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　　[摘要]　目的:研究铜死亡相关基因(cuproposis-relatedgenes,CRGs)在肾透明细胞癌(clearcellrenalcell
carcinoma,ccRCC)中的表达情况,构建预后模型并探讨其临床意义。方法:从 TCGA 数据库中获得 522例

ccRCC患者的转录组数据和临床病理数据。将患者随机分为训练集(262例)和验证集1(260例),并将总体患者

作为验证集2(522例)。在训练集中采用差异性分析确定肿瘤组织和癌旁组织差异性表达的 CRGs,使用 LAS-
SO-Cox回归分析构建ccRCC的 CRGs预后模型(OSCRG)。根据 OSCRG 将患者分为低危组和高危组,使用

Kaplan-Meier生存分析研究 OSCRG与总体生存期(overallsurvival,OS)的关系。使用单因素和多因素Cox回归

分析构建包含 OSCRG 和临床病理参数的列线图预测 OS,并在验证集中验证该列线图的准确性。最后使用

KEGG和 GO基因富集分析探索差异性表达的 CRGs的生物学功能。结果:在训练集中有9个差异性表达的

CRGs,并且均与 OS相关。LASSO-Cox回归分析确定了3个 CRGs并构建 OSCRG。使用 OSCRG将患者分为

高危组和低危组,生存分析显示在训练集和验证集中低危组 OS均高于高危组,并且 OSCRG是 OS的独立预后

因素。使用 OSCRG和临床病理参数构建的列线图对 OS具有良好的预测作用,且加入 VHL表达量后其预测能

力增强。此外,在训练集和验证集中,高危组术后接受辅助治疗的患者多于低危组。最后,GO 和 KEGG分析结

果表明,差异性表达的CRGs与代谢相关。结论:3种CRGs可能是ccRCC的预后分子标志物,有望为患者的个

体化治疗提供新的参考依据。
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Abstract　Objective:Toclarifyanexpressionpatternofcuproposis-relatedgenes(CRGs)inindividualoverall
survival(OS)riskevaluationamongpatientswithclearcellrenalcellcarcinoma(ccRCC).Methods:Inthisstudy,

522patientswithccRCCfromtheTCGAdatabasewereincluded.Differentiallyexpressedgenes(DEGs)werede-
tectedinatrainingcohort(n=262)toestablishageneclassifierbyCoxregressionmodel.Theaccuracyofprog-
nosticpredictionofthisgeneclassifierwasvalidatedintwovalidationcohorts(n=260andn=522,respectively).
Additionally,weconductedKyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)andGeneOntology(GO)analyses
toassessthebiologicalfunctionsofthedifferentiallyexpressedCRGs.Results:Inthetrainingcohort,atotalof
ninedifferentiallyexpressedCRGswereassociatedwithOS.AnoverallsurvivalCRGssignature(OSCRG)consis-
tingofthreegeneswasdevelopedtoseparatepatientsintohigh-riskandlow-riskgroupsinthetrainingcohort.In
thetrainingcohort,individualswithlow-riskscoreshadlongerOS(P<0.0001)thanthosewithhigh-riskscores.
WevalidatedtheprognosticaccuracyofOSCRGinthetwovalidationcohorts.Moreover,ourresultsshowedthat
patientswithadditionaltherapyinthehigh-riskgroupweremorethanthoseinthelow-riskgroup.Wedeveloped
anomogramonthebasisoftheOSCRGandothervariablesthatpredictedanindividual’sOSrisk,whichwasen-
hancedbyaddingVHLexpression.TheoutcomesofGOandKEGGanalysesshowedthatdifferentiallyexpressed
CRGsweremetabolic-related.Conclusion:ThreeCRGsmaybemolecularmarkerstopredicttheprognosisof
ccRCC,andusefultoguideindividualizedtherapeuticdecisions.
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　　肾透明细胞癌(clearcellrenalcellcarcinoma,
ccRCC)是起源于肾小管上皮细胞的恶性肿瘤,其
预后 具 有 极 大 的 异 质 性[1]。TNM 分 期 系 统 是

ccRCC最常使用的预后分类模型,在其治疗过程中

起到决定性作用。然而在临床上一些具有相同

TNM 分期且接受相同治疗的患者预后却存在很大

的差异。根据既往文献报道,30%~40%的ccRCC
患者在接受手术切除后会发生复发和转移,5年生

存率为10%~12%[2-3]。因此,仅仅使用 TNM 分

期系统不能准确地预测ccRCC患者的预后。分子

生物学上的异质性可能为ccRCC的预后差异提供

合理解释。因此利用分子生物学特征对ccRCC患

者预后的影响可能有助于对具有不同分子生物学

特征患者的治疗提供指导。
在2022年,Tsvetkov等[4]首次发现了一种不

同于细胞凋亡、铁死亡、细胞焦亡等已知细胞死亡

方式的新型细胞死亡方式:铜死亡。该项研究表

明,包括FDX1在内的一些分子蛋白通过硫辛酸途

径影响丙酮酸脱氢酶(PDH)复合体的功能进而调

节铜死亡;并且细胞内铜稳态的改变会导致危及生

命的疾病的发生,而铜离子载体和铜离子螯合剂可

以用于肿瘤的治疗[4]。然而,目前尚无有关铜死亡

相关基因(CRGs)在ccRCC中的表达差异以及对

其预后影响的详细研究。
本研究通过TCGA数据库筛选与ccRCC患者

预后相关的 CRGs并构建预后模型(OSCRG),为
ccRCC患者预后的预测及个体化治疗提供新的参

考依据。
1　资料与方法

1.1　数据收集和实验设计

使用 UCSC Xena网站(https://xenabrows-
er.net/datapages/)下载 TCGA 数据库中ccRCC
患者的肿瘤组织(535例)和癌旁组织(72例)的转

录组表达数据和临床病理数据。经过数据整理,最
终纳入522例肿瘤组织样本和71例癌旁组织样

本。根据随机分组原则将上述522例肿瘤组织样

本随机分为训练集(262例)和验证集1(260例),
并将总体肿瘤样本作为验证集2(522例)。从既往

研 究 中 获 得 10 个 CRGs[4]:FDX1、LIAS、
LIPT1、DLD、DLAT、PDHA1、PDHB、MTF1、
GLS、CDKN2A。
1.2　筛选构建 OSCRG预后模型的候选基因

首先,在训练集中使用R语言的“edgeR”包将肿

瘤组织和癌旁组织的CRGs表达数据进行差异性分

析,以P<0.05,并且绝对值 Log2(foldchange)>1
作为差异性显著基因。其次,使用单因素Cox回归

分析筛选差异性表达的CRGs中与总体生存期(o-
verallsurvival,OS)相关的基因。最后,使用LAS-
SO-Cox回归分析筛选用于构建预后模型的候选

CRGs。
1.3　构建和验证 OSCRG预后模型

首先,使用LASSO-Cox回归分析中的加权系

数构建预后模型(OSCRG),即模型中每个 CRGs
的表达量乘以加权系数(coefficient)之和(OS-

CRG= ∑
n

i
coefficientiXEXP(CRGs)i[5]。其次,

使用 X-tile软件[6]在训练集和验证集中确定 OS-
CRG预测 OS的最佳截断值并根据该最佳截断值

将患者分为高危组和低危组。最后,采用 Kaplan-
Meier生存分析比较高危组和低危组中患者 OS差

异并使用时间依赖性 ROC 曲线评估 OSCRG 对

OS的预测能力;此外,使用单因素和多因素 Cox
分析探究 OS的预测因素并采用χ2 检验比较高危

组和低危组中患者接受术后辅助治疗的差异。
1.4　构建和验证列线图

采用R语言的“rms”包,并根据多因素Cox回

归分析中 OS的独立预测因素和重要的临床病理

参数构建预后列线图。其中列线图 A 的预测指标

包括 OSCRG、年龄、病理分级、TNM 分期、临床分

期。采用C指数和校准曲线评估列线图 A 的预测

能力[7];并绘制决策曲线评估列线图 A对 OS预测

的临床适用性[8]。
鉴于 VHL是公认的影响ccRCC预后的标志

物,因此进一步研究 VHL的表达量是否可以增强

列线图 A的预测能力。首先根据 VHL的中位表

达量将522例患者分为 VHL高表达组和低表达

组;其次在训练集中构建包含 VHL表达量、年龄、
病理级别、TNM 分期和临床分期的列线图B以及

包含 OSCRG、VHL表达量、年龄、病理级别、TNM
分期和临床分期的列线图 C;最后使用 ROC曲线

分别在训练集和验证集2中比较列线图 A、B和 C
对 OS的预测能力。
1.5　功能富集分析

采用R语言的“clusterProfiler”包对差异性表

达的CRGs进行 KEGG 和 GO 富集分析,探究其

可能的生物学功能。
1.6　统计学方法

所有的数据分析均使用 R语言(4.1.3版)进

行,计量资料以■X±S 或M(IQR)表示,组间比较

采用独立样本t检验或秩和检验;计数资料以例表

示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2　结果

训练集和验证集中患者的临床病理信息见表1。
在训练集、验证集1和验证集2中总体生存率分别为

65.3%(171/262),69.2%(180/260)和67.2%(351/
522);中位随访时间分别为1173d(IQR1458d),
1264d(IQR1318d)和1200d(IQR1371d)。
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2.1　筛选肿瘤组织和癌旁组织中差异性表达的

CRGs
通过差异性分析确定了9 个差异性表达的

CRGs;其中CDKN2A、LIAS、LIPT1、MTF1 在

肿瘤 组 织 中 高 表 达,PDHB、FDX1、PDHA1、
DLD、GLS 在肿瘤组织中低表达。并且在训练集

中所有差异性表达的 CRGs均与ccRCC 患者的

OS相关。

表1　训练集和验证集患者的临床病理信息

例,■X±S,M(IQR)

项目
训练集

(262例)
验证集1
(260例)

验证集2
(522)

年龄/岁 59.9±11.9 61.1±12.1 60.5±12.0
性别

　男 182 159 341
　女 80 101 181

随访时间/d
1173
(1458)

1264
(1318)

1200
(1371)

生存状态

　存活 171 180 351
　死亡 91 80 171
术后辅助治疗

　是 51 42 93
　否 26 29 55
　NA 185 189 374
病理分级

　Gx 3 2 5
　G1 6 7 13
　G2 112 111 223
　G3 103 101 204
　G4 37 37 74
　NA 1 2 3
M 分期

　Mx 17 11 28
　M0 207 207 414
　M1 37 41 78
　NA 1 1 2
N分期

　Nx 140 128 268
　N0 116 122 238
　N1 6 10 16
T分期

　T1 132 133 265
　T2 40 28 68
　T3 86 92 178
　T4 4 7 11
临床分期

　Ⅰ期 130 129 259
　Ⅱ期 31 25 56
　Ⅲ期 61 61 122
　Ⅳ期 40 42 82
　NA - 3 3
OSFRG
　低危组 142 149 291
　高危组 120 111 231

2.2　构建和验证 OSCRG预后模型

使用LASSO-Cox回归分析,根据最小AIC信

息准则(Akaikeinformationcriterion:赤池信息准

则)最终确定3个 CRGs构建 OSCRG 预后模型。
计算 OSCRG=(-0.46297×FDX1表达量)+(-
0.26329×MTF1表达量)+(0.20262×CDKN2A
表达量)。使用 X-tile软件确定预测 OS的最佳

OSCRG截断值(-5.75),并根据该值将训练集中

的患者分为高危组(117例)和低危组(145例)。
Kaplan-Meier生存分析显示低危组患者的3年和

5年总体生存率分别为86.8%(95%CI:0.812~
0.929)和77.9%(95%CI:0.704~0.863);而高危

组患者的3年和5年总体生存率分别为59.5%
(95%CI:0.500~0.701)和42.2%(95%CI:0.327~
0.545)。低危组患者的 OS明显长于高危组(P<
0.0001)(图1a)。在训练集中,OSCRG预测1、3、
5年 OS的准确性分别为0.64、0.69、0.67(图1b)。

采用同样的方法分别将验证集1(高危组125
例,低危组135例)和验证集2(高危组254例,低危

组268例)中的患者分组。图1c~f显示在验证集

中低危组患者的 OS均明显长于高危组且预测能

力较好。以上结果揭示了 OSCRG 预后模型良好

的有效性及稳定性。
2.3　评估 OSCRG预后模型对 OS的独立预测作用

单因素和多因素 Cox回归分析结果显示在训

练集和验证集中OSCRG预后模型均与OS显著相

关(图2、表2)。说明 OSCRG预后模型是 OS的独

立预测因子。
2.4　评估OSCRG预后模型与术后辅助治疗的关系

在训练集中有72例患者具有完整的术后辅助

治疗数据(包括辅助放疗、化疗、转移灶切除、局部

复发病灶切除),其中55例(66.2%)患者接受术后

辅助治疗。χ2 结果显示在高危组具有更高的术后

辅助治疗发生率(30例vs21例,P=0.045)。这

一结果分别在验证集1和验证集2中得到了验证

(图3)。
2.5　构建和验证列线图

在训练集中采用多因素 Cox回归分析结果构

建预测 OS的列线图 A(图4)。并且在训练集和验

证集中列线图A均具有良好的预测能力(训练集:C
指数=0.785,95%CI:0.740~0.830,图5a;验证集

1:C指数=0.766,95%CI:0.715~0.817,图5b;验
证集2:C指数=0.772,95%CI:0.737~0.807,图
5c)。临床决策曲线结果表明与临床病理参数相比,
列线图A能够在主要的 OS范围内提供最大的净收

益(图6)。在训练集中添加 VHL表达量后重新绘

制列线图B和C(图7a、b)。ROC曲线显示在训练集

和验证集2中列线图C对 OS的预测能力均优于列

线图A和B(图7c、d)。
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a:训练集的 Kaplan-Meier分析曲线;b:训练集的时间依赖性 ROC曲线;c:验证集1的 Kaplan-Meier分析曲线;d:验证

集1的时间依赖性 ROC曲线;e:验证集2的 Kaplan-Meier分析曲线;f:验证集2的时间依赖性 ROC曲线。
图1　Kaplan-Meier分析曲线和时间依赖性ROC曲线

图2　单因素Cox回归分析

2.6　基因功能富集分析

GO 富集分析结果显示差异性表达的 CRGs
主要分布于线粒体基质和氧化还原酶复合体等代

谢相关的细胞组分并参与丙酮酸和乙酰CoA 的生

物合成等代谢相关的生物过程(Padjust<0.05)
(图8a)。KEGG富集分析结果显示差异性表达的

CRGs在三羧酸(TCA)循环相关通路中富集显著

(Padjust<0.05)(图8b)。
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表2　多因素Cox回归分析

项目
训练集

HR(95%CI) P 值

验证集1
HR(95%CI) P 值

验证集2
HR(95%CI) P 值

OSCRG
高危组 Ref
　低危组 0.39(0.25~0.60) <0.0001 0.51(0.31~0.83) 0.0067 0.44(0.32~0.62) <0.0001
　年龄 1.03(1.01~1.05) 0.0050 1.03(1.01~1.06) 0.0026 1.03(1.02~1.05) <0.0001
性别

　女 Ref
　男 1.41(0.87~2.29) 0.1593 0.60(0.36~1.00) 0.0480 0.98(0.70~1.36) 0.8883
病理分级

　G1~2 Ref
　G3~4 2.03(1.19~3.45) 0.0089 1.20(0.70~2.07) 0.5023 1.60(1.10~2.32) 0.0140
T分期

　T1~2 Ref
　T3~4 1.12(0.50~2.53) 0.7807 0.78(0.29~2.11) 0.6242 0.91(0.50~1.68) 0.7653
N分期

　N0 Ref
　N1 2.04(0.65~6.38) 0.2185 1.06(0.41~2.76) 0.9026 1.51(0.76~3.00) 0.2371
　Nx 0.64(0.41~0.99) 0.0459 0.91(0.55~1.50) 0.7136 0.78(0.56~1.07) 0.1265
M 分期

　M0 Ref
　M1 2.62(1.47~4.67) 0.0010 2.72(1.53~4.81) 0.0006 2.46(1.67~3.63) <0.0001
　Mx 0.88(0.27~2.87) 0.8352 0(0~int) 0.9956 0.81(0.26~2.58) 0.7225
临床分期

　Ⅰ~Ⅱ Ref
　Ⅲ~Ⅳ 1.53(0.59~4.01) 0.3839 3.10(1.01~9.50) 0.0480 2.17(1.07~4.37) 0.0309

图3　术后辅助治疗的比较 图4　列线图A

a:预测训练集的5年 OS的校准曲线;b:预测验证集1的5年 OS的校准曲线;c:预测验证集2的5年 OS的校准曲线。
图5　列线图A的校准曲线

·839· 临床泌尿外科杂志　 第38卷



a:预测1年 OS的临床适用性分析;b:预测3年 OS的临床适用性分析;c:预测5年 OS的临床适用性分析。
图6　列线图A在验证集2中的临床适用性分析

a:列线图B;b:列线图C;c:训练集中列线图 A、B和C的比较;d:验证集2中列线图 A、B和C的比较。
图7　列线图B和C以及列线图A、B和C预测能力的比较

a:GO富集分析;b:KEGG富集分析。
图8　基因功能富集分析
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3　讨论

本研究基于3种 CRGs开发并验证了一种预

测ccRCC患者 OS的新型预后模型,与临床病理参

数相比,该预后模型提高了预测ccRCC患者 OS的

准确性。根据 OSCRG 预测模型结合临床病理参

数绘制的列线图对 OS具有良好的预测能力,并且

在添加 VHL表达量之后加强了其预测能力。富

集分析表明在肿瘤组织和癌旁组织中差异性表达

的CRGs在代谢相关通路富集。
分子生物学的进步使得基于基因表达水平的

风险分层指导各类肿瘤治疗成为可能[9-13]。虽然

既往一些研究证明在ccRCC患者的肿瘤组织和癌

旁组织之间差异性表达的基因与预后相关[14-18],但
由于实验对象和实验设计的异质性以及混杂因素

的存在使得研究结果并不一致。铜死亡是一种新

型的细胞死亡方式,以铜离子通过脂酰化 TCA 循

环相关蛋白诱导细胞死亡为特征[4],并且可能用于

恶性肿瘤的治疗。在本研究中我们从 TCGA 数据

库中获得ccRCC患者的转录组数据和临床病理数

据,通过差异性分析发现90%的 CRGs在ccRCC
患者肿瘤组织和癌旁组织中差异性表达,并且单因

素Cox回归分析显示所有差异性表达的 CRGs在

训练集中均与 OS相关。这些结果表明 CRGs在

ccRCC患者中有巨大的预测 OS的潜能。因此我

们进一步基于 CRGs构建并验证了 OSCRG 预后

模型,结果表明其对ccRCC患者的 OS具有良好的

预测能力。
本研究结果显示与高危组患者相比,低危组患

者术后接受辅助治疗概率更小,这说明高危组患者

术后更容易出现复发和转移,术后需要更积极的治

疗措施来预防复发和转移。既往研究结果显示,在
接受手术治疗后的ccRCC患者中20%~40%会发

生远处转移以及30%会出现复发[19-22],对于这类

患者术后需要接受放疗、化疗、免疫治疗和靶向治

疗等辅助治疗[23]。而我们的研究结果表明 OS-
CRG预测模型有助于这类患者的筛选。

在本研究 OSCRG 预测模型所包含的 3 个

CRGs中,FDX1是铜死亡中蛋白质脂酰化上游的

关键调节因子[4],其功能的缺陷能够改变细胞的代

谢状 态,尤 其 是 线 粒 体 细 胞 色 素 的 代 谢[24-26]。
Zhang等[27]的研究指出FDX1在肺腺癌中表达明

显降 低 且 其 表 达 水 平 较 低 的 患 者 预 后 更 差。
MTF1、CDKN2A 是丙酮酸脱氢酶复合体的组成

部分,是铜死亡中负向调节蛋白质脂酰化的关键因

子[4]。既往研究证明MTF1 在结直肠癌中参与铜

离子的运输和铜离子稳态的调节[28],并且抑制其

表达后可以抑制卵巢癌细胞的上皮间充质转化、增
殖和 迁 移[29]。由 CDKN2A 编 码 的 p14ARF 和

p16INK4a的缺失与散发型 RCC侵袭能力的增强

和不良的预后显著相关[30]。pl4ARF和pl6INK4a
在调节细胞周期中起重要作用[31],CDKN2A 的突

变导致这两种蛋白的丢失,释放出 G1/S和 G2/M
细胞周期检查点,导致细胞增殖的失控和肿瘤的形

成。因此,本研究中的 OSCRG 预测模型有成为

ccRCC个体化治疗预测工具的潜力,并可能提供潜

在的治疗靶点。
本研究中 GO和 KEGG富集分析结果显示差

异性表达的CRGs在代谢相关的生物过程和通路

显著富集,这与铜死亡的机制一致[4]。包含在 OS-
CRG预测模型中的3个基因(FDX1、MTF1 和

CDKN2A)为差异性表达的 CRGs,结合其对患者

预后的预测作用,我们可以合理地进行推测:铜死

亡和肿瘤关系密切。
尽管如 TNM 分期和病理分级等传统的预后

因素通常用于预测肿瘤的预后,但本研究中构建的

列线图能够更好地预测ccRCC的预后,这可能与

OSCRG预测模型能够更好地反映肿瘤的分子生物

学层面的异质性有关。本研究中构建的列线图的

预测能力均在验证集中得到了验证,因此其可为预

测ccRCC的预后提供可靠的工具。
本研究存在的局限性:首先,本研究中所有数

据均从公共数据库中获得,其结果缺乏现实数据的

验证;其次,本研究中的验证队列也来源于 TCGA
数据 库,缺 乏 外 部 验 证 数 据;再 者,CRGs 影 响

ccRCC预后的具体机制有待进一步研究;最后,
CRGs是否通过铜死亡途径来影响ccRCC的预后

尚不清楚,需要进一步的验证。
尽管存在上述的局限性,但与传统临床病理预

测因素相比,基于 CRGs构建的ccRCC预测模型

能够更准确地预测ccRCC的 OS。通过该预后模

型可以准确地筛选ccRCC的高危患者,为个体化

治疗提供参考依据。
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