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胸椎黄韧带骨化症与骨形态发生蛋白4基因单核苷酸多态性的关联**★ 

赵伟光1，刘振武1，刘  利1，谢延平1，江丽强1，林  欣2 

 

Bone morphogenetic protein-4 gene polymorphism associated with ossification of the thoracic 

ligamentum flavum    

Zhao Wei-guang1, Liu Zhen-wu1, Liu Li1, Xie Yan-ping1, Jiang Li-qiang1, Lin Xin2 

Abstract 

BACKGROUND: There are few studies addressing the association of bone morphogenetic protein-4 gene and ossification 

of the thoracic ligamentum flavum (OLF). 

OBJECTIVE: To explore whether two single nucleotide polymorphisms of the bone morphogenetic protein-4 were related 

to the morbidity and severity of OLF. 

METHODS: The venous blood samples of 40 OLF patients and 40 non-OLF controls were collected. All experimental 

participants were matched in age-sex composition. The DNA extracted from the peripheral venous blood was amplified 

and sequenced at two sites of rs17563 and rs2855532 by using PCR.  

RESULTS AND CONCLUSION: The frequency of “T” genotype and allelotype at rs17563 and rs2855532 in the OLF 

patients was higher than that in the non-OLF patients (P < 0.05). The two single nucleotide polymorphisms (rs17563 and 

rs2855532) can increase the incidence of OLF. 

 

Zhao WG, Liu ZW, Liu L, Xie YP, Jiang LQ, Lin X. Bone morphogenetic protein-4 gene polymorphism associated with 

ossification of the thoracic ligamentum flavum. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(24): 4376-4380.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：骨形态发生蛋白 4 基因与胸椎黄韧带骨化症的相关性研究目前较少。 

目的：测观察骨形态发生蛋白 4 的 2 个单核苷酸多态性位点 rs17563 和 rs2855532 与胸椎黄韧带骨化症的关联。 

方法：胸椎黄韧带骨化症患者和正常对照者各 40 例，收集受试者的周围静脉血提取 DNA，PCR 法进行目的片段骨

形态发生蛋白 4 的单核酸多态性位点 rs17563 和 rs2855532 的扩增并测序。  

结果与结论：黄韧带骨化症组中 rs17563和 rs2855532位点带“T”基因型及等位基因型频率明显高于对照组(P < 0.05)。

证实，骨形态发生蛋白 4 上的 2 个单核酸多态性位点 rs17563 和 rs2855532 等位基因型突变与胸椎黄韧带骨化症的

发生有关。 

 

关键词：黄韧带骨化症，胸椎；骨形态发生蛋白 4；单核苷酸多态性；聚合酶链反应；病例-对照研究；组织构建 
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0  引言 

 

黄韧带骨化症的好发部位为下胸椎和胸腰

椎部，颈椎较少见。其病因与众多因素有关：

合并内分泌障碍如糖尿病；钙磷代谢异常；骨

形态发生蛋白、转移生长因子等。目前越来越

多的研究证实该病与基因多态性存在明显相关

性
[1]
，王哲等

[2]
通过对胸椎黄韧带骨化症患者的

黄韧带细胞进行体外培养发现其胞浆中骨形态

发生蛋白2阳性表达，说明骨形态发生蛋白2与胸

椎黄韧带骨化症密切相关，而骨形态发生蛋白4

与骨形态发生蛋白2高度同源，属于转化生长因

子β1同一亚类。但骨形态发生蛋白4与胸椎黄韧

带骨化症是否也存在相关性，目前国内外尚无相

关报道，实验对骨形态发生蛋白4基因上2个与
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骨代谢密切相关的单核苷酸多态性位点

6007C > T(rs17563)，3564C > T(rs2855532)

与胸椎黄韧带骨化症关系进行了研究
[10]

。 

 

1  对象和方法 

 

设计：病例-对照，基因多态性研究。 

时间及地点：于2012-01/03在邯郸中心医

院检验科完成。 

对象：于2009-02/2012-01多中心收集胸

椎黄韧带骨化症患者40例，所有入选者皆拍摄

脊椎X射线平片、CT及完整病史采集，分为胸

椎黄韧带骨化症病例组和对照组。 

黄韧带骨化症组：40例，男24例，女16例，

年龄42~63岁，平均年龄55.3岁。 

诊断标准：①脊髓压迫症状如肢体麻木、

感觉异常，下肢无力等表现。②X射线、MRI、

矢状位CT检查显示椎管后方黄韧带骨化。 

排除标准：①后纵韧带骨化、弥漫性特发

性骨肥厚症。②强直性脊柱炎。③代谢性疾病：

骨软化病、佝偻病、钙磷代谢失调和甲状旁腺

功能亢进症等。 

对照组：40例，男19例，女21例；年龄49~58

岁，平均54.8岁。 

纳入标准：相同年龄段的同时期住院获得

明确诊断的患者，临床症状及影像学表现皆无

黄韧带骨化表现。 

排除标准：影像学检查证实存在任何脊柱

韧带骨化及钙化表现，或身体其他部位异位骨

化。其他排除标准同黄韧带骨化症组。 

根据中华人民共和国国务院颁发的《医疗

机构管理条例》
[21]

，在实验前已将实验方案和

风险告知对方，所有参与者均已签署知情同意

书。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

方法： 

DNA的提取：收集入选者周围静脉血4 mL，

EDTA K2抗凝。利用DNA提取试剂盒进行人血

白细胞基因组DNA提取。提取的DNA样品经

0.8%琼脂糖凝胶电泳测定，A260nm/280nm紫外定

量，确定每个样本已提取DNA成功
[3]
。 

聚合酶链反应 (PCR)及产物序列测定：利用

PCR仪，50 μL反应体系对目的DNA片段进行体

外 扩 增 ： 10×LA PCR Buffer 5 μL+Mg
2+

       

(25 mmol/L) 5 μL +dNTPs Mixture(25 mmol/L) 

8 μL +上游引物 (10 μmol/L)1 μL+下游引物  

(10 μmol/L)1 μL +Tap酶(5 μmol/L)0.5 μL+模板

2.5 μL，最后加灭菌蒸馏水至50 μL，反应条件

及引物见表1。对产物纯化后用直接测序法测定

序列
[4]
。产物序列及引物合成由北京三博远志生

物有限责任公司完成，所有测序图取回后通过软

件Chromas V1.5 分析统计结果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要观察指标：两组间2个位点基因型与等

位基因型频率。 

统计学分析：利用SPSS 16.0软件对数据进

行统计学处理。用χ
2
检验方法对病例组与对照

组2个位点基因型、等位基因型频率分布进行统

计学分析，检验水准α=0.05。 

   

2  结果 

 

2.1  受试者数量分析  纳入对象80例均进入结

果分析，无中途退出者。 

2.2  骨形态发生蛋白4的单核苷酸多态性位点

rs17563和rs2855532的基因型和等位基因频

率   黄 韧 带骨化症组中位点 6007C > T 

(rs17563)和3564C > T(rs2855532)带“T”基因 

试剂及仪器 来源 

Wizard Genomic DNA 

Purification Kit 

dNTP 及耐热性 DNA 酶 

PCR 仪 MYCYCLER 

凝胶成像系统  

美国 Promega 公司 

 

日本 TaKaRa 公司 

美国 Bio-rad 公司 

Biospectrum 公司 

表 1  BMP-4SNP 位点及其引物、扩增片段的长度 
Table 1  The primers and amplified fragments of 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

SNPs of 

BMP-4 Primer sequence 

Annealing 

temperature 

(℃) 

Product 

size (bp) 

 

rs17563 

 

Sense: 5’-CAT TCA 

TTG CCC AAC 

CCT-3’ 

Antisense: 5’-AGT 

TTG GCT GCT 

TCT CCC-3’ 

 

62 

 

421 

rs2855532 Sense: 5’-ATT CCG 

TAG TGC CAT 

CCC-3’ 

Antisense: 5’-GCC 

CTC AAG GTA 

CAA CCC-3’ 

62 396 

 
BMP-4: bone morphogenetic protein-4 
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型及等位基因型样本比例明显高于对照组(P < 0.05)，

见表2，3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  典型病例基因型测序结果  如图1，2所示，列举1

例胸椎黄韧带骨化症患者A：骨形态发生蛋白4 rs17563

基因型为TC的测序结果；等位基因C突变为T；B：骨形

态发生蛋白4 rs2855532基因型为CT的测序结果，等位

基因T突变为C。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

黄韧带骨化症特征是黄韧带发生骨化，骨化的韧带

压迫相应节段脊髓和(或)神经根出现不同程度的临床症

状。黄韧带骨化症多发于胸椎下段。由于这种疾病的迟

发特性，保守治疗不能阻止本病的发展，因此了解黄韧

带骨化症的病因是非常必要的。 

目前有关胸椎黄韧带骨化发病机制仍不清楚，大多

数学者认为其发病与遗传、脊柱退行性改变、长期反复

应力失衡、外伤和先天发育异常等因素有关。 

目前关于胸椎黄韧带骨化症病因的研究越来越多

的集中在分子生物学方面，但是关于与骨代谢密切相关

的骨形态发生蛋白4基因与胸椎黄韧带骨化症的相关性

研究却未曾报道。基因连锁分析研究表明调节骨形成、

骨量及其微观结构的基因定位于染色体14q12-23，其中

骨形态发生蛋白4基因位于14q22-23，其除了具有强大

的诱导成骨能力外还通过BMP-Smads及MAPK的级联

激活途径等广泛参与包括心血管、胃肠、呼吸、泌尿、

生殖及神经系统的胚胎发育、生长和分化
[5-7]

。 

Sato等
[8]
进行的免疫组织化学研究表明骨形态发生

蛋白4、骨形态发生蛋白2在后纵韧带骨化灶表面肥大化

生的软骨细胞内高表达。作者已研究了骨形态发生蛋白

4 基 因 上 4 个 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点 6007C > 

T(rs17563)
[9]
，-5826G > A (rs1957860)，3564C > 

T(rs2855532)和IVS -160C >T (rs2071047)与颈椎后纵

韧带骨化的关联性，证实了其中2个位点与颈椎颈椎后

Figure 1  Sequence diagram of a patient with ossification of 
the thoracic ligamentum flavum at the rs17563 

图 1  典型病例的 BMP-E rs17563 基因型测试结果 

Genotype “TC” at the rs17563, the “C” mutated to “T” 

表 2  两组间位点 rs17563 和 rs2855532 基因型样本比例的 
分布 

Table 2  The genotypic distributions at the rs17563 and 
rs2855532                            (n=40, n/%) 

Group 

6007C > T(rs17563) 3564C > T(rs2855532) 

 

 TT     TC     CC 

 

CC      CT      TT 

Case  16/40  17/43   7/18 7/18   23/58  10/25 

Control   8/20  12/30   0/50 19/48   13/33   8/20 

P=0.007 P=0.014 

 

表 3  两组间位点 rs17563、rs2855532 等位基因样本比例的
分布比较 

Table 3  The allelotype distributions at the rs17563 and 
rs2855532                            (n=80, n/%) 

SNPs: single nucleotide polymorphisms  

Group 

6007C > T(rs17563) 3564C > T(rs2855532) 

 

T       C 

 

C        T 

Case    4/61    31/39 37/46    43/54 

Control   28/35    52/65 51/64    29/36 

P =0.001 P =0.019 

 

Figure 2  Sequence diagram of a patient with ossification of 
the thoracic ligamentum flavum at the rs2855532  

图 2  典型病例的 BMP-E rs2855532 基因型测试结果 

Genotype “CT” at the rs2855532, the “T” mutated to “C” 
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纵韧带骨化症的发生和发展存在相关性。但在与后纵韧

带骨化发病机制相似的黄韧带骨化症患者中是否也存

在相似关联性，目前国内外尚无报道。与后纵韧带骨化

症好发于日本人不同，胸椎黄韧带骨化症则多见于中国

人
[10]

。由于多种疾病可与本病同时并存，所以要注意排

除，最常见的如广泛性特发性肥大性骨病
[11]

，该病主要

表现脊柱前纵韧带骨化，常与黄韧带骨化症并存；另外

强直性脊柱炎也会产生脊柱的广泛钙化
[12-14]

。实验通过

多中心搜集到40例患者，皆排除了伴有的骨代谢性疾

病、其它脊柱节段韧带的骨化。 

实验中2个SNP位点6007C > T(rs17563)，3564C > 

T(rs2855532)分别位于骨形态发生蛋白4基因外显子、

内含子，其中rs17563是惟一位于编码区域的SNP位点，

已有报道其等位基因C突变为T从而使产物蛋白质分子

152位置上的丙氨酸变为缬氨酸，这种突变可以降低绝

经后妇女粗隆间和全髋关节的骨密度较少，基因型之间

差异具有显著性意义
[15]

。实验结果也证实了此位点T基

因的突变可诱导胸椎黄韧带骨化症发病，与对照组比较

差异有显著性意义，但是否与骨化严重程度有关本文未

进行研究，因为实验所收集的骨化类型较局限易造成偏

差。实验进一步证实了骨形态发生蛋白4上rs17563和

rs2855532基因突变不仅促使颈椎后纵韧带骨化症的发

生而且与胸椎黄韧带骨化症也存在一致的相关性。 

Liu等
[16]

也发现RUNX2的2个位点RSl321075和

RSl2333172的SNPs其中的1个位点的单倍型分型与颈

椎后纵韧带骨化症和黄韧带骨化症的发病皆有关系。但是

实验也有一下几点局限性：病例数较少；骨化节段较单一；

此2个位点基因突变是否也可加重骨化程度尚待研究。 

目前对胸椎黄韧带骨化症的血清学及标志物研究

尚缺乏，主要集中在对颈椎后纵韧带骨化症的研究上，

以后的研究可参照颈椎后纵韧带骨化症的研究方法进

行以便起到早期诊断作用。Ito等
[17]

通过对脊髓型颈椎病

组、颈椎后纵韧带骨化症组及正常对照组脑脊液中白细

胞介素8、白细胞介素10、肿瘤坏死因子α含量的比较得

出白细胞介素8在前两组中的含量明显高于正常对照

组。有研究对比了43例颈椎后纵韧带骨化症患者中骨化

椎体仅限于颈椎和骨化椎体包括颈、胸、腰椎血清中完

整骨钙素、骨钙素、Ⅰ型前胶原羧基前肽及骨特异性碱

性磷酸酶的含量水平
[18]

，结果显示前3种蛋白含量颈椎

颈椎后纵韧带骨化症患者中低于对照组，而骨特异性碱

性磷酸酶则未显示出明显差异。 

随着影像学的发展胸椎黄韧带骨化症的发现率

较前明显提高，已属脊柱科临床常见病，推荐对诊断

有困难的患者行三维CT检查
[19]

，可准确测量韧带骨

化的厚度及范围，同时也是制定手术方案的重要参

考，早期有效地手术减压是治疗该病的有效方法
[20]

。

以后研究应放在突变的基因如何导致及促进黄韧带

的发展。 

致谢：衷心感谢所有实验的参与者，尤其是林欣教
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1  兔关节软骨损伤生物标志物的蛋白质组学

检测 

李建鑫(天津武警后勤学院附属医院，天津市  

300162) 

推荐理由：判断软骨损伤的严重程度、判

定预后和预测治疗效果，可以采用蛋白质组学

的方法，检测一些能反映关节软骨损伤程度的

特异性标志物的水平，作者拟通过蛋白质组学

表面增强激光解吸离子化飞行时间质谱技术研

究关节软骨损伤的血清中蛋白质表达质谱的差

异及软骨损伤病程演变过程中关节液中蛋白质

表 达 质 谱 的 差 异 。 见 16 卷 2012 年 20 期

3644-3648页。 

 

2  关节软骨损伤后体外培养软骨细胞的功能

变化 

郝  鹏(四川省医学科学院•四川省人民医院骨

科，四川省成都市  610072) 

推荐理由：在骨关节炎的发展过程中，白

细胞介素1β发挥重要的作用，几乎对软骨的所

有生理功能都会产生影响，是目前对关节软骨

退变有较大影响的细胞因子。合成和分泌蛋白

多糖，Ⅱ型胶原等细胞外基质成分是软骨细胞

的主要生理功能，对于维持关节软骨正常的形

态、结构和功能有重要意义。本次实验对兔关

节软骨创伤后体外分离培养的软骨细胞中白细

胞介素1β等细胞因子的表达情况和细胞的功能

变化进行研究，发现关节软骨损伤后软骨细胞

的功能受到影响，受损程度与创伤强度及炎性

细胞因子的表达相关。见15卷2011年28期

5131-5135页。 

 

3  组织工程修复关节软骨缺损的力学状态研

究 

张述卿(天津理工大学机械工程学院，天津市  

300384) 

推荐理由：活体软骨缺损修复中，力学状

态测量还很难实现，直接测量影响缺损修复，

间接图片采集测量的图片精度又不能满足要

求。目前，有限元仿真对软骨力学特性的分析

是一种较好的方法，一些研究中采用有限元技

术建立缺损植入修复模型，本试验对软骨缺损

修复处进行滚压加载的应力分析，探索人工软

骨弹性模量、压缩量、滚动速度及缺损类型对

修复处应力分布的影响规律。见15卷2011年20

期3629-3632页。 

来自本文课题的更多信息--  
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自然科学基金(7092028)。 

作者贡献：第一作者及通讯作者参与实验的设计，

所有作者参与实验完成，第一作者成文。 
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文章概要：  

文章要点：本文首次对 BMP-4 基因上两个与骨代

谢 密 切 相 关 的 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点

6007C >T(rs17563)，3564C>T(rs2855532)与胸椎黄韧

带骨化症关系进行了研究。证实了相关位点的突变与胸

椎黄韧带骨化症密切相关。 

关键信息：将来可能通过基因测序的方法对胸椎黄

韧带骨化症起到早期诊断作用。即抽取测试者静脉血，

通过实验中的方法，对 6007C > T(rs17563)，3564C > 

T(rs2855532)进行测序结果分析，从而早于影像学表现

之前确诊该病。 

研究的创新之处与不足：文章首次报道了 BMP-4

与胸椎黄韧带骨化症之间的关系。但是实验病例数较少；

骨化节段较单一；本文中 2 个位点基因突变是否也可加

重骨化程度尚待研究。这些突变如何导致的胸椎黄韧带

骨化症发生的分子生物学机制仍待研究。 
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