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%%!摘%要"%目的%研究 ! ]> 岁佝偻病患儿中维生素H受体基因多态性 F+Y

%

位点与佝偻病相关性(初步探

讨维生素H受体基因多态性F+Y

%

位点在佝偻病发病中的作用' 方法%病例组$佝偻病患儿&=" 例与对照组$正

常健康儿童&=$ 例(用DPa_S方法检测血清 "?B羟维生素H

>

水平(比较两组之间血清 "?B羟维生素 H

>

水平' 用聚

合酶链反应9限制性片段长度多态性$0&CBCFP0&检测病例组和对照组维生素 H受体基因多态性 F+Y

%

位点(比

较两组之间基因型和等位基因分布频率' 结果%病例组血清 "?B羟维生素H

>

水平较对照组明显降低(差异有统计

学意义$<6! MR6! )NO.PQA!=6! M=6< )NO.P#!L$6$?&' 维生素H受体基因多态性F+Y

%

位点病例组FF基因型

明显高于对照组$?>^ QA"?^&(基因型分布频率差异有统计学意义$

#

"

e!$;""!(!L$;$?&(病例组F等位基因频

率明显高于对照组$#>^ QA?#^&(等位基因分布频率差异有统计学意义$

#

"

e#;?!!(!L$6$?&' 结论%维生素H

受体基因多态性F+Y

%

位点与佝偻病有相关性(提示其在佝偻病遗传易感性方面起重要作用'

!中国当代儿科杂志#"#$##$"$%%&&KK (&KV"

!关%键%词"%维生素H缺乏性佝偻病#维生素H受体基因多态性#"?B羟维生素H

>

#儿童

!中图分类号"%C?<!6RR%%!文献标识码"%S%%!文章编号"%!$$: 9::>$$"$!$&$# 9$?RR 9$>

!6,,*2-3064B*3:**4=03-;04),*+*836,5*4*30+862>;6,870.; -4/"&<7>/,6\>=03-<

;04)

'

04=03-;04)/*90+0*4+> ,0+@*3.

)5-)4%()*( .84*(-%&'( 321-)0B%(2*/( .8#.%(K*&( T1-)"%()*/&';LBG/<CHB&C+M!B=%/C<%@?( P%<?C2+?G%C/A+M

./&E7+* #&%>B<?%CI( ./&E7+* #>$$$$( 67%&/ $.%4(-( ,H/%A%C%'B<!<="!<="T!=>;@+H&

%%AB.3,-+3% CBD*+30=*%J+A,81K,'-V+33-52,(+) G-,W--) Q(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V/+5K.+3/'(A.F+Y

%

2)1 Q(,2.() H

1-U(V(-)VK3(VY-,A() V'(513-) G-,W--) ! ,+> K-23A+51( 2)1 ,+-[/5+3-,'-A(N)(U(V2)V-+U'-3-1(,23KU2V,+3A() ,'-

1-Q-5+/.-),+UQ(,2.() H1-U(V(-)VK3(VY-,A6E*376/.%_([,KB,W+V'(513-) W(,' Q(,2.() H1-U(V(-)VK3(VY-,A2)1 =$ '-25,'K

V'(513-) 2A2V+),3+5N3+8/ W-3--)3+55-16_-38.5-Q-5A+U"?B'K13+[KQ(,2.() H

>

W-3-.-2A83-1 8A()NDPa_S60+5K.-32A-

V'2() 3-2V,(+)B3-A,3(V,(+) U32N.-),5-)N,' /+5K.+3/'(A. $0&CBCFP0& N-)-,(V2)25KA(A.-,'+1 W2A8A-16S3-A,3(V,(+)

U32N.-),5-)N,' /+5K.+3/'(A.() ,'-Q(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V/+5K.+3/'(A.F+Y aW2A,-A,-16J'-U3-l8-)V(-A+U,'-

Q(,2.() H3-V-/,+3N-)+,K/-2)1 255-5-W-3-V+./23-1 G-,W--) ,'-,W+N3+8/A6F*.123.%_-38."?B'K13+[KQ(,2.() H

>

5-Q-5A

() ,'-3(VY-,AN3+8/ W-3-A(N)(U(V2),5K5+W-3,'2) ,'+A-() ,'-V+),3+5N3+8/ $ <6! MR6! )NO.PQA!=6! M=6< )NO.P#

!L$6$? &6FFN-)+,K/-() ,'-Q(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V/+5K.+3/'(A.F+Y aW2A.+3-V+..+) () ,'-3(VY-,AN3+8/ ,'2)

() ,'-V+),3+5N3+8/ $?>^ QA"?^# !L$6$?&6F255-5-U3-l8-)VK() ,'-3(VY-,AN3+8/ W2AA(N)(U(V2),5K'(N'-3,'2) ,'2,()

,'-V+),3+5N3+8/ $#>^ QA?#^# !L$6$?&6!64+21.064.%J'-3-(A2V+33-52,(+) G-,W--) Q(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V

/+5K.+3/'(A.F+Y a2)1 Q(,2.() H1-U(V(-)VK3(VY-,A6J'(AA8NN-A,A,'2,Q(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V/+5K.+3/'(A..(N',

/52K2) (./+3,2),3+5-() 1-,-3.()()NA8AV-/,(G(5(,K,+1-Q-5+/.-),+UQ(,2.() H1-U(V(-)VK3(VY-,A6

!!704G !643*;8H*/0-3,( "#$#( $" $%&%&KK (&KV"

%%?*> :6,/.%%4(,2.() H1-U(V(-)VK3(VY-,A#4(,2.() H3-V-/,+3N-)-,(V0+5K.+3/'(A.# "?B'K13+[KQ(,2.() H

>

# &'(51

%%维生素 H缺乏性佝偻病$佝偻病&是由于儿

童体内维生素 H不足引起钙*磷代谢紊乱(使儿

童正在生长的骨骼在成骨过程中不能正常沉着

钙盐而产生的一种以骨骼病变为特征的全身慢

性营养性疾病 !!"

' 营养和环境因素被认为是佝

偻病发病的主要决定因素(但遗传因素是否为佝

)RR?)
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偻病的病因之一尚存争议(本研究通过检测维生

素 H受体基因多态性 F+Y

%

位点与 "?B羟维生素

H

>

(同时探讨维生素 H受体基因多态性 F+Y

%

位

点与佝偻病的相关性'

$I对象和方法

$6$I研究对象

病例组为 "$$: 年 !! 月至 "$$< 年 R 月就诊于

兰州大学第一医院儿科门诊的佝偻病患儿 =" 例(其

中男 R$ 例(女 "" 例(年龄为 " ]>= 月(诊断均符合

第 # 版/诸福棠实用儿科学0,维生素H缺乏性佝偻

病-的诊断标准!!"

' 对照组为同期在本院儿童保健

科体检的正常健康儿童 =$ 例(其中男 >= 例(女

"R 例(年龄为 " ]>= 月' 研究对象均来自甘肃籍汉

族儿童(相互间无血缘关系(排除慢性肝*肾疾病(遗

传代谢性疾病(" 周内均未服用维生素H制剂'

$6"I研究方法

!6"6!%0&CBCFP0检测 F+Y

%

位点%%采用 DHJS

抗凝管收集静脉血 " .P(用人基因组 H7S抽提试

剂盒$上海生工提供&提取H7S( 9"$`保存' 扩增

试剂盒$上海生工提供&(引物按文献!""设计$上海

生工合成&(序列为%0!%?ZBSE&JEE&&&JEE&S&JB

ES&JES&J&JE&J&JB>Z(0"%?ZBSJEESSS&S&&JJB

E&JJ&JJ&J&&&J&B>Z' 反应总体积 "?

!

P(其中模

板H7S"

!

P(两端引物各 !

!

P(J2l H7S聚合酶

$6?

!

P("? ..+5OPIN&P

"

!6?

!

P(" ..+5OP17J0

!

!

P(!$ c0&C缓冲液 "6?

!

P(灭菌双蒸馏水补至

"?

!

P' 反应条件为%<R`预变性 R .() 后*进行 >$

次循环(每个循环的条件是 <R`变性 R? A(=$`复

性 R? A*#"`延伸 R? A(循环完后 #"`延伸 ? .()'

取 !$

!

P扩增产物(加入 F+Y

%

内切酶$美国 7D;

公司提供&? n(>#`水浴消化 " '' 酶切产物于含

"^ D;的琼脂糖凝胶上电泳后用凝胶图像分析系

统分析基因型' 分型标准%FF$"=# G/&(FU$"=# G/*

"!< G/*=< G/&(UU$"!< G/*=< G/&'

!6"6"%血清 "?B羟维生素 H

>

测定%%采用干燥促

凝管收集静脉血 " .P(静置 >$ .()(" $$$ 转离心

!$ .()(分离上清液( 9:$`保存' 标本集中用

DPa_S试剂盒$美国CpH公司提供&检测'

$6'I统计学分析

用基因计数法分别统计两组基因型和等位基因

的分布频率' 数据经@231KBh-()G-3N遗传平衡检验

后(用 _0__ !!6? 统计软件分析' 两组之间的基因

型和等位基因分布频率差异用
!

" 检验' 两组之间

血清 "?B羟维生素H

>

差异用C检验'

"I结果

"6$I血清 "&B羟维生素H

'

水平

病例组血清"?B羟维生素H

>

水平$<6!MR6! )NO.P&(

低于对照组$!=6" M=6< )NO.P&(差异有统计学意

义$Ce9=6=<=(!L$6$?&'

"J"IL-,/><]*04B*,5遗传平衡检验

为考察资料的可靠性(在基因计数法计数后按

文献!>"对病例组和对照组维生素 H受体基因多态

性F+Y

%

位点基因型分布进行 @231KBh-()G-3N遗传

平衡检验(结果病例组符合 @231KBh-()G-3N遗传平

衡检验$

!

"

eR6!<$ (!o$6$?& (对照组也符合@23B

1KBh-()G-3N遗传平衡检验$

!

"

e$6$""( !o$6$?&(

说明两组资料的代表性均好'

"J'I维生素 )受体基因多态性 T6@

$

位点基因型

酶切鉴定

分型标准%FF$"=# G/&(FU$"=# G/*"!< G/*

=< G/&(UU$"!< G/*=< G/&' 见图 !'

!"" #$

%"" #$

&"" #$

'"" #$

( ) & % * ! +

%%图 $IT6@

$

酶切结果I

E%!$$ G/( I23Y-3# !*>%FF基因

型$"=# G/&# "*?% FU基因型$ "=# G/*"!< G/*=< G/&# R%UU基因型

$"!< G/*=< G/&# =%0&C扩增产物$"=# G/&' $注%=< G/ 酶切片段

过小(电泳图中未出现&'

"6K I病例组与对照组维生素 H受体基因多态性

F+Y

$

位点基因型与等位基因分布频率比较

%%维生素 H受体基因多态性 F+Y

%

位点病例组

FF基因型明显高于对照组$?>^ QA"?^& (基因

型分布频率差异有统计学意义 $

!

"

e!$6""!(

!L$6$?&(病例组F等位基因频率明显高于对照组

$#>^ QA?#^&(等位基因分布频率差异有统计学

意义$

!

"

e#6?!!(!L$6$?&' 见表 !'

)?R?)
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表$I两组维生素)受体基因型和等位基因分布频率
!例$^&"

例
基因型

FF FU UU

等位基因频率

F U

对照组 =$ !?$"?& >:$=>& #$!"& =:$?#& ?"$R>&

病例组 =" >>$?>& "?$R$& R$=& <!$#>& >>$"#&

!

" 值 !$6""! #6?!!

!值 L$6$? L$6$?

'I讨论

! ]> 岁是佝偻病的好发年龄(此年龄阶段男女

性别间发病率差异无统计学意义!R"

(除地理位置*

生活环境*生活方式外(遗传因素可能也起着重要作

用' 维生素H受体是介导5*"?B二羟维生素H

>

发挥

生物效应的核内生物大分子(属于类固醇激素受体

和甲状腺激素受体超家族成员(本质上是一种配体

依赖转录因子(其与维甲酸 j受体形成异源二聚

体(通过与其配体 5*"?B二羟维生素 H

>

结合而发挥

生物效应!?"

' 维生素 H受体基因型可以影响人体

对所摄入钙和维生素H的转化利用(同时与骨代谢

密切相关(可以预测儿童钙吸收率和骨密度水

平!="

' 临床治疗中发现部分佝偻病患儿维生素 H

治疗不敏感(提示该病可能有遗传易感性'

本研究发现佝偻病与维生素 H受体基因多态

性F+Y

%

位点存在相关性(病例组FF基因型及F等

位基因频率明显高于对照组(病例组 U等位基因频

率明显低于对照组(说明维生素 H受体基因等位基

因F可能增加机体对佝偻病的易感性'

关于维生素H受体基因多态性在维生素 H相

关性疾病中的作用机制的研究(近年的研究有维生

素H受体基因多态性F+Y

%

位点与 "?B羟维生素 H

>

水平相关性(其最早被 d3,+) 等!#"在双胎多发性硬

化研究中报道(即双胎多发性硬化中维生素 H受体

基因多态性F+Y

%

位点影响季节性 "?B羟维生素 H

>

水平变化' 最近 _.+51-3A等!:"在多发性硬化维生

素H受体基因多态性F+Y

%

位点与维生素H代谢研

究中发现(病例组与对照组携带 F等位基因的个体

比携带U等位基因的个体 "?B羟维生素 H

>

水平低(

并且提出维生素 H受体基因多态性影响维生素 H

代谢的模型(即 !*"?B二羟维生素 H

>

通过维生素 H

受体调节它自身水平及其前体水平' 不管是否受

"?B羟维生素 HB!

(

B羟化酶*!*"?B二羟维生素 HB"RB

羟化酶*钙*磷*甲状旁腺激素水平的调节(体内维生

素H代谢受维生素H受体基因多态性F+Y

%

位点影

响(当体内 !*"?B二羟维生素H

>

水平升高时(其与维

生素H受体结合(启动维生素 H受体基因 F+Y

%

位

点的表达(通过负反馈调节 "?B羟维生素 H!

(

B羟化

酶*"?B羟化酶的活性(减少维生素H前体转化为 "?B

羟维生素 H

>

(继而减少 !*"?B二羟维生素 H

>

的形

成(同时通过正反馈调节 !*"?B二羟维生素 HB"RB羟

化酶活性(增加 !*"?B二羟维生素 H

>

转化为 !*"R*

"?B三羟维生素H

>

(维持体内维生素H代谢的平衡(

当体内 !*"?B二羟维生素H

>

水平减低时也通过此途

径调节' 维生素H受体基因多态性 F+Y

%

通过正*

负反馈调节而影响维生素H代谢'

维生素H受体基因多态性与佝偻病存在易感

性(国内相关研究提示 FF基因型比 UU基因型易患

佝偻病(F等位基因可能增加机体对佝偻病的易感

性!<B!$"

(本研究结果与上述研究基本一致' 冬春季

节儿童户外活动少(排除外源维生素 H的摄入和光

照的影响后(血清 "?B羟维生素 H

>

水平病例组明显

低于对照组(这说明佝偻病的发病可能像多发性硬

化一样(维生素H受体基因多态性影响维生素H代

谢(从而影响 "?B羟维生素 H

>

水平(出现病例组血

清 "?B羟维生素 H

>

水平比对照组低' 而佝偻病中

维生素 H受体基因多态性与 "?B羟维生素 H

>

相关

性及其影响维生素H代谢的作用(有待于今后大样

本*多中心的深入研究'
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