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【摘要】目的  通过全蛋白质组孟德尔随机化（MR）方法评估血浆蛋白与不宁腿综合

征（RLS）的因果关系，探索 RLS 治疗新靶点。方法  从英国生物样本数据库获取血浆蛋白

的全基因组关联分析（GWAS）数据，从 FinnGen R11 版本数据库提取 RLS 的 GWAS 数据，

进行共定位分析以确定血浆蛋白和 RLS 之间共有的因果变异。结果  MR 分析显示，血浆蛋

白 ASPSCR1[OR=0.678，95%CI（0.544，0.847）]、C1QTNF5[OR=0.526，95%CI（0.367，

0.752）] 对 RLS 具 有 保 护 作 用； 血 浆 蛋 白 KRT19[OR=1.769，95%CI（1.283，2.439）]、

LAT2[OR=5.536，95%CI（2.206，13.893）] 与 RLS 发病风险升高相关。共定位分析发现 4

种血浆蛋白中，LAT2 有强的因果变异关系，而 ASPSCR1、C1QTNF5、KRT19 有中等强度的

因果变异关系。蛋白功能网络提示，与 RLS 相关的蛋白关联基因在糖跨膜转运蛋白活性、

碳水化合物跨膜转运活性、Fc 受体信号通路显著富集。结论  本研究鉴定了 4 种血浆蛋白与

RLS 的因果关系，为 RLS 治疗提供了潜在的治疗靶点，但仍需进一步的研究加以证实。
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【Abstract】Objective  To evaluate the causal relationship between plasma proteins and 
restless legs syndrome (RLS) by proteome-wide Mendelian randomization (MR) and to explore 
new therapeutic targets for RLS. Methods  Genome-wide association studies (GWAS) data of 
plasma proteins were obtained from the UK Biobank, and GWAS data of RLS were extracted from 
the FinnGen R11 database. Colocalization analysis was performed to identify the common causal 
variants between plasma proteins and RLS. Results  MR analysis showed that plasma proteins 
ASPSCR1 [OR=0.678, 95%CI (0.544, 0.847)] and C1QTNF5 [OR=0.526, 95%CI (0.367, 0.752)] had 
a protective effect on RLS; plasma proteins KRT19 [OR=1.769, 95%CI (1.283, 2.439)] and LAT2 
[OR=5.536, 95%CI (2.206, 13.893)] were associated with the increased risk of RLS. Colocalization 
analysis showed that among the 4 plasma proteins, LAT2 had a strong causal variation 
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relationship, while ASPSCR1, C1QTNF5, and KRT19 had a moderate causal variation relationship. The protein 
functional network suggested that protein-associated genes related to RLS were significantly enriched in sugar 
transmembrane transporter activity, carbohydrate transmembrane transport activity, and Fc receptor signaling 
pathway. Conclusion  This study identifies the causal relationship between 4 plasma proteins and RLS, which 
provides potential therapeutic targets for the treatment of RLS, but further studies are needed to confirm it.
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不宁腿综合征（restless legs syndrome，RLS）

是一种常见的主要累及腿部的中枢性感觉运动障

碍性疾病，其典型临床表现为睡眠期间或睡前双

下肢有不舒服的感觉及强烈移动腿的冲动，因此

被归类为睡眠相关运动障碍 [1]。欧美国家 RLS 的

患病率为 3.9%~14.3%[2]，亚洲人群发病率相对较

低，为 0.1%~3.0%[3]，上海部分农村成人患病率

为 1.39%[4]。RLS 的治疗手段包括非药物（按摩

或温浴）和药物治疗，一线药物治疗方案包括铁

替代治疗，或者使用加巴喷丁 - 恩那卡比或普瑞

巴林，以及多巴胺受体激动剂如普拉克索、罗匹

尼罗和罗替戈汀等 [5]。一项 Meta 分析结果显示，

加巴喷丁 - 恩那卡比可能是治疗 RLS 最有效的药

物，但易出现嗜睡和头晕等不良反应 [6]。因此，

为更好地提高患者的生活质量，寻求更有效的治

疗策略至关重要。

血浆蛋白在多种生物过程中均发挥着至关

重要的作用，如信号传导、运输、生长、修复

和免疫防御等，血浆蛋白的失调已被证实参与

多种疾病的发生发展，这使其成为药物研发的

重要靶点 [7]。研究表明，铁调素作为一种血浆

蛋 白 在 RLS 患 者 中 异 常 升 高， 针 对 铁 调 素 通

路 的 干 预， 如 靶 向 其 调 控 分 子 或 受 体， 是 当

前 RLS 新药研发的潜在策略 [8]。基于血浆蛋白

的功能特性，探索更多 RLS 治疗靶点，是开发

新型治疗药物的重要研究方向。孟德尔随机化

（Mendelian randomization，MR） 分 析 是 发 现 新

的治疗靶点的新兴工具 [9-10]，全基因组关联分析

（genome-wide association study，GWAS）可确定

染色体上调节蛋白质表达的特定单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphisms，SNP）， 这 些

SNP 是影响蛋白质丰度的数量性状位点（protein 

quantitative trait loci，pQTL）[11]。MR 使 用 pQTL

作 为 工 具 变 量（instrumental variables，IVs），

探索暴露与结果之间的潜在因果关系，可筛选药

物靶点和生物标志物 [12-13]，与观察性研究相比，

MR 有助于减少混杂因素的影响，从而增强因果

关系的可靠性。本研究旨在应用 GWAS 数据和血

浆的 pQTL 数据通过 MR 方法探索 RLS 潜在药物

靶点的血浆蛋白。

1  资料与方法

1.1  数据来源
血浆 pQTL 来自英国生物样本数据库（UK 

Biobank-ppp），该数据库包含了来自 54 219 名

参与者的 2 940 种血浆蛋白的 GWAS 数据，涵盖

了血浆中丰度较高、可稳定检测的大部分蛋白

质，包括细胞因子、趋化因子、生长因子、激素、

酶、受体、载脂蛋白、补体成分、组织渗漏蛋白

等，涉及几乎所有生物学通路，是目前最大最全

面的血浆蛋白质组数据库 [14]。RLS 的 GWAS 数

据来自 FinnGen R11 数据库，包含欧洲 3 198 例

RLS 患者和 408 983 例对照。验证队列中 RLS 的

GWAS 数据来自国际 EU-RLS-GENE 联盟，包含

7  248 例 RLS 患者、19 802 例对照。研究样本均

为欧洲血统人群，以避免因种族差异引起的偏差。

1.2  IVs 的筛选
本研究中血浆蛋白 pQTL 的 IVs 筛选条件如

下：① cis-pQTL 的阈值为基因区域上下游 1 Mb

范围内的 SNP；②与血浆蛋白高度相关的 SNP 显

著阈值为 P ＜ 5×10-8；③去除连锁不平衡以保

证 IVs 之间的独立性（r2 ＜ 0.001，kb=10 000）[15]；

④ F ＞ 10，以排除弱 IVs[16]。

1.3  统计学分析
1.3.1  MR分析

本研究采用两样本 MR 分析方法，血浆蛋白

作为暴露因素，RLS 作为结局，pQTL 的筛选条件

同上。研究使用 R 4.3.2 软件进行数据处理和统计

分析，并调用商业化 R 包 MendelR（版本 2.0，阈

上医学科技有限公司）进行 MR 分析。采 用 逆 方

差 加 权 法（inverse variance weighted，IVW）、

MR-Egger 回归、加权中位数法、加权众数法、
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Wald 比值法（Wald ratio）等 5 种方法探索血浆

蛋白和 RLS 之间的潜在因果关系。在分析过程中，

当某血浆蛋白只有一个 SNP 时，应用 Wald ratio

法；有两个或两个以上 SNP 可用时，以 IVW 作

为主要方法，其他方法用于对结果作进一步验证。

当 IVW 结果显著，而其他方法结果不显著时，

只要其他方法的 β 值与 IVW 方向一致，该结果

仍可视为阳性结果 [17]。考虑到重复计算，采用错

误发现率（false discovery rate，FDR）方法进行

P 值校正，P_FDR ＜ 0.1 认为有统计学意义 [18]。

应用 Steiger 滤波确认蛋白质与 RLS 之间是否存

在反向因果关系。由于 IVs 数量有限，无法进行

异质性检验分析（Cochran's Q 检验）和水平多效

性检验（MR-Egger 截距检验），后续通过共定

位分析实现敏感性分析。

1.3.2  混杂因素分析
使用 Phenoscanner 包 [19] 进行表型扫描，以去

除血浆蛋白组中与 RLS 危险因素相关的 SNP。考

虑 RLS 相关危险因素包括糖尿病、慢性肾脏疾病、

卒中、冠心病、缺铁及缺铁性贫血、帕金森病、

周围神经病、偏头痛等。当一个 SNP 达到全基因

组显著水平（P ＜ 5×10-8），并与 RLS 危险因素

相关时，去除该 SNP。

1.3.3  共定位分析
共定位分析可以判断两个性状是否在一个区

域内具有相同的因果变异 [20]，测试了五个假设：

① H0 表示与任何性状都没有关联；② H1 表示与

性状 1 相关，与性状 2 无关；③ H2 表示与性状

2 相关，与性状 1 无关；④ H3 通过两个独立的

SNP 与这两个性状相关；⑤ H4 通过共享 SNP 与

这两个性状关联。H4 较高的后验概率（posterior 

probability，PPH4）为显著的 MR 结果提供了证据。

本研究中 PPH4 ＞ 0.75 为高强度共定位证据 [21]，

0.5 ≤ PPH4 ≤ 0.75 为中等强度共定位证据 [22]。

1.3.4  RLS相关蛋白的功能和网络预测
使 用 GeneMANIA（http://www.genemania.org）

预测与 RLS 相关基因的功能和网络，GeneMANIA

网站的具体设置如下：对于蛋白质网络的构建，

选 择 physical interactions、predicting、genetic 

interactions、pathway、co- localization、shared 

protein domains 六种类型。在自定义高级选项中，

将最大结果基因参数设置为 20，将最大结果属性

设置为 10，查询关联权重选择自动选择加权方法。

以 FDR ＜ 0.05，功能通路的富集具有统计学意义。

1.3.5  外部验证
为证明 MR 结果的稳健性，使用来自国际

EU-RLS-GENE 联盟的 RLS 的 GWAS 数据进行验

证，该数据包含 RLS 患者 7 248 例、对照 19 802 例。

参数和方法与开发队列完全相同。以验证队列和

开发队列分析结果中的比值比（odds ratio，OR）

一致为验证成功。

2  结果

2.1  工具变量 
根据筛选标准，共纳入 1 530 种血浆蛋白进

行 MR 分析，IVs 的 F 值范围为 13.15~28  003.76，

相关的 SNP 信息见附件表 1。

2.2  MR分析结果
MR 分 析 结 果 显 示，ASPSCR1、C1QTNF5、

KRT19、LAT2 4 种血浆蛋白与 RLS 的发病风险

相关（P_FDR ＜ 0.1），详见附件表 2。其中血

浆 蛋 白 ASPSCR1[OR=0.678，95%CI（0.544，

0.847）] 和 C1QTNF5[OR=0.526，95%CI（0.367，

0.752）] 对 RLS 具 有 保 护 作 用； 血 浆 蛋 白

KRT19[OR=1.769，95%CI（1.283，2.439）]、

LAT2[OR=5.536，95%CI（2.206，13.893）] 与

RLS 发病风险升高相关（表 1）。Steiger 方向性

滤波检验证实，上述所有关联的因果方向均是从

蛋白质到 RLS（Steiger P 值均＜ 0.05），排除了

反向因果关系的可能性（附件表 3）。

2.3  混杂因素分析结果
Phenoscanner 表型扫描结果显示，ASPSCR1

（rs8074498）、C1QTNF5（rs2509656）、KRT19

（rs1823996）、LAT2（rs34200032）与预设的糖

尿病、慢性肾脏疾病、卒中等八个危险因素均不

存在明显关联。

2.4  共定位分析结果
对 4 种血浆蛋白，在各自基因的上游和下

游 ±1 MB 范围内进行基因共定位分析，以探索

与 RLS 的潜在关联。结果表明，LAT2 在该区域

有强的共同因果变异关系（PPH4 ＞ 0.75），而

ASPSCR1、C1QTNF5、KRT19 有中等的因果变异

关系（0.5 ≤ PPH4 ≤ 0.75），详见表 1、附件图 1、

附件表 4。

2.5  RLS相关蛋白的功能网络预测
与 RLS 相关的蛋白关联基因在各种功能通路

http://www.genemania.org
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表1  MR分析阳性结果及共定位分析结果

Table 1. Positive results of MR analysis and colocalization analysis results

疾病 血浆蛋白 
MR分析 共定位分析

方法 SNP数 OR值（95%CI） P值 P_FDR PPH4 共定位

RLS ASPSCR1 Wald ratio 1 0.678（0.544，0.847） 0.000 596 0.095 0.62 中等强度共定位

C1QTNF5 Wald ratio 1 0.526（0.367，0.752） 0.000 429 0.095 0.65 中等强度共定位

KRT19 Wald ratio 1 1.769（1.283，2.439） 0.000 503 0.095 0.55 中等强度共定位

LAT2 Wald ratio 1 5.536（2.206，13.893） 0.000 268 0.095 0.76 高强度共定位

3  讨论

本研究为探索血浆蛋白与 RLS 发病风险的

因 果 关 系， 结 合 血 浆 蛋 白 的 pQTL 数 据 和 RLS

的 GWAS 数 据 进 行 MR 分 析。 使 用 MR 设 计 减

少潜在的混杂因素和反向因果关系的偏倚，并

纳 入 cis-pQTL 以 提 高 证 据 水 平（cis-pQTL ＞

trans- pQTL ＞ eQTL），通过基因共定位分析以

提高统计有效性，并使用 EU-RLS-GENE 联盟

RLS 的 GWAS 数据作为结局进行重复验证，从而

提高研究结果的可信度，最后构建蛋白互作网络

对血浆蛋白与 RLS 的潜在机制进行探讨。本研究

显示血浆蛋白 ASPSCR1、C1QTNF5 对 RLS 具有

保护作用；KRT19、LAT2 与 RLS 发病风险升高

相关。

ASPSCR1 是一种与葡萄糖转运蛋白 4 相互作

图1  RLS相关蛋白功能网络 

Figure 1. Functional network of RLS-related proteins

图2  验证队列MR分析森林图

Figure 2. Forest plot of MR analysis of validation cohort

中都有显著的富集（图 1、附件表 5），包括糖

跨膜转运蛋白活性、碳水化合物跨膜转运活性、

Fc 受体信号通路。 

2.6  外部验证
使 用 来 自 国 际 EU-RLS-GENE 联 盟 RLS 的

GWAS 数据作为结局，与 UKB-PPP 数据库血浆

蛋白进行两样本 MR 分析进行重复验证，结果 显

示 ，ASPSCR1、C1QTNF5、KRT19、LAT2 在 验

证队列中与 RLS 的相关性并未达到显著阈值，但

OR 值方向与开发队列一致，详见图 2、附件表 6。

PvalnSNPexposure method P_FDROR(95%CI)
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用的蛋白，其基因编码的蛋白质含有一个蛋白质

结构域，主要在低胰岛素状态下发挥作用。该蛋

白质与细胞内的葡萄糖转运和代谢相关，对细胞

的葡萄糖摄取和利用有重要影响，在葡萄糖稳态

和代谢疾病的研究中扮演着重要角色 [23]。Bogan

等 [24] 研究显示该蛋白的变异可能增加患 2 型糖

尿病的风险。高水平 ASPSCR1 可能增强葡萄糖

转运效率，维持神经元和肌肉细胞的能量供应。

RLS 常与糖尿病共病，ASPSCR1 水平升高可能

通过优化葡萄糖利用，减少神经元损伤或功能障

碍，进而降低 RLS 发病风险。C1QTNF5 是一种

分泌型蛋白，属于 C1q/TNF 相关蛋白（CTRP）

家族。C1QTNF5 通过结合 AdipoR1 和 AdipoR2 受

体，激活 AMPK 信号通路，促进葡萄糖摄取和利

用，改善胰岛素抵抗。此外，C1QTNF5 还可以上

调葡萄糖转运蛋白 4 的表达，增强葡萄糖向肌肉

组织的转运，表明 C1QTNF5 在调节葡萄糖代谢、

改善胰岛素抵抗方面发挥着重要作用 [25]。高水平

C1QTNF5 可增强肌肉组织的葡萄糖转运和代谢效

率，防止细胞能量危机。本研究中，蛋白互作网

络显示 ASPSCR1 和 C1QTNF5 在糖跨膜转运蛋白

活性、碳水化合物跨膜转运活性通路中显著富集，

高血糖水平可能通过周围神经损伤 [26]、慢性炎症

对铁吸收和利用的干扰 [27]，以及间接影响多巴胺

系统的功能等机制 [28]，参与 RLS 的发病过程。由

此推测，ASPSCR1 和 C1QTNF5 对 RLS 具有保护

作用可能源于糖代谢通路的整体优化。

KRT19 是细胞中间纤维蛋白的一种，参与构

建细胞骨架，维持细胞的形态和结构完整性。可

与其他角质蛋白形成复合物，提供机械支撑，使

细胞能够承受外界压力和应力。在细胞分化过程

中，KRT19 的表达模式会发生变化，参与调控细

胞分化相关基因的表达，这在上皮组织发育和再

生过程中起重要作用 [29]。KRT19 常被用作上皮来

源肿瘤的生物标志物。在多种上皮性肿瘤如乳腺

癌、肺癌、肝癌中，KRT19 表达水平显著升高，

可用于肿瘤的早期诊断和预后评估 [30]。KRT19 参

与维持细胞机械支撑力，其异常高表达可能促进

组织纤维化，对周围神经造成物理性压迫，并可

能通过促炎因子（IL-6、TNF-α）释放，诱发神

经炎症，破坏铁稳态，抑制多巴胺能神经元功能，

参与 RLS 的病理过程 [31]。

LAT2 是一种膜蛋白，主要表达于免疫细胞

如 T 细胞、B 细胞等中，在免疫应答过程中发挥

重要作用。LAT2 可以与多种信号分子如磷脂酶

Cγ1、Grb2 等结合，激活下游的 MAPK 和 Ca2+ 信

号通路，促进 T 细胞的增殖和分化。LAT2 可以

与 Syk、PLCγ2 等分子相互作用，参与调节 B 细

胞的增殖、分化和抗体产生 [32]。另外，LAT2 能

够通过与 FcεRI 受体结合 , 激活肥大细胞，促进

炎症因子的释放 [33]。总之，LAT2 作为一个关键

的适配器蛋白，通过整合和传递细胞表面受体信

号，在免疫细胞的活化、分化和炎症反应中发挥

重要作用。近年来，LAT2 在自身免疫疾病、肿

瘤免疫等方面的研究也引起了广泛关注。本研究

共定位分析显示，LAT2 与 RLS 表现出较强的因

果变异关系。多项研究显示，RLS 患者肿瘤发病

率约为 10%~15%，高于普通人群 [34]，尤其是肺

癌、乳腺癌和前列腺癌 [35]。RLS 可能与多巴胺、

铁、乙酰胆碱等神经递质失衡有关，而这些神经

递质也参与肿瘤的发生发展 [36]。另外，LAT2 驱

动 T 细胞增殖分化，其升高可能打破免疫耐受，

导致自身抗体靶向攻击中脑多巴胺受体或铁转运

蛋白，干扰多巴胺信号传导或铁摄取，诱发运动

觉异常 [37]。基于以上分析，推测 KRT19、LAT2

可能是 RLS 潜在的药物治疗靶点，但仍需通过细

胞或动物模型进一步验证。

Qian 等 [38] 研 究 基 于 deCODE 数 据 库 的 RLS 

GWAS 数据，鉴定出 MAN1A2 基因编码的蛋白质

是 RLS 的潜在保护性靶点，与本研究结果存在差

异，原因可能包括：首先，两项研究使用了不同

的 RLS GWAS 数据源，其样本构成、表型定义和

统计效能存在差异；其次，本研究采用了更为严

格的 IVs 筛选标准（如 LD：r2 ＜ 0.001）和相对

宽松的探索性显著性阈值（P_FDR ＜ 0.1），而

Qian 等的研究则使用了不同的标准（LD：r2 ＜ 0.1，

P_ FDR ＜ 0.05），导致最终纳入分析的 IVs 和阳

性结果集合不同；此外，两项研究的验证策略各

异，本研究采用外部样本队列（EU-RLS-GENE）

进行验证，而 Qian 等的研究则侧重于通过共定位、

SMR 等多项内部分析深度验证 MAN1A2 的可靠

性。这些方法学上的异质性表明，RLS 的遗传和

蛋白质组学基础可能非常复杂，不同研究从不同

角度揭示了其潜在机制。未来仍需更大样本的多

中心研究和功能实验来共同验证这些靶点的有效

性及其在 RLS 病理生理中的具体角色。
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综 上， 本 研 究 发 现 ASPSCR1、C1QTNF5、

KRT19、LAT2 4 种血浆蛋白与 RLS 存在因果关系，

可能是 RLS 治疗的新靶点，未来仍需进一步的研

究加以证实。

附件见《医学新知》官网附录（h t t p s : / /

yxxz.whuznhmedj.com/futureApi/storage/
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