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【摘要】目的：构建预后风险模型探索铜代谢相关基因在肺腺癌（LUAD）中预后价值，为LUAD患者制定个性化治疗方案

提供参考。方法：通过癌症基因组图谱（TCGA）数据库和基因型-组织表达资料库（GTEx）下载LUAD组织和癌旁或正常

肺组织的RNA-seq数据，通过单因素Cox回归分析、Lasso分析和多因素Cox回归分析构建风险评分模型，绘制接受者操

作特征（ROC）曲线及列线图模型对风险模型进行评价，并利用基因表达综合数据库（GEO）中的LUAD数据、肿瘤免疫单

细胞中心（TISCH）单细胞测序分析、人类蛋白质图谱（HPA）免疫组化分析等进行外部验证。此外，对高、低风险组的免疫

微环境和药物敏感性进行分析。结果：构建了一个由6个基因组成的风险模型，低风险组的总体生存率高于高风险组（P<

0.001），训练集风险模型 1、3、5年 ROC曲线下的面积分别为 0.729、0.749、0.707，C-index曲线的 C指数为 0.721（95%CI：

0.678~0.764），免疫微环境在高、低风险组之间有统计学意义（P<0.001），药物敏感性分析发现高、低风险组患者对吉西他

滨、吉非替尼、克唑替尼、沃利替尼等药物有统计学意义（P<0.001）。结论：基于6个铜代谢相关基因构建的风险模型能较

为准确地预测LUAD患者预后，免疫微环境在高、低风险组之间有差异，高风险组患者对吉西他滨、吉非替尼、克唑替尼、

沃利替尼等药物更为敏感，为LUAD患者的个性化治疗提供参考。
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Abstract: Objective To construct a prognostic risk model for exploring the prognostic value of copper metabolism related genes

(CMRGs) in lung adenocarcinoma (LUAD), thereby providing a reference for personalized treatment of LUAD patients.Methods

The RNA-seq data of LUAD tissues and adjacent or normal lung tissues were downloaded from the Cancer Genome Atlas (TCGA)

database and Genotype-tissue Expression (GTEx) database. The risk scoring model was established using univariate Cox regression

analysis, Lasso analysis and multivariate Cox regression analysis, and the receiver operating characteristic (ROC) curves and

nomogram were used to evaluate the model performance. The LUAD data in the Gene Expression Omnibus (GEO), the Tumor

Immune Single-cell Hub (TISCH) single-cell sequencing analysis, and the Human Protein Atlas (HPA) immunohistochemistry

analysis were used for external validation. Additionally, the immune microenvironment and drug sensitivity of high- and low-risk

groups were analyzed. Results A risk model consisting of 6 genes was constructed. The overall survival rate of low-risk group

was higher than that of high-risk group (P<0.001). ROC analysis showed that the area under curve of the risk model in training

set reached 0.729, 0.749 and 0.707 at 1-, 3- and 5-year, respectively, and the C index of C-index curve was 0.721 (95%CI: 0.678-

0.764). The immune microenvironment differed significantly between high- and low-risk groups (P<0.001), and the drug sensitivity

analysis in high- and low-risk groups revealed that there was statistically significant for gemcitabine, gefitinib, crizotinib and

savolitinib (P<0.001). Conclusion The risk model constructed with 6 CMRGs enable the prediction of the prognosis of LUAD

patients. The immune microenvironment differs in high- and low-risk group, and high-risk patients are more sensitive to drugs

such as gemcitabine, gefitinib, crizotinib and savolitinib, which provide a reference for the personalized treatment of LUAD patients.
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前 言

肺癌是最常见的呼吸系统恶性肿瘤，根据病理

类型可分为小细胞肺癌（Small Cell Lung Cancer,

SCLC）和 非 小 细 胞 肺 癌（Non-Small Cell Lung

Cancer, NSCLC），肺 腺 癌（Lung Adenocarcinoma,

LUAD）是NSCLC的主要病理类型，约占全部肺癌确

诊病例的 50%［1］。早期 LUAD 通过手术治疗能取得

良好的疗效，但由于早期难以发现，易发生转移，且

缺乏系统性的治疗等因素，LUAD患者生存率仍然较

差，五年存活率只有 18%［2-3］。因此，LUAD仍然是人

类健康的沉重负担，需要发现可靠的预后生物标志

物来改善LUAD患者的预后。

铜是人体所需的微量元素之一，在线粒体呼吸、

抗氧化防御和生物化合物合成等生物过程中发挥着

关键作用［4］，铜代谢涉及铜的吸收、分布、隔离和排

泄［5］。细胞内铜通过稳态机制限制在低浓度，以防止

游离铜的积累和铜诱导的细胞毒性［6］。有研究表明

癌症患者的血清和肿瘤组织中具有相对较高浓度的

铜，这可能与其发病机制有关［7-9］。免疫反应的抗肿

瘤作用取决于有效的线粒体功能，而铜缺乏会抑制

免疫反应［10］。目前铜代谢相关基因在LUAD中的作

用和临床意义尚不明确。

本研究将癌症基因组图谱（the Cancer Genome

Atlas, TCGA）和基因型-组织表达资料库（Gnotype-

Tissue Expression, GTEx）LUAD 转录组和临床数据

进行合并，并进行生物信息学分析，构建铜代谢相关

基因（Copper Metabolism Related Genes, CMRGs）的

LUAD 患者预后模型，预测 LUAD 患者的预后、免疫

微环境和免疫治疗。通过基因表达综合数据库

（Gene Expression Omnibus, GEO）进行模型的验证。

本研究有助于为LUAD患者的预后和治疗提供相关

依据。

1 材料与方法

1.1 数据来源

通 过 查 阅 最 新 相 关 文 献 共 获 得 133 个

CMRGs［11］，LUAD 患者的 RNA-seq 数据和临床数据

下载自 TCGA 数据库（https://portal. gdc. cancer. gov/

repository）（59 个正常和 541 个 LUAD 样本）和 GTEx

数据库（https://xenabrowser.net）（288 个正常样本）。

从 GEO 数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）下

载 2 个 LUAD 患者队列的数据：GSE30219（274 个

LUAD样本）及GSE31210（226个LUAD样本）。

1.2 CMRGs差异分析

在R语言中通过“limma”包将从TCGA数据库和

GTEx数据库中下载的RNA-seq数据进行合并，然后

设置过滤条件为 FDR<0.05 且 |logFC|>2 来识别正常

组与 LUAD 组之间的差异表达基因。通过“venn”包

将差异表达基因与 133 个 CMRGs 取交集绘制韦恩

图，并通过火山图将结果进行可视化。

1.3 建立和评估TCGA-LUAD风险预后模型

使用“caret”R 包将 TCGA 数据库中的 LUAD 患

者按 1:1随机分为训练集和验证集，参考研究团队之

前的预后模型构建方法［12］，并使用两个 GEO 队列

（GSE30219、GSE31210）作为外部验证。

1.4 列线图的构建与验证

为更好地评估模型的预测能力，使用“rms”R 包

构建列线图。

1.5 免疫组化分析

通过人类蛋白质图谱（the Human Protein Atlas,

HPA）（https://www.proteinatlas.org/）检查 LUAD 组织

中预后相关基因的蛋白质表达［13］。

1.6 单细胞测序分析

通 过 肿 瘤 免 疫 单 细 胞 中 心（Tumor Immune

Single-cell Hub, TISCH）（http://tisch. comp-genomics.

org/home/）进行单细胞 RNA-seq分析，UMAP分布图

对不同细胞的mRNA表达进行可视化［14］。

1.7 免疫微环境分析

使用“limma”和“estimate”R 包基于 ESTIMATE

算法计算 LUAD 患者的基质评分、免疫评分和肿瘤

纯度，绘制小提琴图比较高低风险组之间在基质评

分、免疫评分和肿瘤纯度是否存在差异［15］。免疫细

胞浸润相关性分析和免疫检查点分析参考了研究团

队之前的研究方法［12］。

1.8 药物敏感性分析

通过“oncoPredict”R 包获得 LUAD 患者常用化

疗药物的半数抑制浓度（Half Maximal Inhibitory

Concentration, IC50）进行药物敏感性分析，评估高低

风险组患者间对药物敏感性的不同反应效果［16］。

1.9 统计学分析

通过 perl5.30 版本和 R 软件 4.3.1 版本进行统计

学分析，P<0.05被认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 筛选LUAD中CMRGs

对 TCGA 和 GTEx 数据库中的肿瘤样本和正常

样本进行差异分析，得到 18 914个差异表达基因，将

上述差异表达基因与 133个 CMRGs取交集得到 105

个 LUAD 有关的 CMRGs，结果以韦恩图和火山图的

形式展示（图1）。
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2.2 LUAD的CMRGs预后模型构建

将存活少于30 d和临床资料缺失的病例去除后，

对剩下472名LUAD患者进行单因素Cox回归，筛选出

14个CMRGs，对其进行Lasso分析，获得11个CMRGs

（图2），最后纳入多因素Cox回归，获得6个影响LUAD

独立预后的CMRGs构建模型（表 1），其中，CYP1A1、

SNAI3为保护因素，FKBP4、GPC1、MT2A、CDK1为危

险因素。根据这6个基因得到LUAD患者预后的风险

评分=（0.443×ExpFKBP4）+（0.354×ExpGPC1）+（0.162×

ExpMT2A）-（0.200×ExpCYP1A1）-（0.366×ExpSNAI3）+

（0.253×ExpCDK1）。

a：韦恩图
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b：筛选的CMRGs的火山图

图1 LUAD的CMRGs的筛选

Figure 1 Screening of CMRGs for LUAD
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图2 根据6个CMRGs构建LUAD预后模型

Figure 2 LUAD prognostic model constructed with 6 CMRGs

2.3 预后模型评估

根据模型中基因的表达量和回归系数来计算

LUAD患者的风险评分，依据风险评分的中位数将患

者分为高风险组和低风险组。图 3 展示了训练集和

验证集高、低风险组在生存风险得分、生存时间和预

后基因表达分布方面的差异。生存分析结果显示低

风险组的总体生存率高于高风险组（训练集P<0.001，

验证集 P=0.009）。对于训练集和验证集，分别绘制

接受者操作特征（Receiver Operating Characteristic,

ROC）曲线来预测患者 1、3、5年生存率，训练集 1、3、5

年生存率的曲线下面积（AUC）分别为 0.729、0.749、

0.707，验证集 1、3、5 年生存率的 AUC 分别为 0.626、
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0.674、0.625。进一步评估预后模型的预测能力，使

用 GEO 数据库中的 GSE31210 和 GSE30219 进行外

部验证；绘制 ROC 曲线，GSE31210 数据集 1、3、5 年

生存率的 AUC 分别为 0.703、0.665、0.679，GSE30219

数据集 1、3、5 年生存率的 AUC 分别为 0.652、0.649、

0.672。详见图4。

2.4 列线图构建

为进一步分析 LUAD 患者预后的独立危险因

素，将可能的危险因素年龄、性别、是否吸烟等进行

单因素Cox回归和多因素Cox回归分析，从结果中得

知 TNM 分期中Ⅱ期（HR=1.98，95%CI：1.35~2.90，

P<0.001），Ⅲ期（HR=2.74，95%CI：1.82~4.14, P<0.001），
HR为风险比（Hazard Ratio），HR>1基因为危险因素，

HR<1基因为保护因素

CMRGs

FKBP4

GPC1

MT2A

CYP1A1

SNAI3

CDK1

HR

1.390

1.270

1.160

0.870

0.700

1.240

95%CI

1.060~1.830

1.020~1.590

1.010~1.330

0.750~1.010

0.550~0.900

0.980~1.560

P值

0.019

0.036

0.039

0.062

0.006

0.076

表1 多因素Cox回归分析影响LUAD预后的CMRGs
Table 1 Multivariate Cox regression analysis on

CMRGs affecting LUAD prognosis
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图3 生存风险得分、生存时间和预后基因表达分布

Figure 3 Survival risk scores, survival time, and prognostic gene expression distributions
a：训练集高、低风险组风险评分；b：验证集高、低风险组风险评分；c：训练集高、低风险组生存时间；d：验证集高、低风险组生存时间；

e：训练集高、低风险组预后模型基因表达水平的热图；f：验证集高、低风险组预后模型基因表达水平的热图
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Ⅳ期（HR=3.11，95%CI：1.72~5.63, P<0.001）被确定

为预后的独立危险因素，之后将结合预后模型以及

年龄、性别、风险评分、TNM分期构建列线图（图 5a），

绘制 C-index 曲线，C 指数为 0.721（95%CI：0.678~

0.764）（图 5b），校准曲线显示，列线图能做出较为准

确的预测。基于上述结果，列线图可为临床决策提

供参考。

2.5 免疫组化分析

通 过 HPA（https://www. proteinatlas. org），将

LUAD 组织与正常肺组织进行比较，结果发现

FKBP4、CYP1A1、GPC1、CDK1在LUAD组织中蛋白

质表达水平较高（图6）。

2.6 预后模型中基因的单细胞测序分析

通 过 TISCH（tisch. comp-genomics. org）中 的

第10期 董雨晴,等 .基于生物信息学构建铜代谢相关基因肺腺癌预后模型及免疫分析 -- 1299



NSCLC_GSE131907 数据集，分析 LUAD 的 CMRGs

预后模型中6个基因的表达。NSCLC_GSE131907数

据集包含 25个主要细胞群和 12中主要细胞类型（图

7a及 b）。通过图 7c~h可以观察到每个基因在各细胞

群中的表达情况。MT2A 主要在成纤维细胞和少突

胶质细胞中表达，FKBP4 主要在少突胶质细胞中表

达，CDK1主要在浆细胞中表达（图7i）。

2.7 免疫微环境分析

肿瘤微环境（Tumor Micro-Environment，TME）

会影响患者的临床结果及其对治疗的反应［17］。计算

LUAD 患者的 TME 得分以及免疫微环境在高、低风

险组之间的差异，结果显示免疫细胞得分（P<0.01）和

肿瘤纯度得分（P<0.05）在高、低风险组之间均有意义

（图 8a），表明在 TME中低风险组中的免疫细胞和肿

图4 LUAD预后模型的评估与验证

Figure 4 Evaluation and validation of LUAD prognostic model
a：训练集总体生存率曲线；b：验证集总体生存率曲线；c：训练集预测患者1、3、5年生存率ROC曲线；d：验证集预测患者1、3、5年生存率ROC曲线；

e：GSE31210数据集中ROC曲线；f：GSE30219数据集中ROC曲线
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瘤纯度要高于高风险组。对高、低风险组间的免疫

浸润水平进行比较，结果显示其在CD8+T细胞、CD4+

记忆性静息T细胞、巨噬细胞、浆细胞、单核细胞等细

胞中具有统计学意义（图 8b）。比较 49个免疫检查点

基因（Immune Checkpoint Genes, ICGs）在高、低风险

组之间的表达情况，结果显示有 22 个 IGCs 在高、低

风险组之间存在差异，其中有 15个 IGCs在低风险组

中高表达，7个 IGCs在高风险组中高表达（图8c）。

2.8 药物敏感性分析

本研究对 LUAD 患者进行药物敏感性分析，计

算198种抗肿瘤药物在高、低风险组之间的 IC50值，结

果显示高风险组患者对吉西他滨、吉非替尼、克唑替

尼、沃利替尼等药物更为敏感（P<0.001）（图9）。

3 讨 论

LUAD 是肺癌中常见的亚型，近年来，随着肺癌

普查及分子靶向治疗和免疫治疗领域的不断发展，

LUAD患者的预后有所改善，但由于肺癌的异质性，

只有小部分患者可以从中受益［18］。有研究指出铜代

谢紊乱会激活肿瘤增殖相关信号通路、导致肿瘤微

血管和炎症微环境生成，从而促进肿瘤的发展。铜

代谢相关蛋白缺乏会导致铜离子在肿瘤细胞中聚

集，使肿瘤对放疗产生耐药性［19］。因此，本研究分析

了CMRGs在LUAD中的预后价值，以寻找潜在的治

疗靶点，为LUAD患者的治疗提供参考。

本研究结合 TCGA 和 GTEx 数据库中基因表达

和生存数据进行生物信息学分析，构建 LUAD 预后

风险模型，预后模型由 6个基因组成：FKBP4、GPC1、

MT2A、CYP1A1、SNAI3、CDK1。研究发现 FKBP4

可能通过激活NSCLC中的Akt/mTOR信号通路来调

节肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭［20］。GPC1 属

于 GPC 基因家族，与健康组织相比，GPC1 在原发性

实体瘤样本中的表达显着升高，抑制 GPC1 可以使

ECM 介导的许多复杂和多方面的有丝分裂因子（如

TGFβ和 MAPK）受到抑制，进而使恶性细胞的增殖、

侵袭性信号传导激活减少［21］。MT2A作为抗氧化剂，

保护细胞免受羟基自由基的侵害，在细胞中金属的

稳态控制中很重要，可以与HMBOX1相结合，调控锌

离子浓度，抑制细胞凋亡［22-23］。CYP1A1基因编码肺

组织中存在的大量 I期内质异生代谢酶，该酶催化活

性亲电化合物的活化，促进DNA加合物的形成，从而

产生遗传毒性作用，可能导致 DNA 损伤并导致肺

癌［24］。SNAI3 是 SNAI 家族的成员，与正常组织相

比，SNAI3表达在多种肿瘤中下调，且其在乳腺癌中

的表达与良好预后相关，在肿瘤发生和进展中的潜

在作用与 SNAI1和 SNAI2相反［25］。CDK1作为CDK

家族中的一员，CDK1主要驱动细胞周期从间期到有

丝分裂的转变［26］，参与细胞分裂、DNA 复制、能量代

谢和自噬，CDK1 表达与 TME 的关系复杂，CDK1 重

塑的TME是多种免疫相关分子相互作用的结果［27］。

有研究表明TME是影响多种肿瘤表型的关键因

素。TME 中的免疫细胞浸润是其显著的免疫学特

征，对于肿瘤细胞的免疫逃逸形成的发展至关重

要［28］。通过计算高、低风险组的TME得分发现，低风

险组具有较高的微环境评分，包括免疫细胞得分和

肿瘤纯度得分。免疫细胞浸润分析结果发现，在低

风险组中CD4+T细胞、CD8+T细胞、CD4+记忆性静息

T 细胞等在表达较高。免疫检查点分析发现，

CD274、 CD276、 CD70、 TNFSF9、 TNFSF4、

TNFRSF18、IDO1 在高风险组中高表达，TNFSF9 在

LUAD 组织中高表达，与 M1 巨噬细胞极化有关［29］。

TNFSF4是一种共刺激免疫检查点蛋白，已被证明可
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图6 预后模型中基因的蛋白质表达

Figure 6 Protein expressions of genes in the prognostic model
a：FKBP4在正常肺组织中的蛋白质表达；b：FKBP4在LUAD组织中的蛋白质表达；c：CYP1A1在正常肺组织中的蛋

白质表达；d：CYP1A1在LUAD组织中的蛋白质表达；e：GPC1在正常肺组织中的蛋白质表达；f：GPC1在LUAD组

织中的蛋白质表达；g：CDK1在正常肺组织中的蛋白质表达；h：CDK1在LUAD组织中的蛋白质表达
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以增强 T细胞的抗肿瘤活性［30］。通过肿瘤免疫功能

障碍和排除打分（Tumor Immune Dysfunction and

Exclusion，TIDE）分析发现，低风险组患者更适合免

疫治疗。这些发现表明靶向免疫抑制微环境可能会

增强 LUAD 的免疫治疗反应，特别是在免疫检查点

抑制剂的背景下，这在促进抗 LUAD 免疫反应方面

有了更大的希望。本研究还评估了临床常用药物与

风险评分之间的相关性，发现高风险组患者对吉西

他滨、吉非替尼、克唑替尼、沃利替尼药物更敏感，为

临床抗肿瘤药物的选择提供理论依据。

本研究构建了 LUAD的 CMRGs预后模型，在预

测 LUAD 患者预后方面较为准确，但仍存在一些局

限性。首先，本研究的数据来自于公共数据库，未收

集临床标本进行实验验证，后续将进一步通过体内

和体外实验来验证模型中的基因在LUAD中的作用

机制。其次，所用的机器学习算法较少，之后可以通

过更多的机器学习算法来提高生物标志物的可靠

性，进而推进LUAD的研究。
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