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● 临床研究 ●

急性冠脉综合征血清MMP一3水平及其

基因启动子区域5A／6A多态性
张 戟，杨 虹，李伟明，徐亚伟，魏毅东，王 勇，沈建颖，闻 静，明 强

【摘要】 目的探讨基质金属蛋白酶一3(MMP-3)血清水平及其基因启动子区域5A／6A多态性与急性冠脉综

合征(ACS)的关系。方法ACS组135例。对照组71例。测定MMP-3血清水平，并对MMP-3启动子区域基因测

序，分析其5A／6A多态性。结果 ACS组中AMI亚组的MMP-3血清水平高于对照组(P<0．01)。MMP一3基因

启动子区5A／6A单核苷酸多态性(SNP)的基因型在ACS组和对照组的分布有统计学差异(P<0．05)，在ACS组

中5A等位基因频率高于对照组(P<0．05)。ACS组5A／5A基因型血清MMP-3浓度高于5A／6A基因型血清

MMP一3浓度(P<0．05)；ACS组5A／5A+5A／6A基因型疵清MMP-3浓度高于6A／6A基因型血清MMP-3浓度

(P<O．05)。进行多因子logistic回归分析，发现吸烟、高脂血症、糖尿病、高血压为ACS的主要危险因子，5A／5A+

5A／6A基因型(0R 2．11，95％CI 1．23～5．11，P<0．01)亦是ACS发病的独立危险因子。吸烟并携带5A等位基因

者较不吸烟携带6A／6A者有5倍的ACS发病风险(P<0．01)。结论 MMP-3基因启动子区域5A／6A多态性及

MMP-3循环水平升高与ACS发病密切相关；MMP-3血清水平受其基因5A／6A单核苷酸多态性的影响；吸烟与

MMP-3基因5A／6A多态性对ACS具有协同的影响。
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Serum MMP-3 level and MMP-3 5A／6A promoter polymorphism in

patients with acute coronary syndromes
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Shanghai 200072，China

[Abstract]Objective To investigate the association between serum matrix metalloproteinase-3(MMP-3)COn—

centrations and its 5A／6A promoter polymorphism in patients with acute coronary syndromes(ACS)．Methods A

total of 135 ACS patients and 71 eontrol subjects Who were free of ACS symptomes were enrolled．Serum concentra-

tions of MMP一3 were measured by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．MMP-3 promoter gene was

sequenced and the 5A／6A polymorphism was analyzed．Results Serum MMP-3 levels were significantly higher in

AMI group than in controls(P<O．01)．The distribution of MMP一3 single nucleotide polymorphism(SNP)genotype

was significantly different between ACS patients and the controls(P<0．05)．The 5A allele had higher frequency in

ACS patients than in controls(P<0．05)．The 5A allele polymorphism was strongly associated with higher serum

MMP-3 levels in ACS patients．Serum MMP-3 levels were significantly higher in ACS patients with 5A／5A genotype

than those with 5A／6A genotype(P<O．05)．Multivariate logistic regression analysis showed that smoking，hyper—

lipidemia，diabetes，hypertension，as well as 5A allele polymorphism(OR 2．11，95％CI 1．23-5．11，P<0．01)，were

independent risk factors for ACS．Carriers of 5A allele with smoking history had asignificantly increased risk(5一fold)

for ACS compared with nonsmoking carriers of 6A／6A(P<O．01)．Conclusion The MMP-3 5A／6A promoter

polymorphism and increased MMP-3 level aresignificantly associated with ACS attack．The MMP-3 5A／6A promoter

polyrnorphism exerts effects on serum MMP-3 levels．Smoking and MMP-3 5A／6A promoter polymorphism have a

synergistic effect on ACS．These data suggest that MMP-3 be a useful marker for ACS，and play an important role in

the induction of atherosclerosis plaque rupture．
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急性冠脉综合征(acute coronary syndromes，

ACS)是以冠状动脉粥样硬化斑块破裂或侵蚀、继

发完全或不完全闭塞性血栓形成为病理基础的一

组临床综合征，ACS导致的致命性心肌梗死和猝

死约占全球死亡人数的1／3[1]。细胞外基质(ex—

tracellular matrix，ECM)的降解贯穿于动脉粥样硬

化(atherosclerosis，AS)发生发展的整个过程。基

质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase，MMP)是

一组可降解ECM中分子成分的内肽酶家族，其中

MMP_3是动脉粥样硬化斑块进展及破裂过程中

的关键酶，可通过消化纤维帽成分破坏其结构而

加速斑块破裂，是造成斑块不稳定的重要原因之

一。本研究对涉及影响ACS斑块不稳定性的

MMP一3基因启动子区域的5A／6A单核苷酸多态

性(single nucleotide polymorphism，SNP)进行了检

测，对ACS患者进行基因分型及病例一对照关联

分析，并对MMP一3在血清中表达水平进行分析，

探讨MMP一3血清水平及其基因启动子区域的

5A／6A单核苷酸多态性与ACS的相关性，同时

分析吸烟是否在此基础上对ACS具有协同影响

的作用。

1对象与方法

1．1 对象 2007年10月至2008年12月于同济

大学附属第十人民医院心内科行冠状动脉造影术检

查者，所有研究对象均在知情同意后参与研究。ACS

组135(男92，女43)例，平均年龄(67±10)岁。均

根据临床缺血性胸痛的表现、心电图的动态演变及

血清心肌标志物浓度的动态改变，经冠状动脉造影

确诊(至少一支心外膜下冠状动脉或其主要分支狭

窄≥50％者)，诊断符合美国心脏学会和美国心脏

病协会(ACC／AHA)的诊断标准[2]。对照组71(男

43，女28)例，平均年龄(64士11)岁，为同期冠状动

脉造影阴性(心外膜下冠状动脉或其主要分支狭

窄<50％)，经病史、体检、心电图等检查无ACS表

现。入选对象均为我国上海地区汉族人群，无血

缘关系，除外肾病综合征、肝肾功能不全、肝脏疾

病、甲状腺和肾上腺疾病等影响脂质代谢的疾病。

1．2血液检测指标 研究对象均于冠脉造影术前

经桡动脉抽取动脉血检测血清MMP一3浓度，其他

血样本为人院即刻或(和)禁食12 h后取外周静脉

血测定。血清MMP一3浓度以酶联免疫吸附方法

(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)测定

(上海西唐生物科技有限公司)。DNA血样以ED—

TA—K：抗凝，异丙醇抽提法提取人白细胞基因组

DNA，适量双蒸水溶解，核酸分析仪测定DNA浓

度，一80℃保存。

1．3 PCR扩增样本DNA目标片段 引物由上海

生工公司合成，上游引物为5’一GAT TAC AGA

CAT GGG TCA CA一3’，下游引物为5’一TTT CAA

TCA GGA CAA GAC GAA GTT T一3 7。采用的

PCR反应体系(50 p1)中含10 pmol／L的引物、

0．2 mmol／L dNTPs、2 mmol／L MgCl2和2 U Taq

酶。扩增条件为：95℃变性30 s，55℃退火30 s，

72℃延伸30 s，35个循环，最后在72℃延伸

10 rain。

1．4酶切反应PCR最终产物长度为120 bp，使

用Xmn I限制性内切酶进行酶切，在5A／5A纯合

子片段上有一个Xmn I的识别位点，5'-GAA(N)

4TTC-3’内切酶可以将PCR产物切为97 bp与

23 bp两个片段，而6A／6A纯合子则不能被酶切。

剩余的PCR产物被用于测序鉴定序列。

1．5 PCR产物基因型分析 本研究根据Dun—

leavey等[3]的方法，在必要的修饰后进行MMP一3

启动子区域的基因型分析。于ABI 377型全自动测

序仪上作DNA序列测定。

1．6统计学处理 应用SPSS 13．0软件进行数据

分析和统计。组间各临床变量均数的差异比较采

用t检验；不同基因型间MMP-3血清浓度比较用

单因素方差分析；组间基因型、等位基因频率比较

用检验。相关疾病的等位基因和基因型风险率采

用比值比(odds ratio，0R)表示，并进行危险度相

关性分析。以对照组样本计算，统计基因型为纯合

子和杂合子的期望频数。并检验是否符合Hardy-

Winberg平衡。多因素分析采用logistic回归模型

分析。以P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 两组人群一般情况指标比较 ACS组平均年

龄、性别构成、体质量指数与对照组相比无统计学

差异(P>O．05)；ACS组中有吸烟史、高血压史及

糖尿病史者也明显多于对照组(P<O．01)。ACS组

血脂水平(总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固

醇、高密度脂蛋白胆固醇)及血清炎性标志物水平

(C反应蛋白、纤维蛋白原)均高于对照组，差异有统

计学意义(均P<O．05；表1)。
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裹1 ACS组及对照组一般资料

组别
年龄

(岁)

性别

(男／女，行)

吸烟

Cn(％)]

高血压

(疗(％)]

糖尿病

Cn(％)]

BMl

(kg／mz)

ACS组 135 67士10 92／43 96(71．1) 98(72．6)40(29．6) 25士4

对照组 71 64土11 43／28 24(33．8) 35(49．3) 3(4．2) 25±4

．TC TG LDL-C HDL-C CRP Fib
组别 行

(mmol／L)(mmol／L)(mmol／L)(retool／L)(rag／L)(g／L)

注：BMI：体质量指数；TC：总胆固醇；TG：甘油三酯；LDL-C：低密度脂蛋白胆固醇；HDL-C：高密度脂蛋白胆固醇,CRP：C反

应蛋白；Fib：纤维蛋白原。与对照组比较，。P<0．05

2．2 PCR-RFLP检测MMP-3多态性 应用PCR

方法成功扩增到120 bp的特异性片段，产物作回

收。纯化，经限制性内切酶Xmn I酶切后，2．5％琼

脂糖凝胶电泳。部分样本酶切结果见图1。

M：100bp标志；I，2：5A／6A杂合型；

3，4：5A／SA纯合型；5。6：6A／6A纯合型

圈1 2．5％琼脂糖凝胶电泳图

2．3 ACS组和对照组基因频率比较MM]P-3基因

启动子区5A／6A单核苷酸多态的基因型在ACS组

和对照组中的分布有差异(P<0．05)，5A／5A型基因

在ACS组高于对照组(P<0．05)，5A／6A型基因在

ACS组高于对照组(P<O．05)。其分布经检验符合

Hardy-Weinberg平衡(表2)。

2．4 MMP-3基因多态性对ACS的发病危险度影

响的分析在ACS组中5A等位基因频率高于对照

组(Pd0．05)，而且5A／5A+5A／6A基因型频率亦

高于对照组(OR=1．36，95％CI 1．08～1．72，P<

0．05；表2)。

2．5 ACS各亚组问MMP．3血清浓度的比较

ACS各亚组中血清MMP一3浓度均值都高于对照组

Cn=71，(34±11)／L￡g／L3，但不稳定型心绞痛[7l一

46，(37土13)肚g／L3组与对照组比较无统计学差异

(P>0．05)。相对于对照组，非ST段抬高性心肌梗

死组Cn=47，(42±14)tug／L]与ST段抬高性心肌

梗死组Cn=42，(69士34)／生g／L3的MMP一3血清浓

度均显著升高(P<O．01)。

2．6 ACS组MMP-3不同基因型组间血清MMP-3

浓度的比较ACS组5A／5A与5A／6A基因型组间

血清MMP-3浓度比较有统计学差异[(65士48)硼

(47士22)肛g／L，P<0．053；ACS组5A／5A+5A／6A

与6A／6A基因型组间血清MMP-3浓度比较有统计

学差异((52士32)vs(42±25)lag／L，P<0．053。

2．7多因素logistic回归分析将全体研究对象

作为整体进行分析，以性别，吸烟，高脂血症，糖尿

病，高血压，5A／5A+5A／6A作为自变量(X)，有

无ACS作为应变量(Y)，进行多因素logistic回归

分析，分析发现吸烟、高脂血症、糖尿病、高血压为

ACS的主要危险因子，5A／5A+5A／6A基因型

(0R一2．11，95％CI 1．23～5．11，P<0．01)亦是

ACS发病的独立危险因子(表3)。

裹2 MMP-3基因型频率和SA等位基因频率

注：5A频率一(2X 5A／SA基因型频率+1x 5A／6A基因型频率)／200。与对照组比较，‘P<0．05
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表3 ACS各危险因子的多因子logistic回归分析

2．8 MMP-3基因启动子区5A／6A多态性与吸烟

对ACS的危险度分析 同为不吸烟者，携带5A等

位基因者较携带6A／6A基因者有较高的患ACS

的风险，吸烟并携带6A／6A基因者较不吸烟携带

6A／6A者有4倍的风险患ACS，而吸烟并携带5A

等位基因者较不吸烟携带6A／6A者有5倍的

ACS患病风险，且有显著差异(P<O．01；表4)。

3讨论

从稳定性冠心病转变为危及生命的ACS的病

理基础，主要是动脉粥样硬化斑块破裂，引起血小

板黏附、聚集，凝血因子激活和血栓形成，导致冠状

动脉完全或不完全阻塞[4]，所以ACS的发生与冠

状动脉粥样硬化斑块的不稳定性有关，寻找一种能

更精确地了解斑块性质、鉴别不稳定斑块的方法非

常重要。相对于影像学检查方法，探讨ACS遗传易

感性的基因标志也是近年心血管领域的研究热

点[5]。在正常的动脉组织内检测不到蛋白水解酶活

性，但在动脉粥样硬化斑块，特别是不稳定斑块内

MMP等蛋白水解酶的活性显著升高，导致组成纤

维帽的ECM降解，强度减小，这被认为是斑块纤维

帽变薄易破裂的主要原因。而抑制MMPs活性，可

提高动脉粥样硬化斑块的稳定性，减少临床事件的

发生[6’7]。这些研究为冠状动脉不稳定性斑块相关

标志物的检测提供了理论基础，目前已经深入到分

子生物学水平。

MMP是由23个酶组成的超家族，可以分为

胶原酶、自明胶酶、基质分解酶、膜型基质蛋白酶

及基质降解酶[8．9]。在分子结构上，各种MMP都

具有五个功能域[1⋯：信号肽、前肽、催化区、锌结合

区及Pexin样区。MMP一3属MMP家族中基质溶

素类的一种，又称基质溶素一l(stromelysim-1)，其

基因位于11q22．2—22．3，作用底物广泛，可以单

独降解构成ECM的大部分成分，同时又可以激

活MMP一1、MMP一8、MMP一9的活性，共同参与

ECM的降解过程。Lancelot等[n 3证实，MMP一3

可在人颈动脉斑块局部显著表达。通过原位

mRNA杂交，Henney等[1 2]发现冠状动脉粥样硬

化斑块中存在MMP一3，MMP一3高度局限于斑块

易破裂的纤维帽肩部。MMP一3可降解纤维帽的

ECM，削弱纤维帽结构，使斑块不稳定，进而破

裂，发生ACS。

研究发现MMP-3基因启动子区多态性可能以

等位基因特异方式调节MMP一3基因的转录[1引。本

研究涉及的MMP一3基因启动子区域多态性于1995

年首次由Ye等[13]报道。迄今发现其启动子区域共

有6个多态性位点[14|，本研究中1612 5A／6A位于

MMP-3启动子区域，为该区域常见的多态性，即位

于转录起始点上游1612 bp处含有5个一串阿糖腺

苷(A)的等位基因或者含有6个一串阿糖腺苷(A)

的等位基因。

有关MMP一3—1612 5A／6A多态性方面有一些

遗传流行性病学研究。有证据支持该多态性与多种

心血管疾病相关[1引。总的来说，6A／6A基因型与增

加基质蛋白合成的表型有关，而5A／5A及5A／6A基

因型与增加基质蛋白分解的表型有关，6A／6A基因

型有较高的冠状动脉狭窄率，而5A／5A和5A／6A基

表4 MMP一3基因启动子区5A／6A多态性与吸烟对ACS的危险度分析
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因型者心肌梗死风险较高E15]。MMP-3—1612 5A／6A

多态性位于白介素一1反应元件内。在体实验研究报

道，应用基因分型技术，发现5A等位基因启动子与

6A等位基因相比，具有更强的促基因表达的活性。

在巨噬细胞、平滑肌细胞以及成纤维细胞中均可观

察到上述发现[14|。MMP一3在动脉粥样硬化斑块的

基质蛋白降解中起重要作用。5A／5A和5A／6A基

因型者心肌梗死风险较高，其可能原因是5A／5A

或5A／6A基因型的MMP一3高表达使得粥样斑块

进展成含基质蛋白少的斑块，从而斑块相对小且易

于破裂(如富含脂质的斑块)，而6A／6A基因型的

MMP一3表达水平低而易于使粥样斑块进展成富含

基质蛋白的斑块，斑块相对大而稳定(如纤维斑

块)。日本学者的研究发现携带5A等位基因是日

本人群发生急性心肌梗死的独立基因危险因子[I6|，

与本研究结果相似。

从不同5A／6A多态性的基因型个体中分离的

血管组织进行有关MMP一3 mRNA和蛋白的研究

发现，5A纯合子者MMP-3的水平最高，杂合子居

中，6A纯合子者MMP一3的水平最低[1”。这提示

5A／6A多态性可影响在体MMP一3的转录，从而导

致在不同MMP一3基因型个体中MMP一3水平的差

异。循环中MMP一3水平受MMP一3基因启动子区

域5A／6A多态性的影响，急性心肌梗死发生与

MMP一3基因启动子区5A／6A多态性显著相关。

有研究提示，AMI及UA患者血清MMP一3浓度高

于慢性稳定型心绞痛患者及无冠心病的人群[1 8。。

由于MMP-3高度表达常局限于斑块易破裂的纤维

帽肩部，ACS时常伴有动脉粥样硬化斑块纤维帽肩

部的破裂，可能造成MMP一3释放入血，使循环水平

MMP一3升高。在本研究中，ACS组血清MMP一3浓

度高于对照组(P<O．01)。ACS亚组中AMI组血

清MMp3浓度均值都高于对照组，但UA组与对

照组的MMP-3水平比较无统计学差异，可能由于

UA组患者斑块较AMI患者相对稳定，MMP一3释

放入血相对较少，其循环水平相对较低，此外，UA

亚组样本相对较小也是无统计学差异可能的原因。

所以，MMP一3的循环水平升高常提示斑块破裂，与

ACS尤其是AMI的发生密切相关，在今后ACS的

诊断和治疗中应充分重视MMP一3的作用。

有研究结果与上述观点不一致，虽然也发现

MMP-3—1612 5A／6A多态性与MMP一3血清浓度

呈强相关，但却认为6A等位基因单拷贝或双拷贝

与血清MMP-3的浓度增加有关；而且仅在女性患

者中，血清MMP一3浓度与斑块面积呈负相关

(r=--0．39，P<0．05)[193。

本研究进行多因素logistic回归分析发现吸烟、高

脂血症、糖尿病、高血压为ACS的主要危险因素，5A／

5A+5A／6A基因型(OR=2．11，95％cI 1．23～5．II，

P<O．01)亦是ACS发病的独立危险因素，提示

MMP-3可能对动脉粥样硬化斑块的破裂具有重要

的作用。

吸烟是冠状动脉粥样硬化性心脏病的危险因素

之一，本研究在ACS的队列研究中发现吸烟与

MMP-3基因多态性这一基因一环境因素协同影响

ACS的发生。不吸烟携带5A等位基因者较不吸烟

携带6A／6A基因者有较高的ACS发病的风险；吸

烟并携带6A／6A基因者较不吸烟携带6A／6A者有

4倍的风险患ACS；而吸烟并携带5A等位基因者

较不吸烟携带6A／6A者有5倍的ACS发病风险。

炎症的机制可能解释吸烟并携带5A等位基因者

ACS高风险的原因。另有研究证实可替宁和尼古

丁直接影响MMP一3及其他MMPs基因的表达[2 01，

而5A等位基因影响MMP一3的活性，增加血管内斑

块的易损性，导致斑块破裂，引起ACS的发生。

本研究提示MMP一3可能对动脉粥样硬化斑块

的破裂具有重要的作用。临床检测MMP一3血清浓

度对诊断ACS具有一定的实用价值，血清MMP一3

可作为ACS辅助诊断的心脏标志物。
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