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  摘 要:目的 探讨雌激素受体α基因Pvu
 

Ⅱ多态性(rs2234693)与膝关节骨关节炎的相关性。方法 对

单核苷酸多态性
 

(SNP)
 

rs2234693进行病例-对照关联研究,共对1
 

953例受试者(1
 

033例病例组和920例对

照组)进行基因分型。比较病例组和对照组的等位基因和基因型频率。结果 对病例组和对照组年龄、体重指

数和性别进行校正后,显性模型(TT+TC
 

vs.
 

CC)差异有统计学意义(P<0.05)。与等位基因C相比,T等位

基因频率也较高(P<0.05)。按膝关节骨关节炎严重程度分层,TT
 

+
 

TC基因型和T等位基因与轻度膝关节

骨关节炎明显相关,但与重度膝关节骨关节炎无关。结论 雌激素受体α基因Pvu
 

Ⅱ多态性在早期膝骨关节

炎的发病中具有重要意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

estrogen
 

receptor
 

α
 

gene
 

Pvu
 

Ⅱ
 

polymor-
phism

 

(rs2234693)
 

and
 

knee
 

osteoarthritis.Methods A
 

case-control
 

association
 

study
 

on
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNP)rs2234693
 

was
 

performed,and
 

a
 

total
 

of
 

1
 

953
 

subjects
 

(1
 

033
 

case
 

group
 

and
 

920
 

con-
trol

 

group)
 

were
 

genotyped.Allele
 

and
 

genotype
 

frequencies
 

were
 

compared
 

between
 

case
 

group
 

and
 

control
 

group.Results After
 

adjustment
 

for
 

age,body
 

mass
 

index
 

and
 

gender,the
 

dominant
 

genetic
 

model
 

(TT+TC
 

vs.
 

CC)
 

was
 

significantly
 

different
 

between
 

the
 

case
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

frequency
 

of
 

T
 

allele
 

was
 

also
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

C
 

allele
 

(P<0.05).Stratified
 

by
 

knee
 

osteoarthritis
 

severity,TT+TC
 

genotype
 

and
 

T
 

allele
 

were
 

significantly
 

associated
 

with
 

mild
 

knee
 

osteoarthritis
 

but
 

not
 

severe
 

knee
 

osteoar-
thritis.Conclusion Estrogen

 

receptor
 

α
  

gene
 

Pvu
 

Ⅱ
 

polymorphism
 

is
 

of
 

considerable
 

importance
 

in
 

the
 

patho-
genesis

 

of
 

early-stage
 

knee
 

osteoarthritis.
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  骨关节炎是导致老年人疼痛和残疾的最常见关

节炎形式,其特征为关节软骨降解、滑膜炎症、骨赘形

成和软骨下骨硬化等[1-3]。骨关节炎被认为是为一种

多因素疾病,受遗传和环境等多因素的影响[4]。迄今

为止,全基因组关联研究已证实多个基因与骨关节炎

易感性相关[5]。考虑到骨关节炎更易发生于50岁以

后的 女 性,尤 其 是 绝 经 后 女 性[6-7],而 雌 激 素 受 体
 

(ESR)
 

在基质细胞、成骨细胞和人关节软骨细胞中均
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有表达[8],因而ESR在骨关节炎的发生发展中可能

起到重要作用。ESRα基因一直被认为是一个有潜力

的候选基因[9-12]。ESRα基因的一个常见的单核苷酸

多态性(SNP)通过核酸内切酶PvuⅡ限制性片段长度

多态性(RFLP)
 

识别,该多态性可检测-397位点的T-
C置换(-397T/C,rs2234693)[4,11]。rs2234693的变异

可能引起ESRα蛋白的活性或结构的改变,并因此导致

雌激素对膝关节骨关节炎产生调控作用。近年来,

ESRα基因PvuⅡ多态性与膝关节骨关节炎风险相关性

的研究已有报道,但研究结果存在差异,目前仍缺乏对

于中国汉族人群的大样本研究[11-15]。据此,本研究对

居住在苏南地区的中国汉族人群进行大样本研究,以更

全面的方式评价ESRα基因PvuⅡ多态性(rs2234693)与
膝关节骨关节炎的相关性。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本病例-对照研究共入选1
 

953例受

试者,分别在南京中医药大学常熟附属医院和苏州大

学附属第三医院骨科连续招募637例(女472例、男

165例)和396例(女323例、男73例)膝关节骨关节

炎患者作为病例组。同期从上述两家医院体检中心

5
 

000多人中随机抽取602例(女132例、男470例)
和318例健康对照参与者(女45例、男273例)作为

对照组。所有研究对象均为居住在苏南地区的汉族

人群。本研究获得南京中医药大学常熟附属医院和

苏州大学附属第三医院伦理委员会的批准,且受试者

均签署书面知情同意书。

1.2 纳入与排除标准 根据美国风湿病学会膝关节

骨关节炎诊断标准[16],每例患者不仅有明确的体征和

症状,而且受累膝关节正位负重位X线片反映的影像

学证据。对照组无关节疾病或关节炎的体征或症状

(肿胀、疼痛、压痛或活动受限等)。采用 Kellgren-
Lawrence分级

 

(简称K-L分级)系统评估影像学膝关

节骨关节炎[17]。仅纳入K-L分级为1级或以上的患

者。排除其他炎性关节炎(类风湿、自身免疫性或多

关节炎性疾病)、脓毒性或创伤后关节炎和膝关节发

育异常。

1.3 方法

1.3.1 基因分型 DNA取自外周血白细胞或口腔

黏膜拭子,采用Chelex-100或DNA
 

IQ
 

System法提

取。统一由常州市第一人民医院检验科在ABI
 

7500
系统(Applied

 

Biosystems,Foster
 

City,CA,USA)
 

中

采用Taqman探针法对SNP
 

rs2234693进行统一基

因分型。根据 DNA序列设计引物,上游引物为5'-
CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCAC

 

C-3',下 游 引 物 为 5'-TCTTTCTCTGCCACCCTG-
GCGTCGATTATCTGA-3'。PCR 反 应 体 系:5

 

μL
(含2

 

×
 

Primer
 

Mix
 

2.5
 

μL,40
 

×
 

Taqman探针

0.125
 

μL,50
 

×ROX
 

0.1
 

μL,模 板 DNA
 

1
 

μL,

ddH2O
 

1.275
 

μL)
 

。扩增条件:预变性95
 

℃
 

20
 

s;变
性95

 

℃
 

3
 

s;退火60
 

℃
 

30
 

s;延伸60
 

℃
 

1
 

min,循环

35次,4
 

℃保存。由对病例状态设盲的实验室人员进

行基因分型,两位作者独立观查并记录结果。超过

5%的样 本 在 不 同 日 期 至 少 重 复 两 次,一 致 率 为

100%。

1.3.2 体重指数(BMI)采集 由医师使用相同的仪

器测量所有受试者的体重和身高。然后计算每名受

试者的相应BMI=体重(kg)除以身高的平方(m2)。

BMI
 

20~25
 

kg/m2 为正常,BMI≥25
 

kg/m2 被确定

为超重(包括肥胖)。

1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS
 

22.0进行数

据分析。符合正态分布的连续变量采用t检验,对不

符合正态分布的连续变量采用 Mann-Whitney
 

U 检

验,对二分变量采用χ2 检验。采用标准χ2 检验检验

两组等位基因和基因型分布的显著性差异,并检测基

因型频率和等位基因频率是否符合 Hardy-Weinberg
平衡定律。使用多变量Logistic回归模型估计比值

比(OR)和95%置信区间(CI),以评价校正年龄、性
别和BMI后SNP

 

rs2234693与膝关节骨关节炎易感

性的相关性。根据K-L分级对性别和骨关节炎的严

重程度进行分层,以便进一步分析。对于所有检验,

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组临床资料比较 病例组女性占比、年龄、

BMI均高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
病例组K-L分级为2~4级患者占比较高。见表1。

表1  两组临床资料比较

参数 病例组(n=1
 

033) 对照组(n=920)

女性[n(%)] 795(77.0)* 177(19.2)

年龄(x±s,岁) 59.2±11.1* 53.9±11.7

BMI(x±s,kg/m2) 26.0±7.9* 24.8±3.0

 <25
 

kg/m2(n) 468 494

 ≥25
 

kg/m2(n) 565 426

K-L分级[n(%)]

 1级 34(3.3) 0(0.0)

 2级 543(52.6) 0(0.0)

 3级 226(21.9) 0(0.0)

 4级 230(22.5) 0(0.0)

  注,与对照组比较,*P<0.05。
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2.2 rs2234693的基因型和等位基因频率 对照组

rs2234693(等位基因
 

C)的等位基因频率为0.38。根

据各组性别和K-L分级分层的等位基因和基因型频

率分别见表2、3。结果发现rs2234693的基因型和等

位基因在健康对照个体中的分布符合 Hardy-Wein-
berg平衡定律(P>0.05)。

表2  两组rs2234693
 

的基因型和等位基因频率比较[n(%)]

组别 n
基因型

TT TC CC

等位基因

T C

Hardy-Weinberg
平衡定律(P)

病例组

 全部 1
 

033 359(0.350) 488(0.470) 186(0.180) 1
 

206(0.580) 860(0.420) 0.370

 女性 795 256(0.320) 394(0.50) 145(0.180) 906(0.570) 684(0.430) 0.759

 男性 238 103(0.430) 94(0.400) 41(0.170) 300(0.630) 176(0.370) 0.019

对照组

 全部 920 354(0.390) 433(0.470) 133(0.140) 1
 

141(0.620) 390(0.380) 0.975

 女性 177 61(0.392) 91(0.508) 25(0.100) 213(0.600) 141(0.400) 0.334

 男性 743 293(0.390) 342(0.460) 108(0.150) 928(0.620) 558(0.380) 0.612

表3  按K-L分级分层后rs2234693的基因型和

   等位基因频率[n(%)]

K-L

分级
n

基因型

TT TC CC

等位基因

T C

1级 34 16(0.47) 12(0.35) 6(0.18) 44(0.65) 24(0.35)

2级 543174(0.32) 260(0.48) 109
 

(0.20) 608(0.56) 478(0.44)

3级 226 75(0.33) 117(0.52) 34(0.15) 267(0.59) 185(0.41)

4级 230 94(0.41) 99(0.43) 37(0.16) 287(0.62) 173(0.38)

2.3 按性别和膝关节骨关节炎严重程度分层后

rs2234693与膝关节骨关节炎的关系 多变量Logis-
tic回归比较病例组和对照组的基因型和等位基因频

率。病例组和对照组年龄、BMI和性别进行校正后,

显性模型(TT+TC
 

vs.
 

CC)差异有统计学意义(P<
0.05)。同时,较高的T等位基因频率与膝关节骨关

节炎风险增加相关(P<0.05)。然而,两组按性别分

层后,未发现两组之间女性和男性间存在任何明显差

异。见表4。根据X线片结果将病例组分为轻度膝

关节骨关节炎(K-L
 

2级)患者(轻度组)和重度膝关节

骨关节炎(K-L
 

3级或4级)患者(重度组)。对膝关节

骨关节炎严重程度进行分层,在对轻度组年龄、BMI
和性别进行校正后,CC与TT+TC基因型频率比较

差异有统计学意义(P<0.05)。T等位基因与轻度膝

关节骨关节炎风险升高显著相关(P<0.05)。未发现
 

rs2234693等位基因或基因型频率与重度膝关节骨关

节炎之间存在关联性。见表5。

表4  按性别分层后rs2234693与膝关节骨关节炎的关系

项目
TT基因型

 

vs.
 

TC+CC基因型

OR 95%CI P

TT+TC基因型
 

vs.
 

CC基因型

OR 95%CI P

T等位基因
 

vs.
 

C等位基因

OR 95%CI P
所有基因型

病例组
 

vs.
 

对照组
 

1.17 0.98~1.41 0.09 1.30 1.02~1.66 0.03 1.38 1.06~1.80 0.02 0.06

病例组女性
 

vs.
 

对照组女性 1.11 0.79~1.56 0.56 1.36 0.86~2.15 0.19 1.38 0.83~2.30 0.27 0.42

病例组男性
 

vs.
 

对照组男性 0.85 0.63~1.15 0.29 1.22 0.83~1.81 0.31 1.08 0.71~1.65 0.82 0.20

表5  按膝关节骨关节炎严重程度分层后rs2234693与膝关节骨关节炎的关系

项目
TT基因型

 

vs.
 

TC+CC基因型

OR 95%CI P

TT+TC基因型
 

vs.
 

CC基因型

OR 95%CI P

T等位基因
 

vs.
 

C等位基因

OR 95%CI P
所有基因型

轻度组
  

vs.
 

对照组 1.27 1.02~1.59 0.03 1.47 1.12~1.94 <0.01 1.61 1.19~2.19 <0.01 <0.01

重度组
 

vs.
 

对照组 1.06 0.84~1.34 0.61 1.09 0.80~1.49 0.58 1.12 0.79~1.57 0.52 0.81

·476· 国际检验医学杂志2023年3月第44卷第6期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2023,Vol.44,No.6



3 讨  论

  本研究结果发现,在SNP
 

rs2234693中膝关节骨

关节炎患者和对照组基因型频率(TT+TC
 

vs.
 

CC)
 

差异有统计学意义(P<0.05);较高的T等位基因频

率与膝关节骨关节炎风险增加相关。按严重程度分

层后,联合基因型(TT+TC)和T等位基因均与轻度

膝关节骨关节炎明显相关,但与重度膝关节骨关节炎

无关。上述结果提示SNP
 

rs2234693的T等位基因

在早期膝关节骨关节炎发病中起着关键作用。
现有的多项临床研究初步指出了SNP

 

rs223469
与膝关节骨关节炎的关系。RIANCHO等[12]通过一

项多中心人群研究发现rs2234693的CC基因型与欧

洲女性膝关节骨关节炎风险降低相关。同时,DAI
等[13]报道了rs2234693位点T等位基因与汉族女性

膝关节骨关节炎发病风险的显著关系。这些结果可

能提示rs2234693的C等位基因和T等位基因分别

在膝关节骨关节炎病因学中的保护和易感作用,与本

研究结果部分一致。JIN等[14]发现rs2234693多态

性与膝关节骨关节炎易感性无显著差异。另一项

Meta研究也显示ESRα
 

PvuⅡ多态性与膝关节骨关

节炎之间无关联性[4]。2017
 

年,一项系统综述和 Me-
ta分析强调rs2234693多态性与不同种族背景的膝

关节骨关节炎易感性相关[9]。尽管本研究中对照组

中的PvuⅡC等位基因频率与上述两项研究对亚洲人

群的频率相似,但不同研究的结果可能是由于种族、
地区和环境的差异。本研究中,在校正年龄、BMI和

性别后,证实rs2234693多态性与轻度膝关节骨关节

炎的发病风险显著相关,但在重度膝关节骨关节炎患

者中缺乏明显差异。LOUGHLIN 等[18]
 

研究了740
例受试者(371

 

例因严重原发性膝关节或髋关节骨关

节炎而接受全关节置换术的患者和
 

369
 

例对照者),
发现ESRα

 

PvuⅡ多态性与骨关节炎之间无相关性。
这些发现支持ESRα

 

PvuⅡ多态性(rs2234693)可能

在早期膝关节骨关节炎的发生中起着潜在的作用,而
不是晚期膝关节骨关节炎。未来需要在不同人群中

进行更多的大样本、标准化研究,以证实上述假设。
目前,ESRα基因在关节软骨稳态调节和膝关节

骨关节炎发病的可能机制需要进一步探讨。作为配

体激活转录因子的核受体超家族成员,人ESRα不仅

通过与雌激素结合,还参与膝关节骨关节炎的病理过

程[19]。XIAO等[20]报道雌激素治疗可对绝经后早期

骨关节炎患者产生潜在的保护作用。结合本研究的

ESRα基因多态性(rs2234693)分析结果,可以推测雌

激素治疗可能对该特定人群早期膝关节骨关节炎的

治疗和改善有潜在的益处。在未来的研究中应考虑

在SNP
 

rs2234693筛查的基础上给予精确剂量雌激

素的治疗干预。鉴于膝关节骨关节炎的高发病率,有
必要对其他ESR相关基因和膝关节骨关节炎易感性

进行更深入的研究,为雌激素治疗膝关节骨关节炎提

供更全面的依据。
虽然本研究样本数量较大,但由于中老年女性膝

关节骨关节炎的发病率相对较高,病例组和对照组的

性别和BMI分布不匹配可能影响关联分析的统计学

准确性。另外,在对照组中,并未对入选的研究对象

进行影像学的验证,这导致可能会将无症状膝关节骨

关节炎加入至对照组从而影响结果的准确性。
总之,本研究发现雌激素受体α基因Pvu

 

Ⅱ多态

性(rs2234693)
 

的T等位基因对中国汉族人群早期膝

骨关节炎发病起着关键作用。这一研究将有利于临

床上对膝骨关节炎的预防和早期治疗。
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