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ADAMTS4和ADAMTS5基因多态性与冠心病相关性研究 

陈小云，柳 青，雷家俨，丁艳辉，李美玲，翟秀明 

(重庆医科大学附属第一医院临床研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 ADAMTS4和 ADAMTS5基因单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，SPN)和冠心病(coronary 

artery disease．CAD)的相关性。方法：用聚合酶链反应一单链构象多态性(polymerase chain reaction—single—strand conformation 

polymorphism，PCR—SSCP)方法和聚合酶链反应一限制性片段长度多态性(polymerase chain reaction～restriction fragment length 

polymorphism．PCR—RFLP)方法检测 307例 CAD患者和 315例对照的 rs4233367、rs2830585和 rs229072 SNP多态性位点基因型 

的分布情况。结果：SNPrs2830585在 CAD组和对照组中基因型频率为 CC(87．O％vs．78．4％)、CT(12．7％vs．20．6％)和 yr(o-3％ 

vs．1．0％)，差异有统计学意义( =8．291，P=0．016)，2组间 T等位基因频率分别为 6．7％和 11_3％，差异有统计学意义( 2-8．004，尸= 

0．005)．经过logistic回归分析后，rs2830585的CT+TY基因型组问差异依然有统计学意义(OR=I．777，95％CI=1．071～2．949，P- 

0．026)。SNPrs4233367和SNPrs229072在CAD组和对照组中基因型和等位基因频率分布差异均无统计学意义(|P>0．05)。结论： 

ADAMTS5基因rs2830585多态性位点与CAD发病相关，c等位基因可能是CAD发生的易感基因。 
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Association of the single nucleotide polymorphisms of ADAMTS4 and of 

ADAMTS5 with coronary heart disease in Chinese Han population 

Chen Xiaoyun，Liu Qing，Lei Jiayan，Ding Yanhui，Li Meiling，Zhai Xiuming 

(Department of Clinical Research Center，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the association of single nucleotide polymorphisms(SNP)of ADAMTS4 and ADAMTS5 gene with 

coronary artery disease(CAD)．Methods：A case-control association study of 307 unrelated CAD patients and 315 normal controlfrom 

a Chinese Han Population was perform ed．Genotype and allele were determ ined bypolymerase chain reaction—restriction fragment 

length polymorphism(PCR—RFLP)and polymerase chain reaction-single-strand conformation polymorphism(PCR—SSCP)for SNP 

rs4233367，rs2830585 and rs229072．Results：The genotype frequencies of SNP rs2830585 in CAD group and the control group 

respectively were CC(87．0％vs．78．4％)，CT(12．7％vs．20．6％)and Tr(0_3％ vs．1．0％)，with statistically significance between the 

two groups(x2=8．291，P=0．016)．The genotype frequencies of T allele were 6．7％and 11_3％respectively，with statistically significance 

between the two groups(A-a=8．004，P=0．005)．Logistic regression analysis revealed thatADAMTS5 gene rs2830585 had a strong associ 

ation with CAD(OR=I．777．95％C／=I．071 to 2．949．P=0．026)．Thefrequeneies of the genotype and alleles ofrs4233367 and rs229072 

had no statistical significance between two groups(P>0．05)．Conclusion：SNP rs2830585 polymorphisms of the ADAMTS5 gene may 

be associated with CAD．The C allele of the SNP rs2830585 may be a genetic risk factor for CAD． 

【Key words]coronary artery disease；single nucleotide polymorphism；ADAMTS4 gene；ADAMTS5 gene 

冠心病(coronary artery disease，CAD)发病率、 

死亡率高，严重危害人类身体健康，是导致全世界 
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人类死亡的首要原因[”。CAD的主要病理过程是冠 

状动脉粥样硬化使官腔狭窄、堵塞导致的心肌缺血、 

缺氧。研究表明，CAD是由环境因素和遗传因素共 

同作用导致的一种复杂性疾病 ，遗传因素更是至 

关重要，但仍有许多未知的基因或分子参与其中，因 

此需要继续探索与CAD发病相关的基因。经研究 
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发现，细胞外基质聚糖蛋白多糖可通过与低密度脂 

蛋白的结合使脂质在血管内沉积促进动脉粥样硬化 

的发生[5-6]。含人类 I类血小板结合蛋白基序的解聚 

蛋白样金属蛋白酶 a disintegrin and metalloproteinase 

with thrombospondin motifs．ADAMTS)4和 5具有蛋 

白聚糖酶的活性，能降解蛋白聚糖增加斑块的不稳 

定性．在动脉粥样硬化的发生发展中起到非常重要 

的作用[7-s]。Zha嘲和Kashiwagi等 叼f究表明ADAMTS4 

通过降解细胞外基质、血管壁及纤维帽中的聚糖蛋 

白多糖 aggrecan和versiean导致动脉粥样斑块的不 

稳定。ADAMTS5是降解aggrecan的主要酶【n1，同样 

与动脉斑块的稳定程度关系密切。 

本研究根据文献报道、中国汉族人群的TagSNPs 

信 息 和生物学 功能预 测 ，选取 了 ADAMTS4的 

rs4233367、ADAMTS5的 rs2830585和 rs229072三 

个位点。意在通过病例对照研究发现ADAMTS4和 

ADAMTS5基因与CAD发病有关的遗传变异。 

1 材料与方法 

1．1 研 究对象 

选取 CAD患者 307例为 CAD组，其中男 165例，女 142 

例；对照人群 315例为对照组。其中男 173例，女 142例。CAD 

组和对照组研究对象均来自重庆医科大学附属第一医院。纳 

入标准：CAD组：满足下列之一情况者：①冠状动脉造影证实 

左主干狭窄≥5O％或主要分支至少 1支狭窄程度≥5O％，出 

院诊断为急性冠脉综合征的患者：②接受过经皮冠状动脉成 

形术 (percutaneous transluminal coronary angioplasty，PCTA) 

和冠状动脉旁路搭桥术(coronary a~ery bypass graft，CABG) 

手术。对照组：同期在同医院拟诊为 CAD的患者，经冠脉造 

影未发现冠状动脉明显病变且通过病史查体及器械检查排 

除器质性心脏疾病、恶性肿瘤、慢性肝肾疾病等。 

1．2 主要试剂 

PremixTaq Vemion2．0(大连宝生物工程有限公 司，lot# 

A3901A)；限制性内切酶 FastDigestSmaI(大连宝生物工程有 

限公司，lot#k5601 GA)；DNA Marker(J~京康为世纪生命科技 

有限公司，lot：1415G)；30％丙烯酰胺(上海生工生物工程股 

份有限公司，lot：C629KA3184)；TEMED(上海生工生物工程 

股份有限公司．1ot：B626BA0024)。 

1．3 方法 

1．3．1 SNP位点的选择 SNP位点的挑选遵循最小等位基 

因频率 MAF>0．05， 0．8。从 HapMap数据库中挑选 3个SNP 

位点。其中 rs4233367(ADAMTS4)和rs2830585(ADAMTS一5) 

位于外显子上．rs229O72(ADAMTs一5)位于3’UTR。 

1．3．2 DNA的提取 采用饱和盐析法提取 5 mL的 DTA抗 

凝血基因组 DNA。经过 NanoDrop一1000微量核酸蛋白检测仪 

测定 A260、A280，计算浓度 ，一80 保存。 

1．3．3 引物设计及 PCR 结合 DNAMAN软件和 Primer Pre— 

mier5．0软件分别设计引物，经美国国立生物技术信息中心 

的 Blast功能分析引物的特异性后统一交由上海英骏生物 

有限公司合成。引物序列见表 1。PCR反应体系包括模板 

DNA 1．0 IAL，正反向引物各 1 (10~mol／L)，Takara公司 

PremixTaq Version 2．0[Taq酶：1．25 U／25 IAL，dNTP(2x)，各 0．4 

mmol／L，MgC12：3 mmol／L，PCR Buffer(2x)]7．5 L，用水补充体 

系至 l5 。SNPrs4233367的反应条件为 ：95 oC，5 min，1个 

循环 ；95℃，45 S，59．5 oC，45 S，72℃，1 min，30个循环；72℃， 

5 min，1个循环。SNPm2830585的反应条件为：95℃，5 min，1 

个循环；95 ，45 s，51℃，45 S，72℃，30 S，30个循环；72℃， 

5 min，1个循环。SNPrs229072的反应条件为：95℃，5 min，1 

个循环；95℃，45 S，59 oC，45 S，72 cc，30 S，30个循环；72℃， 

5 min，1个循环。反应结束后，配 1．5％的琼脂糖凝胶，加入 

Goldview染色，取 2 txL的 PCR产物进行上样，在 130 V 30 

min的条件下进行 电泳。电泳结束后用凝胶成像系统观察 

PCR产物的特异性。 

表 1 3个 SNP位点引物序列 

Tab．1 Primer sequence of three SNP sites 

1．3．4 基因分型 采用限制性片段长度多态性 (restriction 

fragment length polymorphism，RFLP)方法对 rs4233367进行 

分析。酶切体系包括：PCR reaction mixture 10 L(0．2 g)， 

nuclease-free water 17 L，10xFastDigest Buffer 2 txL，FastDi- 

gestSmaI 1 IxL，酶切体系置于金属浴 37℃ 5 min，反应结束 

后配制含 2 txL Goldview1．5％的琼脂糖凝胶，在 130 V 30 min 

的条件下进行电泳，电泳结果用自动凝胶成像仪分析，酶 

切后得到260 bp和417 bp 2个片段。采用单链构象多态 

性 (single—strand confbrmation polymorphism，SSCP)方法对 

m2830585和 ~229076进行分析。反应体系包括：PCR反应 

产物 6 ILL，变性上样缓冲液 5 (95％去离子 甲酰胺 ，5 

mmol／L EDTA。0．05％溴酚蓝，0．05％Z．甲苯青FF)混匀后金属 

浴 100℃ 10 min变性。置冰上 10 rain防止复性。配置 8％的 

非变『生聚丙烯酰胺凝胶(3O％丙烯酰胺 2．0 mL，5xTBE 1．5 mL， 

TEMED 5 L，AP 55 L，双蒸水2．94 mL)，~2830585在 270 V， 

60 min的条件下。rs229076在 180 V，150 min的条件下进行 

电泳。电泳结束后加Goldview染色30 min，应用自动凝胶成 

像仪根据带型进行分型。 

1．3。5 质量控制 个体质量控制：去掉缺失信息的个体。基 
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因分型质量控制：监控试验过程：病例和对照样本同一批次 

检测；酶切试验出现不同条带的样品，重复 1次 PCR和酶切 ， 

获相同结果送测序验证；SSCP试验出现不同条带的样品，从 

PCR扩增到 SSCP重复 3次试验，获得相同结果送测序验证。 

SNP质量控制 ：Hardy—Weinberg平衡 P<0．05；MAF>0．05。 

1．3．6 测序 将实验的部分 PCR产物送上海英骏生物有限 

公司测序，验证分型结果。 

1．4 统计学分析 

采用 SPSS 20．0软件包进行数据处理。2组计量资料采 

用均数 ±标准差(x±s)表示 ，用独立样本 t检验或 Mann— 

Whitney U检验，2组计数资料用相对数表示 ，用卡方检验。 

用 Hardy—Weinberg平衡定律对 SNP的基因型分布做检验． 

估计样本的群体代表性，要求P>0，05。各位点2组间的基因 

型和等位基因频率的比较用卡方检验。多因素分析采用二元 

logistic回归分析，检验水准 a=0．05。应用 Haploview软件进 

行 SNP连锁不平衡分析。 

2 结 果 

2．1 CAD组与对照组的一般情况 

2组间年龄 、吸烟史、高血压、糖尿病、总胆固醇、高密度 

脂蛋白及载脂蛋 白 A指标 比较差异均有统计学意义(尸< 

0．05)。CAD组与对照组相比，年龄较大。其吸烟比率、合并高 

血压以及糖尿病的比率均高于对照组。而性别、甘油三酯、低 

密度脂蛋白、载脂蛋白 B之间均无统计学意义(P>0．05)。结 

果见表 2。 

2．2 SNP连锁不平衡分析 

使用 Haploview软件对 SNPrs2830585和 rs229072位点 

做连锁不平衡分析。数据结果显示，rs2830585和rs229072两 

个位点之间r2<0．8，提示相互之间不存在连锁不平衡现象。分 

析结果如图 1所示。方块颜色深浅表示连锁程度的高低 ，颜 

色越深连锁程度越高，颜色越浅连锁程度越低。 

8 41 

图 1 ADAMTS5基因上 2个 SNP相互连锁程度 

Fig．1 Linkage equilibrium of 2SNPS located in ADAMTS5 gene 

2．3 Hardy—Weinberg平衡检验 

在 CAD组和对照组中 SNPrs4233367、SNPrs2830585和 

SNPrs229072的基因型分布均符合 Hardy—Weinber平衡 

(SNPrs4233367的基 因型 ： =0．266，P=0．606； =1．056，P： 

0．304；SNPrs2830585的基因型： =O．114，P=0．735； =0．318， 

P=-0．573；SNPrs229072的基因型： 2．546，P=0．11 1； =o．858， 

P=0．354)。表明样本来自遗传平衡的总体，具有良好的代表 

性。 

2．4 CAD组和对照组 3个SNP位点基因型检测 

ADAMTS4 rs4233367检测到 3种基因型 ．PCR产物用 

FastDigestSmaI酶切后可得到 417 bp和 260 bp的 2个片段． 

未酶切的片段为TT型，部分酶切的片段为 CT型，完全酶切 

的片段为 CC型。ADAMTS5 rs2830585检测到 CC、CT和TT 3 

种基因型。rs229072检测到 AA、AT和m 种基因型。3个SNP 

的 PCR扩增产物大小及特异性如图 2所示。SNPrs4233367 

的 3种不同基因型的 PCR产物酶切电泳结果如图 3所示。 

SNPrs2830585的3种不同基因型结果如图4所示。SNPrs229072 

的 3种不同基因型结果如图 5所示 。ADAMTS4、ADAMTS5 

PCR产物测序结果如图 6所示。 

表 2 CAD组和对照组的一般临床资料的比较 

Tab．2 Comparison of clinical data between CAD group and control group 

注：a表示 值’b表示 Mann—Whitney U检验值，其余为t值 
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M为 Mm'ker；1、2为 SNPrs4233367；3、4为 SNPrs2830585： 

5、6为 rs229072 

图2 ADAMTS4和 ADAMTS5基因PCR产物电泳图 

Fig．2 Electrophoregram of SNPrs4233367．SNPrs283O585 and 

SNPrs229072 PCR amplification 
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4l7 hp 
260 bp 

M为Markel； 4、5为CT型；2、6、7为CC型；3为 丌 型 

图3 SNPrs4233367酶切产物电泳图 

Fig．3 Electrophoregram of SNPrs4233367 enzyme-digested 

fragments 

2 3 4 5 6 7 8 

经测序验证 1、2为 CT型；3、5-8为CC型；4为 1Tr型 

图4 SNP rs2830585的 PCR—SSCP电泳图 

Fig．4 Electrophoregram of SNPrs2830585 PCR-SSCP 

amplification 

2 3 4 5 6 7 

经测序验证 1、2为AT型；3~6为AA型；7为TT型 

图 5 SNP rs229072的 PCR—SSCP电泳图 

Fig．5 Electrophoregram of SNPrs229072 PCR-SSCP 

amplification 
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1～3：ADAM FS4 rs4233367一CC、CT、TT；4-6：ADAMTS5 rs2830585一CC、 

CT、TI"；7~9：ADAMTS5 rs229072一AA、AT、TT 

图 6 ADAMTS4、ADAMTS5 PCR产物测序图 

Fig．6 Sequence of ADAMTS4 and ADAMTS5 PCR products 

2．5 CAD组和对照组基因多态性比较 

所有位点基因型和等位基因频率统计结果见表 3。统计 

结果显示．CAD组和对照组相比SNP位点 rs4233367基因型 

分布差异无统计学意义( ：3．164，P=O．206)，T等位基因频 

率 比较差异无统计学意义( =1．893，P=0．169)。SNP位点 

rs2830585基 因型分布差异有统计学 意义( =8．291，Jp= 

0．016)，T等位基因频率比较差异有统计学意义( =8．004，P= 

0．005)，在 CAD组中 CC+CT基因型构成比相对较高 ，2组间 

差异无统计学意义( O．956，P=-0．328)，CT+．rr基因型构成 

比相对较低 ，2组间差异有统计学意义( =7．936，P=0．005)。 

SNP位点 rs229072基因型分布差异无统计学意义( 2==3．560， 

P=-0．169)，T等位基因频率比较差异无统计学意义( =0．633， 

P=-0．426)。 

2．6 CAD相关危险因素的二元 logistic回归分析 

CAD组和对照组在一般临床资料上存在有统计学差 

异的指标．故运用向后逐步回归法对年龄、吸炯史、高血压、 

糖尿病、总胆固醇、高密度脂蛋白、载脂蛋白A及基因型差异 

与CAD的发病情况进行分析，以排除混杂因素的干扰。因变 

量组别中的 CAD组参数编码为 1．对照组为 0；分类变量中 

的 SNP2830585 CC参数编码为 l，cT+1Tr为 0。非高血压的 

参数编码为 1，高血压为 0。非糖尿病的参数编码为 1，糖尿 

病为0。非吸烟的参数编码为 1，吸烟为 0。统计结果见表 4。 
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在校正了混杂因素的影响后 ．SNPrs2830585的 CT+TT基因 

型在 2组间的差异仍具有统计学意义(P-0．026，OR=I．777， 

95％CI=1：071～2．949)。其他因素包括年龄、吸烟、高血压、糖 

尿病等传统危险因素也参与了CAD的发生。另外数据显示 

ApoA1也是 CAD的影响因素，有研究发现【 21ApoA1基因多 

态性(+83 c>T)与 CAD的发生相关联。 

3 讨 论 

CAD是一种十分复杂的多基因疾病，随着人类 

基因组计划的实施，SNP研究成为发现疾病相关基 

因的重要方法之一『131。ADAMTS家族是一类分泌性 

金属蛋白酶，涉及胞外基质的组装和降解、血管生 

成、人类遗传f生疾病、关节炎和癌症等㈣。ADAMTS4 

基因是家族中重要成员．定位于人染色体 lq31-q32， 

含有 9个外显子 ．8个内含子。编码由 837个氨基 

酸组成 的蛋 白质，参与细胞外基质的降解 ，另外 

ADAMTS4可直接通过受体作用于 VSMCs，也可通 

过 蛋 白水解 versican间接促 进 VSMC的增殖和 

迁移导致动脉粥样硬化[91。ADAMTS5基因定位于人 

染色体 21q21．3，含有 8个外显子 ，7个内含子，编 

码 由518个氨基酸组成 的蛋 白质 。ADAMTS4和 

ADAMTS5都是炎症相关的分泌型蛋白，高表达于 

巨噬细胞丰富的不稳定的动脉粥样斑块中_l51。 

ADAMTS家族基因的多态性与多种疾病的易 

感性密切相关。如 rs4233367SNP与腰椎问盘的退 
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变具有相关性【16]：rs2830585SNP与肝细胞性肝癌的 

易感性相关 本实验室的前期实验发现了A'DAMTS1 

的 rs428785SNP与 CAD的易感性相关【瑚。本研究针 

对西南地区汉族人群，采用病例对照研究探讨了 

rs4233367、rs2830585和 rs229072与 CAD易感的相 

关性。整体结果显示，rs4233367和rs229072位点都 

存在基因突变，但等位基因频率和基因型均与 CAD 

的发生无相关性。rs2830585位点存在 cT突变。基 

因型和等位基因的分布频率在CAD组和对照组间 

的差异均有统计学意义。在使用二元logistic回归分 

析校正了年龄、吸烟、高血压、糖尿病等临床干扰 

因素后等位基因频率组间差异仍具有统计学意义． 

携带 CT／rrr基因型的个体和携带 CC基因型的个 

体相比明显降低了CAD的发生风险(OR=I．777．95％ 

C／=1．071～2．949，P=0．026 o本研究结果首次揭示了 

ADAMTS5(rs2830585)SNP可能与CAD易感性相关。 

ADAMTS5在结构上由前体区、金属蛋白酶结 

构域、解聚蛋白样结构域和血小板结合蛋白基序 

(thrombospondin motifs，TSP)序列重复区域组成。最 

近相关文献表明了ADAMTS5通过降解细胞外基质 

聚糖蛋白多糖使斑块易损性增加．而ADAMTS5发 

挥作用的部位是TSP序列重复区域，因此该区域基 

因序列的变化很可能会影响其功能。rs2830585是 
一 个非同义的单核苷酸突变。位于编码TSP序列重 

复区域的序列中[191。C到T的碱基突变使蛋白质第 

614位的精氨酸变为组氨酸(Arg变为His)．导致氨 

基酸的序列发生改变，使蛋白质结构发生改变。从 

而使该酶的活性发生改变。影响其对细胞外基质的 

作用。 ． 

综上所述。本研究的结果显示 ADAMTS5基因 

的rs2830585位点的基因突变与中国西南地区汉族 

人群CAD的发生发展关系密切．且 c等位基因可 

能是 CAD的遗传易感基因。但是样本量的大小也 

会对实验结果的准确性产生影响．因此在接下来的 

实验中需要进一步的扩大样本量以确定我们的发 

现，并对于该基因致 CAD发生的具体机制进行进 
一 步的探索。 
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