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摘  要 

目的：由于异质性和混杂因素，维生素D (VD)与男性不育症之间的因果关系尚未达成共识，即使在随机

对照试验(RCT)中也是如此。本研究旨在通过孟德尔随机化(MR)探究血清VD (25-OH-D)水平与男性不育

症之间的因果关系，并为未来RCT的优化提供补充信息。方法：从GAWS数据库中提取了VD和MFI的单

核苷酸多态性(SNP)，进行两样本孟德尔随机化研究，采用逆方差加权法(Inverse Variance Weighted, 
IVW)、Egger回归法(MR-Egger)、中位数加权法(Weighted Median)等评估VD与MFI之间的因果关联，

同时采用异质性检验(Heterogeneity Test)、水平多效性检验(Horizontal pleiotropy Test)、逐个剔除

检验(Leave-one-out sensitivity Test)进行敏感性分析，评估MR分析的可靠性和稳定性。结果：共纳入

84个与VD密切相关的SNP，遗传预测的VD水平与MFI的风险无关(OR: 0.728, 95% CI: 0.445~1.191; P = 
0.207)，这在三种敏感性分析(MR-Egger法，Weighted median法和Weighted mode法)中都是一致的。

结论：遗传预测的血清维生素D水平与男性不育症的风险无关，服用VD补充剂可能无法对男性不育症有

益。 
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Abstract 
Objective: Due to heterogeneity and confounding factors, there is no consensus on the causal rela-
tionship between vitamin D (VD) and male infertility, even in randomized controlled trials (RCTs). 
This study aims to explore the causal relationship between serum VD (25-OH-D) levels and male 
infertility through Mendelian randomization (MR) and to provide complementary information for 
future optimization of RCT. Methods: Single nucleotide polymorphisms (SNP) of VD and MFI were 
extracted from GAWS database, and two-sample Mendelian randomization study was carried out. 
Inverse Variance Weighted (IVW), Egger Regression (MR-Egger), Weighted Median (Weighted Me-
dian) were used to evaluate the causal association between VD and MFI. Heterogeneity Test, Hori-
zontal pleiotropy Test and Leave-one-out Sensitivity test were used to conduct sensitivity analysis 
to evaluate the reliability and stability of MR analysis. Results: A total of 84 SNPs closely related to 
VD were included, and the level of genetically predicted VD was not associated with the risk of MFI 
(OR: 0.728, 95% CI: 0.445~1.191; P = 0.207), which was consistent with the three sensitivity ana-
lyses (MR-Egger, Weighted median and Weighted mode). After excluding SNPs, the conclusion still 
holds. Conclusion: Genetically predicted serum vitamin D levels are not associated with the risk of 
male infertility, and taking VD supplements may not be beneficial to male infertility. 
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1. 介绍 

男性因素不育症(MFI)是指男性在无保护后至少 12 个月内无法使有生育能力的女性怀孕，在美国，

这一比例至少为 12%，给社会和经济进步带来了巨大障碍[1]。此外，由于 COVID-19 在一定程度上降低

了生育能力，甚至导致一些康复男性的不育，因此寻找男性不育的潜在有效预防方法更为重要[2]。 
在过去的几十年中，关于维生素 D (VD)对人类健康的保护作用的研究较为广泛[3]。VD 被认为与

MFI 密切相关，但临床观察结果仍有争议[4]。尽管观察性研究显示血清 VD 水平对参数和妊娠结局有积

极影响[5]，但目前使用 VD 补充剂的随机对照试验(Randomized Controlled Trials, RCTs)存在研究人群、

补充剂剂量和潜在混杂因素的显著异质性，因此对 VD 与男性因素生育力之间的因果关系尚无共识

[6]。 
从理论上讲，随机对照试验是回答通过补充剂增加 VD 状态是否会改善 MFI 的金标准，但现实中，

由于一些外界因素，可能无法开展大型的随机对照试验[7]。孟德尔随机化(Mendelian Randomization, MR)
被认为是一种天然的随机对照试验[8]。MR 将与目标暴露相关的遗传变异作为工具变量，可以避免观察

性研究中未测量的混杂因素，并研究潜在可改变的危险因素与健康结局之间的因果关系[9]。因此，MR
可以为随机对照试验提供补充信息。 

本研究的目的是通过对普通人群进行双样本 MR 分析，评估血清 VD (25-OH-D)水平(通常用于评估

体内 VD 状态)对男性生育能力的因果影响，并为未来 RCT 的优化提供参考。 
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2. 材料与方法 

双样本 MR 分析是按照 STROBE-MR 检查表的说明进行的。在指南下进行敏感性分析和单核苷酸多

态性(SNP)筛选[10]。 

2.1. 数据来源 

VD 与 MFI 的遗传变异是从全基因组关联研究(Genome Wide Association Study, GWAS)获得，其中

VD 共计 418,691 个样本，共计 4,225,238 个 SNP 位点。MFI 共计 73,479 个样本，共计 16,377,329 个 SNP
位点(表 1)。 
 
Table 1. Summary of GWAS data from two-sample Mendelian randomization analysis 
表 1. 两样本孟德尔随机化分析的 GWAS 数据汇总 

变量 样本量 SNP 个数 年份 血统 数据库来源 PMID 统计学效能 

VD 418,691 4,225,238 2021 欧洲 IEU 数据库 34,226,706 100% 

MFI 73,479 16,377,329 2021 欧洲 IEU 数据库 / 100% 

2.2. 工具变量的选择和孟德尔随机化假设 

MR 分析应满足三个核心假设以获得无偏倚的结果：1) 变异与暴露显著相关；2)变异与暴露–结果

关联的任何混杂因素无关；3) 变异不影响结局，除非暴露可能通过其他生物学途径(即水平多效性效应) 
[10]。为了保证 MR 分析的稳健性，我们应用 SNP 作为遗传工具变量。为了确保提取的 SNP 与血清 25OHD
水平有力相关(假设 1)，我们仅包括全基因组显著相关 P < 5 × 10−8，F 统计量 > 10 的 SNP，以最大限度

地减少弱工具变量偏倚的可能性。其次，我们用 r2 ≥ 0.001 和 LD 距离 < 10,000 kb 去除了潜在连锁不平

衡。 

2.3. 孟德尔随机化分析的统计方法 

采用目前最常用的四种 MR 方法进行分析，包括本研究最主要的逆方差加权法 (Inverse Va-
riance-Weighted method, IVW)和辅助的 MR-Egger 法，Weighted median 法和 Weighted mode 法。为衡量

MR 分析的可靠性和稳定性，还进行了多种敏感性分析，例如：异质性检验(Heterogeneity Test)：检测来

源于不同 GWAS 数据的 SNP 是否存在异质性。水平多效性检验(Horizontal pleiotropy Test)：如果 SNP 与

暴露因素和结局都直接相关，那么就存在水平多效性，MR 分析的结果就不可信。逐个剔除检验

(Leave-one-out sensitivity Test)：通过逐个剔除 SNP 后计算剩余 SNP 的 MR 结果，若剔除某个 SNP 后其

它 SNP 估计出来的 MR 结果和总结果差异很大，则说明 MR 结果对该 SNP 是敏感的。 
工具变量的强度通过统计量 F 计算，其公式为 F = R2 × (N − k − 1)/(1 − R2) × k。其中 R2 代表工具变

量解释的变异比例，N 为暴露样本的样本量，k 为工具变量的数量，而 R2 = (2 × EAF × (1 − EAF) × beta2)/(N × 
SE2)，EAF 为次要等位基因频率，beta 为等位基因效应值，SE 为标准误差。MR 估计值的功效通过 MRnd 
(https://shiny.cnsgenomics.com/mRnd/)在线网站计算。所有统计分析均使用 R 软件(4.0.3 版本)进行。使用

Two sample MR 包(0.5.5 版本)进行 MR 分析。 

3. 结果 

TSMR 结果提示 VD 与 MFI 的发生风险风管。IVW 法提供了主要的因果证据(OR: 0.728, 95% CI: 
0.445~1.191; P = 0.207)，四种 MR 统计方法的结果见图 1。Weighted median 法(OR = 0.944, 95% CI: 
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0.432~2.061, P = 0.885)、Weighted mode 法(OR = 0.874, 95% CI: 0.446~1.713, P = 0.696)支持了 IVW 法的

结果。因此可知 VD 与 MFI 无因果关系，TSMR 分析的漏斗图见图 2。异质性检验结果 Q = 2.487，P = 0.647，
表明纳入的 SNPs 无明显异质性。对于水平多效性检验，MR-Egger 法截距值为 0.059 (P = 0.599)，表明纳

入的 SNPs 无明显水平多效性，说明工具变量并不通过暴露以外的途径影响结局。逐个剔除检验显示去

除任意 SNP 后结果存在轻微不稳定(图 3)。 
 

 
Figure 1. Forest map of MR analysis results 
图 1. MR 分析结果森林图 

 

 
Figure 2. Funnel plot of MR analysis results 
图 2. MR 分析结果漏斗图 
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Figure 3. Rejection test results one by one 
图 3. 逐个剔除检验结果 

https://doi.org/10.12677/acm.2024.1461864


李硕 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.1461864 945 临床医学进展 
 

4. 讨论 

这项 MR 研究的结果不支持 VD 在 MFI 中的保护作用。Blomberg Jensen 的研究小组发现，在接受

VD 治疗的 VD 缺陷男性(<25 nmol/L, n = 66)中，精子参数没有显著改善[11]。尽管总体治疗组的自然妊

娠和活产率往往较高(n = 269)，但没有统计学意义。另一项研究表明，VD 干预 3 个月可改善弱精子症和

血清 25OHD < 30 ng/mL (n = 86)男性的精子活力，但未见妊娠结局的报道[12]。相反，Amini 等[13]进行

的研究表明，VD 补充剂与 MFI 之间没有关联，但他们纳入的受试者较少(n = 62)，不包括短期干预(12
周)的无精子症患者。毕竟，干预研究在干预期、VD 补充剂剂量、治疗后血清 25OHD 水平升高、研究人

群和主要结局方面存在显著异质性，导致对 VD 在男性生殖中的作用没有达成共识。在患有 VD 缺乏症

的特发性不育男性中，VDR 基因的甲基化显著升高，这与精子浓度和进行性运动呈负相关[14]。此外，

另一项研究表明，与 1,25(OH)2D 孵育 30 分钟可以增强精子活力，可能是通过 cAMP/PKA 途径促进三磷

酸腺苷的合成[15]。近年来，氧化应激标志物在 VD 和 MFI 中的作用受到广泛关注[16]。精子由于其固有

的抗氧化防御和 DNA 修复机制降低而容易受到氧化应激的影响，而 VD 作为膜抗氧化剂具有潜在的清除

能力。Shahid 及其同事发现，当精子参数改变时，4-羟基壬烯醛(一种氧化应激标志物)显著升高，并且在

一项横断面研究中与 VD 呈负相关[16]。作为活性氧的第二信使，4-羟基壬烯醛也与精子活力和形态呈强

负相关，但在其他出版物中用 VD 处理时会降低[17]。 

5. 结论 

我们的研究提供了遗传证据，不支持普通人群中血清 25OHD 水平升高作为 MFI 的因果保护因素。 
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