者发生骨量减少，<43?I达到骨质疏

松的诊断标准，大转子有 <23GI的患者发生骨量减

少，<F3?I达到骨质疏松的诊断标准，’"#$YD 三角有

873?I的患者发生骨量减少，883?I符合骨质疏松

的诊断标准。对 -95 骨组织形态学进一步研究［72］，

探讨骨代谢再塑过程，发现 -95 患者骨小梁是连续

细长的，骨小梁厚度降低，骨小梁表面的类骨质减

少，骨细胞数量也有减少，骨形成不活跃，少见成骨

细胞。骨密度与骨组织形态学的研究初步揭示了

-95 患者有骨异常代谢及生长紊乱。

虽然 -95 患者的低骨量逐渐被人们认识，但是

其具体机制还不清楚。我们希望在 -95 病因学研究

中寻找到 -95 患者低骨量研究的突破口。在 -95 众

多病因学研究中，褪黑素的研究是其中的一个热点。

褪黑素与脊柱侧凸之间的关系最早源于 7=4= 年

AR)NN"#$［77］的一个意外发现，他发现松果体切除可以

导致新生小鸡脊柱畸形的发生。由于褪黑素是松果

体分泌的主要激素，因此，血清褪黑素水平低下与脊

柱侧凸发生之间是否有着必然联系引起了研究者的

广泛兴趣。此后，日本学者 @"[R)$" 等［7<］及其他一

些学者同样也证实了松果体切除小鸡可以导致脊柱

侧凸的发生，并且 @"[R)$" 还发现肌肉内移植松果
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体［!"］或者腹腔内注射褪黑素［!#］都可以阻止松果体

切除小鸡脊柱侧凸的发生。同时 $%&’() 等［!*］还研

究 +,- 患者的褪黑素信号传导通路。其研究结果表

明 +,- 患者的褪黑素信号传导通路存在异常，并且

认为 这 种 异 常 可 能 与 ./ 蛋 白（ /01/2/3%&4 5)(0/0’
0)67’%3/8’92/08/05 :&%3’/0）过度磷酸化有关。另外，我

们先前的研究表明褪黑素受体 !;（$<=>!;）启动子

区基因多态性与 +,- 的发病相关［*］。

同时，近来褪黑素与骨质疏松之间关系受到越

来越多人的关注。?(8/@’AB4 等［C］通过切除卵巢的小

鼠实验，第 ! 次证实在体内褪黑素可以减少骨丢失。

?(8/@’AB4 等［!C］的研究同样表明，在一定浓度雌激素

条件下，药理剂量褪黑素可以阻止卵巢切除术后的

异常骨重建。另外，有体外试验直接证明褪黑素对

成骨细胞及破骨细胞的作用。>%31 等［D］的研究直接

检测到了褪黑素对成骨细胞的前体细胞及鼠的成骨

样骨肉瘤细胞系的作用。成骨细胞前体细胞在 *E
0$ 的褪黑素的刺激下，细胞分化加速。两个细胞系

在纳摩级的褪黑素作用下，骨涎（唾液）蛋白及其他

的骨标志性蛋白如碱性磷酸酶、骨桥蛋白及骨钙素

表达增加。=(B(8’ 等［F］的研究表明，褪黑素可以显

著的促进人的骨细胞及人的成骨细胞系细胞的增

殖，并且呈剂量依赖性，当褪黑素浓度为 *E 0G%7H?
时，达到最大效应。另一个实验研究表明，在鼠的

$I"<"9J! 成骨细胞系中，褪黑素（* K *EE!G%7H?）呈

剂量依赖性的降低 >+=L G>=+ 的表达，增加 MN.
G>=+ 及蛋白的表达。笔者因此认为，药理剂量的

褪黑素，通过下调 >+=L 介导的破骨细胞的形成和

活性而使骨吸收减少，骨量增加［!F］。事实上，最近

有学 者 提 出 将 褪 黑 素 作 为 治 疗 骨 质 疏 松 的 一 种

药物。

基于以上的事实，我们推测褪黑素可能与 +,-
的低骨量有关。由于我们先前的研究表明褪黑素受

体 !;（$<=>!;）启动子区基因多态性与 +,- 的发病

相关［*］，因此，我们进一步探讨了褪黑素 受 体 !;
（$<=>!;）基因多态性与 +,- 患者骨密度的相关性。

研究结果表明 $<=>!; 受体上 O 个多态性位点都与

骨密度没有相关性。这提示导致 +,- 发病的因素并

不一定同时与 +,- 的低骨量相关。+,- 的低骨量值

得我们进一步研究。
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