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孟德尔随机化法探究 TGF-β 与 AAMI 后左室舒张末容积的关系

刘泽岩 周 姝 张 浩 程景林

［摘 要］　目的　采用孟德尔随机化方法（MR）探究转化生长因子-β（TGF-β）水平与急性前壁心肌梗死（AAMI）急性期后左室

舒张末容积（LVEDV）的因果关系。 方法　从基因组和表观基因组关联研究（GWAS/EWAS）数据库选取 TGF-β 和 AAMI 后 LVEDV 数

据。TGF-β 数据包括 982 例样本，LVEDV 数据包括 35 407 例样本。选择与 TGF-β 独立相关的显著基因位点作为工具变量，分别使用

逆方差加权法（IVW）、加权中位数、加权模式法及 MR-Egger 回归研究 TGF-β 与 AAMI 急性期后 LVEDV 的关系。 结果　逆方差加权

法（IVW）法结果显示，TGF-β 升高能增加 AAMI 后 LVEDV 扩大的风险（OR=1.021，95%CI：1.007~1.035，P=0.004）。与加权中位数法

（OR=1.017，95% CI：1.008~1.026，P=2.26×10-4）及加权模式法（OR=1.014，95%CI：1.000~1.028，P=0.043），结果一致。MR-Egger 回归截

距为-0.002（95% CI：-0.018~0.014，P=0.791），表明工具变量几乎不存在多效性。散点图及漏斗图均提示，研究结果稳定可靠。 结
论　TGF-β 水平与 AAMI 急性期后 LVEDV 存在正向因果效应，即 TGF-β 升高能导致 AAMI 急性期后 LVEDV 扩大。 
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[Abstract] Objective To investigate the causal relationship between transforming growth factor- β (TGF-β) level and left ventricular 
end-diastolic volume (LVEDV) after acute anterior myocardial infarction (AAMI) by Mendelian randomization (MR). Methods　TGF-β and 
LVEDV data were selected from genome and epigenome association study (GWAS/EWAS) database. TGF-β data included 982 samples and 
LVEDV data included 35 407 samples. Significant loci independently associated with TGF-β were selected as instrumental variables, and MR 
analysis was performed using inverse variance weighted, weighted median, weighed mode and MR-Egger regression respectively. Results　

The inverse variance weighting (IVW) method showed that TGF-β increased risk of LVEDV expansion after AAMI (OR=1.021, 95%CI: 1.007-
1.035, P=0.004). The conclusion of different methods was consistent: weighted median method (OR=1.017, 95% CI: 1.008-1.026, P=2.26×
10-4); weighted mode method(OR=1.014, 95%CI: 1.000-1.028, P=0.043). The intercept of MR-Egger regression was -0.002 (95%CI: -0.018-
0.014, P=0.791), indicating that there was almost no pleiotropy in instrumental variables. Both scatter plot and funnel plot suggested that the re‑
sults were stable and reliable. Conclusions　There is a positive causal effect between TGF-β level and LVEDV after acute phase of AAMI, 
that is, the increase of TGF-β can lead to the expansion of LVEDV after acute phase of AAMI.

［Key words］ Mendelian randomization；Transforming growth factor-β；Myocardial infarction；Left ventricular end-diastolic volume

急性前壁心肌梗死（acute anterior myocardial infarc‑
tion，AAMI）是各种原因导致的前降支严重狭窄或阻

塞，进而造成左室前壁心肌坏死，是死亡率较高的心血

管急症［1-2］。随着急诊 PCI 普及， AAMI 急性期死亡率

有所下降。但是，中后期心功能恢复情况仍不理想。

究其原因，主要由于缺血损伤可通过多种机制，导致左

室出现病理性重构［3］。目前研究［4-7］认为，转化生长因

子-β（transforming growth factor -β，TGF-β）是急性缺血

损伤-后期纤维化的关键靶点，而间质纤维化是 AAMI
后左室舒张末容积（left ventricular end diastolic volume，

LVEDV）扩大的病理基础。但是，目前关于 TGF-β 与

LVEDV 扩大是否存在因果关系，仍未明确。
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观察性研究结论受到逆因果关联及混杂因素的干

扰，证据等级不足。而分子水平的随机对照实验（ran‑
domized controlled trial，RCT）受伦理及方法限制，难以

实施。所以，本研究拟利用全基因组和表观基因组关

联 研 究（genome-wide and epigenome-wide association 
study， GWAS/EWAS）数据，采用孟德尔随机化（mende‑
lian randomization，MR）方法［8-10］，以 TGF-β 相关的遗传

变异作为工具变量，推断其与 AAMI 后 LVEDV 扩大的

因果关系。

1　资料与方法

1. 1　一般资料　本研究以 TGF-β 作为暴露因素，与

TGF-β 显著相关的单核苷酸多态性（single nucleotide 
polymorphism，SNP）作 为 工 具 变 量（instrumental vari‑
able，IV），AAMI 急性期后 LVEDV 为结局变量，使用两

样 本 孟 德 尔 随 机 化 的 分 析 方 法 ，以 证 实 TGF- β 与

AAMI 急性期后 LVEDV 扩大的因果关系。

采用 MR 方法须满足 3 个条件：①选择作为 IV 的

遗传变异必须与暴露因素 TGF-β 特征相关。原则上，

工具变量至少能解释暴露因素 1. 5% 以上变异，F 统计

量>10，避免弱工具变量偏倚；②遗传变异（IV）不得与

任何混杂因素相关联，可通过查阅文献及相关统计方

法进行排除；③遗传变异（IV）必须仅通过 TGF-β 水

平，而不是其他替代途径与结局事件相关联，主要通过

统计方法进行检验。见图 1。

1. 2　数据来源　TGF-β 的数据来自一项对 982 位苏

格兰血统的健康老年人中 70 种血浆衍生炎症蛋白生

物标志物的水平进行全基因组和表观基因组关联研究

（GWAS/EWAS）［11］。平均年龄（69. 8±0. 8）岁，结果对年

龄、性别及家庭人口结构，进行了协变量校正。LVEDV
数据包括 35 407 名欧洲血统的参与者，使用 BOLT-
LMM（版本 2. 3. 2）的线性混合模型进行 GWAS/EWAS
分析［12］。平均年龄（64. 0±0. 4）岁，52. 9% 为女性。该

研究确定了 45 个与左心室结构相关且尚未报告的基

因位点。研究结果对血统、性别、出生年份、心脏磁共

振检查时年龄、心脏磁共振设备型号，进行了协变量

校正。

1. 3　统计学方法　统计分析均在 R3. 5. 3 软件中进

行，MR 分析采用 MendelianRandomization 软件包［13］。

1. 3. 1　工具变量的确定　本研究采用 PLINK 软件中

的 clump 程序筛选出所有与 TGF-β 独立相关的显著

基因位点作为 IV（P<5×10-5），IV 的连锁不平衡（link‑
age disequilibrium， LD）参数 r2 阈值设为 0. 001 和遗传

距离窗口设置为 500 kb。根据 P 值选择有效 IV，避免

连锁不平衡效应对研究结果的干扰。排除已被证实

的，AAMI 后 LVEDV 扩大危险因素的相关 SNP。通过

检索 GWAS catalog，剔除以往报道与其他复杂性状有

关的 SNP。

1. 3. 2　因果关系验证　使用逆方差加权（inverse vari‑
ance weighting，IVW）方法分析暴露对结局因果效应的

估计。IVW 相当于使用个体水平数据进行的两阶段最

小二乘或等位基因评分分析，在这里被用作主要的 MR
分析［14］，IVW 法不需要个体层面数据，可使用汇总数据

直接计算因果效应值。在没有水平多效性或水平多效

性平衡时，IVW 可以返回无偏估计。为了解释定向多

效性，进一步验证因果效应。将结果与其他 2 种 MR
方法进行比较：加权中位数法［15］和加权模式法［16］，保证

结果的稳定性及准确性。

1. 3. 3　敏感性分析　使用 MR-Egger 回归的截距项测

试来评估多效性效果，若回归方程截距项为 0，则可以

认为不存在水平多效性。为了验证可能存在的对估计

有较大影响的水平多态性离群值，先进行了 Leave-
one-out（LOO）法 分 析 。 逐 一 删 除 各 SNP，统 计 剩 余

SNP 合 并 效 应 。 再 使 用 MR 多 态 性 残 差 和 离 群 值

（mendelian randomization pleiotropy residual sum and 
outlier，MR-PRESSO）法分析［17］。评估各 SNP 对结果的

影响，排除单个 SNP 对结果的主要效应作用，判断结果

的稳定性，剔除离群值。

2　结果

2. 1　工具变量的确定　使用 clump 程序在全基因组

水平上初步选出能有效预测 TGF-β 的 SNPs 作为潜在

Ⅳ，再根据上述 IV 确定方法进一步筛选，最终得到 12
个独立的、不存在连锁不平衡的 SNP 用于后续 MR 分

析。见表 1。

2. 2　两样本孟德尔随机化结果　通过 IVW 方法发现

TGF-β 可以增加 AAMI 后 LVEDV（OR=1. 021，95%CI：
1. 007~1. 035，P=0. 004）。不同方法分析可以得出一致

的 结 论 ：Weighted-mode（OR=1. 014，95%CI：1. 000~
1. 028，P=0. 043）；加权中位数法，（OR=1. 017，95% CI：

图 1　两样本孟德尔随机化研究设计思路图
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1. 008~1. 026，P=2. 26×10-4）。见表 2。

漏斗图证实，每个 IV 所得的因果效应基本呈对称

分布，提示结果受潜在偏倚的影响可能性较小，稳定性

良好。见图 3。

2. 3　敏感性分析　MR-Egger 回归的截距为-0. 002
（95%CI：-0. 018~0. 014，P=0. 791），表明 IV 基本不存

在多效性。进一步进行 MR-PRESSO 分析，统计量为

80. 479，P <0. 001，表示可能存在潜在的水平多效性。

存在 3 个离群值（rs4006563，rs1957620，rs76046914），

排 除 可 能 的 离 群 值 后 MR-PRESSO 分 析 OR 值 为

0. 015（95%CI：0. 007~0. 035，P=0. 010），此时 global test
统计量为 11. 369，P 值为 0. 216，不存在潜在的水平多

效性。留一法（Leave-one-out）分析发现不存在对结果

产生较大影响的工具变量，排除任何一个 SNP 之后，因

果关联仍具有统计学意义，未发现对结果存在强影响

效应的 IV。散点图和漏斗图也证明关联的鲁棒性。见

表 3、图 2。

3　讨论

左心室容积扩大是导致急性前壁心肌梗死中后期

临床预后不良的主要结构基础，临床上主要根据彩超

LVEDV 指标进行评判。有学者［18］提出，AAMI 后 6 个

月患者 LVEDV 较入院时增加超过 20%，则称为心室重

构。扩大的心室往往伴随着室壁变薄、心脏收缩功能

下降，临床上以顽固性心力衰竭、室性心律失常为主要

表现。目前认为，即使时间窗内开通犯罪血管，仍不能

表 1　最终确定的 SNP 信息

SNP

rs4006563

rs78662696

rs1957620

rs9379205

rs10001092

rs2000226

rs9848522

rs6720052

rs6693604

rs76046914

rs6838804

rs77860457

染色体

8

9

14

6

4

14

3

2

1

3

4

11

位置

126531464

106219339

54609559

898893

122677177

53851806

22124179

228817235

43944531

29511612

5921219

79857787

效应等位基因

C

A

C

G

T

G

A

G

C

A

T

C

其他等位基因

T

C

G

A

C

T

T

A

A

G

C

T

β 系数①

-0.57448

-0.54718

-0.24031

-0.22104

-0.21478

0.21536

0.24666

0.27289

0.28618

0.30819

0.31953

0.47042

标准误

0.037209

0.035925

0.015924

0.01491

0.01341

0.014259

0.015066

0.018447

0.017436

0.020448

0.020838

0.031812

注：①β 系数按升序排列，P＜0.5×10-5。

注：A，红实线代表 IVW 估计值，绿虚线代表 weighted median 估计值；B，红虚线代表使用所有 SNP 的因果效应

（IVW 方法）。

图 2　TGF-β 与 LVEDV 之间因果关联的散点图（A）与漏斗图（B）
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完全避免心室扩大或心室重构的发生。缺血作为启动

因素，激活 TGF-β 介导的经典 TGF-β/Smad 通路，引起

心肌炎症反应及间质纤维化，是 AAMI 急性期后心室

容积扩大的主要机制之一［19］。

本研究通过 GWAS/EWAS 大型公共数据库获得初

步数据，获取与暴露（TGF-β）有关联的独立 SNP 位点，

通过全面的孟德尔随机化方法证实 TGF-β 与 AAMI
后 LVEDV 存在正向因果效应。研究结果发现 TGF-β
水平每增加一个标准差，LVEDV 增加 2%。首先，本研

究暴露因素的选择存在理论基础。其次，使用 MR 方

法，有如下优势。①传统观察性研究，受混杂因素干

扰，可能低估或误估两者关联效应。遗传变异作为 MR
方法重要媒介，属于天然稳定暴露因素，保证了研究可

靠性［20］。②相比单个 SNP 的基因多态性研究，MR 方

法提高了研究结论特异性［21］。③分子水平研究，MR 与

RCT 均随机化分组，研究效果相同［22］。④MR 研究样本

量更多，结论更为可靠［23］。虽然有动物实验［24］证实，抑

制 TGF-β 表达，AAMI 大鼠心肌炎症反应、纤维化及左

室容积扩大的程度，表现出与 TGF-β 水平一致的变

化。也有临床观察性研究证实，TGF-β 水平与 AMI 远

期死亡率有关［25］。但是，上述动物实验结论不能直接

应用于临床或指导临床决策。传统观察性临床研究结

论的证据等级不足，无法证实 TGF-β 与心室容积扩大

是因果关系或仅有相关性。同时，分子水平的 RCT 设

计伦理及方法问题，难以实现。鉴于本次研究结果，证

实 TGF-β 水平是导致 AAMI 后左心室扩大的危险因

素后，临床上可以早期进行 TGF-β 指标检测，识别

AAMI 后心室扩大的高风险患者，做到早识别早干预。

治疗上，可以针对 TGF-β 因子或 TGF-β/Smad 通路进

行靶向药物研究。

综上所述，本研究证实 TGF-β 与 AAMI 后心室容

积扩大存在因果联系的推断。AAMI 后心室扩大导致

的慢性心力衰竭是临床治疗难点，严重影响患者中后

期生存率及生存质量。首先，急诊 PCI 开通闭塞血管

不能中止缺血引起的后续病理反应。其次，现有药物，

如干预 RAAS 系统的 ACEI/ARB、干预交感系统的 β 受

体阻滞剂及干预利钠肽系统的 ARNI 类药物，虽然一定

程度降低了 AAMI 后心室扩大的发生风险或程度，但

仍有约 25% 的 AAMI 患者，出现了心室病理性扩大，甚

至达到重构标准［26］。所以，有学者认为，除上述途径

外，仍存在尚未被探索的生物通路，参与 AAMI 后心室

扩大的病理过程。本研究以此为切入点，立足于解决

临床问题，依据动物实验结论及病理机制为基础，利用

MR 方法进行 TGF-β 与 AAMI 后 LVEDV 扩大的因果

关系论证。在论证过程中，IVW、WME 及 MR-Egger 法

所得结果一致，进一步说明结果稳定可靠。近几年，

MR 方法发展较快，已从流行病学层面向临床应用拓

展，用 MR 方法解决临床实际问题是临床研究的新方

向，所得结论具有与传统 RCT 研究类似的效力，可以用

来指导临床实践［27］。

但是，本研究仍存在以下局限性：①两样本 MR 方

法，不能解释暴露因素与结局的非线性关系；②未进行

亚组分析，如性别、年龄及发病至开通闭塞血管的时间

等因素，可能不同亚组会存在不同强度的关联效应；③
数据来源均为欧洲人种，不能直接套用于国人，仅具参

考价值。有待以国内数据库（CHARLS 公共数据库）为

来源，进一步研究。
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表 2　不同方法推断 TGF-β 对加 AAMI 后 LVEDV 的因果效应

方法

IVW （fixed）
IVW （random）

Weighted 
mode
Weighted me‑
dian
MR-Egger 

（slope）
MR-Egger 

（intercept）

MR-PRESSO

OR（95%CI）值

1. 021 （1. 015， 1. 026）
1. 021 （1. 007， 1. 035）

1. 014 （1， 1. 028）

1. 017 （1. 008， 1. 026）

1. 027 （0. 973， 1. 084）

-0. 002 （-0. 018， 
0. 014）

1. 015 （1. 007， 1. 036）

P 值

8. 70E-14
0. 004
0. 043

2. 26E-04

0. 291

0. 791

0. 010

异质性检验

t 值

65. 414
-
-

-

-

-

-

P 值

<0. 001
-
-

-

-

-

-

表 3　留一法敏感性分析

SNP

rs4006563
rs78662696
rs1957620
rs9379205
rs10001092
rs2000226
rs9848522
rs6720052
rs6693604
rs76046914
rs6838804
rs77860457

OR 值

1. 015
1. 021
1. 018
1. 022
1. 021
1. 019
1. 021
1. 020
1. 022
1. 024
1. 021
1. 022

95%CI
1. 002～1. 029
1. 005～1. 037
1. 004～1. 031
1. 007～1. 038
1. 007～1. 035
1. 004～1. 035
1. 006～1. 038
1. 005～1. 037
1. 007～1. 038
1. 013～1. 037
1. 006～1. 037
1. 008～1. 038

P 值

0. 027
0. 008
0. 010
0. 003
0. 004
0. 011
0. 007
0. 009
0. 005
0. 000
0. 006
0. 002
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