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［摘 要］ 目的：全基因组关联研究（genome⁃wide association studies，GWASs）已发现了多个冠心病（coronary heart disease，
CHD）易感区域。然而，这些易感区域内的致病基因和真正致病位点尚不清楚。本研究旨在通过对报道的易感区域进行靶向

测序来鉴定CHD相关基因和变异。方法：基于GWAS Catalog数据库筛选满足GWAS显著水平的CHD易感位点，经过多个数

据库评估和基因功能检索，系统筛选了19个CHD易感区域内的关键基因。针对上述易感基因，在192例中国人群冠心病患者

和 192例健康对照中进行捕获测序。通过Logistic回归和计数法评估常见、罕见变异与CHD发生之间的关联。对于鉴定的

CHD相关变异，采用功能注释和表达数量性状（eQTL）分析来评估其潜在的生物学功能。结果：5个常见变异关联P值<0.05，
功能注释表明其中 rs12970与心血管组织中APOA1表达增加显著相关。鉴定了 3个功能性罕见变异：WDR35 rs139543775、
KLHDC10 rs60941031、CTSH rs3129。结论：通过在GWAS报道的区域中进行精细定位研究，为CHD遗传研究提供了新线索，

但是仍需进一步大样本研究和功能实验来验证。
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［Abstract］ Objective：Genome ⁃ wide association studies（GWASs）have identified several coronary heart disease（CHD）
susceptibility loci. However，the pathogenic genes and real causal variants in these susceptible regions remain undetected. This study
aims to identify CHD associated genes and variants through performing targeted sequencing in susceptible regions reported. Methods：
We screened SNVs that were significantly associated with CHD risk base on GWAS Catalog，than selected 19 important genes in CHD
susceptible regions by evaluating in databases and retrieving the gene function systematically. Targeted exon sequencing of 19 CHD
susceptibility genes was performed within 192 Chinese CHD cases and 192 controls. Association between common/rare variants and
CHD risk was evaluated by logistic regression and counting method. Further，for our identified novel CHD⁃related variants，functional
annotation and expression Quantitative Trait Loci（eQTL）analysis were adopted to assess their potential biological functions. Results：
There were 5 common variants with P < 0.05，and the eQTL analysis indicated that rs12970 was significantly associated with the
increased expression of APOA1 in cardiovascular tissues. Moreover，we identified 3 rare functional variants：WDR35 rs139543775，
KLHDC10 rs60941031，CTSH rs3129. Conclusion：This study provides deeper insight into the CHD genetic research by conducting
fine mapping in GWAS reported regions. Further validation studies and functional experiments are needed to validate our findings.
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冠状动脉粥样硬化性心脏病（coronary heart dis⁃
ease，CHD）是冠状动脉血管发生动脉粥样硬化病变

而引起血管腔狭窄或阻塞，造成心肌缺血、缺氧或

坏死而导致的心脏病，简称为冠心病。《中国心血管

病报告2017》指出，我国心血管疾病是导致死亡的主

要原因之一，目前中国有超过1 000万名CHD患者，

且CHD死亡率在世界范围内仍呈上升趋势［1］。目前

研究认为CHD是遗传因素和环境因素共同作用导

致的复杂疾病［2］，其中有40%~50%的发病归因于遗

传因素［3］。

全基因组关联研究（genome ⁃wide association
studies，GWAS）已经鉴定出中国人群CHD的一些易

感位点，然而GWAS发现的易感位点往往仅是标签

性的遗传变异，而非真正的致病位点［4］。此外，

GWAS通常发现的是常见变异（minor allele frequen⁃
cy，MAF> 5％），且大部分位于基因非编码区或荒漠

区，遗传效应相对较弱［5］。近年来，Zanoni等［6］通过

对脂质调节基因编码区进行捕获测序，发现

SCARB1中罕见变异（p.Pro376Leu）携带者的高密度

脂蛋白胆固醇（high⁃density lipoprotein cholesterol，
HDL⁃C）水平显著增加，从而导致CHD发病风险增

加。Timpson 等［7］通过全基因组测序发现APOC3中
的罕见变异 rs138326449与血浆甘油三酯（plasma
triglyceride，TG）水平相关。这些研究提示 CHD的

遗传易感位点包括全基因组范围内的常见、罕见风

险遗传变异，在疾病相关的目标风险区域内进行深

度测序有助于鉴定 CHD的罕见致病变异［8-10］。因

此，GWAS确定的CHD易感性区域需要进一步精细

定位以确定新的罕见功能性变异位点。

本研究对中国汉族人群CHD易感位点相关区

域进行靶向高通量测序，并进行了统计分析和功能

注释，以寻找CHD的致病基因和致病位点。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究采用病例对照研究设计，所有研究对象

的招募都经过南京医科大学的伦理委员会同意并

签署了书面知情同意书。研究共包括 192例 CHD
病例和192例正常对照。其中192例CHD病例来自

于 2009—2014年期间宜兴市人民医院收治的CHD
新发病例。病例入选标准包括明确诊断的心肌梗

死、至少1支冠状动脉主支狭窄>70%或左主冠状动

脉狭窄>50%，并且无脑卒中、慢性肾病、高血压性心

脏病、风湿性心脏病以及急性或慢性心衰病史。同

期从本实验室已建立的常州队列［11］中随机选取

192例健康对照。本研究纳入对照与病例根据年龄

（±1岁）、性别频数匹配（表1），对照无CHD、脑卒中、

慢性肾病、高血压性心脏病、风湿性心脏病以及急

性或慢性心衰病史。

1.2 方法

1.2.1 筛选目标基因/区域

首先，通过GWAS Catalog（http：//www.ebi.ac.uk/
gwas/）检索已报道的CHD发病相关易感位点（截止

2016年11月），选择P值<1×10-8并且在多个人群研

究中得到验证的单核苷酸位点变异（single nucleo⁃
tide variant，SNV），总共 36个 SNV满足标准。应用

GTEx 数据库（http：//www.gtexportal.org/）、Pritchard
Lab eQTL Browser（http：//eqtl.uchicago.edu/cgi ⁃ bin/
gbrowse/eqtl/）和 Genevar 3.3.0（http：//www.sanger.ac.
uk/resources/software/genevar）评估这些 SNV基因型

和基因表达水平之间的关联，确定这些SNV所在的

基因以及存在表达数量性状（expression Quantita⁃
tive Trait Loci，eQTL）关联的基因，最终得到 65个

CHD 潜在相关基因。随后在 GeneCards（http：//
www. genecards. org）和 OMIM（http：//www. omim.
org）检索这 65个基因的潜在功能，综合以上结果，

选择其中已证实与CHD发病相关或潜在功能相关

的基因，以及有强 eQTL证据支持的基因作为CHD
易感基因，得到 19个基因：TCF21、MTAP、PDGFD、

WDR35、 ADAMTS7、 APOA1、 APOC3、 APOA4、
APOA5、UBE2Z、 LIPA、MYL2、 ERG、 TAGLN、
SKIV2L、KLHDC10、USMG5、CTSH、ATP5G1。针对

19个基因的181个外显子区域（hg19）进行捕获测序。

1.2.2 Access Array系统靶向捕获、高通量测序和质

量控制

使用Primer 3软件设计486对靶向特异性引物，

覆盖 19个基因的所有 181个编码外显子区域。采

用Access ArrayTM System靶向捕获系统制备文库，每

个样本得到 1个由特定标签序列标记的DNA样本

文库，随后在 Illumina HiSeq1500测序平台完成测

序。测序数据应用Burrows⁃Wheeler Aligner（BWA）
将序列比对到人参考基因组（hg19）［12］。然后使用

Picard Tools程序（http：// picard.sourceforge.net/）去除

重复序列（duplication reads），并使用Genome Analy⁃
sis Toolkit（GATK，V.1.0.5974）进行碱基质量值修

正［13］，平均读取深度为 126×。最后用 Freebayes
（V.0.9.21）进行变异识别，得到 SNV 和 INDEL（插

入、缺失变异）。
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测序数据从研究对象和遗传变异两个方面进

行质量控制。研究对象的质量控制：剔除超过 1/3
的区域测序深度< 20×的样本，共剔除 12例CHD病

例和 2例对照。遗传变异的质量控制标准：①基因

型分型成功率≥90％，排除153个变异；②对照中哈

迪温伯格平衡（HWE）检验的P值≥1×10-3，排除41个
变异。最终，纳入统计分析的为180例CHD病例和

190例对照的 407个变异。最后用 SnpEff（V.4.1）软

件对遗传变异进行注释。并使用 Integrated Genome
Viewer（IGV 2.3.80）和 Sanger测序验证潜在功能变

异的准确性。

1.2.3 生物信息学分析

使 用 HaploReg v4.1（http：//www.broadinstitute.
org/mammals/haploreg/haploreg.php），UCSC（https：//
genome.ucsc.edu/cgi⁃bin/hgGateway）数据库资源来获

得各变异位点的组蛋白修饰和DNAse超敏感位点

等信息从而评价它们的功能。使用 CADD（http：//
cadd.gs.washington.edu/）和Regulome DB（http：//www.
regulomedb.org/）对遗传变异进行注释评分分别评估

SNV的有害性以及影响转录因子结合的可能性［14-15］。

本研究选择功能注释CADD评分>20以及Regulome
DB评分为1~3的位点作为具有功能效应的变异。

1.3 统计学方法

使用 t检验和卡方检验评估病例和对照的一般

人口学特征。采用 PLINK 1.90检验对照组的基因

型分布是否符合HWE平衡。使用Logistic回归模型

计算常见变异与CHD风险之间的关联P值、关联强

度优势比（OR）及其 95％置信区间（CI），并调整年

龄、性别、吸烟和饮酒状态。此外，应用计数法来鉴

定与CHD关联性强的罕见变异，对变异数量进行计

数并选择以下突变作为有潜在功能的变异：①在病

例/对照一方有纯合突变，另一方无纯合突变；②在

病例/对照一方有≥3个杂合突变，另一方无突变。

采用序列核关联性检验（sequence kernel association
test，SKAT）［16］进行以基因为单位的关联分析，并调

整年龄、性别、吸烟和饮酒状态。所有数据分析采

用R软件（V.3.4.3）进行。

2 结 果

2.1 研究对象的一般特征

本研究共纳入了 192例 CHD病例和 192例对

照。病例组和对照组的一般人口学特征、吸烟饮酒

情况的分布特征如表1所示。病例和对照年龄构成

均衡可比，性别、吸烟和饮酒状态无显著性差异

（P > 0.05）。

2.2 测序数据分析与筛选

高通量测序得到的原始文件包含 620个变异，

在针对研究对象和遗传变异的质量控制过程之后，

总共在 180个病例和 190个对照中鉴定出 407个高

质量变异位点，包括 86个常见变异（MAF> 5％）和

321个罕见变异（MAF≤5％），用于随后的关联分析。

2.3 常见变异与CHD风险的关联

在 86个常见变异中，通过 Logistic回归分析发

现 5 个位点与 CHD 风险关联 P 值 <0.05：TCF21
rs3734280、APOA4 rs5103、TAGLN rs12970、AD⁃
AMTS7 rs2277548、ATP5G1 rs66985080（表 2）。通

过Regulome DB和CADD对这 5个位点进行功能预

测发现，rs12970是人类基因组中前 1％最有害的突

变（C 评分>20）。进一步运用 GTEx 数据库进行

eQTL分析，结果表明 rs12970的A等位基因与心脏⁃
左心室组织中 APOA1 的表达增加有关（G>A，β=
0.66，P=3.1×10-5，表2）。
2.4 罕见变异与CHD风险的关联

计数法分析发现 15个CHD风险关联位点：①
在病例/对照一方有纯合子，而另一方无纯合子的突

变位点 10个；②在病例/对照一方至少有 3个杂合

子，而在另一方不存在的突变位点 5 个。其中

rs2075291已有研究发现与中国人群血浆TG水平升

高 显 著 相 关［17］。 系 统 功 能 注 释 发 现 WDR35
rs139543775 位点 CADD 评分>20，2 个位点 KLH⁃
DC10 rs60941031、CTSH rs3129 的 Regulome DB 预

测评分为 1~3（表 3）。错义突变 rs139543775导致

年龄比较使用Welch’s t检验；其余使用双侧卡方检验。

表1 研究对象特征

Table 1 Characteristics of subjects
变量

年龄（岁，x ± s）

<60岁［n（%）］

≥60岁［n（%）］

性别［n（%）］

男

女

吸烟［n（%）］

是

否

饮酒［n（%）］

是

否

病例组（n=192）
61.72 ± 10.98
076（39.6）
116（60.4）

0
144（75.0）
048（25.0）

0
085（44.3）
107（55.7）

0
033（17.2）
159（82.8）

对照组（n=192）
61.81 ± 11.39
096（50.0）
096（50.0）

144（75.0）
048（25.0）

077（40.1）
115（59.9）

028（14.6）
164（85.4）

P值

0.943
0.051

1.000

0.469

0.577
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WDR35基因第242位氨基酸谷氨酸突变为甘氨酸，

CADD分析预测该错义突变很可能破坏蛋白质结构

或功能，为人类基因组中前 1％最有害的突变。此

外，Regulome DB预测结果表明 rs60941031很可能

影响转录因子结合，从而影响蛋白质表达和功能，

HaploReg 注释结果显示，rs60941031 是转录因子

结合位点，可以引起转录因子结合模块（Motif）的

改变，并且也与DNase超敏感位点（DHS）和增强子

（H3K4Me1）组蛋白修饰区域重叠。rs3129预测很

可能影响转录因子结合并与靶基因的表达相关

联，同时该位点位于增强子的组蛋白修饰区域和

DHS。

表2 关联分析鉴定的常见SNV
Table 2 Common SNVs identified by association analysis

1：1KG数据库中亚洲人群最小等位基因频率；2：Logistic回归分析调整年龄，性别，吸烟和饮酒状态；3：Regulome DB分值范围1~6，分值越

高表明影响转录因子结合的证据越少；4：C评分，分值范围1~99，基于人类可能发生的8.6亿个碱基替换变异进行评分和排序。分值越高表明

变异预测有害的可能性越高；5：eQTL，GTEx数据库中 rs12970与APOA1表达的关联，P值基于基因型数据和人的心脏⁃左心室中的基因表达的

线性回归计算。*：代表预测可能有功能效应的变异。

基因

TCF21
APOA4
TAGLN
ADAMTS7
ATP5G1

SNP
rs3734280（A>G）
rs5103（A>G）
rs12970（G>A）*

rs2277548（C>T）
rs66985080（C>G）

病例

0.09（1/32/147）
0.04（2/9/169）
00.1（2/31/147）
0.33（20/78/82）
0.11（0/39/141）

对照

0.05（0/19/171）
0.08（2/28/160）
0.15（5/47/138）
0.41（29/98/63）
0.16（4/51/135）

P值 2

0.020
0.012
0.033
0.017
0.044

1KG ASN
MAF1

0.03
0.06
0.10
0.39
0.14

OR（95%CI）2

2.04（1.12~3.71）
0.44（0.23~0.83）
0.61（0.39~0.96）
0.69（0.5~0.93）
0.63（0.4~0.99）

Regulome
DB分值 3

—

5
—

5
5

CADD
C评分 4

02.786
00.262
21.8

08.005
06.078

GTEx
eQTL P 值 5

—

—

3.1×10-5

—

—

MAF

表3 计数法鉴定的预测具有功能效应的罕见变异

Table 3 The rare functional mutations identified by counting method

1：1KG数据库中亚洲人群最小等位基因频率；2：代表不同种类的细胞系；3：代表结合蛋白的数目；4：代表预测改变的Motif；5：Regulome
DB分值范围1~6，分值越高表明影响转录因子结合的证据越少，1b表示很可能影响结合并与靶基因的表达相关联，2b表示很有可能影响结

合；6：CADD评分，分值范围1~99，基于人类可能发生的8.6亿个碱基替换变异进行评分和排序，分值越高表明变异预测有害的可能性越高。

基因

APOA5
WDR35

KLHDC10
CTSH

SNV
rs2075291（C>A）

rs139543775（T>C）
rs60941031（C>T）

rs3129（C>T）

1KG ASN MAF1

0.04
0.00
0.01
0.04

病例

2/22/156
0/3/177
0/6/174
1/16/163

变异类型

Gly185Cys
Glu242Gly
3′UTR
3′UTR

对照

0/18/172
0/0/190
2/7/181
0/14/176

启动子修饰 2

SKIN，LIV
—

—

—

DNAse超敏位点 2

IPSC，BLD，KID
—

MUS，BLD
5 tissues

蛋白结合 3

—

—

10 bound proteins
—

增强子修饰 2

IPSC，LIV
—

4 tissues
MUS

Motifs改变 4

0
Ik⁃1，RBP⁃Jkappa
5 altered motifs

Regulome
DB 分值 5

4
—

2b
1b

CADD
C评分 6

22.7
25.1
3.945
6.338

HaploReg
基因

APOA5
WDR35

KLHDC10
CTSH

2.5 基于基因的CHD风险分析

采用SKAT分析方法对测序结果进行了基于基

因的关联分析，发现纳入分析的19个基因中，有3个
关联 P 值达到了设定的显著性水平（P < 0.05）。

APOA4基因、APOA5基因和MTAP基因与CHD发病

风险的关联性P值分别为0.021、0.032和0.025（表4）。
3 讨 论

精细定位是一种确定特定区域致病位点或其

1：P值< 0.05的基因；2：每个基因上的 SNV数；3：SKAT分析调

整了年龄、性别、吸烟和饮酒状态。

表4 基因与CHD易感性的关联

Table 4 Associations between significant genes and CHD
risk

染色体定位

11q23.3
11q23.3
9p21.3

基因 1

APOA4
APOA5
MTAP

检测SNV数 2

11
16
46

P值 3

0.021
0.032
0.025
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密切相关遗传标志的研究策略。由于精细定位研

究能够帮助缩小致病位点候选范围，便于发现真正

的致病位点，目前该策略已经成功应用于发现复杂

性疾病的效应位点。例如，Rivas等［4］利用二代测序

技术已发现炎性肠病的 50 个易感区域（主要是

GWAS发现的区域），在 350例病例和 350例对照中

进行了重测序，并进一步进行了关联研究，最终在

NOD2、IL23R、CARD9和 IL18RAP等基因区域发现

了多个独立效应的遗传变异。本研究通过对384例
中国人群样本的19个CHD相关基因外显子区域进

行精细定位研究，探索外显子区域遗传变异与CHD
发病风险之间的关联。在质量控制和统计分析后，

进行功能注释，确定了 1个常见变异和 3个罕见变

异可能与CHD风险相关。

本研究鉴定的常见 SNV rs12970 位于染色体

11q23.3，在 eQTL分析中，发现 rs12970的A等位基

因可以增加基因 APOA1的表达（G>A，β=0.66，P=
3.1×10-5），而APOA1编码的载脂蛋白A1是血浆中

HDL的主要蛋白质成分，载脂蛋白A1接受游离胆

固醇，通过激活卵磷脂胆固醇脂酰基转移酶

（LCAT），降低低密度脂蛋白（LDL）中脂类的过氧

化。Tani等［18］研究发现 apoB/apoA1比值是冠心病

的独立危险因素，apoB/apoA1比值越低，冠状动脉

粥样硬化的风险也越低。并且研究发现CHD患者

的HDL⁃C和APOA1水平显著降低［19］。表明 rs12970
可能通过上调APOA1的表达来降低CHD的风险。

本 研 究 鉴 定 的 低 频 CHD 相 关 错 义 突 变

rs139543775（Glu242Gly），位于基因WDR35的第 7
个外显子上，WDR35是编码WD重复蛋白家族的成

员，该家族成员参与细胞周期进程、信号转导、细胞

凋亡和基因调控等多种细胞过程。2012年在Nature
上发表的 2个汉族人群CHD的GWAS发现WDR35
基因与汉族人群的CHD易感性相关（P < 10-8）［20］。

Mill等［21］已建立了WDR35化学诱导小鼠模型，突变

胚胎在交配后 12.5 d死亡，并且表现出一系列严重

的心血管缺陷，揭示了WDR35基因在心血管系统

中的重要作用。本研究中鉴定的 rs139543775位于

WDR35的重要功能域WD⁃40重复结构域（WD40⁃
like repeat domain）中，该结构域存在于多种具有调

控作用的蛋白，介导蛋白质之间的相互作用［22］，

rs139543775可能会导致WDR35蛋白的结构功能异

常，从而导致心血管疾病的发生。本研究发现的另

一错义突变 rs2075291（Gly185Cys）位于染色体区域

chr11q23.3的APOA5基因，已报道与中国人群 TG

水平和冠心病风险相关［17］。APOA5在肝脏中特异

性表达，功能研究表明，过表达APOA5的转基因小

鼠血浆TG水平减少至对照的1/3，而APOA5敲除小

鼠血浆 TG 水平升高 4 倍［23- 24］。小鼠模型证实

rs2075291突变导致半胱氨酸取代甘氨酸，引入游离

半胱氨酸巯基与血浆中遇到的各种蛋白质结合，形

成同源或异源二硫键，影响载脂蛋白A5的脂蛋白结

合特性，阻断脂蛋白交联从而影响甘油三酯水平［25］。

SKAT基于基因的关联分析进一步检测候选基

因与 CHD 风险的相关性，整合分析结果显示

APOA4、APOA5 和 MTAP 基 因 P < 0.05。 其 中

APOA4编码的载脂蛋白 A4主要存在于乳糜微粒

（CM）和HDL中［26］，已有研究表明APOA4在小鼠中

过表达对饮食诱导的主动脉病变形成具有保护作

用［27］。MTAP基因编码甲硫腺苷磷酸化酶，是甲硫

氨酸、ATP和dAMP合成补救途径中关键的酶，与多

胺代谢途径关系密切，研究显示MTAP基因与缺血

性脑卒中、心肌梗死的发生相关［28］，小鼠敲除模型

发现MTAP对动脉粥样硬化起到保护作用［29］。

综上所述，本研究使用目标区域捕获结合高通

量测序及生物信息分析技术的方法，经济高效。前

期系统地筛选了GWAS中先前报道的CHD相关区

域中的基因并整合了 eQTL相关信息，因此测序的

19个目标基因具有足够的选择依据。通过整合每

个基因和变异的功能注释结果，认为 4个位点可能

在中国人群冠心病的发生发展进程中起重要作

用。本研究功能注释都是基于公共数据库，并且样

本量小，检验效能有限，需要进一步验证和功能研

究以确认所鉴定变异影响CHD发生的潜在机制。
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