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[摘要] 目的　采用孟德尔随机化(MR)方法探讨组织蛋白酶(CTS)与甲状腺癌之间的因果关系。方法　从 IEU Open

全基因组关联研究(GWAS)数据库(https://gwas.mrcieu.ac.uk/)获取 CTS GWAS 汇总数据，从 EBI 数据库(https://www.ebi.ac.

uk/)获取甲状腺癌GWAS数据。采用 5种不同的MR分析方法，以逆方差加权法(IVW)为主要分析方法，加权中位数法、

MR-Egger回归、简单众数法、加权众数法作为补充，对 9种CTS基因与甲状腺癌之间的关系进行 9次双样本分析；采用

MR-Egger截距、MR-PRESSO水平基因多效性检测、Cochran Q检验、留一法检测多效性及敏感性，并进行反向MR分析。

结果　MR分析结果显示，CTS B水平升高与甲状腺癌发病风险呈正相关(IVW OR=1.60，95%CI 1.12~2.30，P=0.01)，CTS O

水平升高与甲状腺癌的发病风险呈负相关(IVW OR=0.65，95%CI 0.45~0.95，P=0.02)。反向MR分析结果显示，甲状腺癌与

CTS B、CTS O没有明显的因果关系(P>0.05)。结论　CTS B可能促进甲状腺癌的发生，而CTS O可能抑制甲状腺癌的发生。
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[Abstract] Objective　 To investigate the causal relationship between cathepsin (CTS) and thyroid cancer by using 

Mendelian randomization (MR). Methods　 Aggregate data for CTS GWAS was obtained from the IEU Open Genome-wide 

Association Study (GWAS) database (https://gwas. mrcieu. ac. uk/), and thyroid cancer GWAS data was obtained from the EBI 

database (https://www. ebi. ac. uk/). Five different MR analysis methods were utilized, with the inverse variance-weighted method 

(IVW) as the main approach, complemented by the weighted median method, MR-Egger regression, simple mode method and 

weighted majority method. These methods were employed to analyze the relationship between 9 CTS genes and thyroid cancer 

through 9 double-sample analyses. MR-Egger intercept, MR-PRESSO for gene pleiotropy detection, Cochran Q test, and leave-one-

out method were applied to assess pleiotropy and sensitivity, followed by reverse MR analysis. Results　MR analysis showed that 

elevated level of CTS B was positively correlated with the risk of thyroid cancer (IVW OR=1.60, 95%CI 1.12-2.30, P=0.01), while 

elevated CTS O level was negatively correlated with the risk of thyroid cancer (IVW OR=0.65, 95%CI 0.45-0.95, P=0.02). Reverse 

MR analysis revealed no significant causal relationship between thyroid cancer and CTS B and CTS O (P>0.05). Conclusion　CTS B 
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may promote the development of thyroid cancer, whereas CTS O may inhibit its progression.

[Key words] thyroid cancer; cathepsin; Mendelian randomization; biomarkers

2022 年全球癌症统计数据显示，甲状腺癌是最

常见的内分泌系统恶性肿瘤，居全球新发癌症第 7
位，约占新发癌症总数的 4%，是 16~33 岁人群中最

多见的恶性肿瘤[1]。甲状腺癌的治疗方式主要是手

术切除，多数患者术后预后较好；但晚期和转移性、

碘难治性甲状腺癌仍缺乏有效的治疗方法[2-3]。近年

来，恶性肿瘤的基因靶向治疗取得了重大进展，越

来越被临床医师与患者接受，甲状腺癌的基因靶向

治疗和生物标志物研究也已成为肿瘤学研究的重要

热点[4]。溶酶体酶在调节肿瘤微环境中癌细胞生长

和癌症进展的作用是目前研究热点之一。癌细胞维

持内部稳态的能力与肿瘤侵袭性相关，在癌症发生

发展中的作用至关重要。肿瘤细胞稳态是一个受细

胞蛋白调节的多维过程，组织蛋白酶 (cathepsin，
CTS)是一组溶酶体蛋白水解酶，高水平的蛋白水解

系统活性是肿瘤细胞快速增殖的关键，各种CTS在

包括肿瘤在内的不同疾病中发挥着关键作用[5]。近

期研究显示，几种CTS(CTSB、CTSC、CTSL2等)在
多种恶性肿瘤(如膀胱癌、肺癌、结肠癌、乳腺癌

等)中发挥抑制或促进作用[6-10]。但对于 CTS 与甲状

腺癌的关系，目前仅见于少量观察性研究和规模较

小的临床试验，且结果存在复杂因素干扰和反向因

果的可能。孟德尔随机化(Mendelian randomization，
MR)是一种可替代的统计学方法，使用单核苷酸多

态性(single nucleotide polymorphisms，SNPs)作为工具

变量(instrumental variables，IVs)，遵循“亲代等位基

因随机分配给子代”的遗传规律，将遗传变异作为

暴露指标，探究暴露与结果的因果关系，剔除受干

扰因素影响的 IVs，可较好地规避潜在混杂因素和反

向因果关系的影响。MR已广泛用于疾病发病机制的

研究，由于 CTS 和癌症的全基因组关联研究

(genome-wide association study， GWAS) 数量迅速增

多，大规模的 GWAS 数据更容易获取，使 MR 的分

析统计能力显著增强。本研究采用双样本孟德尔随

机化(two sample Mendelian randomisation，TSMR)的方

法，探究不同种类CTS与甲状腺癌风险的直接因果

关系，以期加深对CTS与甲状腺癌发病机制的理解，

为寻找新的生物标志物和治疗靶点提供参考。

1　资料与方法

1.1　研究设计　采用公开的 GWAS 数据进行 TSMR
分析，评估 9 种 CTS 与甲状腺癌之间的因果关系。

以CTS为暴露因素，甲状腺癌为结果。根据既定标

准，选择与CTS明显相关的SNPs作为工具变量；对

明显关联的结果进行异质性、多效性检测等进一步

验证；最后进行反向 MR 分析排除甲状腺癌对 CTS
的潜在影响。该分析满足以下3个假设：(1)IVs与暴

露因素明显相关；(2)IVs不受混杂因素影响；(3)IVs
仅通过暴露影响结果 (附图 1， https://dx. doi. org/
10.11855/j.issn.0450.2024.1014FJ)[11]。本研究使用的数

据均为公开的 GWAS 汇总统计数据，且通过各自机

构的伦理学批准。

1.2　数据来源　从 IEU Open GWAS 数据库(https://
gwas.mrcieu.ac.uk/)下载CTS GWAS汇总数据，受试者

来源于 INTERVAL 研究。INTERVAL 研究对 3301 名

欧洲人的2994种血浆蛋白水平进行了1060万种估算

常染色体变异的全基因组检测，研究了与特定分子

靶点(适配体/适配子)结合的DNA短链，鉴定了基因

组区域与 1478 种蛋白质之间的 1927 种关联，其中

89% 是以前不为人知的[12]。甲状腺癌 GWAS 数据从

EBI数据库(https://www.ebi.ac.uk/)下载；该数据源于

国外大型分析，包括379例欧洲病例和455 969例对照

者，涉及SNPs 1184万种[13]。由于结果和暴露数据来

自两个不同的来源，二者样本重叠程度较低，对结果

干扰因素较小。

1.3　工具变量的选择　CTS GWAS 数据分为 9 个类

群，包括 CTS B、CTS E、CTS F、CTS G、CTS H、

CTS L2、CTS S、CTS O和CvTS Z，对其进行MR分析。

由于CTS只有少量 SNPs达到全基因组统计意义的阈

值(P<5×10-8)，所以，在参考文献[5]后以P<5×10-6为

相关阈值来获得完整可靠的结果，设置连锁不平衡

标准 r2<0.001，聚集窗口设置为 10 000 kb，以千人基

因组中欧洲人基因型为参考面板。排除暴露和结果

样本之间等位基因不一致的SNPs，当存在回文SNPs
时，使用等位基因频率信息推断前链等位基因。通

过PhenoScanner (https://www.phenoscanner.medschl.cam.
ac.uk/)手动搜索评估纳入的 IVs是否受混杂因素影响，

剔除违背研究设计核心假设(2)、(3)的 IVs，根据近

期研究确定的混杂因素包括向心性肥胖、舒张压、

糖化血红蛋白和端粒长度[14-15]。在反向 MR 分析中，

由于SNPs数量较多，选择更严格的阈值选取 IVs，相

关阈值设置为P<5×10-7。具体筛选流程见图1。
1.4　分析过程　采用逆方差加权法(inverse variance 
weighted， IVW)、加权中位数法 (weighted median，
WME)、MR-Egger 回归、简单众数法(simple mode，
SM)、加权众数法(weighted mode，WM)5种MR分析

方法分析暴露与结果之间的因果关系。IVW 的特点

是假设所有的 IVs 均有效，不考虑截距项存在，当
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SNPs 不存在水平基因多效性时，其检测效能较高，

分析结果较可靠[16]。WME在有明显离群的SNPs时，

因果效应推断较为准确[17]。MR-Egger 回归法能够评

估是否存在多效性，其统计学效率较 IVW弱；但 IVs
存在多效性时，MR-Egger 较 IVW 更适合[18]。SM、

WM 的特点是以众数为基础，将具有类似因果效应

的 SNPs 聚集在一起，返回大部分聚类 SNPs 的因果

效应[19]。使用敏感度分析和统计检验评估假设的稳

健性、异常值和水平多效性，包括 Cochran Q 检验、

MR-PRESSO检验、留一法分析和MR-Egger截距。最

后使用与甲状腺癌明显相关的 SNPs 作为 IVs，进行

反向 MR 分析，探索甲状腺癌是否与已验证的明显

相关的CTS存在反向因果关系。

1.5　统计学处理　采用 R 4.3.3 及“TwoSampleMR”

0.5.10 版本 R 包进行 MR 分析，采用 MR-Egger、SM、

IVW、WM、WME 5种MR分析方法，选择 IVW作为

主要方法，其余 4 种作为补充，分析暴露与结果之

间的效应关系。将 Beta 值转换为优势比(odds ratio，
OR)，并计算 95% 可信区间(confidence interval，CI)。
采用MR-Egger截距和MR-PRESSO检验水平基因多效

性，评估 IVs是否仅通过暴露因素影响结果[20]。采用

Cochran Q 检验检测 SNPs 的异质性。采用留一法进

行敏感度分析，并计算合并效应值，评估因果关联

是否由单个 IV驱动。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　MR分析结果　采用 5种不同的MR分析方法对

9种CTS与甲状腺癌进行9次双样本分析，以 IVW作

为主要结果。结果显示，CTS B、CTS O与甲状腺癌

存在关联(表 1)；高水平CTS B可增加甲状腺癌的患

病风险(OR=1.60，95%CI 1.12~2.30，P=0.01)，而高水

平 CTS O 可降低甲状腺癌的患病风险 (OR=0.65，
95%CI 0.45~0.95，P=0.02)。分别纳入 13、11 个 SNPs
作为 IVs 评估 CTS 与甲状腺癌的因果关系(图 2)，其

中 IVW P<0.05，其余 4 种分析方法因果效应方向与

IVW一致；CTS B与甲状腺癌的相关系数为 0.47，二

者呈正相关；CTS O与甲状腺癌的相关系数为-0.42，

二者呈负相关(图3)。

表 1　9 种 CTS 基因与甲状腺癌因果关系的孟德尔随机化

(MR）分析结果

Tab. 1　 Results of Mendelian randomization (MR) analysis of 

causal relationship between 9 CTS and thyroid cancer

CTS B

CTS E

CTS F

CTS G

CTS H

CTS L2

CTS O

CTS S

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

MR-Egger回归

WME

IVW

SM
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MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

13

13

13

13

13

11

11

11

11

11

10

10

10

10

10

15

15

15

15

15
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10

10

10

10

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

22

22

22

22

22

0.07

0.73

0.47

0.79

0.77

0.18

0.04

0.2

-0.01

-0.03

0.42

-0.23

-0.04

-0.46

0.55

0.01

-0.09

-0.1

-0.04

-0.07

0.16

0.12

0.03

-0.45

0.13

0.32

-0.1

-0.17

-0.32

-0.17

-0.63

-0.28

-0.42

-0.28

-0.27

-0.18

0.18

0.14

0.31

0.22

1.08

2.07

1.60

2.20

2.17

1.2

1.04

1.22

0.99

0.97

1.52

0.79

0.96

0.63

1.74

1.01

0.92

0.9

0.96

0.93

1.17

1.13

1.03

0.63

1.14

1.37

0.9

0.84

0.73

0.84

0.53

0.76

0.65

0.76

0.76

0.84

1.19

1.15

1.37

1.25

0.43~2.71

1.25~3.45

1.12~2.30

0.84~5.80

0.78~5.99

0.49~2.92

0.62~1.75

0.83~1.78

0.44~2.19

0.44~2.14

0.59~3.90

0.49~1.27

0.65~1.42

0.25~1.59

0.69~4.38

0.48~2.12

0.59~1.43

0.64~1.26

0.44~2.09

0.46~1.89

0.89~1.53

0.93~1.38

0.85~1.24

0.32~1.25

0.94~1.38

0.59~3.2

0.55~1.48

0.58~1.22

0.3~1.78

0.39~1.83

0.22~1.28

0.47~1.22

0.45~0.95

0.37~1.54

0.39~1.51

0.43~1.64

0.82~1.73

0.89~1.50

0.65~2.86

0.61~2.56

0.87

0.01

0.01

0.14

0.16

0.70

0.87

0.31

0.97

0.94

0.41

0.33

0.84

0.35

0.27

0.98

0.70

0.55

0.92

0.84

0.29

0.23

0.80

0.22

0.22

0.43

0.25

0.19

0.46

0.40

0.19

0.25

0.02

0.46

0.45

0.61

0.36

0.29

0.42

0.55

暴露因素 方法 SNPs Beta OR 95%CI PSNPs. 单核苷酸多态性

图1　工具变量筛选流程

Fig. 1　The flowchart of tool variable filtering
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CTS Z

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

11

11

11

11

11

0.23

0.09

0.24

0.06

0.11

1.26

1.1

1.27

1.06

1.11

0.85~1.88

0.77~1.56

0.99~1.62

0.56~1.99

0.76~1.64

0.28

0.61

0.06

0.86

0.6

(续  表)

暴露因素 方法 SNPs Beta OR 95%CI P

CTS. 组织蛋白酶；MR. 孟德尔随机化；WME. 加权中位数法；

IVW. 逆方差加权法；SM. 简单众数法；WM. 加权众数法；SNPs. 

单核苷酸多态性

2.2　质量控制　MR-Egger截距、MR-PRESSO水平基

因多效性检测及Cochran Q异质性检测结果差异均无

统 计 学 意 义 (P>0.05， 附 表 1， https://dx. doi. org/

10.11855/j.issn.0450.2024.1014FJ)。留一法分析结果显

示，大部分 IVs的效应值与总效应值接近，即已确定

的因果关联不是由任何单个 IV 驱动的，MR 结果较

为稳健(图4)。

2.3　反向 MR 分析　反向 MR 分析结果显示，甲状

腺癌与CTS B、CTS O相关不明显(P>0.05，表2)。

3　讨　　论

甲状腺癌作为常见的内分泌系统恶性肿瘤，大

部分患者起病时无明显不适，仅少部分患者有颈部

肿块、吞咽困难、声音嘶哑等症状。甲状腺癌的发

病机制目前尚不明确，但遗传、辐射、饮食、情志、

性别已被证实与其发生发展密切相关[21]。甲状腺癌

的常见治疗方法包括手术切除、放射性碘治疗、甲

状腺激素抑制等，通常预后较好。近年来随着精准

医学的推进，甲状腺癌靶向治疗和相关的生物标志

物研究逐渐受到关注，需要开展更多的研究寻找其

有效的治疗靶点。TSMR 是一种高效率的因果分析

方法，已用于多种疾病的病因研究。

癌细胞增殖较快，因此需要通过蛋白水解保持

代谢平衡，以维持细胞内的稳态。半胱氨酸CTS是

溶酶体中最丰富的蛋白酶，参与蛋白质降解、细胞

信号转导、细胞增殖、能量代谢等过程，在维持细

胞内环境稳定中起重要作用[5,22]。当CTS从受损溶酶

体中释放时，常与多种人类疾病相关，包括癌症、

心血管疾病、神经变性、骨骼疾病和炎症性疾病

等[23]。既往观察性研究及临床试验发现，甲状腺癌

组织中 CTS H mRNA 及蛋白表达水平明显高于癌旁

组织及正常组织[24]；然而也有研究得出了相反的结

论，认为 CTS H mRNA 高表达意味着甲状腺癌的预

后更好[25]。甲状腺癌组织标本的免疫组化染色显示，

突变型患者的 CTS F 表达水平高于野生型患者及癌

旁组织[26]。本研究 MR 分析结果显示，甲状腺癌与

上述CTS相关不明显，考虑既往研究是由于样本量

较少、复杂因素干扰等导致了假阳性结果。

CTS. 组织蛋白酶；MR. 孟德尔随机化；WME. 加权中位数法；IVW. 逆方差加权法；SM. 简单众数法；WM. 加权众数法；SNPs. 单核

苷酸多态性

图2　CTS B、CTS O与甲状腺癌的孟德尔随机化结果森林图

Fig. 2　Forest plot of MR results of CTS B, CTS O and thyroid cancer
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本研究MR分析结果显示，CTS B与甲状腺癌的

发生风险呈正相关，CTS B高表达意味着预后更差。

有实验研究显示，CTS B 在肿瘤细胞增殖、血管生

成等病理过程中发挥了核心作用[27-28]。CTS B的较高

表达与多种癌症晚期及较低的生存率相关。既往临

床观察发现，CTS B 表达水平在甲状腺癌组织中高

于正常组织且与淋巴结转移呈正相关，考虑 CTS B

高表达可激活 P38 介导的上皮间质转化，进而调节

肿瘤细胞的迁移[29]，与本研究结果一致。本研究

MR分析结果还显示，CTS O与甲状腺癌的发生风险

呈负相关，CTS O 高表达与预后更好相关，低表达

则提示预后较差。有学者认为 CTS O 基因位于染色

体 4q31-q32，目前该染色体区域与甲状腺癌预后的

相关报告很少，较多见的是该区域畸变与发育、肌

肉骨骼和神经缺陷、原发性肝细胞癌关系的研究[30]。

CTS O属于木瓜蛋白酶基因超家族，由8个编码外显

子和 7 个内含子组成，全长超过 30 kb，在内含子和

外显子的数量和分布方面，CTS L、CTS S 和 CTS K
的相似性程度较高，提示 CTS O 的酶活性可能与

CTS L、CTS S 和 CTS K 酶活性相似[30-31]。CTS O 在

酸性pH条件下具有较强的抗纤维蛋白原的内切酶活

性，研究显示，多种恶性肿瘤患者术前血浆纤维蛋

白原水平明显上升[32]，CTS O 可能通过此途径抑制

甲状腺癌的发生发展。有学者认为CTS O 可能参与

了巨噬细胞介导的基质重塑，基质重塑也是目前肿

瘤治疗研究的一个重要发展方向[33]。

本研究存在一定的局限性。首先，CTS B、CTS O
与甲状腺癌之间的潜在因果关系仍需要动物实验进

一步验证，并探索相关的分子机制；其次，本研究

CTS. 组织蛋白酶；MR. 孟德尔随机化；IVW. 逆方差加权法；SM. 简单众数法；WME. 加权中位数法；WM. 加权众数法；SNPs. 单核

苷酸多态性

图3　CTS B、CTS O与甲状腺癌的5种孟德尔随机化分析模型散点图

Fig.3　Scatter plot of five MR analysis models of CCTS B, CTS O and thyroid cancer

表 2　甲状腺癌与 CTS B、CTS O 的反向孟德尔随机化分析

结果

Tab.2　Reverse MR analysis on thyroid cancer and CTS B, CTS O

暴露因素

CTS B

CTS O

方法

Wald比值法

MR-Egger回归

WME

IVW

SM

WM

Beta

-0.06

-0.091

0.003

-0.001

-0.028

0.018

SNPs

1

4

4

4

4

4

P

0.40

0.45

0.94

0.98

0.58

0.70

CTS. 组织蛋白酶；MR. 孟德尔随机化；SNPs. 单核苷酸多态

性；WME. 加权中位数法；IVW. 逆方差加权法；SM. 简单众数法；

WM. 加权众数法

713



解放军医学杂志 2025年6月28日 第50卷 第6期

采用的 GWAS 汇总数据来源于欧洲人群，获得的结

论能否推用于其他人群仍需要进一步验证；第三，

GWAS汇总数据未包含各样本的一般资料(年龄、性

别、职业等)，限制了本研究的进一步分析；最后，

本研究以 IVW为主要分析方法，提示暴露与结局之

间存在显著因果关系，其余分析方法结果 P>0.05，
但其效应方向与 IVW一致，敏感性分析显示结果稳

健，未来可纳入大样本、多种族、多地区的数据探

究二者之间的关联。

综上所述，本研究初步揭示了CTS B、CTS O在甲

状腺癌中的意义，下一步可通过酶联免疫吸附试验检

测 CTS B、CTS O 的含量，或通过实时荧光定量 PCR
(qRT-PCR)法检测mRNA相对定量值，分析甲状腺癌

患者与健康人CTS B、CTS O水平的差异，以期为甲状

腺癌生物标志物及抗转移药物靶点的筛选提供参考。
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