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两样本孟德尔随机化研究应用于心血管疾病的教学与思考
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【摘要】两样本孟德尔随机化（ＭＲ）已广泛应用于心血管疾病的研究中，但在目前的教学中，多数学生对 ＭＲ的理解有限。实
际上，借助两样本ＭＲ及其延伸的方法对于解构疾病、开发药物靶点极其有益。学生们应理解ＭＲ的内涵、明确结果的意义，并考虑
如何处理遗传多效性问题。
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　　孟德尔随机化（Ｍｅｎｄｅｌｉａｎｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ，ＭＲ）正成
为一种跨学科的因果推断方法。它是一种利用与可

改变的暴露相关的遗传变异来评估其与被解释变量

的因果关系的方法［１］。在 ＭＲ中，遗传变体通常是单
核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ），
这些ＳＮＰ与潜在的暴露有密切联系，但与传统的观察
性研究中可能混杂的生活方式或社会经济因素无关。

ＭＲ可提供较高水平的循证医学证据，虽然低于多中
心、大样本的随机对照试验和系统评价，但相较于后

者更易实施且高效，另外，与传统的观察性研究相比，

ＭＲ也不太可能受反向因果关系的影响，因此，ＭＲ对
于判断“暴露”和“结局”的因果关系意义重大［１２］。

两样本ＭＲ在 ＭＲ中最为常见，已广泛应用于心
血管疾病的研究中。大量研究通过ＭＲ重新定义了传
统心血管疾病和其他可能的危险因素［３］。然而，目前

已发表的 ＭＲ中方法学介绍不全，部分研究存在一些
缺陷，这使ＭＲ的可信度受到怀疑。更重要的是，与其

他分析方法一样，ＭＲ的可信度取决于假设，因而评估
这些假设的合理性尤为重要。

在目前的教学中，多数学生对 ＭＲ的理解局限于
跑程序，“程序为王”或“发文为王”的思想不在少数。

如何深入理解ＭＲ，从而进一步转化，在教学上值得深
思熟虑。现从ＭＲ的概念、基本要求与执行、应用于心
血管疾病的现况、在心血管疾病教学中的学习应用以

及在教学中的困惑与思考方面进行阐述，以期为初入

手ＭＲ的学生提供一定的参考。
１　ＭＲ的概念

ＭＲ是一种使用遗传变异来估计“暴露”和“结
局”之间因果关系的方法。“暴露”通常指任何可能影

响结果的危险因素，包括生物学指标、实验室数据或

群体特征，而“结局”一般是疾病，但往往不限于疾病。

ＭＲ的核心是利用孟德尔自由组合规律，这一过
程类似于随机对照试验中的随机分组［１］。它主要用

于确定变量的因果关系。确定因果关系对于制定干
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预措施极其重要，然而，由于反向因果关系、双向因果

关系以及混杂因素的干扰，这种关系常难以肯定。与

随机对照试验类似，ＭＲ将等位基因随机分离，其中，
暴露组分配等位基因而对照组则无，进一步比较两组

的结局。

ＭＲ的优势很多，首先，“暴露”一般与行为、社会、
心理等因素相关，可能造成偏倚，但遗传变异则不受

混杂影响；其次，遗传变异与其效应的测量误差较小；

最后，近年来全基因组关联分析 （ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）相对容易获取，这为判断“暴
露”和“结局”之间的因果关系提供了极大的便利。

２　ＭＲ的基本要求与执行
ＭＲ在统计学上的本质是利用工具变量来研究因

果关系。最常见的两种统计学模型是两阶段最小二

乘法以及两样本 ＭＲ。后者可利用两个独立的 ＧＷＡＳ
的汇总统计量来计算“暴露”和“结局”的关联比值。

在两样本ＭＲ中，需要遵守关联性、排他性以及独立性
假设等３个原则，即：遗传变异必须与“暴露”因素强
相关；遗传变异不能与“结局”直接相关；遗传变异不

能与任何可能的混淆因素相关。这３个原则是ＭＲ的
基石，同时也反映在ＭＲ的执行流程中［３］。

两样本ＭＲ的基本流程如下：选取汇总数据，确定
工具变量，ＭＲ分析操作，进行敏感性和异质性分析。
操作非常简单，但规范更重要。为此，ＳＴＲＯＢＥＭＲ工
作组［４］制订了一个包含２０个条目的 ＭＲ研究报告规
范清单，旨在帮助作者撰写ＭＲ研究报告、协助编辑和
同行评审人决定该论文可否发表，以及协助读者评价

已发表的ＭＲ论文，全文发表在２０２１年的 ＪＡＭＡ杂志
上，随后该工作组也在ＢＭＪ杂志上提出 ＭＲ写作的规
范解读［５］。该规范清单包括题目和摘要部分（标题和

摘要）、引言部分（研究背景和目标）、方法部分（研究

设计和数据来源、假设、统计学分析、假设的评估、敏

感性分析和附加分析、软件和预注册）、结果部分（描

述性分析、ＭＲ主要结果、对假设的评估、敏感性分析
和附加分析）、讨论部分（主要结果、局限性、解释和普

适性）、其他信息（资助、数据和数据共享、利益冲突）

等六个部分。具体信息详见网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｓｔｒｏｂｅｍｒ．ｏｒｇ／）。
３　ＭＲ应用于心血管疾病的现况

心血管疾病相关的ＧＷＡＳ较多，因此，ＭＲ广泛应
用于心血管疾病领域。最近的研究［６］发现：ＭＲ研究
已证实了主要的心血管疾病危险因素（饮酒、吸烟、肥

胖、高血压、２型糖尿病、高脂血症和炎症）对动脉粥样
硬化性心血管疾病的影响，这些研究的结果与现有的

队列研究结果基本相同，同时也被进一步的随机对照

试验所证实。多数研究主要是探索心血管疾病的危

险因素，因此可以采用两样本ＭＲ进行，进一步的分析
可采用中介 ＭＲ、多变量 ＭＲ以及贝叶斯模型操作。
当然，探讨“暴露”与“结局”的遗传多效性关联还可以

采用连锁不平衡分数回归、基因共定位、基于汇总数

据的ＭＲ等方法［３］。

在心血管领域，开发靶向药物是一个热门话题。

如何寻找有效的分子靶标是科学家们孜孜追求的重

大问题。药理学家们更喜欢通过研究作用机制，例如

通过靶向受体或分子对接的方法来寻找药物的靶蛋

白。但常消耗了大量时间及金钱，却只能找到一个无

效的靶标。由此，用于药物开发与效应预测的药物

ＭＲ应运而生。它基于靶蛋白下游产物的生物标志
物，以靶蛋白编码基因附近的对生物标志物有显著效

应的ＳＮＰ（ｐＱＴＬ或ｅＱＴＬ）作为工具变量，以生物标志
物浓度作为暴露，以疾病作为结局进行 ＭＲ，以验证蛋
白靶点对所研究疾病的影响［７］。目前，针对心血管疾

病的药物ＭＲ才刚刚起步，有极大的应用前景。
总之，目前ＭＲ在心血管领域的应用主要表现为

探索疾病的因果关系、开发药物靶点。此外，ＭＲ也可
进一步探讨遗传多效性，这些可为进一步研究多种疾

病的机制奠定基础。

４　ＭＲ在心血管疾病教学中的学习应用
部分学生在学习ＭＲ时，常会觉得既简单又困难。

简单的是，ＭＲ只需在Ｒ软件中不断地点击代码，就可
得出想要的数值和图片，以此为基础，似乎就可以出

不错的文章了，所谓“一键成文”。另一部分同学可能

觉得困难，原因在于 ＭＲ的应用软件为 Ｒ软件，甚或
使用Ｌｉｎｕｘ系统，而这些语言的学习难以一蹴而就。
那么，该如何引导学生进行学习呢？大体上需要把握

三个关键环节：（１）熟悉 ＧＷＡＳ的基本概念以及 ＭＲ
的基本原理，这些可为操作、解释 ＭＲ提供便利。（２）
明确ＭＲ中的一些基本概念，例如工具变量，弱工具变
量偏倚、Ｆ值、效应量，敏感性分析以及异质性分析。
（３）基本会操作Ｒ语言。目前关于两样本ＭＲ的编程
语言较多，但主要还是以Ｒ语言为主，其他的Ｌｉｎｕｘ以
及Ｐｙｔｈｏｎ在进阶分析中有更多的作用。

以２０２２年笔者发表的一篇文章［８］为例，在这项研

究中，笔者使用两样本 ＭＲ来揭示三甲胺 Ｎ氧化物
（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＴＭＡＯ）及其前体（胆碱、甜菜
碱和肉碱）对收缩压／舒张压的因果效应。ＴＭＡＯ及其
前体的汇总数据来自弗雷明汉心脏研究的２０７６例欧
洲参与者的人类代谢组汇总数据。血压的数据来自

于国际血压全基因组协会研究联盟。ＭＲ分析采用逆
方差加权法、ＭＲＥｇｇｅｒ回归、最大似然比、加权中位
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数、ＭＲ多效性残差和异常值检验等方法。ＭＲ结果表
明，ＴＭＡＯ增加 １个单位与收缩压增加相关（β＝
０３９０，ＳＥ＝０．７２０，Ｐ＝０．２０１）。此外，笔者的研究结
果还表明，肉碱增加１个单位与收缩压增加相关（β＝
０．５５０，ＳＥ＝０．７５０，Ｐ＝０．３９０）。这一结果也得到了敏
感性分析方法的证实。这项研究提供了 ＴＭＡＯ及其
前体与血压因果关系的证据，表明介导 ＴＭＡＯ的产生
可能有利于降低血压。

该研究手稿提交后，同时有７个审稿人参与审稿。
在提出的问题中，最关键的一点是选题的创新性和临

床的实用性，其余的大部分问题集中在方法学部分，

主要表现在以下方面：（１）研究数据的基本特征。该
部分常会被忽略，这要求研究者穷尽全文，回溯追查。

（２）假设的评估。作者是否使用了足够的 ＭＲ统计学
方法？比值比以及９５％可信区间过大或过小如何解
释？弱工具变量偏倚如何处理？（３）基因的多效性如
何解决？作者是否使用了最新的一些统计学方法解

决基因多效性问题？（４）如何看待本文的局限性，包
括但不限于数据的局限性、统计学的误差。（５）对该
数据进行验证也是需要着重强调的问题。（６）其他的
问题还表现在引文的准确、图表的精美以及书写的逻

辑完整等方面。

５　ＭＲ在教学中的困惑与思考
ＭＲ对于解构疾病、开发药物靶点有益，目前发文

方兴未艾。据统计，２０２２年已发表 ＭＲ相关论文
２０００余篇。然而，对临床有指导意义的ＭＲ论文好像
并不多见，推动临床进展的研究更是少之又少，这似

乎陷入了几年前如火如荼的生物信息学分析的类似

怪圈。

因此，客观上，选择一个好的题目尤为重要。很

多学生都存在两个误导性的观点：（１）无人做过的ＭＲ
肯定可以发表；（２）阳性结果的 ＭＲ肯定可以发表。
然而，在实际中，文献没有认真查阅而直接重复别人

做过的ＭＲ不在少数；另外，已有大量高质量随机对照
试验证实的结论也不宜重复进行ＭＲ研究。

此外，普通的教学形式可能难以满足当前的学习

情况，大数据的实际场景操作可能更适合目前的教学

形式。实际上，进行 ｅＱＴＬ、基于汇总数据的 ＭＲ方法
或基因共定位等操作时，对电脑的要求会更高一些，

普通配置的电脑可能难以满足计算的要求，因此，云

服务器可能是一个比较好的选择。

在描述ＭＲ的局限性时常会陈述以下几个方面：
人群缺陷、样本缺陷以及无法获得原始数据从而进一

步分析。尽管如此，以下几个方面必须注意：（１）必须
严格执行 ＭＲ研究的假设。ＭＲ中关联性、排他性以

及独立性假设条件的执行需严格而谨慎。在这个环

节中，为了尽可能删除回文 ＳＮＰ，避免混杂，需在
Ｃａｔａｌｏｇ和ＰｈｅｎｏＳｃａｎｎｅｒ中详细查询ＳＮＰ位点。（２）样
本重叠似乎是一个难以解决的问题。部分学者认为

样本量小的因素与样本量大的因素的比值即是可能

的最大样本重叠率。也有人认为样本的来源、国别不

同就说明两样本之间不存在样本重叠率。然而，实际

上，根据ＭＲｌａｐ包计算两样本重叠率也是一个可行的
方法［９］。（３）在 ＭＲ中，结果往往较之于观察性研究
结果更好，因此对ＭＲ结果的解释需更谨慎，因和果并
不是一成不变的，随着年龄、环境以及伴随疾病的出

现，因和果的联系也可能增强或者减弱［３］。另外，在

观察性研究中有意义的关联也可能在 ＭＲ中无意义，
这与人群、样本量、伴随疾病以及基因多效性相关。

此外，由于遗传变异仅解释了暴露变量方差的一小部

分，因而可能无法从 ＭＲ研究中推断出临床应用的结
果［２］。由于无法真正验证所有的假设，ＭＲ研究可用
于判断因果关系，但不能用于效应量的外推。最后，

ＭＲ作为检验“暴露”和“结局”是否有因果关系具有
相当大的优势，然而，当使用 ＭＲ反驳因果关系时，统
计效能较低，可能需非常大的样本量估计基因型表型
效应的精确性。（４）在实际操作中，还有一个重要问
题值得注意，即基因的遗传多效性［１０］。大牌杂志常会

强调这个问题。常规的两样本ＭＲ一般依据常规的数
学检验统计，然而，潜在的遗传多效性位点常不可避

免。目前有多个新的统计学方法对遗传多效性进行

检测，如ＣＡＵＳＥ（ＣａｕｓａｌＡｎａｌｙｓｉｓＵｓｉｎｇＳｕｍｍａｒｙＥｆｆｅｃｔ
ｅｓｔｉｍａｔｅｓ）等，然而，ＣＡＵＳＥ却经常得出阴性结果。另
外一个方法是剔除“暴露”和“结局”可能共享的遗传

多效性位点，然后再进行两样本ＭＲ计算，但后者在实
际操作中也存在诸多问题。

总之，两样本ＭＲ在心血管领域的用途越来越广，
在教学中的疑难点也颇多。只有立足于对基础知识

的理解、基本操作的练习以及基本环节的剖析，才会

熟练掌握这门强大的武器。
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