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两样本孟德尔随机化方法对甲状腺功能减退症
与肠道菌群因果关系研究*

徐剑春1,张秀琴2,曹煜1**

(1.贵州医科大学大健康研究院,贵州贵阳
 

550025;2.贵阳市第六医院)

【摘要】 目的 通过孟德尔随机化研究(Mendelian
 

randomization,MR)分析肠道菌群和甲状腺功能减退症之间的因果

关系。 方法 从 MiBioGen数据库下载人类肠道菌群数据集,保留196个已知菌群(9个门、16个纲、20个目、32个科

和119个属)用 作 暴 露 因 素,工 具 变 量 为 与 暴 露 因 素 强 相 关 且 相 互 独 立 的 单 核 苷 酸 多 态 性(single
 

nucleotide
 

polymorphism,SNP)。从全基因组关联研究数据库下载包含30
 

155例患者和379
 

986例对照的甲状腺功能减退症数据

集用作结局变量。分别采用逆方差加权(IVW)法、加权中位数(WM)法、MR-Egger检验进行两样本 MR分析,以优势比

(odds
 

ratio,OR)评估肠道菌群与甲状腺功能减退症的因果关联;利用留一法进行敏感性分析,采用 MR-Egger截距测试

和
 

MR-PRESSO全局检验来检测水平多效性,Cochran
 

Q检测异质性。 结果 共发现196个肠道微生物群类中有6
菌类与甲状腺功能减退症发病风险有因果关联(P<0.05),共纳入分析SNP152个。IVW 分析结果显示慢球菌纲[OR
=1.003,95%置信区间(confidence

 

interval,CI)(1.001,1.005),P<0.05]、巴氏杆菌科[OR=1.003,95%CI(1.001,

1.006),P=0.005]、斯莱克菌属[OR=1.002,95%CI(1.000,1.005),P=0.0048]和脱硫弧菌目[OR=1.003,95%CI
(1.002,1.006),P=0.0349]、放线菌门[OR=1.004,95%CI(1.002,1.006),P=0.0385]、与甲状腺功能减退症呈正相

关;消化球菌科[OR=0.995,95%CI(0.992,0.998),P=0.0031]与甲状腺功能减退症呈负相关。此外,留一法敏感性分

析结果稳定,MR-Egger截距测试和 MR-PRESSO全局检验无水平多效性,Cochran
 

Q检验不存在异质性。 结论 肠

道菌群和甲状腺功能减退症之间存在因果关系,慢球菌纲、放线菌门、巴氏杆菌科、斯莱克菌属和脱硫弧菌目可增加甲状

腺功能减退症发病风险,消化球菌科可降低甲状腺功能减退症发病风险。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

causal
 

relationship
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

hypothyroidism
 

through
 

Mendelian
 

randomization
 

(MR)
 

study. Methods The
 

human
 

intestinal
 

flora
 

data
 

set
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

MiBioGen
 

database,and
 

196
 

known
 

flora
 

(9
 

phyla,16
 

classes,20
 

orders,32
 

families
 

and
 

119
 

genera)
 

were
 

retained
 

as
 

exposure
 

factors,and
 

those
 

related
 

to
 

exposure
 

were
 

screened
 

out.
 

Single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNP)
 

with
 

strongly
 

correlated
 

and
 

independent
 

factors
 

is
 

used
 

as
 

an
 

effective
 

instrumental
 

variable.
 

A
 

hypothyroidism
 

data
 

set
 

containing
 

30
 

155
 

patients
 

and
 

379
 

986
 

controls
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

Genome-Wide
 

Association
 

Study
 

Database
 

and
 

used
 

as
 

outcome
 

variables.
 

Two-sample
 

MR
 

analysis
 

was
 

performed
 

using
 

the
 

inverse
 

variance
 

weighting
 

(IVW)
 

method,the
 

weighted
 

median
 

(WM)
 

method,and
 

the
 

MR-Egger
 

test,respectively,and
 

the
 

odds
 

ratio
 

(odds
 

ratio,OR)
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

causality
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

hypothyroidism.
 

Association;sensitivity
 

analysis
 

was
 

performed
 

using
 

the
 

leave-one-out
 

method,MR-Egger
 

intercept
 

test
 

and
 

MR-PRESSO
 

global
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

horizontal
 

pleiotropy,

and
 

Cochran
 

Q
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

heterogeneity. Results A
 

total
 

of
 

6
 

out
 

of
 

196
 

intestinal
 

microbiota
 

categories
 

were
 

found
 

to
 

be
 

causally
 

associated
 

with
 

the
 

risk
 

of
 

hypothyroidism
 

(P<0.05),and
 

a
 

total
 

of
 

152
 

SNPs
 

were
 

included
 

in
 

the
 

analysis.
 

IVW
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

Bradycoccus
 

[OR=1.003,95%
 

confidence
 

interval
 

(CI)
 

(1.001,1.005),P<
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0.05],Pasteurellaceae
 

[OR=1.003,95%CI(1.001,1.006),P=0.005],Schleckella
 

[OR=1.002,95%CI(1.000,

1.005),P=0.0048]
 

and
 

Desulfovibrioles
 

[OR=1.003,95%CI(1.002,1.006),P=0.0349],Actinobacteria
 

[OR=
1.004,95%CI(1.002,1.006),P=0.0385],positively

 

correlated
 

with
 

hypothyroidism;Peptococcusaceae
 

[OR=0.995,

95%CI
 

(0.992,0.998),P=0.0031]
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

hypothyroidism.
 

In
 

addition,the
 

results
 

of
 

the
 

leave-
one-out

 

sensitivity
 

analysis
 

were
 

stable,there
 

was
 

no
 

horizontal
 

pleiotropy
 

in
 

the
 

MR-Egger
 

intercept
 

test
 

and
 

the
 

MR-
PRESSO

 

global
 

test,and
 

there
 

was
 

no
 

heterogeneity
 

in
 

the
 

Cochran
 

Q
 

test. Conclusion There
 

is
 

a
 

causal
 

relationship
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

hypothyroidism.
 

The
 

class
 

Bradycoccus,Actinobacteria,Pasteurellaceae,Schleckella
 

and
 

Desulfovibrioles
 

can
 

increase
 

the
 

risk
 

of
 

hypothyroidism.
 

Peptococcus
 

family
 

May
 

reduce
 

the
 

risk
 

of
 

hypothyroidism.
【Keywords】 hypothyroidism;intestinal

 

flora;Mendelian
 

randomization
 

study;causal
 

relationship

  甲状腺功能减退症是一种由于甲状腺激素的生成

减少或作用抵抗引起的全身低水平代谢综合征,临床

主要表现为畏寒、乏力、手足肿胀感、嗜睡、和体重增加

等症,以女性和老年人为主要发病群体[1]。据统计,我
国甲状腺功能减退症患病率约为17.8%,其中亚临床

甲状腺功能减退症患病率为16.7%,临床甲状腺功能

减退症患病率为1.1%,且该病发病率仍呈逐年递增

趋势[2-3]。目前该病的发病机制尚未完全明确,临床上

治疗该病主要以补充甲状腺激素为主的替代疗法为

主[4]。
肠道菌群主要是指在定植在人体消化道的微生物

群,机体的免疫系统的稳定与调节、各类激素的生成与

分泌以及营养物质的消化吸收均与肠道菌群相关,其
与人体诸多免疫和内分泌系统疾病的发生和发展相

关[5-6]。有研究提示,肠道菌群与甲状腺功能减退症发

病有一定联系[7],肠道菌群失调可能是甲状腺功能减

退症的一个重要危险因素[8-9],但目前两者间的因果关

系尚无明确定论。
孟德尔随机化研究(Mendelian

 

randomization,

MR)是一种通过以自然界的遗传变异为工具变量,进
而探索各种暴露因素与结局变量之间因果关联的统计

学研究方法[10]。由于自然界的遗传变异是随机且独

立的,因而 MR分析提示的暴露因素与结局变量之间

的关联性实际上比临床随机对照试验揭示的结果更具

有说服力[11]。目前 MR分析已被广泛应用于各种疾

病的潜在因果推理,探索从暴露到结局的单向因果关

联[12]。
本研究拟利用来自全基因组关联研究数据的公共

数据,进行双样本 MR分析,以探讨肠道菌群与甲状

腺功能减退症之间的关系。

材料与方法

1 研究设计

通过两样本 MR方法探究肠道菌群与甲状腺功

能减退症间的因果联系,暴露因素为肠道菌群,工具变

量 为 单 核 苷 酸 多 态 性 (single
 

nucleotide
 

polymorphism,SNP),结局变量为甲状腺功能减退

症。MR分析方法的真实性和准确性基于以下3个假

设:①SNP与肠道菌群强关联。②SNP与甲状腺功能

减退症以及混杂因素无关联,即排除与如营养不良、高
龄、病毒感染等因素关联。③SNP仅经由对肠道菌群

的干预进而对甲状腺功能减退症产生影响,不通过其

他方式对甲状腺功能减退症产生影响。

2 数据来源

从MiBioGen数据库[13]下载获得人类肠道菌群数

据集,该数据集从24个以人群为基础的研究队列中收

集了18
 

340名参与者(72.3%为欧洲人,27.7%为中

东、东亚、美洲西班牙裔/拉丁裔以及非裔美国人)的信

息,共纳入211个从门到属水平的肠道微生物群[14]。
将其中15个未知菌群剔除,保留196个已知菌群(9
个门、16个纲、20个目、32个科和119个属)用作暴露

因素。从GWAS数据库[15]中选取甲状腺功能减退症

数据集用作结局变量,该数据集的研究对象均为欧洲

人,共纳入410
 

141例研究对象,包括30
 

155例患者和

379
 

986例对照人群。使用数据集来源详见表1。

表
 

1 全基因组关联研究的细节与分析中使用的数据集
Table

 

1 Details
 

of
 

genome-wide
 

association
 

studies
 

and
 

datasets
 

used
 

in
 

the
 

analyses
暴露或结局 样本量 样本来源 数据下载地址

肠道菌群 18
 

340例 混合 https://mibiogen.gcc.rug.nl

甲状腺功能减退症 410
 

141例(观察组30
 

155例,对照组379
 

986例) 欧洲 http://ftp.ebi. ac. uk/pub/databases/gwas/summary _
statistics/GCST90038001-GCST90039000/GCST90038637/

3 工具变量选择

采用以下标准筛选SNP:(1)在基因位点范围内

显著性阈值(P<1.0×10-5)的SNPs被选作潜在的

SNP;(2)连锁不平衡阈值设置为r2<0.05;(3)聚集窗
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口大小设置为10
 

000
 

kb,以确保纳入的SNP之间相

互独立。最后从结局变量中提取上述选定的SNP数

据。为排除弱工具变量偏差对关联效应估计的影响,
使用F值来检验SNP的强度,若F>10,则表明SNP
与肠道菌群间有较强关联。F值的计算公式:F=R2

(n-k-1)/k(1-R2)。

4 统计学方法

采用R软件(版本4.3.3)的“TwoSampleMR”包
进行。研究方法以IVW 分析为主,以 MR-Egger

 

回

归、加权中位数法(Weighted
 

median,WME)作为补

充,利用优势比(odds
 

ratio,OR)及其95%置信区间

(confidence
 

interval,CI)评估肠道菌群与甲状腺功能

减退症之间的因果关联,当P<0.05时认为结局指标

与暴露因素间有因果关系。水平多效性通过 MR-
Egger检验完成,若截距的P>0.05,则说明不存在水

平多效性;通过 MR-PRSSO检测多效性偏差的异常

值;采用
 

Cochran􀆳s
 

Q检验评估异质性,当P>0.05
时则认为工具变量没有异质性;采用留一分析评估数

据的稳健性。

结 果

1 工具变量的筛选结果

211个肠道菌群的所有SNP中,以全基因组显著

性P<1.0×10-5 作为初步筛选条件,共有14
 

587个

SNP达到标准,可作为潜在工具变量。进一步筛选后

最终共有2
 

771个SNP(对应196个肠道菌群)作为合

格的工具变量,纳入两样本 MR分析。

2 肠道菌群与甲状腺功能减退症之间因果效应的两

样本 MR分析结果

196个肠道菌群中,IVW 结果提示具有显著相关

性的肠道菌群共有11个,包含342个工具变量。随后

进行敏感性分析,排除了5个具有异质性或水平多效

性的肠道菌群,最终纳入6个肠道菌群(包含152个

SNP)来评估其与甲状腺功能减退症的关系。其中,慢
球菌 纲 [OR=1.003,95% 置 信 区 间 (confidence

 

interval,CI)(1.001,1.005),P<0.05]、巴氏杆菌科

[OR=1.003,95%CI(1.001,1.006),P=0.005]、斯
莱克菌属[OR=1.002,95%CI(1.000,1.005),P=
0.0048]和脱硫弧菌目[OR=1.003,95%CI(1.002,

1.006),P=0.0349]、放线菌门[OR=1.004,95%CI
(1.002,1.006),P=0.0385]、与甲状腺功能减退症呈

正相关;消化球菌科[OR=0.995,95%CI(0.992,

0.998),P=0.0031]与甲状腺功能减退症呈负相关。
见表2、图1和图2。

3 敏感性分析结果

Cochran􀆳s
 

Q检验未发现异质性效应(P>0.05),

MR-Egger
 

截 距 测 试 也 未 发 现 水 平 多 效 性 (P >
0.05)。留一分析结果显示,6个肠道菌群包含的SNP
均对结果不敏感,肠道菌群与甲状腺功能减退症之间

的因果效应不受任何单个的SNP驱动,表明已鉴定出

的6个肠道菌群与甲状腺功能减退症之间存在较强的

潜在因果关系。见表3和图3。

表
 

2 两样本 MR分析结果
Table

 

2 Results
 

of
 

MR
 

analysis
 

of
 

two
 

samples

暴露因素 SNP
(个) 方法 OR 95%CI P

慢球菌纲 20 IVW 1.0037 1.0016-1.0058 <0.05
巴氏杆菌科 30 IVW 1.0039 1.0011-1.0066 0.0059
消化球菌科 21 IVW 0.9954 0.9924-0.9985 0.0031
斯莱克菌属 25 IVW 1.0029 1.0009-1.0050 0.0048
脱硫弧菌目 24 IVW 1.0035 1.0002-1.0068 0.0349
放线菌门 32 IVW 1.0041 1.0023-1.0068 0.0385

  注:IVW:Inverse
 

variance
 

weighted.

图
 

1 两样本 MR分析结果森林图

Fig.1 Forest
 

plot
 

of
 

MR
 

analysis
 

results
 

for
 

both
 

samples

  注:横坐标为SNP对肠道菌群的效应,纵坐标为SNP对甲状腺功
能减退症的效应; A 巴氏杆菌科; B 放线菌门; C 慢球菌纲;
 D 斯莱克菌属; E 脱硫弧菌目; F 消化球菌科。

图
 

2 肠道菌群与甲状腺功能减退症之间因果效应的散点图

Fig.2 Scatterplot
 

of
 

causal
 

effect
 

between
 

gut
 

flora
 

and
 

hypothyroidism
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表
 

3 敏感性分析结果
Table

 

3 Results
 

of
 

sensitivity
 

analysis

暴露因素 方法
异质性检验

Q P
基因多效性检验

Egger-intercept P
MR-PRESSO

P
慢球菌纲 IVW 21.56 0.306 0.0005 0.298 0.934

巴氏杆菌科 IVW 22.45 0.325 0.0002 0.472 0.705
消化球菌科 IVW 21.58 0.305 -0.0008 0.068 0.435
斯莱克菌属 IVW 17.937 0.806 0.0008 0.147 0.054
脱硫弧菌目 IVW 25.404 0.329 0.0003 0.543 0.228
放线菌门 IVW 15.245 0.945 0.0005 0.352 0.094

  注:IVW:Inverse
 

variance
 

weighted.

  注:横坐标代表肠道菌群对甲状腺功能减退症的 MR效应大小; 
A 巴氏杆菌科; B 放线菌门; C 慢球菌纲; D 斯莱克菌属;
 E 脱硫弧菌目; F 消化球菌科。

图
 

3 留一分析结果图

Fig.3 The
 

result
 

of
 

leave-one-out
 

analysis

讨 论

甲状腺功能减退症和肠道菌群之间的因果关系被

关注已久,目前肠道菌群与甲状腺功能减关系的研究

局限于小样本随机对象试验和动物试验,需要大样本

随机试验证实“甲状腺-肠道轴”干预的可能性,但由于

临床实际中大样本的随机对照试验的开展有较多限制

因素,目前具有较强说服力的说明甲状腺功能减退症

和肠道菌群之间因果关系的随机对照试验甚少[16]。

MR分析中SNP的随机分配类似于随机对照试验中

暴露因素的随机分配,并且遗传变异不会因为其他混

杂因素而改变,相当于自然界的随机对照试验[17]。本

研究采用两样本 MR方法对211种肠道菌群和甲状

腺功能减退症的因果关联进行了探索分析。
本研究结果显示,慢球菌纲、放线菌门、巴氏杆菌

科、斯莱克菌属和脱硫弧菌目与甲状腺功能减退症呈

正相关,即这些菌群的丰度越大,则发生甲状腺功能减

退症的风险越大。慢球菌纲是研究相对较少的细菌

群,然而最近的研究表明这些微生物群落与免疫调节

密切相关,如在炎症性肠病克罗恩病和类风湿性关节

患者中,球菌的含量更为丰富[18-19]。本研究中提示慢

球菌是甲状腺功能减退症发病的危险因子,推测其可

能是通过影响免疫功能的调节进而间接导致甲状腺功

能减退症的发病。放线菌是丝状革兰阳性细菌,双歧

杆菌则是放线菌代表性菌群之一,该菌群是人和动物

肠道的重要生理菌群,有助于改善消化问题,改善血糖

控制,降低血脂水平,提高免疫力等[20],但本研究中放

线菌群丰度过大亦可能成为甲状腺功能减退症发病的

重要因素,具体机制仍不明确。巴氏杆菌科的微生物

包括多种属的微生物,由巴氏杆菌感染引起的巴氏杆

菌病可导致败血症和出血性炎症[21]。本研究中巴氏

杆菌感染导致的该菌群肠道丰度过大是导致甲状腺功

能减退症的一个重要因素,推测可能与该菌群感染直

接或者间接破坏甲状腺腺体的功能相关。斯莱克菌属

由6个菌种组成,其中仅有小斯莱克菌报道与人类疾

病有关,该细菌是人类口腔微生物菌群的一部分,主要

在肠道中茁壮成长,最近的研究表面其可能与龋齿和

牙周病等口腔疾病有关[22]。本研究中斯莱克菌群丰

度过高是导致甲状腺功能减退症的危险因素,具体机

制有待进一步考证。脱硫弧菌目是一类还原硫酸盐产

生硫化氢的厌氧菌,该菌群释放硫化氢作为硫酸盐还

原的产物,内源性的硫化氢会毒害肠道上皮细胞,造成

肠道敏感性、肠漏或者腹痛等[23]。本研究提示脱硫弧

菌目是甲状腺功能减退症的危险因子,不排除与其产

生的内源性硫化氢破坏甲状腺细胞相关。
此外,本研究结果显示,消化球菌科与甲状腺功能

减退症发病风险呈负相关,即该类菌群的丰度越高,则
发生甲状腺功能减退症的风险越小。消化球菌是人体

正常菌群成员之一,通常寄生在人的体表和与外界相

同的腔道中,瘤胃球菌即是消化球菌科的一属革兰阳

性厌氧细菌,该菌群在消化抗性淀粉方面起着重要作

用[24]。本研究提示,提高肠道消化球菌的丰度,有利

于降低甲状腺功能减退症的发病风险。
由上可知,多种肠道菌群与甲状腺功能减退症的

发病存在因果关系,但大多数机制尚不明确,目前有研

究提示,肠道菌群可能是通过影响甲状腺所需微量元

素的吸收利用以及通过其代谢产物诱发自身免疫性疾

病,进而直接或者间接导致甲状腺功能减退症的发生

发展。人体中肠道菌群中90%以上的菌群为拟杆菌

门和厚壁菌门,还有少部分是梭菌门、变形菌门等菌

群[25]。肠道菌群及其代谢产物导致机体发病的机制

除了通过与机体基因组产生联系外,还可通过影响机

体免疫功能间接导致各种疾病的发生[26]。适量的微

量元素对维持甲状腺功能至关重要,肠道菌群会影响

机体铁、碘和硒等微量元素的吸收利用[27],碘元素过

量或缺乏、硒元素缺乏都会导致甲状腺疾病或者自身

免疫紊乱,铁缺乏会降低血红素依赖性甲状腺过氧化

物酶的活性,影响甲状腺激素的合成[28]。维生素D水

平与甲状腺功能密切相关,肠道菌群可能通过影响机
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体维生素D的吸收,间接导致甲状腺功能减退症的发

生[29]。因此,通过服用益生菌和粪菌移植等方式干预

肠道菌群,进而促进机体对微量元素如维生素D、硒、
铁等的吸收,可能成为辅助治疗甲状腺功能减退症的

潜在方法。
本研究有以下优势:(1)基于GWAS数据进行分

析,样本量大,结论可靠;(2)MR分析遵循孟德尔随机

分配原则,符合基因固定性,可有效避免混杂因素的干

扰;(3)选取的甲状腺功能减退症样本均为欧洲人群,
人种较为固定,可以减少偏倚。本研究也存在一些局

限:(1)选取的甲状腺功能减退症样本均为欧洲人群,
无法将结论推广至其他种族人群;(2)获取的数据无年

龄、性别等更详细的队列数据,无法进行亚组分析;(3)
本研究虽然确定了多种肠道菌群与甲状腺功能减退症

间存在因果关联,但具体发生机制不明,有待开展基础

及临床试验进行进一步探究验证。
综上所述,本研究确定了6种可能与甲状腺功能

减退症有关的肠道细菌类群,其中慢球菌纲、放线菌

门、巴氏杆菌科、斯莱克菌属和脱硫弧菌目是促进甲状

腺功能减退症发生的肠道菌群,而消化球菌科是抑制

甲状腺功能减退症发生的肠道菌群,这一结果或许可

为肠道菌群和甲状腺功能减退症的因果关系提供潜在

的证据。然而,未来仍需要更多的研究来探索肠道菌

群与甲状腺功能减退症之间确切的因果效应,并阐明

肠道菌群对甲状腺功能减退症的致病或保护的具体作

用机制。
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