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骨质疏松是一种多基因调控复杂性常见病 , 遗传因素在骨质疏松的发病机制中起重要作用 ,

降钙素受体基因多态性与老年男性骨密度关系
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摘 要 :【目的】探讨降钙素受体基因(CTR)C1377T基因多态性与老年男性人群骨密度相互关系。【方

法】选取年龄≥65 岁广州地区汉族男性个体 247 例 , 采用双能 X 线吸收法 ( DEXA)测定其全身、腰椎 2~4

( L2~4)、股骨颈 ( Neck)、粗隆间 ( Inter)、Ward’三角和大转子 ( Troch)区等部位的骨密度 ( BMD)值 , 并采用聚合

酶链反应限制性片段长度多态性 ( PCR- RFLP)技术检测外周血白细胞基因组降钙素受体基因多态性。【结果】

247 例受试对象中 , CTR 基因型分别为 CC型 205 例(83.0%), CT型 39 例(15.8%), TT型 3 例(1.2%);基因频率

CC型为 90.9%,TT型为 9.1%, 基因型分布符合 Hardy- weinberg定律。分析其基因型与骨密度的关系显示 , 含有

酶切位点的个体 ( CT+TT)除在腰椎侧位 ( L2～L4)及 Ward’三角 (Ward’s)的骨密度比不含酶切位点的基因型的

骨密度值有显著性升高外(P<0.05), 其他部位骨密度值之间的差异无统计学意义。【结论】降钙素基因 C1377T

基因多态性尚不能作为预测汉族老年男性发生骨质疏松危险性的遗传标志
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Abstract: 【Objective】 To investigate the C1377T polymorphisms of calcitonin receptor (CTR) in Chinese

elderly men and to study the relationship between the polymorphisms and bone mineral density (BMD).【Methods】

A total of 247 old men from Han nationality in Guangzhou area (aged 65~83 years) were recruited. The genotype

of CTR gene was examined by polymerase chain reaction- restriction fragment length polymorphism ( PCR- RELP).

BMD was measured at total body (Total), femoral neck (Neck), lumbar spine (L2- 4), trochanter (Troch) and ward′s

triangle (Ward′s) using dual- energy X- ray absorptiometry (DEXA).【Results】The distribution of CTR were: CC

genotype 205 (83.0%), CT 39 (15.8%), TT 3 (1.2% ) and the frequencies of allele C and T were 90.9% and

9.1%, respectively. Both frequencies distribution of CTR gene and gene alleles were all in the Hardy- Weinberg

equilibrium. Subjects with presence of T allele (CT and TT genotype) group had higher BMD only at lumbar spine

(L2- L4) and Ward′s triangle (Ward′s) sites than subjects in absence of T allele (CC genotype) group (P<0.05). The

mean BMD was no significant differenceat the other sites.【Conclusion】There is no relationship between genotype

of CTR gene and BMD for most site of body. CTR genotype may not be used as genetic marker in predicting the

risk of developing osteoporosis.
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它决定了 80%以上骨密度的差异 [1]。自 1994 年

Morrison 等 [2]首次提出维生素 D 受体等位基因与

骨密度预测骨密度以来,各国学者又相继发现了另

外一些候选基因。由于降钙素是已知的调节骨代

谢的三大重要激素之一 , 它通过与破骨细胞上的

降钙素受体 ( calcitonin receptor, CTR)结合以抑制

骨吸收,因而 CTR 基因日益受到人们的关注。本文

采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性 ( PCR-

RFLP)技术 , 检测广州地区部分汉族老年男性人

群降钙素基因 C1377T基因多态性 , 并进行骨密度

( bone mineral density, BMD)测定 , 旨在探讨 CTR

基因多态性与 BMD的相互关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象

通过对来我院门诊就诊及住院人员宣传招募

自愿受试者 ,并随机筛选年龄≥65 岁 ,无亲缘关系

的广州地区汉族男性自愿受试者 300 例 , 对所有

自愿者先行流行病学调查及实验室常规检查 , 对

患有(或曾患有)与骨代谢相关疾病 , 如严重肝、肾

脏疾病、类风湿等 (骨质疏松症及骨折除外 )及正

服用可能影响骨代谢药物如将降钙素、二磷酸盐、

维生素 D、氟化物及雌激素者等予以排除。在此基

础上 , 247 例入选。受试者年龄( 71.4±5.6)岁 ( 65～

86 岁) ,居住广州地区 23 年以上。

1.2 实验方法

1.2.1 骨密度测定 采用双能 X 线吸收骨密度

dual- energy X- ray absorption (DEXA) 测定方法测

受试者全身( total)、次全身( subtot)、腰椎侧位( L2-

L4)、股骨颈 (neck)、粗隆间 (Inter)、大转子 (troch)、

Ward’s 三角(Ward’s)等部位骨密度值。本仪器随

机附带统计软件包 , 对年龄、体质量指数等影响骨

密度因素进行修正。

1.2.2 基因多态性分析 基因组 DNA提取 :早晨

取空腹外周静脉血 4 mL, EDTA抗凝 , 常规盐析法

提取基因组 DNA。PCR 扩增: 50 !L反应体系包含
以下组成成分 : 50 mmol/L KCl,10 mmol/L Tris- Cl

(pH 8.3),0.1 g/L明胶 , 1.5 mmol/L MgCl2,200 !mol/
L dNTP,Taq 酶 2 U (以上产品均为 TOYOBO公司

提供) , 基因组 DNA 200 ng, 上下游引物各 0.25

!mol/L。引物由北京赛百胜基因技术有限公司合
成。CTR 引物 [2] 上游 : 5′- TTCAGTGGAACC AGC

GTTGG - 3′, 下游 : 5′- CTCAGTGATCACGATACT

GTG- 3′。反应条件: 95 ℃ 5 min 预变性 ,随后进行

三温循环: 95 ℃ 30 s, 57 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s。40 个

循环结束后 , 72 ℃再延伸 5 min。扩增产物检查 :

扩增完毕后 ,取 10 !L扩增产物 , 经 25 g/L琼脂糖
凝胶电泳 , 溴化乙锭染色 , 紫外灯下观察 , 以确定

扩增是否成功 , 以 100 bp DNA ladder (北京天为

时代科技有限公司提供)为分子质量标准。CTR 基

因分型 : 取扩增产物 20 !L, 加入 Alu I 内切酶
( NEB公司提供) 3 U, 37 ℃恒温水浴。16 h 后 , 取

10 !L酶切产物 , 经 40 g/L琼脂糖凝胶电泳 , 溴化
乙锭染色 ,紫外灯下观察。

1.3 统计学分析

采 用 SPSS10.0 统 计 软 件 , 根 据 Hardy -

weinberg平衡定律计算各基因型个体数的期望值 ,

CTR 等位基因分布的 Hardy- weinberg平衡吻合性

检验、组间基因型频率及等位基因频率的差异性

比较采用 !2检验 ;计量数据的统计描述 x±s 表示 ,
采用独立样本 t 检验方法比较各基因间的计量资

料。检验水准 α=0.05

2 结 果

2.1 一般资料分析

247 例志愿受试者参加研究 , 平均年龄 ( 72±

6)岁 ,身高( 169±8) cm,体质量( 61±11) kg。各部位

骨密度值如下 : 全身 ( 0.97±0.12) g/cm2, 次全身

( 083±0.12) g/cm2,腰椎侧位( 0.66±0.17) g/cm2,股骨

颈( 0.64 ±0.12) g/cm2,粗隆间 ( 0.86±0.16) g/cm2, 大

转子( 0.52±0.16) g/cm2, Ward’s 三角( 0.41±0.12) g/

cm2。

2.2 CTR 基因型分布

本文所采用的引物扩增的产物为包含 CTR 分

子第 1 377 bp 多态性位点 DNA片段 , 长度为 228

bp。扩增的 PCR 产物经 AluⅠ内切酶作用后 ,如果

只出现 120 bp 和 108 bp 大小的两个片段 , 习惯上

就把该个体称之为 TT基因型 , 相应地 , 当扩增产

物缺乏 Alu Ⅰ酶切位点 , 电泳后只能看到 228 bp

一条带 , 该携带者被称为 CC基因型 ;如果酶切后

经电泳可同时看到 228、120、108 bp 三条带 , 该基

因型就为 CT杂合子(图 1)。

本次检测的 247 例老年男性人群中 , CC 型

205 例 (83.0%); CT 型 39 例 (15.8%); TT 型 3 例
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(1.2%)。CT等位基因频率分别为 90.9%、9.1%, 经

!2检验 CTR 各基因型及等位基因频率基因频率分
布均符合 Hardy- Wenberg定律。

2.3 CTR 基因多态性与骨密度相互关系

本次受试的 247 例老年男性个体 , CC 型 205

例 , CT型 39 例 , TT型 3 例。由于 TT型个体数量

过少 , 故将基因型分为不含 AluⅠ酶切位点组( CC

基因型 )和含有 AluⅠ酶切位点组 ( CT基因型+TT

基因型)。对他们骨密度值进行统计比较后发现 ,

含有酶切位点的个体在各部位均拥有较高的骨密

度值 , 但只在腰椎侧位 ( L2～L4) 及 Ward’三角

(Ward’s)处骨密度值有统计学意义(表 1)。

3 讨 论

人类降钙素受体基因位于染色体 7q21.3 上 ,

其分子质量为 8～9 ku, 由 490 个氨基酸残基组成。

CTR 是 7 个跨膜 G 蛋白结合受体家族的成员之

一。CTR 主要分布在破骨细胞及其前体细胞、肾小

管上皮睾丸、子宫等组织上 , 它的主要功能是调节

体内骨代谢和维持钙平衡。CTR 基因多态性是其

第 1 377 bpC突变为 T导致其编码的蛋白质的第

447 位氨基酸残基由脯氨酸 ( CCG) 为亮氨酸

( CTG)。该核苷酸突变可能通过改变 CTR 分子的

二级结构而使 CTR 与配体的结合受到影响 , 并改

变信号传导特性 , 从而影响靶细胞对降钙素的反

应[3]。而降钙素是人体调节骨转换的重要激素之一,

它通过抑制破骨细胞的骨吸收及促进成骨细胞的

骨形成而维持骨量的稳定。

对广州地区 247 名汉族老年男性 CTR 基因

C1377T基因多态性研究显示 , 该基因 C1377T位

点等位基因频率分布符合 Hardy- Wenberg 定律。

该结果与报道的北京[4]及上海妇女人群[5]的分布频

率相一致 , 与日本人[6]也相似 , 绝大多数个体为 CC

基因型 , TT比例最低。但与高加索人明显不同 [7],

高加索妇女人群中 CC基因型最少 , 说明 CTR 基

因多态性频率在不同的种族中分布存在特异性。

以往对 CTR 基因多态性与骨密度之间关系的

研究多集中于绝经后妇女人群 [4- 8], 对 CTR 基因多

态性与老年男性骨质疏松之间的关系少有关注。

但由于绝经后妇女 BMD值的下降与多种因素尤

其雌激素水平的下降有关。因此 ,它们可能不能全

面揭示所有类型骨质疏松的发病机理。而男性骨

质疏松隶属于原发性 II 型骨质疏松。因此本课题

研究老年男性人群 CTR 基因多态性与 BMD的相

互关系 , 从一个侧面了解原发性骨质疏松中 II 型

骨质疏松症即男性骨质疏松症发病机制 , 并找寻

筛查高危人群的有效手段及早进行预防和干预。

本实验研究结果表明 , CTR 基因 CC型、CT型

及 TT型 3 组在年龄分布上无统计学上的差异 , 由

于所检测到的 TT基因型个体数量过少 , 故将本次

受试的人群划分为含有酶切位点的组 ( CT 基因

型+TT基因型 )与不含酶切位点组 ( CC 基因型 )。

对他们的 BMD值进行统计学分析后发现 , 在腰椎

侧位及 Ward’s 三角等部位 , 含有 AluⅠ酶切位点

图 1 CTR 基因 PCR 产物酶切电泳

Fig.1 PCR products of CTR gene

M:DL100 Marker; 1: TT genotype; 2: CT genotype; 3:

CC genotype

表 1 广州地区老年男性人群 CTR 基因型的骨密度值

Table 1 BMD values in different CTR genotypes in elderly

men in Guangzhou

Genetype

Age

BMD( g/cm2)

Total

Subtotal

L2- L4

Neck

Troch

Inter

Ward's

CC

( n=205)

72±6

0.96±0.11

0.83±0.11

0.65±0.13

0.64±0.11

0.55±0.10

0.85±0.16

0.41±0.08

CT+TT

( n=42)

70±5

0.99±0.14

0.86±0.14

0.74±0.23 1)

0.67±0.14

0.55±0.15

0.89±0.18

0.48±0.16 1)

t

1.21

1.35

1.31

2.37

1.26

1.46

0.76

2.22

P

0.23

0.18

0.19

0.02

0.21

0.15

0.45

0.03

1)Independent sample t- test, P<0.05
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[1]
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[3]

基因型个体携带的骨密度值比不含酶切位点的组

有统计学意义升高。本次检测结果还显示 ,含有酶

切位点的个体在其他部位也携带了较高的骨密度

值 , 尽管它们没有统计学意义上的差别 , 这是否意

味着 , CTR 基因编码第 447 位为亮氨酸的降钙素 ,

比该位点为脯氨酸的降钙素分子 , 对防止钙的丢

失 , 维持骨量更为有利。关于这点 , 仍需要通过扩

大检测人群范围及进行更深入的研究证实。
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