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两样本孟德尔随机化分析肠道菌群与风湿性
心脏瓣膜病的因果关系
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摘要  目的：采用两样本孟德尔随机化的方法评估 196 种肠道菌群与风湿性心脏瓣膜病（RHVD）之间的潜在

因果关系。方法：数据来源为全基因组关联研究（GWAS）汇总数据，196 种肠道菌群包含 5 747 754 个单核苷酸多

样性（SNPs)。风湿性心脏瓣膜病数据包含 21 306 347 个 SNPs。孟德尔随机化分析采用逆方差加权法(IVW)、加权

中位数、MR‑Egger 回归三种方法。随后采用异质性检验、水平多效性检验、MR PRESSO 法和 Leave‑one‑out 分析

检测离群值等进行敏感性分析。结果：IVW 分析结果显示丹毒丝菌纲（OR=2. 012，95%CI: 1. 116~3. 626，P=
0. 020）、臭杆菌属（OR=2. 350，95%CI: 1. 240~4. 456，P=0. 009）是 RHVD 发生的危险因素，而 α‑变形杆菌纲（OR

=0. 610，95%CI: 0. 384~0. 967，P=0. 036）、拟杆菌科 S24 ‑ 7（OR=0. 522，95%CI: 0. 342~0. 798，P=0. 003）是

RHVD 的潜在保护因素。结论：丹毒丝菌纲、臭杆菌属与风湿性心脏瓣膜病存在正向因果关系，而 α‑变形杆菌纲、

拟杆菌科 S24‑7 与风湿性心脏瓣膜病存在反向因果关系。
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Abstract

Objective:: To investigate the potential causal relationship between 196 species of intestinal flora 
and rheumatic heart valve disease (RHVD) by two ‑ sample Mendelian randomization analysis.  
Methods:: The data source was the Genome ‑ Wide Association Study (GWAS) pooled data, and the 
196 intestinal flora contained 5 747 754 single nucleotide polymorphisms (SNPs).  The rheumatic 
heart valve disease data contained 21 306 347 SNPs.  Mendelian randomization analyses were per‑
formed using three methods: inverse variance weighting(IVW), weighted median, and MR‑Egger re‑
gression.  Sensitivity analyses were subsequently performed using the heterogeneity test, horizontal 
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pleiotropy test, MR Presso method, and leave ‑one ‑out analysis to detect outliers.  Results:: The re‑
sults of the IWM analysis showed that Erysipelotrichia (OR=2. 012, 95%CI:1. 116‑3. 626, P=0. 020) 
and Odoribacter (OR=2. 350, 95%CI:1. 240‑4. 456, P=0. 009) were the risk factors for the develop‑
ment of RHVD, whereas Alphaproteobacteria (OR=0. 610, 95%CI: 0. 384 ‑ 0. 967, P=0. 036) and 
Bacteroidales S24. 7 group (OR=0. 522, 95%CI: 0. 342 ‑ 0. 798, P=0. 003) were potential protective 
factors for RHVD.  Conclusion:: Erysipelotrichia and Odoribacter have a positive causal relationship 
with RHVD, while Alphaproteobacteria and Bacteroidales S24. 7 group have a negative causal rela‑
tionship with RHVD

Key Words Rheumatic Heart Valve Disease； Intestinal Flora； Mendelian Randomization； 
Causality

瓣膜性心脏病（valvular heart disease，VHD）是

各种原因导致的心脏瓣膜病理性损害，是导致身体

机能、生活质量下降和寿命丧失的主要原因［1］。风湿

性心脏瓣膜病（rheumatic heart valve disease，RHVD）
是其最普遍的形式。RHVD 是儿童和年轻人心血管

死亡的主要原因，主要发生在低收入和中等收入国

家的妇女中［2］。据估计，2019 年全球有 4 050 万

（95%CI： 3 210 万~5 010 万）人患 RHVD，新发病例

数约为 280万（95%CI： 215万~345万），2019年全球

死亡人数为 306 000 人［3］。此外，心脏瓣膜病的患病

率呈逐年上升趋势，RHVD 主要影响较年轻的患者，

低收入和中等收入国家的患病中位年龄为 28 岁［4］。

据估计，每年有 868 万生命年和 1 070 万伤残调整生

命年因 RHVD 而损失［3］，可见 RHVD 对于低收入和

中等收入国家的负面影响是沉重的。

现代肠 ‑心轴概念指出，肠道并不是孤立的，它

和人体的免疫系统、神经系统、循环系统、内分泌系

统都息息相关。已有研究［5］揭示肠道菌群与心力衰

竭、冠心病、心律失常之间的关系，且可以将肠道菌

群当做人体一大内分泌器官，其产生生物活性代谢

物，通过多种途径与宿主相互作用，包括三甲胺

（TMA）/三甲胺 N‑氧化物（TMAO）途径、短链脂肪

酸途径以及次胆汁酸途径［6］。肠道菌群中厚壁菌

门/拟杆菌门（F/B）比例升高与心血管疾病有关［7］。

KOLIADA 等［8］发现，去除年龄或吸烟等其他混杂

因素后，随着成年身体质量指数（BMI）的增加，他

们的 F/B 比值也同样升高，这些都表明肠道菌群是

心血管疾病风险的基因外因素。然而，目前尚未见

通过孟德尔随机化方法来评估心脏瓣膜病与肠道

菌群间因果关系的研究报道。因此，本研究采用孟

德 尔 随 机 化 方 法 ，利 用 单 核 苷 酸 多 态 性（single 
nucleotide polymorphisms，SNPs）作为工具变量（in‑
strumental variables，IVs）探 讨 肠 道 菌 群 与 RHVD

之间潜在的因果关系，以期从微生物标志物和微生

物群修饰疗法方面为 RHVD 提供新的思路。

1 材料与方法

1. 1　全基因组关联研究 (GWAS)数据来源   暴露

数据：肠道菌群的 IVs 来自 MiBioGen 联盟中 KU‑
RILSHIKOV 等［9］的研究，数据总样本量 18 340 例，

共纳入了 24 个队列（欧洲、北美等 11 个国家），共有

5 747 754 个 SNPs。结局数据：从 FinnGen（https：//
www. finngen. fi/fi）数据库 R10 的出版物数据中获

得心脏瓣膜病的 GWAS 汇总统计。本研究使用了

“风湿性心脏瓣膜病”表型，GWAS 包括 242 607 名

芬兰受试者，病例组 741 例，对照组 411 147 例，共有

21 306 347 个 SNPs。值得一提的是，尽管一小部分

芬兰人中含有少量的亚洲基因，但是目前认为芬兰

人属于欧罗巴人种的北欧类型，在基因上仍与欧洲

人种接近［10‑11］。本研究所有分析基于公开数据，不

需要额外的伦理批准。

1. 2　双样本孟德尔随机化研究设计   双样本孟德

尔 随 机 化（two ‑ sample Mendelian randomization，
TSMR）是孟德尔随机化（Mendelian randomization，
MR）分析的几种方法之一。与其他类型的 MR 相

比，TSMR 可以提高检测效率［12］。GWAS 汇总数据

通常具有较大的样本量，这些来自大规模全基因组

关联研究的现有汇总数据使得统计功效通常更强。

并且可选 IVs 的数量庞大，这可以增加暴露工具变

量的遗传解释可信度。

基于公开的 GWAS 汇总数据，首先排除 15 个

未知名称的肠道菌群，随后使用双样本孟德尔随机

化方法分析包含 5 个生物学分类等级的共 196 个肠

道菌群（9 门、16 纲、20 目、32 科、119 属）与风湿性心

脏瓣膜病之间的潜在因果关系。最后再进行敏感
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性分析以确保因果关系的稳健性。

本 研 究 遵 循 最 新 的 孟 德 尔 随 机 化 分 析 的

STROBE‑MR 指南［13］，并在三个核心工具变量假设

下进行：①关联性假设：工具变量与肠道菌群强相

关；②独立性假设：工具变量与混杂因素之间是独

立的；③排他性假设：工具变量只能通过肠道菌群

对结局风湿性心脏瓣膜病产生作用（图 1）。

1. 3　工具变量（IVs）的筛选  （1）IVs 与暴露因素肠

道菌群必须是强相关。而为了保证肠道菌群和 RH‑
VD 之间因果联系的真实与准确，使用以下步骤来

选择与暴露因素强相关的 SNPs：①肠道菌群 SNPs
数量较少，只有少量 SNPs 能够达到全基因组统计

意义阈值结果（P<5×10−8），因此在参考相关文献

后将阈值调整为 P<1×10−5 来获得完整可靠的结

果［14‑15］。②由于连锁不平衡（linkage disequilibrium，

LD）可能会导致结果偏倚。所以设定 LD 系数 R2=
0. 001，宽度 10 000 kb 的标准来尽可能排除基因多

效性对结果的影响。选择与肠道菌群相关 P 值最低

的 SNPs。（2）计算 F 统计量评估 SNP 的强度。以 F
=10 为标准，若 F≥10，则说明所选工具变量不存在

弱工具变量偏倚［16］。此外，本研究还应用了孟德尔

随机化多效性残差和异常值法（MR PRESSO）检测

MR 分析中的异常值，并删除异常值提供校正的

MR 估计以消除水平多效性的影响。（3）为了满足孟

德尔三大假设之一的独立性假设，消除可能存在的

混 杂 因 素 ，本 研 究 还 在 GWAS Catalog 网 站

（https：//www. ebi. ac. uk/gwas/）对筛选出的与肠

道菌群相关的每一个 SNP 进行了手动检索。

1. 4　孟德尔随机化分析   本研究采用孟德尔随机化

随机效应逆方差加权法（inverse variance weighted，
IVW）、加权中位数法（Weighted median）、MR‑Egger
回归法验证 196 个类群的肠道微生物与 RHVD 的因

果关系［17‑19］。IVW 是一种常用的孟德尔随机化分析

方法，是目前主流的分析方法，可以得到总体的因果

效应估计值［20］。这种方法基于 SNPs 对基因表达或

功能的突变模拟随机化过程对受试者分组，以避免

遗传变异与其他潜在混杂因素间共线性，从而提高

因果推断的效力。加权中位数法是所有的个体 SNP
效应值按照权重排序后得到的分布函数的中位数，

当至少 50% 的信息来自于有效的工具变量时，加权

中位数法便可以得到稳健的估计值；即使有超过一

半的无效工具变量，仍可以一致地估计因果关系［21］。

MR ‑Egger 回归则最多用于解决水平多效性问题。

相较于 IVW 法，加权中位数法的平均标准误差更低，

通常具有更大的功效［21］。而且考虑到本研究在后续

的敏感性分析中会使用 MR‑Egger 回归分析进行水

平多效性的检验。因此在孟德尔随机化分析中，研

究结果以 IVW 法和加权中位数法有统计学意义为主

要筛选依据，MR‑Egger回归则作为补充。

1. 5　敏感性分析   为确保孟德尔随机化结果的稳

健性和可靠性，并检测潜在的偏倚和工具变量对结

局变量的影响，本研究进行了一系列敏感性分析及

质量控制，包括异质性检验、水平多效性检验、leave‑
one‑out 逐个剔除检验（“留一法”）。异质性检验通

过 Cochran's Q 统计进行量化，检验结果 P>0. 05 则

认为工具变量间没有显著的异质性，可以忽略异质

性 对 结 果 产 生 的 偏 倚 。 水 平 多 效 性 检 验 采 用

MR‑Egger 回归分析，MR‑Egger 回归提供了一个截

距项，可用来检测基因多效性产生的偏倚。截距项

egger_intercept 和 0 进行统计检验，若 P>0. 05 则没

有统计学差异，可以认为不存在水平多效性。检测

离 群 值 采 用 MR PRESSO 法 ，其 通 过 剔 除 异 常

SNPs 估计校正后的结果，并检验校正前和校正后

的结果是否存在差异。最后采用“留一法”评估稳

定性，通过依次删除单个的 SNP 计算剩余 SNPs 的
meta 效应来观察结果在移除特定 SNP 后是否会有

显著变动［22］。理想情况是逐一移除任何 SNP 后，结

果仍保持相对稳定，整体的误差线变动范围较小。

本研究的连锁不平衡分析，MR 分析和敏感性

分析使用 R 4. 3. 2 软件中 TwoSample MR 0. 5. 6 版

本［23］和 MR‑PRESSO 1. 0 版本等 R 包进行的。

2 结果

2. 1　 工 具 变 量 选 择 结 果   对 196 种肠道菌群以

P<1×10‑5 为标准筛选，共有 13 672 个独立 SNPs，
包括门、纲、目、科、属 5 个生物学分类水平。对这些

SNPs 去除连锁不平衡，设定 LD 系数 R2=0. 001，宽

图 1　孟德尔随机化的 3 种主要假设

TMSR：两样本孟德尔随机化
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度为 10 000 kb，得到可以代表 196 种肠道菌群的工

具变量，且每个工具变量均满足 F 值>10。
2. 2　两样本孟德尔随机化分析   利用筛选出来的

工具变量，采用三种 TSMR 方法对 196 种肠道菌群

进行分析（图 2）。在 IVW 方法中，本研究发现 13 种

肠道菌群符合要求（P<0. 05），去除掉孟德尔随机

化 IVW、MR‑Egger、加权中位数法三种分析结果方

向不一致的肠道菌群，得到 11 种肠道菌群。按要求

采用加权中位数方法整合后［24］，筛选出 IVW 和加权

中 位 数 法 两 种 孟 德 尔 随 机 化 分 析 均 有 意 义

（P<0. 05）的菌，最终得到 4 种与 RHVD 存在关联

的肠道菌群。值得一提的是，本研究虽然用 IVW 和

加权中位数法筛选肠道菌群，但分析结果还是以

IVW 方 法 为 主 。 IVW 结 果 显 示 ：丹 毒 丝 菌 纲

（OR=2. 012，95%CI：1. 116~3. 626，P=0. 02）、臭

杆 菌 属 （OR=2. 350， 95%CI： 1. 240~4. 456，
P=0. 009）是 RHVD 发生的危险因素，而 α‑变形杆

菌 纲 （OR=0. 610， 95%CI： 0. 384~0. 967，
P=0. 036）、拟杆菌科 S24‑7（OR=0. 522，95%CI：
0. 342~0. 798，P=0. 003），是 RHVD 的潜在保护因

素（表 1）。三种 MR 分析的散点图更能直观看出丹

毒丝菌纲，臭杆菌属与 RHVD 呈正相关，而 α‑变形

杆菌纲，拟杆菌科 S24‑7 则呈负相关（图 3）。

为了消除可能存在的混杂因素，排除水平多效

性对因果关系的影响，本研究使用 GWAS 网站

（https：//www. ebi. ac. uk/gwas/）查询与这 4 个肠

道菌群相关的共 42 个 SNPs 是否与混杂因素有关，

发现有 3 个 SNPs 与其他性状相关，rs6831034 与平

均血小板体积相关，rs689695 与肠道微生物群相对

丰度相关，rs74553962 与整体精神认知相关，但是这

三者均不属于影响结局 RHVD 的混杂因素。因此，

未发现这 4 个细菌相关的 SNPs与混杂因素有关。

2. 3　敏感性分析   对 TSMR 中筛选出的 4 种肠道

菌群进行敏感性分析，通过 Cochran's Q 统计量检验

图 2　196 种肠道菌群 MR 结果
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异质性、MR‑Egger 回归分析检验水平多效性，MR 
PRESSO 检测离群值，结果均为 P>0. 05，提示结果

没有统计学意义，表明各合并的工具变量间无显著

异质性和水平多效性（表 2）。此外，通过 leave‑one‑
out“留一法”评估 MR 结果的稳定性，虽然有单个

SNP 跨过“0”的情况，但最终的汇总结果“All”并未

跨过“0”，且不存在单个 SNP 对研究结果的稳定性

产生较大影响效应（图 4），因此认为所分析的肠道

菌群和 RHVD 的因果关系具有稳定性。

3 讨论

本研究通过 TSMR 分析，并且经过一系列严格

的质量控制和敏感性分析，最终得出 4 种肠道菌群

（丹毒丝菌纲、臭杆菌属、α‑变形杆菌纲、拟杆菌科

表 1　MR 分析结果

分类

纲

纲

科

属

菌群

α‑变形杆菌纲

丹毒丝菌纲

拟杆菌科 S24‑7

臭杆菌属

方法

IVW
Weighted median

MR Egger
IVW

Weighted median
MR Egger

IVW
Weighted median

MR Egger
IVW

Weighted median
MR Egger

SNPs数量

10
10
10
13
13
13
10
10
10
9
9
9

OR(95%CI)
0.610（0.384~0.967）
0.554（0.307~0.998）
0.581（0.090~3.743）
2.012（1.116~3.626）
2.241（1.024~4.906）

1.437（0.113~18.314）
0.522（0.342~0.798）
0.548（0.310~0.971）
0.484（0.080~2.945）
2.350（1.240~4.456）
2.436（1.020~5.817）

1.666（0.171~16.190）

P

0.036*

0.049*

0.583
0.020*

0.043*

0.785
0.003*

0.039*

0.454
0.009*

0.045*

0.673

IVW：逆方差加权法；OR：比值比；CI：置信区间；*P<0.05

图 3　丹毒丝菌纲、臭杆菌属、α⁃变形杆菌纲、拟杆菌科 S24⁃7 与 RHVD 之间相关性散点图

A. 丹毒丝菌纲与 RHVD 之间相关性的散点图；B. 臭杆菌属与 RHVD 之间相关性的散点图；C. α‑变形杆菌纲与 RHVD 之间相关性的散

点图；D. 拟杆菌科 S24‑7 与 RHVD 之间相关性的散点图；SNP：单核苷酸多样性；MR：孟德尔随机化分析；逆方差加权法（IVW，浅蓝色线）；

MR Egger回归（深蓝色线）；加权中位数法（weighted median，绿色线）

表 2　MR 敏感性分析

分类

纲

纲

科

属

菌群

α‑变形杆菌纲

丹毒丝菌纲

拟杆菌科 S24‑7

臭杆菌属

Cochran's Q
方法

MR Egger
IVW

MR Egger
IVW

MR Egger
IVW

MR Egger
IVW

Cochran's Q
2.31
2.31

10.06
10.13
4.07
4.08
8.63
8.75

P

0.97
0.99
0.53
0.60
0.85
0.91
0.28
0.36

MR‑Egger regression
MR‑Egger截距

0.004

0.02

0.007

0.03

SE

0.08

0.08

0.09

0.08

P

0.96

0.79

0.93

0.76

MR‑PRESSO
RSSobs

2.82

11.92

4.99

10.88

P

0.99

0.62

0.92

0.42

RSSobs（Residual Sum of Squares observed）：模型中观察到的残差平方和
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S24‑7）与 RHVD 患病风险间的因果关联。这些肠

道菌群可以通过改变能量的摄取，调节脂质的代谢

等多种机制影响着 RHVD 的发生发展。

丹毒丝菌纲属于厚壁菌门下的一类，是一种革

兰阳性菌。丹毒丝菌纲在人类肠道微生物群中的

重要性较少探索。已有 MR 研究［24］发现丹毒丝菌纲

与较高的血脂异常相关。而另一项临床研究表明，

脂肪组织、脂肪细胞和脂质转运相关蛋白在风湿性

二尖瓣中表达强烈，这表明脂肪组织的形成可能是

风湿性心脏病病理学的重要途径之一。此外，脂肪

组织和脂肪细胞也参与风湿性心脏病的炎症过

程［25］。值得一提的是，本研究的 MR 分析中，使用

IVW 法和加权中位数法两种统计方法筛选出的丹

毒丝菌纲均有统计学意义。但是如果放松筛选条

件，仅使用主流的 IVW 法筛选，那么丹毒丝菌纲

（OR=2. 012，95%CI：1. 116~3. 626，P<0. 05），丹

毒 丝 菌 目（OR=2. 012，95%CI：1. 116~3. 626，
P<0. 05）、丹 毒 丝 菌 科（OR=2. 012，95%CI：
1. 116~3. 626，P<0. 05）均有统计学意义。目前尚

未报道过丹毒丝菌纲与 RHVD 风险呈显著正相关

的结论，且关于丹毒丝菌的研究还较少，未来可进

一步探究其增加 RHVD 风险的机制，将其作为关键

微生物标志物，为 RHVD 的预防和治疗提供新的

思路。

臭杆菌属是一种严格厌氧的革兰阴性菌［26］。

有临床研究［27］表明，肠道菌群臭杆菌属于儿童链球

菌感染综合征有关，且臭杆菌属与患者抗链球菌溶

血素 O 滴度呈正相关。而 RHVD 通常就是由 A 组

乙型溶血性链球菌感染导致的风湿热引起的。因

此可以合理推测臭杆菌属与 RHVD 的发生是呈正

相关的，这也可为治疗研究 RHVD 提供新的方向。

拟杆菌科 S24‑7 是一种严格厌氧的革兰阴性杆

菌，拟杆菌保留在肠道中时，与宿主保持着复杂且

通常有益的关系［28］。既往研究显示，小麦麸质可以

通过调节仓鼠的肠道菌群来调节胆固醇代谢，小麦

麸质的摄入，增加了肠道菌群拟杆菌科 S24‑7 的含

量，发挥了降低胆固醇、甘油三酯等的作用［29］。而

上文中也提到脂质的增加与 RHVD 密切相关，对

RHVD 的发展起着负面作用［25］。

本研究首次采用 TSMR 的方法，以肠道菌群为

暴露因素，探究其与 RHVD 之间的因果关系，过程

中采用了严格的质控条件和分析方法，结果具有可

靠性和稳健性。但是还有一些局限性：（1）本研究

所有数据均来自欧洲人群，结果推广到其他人群中

可能有限制；（2）196 种肠道菌群并没有囊括所有肠

道菌群，并且分析时并没有具体到物种或菌株的层

面；（3）为了获得足够的肠道菌群工具变量，本研究

的筛选标准 P<1×10−5 低于传统筛选工具变量的

标准 P<5×10−8；（4）本研究旨在尽可能多地发现

潜在阳性的肠道菌群，虽然采取 IVW 和加权中位数

法相结合的分析方法来严格筛选肠道菌群，但是未

进行多重检验校正。

综上所述，本研究揭示了肠道菌群与 RHVD 的

潜在因果关系，筛选出四种与 RHVD 相关的肠道菌

群，这些菌群可能成为新的生物标志物，从遗传 ‑暴
露相互作用的角度，为 RHVD 发病机制提供了新的

见解，并且有助于加深对肠‑心轴的认知。
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