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摘要：目的 探讨维生素 4受体（@47）基因 56&!位点多态性与终末期肝病患者骨代谢的关系。方
法 选择 ?!例终末期肝病患者，并以 8"例原发性骨质疏松和骨量减少患者作为对照组。采用聚合
酶链反应和限制性片段长度多态性技术（AB7>7CDA）检测 @47基因 56&!位点多态性，双能 E线吸收
仪（4E5）检测腰椎（D: F <）及股骨颈骨密度（GH4），并检测骨代谢相关指标，包括甲状旁腺激素（AIJ）、

骨钙素（GKA）、血钙（B&）、血磷（A）、尿钙（LB&）、尿肌酐（LBM）。结果 "56&!多态性等位基因频率分
布符合 J&MN*>O-’.P-M/定律，终末期肝病组基因型分布为 55（:!;8Q）、5&（R<;?Q）、&&（8!;#Q）；对照
组基因型分布为 55（:";"Q）、5&（R=;"Q）、&&（8<;"Q）。基因型分布频率两组间差异无统计学意义（!
S ";"8）。#终末期肝病组中，56&!基因型与 D: F <及股骨颈 GH4相关（! T ";":），55基因型 D: F <及

股骨颈的 GH4显著高于 &&型（! T ";"8）。对照组中，56&!基因型与 D: F <及股骨颈 GH4均无明显相

关性。$终末期肝病组中，56&!基因型与 GKA 水平相关，55基因型的 GKA 水平高于 && 型（! T
";"8）；56&!基因型与 AIJ、血 B&、血 A及 LB&UBM水平差异无统计学意义。结论 终末期肝病患者
@47基因 56&!位点多态性与 GH4及 GKA水平均相关，56&!位点多态性与终末期肝病患者骨代谢
存在相关性。
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慢性肝病可引起骨代谢异常，导致肝性骨病

（<,2)*$( 0"&, +$#,)#,，N46），以 骨 质 疏 松 多 见
（"#*,"2"-"#$#，PF）。有研究显示，等待肝移植患者的
腰椎或髋部骨质疏松发生率为 ?QKQR，骨量减少为
:SR，而骨量正常的患者只占 8LR左右，男女间没
有差异［8］。N46的发病机制尚未完全阐明，除环境
因素外，遗传因素可能也参与其发生、发展。维生素

6受体（D$*)C$& 6 -,(,2*"-，A6B）基因与骨密度（0"&,
C$&,-)= +,&#$*3，456）、骨转换存在一定关联，是目前
国际上最受关注，也是最受争议的一个候选基因，但

研究主要涉及原发性骨质疏松患者。而且，目前慢

性肝病合并骨质疏松的研究主要集中在钙G甲状旁
腺激素G维生素 6轴的异常，而 A6B基因多态性在
终末期肝病合并骨质疏松中的作用尚无系统的研

究。本研究选择等待移植的终末期肝病患者作为研

究对象，旨在探讨终末期肝病患者 A6B基因多态性
与骨代谢的关系。

/ 对象和方法

/0/ 患者入选及分组
/0/0/ 终末期肝病组：选择 TJJL 年 Q 月 9 TJJQ 年
8T月于上海市第一人民医院肝移植中心等待移植
的住院患者 UT例并征得患者同意，所有患者均为无
亲缘关系汉族人群。H<$=+GF/%< 肝功能分级均为 H
级，其中男性 ?S例，女性 ?:例。年龄 TU 9 QU岁，平
均年龄（L8KT V UKS）岁。并排除其他各种骨代谢疾
病、心肺疾病、糖尿病、甲亢等内分泌代谢疾病、血液

病；肾功能正常；未使用过影响骨代谢的药物，如二

膦酸盐类、激素等。

/0/01 对照组：选择 TJJL年 Q月 9 TJJQ年 8T月于
上海市第一人民医院骨质疏松门诊初诊患者 LJ例
并征得患者同意，所有患者均为无亲缘关系汉族人

群。依据 WNP 骨质疏松诊断标准，达到骨量减少
或骨质疏松标准的均纳入该组。其中男性 TT例，女
性 TS例。年龄 ?U 9 QS岁，平均年龄（L?KQ V QKL）岁。
并排除其他各种骨代谢疾病、心肺疾病、内分泌代谢

疾病、血液病；肝、肾功能正常；未使用过影响骨代谢

的药物。

/01 实验方法
/010/ 基因型检测：采用 6!1’)#*TJJJ试剂盒（飞捷生

物技术有限公司）从全血中抽提基因组 6!1。维生
素 6 受体基因 12)!位点序列上游引物：LXG
H11HH11E1HM1H11EM1HHEHEMH1EME1G?X，下 游
引 物：LXGMEEHEEH1EHEE1MEM1HEMHMEHG?X。 以
TJJ &% 6!1为模板，在 LJ"= 体系内进行 FHB扩增
（FMHGTTJ 型高通量 FHB 仪，5Y B,#,)-(<），循环条
件：ZL[ L C$&，Z:[ :J #，LS[ :J #，?T 9 ?L 个循环
后 UT[再延伸 U C$&。取扩增产物 :"=于 TJ"=体系
中进行限制性内切酶酶切反应（12) !酶切试剂盒，
M)B)\)），?U[水浴 S <后，取酶切产物 L"=，经 8KLR
琼脂糖凝胶电泳，于凝胶图像分析系统下分析基因

型。缺乏相应酶切位点为 11型（U:J 02 8条带），1)
型（U:J 02，LTJ 02，TTJ 02 ? 条带）为杂合子，)) 型
（LTJ 02，TTJ 02 T条带）代表存在相应酶切位点的基
因型。

/0101 临床检查：所有患者测定正位脊柱（78 9 :）和
左侧 股 骨 颈（ !,(;）456（ F-"+$%3 型 6]1，E^
7_!1B）。并同时检测骨代谢相关指标，包括：血清
甲状旁腺激素（FMN）、血清骨钙素（4EF）（^8UJ型电
化学发光仪，德国罗氏），血钙（H)）、磷（F）、尿钙
（/H)）、尿肌苷（/H-）（16A‘1 8QLJ 型自动生化分析
仪）。根据公式进行 /H)与 /H-比值计算：/H)OH- a
8JJJ b /H)（CC"=O7）O/H-（"CC"=O7）。
/0102 统计学处理：基因频率采用基因计数法计
算，A6B 12)!等位基因频率采用!

T 检验分析是否

符合 N)-+3GW,$&0,-% 定律；基因型构成比用!
T 检

验。组间计量资料比较用 " 检验或单因素方差分
析；多组间两两比较，方差齐性时采用 @G!G\法，方
差不齐时采用 6/&&,**#c#法。用协方差分析经年龄
调整过的 456与各基因型的关系。计数资料采用

!
T 检验。采用 @F@@ 88KL 统计软件包完成上述
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分析。

! 结果

!"# 终末期肝病组 !"#变化
终末期肝病组中，骨量减少及骨质疏松发生率

为 $%&’(（)’*+%），其中骨质疏松发生率为 )+&%(
（,)*+%）。终末期肝病组年龄、性别构成比与对照组
差异均无统计学意义（! - .&.’）。终末期肝病组与
对照组相比，/0 1 )、股骨颈 !"#差异无统计学意义
（ " 2 .&’3+，! 2 .&’’3；" 2 .&44,，! 2 .&,%,）。
!"! 5#6基因型和等位基因分布频率及 5#6基因
789!多态性 :;6<6=/:结果

5#6 789!基因型在终末期肝病组和对照组中
的分布符合 >9?@A<BCDEFC?G 定律（!

% 2 %&.43，! -
.&.’；!

% 2 .&’+)，! - .&.’）。两组 77、79、99基因型
及 7、9等位基因分布无明显差异（! - .&.’）（表 0）。
5#6基因 789!多态性 :;6<6=/:结果见图 0。

表 ! 各组 5#6各基因型 !"#测定结果（!# H $）

组别 789!多态性 体重（IG） 年龄（岁） /0 1 ) !"#（G*JK%） LCJI !"#（G*JK%）

对照组 77 $’M% H %M0 $. M3 H 3 M4 0 M.$$ H .M%$$ . M+’4 H .M.)$
79 $3M+ H .M3 ’, M3 H ’ M4 0 M.0+ H .M00) . M3$0 H .M0)%
99 $% M4 H 0 M4 ’% M% H ’ M+ . M43. H .M.30 . M3$. H .M.3$

终末期肝病组 77 $%M, H %M+ )+ M$ H 00 M3 0 M0)3 H .M0’4 . M440 H .M000
79 ’+M’ H ,M) ’, M) H $ M0 0 M.,$ H .M0$0 . M4., H .M%%)
99 ’4 M, H 0 M’ ’. M$ H + M’ . M4+’ H .M0$’ . M3,’ H .M0,$

表 $ 5#6各基因型骨代谢生化指标检测结果（!# H $）

组别 基因型 ;9（KKNO*/） :（KKNO*/） P;9*;? :Q>（8G*KO） !R:（EG*KO）
对照组 77 %&)0 H .&.’ 0&,, H .&,) .&), H .&0% %’&3% H 0’&0% %%&,, H 4&+,

79 %&,4 H .&%. 0&,4 H .&0$ .&)$ H .&03 %’&$4 H 3&+0 0’&$0 H $&.3
99 %&), H .&0) 0&,+ H .&0$ .&)3 H .&%% %,&,. H $&,3 %.&.. H +&,3

终末期肝病组 77 %&%% H .&34 0&,, H .&.4 .&%3 H .&00 %4&.+ H 0)&’. 0+&)+ H $&+.
79 %&0) H .&0$ 0&,0 H .&00 .&,+ H .&%. ,.&34 H %.&.. 0%&0% H $&’,
99 %&0+ H .&%. 0&,% H .&0, .&,$ H .&0$ ,+&4$ H %$&%+ 4&%’ H ’&..

表 # 5#6基因型和等位基因分布（例，(）

组别
基因型 等位基因

77 79 99 7 9
终末期肝病组 4（0%&’） %’（,)&+） ,3（’%&3）),（%4&4） 0.0（+.&0）
对照组 ’（0.&.） 03（,$&.） %+（’)&.）%3（%3&.） +%（+%&.）

!"$ 789!基因多态性与 !"#关系
经年龄、体重调整后的协方差分析提示，对照组

/0 1 )及股骨颈 !"# 与 789!基因多态性无相关
（% 2 .&3)4，! - .&.’；% 2 .&++$，! - .&.’）。终末期
肝病组患者 /0 1 )及股骨颈 !"#与 789!基因多态性
相关（ % 2 )&+’3，! S .&.’；% 2 ,&3$%，! S .&.’）。
77基因型 /0 1 )及股骨颈的 !"#显著高于 99型（!

图 # 5#6基因 789!多态性 :;6<6=/:结果

0、)、’、+、3、0.、00：99基因型；%：79基因型；,、$：77基因型；4、0%：

:;6反应产物；"：%.. F8 #L7 /9@@C? 标准参照物

S .&.’，! S .&.’），77与 79基因型间 !"#差异无
显著性。终末期肝病组中骨量减少患者 /0 1 )及股骨
颈 !"#与 789!基因多态性均相关（! S .&.’；! S
.&.)）。79 基因型 /0 1 ) 的 !"# 高于 99 型（ ! 2
.&.0’），77与 79基因型 /0 1 )的 !"#差异无统计学
意义；77 基因型的股骨颈 !"# 高于 79 及 99 型
（! 2 .&..3，! S .&.0），99型与 79型股骨颈 !"#差
异无统计学意义（表 %）。
!"% 5#6 基因 789!位点多态性与骨代谢生化指
标的关系

终末期肝病患者及终末期肝病骨量减少患者

789!位点多态性与 !R:水平显著相关（% 2 +&+)’，
! 2 .&..0；% 2 ’&+%)，! 2 .&..$），77基因型的 !R:
水平高于 99 型（ ! S .&.’）。789!位点多态性与
:Q>、血 ;9、:、P;9*;?水平差异均无统计学意义（!
- .&.’）。对照组 789!基因多态性与骨代谢生化
指标水平差异均无统计学意义（! - .&.’）（表 ,）。
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! 讨论

维生素 !是重要的骨代谢调节激素之一，通过
作用于靶细胞核内高度特异性的 "!#而发挥生物
学作用。目前发现与骨代谢相关的 "!#基因多态
性位点为 $%&!、’()!、*)+!及 ,-./!酶切位点，
其中 ’()!酶切位点位于第 0内含子中。对高加索
人的研究显示，’等位基因频率占绝大多数［1，2］。但
是，赵金秀等［3］发现中国人 "!#多态性的分布频率
明显不同于高加索人种，以 )等位基因居多。黄琪
仁等［4］对男性维生素 !受体基因 ’()!多态性的研
究发 )等位基因频率为 56718，为优势基因。本研
究结果与之较为一致。说明 "!#基因多态性分布
存在着明显的种族差异。

骨量主要受遗传因素的影响。据报道，骨量的

568 9 048 是由遗传因素决定的［:］。 ;<<3 年
=-..>%-?等［1］通过对双胞胎及无关联的正常高加索
人群研究，提出 "!#基因多态性可预测 $=!不同。
随后世界各地掀起了研究 "!#与骨代谢作用相关
性的热潮，但研究结果并不一致［5，0］。’()!酶切位
点存在于 "!#基因 2@端非编码序列中，其多态性不
影响 "!#基因的功能，可能影响了该基因的转录活
性和 &#A’的稳定性，使 "!#的质和量发生了微小
的改变。且这种影响与其所在细胞的类型、分化阶

段和活性状态有关［<］。作为遗传标记的多态性，对

骨量潜在作用的机制尚不明了，可能由于在生理和

（或）病理情况下，其多态性所引起的微小差异被放

大，从而影响骨密度。本研究未发现 ’()!多态性
与原发性骨质疏松患者之间的关系，但是 ))基因型
可能是终末期肝病患者骨量减少和骨质疏松发生的

危险基因型，推测具有遗传易感性的肝病患者，组织

对维生素 !的敏感性降低，加之环境因素（如维生
素 !、钙磷代谢紊乱，铜和胆盐代谢产物抑制成骨细
胞功能，维生素 B缺乏，低体重等）的作用，最终导
致骨代谢异常。

"!# 是已知最可能调节 $CD 的基因，;，14
（EF）1!2 介导的 $CD转化和表达是通过 "!#上的

!A’结合区和靶基因启动子附近的反应元件，即维
生素 ! 反应元件（ G>H)&>? ! .I%(-?%>GI IJI&I?H，
"!#K）相互作用，从而改变局部的超螺旋状态而调
节基因的表达来实现的。在体外细胞培养中，将

$CD基因转染细胞，$CD基因可被 "!#激活，而激
活的程度与细胞表面受体数量有关。;<<1 年，
=-..>%-?等［1］观察了 "!# 等位基因多态性与血清

$CD的关系，结果发现，限制性内切酶 $%&!和 ’()
!等酶切位点产生不同的基因型，可以预测血清
$CD水平。因此认为 "!#基因的多态性可以预测
骨转换。瑞典 L-.I?HM-?等［;6］也报道了 ’()!表现的
"!#基因多态性与血清 $CD水平的差异有关。推
测 "!#基因多态性位点可能与某个位于 ;1号染色
体上对 $CD基因起反相作用的反式因子不平衡连
锁。本研究中，终末期肝病患者 ’()!基因型与
$CD水平显著相关，’’和 ’)基因型的 $CD水平高
于 ))型。提示终末期肝病患者 "!# ’()!基因多
态性可预测骨转换，具有 ))基因型的患者 $CD水平
低下，骨形成减少。原发性骨质疏松患者中却不存

在这种联系，这可能和 $CD的合成受肝功能的影响
有关，需要进一步的研究明确。

肝病相关性骨病的发生机制其实相当复杂，有

多种因素参与其中，想要真正完全了解是比较困难

的。吕国良［;;］对于肝性骨质疏松症的发病机制进

行了详细地综述，其中关于基因多态性和骨质疏松

的关系尚研究较少，目前在流行病学方面也缺乏大

规模的临床研究报道。本研究虽然发现了基因多态

性和终末期肝病患者骨密度有相关性，但是由于本

身病例数仍然较少，需要进一步加大样本量进行研

究［;1］。另外，研究并未发现 "!# ’()!基因多态性
与血 N)、D、D*F及 ON)PN.等临床指标存在相关性，
有可能这些指标在评价终末期肝病患者骨转换状态

还存在不确定性，受到饮食、肝功能等影响，而 ’()
!多态性可能与其他特异性更强的骨吸收指标存在
联系，这方面也需更进一步的研究。
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果提示：密骨胶囊组、健脾方组都显著提高腰椎的最

大载荷（! ! "#"$），因为“脾主四肢肌肉”，具健脾生
肌疗效的健脾方间接的增强了骨的生物力学性能；

“腰为肾之府”，补肾之方直接作用于“肾之府”而达

到提高腰椎最大载荷的目的。

综上所述，补肾、健脾中药复方都增加了骨量、

改善骨结构、提高骨的生物力学性能，具有治疗骨质

疏松症的作用，但二者存在着差异：补肾中药复方对

骨量的提高、生物力学性能改善方面较健脾方显著，

而健脾中药复方较之在骨微结构、骨超微结构更有

优势，是否生物力学性能与骨密度的相关性比骨结

构与骨密度的相关性更强？将有待于进一步证实，

结合既往研究表明补肾、健脾中药复方非但具有多

靶点作用，而且对不懂靶向器官的调节作用也有差

异。这将为研究不同功效的中药在治疗骨质疏松症

所引起的不同症状中的应用奠定了良好的理论

基础。

【 参 考 文 献 】

［ %］ 王立童，赵咏芳，王翔，等 &具有补肾、健脾功效的中药复方对

切卵大鼠肾脏、股骨中 ’()*)+,表达的影响 &中国中医骨伤

科杂志，待发 &
［ -］ 王立童，赵咏芳，王翔，等 &密骨胶囊和健脾方对切卵大鼠小

肠、腓肠肌中 ’()*)+,表达的影响 &中国骨伤，待发 &

［ .］ 赵文国，贺金玲 &骨质疏松症的药物治疗新进展 &中国综合临

床，-"".，-（%/）：%.0%1 &
［ 1］ 黄公怡 &骨质疏松性骨折及其临床特点 &中华骨科杂志，-""2，

-2（%）：31033 &
［ $］ 许碧连，吴铁，崔燎，等 &大鼠去卵巢后对不同部位骨骼的影

响 &中国临床药理学与治疗学，-""1，/（%"）：%%3$0%%32 &
［ 4］ 谢肇，李起鸿，许建中，等 & 5678对去卵巢骨质疏松大鼠骨组

织 98:8表达的影响及意义 &中国骨质疏松杂志，-""3，%.（-）：

/40%"" &
［ 3］ 张志平，谢华，吴铁，等 &仙珍骨宝抗泼尼松致大鼠松质骨结构

破坏的作用 &解剖学研究，-""3，-/（1）：-$.0-$$ &
［ 2］ 庞炜，李克坤，王晓兰，等 &补肾固骨组方的元素含量测定及防

治动物骨质疏松实验研究 &西北国防医学杂志，-""4，-3（%）：

$%0$. &
［ /］ 刘忠厚 &骨质疏松学 &北京：科学出版社，%//2 &
［%"］ 史念珂，富东慧，蔡霞 &大鼠股骨生物力学实验研究 &天津大学

学报，-""4，./（1）：1$2014- &
［%%］ 王建华 &补肾方药对去卵巢大鼠骨密度及血清雌激素水平影

响的实验研究 &河北中医药学报，-"".，%2（.）：403 &
［%-］ 李盛华，刘忠何，姚正凯，等 &陇中损伤散对去卵巢大鼠股骨和

第一腰椎生物力学的影响 &甘肃中医，-""4，%/（%%）：1.011 &
［%.］ 邵敏，庄洪 &骨密度、骨矿含量与椎体生物力学的相关性及中

药骨康的干预作用 &中医药临床杂志，-""4，%2（.）：-1/0-$% &
［%1］ 许碧连，崔燎，吴铁，等 &去卵巢大鼠股骨和腰椎骨生物力学特

性及骨矿物含量的变化 &中国老年学杂志，-""$，-$：%$-40

%$-2 &
（收稿日期：-""20%"0-/）

（上接第 1.页）
［ 4］ ;<=>??@ A，:=B=C*B? 8，D=?EF G，CE >H & 6?IBJ<?*C?E>H >?K LC?CEBM

N>ME<JO >NNCMEB?L 9<?C *>OO& PB*BH>JBE@ <N 9<?C KC?OBE@ >*<?L *C*9CJO

<N QC>HEQ@ N>*BHBCO& ,JEQJBEBO R )QC=*>EBO*，%//$，.2（%）：4%043 &
［ 3］ 5CHH +S，7<JJBO<? +,，+L=@C? T’，CE >H & ,U>!U<H@*<JUQBO* <N

EQC IBE>*B? ( JCMCUE<J UJCKBME 9<?C KC?OBE@ <N EQC H=*9CJ OUB?C >?K

?<E J>MB>H KBNNCJC?MC B? 9<?C *B?CJ>H KC?OBE@ B? @<=?L *C?& ; V>9 GHB?

7CK，-""%，%.3（-）：%..0%1" &
［ 2］ V>= 67，W<=?L )A，S< PGS，CE >H & ’BE>*B? ( JCMCUE<J LC?C

U<H@*<JUQBO* >?K 9<?C *B?CJ>H KC?OBE@ B? CHKCJH@ GQB?COC *C? >?K

X<*C? B? S<?L D<?L& YOEC<U<J<O Z?E，%///，%"（.）：--40-." &
［ /］ [BEECJHB?KC? :,，8>?L W，5CJNB?\ ,A，CE >H & TQC J<HC <N IBE>*B? (

JCMCUE<J LC?C U<H@*<JUQBO* B? 9<?C 9B<H<L@& 7<H GCHH 6?K<MJB?>H，

-""-，%/3（%0-）：%$0-% &
［%"］ V<JC?EF<? 7，V<JC?EF<? )，+<JKOEJ<? A& ’BE>*B? ( JCMCUE<J LC?C

U<H@*<JUQBO* BO JCH>ECK E< 9<?C KC?OBE@，MBJM=H>EB?L <OEC<M>HB?，>?K

U>J>EQ@J<BK Q<J*<?C B? QC>HEQ@ >K<HCOMC?E LBJHO& ; 5<?C 7B?CJ 7CE>H，

-""%，%/（$）：."-0."3 &
［%%］ 吕国良 &肝病相关性骨质疏松症 &新医学，-""3，.2（%）：%.0%$ &
［%-］ W<\<@>*> P，D>O>Q>J> 7，8=\=K> ,，CE >H & P=MMCOON=H HBIB?L0K<?<J

HBICJ EJ>?OUH>?E>EB<? N<J MQJ<?BM QCU>EBM LJ>NE0ICJO=O0Q<OE KBOC>OC >NECJ

9<?C *>JJ<X EJ>?OUH>?E>EB<? N<J MQJ<?BM LJ>?=H<*>E<=O KBOC>OC&

TJ>?OUH>?E>EB<?，-""2，24（-）：.430.42 &
（收稿日期：-""20%"0-2）

%.中国骨质疏松杂志 -""/年 %月第 %$卷第 %期 GQB? ; YOEC<U<J<O，;>?=>J@ -""/，’<H %$，+<#%




