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［摘要］’ 为研究中国江苏汉族人中钙敏感受体（ ()*(+,-./01/+12 30(04563，7)89）基因单核苷酸多态性与慢性
肾衰竭（(:361+( 301)* ;)+*,30，79<）继发性甲旁亢（/0(61=)3> :>4034)3)5:>36+=+/-，8?@A）的关系#为此采集江苏省
!"" 例慢性肾衰竭继发性甲旁亢（79<.8?@A）患者及 "B 例正常人血液样本，通过 @79.9<C@ 的方法分析 7)89

基因内含子 B（ +15361 B）D/09 E 多态性；以标准方法测定血清钙、血清磷、血清全段甲状旁腺素（ +15)(5 @A?，
!@A?）F 项生理指标；对检测的结果进行统计分析#结果发现，79<.8?@A患者 +15361 B 多态性频率与正常人没有

明显差异；汉族人 +15361 B 多态性频率与其它种族有显著差异；AA基因型患者的 7)" G、!@A?的血清浓度显著低

于 77基因型的浓度#结论：7)89基因 +15361 B 多态性频率具有种族差异性；+15361 B 多态性与 7)" G、!@A? 的血
清水平密切相关，影响 79<.8?@A病情的严重程度#
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C’ 引言

继发性甲状旁腺功能亢进（8?@A）是慢性肾衰竭（79<）的一个常见并发症，与多种遗传因素有关，如
维生素 \受体（]\9）基因的变化# 最近的研究表明钙敏感受体（7)89）基因的突变对它有直接的影响#
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!"#$是一种 %&蛋白耦联的七次跨膜受体，在甲状旁腺、肾小管、甲状腺 ! 细胞等组织中大量表达［’，(］)许
多研究表明，!"#$可以感受到胞外钙离子微小变化，促进甲状旁腺素的分解，它对于调节甲状旁腺细胞的
功能、甲状旁腺素的分泌、以及维持钙离子内环境稳定有重要作用［*］)在肾小管组织中，!"#$ 能通过调节
钙离子浓度来调节肾小管对二价阳离子的重吸收作用［+］)

!"#$基因中已经发现的 *, 多个突变中，大多为单碱基突变)这些微小的突变可能导致 !"#$基因表
达的变化、功能的缺陷或者增强，引起临床上相应的表现) !"#$基因 -./01. 2［2，3］（最新命名出处见参考文
献［3］）长度约为 ’*4 + 56，在距离下游外显子 77 68处，有一个 9,!的单碱基突变，是一个 9 : ! 单核苷酸
多态性（#-.;<= >?@<=1/-A= B1<CD108E-FD，#>B）位点) 国外有研究认为，-./01. 2 多态性影响 !B9G 及血清
!"( H的浓度，对甲状旁腺功能亢进的严重程度有作用［3，I］，而国内对于 !"#$基因多态性的研究不多)本文
采用 B!$&$JKB的方法研究汉族人中 !"#$基因 -./01. 2 多态性，探讨这一多态性对汉族人慢性肾衰竭继
发性甲旁亢（!$J&#GB9）的影响)

!" 材料和方法

!# !" 研究对象
L L 江苏省 ’(( 例汉族慢性肾衰竭甲状旁腺功能亢进（!$J&#GB9）患者，由江苏省人民医院提供)临床检
测确定他们没有糖尿病并发症，因为糖尿病患者的 !B9G 指标偏低，可能影响分析，所以这样就避免了糖
尿病对分析的影响)钙敏感受体基因型与血清 !B9G、!"( H、B之间的关系是在 ’(( 例 !$J&#GB9患者中，随
机选取 3, 例患者进行研究，年龄在 *( M 7* 岁，其中女性 (I 人)另外还对 (2 例正常人做了 !"#$ 基因 -.&
/01. 2 NF=$ O多态性基因型分析，具体生理生化指标未作分析)
!# $" 生化指标测定
各项生理生化指标都是在透析 ( 周前检测，保证测量的数据不受血液透析的影响) 血清钙（!"( H，正

常值 (4 (, M (4 I, DD1< : K）、血清磷（B，正常值 ’4 ’P Q ,4 ’3 DD1< : K）用自动生化分析仪（R<CD8?F，ST7,,）
测定；血清全段甲状旁腺素（ !B9G，正常值 ’* M 2+ .; : K）采用放免法测定)
!# %" &’()(*+&
’4 *4 ’L 引物

!"#$基因 -./01. 2 引物［3］由上海生工公司合成，序列为：
上游引物L 2U—!SS%%S!!9!9%%S!!9!!!999%!—*U，
下游引物L 2U—%S!!SS%!!!9%!S!S%9%!!!SS%—*U)

’4 *4 (L 基因组 V>S的提取
从外周血液中提取，采用细胞裂解液裂解，酚 :氯仿抽提，乙醇沉淀的方法获得基因组 V>S)

’4 *4 *L B!$反应
使用 B9!—’,,9WB!$扩增仪（WX $=F="0@E，O.@），B!$反应总体积 2, !K，其中 ’, Y B!$ 6?ZZ=0 2 !K，

(2 DD1< : K W;( H + !K，(4 2 DD1< : K A>9BF * !K，9"[ V>S聚合酶 (T（,4 + !K），模板 ( !K，上下游引物（’,
!D1< : K）各 ’4 2 !K)热循环条件：预变性 P2\ 2 D-.；之后进行 *( 次循环，P2\变性 +2 F，2P\退火 +, F，
I(\延伸 2, F；最后保温延伸 I(\ I D-.)
’4 *4 +L 酶切反应

B!$产物 ’, !K（约 ’,, .;），限制性内切酶 "#$% O（>]^ ]>%KS>V N-1K"6F）’ !K（’, T : !K），’, Y
>]N 6?ZZ=0 (4 , !K，加水补至 (, !K混合，32\保温酶切 ’( E)酶切产物经 ’4 2_琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭
染色，紫外灯下观察结果)存在 "#$% O酶切位点的等位基因以“!”表示，无 "#$% O酶切位点的以“9”表示)
此外对酶切结果抽样进行了 V>S测序检验确定无误（见图 ’）)
其中，"#$% O酶切位点为：2U—%S%%S%（>）’,P—*U

*U—!9! !9 !（>）7P—2U
“U”、“P”表示酶切位点，“ L ”表示多态性位点，此处来自一个 9,!突变)

!# ,L 统计分析
观察的数据用平均数 Q标准差（& Q #）表示)组间比较采用方差分析、’检验及卡方检验，( ‘ ,4 ,2 为差
—+P—
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异显著!

!" 结果

!# $" 钙敏感受体（%&’(）基因型的分布
" " 根据 #$%&基因 ’()*+( , 有无 !"#$ -酶切位点，其多态性定为 ..、##、.# / 种基因型（见图 0、图 1）正
常人和患者 #$%&基因型、等位基因频率见表 0!

表 $" %&’(基因 )*+,-* . 多态性的遗传分布

基因型 基因型个体数 基因型频率 2 3 等位基因 等位基因数 等位基因频率 2 3

患者 .. // 145 6,
.# ,0 705 86 . 004 745 9,
## /8 /05 0, # 014 ,1! 6,

正常人 .. : 17
.# 00 77 . 1/ 7:
## 8 /1 # 14 ,7

应用软件 ;<;=>?>（@>&%-<?05 /0）分析以上数据，两个群体都符合 A$*BC D EF’(GF*H 定律，正常人
和患者的 ’()*+( , 多态性频率也没有明显差异（% I 65 6,）!另外通过该软件分析还发现，本文研究的汉族
人的 ’()*+( , 多态性频率与报道的其他种族的有显著差异：J+KL’F 等对挪威人的研究［,］，M+’NO’ 等对部分
亚洲人种的研究，%O+P+ Q$(+等在日本人中的研究结果都是 ..基因型频率占优势［:，4］，本文研究的汉族人
中，.#基因型的频率要占优势!
!# !" 钙敏感受体基因型与血清 !/01、%&! 2、/之间的关系
在 011 例 #&RS%A;.患者中，随机选取 :6 例患者进行研究，资料见表 1!

表 !" 不同基因型患者的年龄、性别、与临床生化指标

基因型 2例数 ##（16） .#（17） ..（0:）

年龄 ,:5 : T 045 / ,85 0 T 0/5 : :65 0 T 075 1
性别比（女 2男） 8 2 01 00 2 0/ 8 2 8
&;.A 2（(H 2 J） 1905 0 T 0965 6 18:5 / T 1045 6 0805 6 T 0/85 /
’#$1 U 2（VV+L 2 J） 15 /9 T 65 19 15 0/ T 65 // 15 07 T 65 14
’; 2（VV+L 2 J） 05 99 T 65 70 05 4, T 65 74 15 16 T 65 98

" " 分析表 1 资料，三种基因型的患者其年龄（相当于发病时间）差异不明显（% I 65 6,），可以忽略年龄对
各项生理指标的影响!
统计发现，所有患者的 &;.A 值都远高于正常值，这是 #&RS%A;.的一个特征! ..基因型的 &;.A水平

显著低于其它两种基因型的 &;.A水平（% W 65 6,）（见图 /! $）；## 基因型的血清 #$1 U水平明显要高出其

—,9—
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他两个基因型（见图 !" #）"血清 $水平在各基因型间没有显著的差异，%&与 %%基因型之间的差异最大，
但差异并不显著（! ’ () (*）（见图 !" +）"

图 !" 不同基因型患者生理生化指标的比较

为防止性别可能造成影响，本文对男性和女性分别作了分析，数据见表 !，对这些数据进行分析，得到
和上述基本一致的结果即 &&基因型的血清 &,- .和 "$%/水平高于 %%基因型"另外，相同基因型的男性与
女性比较，发现在 %%基因型中女性的血清 &,- .浓度（-) (- 0 () -1 2234 5 6）显著低于男性（-) -* 0 () -!
2234 5 6）（! 7 () (-!），&& 基因型中女性的血清 &,- .浓度（-) 89 0 () -8 2234 5 6）低于男性（-) *8 0 () -:
2234 5 6）（! 7 () (*-），女性血清 $也偏高于男性"
另外，每种基因型的女性患者的平均年龄比男性患者要高 ! ; * 岁"这是否因为女性的发病时间晚，还

是女性就诊时间晚？条件所限，我们没有对这些患者进行调查"
表 !" 不同性别、不同基因型病人的临床生化指标

&&基因型 %&基因型 %%基因型

男（8-） 女（1） 男（8!） 女（88） 男（1） 女（1）
年龄 *< 0 89" : :(" 1 0 8!" = *:" ! 0 8!" 1 :(" - 0 8!" < ** 0 8!" - :*" - 0 8=" -

"$%/（>? 5 6） -9*" ! 0 891" : -1=" 1 0 89=" : -::" - 0 8::" ! !8!" 8 0 -<9" 1 818" = 0 8<!" : 81(" * 0 8(:" =
@&,- . 5（2234 5 6） -" *8 0 (" -: -" 89 0 (" -8 -" 8< 0 (" != -" (9 0 (" !* -" -* 0 (" -! -" (- 0 (" -1
@$ 5（2234 5 6） 8" 91 0 (" == -" (8 0 (" == 8" :< 0 (" -1 8" 1: 0 (" :9 -" (< 0 8" (! -" !8 0 8" (*

!" 讨论

人类甲状旁腺 &,AB基因定位于染色体 !C8!) ! D -8 上，其 +EFG长度约 *) = H#［8，1］，编码含 8 (1< 个氨
基酸的蛋白质［-］，它的一些微小突变都可能引起临床上的症状"例如，&,AB的失活突变引起家族性良性低
钙尿性高钙血症（I,2J4J,4 #K>J?> LMN3+,4+JOPJ+ LMNKP+,4+K,2J,，IQ//），新生儿严重甲状旁腺功能亢进
（FK3>,R,4 SKTKPK LMNKPN,P,RLMP3JUJS2，FA/$%）［!，9］；&,AB的功能获得性突变导致染色体显性低钙血症（,OV
R3S32,4 U32J>,>R LMN3+,4+JO2，GE/）［!，8(］，在 IQ// 5 FA/$% 患者中，&,AB 功能的缺失导致钙调定点的升
高，表现为血清 &,- .水平升高的同时 "$%/升高，尿钙水平降低，这些病理特征在 &,AB基因敲除的小鼠中
得到证实［1］"

&BI患者吸收血清 &,- .的功能大大降低，在病情较轻时 "$%/ 的大量分泌对提高血清 &,- .浓度有一

定代偿作用，但严重的 &BI患者这一代偿功能已不起多大作用，反而形成 "$%/ 分泌过高的恶性情况，引
起它的并发症继发性甲状旁腺功能亢进" AL3W3 X,>3等研究了 &,AB 基因 J>RP3> * 多态性对日本血透析患
者的影响，认为 &,AB基因多态性与 A/$% 的严重程度有关［:］" @JH, X,2,O+LJ 等研究认为 &,AB 基因 J>V
RP3> * 多态性与原发性甲状旁腺功能亢进（$PJ2,PM LMNKPN,P,RLMP3JUJS2，N/$%）的严重程度相关［<］，在这一
点上本文对汉族人的研究结论与文献 : 结论基本一致，没有表现出种族差异"
对江苏省汉族人的调查研究，发现正常人和 &BIVA/$% 患者的 J>RP3> * 多态性基因型频率无显著差

异，表明 J>RP3> * 多态性不是引起 &BIVA/$%的直接原因"但在对 &BIVA/$%患者的研究中，发现 && 基因
型的 "$%/和血清 &,- .水平显著高于 %%基因型，表明 J>RP3> * 多态性与人体内 "$%/ 密切相关，也即意味
着 &,AB基因多态性与 &BIVA/$%的严重程度有关"从 "$%/水平来看，&&和 %&基因型患者比 %%基因型
—:9—
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患者病情严重，推断 !等位基因的存在使 !"#$%&’(患者病情更加严重)
!!基因型的 !"#$%&’(患者与 #*&&患者情况相似，都显示出钙调定点的升高) #*&& 患者是由于

!+%"基因外显子的突变引起 !+%"活性的降低或者失活，从而引起临床上的症状)由此猜测，,-./0- 1 !等
位基因可能影响转录过程中基因的剪接，或者因错误的剪接导致蛋白结构的错误，从而降低 !+%" 的活
性，引起钙调定点的升高) !+%"基因外显子纯和的失活突变可以引起 2%&’( 这一严重疾病，而 !! 基因
型不会引起 2%&’(，推断 !等位基因对 !+%"的活性影响较小)这只是一个假设，至于这一内含子的多态
性如何影响 !+%"的活性还需要进一步研究)
本文的研究还发现了 ,-./0- 1 多态性基因型频率在种族中的差异)以往的研究发现在高加索人、日本

人等样本中 !+%"基因 ,-./0- 1 ((基因型占优势［3，4］，曾一度认为这一多态性没有种族差异，但本研究发
现汉族人中 (!基因型群体占优势，所以可以认为 ,-./0- 1 多态性存在种族差异)
相同基因型的男性与女性患者相比较，男性的血清 !+ 水平显著高于女性的水平，而且女性的血清 ’

水平有高于男性的趋势，提示女性 !"#$%&’(的病情可能比男性的病情要严重一些)这一现象有可能是男
女在生理条件上不同的原因所导致)另外联系女性患者比男性平均年龄高这一现象，推测也可能是由于女
性患病后不及早就医，延误了治疗时间使病情恶化)当然这仅仅是推测，需要在有条件的情况下对患者进
行专访来确定)由于条件所限，只对 35 例 !"# 6 %&’(患者进行研究，这样的样本量足以说明我们所要研
究的问题，但笔者同时认为，增加样本的数量，扩大研究范围，有利于找出 !+%"基因多态性与一些疾病更
加精确的相关性，这将有助于疾病的预防和诊治工作) 另外 !"# 6 %&’( 与多种基因的变化有关，比如
78"基因 *9: ;多态性就影响 %&’(的严重程度［<<］，因此也需要关注其它基因对 !"# 6 %&’(的影响)
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