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源于ＴＡＲＧＥＴ、ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓｓ和ＧＥＯ数据库构建神经母细胞瘤中铜死亡相关预后
模型

向　彬，陈美玲，曹礼剑，何雪予，田小毛，刘　丰，魏光辉　　４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院泌尿外
科，儿童泌尿生殖发育与组织工程重点实验室，国家儿童健康疾病临床医学研究中心

　　［摘要］　目的　基于铜死亡相关基因（ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＣＲＧｓ）构建神经母细胞瘤
（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）预后模型，以改善神经母细胞瘤患者的个体化管理。方法　从公开的数据库中收
集具有相关完整临床信息的铜死亡基因表达数据。获得来自基因表达综合数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）的 ＧＳＥ４９７１１队列、来自开放有效治疗方法的治疗性研究数据库（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｌｌｙ
ａｐｐｌｉｃａｂｌｅｒｅｓｅａｒｃｈｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ，ＴＡＲＧＥＴ）的ＴＡＲＧＥＴＮＢ队列和来自功能基因组学公
共存储库ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓｓ数据库的ＥＭＴＡＢ８２４８队列。排除随访信息缺失的患者，最终纳入９６８例进行
分析。选择ＧＳＥ４９７１１队列作为“训练集”构建预后模型，其余两个数据集作为“验证集”。使用 Ｌｏｇ
ｒａｎｋ检验筛选有预后意义的变量，再使用 ＬＡＳＳＯＣｏｘ回归分析建立最佳多基因预后模型。采用 ＲＯＣ
曲线、列线图、校准曲线和ＤＣＡ曲线评估预后模型的准确性。使用ＲＴｑＰＣＲ验证风险基因在神经母细
胞系中的表达水平，并选择关键风险基因ＰＤＨＡ１进行功能分析。结果　通过训练集首次建立了预后模
型［风险评分公式为（１．５７３）×ＰＤＨＡ１＋（－０．５６１）×ＧＬＳ＋（０．３２０）×ＬＩＡＳ＋（０．０８８）×ＭＴＦ１＋（０．３０１）×ＰＤＨＢ］。
根据风险评分中位值将患者分为高风险组和低风险组。生存分析显示高风险组中的ＮＢ患者的生存率
明显低于低风险组（Ｐ＜０．００１）。时间依赖性 ＲＯＣ曲线预测３、５、７年生存率的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）分别为０．８０、０．８０和０．８１。生存分析表明，在 ＴＡＲＧＥＴＮＢ和 ＥＭＴＡＢ８２４８队列中，与低
风险组比较，高风险组患者的预后患者更差（Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．００８７）。列线图的校准曲线和 ＤＣＡ曲线
（Ｃ指数为０．７３６）显示列线图具有良好的临床价值。ＲＴｑＰＣＲ和功能丧失实验验证了风险模型中基因
的表达水平和关键基因ＰＤＨＡ１的功能。结论　基于铜死亡相关基因构建了预测神经母细胞瘤患者生
存率的预后模型，并在两个外部数据集中验证了该模型的准确性。
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ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮＣＲＣ２０１９ＧＰ０８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴＩＡＮＸｉａｏｍａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｄｏｃｔｏｒｔｘｍ＠ｓｔｕ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；ＬＩＵＦｅｎｇ，

Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｆｅｎｇ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）是儿童最常见
的实体肿瘤，该疾病约占儿童癌症相关死亡率的

１５％［１］。大多数病例在５岁之前确诊，最常见的发病
年龄段在１８～２２个月［１］。在美国，每年约有７００名儿
童被诊断为ＮＢ，占所有类型儿童癌症的８％～１０％，占
儿童癌症死亡人数的１５％［２］。目前对高危ＮＢ的治疗
标准包括诱导、巩固和维持［３］，而 ＮＢ表现出的遗传和
临床的异质性限制了标准治疗方法的疗效［４］。约一

半的高危ＮＢ患者对标准治疗方案无反应或在治疗后
的两年内复发，长期生存率仍低于 ５０％［５－８］。最近，
ＴＳＶＥＴＫＯＶ等［９］发现了一种新的细胞死亡途径，并将

其命名为铜死亡。铜死亡与现有已知的细胞死亡途径

不同，主要依赖细胞中铜离子的积累参与线粒体代谢

活性。同时，为了探索调节铜死亡过程的关键基因，研

究人员使用全基因组 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９功能丧失筛选，再

进行个体敲除实验。最终确定了１０个与铜死亡过程
密切相关的调节基因。关于铜死亡在癌症中的作用，

特别是在儿童ＮＢ预后中的作用仍不清楚。
　　本研究基于公开的基因表达谱数据，对 ＮＢ样本
中铜死亡相关基因（ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＣＲＧｓ）的
表达特征及预后情况进行分析。通过 ＬＡＳＳＯＣｏｘ回
归在３个独立队列中构建并验证铜死亡相关预后模型
的临床价值和风险基因的表达和功能。

１　材料与方法

１．１　ＮＢ数据集的准备和处理
　　从公开的 ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓｓ数据库、基因表达综合数
据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）和开放有效治疗
方法的治疗性研究数据库（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｌｌｙａｐｐｌｉｃａｂｌｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ，ＴＡＲＧＥＴ）数据
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库中收集具有相关完整临床病理变量的基因表达数

据。本研究总共获得了３个独立的数据集，包括来自
ＧＥＯ数据库的 ＧＳＥ４９７１１队列、来自 ＴＡＲＧＥＴ数据库
的ＴＡＲＧＥＴＮＢ队列和来自 ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓｓ数据库的 Ｅ
ＭＴＡＢ８２４８队列。缺失随访信息的患者被排除，最终
纳入９６８例患者进行后续数据分析。相关临床变量包
括年龄、性别、种族、ＤＮＡ倍体、美国儿童肿瘤协作组
（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＯｎｃｏｌｏｇｙＧｒｏｕｐ，ＣＯＧ）风险、组织学、有丝
分裂核碎裂指数（ｍｉｔｏｓｉｓｋａｒｙｏｒｒｈｅｘｉｓｉｎｄｅｘ，ＭＫＩ）、染
色体 １ｐ缺失（１ｐｄｅｌ／ｉｍ）、谷丙转氨酶状态（ＡＬＴ
ｓｔａｔｕｓ）、ＭＹＣＮ基因状态（ＭＹＣＮｓｔａｔｕｓ）、国际神经母
细胞 瘤 分 期 （ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｓｔａｇｉｎｇ
Ｓｙｓｔｅｍ，ＩＮＳＳ）和生存信息。基于最大的样本量，选择
ＧＳＥ４９７１１队列作为“训练集”，开发预后基因模型。
将ＴＡＲＧＥＴＮＢ和 ＥＭＴＡＢ８２４８队列作为“验证集”，
检测预后模型的可靠性。所有的分析数据都是公开

的，因此不需要伦理批准。

１．２　基于铜死亡相关基因构建预后模型
　　从已发表的研究中确定了１０个与“铜死亡”密切
相关的调节基因，包括：ＰＤＨＡ１、ＧＬＳ、ＬＩＡＳ、ＭＴＦ１、
ＰＤＨＢ、ＣＤＫＮ２Ａ、ＤＬＡＴ、ＬＩＰＴ１、ＦＤＸ１和 ＤＬＤ。本研究
使用来自ＧＳＥ４９７１１队列的数据作为训练队列。采用
单因素Ｃｏｘ回归分析初步筛选与预后相关的铜死亡相
关基因（ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＣＲＧｓ）。基于预后相
关的ＣＲＧｓ，采用ＬＡＳＳＯＣｏｘ比例风险模型（迭代１０次）
和Ｒ包“ｇｌｍｎｅｔ”鉴定最佳预后多基因模型［１０］。通过

将选定的基因表达水平以线性方式组合，并根据它们

的ＬＡＳＳＯＣｏｘ回归系数进行加权，构建了铜死亡相关
风险模型。公式：风险评分＝Σｉｎ（Ｃｏｅｆｉ×Ｘｉ）可以简洁
地描述所开发的预后模型，其中 Ｘ代表每个基因的表
达水平，Ｃｏｅｆｉ代表模型中相应基因的加权系数。风险
评分公式可计算每个病人的风险分数，中位数被定义

为高风险组和低风险组之间的分界值。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存曲线和时间依赖的受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线用于评估该特征的
预测能力。

１．３　铜死亡相关预后模型的验证
　　为了验证该风险模型的临床价值，本研究评估了
不同风险亚组中的临床病理特征分布，并用热图展示。

为了验证风险得分的预测能力是否独立于传统的临床

特征，本研究使用多变量Ｃｏｘ回归分析，并利用独立变
量建立列线图。ＲＯＣ曲线、校准曲线和由 Ｒ软件包
“ｒｍｄａ”计算的决策曲线（ｄｅｃｉｓｉｏｎｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＤＣＡ）
用来衡量列线图的准确性。

１．４　ＲＴｑＰＣＲ和功能实验
　　风险基因在 ＮＢ细胞系［ＳＨＳＹ５Ｙ和 ＢＥ（２）Ｃ］
中的表达水平通过 ＲＴｑＰＣＲ进行验证。使用 Ｓｉｍｐｌｙ
ＰＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（中国ＢｉｏＦｌｕｘ公司）提取细
胞总ＲＮＡ。使用ＮａｎｏｄｒｏｐＯｎｅ（美国赛默飞公司）测定
ＲＮＡ浓度。使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ
公司）对ｍＲＮＡ进行反转录，并使用ＴＢＧｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）进行扩增和定
量。ＲＴｑＰＣＲ在ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ上操作。每个样本包含３个技术重复。ＧＡＰＤＨ
用于 ｍＲＮＡ表达的标准化。目标基因的表达基于
２－△△Ｃｔ公式计算。使用的引物见表１。
　　ＰＤＨＡ１作为肿瘤抑制剂或致癌基因在多种恶性
肿瘤中发挥了关键作用。本研究进一步探索 ＰＤＨＡ１
的潜在功能。使用 ＢＥ（２）Ｃ细胞转染 ＰＤＨＡ１ｓｉＲＮＡ
（由擎科设计合成），进行功能丧失实验（用于沉默

ＰＤＨＡ１的序列见表 ２）。使用 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ来
验证 ＰＤＨＡ１的沉默效率。分别采用 ＣＣＫ８实验，伤
口愈合实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞增殖、迁移和侵
袭能力。使用ＢＤ检测试剂盒和流式细胞仪检测细胞
周期和细胞凋亡比例。

表１　５个目的基因引物和内参引物

ＲＮＡ 前引物（５＇→３＇） 后引物（５＇→３＇）

ＭＴＦ１ ＡＧＣＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＣＡＧＣＡＡＴＣＡＴ ＴＧＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＡＡ

ＧＬＳ ＡＣＣＡＡＡＧＴＴＣＣＣＴＴＣＴＧＴＣＴＴＣＡ ＴＧＡＡＧＴＣＡＣＡＡＣＡＡＴＴＧＣＴＣＣＡＧ

ＰＤＨＢ ＧＧＡＴＡＧＡＧＧＡＣＡＣＧＡＣＣＡＡＧＡＴＧ ＧＣＴＣＣＴＣＡＴＣＣＡＴＡＣＣＣＴＧＡＴＴＴ

ＰＤＨＡ１ ＡＧＧＧＣＣＡＧＡＴＡＴＴＣＧＡＡＧＣＴＴＡＣ ＡＧＧＡＡＴＧＡＡＡＴＣＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＴ

ＬＩＡＳ ＡＧＴＡＴＧＴＧＡＧＧＡＡＧＣＴＣＧＡＴＧＴＣ ＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＧＣＡＧＴＣＴＴＡ

ＧＡＰＤＨ ＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ ＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧ
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表２　特异性沉默ＰＤＨＡ１基因的ｓｉＲＮＡ序列

ｓｉＲＮＡ 序列（５＇→３＇）

ＳｉＰＤＨＡ１１ｓｓ ＧＣＡＧＡＧＣＵＵＡＣＡＧＧＡＣＧＡＡＴＴ

ＳｉＰＤＨＡ１１ａｓ ＵＵＣＧＵＣＣＵＧＵＡＡＧＣＵＣＵＧＣＴＴ

ＳｉＰＤＨＡ１２ｓｓ ＣＣＡＧＵＧＵＧＧＡＡＧＡＡＣＵＡＡＡＴＴ

ＳｉＰＤＨＡ１２ａｓ ＵＵＵＡＧＵＵＣＵＵＣＣＡＣＡＣＵＧＧＴＴ

ＳｉＰＤＨＡ１３ｓｓ ＧＡＧＡＡＵＡＡＵＣＧＣＵＡＵＧＧＡＡＴＴ

ＳｉＰＤＨＡ１３ａｓ ＵＵＣＣＡＵＡＧＣＧＡＵＵＡＵＵＣＵＣＴＴ

１．５　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件分析实验结果。所
有的生物信息学分析和 Ｒ包都使用 Ｒ软件。Ｐ＜０．０５
认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　基于ＧＳＥ４９７１１队列构建铜死亡相关预后模型
　　本研究选择ＧＳＥ４９７１１数据集作为发现队列。单
因素生存分析显示有６个ＣＲＧｓ具有预后能力（图１Ａ）。
使用ＬＡＳＳＯＣｏｘ回归分析确定惩罚参数的最佳值并
建立最优化的预后特征。针对对数 λ序列生成了一
个系数曲线图，最佳的λ显示了５个非零系数（图１Ｂ、
Ｃ）。最终得到一个达到最佳预测效率的铜死亡相关５
基因模型。利用各基因的独立回归系数构建５基因风
险特征，风险评分公式：（１．５７３）×ＰＤＨＡ１＋（－０．５６１）×
ＧＬＳ＋（０．３２０）×ＬＩＡＳ＋（０．０８８）×ＭＴＦ１＋（０．３０１）×
ＰＤＨＢ。根据风险评分公式，测算每个患者的风险分
数，并根据风险分数将患者分成高风险组和低风险组。

每位患者的风险基因表达如图１Ｄ所示。主成分分析
（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）显示，根据这 ５个
风险基因的表达水平，可以明显区分两个风险亚组

（图１Ｅ）。时间依赖的ＲＯＣ曲线显示３、５、７年生存率
的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｓｕｂｊｅｃｔｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）分别
为０．８０、０．８０和０．８１（图１Ｆ）。生存分析显示高风险
亚组的 ＮＢ患者的生存率显著低于低风险亚组（Ｐ＜
０．００１，图１Ｇ）。
２．２　基于 ＴＡＲＧＥＴＮＢ和 ＥＭＴＡＢ８２４８队列验证预

后模型的准确性

　　为进一步验证预后模型在 ＮＢ患者中的适用性，

将在ＧＳＥ４９７１１队列中建立的预后模型应用于其他两
个独立队列。根据建立的风险模型计算的 ＴＡＲＧＥＴ
ＮＢ和ＥＭＴＡＢ８２４８队列中风险分数绘制风险分数分
布图（图２Ａ、Ｂ）。根据相应的中位得分，将患者分层
为高风险组和低风险组，ＰＣＡ可将这两个风险组明显
区分开（图 ２Ｃ、Ｄ）。生存分析表明，在 ＴＡＲＧＥＴＮＢ
（Ｐ＝０．０１１）和 ＥＭＴＡＢ８２４８队列（Ｐ＝０．００８７）中高
风险组的患者比低风险组的患者的预后更差（图２Ｅ、Ｆ）。
２．３　风险分层与临床指标的相关性
　　本研究评估了不同风险组与临床病理特征之间的
关联。复合热图显示了风险组和临床病理因素之间的

相关性（图 ３Ａ～Ｃ）。在高风险组和低风险组之间，
ＧＳＥ４９７１１队列中患者的年龄、ＣＯＧ风险、ＭＹＣＮ状态
和ＩＮＳＳ阶段，ＴＡＲＧＥＴＮＢ队列中患者的年龄、性别、
ＭＹＣＮ状态、ＩＮＳＳ阶段、ＤＮＡ倍体、组织学、ＣＯＧ风险
和ＭＫＩ以及ＥＭＴＡＢ８２４８队列中患者的年龄、１ｐｄｅｌ／
ｉｍ和ＭＹＣＮ状态的差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
在ＧＳＥ４９７１１队列的单变量 Ｃｏｘ回归分析中，发现该
预后模型的风险分数与患者的无病生存率显著相关

（Ｐ＜０．００１，图 ３Ｄ）。在多变量 Ｃｏｘ回归分析中，在调
整了传统的临床预后变量（年龄、性别、ＣＯＧ风险、
ＭＹＣＮ状态和ＩＮＳＳ阶段）后，该模型依然可以作为ＮＢ
患者的独立预测因子，表明模型稳定性较好（Ｐ＜
０．００１，图３Ｅ）。
２．４　基于风险评分和临床预后指标构建列线图及验证
　　ＧＳＥ４９７１１队列的预后分析表明，ＣＯＧ风险、
ＭＹＣＮ状态和预后模型风险评分可作为 ＮＢ患者的独
立预后指标（Ｐ＜０．０５）。结合上述风险模型评分和临
床指标，本研究构建列线图以扩大临床可用性（图４Ａ）。
通过将每个风险因素的加权分数相加，给每个病人分

配一个风险分数，总分越高，对应的生存结果就越差。

预测３、５、７年生存率的 ＡＵＣ值分别为 ０．８３、０．８３和
０．８４（图 ４Ｂ）。校准曲线显示预测模型的性能良好
（图４Ｃ）。ＤＣＡ显示，列线图具有良好的临床利用率
（列线图的Ｃ指数为０．７３６），与单独的预后模型或单
独的临床模型相比，联合列线图模型获得更多的净收

益（图４Ｄ）。

０１３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　基于ＧＳＥ４９７１１队列构建铜死亡相关预后模型
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图２　基于两个独立的ＮＢ队列的预后模型准确性
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危险因素的单因素Ｃｏｘ回归分析；Ｅ：ＧＳＥ４９７１１队列中ＮＢ危险因素的多因素Ｃｏｘ回归分析

图３　不同风险组间的临床病理特征差异和风险评分的预后意义
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图４　联合风险评分和临床病理指标构建列线图，并验证其准确性

２．５　风险基因的表达和功能分析
　　ＰＣＲ分析显示五个风险基因在 ＳＨＳＹ５Ｙ（ＭＹＣＮ
未扩增）和ＢＥ（２）Ｃ（ＭＹＣＮ扩增）细胞系之间存在显
著的表达差异（Ｐ＜０．０５，图５Ａ）。为了探索 ＰＤＨＡ１在
ＮＢ中的功能作用，本研究设计了 ３个 ｓｉＲＮＡ来沉默
该基因，最终选择沉默效率最高的 ｓｉＲＮＡ３进行后续
实验（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。与阴性对照相比，ｓｉＲＮＡ３显
著降低了ＢＥ（２）Ｃ细胞的蛋白水平（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。
功能丧失实验表明沉默 ＰＤＨＡ１可以显著抑制了 ＮＢ
细胞的增殖、迁移和侵袭能力（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｄ～Ｆ）。
流式分析表明，沉默ＰＤＨＡ１基因促进 ＮＢ细胞阻滞在
Ｓ期，并增加细胞凋亡比例（Ｐ＜０．０５，图５Ｇ、Ｈ）。

３　讨论

　　近来，研究者们已经注意到 ＮＢ多样化和戏剧性
的临床表现：一部分肿瘤会自行消退，而另一部分则持

续进展［１１］。自最初发现ＭＹＣＮ基因突变以来，研究人
员已经发现较多 ＮＢ的预后生物标志物，包括组织病

理学分类、肿瘤分期、ＭＹＣＮ扩增、肿瘤细胞ＤＮＡ倍体
和分段染色体畸变等［１２－１４］。基于证据的ＮＢ风险分层
在患者治疗和预后上取得了重大进展，但高危 ＮＢ患
者的预后仍需改善。使用微阵列、ＲＮＡｓｅｑ或其他技
术对ＮＢ进行的遗传和分子分析正越来越多地被用来
确定预测患者预后的遗传特征。

　　已有研究表明铜离子在 ＮＢ细胞系 ＳＨＳＹ５Ｙ通
过多种途径如线粒体损伤和氧化应激诱导细胞凋

亡［１５－１８］。因此，铜死亡相关基因可能在 ＮＢ中发挥潜
在的作用。最近，一个新的术语“ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ”即“铜死
亡”被用来表示由铜离子依赖的一种新的细胞死亡形

式。该研究揭示铜的毒性来自于某些线粒体代谢酶的

破坏，导致一种独特的细胞死亡机制［１９］。该机制可以

解释与铜超载疾病有关的病理现象，并提出一种新的

癌症治疗方式［１６］。同时，该研究团队确定了促进铜诱

导的细胞死亡的关键调节基因。本研究旨在分析铜死

亡相关基因在 ＮＢ预后中的作用，对预后预测和风险
调整的个体化管理具有潜在的临床意义。

４１３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测５个风险基因在ＳＨＳＹ５Ｙ和ＢＥ（２）Ｃ细胞中的ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测３个不同ｓｉＲＮＡ的沉默效
率；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ３的蛋白敲底水平；Ｄ：ＣＣＫ８检测沉默ＰＤＨＡ１基因后的细胞增殖能力变化；Ｅ：划痕实验检测沉
默ＰＤＨＡ１基因后的细胞迁移能力变化；Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测沉默 ＰＤＨＡ１基因后的细胞侵袭能力变化；Ｇ：流式细胞术检测沉
默ＰＤＨＡ１基因后的细胞周期分布变化；Ｈ：流式细胞术检测沉默ＰＤＨＡ１基因后的细胞凋亡比例变化　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＨＳＹ５Ｙ
比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳｉＰＤＨＡ１ＮＣ比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＳｉＮＣ比较

图５　风险模型相关基因的表达验证和功能验证

５１３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）



　　本研究采用 ＬＡＳＳＯＣｏｘ回归分析基于铜死亡相
关的基因，建立铜死亡相关的多基因预后模型，并构建

风险评分系统。利用风险评分将所有患者分为高风险

组和低风险组。该模型在预测生存风险和临床病理特

征方面均显示出良好的预后价值。单变量和多变量

Ｃｏｘ回归分析显示，风险分数是ＮＢ患者的独立预后指
标，表明该预后模型可以作为一个可靠的预测工具，同

时，以上分析结果在另外两个独立队列中得到验证。

为给临床提供预测 ＮＢ患者预后的定量方法，本研究
将临床特征与风险评分结合来构建组合列线图模型，

可更准确地预测ＮＢ患者的短期和长期生存情况。
　　这些风险基因在肿瘤的预后和恶性进展中起着至
关重要的作用。ＣＡＩ等［２０］通过一项全面的泛癌症分

析表明，ＬＩＡＳ可能在各种癌症的进展中具有潜在意
义，也可以预测癌症患者的免疫疗效。ＰＤＨＢ可作为
多种非编码 ＲＮＡ的调控靶点调节肿瘤细胞的进
展［２１－２３］。ＧＬＳ是谷氨酰胺代谢的关键酶，在肿瘤发生
中具有多种功能［２４］。ＭＴＦ１是哺乳动物细胞中金属调
节系统的重要组成部分，敲除 ＭＴＦ１抑制卵巢癌细胞
上皮间质转化［２５］。研究发现 ＰＤＨＡ１通过代谢调控
参与较多恶性肿瘤的发生和进展［２６－２７］。在一些肿瘤

类型中，如肝细胞癌、胆管癌、卵巢癌或食管鳞癌，该基

因通过调节Ｗａｒｂｕｒｇ效应或代谢重编程来调节肿瘤进
展［２６，２８－３２］。此外，ＰＤＨＡ１可能是多种癌症的预后和免
疫相关的生物标志物［３３］。因此，ＰＤＨＡ１被认为是抗
癌治疗的关键靶点，该基因被选作进一步的功能验证。

功能丧失实验表明，沉默 ＰＤＨＡ１能明显抑制 ＮＢ细胞
的增殖、迁移和侵袭能力，同时促进细胞周期阻滞和细

胞凋亡比例。以上结果提示 ＰＤＨＡ１在 ＮＢ发生发展
中的重要作用。

　　综上所述，本研究结果表明铜死亡相关预后模型
在ＮＢ患者中的预后价值，该模型可以帮助风险调整
的个性化治疗。研究结果突出了铜死亡相关基因的重

要临床意义，有助于为 ＮＢ进展的分子机制提供新的
见解。
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