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摘要 目的 研究维生素 D 受体( VDＲ) 基因启动子甲基化

水平与云南白族人群特发性低枸橼酸尿症之间的关联性。
方法 选取 15 例 VDＲ 基因单核苷酸多态性位点( SNP shot)
rs2228570( Fok Ⅰ) 基因型为双显性表达( FF 型) 的云南白

族特发性低枸橼酸尿症患者为实验组，15 例尿枸橼酸含量

正常的云南白族体检者为对照组。先取两组人员的血液标

本，经过亚硫酸盐处理后，通过 PCＲ 扩增、T7 DNA 聚合酶的

体外转录过程得到各 ＲNA 产物，经碱基特异性酶切处理后

得到对应 ＲNA 小片段，最后通过 EpiTYPEＲ 程序得出每个

检测 位 点 的 甲 基 化 程 度。结 果 与 对 照 组［1. 261%
( 0. 827%，1. 930%) ］比较，实验组的 VDＲ Ⅰ片段甲基化水

平［4. 136% ( 1. 655%，5. 152%) ］较高，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 001) ; 在 VDＲ Ⅰ片段上 33 个 CpG 位点中，实验组和

对照 组 在 CpG-5 ( F = 8. 831，P = 0. 008 ) 和 CpG-8 ( F =
16. 155，P = 0. 001) 两个位点上的 DNA 甲基化水平差异有统

计学意义。结论 VDＲ 基因启动子甲基化水平升高与云南

白族特发性低枸橼酸尿症的发生存在关联性。VDＲ 基因

SNP 位点 Fok Ⅰ为 FF 型的白族患者 VDＲ 基因启动子 DNA
甲基化水平较正常白族人群显著升高。
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泌 尿 系 结 石 是 泌 尿 外 科 的 常 见 病，已 有 研

究［1 － 2］表明尿中结石抑制因子枸橼酸的缺乏对钙性

结石的形成有着重要影响，且低枸橼酸尿症与 VDＲ
基因的过低表达有关。

在课题组前期研究［3］中，通过对云南特发性低

枸橼酸尿症患者的遗传学研究，发现 VDＲ 基因 SNP
位点 rs2228570( Fok Ⅰ) 与云南白族人群特发性低

枸橼酸尿症呈正相关，尤其是 FF 型基因有统计学

差异( P ＜ 0. 01 ) 。有研究［4］表明，SNP 位点可以通

过调节 SNP 位点周围的 DNA 甲基化水平来控制基

因的表达。该实验通过对云南白族特发性低枸橼酸

尿症患者 VDＲ 基因启动子附近 DNA 片段的甲基化

水平进行检测，来研究其与特发性低枸橼酸尿症之

间的关联性，从而为我国云南地区少数民族泌尿系

结石病因研究和防治工作寻找新的研究方向。

1 材料与方法

1． 1 试剂与耗材 血液 /细胞 /组织基因组 DNA 提

取试剂盒( 北京天根生化科技有限公司) ; EZ DNA
Methylation-Gold kit( 美国 Zymo Ｒeserch 公司) ; ＲT-
PCＲ 反应试剂盒( 日本 Takara 公司) ; SAP 反应试剂

盒、T 切反应 /ＲNase A 消化反应试剂盒( 美国 Fer-
mentas 公司) 。
1． 2 病例资料 选择 2013 年 10 月—2020 年 2 月

在昆明医科大学附属第一医院泌尿外科住院的云南

白族泌尿系结石患者，在尿枸橼酸含量检测低于正

常值且在 VDＲ 基因 SNP 位点 Fok Ⅰ基因型检测为

FF 基因型的 38 例患者中，随机抽取 15 例作为实验

组，同时在该院体检的尿枸橼酸含量检测正常的

120 例白族人群中随机抽取 15 例作为对照组。各

组均禁食 12 h 过夜后，于清晨抽取静脉血样本 3
ml，存于 － 80 ℃冰箱保存; 留 24 h 尿液并记录尿量，

进行生化指标检测和甲基化分析。
该研究符合赫尔辛基宣言的标准，所有研究对

象均为自愿参加本次研究，并签署知情同意书，本研

究承诺对研究对象的个人信息严格保密。
1． 3 选择标准 入选标准: ① 泌尿系结石的诊断

依据术前泌尿系 CT 平扫、腹部平片( KUB) 或碎石

手术记录;② 低枸橼酸尿症的诊断依据是患者 24 h
尿枸橼酸排泄量小于 320 mg;③ 通过 Sanger 测序法

检测 VDＲ 基因 SNP 位点 Fok Ⅰ的基因型为 FF 型。
排除标准: 患肾功能衰竭、泌尿系感染、肾小管酸中

毒、低镁血症、慢性胃肠疾病、痛风、肿瘤、近期服用

噻嗪类利尿剂、糖皮质激素或雌激素及甲状旁腺功

能亢进等代谢性疾病患者。
1． 4 研究方法
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1． 4． 1 样本的 DNA 提取和亚硫酸盐处理 使用
“血液 /细胞 /组织基因组 DNA 提取试剂盒”对血液

标本进行 DNA 提取，再使用“EZ DNA Methylation-
Gold kit”进行亚硫酸盐处理。亚硫酸氢盐处理标本
DNA 时，未发生甲基化的胞嘧啶会被转化为尿嘧

啶，而甲基化的胞嘧啶不变，可以通过此特性将基因

中发生甲基化的部分标记出来。
1． 4． 2 引物的设计及合成 通过查阅相关文献，确

定 VDＲ 基因启动子的基因序列，并选择位于 VDＲ
基因的近端启动子中的 CpG 岛进行甲基化分析，最

终选取 VDＲ 基因启动子 3 个片段进行检测。通过
EpiDesigner 软件确定引物方案后，委托武汉艾健康

技术有限公司进行合成，具体引物序列见下表 1。

表 1 VDＲ 基因启动子 3 个片段的引物序列

VDＲ 基因片段 引物序列( 5'-3')
VDＲ Ⅰ 正向: TTTAGGTTTTAGGAGGTAGTTTT

反向: AAACTAACCAAACCAAAACTTC
VDＲ Ⅱ 正向: GTTYGTAGTAGGTTGGGTAGAATTA

反向: TCAACCACCCTATAAACCAC
VDＲ Ⅲ 正向: TGTTGGGTTGTTTTTGTTTGT

反向: TTATTACCCAAATACTAAACACTATATTAAC

1． 4． 3 Sequenom MassArray 系统甲基化检测 完

成 PCＲ 扩增反应，得到带有 T7 ＲNA 聚合酶启动子

序列的 DNA 片段扩增产物，通过 SAP 反应完成扩

增产物的 DNA 去磷酸化，使其成为可测序的模板，

然后通过 T7 ＲNA 聚合酶催化酶切反应完成目的基

因的转录，可以得到待测基因序列的 ＲNA 转录单

链，再通过 ＲNase A 消化反应将转录得到的 ＲNA 单

链降解成分析检测所需的 ＲNA 小片段，最后经树脂

纯化的 ＲNA 小片段便可上机检测，完成其 DNA 甲

基化水平检测。测试的 CpG 位点以它们与转录起

始位点之间的相对位置顺序命名，甲基化胞嘧啶与

总测试胞嘧啶的百分比计算为每个 CpG 位点的甲

基化水平，每个 CpG 位点的甲基化水平总和为该片

段的甲基化水平。
1． 5 统计学处理 应用 SPSS 22. 0 软件进行统计

学分析，计量结果以 �x ± s 表示，对于甲基化水平以

中位数( 最小值 － 最大值) 表示。计数资料采用 χ2

检验，计量资料采用 t 检验，两组之间的甲基化水平

差异采用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 一般资料与生化指标 实验组 24 h 尿枸橼酸

( 239. 58 ± 80. 41 ) mg 与对照组( 595. 71 ± 130. 63 )

mg 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = － 37. 089，P ＜
0. 001) ，但在年龄、性别( 使用 χ2 检验分析) 、体质

量指数、尿量、尿钙含量、血甲状旁腺激素、血钙等方

面差异无统计学意义。见表 2。

表 2 实验组与对照组一般资料与生化指标分析( n = 15，�x ± s)

一般资料与生化指标 实验组 对照组 t 值 P 值

年龄( 岁) 49． 47 ± 10． 97 43． 40 ± 9． 91 1． 598 0． 123
性别( n，男 /女) 8 /7 9 /6 0． 136 0． 713

体质量指数( kg /m2) 26． 5 ± 5． 8 27． 1 ± 5． 3 － 1． 315 0． 140
尿量( L /d) 1． 8 ± 0． 8 1． 9 ± 1． 0 1． 395 0． 150
尿枸橼酸( mg /d) 239． 58 ± 78． 35 586． 61 ± 88． 63 － 57． 089 ＜ 0． 001
尿钙( mg /d) 188 ± 110 195 ± 117 － 0． 533 0． 610
血甲状旁腺激素( pg /ml) 45 ± 27 46 ± 26 0． 427 0． 770
血钙( mmol /L) 2． 30 ± 0． 35 2． 27 ± 0． 37 0． 602 0． 510

2． 2 VDＲ 基因启动子 NDA 甲基化水平总体分析

本实验共选取检测了 VDＲ 基因启动子 3 个片段

的甲基化水平，其中在 VDＲ Ⅰ片段上，实验组的甲

基化水平为 4. 136% ( 1. 655%，5. 152% ) ，高于对照

组 1. 261% ( 0. 827%，1. 930% ) ，差异有统计学意义

( F = 28. 601，P ＜ 0. 001 ) ，而在 VDＲ Ⅱ片段 ( F =
0. 485，P = 0. 495 ) 、VDＲ Ⅲ片 段 ( F = 0. 179，P =
0. 677) 上，二组之间的甲基化水平差异无统计学意

义。见表 3。

表 3 VDＲ 基因启动子 NDA 甲基化

水平总体分析表［中位数( 最小值 ～ 最大值) ］

VDＲ 片段
甲基化水平

实验组 对照组
F 值 P 值

VDＲ Ⅰ 4． 136%
( 1． 655% ～5． 152% )

1． 261%
( 0． 827% ～1． 930% )

28． 601 ＜ 0． 001

VDＲ Ⅱ 0
( 0 ～ 2． 273% )

0
( 0 ～ 2． 227% )

0． 485 0． 495

VDＲ Ⅲ 0． 690%
( 0 ～ 1． 724% )

1． 034%
( 0 ～ 2． 011% )

0． 179 0． 677

2． 3 VDＲ Ⅰ片段 CpG 岛甲基化位点分析 在有

统计学差异的 VDＲ Ⅰ片段上共检测了 33 个 CpG 位

点，在这些 CpG 位点中，实验组和对照组在 CpG-5
( F = 8. 831，P = 0. 008 ) 和 CpG-8 ( F = 16. 155，P =
0. 001) 两个位点上 DNA 甲基化水平差异有统计学

意义，而在 CpG-28、CpG-30、CpG-32 三个位点上均

未发现甲基化。见表 4。

3 讨论

泌尿系结石的发病机制被认为是由遗传基因、
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表 4 VDＲⅠ片段 CpG 岛甲基化位点分析

CpG 岛

位点

甲基化水平［中位数( 最小值 ～ 最大值) ］

实验组 对照组
F 值 P 值

CpG-1 0( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 182) 0． 016 0． 901
CpG-2 0． 091( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 083) 3． 940 0． 063
CpG-3 0． 083( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0． 091) 0． 304 0． 588
CpG-4 0( 0 ～ 0． 200) 0． 083( 0 ～ 0． 091) 0． 006 0． 939
CpG-5 0． 100( 0 ～ 0． 250) 0( 0 ～ 0． 091) 8． 831 0． 008
CpG-6 0( 0 ～ 0． 167) 0( 0 ～ 0) 1． 038 0． 322
CpG-7 0． 091( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 091) 2． 991 0． 101
CpG-8 0． 091( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0) 16． 155 0． 001
CpG-9 0． 091( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 182) 3． 144 0． 093
CpG-10 0( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0) 3． 197 0． 091
CpG-11 0． 091( 0 ～ 0． 182) 0( 0 ～ 0． 091) 0． 721 0． 407
CpG-12 0． 091( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 091) 3． 732 0． 069
CpG-13 0( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0) 2． 243 0． 152
CpG-14 0( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0) 1． 627 0． 218
CpG-15 0( 0 ～ 0． 275) 0( 0 ～ 0． 167) 0． 151 0． 702
CpG-16 0( 0 ～ 0． 273) 0( 0 ～ 0) 2． 001 0． 174
CpG-17 0( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0) 2． 245 0． 151
CpG-18 0( 0 ～ 0． 091) 0( 0 ～ 0． 083) 0． 007 0． 935
CpG-19 0( 0 ～ 0． 182) 0( 0 ～ 0． 083) 0． 076 0． 786
CpG-20 0( 0 ～ 0． 091) 0( 0 ～ 0) 0． 321 0． 578
CpG-21 0( 0 ～ 0． 364) 0( 0 ～ 0． 083) 0． 218 0． 646
CpG-22 0( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0) 1． 122 0． 303
CpG-23 0( 0 ～ 0． 091) 0( 0 ～ 0) 0． 321 0． 578
CpG-24 0( 0 ～ 0． 200) 0( 0 ～ 0． 182) 0． 016 0． 901
CpG-25 0( 0 ～ 0． 182) 0( 0 ～ 0) 0． 614 0． 444
CpG-26 0( 0 ～ 0． 182) 0( 0 ～ 0) 1． 989 0． 175
CpG-27 0( 0 ～ 0． 182) 0( 0 ～ 0) 2． 630 0． 122
CpG-28 0( 0 ～ 0) 0( 0 ～ 0) － －
CpG-29 0( 0 ～ 0． 091) 0( 0 ～ 0) 0． 321 0． 578
CpG-30 0( 0 ～ 0) 0( 0 ～ 0) － －
CpG-31 0( 0 ～ 0． 100) 0( 0 ～ 0． 091) 0． 090 0． 768
CpG-32 0( 0 ～ 0) 0( 0 ～ 0) － －
CpG-33 0( 0 ～ 0． 091) 0( 0 ～ 0) 0． 321 0． 578

自然地理环境、饮食生活习惯等内外多因素共同作

用的结果。许多对尿石症发病机制和遗传学特质的

研究都证实 VDＲ 基因参与了体内钙盐代谢和枸橼

酸代谢，是泌尿系结石形成的关键基因［5］。
云南省是我国泌尿系结石高发地区，各级医院

泌尿外科的结石患者可达 50%，其中大理、楚雄、普
洱及西双版纳等少数民族聚集地区尤为明显，甚至

存在多个“结石村”，村内以白族、彝族、哈尼族等少

数民族为主，近 60%的村民患有或曾经患有泌尿系

统不同部位的结石并有家族史。在课题组的前期调

研中发现这些结石高发地区也具有较高的低枸橼酸

尿症发病率及遗传倾向，也证明 VDＲ 基因 SNP 位点

与白族人群特发性低枸橼酸尿症的发生存在遗传学

上的相关性［3］。本研究选择基因型表达频率差异

最显著的 FF 基因型患者 15 例为实验组进行研究，

实验表明 VDＲ 基因启动子甲基化水平升高与特发

性低枸橼酸尿症的发生存在关联性。
目前关于 VDＲ 基因启动子 DNA 甲基化与疾病

相关性的研究主要集中在肿瘤和代谢性疾病，如结

直肠癌、乳腺癌、肾上腺皮质癌、肺结核、糖尿病等，

在这些相关研究中［6 － 9］，其 VDＲ 基因启动子 DNA
甲基化水平都高于正常水平，VDＲ 基因处于过低表

达状态，使得包括维生素 D 在内的多种生物分子无

法正常运转，导致疾病的发生和发展。贾招辉［10］的

研究表明沉默体内 VDＲ 基因的表达，可以降低肾上

皮细胞内 VDＲ 基因的 mＲNA 和蛋白含量; 李康健

等［11 － 12］研究表明沉默细胞内的 VDＲ 基因，明显降

低尿液中的枸橼酸含量。也有研究证实 VDＲ 的配

体骨化三醇直接影响参与枸橼酸胞内跨膜转运的相

关酶类活性［13］，VDＲ 本身也直接参与枸橼酸盐的快

速排泄途径［14］。此外，VDＲ 参与了调节编码磷酸烯

醇丙酮酸羧化酶的基因转录，而该酶参与调节细胞

内枸橼酸盐及尿枸橼酸盐水平［15］。以上述文献结

合本实验结果进行推断，当患者的 VDＲ 基因启动子

甲基化水平升高时，其体内肾上皮细胞中的 VDＲ 基

因将发生基因沉默，从而引起肾小球上皮细胞对枸

橼酸的排泄减少，肾小管上皮细胞对枸橼酸的分泌

减少和重吸收增加，且与枸橼酸代谢相关的酶类活

性也会随之变化，使得尿中的枸橼酸含量低于正常

水平，从而导致特发性低枸橼酸尿症和泌尿系结石

的发生。
本课题组旨在通过对特发性低枸橼酸尿症这一

代谢性疾病的研究来探讨遗传因素和环境因素对泌

尿系结石形成过程中的协同作用。但本实验目前由

于样本量较少，且缺少对患者生活习惯及居住环境

的流行病学调查，仅能初步证实 VDＲ 基因启动子

DNA 甲基化水平与云南白族人群特发性低枸橼酸

尿症的关联性，下一步实验应扩大样本数量，并考虑

环境因素对 DNA 甲基化的影响，探讨遗传和环境对

疾病发生的协同作用。还可以将云南其他少数民族

如彝族、傣族和哈尼族等纳入样本，再进行多民族间

的比较研究。
综上所述，研究表明 VDＲ 基因启动子 DNA 甲

基化水平升高与云南白族特发性低枸橼酸尿症的发

生存在相关性。该研究为云南少数民族结石高发地

区的结石早期预防和诊断提供了新的基因筛查位

点，也为结石病因研究提供新的表观遗传学研究思

路和方向。
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Ｒelevance between hypocitraturia and VDＲ gene promoter
methylation of the Bai nationality in Yunnan province

Lin Xiaowei，Luo Yuhui，Li Jingling，Zhang Baiyu，Ke Kunbin，Li Hao
( Dept of Urology，the First Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming 650032)

Abstract Objective To investigate the relevance between vitamin D receptor ( VDＲ) gene promoter methylation
level and idiopathic hypocitraturia of the Bai nationality in Yunnan province． Methods Fifteen patients with idio-
pathic hypocitrouria of the Bai nationality in Yunnan province with double dominant expression ( FF type) of single
nucleotide polymorphism shot ( SNP shot) rs2228570 ( Fok Ⅰ) genotype were selected as the experimental group．
Fifteen people of the Bai nationality in Yunnan province with normal content of urinary citric acid were the control
group． First，blood samples were taken from both groups． Next，the blood samples were treated with sulfites，ＲNA
products of each sample were obtained by PCＲ amplification and in vitro transcription of T7 DNA polymerase． Then
the corresponding ＲNA fragments were digested by base-specific enzymes． Finally the degree of methylation at each
test site was obtained through the EpiTYPEＲ procedure． Ｒesults In the statistical results of DNA methylation lev-
el，the methylation level of VDＲ Ⅰ fragment experimental group was 4. 136% ( 1. 655%，5. 152% ) which was
higher than 1. 261% ( 0. 827%，1. 930% ) in the control group，and the difference was statistically significant ( P
＜0. 001) ． Among the 33 CpG sites on VDＲ Ⅰ fragment，there were significant differences in DNA methylation
levels of CPG-5 ( F = 8. 831，P = 0. 008) and CpG-8 ( F = 16. 155，P = 0. 001 ) between the experimental group
and the control group． Conclusion The increased methylation level of VDＲ gene promoter is related with idiopath-
ic hypocitric of the Bai nationality of Yunnan province． And compared with the normal Bai nationality people，the
DNA methylation level of VDＲ gene promoter significantly increased in the Bai nationality patients with FF type of
VDＲ gene SNP shot Fok Ⅰ．
Key words vitamin D receptor; gene promoter; DNA methylation; idiopathic hypocitraturia
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