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摘 要:目的 探讨脂联素基因单核苷酸多态性与广西壮族绝经后女性骨质疏松症的相关性。方法 用超声骨密度仪

对广西373例壮族绝经后女性志愿者测量左侧跟骨的超声振幅衰减,计算出T值,参照骨质疏松症建议诊断标准把志愿

者分成 骨 量 正 常、骨 量 减 少 和 骨 质 疏 松3组;采 用 MultiplexSNaPshotSNP分 型 方 法 对 脂 联 素 基 因rs1063539、

rs266729、rs3774261和rs710445多态性位点进行基因分型。分析对比每个位点3种基因型的超声骨密度差异和3种基

因型在3组人群中分布频率的差异。结果 脂联素基因该4个位点的等位基因分布均符合 Hardy-Weinberg平衡;

rs1063539C/G的3种基因型在骨量正常、骨量减少和骨质疏松3组人群中的分布存在明显差异(P<0.05),rs710445
A/G3种基因型之间的超声骨密度存在明显差异 (P<0.05)。骨质疏松症危险因素的有序Logistic回归分析显示壮族

绝经后女性个体携带rs1063539CC和CG基因型发生骨质疏松的风险均比GG基因型的高(P<0.05),携带rs710445

AA和AG基因型发生骨质疏松的风险均比 GG基因型的低(P <0.05)。结论 脂联素基因rs1063539C/G和

rs710445A/G的基因多态性与广西壮族绝经后女性骨质疏松症相关,rs1063539CC、CG基因型和rs710445GG基因型

可能是增加骨质疏松风险的遗传因素。
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Associationbetweenadiponectingenepolymorphismandosteoporosisin
PostmenopausalwomenofZhuangnationality
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  Abstract: Objective Toexploretheassociationbetweenadiponectingenesinglenucleotidepolymor-
phismsandosteoporosisinpostmenopausalwomenofZhuangnationalityinGuangxi. Methods Theultra-
sonicbonedensitometerwasusedtomeasurethebroadbandultrasonicattenuation(BUA)ofleftcalcaneusof
373postmenopausalfemalevolunteersofZhuangnationalityinGuangxi,andtheTvaluewascalculated.Ac-
cordingtotherecommendeddiagnosticcriteriaofosteoporosis,thevolunteersweredividedintothreegroups:

anormalbonemassgroup,anosteopeniagroupandanosteoporosisgroup.Thepolymorphiclocirs1063539,
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rs266729,rs3774261andrs710445ofadiponectingeneweregenotypedbyMultiplexSNaPshotSNPmethod.
ThedifferencesinultrasoundBMDofthethreegenotypesateachlocusandthedifferencesinthedistribution
frequencyofthethreegenotypesinthethreegroupswereanalyzedandcompared. Results Thedistribution
ofallelesatthesefourlociofadiponectingeneconformedtoHardy-Weinbergequilibrium.Thereweresignifi-
cantdifferencesinthedistributionofthreers1063539C/Ggenotypesamongthreegroups(P <0.05),and
thereweresignificantdifferencesinultrasoundBMDamongthreers710445A/Ggenotypes(P<0.05).The
orderedlogisticregressionanalysisofosteoporosisriskfactorsshowedthattheriskofosteoporosisinpostm-
enopausalwomenofZhuangnationalitywithrs1063539CCandCGgenotypewashigherthanthatofGGgeno-
type(P<0.05),andtheriskofosteoporosisinpostmenopausalwomenofZhuangnationalitywithrs710445
AAandAGgenotypewaslowerthanthatofGGgenotype(P<0.05). Conclusion Thepolymorphismof
adiponectingeners1063539C/Gandrs710445A/Gisassociatedwithosteoporosisinpostmenopausalwomenof
ZhuangnationalityinGuangxi.Thegenotypesofrs1063539CC,CGandrs710445GGmaybegeneticfactors
thatincreasetheriskofosteoporosis.
  Keywords: adiponectin;singlenucleotidepolymorphisms;osteoporosis;postmenopausalwomen;

Zhuangnationality

  脂联素(adiponectin)主要是由脂肪细胞合成和分

泌的一种激素蛋白,经与其受体结合而在脂质代谢、调
节胰岛素抵抗和抗动脉粥样硬化等方面起着关键作

用[1]。有研究发现血浆脂联素水平与骨密度和骨转换

生化标志物水平相关[2-4],且脂联素和其受体AdipoR1
蛋白表可达于成骨细胞[5-6]和破骨细胞前体细胞[7],表
明脂联素直接参与调节骨生成和骨转换。随后在机制

研究上发现脂联素在促进前成骨细胞分化和矿化能力

方面可能起着积极作用,同时降低破骨细胞前体的成

熟能力[8]。在基因层面也有报道脂联素基因单核苷酸

多态性(singlenucleotidepolymorphisms,SNPs)与股

骨颈和前臂的低骨密度[9]及广西仫佬族中老年人的骨

量减少[10]相关,SNPs可能会引起脂联素基因的表达

变化,进而改变其在循环或局部组织中的蛋白水平而

影响骨转换。骨组织中破骨细胞的骨吸收与成骨细胞

的骨生成之间失衡使骨吸收大于骨生成时,则易导致

骨质疏松。骨质疏松症更易发于雌激素水平明显下降

的绝经后妇女,使其存在较高的骨折风险,本研究旨在

探寻与壮族绝经后妇女骨质疏松密切相关的脂联素基

因SNPs位点,为后续研究分析其多态性对血循环和

骨组织中脂联素蛋白表达的影响奠定基础。

1 对象与方法

1.1 对象与分组 为2016年5月~12月在广西百

色、河池、崇左和南宁地区招募55~70岁壮族绝经后

女性志愿者373名,平均年龄(61.61±4.57)岁。研

究对象之间无亲属血缘关系,且排除心肾肝肺等慢性

疾病患者、内分泌疾病患者以及1年内用过影响骨代

谢的药物者。采样过程遵循知情同意原则。研究对象

依据2017年《原发性骨质疏松症诊疗指南》的标准[11]

(T值>-1.0为骨量正常;-2.5<T值≤-1.0为骨

量减少;T值≤-2.5为骨质疏松)分为3组:骨量正

常组67例、骨量减少组113例和骨质疏松组193例,
计算T值所用的检测人群峰值骨量和标准差参照壮

族健康女性跟骨超声骨量峰值 [12]。

1.2 方法

1.2.1 超声骨密度测定 记录调查对象的一般情况

包括出生日期、绝经情况、既往病史、近1年内药物使

用情况等,测量身高和体重。骨密度以法国 Osteo-
space干式超声骨密度仪测量左侧跟骨所得的超声振

幅衰减(broadbandultrasoundattenuation,BUA)表
示。为了保证BUA数据的准确性,检测由专人负责,
每次开机使用标准模块进行质量检测,不同采样地点

标准模块BUA测量值之间的误差控制在1%之内。

1.2.2 PCR 扩增 对采集的研究对象血样进行

DNA提取,采用 MultiplexSNaPshotSNP分型技术

对373个样本的DNA进行脂联素基因rs1063539G>
C、rs266729C>G、rs3774261A>G和rs710445A>G
位点的检测。PCR扩增反应的引物由上海天昊生物

科技有限公司合成(见表1)。多重PCR反应(Hot-
StarTaq,Qiagen公司)的产物经虾碱酶(SAP,Pro-
mega公司)和外切酶Ⅰ(EXO Ⅰ,Epicentre公司)纯
化后用SNaPshotMultiplexkit(ABI公司)进行延伸

反应。延伸反应条件:96℃1min;28个循环(96℃
10s,50℃5s,60℃30s);4℃ 终止。延伸产物用虾

碱酶(SAP,Promega公司)纯化后在ABI3130xl上样。

SNP分型用 GeneMapper4.0(Appliedbiosystems)分
析。

1.3 统计学方法 Hardy-Weinberg平衡、连锁不平

衡分析用SHEsis在线分析系统(http://analysis.bio-
x.cn/myAnalysis.php)进行。研究数据用SPSS18.0
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软件统计分析,3组研究人群中各基因型的分布频率

比较采用χ2 检验,基因型间的骨密度比较采用单因素

方差分析(ANOVA);骨量减少和骨质疏松的风险因

素采用回归有序分析。计量数据以(췍x±s)表示。

表1 MultiplexSNaPshot引物序列

SNP位点 上游引物 下游引物 延伸引物

rs1063539 5′-GTTGGGGTGGG

CTCCTTACAGA-3′

5′-CAGGCCTCTTTT

GGCCTCAGT-3′

5′-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTCCTCTTTTGGCCTCAGTTGACT-3′

rs266729 5′-GCTCTGTGTGGA

CTGTGGAGATGAT-3′

5′-TGGACTTTCT

TGGCACGCTCAT-3′

5′-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTACGCTCATGTTTTGTTTTTGAAG-3′

rs3774261 5′-TCAGTCCTGCCT

TTGGGGAACT-3′

5′-GCCTTCATTCTT

CATCAGGTCCA-3′

5′-TCATCAGGTCCACGGTGAGTA-3′

rs710445 5′-GTGAGCCGAGATT

GTTGCCACT-3′

5′-GGCGAGCAGGAT

TAGGCTTCAG-3′

5′-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTAAAATGAGAAAAGCCTGGCAT-3′

2 结果

2.1 脂联素基因多态性的分布频率分析 广西壮族

女性人群脂联素基因rs1063539、rs266729、rs3774261
和rs710445位点存在基因多态性分布,骨量正常组人

群脂联素基因4个位点的基因型频率均符合 Hardy-

Weinberg遗传平衡定律(χ2 值分别为0.01、0.08、

1.13和0.72,P>0.05)。χ2 检验结果表明rs1063539
位点的3种基因型在骨量正常、骨量减少和骨质疏松3
组人群中的分布差异有统计学意义 (P<0.05),见表

2。

表2 壮族绝经后妇女脂联素SNPs位点的基因型在骨量正常、

骨量减少和骨质疏松3组人群中的分布

SNP位点 基因型 骨量正常 骨量减少 骨质疏松 基因型频率 χ2 P

rs1063539 CC 3(4.48) 7(6.19) 25(12.95) 35(9.38) 13.836 0.032
CG 23(34.33) 57(50.44) 93(48.19) 173(46.38)
GG 41(61.19) 49(43.36) 75(38.86) 165(44.24)

rs266729 CC 40(59.70) 65(57.52) 104(53.89) 209(56.03) 1.154 0.886
CG 23(34.33) 43(38.05) 79(40.93) 145(38.87)
GG 4(5.97) 5(4.43) 10(5.18) 19(5.09)

rs3774261 AA 20(29.85) 33(29.20) 72(37.31) 125(33.51) 2.718 0.843
AG 37(55.22) 63(55.75) 93(48.19) 193(51.74)
GG 10(14.93) 17(15.04) 28(14.51) 55(14.74)

rs710445 AA 26(38.81) 38(33.63) 63(32.64) 127(34.05) 4.930 0.553
AG 34(50.75) 60(53.10) 91(47.15) 185(49.60)
GG 7(10.45) 15(13.27) 39(20.21) 61(16.35)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 脂联素基因多态性与跟骨超声骨密度的关系 
单因素方差分析显示,脂联素基因rs710445位点基因

型间的跟骨BUA值差异有统计学意义(P <0.05),
见表3。

表3 壮族绝经后妇女脂联素基因SNPs位点的基

        因型间BUA比较   单位:db/MHz

SNP位点 基因型 BUA F P

rs1063539 CC 54.01±4.30 2.995 0.051
CG 55.26±5.38
GG 56.31±6.19

表3(续) 壮族绝经后妇女脂联素基因SNPs位点的基

        因型间BUA比较   单位:db/MHz

SNP位点 基因型 BUA F P

rs266729 CC 55.95±5.69 0.850 0.428
CG 55.21±5.50
GG 54.97±7.24

rs3774261 AA 55.06±5.72 1.141 0.321
AG 56.03±5.72
GG 55.40±5.58

rs710445 AA 56.19±5.60a 3.245 0.040
AG 55.75±5.73a

GG 53.98±5.60

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②a与rs710445GG
基因型的BUA相比较,P<0.05。
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2.3 脂联素基因SNPs与骨质疏松症的相关性分析

 以骨量正常、骨量减少和骨质疏松分组为因变量,

rs1063539、rs266729、rs3774261和rs710445位点的基

因型为自变量,年龄和体质指数为协变量进行回归有

序分析,结果显示随着年龄增大,发生骨质疏松症的风

险增加,而体重指数则相反;rs1063539CC和CG基因

型(以GG基因型为参照)是骨质疏松的危险因素(P
<0.05);rs710445AA和 AG基因型(以GG基因型

为参照)是骨质疏松的保护因素(P<0.05),见表4。

表4 骨质疏松症危险因素的有序Logistic回归分析

指标 b SE Waldχ2 df P OR (95%CI)

年龄 0.111 0.024 20.949 1 <0.001 1.118(1.066~1.172)
体质指数 -0.091 0.034 7.131 1 0.008 0.913(0.854~-0.976)

rs1063539CCvsGG 1.485 0.445 11.121 1 0.001 4.415(1.845~10.568)

rs1063539CGvsGG 0.677 0.225 9.088 1 0.003 1.968(1.267~3.056)

rs710445AAvsGG -0.986 0.342 8.293 1 0.004 0.373(0.191~0.730)

rs710445AGvsGG -0.836 0.316 6.984 1 0.008 0.434(0.233~0.806)

2.4 连锁不平衡分析 结果显示4个位点之间不存

在强连锁,故后续不再进行单倍型分析,见表5。

表5 脂联素基因SNPs连锁不平衡分析

SNP位点
D′/r2

rs1063539 rs266729 rs3774261 rs710445

rs1063539 0.847 0.936 0.589
rs266729 0.118a 0.130 0.984
rs3774261 0.284a 0.009a 0.009
rs710445 0.123a 0.451a 0.000a

 注:a为r2 值。

3 讨论

脂联素在血浆中主要以低分子量的三聚体、中分

子量的六聚体和高分子量多聚体形式存在[13]。血清

脂联素水平在绝经前期、绝经过渡期、绝经后早期和绝

经后 晚 期 呈“U”形 变 化,在 绝 经 过 渡 期 最 低[14],

GHADGEAA等[15]研究也表明绝经后血清脂联素水

平升高;国内最近的研究报道骨质疏松人群的脂联素

水平明显高于正常对照,且脂联素与腰椎及髋部BMD
呈负相关[16]。由此表明,血清脂联素水平在雌激素缺

乏条件下升高,并与骨量丢失相关。也有文献报道循

环中的高分子量脂联素水平与绝经后女性的股骨颈骨

密度 和 全 身 骨 密 度 呈 负 相 关,而 与 雌 二 醇 水 平 无

关[17],但该研究仅测量高分子量脂联素且有半数研究

对象服用对脂联素有影响的他汀类药物。脂联素对成

骨细胞和破骨细胞作用的基础研究显示在体外脂联素

激活其受体可促进成骨细胞和成骨细胞祖细胞的成骨

作用;也可通过破骨细胞前体上的AR1直接抑制破骨

细胞的生成[18],同时在体内脂联素通过下调成骨细胞

分泌的RANKL间接抑制破骨细胞的生成[19];CHI-
NASP等[20]研究也展示了球状脂联素对雌激素缺乏

引起的骨质疏松症、肌细胞减少症和胰岛素抵抗有治

疗作用。上述研究中绝经后女性和骨质疏松人群的血

清脂联素水平升高,并与骨密度呈负相关未能与脂联

素对成骨细胞和破骨细胞的作用相吻合,可能与骨细

胞上脂联素受体2的缺失或低表达、球状脂联素对脂

联素受体1的亲和力高于其他形式的脂联素[21]有关。
在遗传层面,基因多态性或突变可能会影响蛋白质的

表达,因此,在绝经后雌激素水平显著降低条件下的骨

重塑可能受脂联素基因多态性所致的浓度变化影响。
最近的研究报道在糖尿病患者中携带脂联素基因

rs2241766T等位基因和TT基因型的个体发生血糖

控制不佳的比例更高,且rs2241766TT基因型的个体

血清脂联素水平显著降低[22],表明脂联素基因多态性

与其血清水平相关。本课题组之前的研究发现脂联素

基因rs1063539位点多态性与壮族女性骨量减少存在

相关性[23],为进一步明确脂联素基因SNPs与广西壮

族绝经后女性骨质疏松症的相关性,本课题组在原采

集样本地区以外的百色德保县、河池宜州区、崇左大新

县和天等县及南宁武鸣区招募志愿者进行超声骨密度

检测和血样采集,并选择55~70岁的绝经后女性以减

少年龄跨度过大引起的偏差。
本研究结果表明随着年龄的增大,壮族绝经后女

性发生骨质疏松症的风险增加,而体重指数则是保护

因素;除了证实在骨量正常、骨量减少和骨质疏松3组

的对比中rs1063539位点的CC、CG和GG基因型的

分布有明显差异之外,还发现了rs710445位点多态性

与骨密度密切相关,其AA和AG基因型的跟骨超声

骨密度值明显比GG基因型的高。在此基础上进一步

作骨质疏松症危险因素的有序回归分析发现携带

rs1063539CC和CG基因型的壮族绝经后女性发生骨

质疏松的风险均比GG基因型的高,分别是GG基因
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型的4.415和1.968倍,rs710445位点的 GG基因型

是增加骨质疏松发生的危险因素。从基因功能结构区

分析发现rs1063539位点位于脂联素基因的3’UTR
区,该区域的功能可能是与不同的 miRNA结合而改

变染色质状态和调控基序,rs1063539位点的SNPs可

能会影响miRNA与DNA该区域的结合,继而影响染

色质的状态和脂联素基因的转录。虽然有研究报道

rs1063539不同基因型间血清脂联素水平没有明显差

异[24],但脂联素可通过内分泌、旁分泌和自分泌途径

调节骨的生成[25],因此可能在局部组织中因等位基因

的突变而存在表达差异。目前未见血清与骨组织中脂

联素水平对比的报道。脂联素基因rs710445位点位

于第1内含子序列中的增强子区,增强子是调控基因

表达重要顺式作用元件之一,可以增强目标基因的转

录效率。因此rs710445位点的单核苷酸多态性可能

与脂联素基因的转录效率相关。有研究发现广西仫佬

族中老年人的rs710445GA和GG基因型与骨量丢失

风险相关[10],但未显示rs710445位点3种基因型之间

的骨密度比较存在统计学意义上的差异。此外,目前

少见有研究文献报道rs710445位点多态性与其它疾

病或脂联素水平存在相关性。鉴于脂联素存在形式的

多样及其对骨调节作用上存在的不一致,后续研究需

要考虑脂联素血浆水平(主要由脂肪细胞分泌)与局部

组织水平(自分泌和旁分泌)可能存在的差异及以何种

多聚体形式激活受体发挥作用。因本研究未对血清和

骨组织的脂联素水平进行检测,后续可依据rs1063539
和rs710445位点的基因多态性开展血清和骨组织脂

联素表达水平的对比研究。
综上所述,众多的研究证实了脂联素通过激活其

受体在调节骨生成和骨吸收方面扮演重要角色,本研

究结果也从遗传基础方面表明脂联素基因rs1063539
C/G和rs710445A/G的基因多态性与广西壮族绝经

后女性的骨质疏松症密切相关,其中rs1063539CC、

CG基因型和rs710445GG基因型可能是增加骨质疏

松风险的遗传因素。
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