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雌激素受体基因多态性与青春期少女

骨骼发育状况相关性研究

杨丽琛 朴建华 董杰 黄振武 张倩 马冠生

·现场调查·

【摘要】 目的 了解青春期女性中雌激素受体(ER—a)基因多态性的分布频率；探讨其对少女骨

密度(BMD)和骨转换生化指标的影响，及是否存在弱势ER基因型别的群体。方法 选取年龄12～

14岁、无相关疾病的健康志愿者158名。采用(1)聚合酶链反应一限制性片段长度多态性法对ER—a进

行多态性分析；(2)双能X线吸收仪测量全身及前臂的BMD；(3)进口酶联免疫检测试剂盒测定骨转

换生化指标(骨钙素BGP、骨碱性磷酸酶BAP、抗酒石酸酸性磷酸酶TRACP)和钙调激素(活性维生素

D、雌二醇)水平。分析ER—a基因多态性与机体BMD及骨转换生化指标的相关性。结果 (1)各骨转

换生化指标在ER—a基因型别间差异无统计学意义，但其在PvuⅡ的各基因型别间表现出pp>PP>Pp

的趋势。在XbaI各基因型别间未见明显趋势。Px单倍体组与non—Px组问也未显示出差异(P>

o．05)；(2)未见ER一口基因型别间全身及前臂BMD的差异有统计学意义(P>o．05)，non—PX单倍体组

各部位的BMD普遍大于Px单倍体组，但两组间的差异无统计学意义(_P>o．05)。结论 中国青春

期少女的ER—a基因多态性未显示出对其骨骼生长发育(BMD和骨转换生化指标)有明显影响，该基因

型可能不是主要影响该人群的遗传因素。
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【Abstract】『 Objective ％investigate the association_between estrogen receptor_a(ER—a)gene

polmorphisms，pubertal bone mineral density(B～ID)and bone tumover markers，to better understand the

frequencies of ER—a gerlOtypes． Methods The ER—n PvuⅡ and Xba I genotypes were determined by

PCR—RFLP in 158 healthy adoleScent girls(12—14 years old)whiIe BMD was measured by dual—energy X—

ray absorptiometry(DExA)． The bone tumover markers(BAP，BGP，TRACP)and calcium adjust

hormone(25—0H—VitD，E2)were detected by ELISA． The relationship among BMD，bone turllover

markers，and polymorphisms of ER—a were examined．Resulb (1)蹦thou曲the bOne tumover markerS

had a trend in ER—d PvuⅡgenotypes as pp>PP>Pp but no significant difference was found(P>O．05)．

There were no significant di“erences found锄ong Xba I genotypes and between Px hapIotype and non—Px

haplotype．(2)No assodation was noticed between ER一口genotype and BlⅥD at any site of the foreann and

the whole body．Compared with non—Px haplotype，the Px haplotype had lower BMD，but there was no

significant difference noticed(P>O．05)．C蚰cl砸i佣 ER—a gene PvuⅡand Xba I polymorphism seemed

not potentially jnnuence on BMD and bone turnover markers in the pubertal girls in Be妇ing，suggesting that

it might not be the major genetic factor regarding this population．

【Key words】 Estmgen receptor_a gene polymorphism；Pubertal girls；Skeletal development

骨质疏松症是全球性的公共卫生问题，现有的

研究成果提示，遗传因素可决定80％的骨密度

(BMD)的变异‘1|。由于雌激素对骨骼的发育、峰值

骨量的达到，以及骨量的丢失均起重要作用，因此雌
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激素受体基因(ERG)多态性与BMD的关系也在众

多的候选基因中备受关注。在以往有关ERG多态

性与骨骼健康的报道中，多集中在绝经期前后的妇

女，而对处于生长发育第二高峰期的青春期女性鲜

有报道。然而，这一阶段摄入充足的钙，并获得遗传

许可范围内的最大峰值骨密度(PBMD)，是维持骨

骼健康及预防中老年发生骨质疏松等疾病的关键。
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那么ERG多态性对处于快速生长期的青春期少女

来说，究竟发挥怎样的作用?是否存在某种弱势基

因型别人群?本研究将着重探讨我国青春期少女的

骨骼健康状况与其ERG多态性的关系，以早期发现

骨质疏松症的高危人群。

对象与方法

1．研究对象：2005年3月，在北京市怀柔地区2

所学校的住宿中学生中征集志愿者进行该课题研

究。入选标准：年龄12～14岁，经体检无骨关节、内

分泌及代谢性疾病，无骨折史，不补充钙制品；且能

积极配合者为受试对象。此项研究得到了中国疾病

预防控制中心医学伦理委员会的同意。

2．方法：

(1)全血DNA的提取：抽取志愿者任意时期的

5 ml静脉血，肝素抗凝，分离血浆和白细胞，前者用

于生化指标的测定，后者用于提取DNA进行基因

型别的分析。小量血液DNA提取试剂盒为上海华

舜生物工程公司产品。

(2)ER基因片段扩增及限制性酶切分析：根据

参考文献[2]由上海生工生物工程有限公司合成引

物。ER—a的PvuⅡ上游引物是5，-CTG CCA CCC

TAT CTG TAT CTT TTC CTA TTC TCC一3 7，下游

引物是5’一TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG

TCG ATT ATC TGA一3 7。50肚l PCR反应体系含上

下游引物(0．2 pm01／L)各1弘l，10 mmol／I。dNTP

1肚l，DNA模板2肛l，Taq DNA聚合酶2肛l。扩增条

件：94℃变性30 s，61℃40 s，72℃90 s，共30个循

环；72℃延伸10 min。扩增产物长度为1．3 kb，应用

限制性内切酶PvuⅡ、Xba I对产物进行酶切。根据

酶切后电泳条带，将ER的基因型表示为PP(无

PvuⅡ酶切位点，1．3 kb一条电泳带)、pp(有PvuⅡ酶

切位点，850 bp、450 bp两条电泳带)、Pp(杂合子，有

1300 bp、850 bp、450 bp三条电泳带)；XX(无Xba工

酶切位点，1．3 kb一条电泳带)、xx(有Xba I酶切位

点，900 bp、400 bp两条电泳带)、Xx(杂合子，有

1300 bp、900 bp、400 bp三条电泳带)。

联合分析PvuⅡ和XbaI基因型，根据Px单倍

体的有无，将人群分为两组，Px单倍体组(PPxx，

Ppxx，PPXx)和non—Px单倍体组(PPXX，ppXX，

ppxx，ppXx，Ppxx)；Ppxx的单倍体类型无法确

定，故未纳入研究对象。

3．血浆中骨转换生化指标的测定：取血浆用酶联

免疫分析方法进行骨特异性碱性磷酸酶BAP(英国

IDS公司)、骨钙素BGP(美国DSI公司)、人抗酒石酸

酸性磷酸酶TI认CP一5b(英国IDS公司)的测定。

4．BMD测定：使用美国NORI AND xR一36型双

能x线吸收仪(精密度<1％)测量全身及前臂的

B佃。测定由2名专职技师负责，每次测前均进行仪
器性能校正检测，变异系数(CV)一o．56％～o．65％。

5．激素水平的测定：用放射性免疫方法测定血

清中活性维生素D(25一OH—VitD，美国DiaSorin公

司)、雌二醇(E2，北方公司)水平。

6．统计学分析：采用SPSS 10．5软件进行统计

学处理。Y2检验分析ER—d各等位基因频率是否符

合Hardy．Weinberg定律；两组问计量资料的比较采

用独立样本的￡检验，多组间计量资料比较在控制

协变量的基础上采用协方差分析。

结 果

1．一般情况：158名志愿者的平均年龄

(13．52±o．71)岁，身高(156．69±6．67)cm，体重

(48．41±9．79)kg，体重指数(BMI)(19．64±3．45)

kg／m2。

2．ER—a等位基因频率分布：ER—a基因PvuⅡ、

Xba I等位基因频率均符合Hardy—Weinberg定律

(P>0．05)，见表1，说明此人群具有代表性。

表l ER—a基因PvuⅡ、xba I等位基因频率的分布

注：括号内数据为构成比(％)；8)c2一o．198，P—o．906；6f
O．324。P一0．850

3．ER—d等位基因型别对骨转换生化指标和钙

调激素的影响：

(1)ER．a PvuⅡ、Xba I等位基因型别对骨转换

生化指标和钙调激素的影响：见表2。

用协方差分析经BMI、青春期乳房发育状况调

整后，各等位基因型别间的骨转换生化指标和钙调

激素水平。结果显示：①各骨转换生化指标在各基

因型别间的差异无统计学意义，但其在PvuⅡ的各

基因型别间表现出pp>PP>Pp的趋势。在Xba I

各基因型别间未见明显趋势。②25一OH．VitD、雌二

醇(E2)水平及受试者的年龄、身高、体重在PvuⅡ、

Xba工各基因型别间的差异无统计学意义(P>o．05)。
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表2 ER—a基因PvuⅡ、xbaI多态性对骨转换生化指标和钙调激素的影响(孑±s)

注：Ⅲ。检测人数均为142人，其中PP、pp、Pp分别为20、55和67人；xx、xx、xx分别为7、93和42人；。检测人数为132人，其中PP、pp、

Pp分别为18、5l和63人，xx、xx、xx分别为7、87和38人；。检测人数为llo人，其中PP、pp、Pp分别为¨、43和56人，xx、xx、xx分别为4、

71和35人

(2)联合分析ER—a PvuⅡ、Xba I基因型别对骨

代谢生化指标和钙调激素的影响：见表3。Px单倍

体组和non—Px单倍体组间年龄、身高、体重、BMI、各

骨转换生化指标、25—0H—VitD和E2水平的差异均

无统计学意义(P>O．05)。

4．ER—a基因多态性对全身及前臂BMD的影

响：运用协方差分析，以BMI、青春期乳房发育状况

校正，对ER—a基因型与BMD的关系进行探讨。结

果显示：①未发现ER基因PvuⅡ各等位基因型别

间的全身及前臂BMD存在差异(P>o．05)；②未发

现ER基因Xba I各等位基因型别间的全身及前臂

BMD存在差异(P>O．05)；③联合分析PvuⅡ、

xba工基因型别：non—Px单倍体组各部位的BMD普

遍大于Px单倍体组(表4)，但两组间的差异无统计

学意义(P>0．05)。

讨 论

本研究中，ER．a受体PvuⅡ、Xba工等位基因型

别分布结果和国内外结果接近，与日本和朝鲜的人

群分布相近，都是X、P最少，而p、x占绝大多数+，但

与白种人有显著区别∞’4I。

本研究未发现受试对象全身及前臂的BMD与

ER—a PvuⅡ、Xba I基因多态性有关。Px单倍体的

BMD虽比non—Px单倍体型略低，但差异未表现出统

计学意义。分析原因，首先年龄在研究ER—a与BMD

的关系时不能忽视。早在1996年日本学者就报道

了ER基因多态性与绝经后妇女BMD存在相关

性"o，随后的众多研究也主要针对绝经期前后的妇

女，但研究结果不尽相同№‘81。在对青年女性的研究

中，有报道ER—a基因型别独立并与VDR基因联合

影响女性某些部位的峰值骨量(PBMD)坦o，但也有

不少研究未发现妇女PBMD与ER．“基因PvuⅡ、

Xba I多态性有关∽o。对青春期女性的研究报道很

少。此外，Px单倍体与BMD的关系可能也与年龄

相关。在那些发现Px单倍体与BMD有相关性的

报道中，人群的年龄均在64岁左右，估计Px可能与

表3 ER—a Px单倍体型对骨代谢生化指标和钙调激素的影响(互±s)

表4 ER—a Px单倍体型对BMD的影响
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绝经后的骨量丢失有关¨⋯。而本研究的观察对象

为青春期少女，平均年龄仅13．5岁，在此阶段可能

遗传因素对个体BMD的影响未表现出明显作用，

而其他的一些非遗传因素，如身高、体重、BMI、青

春期发育状况、体力活动水平等都会影响骨量的增

长。在本研究进行的BMD与相关因素的多元回归

分析结果显示，全身及前臂远端的BMD与体重、

BMI、青春期乳房发育状况均呈正相关(数据未显

示)也证明了这一点。而一项对青春期女孩的研究

还表明，基因型会影响体育活动强度与负重部位骨

量的关系，、ER的Pp基因型更容易从体育锻炼中获

益，而且高体育活动可以掩盖遗传因素对骨质的影

响儿1|。由于在本研究中未对志愿者的体力活动水

平进行评估，因此也很难就这些混杂因素的作用作

出结论。

在评价个体的骨骼发育状况时，除了用BMD

的变化反映外，骨代谢的生化指标也有一定的价值。

前瞻性研究表明，用特异性的生化指标评价，可以看

出骨吸收的增加与髋部和脊椎骨折的危险性相关，

且独立于BMD之外u 2。。因此本研究也分析了ER—a

基因多态性对反映骨吸收的指标(抗酒石酸酸性磷

酸酶TRACP)和骨形成的指标(血清骨钙素BGP、

骨碱性磷酸酶BAP)的影响，结果未显示不同基因

型别问的骨代谢生化指标存在差异，这可能也与本

文的例数少有关。有关结果还需要进一步的实验

验证。

总之，骨质疏松是多基因复杂疾病，为揭示其遗

传基础，必须重视对多个基因多态性或某个基因多

态位点之间骨量的协同作用。此外，为使青春期少

女获得遗传许可范围内的更好的PBMD，还应充分

考虑环境、膳食、体力活动等非遗传因素的影响。
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