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"摘要# "目的%意义 探讨氧化应激相关基因在乳腺癌预后与肿瘤微环境中的作用" 构建可辅助预后评估与

个体化治疗的预测模型# 方法%过程 基于氧化应激基因集" 采用机器学习集成算法筛选最优预后模型" 并在

独立验证集中验证# 结合生存分析与多因素 .CO回归建立综合预测模型" 并利用 ]U #̂! @7<Y#)@:d 及肿

瘤微环境分析" 比较高! 低风险组的通路富集! 免疫浸润及免疫治疗反应差异# 结果%结论 构建包含 !+ 个

基因的预后模型" 高风险组患者总生存期显著缩短# 融合风险评分与临床特征的列线图预测性能良好# 该

模型具备良好预测能力与临床转化潜力#
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!"引言

乳腺癌 %a3:2@47297:3! K.& 是女性最常见且发

病率最高的恶性肿瘤! 其高复发率与高死亡率对女性

健康构成严重威胁! 因此亟须探索新的治疗靶点并建

立可靠的预后模型! 以优化临床治疗效果*!+

$ 近年

研究表明! 活性氧 %3:2745D:COL;:9 @G:75:@! <[U& 在

K.发生发展中起关键调控作用! 且与肿瘤微环境

%4FIC3I573C:9D53C9I:94! B1̂ & 密切相关*' )0+

$ <[U

在B1̂ 中呈现双重调控特性# 一方面! 可激活中性

粒细胞和巨噬细胞的抗肿瘤功能*++

" 另一方面! 高

水平<[U通过调控免疫细胞功能诱导免疫逃逸! 从

而促进肿瘤进展*( )/+

$ 然而! 氧化应激 %CO5H245D:

@43:@@& 对K.预后的整体影响及其与B1̂ 在疾病演

进中的内在关联尚未完全阐明$ 为此! 本研究基于机

器学习组合算法! 构建氧化应激相关预后模型! 以实

现个体化预后评估$ 比较分析不同风险组免疫特征!

揭示氧化应激在K.进展与预后中的作用! 为临床预

后判断与个体化治疗策略提供潜在指导$

#"材料和方法

#+!"数据收集与筛选

系统检索 ]:9:723H@数据库 % E44G@# %%PPP>

;:9:723H@>C3;& 中 .CO5H245D:@43:@@/ 相关基因! 筛

选评分
*

A 的基因条目! 获得 ! 0*= 个氧化应激相

关基因$ 为探讨这些基因在 K.中的表达特征! 收

集 B.]# % E44G@# %%GC3428>;H7>7297:3>;CD%& 和

]B̂O% E44G@# %%;4:OGC3428>C3;%ECI:%& 数 据 库 中

! &=* 例K.样本和 (A' 例正常乳腺组织的 <Y#)

@:d数据及相应临床资料$ 基于整合后的数据! 采

用<语言85II2包进行差异表达分析! 设定筛选标

准为校正后Is&>&( 且 q8C;

'

S.qh!$ 为确保结果

的可靠性! 从基因表达综合数据库 %;:9::OG3:@@5C9

CI95aF@! ]̂ [& 获 取 具 有 完 整 预 后 信 息 的

]U '̂&/=( %' f0'A& 和 ]U *̂/&(= %' f' /!'& 数

据集作为外部验证队列$ 此外! 为在单细胞水平解

析肿瘤微环境! 从 ]̂ [数据库获取单细胞 <Y#测

序数据集]U '̂*'='+ %' f!&&$ 为消除多源数据间

技术变异! 运用 <语言 @D2包对来自 B.]#) ]B̂O

和 ]̂ [数据库的数据进行批次效应校正! 所有后续

统计分析均基于校正后的标准化数据集开展$

#+#"基于多算法组合的预后模型

以B.]#数据库的 K.患者数据为训练集! 以

]̂ [数据库的 ]U '̂&/=( 和 ]U *̂/&(= 数据集为验

证集! 利用 <语言 15I:! 包*A+集成 !& 种机器学习

算法111随机森林) 弹性网络回归) 逐步 .CO回归

%U4:G.CO&) .CO回归提升) .CO最小二乘回归) 监

督主成分分析) 广义提升回归) 生存支持向量机)

岭回归) 最小绝对收缩和选择算法 %8:2@42a@C8F4:

@E359Q2;:29H @:8:745C9 CG:324C3! R2@@C&! 共构建 !!A

种预测模型$ 所有模型在训练集上经 `折交叉验

证! 并以验证集上的平均一致性指数 %.)59H:O&

作为评估标准$ .)59H:O越高! 表明模型预测准确

性越好" 模型在独立验证集中保持较高的 .)59H:O

则提示其泛化能力强! 过拟合风险低$ 根据中位风

险评分! 将患者划分为高风险与低风险组$ 其中

.C:6为基因风险系数! :OG3为基因表达量$

风险评分f

&

%.C:6j:OG3& %!&

""随后运用 <语言 @F3D5D28包绘制受试者工作特

征 %3:7:5D:3CG:32459;7E23274:35@457! <[.& 曲线!

进行 2̀G829 )1:5:3生存分析$ 为辨识独立预后因

素! 将临床信息与风险评分共同纳入单因素及多因

素.CO回归分析$ 最终! 基于独立因素应用 3I@包

构建列线图! 以预测患者 !) 0) ( 年生存概率! 并

通过校准曲线评估其预测准确性$
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#+,"基因集富集分析

使用@G:23I29相关性分析计算B.]#队列K.样

本风险评分与所有基因的相关性! 按相关性排序! 并

通过基因集富集分析 %;:9:@:4:9357EI:942928L@5@!

]U #̂& 软件计算基因本体 %;:9:C94C8C;L!][&) 京都

基因与基因组百科全书 % L̀C4C:97L78CG:H52C6;:9:@

29H ;:9CI:@! `̂]]& 通路的富集评分$ ][基因集和

`̂]]基因集从分子特征数据库 1U5;\K %E44G@# %%

PPP>;@:2)I@5;Ha>C3;& 中下载! 以Is&>&(! 错误发

现率 %628@:H5@7CD:3L324:! S\<& 小于 &>'( 作为筛选

标准! 鉴定显著富集的生物过程和通路$

#+-"免疫浸润分析

使用<语言@@]U #̂包计算 '= 个免疫细胞在高

低风险组之间的免疫浸润差异$ 使用 ÛB$1#B̂ 包

计算免疫细胞富集得分) 免疫评分和肿瘤纯度$ 继

而通过85II2包检测高低风险组间免疫检查点相关

基因表达水平的差异$ 最后利用 B$\̂ 评分算法

%E44G# %%45H:>H675>E23D23H>:HF%& 评估不同风险组

之间免疫治疗反应的差异$

#+."单细胞2H$测序数据分析

使用<语言 U:F324包对]U '̂*'='+ 数据集进行

分析! 先进行质量控制! 滤除低质量细胞和线粒体

基因含量过高的细胞! 并鉴别与去除双联体! 然后

标准化数据并筛选 ' &&& 个高变基因进行主成分分

析降维! 结合 E23IC9L算法消除批次效应$ 采用

RCFD259算法进行细胞聚类! 并通过 c1#Z可视化

聚类分布$ 通过标记经典I23Q:3基因手动完成细胞

注释! 并生成点状图以展示细胞聚类及其类型注释

结果$

#+/"验证分析

为进一步验证 K.和正常组织中核心基因的蛋

白表达水平! 检索人类蛋白质图谱 %EFI29 G3C4:59

2482@! -Z#& 数 据 库 % E44G# %%PPP>G3C4:592482@>

C3;&! 下载K.组织和正常组织中多种蛋白质的免

疫组化数据$

#+K"统计分析

所有统计计算和图表均使用 <)+>(>! 完成$

采用 2̀G829 )1:5:3曲线和对数秩检验对比不同风

险组的生存差异! 使用 V587CO检验进行组间比较!

Is&>&( 被认为具有统计学意义$

,"结果

,+!"氧化应激预后相关基因鉴定

对来自B.]#和]B̂O数据库的 ! &=* 例 K.组

织数据及 (A' 例正常组织数据进行分析! 共鉴定出

+ !*/ 个差异表达 I<Y#! 其中 ' '=( 个基因上调!

! *!! 个基因下调$ 将这些基因与 ! 0*= 个氧化应激

基因取交集! 筛选出 +0+ 个氧化应激相关差异表达

基因$ 单因素.CO回归分析显示! 其中 '= 个基因与

总生存率显著相关 %Is&>&(&! 包括 !' 个危险基

因和 !/ 个保护基因$

,+#"氧化应激相关预后风险模型构建

以 B.]# 队 列 为 训 练 集! ]U *̂/&(= 和

]U '̂&/=( 为验证集! 通过 15I:! 包构建 !!A 种机

器学习模型$ 其中! U4:G.CO*6C3P23H+ )R2@@C组

合模型在训练集与验证集 0 个队列中均表现最佳!

.)59H:O平均值分别为 &>A!) &>/( 和 &>/(" 预测 !

年生存率的 #c.值也最优! 分别为 &>A/) &>A0 和

&>A/! 表明模型性能良好$ 基于该模型的中位风险评

分将患者分为高) 低风险组! 最终模型由 Z]̀ !)

_\#.!) S$]+) K#.̂!) U\.!) Y\<]!) B#.<!)

U!&&K) .\A*#) U <̂Z$Y#0) U <̂Z$Y#!) #\<K!)

#R\-0#!及\#TT共 !+个基因及其相应系数组成$

,+,"预后风险模型评估

在B.]#训练集中! 基于 U4:G.CO*6C3P23H+ )

R2@@C组合模型计算风险评分! 将 K.患者按中位风

险评分分为高风险组和低风险组! 每组样本量为

('0$ 时间依赖性 <[.曲线显示模型在预测 !) 0)

( 年生存率方面具有良好且稳定的判别能力! 见图

!2$ 生存分析证实高风险组患者预后显著更差%Is
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&>&&!&! 见图 !a! 且风险评分与生存状态的关系图

进一步突显该评分与患者预后之间的负相关关系!

见图 !7$ 在 ]U *̂/&(= 与 ]U '̂&/=( 外部验证集中!

成功地重复了模型在区分患者预后和风险关联方面

的关键结论! 充分体现其强大的泛化能力$

图!"氧化应激相关F6预后风险模型预测效能

,+-"列线图构建与评估

为识别乳腺癌的独立预后因素! 首先对包括

临床病理特征与风险评分在内的变量进行单因素

.CO回归分析$ 结果显示! 年龄) 雌激素受体

%:@43C;:9 3:7:G4C3! <̂& 状态) 病理 Y分期) 病理

1分期) 临床病理分期及风险评分与患者总生存

期显著相关! 见图 '$ 将上述显著因素纳入多因素

.CO回归分析以排除混杂效应$ 分析确认! 年龄)

<̂状态) 病理 1分期) 临床病理分期及风险评分

是影响患者预后的独立危险因素! 见图 0$ 根据多

因素分析结果! 构建一个整合所有独立预后因素

的列线图模型! 用以量化预测患者的 !) 0) ( 年

生存概率! 见图 +$ 通过校准曲线对列线图的预测

准确性进行评估$ 模型预测的生存率与实际观察

到的生存率高度一致! 表明该模型具有良好的预

测校准度! 见图 ($

图#"G6I$队列中单因素6=M回归分析森林图
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图,"G6I$队列中多因素6=M回归分析森林图

图-"结合年龄( 02状态( 病理1分期(

临床分期与风险评分的列线图

图."列线图校准曲线

,+."预后风险模型功能富集分析

为探究预后风险模型相关的生物学功能差

异! 采用 ]U #̂对风险评分相关基因进行 ][与

`̂ ]]富集分析$ `̂ ]]分析表明! 这些基因显

著富集于抗原加工与呈递) \Y#复制) W#̀ )

UB#B信号通路及 B.<信号通路等关键过程! 见

图 /2$ ][分析则显示! 其在脂蛋白组装) 蛋白

质端粒定位) 免疫调控及 \Y#复制等生物过程

中富集! 见图 /a$ 上述通路与B细胞活化及肿瘤

增殖密切相关! 提示风险评分与肿瘤微环境存在

潜在关联$

图/"风险评分显著相关基因的I80$富集分析
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,+/"风险评分与肿瘤免疫微环境多重算法分析

基于富集分析提示的免疫相关通路! 进一步通

过@@]U #̂评估高低风险组的免疫细胞浸润水平$

结果显示! 在 '= 类免疫细胞中! 有 '! 类 %活化的

K细胞) .\= gB细胞) 自然杀伤细胞等& 在低风

险组中浸润分数显著较高 %I s&>&(&! 见图 A2!

其中 = 类为B细胞相关! 表明该预后模型与 B细胞

免疫密切相关$ ÛB$1#B̂ 算法分析进一步揭示!

高风险组的基质评分) 免疫评分和 ÛB$1#B̂ 评分

均显著较低! 而肿瘤纯度更高! 见图 Aa$ 免疫检查

点差异表达分析发现! /0 个免疫检查点基因与风险

分组显著相关! 其中Z\.\)!) .BR#)+ 等在低风

险组高表达! 而 .\'A/) BYSUS+ 等在高风险组高

表达! 见图 AH$ 此外! B$\̂ 分析显示高风险组具

有更高的 B$\̂ 评分和更强的 B细胞排斥能力! 提

示其免疫治疗反应可能较差且免疫逃逸风险更高!

见图 A7$

图K"高低风险组间的免疫浸润分析和免疫治疗反应
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,+K"单细胞转录组分析

基于单细胞数据集采用 RCFD259 算法进行细胞

聚类! 并通过c1#Z可视化聚类分布! 见图 =2$ 不

同细胞类型在二维空间形成明显独立的细胞簇! 表

明各细胞群体在基因表达层面存在显著差异! 聚类

效果良好$ 基因表达点图证实 !+ 个特征基因在不

同细胞亚群中的表达存在明确差异性! 见图 =a$ 其

中! .\A*#基因在K细胞群中特异性高表达! 表现

为较高的表达水平和表达比例$ Z]̀ ! 与 _\#.! 基

因在上皮细胞和增殖细胞群体中表达最为显著! 其

余基因 %如 U <̂Z$Y#! 等& 在髓系细胞和间充质细

胞中呈现不同程度表达$
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图N"单细胞转录组分析

,+N"核心基因筛选与蛋白验证

为深入鉴定关键基因! 采用 A 种机器学习算法

对B.]#队列进行特征筛选! 最终确定 + 个核心基

因 %_\#.!) U <̂Z$Y#!) Z]̀ ! 和 .\A*#& 用于

后续分析! 见图 *21图 *a$ 随后! 利用不同数据库

对上述核心基因的表达水平进行多层次验证# 利用

B.]#与 ]B̂O数据集比较其 I<Y#的差异表达情

况! 并结合-Z#数据库进一步验证其蛋白质水平的

表达情况$ B.]#数据分析显示! Z]̀ ! 与 _\#.!

在K.组织中表达显著上调! 见图 *71图 *H! 而

U <̂Z$Y#! 与 .\A*#在两组间的表达差异无统计学

意义! 见图 *:1图 *6$ -Z#数据库验证显示!

Z]̀ ! 与_\#.! 在K.组织中蛋白水平呈现高表达!

而 U <̂Z$Y#! 与 .\A*#的蛋白水平均无显著差异!

与其I<Y#表达结果相符! 见图 *;$

图O"F6组织中-个核心氧化应激相关基因的验证
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-"讨论

-+!"预后模型构建策略与临床价值

氧化应激广泛参与癌症的发生与发展! 有研

究*=+显示K.患者尿液 = )[-H]水平显著高于正常

人群! 表明其参与 K.发生发展进程$ 作为关键致

癌机制! 氧化应激具有成为抗癌治疗新靶点的潜

力**+

$ 尽管氧化应激相关基因的表达异常是该过程

的核心! 但其在 K.中的致病机制及预后价值仍有

待阐明$ 为此! 通过系统评估 !!A 种机器学习算法

组合! 成功筛选并构建了基于氧化应激相关基因的

K.预后模型$ 为促进临床转化! 进一步整合年龄)

<̂状态) 病理1分期) 临床病理分期与风险评分!

绘制了预测 !) 0) ( 年生存率的列线图! 其预测准

确性经校准曲线验证良好$

-+#"预后模型免疫调节机制解析

]U #̂分析显示! 预后模型的风险评分与多条

信号通路存在显著关联! 其中 B.<)ZR.])$BZ<

信号通路及$R)' 家族调控的W#̀ )UB#B信号通路

在低风险组中呈现显著富集$ 生物信息学整合分析

表明! B.<信号通路的活化与 B细胞功能调控密切

相关! 该通路通过调节 $R)' 等细胞因子的表达!

进而影响 B细胞的增殖与分化过程*!&+

$ $R)' 作为

B1̂ 中的关键细胞因子! 能够激活 .\= gB细胞和

自然杀伤细胞的抗肿瘤功能*!!+

$ 现有研究证实! 肿

瘤细胞可通过调控$R)' 受体表达影响 W#̀ )UB#B

通路活性! 从而促进肿瘤增殖进程*!'+

$ 此外! 生物

信息学分析揭示氧化应激与W#̀ )UB#B通路存在密

切联系# <[U 可激活 W#̀ )UB#B通路作为细胞应

激保护机制*!0+

! 而该通路的过度活化在 K.进展中

具有重要作用*!++

$ 这些基于信息学方法发现的通路

关联不仅为预后模型的生物学机制提供了理论阐

释! 也为潜在治疗策略的开发提供了新方向$

-+,"基于信息学的G10特征解析与治疗靶点发现

B1̂ 分析表明! 低风险组 K.患者中多种抗肿

瘤免疫细胞浸润程度显著较高! 且免疫功能评分提

示该组患者免疫状态更为活跃! 具备更强的抗肿瘤

免疫潜力$ 高风险组则呈现典型的免疫排斥表型!

该发现与<[U 影响肿瘤免疫浸润的既往研究*!(+结

论相符$ 进一步分析显示! /0 个免疫检查点基因在

风险组间存在差异表达$ 其中! Z\.\)! 与 .BR#

)+ 等成熟的免疫治疗标志物在低风险组中表达上

调! 预示该群体可能对免疫检查点抑制剂治疗有更

佳应答*!/+

" 而 .\'A/) BYSUS+ 等分子在高风险组

中的上调则为其提供了潜在的治疗靶点$ 复杂的

B1̂ 构成被认为是影响 K.进展与治疗反应的关键

因素*!A+

$

为在更高分辨率下验证该预后模型的生物学基

础! 进一步整合]U '̂*'='+ 单细胞数据集进行分析$

通过质量控制) 批次校正与降维聚类! 构建乳腺癌

B1̂ 的单细胞图谱$ 分析发现! 核心预后基因在不

同细胞亚群中呈现特异性的表达模式! 其中 .\A*#

特异性表达于K细胞! 而Z]̀ ! 与_\#.! 则主要富

集于上皮细胞及增殖相关细胞群$ 该单细胞层面的空

间表达谱! 为预后特征提供了细胞类型分辨率的计算

证据! 显著增强了模型的生物学可解释性$

-+-"核心基因筛选与功能阐释

基于 A 种核心机器学习算法! 最终筛选出 + 个

关键基因# Z]̀ !) _\#.!) U <̂Z$Y#! 与 .\A*#$

这些基因在 K.预后及 B1̂ 调控中均发挥重要作

用# Z]̀ ! 作为糖酵解关键酶! 促进肿瘤增殖转移!

并与免疫细胞浸润水平正相关" _\#.! 通过调控代

谢物转运及抑制凋亡参与肿瘤进展! 其高表达伴随

免疫浸润减少! 可能抑制抗肿瘤免疫*!=+

" U <̂Z$N

Y#! 低表达与侵袭性表型及不良预后相关*!*+

! 其过

表达可能通过促进免疫细胞浸润改善预后" .\A*#

参与K细胞受体信号转导! 受氧化应激调控! 并通

过影响 K细胞浸润调节肿瘤免疫应答*'&+

$ 综上!

这 + 个基因不仅参与氧化应激反应! 亦通过多种信

号通路与B1̂ 相互作用共同促进 K.进展! 为未来

免疫治疗策略的开发提供了潜在靶点$

."结语

本研究基于机器学习算法与多组学数据! 构建
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包含 !+ 个氧化应激相关基因的K.预后模型$ 该模

型在训练集与独立验证集中均表现出良好预测性

能! 可有效区分患者预后风险$ 进一步分析显示!

预后特征与B1̂ 密切相关! 具体表现为免疫细胞浸

润水平及免疫检查点分子表达的显著差异! 为 K.

预后评估提供了新的计算生物学依据$ 目前研究结

果主要基于公共数据库分析! 未来仍须通过多中心

临床验证和动物实验进一步确认模型可靠性! 并深

入探索相关基因在B1̂ 中的作用机制$

作者贡献' 陈晓龙! 冯振宁负责数据整理! 论文撰

写& 唐永君! 姜念! 马晨璐! 何应旭协助数据整

理! 论文撰写& 贝朝涌! 庞伟毅! 刘慧负责提供指

导! 论文修订#

利益声明' 所有作者均声明不存在利益冲突#

参考文献

!"Y#UU$S#K! B#R$K1#! Y#U$<b! :428>K3:2@47297:3

H:4:745C9 F@59;2345657528594:885;:97:4:7E95dF:@# 2@L@4:I24N

57854:324F3:3:D5:P*W+J#345657528594:885;:97:59 I:H5759:!

'&''! !'A %(&# !&''A/J

'"]R#UU1#Y$! R̂ Y! #U$S#! :428>BE:3C8:C6Ca:@54L59

a3:2@47297:3G24EC;:9:@5@*W+J.:88@! '&'0! !' %!/&# '&/!J

0"1#RR#<! Uc<̂ Z#RR$Y! S#<<#YK! :428><:2745D:

COL;:9 @G:75:@%<[U&# 735457283C8:@59 a3:2@44FIC3I573CN

:9D53C9I:94*W+J.35457283:D5:P@59 C97C8C;L%E:I24C8C;L!

'&'!! !/& %+&# !&0'=(J

+"]R[<$̂cT.! R$cU! B<#.-[[B-#1\! :428>B23;:N

459;<[U 59 7297:3# 3245C928:29H @4324:;5:@*W+JY24F3:3:N

D5:P@H3F;H5@7CD:3L! '&'+! '0 %=&# (=0 )/&/J

("1#<.-$U! ]c$RK#c\ !̂ B#$BU V]! :428>154C7EC9N

H35287C943C8C659682II245C9 *W+JY24F3:3:D5:P@5IIF9C8N

C;L! '&'0! '0 %0&# !(* )!A0J

/"1̂ \$Y##! .#<K#RR[W! ][Y,uR̂,)1#<.#Y[ !̂

:428>K3:2@47297:35IIF9C4E:32GL# 3:28545:@29H 2HD297:@

*W+J.297:3599CD245C9! '&'+! 0 %(&# :!+&J

A"R$c-! ,-#Y]V! ,-#Y]X! :428>15I:# 268:O5a8:

I27E59:)8:23959;632I:PC3Q 4C7C9@43F7429H D5@F285M:

ICH:8@6C3785957287E23274:35@457@G3:H5745C9 29H 6:24F3:@:N

8:745C9 *W+J.CIGF4245C92829H @43F74F328a5C4:7E9C8C;L

?CF3928! '&'+! '0 %!'&# 'A*= )'=!&J

="R$c-! V#Y]XU! B#Y]T! :428>#9CD:868CF3:9@7:97:

2G42@:9@C36C3= )ELH3COL)'4 )H:COL;F29C@59:a2@:H C9

4E:7C96C3I245C928@P547E59;C6̀ g)@42a585M:H ])dF2H3FN

G8:O*W+JWCF3928C6GE23I27:F4572829H a5CI:H57282928LN

@5@! '&!/! !!= %!&# !AA )!='J
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