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摘 要：【目的】采用孟德尔随机化法（MR）推断炎症小体NLRP3水平与冠心病发生风险之间的关联。【方法】

依托东南大学中大医院心血管内科，对经冠状动脉造影确诊的 321个冠心病病例和 293个正常对照的人群，进行流

行病学调查与血样标本采集。采用ELISA方法测定血清NLRP3水平；采用RFLP-PCR的基因分型方法，检测研究

对象的NLRP3基因 rs10754558（C/G）的多态性；以NLRP3基因 rs10754558（C/G）作为工具变量，结合血清学相关表

型NLRP3水平，采用线性回归分析和 Logistic回归分析的方法分别构建基因型-表型、基因型-疾病结局之间的关

联，进而使用MR方法推断相关细胞因子（表型）与CAD发生之间的因果关联。【结果】NLRP3基因变异 rs10754558
（C/G）与冠心病风险间以及NLRP3水平之间的关联均具有统计学意义，回归系数 βZY=0.45，βZX=2.34，进而通过孟德

尔随机化法推断出的NLRP3水平与冠心病风险的关联回归系数 βXY=βZY/βZX=0.45/2.34=0.19，表明 NLRP3水平每增

加 1 ng/mL水平，冠心病的风险增加 20.9%（OR=e0.19=1.209）。通过传统病例对照研究设计直接获得的NLRP3水平

与冠心病风险的关联回归系数 βXY=0.03，表明NLRP3每升高 1 ng/mL，个体发生CAD的风险增加了 3.1%（OR=e0.03=
1.031，95%CI=1.003-1.058），相比MR方法推断的关联强度较小。【结论】通过孟德尔随机化法验证了炎症小体NL⁃
RP3水平与冠心病风险之间的关联，比传统关联研究更接近真实因果关联。
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Abstract：【Objective】Using the Mendelian randomization（MR）study design to infer the causal relationship be⁃
tween NLRP3 levels and the risk of CAD.【Methods】Totally 321 CAD cases confirmed by coronary angiography（CAG）and
293 normal controls were included in this MR study. Serum NLRP3 levels of all the subjects were determined by ELISA.
The polymorphism of NLRP3 gene rs10754558（C/G）was detected by RFLP-PCR and it was considered as the instrumen⁃
tal variable（Ⅳ）to evaluate the causal relationship between NLRP3 levels and CAD risks. Logistic regression analysis and
Linear regression analysis were used to test the association between genotype-phenotype，genotype-disease outcome，and
then MR method was used to infer the causal relationship between NLRP3 and CAD risks.【Results】The association be⁃
tween the NLRP3 gene rs10754558（C/G）variant and the risk of CAD and the level of NLRP3 were statistically significant.
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The regression coefficients βZY = 0.45 and βZX = 2.34 respectively. The regression coefficient βXY = βZY/βZX = 0.45/2.34 =
0.19，and then it was transformed into OR value（OR=e0.19=1.209），which meant subjects with the 1 ng/mL increased of
NLRP3 level had the 20.9% increased risk of CAD. And also，the traditional case-control study of the NLRP3 levels and
CAD risks showed that the subjects with the 1 ng/mL increased of NLRP3 levels were associated with 3.1% increased CAD
risk（βXY=0.03，OR=e0.03=1.031，95%CI=1.003-1.058），which was a little bit lower than that of MR result.【Conclusions】
The inflammasome NLRP3 levels were associated with the increased risk of CAD in a mendelian randomization study and it
might be a robust evidence than that of the traditional association study.

Key words：NLRP3；coronary artery disease；mendelian randomization；single nucleotide polymorphism
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（1）：133-139］

冠状动脉疾病（coronary artery disease，CAD）
主要由动脉粥样硬化引起，是动脉壁增厚的进行

性慢性炎症过程［1］。在全球范围内，心血管疾病

（cardiovascular disease，CVD）已经造成了巨大的

健康和经济负担，其中最常见的心血管死亡原因

就是冠心病［2］。根据《中国心血管健康与疾病报

告 2020》显示，心血管疾病死亡仍占城乡居民总死

亡原因的首位［3］。研究表明，炎症反应在斑块形

成、促进斑块破裂过程中发挥着重要作用［4］。Nod
样受体蛋白 3（nod like receptor protein 3，NLRP3）
炎性小体是固有免疫的重要组分，在机体免疫反

应和疾病发生过程中具有重要作用。NLRP3作为

炎症-免疫的关键，在心血管疾病以及冠心病的

作用是当前研究的热点［5-6］。传统的流行病学研

究表明，炎症因子NLRP3在心血管疾病尤其是在

冠状动脉粥样硬化疾病的发生发展过程中具有

十分重要的作用［7-8］。然而由于炎症因子水平的

精确测量难以实现，以及观察性研究存在的混杂

因素使得二者间的关联可能并非为因果关联。

为了验证这一关联，利用孟德尔随机化法（Men⁃
delian randomization，MR）避开混杂因素的影响，

借助与炎症因子相关的基因变异间接推断炎症

因子与疾病之间的因果关联更为可靠。孟德尔

随机化法与验证因果关联的金标准随机对照试

验相比更具实用性和便捷性，且在可靠性方面与

RCT相似。与 NLRP3水平相关的突变位点位于

NLRP3基因启动子区域，存在高度多态性。经阅

读相关文献，拟采用 NLRP3 基因 rs10754558（C/
G）位点作为工具变量，结合血清 NLRP3水平的

检测，验证基因型-表型、基因型-疾病结局之间

的关联，进而推断NLRP3与 CAD发生风险之间的

因果关联。

1 材料与方法

1.1 研究对象

研究对象均为 2010年 09月至 2019年 03月在

东南大学附属中大医院就诊，经（Coronary angiogra⁃
phy,CAG）确诊的CAD患者 321例，对照组人群（经

CAG诊断排除CAD的人群）293例。根据美国心脏

协会（America Heart Association，AHA）和美国心

脏病学会（American College of Cardiology，ACC）对

冠心病诊断的定义［9］，所有研究对象住院期间采用

Judkins法行 CAG，并须经两位心血管介入专业医

师共同诊断。研究对象的纳入标准：①病例组：经

临床CAG确诊的冠心病病例；②对照组：来源于医

院的对照组人群经冠脉造影（CAG）检查排除患有

冠心病。排除标准：①临床资料不齐；②患有威胁

生命的心律失常；③合并严重感染、心脏瓣膜性疾

病、恶性肿瘤等疾病。病例和对照组研究对象按照

性别、年龄（±3岁）匹配。本研究遵守赫尔辛基宣

言，已获得东南大学伦理委员会的批准（2015ZD⁃
KYSB051）。所有参与者在参与研究前均已签署知

情同意书。

1.2 一般资料及标本采集

所有研究对象均按以下几个方面收集信息：①
一般情况：性别、年龄、身高、体质量、家族史等；②
临床信息：入院血常规检查、生化血脂水平等；③生

活行为习惯：吸烟、饮酒史等。每个研究对象分别

用真空抗凝采血管和非抗凝采血管采集静脉血 5~
10 mL，非抗凝管收集血清标本用于血清NLRP3水
平的测定，抗凝管4 h内离心，取白细胞留作提取基

因组DNA。具体步骤为：未抗凝标本垂直放置 30~
60 min后离心。标本配平，放入离心机离心7 min，离
心力为800×g，待离心转速降至0时，轻轻取出标本，

立即将标本转移至不含抗凝剂和防腐剂的试管。
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1.3 血清 NLRP3水平测定

为获取冠心病患者与对照组人群血清NLRP3
水平，采取ELISA进行测定。试剂盒采用上海酶研

生物公司NLRP3血清ELISA试剂盒。将标本、标准

品、检测抗体（经HRP标记）依次加入到预先包被

隐热蛋白（NLRP3/C1orf7/NALP3）抗体的包被微孔

中进行温育并彻底洗涤。TMB作为显色剂，依次在

过氧化氢酶和终止液作用下首先转化成蓝色，继而

变为黄色。使用酶标仪（波长450 nm）测定OD（吸光

度）值标准曲线的直线回归方程，获取样品真实浓度。

1.4 PCR-RFLP检测NLRP3 基因位点

采用 QIAamp DNA Blood Mini Kit（Qiagen 公

司）从白细胞中提取 DNA，并测定其浓度和纯度。

通过文献阅读查询，并与人类基因库进行核查比

对，确定本实验所需NLRP3基因 rs10754558（C/G）
引物序列。上海生工生物工程技术公司负责本研

究的引物的合成工作。引物如下：上游引物 5’-
CAGGACAATGACAGCATCGGGTGTTGAT-3’；下

游引物 5’-GCTGCCATAAAATTTCAACATAA-3’。

以提取完成的核酸为模板，在PCR核酸扩增仪进行

PCR扩增。用 NEB公司限制性内切酶 MboI对
rs107544558（C/G）位点的 PCR产物进行酶切。三

种酶切产物片段分别是：GG：261bp；GC：261 bp，
236 bp，25 bp；CC：和236 bp，25 bp。
1.5 统计和分析方法

MR通过引入工具变量 Z（基因变异）来控制混

杂因素的影响，工具变量需满足以下 3个条件：①
基因型必须与待研究的暴露因素（表型X）存在关

联；②基因型必须独立于混杂因素；③基因型只能

通过影响待研究的暴露因素（表型X）与结局Y相

关。则：关联ZY=关联ZX×关联XY。通过引入NL⁃
RP3基因 rs10784558（C/G）这一遗传变异位点作为

工具变量 Z，采用 Logistic回归模型，获得这一位点

与冠心病风险的关联大小 βZX；采用线性回归模型，

获得这一个位点与NLRP3水平的关联大小 βZY。由

此间接获得NLRP3水平与冠心病风险的关联大小

βXY=βZY/βZX。同时与采用病例对照方法直接获得的

NLRP3水平与 CAD发生风险之间的关联大小，推

断NLRP3水平与冠心病发生风险之间的关联。

采用EpiData3.2软件对数据进行双录入，采用

统计软件 Stata（16.0）和 SPSS（25.0）进行分析。Lev⁃
ene方差齐性检验判断方差齐性，计量资料以均数±
标准差（X̄ ± S）表示并采用 t检验，采用χ2检验对计

数资料和哈迪-温伯格平衡进行分析。采用非条件

Logistic回归、广义线性模型等分别构建回归模型，

提取 NLRP3 rs10784558位点突变（Z）与 CAD（Y）、

NLRP3 rs10784558位点突变（Z）与NLRP3水平（X）
的关联回归系数 βZY和 βZX，计算获得X-Y回归模型

系数 βXY=βZY/βZX。同时采用传统关联研究的方法，

非条件 Logistic回归直接计算 NLRP3水平与 CAD
之间的关联系数 βXY，比较两种方法获得的NLRP3
水平与CAD的关联大小的差异。P<0.05定义为差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 CAD组和非CAD组一般情况比较

本研究共纳入冠心病病例 321例，对照组 293
例。两组年龄、性别差异无统计学意义（P >0.05）。

收缩压、舒张压、空腹血糖、甘油三酯、胆红素及肌

钙蛋白等因素的平均水平在两组差别有统计学意

义（P<0.05），其中病例组的收缩压、舒张压、空腹血

糖、甘油三酯及肌钙蛋白平均水平均显著高于对照

组，冠心病组的胆红素平均水平低于对照组。而两

组间的总胆固醇、高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、载

脂蛋白A、载脂蛋白B、脂蛋白 a、肌酐等临床指标的

分布差异未见统计学意义（表1；P >0.05）。

2.2 CAD组与对照组NLRP3基因型频率分布的

比较

病例组与对照组各基因型如表 2所示。在 321
例病例组人群中，CC基因型64例，CG型106例，GG
型 151例，频率分别为 19.94%、33.02%、47.04%；C
等位基因频率 50.49%，G等位基因频率 49.51%。

293例对照人群中，CC基因型 82例，CG型 87例，

GG型127例，频率分别为27.99%、29.69%、42.32%；

冠心病组C等位基因频率 36.45%，G等位基因频率

63.55%，对照组 C等位基因频率 42.83%，G等位基

因频率 57.17%。对对照组进行哈迪-温伯格遗传

平衡检验，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.3 NLRP3 基因 rs10754558(C/G)与 CAD风险

之间的关联

在显性模型（GG+CGvsCC）的情况下，检验NL⁃
RP3基因变异 rs10754558（C/G）与CAD之间的关联。

结果表明NLRP3基因 rs10754558位点变异与CAD
之间的关联具有显著性，与携带CC基因型的个体相

比，只要有一个等位基因G突变的个体发生冠心病

的风险增加了56%（OR= 1.56，95% CI= 1.07-2.27）。

Logistic回归结果显示，NLRP3基因 rs10754558位点
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变异与CAD之间的关联的回归系数为 βZY=0.45，即
每增加一个等位基因变异，个体发生 CAD的风险

增加56.8%（OR=e0.45=1.568，95%CI=1.073-2.271）。

2.4 NLRP3 基因 rs10754558(C/G)与 NLRP3 水

平之间的关联

采用一般线性回归分析计算 rs10754558（C/G）
位点突变和NLRP3水平之间的关联。对于NLRP3
基因变异 rs10754558（C/G）位点，GG/GC基因型与

CC基因型携带者相比，每增加一个突变等位基因，

NLRP3 水平增加 2.34 ng/mL（βZX= 2.34，95%CI =
0.28-4.30）。

2.5 NLRP3水平与CAD之间的关联

冠心病组 NLRP3的水平为 13.61 ng/mL，高于

对照组NLRP3水平11.36 ng/mL，且两组间的差异具

有统计学意义（P=0.009；图1）。NLRP3水平与CAD
之间的关联系数采用 logistic回归计算。结果表明，

NLRP3水平每升高1 ng/mL，个体发生CAD的风险增

加了3.1%（OR=e0.03=1.031，95%CI=1.003-1.058）。

2.6 NLRP3水平与CAD风险关联的孟德尔随机

化研究

由病例对照研究设计，通过检测病例组与对照

组的NLRP3水平，直接获得的NLRP3水平与冠心

病风险的关联大小 βXY=0.03，表明NLRP3水平每增

加 1 ng/mL，个体发生冠心病的风险增加 3.1%（OR=
e0.03=1.031，95%CI=1.003-1.058）；采用NLRP3基因

rs10754558（C/G）作为工具变量，由孟德尔随机化

法间接获得的NLRP3水平与冠心病风险的关联大

小 βXY=βZY/βZX=0.19，进行对数转换后显示，NLRP3

表1 病例组与对照组临床资料比较

Table1 Clinical characteristics of the CAD group
and control group (n，X̄ ± S )

Variable
Age/years
Sex（Male/Female）
BMI（kg/m2）1）
SBP（mmHg）2）
DBP（mmHg）3）
FBG（mmol/L）4）
TG（mmol/L）5）
TC（mmol/L）6
HDL（mmol/L）7）
LDL（mmol/L）8）
ApoA（mmol/L）9）
ApoB（mmol/L）10）
Lp（a）（mmol/L）11）
CRE（mmol/L）12）
TBIL（mmol/L）13）
Tn（mmol/L）14）

CAD cases
60.73±10.99
163/158

25.13±3.50
150.82±24.09
89.75±16.02
6.96±2.83
1.95±1.56
4.64±1.25
1.28±0.65
2.84±1.53
1.12±0.51
0.89±0.89

245.31±207.19
94.99±94.74
8.33±8.30
1.30±8.87

Controls
61.63±10.81
144/149

24.70±3.81
137.36±20.80
80.24±11.32
6.04±1.98
1.60±1.33
4.63±1.22
1.29±0.54
2.85±0.91
1.16±0.42
0.87±0.66

247.62±243.08
86.75±73.04
14.28±27.26
0.12±0.64

P value
0.306
0.686
0.213
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.957
0.759
0.867
0.288
0.754
0.903
0.236
<0.001
0.046

BMI：Body mass index；SBP：Systolic blood pressure；DBP：
Diastolic blood pressure；FBG：Fasting blood glucose；TG：Tri⁃
glyceride；TC：Total cholesterol；HDL：High density lipoprotein；
LDL：Low density lipoprotein；ApoA：Apolipoprotein A；ApoB：
Apolipoprotein B；Lp（a）：Lipoprotein a；CRE：Creatinine；
TBIL：Total bilirubin；Tn：Troponin. The chi-square test was used
for sex and the T test was used for others. Missing value：1）：80
cases，91 controls. 2）：94 cases，206 controls. 3）：98 cases，207
controls. 4）：83 cases，160 controls. 5）：13 cases，17 controls. 6）：

13 cases，18 controls. 7）：14 cases，18 controls. 8）：13 cases，18
controls. 9）：14 cases，19 controls. 10）：14 cases，19 controls.
11）：15 cases，21 controls. 12）：10 cases，18 controls. 13）：22
cases，49 controls. 14）：36 cases，64controls.

表2 病例组与对照组NLRP3基因型频率分布

Table2 NLRP3 genotype frequency distribution of
CAD group and control group n（%）

CAD
Controls

CC
64（19.9）
82（27.90）

CG
106

（33.02）
87

（29.60）

GG
151

（47.04）
124

（42.50）

GG+CG
257

（80.06）
211

（72.01）

C
（36.45）
（42.83）

G
（63.55）
（57.17）

CC：wild type genotype；CG/GG：mutant type genotype. The
Hardy–Weinberg equilibrium test of control groups：P<0.05.

The mean level of NLRP3 in CAD group (13.61 ng/mL) was higher
than control group (11.36 ng/mL), and the difference between the two
groups was statistically significant (P=0.009).

图1 冠心病组与对照组NLRP3水平的散点图

Fig.1 Scatter plot of NLRP3 levels between CAD group
and control group
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水平每增加 1ng/mL水平，个体发生冠心病的风险

增加 20.9%（e0.19=1.209；图 2）。两种方法所得关联

系数方向一致。

3 讨 论

3.1 主要发现

本研究采用病例对照研究设计，冠心病组与对

照组两组之间性别构成、年龄等一般情况相匹配，

具有可比性。结果发现，病例组的空腹血糖、甘油

三酯、收缩压、舒张压及肌钙蛋白均显著高于对照

组，病例组的胆红素低于对照组。与国内外研究一

致［10-13］。同时，通过孟德尔随机化法推断出NLRP3
水平与冠心病风险的关联具有统计学意义，NLRP3
水平每增加 1 ng/mL，个体发生冠心病的风险增加

20.9%。通过传统病例对照研究设计直接获得的

NLRP3水平与冠心病风险的关联同样具有统计学

意义，NLRP3水平每增加 1 ng/mL，冠心病的风险增

加 3.1%。两种方法得到的回归系数方向一致，说

明结果具有一定的可靠性。但通过病例对照研究

设计得到的关联大小远小于孟德尔随机化法，说明

观察性流行病学中潜在的混杂因素的干扰可能导

致低估关联效应。

3.2 相关机制与研究证据

动脉粥样硬化被认为是动脉壁的一种慢性炎

症性疾病，而炎症是动脉粥样硬化斑块发生、发展

和血栓破裂等发病机制的核心，促进冠心病和急性

冠脉综合征的发生和发展［14-15］。2010年，Duewell
等［16］首次发现在骨髓来源的炎症细胞中缺少 NL⁃
RP3，IL-1α/β等与炎症小体相关的分子可降低动

脉粥样硬化病变的发展。由于胆固醇晶体的形成存

在于早期阶段，并且可以在动脉粥样硬化的所有阶

段中检测到，Duewell等［16］研究发现晶体对巨噬细胞

中的NLRP3炎性小体有很强的激活作用，而具有高

动脉粥样硬化特性的氧化低密度脂蛋白（LDL）的存

在会导致胆固醇结晶和引发信号的激活，从而诱导

NLRP3和 IL-1β前体的表达。根据 Sheedy等［17］的

后续研究，NLRP3炎性小体驱动的 IL-1β释放导致

了动脉粥样硬化进展的加速。

MR设计是使用遗传变异作为工具变量，来指

代相应表型与疾病的关联，已被广泛应用于暴露标

志物与疾病结局的因果推断中。如BMI与食管腺

癌［18］、子宫内膜癌［19］、胰腺癌［20］、卵巢癌［21］、肺癌

（鳞癌和小细胞癌）［21］、胃癌［22］和结直肠癌［21］的多个

MR关联研究中，均显示出BMI与肿瘤的发生风险

之间存在正向关联。在暴露因素与心血管疾病关

联的研究中，Emdin［23］使用 4个 GWAS研究和 UK
Biobank的数据，选择腰臀比（WHR）相关的遗传变

异作为工具变量，推断出腰围与糖尿病、冠心病存

在因果关联。本研究中 NLRP3基因定位于 1q44，
NLRP3基因多态性与多种炎症性疾病相关，如 1型

糖尿病［24］、原发性高血压［25］、银屑病患者幼年特发

性关节炎［26］及克罗恩病［27］等。rs10754558（C/G）位

点位于NLRP3基因 3’非编码区，该突变可能通过

影响相应mRNA的稳定性，从而进一步参与 IL-1β
分泌以及炎症小体的表达［28］。因此本研究使用该

变异位点作为工具变量，用以指代NLRP3表型与

冠心病之间的因果关联。

多个临床研究提示炎症小体NLRP3水平增加

与冠心病风险有关。郑飞［29］发现 CAD患者主动脉

壁组织中 NLRP3 表达量较对照组显著高表达。

Sandanger等［30］在急性心肌梗死患者心肌成纤维细

胞中发现NLRP3高表达。武榕［31］发现急性心肌梗

Representative results of MR. A showed that the traditional association between NLRP3 levels and the risk of CAD (βXY=0.03); B showed that the
association between NLRP3 levels and the risk of CAD using MR study design (βXY=0.19).

图2 NLRP3水平与冠心病关联大小的孟德尔随机化研究设计

Fig. 2 MR study design of an association between NLRP3 levels and CAD
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死组、不稳定型心绞痛组、稳定型心绞痛组的NL⁃
RP3水平均高于对照组，冠心病患者血浆NLRP3水
平升高可能与冠脉斑块稳定性及冠脉病变严重程

度密切相关。但上述观察性研究均不能排除多种

混杂因素的影响而凸显表型与疾病结局的因果关

联。本研究采用孟德尔随机化研究发现的关联系

数（βXY=βZY/βZX=0.45/2.34=0.19）显著增加，进一步验

证了炎症小体NLRP3水平增加与 CAD的关联，同

时因为使用遗传变异作为工具变量来指代NLRP3
表型，较大程度地减少了混杂因素的干扰，并且暴

露（NLRP3水平）不会反向影响人类的遗传信息，符

合因果推断的正向关联。

3.3 研究意义及结论

本研究使用了MR法推断炎症小体NLRP3与
冠心病风险之间的关联，较传统病例对照研究的结

果关联强度要大。MR设计利用与待研究暴露因素

具有强相关的遗传变异作为工具变量，基因与结局

的关联不会受到出生后的环境、社会经济、行为习

惯等常见混杂因素的干扰，且符合因果时序，因此

能够避免混杂因素和反向因果联系对关联效应的

干扰。但本研究也存在以下局限性：①对照组人群

可能是由于疑似冠心病或者其他血管的问题而选

择就诊，这可能会低估了冠心病发病的危险因素；

②在进行MR分析时，仅选择了NLRP3 rs10754558
（C/G）这一位点变异作为工具变量，未来可参考大

型GWAS研究结果筛选出多个工具变量或者遗传

风险评分来进行MR分析。③工具变量的选择是

MR推断的关键，需排除其与潜在混杂因素的关联，

本研究基于文献排除了该位点变异与潜在混杂因

素的关联，后续研究需进行统计学分析排除。

综上所述，本研究通过MR法推断了炎症小体

NLRP3水平与冠心病风险之间的关联，与传统关联

研究方向一致，但相比传统关联研究更接近真实因

果关联。两者之间确切的风险关系仍需要进一步

扩大临床样本验证。虽然本研究存在一些局限性，

但仍然为相关研究提供了新的思路。
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