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[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK11]摘要：目的探讨自噬相关蛋白5（autophagy-related protein, ATG5）基因启动子序列单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms, SNPs）与急性心肌梗死（acute myocardial infarction, AMI）的关系。方法采用PCR和Sanger基因测序法检测ATG5基因启动子序列SNP；通过卡方检验、Logistic回归分析及单倍型分析法对378例AMI患者和374例健康对照人群的SNP进行分型和关联分析。结果发现ATG5基因启动子序列的2个SNPs：rs506027[OR=1.4，95%CI(0.6~3.0)，P=0.4110]和rs510432[OR=1.6，95%CI(0.7~3.4)，P=0.2750]并未增加AMI的易感性，且未发现2个SNPs与AMI相关的单倍型。结论ATG5基因启动子多态性与AMI易感性无相关。
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Abstract:Objective：To explore the relationship between single nucleotide polymorphisms(SNPs) of ATG5 gene promoter sequence and acute myocardial infarction(AMI). Method: Polymerase chain reaction (PCR) and Sanger gene sequencing tested the polymorphisms ofATG5 gene promoter sequence.It was found that SNPs of 378 AMI cases and 374 healthy controls were analyzed by Chi-square test, Logistic regression analysis and haplotype analysis. Result: There were two SNPs of ATG5 gene promoter sequence: rs506027[OR=1.4,95%CI(0.6-3.0),P=0.4110]and rs510432[OR=1.6,95%CI(0.7-3.4),P=0.2750]and there were no significant correlation with AMI. The correlation between SNPs and AMI was not found in the result of haplotype analysis. Conclusion The polymorphisms ofATG5 gene promoter had no significant correlation with the occurrence of AMI. 
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冠状动脉粥样硬化性疾病（coronary atherosclerotic disease, CAD）是由遗传因素和环境因素相互作用导致的复杂性疾病，心肌梗死（myocardial infarction，MI）是其中最严重的类型，亦是CAD病死率逐年增加的主要原因[1]。自噬作为真核细胞内降解受损或非必要蛋白质及细胞器的一种广泛存在的正常生理过程，与心血管系统密切相关，参与维持心脏和相关血管的稳定，影响心血管疾病的病理过程[2]。
自噬相关蛋白5（ATG5）是自噬过程中的关键调节分子，其表达失调会导致自噬水平失衡，间接参与多种病理过程，如肿瘤、心脏疾病、机体炎性反应及神经退化等。研究发现，ATG5缺陷造成心脏组织中泛素化水平升高、肌节紊乱、线粒体聚集等，敲除ATG5会导致心肌细胞坏死和NADPH氧化酶介导的氧化应激增强，此外，还会增加心肌细胞的横断面积[3]；沉默ATG5抑制自噬，会促进粥样斑块坏死、脱落，诱发急性心血管事件[4]；另有学者证实，在慢性冠状动脉闭塞性病变中，血清ATG5水平明显升高 [5]。诸多关于ATG5与心脏疾病方面的研究表明ATG5基因变异位点或在AMI发生、发展的过程中发挥潜在作用，但具体作用机制仍未明确。因此，有必要探究在ATG5基因启动子多态性位点与AMI之间的关系，为AMI的预防、诊疗提供科学可靠的遗传学依据。
1、资料与方法
1.1研究对象选择20131月至2017年12月在济宁医学院附属医院就诊并经临床明确诊断的378例AMI患者作为疾病组，男283例，女95例,年龄(61.5±12.3）岁；选择同期在体检中心体检健康者386例为对照组，男191例,女183例，年龄（50.4±11.9）岁。AMI组纳入标准：临床表现、心电图改变及检验指标均符合WHO制定的AMI诊断指标[6]；排除标准：排除存在亲属关系、其他心血管疾病、肿瘤、神经退行性疾病等；对照组纳入标准：通过历史病历采集、心电图、心脏彩超等检查排除心血管疾病、肿瘤、神经退行性疾病及免疫性疾病病史，与AMI组患者无家族关系的健康查体者。本研究经医院医学伦理学委员会批准，患者知情同意。
[bookmark: _Hlk524966917]1.2  主要仪器及试剂 9700型PCR扩增仪（美国ABI公司）。人外周血单个核细胞分离液（天津灏洋公司）；基因组DNA提取试剂盒（北京天根公司）；PCR Master Mix（美国Promerga公司）；DNA Maker（北京Solarbio公司）。
1.3方法
1.3.1 标本采集及DNA提取 抽取研究对象（AMI组于治疗前，体检健康者于体检时采集）清晨空腹外周血3mL，采用密度梯度离心法，用人外周血单个核细胞分离液提取外周血单个核细胞。并按照基因组DNA提取试剂盒说明书操作从单个核细胞中提取出基因组DNA（浓度>100 ng/µL，吸光度A260/280nm在1.8~2.0用于后续实验），样本置于-80 ℃保存。
1.3.2 引物设计及合成 参照NCBI中人ATG5基因启动子序列（NC_000006.12），ATG5基因启动子转录起始点（The transcription start site, TSS）位于106325819（+1），选取TSS上游1172个碱基对序列，用Primer Premier 5.0软件设计ATG5基因启动子序列引物，并由上海生工公司合成。见表1。
表1 ATG5基因启动子序列引物
	基因名称
	引物序列(5’→3’)
	退火温度（℃）
	产物片段大小（bp）

	ATG5-1

ATG5-2

	F1:5’-GGCATGCTTCCCTAACTTGA-3’
R1:5’-CCCACCCATCCAAGAGTACA-3’

F2:5’-TCTCGATCTCCTGACCTCGT-3’
R2:5’-CACTTCCGCCCTCTGGTAT-3’
	56

56
	649

685


1.3.3 PCR扩增  PCR反应体系共50 µL包括：模板DNA 2.5µL、上/下游各引物（50µmol/L）0.25 µL、PCR Master Mix 25 µL、双蒸水22 µL。反应条件：94 ℃ 5 min;94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 40 s，35个循环;72 ℃ 5 min，4 ℃保存。经20 g/L琼脂糖凝胶电泳判断目的条带。
1.3.4基因分型，将PCR产物送至上海生工公司测序。用DNAMAN软件将测序所得ATG5基因启动子序列与标准序列进行比对，并通过测序图谱验证，统计每个样本多态性位点基因型。序列比对及图谱验证由2名不同实验者进行,意见不一致的样本重新测序。
1.4 统计学分析  采用R软件及Stata 12.0 软件进行统计分析，计量资料以表示。使用卡方检验分析纳入对象是否符合Hardy-Weinberg平衡；使用R×C卡方检验分析AMI组与对照组相关的基因型及等位基因频率的分布差异；基因多态位点与AMI风险之间的关联性分析采用多因素逻辑回归（Logistic regression）分析，以比值比（odds ratio, OR）与95%置信区间（confidence interval, CI）表示。在校正年龄、性别、吸烟、高血压及糖尿病等因素后再次使用Logistic回归分析，结果以OR值和95%CI表示；两组间SNPs连锁不平衡用Haploview 4.2软件分析，采用SHEsis软件进行单倍型分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2、结果
[bookmark: _GoBack]2.1AMI及对照组组病例特征分析  与对照组相比，AMI组中，男性患病人数明显高于女性，且吸烟者比例明显多于对照组；三酰甘油（TG）升高的同时，总胆固醇（TC）和低密度脂蛋白（LDL）亦升高（P<0.01），而高密度脂蛋白（HDL）明显降低(P<0.01)；此外，AMI组中患高血压、糖尿病比例明显高于对照组（P<0.01）。见表2。
表2AMI组与健康对照组人群临床特征分析结果

	
参数
	健康对照组
（n=374）
	AMI 组
（n=378）
	P 

	三酰甘油（mmol/L）
总胆固醇(mmol/L)
高密度脂蛋白(mmol/L)
低密度脂蛋白(mmol/L)
年龄(岁)
BMI (kg/m2)
收缩压 (mmHg)
舒张压(mmHg)
高血压(n%)
是
否
糖尿病 (n%)
是
否
吸烟 (n%)
是
否
	1.6 ± 1.1
4.3 ± 1.1
2.9 ± 11.1
2.6 ± 0.8
50.4 ± 11.9
25.2 ± 3.8
123.3 ± 24.8
79.4 ± 13.6

114 (30.5)
260 (69.5)

21 (5.6)
353 (94.4)

27 (7.2)
347 (92.8)
	6.7 ± 46.5
5.0 ± 0.9
1.3 ± 0.3
2.9 ± 0.8
61.5 ± 12.3
24.5 ± 5.0
129.7 ± 20.5
77.4 ± 16.2

167 (44.2)
207 (55.8)

80 (21.2)
298 (78.2)

227 (60.1)
151 (39.9)
	0.041
<0.001
0.009
<0.001
<0.001
0.086
<0.001
0.077
0.019


<0.001


<0.001


2.2.Hardy-Weinberg平衡检验 在对照组中对2个SNPs位点进行Hardy-Weinberg平衡检验，结果显示各SNP位点均符合Hardy-Weinberg平衡（AMI组P=0.143；对照组P=0.474，均>0.05），表明样本来自遗传平衡的群体，具有良好的代表性。
2.3 ATG5基因启动子序列SNP测序情况 SNPs（rs506027和rs510432）测序结果显示，两者既有纯合子突变，又有杂合子突变。见图1。
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注：左图为rs506027位点测序；右图为为rs510432位点测序；A为野生型DNA序列；B为杂合突变型DNA序列；C为纯合突变型DNA序列；箭头标示变异位点。
图1 rs506027及rs510432位点的测序结果
2.3基因型及等位基因频率分析 基因分型结果显示，两组中均有各个多态位点，与对照组相比，rs506027在AMI组CC、TC及TT 3种基因型差异无统计学意义，两组等位基因频率C与T相比差异无统计学意义。rs510432在AMI组中AA、AG、GG 3种基因型差异无统计学意义，两组等位基因频率A和G差异亦无统计学意义，见表3。
表3 AMI组和对照组rs506027和rs510432的基因型和等位基因频率分布[n(%)]

	组别
	基因型频率
	χ２
	P
	等位基因频率
	χ２
	P

	
	
	
	
	
	
	

	rs506027
	CC
	TC
	TT
	0.281
	0.869
	C
	T
	0.032
	0.857

	AMI组
	78(20.6)
	180(47.6)
	120(31.7)
	
	 43.9(329)
	56.1(419)
	
	

	对照组
	79(21.1)
	171(45.7)
	124(33.2)
	
	44.4(336)
	55.6(420)
	
	

	rs510432
	AA
	AG
	GG
	0.470
	0.790
	A
	G 
	0.193
	0.660

	AMI组
	78(20.6)
	180(47.6)
	120(31.7)
	
	
	 43.9(329)
	56.1(419)
	
	

	对照组
	78(20.9)
	170(45.5)
	126(33.6)
	
	
	44.7(338)
	55.3(418)
	
	


2.4 相关性分析 采用单因素Logistic回归分析SNPs与AMI的相关性结果未发现rs506027与AMI之间存在关联[CC vs TC，OR=1.1,95%CI(0.7,1.6),P=0.7388；CC vs TT,OR=1.0,95%CI(0.7,1.5),P=0.9219]。rs510432与AMI无明显的相关性[AA vs AG,OR=1.0,95%CI(0.7,1.5),P=0.8172；AA vs GG,OR=0.9,95%CI(0.6,1.4),P=0.7325]。较正年龄、性别、体重、吸烟、高血压病史、高脂血症及糖尿病病史等因素后再次用Logistic回归分析，结果未提示rs506027与AMI间存在关联[CC vs TC OR=1.3,95%CI(0.6,2.6)，P=0.5193；CC vs TT OR=1.4,95%CI(0.6,3.0),P=0.4110]。rs510432与AMI也无统计学意义[AA vs AG OR=1.5,95%CI(0.7,3.3),P=0.2547；AA vs GG OR=1.6,95%CI(0.7,3.4),P=0.2750]。见表4
表4AMI组和对照组中rs506027和rs510432不同基因型之间的比较
	
	OR
	95%CI
	P 值
	
	OR
	95%CI
	P 值

	　
	　
	non-adjust
	　
	　
	adjust
	　

	rs506027
	
	
	
	
	
	
	

	CC
	1.0
	
	
	
	1.0
	
	

	TC
	1.1
	(0.7,1.6)
	0.739
	
	1.3
	(0.6,2.6)
	0.519

	TT
	1.0
	 (0.7,1.5）
	0.922
	
	1.4
	(0.6,3.0)
	0.411

	CC vs TC+TT
	1.0
	(0.7,1.5)
	0.869
	
	1.3
	(0.7,2.6)
	0.436

	TC vs TT
	0.9
	(0.7,1.3)
	0.614
	
	1.1
	(0.6,2.2)
	0.686

	rs510432
	
	
	
	
	
	
	

	AA
	1.0
	
	
	
	1.0
	
	

	AG
	1.0
	(0.7,1.5)
	0.817
	
	1.5
	(0.7,3.3)
	0.255

	GG
	0.9
	(0.6,1.4)
	0.732
	
	1.6
	(0.7,3.4)
	0.275

	AA vs AG+GG
	1.0
	(0.7,1.4)
	0.998
	
	1.5
	(0.8,3.1)
	0.234

	AG vs GG
	0.9
	(0.6,1.2)
	0.493
	　
	1.0
	(0.5,2.0)
	0.898


注：adjust for: 年龄；性别、体重指数；高血压（是；否）；糖尿病(是；否)；吸烟（是；否）；三酰甘油；总胆固醇；高密度脂蛋白；低密度脂蛋白。
2.5.连锁不平衡及单倍型分析  ATG5基因启动区2个SNPs位点（rs506027 C>T和rs510432 A>G）间呈强连锁不平衡（图2），对该2个SNPs位点进行单倍型分析（频率<0.00在分析中被忽略），结果并未提示单倍型与AMI发病相关（P>0.05）。见表5。
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注：方块颜色深浅代表SNP位点之间的连锁紧密程度,认为D’>0.8及r2>0.8为强连锁。
图1ATG5基因启动区rs506027 C>T（A）和rs510432 A>G（B）位点的连锁不平衡图  
表5ATG5基因启动区SNPs位点单倍型与AMI易感性分析[n(%)]
	Adele 频率
	单倍体频率
	χ２
	Fisher’s
P
	OR
	95%CI

	rs506027
	rs510432
	AMI组
	对照组
	
	
	
	

	C
	A
	317.50（42.0）
	303.24（40.5）
	0.330
	0.566
	1.062
	(0.865~1.304)

	C
	G
	18.50（2.4）
	25.76（3.4）
	1.310
	0.252
	0.703
	(0.384~1.289)

	T
	A
	20.50（2.7）
	22.76（3.0）
	0.148
	0.700
	0.888
	(0.485~1.627)

	T
	G
	399.50（52.8）
	396.24（53.0）
	0.002
	0.960
	0.995
	(0.812~1.218)


3、讨论
CAD是一多因素共同作用的复杂疾病，遗传因素及脂质代谢紊乱、高血压、肥胖等均是其高危因素。自噬是真核细胞中普遍存在的正常降解过程，在机体生存、发育中起到非常重要的作用，其水平变化可导致多系统疾病[7]。ATG5是自噬中参与自噬小体形成的关键因子，对LC3脂化起极其重要的作用，在大鼠AMI模型中发现，ATG5缺乏大鼠成纤维细胞中LC3II的数量明显减少[8]；目前有关ATG5与AMI的相关研究甚少，但很多研究已证实ATG5基因参与心肌肥厚[9]及肥胖[10]、高血压[11]等的发生，另ATG5还参与调节脂质代谢[12]，故我们推测ATG5与AMI存在相关性。另外发现ATG5或可作为促凋亡分子，通过参与自噬性凋亡过程，间接促进AMI后心肌细胞的坏死过程，而具体的机制目前仍不明确。目前研究表明， ATG5基因启动子序列中多态性位点rs506027/rs510432能改变ATG5基因启动子功能，升高自噬水平，来降低中国汉族人群败血症病死率；且rs510432增加了中国汉族儿童哮喘的危险性[13-14]。ATG5基因启动子序列中多态性位点可改变启动子功能，故本研究选择ATG5基因启动子多态位点，研究其与AMI发病的相关性。
本研究对378例AMI患者和374例健康对照人群分析发现，ATG5基因启动子序列的2个SNPs(rs506027和rs510432)，调整AMI传统危险因素（高血压、糖尿病、高血脂、吸烟等）后，通过卡方检验和多元回归分析，提示rs506027和rs510432不足以作为AMI发病的独立危险因素起作用，或与本研究检测方法的局限性、样本种族单一等有关，由于国内外尚未见两多态性位点在心血管疾病中的研究，尚无法对比。本研究通过对2个SNPs进行基因型分析时未发现与AMI的相关关系。由于2个及以上基因座上的某些等位基因出现同一染色体上的概率往往高于独立出现的概率，使得部分单倍型在群体中以较高频率出现，导致连锁不平衡[15]。本研究通过Haploview4.2软件分析两SNPs之间的连锁强度，SHEsis软件分析其形成的单倍型,显示两者呈强连锁，存在4种单倍型，以rs506027C-rs510432A和rs506027T-rs510432G单倍型最多见，未发现与AMI易感性存在相关性。或许2个SNPs与其他基因多态性位点相互关联在AMI发病过程中发挥间接调节作用，后续需进一步进行多中心、多样本、多基因研究，找出与其相关的位点进行功能研究，来完善AMI的发病机制。
综上所述，本研究未发现ATG5基因启动子序列SNPs与AMI的易感性明显相关，可能与研究对象种族、地域和环境等多方面因素有关，鉴于本研究可能存在的选择性偏移，今后关于自噬相关基因在大样本、多地域人群AMI中的生物学功能的研究是必要的，为探求自噬在AMI发病机制提供更多遗传学及基因学依据。
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