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褪黑素受体 4D基因多态性与青少年
骨密度的相关性

邱旭升 邓亮生 杨晓恩 郭凯琪 李广文 秦岭 邱勇 郑振耀

摘要：目的 探讨褪黑素受体 4D基因（2EF!4D）多态性与骨密度之间的相关性。方法 选取 4-1名
4G H 31岁之间的正常女性，采用双能 I线骨密度吸收仪测量双侧近端股骨的骨密度。同时，采取外
周静脉血，采用试剂盒提取 JFK。根据人类单倍体图计划（+&L2&L）提供的汉族人数据，我们在
2EF!4D基因上选取了 G个标签 MFN（(&$MFN)）。通过 N#!O!PQN的方法检测褪黑素受体 4D基因上 G
个标签 MFN的基因型。采用 KFRSK的统计学方法比较不同基因型对应骨密度大小。结果 2EF!4D
基因 G个多态性位点各基因型所对应的骨密度，没有明显差异（! T 1U1V）。结论 褪黑素受体 4D基
因多态性与骨密度之间没有相关性。
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褪黑素是松果体分泌的主要激素，它有着广泛

的生物学作用，对生物的昼夜节律、睡眠、性成熟及

生殖、免疫反应、肿瘤、衰老等均有调节作用［4］。褪

黑素作为一种全身性的激素，随着年龄的增加而降

低［3］，它对于成骨细胞和破骨细胞的作用以及在绝

经后妇女及老年性骨质疏松中的作用渐渐引起了人

们的关注。最近已经有人提出将褪黑素作为预防治

疗骨质疏松的药物［.］。褪黑素的生物学作用主要通

过结合褪黑素受体进行。在哺乳动物，褪黑素受体

分褪黑素受体 4K（2EF!4K）和褪黑素受体 4D
（2EF!4D）两个亚型［-］。有研究表明，在成骨细胞及
破骨细胞中，主要表达 2EF!4D受体［V］。笔者旨在
研究 2EF!4D 基因多态性与青少年骨密度的相
关性。

0 资料和方法

0>0 研究对象
4-1名 4G H 31岁之间的正常女性，全部为另外

一项关于特发性脊柱侧凸研究的正常对照。排除患

有严重的器质性内分泌疾病、神经系统疾病和骨代
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谢疾病，且无长时间活动受限或大量运动者，近年未

用过影响骨代谢的药物（降钙素、氟化物、活性维生

素 ! 制剂、皮质激素等），在骨密度测定前未接受过
任何治疗。

本研究对象本人及其家长签署同意书，同时本

课题获得香港中文大学临床研究伦理委员会批准通

过。

!"# 骨密度测量
采用双能 " 线骨密度吸收仪（"#$%&，’()*+,-

./-01+* 2345/6 7,1，8()5 95:0,4(,，;04(,40,，<29）测
量双侧近端股骨的骨密度（=(,/ 60,/)+* -/,4053，
>.!）。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

?@AB［&］。股骨颈的 >.!，通过扫描区总的骨量（C）
除以扫描的骨面积（16D）得到，单位是 CE16D。

!"$ 基因型鉴定
采取外周血 % 6*，基因组 !’9 采用试剂盒

（#(1F/，<29）提取，具体操作步骤参照说明书。结
合汉族人单倍体型资料［G］，选取 & 个单核苷酸多态
性（40,C*/ ,H1*/(50-/ I(*36()IF0464，2’J4）位点，这 &
个 2’J4 覆盖了整个 .K’#?> 基因。它们分别是
)4D?&&GL&， )4GMN?O%G， )4NGA%ND&， )4?LO%LM&%，
)4%GO?&%G，)4?LO%LM&N。由于基因上游启动子区的多

态性最有可能是功能性的，会引起基因表达水平的

改变。因此，对于位于 .K’#?> 基因启动子区的
)4GMN?O%G，)4NGA%ND& 两个多态性，我们检测了所有
的样本，而其他的几个多态性位点，我们只检测了部

分的样本。

我们采用 JP#$#8QJ 的方法对所选取的 2’J4
进行基因分型。表 ? 列出了 JP# 反应扩增包含这
些 2’J4片段时所用的引物，退火温度，JP#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 JP# 反应（最终反应物总体积 ?D@A
6*）包括 .>7 K+R 酶 L@% <，引物 ?@L 6*，DL 6. K)04$
SP*（IS O@N），AL 6. TP*以及 D@L 6. .CP*D，总共
进行 %A个循环，每个循环包括 M&U %L 4，&LU NA 4，
GDU %L 4 %步，最后在 GDU延伸 ?L 60,。取 G!* JP#
反应产物，加入 % <相应的限制性内切酶及缓冲溶
液（见表 ?，所有 &种内切酶都用 % <），并加水使最
终体积为 ?N!*，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 DB或者 NB
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 ?）。?LB的样本进
行了重复试验，以保证基因型鉴定的准确性。

表 ! JP#$#8QJ反应条件及限制性片段大小

2’J4 引物序列 AV$%V
退火温度

U
JP#产物大小

=I
限制性

内切酶

酶切后产物大小

=I

)4D?&&GL& 8()W+)-：KXP9XP9999KXXX99X99XKKX &L DGG K4I#7 K：DGG

#/W+)-：KXPPKXXP9KXKXPK9KKXX P：?&? Y ??&

)4NGA%ND& 8()W+)-：99P9K9KKKXKX9KK99KPP9XXP AO ?DG S+/ " K：?DG

#/W+)-：K99P9PPKXP99KKKPP9PP P：?LN Y D%

)4GMN?O%G 8()W+)-：9PKXK9KPP9K99KKKKXPPKKKKP &L ?%M Z1(’7 9：?%M

#/W+)-：9XPP9KX9KXPP9KX99PPP K：??A Y DN

)4?LO%LM&% 8()W+)-：9KXPK99X99KKP9P9PP9XPK AO ?DA J[H # P：?DA

#/W+)-：P9P9XKXP9X9PKXKKKKPK99KP X：?LA Y DL

)4%GO?&%G 8()W+)-：K9XXKKPKKXXKXPKPK9KKPXKX &L N?D S0,1 # X：%AO Y AN

#/W+)-：K9KKPPP9KKKXKXPPPKXKPK 9：?OA Y ?GA Y AN

)4?LO%LM&N 8()W+)-：KPPPKXXKX9KK9KKX9PX &L &&D 9[+ 7 K：&&D

#/W+)-：XPK99X9KKXPPP9X9XKX P：N%M Y DD%

!"% 统计学处理
等位基因的频率采用 S+)-3$;/0,=/)C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 9’\]9检验方法，以 ! ^ L@LA 为差异显著。所
有数据统计均采用 2J22 ?%@L进行分析。

# 结果

#"! .K’#?>基因多态性位点频率分布情况
.K’#?>各多态性位点基因型频率分布情况如

表 D所示。.K’#?>基因 &个多态性位点的基因型
分布 都 符 合 S+)-3$;/0,=/)C 遗 传 平 衡 定 律。
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图 ! !"#$%&基因 ’个 (#)位点电泳图

注：左边第一道为酶切前的 )*$产物，左边第二道是 !+,-.,。每个 (#)各个基因型如图如示

表 " !"#$%&

!!

基因各多态性位点基因型频率分布情况

(#)/ ! 基因型 频数 频率（0） (#)/ ! 基因型 频数 频率（0!!

）

,/1%’’23’ 24 "" %’ 1%5’1 ,/%36738’7 ’6 ** 11 715!! 79

!!"* 76 9%579 *: 7% 49598

!!** 13 12537 :: %9 1153’

!!,/284%672 %73 ;; 74 1’5%9 ,/726%’72 21 :: 1 1526

!!;" ’1 42523 :; %8 1’578

!!"" 74 1’5%9 ;; 9% 23567

!!,/429741’ %43 "" 6 952% ,/%36738’4 27 "" 7 45%%

!!"* ’1 44518 "* 12 7’588

** 23 93533 ** 47 96583
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!"#$%%&’%， !"&()$*+&， !")&,+)#%， !"$’*+’(%+，
!"+&*$%+&，!"$’*+’(%) 位点分别以 -.（,$/+,0），1-
（ )&/%(0），..（ ,’/’’0），.2（ ),/,(0），11
（&’/*+0），..（,*/(’0）基因型所占比例最高。
!"! 3-45$6基因多态性与骨密度相关性分析

3-45$6基因 %个多态性位点各基因型所对应
骨密度情况如表 +所示。从表中可以看到，3-45$6
基因 %个多态性位点，每个位点各基因型所对应的
骨密度，在左右两侧差异都无统计学意义（ ! 7
’/’,）。

表 # 3-45$6基因多态性位点各基因型所对应骨密度情况（!" 8 #）

94:"
;<463= 5<463=

基因型 $ 63= ! 基因型 $ 63= !
!"#$%%&’% -- $% ’>*)’ 8 ’>$#’ -- $% ’>*,# 8 ’>$$)

-. +* ’>*&+ 8 ’>’(% ’ >)%+ -. +* ’>*%( 8 ’>’*, ’ >%’,

.. #’ ’>*)& 8 ’>’() .. #’ ’>*)) 8 ’>’(,

!"&()$*+& 11 +) ’>**$ 8 ’>$$* 11 +) ’>*%& 8 ’>’(*

1- %# ’>*%* 8 ’>$$$ ’ >*,’ 1- %# ’>*%& 8 ’>$’# ’ >((,

-- +) ’>*&’ 8 ’>’(, -- +) ’>*%( 8 ’>’(*

!")&,+)#% -- * ’>*,# 8 ’>’(( -- * ’>*)$ 8 ’>’%%

-. %# ’>*%* 8 ’>$’’ ’ >&&) -. %# ’>*%% 8 ’>’(( ’ >%&+

.. &’ ’>*&& 8 ’>$$& .. &’ ’>*&+ 8 ’>$’)

!"$’*+’(%+ .. ## ’>*%* 8 ’>$’+ .. ## ’>*%’ 8 ’>$’&

.2 +$ ’>*%+ 8 ’>$’) ’ >*#$ .2 +$ ’>*%) 8 ’>’($ ’ >&(&

22 $, ’>*)% 8 ’>$#’ 22 $, ’>*)+ 8 ’>$’&

!"+&*$%+& 22 # ’>*’& 8 ’>$## 22 # ’>*’+ 8 ’>$$,

21 $( ’>**, 8 ’>’*, ’ >)$( 21 $( ’>**$ 8 ’>’&) ’ >)#&

11 ,$ ’>*,) 8 ’>$$’ 11 ,$ ’>*,) 8 ’>$’)

!"$’*+’(%) -- + ’>(’( 8 ’>’+) -- + ’>(#% 8 ’>’’,

-. #& ’>*+( 8 ’>’(( ’ >+&) -. #& ’>*)# 8 ’>$’# ’ >+’’

.. )+ ’>*%% 8 ’>$’, .. )+ ’>*%+ 8 ’>’(+

注：;<463=?左侧股骨颈 63=；5<463=?右侧股骨颈 63=

# 讨论

原发性骨质疏松症是老年人的一种常见病，一

种全身性骨病。主要是骨量减低和骨超微结构的破

坏，招致骨脆性增加和容易发生骨折。骨密度是骨

质疏松症的一个重要预测因子，峰值骨量高，则不容

易得骨质疏松症，峰值骨量低，则容易得骨质疏松

症。对双胞胎的研究表明，峰值骨量有近 *’0可以
用遗传因素来解释［*］。同时，分离分析表明没有单

一一个基因对骨密度起决定性的作用，和其他多基

因疾病一样，多个等位基因位点决定骨密度的大小，

从而决定是否容易发生骨质疏松症。在已有的研究

中，维生素 =受体，雌激素受体以及!型胶原是研
究最多的也是比较肯定的易感基因［(］。

近来，褪黑素与骨质疏松之间关系受到越来越

多人的关注。;@ABCD"EF［$’］通过切除卵巢的小鼠实
验，第一次证实在体内褪黑素可以减少骨丢失。

.@!ABG@HB等［$$］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。5IJK 等［$#］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

,’ G3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。4@E@AD等［$+］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 ,’ G3
时，达到最大效应。另一个实验研究表明，在鼠的

3.+-+?L$成骨细胞系中，褪黑素（, M ,’’"3）呈剂
量依赖性的降低 514N O541 的表达，增加 P:2
O541及蛋白的表达。作者因此认为，药理剂量的
褪黑素，通过下调 514N介导的破骨细胞的形成和
活性而使骨吸收减少，骨量增加［$)］。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。
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本研究探讨了褪黑素受体 !"（#$%&!"）基因多
态性与骨密度的相关性。其结果表明 #$%&!"受体
上 ’个多态性位点都与骨密度没有相关性。在本研
究中，我们通过人类基因组单体型图计划（()*#)*
+,-./01）提供的中国人的资料［2］，选择了 #$%&!"基
因的一组标签 3%+（1)43%+5）。标签 3%+可以覆盖一
个基因上的单倍体变异，从而代表了一个基因上的

大部分多态性。因此，这 ’个标签 3%+与股骨颈骨
密度没有相关性，也就表明 #$%&!"基因上的所有
多态性与股骨颈骨密度没有相关性。换句话说，这

些多态性位点都是非功能性的，没有引起基因表达

和功能的改变；或者即使引起了基因表达和功能的

改变，却对骨密度没有什么影响。

当然，本研究的样本量比较小，其初步研究结果

有待大样本的进一步证实。另外，鉴于褪黑素对骨

骼系统的作用已经比较肯定，有必要研究褪黑素信

号传导通路上其他基因的多态性与骨密度的相关

性，以期发现骨质疏松的易感基因。
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