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口腔鳞状细胞癌患者铜死亡相关基因预后模型的构建和验证*

黄 凯,郭俊峰,刘 欢,张 纲△
 

(陆军军医大学第二附属医院口腔科,重庆
 

400037)

  [摘要] 目的 构建并验证口腔鳞状细胞癌(OSCC)患者铜死亡相关基因预后风险模型。方法 在肿瘤

基因组图谱(TCGA)数据库中下载OSCC患者临床及转录组数据,筛选出OSCC患者铜死亡相关基因,使用共

表达分析、Wilcoxon秩和检验、Cox分析和AIC逐步算法构建铜死亡相关基因风险模型,并评估其准确性。结

果 共筛选出340例OSCC患者作为训练组和内部验证组,24例患者作为外部验证组,成功建立了OSCC患者

铜死亡相关基因风险模型。该模型由细胞周期蛋白依赖性激酶调节亚基2(CKS3)、三角形四肽重复域21A
(TTC21A)、锌指含 MYND型10(ZMYND10)3个铜死亡相关基因构成,受试者工作特征(ROC)曲线的曲线下

面积(AUC)为0.710,具有理想的预测性能。其中风险评分高的OSCC患者预后相对较差,并且上述模型评分

是OSCC患者预后的一个独立影响因素(HR=1.472,95%CI:1.141~1.899,P=0.003)。结论 本研究构建

的模型可为OSCC患者的诊疗和预后评估提供可靠依据。
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  [Abstract] Objective To

 

construct
 

and
 

verify
 

the
 

prognostic
 

risk
 

model
 

for
 

cuproptosis-related
 

genes
 

in
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC).Methods The
 

clinical
 

and
 

transcriptomic
 

data
 

of
 

OSCC
 

patients
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

(TCGA)
 

database.The
 

cuproptosis-related
 

genes
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

OSCC
 

were
 

screened
 

out.The
 

cuproptosis-related
 

genes
 

risk
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

the
 

coexpression
 

analysis,Wilcoxon
 

rank
 

sum
 

test,Cox
 

analysis
 

and
 

AIC
 

step
 

-by-step
 

algorithm.Then
 

its
 

accuracy
 

was
 

evalua-
ted.Results A

 

total
 

of
 

340
 

cases
 

of
 

OSCC
 

were
 

screened
 

out
 

and
 

served
 

as
 

the
 

training
 

group
 

and
 

internal
 

verification
 

group.A
 

total
 

of
 

24
 

cases
 

served
 

as
 

the
 

external
 

verification
 

group.The
 

cuproptosis-related
 

genes
 

risk
 

model
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

OSCC
 

was
 

successfully
 

constructed.This
 

model
 

was
 

composed
 

of
 

cyclin
 

de-
pendent

 

kinases
 

regulatory
 

subunit
 

2
 

(CKS2),tetratricopeptide
 

repeat
 

domain
 

21A
 

(TTC21A)
 

and
 

zinc
 

fin-
ger,MYND-type

 

containing
 

10
 

(ZMYND10)
 

copper
 

death-related
 

genes.The
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

0.710,possessing
 

the
 

ideal
 

predictive
 

performance.Among
 

them,the
 

prognosis
 

in
 

the
 

OSCC
 

patients
 

with
 

high
 

risk
 

score
 

was
 

relatively
 

poor.In
 

addition,the
 

above
 

model
 

score
 

was
 

an
 

independent
 

influencing
 

factor
 

for
 

the
 

prognosis
 

in
 

OSCC
 

patients
 

(HR=1.472,95%CI:1.141-
1.899,P=0.003).Conclusion The

 

constructed
 

model
 

could
 

provide
 

the
 

reliable
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis,treat-
ment

 

and
 

prognosis
 

evaluation
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

OSCC.
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  口腔鳞状细胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
OSCC)是人类最常见的癌症之一[1-2],在全身恶性肿

瘤中约占3%,在口腔恶性肿瘤中占比高达90%[3-4]。

根据2021年发布的 GLOBOCAN
 

2020全球癌症统

计数据,新 发 OSCC 有377
 

713例,死 亡177
 

757
例[5],远高于2012年全球报告的300

 

000例新发病例
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和145
 

000例死亡病例[6]。尽管近十年来OSCC的治

疗(包括但不限于手术切除、放疗、化疗及靶向治疗)
不断改善和提高,但OSCC患者的生存率并没有明显

的提升,一直维持在50%左右[7-8]。因此,迫切需要探

索新的预后评估手段,指导诊疗方案的改善和提高预

后评估准确性,改善患者生活质量,进一步提高患者

的5年生存率。
铜作为生命必需的矿物元素,参与众多生物过

程,包括线粒体呼吸、铁摄取、抗氧化等[9]。近期研究

揭示,癌症患者体内铜水平明显异于常人[10-11]。铜死

亡作为一种新型细胞死亡方式,通过铜积累触发线粒

体脂质化蛋白聚集和Fe-S簇蛋白不稳定,导致细胞

死亡[12],而诱导细胞死亡是治疗肿瘤的有效策略[13]。
本研究旨在挖掘OSCC中铜死亡相关基因,构建回归

模型,为 OSCC的预后评估提供新见解,并探索铜死

亡作为OSCC治疗的新途径。
1 资料与方法

1.1 一般资料

在 TCGA 数据库(https://cancergenome.nih.
gov/)中筛选出340例OSCC患者的肿瘤组织341份

(其中ID为TCGA-UF-A71A的患者有01A和06A
两份肿瘤组织标本)、正常组织标本32份。下载其临

床及转录组数据,将其按照1∶1随机分为训练组和

内部 验 证 组[14]。同 时,在 GEO 数 据 库(https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中下载OSCC患者微

阵列数据集GSE23558(包括27例 OSCC患者,其中

有3例失访[15])作为外部验证组,见图1。

图1  研究对象纳入过程

1.2 筛选OSCC中的铜死亡相关基因

根据TSVETKOV等[12]发表在Science 的研究

成果收集并整理参与铜离子载体诱导死亡的铜死亡

相关基因。筛选TCGA数据库中OSCC患者测序数

据中的相关基因,并与收集到的铜死亡相关基因进行

共表达分析,以Pearson相关系数>0.6为标准筛选

出OSCC患者铜死亡相关基因。
1.3 铜死亡相关基因差异表达分析

通过 Wilcoxon秩和检验分析OSCC患者癌旁和

癌组织中铜死亡相关基因的差异表达情况,以|癌与

癌旁 表 达 量 的 比 值 (logFC)|>1,错 误 发 现 率

(FDR)<0.05为标准提取在OSCC癌旁和癌表达差

异显著的铜死亡相关基因,并使用Cytoscape绘制共

表达网络图,同时使用 R语言中的pheatmap包及

plot函数绘制热图和火山图。

1.4 构建铜死亡相关基因风险回归模型

在R语言中加载survival包,使用单因素Cox分

析训练组OSCC患者相关数据与差异表达的铜死亡

相关基因,筛选出与OSCC患者预后显著相关的铜死

亡相关基因。随后,利用survival包step函数在逐步

算法中通过AIC构建风险回归模型。同时,使用rms
包绘制该模型的列线图。
1.5 评估铜死亡相关基因风险回归模型

将风险评分结果的中位值作为训练组 OSCC患

者高、低风险组的划分标准,在R语言中加载survival
包,使用 Kaplan-Meier法对训练组 OSCC患者进行

生存分析,随后加载
 

survivalROC包,绘制受试者工

作特征(ROC)曲线,对该铜死亡相关基因风险模型的

准确性进行评估。最后使用单因素、多因素独立预后

分析对该模型的准确性进行综合评估。
1.6 验证铜死亡相关基因风险回归模型

将内部及外部验证组 OSCC患者数据作为验证

数据集,按照建模标准将内部及外部验证组OSCC患

者分为高、低风险组,并计算其风险值,使用 Kaplan-
Meier法对验证数据集进行生存分析,绘制生存曲线

和ROC曲线,双重验证该模型对 OSCC患者预后评

估的准确性。同时使用R语言中的survival和rms
包绘制校准曲线来验证该模型的准确性。
2 结  果

2.1 铜死亡相关基因风险回归模型的建立

共收集了340例 OSCC患者的临床及转录组数

据。从Science铜死亡相关最新研究成果[12]中获取

了28个铜死亡相关基因,通过在TCGA数据库共表

达分析,鉴定出1
 

003个OSCC患者铜死亡相关基因,
进一步通过差异分析得到254个差异表达的铜死亡

相关基因。使用单因素Cox分析,获得了5个铜死亡

相关基因(P<0.05),且具有预后评估价值,其表达在

OSCC患者癌旁和癌组织中具有明显差异,见表1。
随后根据AIC逐步算法建立 OSCC患者的铜死亡相

关基因风险回归模型,去除共线性基因后,该模型由

细胞周期蛋白依赖性激酶调节亚基2(cyclin
 

dependent
 

kinases
 

regulatory
 

subunit
 

2,CKS2)、三角形四肽重复域

21A(tetratricopeptide
 

repeat
 

domain
 

21A,TTC21A)、锌
指含 MYND型10(zinc

 

finger,MYND-type
 

containing
 

10,ZMYND10)3个铜死亡相关基因构成。
表1  具有预后评估价值的铜死亡相关基因在OSCC

  患者癌和癌旁组织中的差异表达

项目 logFC FDR P

RPA3 1.14 7.78×10-11 5.10×10-12

CBX3 1.24 3.90×10-15 1.58×10-17

CKS2 1.67 5.97×10-12 2.49×10-13

TTC21A -1.17 0.04 0.03

ZMYND10 -4.48 0.02 0.01
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2.2 铜死亡相关基因风险回归模型的评估

通过Kaplan-Meier法对训练组OSCC患者的生

存分析发现,该模型有效评估了 OSCC患者的预后,
低风险组患者的生存时间明显高于高风险组患者

(P=0.002),而且随着风险评分的逐渐升高,患者的

风险分数增加、预后变差。通过ROC曲线对该模型

的预测能力进行检测,该模型的曲线下面积(AUC)为

0.710,具有理想的预测性能。随后,根据上述模型绘

制了预测患者生存率的列线图,按照图中的项目评分

并求和,用以估算患者1~3年的生存率,见图2。

  进一步对铜死亡相关基因风险回归模型的准确

性进行评估。通过单因素独立预后分析发现,铜死亡

相关基因风险回归模型有效评估了 OSCC患者的预

后状况(P=0.003),见图3;多因素独立预后分析发

现,铜死亡相关基因风险回归模型的风险评分具有独

立预后评估价值,可独立作为OSCC患者的预后评估

指标(P=0.028),说明该模型具有良好的预测性能,
见图4。

  A.训练组OSCC患者的生存曲线(P<0.05);B.训练组OSCC患者的ROC曲线;C.OSCC患者铜死亡相关基因风险回归模型列线图。

图2  OSCC患者铜死亡相关基因风险回归模型的评估

图3  训练组OSCC患者的单因素独立预后分析

(P<0.05)
图4  训练组OSCC患者的多因素独立预后分析

(P<0.05)
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2.3 铜死亡相关基因风险回归模型的验证

将内部及外部验证组 OSCC患者数据分别代入

该铜死亡相关基因风险回归模型,使用Kaplan-Meier
法对内部验证组进行生存分析,发现该模型可有效评

估OSCC患者的预后状况,低风险组患者的生存时间

明显高于高风险组患者(P=0.022),而且随着风险评

分的逐渐升高,患者的风险分数增加、预后变差。内

部验证组的ROC曲线的AUC为0.657,具有较为满

意的预测性能。同时,内部验证组的校准曲线结果也

证实模型的准确性良好。在外部验证组中获得了与

内部验证组高度一致的结果,上述双重验证的结果进

一步表明该模型具有理想的预测性能,见图5。

  A.内部验证组OSCC患者的生存曲线(P<0.05);B.内部验证组OSCC患者的ROC曲线;C.内部验证组校准曲线;D.外部验证组 OSCC患

者的生存曲线(P<0.05);E.外部验证组OSCC患者的ROC曲线;F.外部验证组校准曲线。

图5  铜死亡相关基因风险回归模型的验证

3 讨  论

  OSCC是口腔癌中恶性程度最高的肿瘤类型,死
亡率超过50%[16]。尽管可采取手术干预、放射治疗

和铂类药物的化学治疗等综合治疗,但由于解剖位

点、潜在分子病理特征和病理阶段的差异,治疗效果

欠佳,患者预后一般[17]。因此,探索精准有效的预后

评估方式对提高患者生存质量及5年生存率极为

重要。
铜由于其氧化和再生活性,在游离氧代谢物的产

生中起着重要作用[18]。有研究报道,自由基在各种癌

症的发展和预后中起着主要作用,由于氧化过程的增

加,血清铜水平升高可能会增加患口腔癌的风险[19]。
最近发现铜死亡是一种新的调节性细胞死亡方式,在
肿瘤的发生、发展中起着至关重要的作用[12]。有研究

表明铜死亡、槟榔碱、肿瘤相关成纤维细胞与 OSCC
转移之间有密切的联系,为槟榔碱相关的OSCC的转

移机制研究提供了新思路[20]。在结直肠癌中,4-辛基

衣康酸可通过靶向GAPDH 促进铜死亡来抑制有氧

糖酵解[21]。铜死亡还可以调节前列腺癌的肿瘤微环

境并影响其预后[22]。YUAN等[23]发现铜死亡与OS-

CC免疫微环境的塑造密切相关;GONG等[24]的研究

表明 FAM27E3、LINC02367
 

和
 

MYOSLID
 

等特定
 

lncRNA
 

有望成为OSCC相关的生物标志物,为 OS-
CC的诊断提供了新思路。

本研究发现 OSCC患者中3个铜死亡相关基因

(CKS2、TTC21A、ZMYND10)的表达特征,成功建立

了一种铜死亡相关基因预后风险评分模型,而且该风

险回归模型的风险评分具有独立预后评估价值,可独

立作为OSCC患者的预后评估指标。CKS2在人类不

同肿瘤的多种细胞生命活动过程的调节中起着至关

重要的作用[25]。有研究报道,CKS2在胶质瘤组织中

明显过表达,且与胶质瘤患者的不良预后相关[26]。在

乳腺癌中CKS2可促进乳腺癌细胞的增殖和侵袭,并
且其过表达与患者的不良预后相关,证实CKS2可能

是治疗乳腺癌的潜在靶点[27]。在上皮性卵巢癌中

CKS2可促进肿瘤的进展和转移,是患者预后不良的

独立预测因子,同时有研究表明CKS2可能通过调节

上皮性卵巢癌中的Akt/mTOR途径发挥肿瘤启动子

的作用,并可作为上皮性卵巢癌的一种有前途的预后

生物标志物[28]。TTC21编码三角形四肽重复序列家
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族中的蛋白质,在各种组织和器官中表达[29]。有学者

发现TTC21A
 

高表达可预测肾透明细胞癌的不良预

后和免疫浸润[30],在结直肠癌中TTC21A高表达提

示预后不良,并影响免疫浸润水平[31],而TTC21A在

肺腺癌中表达增加预示着良好的预后和高免疫浸润

水平[32]。ZMYND10是一种表观遗传调控的抑癌基

因,可通过miR145-5p/NEDD9轴在乳腺癌中发挥抑

癌作用[33]。也有研究报道ZMYND10的表达水平可

能影响鼻咽癌患者的生存[34]。构成该模型的3个基

因均与肿瘤的发生、发展相关,可作为预测生存的

指标。
本研究结果表明,新的铜死亡相关基因风险回归

模型具有准确评估OSCC预后的潜力,并可以为开发

新的铜死亡生物标志物和靶向治疗提供一些见解。
与以往的研究相比,本研究模型使用了内部验证组和

外部验证组进行了模型准确性的双重验证,得到了高

度一致的验证结果,进一步证实了该模型具有较好的

预测性能,为下一步临床推广运用奠定了基础。本研

究也存在一定的局限性:该模型是基于TCGA数据库

中OSCC患者队列构建和验证的,虽然采用了外部验

证组进行了双重验证,但外部验证组患者数量有限,
本研究中的铜死亡相关基因在 OSCC进展中的作用

和机制尚不清楚,有待进一步研究。
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