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雌激素受体 基因TA重复序列多态性 

与原因不明月经过少的关系 

袁 瑞，乐爱文，耿 力，周晓曦，姚珍薇 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究雌激素受体a(estrogen receptor a，ERa)基因二核苷酸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名月经正常者作为对照组，100名原因不明月经过少患者为病例组。同时对她们雌激素受体基因上游的高变 

区二核苷酸(TA)重复序列进行纯化、克隆和序列分析，阐明该重复序列的重复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 7种等位基因，其 (TA)n重复数 目为 11至 17，对照组中最常见的等位基因为 

TA14，正常组和病例组的(TA)n重复序列等位基因的分布频率不同，差异有显著性(x：：13 412，P=0．037)。再用 Fisher’s确切概 

率法比较两组病人各等位基因的分布频率，病例组 TA13等位基因频率高于对照组 ，差异有显著性 (P=0．006)，TA15等位基因 

频率低于对照组，差异有显著性 (P=0．033)。结论：ERa基因 TA多态性与原因不明月经过少有关，TA13等位基因可能是原因 

不明月经过少的危险因素；TA15等位基因可能是其保护因素。 
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The association of a TA repeat polymorphism in ERa gene with unknown 

aetiology hypomenorrhea 

YUAN Rui,et 

(Department of Obstetrics and Gynecology,the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the association of a (TA)n dinucleotide repeat polymorphism with unknown aetiology hypomenor- 

rhea．Methods：1 00 normal menstruation person(control group)and 1 00 hypomenorrhea patients(case group)were recruited．they all 

canle from southen—western China．The (TA)n dinucleotide repeat in ERa gene upstream hypervariable region were purifed．cloned and 

sequence analysed．we observe the ERa gene(TA)n dinucleotide repeat polymorphism distribution in the two groups．Results：All sam— 

pies exhibted 7 different alleles．The (TA)n dinucleotide repeats were 1 1-1 7．The most prevalent allele was TA 1 4 repeat in control 

group．Th e distribution of the different alleles of the(TA)n dinucleotide repeat sequence in the group and control group has significant dif_ 

ference (x 2=13．412，P：0．037)．Fisher’s exact test was applied to compare the frequency of each a1lele between two groups．The fren— 

quency ofthe TA13 allele was found to be significantly greater in hypomenorrhea group(P=0．006)，and the frenquency ofthe TA15 allele 

Was less in the group(P=0．033)．Conclusion：A (TA)n dinucleotide repeat sequence which is in ERa gene upstream hypervariable 

region was associated with unknown aetiology hypomenorrhea．Th e TA 1 3 allele was found to be associated with unknown aetiology hv— 

pomenorrhea and may be a risk factor；whereas TA 1 5 allele may be a protective factor for patients
．  

【Key words 1 Hypomenorrhea；Estmgen receptor；(TA)dinueleotide repeat sequence；Polymorphism；Allele 

经量少于 30ml，称为月经过少，是妇科常见症 

状。其危害是影响孕卵在子宫内膜种植，导致反复 

流产、不孕等，是闭经的前驱症状。雌激素是调节月 

经的主要激素，但临床上发现一类病人其雌激素水 

作者介绍：袁 ~f,(1964一 )，女，副教授，博士生， 

主要研究方向：妇科内窥镜及肿瘤。 

平正常，无内外科及先天性疾病 ，我们称为原因不 

明月经过少。同时，我们对大量原因不明月经过少 

患者进行官腔镜检查发现，月经过少患者中有许多 

病员的子宫内膜光滑菲薄，表现为生长发育不良。 

与传统的子宫内膜损伤 、疤痕学说并不吻合。面对 

大量由此导致的反复流产 、不孕症患者，目前临床 

尚无解决方案。雌激素是通过与雌激素受体(Estro— 
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ge Rece'pt。”，ER)结合而发挥其生物学效应 我们观 

察到此类病员雌激素水平正常．由此我们自然想到 

是否雌激素受体环节}lj现障碍?ERa基因上游 I kl 

存在T(thvmine)．A【adenine)重复序列．它属下基 

凶的凋控区，对基冈表达起丽控作用I I995年有日 

本学者做了有关 ERa基因 TA微卫譬的重复序列 

多态性与 口本妇女骨质巯松的梢关性的肼究 ，TA 

的 1 2次重复住丹本妇女的骨质疏松症有特 异 

我fI'1研究 引{a基因TA重复序别多惫性在我旧西 

南地区 女 因不叫月经过少患病组 与对照组当 

中的分布情况 从而探|寸ERa基因二棱苷酸重复序 

列多态性与原因不明月经过少关系 

材料与方法 

1．1 - 羼奇# 

选取2003年 2月至2005年 I1月在重废医科大学附 

属第一医院就诊的啄困不明J1经过少患者 100柳怍为观察 

组．年龄20—40岁．平均3I 5岁 问期的正常月经妇女 1[】【l· 

例作为时照组．年龄20—4D岁．平均28．4岁一-HH象内科疾患妞 

糖屎痣、结核病以致甲状腺．肾上腺等内分泌疾病、外科瘟 

病、先天性疾病等 个体问无血缘盖系、待查前 3爿来接受任 

何性激素清疗 年龄 20．-40岁 

J 2 买验方法 

1．2 l基因组 DNA的提取 采用博富瑞生物]：程』七京公司 

的 DNA提取 剂盒提取基 因组 DNA： 

I+2．2 I)NA含量的测定 用美旧 13eekman公司的紫外分光光 

度计测 

1 2．3景台酶链匣应(P一~b'merase Chain Reaelion．P R) PCR 

引物由 L海生工生物 [程技术a硅势有限公司合成 上游 5’ 

GAcGCATGA FAT f̂：TTCA CC ’．下游 5’GCA Ĝ A rcA 

AAT ATC CAG^rc．3’=60ixI反应体系含 DNA 5 1．10× 

Buffer 5．0iX1+10rnm )l几dNTP I I+TaqDNA聚合 酶 0 3 1． 

上下游引物各 1 5 1 PCR反应采用美国 rki r,Ehr,e,蛰州 

9600型PCR仪 95℃预变性．3rain；避人循环：变性 0斗 ： 

lmin；退火蜘℃．1min：延伸 72q~i．1thin．共30个循环 终袁延 

伸 72 ．7min 最后取PCR-止物 I5 I在含演化乙髓的：吼 

琼目旨褚凝腔 k电泳，利用紫外线透射仪观察实验结果 

I 24 PCR产物 化 Agrc>se f紫外灯下切 )+resins70~L溶 

解一 过柱 2m】80％异丙醇 l袭打_+离心一50 I I×TE水溶 

解一 1 2000r,lmin 2 一纯化产物 

1 2．5洲序 雌激素受浓基因洲序由 R产物送上海牛 l牛 

物1 程技术服务有限公司怍测字分析 

1．3 统计方法 

计量资半耳采用平均值￡标准差来表示，统计学分析计 

量资料用t检验．计数资料朋 × 榆验 ：比较对照组、精制组 

等位基田 的竹布频率 用 x 榆验 ．比较病 删组和 iE"g~,tN, 

组各个等位基l蜀颛率的差别用 bisher’ 确叼慨 法 设定 

P<O 05时差异 青显著 

2 结 果 

2 l 琼脂糖凝胶电泳结 果 

用 PCR扩增产物 8 1与标准分子量 DL2000 

(卜海生T生物工程技术服务有限公州 】一起经 

2％琼脂镣凝胶电泳． 定扩增效果．住 160bp。_j 

L901 D之间可见明显的 I{扩增条带，小 J：l00bp 

的条带为引物二蒙体l I) 

400bp 

3O0bp 

2~10bp 

lOObp 

匿 】 Ella基阎上簖 ’lA|i1二档苷醺 _联重复睁列的 PCR扩增 

产韧经 2％琼脂糖鞋脞 { 埭．}．(：R{=r增 产柳他 r分子萤标准 

164]一IgO之问 1埴鸯marker．2—7酋匈样本条带 

2．2 (TA111重复序列 多态一．生分析 

两组病人 TA重复序列等位基田的分布频率 

( 表 】，圈2 J 通过 x 榆验发现两组病人TA重 

复 孛 cj等位基因的分郝 颌率 ，差异有 显著性 

(x 13．412．P=()．037)；再以 Fisher’s确切慨率法 

分别比较两组病人各等位基冈的频率是否有差别． 

发现病例组病人 TAI3等位馨因频率高于对照组， 

差异有显著陛 (P=0 006 J：TAI5等位基因频率低 

于刊 照组 ，差异有显著性 (P：0．033 病例组TAI3 

等位基因存在 1例纯合子．为了避免重复汁数造成 

等位基圜对疾病作用的放大．我们对纯合子仅计数 

1次．所得结果差舁仍有显著陛(P=0．0l4) 

晾 不明月经过少是近年来1饰床 卜出现的一 

类症状 以前人们多划月经过多重说，坦我们在临 

床工作中发现一类病人荩 经量少f少于 30mI)的 

病人．其无内外乖}硬先天疾病．旺性激素水平正常 

由于雌激素是月经删节的主要激素，其通过与雌激 

素受体(ER)作用，而且前期研究发现此类病人 ER 
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表 1 ERa基因(TA)n重复序列等位基因与原因不明月经过 

少的关系 

括号内为纯合子仅计数 1次的结果。NS：差异无显著性。 

● 病例组 

一 对照组 

图 2 病例组和对照组 ERa基因(TA)n重复序列各种等位 

基因的分布图 

表达减少，因此 ERa基因变化可能与原因不明月经 

过少有关。 

ERa结构：ERa是糖蛋白，属于 I型核变体超 

家族成员(甾体激素、甲状腺素、视黄醛受体等 )。 

ER有数个结构不同的功能域。受体分子从 N末端 

到 C末端的结构是：N末端为 A／B区域，具有转录 

活化功能；中间的区域也称 C区域，为 DNA结合区 

(DBD)，这一区域可与特异的 DNA结合；与 DNA 

结合区相邻的是 D区或铰链区，它的特性尚不清楚； 

c末端为配体结合区(LBD或 E／F区)，具有与配体 

结合、转录激活、热休克蛋白结合、核定位信号的功 

能。ERa基因由8个外显子和7个内含子组成圆。 

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l4认 为从统计学角度看，其产 

生采用的是逐步突变模式(Stepwise mutation mod— 

el，SSM)，即每 1次突变均增加 1个或数个重复单 

位，从而导致 1个新的等位基因的出现。核苷酸重 

复序列的功能 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。 

1999年l 5I希腊学者研究了雌激素受体基因 TA 

重复序列的变异性与子宫内膜异位症之间的关系， 

发现其变异性与子宫内膜异位症的病理发生机制 

有关，15次TA重复在实验组显著且与对照组相比 

有统计学差异，20次TA重复在对照组显著且与实 

验组比较有统计学差异。Kim sH嘲实验发现 I／II子 

宫内膜异位症病人 TA重复序列低，说明雌激素受 

体基因上游微卫星结构 TA重复序列的不稳定性与 

该病发病间的相关性。2003年台湾学者[ 做了雌激 

素受体基因TA重复序列的变异性与子宫肌瘤易患 

性的研究，雌激素受体基因多态性与子宫肌瘤的病 

理发生机制有关，且 TA重复序列的长度多态性与 

子宫肌瘤的易患性相关，TA重复的 12次与 13次 

重复状态为子宫肌瘤的高发状态，而 16次TA重复 

则为相对低的发病状态。Hoetzer GL圆研究表明长 

TA重复序列与健康绝经后妇女内皮组织型纤维蛋 

白溶酶原激活剂释放有关。Demissie S[9】等人研究表 

明长TA重复序列和其它位点多态性与妇女低密度 

脂蛋白浓度变化相关。Gua~ucci Et 01等人研究发现 

TA重复序列长度与不孕男子精子浓度和总精子数 

成反比，长TA重复序列病人精子浓度和总精子数 

均偏低。Leibowitz Dt 】贝0实验证实 TA重复序列可能 

影响左心室体积，长 TA重复序列则显示左室体积 

有增高趋势。此外对其它激素依赖性疾病，如乳腺 

癌、子宫内膜癌 、习惯性流产等疾病也存在 TA重复 

序列多态性”2】。 

在本研究中我们对中国西南人群的 ERa基因 

(TA)n二核苷酸重复序列多态性进行分析，确定 7 

种等位基因，病例组和对照组 TA重复序列等位基因 

的分布频率，差异有显著性(x =13．412，P=0．037)。再 

以 Fisher’S确切概率法分别比较两组病人各等位基 

因的频率是否有差别，发现病例组病人 TA13等位 

基因频率高于对照组，差异有显著性 (P=0．006)。 

TA15等位基因频率低于对照组 ，差异有显著性 

(P=O．033)。病例组 TA13等位基因存在纯合子 ， 

为了避免重复计数造成等位基因对疾病的放大作 

用 ，我们对纯合子仅计数 1次 ，所得结果差异仍有 

显著性 (P=O．014)。从而说明ERa基因(TA)n二 

核苷酸重复序列多态性与原因不明月经过少发生 

有关 ，TA13等位基因是其发病危险因素，TA15是 

其保护因素。 

ERa基因TA重复序列可能是通过不同 mRNA 

∞ ∞ ∞ ∞ 5 o 
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片段影响或改变内含子转录因子，也可能是其与其 

它位点多态性形成连锁不平衡【l3】’从而改变 ERa基 

因表达而使 ER量及功能发生改变。而 ERa是雌激 

素发挥作用的中介 ，雌激素必须通过与 ERa结合才 

能发挥作用，故不同的 ERa基因型有可能决定不同 

个体间 ER表达水平与功能差异，进而影响到体内 

雌激素的生物学效应 61。当然重复序列附近调控 

部分变异、ERa基因与其它基因是否存在关联等问 

题，还有待进行多方面、大样本、多地域、多民族等广 

泛深入的协同研究。 
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