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　　摘　要：目的　探讨维生素Ｄ受体基因ＢｓｍＩ多态性与强直性脊柱炎的关系。方法　应用聚合酶链反应限制性片段长度多

态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析技术，检测１０７例强直性脊柱炎患者（ＡＳ组）和１６６例健康体检者（对照组）维生素Ｄ受体ＢｓｍＩ基因型和

等位基因的分布频率。结果　维生素Ｄ受体ＢｓｍＩ基因型Ｂｂ和ｂｂ在ＡＳ组中的分布频率分别为２２．４％和７７．６％，在对照组中

分别为７．８％和９２．２％，两组之间的基因型频率分布有显著性差异（χ
２＝１１．８３，犘＜０．０５），ＡＳ组与对照组均未检测到ＢＢ基因

型；等位基因Ｂ和ｂ的分布频率在ＡＳ组中分别为１１．２％和８８．８％，在对照组分别为３．９％和９６．１％，两者比较差异有统计学意

义（χ
２＝１０．９７，犘＜０．０５）。结论　维生素Ｄ受体ＢｓｍＩ基因多态性与ＡＳ有一定的相关性，Ｂｂ基因型可能增加ＡＳ的易感性。
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　　强直性脊柱炎（ＡＳ）的病因目前尚不明确，近年研究表明

遗传因素在本病的发病中发挥重要作用，已有研究证实ＡＳ的

发病与ＨＬＡＢ２７密切相关，９０％以上的ＡＳ患者ＨＬＡＢ２７阳

性，并呈现出明显的家族聚集性。但另一方面，ＨＬＡＢ２７阳性

人群中只有１％～５％发展为ＡＳ，这表明 ＨＬＡＢ２７并不是ＡＳ

易感的惟一因素。近年来，国内外学者对 ＨＬＡＢ２７以外的基

因，如ＩＬ１Ａ／Ｂ、ＩＬ１ＲＮ、ＩＬ１０、ＡＮＫＨ、ＮＰＰＳ及 ＭＳＸ２等与ＡＳ

的相关性进行了研究［１］。然而，这些基因在 ＡＳ中的意义尚不

明确，其中的大多数相关性研究结果尚未在其他人群，特别是

在不同种族中得到证实。

ＡＳ患者常伴骨量减少及椎骨骨质疏松，有些可引起脊柱

畸形和骨痛，严重影响患者的生活质量。根据 ＷＨＯ的标准，

５０％以上的ＡＳ患者伴有腰椎骨质疏松。因此，与骨量减少或

骨质疏松相关的基因可能是 ＡＳ易感的最佳候选基因。维生

素Ｄ受体（ＶＤＲ）基因多态性与骨质疏松的相关性目前广为国

际关注［２３］，多数研究表明ＶＤＲ基因多态性与骨密度、骨质疏

松明显相关，但不同人群的研究结果不尽相同。本文为了探讨

ＶＤＲ基因多态性与ＡＳ的相关性，采用聚合酶链反应限制性

片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）方法对四川汉族人群ＡＳ患者进

行ＶＤＲ基因ＢｓｍＩ多态性检测分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　ＡＳ组为２００５年１２月至２００８年５月期间来

自本院风湿血液门诊及住院部的１０７例 ＡＳ患者，其中男９２

例，女１５例；年龄１６～６０岁，平均年龄３３岁。ＡＳ患者符合

１９８４年纽约修订ＡＳ诊断标准。对照组１６６例系性别及年龄

与ＡＳ组匹配的健康人，无血缘关系。

１．２　仪器与试剂　全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ扩增

所用试剂、ＤＮＡ标记物（ＤＬ２０００）购自博瑞克生物技术有限公

司；限制性内切酶ＢｓｍＩ购自立陶宛 ＭＢＩ公司；ＨｙｂａｉｄＰＸ２型

ＰＣＲ仪、ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＨＣ型电泳仪、ＧｅｌＤｏｃ２０００型凝胶成像

仪均为伯乐科技有限公司产品。

１．３　方法

１．３．１　外周血基因组 ＤＮＡ 提取　ＥＤＴＡ 抗凝静脉血液

２ｍＬ，按照全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书操作。

１．３．２　ＶＤＲ基因的ＰＣＲ扩增　引物参照文献设计，由北京

华大中生科技发展有限公司合成，序列为：上游引物（Ｐ１）５′
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ＣＡＡＣＣＡＡＧＡＣＴＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＣＧＴＣＡＧＴＧＡ３′；下

游引物（Ｐ２）５′ＡＡＣＣＡＧＣＧＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣＡＡＧＧＧ３′。

ＰＣＲ扩增反应总体积５０μＬ，包括模板ＤＮＡ５μＬ，引物Ｐ１（２０

ｐｍｏｌ／μＬ）、Ｐ２（２０ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，

ＭｇＣｌ２（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，２．５Ｕ犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶，加ＤＨ２Ｏ至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变

性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个

循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物在１％琼脂糖凝胶中

进行电泳，凝胶成像仪下观察结果并照相保存图象。

１．３．３　限制性内切酶ＢｓｍＩ酶切检测 ＶＤＲ基因型　取ＰＣＲ

扩增产物６μＬ，加人５ＵＢｓｍＩ酶，１０×缓冲液２μＬ，加ＤＨ２Ｏ

至２０μＬ，３７℃水浴过夜（约１５ｈ），６５℃、１５ｍｉｎ终止酶切反

应。取酶切产物在１．５％琼脂糖凝胶中进行电泳，凝胶成像仪

下观察结果并照相保存图象。其中缺乏内切酶ＢｓｍＩ酶切位

点用Ｂ表示，存在酶切位点用ｂ表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计

数资料采用χ
２ 检验，计量资料采用狋检验，犘＜０．０５有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＶＤＲ基因ＰＣＲ扩增结果　以外周血基因组ＤＮＡ为模

板，用合成的引物进行ＶＤＲ基因ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电

泳显示扩增出约８２５ｂｐＤＮＡ片段，与预期的碱基大小一致，

而阴性对照未扩增出条带，见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．２　ＰＣＲ产物ＢｓｍＩ酶切结果　经限制性内切酶 ＢｓｍＩ对

ＰＣＲ产物消化后电泳发现 ＶＤＲ基因存在多态性。ＶＤＲ基因

有２个等位基因Ｂ和ｂ，可组合形成ＢＢ、Ｂｂ和ｂｂ基因型。ｂ

表示存在ＢｓｍＩ酶切位点，Ｂ表示缺乏ＢｓｍＩ酶切位点。因此缺

乏酶切位点的ＢＢ基因型只有１条带（８２５ｂｐ），存在酶切位点

的ｂｂ基因型有２条带（６５０、１７５ｂｐ），杂合子Ｂｂ基因型有上述

３条带（８２５、６５０、１７５ｂｐ），本次研究人群中未检出ＢＢ基因型，

见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验　应用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

遗传平衡吻合度检验方法，对 ＡＳ组和对照组的 ＶＤＲ基因型

分布进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。结果ＡＳ组和对照组的

基因型分布均符合遗传平衡定律（χ
２＝１．５２，χ

２＝０．２６，犘＞

０．０５），说明所选样本人群的代表性好，见表１。

表１　　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验

基因型
ＡＳ组

观察数 预期值

对照组

观察数 预期值

ＢＢ ０ １．３５ ０ ０．２５

Ｂｂ ２４ ２１．２８ １３ １２．４５

ｂｂ ８３ ８４．３７ １５３ １５３．３０

２．４　ＡＳ患者和正常人ＶＤＲＢｓｍＩ基因检测结果　维生素Ｄ

受体ＢｓｍＩ基因型 Ｂｂ和ｂｂ在 ＡＳ组中的分布频率分别为

２２．４％（２４／１０７）和７７．６％（８３／１０７），在对照组中分别为７．８％

（１３／１６６）和９２．２％（１５３／１６６），２组之间的基因型频率分布经

χ
２ 检验，差异有统计学意义（χ

２＝１１．２０，犘＜０．０５）；等位基因

Ｂ和ｂ的分布频率在 ＡＳ组中分别为１１．２％（２４／１０７）和８８．

８％（１９０／２１４），在对照组中分别为３．９％（１３／１６６）和９６．１％

（３１９／３３２），经χ
２ 检验，两者差异有统计学意义（χ

２＝１０．２２，犘

＜０．０５）。在参加试验的２组人群中均未发现ＢＢ基因型个

体。

２．５　ＶＤＲ基因型与 ＣＲＰ、ＥＳＲ关系　对 ＡＳ组中不同的

ＶＤＲ基因型对应的血清Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）浓度及红细胞沉降

率（ＥＳＲ）进行统计分析，Ｂｂ、ｂｂ基因型中 ＣＲＰ浓度分别为

（３１．７±２５．９）、（２８．６±２５．２）ｍｇ／Ｌ，差异无统计学意义（狋＝

０．３４，犘＞０．０５），ＥＳＲ分别为（４５．２±３１．４）、（３１．４±２４．６）

ｍｍ／ｈ，差异也无统计学意义（狋＝１．５１，犘＞０．０５），可见 ＶＤＲ

基因型与ＣＲＰ、ＥＳＲ之间没有相关性。

３　讨　　论

ＡＳ的病因目前虽尚未明确，但认为与遗传、感染、免疫、环

境等因素有关，其中遗传因素起主导作用［４］。ＨＬＡＢ２７已被

证实是ＡＳ最主要的易感基因，但是大约８０％的 ＨＬＡＢ２７阳

性者并不发生ＡＳ，而大约１０％的 ＡＳ患者 ＨＬＡＢ２７阴性，提

示还有其他因素参与发病［５］。维生素Ｄ受体基因是目前国际

上有关骨质疏松最受关注且最有争议的一个候选基因，研究发

现ＡＳ常伴有明显的骨质疏松，且由于 ＶＤＲ基因在基因与环

境及基因与基因之间的相互作用，以及在骨和矿物质的代谢中

的作用，因此推测ＶＤＲ可能在 ＡＳ的候选基因里占有重要地

位［６７］。

ＶＤＲ基因定位于 １２ｑｌ２～ｑ１４，有 １１ 个外显子，全长

７５ｋｂ。近年报道 ＶＤＲ基因多态性与４个单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）位点有关，分别为２号外显子的ＦｏｋＩ位点、第８内含子

的ＢｓｍＩ位点、ＡｐａＩ位点及第９外显子的ＴａｑＩ位点。澳大利

亚学者首次报道 ＶＤＲ基因ＦｏｋＩ、ＢｓｍＩ、ＡｐａＩ、ＴａｑＩ位点多态

性与骨密度（ＢＭＤ）水平密切相关，且占至遗传因素的７５％左

右，而ＢＭＤ水平的变化对骨质疏松起着重要作用。此后各个

国家、各个地区学者对 ＶＤＲ基因与ＢＭＤ、骨质疏松相关性进

行了大量研究，主要集中在ＢｓｍＩ和ＦｏｋＩ多态性位点上，但不

同地区、不同种族的研究结论不一。

ＥＩＳｈｅｈａｂｙ等
［８］对８０例终末期肾病患者和４０例健康人

进行对比研究，发现ＢｓｍＩ基因型在两组间无显著差异，患者

组Ｂ等位基因频率４１．６％，健康对照组３９．２％，然而患者组

ＢＢ基因型血浆中２５ＯＨＶｉｔＤ水平较Ｂｂ和ｂｂ基因型显著降

低，等位基因Ｂ的频率与左心室体积指数呈正相关。通过６５

岁以上高加索人群 ＶＤＲ基因ＦｏｋＩ和ＢｓｍＩ多态性与心血管

疾病体征和生化指标的相关性研究也表明，在男性中，ＢｓｍＩ基

因型Ｂｂ占５０％，ｂｂ占２３％，ＢＢ占２７％，ＦｏｋＩ基因型 Ｆｆ占

５０％，ｆｆ占１８％，ＦＦ占３２％，在女性中，ＢｓｍＩ基因型 Ｂｂ占

４８％，ｂｂ占２０％，ＢＢ占３２％，ＦｏｋＩ基因型 Ｆｆ占４８％，ｆｆ占

２２％，ＦＦ占３０％，携带ｂ等位基因的女性胰岛素抵抗指数与

携带Ｂ的女性有差异，而携带ｂ等位基因的男性胰岛素水平与

携带Ｂ的男性有差异，男女之间基因型均无显著差异
［９］。目

前仅有１篇国外文献对ＶＤＲＦｏｋＩ、ＢｓｍＩ多态性与 ＡＳ患者骨

密度及炎性指标相关性进行报道，结果显示在男性 ＡＳ患者里

ＶＤＲＦｏｋＩ与脊柱ＢＭＤ有关，女性的ＢＭＤ与 ＶＤＲＦｏｋＩ、Ｂｓ

ｍＩ都不相关
［１０］。目前有关 ＶＤＲ基因多态性与 ＡＳ患者的相

关性研究尚未见报道。

本研究结果显示汉族人群维生素Ｄ受体ＢｓｍＩ基因型以

ｂｂ基因型为主，占９０％以上，未检出ＢＢ基因型，与来自哈尔

滨地区和广西地区部分汉族人群及韩国的报道接近［１１１３］。而

西方国家报道，ＶＤＲ基因型分布以Ｂｂ最多，约占总基因型的

４５％～５５％，ｂｂ基因型仅占３０％～４０％
［１４１５］。由此可见，

ＶＤＲ基因多态性存在种族和地域的差异，在不同地区人群中

基因分布情况不完全相同，由此产生统计学上的频率偏移。

本研究对 ＡＳ组患者及对照组健康者的基因多态性分析
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结果显示，ＡＳ组患者ＢｓｍＩ的基因频率、等位基因频率分布均

与对照组健康者有显著性差异，ＡＳ组患者中Ｂｂ基因型、Ｂ等

位基因频率均高于健康对照组，提示ＶＤＲＢｓｍＩ基因多态性与

ＡＳ有一定的相关性，Ｂ等位基因可能增加 ＡＳ的易感性。本

文通过对ＡＳ患者的研究提示：ＡＳ的发生发展可能与ＶＤＲ基

因型有关，如能早期进行ＶＤＲ基因型检测，及早干预，对于预

防ＡＳ的发生有重要意义。但是ＶＤＲ基因多态性在 ＡＳ的发

病中所起的作用需要进一步阐明。
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是一种简便、安全、灵敏度较高的ＥＢ替代核酸染料，能够很好

地用于琼脂糖凝胶中核酸的常规染色。ＧｏｌｄＶｉｅｗ虽然灵敏

度可以达到实验室的常规检测需求，价格也很便宜，但是从影

响细胞周期和增殖代谢的角度来讲，存在一定的安全隐患。

由于本实验中所检测的３种核酸染料都是来源于市场上

的即用型商品，不了解其详细的配方和成分，若要进一步研究

核酸染料的致癌、致畸性，则需要从其详细成分着手，进一步通

过动物实验确认，例如通过裸鼠皮下注射试验、Ａｍｅｓ试验
［１３］、

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验、小鼠睾丸精母细胞染色体畸

变等试验来确定其生物安全性。

应当指出的是，核酸染料使核酸着色的机制都是要特异地

与核酸结合，从这个角度来讲，核酸染料或多或少都存在一定

的风险，尤其是实验室工作人员、医院检验技师等与核酸染料

长期接触的工作者，要注意采取庇护措施，并且妥善处理废弃

核酸染料和凝胶，将核酸染料对环境的影响降到最低。
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