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［摘　要］目的：了解贵州荔波少数民族人群雌激素受体（ＥＳＲα）基因 ＰｖｕⅡ位点和 Ｔ２９Ｃ位点多态性与乙型
肝炎病毒 （ＨＢＶ）易感性的关系。方法：选取贵州荔波县少数民族健康对照９１例和 ＨＢｓＡｇ携带者８０例，采用
聚合酶链式反应－限制性片段长度多态性 （ＰＣＲＲＦＬＰ）方法测定受检者基因组中 ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位
点多态性，分析两位点多态性与ＨＢＶ易感性的关系。结果：在荔波少数民族健康对照组和 ＨＢｓＡｇ携带组中均
检出ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ位点３种基因型，但３种基因频率和等位基因频率在两组间分布差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。结论：ＥＳＲα基因的ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ基因多态性与荔波少数民族人群中乙肝感染无关。
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　　全球约有４亿人为乙型肝炎病毒 （ＨＢＶ）携带
者，每年约有２５万人死于慢性肝炎、肝硬化和肝细
胞癌［１－３］。ＨＢＶ感染的慢性化是一个多因素的结
果，除与ＨＢＶ的变异、宿主的年龄、性别和免疫状

态等有关外，机体遗传基因的多态性可能也是导致

ＨＢＶ感染慢性化的另一个重要原因［４］。雌激素主

要通过与雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａ，ＥＳＲα）
结合发挥作用［５－７］，而 ＥＳＲα基因突变会导致雌激
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素功能的下降，引起 ＨＢＶ感染人群不同的遗传易
感性［８］，贵州是一个多民族省份，少数民族人口众

多，且大多聚居于较封闭偏远的山区，形成了遗传

学上相对隔离的人群。选用这样相对封闭的隔离

自然人群作为研究对象，可以最大限度的排除基因

流（ｇｅｎｅｆｌｏｗ）现象对该人群等位基因频率、基因型
频率的影响，对多基因疾病研究具有独特的优势。

１　对象与方法

１．１　研究对象　
按照知情同意原则，随机对贵州省荔波县少数

民族进行问卷调查和抽样分析，根据乙肝血清标志

物、肝功能指标及ＨＢＶ病毒ＤＮＡ定量结果分别选
取健康对照９１例，男性４５例，女性４６例，（４７８±
１５７）岁；ＨＢｓＡｇ携带者８０例，男性４１例，女性３９
例，（４８５±１４２）岁。所选的研究对象 ３代内无
族外通婚史，彼此间无直接血缘关系 ，性别、年龄

匹配 ，无乙型肝炎疫苗接种史。

１２　全血ＤＮＡ提取与定量　
采用Ｑｉａｇｅｎ公司的 ＦｌｅｘｉＧｅｎｅＤＮＡ提取试剂

盒提取全血 ＤＮＡ；紫外吸收法测定 ＤＮＡ浓度，并
标化ＤＮＡ模板浓度为１００ｍｇ／Ｌ。
１３　ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ多态性位点基因扩增

采用聚合酶链式反应 －限制性片段长度多态
性 （ＰＣＲＲＦＬＰ）法，根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＥＳＲα基因
ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ多态性位点的基因序列，设计ＰｖｕⅡ
多态位点引物，上游系列为 ５′ＴＣＴＣＣＣＡＣＣＴ
ＣＡＧＣＣＴＴＡＣ３′，下 游 系 列 为 ５′ＡＣＣＡＡＴＧＣＴＣ
ＡＴＣＣＣＡＡＣ３′，扩增产物长为 ４４８ｂｐ。参照文献
［９］设计 Ｔ２９Ｃ多态位点引物，上游系列为 ５′
ＧＡＣＣＡＴＧＡＣＣＣＴＣＣＡＣＡＣＣＡＡＡＧＧＡＴＣ３′，下游
系列为 ５′ＡＣＣＧＴＡＧＡＣＣＴＧＣＧＣＧＴＴＧ３′，扩增产
物长２１８ｂｐ。引物由上海生物工程技术有限公司
合成。反应采用 ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ法：９４℃变性
４０ｓ、６２℃退火５０ｓ（每个循环降低０５℃）、７２℃
延伸４０ｓ，扩增１４个循环后改为９４℃变性４０ｓ、
５５℃退火 ５０ｓ、７２℃延伸 ４０ｓ继续 ２０个循环。
ＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝胶电泳检测。
１４　ＰＣＲ产物的酶切　

ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ、Ｔ２９Ｃ位点 ＰＣＲ产物分别以
限制性核酸内切酶 ＰｖｕⅡ、ＭｓｐⅠ酶切，３７℃恒温
水浴过夜，酶切产物用 ２０％琼脂糖凝胶电泳分
离、鉴定。

１５　统计学方法
以ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡吻合度检验确定对照

组遗传平衡状况，根据ＰＣＲＲＦＬＰ结果确定样本的
基因型，用直接计数法计算基因型频率和等位基因

频率；ＳＰＳＳ１９０统计软件的χ２检验分析各基因型
在２组人群中的分布。

２　结果
２１　ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ位点

ＰＣＲＲＦＬＰ结果显示ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ位点的
扩增产物长度为４４８ｂｐ，每例样本的目的条带清
晰，适于后续 ＰＣＲ产物的 ＰｖｕⅡ酶切反应。若
ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ位点未发生突变，为野生型 ＣＣ，
不产生酶切位点（仅见４４８ｂｐ片段）；若由野生型
Ｃ突变成Ｔ，为突变型ＴＴ片段中产生酶切位点，酶
切后观察到 ３８０ｂｐ、６８ｂｐ为突变型 ＴＴ，观察到
４４８ｂｐ、３８０ｂｐ、６８ｂｐ３个片段为杂合型ＣＴ；因６８ｂｐ
片段较小不易观察，故不作为观察项（见图 １）。
ＥＳＲα基因Ｔ２９Ｃ位点的扩增产物长度２１８ｂｐ，每例
样本的目的条带清晰，适于后续ＰＣＲ产物的ＭｓｐⅠ
酶切反应。ＥＳＲα基因 Ｔ２９Ｃ位点若为野生型 ＴＴ，
无ＭｓｐⅠ酶切位点（仅见２１８ｂｐ）；若由野生型Ｔ突
变成Ｃ，片段中产生 ＭｓｐⅠ酶切位点，酶切后可为
突变型ＣＣ（观察到１９２ｂｐ、２６ｂｐ２个片段）、或杂
合型ＴＣ（观察到２１８ｂｐ、１９２ｂｐ、２６ｂｐ３个片段）；
因 ２６ｂｐ片段较小不易观察，故不作为观察项。见
图１。

注：ＥＳＲα基因Ｔ２９Ｃ位点结果为 １、２、３、４，１为ＰＣＲ扩增
产物，２－４为酶切产物，２为野生型ＴＴ，３为突变型ＣＣ，
４为杂合型ＴＣ；ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ位点结果为５、６、７、
８，５为ＰＣＲ扩增产物，６－８为酶切产物，６为野生

型ＣＣ，７为突变型ＴＴ，８为杂合型ＣＴ

图１　ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和Ｔ２９Ｃ位点ＰＣＲ
扩增产物和酶切产物电泳图

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ
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２２　ＨＢＶ感染与 ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位点
的基因型频率和等位基因频率

ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位点基因型频率和

等位基因频率在贵州少数民族健康对照组和 ＨＢ
ｓＡｇ携带组中的分布差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表１，表２。

表１　ＨＢＶ感染与ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ多态性
Ｔａｂ．１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆＥＳＲαｇｅｎｅＰｖｕⅡ ｌｏｃｕｓａｎｄＨＢＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组数 ｎ
基因型频率（ｎ，％）

ＣＣ ＴＣ ＴＴ
等位基因频率（ｎ，％）
Ｃ Ｔ

健康对照组 ９１ １５（１６５） ４０（４３９） ３６（３９６） ７０（３８５） １１２（６１５）
ＨＢＶ携带组 ８０ １３（１６３） ３４（４２５） ３３（４１２） ６０（３７５） １００（６２５）

χ２ ００５ ００３
Ｐ ０９７ ０９１

表２　ＨＢＶ感染与ＥＳＲα基因Ｔ２９Ｃ位点多态性
Ｔａｂ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆＥＳＲαｇｅｎｅＴ２９ＣｌｏｃｕｓａｎｄＨＢＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组数 ｎ
基因型频率（ｎ，％）

ＴＴ ＴＣ ＣＣ
等位基因频率（ｎ，％）
Ｔ Ｃ

健康对照组 ９１ ３９（４２８５） ３９（４２８５） １３（１４３） １１７（６４３） ６５（３５７）
ＨＢＶ携带组 ８０ ３４（４２５） ４０（５００） ６（７５） １０８（６７５） ５２（３２５）

χ２ ２２４ ０３３
Ｐ ０３９ ０５７

３　讨论

雌激素受体是存在于靶器官的细胞内、可与激

素发生特异性结合而形成激素－受体复合物、是使
激素发挥其生物学效应的一种蛋白质分子，至今发

现的 ＥＳＲ有 ＥＳＲα和 ＥＳＲβ两种亚型。人体中
ＥＳＲα基因定位于第６号染色体短臂的第２区５号
带中的第１亚带，由１４０ｋｂ碱基构成，编码５９５个
氨基酸的蛋白质，包括 ８个外显子和 ７个内含
子［１０］。ＥＳＲ不同的基因型有可能决定不同个体间
ＥＳＲ的表达水平与功能差异，从而影响到病原体对
宿主的易感性。１９９３年，骆抗先等［１１］对中国７个
民族的ＨＢＶ感染调查发现 ＨＢｓＡｇ具有较高的阳
性率，且这些民族间 ＨＢＶ感染存在差异。２００６
年，谢建萍等［１２］研究发现，ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ位点
多态性与 ＨＢＶ感染后疾病进展密切相关；２００９
年，郜玉峰等［１３］的研究显示ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ位点
Ｃ／Ｔ基因型和Ｃ等位基因可能是乙型肝炎病毒感
染慢性化的遗传易感基因。也有大样本研究发现，

ＥＳＲα基因 Ｔ２９Ｃ位点基因多态性与 ＨＢＶ持续性
感染相关［１３］；对甘肃地区人群的 ＥＳＲα基因 Ｔ２９Ｃ
位点基因多态性与ＨＢＶ感染转归的研究结果也显
示，ＥＳＲα基因Ｔ２９Ｃ位点ＴＴ基因型和Ｔ等位基因
可能是ＨＢＶ感染慢性化的遗传易感基因［１４］。但

本次研究结果却显示 ＥＳＲα基因 ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位
点基因多态性的分布在贵州荔波少数民族ＨＢＶ感
染组和健康对照组中差异无统计学意义，这与单可

人等［１５］对贵州彝族 ＥＳＲα基因 Ｔ２９Ｃ基因型分布
与 ＨＢＶ感染研究结果一致，提示不同民族和城乡
区域中ＥＳＲα基因ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位点的分布存在
差异，ＥＳＲ基因 ＰｖｕⅡ和 Ｔ２９Ｃ位点基因多态性在
ＨＢＶ感染的发生发展中起主要作用还是辅助作
用，或是协同作用，又或是 ＥＳＲ基因多态性是否真
正与 ＨＢＶ感染密切相关，尚有待于进一步大样本
的研究证实。
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