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胃癌中铜死亡相关预后模型的构建及验证

莫丽梅1,谢先冬1,吴桐1,农敏玉1,王甜1,蒋利和2

(1.右江民族医学院临床医学院,广西 百色 533000;
2.右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 综合运用生物信息学方法进行胃癌铜死亡相关预后模型的构建。方法 从癌症基因组图谱(TCGA)数
据库下载胃癌患者 mRNA表达数据和临床信息。利用R语言进行免疫浸润分析、WGCNA分析、Cox回归以及Lasso
回归构建预后模型,并探究模型基因的差异表达情况。通过受试者特征曲线(ROC)曲线、生存分析、C-index曲线、独立

预后分析,分析预后模型的预后价值。对高、低风险组进行免疫功能分析、GSEA富集分析,分析预后模型的潜在功能。
结果 共得到139个与初始B细胞相关的铜死亡共表达基因。通过Cox回归和Lasso回归,筛选出6个预后相关的基

因(DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1、PAMP2、TLR7)进行预后模型的构建。预后模型在胃癌患者的1年、3年、5年的预

后情况中具有较高的预测价值。高风险组在胃癌患者中显示出较差的总生存期。C-index曲线、独立预后分析均显示预

后模型具有较好的预后预测价值及独立的预测价值。并且高风险组在多个免疫功能中与低风险组均存在显著差异。结

论 筛选出的6个初始B细胞相关的铜死亡共表达基因,以其构建的胃癌预后模型具有良好的预后预测价值。
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Constructionandvalidationofaprognosticmodelrelatedtocuproptosisingastriccancer

MOLimei1,XIEXiandong1,WUTong1,NONGMinyu1,WANGTian1,JIANGLihe2

(1.SchoolofClinicalMedicine,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,
Baise533000,Guangxi,China;2.SchoolofBasicMedicine,Youjiang
MedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toconstructaprognosticmodelforgastriccancerassociatedwithcuproptosis
throughtheintegratedapplicationofbioinformaticsmethods. Methods mRNAexpressiondataandclinical
informationforgastriccancerpatientsweredownloadedfromtheCancerGenomeAtlas(TCGA)database.The
Rlanguagewasutilizedforimmuneinfiltrationanalysis,WeightedGeneCo-expressionNetworkAnalysis
(WGCNA),Coxregression,andLassoregressiontoconstructtheprognosticmodel.Additionally,thediffer-
entialexpressionofmodelgeneswasexplored.TheprognosticvalueofthemodelwasassessedthroughReceiv-
erOperatingCharacteristic(ROC)curves,survivalanalysis,C-indexcurves,andindependentprognosticanal-
ysis.ImmunefunctionanalysisandGeneSetEnrichmentAnalysis(GSEA)wereconductedonhigh-riskand
low-riskgroupstoinvestigatethepotentialfunctionsoftheprognosticmodel. Results Atotalof139cuprop-
tosisco-expressiongenesassociatedwithinitialBcellswereidentified.ThroughCoxregressionandLassore-
gression,sixprognosis-relatedgenes(DSE,GASK1B,GCSH,PLXNC1,PAMP2,TLR7)wereselectedfor
theconstructionoftheprognosticmodel.Theprognosticmodeldemonstratedhighpredictivevalueforthe1-
year,3-year,and5-yearprognosisofgastriccancerpatients.Patientsinthehigh-riskgroupexhibitedpoorero-
verallsurvivalcomparedtothoseinthelow-riskgroup.BoththeC-indexcurveandindependentprognostica-
nalysisindicatedthattheprognosticmodelpossessedgoodprognosticpredictivevalueandindependentpredic-
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tivevalue.Furthermore,significantdifferencesinmultipleimmunefunctionswereobservedbetweenthehigh-
riskandlow-riskgroups. Conclusion Theprognosticmodelforgastriccancerconstructedbasedonthesix
selectedcuproptosisco-expressiongenesassociatedwithinitialBcellsandexhibitsgoodpredictivevaluefor
prognosis.
  Keywords: stomachneoplasm;cuproptosis;prognosismodel

  胃癌是全世界最常见的癌症,尽管在全世界范围

内发病率有所下降,但仍然是全球的主要杀手[1]。手

术是目前唯一可能治愈胃癌的治疗方法。自从胃癌胃

切除术开始以来,关于手术治疗的界限一直存在争议,
即如何平衡潜在的长期生存与围手术期发病率和死亡

率[2]。因此,探索胃癌的早期诊断和预后评估具有重

要的临床意义。肿瘤浸润免疫细胞多由 T细胞和B
细胞组成,其余由树突状细胞、肿瘤相关巨噬细胞和自

然杀伤细胞等组成[3]。现有证据表明[4-5],大量肿瘤浸

润淋巴细胞与抗肿瘤反应和患者结局相关。因此,对
肿瘤患者免疫细胞调控基因的研究已成为癌症预后和

治疗的潜在策略。既往研究表明,铜死亡在肿瘤患者

体细胞突变、基因组稳定性、基质重塑和免疫抑制等方

面参与肿瘤的进展[6]。此外,铜死亡相关基因被证实

在多种肿瘤中均有显著表达,且与大多数肿瘤的不良

预后相关,与肿瘤微环境呈显著负相关,并且提示铜死

亡参与多个肿瘤的免疫逃逸[7]。铜死亡是新提出的细

胞死亡概念,即不断积累的铜与 TCA中的脂酰化成

分直接结合,引起脂酰化蛋白聚集和随后的Fe-S簇蛋

白丢失,导致蛋白质毒性应激和最终的细胞死亡。这

是一种新的非凋亡细胞死亡途径,不同于其他已知的

调控细胞死亡机制,包括凋亡、焦亡、坏死和铁死亡[8]。
本研究通过运用多种生物信息学方法,构建胃癌铜死

亡相关基因预后模型并对其预后价值进行验证,为胃

癌临床研究、诊断及预后提供新的思路及参考。

1 资料与方法

1.1 资料来源 从 TCGA数据库(https://portal.
gdc.cancer.gov/)获取胃癌的 RNAseq数据(level3
HTSeq-TPM)和临床资料,得到胃癌样本412例,正
常样本36例。从LIUHR[9]、LIJ等[10]、ZHANGG
H等[11]、HUANGY等[12]的研究中收集17个铜死亡

基因(FDX1、LIAS、LIPT1、DLD、DLAT、PDHA1、

PDHB、MTF1、GLS、CDKN2A、ATP7B、SLC31A1、

ATP7A、DLST、DBT、LIPIT1、GCSH)。

1.2 免疫相关基因的筛选 为探究胃癌患者中的免

疫细胞浸润情况,本课题组利用CIBERSORT方法对

胃癌数据进行免疫细胞浸润分析,利用“pheatmap”包
(https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap)
对结果进行可视化分析。利 用“WGCNA”包 进 行

WGCNA分析,剔除数据中正常样本,利用“WGCNA”

包的“hclust”函数对胃癌数据进行分群聚类,并删除

离群样本。随后对非离群样本进行无标度拓扑拟合,
提取出最佳软阈值,并构建基因模块网络以及对相似

模块进行合并。最后计算模块与免疫细胞的相关性,
并从具有相关性的 WGCNA模块中提取出相关基因。

1.3 铜死亡共表达基因筛选 利用pearson检验对

WGCNA中得到的相关基因与17个铜死亡基因进行

共表达分析,并筛选出铜死亡共表达基因,其筛选条件

为:相关系数绝对值(|cor|)>0.3,P<0.05。

1.4 预后模型的构建与评估 利用“survival”包进行

单因素Cox回归,筛选预后相关的胃癌铜死亡共表达

基因(筛选标 准:P <0.05)。利 用“glmnet”包 的

“glmnet”函数进行Lasso回归(参数设置为:family=
“cox”,matrix=100,其余均为默认),并利用“cv.glm-
net”函数进行交叉验证(参数设置为:family=“cox”,

matrix=100,其余均为默认)进一步筛选预后相关的

基因,以缩小基因范围。利用公式:riskScore=∑n
i=1βi

×Ei对筛选出的预后相关基因进行风险评分,并以风

险评分的中位值将胃癌患者划分为高风险组与低风险

组。对模型基因绘制箱线图探究模型基因的差异表达

情况。利用时间依赖ROC曲线对预后模型的1年、3
年、5年预测灵敏度进行评估。利用Kaplan-Meier曲

线评估高、低风险组患者的总生存期(OS)。使用

“rms”包和“pec”包绘制模型的C-index曲线并利用

“survival”包进行单因素、多因素独立预后分析,评估

模型的独立预测价值。

1.5 列线图的构建与评估 利用“rms”包的“reg-
plot”函数对预后相关的临床因素和风险评分进行列

线图预测模型的构建,并且利用“rms”包的“calibrate”
函数绘制校准曲线对列线图预测模型的校准度和准确

性进行评估。

1.6 探究预后模型的免疫功能相关性 利用“GS-
VA”包对预后模型进行免疫功能相关性分析,并利用

“pheatmap”包(https://CRAN.R-project.org/pack-
age=pheatmap)对结果进行可视化。

1.7 GeneSetEnrichmentAnalysis(GSEA) 为探

究高风险组和低风险组在胃癌中的潜在功能及可能参

与的通路,本课题组从 GSEA(https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/index.jsp)中收集 KyotoEncyclo-
pediaofGenesandGenomes(KEGG)和 GeneOn-
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tology(GO)基因集,利用“clusterProfiler”包分别对

高、低风险组进行GSEA分析,最后利用“enrichplot”
包进行可视化。

1.8 统计学方法 数据采用R4.1.3软件进行统计

分析。两组间比较采用两独立样本 Wilcoxon秩和检

验,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫浸润 免疫浸润分析得到胃癌组与正常组

各免疫细胞的浸润情况(见图1A),并进行差异分析发

现初始B细胞、记忆B细胞、浆细胞、CD8+T细胞、活

跃CD4+ 记忆 T细胞、静息 NK细胞、单核细胞、M0
型巨噬细胞、M1型巨噬细胞、静息肥大细胞、嗜酸性

粒细胞、中性粒细胞的浸润存在差异。初始B细胞、
活跃CD4+记忆T细胞、静息NK细胞、M0型巨噬细

胞、M1型巨噬细胞在肿瘤组中的浸润高于正常组。
其中初始B细胞、M0型巨噬细胞、M1型巨噬细胞在

肿瘤组和正常组中的差异较其他免疫细胞明显,并且

在肿瘤组中的浸润程度也明显高于其他细胞(见图

1B)。因此,将初始B细胞、M0型巨噬细胞、M1型巨

噬细胞用于后续 WGCNA网络的构建。

注:A.免疫细胞在样本中的含量;B.免疫细胞在肿瘤组与正常组中的浸润差异情况。
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,ns:P>0.05。

图1 免疫浸润分析

2.2 得到铜死亡共表达基因 利用 WGCNA得到

409个非离群样本(见图2A),通过计算模块与免疫细

胞相关性值得到与初始B细胞正相关的蓝色模块和绿

色模块(cor>0.1,P<0.05)(见图2B~图2D),模块

中包含11221个基因。最后利用pearson检验得到

139个铜死亡共表达基因。

2.3 预后模型有较高的预后价值 单因素Cox回归

共筛 选 出 9 个 预 后 相 关 的 基 因 DSE、RAMP2、

GASK1B、PLXNC1、TM6SF1、PIP4K2A、TLR1、

TLR7、GCSH(见图3A),进一步通过Lasso回归分析

(见图3B)筛选出6个基因 DSE、GASK1B、GCSH、

PLXNC1、PAMP2、TLR7作为模型基因进行预后模型

的构建(预后模型公式为:riskScore=DSE*0.022+
GASK1B*0.001+GCSH*0.376+ PLXNC1*
0.003+ RAMP2*0.002+ TLR7*0.062)。其中

DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1、TLR7在肿瘤组中

的表达均高于正常组(见图4),且这6个基因与多数铜

死亡基因均具有相关性(P<0.05)(见图5)。风险曲

线显示,高风险组患者患病风险高于低风险组(见图

6A、图6B),与低风险组比较,高风险组患者模型基因
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的表达量有升高趋势(见图6C)。ROC曲线结果显

示,预后模型预测1年、3年、5年生存率的ROC曲线

下面积分别为0.622、0.618、0.722(见图7A)。Kap-
lan-Meier曲线显示,高风险组与低风险组比较,高风

险组患者生存时间减小(见图7B)。C-index曲线显示

风险评分是预测患者预后情况的较好指标(见图7C)。
表 明 DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1、PAMP2、
TLR7构建的预后模型具有较好的预后价值。单因

素、多因素独立预后分析结果显示年龄和风险值具有

独立的预测价值(P<0.05),见图8A、图8B。

注:A.对数据进行分群聚类,并删除离群样本;B.模块与免疫细胞的相关性;C.蓝色模块与

初始B细胞的GS、MM相关性图;D.绿色模块与初始B细胞的GS、MM相关性图。
图2 WGCNA分析结果

注:A.单因素Cox分析结果;B.Lasso回归算法变量筛选,交叉验证参数λ选择。
图3 预后相关基因的筛选
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注:模型基因(DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1、PAMP2、TLR7)在胃癌与正常样本中的差异表达情况。
**P<0.01,***P<0.001,ns:P>0.05。

图4 模型基因的差异表达情况

注:模型基因(DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1、PAMP2、TLR7)与铜死亡基因的共表达关系。

图5 模型基因与铜死亡基因的共表达关系
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注:A.样本风险值分布;B.样本生存情况与风险值分布;C.预后基因高、低风险组表达情况。

图6 预后模型患者风险分布情况

注:A.预后模型1、3、5年ROC曲线;B.预后模型Kaplan-Meier生存分析;C.预后模型C-index曲线。

图7 预后模型评估

注:A.预后模型单因素独立预后分析;B.预后模型多因素独立预后分析。

图8 预后模型独立预后分析

—307—

2024年             右江民族医学院学报              第5期



2.4 列线图的构建与评估 构建预后模型风险分组

与胃癌患者其他临床信息(TMN 分期、Grade分期、
Stage分期、性别、年龄)的列线图(见图9A)。校准曲

线结果显示列线图具有较好的校准度(见图9B)。

注:A.基于风险评分和临床特征列线图;B.列线图校准曲线。

图9 列线图及其校准曲线

2.5 高、低风险组免疫功能相关性分析 根据风险评

分中位值,将患者分为高风险组与低风险组,对高风险

组与低风险组进行免疫功能相关性分析。高风险组与

低风险组在Ⅱ型干扰素反应、APC协同抑制、T细胞

协同抑制、免疫检查点、T细胞共刺激、细胞溶解活性、
炎症促进、人类白细胞抗原、抗原提呈细胞共刺激、趋
化因子受体、副炎症反应和Ⅰ型干扰素反应,这12个

免疫功能中存在差异(P <0.05)。且高风险组的评

分均高于低风险组(见图10A)。

2.6 高、低风险组GSEA分析 GSEA分析结果显

示,高风险组主要富集于轴突导向、局部黏附、间隙连

接、转化生长因子-β(TGF-β)信号通路、WNT信号通

路,且均呈现出正相关关系(见图10B)。低风险组主

要富集于抗原加工和呈递、自身免疫性甲状腺疾病、

JAK-STAT信号通路、自然杀伤细胞介导的细胞毒性

作用、病毒性心肌炎,且均呈现出正相关关系(见图

10C)。
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注:A.预后模型免疫功能分析;B.高风险组GSEA分析;C.低风险组GSEA分析。
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,空白表示P>0.05。

图10 预后模型功能相关分析

3 讨论

胃癌是一种高复发和转移的恶性肿瘤,约占消化

道肿瘤的90%,也是癌症死亡原因之一[13]。据报道全

球范围内每年新发病例超过35万例,且接近50%的胃

癌患者在接受治疗时处于晚期[14]。因此,积极倡导胃

癌的早期筛查、提高胃镜普及率、寻找胃癌有效的治疗

手段及发现新的治疗靶点,对改善胃癌晚期患者的预

后情况意义非凡。
近年来,免疫细胞在调节肿瘤细胞行为中发挥重

要作用,越来越多的证据支持它们在预测许多癌症类

型的结果和治疗效果方面的重要性[15]。胃癌的发生

和发展与肿瘤微环境中肿瘤细胞与免疫细胞的相互作

用密切相关[16]。且近些年来对铜死亡与肿瘤细胞之

间的研究较为广泛。但目前对于铜死亡调控的肿瘤免

疫微环境在胃癌预后中的影响尚未得到明确揭示。
本研究通过TCGA数据库获得412例胃癌样本

的RNA及临床信息,并从矩阵中提取出相关性基因

及铜死亡相关基因的表达矩阵。通过分析,共得到

139个相关调控初始B细胞的铜死亡共表达基因。
Cox回归和Lasso回归,筛选出6个预后相关的基因,
以此建立预后模型。ROC曲线和 Kaplan-Meier曲

线、患者生存曲线C-index曲线和独立预后均表明预

后模型具有较好的预测价值。并且,通过构建的列线

图模型可以得到,预后模型可为临床预后的判断提供

重要的参考价值。高风险组在多个免疫功能的打分均

显著高于低风险组,很可能预示着模型基因通过这些

免疫功能导致胃癌患者走向更差的预后。此外,高风

险组的基因显著富集于轴突导向、局部黏附、间隙连

接、转化生长因子-β信号通路、WNT信号通路,可以

认为铜死亡可能通过调控这些通路影响胃癌患者的免

疫情况导致胃癌的发展,从而加剧胃癌患者的预后情

况。
先前的研究表明,在某些类型的癌症(如胶质瘤和

鳞状细胞癌)的致癌过程中,DSE通常会上调,并且可

以调节癌细胞中的生长因子信号[17-18]。在肝细胞癌

中,DSE经常下调,并通过增强CCL5诱导肝癌的恶性

表型[19]。然而,DSE在胃癌中的作用却未被揭示。据

报道,GASK1B(FAM198B)是一种潜在的肿瘤抑制因

子,并且是肺腺癌的预后标志物[20]。然而,GASK1B
在胃癌中的作用并未得到研究。研究表明,GCSH 是

高增殖性乳腺癌的有效肿瘤标志物[21],是胆管癌新的

预后预测因子[22]。此外,GCSH在子宫内膜癌中的表

达显著上调,并且GCSH高表达与子宫内膜癌患者的

不良预后相关[23]。PLXNC1是一个转录因子[24],最近

的研究表明[25],在甲状腺癌中敲低 PLXNC1可抑制

集落形成、增殖、侵袭性,并增强甲状腺癌细胞的凋亡,
并且PLXNC1在肝癌组织上显著上调[26]。此外,在胃

癌中PLXNC1上调并与胃癌患者的生存率低相关,且
PLXNC1通过转录激活IL6ST和增强IL-6/STAT3
信号通路来增强胃癌细胞的肿瘤发生和侵袭性[27]。
PAMP2是受体活性修饰蛋白(RAMPs)家族中的一

员,降钙素受体样受体可以根据RAMPs家族中1型

或2型、3型的表达,作为降钙素基因相关肽或选择性

ADM受体发挥作用[28]。然而,PAMP2在肿瘤方面并

无研究。有研究表明[29],TLR7表达水平在不同癌症

类型中均显著异常,并且作为一种免疫相关的生物标

志物,TLR7可以诊断和预测COVID-19癌症患者的

预后,是这些患者的潜在治疗靶点。在胃癌中,TLR7
并无专门且深入的研究。总而言之,在本研究筛选出

的6个模型基因中,DSE、GASK1B、GCSH、PLXNC1
和TLR7均被证实在不同肿瘤中发挥作用,其中PLX-
NC1已被证实与胃癌患者的低生存率相关,并可以增

强胃癌的发生与侵袭。因此,这5个基因很可能在本

研究的模型中发挥主要作用。对于PAMP2,少见其在

肿瘤方面的报道,因此其可能无法对肿瘤起到某种明

显的促进作用,而是可能通过某种潜在的调控参与其

他基因在癌症中的作用。
综上所述,本研究共筛选出6个初始B细胞相关

的铜死亡共表达基因 DSE、GASK1B、GCSH、PLX-
NC1、PAMP2、TLR7构建的预后模型具有较好的预后

价值,且预后模型中的高风险组与多个免疫功能有关。
因此,这些初始B细胞相关的铜死亡共表达基因可能

是胃癌细胞微环境的调控因素,并影响胃癌患者的预

后,作为预测胃癌患者预后的重要指标。
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