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摘　 要　 目的　 采用孟德尔随机化分析方法,探讨肠道菌群与糖尿病肾病的因果关联。 方法 应用两样本

孟德尔随机化(MR)方法,基于最大的公开全基因组关联研究(GWAS)汇总数据,采用逆方差加权法
 

( IVW)、加
权中位数法(WM 法)、MR-Egger 回归法、MR 多效性残差及异质性检测法(MR-PRESSO)进行分析。 结果 在

IVW 方法中,拟杆菌门(OR = 1. 43,95%CI:1. 17 ~ 1. 74),拟杆菌纲(OR = 1. 45,95%CI:1. 21 ~ 1. 74),拟杆菌目

(OR= 1. 45,95%CI:1. 21~ 1. 74),铁红隐杆菌属(OR = 1. 16,95%CI:1. 06 ~ 1. 28),链杆菌属(OR = 1. 31,95%CI:
1. 20~ 1. 4),毛囊梭菌属(OR= 1. 43,95%CI:1. 17~ 1. 76)以及副萨特氏菌属(OR= 1. 27,95%CI:1. 13~ 1. 43)与糖

尿病肾病呈正相关,未检测到显著的异质性或多效性。 结论 本研究发现 7 个肠道细菌分类群与糖尿病肾病风

险增加有关,证实了肠道微生物群在 DN 的发病机制中起重要作用,可为糖尿病肾病的筛查和预防提供了新的

潜在指标和靶点。
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Abstract:Objective　 To
 

explore
 

the
 

causal
 

relationship
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

diabetes
 

nephropathy
 

by
 

Men-
delian

 

randomized
 

analysis. Method Two
 

samples
 

of
 

Mendelian
 

randomization
 

( MR)
 

were
 

applied,and
 

based
 

on
 

the
 

largest
 

publicly
 

available
 

genome-wide
 

association
 

study
 

( GWAS )
 

summary
 

statistics, inverse
 

variance
 

weighted
 

(IVW),weighted
 

median
 

( WM),MR
 

Egger
 

regression,Mendelian
 

randomization
 

pleiotropy
 

residual
 

sum
 

and
 

outlier
 

(MR-PRESSO)
 

were
 

used
 

for
 

bidirectional
 

Mendelian
 

randomization
 

(MR)
 

analysis
 

of
 

the
 

two
 

samples. Result In
 

the
 

IVW
 

method,phylum. Bacteroidetes
 

(OR = 1. 43,95%CI:1. 17 ~ 1. 74),class. Bacteroidia
 

(OR = 1. 45,95%CI:1. 21 ~
1. 74),order. Bacteroidales

 

(OR = 1. 45,95%CI:1. 21 ~ 1. 74), genus. Candidatus
 

Soleaferrea
 

(OR = 1. 16,95% CI:
1. 06~ 1. 28),genus. Catenobacterium

 

(OR= 1. 31,95%CI:1. 20~ 1. 4),genus. Lachnoclostridium
 

(OR= 1. 43,95%CI:
1. 17~ 1. 76), and

 

genus. Parasutterella
 

(OR = 1. 27, 95% CI: 1. 13 ~ 1. 43)
 

was
 

positively
 

associated
 

with
 

diabetic
 

nephropathy,and
 

no
 

significant
 

heterogeneity
 

or
 

pleiotropy
 

was
 

detected. Conclusion We
 

found
 

that
 

seven
 

intestinal
 

bacterial
 

groups
 

were
 

related
 

to
 

the
 

increased
 

risk
 

of
 

diabetes
 

nephropathy,which
 

confirmed
 

that
 

intestinal
 

microflora
 

played
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

diabetes
 

nephropathy. Our
 

work
 

also
 

provides
 

new
 

potential
 

indicators
 

and
 

targets
 

for
 

the
 

screening
 

and
 

prevention
 

of
 

DN.
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　 　 糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathy,DN)是糖尿

病的主要微血管并发症之一,也是终末期肾病的主

要原因之一[1] 。 DN 临床特征是肾小球滤过率
 

(GFR)
 

降低,血清肌酐和蛋白尿增加[2] 。 细胞水

平上,DN 表现出系膜细胞增殖、肥大和系膜基质

扩张[3] 。 代谢因素,如氧化应激、葡萄糖水平升

高、肾小球高血压和炎症趋化因子,在肾细胞的肾

小球损伤和 DN 中的细胞外基质沉积中起关键作

用[4] 。 然而,DN 发病机制所涉及的确切分子机制

尚未完全阐明。 因此,需要进一步地研究来探索

DN 的新诊断靶点和治疗策略。
肠道微生物群包括细菌、病毒、真菌和古细菌,

具有消化食物、调节免疫系统、合成维生素、清除病

原和维持肠道功能等重要作用。
 

健康成年人的肠

道微生物群主要由厚壁菌门、拟杆菌门、变形杆菌

门和放线菌门组成,其中厚壁菌门和拟杆菌门占主

导地位,比例约为 90%[5] 。 在正常的生理环境下,
肠道菌群具有相对稳定的种类和数量来保护肠黏

膜屏障的结构[6] 。 近年来,随着肠-肾轴概念的引

入,肠道菌群在 DN 中的作用越来越受到关注。 以

前的研究表明,DN 患者肠道菌群的丰度和结构发

生了显著变化,引起生态失调并导致肠道屏障的破

坏[7] 。 反过来,当肠漏形成时,功能失调的肠道菌

群可能通过释放代谢物(如脂多糖和肠源性尿毒

症毒素) 诱发全身炎症、氧化应激和免疫调节紊

乱[8] ,并进一步加剧 DN 患者肾功能的恶化。 这些

发现揭示了肠道微生物群与 DN 的关联,并表明肠

道菌群可能是 DN 的潜在致病因素。 然而,为了探

索肠道菌群是否对 DN 有影响,并进一步确定哪些

细菌类群会增加 DN 的风险,仍然需要大量严格的

生物医学和观察性研究。
近年来,基于全基因组关联分析( genome-wide

 

association
 

studies
 

GWAS)的大样本的孟德尔随机

化(Mendelian
 

randomization,MR)研究方法广泛应

用在 DN 的病因探索中,它是使用与危险因素相关

的遗传变异作为工具变量 ( instrumental
 

variables
 

IVs),推测危险因素和疾病之间的因果关系。 本研

究通过两样本孟德尔随机化研究方法探讨肠道菌

群与 DN 之间潜在的因果关系,以期为开发基于饮食

或微生物组干预的 DN 个性化治疗提供依据。

1　 资料与方法

1. 1　 研究设计
 

本研究采用两样本孟德尔随机化探讨肠道菌

群与 DN 之间的因果关系。 肠道菌群为暴露因素,
结局变量为 DN。
1. 2　 数据来源

 

肠道菌群的摘要级 GWAS 数据来自 MiBioGen
联盟[9] ,数据是从来自 24 个队列的 18340 名欧洲

人参与者中获得的。 GWAS 数据可以在
 

https: / /
mibiogen. gcc. rug. nl / 获得。 这是迄今为止对肠道

菌群进行的最大的全基因组荟萃分析。 在去除 15
个未知细菌分类群后,获得的 GWAS 数据最终涵

盖了总共 196 个分类群(按分类学排序):9 门、16
纲、20 目、32 科和 119 属。 DN 的 GWAS 数据来自

FinnGen 研究,其中包括来自芬兰人群的 4111 例

病例和 308539 名对照。 FinnGen 研究是芬兰全国

范围内对 9 个生物库的 GWAS 荟萃分析,与来自

全国卫生登记处的纵向数字健康记录数据相关联,
并根据年龄、性别、10 个主成分和基因分型批次调

整遗传关联。 FinnGen 研究的 GWAS 数据可在以

下网址获取 https: / / r9. finngen. fi / 。
1. 3　 工具变量

为了获得合格的工具变量( IVs),对单核苷酸

多态性( single
 

nucleotide
 

polymorphisms
 

SNP)进行

如下质量控制:1) 全基因组显著性阈值 ( p < 5 ×
10-8)中包含的 SNP 数量为过于有限,这可能导致

失去可能有意义的结果。 使用位点范围的显著性

水平(P<1×10-5 ),以选择与暴露相关的
 

SNP。 2)
为确保与肠道菌群相关的 IVs 之间没有连锁不平

衡,去除连锁不平衡( r2 <0. 001,kb = 10000kb)以保

留独立的 SNP。 3)排除回文 SNPs,确保 SNPs 对暴

露的影响与对应于相同等位基因的结局的影响相

匹配。 4)计算每个 SNP 的 F 统计量,并消除 F<10
的 SNP 以避免弱工具偏倚[10] 。
1. 4　 孟德尔随机化分析

本研究孟德尔随机化分析采用逆方差加权法
 

(inverse-variance
 

weighted, IVW)、 加权中位数法

(weighted
 

median
 

method,WM 法)、MR-Egger 回归

法、MR 多效性残差及异质性检测法 ( Mendelian
 

randomization
 

pleiotropy
 

residual
 

sum
 

and
 

outlier,
MR-PRESSO)等方法,只有所有 MR 方法确定的具

有相同方向的暴露-结局对才被认为具有因果关

系。 进行 Steiger 过滤,以确保肠道微生物分类群

和 DN 关联的方向性,P<0. 05 具有统计学意义。
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1. 5　 异质性检验、敏感性分析、多效性分析

异质性检验,使用
 

Cochran′s
 

Q 统计量检验。
采用 MR-Egger 回归截距项检验评估工具变量的水

平多效性,P<0. 05 表示存在多效性,P>0. 05 表示

不存在多效性。 由于 MR-Egger 回归的精度和统计

效率较低,进一步应用孟德尔随机化多效性残差及

异质性检测法(MR-PRESSO)来检测反映多态偏差

的异常值,排除异常值后,重新进行 MR 分析,并重

新给出因果效应。 进行“留一法” 敏感性分析,以
评估 MR 分析的因果关联是否由单个 IV 引起。 如

果逐个排除 SNP 后整体误差线没有显著变化,则
结果可靠。 为了控制 I 类错误,采用 Benjamini

 

&
 

Hochberg 法(BH 法)进行错误发现率(FDR)校正。
所有分析均采用 R

 

4. 2. 2 软件完成,肠道菌群

对 DN 发病风险的因果效应表示为比值比( odds
 

ratio,OR)和 95%置信区间(95%
 

confidence
 

inter-
val,95%CI),为了解决多重比较问题,有统计学意

义的阈值定义为 BH 法校正后 P<0. 05。

2　 结果

2. 1　 SNP 相关信息
 

通过筛选全基因组显著性阈值(P<1×10-5 )、
LD 测试、协调、 MR-PRESSO 测试和验证 F 统计

量,196 个细菌类群中的每一个都有多个 SNP (范

围从 3 到 20)作为它们的代理。 被 MR-PRESSO 检

测为异常值的 SNP(P<0. 05)全部删除。 所有保留

SNP 的 F 统计量均超过 10,表明 IVs 与相应的细

菌分类群之间具有足够的相关性。
2. 2　 两样本孟德尔随机化分析

我们检测到 7 个细菌分类群与 DN 之间的潜

在因果关系,其中,拟杆菌门(OR = 1. 43,95%CI:
1. 17 ~ 1. 74),拟杆菌纲(OR = 1. 45,95%CI:1. 21 ~
1. 74),拟杆菌目(OR= 1. 45,95%CI:1. 21 ~ 1. 74),
铁红隐杆菌属(OR= 1. 16,95%CI:1. 06 ~ 1. 28),链
杆菌属(OR = 1. 31,95%CI:1. 20 ~ 1. 4),毛囊梭菌

属(OR= 1. 43,95%CI:1. 17 ~ 1. 76)以及副萨特氏

菌属(OR= 1. 27,95%CI:1. 13 ~ 1. 43)被认为与 DN
风险增加有关,图 1 显示了这 7 种肠道菌群与 DN
风险之间的因果关系。 同时,所有的 196 个肠道细

菌分类群均通过了 Steiger 过滤,确保了方向性的

准确。
2. 3　 敏感性分析

MR-Egger 回归截距检验未发现水平多效性,

Cochran
 

Q 统计量检验表明这些 SNP 的异质性低,
可靠性更高,详见表 1, MR-PRESSO 全局测试表

明,没有发现潜在的异常值。 此外,我们使用 IVW
方法进行留一敏感性分析,从研究中排除单个 SNP
后,结果相似,表明没有单个 SNP 对总效应值产生

过高的影响。

注:phylum. Bacteroidetes 为拟杆菌门;class. Bacteroidia
为拟杆菌纲;order. Bacteroidales 为拟杆菌目;genus. Candi-
datusSoleaferrea 为铁红隐杆菌属;genus. Catenibacterium 为

链杆菌属;genus. Lachnoclostridium 为毛囊梭菌属; genus.
Parasutterella 为副萨特氏菌属。
图 1　 遗传预测的 7 种肠道菌群与 DN 之间关联的森林图

表 1　 MR-Egger 回归截距检验

和 Cochran
 

Q 检验结果

菌群
Cochran

 

Q
统计量

Q_pval
MR-Egger
回归截距

MR-egger
pval

拟杆菌门 4. 8433
 

0. 8478
 

-0. 0027
 

0. 2429
 

拟杆菌门 5. 4828
 

0. 9056
 

-0. 0023
 

0. 2186
 

拟杆菌门 5. 4828
 

0. 9056
 

-0. 0023
 

0. 2186
 

铁红隐杆菌属 2. 4552
 

0. 9638
 

0. 0114
 

0. 9738
 

链杆菌属 0. 5750
 

0. 9021
 

-0. 1030
 

0. 4804
 

毛囊梭菌属 8. 9529
 

0. 7070
 

0. 0049
 

0. 4990
 

副授菌属 5. 8418
 

0. 9517
 

0. 0179
 

0. 8922
 

3　 讨论

本研究基于大规模 GWAS 汇总数据采用两样

本双向 MR 方法分析了 196 种肠道菌群与 DN 发

病风险的双向因果关联,结果显示拟杆菌门、拟杆

菌纲、拟杆菌目、铁红隐杆菌属、链杆菌属、毛囊梭

菌属以及副萨特氏菌属的丰度与 DN 风险增加有

关,进一步的敏感性分析结果表明上述结果具有一

致性和可靠性。
本文研究中,共确定 7 种与 DN 相关的肠道细

菌分类群,其中 Bacteroidetes 与 DN 具有很强的因

果关系。 在既往研究中,拟杆菌作为一种专性厌氧

革兰阴性菌,与慢性肾脏疾病( CKD)的严重程度
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有关[11-12] 。 拟杆菌有一个编码色氨酸酶-酪氨酸酚

裂解酶的基因,该基因在尿毒症毒素的产生和积累

中起重要作用[12] 。 在小鼠肾切除术 CKD 模型中,
毒素水平的积累与拟杆菌丰度增加有关[13] 。 一项

仅纳入中国人的研究表明,在终末期肾病患者中,
存在拟杆菌的积累[14] 。 拟杆菌通过产生相应的毒

素(例如,硫酸吲哚酯,TMAO 等)并在血液循环中

积累来引起炎症介质的释放,这些毒素和炎症介质

已经被证明参与 RAAS 系统的激活[15] 、组织微环

境的变化[16] 以及其他途径, 最终导致肾脏损

伤[17] 。
目前关于毛囊梭菌属与 DN 的关系尚不明确,

在既往的研究中,有 3 项研究报告在 DN 患者肠道

中毛囊梭菌属增加[18-20] ,两项报告毛囊梭菌属减

少[21-22] ,毛囊梭菌属在继发性胆汁酸的产生中起

着至关重要的作用,这些继发性胆汁酸中的大多数

通过肝肠循环重新进入肝脏,其余的被排泄到粪便

中。 作为关键的信号分子,胆汁酸已被证实具有多

种生物学功能,例如控制能量[23] 、葡萄糖[24] 和脂

质代谢[25]以及调节免疫系统[26] ,这可能在 DN 的

发生发展中产生作用。 副萨特氏菌属是一个相对

较新的属,副萨特氏菌属的丰度增加与肠道菌群失

调或多样性下降有关[27-28] ,菌群失调可能与许多

肠道或代谢疾病有关,如炎症性肠病和肥胖[29] 。
另外,最近的一项 MR 研究[30] 观察了两种肠道致

病菌(志贺氏菌和弯曲杆菌) 和铁红隐杆菌属对

CKD 的影响,发现铁红隐杆菌属与 CKD 风险增加

有关(OR= 1. 071,P= 0. 039)。 今年的一项关于早

期 CKD 患者的肠道微生物组和微生物功能的研究

发现链杆菌属在粪链球菌感染的早期 CKD 患者中

富集,因此可能对肾功能产生有害影响[31] ,这与本

文结果在某种程度上一致。 本文研究可能为毛囊

梭菌属、副萨特氏菌属、链杆菌属以及铁红隐杆菌

属在 DN 发生发展中的作用提供遗传学上的证据。
综上,我们采用两样本 MR 方法推断肠道菌群

与 DN 之间的因果关系,共确定了 7 个细菌分类群

与 DN 之间存在潜在的因果关系,这可能为早期疾

病诊断和 DN 的潜在治疗靶点提供有用的生物标

志物,值得进一步研究论证及推广应用。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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