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2型糖尿病患者血清γ-谷氨酰转移酶与颈动脉粥样硬化的关联性*
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  摘 要:目的 采用观察性研究及孟德尔随机化(MR)分析探讨2型糖尿病(T2DM)患者血清γ-谷氨酰转

移酶(GGT)与颈动脉粥样硬化(CAS)之间的关联性。方法 选取2020年1月至2023年6月该院内分泌科收

治的符合诊断标准的354例T2DM患者作为研究对象,将其中247例CAS患者作为CAS组,107例无CAS患

者作为无CAS组,分析比较两组患者的基线特征。基于全基因组关联研究的汇总数据,采用两样本 MR分析

探讨GGT与CAS之间的因果关联。MR分析采用血清GGT水平相关的遗传位点作为工具变量,使用逆方差

加权法(IVW)作为主要分析方法,辅以 MR-Egger回归法和加权中位数法(WM),采用异质性检验、多效性检

验和逐个剔除检验进一步进行敏感性分析。结果 CAS组与无CAS组血清GGT水平比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。IVW 结果不支持血清 GGT水平与CAS之间存在因果效应(GGT→颈动脉内膜厚度:P=
0.423;GGT→AS:P=0.345);MR-Egger回归法及 WM的结果与IVW一致,也不支持血清GGT水平与CAS
之间存在因果效应。多效性检验结果显示,该研究不存在水平多效性(GGT→颈动脉内膜厚度:MR-Egger回

归截距=0.00,P=0.262;GGT→AS:MR-Egger回归截距=0.00,P=0.059)。结论 观察性研究和 MR分

析结果均不支持血清GGT水平与CAS之间存在因果关联。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

association
 

between
 

serum
 

γ-glutamyltransferase
 

(GGT)
 

and
 

ca-
rotid

 

atherosclerosis
 

(CAS)
 

in
 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes
 

mellitus
 

(T2DM)
 

using
 

observational
 

study
 

and
 

Mendelian
 

randomization
 

(MR)
 

analysis.Methods A
 

total
 

of
 

354
 

patients
 

with
 

T2DM
 

who
 

met
 

the
 

diagnostic
 

criteria
 

and
 

were
 

admitted
 

to
 

the
 

Department
 

of
 

Endocrinology
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

June
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.Among
 

them,247
 

patients
 

with
 

CAS
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

CAS
 

group,
and

 

107
 

patients
 

without
 

CAS
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

non-CAS
 

group.Based
 

on
 

the
 

pooled
 

data
 

from
 

genome-
wide

 

association
 

studies,two-sample
 

MR
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

causal
 

association
 

between
 

GGT
 

and
 

CAS.
The

 

inverse
 

variance
 

weighting
 

(IVW)
 

method
 

was
 

used
 

as
 

the
 

main
 

analysis
 

method,supplemented
 

by
 

MR-
Egger

 

regression
 

and
 

weighted
 

median
 

method.Heterogeneity
 

test,pleiotropy
 

test
 

and
 

exclusion
 

test
 

were
 

used
 

for
 

further
 

sensitivity
 

analysis.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

serum
 

GGT
 

levels
 

between
 

the
 

CAS
 

group
 

and
 

the
 

non-CAS
 

group
 

(P>0.05).IVW
 

results
 

did
 

not
 

support
 

a
 

causal
 

effect
 

between
 

serum
 

GGT
 

level
 

and
 

CAS
 

(GGT→carotid
 

intima-media
 

thickness:P=0.423,GGT→AS:P=0.345).The
 

results
 

of
 

MR-Egger
 

regression
 

method
 

and
 

WM
 

were
 

consistent
 

with
 

IVW,and
 

did
 

not
 

support
 

a
 

causal
 

effect
 

between
 

serum
 

GGT
 

level
 

and
 

CAS.The
 

results
 

of
 

pleiotropy
 

test
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

horizontal
 

pleiotropy
 

(GGT→carotid
 

intima-media
 

thickness:MR-Egger
 

regression
 

intercept=0.00,P=0.262,GGT→AS:MR-
Egger

 

regression
 

intercept=0.00,P=0.059).Conclusion The
 

results
 

of
 

both
 

observational
 

studies
 

and
 

MR
 

Analysis
 

do
 

not
 

support
 

a
 

causal
 

association
 

between
 

serum
 

GGT
 

levels
 

and
 

CAS.
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  近年来,2型糖尿病(T2DM)的患病率持续升高,
其相关的心脑血管并发症一直是人们关注的焦点。
T2DM相关的并发症中,动脉粥样硬化(AS)及其相

关的心脑血管并发症,如心肌梗死、脑卒中是其主要

的死亡原因[1]。颈动脉粥样硬化(CAS)是全身动脉

硬化的一种表现,也是DM患者大血管病变的早期主

要征兆之一,由于颈动脉位置浅而相对固定,彩色多

普勒可用于检查颈动脉内中膜厚度,进而预测全身

AS[2]。AS是一种与年龄相关的心血管疾病,其发生

的始动因素为血管内皮细胞损伤,此外还与炎症细胞

浸润、脂质代谢异常、氧化应激等密切相关,其中氧化

应激贯穿于 AS的形成、发展和斑块破溃的整个过

程[3-5]。因此,及早发现氧化应激的相关因素并进行

干预,有助于延缓AS的发生和发展,对于预防缺血性

脑卒中、心肌梗死、下肢缺血性坏疽等AS相关血管事

件的发生至关重要,同时可减轻全球疾病负担。血清

γ-谷氨酰转移酶(GGT)是一种糖基化的线粒体酶,主
要存在于细胞膜表面[6],它的主要功能是分解细胞外

谷胱甘肽(GSH),因而被认为是氧化应激的生物标志

物。许多观察性研究表明,血清GGT可能与 AS、脑
卒中、冠心病等心脑血管疾病的发生风险相关[7-12],但
也有研究表明血清GGT与颈动脉内膜厚度及CAS
之间缺乏关联[13-14]。因此,目前血清GGT与CAS之

间的因果关系尚不明确。上述截然不同的研究结果

可能是因为观察性研究常受混杂因素、反向因果关系

的影响,导致其验证因果关系的能力有限。孟德尔随

机化(MR)是流行病学研究中一个强有力的工具,该
方法的核心思想是利用遗传变异来评估危险因素与

特定疾病之间的因果关系[15]。本研究将通过观察性

研究探讨血清GGT水平与CAS之间的关联性,同时

将基于全基因组关联研究(GWAS)的汇总数据选取

与血清GGT水平存在显著关联的单核苷酸多态性

(SNP)位点作为工具变量(IV)来进一步探讨血清

GGT水平与CAS之间的因果关联。本项 MR分析

选择的IV需同时满足以下3个条件[15]:(1)关联性假

设,所选择的IV与 GGT强相关。(2)独立性假设,
IV不能与血脂、血压等混杂因素相关。(3)排他性假

设,IV仅通过影响GGT从而导致AS发生。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年1月至2023年6月本

院内分泌科收治的符合诊断标准的354例T2DM 患

者作为研究对象,男217例,女137例;年龄42~80
岁。将其中247例CAS患者作为CAS组,107例无

CAS患者作为无CAS组。一般资料包括一般信息、
一般体格检查及详细检查结果。所有研究对象均进

行颈动脉超声检查。纳入标准:(1)年龄≥40岁;(2)
T2DM患者。排除标准[16-17]:(1)急慢性肝病,如脂肪

肝、病毒性肝炎、自身免疫性肝炎、肝硬化、肝功能不

全等;(2)胆道疾病,如胆囊炎、胆石症、胆囊息肉、胆
道肿瘤等;(3)大量饮酒者,乙醇摄入量男性每周>

280
 

g,女性每周>140
 

g;(4)近6个月服用过他汀类

调脂药物及肝功能保护药物。诊断标准:(1)高血压

参照2018版《中国高血压防治指南》的诊断标准或既

往已诊断为高血压且目前正在服用降压药物;(2)
T2DM 参照2020版《中国2型糖尿病防 治 指 南》
T2DM诊断标准或既往已明确诊断的 T2DM 患者;
(3)CAS参照2015版《中国脑卒中血管超声检查指导

规范》的诊断标准。所有研究对象均知情同意并签署

知情同意书。本研究已获得本院医学伦理委员会审

核批准(2023ER302-1)。
1.2 方法

1.2.1 研究设计与数据来源 本研究选用已经公布

的GWAS的汇总数据,选取来自IEU数据库的血清

GGT水平作为暴露表型,选取来自GWAS
 

catalog数

据库的颈动脉内膜厚度及来自FinnGen数据库(R9
版本)的AS(不包括脑动脉粥样硬化、冠状动脉粥样

硬化及外周动脉疾病)作为结局表型,采用 MR分析

评估其因果关联,同时采用敏感性分析来验证因果关

联的可靠性。具体特征见表1。
1.2.2 IV的选择 选取IEU数据库的血清GGT水

平作为暴露表型,选择与其明显相关的SNP位点作

为IV(P<5E-10);设置 参 数r2=0.001且kb=
10

 

000的标准排除连锁不平衡的干扰;计算F 值,排
除F<10的弱IV;剔除与结局直接相关的IV(P<
5E-8)。在进行 MR分析前,先进行 MR-PRESSO分

析(NbDistribution=10
 

000),以排除任何具有潜在多

效性的异常值,以确保 MR估计的可靠性。
1.2.3 MR分析 MR分析基于R语言统计软件,
采用TwoSampleMR包进行 MR分析,采用逆方差加

权法(IVW)作为主要分析方法,采用 MR-Egger回归

法和加权中位数法(WM)进一步验证 MR结果。其

中IVM是对所有SNP位点的效应值进行汇总。MR-
Egger回归法考虑了不同IV 之间可能存在的异质

性,同时校正由IV多效性所产生的偏倚。而 WM 是

将SNP位点的效应值按照权重排序后获得的分布函

数的中位数,WM 对于有明显离群SNP位点的因果

推断更为稳健。
1.2.4 敏感性分析 采用异质性检验、多效性检验

和逐个剔除检验进一步进行敏感性分析。采用Coch-
ran's

 

Q 检验对不同IV之间的异质性进行检验,当
P<0.05时,表明不同IV之间存在异质性,且P 值

越小,不同IV之间的异质性越大。采用 MR-Egger
回归法的截距项进行多效性分析,以评估检验各个IV
是否存在水平多效性。如果IV不存在水平多效性,
模型截距应为0,回归截距的P>0.05。当研究结果

存在水平多效性时,表明IV可以通过除暴露结局以

外的其他途径导致结局发生,最终可能导致独立性假

设及排他性假设不成立。当研究结果存在水平多效

性时应当对结果进行谨慎解释。逐个剔除检验主要

是逐个剔除IV后计算剩下IV的 MR结果,如果剔除
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某个IV后其他IV的MR结果和总结果差异很大,则 说明 MR结果对该IV是敏感的。

表1  两样本 MR分析中GWAS数据信息汇总

来源数据库 GWAS
 

ID/表型编码 遗传特征 样本量(n) SNP位点(个)

IEU ebi-a-GCST90014004 GGT水平 389
 

672 10
 

783
 

692

GWAS
 

catalog GCST90100574 颈动脉内膜厚度 45
 

185 19
 

256
 

835
  

FinnGen I9_ATHSCLE
AS(除外脑动脉粥样硬化、冠状动脉粥样硬化及外周

动脉疾病) 364
 

541 20
 

169
 

992

1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,两组间比较采用t检验;不符合正态分布的计量

资料以 M(P25,P75)表示,两组间比较采用 Mann-
Whitney

 

U 检验。计数资料以例数或百分率表示,组
间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 CAS组和无CAS组基线特征比较 CAS组体

质量指数、年龄均大于无CAS组,吸烟患者比例、糖
化血红蛋白水平、血尿酸水平均高于无CAS组,高密

度脂蛋白胆固醇水平低于无CAS组,差异均有统计

学意义(P<0.05);而CAS组与无CAS组性别比例、
高血压比例、T2DM 病程、低密度脂蛋白胆固醇水平

及GGT水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。
见表2。

2.2 血清GGT水平与CAS的关联性

2.2.1 两样本 MR分析结果 采用IVW 作为评估

血清GGT水平与CAS间因果效应的主要方法,IVW
结果不支持血清GGT水平与CAS之间存在因果效

应(GGT→颈动脉内膜厚度:P=0.423;GGT→AS:
P=0.345)。
2.2.2 敏感性分析及可视化结果 尽管不同IV之

间异质性较大(P<0.001),但 MR-Egger回归法及

WM的结果与IVW一致,也不支持血清GGT水平与

CAS之间存在因果效应。此外,多效性检验结果显

示,此研究不存在水平多效性(GGT→颈动脉内膜厚

度:MR-Egger回归截距=0.00,P=0.262;GGT→
AS:MR-Egger回归截距=0.00,P=0.059),见表3。
MR分析结果散点图见图1。漏斗图显示两侧的SNP
位点基本对称分布,未见明显异常的离群值,提示上

述因果关联受到潜在偏倚影响的可能性较小,见图2。

表2  CAS组和无CAS组基线特征比较[n(%)或M(P25,P75)或x±s]

组别 n
性别

男 女
年龄(岁)

体质量指数

(kg/m2)

高血压

是 否

吸烟

是 否

CAS组 247 103(41.70) 144(58.30) 61.00(53.00,68.00) 24.61±3.22 92(37.25) 155(62.75) 99(40.08) 148(59.92)

无CAS组 107 34(31.78) 73(68.22) 57.00(50.00,68.00) 23.74±2.47 42(39.25) 65(60.75) 30(28.04) 77(71.96)

χ2/t/Z 3.100 -2.060 2.790 0.130 4.680

P 0.078 0.039 0.006 0.721 0.031

组别 n
T2DM病程

(年)
低密度脂蛋白

胆固醇(mmol/L)
高密度脂蛋白

胆固醇(mmol/L)
糖化血红蛋白

(%)
GGT
(U/L)

血尿酸

(μmol/L)

CAS组 24710.00(5.00,15.00) 2.75±0.98 1.08(0.90,1.26) 9.70(8.00,11.50)21.10(14.25,33.00) 349.96±98.40
无CAS组 10710.00(3.00,12.00) 2.73±0.96 1.30(1.15,1.73) 8.70(7.45,10.31)21.85(14.00,29.45) 313.74±93.58

χ2/t/Z -1.100 0.190 -7.200 -3.200 -0.300 3.230

P 0.271 0.849 <0.001 0.001 0.763 0.001

表3  不同 MR分析方法评估血清GGT水平对颈动脉内膜厚度或AS的因果效应

结局表型 方法 OR(95%CI) P
异质性检验

Cochran's
 

Q(P)
多效性检验

P-多效性

颈动脉内膜厚度 IVW 0.98(0.94~1.03) 0.423 <0.001 0.262

MR-Egger回归法 1.03(0.94~1.12) 0.572

WM 0.96(0.90~1.01) 0.125
AS(除外脑动脉粥样硬化、冠状动脉粥样硬化

及外周动脉疾病) IVW 1.05(0.94~1.18) 0.345 <0.001 0.059

MR-Egger回归法 0.88(0.71~1.09) 0.249

WM 1.00(0.88~1.14) 0.967
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图1  血清GGT水平对颈动脉内膜厚度(左)和AS(右)因果效应的散点图

图2  血清GGT水平对颈动脉内膜厚度(左)和AS(右)因果效应的漏斗图

3 讨  论

  DM 是一种以胰岛素缺乏或胰岛素抵抗为核心

的由遗传、环境等多种因素共同决定的慢性代谢性疾

病,其在全球范围内呈高患病率,与人们久坐不动、饮
食结构由素食向肉食转变、快餐化等生活方式的改变

密切相关,此外,还与人口老龄化也有一定关系。依

据2021年全球DM地图第10版数据,2021年大约有

5.37亿20~79岁的成年人患DM,预测至2030年将

增至6.43亿,其中T2DM 是DM 的主要类型。DM
可能导致大血管和微血管损伤,甚至引发自主神经病

变,导致大小便失禁等。T2DM 相关的并发症中,AS
及其相关的心脑血管并发症,如心肌梗死、脑卒中是

其主要的死亡原因[1]。有研究发现,血清GGT与氧

化应激密切相关[7],而氧化应激贯穿于AS形成的整

个过程。GGT是一种糖基化的线粒体酶,为二聚体

糖蛋白,其相对分子质量为68×103,包含相对分子质

量为46×103 的重链和相对分子质量为22×103 的轻

链,轻链含有GGT活性,而重链则将蛋白质锚定在细

胞膜上[8,9,18]。GGT广泛存在于各个器官及组织中,
包括肝脏、肾脏、肺、胰腺和血管内皮等[8]。有研究表

明,GGT至少以4种不同的分子形式存在于血液循

环中,包括大GGT、中GGT、小GGT和游离GGT,每
种不同分子形式的GGT均有自己的相对分子质量和

独特的理化性质[9,19]。一直以来,关于GGT与CAS
之间的因果关联存在争议[13-14,20-21],可能有以下原因:
首先,血清GGT参与GSH的降解,而GSH是体内重

要的硫醇类抗氧化剂。其次,GGT在分解GSH的过

程中产生半胱氨酸-甘氨酸,半胱氨酸-甘氨酸作为强

还原剂,使Fe3+转变为Fe2+,参与了包括超氧化物及

过氧化氢在内的活性氧产生[22],而这些活性氧可诱导

低密度脂蛋白胆固醇氧化,从而参与AS。此外,血清

GGT还介导了炎症介质白三烯C4向白三烯D4转

换。最后,在CAS斑块中还发现了活性GGT,其与泡

沫细胞共定位[7,10]。
本研究通过比较T2DM患者中有CAS患者与无

CAS患者的血清GGT水平,发现二者之间差异无统

计学意义(P>0.05)。同时进一步进行两样本 MR
分析,结果不支持血清GGT水平与CAS之间存在因

果关联,这与既往大部分流行病学研究结果不一致,
可能有以下原因:(1)流行病学研究表明,GGT与AS
的危险因素,如胰岛素抵抗、高血压、高血脂等代谢异

常密切相关[23-24],这些代谢异常性疾病可能介导了

GGT与CAS的关联,而 MR分析中与致病危险因素

相关的遗传变异在遗传过程中随机分配,自出生时已

确定,避免了上述因素的影响。(2)观察性研究中,暴
露与结局常常同时确定,究竟是高水平血清GGT导

致了CAS的发生和发展还是CAS的发生和发展导

致了血清GGT水平升高,目前尚无法确定,且本项

MR分析只研究了GGT对CAS的影响,可进一步进

行反向 MR分析确定CAS的发生是否导致GGT水

平升高。(3)MR分析的基础是假设 GGT 水平与

CAS的发生存在线性因果关联,阴性结果表明GGT
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水平与CAS的发生之间不存在线性因果关联,但可

能存在其他形式的关联。(4)有研究发现,在4种不

同分子形式的 GGT 中,实 际 与 CAS相 关 的 是 大

GGT,其不仅存在于CAS的斑块中,而且与心血管结

局相关[19],但目前尚无与大 GGT相关的 GWAS汇

总数据,未来可进一步开展不同分子形式的血清

GGT与CAS的关联性研究。(5)有研究表明,GSH
在细胞外被GGT分解后产生的前体氨基酸重新用于

细胞内GSH的合成,此过程称为γ-谷氨酰循环,γ-谷
氨酰循环与 GSH 的合成和再循环密切相关[18]。因

此,GGT在生理状况下可能具有保护组织细胞免受

氧化应激损害的作用,但流行病学研究表明其为氧化

应激的血清学标志物[7],因此可提出以下假设:在受

到氧化应激损伤时,血清GGT水平升高以抵御氧化

应激,然而当GGT升高到一定水平时,反而成为导致

氧化应激加重的危险因素,但仍需进一步研究去检验

假设。(6)MR分析中所选择的IV只解释了暴露因

素的一部分,且 MR分析得出的结论是理论上的,不
能代替临床上实际的干预效果,仍需随机对照试验进

一步证实。(7)MR分析未考虑生物体在发育过程中

存在渠道化的特性,也就是个体在发育过程中,可能

会通过自身调节的方式对抗由于环境变化导致的遗

传变异所决定的表型改变,努力维持自身的稳态,生
物体渠道化的特性可能会使因果关联的估计出现偏

差。实际上,MR分析除了3个主要条件外,还有其他

的次要附加假设,在实行 MR分析过程中,不可能满

足所有的附加假设,尽管如此,但只要满足 MR分析

的3个主要条件,所得出的结论仍然是有效的,可以

为探究因果关系、选择干预靶点等提供一定的临床价

值。未来可使用不同的 MR分析方法进一步探讨

GGT与CAS的因果关联,以尽可能减少误差,并且

提高结果的可信度。
本研究存在以下局限性:(1)有研究表明,血清

GGT水平可能与年龄、种族、吸烟等因素相关[25-26],
但本研究未进行进一步分层分析;(2)两样本的 MR
分析中未找到CAS的GWAS汇总数据,只使用了颈

动脉内膜厚度与AS(排除脑动脉粥样硬化、冠状动脉

粥样硬化与外周动脉疾病)的GWAS汇总数据代替;
(3)MR研究中的参与者主要为欧洲白种人,在欧洲

白种人中发现的遗传变异不一定与其他地区及人种

的人群相同,未来需要对其他地区及人种的人群采用

两样本 MR分析进一步论证因果关联;(4)MR分析

是假设因果关联发生在同一个方向上,由于生物系统

的复杂多样性,暴露和结局之间可能存在反馈通路,
会使结果变得不准确。

尽管本研究有诸多局限,但也有以下优点:(1)本
研究与既往的流行病学研究比较,巧妙结合了 MR分

析探讨血清GGT水平与CAS的因果关联[20];(2)本
研究 MR分析克服了传统流行病学研究易受混杂因

素及反向因果关系的影响,且数据容易从公开的遗传

数据库中获得。

综上所述,本次观察性研究及 MR分析结果均不
支持血清GGT水平与CAS之间存在因果关联,未来
可进一步开展更大样本,以及不同地区及人种人群的

MR分析,以论证二者之间的因果关联。
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