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河南新乡地区汉族群体 ＭＭＰｓ基因启动子区
５个 ＳＮＰｓ与 ＣＨＦ发病风险关联性研究

张　倩　郭利伟　刘亚静　张咏鹤　徐光华　黄艳梅△

（新乡医学院法医学院，新乡４５３００３）

　　摘　要　目的　探讨河南新乡地区汉族群体基质金属蛋白酶基因启动子区 ｒｓ２２８５０５３、ｒｓ１１２２５３９５、
ｒｓ２２５２０７、ｒｓ２４３８６５及ｒｓ１１５６８８１８这５个单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）与心力衰竭（ＣＨＦ）发病的相关性。方法　知情
同意情况下，采集１６０例ＣＨＦ患者（观察组）和１８６例健康体检者（对照组）外周静脉血提取基因组ＤＮＡ，限制性
扩增片段长度多态性方法对５个ＳＮＰｓ进行分型，运用ＳＨＥｓｉｓ软件分析数据。结果　与对照组相比，ＭＭＰｓ基因
ｒｓ２２８５０５３位点Ｔ等位基因的频率在观察组中显著降低（Ｐ＜０．０５）；ｒｓ１１２２５３９５位点的Ｔ等位基因和ＴＴ基因型
频率在观察组中也显著降低（Ｐ＜０．０５），ＯＲ＝１．９６６［９５％ＣＩ（１．２３６～３．１２９）］；而观察组中 ｒｓ２２５２０７的 Ｇ等位
基因频率显著增加（Ｐ＜０．０５），ＯＲ＝０．４９９［９５％ＣＩ（０．３２０～３．７９９］；ｒｓ２２８５０５３、ｒｓ１１２２５３９５、ｒｓ２２５２０７组成的单体
型ＣＣＧ在观察组中的频率增高（Ｐ＜０．０５）。结论　ｒｓ１１２２５３９５和ｒｓ２２８５０５３位点的等位基因Ｔ有可能降低ＣＨＦ
的患病风险；而ｒｓ２２５２０７位点的等位基因Ｇ及单体型ＣＣＧ可能会增加ＣＨＦ的患病风险。
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　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ）是一组可以参与到结缔组织的破坏与重构
的酶家族。目前人们已经进行了大量关于 ＭＭＰｓ
基因多态性的研究，其中包括动脉粥样硬化、脑栓

塞和肿瘤等，但关于心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃｈｅａｒｔｆａｉｌ
ｕｒｅ，ＣＨＦ）方面的研究比较少［１２］。我们前期的研

究工作发现，ｒｓ２４３８６６位点 Ａ等位基因可降低
ＭＭＰ２转录活性，从而可以降低 ＣＨＦ的发生易感
性［３］；而 ｒｓ１７５７６位点 ＡＧ基因型可以引得精氨酸
至谷氨酰胺的氨基酸变化，进而增加个体 ＣＨＦ发
病风险［４］；此外，ｒｓ１７９９７５０位点的１Ｇ等位基因以
及单体型１Ｇ６Ａ会降低个体 ＣＨＦ发病风险［５］。虽

然在人类的心肌组织中存在着多种 ＭＭＰｓ，但当
ＣＨＦ发生时并不是每一种 ＭＭＰｓ都会升高。我们
查阅中国国际人类基因组单体型图计划（简称

ＨａｐＭａｐ计划）数据库以及美国国立生物技术信息
中心（ＮＣＢＩ）的ｄｂＳＮＰ数据库又筛选出ＭＭＰｓ基因
启 动 子 区 ｒｓ２２５２０７、 ｒｓ２２８５０５３、 ｒｓ２４３８６５、
ｒｓ１１２２５３９５及 ｒｓ１１５６８８１８５个 ＳＮＰｓ，探讨与 ＣＨＦ
发病风险的关联性。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选择收治到新乡医学院第三附属医院的１６０

例慢性 ＣＨＦ患者为观察组，其中男 ８４例，女 ７６
例，年龄５８～７９岁，平均年龄（６１．１±８．５）岁。以
同期住院的非 ＣＨＦ心脏病患者（同时除去其患有
感染性，血液性、肝肾功能不全、恶性肿瘤等疾病）

１８６例为对照组，其中男９７例，女８９例，其年龄５２
岁～７８岁，平均年龄（６０．７±８．７）岁，所有对象知
情同意并签署同意书，且均为三代以上居住在河南

新乡地区。

１．２　主要仪器与试剂
凝胶成像分析系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美国）、Ｑｕ

ｂｉｔ核酸蛋白定量分析试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物公
司）、ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司，德国）、台式高速冷冻
离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ公司，德国）、Ｔａｑ酶（上海生物
工程有限公司）、ＳＮＰｓ位点扩增引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生
物公司）、多功能电泳仪（Ｐｈａｎｎａｃｉａ公司，瑞典）、
限制性内切酶ＨｉｎｆＩ、ＸｓｐＩ、ＥｃｏＲＩ、ＢｇｌⅡ。
１．３　方法
１．３．１　资料收集 所有研究对象统一填写调查表，
再由监督人员核验每一份调查表，确保信息无误。

１．３．２　生化指标测定 空腹１０ｈ过夜后，清晨６：
００取受试者外周静脉血８ｍｌ，其中３ｍｌ用于血脂
等生化指标测定、５ｍｌ用于基因组 ＤＮＡ提取。采
用现行标准化方法进行血生化指标检测，由新乡医

学院第三附属医院检验科完成并进行质量控制。

１．３．３　外周血基因组ＤＮＡ的提取与定量分析 采
用有机酚／氯仿法提取外周血基因组 ＤＮＡ，Ｑｕｂｉｔ
核酸蛋白定量分析试剂盒检测所提取ＤＮＡ的质以
及量，然后保存到－２０℃冰箱备用。
１．３．４　５个ＳＮＰｓ目的片段ＰＣＲ反应体系 包含１０
×Ｂｕｆｆｅｒ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
１０μｍｏｌ／Ｌ引物，５０ｎｇ～１００ｎｇＤＮＡ模版，１ＵＴａｑ
ＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶，总体积共为２５μｌ。热循环参数：
９５℃预变性２ｍｉｎ后，９４℃变性４５ｓ，退火温度变异
范围（见表１）４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共计３２个循环，
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　ＭＭＰｓ基因５个ＳＮＰｓ位点基本信息

ＳＮＰｓ 引物序列
退火

温度

限制性

内切酶

ｒｓ２２８５０５３
Ｆ：ＧＧＡＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＧＧＣＧＣＡＧＧＡ
Ｒ：ＧＧＧＧＧＣＴＧＧＧＴＡＡＡＡＴＧＡＧＧＣＴＧ

６１℃ ＨｉｎｆＩ

ｒｓ２２５２０７
Ｆ：ＧＡＴＡＣＧＴＴＣＴＴＡＣＡＧＡＡＧＧＣ
Ｒ：ＧＡＣＡＡＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣ

５８℃ ＸｓｐＩ

ｒｓ２４３８６５
Ｆ：ＣＴＴＣＣＴＡＧＧＣＴＧＧＴＣＣＴＴＡＣＴＧＡ
Ｒ：ＣＴＧＡＧＡＣＣＴＧＡＡＧＡＧＣＴＡＡＡＧＡＧＣＴ

５５℃ ＸｓｐＩ

ｒｓ１１５６８８１８
Ｆ：ＴＧＧＴＡＣＣＡＴＡＡＴＧＴＣＣＴＧＡＡＴＧ
Ｒ：ＴＣＧＴＴＡＴＴＧＧＣＡＧＧＡＡＧＣＡＣＡＣＡＡＴＧＡＡＴＴ

５５℃ ＥｃｏＲＩ

ｒｓ１１２２５３９５
Ｆ：ＧＣＣＡＧＡＧＡＣＴＣＡＡＧＴＧＧＧＡＧＡＣＴＡＣＣＡＴＧＣＡＧＡＴＣ
Ｒ：ＴＴＡＴＧＡＴＴＧＣＣＣＡＧＡＣＡＴＴＴＣ

５８℃ ＢａｇⅡ

１．３．５　５个 ＳＮＰｓ等位基因及基因型分型　采用
限制性内切酶片段长度多态性（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

!

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对 ＳＮＰｓ进行分型。酶切反应总
体系１０：其中包含ＰＣＲ扩增产物５．０，相应的内切
酶１Ｕ，１×内切酶缓冲液，最后超纯水补充，然后
３７℃水浴 １６ｈ；６％聚丙烯酰胺凝胶（ｐｏｌａｃｒｙａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）电泳检测酶切产物取３．０
电泳上样，同时加入 ＰＣＲ扩增产物（未经酶切）以
及５００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ作为内参，恒压４００Ｖ，１ｈ（各
ＳＮＰｓ所用限制性内切酶见表１），硝酸银染色。
１．４　统计学方法

运用ＳＨＥｓｉｓ软件比较每个ＳＮＰ点在观察组与
对照组间频率以及频数分布，ＯＲ和９５％可信区间

·９４·
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（９５％ＣＩ）、样本的群体代表性应用 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡表示，检验水准 α＝０．０５，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＭＰｓ基因型分布ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡
ＭＭＰｓ基因启动区５个 ＳＮＰ位点各基因型在

对照 组 中 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平 衡 结 果 表 明，
ｒｓ２２８５０５３、ｒｓ１１２２５３９５及 ｒｓ２２５２０７这 ３个 ＳＮＰ的
基因型频率在观察组和对照组人群中符合 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＞０．０５），其中 ｒｓ２２８５０５３位点 χ２

＝０．０５，Ｐ＝０．９５；ｒｓ１１２２５３９５位点 χ２＝０１２，Ｐ＝０．
８８；ｒｓ２２５２０７位点 χ２＝０．０９，Ｐ＝０．９０。本文中
ｒｓ２４３８６５位点基因型全部为 ＣＣ，ｒｓ１１５６８８１８位点
基因型全部为ＡＡ，可能该位点在河南汉族人群中
无多态性，因此不予分析。

２．２　ＭＭＰｓ基因启动子区５个 ＳＮＰｓ与 ＣＨＦ的相
关性分析

２．２．１　５个 ＳＮＰｓ分型及 ＰＣＲＲＦＬＰ结果　本研
究根据电泳图谱出现条带判定基因型。本次研究

中 ｒｓ２４３８６５、ｒｓ１１５６８８１８未表现出多态性。而
ｒｓ２２８５０５３、ｒｓ１１２２５３９５、ｒｓ２２５２０７这３个 ＳＮＰｓ位点
等位基因电泳图谱如图１３。５个 ＳＮＰｓ位点引入
的酶切位点及内切酶。见表２。

表２　ＭＭＰＳ上５个ＳＮＰｓ位点等位基因及内切酶

ＳＮＰｓ 无酶切位点
及等位基因

酶切后片段大小
及等位基因

限制性
内切酶

ｒｓ２２８５０５３ ３９１ｂｐＣ ３３８ｂｐ ５３ｂｐＴ ＨｉｎｆＩ

ｒｓ２４３８６５ １９２ｂｐＣ １６２ｂｐ ２６ｂｐＴ ＸｓｐＩ

ｒｓ２２５２０７ ４４５ｂｐＧ ２４４ｂｐ ２０１ｂｐＡ ＸｓｐＩ

ｒｓ１１２２５３９５ ２５５ｂｐＣ １２０ｂｐ ３０ｂｐＴ ＢａｇⅡ

ｒｓ１１５６８８１８ １５０ｂｐＡ １２０ｂｐ ３０ｂｐＧ ＥｃｏＲＩ

注：１ＰＣＲ产物；２ＴＴ；３ＣＴ；４ＣＣ；５空白对照

图１　ｒｓ２２８５０５３等位基因ＰＡＧＥ电泳图谱

注：１ＰＣＲ产物；２ＴＴ；３ＣＣ；４ＣＴ；５空白对照

图２　ｒｓ１１２２５３９５等位基因ＰＡＧＥ电泳图谱

注：１ＰＣＲ产物；２ＡＡ；３ＡＧ；４ＧＧ；５空白对照

图３　ｒｓ２２５２０７等位基因ＰＡＧＥ电泳图谱

２．２．２　５个ＳＮＰｓ等位基因和基因型频率　ＭＭＰｓ
基因启动子区５个 ＳＮＰｓ的多态性与 ＣＨＦ的相关
性如表３、４。结果显示观察组 ｒｓ２２５２０７的等位基
因Ａ的频率显著降低（Ｐ＜０．０５），ｒｓ２２８５０５３位点
Ｔ等位基因两组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＡ
基因型在两组中差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ｒｓ１１２２５３９５位点的Ｔ等位基因的频率在观察组明
显降低（Ｐ＜０．０５），ＴＴ基因型频率降低（Ｐ＜０．
０５）；ｒｓ２４３８６５及 ｒｓ１１５６８８１８这两个 ＳＮＰｓ位点的
在两组基因型完全一样没有多态性，在此不予分

析。

２．２．３　ＭＭＰｓ上３个ＳＮＰＳ位点单倍型　用 ＳＨＥ
ｓｉｓ软件统计分析，推断出 ｒｓ２２８５０５３、ｒｓ１１２２５３９５
及ｒｓ２２５２０７构建成８种单体型，通过进一步比较，
结果显示，单体型 ＣＣＧ的频率在两组间存在显著
差异（Ｐ＜０．０５）。见表５。

·０５·
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表３　ＭＭＰｓ基因启动区５个ＳＮＰｓ位点基因型在两组中的频率分布（ｎ／％）

ＳＮＰｓ
ｒｓ２２８５０５３ ｒｓ１１２２５３９５ ｒｓ２２５２０７

ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＡＡ ＡＧ ＧＧ

观察组 １２０（７５．０） ３３（２０．６） ７（４．４） ７１（４４．４） ８１（５０．６） ８（５．０） １４（８．９） ８０（５０．０） ６６（４１．１）

对照组 １０５（６６．０） ４５（２８．３） ９（５．７） ４５（２５．９） １０４（５６．０） ３１（１８．１） ４８（２５．８） ９４（５０．５） １８（２３．７）

χ２ ３．７２３ ９．５２９ ９．８５３

Ｐ ０．１５５ ０．００９ ０．００７

ＯＲ（９５％ＣＩ） １．９４１（１．０１３～３．７２１） ２．０１２（１．６９５～３．９４８） ２．０７６（１．５８３～４．４２２）

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５

表４　ＭＭＰｓ基因启动区５个ＳＮＰｓ位点等位基因在两组中的频率分布（ｎ／％）

ＳＮＰｓ
ｒｓ２２８５０５３ ｒｓ１１２２５３９５ ｒｓ２２５２０７

Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ

观察组 ２７３（８５．３） ４７（１４．７） ２２３（６７．９） ９７（３０．３） １０９（３４．１） ２１１（６５．９）

对照组 ２９８（８０．１） ７４（１９．８） ２０１（５４．０） １７１（４６．０） １８９（５０．８） １８３（４９．２）

χ２ ４．０９ ８．２６４ ９．５０８

Ｐ ０．０４３ ０．００４ ０．００２

ＯＲ（９５％ＣＩ） ０．６８３（０．３６７～１．４３５） １．９６６（１．２３６～３．１２９） ０．４９９（０．３２０～３．７７９）

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５
表５　ＭＭＰｓ基因启动区３个ＳＮＰｓ位点单倍型分析（％）

单体型 ＣＣＧ ＣＣＡ ＣＴＧ ＣＴＡ ＴＴＡ ＴＣＡ ＴＣＧ ＴＴＧ

对照组 ２０．６ ２２．６ １９．２ １９．６ ５．２ ５．１ ５．２ ２．５

观察组 ４２．５ １６．６ １５．４ １２．６ ３．２ ３．１ ６．２ ０．０

χ２ １５．９５５ １．４４９ ０．４６８ １．５９５ ０．４４９ ０．４３ ０．０８８ １．６８４

Ｐ ６．５５ｅ００５ ０．２２９ ０．４９４ ０．２０７ ０．５０３ ０．５１２ ０．７６７ ０．１９４

ＯＲ
（９５％ＣＩ）

２．８５４
（１．６９０～４．８２０）

０．６８３
（０．３６７～１．２７３）

０．７６６
（０．３５７～１．６４６）

０．５９４
（０．２６３～１．３４２）

０．５９７
（０．１３０～２．７４３）

０．５９９
（０．１２７～２．８１９）

１．１９７
（０．３６４～３．９３９）

０．００１
（０．０００～０．０１９）

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＣＨＦ是常见的临床综合症，是目前心血管系
统疾病患者生活质量低下及死亡的重要原因之

一［６］。ＣＨＦ病因和发病机制仍在进一步的研究当
中，其中基因多态性已成为研究热点［７］。ＭＭＰｓ是
一类 ＥＣＭ降解所必需的蛋白水解酶，可以参与到
多种疾病的形成当中，尤其是心血管疾病。随着临

床和实验室研究的不断深入，已发现ＭＭＰｓ与多种
心血管疾病的发生、发展有密切关联，并且其受基

因调控［８］。

ＭＭＰ２几乎存在于所有心肌细胞，研究表明
ＭＭＰ２可降解肌钙蛋白，损伤心肌收缩力。ＣＨＦ
患者 ＭＭＰ２水平的改变与死亡率有着直接关
系［９］，故针对如何改变 ＭＭＰ２活性从而影响 ＣＨＦ
发病率的研究也越来越多。本文结果显示，在河南

新乡地区汉族群体中观察组 ｒｓ２２８５０５３位点 Ｔ等
位基因的频率与对照组相比降低。分析其原因可

能是ｒｓ２２８５０５３位点Ｃ／Ｔ等位基因的改变，可以使
基因启动子区的Ｓｐ１位点的特异性序列变化，进而
影响ＭＭＰ２基因转录水平［１０］，减少损害心肌肌原

纤维的作用，降低个体ＣＨＦ危险患病风险。
研究证实ＭＭＰ８的 ＡｐｏＥ基因敲除后会减少

小鼠动脉粥样硬化的程度，降低血清血管紧张素ＩＩ
水平，并在病变血管处细胞黏附分子１表达减
少［１１］。本文得出观察组ｒｓ１１２２５３９５位点的Ｔ等位
基因的频率与对照组相比降低（Ｐ＜０．０５），ＯＲ＝
１．９６６，提示Ｔ等位基因降低个体ＣＨＦ危险。基因
功能学提示ｒｓ１１２２５３９５基因位于 ＭＭＰ８基因第２
外显子，ＣＴ的替换可引起 ＭＭＰ８的前肽结构中
第８７位氨基酸谷氨酸转变为赖氨酸，从而使得
ＭＭＰ８的转录活性增高２～３倍，使得细胞外基质

·１５·
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分解明显增加［１２］，从而降低了心力衰竭的易感性。

研究表明，ＭＭＰ１３在某种程度上使 ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９激活，进而可以破坏ＥＣＭ和直接损害心
肌，但也可以导致纤维连接素以及胶原蛋白降解，

产生抑制心肌纤维化的作用［１３］。本文结果显示，

观察组ｒｓ２２５２０７的Ｇ等位基因的频率与对照组相
比明显增加（Ｐ＜０．０５）。随着 Ｇ等位基因频率的
增加，间接下调了 ＭＭＰ１３转录水平，可能增加个
体ＣＨＦ危险。

多个ＳＮＰ可能会降低单个位点对该疾病的影
响，也可能会联合诱发疾病。我们使用 ＳＨＥｓｉｓ分
析ｒｓ１７８６０５２３、ｒｓ１１２２５３９５及ｒｓ２２５２０７之间的连锁
作用，及其与河南汉族群体 ＣＨＦ之间的相关性。
得出三者一共构建成８种单体型，各个单体型在两
组频率均＞０．０１，结果显示单体型 ＣＣＧ的频率在
两组中比较差异有统计意义（Ｐ＜０．０５），ＯＲ＝２．
８５４（９５％ＣＩ＝１．６９０～４．８２０），相比单个 ＳＮＰ的研
究更加有意义。说明单体型 ＣＣＧ可能是 ＣＨＦ个
体的预后不良因素之一，而其他观察到的单体型可

能与ＣＨＦ个体预后没有相关性（Ｐ＞０．０５）。
综上所述，本文提示在河南新乡地区汉族群体

中 ｒｓ２２５２０７位点的 Ｇ等位基因及 ｒｓ２２８５０５３、
ｒｓ１１２２５３９５及ｒｓ２２５２０７组成的单体型ＣＣＧ可能会
增加ＣＨＦ的患病风险；ｒｓ１１２２５３９５、ｒｓ２２８５０５３位点
的Ｔ等位基因可能会降低 ＣＨＦ的患病风险；而
ｒｓ２４３８６５、ｒｓ１１５６８８１８这两个位点在河南新乡地区
汉族群体中无多态性。
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