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乳腺癌HLA-A2限制性新抗原表位的生物信息学分析
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[摘 要] 目的：通过生物信息学方法筛选乳腺癌HLA-A2限制性新抗原候选表位，寻找乳腺癌新抗原高频突变位点。方法：
利用NCBI、GDC数据库，从已报道的文献与测序数据中寻找乳腺癌单核苷酸变异形成的错义突变位点，通过HLA-A2抗原表位

预测网站BIMAS、SYFPEITHI与基于人工神经网络的NetMHC4.0预测新抗原表位，剔除TAP结合力低于 Intermediate的表位，按

突变频率与预测结果对候选表位进行优先级排序。结果：使用上述方法共筛选出了BTLA、ERBB2、NBPF12等17个相对高频突

变基因，共26个新抗原表位，不同表位BIMAS、SYFPEITHI预测结合力有较大差异（P<0.05），高优先级表位如GSTP1(A114V，突

变频率5.94%)、BRCA2(N991H，突变频率5.40%)等有望成为新抗原候选位点，但其突变频率较低，难以做到真正的“通用”，其作

为乳腺癌通用新抗原疫苗表位的可能性较小。结论：乳腺癌共有突变低于其他肿瘤，寻找“通用”乳腺癌新抗原表位较为困难；

“个体化”新抗原疫苗也许更有前景，但仍需要进一步研究来证实。
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Bioinformatics analysis of HLA-A2 restricted neoantigen epitopes in breast cancer
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[Abstract] Objective: To screen candidate epitopes of breast cancer HLA-A2 restrictive neoantigen and to identify high frequency

mutation sites in breast cancer neoantigen by using bioinformatics method. Methods: NCBI and GDC databases were used to search

missense mutation sites formed by single nucleotide mutation in breast cancer among reported literatures and sequencing data. The new

antigen epitopes were predicted by HLA-A2 antigen epitope prediction website BIMAS, SYFPEITHI and artificial neural network-

based NetMHC4.0, and the epitopes with TAP binding power less than Intermediate were eliminated. The candidate epitopes were

prioritized by mutation frequency and prediction results. Results: A total of 17 high-frequency mutation genes, including BTLA,

ERBB2 and NBPF12 etc, were screened by the above-mentioned methods, and a total of 26 neoantigen epitopes were identified. The

binding power of epitopes predicted using BIMAS and SYFPEITHI showed great difference (P<0.05), epitopes in high priority as

GSTP1 (A114V, mutation frequency of 5.94%) and BRCA2 (N991H, mutation frequency of 5.40%) etc, were expected to be

candidate neo-antigen epitopes; however, their mutation frequency was relatively too low to achieve“universal use”. The possibility

of these epitopes used as general breast cancer neo-antigen epitopes is less likely. Conclusion: The common mutation frequency

of breast cancer is lower than that of other tumors; it ’s difficult to find“universal”new antigen epitopes of breast cancer;

the individualized neoantigen vaccine may be of more promise, which needs further research.
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乳腺癌是源于乳腺导管上皮的恶性肿瘤，据统

计，美国2019年女性乳腺癌新发病例为268 600人，

约占所有女性原发肿瘤病例的 30%，遥遥领先于

第2位的肺癌和骨肿瘤[1]。目前乳腺癌的主要治疗手

段包括手术、化疗、放疗、内分泌治疗、靶向治疗等，

使用这些治疗措施已经在早期乳腺癌中取得了相对

理想的治疗效果，但在某些乳腺癌经上述治疗后仍

可复发或转移。同时，随着TNM分期的延后，乳腺癌

的综合治疗效果越来越差[2]。鉴于以上治疗方法的

局限性，肿瘤免疫治疗在乳腺癌治疗的研究与日俱

增，乳腺癌新抗原疫苗疗法也成为乳腺癌治疗的新

方向[3]。新抗原疫苗是一种以位于癌细胞表面主要

组织相容性复合物（major histocompatibility complex，

MHC）的抗原表位肽为抗原，诱导T细胞对肿瘤细胞

进行攻击，从而消灭肿瘤的治疗性疫苗。然而，乳腺

癌的新抗原疫苗的研究屈指可数，ZHANG 等[3]从 3

例乳腺癌患者的癌及癌旁组织中，用高通量测序预

测并制备了新抗原多肽疫苗，将此疫苗输注到小鼠

乳腺癌模型体内，使肿瘤体积缩小，取得了不俗的进

展。这充分显示了新抗原疫苗疗法的有效性与良好

的临床应用前景，表明乳腺癌新抗原疫苗疗法是治

疗乳腺癌的新突破，是未来免疫治疗的重要发展方

向。本研究旨在通过大数据分析，寻找乳腺癌高频

突变位点，以探讨制备“通用型”乳腺癌新抗原疫苗

的可行性。

1 资料与方法

1.1 乳腺癌高频新抗原突变位点的获取

SNP4disease数据库是搜索疾病与单核苷酸突变

（single nucleotide polymorphism，SNP）关系的数据

库，其数据来源包括dbSNP、Pubmed、OMIM、MESH、

Entrez Gene、NHGRI GWAS Catalog等。在SNP4disease

（http://snp4disease. mpi-bn. mpg. de/）数据库上输入

MESH“Breast Neoplasms”，选择“Entrez Gene ID、

Gene Symbol”，可得出 2 313个SNP位点。将搜索结

果的 dbSNP ID在 SNP数据库（https://www.ncbi.nlm.

nih. gov/snp/）上进行搜索，选择 Functional Conse‐

quence中的Missense，获取其中的突变频率、突变氨基

酸序列等信息。在GDC（https://portal.gdc.cancer.gov/）

数据库上选择“Breast”，Biotype中选择“protein_coding”，

Consequence Type 中选择“missense_variant”，可得出

67 306个错义突变位点。根据相关位点信息于NCBI

中Protein（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）数据库上获

取突变蛋白氨基酸序列。

1.2 MHC-I类分子结合预测法预测乳腺癌的新抗原

表位

MHC-I类分子结合预测方法主要包括定性与定

量两种，无论何种筛选方法其筛选的重要标准是

MHC-I类分子与肽段的结合力。定性预测通过预测

分数判断结合力如BIMAS、SYFPEITHI、MULTIPRED

等，定量的预测包括对结合强度、结合分数等综合的

预 测 ，如 Net-MHC、Net-MHCpan、PSSMHCpan、

MHCflurry等[4-6]。BIMAS与SYFPEITHI主要用于线

性多肽结合力的预测，SYFPEITH预测软件基于文献

已报道的 7 000 个多肽的数据，对预测短肽进行

评分。

本研究利用在线细胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic

T lymphocyte，CTL）表位预测工具 BIMAS (https://

www-bimas. cit. nih. gov/molbio/hla_bind/)、 SYF‐

PEITHI (http://www. syfpeithi. de/bin/MHCServer. dll/

EpitopePrediction.htm)与基于应用基于人工神经网络

（artificial neural network，ANN）的在线表位预测软件

NetMHC4.0（http://www. cbs. dtu. dk/services/NetM‐

HC/）进行CTL表位结合力预测。选择Bind level≤2.0

作为候选新抗原表位[7-9]。

新抗原多肽需要与抗原处理复合体转运子

（transporter associated with antigen processing，TAP）

转运到内质网，TAPPred（http://www. imtech. res. in/

raghava/tappred/）可预测新抗原表位与TAP分子结合

力，可用于筛选有较大概率形成MHC-抗原肽复合物

的表位[10]。剔除TAP转运亲和力低于 Intermediate的

候选表位。

1.3 统计学处理

采用 SPSS25.0统计学软件对数据进行分析，使

用 Wilcoxon 秩和检验分析 BIMAS、NetMHC 预测

分数的差异，采用 t 检验分析SYFPEITHI预测分数

的差异。以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 筛选出乳腺癌17个靶基因和26个HLA-0201限

制性新抗原表位

通过上述新抗原表位筛选方法，筛选出了GDC

数据库中 8个靶基因、10个HLA-0201限制性新抗原

表位（表 1）和 SNP数据库中 9个靶基因、16个HLA-

0201限制性新抗原表位（表2）。其中，突变频率最高

为 GSTP1(A114V，5.94%)，其次为 BRCA2(N991H，

5.40%)，突变频率最低的为 BTLA(R157S)、PALB2

(K18R)、 PALB2(G1145C)、 ATR(M211T)、 BTLA

(p267L)、LHCGRSTON1-GTF2A1L(N206T)、EGFR

(Q787H)、ATM(S707P)、ERBB2(I654L)、ATR(M211T)

等共10个表位，其突变频率均低于0.01%。
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表1 GDC数据库中乳腺癌HLA-A2限制性新抗原表位

Tab.1 HLA-A2 restricted neoantigen epitopes of breast cancer in GDC database

Missense ID

d84fa526-0940-5676-be5d-c199036dbb1d

11f63f77-cdbb-5f7c-9f7b-ca102f12ce2f

d9c13559-9adc-59bb-aeaa-11c5ef8b011c

e0d7799d-be6e-56ad-b9ca-b55bc0499409

c4e6fe3d-f02c-5a18-ab9c-dca3bf4f1f10

fd747c5c-3915-5900-a971-2c0025baf366

c1d0e49a-00ba-57b2-a5a7-c4c3cf688c11

70cd0f78-a517-5545-b82d-91dea457d116

ed8cbf42-d86f-56bd-9159-d1cda7ca98fa

4e9fe041-26bc-5e25-9b86-9e7c29aac779

Epitope

NBPF12(E125Q)

XPO1(E571K)

CLEC18(A24T)

ERBB2(D769Y)

CDC42BPA(P675T)

ERBB2(I767M)

PCDHGB4(D664N)

ERBB2(D769H)

PTPRZ1(R833C)

GOLGA6L6(Q6H)

Position

122-130

568-576

20-28

767-775

669-677

767-775

658-666

767-775

830-838

1-9

Sequence

SLNQHLQAL

KLFKFMHET

LLGTTWAEV

ILYEAYVMA

KQISYSTGI

MLDEAYVMA

LLLVFANSL

ILHEAYVMA

ELFCHLHTV

MLMWPHPHL

Frequency [ (n/N]

1.48 (20/1 353)

0.95 (40/4 195)

0.42 (4/942)

0.41 (5/1 211)

0.41 (7/1700)

0.33 (4/1 211)

0.32 (3/942)

0.25 (3/1 211)

0.24 (6/2 432)

0.21 (2/942)

Note: The underlined amino acids in the table are mutated sites

表2 SNP数据库中乳腺癌HLA-A2限制性新抗原表位

Tab.2 HLA-A2 restricted neoantigen epitopes of breast cancer in SNP database

bSNP ID

rs1138272

rs1799944

rs1804645

rs2234997

rs1800058

rs4986761

rs180177137

rs180177137

rs2931761

rs2227928

rs12470652

rs9288952

rs1050171

rs2227928

rs138789658

rs1801201

Epitope

GSTP1(A114V)

BRCA2(N991D)

NCOA1(P1272S)

ATM(D126E)

ATM(L1420F)

ATM(S707P)

PALB2(G1145C)

PALB2(G1145C)

BTLA(R157S)

ATR(M211T)

LHCGRSTON1-GTF2A1L(N206S)

BTLA(P267L)

EGFR(Q787H)

ATR(M211T)

PALB2(K18R)

ERBB2(I654L)

Position

106-114

989-997

1266-1274

119-127

1418-1426

701-709

1142-1150

1143-1151

153-161

208-216

203-211

259-267

781-789

204-212

16-24

653-661

Sequence

SLIYTNYEV

YMDKWAGLL

SLLQQTSSA

ELLNYIMET

ILFAICEQA

LLNNYSPEI

LLLCQCTAL

LLCQCTALL

WLLYSLLPL

TLLTVLTRI

TLQSFSHSI

SLNHSVIGL

CLTSTVHLI

FIEVTLLTV

KLREKLAFL

SLLSAVVGI

Frequency [ (n/N]

5.94 (14 576/245 332)

5.40 (13 255/245 530)

1.69 (2 045/121 396)

1.57 (3 860/246 020)

1.12 (2695/241276)

0.80 (1 968/245 186)

<0.01 (7/246 232)

<0.01 (7/246 232)

<0.01 (11/246232)

<0.01 (11/246 232)

<0.01 (6/246 232)

<0.01 (5/246232)

<0.01 (12/24 6232)

<0.01 (11/246 232)

<0.01 (7/246 232)

<0.01 (4/246 232)

Note: The underlined amino acids in the table are mutated sites

2.2 乳腺癌新抗原表位的BIMAS预测评分

BIMAS在线预测软件分析结果（图1）显示，预测

分数在 BRCA2（N991H）3.69~XPO1（E571K）843.44

分之间，均值为（139.95±230.18）分，δ2=52 984.58。

结果表明，不同的表位其预测结合力有较大差别

（P<0.05），其预测分数可作为选择候选表位的重要参

考依据。

2.3 乳腺癌新抗原表位的SYFPEITHI预测评分

SYFPEITHI在线预测软件分析结果（图2）显示，

预测分数为 CDC42BPA（P675T）13~PALB2（K18R）

30分之间，均值为（23.11±4.34）分，δ 2=18.80。结果

表明，不同表位与 MHC-I 分子亲和力有较大区

别（t=29.13，P<0.05），SYFPEITHI预测分数可用于候

选表位优先级排序。

2.4 乳腺癌新抗原表位的NetMHC预测评分

NetMHC分数≤0.5为具有强结合力，≤2.0为具有

弱结合力，筛选结果均为具有MHC-I类分子弱结合

力以上的新抗原表位[7]。NetMHC在线预测软件分析

结果（图 3）显示，结合力预测分数在 ATM（H126Q）

1.90~GSTP1（A114V）0.07之间，平均为（0.75±0.56）

分。结果表明，不同表位预测结合力以及结合稳定

性差异较小（P<0.05），NetMHC分数≤2.0的表位均可

作为候选表位。

3 讨 论

由于医疗技术的发展和多种治疗手段的联合应

用，乳腺癌的生存率逐年上升。然而，复发与远处转

移的乳腺癌患者的 5年生存率只有 24%~39%[2]。现

已公认，转移和复发是导致乳腺癌患者病死的主要

原因。目前，对于复发或转移乳腺癌仍有效的治疗
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方案。与此同时，患者的生活质量差，长期治疗过程

中感染、胃肠道反应等不良反应降低患者治疗依从性，加

重医疗负担，给家庭和社会带来极大负担。因此，复发或

转移乳腺癌是严重的公共卫生问题，亟需寻找新型、有效

的治疗方法解决患者长期生存的难题。乳腺癌新抗原疫

苗疗法应运而生。

图1 乳腺癌新抗原表位BIMAS评分

Fig.1 BIMAS score for breast cancer neoantigen epitopes

图2 乳腺癌新抗原表位SYFPEITHI评分

Fig.2 SYFPEITHI score of breast cancer neoantigen epitopes

新抗原疫苗又分为个体化新抗原疫苗与“通用

型”新抗原疫苗，个体化新抗原疫苗可以做到精准治

疗。针对每个人的突变位点不同，研制的疫苗亦具

有唯一性。对于高突变负荷的肿瘤，可以做到联合

多个治疗靶点，大大减少肿瘤免疫逃逸发生的可能

性。2014 年，SCHUMACHER 等[11]以 IDH1(R132H)

位点，体内验证了治疗神经胶质瘤新抗原多肽诱导生

成 IDH1（R132H）HLA-DRB1*0101 tetramer-positive

T cells 可以使小鼠动物模型肿瘤缩小乃至消失。

2017年，OTT等[12]在 6例晚期黑色素瘤患者中，联合

使用新抗原疫苗与抗程序性死亡蛋白1（programmed

death protein 1，PD-1）治疗后肿瘤消退。

图3 乳腺癌新抗原表位突变频率与NetMHC评分

Fig.3 Mutation frequency and NetMHC score of breast cancer neoantigen epitopes
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该研究表明了新抗原多肽疫苗的可行性、安全性及

强免疫原性。但是，个体化新抗原疫苗需要联合高

通量测序、基因变异检测[13]等新兴技术，制作工艺复

杂，制作周期较长，可能延误患者的最佳治疗时机，

这成为制约个体化新抗原疫苗发展的重要因素。“通

用型”新抗原疫苗是指使用高频突变位点作为靶点

的疫苗，其具有传统疫苗制作工艺简单、耗时短的特

点，同时亦具有新抗原疫苗特异性杀伤肿瘤细胞的

优势。但是，相对于传统疫苗的广泛适用性，“通用

型”新抗原疫苗适用于高突变负荷的肿瘤，对于突变

率低的肿瘤，较难寻找适合的新抗原表位。目前关

于乳腺癌的个体化新抗原疫苗研究大部分处于临床

试验阶段，根据 ClinicalTrials. gov 网站显示，截至

2019 年 7 月，关于新抗原疫苗的临床研究共有 122

项，关于乳腺癌有 13 项，其中美国开展最多（共 11

项），尚未见乳腺癌“通用型”抗原疫苗的报道[14]。

“通用型”新抗原疫苗是新抗原疫苗疗法的新发

展方向，其将单个体化变为泛个体化。“通用型”新抗

原疫苗通过数据库和文献检索查找和发掘新抗原。

此法无需获取标本进行测序，该方法的独到之处在

于可以发现实体瘤的高频突变位点。得益于如TCGA、

NCBI等庞大的测序数据库，在制备“通用型”新抗原

疫苗时可根据不同的人种或地区等条件筛选合适的

样本，从中寻找高频新抗原。然后通过CTL表位预

测软件对新抗原表位进行预测。对优先级较高的新

抗原肽进行体内外实验验证其免疫原性与诱导生成

CTL的杀伤力。其中，新抗原疫苗研究的重点与难

点在于新抗原表位的寻找。目前，尚未见有关乳腺

癌“通用型”新抗原疫苗的报道。本研究顺应这一乳

腺癌免疫治疗新方向，通过NCBI、TCGA等公共数据

库挖掘了乳腺癌的高频突变位点。同时，利用在线

CTL表位预测工具BIMAS、SYFPEITHI与基于应用

ANN等的在线表位预测软件NetMHC进行CTL表位

结合力预测。BIMAS在线预测软件主要用于线性

表位的预测，预测结果中分数越高结合力越强；

SYFPEITHI 是适用结合基序的方法对抗原肽与

MHC-I类分子结合力进行评分的方法，其预测准确

率可达 50%[15]，预测结果中分数越高结合力越强。

NetMHC是基于神经网络的预测方法，NIELSEN等[7]

对多种预测方法进行了相关研究，证明了NetMHC预

测方法的可靠性。现实中，由于多肽之间的相互影

响以及相关酶蛋白的作用，多肽常常折叠形成几何

结构。NetMHC算法充分考虑到多肽的空间结构，预

测多肽与MHC分子的结合力更为准确[7-8，16]。

利用数据预测软件，本实验筛选出 13个强结合

力（百分率排位，Bind level≤0.5）HLA-A0201限制性

新抗原短肽表位，13个弱结合力表位（百分率排位，

Bind level≤2.0）。这些新抗原表位中，突变频率最高

的为GSTP1（A114V，5.94%）。最低为 BTLA（R157S）

等 10个表位，突变频率均低于 0.01%。理论上而言，

其他高频突变，如 PIK3CA、P53、MUC4等也可能成

为肿瘤疫苗的理想靶点。根据GDC数据库，在乳腺

癌所有新抗原表位中，突变频率最高为 PIK3CA

[H1047R，12.1%（115/942）]。但是，根据预测结果，由

于其突变位点附近缺乏蛋白酶体酶切位点或TAP结

合力较低等原因，导致其无法被切割成新抗原短肽

进入下一步免疫应答，属于无效表位。“通用型”新抗

原疫苗适用于突变负荷高的肿瘤，如神经胶质瘤，

IDH1(R132H)新抗原表位在Ⅱ、Ⅲ期患者中突变频率

超过70%[11]，以此靶点研制的新抗原疫苗的有效性与

安全性已在相关临床研究中得到验证，在KRAS突变

的非小细胞肺癌和结肠癌患者中，KRAS（G12V）突

变率达到 20%~40%[17]；VEATCH 等[18]通过细胞和动

物实验验证了以此为靶点的新抗原疫苗的免疫原性

与诱导CTL的杀伤力，具有相当不错的临床应用前

景。此外，还有多种肿瘤的共有突变位点：KRAS-

G12D、KRAS-G12R、KRAS-G13D、NRAS-Q61R、

PIK3CA-H1047R 和 C-Kit-D816V 等[19]，以这些突变

位点为靶点的新抗原疫苗研究已取得不俗的成果。

突变负荷高的肿瘤经过体内外实验筛选后有较大的

概率获取高频突变位点，使“通用型”新抗原疫苗在

临床的应用成为可能。但是，乳腺癌有效新抗原表

位突变频率较低，无法适用于大部分人群，难以做到

真正的“通用”。本研究运用多种生物信息学方法，

虽然未如期预期的预测到乳腺癌HLA-I类潜在高频

CTL新抗原表位，但为下一步乳腺癌“通用型”新抗

原疫苗的研制提供了依据。

综上所述，本研究经过上述条件筛选后剩余表

位突变频率均较低，针对乳腺癌制备“通用型”疫苗

较为困难。所幸的是，越来越多高准确率预测工具

的成功编程极大地缩短了从个体突变位点寻找有效

抗原表位的过程，并且在新抗原表位数据库的支持

下，未来有望快速为肿瘤患者制订个体化疫苗方案，

从而为乳腺癌的治疗提供新的手段。
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