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　　摘要:目的　探讨热休克蛋白 60 (Hsp60)基因多态性和抗体水平及其与冠心病 (CHD)的关系。方法　采用病

例对照研究 , 选取未治疗过的 CHD患者 615例 , 对照以年龄 (±1)岁和性别以 1∶1与 CHD组匹配共选取 615例。

采用间接酶联免疫吸附法测定血浆 Hsp60抗体水平;TaqMan-MGB探针检测 hsp60基因上 rs2340690、 rs788016、

rs2565163和 rs2305560四个单核苷酸位点的多态性 (SNPs)。结果　CHD组的 Hsp60抗体水平显著高于对照组 , 差异

有统计学意义 (P=0.000)。上述 4个 SNPs的基因型频率在 CHD组和对照组之间差异均无统计学意义 , 采用多元 Lo-

gistic回归分析 , 对年龄 、 性别 、 吸烟 、 饮酒 、 高血压史 、 糖尿病史和家族 CHD史等因素进行校正后 , 未发现 4个

SNPs的任一基因型与 CHD的危险度有关联;多因素协方差分析校正了以上混杂因素后 , CHD组和对照组 hsp60基因

4个 SNPs不同基因型之间的血浆 Hsp60抗体水平差异均无统计学意义 (P>0.05)。结论　Hsp60抗体可能与 CHD发

病有关 , hsp60基因的多态性和抗体水平与 CHD风险均没有显著性关系。
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Abstract:ObjectiveToinvestigatetheheatshockprotein60 (Hsp60)genepolymorphisms, anditsrelationshipwiththe

levelofantibodytoHsp60 (anti-Hsp60)andtheriskofcoronaryheartdisease(CHD)inChinese.Methods615 CHDwith-

outtreatmentand615 age-andsex-frequencymatchedcontrolswereselectedforacase-controlstudy.Levelsofanti-Hsp60 anti-

bodyinplasmaweremeasuredbyenzyme-linkedimmunosorbentassay, thegenotypesof4 taggedsinglenucleotidepolymor-

phisms(tagSNPs)—rs2340690, rs788016, rs2565163 andrs2305560 weretestedwithTaqMan-MGBprobes.ResultsThe

resultsshowedthatlevelofanti-Hsp60 wassignificantlyhigherinCHDgroupthanthatincontrols(P=0.000), buttherewas

nosignificantdifferenceinthefrequenciesofgenotypesof4 selectedSNPsbetweenCHDgroupandcontrol(P>0.05).After

theadjustmentforage, sex, smoking, drinking, hypertension, diabetesandCHDfamilyhistoryetc.withmultivariantLogis-

ticregressionanalysis, noanyrelationwasfoundbetweenplasmaanti-Hsp60 levelandgenotypeofthe4 SNPs(P>0.05).

ConclusionsTheresultssuggestedthattheplasmalevelofanti-Hsp60 antibodymightbeassociatedwithCHD, buttherewasno

significantrelationwasfoundbetweenpolymorphismsinrs2340690, rs788016, rs2565163 andrs2305560 positionsofhsp60

geneandtheHsp60 antibodylevelortheCHDriskinChinese.
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　　冠心病 (coronaryheartdisease, CHD)是一种多 因素的疾病 , 自身免疫反应被认为是其中重要的发病

机制之一
[ 1]
。热休克蛋白 (heatshockprotein, Hsp)

是一类可能的自身免疫原性蛋白 , 在动脉粥样硬化的

发生发展过程中发挥重要作用
[ 2]
。有研究发现人类

Hsp60的 IgG抗体水平升高与 CHD及其严重程度密

切相关
[ 3, 4]
, 然而也有研究得出相反的结论

[ 5, 6]
。推
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测这些不一致的结果可能系研究人群的不同以及较小

的样本量所致。

最近一篇报道
[ 7]
提示 , 循环的 Hsp抗原在不同

种族的人群中有显著性差异;遗传变异可能对 Hsp

抗原 、 抗体的产生有重要影响 , 某些位于基因内部的

单核苷酸多态性 (singlenucleotidepolymorphism,

SNP)有可能直接影响蛋白质结构或表达 , 决定抗原

的基础水平或者导致其免疫原性改变 , 诱导机体产生

不同类型和水平的抗体。有研究报道 176个男性健康

个体中 , IL-6的 -174位点基因多态性与血清 Hsp60

抗体水平明显相关 , 此位点等位基因 C的携带者

Hsp60抗体水平明显降低
[ 8]
。迄今为止 , 尚没有关于

中国人群的 hsp60基因多态性与其自身抗体水平以及

CHD关系的报道。本研究共选取了 615对 CHD-对照

人群 , 旨在了解中国汉族人群中 hsp60基因多态性和

抗体水平及其与 CHD的关系。

1　对象与方法

1.1　对象

CHD病例主要来自于 2004年 5月至 2006年 10

月武汉城区三大医院住院患者 。所有患者诊断依据

WHO诊断标准或经冠脉造影显示有一支或一支以上

冠脉狭窄≥50%者 , 共选取 40 ～ 79岁的未治疗过的

CHD病人 615例 , 有瓣膜病 、 非动脉粥样硬化性心

肌病的患者皆未入选 。对照则选自与病例居住区域相

同的居民 , 以相近年龄(±1岁)和相同性别以 1∶1比

例与病例组匹配 , 共 615例。正常对照经过询问病

史 、体格检查 、 心电图和一般生化指标检查 , 无

CHD、 无恶性疾病 、无严重的肝 、肾及其他器官疾病

者方可入选。采用 Inter-heart调查表收集研究对象的

一般情况 , 包括既往史 、 家族史 、生活方式等 , 并取

得研究对象 “知情同意书 ”。抽取空腹肘静脉血6 ml,

注入 EDTA-K2抗凝管 , 1 000 r/min离心 10min, 分

离出血浆和全血 , -80℃冻存 。

1.2　方法

1.2.1　间接酶联免疫吸附分析法测定 Hsp60抗体　

如文献所述
[ 9 ～ 11]

, 酶标板包被重组人 Hsp60蛋白

(0.5μg/ml), 每孔加 100μl, 4℃过夜。洗涤 3次 ,

加封闭液 (含 1%牛血清白蛋白的 PBS液)100 μl,

37 ℃摇床放置 2 h。洗涤同前 。加 1∶50稀释的血浆

和倍比稀释的标准品 (兔抗人 Hsp60多克隆抗体),

每孔 100 μl, 同时作稀释液对照。每份样品和不同浓

度的标准品以及对照均设两个平行孔 , 37 ℃摇床放

置 2 h。洗涤同前。血样孔加 HRP-羊抗人 IgG(1∶

3 000), 标准孔加 HRP-羊抗兔 IgG(1∶3 000), 每

孔 100μl, 放置摇床 37 ℃ 1 h。洗涤 5次后加 TMB

显色液 100μl, 室温 15min。加 2 mol/LH2SO4终止

液每孔 100μl。用酶联免疫检测仪记录 450 nm读数 ,

以标准品浓度 (U/ml)的对数值为横坐标 , 相应 OD

值为纵坐标 , 以不同稀释度标准品 OD值减零孔 OD

值绘制标准曲线 , 并根据标准曲线计算样本血浆抗

Hsp60抗体水平 。

1.2.2　hsp60基因 tagSNPs选择　依据 HapMap数据

库中关于中国人群 hsp60基因的 SNPs为基础 , 以最

小等位基因频率 (MAF)≥0.2和 r
2
≥0.8为入选标

准 , 共 选 取 3 个 SNP作 为 tagSNPs, 分 别 为

rs2304690、 rs788016和 rs2565163。同时根据本实验

室前期对 hsp60的测序结果 , 以 MAF≥0.1为原则 ,

利用 htSNPer1.0软件选取了 rs1116734位点 , 但由于

此 SNP位点合成探针困难 , 同时不适合进行限制性

片段长度多态性基因分型 , 所以在与 rs1116734相隔

745bp处选取了另一个 SNP位点 rs2305560替代 。

1.2.3　TaqMan探针基因分型 　取 300 μl全血按

PUREGENEDNA提取试剂盒说明书进行 DNA抽提。

采用 ABI公司的 TaqMan基因分型试剂盒进行四个位

点的基因分型 。按公司推荐的反应体系和条件在

ABI-7900荧光定量 PCR仪上进行 PCR反应并读板分

析 。 5 μlPCR反应体系包含 5 ～ 10 ng基因组 DNA,

2.5μl的 2×PCRMasterMix, 0.125 μl的上下游引

物和探针 (40pmol/μl)。PCR反应条件:95 ℃预变

性 10min;随即进入 PCR循环 , 95 ℃变性 15 s, 退

火和延伸温度均为 60 ℃ 1min, 共 49个循环。所扩

增的目的基因片段由于 SNPs位点的碱基不同 , 标记

呈不 同 的 荧 光 , 利 用 荧 光 发 光 特 点 , 通 过

ABI7900HT基因分析仪检测 , SDS2.2.1软件分析基

因分型结果 。

1.2.4　生化指标的检测　血糖 、血清总胆固醇和甘

油三酯的检测均采用临床标准检验方法 , 应用全自动

生化仪分析 。

1.3　统计学处理

全部数据应用 SPSS12.0软件包进行统计分析。

Hsp60抗体水平分布为偏态分布 , 经对数转换后均为

正态分布 , 所有结果以对数值表示。两组计量资料采

用两独立样本均数 t检验;分类资料组间比较以及各

基因型 Hardy-Weinberg平衡检验均采用卡方检验;多

元 Logistic回归模型计算不同基因型人群发生 CHD的

OR值;多因素协方差分析比较不同基因型人群的抗

体水平 。

2　结果
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2.1　研究人群的一般资料

如表 1所示 , 病例组和对照组年龄和性别差异均

无统计学意义;病例组的空腹血糖和总胆固醇水平显

著高于对照组;病例组和对照组吸烟状况差异显著 ,

在病例组中过去和现在吸烟人数占 54.0%, 而对照

组为 42.9% (P<0.01);体重指数 、 血压 、 甘油三

酯和饮酒两组间比较差异均无统计学意义 (P>

0.05)。另外 , 病例组中的高血压 、糖尿病 、 CHD家

族史及 Hsp60抗体水平均显著高于对照组 , 差异有

统计学意义 (P<0.01)。
表 1　研究人群的一般情况

变量
对照组

(n=615)

CHD组

(n=615)
P值

年龄 (岁) 58.9±8.87 58.9±8.91 0.995

性别 409 (66.5) 409 (66.5) 1.000

体重指数 (kg/m2) 24.3±3.3 24.5±3.3 0.346

血压 (mmHg)

　收缩压 131.5±21.0 132.6±25.0　 0.409

　舒张压 81.0±11.1 82.5±14.8 0.068

血糖 (mmol/L) 5.29±1.97 6.76±3.54 0.000

总胆固醇 (mmol/L) 4.50±1.10 5.03±1.25 0.000

甘油三酯 (mmol/L) 1.65±1.26 1.72±1.26 0.372

吸烟 (%) 0.000

　现在 31.21 25.78

　过去 11.70 28.27

　从未 57.09 45.94

饮酒 (%) 37.44 39.12 0.404

既往史 (%)

　高血压 31.22 68.94 0.000

　糖尿病 6.50 23.98 0.000

CHD家族史 (%) 2.76 8.62 0.000

Hsp60抗体 (U/ml) 1.55±0.21 1.65±0.24 0.000

2.2　Hardy-Weinberg平衡检验

rs2340690和 rs2305560在对照人群的基因型分

布符合 Hardy-Weinberg平衡规律 , P值分别为 0.40

和 0.34, 表明对照人群的 rs2340690和 rs2305560基

因分布可反映整体人群基因的分布情况 。 rs788016和

rs2565163在对照人群中未达到 Hardy-Weinberg平衡。

2.3　两组基因型频率分布与患 CHD危险性的关系

由表 2可见 , rs2340690、 rs788016、 rs2565163

和 rs2305560这四个 SNPs的基因型频率在 CHD组和

对照组之间差异均无统计学意义 。采用多元 Logistic

回归分析 , 对年龄 、 性别 、 吸烟 、饮酒 、 高血压史 、

糖尿病史和家族 CHD史等变量进行校正后 , 未发现

4个 SNPs的任一基因型与 CHD的危险度有关联。

表 2　hsp60基因多态性和 CHD的关系

基因型
对照组

n (%)

CHD组

n (%)

粗 OR

(95%CI)

调整 OR

(95%CI)
rs2340690

　TT 331 53.91 332 55.99 1.00 1.00
　TC 234 38.11 208 35.08 0.89(0.70～ 1.13) 0.92(0.69～ 1.22)

　CC 49 7.98 53 8.94 1.08(0.71～ 1.64) 1.24(0.75～ 2.04)

rs788016
　GG 332 54.61 287 53.05 1.00 1.00

　AG 221 36.35 201 37.15 1.05(0.82～ 1.35) 0.95(0.70～ 1.28)
　AA 55 9.05 53 9.80 1.12(0.74～ 1.68) 1.09(0.68～ 1.75)

rs2305560

　CC 338 55.41 342 59.58 1.00 1.00
　CT 226 37.05 191 33.28 0.88(0.56～ 1.38) 1.09(0.64～ 1.86)

　TT 46 7.54 41 7.14 0.84(0.65～ 1.07) 0.83(0.62～ 1.10)
rs2565163

　CC 204 33.17 189 32.20 1.00 1.00

　CT 275 44.72 271 46.17 1.01(0.74～ 1.38) 1.03(0.71～ 1.49)
　TT 136 22.11 127 21.64 1.06(0.82～ 1.38) 1.07(0.79～ 1.46)

2.4　hsp60基因多态性对血浆 Hsp60抗体水平的影响

如表 3所示 , 采用多因素协方差分析校正了年

龄 、性别 、 吸烟 、饮酒 、 体重指数 、 高血压和糖尿病

史等混杂因素后 , CHD组和对照组 hsp60基因四个

SNPs不同基因型之间的血浆 Hsp60抗体水平差异均

无统计学意义 (P>0.05)。
表 3　hsp60不同基因型的血浆Hsp60抗体水平比较　U/ml

基因型
对照组

n Hsp60抗体

CHD组

n Hsp60抗体

rs2340690

　TT 331 1.55±0.22 332 1.65±0.24
　TC 234 1.56±0.22 208 1.63±0.26

　CC 49 1.52±0.21 53 1.69±0.25

　P值 0.814 0.409
rs788016

　GG 332 1.54±0.23 287 1.62±0.25
　AG 221 1.56±0.21 201 1.66±0.23

　AA 55 1.54±0.18 53 1.66±0.22

　P值 0.708 0.206
rs2305560

　CC 338 1.55±0.21 342 1.65±0.24
　CT 226 1.56±0.22 191 1.62±0.26

　TT 46 1.51±0.23 41 1.66±0.27

　P值 0.472 0.525
rs2565163

　CC 204 1.54±0.20 189 1.66±0.24
　CT 275 1.54±0.20 271 1.64±0.25

　TT 136 1.56±0.26 127 1.60±0.24

　P值 0.893 0.199

3　讨论

很多研究都表明免疫反应参与了 CHD的发生发展 ,

而 Hsp60可能作为重要的自身抗原 , 参与了动脉粥样硬

化的过程 , 因许多已知的 CHD的危险因素 , 比如氧化

性低密度脂蛋白、高血压 、感染和氧化应激等 , 都能引

起血管内皮细胞和平滑肌细胞 Hsp60的表达增加;体外

实验和动物模型也证实 , Hsp60和 Hsp60抗体可通过巨

噬细胞和黏附分子促进致炎细胞因子生成 , 影响 CHD
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的发病进程
[ 12, 13]

。尽管 Hsp60在 CHD发病机理中的确

切作用不是很清楚 , 有关 Hsp60抗体与 CHD关系的流

行病学研究结果也不一致
[ 4 ～ 6, 14]

, 但本研究是目前有关

Hsp60抗体与 CHD关系最大的病例-对照研究 , 不仅年

龄和性别有很好的匹配 , 而且排除了治疗药物的影响。

结果显示 CHD组的 Hsp60抗体明显高于对照组 , 提示

Hsp60抗体可能与 CHD的发病有关。

人类 hsp60基因位于 2号染色体 2q33.1区 , 目

前 NCBI数据库中有 84个 SNPs位点 , 绝大多数位于

未转录区和内含子上(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

SNP)。目前有关 hsp60基因多态性与疾病的研究极

少 。 2002年对某一法国家庭的研究表明 , hsp60基因

上的一个错义突变 G+292A多态性与遗传性的痉挛

性截瘫有关
[ 15]
;另一项研究发现 hsp60基因上的一

个 MspI位点多态性与婴儿猝死综合征的发生有

关
[ 16]
;而 hsp60基因多态性与 CHD的易感性是否相

关 , 目前国内外尚无报道 。我们对 hsp60基因 4个位

点的多态性与 CHD关系的研究结果发现 , hsp60基因

上的 4个 SNPs的基因型频率在 CHD组与对照组之间

较为接近 , 与患 CHD的危险度之间没有显著性的关

联 , 在校正年龄 、 性别 、 吸烟状况 、 饮酒 、 高血压

史 、糖尿病史和家族 CHD史等其他混杂因素后 , 仍

然未发现四个位点中任一基因型的 CHD的危险度有

显著性 升高 (P>0.05), 提 示 hsp60 基因 的

rs2340690、 rs788016、 rs2565163和 rs2305560 四个

SNPs位点的多态性可能并不是影响 CHD遗传易感性

的因素 。由于 CHD是一种多基因的疾病 , 单基因的

某一个或某几个位点的作用对疾病的发生可能只产生

微弱影响 , hsp60基因上其他 SNP位点的多态性是否

有其他重要作用 , 需要在以后的研究中进一步分析 。

蛋白质由基因编码 , 基因的多态性可能通过改变蛋

白质的结构或表达 , 影响其相应蛋白质的水平或功能 ,

从而导致某些表型的改变。最近 Bross等对 hsp60基因上

启动子区 A3172G、 3191CC和 C3175G(rs1116734)多态

性位点 和编 码区 的 非同 义 SNPs如 Asp379Gly、

Gly559Asp和 Gly563Ala的功能进行了研究 , 结果未发现

上述基因多态性位点影响 Hsp60的功能改变
[ 17]
。本研究

结果也显示 hsp60四个 SNPs位点的基因多态性对血浆

Hsp60抗体水平没有明显的影响 , 但是否可以引起

Hsp60蛋白的质的变化如免疫原性的改变 、伴侣功能的

改变等 , 尚需要进一步深入探讨。
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