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松质骨 ＯＰＧ，ＲＡＮＫＬ 和 ＲＡＮＫ 基因甲基化的相关性研
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摘要： 目的　探求 ＯＰＧ，ＲＡＮＫＬ和 ＲＡＮＫ基因甲基化水平在松质骨组织中的相关性。 方法　选取 ２０１１年 １１ 月至 ２０１２ 年 ３
月于我科进行人工髋关节置换患者８例，术中留取股骨颈内松质骨标本，进行标本的骨密度检测，并采用甲基化免疫共沉淀的
方法检测标本 ＯＰＧ，ＲＡＮＫＬ和 ＲＡＮＫ基因的甲基化水平，进行相关性的统计学分析。 结果　该组患者股骨颈内松质骨骨密
度均值为 ０．０５６ ｇ／ｃｍ３ ，ＯＰＧ基因甲基化率中值为 ０．１１５％，ＲＡＮＫ和 ＲＡＮＫＬ基因甲基化率分别为 ０．０８７％和 ０．０７９％。 ＯＰＧ
基因和 ＲＡＮＫＬ基因甲基化率呈明显正相关（r ＝０．９５２，P ＜０．０１），ＯＰＧ基因和 ＲＡＮＫ基因甲基化率也呈明显的相关性，为正
相关（r ＝０．９７６，P ＜０．０１），但 ＯＰＧ基因和 ＲＡＮＫＬ基因甲基化率的比值与标本的骨密度值没有明显的相关性（Ｐ＞０．０１）。 结
论　在松质骨组织中 ＯＰＧ基因甲基化水平分别和 ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 基因甲基化水平存在明显的正相关，但没有发现甲基化率
比值与松质骨的骨密度存在明显的相关性。
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Abstract： Objective　To study the relationship among OPG， RANKL， and RANK gene methylation in the cancellous bone．
Methods 　A total of ８ patients， who had total hip arthroplasty from November ２０１１ to March ２０１２ in our department， were
included．During the operations， the cancellous bone of the femoral neck was collected．The bone mineral density （BMD） of the
cancellous bone was detected．The methylation level of OPG， RANKL， and RANK gene was detected using methylated DNA
immunoprecipitation－quantitative PCR method （MeDIP－qPCR）．The correlation analysis was also performed．Results　 The
average BMD of the cancellous bone was ０．０５６g／cm３．The average methylation level of OPG， RANKL， and RANK gene was
０．１１５％， ０．０８７％， and ０．０７９％， respectively．The methylation level of OPG gene was positively correlated with the mythylation
level of RANKL and RANK gene （r ＝０．９５２， P ＜０．０１； r ＝０．９７６， P ＜０．０１； respectively）．But no correlation between the ratio
of OPG， RANKL gene and BMD of the cancellous bone was observed （P ＞０．０１）．Conclusion 　In the cancellous bone， the
methylation level OPG gene methy lation level is positively correlated with the mehtylation levels of RANKL gene and RANK gene．
But there is no apparent relationship between the mehtylation levels of OPG and RANKL gene and BMD of the cancellous bone．
Key words： Cancellous bone； Gene； Methylation

　　ＤＮＡ甲基化是一种表观遗传修饰方式，是可
逆的 ＤＮＡ 自然化学修饰方式。 ＤＮＡ 甲基化是指
以 Ｓ－腺苷－Ｌ－甲硫氨酸 （ Ｓ－ａｄｅｎｏｓｙｌ－Ｌ－ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，
ＳＡＭ）为甲基供体，在 ＤＮＡ 甲基转移酶 （ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ， ＤＮＭＴｓ）的作用下将甲基转移
到胞嘧啶的 Ｃ－５ 上。 ＤＮＡ甲基化主要发生在基因

的 ５’端启动子对称 ＣｐＧ序列中的 Ｃ碱基上。 ＣｐＧ
岛的甲基化会干扰一些转录因子与基因调控区的

结合或直接抑制 ＲＮＡ聚合酶活性而抑制基因的表
达［１］ 。 此过程具有可逆性，且不改变 ＤＮＡ 的序列
和遗传密码。 甲基化作为一种调控机制可以关闭
某种特定的基因，异常的甲基化表达则可能是导
致肿瘤和其他疾病，尤其是年龄相关性疾病的重
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要原因［２］ 。 ＤＮＡ甲基化已经广泛应用于各种肿瘤
疾病、糖尿病、骨性关节炎和帕金森等疾病发病机
理的研究。 目前，在对骨代谢的研究中对 ＤＮＡ 甲
基化的研究还较少。
骨代谢已被证实和多个基因的表达有相关性，

包括 ＶＤＲ，ＥＳＲ，ＬＲＰ，ＯＰＧ， ＲＡＮＫ，ＲＡＮＫＬ，ＣＯＬＩＡ１
和 ＳＯＸ６等。 这些基因的翻译，转录等环节都影响
相关蛋白的合成，对蛋白靶点的作用产生影响，对骨
代谢的调节起到一定的作用。 有研究表明部分基因
的甲基化能够影响成骨细胞和破骨细胞的分化和细

胞活性。 Ｐｅｎｏｌａｚｚｉ［３］ 和 Ｌｖ［４］ 发现雌激素受体 α
（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α， Ｅｒα）基因外显子 Ｆ 的转录起
始点存在甲基化，与成骨细胞的生长和分化活性有
密切关系。 为研究股骨颈内松质骨标本中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫ和 ＲＡＮＫＬ基因甲基化程度以及相关性，我们
采用 ＤＮＡ甲基化免疫共沉淀－实时定量聚合酶链反
应 （Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ－Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭｅＤＩＰ－ｑＰＣＲ）
方法对在我院进行人工髋关节置换手术的 ８例患者
的股骨颈内松质骨进行 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基
因甲基化率的检测，并分析以上基因甲基化程度的
相关性，为进一步研究骨质疏松症与基因甲基化的
相关性打下基础。

1　材料和方法
1．1　材料

５－甲基胞嘧啶抗体，小鼠抗 ＩｇＧ 磁珠（ＢｉｏＬａｂｓ
Ｓ１４３０Ｓ）， 蛋白酶 Ｋ （ ＥＰＩＣＥＮＴＲＥ ）， ＲＮＡ 酶 Ａ
（ＥＰＩＣＥＮＴＲＥ），ＤＬ２０００ ＤＮＡ 标记物（Ｔａｋａｒａ），ＰＣＲ
试剂盒（Ｓｕｐｅｒａｒｒａｙ），超声波破碎仪（Ｄｉａｇｅｎｏｄｅ），紫
外分光光度仪（Ａｇｉｌｅｎｔ），电泳仪（北京天能），梯度
ＰＣＲ仪（宝生物工程有限公司），ＰＣＲ 仪（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
1．2　标本采集和保存

２０１１ 年１１月至２０１２ 年３月于我科进行人工髋
关节置换患者 ８ 例，年龄为 ４２ ～７８ 岁，平均年龄
６６．７ 岁，男 ２ 例，女 ６ 例。 股骨颈骨折 ５ 例，髋关节
骨性关节炎 ２ 例，髋臼发育不良 １ 例（见表 １）。 术
中截除股骨头后，取股骨颈内松质骨约 １ ｃｍ３ ，保持
完整。 液氮冻存。
1．3　松质骨标本骨密度测定

使用 ＸＲ－８００ 型双能 Ｘ 线骨密度仪 （美国
Ｎｏｒｌａｎｄ公司）附带微小体测量软件检测松质骨标本
骨密度。

表 1　病例记录表
Table 1　Ｃａｓｅ ｒｅｃｏｒｄ

病例编号
Ｃａｓｅ Ｎｕｍｂｅｒ

性别
Ｇｅｎｄｅｒ

年龄
Ａｇｅ

所患疾病
Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

１  女
Ｆｅｍａｌｅ ６５  右股骨颈骨折

Ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ（Ｒ）
２  女

Ｆｅｍａｌｅ ７８  左股骨颈骨折
Ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ（Ｌ）

３  女
Ｆｅｍａｌｅ ７８  左髋骨关节病

Ｈｉｐ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ（Ｌ）
４  男

Ｍａｌｅ ５３  左股骨颈骨折
Ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ（Ｌ）

５  女
Ｆｅｍａｌｅ ４２  右髋臼发育不良

ａｃｅｔａｂｕｌａｒ ｄｙｓｐｌａｓｉａ（Ｒ）
６  女

Ｆｅｍａｌｅ ７４  左股骨颈骨折
Ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ（Ｌ）

７  男
Ｍａｌｅ ７０  

右股骨头坏死
Ａｖａｓｃｕｌａｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｏｆ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ（Ｒ）

８  女
Ｆｅｍａｌｅ ７４  左股骨颈骨折

Ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ（Ｌ）

1．4　标本处理和甲基化检测
1．4．1　ＤＮＡ提取：取组织 ２５ ｍｇ，利用 Ｂｉｏｐｕｌｖｅｒｉｚｅｒ
在液氮中破碎，转入 １５ ｍｌ 的离心管中。 加入蛋白
酶 Ｋ和 ＲＮａｓｅ消化。 加入等体积的酚－氯仿溶液，离
心取上清。 沉淀后加入 ２００ μＬ纯水溶解后测 ＤＮＡ
浓度，取 ５ μＬ 于 ２％琼脂糖凝胶电泳 （图 １）。
－７０℃保存样品。

图 1　股骨颈内松质骨骨组织 ＤＮＡ提取电泳图
Fig．1　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ
　

1．4．2　超声处理：将超声仪器 Ｂｉｏｒｕｐｔｏｒ 调到中档。
于 １．５ ｍｌ Ｅｐ 管中，将样品 ＤＮＡ 浓度均稀释到 ３０
ｎｇ／μＬ，体积均为 ３００ μＬ。 超声 ４ ｍｉｎ，取 ５ μＬ 于
２％琼脂糖凝胶电泳（图 ２）。
1．4．3　ＤＮＡ沉淀（ＭｅＤＩＰ）：取 ２５０ μＬ ＤＮＡ样本加
入 ６０ μＬ ＩｇＧ磁珠悬液，４℃垂直混匀器上混匀 １ ｈ，
转移上清。 在转移后的上清中加入 ８ μｇ ５－甲基胞
嘧啶抗体，４℃垂直混匀器上孵育过夜。 加入小鼠抗
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图 2　股骨颈内松质骨骨组织 ＤＮＡ超声处理后电泳图
Fig．2　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ
ｂｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｓｈｅａｒｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ．
　

ＩｇＧ磁珠，４℃垂直混匀器上孵育；用预冷的 ＥＤＴＡ＋
Ｔｒｉｓ＋Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００洗涤 ＩｇＧ－抗体－ＤＮＡ复合物，洗完
后放到磁力架上，放置 １０ ｍｉｎ直至磁珠全部被吸附
到管壁上，弃上清。
1．4．4　ＤＮＡ纯化：向洗脱的 ＭｅＤＩＰ ＤＮＡ中加入等
体积的酚－氯仿溶液，剧烈震荡 １５ ｓ，离心 １０ ｍｉｎ，转
移上清。 加入 ５Ｍ的 ＮａＣｌ和无水乙醇，离心后弃上
清。 乙醇清洗沉淀，风干和 ２０ μＬ纯水溶解沉淀，用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ测 ＤＮＡ浓度。
1．4．5　引物：采用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０设计 ＲＴ－ＰＣＲ扩增
引物。 扩增 ＯＰＧ 的正向和反向引物序列分别为 Ｆ：
５’ ＧＡＧＴＣＣＧＡＴＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡ３ ’ 和 Ｒ： ５ ’ ＧＴＡＣＧ
ＧＣＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＡＧ３’。 扩增 ＲＡＮＫＬ的正向和反向
引物序列分别为 Ｆ：５’ＴＣＧＣＴＧＧＧＡＡＡＣＡＡＣＡＣＴＧ３’
和 Ｒ：５’ＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＡＧＧＴＡＧＡＴＧＣ３。 扩增 ＲＡＮＫ
的正向和反向引物序列分别为： Ｆ： ５ ’ ＣＣＧＴＴ
ＣＣＣＧＡＴＡＣＧＡＴＴＴＣＴ３’和 Ｒ：５’ＧＧＣＡＡＧＣＣＣＧＣＡＧＴ
ＴＣＡ３’。
1．4．6　Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应：将 ４５ μＬ 超声处理后
ＤＮＡ 样本和 ２０ μＬ ＭｅＤＩＰ ＤＮＡ 样本分别配置
Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系。 轻弹管底将溶液混合，
５０００ ｒｐｍ短暂离心。 将 ９ μＬ 混合液加到 ３８４－ＰＣＲ
板对应的每个孔中。 再加入对应的 １ μＬ ＤＮＡ。 将
上述 ３８４－ＰＣＲ 板置于 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ
反应。 分别记录 Ｃｔ 值，分别用 ＣｔＩｎｐｕｔ 和 ＣｔＭｅＤＩＰ
表示。
1．5　数据收集和处理
1．5．1　数据校正：数据采用 ２ －△ＣＴ法进行分析。 实
时定量 ＰＣＲ时各样品加样量均为 １ μＬ。 甲基化率
校正公式：甲基化率 ＝２（ＣｔＩｎｐｕｔ －ＣｔＭｅＤＩＰ） ×Ｆｄ ×１００％。
Ｆｄ为用于 ＰＣＲ和 ＭｅＤＩＰ的 ＤＮＡ样本体积比。

1．5．2　统计学分析
采用 ＳＳＰＳ软件（１３．０ 版）进行统计分析，均值

以珋x ±s表示，相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ分析（双侧
检验），P ＜０．０１表示差异有统计学意义。

2　结果
2．1　该组患者股骨颈内松质骨骨密度为 ０．０４２ ～
０．０６６ ｇ／ｃｍ３，均值为 ０．０５６ ｇ／ｃｍ３ 。
2．2　该组患者标本 ＯＰＧ 基因甲基化率中值为
０．１１５％（０．０４４ ～０．５４５％），ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基因
甲基化率分别为 ０．０８７％ （０．０４１ ～０．３５１％） 和
０．０７９％（０．０３８ ～１．６５７％）（表 ２）。
表 2　甲基化 ＤＮＡ免疫沉淀（ＭｅＤＩＰ）的效率结果（％）

Table 2　Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭｅＤＩＰ （％）

病例编号

Ｃａｓｅ Ｎｕｍｂｅｒ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ
１  ０   ．４４１ ０ 　　．３５１ １ ｑｑ．６５７
２  ０   ．１３８ ０ 　　．０９８ ０ ｑｑ．０７９
３  ０   ．５４５ ０ 　　．１９１ ０ ｑｑ．３７４
４  ０   ．０７３ ０ 　　．０４７ ０ ｑｑ．０７５
５  ０   ．０５８ ０ 　　．０６５ ０ ｑｑ．０６８
６  ０   ．１９７ ０ 　　．１５６ ０ ｑｑ．２５０
７  ０   ．０４４ ０ 　　．０４１ ０ ｑｑ．０３８
８  ０   ．０９２ ０ 　　．０７５ ０ ｑｑ．０７８

2．3　ＯＰＧ基因和 ＲＡＮＫ基因甲基化率呈明显正相
关（r ＝０．９５２，P ＜０．０１），ＯＰＧ 基因和 ＲＡＮＫＬ 基因
甲基化呈明显正相关（ r ＝０．９７６，P ＜０．０１），ＲＡＮＫ
和 ＲＡＮＫＬ基因甲基化呈明显正相关（ r ＝０．９７６，P
＜０．０１）。 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ 基因甲基化率的比值为
１．０５３ ±０．２０１，与骨密度没有明显的相关性（P ＞
０．０１）。

3　讨论
ＯＰＧ、ＲＡＮＫ和 ＲＡＮＫＬ蛋白是与骨代谢密切相

关的蛋白。 ＯＰＧ 可与 ＲＡＮＫＬ 特异性结合，抑制破
骨细胞前体细胞的分化和成熟破骨细胞的骨吸收，
并诱导破骨细胞凋亡，从而抑制破骨细胞介导的骨
吸收［５］ 。 ＲＡＮＫ 是 ＲＡＮＫＬ 的受体，二者特异性结
合可刺激破骨细胞前体细胞分化，活化成熟破骨细
胞，阻止破骨细胞凋亡并延长其寿命，促进骨吸
收［６－８］ 。 因此，研究 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基因表
达调控因素对骨代谢的研究十分重要。
本研究采用 ＭｅＤＩＰ－ｑＰＣＲ的方法在股骨颈内松

质骨中检测到 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基因的甲基
化。 ＭｅＤＩＰ是采用 ５－甲基胞嘧啶抗体进行 ＤＮＡ 甲
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基化片段富集，可以更加有效提取甲基化的 ＤＮＡ片
段，对于 ＣｐＧ密度较低的甲基化区域和 ＤＮＡ 浓度
较低的标本的检测更加有效［９，１０］ 。 本研究检测到股
骨颈松质骨内 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 基因甲基化水平较
Ｄｅｌｇａｄｏ［１１］报道的股骨头骨组织的甲基化水平低，考
虑可能存在人群年龄和人种不同等因素，将进一步
对大样本病例标本进行检测。
本研究发现股骨颈内松质骨 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫ、

ＲＡＮＫＬ基因甲基化水平存在明显的相关性，具有统
计学意义 （P ＜０．０１）。 此结果表明在松质骨内
ＲＡＮＫ和 ＲＡＮＫＬ 基因甲基化水平越高，ＯＰＧ 基因
甲基化水平也会相应升高。 Ｄｅｌｇａｄｏ［１１］在人的骨组
织上发现了存在 ＲＡＮＫＬ 和 ＯＰＧ 基因甲基化的现
象，并证实 ５－ａｚａ－ｄＣ 可以抑制细胞 ＤＮＡ 的甲基化，
降低 ＲＡＮＫＬ 和 ＯＰＧ 基因甲基化，使 ＲＡＮＫＬ 和
ＯＰＧ表达增加。 所以，ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基因
的甲基化水平能够在一定程度上反映蛋白合成水

平，对骨代谢平衡的调节起到重要作用。 因此，我们
推测在骨质疏松症患者中 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ
蛋白水平的变化可能和相关基因的甲基化水平有

关，对进一步深入研究骨质疏松症的表观遗传学发
病机理有一定的指导意义。
在骨代谢平衡中，ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 之间

存在一定的平衡关系。 特别是 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ比值对
破骨细胞的活化有明显的作用，比值越大，破骨细胞
活化越少，介导的骨吸收作用越小；比值越小，破骨
细胞前体细胞分化越多，破骨细胞骨吸收作用越
强［１２，１３］ 。 因此，ＯＰＧ在 ＲＡＮＫＬ 信号通路上唯一的
负性调节因子。 在骨质疏松症中，ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ 比
值明显下降，ＯＰＧ表达下降，ＲＡＮＫＬ表达明显增加，
使得破骨细胞骨吸收作用明显增强，而骨吸收抑制
作用明显减弱［１４，１５］ 。 本研究对 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 基
因甲基化率的比值进行了分析，与患者标本的骨密
度没有明显的相关性（P ＞０．０１），提示该比值可能
对骨密度值的提示作用不佳。 因为基因在表达过程
中受到多种因素的调控，所以 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ基因
甲基化率的比值不一定与相应蛋白水平的比值对

应，需要进一步检测 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白的比值，才能
真实反映骨代谢的情况。
本研究采用表观遗传学的方法对人体骨组织

ＯＰＧ、ＲＡＮＫ和 ＲＡＮＫＬ基因进行了初步的研究，为
进一步探讨 ＤＮＡ 甲基化在骨代谢中的作用打下基
础。 由于基因的表达受到翻译、转录和蛋白合成过
程中多种因素的影响和调控，所以 ＤＮＡ甲基化在骨

代谢中的作用还需要进行深入研究和大样本实验研

究的验证。
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