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雌激素受体基因多态性与乙型肝炎肝硬化的相关性研究
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［ 摘 要 ］! 目 的 ：探 讨 雌 激 素 受 体 基 因 的 0,(!，123"多 态 性 与 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 的 关 系 ，从 基 因 水 平

上 进 一 步 探 讨 肝 硬 化 的 发 病 机 制 。 方 法 ：采 用 聚 合 酶 链 反 应（ )*+）,限 制 性 片 段 长 度 多 态 性（ +-.)）方

法 检 测 并 比 较 了 /( 例 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 ，0" 例 慢 性 乙 型 肝 炎 患 者 ，(’ 例 健 康 对 照 组 的 雌 激 素 受 体 基

因 0,(!和 123"多 态 性 。结 果 ：乙 型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 的 雌 激 素 受 体 基 因 的 0,(!多 态 性 的 04 基 因 型 和

0 等 位 基 因 频 率 明 显 高 于 健 康 对 照 组 和 慢 性 乙 型 肝 炎 组 ，44 基 因 型 和 4 等 位 基 因 频 率 明 显 低 于 健 康 对

照组 和 慢 性 乙 型 肝 炎 组 ，差 异 有 统 计 学 意 义（ 0 1 # 2 #3），00 4 04 基 因 型 患 肝 硬 化 的 风 险 是 44 基 因 型 的

" 2 "% 倍（ 56 5 " 2 "%）。雌 激 素 受 体 基 因 的 123"多 态 性 分 布 在 各 组 间 比 较 ，差 异 均 无 统 计 学 意 义（ 0 6

# 2 #3）。结 论 ：雌 激 素 受 体 基 因 04 基 因 型 和 0 等 位 基 因 可 能 是 肝 硬 化 发 病 的 遗 传 易 感 基 因 ，44 基 因 型

和 4 等 位 基 因 可 能 是 肝 硬 化 发 病 的 保 护 基 因 。
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WZUHW U<RRQEO<O EUUZRRH>UH <> U=RR<HRO T<PQ 04 =>W 44 @H>EPV?H T=O " 2 "% [EMWO PQ=> PQ=P <> U=RR<HRO
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! ! 临 床 资 料 显 示 ，在 不 同 个 体 间 肝 纤 维 化 的 严

重 程 度 以 及 进 展 快 慢 差 异 显 著 。这 种 差 异 除 了 与

病 毒 、环 境 、年 龄 、性 别 等 有 关 外 ，还 与 感 染 者 个 体

的 遗 传 因 素 密 切 相 关［&］。大 量 研 究 表 明 ，雌 激 素
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对 肝 脏 有 保 护 作 用 ，可 以 抑 制 肝 纤 维 化 的 形

成［!，$］。雌 激 素 主 要 通 过 雌 激 素 受 体（ ’()*+,’- *’.
/’0)+*，12）介 导 来 发 挥 生 物 学 效 应 。 其 最 终 效 应

不仅 取 决 于 雌 激 素 本 身 的 分 泌 与 代 谢 ，还 与 12 的

表达 与 功 能 密 切 相 关 。目 前 国 内 外 已 有 不 少 学 者

对 !" 基 因!号 内 含 子 #$%"和 &’(!限 制 性 内 切

酶 多 态 性 进 行 了 深 入 分 析 ，初 步 研 究 结 果 表 明 ：!"
基 因 的 的 #$%"和 &’(!多 态 性 与 多 种 雌 激 素 依

赖 性 疾 病 如 冠 心 病［3］、子 宫 内 膜 癌［4］、骨 质 疏 松［#］

等 的 发 生 发 展 相 关 ，但 是 关 于 !" 基 因 的 这 两 种 多

态 性 与 肝 炎 肝 硬 化 是 否 有 相 关 性 ，目 前 国 内 外 尚

未见 报 道 。本 实 验 检 测 了 湖 南 地 区 汉 族 人 群 中 乙

型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 、慢 性 乙 型 肝 炎 患 者 和 正 常 人

群 的 !" 基 因 #$%"和 &’(!多 态 性 的 分 布 ，试 图

了 解 !" 基 因 多 态 性 与 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 之 间 的 相

关 性 ，以 期 能 从 基 因 水 平 上 进 一 步 探 讨 肝 硬 化 的

发 病 机制。

! " 对 象 与 方 法

% 5 % & 对 象 & & 慢 性 乙 型 肝 炎 组 及 乙 型 肝 炎 肝 硬

化 组 均 来 自 !""3 年 3 月 至 !""4 年 ! 月 我 院 传 染

科 住 院 病 人 和 门 诊 病 人 ，其 中 慢 性 轻 、中 度 乙 型 肝

炎 组 6! 例 ，男 性 4$ 例 ，女 性 %7 例 ，年 龄 %3 8 6"
（$! 5 3$ 9 %! 5 $:）岁 。 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 组 7: 例 ，

男 性 :$ 例 ，女 性 %4 例 ，年 龄 !4 8 6"（ 33 5 "4 9
75 46）岁。诊 断 均 符 合 !""" 年 7 月 全 国 第 十 次 病 毒

性 肝 炎 及 肝 病 学 术 会 议 修 订 的《 病 毒 性 肝 炎 防 治

方 案 》［6］中 的 诊 断 标 准 。 其 中 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 组

的 诊 断 符 合 肝 硬 化 的 影 像 学 诊 断 ：慢 性 轻 、中 度 乙

型 肝 炎 组 ; 超 检 查 无 肝 硬 化 的 影 像 学 改 变 。 健 康

对 照 组 :3 例 ，来 自 同 期 健 康 献 血 人 群 ，男 性 4#
例 ，女 性 !: 例 ，年 龄 %# 8 3#（ $" 5 $6 9 # 5 %6 ）岁 。

$ 组 都 为 湖 南 籍 汉 族 人 ，均 无 亲 缘 关 系 ；排 除 甲 、

丙 、戊 型 肝 炎 病 毒 感 染 ；慢 性 乙 型 肝 炎 组 和 肝 硬 化

组 乙 型 肝 炎 病 毒 标 志 物 和 <;=.>?@ 检 测 经 统 计

学 分 析 无 统 计 学 意 义 。

% 5 ! & 方 法

% 5 ! 5 % & 标 本 采 集 和 基 因 组 >?@ 抽 提 & & 清 晨 空

腹 取 肘 静 脉 血 $ 8 4 AB，以 @C>（ 柠 檬 酸 钠 缓 冲

液）抗 凝 ，D !" E 冰 箱 保 存 ，全 血 基 因 组 提 取 试 剂

盒 提 取 基 因 组 >?@。

% 5 ! 5 ! & FC2 引 物 和 反 应 条 件 & & FC2 扩 增 产 物

为 包 括 第 % 内 含 子 和 部 分 第 ! 外 显 子 ，长 度 为 % 5 $
GH 的 >?@ 片 断 。 上 游 引 物 序 列 ：4 I.CJKCC@C.
CCJ@JCJKJ@JCJJJJCCJ@JJCJCC.$ I，下 游 引 物 序

列 ：4 I.JCJJJCJCJKCC@CCCJKKCKJCK@JJ@JCJK@.
$ I。反 应 体 系 为 4" #B，含 >?@ 模 板 4" 8 %"" -,，

3" 0A+L 的 混 合 引 物 ，!"" #A+L M B 的 N?JF(，4 #B 的

%" O 缓 冲 液 ，% 5 4 AA+L M B P,CL! ，% 5 !4 Q JRS 酶 。

FC2 循 环 条 件 为 73 E 预 变 性 $"" (，继 之 73 E 变

性 $" (，4# E 退 火 3" (，6! E 延 伸 7" (，$4 个 循 环

后 ，6! E 终 末 延 伸 $"" (。

% 5 ! 5 $ & 扩 增 产 物 检 测 及 分 析 & & 分 别 取 %" #B
反 应 产 物 用 %" Q #$%"内 切 酶 ，%4 Q &’(!内 切 酶

于 $6 E 酶 切 消 化 过 夜（%! T 以 上 ），反 应 终 止 后 产

物 经 % 5 4U 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，溴 化 乙 啶 染 色 ，以

>?@ 片 段 长 度 标 准 物 为 参 考 ，紫 外 灯 下 照 相 观 察

结 果 。限 制 性 片 段 长 度 多 态 性（ 2VBF）分 析 的 结

果 用 # 或 ) 和 & 或 * 表 示 ，大 写 字 母 均 表 示 酶 切

位 点 因 突 变 而 消 失 ，小 写 字 母 表 示 酶 切 位 点 存 在 。

% 5 $ & 统 计 学 处 理 & & 采 用 WFWW %" 5 " 软 件 录 入

临 床 资 料 ，计 量 资 料 两 组 间 比 较 用 + 检 验 或 + , 检

验 。基 因 型 和 等 位 基 因 频 率 采 用 基 因 计 数 法 计

算 ，研 究 对 象 与 <R*NX .Y’Z-H’*, 平 衡 的 符 合 程 度 、

单 个 基 因 型 及 组 间 等 位 基 因 频 率 比 较 采 用 行 O 列

的 $! 检 验 或 VZ(T’* 精 确 检 验 。 应 用 非 条 件 B+,Z()Z/
回 归 分 析 !" 基 因 型 与 肝 硬 化 的 关 联 ，结 果 以 比 值

比（ -"）和 74U 可 信 区 间（ /+-[ZN’-/’ Z-)’*\RL，C]）

来 表 示 。# ^ " 5 "4 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

# " 结 " " 果

! 5 % & !" 基 因 多 态 性 类 型 分 析 & & !" 基 因 型 判

定 参 照 有 关 文 献［3］，使 用 #$%"酶 切 可 区 分 出 $ 种

基 因 型 ：## 型（ 终 产 物 为 % 5 $ GH 大 小 的 % 条 带 ），

#) 型（ 终 产 物 为 % 5 $ GH，:4" H0，34" H0 大 小 的 $
条 带 ），)) 型（ 终 产 物 为 :4" H0，34" H0 大 小 的 !
条 带 ）；使 用 &’(!酶 切 也 可 区 分 出 $ 种 基 因 型 ：

&& 型（ % 5 $ GH），&* 型（ % 5 $ GH，7%" H0，$7" H0），

** 型（7%" H0，$7" H0）（ 图 %）。

! 5 ! & !" 基 因 多 态 性 在 各 组 中 分 布 的 比 较 & & 用

直 接 记 数 法 计 算 出 各 组 基 因 型 及 等 位 基 因 的 检 出

频 率 ，然 后 进 行 <R*NX .Y’Z-H’*, 遗 传 平 衡 定 律 检

验 ，各 组 的 观 察 数 与 预 期 数 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意

义 ，即 均 已 达 到 遗 传 平 衡 ，具 有 群 体 代 表 性 。

":$
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图 !" !" 基因 #$%!，&’("酶切电泳图! "，#：)) 基因型；$：&) 基因

型；%：&& 基因型；&，’：#* 基因型；(：## 基因型；)：** 基因型；

*：+,-./-

!"#$ ! 01/ /2/34-5615-/473 879:-/ 58 41/ !" 9/;/ 3:4 <= #$%!，&’("! "，

#：)) 9/;54=6/；$：&) 9/;54=6/；%：&& 9/;54=6/；&，’：#* 9/;5>

4=6/；(：## 9/;54=6/；)：** 9/;54=6/；*：+,-./-

$ ? $ ? " ! !" 基 因 #$%!多 态 性 对 肝 硬 化 的 影 响 !
! 肝 硬 化 组 的 #* 基 因 型 和 # 等 位 基 因 的 频 率 明

显 高 于 慢 性 乙 型 肝 炎 组 和 健 康 对 照 组（ 均 # @
A? A*）；而 !" 基 因 的 #$%!多 态 性 在 慢 性 乙 型 肝 炎

组 和 健 康 对 照 组两组之间的分布无显著性差异（# B

A ? A*），两 组 均 以 ** 基 因 型 和 * 等 位 基 因 最 多

（表 "）。

$ ? $ ? $ ! !" 基 因 &’("多 态 性 对 肝 硬 化 的 影 响 !
! !" 基 因 &’("多 态 性 在 % 组 中 的 分 布 均 无 统 计

学 意 义 ，% 组 中 都 以 )) 基 因 型 和 ) 等 位 基 因 的 分

布 频 率 最 高（ 表 $）。

$ ? % ! 一 般 资 料 分 析 和 相 对 危 险 度 估 计 ! ! 肝 硬

化 组 患 者 的 年 龄 明 显 高 于 健 康 对 照 组 和 慢 性 乙 型

肝 炎 组 ，且 肝 硬 化 组 的 男 女 性 别 比 也 高 于 健 康 对

照 组 ，分 别 是*? *% C " 和 $ C "，差 异 有 统 计 学 意 义 。

本 实 验 中 年 龄 和 性 别 等 主 要 混 杂 因 素 的 分 布 具 有

差 异 性 ，因 此 采 用 非 条 件 性 D597E473 回 归 分 析 将 混

杂 因 素 进 行 调 整 ，排 除 性 别 、年 龄 混 杂 因 素 对 统 计

分 析 结 果 的 干 扰 。 调 整 前 ## F #* 基 因 型 发 展 成

肝 硬 化 的 相 对 危 险 度（ +"）是 ** 基 因 型 的 " ? &A
倍（)*G HI：" ? A$ J $ ? **），调 整 后 ## F #* 基 因 型

致 肝 硬 化 的 危 险 性 显 著 增 加（ +" K $ ? $%，)*G HI：

" ? A( J # ? &(）。经 D597E473 回 归 分 析 调 整 混 杂 因 素

后 ，&’("多态性与肝硬化仍无显著性相关。

表 !" 各组中 !" 基因 #$%!多态性基因型分布

组别 ,
基因型

## #* **

等位基因

# *

健康对照组 ’# )（"A? ("G ） %"（%&? )AG ） ##（*$? %’G ） #)（$)? "(G ） "")（(A? ’%G ）

慢性乙型肝炎组 ($ ’（""? ""G ） $’（%’? ’)G ） %&（*A? AAG ） ##（%A? *&G ） "AA（&)? ##G ）

乙型肝炎肝硬化组 )’ "%（"%? $(G ） **（*&? "$G ）#! %A（%A? &"G ）#! ’"（#"? %%G #! ""*（*’? &(G ）#!

! ! 与健康对照组比较，# # @ A? A*；与慢性乙型肝炎组比较，! # @ A? A*

表 #" 各组中 !" 基因 &’("多态性基因型分布

组别 ,
基因型

&& &) ))

等位基因

& )

健康对照组 ’# %（%? *(G ） $(（%$? "#G ） *#（&#? $)G ） %%（")? &#G ） "%*（’A? %&G ）

慢性乙型肝炎组 ($ #（*? *&G ） $%（%"? )#G ） #*（&$? *AG ） %"（$"? *%G ） ""%（(’? #(G ）

乙型肝炎肝硬化组 )’ *（*? "AG ） #*（#*? )$G ） #’（#’? )’G ） **（$’? A&G ） "#"（("? )#G ）

$ " 讨 " " 论

!" 基 因 的 " 号 内 含 子 位 于 转 录 激 活 功 能 域

内 ，具 有 该 基 因 的 增 强 子 和 启 动 子 等 与 基 因 转 录

调 控 密 切 相 关 的 重 要 调 节 序 列 ，!" 基 因 #$%!和

&’("多 态 性 的 发 生 可 能 导 致 了 LM 转 录 表 达 水 平

和 功 能 差 异 ，从 而 直 接 影 响 到 雌 激 素 的 最 终 生 理

效 应 ，进 而 对 多 种 疾 病 的 发 生 、发 展 和 预 后 产 生 影

响 。因 此 !" 基 因 的 不 同 基 因 型 有 可 能 作 为 遗 传

背 景 ，导 致 了 不 同 人 群 对 于 某 些 疾 病 的 易 感 性 和

临床 特 征 的 不 同 。初 步 的 研 究 结 果 表 明 ：!" 基 因

的 #$%!和 &’("多 态 性 与 多 种 疾 病 相 关［’］，而 且

在 不 同 种 族 间 的 分 布 存 在 差 异 ，但 在 同 地 区 的 男

性 、女 性 间 无 明 显 差 异［) J ""］。

临 床 和 流 行 病 学 调 查 显 示 ，男 性 和 年 龄 是 肝

纤 维 化 进 展 的 独 立 危 险 因 子 ，肝 硬 化 患 者 中 以 男

性 和 年 老 者 多 见 。 本 实 验 也 发 现 ，肝 硬 化 组 中 患

者 的 年 龄 明 显 高 于 健 康 对 照 组 和 慢 性 乙 型 肝 炎

组 ，且 肝 硬 化 组 中 的 男 性 患 者 明 显 多 于 女 性 ，肝 硬

化 组 的 性 别 比 与 健 康 对 照 组 相 比 差 异 有 统 计 学 意

义 。#$%!多 态 位 与 肝 硬 化 明 显 相 关 ，#* 基 因 型 和

# 等 位 基 因 在 肝 硬 化 的 分 布 则 明 显 高 于 其 它 两
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组 ，提 示 !" 基 因 型 可 能 是 肝 硬 化 的 遗 传 易 感 基 因

型 ，! 等 位 基 因 可 能 是 易 感 基 因 ，"" 基 因 型 可 能

是 肝 硬 化 的 的 保 护 基 因 型 ，" 等 位 基 因 可 能 是 保 护

基 因 。而 #$ 的 %&’!多 态 位 与 肝 硬 化 无 相 关 性 ，

表 明 #$ 基 因 %&’!多 态 性 可 能 对 #$ 功 能 或 者 表

达 影 响 很 小 ，需 要 足 够 大 的 样 本 才 能 显 示 出 差 异 ；

或 者 是 #$ 基 因 %&’!多 态 性 不 影 响 #$ 功 能 或 者

表 达 ，从 而 不 导 致 雌 激 素 的 生 理 学 效 应 发 生 改 变 。

慢 性 肝 病 雌 激 素 水 平 发 生 改 变 ，通 常 以 雌 酮 和 雌

三 醇 升 高 为 主 ，而 雌 二 醇 的 变 化 差 异 比 较 大 ，而 且

雌 激 素 水 平 的 变 化 与 乳 腺 增 生 、肝 掌 、蜘 蛛 痣 无 相

关性［%!］。进 一 步 说 明 雌 激 素 的 多 态 性 影 响 雌 激 素

的 代 谢 。

国 内 外 研 究 表 明 ，我 国 和 日 本 同 属 亚 洲 人 种 ，

基 因 多 态 性 具 有 一 致 性［%$］。’()*+*,( 等［#］研 究 发

现 携 带 !! 基 因 型 的 妇 女 子 宫 内 膜 异 位 症 ，子 宫 内

膜 癌 的 发 病 率 较 低 ；在 一 些 #$ 基 因 与 骨 质 疏 松 相

关 性 研 究［-，%-］中 也 发 现 ，!! 和 !" 基 因 型 人 群 的 骨

密 度 明 显 低 于 "" 基 因 型 ，本 实 验 结 果 与 以 上 结 果

一 致 ，由 此 推 测 携 带 ! 等 位 基 因 所 编 码 的 #$ 表 达

或 者 功 能 减 弱 ，从 而 使 其 对 雌 激 素 的 反 应 降 低 ，使

得 雌 激 素 的 生 理 学 效 应 减 弱 ，最 终 导 致 了 某 些 雌

激素 相 关 疾 病 的 发 生 。具 体 到 本 实 验 中 则 可 认 为

携带 ! 等 位 基 因 的 慢 性 乙 型 肝 炎 患 者 易 发 展 为 肝

硬 化 ，可 能 是 因 为 其 编 码 的 ./ 表 达 或 者 功 能 降

低 ，减 弱 了 由 ./ 介 导 的 雌 激 素 的 抗 肝 纤 维 化

作用。

研 究 表 明 肝 纤 维 化 和 动 脉 粥 样 硬 化 病 因 学 千

差万 别 ，而 发 病 机 制 却 有 本 质 上 的 相 同 之 处［%0］：男

性 是 肝 纤 维 化 和 动 脉 粥 样 硬 化 发 展 的 独 立 危 险 因

子 ，在 肝 纤 维 化 中 扮 演 重 要 角 色 的 肝 星 状 细 胞 与

动 脉 血 管 平 滑 肌 细 胞 同 属 外 膜 细 胞 ，具 有 相 同 的

细 胞 学 特 征 。 因 此 ，人 们 认 为 在 动 脉 粥 样 硬 化 发

生 过 程 中 发 挥 作 用 的 因 素 ，也 许 能 以 相 似 的 机 制

作 用 于 肝 纤 维 化 过 程［%0］。 吴 赛 珠 等［%#］在 对 我 国

汉 族 人 群 中 的 #$ 分 布 及 冠 心 病 相 关 性 研 究 中 也

发 现 #$ 的 ! 等 位 基 因 是 冠 心 病 的 易 感 基 因 。 本

实 验 结 果 进 一 步 说 明 !()"基 因 多 态 性 可 能 是 肝

硬 化 发 病 的 危 险 因 素 之 一 。 但 是 由 于 目 前 国 内 外

对 #$ 基 因 多 态 性 与 疾 病 的 关 系 的 研 究 结 果 存 在

相 互 矛 盾 的 现 象 ，所 以 对 #$ 基 因 多 态 性 与 肝 硬 化

的 相 关 性 仍 需 进 行 大 样 本 、多 地 域 、多 民 族 广 泛 深

入 的 协 同 研 究 ，以 及 对 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 的 家

系 进 行 系 统 的 分 析 ，方 能 得 出 更 为 可 靠 的 结 论 。
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