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摘     要             背景与目的：肠道菌群作为人体最大的微生物群落，与宿主健康密切相关。孟德尔随机化 （MR） 是探

索肠道菌群与疾病因果关系的有效方法。因此，本研究运用 MR 评估肠道菌群失调与胆石症发生之间

的因果关联。

方法：以肠道菌群作为暴露因素、胆石症作为结局因素、单核苷酸多态性作为工具变量，进行两样本

MR 分析。

结果：共筛选出 16 种与胆石症发生相关的肠道菌群。其中，红蝽菌纲与胆石症存在显著因果关联 （OR=

0.995，95% CI=0.991~0.999，P=0.018），是胆石症的保护因素。其余菌群基于现有数据，未能确立与胆

石症发生的明确因果关联。

结论：本研究通过 MR 分析证实肠道菌群中的红蝽菌纲是胆石症的保护因素，强调了其在胆石症发病机

制中的潜在作用。其余菌群与胆石症的因果关联尚不明确，需进一步研究。
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肠 道 菌 群 作 为 人 体 最 大 的 微 生 物 群 落 ， 与 宿

主 之 间 存 在 着 密 切 的 相 互 作 用 。 胆 石 症 是 消 化 系

统 的 常 见 疾 病 ， 在 人 群 中 患 病 率 为 10%~20%， 并

且 呈 上 升 趋 势[1]。 近 年 来 ， 最 前 沿 的 胆 肠 菌 群 研

究[2]，运用细菌 16S rRNA 测定技术和细菌末端操作

分 类 单 元 的 分 类 统 计 等 手 段 ， 证 明 胆 石 症 形 成 与

患 者 肠 道 菌 群 紊 乱 相 关 。 既 往 研 究 报 道 多 以 在 肠

道 和 胆 道 中 共 同 发 现 了 大 肠 杆 菌 、 幽 门 螺 杆 菌 等

细 菌 ， 即 推 断 其 与 胆 结 石 的 形 成 有 关 ， 而 目 前 的

最 新 研 究 通 过 多 种 先 进 的 菌 群 分 析 手 段 发 现 它 们

仅 为 胆 石 症 患 者 结 石 及 胆 囊 中 的 稀 有 类 群 。 孟 德

尔 随 机 化 分 析 （Mendelian randomization analysis，

MR） 已被广泛用于探索肠道菌群与疾病间的因果

关 系[3]。 本 研 究 使 用 来 自 MiBioGen 和 R9 版 本 的 芬

兰 数 据 库 （Finngen） 的 全 基 因 组 关 联 研 究

（genome wide association study， GWAS） 汇 总 统 计 数

据，进行 MR 以评估肠道菌群与胆石症之间的因果

关系。

1     资料与方法 

1.1 研究设计　

本研究运用 MR 方法，通过 GWAS 数据库获得

与 肠 道 菌 （暴 露 因 素） 的 关 联 数 据 ， 筛 选 出 与 其

密 切 相 关 的 单 核 苷 酸 多 态 性 （single nucleotide 

polymorphisms， SNP）； 再 获 取 与 胆 石 症 （疾 病 结

局） 的 关 联 数 据 ； 最 后 将 这 些 SNP 作 为 工 具 变 量

（instrumental variable， IV）， 采 用 5 种 互 补 的 MR 方

法分析肠道菌群与胆石症是否存在因果关系。

1.2 数据源　

Kurilshikov 等[4] 发 布 了 最 大 的 肠 道 微 生 物 群 组

成 的 全 基 因 组 Meta 分 析 ， 其 中 包 括 肠 道 微 生 物 群

的遗传变异数据。该研究包含来自美国、英国、芬

兰、瑞典、丹麦、荷兰和其他国家/地区的 18 340 例
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个 体 的 16S rRNA 基 因 测 序 图 谱 和 基 因 分 型 数 据。

本研究汇总资料中对细菌的9门、16纲、20目、35科、

131 属进行了分类。然后排除了 3 个未知科和 12 个

未 知 属 。 由 于 属 是 细 菌 分 类 的 最 低 水 平 ， 在 随 后

的 MR 分 析 中 招 募 了 9 门 、16 类 、20 目 、32 科 和

119 属 。 胆 石 症 的 统 计 数 据 来 自 GWAS 数 据 库

（https://gwas. mrcieu. ac. uk/datasets/ukb-a-559）。 使 用

表型“胆石病”，该 GWAS 有 337 199 名欧洲成年受

试者，包括 6 986 例病例和 330 213 名对照。

1.3 过滤IV　

肠 道 菌 群 和 胆 石 症 分 别 是 暴 露 因 素 和 结 局 。

有 效 的 IV 必 须 满 足 三 个 关 键 假 设[5]：⑴ 相 关 性 假

设：IV 与暴露密切相关。⑵ 排他性假说：IV 与结

果无关。⑶ 独立性假设：IV 与混杂因素无关。因

此，制定了以下标准：⑴ 选择 P<1×10−5 为显著性

阈值，以避免 SNP 过少[6]。⑵ 连锁不平衡 （linkage 

disequilibrium，LD） 是一种现象，其中种群中不同

位置的 2 个基因的遗传频率明显高于随机预期的频

率[7]。为了避免 LD，可以将链不平衡阈值 r2<0.001

和距离设置为 10 000 kb。

1.4 统计学处理　

采 用 逆 方 差 加 权 （inverse variance weighting，

IVW） 方 法 作 为 主 要 分 析 方 法[8]， MR-Egger 回 归 、

加 权 中 位 数 法 、 简 单 模 式 法 以 及 加 权 模 式 四 种 方

法 作 为 次 要 参 考 。 MR-Egger 回 归 用 于 测 试 水 平 多

效性。如果 MR-Egger 截距的 P>0.05，那么每个 SNP

满 足 孟 德 尔 假 说 ， 并 且 使 用 IVW 获 得 的 结 果 是 可

靠的[9]，对于 MR-Egger 截距，P<0.05 表示潜在的方

向多效性。使用 Cochrane's Q 检验进行异质性检验。

进 行 留 一 法 敏 感 度 分 析 是 为 了 验 证 显 著 影 响 因 果

效应估计的异常 IV 的存在[10]。只有当 IVW 结果有

意义时，才进行进一步的敏感度分析。利用 F 统计

量确定 IV 的强度[11]，当 SNP 的 F 统计量>10 时，假

设 没 有 实 质 性 的 弱 工 具 偏 倚 。 否 则 ， 应 省 略 IV。

在去除不符合上述条件的相应 IV 后，重新运行 MR

分析以获得最终的 MR 估计值。当不存在异质性和

多 效 性 时 ， IVW 结 果 是 可 信 的 。 使 用 R 软 件 包

“TwoSampleMR”进行 MR 分析。所有统计分析和数

据可视化均在 R 软件 4.2.0[12]。

2     结　果 

本研究从 196 个肠道微生物群中筛选了 2 104 个

SNP 作为 IV。计算所有 IV 的 F 统计量。共发现 16 种

肠道菌群与胆石症发生相关：放线菌纲、α-变形

菌 、 芽 孢 杆 菌 、 拟 杆 菌 纲 、β- 变 形 菌 、 梭 菌 纲 、

红蝽菌纲、δ-变形菌、红皮菌纲、γ-变形菌、凹

球 菌 纲 、 黑 菌 纲 、 甲 烷 菌 纲 、 软 壁 菌 纲 、 阴 性 菌

纲 、 疣 微 菌 纲 。 森 林 图 显 示 ， 肠 道 菌 群 与 胆 石 症

的 发 生 风 险 相 关 ， 充 分 证 实 了 肠 道 微 生 物 群 与 胆

石 症 之 间 存 在 多 维 关 联 ， 同 时 阐 明 了 红 蝽 菌 纲 与

胆 石 症 存 在 因 果 关 系 ， 可 以 降 低 胆 石 症 的 风 险

（OR=0.995，95% CI=0.991~0.999，P=0.018）（图 1A）；

敏感度分析中，MR-Egger 数据结果跨过 0 点，显示

SNP 不 存 在 多 效 性 。 MR-Egger 回 归 分 析 的 结 果 为

P=0.449， 证 实 本 研 究 IV 不 存 在 异 质 性 （图 1B）。

漏 斗 图 显 示 因 果 效 应 呈 对 称 分 布 ， 证 实 结 果 无 偏

倚 影 响 ， 肠 道 菌 群 与 胆 石 症 发 生 风 险 的 结 果 较 为

稳定且可靠 （图 1C）。肠道菌群与胆石症因果关系

的 MR 分析散点图显示不同分析方法的直线斜率方

向 相 同 ， 支 持 两 者 的 因 果 关 系 ， 可 以 认 为 关 联 是

可靠的 （图 1D）。采用留一法分析针对单个遗传变

异 对 整 体 结 果 影 响 的 评 估 。 结 果 表 明 ， 倘 若 剔 除

任一遗传 IV，总体效应估计值均未出现实质性改

变 （图 1E）。 以 上 表 明 ， 所 选 取 的 IV 组 合 可 切 实

把 握 肠 道 菌 群 与 胆 石 症 间 的 因 果 联 系 ， 并 非 存 在

由单一变量起主导性作用的情形。
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图1　MR分析结果　　A：森林图；B：敏感度分析；C：漏斗图；D：散点图；E：肠道菌群与胆石症的留一法结果
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3     讨　论 

人 体 约 有 100 万 亿 细 菌 ， 包 括 有 害 菌 和 有 益

菌 。 这 些 细 菌 大 部 分 存 在 于 肠 道 ， 因 此 被 称 为 肠

道 菌 群 ， 对 维 持 人 体 健 康 非 常 重 要 。 正 常 肠 道 菌

群 具 有 代 谢 、 营 养 、 保 护 宿 主 、 维 持 肠 道 黏 膜 完

整 性 和 调 节 免 疫 反 应 等 功 能 。 而 肠 道 菌 群 紊 乱 导

致 的 生 态 失 衡 与 许 多 疾 病 相 关 ， 如 代 谢 综 合 征 、

类 风 湿 关 节 炎 、 克 罗 恩 病 、 结 直 肠 癌 等[13]。 胆 石

症 的 发 病 机 制 可 能 与 代 谢 密 切 相 关[14]， 胆 固 醇 结

石 占 胆 石 症 的 80% 以 上 。 自 2013 年 首 次 在 胆 石 症

患 者 中 发 现 肠 道 微 生 物 菌 群 失 调 后 ， 后 续 有 关 肠

道 菌 群 与 胆 结 石 形 成 的 机 制 研 究 逐 渐 深 入 。 有 研

究[15]给予小鼠 1.25% 胆固醇和 0.5% 胆酸的致石饲料

喂 养 8 周 后 ， 采 用 16S rRNA 基 因 测 序 法 测 定 粪 便

微 生 物 菌 群 ， 结 果 显 示 与 对 照 组 相 比 ， 致 石 饲 料

喂 养 的 小 鼠 肠 道 菌 群 的 丰 度 和 多 样 性 显 著 降 低 ，

而且厚壁菌门数量和厚壁菌门/拟杆菌门比例均下

降 。 另 有 研 究[16] 采 用 同 样 的 测 序 方 法 对 健 康 对 照

者 和 胆 石 症 患 者 粪 便 中 的 微 生 物 进 行 DNA 测 序 ，

也得出与上述研究类似的结果。

胆 汁 胆 固 醇 过 饱 和 状 态 、 在 胆 汁 中 结 晶 胆 固

醇 的 能 力 增 加 以 及 胆 囊 运 动 功 能 障 碍 目 前 被 认 为

是 胆 石 症 形 成 的 病 理 生 理 学 基 础[17]。 胆 汁 酸 代 谢

障 碍[14] 被 认 为 是 胆 囊 结 石 形 成 的 关 键 步 骤 ， 肠 道

微生物群可能通过调节胆汁酸的肝-肠循环进一步

影 响 胆 结 石 形 成 。 因 此 ， 从 肠 道 菌 群 和 胆 汁 酸 的

角 度 探 讨 胆 石 症 的 关 系 具 有 重 要 意 义 。 研 究[18] 表

明，胆结石的危险因素包括：⑴ 不可变因素，如

年龄、性别、种族、遗传；⑵ 可变因素，如代谢

综合征、饮食结构、肠道微生态失衡等。

肠道菌群失调会影响胆汁酸和胆固醇的代谢。

在解剖上，胆道系统作为消化道的重要组成部分，

是 联 系 肝 脏 与 肠 道 的 重 要 枢 纽 。 胆 汁 酸 由 肝 细 胞

以 胆 固 醇 为 原 料 在 胆 固 醇 7α- 脱 羟 基 酶 活 动 的 作

用 下 合 成 结 合 胆 汁 酸 ， 然 后 排 入 肠 道 。 结 合 胆 汁

酸 被 肠 道 中 产 胆 汁 酸 盐 水 解 酶 的 细 菌 催 化 为 游 离

胆 汁 酸 ， 游 离 胆 汁 酸 再 被 7α- 脱 羟 基 酶 转 化 为 次

级 胆 汁 酸 ， 最 后 各 种 类 型 的 胆 汁 酸 被 肠 上 皮 细 胞

吸 收 并 穿 过 基 底 外 侧 膜 进 入 门 静 脉 返 回 肝 脏 ， 完

成 肠 肝 循 环[19]。 次 级 胆 汁 酸 调 节 7α- 脱 羟 基 酶 活

性 ， 并 且 这 种 酶 活 性 的 增 加 促 进 了 次 级 胆 汁 酸 的

产 生[20]。 胆 汁 酸 的 肠 肝 循 环 使 肝 脏 、 胆 道 系 统 和

肠 道 产 生 天 然 的 联 系 ， 在 整 个 过 程 中 ， 胆 固 醇

7α-脱羟基酶活动是胆汁酸生成的限速步骤，肠道

菌 群 通 过 调 节 此 酶 的 基 因 表 达 水 平 来 调 控 胆 汁 酸

的合成，从而引起胆结石的形成。

肠 道 菌 群 或 许 经 由 多 种 途 径 参 与 胆 石 症 的 形

成 。 肠 道 微 生 物 会 对 胆 汁 酸 的 组 成 与 循 环 产 生 影

响 ， 亦 参 与 次 级 胆 汁 酸 生 成 。 芽 孢 杆 菌 、 拟 杆 菌

纲 、 红 蝽 菌 纲 、 红 皮 菌 纲 、 凹 球 菌 纲 、 黑 菌 纲 、

疣 微 菌 纲 可 能 与 胆 汁 酸 代 谢 的 优 化 存 在 关 联 ， 可

使 胆 固 醇 饱 和 度 降 低 ， 降 低 结 石 生 成 的 风 险 。 放

线菌纲、α-变形菌、β-变形菌、梭菌纲、δ-变形

菌、γ-变形菌、甲烷菌纲、软壁菌纲、阴性菌纲

或 许 经 由 改 变 胆 汁 酸 的 转 化 进 程 ， 致 使 胆 汁 成 分

失 衡 ， 推 动 胆 石 症 的 进 展 。 这 表 明 肠 道 菌 群 并 非

仅 直 接 作 用 于 胆 汁 酸 代 谢 ， 亦 有 可 能 借 助 其 他 代

谢 产 物 ， 对 胆 石 症 的 发 生 予 以 间 接 调 控 。 同 时 胆

石 症 也 是 胆 囊 癌 的 重 要 危 险 因 素[21]， 增 加 了 社 会

的 经 济 负 担 ， 它 已 成 为 一 个 日 益 受 到 关 注 的 公 共

卫生问题。

比 如 芽 孢 杆 菌 具 有 强 大 的 代 谢 活 性 ， 其 代 表

性 菌 种 如 枯 草 芽 孢 杆 菌 已 被 证 实 可 通 过 调 节 宿 主

胆 汁 酸 代 谢 影 响 胆 固 醇 稳 态 。 此 外 ， 芽 孢 杆 菌 的

抗炎特性[22] （如抑制 TLR4/NF-κB 通路） 可能减少

胆 道 炎 症 反 应 ， 间 接 抑 制 结 石 形 成 。 机 制 研 究[23]

表 明 ， 胆 固 醇 7α- 脱 羟 基 酶 活 动 可 以 促 进 胆 固 醇

结 石 的 形 成 。 并 且 芽 孢 杆 菌 代 谢 产 生 的 短 链 脂 肪

酸 （如 丁 酸） 可 增 强 肠 道 屏 障 功 能 ， 减 少 内 毒 素

易位至肝脏，从而缓解胆道炎症。相关实验显示，

补 充 芽 孢 杆 菌 可 使 胆 囊 组 织 中 促 炎 因 子 IL-6 和

TNF-α水平下降 50% 以上。

拟 杆 菌 纲 以 拟 杆 菌 属 为 代 表 ， 具 有 强 大 的 多

糖 分 解 能 力 和 胆 盐 水 解 酶 活 性 。 胆 盐 水 解 酶 可 将

结 合 型 胆 汁 酸 （如 牛 磺 胆 酸） 转 化 为 游 离 型 胆 汁

酸 （如胆酸），进而影响肠道胆汁酸池组成[24]。

γ-变形菌具有强环境适应性，其成员如大肠

杆菌可分泌脂多糖和 β-葡萄糖醛酸酶。脂多糖通

过激活 Toll 样受体 4 （TLR4） 信号通路[25]，驱动胆

囊黏膜炎症；β-葡萄糖醛酸酶则能水解结合型胆

汁酸，生成游离型胆汁酸 （如脱氧胆酸），后者可

能 通 过 抑 制 法 尼 醇 X 受 体 减 少 胆 汁 酸 合 成 ， 导 致

胆 固 醇 过 饱 和 。 胆 石 症 患 者 的 肠 道 和 胆 囊 黏 膜 中

γ-变形菌丰度显著升高。胆石症患者胆汁中脱氧

胆酸比例升高，而 γ-变形菌的 β-葡萄糖醛酸酶活

性 与 脱 氧 胆 酸 浓 度 显 著 相 关 ， 提 示 其 可 能 通 过 胆

汁酸去结合化促进胆固醇结晶。
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另 外 ， 肠 道 菌 群 代 谢 产 生 的 小 分 子 物 质 ， 如

短 链 脂 肪 酸 、 氧 化 三 甲 胺 等 也 会 参 与 机 体 的 代 谢

从 而 引 起 胆 石 症 的 发 生 。 丁 酸 是 短 链 脂 肪 酸 的 主

要 成 员 之 一 ， 主 要 通 过 膳 食 纤 维 的 酶 消 化 在 肠 中

产 生 ， 并 用 作 肠 上 皮[26]。 产 生 丁 酸 盐 的 细 菌 包 括

乳 球 菌 科[27]， 丁 酸 弧 菌 等 ， 增 加 肠 道 内 丁 酸 盐 的

含 量 ， 增 强 胆 盐 水 解 酶 的 活 性 ， 增 加 肠 腔 内 游 离

胆汁酸，而疏水性游离胆汁酸不易被肠道重吸收，

排 泄 于 粪 便 。 为 弥 补 胆 汁 酸 的 损 失 ， 肝 脏 以 血 液

中 的 胆 固 醇 为 原 料 合 成 胆 汁 酸 ， 从 而 加 快 胆 固 醇

转化为胆汁酸的过程，导致血液中的胆固醇降低，

减 少 胆 囊 结 石 的 形 成[28]。 短 链 脂 肪 酸 不 仅 可 提 供

肠 道 上 皮 细 胞 所 需 的 能 量 ， 还 可 被 吸 收 入 机 体 参

与 调 节 机 体 的 能 量 代 谢[29]。 肠 道 菌 群 失 调 时 短 链

脂 肪 酸 的 产 量 异 常 ， 可 能 与 糖 尿 病 、 脂 肪 肝 等 代

谢 异 常 疾 病 相 关 。 这 些 疾 病 均 为 胆 石 症 的 独 立 危

险 因 素[30]， 间 接 增 加 了 胆 石 症 的 患 病 风 险 。 氧 化

三 甲 胺 也 可 通 过 影 响 胆 汁 酸 及 胆 固 醇 的 代 谢 从 而

影 响 胆 石 症 的 发 生 。 最 后 一 项 研 究[31] 发 现 了 粪 便

中 结 合 牛 磺 酸 的 鹅 去 氧 胆 酸 与 糖 尿 病 相 关 的 假 单

胞 菌 属 ， 这 可 能 会 启 发 未 来 假 单 胞 菌 属 和 胆 结 石

的研究。

综上所述，本研究采用 MR 分析确认肠道微生

物群与胆石症之间的因果关系，筛选出 16 种肠道

菌 群 ， 其 中 红 蝽 菌 纲 与 胆 石 症 发 病 风 险 间 存 在 明

确 的 因 果 关 联 ， 是 胆 石 症 的 保 护 因 素 。 目 前 可 用

的 GWAS 数据多源于欧洲人群，本研究对中国人群

的适用性有待考证；GWAS 数据统计较为笼统，未

包括各样本年龄、性别、受教育程度等一般信息，

可 能 造 成 潜 在 的 非 线 性 关 系 ， 有 必 要 进 一 步 结 合

多 组 学 数 据 深 入 挖 掘 肠 道 菌 群 接 到 胆 石 症 发 生 发

展的生物学机制。
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