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免疫表型与缺血性卒中风险的因果
关联：孟德尔随机化研究

李星珠 1，2， 金天宇 2，3， 张泽延 1，2， 白 晨 1，2， 张豪杰 1，2， 张 通 1，2

摘 要： 目的　本研究基于大规模公开基因组广泛关联研究（GWAS）的总结统计数据，探讨731种免疫表型

与缺血性卒中风险之间的关联。方法　通过单变量孟德尔随机化（MR）分析和多变量孟德尔随机化（MVMR）分析，

研究 731种免疫表型与缺血性卒中风险的关联。假发现率（FDR）校正后，鉴别出与缺血性卒中风险显著相关的免

疫细胞类型。反向MR分析用于验证免疫表型对缺血性卒中的影响。对所有结果进行了敏感性分析，以确保结果

的稳定性。结果　单变量MR分析显示，四种类型的免疫细胞与缺血性卒中风险显著相关：CD39+调节性T细胞（OR
=1. 017，95%CI 1. 008~1. 025，P<0. 000 1），IgD−CD38+B细胞CD27+表型（OR=1. 073，95%CI 1. 034~1. 114，P<0. 001），

CD14+CD16−单核细胞CD40+表型（OR=0. 973，95%CI 0. 959~0. 987，P<0. 001），以及CD14+CD16+单核细胞CD40表型

（OR=0. 979，95%CI 0. 969~0. 990，P<0. 001）。多变量MR分析显示，IgD−CD38+细胞CD27+表型在增加缺血性卒中风

险方面具有显著的独立效应（OR=1. 053，95%CI 1. 006~1. 100，P=0. 028）。反向MR分析在FDR校正后未得出显著

统计学结果。敏感性分析表明研究发现具有稳定性。结论　本研究表明，免疫表型对缺血性卒中发作有显著影

响。后续需要进一步的实验研究以探讨这些关联背后的机制。
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Abstract： Objective To investigate the association between 731 immunophenotypes and the risk of ischemic 
stroke based on the summary statistics from the largest publicly available genome-wide association studies. Methods The 
univariate Mendelian randomization （MR） analysis and multivariate Mendelian randomization （MVMR） analysis were 
used to investigate the association between 731 immunophenotypes and the risk of ischemic stroke.  The types of immune 
cells significantly associated the risk of ischemic stroke were identified after false discovery rate （FDR） correction.  The 
reverse MR analysis was used to validate the influence of immunophenotypes on ischemic stroke， and the sensitivity 
analysis was performed for all results to ensure stability. Results The univariate MR analysis identified four types of 
immune cells that were significantly associated with the risk of ischemic stroke，i. e. ，CD39+ regulatory T cells （OR=
1. 017，95%CI 1. 008−1. 025，P<0. 000 1），IgD−CD38+B cells with CD27+ phenotype （OR=1. 073，95%CI 1. 034−1. 114，
P<0. 001），CD14+CD16−monocytes with CD40+phenotype （OR=0. 973，95%CI 0. 959 − 0. 987，P<0. 001），and 
CD14+CD16+ monocytes with CD40 phenotype （OR=0. 979，95%CI 0. 969 − 0. 990，P<0. 001）.  The MVMR analysis 
showed that IgD−CD38+cells with CD27+phenotype had a significant independent effect in increasing the risk of ischemic 
stroke （OR=1. 053，95%CI 1. 006 − 1. 100，P=0. 028）.  The reverse MR analysis did not yield statistically significant 
results after FDR correction， and the sensitivity analysis confirmed the stability of these findings. Conclusion This study 
shows that immunophenotype has a significant impact on the risk of ischemic stroke， and further experimental studies are 
needed to explore the underlying mechanisms of these associations.
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卒中是一种高复发率、高致残率和高死亡率的

急性脑血管疾病，其中缺血性卒中约占所有卒中病

例的 70%［1］。卒中的流行病学情况也令人担忧，每

年全球范围内报告数百万新增病例［2］。这种疾病不

仅导致高死亡率，还在医疗费用和长期护理需求方

面带来了沉重负担。卒中幸存者生活质量显著下

降，通常面临严重的身体、认知和心理挑战，给家庭

和社会带来沉重负担［3，4］。缺血性卒中的常见风险

因素是多方面的，包括年龄、高血压、糖尿病、吸烟、

既往卒中史和肥胖。此外，免疫和遗传因素也在其

发生和发展中起着重要作用［1，5］。
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免疫表型分析包括对免疫细胞类型和特征的分

析［6］。免疫细胞是免疫系统的基本组成部分，循环

于血流中并驻留于各种组织。在各种致病因素的影

响下，免疫细胞能够产生细胞因子，或直接与淋巴细

胞相互作用［7］。越来越多的证据表明免疫细胞与缺

血性卒中的发生、发展和预后之间有着密切的关

联［8， 9］。例如，巨噬细胞亚群在动脉粥样硬化斑块的

形成中起关键作用，而动脉粥样硬化是缺血性卒中

的主要原因，这表明免疫反应与卒中发病机制之间

存在联系［10，11］。然而，一些研究面临残余混杂因素、

反向因果关系和测量误差等局限性，这些局限性可

能掩盖了免疫表型与缺血性卒中风险之间的真实

关联。

孟德尔随机化（Mendelian randomization，MR）是

一种用于推断风险因素与疾病之间因果关系的新

方法［12］。它利用遗传变异作为工具来模拟随机临

床试验的效果，这些遗传变异在受孕时被假设为随

机分配，模拟临床试验中的随机分配［13］。许多研究

证实了MR分析在探索暴露与疾病之间关联方面的

有效性［14， 15］。这种分析可以避免反向因果关系和

混杂因素。本研究进行了双向两样本 MR，以全面

探讨 731 种免疫表型与缺血性卒中风险之间的

关联。

1　资料与方法

1.1　研究设计　本文进行了双向两样本 MR，

以探讨免疫表型与缺血性卒中风险之间的因果关

系。该 MR 研究基于 3个关键假设［13］：（1）工具变量

与暴露显著相关；（2）工具变量与暴露-结果关系中

的任何混杂因素独立；（3）工具变量仅通过暴露影响

结果。研究设计的概览见图1。

图1　研究设计概述
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1.2　数据来源　在暴露方面，本研究使用了

免 疫 表 型 的 全 基 因 组 关 联 研 究（genome-wide 
association studies，GWAS）中的 3 757 例欧洲人的数

据［16］。这项研究记录了 731 种不同的免疫表型，包

括 118种绝对细胞计数（absolute cell， AC）、389种表

面抗原水平的中位荧光强度（median fluorescence 
intensities，MFI）、32 种 形 态 参 数（morphological 
parameters，MP）和 192 种相对细胞计数（relative cell 
counts，RC）。评估的参数，尤其是MFI、AC和RC，涵

盖了一系列免疫成分，如B细胞、各阶段成熟的 T细

胞、单核细胞、髓细胞、TBNK 细胞和调节性 T 细胞

（Treg）。在缺血性卒中方面，GWAS 数据集来自

MEGASTROKE 联盟。该数据集包含了 440 328 例

来自欧洲的样本，其中包括 34 217例缺血性卒中患

者和 406 111例对照［17］。
1.3　遗传工具变量选择　对于免疫表型，本文

采用 PLINK 软件中的聚类程序，选择与免疫特征显

著 且 独 立 的 单 核 苷 酸 多 态 性（single nucleotide 
polymorphisms，SNP），基于以往研究［18，19］，显著性水

平设定为1×10−5，连锁不平衡（LD）r2阈值为0. 1，距离

为 500 kb。对于缺血性卒中，我们将全基因组显著

性阈值设定为 5×10−8，LD r2 设定为 0. 001，距离为

10，000 kb。 为 了 减 少 弱 工 具 变 量（instrumental 
variables，IVs）带来的偏差，选择了 F 统计量大于 10
的 SNP［20］。此外，使用 PhenoScanner V2 排除了与结

果相关的混杂因素［21］。当目标 SNP在基因型数据中

缺失时，使用代理 SNP，代理 SNP与目标 SNP之间的

R2阈值设定为大于0. 8［22］。在协调过程中，对于非一

致等位基因的模糊SNP和不明确的回文SNP，进行了

修正或直接剔除。这确保了 SNP对暴露的影响与该

SNP对结果的影响对应于相同的等位基因。结果和

暴露的分析来自不同的队列，确保了人群没有重叠。

1.4　统计学方法　在本研究的MR分析中，采

用 了 6 种 方 法 ：逆 方 差 加 权（inverse-variance 
weighted，IVW）法、加权中位数（weighted median， 
WM）法、MR-Egger回归法、简单模式法、加权模式法

和孟德尔随机化多余残差和离群值（Mendelian 
randomization pleiotropy RESidual sum and outlier， 
MR-PRESSO）法［13］。IVW法是MR分析的主要工具，

它结合了使用逆方差加权的沃尔德比率，这种方法

假设所有遗传变异都是有效的 IVs［23］。WM 法提供

了稳健的因果估计，即使多达 50% 的数据来自无效

工具，通过根据每个变异的精度加权沃尔德比率并

计算这些比率的中位数［24］。MR-Egger 回归有助于

检测和调整多效性效应［25］。简单模式法涉及识别个

别遗传变异报告的最常见效应值，用于代理感兴趣

的暴露。这种方法在处理异质性遗传变异集合时特

别有用。加权模式法是简单模式法的变体，它通过

加权每个效应值，能在不同遗传变异效应估计精度

存在差异时提供更准确的因果效应估计［26］。MR-

PRESSO 方法通过识别离群值并在排除离群值后提

供调整后的因果估计，识别和纠正横向多效性和异

质性，其中变异影响多种特征［23］。为了更严格地评

估免疫表型对缺血性卒中的独立因果影响，同时控

制其他显著的免疫表型，进行了多变量MR分析［27］。
该分析将额外的免疫表型影响纳入线性模型。

本研究进行了敏感性分析以确保结果的稳定

性。Cochran’s Q 统计量用于测试 MR 分析中的异

质性，评估遗传变异之间因果效应估计的一致

性［28］。MR-Egger 回归中的截距项提供了对横向多

效性存在的检验。如果截距显著偏离零，表明遗传

变异对结果有独立于暴露的系统性影响，提示存在

水平多效性［25］。当水平多效性显著时，使用基于汇

总 效 应 估 计 的 因 果 分 析（causal analysis using 
summary effect estimates，CAUSE）方法来区分相关和

不相关的水平多效性效应［29］。MR-PRESSO 的全局

P 值评估选定遗传变异中水平多效性的总体存

在［23］。逐一剔除分析逐一排除每个遗传变异，以检

查单个变异对总体 MR 估计的影响，帮助识别对结

果有不成比例影响的变异［30］。MR中的漏斗图用于

直观评估多效性或其他偏差的存在。图中出现的

不对称性可能提示所使用的 IVs 存在潜在问题［25］。
为解决多重检验问题，所有 P 值均使用 Benjamini-
Hochberg 程序进行假发现率（false discovery rate，
FDR）校正［31］。

MR 分析使用 R 编程语言（版本 4. 2. 0）中的

“Two-Sample MR”“MVMR”“Mendelian Randomization”
和“FDRtool”软件包进行。

2　结 果

2.1　暴露因素的工具变量　本研究识别出与

731个免疫表型相关的独立工具变量，每个表型的工

具变量数量中位数为 27 个（范围：3~695 个）。这些

工具变量平均解释了各自表型方差的 0. 280%（范

围：0. 005%~8. 398%）。此外，我们还确定了 17个特

定于缺血性卒中的工具变量，用于后续的反向 MR
分析。所有这些工具变量的 F 统计量均大于 10，表
明它们的统计效力较高。

2.2　免疫表型对缺血性卒中风险的双样本

MR分析　从使用 IVW 方法得出的 731个免疫表型

与缺血性卒中之间的双向 MR 估计结果中，我们发

现 64种免疫细胞在 P<0. 05显著水平上与缺血性卒

中有因果关系，48种免疫细胞水平升高和 16种细胞

水平降低与缺血性卒中风险增加相关。这 64 种免

疫表型分布在多个类别中：B细胞（19种）、常规树突
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状细胞（1 种）、T 细胞成熟阶段（7 种）、单核细胞（6
种）、髓系细胞（4种）、TBNK细胞（7种）和调节性T细

胞（20种）。图 2显示了与缺血性卒中相关且差异具

有统计学意义的免疫表型。

在应用 FDR 校正后（PFDR<0. 05），有 4 种免疫表

型被确定为缺血性卒中的风险因素（见图 3）。对于

调节性 T 细胞（Tregs），通过 IVW 方法分析发现

CD39+静息调节性 T细胞增加了缺血性卒中的风险

（OR=1. 017，95%CI 1. 008~1. 025，P<0. 000 1，PFDR<
0. 05），另外我们也使用了MR-Egger方法（P=0. 20）、

WM方法（P=0. 02）、简单模式（P=0. 50）、加权模式（P=
0. 01）和 MR-PRESSO（P<0. 001）进行分析。对于 B
细胞，我们通过 IVW方法分析发现 IgD−CD38+细胞上

的CD27表型增加了缺血性卒中的风险（OR=1. 073，
95%CI 1. 034~1. 114，P<0. 001，PFDR<0. 05），采 用

MR-Egger方法（P=0. 11）、WM方法（P=0. 03）、简单模

式（P=0. 16）、加权模式（P=0. 19）和 MR-PRESSO（P<
0. 001）也进行了相关分析。对于单核细胞，使用

IVW方法发现CD14+CD16−细胞上的CD40表型降低

了缺血性卒中的风险（OR=0. 973，95%CI 0. 959~
0. 987，P<0. 001，PFDR<0. 05），我们也使用了 MR-

Egger 方法（P=0. 77）、WM 方法（P=0. 01）、简单模式

（P=0. 04）、加权模式（P=0. 01）和 MR-PRESSO（P<
0. 001）方 法 进 行 分 析 。 此 外 ，IVW 方 法 发 现

CD14+CD16+细胞上的 CD40表型降低了缺血性卒中

的风险（OR=0. 979，95%CI 0. 969~0. 990，P<0. 001，
PFDR<0. 05）。其他方法：MR-Egger 方法（P=0. 33）、

WM 方法（P<0. 01）、简单模式（P<0. 01）、加权模式

（P<0. 01）和MR-PRESSO（P<0. 001）。
在我们对 IgD−CD38+细胞上的CD27表型和缺血

性卒中进行敏感性分析，我们观察到MR-Egger的截距

为−0. 008 9（P=0. 02），表明存在水平多效性（见表1）。
为确认此结果是否为假阳性，我们采用了CAUSE方

法。该方法表明因果模型相比共享模型具有更高的

稳健性（Z=−2. 96，P<0. 01）。这也表明水平多效性

与结果无关，从而确认了我们结果的可靠性。其他

敏感性分析，包括Cochran’s Q统计量和MR-PRESSO
的全局 P 值，表明我们的发现中没有显著的异质性

或水平多效性。此外，我们也采用留一法分析和漏

斗图进一步证实了结果的稳定性。

2.3　免疫表型对缺血性卒中风险的多变量

MR分析　多变量MR分析显示，即使在调整其他显

著的免疫表型后，仍存在一个免疫表型与缺血性卒

中之间的独立因果关系（见图 4）。IgD−CD38+B细胞

的 CD27 表型与缺血性卒中的风险增加相关（OR=
1. 053，95%CI 1. 006~1. 100，P=0. 028）。在敏感性

分析中，Cochran’s Q 统计量显示我们的 MVMR 分

析中不存在异质性。此外，MR-Egger 方法的截距

为− 0. 001，P=0. 64，而 MR-PRESSO 的全球 P 值为

0. 145。这些结果表明我们的研究结果中不存在水

平多效性。此外，LASSO测试显示在 MVMR 分析中

不存在协方差问题。

图2　与缺血性卒中显著相关的免疫表型
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2.4　缺血性卒中对免疫表型的因果效应　反

向MR分析，我们将缺血性卒中作为暴露，免疫表型

作为结局，我们发现有 8 种免疫表型在缺血性卒中

患者中表现出显著变化，其中 4 种免疫细胞水平降

低，4种水平升高。

这些免疫表型涵盖了多个类别：B 细胞（2
种）、T 细胞成熟阶段（1 种）、髓系细胞（2 种）和调

节性 T 细胞（3 种）（见图 2）。然而，在应用 FDR 校

正后，没有免疫表型在缺血性卒中患者中显示出

显著关联。

图3　免疫表型与缺血性卒中的双样本MR分析

表1　孟德尔随机化的敏感性分析

暴露

CD39+ resting Treg

CD27 on IgD−CD38+

CD40 on CD14+CD16−

CD40 on CD14+CD16+

异质性检验

方法

MR-Egger
IVW

MR-Egger
IVW

MR-Egger
IVW

MR-Egger
IVW

Cochran’s Q

144. 19
145. 69

10. 95
11. 67
51. 79
58. 39
69. 92
72. 21

P 值
0. 13
0. 12
0. 69
0. 70
0. 26
0. 12
0. 32
0. 28

多效性检验

MR-Egger’s 截距

0. 002 6

−0. 011

−0. 008 9

−0. 004 3

P值

0. 25

0. 41

0. 02*

0. 15

MR-PRESSO
全局P值

0. 16

0. 75

0. 10

0. 26

注：*P<0.05，差异有统计学意义。
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3　讨 论

本研究通过利用大规模GWAS汇总数据的MR分

析提供了免疫细胞影响缺血性卒中风险的证据。我们

的研究表明，CD39+ 静息调节性 T 细胞（Tregs）和

IgD−CD38+B细胞上的CD27表型与缺血性卒中风险增

加相关。相反，CD14+CD16−单核细胞和CD14+CD16+

单核细胞上的CD40表型与缺血性卒中风险降低相关。

此外，IgD−CD38+细胞上的CD27表型独立增加了缺血

性卒中的风险。

调节性T细胞在维持免疫稳态和调节免疫反应

中起着至关重要的作用。然而，其对缺血性卒中的

影响仍存在争议。许多研究发现，调节性 T 细胞对

缺血性卒中具有保护作用，包括调节中性粒细胞来

源的基质金属蛋白酶 -9（matrix metallopeptidase-9，
MMP-9）、通过 C-C 趋化因子受体 5（C-C chemokine 
receptor type 5，CCR5）相互作用保护血脑屏障以及

抑制效应 T 细胞的激活［32-35］。然而，Kleinschnitz
等［36］的研究表明在缺血性卒中后的 24 h内消耗调节

性T细胞显著减少了梗死体积并改善了脑灌注。此

外，调节性 T细胞倾向于通过 LFA-1/ICAM-1途径增

强血小板与缺血性脑内皮细胞的相互作用，导致微

血管功能障碍、血栓形成增加和脑缺血后灌注受

损［37］。然而，一些研究报告称调节性 T 细胞与缺血

性卒中之间没有显著关联，这可能与梗死体积、调节

性 T 细胞分析的时间和特定炎症环境等变量有

关［38］。我们的研究发现，CD39+静息调节性T细胞的

绝对数量增加可能是缺血性卒中的一个风险因素，

但在这一领域的研究仍然较少。

B 细胞作为适应性免疫系统的关键组成部分，

存在于各种子集中，具有不同的功能，如抗体生产、

抗原呈递和细胞因子分泌［39］。我们的研究表明，

IgD−CD38+细胞上的CD27独立增加了缺血性卒中的

风险。CD27是先前激活的标志物，表明其对抗原再

暴露的准备状态较高。在自身免疫性疾病或慢性炎

症性疾病等中，这些细胞可能表明持续的免疫激活

或疾病进展，这些疾病也是卒中的风险因素［40］。

CD38 是一种具有受体和酶介导功能等的多功能蛋

白，对于合成钙动员第二信使至关重要，这些信使对

髓样免疫细胞的激活和迁移至关重要。值得注意的

是，在 SHRSP（一种严重高血压和脑小血管病的遗传

模型）中，CD38的表达过高，且酶活性增强［41］。研究

表明，在卒中后调节CD38可能会减弱趋化因子的产

图4　免疫表型与缺血性卒中的多变量MR分析
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生，减少免疫细胞的浸润，并在暂时性缺血和再灌注

后最大限度地减少脑损伤。这表明 CD38是缺血性

卒中的一个潜在治疗靶点［42］。

CD40 是一种存在于抗原呈递细胞上的共刺激

蛋白，对于其激活至关重要。CD40与其配体CD40L
（存在于 T细胞上）之间的相互作用对于激活 T细胞

和抗原呈递细胞都非常重要。有趣的是，我们的研

究表明，CD14+CD16−细胞和CD14+CD16+单核细胞上

的 CD40 可能是缺血性卒中的保护因素。研究将

CD40与心血管疾病风险联系起来，其血浆水平与颈

动脉粥样硬化的严重程度相关，并预测未来的心血

管事件［42，43］。这些结论并不一致。Chen等［44］研究评

估了 308种血浆蛋白，发现较高的遗传预测CD40水

平与大动脉卒中风险降低相关，强调了CD40作为治

疗靶点的潜力，这与我们的结果一致。然而，另一项

研究表明，可溶性 CD40 配体（sCD40L）并不是心肌

梗死或卒中的强独立标志物，尽管它与其他炎症标

志物相关［45］。

本研究存在几个局限性。首先，尽管我们选择

了欧洲人群中最大的免疫表型和缺血性卒中的

GWAS 汇总数据集，免疫表型和缺血性卒中数据集

在样本大小和质量控制方法方面存在差异。这些差

异可能引入误差，因此需要谨慎解释本研究结果。

尽管我们选择了高统计效能的工具变量并进行了几

种敏感性分析以减轻混杂效应，但仍需保持谨慎。

其次，由于依赖于汇总数据且无法获取个体水平数

据，我们无法对感兴趣的临床特征进行分层分析。

第三，尽管我们应用了FDR校正，但放宽的SNP选择

标准可能导致一些假阳性结果。

综上所述，本文为缺血性卒中发生机制的免疫

学方面提供了潜在的新见解，后续仍需要进一步的

实验研究来阐明已识别的免疫特征与缺血性卒中风

险之间的潜在关联机制。

伦理学声明：本研究使用的是已发表和公开可

用的GWAS数据。每位参与者均获得了各自研究的

伦理批准和知情同意。
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