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【摘要】目的  采用双向孟德尔随机化（Mendelian randomization，MR）方法分析免疫

细胞与胃食管反流病（gastroesophageal reflux disease，GERD）的因果关系。方法  对全基因

关联研究（genome-wide association study，GWAS）数据库进行数据挖掘，正向 MR 暴露因素

为 731 种免疫细胞特征，结局因素为 GERD；反向 MR 暴露因素为 GERD，结局因素为正向

MR 结果中有意义的免疫细胞特征，以排除反向因果关系的干扰。采用逆方差加权法（inverse 

variance weighted，IVW）等 5 种方法进行 MR 分析，同时进行异质性检验、水平多效性分析、

敏 感 性 分 析。结果  3 种 免 疫 细 胞 特 征 与GERD 之 间 存 在 因 果 关 系 ， 分 别 为IgD-CD27-

%B cell [OR=0.960，95%CI（0.940，0.981），P ＜ 0.001]、FSC-A on NK [OR=0.955，95%CI

（0.932，0.979），P ＜ 0.001]、EM CD4+%CD4+ [OR=1.056，95%CI（1.025，1.087），P ＜ 0.001]。

结论  本研究采用双向 MR 分析以减少反向因果关系，从遗传学上揭示了 3 种免疫表型与

GERD 之间存在因果关系。这为研究 GERD 的免疫机制提供了新的视角，为疾病的早期诊断

和免疫治疗提供了理论依据。 
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【Abstract】Objective  To analyze the causal relationship between immune cells and 
gastroesophageal reflux disease (GERD) by bidirectional Mendelian randomization (MR) 
method. Methods  The genome-wide association study (GWAS) database was used for data 
mining. The positive MR exposure factor was 731 immune cell features, and the outcome factor 
was GERD. The reverse MR exposure factor was GERD, and the outcome factor was meaningful 
immune cell features in the positive MR results to rule out the interference of reverse causality. 
Five methods, including inverse variance weighted (IVW), were used for MR analysis. And the 
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heterogeneity test, horizontal pleiotropy analysis and sensitivity analysis were also performed. Results  There 
were three immune cell features that were causally related to GERD, namely  IgD-CD27-%B cell[OR=0.960, 
95%CI(0.940, 0.981), P<0.001], FSC-A on NK[OR=0.955, 95%CI (0.932, 0.979), P<0.001], and EM 
CD4+%CD4+[OR=1.056, 95%CI(1.025, 1.087), P<0.001]. Conclusion  In this study, bidirectional MR 
analysis was used to reduce reverse causality, and the causal relationship between three immunophenotypes 
and GERD was revealed genetically, which provides a new perspective for the study of the immune 
mechanism of GERD, and provides a theoretical basis for the early diagnosis and immunotherapy of 
the  disease.
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胃食管反流病（gast roesophagea l  re f lux 

disease，GERD）是一种常见的胃肠道慢性疾病，

主要症状包括胃灼热、反流、癔球症、吞咽困难、

胸痛和嗳气 [1]。GERD 在全球范围内十分常见，

总体患病率约为 13%[2]，近年来，随着生活水平

的提高以及生活方式和饮食习惯的改变，GERD

的发病率逐年增加 [3]，其风险因素包括吸烟 [4]、

肥胖 [5]、不良生活习惯 [6]、遗传因素 [7] 等。然

而，由于 GERD 的发生发展涉及多种因素，其发

病机制尚未完全明确。既往研究发现，免疫细胞

与 GERD 之间存在复杂而密切的关联 [8]。但是，

各种免疫细胞具体功能及其与 GERD 发生发展

之间是否存在因果关系仍不清楚。研究免疫细胞

与 GERD 之间的因果关系将有助于解释 GERD 的

发病机制，探索潜在有效的治疗靶点，为预防和

治疗 GERD 提供新的证据和策略。孟德尔随机化

（Mendelion randomization，MR）作为一种新的流

行病学研究方法，利用遗传变异的单核苷酸多态

性（single nucleotide polymorphisms，SNPs） 作 为

工具变量（instrumental variables，IV）来评估暴

露与疾病之间的因果关系 [9]。MR 分析的优势在

于其能够减少传统观察性研究中常见混杂因素和

反向因果关系的干扰，从而提供更加稳健的因果

推断 [10]。目前，针对免疫细胞与 GERD 之间是否

存在因果关系的 MR 研究相对缺乏。本研究运用

双样本 MR 方法，旨在深入剖析并揭示两者之间

的潜在因果关系。

1  资料与方法

1.1  数据来源
从全基因关联研究（genome-wide association 

study，GWAS）数据库下载获取免疫细胞数据

集（GCST0001391 至 GCST0002121）[11]，该

数 据集纳入 731 种免疫表型，其中有 118 个绝

对 细 胞 计 数（absolute cell，AC）、389 个 表 面

抗 原 水 平 的 中 位 荧 光 强 度（median fluorescence 

intensity，MFI）、32 个 形 态 参 数（morphological 

parameters，MP）和 192 个相对细胞计数（relative 

cell，RC）。该数据集收集了 3 757 名撒丁岛人的

数据用于 2 200 万个 SNPs 的计算并测试自身免疫

性疾病与 GWAS 免疫特征数据的关联性。GERD

的遗传数据来自 UK Biobank（https://gwas.mrcieu.

ac.uk/）， 通 过 IEU OpenGWAS project 访 问 该 数

据（GWAS ID：ebi-a-GCST90000514），样本包

括 486 160 名欧洲参与者，其中病例组 129  080 人、

对照组 473 524 人，共有 2 320 781 个 SNPs[12]。

1.2  研究设计
本研究采用两样本双向 MR 方法分析探究免

疫细胞与 GERD 间的因果关联。随后，对正向

MR 有意义的免疫细胞（P ＜ 0.05）进行反向 MR

分析，探讨 GERD 与免疫细胞之间的关系。MR

研究需满足三个核心假设 [13]：（1） IV 与暴露显

著相关；（2）IV 与暴露 - 结果关联的其他任何

混杂因素无关；（3）IV 仅通过暴露影响结果。

1.3  工具变量的选择
MR 分析选择的 IV 基于三个基本假设。为确

保免疫细胞与 GERD 风险之间因果联系结论的真

实性和准确性，采用以下步骤选择最佳 SNPs。首先，

纳入 IV 的 SNPs 与暴露因素相关（P ＜ 1×10- 5），

由于能达到全基因组显著性水平（P ＜ 1×10-8）

的 SNPs 数量较少，因此采用更宽松的 P 值阈值

（P ＜ 1×10-5）用于 MR 分析的 SNPs 数量。其次，

为确保 IV 的独立性，设置 kb=10 000；r2 ＜ 0.001（kb

代表千碱基，是 DNA 序列长度的一个度量单位；

r2 是连锁不平衡的一个度量指标，它反映了两个

基因座或位点之间的关联程度），用于消除连锁

https://gwas.mrcieu.ac.uk/
https://gwas.mrcieu.ac.uk/
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不平衡（linkage diseguilibrium，LD），其中 LD 的

参数设置是根据千人基因组计划（1 000 Genomes 

Projects）作为参考计算得出。另外，通过检索

PhenoScanner V2 数据库 [14] 进一步消除混杂因素的

影响。最后，为避免弱工具带来的偏倚，通过统

计量 F 值评估 IV 的强度，若 F ＞ 10，则表明遗

传变异与暴露之间的相关性较强，将其保留用于

后续分析 [15]。

1.4  统计分析
统 计 分 析 均 在 R 4.3.1 软 件 中 进 行， 运 用

TwoSampleMR 程序包和 MR-PRESSO 包进行分析

并绘制统计图。逆方差加权法（inverse variance 

weighted，IVW）用于估计暴露与结果之间的因

果关系的主要方法 [16]。IVW 能够提供最精确且

无偏倚的因果效应估计 [17], 其余 4 种方法作为补

充（MR Egger 回归、加权中位数法、加权模型、

简单模型）。MR Egger 回归、加权中位数法能

进一步减少多效性效应可能带来的偏倚 [18-19]。

加权模型、简单模型能够表现出更少的偏差和更

低的 I 型错误率 [20- 21]。为进一步确保研究结果的

稳定性和可靠性，对结果进行敏感性分析，包括

异质性检验、水平多效性检验、留一法（Leave-

one-out）。 首 先 使 用 Cochran's Q 值 评 估 IV 的

异质性，若 Cochran's Q 检验的 P ＞ 0.05，则表

示 SNPs 之间不存在异质性。水平多效性检验通

过 MR Egger 回归检验进行检验，若 PMR-Egger

方法的 P ＞ 0.05，则表示研究中未存在水平多效

性。另外，采用 MR-PRESSO 方法以排除可能对

MR- PRESSO 包中的估计结果产生重大影响的水

平多效异常值 [22]。通过留一法逐一剔除某个 IV 来

探讨是否存在单个 SNPs 驱动因果关联，然后计

算剩下所有 IV 的结果，若某个 MR 结果和总结果

无显著统计学差异，则说明该 IV 不会对效应估

计结果产生非特异性影响 [23]。最后，使用漏斗图

和散点图直观地展示异质性 [24]。同时，不同方法

效应量（β 值）或比值比（odds ratio，OR）方向

一致（无论正负）时才被认为免疫细胞与 GERD

发生之间存在关联。此外，通过运用错误发现率

（false discovery rate，FDR） 来 校 正 MR 结 果，

FDR ＜ 0.05 被认为存在因果关系。反向 MR 分析

采用上述相同方法。

2  结果

2.1  MR分析结果
根据标准筛选后得到 18 621 个与免疫细胞显

著相关且相互独立的 SNPs 用于因果分析，其 F
值均大于 10，消除了弱 IV 产生的偏倚。当 FDR

调整后（P ＜ 0.05），IVW 结果显示 3 种免疫表

型 与 GERD 存 在 因 果 关 联，IgD-CD27- %B cell 

[OR=0.960，95%CI（0.940，0.981），P ＜ 0.001]

和 FSC-A on N [OR=0.955，95%CI（0.932，0.979），

P＜0.001]为保护因素，EM CD4+%CD4+ [OR=1.056，

95%CI（1.025，1.087），P ＜ 0.001] 为危险因素，

见图 1。对 与 GERD 存 在 因 果 关 联 的 3 种 免 疫

图1  免疫细胞与胃食管反流病之间因果关系的森林图

Figure 1. Forest plot of causality between immune cells and gastroesophageal reflux disease

注：exposure，暴露；nsnp，SNP数量；MR Egger，MR Egger回归；weighted median method，加权中位数法；inverse variance weighted method，
逆方差加权法；simpele mode，简单模型；weighted mode，加权模型；pval，P值；OR，比值比。
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表型进行反向 MR 分析，结果显示，IgD-CD27-

%Bcell（P=0.404）和 EM CD4+%CD4+（P=0.953）

逆方差加权法的 P 值均大于 0.05，表明 GERD 与

免疫细胞不存在反向的因果关联。因 FSC-A on 

NK 无法获取足够的 SNPs，未进行反向 MR 分析。

2.2  敏感性分析
SNPs 和 结 果 之 间 的 水 平 多 效 性 通 过 MR 

Egger 回归进行评估，MR-Egger 回归截距 P 值均

大于 0.05，结果显示，没有证据表明水平多效

性；MR-PRESSO 的整体测试再次排除了水平多

效性的可能性，见表 1。通过 Cochran's Q 检验选

出的 SNPs 是否存在异质性，IVW 和 MR-Egger

的 P 值均大于 0.05，表明不存在异质性，见表 2。

散点图和留一法也表明了结果的稳定性，见图 2、

图 3。

表1  水平多效性检验和MR-PRESSO结果

Table 1. Results of pleiotropy test and MR-PRESSO

暴露因素
水平多效性检验 MR-PRESSO

P值截距 标准误 P值

EM CD4+%CD4+ 0.002 0.008 0.763 0.399 

FSC-A on NK 0.001 0.007 0.916 0.485 

IgD-CD27-%B cell -0.002 0.005 0.752 0.686

表2  Cochran's Q检验结果

Table 2. Results of Cochran's Q test

暴露因素 方法
Cochran's Q检验

Q值 P值

EM CD4+%CD4+ MR Egger 11.295 0.186 

EM CD4+%CD4+ IVW 11.433 0.247 

FSC-A on NK MR Egger   6.020 0.304 

FSC-A on NK IVW   6.035 0.419 

IgD-CD27-%B cell MR Egger   4.666 0.458 

IgD-CD27-%B cell IVW   4.777 0.573 
注：MR Egger，MR Egger回归；IVW，inverse variance weighted，逆方差加权法。

A
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图2  免疫细胞对胃食管反流病的因果影响散点图

Figure 2. Scatterplot of the causal effect of immune cells on gastroesophageal reflux disease

注：A. EM CD4+%CD4+增加胃食管反流病发病风险；B. FSC-A on NK降低胃食管反流病发病风险；C. IgD- CD27- %B cell降低胃食管反流病
发病风险。

图3  免疫细胞对胃食管反流病的因果影响的留一法分析

Figure 3. Leave-one-out analysis of the causal effect of immune cells on gastroesophageal reflux disease

注：A. EM CD4+%CD4+与胃食管反流病；B. FSC-A on NK与胃食管反流病；C. IgD-CD27-%B cell与胃食管反流病。

A B

C

3  讨论

本研究采用两样本 MR 研究方法评估 731 免疫

细胞与 GERD 之间的联系，避免了传统观察性流行

病学研究在因果关联推断上的局限性，从遗传学角

度发现 3 个免疫表型与 GERD 之间存在因果关联，

或可为 GERD 的发病机制及治疗提供新思路。

本研究发现，EM CD4+%CD4+ 增加与 GERD
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风险增加相关。效应型记忆型 CD4+%CD4+ 细胞

能够分化成多种不同功能亚群，从而调节免疫反

应 [25]。有证据表明，CD4 细胞在 GERD 的发生发展

中发挥作用，并主要表现为 Th1 细胞增加 [26]。Th1

细胞能产生干扰素 γ，促进细胞介导的免疫反应 [25]。

其效应机制与自身免疫性疾病的发病机制有关，被

认为是自身免疫的诱导剂 [27]。Th1 细胞的增多加重

了 GERD 中炎症自身免疫机制，最终增加了 GERD

发病风险。本研究结果显示，FSC-A on NK 细胞增

加能够降低 GERD 发病风险。然而目前关于 NK 细

胞在 GERD 中作用的研究有限，最新的一项研究发

现 GERD 患者 NK 细胞数量增加 [28]。NK 细胞浸润

增加能够显著减少白细胞介素 -6、白细胞介素 -1α、

白细胞介素 -8 等炎症因子，在减轻免疫功能障碍

和炎症中起关键作用 [29]。虽然这些研究强调了 NK

在 GERD 发病机制中的可能作用，但未来仍需进

一步研究以阐明这种关联及其对 GERD 病因和治

疗的影响。此外，本研究还观察到 IgD-CD27-%B 

cell 细胞的增加与 GERD 发病风险降低有关。相关

研究表明，GERD 患者食管活检有大量 B 细胞浸润，

通过治疗后，B 细胞数量显著下降 [30]。这可能归因

于 B 细胞在自然免疫和适应性免疫中发挥的调节

作用 [31]。另外，B 细胞可能通过产生抗炎细胞因子

白细胞介素 -10 对 GERD 起保护作用 [32]。然而，

现有研究尚未发现 GERD 中 IgD-CD27-%B cell 细

胞表达水平的变化，有待进一步探索。

本研究具有以下优点：首先，本研究将双样本

双向 MR 方法应用于遗传变异层面，系统地探讨了

免疫细胞与 GERD 之间的因果联系，填补了该领域

的研究空白；其次，MR 方法的应用能够采用更为

科学的研究设计，揭示因果关系而不受偏倚干扰 [32]；

第三，Egger 检验表明所选 SNPs 未受水平多效性

的影响，增强了结果的可靠性，敏感性分析结果表

明不存在异质性，进一步证明了研究结果的稳健性；

最后，这项研究确定了与 GERD 显著相关的免疫细

胞，可能为探索 GERD 免疫治疗靶点提供新的见解。

然而，本研究也存在一些局限性：第一，由于缺乏

免疫细胞数量的相关数据，无法探究免疫细胞数量

对 GERD 风险的影响；第二，本研究的样本主要是

欧洲血统的参与者，限制了研究结果推广到其他种

族群体；第三，由于 GWAS 汇总数据无法提供性别、

年龄等数据，因此无法开展进一步的分层分析；第

四，由于使用了更宽松的阈值来评估结果，可能导

致假阳性结果；第五，在进行反向 MR 分析时，由

于缺少相关的 SNPs，可能导致结果的准确性降低；

第六，MR 优势在于能够基于遗传变异来探讨变量

之间的潜在因果关系，但不能直接揭示这些因果关

系背后的具体生物学机制。尽管如此，本研究结果

可以为 GERD 发病及治疗的免疫学提供新的见解，

但仍需要进行更多的实验研究，从而进一步阐明免

疫细胞在 GERD 发生发展中的确切作用和机制。

综上所述，本研究采用双向 MR 分析来减少

反向因果关系，从遗传学上揭示了 3 种免疫表型

与 GERD 之间存在因果关系，为研究 GERD 的免

疫机制提供了新的视角，为 GERD 的免疫治疗提

供了参考。
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