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汉族人ＣＳＴ３单核苷酸多态性与冠心病、胱抑素Ｃ
水平相关性研究

徐志强　黄少华　王　骏

　　【摘要】　目的：研究胱抑素Ｃ基因（ＣＳＴ３）－１５７位点单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与冠心

病及血胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）水平的相关性。　方法：采用病例对照研究，入选因疑似冠心病

入院的２８２例患者为研究对象，依据冠脉造影结果分为冠心病组（狀＝１３０）及对照组（狀＝

１５２）。提取外周血白细胞基因组ＤＮＡ，应用巢式ＰＣＲ直接测序技术检测ＣＳＴ３－１５７

位点ＳＮＰ，分析该位点的基因型分布及等位基因频率与冠心病、ＣｙｓＣ水平的关系。　

结果：汉族人群中ＣＳＴ３基因－１５７位存在Ｇ／Ｃ突变，存在ＧＧ、ＧＣ和ＣＣ３种基因型，

ＧＧ型为野生基因型，无论等位基因频率或者基因型分布在冠心病及对照组无明显差异，

但野生基因型ＣｙｓＣ水平明显高于突变基因型。　结论：汉族人群中ＣＳＴ３基因－１５７

位基因多态性与冠心病发病无直接相关性，携带野生型者血ＣｙｓＣ水平较高。

【关键词】　胱抑素Ｃ；单核苷酸多态性；冠心病

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０１４．０６．０１７

犚犲犾犲狏犪狀犮犲狅犳狊犲狉狌犿犮狔狊狋犪狋犻狀犆犾犲狏犲犾犪狀犱犮狅狉狅狀犪狉狔犺犲犪狉狋犱犻狊犲犪狊犲狑犻狋犺狊犻狀犵犾犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿狅犳犆犛犜３

犻狀犎犪狀狊　犡犝犣犺犻狇犻犪狀犵，犎犝犃犖犌犛犺犪狅犺狌犪，犠犃犖犌犑狌狀．　犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅犾狅犵狔，狋犺犲犆犲狀狋犲狉

犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犑犻狀犵’犪狀犇犻狊狋狉犻犮狋，犛犺犪狀犵犺犪犻　２０００４０，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ（ＳＮＰ）ａｔ－１５７ｓｉｔｅｏｆｔｈｅ

ＣＳＴ３ｇｅｎｅｉｎ ＨａｎｓａｎｄｔｏａｎａｌｙｚｅｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｙｓｔａｔｉｎＣ （ＣｙｓＣ）ｌｅｖｅｌａｎｄｃｏｒｏｎａｒｙ

ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ（ＣＡＤ）．　犕犲狋犺狅犱狊：Ａｃａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｉｎ２８２ｓｕｓｐｅｃｔｅｄＣＡＤ

ｐｅｏｐｌｅｗｈｏｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＣＡＤｇｒｏｕｐ（１３０ｃａｓｅｓ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ（１５２ｃａｓｅｓ）ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｃｏｒｏｎａｒｙ

ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ．ＴｈｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｖｅｎｏｕｓｂｌｏｏｄａｎｄｔｈｅｎｅｓｔｅｄＰＣＲ

ＤｉｒｅｃｔＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＳＮＰａｔ－１５７ｓｉｔｅｏｆＣＳＴ３．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｒａｌｌｅｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄＣＡＤｏｒＣｙｓＣｌｅｖｅｌｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．　犚犲狊狌犾狋狊：Ｔｈｅｒｅｗａｓ

Ｇ／Ｃｖａｒｉａｔｉｏｎａｔ－１５７ｌｏｃｕｓｏｆＣＳＴ３ｉｎ Ｈａｎｓ（ＧＧ，ＧＣａｎｄＣＣｇｅｎｏｔｙｐｅｓ），ｈｏｗｅｖｅｒｔｈｅａｌｌｅｌｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍＣＡＤｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ．

ＳｅｒｕｍＣｙｓＣｌｅｖｅｌｉｎｗｉｌｄｔｙｐｅｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｃａｒｒｉｅｒｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｕｔａｎｔｃａｒｒｉｅｒｓ．

　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：ＴｈｅｓｔｕｄｙｓｈｏｗｓｔｈａｔａｍｏｎｇＨａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ｔｈｅＳＮＰｏｆＣＳＴ３ｇｅｎｅａｔ－１５７ｈａｓｎｏ

ｄｉｒｅｃｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｏＣＡＤｂｕｔｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｓｅｒｕｍＣｙｓＣｌｅｖｅｌ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＣｙｓｔａｔｉｎＣ；Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ；Ｃｏｒｏｎａｒｙａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ

　基金项目：上海市科学技术委员会科研计划项目引导类（１１４１１９ａ９８００）；

上海市卫生和计划生育委员会科研课题资助项目（２０１１４Ｙ０８９）

　作者单位：２０００４０　上海市静安区中心医院心内科

　通信作者：王　骏，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｊｕｎ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）是半胱氨酸蛋白酶抑制剂超

家族２中的成员之一，ＣｙｓＣ基因（ＣＳＴ３）位于人类

第２０号染色体短臂１３区２带，大约为４．３ｋｂ，包含

３个外显子，２个内含子。人类基因组有９９％是相

似的，而１％的差异是造成个体多样性的原因，这

１％的差异主要来自于单核苷酸多态性（ＳＮＰ）。欧

洲人群的相关研究提示，冠心病的发生及预后与

ＣＳＴ３ＳＮＰ相关
［３］。然而基因多态性研究存在民族

和种族的差异，本研究针对汉族人群，采用病例对

照研究，应用巢式聚合酶链式反应（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）直

接测序的方法分析ＣＳＴ３基因启动子区域的－１５７

位ＳＮＰ，探讨其与冠心病发病的相关性。
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１　资料和方法

１．１　研究对象

选择本院２０１２年４月至２０１３年４月因疑似冠

心病入院的２８２例患者作研究对象。入选患者按照

冠脉造影结果分为冠心病组（狀＝１３０）和对照组（狀

＝１５２）。冠心病诊断依据冠状动脉造影结果，即至

少１支主要冠状动脉狭窄≥７０％。排除标准：无行

为能力不能签署知情同意书、恶性肿瘤、自身免疫

性疾病、造血系统疾病、严重慢性肝肾功能不全以

及长期使用激素等。所有研究对象均签署知情同

意书。

１．２　方法

１．２．１　血标本及临床资料采集　抽取肘静脉血

５ｍｌ置于３．２％ＥＤＴＡ抗凝管中待用。抗凝静脉血

标本３０ｍｉｎ内３ｋｇ离心１０ｍｉｎ，收集上层血浆以

每管１００μｌ分装，置于－８０℃ 冰箱备用。常规空腹

检测血脂、肾功能等生化各项指标。记录年龄、性

别、吸烟史、高血压、糖尿病、冠心病家族史、体质量

指数、血脂异常病史等。血ＣｙｓＣ应用均相法乳胶

比浊法检测。

１．２．２　基因组ＤＮＡ提取及基因型测定　用小量

血液基因组ＤＮＡ快速抽提纯化试剂盒，按照使用

说明书提取基因组ＤＮＡ －２０℃保存２周后－８０℃

保存备检。针对ＣＳＴ３启动子区设计２对引物：

ＣＳＴ３ＦＯ：５′ＧＡＴＧＧＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＡＣＡＧ３′

ＣＳＴ３Ｒｉ：５′ＣＧＡＣＧＧＣＡＡＡＧＴＣＣＡＧＴＧ３′

ＣＳＴ３Ｆｎ：５′ＧＡＧＧＴＧＧＧＡＧＧＧＡＣＧＡＧＧＣ３′

ＣＳＴ３Ｒｎ：５′ＡＣＡＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＧＣＴ３′

ＰＣＲ反应体系的配制：模板ＤＮＡ１μｌ，引物各

１μｌ，ｄＮＴＰ各１μｌ，ＴａｑＢｕｆｆｅｒ５μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２５μｌ，Ｔａｑ酶５Ｕ／μｌ０．５μｌ加水至５０μｌ。

反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，

６０℃退火３５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，７２ ℃修复延伸

５ｍｉｎ，循环２５次；再以ＰＣＲ产物０．２μｌ为模板，更

换第２轮引物在相同条件下循环３５次。ＰＣＲ产物

长度３４６ｂｐ，ＰＣＲ纯化产物交上海生工公司直接测

序。如果检测位点为纯合则只出现１个单峰，如果

是杂合则会出现双峰，据此鉴别基因型（见图１）。

图１　基因型鉴定

１．３　统计学方法

用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，计量资料

用珔狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，ＣｙｓＣ

水平 与 基 因 型 关 系 应 用 单 因 素 方 差 分 析

（ＡＮＶＯＡ）。计数资料用百分率表示，组间比较用

卡方检验；用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．２ 软件分析 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，等位基因及基因型分布用率表示，

采用卡方检验，以 犘＜０．０５为有统计学显著性

差异。

２　研究结果

２．１　一般临床资料

冠心病组男性、糖尿病所占比例高于对照组，

两组体质量指数、年龄、肾小球滤过率估算值

（ｅＧＦＲ）、高血压病史、冠心病家族史、吸烟、血脂等

情况均无明显差异。

２．２　ＣＳＴ３基因多态性和冠心病的关系

在所有人群中检测到ＣＳＴ３基因启动子区－１５７

位点存在２种等位基因 Ｇ和Ｃ，等位基因频率为

０．８３６和０．１６４，存在３种基因型：ＧＧ为野生型，ＧＣ

和ＣＣ为突变型（见图１），基因频率分别为０．７０４、

０．２６４和０．０３２。ＣＳＴ３－１５７位点基因型频率分布符

合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡 （犘＝０．６８，χ
２＝０．１７），说明

群体基因遗传平衡，数据来自同一孟德尔群体。各组

中基因分布与整体人群相当，ＣＳＴ３基因启动子区

－１５７位突变型携带者和Ｃ等位基因在冠心病组小于

对照组，但这种差异无统计学意义（见表１）。
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表１　犆犛犜３－１５７位基因型和等位基因频率（％）

分组
基因型

ＧＧ ＧＣ ＣＣ

等位基因

Ｇ Ｃ

冠心病组 ７３．９ ２２．３ ３．８ ８９．０ １１．０

对照组 ６３．８ ３４．２ ２．０ ８１．７ １８．３

χ
２值 ２．１４５ ０．４８１

犘值 ０．３４２ ０．３０１

２．３　基因型对血ＣｙｓＣ水平的影响

对照组中ＣＳＴ３－１５７位点ＧＧ基因型携带者血

ＣｙｓＣ水平明显高于ＧＣ型和ＣＣ型，差异有显著性

（犘＜０．０５），但在冠心病组未发现这种差异（见表２）。

表２　犆犛犜３－１５７位点不同基因型携带者的犆狔狊犆水平（犿犵／犔）

组别 ＧＧ ＧＣ ＣＣ 犘值

冠心病组 ０．７８±０．１１ ０．８１±０．１６ ０．７６±０．０９ ０．２１

对照组 １．０３±０．３２ ０．９０±０．２５ ０．８１±０．１０ ０．０３

３　讨论

冠心病是由复杂的、多种易患基因与一系列环境

因素相互作用所致［１２］。炎症参与了冠状动脉粥样硬

化的发生与发展 ，发病机制涉及细胞外基质 （ＥＣＭ）

降解与血管壁重构 。ＣｙｓＣ是由１２２个氨基酸组成

的低分子量非糖基化蛋白质，恒定表达于所有的有核

细胞 ，调节半胱氨酸蛋白酶活性 ，参与ＥＣＭ的产生

和降解的动态平衡 ，ＣｙｓＣ及其片段还可能影响了粒

细胞的吞噬与趋化功能 ，参与炎症过程。

本研究针对汉族人群采用ＰＣＲ直接测序的方

法对ＣＳＴ３基因启动子区域－１５７位点ＳＮＰ多态

性与冠心病发生的相关性进行了初步探索。本研

究中ＣＳＴ３－１５７位点存在ＳＮＰ，其中突变型基因

（Ｇ／Ｃ＋Ｃ／Ｃ）携带者ＣｙｓＣ水平明显低于野生型基

因（Ｇ／Ｇ），这与既往国外的研究结果
［３］类似。基因

发生突变可能引起ＣｙｓＣ的合成和分泌量降低，对

组织蛋白酶等活性的抑制功能也可能减弱，大量的

淀粉样物质积聚于体内，导致冠状动脉粥样硬化及

冠心病的发生。国内外诸多的研究者认为ＣｙｓＣ与

冠心病的发生及预后密切相关［４６］。因此，我们认为

ＣＳＴ３基因启动子区域－１５７位点ＳＮＰ通过影响血

ＣｙｓＣ浓度的表达进一步参与冠心病的发生，并可

能影响其预后。然而基因型对ＣｙｓＣ水平的影响在

冠心病组并未得到体现。有研究发现急性冠脉综

合征包括ＳＴ段抬高型心肌梗死患者ＣｙｓＣ水平在

发病急性期明显低于其基线水平［７８］。因此，冠心病

分组及测定不同阶段ＣｙｓＣ水平对研究结果有决定

性的影响，本研究仅检测了患者入院即刻的ＣｙｓＣ

水平，可能对结果有影响。另外，入选对象为疑似

冠心病患者，缺少健康人群该位点的基因资料，代

表性欠佳，亟需在后续的研究中补充相关内容。冠

心病多位点突变的基因连锁不平衡分析，可能是我

们以后该领域研究的研究重点，同时实验设计之初

应充分注意到测定不同阶段的ＣｙｓＣ水平及冠心病

亚组分组对研究结果的影响。

本研究发现ＣＳＴ３－１５７位点等位基因频率和

基因型分布均与冠心病的发生无直接相关性。这

与既往欧洲人群的研究不一致［３］。然而，冠心病是

多基因疾病［９］，基因与环境，基因与基因之间的相

互作用势必会对研究结果造成影响，同时还应综合

考虑人种、民族、地域差异的影响及样本量、样本构

成、研究方法等方面因素，故此结论尚有待证实。
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