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研究[1]显示：遗传因素与慢性牙周炎的发生发

展密切相关，不同个体牙周健康状态在很大程度上

受遗传基因控制。近年来，很多的关联研究选用候

选基因多态性方法，探寻基因变异与慢性牙周炎

（chronic periodontitis，CP）关系，包括抗炎细胞因

子、免疫识别受体、一些骨代谢相关因子 [2]。迄今

为止，牙周炎的发生发展和宿主反应应答机制尚未

完全阐明，但可以肯定的是，慢性牙周炎非单基因

影响疾病，相关基因的多态性研究为阐明慢性牙周

炎易感性及骨代谢调节方面提供了有价值的工具。
雌激素是一种类固醇（甾体）激素，通过与雌激

素受体（estrogen receptor，ER）结合调节一系列基因

的表达。ER属于核受体超家族成员，是一种能与雌

雌激素受体基因多态性与慢性牙周炎相关性研究
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[摘要] 目的 探讨雌激素受体基因多态性与陕西地区慢性牙周炎易感性的关联。方法 收集陕西地区109例慢性

牙周炎患者和99例牙周健康对照组的颊黏膜拭子，用Chelex-100方法提取全基因组DNA, 用聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性（PCR-RFLP）技术检测雌激素α和β受体基因型分布。结果 慢性牙周炎组与正常对照组在ER-α受

体XbaⅠ基因型分布上有统计学差异，慢性牙周炎组XX型基因频率明显高于正常对照组，尤其在女性患者中此差

异显著，男性患者中未见不同；ER-β受体RsaⅠ和AluⅠ基因型在患者组与对照组中分布未见差异。结论 慢性牙

周炎易感性与雌激素XbaⅠ基因型分布相关，汉族女性群体中ER-α受体XX基因型可能为慢性牙周炎的易感因子。
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[Abstract] Objective To determine whether polymorphisms in the estrogen receptor（ER） genes are associated
with chronic periodontitis in a Chinese population overall the Shanxi territory. Methods 109 patients with chronic
periodontitis and 99 healthy controls were recruited in this study. Genomic DNA was extracted from oral mucosa
swab sample of each subject by the Chelex-100 method. Determination of the ER-α and -β polymorphisms was
performed by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism（PCR-RFLP）, respectively. Results
The analysis of the XbaⅠ polymorphisms in ER-α gene revealed significant differences between patients and con－
trols. The detection frequency of XX genotype was significantly higher in the chronic periodontitis patients than in
control subjects. The difference between the female chronic periodontitis patients and healthy controls was statistically
significant, but no difference was found between the male patients and controls. Nevertheless, no significant associa－
tion was noted in the frequency of both RsaⅠ and AluⅠ polymorphisms in ER-β gene between chronic periodonti－
tis and controls. Conclusion It is indicated that the ER-α XX genotype may be a susceptible indicator for chronic
periodontitis in female Han Chinese subjects.
[Key words] estrogen α receptor； estrogen β receptor； gene polymorphism； chronic periodontitis
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激素特异性结合的糖蛋白，ER包括α和β两种亚型。
人类的ER-α基因位于染色体6q25.1，包括8个外显

子和7个内含子，共14万个碱基对[3]。 ER-β基因位

于染色体14q23~24.1，包括8个外显子，接近4万个

碱基对[4]。ER-β较ER-α小，但与ER-α拥有相同结

构，在DNA结合和配体结合域上有高度的同源性[5]。
ER的这2种亚型在成骨细胞、破骨细胞和骨髓基质

细胞上均有表达[6]。目前ER被认为是骨质疏松危险

度的重要候选基因。许多研究显示牙周疾病与骨密

度和骨质疏松存在相关性，没有接受激素替代疗法

的低骨密度绝经后女性表现有明显的牙龈退缩 [7]。
目前，鲜有关于ER多态性和牙周炎相关性的报道。
此实验的目的是研究ER-α和ER-β 基因多态性在慢

性牙周炎患者和正常对照组中的分布情况，探查其

是否为慢性牙周炎易感性基因。

1 材料和方法

1.1 研究对象

2006年12月至2008年9月总共纳入208例无关联

的个体作为实验群体，包括109例慢性牙周炎患者

（男52例，女57例）和99例牙周健康志愿者（男48例，

女51例）。实验分为病例组和对照组。病例组的109
例慢性牙周炎患者从第四军医大学口腔医院牙周黏

膜科门诊选取，对照组从第四军医大学西京医院体

检人群中选取。慢性牙周炎的诊断标准参照1999年

牙周疾病国际分类标准 [8]。通过牙周检查及拍摄全

口曲面断层X线片来确诊：包括使用Florida恒力电

子探针（Gainesville公司，美国）探诊每颗牙齿6个位

点（颊舌侧各3个位点）的牙周袋深度（probing depth，

PD）和临床附着丧失（clinical attachment loss，CAL）。
病例组临床纳入标准如下：1）汉族，年龄20~65岁；

2）口内至少有10颗牙齿可以进行牙周检查；3）至少

存留有4颗磨牙，不包括第三磨牙；4）至少有一个

位点或多个位点PD≥5 mm，CAL≥5 mm；5）X线片

显示牙槽骨吸收≥1/3。所有病例组个体均无系统性

疾病及已知的可以影响牙周状况的疾病，怀孕女性

排除在外。99例健康对照组个体选取标准：汉族，

20～65岁，身体健康，无系统性疾病，口腔卫生情

况良好，牙龈无异常，PD＜3 mm，全口牙平均CAL＜
3 mm，牙齿无松动，缺失牙不超过3颗，X线片显示

无牙槽骨吸收。研究个体均填写了知情同意书。
1.2 颊拭子样本采集

采集每位病例组和对照组个体的口腔颊黏膜拭

子标本：2支无菌棉拭子分别放置受试者双侧颊黏

膜上，轻力按压同一方向旋转30 s，刮取颊黏膜脱

落细胞，室温下自然干燥过夜，颊拭子密闭于无菌

试管中，4 °C备用或-20 °C保存。
1.3 DNA提取

采用Chelex-100法从颊黏膜脱落细胞中提取

DNA：取干燥后的颊黏膜拭子，剥取拭子表层棉絮，

浸入5%Chelex-100（Sigma公司，美国）悬液300 μL，

使其浸没标本，加入蛋白酶K（20 mg·mL-1）10 μL，

放置在漩涡混合仪上振荡混匀，使棉絮充分悬浮；

55 °C水浴4 h，煮沸10 min，置于冰上3 min，DNA
复性，12 000 r·min-1离心2 min，取上清液，4 °C备

用或-20 °C保存。
1.4 ER基因XbaⅠ和PvuⅡ多态性目的基因扩增和

酶切

本实验运用聚合酶链式反应-限制性片段长度

多态性（polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism，PCR-RFLP）方法检测受试者

ER基因多态性的基因型和等位基因。PCR反应体系

50 μL： 包 括 3 μL DNA模 板 ， 25 μL 2 ×Taq PCR
MasterMix（Qiagen Hilden公司，德国），正反引物各

2 μL（表1），无菌去离子水18 μL，混匀。上PCR仪

（Bio-Rad公司，美国），进行PCR循环（ER各亚型基

因扩增变性适宜温度如表1所示）。扩增产物经电泳

分析证实PCR扩增成功。ER-α PCR产物1.3 kb，产

物纯化后，使用PvuⅡ和XbaⅠ限制性内切酶酶切，

酶切产物在1%琼脂糖凝胶中电泳，溴乙锭（ethidium
bromide，EB）染色后，凝胶成像仪（Alph Innotech
公司，德国）上确定基因分型：pp基因型为0.85 kb
和0.45 kb；PP基因型为1.3 kb；Pp基因型为1.3 kb、
0.85 kb和0.45 kb；XX基因型为1.3 kb；Xx基因型为

1.3 kb、0.9 kb和0.4 kb；xx基因型为0.9 kb和0.4 kb[9]。
使用RsaⅠ和AluⅠ限制性内切酶酶切，酶切过程同

ER-α， 得 到 的ER-β PCR产 物 分 别 为 156 bp和

307 bp片段。酶切产物在2.5%琼脂糖凝胶中电泳，

确定基因分型，参照Sundarrajan等[10]先前研究。
1.5 PCR质量控制措施

为保证基因分型结果没有偏倚，所有标本均在

盲法下进行测定。随机抽取10%样本在单盲情况下

重复测定各位点基因型，以检验所测基因型的重复

性和可靠性。
1.6 统计分析

所有实验数据输入SPSS 16. 0统计软件包处理。
病 例 组 和 对 照 组 基 因 型 分 布 和 等 位 基 因 频 率 用

Yates′s校正的卡方检验，并计算比值比（odds ratio，

OR）和95%的可信区间（confidence intervals，CI）表

示相对危险度，各基因型Hardy-Weinberg平衡拟合

优度由观察值和期望值进行卡方检验，自由度为1。
所有统计均为双侧检验，检验水准P小于0.05；多重
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基因型 病例组（%） 对照组（%）
病例与对照

等位基因 病例组（%） 对照组（%）
病例与对照

OR（95% CI） P值 OR（95% CI） P 值

ER-α XbaⅠ

ER-α PvuⅡ

ER-β RsaⅠ

AA 5（4.59） 2（2.02） 2.33（0.44~12.30） 0.3110） A 31（14.20） 33（16.70） 1.21（0.71~2.06） 0.58

Aa 21（19.27） 29（29.29） 0.69（0.37~1.27） 0.2311） a 187（85.80） 165（83.30）

aa 83（76.15） 68（68.69） 0.1712）

XX 24（22.02） 6（6.06） 4.38（1.71~11.22） 0.011）+ X 83（38.07） 69（34.80） 0.87（0.58~1.30） 0.56

Xx 35（32.11） 57（57.58） 0.67（0.39~1.18） 0.162） x 135（61.93） 129（65.20）

xx 50（45.87） 36（36.36） 0.013）+

PP 30（27.52） 27（27.27） 1.01（0.55~1.87） 0.974） P 92（42.20） 83（41.90） 0.99（0.67~1.46） 1.00

Pp 32（29.36） 29（29.29） 1.01（0.59~1.75） 0.965） p 126（57.80） 115（58.10）

pp 47（43.12） 43（43.43） 0.996）

RR 12（11.01） 14（14.14） 0.75（0.33~1.71） 0.507） R 56（25.70） 67（33.80） 1.48（0.97~2.26） 0.09

Rr 32（29.36） 39（39.39） 0.59（0.34~1.02） 0.068） r 162（74.30） 131（66.20）

rr 65（59.63） 46（46.46） 0.169）

ER-β AluⅠ

注：1）XX与Xx+xx相比；2）XX+Xx与xx相比；3）XX与Xx与xx相比；4）PP与Pp+pp相比；5）PP+Pp与pp相比；6）PP与Pp与pp相比；7）RR与

Rr+rr相比；8）RR+Rr与rr相比；9）RR与Rr与 rr相比；10）AA与Aa+aa相比；11）AA+Aa与aa相比；12）AA与Aa与aa相比； +表示有统计

学意义的数据。

表 2 ER基因型及等位基因在慢性牙周炎患者和健康对照中的分布

Tab 2 Genotype distributions and allele frequencies of ER in CP patients and controls

检验的P值用Bonferroni法校正，如进行3次独立的卡 方检验，检验水准定为0.017。
表 1 ER基因引物序列及PCR反应条件

Tab 1 The primer sequences and PCR cycling conditions and restriction enzymes

基因多态性 引物序列和PCR条件

ER-α -397C/T 5′-CTGCCACCCT-ATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC-3′

rs2234693 5′-TCTTTCTCTGCCA-CCCTGGCGTCGATTATCTGA-3′

94 °C，5 min，35 cycles：94 °C 30 s；61°C 30 s；72 °C 90 s；72 °C，5 min

PvuⅡ酶切：PP=CC，Pp=CT，pp=TT

-351G/A 5′-CTGCCACCCT-ATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC-3′

rs9340799 5′-TCTTTCTCTGCCA-CCCTGGCGTCGATTATCTGA-3'

94 °C，5 min，35 cycles：94 °C 30 s；61 °C 30 s；72 °C 90 s；72 °C，5 min

XbaⅠ酶切：XX=GG，Xx=AG，xx=AA

ER-β 1082A/G 5′-TCTTGCTTTCCCCAGGCTTT-3′

5′-ACCTGTCCAGAACAAGATCT-3′

94 °C，5 min，40 cycles：94 °C 30 s；52 °C 30 s；72 °C 90 s；72 °C，5 min

RsaⅠ酶切：RR=AA，Rr=AG，rr=GG

1730A/G 5′-TTTTTGTCCCCATAGTAACA-3′

5′-AATGAGGGACCACAGCA-3′

94 °C，5 min，35 cycles：94 °C 30 s；52 °C 30 s；72 °C 90 s；72 °C，5 min

AluⅠ酶切：AA=AA，Aa=AG，aa=GG

2 结果

2.1 ER-α基因多态性

病例组和对照组XbaⅠ和PvuⅡ基因型分布及等

位基因频率如表2所示。病例组检出的XX、Xx、xx
基因型频率分别为22.02%、32.11%和45.87%，与对

照组检出XX、Xx、xx基因型频率6.06%、57.58%、
36.36%有显著差异（P=0.01）。
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病例组与对照组的差异在女性慢性牙周炎患者

组与健康对照组中更为明显（29.82%、28.07%和

42.11%与3.92%、62.75%和33.33%，P=0.01，表3）。
但是在男性病例组与对照组中未发现差异（P=0.08，

表4）。病例组检出的PP、Pp、pp基因型频率分别为

27.52%、29.36%和43.12%，对照组检出的PP、Pp、
pp基因型频率分别为27.27%、29.29%和43.43%。
PvuⅡ基因型分布及等位基因频率在两组间无显著

统计学差异（P=0.99）。同时，性别上也未见差异（P=
0.83，表3；P=0.77，表4）。

基因型 病例组（%） 对照组（%） OR（95%CI） P值 等位基因 病例组（%） 对照组（%） OR（95%CI） P值

XX 2（3.85） 4（8.33） 0.44（0.08~2.52） 0.061） X 23（22.10） 34（35.40） 1.93（1.04~3.61） 0.054

Xx 19（36.54） 26（54.17） 0.41（0.18~0.91） 0.032） x 81（77.90） 62（64.60）

xx 31（59.62） 18（37.50） 0.083）

pp 24（46.15） 20（41.67） 0.776）

PP 11（21.15） 9（18.75） 1.16（0.44~3.11） 0.764） P 39（37.50） 37（38.54） 1.05（0.59~1.85） 1.000

Pp 17（32.69） 19（39.58） 0.83（0.38~1.84） 0.655） p 65（62.50） 59（61.46）

表 4 XbaⅠ和PvuⅡER-α基因型及等位基因在男性病例组和对照组中的分布

Tab 4 Genotype distributions and allele frequencies of ER-α in male CP patients and controls

注：1）XX与Xx+xx相比；2）XX+Xx与xx相比；3）XX与Xx与xx相比；4）PP与Pp+pp相比；5）PP+Pp与pp相比；6）PP与Pp与pp相比。

表 3 XbaⅠ和PvuⅡER-α基因型及等位基因在女性病例组和对照组中的分布

Tab 3 Genotype distributions and allele frequencies of ER-α in female CP patients and controls

基因型 病例组（%） 对照组（%） OR（95%CI） P值 等位基因 病例组（%） 对照组（%） OR（95%CI） P值

XX 17（29.82） 2（3.92） 10.4（2.27~47.78） 0.011）＋ X 50（43.90） 36（35.30） 0.70（0.40~1.21） 0.25

Xx 16（28.07） 32（62.75） 0.69（0.31~1.51） 0.352） x 64（56.10） 66（64.70）

xx 24（42.11） 17（33.33） 0.013）＋

pp 23（40.35） 20（39.22） 0.836）

PP 19（33.33） 15（29.41） 1.20（0.53~2.71） 0.664） P 53（46.50） 46（45.10） 0.95（0.55~1.62） 0.95

Pp 15（26.32） 16（31.37） 0.95（0.44~2.06） 0.905） p 61（53.50） 56（54.90）

注：1）XX与Xx+xx相比；2）XX+Xx与xx相比；3）XX与Xx与xx相比；4）PP与Pp+pp相比；5）PP+Pp与pp相比；6）PP与Pp与pp相比；+表示有统

计学意义的数据。

2.2 ER-β基因多态性

病例组和对照组RsaⅠ和AluⅠ基因型分布及等

位基因频率如表2所示。病例组检出的RR、Rr和rr
基因型频率分别为11.01%、29.36%和59.63%，在对

照组分别为14.14%、39.39%和46.46%，未发现病例

组和对照组RsaⅠ基因型分布及等位基因频率有差

异（P=0.16）。
病例组检出的AA、Aa和aa基因型频率分别为

4.59%、19.27%和76.15%，在对照组分别为2.02%、
29.29%和68.69%。AluⅠ基因型分布及等位基因频

率在2组间未见明显统计学差异（P=0.17）。

3 讨论

Chelex-100为一种金属螯合剂，由苯乙烯和苯

二乙烯组成。其悬液在碱性（pH=10~11）条件下，树

脂颗粒能与Mg2+、Ca2+等影响核酸反应的二价金属阳

离子螯合，从而阻止了标本中的DNA降解；可用于

多种样本提取微量DNA[11]。本研究采用Chelex-100

法从颊黏膜拭子脱落细胞提取DNA用作ER基因目的

片段PCR扩增，与经典的抽取静脉血方法相比，具

有取样简便、安全、无创伤的优点，易被受检者接

受，且扩增产物和静脉血来源的DNA完全一致。
慢性牙周炎被认为是一种由遗传和环境因素共

同导致的复杂的病症。CP是一种炎症破坏性疾病，

同时也被认为是一种骨相似疾病[12]，其主要特征是

牙周结缔组织的丧失和牙槽骨的吸收。近来的研究

证实ER基因多态性与骨密度及骨质疏松相关[13]。然

而，ER-α与牙周疾病相关性少有报道，未见有ER-
β与CP相关性的研究。在本研究中，PCR-RFLP结果

显示ER-α XbaⅠ基因多态性位点与慢性牙周炎易

感性有显著相关性。ER-α基因型分布与先前研究相

类似 [14]，特别是在病例组中检测到较对照组多的XX
基因型比例，存有XX基因型的个体较存有其他基因

型个体增加了罹患慢性牙周炎的危险度，而这种相

关性只在女性群体中发现，此与Zhang等[9]、Marques
等 [15]研究相一致。但是，本研究未发现ER-α Pvu
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Ⅱ、ER-β RsaⅠ和ER-β AluⅠRFLP基因多态性在

病例组和对照组间有显著差异。尽管以往有许多研

究探讨了ER基因多态性和骨量的相关性，但结果不

尽相同。Matsushita等 [16]报道了ER-α基因多态性与

骨量相关，而Bandres等[12]却未发现ER-α基因多态性

与骨量相关。不同研究结果的产生可能是由于研究

人群的种族、年龄、环境等因素不同造成。
雌激素通过一些不同的作用机制致使细胞发生

变化。其中最主要的机制是雌激素与一种或两种特

异的雌激素受体相结合, ER-α和ER-β属于核受体

超家族成员，发挥独立的配位基转录蛋白功能 [17]。
学者Tsukamoto等[18]首次报道了人类ER-β基因第5内

含子上具有特征性的CA双核苷酸多态现象；接下来

的体系突变筛查发现5个不同序列的变异体，包括2
个突变和3个多态现象[19]。此实验选择了2个多态现

象做研究：一个是第5外显子1 082配位基结合位点G
突变为A，另一个是第8外显子3′端非翻译区1 730位

点A突变为G的单核苷酸多态现象。研究 [20]表明，

ER-α受体的存在，使雌激素作用于细胞的增殖和凋

亡，而ER-β与雌激素结合，间接作用于细胞的程序

性死亡。此外，一些观察证明ER-α主要表达在皮质

骨，而ER-β则多表达在松质骨[21]。ER-α是主要的

受体间接调控雌激素对骨的作用，其在骨转换和维

持骨量方面起着重要的作用。
基于有研究报道[22]在牙周膜成纤维细胞中，ER-

β的表达高于ER-α，本课题组初步研究了ER-β与

CP的关联。研究未发现ER-β RsaⅠ和AluⅠ基因多

态性与病例组和对照组有统计学差异。对此阴性结

果的可能解释是，微不足道的mRNA结构折叠可能

导致选择性剪接结合，形成某种蛋白质异形体，或

者与不同的分子（如转录因子）相互作用，因此控制

转录效能。ER-β多态性是如何影响CP病程的机制

目前还在研究中。尽管ER-β对骨代谢的调节作用现

在还不完全知晓，但在动物模型上有一定的分子实

验证据显示其与ER-α不相同的功能。学者Sims等[23]

观察到完全敲除ER-α基因导致骨转换减低，不同的

是，在雌性和雄性动物中还观察到松质骨容量增

加。他的研究还观察到完全敲除雄性动物的ER-β基

因会导致不同的应答反应，而骨未受影响；但是在

雌性动物中敲除ER-β基因则使得骨吸收减少和松质

骨容量增加。相反，在雌性动物中同时敲除ER-α和

ER-β基因结果发现松质骨容量大大减少，这与骨转

换率降低有关。敲除ER-α而非ER-β基因使得雌二

醇和/或睾酮水平产生很大的变化，间接影响骨改建

和骨量。因此，在雄性动物中雌激素的α受体调控

骨改建，而推测在雌性动物中α和β受体都参与调控

骨改建过程，至少是在敲除情况下，ER-α和ER-β
受体相互补偿。综上，可以证实雌激素的α和β亚型

在骨生长和改建中各自发挥着其不同的作用。
上下颌骨的牙槽突是牙齿支持组织的骨性支

架。骨质疏松会影响牙齿在牙槽骨中移动的程度。
Birkenfeld等[24]证实全身骨量和全身骨质疏松及牙槽

骨吸收呈正相关。通过研究ER基因和全身骨质疏松

症机制上的相关性，能够间接地了解ER基因与牙槽

骨吸收两者的相关关系。
综 上 ， 本 实 验 采 用Chelex -100法 提 取DNA，

PCR-RFLP法检测基因多态性，得出ER-α XX基因

型可能是汉族女性慢性牙周炎的易感因子。但这个

实验结果还需要更大的样本量，在不同的种族之间

进行深入研究。
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开封市卫生学校是国家级重点中等职业学校，省级文明单位；师资力量雄厚，教学实验实习设施完善，

是德国牙科技术协会中国大陆牙科技师培训基地。
今年本校招收普通中专和“3+2”大专学生。普通中专开设口腔医学技术、药剂、卫生保健、护理、助产

专业；“3+2”大专开设口腔医学、临床医学、高级护理和药学专业。学习期满分别颁发普通中专和普通大专毕

业证书，国家承认学历。毕业生由学校推荐就业，也可参加对口升学或专升本考试，升入普通高等医学院校

学习。
本校继续与新乡医学院联办专科、专升本层次的成人学历教育，开设专业有口腔医学、临床医学、高级

护理。另外本校与德国牙科技术协会联办，培养高水平牙科技师。
注：农村籍学生和城市困难学生可享受3 000元的国家资助。今年本校在甘肃、新疆、青海、宁夏、内

蒙等地有“3+2”招生计划，上述省份学生可在当地直接报名，其他省份学生可和本校招生办公室杜老师联系

报考事宜。详细材料免费索取。电话：0378-2636016；2954447。网址：http://www.kfwx.cn。E-mail：kfwsxx@
126.com。联系人：安老师13839963613；杜老师13839964586；李老师13839955610。

开封市卫生学校

开封市卫生学校招生
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