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重庆老年汉族人群 l【lotho G一395A、F352V与 C370S基因多 

态性与原发性骨质疏松症的相关性研究 
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【摘 要】目的：探讨重庆地区汉族老年人群klothoG一395A、F352V与C370S 3个位点的单核苷酸多态性(Singlenucleotidepolymor— 

phism，SNP)与原发性骨质疏松症的相关性。方法：应用嵌套式等位基因特异性引物 PCR技术测定重庆地区汉族老年人群 300 

例原发性骨质疏松症患者和 93例对照者 klotho G一395A、F352V、C370S SNP，比较两组基因型和等位基因分布频率。结果：在 

kloth0G一395A SNP中，原发性骨质疏松症组患者 AA等位基因型频率较对照组高，有显著性差异(P<0．01)，按性别分层研究则 

仅男性原发性骨质疏松症患者AA等位基因型频率较对照组高，有显著性差异( 0．01)；在klotho F352V SNP中，无论男性还是 

女性原发性骨质疏松症患者 FF、Fv与 vv各等位基因型频率与对照组均无显著性差异( 0．05)；在 klothoC370S SNP中，无论男 

性还是女性原发性骨质疏松症患者其 cc、cs与 sS各等位基因型频率与对照组比较均无显著性差异( O．05 o结论：klothoG一395A 

SNP与原发性骨质疏松症有相关性，并存在着性别差异性；而尚未发现klotho F352V与C370S SNP与原发性骨质疏松症有相关 

性。 
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【Abstract】Objective：To study the association between pfimaw osteoporosis and single nucleotide polymorphisms(SNP)at three sites of 

klotho gene of G一395A．F352V and C370S in elderly people of Han nationality in Chongqing．Methods：The G一395A，F352V and C370S 

single nucleotide polymorphism of klotho gene were tested by nested allele—specific primer(NASP)PCR in 300 patients with pfima~ 

osteoporosis and 93 healthy elderly people of Han nationality in Chongqing．The distribution frequency of genotypes and alleles was 

compared between the two groups as well as between the gender and age groups．Results：The frequency of AA allelic genotypes of klotho 

G一395A in the osteoporosis group was significantly higher than that of the control group (p<0．O1)．According to gender stratification 

analysis．only the distribution frequency of AA allelic genotypes of klotho G一395A in male osteoporosis group was significantly higher than 

that of the male control group (p<0．O1)．There was no significant difference in the frequency of FF，FV or VV allelic genotypes of klotho 

F352V either in the male or female group between the osteoporosis group and the control group (|p>0．05)．There was no significant 

difference in the frequency of CC，CS or SS allelic genotypes of klotho C370S either in male or female group between the osteoporosis group 

and the control group (J口>O．05)．Conclusion：The G一395A SNP of klotho gene is associated with primary osteoporosis，which has sex 

difference between the two groups．No association of SNPs of the F352V and C370S of klotho gene with primary osteoporosis has been 

follnd 
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原赞【生骨质疏松是目前严重威胁人类健康和生活质量的 

一 种疾病，在世界范围内广泛流行。家系及双生子研究结果表 

明，骨质疏松是多基因调控、强遗传性的疾病l】1。Morrison等口首 

先报道了维生素D受体等位基因与骨密度相关，并认为在决定 

骨密度的遗传因素中，维生素D受体等位基因占75％。目前报 

道的与骨质疏松相关的基因还有很多，如雌激素受体 一Ot基 

因、载脂蛋白E基因、I型胶原基因 、雄激素受体基因、甲状旁 

腺素受体基因、降钙素受体基因、大麻素受体基因H，51以及低密 

度脂蛋白受体相关蛋白基因161。目前对骨质疏松症候选基因 

的研究主要集中于维生素 D受体基凶和雌激素受体 一O／．基因。 

Klotho基因是与人类寿命和各种老年性疾病表型密切 

相关的一种新基因，klotho基因突变鼠的表型类似于人类衰 

老的各种表型，包括寿命缩短、动脉硬化 、皮肤萎缩 、骨质疏 

松等，提示 klotho基因可能与骨质疏松相关I 。遗传分子生 

物学基因多态性是影响其功能差异性的重要原因，其中单核 

苷酸多态性最为常见。已有研究证实 klotho单核苷酸多态性 

(Single nucleotide polymorphism，SNP)与冠心病 、卒中、骨质疏 

松症及寿命等有相关性。目前有关 klotho基因多态性与骨质 

疏松相关性的研究主要集中在 klotho G一395A SNP，而有关 

klotho F352V SNP与骨质疏松相关性的研究甚少 ，如国外学 

者 Riancho等【IOl研究发现绝经后妇女 klotho F352V突变与其 

髋部骨密度增高有相关性，即该位点基因突变可能影响绝经 

后妇女骨质疏松的发生；而有关 klotho C370S SNP与原发性 

骨质疏松症关系的研究尚无报道。为此 ，本研究针对重庆地 

区汉族老年人群 klotho G一395A、F352V、C370S SNP与原发 

性骨质疏松症关系进行研究 ，以探寻其与原发性骨质疏松症 

的相关性，为骨质疏松发病机制和遗传因素的相关性研究提 

供依据。 

1 研究对象与方法 

1．1 研究对象 

本文资料选择重庆市 自然汉族老年人群个体作为研究 

对象，随机选择符合 WHO原发性骨质疏松症诊断标准(即 

双能x线测得骨密度值≤青年健康人群骨密度一2．5SD)为 

纳入标准，除外继发性骨质疏松症的老年病人 300例 151 

例 ，女 149例 ，年龄 62～97岁，平均年龄(79．66±6．42)岁1作 

为原发性骨质疏松疾病组 ；另外选择无亲属关系的 93例『男 

69例，女 24例 ，年龄 60～90岁 ，平均年龄(74．2±9．22)岁l骨 

密度检测无骨质疏松症(即双能 x线测得骨密度值 >青年健 

康人群骨密度 一ISD)汉族老年个体作为骨质疏松症对照组。 

1．2 研 冤方法 

1．2．1 DNA提取 取 EDTA抗凝外周静脉全血 l ml，用 

DNA提取专业试剂盒 (由上海华舜生物工程有限公司提供 ) 

抽提白细胞染色体基因组 DNA。 

1．2．2 Klotho基因SNP检测 

1．2．2．1 引物序列选取与设计 利用嵌套式等位基冈特异 

性引物(Nested allele—specific primer，NASP)PCR技术I J检 

~．1]klotho G一395A、klotho F352V与klotho C370S SNP的等位基 

因型。根据研究需要通过美国NCBI(美国国家生物信息中心) 

的 GenBank获取 klotho基 因序列 (klotho基因序列来 自 

GenBank NO．AB009667．Homo sapiens klot⋯『gi：6039 1 38 1 1)及 

其相应位点的 SNP信息。利用 Primer5．0软件设计符合研究 

需要的引物。本文设计引物序列均由中国大连宝生物T程有 

限公司合成。所设计引物序列，见表 1。 

1．2．2．2 PCR反应体系及其反应条件 检测 klotho G一395A、 

klotho F352V与 klotho C370S SNP的PCR反应体系中所用EX 

Taq酶(5 u／ 1)、10×EX Taq酶缓冲液 、MgC12(25 mmol／I )、 

dN rP(含 dATP、d1丫rP、dGTP、dCTP各 2．5 mmol／L)均由中国大 

连宝生物T程有限公司提供。klotho G一395A、klotho F352V与 

klotho C370S PCR反应体系均为：Ex Taq酶(5 u／ 1)0．1 1、 

10 X EX Taq酶缓冲液 2 txl、MgC12(25 mmol／L)1．6 l、dNTP 

(含dATP、dTTP、dGTP、dCTP各2．5 mmol／L)1．6 l、引物 1(5 

txmol／L)1．6 l、引物 2(5 I~mol／L)1．6 1、DNA模板 0．3 l、灭 

菌双蒸水 11．2 l，反应总体积20 txl。PCR反应条件：(1) 

klotho G一395A：G等位基因为 94℃预变性 3 min，94℃变性 

30 S，63 退火 30 S，72oC延伸 30 S，共 35个循环 ，72℃继续 

延伸 10 min；A等位基因为 94℃预变性 3 rain，94~C变性 30 S， 

61℃退火 30 s，72℃延伸 30 S，共 35个循环，72℃继续延伸 

10 rain。(2)klotho F352V：F和 v等位基因的PCR反应条件 

相同：94℃预变性 3 min，94℃变性 30 S，54℃退火 30 s，72℃ 

延伸 30 s，共 35个循环，72℃继续延伸 10 rain。(3)klotho 

C370S：C和 s等位基因的PCR反应条件相同：94 预变性 3 

rain，94℃变性 30 s，54℃退火 30 S，72℃延伸 30 S，共 35个循 

表 1 klotho G一395A、klotho F352V与klotho C370S所设计的引物序列 

注：引物序列巾加框及有背景者代表特异性等位基凶位点所在 
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注：总数、男、女的单位为(例)，频率的单位为(％) 

的突变对 klotho基因的功能产生了非常重要的意义㈣；klotho 

启动子区域的 G一395A通过 G／A替换影响了 DNA与蛋白质 

的结合，进而影响代谢特别是骨代谢l2】]。Ogata等嘲研究发现 

绝经后 10—20年妇女其 klotho基因末端外显子的下游携带 7 

个 CA重复序列者其骨密度较高，而携带 5个 CA重复序列 

者骨密度较低，提示该 CA重复序列多态性参与了骨质疏松 

症的发病。Mullin等[23研究发现 klotho基因 G1775A SNP G等 

位基因携带者骨钙素水平较A等位基因携带者更低，这就提 

示 klotho基因产物变异影响成骨细胞活性，这种作用并不依 

赖于破骨细胞活性，但这种突变并未对骨结构有影响。Ya— 

mada等[241发现 日本妇女 klotho G一395A SNP GG携带者其腰 

椎骨密度较 AA或 GA+AA携带者低 ，同时发现在绝经前妇 

女这种位点多态性与其骨密度并无相关性 ，而只在绝经后妇 

女这种位点多态性与其骨密度减低有关；Riancho等㈣研究发 

现绝经后妇女 klotho F352V中FV，VV基因型者髋部骨密度 

较野生型高，而在绝经前妇女该等位基因型与其骨密度无关， 

klotho F352V SNP与绝经后妇女骨密度有关，这提示 klotho基 

因突变影响骨骼老化。 

目前关于 klotho G一395A SNP与骨代谢关系的研究报道 

较少。本研究以重庆地区汉族老年人群作为研究对象，发现 

在老年原发性骨质疏松症组患者中，klotho G一395A SNP AA 

等位基因型频率较对照组高，有显著性差异(P<0．01)，其余 

各等位基因型频率两组均无显著性差异(P>0．05)；按性别分 

层研究则仅男性原发性骨质疏松症患者 AA等位基因型频 

率较对照组高，有显著性差异(P<0．01)，即提示 AA等位基因 

型男性携带者其易患原发性骨质疏松症 ，而在原发性骨质疏 

松症老年女性患者中 GG等位基因型频率(46．98％)虽较对 

照组低(66．67％)，但两者比较未达到显著性差异(P=0．073)。 

本文发现 klotho G一395A SNP AA等位基因型与男性老年人 

骨质疏松症有关，这可能与该位点变异影响其DNA与蛋白 

质相互作用，进而影响骨代谢有关l 21_。 

目前有关 klotho F352V SNP与骨质疏松相关性研究的 

文献甚少，而有关 klotho C370S SNP与原发性骨质疏松症相 

关性的研究尚未见报道。本文就重庆地区汉族老年人群原发 

性骨质疏松症与 klotho F352V和 C370S SNP的关系研究 ，发 

现在 klotho F352V SNP中，无论男性还是女性原发性骨质疏 

松症患者 FF、Fv与VV各等位基因型频率与对照组比较均 

无显著性差异(尸>0．05)；在 klotho C370S SNP中，无论男性还 

是女性原发性骨质疏松症患者其 CC、CS与 Ss各等位基因型 

频率与对照组比较均无显著性差异(Jp>0．05)。本文研究并未发 

现 klotho F352V和 C370S SNP与原发性骨质疏松症有相关 

性 ，并未发现与文献报道【 ~Jklotho F352V的该位点突变影响 

其绝经后妇女骨密度的相似结果，这可能与人群种族差异以 

及研究对象样本有关 ，为此尚需进一步研究加以证实。 

综上，对于骨质疏松症的治疗尚无理想方法，一旦发生， 

就无法使骨质疏松的骨骼恢复原来的骨质量，因此对于骨质 

疏松症来说预防大于治疗。本文研究发现 klotho G一395A 

SNP AA等位基因型男性携带者有可能易患原发性骨质疏松 

症，这就能为其筛选原发性骨质疏松症高危人群提供遗传学 

依据 ，为其原发Jf生骨质疏松症的早期防治提供线索。 
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肝癌细胞微环境对不同分化阶段树突状细胞功能状态的影响 

曾 柱 ，龙金华 z，陈 琳 
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理教研室，贵阳 550004) 

【摘 要】目的：肿瘤的发生发展伴随有其对免疫系统各效应单元的显著抑制，树突状细胞(Dendritic ce11s，DC )是目前所知功能最 

为强大的抗原呈递细胞(Antigen presenting cells，APC)并在天然和适应性免疫应答的启动方面发挥着至关重要的作用。本文探 

讨肝癌细胞(Hepatocellular carcinoma cells，HCC)分泌的可溶性细胞因子营造的微环境对树突状细胞的功能状态的影响，以探索 

傅立叶变换红外光谱(Fourier transformed infrared spectrum， 一IR)技术在基于 DCs的抗肿瘤细胞免疫治疗中的临床应用。方 

法：用免疫磁珠(Mjlteny i0tec)从人外周血分离 CD14 单核细胞，加入粒 一巨噬细胞集落刺激因子(Recombinant hu gra locyte— 

macrophage CSF，rhGM-CSF)、白介素 4(Recombinant humaninterleukins 4，rbIL-4)将单核细胞诱导分化为未成熟 Dcs(Immature 

DCs，imDCs)，利用肿瘤坏死因子 ot(Tumor necrosis factor— ，TNF— )将 imDCs诱导为成熟 DCs(Mature Dcs，mDcs)，分别将 

imDCs和 mDCs与 HCC在 Transwell中共培养 48 h，正常培养和撤生长因子培养的 DCs作为对照，采用 FT～IR技术和分子生物 

学技术研究 HCC对 DCs功能状态的影响。结果：与正常培养和撤生长因子培养的 DCs相比，与 HCC共培养 Dcs的基因转录活 

性和能量状态受到了显著的抑制，免疫印迹的结果进一步证实 DCs的转录因子 NF—K B的确受到了由 HCC分泌的细胞因子的 
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抑制。结论：HCC能够抑制 DCs的基因转录活性和能量状 

态，FT—IR的变化与转录因子 NF—K B的表达具有高度的相 

关性 ，这为 FT—IR技术应用于检测·DCs的功能状态奠定了 

基础，对基于 DCs的抗肿瘤免疫治疗具有重要意义。 

【关键词】树突状细胞；傅立叶变换红外光谱；基因转录活性； 

能量状态 
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