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大骨节病患者12号染色体7个STR位点

基因频率分析

康龙丽 郭雄左弘 平智广 张宝弟赖江华耿冬

·实验研究·

【摘要】 目的分析大骨节病患者、病区内对照人群和非病区外对照人群12号染色体上7个短

串联重复序列(sTR)位点的多态性。方法 采用荧光标记基因扫描方法，对12号染色体上

D12s1718、D12S1675、D12S358、D12s367、D12s1638、D12S1646和D12S1682位点在陕西省永寿县、榆

林地区太骨节病区患者和病区内对照人群及咸阳地区非病区外对照人群中的多态性进行分析，计算

相应人群中7个位点的基因频率、基因型频率，并对各组间基因频率进行，检验。结果D12s1718．

D12s1675、D12s358、D12S367、D12s1638、D12sL646和D12s1682位点在大骨节病患者中分别检出4、

7、7、8、5、5和7个等位基因，5、12、13、ll、10、9和13个基因型；在病区内对照人群中分别检出4、9、7、

6、6、6和8个等位基因，5、10、12、14、12、9和13个基因型；在非病区外对照人群中分别检出7、9、7、

7、5、8和11个等位基因，9、16、17、16、12、15和20个基因型；各组间基因频率进行比较，在D12s367

位点和D12S1638位点，患者与病区内对照(D12s367：P=O 034；D12s1638：尸=O 041)及非病区外对

照间(D12s367：P=o．029；D12s1638：P=O 028)均有显著性差异；在D12s1646位点，患者与病区内

对照问无差异(P=0 446)，但病区人群与非病区外对照间有差异(患者一非病区外对照：P=0 036；病

区内对照非病区外对照：P=0 039)。结论 大骨节病患者12号染色体的7个S1IR位点中

D12S367和D12s1638等位基因分布显著不同于病区与非病区正常人。

【关键词】大骨节病；短串联重复序列；12号染色体
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【Abstract】 obj∞tive To a呻lyze the alleIe f‘equ蜘ci既of 7 sh。rt tand∞l repeat(盯R)loci
(D12S1718，D12S1675，D12s358，D12S367，D12s1638．D12S1646 and D12S1682)0n chrom咖e 12

amoTlg Kashing_Beck disease(KBD)patlents and the 00nt rol population 1ivi“g in the KBD areasaTld non

KBD area Methods EDTA-blood soecimens were∞Ilected from 102 uⅢeIated lndividuaIs of Chinese Han

p叩ulation in Shaan xi province includi“g 29 KBD patients．30 o。ntrob bving in the KBD area and 43 livlng

in the T删l-KBD ar∞DNA锄ples were extracted using the Wi髓rd GeIlomic DNA pu五矗cation kit

(http：／／www．Pmega com)and were ampbned by polymerase chiM眦tion(PcR)tec}1Ilique．The
PcR prDducts were amlyzed by ABI 3100 Genetic Analy础 Re蚰lb (1)In K肋patients group，the

alIde numberfor 7 STRloci、张re 4．7，7．8，5．5 and 7，the genot坤e numberwere 5，12，13，11．10，9 and

13；(2)In the 00ntrol脚ulation hving in KBD area，the alleIe number for 7 STR 10ci were 4，9，7，6，6，6

aⅡd 8，the geIlotype nufnberwere 5，10，12，14，12，9 aⅡd13；(3)Inthe control popuIat|0nlivinginthm
KBD area，the allele number for 7 STR 10cl were 7，9，7，7，5，8 and 11，the g印otypenumber w盯e 9，16，

17，16，12．15 aⅡd 20；(4)Compared with the aileie frequencies日m叩g three groups，there were signf舳ant

differences between KBD Datients aIld thecontrols livi咏ln the KBD area(D12S367：P=0 034；

D12s1638：尸=0 041)皿d the controk living in the non—KBD a嘲(D12S367：P=0 029；D12S1638：

P=O 028)in the D12S367 and D12S1638 10ci；(5)Th眦were siglliflcant diⅡerenoes amollg KBD

pauents(P=0 036)，contr01sIiviTlgintheKBD area(P=0 039)and contmlslj vi“ginthe咖一KBD ar髓
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in the D12S1646 Condu舒on There啪5 signjficant dlfference between KBD patients and the contmk in
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大骨节病(Kashing—Beck disease，KBD)是一种

严重危害人民身体健康的地方性畸形性骨关节病，

主要分布在我国从东北到西南的低硒地带，现有患

者80．87万，10 734．02万人口受威胁。目前我国西

部地区患病最严重“1，西藏地区儿童的患病率为

18．69％～51 52％，青海省为29．63％～38 28％，陕

西省为14，04％～21．10％。四肢透明软骨发生细胞

变性、坏死及继发性改变是该病发生的关键环节。

长期以来认为该病的软骨细胞退变是环境有害因素

所致，曾提出硒缺乏、粮食真菌污染及其毒素中毒和

饮水中有机物中毒等多种环境病因假说”’31。但近

年的研究提示，KBD环境中的有害因素，如低硒、低

碘、粮食真菌毒素等均有致DNA损伤和突变的

作用4⋯。

国外报道骨关节病的发生与Ⅱ型胶原基因突变

有关“o”】。Ⅱ型胶原基因位于12号染色体。根据

KBD与骨关节病有相似的软骨病变，加之已获得的

骨关节病易感基因、KBD软骨胶原表型表达及细胞

分化异常、凋亡与软骨细胞退变“。”1，及KBD发生

有一定程度的家庭聚集倾向的研究结果“5。”l，我们

拟定12号染色体短串联重复序列(short tandem

repeat，钉R)基因扫描和软骨主要胶原c()L2A易感
性两个方面筛选致软骨细胞退变的相关基因，以进

一步进行候选基因的克隆、表达。

材料与方法

1．病区、研究对象的选择：根据KBD病区判定

和划分标准(GB 16395—1996)以及1978年陕西省

Ⅺm病区临床患病率，在Ⅺm中度病区(临床患病

率为10％～20％)和重度病区(临床患病率>20％)

的陕西省永寿县南邵村和榆林地区榆阳区调查450

例。以年满18岁为界，将调查对象分为成人和儿童

两个年龄段。选择其中102例，分为三个组，即

KBD组29例(男14，女15；1组)，其中儿童患者为

20例(男10，女10)，成人患者9例(男4，女5)；病区

健康内对照组30例(男14，女16；2组)，其中儿童

24例(男儿，女13)；成人6例(男3，女3)和非病区

健康外对照组43例(男21，女22；3组)，其中儿童

23人(男10，女13)，成人20人(男10，女10)。成人

病例和病区健康内对照选自陕西省永寿县南邵村

(成人KBD患病率为39．58％)，儿童病例和病区健

康内对照选自榆林地区榆阳区(7～12岁儿童x线

阳性检出率为17 62％)，非病区成人和儿童健康外

对照组选自陕西省成阳市渭城区农村。成人组年龄

为(38．02i 11．33)岁，儿童组年龄为(10 60±

1．74)岁。

2诊断标准：所有病例与对照均进行临床和右

手正位x线拍片检查，按照参考文献[18]进行诊断

或排除诊断。健康对照组需排除其他骨关节系统疾

病患者。Ⅺm组中20名儿童患者x线片显示骨端

阳性改变13例；无明显临床表现，掌指骨和干端阳

性改变4例；骨端(++)改变1例；三联症2例。成人

I度患者有3例，Ⅱ度患者有6例。

3标本收集及DNA提取：采集每例观察对象

静脉血2 ml，乙二胺四乙酸二钠(EDTA)抗凝备用。

采用wizard Genomic DNA Purification Kit(美国

Promega公司)提取外周血基因组DNA，按试剂盒

说明操作，定量稀释为50 ng／“I备用。

4多态位点及引物：所选用的7个多态位点来

源于美国人类连锁合作中心(cHuC)研制的人类基

因组扫描引物组。这7个sTR位点均为2个单核

苷酸重复序列。用来扩增这7个多态位点的荧光标

记引物及试剂购自美国ABI公司。

5．PcR扩增：反应体系为15 pl，其中基因组

DNA 1．2 pl(50 ndpl)，l p1引物混合液，等位基因

PcR混合液9肛l(包括PcR缓冲液，2 5 nlnl01／L

dNTP混合液，Tjq DNA聚合酶5 U／叫，25 mmoVL

Mgcb)，双蒸水3 8”l。反应条件为：95℃预变性

12 min，然后进行94℃变性15 s，55℃15 s，72℃退

火30 s，循环10个周期；89℃退火15 s，55℃延伸

15 s，72℃延伸30 s，循环20个周期；最后在72℃延

伸10 mjn，4℃冰箱避光保存。

6．扩增产物的电泳及等位基因分型：取Hi—Di甲

酰胺(去离子甲酰胺)9 f-l，cs一500Liz分子量标准

0．5“l，每个样本7个引物扩增产物混和后取

O．5”l，95℃变性3 min后迅速放入冰盒，放人ABI

3100遗传分析仪进行基因扫描，用(沁nescan

Analysis 3．7和Genotyper 3 7软件进行检测分型。
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7统计学分析：用直接计数法计算各基因座的

基因型、等位基因频率。采用f检验进行组间等位
基因频率比较。采用sPsS“．O软件分析。

结 果

1．等位基因及基因型频率：12号染色体上

D12S1718、 D12S1675、 D12S358、 D12S367、

D12s1638、D12s1646和D12s1682位点在KBD患

者分别检出4、7、7、8、5、5和7个等位基因，5、12、

13、n、10、9和13个基因型；在病区正常人群中分

别检出4、9、7、6、6、6和8个等位基因，5、lO、12、14、

12、9和13个基因型；在非病送正常人群中分别检

出7、9、7、7、5、8和11个等位基因，9、16、17、16、12、

15和20个基因型；各等位基因片段的大小、基因频

率见表l。

2 7个sTR位点上等位基因频率在三组间的

比较：将各组问7个STR位点上基因频率进行比

较，在D12s367位点和D12s1638位点，患者与病区

正常组(D12S367：P=0．034；D12s1638：P=0．041)

及非病区正常组间(D12s367：P=O 029；

D12s1638：P=O 028)差异均有统计学意义；在

D12s1646位点，患者与病区正常组问无差异(P=

0．446)，但病区人群与非病区人群间有差异(患者．

非病区正常组：P=0．036i病区正常组．非癍区正常

组：P=O．039)(表2)。

讨 论

疾病相关基因的定位与克隆是人类基因组计划

的重要组成部分，基因组扫描是目前定位疾病基因

最常用的方法“⋯。sTR作为第二代遗传标记，与限

制性片段长度多态性及单核苷酸多态性相比，主要

优势是具有高度信息度。衡量一个遗传标记是否具

有高度信息度的主要指标是杂合度(H)和多态信息

含量(PIc)”“。一般说来，当PIc>0 50时，标记具

有高度的可提供信息性；当O．50<PIc>O 25时，标

记能够较合理的提供信息；当PIc<0．25，标记可提

裹l 三组人群在12号染色体上7个STR位点等位基因频率

D12S1675 D1ZS358 D12S367
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表2 12号染色体上7个位点基因频率在三组人群间的

比较(f检验)

*P<0 05

供的信息性较差。7个sTR基因座除了D12s1718

(H=O 4428，PIc=0．3034)外，其他6个位点杂合

度值H在0．66lO～O．8239，多态信息量PIc在

0 6604～O 8117，属于人类高识别能力遗传标记系

统。基因型的观察值与期望值均符合}hrdy—

weinberg平衡定律(P>0 05)(数据待发表)。说明

所选7个sTR位点用于定位疾病基因及连锁分析

是可行的。

本实验将三个组间7个sTR位点上基因频率

进行比较，在D12s1646位点，患者与病区正常组间

无差异(P=0．446)，但病区人群与非病区人群间有

差异(患者非病区正常组：尸=0．036；病区正常组一

非病区正常组：P=0 039)。说明此差异是由于

D12s1646基因在不同人群问分布的多态性所致，与

KBD的发生无关。在D12s367位点和D12s1638

位点，患者与病区正常组(D12S367：P=0．034；

D12s1638：P=O．041)及非病区正常组问

(D12S367：P=0．029；D12S1638：P=0．028)均有显

著性差异；以上结果提示，在D12S367位点和

D12s1638位点，KBD患者与病区正常及非病区正

常人群间存在显著性差异。然而，是否环境有害因

素会导致患者遗传易感性发生改变，需要进一步扩

大样本例数及进行核心家系研究，从而为KBD发生

机理及防治研究提供科学依据。

(感谢陕西省永寿县地方病研究所、榆林地区地方病研

究所和成阳地区地方病研究所协助采集血样)
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