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JAK2基因甲基化与肥胖因果关联的孟德尔
随机化研究
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【摘要】 目的 采用孟德尔随机化法探讨酪氨酸激酶 2（JAK2）基因甲基化水平与肥胖的因果关

联。方法 从河南农村队列中选取 1 021例研究对象，其中 440例肥胖者（内脏脂肪指数≥10）和

581例对照者（内脏脂肪指数<10）。采用MethylTargetTM目标区域甲基化测序技术检测 JAK2基因甲基

化水平；采用 logistic回归模型分析 JAK2基因甲基化水平与肥胖的关联；进一步以单核苷酸多态性为

工具变量，采用孟德尔随机化法分析 JAK2基因甲基化水平与肥胖的因果关联。结果 JAK2基因的

启动子区发现 1个甲基化位点（Chr9：4984943）与肥胖呈正相关（OR=1.22，95%CI：1.04~1.42）。外显

子区发现 5个甲基化位点（Chr9：4985378、Chr9：4985404、Chr9：4985407、Chr9：4985409和 Chr9：
4985435）与肥胖呈负相关［OR值（95%CI）分别为 0.53（0.29~0.95）、0.58（0.36~0.93）、0.69（0.49~0.97）、

0.72（0.53~0.99）和 0.58（0.35~0.98）］。3种孟德尔随机化法（逆方差加权孟德尔随机化法、基于中位数

孟德尔随机化法和最大似然比法）的结果均显示 JAK2基因甲基化水平与肥胖存在因果关联，其相应

的 β值（95%CI）分别为-1.985（-3.520~-0.450）、-3.547（-6.301~-0.792）和-3.900（-6.328~-1.472）。

结论 JAK2基因甲基化水平与肥胖存在因果关联。
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【Abstract】 Objective Based on the Mendelian randomization analysis, to assess the
causal relationship between DNA methylation levels of Janus kinase 2 (JAK2) and obesity. Methods
A case-control study was carried out, including 1 021 individuals [obesity (visceral fat index ≥10) vs.
no obesity (visceral fat index <10) was 440 vs. 581] from the Henan Rural Cohort Study.
MethylTargetTM target region methylation sequencing technology was used for testing the DNA
methylation level of JAK2. logistic regression models were used to assess the association between
the DNA methylation level of JAK2 and obesity. With SNP as the instrumental variable, the
association between the DNA methylation level of JAK2 and obesity was explored by using the
Mendelian randomization analysis method. Results There was a positive association between
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Chr9:4984943 (one DNA methylation site in the promoter of JAK2) and obesity, and the OR (95%CI)
was 1.22(1.04-1.42). Methylation level of five sites in the exon of JAK2 (Chr9: 4985378, Chr9:
4985404, Chr9: 4985407, Chr9: 4985409 and Chr9: 4985435) were negatively associated with
obesity, the corresponding OR (95%CI) were 0.53 (0.29-0.95), 0.58(0.36-0.93), 0.69 (0.49-0.97), 0.72
(0.53-0.99) and 0.58 (0.35-0.98) , respectively. Mendelian randomization analysis showed that there
was a causal relationship between the DNA methylation levels of JAK2 and obesity, and the
corresponding β (95%CI) were -1.985 (-3.520 - -0.450), -3.547 (-6.301 - -0.792) and -3.900
(-6.328 - -1.472) for Mendelian randomization method of inverse variance weighted, Mendelian
randomization method of median based and Maximum-likelihood method, respectively.
Conclusion This study supported there was a causal relationship between the DNA methylation
level of JAK2 and obesity.

【Key words】 Obesity; Janus kinase 2; DNA methylation; Mendelian randomization
analysis

Trial registration: Chinese Clinical Trial Registry，ChiCTR-OOC-15006699
Fund programs: National Key Program of Research and Development of China

(2016YFC0900803); National Natural Science Foundation of China (82003543); Science and
Technology Innovation Team Support Plan of Colleges and Universities in Henan Province
(21IRTSTHN029)

肥胖是一种由多因素共同引起的能量代谢紊

乱性相关疾病，已成为心脑血管疾病发生的重要危

险因素，特别是由于内脏脂肪堆积导致的腹型肥

胖，但其发生机制尚不完全清楚［1-3］。研究表明，酪

氨酸激酶 2（Janus kinase，JAK2）在能量代谢异常所

致肥胖的发生发展中起到重要调控作用［4-6］，但相

关 研 究 主 要 集 中 在 单 核 苷 酸 多 态 性（single
nucleotide polymorphism，SNP）上［7］，而 SNP等位基

因仅能解释部分肥胖的遗传易感性。近年研究揭

示DNA甲基化的表观遗传在肥胖易感性中扮演着

重要角色［8-9］。不同区域甲基化的水平对基因的影

响不同，当甲基化发生在启动子区时，会使基因的

表达沉默，而发生在基因体（尤其是外显子区）时能

够激活基因的表达［10-11］。内脏脂肪指数可用于评

价内脏脂肪型肥胖［12-13］。尽管有研究指出基因的

甲基化水平与肥胖存在关联［14］，但关于 JAK2基因

甲基化水平与内脏脂肪型肥胖的关联尚不清楚。

孟德尔随机化法是利用工具变量来推断暴露因素

和研究结局之间的因果关联［15］。本研究拟采用病

例对照研究设计，以SNP为工具变量，利用孟德尔随

机化法分析 JAK2基因甲基化水平与肥胖的关联，以

期为肥胖的发生发展的分子机制提供理论依据。

对象与方法

1. 研究对象：从河南农村队列（注册号：

ChiCTR-OOC-15006699）中选取 1 021 例研究对

象［16］，其中肥胖者 440例，对照者 581例。本研究通

过郑州大学生命科学伦理委员会审查［批准文号：

［2015］MEC（S128）］，所有研究对象均签署了知情

同意书。

2.调查内容：由经过统一培训的调查员收集研

究对象的相关资料。主要包括：①问卷调查：一般

人口学特征（性别、年龄、婚姻状况等）、社会经济状

况（文化程度、人均月收入等）、生活习惯（吸烟、饮

酒、体力活动、水果蔬菜摄入、高脂饮食等）。吸烟

定义为每天至少吸 1支烟并持续 6个月及以上，分

为从未吸烟、戒烟和现在吸烟 3个变量。饮酒定义

为过去一年中饮酒至少 12次以上（包括白酒、啤

酒、红酒或黄酒等种类），分为从未饮酒、戒酒和现

在饮酒 3 个变量。参照《中国居民膳食指南

（2016）》简介，过去一年中，平均每天摄入的畜肉和

禽肉总量≥75 g即为高脂饮食，平均每天摄入的蔬

菜和水果总量≥500 g即为较多蔬菜水果摄入［17］。

基于问卷调查的 3类体力活动（剧烈体力活动、适

度体力活动和步行活动）的频次和时间，分别计算

3 类体力活动的每周代谢当量（metabolic rate，
MET）值；最后依据国际体力活动量表，将体力活动

分为轻、中和重度 3个等级［18］。②体格检查：根据

操作指南采用日本欧姆龙HBF-371体脂仪测量内

脏脂肪指数。③血液样本采集：空腹至少 8 h后，由

专业医护人员采集研究对象肘静脉血 10 ml于乙二

胺四乙酸二钾抗凝采血管，分别收集全血、血浆和

白细胞于 1.5 ml的 EP管中，编号记录，并保存

于-80 ℃冰箱中，用于生化指标检测和DNA的提取。

3. DNA提取：利用全血基因组DNA提取试剂
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盒Ⅲ（北京百泰克生物技术有限公司）对储存

于-80 ℃的血样经水溶解冻后提取全血DNA。为

保证 SNP分型和甲基化检测结果的可靠性，要求待

测 样 本 的 DNA 浓 度 在 50 ng/μl 左 右（不 低 于

20 ng/μl），A260/A280在 1.7~2.0之间，且凝胶电泳实验

显示DNA无明显降解。

4. JAK2基因 SNP位点的选择：①生物信息学

方法：从 HapMap数据库下载中国汉族人群的

JAK2基因信息，应用Haploview 4.2软件，以 SNP连
锁不平衡 r2>0.8和MAF>0.05为标准，选择标签 SNP
（12个）。或②查阅文献，筛选出文献报道的可能

与肥胖相关的 JAK2基因 SNP位点（8个）。且③选

择与 JAK2基因甲基化水平相关的 SNP（P<0.05）作

为工具变量候选集（5个）。结合上述筛选标准，最终

本研究共纳入JAK2基因的5个SNP位点（rs2149556、
rs2230724、rs3780378、rs7847294和 rs7849191）。

5. 基因型检测：采用 SNPscan®技术对提取的

DNA样本进行 SNP基因分型，取 4.0 μl样本经过裂

解 、连 接 反 应 和 多 重 荧 光 PCR 反 应 后 ，利 用

ABI3730XL进行测序，获得基因各位点的基因型。

6. 甲 基 化 水 平 检 测 ：在 GenBank 中 查 找

JAK2基因序列，并扩大 5 000 bp，基于欧洲生物信

息研究所的数据库（EMBL-EBI，https：//www.ebi.ac.
uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/），查询 JAK2基因

启动子区和外显子区上的CpG岛（观察/预期比率>
0.60，C％+G％>50.00％，长度>200 bp），得到 3个
CpG 片 段（ 包 含 63 个 CpG 位 点 ）：片 段

252（4984509~4984760）和 片 段 441（4984775~
4985215）位 于 启 动 子 区 ，片 段 218（4985238~
4985455）位于外显子区。每个 CpG片段设计一对

引物进行检测，利用MethylTargetTM目标区域甲基化

测序技术（中国上海天昊生物有限公司）对 JAK2基
因的DNA甲基化水平检测，在引物和 PCR条件优

化的基础上，取 2.0 μl样本，经过重亚硫酸盐处理，

通过多重 PCR添加特异性标签，定量后最终采用

Illumina Hiseq/Miseq进行高通量测序。然后与参

考序列比对，得到甲基化位点DNA甲基化水平。

7.肥胖定义：根据日本欧姆龙HBF-371体脂仪

操作指南，内脏脂肪指数≥10定义为肥胖组，内脏

脂肪指数<10定义为对照组［12］。

8.质量控制：现场调查阶段：采用标准化问卷，

并进行预调查对问卷进行评估。在正式调查前对

所有参与的调查人员进行统一培训，考核合格后方

可参加现场调查，确保调查规范执行。在调查期

间，对已完成的问卷进行审核，确保问卷的完整性。

实验室检测阶段：采集血样后，迅速进行离心和分

装，并全程进行冷链运输。并随机抽取 3%的样本

进行复测，确保结果的可信性。数据录入阶段，对

调查问卷进行一致性检验和逻辑纠错，以确保问卷

信息的正确性和完整性。

9.统计学分析：对 JAK2基因 3个片段上 63个
CpG位点甲基化水平与肥胖易感性的关联进行初

步的单因素条件 logistic回归分析，共发现 6个CpG
位 点 （Chr9：4984943、Chr9：4985378、Chr9：
4985404、Chr9：4985407、Chr9：4985409 和 Chr9：
4985435）甲基化水平与肥胖相关（P<0.05），随后对

6个CpG位点甲基化水平与肥胖的关联进行分析。

通过 EpiData软件建立数据库，并对问卷进行双人

双机双录入。连续变量报告 x±s，分类变量报告人

数（百分比）。采用 t检验或χ2检验比较一般人口学

特征、社会经济状况和生活习惯在肥胖和非肥胖组

间差异。采用多因素 logistic回归模型分析 JAK2基
因DNA甲基化水平和 SNP基因型与肥胖的关联，

用OR值及其 95％CI表示，调整因素包括年龄、性

别、文化程度、婚姻状况、人均月收入、肉类及蔬菜

水果摄入和体力活动等。

采用孟德尔随机化法探讨DNA甲基化水平与

肥胖之间的因果关联，具体步骤见图 1。首先分析

SNP位点与CpG甲基化位点及肥胖的关联，确认工

具变量选取的合理性：采用Hardy-Weinberg平衡检

验 5个 SNP位点之间独立性，以排除工具变量之间

的强共线性对模型的影响；采用 Spearman秩相关

和单因素 logistic回归分析 5个 SNP位点与 JAK2基
因甲基化水平相关性；采用Egger回归孟德尔随机

化 法 （Mendelian randomization-Egger method，
MR-Egger）的截距检验工具变量是否具有水平多效

性［19］。然后，以 SNP为工具变量，分别应用逆方差

加 权 孟 德 尔 随 机 化 法（Mendelian randomization
method of inverse variance weighted，MR-IVW）、基于

中位数孟德尔随机化法（Mendelian randomization
method of median based，MR-Median）和最大似然比

法（Maximum-likelihood method）对 JAK2基因甲基

化水平与肥胖之间的因果关联进行评估。以上分

析全部在R 4.0.0软件中进行，检验水准α=0.05。

结 果

1.一般人口学特征：共纳入研究对象 1 021例，
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其中肥胖组人数为 440例，对照组人数为 581例。

年龄为（59.5±8.6）岁，其中肥胖组（60.0±8.3）岁，对

照组（59.1±8.8）岁，肥胖组和对照组的年龄差异无

统计学意义（P=0.122）。男性 443例，女性 578例，

性别在肥胖组和对照组的分布差异有统计学意义

（P<0.001）。对照组不吸烟和不饮酒的比例高于肥

胖组，差异有统计学意义（P<0.05）。文化程度、婚

姻状况、人均月收入、高脂饮食、较多蔬菜水果摄入

以及体力活动在肥胖组和对照组的分布差异无统

计学意义（P>0.05）。见表1。
2. JAK2基因甲基化水平与肥胖关联分析：本

研究在启动子区发现 1 个甲基化位点（Chr9：
4984943）与肥胖呈正相关，其 OR值（95%CI）为

1.22（1.04~1.42）。在外显子区，共发现 5个甲基化

位 点 （Chr9：4985378、Chr9：4985404、Chr9：
4985407、Chr9：4985409和 Chr9：4985435）与肥胖

呈负相关，OR值（95%CI）分别为 0.53（0.29~0.95）、

0.58（0.36~0.93）、0.69（0.49~0.97）、0.72（0.53~0.99）
和0.58（0.35~0.98）。见表2。

3. JAK2基因 SNP与肥胖的关联分析：对于

rs2149556和 rs3780378位点，与野生纯合子 CC基

因型相比，突变杂合子CT基因型与肥胖呈负相关，

OR 值（95%CI）分 别 为 0.67（0.49~0.91）和 0.68
（0.49~0.94）。见表3。

4.孟德尔随机化分析：Hardy-Weinberg平衡分

析显示 5个 SNP位点之间的 r2均<0.8，说明 5个 SNP
位点之间连锁不平衡，相互独立。Spearman秩相关

和单因素 logistic回归分析结果显示，6个 SNP位点

与 JAK2基因甲基化水平相关（P<0.05）。MR-Egger
回归截距的结果显示，JAK2基因甲基化与肥胖之

间的相关性无方向性多效性（MR-Egger截距 =
-0.002，P=0.952）。

表1 研究对象一般人口统计学特征

变量

年龄（岁，x±s）
性别

男

女

文化程度

小学及以下

中学及以上

婚姻状况

在婚/同居

未婚/离婚/丧偶/分居

人均月收入（元）

<500
500~
≥1 000

吸烟状况

不吸烟

戒烟

吸烟

饮酒状况

不饮酒

戒酒

饮酒

高脂饮食

否

是

较多蔬菜水果摄入

否

是

体力活动

轻度

中度

重度

合计
（n=1 021）
59.5±8.6

443（43.4）
578（56.6）

560（54.8）
461（45.2）

914（89.5）
107（10.5）

406（39.8）
323（31.6）
292（28.6）

727（71.2）
86（8.4）
208（20.4）

805（78.8）
62（6.1）
154（15.1）

821（80.4）
200（19.6）

351（34.4）
670（65.6）

272（26.6）
458（44.9）
291（28.5）

肥胖组
（n=440）
60.0±8.3

260（59.1）
180（40.9）

231（52.5）
209（47.5）

386（87.7）
54（12.3）

170（38.6）
136（30.9）
134（30.5）

271（61.6）
62（14.1）
107（24.3）

318（72.3）
38（8.6）
84（19.1）

342（77.7）
98（22.3）

157（35.7）
283（64.3）

131（29.8）
192（43.6）
117（26.6）

对照组
（n=581）
59.1±8.8

183（31.5）
398（68.5）

329（56.6）
252（43.4）

528（90.9）
53（9.1）

236（40.6）
187（32.2）
158（27.2）

456（78.5）
24（4.1）
101（17.4）

487（83.9）
24（4.1）
70（12.0）

479（82.4）
102（17.6）

194（33.4）
387（66.6）

141（24.3）
266（45.8）
174（29.9）

P值

0.122
<0.001

0.189

0.104

0.520

<0.001

<0.001

0.060

0.445

0.129

注：括号外数据为人数，括号内数据为构成比（%）

注：JAK2：酪氨酸激酶2；SNP：单核苷酸多态性

图1 河南农村队列调查对象 JAK2基因甲基化与肥胖的孟德尔分析流程
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以 JAK2基因 5个 SNP位点作为工具变量，通

过孟德尔随机化法对 JAK2基因甲基化水平与肥胖

的关联进行因果推断。3种孟德尔随机化方法

（MR-IVW， MR-Median 和 Maximum-likelihood
method）的结果均显示 JAK2基因甲基化水平与肥

胖存在因果关联，差异均有统计学意义（P<0.05）。

见表4。

讨 论

本研究以 SNP为工具变量，通过孟德尔随机化

法探讨 JAK2基因甲基化水平与肥胖之间的关联，

结果显示 JAK2基因启动子区 1个甲基化位点

（Chr9：4984943）与肥胖呈正相关，外显子区 5个甲

基 化 位 点（Chr9：4985378、Chr9：4985404、Chr9：
4985407、Chr9：4985409和 Chr9：4985435）水平与

肥胖呈负相关，提示 JAK2基因甲基化水平可能与

肥胖的发生相关。多数环境因素并不足以引起基

因突变，但基因DNA甲基化水平易受环境因素的

影响，因此，本研究进一步以 JAK2基因 SNP位点为

工具变量，通过孟德尔随机化法发现 JAK2基因高

甲基化可抑制肥胖的发生。

基因的 SNP位点的基因型在出生时就已经确

定，并且不受外界环境和行为因素的干扰而改变，

因此，在孟德尔随机化法中，基因的 SNP位点被认

为是天然的工具变量。本研究选取 JAK2基因的

5个SNP位点作为工具变量，显示 JAK2基因甲基化

水平和肥胖存在的因果关联。来自加纳的一项肥

胖全血表观遗传学研究发现，基因甲基化水平与肥

胖存在关联［20］。而另一项新生儿队列研究也发现，

生命早期肥胖相关基因甲基化的水平与儿童早期

肥胖有关［21］，同时也提示了甲基化水平的改变与健

康效应存在一定的因果关联。中国双生子队列研

究也证实，基因甲基化水平的改变能够影响肥胖的

发生［14］，与本研究结果一致。在本研究中 JAK2是
能量代谢通路 JAK/信号转导及转录激活因子

（signal transducer and activator of transcription，
STAT）的重要基因。当细胞因子和相应的受体结

合之后，诱导 JAK2发生磷酸化，磷酸化的 JAK2具
有生物活性，进一步促进下游的 STAT家族的分子

发生磷酸化并转移至细胞核与DNA相结合激活下

游的靶基因，产生生物学作用（降低饥饿感来减少

食物摄入，并增加能量消耗）［22-23］。

本研究发现 1个启动子区甲基化位点与肥胖

呈正相关，而 5个 JAK2的外显子区的甲基化位点

与肥胖呈负相关。有研究表明，启动子区的甲基化

会使基因发生沉默，而基因体发生甲基化会刺激基

因的表达［11］，这与本研究结果一致。JAK2可被许

表2 JAK2基因外显子区域甲基化水平及其与肥胖的 logistic回归分析

甲基化位点

Chr9：4984943
Chr9：4985378
Chr9：4985404
Chr9：4985407
Chr9：4985409
Chr9：4985435

Distance2TSS
-142
293
319
322
324
350

区域

启动子

外显子

外显子

外显子

外显子

外显子

病例组（%）a
0.54（0.00，1.09）
0.71（0.58，0.88）
0.82（0.62，1.01）
1.05（0.80，1.34）
1.06（0.85，1.42）
0.87（0.72，1.04）

对照组（%）a
0.47（0.00，1.04）
0.77（0.61，0.90）
0.85（0.67，1.04）
1.13（0.88，1.41）
1.14（0.86，1.46）
0.90（0.73，1.07）

OR值（95%CI）
1.22（1.04~1.42）
0.53（0.29~0.95）
0.58（0.36~0.93）
0.69（0.49~0.97）
0.72（0.53~0.99）
0.58（0.35~0.98）

P值

0.012
0.033
0.024
0.033
0.045
0.040

注：Chr：位点所在的染色体；Distance2TSS：该位点在参照基因组上相对转录起始位点的距离；a甲基化水平M（Q1，Q3）

表4 以 JAK2基因SNP为工具变量推断 JAK2基因甲基

化与肥胖的因果关联

方法

MR-IVW
MR-Median
Maximum-likelihood method

β值（95%CI）
-1.985（-3.520~-0.450）
-3.547（-6.301~-0.792）
-3.900（-6.328~-1.472）

SE
0.783
1.405
1.239

P值

0.011
0.012
0.002

注：MR-IVW：逆方差加权孟德尔随机化法；MR-Median：基于中

位数孟德尔随机化法；Maximum-likelihood method：最大似然比法

表3 JAK2基因SNP位点与肥胖的 logistic回归分析

SNP位点

rs2149556

rs2230724

rs3780378

rs7847294

rs7849191

CC
CT
TT
GG
GA
AA
CC
CT
TT
AA
AC
CC
CC
CT
TT

病例组
（n=432）
136（31.5）
207（47.9）
89（20.6）
170（39.1）
209（48.0）
56（12.9）
120（27.5）
200（45.9）
116（26.6）
91（20.9）
205（47.0）
140（32.1）
149（34.2）
195（44.7）
92（21.1）

对照组
（n=578）
143（24.7）
297（51.4）
138（23.9）
205（35.2）
283（48.5）
95（16.3）
133（22.8）
298（51.1）
152（26.1）
99（17.0）
290（49.7）
194（33.3）
194（33.3）
291（49.9）
98（16.8）

OR值（95%CI）
1.00
0.67（0.49~0.91）
0.69（0.47~1.00）
1.00
0.91（0.68~1.22）
0.80（0.53~1.20）
1.00
0.68（0.49~0.94）
0.80（0.55~1.15）
1.00
0.73（0.51~1.04）
0.80（0.54~1.16）
1.00
0.83（0.61~1.12）
1.16（0.80~1.70）

P值

0.011
0.052

0.530
0.273

0.021
0.224

0.081
0.238

0.215
0.432
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多关键的Ⅰ类细胞因子受体用于信号转导，如生长

激素、红细胞生成素、白细胞介素 -3、白细胞介

素-6、干扰素-γ和瘦素［24］。当基因的启动子区发生

甲基化时，会使启动子区的序列改变，从而使基因

的表达沉默［11］。最近一项研究已经证实，基因外显

子区的甲基化水平升高时，能通过选择性剪切来提

高基因的转录水平，进一步促进基因的表达［10］。因

此 JAK2基因的启动子区甲基化水平升高可能抑制

JAK2蛋白的表达，而外显子区甲基化水平的升高

可能促进 JAK2蛋白的表达，进而影响 JAK/STAT通
路的活性，从而改变肥胖的发生发展。

本研究存在局限性。第一，林丽娟等［25］的研究

发现，运用孟德尔随机化法评估暴露因素与疾病结

局因果关联时，其检验效能受工具变量 SNP与甲基

化水平的关联强度的影响。本研究结果发现

JAK2基因 5个 SNP位点与甲基化水平相关强度较

弱，可能会造成结果的偏差。但是，3种孟德尔随

机化法结果均显示 JAK2基因高甲基化可降低肥胖

的发生风险，在一定程度上反映了本研究结果的可

信性。第二，本研究样本量有限，也可能影响结果

的稳定性［26］。第三，由于本研究对象为农村人群，

研究结果推广到其他人群时需要谨慎。在后续研

究中，继续增加样本量，并动态检测 JAK2基因的甲

基化水平，以便能更可靠地推断 JAK2基因甲基化

水平与肥胖的关联。
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