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摘要 目的：探讨雌激素受体 ESR1(Estrogen Receptor alpha gene)基因的 Ⅱ(rs2234693)和 I (rs9340799)两个单核苷酸多态

性(single nucleotide polymorphisms, SNPs)位点的基因多态性与乙型肝炎病毒 HBV(Hepatitis B Virus)慢性感染的相关性，为控制

HBV持续感染提供新的思路和科学依据。方法：选择 107例慢性乙型病毒性肝炎患者为病例组及 107例同期体检的健康人群为

对照组，基于高分辨熔解曲线技术(High Resolution Melting，HRM)建立 PCR-HRM分子诊断方法，检测其雌激素受体 ESR1基因

两个 SNP位点 rs2234693(T>C)和 rs9340799(A>G)的基因多态性，并通过基因测序进一步验证，探讨上述两个 SNP位点与 HBV

慢性感染的相关性。结果：病例组和健康对照组 ESR1基因 rs2234693(T>C)位点的基因型频率比较差异具有统计学意义(P<0.05)，

而两组间 rs2234693位点等位基因频率比较差异没有统计学意义(P>0.05)；病例组和健康对照组间 ESR1基因 rs9340799(A>G)位

点的各基因型频率差异具有统计学意义(P<0.05)，慢性乙肝病例组 GG基因型明显升高，两组间 rs9340799位点等位基因频率差

异亦具有统计学意义(P<0.05)。Logistic回归分析显示 rs9340799位点的 G基因可增加 HBV慢性感染的发病风险，A基因可降低

HBV慢性感染的发病风险。结论：雌激素受体基因 ESR1的 rs9340799 (A>G)位点的 GG基因型和 G等位基因可能是 HBV感染

慢性化的遗传易感基因，GG基因型与 HBV的慢性感染具有一定的相关性。
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Association of Ⅱand I Polymorphisms in Estrogen Receptor alpha
(ESR1) Gene with the Chronic Hepatitis B Virus Infection*

To investigate the correlation of Ⅱ (rs2234693) and I (rs9340799) polymorphisms in estrogen Re-

ceptor alpha(ESR1)gene with Chronic Hepatitis B Virus Infection, and provide new ideas and scientific basis for controlling chronic

infection of HBV. The molecular diagnosis methods of PCR-HRM bsaed on the high resolution melting curve technique

(HRM) were established, 107 patients with chronic hepatitis B(CHB) and 105 healthy controls were selected, the gene polymorphisms of

two SNPs were determined by PCR-HRM. The results were further verified by gel electrophoresis and gene sequencing, the correlation

between these two SNP sites and HBV chronic were analyzed. The genotype frequencies of rs2234693 site were significantly

different between CHB cases and the controls(P<0.05), the allele frequency of rs2234693 showed no difference between two groups. The

genotype frequencies of rs9340799 site was significantly different between CHB cases and the controls (P<0.05). The GG genotype was

significantly increased in the chronic hepatitis B group. The allele frequency of rs9340799 site was significantly different between the two

groups (P<0.05). According to Logistic regression analysis, the G gene of rs9340799 could increase the risk of chronic infection of HBV

and the A gene could reduce the risk of chronic infection of HBV. The GG genotype and G allele of rs9340799 (A>G) of

estrogen-receptor gene ESR1 may be the genetic susceptibility gene of HBV infection. The GG genotype is associated with chronic infec-

tion of HBV.

Hepatitis B; Estrogen receptor; Gene polymorphism; High resolution melting

*基金项目：国家自然科学基金面上项目(81773496)；陕西省自然科学基础研究计划项目(2016JM8103)；

2014甘肃省卫生行业管理项目（GWGL2014-70）；兰州大学第二医院院内博士科研基金项目（ynbskyjj2015-2-17）

作者简介：任雯(1988-)，女，硕士研究生，研究方向：传染病流行病学，E-mail: renwen0625@126.com

△ 通讯作者：门可(1970-)，男，博士，副教授，研究方向：传染病流行病学，E-mail: menke@xiyi.edu.cn

(收稿日期：2018-08-13 接受日期：2018-09-10)

4607· ·



现代生物医学进展 biomed .cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.24 DEC.2018

前言

乙型肝炎是世界范围内广泛流行的疾病，是由乙肝病毒

HBV(Hepatitis B virus)引起的常见传染病。每年因 HBV感染导

致相关疾病的死亡人数为 50万至 120万，位列全球第十位致

死因素[1,2]。尽管启动的新生儿免疫计划将乙肝表面抗原携带者

的感染率从 1992年的 9.8%降到了 2006年的 7.18%，但是乙肝病

毒在发展中国家中依旧存在着很大的经济负担[3]。我国是 HBV

感染的高发区，由于缺乏特效的治疗，乙型肝炎已成为威胁我

国人民健康的主要传染病之一[4]。2006年，全国乙肝血清流行

病学调查结果显示 HBV携带者高达 9300万，慢性乙肝患者达

2500万[5]。乙型肝炎病毒是一种性激素应答病毒，肝脏是一种性

二态性的器官[6]，男性慢性乙肝的发病率一般高于女性，这种性

别上的差异是由于雌激素的分泌减少或雌激素的反应减少所

致，并且 ESR1基因启动子甲基化的存在于乙肝疾病中[7]，性别

因素在 HBV慢性化感染中起重要的作用。肝脏是性激素的代

谢器官，人的机体在感染 HBV后会使性激素紊乱，对慢性乙肝

的进展产生影响，男性病毒性肝炎的患病率要高于女性[8]，急性

肝炎也是如此[9]。

一定水平的雌激素可通过阻止肝纤维化，避免肝细胞炎症

损伤，抑制肝细胞凋亡等途径来发挥保护肝脏的作用[10]。最新

的研究表明雌激素及雌激素受体的相互作用在其中占重要的

位置，雌激素的作用主要是由两个已知的雌激素受体 琢(ESR1)
和雌激素受体 茁(ESR2)来调节的。其大部分生物学效应主要是
由 ESR1介导的，雌激素主要与雌激素受体 琢(ESR1)发挥特异
性结合而发挥作用 [11,12]。迄今，已经有许多的研究报道显示

ESR1基因多态性可能与前列腺[13]、子宫内膜[14]、乳腺[15]、卵巢
[16]、子宫肌瘤[17]和结肠直肠[18]等各种器官的肿瘤风险相关，雌激

素通过与雌激素受体 琢(ESR1)结合来发挥抗癌的作用[19]，雌激

素受体 ESR1的基因多态性也有可能是 HBV慢性化感染的重

要原因之一。本研究从雌激素受体基因 ESR1多态性方面探讨

其与 HBV慢性化感染的相关性，旨在为控制 HBV慢性感染

提供新的科学依据和线索。

1 材料与方法

1.1 研究对象

根据乙肝的血清学标志物、HBV DNA定量结果和肝功能

指标，选取 2016年 10月至 2017年 10月期间在兰州大学第二

医院肝病科住院的慢性乙型病毒性肝炎患者 107例作为病例

组，所有病例组的研究对象都以有乙型肝炎病史或乙型肝炎表

面抗原 HBsAg阳性持续六个月以上者，现 HBsAg阳性和 /或

HBV DNA仍为阳性者，可诊断为慢性 HBV感染。患者年龄

9~68(36.9± 12.4)岁，男性 70例，女性 37例。选取 2016年 10

月至 2017年 10月在兰州大学第二医院体检中心进行体检的

健康人群 107例作为对照研究组，年龄 14~79(42.3± 14.5)岁，

男性 70例，女性 37例。其中，慢性乙型病毒性肝炎患者诊断应

符合中华医学会肝病学分会、感染学分会于 2015年修订的慢

性乙型肝炎诊断标准[20]。所选的两组研究人群均无血缘关系，

均为汉族，纳入的研究对象均获得个人和家属的知情同意。

1.2 基因组 DNA的提取和定量

使用 Tigen生化科技有限公司的血液基因组 DNA提取试

剂盒对收集的病例组和对照组的 214份血液标本进行基因组

DNA的提取，使用 NanoDrop-2000微量核酸蛋白检测仪，从上

述提取的基因组 DNA中吸取 1 滋L放入仪器中检测 DNA的

浓度和纯度，检测所得的浓度单位是 ng/滋L，一般认为 OD

260/280 ≈ 1.8，OD 260/280>1.9， 表 明 有 RNA 污 染 ，OD

260/280<1.6, 表明有蛋白质和酚等物质的污染。本实验使用

OD 260/280:1.6~2.0，OD 260/230:1.5~2.0 的值作为纯度要求，

于 -40℃保存备用。

1.3 引物设计及 PCR反应条件

根据雌激素受体基因 ESR1 的两个 SNP位点：rs2234693

(T>C)和 rs9340799(A>G)，结合引物设计原则，设计两个 SNP

位点的上下游引物分别为：rs2234693 (T>C) 上游引物为 5'-A-

CATGTTCTGTTGTCCATC-3'，下游引物为 5'-CCAACTCTA-

GACCACACTCAGG-3'，扩增产物长度 102bp rs9340799(A>G)

的上游引物为 5'-CATCTGAGTTCCAAATGTCCC-3'，下游引

物为 5'-TTTCAGAACCATTAGAGACCAATG-3' 扩增产物长

度 107bp。引物的合成由北京梓熙生物科技有限公司合成。反

应采用三步法 PCR扩增，优化后的反应体系条件是：95℃预变

性 2min，1个循环；95℃变性 10 s，58℃退火 15 s，72℃延伸 15s，扩

增 40个循环。PCR扩增产物用 4%的琼脂糖凝胶电泳检测其完

整性。

1.4 HRM检测

检测在 Rotor-Gene6000 荧光定量 PCR 仪上完成。使用

HRM Analysis PreMix酶体系扩增并熔解，其中含有 EvaGreen

饱和染料，在高浓度情况下不会抑制 PCR反应，可以使双链

PCR产物的结合量达到饱和状态，能够很好的区分扩增产物之

间单个碱基的差异。

熔解条件是 96℃变性 1 min，40℃退火 1 min，从 71℃开始

熔解并收集荧光信号到 83℃，0.2℃ /s，HRM 分析依据每个

SNP位点的标本熔解曲线特征峰进行基因分型。

1.5 方法学验证

结合熔解曲线的位置和形状进行基因分型，随机选取已经

进行过 HRM基因分型的不同熔解曲线峰型的标本各 2~3例

和熔解曲线发生漂移不能直接进行基因分型的标本，将这些标

本的 PCR扩增产物在 100V电压下，用 4 %的琼脂糖凝胶电泳

15 min，确定目的条带为位置合适的单一的明亮条带时，将这

些 PCR产物送往生物公司进行基因测序，来验证本实验中基

因分型的正确性。

1.6 统计学分析

采用 Hardy-Weinberg平衡检验来确定研究的群体是否具

有群体代表性，当检验得到的值 P>0.05时即表示研究的群体符

合 Hardy-Weinberg遗传平衡定律，即具有群体代表性，采用

SHEsis在线分析软件对研究对象进行 Hardy-Weinberg平衡检

验，并对所研究基因位点的等位基因频率和基因型频率进行统

计分析，每个位点基因型的危险评估采用比值比(OR)及其 95 %

的可信区间(95 %CI)表示，P值 <0.05时为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ESR1基因 rs2234693和 rs9340799两个位点的 PCR产物
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电泳

雌激素受体 ESR1基因两个 SNP位点经 PCR反应后使用

4 %的琼脂糖凝胶电泳来鉴定基因组 DNA的完整性，下图是

两个位点部分基因组 DNA的电泳图，电泳结果显示所扩增的

目的基因产物长度为 110 bp左右，为单一明亮条带，未见杂带，

说明 PCR产物没有非特异性扩增，提示提取的基因组 DNA完

整性较好，见图 1。

2.2.2 rs9340799 (A>G)的 HRM的基因分型和测序验证 通

过检测，我们发现了 rs9340799 (A>G)位点的三种基因型，分别

是：野生型 AA、突变杂合型 AG、突变纯合型 GG，HRM熔解曲

线的基因分型图和对应基因测序图如图 3-1和 3-2所示，表明

HRM的基因分型结果和测序结果一致率达 99 %。

2.3 Hardy-Weinberg平衡检验

对病例组和健康对照组的 2个 SNP位点 rs2234693(T>C)、

rs9340799 (A>G) 进行 Hardy-Weinberg 平衡检验，rs2234693

(T>C)位点的检验结果为病例组 P值为 0.216，符合遗传学平衡

研究，具有群体遗传代表性，健康对照组 P值为 0.000897，不符

合遗传学平衡研究，不具有群体遗传代表性，分析原因是样本

量的问题，样本量太少会导致 Hardy-Weinberg检验不平衡。

SNP位点 rs9340799(A>G)的 Hardy-Weinberg平衡检验的

结果为病例组 P值为 0.342，健康对照组 P值为 0.177，说明病例

组和健康对照组都符合遗传学平衡研究，具有群体遗传代表性。

2.4 ESR1基因两个 SNP位点的多态性分布

进一步检测 ESR1 基因 rs2234693(T>C)位点的基因型频

率和等位基因频率，结果显示 HBV病例组和健康对照组中基

因型频率的分布差异具有统计学意义(P<0.01)，HBV病例组和

健康对照组等位基因频率分布差异无统计学意义 (P>0.05)，使

用 SHEsis在线软件进行 Logistic回归分析，OR值为 1.0 (95 %

CI 0.67~1.47)，见表 1。

图 1 PCR产物电泳图

Fig.1 Electrophoresis of PCR product

注：最右端为 DNAMaker电泳条带，剩余电泳条带为随机选取的 SNP位点的 PCR扩增产物，条带均位于 100bp-150 bp之间，与我们引物设计的

PCR产物长度一致。

Note: The right end band is DNAMarker, and the remaining bands are PCR amplification products of randomly selected SNP sites. The bands are all

located between 100bp-150 bp which is consistent with the length of PCR products designed by our primer.

2.2 SNP位点基因分型与验证

2.2.1 rs2234693(T>C)的 HRM的基因分型和测序验证 经检

测，本研究发现了 rs2234693(T>C)位点的三种基因型，分别是：

野生型 TT、突变杂合型 CT、突变纯合型 CC。HRM熔解曲线的

基因分型图和对应基因测序图如图 2-1和 2-2所示，结果表明

HRM的基因分型结果和测序结果一致率达 99 %。

图 2-1 rs2234693(T>C)HRM基因分型图

Fig.2-1 Genotyping map of rs2234693 (T>C)
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图 2-2 rs2234693(T>C)基因测序图(从上到下依次为 TT、CT、CC基因型，其中图中红色表示碱基 T，蓝色表示碱基 C,绿色表示碱基 A，黑色表示

碱基 G)

Fig.2-2 Sequencing map for genotypes of ESR1 PvuⅡ(rs2234693)polymorphism in genotyping by direct sequencing

图 3-1 rs9340799(A>G)HRM基因分型图

Fig.3-1 Genotyping map of rs9340799 (A>G)

检测 ESR1基因 rs9340799(A>G)位点的基因型频率和等

位基因频率，基因型频率和等位基因频率在 HBV病例组和健

康对照组中的分布中具有统计学显著差异(P<0.01)，A/G OR值

0.27 (95 % CI 0.16~0.46)，GG基因型和 G等位基因在 HBV病

例组中的分布明显高于健康对照组 (表 2)，表明 rs9340799

(A>G)位点中的等位基因 A是慢性乙肝的保护基因，等位基因

G是慢性乙肝的危险基因，GG基因型是慢性 HBV感染的易

感基因型，可增加 HBV的发病风险。

3 讨论

雌激素受体(estrogen receptor，ER)是一种蛋白质分子，存

在于靶细胞内，可与雌激素发生特异性结合形成激素 -受体复

合物，使雌激素发挥生物学效应。雌激素受体是核受体超家族

成员，介导雌激素的多项效应，包括经典的核受体和膜性受体。

其中，核受体包括 ER琢(ESR1)和 ER茁(ESR2)两种亚型，雌激素
的作用是通过 ER琢和 ER茁来调节的，ER琢 和 ER茁是细胞核
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图 3-2 rs9340799(A>G)基因测序图(从上到下依次为 AA、GG、AG基因型，其中图中红色表示碱基 T，蓝色表示碱基 C,绿色表示碱基 A，黑色表示

碱基 G)

Fig.3-2 Sequencing map for genotypes of ESR1 XbaI(rs9340799)polymorphism in genotyping by direct sequencing

表 1 ESR1基因 rs2234693(T>C)位点多态性

Table 1 ESR1 Ⅱ(rs2234693)polymorphism

Groups n
Genotype frequency(n，%) Gene frequency(n，%)

CC CT TT C T

CHB 107 20(19.2) 44(42.3) 40(38.5) 84(40.4) 124(59.6)

Controls 107 9(8.6) 67(63.8) 29(27.6) 85(40.5) 125(59.5)

x2 10.687 0.000364

P <0.01 >0.05

的转录因子[21]，通过调节特异性靶基因的转录而发挥基因型调

节效应。雌激素的作用主要是通过雌激素受体 ER琢 (ESR1)和

ER茁(ESR2)调节的，大多数的生物学效应是由 ESR1介导的。人

体 ESR1基因位于染色体 6q24～27区带，基因全长 140 kb，由

8 个外显子和 7 个内含子组成。雌激素受体基因 ESR1 的

rs2234693 和 rs9340799 这两个 SNP 位点在内含子 1 中，是

ESR1基因研究最广泛的两个多态性位点。有学者筛选了 ERa

单核苷酸多态性，确定了 29T/C与 252966A/G两个 SNPs与

HBV感染相关。因此，进一步研究 ESR1基因这两个 SNP位点

多态性是非常有价值的。

本研究对雌激素受体 ESR1基因的 Ⅱ (rs2234693)和

I(9340799)两个位点基因多态性与 HBV慢性化感染相关

性进行了实验研究，采用病例 -对照的实验方法，根据人体感

染 HBV后的临床表型如慢性病毒携带、乙型肝炎、肝损伤、肝

硬化、原发性肝癌，选取了慢性乙型病毒性肝炎(CHB)患者作为

研究的病例组，健康的体检人群作为对照组，由于时间和经费

的限制，未进一步对肝功能异常和肝硬化等进行基因多态性的

研究。本研究中，雌激素受体 ESR1基因 rs2234693(T>C)位点

多态性检测结果显示慢性 HBV病例组中 TT基因型比例略高

于健康对照组，HBV病例组和健康对照组中基因型频率分布
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Groups n
Genotype frequency(n，%) Gene frequency(n，%)

AA AG GG A G

CHB 107 45(42.9) 44(41.9) 16(15.2) 134(63.8) 76(36.2)

Controls 107 56(73.8) 21(26.3) 0(0.00) 139(86.9) 21(13.1)

x2 23.066 24.976

P <0.01 <0.01

差异具有统计学意义，而等位基因频率在 HBV分布差异无统

计学意义。国内学者 Deng等[22]通过对 27例中国人进行 ESR1

基因区单核甘酸多态性再测序，发现 ESR1的 29T/T基因型的

个体与至少含一个 29C等位点的个体相比持续 HBV感染的

易感性显著增加。也有学者对广西壮族人群的 rs2234693位点

的多态性进行研究，结果显示 CC基因型与 TT基因型相比，对

CHB的易感性显著增加，研究认为 CC基因型与 CHB的风险

增加有关[23]。这提示不同民族之间 HBV感染可能存在差异性。

最新研究报道 ESR1 基因 rs2234693 位点位于 b-Myb 转录因

子的潜在结合位点，而 ESR1的过表达与 C等位基因的相关性

显著高于 T等位基因[24]。本研究对象均为汉族，研究样本量也

较少，今后需进一步扩大样本量对该位点进行深入的研究。

而对于 rs9340799 (A>G) 位点，GG基因型只出现在 HBV

病例组中，健康对照组中没有出现 GG基因型，可能是样本量

过少和该基因型本身出现频率较低有关。HBV病例组中更容

易发生纯合突变，HBV病例组 GG基因型和 G等位基因分布

明显高于在健康对照组。Logistic回归分析中表明 rs9340799

(A>G)位点中的等位基因 A是慢乙肝的保护基因，等位基因 G

是慢乙肝的危险基因，GG基因型是慢性 HBV感染的易感基

因型，可增加 HBV发病风险，rs9340799 (A>G)位点的 GG基因

型和 G等位基因可能是 HBV感染慢性化的遗传易感基因。

HBV感染慢性化是一个多因素的结果，除了与 HBV的变

异、宿主的年龄、性别和免疫状态等有关外，机体遗传的基因多

态性可能是导致 HBV慢性感染的一个重要原因[25]，国内外关

于雌激素受体基因多态性与 HBV慢性感染的研究比较少，原

因有可能是病毒与具有多等位基因宿主之间相互作用的复杂

性，遗传易感性机制可能涉及了多个基因位点和单倍体的变异

之间的相互作用。因此，我们后续应该从多方面、大样本、多地

域的进行深入研究，以更深入了解 HBV慢性化感染和基因多态

性之间的相互关系，进一步探索出 HBV感染的基因遗传易感

性的病理机制，为抗乙肝病毒治疗和乙肝的预防提供新的思路。
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