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摘 要:目的 分析骨桥蛋白基因单核苷酸多态性(singlenucleotidepolymorphism,SNP)位点rs4754的各等位基因和

基因型在广西壮族人群中的分布频率,以及对比其在不同种族中的分布差异。方法 采用SNaPshotSNP的分型技术

检测150例广西壮族人群骨桥蛋白基因SNP位点rs4754基因型,并对比国际人类基因组单倍型图谱计划(HapMap)上

欧洲人群、非洲人群、日本人群以及北京人群的骨桥蛋白基因SNP分型数据,分析这几个人群的骨桥蛋白基因SNP位

点rs4754的等位基因和基因型频率差异。结果 在广西壮族人群中存在骨桥蛋白基因rs4754多态性,骨桥蛋白基因

rs4754位点的等位基因和基因型频率在广西壮族人群中与在欧洲人群、非洲人群、日本人群及中国北京人群中差异均具

有统计学意义(P<0.001或P<0.01)。结论 骨桥蛋白基因SNP位点rs4754等位基因和基因型在广西壮族人群中

的分布频率与其他地区人群相比存在差异,不同种族间骨桥蛋白相关疾病临床表现及发病率的差异可能是种族间的差

异导致的。
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  Abstract: Objective Toanalyzethedistributionfrequenciesoftheallelegeneandgenotypeatosteopon-
tingenesinglenucleotidepolymorphisms(SNPs)ofrs4754locusinGuangxiZhuangpopulation,andtocom-
paretheracialdistributiondifference. Methods ASNaPshotSNPtypingdetectiontechnologywasusedto

genotypetheosteopontingeneSNPinlocusrs4754in150casesofGuangxiZhuangpopulation,andcompared
thedistributionfrequencieswiththeinternationalhumangenomehaplotypemapproject(HapMap)onEurope-
anpopulations,Africanpopulations,theJapanesepopulationsandBeijingpopulationsSNPpointsdataandthe
analysisofgeneandgenotypefrequencydifferencesofosteopontingeneSNPsoflocusrs4754amongtheses

populationswasdone. Results Osteopontingenepolymorphismsofrs4754locusexistedinGuangxiZhuang
population,comparingthealleleandgenotypefrequenciesofosteopontingeneatlocusrs4754betweenGuangxi
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ZhuangpopulationandEuropeanpopulations,Africanpopulations,theJapanesepopulationsandtheChinese
Beijingpopulationshowedthattherewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.001orP<0.01). Con-
clusion ThealleleandgenotypedistributionfrequenciesinosteopontingeneSNPsoflocusrs4754inZhuang
Guangxipopulationdifferedfromotherregionspopulations.Thedifferencesofclinicalmanifestationsandinci-
denceofosteopontin-relateddiseasesamongdifferentracesmaybeduetotheracialdifferences.
  Keywords: osteopontin;singlenucleotidepolymorphism;race

  骨桥蛋白(OPN)是一种酸性分泌型糖蛋白,具有

亲水性且带负电荷,并表达于上皮细胞及骨组织中,于
染色体4q13位点上有其编码基因,同时具备很多种生

物学功能,与肿瘤细胞的迁移、浸润、粘附、肿瘤的微环

境和血管新生有着密切的联系并在其中起着很重要的

作用[1]。研究发现在人类的肿瘤组织或其血浆中出现

OPN过量表达以及OPN基因异常扩增现象[2]。近年

来随着分子流行病学及分子生物学的不断发展,从新

的研究中可知 OPN基因存在多种功能性多态性位

点,且这些多态性位点可能与甲状腺乳头状瘤、鼻咽癌

及尿路结石等多种疾病的发展进程相关[3-4]。因此,研
究OPN基因多态性在不同种族间的异同能为 OPN
的进一步研究以及相关的一些疾病的发展提供有利的

实验依据。为此,我们采用SNaPshotSNP分型技术

检查150例广西壮族人群OPN基因rs4754位点的遗

传多态性,并将结果与 HapMap公布的四个人群(欧
洲、非洲、日本和北京人群)的SNP检测结果作对比,
从而分析不同人种OPN基因的SNP差异,为与OPN
相关的遗传和疾病等方面的研究提供实验资料。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择于右江民族医学院附属医院体

检健康者作为研究对象(时间:2012年1月—8月,人
数:150名,男性:87名,女性:63名)。入选的研究对

象均为广西壮族人群,籍贯为广西且长期居住于广西。
年龄范围为25~84岁,各项实验室检查以及临床检查

指标均为正常。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA的提取 抽取研究对象的静脉

血2ml,使用碘化钠法提取细胞基因组的DNA,于低

温下保存待用。

1.2.2 PCR反应 根据 NCBI上查找的 OPN 的

DNA序列,选择含有rs4754位点的序列,并通过输入

引物设计软件PrimerPremier5.0,得到用于特异性

扩增含有rs4754位点OPN基因的PCR上游引物、下
游引物及延伸引物。rs4754位点的上游引物序列为:

5’-TTCCCGGCCATCTTAATTTTCA-3’,下游引

物序列为:5’-AAAACTTCGGTTGCTGGCAGGT-

3’,延 伸 引 物 序 列 为:5’-TTTTTTTTTTTTTT-
GAGTCCTGGCTGTCCACATGGTC-3’。PCR扩增

反应体系包括:0.3mmol/LdNTPs2.0μl,10×PCR
反应缓冲液2.0μl,上游引物1.0μl,下游引物1.0μl,
基因组DNA为1.0μl,HotstartTaqDNA聚合酶为

1.0U,不足体积用水补充到20μl。PCR产物在4℃
下保存。PCR反应的条件为:94℃,15min;94℃×
30s,60℃×30s,72℃×20s,共35个循环;72℃×
10min。PCR产物 在4℃下保存。

1.2.3 SNaPshotSNP分型技术 PCR产物经过外

切酶Ⅰ和虾碱酶纯化后,应用 ABI公司的SNaPshot
Multiplexkit进行延伸实验。延伸产物使用虾碱酶纯

化之 后 在 ABI3130XL 上 样。SNP 分 型 采 用 Gene
Mapper4.0(AppliedBiosystems)来分析。

1.3 统计学方法 计算OPN基因rs4754位点的等

位基因和基因型频率(依据测序的结果直接计算),登
陆NCBI查找HapMap公布的四个人群(欧洲、非洲、
日本和北京人群)OPN基因rs4754位点分型结果,应
用SPSS17.0软件进行χ2 检验计算,并对比四个人群

与广西壮族人群的基因型和等位基因频率差异,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 OPN基因rs4754位点的检测结果 包含OPN
基因rs4754位点的PCR扩增产物片段大小为244
bp。ABI3130XL的SNP分型结果表明,rs4754位点

的基因型有三种,分别为CC、TT和CT。

2.2 广西壮族人群中OPN基因多态性的分布 150
例样本的OPN基因rs4754位点的等位基因和基因型

频率符合 Hardy-Weinberg平衡,表明研究对象可以

代表中国广西地区人群 OPN基因多态性分布情况,

rs4754位点的统计结果如表1所示。在广西壮族人

群中,OPN基因rs4754位点的CC基因型是最常见

的,约为57.33%;C等位基因型的频率是最高的,约
为76.33%。OPN等位基因及基因型频率的男女组

间比较差异无统计学意义(P>0.05)。

2.3 广西壮族人群 OPN基因多态性与其他四个人

群的对比 通过对比广西壮族人群OPN基因多态性
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和欧洲人群等四个人群的 OPN 基因多态性可以发

现,OPN基因rs4754位点的等位基因和基因型频率

在广西壮族人群中与在欧洲人群、非洲人群、日本人群

及中国北京人群中差异均具有统计学意义(P <
0.001或P<0.01)。比较结果如表2所示。

表1 广西壮族人群中骨桥蛋白基因rs4754位点的分布 (n,%)

组别 n
基因型频率

CC CT TT
χ2 P

等位基因频率

C T
χ2 P

男 87 47(54.02) 37(42.53) 3(3.45) 2.173 0.337 131(75.29) 43(24.71) 0.251 0.616
女 63 39(61.90) 20(31.75) 4(6.35) 98(77.78) 28(22.22)
合计 150 86(57.33) 57(38.00) 7(4.67) 229(76.33) 71(23.67)

表2 广西壮族人群与不同人群骨桥蛋白rs4754位点多态性的比较 (n,%)

组别 n
基因型频率

CC CT TT
χ2 P

等位基因频率

C T
χ2 P

欧洲人群 226 16(7.08)70(30.97)140(61.95)160.916 <0.001 102(22.57) 350(77.43)211.543 <0.001
非洲人群 226 6(2.66) 46(20.35)174(76.99)218.383 <0.001 58(12.83) 394(87.17)308.113 <0.001
日本人群 172 56(32.56)96(55.81)20(11.63)21.134 <0.001 208(60.49) 136(39.53) 18.500 <0.001
中国北京人群 86 34(39.53)38(44.19)14(16.28)12.209 0.002 106(61.63) 66(38.37) 11.476 0.001
广西壮族人群 150 86(57.33)57(38.00) 7(4.67) 229(76.33) 71(23.67)

3 讨论

OPN是一种分泌型钙结合的磷酸化糖蛋白,它可

以在许多细胞和正常组织中表达,包括肾脏、骨骼、血
管、活化的巨噬细胞及淋巴细胞等。人类OPN基因包

含6个内含子和7个外显子,蛋白相对分子质量约为

44×103,且 OPN蛋白中含有一个特殊序列[精氨酸-
甘氨酸-天冬氨酸(Arg-Gly-Asp,RGU)],该序列与细

胞黏附功能相关,同时其含有凝血酶作用位点,可被凝

血酶分解暴露出隐秘的C末端以及整合素结合基序,
从而可以与细胞外基质中整合素CD44v6、91、41结

合,参与肿瘤细胞的浸润与转移[5]。
众多研究发现,OPN基因单核苷酸多态性与多种

疾病(如冠心病、狼疮肾炎、哮喘和宫颈癌等)的发病有

密切关系。如胡敏等[6]采用对照法得出 OPN 基因

386T/C多态位点基因变异同冠心病亚组心梗组的发

病可能存在关联性,表明OPN基因与冠心病可能密切

相关。徐安平等[7]对109例狼疮肾炎患者采用聚合酶

链反应-限制性片段长度多态性方法进行研究,研究中

发现OPN基因rs9250位点多态性与狼疮肾炎明显相

关,提示OPN基因可能是狼疮肾炎的易感基因。阳爱

梅等[8]对湖南省的98例哮喘患儿及30例非哮喘儿童

(作为对照组)抽取其外周血进行 ORMDL3基因单核

苷酸多态性分析并检测 OPN 含量,最终研究发现

OPN参与了哮喘的发生发展过程;ORMDL3基因

rs7216389位点并不影响 OPN的表达,可能与气道重

塑无明显相关性。王立岩等[9]采用RT-PCR、ELISA、

Western-blotting法检测已构建好的OPN抑制的宫颈

癌Hela细胞模型,从而得出 OPN基因可能通过调节

MMP-2与VEGF的途径控制宫颈癌细胞的侵袭和增

殖。以上研究都表明了 OPN单核苷酸多态性与一些

疾病有着密切的联系,并为一些疾病和肿瘤方面的研

究提供参考数据。
本研究采用SNaPshotSNP的分型技术检测150

例广西人的骨桥蛋白基因rs4754位点的基因型,并与

HapMap上四个人群(欧洲、人群、日本和中国人群)的

SNP分型数据做对比,同时对比五个人群的 OPN基

因rs4754位点等位基因和基因型频率差异。结果表

明,OPN基因及等位基因频率男女组间比较无明显差

异,说明此位点等位基因以及基因型频率和性别是没

有关系的。研究可知广西壮族人群的等位基因和基因

型频率与欧洲人群、非洲人群、日本人群及中国北京人

群的等位基因和基因型频率相比均存在差异明显,表
明此位点等位基因以及基因型频率与种群有密切相连

的关系。
总之,本研究表明广西壮族人群OPN基因rs4754

位点的等位基因和基因型频率同性别没有关系,和人

群的分布有关联。且研究结果提供了广西壮族人群

OPN基因rs4754位点多态性分布,并对比了SNP在

不同人种OPN基因的差异,为与OPN相关的遗传和

疾病等方面的研究提供实验性资料。
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