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黄体生成素Β基因Gly102Ser 多态性与多囊卵巢综合征及卵巢早衰的关系

陈绚丽, 杨　菁3 , 徐望明, 肖卓妮
(武汉大学人民医院生殖医学中心, 武汉 430060)

[摘要 ]　目的: 探讨黄体生成素 (L H ) Β亚单位基因 Gly102Ser 多态性与中国妇女多囊卵巢综合征 (PCO S) 及卵巢早衰 (PO F)

的关系。方法: 应用聚合酶链反应2限制性片段长度多态性分析, 对 70 例 PCO S 患者、38 例 PO F 患者及 90 名正常对照者进行

了L H Β基因 Gly102Ser 变异多态性分析。结果: L H Β基因A、G 等位基因频率在 PCO S 组、PO F 组和对照组分别为 0. 100、

0. 900; 0. 079、0. 921; 0. 017、0. 983。PCO S 和 PO F 组A 等位基因频率均显著高于对照组 (ς2= 10. 872 和 4. 413, P < 0. 05)。

PCO S 患者L H Β基因 G→A (AA、GA ) 出现率显著高于对照组妇女 (ς2= 4. 233, P < 0. 05)。PO F 组各基因型频率与对照组比

较差异无显著性。结论: 在 PCO S 和 PO F 人群中都存在着L H Β基因 Gly102Ser 多态性, 此多态性与 PCO S 有相关性而与

PO F 无相关性。L H Β基因 Gly102Ser 多态性可能是 PCO S 发病的危险因素之一。
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[ ABSTRACT ]　Objective: To study the relat ionsh ip betw een lu tein izing ho rmone (L H ) Β2subun it gene Gly102Ser po lymo r2
ph ism and po lycyst ic ovary syndrom e and p rem atu re ovarian failu re. M ethods: T he L H Βgene Gly102Ser po lymo rph ism w as

analyzed in po lycyst ic ovary syndrom e (70 cases) , p rem atu re ovarian failu re (34 cases) and no rm al group (90 cases) by po ly2
m erase chain react ion2restrict ion fragm en t length po lymo rph ism (PCR 2R FL P). Results: T he L H Βgene allelic frequencies of

A , G w ere 0. 100, 0. 900; 0. 079, 0. 921; 0. 017, 0. 983 in PCO S, PO F and con tro l group s, respect ively. T he A allele frequencies

of L H Βgene in PCO S and PO F w ere h igher than tho se in con tro l group s (ς2= 10. 872, 4. 413, P < 0. 05). T he frequency of vari2
an ts (AA , GA ) of L H Βgene Gly102Ser po lymo rph ism site in PCO S w as sign ifican tly h igher than that of con tro l sub jects (ς2=

4. 233, P < 0. 05). T here w as no sign ifican t difference in geno type frequencies betw een PO F and con tro l group s (P > 0. 05).

Conclusion: T he L H Βgene Gly102Ser po lymo rph ism ex ists in bo th PCO S and PO F peop le,w h ich is associated w ith PCO S bu t

no t rela ted to PO F, and m igh t be a risk facto r fo r PCO S.

[KEY WORD S]　po lycyst ic ovary syndrom e; p rem atu re ovarian failu re; lu tein izing ho rmone; po lymo rph ism

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 119921201 ]

Ξ 　 多囊卵巢综合征 (po lycyst ic ovary syndrom e,

PCO S) 是因月经调节机制异常所致的临床综合征,

其症候群主要为闭经、多毛、肥胖、不孕和双侧卵巢

囊性增大。卵巢早衰 (p rem atu re ovarian fa ilu re,

PO F ) 指妇女在 40 岁之前出现闭经, 伴有高促性腺

激素血症及低性腺激素血症。PCO S 和 PO F 均为育

龄妇女月经失调及不孕的常见原因, 黄体生成素

( lu tein izing ho rm one, L H ) 的异常是这两种卵巢疾

病的共同表现之一。L H 在卵泡发育、卵子成熟及排

卵过程中起着非常重要的作用。有研究表明, L H Β
亚单位基因多态性可能与妇女不孕及月经病有

关[ 1 ]。我们对L H Β基因 Gly102Ser 多态性和 PCO S

及 PO F 的关系进行研究。

1　材料和方法

1. 1　研究对象　选择 2002 年 10 月至 2003 年 11

月在我院生殖中心及妇产科门诊就诊的 PCO S 患者

70 例、PO F 患者 38 例及正常查体妇女 90 例, PCO S

组平均年龄 (29. 0±2. 2) 岁, 符合诊断标准[ 2 ]: (1) 临

床上表现为月经稀发 (周期> 35 d)、频发 (周期< 25

d)、闭经、功血, 不同程度的多毛, 痤疮, 肥胖和不孕

等; (2)B 超或腹腔镜检查示多囊卵巢及卵巢无排卵

现象 (一侧或双侧卵巢卵泡数≥10 个, 直径≤10

mm ) ; (3) 近 1～ 2 个月未用类固醇激素, 月经周期
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第 3 天或闭经期 (B 超未见优势卵泡) 激素水平: 血

清L H 与卵泡刺激素 (FSH ) 水平的比值≥2, 和 (或)

睾酮≥2. 2 nm o löL (或) 雄烯二酮> 9. 0 nm o löL ;

(4) 排除高催乳素血症、甲状腺疾病、库欣综合征等

其他雄激素增高性疾病。PO F 组平均年龄 (31. 5±

3. 0) 岁, 同时符合以下标准[ 3 ]: (1) 年龄在 40 岁或

以下, 超过 3 个月经周期无月经来潮; (2) 至少 2 次

不同日血清 FSH > 40 IU öL 或L H > 30 IU öL , 雌二

醇 (E 2) < 25 pgöm l; (3) 血清催乳素 (PRL ) 水平正

常。所有 PO F 患者均无卵巢器质性疾病并排除有卵

巢手术、放疗、化疗等明显卵巢损害因素的病例。正

常对照组平均年龄 (30. 0±2. 6) 岁, 为排除以上疾

病、月经周期正常而无卵巢因素异常者。

1. 2　基因组DNA 的提取　全部患者和对照组各

抽取外周静脉血 5 m l, 肝素钠抗凝, 经蛋白酶 K 处

理, 酚ö氯仿抽提和乙醇沉淀的方法分离基因组

DNA。经紫外分光光度计检测所提DNA 的浓度和

纯度。

1. 3　聚合酶链反应　根据文献设计引物[ 4 ] , 引物扩

增L H Β基因的一段基因, 扩增片段大小为 395 bp ,

此片段含 Gly102Ser 多态位点, 上下游引物序列分

别为: 5′2A GT CT G A GA CCT GT G GGG TCA

GCT T 23′, 5′2GGA GGA TCC GGG T GT CA G

GGC TCC A 23′, 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。扩增反应总体积 50 Λl, 包含引物

10 ng, T aq 聚合酶 1 U , M gC l2 2 mm o löL , dN T P

200 mm o löL , 反应程序为 94℃预变性 5 m in, 94℃

变性 1 m in、65℃退火 1 m in、70℃延伸 1 m in, 进行

30 个循环后 72℃延伸 10 m in。实验中设阴性对照

(不含模板)。

1. 4　限制性内切酶消化　酶切反应在 20 Λl 体系

中进行, 其中包括 PCR 产物 10 Λl, 内切酶 E co0109

É (10 U öΛl,M B I 公司) 2 Λl , 10×缓冲液 2. 5 Λl,

混匀后置 37℃水浴, 消化 2 h。经 2% 琼脂糖凝胶电

泳, EB 染色检测基因酶切产物。

1. 5　统计学处理　采用 SPSS 统计软件分析, 基因

型及等位基因频率分布采用 ς 2 检验及 F isher’s 精

确检验。

2　结　果

2. 1　L H Β亚单位基因的 E co0109É 酶切分析　

L H Β亚单位基因第 3 外显子内存在第 1 502 碱基位

点 G→A 点突变, 导致第 102 位密码子编码产物由

甘氨酸 (Gly)变成丝氨酸 (Ser) , PCR 产物经限制性

内切酶 E co0109É 酶切消化后产生不同的特异性片

段, 形成 3 种基因型, 正常纯合子 (GG 型) 酶切片段

为 269 和 126 bp , 突变纯合子 (AA 型) 酶切位点被

取消, 为一条 395 bp 片段, 突变杂合子 (GA 型) 酶

切片段为 395、269 和 126 bp (图 1)。

图 1　L HΒ基因 Gly102Ser 多态性检测电泳图

F ig 1　Electrophoresis anaysis of

L HΒ gene Gly102Ser polym orph ism
M : DNA m arker; 1: U ndigestion p roduct;

2:W ild group; 3, 4: H eterozygous group; 5: Homozygous group

2. 2　L H Β亚单位基因型与等位基因频率分布　3

组L H Β基因型和等位基因频率见表 1, 所调查人数

群体基因型分布符合 H ardy2W einberg 平衡。L H Β
基因A、G 等位基因频率在 PCO S 组、PO F 组和对

照组分别为 0. 100、0. 900; 0. 079、0. 921; 0. 017、

0. 983。PCO S 和 PO F 组A 等位基因频率均显著高

于对照组 (ς 2= 10. 872 和 4. 413, P < 0. 05)。PCO S

患者L H Β基因 G→A (AA、GA ) 出现率高于正常妇

女 (ς2= 4. 233, P < 0. 05)。PCO S 组L H Β基因AA

基因型频率显著高于对照组 (F isher’s 精确检验,

P = 0. 028) , PO F 组各基因型频率与正常对照组比

较差异无显著性 (表 1)。

3　讨　论

PCO S 和 PO F 均为妇科内分泌的复杂病症, 病

因至今未明, 很多研究显示遗传因素在 PCO S 和

PO F 发病中具有重要作用。促性腺激素及其受体基

因已被列为这两种卵巢疾病可能的候选基因。L H

和 FSH、人绒毛膜促性腺激素 (hCG) 及甲状腺刺激

素 (T SH ) 同属于糖蛋白激素家族, 均由一个共同的

Α亚单位和一个特异性 Β亚单位组成, 它们通过非

共价键形成异二聚体。
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表 1　PCOS 和 POF 患者L H Β亚单位基因型与等位基因频率

Tab 1　A llele frequenc ies and genotype frequenc ies of L HΒ gene in PCOS and POF patien ts

Group s N
L H Βgeno type (frequency)

AA GA GG

L H Βallele (frequency)

A G

PO F 38 2 (0. 053) 2 (0. 053) 34 (0. 894) 6 (0. 079) 3 70 (0. 921)

PCO S 70 6 (0. 086) 3 2 (0. 028) 62 (0. 886) 14 (0. 100) 3 126 (0. 900)

Contro l 90 1 (0. 011) 1 (0. 011) 88 (0. 978) 3 (0. 017) 177 (0. 983)

　3 P < 0. 05 vs contro l group

　　L H Β亚单位由单个基因编码, 该基因定位于

19q13. 3, 全长 1. 65 kb, 由 3 个外显子组成。L H Β基

因存在多种突变, 突变可能导致与黄体功能缺陷的

一系列表型如不排卵、黄体不足、未成熟卵泡排卵

等[ 5 ] , 可导致月经病、PCO S、习惯性流产及不孕, 机

制尚不清楚, 可能与突变的L H 不能与其受体正常

作用有关。1996 年Roy 等[ 6 ]通过单链构象多态性检

测发现了L H Β基因外显子 3 上存在 Gly102Ser 突

变。甘氨酸 (Gly) 是形成蛋白质内疏水区的重要部

分, 而丝氨酸 (Ser) 含极性侧链, 第 102 位的甘氨酸

被丝氨酸取代会导致分子内出现亲水作用力, 从而

改变了L H 的正常结构和功能[ 7 ]。

本研究结果显示 PCO S 和 PO F 组L H Β基因A

等位基因频率均显著高于对照组, PCO S 患者L H Β
基因AA 基因型频率显著高于对照组, 但基因型分

布在 PO F 和对照组无显著性差别, 说明L H Β基因

Gly102Ser 多态性与 PCO S 有相关性 (P < 0. 05) , 该

多态性可能是 PCO S 发病的危险因素之一。而在

PO F 人群中, L H Β基因 Gly102Ser 变异仅为一种多

态性但与 PO F 疾病发生无关。研究认为, PO F 可能

的发生机制包括原始生殖细胞数目减少, 卵泡闭锁、

凋亡加速, 卵泡成熟障碍及生殖细胞的后天损耗等,

这些均与多基因的作用有关。

K im 等[ 8 ]研究显示该突变在韩国的 PCO S 妇女

中很罕见。不同的研究结果表明该疾病在不同种族

中及不同的地理环境下可能存在不同的病因。目前

认为 PCO S 是多基因遗传性疾病, 其家族聚集现象

提示遗传因素的作用[ 9 ]。现有很多研究发现 PCO S

与胰岛素抵抗有较密切的关系, 有相当一部分患者

外周组织对胰岛素的敏感性降低, 其中胰岛素、胰岛

素受体及受体底物的基因突变被认为可能与具有胰

岛素抵抗的 PCO S 患者的发病有关。本研究仅表明,

L H Β基因可能是 PCO S 的相关基因之一, 较多的

PCO S 患者可能存在L H Β基因 Gly102Ser 多态性,

L H Β基因AA、GA 基因型可能是 PCO S 的易患基

因型, 与 PCO S 患者遗传易感性增高有关。我们仅对

L H Β基因 Gly102Ser 多态性进行了研究, 由于存在

连锁不平衡, 我们所观察的结果可能是由等位基因

中任一基因的行为所致, 或者是由于其他等位基因

和这些基因连锁不平衡的缘故, 也可能是多种基

因突变共同作用的结果, 因此仍有待进一步深入研

究。
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