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Abstract: Objective　   To  explore  the  causal  relationship  among  731  types  of  immune  cells  and  breast
cancer. Methods　Genome-wide association data for immune cells and breast cancer were used. Mendelian
randomization  analysis  was  performed  using  the  inverse  variance  weighting  (IVW)  and  weighted  median
(WM) methods,  and sensitivity  analysis  was  conducted to  assess  heterogeneity  and pleiotropy. Results　A
total of 19 immune cell phenotypes were identified to potentially have a causal association with breast cancer,
using  IVW  as  the  main  analysis  method  (P>0.05)  and  correcting P  values  using  the  false  discovery  rate
method at a significance level of 0.05, excluding reverse causality. Of these, eight and 11 immune phenotypes
may increase and decrease the risk of breast cancer, respectively. Conclusion　This study explored the causal
relationship between immune cells and breast cancer. Results show that certain immune cell phenotypes could
serve  as  predictive  markers  for  the  early  diagnosis  of  breast  cancer  and  the  development  of  new  immun-
otherapeutic strategies.
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摘　要：目的　探究731种免疫细胞与乳腺癌的因果关系。方法　使用免疫细胞和乳腺癌的全基因组

关联数据（GWAS），通过逆方差加权（IVW）和加权中位数（WM）法进行孟德尔随机化分析（MR），

并采用敏感性分析评估异质性及多效性。结果　以IVW作为主要分析方法（P>0.05），通过错误发现

率（FDR）法校正P值，在显著性为0.05时，排除反向因果关系，共鉴定出19种免疫细胞表型与乳腺

癌可能存在因果关联，有8种免疫表型可能增加乳腺癌发病的风险因素，另外有11种免疫表型可能

降低乳腺癌的发病风险。结论　某些免疫细胞表型可能是乳腺癌早期诊断和开发新的免疫疗法的预测

标志。
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0    引言

乳腺癌由于其高发病率和死亡率而严重威胁

女性的生命健康，据统计，乳腺癌发病率仅次于肺

癌[1]。大多数早期乳腺癌患者无症状，乳房X线筛

查是早期发现乳腺癌的重要手段之一[2]。乳腺癌的

风险因素包括晚婚、初次生育和绝经年龄晚等[3]。

传统的治疗方法有多种[4]，但仍存在易转移、疗效

差等缺点，难以改善晚期乳腺癌患者的生存预后。

随着研究的进展，TIL细胞、CAR-T细胞、NK细

胞、TCR-T细胞以及乳腺癌疫苗等免疫疗法展现出

良好的安全性和有效性[5-7]，但早期诊断和有效治疗

方法的不足仍然是乳腺癌死亡率较高的关键因素[8]。
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有研究证明，免疫系统既可以抗肿瘤，也可以

促进肿瘤的起始、发生及发展[9-10]。内、外源性炎

性反应一直被视为促发癌症的一个关键风险因素，

炎性反应可以诱导免疫耐受、免疫逃逸，使免疫系

统不能有效地识别和清除癌细胞。肿瘤炎性反应微

环境的特征是在支持基质和肿瘤区域中都存在宿主

免疫细胞[11]，肿瘤浸润免疫细胞可能促进癌症生长

和扩散以及与恶性疾病相关的免疫抑制[12]。免疫细

胞是精准治疗癌症的重要方法，此外，还可以作为

诊断的生物标志物，比如可以通过流式细胞仪检测

并分析乳腺癌高危人群的循环免疫细胞，建立特定

的免疫表型特征，用于早期乳腺癌预测。

基于遗传变异随机分配的原理，孟德尔随机化

（Mendelian randomization, MR）分析方法等同于

随机对照试验（randomized controlled trial, RCT）[13]，

通过遗传变异揭示暴露与结局之间的因果关系，相

较传统的观察性研究，MR已成为识别独立于混杂

因素并避免反向因果关系的有效工具[14]。目前很少

有研究评价免疫细胞与乳腺癌发生之间的因果关

系。本研究中，我们的目的是确定免疫细胞和乳腺

癌发病率之间是否存在因果关系，了解与乳腺癌发

生、发展相关的风险因素，将有助于预防、早期诊

断及开发新免疫疗法。

1    资料与方法

1.1    数据来源

乳腺癌的遗传数据来自Michailidou等[15]发表在

Nature上的全基因组关联分析（genome wide associ-
ation  study,  GWAS）数据，总样本量228  951例，

包括122 977例欧洲血统的乳腺癌病例和105 974例
对照，共有10 680 257个单核苷酸多样性（single
nucleotide polymorphisms, SNPs）。关于免疫细胞

GAWS数据，我们使用了来自BCX（ blood  cell
consortium）对血细胞性状的汇总统计数据[16]，有

563 085例欧洲血统病例，共纳入731种免疫表型，

免疫特征包括四种类型：中值荧光强度（median
fluorescence  intensities,  MFI，n=389）、相对细胞

（relative cell, RC，n=192）、绝对细胞（absolute
cell, AC，n=118）、形态参数（morphological para-
meters,  MP，n=32），其中MFI、AC和RC免疫特

征包括髓样细胞、B细胞、成熟期T细胞、单核细

胞、淋巴细胞亚群（T细胞、B细胞、自然杀伤细

胞）、经典树突状细胞（conventional dendritic cells,
CDCs）和调节性T细胞（regulatory cells,  Treg），

而MP免疫特征包括CDCs和淋巴细胞亚群（TBNK），

最初的淋巴细胞亚群GWAS数据来自3  757例欧

洲病例[17]，约2 200万个SNPs，但与前者并没有重

叠的队列，此外，用于全基因组关联分析的汇总数

据可在Open  GWAS数据库（http://metabo-lomirs.
helmholtz-nuienchen.de/gwas/）获取。

1.2    工具变量的筛选

为了确保结果的准确性及真实性，本研究基于

孟德尔随机化三大假设（相关性、排他性和独立性

假设）来筛选工具变量SNPs。首先，将每个免疫

表型的工具变量（instrumental variable, IV）显著性

水平设定为5×10−8，但只有少量的SNPs有统计学意

义，参考最近的相关研究[18-19]后，我们将显著性水

平设定为1×10−5。对每个免疫表型进行连锁不平衡

（linkage disequilibrium, LD）分析（r2<0.001，阈

值距离10 000 kb）。对于结局工具变量我们将显著

性水平设定为1×10−8，LD参数与免疫表型相同。其

次，为了避免弱变量工具对结果的影响，本研究只

保留F检验值>10的SNPs进行以下分析，并剔除了

具有回文结构的SNPs。最后，本研究使用“Mend-
elian Randomization” R语言包筛选并剔除与乳腺癌

相关混杂因素（乳腺癌、吸烟、饮酒、脂肪和家族

史等）和与两个及以上免疫细胞显著相关的SNPs。
1.3    孟德尔随机化分析

对免疫细胞与乳腺癌的因果关系进行MR分
析。所有的分析均在R v.4.3.1软件中使用TwoSam-
pleMR包和MR-PRESSO包进行。采用随机效应模

型IVW作为MR分析的主要方法 [20-21]，加权中位

WM作为次要方法辅助分析[22]，如果P<0.05，则认

为有统计学意义。反向孟德尔随机化分析方法验证

暴露与结局是否存在反向的因果关系。

1.4    敏感性分析

Cochran Q检验验证IVW模型的异质性，并应

用MR-Egger截距检验估计因果关系潜在的水平多

效性及稳健性，如果其截距项显著，则表示存在水

平多效性[23]。此外，利用一种更可靠的方法，MR
多效性残差和异常值（MR pleiotropy residual sum
and outlier test, MR-PRESSO）方法[24]，排除可能的

水平多效性异常值，这些异常值可能会严重影响估

计的结果，剔除异常SNPs后，重新进行MR分析。

采用“留一法”逐个剔除SNP后进行MR分析，观察

移除其后是否可以导致因果估计偏差。此外，还使

用“留一法”进行敏感性分析。免疫细胞与乳腺癌的

风险关系以优势比（odds radio, OR）及其95%CI表
示，如果P<0.05，则认为可能存在因果关系。

1.5    FDR和统计功效
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错误发现率（false discovery rate, FDR）矫正

来控制多重比较的影响，如果IVW方法的P值小于

FDR临界值0.05，则认为存在显著的因果关系。此

外，使用在线网络工具（https://sb452.shinyapps.io/
power）计算统计功效，其中统计功效的错误率为

0.05，随着功效的增加，第二类错误的概率降低。

2    结果

2.1    工具变量的筛选

根据本研究所采用的工具变量筛选条件，最终

选出7~28个SNPs作为各个免疫表型的工具变量进

行MR分析。

2.2    孟德尔随机化分析

为了探讨免疫表型对乳腺癌的致病作用，采用

双样本孟德尔随机化分析，以IVW作为主要分析方

法，并通过FDR校正P值，在P为0.05时，在731种

免疫表型中共鉴定出了21种，6种在B细胞组；1种
在CDCs组；4种在TBNK组；2种在成熟期T细胞

组；2种在单核细胞组；3种在髓样细胞组；3种在

Treg组。其中有9种免疫表型可能是增加乳腺癌发

病的风险因素（图1），另外有12种免疫表型对乳

腺癌具有保护作用（图2）。使用WM方法分析表

明，较高的乳腺癌风险与IgD- CD38-细胞上的CD20
（IVW： OR=1.03， 95%CI:  1.01-1.06， P=0.009；
WM：OR=1.03，95%CI: 1.00-1.06，P=0.042）、CM-
CD8br细胞上的HVEM（IVW：OR=1.02，95%CI:
1.01-1.04，P=0.008；WM：OR=1.02，95%CI: 1.01-
1.04，P=0.010）和单核样髓源抑制细胞上的CD11b
（IVW： OR=1.02， 95%CI:  1.00-1.03， P=0.015；
WM：OR=1.02， 95%CI:  1.00-1.04，P=0.048）计

数水平增加之间同样存在显著的因果关联。在乳腺

癌保护因素中，CD14- CD16-细胞上的CCR2（IVW：
 

 
图 1　免疫表型作为危险因素与乳腺癌的因果关系

Figure 1　Causal relationship between immunophenotype as a risk factor and breast cancer
 

 
图 2　免疫表型作为保护因素与乳腺癌的因果关系

Figure 2　Causal relationship between immunophenotype as a protective factor and breast cancer
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OR=0.97，95%CI: 0.95-0.99，P=0.009；WM：OR=
0.97，95%CI:  0.94-1.00，P=0.044）在 IVW和WM
方法中观察到类似的趋势，其余17种免疫表型尽管

在WM方法中P值差异无统计学意义，但与IVW方

法分析的结果是同向的，并且统计功效均为100%。

反向孟德尔随机化分析显示，HLA DR+ CD8br
细胞上的CD8（IVW：OR=0.90，95%CI: 0.83-0.98，
P=0.019）和CD14- CD16-细胞上的CCR2免疫细胞

（IVW：OR=0.88，95%CI: 0.82-0.96，P=0.003）与

乳腺癌存在反向的因果关联，予以排除，最后筛选

出19种免疫表型。综上所述，我们认为8种免疫表

型可能为增加乳腺癌发病的风险因素，11种免疫表

型可能对乳腺癌具有保护作用。

2.3    敏感性分析

在IVW方法分析的基础上，使用Cochran Q进

行异质性检验和MR-Egger回归评估SNPs与结果之

间的水平多效性，结果显示19种免疫表型均无异质

性和水平多效性（P>0.05）。MR-Egger回归通过

MR-Egger截距是否显著提供定向多效性的检验，

而MR-PRESSO用于识别和消除水平多效性，因

此，我们又进一步采用MR-PRESSO进行基因多效

性检验，结果显示未识别到异常SNPs，P>0.05，
说明免疫表型和乳腺癌变量不存在水平多效性。

通过绘制散点图和漏斗图证明了相关性的稳健

性和无异质性。此外，“留一法”进行的敏感性分析

结果表明，剔除某个SNP后结果变化不大。因此，

这19种免疫表型与乳腺癌之间可能存在因果关联。

3    讨论

本研究基于公开的遗传数据，通过MR分析，

探索了731种免疫细胞与乳腺癌之间的因果关联，

发现19种免疫表型对乳腺癌可能有（FDR<0.05）
因果影响，并且不存在反向因果关联。

B细胞组中，IgD- CD38-细胞上的CD20已经证

实可作为乳腺癌早期诊断的预测标志物，CD20
在组织中与乳腺癌亚型之间存在显著相关性[25]，它

是一种在B细胞而非浆细胞上表达的跨膜蛋白，可

调节B细胞的分化和增殖[26]，在95%以上的B细胞恶

性肿瘤中都有表达[27]，本研究表明在CD20- CD38-
细胞上的CD20能降低乳腺癌的发病率，但目前的

研究对CD20的功能并不完全清楚，具体机制有待

进一步探讨。IgD+ CD38dim细胞上的CD38和IgD-
CD38br细胞上的CD38对乳腺癌分别有正相关、负

相关的因果关联，CD38表达水平与腺苷增加密切

相关，而腺苷是实体瘤肿瘤微环境中重要的免疫抑

制因子，它是有助于癌症进展的多功能蛋白[28]，也

有研究证明，高CD38表达和高CD38+浆细胞密度

与无病生存率和总生存率的增加相关[29]。

髓样细胞组中有1种免疫表型（CD33br HLA-
DR+ CD14-细胞上的CD45）、淋巴细胞亚群组中

1种免疫表型（淋巴细胞上的CD45）及单核样髓源

抑制细胞上的CD11b可能会导致乳腺癌风险增加。

有研究表明，与正常乳腺组织相比，乳腺癌中的白

细胞密度以及淋巴细胞和巨噬细胞的特定亚群通常

较高，而在乳腺肿瘤组织中CD45表达更显著 [30]，

有研究者观察到CD45抗原与恶性肿瘤早期阶段细

胞的分化具有相关性[31]。此外，CD11b能够介导肿

瘤细胞与中性粒细胞的结合，它的缺乏能够抑制肿

瘤细胞中性粒细胞结合和三阴乳腺癌转移[32]。

Treg可以通过多种途径抑制机体免疫反应，促

使肿瘤细胞发生免疫逃逸，Treg已被发现在乳腺癌

患者外周血和肿瘤组织中过量增加[33]。本研究Treg
组中，未发现能增加乳腺癌风险的免疫细胞，但结

果显示有3种免疫表型能降低乳腺癌的风险。

在免疫细胞与乳腺癌有显著因果关系的19种免

疫表型中，其中CDCs组中的1种免疫表型（粒细胞

上的CD11c）和成熟期T细胞组中的2种免疫表型

（CM CD8br细胞上的HVEM和幼稚双阴性（CD4-
CD8-）%DN细胞）均显示可能增加乳腺癌的风

险。另外，在其他4种类型（B细胞组、单核细胞

组、髓样细胞组和淋巴细胞亚群组）的免疫细胞

中，免疫表型既有风险因素，也有保护因素，当前

的研究尚不能具体解释各免疫表型的细胞对乳腺癌

的影响机制。

本研究利用15万人的大型欧洲GWAS队列结果

进行了两样本MR分析，排除了人群重叠并保持统

计效率和功效为100%。研究基于严格控制水平多

效性和混杂因素的多种MR分析方法，以及反向孟

德尔随机化分析，排除了反向因果关联。然而，本

研究仍存在一定局限性：无法完全评估水平多效

性，可能高估遗传和暴露因素之间的关联；无法对

乳腺癌人群进行分层分析；统计功效受样本量和两

总体差异影响；结论仅适用于欧洲人群，普遍性还

需其他人群的研究验证。

本研究评估了免疫细胞对乳腺癌的潜在因果关

联，发现了8种免疫表型可能增加乳腺癌风险，同

时有11种免疫表型可能具有保护作用。这些表型可

能成为乳腺癌早期诊断的生物标志物，并为治疗方

法提供新思路，为发病机制提供线索。
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