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摘要：目的 探讨胃幽门螺杆菌(H．Pylori)感染与TLR4基因G11367C、NADPH氧化酶基因His72Tyr多态性的交互作用和

特发性成年骨质疏松症(IOIA)的关系。方法选择我院2011年5月至2015年7月收治的IOIA患者160例，以160例健康

体检者作为对照组，两组在年龄、性别、民族、籍贯和生活习惯方面无显著性差异，以上述各组患者的外周血自细胞为样本，利

用PCR—RFLP技术检测了TLR4基因G11367C和NADPH氧化酶基因Hfs72Tyr多态性。采用“c-尿素呼气试验法(“C．UBT)

检测受检者，H．Pylori与”C结合的每分钟衰变数(DPM)以判断H．Pylori感染情况。每位研究对象进行问卷调查，采用非条

件Logistic分析，估算G1 1367C、His72Tyr多态性和H．Pylori感染与LSCC发病风险的调整比值比(OR)及95％可信区间(95％

CI)，并分析G11367C、His72Tyr多态性与H．Pylori感染的交互作用。结果G11367C(GC)、His72Tyr(HT)和His72Tyr(1vr)

基因型频率分布在IOIA组分别为70．62％、35．00％和36．25％，在对照组分别为28．12％、13．12％和13．75％，两组之间有显

著差异(P均<0．01)。G11367C(GC)基因型者患IOIA的风险均显著增加(OR=6．1442)，His72Tyr(HT)和His72Tyr(TT)基

因型者患IOIA的风险也显著增加(OR=6．7773，OR=6．4737)。基因突变的协同分析发现G11367C(GC)／His72Tyr(7rr)基

因型者频率在IOIA组和对照组的分布频率分别为25．63％和3．75％，经)(2检验在两组之间有显著性差异(P<0．01)。

Gll367C(GC)／His72Tyr(TT)基因型者患IOIA的风险显著增加(OR=39．5731)，G11367C(GC)和His72Tyr(TT)基因型在

IOIA发生、发展存在正向的交互作用(7：=2．0887，73=1．9856)，另外G11367C(GC)和His72Tyr(HT)之间也存在正向交互

作用(1>1)。100≤DPM<500和DPM≥500的H-Pylori感染者频率分布在IOIA组分别为28．75％和40．63％，在对照组分

别为15．63％和11．87％，上述H．Pylori感染状况频率在[OIA组与对照组之间均有显著差异(P均<0．01)。100≤DPM<500

和DPM 3500的H．Pylori感染者患IOIA的风险性均明显增高(OR=4．4463；OR=8．0238)，而DPM≥500的H．Pylori感染者

患LSCC的风险性则又明显高于100≤DPM<500的H．Pylofi感染者(P<0．01)。H．Pylori感染与G11367C(GC)、His72Tyr

(HT)和His72Tyr(TT)基因型与均有正向交互作用(y均大于1)。结论 携带G11367C(GC)、His72Tyr(HT)和His72Tyr

(TT)基因型的个体属101A高危险人群，这些基因型和H．Priori感染的交互作用促进了IOIA的发生、发展，应当采取根除H．

以Zor或调控基因表达的措施以达到有效预防IOIA的目的。

关键词：特发性成年骨质疏松症(IOIA)；TLR4基因G11367C；NADPH氧化酶基因His72Tyr；胃幽门螺杆菌(H．Priori)感染；
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Abstract：0bjective To investigate the interaction of gastric helicobacter pylori(H．Pylori)infection and polymorphism of toll—

like receptor4(TLR4)gene G1 1367C and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate(NADPH)oxidase gene His72Tyr in

idiopathic osteoporosis in adults(IOIA)．Methods A total of 160 IOIA cases and 160 healthy controls in our hospital from May

201 1 to July 2015 were selected．No significant difference between the two groups in age，gender，ethnicity，and place of birth was

observed．The genetic polymorphisms of TLR4 gene G1 1 367C and NADPH oxidase gene His72Tyr were analyzed using PCR-RFLP

in peripheral blood leukocytes from the cases．“C—urea breath test(”C—UBT)was used to test“C disintegration per minute

(DPM)for evaluating the infection H．Pylori．Eligible participants were personally interviewed using a questionnaire．

Unconditional logistic regression model and single factor analysis were performed to calculate the adjusted odds ratios(OR)and

95％confidence intervals(95％CI)of G1 1367C and His72Tyr polymorphisms and H．Pylori infection，respectively，and to

analyze the interaction between nucleotide polymorphisms and H．Pylori infection．Results The frequencies of G11367C(GC)，

His72Tyr(HT)，and His72Tyr(TT)were 70．62％，35．00％，and 36．25％in IOIA group，and 28．12％，13．12％，and 13．75％

in control group，respectively．The difference between the two groups was significant(P<0．01)．The risk of IOIA significantly

increased in subjects with Gl 1367C(GC)genotype(OR=6．1442)，His72Tyr(HT)genotype(OR=6．7773)，and His72Tyr

(TT)genotype(OR=6．4737)．Combined analysis of the polymorphisms showed that the percentage of G11367C(GC)／His72Tyr

(TT)in IOIA and control groups was 25．63％and 3．75％，respectively，with significant difference between the two groups(P<

0．01)．The people who carried with G11367C(GC)／His72Tyr(TT)had a high risk of IOIA(OR=39．5731)，and statistical

analysis suggested a positive interaction between Gl 1367C(GC)and His72Tyr(TT)in increasing the risk of IOIA(12=2．0887，

．y 3=1．9856)．Likewise，there was also positive interaction in the pathogenesis of IOIA between G1 1367C(GC)and His72Tyr

(HT)(y>1)．The frequencies of 100≤DPM<500 and DPM≥500 were 28．75％and 40．63％in IOIA group，and 15．63％and

1 1．87％in control group，respectively．The difference between the two groups was significant(P<0．01)．The risk of IOIA

significantly increased in subjects with 100≤DPM<500(OR=4．4463)and in those with DPM≥500(OR=8．0238)，The IOIA

incidence of DPM≥500 was significantly higher than that of 100≤DPM<500(P<0．01)．Statistical analysis suggested a positive

interaction between H．Pylori infection and Gl 1367C(GC)，His72Tyr(HT)，and His72Tyr(TT)in increasing the risk of IOIA

(．Y>1)．Conclusion These carriers of G11367C(GC)，His72Tyr(HT)，and His72Tyr(TT)genotypes may have a high risk

of developing IOIA．These gene genotypes can interact with H．pylori infection in the pathogenesis of IOIA。Therefore。effective

prevention measures for IOIA should consider eradicating H．Pylori or regulating gene expression．

Key words：Idiopathic osteoporosis in adults；Toll—like receptor4 gene G1 1367C；Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

oxidase gene His72Tyr；Gastric helicobacter pylori infection；Polymorphism

特发性成年骨质疏松症(idiopathic osteoporosis

in adult，IOIA)是一种发生在成年女性闭经前，男性

在60岁前而没有明显诱因的全身骨代谢疾病，表

现为成年人骨量低下和骨的微细结构破坏、导致骨

的脆性增加易发生骨折为特征的系统的全身性骨

病，严重危害公众的健康’11。IOIA病因和发病机制

尚未完全明确，目前认为炎症反应、胰岛素抵抗和活

性氧自由基损伤在IOIA发病中起重要作用，并与环

境因素、遗传因素密切相关。2’“。幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori，H．pylori)作为消化系统最常见

的感染细菌之一，其在慢性活动性胃炎消化性溃疡

胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋巴瘤和胃癌等中

的致病作用已得到证实近年研究还发现，H．pylori

感染不仅与胃肠疾病相关，而且与一些胃肠以外的

疾病也存在密切的相关性，可通过影响血脂代谢、胰

岛素抵抗、炎症反应和氧化应激来参与IOIA的发

生、发展卜1。Toll样受体4(toll—like receptor4，

TLR4)TLR4是第一个被发现的Toll样受体，几乎存

在于所有细胞表面，包括肝脏、脂肪组织、骨骼肌等，

主要通过TLR4／核转录因子一KB(NF—KB)通路调控

炎症因子的表达，继而调节胰岛素敏感性，影响胰岛

素抵抗的发生。在基因突变或其他因素作用下，

TLR4／NF—KB通路异常激活，导致炎症因子大量释

放和胰岛素敏感性下降，促进IOIA的发生、进展¨1。

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate，NADPH)氧化酶是机体产生

活性氧自由基的关键酶，其活性变化将直接影响机

体活性氧自由基水平，在IOIA的发生、发展中发挥

重大作用E6]。TLR4、NADPH氧化酶基因具有多态

性，即具有多个等位基因，不同的等位基因编码的

TLR4或NADPH氧化酶活性有差异。TLR4或

NADPH氧化酶基因的多态性可使机体对外界环境

(如H．pylori感染)的反应能力有所不同，这是决定

机体IOIA易感性的一个重要因素。TLR4、NADPH
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氧化酶基因多态性与IOIA易感性的研究日渐增多，

但尚未见H．pylori感染与上述基因多态性的联合

作用对IOIA易感性影响的报道。为了研究TLR4、

NADPH氧化酶在当地人群中的分布状态，进而探索

其和H．pylori感染相互作用与IOIA高发的关系，

我们在国内首次开展了TLR4和NADPH氧化酶联

合基因多态性与IOIA易感性关系的研究。

l材料与方法

1．1一般资料

收集2011年5月一2015年7月在我院门诊和

病房收治的IOIA确诊患者160例，无甲状腺、甲状

旁腺、肾上腺病变者，不合并严重肝、胆、肾等疾病和

类风湿性关节炎、营养缺乏性疾病及其它引发骨质

疏松疾病和因素，不合并免疫系统疾病，纳入研究时

均为第一次就诊，未经任何药物和手术治疗，IOIA

的诊断参照中华医学会骨质疏松和骨矿盐疾病分会

201 1年制定的原发性骨质疏松症诊治指南(201 1

年)。7。。对照组为160例同期健康体检者，两组按

照年龄(±3)、性别、居住地进行1：l配对，均为豫北

居民或在豫北10年及以上，各组性别比(男：女)均

为97：63例；IOIA组年龄19—50岁，平均(38．27±

7．46)岁；对照组年龄18—49岁，平均(38．32 4-

10．64)岁。两组在年龄、性别、民族和籍贯统计学

处理差异无显著性，无血缘关系。采用统一的流行

病学调查表，由经过专门培训的调查员对病例和对

照组进行询问调查，收集研究对象的一般情况、健

康相关行为、吸烟、饮酒、饮食习惯、运动情况、疾

病史。饮食因素主要包括：饮食习惯、碳水化合物、

蔬菜水果、肉类、蛋类、油脂、家禽内脏、家畜内脏、

煎炸食品等。饮食调查采用询问法，对主要膳食因

素详细记录并折算成各种食物成分摄入量和产热

量。饮食状况分为低脂饮食、高脂饮食(饮食中脂

肪的产热量占总热量百分比超过25％持续1年以

上定义为高脂饮食)，吸烟状况本文分为不吸烟者、

吸烟者(将每天至少吸1支烟，持续半年以上定义

为吸烟者)。饮酒定义为饮酒折合乙醇量男性大于

1409／周(女性>709／周)，持续半年以上。

1．2 H．pylori检测

”C—UBT试剂盒由深圳市中核海得威生物科技

有限公司提供，所有待用试剂的配制均按试剂盒说

明书进行。检测仪器为HUBT一01卡式幽门螺杆菌

检测仪(深圳市中核海得威生物科技有限公司)。

患者在清晨空腹时或至少禁食6 h以后受试，受试
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前漱13，13服14C．尿素胶囊一粒，嘱受试者整粒服

下，20 ml温水送服，不得咬碎胶囊，3 rain后再饮水

20 ml，然后静坐15～20 rain，等待采样。开启CO：

吸收剂一瓶，倾入一洁净的液闪瓶内，嘱受试者通过

吹气导管向CO：吸收剂徐徐吹气，不能倒吸入嘴

内，力度适中，避免液体溅出，当CO：吸收剂的紫红

色褪尽变为无色透明时，停止吹气。此时CO，吸收

剂刚好吸收到所需的CO，采样量。向已采集呼气

样品的液闪瓶内加入稀闪烁液4．5 ml，摇匀，测量

样品每分钟衰变数(disntegration per minute，DPM)，

以试剂盒提供的DPM≥100为阳性标准，本研究将

H．Pylori感染状况分为未感染者(DPM<100)、100

≤DPM<500感染者和DPM≥500感染者。

1．3标本采集

每人各抽取静脉血2～3 ml，置乙二胺四乙酸钠

抗凝管，分离白细胞层。用QIAampDNA提取试剂

盒提取白细胞DNA，DNA置一30℃低温冰箱保存备

用。

1．4基因测定

1．4．1 TLR4基因G11367C基因型检测。8 o：采用单

管双向等位基因特异性扩增技术对TLR4基因

G11367C进行基因分型，引物序列为：外引物上游引

物5 7．：GTCATTCCAAAGTTATTGC CTACTAAG 3’．

下捞芋弓I物5 7．GTGATATCTCATTGTGGTTTTTATTTTc．

3’；内引物上游引物5’一：TAAACcCGGGCTGACc

TCATGAAATCAG 3’，下游弓I物5’．TCTGAAAAAAA

TAAACTTCTGCTGCTAG-3’。PCR反应体系包括：基

因组DNA 1“L，上下游引物各0．5 IzL，Taq DNA聚

合酶Mix液12．5斗L。反应条件为：95℃预变性5

min；950C变性40 s，68oC退火1 min，720C延伸40 S，

20个循环，每个循环下降0．5℃，直到最适退火温度

58℃，再进行95℃变性40 S，580C退火40 S，720C延

伸40 s，共10个循环。PCR产物经2％琼脂糖凝胶

电泳，goldenview核酸染料染色，紫外透射凝胶成像

系统确定可见3种带型：TLR4基因G11367C(GG)

纯合子基因型个体显示为398和599bp两条DNA

带，TLR4基因G11367C(GC)杂合子基因型个体显

示257、398和599bp三条DNA带，在各组中均未

发现突变纯合子CC基因型(图1)。每组随机抽取

15个初步确定了基因型的样本，用PCR扩增后．送

上海生工生物工程技术服务公司进行DNA序列测

定进行验证，获得了100％的一致。

1．4．2 NADPH氧化酶基因His72Tyr多态性分

析H1：引物序列为：上游引物5 7TGCTTGTGGGTA
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图1 TLR4基【大I G11367C PCR产物检测

Fig．1 The elect”phorelogram of PCR product s of

TLR4 gene G1 1367C．

M：Marker；I，2：GG；3，4：GC

AACCAAGGCCGGTG3’，下游引物：5
7

AACACTGAG

GTAAGTGGGGGTGGCTCCTGT7，由上海生工生物技

术有限公司合成。应用T aKaRa PCR Am—plification

Kit(大连宝生物工程有限公司)PCR试剂盒在25

ILL PCR反应体系中进行基因组DNA扩增，0．5 Ixg

DNA基因组DNA，10×PCR Buffer2．5 ILL，含M

gCl，1．5“L(25 mol／L)，2dNT P M ix ture 2斗L、

TaKaRa Taq DN A聚合酶0．125“L(5 U／tzL)，

引物各1“L(10 pmol／L)，灭菌去离子水17．375

ILL。PCR反应条件如下：94℃4 min，94 c|C变性30

S，65 oC 3 rain，70℃1 rain，33个循环，最后70℃

延伸10 rain。PCR扩增后的基因片段为348bp：取

12¨L的PCR反应产物与限制性内切酶Rsa I

(NEB公司)于37℃温浴过夜。酶切产物经3．5％

琼脂糖凝胶电泳(含0．5¨g／ml溴乙啶)进行分析，

His72Tyr(HH)纯合子基因型个体显示1条348bp

长的DNA片段，His72Tyr(TT)纯合子基因型个体

显示188bp和160bp两条区带，His72Tyr(HT)杂合

子基因型个体则显示348bp、188bp和160bp的3条

区带(图1)。

对于上述PCR酶切法的结果，每组随机抽取了

20个样本用PCR一单链构象多态性(PCR．single

strand conformation polymorphism，PCR—SSCP)方法

进行了验证，扩增片段614bp，上游引物5’．

TGGGGAA GTCGACTGCCT一3 7，下游引物5’一：

CAGTGCGTAGCAGTGGAATGAAC．3’，应用从65℃

开始，每循环下降退火温度0．5℃，30个循环后在

50℃退火温度上再进行15个循环。PCR产物用

12％聚丙烯酰胺凝胶循环水冷35 w恒功率电泳

5 h(Bio—Rad伯乐公司Mini．PROTEAN Tetra Cell电

泳槽)，银染后与PCR酶切法的分型结果进行比对，

获得了100％的一致。
i1

、
、

l i f、

lOObp一

Ⅵ¨bD一

200bp—

IOObp一

图2 NAI)PH氧化酶摹㈧His72T、rPCR产物检测

Fig．2 The eleclrophorPlogranl of PCR products

of NADPH oxi(1ase gene His72T．vr．

M：Marker；l，2：HT：3，4：TT；5，6：HH

1．5统计方法

Hardy—Weinberg平衡检验研究样本的群体代表

性，以P>0．05为符合Hardy—Weinberg规律。用比

值比(OR)值和95％可信区间(95％CI)评价相对

风险，病例组和对照组之间的基因型频率和等位基

因频率采用x二检验检验，P<0．05为差异有统计学

意义：非条件logistic回归模型分析交互作用。根

据Khoury和Wagener提j_f{的交互作用模型和交互

系数(y=p。／13，)判断基凶一环境交互作用模型以

及交互作用类型⋯：判定依据1：y>1，表示基因

对环境暴露的效应有放大作用，正向交互作用；y<

1，表示基【犬l对环境暴露的效应有减弱作用，负向交

互作用；y=1，表示基冈对环境暴露没有交互作用。

在病例对照研究中，y为两变量IgOR的比值。判定

依据2：OR，。=OR。×OR。为相乘模型；OR，。>OR。×

OR。为超相乘模型；OR。<OR，×OR。为次相乘模型；

OR。。=OR．．+OR。一1为相：

2 结果

2．1 IOIA组和对照组的一般资料分析

IOIA组和对照组性别、年龄分布差异无显著性

意义(P>0．05)；IOIA组高脂饮食率、吸炯率和饮

酒率均显著高于对照组(P<0．05)(表1)。

一

一

一

，O

b

h

0

0

0

0

n

06：

p

p

p

b

b

b

8

8

0

4

S

6

一

一

一
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表1 IOIA组和对照组的一般资料

Table 1 General information of IOIA and control group

士匕士：
对照组 IOIA组 p

瑁怀
Contr01 group IOIA gmup

1

性别(Gender)[n(％)]0．2143

男(Male) 97(60．63％) 97(60．63％)

女(Female) 63(39 37％) 63(39 37％)

年龄(岁)[Age(year)] 38．27±7．46 38．32±10．64 0．2835

饮食习惯(Dietstatus)0．0068

低脂饮食(Low-fat diet) 129(80．63％)84(52．50％)

高脂饮食(High．fat diet) 31(18．37％) 76(47．50％)

饮酒状况(Drinkingstatus)0．0075

不饮酒(No) 125(78．13％)86(53．75％)

饮酒(Yes) 35(21．87％) 74(46．25％)

吸烟状况(Smokingstatus)0，0212

不吸烟(No) 105(65．63％)83(51．88％)

吸烟(Yes) 55(34．37％) 77(48．12％)

2．2 IOIA易感性与H．pylori感染的相关性分析

100≤DPM<500和DPM，>500H．pylori感染者

频率分布在在IOIA组分别为28．75％和40．63％，

在对照组分别为15．63％和11．87％，上述H．pylori

感染状况频率在IOIA组与对照组之间均有显著差

异(P均<0．01)。100≤DPM<500和DPM，>500H．

pylori感染者患IOIA的风险性均明显增高(OR=

4．4463，OR=8．0238)，而DPM≥500H．pylori感染

者患LSCC的风险性则又明显高于100≤DPM<

500H．pylori感染者(P<0．01)(表2)。

表2 IOIA易感性与H．pylori感染的相关性分析

Table 2 Correlation analysis between IOIA susceptibility and H．pylori infection

8：按照性别、年龄、饮食习惯、饮酒和吸烟状况调整；与100≤DPM<500相比，‘P<0．01

8：adjusted according to gender，age，diet status，drinking status and smoking status‘P<0．01∞100<一DPM(500

2．3 TLR4基因G11367C和NADPH氧化酶基因一

C242T基因型和等位基因频率关联分析

经Hardy—Weinberg平衡检验，TLR4基因

G11367C各基因型在对照组中的分布均符合Hardy—

Weinberg规律(P>0．05)，说明研究群体具有代表

性(见表3)。GG和GC基因型频率在病例组和对

照组差异有显著性(P<0．01)；等位基因C在IOIA

组和对照组之间的分布差异具有统计学意义(P<

0．01)，且OR值大于1，说明含等位基因c的个体

发生IOIA的风险相对较高；两位点的不同基因型在

病例、对照组之问的分布差异均具有统计学意义(P

<0．01)。结果表明：TLR4基因G11367C(G—C

突变)可能增加IOIA的患病风险(表2)。NADPH

氧化酶基因His72Tyr 3种基因型、等位基因频率亦

符合上述规律(表4)。

表3 TLR4基因G11367C基因型与等位基因分布

Table 3 Distribution of polymorphisms of TLR4 gene G1 1367C genotypes and alleles

8：按照性别、年龄、饮食习惯、饮酒、吸烟状况和H．P—o一感染状况调整

8：adjusted according to gender，age，diet status，drinking status，smoking status and H．pylofi infection status
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表4 NADPH氧化酶基因His72Tyr与等位基因分布
Table 4 Distribution of NADPH oxidase gene His72Tyr polymorphism genotypes and alleIes

——————————————————————————————————————————————————————————————一
指标

I。IIOAIAgroup
一对譬组 oRa 95％CI
Gontrol group

P

HH

HT

TT

46

56

58

28．75％

35．00％

36．25％

117(73．13％) 1．00

21(13．12％) 6．7773 3．4192—10．2130 0．007t

22(13．75％) 6．4737 3．1795一10．2159 0．0076

等位基因(Allele)

H 148(46．25％) 255(79．69％) 1．00

T 172(53．75％) 65(20．31％)4．4705 2．3784—8．1557 0．0081

。：按照性别、年龄、饮食习惯、饮酒、吸烟状况和H．Pylori感染状况调整

8：adjusted according to gender，age，diet status，drinking status．smoking status and H．pylori infection status

2．4 IOIA危险因素的多因素非条件Logistic回归

为进一步分析IOIA的危险因素，将H．pylori

感染状况、G11367C和His72Tyr基因型作为自变

量，以是否发生IOIA作为因变量Y(0：未患IOIA；

1：患IOIA)，采用逐步后退法进行非条件Logistic回

归，主要变量赋值见表5。结果显示，H．pylori感

染、G11367C和His72Tyr与IOIA发生有统计学关

联，见表6。

表5非条件Logistic回归分析变量赋值表

Table 6 The variables in non—conditional logistic regression analysis

研究因素

Factors

变量命名
The name of variables

变量赋值
The value of variables

H．pylori感染(H．pylori infection)X1 无感染=0，100≤DPM<500=1，DPM／>500=2，无感染作为参照因素

Gll367C X2 GG=0，GC=1，GG作为参照因素

His72Tyr X3 HH=0，HT=1，订：1，CC作为参照因素

表6 IOIA危险因素的非条件Logistic回归分析

Table 6 The results of the non—conditional logistic regression analysis on the risk factors of IOIA

Influ危en险cin因g素factors Refe参re照ne因e f素actors
B waldz2 P¨ ⋯⋯ ‘ OR(95％CI)

100≤DPM<500 无感染(Non．infection)0．8224 14．6882 <0．Ol 4．1674(2．5372—7，2073)

DPM≥500 无感染(Non．infection) 1．4601 31．3270 <0．01 7．6520(3，8387一10，7593)

G11367C G11367C(GC)0．8540 16．8048 <0．01 6．5313(2．82980—9．2079)

His72Tyr(HT)His72Tyr(HH)0．9413 25．9162 <0．0l 6．4679(3．9852—10．8106)

His72Tyr(TT)His72Tyr(HH)0．9328 24．4857 <0．叭 6．1648(4．0325—9．6457)

2．5 TLR4基因G11367C和NADPH氧化酶基因

His72Tyr多态性在IOIA发病中的交互作用

基因突变的协同分析发现G11367C(GC)／

His72Tyr(1Tr)基因型者频率在IOIA组和对照组的

分布频率分别为25．63％和3．75％，此基因型频率经

x2检验在两组之间有显著性差异(P<0．01)。

G11367C(GC)／His72Tyr(TT)基因型者患IOIA的风

险显著增加(OR=39．5731)，G11367C(GC)和

His72Tyr(Tr)基因型在IOIA发生、发展存在正向的

交互作用(叮2=B：+，／133，1，=B：+3／132；1：=2．0887，

1，=1．9856)，另外G11367C(GC)和His72Tyr(HT)之

间也存在正向交互作用(1>1)(表7)。

2．6 H．pylori感染和TLR4基因G1 1367C和

NADPH氧化酶基因His72Tyr多态性在IOIA发病中

的交互作用

单纯100≤DPM<500的H．pylori感染的OR，．

为4．41 1 1，单独携带G1 1367C(GC)型的OR，为

6．2879，两者同时存在时，交互作用OR山为

27．1020，交互系数7=3 o,g／13。=>1，OR小>OR。1×

OR，为超相乘模型；另外数据分析显示在DPM≥500

和一C34G(CG)之间也存在正向交互作用(1=

3 01．／13。=>1)(表8)。同样在100≤DPM<500和

His72Tyr(HT)之间、100≤DPM<500和His72Tyr

(TT)之间、DPM≥500和His72Tyr(HT)之间及DPM

≥500和His72Tyr(TT)在IOIA发生、发展中也存在

正向交互作用(^y均大于1)(表9)。
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表7 TLR4基因G11367C和NADPH氧化酶基因His72Tyr多态性在IOIA发病中的交互作用

Table 7 Interaction of polymorphisms between TLR4 gene G1 1367C and NADPH oxidase gene His72Tyr in IOIA
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8：按照性别、年龄、饮食习惯、饮酒、吸烟状况和H．Priori感染状况调整；“：单纯His72Tyr杂合突变型暴露的OR值(OR，)；。：单纯

His72Tyr纯合突变型暴露的OR值((OR2)；8：单纯GI 1367C杂合突变型暴露的OR值(OR3)；。：GI 1367C杂合突变型和Hiff2Tyr杂合突变

型交互后的0R值(ORl。3)；‘： G11367C杂合突变型和His72Tyr纯合突变型交互后的0R值(OR2。3)

”adjusted according to gender，age，diet status，drinking status and smoking status；6：0R value by simple His72Tyr heterozygote exposure

(ORl)；。：OR value by simple His72Tyr homozygous mutant exposure(OR2)；6：OR value by simple G1 1 367C heterozygote exposure(OR3)；。：OR

value by the interaction ofGll367C heterozygote and His72Tyr heterozygote(ORl．3)；’：OR value by the interaction of His72Tyr homozygous mutant and

GI 1367C heterozygote(OR2。3)

表8 H．pylori感染和TLR4基因GI 1367C多态性在IOIA发病中的交互作用

Table 8 Interaction between H．pylori infection and TLR4 gene GI 1367C polymorphism in IOIA

曼11367c基因型 H。pylori癌g 状况 IOIA组 对罕组 OR" 95％CI
Gl 1367C genotype H．pylori infection status IOIA group ControI group

。‘

GG 无感染(Non-infeetion) 14(8．75％)83(51．88％) 1．0000

GG 100≤DPM<500 14(8．75％) 18(11．25％)4．4111 6(OR。1) 2．1987．5304 0．6445(日。I)

GG DPM，>500 19(11．88％) 14(8．75％) 7．8459。(OR。2)4．8465—11．6031 0．8946(B。2)

GC 无感染(Non—infection) 35(21．88％) 33(22．63％) 6．2879 o(OR。)4．2083—9。0576 0．7985(p；)

GC 100≤DPM<500 32(20，00％) 7(4．38％) 27．1020。(OR“。)16．3971—43．789 1．4330(OR。I．g)

GC DPM≥500 46(28．88％) 5(3．13％) 54．5429’(ORm。)39．8364—75．8020 1．7367(p。2。g)

4：按照性别、年龄、饮食习惯、饮酒和吸烟状况调整；“：单纯100≤DPM<500 H．pylori感染暴露的0R值(OR，。)；。：单纯DPM≥500 H．

pylori感染暴露的OR值(0R。2)；8：单纯杂合突变型暴露的OR值(oR。)；。：100≤DPM<500 H．pylori感染与杂合突变型交互后的OR值

(OR。I。)；1：DPM一>500 H．pylori感染与杂合突变型交互后的OR值(OR。2。)

“adjusted according to gender，age，diet status，drinking status and smoking status；“：0R value by simple 100≤DPM<500 exposure(OR。1)；。：

OR value by simple DPMI>500 exposure(OR。2)；。：OR value by simple heterozygote type exposure(OR。)；。：OR value by the interaction of 100≤

DPM<500 and heterozygote(OR el E)；。：OR value by the interaction of DPM≥500 and heterozygote(OR。2 E)

表9两组H．pylori感染和NADPH氧化酶基因His72Tyr多态性在IOIA发病中的交互作用

Table 9 Interaction between H．pylori infection and NADPH oxidase gene His72Tyr polymorphism in IOIA

，s％c-
2，．57m25：- 能759，4。。- 谧2921，，- 1。7．㈤570州2- 4，1，．6．4，，1嘶9- 3叭．23叫64- 1。8，．6：78。，1。- 2，9，．65：∞21。-

B 0·6420(13et)0 8597(fte2)0，6973(B91)I 5103(OR。I。gI)1·6679(13e2。gI)0·7251(ga) 1 41t7(13el。萨)1-8440(p。2·92)

‘：按照性剐、年龄、饮食习惯、饮疆和吸姻状况调整；6：单纯100≤DPM(500 H．pylori感染暴露的OR值(OR，1)：。：单纯DPM，>500 H．pylori感染暴露的OR值(ORe2)；。：单纯杂合

突变型暴露的OR值(ORgI)；。：100《DPM<500 H pylori感染与杂合突变型交互后的0R值(OR。1 91)；‘：DPM，>500 H．priori感染与杂合突变型交互后的OR值(OR。291)；5：单纯纯台

突变型暴露的OR值e(OR吐)；“：100≤DPM<500 H pylori感染与纯合突变型交互后的OR值(OR。I 92)；‘：DPM，>500 H．pylori感染与纯合突变型交互后的OR值(OR。2簖)

“adjusted accordingto gender．age，diet status．drinking status and smoking status；6：OR value by simple 100≤DPM<500 exposure(OR。1)：。：OR value by simple DPM≥500 exposure

(ORe2)；6：OR value by simple heterozygotetype exposure(ORd)；。：OR value by theinteraction ofl00．<DPM<500 and heterozygole(OR。1 91)；‘：OR
value by the interaction of DPM≥500 and

heterozygote(OR出1)；5：OR value by simple homozygous mutanttype exposure(OR92)；“：OR value by the interaction ofl00≤DPM<500 and homozygous mutant(ORel s2)；1：OR value by the

interaction of DPM，>500 and homozygous mutant(OR。2d)
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TLR4在自然配体LPS作用下导致NF．KB激活

从而释放肿瘤坏死因子-a(TNF-仅)、白细胞介素．113

(IL-113)等大量炎症因子，这些细胞因子可调控骨

的吸收或转化，在破骨细胞生成的早期，能诱导骨组

织中破骨细胞活化因子的表达，刺激较原始的破骨

细胞前体分裂和增殖，促进破骨细胞形成及骨吸

收，从而导致局部或全身的骨质疏松。另外上述的

TNF-d、IL-113等各种炎症因子大量分泌入血，进而

发生全身性低度慢性炎症反应，最终使机体发生了

胰岛素抵抗，胰岛素抵抗通过影响肾la．羟化酶的活

性，影响肾对钙磷的调节，以及继发甲状旁腺激素

等激素分泌异常从而干扰骨代谢，胰岛素敏感性降

低还引起蛋白质代谢障碍，蛋白质分解增加，合成受

抑制，而蛋白质是构成骨架的基本物质，其减少可导

致骨质减少，使钙、磷不能在骨骼中沉积，造成骨质

疏松⋯1。人类TLR4基因定位于9q329q33，目前研

究较多的是Asp299Gly和Thr399Ile变异，但这两个

多态位点在中国人群中非常罕见。研究发现在中国

正常人群中发现TLR4基因3’未翻译区(3’UTR)

11367位点的多态性，此突变属于功能性变异，可改

变血液和组织中TLR4的表达，影响其生物学效应。

TLR4基因3’未翻译区1 1367多态性具有三种基因

型：野生型纯合子G1 1367C(GG)、杂合子G11367C

(GC)和突变纯合子G1 1367C(CC)，国内外已有研

究报道认为G1 1367C位点的多种炎性疾病有

关‘1
2’13

J。本研究各组未发现突变纯合子G11367C

(CC)基因型，发现杂合子G11367C(GC)基凶型与

IOIA发生、发展有关，与对照组比较差异有统计学

显著性，携带G11367C(GC)基因型者患IOIA的风

险高于携带G11367C(GG)的个体(OR=6．1442，

95％CI 3．4725—9．8036，P<0．01)，与G1 1367C位

点变异增加炎症相关性疾病发病风险的结论一致。

G11367C(GC)基因型基因型者易患IOIA的机理还

不清楚，相关研究显示c等位基因可能通过活化

TLR4基因转录过程，增加TLR4表达，促进炎症因

子的释放，降低胰岛素敏感性⋯1，从而增加IOIA发

生的危险性。

人体过多的活性氧簇(reactive oxygen species，

ROS)能抑制成骨家属谱系细胞的增殖分化，导致成

骨家属谱系细胞的死亡，促进破骨细胞形成和分化，

在骨质疏松的发生过程中起重要作用¨t”’。氧化

应激机制中，NADPH氧化酶是生成活性氧簇的主要

来源，其主要亚基中质膜结合成分p22phox为跨膜

亚基，是NADPH氧化酶酶促的核心作用部分，

p22phox亚基的多态性影响NADPH氧化酶的功能。

位于16号染色体4号外显子上的第242密码子存

在C—T基因突变，使得编码的72号氨基酸由组氨

酸变为酪氨酸。72号组氨酸残基是p22phox结合

血红素的部位，由于基因的改变使p22phox结合血

红素的能力下降，从而影响了NADPH氧化酶的活

性Ⅲ1。研究证明NADPH氧化酶p22phox亚基基因

His72Tyr多态性可增加氧化应激相关疾病如冠心

病、脑血管疾病等的的发病率。8‘。91。本研究发现

His72Tyr(HT)和His72Tyr(TT)基因型与IO[A的发

生有关，与对照组比较差异有统计学意义(P<

0．01)，携带His72Tyr(HT)和His72Tyr(TT)基因型

者患IOIA的风险高于携带His72Tyr(HH)的个体

(OR=6．7773，95％CI 3．4192—10．2130，P<0．01；

OR=6．4737，95％CI 3．1795—10．2159，P<0．01)，

与相关研究结果一致。

本研究发现G1 1367C杂合突变型与NADPH氧

化酶基因His72Tyr纯合突变型的交互作用增加了

IOIA的发病风险，G11367C(GC)和His72Tyr(TT)

基因型对IOIA的发生风险有相互显著放大效应

(72=2．0887，y，=1．9856)；另外本研究显示，两基

因的杂合子与杂合子之间之间也存在明显的正向交

互作用(1均大于1)。通过对H．pylori感染状况的

分析发现，100≤DPM<500和DPM≥500 H．pylori

感染者患IOIA的风险明显高于未感染者(OR=

4．4463，OR=8．0238)，而DPM≥500 H．pylori感染

者患IOIA的风险性则又明显高于100≤DPM<500

H．pylori感染者(P<0．01)；数据分析显示H．

Pylori感染与G11367C(GC)、His72Tyr(HT)和

His72Tyr(TT)基因型均存在正向交互作用(1均大

于1)，携带G1 1367C(Gc)、His72Tyr(HT)和

His72Tyr(TT)基因型者H．Pylori感染的危害效应

更大；G11367C(GC)、His72Tyr(HT)和His72Tyr

(TT)与H．py|ori感染交互作用OR。。均大于相应相

应的OR。×OR。，显示G1 1367C(GC)、His72Tyr

(HT)和His72Tyr(TT)与H．pylori感染交互作用机

制在IOIA发生中均为超相乘模型。H．pylori感染

可能通过炎症、纤维蛋白原自身免疫反应来引起胰

岛细胞损伤，胰岛功能下降，胰岛素分泌减少；H．

pylori慢性感染可诱导炎症反应，刺激炎症因子如

TNF一、IL一1 B、IL一6、及IL一8等释放。而低水平

的炎症状态正是胰岛素抵抗的病因之一，TNF
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—d和IL一6作为炎症递质，参与了胰岛素抵抗的

发生和发展．它们可以干扰胰岛素信号转导，降低

胰岛素的敏感性，它们还能影响脂代谢及脂肪因子，

降低胰岛素作用。另外H．pylori感染者的胃肠激

素水平有明显改变，H．pylori感染升高血清胃泌素

浓度和降低生长抑素的浓度，胃泌素增加食物和糖

刺激的胰岛素释放，生长抑素调节胰腺胰岛素的分

泌，抑制胰岛素的释放，通过负反馈调节导致胰岛素

抵抗，提示H．pylori感染可能通过主要慢性炎症和

影响胃肠激素对胰岛素的调节，而导致胰岛素抵抗，

为IOIA的发生创造了条件口⋯。H．pylori感染致不

同程度的急、慢性炎症，多形核嗜中性粒细胞等在吞

噬H P时产生大量的超氧自由基(0，_)、过氧化氢

(H：O：)和羟基自由基(·OH)等活性氧，释放至细咆

介质及体液内，导致体内氧化和抗氧化平衡失调及

一系列自由基反应加剧’“。。过量氧自由基通过血

液进骨组织细胞，增加骨质疏松发生的风险性。这

可能是H．pylori感染町单独增加及与TLR4基因

G1 1367C与NADPH氧化酶基因His72Tyr突变基因

型协同增加IOIA发生风险性的重要原因。

IOIA是涉及环境因子和多种基因相互作用的

复杂过程，本研究提示TLR4基因G1 1367C杂合突

变型与NADPH氧化酶基因His72Tyr突变基因型的

个体属IOIA高危险人群，IOIA诊治方案中应加以

重视。虽然尚不能通过改变其IOIA易感的基因型

来防治IOIA，但可以通过TLR4基因G11367C与

NADPH氧化酶基因His72Tyr基因检测，预测个体

发生IOIA的风险性，采取相应的控制环境病因的措

施如根除H．Pylori或调控基因表达以达到有效预

防IOIA的目的。另外通过基因预测个体成年后发

生101A的风险性，为预测运动员的发展前途、早期

选拔运动员提供参考。
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