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摘要

（Abstract）
目的：1.检测新疆石河子绝经后女性不同糖、骨代谢状态下，甲状旁腺激素（Parathyroid
hormone，PTH）蛋白表达水平、不同基因位点多态性及突变情况。2.探讨 PTH蛋白表

达、rs10500783、rs10500784 位点基因多态性、突变与骨密度（Bone mineral density，
BMD）及骨代谢指标间的关系，为绝经后 2型糖尿病（Type 2 diabetic mellium，T2DM）

女性合并骨质疏松（Osteoprosis，OP）防治提供依据。

方法：1.纳入 2018年 10月-2019年 10月绝经后女性为研究对象，依据 OGTT及双能 X
线检测 BMD 结果，分为糖耐量正常伴骨量正常组（A组，52例）；糖耐量正常伴骨量

异常组(B组，43例)；T2DM伴骨量正常组（C组，47例）；T2DM伴骨量异常组(D组，

58例)。2.记录年龄、绝经年限和身高等一般资料。采用罗氏全自动生化分析仪测定空

腹血糖（Fasting plasma glucose，FPG）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、血钙（Serum Calcium，

Ca）、血磷（Serum Phosphoru，P）等生化指标；高压液相色谱法（High Performance Liquid
Chromatography，HPLC）测定糖化血红蛋白（Hemoglobin A1c，HbA1c%）；双能 X线

吸收法（Dual-energy X-ray absorptiometry，DEXA）测定腰椎（L1-4）及股骨颈骨密度

（Bone mineral density，BMD）。Sequenom飞行时间质谱法检测 PTH基因 rs10500783、
rs10500784位点基因多态性。4.采用酶联免疫吸附法（Enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）检测 PTH蛋白表达水平。5.操作软件 SPSS 20.0对数据进行统计处理，通过χ2

检验判断 PTH基因型是否满足哈温（Hardy⁃Weinberg）遗传平衡定律。组间比较采用 t
检验或方差分析及秩和检验，相关性分析采用 Spearman分析，PTH蛋白的诊断价值通

过绘制受试者工作特征曲线（Receiver operating characteristic curve，ROC曲线），BMD
影响因素分析采用多元线性回归。

结果：1.组间基线资料比较，与对照组 A 组相比，C 组和 D 组的 FPG（9.10±2.44、
9.10±2.44vs 5.00±0.59）、HbA1c%（8.42±1.95、8.19±1.87 vs 6.01±0.83）水平高于 A组

（P<0.01），C组 HDL（1.93±1.06 vs 1.43±0.49）水平高于 A组（P<0.01）。组间骨代谢

指标和 BMD比较，与对照组 A组相比，B组和 D组的 BMD（L1-4）（0.93±0.20、0.95±0.10
vs1.16±0.20）和 BMD（股骨颈）（0.78±0.13、0.77±0.10 vs1.02±0.25）低于 A组（P<0.01）。
2.与对照组 A组相比，B组{44.89（40.11，49.17）vs 48.86（43.98，57.92），P<0.05}和
D组{44.28（41.00，46.68）vs 48.86（43.98，57.92），P<0.01}PTH蛋白表达浓度降低。

相关性分析, PTH蛋白表达水平与 BMD（L1-4）（r=0.223，P<0.05）和 BMD（股骨颈）

（r=0.220，P<0.05）呈正相关（P<0.05）。PTH蛋白表达在诊断 OP中的价值，诊断 OP
的最佳临界点为 0.271，其对应的 PTH浓度为 50.85 pg/ml，敏感度为 34.1%，特异性为

93%，AUC为 0.640（P=0.027，95%可信区间：0.521～0.759）。3. PTH基因两个位点基

因型频率分布均符合 Hardy-Weinberg平衡。PTH基因 rs10500783位点有三种基因型，

CC、TT及 CT 基因型分布频率分别为 72.1%（137例）、12.6%（24例）和 15.3%（29
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例）；等位基因 C和 T的分布频率分别为 79.7%和 20.3%。与 A组相比，B组和 C组基

因型频率分布差异有统计学意义（P<0.001）。PTH基因 rs10500784位点有三种基因型，

AA、CC及 AC基因型分布频率分别为 80.2%（158例）、0.5%（1例）和 19.3%（38例）；

等位基因 A和 C的分布频率分别为 89.8%和 10.2%。PTH基因 rs10500783位点，D组，

CT/TT基因型年龄{65.00（50.00，74.00）vs 73.00（68.00，77.00），P<0.05}和绝经年限

{13.00（5.00，24.00）vs 24.00（20.00，29.50），P<0.05}低于 CC基因型；且 CT/TT基

因型 TG水平低于 CC基因型{1.04（0.83，1.75）vs 1.69（1.20，2.08），P<0.05}。PTH
基因 rs10500784位点，A组，与 AA基因型相比，AC/CC基因型血 Ca水平低于 AA基

因型{2.22（2.18，2.28）vs 2.30（2.24，2.34），P<0.05}。4.多元线性回归分析，绝经年

限增高、ALP 水平增高及 PTH蛋白表达浓度和 LDL-C 水平降低是 BMD（L1-4）降低

的危险因素；PTH 基因 rs10500783位点多态性、绝经年限增高及血 P水平降低是 BMD
（股骨颈）降低的危险影响因素。

结论：1.在石河子绝经后 T2DM女性中，PTH基因多态性通过下调 PTH蛋白表达引起

骨代谢异常，从而参与该人群 OP的发生和发展；2.当血清 PTH蛋白浓度小于 50.85pg/ml
时，在该人群 OP中具有较好的的诊断价值；3. PTH基因多态性与糖代谢有关，且基因

突变参与该人群脂代谢紊乱的发生。

关键词：PTH基因多态性；PTH蛋白；骨密度；绝经后女性；2型糖尿病
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Abstract
Objective: 1. To observe the expression of PTH protein and the gene polymorphisms and
mutations at rs10500783 and rs10500784 in postmenopausal women in Shihezi of Xinjiang
under different glucose and bone metabolic states.2. To explore the relationship between the
expression of PTH protein and gene polymorphism and the biochemical indicators. To
provide the basis for the prevention and treatment of OP in women with postmenopausal
T2DM.
Methods:1. We collected 200 cases of natural postmenopausal women from the First
Affiliated Hospital of Medicine School in Xinjiang, China, from October 2018 to October
2019. According to the results detected by an oral glucose tolerance test (OGTT) and
dual-energy X-ray (DEXA) for BMD, the subjects were divided into four groups: Normal
glucose tolerance and bone mass group (group A), which included 52 patients; Normal
glucose tolerance and abnormal bone mass group (group B), including 43 patients; T2DM
group with normal bone mass (group C), including 47 cases; and T2DM group with bone
mass abnormality (group D), including 58 cases.2. To calculate the body mass index (BMI)
and waist-to-hip ratio (WHR), each subject’s height, weight, waist circumference, and hip
circumference were determined. The subjects were tested for fasting plasma glucose (FPG),
the 2-hour blood glucose after oral glucose tolerance test (2-h OGTT PG), haemoglobin A1c
(HbA1c), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low density lipoprotein cholesterol
(LDL-C), triglycerides (TG), calcium (Ca) phosphorus (P) and alkaline phosphatase (ALP).
Ca, P, ALP, FPG, 2-h OGTT PG, HDL-C, LDL-C and TG were measured by a Roche
automatic biochemical analyser (Modular DPP-H7600), and HbA1c was tested by high
performance liquid chromatography (HPLC). The dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA)
method was used to determine the bone mineral density of the lumbar spine and the femur.
The rs10500783 and rs10500784 polymorphism sites in the PTH genotype were detected by
time-of-flight mass spectrometry (TOF-MS).4. The expression level of PTH protein was
measured by Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).5. The data were statistically
processed by SPSS 20.0, and the genotype of PTH was determined to satisfy the law of Hardy
Weinberg genetic balance by χ2 test. T test or ANOVA and rank sum test were used for
comparison between groups. Spearman analysis was used for correlation analysis. The
diagnostic value of PTH protein was calculated by plotting Receiver operating characteristic
curve (ROC curve). The influencing factors of BMD were analyzed by multiple linear
regression.
Results:1. Compared with control group A, FPG (9.10±2.44, 9.10±2.44vs 5.00±0.59) and
HbA1c% (8.42±1.95, 8.19±1.87 vs 6.01±0.83) levels in group C and D were higher than
those in group A (P<0.01), and HDL (1.93±1.06 vs 1.43±0.49) levels in group C were higher
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than those in group A (P<0.01). Compared with control group A, BMD (0.93±0.20, 0.95±0.10
vs 1.16 ±0.20) and BMD (0.78±0.13, 0.77±0.10 vs 1.02 ±0.25) in group B and D were lower
than those in group A (P<0.01).2. Compared with control group A, PTH protein expression
concentration in group B {44.89 (40.11, 49.17) vs48.86 (43.98, 57.92), P<0.05} and group D
{44.28 (41.00, 46.68) vs48.86 (43.98, 57.92), P<0.01} decreased. Correlation analysis
showed that PTH protein expression level was positively correlated with BMD (L1-4)
(r=0.223, P<0.05) and BMD (femoral neck) (r=0.220, P<0.05) (P<0.05). The value of PTH
protein expression in the diagnosis of OP, the best critical point for the diagnosis of OP is
0.271, the corresponding PTH concentration is 50.85 pg/ml, sensitivity is 34.1%, specificity is
93%, and AUC is 0.640 (P=0.027, 95% confidence interval: 0.521-0.759).3. The genotype
frequency distribution of rs10500783 and rs10500784 of PTH gene conforms to
Hardy-Weinberg law of genetic balance (P>0.05). The genotype and allele frequency
distribution of PTH gene rs10500783 were CC, TT and CT. CC genotype distribution
frequency was 72.1% (137 cases), TT genotype distribution frequency was 12.6% (24 cases)
and CT genotype distribution frequency was 15.3% (29 cases). The distribution frequencies of
alleles C and T were 79.7% and 20.3%, respectively. The genotype and allele frequency
distribution of PTH gene rs10500783 were compared between groups, and the difference of
genotype frequency distribution between group B and Group C was statistically significant
(P<0.001) compared with group A. The frequency distribution of genotypes and alleles of
PTH gene rs10500784 was AA, CC and AC, and the distribution frequency of AA genotypes
was 80.2% (158 cases), 0.5% (1 case) of CC genotypes and 19.3% (38 cases) of AC
genotypes. The distribution frequency of allele A and C at this locus was 89.8% and 10.2%,
respectively. PTH gene rs10500783, group D, CT/TT genotype age {65.00 (50.00, 74.00)
VS73.00 (68.00, 77.00), P<0.05} and menopausal age {13.00 (5.00, 24.00) VS24.00 (20.00,
29.50), P<0.05} lower than CC genotype; The TG level of CT/TT genotype was lower than
that of CC genotype {1.04 (0.83, 1.75) vs 1.69 (1.20, 2.08), P<0.05}. PTH gene rs10500784,
group A, compared with AA genotype, AC/CC genotype blood Ca level was lower than AA
genotype {2.22 (2.18, 2.28) vs 2.30 (2.24, 2.34), P<0.05}.4. Multiple linear regression
analysis showed that increased menopausal age, increased ALP level, decreased PTH protein
expression concentration and LDL-C level were the risk factors for decreased BMD (L1-4).
The polymorphism of rs10500783 of PTH gene, the increase of menopausal years and the
decrease of blood P level are the risk factors of BMD (femoral neck) reduction.
Conclusions:1. The polymorphism of rs10500783 of PTH gene and the decrease of PTH
protein expression level can cause abnormal bone metabolism, thus participating the
development of postmenopausal T2DM complicated with OP in Shihezi area of Xinjiang.2.
When the cut point of serum PTH protein was 50.85pg/ml, it showed a good value in the
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diagnosis of OP in postmenopausal T2DM women in Shihezi area of Xinjiang.3. PTH gene
mutation is associated with lipid metabolism disorders in postmenopausal T2DM women in
Shihezi area of Xinjiang.
Key word: PTH gene polymorphism; PTH protein; Bone Density; Postmenopausal women;
Diabetes Mellitus, Type 2

https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?name=Bone%20Density
https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?name=Diabetes%20Mellitus,%20Type%202
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英文缩略词

英文缩写 英文全名 中文全名

T2DM Type 2 Diabetes mellitus 2型糖尿病

BMD Bone mineral density 骨密度

BMI Body mass index 体质指数

PTH Parathyroid hormone 甲状旁腺激素

FPG Fasting Plasma Glucose 空腹血糖

Elisa Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附法

TG Triglyceride 甘油三酯

HDL-C High Density Lipoprotein-C 高密度脂蛋白

HbA1c Hemoglobin A1c 糖化血红蛋白

OGTT Oral Glucose Tolerance Test 口服葡萄糖耐量试验

NGT Normal Glucose Tolerance 糖耐量正常

ALP Alkaline phosphatase 碱性磷酸酶

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链反应

LDL-C Low Density Lipoprotein-C 低密度脂蛋白

ROC Receiver operating characteristic curve 受试者工作特征曲线

DEXA Dual energy X-ray absorptionmetry 双能 X 线吸收法
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前言

（Introduction）
糖尿病（Diabetes mellitus，DM）是一种常见病、高发病，以慢性血糖增高为主要

特征，遗传易感性在该疾病的发展中扮演着重要的角色，主要由于胰岛素绝对或相对分

泌不足和（或）胰岛素利用障碍[1]。目前，全球 DM患者人数呈不断增长的趋势，中国

DM患者人数居世界第一，其中 2型糖尿病（Type 2 diabetic mellium, T2DM）约占 95%。

据 IDF最新报告[2]，全球约有 4.63亿成人患 DM，20～79岁人群中约 1.16亿 DM患者，

中国 DM人数占世界 DM患者的 24%，。随着老龄化不断加剧，我国糖尿病患病率仍有

进一步升高的趋势，成为一个重大的社会公共卫生问题[3]。

糖尿病患者应严格预防因血糖控制不良造成的心、眼、肾及血管等的慢性并发症[4-5]，

其中骨质疏松（Osteoprosis，OP）是糖尿病主要慢性并发症之一，T2DM合并 OP的患

病率达 50%-60%[6]。OP是一种以骨量低下和骨脆性增加为特征的全身性骨病，女性绝

经后骨质疏松症是最常见的 OP，与雌激素缺乏有关[7]。雌激素可以促进钙调节激素-降
钙素的分泌、增强羟化酶活性，促进肠道钙的吸收；刺激成骨细胞增生，使骨基质增加。

绝经后雌激素缺乏，破骨细胞活性增加，骨吸收增强，骨密度降低，最终导致绝经后骨

质疏松（PMO）[8]。OP患者骨折后，20%患者会死于各种并发症、50%患者致残，骨折

的高发病率、高致残率，造成生活质量严重下降，经济负担加重[9-11]。

人甲状旁腺激素（（Parathyroid hormone，PTH）的重组形式特利帕特成为首个获得

监管机构批准的合成代谢制剂[12]。间歇性服用特利帕特被证明对 PMO有效，同时，改

善骨密度（Bone mineral density，BMD）呈剂量依赖性增加[13]。在 TOP试验中，与安

慰剂相比，间歇性服用 PTH1-84在 18个月内使脊柱骨折的发生率降低 60%以上，并且

与安慰剂相比，脊柱 BMD增加了 6.8%[14]。PTH1-84等用于治疗 OP的合成代谢药物可

能是通过不同但相互关联的信号通路增加皮质骨和骨小梁表面的新骨形成，从而增加

BMD并降低骨折风险[15]。但是，该具体机制还有待进一步研究。

Wnt信号通路是调控生物生长发育的关键通路[16]。Wnt信号通路主要分为三种途径，

依赖β-catenin的经典信号通路（Wnt/β-catenin）、Wnt/Ca2+通路和Wnt/PCP通路。目前

研究证实，Wnt/β-catenin信号通路可以通过调节成骨细胞和破骨细胞的增殖和分化，参

与骨量的改变[17-18]。当Wnt/β-catenin信号通路被激活时，可通过与特异性受体（卷曲蛋

白）以及脂蛋白相关受体（LRP5/LRP6）结合抑制β-catenin磷酸化和降解，使其在胞质

内聚集并转移至核内，通过与转录因子结合，调控下游靶基因的表达，对维持骨稳态起

关键调控作用[19-22]。研究表明[23-24]，该信号通路可促进间充质干细胞向成骨细胞分化，

并通过 cAMP/PKA途径抑制破骨细胞分化，从而促进骨形成，而抑制骨吸收。Wnt信
号通路也可通过促进胰岛β细胞增殖和胰岛素分泌，调节糖代谢[25]。因此，Wnt信号通

路作为一种重要的生物信号传导通路，在调节骨代谢和糖代谢中发挥重要的作用。PTH
作为一种钙调激素，在调节钙磷代谢、维持机体钙稳态方面起关键作用。PTH是由 84
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个氨基酸组成，编码 PTH 的人类基因位于 11 号染色体[26]。PTH 可通过激活经典的

Wnt/β-catenin信号通路，抑制β-catenin磷酸化和降解，使其在胞质内聚集并转移至核内，

与转录因子结合后，调控Wnt靶基因表达，促进骨形成[27]。骨硬化素（sclerostin, SOST)
是Wnt信号通路重要的调控因子，由骨细胞特异性表达，且为骨形成的负性调节因子[28]。

Keller 等人研究[29]发现，间断使用 PTH可以通过调控 mRNA转录的水平抑制 SOST基

因表达，从而促进骨形成。PTH基因通过上调Wnt10b的表达，促进成骨细胞数量增加
[30]。[31]等人研究发现，PTH通过其受体结合后激活 cAMP介导的 PKA信号通路，发挥

抗凋亡作用，抑制骨细胞凋亡。PTH基因可通过促进 CREB和 Runx2的表达，抑制凋

亡蛋白 Bad表达、促进凋亡基因 Bcl-2的转录，抑制骨细胞凋亡[32]。

PTH在调节糖、脂代谢中扮演重要角色，研究发现[33]，甲状旁腺功能亢进的患者存

在血糖异常，且 PTH蛋白浓度增高是 DM和肥胖的负向影响因素。未羧化的骨钙蛋白

（undercarboxylated osteocalcin，ucOC）浓度增加可促进脂肪分解、胰岛β细胞数量增加；

Schafer等[34]人研究显示，间歇应用 PTH1-84治疗，血清中 ucOC水平明显升高。此外，

研究表明，伴有血糖异常的甲旁亢患者行甲状旁腺切除术后，患者血糖水平明显改善。

因此，PTH可能通过上调 ucOC的表达水平，改善糖脂代谢紊乱，并降低胰岛素抵抗[35]。

PTH基因参与骨重塑和调节钙稳态，是 OP的重要候选基因之一。Zhou 等[36]在对

PTH基因与 BMD关系的研究中发现，PTH基因与脊柱或髋关节 BMD改变无显著关联。

王其飞等[37]人对 PTH 基因 rs1459015位点多态性与 OP性骨折关系的研究发现，该位点

基因多态性与骨量改变无关。但有研究表明[38]，DM患者 PTH基因多态性（BST BI位
点）是预测骨量减少和 OP的易感基因。国外研究发现[39]，沙特人 PTH基因 rs10500783
位点的等位基因 T与维生素 D水平显著相关。本研究的侧重点是 PTH蛋白表达及基因

多态性与骨量减少关系的研究。

综上所述，关于 PTH 蛋白表达及基因多态性分别与 2型糖尿病和骨代谢的关系的

研究，国内外虽有相关的报道，但研究结果不一致。因此，基于本课题组前期对 Wnt
经典信号通路中 LRP5/6、SOST基因多态性的研究，为进一步探讨新疆石河子绝经后女

性不同糖、骨代谢状态下，PTH蛋白表达水平及 PTH基因位点多态性及突变与新疆绝

经后 T2DM女性骨代谢的关系，为新疆石河子地区绝经后女性 T2DM合并 OP的发生机

制的揭示寻找新的证据。
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材料和方法

(Materials and Methods)

1.研究对象

1.1 实验对象与实验分组

纳入 2018年 10月-2019年 10月期间，在石大一附属医院门诊就诊及社区的 200
例绝经后女性为研究对象。研究过程中，T2DM按照 1999年WHO推荐的诊断标准，

BMD 按照 1994 年 WHO推荐的诊断标准。依据 T2DM 病病史或 OGTT 分为糖耐量

正常组和 T2DM组，再根据双能 X 线检测结果将研究对象分为 NGT 组[糖耐量正常

伴骨量正常组(A组=52例)]、骨量异常组(B组=43例)、T2DM组(C组=47例)及 T2DM
伴骨量异常组(D组=58例)。

1.2 纳入标准

（1）清醒状态，能够正常表述的正常绝经后女性；

（2）排除其他因素引起的非自然性绝经。

1.3 排除标准

（1）患有对骨代谢产生影响的疾病，如甲亢、甲旁亢等；

（2）患有各种恶性肿瘤，严重的心、肝、肾脏（尿毒症、肾衰竭）系统疾病；

（3）影响 Ca、P和维生素 D代谢及吸收的消化道疾病；

（4）既往服用可对钙调激素即雌激素、降钙素、维生素 K造成影响的药物；

（5）1型糖尿病和妊娠糖尿病。

1.4 诊断标准

OP按照 1994年WHO推荐的诊断标准, T2DM按照 1999年WHO推荐的诊断标

准。（见表 1、表 2）
表 1.1994年WHO骨质疏松诊断标准

骨质疏松严重程度 BMD低于同性别骨峰值（T值）

骨量正常 ±1.0SD
骨量减少 >-2.5SD

骨质疏松症 ≤-2.5SD
严重骨质疏松症 ≤-2.5SD±骨折

注：T值作为诊断值，适用于绝经后女性、65岁以上男性及 50-64岁伴危险因素的男性

表 2.1999年WHO 2型糖尿病诊断标准

诊断标准 静脉血浆葡萄糖水平（mmol/L）
有糖尿病典型症状伴随机血糖 ≥11.1

或

空腹血糖 ≥7.0
或

OGTT ≥11.1
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无糖尿病典型症状，需改日重复检测，若仍

达此标准，可确诊 DM
空腹血糖≥7.0或餐后 2小时血糖≥11.1

2.临床资料收集

2.1 一般资料的收集

记录研究对象的一般资料：年龄、身高、体重、腰围、臀围和绝经年限。并计算

BMI=体重/身高 2(kg/m2)、腰臀比(WHR)=腰围/臀围。

（1）身高的测量：光着脚、立正的姿势、脚跟、骶骨部及两肩胛间紧靠身高计的

立柱上。测量者站在被测量人的左侧，将其头部调整到耳屏上缘与眼眶下缘的最低点齐

平，再移动身高测量仪的水平板至被测量人的头顶，使其松紧度适当，即可测量出身高，

以 cm为单位。

（2）体重的测量：脱鞋，单衣站立于体重测量仪底座上，站立位置正确，身体站

直，读数，以 kg为单位。

（3）腰围的测量：垂直站立姿势、双足自然分开、平稳呼吸；用一个软尺，在腋

中线髂嵴和第 12肋下缘连线的中点，围绕腹部一周，即为腰围，以 cm为单位。

（4）臀围的测量：两腿并拢直立、两臂自然下垂，皮尺水平放在前面的耻骨联合

和背后臀大肌最凸处，以 cm为单位。

2.2 血液标本的采集

核对研究对象的信息，空腹状态下，用 5ml的紫头 EDTA 抗凝管采集 2 管肘静脉

血，分别用于检测生化指标、分离血浆及血清。血浆分离是在采集血标本 2h内以 1800rpm
的速度离心 10min分离出血浆及血清，分别用于 PTH蛋白表达水平的检查和 DNA的提

取。

2.3 生化指标及 BMD 的检测

生化指标钙(Ca)、空腹血糖（FPG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、磷(P)、甘油

三酯（TG）、碱性磷酸酶(ALP)、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）的测定采用罗氏全自

动生化分析仪（型号Modular DPP-H7600）。高压液相色谱法（HPLC）测定糖化血红蛋

白（HbA1c%）；双能 X线（DEXA）[型号为 Prodigy]法测定腰椎（L1-4）和股骨颈（左

侧）的 BMD。收集、整理数据，建立 Eptidata信息库，再导出至 SPSS20.0软件进行统

计学分析。

3.实验所需试剂及仪器

3.1 实验所需试剂

3.1.1DNA 提取及飞行时间质谱仪所需主要试剂及软件（见表 3）

表 3.DNA 提取及飞行时间质谱仪所需主要试剂及软件

试剂或软件名称 试剂及软件来源

DNA 提取试剂盒 BioTeKe Corpration

DNA 染料 BioTeKe Corpration
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琼脂糖 BIOWEST，REGMLAR（AGAROSE,G-10）

50×TAE Buffer Biomed Corpration

6×Loading Buffer TAKARA BIO INC

ddH2O ABI

扩增引物和延伸引物混合物 Thermo

10×PCR缓冲液 Agena，Inc

15×mM 和 25mM MgCI2 Agena，Inc

25×mM dNTP混合物 Agena，Inc

HotStar Taq（5U/μl） Agena，Inc

SAP Buffer Agena，Inc

SAP Enzyme Agena，Inc

iPLEX Termination mix Agena，Inc

iPLEX Buffer Plus Agena，Inc

iPLEX Enzyme Agena，Inc

MassARRAYTYPER4.0 Agena，Inc

3.1.2 PTH蛋白测定 Elisa试剂盒（江莱生物有限公司）（见表 4）

表 4.PTH蛋白测定所需试剂

试剂名称 96 孔配置

显色剂 A液 6ml×1瓶

样品稀释液 6ml×1瓶

20×浓缩洗涤液 25ml×1瓶

终止液 6ml×1瓶

酶标试剂 10ml×1瓶

显色剂 B液 6ml×1瓶

标准品 0.3ml×6管

3.2 实验所需仪器和设备（见表 5）

表 5.实验所需仪器和设备

名称 来源

-20℃冰柜 星星家电公司

振荡器 其林贝尔公司

电泳槽 北京六一仪器厂

低速离心机 湘仪集团

QB-206摇床 其林贝尔公司

电子天平 佳衡公司

-80℃冰柜 美菱公司

0.1-2.5μl、0.5-50μl、50-200μl、200-1000μl Eppendorf，German
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移液器

0.5-10μl、20-200μl、100-1000μl Tip Axygen产品

0.5ml、1.5ml离心管 Axygen产品

96孔板、84孔板 Axygen产品

96孔、384孔 RCR板胶垫 ABI

ABI veriti-384 PCR仪 ABI

Smart view pro 1100凝胶电泳成像仪 Major science

核酸自动提取仪 BioTeKe Corpration

MP-300V 电泳仪 Major science

ABI veriti-384 PCR仪 ABI

384-well SpectroCHIP bioarray芯片 Agena，Inc

MassARRAYAnalyzer 4.0质谱仪 -

MassARRAYNanodispenser 点样机 -

酶标仪（450nm） 美谷分子

37℃恒温箱 苏州威尔有限公司

SPSS20.0 -

4.基因分型

4.1 PTH SNP位点的确定

查阅国内外相关文献，选出 PTH基因相关 SNP（Single nucleotide polymorphism）

位点，并通过 NCBI 网站筛选出最佳 PTH基因功能区域的位点。本研究选择了 PTH基

因的 2个 SNPs: rs10500783和 rs10500784。（见表 6）

表 6.四个位点的一般情况

SNP rs10500783 rs10500784

功能位置

染色体位置

upstream variant

17:13530190

upstream variant.

17:13530401

等位基因 C/T C/A

4.2 分离血清

取血后，静置 60分钟，置于离心机内以 18000转/秒的速度离心 10分钟，用移液

枪吸出上层分离出的血清，置于-80℃冰箱保存，测定时移至室温下 30分钟解冻。

4.3 DNA的提取

4.3.1 DNA提取前准备工作

（1）实验所需器材高温蒸汽灭菌，并将血标准移至室-20℃冰箱保存。

（2）准备好一次性手套、口罩及隔离衣。

4.3.2 DNA提取

（1）将血标本移至室温下 30分钟解冻，吸取 200μl至 1.5mlEP管；
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（2）若血样本体积等于 200μl，不做特殊处理；若血样本体积小于 200μl，则加入

GS 缓冲液至 200μl；若血样本体积大于 200μl，则加入细胞裂解液 CL、混匀，并以

10000rpm的速度离心 30s，弃去上清保留底部细胞核沉淀；

（3）向 EP管中加入 4μl RNseA（100mg/ml）溶液，震荡 30sec，室温下放置 5min；
（4）向 EP管中加入 20μl Proteinase K、混匀，再加入 200μl GB；
（5）将 EP管放置在水浴箱 56℃ 10min，混匀至溶液变清亮；

（6）加入无水乙醇 200μl，混匀至出现絮状沉淀；

（7）将絮状沉淀倒入吸附柱 CB3中，以 12000rpm的速度离心 30s，倒掉废液，再

次放入吸附柱 CB3，同时加入 500μlGD；重复上述步骤，再次以 12000rpm的速度离心

30s，倒掉废液，放入吸附柱 CB3，加入 600μl漂洗液 PW；再次重复上述步骤，以 12000rpm
的速度离心 30s，倒掉废液；

（8）加入 600μl漂洗液，以 12000rpm的速度离心 2min，倒掉废液，室温下放置数

分钟，直至晾干吸附柱中的漂洗液。

（9）将吸附柱 CB3放入 1.5ml的离心管中，悬空滴加 50-200μlTB，室温下放置 4min；
（10）将吸附柱 CB3放入干净的离心管中，以 12000rpm的速度离心 2min，收集底

部有溶液的离心管；

（11）用紫外分光光度计检测中血样本中 DNA的浓度（>30ng/μl）；
（12）将 DNA放置在-80℃冰箱保存。

4.3.2 测定 DNA 浓度和 OD 值

利用紫外分光光度计检测中血样本中 DNA的浓度，检测前先用双蒸水清洗，再吸

取 1μl的 DNA样本进行测定，记录 DNA浓度及 OD值（OD260/OD280）。为排除 DNA
样本中蛋白质及细胞中其它有机化合物对实验结果造成的误差，需保证每一个 DNA样

本的 OD值均在 1.7-2.0之间。以下为部分 DNA样本的浓度和 OD值。（见表 7）
表 7.部分 DNA 样本的浓度和 OD 值

样例 DNA浓度（ng/μl） OD260/OD280

1 62.2 1.71

2 61.0 1.7

3 82.0 1.86

4 56.9 1.90

5 65.1 1.87

6 67.5 1.82

7 54.2 1.90

8 59.1 1.84

9 78.0 1.78

10 67.3 1.91
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4.4 SNP 分型的检测

4.4.1 引物合成

（1）通过 NCBI网站获取基因序列，结合文献并采用 AssayDesigner3.1软件对 PTH
基因 rs10500783 和 rs10500784两个位点进行引物设计。F代表：上游引物；R代表：

下游引物；E代表：单碱基延伸引物。（见表 8）
表 8.PTH基因 SNP位点引物

SNP位点 5’-3’

rs10500783 F ACGTTGGATGTGTGCTTGACCGCATTCTTG

R ACGTTGGATGGGTGGTGCTAGTTTAGGATG

E tttCGCATTCTTGCTTTCA

rs10500784 F ACGTTGGATGCTGGGTCAGATAAAATGAGC

R ACGTTGGATGTGCAGAAATACAATAGGAGG

E gcaagGTTGAGAGCAATTGTCAGA

4.4.2 引物稀释

（1）PCR master mix引物配置:稀释单管PCR master至表100μM,加入去离水混合所

有单管PCR master使最终反应PCR master mix浓度0.5μM。

（2）EXIEND Mix引物配置:稀释单管延引物至500μM，加入引物混合后使得各引

浓度为8μM、10μM、15μM。按DNA合成产品使明计算该条引物分子量、质量数和摩尔

数，进而根据所需的浓度长算需加入去离子水的量，将在混合好的单管延使引物根据分

子量大小，分别取（小于6300 Da）1倍，（6300Da至7200 Da）1.2倍，（大于7200 Da）1.5
倍体积量进行混合待用。

4.5 基因分型步骤

PCR扩增反应

PCR产物 SAP处理

单碱基延伸反应

树脂纯化

芯片点样

质谱检测
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（1）PCR扩增反应

1）在 1.5ml的 EP管中配制 PCR master mix，震荡低速离心。（见表 9）
表 9. PCR 扩增反应试剂配制组分

PCR master mix of Reagent Conc.in 5μl Volume（1rxn）

Water，HPLC grade NA 1.85μl

PCR Buffer with 15mM MgCI2 1.25x 0.625μl

MgCI2（25mM） 1.625mM 0.325μl

dNTPMix（25mM each） 500μM 0.100μl

Primer Mix（500mM each） 100μM 1.000μl

HotStar Taq（5U/μl） 0.5U/rxn 0.100μl

Total 4.000μl

2）向 384孔板的每孔中加入 4μl PCR master mix，最后加入 1μl模版 DNA（20ng/μl）
混匀，用 384孔封板膜封闭、压牢，1000rpm离心 1分钟。

3）设置以下 PCR扩增反应程序，并把反应板放在 PCR仪器上，启动操作。

94℃ 5min

94℃ 20sec

56℃ 30sec 45cycles

72℃ 1min

72℃ 3min

4℃ ∞

（2）碱性磷酸酶处理

1）结束 PCR扩增反应后，为去除游离的 dNTPs，用 SAP（shrimp alkaline phosphatase，
虾碱性磷酸酶）处理 PCR产物。

2）取 EP管，配制 SAP处理反应液。（见表 10）
表 10.SAP处理反应液组分

SAP mix of Reagent Concentration Volume

Water（HPLC grade） NA 1.53μl
SAP Buffer 10x 0.17μl
SAP Enzyme 1U/ul 0.3μl
Total volume - 2μl

3）将 SAP mix加入 384孔 PCR反应板，并用碱性磷酸酶处理反应孔，反应体积为

7μl，其中 PCR产物 5μl，SAP mix 2μl。
4）移液后，小心盖上 384孔封板膜、压牢。

5）设置程序：37℃ 20min、85℃ 5min和 4℃ ∞，反应板置于 PCR仪器上，启动程

序。

（3）单碱基延伸反应
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1）用碱基磷酸酶处理，进行单碱基延伸反应（9μl）。
2）取 1.5毫升的 EP管，配制单碱基延伸反应液。（见表 11）

表 11.单碱基延伸反应组分

EXTEND Mix of Reagent Conc.in 9μl Volume（1rxm）

Water，HPLC grade NA 0.619μl

iPLEX Buffer Plus 0.222x 0.200μl

iPLEX Termination mix 1x 0.200μl

Primer Mix（7μM:14μM） 0.625μM:1.25μM 0.940μl

iPLEX Enzyme 1x 0.041μl

Volume - 2μl

3）向孔中加入 2μl EXTEND Mix。
4）封膜、压牢，并进行如下反应。

5）设置延伸反应程序：

94℃ 30sec

94℃ 5sec

40cycles52℃ 5sec 5cycles

80℃ 5sec

72℃ 3min

4℃ ∞

（4）树脂纯化

1）取 384/6 MG Dimple板，用树脂填充，并晒干静置 10min。
2）每孔加入 16μl的去离子水。

3）将 384孔样本板轻轻翻转扣在 Dimple板上，然后轻敲树脂落入样板的每个孔中。

4）将样本板放置翻转离心机中室温旋转混匀 30分钟。

（5）芯片点样

启动 MassARRAY Nanodispenser RS1000 点样仪，将延伸产物移至 384-well
SpectroCHIP bioarray上。

（6）质谱检测及数据输出

SpectroCHIP 芯片的分析采用 MALDI-TOF 质谱仪，PTH 基因 rs10500783 和

rs10500784两个位点基因型的获取采用的是 TYPER4.0软件。

5.蛋白水平的表达

采用酶联免疫吸附法（Elisa法）测定 PTH蛋白表达水平，试剂盒购买自江莱生物

有限公司。
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5.1 实验原理

5.2 准备工作

（1）试剂盒内的所有试剂取出，在室温下放置 30min，直至达到室温 20-25℃，使

用后立即放置 4℃冰箱保存。

（2）刚从冰箱取出的浓缩洗涤液可能出现结晶，属于正常现象；轻轻晃动，混匀，

室温下放置至结晶完全溶解后再配制洗涤液；用蒸馏水将 20ml浓缩洗涤液稀释配制成

400ml的洗涤液。

（3）20×洗涤缓冲液的稀释：蒸馏水按 1：20稀释。

5.3 操作步骤

（1）取出 96孔的酶标包被板，设置 6个标准品孔，向标准孔中依次加入浓度分别

为 0 pg/ml、5 pg/ml、10 pg/ml、20 pg/ml、40 pg/ml和 80 pg/ml的标准品 50μl。
（2）设置 1个空白孔（不加样品及酶标试剂），首先向待测样品孔中加入 40μl稀

释液，再加入待测样品 10μl（样品稀释度为 5倍），轻轻晃动混匀。

（3）除空白孔外，向酶标包被板上的待测样本孔和标准品孔中，加入酶标试剂 100μl。
（4）采用封板膜将酶标包被板密封后，放置在 37℃恒温箱中温育 1h。
（5）用蒸馏水将 20倍浓缩的洗涤液稀释 20倍备用。

（6）温育 1小时后，揭掉封板膜，弃去液体，并用力甩干，向每个孔中加满洗涤

液，静置 30s后弃去、拍干，如此步骤重复 5次。

（7）向每个孔中先加入显色试剂 A 50μl，再加入显色试剂 B 50μl，混匀，37℃恒

温箱中避光显色 15min。
（8）向每个孔中分别加入 50μl的终止液，以终止反应（蓝色变成黄色）。

（9）空白孔调零，使用酶标仪（450mm）测量酶标包被板上各孔的吸光度（OD值）。

注意：为减少污染，在进行样品加样时应加入到孔的底部，不要触及孔壁，避免交

叉污染；拍板时避免将酶标仪板孔甩出；显色时应注意避光；为保证测量吸光度的准确

性，要在加入终止液后的 15分钟内进行。

5.4 计算

把标准品浓度 0 pg/ml、5 pg/ml、10 pg/ml、20 pg/ml、40 pg/ml 和 80 pg/ml 设置为

包被（用抗人

PTH抗体包被

微孔板）

反应（向微孔中

加入 PTH，与

HRP标记的 PTH
抗体结合）

洗涤（将抗体-
抗原-酶标抗体

复合物与未结

合的分离）

显色（加入

TMB显色）
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横坐标，OD值设置为纵坐标，利用 ELISA calculate绘图并计算出标准曲线的直线回归

方程式，然后分别将样本的 OD 值代入方程式，计算出 PTH蛋白浓度，再乘以稀释浓

度 5倍，即为 PTH蛋白的实际浓度。

6.质量控制

6.1 一般资料及各项生化指标检测的质量控制

为确保所收数据的准确性，一般资料及各项生化指标的检测，均应由受过专门培训

的专业人员进行操作。

6.2 实验条件的质量控制

（1）严格遵守无菌操作规范，佩戴好口罩及一次性手套，避免污染。

（2）定期对实验台进行紫外线照射处理。

（3）做好实验前准备，实验所需器材需提前高压灭菌消毒。

（4）严格遵守实验操作要求，加样时避免污染，仔细核对所加试剂的名称和加样量。

（5）注意血标本及试剂盒等实验物品的保存方式，贮存在-20℃、80℃或室温下保

存，避免温度过高或者过低引起分子量的变化。

（6）在实验操作中，仔细阅读试剂盒说明书上的操作步骤及注意事项，严格按照实

验要求加样，避免因混淆加样的先后顺序引起的实验结果的不准确。

7.统计学方法

操作软件 SPSS 20.0 对数据进行统计处理，通过χ2 检验判断 PTH基因型是否满足

Hardy⁃Weinberg 遗传平衡定律以及 PTH基因 rs10500783和 rs10500784 位点的多态性

和等位基因频率分布；计量资料若呈正态分布用（x±s）表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验，多组间比较采用方差分析（如果基线资料不齐则需采用协方差分析）；若

是呈非正态分布，则采用 M（P25，P75）表示，组间比较采用 K⁃S秩和检验；Spearman
相关性分析 PTH蛋白浓度与各指标间的关系；通过绘制 ROC曲线，探讨 PTH蛋白表

达在绝经后 T2DM女性 OP中的诊断价值；多元线性回归分析绝经后 T2DM女性 BMD
的影响因素，检验水准(α)为 0.05。
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8.技术路线

绝经后女性

（OGTT及 T2DM 病史）

糖耐量正常组

（N=95）
T2DM组

（N=105）

双能 x线测定 BMD

测定并记录

FPG、HbA1c、
TC、TG、Ca、P
等临床生化指标

糖耐量正常组

伴骨量正常组

糖耐量正常伴

骨量异常

T2DM伴

骨量正常

测定并记录年

龄、绝经年限、

BMI、WHR等一

般临床资料

采用 ELISA
法测定血清

PTH蛋白表

达水平

T2DM伴

骨量异常

统计分析并比较组间 PTH蛋白和基因多

态性及其与骨代谢的关系

Sequenom
MassARRAY
法测定 PTH基

因多态性
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结果

（Results）

1.一般资料比较

与 A 组相比，B组绝经年限高于 A 组（15.74±9.67 vs 11.48±9.42），D 组年龄和绝

经年限高于 A组（69.03±9.74、20.10±9.58 vs 58.44±9.24、11.48±9.42，（P<0.05）），基线

不齐同，采用协方差分析进一步比较相关生化指标。（见表 12）
表 12.组间基线指标的比较

指标 A组 B组 C组 D组

例数 n 52 43 47 58

年龄/岁 58.44±9.24 61.14±16.55 57.15±9.52 69.03±9.74**

绝经年限/年 11.48±9.42 15.74±9.67* 9.55±10.41 20.10±9.58**

BMI (kg/m2) 26.10±3.59 24.68±3.34 25.63±4.21 25.38±3.61

WHR 2.69±12.91 0.89±0.09 2.98±14.16 1.96±7.76

注：与 A组相比，*P<0.05,**P<0.01

2.经协方差分析后组间各生化指标的比较

2.1组间糖、脂代谢指标比较

结果显示，C 组和 D 组的 FPG（9.10±2.44、9.10±2.44vs 5.00±0.59）、HbA1c%
（8.42±1.95、8.19±1.87 vs 6.01±0.83）水平高于 A组（P<0.01），C组 HDL（1.93±1.06 vs
1.43±0.49）水平高于 A组（P<0.01）；其余指标组间比较无差异（P>0.05）。（见表 13）

表 13.组间糖、脂代谢指标比较

指标 A组 B组 C组 D组

FPG（mmol/l） 5.00±0.59 5.30±1.83 9.10±2.44** 9.10±2.44**

HbA1c% 6.01±0.83 6.24±0.92 8.42±1.95** 8.19±1.87**

TG （mmol/l） 1.72±1.25 1.34±0.93 2.32±3.01 1.63±1.07

HDL（mmol/l） 1.43±0.49 1.42±0.59 1.93±1.06** 1.53±0.61

LDL（mmol/l） 2.64±0.81 2.40±0.97 2.32±1.00 2.54±1.21

注：与 A组相比， **P<0.01

2.2组间骨代谢指标和 BMD比较

结果显示，B组和 D组的 BMD（L1-4）（0.93±0.20、0.95±0.10 vs1.16±0.20）和 BMD
（股骨颈）（0.78±0.13、0.77±0.10 vs1.02±0.25）低于 A 组（P<0.01）；其余指标组间比

较无差异（P>0.05）。（见表 14）
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表 14.组间骨代谢指标及 BMD比较

指标 A组 B组 C组 D组

Ca(mmol/l) 2.28±0.08 2.27±0.11 2.27±0.20 2.28±0.17

P(mmol/l) 1.14±0.16 1.18±0.24 1.18±0.18 1.08±0.15

ALP(U/l) 86.79±94.86 81.81±27.26 67.21±16.27 76.66±18.00

BMD(L1-4)

(g/cm2)

1.16±0.20 0.93±0.20** 1.15±0.20 0.95±0.10**

BMD(股骨

颈)(g/cm2)

1.02±0.25 0.78±0.13** 1.02±0.15 0.77±0.10**

注：与 A组相比， **P<0.01

3.PTH蛋白表达

3.1组间 PTH蛋白表达浓度比较

与对照组 A组相比，B组{44.89（40.11，49.17）vs 48.86（43.98，57.92），P<0.05}
和 D组{44.28（41.00，46.68）vs48.86（43.98，57.92），P<0.01}PTH蛋白表达浓度降低，

其余各组间比较差异无统计学意义。（见表 15及图 1）
表 15.组间 PTH蛋白表达浓度比较

指标 A组 B组 C组 D组

PTH蛋白

（pg/ml）

48.86

（43.98，57.92）

44.89

（40.11，49.17）*

46.42

（43.01，54.72）

44.28

（41.00，46.68）**

注：与 A组相比，*P<0.05,**P<0.01

图 1.组间 PTH蛋白表达浓度比较

Fig.1 Comparison of PTH protein expression concentration among groups

3.2 PTH蛋白表达水平与各指标间的 Spearman相关性分析
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结果显示，PTH蛋白表达水平与 BMD（L1-4）（r=0.223，P<0.05）和 BMD（股骨

颈）（r=0.220，P<0.05）呈正相关。（见表 16）
表 16.PTH蛋白与各指标间的相关性分析

指标 PTH蛋白

相关系数 P值

年龄 -0.086

-0.046

0.092

-0.089

0.071

-0.014

0.430

0.676

0.401

0.417

0.515

0.901

绝经年限

BMI

WHR

病程

FPG

HbA1c% -0.071 0.516

TG 0.102 0.352

HDL-C 0.076 0.487

LDL-C 0.029 0.793

Ca 0.099 0.365

P 0.061 0.574

ALP -0.112 0.304

BMD(L1-4) 0.223 0.039

BMD(股骨颈) 0.220 0.042

3.3 PTH蛋白表达在绝经后 T2DM女性中 OP的诊断价值

通过绘制 ROC曲线显示：PTH蛋白表达水平诊断 OP的最佳临界点为 0.271，其对

应的 PTH浓度为 50.85 pg/ml，此时 PTH蛋白表达水平诊断 OP的敏感度为 34.1%，特

异度为 93%，AUC为 0.640（P=0.027，95%可信区间：0.521～0.759）。（见图 2）

图 2.PTH蛋白表达水平在诊断 OP中的价值

Fig.2 The value of PTH protein expression level in the diagnosis of OP
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4.PTH基因多态性分析

4.1 PTH基因哈温（Hardy-Weinberg）平衡检测

选择对照组 A组进行 Hardy-Weinberg遗传平衡检测，PTH基因 rs10500783位点和

rs10500784位点均符合 Hardy-Weinberg平衡（P>0.05），提示本研究所纳入的人群具有

代表性。（见表 17）
表 17.PTH位点 Hardy-Weinberg遗传平衡

位点 基因型 实际频数 理论频数 χ2 P值

rs10500783 CC 36 31.20 0.448 0.094

TT 2 1.02

CT 11 11.30

rs10500784 AA 42 42.50 0.482 0.098

CC 0 0.50

AC 10 9.00

4.2 PTH基因型及等位基因频率分布

4.2.1 PTH基因 rs10500783位点的基因型及等位基因频率分布

PTH基因 rs10500783位点 CC、TT及 CT基因型分布频率为 72.1%（137例）、12.6%
（24例）和 15.3%（29例）；等位基因 C和 T的分布频率分别为 79.7%和 20.3%。与 A
组相比，B组和 C组基因型频率分布有差异（P<0.001），D组差异无统计学意义（P>0.05）。
与 B组相比，D组间基因型频率分布存在差异（P<0.001），与 C组相比，B组基因型

频率分布存在差异（P<0.001），等位基因分布频率差异无统计学意义。（见表 18、图

3及图 4）
表 18.PTH基因 rs10500783位点基因型及等位基因频率分布

基因型 等位基因

分

组

CC TT CT χ2 P值 C T χ2 P值

A 36(73.5) 2(4.1) 11(22.4) 43.66 0.00 83(84.7) 15(15.3) 3.62 0.31

B 31(75.6) 10(24.4) 0(0.0) *& 62(75.6) 20(24.4)

C 34(75.6) 11(24.4) 0(0.0) * 68(75.6) 22(24.4)

D 36(65.5) 1(1.8) 18(32.7) # 90(81.8) 20(18.1)

注：
*
与 A组相比，#与 B组相比,&与 C组相比，P.adj值均<0.001
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图 3.PTH基因 rs10500783位点基因型频率分布

图 4.PTH基因 rs10500783位点等位基因频率分布

4.2.2 PTH基因 rs10500784位点的基因型及等位基因频率分布

PTH基因 rs10500784位点 AA、CC及 AC基因型分布频率为 80.2%（158例）、0.5%
（1例）和 19.3%（38例）；等位基因 A和 C的分布频率分别为 89.8%和 10.2%。组间

比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。（见表 19、图 5及图 6）
表 19.PTH基因 rs10500784位点基因型及等位基因频率分布

基因型 等位基因

分组 AA CC AC χ2 P值 A C χ2 P值

A 42(80.8) 0(0.0) 10(19.2) 4.17 0.65 94(90.4) 10(9.6) 0.76 0.86

B 32(74.4) 1(2.3) 8(18.6) 72(87.8) 10(12.2)

C 36(76.6) 0(0.0) 10(21.3) 82(89.1) 10(10.9)

D 48(82.8) 0(0.0) 10(17.2) 106(91.4) 10(8.6)

图 5.PTH 基因 rs10500784 位点基因型频率分布
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图 6.PTH 基因 rs10500784 位点等位基因频率分布

5.PTH基因不同位点野生型与突变型基因型间各指标的比较

5.1PTH基因 rs10500783位点突变型与野生型间生化指标及 BMD比较

在本研究人群中，由于突变基因型（CT、TT）的数量较少，故将二者合并（CT/TT）
与野生基因型（CC）进行比较。D 组，CT/TT基因型（突变型）年龄{65.00（50.00，
74.00）vs73.00（68.00，77.00），P<0.05}和绝经年限{13.00（5.00，24.00）vs24.00（20.00，
29.50），P<0.05}低于 CC基因型（野生型），提示基线不齐同，计量资料若呈正态分布，

组间比较时采用协方差分析。CT/TT基因型（突变型）TG水平低于 CC基因型（野生

型）{1.04（0.83，1.75）vs 1.69（1.20，2.08），P<0.05}。A组、B组和 C组不同基因型

组间基线资料、生化指标及 BMD比较差异无统计学意义（P>0.05）。（见表 20、21、22、
23、24、25、26及 27）

表 20.A组 PTH基因 rs10500783位点基因型间基线资料比较

指标 CC CT/TT P值

年龄 60.00（48.00，66.00） 58.00（48.50，62.50） 0.540

绝经年限 15.00（2.00，19.50） 7.00（1.50，14.50） 0.194

BMI 25.64（23.44，27.00） 27.02（23.38，28.65） 0.377

WHR 0.90（0.84，0.95） 0.91（0.82，0.99） 0.973

表 21.A组 PTH基因 rs10500783位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 CC CT/TT P值

FPG 5.04±0.59 4.85±0.58 0.318

HbA1c% 5.90（5.60，6.10） 6.00（5.25，6.35） 0.750

TG 1.29（1.05，1.93） 1.22（0.95，1.66） 0.490

HDL 1.37（1.04，1.66） 1.27（1.14，1.58） 0.946

LDL 2.70±0.87 2.57±0.71 0.634

Ca 2.27±0.09 2.29±0.10 0.586

P 1.14±0.14 1.10±0.17 0.328

ALP 72.00（57.25，91.00） 72.00（59.00，82.50） 0.874

BMD(L1-4) 0.90±1.63 0.28±2.45 0.157
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BMD(股骨颈) 0.29±1.25 -0.12±1.45 0.133

表 22.B组 PTH基因 rs10500783位点基因型间基线资料比较

指标 CC CT/TT P值

年龄 64.00（54.50，71.25） 71.00（52.00，74.00） 0.353

绝经年限 15.33±16.00 16.55±22.00 0.733

BMI 24.83±4.07 24.04±7.62 0.515

WHR 0.89（0.84，0.93） 0.87（0.85，0.93） 1.000

表 23.B组 PTH基因 rs10500783位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 CC CT/TT P值

FPG 4.96（4.70，5.52） 4.88（4.72，5.72） 0.941

HbA1c% 5.85（5.50，6.43） 6.20（5.70，7.00） 0.282

TG 1.09（0.77，1.38） 1.19（0.80，1.47） 0.871

HDL 1.28（1.03，1.58） 1.37（0.98，1.81） 0.871

LDL 2.22±0.95 2.83±0.84 0.069

Ca 2.27±0.11 2.28±0.12 0.858

P 1.20±0.28 1.11±0.12 0.138

ALP 81.00（64.00，99.25） 77.00（61.00，81.00） 0.211

BMD(L1-4) -1.64±1.04 -0.95±1.01 0.062

BMD(股骨颈) -1.54±1.08 -1.58±0.53 0.896

表 24.C组 PTH基因 rs10500783位点基因型间基线资料比较

指标 CC CT/TT P值

年龄 55.00（48.00，61.00） 55.00（53.00，68.00） 0.165

绝经年限 5.50（1.00，16.25） 9.00（1.00，18.00） 1.000

BMI 25.86±4.41 24.21±2.78 0.250

WHR 0.94（0.89，0.96） 0.91（0.87，0.91） 0.232

表 25.C组 PTH基因 rs10500783位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 CC CT/TT P值

FPG 9.13±2.27 9.06±3.20 0.937

HbA1c% 8.20±1.62 9.04±2.86 0.371

TG 1.38（0.98，1.91） 1.32（1.04，3.46） 0.905

HDL 1.44（1.19，2.55） 1.68（1.10，3.55） 0.751

LDL 2.33±1.02 2.21±0.94 0.738

Ca 2.28±0.12 2.34±0.20 0.199

P 1.18（1.08，1.24） 1.20（1.05，1.25） 0.509
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ALP 65.74±15.22 70.82±20.29 0.381

BMD(L1-4) 0.56±1.22 1.26±2.09 0.306

BMD(股骨颈) 0.44±0.91 0.13±1.26 0.371

表 26.D组 PTH基因 rs10500783位点基因型间基线资料比较

指标 CC CT/TT P值

年龄 73.00（68.00，77.00） 65.00（50.00，74.00） 0.004

绝经年限 24.00（20.00，29.50） 13.00（5.00，24.00） 0.002

BMI 25.36（23.37，28.62） 24.09（21.10，27.27） 0.370

WHR 0.91（0.87，0.96） 0.89（0.83，0.93） 0.309

表 27.D组 PTH基因 rs10500783位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 CC CT/TT P值

FPG 8.13（7.03，10.50） 7.40（6.57，8.43） 0.078

HbA1c% 7.80（7.10，9.95） 7.50（6.51，8.50） 0.352

TG 1.69（1.20，2.08） 1.04（0.83，1.75） 0.031

HDL 1.37（1.14，1.90） 1.29（1.05，1.50） 0.222

LDL 2.41（1.23，4.03） 2.37（1.51，2.90） 0.441

Ca 2.32（2.19，2.42） 2.24（2.13，2.39） 0.381

P 1.06±0.14 1.10±0.15 0.292

ALP 79.53±17.79 71.37±19.09 0.121

BMD(L1-4) -1.25（-1.88，-0.63） -1.10（-1.40，0.20） 0.238

BMD(股骨颈) -1.20（-2.08-1.03） -1.30（-2.10，-1.10） 0.797

5.2 PTH基因 rs10500784位点突变基因与野生基因型间生化指标及 BMD比较

在本研究人群中，由于突变基因型（AC、CC）的数量较少，故将二者合并（AC/CC）
与野生基因型（AA）进行比较。在 A组中，AC/CC基因型（突变型）血 Ca水平低于

AA基因型（野生型）{2.22（2.18，2.28）vs 2.30（2.24，2.34），P<0.05}。B组、C组

及 D组不同基因型组间基线资料、生化指标及 BMD比较差异无统计学意义（P>0.05）。
（见表 28、29、30、31、32、33、34及 35）

表 28.A组 PTH基因 rs10500784位点基因型间基线资料比较

指标 AA AC/CC P值

年龄 58.24±8.96 59.30±10.82 0.748

绝经年限 12.00（2.00，17.00） 12.50（1.00，18.50） 0.907

BMI 26.16（23.51，27.68） 24.11（23.37，27.15） 0.307

WHR 0.91（0.84，0.96） 0.88（0.85，0.98） 0.862

表 29.A组 PTH基因 rs10500784位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 AA AC/CC P值
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FPG 5.15（4.46，5.49） 4.73（4.39，5.68） 0.963

HbA1c% 5.90（5.60，6.13） 5.90（5.66，6.73） 0.709

TG 1.30（1.06，1.95） 1.29（1.01，2.35） 0.889

HDL 1.34（1.04，1.56） 1.49（1.25，1.68） 0.150

LDL 2.74±0.84 2.24±0.58 0.084

Ca 2.30（2.24，2.34） 2.22（2.18，2.28） 0.042

P 1.10（0.06，1.24） 1.18（1.04，1.27） 0.693

ALP 91.95±104.94 65.10±13.16 0.427

BMD(L1-4) 0.70（-0.20，1.40） 1.10（-0.90，2.68） 0.585

BMD(股骨颈) 0.14±0.74 0.38±1.28 0.582

表 30.B组 PTH基因 rs10500784位点基因型间基线资料比较

指标 AA AC/CC P值

年龄 64.00（51.50，71.00） 71.00（56.00，73.00） 0.559

绝经年限 16.50（6.00，21.00） 21.00（4.00，25.50） 0.305

BMI 24.96±3.38 23.38±3.39 0.223

WHR 0.89（0.85，0.93） 0.86（0.84，0.91） 0.230

表 31.B组 PTH基因 rs10500784位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 AA AC/CC P值

FPG 4.96（4.76，5.67） 4.78（4.31，5.63） 0.386

HbA1c% 5.95（5.50，6.60） 6.10（5.75，7.45） 0.360

TG 1.07（0.74，1.45） 1.26（1.07，1.37） 0.386

HDL 1.19（0.99，1.56） 1.44（1.22，1.72） 0.257

LDL 2.21±0.85 2.85±1.18 0.079

Ca 2.27±0.11 2.30±0.11 0.440

P 1.19±0.26 1.10±0.15 0.337

ALP 80.00(64.75，93.25) 79.00(67.50，98.50) 0.850

BMD(L1-4) -1.53±1.08 -1.04±0.96 0.231

BMD(股骨颈) -1.55（-2.15，-1.30） -1.60（-2.05，-0.70） 0.937

表 32.C组 PTH基因 rs10500784位点基因型间基线资料比较

指标 AA AC/CC P值

年龄 54.00（50.00，61.00） 58.50（46.00，68.25） 0.957

绝经年限 4.50（1.00，16.75） 12.50（1.00，17.50） 0.608

BMI 24.02（22.28，28.37） 26.21（24.66，31.56） 0.143

WHR 0.91（0.86，0.95） 0.95（0.90，0.98） 0.067

表 33.C组 PTH基因 rs10500784位点基因型间生化指标及 BMD比较
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指标 AA AC/CC P值

FPG 8.81（7.62，10.14） 8.82（6.50，10.49） 0.689

HbA1c% 8.50（7.23，9.30） 8.90（6.29，9.33） 0.979

TG 1.45（1.05，3.29） 1.34（0.81，1.53） 0.215

HDL 1.52（1.21，2.27） 1.53（1.03，3.27） 0.989

LDL 2.04（1.61，3.27） 1.72（1.21，2.94） 0.252

Ca 2.30（2.19，2.36） 2.30（2.20，2.37） 1.000

P 1.20（1.10，1.25） 1.11（0.99，1.22） 0.122

ALP 68.33±17.27 62.40±12.50 0.317

BMD(L1-4) 0.95±1.46 0.15±1.43 0.133

BMD(股骨颈) 0.42±0.99 0.20±1.03 0.546

表 34.D组 PTH基因 rs10500784位点基因型间基线资料比较

指标 AA AC/CC P值

年龄 72.00（66.00，75.75） 71.00（58.00，75.50） 0.561

绝经年限 22.50（15.00，26.75） 20.00（8.00，25.50） 0.352

BMI 25.40±3.82 24.75±1.97 0.623

WHR 0.90（0.84，0.94） 0.89（0.85，0.93） 0.685

表 35.D组 PTH基因 rs10500784位点基因型间生化指标及 BMD比较

指标 AA AC/CC P值

FPG 7.91（6.94，9.63） 6.91（6.57，11.50） 0.801

HbA1c% 7.80（7.10，9.10） 7.20（6.65，8.50） 0.283

TG 1.40（0.99，1.90） 1.81（1.04，2.03） 0.562

HDL 1.31（1.14，1.66） 1.85（1.04，2.77） 0.484

LDL 2.62±1.23 1.95±0.97 0.126

Ca 2.29（2.19，2.41） 2.24（2.10，2.40） 0.437

P 1.08±0.14 1.11±0.19 0.633

ALP 79.71±18.69 74.67±14.92 0.759

BMD(L1-4) -1.20（-1.68，-0.05） -1.20（-1.50，-0.85） 0.844

BMD(股骨颈) -1.40（-2.10，-1.10） -1.10（-1.25，-1.00） 0.059

6.多元线性回归分析

以年龄（X1）、绝经年限（X2）、BMI（X3）、WHR（X4）、糖尿病病程（X5）、HbA1c%
（X6）、FPG（X7）、ALP（X8）、Ca（X9）、P（X10）、HDL（X11）、TG（X12）、LDL
（X13）、PTH基因型（X14）、PTH蛋白表达浓度（X15）为自变量，并分别以 BMD(L1-4)、
BMD（股骨颈）为因变量进行多元线性回归分析。

以 PTH基因 rs10500783位点为自变量时，BMD（L1-4）的影响因素为 ALP、绝经
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年限及 PTH 蛋白浓度，随着 ALP 水平以及绝经年限增加，BMD（L1-4）降低；随着

PTH蛋白浓度降低，BMD（L1-4）降低。BMD（股骨颈）影响因素为血 P、绝经年限

及 PTH基因 rs10500783位点，随着血 P水平降低，BMD（股骨颈）降低；随着绝经年

限增加，BMD（股骨颈）降低；PTH基因 rs10500783位点多态性是 BMD（股骨颈）降

低的危险因素。BMD（L1-4）回归方程：Y=-0.008（X2）-0.002（X8）+0.000（X15）
+1.216，R2=0.397；BMD（股骨颈）回归方程：Y=-0.006（X2）+0.261（X10）-0.112
（X14）+1.170，R2=0.372。

以 PTH基因 rs10500784位点为自变量时，BMD（L1-4）的影响因素为 ALP、
LDL、绝经年限及 PTH蛋白浓度，随着 ALP水平以及绝经年限增加，BMD（L1-4）降

低；随着 LDL水平及 PTH蛋白浓度降低，BMD（L1-4）降低。随着血清 P水平的下降，

BMD（股骨颈）降低。BMD（L1-4）回归方程：Y=-0.008（X2）-0.002（X8）+0.040
（X13）+0.000（X15）+1.104，R2=0.391；BMD（股骨颈）回归方程：Y=0.284（X10）
+0.873，R2=0.356。（见表 36）

表 36.BDM的多元线性回归分析

位点 BMD 自变量 回归系数 t值 P值

rs10500783 BMD(L1-4) 绝经年限 -0.008 -3.423 0.001

ALP -0.002 -2.298 0.025

PTH蛋白浓度 0.000 2.422 0.018

BMD(股骨颈) 绝经年限 -0.006 -2.477 0.016

血 P 0.261 2.501 0.015

rs10500783 -0.112 -2.308 0.024

rs10500784 BMD(L1-4) 绝经年限 -0.008 -3.422 0.001

ALP -0.002 -2.108 0.039

LDL 0.040 2.198 0.031

PTH蛋白浓度 0.000 2.374 0.020

BMD(股骨颈) 血 P 0.284 2.777 0.007
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讨 论

（Discussion）
随着经济快速发展，人口老龄化不断加剧，OP的高发病率、高致残率给人们带来

沉重的经济负担
[9-11]

。OP是 T2DM常见慢性并发症之一，但发病机制不明确。近年来，

以基因为靶点治疗 T2DM合并 OP的发生，该研究方向成为关注的焦点。

Wnt/β-catenin信号通路是调控生物生长发育的关键通路[16]，PTH发挥促进骨形成的

作用，可通过激活经典的Wnt/β-catenin信号通路，促进β-catenin与转录因子结合，调控

Wnt靶基因表达[40]。PTH基因还可以通过抑制成骨细胞凋亡，增加成骨细胞数量[32]。

PTH基因位于 11号染色体，PTH蛋白作为一种钙调激素，在调节钙磷代谢、维持机体

钙稳态方面起关键作用。国外研究发现[39]，在以沙特人为研究对象，分析 PTH 基因

rs10500783位点多态性与维生素 D的关系，等位基因 T与维生素 D水平显著相关。除

此之外，DM患者 PTH基因多态性（BST BI位点）是预测骨量减少和 OP的易感基因[38]。

进一步说明 PTH 基因多态性参与骨重塑和调节钙稳态，是 OP 的重要候选基因之一。

Wnt信号通路可通过促进胰岛β细胞增殖和胰岛素分泌，调节糖代谢[25]。PTH作为一种

促进骨合成代谢的药物，已批准用于绝经后女性 OP的预防和治疗。一项研究表明[35]，

PTH可通过上调 ucOC的表达，使血糖下降、胰岛素抵抗改善，绝经后女性间歇性服用

PTH1-84治疗后，可以使血清中 ucOC水平升高。以上表明，PTH在调节骨代谢、糖代

谢中起重要作用，那么 PTH蛋白表达及基因多态性在 T2DM合并 OP 中扮演什么角色

呢？因此，本研究纳入新疆石河子绝经后女性为研究对象，探讨 PTH蛋白表达及基因

多态性与骨代谢和 BMD的关系，进一步分析 T2DM合并 OP的发病机制，为预防绝经

后 T2DM患者 OP的发生和发展提供参考依据。

1. PTH蛋白表达水平及与骨代谢、糖代谢和脂代谢的关系

国内外未见关于 PTH蛋白表达在绝经后 T2DM 女性 OP中诊断价值的研究，而本

研究在针对绝经后女性的研究中发现，组间 PTH蛋白表达浓度比较，与糖耐量正常和

骨量正常的人群相比，骨量异常的人群及骨量异常合并 T2DM人群的 PTH蛋白浓度降

低。同时，通过绘制 ROC曲线，评估 PTH蛋白表达在绝经后 T2DM女性中 OP的诊断

价值，结果显示，PTH蛋白表达水平诊断 OP的最佳临界点为 0.271，其对应的 PTH浓

度为 50.85 pg/ml，此时 AUC最大且为 64%，敏感度为 34.1%，但是特异度为 93%，说

明 PTH蛋白在诊断绝经后 T2DM 女性 OP中准确性较高。此外，PTH基因 rs10500783
位点多态性与骨量改变有关，可能通过调控 PTH mRNA的转录和 PTH蛋白的翻译，从

而使 PTH蛋白表达水平降低，参与 OP的发生和发展。

李颖等[41]针对绝经后糖尿病女性 BMD与 PTH四项指标关系的研究中发现，糖尿病

患者骨形成减弱且 PTH水平较对照组明显降低，低 PTH水平可能是评估骨量异常的候

选指标。动物实验进一步证实[42]，间歇性注射 PTH可以促进前体成骨细胞分化为成熟

的成骨细胞。与上述研究一致，本研究通过比较组间 PTH蛋白表达水平显示，与糖耐
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量正常伴骨量正常组相比，糖耐量正常伴骨量异常组 PTH蛋白浓度减低；在本研究中，

PTH蛋白与 BMD（腰椎和股骨颈）呈正相关；且多元线性回归分析显示，随着 PTH蛋

白表达浓度降低 BMD（L1-4）也降低，说明 PTH蛋白水平降低与 BMD降低有关，可

能参与 OP的发生和发展。但有研究发现[43-44]，PTH蛋白浓度与 BMD（全髋关节、股

骨颈和 L2-4）存在显著负相关性，研究结果不一致，可能与本研究所纳入的人群是绝经

后女性有关。上述分析说明了 PTH蛋白是绝经后女性 BMD的影响因素。

在本研究中，与糖耐量正常伴骨量正常组相比，糖耐量异常伴骨量异常组 PTH蛋

白浓度明显降低，提示在 OP合并 T2DM患者中，出现 PTH异常且 BMD降低的可能性

更高。与糖耐量正常伴骨量正常组相比，糖耐量异常伴骨量正常组 PTH蛋白浓度降低，

虽然差异无统计学意义，但可以说明 PTH蛋白浓度降低可能与 T2DM患者血糖异常及

胰岛素抵抗有关。在一项针对糖尿病小鼠的实验发现，间歇性脉冲式应用 PTH，发现糖

尿病小鼠胫骨的 BMD增加、血糖下降及胰岛素抵抗明显改善[42]。Spearman相关分析未

发现PTH蛋白表达与糖代谢和脂代谢指标存在相关性，可能与T2DM引起的机体对PTH
反应能力下降有关。糖尿病是一种受遗传-环境共同作用的疾病，且实验结果易受到是

否服用降糖药物的影响。因此，关于 PTH蛋白与糖代谢和脂代谢的关系，仍需进一步

深入研究。

2. PTH基因多态性与骨代谢、糖代谢及脂代谢的关系分析

2.1 PTH基因两个位点的基因型及等位基因频率分布

选取 PTH基因功能区域的两个位点：rs10500783、rs10500784进行分析，rs10500783
位点的三种基因型为 CC、TT和 CT，rs10500784位点的三种基因型为 AA、CC和 AC。
选择对照组 A 组进行 Hardy-Weinberg 遗传平衡检测，PTH 基因 rs10500783 位点和

rs10500784位点基因型频率分布均符合 Hardy-Weinberg遗传平衡定律（P>0.05），提示

本研究所纳入的人群具有代表性。

rs10500783位于 11号染色体 PTH基因，有三种基因型，其中 CC、TT和 CT基因

型分布频率分别为 72.1%、12.6%和 15.3%，高等位基因分布频率为 79.7%，低等位基因

分布频率为 20.3%。Al-Daghri等人[39]的研究，PTH基因 rs10500783位点，高等位基因

频率为 85.5%，低等位基因频率为 14.5%，研究结果不一致可能的原因是，纳入人群的

地域差异有关。研究表明[45]，在白种人和黄种人中，PTH基因作为骨质疏松的候选基因，

其基因型和等位基因频率分布存在明显差异。

rs10500784位于 11号染色体 PTH基因，有三种基因型，其中 AA、CC及 AC基因

型分布频率分别为 80.2%、0.5%和 19.3%，高等位基因分布频率为 89.8%，低等位基因

分布频率为 10.2%。Al-Daghri等人[39]的研究，PTH基因 rs10500784位点上，高等位基

因频率 89.2%，低等位基因频率为 10.8%，与本研究结果相似。

2.2 PTH基因多态性与骨代谢及骨密度的关系

PTH是调节钙磷代谢的重要激素之一，李星等[46]研发现钙摄入量高且携带 BB基因

型的人群，骨量增长明显，提示 BB基因型可能是骨量的保护因素。目前，许多研究表
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明，PTH基因突变与骨质疏松性骨折和 BMD密切相关，且 PTH全基因组关联研究[47]，

表明维生素 D、钙和磷代谢相关基因的遗传变异与 PTH浓度有关。因此，PTH基因被

认为是骨质疏松相关的候选基因，成为人们研究的热点。

BMD测量值是诊断骨质疏松的金标准，可预测骨折风险[48-49]。国内外关于 PTH基

因多态性与 BMD关系已有报道，在日本一项研究中，发现与 BB基因型相比，Bb基因

型腰椎 BMD降低，携带 b基因的患者出现骨质疏松的可能性更高，PTH基因多态性与

BMD有关，与 Lin等[51]研究一致。此外，程洁等[38]人的研究发现，PTH基因联合维生

素 D受体基因多态性是预测骨量减少的候选基因。但杨浩等[52]选择 210 例上海绝经后

女性为研究对象，不同 PTH基因型之间 BMD无明显差异，PTH基因多态性与 BMD不

相关。前期研究发现[53-55]，SOST、OPG、RANK、RANKL、LRP5/6 等基因多态性与

OP的发生有关，OP是一种多基因遗传性疾病，受遗传和环境共同作用的影响。出现上

述研究结果不一致，可能与纳入人群的饮食习惯、种族及样本量大小有关。

本研究选择了功能区域的研究较少的PTH基因 rs10500783和 rs10500784两个位点，

Tenne 等[56]研究纳入 1044名瑞典老年女性，分析了 PTH rs10500783、rs10500784 基因

变异及基因多态性与老年女性骨量和骨折发生率之间的关系，PTH基因变异与骨量无关，

但与骨折发生率增加有关。但王其飞[37]等以北京地区 127例骨质疏松性骨折患者为研究

对象，发现 PTH基因多态性与北京地区汉族人群骨质疏松性骨折患者 BMD不相关。与

上述研究不一致，可能的原因是 PTH基因对骨量的作用也受到种族、地域、生活环境

和生活方式的影响。在本研究中，与对照组相比，骨量异常组 PTH rs10500783 位点基

因多态性差异有统计学意义（P<0.001），说明该位点基因多态性可能与新疆绝经后T2DM
女性骨量改变有关。经 Spearman相关分析显示，PTH蛋白表达水平与 BMD（L1-4）和

BMD（股骨颈）呈正相关，且通过绘制 ROC曲线显示，PTH蛋白在诊断绝经后骨质疏

松中有较好的特异性和敏感度。多元线性回归分析，PTH基因 rs10500783位点多态性

是 BMD降低的危险因素。因此，PTH基因 rs10500783位点多态性与 BMD降低有关，

可能通过下调 PTH蛋白表达引起骨代谢异常，参与新疆石河子绝经后女性骨质疏松的

发生和发展。在 PTH基因两个位点上，尚未发现野生/突变基因型间 BMD 存在差异，

提示 PTH基因突变与骨量变化无关。有研究表明[57]，PTH基因突变影响非负重骨骼（手

或手臂）的大小，但与髋关节或脊柱的骨量改变无关，与本研究一致。

在本研究中，T2DM 伴骨量异常与骨质疏松组相比差异有统计学意义，提示 PTH
基因多态性与糖代谢有关。然而，与对照组相比，未发现 T2DM伴骨量异常组 PTH基

因 rs10500783位点基因型频率分布存在差异，可能与 T2DM引起的 PTH反应迟钝有关。

糖尿病合并骨质疏松症是一种遗传-环境共同作用的疾病，T2DM是否会引起BMD降低，

国内外研究不一致，且糖尿病合并骨质疏症发病机制复杂，那么 PTH基因在该合并症

的发生中扮演什么角色还需进一步深入研究。

除了用 BMD评估骨量变化外，骨转化标记物也有一定价值[58-59]。钟妮等[60]对长沙

正常女性人群的研究中，发现 BB和 Bb基因型间 OPG、CTX等骨代谢指标差异无统计
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学意义，PTH基因多态性与骨代谢不相关。与上述研究一致，杨浩等[52]研究也发现，不

同 PTH基因型之间的骨代谢指标如血清骨碱性磷酸酶（BALP）及抗酒石酸酸性磷酸酶

-5b（TRACP-5b）差异无统计学意义。在一项前瞻性研究[56]中，分析发现 PTH 基因

rs10500783位点、rs10500784位点基因型间血清维生素 D和钙的水平无统计学差异，且

在调整了 BMI、绝经年限等混杂因素的影响后，仍不具有统计学差异。本研究中，在糖

耐量正常伴骨量正常组 PTH基因 rs10500784位点，与 AA基因型（野生型）相比，AC/CC
基因型（突变型）血钙水平低于 AA基因型（野生型），而在其他组中未发现突变型/野
生型基因型间骨代谢指标钙、磷和 ALP差异有统计学意义。

有研究表明[61]，PTH在调节 1,25 (OH)2D（维生素 D的活性形式）的水平中起着至关重

要的作用，并进一步阐明了 PTH基因多态性与骨骼生长发育有关。Al-Daghri等人[39]的

研究报道，PTH rs10500783 和 rs10500784 突变基因与血清钙水平降低有关，与本研究

结果一致，提示 PTH基因突变可能通过调节 Ca、P等骨代谢指标参与 OP的发生。

2.3 PTH基因多态性与其他指标的关系

Wnt/β-catenin信号通路的激活可以促进成骨细胞增殖[62-63]，PTH作为一种钙调激素，

可通过激活经典的Wnt/β-catenin信号通路，促进骨形成[64]。PTH既是钙稳态的重要调

节因子，又与胰岛素抵抗和肥胖的发生呈正相关[65-67]。Wnt/β-catenin信号通路被抑制，

造成骨作用减弱，成脂作用增强。研究发现，多个编码β-catenin的基因与体质指数和脂

肪堆积有关
[68]。此外，在国外研究中仅发现一篇关于 PTH基因 rs10500783和 rs10500784

位点的报道，比较不同基因型间体质指数以及脂代谢指标的变化。该研究表明[39]，在

PTH 基因 rs10500784位点上，CC基因型（突变型）的 TG 水平明显低于 AC/AA基因

型（野生型）差异有统计学意义，而在 PTH基因 rs10500783 位点上，TT 基因型（突

变型）的体质指数及 LDL-C明显低于 CT/CC基因型（野生型）差异有统计学意义。在

本研究中，与对照组相比，T2DM伴骨量正常组 PTH基因 rs10500783位点基因型频率

分布差异有统计学意义（P<0.001），且 T2DM伴骨量异常与骨质疏松组相比基因型分布

频率存在差异，提示 PTH基因 rs10500783位点多态性可能与新疆绝经后女性 T2DM患

者血糖及血脂改变有关。基因型间生化指标比较，T2DM 伴骨量异常组 PTH 基因

rs10500783位点 CC基因型（突变型）TG水平高于 CT/TT基因型（野生型），与上述研

究一致，但不排除年龄和绝境年限的影响。上述研究结果表明，在绝经后 T2DM女性中，

PTH基因 rs10500783 位点基因多态性及基因突变与血糖有关且在脂代谢中发挥一定作

用。这两个位点均位于 PTH 基因的功能区域，其脂代谢指标的变化可能通过

Wnt/β-catenin信号通路产生影响。本研究未发现 PTH基因 rs10500784位点多态性与TG、
HbA1c及 FPG存在关系。因此，需扩大样本量进一步研究 PTH基因多态性及基因突变

与糖代谢的相关关系，为绝经后 T2DM合并骨质疏松的防治提供参考依据。

3. BMD影响因素分析

OP是一种常见病多发病，其高致残率给社会带来沉重的经济负担
［69］，研究证实

［70-71］，

绝经后 T2DM女性更易并发 OP，可能与体内雌激素变化有关。因此，从基因水平上，
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进一步研究其发病机制，为 T2DM 合并 OP 的发生提供依据。目前尚不能确定 T2DM
可以导致 BMD的降低。但越来越多的研究表明，T2DM可导致骨脆性的增加

［72-73］，也

可以促进 T2DM合并 OP的发生
［74-75］。T2DM 并发 OP 其发病机制是多因素的，常受

遗传和环境因素的影响。

多元线性回归分析显示，PTH基因 rs10500783位点的基因多态性是 BMD（股骨颈）

降低的危险因素影响因素，说明 PTH基因 rs10500783位点的基因多态性与骨量降低有

关。相关文献报道，PTH 基因 rs10500783 位点突变与骨折发生率增加呈正相关，提示

PTH基因在骨代谢和维持骨稳态中发挥重要的作用。

国内外关于脂质代谢与 BMD 相互关系的研究结果不尽相同。本研究发现 LDL-C
的降低是 BMD降低的危险因素，提示 LDL-C越低，患 OP的风险越高。Saarelainen等
[76]研究发现，体重和脂肪量增加可以减少 OP和骨折的发生，脂肪和肌肉对骨骼起支撑

作用，与本研究结果一致。研究发现[77-78]，骨髓中脂肪的堆积可导致骨质丢失，从而使

骨质变得更加脆弱，促使 OP的发生。已知脂肪堆积可以导致腹型肥胖，腹型肥胖肥胖

的患者常出现胰岛素抵抗，可抑制成骨细胞分化而促进破骨细胞增殖，造成骨稳态被打

破，从而导致 BMD 降低，脂肪堆积是 BMD 降低的负性调节因子。Maghbooli 等[79]发

现，绝经后妇女血清高密度脂蛋白水平是骨量降低负向影响因子。血脂异常导致 BMD
下降可能与以下因素有关[81-82]:（1）促进骨髓基质细胞向脂肪细胞分化，导致成骨细胞

数量减少。（2）促使血管内皮受损、骨髓微循环障碍，引起骨量减少。（3）骨血管内皮

细胞中脂质的过氧化修饰作用抑制成骨细胞活性。（4）可能与胆固醇生物合成途径有关。

但研究发现[80]，在绝经后妇女中，血清胆固醇水平与骨量改变无关。与本研究结果截然

不同，可能是由于血脂水平受饮食、药物等影响，因此，关于脂代谢指标对 BMD的影

响需进一步研究。

此外，本研究发现 ALP增高为 BMD（L1-4、股骨颈）降低的危险因素，已有研究

证实 ALP 与 BMD呈负相关[83-87]，与本研究结果一致。成骨细胞可以分泌 ALP，且作为

成骨细胞活性标记物，绝经后女性骨形成及骨吸收处于活跃状态，ALP浓度增加[88]。同

时，动物试验研究发现，在骨质疏松模型大鼠中，血清 ALP 水平增加，进一步证实 ALP
增高是 BMD降低的危险因素。

综上所述，PTH基因 rs10500783 、rs10500784位点的基因多态性通过下调 PTH蛋

白表达引起骨代谢异常，参与新疆石河子绝经后 T2DM 合并 OP 的发生和发展，血清

PTH蛋白在绝经后 T2DM女性中，对 OP的诊断价值具有较好的灵敏度和特异度。在今

后的研究中，进行多中心、大样本研究，并从基因联合的角度出发，进一步探讨基因-
基因及基因-环境交互作用对 BMD 的影响，为新疆石河子地区绝经后女性 T2DM合并

OP的发生机制的揭示寻找新的证据。



绝经后 T2DM 女性 PTH 蛋白表达及基因多态性与骨代谢关系的研究

30

结 论

（Conclusions）
1.在石河子绝经后 T2DM 女性中，PTH基因多态性通过下调 PTH蛋白表达引起骨代谢

异常，从而参与该人群 OP的发生和发展；

2.当血清 PTH蛋白浓度小于 50.85pg/ml时，在该人群 OP中具有较好的诊断价值；

3. PTH基因多态性与糖代谢有关，且基因突变参与该人群脂代谢紊乱的发生。
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文献综述

（Review）

甲状旁腺激素、维生素 D、钙和性激素对骨代谢的影响

摘要：随着经济快速发展，老龄化不断加剧，骨质疏松性骨折的发病率仍有进一步升高

的趋势，成为一个重大的社会公共卫生问题。骨骼健康是一个受多种激素和矿物质影响

的复杂问题。研究证实，骨化三醇(维生素 D)、甲状旁腺素和性激素与骨骼健康密切相

关，成为人们研究的热点。维生素 D主要从一下两个方面获得，1、从日常生活中获得，

例如服用含有钙离子较多的食物，比如牛奶、羊奶、奶酪、黄豆、豆腐等食物中获得，

2、也可以从阳光下获得，皮肤中的 7-脱氢胆固醇在紫外线的作用下生产维生素 D的活

性形式即骨化三醇，并通过作用于骨骼、肠道和肾脏，用来调控机体内需要钙离子的各

种生理反应。同时，甲状旁腺激素（PTH）通过作用于骨化三醇，使血钙升高。性激素

在骨骼重塑中发挥重要作用，卵巢功能的低下和雌激素水平下降也是老年妇女骨质流失

的标志。治疗骨质疏松症时，常用的药物如双磷酸盐、RANKL抑制剂、雌激素和雌激

素类似物、雌激素受体调节剂、甲状旁腺激素受体激动剂以及钙和维生素 D。因此，本

文将对甲状旁腺激素、维生素 D、钙和性激素与骨骼健康和衰老的关系进行探讨。

关键字：甲状旁腺激素；维生素 D；钙；性激素；骨骼

骨骼

骨骼强度与遗传和承受压力变化有关，为了保持骨骼强壮，必须对骨骼施加恒定的

机械压力。骨骼主要是由矿物质和蛋白质组成，这两种物质对骨骼的特性至关重要。矿

物质本身会导致骨骼变脆，而蛋白质本身会导致骨骼变软和弹性增加。矿物质、钙和磷

以羟基磷灰石晶体的形式沉积在由骨细胞产生的骨胶原基质中[1]。

人体的骨骼细胞更新速度是比较慢的，一般十年左右会更新一次，具体过程就是破

骨细胞将陈旧老化的骨细胞溶解吞噬掉，形成骨陷窝，然后成骨细胞进行更新修复，形

成新的骨细胞填充骨陷窝，这样就可以形成骨骼的生长以及骨骼的重塑。通过运动和健

身等，是可以促进骨骼代谢，加速骨骼生长的，一般人到中年之后，骨骼的代谢速度会

下降，特别是成骨细胞，它的活性会降低，这样就会引起骨骼生长缓慢，骨流失加速，

容易导致骨质疏松。骨细胞主要分为两种形式，1、破骨细胞，其主要作用为促进骨的

吸收，2、成骨细胞，其主要作用促进骨组织的生长。骨重塑在人类的整个生命中都是

非常活跃的，可以修复骨骼中发生的骨折和裂痕[1]，包括骨形成和骨吸收[2]。

人体骨骼由两部分组成：骨小梁和骨皮质。随着年龄的增长，男性和女性骨质流失

的病理生理略有不同。在老年妇女中，骨重塑过程的增加，呈现负平衡状态（即骨吸收

大于骨形成），从而导致骨质流失和骨微结构的破坏。在老年男性中，衰老引起骨形成

减少，并导致骨周转率降低[3-6]。

骨化三醇、甲状旁腺激素(PTH)、降钙素、性激素(雌激素和睾酮)、生长激素、甲状
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腺激素、皮质醇和胰岛素是影响骨骼健康的常见激素，尤其骨化三醇、甲状旁腺激素(PTH)
和性激素在维持骨稳态中发挥着尤为关键的作用，因此，本篇文章重点讨论上述激素与

骨骼生长发育的关系。

维生素 D的代谢

维生素 D称为一种可以治疗“狗病”（ 限制在室内的狗会出现此种疾病）的微量物

质，可通过喂鳕鱼肝油来治愈[7]。因此，维生素 D最初是在鱼肝油中发现的[8]，而如今，

维生素 D通常是指化学物质胆钙化醇（D3）和麦角钙化醇（D2）。D 3是由胆固醇形成

的 7-脱氢胆固醇的甾体核在 B环上受到阳光紫外线的作用而分解的甾类固醇，主要 D3
是通过日光的作用直接形成的，也可以由前维生素 D3间接形成。

在人体中，维生素 D通过多晒太阳获得，也可以从饮食中摄取富含维生素 D的食

物（例如肥鱼）获得。为了激活维生素 D，需要在肝脏及肾脏中最终形成 1,25 二羟基

D3。1,25(OH)2D3可以激活钙的释放，在肾脏中，CYP24羟化酶可将 25(OH)2D3转换为

非活性代谢产物 24,25(OH)2D3，从而减少了 1,25(OH)2D3的产生。因此，可以调控活性

维生素 D的产生和排泄，以保持其平衡[9]。血清骨化三醇水平的调节有两种机制，骨化

三醇含量的增高可以通过激活 CYP24A1的产生，促进骨化三醇转化为排泄产物。相反，

骨化三醇含量的降低可以通过刺激 PTH的分泌，促进骨化三醇的产生，也可抑制排泄

产物的产生。可能导致老年人饮食中维生素 D缺乏的直接因素有以下几点：（a）日晒时

间少导致维生素 D3水平降低；（b）由于乳糖酶缺乏，导致维生素 D的吸收不当[10]。

甲状旁腺激素和钙代谢

甲状旁腺分泌甲状旁腺激素 PTH，是一种肽类激素，最初分泌为 115个氨基酸长的

前原 PTH。前原 PTH被切割两次以形成 84个氨基酸长的 PTH。当血清中钙或骨化三醇

含量低时，可以促进 PTH的分泌。PTH可以作用于肾脏，肠和骨骼，以增加血清中钙

的水平。在肾脏中，既有钙受体也有 PTH受体，因此，PTH对钙代谢有直接影响。在

PTH 作用下，可以促进肾小球重新吸收钙，导致血清钙水平的增加。在骨骼中，PTH
具有分解代谢和合成代谢作用。对骨骼的影响可分为早期影响，导致骨骼中的钙从骨骼

中释放出来，促进钙的重吸收和骨骼重塑。PTH可以促进成骨细胞的分化，导致成骨作

用增强，也可以通过骨化三醇的作用间接促进骨骼中钙的吸收[11]。

性激素和骨代谢

机体内雌激素和雄激素在生理水平的变化，对骨骼系统的生长发育也起着重要的作

用。既往多项研究数据提示，雌激素可以抑制骨形成，而雄激素可以刺激骨形成，从而

导致男性骨密度高于女性。最近，研究发现，雄激素可以转化为雌激素，且骨细胞表面

既有雌激素受体和雄激素受体[12]。最重要的雄激素是睾酮和 5α-双氢睾酮(DHT)[13]。男

性中的大部分睾酮（T）是由睾丸分泌的。T5 直接作用于雄激素受体（AR）或间接通

过 AR转化为 DHTα还原酶[13]。T由 P450芳香化酶雌二醇（E2）与雌激素受体α和β（ERα

和 ERβ）转化而来。肾上腺雄激素可以通过芳香化酶转化为雌酮（E1）或转化为 T[14]。

男性的睾丸只产生约 20％的 E2；其余的来自周围组织中的雄激素。ER的活性可以通过
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T的产生、雄激素的产生和 E2的产生来调控。在男性和女性中，雌激素和雄激素的产

生途径相似。在女性中，卵巢会产生雄激素并将其转化为雌激素。绝经前女性，卵巢中

约分泌 95％的 E2。在老年男性中，T水平略有下降，而 E2水平正常。而激素的生物利

用度主要取决于性激素结合球蛋白（SHBG），在男性中，大约 50％至 60％的 T与 SHBG
结合（无生物利用度），T与 SHBG结合的数量增加，生物利用度降低。由于 SHBG与

E2的结合减少，因此，在老年妇女中，雌激素的生物利用度与 SHBG关系不大[12]。

ERα、ERβ和 AR存在于骨细胞、成骨细胞和破骨细胞中[15]。激素的结合和信号传

导可以通过细胞质中的受体刺激基因组 DNA的活化，也可以通过膜受体直接进行活化
[12]。在男性和女性中，骨骼的发育都与性类固醇的产生以及骨骼中性类固醇受体的表达

密切相关。虽然在青春期，男性和女性的骨骼都会增大，但男性的骨骼生长程度要高于

女性[16]。性类固醇在骨骼重塑中发挥重要作用，如在性腺功能减退的男性患者中发现，

雄性激素的减低可以延迟骨骼的发育[17]。同样，在绝经后妇女中，雌激素水平下降可能

导致骨矿物质密度降低和骨质疏松症。雌激素如何影响骨骼重塑？雌激素发挥的促进骨

形成的作用，主要是通过调控骨髓基质细胞等细胞生长因子的生成[18]。

钙代谢

在体内发现的各种矿物质中，钙是一种大部分存在于骨骼和牙齿的含量较高的矿物

质，人体大约含有 1.2kg [19]。钙矿物质在体内起着两个主要作用：维持骨骼结构完整性

和调节骨代谢功能[20]。

通过饮食摄入的钙的吸收主要发生在空肠中和结肠中，钙吸收的形式可以是主动的

或被动的。当钙浓度降低时，必须进行主动转运，但是当钙浓度增加时，就会发生被动

扩散。骨化三醇通过产生钙结合蛋白来刺激肠道细胞中钙的主动转运[21]。骨化三醇的活

性对于维持钙的吸收和骨骼的完整性至关重要，当钙吸收较低时，可以导致继发性甲状

旁腺功能亢进；且当由于肠道疾病导致钙吸收不良时，会出现骨质的丢失，进一步导致

骨质疏松的发生和发展。随着年龄的增长，钙吸收下降，是导致骨质疏松症的发病率呈

不断增长趋势的原因之一[22]。

骨化三醇（1,25(OH)2D3）通过 VDR起作用[23]，VDR的减少或缺失导致钙吸收不良。

VDR中的配体结合结构域与骨化三醇结合并引起 VDR的二聚化或 VDR与类维生素 A
受体结合，导致 DNA中维生素 D反应元件的激活。通过作用于肠道上皮细胞、肾上皮

细胞及骨细胞，增加血清钙水平[24]。

甲状旁腺激素

研究证实[25]，随着年龄增长，甲状旁腺激素（PTH）水平增高。当血液中的钙的水

平降低时，会刺激 PTH的产生，钙化三醇和血钙水平的持续降低是继发性甲亢的原因

之一。一项研究发现，血清钙水平随着年龄的增长而逐渐下降，刺激 PTH水平增加。

在老年人中，可以出现继发性甲旁亢，表现为 PTH水平的增加。但是，与男性相比，

女性血清 PTH水平差异无统计学意义。

更年期对骨质流失的影响
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衰老对骨小梁和皮质骨丢失的影响已得到广泛研究，女性更年期会导致雌激素生成

减少，其特征是皮质骨丢失，小梁骨丢失进一步加速。在男性中，皮质骨丢失仅在 70
岁以后才加速，比女性晚了大约二十年[26]。骨形成和骨吸收通常是发生在骨骼中的离散

病灶，称为骨基本多细胞单位（BMU）。当雌激素水平降低时，BMU 的数量增加且骨

吸收增强，可能与破骨细胞寿命延长有关[27]。另外，雌激素水平的增加，促使成骨细胞

分化。因此，雌激素水平降低可以抑制骨形成[28]。

绝经后女性，骨质流失加速。可能由于卵巢功能丧失而引起的，通常可以通过雌激

素替代来预防骨质流失[29]。绝经后女性血清中的 E1 和 E2 水平均下降，在绝经后的 2
年至 4 年过渡期间，血清 E2 降至绝经前水平的 10％至 15％。卵巢功能丧失后，血清

E1水平下降 25％至 35％[30]，血清睾丸激素轻度降低[31]。绝经后女性由于雌激素水平的

改变，骨吸收大于骨形成，造成骨质流失[32]，骨质流失会导致骨骼中钙的流失。

动物实验发现，卵巢切除小鼠（OVX 小鼠）与绝经期女性的皮质骨和小梁骨丢失

量是类似的[33]。同时，在缺乏 T细胞的 OVX小鼠中，未发现骨量丢失，阐明了 T细胞

在 OVX小鼠骨丢失中的作用。通过注射抗 T细胞抗体，以及使用缺乏 CD40配体的小

鼠[34-35]耗尽 T细胞时，再次证实上述实验结果。CD4+和 CD8+细胞均与 OVX小鼠的骨

质丢失有关。但也有研究表明，研究表明，雌激素刺激可以通过刺激 T细胞的形成，促

进骨形成抑制骨吸收[36]。

骨质疏松症的治疗

治疗 OP的药物按其作用机理不同分为：抗吸收药和合成代谢药[37]。抗吸收药物发

挥作用的细胞主要是破骨细胞，生理作用为减少骨重塑，抗吸收药可以增加 BMD。双

膦酸盐是抗骨质疏松症最常见一类药物，其代表药物主要有唑来膦酸、利塞膦酸盐、阿

仑膦酸盐及伊班膦酸盐，是一种抗吸收药，可降低骨折的风险[37]。顾名思义，双膦酸酯

含有两个磷酸酯基团，与焦磷酸酯相似，可进入破骨细胞并破坏骨吸收过程[38]。

其他治疗 OP的药物包括 RANK受体抑制剂、雌激素和雌激素类似物及其受体调节

剂。地若单抗是 RANK受体抑制剂的单克隆抗体，可导致骨重构可逆性降低[39]。通常

需要长时间服用，停药后会再次出现骨质疏松的症状。绝经后的女性由于体内激素水平

的变化，易出现骨量改变，导致骨质疏松的发生。因此，有时会使用雌二醇、雌激素和

雌激素类似物进行治疗。据报道，雌孕激素疗法可降低绝经后妇女骨质疏松性骨折的发

生[40-41]。雷洛昔芬和巴多昔芬具有弱抗吸收作用，是一种新型治疗 OP的雌激素受体调

节剂。雷洛昔芬对椎骨骨折有作用，但对非椎骨和髋部骨折没有作用[42]。目前用于治疗

OP常见的 PTH受体激动剂是特立帕肽，它是一种合成代谢药物。特立帕肽含有具有生

物活性的 PTH的活性 N末端 34个氨基酸,可以激活成骨细胞并促进骨骼生长[43]。阿巴

洛肽也是一种 PTH相关蛋白类似物，已被批准用于治疗绝经后骨质疏松症[44]。

小结

有研究提出了一种金字塔形的方法来治疗包括 OP在内的骨骼疾病，金字塔的底部

有足够量的钙和维生素 D摄入，并应定期运动。金字塔的中间，即治疗引起 OP的继发
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原因，如雌二醇缺乏。药物疗法则位于金字塔的顶部[45-46]。因此，建议 OP高危人群，

尤其是老年人群，补充足量的维生素 D和钙，预防 OP的发生。
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