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雌激素受体 p基因CA重复序列多态性与 

原因不明月经过少的关系 
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【摘 要】目的：研究雌激素受体 p(Estrogen receptorp，ERp)基因CA重复序列多态性与原因不明月经过少关系。方法：选择 

西南地区的 100名月经正常人作为正常对照组，100名原因不明月经过少患者作为病例组。同时对人 ER B基因 5号内含子的 

高变区 CA重复序列进行纯化、克隆和序列分析，阐明该 CA重复序列多态性在实验组与对照组当中的分布情况及与原因不明 

月经过少的关系。结果：共分离出 9种等位基因，其(CA)n重复数目为 16～24。正常组和病例组的等位基因的分布频率差异无 

显著性(x 7．155，P=0．520)。以重复次数 佗≤20作为 ss型，n>20为 IJL型。ss基因型频率实验组为 66％，对照组为 51％，OR 

值：1．865倍(95％CI：1．055～3．298 o再比较两组病人 ss型和 IJL等位基因型的分布频率，差异有显著性(x 2：4．634，P=0．031 o 

结论：ERB基因 CA重复序列多态性与原因不明月经过少有关 ，ss型等位基因型可能是原因不明月经过少的危险因素。 
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The association of a CA repeat polymorphism in ER 13 gene 

with unknown aetiology hypomenorrhea 

L Aiwen。et ol 
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【Abstract】Objective：To investigate the association of a (CA)n dinucleotide repeat polymorphism of ER B with unknown 

aetiology hypomenorrhea．Methods：We choosed 100 eumenorrhea women as control group and another 100 hypomenorrhea 

patients as case group from Southwestern China．At the same time，we bring deputation，clone and sequence analysis to CA 

repeat polymorphism in 5 intron region of estrogen receptor B to illuminate its repeated sequence polymorphism distributing 

between control an d case group and its relationship with unknown aetieological hypomenorrhea．Resu／ts：We got 9 alleles and 

the repeated number of (CA) n Was 16～24．There Was not difference between distributing frequencies of CA repeat 

polymorphism in control and case groups(x 7．155，P=0．520)．SS genotype Was defined as repeat number n~<20，LL for n>20． 

Case group SS genotype rate Was 66％，control group 51％，OR=I．865 (95％ CI：1．055～3．298)．The SS and LL allele genotypes 

frequency Was compared in two groups and the difference Was significant(x 2=-4．634，P=-0．031)．Conclusion：ERB gene CA 

repeat polymorphism is related to unknown  aetiological hypomenorrhea．SS allele genotype may be the risk factor of unknown 

aetiological hypomenorrhea． 

【Key words】Hypomenorrhea；Estrogen receptor；(CA)Dinucleotide repeat sequence；Allele 

临床上发现一类月经过少(经量少于 30m1)【-睛 

人其雌激素水平正常，无内外科及先天性疾病，其 

被称为原因不明月经过少。研究发现，ER有 ERa和 

ERI3两种亚型。我们前期研究结果显示此类病人 

ER表达较月经正常妇女下降，且ERa基因多态性 

作者介绍：乐爱文(1976一)，男，主治医师，博士生， 

主要研究方向：妇科内窥镜及肿瘤。 

基金项目：重庆市卫生局科研项目(o6_2—059)。 

在病例与对照组中分布有差别【2】。在 ERI3基因 5号 

内含子存在 C(cytosine)和 A(adenine)重复多态性 

(D14S1026)，由于其重复次数不同与某些与激素水 

平相关疾病有关[31。我们研究 ERI3基因 CA重复多 

态性在我国西南地区妇女原因不明月经过少组与 

对照组当中的分布情况，从而探讨 ERI3基因 CA重 

复序列多态性与原因不明月经过少关系。 

1 材料与方法 
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1．1 临床资料 

选取 2003年 2月 ～2005年 11月在我院就诊的原因不 

明月经过少患者 lOO例作为病例组 ，年龄 20～40岁，平均 

31．5岁。选取同期的月经量正常因其它疾病而行官腔镜检查 

妇女 lOO例作为对照组，年龄 20～40岁 ，平均 28．4岁。原因 

不明月经过少纳入标准：(1)经量少于 3Oral，(2)性激素水平 

检测在正常范围，(3)官腔镜检查 ：月经第 5天子宫内膜光滑 

菲薄，官腔无粘连，输卵管开口清晰可见，(4)排除内科疾患 

如糖尿病 、结核病以及甲状腺、肾上腺等内分泌疾病、外科疾 

病、先天性疾病等，(5)B超：子宫内膜厚度 <5mm，(6)个体间 

无血缘关系，(7)检查前 3月未接受任何性激素治疗。 

对照组经量大于 3Oral，子宫内膜厚度 5mm，子宫内膜 

光滑，其余入选标准同原因不明月经过少。 

具体操作内容如下： 

1．1．1 月经量估计 连续观察 3个月经周期，根据月经失血 

图法14]计算月经量 ，以平均月经量少于 30ml，诊断为月经过 

少 。 

1．1．2 性激素检查 于卵泡期空腹状态上午 9时以前抽取 

静脉血检查。性激素检查方法 采用酶联免疫测定法，药盒为 

美国 Biocheck公司生产 ，测定血清 6项性激素：包括卵泡刺 

激素(FSH)、黄体生成素(LH)、雌激素(E2)、催乳素(PRL)、 

孕酮(P)及睾酮(T)，均在正常范围才人选。 

1．1．3 子宫内膜厚度 患者均于月经第 5天用 B超声诊断， 

子宫内膜厚度 <5mm，入选原因不明月经过少。 

l-2 实验 方法 

1．2．1 基因组 DNA的提取 采用博富瑞生物工程北京公司 

的DNA提取试剂盒提取基因组 DNA。 

1．2．2 DNA含量的测定 用美国 Beckman公司的紫外分光 

光度计测出。 

1．2-3 PCR反应 PCR引物由上海生工生物工程技术服务 

有限公司合成。上游引物 ：5’ACTCCCTGCCATI~CCATAC 

3’，下游引物 ：5’TCCACCCATCTCAGTCTCCC 3’。基因组 

DNA 0．1 g，缓冲液：10mmol／L Tris—HCI(pH=8．0)，50mmol／L 

KC1，2．5mmol／L MgCl2，体积分数为 l％的 Triton X一100，四种 

脱氧核苷酸(A，G，C，T)均为 200 mol／L，1U TaqD—NA聚合 

酶 (华美公司)，0．4 mol／L低聚核苷酸引物。95℃预变性， 

3rain；进入循环：变性94~(2，lmin；退火 58℃，lmin；延伸 72％， 

lmin，共 30个循环。终末延伸 72％，7min。最后取 PCR产物 

1 l在含溴化乙锭的 2％琼脂糖凝胶上电泳 ，鉴定其纯度及 

完整性，紫外灯下观察并照相。 

1．2．4 测序 PCR扩增产物包括 ERB基因包含 CA重复 

序列的一段基因，长约 274bp，送上海生工生物工程技术服 

务有限公司作测序分析。 

l-2．5 统计方法 应用拟合优度 x 检验判断两组各基因 

型分布是否符合 Hardy—Weinberg平衡。计数资料用 x 检 

验。比较正常对照组 、病例组等位基因的分布频率用 x 检 

验 ，以优势比 (Odds ratios，OR)及其 95％可信区间(Confi— 

dence intervals，CI)表示相对风险度。设定 P<O．05时差异有 

显著性。 

2 结 果 

2．1 ERI3基因CA重复序列琼脂糖凝胶电泳结果 

PCR扩增产物长度为 264 280bp，用 8ulPCR 

扩增产物与标准分子量 DL2000(上海生工生物工 

程技术服务有限公司)一起经 2％琼脂糖凝胶电泳， 

鉴定扩增效果 ，在 200bp与 300bp之间可见明显的 

PCR扩增条带(见图 1)。 

7 6 5 4 3 2 1 

300bp 

200bp 

lOObp 

图 1 ERB基因 CA重复序列的 PCR扩增产物经 2％琼脂 

糖凝胶电泳 。PCR扩增产物位于分子■标准 200～300之间。1 

道为 DNA marker．2～7道为样本条带 

2．2 ERI3基因CA重复序列测序图 

2．3 分 析 

实验组和对照组 CA重复序列等位基因型分布 

应用拟合优度 x 检验，x 分别为 0．148和 7．889， 

P值 分 别为 0．700和 1．000，P值 均>0．05，符合 

Hardy—Weinberg遗传平衡定律 ，具有群体代表性。 

病例组和对照组 CA重复序列等位基因的分布率 ， 

差异无显著性(X2=7．155，P=O．520)(表 1，图3)。两 

组均以等位基因 CA20占比例最大，病例组 22％，对 

照组 20％，因此以重复次数 竹≤20作为 SS型，竹>20 

为 LL型。结果发现病例组 SS占66％，LL占34％． 

对照组 SS占 51％，LL占 49％，x =4．634，P：0．031。 

等位基因频率的相对风险分析，SS等位基因患原因 

不明月经过少的风险是 LL等位基因的 1．865倍 

(95％CI：1．055 3．298)。 

3 讨 论 

雌激素是调节月经的主要激素，雌激素是调 

节月经的主要激素，作用体现在 ：一方面促进子宫 

内膜血管的周期性重建；另一方面促进子宫内膜的 

增生修复闭。由于雌激素是月经调节的主要激素，其 
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图 2 ERB基因CA重复片段序列分析，此图示 CA重复 19次 

表 1 ERI3基因 CA重复序列等位基因在两组中分布表 
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图 3 两组 ERB基因 CA重复序列各种等位基因的分布图 

通过与雌激素受体(ER)作用 ，人体内雌激素靶器 

官、某些非雌激素靶器官及恶性肿瘤细胞中均存在 

雌激素受体 (Estrogen receptor，ER)，ER是配体依 

赖转录活性因子超家族(类固醇激素、甲状腺激素、 

维生素 D3、维甲酸等受体)成员之一，定位于胞浆或 

胞核内，具有转录因子的作用，与雌激素结合后即 

形成二聚体，通过与靶基因中的雌激素反应元件特 

异性结合，刺激靶基因转录，从而促进细胞增殖和 

分化。原因不明月经过少是近年来逐渐被人们所关 

注的一类疾病。ERB参与了雌激素对月经周期中子 

宫内膜的生理调节作用旧，雌激素正常，我们推测可 

能 ERI3减少 (前期研究结果显示此类病人 ERI3表 

达较月经量正常妇女下降)，使雌激素对子宫内膜 

调节作用下降，从而引起月经量的下降。 

人 ERI3基因位于 14号染色体。其基因多态性 

与激素依赖性疾病的关系逐渐被关注，其中微卫星 

(Microsate11ite，MS)或 短 串 联 重 复 序 列 (Sh0rt 

tandein repeat，STR)多态性(此处表现为 CA重复序 

列)作为第二代遗传标记，也引起许多学者兴趣。 

S1attery【7J等人研究证明ERI3基因长 CA重复序列患 

者得结肠癌风险更高 ，并且认为 ERI3比ERa在结 

直肠癌病因中取更重要作用。Beleza—Meireles【8】通过 

对 60个男孩尿道下裂病人研究发现，ERI3基因长 

CA重复序列更易患尿道下裂。Anghel【 认为雄激素 

基因长 CAG、ERa基因短 TA、ERI3基因短 CA重复 

序列与乳腺癌有关。Takeo【 o认为 ERB基因CA重复 

次数与绝经和绝经后症状有关。但国内外尚无对其 

与原因不明月经过少的研究。 

在研究中对中国西南人群的ERI3基因 CA重 

复序列多态性进行分析，确定 9种等位基因(他：16～ 

24)，两组人群符合 Hardy—Weinberg遗传平衡定律， 

具有群体代表性。病例组和对照组 CA重复序列等 

位基因的分布频率，差异无显著性 (X2=7．1 15，P： 

0．520)。研究还发现病例组病 SS型等位基因频率高 

于对照组，差异有显著性(X2=4．037，P=-O．045)。SS等 

位基因患原因不明月经过少的风险是 LL等位基因 

的 1．865倍 (95％CI：1．055～3．298)。从而说明ERI3 

基因CA重复序列多态性与原因不明月经过少发生 

有关，SS型可能增加其患病风险。 

关于核苷酸重复序列的产生机制 ，普遍认为是 

DNA复制过程中滑动，或 DNA复制和修复时滑动 

链与互补链碱基错配，导致一个或几个重复单位的 

插入或缺失。Valdas等⋯认为从统计学角度看，其产 

生采用的是逐步突变模式(Stepwise inutati0n．rood— 
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l，SMM)，即每一次突变均增加一个或数个重复单 

位，从而导致一个新的等位基因的出现。STR多态 

性的功能 目前尚不甚明了，但已发现其可能参与遗 

传物质的结构改变，基因调控及细胞分化等过程 ， 

有 自身特异性结合蛋白，还能直接编码蛋白质 ，是 
一 种非常活跃的碱基序列。c反应蛋白作用位点的 

内含子二核苷酸重复序列与基因的表达水平有关。 

其还可以调节局部染色质结构和细胞核基质的粘 

附，参与某些基因的重组，或者与维系着丝点强度 

保证染色体三维结构有关，进而影响其表达【l21。定位 

于非翻译区CA重复序列可以影响其基因表达，并 

且依据一些实验证实短 CA重复序列与 ERB基因 

活性下降有关㈣。因此我们猜想 SS型等位基因也可 

能通过上述几种机制综合作用下调ERI3基因表达， 

使其对月经调节作用下降，进而引起月经过少。 

我们结果显示中国西南地区原因不明月经过 

少病人 ERI3基因 SS型等位基因可能是其危险因 

素，因此拟在下一步对两组 SS型、LL型等位基因表 

达进行研究，从而在基因水平更确切地阐明ERI3基 

因与原因不明月经过少发病的关系。 
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