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　　摘　要：目的　分析中国汉族人群的特发性矮小（ＩＳＳ）患儿以及正常人群中雌激素受体（ＥＲ）基因的多态性，并结合临床资料

比较分析，以探讨ＩＳＳ的可能发病机制。方法　对３５５例ＩＳＳ患儿和３４５位正常对照的ＥＲ基因的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）进行分

型，分析此位点的等位基因频率及基因型频率在两组人群之间的差异。并对不同基因类型的临床指标进行差异分析比较。结果

　ｒｓ６５５７１７７Ｔ等位基因病例组较对照组降低，差异有统计学意义（犘＝０．０２１，犗犚＝０．６２４）。２种不同基因型的临床指标进行差

异分析比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＥＲα位点ｒｓ６５５７１７７与ＩＳＳ相关，此位点等位基因Ｔ可能为矮小的保护性基

因，可降低矮小风险。Ｃ基因和Ｔ基因分组临床指标（身高、体质量、ＢＭＩ、ＩＧＦ１、ＩＧＦＢＰ３）分析比较，差别不大。
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　　人体身高增长是一个由遗传和环境因素共同作用的复杂

过程。遗传在此过程中的重要作用已被广泛认识，对非生长激

素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）缺乏的特发性矮小（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｈｏｒｔ

ｓｔａｔｕｒｅ，ＩＳＳ）的发生可能与多基因缺陷有关。目前，公认引起

矮小症生理病理机制：（１）ＧＨＩＧＦ１轴通路及相关基因；（２）

调控骨生长板的相关基因及激素。许多临床观察和试验已经

证实，在青春期，雌激素对身材或者骨骼发育的影响主要是通

过其对生长板软骨细胞直接发挥作用所致。雌激素（ｅｓｔｒｏｇｅｎ）

和雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）是青春期中引起身高突

增和骨骺愈合的关键因素，进而影响身高［１３］。南方基因中心

王莹在《特发性矮小相关基因多态性和矮小遗传易感性的研

究》中报道，定位于染色体６ｑ２５．１的雌激素受体基因α与骨生

长板的成熟与儿童身高密切相关。因此，本研究选取ＥＲ基因

多态性作为切入点，进一步研究其与ＩＳＳ的发病关系。

ＩＳＳ的发生是一个多基因调控和影响下发生，目前已有学

者对生长激素受体（ＧＨＲ）、胰岛素样生长因子受体（ＩＧＦＩＲ）

等基因位点与ＩＳＳ进行研究。因此，通过对ＥＲα基因单核苷

酸多态性与ＩＳＳ的研究，进一步了解其与ＩＳＳ的发病关系，为

ＩＳＳ病因研究提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料

１．１．１　病例组　选取２００１～２００９年在江西省儿童医院内分

泌科（大多来自江西省各地）就诊的ＩＳＳ患儿３５５例，其中，男

２５２例，女１０３例。临床入选ＩＳＳ标准：（１）身高低于同年龄、同

性别儿童２ＳＤ；（２）生长激发试验至少一项 ＧＨ 峰值大于１０

ｎｇ／ｍＬ；（３）血常规、甲状腺功能、肝肾功能等检查均无异常；

（４）出生时的身长和体质量均在正常范围，剔除小于胎龄儿和

足月小样儿；（５）排除遗传代谢性、骨骼异常、染色体异常以及

慢性疾病。

１．１．２　正常对照组　为２００８年就读于南昌华东理工大学研

究生新生共３４５例，其中，男１６５例，女１８０例。入选标准：（１）

身高在同性别正常人的±２ＳＤ之间，男大于１６２ｃｍ，女大于

１５２ｃｍ；（２）体质量指数（ＢＭＩ）范围为１７～２３ｋｇ／ｍ
２。

１．２　研究方法

１．２．１　主要材料　Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｄ台式离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司），Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司核酸蛋白测定仪ＮＤ１０００ＤＮＡ，Ｓｎａｐｓｈｏｔ

平台所需相关试剂。

１．２．２　基因组ＤＮＡ提取　抽取病例组和对照组空腹静脉血

２ｍＬ，乙二胺四乙酸二钾抗凝，按常规酚氯仿异戊醇法提取基

因组ＤＮＡ，－２０℃冰箱保存备用。

１．２．３　候选基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点的筛查　理论依

据连锁不平衡的标签ＳＮＰ策略，无需对所有ＳＮＰ进行检测，

只需对其中较少一部分的标签ＳＮＰ进行分析，就可以覆盖到

所有的核苷酸序列。目前，国际上较为公认网站是在 ＨａｐＭａｐ
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表１　　ＩＳＳ患儿ｒｓ６５５７１７７位点的基因型与ＩＳＳ关联

ｒｓ６５５７１７７ 基因型 病例组［狀（％）］ 对照组［狀（％）］ 犘 犗犚 ９５％犆犐 χ
２

ＣＣ ３００（８４．４） ２４８（７１．９）

ＣＴ ５０（１４．１） ８８（２５．５） ０．０２７ ６．７４

ＴＴ ５（１．５） ８（２．３）

Ｃ显性模型 ＣＣ＋ＣＴ ３５０（９８．５） ３３６（９７．３） ０．２５１ ０．４２１ ０．０８４～２．１０２ ０．４２７

ＴＴ ５（１．５） ８（２．３） １．０００

Ｔ显性模型 ＴＴ＋ＣＴ ５５（１５．６） ９６（２８．８） ０．０２１ ０．６２４ ０．４０２～０．９６９ ６．１１

ＣＣ ３００（８４．４） ２４８（７１．２） １．０００

数据库和美国国立生物技术信息中心（ｎａｔｉｏｎａｌｃｅｎｔｅｒｆｏｒｂｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ），此网站发布的中国北京汉族人

群（ＨａｎＣｈｉｎｅｓｅｉｎＢｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ，ＣＨＢ）亚群ＳＮＰ频率选择标

签ＳＮＰ位点，在其中选了６个优化标签ＳＮＰ位点ｒｓ６５５７１７７、

ｒｓ１８８４０４９、ｒｓ３０２０４２９、ｒｓ３７９８５７５、ｒｓ３７７８０９０、ｒｓ３７９８７５７。按照

ＳＮＰ在病例组和对照组中基因型频率的分布是否符合 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡来选择位点（ＰＬＩＮＫｄｏｃ１．０４统计分析软件）。

由于患者样本中的ＳＮＰ会受到选择等因素的影响，可能表现

出偏离平衡。根据检验结果，ＨＷＥ＜０．００１的ＳＮＰ位点则不

符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，剔除位点后，提示ｒｓ６５５７１７７位点

可能与ＩＳＳ存在相关性，针对此位点进行验证。

设计ｒｓ６５５７１７７位点其上游引物及下游引物：５′ＧＧＣ

ＣＣＣＣＡＴＣＣＣＴＴＧＧＴＣＡＡＡ３′，制成ＰＣＲ样本。

１．２．４　等位基因类型　南方基因中心ＳｎａＰｓｈｏｔ技术平台

Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ基因分型系统对电泳样本ＳＮＰ分型，获得分型文

件，得出ｒｓ６５５７１７７位点存在等位基因Ｃ和Ｔ，一个等位基因

上存在的基因类型可为：ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ。

１．３　统计学处理　计算雌激素受体上等位基因ｒｓ６５５７１７７

（Ｃ、Ｔ）在ＩＳＳ小患儿及正常人群中的发生频率，计算其３种基

因型（ＣＣ、ＴＴ、ＣＴ）在ＩＳＳ患儿及正常人群中的发生频率。采

用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计数资料采用χ
２ 检验，用秩

和检验（非正态分别参数）或狋检验（正态分布参数）分析基因

型与临床参数的关系，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

通过统计分析基因位点ｒｓ６５５７１７７在病例组与对照组间

ＣＣ基因型频率分别为８４．４％和７７．２％，差异有统计学意义

（χ
２＝６．７４，犘＝０．０２７），该位点在Ｔ显性模型（Ｄｏｍｉｎａｎｔ）下，

病例组中ＴＴ＋ＣＴ患者比例为１５．６％，ＣＣ占８４．４％；而对照

组中ＴＴ＋ＣＴ占２８．８％，ＣＣ占７１．２％，两组基因型频率分布

比较差异有统计学意义（犘＝０．０２１）。提示Ｔ可能为矮小的保

护性基因，可降低矮小风险，Ｔ携带者患病风险降低（犗犚＝０．

６２４，９５％犆犐：０．４０２～０．９６９），见表１。

Ｒｓ６５５７１７７此位点基因型及 Ｔ显性模式（ＴＴ＋ＴＣ）基因

型的各项临床指标（ＨｔＳＤＳ、体质量ＳＤＳ、ＢＭＩ、ＩＧＦ１ＳＤＳ、ＩＧ

ＦＢＰ３ＳＤＳ、ＴＨＳＤＳ）进行比较分析，采用标准差以摒除年龄、性

别对身高、体质量以及ＩＧＦ１、ＩＧＦＢＰ３的影响。用秩和检验

（非正态分别参数）或狋检验（正态分布参数）分析基因型与临

床参数的关系，以犘＜０．０５为差异有统计学意义，未能发现阳

性结果（表２）。

表２　　ｒｓ６５５７１７７显隐性模式下的临床指标差异比较

项目 基因型 狓±狊 犘

ＨｔＳＤＳ ＴＴ＋ＴＣ －３．１５±１．０５ ０．７０４

ＣＣ －３．１１±０．９８

体质量ＳＤＳ ＴＴ＋ＴＣ －１．７６±１．２４ ０．８３２

ＣＣ －１．７４±１．４２

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ＴＴ＋ＴＣ １５．１５±２．７０８ ０．４５０

ＣＣ １５．０６±２．５４９

ＩＧＦ１ＳＤＳ ＴＴ＋ＴＣ １９５．７２±１４７．７０２ ０．５９７

ＣＣ ２０６．０６±１４４．３８０

ＩＧＦＢＰ３ＳＤＳ ＴＴ＋ＴＣ －０．７２±１．６６ ０．９２８

ＣＣ －０．７９±１．５９

Ｅ２（ｐｇ／ｍＬ） ＴＴ＋ＴＣ １５．９４±４．１３ ０．３５２

ＣＣ １５．６４±４．３９

　　Ｈｔ：遗传靶身高；ＨｔＳＤＳ：身高标准差积分；Ｅ２：雌二醇；ＩＧＦ１：胰

岛素样生长因子１；ＩＧＦＢＰ３：胰岛素样生长因子结合蛋白３。

３　讨　　论

下丘脑垂体的ＧＨＲＨＧＨＩＧＦ１轴对人体生长发育的内

分泌调节至关重要。下丘脑分泌生长激素释放激素（ＧＨＲＨ）

及生长抑素（ＧＨＩＦ）调节垂体前叶释放生长激素（ＧＨ），生长激

素与生长激素受体（ＧＨＲ）结合形成配体受体复合物，再由受

体介导激发一系列生化反应，发挥生物学作用。ＧＨＲ广泛分

布于人体的各个器官和组织中，如肝脏、肌肉、肾脏、脂肪等多

个器官，其中以肝脏 ＧＨＲ含量最高。ＧＨ 与 ＧＨＲ结合促使

外周组织合成分泌ＩＧＦ１，ＩＧＦ１作用于骨骼生长软骨板，刺激

骨骼生长发育［４５］。儿童长高的过程就是生长板下表面软骨细

胞不断地增殖，软骨基质不断被消耗、形成新骨，从而到达骨骼

生长拉长的过程，生长板中的软骨细胞只有经过上述过程协调

完成，才能保证长骨的正常生长。激素对生长板的发育也起着

极其重要的调控作用。（１）甲状腺素：研究显示各区软骨细胞

及成骨母细胞皆有甲状腺素受体存在，调节生长板ＧＨ受体表

达，通过ＧＨ间接促进软骨生长成熟。（２）性激素：性激素对长

骨生长有直接和间接作用机制，人和灵长类动物、大鼠的性类

固醇激素影响生长激素分泌。软骨增殖区及肥大细胞区有丰

富的雌激素和孕激素受体，低浓度雌激素伴高浓度ＧＨ促进青

春期生长加速，高浓度雌激素则可促进细胞分化，骨骺融合（无

论生长激素浓度如何）［６７］。

目前的许多临床观察和试验已经证实，在青春期，雌激素
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对身材或者说骨骼发育的影响主要是通过其对生长板软骨细

胞直接发挥作用所致，雌激素和其受体是青春期身高突增和骨

骺愈合的关键因素，直接影响到终身高的形成［８９］。若雌激素

受体失活的男性患者，在青春期无身高突增表现，但由于雌激

素未促使骨骺闭合，在成人期长骨仍可以持续生长。但进一步

的作用机制，或者说在生长板局部微环境中，雌激素怎样调控

以及影响哪些生长因子，还有待进一步研究。高浓度的雌激素

可以促进骨骺快速融合，从而影响成年终身高，因此，关注身高

就必须关注雌激素及其生物学效应。

雌激素包括α和β两种亚型。ＥＲα基因突变对女性成年

身高有较大影响［８９］。雌激素主要与ＥＲα相结合进而调节一

系列基因的表达，发挥其重要的生理效应。因此，雌激素的最

终效应不仅取决于雌激素本身的分泌与代谢，还与ＥＲα的表

达与功能密切相关，其分子结构或功能的异常都将影响雌激素

对靶器官的作用，导致骨骼成熟度的差异，从而影响终身

高［１０］。因此，本研究就ＥＲα基因位点进行分析，以期发现在

ＩＳＳ发生过程中可能存在的因素，进而能够影响和改变这个因

素，而推动ＩＳＳ的治疗能更进一步。雌激素受体ＥＲα在机体

内广泛表达，表明其具有重要的生理及病理意义［１０１１］。ＥＲα

介导的基因转录辅助调节因子是参与调控ＥＲα功能的蛋白，

通过组蛋白修饰和染色质重塑来调控核受体的生物学功能，此

亦是目前公认的调控转录的重要机制之一［１２１３］。雌激素受体

α基因不同的单核苷酸序列在基因转录水平存在着差异，从而

影响着ＩＳＳ的发生，为进一步明确多基因病ＩＳＳ的病因，提供

相关参考位点；同时为在此位点基因水平异常的ＩＳＳ治疗提供

理论依据和新思路，即通过调节ＥＲα基因位点转录水平是否

可成为未来治疗ＩＳＳ的一种新兴手段，值得更深一步研究。

矮小发生是下丘脑垂体生长激素轴及ＩＧＦ１、软骨系统

及局部激素共同作用的结果，多层面、多因素影响导致目前尚

无明确病因的ＩＳＳ的发生
［１４］，是临床医师治疗的难点，也是研

究和关注的热点。本研究以雌激素受体基因位点ｒｓ６５５７１７７

切入点，发现不同单核苷酸序列与ＩＳＳ存在关联，提示等位基

因Ｔ可能为矮小的保护性基因，可降低矮小风险，Ｔ携带者患

病风险降低（犗犚＝０．６２４）。同时编码这些位点的基因的蛋白

及功能也值得进一步的研究，更多样本量的研究亦是进一步探

讨病因的必要保证。
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