
DOI:
 

10.3969/j.issn.2096-6113.2024.04.008
引用格式:叶 侠.一碳代谢相关维生素B与食管癌因果关系:孟德尔随机化研究[J].巴楚医学,2024,7(4):67-73.

作者简介:叶 侠,女,硕士,住院医师,主要从事食管癌的基础研究和放射治疗。E-mail:
 

328757012@qq.com

一碳代谢相关维生素B与食管癌因果关系:
孟德尔随机化研究

叶 侠

(南通市第一人民医院
 

放疗科,
 

江苏
 

南通 226000)

摘要:
 

目的:采用孟德尔随机化(MR)方法研究一碳代谢相关维生素B含量与食管癌(EC)发生之

间的因果关联。方法:分别以血清中一碳代谢相关维生素B含量和食管癌为暴露因素和结局变

量,选择与维生素B6、B9 和B12 含量显著相关的单核苷酸多态性(SNPs)作为工具变量(IVs),进行

两者因果关联的 MR分析。采用Cochran's
 

Q检验进行异质性分析,采用 MR-Egger回归法和

MR-PRESSO检验水平多效性,留一法检验结果的稳健性。结果:维生素B6、B9 和B12 分别有

24个、18个、25个SNPs纳入为IVs。逆方差加权优势比(OR)值分别为1.001、0.972、1.000
(均P>0.017)。Cochran's

 

Q 检验均显示不存在异质性(均 P>0.05)。MR-Egger回归法和

MR-PRESSO检验均未发现水平多效性(均P>0.05)。留一法敏感性分析提示所得结果稳健。
结论:一碳代谢相关维生素B含量与食管癌发病之间不存在直接因果关系。
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Abstract Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

causal
 

relationship
 

between
 

one-carbon
 

metabolism
 

related
 

vitamin
 

B
 

levels
 

and
 

the
 

occurrence
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

(EC)
 

using
 

mendelian
 

randomization
 

(MR)
 

analysis.
 

Methods:
 

One-carbon
 

metabolism
 

related
 

vitamin
 

B
 

levels
 

in
 

the
 

serum
 

and
 

EC
 

were
 

considered
 

as
 

the
 

exposure
 

and
 

outcome
 

variables,
 

respectively.
 

Single
 

nucleotide
 

polymorphisms
 

(SNPs)
 

significantly
 

associated
 

with
 

the
 

content
 

of
 

vitamin
 

B6,
 

B9,
 

and
 

B12 were
 

selected
 

as
 

instrumental
 

variables
 

(IVs)
 

to
 

perform
 

MR
 

analysis
 

of
 

the
 

causal
 

association.
 

Heterogeneity
 

analysis
 

was
 

conducted
 

using
 

Cochran's
 

Q
 

test.
 

Horizontal
 

pleiotropy
 

was
 

tested
 

using
 

MR-Egger
 

regression
 

and
 

MR-PRESSO
 

tests.
 

The
 

robustness
 

of
 

the
 

results
 

was
 

examined
 

using
 

the
 

leave-one-out
 

method.
 

Results:
 

A
 

total
 

of
 

24,
 

18,
 

and
 

25
 

SNPs
 

were
 

included
 

as
 

IVs
 

for
 

vitamin
 

B6,
 

B9,
 

and
 

B12,
 

respectively.
 

The
 

inverse
 

variance
 

weighted
 

odds
 

ratio
 

(OR)
 

values
 

were
 

1.001,
 

0.972,
 

and
 

1.000
 

(all
 

P>0.017).
 

Cochran's
 

Q
 

test
 

indicated
 

no
 

heterogeneity
 

(all
 

P>0.05).
 

Neither
 

MR-Egger
 

regression
 

nor
 

MR-PRESSO
 

tests
 

found
 

horizontal
 

pleiotropy
 

(all
 

P >0.05).
 

Leave-one-out
 

sensitivity
 

analysis
 

suggested
 

that
 

the
 

results
 

were
 

robust.
 

Conclusion:
 

There
 

is
 

no
 

direct
 

causal
 

relationship
 

between
 

one-carbon
 

metabolism
 

related
 

vitamin
 

B
 

levels
 

and
 

the
 

occurrence
 

of
 

EC.
Keywords esophageal

 

cancer
 

(EC); one-carbon
 

metabolism; vitamin
 

B; Mendelian
 

randomization
 

(MR); causal
 

relationship
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  食管癌(esophageal
 

cancer,
 

EC)是具有较高发

病率及死亡率的消化道肿瘤,严重威胁人类的生命健

康[1]。国际癌症研究机构调查显示[2],2022年全球

共计发现51.1万例新发食管癌患者,相关死亡病例

44.5万,分别占所有恶性肿瘤的2.6%和4.6%。食

管癌目前的治疗方法包括手术切除、放射治疗、化疗

及免疫治疗在内的综合治疗[3-4],然而由于局部复发、
远处转移等问题[5],5年生存率仍旧不理想,约为

12%~20%[6]。流行病学研究发现[7-9],吸烟、饮酒、
高温食品、红肉摄入和癌症家族史等均是食管癌的危

险因素。除此以外,流行病学数据还指出,饮食因素

与EC存在显著关系,B族维生素可能是一个影响因

素[10]。其中,维生素B2、维生素B6、维生素B9 和维

生素B12 能直接参与一碳代谢的多个步骤。例如,维
生素B9(叶酸)和维生素B12 是甲基供体的来源,参与

同型半胱氨酸向蛋氨酸的转化,而维生素B6 是这个

转化过程中的辅酶。荟萃分析指出[11],总的维生素B
摄入与降低EC显著相关,但在亚组分析中维生素B6、
维生素B9 和维生素B12 可能是保护因素,但维生素

B12 可能与EC发生成正相关。本文首次探讨了血清

中一碳代谢相关维生素B含量与食管癌发病风险之

间的关联。
随机对照试验一般被认为是判断因果关系的金

标准。然而,由于伦理限制、内外因素干扰、统计功效

不足以及需要大量的成本和时间,使得开展随机对照

试验的可能性较低。随着基因组学技术的进步,人们

发现许多疾病是由多个基因与生活方式以及环境因

素相互作用的结果,全基因组关联研究(genome-wide
 

association
 

studies,
 

GWAS)已经发现大量和人类

疾病相关的遗传变异。孟德尔随机化(Mendelian
 

randomization,
 

MR)也因此受到更多关注。MR基

于孟德尔遗传学原理,可以认为是“自然”的随机对照

试验,利用自然界中本身存在的遗传变异作为工具变

量(instrumental
 

variables,
 

IVs),研究暴露因素与结

局之间的因果联系,由于人类基因组一经确认很难改

变,因此这种方法能很大程度上避免传统流行病学中

的混杂偏倚和反向因果影响[12-13],在流行病学领域得

到广泛应用[14-15]。本研究通过先进的生物统计方法

和多变量校正技术,利用两样本MR方法来评估一碳

代谢相关维生素B与EC之间的潜在因果联系,为

EC的预防和治疗提供新视角。

1 资料与方法

1.1 试验设计

本研究以一碳代谢相关维生素B(维生素B6、维
生素B9 和维生素B12)作为暴露因素,以维生素相关

单核苷酸多态性(single
 

nucleotide
 

polymorphisms,
 

SNPs)作为IVs,以EC作为结局变量,评估一碳代谢

相关维生素B和EC之间是否存在因果关系。其中

IVs满足3个假设:①关联性假设,即选取的IVs与

一碳代谢相关维生素B强相关;②独立性假设,即

IVs与EC相关的混杂因素无关联;③排他性假设,即

IVs只通过一碳代谢相关维生素B影响EC。最后利

用Cochran's
 

Q检验评估异质性,MR-Egger回归法、
多效性残差和异常值检验(pleiotropy

 

residual
 

sum
 

and
 

outlier,
 

MR-PRESSO)检验评估水平多效性,留
一法敏感性分析来验证因果关联结果的稳健性。

1.2 数据来源

从全基因组关联研究数据GWAS(https://gwas.
mrcieu.ac.uk/)中获得了一碳代谢相关维生素B相

关的SNPs,将其作为IVs,从GWAS中筛选SNPs需

同时满足如下条件[16]:①P<1×10-5;②遗传距离为

10
 

000
 

kb;③连锁不平衡参数R2<0.001;④与暴露

之间强相关,F>10。此外,为排除因种族差异导致

的分析结果偏倚,分析的各数据均来源于欧洲人群,

GWAS数据信息具体见表1。

表1 两样本 MR研究GWAS数据信息

GWAS
 

ID 作者 年份 变量 样本量 SNPs数量 人种 性别

ieu-b-4960 Burrows 2021 食管癌 372
 

756 8
 

970
 

465 欧洲人 男性和女性

ukb-b-7864 Ben
 

Elsworth 2018 维生素B6 64
 

979 9
 

851
 

867 欧洲人 男性和女性

ukb-b-3563 Ben
 

Elsworth 2018 维生素B9 460
 

351 9
 

851
 

867 欧洲人 男性和女性

ukb-b-19524 Ben
 

Elsworth 2018 维生素B12 64
 

979 9
 

851
 

867 欧洲人 男性和女性

1.3 MR的统计分析方法

逆方差加权法(inverse
 

variance
 

weighted,
 

IVW)
不考虑截距项的存在,认为SNPs没有多向性,是评

估因果效应的主要方法[17]。同时,使用 MR-Egger

回归、加权中位数 法(weighted
 

median
 

estimator,
 

WME)、简单模式(simple
 

mode,
 

SM)和加权模式

(weighted
 

mode,
 

WM)作为补充分析方法[18-19]。使

用IVW方法的前提是所有的IVs均为有效工具变
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量,通过计算多个IVs效应大小的加权平均值,推断

暴露与结局的因果关联。MR-Egger回归考虑到截

距项的存在,当IVs存在水平多效性时可以使用。

WME方法的前提是至少50%的IVs是有效工具变

量,SM及 WM也具有一定的因果检测能力。考虑到

该研究涉及3个暴露,采用更加严格的Bonferroni法

进行多重检验P 值,公式为P<0.017(0.05/3)。

1.4 异质性和敏感性检验

Cochran's
 

Q用于检测IVs之间是否存在异质

性,当P>0.05时说明不存在异质性[20]。MR
 

Egger
法和 MR-PRESSO可以检验IVs是否存在水平多效

性[21];留一法可以通过逐步剔除每个单核苷酸多态

性(single
 

nucleotide
 

polymorphism,
 

SNP),观察单

个SNP对整体因果关系的影响,能识别出具有较大

权重的变异,进而评估MR估计结果的稳定性和可靠

性[22]。漏斗图可以初步识别异质性及水平多效性。

1.5 统计学分析

采用R
 

4.3.3进行数据分析(主要通过 Two
 

Sample
 

MR包和 MR-PRESSO包实现)和R
 

Studio
软件进行统计学分析,结果以优势比(odds

 

ratio,
 

OR)和95%置信区间(confidence
 

interval,
 

CI)表示。

2 结果

2.1 工具变量的选择

根据筛选条件,共筛选出24个与维生素B6 有关

的SNPs,18个与维生素B9 有关的SNPs,25个与维

生素B12 有关的SNPs。F统计量均大于10,因此说

明SNPs与暴露之间存在强相关,不存在弱工具变量

偏倚。

2.2 维生素含量与食管癌发生的因果关系

MR分析结果显示,维生素B6 含量与食管癌之

间没有明显的关系,IVW分析结果显示维生素B6 含

量与食管癌发生之间OR=1.001(95%CI:0.999,

1.002;P=0.366)(图1A);维生素B9 含量与食管癌

之间没有明显的关系,IVW 分析结果显示食管癌发

生与维生素B9 之间 OR=0.972(95%CI:0.945,

1.001;P=0.054)(图1B);维生素B12 含量与食管癌

之间也没有明显的关系,IVW 分析结果显示食管癌

发生与维生素B12 之间OR=1.000(95%CI:0.998,

1.002;P=0.843)(图1C),其他4种方法也获得类

似结果。5种方法得到的因果关系一致,均无统计学

意义,提示一碳代谢相关维生素B含量与食管癌之间

无因果关系。

exposure method SNP

Vitamin B6

OR(95% )Cl P_value MR-Egger
regression

MR-PRESSO
global test

Inverse variance weighted

Cochran's Q test

MR Egger
Weighted median
Weighted mode
Simple mode

24
1.001(0.999-1.002)
0.999(0.995-1.003)
1.001(0.999-1.004)
1.002(0.998-1.006)
1.002(0.998-1.006)

0.366
0.690
0.273
0.383
0.408

0.406 0.917 0.925

0.99 1 1.01

exposure method SNP

Vitamin B9

OR(95% )Cl P_value MR-Egger
regression

MR-PRESSO
global test

Inverse variance weighted

Cochran's Q test

MR Egger
Weighted median
Weighted mode
Simple mode

18
0.972(0.945-1.001)
0.949(0.884-1.019)
0.971(0.932-1.012)
0.965(0.918-1.016)
0.989(0.919-1.064)

0.054
0.170
0.168
0.201
0.748

0.480 0.469 0.391

0.93 1 1.07

exposure method SNP

Vitamin B12

OR(95% )Cl P_value MR-Egger
regression

MR-PRESSO
global test

Inverse variance weighted

Cochran's Q test

MR Egger
Weighted median
Weighted mode
Simple mode

25
1.000(0.998-1.002)
0.997(0.992-1.001)
1.000(0.998-1.003)
1.001(0.996-1.005)
1.002(0.998-1.007)

0.843
0.162
0.878
0.750
0.358

0.155 0.471 0.534

0.99 1 1.01

A

B

C

注:A:维生素B6 与食管癌之间的关系;
 

B:维生素B9 与食管癌之间的关系;
 

C:维生素B12 与食管癌之间的关系。

图1 维生素含量和食管癌发生的 MR分析结果森林图
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2.3 异质性、水平多效性及敏感性分析

2.3.1 异质性、水平多效性分析

对维生素B6 而言,Cochran's
 

Q检验表明,IVW
分析的异质性结果为P=0.925,提示24个SNPs之

间不存在异质性;MR-Egger回归检验结果为 P=
0.406,MR

 

PRESSO法P=0.917,说明结果不存在

水平多效性。对维生素B9 而言,Cochran's
 

Q检验表

明,IVW分析的异质性结果为P=0.391,提示18个

SNPs之间不存在异质性;MR-Egger回归检验结果

为P=0.
 

480,MR
 

PRESSO法P=0.469,说明结果

不存在水平多效性。对维生素B12 而言,Cochran's
 

Q
检验表明,IVW 分析的异质性结果为P=0.534,提
示25个SNPs之间不存在异质性;MR-Egger回归检

验结果为P=0.155,MR
 

PRESSO法P=0.471,说
明结果也不存在水平多效性(图1)。另外,MR-Egger
截距项趋于0,同样说明结果不存在水平多效性

(图2)。由此说明分析结果存在潜在混在偏倚的风

险很小。维生素B6、维生素B9 和维生素B12 进行 MR
分析的漏斗图显示SNPs分布基本对称,即没有明显

的异质性(图3)。
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注:A:维生素B6 与食管癌;
 

B:维生素B9 与食管癌;
 

C:维生素B12 与食管癌。

图2 MR分析结果散点图
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注:A:维生素B6 与食管癌;
 

B:维生素B9 与食管癌;
 

C:维生素B12 与食管癌。

图3 MR分析结果漏斗图
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2.3.2 敏感性分析

留一法敏感性分析结果表明,对维生素B6 而言,
逐步排除1个SNP后,剩余23个SNPs的OR 值与

全部SNPs的OR 值相近,没有出现明显偏差;对维

生素 B9 而言,逐步排除1个SNP后,剩余17个

SNPs的OR 值与全部SNPs的OR 值相近;对维生

素B12 而言,逐步排除1个SNP后,剩余24个SNPs
的OR 值与全部SNPs的OR 值相近。以上均未发

现IVs中存在对结果有影响的SNPs,表明效应OR
值稳健,MR分析结果稳定(图4)。
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B:维生素B9;
 

C:
 

维生素B12。

图4 留一法敏感性分析结果

3 讨论

孟德尔第二遗传定律指出,基因对在形成配子时

随机分配,不受混杂因素影响,与随机对照试验具有

相似之处,因此可以作为评估暴露和结局的可靠遗传

工具[23]。明确一碳代谢相关维生素B含量和食管癌

发生之间的关系对食管癌的病因及预防提供新的视

角。本研究使用两样本 MR分析讨论一碳代谢相关

维生素B含量与食管癌之间的因果关系,F 值均大于

10,说明各IVs与一碳代谢相关维生素B含量强相

关,Cochran's
 

Q检验、MR-Egger等提示各SNP之间

无异质性及水平多效性,留一法分析提示MR分析结

果稳健。5种不同的 MR分析结果均表明一碳代谢

相关维生素B含量与食管癌之间没有因果关系。
维生素B6、维生素B9 和维生素B12 是参与单碳

代谢途径的必需营养素[24],在 DNA稳定与基因转

录[25]、蛋白质定位[26]和小分子降解[27]等几个生物过

程中起关键作用。这些营养素在癌症预防方面起着

举足轻重的作用。此外,观察性研究报告发现[28],维
生素水平与多种癌症类型相关联,涉及乳腺癌、结直

肠癌以及肺癌等。其机制可能包括以下几个方面:①

维生素B9 可以将脱氧尿嘧啶核苷酸转换成胸腺嘧啶

脱氧核苷酸,胸腺嘧啶脱氧核苷酸是胸腺嘧啶合成及

DNA/RNA和三磷酸核苷形成所必需的重要物质。
叶酸缺乏可能导致尿嘧啶与DNA结合,并可能改变

DNA修复机制,导致染色体断裂[29];②维生素B9 是

甲基供体,B6、B12 是多种酶的辅助因子,在叶酸循环

中,B族维生素的不足可能导致DNA甲基化的下降,
最终导致癌症的发生[30]。过去几十年来,多项流行

病学研究了食管癌与维生素之间的潜在联系,但结论

并不一致。例如,有研究结果表明提高维生素B9 和

维生素B6 的摄入水平对预防包括食管癌在内的多种

癌症具有积极作用[31]。
此外,还有研究发现[32],维生素B12 的摄入量与

食管癌的发病率呈正相关,然而,在地理位置亚组分

析中,并未在澳大利亚观察到这种相关性;在组织学

类型亚组分析中,食管腺癌存在这种相关性,食管鳞

癌则没有;在该研究中,维生素B12 出人意料地表现

为一种促癌因素。这可能因为维生素B12 通常与炎

症有关,它可以调节促炎细胞因子白细胞介素-6和肿

瘤坏死因子-α[33]。而炎症与癌症的风险增加有关,导
致了从炎症(反流性食管炎)到皮化生(Barrett食管)
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再到腺癌的致癌过程的发生[34];另一方面,维生素

B12 可以作为免疫反应的调节剂,在大范围内调节免

疫细胞内Ca2+峰值,可能引起生理变化,间接促进食

管癌的发生[35]。研究提示[36],过量摄入维生素B12
与在发育过程中起关键作用的某些基因的DNA甲

基化模式变化相关联,这可能在致癌过程中导致基因

表达的重新激活和/或调控解除。
本研究发现,一碳代谢相关维生素B含量与食管

癌之间没有直接的因果关系,原因可能为:①一碳代

谢相关维生素B含量的改变可能是导致食管癌的原

因之一,但其他多种原因也可能导致食管癌,如遗传、
环境和生活方式等;②食管癌可能有不同的生物学亚

型和疾病阶段,维生素与某些亚型或阶段的关系可能

比其他的更为密切;③可能存在一个非线性的剂量-
反应关系,而我们的分析可能没有足够的统计能力来

检测这种非线性关系。尽管我们的研究结果为阴性,
但对公共卫生政策制定和临床实践有潜在影响,例如

重新评估一碳代谢相关维生素B含量在食管癌中的

预防作用进而调整食管癌的预防策略;通过考量个体

的维生素水平,可以实现更为精确的医疗干预,同时

这一做法有助于丰富现有的研究领域,并为将来的研

究工作提供宝贵的参考依据。
本研究首次通过采用双样本 MR分析方法探讨

一碳代谢相关维生素B含量与食管癌发病风险之间

的关联,得出了两者之间没有直接因果关系的研究结

论,为食管癌的多因素病因提供视角。本研究的优点

在于:①一碳代谢相关维生素B含量和食管癌SNPs
的样本量足够大,在统计学上具备检测两者之间因果

关系的能力;②采用5种分析方法研究两者的因果关

系,结果一致;③异质性、水平多效性和留一法敏感性

分析表明一碳代谢相关维生素B含量与食管癌发病

风险之间没有直接因果关系这一研究结论的稳定性。
本研究 存 在 以 下 的 局 限 性:① 研 究 使 用 的

GWAS数据来源于欧洲人群,分析结果是否适用于

其他种族人群需要进一步分析验证;②研究使用的

GWAS数据对性别和年龄等特性没有详细的分组数

据,限制分析结果的全面评估;③该研究只能对两者

因果关系进行探讨,无法进一步探索生物学机制。综

上所述,MR研究结果提示,一碳代谢相关维生素B
(维生素B6、维生素B9 和维生素B12)含量与食管癌

不存在明显的因果关系。
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