
多囊卵巢综合征（polycystic ovarian syndrome，

PCOS）是育龄妇女常见的内分泌及生殖功能障碍性

疾病，育龄期妇女的患病率为 4%～12%[1-2]。临床表

现，主要为闭经、多毛、肥胖、不孕等，并且伴有明显
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基于定量聚合酶链式反应技术的多囊卵巢综合征
与促卵泡激素的受体基因多态性的相关性研究
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摘要：目的 多囊卵巢是造成不孕和子宫内膜癌等疾病的重要因素之一，该研究目的是探索多囊卵巢与相

关单核苷酸的多态性位点相关性。方法 该研究首先提出了一种改良的等位特异的定量聚合酶链式反应技术

并对其进行了可靠性评估，随后对多囊卵巢患者和对照样本进行了卵泡刺激素受体基因两个单核苷酸的多态

性位点进行了分型鉴定。结果 该研究结果显示其提出的改良的定量聚合酶链式反应方法进行单核苷酸的多

态性位点分型准确度高，区分度好，与 Sanger测序法获得的结果完全一致，能够很好的用于单核苷酸的多态性

等多态性位点的分型鉴定；该实验对 152例多囊卵巢患者和 152例对照样本中卵泡刺激素受体基因两个单核

苷酸的多态性位点分型检测结果显示 Thr307Ala和 Asn680Ser两个位点的等位基因频率和基因型频率均呈现

了与多囊卵巢之间的显著相关性。结论 该研究结果表明卵泡刺激素受体基因的两个单核苷酸的多态性位点

可能与多囊卵巢的发病密切相关，为深入探讨该疾病和进一步研究单核苷酸的多态性分型奠定了基础。
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Association analysis of follicle-stimulating hormone receptor gene
polymorphisms with polycystic ovarian syndrome
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(Department of Reproductive Center, Nantong Maternal and Child Health Hospital,

Nantong, Jiangsu 226006, China)

Abstract: Objective To investigate the relationship between polycystic ovary syndrome (PCOS) and Follicle-
stimulating hormone receptor. Methods Improved qPCR based SNP detection method was developed and used in
genotyping of FSHR in PCOS. Validation was performed by Sanger sequencing. Results Results showed that it could
be well genotyped by this qPCR based method, and all the results were consistent with Sanger sequencing. The
distribution of the allele frequency and genotype frequency were significant differences between FSHR and PCOS,
which indicated that the site of Thr307Ala and Asn680Ser might be closely related with PCOS. Conclusions It
proves a novel method for SNP genotyping and the results denoted important foundation for SNP detection and PCOS
investigation.
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polymerase chain reaction; polycystic ovarian syndrome; follicle-stimulating hormone receptor
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表 1 引物序列信息

名称 DNA序列（5'-3'）

307FW GAAGTTGATTATATGAATCAGG

307FM GAAGTTGATTATATGAATCAGA

307R GTAGATTCCAATGCAGAGATCA

680FW GCTCTTCAGCTCCCAGAGTCTCCAG

680FM GCTCTTCAGCTCCCAGAGTCTCCAA

680R CAAAGGCAAGACTGAATTATCATT
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的代谢异常，如胰岛素血症、胰岛素抵抗等[3]。但是

目前，PCOS的发病机制仍不清楚，因此进一步探讨

PCOS密切相关的基因及其多态性信息对于更好的

了解并预防治疗该疾病意义重大。

促卵泡激素（follicle-stimulating hormone，FSH）

具有调节固醇类激素的合成以及促进卵泡发育成熟

的作用。因此，许多学者和临床工作者认为其与多囊

卵巢综合征的发病存在重要的关系 [4]。从而围绕该

基因开展一些探索研究，而且促卵泡激素的受体

（follicle-stimulating hormone receptor，FSHR）也被认

为是 PCOS遗传的候选致病基因之一[5-6]。国内外已

经有一些研究针对 FSHR的多核苷酸多态性位点的

多态性进行研究，但是研究结论至今并不一致[7-9]。

FSHR的基因多态性到底与 PCOS有没有相关性仍

需要进一步探索研究。

尽管基因多态性的研究技术已经非常成熟，但

是随着生物技术的发展进步，诸如单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP）检测这类技术

仍然在不断地发展进步。近年来能够进行点突变定

量检测的扩增受阻突变系统（amplification-refractory

mutation system，ARMS）技术逐渐发展起来 [10-11]，它

结合 Taqman荧光探针定量聚合酶链式反应（poly-

merase chain reaction，PCR）技术能够高效准确地进

行突变位点的检测和定性及定量分析，但是利用荧

光探针的检测技术成本仍然较高，为此笔者借鉴

ARMS的等位扩增技术，利用嵌入式荧光染料的定

量 PCR 技术对 SNP位点的检测技术进行了改良。

并利用该改良的技术对 基因的 2 个 SNP位

点 Asn680Ser和 Thr307Ala进行检测分析。在汉族

人群中对其与多囊卵巢综合征之间的相关性进行进

一步的探索研究，为更加确切的探查该疾病的发病

机制提供了重要的基础数据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取 2014年 3月 -2015年 8月于南通市妇幼

保健院就诊的 PCOS患者共 152例。PCOS的纳入标

准[12]：①具有多囊卵巢综合征典型的临床特征：月经

异常，不同程度的多毛或者肥胖；②B超或腹腔镜检

测显示多囊卵巢及卵巢无排卵现象（一侧或双侧卵

巢中小于 10 mm的卵泡数 >10个）；③近 2个月内未

使用类固醇类激素，月经周期第 3天或闭经期黄体

生成素与 FSH的比值 >2，同时睾酮值 >2.2 nmol/L。

上述标准符合两项且同时排除其他内分泌疾病者可

诊断为 PCOS。同时收集同期在该院就诊的对照样

本 152例。年龄与婚姻状况与 PCOS组相匹配。所有

研究对象均签署了参与本研究的知情同意书，本研

究得到医院伦理委员会批准。

1.2 样本收集与 DNA提取

所有的研究对象均在就诊当日抽取外周血 2 ml，

乙二胺四乙酸盐抗凝。基因组 DNA的提取采用碘化

钠方法，简述如下：取 500μl抗凝血，加 1 ml 无菌

水，轻轻颠倒混匀，10 000 r/min离心 3 min，弃上清

液，加入 6 mol/L碘化钠 NaI 100μl，混旋 20 s，加入

200μl氯仿异戊醇，混匀 12 000 r/min离心 5 min；

转移上清液至新的离心管，加入 90μl异丙醇，混

匀，12 000 r/min离心 5 min。弃上清液，沉淀用 75%

的乙醇清洗 2次，用 50μl无菌水溶解，Nano Drop

紫外分光光度计和 Qubit 荧光定量仪进行基因组

DNA的质控分析。置入 -20℃冰箱冷冻保存或立刻

进行后续的实验研究。

1.3 SNP检测方法的建立与验证

1.3.1 引物的设计 根据两个 SNP位点及其旁侧

序列，设计 PCR引物和检测探针，进行定量 PCR扩

增。见表 1。

1.3.2 SNP多态性位点检测的原理 该检测方案

为等位特异 PCR与定量 PCR两种技术的结合[13]，定

量 PCR应用嵌入式荧光染料方法进行。具体方案

为：根据目标 SNP的位点设计一组扩增引物，包括 2

条正向引物和 1条通用的反向引物，正向引物分为

野生型和突变型两种，在正向引物靠近 3'-末端的

位置引入一个错配碱基（一般在靠近 3'-端的第 4

个碱基），这样可以大大降低非特异性扩增，提高野

生型和突变型的区分度。

1.3.3 反应体系 总体积为 20μl，包含 DNA模板

（20 ng/μl）1μl，2×SYBR Fast qPCR Mix 10μl，

正向引物和反向引物各 1μl（10 umol），用双蒸水补

R
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图 1 基因组 DNA的 Nano Drop检测结果

足至 20μl。热循环参数为：95℃预变性 5 min，93℃

变性 15 s，62℃退火 50 s，共 40个循环。反应结束后

进行溶解曲线分析。最后根据在 ABI 7500荧光定

量 PCR仪上读取 Ct值和溶解曲线信息，分析确定

每个样本的基因分型结果。

1.3.4 检测结果的验证 在 SNP 位点旁侧序列设

计扩增引物，使产物中间部位涵盖目标 SNP位点。

普通 PCR扩增后进行 Sanger测序分析，以此验证利

用改良方法检测该 SNP位点的准确性。

1.3.5 PCOS 患者样本 基因多态性的检测

利用前期改良优化的检测技术分析收集到的 152例

PCOS患者样本和对照样本的 SNP位点分析情况。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 16.0统计软件进行数据分析，实验结

果中等位基因及基因型频率用百分比表示。根据

Hardy-Weinberg平衡定律计算各基因型个体数的期

望值[14]，组间基因型频率及等位基因频率的差异比

较行χ2检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 样本 DNA的提取与质控

所有样本获得的基因组 DNA都进行浓度测定

和完整性质控。检测结果表明绝大多数样本提取的

基因组都较完整，基本无降解拖带现象，DNA 浓度

均在 80～120 ng/μl之间，完全符合后续基因多态

性检测的要求。典型的样本基因组 DNA 的 Nano

Drop 检测结果如下图所示，OD260 与 OD280 的比

值在 1.8 左右，OD260 与 OD230 的比值都 >1.5，纯

度和浓度完全符合后续试验的要求。见图 1。

2.2 SNP多态性检测方法的验证

如图 2所示，首先利用 Sanger法测序分析获得

一个野生型样本，一个突变型样本和一个杂合型样

本的确切结果。然后将已经明确分型结果的 3个样

本用改良的等位特异的定量 PCR技术进行检测，并

且对两种方法获得的结果进行比较。结果两者检测

技术获得结果完全一致，从而表明本实验中改良的

SNP检测技术具有很好的 SNP位点的区分能力，可

以准确的区分野生型、杂合型与突变型样本。对于

野生型样本，当用野生型正向引物进行扩增时，其 Ct

第 20期 沈亚，等：基于定量聚合酶链式反应技术的多囊卵巢综合征与促卵泡激素的受体基因多态性的相关性研究

A：野生型；B：突变型；C：杂合型；红色圆圈为相应 SNP位点的测序结果

图 2 定量 PCR检测曲线和对应的 Sanger测序结果

A

B

C
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表 2 PCOS组与对照组 基因 Asn680Ser多态性位点等位基因频率及各基因型频率的分布情况 例（%）

组别
基因型 等位基因

GG GA AA G A

PCOS组 11（7.3） 69（45.7） 71（47.0） 91（30.1） 211（69.9）

对照组 27（17.8） 72（47.4） 53（34.8） 126（41.4） 178（58.6）

字2值 值

9.410 0.009

字2值 值

8.438 0.004

表 3 PCOS组与对照组 基因 Thr307Ala多态性位点等位基因频率及各基因型频率的分布情况 例（%）

组别
基因型 等位基因

GG GA AA G A

PCOS组 12（8.0） 50（33.1） 89（58.9） 74（24.5） 228（75.5）

对照组 26（17.1） 64（42.1） 62（40.8） 116（38.1） 188（61.9）

字2值 值

11.702 0.003

字2值 值

13.124 0.001

样本检测的 Ct值明显的分布于图中的 3个区域，相互之间界限

明确，野生型和突变型样本两个扩增产物的 Ct值差异都 >8，而杂合

型样本中两个产物的 Ct值差异都 <5，因此样本的 SNP分型结果可

以从图中准确判读

图 3 利用定量 PCR进行 SNP分型的结果
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值在 15左右；而用突变型引物进行扩增时，其 Ct值

在 35左右，相当于本底扩增水平，溶解曲线呈现典

型的单一的尖峰。对于突变型和杂合型样本，该定

量 PCR检测结果同样呈现出了良好的鉴别能力，与

Sanger测序获得的结果完全一致。

为了进一步确定该定量 PCR 检测技术对 SNP

位点的区分准确度。笔者随机选择 80例对照样本进

行 SNP 位点的检测分析，其中部分样本还进行

Sanger测序分析，验证结果均呈现一致性。综合分析

结果显示，本研究中等位特异的定量 PCR的 SNP分

型结果具有很高的区分度，可以进行准确的多态性分

型。3种 SNP分型结果分别集中在图中的 3个区域，

相互之间存在明确的界限。野生型和突变型之间的

扩增产物的 Ct值最小差异均 >8，而杂合型样本中 2

个产物的 Ct值差异很小，其最大差异 <5，相关样本

的 SNP分型结果均可以准确判读。见图 3。

2.3 多囊卵巢综合征 基因两个 SNP 位点

的检测分析

利用上述改良的等位特异的定量 PCR技术，设

计带有错配碱基的扩增引物对 152例多囊卵巢综合

征样本和相应的对照样本进行 2 个 SNP位点的分

型检测。其中除有 1例多囊卵巢样本因 DNA浓度等

问题没有获得理想的扩增曲线外，其余样本均获得

了明确的分型结果。见表 2。

经χ2检验， 基因 Asn680Ser多态性位点

符合 Hardy-Weinburg平衡。所有的 303个研究对象

等位基因型分布为 GG（12.5%），GA（46.5%），AA

（41%），PCOS组与对照组间等位基因型分布差异有

统计学意义（ =0.009），等位基因频率在 PCOS组和

对照组比较差异有统计学意义（ =0.004）。

经χ2检验，Thr307Ala位点符合 Hardy-Wein-

burg平衡。如上表所示，所有 303个研究对象等位

基因型分布为 GG（12.5%）GA（37.6%）AA（49.9%），

PCOS组和对照组间等位基因型分布差异有统计学

意义（ =0.003），等位基因频率在 PCOS组和对照组

比较差异有统计学意义（ =0.001）。见表 3。

3 讨论

本研究中笔者采用一种改良的等位基因定量

PCR扩增技术进行 SNP的检测。应用嵌入式荧光染

料方式进行定量 PCR的信号检测，通用性好，操作

简单，成本低廉，而且能够通过溶解曲线对特异性的

扩增产物和引物二聚体进行区分，通过在引物序列

中引入错配能够很好的获得多态性位点的分型结

果。在等位基因特异性扩增中，靠近正向引物的 3'-

端附近区域引入 1个或 2个错配碱基，会在一定程度

上降低扩增效率，但该引物设计可以更好的区分 3'-

末端的碱基差异，使纯合子样本中两种引物的扩增

曲线很好的分开，能够实现准确的 SNP分型。在本实

中国现代医学杂志 第 26卷
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验中靠近 3'-端第 4个碱基位置引入错配，达到了准

确区分 SNP不同分型的目的。为疾病相关 SNP位点

的分型鉴定打下了良好的基础。

SNP是人类可遗传的变异中最常见的一种，数

量多、分布广、密度大、突变率低，对于疾病在基因中

的定位具有重要的意义。本研究中笔者分析了 300

多例相关人群在 基因上 2 个 SNP位点的分

型情况，结果显示这两个 SNP位点的基因型和等位

基因频率与多囊卵巢综合征之间差异均有统计学意

义（ <0.05），从而提示 基因多态性的差异与

PCOS的发病可能存在相关性，这为 PCOS的进一步

深入研究和控制提供了基因水平重要的基础数据。

作为腺垂体分泌的一种糖蛋白激素，FSH在人

类生殖中具有重要作用。FSH在靶细胞增殖和分化

方面有不可替代的作用，间接影响卵子成熟。

基因突变会造成明显的卵泡成熟障碍。研究发现，

基因存在常见的 SNPs，而且可能影响受体活

性，进而导致卵巢功能的异常。其中 基因启动

子区和第 10外显子的 SNPs研究较多，特别是第 10

外显子 307密码子的 A～G多态以及 680密码子的

G-A多态[15-16]。多数研究证实，该基因外显子 SNP位

点的多态性与卵巢的功能存在密切相关性[17]。尽管

多数报道的样本数量都在 300以下，而且有关其与

多囊卵巢综合征相关性的结论也不统一，但是毕竟

确定结论是 基因多态性与卵巢的储备，卵巢的

反应性以及卵巢肿瘤等都存在相关性[18-19]，是导致卵

巢功能异常疾病的一个重要因素。该观点在本研究

中的 2个 SNP位点分析结果与多囊卵巢综合征间

比较差异有统计学意义得到进一步的证实。

总之，有关 基因多态性与卵巢功能的相

关性的研究还需要进一步探索，明确其与多囊卵巢综

合征及其他卵巢功能异常发生的确切关联性，对于个

性化治疗卵巢功能异常相关的疾病，预防并发症，减

少治疗费用，具有重要的临床意义。

研究提出并验证一种快速、低成本、准确的基于

定量 PCR技术的 SNP分析方法；对多囊卵巢综合

征患者 基因的分型检测结果表明，研究涉及

的 2 个 SNP 位点与疾病的发生差异存在统计学

意义。
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