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生物信息学分析构建三阴性乳腺癌基于基底膜相关基因的
风险评分模型
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摘  要：目的 旨在构建基底膜相关基因（BMRGs）在三阴性乳腺癌（TNBC）的风险评分模型。方法 应用 LASSO-
COX 回归的机器学习方法在癌症基因图谱 (TCGA) 队列建立基于 BMRGs 的 TNBC 风险评分模型 , 并在 Yau-2010 队列

和国际乳腺癌协会的分子分类 (METABRIC) 队列进行验证。构建包含 BMRGs 风险评分和临床因素的列线图预测 TNBC
患者的生存预后。基于基因本体（GO）功能注释和京都基因和基因组百科全书（KEGG）、基因集富集分析 (GSEA)
探究风险亚组的蛋白功能富集差异。基于免疫肿瘤生物学研究 (IOBR) 程序包探究基于风险亚组的免疫浸润差异情况。

应用突变注释格式工具（Maltools）程序包探究基因组改变情况。基于癌症治疗反应门户 (CTRP) 和单细胞公共信息在

线数据库 (CSEP）探究风险评分亚组的药物敏感性差异和单细胞表达状态。结果 经 Kaplan-Meier（KM）生存分析和

LASSO-COX 回归分析筛选出 6 个 BMRGs 构建的风险亚组与 TNBC 患者的预后密切相关（均 P<0.001）。其中 SDC1
和 ADAM9 是预后不良因子，HAPLN1，FREM1，FBLN5 和 ITGB4 是预后保护因子。整合 BMRGs 风险评分、肿瘤分

期的列线图对 TNBC 患者的预后具有优秀的预测能力。蛋白功能分析显示高风险组的上调基因富集于神经活性配体 受
体的相互作用、合成各类生物复合物、参与免疫防御反应等通路途径和生物功能；相较于高风险组 , 低风险组的肥大细胞、

细胞毒性淋巴细胞浸润程度更高；基因图谱显示高低风险亚组的最常突变基因并不完全一致；药物敏感度分析显示，高

风险组患者对硼替佐米、氟伐他汀、哇巴因的敏感性较高 ( 均 P<0.05)；低风险组患者对尼达尼布、BRD-A86708339，
凡德他尼的敏感性较高 ( 均 P<0.05)；单细胞分析显示：上述六个基因在 TNBC 的肿瘤细胞中均存在高表达。结论 构建

并验证基于 BMRGs 的风险评分，为预测 TNBC 患者的生存预后提供有效的生物学指标。
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Abstract: Objective To construct a risk score model for basement membrane-related genes (BMRGs) in triple-negative breast 
cancer (TNBC). Methods The TNBC risk score model based on BMRGs was established in the cancer genome atlas (TCGA) 
cohort by the LASSO-COX regression machine learning method, and verified in the Yau-2010 cohort and the molecular 
taxonomy of breast cancer international consortium (METABRIC) cohort. A nomogram containing BMRG risk score and 
clinical factors was constructed to predict the survival prognosis of TNBC patients. Based on the functional annotations of gene 
ontology (GO) and the Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) were used 
to explore differences in protein functional enrichment in risk subgroups. The Immuno-Oncology Biological Research (IOBR) 
package was used to explore differences in immune infiltration based on risk subgroups. The Mutation Annotation Format Tools 
(Maltools) package was used to explore genomic changes. Finally, based on the cancer therapeutics response portal (CTRP) 
and the cancer single-cell expression map (CSEP) to explore differences in drug sensitivity and single-cell expression status in 
risk score subgroups. Results Six BMRGS-constructed risk subgroups were identified by Kaplan-Meier (KM) survival analysis 
and LASSO-COX regression analysis and were closely related to the prognosis of TNBC patients (all P<0.001). Among them, 
SDC1 and ADAM9 were poor prognostic factors, HAPLN1, FREM1, FBLN5 and ITGB4 were protective prognostic factors. The 
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combination of BMRGs risk score and TNM tumor stage has excellent predictive ability for the prognosis of TNBC patients. 
Protein function analysis showed that the up-regulated genes in the high-risk group were enriched in the pathways and biological 
functions of neuroactive ligand-receptor interactions, synthesis of various biological complexes, and participation in immune 
defense responses. Compared with the high-risk group, the infiltration degree of mast cells and cytotoxic lymphocytes was higher 
in the low-risk group. The genetic map revealed that the most frequently mutated genes in the high-low-risk subgroups were not 
identical Drug sensitivity analysis showed that patients in the high-risk group had higher sensitivity to bortezomib, fluvastatin, 
and ouabain(all P<0.05). Patients in the low-risk group had higher sensitivity to nintedanib, BRD-A86708339, and vandetanib(all 
P<0.05). Single-cell analysis showed that the above six genes were highly expressed in TNBC tumor cells. Conclusion The risk 
score based on BMRGs was constructed and validated to provide effective biological indicators for predicting the survival and 
prognosis of TNBC patients.

Keywords：basement membrane-associated genes；triple-negative breast cancer；bioinformatics；risk score 
model 

乳腺癌 (breast cancer, BC) 是女性最常见的恶性

肿瘤 , 也是全球女性因癌症死亡的第二大原因 [1]。三

阴性乳腺癌 (triple-negative breast cancer，TNBC) 是最

具侵袭性的 BC，约占所有 BC 的 15% ～ 20%[2-3]。 
TNBC 死亡率高、易复发且缺乏有效的治疗策

略。因此，迫切需要针对性措施提高高危患者的

识别以便进行有效分层管理 [4]。基底膜（basement 
membrane，BM) 作为细胞外基质屏障，可限制恶性

肿瘤的远处侵袭、扩散和转移 [5]。针对 BM 的异常

生物调节可促进或抑制肿瘤的侵袭转移 [6]。当前 , 利
用公共数据库的基因组和临床数据进行数据挖掘已

在肿瘤领域广泛应用 [7-9]。有研究报道基底膜相关基

因（basement membrane-associated genes，BMRGs）
与膀胱癌、胃癌、乳腺癌、肺腺癌、肝细胞癌等肿

瘤的预后相关 [10-14]。然而在 TNBC 中尚缺乏研究。

本研究应用生物信息学方法构建 BMRGs 预后风险

模型，为TNBC的生存预后评估及治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 数据来源 从癌症基因组图谱 (the cancer gen 
ome atlas，TCGA) 获 取 TCGA-TNBC 队 列 数 据

(https://portal.gdc.cancer.gov)。从美国加州大学圣

克鲁兹分校 (US University of California Sant Cruz，
UCSC)数据库获取Yau2010-TNBC队列数据 (https://
xenabrowser.net/)。从乳腺癌国际联盟的分子分类

学 (molecular taxonomy of breast cancer international 
consortium，METABRIC) 数据库获取 METABRIC-
TNBC 队列数据（https://www.metabric.org/）。上

述三个队列均包含 TNBC 基因表达测序数据、相应

临床特征和生存预后信息，其中 TCGA-TNBC 队列

的数据还包括体细胞突变概要文件。在去除缺失临

床信息或生存预后数据以及重复数据后 , 本研究最

终纳入 TCGA 队列 156 例 TNBC 样本；Yau-2010-
TNBC 队 列 的 166 例 TNBC 样 本 和 METABRIC-
TNBC 队列的 297 例 TNBC 样本作为研究对象。以

上数据资料均来源于公共数据库，无需进行医学伦

理审查。222 个 BMRGs 的基因列表从相关文献获

取 [5-6,15-17]。

1.2 方法

1.2.1 BMRGs 的生存分析：采用 R 语言的“ggplot2” 
“survminer”及“survival”程序包对数据统计分析

和可视化，绘制 Kaplan-Meier 生存曲线图，P<0.05
为差异具有统计学意义。

1.2.2 开发并验证 TNBC-BMRGs 风险模型：应用

LASSO-COX 回归的机器学习方法开发风险评分模

型。通过十次交叉验证计算风险模型的λ最佳参数。

风险评分（risk score）=∑（各基因的表达水平 × 相

应系数）。应用“timeROC”软件包绘制时间依赖

性 ROC 曲线，计算曲线下面积 (AUC) 评价模型的

敏感度和特异度。P<0.05 为差异具有统计学意义。

1.2.3 开发和评估列线图：单因素 COX 分析和多因

素 COX 分析评估 BMRGs 风险评分和各项临床指

标与患者预后的相关性并开发列线图（nomogram）。

预测 TNBC 患者总生存期（OS）的校准曲线评估

列线图与理想模型的偏差指数。P<0.05 为差异具有

统计学意义。

1.2.4 蛋白功能富集分析：应用 R 语言的超几何检

验和（kolmogorov-smirnovtest，K-S）检验方法进

行基因本体论（gene ontology，GO）、京都基因

与基因组百科全书（kyoto encyclopedia of genes and 
genomes，KEGG）分析和基因富集分析（gene set 
enrichment analysis, GSEA）。P<0.05 为差异具有统

计学意义。

1.2.5探究风险评分与免疫细胞的相关性：应用“IOBR”

免疫浸润软件包的 EMT，MCP 和 CIBERSORT 算法

评估 TCGA-TNBC 队列高低风险组的免疫浸润差异。

从免疫细胞和免疫微环境层面探究 TNBC-BMRGs 的
免疫特征图谱。P<0.05 为差异具有统计学意义。

1.2.6 药物敏感性分析和单细胞数据分析：应用癌

症 治 疗 反 应 门 户 (the cancer therapeutics response 
portal，CTRP) 的药物敏感性数据并导入 R 语言，应
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用“OncoPredict”包处理数据预测患者的药物治疗

效果。通过单细胞公共信息在线数据库 (cancer single-
cell expression map，CSEP） 评 估 BMRGs 在 TNBC 
单细胞层面的表达状态 (https://ngdc.cncb.ac.cn/cancer 
scem/index)。P<0.05 为差异具有统计学意义。

1.3 统计学分析 应用 R 语言（4.2.3 版本）分析

统计数据。两组比较采用学生 t 检验（student’s-t 
test）或非参秩和检验（Wilcoxon test）。使用“Regplot”
包构建列线图。绘制 Kaplan-Meier 生存曲线图，

用 Log-rank 检验比较两组间的生存时间差异。使用

ROC 曲线评估模型的效能。除非另有说明 , 所有统

计检验均为双向检验，P<0.05 为差异具有统计学意

义。

2 结果

2.1 BMRGs 表达水平与生存预后的关系 见表 1。
对 BMRGs 进行 Kaplan-Meier 生存曲线分析，结果

显示6个BMRGs的生存预后差异具有统计学意义（均

P<0.05）：HAPLN1，FREM1，FBLN5 和 ITGB4 高

表达组总生存率高于低表达组；SDC1 和 ADAM9 高

表达组总生存率低于低表达组。

表 1 生存预后具有统计学意义的 6 个候选 BMRGs

基因 风险比 95% 置信区间 P 值

HAPLN1 0.262 3 0.096 ～ 0.714 0.008 9

FREM1 0.372 5 0.145 ～ 0.956 0.040 1

FBLN5 0.373 7 0.146 ～ 0.957 0.040 3

ITGB4 0.359 3 0.132 ～ 0.978 0.045 2

SDC1 3.837 8 1.49 ～ 9.883 0.005 3

ADAM9 2.798 1.088 ～ 7.196 0.032 8

2.2 开发风险评分模型 构建基于上述 6 个候

选基因 BMRGs 的风险评分模型，见图 1A 和图

1B。基于 Lasso-COX 赋值，风险评分公式如下：

Riskscore = (-0.129×HAPLN1) + (-0.185×ITGB4) 
+  (-0.145×FREM1)  +  (-0.158×FBLN5)  + 
(0.215×ADAM9) + (0.341×SDC1)， 见 图 1C。 蛋 白

互作用网络图显示：与上述候选 BMRGs 功能密切

相关的基因包括：LOXL1，VCAN，SDC3，LPA，

LACRT，TOP3B，SDC2，SDC4，FREM3，FREM2，
CTSG，ENPP2，ITGB5，CXCL8，HGF，LPAR1，
MUC5AC，SNX9，SLC8A3 和 COL17A1，见图 1D。

A．模型回归系数选择和变量筛选；B．模型的十倍交叉验证；C．各候选基因的参数；D．候选基因的蛋白互作用关系。

图 1 开发风险评分模型
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2.3 评估和验证模型 根据风险评分的最佳截断值

（cutcoff=2.047）将患者分为高风险组和低风险组。

生存分析显示，高风险组患者的总生存率低于低风

险组 (P<0.001)，见图 2A。在图 2B 中可观察到风

险评分升高，患者的总体生存期缩短且死亡患者例

数增多。ROC 曲线的 1，3，5 年 AUC 分别为 0.780，
0.724，0.731，见图 2C。验证队列 Yau-2010-TNBC
和验证队列 METABRIC-TNBC 的生存曲线显示高

风险组患者的预后较低风险组差（P=0.008，0.032），

见图 2D，图 2E。

A．TCGA-TNBC 队列生存曲线；B．TCGA 队列风险因子图；C．TCGA 队列时间依赖性曲线；D．验证队列 Yau-2010-TNBC 生存曲线；

E．验证队列 METABRIC-TNBC 生存曲线。

图 2 模型的评估和验证

2.4 构建列线图 应用 BMRGs 风险评分、肿瘤分

期开发列线图，见图 3A。与理想模型相比 , 校准

曲线图显示 , 模型性能优秀 (C-index=0.846)，见图

3B。时间依赖性曲线显示 , 预测 1，3，5 年的列线

图 AUC 值分别为 0.909，0.839 和 0.810。相较单独

应用风险评分、肿瘤分期预估 TNBC 患者生存状态 ,
列线图的预测能力更佳，见图 3C。

A．预测 TNBC 患者 OS 的列线图；B．预测 1，3，5 年列线图校准曲线；C．列线图的时间依赖性曲线。

图 3 开发并评估列线图
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2.5 风险亚组的富集分析 计算 TCGA 队列高低

风险组的差异表达基因，其中高风险组上调基因

535 个 , 下调基因 750 个。GSEA 分析表明高风险

组下调基因富集于谷氨酸能突触、Th17 细胞分化、

内源性大麻素信号转导、利什曼病、细胞因子相互

作用等生物通路。KEGG 分析显示，高风险组表达

上调基因富集于神经活性配体 受体的相互作用、胰

液分泌、各类心肌病、肾上腺素能信号通路等生物

功能途径。GO 分析显示高风险组上调基因富集于

体液免疫反应、抗菌体液反应、细菌防御反应、合

成免疫球蛋白复合物、构成突触膜的内在成分、各

类蛋白酶抑制剂的活性调节等多种生物途径。

2.6 风险亚组免疫浸润情况 评估 EMT1 相关基

因在高低风险亚组的表达情况 , 结果表明 CLDN7，
CLDN4 基因在高风险组高表达，见图 4A（均

P<0.01）。基于 MCP（model comte×protocol）计算

结果显示：相较于高风险组 , 低风险组的细胞毒性

淋巴细胞浸润程度更高，见图 4B（P<0.05）。基于

CIBERSORT 计算结果显示：低风险组的肥大细胞浸

润程度较高风险组更高，见图 4C（P<0.01）。免疫

浸润结果揭示在肿瘤组织内部环境中处于高浸润水

平的免疫细胞有助于 TNBC 患者的生存预后。

A. EMT1 相关基因表达差异情况；B. 基于 MCP 评估免疫浸润情况；图 C. 基于 CIBERSORT 评估免疫浸润情况（* P<0.05；** P <0.01；
*** P <0.001；**** P <0.000 1）。

图 4 评估风险亚组的免疫微环境状态

2.7 风险评分亚组的基因图谱 TNBC- 突变概要

图谱显示：错义突变是最常见的基因突变类型；单

核苷酸变异是最常见基因变异类型。高风险队列的

突变基因 , 根据频率高低前十依次为 TP53，TTN，

SPTA1，MUC16，APOB，CCDC168，COL12A1，
CSMD3，FAT3，HMCN1。 低 风 险 队 列 的 突 变

基因 , 根据频率高低前十依次为：TP53，TTN，

MUC16，MUC4，RYR2，DNAH17，DYNC2H1，
FAT3，SPTA1，SYNE1。
2.8 BMRGs 风险亚组药物敏感性分析 药物敏感

性分析显示低风险组患者对尼达尼布（Nintedanib，
P=0.014）、BRD-A86708339（P=0.037）、凡德他

尼（Vandetanib，P=0.009）的药物敏感性较高。高

风险组患者对硼替佐米（Bortezomib，P=0.029）、

氟伐他汀（Fluvastatin，P=0.022）、哇巴因（Ouabain，

P=0.013）的药物敏感性较高。结果提示针对

BMRGs 开发药物靶点治疗具有广袤前景。

2.9 单细胞分析 单细胞数据分析显示在 TNBC
样本中，ADAM9 基因表达于树突状细胞、纤维

母细胞、巨噬细胞、恶性肿瘤细胞和单核细胞；

FBLN5 基因表达于树突状细胞、纤维母细胞、恶

性肿瘤细胞和单核细胞；FREM1 基因表达于纤维

母细胞和恶性肿瘤细胞；HAPLN1 基因表达于纤维

母细胞、巨噬细胞和恶性肿瘤细胞；ITGB4 基因表

达于树突状细胞、纤维母细胞、巨噬细胞和恶性肿

瘤细胞；SDC1 基因表达于树突状细胞、纤维母细

胞、恶性肿瘤细胞和单核细胞，上述 6 个候选基因

在肿瘤细胞中均有表达 , 为进一步鉴定 BMRGs 在

TNBC 中的作用机制提供了理论支持。

3 讨论
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近年来 , 基底膜在肿瘤进展和转移过程中起到

的生物学作用已经得到广泛关注。相较于 Luminal 
A 型、Luminal B 型 以 及 HER-2 过 表 达 型 BC，

TNBC 作为一类具有独特分子生物学特征的 BC,
其预后往往更差。然而，基于生物信息学探究

BMRGs 在 TNBC 的临床预后及免疫特征的研究

报告尚缺乏。本研究旨在论证 BMRGs 有望成为

TNBC 治疗靶点和临床预后标志物。

为构建预后模型用于辅助临床对 TNBC 患者

进行分层管理，以 TCGA 队列为训练集 ,Yau-2010
和 METABRIC 队列为外部验证集 , 构建并验证包

含 6 个候选 BMRGs 的风险评分预后模型：Risk 
score=（-0.129×HAPLN1）+（-0.185×ITGB4）
+（-0.145×FREM1）+（-0.158×FBLN5）+
（0.215×ADAM9）+（0.341×SDC1）。

在本研究中，HAPLN1，FREM1，FBLN5，ITGB4
是预后保护因素，SDC1 和 ADAM9 是预后危险因

素。其中 HAPLN1 是构成细胞外基质的重要组成

成分 [15]。研究显示其在胃癌和胰腺癌中促进癌细胞

侵袭，并与胸膜间皮瘤的差预后和多发性骨髓瘤的

耐药密切相关，相反，其高表达与黑色素瘤和结直

肠癌的进展减缓相关 [15-18]。其在 BC 以及 TNBC 中

的研究尚缺乏。FREM1 在胚胎发育过程中介导表

皮基底膜与真皮下层的黏附中起重要作用 [19]。其广

泛表达于上皮 - 间充质相互作用区和表皮重塑区，

如毛囊、牙齿和乳腺组织。研究表明 , 其在调节癌

细胞的迁移和侵袭中起关键作用，FREM1 低表达

与 BC 的预后不良密切相关，并被确定为 BC 的独

立预测因子。其表达降低与肿瘤细胞代谢和蛋白

合成过程有关 , 而其表达上调与 BC 中抗肿瘤免疫

细胞的高水平浸润有关 [20]。FBLN5 作为纤维蛋白

家族的一员 , 参与基底膜、弹性纤维和松散结缔组

织的形成和稳定 , 调控与癌症发生发展相关的重要

生物学过程 [21]。其可启动上皮 - 间充质转化 , 诱导

基质金属酶表达活性升高 , 促进乳腺癌、胰腺癌、

宫颈癌的癌细胞转移 [22]。ITGB4 是一种异二聚体

跨膜受体 , 参与细胞与细胞外基质组分的相互作

用 , 在癌症干细胞的调控中发挥重要作用 [23]。其在

BC 在内的多种恶性肿瘤中表达增加 , 通过参与调控

ErbB2，PI3K，FAK/AKT 和 c-Met 等多种信号通路 ,
促进肿瘤进展 [24]。此外，ITGB4 在肿瘤细胞的转移

和耐药中也起重要作用，免疫靶向 ITGB4 已成为

一种具有潜在临床效益的靶向新途径 [25]。SDC1（也

称 CD138）是维持细胞形态所必需的细胞表面重要

黏附分子 [26]。可通过硫酸肝素链结合一系列配体（如

黏附分子、基质组分、生长因子、酶和酶抑制剂）,
与周围微环境相互作用。其表达紊乱可调节细胞增

殖、转移、侵袭和血管生成等途径促进癌症发生 [27]。

在胰腺癌和 BC 中，SDC1 过表达可促进癌细胞的

生长和增殖 [28]。ADAMs 是一类具有分解素和金属

蛋白酶结构域的跨膜蛋白家族 , 其中 ADAM9 作为

ADAMs 成员 , 参与细胞间相互作用和细胞外基质

降解 , 刺激细胞增殖和迁移 [29]。ADAM9 通过调节

上皮间质转化、激活 EGFR/AKT 信号通路介导癌

症进展。在 TNBC 肿瘤细胞中 ADAM9 呈表达上调

趋势 [30]。研究表明 ADAM9 是 TNBC 侵袭的重要

调节分子 , 有望成为 TNBC 治疗的潜在治疗靶点。

上述 6 个候选基因均参与基底膜的构成 , 且与

肿瘤的转移复发、侵袭性等生物行为密切相关。由

上述基因构建的 BMRGs 风险评分与肿瘤临床分期

相结合开发列线图，在预测 TNBC 的总生存率和

准确度方面表现优秀，可用于临床辅助对患者进行

预后状态评估。后续相关分析结果提示：在基因突

变、蛋白功能、免疫微环境、靶点药物治疗和单

细胞层面，BMRGs 与 TNBC 的发生发展、侵袭转

移、免疫逃逸以及药物治疗等方面密切相关。针对

相应层面进一步研究并调控 BM，有利于多维度探

究 TNBC 的发病机制和特征性表观遗传机制以及

TNBC 癌细胞的生物学行为。

目前，基于基底膜的相关研究尚少 , 本研究基

于多个公共数据集队列开发并验证的模型为纯生物

信息学分析，缺乏实验相关验证，因此具有一定局

限性。后续仍需进行大量的实验进一步进行验证。

但不可否认 , 此模型为后续揭示 BMRGs 与 TNBC 之

间的复杂关系 , 提供了一定的临床参考及应用价值。
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