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　　【摘要】　目的　 通 过 两 样 本 双 向 孟 德 尔 随 机 化(MR)方 法 评 估 儿 童 哮 喘 与 血 清 ２５Ｇ羟 维 生 素 D
[２５(OH)D]之间的因果关系.方法　利用从公开可用的欧洲人群全基因组关联研究中与血清２５(OH)D
相关的遗传数据及从英国生物银行中获得与儿童哮喘相关的遗传数据进行双样本双向 MR分析.采用逆

方差加权法(IVW)、一般模型、加权模型、加权中值法、MREgger方法进行分析,并进行异质性检验,敏感

性分析及多效性分析.结果　MR 分析结果表明,血清２５(OH)D 水平与儿童哮喘存在因果关系(IVW
OR:０􀆰９９７,９５％CI:０􀆰９９５~０􀆰９９９,P＝０􀆰０１８),儿童哮喘与血清２５(OH)D水平不存在因果关系(IVW OR:

１􀆰６２７,９５％CI:０􀆰２４４~１０􀆰８７１,P＝０􀆰６１５).在血清２５(OH)D水平对儿童哮喘的 MR分析中,工具变量不

存在水平多效性及异质性.使用留一法(leaveＧoneＧout法)和可视化散点图进行的敏感性分析发现,MR分

析结果稳健.在儿童哮喘对血清２５(OH)D水平的 MR分析中,工具变量不存在水平多效性,存在异质性.

使用留一法和可视化散点图进行的敏感性分析发现,MR分析结果不稳健.结论　双样本 MR分析表明了

一种单向因果关系,即血清２５(OH)D水平越低,患儿童哮喘的风险越大.然而,儿童哮喘似乎并不影响血

清２５(OH)D水平.
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BidirectionaltwoＧsampleMendelianrandomizationstudyofchildhoodasthmaandserum２５hydroxyvitaminD
JIZhanpeng,WEIBing􀆰LiaoningUniversityofTraditionalChineseMedicine,Shenyang１１０８４７,China

【Abstract】　Objective　Toevaluatethecausalrelationshipbetweenchildhoodasthmaandserum
２５ＧhydroxyvitaminD[２５(OH)D]bytwoＧsamplebidirectionalMendelianrandomization．Methods　AtwoＧsample
bidirectionalMRanalysiswasperformedusingpoolＧlevelgeneticdataassociatedwithserum２５(OH)Dfrom

publiclyavailableEuropeanpopulationＧwideassociationstudiesandpoolＧlevelgeneticdataassociatedwith
childhoodasthmafrom UKBiobank．Inversevarianceweighted(IVW)method,simplemodemethod,weighted
mode,weightedmedianmethod,andMREggermethodwereusedforanalysis,andheterogeneitytest,sensitivity
analysisandpleiotropicanalysiswereconducted．Results　TheresultsofMRanalysisshowedthattherewas
acausalrelationshipbetweenserum２５(OH)Dlevelandchildhoodasthma(IVW OR:０􀆰９９７,９５％CI:０􀆰９９５,

０􀆰９９９,P＝０􀆰０１８)．Therewasnocausalrelationshipbetweenchildhoodasthmaandserum２５(OH)Dlevel
(IVW OR:１􀆰６２７,９５％CI:０􀆰２４４,１０􀆰８７１,P＝０􀆰６１５)．InMRanalysisofserum２５(OH)Dlevelinchildren
withasthma,therewasnohorizontalpleiotropyorheterogeneityofinstrumentalvariables．Sensitivityanalysis
usingtheleaveＧoneＧoutmethodandvisualscatterplotsshowedrobustMRanalysisresults．InreverseMR
analysis,therewasnohorizontalpleiotropyofinstrumentalvariables,buttherewasheterogeneity．Sensitivity
analysisusingtheleaveＧoneＧoutmethodandvisualscatterplotsfoundthatMRanalysisresultswerenot
robust．Conclusion　TwoＧsampleMRanalysisshowsaunidirectionalcausalrelationship,thatis,thelower
theserum２５(OH)Dlevel,thegreatertheriskofchildhoodasthma．However,childhoodasthmadoesnot
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appeartoaffectserum２５(OH)Dlevels．
【Keywords】　Asthma;　VitaminD;　Mendelianrandomization;　Children

　　哮喘是一种以慢性气道炎症和气道高反应性为

特征的异质性疾病[１],也是儿童时期最常见的慢性

气道疾病之一.暴露于过敏原、遗传因素、饮食变化

和营养状况均可能诱发哮喘和过敏的发生.缺乏某

些营养物质,如维生素D,可能是哮喘和过敏的潜在

原因[２].哮喘通常是由 Th２细胞活性增强引起的,

Th２细胞可诱导IgE产生,并促进气道炎症和气道

高反应性[３].
维生素D可能通过影响肺的发育、调节免疫反应

和气道平滑肌的重塑在哮喘发病机制中发挥作用[４].
维生素D能抑制 Th２细胞功能[５],IgE减少[６].临床

上通常测量２５Ｇ羟维生素 D[２５ＧhydroxyvitaminD,

２５(OH)D]浓度以确定个体维生素 D状态[７].低水

平血清２５(OH)D在哮喘中非常普遍[８].然而,关于

低水平血清２５(OH)D是否与儿童哮喘有关,有相互

矛盾的发现.部分流行病学研究发现,儿童哮喘会伴

随２５(OH)D低水平[９],相反,低水平血清２５(OH)D
与哮喘发作次数和住院时间增加有关[１０],然而,也有

研究认为低水平血清２５(OH)D并不会导致儿童哮

喘的发生[１１].观察性研究只能反映两者之间是否

存在相关性,难以直观清晰地阐明血清２５(OH)D
水平与儿童哮喘之间复杂的因果关系.

孟德尔随机化(Mendelianrandomization,MR)
是一种评估因果关系的方法[１２].MR使用遗传变异

作为工具变量可克服传统观察性流行病学研究中的

混杂和反向因果问题,因为等位基因在配子形成时遵

循孟德尔随机分配定律,基因与结局的关联关系不会

受到后天环境因素、行为生活方式等常见混杂因素的

影响,且符合因果推断中“先因后果”的时序性要求,
是一种天然的随机对照试验.因此,我们通过基因组

范围关联研究(genomeＧwideassociationstudy,GWAS)
数据库的两样本双向 MR方法,以研究儿童哮喘与

血清２５(OH)D水平之间可能的因果关系.

１　资料与方法

１􀆰１　方法设计

主要目标:探讨血清２５(OH)D水平与儿童哮

喘之间的因果关系.次要目标:探究儿童哮喘是否

影响血清２５(OH)D 水平,以建立研究的双向性.

MR使用单核苷酸多态性(singlenucleotidepolyＧ
morphisms,SNPs)作为工具变量,基于 MR工具变

量需要满足３个假设[１３]:相关性假设:工具变量与

暴露因素密切相关(假设Ⅰ);独立性假设:工具变量与

已知的潜在混杂因素无关联(假设Ⅱ);排他性假设:工
具变量与结局指标不能直接相关(假设Ⅲ).本研究

为两样本双向 MR 研究,分别对血清２５(OH)D→
儿童哮喘和儿童哮喘→血清２５(OH)D进行 MR分

析,研究设计见图１.

图１　双向 MR研究流程图

１􀆰２　数据来源

使用与血清２５(OH)D水平和儿童哮喘相关的

遗传变异作为工具变量.这些数据从大规模基因组

关联研究(GWAS数据库)中提取,即从英国生物银

行(UKbiobank,UKB)和其他欧洲人群研究的数据

库中获取.我们的 MR 研究是使用公开发表的数

据库进行的,这些研究的伦理审查和知情同意已在

原始研究中获得.

１􀆰３　工具变量的选择

对于血清２５(OH)D水平:选择与２５(OH)D水

平强相关的SNPs.对于儿童哮喘:选择与儿童哮

喘强相关的SNPs.
工具变量标准:确保工具变量与暴露有关,但不

直接与任何混杂因素或结果相关(除通过暴露之

外).满足基于 MR筛选工具变量的３个假设,从数

据库中筛选出全基因组显著相关(P＜５×１０－６),连锁

不平衡参数(r２)阈值为０􀆰００１,遗传距离为１００００kb
的SNPs,以保证各个SNP相互独立排除基因多效

性对结果的影响.剔除与日晒、体力活动、吸烟[１４]、
体质量指数[１５]等相关的SNPs,排除工具变量混杂

因素以降低多效性.

１􀆰４　统计学方法

采用逆方差加权法(inversevarianceweighted,

IVW)、一般模型、加权模型、加权中值、MREgger
５种统计学方法分别对每个方向[血清２５(OH)D→
儿童哮喘和儿童哮喘→血清２５(OH)D]进行 MR
分析,其中IVW 在所有工具变量都满足３个假设

时,使用工具变量的倒方差进行拟合,为无偏倚估

计.本研究以IVW 结果作为主要结果.异质性通
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过Egger及IVW 的 Q 及P表示,P＜０􀆰０５则存在

异质性.采用 MRＧEgger回归检验基因多效性,通
过 MReggerintercept及P 表示,P＜０􀆰０５则存在

多效性[１６].敏感性分析采用留一法(leaveＧoneＧout
法)和视觉散点图来评估结果的稳健性.本研究所

有方法均使用R４􀆰２􀆰１软件完成[１７].

２　结果

２􀆰１　两样本 MR结果[２５(OH)D为暴露因素,儿童

哮喘为结局变量]

２􀆰１􀆰１　工具变量的筛选

当以血清２５(OH)D作为暴露因素时,选取１７２个

与血清２５(OH)D关系密切的全基因组SNPs作为

工具变量,绘制森林图,见图２.

２􀆰１􀆰２　MR分析

IVW 结果显示:血清２５(OH)D低水平会增加

儿童哮喘发生的风险,OR＝０􀆰９９７(９５％CI０􀆰９９５~
０􀆰９９９,P＝０􀆰０１８).IVW 回归分析具有重要意义,

IVW 结果有统计学意义前提下,其他无统计学意义

模型效应值(β)与IVWβ值同向时,仍可认为暴露

因素与结局指标具有因果关系,森林图结果见表１.
工具变量的因果效应值散点图见图３.

图２　血清２５(OH)D为暴露因素的全基因组工具变量森林图

２􀆰１􀆰３　可靠性分析

IVW 结果 Cochran′sQ＝１７１􀆰７５,P＝０􀆰４６９;

MREgger结果 Cochran′sQ＝１７１􀆰７３,P＝０􀆰４４８,

２５(OH)D 与儿童哮喘的因果关系不存在异质性.

MREgger截距P＝０􀆰９０,表明不存在多效性.如

图４、图５,留一法(leaveＧoneＧout法)示纳入的单个

SNP较小受偏倚影响;漏斗图基本对称.敏感性分

析显示,两者关联分析结果稳定.

表１　５种回归分析２５(OH)D与儿童哮喘关系

方法 nsnp β SE P OR

MREgger １７２ －０．００２ ０．００２ ０．２３２ ０．９９７(０．９９４~１．００１)

加权中值法 １７２ －０．００３ ０．００２ ０．１４１ ０．９９６(０．９９３~１．００１)

IVW １７２ －０．００２ ０．００１ ０．０１８∗ ０．９９７(０．９９５~０．９９９)

简单模型法 １７２ －０．００４ ０．００４ ０．３２５ ０．９９５(０．９８６~１．００４)

加权模型法 １７２ －０．００３ ０．００２ ０．０９６ ０．９９６(０．９９２~１．００１)

图３　暴露因素为２５(OH)D的 MR散点图
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图４　２５(OH)D为暴露因素的留一法分析

图５　暴露因素为２５(OH)D的漏斗图

２􀆰２　两样本MR结果[儿童哮喘为暴露因素,２５(OH)D
为结局变量]

２􀆰２􀆰１　工具变量的选择

当以儿童哮喘作为暴露因素时,选取１８个与血

清２５(OH)D关系密切的全基因组SNPs作为工具

变量,绘制森林图,见图６.

图６　儿童哮喘为暴露因素的全基因组工具变量森林图

２􀆰２􀆰２　MR分析

IVW结果显示:儿童哮喘不会增加血清２５(OH)D
低水平 发 生 的 风 险,OR＝１􀆰６２７(９５％CI０􀆰２４４~
１０􀆰８７１,P＝０􀆰６１５),置信区间较大.IVW、一般模型、加
权模型、加权中值、MREgger回归模型５种回归分析,
差异无统计学意义(P＞０􀆰０５),森林图结果见表２.每

个遗传工具变量的因果效应值散点图见图７.

２􀆰２􀆰３　可靠性分析

IVW 结果 Cochran′sQ＝５５􀆰３９３,P＜０􀆰００１;

MREgger结果 Cochran′sQ＝５２􀆰５８８,P＜０􀆰００１,
儿童哮喘与２５(OH)D 的因果关系存在异质性.

MREgger截距P＝０􀆰３６９,表明不存在多效性.如

图８、图９,留一法示纳入的单个SNP较小受偏倚影

响;漏斗图不完全对称.敏感性分析显示,两者因果

关联结果不稳定.

３　讨论
大多数研究倾向于报告与健康儿童相比,哮喘

患 儿的血清２５(OH)D水平较低,但较少研究关于
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表２　５种回归分析儿童哮喘与２５(OH)D关系

方法 nsnp β SE P OR

MREgger １８ －１．５０５ ２．３６６ ０．５３３ ０．２２２(０．００２~２２．９１２)

加权中值法 １８ ０．７８２ ０．８６６ ０．３６６ ２．１８７(０．４００~１１．９４２)

IVW １８ ０．４８７ ０．９６９ ０．６１５ １．６２７(０．２４４~１０．８７２)

简单模型法 １８ １．２５６ １．３８９ ０．３７８ ３．５１３(０．２３１~５３．４５８)

加权模型法 １８ １．２５６ １．２８９ ０．３４２ ３．５１３(０．２８３~４３．６８４)

图７　暴露因素为儿童哮喘的 MR散点图

图８　暴露因素为儿童哮喘的留一法分析

图９　暴露因素为儿童哮喘的漏斗图
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患儿哮喘与血清２５(OH)D水平的因果关系,本研

究基于 GWAS数据库,首次使用双样本双向 MR
探讨了血清２５(OH)D 水平与儿童哮喘的因果关

联,结果显示,增加血清２５(OH)D水平可能会降低

儿童哮喘发生的风险;儿童哮喘与血清２５(OH)D
水平无因果关联.

维生素D缺乏可能是哮喘和过敏症状增加的

原因之一.２５(OH)D低水平的儿童患哮喘的风险

比正常的儿童高６􀆰３倍.２５(OH)D低水平哮喘患

儿的血清总IgE水平明显升高[１８].维生素 D具有

调节免疫系统的能力,抑制参与哮喘反应的炎症信

号,抑制 Th２反应[１９Ｇ２０].血清２５(OH)D低水平的

哮喘患者表现出气道高反应性和皮质类固醇需求增

加,维生素 D 可能会增加他们对糖皮质激素的反

应[２１].血清２５(OH)D低水平与哮喘的严重程度和

肺功能受损有关.Alansari等[２２]发现血清２５(OH)D
低水平的中度和重度哮喘儿童在补充维生素 D 后

哮喘恶化改善.我们的研究与 Meta分析结果一

致[２３],补充维生素D可以预防哮喘的恶化.有研究

发现补充维生素D可以降低血清２５(OH)D浓度＜
１０μg/L的儿童哮喘加重的风险,维生素 D对基线

２５(OH)D 低 于 １０μg/L 的 哮 喘 儿 童 有 保 护 作

用[２４].这说明补充维生素D可能对血清２５(OH)D
低水 平 的 哮 喘 患 儿 有 效.此 外,哮 喘 患 儿 血 清

２５(OH)D低水平与哮喘未控制程度呈正相关[２５].
与 MR相比,观察性研究较难排除混杂因素.患

有哮喘的儿童通常避免阳光照射和户外活动[２６].因

此,哮喘患儿平均日照量明显低于健康儿童.缺乏阳

光照射可能是哮喘儿童血清２５(OH)D低水平的原因

之一.此外,肤色较深的人患哮喘的风险更高[２７],也
更容易出现血清２５(OH)D水平的不足[２８].

本研究运用 MR 方法与传统观察性研究相比

具有显著优势.首先,遗传变异可避免混杂因素的

影响,且不存在逆向因果的可能.其二,本研究应用

大样本量的基因数据,能更精确地检验研究假设,其
三,本研究采用两种不同人群的数据库,排除了异质

性的存在.然而本研究存在一些不足,第一,可能存

在基因差异,样本均为欧洲白人人群,需进一步地验

证不同种族人群的样本基因差异;第二,本研究只通

过 MR研究血清２５(OH)D水平与儿童哮喘的因果

关系作用,而不是细胞水平的作用[２９].

４　结论
本研究采用双向双样本 MR的分析方法,证实

增加血清２５(OH)D水平可能会降低哮喘发生的风

险;儿童哮喘与血清２５(OH)D无因果关联.血清

２５(OH)D 低水平人群为儿童哮喘的易感人群,应
注意儿童哮喘的防治.
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