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　　［摘要］　目的　寻找汉族人群中后纵韧带骨化（ＯＰＬＬ）患者４个候选基因的多态性位点，对与疾病相关的位点进行研

究。方法　应用Ｓｅｑｕｎｏｍ系统对１８０例汉族人群４个候选基因（犆犗犔６犃１、犅犕犘２、犞犇犚 和犚狌狀狓２）共１９个ＳＮＰ进行分析，

病例组７８例，对照组１０２例，对比两组中每个ＳＮＰ的基因型分布频率与等位基因分布频率，分析研究与ＯＰＬＬ发病相关的多

态性位点及其相互关系。结果　在筛选的４个候选基因共１９个ＳＮＰ位点中，等位基因分析未发现与疾病相关的位点。基

因分型差异位点发现犚狌狀狓２基因的２个位点（ｒｓ１３２１０７５与ｒｓ１２３３３１７２）在疾病组与对照组差异有统计学意义（犘＝０．０３３９，

犘＝０．０４２８），且两个位点均位于６号染色体上，连锁不平衡分析（ＬＤ分析）发现位点与疾病之间存在连锁不平衡；６号染色体

上的１１个ＳＮＰ位点形成了２个分别长达５１ｋｂ和２１ｋｂ的单倍体域，其中由ｒｓ９６７５８８、ｒｓ１６８７３３７９、ｒｓ３７４９８６３、ｒｓ６９０８６５０形成

的单倍体域ＣＴＣＧ在病例组与对照组发生比值为１．７５，风险比０．８１，表明有可能增加疾病发生比率（犘＝０．２５９）。犆犗犔６犃１、

犅犕犘２、犞犇犚 基因未发现与疾病显著相关的多态性位点。结论　本研究首次报道汉族人群中 ＯＰＬＬ患者犚狌狀狓２基因中

ＳＮＰ的变化可能导致ＯＰＬＬ，而犆犗犔６犃１、犅犕犘２、犞犇犚 基因中的多态性位点未显现出与疾病显著相关。
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第１期．刘　洋，等．汉族人群后纵韧带骨化症的单核苷酸多态性分析

　　后纵韧带骨化症（ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｔｅｒｉｏｒｌｏｎ

ｇｉｔｕｄｉｎａｌｌｉｇａｍｅｎｔ，ＯＰＬＬ）是由于颈椎或胸腰椎韧

带发生异位骨化从而压迫脊髓和神经根，产生肢体

感觉和运动障碍及内脏植物神经功能紊乱的疾病，

多见于亚洲人群［１２］，发病率高达２％～４％
［３］。韧带

骨化进展缓慢，临床表现为从没有症状的单纯影像

学改变到严重的脊髓压迫导致不可逆的四肢瘫，患

者症状的严重程度与骨化物的大小及范围密切相

关。由于易与普通颈椎病相混淆及其本身外科治疗

的复杂程度，韧带骨化仍是临床上难以处理的问题。

目前研究表明韧带骨化是一种与遗传及环境等

多种因素相关的疾病，其中遗传背景被认为是最主

要的致病因素。近年来单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）研究逐渐成为探索

ＯＰＬＬ相关易感基因位点的主要方法。在日本人群

中，犆犗犔６犃１基因已被证实是 ＯＰＬＬ发生发展的易

感基因［４５］，并且犅犕犘２、犞犇犚、犚狌狀狓２等基因也相

继被报道与韧带骨化相关［６８］。由于在不同的种族

人群中候选基因及其多态性位点可能存在不同，本

研究对汉族人群中上述４个候选基因的１９个ＳＮＰ

位点进行分析，旨在寻找汉族人群中 ＯＰＬＬ患者的

易感基因及与疾病相关的ＳＮＰ位点。

１　资料和方法

１．１　病例选择　本研究由第二军医大学伦理委员

会审查批准。选取２０１１年１月至２０１２年１２月间

我科收治的脊柱疾患患者，所有病例入院时均签署

知情同意书。实验组病例为同一组医生通过临床症

状及影像学检查诊断为 ＯＰＬＬ的患者，并通过ＣＴ

及 ＭＲＩ判断脊髓受压、椎管形态、骨化物大小及其

范围。对照组为同期入院的非ＯＰＬＬ患者。两组患

者中，非汉族人群、强直性脊柱炎、弥漫性特发性骨

肥 大 （ｄｉｆｆｕｓｅｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｈｙｐｅｒｏｓｔｏｓｉｓ，

ＤＩＳＨ）、脊柱感染及肿瘤、长期服用影响骨代谢药物

的患者排除在外。本研究共纳入１８０例患者，实验

组７８例，其中男性６０例、女性１８例，平均年龄

（５３．３１±９．７３）岁；对照组１０２例，男性７５例、女性

２７例，平均年龄（５３．７９±１０．０６）岁。

１．２　基因组ＤＮＡ准备　获取所有患者的外周血，

ＥＤＴＡ抗凝保存。通过标准程序应用 ＴＩＡＮａｍｐ

ＢｌｏｏｄＤＮＡ 试剂盒 （天根科技生化有限公司，

ＤＰ３１８０３）抽提血液标本中的白细胞ＤＮＡ，－８０℃

保存以待后续分析。

１．３　基因组分型　使用基质辅助激光解吸电离飞

行时间（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）质谱技术对ＳＮＰ分型进行分

析，参照 ＭａｓｓＡｒｒａｙ系统 （Ｓｅｑｕｅｎｏｍ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，

ＵＳＡ）标准操作程序。根据前人的研究结果，选择

犆犗犔６犃１、犅犕犘２、犞犇犚、犚狌狀狓２基因为ＳＮＰ分型的

研究对象。先对含有目的ＳＮＰ位点的基因片段进

行多重ＰＣＲ扩增，多重ＰＣＲ反应体系使用 Ａｓｓａｙ

Ｄｅｓｉｇｎｓｏｆｔｗａｒｅ３．１（ＳｅｑｕｅｎｏｍＩｎｃ．，ＳａｎＤｉｅｇｏ，

ＣＡ）设计。反应体系包含１０ｎｇ／μＬ基因组ＤＮＡ，

１２．５ｎｍｏｌ／Ｌ引物，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ和０．１５Ｕ ＨｏｔＳｔａｒ犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

（Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ），反应体系共１０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃１５ｍｉｎ，然后扩增４５个循环

（９４℃变性２０ｓ、５６℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ），最

后７２℃延伸３ｍｉｎ。扩增产物以北极虾碱性磷酸酶

（ＳＡＰ）处理（８５℃５ｍｉｎ，３７℃４０ｍｉｎ），将残余核苷

酸去磷酸化，即去除反应体系中剩余的ｄＮＴＰｓ。在

单碱基延伸反应中，将ＰＣＲ反应产物与０．６２５～

１．２５μｍｏｌ／Ｌ的ｈＭＥ引物组合混合（延伸引物序列

及未延伸和延伸后引物的相对分子质量见表１），反

应体系含有１×ｉＰＬＥＸｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ、１×ｉＰＬＥＸｅｎ

ｚｙｍｅ和１×ｉＰＬＥＸ缓冲液。

１．４　统计学处理　用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ（ＨＷ）平衡

定律描述人群中基因位点稳定情况［９］，各等位基因

的分布频率和等位基因的基因分型分布频率通过直

接计数方法计算。等位基因位点与疾病之间的关系

通过χ
２检验计算获得（以ＯＲ及其９５％可信区间描

述）。用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ 软件（ＭａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ，ＵＳＡ）计算基因位

点之间的连锁不均衡（ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＬＤ），

以ＬＤ系数（Ｄ’）和狉２描述位点与疾病的关系。采取

可信区间方法设定单体型域（ｈａｐｌｏｔｙｐｅｂｌｏｃｋ），每一

个对比组定义为“强相关”、“不相关”、“再结合”。如

果Ｄ’的９５％可信值上界大于０．９８且下界大于０．７，

则认为这对ＳＮＰ为“强连锁不均衡”；反之，如果Ｄ’

的９５％可信值上界小于０．９，则认为ＳＮＰ为“强复

合”（参考Ｇａｂｒｉｅｌ等
［１０］的方法进行计算）。若９５％

的对比组为“强连锁不均衡”，则建立一个域，在每一

个域中，单体型发生的频率用ＥＭ 方法估计。对于

·７·
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单元型在两个域中的频率均大于１％的病例，将利用

χ
２检验及风险估计预测单体型与疾病的关系。检验

水准（α）为０．０５。统计分析利用Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ、ＳＨＥｓｉｓ

（上海ＢｉｏＸ生命科学研究中心）和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ

２００３（ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＣｏｒｐ，Ｒｅｄｍｏｎｄ，ＷＡ，ＵＳＡ）完成。

表１　延伸引物序列及未延伸和延伸后引物的相对分子质量

犜犪犫１　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳犲狓狋犲狀狋犲犱狆狉犻犿犲狉狊，犿狅犾犲犮狌犾犪狉狑犲犻犵犺狋狅犳狀狅狀犲狓狋犲狀犱犲犱狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱犲狓狋犲狀犱犲犱狆狉犻犿犲狉狊

Ｇｅｎｅ ＳＮＰＩＤ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｎｏｎｅｘｔｅｎｄｅｄｐｒｉｍｅｒｓ

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｅｘｔｅｎｄｅｄｐｒｉｍｅｒｓ

犆犗犔６犃１ ｒｓ９９７８３１４ ＣＴＧＧＧＴＧＣＴＴＧＣＡＣＡＧＴ ５２１７．４ Ｃ／Ｔ ５４６４．６／５５４４．５

ｒｓ２２７６２５５ ｃｔｔＣＧＴＧＡＧＧＧＧＡＧＣＡＧＧＣＴ ６２１４ Ｇ／Ａ ６４６１．２／６５４１．１

犅犕犘２ ｒｓ１００５４６４ ｇａａｔＧＴＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＴＣＴＴＣＧＴＡＴＣ ８０１８．２ Ａ／Ｇ ８２８９．４／８３０５．４

犚狌狀狓２ ｒｓ３７４９８６３ ＣＣＴＣＴＣＧＡＣＴＣＣＴＣＣＣＴ ４９９３．２ Ｃ／Ａ ５２８０．５／５３２０．３

ｒｓ６９０８６５０ ＴＴＣＡＧＧＣＣＧＴＣＴＴＣＣＴＴ ５１０３．３ Ａ／Ｇ ５３７４．５／５３９０．５

ｒｓ７７７１８８９ ＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＣＣＴＣＡＧＣＡＧ ５７７０．７ Ｇ／Ｃ ６０１７．９／６０５８．０

ｒｓ１６８７３３７９ ＴＧＣＴＴＣＣＡＴＴＧＴＧＧＴＴＴＧＧＣ ６１２１ Ｔ／Ｃ ６３９２．２／６４０８．２

ｒｓ１６８７３４３７ ＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＣＴＣＡＴＧＡＴＴＣＴ ６３１４．１ Ｇ／Ｔ ６６０１．３／６６４１．２

ｒｓ２６７７１０８ ＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＴＡＧＴＣＴＴＡＡＣＧ ６７０６．４ Ｃ／Ｔ ６９５３．６／７０３３．５

ｒｓ１３２１０７５ ｇｇｔｇｇＧＡＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＣＣＴＡＡＡ ７１１３．６ Ｃ／Ａ ７３６０．８／７３８４．８

ｒｓ９６７５８８ ＴＴＡＧＣＡＴＡＡＴＣＴＣＡＴＧＣＡＴＡＣＴＴＧ ７３０１．８ Ｔ／Ｃ ７５７３．０／７５８９．０

ｒｓ１４０６８４６ ｇａＴＧＡＣＡＴＧＴＴＧＴＴＴＧＡＡＡＴＡＡＡＡ ７４３８．９ Ｔ／Ａ ７７１０．１／７７６６．０

ｒｓ９２９６４５９ ｇＴＴＴＧＣＴＡＴＴＴＡＴＴＧＧＡＡＡＴＴＴＴＴＣ ７６５８ Ａ／Ｇ ７９２９．２／７９４５．２

ｒｓ１２３３３１７２ ｔｔｃｃＣＴＧＣＡＧＴＡＡＴＡＡＴＴＡＣＡＡＴＴＣＣ ７８６４．１ Ｔ／Ｃ ８１３５．３／８１５１．４

犞犇犚 ｒｓ２１８９４８０ ＧＴＧＧＧＧＴＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＧ ５６２６．６ Ｃ／Ａ ５９１３．９／５９５３．７

ｒｓ１１１６８２８７ ＴＴＧＴＴＣＴＡＡＴＣＴＣＴＣＴＣＣＴＡＡＣＡ ６８９９．５ Ａ／Ｇ ７１７０．７／７１８６．７

ｒｓ３８４７９８７ ｃｃｇｇｔＴＧＧＧＧＴＧＧＧＡＧＣＴＧＴＧＧＧ ７２４８．７ Ｃ／Ａ ７４９５．９／７５１９．９

ｒｓ１２７２１３７０ ｃｔｇｔＧＴＧＡＴＧＡＧＧＧＴＴＧＴＣＡＣＡＧＣＡＧ ８０８２．２ Ｇ／Ｔ ８３６９．５／８４０９．３

ｒｓ１１５７４０７９ ｔｃｔｔＧＡＡＧＣＡＣＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＡＧＴＡＧＣ ８２１０．３ Ａ／Ｇ ８４８１．５／８４９７．６

２　结　果

筛选的４个候选基因共１９个ＳＮＰ位点全部满

足 ＨＷ 平衡（犘＞０．００１），次要等位基因频率

（ＭＡＦ）＞０．００１。等位基因分析未发现与疾病相关

的位点，但等位基因的基因分型分析发现ｒｓ１３２１０７５

与ｒｓ１２３３３１７２在实验组与对照组之间差异有统计

学意义（犘＝０．０３３９，犘＝０．０４２８），两个基因位点均

分布 在 ６ 号 染 色 体 犚狌狀狓２ 基 因 中 （图 １）。

犆犗犔６犃１、犅犕犘２、犞犇犚 基因未发现与疾病发生显

著相关的多态性位点（表２）。

位于１２号染色体上的５个ＳＮＰ位点之间的

Ｄ’值范围在０．０４３～１之间、狉
２值为０～０．１８５，这５

个ＳＮＰ位点并不能形成一个域（表３）。

图１　１９个犛犖犘位点统计分布图

犉犻犵１　犛狋犪狋犻狊狋犻犮犪犾犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳１９犛犖犘犾狅犮犻

　ＴｗｏＳＮＰｌｏｃｉｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ６（ｒｓ１３２１０７５ａｎｄｒｓ１２３３３１７２）ｓｈｏｗｅｄｄｉｓｅａｓｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｉｎｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ．Ｎｏｄｉｓｅａｓｅｃｏｒｒｅｌａ

ｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｎｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎａｌｌｅｌｉｃｇｅｎｅｓ

·８·
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表２　位点与疾病相关性

犜犪犫２　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀狅犳犾狅犮狌狊犪狀犱犱犻狊犲犪狊犲

Ｇｅｎｅ ＳＮＰＩＤ
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ａｎｄａｌｌｅｌｅ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

犖＝８２

Ｃｏｎｔｒｏｌ

犖＝１１８ χ
２ 犘 ＯＲ（９５％ＣＩ）

犅犕犘２ ｒｓ１００５４６４ ＡＡ ８ １７ １．６６ ０．４３５４

ＡＧ ４６ ５７

ＧＧ ２７ ４４

Ａ∶Ｇ ６２∶１００ ９１∶１４５ ０．００３ ０．９５３８ ０．９９（０．６５，１．４９）

犚狌狀狓２ ｒｓ１２３３３１７２ ＣＣ ５３ ８５ ６．７７ ０．０３３９

ＣＴ ２８ ２５

ＴＴ １ ８

Ｃ∶Ｔ １３４∶３０ １９５∶４１ ０．０６ ０．８１２８ ０．９４（０．５５，１．５８）

ｒｓ１３２１０７５ ＡＡ ５ ２ ６．３１ ０．０４２８

ＡＣ １９ ４３

ＣＣ ５０ ６０

Ａ：Ｃ ２９∶１１９ ４７∶１６３ ０．４ ０．５２５５ ０．８４（０．５，１．４２）

ｒｓ１４０６８４６ ＡＡ １４ １７ １．８５ ０．３９６

ＡＴ ４０ ６９

ＴＴ ２８ ３２

Ａ：Ｔ ６８∶９６ １０３∶１３３ ０．１８８ ０．６６４６ ０．９１（０．６１，１．３７）

ｒｓ１６８７３３７９ ＣＣ ５ ８ ２．９２ ０．２３２８

ＣＴ ３３ ６１

ＴＴ ４４ ４９

Ｃ∶Ｔ ４３∶１２１ ７７∶１５９ １．８９ ０．１６９ ０．７３（０．４７，１．１４）

ｒｓ１６８７３４３７ ＧＧ ６ ７ ０．２３ ０．８９０６

ＧＴ ３１ ４３

ＴＴ ４５ ６８

Ｇ∶Ｔ ４３∶１２１ ５７∶１７９ ０．２２ ０．６３８７ １．１２（０．７１，１．７６）

ｒｓ２６７７１０８ ＣＣ １０ １２ １．３３ ０．５１５５

ＣＴ ３７ ６３

ＴＴ ３５ ４３

Ｃ∶Ｔ ５７∶１０７ ８７∶１４９ ０．１９ ０．６６５７ ０．９１（０．６０，１．３８）

ｒｓ３７４９８６３ ＡＡ ２８ ３３ ２．３６ ０．３０６８

ＡＣ ４２ ７３

ＣＣ １２ １２

Ａ∶Ｃ ９８∶６６ １３９∶９７ ０．０３ ０．８６３７ １．０４（０．６９，１．５５）

ｒｓ６９０８６５０ ＡＡ １３ ２２ ２．１ ０．３５０６

ＡＧ ４６ ５４

ＧＧ ２３ ４２

Ａ∶Ｇ ７２∶９２ ９８∶１３８ ０．２２ ０．６３６２ １．１０（０．７３，１．６４）

ｒｓ７７７１８８９ ＣＣ ３９ ５９ ０．１２ ０．９４４

ＣＧ ３５ ４８

ＧＧ ８ １１

Ｃ∶Ｇ １１３∶５１ １６６∶７０ ０．０９ ０．７５８４ ０．９３（０．６１，１．４４）

ｒｓ９２９６４５９ ＡＡ １ １ １．３４ ０．５１３

ＡＧ １５ １５

ＧＧ ６４ １００

Ａ∶Ｇ １７∶１４３ １７∶２１５ １．３ ０．２５４２ １．５０（０．７４，３．０４）

ｒｓ９６７５８８ ＣＣ ４３ ４９ ２．６４ ０．２６７８

ＣＧ ３３ ６１

ＧＧ ５ ８

Ｃ∶Ｇ １１９∶４３ １５９∶７７ １．６９ ０．１９３９ １．３４（０．８６，２．０９）

犞犇犚 ｒｓ１１１６８２８７ ＡＡ １３ １９ ０．５ ０．７７９６

ＡＧ ３０ ４８

ＧＧ ３９ ５０

Ａ∶Ｇ ５６∶１０８ ８６∶１４８ ０．２９ ０．５９３３ ０．８９（０．５９，１．３６）

ｒｓ１１５７４０７９ ＡＡ ０ ０ ３．３７ ０．０６６３

ＡＧ ９ ５

ＧＧ ７３ １１３

·９·
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续表

Ｇｅｎｅ ＳＮＰＩＤ
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ａｎｄａｌｌｅｌｅ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

犖＝８２

Ｃｏｎｔｒｏｌ

犖＝１１８ χ
２ 犘 ＯＲ（９５％ＣＩ）

Ａ∶Ｇ ９∶１５５ ５∶２３１ ３．２５ ０．０７１４ ２．６８（０．８８，８．１５）

ｒｓ２１８９４８０ ＡＡ ３９ ６４ ０．８９ ０．６４１７

ＡＣ ３４ ４２

ＣＣ ９ １２

Ａ∶Ｃ １１２∶５２ １７０∶６６ ０．６５ ０．４１９７ ０．８４（０．５４，１．２９）

ｒｓ１２７２１３７０ ＧＧ ４５ ７３ ０．９４ ０．６２３８

ＧＴ ３３ ４０

ＴＴ ３ ４

Ｇ∶Ｔ １２３∶３９ １８６∶４８ ０．７１ ０．４ ０．８１（０．５０，１．３２）

ｒｓ３８４７９８７ ＡＡ １０ １７ ０．３６ ０．８３４５

ＡＣ ４４ ５８

ＣＣ ２０ ２６

Ａ∶Ｃ ６４∶８４ ９２∶１１０ ０．１８ ０．６６８７ ０．９１（０．５９，１．４）

犆犗犔６犃１ ｒｓ９９７８３１４ ＣＣ ５８ ８１ ３．４６ ０．１７７

ＣＴ １９ ３５

ＴＴ ５ ２

Ｃ∶Ｔ １３５∶２９ １９７∶３９ ０．０９ ０．７６１８ ０．９２（０．５４，１．５６）

ｒｓ２２７６２５５ ＡＡ ６６ ９０ １．８ ０．４０５８

ＡＧ １３ ２６

ＧＧ ３ ２

Ａ∶Ｇ １４５∶１９ ２０６∶３０ ０．１１ ０．７３５４ １．１１（０．６，２．０５）

表３　１２号染色体各位点的相互犔犇分析

犜犪犫３　犕狌狋狌犪犾犾犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿（犔犇）狅犳犾狅犮犻狅狀犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲１２

ＳＮＰＩＤ ｒｓ３８４７９８７ ｒｓ１１５７４０７９ ｒｓ１２７２１３７０ ｒｓ２１８９４８０ ｒｓ１１１６８２８７

ｒｓ３８４７９８７  狉２＝０．０２４ 狉２＝０．１８５ 狉２＝０．０３４ 狉２＝０．００５

ｒｓ１１５７４０７９ Ｄ’＝１  狉２＝０．０１ 狉２＝０．０８７ 狉２＝０．００４

ｒｓ１２７２１３７０ Ｄ’＝０．７２５ Ｄ’＝１  狉２＝０．０５６ 狉２＝０．００３

ｒｓ２１８９４８０ Ｄ’＝０．３１６ Ｄ’＝１ Ｄ’＝０．６９  狉２＝０

ｒｓ１１１６８２８７ Ｄ’＝０．１０４ Ｄ’＝０．４２４ Ｄ’＝０．０７８ Ｄ’＝０．０４３ 

　　位于２１号染色体上的２个ＳＮＰ位点之间Ｄ’＝

０．９２，狉２＝０．５７，２１号染色体上未发现单体型域。６

号染色体上的１１个ＳＮＰ位点之间形成了２个单体

型域（图２），单体型域１由ｒｓ９６７５８８、ｒｓ１６８７３３７９、

ｒｓ３７４９８６３、ｒｓ６９０８６５０组成，范围达５１ｋｂ，４个位点

之间的Ｄ’值为０．９６４～１、狉
２值为０．２９９～１（表４），４

个位点形成了４个频率＞０．０１的单体型，单体型

ＣＴＧＧ分别在１４％的实验组患者和８％的对照组患

者中出现，实验组／对照组比值为１．７５ （ＲＲ 值

０．８０７３５，犘＝０．２５９），表明该单体型有可能增加疾

病发生比率（表 ５）；单体型域 ２ 由 ｒｓ１３２１０７５、

ｒｓ１４０６８４６、ｒｓ２６７７１０８组成，范围１１ｋｂ，３个位点之

间的Ｄ’值为０．９５１～１、狉
２值为０．３４８～０．７５３（表

６），３个位点形成了４个频率＞０．０１的单体型，从每

个单体型的ＲＲ值可以得出它们与疾病无关。

３　讨　论

ＯＰＬＬ已被许多研究证明为多基因、多因素导

致的遗传学疾病，近年来对其遗传学的研究将其致

病归结于候选基因ＳＮＰ位点的变化增加了个体在

特定环境下的患病概率。近１０年来，不同的候选基

图２　６号染色体上１１个犛犖犘位点犔犇分析

犉犻犵２　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿（犔犇）狅犳１１犛犖犘犾狅犮犻狅狀犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲６

　ＴｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｂｏｘｓｔａｎｄｆｏｒＤ’ｏｆｌｏｃｉｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｌｅｆｔａｎｄ

ｒｉｇｈｔ．ＴｈｅｂｌａｎｋｉｎｂｏｘｍｅａｎｓＤ’＝１．ＳＮＰｌｏｃｕｓｗｏｕｌｄｂｅ

ｅｘｃｌｕｄｅｄｂｅｆｏｒｅＬＤａｎａｌｙｓｉｓｗｈｅｎＭＡＦｉｓｌｅｓｓｔｈａｎ０．０５ａｎｄ

ＨＷｉｓｌｅｓｓｔｈａｎ０．００１．Ｔｈｅｄａｒｋｓｑｕａｒｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｌｉｎｋ

ａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｌｏｃｉ；ｔｈｅｄａｒｋｅｒｔｈｅｃｏｌ

ｏｒ，ｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｔｈｅｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ．Ｔｈｅｗｈｉｔｅｓｑｕａｒｅｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｎｏｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｌｏｃｉ．Ｂｏｌｄ

ｗｉｒｅｆｒａｍｅｉｓｔｈｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｂｌｏｃｋ
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表４　６号染色体上单体型域１中各位点的相互犔犇分析

犜犪犫４犕狌狋狌犪犾犾犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿（犔犇）狅犳犾狅犮犻狅狀

犺犪狆犾狅狋狔狆犲犫犾狅犮犽１狅犳犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲６

ＳＮＰＩＤ ｒｓ９６７５８８ ｒｓ１６８７３３７９ ｒｓ３７４９８６３ ｒｓ６９０８６５０

ｒｓ９６７５８８  狉２＝１ 狉２＝０．６２９ 狉２＝０．３０４

ｒｓ１６８７３３７９ Ｄ’＝１  狉２＝０．６２３ 狉２＝０．２９９

ｒｓ３７４９８６３ Ｄ’＝１ Ｄ’＝１  狉２＝０．４７２

ｒｓ６９０８６５０ Ｄ’＝０．９７１ Ｄ’＝０．９７１ Ｄ’＝０．９６４ 

因先后被发现与ＯＰＬＬ的发病相关，多数研究来自

日本，新的基因、新的多态性位点被一一发现。

Ｔｅｒａｙａｍａ
［１１］通过遗传学研究调查了３４７个

ＯＰＬＬ患者家庭，发现在１０３０个家庭成员中，单纯

影像学表现有ＯＰＬＬ的患者父母达２６．５％，兄弟姐

妹中发现ＯＰＬＬ的占２８．８９％。Ｓａｋｏｕ等
［１２］于１９９１

年对３３个ＯＰＬＬ家庭进行人类白细胞抗原（ＨＬＡ）

表５　６号染色体单体型域１在病例组和对照组的风险分析

犜犪犫５　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿（犔犇）犪狀犪犾狔狊犻狊，狉犻狊犽犪狀犱狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犾狅犮狌狊狅狀犺犪狆犾狅狋狔狆犲犫犾狅犮犽１狅犳犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲６

ｒｓ９６７５８８ ｒｓ１６８７３３７９ ｒｓ３７４９８６３ ｒｓ６９０８６５０ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＲＲ χ
２ 犘

Ｃ Ｔ Ａ Ａ ０．４３２ ０．４１ ０．０７５４１ ０．０２７ ０．８６９

Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ ０．２５５ ０．３２６ －０．３５４３７ ０．８５３ ０．３５６

Ｃ Ｔ Ａ Ｇ ０．１６６ ０．１７９ －０．１０８７７ ０．００２ ０．９６１

Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ ０．１４ ０．０８ ０．８０７３５ １．２７４ ０．２５９

表６　６号染色体单体型域２中各位点的相互犔犇分析

犜犪犫６　犕狌狋狌犪犾犾犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿（犔犇）狅犳犾狅犮犻

狅狀犫犾狅犮犽２狅犳犮犺狉犿狅狊狅犿犲６

ＳＮＰＩＤ ｒｓ１３２１０７５ ｒｓ１４０６８４６ ｒｓ２６７７１０８

ｒｓ１３２１０７５  狉２＝０．３４８ 狉２＝０．４４４

ｒｓ１４０６８４６ Ｄ’＝０．９７  狉２＝０．７５３

ｒｓ２６７７１０８ Ｄ’＝０．９５１ Ｄ’＝１ 

单倍型频率研究发现，患者兄弟姐妹中有全部 ＨＬＡ

单倍型的５６％表现出 ＯＰＬＬ，而仅有单个 ＨＬＡ抗

原的并未表现出 ＯＰＬＬ。Ｍａｔｓｕｎａｇａ等
［１３］研究发

现，ＯＰＬＬ患者的家庭成员中，若 ＨＬＡ单倍型为双

线性，ＯＰＬＬ发生率为５３％；若为单线性单倍体，发

生 ＯＰＬＬ 的比例为 ２４％。上述研究提示导致

ＯＰＬＬ的异常基因可能存在于６号染色体上 ＨＬＡ

基因附近。

近年来ＯＰＬＬ在分子遗传学方面的研究进展深

入到其候选基因的筛选及ＳＮＰ位点的确定。双胞

胎６号染色体ＨＬＡ区域的配对研究确定了编码胶

原Ⅺα的基因犆犗犔１１犃２
［１４］与韧带骨化发病相关。

直立鼠的ＯＰＬＬ动物模型研究发现犖犘犘犛基因与

疾病发生及其严重程度相关［１５］。Ｋａｗａｇｕｃｈｉ等
［１６］

研究发现 犜犌犉β１基因与骨化形成的范围有关。

Ｔａｎａｋａ等
［４］对日本人群 ＯＰＬＬ患者的基因组应用

ＧＥＮＥＨＵＮＴＥＲＰＬＵＳ进行多点连锁分析，确认了

２１号染色体上的７个基因与疾病相关，进一步ＬＤ

分析发现犆犗犔６犃１基因上的ＳＮＰ与ＯＰＬＬ密切相

关，单点（ｓｉｎｇｌｅｐｏｉｎｔ）犘 值为０．００００００７。Ｗａｎｇ

等［６］研 究 发 现 犅犕犘２ 基 因 中 的 Ｓｅｒ３７Ａｌａ 和

Ｓｅｒ８７ＳｅｒＳＮＰ与中国人 ＯＰＬＬ遗传易感及严重程

度相关。

Ｋａｍｉｙａ等
［１７］２００１年对日本３１９例非相关个体

进行犜犌犉β的基因型分型研究，其中ＯＰＬＬ患者４６

例，对照组２７３例。结果发现，犜犌犉β基因的 Ｔ８６９

位点上Ｃ等位基因是 ＯＰＬＬ遗传易感性的危险因

素，多元回归分析显示ＯＰＬＬ患者该位点是Ｃ等位

基因的比例远远高于对照组。

Ｔｓｕｋａｈａｒａ等
［５］２００５年对候选基因犆犗犔６犃１

做了进一步研究，他们采用直接测序的方法对

犆犗犔６犃１基因上的７个 ＳＮＰ 进行了基因分型。

ＯＰＬＬ患者的等位基因频率与９７例日本ＤＩＳＨ 患

者及２９８例对照组人群进行了比较，同时再与９６例

捷克ＤＩＳＨ 患者及９６名捷克对照人群比较，结果发

现，犆犗犔６犃１的内含子３２（－２９）ＳＮＰ与日本ＤＩＳＨ

患者显著相关，而与捷克ＤＩＳＨ患者没有明显关系，

从而提示该基因与日本人群的ＯＰＬＬ和ＤＩＳＨ发病

相关，是导致脊柱韧带异位骨化的重要基因。

Ｈｏｒｉｋｏｓｈｉ等
［１８］２００６年对日本 ＯＰＬＬ患者进

行了大样本病例对照研究，针对文献已报道过的３５

个候选基因共１０９个ＳＮＰ位点进行了基因分型，结

果发现，犜犌犉２基因上的ＳＮＰ的一个内含子与疾病

密切相关，而以前报道的相关基因 犆犗犔１１犃２、

犖犘犘犛及犜犌犉β１基因都未能重复，另外，进一步基

于性别、年龄与骨化椎体的分层研究亦未显示出有

明显关联。

国内学者 Ｋｏｎｇ等
［１９］２００７年针对中国汉族人
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群ＯＰＬＬ与ＯＬＦ患者的犆犗犔６犃１ＳＮＰ研究发现，

在该基因的４个已知ＳＮＰ位点中，启动子（－５７２Ｔ）

的等位基因频率在ＯＰＬＬ组及ＯＬＦ组要明显高于

对照组，在启动子（－５７２）、内含子３２（－２９）及内含

子３３（＋２０）上的总单体型频率，ＯＰＬＬ与ＯＬＦ组均

与对照组显著不同，提示犆犗犔６犃１基因可能是中国

汉族人群脊柱韧带钙化致病的易感基因。

Ｋｉｓｈｉｙａ等
［７］２００８年报道，他们通过ＤＮＡ微阵

列（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）检测犚狌狀狓２基因表达，结果发现韧

带骨化症患者的犚狌狀狓２基因表达增强。Ｒｕｎｘ蛋白

是一组转录因子蛋白家族，研究表明Ｒｕｎｘ２与骨分

化和代谢过程中起重要作用的细胞及细胞因子关系

密切，如成骨细胞、破骨细胞、骨基质蛋白、成纤维细

胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）、ＴＧＦ

β、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等
［８，２０２１］。体内外实

验表明Ｒｕｎｘ２是骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）成骨分

化和骨发育所必需的关键因子，对 ＭＳＣｓ具有明显

的促成骨效应［２０２１］。有实验证明 Ｒｕｎｘ２表达下调

会抑制成骨细胞的分化及骨质的矿化［２２２３］。近年，

Ｉｗａｓａｋｉ等
［２４］通过突变 ＯＰＬＬ小鼠模型的犚狌狀狓２

的一个等位基因使Ｒｕｎｘ２的表达发生明显下调后，

发现模型小鼠后纵韧带的骨化形成范围得到显著改

善。本研究中，６号染色体犚狌狀狓２基因中两个位点

ｒｓ１２３３３１７２、ｒｓ１３２１０７５基因分型与疾病有显著相

关；由ｒｓ９６７５８８、ｒｓ１６８７３３７９、ｒｓ３７４９８６３、ｒｓ６９０８６５０

形成的单倍体ＣＴＣＧ实验组与对照组比率为１．７５，

实验结果与 Ｋｉｓｈｉｙａ等
［７］结果有一定的关联性，提

示犚狌狀狓２基因与ＯＰＬＬ发病有密切关系。

本研究通过大样本ＯＰＬＬＳＮＰ分析，首次报道

汉族人群中ＯＰＬＬ患者犚狌狀狓２基因中ＳＮＰ的变化

导致 ＯＰＬＬ发病可能性增加。６号染色体犚狌狀狓２

基因中两个位点ｒｓ１２３３３１７２、ｒｓ１３２１０７５基因分型与

疾病相关。而以往文献报道的犆犗犔６犃１、犅犕犘２、

犞犇犚 基因中的多态性位点未显现出与疾病显著相

关。今后仍需进行更大范围的基因分型及更多样本

的深入研究，以明确ＯＰＬＬ患者犚狌狀狓２基因的ＳＮＰ

位点变化规律，并通过功能学研究加以验证。
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