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摘要：目的 探讨骨质疏松性髋部骨折（;<=）与雌激素受体!（(68!）基因多态性的相关性。方法

采用群体关联分析的方法，对来自陕西关中人群的 >"" 例骨质疏松性髋部骨折患者和 >"" 例正常对

照进行 ! 个单核苷酸多态性（?@A）位点和单体型的病例对照研究。结果 共 $"" 个个体分型成功，

1*B,2C+DE 关联分析的结果表明 F.$&#>>##，F.:’""$" 的多态性对骨折有影响；单体型分析的结果表明，

(68!单体域 GGH 和 IIH 与骨折存在关联。结论 "(68!基因和我们所研究的陕西关中汉族群体的

;= 发病率关联；#(68!基因可能对中国陕西关中汉族人群髋部 ;= 发病率的变化起到影响。
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骨质疏松症（;A）是种严重危害老年人健康的

代谢性骨病，其中髋部骨折的致残率和死亡率极高，

造成了很大的社会负担，大大缩短了患者的预期寿

命。我国中老年人骨量减少的患病率为 !%R#S［&］，

人们已经对骨质疏松进行了大量的探讨，亦积累了

不少宝贵经验。但以往的研究表型多集中在骨密度

和骨形态，对骨质疏松性骨折缺乏直接研究。本研

究随机选取 %"" 个髋部骨质疏松性骨折的老年患者

和健康老人作为对象，在排除了继发性骨质疏松症

及其他引起骨强度改变的因素后，直接以骨质疏松

性骨折做为研究表型，对雌激素受体!基因的 ! 个

?@A进行了分型实验。根据分 型 结 果，我 们 利 用

<*B,2C+DE 进行了单体型识别，以探讨骨质疏松性骨

折决定基因 (68!上候选基因位点与骨质疏松性骨

折的关系。

$ 材料和方法

$L$ 材料

所有样本来自中国陕西关中地区，为 & 组随机

抽取的髋部骨质疏松性骨折的老年汉族患者。均自

愿参加入本研究且签署了知情同意书。T@7 提取

所用的试剂盒（百泰克生物公司）、H*UV*5 通用 AI6
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扩增预混试剂（美国 !"# 公司）、单核苷酸多态性基

因分型试剂（美国 !"# 公司）、紫外分光光度计（德国

$%%&’()*+ 公司）、,-.*)!/% 光学 012 孔反应板（美国

!"# 公司）、345677 实时定量 89: 仪器（美国 !"# 公

司）、;1<7: 高速冷冻离心机（德国 $%%&’()*+ 公司）、

,-==->? 超纯水仪（美国 ,-==-%)*& 公司）、@3>A 微型漩

涡混合器（上海沪西分析仪器厂有限公司）。

!"# 方法

!"#"! BC! 的提取：!在装有 <7 /D 抗凝全血的离

心管中加入 07 /D 红细胞裂解液，室温放置 <7 /-’；

"2777 *%/ 离心 <7 /-’，弃红色上清后留下完整的

管底白细胞团和大约 ;7#D 的残留上清（若离心裂

解很不充分，应该重复 <、A 步骤。）；$涡旋振荡重悬

后充分分散白细胞团；%加入 <7 /D 细胞核裂解液

到重悬的白细胞，涡旋振荡几秒混匀以裂解白细胞，

立刻停止吹打，颠倒旋转离心管；&加入蛋白沉淀

液，在涡旋振荡器上高速连续振荡混匀；’2777 *%/
离心 <7 /-’；(用枪头将中间层的 BC! 液吸取到含

<7 /D 异丙醇的离心管中并轻轻混匀；)将 BC! 吸

取到 $%%&’()*+ 离心管，用酒精清洗后离心，去除酒

精、干燥；*干燥后加入 <77#D BC! 溶解液，脱色摇

床上混匀 A2 E；+BC! 液于 F 57G以下保存。

!"#"# BC! 点样及准备反应板：!BC! 稀释：测定

BC! 的浓度，用无菌水稀释 BC! 至 A7 ’HIAJA;#D。

"准备反应预混试剂：每个反应孔的反应预混试剂

的体积为 AJ5;#D。$点样：吸取 AJ5;#D 的反应预

混试剂对应加入 012 反应板中的反应孔中；< K A< 号

孔中，! 至 9 依次加入 0 种 LC8 对应的反应预混试

剂。吸取 AJA;#D 的溶液加入指定反应孔：反应孔 <
K A7（! 至 ,）加入对应的样本 BC!，A<（! 至 ,）加

入无菌水。A<（! 到 ,）为无模板对照（C49），即不包

含模板的样本。C49 显示背景信号并用作阴性对

照。整个点样的过程都在冰上进行，每个反应孔的

最终体积均为 ;#D。%完成点样后，用平板高透光

度盖膜覆盖反应板，<777 *%/ 离心 A /-’，在微型漩

涡混合仪上点振，再 <777 *%/ 离心 A /-’，消除反应

板孔中气泡。将反应板装入 345677 中。

图 ! 某 BC! 样本 LC8 的等位基因自动分型结果示意图

注：!图谱的右下角为等位基因 < 的纯合；"图谱的左上角等位基因 A 的纯合；$位于等位基因 < 与 A 纯合之间等位基

因 < 和 A 的杂合；%图谱的左下角无模板对照（C49）

!"#"$ 创建绝对定量（!?）反应板文件：为 BC! 样 本创建一个 !?（绝对定量）反应板文件，将探针添加
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到反应板文件中，为每个反应孔指定探针、报告基因

和任务。等位基因 ! 的报告基团为 "#$，等位基因 %
的报告 基 团 则 为 &’(。空 白 对 照 的 任 务 选 定 为

)*$，所有未知样品的任务则为 +,-,./,。

!"#"$ 执行扩增程序：按 0*1233 实时定量 4$5 仪

器的操作说明进行。

!"#"% 读取扩增后荧光信号：为 6)’ 样本创建一

个 ’77879: 69;:<9=9,>?9.,（等位基因鉴别）反应板文件；

步骤基本同创建 ’@ 文件。最后单击 4.;? A 58>B，开

始读取扩增后荧光信号。读取过程结束后，选择

58;C7? 选项卡。0*1233 自动对 D)4 位点的等位基因

进行分型。

!"#"& D)4 位点基因型的判断：一般直接采用自动

分型的结果，但是当手动点样致使孔中经常会残留

气泡或者 6)’ 样本的纯度太低而影响分型效果时，

自动分型无法判断，此时必须参考扩增曲线，手动分

型确定结果。

图 # E5F!等位基因扩增曲线示意图

注："图中起伏的 ’ 代表 "#$ 荧光信号，G 代表 &’( 荧光信

号。图中如果只有 "#$ 信号强度明显上升，则为等位基因 ! 的

纯合子；如果只有 &’( 信号强度明显上升，则为等位基因 % 的纯

合子。如果 "#$，&’( 信号强度均明显上升，则可判断为等位基

因 !，% 的杂合子。如果两种信号强度不明显时，仍然无法判读

时，则这个样本的这个 D)4 位点需要重新分型。#依靠扩增曲

线读取数据，具有较大的主观性，所以我们点样时应特别小心，

尽量保证仪器可以自动读取分型结果

# 结果

#"! 实验结果

#"!"! 分型结果：共有 133 例分型成功。如表 ! 所

示。

表 ! 分型结果

#6 HI8,.（!） (’&（%） (J’J（K）

<;1!LMMLL 2NO2 3O%%L $

<;!1%%P3MP 22O% 3O322 $

<;2P3313 2!OK 3O%K% $

注："HI8,.：D)4 分型成功率；#(’&：(9,.< ’77878 &<8QC8,:R，最

小等位基因频率；$(J’J：最小等位基因

#"!"# 利用 S>T7.U98/ 进行单体型识别和关联分析

（!）研究样本的基本信息：所有的 分 析 均 在

S>T7.U98/中进行。分型成功的样本基本信息见表

%。

表 # 样本基本信息

年龄（岁） 性别 人数 体重（-V） 身高（:=） 年龄均值

W&
患

者

LL A PL ( %K LP !PL P%O%

& KP L1 !PK P!O1

PP A 1L ( PM LL !P% 13OM

& NM PK !P! 1!OK

1P A NL ( LP LN !P3 12O%

& 1M P3 !L1 1NON

NP A ( P P% !LL NNOP

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
& 2 L2 !LK N2O!

年龄（岁） 性别 人数 体重（-V） 身高（:=） 年龄均值

对

照

组

LL A PL ( %2 PP !P1 P3O%

& KK PK !PK P!OM

PP A 1L ( PP PM !PM P2OM

& 1L P1 !PK 13O1

1P A NL ( LN PL !P3 N3O%

& 1! P2 !LN 1NOK

NP A ( P 13 !L2 N1OL

& !3 P2 !LM NNOP

（%）0>T7.U98/ 识别单体型的基本原理：本研究

利用 0>T7.U98/ 识别单体型。0>T7.U98/ 是从最初的

基因型数据中得出连锁不平衡的计算结果和人群的

单体型模式的强有力的工具。% 0><BRFX89,Y8<V 平

衡：0><BRFX89,Y8<V 平衡（0XE）是指：假设一个基因

座上有 % 个等位基因 ’ 和 >，等位基因 ’ 的频率为

T，等位基因 > 的频率为 Q，如果某个群体中，基因型

’’，’>，>> 的频率为 T%，%TQ，Q%，那么则称该群体达

K%1中国骨质疏松杂志 %332 年 !3 月第 !L 卷第 !3 期 $S9, Z W;?8.T.<.;，W:?.Y8< %332，".7 !L，).J!3



到 !"#$%&’()*+(#, 平衡。在此状态下，基因型频率

完全取决于等位基因的频率。在本研究中我们只对

达到 !’- 的 ./0 位 点 进 行 单 体 型 识 别。!
!"1234)(5 识别单体型的原理：!"1234)(5 在通过计算

排除不符合 !"#$%&’()*+(#, 平衡的 ./0 和分型成功

率小于 678的个体。!"1234)(5 计算出两两 ./0 之

间的 9:值，并依据 9;与预先所确定的域值范围的关

系划 分 出 染 色 体 上 单 体 域。然 后，以 群 体 处 于

!"#$%&’()*+(#, 平衡状态为假设前提，!"1234)(5 采用

-< 算法进行样本单体型频率的最大似然估计，它

可以直接求得单体型频率。

（=）单体型识别和关联分析：将分型实验所得

到的基因型数据整理成 !"1234)(5 所能识别的文件

类型，然后进行 !"1234)(5 识别单体型。" )*>3 文

件：两列信息，第一列是 ./0 的 )$，第二列是各个

./0 在染色体上的位置（图 =（"））。! 0($ 文件：主

要记载样本的基本信息和基因型信息。# 单体型

识别：将文件载入 !"1234)(5，即可以自动生成分析

结果，载入 -?&$的 )*>3 和 1($ 文件进行运算。% 本

研究中，序号为 =、@、A7 的 ./0 因为不符合 !"#$%&
’()*+(#, 平衡而被排除。根据所选定的阈值，生成

的连锁不平衡图谱如图 =（+）所示：右击图 =（+）中的

方格可出现如图 =（B）的数值图：该图列出了两两

./0 之间的 9; #C 值和 9;的置信区间。#C 值越高，对

应的连锁不平衡图中方格的颜色越深。本研究中，

!"1234)(5 从 -?&$的所有 ./0 中划分出两个单体

域。

生成的单体型图如图 =（$）所示：

图 ! 单体型识别和关联分析

注：图内显示了 -?&$基因的的单体型、每个单体型在人群内所占的频率以及单体域之间的关系。

交叉点处的多等位基因的 9;值显示了两个单体域的重组水平（这里的只计算图中所显示的单体型之

间的 9;值，因此效力不高）。单体型上面是 ./0 的序号

"#" 统计分析结果

"#"#$ ./0 位点统计分析结果：本研究主要在 D77
个陕西关中汉族人群中对 -?&$基因的 = 个 ./0 位

点进行分型，统计分型结果，并且对分型结果进行了

初步的统计学分析。首先我们采用自由度为 A 的

!!C 检验验证 ./0 位点是否达到 !’-，结果发现以

下 ./0 位点达到 !’-：#EDA6FF66，#EGH77D7。

没达到 !’- 的原因有［C］：非随机婚配、遗传漂

移、群体分层等。如果可以判断导致不平衡的原因，

我们还有可能对结果进行校正。多位点分子标记的

方法已经可以用来发现群体分层［=］。如果研究中包

含不平衡的 ./0 和全为 !’- 的 ./0，若两者的结果

FCD 中国骨质疏松杂志 C77G 年 A7 月第 A6 卷第 A7 期 IJ)* K LEM(313#3E，LBM3+(# C77G，N32 A6，/3OA7



一致，表明结果是稳定的；但是如果不一致，则没有

包含不平衡的 !"# 位点的研究结果将更为有效［$］。

!"!"! 利用 %&’()*+,- 进行关联分析的结果：利用

%&’()*+,- 进行关联分析的结果表明上面 . 个达到

/01 的 !"# 位点在 . 组人群中的差异具有统计学

意义（! 2 3435），其中基因位点 678933:3 在 . 组中

具有统计学显著性差异（! 2 343;），16<!基因位点

多态性对骨质疏松性骨折有影响。

表 # %&’()*+,- 关联分析结果

=,>, ?@ ABC（.） ADBD（E） ! *&(F,

16<! G7:;5$$55 34..5 HIJ "#"$%&

G78933:3 34.E. HIJ "#""’(

G7;:..93$9 34388 KIJ 3495.:

注："! 值小于 3435 的以斜体显示。#%&’()*+,- 关联分析的结

果表明，G7:;5$$55，G78933:3 的多态性对骨折有影响

!"!"# 利用 %&’()*+,- 进行的单体型关联分析结果：

由于本研究中 16<!基因的单体域都有两个或者两

个以上的 !"# 组成，单个 !"# 与骨折不存在关联不

代表不同的单体型对表型没有影响。可能 !"# 之

间不同的组合方式会对表型产生影响。所以有必要

分析每个单体域不同的单体型与 LC 之间的相关

性。利用 %&’()*+,- 进行的单体型关联分析结果见

表 $。

表 $ 16<!单体型关联分析结果（!) M *）

!"#7 %N!"# CG,OD ! P&(F,

Q()RS ; ; T E ;，.，E

HHK 349$U "#"+&$

JJK 34..9 "#"$$,

HHJ 34388 349:5U

HJK 343.5 34.UE$

利用 %&’()*+,- 进行的单体型关联分析结果表

明，16<!单体域 HHK 和 JJK 都与骨折存在关联，在

病例组和对照组中的差异具有统计学意义（ ! 2
3435）。

# 讨论

;88$ 年 A)GG+7)> 等［5］对维生素 @E 受体基因的

多态性进行了研究，发现骨质疏松与遗传因素有关，

二者之间的关系从而受到人们的重视。现认为骨质

疏松症是受多基因调控的疾病，目前国内外研究较

多的主要有维生素 @ 受体（P@6）基因、雌激素受体

（16）基因、$型胶原 &(（JLV<$&(）基因、甲状旁腺素

（#/K）基因、白细胞介素（?V）基因、护骨素（L#H）基

因等。

本研究以骨质疏松性骨折做为研究表型，采用

关联分析的方法，对 16<!基因的 E 个 !"# 进行了分

型实验。根据分型结果，我们利用 /&’()*+,- 进行了

单体型识别，以探讨 16<!基因上候选位点与骨质疏

松性骨折的关系。

#"% 雌激素受体与骨代谢

;8UU 年首次发现成骨细胞和骨细胞均有雌激

素受体，从而证明雌激素能直接作用于成骨细胞，促

进骨的形成，抑制骨的吸收。人的骨密度增加在 E3
T $3 岁达峰值，以后随年龄增加而骨量渐渐降低。

妇女绝经后骨量丢失速度最快，说明雌激素对维持

骨量起着非常重要的作用［9］；临床观察已经证实，绝

经后，骨量丢失速度加快，补充雌激素后，骨量丢失

受到有效的抑制［:］。;8UU 年以前，人们一直认为雌

激素对骨起间接作用，后 W)XX 等［U］在成骨细胞中

发现雌激素受体，明确了雌激素对骨细胞的直接作

用；;883 年 #,>(7,G 等［8］又在破骨细胞上发现雌激素

受体，更加明确了雌激素与骨细胞的直接作用关系。

为了阐明雌激素在骨代谢中的作用机制，人们对骨

细胞、成骨细胞和破骨系细胞进行了多方面的研究，

取得了较大的进展，发现在成骨细胞中雌激素受体

依赖于细胞周期。还发现除骨细胞以外，雌激素对

其他组织细胞，尤对产生细胞因子的细胞的作用，间

接对绝经后骨代谢产生重要影响。最近的一项人群

研究显示，雌激素对与维持骨代谢的稳定是必需的，

这种作用和位于细胞质和细胞核中的特定的雌激素

受体相关［;3］。

#"! 雌激素受体结构与功能

人体中的雌激素受体包括 16<%和 16<!。16<%
是骨骼中主要的雌激素受体，对于骨转换和维持骨

量有显著作用。最近在骨骼中发现的 16<!的作用

仍不清楚，但在不同的体外和体内研究中发现，16<!
能够通过形成异源二聚体抑制 16<%的转录激活，然

而在缺乏 16<%时，16<!能部分替代它的作用［;;］。

雌激素受体基因及其表现型存在着多样性，包括氨

基酸上的多态性、突变及在 X6"B 水平上检测到的

同工型。雌激素受体是一种核内受体，也有雌激素

结合域和 @"B 结合域，雌激素与其受体结合后形成

二倍体，经过与包括热休克蛋白等多种核内蛋白质

的相互作用，与 @"B 分子上特定的部位<雌激素受

体反应元件（,7NG)=,G> G,7’)>7+*, ,(,X,>N，161）结合，

使近端基因在转录水平上活化，产生基因产物［;.］。

#"# 雌激素受体!基因多态性
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!""# 年 $%&’()*+* 等［!,］描述了日本人群中 -./!
内含子 0 的 12 双核苷酸的高度多态性，认为有 34
个 12 重复序列等位基因的绝经后妇女的腰椎骨密

度较高。后来对墨西哥人［!5］的一项队列研究也证

实 12 重复序列多态性和骨密度相关，但结论并不

相同，认为绝经前妇女中有 36 个 12 重复序列的人

有较高的 789，而绝经后妇女中没有观察到这种现

象，提示 12 重复序列可能和峰量骨值的获得有关

而非骨量减少的标志。后来系统性的突变筛查又发

现了几个不同的变异序列，第一个是外显子 : 上的

$!53!1，第 二 个 是 外 显 子 0 配 体 结 合 域 上 的

;!6#32，两者均为无义突变。第三个是外显子 # 的

,<端非编码区上的 2!:,6; 单核苷酸多态性。这种

多态性的作用机制尚不清楚，但已经发现高加索人

群和亚洲人群的基因型分布不同。最近在非洲人群

中发 现 了 0 个 新 的 多 态 性，其 中 有 , 个（1!5,$
=>?@*> !，2044$ =>?@*> 3，(>A $!!66; =>?@*> 0）为无义

突变。其他两个可以翻译为 -./!上的氨基酸序列，

第一个是外显子 ! 的 2!60; 单核苷酸多态性，其第

三个位置上的异亮氨酸转化为缬氨酸，第二个是外

显子 0 的 $!60:; 单核苷酸多态性，其第 ,36 个位置

上的缬氨酸转化为甘氨酸，这两个序列均参与组成

-./!配体结合域的第 5 个螺旋［!0］。

!"# 雌激素受体!（-./!）基因多态性在男性与女性

骨质疏松中的地位

首先，-."和 -.!在同一个体的组织分布上存

在明显的差异。-.!在组织分布上也可能存在性别

差异，-."也是如此。而且许多研究是基于动物，实

验结果不能直接推广于人类。其次，-."和 -.!的

表达与骨矿物质密度之间存在着复杂关系，两者共

同参与雌激素的骨保护效应，其中 -."为主要介导

者，-.!与之存在着竞争而互补的关系。也有人［!4］

认为 -."比 -.!在激活基因转录上作用显著，而

-.!在抑制基因转录上比 -."作用强。雌激素受体

!的发现比"晚 !6 年，其研究不如雌激素受体"广

泛和深入。目前尚未见到雌激素受体!（-./!）基因

多态性在骨质疏松中的作用的性别差异的报道。雌

激素受体!（-./!）基因多态性在男性和女性骨质疏

松中的地位目前难以确定，这也是今后我们研究工

作中的一个重要努力方向。

我们的研究结果表明，位点 B%:!05500，B%"466:6
与髋部骨质疏松性骨折相关，这证明 -./!基因在调

节骨代谢方面起了重要的作用。研究结果表明 -./

!基因和陕西关中汉族群体的 CD 发病率关联。-./

!基因可能对中国陕西关中汉族人群髋部 CD 发病

率的变化起到影响。但具体作用机制及易感人群等

方面仍不清楚，而且外伤作用具有偶然性，可能会影

响本研究的结果，我们将对之更加深入研究。
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大调查人群和调查时间，估计骨折人数会升高。从

以上调查可知，虽然男性平均骨密度较女性的为高，

但骨折比例却大于女性，考虑与男性活动量偏大或

进行不适合的运动较多引起，如调查中发现有登山

者下山时导致踝骨骨折。骨量减少者容易发生骨折

已经引起人们的注意，从本次调查中也可见骨量减

少者发生骨折占有相当的比例，提醒人们骨量减少

时已经发生了骨质的变化，必须预防骨折［!!］。

!"# 骨质疏松与骨折的相关因素

在调查的一般情况和生活习惯等方面，发现骨

折仅 与 骨 密 度 呈 现 密 切 的 负 相 关 关 系（ ! " #
$%&$’，" " $%$$!），骨密度是表示骨强度的一个指

标，所以通过骨密度的测量可以发现骨折的高危人

群［(］，并且可用于疾病进程监测或干预措施效果评

价。通过此项调查，不但获得了昌平地区的骨质疏

松患病率，而且对于多数调查人群，也对他们骨质的

情况做了初步评价，更重要的是对他们的骨折风险

做了评估，引起了人们的注意，这对预防骨折的发生

有重要的意义［!&］。

本次调查的骨密度与性别、体重、身高、年龄、饮

酒均相关（! 值和 " 值分别为 $%)*+，$；# $%))+，$；

$%)’,，$；$%)++，$；# $%!)(，$%$&(），此结果与国内外

的此类调查结果基本一致［!)］，但本研究发现骨密度

与吸烟史无相关关系，此与其他调查结果不同，是因

为抽 样 误 差，还 是 调 查 的 项 目 不 当，需 要 进 一 步

探讨。

# 结语

本次研究以昌平地区的人群为抽样对象，通过

调查问卷和骨密度检查，初步得出本地区人群的骨

质疏松患病情况，为医学预防和健康教育提供了科

学依据。在调查中，调查员发现，大多数被调查者从

未接受过骨密度检查，也未接受过骨质疏松教育，甚

至很多已经是重度骨质疏松者且具有高度骨折风险

的人，仍然对结论未予充分认识，所以提醒广大的医

务工作者应广泛开展骨质疏松症的健康教育，积极

改善人们的生活方式，加强骨质疏松症及骨折的预

防，将是一项任重道远的任务，这对提高老年人的生

活质量，减轻国家和社会、家庭沉重的经济负担也是

至关重要的。
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