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老年男性维生素 8 受体基因 94:# 多态性

与骨质疏松关系的初步研究
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摘要：目的 了解维生素 8 受体（;+5*)+/ 8 <=7=>54<，?8@）基因 &A端启动子区 94:# 酶切位点多态性与

老年男性骨质疏松的关系。方法 应用聚合酶链反应限制性片长度多态性技术（BC@D@9EB），对 FF 例

对照者和 GF 例骨质疏松患者的 ?8@ 基因 94:# 多态性进行分析，计算 94:# 基因型和等位基因的分布

频率。结果 对照组 94:# 多态性 99、9H、HH 基因型分别为 IGJIGK、IGJIGK、#&K；骨质疏松组分别为

#&J’%K、&"K、’IJFGK，两组基因型的分布频率差异有显著性（!
G L #GJ"M%，! L "J""G）。结论 就目

前调查例数而言，正常老年男性的 ?8@ 基因 &A端启动子区 94:# 酶切位点多态性与骨质疏松组比较

差异有显著性意义。
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近年来，维生素 8 受体（;+5*)+/ 8 <=7=>54<，?8@）

基因被认为是遗传调控骨和钙代谢的候选基因。

#[[I 年 $4<<+O4/ 等［#］首先报道 ?8@ 基因多态性与

骨密度（R4/= )+/=<*, P=/O+5Q，\$8）相关以及可以预

测 \$8。以后有研究发现 ?8@ 基因 &A端启动子区

（;+5*)+/ 8 <=7=>54< O5*<5 74P4/，?8@XC）外显子 G 上存

在 94:# 酶切位点多态性，这一位点的多态性影响

?8@ 氨基酸的结构［G，’］，与骨密度变化相关。

94:# 酶切位点多态性影响 ?8@ 氨基酸的结构

主要是由于 ?8@ 翻译起始区存在两个被 F 个核苷

酸隔开的起始密码子 !NY，当 &A端 !NY 中的 N 突变

为 C 时，形成上游起始密码子，此时，?8@ 被 ’ 个氨

基酸（9 *,,=,=）延长，相比之下，由下游位点起始翻译

的 ’ 个氨基酸的 ?8@ 则较短（9 *,,=,=）。

?8@基因的几种多态性以及不同的多态性对

\$8的影响是近些年来该领域关注的热点。由于

94:# 多态性是至今发现的惟一影响 ?8@ 氨基酸结

构的多态性位点并与骨密度相关。目前，已有报道

少数 民 族 及 绝 经 后 女 性 94:# 多 态 性 的 研 究 结

果［I，&］。本研究对老年男性进行 ?8@ 基因 94:# 多

态性进行研究，旨在探讨 ?8@XC 与老年男性的 \$8
的关系，为骨质疏松（ZB）发病机制和遗传因素的相

关性研究奠定基础。

7 材料和方法

7B7 对象
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!"!"! 骨质疏松组：我院及二炮总医院门诊患者 !"
例，平均年龄 #$%& ’ &%( 岁。均无高血压、肾病、糖

尿病等内分泌系统疾病病史，无使用糖皮质激素史。

!"!"# 对照组：我院体检人员 "" 例，平均年龄 #(%)
’ )%( 岁。除外高血压、肾病、糖尿病等内分泌系统

疾病病史，并且均未应用过影响骨代谢的药物。

!"# 研究方法

!"#"! *+, 的测量：采用美国 -./01 公司 ,234- 型

双能 3 线吸收仪（,536）检测 *+,。每日测定前均

进行仪器性能检测，重复测定的变异系数为 7%(8。

测定部位为第 ! 9 ) 腰椎正位骨密度，准确定位后，

进行扫描，由微机自动分析及打印结果。以同性别、

同部位峰值 *+, 减低两个标准差为诊断 :2 的标

准。

!"#"# ,;6 的提取：取全血 ! <=，经典法［"］提取基

因组 ,;6。

!"#"$ 2>? 扩增 @,? 基因：引物序列为［(］：@,?!0：
&A46B>CBB>>>CBB>6>CB6>C>CCC>C>>>C>4(A；
@,?!D： &A46CBB666>6>>CCB>CC>CC>C>>>C>4(A。
2>? 扩增反应体系为 !&!=，其中含基因组 ,;6 7$$
/E、7$ F 缓冲液 !%&!=、G;C2H $%!!<I=、引物浓度分

别为 $%)!<I=J-。置热循环仪（51KLI< M;>）中 N&O预

变性 & <K/，再加 C0P ,;6 酶 ! Q。按下列程序循环

($ 次，即 N&O变性 7 <K/，"$O退火 7 <K/，#!O延伸 7
<K/，最后于 #!O再延伸 & <K/。取 2>? 产物 &!= 置

!8琼脂糖电泳，溴化乙啶（5*）染色，紫外灯下观察

扩增是否成功。

!"#"% 扩增产物的限制性酶切：2>? 扩增产物 &!=
直接用 & Q RIS7 酶 切，反 应 终 止 后，酶 切 产 物 经

7$8聚丙酰胺凝胶电泳，5* 染色后，用凝胶图像分

析系统确定三种基因型，缺乏 RIS7 酶切位点的纯合

子为 RR 型，显示 !"& DT 一条带，存在 RIS7 酶切位点

的纯合子为 UU 型，显示 7N" DT 和 "N DT 两条带；杂合

子（RU）显示上述三条带，见图 7。

!"#"& 统计学处理：采用基因计数法分别统计两组

样本 基 因 型 和 等 位 基 因 的 分 布 频 率。应 用 V2VV
7$%$ 统计软件分析。组间的基因型和等位基因分

布频率差异用 TW01HI/!
! 检验，! X $%$& 为差异有

显著性意义。

# 结果

#"! 2>? 扩增 @,? 基因

模板 ,;6 提取后，经 2>? 扩增，扩增出特异性

片段（!"& DT）（图 !）。

图 ! @,? 基因 UIS 7 酶切位点

’()"! CYW T0LLW1/ IU @,? EW/W（RIS7）TI=Z<I1TYKH<

+：[T0MM ,;6 <01SW1；7，!，(：UU 型；)，&：RU 型；"：RR 型

图 # @,? EW/W RIS7 2>?4?R-2 结果

’()"# 2>?4?R-2 1WH.=LH IU @,? EW/W（RIS7）

#"# 2>?4?R-2 法确定 @,? 基因 RIS7 多态位点基

因型

共测定 N! 例样品，用限制性内切酶 RIS7 检出 (
种不同基因型，即 RR（图 !）、RU（图 !）和 UU（图 !）。

#"$ @,? 基因 UIS7 多态位点基因型和等位基因频

率分布 @,? 基因 UIS7 多态性分布符合遗传学的

[01GZ4\WK/DW1E 遗传平衡定律，结果见表 7。

表 ! @,? 基因 RIS7 多态位点基因型和等位基因频率分布
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! 讨论

欧美和日本研究者报告 !"# 基因 $%&’ 多态位

点 $$ 基因型具有较低的 ()" 值［*，+］。,-./ 等［+］报告

日本 01 2 13 岁未绝经妇女 $$ 型腰椎 ()" 较 44 型

低 ’05。6.--/7 等［8］对 09 2 19 岁未绝经女性进行的

研究表明，$$ 型女性股骨颈 ()" 显著低于 44 型

+:15，;<=%>>? 等［@］报告法国 13 2 +3 岁绝经妇女 $$
型股骨颈 ()" 显著低于 44 型 +:15，意大利研究

者［’9］发现 13 2 +0 岁绝经女性椎骨骨折患者与无骨

折对照的基因频率分布比较，椎骨骨折患者中 $$ 型

所占比例显著高于对照组，分别为 035和 ’’5。另

外，有部分研究未能证实 $%&’ 多态性与骨质疏松具

有的相关性。

有关老年男性的 !"# 基因 $%&’ 多态性与骨质

疏松的相关性研究少有报道。本研究结果显示老年

男性骨质疏松组 !"# 基因 $%&’ 多态性 44、4$、$$ 基

因型 与 对 照 组 比 较，差 异 有 显 著 性 意 义（!
0 A

’0:9+8，! A 9:990），其中，$$ 基因型分别为 *1:B05
和 ’35。提示就目前调查例数而言，!"# 基因翻译

起始位点的 $%&’ 多态性和老年男性 ()" 有一定关

联，这对于我国骨质疏松发病机理及诊治具有重要

意义。同时，这项研究也有待于进一步增加样本等

来加以深入。

总之，4%&’ 酶切位点多态性与骨质疏松相关性

的研究，还涉及到研究对象的种族、生活环境、营养

状况、钙摄取、年龄、绝经年限等因素［’’］。我们得到

的初步结果将有助于对我国老年骨质疏松基因与环

境、预防策略和治疗措施的深入研究。

（致谢：本课题中 !"# 基因 4%&’ 多态性的分析技术得到了日本

德岛大学医学部武田英二教授及他的实验室的真诚、无私具体的指

导。）
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