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缓激肽B2受体基因多态性在膝骨关节炎发生和发展中的作用

徐若男1，陈 烁2，刘宏滨2，蔡筱松2

[摘要] 目的研究缓激肽B2受体(BDKRB2)基因多态性对膝骨关节炎易感性和严重性的影响。方法在原发性膝

骨关节炎245例(观察组)及健康志愿者264例(对照组)中，针对BDKRB2基因多态性一58T／c和+9／一9，分别进行基因型

测定。结果 +9／一9基因多态性的基因型分布和等位基因频率，在两组之间存在明显差异。回归分析显示一9／一9基因型

相对于+9／+9基因型，罹患膝关节骨关节炎的风险明显增高(OR=2．354，P<0．01)。同时，+9／一9基因多态性与骨关节炎

的放射学分型存在相关性，一9等位基因可能与骨关节炎的严重程度有关。一58T／c基因多态性与骨关节炎的易感性和严重

性无相关性。结论缓激肽B2受体基因多态性+9／一9可能成为检测骨关节炎易感性和严重性的基因标记物。
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骨关节炎(0steoanhritis，OA)是一种引起疼痛

并导致关节功能逐渐丧失的退行性关节疾病，如不

及时加以治疗，最终令患者致残并严重影响其生活

质量¨j。骨关节炎的病理变化发生于关节的全部

结构，包括骨、软骨及滑膜组织，其中软骨的退变最

为显著”J。骨关节炎的发病机制尚不明确，研究表

明年龄、创伤、激素和力学因素都与骨关节炎的发生

和发展有关”1。另外，有报道某些基因多态性可能

与骨关节炎的发病机制有关H-。

无菌性炎症被公认为是骨关节炎的重要发病机

制之一”o。炎症产生高分解代谢状态，引起软骨细

胞凋亡，最终导致关节软骨持续性退变MJ。缓激肽

(bradykinin，BK)，是激肽释放酶作用于激肽原的反

应产物，能显著促进炎症反应过程，包括疼痛、充血

和血浆蛋白漏出等。研究报道缓激肽广泛存在于包
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括骨关节炎在内的所有关节炎患者的滑液内¨J。

缓激肽B2受体(BDKRB2)广泛存在于包括关节组

织在内的各种组织，介导了大多数缓激肽引起的炎

症反应，骨关节炎患者的血管内皮细胞和滑膜衬里

细胞都检测出缓激肽B2受体旧J。B2受体拮抗剂的

临床应用有效地缓解了关节炎引起的疼痛，改善了

膝关节炎的病情，提示缓激肽B2受体可能与骨关

节炎的发生和发展有关旧J。

缓激肽B2受体的遗传变异可能引起其功能蛋

白的生物活性发生变化。然而，缓激肽B2受体的

遗传变异与骨关节炎的关系尚未阐明。本实验以膝

关节骨关节炎为代表，研究缓激肽B2受体在骨关

节炎发生和发展中的作用。

1对象与方法

1．1对象2011年1月一2012年1月原发性膝关

节骨关节炎245例为观察组，另有健康参与者264

例为对照组，参与者均自愿参加并签署知情同意书。
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纳入标准：骨关节炎的诊断参照美国风湿病协会制

定的骨关节炎诊断标准¨0J。骨关节炎的严重程度

参照Kellgren—Lawrence评分标准，评分≥2可纳入。

排除标准：观察组排除其他病因导致的关节疾患，如

炎性关节炎(风湿病、类风湿病、多发性关节炎、自

身免疫性疾病)、创伤性关节炎、化脓性关节炎、骨

骼发育不良等。对照组无任何关节炎或关节疾病的

症状和表现，如疼痛、肿胀、压痛及活动受限。记录

所有对象的临床特征，如年龄、性别、体重指数、吸烟

状况及体力劳动情况等。

1．2缓激肽B2受体基因型测定由于缓激肽B2

受体基因启动子区一58T／c和第1外显子+9／一9

两种多态性与疾病相关性研究较多，故选择为本研

究测定的多态位点。

1．2．1基因组DNA提取按照常规方法采集外周

静脉血5 ml，用低渗法分离白细胞，蛋白酶K消化

过夜，用酚一氯仿法提取基因组DNA。

1．2。2检测+9／一9基因多态性采用聚合酶链

式反应．单链构象多态性(PcR．ssCP)技术，正向引

物序列5’一TCCAGCTCTGGCTTCTGG．3’，反向引物序

列57一AGTCGCTCCC’rGG7rACTGC-37(均由大连生工

合成)。PCR反应体系：基因组DNAl00 ng，缓冲液

25斗l，脱氧核苷三磷酸底物0．2 mmoL／L，MgCl 21．O

mmoL／L，TriS／HCl(pH：8．4)20 mmoL／L、KCl 50

mmoL／L、正、反向引物各0．015 nmol和Taq酶O．5 u

(购自美国Invitrogen公司)。反应条件为：94℃预

变性4 min后进入40个循环，每个循环中94℃变

性1 min、60℃退火30 s、72℃延伸10 s，最后72℃

延伸5 min。进行单链构象多态性分析，聚丙烯酰胺

凝胶浓度为8％，电泳缓冲液为％s．硼酸，溴乙啶染

色，紫外灯下观察鉴定基因型。

1．2．3检测一58T／C基因多态性采用PCR—SSCP

技术，正向引物序列5’．AAGGTGGccGcAGccTTcc．

3’，反向引物序列5’一cTCATCrI’ITCAAGGGCTGGC．

TA．3’(均由大连生工合成)。PcR反应体系：基因

组DNA 100 ng，缓冲液25斗l，脱氧核苷三磷酸底物
0．2 mmoL／L，MgCI 21．0 mmoL／L，7ms／HCl(pH：8．4)

20 mm彤L、KCl 50 mmoL／L、正、反向引物各0．015

nmol和Taq酶0．5 U。反应条件为：94℃预变性4

min后进入40个循环，每个循环中94℃变性1

min、57℃退火30 s、72℃延伸10 s，最后72℃延伸
5 min。其反向引物包含一个G．c碱基置换，在等位

基因c存在时产生一个B献限制性核酸内切酶的

识别位点(5’一CTAG．3’)。在等位基因c存在时可

将长度为133 bp的PcR产物酶切为112+21 bp。

所有酶切产物进行单链构象多态性分析，聚丙烯酰

胺凝胶浓度为8％，电泳缓冲液为l×％s一硼酸，溴

乙锭染色，紫外灯下观察鉴定基因型。

1．3统计学处理采用SPsS 16．0软件进行统计

学处理，计算比值比(OR)和95％可信区间(95％

cI)。对观察组和对照组的基因型频率和临床特

征，应用x2检验和Fisher精确检验进行对比，P<

0．05为差异有统计学意义。如果每一个单核苷酸

多态性都与骨关节炎有独立相关性，为避免因临床

变量产生混杂效应，则采用多元回归分析进行对比。

2结果

2．1一般资料观察组与对照组在年龄、性别、吸

烟状况和重体力劳动方面元明显差异。肥胖在观察

组中的发生率明显高于对照组(P<0．05)。见表1。

表1 两组患者的一般资料

临床特征 观察组(n=245)对照组(珏=264)

注：与对照组比较，+P<O．05

2．2缓激肽B2受体多态性的基因型分布与等位

基因频率经检验所有多态性的基因型分布符合

Hardy-weinbe曙平衡(P>O．05)，具有群体代表性。

缓激肽B2受体一58T／c的基因型和等位基因频率

在观察组和对照组中无明显差异(P>O，05)。

一9／一9基因型在观察组中的频率明显高于对照组

(33．23％比20．13％)。相应地，一9等位基因在观

察组中的频率明显高于对照组(57．54％比

47。33％，P<o．01)。回归分析显示，经过临床指标

调整后，一9／一9基因型相对于+9／十9基因型罹患

膝关节骨关节炎的风险明显增大(oR=2．354，95％

CI：1．402～3．941，P<0．01)。见表2。

2．3基因型与骨关节炎的放射学分型之间的关系

所有骨关节炎患者分为两个亚组：KL评分≤3患

者组和KL评分>3患者组。研究发现，+9／+9基

因型在KL评分>3即病情较轻的患者中出现频率

远高于KL评分≤3的患者。+9／一9和一9／一9基

因型罹患严重骨关节炎的风险明显增高(分别为

OR=2．9l，P<0．01和OR=3．07，P<0．001)。一9

等位基因比十9等位基因罹患严重骨关节炎的风险

更高(OR=1．97，P<0．01)。见表3。

万方数据
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表2两组患者缓激肽B2受体多态性的基因型分布与等位基因频率

注：与对照组比较，‘P<0．05

表3缓激肽B2受体多态性与骨关节炎放射学分型的关系

注：与KL>3比较，+P<0．05

3讨论

3．1 BDKRB2的生物学特性 BDKRB2由骨关节

炎滑膜组织产生，是一种炎症性、具有扩张血管作用

的九肽。它通过引发并维持炎症反应，刺激神经纤

维并提高神经纤维敏感性，从而导致疼痛，激活滑液

和软骨中内环境平衡的主要细胞：滑膜细胞和软骨

细胞。另外，BDKRB2还能协同增强促炎因子产生

的作用。BDKRB2持续表达于多数组织，通过持续

产生和释放一氧化氮产生强烈的扩张血管和致炎效

果。

3．2 BDKRB2的变异人类的缓激肽B2受体基因

位于染色体14q32，基因含有数个多态位点，在基因

的第一个外显子有9个碱基对的插入点／缺失点

(+9／一9，rs5810761)，启动子区有C-T转换点(C

一58T，rsl799722)。缓激肽B2受体的编码基因上

9个碱基对的缺失会产生较高浓度的受体mRNA，

而一58T／c变异可引起转录效率下降，提示与相应

地功能密切相关。Lung的研究结果提示启动子区

与第l外显子基因变异与BDKRB2基因转录效率

相关。已报道缓激肽B2受体+9／一9和一58T／c

基因多态性与一系列病理状态有关，包括冠心病、高

血压和肺动脉高压引起的左心肥大¨1|，故本研究选

择上述两种多态位进行检测。尽管缓激肽B2受体

在炎症中的作用已被阐明，但关于缓激肽B2受体

基因多态性与炎症关系的研究还很少。

3．3 BDKRB2基因多态性与骨关节炎的关系 骨

关节炎是一种引起疼痛的退行性关节疾病¨2|，目前

全世界骨关节炎患者有3．55亿人。本实验在中国

人群体中检测BDKRB2基因多态性与骨关节炎易

感性的关系，是针对缓激肽B2受体基因多态性与

骨关节炎关系的研究。实验结果显示一9／一9基因

型相对于+9／+9基因型罹患膝关节骨关节炎的风

险明显增大，而且+9／一9和一9／一9基因型相对于

+9／+9基因型罹患严重骨关节炎的风险明显增

高。本研究提示了缓激肽B2受体基因多态性与骨
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关节炎的关系。研究发现十9／一9基因多态性不仅

与骨关节炎的发病有关，并且与骨关节炎的严重程

度密切相关，一58T／C基因多态性与骨关节炎无明

显相关性。研究结果表明缓激肽B2受体+9／一9

基因多态性可能作为骨关节炎发生和发展的基因标

记，可成为重要的临床筛查指标。

本研究才刚刚起步，研究结果有待于更大样本、

多种族的进一步研究的检验。基因多态性影响骨关

节炎的分子生物学机制需要更加深入的研究。
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字，主审通审编辑和校审450万字。参加卫生史编写主要有以下几点体会：

1．编史是军休干部的历史责任。本人在南京军区卫生系统工作长达45年，并担任军区卫生部领导lo

余年，对军区卫生工作情况熟悉，有责任承担编史任务。卫生史是军史、党史的重要内容，编写卫生史非常重

要而有意义。自己作为一名70多岁的军队退休干部，能继续为军区卫生事业做点事，既是人生的乐趣，更是

应有的历史责任。我们要以编史告慰前人，镜鉴后人。

2．编史是一种奉献须付出辛勤汗水。编史不同于写书、写文章，要付出代价和辛勤的劳动。编史涉及单

位多整体策划协调难，时间跨度长收集历史资料难，历史事件多设计编写纲目撰稿难，工作量大，必须知难而

上。本人在编写《南京军区卫生工作60年》时，为了赶进度，用脑过度，发生脑梗2次住院治疗，出院后医生

和组织上要我在家好好休息，但自己想到这是历史责任，在部队工作了一辈子，退休不能退军人本色，奉献无

“休”字，不能丢下不管，只有坚持有了结果，才算尽到责任，出院后的第二天就投入了编写工作。

3．编史要怀着对老前辈的感恩之情。南京军区卫生工作走过了辉煌的64年，为促进部队的全面建设，

保障部队的战斗力发挥了重要的作用，这是军区一代又一代卫勤领导、专家和广大卫生人员共同努力的结

果，我们编写卫生史，要怀着对老前辈深厚的感情，全面充分地反映老前辈为军区卫生工作做出的贡献，积累

留下的宝贵经验和光荣传统。

4．编史是为了传承历史教育后人。历史不可忘记，忘记了历史，意味着忘记了过去，也忘记了自己，也就

看不到未来的发展。历史中有印记、有经验，更有作风和精神，我们编写卫生史，就是为了使军区卫生系统的

宝贵经验和光荣传统一代一代地传承下去，发扬光大。作为历史编写者，必须尊重历史，实事求是，用历史教

育和激励后人。
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