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　　摘　要　目的　探索自噬－溶酶体标记基因ＬＣ３Ｂ和ＬＡＭＰ２调控序列变异与退行性心脏瓣膜病（ＤＨＶＤ）的
关联性。方法　对２１２例ＤＨＶＤ患者组与３９０例健康对照组的自噬－溶酶体系统标记基因 ＬＣ３Ｂ和 ＬＡＭＰ２调控
序列（启动子）进行统计分析。采集研究对象的外周静脉血白细胞，提取基因组 ＤＮＡ，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）
扩增基因 ＬＣ３Ｂ和 ＬＡＭＰ２的启动子序列，Ｓａｎｇｅｒ测序法直接检测序列变异。运用卡方检验对单核苷酸多态性
（ＳＮＰｓ）进行分析，ＴＲＡＮＳＦＡＣ数据库预测序列变异改变与启动子相结合的转录因子。结果　共发现２９个序列变
异，包含１３个ＳＮＰｓ。其中，６个ＬＣ３Ｂ基因启动子序列变异仅发现于ＤＨＶＤ患者，１个ＬＡＭＰ２基因启动子序列变
异只存在于ＤＨＶＤ女性患者，其他序列变异在健康对照组和患者组共有。对ＳＮＰｓ的基因型和等位基因进行卡方
检验和ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，ｒｓ３５２２７７１５的等位基因Ｇ与ＤＨＶＤ相关联，是ＤＨＶＤ的独立危险因素，致病风险是
１．３６倍；ｒｓ４２９００基因型ＣＣ和等位基因Ｃ与ＤＨＶＤ存在关联，两者的致病风险均为０．５６倍，具有保护性作用。利
用ＴＲＡＮＳＦＡＣ数据库预测仅在ＤＨＶＤ患者中发现的序列变异位点相结合的转录因子，结果表明序列变异可改变
与之结合的转录因子。结论　自噬－溶酶体系统标记基因ＬＣ３Ｂ和 ＬＡＭＰ２启动子序列变异可能影响与之结合的
转录因子，改变其表达水平，引起自噬－溶酶体系统的功能失调，从而导致ＤＨＶＤ的发病。
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３６ｔｉｍｅｓ；ｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅＣＣａｎｄａｌｌｅｌｅＣｏｆｒｓ４２９００ｗｅｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＤＨＶＤ，ａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｒｉｓｋｏｆｂｏｔｈ
ｗａｓ０．５６ｔｉｍｅｓ，ｗｉｔｈａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．Ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｔｈａｔｂｉｎｄｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ
ｆｏｕｎｄｏｎｌｙｉｎＤＨＶＤｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴＲＡＮＳＦＡＣｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅ
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ＬＡＭＰ２ｐｒｏｍｏｔｅｒｍａｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｔｈａｔｂｉｎｄｔｏｔｈｅｍａｎｄｃｈａｎｇｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＬＣ３ＢａｎｄＬＡＭＰ２，ｃａｕｓｉｎｇｔｈｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｌｙｓｏｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ，ｔｈｕｓｌｅａｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ＤＨＶＤ．
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ａｔｉｏｎ

　　伴随老龄化社会的发展，退行性心脏瓣膜病
（Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｈｅａｒｔｖａｌｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＤＨＶＤ）已逐渐成
为我国老年人心脏瓣膜病最常见类型［１２］，主要表

现为钙化性主动脉瓣狭窄［３］。ＤＨＶＤ与动脉粥样
硬化有类似发病危险因素包括高龄、高脂和高血压

等，其病理特点是炎症浸润、脂质沉积、细胞外基质

重塑、瓣膜间质细胞转分化及钙化等［４］。自噬是

细胞利用溶酶体降解长寿命蛋白、老化及受损的细

胞器和大分子物质的过程，主要场所为自噬－溶酶
体，参与调节细胞动态平衡、细胞分化和生存、衰老

等过程，在动脉粥样硬化、心力衰竭和血管老化等

疾病中发挥重要作用［５６］。我们前期研究显示冠心

病患者自噬－溶酶体标记基因微管相关蛋白轻链３
（ＬＣ３Ｂ）和溶酶体相关蛋白２（ＬＡＭＰ２）表达显著异
常，提示自噬－溶酶体参与动脉粥样硬化的发
生［７８］。多项研究显示，在人的主动脉瓣膜样本中，

自噬－溶酶体相关基因的表达具有差异，其功能失
调严重影响瓣膜钙化程度［９１１］。在一些溶酶体贮

积病患者中发现主动脉瓣膜增厚和狭窄，其发病机

制可能为炎症反应、钙离子平衡改变和脂质沉积相

互作用引起瓣膜退行性改变［１２］。

目前，ＤＨＶＤ发病的分子机制尚未清楚，本文
将探究自噬－溶酶体标记基因 ＬＣ３Ｂ和 ＬＡＭＰ２调

控序列是否与 ＤＨＶＤ发病相关，通过测序分析其
调控序列变异与 ＤＨＶＤ的关联性，揭示 ＤＨＶＤ的
分子机制，为 ＤＨＶＤ的分子诊断和临床预防及治
疗提供可靠的实验基础和理论依据。

１　对象和方法

１．１　对象
选取２０１８－２０２０年就诊于济宁医学院附属医

院并经临床明确诊断的２４７例 ＤＨＶＤ患者作为
ＤＨＶＤ组，男１３５例，女１１２例，年龄（６３．０２±１１．０４）
岁；同期选取在济宁医学院附属医院健康体检中心

体检的健康人群４５４例为对照组，男２３５例，女２１９
例，年龄（５１．００±１２．００）岁。ＤＨＶＤ患者依据以下
标准进行临床诊断：１）主动脉瓣功能障碍的临床
表现；２）超声心动图和ＣＴ检查有典型的主动脉瓣
膜钙化；３）排除其他原因，如风湿性心脏病（病理
特征为Ａｓｃｈｏｆｆ小体）、感染性心内膜炎等。本研究
已获得济宁医学院附属医院医学伦理学委员会批

准，患者本人或者法定监护人知情同意。

１．２　方法
１．２．１　样本采集及 ＤＮＡ提取　所有研究对象抽
取空腹外周血３ｍＬ，采用密度梯度离心法提取外周
血单核细胞。按ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄａｎｄＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（ＱＩＡ
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ＧＥＮ，ＵＳＡ）说明书操作，提取单核细胞基因组
ＤＮＡ，－２０℃保存。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　参照 ＧｅｎｅＢａｎｋ中 ＬＡＭＰ２基
因（ＮＧ＿００７９９５）和 ＬＣ３Ｂ基因（ＮＧ＿０２９０３０）转录
起始点上游序列设计启动子引物，由上海生工生物

公司合成。５０μＬＰＣＲ反应体系：模板 ＤＮＡ３μＬ，
上游、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，ＰＣＲＭｉｘ
２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性
３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，退火４０或６０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，
共３５个热循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物－
２０℃暂时保存。引物序列见表１。

表１　启动子引物序列

引物名称 引物序列 产物大小 退火温度

ＬＡＭＰ２Ｆ１ ５＇ＧＣＡＡＴＣＴＡＣＣＣＡＴＣＴＧＡＣＡＡＡ３＇ １０３９ｂｐ ５７℃

ＬＡＭＰ２Ｒ１ ５＇ＴＴＣＴＴＧＣＴＴＡＣＡＧＣＣＡＡＴＣＴＣ３＇

ＬＡＭＰ２Ｆ２ ５＇ＴＡＧＡＴＧＡＣＧＧＧＴＴＧＡＴＡＧＧＴＧ３＇ ６０４ｂｐ ５７℃

ＬＡＭＰ２Ｒ２ ５＇ＣＴＣＧＧＡＣＣＡＧＴＣＴＴＴＣＡＧＧ３＇

ＬＣ３ＢＦ１ ５＇ＣＡＧＧＡＧＧＡＴＣＣＣＴＴＧＡＧＣＣＣＡＧＧ３＇ ５５５ｂｐ ６３℃

ＬＣ３ＢＲ１ ５＇ＣＧＴＧＧＴＣＣＧＴＧＧＧＴＧＧＣＴＴＣＣ３＇

ＬＣ３ＢＦ２ ５＇ＣＴＣＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＣＡＧＴＴＧＣＧ３＇ ６７２ｂｐ ６１℃

ＬＣ３ＢＲ２ ５＇ＧＧＣＧＡＴＡＧＣＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＧＴ３＇

１．２．３　基因分型　所有样本扩增完毕送至上海生
工生物公司测序，以 ＧｅｎｅＢａｎｋ中的启动子序列为
野生型参照，利用 ＤＮＡＭＡＮ（ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ，ＵＳＡ）
软件比对测序结果进行基因分型。

１．３　统计方法
采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析，计数资料

采用卡方检验，且理论频数１≤Ｔ＜５时用卡方检验
校正公式，理论频数Ｔ＜１时改用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法
进行统计分析；运用ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析ＳＮＰｓ与ＤＨ
ＶＤ的关联性，以优势比（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）和９５％置
信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）表示，同时对 ＳＮＰｓ
进行ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验；利用在线 ＴＲＡＮＳ
ＦＡＣ２．０数据库预测转录因子潜在的结合位点。Ｐ
＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＣ３Ｂ与ＬＡＭＰ２基因启动子序列变异情况
筛选测序不合格的结果后，ＬＡＭＰ２基因测序

成功的ＤＨＶＤ组２０１例（男性１０８例，女性９３例）

和对照组３９７例（男性２０１例，女性１９６例）；ＬＣ３Ｂ
基因ＤＨＶＤ组２１２例，对照组３９０例。两组共发现
２９个序列变异位点，经测序验证确定，ＬＣ３Ｂ启动
子有６个序列变异位点（ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ，ｇ．４２６６Ｇ＞Ａ，
ｇ．４２８６Ｃ＞Ｔ，ｇ４３３９Ｇ＞Ａ，ｇ．４８５３Ａ＞Ｇ，ｇ．４９０３Ｇ＞Ｔ）
仅发现于ＤＨＶＤ组，ＬＡＭＰ２启动子有 １个序列变
异位点（ｇ．４１６７Ａ＞Ｇ）仅存在于 ＤＨＶＤ女性患者；
在对照组中观察到１１个序列变异包含４个 ＳＮＰ，
ＤＨＶＤ组未有这些变异；两组中都存在的序列变异
共有１１个包含５个 ＳＮＰ，其中 ｒｓ４２９００中 ＡＡ，ＣＣ
基因型在ＤＨＶＤ男性患者与对照组的差异有统计
学意义（χ２＝５．４４，Ｐ＜０．０２）。见图１，表２和表３。

表２　ＤＨＶＤ组和对照组ＬＣ３Ｂ基因序列变异基因型分析（ｎ）

变异位点 基因型
位置１

（ｂｐ）
ＤＨＶＤ组
（２１２）

对照组

（３９０）
χ２ Ｐ

ｇ．４０６８Ｇ＞Ａ（ｒｓ５５２９２９４２９） ＧＡ －９３３ ０ ５
!

ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ ＧＡ －９１６ １ ０
!

ｇ．４１０６Ｃ＞Ｔ ＣＴ －８９５ １ １ ０．０６ ０．８１

ｇ．４１７５Ｇ＞Ｃ（ｒｓ５４３０５８０２１） ＧＣ －８９４ ０ １
!

ｇ．４２２４Ｔ＞Ｃ ＴＣ －７７７ ０ １
!

ｇ．４２６６Ｇ＞Ａ ＧＡ －７３５ １ ０
!

ｇ．４２８０Ｃ＞Ｔ（ｒｓ１１１１７２６９） ＣＣ －７１７ ２０８ ３８５ ０．０５ ０．８２

ＣＴ ４ ５

ｇ．４２８２Ｃ＞Ｔ（ｒｓ５３２７４４２９７） ＣＣ －７１９ ２１０ ３８７ ０．０６ ０．８１

ＣＴ ２ ３

ｇ．４２８６Ｃ＞Ｔ ＣＴ －７１５ ２ ０
!

ｇ．４３３９Ｇ＞Ａ ＧＡ －６６２ ２ ０
!

ｇ．４４３３Ｇ＞Ａ（ｒｓ１４２７３８３１７） ＧＡ －５６８ ０ １
!

ｇ．４４８８Ｇ＞Ｃ ＧＣ －５１３ ０ １
!

ｇ．４４９４Ａ＞Ｃ（ｒｓ５７７６１６５２４） ＡＣ －５０７ ０ １
!

ｇ．４６３１Ｃ＞Ｇ（ｒｓ３５２２７７１５） ＣＣ －３７０ １３１ ２０７ ５．０７ ０．０８

ＣＧ ７７ １６８

ＧＧ ４ １５

ｇ．４７４４Ｇ＞Ａ ＧＡ －２５７ ０ １
!

ｇ．４８５３Ａ＞Ｇ（ｒｓ７７０１９２２３） ＡＧ －１４８ １ ０
!

ｇ．４８８３Ｃ＞Ａ（ｒｓ１６９４４７３３） ＣＣ －１１８ ５１ １０７ １．８８ ０．３９

ＣＡ １１４ ２１３

ＡＡ ４７ ７０

ｇ．４８８９Ｃ＞Ｇ ＣＧ －１０２ １ １ ０．０９ ０．７６

ｇ．４９０３Ｇ＞Ｔ ＧＴ －９８ １ ０
!

ｇ．４９０４Ｃ＞Ｇ ＣＧ －９７ ０ １
!

ｇ．５００１Ａ＞Ｃ ＡＣ １ ０ １
!

　　注：１序列变异位点的上游或下游位置参照基因组ＮＧ＿０２９０３０

转录起始位点５００１ｂｐ为＋１
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表３　ＤＨＶＤ组和对照组ＬＡＭＰ２基因序列变异基因型分析（ｎ）

序列变异位点 位置１

（ｂｐ） 基因型
男性２ 女性

ＤＨＶＤ组（１０８）对照组 （２０１） χ２ Ｐ ＤＨＶＤ组（９３） 对照组 （１９６） χ２ Ｐ
ｇ．４１６７Ａ＞Ｇ －８３４ ＡＧ １ ０

!

ｇ．４５６９Ａ＞Ｃ（ｒｓ４２９００） －４３２ ＡＡ ６５ １５４ ５．４４ ０．０２ ４２ ８１ １．００ ０．６１
ＡＣ ３７ ９０
ＣＣ ４３ ５７ １４ ２５

ｇ．４６２０Ｔ＞Ｃ －３８１ ＴＣ ０ １
!

ｇ．４７６０Ｔ＞Ｇ（ｒｓ２８６０３２７０） －２４１ ＴＴ １０３ １９１ ０．０２ ０．８９ ８８ １８９ １．４９ ０．５５
ＴＧ ５ ６
ＧＧ ５ １０ ０ １

ｇ．４８４３＿４８４４ｉｎｓＣ －１５８ －／ｉｎｓ １ １ ０．０４ ０．８２
ｇ．５０３８Ｇ＞Ａ ＋３８ ＡＡ ０ １

!

０ ０
!

ｇ．５１５８＿５１６６ｄｅｌＧＧＣＧＧＣＧＡＣ（ｒｓ１９３９２２６４８） ＋１５８ －／ｄｅｌ １ ０
!

ｄｅｌ／ｄｅｌ ０ １
!

ｇ．５１６６＿５１６７ｉｎｓＧＧＣＧＧＣＧＡＣ（ｒｓ７３０８８０４９５） ＋１６６ －／ｉｎｓ ０ １
!

　　注：１．变异序列的上游或下游位置参照基因组ＮＧ＿００７９９５转录起始位点５００１ｂｐ为＋１。２．变异序列基因型以半合子存在于男性。

图１　序列变异的测序色谱图

２．２　ＳＮＰｓ与ＤＨＶＤ的关联性分析
选取两组都存在的 ＳＮＰｓ位点（ｒｓ１１１１７２６９、

ｒｓ５３２７４４２９７、ｒｓ３５２２７７１５、ｒｓ１６９４４７３３、ｒｓ４２９００、
ｒｓ２８６０３２７０）进行ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，均符合
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，提示样本来自遗传平衡的群
体。

随之对ＳＮＰｓ位点进行ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，结果

发现ｒｓ３５２２７７１５中等位基因Ｇ的致病效应是Ｃ的
１．３６倍（９５％ＣＩ：１．０２～１．８１，Ｐ＝０．０４）；ＤＨＶＤ男
性患者中ｒｓ４２９００基因型ＣＣ的致病效应是 ＡＡ的
０．５６倍（９５％ＣＩ：０．３４～０．９１，Ｐ＝０．０２），其等位基
因Ｃ的致病效应同样是Ａ的０．５６倍（９５％ＣＩ：０．４０
～０．７９，Ｐ＜０．０１）。其余 ＳＮＰｓ的基因型及等位基
因均无相关性（Ｐ＞０．０５）。见表４和表５。
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表４　ＬＣ３Ｂ基因ＳＮＰ与ＤＨＶＤ的关联性分析（ｎ／％）

ＳＮＰ 基因型／等位基因 ＤＨＶＤ组 对照组 β ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

ｇ．４２８０Ｃ＞Ｔ（ｒｓ１１１１７２６９） ＣＣ ２０８／９８．１ ３８５／９８．７ １ ０．８２

ＣＴ ４／１．９ ５／１．３ ０．３９ １．４８（０．３９～５．５７）

Ｃ ４２０／９９．１ ７７５／９９．４ －０．３９ ０．６８（０．１８～２．５４） ０．５６

Ｔ ４／０．９ ５／０．６

ｇ．４２８２Ｃ＞Ｔ（ｒｓ５３２７４４２９７） ＣＣ ２１０／９９．１ ３８７／９９．２ １ １．００

ＣＴ ２／０．９ ３／０．８ ０．２１ １．２３（０．２０～７．４１）

Ｃ ４２２／９９．５ ７７７／９９．６ －０．２１ ０．８２（０．１４～４．９０） ０．８２

Ｔ ２／０．５ ３／０．４

ｇ．４６３１Ｃ＞Ｇ（ｒｓ３５２２７７１５） ＣＣ １３１／６１．８ ２０７／５３．１ １ ０．０８

ＣＧ ７７／３６．３ １６８／４３．１ －０．３２ ０．７２（０．５１～１．０３）

ＧＧ ４／１．９ １５／３．８ －０．８６ ０．４２（０．１３～１．３０）

Ｃ ３３９／８０．０ ５８２／７４．６ ０．３１ １．３６（１．０２～１．８１） ０．０４

Ｇ ８５／２０．０ １９８／２５．４

ｇ．４８８３Ｃ＞Ａ（ｒｓ１６９４４７３３） ＣＣ ５１／２４．１ １０７／２７．５ １ ０．３９

ＣＡ １１４／５３．８ ２１３／５４．６ ０．１２ １．１２（０．７５～１．６９）

ＡＡ ４７／２２．１ ７０／１７．９ ０．３４ １．４１（０．８６～２．３２）

Ｃ ２１６／５０．９ ４２７／５４．７ －０．１５ ０．８６（０６８～１．０９） ０．２１

Ａ ２０８／４９．１ ３５３／４５．３

表５　ＬＡＭＰ２基因ＳＮＰ与ＤＨＶＤ的关联性分析（ｎ／％）

ＳＮＰ
基因型
／等位
基因

男性 女性

ＤＨＶＤ组 对照组 β ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ ＤＨＶＤ组 对照组 β ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

ｇ．４５６９Ａ＞Ｃ（ｒｓ４２９００） ＡＡ ６５／６０．２ １５４／７３．０ １ ０．０２ ４２／４５．２ ８１／４１．３ １ ０．６１

ＡＣ ３７／３９．８ ９０／４５．９ －０．２３０．７９（０．４７～１．３５）

ＣＣ ４３／３９．８ ５７／２７．０ －０．５８０．５６（０．３４～０．９１） １４／１５．１ ２５／１２．８ ０．７８ １．０８（０．５１～２．２９）

Ａ １３０／６０．２ ３０８／７３．０ －０．５８０．５６（０．４０～０．７９）０．００１２１／６５．１ ２５２／６４．３ ０．０３ １．０３（０．７２～１．４９）０．８６

Ｃ ８６／３９．８ １１４／２７．０ ６５／３４．９ １４０／３５．７

ｇ．４７６０Ｔ＞Ｇ（ｒｓ２８６０３２７０） ＴＴ １０３／９５．４ １９１／９５．０ １ ０．８９ ８８／９４．６ １８９／９６．４ １ ０．５５

ＴＧ ５／５．４ ６／３．１ ０．５８ １．７９（０．５３～６．０２）

ＧＧ ５／４．６ １０／５．０ ０．０８ １．０８（０．３６～３．２４） ０／０．０ １／０．５
!

Ｔ ２０６／９５．４ ３８２／９５．０ ０．０８ １．０８（０．５０～２．３５）０．８５１８１／９７．３ ３８４／９８．０ －０．２８０．７５（０．２４～２．３４）０．６３

Ｇ １０／４．６ ２０／５．０ ５／２．７ ８／２．０

２．３　预测序列变异位点影响的转录因子
利用在线ＴＲＡＮＳＦＡＣ２．０数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒ

ｔａｌ．ｇｅｎｅｘｐｌａｉｎ．ｃｏｍ／）分析发现于 ＤＨＶＤ组的序列
变异位点 ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ，ｇ．４２６６Ｇ＞Ａ，ｇ．４２８６Ｃ＞Ｔ，
ｇ４３３９Ｇ＞Ａ，ｇ．４８５３Ａ＞Ｇ，ｇ．４９０３Ｇ＞Ｔ，ｇ．４１６７Ａ＞Ｇ，
结果显示序列变异可消除原有转录因子的结合位

点或者创建新的转录因子结合位点，包括 ＳＭＡＤ
蛋白家族，ＣＡＡＴ区／增强子结合蛋白（Ｃ／ＥＢＰ），激
活增强子结合蛋白２（ＡＰ２），通用起始子（Ｇｅｎｅｒａｌ
ｉｎｉｔｉａｔｏｒ，Ｉｎｒ），性别决定区 Ｙ框蛋白 １０（ＳＯＸ１０）

（见表６，图２）。

表６　预测变异序列影响结合的转录因子

变异序列 影响方式 转录因子

ＬＣ３Ｂ ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ 消除 －
创建 ＳＭＡＤｆａｃｔｏｒ

ｇ．４２６６Ｃ＞Ｔ 消除 ＳＭＡＤｆａｃｔｏｒ
创建 Ｃ／ＥＢＰｇｒｏｕｐ

ｇ．４９０３Ｃ＞Ｔ 消除 ＡＰ２
创建 Ｇｅｎｅｒａｌｉｎｉｔｉａｔｏｒ（Ｉｎｒ）

ＬＡＭＰ２ ｇ．４１６７Ｃ＞Ｇ 消除 ＳＯＸ１０
创建 －

·５２３·
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图２　预测序列变异影响结合的转录因子

３　讨论

ＤＨＶＤ的分子细胞机制本质是瓣膜间质细胞
内的动态平衡紊乱，促使其向成骨样细胞转化［４］。

自噬是一种高度保守的分解代谢错误折叠蛋白质

和受损细胞器的动态循环系统，以利于细胞的更新

和维态［１３］。ＬＣ３是哺乳动物中酵母细胞 Ａｔｇ８的
同源物，是自噬泡形成的标志物，其含量多少可反

映自噬的程度［１４］。ＬＡＭＰ２是自噬－溶酶体成熟的
关键调节因子，其基因缺失可引起自噬小体的积

聚，导致细胞自噬功能失调［１５］。在钙化性瓣膜间

质细胞中，ＬＡＭＰ２基因表达丰富［１６］。同时也有报

道称黏多糖贮积症小鼠模型的心脏瓣膜增厚，ＬＣ３
和 ＬＡＭＰ２的蛋白表达显著升高，自噬功能失
调［１７］。在人的瓣膜组织中，检测到 ＬＣ３基因表达
上调，自噬活动增强［９］。本文研究了 ＬＣ３和
ＬＡＭＰ２基因调控序列变异与 ＤＨＶＤ的关联性，对
阐明ＤＨＶＤ发病的分子机制奠定基础。

针对 ＤＨＶＤ患者和健康对照的调控序列
ＤＮＡ，经基因测序分析发现，共有２９个序列变异位
点，其中７个序列变异位点（ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ，ｇ．４２６６Ｇ
＞Ａ，ｇ．４２８６Ｃ＞Ｔ，ｇ４３３９Ｇ＞Ａ，ｇ．４８５３Ａ＞Ｇ，ｇ．４９０３Ｇ＞
Ｔ，ｇ．４１６７Ａ＞Ｇ）只存在于 ＤＨＶＤ组。对所获得的
ＳＮＰ进行卡方检验分析，发现 ｒｓ４２９００在男性患者
中有差异（Ｐ＜０．０５），而在女性中无影响，提示
ｒｓ４２９００与ＤＨＶＤ患者性别存在关联。随之进行
ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，结果显示 ｒｓ３５２２７７１５的等位基

因Ｇ与ＤＨＶＤ相关联，是ＤＨＶＤ的独立危险因素，
致病风险是１．３６倍；ＤＨＶＤ男性患者中ｒｓ４２９００基
因型ＣＣ和等位基因Ｃ与ＤＨＶＤ存在关联，两者的
致病风险均为０．５６倍，提示其在 ＤＨＶＤ发病过程
中具有保护性作用。在线 ＴＲＡＮＳＦＡＣ２．０数据库
预测结果显示，序列变异位点 ｇ．４０８５Ｇ＞Ａ可创建
ＳＭＡＤ的结合位点，ＳＭＡＤ蛋白家族在 ＴＧＦβ信号
转导起着关键的作用，通过 ＲＳｍａｄ／ＣｏＳｍａｄ形成
的异聚体进入细胞核调节靶基因的表达，其成员

ＳＭＡＤ３可降低心肌重塑中心肌细胞的凋亡［１８］，

ＳＭＡＤ４则在心脏中胚层前体细胞的形成中发挥重
要作用［１９］。ｇ．４２６６Ｇ＞Ａ可创建 Ｃ／ＥＢＰ的结合位
点，Ｃ／ＥＢＰ是一种含“碱性亮氨酸拉链”结构的转
录因子，其功能是促进和维持细胞的分化状态，有

研究称其在心脏损伤中可调节心外膜的激活，以改

善心脏功能［２０］。ｇ．４９０３Ｇ＞Ｔ可创建Ｉｎｒ结合位点，
Ｉｎｒ作为核心启动子的基本要素之一，在转录调控
过程中有重要的作用［２１］。ｇ．４１６７Ａ＞Ｇ仅消除了
ＳＯＸ１０的结合位点，而 ＳＯＸ１０作为一种重要的转
录因子，在脊神经细胞的分化，早期胚胎发育及心

肌再生中发挥重要的作用［２２］。由此可见，转录因

子结合位点的消除或创建可能会改变启动子的转

录活性以致改变其基因表达，进而影响自噬水平和

功能，从而引起ＤＨＶＤ的发病。
综上所述，调控序列变异的确定能在分子遗传

学角度揭示ＤＨＶＤ发病机制。本研究基于生物信
息学方法预测调控序列变异位点的功能，下一步我
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们将利用序列变异报告基因检测，凝胶电泳迁移实

验（ＥＭＳＡ），自噬－溶酶体系统功能改变等多种生
物功能学方法，验证预测结果的准确性，进而为

ＤＨＶＤ的发生发展机制提供坚实的遗传学理论。
利益冲突：所有作者均申明不存在利益冲突。
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