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摘要：　 目的　 探讨 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因多态性与原发性膝骨关节炎（ｐｒｉｍａｒｙ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＰＫＯＡ）的相关性，为
ＰＫＯＡ 的发病机制、诊断和治疗提供一种新的方法。 　 方法 　 采用关联分析，随机选取湖南省中医药研究院附属医院

ＰＫＯＡ 患者 ８８ 例，正常对照组 ８９ 例，应用聚合酶链式反应－限制性片段长度多态性分析（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）对所选对象 ＴＧＦ－β１
－５０９ 位点基因和基因型进行检测。 基因型及等位基因频率比较采用 χ２ 检验；并以 ＯＲ 和 ９５％可信区间（ＣＩ）表示相对风

险度。 　 结果　 ＰＫＯＡ 组和健康对照组 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因型的分布均符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡定律，所选人群具有

代表性。 ＰＫＯＡ 组与健康对照组基因型频率和等位基因分布差异均有统计学意义，ＰＫＯＡ 组 ＣＣ 基因型频率显著高于健康

对照组（４４􀆰 ３％ ｖｓ􀆰 １３􀆰 ５％，χ２ ＝ ２０􀆰 ５１，Ｐ ＝ ０􀆰 ００００）；Ｃ 等位基因的频率显著高于对照组（６５􀆰 ９％ ｖｓ． ４１􀆰 ６％，χ２ ＝ ２１􀆰 ０８，Ｐ ＝
０􀆰 ００００），差异均有统计学意义。 ＰＫＯＡ 组轻型和重型 ＣＣ 基因型的频率比较（３９􀆰 ５％ ｖｓ． ４８􀆰 ９％，χ２ ＝ ０􀆰 ７９２，Ｐ＝ ０􀆰 ３７）、Ｃ 等

位基因的频率比较（６２􀆰 ８％ ｖｓ． ６８􀆰 ９％，χ２ ＝ ０􀆰 ７２８， Ｐ＝ ０􀆰 ３９），差异均无统计学意义。 　 结论　 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因多态

性与湖南地区人群 ＰＫＯＡ 相关，该位点等位基因 Ｃ 携带者可能是 ＰＫＯＡ 的易感人群。
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　 　 原发性膝骨关节炎（ ｐｒｉｍａｒｙ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＰＫＯＡ）是骨关节外科的常见病和多发病，发病率呈现

不断上升趋势，已成为严重危害中老年人健康的慢性

疾病之一［１］。 国内外学者对于本病的发病病因、机
理、预防和治疗进行了广泛的深入研究，致病机制仍不

十分清楚，难以早期发现［２］。 ＰＫＯＡ 的发生发展是全

身因素和局部因素，遗传因素和环境因素等共同作用

所致［３－４］。 本研究着眼于从基因水平来研究 ＴＧＦ－β１－
５０９Ｃ ／ Ｔ 基因多态性与湖南地区人群 ＰＫＯＡ 的关联，为
ＰＫＯＡ 的防治开辟一个新的领域。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 随机选择湖南省中医药研究院附属

医院 ２０１３ 年 ５ 月－２０１４ 年 ９ 月期间在骨伤科门诊和

住院确诊的原发性膝骨性关节炎（ＰＫＯＡ 组）患者 ８８
例（轻型 ４３ 例，重型 ４５ 例），均无血缘关系，男性 ３２
例，女性 ５６ 例；年龄（４７􀆰 ５±８􀆰 ３）岁。 入选标准：（１）临
床症状符合中华医学会骨科学分会骨性关节炎诊治指

南（２００７ 版）标准，膝关节 Ｘ 线根据 Ｋｅｌｌｇｒｅｎ－Ｌａｗｒｅｎｃｅ
（Ｋ－Ｌ）Ｘ 线分级标准［５］，将骨性关节炎分为五级，临床

症状结合膝关节 Ｘ 线 Ｋ－Ｌ ０、Ⅰ、Ⅱ级属轻型 ＰＫＯＡ；
临床症状结合 Ｋ－ＬⅢ、Ⅳ级属重型 ＰＫＯＡ；（２）排除继

发性膝骨性关节炎；（３）排除高血压、糖尿病和肝肾功

能不全。 随机选择同期体检健康无 ＰＫＯＡ 临床症状

以及膝关节 Ｘ 线检查无明显异常 ８９ 例作为健康对照

组，年龄（４８􀆰 ８±７􀆰 ５）岁，男性 ２８ 例，女性 ６１ 例。
１􀆰 ２　 试剂与仪器 　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ） （广州

东盛公司），限制性内切酶 Ｂｓｕ３６Ｉ （５００ Ｕ ／ ｍｌ） （ＭＢＩ
Ｆｅｒｍｅｎａｓ），全血基因组提取试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒（广州东盛公司），ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ 公司），电
泳仪（北京六一仪器厂），一体化凝胶成像分析系统

（北京赛智创业科技有限公司）。
１􀆰 ３　 基因多态性检测　 每位研究对象于清晨空腹抽

取外周静脉血 ２ ｍｌ，采用 ＥＤＴＡ－Ｎａ２ 抗凝，储存于 ４
℃，于 １ 周内进行基因组 ＤＮＡ 提取；如果 １ 周内未进

行基因组 ＤＮＡ 提取，则储存于－２０ ℃保存备用，外周

血基因组 ＤＮＡ 的提取参照试剂盒说明书进行。 参照

文 献［６］， 在 ＮＣＢＩ 数 据 库 中 查 找 基 因 序 列

（ｒｓ１８００４６９），应用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ５􀆰 ０ 设计 ＰＣＲ
引物（上游引物序列：５＇－ＧＣＴＡＣＧＧＣＧＴＧＧＡＧＴＧＣＴＧＡ
－３＇；下游引物序列：５＇－ＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧ
－３＇），引物由北京华大基因研究中心合成。 扩增片段

长度为 ５０６ ｂｐ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ ４ ｍｉｎ 预变性

（９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ）３５ 个循环，７２ ℃ ５

ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增产物经内切酶 Ｂｓｕ３６Ｉ（Ｅｃｏ８１Ｉ）消
化，酶切产物经 １０ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，观察结果。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 统计软件进行统计

学处理，Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡、基因型及等位基因频率

比较采用 χ２ 检验；并以 ＯＲ 和 ９５％可信区间（ＣＩ）表示

相对风险度。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 电泳结果　 若扩增片段中存在－５０９ 位点（ －ＣＴ⁃
ＴＣ－）可发生胸腺嘧啶（Ｔ）与胞嘧啶（Ｃ）的互换，即－
５０９ 位点（ －ＣＣＴＣ－）时，则产生 Ｂｓｕ３６Ｉ 酶切位点，经
Ｂｓｕ３６Ｉ 内切酶消化后产生 ３２９ ｂｐ 和 １７７ ｂｐ 两个片段。
ＴＴ 基因型只有 １ 个片段（５０６ ｂｐ），ＣＣ 基因型有 ２ 个

片段（３２９ ｂｐ、１７７ ｂｐ），ＣＴ 基因型有 ３ 个片段（５０６ ｂｐ、
３２９ ｂｐ 和 １７７ ｂｐ），见图 １。

图 １　 ＲＦＬＰ 电泳

２􀆰 ２　 ＰＣＲ 产物测序　 随机挑选 ３ 种基因型各 １ 份测

序，其结果与电泳结果完全一致，见图 ２。

图 ２　 ＴＧＦ－β１－５０９ 多态位点测序图
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２􀆰 ３　 ＰＫＯＡ 组与健康对照组 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因

型和等位基因频率比较　 经检验，ＰＫＯＡ 组与对照组

ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因型的分布均符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎ⁃
ｂｅｒｇ 平衡定律（分别 χ２ ＝ ０􀆰 １３５，Ｐ ＝ ０􀆰 ９３４；χ２ ＝ ２􀆰 １９０，
Ｐ＝ ０􀆰 ３３５， Ｐ＞０􀆰 ０５），所选人群具有代表性。 ＰＫＯＡ 组

与健康对照组基因型频率和等位基因分布均有差异，
ＣＣ 基因型频率高于健康对照组（４４􀆰 ３％ ｖｓ． １３􀆰 ５％，χ２

＝ ２０􀆰 ５１，Ｐ＝ ０􀆰 ００００）；Ｃ 等位基因的频率高于对照组

（６５􀆰 ９％ ｖｓ． ４１􀆰 ６％，χ２ ＝ ２１􀆰 ０８，Ｐ ＝ ０􀆰 ００００），差异均有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 对等位基因频率的相对风险

分析发现，Ｃ 等位基因携带者患 ＰＫＯＡ 的风险是 Ｔ 等

位基因的 ２􀆰 ７２ 倍（ＯＲ＝ ２􀆰 ７２，９５％ＣＩ＝ ２􀆰 ５７～２􀆰 ８８，Ｐ ＝
０􀆰 ００００），见表 １。

表 １　 ＰＫＯＡ 组和对照组 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ
基因多态性分布比较（ｎ，％）

组别

基因型

＃ＣＣ ＣＴ ＴＴ∗ 合计

等位基因

∗Ｃ Ｔ 合计

ＰＫＯＡ 组 ３９（４４􀆰 ３） ３８（４３􀆰 ２） １１（１２􀆰 ５） ８８（１００􀆰 ０） １１６（６５􀆰 ９） ６０（３４􀆰 １） １７６（１００􀆰 ０）

对照组 １２（１３􀆰 ５） ５０（５６􀆰 ２） ２７（３０􀆰 ３） ８９（１００􀆰 ０） ７４（４１􀆰 ６） １０４（５８􀆰 ４） １７８（１００􀆰 ０）

　 　 注：＃χ２ ＝ ２０􀆰 ５１， Ｐ ＝ ０􀆰 ００００；∗χ２ ＝ ２１􀆰 ０８， Ｐ ＝ ０􀆰 ００００，ＯＲ ＝ ２􀆰 ７２，
９５％ＣＩ＝ ２􀆰 ５７～２􀆰 ８８， Ｐ＝ ０􀆰 ００００。

２􀆰 ４　 ＰＫＯＡ 组轻型和重型 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因多

态性分布比较　 ＰＫＯＡ 组轻型和重型 ＣＣ 基因型频率

比较（３９􀆰 ５％ ｖｓ． ４８􀆰 ９％，χ２ ＝ ０􀆰 ７９２，Ｐ ＝ ０􀆰 ３７）、 Ｃ 等位

基因频率比较 （ ６２􀆰 ８％ ｖｓ． ６８􀆰 ９％， χ２ ＝ ０􀆰 ７２８， Ｐ ＝
０􀆰 ３９），差异均无统计学意义，见表 ２。

表 ２　 ＰＫＯＡ 组轻型和重型 ＴＧＦ－β１－５０９Ｃ ／ Ｔ
基因多态性分布比较（ｎ，％）

ＰＫＯＡ

分型

基因型

＃ＣＣ ＣＴ∗ ＴＴ 合计

等位基因

∗Ｃ Ｔ 合计

轻型 １７（３９􀆰 ５） ２０（４６􀆰 ５） ６（１４􀆰 ０） ４３（１００􀆰 ０） ５４（６２􀆰 ８） ３２（３７􀆰 ２） ８６（１００􀆰 ０）

重型 ２２（４８􀆰 ９） １８（４０􀆰 ０） ５（１１􀆰 １） ４５（１００􀆰 ０） ６２（６８􀆰 ９） ２８（３１􀆰 １） ９０（１００􀆰 ０）

　 　 注：＃χ２ ＝ ０􀆰 ７９２， Ｐ＝ ０􀆰 ３７； ∗χ２ ＝ ０􀆰 ７２８，Ｐ＝ ０􀆰 ３９。

３　 讨　 论

ＯＡ 的发病是个复杂的病理过程，目前对 ＰＫＯＡ
的基础研究主要集中在软骨和滑膜两个方面，能影响

软骨细胞和滑膜细胞的细胞因子主要包括生长因子、
趋化因子、白细胞介素、肿瘤坏死因子等，其中 ＴＧＦ－β
被认为在 ＯＡ 骨赘和滑膜增生中起到重要作用，是今

后研究的热点。 ＴＧＦ－β１ 属于 ＴＧＦ－β 超家族，在软骨

的生长和重建中发挥重要作用，是 ＰＫＯＡ 的重要关联

基因。 目前关于 ＴＧＦ － β１ 基因的单核苷酸多态性

（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点与 ＯＡ 的关

联研究很多，但结果不尽一致，王友成等［７］ 研究发现

ＴＧＦ－β１Ｃ１３４８－Ｔ 位点多态性与 ＰＫＯＡ 的发生显著相

关。 因中国人常见的变异主要发生在－５０９Ｃ ／ Ｔ，国内

外尚未见有关于－５０９Ｃ ／ Ｔ 位点与 ＰＫＯＡ 关联研究的

相关报道。
本研究采用的是关联分析，关联分析的对象是两

个遗传背景相同或至少非常相似的分别由病例和对照

组成的人群，目的在于比较两人群间某候选基因多态

性的等位基因频率有无差异。 通过关联分析会发现，
如果某种等位基因本身或其附近位点与疾病易感性有

关，那么在病人组中，该等位基因频率分布会明显高于

对照组，如果与疾病抵抗性或保护性有关，那么在病人

组中，该等位基因频率分布会明显低于对照组。 通过

上述实验得出，ＰＫＯＡ 组与健康对照组基因型频率和

等位基因分布差异均有统计学意义，ＣＣ 基因型频率高

于健康对照组（４４􀆰 ３％ ｖｓ． １３􀆰 ５％）；Ｃ 等位基因的频率

高于对照组（６５􀆰 ９％ ｖｓ． ４１􀆰 ６％），差异均有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析结果显示相对于携带 Ｔ
等位基因而言，携带 Ｃ 等位基因的人群患 ＰＫＯＡ 的风

险是 ２􀆰 ７２ 倍（ＯＲ ＝ ２􀆰 ７２，９５％ＣＩ ＝ ２􀆰 ５７ ～ ２􀆰 ８８）。 说明

ＴＧＦ－β１ 启动子区域－５０９ 等位基因 Ｃ 可能是 ＰＫＯＡ
的易感基因，等位基因 Ｔ 可能是保护基因，这可能是

由于 Ｃ 向 Ｔ 的改变，增加了 ＴＧＦ－β１ 的转录和表达水

平，增加了对免疫细胞活化的抑制，从而增加抗炎性有

关［８］，也有可能是 ＴＧＦ－β１ 的高度表达介导软骨合成，
抑制胶原和蛋白多糖分解，保护软骨基质不被各种蛋

白酶水解破坏，实现使软骨的损伤逆转相关［９－１０］。
郭静和李琪佳［１１］ 研究发现，ＯＡ 组软骨和滑膜细

胞凋亡程度与 ＴＧＦ－β１ 的表达均呈负性相关，ＯＡ 中

ＴＧＦ－β１ 的高表达有可能负性调节软骨和滑膜区域细

胞凋亡的发生、延缓骨性关节炎的发生发展；陈明

等［１２］ 研究发现，ＫＯＡ 患者关节液 ＴＧＦ － β１ 水平与

ＫＯＡ 分期呈显著负相关，ＫＯＡ 中晚期患者关节液 ＴＧＦ
－β１ 水平明显低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＫＯＡ 早期患者

关节液 ＴＧＦ－β１ 水平与健康对照组比较，差异无统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 以上研究表明，ＴＧＦ－β１ 对 ＫＯＡ
可能有保护和修复作用，是衡量病情严重程度的一个

指标。 本实验将 ＰＫＯＡ 分为轻型和重型进行研究，通
过实验得出，两者基因型和等位基因频率比较，差异均

无统计学意义，未发现－５０９Ｃ ／ Ｔ 基因多态性与 ＰＫＯＡ
病情轻重有关联。

以上研究结果的差异，可能与样本的数量大小、不
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同地域、种族以及研究人群的遗传异质性相关，因为

ＰＫＯＡ 的发生是一个多基因遗传的复杂的病理过程，
遗传异质性、环境因素以及环境因素与遗传因素相互

作用等诸多复杂因素均可对 ＰＫＯＡ 产生影响。 因此

基因与基因以及基因与环境之间的交互作用还有待进

一步实验研究。
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３　 讨　 论

虽然药品费占住院总费用的比例最高，但是导致

女性病人个体住院总费用差别的主要原因并非药品

费，而主要是检查费和化验费，例如，在不同年龄组中，
３０～３９ 岁女性病人的检查费为 ４５０􀆰 １ 元，而 ２９ 岁以下

的病人仅为 ９３􀆰 ８ 元，相差了 ４􀆰 ８ 倍，两组间药品费相

差 ０􀆰 ９ 倍。 从医院类型看，由于三级医院的机会性感

染病人病情严重，住院时间长，收费标准高，三级医院

检查费和化验费均高于二级医院，考虑到艾滋病疫情

严重地区的经济相对落后，治疗费用主要还是依靠各

级财政拨款和各类项目，因此，在一个特定地区，应根

据病人的病情严重程度在级别不同的医院之间进行必

要的转诊，避免病情较轻的病人过多的集中到高级别

的医院，以提高治疗经费的使用效率［６］。
受生理、求医心理和社会因素等方面的影响，女性

艾滋病病人的卫生服务需求和利用有别于男性病人；
有调查显示，女性病人两周患病率为 ３１􀆰 ４％，高于男性

病人（２２􀆰 ８％） ［７］，高于一般农村居民的两周患病率

（１７􀆰 ７％）；女性病人的两周就诊率为 ２７􀆰 ５％高于男性

病人（１９􀆰 ３％），高于一般农村居民（１５􀆰 ２％）；女性病人

住院率为 ４２􀆰 ２％，男性病人住院率为 １４􀆰 ９％，农村居民

年住院率为 ６􀆰 ８％。 因此，是否及时就诊或住院可能会

影响到女性艾滋病病人的住院费用。 由于住院费用较

高，即使对经济困难家庭实行部分费用减免的政策［８］，
病人仍然需要支付较高的费用，使得部分女性艾滋病

病人因经济原因不去住院，导致病情加重，考虑到很多

女性病人感染艾滋病的无辜性（多被其配偶感染），更
重要的是有可能导致母婴传播，因此，应该对女性艾滋

病病人的住院费用加大减免力度，如纳入大病医保范

畴或特殊医疗救助。
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