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1. 引言

      原发性肝癌（primary liver cancer，PLC）是目前第4大
最常见的恶性肿瘤，也是癌症相关死亡率的第2大原因，

严重威胁人民的生命和健康(1)。肝细胞癌（hepatocellular 
carcinoma，HCC）是肝癌的主要组织学亚型，约占其中

的90%(2)。我国的肝癌患者多以乙肝病毒感染及肝硬化为

背景，早期并无特异性症状，初次就诊时大多为中晚期

（70%），多数患者已无法进行根治性切除。因此，对肝

癌病因进行深入研究并完善高危人群的风险筛查尤为重

要。

      肝癌的发生是多因素协同作用，经过多个过程，涉及

多个基因突变的结果。其中，肝炎病毒、黄曲霉毒素和代

谢相关脂肪性肝病等是肝癌发生的风险因素，但并不清楚
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其他潜在因素与肝癌发生有无因果关联。近来，孟德尔随

机化分析（Mendelian randomization，MR）作为一种流行

学病因推断工具，被广泛应用于癌症领域(3-5)。本文将围

绕MR及其在肝癌病因探索方面的研究进展进行综述，并

对未来此领域的发展进行展望。

2. 孟德尔随机化分析概述

      流行病学研究类型中最为广泛应用的是观察性研究，

其能够客观地反映某种暴露因素与结局的关联，但也存

在选择偏倚及因果推断能力不足等限制。随机对照试验

（randomized controlled trial，RCT）作为因果效应推断的

“金标准”，其解释效能为广大研究者认同，但大规模的

RCT需要耗费许多精力与经费，也存在伦理限制与随访难

度大等问题(6)。MR分析作为一种新兴便捷的研究方法，

其结合了孟德尔第二定律与工具变量法，依托全基因组

关联研究（Genome-wide association study，GWAS）的数

据，探究基因关联的性状与疾病之间的潜在关系。MR研
究选取的暴露因素是遗传相关的，在同一人群中有普适

性，不太会受到环境因素和反向因果关系的影响(7)。近年

来，许多大型GWAS研究发布，能够开放获取的高通量数
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据越来越多，促进了MR研究的蓬勃发展。

2.1. 原理与三大基本假设

      MR概念（图1）于1986年由Katan首次提出，基于孟德

尔第二定律:“在形成配子时，决定同一性状的成对遗传

因子彼此分离，决定不同性状的遗传因子自由组合，互

不干扰”，将GWAS数据库中与不同性状强相关的单核苷

酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNPs）作为

工具变量，推断暴露因素与感兴趣结局之间的关联及其

效应值(8)。

      MR分析本质以工具变量法作为框架，挑选合格的工具

变量，需要遵循三大基本假设：（1）关联性假设：采用

的工具变量与暴露相关；（2）独立性假设：工具变量须

独立于暴露与结局之间的任何混杂因素；（3）排他性假

设：工具变量仅能通过暴露对结局产生影响，不可与结局

因素直接相关(7)。

2.2. 研究的基本方法和问题

      MR研究起初在单样本人群中进行，收集个体级别数

据，在进行因果推断时，选用少量与暴露相关的SNPs等
作为工具变量进行分析，这样小范围的MR研究耗时长，

成本高，效应值较易受到混杂影响(8)。近年来，动辄数十

万人的高通量GWAS提供的公开汇总级数据愈发完善，使

得MR研究中与暴露因素和结局因素相关的遗传变异可分

别来自两个互不重叠的样本，较少受到小样本量或混杂

的影响，在进行因果推断时常用逆方差加权法（inverse 
variance weighted，IVW）计算效应值(9)。这样的两样本

MR分析可重复性强，可用于筛选的SNPs数量大，进而有

更高的统计效力和更广泛的应用范围，是目前的主要研究

类型。但由于大多采用汇总级数据，会造成一些亚组信息

或其他表型信息难以获得，一定程度上也限制了后续深入

研究。近年来，中介MR分析、线性/非线性MR分析等这

些新分析方法能够对病因背后的机制与变化模式提供更深

层次的理解。

      在实际应用当中，MR分析会面临不少问题。首先，为

了满足基本假设，在研究中获得可靠的结果，需要所选工

具变量有着不错的表型解释度，与暴露因素强相关（通常

p<5*10-8），并通过计算Cragg-Donald F值来评估所选工具

变量的关联强度（通常F值>10），否则可能会存在潜在的

“弱工具变量”偏倚，产生错误的因果估计(10,11)。其次，两

个遗传变异不是完全独立地遗传，它们同时出现在一条染

色体上的几率，高于随机出现的频率，这种现象叫做连锁

不平衡（linkage disequilibrium，LD）(12)。选用具有明显

LD的SNPs可能会违反排他性假设，造成假阳性，因此须

选择相互独立的SNPs，或者采用一些方法校正潜在的偏

倚。另外，一个基因位点可能影响不止一个表型，所选用

的SNPs可能通过其他潜在混杂因素影响结局，造成多效

性偏倚(13)。MR分析中有多种方法评估分析的多效性，比

如采用MR-PRESSO法（Mendelian randomization pleiotropy 
residual sum and outlier，MR-PRESSO）检验并剔除具有多

效性的离群值，以及采用对多效性进行校正的MR-Egger
法等 (14,15)。另外，两样本MR分析过程中还存在样本重

叠、人群分层、发育代偿机制以及统计效力等问题(10)。但

近年来GWAS数据质量不断提升，分析方法不断改进，通

过对分析方法的合理应用和规范的结果报告，MR分析能

够获得可靠的统计学结果(16,17)。

3. 孟德尔随机化在肝癌中的应用

      肝癌是由多种因素共同参与的肝脏恶性肿瘤，传统流

行病学研究存在着执行成本高、耗时长、混杂因素干扰等

问题，MR分析在一定程度上可作为“前临床研究”，筛选

可疑因素，为大样本高质量研究提供方向和依据。近来，

有关肝癌的MR分析主要围绕生活方式相关因素、肥胖相

关因素、免疫相关疾病、肠道菌群以及其他相关因素等展

开。纳入的主要研究的基本特征如表1所示。

3.1. 生活方式相关因素与肝癌

      大量酒精摄入与酒精性脂肪肝、肝硬化密切相关，但

少量酒精摄入对肝脏的长期作用尚有争议。有队列研究发

现，酒精摄入与HCC发生有正向剂量-反应关系，但也有

研究发现轻度至中度饮酒与HCC风险呈负相关(18,19)。Liu
等(20)基于UK Biobank的欧洲人群数据进行了一项前瞻性

队列研究与MR分析，并对酒类型、摄入量，人群BMI等
相关因素进行了分层分析。其中，队列研究的结果提示

饮酒与HCC风险之间存在“J”型相关，即少量饮酒可对肝

癌患病低风险人群起到保护作用，这与先前一项前瞻性队

(138)
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图1. 孟德尔随机化的基本原理和三大假设。SNPs, single nucleotide polymorphisms; HCC, hepatocellular carcinoma。
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列研究结果一致(19)。研究者们认为这种保护作用可能是通

过饮用葡萄酒带来的，其中的生物活性成分抵消了酒精的

负面作用(20)。随后的非线性MR分析显示，遗传相关的酒

精摄入与HCC风险存在正向线性关系，即任何程度的饮

酒行为都会提高患癌风险。Deng等(21)基于东亚人群的MR
研究得出了类似的结果，与从不饮酒的人相比，曾经饮

酒的人患HCC的风险更高（OR 1.11，95% CI 1.05–1.18，
p<0.001）；并且酒精摄入与肝细胞癌风险正相关（OR 
1.57，95% CI 1.32–1.86，p<0.001）。此外，有一项欧洲

人群的MR分析(22)提示酒精摄入与肝癌风险并没有统计学

意义上的关联（OR 1.16，95% CI 0.43–3.11，p=0.775），

但研究纳入的结局因素是PLC，并没有对其中的HCC和肝

内胆管细胞癌（intrahepatic cholangiocarcinoma，ICC）等

进行分层，这限制了结果的可解释性。总而言之，酒精摄

入对于肝癌风险的具体关联模式还需要大规模的前瞻性研

究以及更详细的分层分析进一步探索。

      饮食相关因素与消化道疾病有着紧密联系。Deng等(21)

的东亚人群MR研究发现，咖啡摄入能够对HCC发生起到

保护作用（OR 0.69，95% CI 0.53–0.90，p=0.007），这

与先前的研究结果一致(23,24)。潜在的机制可能是咖啡中的

活性化合物（如绿原酸和多酚）发挥着抗氧化与抗炎特

性(25)。但Carter等(26)在欧洲人群中并没有观察到咖啡与肝

癌发生的负性关联，这也许与种族差异以及病因分层等有

关。另外，这些GWAS研究中与咖啡摄入相关的数据主要

通过自我报告，遗传解释度较低，这对结果解释的影响也

需要被考虑。一项基于前瞻性队列研究的荟萃分析显示牛

奶摄入量与肝癌死亡率呈正相关(27)，并且一项中国的队列

研究提示摄入较多乳制品与HCC风险升高相关(28)，但这

些观察性研究并不能解释究竟是不是牛奶摄入直接促进了

肝癌发生。Lumsden等(29)使用乳糖酶基因附近的rs4988235
作为工具变量，其中“T”等位基因与欧洲人群中乳糖酶

持久性相关，基于UK Biobank和FinnGen双队列的MR结
果表明牛奶摄入与肝癌风险并没有统计学上的关联（OR 
1.10，95% CI 0.81–1.51，p=0.933）。可惜的是，由于选

取的数据限制，文章并没能针对HCC、ICC等进行亚组分

析。另外，还有一些饮食相关因素也引起了研究者们的关

注，如食用肉的种类、饮食来源的抗氧化剂等，这些因素

与肝癌风险并没有统计学上的关联或结果的统计效能偏

低，未来还需要更庞大的GWAS研究提供数据支持，验证

现有的MR结果(30,31)。

      近年来，睡眠特征比如睡眠时长、时型对癌症的影响

受到不少研究者关注。国内的一项观察性研究发现长期睡

眠时间低于7小时的人群患癌风险增加了69%(32)。另外，

睡眠时型是指睡眠时间的习惯性提前或延迟。已有研究提

示清晨型（即早睡早起型）对乳腺癌与前列腺癌等恶性肿

瘤有保护作用，而Yuan等的MR分析(33)发现清晨型与肝癌

发生风险并没有统计学上的相关性。此外，Yang等(34)纳入

了包括睡眠时长、时型、日间打盹等6种睡眠特征，并进

行了亚组分析，也发现清晨型与肝癌风险没有统计学上的

关联，但睡眠时长与HCC风险呈负相关。

3.2. 肥胖相关因素与肝癌

      肥胖是一种身体脂肪组织过度堆积的状态，伴随着

全身慢性炎症与脂源性激素的异常分泌，如瘦素、脂联

素等。体重指数（body mass index，BMI）作为反应肥

胖程度的最常用指标，其与癌症的关联被广泛研究。

Vithayathil等(35)开展了一项欧洲人群MR研究，将BMI，脂

肪体重指数（fat mass index，FMI），去脂体重指数（fat-
free mass index，FFMI)和身高分别作为暴露因素，增加了

结果的可解释性，结果表明BMI和FMI是HCC的风险因素

（BMI：OR 1.13，95% CI 1.03–1.25，p=0.012；FMI：OR 
2.40, 95% CI 1.02–5.65，p=0.045），在去掉自我报告来源

的病例后，结果仍与先前一致。然而，基因预测的肥胖却

没能在东亚人群的MR研究中观察到类似的结果(36,37)。

      与肥胖密切相关的非酒精性脂肪肝病（Non-alcoholic 
fatty liver disease，NAFLD）是HCC的确切风险因素，

Thomas等(38)从MR视角验证了这一结果，但NAFLD是否作

为肥胖促进肝癌发生过程中的中介及其中介效应大小尚不

清楚，需要后期进行中介MR分析进一步探索。另外，有

必要关注不同生命阶段的肥胖状态对肝癌发生有无不同影

响，同时将腰围、腰臀比、血脂及胰岛素抵抗等综合指标

纳入多变量MR模型中分析。

      脂联素作为一种脂肪组织分泌的内源性激素，近来

被发现在代谢、免疫等领域发挥多种作用。着眼于脂联

素与肝癌风险的观察性研究较欠缺，在肝炎病毒为主要

病因的东亚人群中，脂联素水平升高被认为是肝癌的独

立风险因素(39,40)。Jiang等(41)的东亚人群MR研究中，选用

经BMI调整的脂联素作为暴露因素进行MR分析，结果提

示高水平的脂联素是HCC的风险因素（OR 1.26，95% CI 
1.09–1.44，p=0.003），且很可能独立于肥胖机制驱动。

但MR分析只能解释所选暴露因素的这一部分遗传相关变

异的影响，存在基因微效性偏倚，其背后复杂的生物学机

制还需要大量的基础研究验证。

3.3. 免疫相关疾病与肝癌

      免疫相关的疾病负荷与癌症的关联之间存在争议，机

体免疫相关因素是MR分析的研究热点之一(42)。炎症性

肠病（Inflammatory bowel disease，IBD）是一种与自身

免疫相关的消化道炎症性疾病，分为克罗恩病（Crohn's 
disease，CD）和溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）。

Huang等(43)进行了一项跨人群的MR分析，观察了东亚与

欧洲IBD人群的HCC风险，并进行了亚组分析，结果显示

东亚人群长期的IBD状态会促进HCC发生（OR 1.28，95% 
CI 1.07–1.52，p=0.007），特别是UC患者（OR 1.28，95% 
CI 1.15–1.33，p<0.001）；而在欧洲人群中并没有发现

IBD与HCC风险之间的联系。类风湿关节炎（rheumatoid 
arthritis，RA）同样是一种与自身免疫相关的全身性疾

病，患者致残致畸率高，RA与HCC之间的关联较少有人

关注。Zhang等(44)进行了一项MR分析，发现东亚人群中

RA患病状态可能是HCC发生的保护因素（OR 0.86，95% 
CI 0.79–0.95，p=0.003），这可能与认知不相符，但一项

10年的东亚人群队列研究(45)也提示了一致的结果，RA与

较低的HCC风险相关。另外，有欧裔MR研究提示甲状腺

功能减退状态与HCC风险降低相关(46)。上述三种疾病都与

免疫异常状态相关，在长期患病状态下，患者很可能合并

不止一种自身免疫性疾病，并伴有不止一种免疫调节剂的

使用。因此，未来需要纳入多种风险因素进行多变量MR
分析，并根据疾病的活动状态或严重程度进行亚组分析，
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以求得到更加可靠的结果。这些MR分析结果也提示应选

择具体人群对特定免疫相关疾病开展大规模研究，以节约

研究资源，优化公共卫生决策。

3.4. 肠道菌群与肝癌

      肠道菌群与体内各器官都存在一定的联系，其中肠

道及其菌群与肝脏之间的相互作用被称为“肠-肝轴”。
“肠-肝轴”由门脉血流、淋巴和胆汁酸等介质或通道相联

系，在非酒精性脂肪肝、原发性硬化性胆管炎（primary 
sclerosing cholangitis，PSC）以及肝硬化中都有肠肝串扰

机制的身影(47)。有研究发现肠道内的共生菌可以通过自然

杀伤T细胞介导肝脏选择性肿瘤抑制(48)。但由于潜在的混

杂因素和反向因果关系，通过观察性研究很难确认肠道微

生物组与肝癌之间的具体关联。Ma等(5)将病例对照研究

与MR分析结合，针对HCC与ICC进行了探索。首先，结

果发现瘤胃球菌科（Family_Rumin1ococcaceae）、卟啉单

胞菌属（Genus_Porphyromonadaceae）与HCC风险呈负相

关；卟啉单胞菌科（Family_Porphyromonadaceae）、拟杆

菌属（Genus_Bacteroidetes）与ICC风险呈负相关(5)。在随

后的病例对照研究中，Ma等选择了上述阳性菌群作为研

究的暴露因素，观察了菌群在健康对照、HCC患者和ICC
患者三类结局人群中的丰度情况，发现瘤胃球菌科在健康

对照人群的丰度远高于HCC患者，卟啉单胞菌科和拟杆菌

属在健康对照人群的丰度高于ICC患者(5)，上述结果与先

前MR分析的结果基本一致。研究在推断过程中运用了多

种方法进行敏感性分析以减少偏倚，并在MR结果基础上

进行病例对照研究，节约了研究资源，并且两者互补加强

了因果推断的效力。但研究本身也存在一定的局限性，比

如由于测序数据的限制，未能观察到卟啉单胞菌属在健康

对照与HCC人群间的相对丰度比；可能会遗漏其他相关

的肠道菌群；MR分析人群为欧裔而病例对照人群为东亚

人群等(5)。总而言之，目前有关肝癌的肠道菌群MR研究

数量较少，但能够提示特定肠道菌群参与了肝癌的发生发

展，为今后肝癌病因机制研究与肠菌治疗领域提供了发展

方向。

3.5. 其他因素与肝癌

      原发性高血压作为一种常见老年疾病，有多种药物治

疗手段，如钙通道阻滞剂、血管紧张素转换酶抑制剂等，

这些长期服用的降压药与肝癌是否有潜在关联受到越来

越多研究者与群众的关注。Wang等(49)开展了一项跨人群

药物靶点MR分析，利用了收缩压相关基因的SNPs作为工

具变量，探究12种降压药物与肝癌的关联，结果提示噻

嗪类利尿剂可能降低欧洲人群和东亚人群患HCC的风险

（欧洲：OR 0.79，95% CI 0.73–0.86，p<0.001；东亚：

OR 0.60, 95% CI 0.45–0.82，p<0.001），而β肾上腺素受体

抑制剂可能通过急、慢性肝损伤及胆汁淤积等机制与欧洲

人群的HCC风险增加有关（OR 1.46，95% CI 1.12–1.91，
p=0.004）。这项MR分析揭示了不同降压药物与HCC风险

的关联，为临床用药策略提供了一些依据，但高血压人群

中有相当一部分患者服用不止一种降压药，需要探索多种

降压药物共同使用的具体影响。

      3-羟基-3-甲基戊二酸单酰辅酶A还原酶（3-hydroxy-

3-methylglutaryl coenzyme A reductase，HMGCR）是胆

固醇合成中的关键限速酶，而他汀类药物能够通过抑制

HMGCR减少胆固醇合成，治疗高脂血症，延缓多种心脑

血管疾病进展(50)。他汀在癌症预防上的作用也引起了研究

者们不小的兴趣，Chiu等(51)的病例对照研究提示他汀类药

物对肝癌具有潜在的保护作用。Min等(52)选用3种他汀的

遗传变异数据作为工具变量，模拟药物在人体的长期暴露

作用，推断其在肝癌预防中的表现，结果显示了阿托伐他

汀与HCC风险存在微弱的负性关联，但在随后的敏感性分

析中这种效应不再显著。因此，目前尚没有充足证据说明

遗传预测的他汀类药物对肝癌的预防作用。MR分析与其

他方法的结合可能为验证HMGCR这类药物靶点对癌症的

影响提供有效路径，比如与共定位分析结合能更好地解释

机制，有助于增加研究结果在临床试验中得到转化的可能

性。

      循环中的胰岛素样生长因子（insulin-like growth 
factors，IGF）是一种与胰岛素结构类似的活性肽，参与调

控细胞生长分化和机体能量代谢，IGF及其受体的功能异

常有可能促使肥胖状态、糖尿病以及恶性肿瘤的发生(53)。

Larsson等的MR研究发现东亚人群中基因预测的IGF-1与
结直肠癌风险升高相关，但未在HCC风险中观察到阳性结

果(54)。遗憾的是，研究没能对IGF-1及其受体一同纳入分

析，同时也应考虑生长激素、BMI等因素对结果的干扰以

及可能的反向因果。另一项双向MR分析探究了血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）与多

种癌症风险的关联，其中VEGF与肝癌风险的分析得出了

阴性结果(55)。另外，在有关循环血细胞成分的多变量MR
研究中发现，嗜碱性粒细胞总数与HCC风险升高相关，这

可能与嗜碱性粒细胞调节癌症免疫反应与相关慢性炎症过

程有关，还需要进一步研究解释背后的生物学机制(56)。

4. 总结与展望

      由于高通量基因技术与GWAS数据库的发展，肝癌领

域的MR研究越来越多，这些研究聚焦于以往较少讨论或

尚有争议的因素与肝癌之间的关联，提供了MR视角的因

果推断依据，正在改变我们对肝癌的理解，但仍存在一些

挑战。首先，目前的数据库主要以欧洲后裔为特征，人群

的代表性不足限制了MR研究结果的适用性。其次，现有

研究大多采用汇总级别数据，常常假设关联为线性模式，

而对于深在的非线性关联模式或者阈值效应难以进一步探

索。不仅如此，MR分析通常用于推断终身暴露因素对结

局的影响，然而用于作为工具变量的SNPs来源于在特定

时间点的GWAS，不同年龄的个体与暴露相关的SNPs可
能不同，并且随着时间的推移，这些性状也许会随着环境

的变化而变化。另外，解释遗传变异的临床意义仍然很复

杂，MR分析仅能解释所选暴露因素的这一部分遗传相关

变异与结局的关联，应将现有的观察性研究和RCT证据进

行讨论，也应讨论背后的生物学机制。最后，仅有部分研

究在分析过程中进行了多重比较的校正，这可能存在统计

学假阳性风险。

      虽然MR分析目前仍处于初步发展阶段，但已经能看出

其在流行病学病因探索中的重要作用与研究者们的关注程

度。未来，肝癌相关的MR研究可能会依托更大样本量、

更多不同人群的GWAS数据对现有一些统计效力不足的研
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究进行更新，与传统流行病学研究方法结合，提高病因

推断的可靠程度。线性/非线性MR、中介分析这些方法的

广泛应用能够对肝癌的病因机制及其关联模式做进一步研

究，优化干预与治疗策略。将药靶MR与共定位分析等其

他方法的有效结合，能为药物研究提供初步证据，节省研

发费用。总而言之，MR分析作为一种新兴有效的病因推

断方法，能够填补传统流行病学研究方法的不足，今后在

肝癌领域会朝着更可靠、更深入的方向发展。
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