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摘     要             背景与目的：肝细胞癌 （HCC） 是一种全球常见的恶性肿瘤，具有高复发率和高病死率。铜死亡是一

种新型的程序性细胞死亡，涉及肿瘤细胞的增殖和生长、血管生成和转移。因此，本研究探讨铜死亡

相关基因 （CRGs） 在 HCC 中的表达与预后的关系，并建立预后相关的列线图模型以及分析 CRGs 与

HCC 免疫细胞浸润的关系。

方法：使用 R 语言“limma”包对 TCGA 数据库下载的 HCC 组织与正常组织的数据中 CRGs 进行差异表达

分析；“clusterProfiler”包进行 GO 和 KEGG 分析；单因素 Cox 回归分析筛选与预后相关的 CRGs，Lasso-

Cox 回归分析构建 HCC 中 CRGs 相关预后评分模型；“ggsurvplot”包以总生存 （OS） 为结局绘制 Ka‐

plan-Meier 生存曲线；“survival ROC”包绘制 ROC 曲线评估预后评分的准确性；“regplot”和“rms”包

绘制列线图和校准曲线；利用 TIMER 数据库分析 CRGs 的表达与 6 种免疫细胞丰度之间的关系。

结果：与正常组织相比，HCC 组织 19 个 CRGs 中的 16 个有差异表达 （上调：PDHB、PDHA1、MTF1、

LIPT1、LIPT2、LIAS、GLS、DLD、DLST、DLAT、CDKN2A、ATP7A；下调：SLC31A1、GCSH、DBT、

NLRP3）；NLRP2 的突变频率最高 （12%）。GO 和 KEGG 分析表明，CRGs 富集于三羧酸循环、碳代谢作

用、丙酮酸代谢、糖酵解/糖异生和铂类药物耐药性等信号通路。基于单因素 Cox 回归分析和 Lasso-Cox

回归分析筛选出影响 HCC 预后 OS 的 3 个 CRGs （CDKN2A、GLS、DLAT） 作为预后生物标志物构建预后

模型，并使用回归系数构建预后评分：风险评分=0.22×DLAT （表达水平） +0.11×CDKN2A （表达水

平） +0.03×GLS （表达水平）。Kaplan-Meier 曲线显示，高风险评分 HCC 患者预后较差 （P<0.05），用风

险模型的时间依赖 ROC 曲线评价模型预测性能，1、3、5 年的 AUC 分别为 0.741，0.657，0.633。将年

龄、性别、T 分期、N 分期、M 分期、病理分型、CDKN2A、GLS 和 DLAT 纳入构建列线图，校准图显示

列线图预测和实际观察之间有良好的一致性。GLS、DLAT 和 CDKN2A 与 HCC 免疫细胞浸润呈正相关，

并 与 免 疫 检 查 点 PDCD1、 CD274、 HAVCR2 明 显 相 关 （均 P<0.05）。 进 一 步 分 析 表 明 ， HCC 组 织 中

CDKN2A、GLS 和 DLAT 表达越高，患者巴塞罗那病理分期越晚，组织学分级越差 （均 P<0.05）。

结论：与铜死亡相关的基因特征可以作为 HCC 患者潜在的预后预测因子，并可能为 HCC 治疗提供新

的途径。
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Abstract             Background and Aims: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common malignancy with a high 

recurrence and mortality rate. Cuproptosis is a new type of programmed cell death involved in tumor 

cells' proliferation, growth, angiogenesis, and metastasis. Therefore, this study aims to investigate the 

relationship between the expression of cuproptosis-related genes (CRGs) and the prognosis in HCC, 

establish a prognosis-related nomogram model, and analyze the association of CRGs with the immune 

cell infiltration in HCC.

Methods: Differential expression analysis of CRGs in the TCGA database was performed using the R 

language "limma" package; the "clusterProfiler" package was used for GO and KEGG analysis; the 

prognostic CRGs were screened by univariate Cox regression analysis; the prognostic scoring model 

based on CRGs for HCC was constructed by Lasso-Cox regression analysis; the "ggsurvplot" package 

drew the Kaplan-Meier survival curve draws using overall survival (OS) as the outcome variable; the 

"survival ROC" package created the ROC curve for assessing the accuracy of the prognostic score; the 

nomogram and the calibration curves were drawn by the 'regplot' and 'rms' packages; the associations 

between the expression of CRGs and the abundance of six immune cells were analyzed using the TIMER 

database.

Results: Among the 19 CRGs, there were 16 differentially expressed ones in HCC tissue compared with 

normal tissue (up-regulation: PDHB, PDHA1, MTF1, LIPT1, LIPT2, LIAS, GLS, DLD, DLST, DLAT, 

CDKN2A, and ATP7A; down-regulation: SLC31A1, GCSH, DBT, and NLRP3), and NLRP 2 had the 

highest mutation frequency of 12%. GO, and KEGG analyses showed that CRGs were enriched in 

signaling pathways such as the tricarboxylic acid cycle, carbon metabolism, pyruvate metabolism, 

glycolysis/gluconeogenesis, and platinum drug resistance. Three CRGs (CDKN2A, GLS, and DLAT) 

that affected the OS were screened by univariate Cox regression analysis and LASSO Cox regression 

analysis for the construction of the prognostic model, and the prognostic score was constructed using 

regression coefficient: risk score=0.22×DLAT (expression level) + 0.11×CDKN2A (expression level) + 

0.03×GLS (expression level). The Kaplan-Meier curve analysis showed that the HCC patients with high-

risk scores had a poor prognosis (P<0.05), and the model prediction performance was evaluated by the 

time-dependent ROC curve of the risk model, and the AUC at 1, 3, and 5 years was 0.741,0.657 and 

0.633, respectively. The nomogram was constructed by incorporating age, sex, T stage, N stage, M stage, 

pathological classification, CDKN2A, GLS, and DLAT. The calibration map showed good consistency 

between the nomogram prediction and the actual observation. There were positive correlations of GLS, 

DLAT, and CDKN2A with HCC immune cell infiltration and a significant correlation with immune 

checkpoints PDCD 1, CD274, and HAVCR2 (all P<0.05). Further analysis indicated that the higher 

CDKN2A, GLS, and DLAT expression in HCC tissue, the later the Barcelona pathological stage, the 
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worse the histological grade in patients (all P<0.05).

Conclusion: Gene signatures associated with cuproptosis can be used as potential prognostic predictors 

for HCC patients and may provide new insights into the treatment of HCC.

Key words           Carcinoma, Hepatocellular; Cuproptosis; Prognosis; Nomograms; Immune

CLCCLC  numbenumberr: R735.7

肝 细 胞 癌 （hepatocellular carcinoma， HCC） 是

全 球 第 五 大 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 也 是 全 球 癌 症 病

死 率 的 第 三 大 常 见 原 因[1]， 5 年 生 存 率 约 为 7%[2]。

在 我 国 目 前 已 经 超 越 胃 癌 位 居 我 国 恶 性 肿 瘤 死 因

的第二位[3]。HCC 的发展是一个从慢性炎症，肝硬

化 ， 原 发 性 HCC 到 转 移 性 HCC 的 多 步 骤 连 续 过

程[4]，主要致病因素有慢性乙型和丙型肝炎病毒感

染、慢性饮酒和非酒精性脂肪肝[5]。HCC 通常在晚

期发现，治疗潜力有限，致使高病死率[2,6]。因此，

迫 切 需 要 开 发 更 有 效 的 预 后 模 型 ， 为 HCC 的 早 期

预 防 及 临 床 诊 治 措 施 的 研 发 奠 定 基 础 ， 以 期 降 低

发病率与病死率。

铜是人体生命活动不可或缺的微量元素[7]。研

究[8-10] 表明，与健康人相比，癌症患者血清和肿瘤

组 织 中 的 铜 水 平 显 著 升 高 。 虽 然 铜 稳 态 的 失 调 可

能 触 发 细 胞 毒 性 ， 但 细 胞 内 铜 水 平 的 改 变 可 能 影

响 癌 症 的 发 生 发 展[11]。 铜 离 子 载 体 和 铜 螯 合 剂 已

应用于抗癌治疗[12-14]。最近一项研究[15]发现了一种

不 同 于 凋 亡 、 坏 死 、 焦 亡 和 铁 死 亡 的 铜 诱 导 细 胞

死亡的方式，并将其称为“铜死亡”。当已知的细

胞死亡机制被阻断时，铜离子仍能诱导细胞死亡，

在 线 粒 体 呼 吸 过 程 中 ， 铜 离 子 通 过 与 线 粒 体 三 羧

酸 （tricarboxylic acid， TCA） 循 环 中 的 脂 酰 化 成 分

直 接 结 合 导 致 脂 酰 化 蛋 白 的 聚 集 而 发 生 铜 死 亡 。

此外，铜离子还可以降低 Fe-S 团簇的蛋白质水平。

它 们 都 能 诱 导 蛋 白 质 毒 性 应 激 反 应 ， 并 最 终 导 致

死亡[15]。

铜 在 肝 脏 中 的 代 谢 和 对 肝 癌 发 展 的 作 用 目 前

仍 在 研 究 中 。 张 燕 军 等[16] 研 究 发 现 ， 铜 含 量 与 肝

硬 化 和 HCC 密 切 相 关 ， 血 清 铜 和 铜 蓝 蛋 白 水 平 可

作 为 检 测 HCC 的 标 志 物 。 Koizumi 等[17] 研 究 表 明 ，

氧 化 还 原 活 性 的 游 离 铜 水 平 的 升 高 可 能 与 急 性 肝

炎 有 关 ， 并 最 终 发 展 为 肝 癌 。 此 外 ， Siddiqui 等[18]

研 究 表 明 ， 氧 化 铜 纳 米 颗 粒 诱 导 HepG2 细 胞 的 细

胞 毒 性 和 凋 亡 呈 剂 量 依 赖 性 ， 这 很 可 能 分 别 是 由

活 性 氧 和 线 粒 体 途 径 介 导 的 。 以 上 研 究 表 明 铜 死

亡 可 能 与 肝 恶 性 肿 瘤 密 切 相 关 ， 为 发 现 HCC 的 新

治疗方法提供了途径。

本 研 究 探 讨 HCC 中 铜 死 亡 相 关 基 因

（cuproptosis-related genes， CRGs） 的 分 子 改 变 和 临

床 相 关 性 ， 为 铜 死 亡 调 节 因 子 在 HCC 中 的 进 一 步

研究奠定了基础。

1     材料与方法 

1.1 数据集来源及预处理　

从 TCGA （The Cancer Genome Atlas， https://por-

tal.gdc.cancer.gov） 数 据 库 中 收 集 HTseq-FPKM 格 式

的 424 例 HCC 患 者 的 样 本 基 因 表 达 及 相 关 临 床 信

息 ， 对 原 始 数 据 进 行 log2 转 化 得 到 TPM 格 式 的

RNAseq 数 据 。 CRGs 来 源 于 近 期 的 两 项 报 道[15, 19]，

分 别 为 SLC31A1、 PDHB、 PDHA1、 NLRP3、

NFE2L2、 MTF1、 LIPT1、 LIPT2、 LIAS、 GLS、

GCSH、 FDX1、 DLD、 DLST、 DBT、 DLAT、

CDKN2A、 ATP7A 和 ATP7B， 结 合 标 准 化 后 基 因 表

达矩阵得到 CRGs 表达矩阵文件。所有的基因特征

(如染色体位置、基因类型、集成 id 和官方符号)均

由基因编码项目 （v22） 进行注释[20]。临床协变量，

包括总生存 （overall survival，OS） 结局、年龄、性

别 、 肿 瘤 分 期 和 组 织 学 分 级 ， 均 来 自 先 前 的 相 关

资源[21]。本研究仅纳入有生存信息的 HCC 患者。

1.2 差异表达分析与突变分析　

分析肿瘤和正常样本之间 CRGs 表达水平的差

异，以 P<0.05 且｜log2FC｜>2/3 为差异表达基因的

阈值。为了获得 CRGs 的突变图，使用 cBioPortal 数

据库 （http://www.cbioportal.org） 进行基因突变分析。

1.3 CRGs网络富集分析和蛋白质间的相互作用分析

采 用 “clusterProfiler” 包[22] 对 19 个 的 CRGs 进

行基因本体 （Gene Ontology，GO） 和京都基因和基

因 组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes， KEGG） 分 析 。 GO 分 析 包 括 生 物 学 过 程

（biological process， BP） 、 细 胞 成 分 （cellular 

component， CC） 和 分 子 功 能 （molecular function，

MF）。 为 了 分 析 这 些 基 因 的 潜 在 相 互 作 用 ， 使 用

GENEMANIA （http://genemania.org） 网站[23] 进行蛋白

质相互作用网络分析。

1.4 预后模型的构建　

采用单因素 Cox 分析筛选预后相关基因，采用

“glmnet” 包 进 行 Lasso-Cox 回 归 分 析 得 到 3 个 基 因

用于构建预后评分模型。患者风险评分=∑ （每个

基因表达水平×相应系数）。根据风险评分的中位

数 将 患 者 分 为 高 风 险 组 和 低 风 险 组 。 用 R 包

“ggsurvplot” 比 较 高 危 组 和 低 危 组 的 OS， 绘 制

Kaplan-Meier 生 存 曲 线 。 使 用 R 包 “survival ROC”

计 算 受 试 者 工 作 特 征 （ROC） 曲 线 分 析 检 验 独 立

风 险 因 素 预 测 生 存 率 的 敏 感 度 和 特 异 度 ， 评 估 模

型预测准确性。经过多因素 Cox 分析，纳入年龄、

性 别 、 T 分 期 、 N 分 期 、 M 分 期 、 病 理 分 型 、

CDKN2A、 GLS 和 DLAT 等 变 量 ， 采 用 R 包

“regplot” 构 建 HCC 患 者 列 线 图 ， 使 用 R 包 “rms”

进行分析绘制校准曲线。

1.5 与免疫浸润的相关性分析　

利 用 TIMER 数 据 库 （cistrome. shinyapps. io/

timer） [24]研究 CRGs 的表达与 6 种免疫细胞 （CD4+T

细胞、CD8+T 细胞、B 细胞、中性粒细胞、树突状

细 胞 和 巨 噬 细 胞） 丰 度 以 及 免 疫 检 查 点 PDCD1、

CD274、HAVCR2 之间的关系。

1.6 统计学处理　

对 TCGA 中 的 HCC 患 者 进 行 了 描 述 性 统 计 分

析 。 连 续 变 量 用 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 统 计 ， 分

类变量用频率和比例统计。采用 Kruskal-Wallis 秩和

检 验[25] 检 测 HCC 患 者 在 不 同 分 类 的 病 理 分 期 和 组

织学分级中 CRGs 表达的差异。所有统计分析均采

用 R 版本 4.1.1 进行。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 HCC中CRGs的差异表达及基因突变情况　

从 TCGA 下载数据中比较肿瘤和正常组织之间

的差异表达基因，结果显示，19 个 CRGs 中，PDHB、

PDHA1、MTF1、LIPT1、LIPT2、LIAS、GLS、DLD、

DLST、 DLAT、 CDKN2A 和 ATP7A 在 肿 瘤 组 织 中 高

表达；SLC31A1、GCSH、DBT、NLRP3 在肿瘤组织中

低表达，差异具有统计学意义 （均P<0.05）（图1A-B）。

此 外 ， 不 同 基 因 表 达 之 间 的 相 关 性 分 析 发 现

（ 图 1C）， MTF1 与 ATP7A 呈 高 度 正 相 关 （r=

0.729，P<0.001）（图 1D）； 19 个 CRGs 中 NLRP2 的

突变频率最高，为 12% （图 1E）。

2.2 CRGs的功能富集和蛋白-蛋白相互作用（PPI）

分析

为验证 CRGs 的生物学功能，进行 GO 和 KEGG

的功能富集分析。参与的 BP 包括 TAC、柠檬酸代

谢、乙酰辅酶 A 的代谢、TCA 的代谢过程、丙酮酸

对乙酰辅酶 A 的生物合成；参与的 CC 包括线粒体

基 质 、 氧 化 还 原 酶 复 合 物 、 二 氢 脂 酰 脱 氢 酶 复 合

物、TAC 酶复合物、晚期胞内体；参与的 MF 包括

具 有 氧 化 还 原 酶 活 性 ， 作 用 于 供 体 的 醛 或 氧 基 ，

NAD 或 NADP 作为受体、具有转移酶活性的转移酰

基 、 过 渡 金 属 离 子 跨 膜 转 运 体 活 性 、 除 氨 基 酰 基

以 外 具 有 转 移 酶 活 性 的 酰 基 。 KEGG 包 括 TCA 循

环、碳代谢作用、丙酮酸代谢、糖酵解/糖异生和

铂类药物耐药性。通过 PPI 分析 CRGs 的相互作用，

结果显示 DLD、DLST、DLAT 和 PDHA1 是枢纽基因

（图 2）（表 1）。

2.3 CRGs预后模型的构建　

进一步评估 HCC 中 CRGs 表达与预后的关系发

现 ， 在 调 整 年 龄 、 性 别 、 种 族 和 病 理 分 期 后 ， 在

单 因 素 Cox 比 例 风 险 回 归 模 型 中 ， PDHA1 （HR=

1.467， 95% CI=1.036~2.077）、 DLST （HR=1.505，

95% CI=1.063~2.131）、 DLAT （HR=1.689， 95% CI=

1.191~2.396）、 ATP7A （HR=1.432， 95% CI=1.013~

2.024）、CDKN2A （HR=1.790，95% CI=1.262~2.538）

和 GLS （HR=1.592， 95% CI=1.124~2.255） 与 OS 相

关 （均 P<0.05），其过表达与 HCC 患者较差的生存

率相关，显示出致癌因子的特征 （表 2）。

利用 Lasso-Cox 回归分析构建了 HCC 中 CRGs 关

于 OS 的预后模型。以 OS 为结局得到 3 个基因，使

用 其 回 归 系 数 构 建 预 后 评 分 ： 风 险 评 分 =0.22×

DLAT+0.11×CDKN2A+0.03×GLS （图 3）。

以风险评分中位数为临界值，将 TCGA-HCC 队

列 患 者 分 为 高 风 险 组 （n=159） 和 低 风 险 组 （n=

158）。 高 风 险 组 患 者 生 存 时 间 较 低 风 险 患 者 生 存

时 间 缩 短 （图 4A）； Kaplan-Meier 曲 线 显 示 ， 高 风

险 组 生 存 时 间 缩 短 （HR=1.90， 95% CI=1.34~2.70，

P<0.001）（图 4B）； ROC 曲 线 评 价 模 型 预 测 性 能 ，

曲线下面积 （AUC） 在 1 年时达到 0.741，3 年时达

到 0.657，5 年时达到 0.633 （图 4C）。
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component， CC） 和 分 子 功 能 （molecular function，

MF）。 为 了 分 析 这 些 基 因 的 潜 在 相 互 作 用 ， 使 用

GENEMANIA （http://genemania.org） 网站[23] 进行蛋白

质相互作用网络分析。

1.4 预后模型的构建　

采用单因素 Cox 分析筛选预后相关基因，采用

“glmnet” 包 进 行 Lasso-Cox 回 归 分 析 得 到 3 个 基 因

用于构建预后评分模型。患者风险评分=∑ （每个

基因表达水平×相应系数）。根据风险评分的中位

数 将 患 者 分 为 高 风 险 组 和 低 风 险 组 。 用 R 包

“ggsurvplot” 比 较 高 危 组 和 低 危 组 的 OS， 绘 制

Kaplan-Meier 生 存 曲 线 。 使 用 R 包 “survival ROC”

计 算 受 试 者 工 作 特 征 （ROC） 曲 线 分 析 检 验 独 立

风 险 因 素 预 测 生 存 率 的 敏 感 度 和 特 异 度 ， 评 估 模

型预测准确性。经过多因素 Cox 分析，纳入年龄、

性 别 、 T 分 期 、 N 分 期 、 M 分 期 、 病 理 分 型 、

CDKN2A、 GLS 和 DLAT 等 变 量 ， 采 用 R 包

“regplot” 构 建 HCC 患 者 列 线 图 ， 使 用 R 包 “rms”

进行分析绘制校准曲线。

1.5 与免疫浸润的相关性分析　

利 用 TIMER 数 据 库 （cistrome. shinyapps. io/

timer） [24]研究 CRGs 的表达与 6 种免疫细胞 （CD4+T

细胞、CD8+T 细胞、B 细胞、中性粒细胞、树突状

细 胞 和 巨 噬 细 胞） 丰 度 以 及 免 疫 检 查 点 PDCD1、

CD274、HAVCR2 之间的关系。

1.6 统计学处理　

对 TCGA 中 的 HCC 患 者 进 行 了 描 述 性 统 计 分

析 。 连 续 变 量 用 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 统 计 ， 分

类变量用频率和比例统计。采用 Kruskal-Wallis 秩和

检 验[25] 检 测 HCC 患 者 在 不 同 分 类 的 病 理 分 期 和 组

织学分级中 CRGs 表达的差异。所有统计分析均采

用 R 版本 4.1.1 进行。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 HCC中CRGs的差异表达及基因突变情况　

从 TCGA 下载数据中比较肿瘤和正常组织之间

的差异表达基因，结果显示，19 个 CRGs 中，PDHB、

PDHA1、MTF1、LIPT1、LIPT2、LIAS、GLS、DLD、

DLST、 DLAT、 CDKN2A 和 ATP7A 在 肿 瘤 组 织 中 高

表达；SLC31A1、GCSH、DBT、NLRP3 在肿瘤组织中

低表达，差异具有统计学意义 （均P<0.05）（图1A-B）。

此 外 ， 不 同 基 因 表 达 之 间 的 相 关 性 分 析 发 现

（ 图 1C）， MTF1 与 ATP7A 呈 高 度 正 相 关 （r=

0.729，P<0.001）（图 1D）； 19 个 CRGs 中 NLRP2 的

突变频率最高，为 12% （图 1E）。

2.2 CRGs的功能富集和蛋白-蛋白相互作用（PPI）

分析

为验证 CRGs 的生物学功能，进行 GO 和 KEGG

的功能富集分析。参与的 BP 包括 TAC、柠檬酸代

谢、乙酰辅酶 A 的代谢、TCA 的代谢过程、丙酮酸

对乙酰辅酶 A 的生物合成；参与的 CC 包括线粒体

基 质 、 氧 化 还 原 酶 复 合 物 、 二 氢 脂 酰 脱 氢 酶 复 合

物、TAC 酶复合物、晚期胞内体；参与的 MF 包括

具 有 氧 化 还 原 酶 活 性 ， 作 用 于 供 体 的 醛 或 氧 基 ，

NAD 或 NADP 作为受体、具有转移酶活性的转移酰

基 、 过 渡 金 属 离 子 跨 膜 转 运 体 活 性 、 除 氨 基 酰 基

以 外 具 有 转 移 酶 活 性 的 酰 基 。 KEGG 包 括 TCA 循

环、碳代谢作用、丙酮酸代谢、糖酵解/糖异生和

铂类药物耐药性。通过 PPI 分析 CRGs 的相互作用，

结果显示 DLD、DLST、DLAT 和 PDHA1 是枢纽基因

（图 2）（表 1）。

2.3 CRGs预后模型的构建　

进一步评估 HCC 中 CRGs 表达与预后的关系发

现 ， 在 调 整 年 龄 、 性 别 、 种 族 和 病 理 分 期 后 ， 在

单 因 素 Cox 比 例 风 险 回 归 模 型 中 ， PDHA1 （HR=

1.467， 95% CI=1.036~2.077）、 DLST （HR=1.505，

95% CI=1.063~2.131）、 DLAT （HR=1.689， 95% CI=

1.191~2.396）、 ATP7A （HR=1.432， 95% CI=1.013~

2.024）、CDKN2A （HR=1.790，95% CI=1.262~2.538）

和 GLS （HR=1.592， 95% CI=1.124~2.255） 与 OS 相

关 （均 P<0.05），其过表达与 HCC 患者较差的生存

率相关，显示出致癌因子的特征 （表 2）。

利用 Lasso-Cox 回归分析构建了 HCC 中 CRGs 关

于 OS 的预后模型。以 OS 为结局得到 3 个基因，使

用 其 回 归 系 数 构 建 预 后 评 分 ： 风 险 评 分 =0.22×

DLAT+0.11×CDKN2A+0.03×GLS （图 3）。

以风险评分中位数为临界值，将 TCGA-HCC 队

列 患 者 分 为 高 风 险 组 （n=159） 和 低 风 险 组 （n=

158）。 高 风 险 组 患 者 生 存 时 间 较 低 风 险 患 者 生 存

时 间 缩 短 （图 4A）； Kaplan-Meier 曲 线 显 示 ， 高 风

险 组 生 存 时 间 缩 短 （HR=1.90， 95% CI=1.34~2.70，

P<0.001）（图 4B）； ROC 曲 线 评 价 模 型 预 测 性 能 ，

曲线下面积 （AUC） 在 1 年时达到 0.741，3 年时达

到 0.657，5 年时达到 0.633 （图 4C）。
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图1　HCC 中 CRGs 的表达和基因改变  A-B：在 HCC 和正常组织中 19 个 CRGs 的表达；C-D：CRGs 表达之间的相关性；

E：HCC 中 19 个 CRGs 的突变频率

Figure 1　Expression and genetic alteration of CRGs in HCC  A-B: Expressions of 19 CRGs in HCC and normal tissues; C-D: 

Correlations between the expression of CRGs; E: Mutation frequencies of 19 CRGs in HCC
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图2　TCGA-HCC 患者 CRGs 的 GO/KEGG 富集和 PPI 分析  A：CRGs 参与的 BP；B：CRGs 参与的 CC；C：CRGs 发挥的

MF；D：KEGG 通路；E：HCC 中 CRGs 的相互作用蛋白

Figure 2　GO/KEGG enrichment and PPI analysis of CRGs in TCGA-HCC patients  A: BP associated with CRGs; B: CC 

associated with CRGs; C: MF played by CRGs; D: KEGG pathway; E: Interacting proteins of CRGs in HCC
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表1　CRGs的GO和KEGG的功能富集分析

Table 1　Functional enrichment analysis of GO and KEGG for CRGs

本体

BP
BP
BP
BP
BP
CC
CC
CC
CC
CC
MF
MF
MF
MF
MF
KEGG
KEGG
KEGG
KEGG
KEGG

ID
GO：0006099
GO：0006101
GO：0006084
GO：0072350
GO：0006086
GO：0005759
GO：1990204
GO：0045240
GO：0045239
GO：0005770
GO：0016620
GO：0016903
GO：0016746
GO：0046915
GO：0016747

hsa00020
hsa01200
hsa00620
hsa00010
hsa01524

描述

tricarboxylic acid cycle
citrate metabolic process

acetyl-CoA metabolic process
tricarboxylic acid metabolic process

acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate
mitochondrial matrix

oxidoreductase complex
dihydrolipoyl dehydrogenase complex

tricarboxylic acid cycle enzyme complex
late endosome

oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors, NAD or NADP as acceptor
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors

transferase activity, transferring acyl groups
transition metal ion transmembrane transporter activity

transferase activity, transferring acyl groups other than amino-acyl groups
citrate cycle（TCA cycle）

carbon metabolism
pyruvate metabolism

glycolysis/gluconeogenesis
platinum drug resistance

在对应通路中

的比例

5/19
5/19
5/19
5/19
4/19
12/19
7/19
3/19
3/19
3/19
4/19
4/19
5/19
3/19
4/19
5/17
6/17
4/17
4/17
4/17

校正P

6.39e-08
6.39e-08
6.39e-08
6.39e-08
2.04e-07
5.20e-14
1.58e-10
1.74e-06
2.88e-06

0.015
3.60e-06
4.22e-06
1.36e-04
1.36e-04

0.001
1.44e-07
2.23e-06
1.69e-05
1.14e-04
1.28e-04

表2　CRGs单因素Cox回归分析

Table 2　Univariate Cox regression analysis of the CRGs

特征

SLC31A1（低 vs. 高）

PDHB（低 vs. 高）

PDHA1（低 vs. 高）

LIPT1（低 vs. 高）

DLD（低 vs. 高）

DLST（低 vs. 高）

DBT（低 vs. 高）

LIAS（低 vs. 高）

FDX1（低 vs. 高）

DLAT（低 vs. 高）

GCSH（低 vs. 高）

ATP7A（低 vs. 高）

ATP7B（低 vs. 高）

CDKN2A（低 vs. 高）

GLS（低 vs. 高）

LIPT2（低 vs. 高）

MTF1（低 vs. 高）

NFE2L2（低 vs. 高）

NLRP3（低 vs. 高）

例数（n）

373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373
373

HR（95% CI）
0.728（0.515~1.029）
1.280（0.907~1.807）
1.467（1.036~2.077）
1.268（0.897~1.792）
1.064（0.754~1.501）
1.505（1.063~2.131）
0.845（0.598~1.193）
1.165（0.825~1.645）
0.806（0.571~1.138）
1.689（1.191~2.396）
1.181（0.834~1.673）
1.432（1.013~2.024）
0.807（0.571~1.142）
1.790（1.262~2.538）
1.592（1.124~2.255）
1.105（0.783~1.560）
1.292（0.914~1.826）
1.171（0.827~1.658）
1.252（0.886~1.771）

P

0.072
0.160
0.031
0.179
0.726
0.021
0.339
0.385
0.221
0.003
0.348
0.042
0.226
0.001
0.009
0.570
0.147
0.375
0.203
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2.4 列线图的开发与验证　

为了便于预测模型的临床应用，整合 TCGA 患

者的临床信息和基因特征，采用多变量 Cox 回归将

年龄、性别、T 分期、N 分期、M 分期、病理分型、

CDKN2A、GLS 和 DLAT 纳入来建立列线图 （图 5）。

对 OS 结果采用了鉴别和校准方法 （图 6A）。OS 的

C 指 数 为 0.696 （0.663~0.728）， 反 映 了 列 线 图 相 对

较好的预测性能。同时，校准图显示，在生存 1、

3、 5 年 时 ， 预 测 的 OS 与 观 察 到 的 OS 之 间 具 有 良

好的一致性 （图 6B）。

P

0.009
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图5　铜死亡相关预后生物标志物的单因素和多因素Cox回归分析  A：单因素 Cox 回归分析；B：多因素 Cox 回归分析

Figure 5　 Univariate and multivariate Cox regression of Cuproptosis-Related prognostic biomarkers  A: Univariate Cox 

regression; B: Multivariate Cox regression

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Su
rv

iv
al

 p
ro

ba
bi

lit
y

0
时间

1 000 2 000 3 000
184 65 19 5184 39 17 1低

高
00

低
高

HR=1.90 （1.35-2.70）
P<0.001

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Se
ns

iti
vi

ty
 (T

PR
)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
时间（月）

1 年 （AUC=0.741）3 年 （AUC=0.657）5 年 （AUC=0.633）

2.42.01.61.20.8
3 000
2 000
1 000

0Su
rv

iv
al

 ti
m

e

-2 -1 0 1 2 3

GLS
DLAT

CDKN2A

R
is

k 
sc

or
e

Risk group
 ● 低
 ● 高

Status
 ● 1
 ● 0

A B C

图4　TCGA HCC 患者 CRGs 的临床相关性  A：CRGs 风险评分、生存状态和预后的分布；B：Kaplan-Meier 曲线；C：

ROC 的 1、3、5 年生存期预测

Figure 4　Clinical relevance of CRGs in TCGA HCC patients  A: Distribution of risk score, survival status and prognosis of 
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2.5 HCC 中 CRGs 的表达与免疫浸润水平的相

关性

目前尚不清楚 CRGs 是否会影响肿瘤微环境中

的 免 疫 细 胞 招 募 ， 从 而 影 响 HCC 的 预 后 。 因 此 ，

本 研 究 分 析 了 GLS、 DLAT 和 CDKN2A 与 HCC 中 免

疫 浸 润 的 关 系 。 GLS、 DLAT 和 CDKN2A 的 表 达 水

平与 B 细胞、CD8+T 细胞、CD4+T 细胞、巨噬细胞、

中 性 粒 细 胞 和 树 突 状 细 胞 的 免 疫 浸 润 水 平 均 呈 正

相 关 （均 P<0.05）（图 7）。 结 果 还 显 示 ， HCC 中

GLS 的 表 达 与 PDCD1、 CD274、 HAVCR2 的 表 达 水

平呈正相关 （均 P<0.05）；DLAT 的表达与 CD274 和

HAVCR2 的表达水平相关 （均 P<0.05）；CDKN2A 的

表达与 PDCD1、CD274 和 HAVCR2 的表达相关 （均

P<0.05）（图 8）。

2.6 HCC 在不同病理阶段和组织学分级中 CRGs

的差异表达　

如 图 9 所 示 ， 无 论 肿 瘤 分 期 和 组 织 学 分 级 如

何，GLS、DLAT 和 CDKN2A 的表达均呈上升趋势。

在 肿 瘤 分 期 中 ， GLS、 DLAT 和 CDKN2A 在 Ⅰ 、 Ⅲ 期

的 表 达 水 平 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 均 P<0.05），

CDKN2A 在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期的表达水平差异均有统计学

意 义 （均 P<0.05）（图 9A-C）。 在 组 织 学 分 级 中 ，

除 DLAT 在组织学分级中表达水平差异无统计学意

义外 （P>0.05），GLS、CDKN2A 在 HCC 的组织学分

级中的表达水平存在差异 （均 P<0.05）（图 9D-F）。

以 上 结 果 表 明 ， GLS、 DLAT 和 CDKN2A 的 表 达 水

平可能与 HCC 的不良预后密切相关。
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图7　TIMER数据库中的CRGs表达与免疫浸润的相关性  A：GLS；B：DLAT；C：CDKN2A

Figure 7　Correlation between the expressions of CRGs and immune infiltration in the TIMER database  A: GLS; B: DLAT; 

C: CDKN2A
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图8　HCC 患 者 CRGs 表 达 与 免 疫 检 查 点 （PDCD1、 CD274、 HAVCR2） 表 达 的 相 关 性  A： GLS； B： DLAT； C：

CDKN2A

Figure 8　 Correlations between the expressions of CRGs and the expressions of immune checkpoints (PDCD1, CD274 and 

HAVCR2)  A: GLS; B: DLAT; C: CDKN2A in HCC patients
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3     讨　论 

铜 死 亡 是 最 近 新 发 现 的 一 种 细 胞 内 游 离 铜 积

累 ， 蛋 白 质 脂 化 导 致 细 胞 毒 性 应 激 诱 导 细 胞 死 亡

的 形 式[15]。 目 前 铜 死 亡 在 HCC 中 的 相 关 机 制 研 究

较 少 。 HCC 患 者 发 现 时 间 较 晚 ， 治 疗 潜 力 有 限 ，

病死率高，使开发稳定的预后指标变得非常重要。

本研究基于 TCGA 数据建立了一个包含 3 个基因的

铜 死 亡 相 关 评 分 模 型 预 测 HCC 预 后 ， 高 风 险 评 分

组 HCC 患 者 生 存 期 短 于 低 风 险 评 分 组 。 此 外 ， 风

险 评 分 是 HCC 患 者 独 立 的 预 测 因 子 ， 与 临 床 特 征

和免疫功能密切相关。

本研究通过对 19 个 CRGs 的功能分析，PDHB、

PDHA1、 MTF1、 LIPT1、 LIPT2、 LIAS、 GLS、

DLD、 DLST、 DLAT、 CDKN2A 和 ATP7A 等 大 多 数

基因在 HCC 组织中高表达；LC31A1、GCSH、DBT

和 NLRP3 在 HCC 组 织 中 低 表 达 ， 这 些 结 果 均 未 见

报道。CDKN2A 的表达在细胞周期控制中起作用，

并与多种肿瘤的起源密切相关[26-29]。既往研究[30]显

示，CDKN2A 在子宫内膜癌中表达上调，可能与子

宫 内 膜 癌 的 发 病 机 制 有 关 。 尚 未 有 其 他 研 究 阐 明

CRGs 在 HCC 中的表达和功能。相关分析表明，大

部分 CRGs 之间呈正相关。GLS 和 PDHA1 在促进前

列 腺 癌 患 者 更 大 的 谷 氨 酰 胺 依 赖 方 面 发 挥 了 协 同

作用[31]。此外，PDHA1、PDHB、DLAT 和 DLD 在丙

酮 酸 脱 氢 酶 复 合 物 缺 乏 症 中 发 挥 了 协 同 作 用[32]。

GO 和 KEGG 分析显示，CRGs 在 TCA 循环、碳代谢

作用、丙酮酸代谢、糖酵解/糖异生和铂类药物耐

药性通路中富集，显示 CRGs 对于 HCC 的进展，预

后以及化疗耐药性等方面具有重要意义。

进一步预后分析显示，GLS、DLAT 和 CDKN2A

水平较高的 HCC 患者 OS 较低，表明 GLS、DLAT 和

CDKN2A 是 HCC 潜在的不良预后的生物标志物。有

研究[33] 表明 GLS 可以差异地调节人类癌症的预后。

另一项研究[34]也表明 CDKN2A 可作为人类子宫内膜

癌的预后生物标志物。Chen 等[35]发现 LIPT1 与尿路

上 皮 癌 的 生 存 率 相 关 。 越 来 越 多 的 证 据[36] 表 明 ，

较低水平的 PDHA 表达与肿瘤细胞的有氧糖酵解和

恶 性 程 度 显 著 相 关 。 此 外 ， 本 研 究 进 行 了 Lasso-

Cox 回 归 分 析 ， 建 立 了 一 个 包 括 GLS、 DLAT 和

CDKN2A 等与预后相关的标志物的生存模型，它们

在预测 HCC 患者的预后方面具有良好的表现。

在免疫浸润分析结果显示，CDKN2A、GLS 和

DLAT 的 表 达 与 B 细 胞 、 CD8+T 细 胞 、 CD4+T 细 胞 、

巨 噬 细 胞 、 中 性 粒 细 胞 和 树 突 状 细 胞 等 免 疫 细 胞

的 丰 度 呈 正 相 关 。 有 研 究[37] 报 道 在 HCC 中 ，
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图9　GLS、DLAT和CDKN2A在不同病理特征HCC患者中的表达  A-C：不同病理分期；D-F：不同组织学分级

Figure 9　 Expressions of GLS, DLAT and CDKN2A in HCC patients with different pathological characteristics  A-C: 

Different Pathological stages; D-F: Different histological grades

CDKN2A 的 表 达 与 CD8+T 细 胞 、 CD4+T 细 胞 和 中 性

粒细胞的浸润水平呈正相关，CDKN2A 通过影响肿

瘤 免 疫 微 环 境 促 进 HCC 进 展 。 另 一 项 整 合 生 物 信

息 学 分 析[38] 显 示 ， CDKN2A 与 多 发 性 骨 髓 瘤 中 的

CD4+ 调节性 T 细胞、T 细胞衰竭和中性粒细胞等免

疫 信 号 显 著 相 关 。 也 有 研 究[39] 表 明 ， STAT5 和

CDKN2A/CDKN2B 可 促 进 CD8+T 细 胞 的 增 殖 和 终 末

分 化 。 Colliou 等[40] 则 通 过 相 关 研 究 发 现 ， DLAT 基

因的表达可显著增加肠道 Th17 细胞，从而预防相

关炎症疾病。

综 上 所 述 ， 本 研 究 结 果 对 于 后 续 铜 死 亡 在

HCC 的 基 础 研 究 具 有 一 定 的 参 考 价 值 ， 可 在 一 定

程 度 上 减 少 实 验 中 的 浪 费 。 但 研 究 仍 存 在 一 定 的

局 限 性 ： 第 一 ， 尽 管 筛 选 了 HCC 铜 死 亡 预 后 基 因

并建立了预后模型，但没有进一步验证，这是迫切

需要在未来进行的研究；第二，所采用的芯片数据

虽然已满足研究所需的样本量，但仍有可能因样本

量过少从而导致结果存在一定偏倚；第三，尽管已

经筛选出 HCC 相关的铜死亡基因，但未能阐明其具

体作用机制，这有待后续研究进一步深入挖掘。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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CDKN2A 的 表 达 与 CD8+T 细 胞 、 CD4+T 细 胞 和 中 性

粒细胞的浸润水平呈正相关，CDKN2A 通过影响肿

瘤 免 疫 微 环 境 促 进 HCC 进 展 。 另 一 项 整 合 生 物 信

息 学 分 析[38] 显 示 ， CDKN2A 与 多 发 性 骨 髓 瘤 中 的

CD4+ 调节性 T 细胞、T 细胞衰竭和中性粒细胞等免

疫 信 号 显 著 相 关 。 也 有 研 究[39] 表 明 ， STAT5 和

CDKN2A/CDKN2B 可 促 进 CD8+T 细 胞 的 增 殖 和 终 末

分 化 。 Colliou 等[40] 则 通 过 相 关 研 究 发 现 ， DLAT 基

因的表达可显著增加肠道 Th17 细胞，从而预防相

关炎症疾病。

综 上 所 述 ， 本 研 究 结 果 对 于 后 续 铜 死 亡 在

HCC 的 基 础 研 究 具 有 一 定 的 参 考 价 值 ， 可 在 一 定

程 度 上 减 少 实 验 中 的 浪 费 。 但 研 究 仍 存 在 一 定 的

局 限 性 ： 第 一 ， 尽 管 筛 选 了 HCC 铜 死 亡 预 后 基 因

并建立了预后模型，但没有进一步验证，这是迫切

需要在未来进行的研究；第二，所采用的芯片数据

虽然已满足研究所需的样本量，但仍有可能因样本

量过少从而导致结果存在一定偏倚；第三，尽管已

经筛选出 HCC 相关的铜死亡基因，但未能阐明其具

体作用机制，这有待后续研究进一步深入挖掘。
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