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摘要

你逝
撊安

目 的 ： 线粒体 自 噬和衰老是肿瘤发生发展过程中 的重要病理生理机制 。 然而线粒体

自 噬和衰老相关基因在肺腺癌中 的预后价值 以及其对肺腺癌发生发展的影响 目 前

尚不清楚 。 我们拟通过肺腺癌中线粒体 自 噬和衰老双表型相关的差异表达基因构建

肺腺癌预后模型并探讨其中的 ＤＳＰ 基因对肺腺癌细胞增殖 、 凋亡、 侵袭和迁移的影

响 。

方法 ： 首先 ， 我们使用
”

Ｍｉｔｏｐｈａｇｙ
＂

和
＂

Ａｇｉｎｇ
＂

作为关键词 ， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 、

ＰｕｂＭｅｄ 网站以及分子签名数据库中筛选与线粒体 自噬和衰老表型相关的基因 。 接

着从 ＴＣＧＡ 数据库 中 下载 了 肺腺癌数据集作为测试集 ， 从 ＧＥＯ 数据库 下载

ＧＳＥ １ ００７２ 、 ＧＳＥ３０２ １ ９ 、 ＧＳＥ３ １４ １ 三个数据集作为验证集 。 通过基因表达差异分析 ，

识别 出 与线粒体 自 噬和衰老相关的差异表达基因 。

其次 ， 我们在 ＴＣＧＡ 肺腺癌数据集中使用 Ｌａｓｓｏ 回归方法构建 了预后模型 。 同

时对线粒体 自 噬和衰老相关的差异表达基因进行了ＧＯ 富集分析 、 基因集富集分析

和基因集变异分析 。 此外 ， 还利用单样本基因集富集分析算法和 Ｃ ＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法

来评估每个样本的线粒体 自 噬和衰老相关评分以及和免疫细胞的相关性 。 进
一

步结

合这些评分和临床变量进行 了单因素和多 因素 Ｃｏｘ 回归分析 ， 并构建基于多因素

Ｃｏｘ 回归的临床预测模型 。 通过对肺腺癌单细胞测序数据的分析评估线粒体 自 噬和

衰老相关差异基因在肺腺癌中不同细胞类型上的表达和定位情况 。 利用实时荧光定

量聚合酶链式反应技术和 多重荧光免疫组织化学技术在肺腺癌患者样本中检测这

些基因 的 ｍＲＮＡ 表达水平和蛋 白表达情况 ， 并分析了它们与患者的临床病理特征

和预后的相关性 。

最后 ， 通过 ＣＣＫ－

８ 、 平板克隆 、 流式细胞学 、 划痕和细胞侵袭实验等方法进
一

步分析肺腺癌细胞来源的预后相关基因 ＤＳＰ 对肺腺癌细胞系 Ｈ １ ９７５ 、 Ａ ５４９ 及 Ｈ １ ３９５

增殖、 凋亡 、 侵袭和迁移的影响 。

结果 ：

１ ， 共筛选出 了５６０ 个与线粒体 自 噬和衰老相关的基因 。 利用 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 、

ＧＳＥ １ ００７２ 和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集进行差异表达基因分析 ， 最终确定 了７ 个与肺腺癌

中线粒体 自 噬和衰老相关的差异表达基因 ： ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＮＭＥ １ 、

ＰＡ ＩＣＳ 、 ＰＬＯＤ２ 。

２ ，ＧＯ 富集分析显示 ， 这些基因主要富集于心室肌细胞动作 电位调节 、 细胞－细

胞接触区和细胞－细胞粘附介质活性等生物学过程 。

８
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３ ， 基因集富集分析表明 ， 它们在 ＭＡＰＫ 通路和 ＮＦｋＢ 通路的激活中显著富集 。

４ ， 通过Ｌａｓｓｏ回归分析 ， 确定 了ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＰＬ０Ｄ２这５

个基因用于构建肺腺癌预后模型 ， 该模型在预测肺腺癌患者生存结局方面显示出较

高的准确性 。

５ ， 线粒体 自 噬和衰老基因相关评分在不同样本预后结局间具有显著差异 。 ８ 种

免疫细胞的浸润丰度在高低评分组间具有显著差异 ， 且多数免疫细胞的浸润丰度呈

负相关性 。

６ ， 多 因素 Ｃｏｘ 预后模型表明 ， 线粒体 自 噬和衰老相关基因评分与肺腺癌患者

预后显著相关 ， 且预测效果随时间增长而提高 。

７ ， 实时荧光定量聚合酶链式反应结果显示 ， 和癌旁组织相 比 ， ＤＳＧ２ 在肺腺癌

组织中 的表达显著上调 。

８
，单细胞测序数据集分析揭示 ， ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要在肺腺癌恶性肿瘤细胞中表

达 。

９ ， 多重荧光免疫组织化学染色结果显示 ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要在肺腺癌细胞中表

达 。 在临床相关性分析中 ， ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 在不 同肿瘤分期和分化水平上的表达具有

统计学差异 ， 特别是 ＤＳＰ 在低分化肺腺癌 、 死亡患者组中显著降低 ， 而 ＤＳＧ２ 与之

相反 。

１ ０ ， 在肺腺癌细胞系 （ Ｈ １ ９７５ 、 Ａ ５４９ 及 Ｈ １ ３９５ ） 中进行 ＤＳＰ 的过表达和敲减 ，

通过体外细胞实验证实 ， 过表达 ＤＳＰ 抑制 了肺腺癌细胞的增殖 、 侵袭和迁移 ， 并促

进了肺腺癌细胞的凋亡 ， 而敲减 ＤＳＰ 逆转了 以上结果 。

结论 ： 本研究通过分析首次确定了肺腺癌中线粒体 自噬和衰老相关的 ５ 个关键差异

表达基因 。 这些基因在肺腺癌发生发展中 的表达差异和生物学功能揭示了其潜在的

临床价值 ， 特别是在预后模型构建和肺腺癌细胞功能方面 ， 为肺腺癌的治疗提供了

新的见解和潜在的治疗靶点 。

关键词 ： 线粒体 自 嗤 ， 衰老 ， 肺腺癌 ， 预后模型 ， ＤＳＰ

９
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ＤＳＰｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄｔｈｅ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎ

， ｉｎｖａｓ ｉｏｎ
，ａｎｄ

ｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａｃｅｌ ｌｓａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｅｄａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ
，ｗｈｉ ｌｅｓ ｉ ｌｅｎｃ ｉｎｇＤＳＰ

ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ．

Ｃｏｎｃｌｕｓ ｉｏｎ ：Ｔｈｉ ｓｓｔｕｄｙ
ｈａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｉｖｅｋｅｙ

ｄｉ ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｇｅｎｅｓｒｅ ｌａｔｅｄ

ｔｏｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄａｇｉｎｇ

ｉｎｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅｔｈｒｏｕｇｈａｎａｌｙｓ ｉｓ ．Ｔｈｅ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆ ｔｈｅｓｅ
ｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｏｆ  ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａｒｅｖｅａｌｔｈｅ ｉｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌｖａ ｌｕｅ

，ｅｓｐｅｃ ｉａｌ ｌｙ
ｉｎｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｉｏｎｏｆ

ｐｒｏｇｎｏｓｔ ｉｃｍｏｄｅ ｌ ｓａｎｄ ｔｈｅｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｌａｓｐｅｃｔｓｏｆ  ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａｃｅ ｌ ｌｓ
，ｐｒｏｖｉｄ ｉｎｇ

ｎｅｗ

ｉｎｓ ｉ
ｇ
ｈｔｓａｎｄ

ｐｏｔｅｎｔ ｉ ａ ｌｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉｃｔａｒｇｅｔｓｆｏｒ ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ  ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ：Ｍ ｉ ｔｏｐｈａｇｙ， 
Ａｇｉｎｇ ，

Ｌｕｎｇ 

Ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
，
Ｐｒｏｇｎｏｓ ｔ ｉｃＭｏｄｅ ｌ

，
ＤＳＰ

１２
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前言

肺癌是
一

种具有高发病率和高死亡率的肿瘤 ［
Ｂｒａｙ ｅｔ ａｌ

，

２０ １ ８
］

。 在肺癌的各种病

理亚型中 ， 非小细胞肺癌的 比例接近 ８０－

８５％ ， 其主要有两种亚型 ， 即肺腺癌 （ Ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ， ＬＵＡＤ ）和肺鱗癌 ， 其中ＬＵＡＤ是最常见的类型 ［
Ｅｔｔｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ

， 
２０ １ ５

］
。

尽管近年来诊疗技术不断进步 ， 但 ＬＵＡＤ 患者的预后仍然很差 ， 尤其是癌症晚期患

者 ， 五年生存率仅为 １ ０－

１ ５％
［
Ｓ ｉｅｇｅ ｌ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ２

］
。 虽然手术 、 放疗和化疗是治疗 ＬＵＡＤ

最常用的方法 ， 但它们对延长 ＬＵＡＤ 患者生存期的作用有限
［
Ｚｈｏｕｅｔａｌ

，
２０ １ ８

］
。 在

临床工作 中 ， 相当
一

部分 ＬＵＡＤ 患者在初次就诊时通常就被诊断为晚期 ［
Ｚｅｎｇ

ｅｔａｌ
，

２０２０
］

， 预后很差 。 近年来 ， 随着基因测序等分子生物学技术的普及和新表型的不断

被发现 ， 使得基于此建立
一

种可以预测 ＬＵＡＤ 患者预后的模型及开发新的预后生物

标志物作为靶点来治疗 ＬＵＡＤ 成为可能 。

线粒体 自 噬是 自 噬的
一

种特殊形式 ， 主要负责清除受损或多余的线粒体 ， 以维

持线粒体数量和质量的稳定 ， 从而维持细胞的能量供应和平衡 ［
Ｗａｎｇ ， 

Ｙ．ｅｔ ａｌ
， 
２０２０

１
。

近年来 ， 研究显示线粒体 自噬参与肿瘤的发生发展 ［
Ｓｈａｒｍａ ｅｔ ａｌ

，
２０２ １

］
。 其中 ， 肺癌

的发生也与
一

系列线粒体 自嗤相关基因有关 ［
Ｄｅｎｉｓｅｎｋｏ ｅｔ ａｌ

，
２０２ １

］
。 例如 ： 低 ＡＴＧ５

表达会降低 ＲＡＳ 突变肺癌细胞系的肿瘤生长 ［
Ｇｕｏｅｔａ ｌ

，
２０ １ １

］
， 低 ＰＩＮＫ １ 会改变肿

瘤的能量代谢过程 、抑制非小细胞肺癌对糖酵解相关药物的敏感性 ［
Ｄａｉ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ９

］
。

除此之外 ， 近年来的研究表明有许多基因和信号通路在机体衰老的过程中发生

了 改变 。 目 前 ， 大规模的人群转录组测序分析 己经明确 了部分与衰老相关的基因

［
Ｐｅｔｅｒｓｅｔ ａｌ

，
２０ １ ５

］
， 且研究 已经证实这些基因参与 了癌症的发生发展过程 。 如在三

阴性乳腺癌和前列腺癌中 ， 衰老相关基因与较弱 的免疫浸润和较差的患者生存率有

关 ［
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ

，

２０２０
］

， 这表明衰老相关基因可能与肿瘤的免疫治疗反应相关 。 研宄人

员在黑色素瘤和非小细胞肺癌患者的基因组突变数据中观察到 ， 在这两种肿瘤中存

在衰老突变基因的患者预后较差 ［
Ｃｈｏｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２ １

］
。

随着年龄的增长 ， 细胞的线粒体 自 噬能力会逐渐下降 ， 导致受损线粒体的积累 ，

从而加速细胞老化和组织功能的衰退 。 研究表明 ， 激活线粒体 自 噬可以延缓老化过

程 ， 减少与年龄相关的疾病风险 ， 说明线粒体 自噬在调节衰老和维持细胞稳态中扮

演着重要角色 ， 也说明二者之间存在着密切的联系 ［
Ｗａｎｇ ，

Ｙ．ｅｔ ａｌ
，
２０２０

］
。

上述研宄表明 ， 线粒体 自噬和衰老相关基因之间存在密切联系且在肿瘤的发生

发展中发挥着重要作用 。 虽然有研究分别利用线粒体 自 噬和衰老相关基因构建了预

测模型 ， 分别用于预测 ＬＵＡＤ 患者的预后和免疫浸润
［
Ｄａｉｅｔａｌ

，
２０２２

；Ｚｈａｎｇｅｔａ ｌ
，

２０２２
］

， 也取得了较好的预测效果 ， 但这些研宄所涉及的基因数量偏多 ， 不利于确定

具体的作用靶点 。 并且同时利用线粒体 自 噬和衰老双表型相关基因构建 ＬＵＡＤ 预后

１ ３
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模型的相关研宄 目 前尚未见报道 。 因此 ， 在本论文中 ， 我们利用生物信息学技术对

公共数据库进行了数据分析 ， 确定 了与线粒体 自 噬和衰老双表型相关的差异基因并

通过这些基因结合临床病理因素构建 了ＬＵＡＤ 的临床预后模型 ， 并分析 了线粒体 自

噬和衰老双表型相关的基因与 ＬＵＡＤ 预后和免疫浸润等的潜在相关性 。 最后我们在

本院 自 己患者的数据上对线粒体 自 噬和衰老双表型相关的基因进行 了表达和定位

的验证 ， 发现 ＤＳＰ 基因表达和定位于肺腺癌细胞上并与肺腺癌的分化及临床病理分

期密切相关 ， 因此后续实验中就 ＤＳＰ 基因对 ＬＵＡＤ 细胞的作用进行了初步探索 。

综上 ， 我们的研究可能有助于阐 明线粒体 自 噬和衰老双表型相关差异基因在

ＬＵＡＤ 发病和患者预后过程中 的作用 ， 并为开发 ＬＵＡＤ 新的预后标志物和治疗靶点

提供新的方向和理论依据 。

１４
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实验材料

一

， 主要实雜剂

试剂


ｒｍ


渔


无水乙醇国药集团化学试剂有限公司 １ ０００９２ １ ８３

环保型脱蜡液ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ １ １ ２８

朽
１

檬酸抗原修复液ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ １ ２０２

（ ＰＨ６ ．０
）

ＥＤＴＡ抗原修复液ＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
ＬｔｄＧ １ ２０３

（
ＰＨ９ ．０

）

ＥＤＴＡ抗原修复液ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，

Ｌｔｄ ．Ｇ １ ２０６

（ ＰＨ８ ．０
）

ＰＢＳ缓冲液ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，

Ｌｔｄ ．Ｇ０００２

组织 自发荧光淬灭剂ＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ １ ２２ １

牛血清 白蛋 白ＢＳＡＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．ＧＣ３０５０ １ ０

兔血清Ｗｕｈ如Ｓｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，

Ｌｔｄ ．Ｇ １ ２０９

３％过氧化氢消毒液山 东安捷高科消毒科技有限公司

ＤＡＰＩ染色试剂ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌ ｔｄ ．Ｇ １ ０ １ ２

抗荧光淬灭封片剂ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ １４０ １

无菌ＰＢＳＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ４２５０

ＴＢＳＴＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．Ｇ０００４

ＣＡＶ－

１ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司 １ ６４４７－

１
－ＡＰ

ＤＳＧ２ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司 ２ １ ８ ８０－

１
－ＡＰ

ＤＳＰ抗体ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，

Ｌｔｄ ．ＧＢ １ １ ３４９ １

ＭＹＨ １ １抗体ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
Ｃｏ ．

，

Ｌｔｄ ．ＧＢ １ ５０ １ １

ＰＬＯＤ２ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司 ２ １ ２ １ ４－

１
－ＡＰ

山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体Ｂ ｉｏＶｉｓ ｉｏｎ 公司 ６９２７－

１ ００

蛋 白提取液ＭｅｄｉｃａｌＤ ｉｓｃｏｖｅｒｙ
ＬｅａｄｅｒＭＤＬ９ １２０ １

蛋 白酶抑制剂Ｍｅｄ ｉｃａｌＤ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ ２８９３

ＢＣＡ蛋 白浓度测定ｋｉ ｔＭｅｄｉｃａ ｌＤ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ ３０５ ３

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ预制胶套装Ｍｅｄ ｉｃａ ｌＤ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ １ ９ １ ９

ｋｉ ｔ

蛋 白分子量 ｍａｒｋｅｒ苏州博奥龙科技有限公司


ＢＰ０６ １ ９３Ｓ

１ ５
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^

二抗Ｍｅｄ ｉｃａ ｌＤ ｉｓｃｏｖｅｒｙ

ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ ２５６５

蛋 白裂解液碧云天生物技术有限公司 Ｐ００ １ ３

Ａｃｔ ｉｎ抗体Ａｆｆｉｎｉｔｙ

ＤＳＧ２抗体 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ２ １ ８ ８０－

１
－ＡＰ

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭ ｉｘ
（
２Ｘ

）ＵＥ Ｓ２００８

ｃＤＮＡ合成试剂盒Ｔａｋａｒａ ＲＲ０４７Ａ

Ｔｒｉｚｏｌ Ｇｅｎｅｂｅｔｔｅｒ ＲＯ １ １ 

－

１ ００

引物南京金斯瑞生物

Ｃｅ ｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ

－８Ｆ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＤＣＭ７ １ ２２

结晶紫染液ＭｅｄｉｃａｌＤ ｉｓｃｏｖｅｒｙ

ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ １ ６２６

ＰＢ ＳＭｅｄｉｃａ ｌＤ ｉｓｃｏｖｅｒｙ
ＬｅａｄｅｒＭＤ９ １ １ ７０２

甲醇西陇科学 １ ７ １ ００９ １

胰酶 Ｇ ｉｂｃｏ ２５２００－０７２

细胞凋亡检测试剂盒四正柏生物


ＦＸＰ０ １ ８

二 ， 主要实验器材

名称


ｒｍ


脱水机意大利迪佩斯 （ ＤＩＰＡＴＨ ）Ｄｏｎａｔｅ ｌ ｌｏ

包埋机武汉俊杰电子有限公司 ＪＢ －Ｐ５

抗原修复盒ＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉ ｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＷＧＸＦＨＡ０００８

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

病理切片机上海徕卡仪器有限公司ＲＭ２０ １ ６

微量加样器大龙公司 ， 中 国微量加样器

冻 台武汉俊杰电子有限公司 ＪＢ －Ｌ５

钟摆摇床ＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＳＹＣ－Ｚ １ ００

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

组织摊片机浙江金华市科迪仪器设备有限ＫＤ－Ｐ

公司

电热恒温水浴槽上海
一

恒 恒温设备厂ＨＷＳ －２４

烤箱上海慧泰仪器制造有限公司ＤＨＧ－９ １ ４０Ａ

润旋混合器ＷｕｈａｎＳｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＭＶ－

１ ００



Ｃｏ ．

， 
Ｌｔｄ ．

 

１６
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

冰箱青岛海尔股份有限公司ＢＣＤ －

１ ９２ＴＧＮ

ＮＣ膜 （ ０ ．２２ｐｍ ）ＧＶＳ ， 美国 １ ２ １ ５４５８

载玻片ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＧ６０ １ ２

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

掌上离心机ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＭＳ６０００

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

盖玻片江苏世泰实验器材有限公司 １ ０２ １ ２４３２Ｃ

３ＭＭ滤纸Ｗｈａｔｍａｎ ， 英国 ３０３０８６ １

微波炉格兰仕微波炉电器有限公司Ｐ７０Ｄ２０ＴＬ－Ｐ４

避光湿盒ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＳＩＢ －２０Ｆ

Ｃｏ”
Ｌｔｄ ．

移液器ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＳＰＩＰ

Ｃｏ ．

，
Ｌｔｄ ．

组化笔ＷｕｈａｎＳｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙＧ６ １ ００

Ｃｏ ．

，
Ｌ ｔｄ ．

正置荧光显微镜日本尼康ＮＩＫＯＮ ＥＣＬ ＩＰＳＥＣ ｌ

脱色摇床海门其林贝尔仪器制造公司ＴＳ －

１ ００

扫描仪 ３ＤＨ ＩＳＴＥＣＨ Ｐａｎｎｏｒａｍ ｉｃＭ ＩＤ Ｉ

微量移液器大龙公司 ， 中 国

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪Ｌｏｎｇｅｎｅ Ｑ２０００Ｂ

电泳仪北京百晶生物技术有限公司ＢＧ－

ｓｕｂＭＩＤＩ

荧光定量 ＰＣＲ 管Ａｘｙｇｅｎ ＳＱ９６０４

超微量分光光度计北京美林恒通 ＳＭＡ １ ０００

ｌｍ ｌ 无 ＲＮａｓｅ 袋装吸头Ａｘｙｇｅｎ

２００ｕ ｌ无ＲＮａｓｅ袋装吸头Ａｘｙｇｅｎ

１ ０ｕ ｌ 无 ＲＮａｓｅ 袋装吸头Ａｘｙｇｅｎ

低温离心机 ＬＡＢＧＩＣ ， 中 国 ＣＦ １ ５２４Ｒ

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳系统Ｂ ＩＯ －Ｒａｄ ， 美国ｍｉｎｉ
－ＰＲＯＴＥＡＮ？

ＴｅｔｒａＣｅ ｌｌｗｉｔｈｍｉｎｉ

Ｔｒａｎｓ
－Ｂ ｌｏ ｔ？ Ｍｏｄｕｌｅ

凝胶成像系统ＵＶＰ ， 美国 ＧｅｌＤｏｃ－Ｉｔ３ １ ０

化学发光成像系统ＣＬＩＮＸ 勤翔 ， 中 国ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６ １ ００

离心机恒诺仪器ＡＸＴＧＬ １ ６Ｍ
—－
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^

酶标仪 Ｂ ＩＯ－ＲＡＤ ５５０

移液器 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ


显微镜ＮＯＶＥＬＸＳ －２ １ ００

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ小室ＣＯＳｔａｒ ３４２２

流式细胞仪 ＢＥＮＭＤ ＩＡＧ Ｂ ｅａｍＣｙｔｅ－

１ ０２６

１ ８
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

实验方法

一

， 数据下载

我们通过 Ｒ 语言中 的 ＴＣＧＡｂ ｉｏ ｌｉｎｋｓ 包
［
Ｃｏｌａｐｒｉｃｏｅｔａｌ

，
２０ １ ６

］
从肿瘤基因组计划

（ Ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｏｍｅａｔ ｌａｓ ， ＴＣＧＡ

；ｈｔｔｐｓ ： ／／ｐｏｒｔａｌ ．ｇｄｃ ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／ ） 中下载ＬＵＡＤ数据

集 （ ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ ） 并作为测试集进行分析 ， 排除缺少临床信息的数据样本后 ， 共

得到 ５９８ 例具有临床信息的 ＬＵＡＤ 样本的测序数据 ， 其中包括 ５９ 例癌旁正常样本

和 ５３ ９ 例肺腺癌肿瘤样本的测序数据 。 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 中 的数据被转换成了ＦＰＫＭ 格

式 ， 关 联 的 临 床 信 息 来 源 于 ＵＣＳＣＸｅｎａ 数 据 库 ［
Ｇｏ ｌｄｍａｎｅｔａ ｌ

，２０２０ Ｊ

（ ｈｔｔｐ ： ／／ｇｅｎｏｍｅ ．ｕｃｓｃ ． ｅｄｕ ） ， 详细的数据集描述参见表 １ 。

表 １ ．ＴＣＧＡ 数据集中 ＬＵＡＤ 患者的临床特征


临床特征总计 （
％

）

Ｔ 分期

Ｔ １ １ ７６
（
３ ２ ． ８％

）

Ｔ２ ２９２
（
５４ ． ５％

）

Ｔ３ ４９
（
９ ． １％

）

Ｔ４ １ ９
（
３ ． ５％

）

Ｎ 分期

ＮＯ ３５０
（
６６ ． ９％

）

Ｎ １ ９７
（

１ ８ ． ５％
）

Ｎ２ ７６
（

１ ４ ． ５％
）

Ｍ 分期

Ｍ０ ３６５
（
９３ ．６％

）

Ｍ ｌ ２５
（
６ ．４％

）

肿瘤分期

ＳｔａｇｅＩ ２９６
（
５５ ． ７％

）

１９
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

临床特征总计 （
％

）

Ｓ ｔａｇｅＩ Ｉ １ ２５
（
２３ ． ５％

）

Ｓｔａｇｅｍ ８４
（

１ ５ ． ８％
）

Ｓ ｔａｇｅＩＶ ２６
（
４ ．９％

）

性别

女 ２ ８９
（
５３ ．６％

）

男 ２５０
（
４６ ．４％

）

年龄

＜＝ ６５ ２５ ７
（
４９ ．４％

）

＞ ６５ ２６３
（

５ ０ ．６％
）

总体生存期

生存 ３４７
（
６４ ．４％

）

死亡 １ ９２
（
３ ５ ． ６％

）

疾病特异性生存期

生存 ３ ８３
（
７６ ． １％

）

死亡 １ ２０
（
２ ３ ．９％

）

无进展间隔期

无进展 ３ １ ３
（
５ ８ ． １％

）

另外我们还从基因表达综合数据库 （Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ Ｏｍｎ ｉｂｕｓ
， 
ＧＥＯ ）［

Ｂａｒｒｅｔｔ ｅｔ

ａｌ
，２００７ ］使用 Ｒ 包 ＧＥＯｑｕｅｒｙ［

Ｄａｖ ｉｓｅｔａｌ
，２００７ ］下载了ＬＵＡＤ 患者的表达谱数据集

ＧＳＥ １ ００７２
［
Ｌａｎｄ ｉ ｅｔ ａ ｌ

，
２００８

］
， ＧＳＥ３０２ １ ９

［
Ｌａｎｄ ｉｅｔ ａ ｌ

， 
２００８

］
和ＧＳＥ３ １ ４ １

［
Ｂ ｉ ｌｄ ｅｔ ａ ｌ

，
２００６

］
，

数据集ＧＳＥ １ ００７２ ，ＧＳＥ３０２ １ ９和ＧＳＥ３ １ ４ １均来 自Ｈｏｍｏ ｓａｐ ｉｅｎｓ ，ＧＳＥ １ ００７２数据集

的样本为 ＬＵＡＤ 患者的肿瘤组织和对应匹配的非肿瘤组织的芯片表达谱样本 ， 共

１ ０７ 例样本 ： 包含 ５ ８ 例 ＬＵＡＤ 肿瘤组织样本和 ４９ 例对应匹配的非肿瘤组织样本 ，

２０
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

数据平台为 ＧＰＬ９６［
ＨＧ－Ｕ １ ３ ３Ａ

］
；ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集的样本为肺癌患者的肿瘤组织

和对应匹配的非肿瘤肺组织芯片表达谱样本 ， 共 ３０７ 例样本 ： 包含 ８５ 例 ＬＵＡＤ 肿

瘤组织样本 ， ３９ 例基底肺癌肿瘤组织样本 ， ２４ 例肺类癌肿瘤组织样本 ， ３ 例肺大细

胞癌肿瘤组织样本 ， ５６ 例肺大细胞神经 内分泌癌肿瘤组织样本 ， ２ １ 例小细胞肺癌

肿瘤组织样本 ， ６ １ 例肺鱗状细胞癌肿瘤组织样本 ， ４ 例组织学未知肺癌肿瘤组织样

本和 １ ４ 例对应匹配的非肿瘤肺组织样本 ， 数据平台为 ＧＰＬ５ ７０［
ＨＧ－Ｕ １ ３ ３

＿

Ｐ ｌｕｓ
＿

２
］

；

ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集的样本为 ＬＵＡＤ 患者的肺癌肿瘤组织的芯片表达谱样本 ， 共 １ １ １ 例

样本 ： 包含 ５ ８ 例 ＬＵＡＤ 肿瘤组织样本和 ５３ 例肺鳞状细胞癌肿瘤组织样本 ， 数据平

台为ＧＰＬ５ ７０
［
ＨＧ－Ｕ １ ３ ３

＿

Ｐｌｕｓ
＿

２
］

。

数据集探针名注释均使用芯片 ＧＰＬ 平台文件 。 我们将数据集 ＧＳＥ １ ００７２ 中 ５ ８

例 ＬＵＡＤ 肿瘤组织样本和 ４９ 例非肿瘤组织样本的表达谱数据纳入后续分析 。 数据

集 ＧＳＥ３０２ １ ９ 中 ８５ 例 ＬＵＡＤ 肿瘤组织样本和 １ ４ 例非肿瘤肺组织的表达谱数据纳入

后续分析 。 数据集 ＧＳＥ３ １ ４ １ 中 ５ ８ 例 ＬＵＡＤ 肿瘤组织样本的表达谱数据纳入后续分

析 。 ＧＳＥ １ ００７２ ，ＧＳＥ３０２ １ ９ ，ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集作为验证集进行后续验证 ， 具体数据

集信息见表 ２ 。

表 ２ ．ＬＵＡＤ 数据集列表




ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤＧＳＥ １ ００７２ＧＳＥ３０２ １ ９ＧＳＥ３ １ ４ １

数据平台ＴＣＧＡＧＰＬ９６ＧＰＬ５７０ＧＰＬ５７０

种属人人 人 人

组织肺腺癌肺腺癌肺肿瘤肺肿瘤

ＬＵＡＤ 组织５３９ 例 ５８ 例 ８５ 例 ５ ８ 例

非肿瘤组织５９ 例


４９＾


１ ４＾ ／



ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库 ［
Ｓｔｅ ｌｚｅｒｅｔａ ｌ

，
２０ １ ６

］（ ｈｔｔｐｓ ： ／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ ．ｏｒｇ／ ） 提供了有关

人类基因 的全面信息 ， 我们 以
“

Ｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ
”
一

词作为搜索关键词 ， 仅保留
“

Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

Ｃｏｄｉｎｇ

”

且
“

Ｒｅ ｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ 
＞１ ．０００

”

的线粒体 自 ＿相关基因 。 此外 ， 以
“

Ｍ ｉ ｔｏｐｈａｇｙ

”

作

为搜索关键词在 ＰｕｂＭｅｄ 网站上 已发表文献 ［
Ｃｈｅｎｅｔａｌ

，
２０２ １

；
Ｗａｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２ １

；
Ｚｈｕｏ

ｅｔ ａｌ
，
２０２ １

］中获取线粒体 自 噬相关基因集。 其中 ， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库共包含 ７５９ 个线

粒体 自 噬相关基因 ， ＰｕｂＭｅｄ 网站己发表的文献中共包含 ４３ 个线粒体 自 噬相关基

因 。 此外 ， 以
“

Ｍｉｔｏｐｈａｇｙ

”

作为搜索关键词在分子签名数据库 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓ ｉｇｎａｔｕｒｅｓ

Ｄａｔａｂａｓｅ
，ＭＳ ｉｇＤＢ ；ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ．ｇｓｅａ

－ｍｓ ｉｇｄｂ ．ｏｒｇ
／ ）［

Ｌ ｉｂｅｒｚｏｎｅｔａｌ
，２０ １ ５

］＃Ｓ ｌＪＧＯｂｐ

ｐｏｓ ｉｔｉｖｅｒｅｇｕ ｌａｔｉｏｎｏｆ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｐｏ ｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

，
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ，

ＰＥＮＫ １ 

－ＰＲＫＮ ｍｅｄ ｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｐ
ｈａｇｙ和ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ

参考基因集中共３４

２ １
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个线粒体 自 噬相关基因 ， 经过合并去重复后共获得 了７６ １ 个线粒体 自噬相关基因 。

另外 ， 我们 以
“

Ａｇｉｎｇ

”
一

词作为搜索关键词 ， 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 中仅保留

“

Ｐｒｏｔｅ ｉｎＣｏｄ ｉｎｇ

”

且
“

Ｒｅ ｌ ｅｖａｎｃｅｓｃｏｒｅ＞１ ． ０００
”

， 共得到衰老相关基因９３ ６４个 。 此外 ，

以
“

Ａｇ ｉｎｇ

”

作为搜索关键词在 ＰｕｂＭｅｄ 网站得到 已发表文献
［
Ｈｅｅｔａｌ

，
２０２２

］
中的衰老

相关基因 ３０７ 个 。 此外 ， 以
“

Ａｇ
ｉｎｇ

”

作为搜索关键词在 ＭＳ ｉｇＤＢ 中得到 ＧＯｂｐ ａｇｉｎｇ，

Ｇｏｂｐ
ｍｕ ｌｔｉｃｅｌ ｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎ ｉ ｓｍ ａｇｉｎｇ ，

ＧＯｂｐ
ｍｕｓｃ ｌｅａｔｒｏｐ

ｈｙ， 
ＧＯｂｐ

ｓｋｅ ｌｅｔａｌｍｕｓｃ ｌｅａｔｒｏｐ
ｈｙ，

ＧＯｂｐｓｔｒｉａｔｅｄｍｕｓｃ ｌｅａｔｒｏｐｈｙ，ｃａｌｏｒｉｃｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎｄａｇｉｎｇ ，ａｇｉｎｇｐｒｅｍａｔｕｒｅ
，ＮＡＤ

ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ｓ ｉｒｔｕｉｎｓ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ， 
ｓｏｍａｔｒｏｐｈ ａｘｉｓＧＨ ａｎｄ ｉ ｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈ ｉｐ 

ｔｏ ｄｉｅｔａｒｙ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ａｎｄａｇｉｎｇ ，ＧＯｂｐｒｅｐ ｌ ｉｃａｔｉｖｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ和ＧＯｂｐｃｅ ｌ ｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ参考基因集中共

３２７ 个衰老相关基因 ， 经过合并去重复后共获得 了９４０４ 个衰老相关基因 。

我们将 ９４０４ 个衰老相关基因和 ７６ １ 个线粒体 自 噬相关基因合并取交集后 ， 并

且去除在数据集 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ ， ＧＳＥ １ ００７２ ，ＧＳＥ３０２ １ ９ 探针替换过程中缺少的部分

基因后 ， 最终共获得了５６０ 个肺腺癌中线粒体 自 噬和衰老相关基因 。

二 ， ＬＵＡＤ 相关差异表达基因

为识别出差异基因在 ＬＵＡＤ 中 的潜在作用机制和相关生物学特征和分子通路 ，

我们先使用ｌ ｉｍｍａ包
［
Ｒ ｉ ｔｃｈ ｉｅｅｔａｌ

，
２０ １ ５

］
对数据集ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ ， 数据集ＧＳＥ １ ００７２

和数据集 ＧＳＥ３０２ １ ９ 进行标准化处理 ， 通过差异分析 ， 从 ３ 个 ＬＵＡＤ 数据集中识别

出 了癌症组与正常组之间 的差异表达基因 。 采用
｜

ｌ〇ｇ
ＦＣ

｜

＞ １ 和 Ｐ． ａｄ
ｊ
＜ ０ ． ０５ 作为筛选

标准 ， 选出 了用于进
一

步研宄的差异表达基因 。 在这些基因 中 ， 丨ｏｇＦＣ ＞ ｌ 且 Ｐ． ａｄ
ｊ

＜ ０ ＿０５ 的为表达上调基因 ， 而 ｌｏｇＦＣ
＜ －

ｌ 且 Ｐ． ａｄ
ｊ

＜ ０ ．０５ 的为表达下调基因 。

为得到 ＬＵＡＤ 的线粒体 自 唾和衰老相关差异表达基因 （Ｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄＡｇ ｉｎｇ

ｒｅ ｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙ
ｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄ

ｇｅｎｅｓ ， Ｍ ｉＡｇ
Ｄ￡Ｇｓ ） ， 我们首先将ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据

集 ， ＧＳＥ １ ００７２ 数据集和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集差异分析得到的全部差异表达基因取交

集并绘制韦恩图获得数据集的共同差异表达基因 ， 然后将三个数据集的共同差异表

达基因与 ５６０ 个线粒体 自 噬和衰老相关基因取交集 ， 通过使用 Ｒ 的 ｇｇ ｐ ｌｏ ｔ２ 包创建

火山 图和 ｐｈｅａｔｍａｐ 包绘制热图并展示 了差异分析的结果 。 此外 ， 对交集的差异表

达基因进行了韦恩图的绘制 。

三 ， 构建 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模型

为 了在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中构建 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 预后模型 ， 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数

据集中 ， 我们对数据进行 了Ｌａｓｓｏ回归 （ Ｌｅａｓ ｔ ａｂｓｏ ｌｕｔｅｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄ ｓｅ ｌｅｃｔｉｏｎ ｏｐｅｒａ
ｔｏｒ

ｒｅｇｒｅｓｓ ｉｏｎ ） ， 采用 １ ０ 倍交叉验证和显著性水平 ｐ

＝
０ ．０５ 进行调整 ， 确保了１ ０００ 个

训练周期的稳健性 ， 以有效避免过拟合 。 我们进
一

步将 Ｌａｓｓｏ 回归的结果通过可视

２ ２
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化展示 ， 并通过风险因子图详细分析 了各样本根据风险评分的分类 、 生存结果 以及

各分类中差异表达基因的表达情况 。 我们将 Ｌａｓｓｏ 回 归筛选后的 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 在

ＧＳＥ １ ００７２ 数据集和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集中进行验证 。

为 了确定 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者样本中 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模型高 、 低

风险分组间相关的差异表达基因 ， 通过 ｌ ｉｍｍａ 包
［
Ｒｉ ｔｃｈ ｉｅ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ５

］
， 我们对 ＴＣＧＡ －

ＬＵＡＤ 数据集中的 ＬＵＡＤ 基因表达谱数据进行了差异性分析 ， 采用
｜

ｌ〇ｇＦｑ＞ ｌ 和

Ｐ． ａｄ
ｊ
＜０ ．０５ 的标准识别在高低风险分组 中差异表达的基因 。 表达上调的基因符合

ｌｏｇＦＣ ＞１ 且 Ｐ．ａｄ
ｊ
＜

０ ．０５ ， 而表达下调的基因满足 ｌｏｇＦＣ
＜ －

１ 且 Ｐ．ａｄ
ｊ
＜

０ ．０５ 。 通过 Ｒ

包 ｇｇｐ ｌｏｔ２ ， 我们将这些差异性结果 以火山 图形式呈现 。

四 ， 功能富集分析

我们进行了基因本体论 （
ＧｅｎｅＯｎｔｏ ｌｏｇｙ，

ＧＯ
） ［
Ｙｕｅｔａｌ

，
２０２０

］
富集分析 ， 运用Ｒ包

ｃ ｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉ ｌｅｒ
［
Ｙｕｅｔａｌ

，
２０ １ ２

］
对差异表达基因进行了评估 ， 重点关注生物过程 （

ＢＰ
）
、

分子功能 （
ＭＦ

）和细胞组分 （
ＣＣ

）
。 筛选条件设定为Ｐ． ａｄ

ｊ

＜ ０ ． １和ＦＤＲ值 （ｑ ． ｖａｌｕｅ
）
＜ ０ ．０５ ，

采用Ｂｅｎ
ｊ
ａｍｉｎｉ

－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ（ＢＨ ） 法进行Ｐ值校正 。

五 ， 基因集富集分析

我 们 还 进 行 了 基 因 集 富 集 分 析 （
ＧｅｎｅＳｅｔＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓ ｉｓ

，

ＧＳＥＡ
） ［
Ｓｕｂｒａｍａｎｉａｎｅｔａｌ

，２００５ ］
， 首先将所有基因根据 ｌｏｇＦＣ 值排序并分为高低两

组 ， 然后对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的基因进行富集分析 。 ＧＳＥＡ 的参数设置为 ： 种

子为 ２０２３ ， 计算次数为 １ ０００ 次 ， 每个基因集包含的基因数介于 １ ０ 到 ５００ 之间 。 采

用 Ｂｅｎ
ｊ
ａｍ ｉｎ ｉ

－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ（ ＢＨ ） 法 进 行 Ｐ 值 校 正 ， 并 从 ＭＳ ｉｇＤＢ 中 选 取 了

ｃ２ ． ｃｐ ．ａ ｌ ｌ ．ｖ２０２２ ． １ ．Ｈ ｓ ． ｓｙｍｂｏ ｌ ｓ ．ｇｍｔ基因集进行分析 ， 显著富集的基因集符合 Ｐ．ａｄ
ｊ 

＜０ ．０５

和ＦＤＲ值
（ｑ ．ｖａｌｕｅ

）
＜

０ ．２ ５的标准 。

六 ， 高低风险分组间的基因集变异分析

在进行基因集变异分析 （ＧｅｎｅＳｅｔＶａｒｉａｔｉｏｎ Ａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ， ＧＳＶＡ ） 时 ， 我们采用 了

Ｗａｎｇ 等 ［
Ｗａｎｇ

ｅｔ ａｌ
，
２０ １ １

］
描述的非参数和无监督方法 。 这

一

分析技术主要通过转换

不同样本之间 的基因表达量矩阵为样本间的基因集表达矩阵 ， 用 以评估不同生物通

路的富集程度 。 对于 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的高低风险分组 ， 我们从 ＭＳ ｉｇＤＢ 选

取了
“

ｈ ．ａｌ ｌ ．ｖ７ ．４ ． ｓｙｍｂｏ ｌｓ ．ｇｍｔ

”

基因集来执行 ＧＳＶＡ ， 以探宄不同风险分组间通路的富

集差异 ， 并计算 ＧＳＶＡ 结果中 的富集通路在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低表达分组间

样本的功能差异 ， Ｐ．ａｄ
ｊ

＜０ ．０５ 被认为具有统计学意义 。

２３
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七 ， 基于 ＴＣＧＡ 数据集的线粒体自噬和衰老表型评分计算

单样本基因集富集分析 （ ｓ ｉｎｇ
ｌｅ－

ｓａｍｐ ｌｅ
ｇｅｎｅ

－

ｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａ ｌｙｓ ｉｓ ；ｓｓＧＳＥＡ ）

算法可以量化数据集样本中每个基因 的相对丰度 。 为识别 出 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 在 ＬＵＡＤ

中 的潜在作用机制和相关生物学特征及通路情况 ， 我们使用 Ｒ 语言 ＧＳＶＡ 包

［
Ｈａｎｚｅ ｌｍａｎｎｅｔａｌ

，
２０ １ ３

］
通过 ｓｓＧＳＥＡ 算法依据 ＴＣＧＡ 数据集中每个样本的 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧｓ 的表达矩阵计算 了 数据集 中每个样本的线粒体 自 噬和衰老表型相关评分

（Ｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄＡｇｉｎｇ

ｒｅ ｌａｔｅｄｓｃｏｒｅｓ
，Ｍ ｉＡ

ｇＳｃｏｒｅｓ ） 。 然后我们将
ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数

据集 ＬＵＡＤ 患者样本 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 根据中位数分成高 、 低评分两组 。

八 ， 免疫浸润分析

利用 Ｃ ＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法 ［
Ｃｈｅｎｅｔ ａｌ

，

２０ １ ８
］

，

一

种基于线性支持向量回归原理的技

术 ， 我们对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的转录组表达矩阵进行 了反卷积分析 。 此方法允

许我们从混合细胞样本中估算出各种免疫细胞的比例和丰度 。 我们上传了具有不同

Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ分组的矩阵数据至Ｃ ＩＢＥＲＳＯＲＴ网站 （ ｈｔｔｐｓ ： ／／ｃ ｉｂｅｒｓｏｒｔｘ ． ｓｔａｎｆｏｒｄ ． ｅｄｕ／ ） ，

并使用 ＬＭ２２ 标记基因矩阵来筛选出免疫细胞富集得分高于零的样本 ， 从而获得并

展示 了详细的免疫细胞浸润丰度矩阵 。 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 高低分组

样本间免疫细胞的浸润丰度差异通过 ｂｏｘｐ ｌｏ ｔ 图进行展示 。 我们通过使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ

算法分析了ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中不同免疫细胞之间 的相关性 ， 并利用 Ｒ包 ｇｇｐ ｌｏｔ２

进行 了 图形化展示 。 此外 ， 我们还探讨 了 免疫细胞与 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧｓ 之间的相关性 ，

并使用 Ｒ 包 ｇｇｐ
ｌｏ ｔ２ 生成 了相关性散点 图 以便于结果的可视化 。

九 ， 预后临床相关性分析

在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中我们依据 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 高低分组构建多 因素 Ｃｏｘ 模

型 。 首先对 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧｓ 预后模型的 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 和临床变量进行单因素 Ｃｏｘ 回归

分析 ， 接着将所有变量引入多因素 Ｃｏｘ 回 归分析中 以构建多变量 Ｃｏｘ 模型 。 基于这

些多因素 Ｃｏｘ 回归分析的结果 ， 我们使用 Ｒ 包 ｒｍｓ 来制作列线图 （ 即 ｎｏｍｏｇｒａｍ

图 ） ， 旨在直观展示模型预测结果 。 我们使用 的 ｎｏｍｏｇｒａｍ 图
［
Ｐａｒｋｅｔ ａｌ

，２０ １ ８
］
是
一

种在直角坐标系上通过多条不相交的线段展示多个独立变量间 函数关系 的方法 。 此

图基于多 因素回归分析 ， 采用特定的标尺评分系统来表征模型中各个变量的重要性 ，

并据此计算总评分以预测事件的发生概率 。

为 了 评价 多 因 素 Ｃｏｘ 模 型 的 准确性和 分辨 力 ， 我们 应用 了 校准 曲 线 图

（ Ｃａ ｌ ｉｂｒａｔ ｉｏｎ 图 ）
［
Ｐｅｒｋ ｉｎｓｅｔ ａｌ

，
２０ １ ９

］
， 该图通过比较实际概率与模型预测概率的拟

合程度来分析模型的预测效果 。 最后我们利用决策曲线分析 （ Ｄｅｃ ｉ ｓ ｉｏｎ ｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓ ｉｓ ，

２４
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ＤＣＡ ） ［
Ｖａｎ Ｃ ａ ｌ ｓ ｔｅ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ

，
２０ １ ８

］
， 这是

一

种简洁的方法 ， 用于评估临床预测模型 、 诊

断试验和分子标记物的有效性 ， 通过 ＤＣＡ 图评估模型的准确性和分辨力 。 我们用

（１ 包 ８８〇０八 ｜

１＾３１３ １１ １１＾ ３ １
，
２ ０ １ ９

］
绘制 ００八 图对 多 因素 （：〇＼ 模型的效果进行评

估 。 预后模型构建的技术路线图如 图 １ 所示 。

， ｒ

广
ｓ

广
＼

（



＼
—

Ｇ Ｓ Ｅ １ ００ ７ ２ Ｇ Ｓ Ｅ３０２ １９ ＴＣＧＡ －

ＬＵＡＤ

（肿 痼 ： ５ ８ ： 非肿 涵 ： ４９ ｝ （肿 痼 ： ８ ５ ： 非肿瘤 ： １４ １ （肿钲 ５ ３ ９
，

非肿痴 ： ５９ ）

＼
ｙＶ ．

ｙ＼ ^

？Ｍ

”

共同差 异表达蟇 因

ｆ



＼
^

线粒体 自唼和衰老相 关基 因
？



线粒体 自嗟和衰老相 关差异萋 因一？ 基 因 集 ＊ 集分析

＞Ｖ

ｆＳ ／
■

Ｓ
￣

Ａ

 ？ 验证隼＜ 差异表达分析？ 测试樂


／－／？

 ？ＧＯ 分析




单样本基 因 集 富 集分析＾



ｆ
—

＼ ｆ
 ＇

＇

＾ ， ，

 ＬＡＳ ＳＯ 回归分析 ？ 基 因 集 变 异分析

Ｃ〇ｘ ｜ ？／ 猶 自《嫩

归分析
天扣

＼

＼


／


： ：




免疫沒消分析后分析

＿

ｆ ＼厂
、

Ｇ Ｓ Ｅ３ １ ４１＾ｉ

５ ８ ）
 验证 集

＾
测试集

Ｉ
 ！

）

图 １ ． 线粒体 自 噬和衰老相关基因构建 ＬＵＡＤ 预后模型 的技术路线 图

十 ， 入组 ＬＵＡＤ 患者选择

本论文 中 的 相关组织取材和 回顾性研究得到 了 中 国 医学科学院肿瘤医院伦理

委员会的批准 （ ＮＣＣ ２ ０ １ ９Ｃ －

１ ６７ ） 。 我们回顾性地收集 ２ ０ １ ８ 年 １ 月 －

１ ２ 月 于我院胸外

科手术的患者 １ １ ０ 例 。 患者的入组标准为 ： １ ， 石蜡病理结果证实为肺腺癌 ；
２ ，２０ １ ８

２ ５
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年间在我院首次就诊并接受手术治疗 ；
３ ， 术后每年都有随访记录 。 排除标准为 ： １ ，

未实施手术的患者 ；
２ ， 存在其他合并癌症或严重的基础疾病 ；

３ ， 基本临床资料不

完整或丢失或失访 ； ４ ， 术后病理示病理类型为其他类型的肺癌 。 最终共 ９６ 名患者

（ ４ 例术后病理合并其他类型的肺癌 ；
８ 例患者失访 ；

２ 例患者临床资料不完整 ） 被

纳入后续的分析用于多重荧光免疫组织化学实验的验证 。

我们选取了２０２２ 年就诊于我院的 ３０ 例 ＬＵＡＤ 患者的新鲜肺腺癌组织和癌旁

组织各 约 ３０ｍｇ 用 于 实 时 荧 光 定量 聚合 酶链式反应 （ ＲｅａｌＴ ｉｍｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ
，
ＲｅａｌＴ ｉｍｅ

－

ｑＰＣＲ ） 。 患者的入排标准同上 。 最终共２２名

患者 （ ５ 例术后病理合并其他类型的肺癌 ；
３ 例术前合并其他类型的癌症 ） 纳入最终

分析 。

￣

＼

－一

， Ｒｅａｌ
－Ｔ ｉｍｅ

ｑＰＣＲ实验

１ ， 引物序列


基因名称


基因序列


ＣＡＶ １
－Ｆ ＧＣＧＡＣＣＣＴＡＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣ

ＣＡＶ １
－ＲＡＴＧＣＣＧＴＣＡＡＡＡＣＴＧＴＧＴＧＴＣ

ＤＳＧ２－Ｆ ＣＴＡＡＣＡＧＧＴＴＡＣＧＣＴＴＴＧＧＡＴＧＣ

ＤＳＧ２ －Ｒ ＧＴＧＡＡＣＡＣＴＧＧＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴ

ＤＳＰ－Ｆ ＧＣＡＧＧＡＴＧＴＡＣＴＡＴＴＣＴＣＧＧＣ

ＤＳＰ－Ｒ ＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＴＣＴＧＧＴＴＣＴ

ＭＹＨ １ １
－Ｆ ＣＧＣＣＡＡＧＡＧＡＣＴＣＧＴＣＴＧＧ

ＭＹＨ １ １
－Ｒ ＴＣＴＴＴＣＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＣＣＴＴＣ

ＰＬＯＤ２ －Ｆ ＣＡＴＧＧＡＣＡＣＡＧＧＡＴＡＡＴＧＧＣＴＧ

ＰＬＯＤ２ －ＲＡＧＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＣＴＣＡＡＴＡＡＡＡＡ

ｐ
－ａｃｔ ｉｎ－Ｆ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ



ｐ
－

ａｃｔｉｎ－Ｒ


ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ


２ ， 实验步骤

（ １ ）ＲＮＡ 提取

１ ） 将 Ｔｒｉｚｏ ｌ 裂解液转移到 ＥＰ 管中 ， 室温
（

１ ５ －３０
°

Ｃ
）静置 ５ 分钟 。

２ ） 向 ＥＰ 管中添加 ０ ．２ ｍＬ 的氯仿 ， 紧闭盖子并颠倒混匀 １ ５ 秒 ， 在室温 （
１ ５

－

３０
°

〇

下放置 ２ －３ 分钟 ， 之后在 ２－ ８
°

Ｃ 下 以 １ ２
，
０００ ｇ 的速度离心 １ ５ 分钟 。

３ ） 轻取上层水相 ， 转移到新的 ＥＰ 管中 ， 按每 １ｍＬＴｒ ｉｚｏ ｌ 添加 ０ ． ５ｍＬ 异丙醇

２６
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的 比例加入异丙醇 ， 室温
（

１ ５ －３０
°

Ｃ
）
放置 １ ０ 分钟后在 ２ －

８
°

Ｃ 下 １ ２
，
０００

ｇ 离心 １ ０

分钟 。

４ ） 去除上清液 ， 每 ｌ ｍＬ Ｔｒｉｚｏ 丨 加入 ｌ ｍＬ ７ ５％乙醇进行洗涤 ， 经涡旋混合后在

２ － ８
０
Ｃ 下 ７

，
５００

ｇ 离心 ５ 分钟 ， 去除上清 。

５ ） 允许 ＲＮＡ 沉淀在室温下 自然干燥后 ， 用 Ｒｎａｓｅ－ｆｒｅｅ 水溶解 。

６ ） 使用紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的纯度和完整性 ， 并将其

在 －８０
°

Ｃ 超低温冰箱中保存 。

（ ２ ）ｃＤＮＡ 模板的合成

１ ） 在无核酸酶的微量离心管 中配置Ｒｅａｌ
－Ｔｉｍｅ

ｑＰＣＲ反应体系 －

１（ ２０ 叫 ）

组分


体积

５ ｘｇ
ＤＮＡ ＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ２

 ［

ｘｌ

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １
ｐ

ｉ

总 

ＲＮＡ＜ １
＾

ｉｇ

灭菌蒸馏水补足至 １ ０
０

轻轻混合后在４２
°
Ｃ孵育 ２分钟或室温孵育两次５分钟 。 短暂离心后 ， 加入反应体系

＿２（ ２０ 以 ） 组分 ：





体积

步骤 １ 的反应液 Ｉ Ｏ
ｊ

ｊ！

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ＥｎｚｙｍｅＭ ｉｘＩ １

ＲＴＰｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ １

５ 

ｘ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２ ４

ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２０ ４

２ ） 在３ ７
°

Ｃ孵育１ ５ｍ ｉｎ 。

３ ）在 ８５
°

Ｃ加热 ５秒 以终止反应 。之后将 ｃＤＮＡ产物稀释三倍 ， 直接用作ｑ
－ＰＣＲ的模板 。

（ ３ ） 样本检测

反应所用 ＲｅａｌＴｉｍｅ
ｑＰＣＲ 引物的量根据不同 ＲｅａｌＴｉｍｅ

ｑＰＣＲ 试剂盒的说明进行调

整 ， 以 ＵＥ 公司 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭ ｉｘ
（
２Ｘ

）定量 ＰＣＲ 为例 。

１
） 按下列组分配制反应液 。

 

使用量

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭ ｉｘ
（
２Ｘ

） １ ０
 ｌ

＿ｉＬ

模板 （
ｃＤＮＡ 溶液） １

ｎＬ

ＲｅａｌＴｉｍｅ
ｑＰＣＲ正 向 引物 （

１ ０ｐＭ）

＊０ ． ８
ｐＬ

ＲｅａｌＴｉｍｅ
ｑＰＣＲ反向 引物 （

１ ０
｜
ｉＭ

）

＊０ ． ８

２７
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ｄＨ ２Ｑ


Ｕｐ
ｔｏ２０

＾
ｉＬ

２
）
ＲｅａｌＴ ｉｍｅ

ｑＰＣＲ 反应 ， 反应条件如下 ：

预变性９５
°

Ｃ３０ｓ ， 再执行 （
９５

°

Ｃ１ ０ ｓ
，
６０

°

Ｃ３０ ｓ
，
７２

°

Ｃ３０ｓ
）共４０个循环 ，

３
） 实验结果分析 。

十二 ， ＬＵＡＤ 中单细胞测序分析

１ ， 数据收集和信息整理

我们从ＧＥＯ
［
Ｂａｒｒｅｔｔｅｔａｌ

，
２０ １ ３

］
和ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓ ｓ ［

Ａｔｈａｒｅｔａｌ
，２０ １ ９

］
中收集了肺腺

癌ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ
数据集 （ ＥＭＴＡＢ６ １ ４９

，
ＧＳＥ １ ２７４６５

，
和ＧＳＥ １ ４３４２３ ） 。 下载了每个数据

集的原始计数 、 ＴＰＭ 或 ＦＰＫＭ 的表达矩阵 。 接着从数据库或原始研宄中收集样本

信息 ， 如患者 ＩＤ 、 组织来源和原始细胞类型注释 。

２ ， 数据质量控制

我们应用基于 ＭＡＥＳＴＲＯｖ ｌ ． ｌ ．０
［
Ｗａｎｇ ，

Ｃ ．ｅｔａｌ
，
２０２０

］
的标准化分析流程 ， 对所

有收集到的数据集进行处理 ， 包括质量控制 、 批次效应去除 、 细胞聚类 、 差异表达

分析 、 细胞类型注释和恶性细胞分类 。 原始计数 、 ＴＰＭ 或 ＦＰＫＭ 表被用作标准化

流程的输入 。 细胞质量由两个指标确定 ： 每个细胞的总计数 （ ＵＭＩ ） 和每个细胞检

测到的基因数量 。 如果库的大小小于 １ ０００ 或检测到的基因数小于 ５００ ， 则过滤掉低

质量细胞 。

３ ， 批次效应评估和校正

为 了 系统评估每个数据集的批次效应 ， 我们采用基于熵的指标 ［
Ａｚｉｚｉ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ８

；

Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ
，

２０２０
］
来衡量数据在批次间 的混合程度 。 在大多数数据集中 ， 来 自 不同患

者的样本通常受到批次效应的影响 。 我们对每个具有多个患者的数据集 ， 基于

ＵＭＡＰ 坐标系中细胞之间 的欧氏距离构建 了
一

个 ｋ－ＮＮ 图 。 然而 ， 需要注意的是 ，

对于主要包含恶性细胞的数据集 ， 低熵可能来 自 于恶性细胞表达异质 性 的存在

［
Ｐｕｒａｍ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ７

］
。 批次效应也应用 Ｓｅｕｒａｔ Ｖ３ ． １ ．２ 方法进行了去除 。

４ ， 细胞聚类和差异基因分析

对于每个数据集 （ ＥＭＴＡＢ６ １４９
，
ＧＳＥ １ ２７４６５

，
和ＧＳＥ １ ４３４２３ ） ，ＭＡＥＳＴＲＯ流程

识别 了前 ２０００ 个可变特征 ， 并使用 ＰＣＡ 进行降维 ， 使用 ＫＮＮ 和 Ｌｏｕｖａｉｎ 算法进

行聚类识别
［
Ｓｔｕａｒｔｅｔａ ｌ

，
２０ １ ９

；
Ｘｕｅｔａ ｌ

，
２０ １ ５

］
。 为了更好地捕捉具有不同细胞数量的

数据集的细胞差异和变异性 ， 我们根据细胞数量增加 了主成分的数量和用于基于图

的聚类的分辨率 。采用 ＵＭＡＰ进
一

步降低维度并可视化聚类结果 ［
Ｂｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ

，

２０ １ ８
］

。

我们采用 Ｗｉ ｌｃｏｘｏｎ 检验 ， 根据对数转换的折叠差异 （
｜

ｌ〇ｇＦＣ ｜

＞ 
＝

０ ．２５ ） 和错误发现

率 （ ＦＤＲ ＜ ｌ ｅ
－０５ ） ， 识别每个聚类与所有其他细胞之间 的差异表达基因 。

５ ， 细胞类型注释
２ ８
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通过结合三种方法确定恶性细胞的聚类 。 首先 ， 我们采用原始研宄提供的细胞

类型注释 。 其次 ， 我们根据初始研究中 的恶性细胞标记物表达分布 ， 检查恶性细胞

的特征
［
Ｌａｍｂｒｅｃｈｔｓ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ８

］
。 第三 ， 在预测的拷贝数变异的基础上 ， 我们运行 了

ＩｎｆｅｒＣＮＶ
（
ｖ ｌ ．２ ． １

） ［
Ｐａｔｅ ｌｅｔａ ｌ

，

２０ １ ４
］
来预测细胞的恶性程度 ， 并将细胞分成恶性细胞

和非恶性细胞的聚类 。 对于其他正常的聚类 ， 我们采用 ＭＡＥＳＴＲＯ 中基于标记基因

的注释方法 ， 使用聚类间的差异表达基因进行 自动注释 。 每个细胞类型的标记基因

来 自 已发表的资源 ［
Ｎｅｗｍａｎｅｔ ａｌ

，
２０ １ ５

；
Ｙｏｓｔｅｔａ ｌ

， 
２０ １ ９

；
Ｚｈａｎｇ

ｅｔ ａｌ
，
２０ １ ８

］
， 并进行手

动整理 。 我们计算 了每个聚类中每个细胞类型的标记基因的平均 丨ｏｇＦＣ ， 并将其作

为细胞类型评分 。 每个聚类将被分配
一

个具有在所有输入细胞类型标记中最高评分

的特定细胞类型 。

十三 ， 多重荧光免疫组织化学

１ ． 脱蜡至水 ：将石蜡切片依次放入三种环保型脱蜡液 （ Ｇ １ １ ２８ ） 中各 １ ０ 分钟 ， 然后

依次通过三级无水乙醇各 ５ 分钟 ， 最后用蒸馏水清洗 。

２ ． 抗原修复 ：使用 ｐＨ ６ ．０ 的柠檬酸修复液进行高压加热 ， 待喷气 ２ 分钟后停止加热 ，

并用冷 自来水冲洗直到冷却 。 注意防止修复液过度蒸发和干燥片子 。 冷却后 ， 将玻

片在 ｐＨ７ ．４ 的 ＰＢ Ｓ 中于钟摆摇床上洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。

３ ． 封闭处理 ：使用免疫组化笔在切片周 围画圈 ， 防止试剂外流 ， 然后在避光湿盒中滴

加 ３％双氧水溶液 ， 室温避光孵育约 ２５ 分钟 ， 封闭 内源性过氧化物酶 。 之后同样在

ＰＢＳ 中洗涤 。

４ ． 血清封闭 ：切片放于避光湿盒中 ， 滴加适宜的血清进行封闭 ， 如使用 山羊抗体的样

本用 １ ０％兔血清封闭 ， 其他样本用 ３％ ＢＳＡ 封闭 ， 室温孵育 ３０ 分钟 。

５ ．
—

抗应用 ：轻轻甩掉封闭液 ， 向切片上滴加稀释好的
一

抗溶液 ， 放入避光湿盒中

４
°

Ｃ 孵育过夜 。

６ ． 二抗应用 ：切片在 ＰＢＳ 中洗涤后 ， 轻轻甩干 ， 然后在已画好的圈 内滴加对应种属

的 ＨＲＰ 标记二抗 ， 室温孵育 ５０ 分钟 。

７ ． 信号放大 ：应用 ＴＳＡ 增强信号 ， 处理后在 ＰＢＳ 中洗涤 ， 然后在避光条件下室温孵

育 １ ０ 分钟 。

８ ． 微波处理 ：将组织切片放入含柠檬酸修复液的盒子中 ， 在微波炉中加热约 １ ０ 分钟 ，

移除 已结合的抗体 ， 注意防止溶液过度蒸发 。

９ ． 图像采集 ：按照设定的荧光素颜色及激发与发射波长进行图像采集 ， 推荐使用专

业设备进行全景扫描 。

十四 ， 细胞培养及转染

２９
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１ ， 细胞系

人源肺癌细胞系 Ｈ １ ５ ７ 、 Ａ５４９ 、 Ｈ １ ３９５ 和 Ｈ １ ９７５ 以及正常人支气管上皮细胞

ＢＥＡＳ －２Ｂ 均购 自 武汉普诺赛生命科技有限公司 。

２ ， 细胞转染

（ １ ） 细胞处理 ：

由北京欧林格生物科技有限公司 负责 ＤＳＰ 过表达质粒构建 。ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 和 ０呂？ －

ｓ ｉＲＮＡ（ ５
’

－ＡＧＡＧＣＵＣＡＡＵＡＡＧＣＵＧＡＡＡＣＡＡＧＡＡ－

３
’

） 也 由北京欧林格生物科技

有限公司合成 。

（ ２ ） 转染步骤 ：

１ ） 转染前
一

天 ， 将 ２ ｘ １ ０３ 密度细胞接种在 ６ 孔板上 ， 加入 ２ｍＬ 含 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ

细胞培养基 ；

２ ） 在 ２５〇
ｔ
ｉ ｌＯｐｔ ｉ

－ＭＥＭ 培养基中加入 １ ００ｕＭｓ ｉＲＮＡ ， 柔和混匀 ， 室温孵育 ５ｍｉｎ
；

３ ） 混匀Ｓ ｉＭ ｉ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔｓ试剂 ， 用２５０ｐｌ的Ｏｐｔ ｉ
－ＭＥＭ的培养基稀释１ ０

｜

ｊｌ

Ｓ ｉＭ ｉＴｒａｎｓｆｅｃ ｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ 试剂 ， 柔和混勾 ， 室温解育 ５ｍｉｎ
；

４ ） 将稀释好的 ｓ ｉＲＮＡ 和 Ｓ ｉＭ ｉＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ 试剂混合 ；轻柔混匀 ， 室温孵育

２０ｍｉｎ
， 以便形成ｓ ｉＲＮＡ／Ｓ ｉＭ ｉＴｒａｎｓｆｅｃｔ ｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ复合物 。

４ ） 将 ５０００
ｓ ｉＲＮＡ／Ｓ ｉＭ ｉＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ 复合物加到含有细胞和培养基的培养

板的孔中 ， 来回轻柔摇晃细胞培养板 。

６ ） 转染 ４－６ 小时后 ， 除去复合物 ， 更换新鲜完全培养基 ， 继续培养 ４８ －７２ｈ ， 用于后

续检测 。

十五 ， 蛋白免疫印记 （ＷｅｓｔｅｒｎＢ 丨ｏｔ ） 检测

１ ， 蛋白提取

（ １ ） 添加 １ｍＬ ＰＢＳ ， ５００ｇ 离心 ５ 分钟 。

（ ２ ） 吸去残余 ＰＢＳ ， 估计样品体积 ， 添加 ５ 倍体积的裂解液 ， 充分混匀 。

（ ３ ） 在冰浴中使用 ２０％功率进行三次 １ ０ 秒的超声破碎处理 。

（ ４ ） 在 ４
°

Ｃ 和 １ ２
，
０００ｉｐｍ 条件下离心 １ ５ 分钟 ， 收集上清液 。

（ ５ ） 使用 ＢＣＡ 法测定蛋 白浓度 ， 调整至 ４ ｍｇ
／ｍＬ ， 并在 －２０

°

Ｃ 保存 ， 防止反复冻

融 。

２ ， 蛋白浓度测定

（ １ ） 准备 ＢＳＡ 标准品稀释液 。

（ ２ ） 配制 ＢＣＡ 工作液 。

（ ３ ） 将标准品和样品蛋 白加入到孔板或试管中 ， 加入 ＢＣＡ 工作液 ， 混匀 ， 并在 ３ ７
°

Ｃ

保温 ３０－６０ 分钟 。

３０
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（ ４ ） 冷却至室温后 ， 测量 ５６２ｍｎ 或其附近波长的吸光值 ， 并减去空 白对照的平均

吸光值 。

３ ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳

（ １ ） 准备分离胶和浓缩胶 ， 确保在聚合过程中不形成气泡 ， 并在聚合过程中用去离

子水覆盖凝胶 。

（ ２ ） 凝胶聚合后 ， 将其装入电泳装置中 ， 加载蛋 白样品 。

（ ３ ） 进行电泳 ， 直到染料到达分离胶的适当位置 。

４ ， 蛋白转移和 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ

（ １ ） 将 ＰＶＤＦ 膜先用 甲醇浸泡 ， 然后用水和转移缓冲液漂洗 。

（ ２ ） 组装转移并在恒定 电压下进行转移 。

（ ３ ） 封闭膜 ， 先后用
一

抗和二抗孵育 ， 清洗 ， 用化学发光检测法进行显影 。

十六 ， ＣＣＫ８ 细胞增殖实验

１ ， 以每孔 １
ｘ

１ ０５ 个细胞量／ １ ００ｕＬ 接种到 ９６ 孔板中 ， 对照孔加入等量的培养基 ，

３ ７
°

Ｃ ，５％ Ｃ０２ 细胞培养箱培养 ；

２ ， 细胞贴壁后 ， 分别于相应的时间点每孔加入 ｌ ＯｕＬ ＣＣＫ－８ 溶液 ， 培养箱中继续培

养 １ 小时 ；

３ ， 酶标仪测定 ４５０ｎｍ 出 的吸光度 。

十七 ， 平板克隆形成实验

１ ， 实验前准备 ： ６ 孔板 、 吸管 、 枪头 、 血球计数板等放入超净工作台消毒 ３０ｍ ｉｎ 。

２ ， 实验流程 ：

（ １ ） 取出贴壁率＞９０％的细胞 （处于对数生长期 ） ， 消化离心 ， 重悬细胞并进行细胞

计数 。

（ ２ ）６ 孔板种板 ： 实验分为空 白对照 、 ＤＳＧ 过表达组 ， ＮＣ－

ｓ ｉＲＮＡ 和 ＤＳＧ２ －

ｓ ｉＲＮＡ

组 ， 每个孔中加入 １ ０００ 个细胞 ， 放入 Ｃ０２ 培养箱培养 。

（ ３ ） 培养 １ 周后 ， 当 肉眼可见集落形成时 ， 取出 ６ 孔板 ， 弃除培养液 ， 每孔加入

２ｍＬ 甲醇固定 ３０ｍｉｎ ， 弃除 甲醇 ， 每孔加入 ２ｍＬ０ ． １％结晶紫染色 ３ｍｉｎ ， 然后清洗掉

结晶紫 ， 数码相机拍照 ， 光镜下计数集落数 ， 统计数据 。

￣

ｈＡ ？Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

１ ， 细胞样本的准备与处理

３ １
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（ １ ） 细胞培养 ： 在实验开始前 ， 将细胞在不含血清的培养基中进行 １ ２ 小时的饥饿

处理 。

（ ２ ） 细胞处理 ： 应用胰蛋 白酶对细胞进行消化处理 。 消化结束后 ， 以 １ ０００ 转 ／分钟

的速度离心 ３ 分钟 ， 去除上层清液 。 随后 ， 利用磷酸盐缓冲液 （ ＰＢＳ ） 洗涤细胞并

去除残留上清 ， 再次用不含血清的培养基 （添加 ０ ． １％牛血清 白蛋 白 ＢＳＡ ） 重新悬浮

细胞 ， 并进行数量计数 。

（ ３ ） 细胞密度调整 ： 使用不含血清的 ０ ． １％ＢＳＡ 培养基调整细胞浓度至每毫升

ｌ
ｘ

ｌ （Ｔ５细胞 。

（ ４ ） 培养板准备 ： 在
一

个 ２４ 孔的培养板中加入 ７００ 微升的完全培养基 。

（ ５ ）Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 装置准备 ： 在 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 装置的上室 内加入 ２００ 微升的细胞悬液 。

（ ６ ） 转移与培养 ： 使用镊子将装置转移至含有完全培养基的 ２４ 孔板中 ， 注意避免

气泡产生 。 然后 ， 将培养板放入设定为 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２ 的培养箱中 ， 培养 ２４ 至 ４８

小时 。

２ ， 细胞染色过程

（ １ ） 移除培养基与细胞清洁 ： 轻轻移除 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室的培养基 ， 并用 ＰＢ Ｓ 润湿的

棉签清除上室 内部的细胞残留 。

（ ２ ） 细胞固定与染色 ： 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 的底面浸泡在 １ ０％的 甲醇中 ３０ 秒 以固定细胞 ，

随后转移到纯净水中 以去除甲醇 。接着将底面浸入结晶紫染液中进行 ２ 分钟的染色 ，

之后用纯净水清洗直至背景变得清晰 。

３ ， 成像与计数

在 １ ００ 倍光学显微镜下随机选择五个视野 ， 计算穿过膜的细胞数量 。

十九 ， 划痕实验

１ ， 标记线条 ： 在 ６ 孔板的背面使用标记笔 ， 借助直尺画 出 间隔为 ０ ． ５ 至 １ 厘米的横

线 ， 确保每个孔穿过至少五条线 。

２ ， 细胞接种 ： 在对数生长期的细胞中使用胰蛋 白酶处理至单细胞悬液状态 ， 将细胞

接种到每个孔的 ６ 孔培养板中 ， 接种量为 ６ 万细胞／孔 ， 以确保过夜后细胞完全覆盖

孔底 ， 每孔添加 ２ 毫升培养基。

３ ， 细胞培养 ： 将培养板放入设置为 ３ ７
°
Ｃ 、 ５ ％ Ｃ０２ 的培养箱中 ， 持续培养 ２４ 小时 。

４ ， 制作划痕 ： 第二天 ， 使用 ２００ 微升的吸头 ， 参照 ６ 孔板的盖子或直尺画线 ， 确保

划线平行或垂直于板背的线条 ， 并保持吸头垂直 ， 避免倾斜 。

５ ， 细胞清洗 ： 使用 ＰＢＳ 溶液将细胞表面冲洗三次 ， 移除因划痕而松动的细胞 ， 随

后加入无血清培养基 。

６ ， 影像记录 ： 清除 ６ 孔板背面的标记线 。 使用 ４ 倍放大镜进行拍照 ， 确保每个划痕

３２
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处于视野中心且垂直 ， 背景保持
一

致 。 在进行样本测试时 ， 设置不同浓度梯度 ， 并

在 ０ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２４ 小时各时间点进行拍照记录 。

二十 ， 流式细胞学技术

１ ， 细胞样本制备？

？

（ １ ） 细胞收集 ： 将培养液转移到离心管中保存 。 利用不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋 白酶处理

细胞 ， 直至细胞能轻易通过移液管吹打脱落 。 将先前的培养液加回 ， 吹打脱落所有

贴壁细胞 ， 并轻柔分散 。 之后再次将细胞收集至离心管中 。

（ ２ ） 离心处理 ： 在大约 １ ０００ 转／分钟的速度下离心 ５ 分钟 ， 沉积细胞 。 针对难 以沉

积的细胞 ， 适当增加离心时间或力度以确保细胞完全沉积 。

（ ３ ） 上清处理 ： 轻轻移除上层清液 ， 留下大约 ５０ 微升培养液以避免吸取细胞。

（ ４ ） ＰＢＳ 清洗 ： 加入大约 １ 毫升 ４
°

Ｃ 的 ＰＢＳ 重悬细胞 ， 再次离心并移除清液 。

（ ５ ）缓冲液处理 ： 将 ４ 毫升 ４ 倍结合缓冲液与 １ ２ 毫升去离子水按 １ ： ３ 的 比例稀释 。

（ ６ ） 细胞悬浮 ： 使用 １ 倍结合缓冲液重悬细胞 ， 并调整细胞浓度至 １ 至 ５ ｘ ｌ Ｏ
Ａ
６ ／毫

升 。

２ ， 流式细胞检测 ：

（ １ ） 样品准备 ．

？ 取 １ ００ 微升的细胞悬液放入 ５ 毫升的流式管中 ， 添加 ５ 微升的

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ／ＦＩＴＣ 并在室温下避光孵化 ５ 分钟 。

（ ２ ） 染色与检测 ： 向样品 中添加 １ ０ 微升 ２０ 微克／毫升的碘化丙啶溶液和 ４００ 微升

ＰＢ Ｓ ， 随后立即进行流式细胞检测 。

二 ， 统计分析

本篇文章的所有数据处理与分析皆基于 Ｒ 软件 （ＶｅｒＳ ｉｏｎ ４ ．２ ．２ ） ， 对于两组连续

数据的 比较 ， 正态分布的数据通过独立的 Ｓ ｔｕｄｅｎｔ

＇

ｓｔ 检验来评估其统计学意义 。 对

于非正态分布的数据 ， 则采用 Ｍａｎｎ－Ｗｈｉ ｔｎｅｙＵ 检验 ， 也称为 Ｗｉ ｌｃｏｘｏｎ 秩和检验 ，

来进行差异性分析 。 此外 ， 当涉及到两组分类数据的 比较时 ， 使用卡方检验或 Ｆｉ ｓｈｅｒ

的精确检验来确定其统计显著性 。 Ｒ 的 ｓｕｒｖｉｖａｌ 包被用于进行生存分析 ， Ｋａｐｌａｎ －

Ｍｅ ｉｅｒ 生存曲线用于显示生存差异 ， 对数秩检验 （ Ｌｏｇ
－

ｒａｎｋ ｔｅｓ ｔ ） 用于评估两组患者

生存时间差异的显著性 。 单因素和多因素 Ｃｏｘ 分析均基于 ｓｕｒｖｉｖａｌＲ 包 。 所有的统

计 Ｐ 值均为双侧 ， 以 Ｐ
＜０ ．０５ 为有统计学意义 。

３３
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实验结果

一

， ＬＵＡＤ 数据集的标准化处理

首先 ， 我们对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集使用 Ｒ 包 ｌｉｍｍａ 包进行标准化处理 （ 图 ２Ａ－

Ｂ ） ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集共有 ５９８ 例样本 ： 包括 ５９ 例正常组样本 （分组 ： Ｎｏｒｍａｌ ）

和 ５３ ９ 例癌症组样本 （分组 ： Ｔｕｍｏｒ ） （ 图 ２Ａ－Ｂ ） 。 由 图 ２Ａ－Ｂ 可知 ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ

数据集的表达谱数据在进行标准化处理后样本间的数据表达情况趋于
一

致 。 然后我

们对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集的表达谱数据根据 Ｔｕｍｏｒ 组和 Ｎｏｒｍａｌ 组的分组情况 ， 对

去除批次效应前后数据集表达矩阵进行主成分分析 （ Ｐｒｉｎｃ ｉｐａｌＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓ ｉｓ ，

ＰＣＡ ） 。 然后我们将 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集去除批次效应前后的主成分分析 （ ＰＣＡ ）

结果展示出来 （ 图 ２Ｃ －Ｄ ） 。

然后我们对 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集使用 Ｒ 包 ｌ ｉｍｍａ 包进行标准

化处理 （ 图 ３Ａ－Ｄ ） 。 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集共有 １ ０７ 例样本 ： ４９ 例正常组样本 （分组 ：

Ｎｏｒｍａｌ ） 和 ５ ８ 例癌症组样本 （分组 ： Ｔｕｍｏｒ ） （ 图 ２Ｃ－Ｄ ） ；ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集共有 ９９

例样本 ： １ ４ 例正常组样本 （分组 ： Ｎｏｒｍａｌ ） 和 ８５ 例癌症组样本 （分组 ： Ｔｕｍｏｒ ） （ 图

２Ｅ－Ｆ ） 。 由 图 ３Ａ－Ｄ 可知 ， ＧＳＥ １ ００７２ 和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 的表达谱数据在进行标准化处理

后样本间的数据表达情况趋于
一

致 。

’

３４
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２ ２ ．４％

） Ｄ ｉｍ １
 （

１ ３ ． ５％
）

图 ２ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集的标准化处理

Ａ －Ｂ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集标准化处理前 （ Ａ ） ， 后 （ Ｂ ） 的 ｂｏｘｐ ｌｏ ｔ 图 。 Ｃ －Ｄ ．

ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集标准化处理前 （ Ｃ ） ， 后 （ Ｄ ） 的 ＰＣＡ 图 。
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图 ３ ．Ｇ ＥＯ 中 ＬＵＡＤ 数据集的标准化处理

Ａ －Ｂ ．Ｇ ＳＥ １ ００ ７２ 数据集标准化处理前 （ Ａ ） ， 后 （ Ｂ ） 的 ｂｏｘｐ ｌｏ ｔ 图 。 Ｃ －Ｄ ．

Ｇ ＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集标准化处理前 （ Ｃ ）
， 后 （ Ｄ ） 的 ｂｏｘ ｐ

ｌｏ ｔ 图 。

二
， 线粒体 自 噬和衰老相关基因在 ＬＵＡＤ 患者中 的突变分析

为 了 分析 ５ ６０ 个线粒体 自 噬和衰老相关基因在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ＬＵＡＤ

患者的体细胞突变情况 ， 我们统计 了ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者样本 中 ５ ６０

个线粒体 自 嗤和衰老相关基因 的突变分析 ， 并通过 Ｒ 包 ｍ ａｆｔｏｏ ｌ ｓ 包对结果进行可视

化 。 结果显示 ： ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集里体细胞突变的主要种类共有 ７ 种 ， 分别是 ：

错义突变 、 无义突变 、 移码缺失突变 、 剪接位点 、 移码插入突变 、 框 内缺失 、 框 内

插入 、 终止子突变 ， 以错义突变为主 （ 图 ４Ａ ） 。

另外 ， ５ ６０ 个线粒体 自 噬和衰老相关基因在 ＬＵＡＤ 患者中的突变类型主要是单

核苷酸多态性 （ Ｓ ｉｎｇ ｌ ｅ Ｎｕｃ ｌ ｅｏ ｔ ｉ ｄｅ Ｐｏ ｌ

ｙｍｏ ｒｐｈ
ｉ ｓｍ ， ＳＮ Ｐ ） ， 以及少量的插入和缺失 。 而

且 Ｃ＞Ｔ 在 ＬＵＡＤ 患者的单核营酸变体 （ Ｓ ｉｎｇ ｌｅＮｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅＶａｒｉａ ｔ ｉ ｏｎｓ ， ＳＮＶ ） 中最

常见 ， 其次是 Ｔ ＞ Ｃ ，Ｃ ＞Ａ 等 （ 图 ４Ａ ） 。 图 ４Ａ 表 明 ， ＴＣＧＡ －ＬＵＡ Ｄ 数据集里 ５ ６０

个线粒体 自 噬和衰老相关基因 中存在体细胞突变最 多 的基因是 ＴＰ ５ ３ ， 涉及 ６ 种突

变类型 。 另外在 ＴＣＧＡ－ ＬＵＡＤ 数据集中存在体细胞突变最 多 的 １ ０ 个线粒体 自 噬和

３ ６
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衰老相关基因分别是ＴＰ５ ３ ， ＫＲＡＳ ，ＫＥＡＰ １
， ＳＹＮＥ２ ，ＮＬＲＰ３ ， ＰＬＥＣ ， ＶＰＳ １ ３Ｃ ，

ＨＵＷＥ １ ， ＡＴＭ ，ＰＲＫＤＣ ， 涉及最多的突变类型为错义突变 。 然后我们还将 ＬＵＡＤ

患者中 的体细胞突变最多的 ２０ 个线粒体 自 噬和衰老相关基因全部展示出来 （ 图 ４Ｂ ） 。

ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中体细胞突变最多 的 ２０ 个线粒体 自 噬和衰老相关基因的相关

性结果显示 （ 图 ４Ｃ ） ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集里体细胞突变最多的 ２０ 个线粒体 自噬

和衰老相关基因 的体细胞突变情况中相 当
一

部分线粒体 自噬和衰老相关基因存在

显著相关性 （ Ｐ＜０ ．０５ ） 。

通过分析 Ｍ ｉＡｇＲＧ ｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的拷贝数变异 （ Ｃｏｐｙ
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ， ＣＮＶ ） 情况 （展示拷贝数改变频率最高的前 ２０ 个基因 ） （ 图 ４Ｄ ） ， 发现

大部分样本均存在拷贝数改变情况 ， 且大多数样本集中在拷贝数缺失上 ， 如 ＡＴＰ １ Ｂ １ 、

ＣＣＴ３ 、 ＣＤ５５ 及 ＤＡＰ３ 等基因具有较高的拷贝数扩增频率 （ ４０％－６０％ ） ， 但几乎没

有出现拷贝数缺失 （ 图 ４Ｅ ） 。 部分基因在 ＬＵＡＤ 患者中具有更高的拷贝数改变频率

（ 图４Ｄ ） ， 如ＦＤＰＳ 、 ＩＬＦ２和ＭＬＣ １等 。

３７
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图 ４ ． 线粒体 自 噬和衰老相关基因在肺腺癌患者 中 的突变分析

Ａ ． 线粒体 自 噬和衰老相关基因在 ＬＵＡＤ 中 的 ＳＮ Ｐ 情况展示 。 Ｂ －Ｃ ． 线粒体 自 噬和

衰老相关基因在 ＬＵＡ Ｄ 屮 的体细胞突变情况 占 比结果展示 （ Ｂ ）
， 体细胞突变相关性

分析结果 （ Ｃ ） 展示 。 Ｄ －Ｅ ． 线粒体 自 噬和衰老相关基因在 ＬＵＡＤ 中 的 ＣＮＶ 改变频

率 （ Ｄ ） 和改变类型 （ Ｅ ） 展示 。

３ ８



北京协和医学院中 国医学科学院博士学位论文


三 ， ＬＵＡＤ 相关差异基因分析

为 了分析基因在 ＬＵＡＤ 肿瘤组织 （分组 ： Ｔｕｍｏｒ ）相对于正常组织 （分组 ： Ｎｏｒｍａｌ ）

的表达差异 ， 通过使用 ｌ ｉｍｍａ 软件包 ，我们对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 、 ＧＳＥ １ ００７２ 和 ＧＳＥ３０２ １ ９

数据集进行了基因表达差异性分析。 在这些肺腺癌数据集中 ， 我们识别 出 了 多个差

异表达基因 。具体来说 ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ， 共识别 出 ５６
，
６８３ 个差异表达基因 。

在这些基因 中 ， 根据
｜

ｌｏｇＦＣ ｜
＞１ 和 Ｐ．ａｄ

ｊ
＜０ ．０５ 的标准 ， 有 ７

，
４ １ ３ 个基因显示出显著

差异 ， 其中 ４
，
０９５ 个基因在肿瘤样本中表达上调 ， ３

，

３ １ ８ 个基因表达下调 。 差异表达

的结果通过火山 图 （见图 ５Ａ ） 直观展示 ； 在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中 ， 共识别 出 了１２
，
５４８

个差异表达基因 。 遵循
｜

ｌ〇ｇＦＣ ｜
＞１ 和 Ｐ．ａｄ

ｊ
＜０ ．０５ 的筛选标准 ， ４４７ 个基因表现出显

著的表达差异 。 具体地 ， ２９９ 个基因表达水平上调 ， １ ４８ 个基因表达下调 。 我们利用

这些数据绘制 了火山 图 （见图 ５Ｂ ） ， 以直观展示基因表达的变化 ； 在 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数

据集中 ， 发现了总共 ２ １
，
６５ ５ 个差异表达基因 。 按照

｜

ｌｏｇＦＣ ｜
＞１ 且 Ｐ．ａｄ

ｊ
＜０ ．０５ 的标

准 ， 筛选出 １
，
０３ ７ 个基因显示显著的表达差异 。 其中 ， ６９７ 个基因呈现上调 ， ３４０ 个

基因呈现下调 。 关于这些发现 ， 我们制作 了火山 图 （见图 ５Ｃ ） 以直观显示基因表达

变化 。

为 了 得到线粒体 自 ＿和衰老相关差异表达基 因 （ＭｉＡｇｒｅｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ， ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ ） ， 我们先对ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集 ， ＧＳＥ １ ００７２数据集

和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集中得到的全部
｜

ｌｏｇＦＣ
｜

＞１ 且 Ｐ．ａｄ
ｊ

＜０ ．０５ 的差异表达基因取交集 ，

得到 了肺腺癌数据集的共同差异表达基因 ３００ 个 （ 图 ５Ｄ ） 。 我们又对数据集中的共

同差异表达基因和线粒体 自噬和衰老相关基因取交集 ， 共得到 ７ 个肺腺癌的 ＭｉＡｇ

ＤＥＧｓ 并绘制 了韦恩图 （ 图 ５Ｅ ） ， 这 ７ 个 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 分别是 ： ＣＡＶ １ ， ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ，

ＭＹＨ １ １ ，ＮＭＥ １ ，ＰＡＩＣＳ ，ＰＬＯＤ２ 〇

我们进
一

步分别对这 ７ 个 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 （ 图 ５Ｆ ） ， 我们

对 ＧＳＥ １ ００７２（ 图 ５Ｇ ） 和 ＧＳＥ３０２ １ ９（ 图 ５Ｈ ） 数据集中肿瘤与正常组的表达差异进

行了详细分析 。 通过使用 Ｒ 语言的 ｐｈｅａｔｍａｐ 包 ， 我们生成了热图 以展示这些差异 。

（ 图５Ｆ－

Ｊ ） 。

３ ９
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图 ５ ．ＬＵＡＤ 中差异基因分析与线粒体 自噬和衰老相关差异基因热图

Ａ －Ｃ ． 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 （ Ａ ） 、 Ｇ ＳＥ １ ００ ７２ 数据集 （ Ｂ ） 以及 Ｇ ＳＥ ３ ０２ １ ９ 数据集

（ Ｃ ） 中 ， 我们展示 了癌症组 （ Ｔｕｍ ｏ ｒ ） 与正常组 （ Ｎｏ ｒｍ ａ ｌ ） 之间差异表达基因 的火

山 图分析 。 Ｄ ． 展示 了ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 、 Ｇ ＳＥ １ ００７２ 和 Ｇ ＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集中差异表达基

因 的维恩 图分析 。 Ｅ ． ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 ， Ｇ ＳＥ １ ００ ７２ 数据集和 Ｇ ＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集

中 的共同差异基因和线粒体 自 噬和衰老相关基因 的韦恩图 。 Ｆ －Ｈ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据

集 （ Ｆ ） ，ＧＳＥ １ ００ ７ ２ 数据集 （ Ｇ ） 和 Ｇ ＳＥ３０２ １ ９ 数据集 （ Ｊ ） 中 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的复杂数

４０
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值热图 。

四 ， ＭＩＡｇ ＤＥＧｓ 的相关性分析

我们对７个
ＭｉＡｇ 

ＤＥＧ ｓ （ ＣＡＶ ｌ ， ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ， ＭＹＨ １ １ ， ＮＭＥ １ ， ＰＡＩＣＳ ， ＰＬ０Ｄ２ ）

在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ， ＧＳＥ １ ００７２ 数据集和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集表达量之间 的相关

性进行了分析 ， 我们对 ７ 个 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中的表达量进行

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析并 以热图展示分析结果 （ 图 ６Ａ ） 。 结果显示在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数

据集中 ７ 个 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 的表达量之间都呈现出显著的相关性 （ Ｐ＜０ ．０５ ） 。 我们对 ７

个 Ｍ ｉＡｇ 

ＤＥＧｓ 在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中的表达量进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析并将结果

通过热图进行展示 （ 图 ６Ｄ ） ， 在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中 ７ 个 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 的表达量之

间都呈现出显著的相关性 （ Ｐ＜０ ．０５ ） 。 然后我们对 ７ 个 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧｓ 在 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数

据集中的表达量进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析并进行热图展示 （ 图 ７Ａ ） ， 在 ＧＳＥ３０２ １ ９

数据集中 ７ 个 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧｓ 的表达量之间都呈现出显著的相关性 （ Ｐ＜０ ．０５ ） 。

我们还分别将相关性热图 中相关性趋势相 同 的基因之间 的相关性分析结果通

过相关性散点图进行展示 （ 图 ６Ｂ －Ｃ ， 图 ６Ｅ－Ｆ ， 图 ７Ｂ －Ｃ ） ， ７ 个 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 中 ＭＹＨ １ １

和 ＮＭＥ １（ ｒ
＝

－０ ． ５ ８５ ，Ｐ ＜０ ．００ １ ， 图 ６Ｂ ） 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的表达量间表现

出 中等负相关性 。 ＮＭＥ １和
ＰＡＩＣＳ（ ｒ

＝

０ ．６ １ ６ ，Ｐ＜０ ． ００ １
， 图６Ｃ ） 在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ

数据集中的表达量间表现出 中等正相关性 ； 而ＭＹＨ １ １ 和 ＮＭＥ １ （ ｒ 

＝
－０ ．７７５ ， Ｐ 

＜０ ．００ １ ，

图 ６Ｅ ） 在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中 的表达量间表现出 中等负相关性 ， ＮＭＥ １ 和 ＰＡＩＣＳ（ ｒ

＝
０ ． ８６０ ，Ｐ ＜０ ．００ １ ， 图 ６Ｆ ） 在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中 的表达量间表现出强正相关性 ；

而ＭＹＨ １ １和ＮＭＥ １（ ｒ
＝－０ ．７２２ ， Ｐ ＜０ ．００ １ ， 图７Ｂ ） 在ＧＳＥ３ ０２ １ ９

数据集中 的表达

量间表现出 中等负相关性 ， ＮＭＥ １ 和 ＰＡＩＣＳ （ ｒ 

＝

０ ． ７４９ ， Ｐ ＜０ ．００ １ ， 图 ７Ｃ ）在 ＧＳＥ３０２ １ ９

数据集中 的表达量间表现出 中等正相关性 。 （相关性散点图 中的相关系数 ｒ 绝对值

在 ０ ． ８ 以上为强相关 ； 绝对值在 ０ ．５ －０ ． ８ 为中等程度相关 ； 绝对值在 ０ ．３ －０ ．５ 为弱相

关 ； 绝对值在 ０ ． ３ 以下为弱或者不相关 。 ）

４ １
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图 ６ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 和 Ｇ ＳＥ １ ００ ７２ 数据集 中 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 的相关性分析

Ａ ．Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 在 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集中相关性热 图结果展示 。 Ｂ －Ｃ ．Ｍ ｉＡ

ｇ
ＤＥＧ ｓ

ＭＹＨ １ １ 和 ＮＭＥ １（ Ｅ ） ， ＮＭＥ １ 和 ＰＡ ＩＣＳ（ Ｆ ）（ Ｃ ） 的相关性散点 图结果展示 。 Ｄ ．

Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 在 Ｇ ＳＥ １ ００ ７２ 数据集 中相关性热图结果展示 。 Ｅ －Ｆ

．Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓＭＹＨ １ １

和 ＮＭＥ １（ Ｅ ） ， ＮＭＥ １ 和 ＰＡ ＩＣ Ｓ（ Ｆ ） 的相关性散点 图结果展示 。 （
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图 ７ ．ＧＳＥ ３ ０２ １ ９ 数据集中 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的相关性分析

Ａ ．Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 在 ＧＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集 中 相关性热 图结果展示 。 Ｂ －Ｃ ．Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ

ＭＹＨ ｌ ｌ 和 ＮＭＥ ｌ（ Ｂ ） ， ＮＭＥ ｌ 和 ＰＡ ＩＣ Ｓ（ Ｃ ） 的相关性散点 图结果展示 。 （

＊
，Ｐ ＜

０ ． ０５
；＊ ＊

，Ｐ ＜ ０ ． ０ ｌ
；

＊ ＊ ＊
，Ｐ ＜ ０ ． ００ ｌ ）

五 ， Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 的表达差异分析

为深入探究７个Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ（ ＣＡＶ ｌ ， ＤＳＧ２ ，Ｄ ＳＰ ，ＭＹＨ ｌ ｌ ，ＮＭＥ １ ， ＰＡ ＩＣ Ｓ ，

ＰＬＯＤ ２ ）在三个 ＬＵＡＤ 数据集 （ ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ， Ｇ ＳＥ １ ００７２ 数据集和 ＧＳＥ３ ０ ２ １ ９

数据集 ） 中 ＬＵＡＤ 患者癌症组 （ 分组 ： Ｔｕｍｏｒ ） 和正常组 （分组 ： Ｎｏ ｒｍａｌ ） 的表达

差异 ， 我们对这些 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ， ＧＳＥ １ ００ ７２ 数据集和

Ｇ ＳＥ ３ ０２ １ ９ 数据集中 的表达量高低与 Ｔｕｍｏ ｒ 组和 Ｎｏ ｒｍａ ｌ 组之间 的相关性进行进
一

步的分析 。

我们首先通过 Ｗ ｉ ｌ ｃｏｘｏｎ 符号秩和检验对 ７ 个 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ （ ＣＡＶ ｌ ， Ｄ ＳＧ２ ， ＤＳＰ ，

ＭＹＨ ｌ ｌ ， ＮＭＥ ｌ ， ＰＡ ＩＣ Ｓ ，ＰＬＯＤ２ ） 在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集 中Ｔｕｍｏ ｒ组和Ｎｏ ｒｍａ ｌ

组间 的表达量进行表达差异分析 ， 结果显示 ７ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ （ ＣＡＶ ｌ ，ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ，

ＭＹＨ ｌ ｌ ， ＮＭＥ ｌ ，ＰＡ ＩＣ Ｓ ， ＰＬＯＤ ２ ） 在ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ数据集中Ｔｕｍｏ ｒ组和Ｎｏｒｍａ ｌ

组间 的表达差异都具有显著的统计学意义 （ 图 ８Ａ ） 。 然后我们通过 Ｗ ｉｋ ｏｘｏｎ 符号秩

和检验对７个Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ Ｃ ＣＡＶ ｌ ， Ｄ ＳＧ２ ，Ｄ ＳＰ ，ＭＹＨ ｌ ｌ ， ＮＭＥ １ ， ＰＡ ＩＣＳ ， ＰＬＯＤ ２ ）

在 ＧＳＥ １ ００ ７２ 数据集 中 Ｔｕｍｏｒ 组和 Ｎｏｒｍａ ｌ 组间 的表达量进行表达差异分析 ， 结果

７＾Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓ（ ＣＡＶ ｌ ，Ｄ ＳＧ２ ，ＤＳＰ ，ＭＹＨ ｌ ｌ ，ＮＭＥ ｌ ，ＰＡ ＩＣ Ｓ ，ＰＬＯＤ２ ）

在 ＧＳＥ １ ００７２ 数据集中 Ｔｕｍｏｒ 组和 Ｎｏｒｍａ ｌ 组间 的表达差异都具有显著 的统计学意

义 （ 图 ９Ａ ） 。 然后我们通过 Ｗ ｉ ｌ ｃｏｘｏｎ 符号秩和检验对 ７ 个 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ（ ＣＡＶ ｌ ，

４ ３
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ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ， ＭＹＨ １ １ ， ＮＭＥ １ ， ＰＡ ＩＣＳ ， ＰＬ０Ｄ２ ） 在ＧＳＥ３０２ １ ９数据集中Ｔｕｍｏｒ组

和 Ｎｏｒｍａｌ 组间的表达量进行表达差异分析 ， 结果显示 ７ 个 Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓ（ ＣＡＶ １ ，

ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ， ＭＹＨ １ １ ， ＮＭＥ １ ， ＰＡ ＩＣＳ ， ＰＬＯＤ２ ）在ＧＳＥ３０２ １ ９数据集中癌症组 （ Ｔｕｍｏｒ ）

和正常组 （Ｎｏｒｍａｌ ） 间的表达差异都有显著的统计学意义 （ 图 １ ０Ａ ） 。

随后我们绘制 了７个Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ（ＣＡＶ １ ， ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ， ＭＹＨ １ １ ， ＮＭＥ １ ，

ＰＡＩＣＳ ， ＰＬＯＤ２ ） 在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集 ， ＧＳＥ １ ００７２数据集和ＧＳＥ３０２ １ ９数据集

的ＲＯＣ（ Ｒｅｃｅ ｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔ ｉｃｃｕｒｖｅ ） 曲线 （ 图８Ｂ －Ｈ ， 图８Ｂ －Ｈ ， 图８Ｂ －

Ｈ ） 。 在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集中 ， ７个ＭｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ （ 图８Ｂ －Ｈ ） ： ＣＡＶ １ （ＡＵＣ 

＝
０ ． ９９４ ，

图８Ｂ ） ， ＤＳＧ２（ＡＵＣ 

＝
０ ． ８ ５３ ， 图８Ｃ ） ，ＤＳＰ（ＡＵＣ 

＝

０ ． ８４３ ， 图８Ｄ ） ， ＭＹＨ １ １（ＡＵＣ

＝

０ ．９ １ ２ ， 图８Ｅ ） ， ＮＭＥ １（ＡＵＣ
＝

０ ．９３ ９ ， 图８Ｆ ） ， ＰＡ ＩＣＳ（ＡＵＣ
＝

０ ．９８４ ， 图８Ｇ ） ，

ＰＬＯＤ２（ ＡＵＣ
＝

０ ． ８ １ ２ ， 图 ８Ｈ ） 的表达与肺腺癌 的发生呈现 出显著相关性 。 在

ＧＳＥ １ ００７２数据集中 ， ７个ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ（ 图９Ｂ －Ｈ ） ：ＣＡＶ １（ ＡＵＣ 

＝
０ ．９９３ ， 图９Ｂ ） ，

ＤＳＧ２（ ＡＵＣ 

＝

０ ．９４７ ， 图９Ｃ ） ， ＤＳＰ（ ＡＵＣ 

＝

０ ．８６４ ， 图９Ｄ ） ， ＭＹＨ １ １（ ＡＵＣ 

＝
０ ．９６８ ，

图９Ｅ ） ，ＮＭＥ １（ＡＵＣ 

＝
０ ． ９８４ ， 图９Ｆ ） ， ＰＡＩＣＳ（ＡＵＣ 

＝
０ ．９８４ ， 图９Ｇ ） ，ＰＬＯＤ２（ＡＵＣ

＝
０ ．９７６ ， 图 ９Ｈ ） 的表达与 ＬＵＡＤ 的发生呈现出显著相关性 。 在 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集

中 ， ７个Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ（ 图１ ０Ｂ －Ｈ ）ｓ ：ＣＡＶ １（ＡＵＣ 

＝

０ ．９４８ ， 图１ ０Ｂ ） ， ＤＳＧ２（ＡＵＣ

＝
０ ． ９ １ ５ ， 图１ ０Ｃ ） ， ＤＳＰ（ＡＵＣ 

＝

０ ． ８３４ ， 图１ ０Ｄ ） ， ＭＹＨ １ １（ ＡＵＣ 
＝

０ ．９５０ ， 图１ ０Ｅ ） ，

ＮＭＥ １（ ＡＵＣ 

＝
０ ． ９６３ ， 图１ ０Ｆ ） ， ＰＡ ＩＣＳ（ ＡＵＣ 

＝
０ ． ９８２ ， 图１ ０Ｇ ） ，ＰＬＯＤ２（ ＡＵＣ 

＝

０ ． ８５３ ， 图 １ ０Ｈ ） 的表达与肺腺癌的发生呈现出显著相关性 。

４４
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图 ８ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集中 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的表达差异分析

Ａ ．Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 的在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的表达差异分析分组 比较图 。 Ｂ － Ｓ ． Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ的ＣＡＶ １（ Ｂ ） ， Ｄ ＳＧ２ （ Ｃ ） ，ＤＳＰ （ Ｄ ） ，ＭＹＨ １ １（ Ｅ ） ， ＮＭＥ １（ Ｆ ） ，ＰＡ ＩＣ Ｓ （ Ｇ ） ，

ＰＬＯＤ２（ Ｈ ） 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的 ＲＯＣ 曲线结果展示 。 （

＊
，Ｐ ＜０ ． ０ ５

；
＊ ＊

，

Ｐ ＜ ０ ． ０ ｌ
；

＊ ＊ ＊
，Ｐ ＜ ０ ． ００ ｌ ）

４ ５
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ＤＥＧ ｓ 的表达差异分析
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图 １ ０ ．Ｇ ＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集中 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的表达差异分析

Ａ ．Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 的在 ＧＳＥ ３ ０２ １ ９ 数据集中 的表达差异分析分组比较图 。 Ｂ －

Ｓ ．Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ的ＣＡＶ １（ Ｂ ） ，Ｄ ＳＧ２ （ Ｃ ） ，ＤＳＰ （ Ｄ ） ，ＭＹＨ １ １（ Ｅ ） ， ＮＭＥ １（ Ｆ ） ，ＰＡ ＩＣ Ｓ （ Ｇ ） ，

ＰＬＯＤ２（ Ｈ ） 在 ＧＳＥ３ ０２ １ ９ 数据集中 的 ＲＯＣ 曲线结果展示 。 （
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六 ， Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 功能富集分析

我们针对７个Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ （包括ＣＡＶ １ 、 Ｄ ＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＮＭＥ １ 、 ＰＡ ＩＣ Ｓ 、

ＰＬＯＤ２ ） 之间与 ＬＵＡＤ 相关的生物学过程 、 分子功能 、 细胞组分和生物学通路进行

深入分析 。 通过进行 ＧＯ（基因本体 ） 基因功能富集分析 （ 见表 ３ ） ， 我们设定 了筛

选标准 ： ？ ． ３屯 ＜ ０ ． ０ ５ 以及 阳 １１ 值 （
１別

１ １＾ ） ＜ ０ ． ０ ５ ， 以确保分析结果具有统计学意

义 。结果显不７个Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ在ＬＵＡＤ中主要富集在ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｏｆｖｅｎｔｒｉｃｕ ｌａｒ ｃ ａ ｒｄｉａｃ
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ｐｏｔｅｎ ｔ ｉａ ｌ ，ｒｅｇｕ ｌａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｃａｒｄ ｉａｃｍｕｓｃ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌａｃ ｔ ｉ ｏｎ

ｐｏｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ，ｒｅｇｕ
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ｏｆｃ ａｒｄ ｉ ａｃｍｕｓｃ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌｃｏｎ ｔ ｒａｃ ｔ ｉ ｏｎ ，ｖ ｅｎｔｒｉｃｕ ｌ ａ ｒｃ ａｒｄ ｉ ａｃｍｕ ｓｃ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌａｃ ｔ ｉ ｏｎ
ｐｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ，

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆｈｅａｒｔｒａ ｔｅｂｙｃａｒｄ ｉ ａｃｃｏｎｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎ等生物学过程中 ， 以及ｄｅ ｓｍｏ ｓｏｍｅ ，
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分中 ， 同时还富集在
ｐｒｏ

ｔｅ ｉｎ ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
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ａｄｈｅｓ ｉｏｎｍｅｄｉａｔｏｒ ａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ ，ｃｅ ｌ ｌ ａｄｈｅｓ ｉｏｎｍｅｄｉａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ，ｎ ｉ ｔｒｉｃ
－ｏｘ ｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ ｂ ｉｎｄｉｎｇ ，

ｒｉｂｏｓｏｍａ ｌ ｓｍａｌ ｌ ｓｕｂｕｎ ｉｔ ｂ ｉｎｄｉｎｇ 等分子功能中 。 我们通过气泡图对 ＧＯ 功能富集分析

的结果进行了展示 （ 图 １ １Ａ ） 。 另外 ， 我们还将 ＧＯ 基因功能富集分析结果中 的生物

学过程通路、 细胞组分通路和分子功能通路以网络图的形式展示出来 （ 图 １ １Ｂ －Ｄ ） 。

我们对 ７ 个 ＭｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 的 ＧＯ 功能进行了基于联合 ｌｏｇＦＣ 值的富集分析 。 此

分析不仅基于 ＧＯ 功能富集的标准方法 ， 还额外引入 了来 自 ＴＣＧＡ－ＥＳＣＣ 数据集

的 ７ 个 ＭｉＡｇ
ＤＥＧｓ 的 ｌｏｇＦＣ 值 ， 以此计算每个基因 的 ｚ

－

ｓｃｏｒｅ 。 这些联合 ｌｏｇＦＣ 的

ＧＯ 功能富集分析结果通过气泡图形式展示 ， 如图 １ １ Ｅ 所示 。

表 ３ ． 线粒体 自 噬和衰老相关差异基因 的功能富集分析


Ｏｎｔｏ ｌｏｇｙ ＩＤＤｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎＧｅｎｅＲａｔｉｏＢｇＲａｔｉｏｐ
ｖａｌｕｅｐ ．ａｄ

ｊ
ｕｓ ｔ

心室心肌细
６９４ｅ－３４２ｅ－

生物学过程 Ｇ０ ： ００９８９ １ １胞动作 电位３ ／７ １ ２／ １ ８８００
＇ ＇

０９０６

的调节

调节心肌细
１ ． ０３ｅ－２ ． ５ ３ｅ－

生物学过程 Ｇ０ ：００９８９０ １胞的动作电３ ／７２８／ １ ８８００

位
°７°５

生物学过程Ｇ０ ：００８６００４
调 细３ ／７３４／ １ ８８００

〇 ８卜２ ＇５＾＇

胞收缩 ０７０５

心室心肌细 ２ ．０６ｅ－２ ． ５３ｅ－

生物学过程Ｇ０ ：００８６００５“ｍ ， 、３ ／７３ ５ ／ １ ８ ８００

胞动作 电位 ０７０５

通过心脏传 ２ ．８７ｅ－２ ． ５ ５ｅ
－

生物学过程Ｇ０ ：００８６０９ １ ３ ／７３９／ １ ８８００

导调节心率 ０７０５

３ ．２７ｅ－

细胞组分Ｇ０ ：００３００５７桥粒２／７２５／ １ ９５９４ ０ ．００ １ ５

０５

细胞组分Ｇ０ ：０００ １ ５ ３ ３角质化包膜２／７４５ ／ １ ９ ５９４０ ．０００ １０ ．００ １ ９

细胞组分Ｇ０ ：００ １ ４７０４闰盘 ２／７４９／ １ ９５９４０ ． ０００ １０ ．００ １ ９

４ ８
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Ｏｎｔｏ ｌｏｇｙ ＩＤＤｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎＧｅｎｅＲａｔｉｏＢｇＲａｔｉｏｐ
ｖａ ｌｕｅｐ ．ａｄ

ｊ
ｕｓｔ

，
细胞间接触

细胞组分Ｇ０ ：００４４２９ １ ２／７７ １ ／ １ ９５９４０ ．０００３０ ．００３０

区

细胞组分Ｇ０ ：０００５９ １ ６粘附肌膜 １ ／７ １ ０／ １ ９５９４０ ． ００３ ６０ ．０３２ １

参与异型细

八 ＾胞－细胞粘附 ８ ． １ ６ｅ－

分子功能Ｇ０ ：００８６０８０ ２／７ １ ２／ １ ８４ １ ０ ０ ．０００５

的蛋 白质结 ０６

合

八 ＾
细胞－细胞粘

分子功能Ｇ０ ： ００９８６３２？Ａ＾ ２／７５４／ １ ８４ １ ００ ．０００２０ ．００４９

附介质活性

细胞粘附介
分子功能Ｇ０ ：００９８６３ １ ｔ Ｉ２／７６４／ １ ８４ １ ００ ．０００２０ ．００４９

质活性

与
一？

氧化氣
分子功能Ｇ０ ：００５０９９８＾＾ １ ／７ １ ３／ １ ８４ １ ００ ．００４９０ ．０５６５
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为 了探宄基因表达水平对 ＬＵＡＤ 发病机制 的影响 ， 我们采用 了基因集富集分析

（ Ｇ ＳＥＡ ） 来评估 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的所有基因表达与它们所涉及的生物学过

程 、 细胞组分及分子功能之间 的关系 。 本研究设置 了Ｐ 调整值小于 〇 ．〇 ５ 和 ＦＤＲ 值
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八 ， ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模型的构建以及髙低风险分组间的差异分析

为 了评估７个Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ（ ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＮＭＥ １ 、 ＰＡ ＩＣＳ 、

ＰＬ０Ｄ２ ） 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的预后意义 ， 我们采用 了基于 ＬＡＳＳＯ 回归的方

法来构建这些基因的预后模型 （见图 １ ３Ａ ） 。 此外 ， 对 ＬＡＳＳＯ 回 归的结果进行 了可

视化处理 ， 展示了基因 的 ＬＡＳＳＯ 选择路径 （ 图 １ ３Ｂ ） 。 从这
一

分析中 ， 我们确定了

模型中重要的 ５ 个基因 ： ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 和 ＰＬＯＤ２ 。

ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ＝ＣＡＶ１＊０ ． ０９８＋ＤＳＧ２＊０ ． １８８＋ＤＳＰ＊
－

０ ． ０３０＋ＭＹＨ １ １＊０ ．２３５

＋ＰＬ０Ｄ２＊〇 ． 〇 ２８

接着 ， 我们通过风险因子图来展示 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 构建的预后模型样本的分类情

况 （见图 １ ３Ｃ ） 。 该风险因子图包括三个部分 ．

？ 第
一

部分为风险分组 ， 根据从 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集得到的样本的风险得分 （Ｒ ｉ ｓｋ Ｓｃｏｒｅ ） ， 使用 中位数进行分组 ； 第二部

分为生存结局的展示 ， 使用点图显示样本的生存时间和状态 ； 第三部分为热图 ， 展

示 了在预后模型样本中 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧｓ 预后模型中所选基因 的表达情况 。

为了评估在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ， Ｍ ｉＡｇ 

ＤＥＧｓ 预后模型 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 高低风险

组的基因表达差异 ， 我们应用 了ｌ ｉｍｍａ 软件包 ， 对数据集进行 了分析 ， 从而识别 出

在高低 Ｒｉ ｓｋＳｃｏｒｅ风险组之间表达有显著差异的基因 （ Ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ ｌ ｌｙ 

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ，

ＤＥＧｓ ） 。 结果如下 ： ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集共得到 了５６６８３ 个差异表达基因 ， 其中满

足
丨

丨ｏｇＦＣ ｜
＞１ 且 Ｐ．ａｄ

ｊ
＜０ ．０５ 阈值的基因有 ６ １ ０ 个 ， 在这

一

阈值下 ， ３４０ 个在高

ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 分组中高表达 （低 Ｒｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 分组中低表达 ， ｌｏｇＦＣ 为正 ， 上调基因 ） ， ２７０

个在高 Ｒｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 分组中低表达 （低 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 分组中高表达 ， ｌｏｇＦＣ 为负 ） 。 我们对

ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低 Ｒ ｉｓｋＳｃｏｒｅ 分组的差异分析结果绘制 了火山 图 （ 图 １ ３Ｆ ） 。

我们使用 Ｒ 包 ｐｈｅａｔｍａｐ 绘制热图展示 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 预后

模型高低风险组中的 ５ 个预后 Ｍ ｉＡｇ
ＲＧ ｓ 的差异分析结果 （ 图 １ ３Ｇ ） 。

我们对 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 绘制预后生存 ＫＭ 曲线 ， 结果显示

ＭｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存结局 即

总生存 （ Ｏｖｅｒａｌ ｌＳｕｒｖｉｖａｌ ， ＯＳ ） 的预测具有较高的准确性 （ Ｐ＜０ ．００ １ ， 图 １ ３Ｆ ） 。

另外 ， 我们还绘制 了时间依赖 ＲＯＣ 曲线分析 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧｓ 预后模型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ

与 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存信息 （ ＰＦＩ ．ｅｖｅｎｔ ） 之间 的相关性 。 结果显示

ＭｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型的 Ｒｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存结局

（ ＯＳ ）的预测具有较低的准确性 （ ＡＵＣ １
＝０ ． ６４ １ ， ＡＵＣ ３

＝０ ．６５ １ ， ＡＵＣ５
＝０ ． ６００ ， 图１ ３Ｇ ） 。

为 了分析 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型在 ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集中的预测准确性 ， 我们将

ＬＡＳＳＯ 模型 系数与 ＧＳＥ３ １４ １ 数据集各样 本 的基 因表达量相乘并累 加 ， 获得

ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集各样本的 Ｒ ｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 。

５４
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我们对 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型的 Ｒ ｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 绘制预后生存 ＫＭ 曲线 ， 结果显示

ＭｉＡｇ
ＤＥＧｓ 预后模型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 在 ＧＳＥ３ １４ １ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存结局 （ ０Ｓ ）

的预测具有较高的准确性 （ Ｐ＜〇 ．〇５ ， 图 １ ３Ｈ ） 。

另外 ， 我们还绘制 了时间依赖 ＲＯＣ 曲线分析 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ

与 ＧＳＥ３ １４ １ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存信息之间的相关性 。 结果显示 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后

模型的 Ｒｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 在 ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集 ＬＵＡＤ 患者 １ 年 、 ３ 年和 ５ 年生存结局 （０Ｓ ）

的预测具有
一

定的准确性 （ＡＵＣ １
＝０ ． ７０６ ， ＡＵＣ３

＝０ ．７５２ ， ＡＵＣ５
＝０ ．６９２ ， 图１ ３ １ ） 。

５ ５
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１
－

Ｓｐｅ ｃ ｉ ｆｉｃ ｉ ｔｙ （
ＦＰＲ

； Ｔ ｉｍｅ ｌ Ｓ ｐｅｃ ｉ ｆ ｉ ｃ ｉ ｔｙ （
ＦＰＲ

）

图 １ ３ ．Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 预后模型的构建与高低风险评分分组间 的差异分析

Ａ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 的 ＬＡ Ｓ ＳＯ 回 归预后模型 图 。 Ｂ －Ｃ ．ＬＡＳ Ｓ？ 回

归预后模型的变量轨迹图 （
Ｂ

）
， 风险因子图 （

Ｃ
）

。 Ｄ ． ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡ
ｇ ＤＥＧ ｓ

预后模型高低 Ｒ ｉ ｓｋＳ ｃｏｒｅ 分组间 的差异分析结果火 山 图 。 Ｅ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集

Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 预后模型高低风险组间 的差异分析结果热 图 。 Ｆ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集

５ ６
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Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 预后模型 Ｒ ｉ ｓｋＳｃｏｒｅ 高低风险组的预后分析 ＫＭ 曲线 。 Ｇ ．Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧｓ

预后模型 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 高低风险组基于 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集肺腺癌 （ ＬＵＡＤ ） 患者生

存结局的时间依赖 ＲＯＣ 曲线 。 Ｈ ．ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧｓ 预后模型 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ

高低风险组的预后分析 ＫＭ 曲线 。 Ｉ ．Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 预后模型 ＲｉｓｋＳ ｃｏｒｅ 高低风险组基

于 ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集 ＬＵＡＤ 患者生存结局的时间依赖 ＲＯＣ 曲线 。 （
＊

， Ｐ ＜ ０ ．０５
；

＊ ＊
，

ｐ ＜０ ．０ １
；

綱
， ｐ ＜０ ．００ １ ）

九 ， 髙低风险组间差异表达基因的基因集变异分析

为 了探宄 ｈａｌ ｌｍａｒｋ 基因集在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低风险分组间 的差异性 ，

随后我们对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低风险分组间差异表达基因进行 了基因集变异

分析 （ ＧｅｎｅＳｅｔ Ｖａｒｉａｔｉｏｎ Ａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ， ＧＳＶＡ ） （ 图１４ ， 表５ ） 。 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ数据集高

低风险分组间的 ＧＳＶＡ 结果显示 ， Ｇ２ 期 －Ｍ 期检查点 ， ＭＹＣ ｔａｒｇｅ
ｔｓ Ｖ ｌ（细胞增殖

相关 ） ， ｍＴＯＲＣ １ 信号通路 ， Ｅ２Ｆ －

ｔａｒｇｅ
ｔｓ 通路 ， 有丝分裂纺锤体等共 ２６ 个 ｈａｌｌｍａｒｋ

基因集在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低风险组间显示出显著差异 （ Ｐ．ａｄ
ｊ

．

＜０ ．０５ ） ， 其中

雄激素应答 ， 凝血 ， ＤＮＡ 修复等共 １ ７ 条通路在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高风险组中 的

富集得分显著高于低风险组 （ Ｐ． ａｄ
ｊ

．

＜０ ．０５ ） ， 而胆汁酸代谢 ， Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路 ， 血

红素代谢等其他 ９ 条通路在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集低风险组的富集得分显著高于高

风险组 （Ｐ． ａｄ
ｊ

．

＜０ ．０５ ） 。 我们根据 ＧＳＶＡ 得到的结果对 ２６ 条 ｈａｌ ｌｍａｒｋ 通路在 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集不同分组间的差异表达情况进行分析并使用 Ｒ 包 ｐｈｅａｔｍａｐ 绘制热图

展示具体差异分析结果 （ 图 １４Ａ ） 。我们通过Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ 

Ｕ 检验分析 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ

数据集不同分组间 ２６ 条 ｈａｌｌｍａｒｋ 通路的分组差异程度并通过分组比较图进行结果

展示 （ 图 １ ４Ｂ ） ， 结果显示 ２６ 条 ｈａｌ ｌｍａｒｋ 通路在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集不同分组间的

差异表达具有显著统计学差异 （ Ｐ＜〇 ．〇５ ） 。

５７
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图 １ ４ ．？低风险组间 ＤＥＧ ｓ 的基因集变异分析

Ａ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 预后模型高低风险组间 ＤＥＧ ｓ 的 Ｇ ＳＶＡ 富集分

析结果的热图 ；
Ｂ ． ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ 预后模型高低风险组间的 Ｇ ＳＶＡ

富集分析结果的分组比较图 。 （
＊

， Ｐ ＜ 〇 ．〇５
；

＊ ＊
，Ｐ ＜ ０ ．０ １

；
＊ ＊ ＊

， Ｐ ＜ ０ ．００ １ ）

表 ５ ．Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 预后模型 中高低评分分组间 的基因组变异分析



Ｄ ｅ ｓｃｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎ ｌｏ

ｇ
ＦＣＡｖｃＥｘｐ ｒ ｔ ａｄ

ｊ
．Ｐ ．Ｖａ ｌ

Ｇ ２期 －Ｍ期检查点 －０ ． ３ ７ ３ ００ ５ ４ １ ４－０ ． ０ ３ ８ ３ ４ ７０ ３ ７－

１ ２ ． ２２ １ ７４２９４７ ． ２ ７Ｅ －２９

ＭＹＣｔａｒｇｅ ｔｓＶ Ｉ－０ ． ３ ３ ９２５ １ ２９２－０ ． ０５ ２ ０４７ ５２ ３－

１ ２ ． １ １ ５ ８ １ ２ ８４ １ ． ０ １ Ｅ －２ ８

ｍＴＯＲＣ ｌ信号通路 －０ ． ２ ７ ７２ ８０３ ２ ７－０ ． ０４９４ ８３ ７ １ ３－

１ １ ． ６ ８ ５ ８２２７７４ ． ０６Ｅ －２ ７

５ ８
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Ｅ２Ｆ－

ｔａｒｇｅｔｓ通路－０ ． ３ ７７８０２ １ １ ４－０ ．０３２９４２３ ３ ７－

１ １ ． ３０３２０ １ ６３ １ ．０９Ｅ －２５

有丝分裂纺锤体－０ ．２３４０ １ ０４５ ５－０ ．０５ １ ９６５３４２－９ ．４２３９５３８０ １１ ． １ ９Ｅ－

１ ８

ＭＹＣｔａｒｇｅｔｓＶ２－０ ． ３０ １ ２７５４７７－０ ．０４ １ ００７７６９－

８ ．９５６９８２３７７４ ．２７Ｅ－

１ ７

ＧＬＹＣＯＬＹＳ ＩＳ－０ ． １ ９０９４２４０６－０ ．０５５９４ １ １ １ ２－

８ ．７ １ ０４２ １ ０３２２ ．５３Ｅ －

１ ６

未折叠蛋 白反应－０ ． １ ９９５ ８６７２５－０ ．０６７３ ６４５２２－８ ． ５ ８４３ ７９０３２５ ． ８４Ｅ －

１ ６

精子生成－０ ． １ ５ １ ８３２０７－０ ．０３９３０３２２８－６ ．８６３２ １ ０７８６１ ．０ １ Ｅ－

１ ０

ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ－ＭＴＯＲ－０ ． １ ３ １ ６８２２２－０ ．０８６０８５ ８９６－６ ．４２４ １ ６５ ８６２１ ．４３Ｅ －０９

信号通路

ＫＲＡＳ信号通路０ ． １ １ ７２４５９６６－０ ．０ １ ３３ １ ２６８２５ ． ９４９４８５ ８０２２ ． １ ７Ｅ－０８

蛋 白分泌－０ ． １ ４０６６０ １ ０４－０ ．０６４８３ ８００７－５ ． ５３２９７０９３ ８２ ．０３Ｅ－０７

肌肉生成 ０ ． １ ２８４８２９５２－０ ．０３６３９７８９ １５ ．２４８３３７７３４８ ．４４Ｅ－０７

ＤＮＡ修复－０ ． １ ２３７４０４２３－０ ．０５８７０８０ １ ２－

５ ．２ １ １ ７ １０４８３９ ．４６Ｅ－０７

胆汁酸代谢 ０ ． １ １ ４９８９９６４－０ ．０３ ６８０７３３ ７５ ．０９３ ３ ９００６９ １ ． ６ １Ｅ－０６

缺氧－０ ． １ ０ １ ６４３６９ １－０ ． ０４６ １ ７８２４ １－４ ． ３０８２ １ ８６８９６ ．０９Ｅ－０５

ＮＯＴＣＨ信号通路０ ．
１ ０８８６７２７４－０ ． ０５６７７３ ３ ５ ８４ ． １４３ ３ １ １ ９５９０ ．０００ １ １ ６５ １ ２

凝血 ０ ．０９５５２７ １ ３ ７－０ ．０ １ ７５０８ １ ０３３ ． ８２２２７６２０３０ ．０００４０９ １ ５９

ＲＯＳ通路－０ ．０９７０３４７２７－０ ．０４７６７４ １ ０７－３ ．６０３ １ ４３ ５０２０ ．０００９０２２３２

ＵＶ－

ｒｅｓｐｏｎｓｅ
－ｕｐ

－０ ．０６９０２７０２７－０ ．０５ ８４２４ １－

３ ．
４２２３２６３ ６７０ ．００ １ ６６７４２８

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路０ ．０９８５ １ ７２０４－０ ．０２６３ ３ ５９６４３ ． ３７９０９０５ ８ １０ ．００ １ ８５４０３３

雄激素应答－０ ．０７ １ ０３００５ ８－０ ． ０６７４８５ １ ８９－

３ ．００８８９５７８５０ ．００６２３ １ ４６ １

血红素代谢 ０ ．０５ ５ １ ２４６４７－０ ．０６７８ １ ３９３ ７２ ．７４３９６６０８０ ．０ １ ３ ６２６０ １ ４

Ｐ５ ３通路 ０ ．０５７０９２７９２－０ ．０５３ ３２２９９７２ ． ５９７９６３ ８６４０ ．０２００５９６５５

外源物质代谢０ ．０５２８ １ ７ １ ７６－０ ． ０３０ １ ０ １ ５ ３６２ ．４ １４７ １ ７８２２０ ．０３２ １ ４４０７

胰岛３细胞


０ ．０５４９０９７ １ ３０ ．０３３３ ８ １ ４３５２ ． ３０４０４６ １ ５ ８０ ．０４ １ ５２ １４ １ ９

十 ， 线粒体 自噬和衰老表型评分的构建与免疫治疗评估

我们基于 ５ 个 ＭｉＡ
ｇ

ＤＥＧｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中表达情况 ， 通过单样本基

因集富集分析 （ ｓｉｎｇ
ｌｅ－ｓａｍｐ ｌｅｇｅｎｅ

－

ｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓ ｉｓ ， ｓｓＧＳＥＡ ） 算法获取 了

ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中每个 ＬＵＡＤ 患者的线粒体 自 噬和衰老表型评分 （ＭｉＡｇ

Ｓｃｏｒｅｓ ）

以代表 ＬＵＡＤ 患者的 Ｍ ｉＡｇＲＧｓ 表达水平 。 然后我们将 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中

ＬＵＡＤ 患者样本的 ＭｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 根据中位数分成高 ， 低评分两组 。 然后我们结合

ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患者的预后信息对 ＭｉＡ
ｇＳｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ 数据集不同

预后结局中通过绘制预后 ＫＭ 曲线计算以确定 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据

５９
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集中 的最佳分组 （ 中位数分组 ） ， 并根据最佳分组将 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 ＬＵＡＤ 患

者样本的 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 分成高 ， 低评分两组 ， Ｐ．ｖａｌｕｅ ＜０ ． ０５ 被认为具有统计学差异

（ 图１ ５Ａ ） 。 由 图１ ５Ａ可知 ， Ｍ ｉＡｇ Ｓｃｏｒｅｓ（ Ｐ＝０ ．０２８ ， 图１ ５Ａ ） 在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数

据集 中 的表达水平均对 ＬＵＡＤ 患者的预后 ＰＦ Ｉ 的预测 结果存在
一

定 的准确性

（ Ｐ＜０ ．０５ ） 。

我们对不 同预后结局间 的 Ｍ ｉＡｇ Ｓｃｏｒｅｓ 的分组差异情况进行分析 ， 我们使用

ＷｉｌＣｏｘｏｎ 秩和检验分析了Ｍ ｉＡ
ｇ

Ｓｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中表达量高低在不

同预后结局间的差异并通过分组 比较图将表达差异分析结果展示出来 （ 图 １ ５Ｂ ） 。

Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集不同预后结局间 的表达具统计学显著差异 （ Ｐ

＜ ０ ．０ １ ） （ 图１ ５Ｂ ） 。

我们对 Ｒ ｉｓｋＳｃｏｒｅ 高低风险组间的 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 的分组差异情况进行分析 ， 我

们使用 Ｗｉ ｌＣｏｘｏｎ 秩和检验分析 了ＭｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中表达量高

低在高低风险组间的差异并通过分组比较图将表达差异分析结果展示出来 （ 图 １ ５Ｃ ） 。

ＭｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集高低风险组间间的表达具统计学显著差异 （ Ｐ

＜０ ．０ １ ） （ 图 １ ５Ｃ ） 。 然后我们基于 Ｒ ｉｓｋｓｃｏｒｅ 与 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 进行相关性分析 ， 结果

显示 ： ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓ 预后模型高低风险组间 Ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ 与 Ｍ ｉＡｇ

Ｓｃｏｒｅｓ（ Ｒ＝０ ．６０６ ， Ｐ ＜ ０ ．００ １ ， 图 １ ５Ｄ ） 之间存在中等正相关性 。

为进
一

步分析 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 对免疫治疗的预测情况 ， 我们通过 ＴＣ ＩＡ 数据库下

载 ＬＵＡＤ 相关的免疫原性评分 （ Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｓｃｏｒｅ ， ＩＰＳ ） ， 我们使用 Ｗ ｉ ｌＣｏｘｏｎ 秩

和检验分析 了ＩＰＳ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 高低分组间 的差异并通过

分组比较图将表达差异分析结果展示 出来 （ 图 １ ５Ｅ －Ｈ ） 。 结果显示 ， ＩＰＳ 在 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 高低分组之间的差异极具统计学显著意义 （ Ｐ＜０ ．００ １

，

图 １ ５Ｅ ） ，ＩＰＳ－ＰＤ １ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ Ｓｃｏｒｅｓ 高低分组之间的差异无统计

学显著意义 （ Ｐ＞０ ．０５ ， 图１ ５Ｆ ） ， ＩＰＳ －ＣＴＬＡ４在ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ

高低分组之间的差异具有显著的统计学显著意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．〇〇 ｌ ， 图 １ ５Ｇ ） ， ＩＰＳ －ＰＤ １
－

ＣＴＬＡ４ 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 高低分组之间的差异无统计学显著意

义 （ Ｐ ＞ ０ ．０５ ， 图１ ５Ｈ ） 。

６０
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＇
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－

ｎ
＇

 １ 〇
－

图 １ ５ ．Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅ ｓ 的构建与高低风险评分分组间 的差异分析

Ａ ．Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏ ｒｅｓ 在 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集中 的 ＫＭ 曲线结果展示 。 Ｂ ． ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数

据集不同预后结局 间 间 Ｍ ｉＡ
ｇ

Ｓ ｃｏｒｅ ｓ 的分组 比较图 。 Ｃ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ 预后模型 Ｒ ｉ ｓ ｋ ｓ ｃｏ ｒｅ 高低风险组间 Ｍ ｉＡｇ
Ｓ ｃｏ ｒｅ ｓ 的分组 比较图 。 Ｄ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ

数据集 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 预后模型 Ｒ ｉ ｓｋｓ ｃｏ ｒｅ 与 Ｍ ｉＡｇ

Ｓ ｃｏ ｒｅｓ 评分的相关性分析结果展不 。

Ｅ－Ｇ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ数据集Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ高低份组间 １四 （ 丑 ） ， 正８孑０ １ （ ［ ） ， 《
＞

８ －

ＣＴＬＡ４（ Ｇ ） ， Ｉ ＰＳ －ＰＤ １
－ ＣＴＬＡ４（ Ｈ ） 的分组 比较图 。 （

＊
，Ｐ ＜ ０ ． ０５

；
＊ ＊

， Ｐ ＜ ０ ． ０ １
；

＊ ＊ ＊
，
Ｐ ＜ ０ ＿ ００ １ ）

４
＾
一 ＇

， Ｍ ｉＡｇ
Ｓ ｃｏｒｅ ｓ 高低评分分组之间的免疫特征差异分析

６ １
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正文

随后我们对 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 高低评分分组样本使用 了

Ｃ ＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法计算 了２２ 种免疫细胞在高低评分组中 的浸润丰度 ， 然后通过

Ｍａｎｎ－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ
Ｕ 检验分析高低评分分组间 ２２ 种免疫细胞的浸润丰度差异并通过分

组比较图进行结果展示 （ 图 １ ６Ａ ） 。 结果显示在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 ＭｉＡｇＳｃｏｒｅｓ

高低评分分组间 中有 ８ 种免疫细胞浸润丰度在不 同 分组间具有统计学显著差异

（ Ｐ＜０ ．０５ ） ， 分别是Ｂ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｎａｉｖｅ ， Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ＭＯ ， Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ Ｍ １ ， Ｎｅｕｔｒｏｐｈ ｉ ｌｓ ，

ＮＫｃｅｌ ｌ ｓｒｅｓｔｉｎｇ ？Ｔｃｅｌ ｌｓＣＤ４ｍｅｍｏｒｙａｃｔｉｖａｔｅｄ ，Ｔｃｅ ｌ ｌｓｆｏ ｌ ｌ ｉｃｕｌａｒｈｅ ｌｐｅｒ ，Ｔｃｅｌｌｓ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ（
Ｔｒｅｇｓ

）
〇

然后我们分别计算 了Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 高低评分组样本中 ８ 种免疫细胞浸润丰度之

间的相关性并进行结果展示 （ 图 １ ６Ｂ －Ｃ ） ， 结果显示在低评分组样本 （ 图 １ ６Ｂ ） 和高

评分组样本 （ 图 １ ６Ｃ ） 中 ， １ ０ 种免疫细胞中 的多数免疫细胞相互之间的浸润丰度具

有
一

定的负相关性 。

同时我们分别计算 了低评分组样本 （ 图 １ ６Ｄ ） 和高评分组样本 （ 图 １ ６Ｅ ） 组患

者样本中 ８ 种免疫细胞浸润丰度与 ７ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ Ｃ ＣＡＶ ｌ ， ＤＳＧ２ ，ＤＳＰ ， ＭＹＨ １ １ ，

ＮＭＥ １ ， ＰＡＩＣＳ ， ＰＬＯＤ２ ） 表达量之间的相关性 （ 图 １ ６Ｄ －Ｅ ） ， 结果显示在低评分组

样本中免疫细胞 
Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ Ｍ １与ＭＹＨ １ １

； 
Ｔ ｃｅ ｌ ｌｓＣＤ４ｍｅｍｏｒｙ

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ与ＭＹＨ １ １
；

Ｔｃｅｌ ｌ ｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ（Ｔｒｅｇｓ）与 ＣＡＶ １ 之间的负相关性 ； 免疫细胞 Ｎｅｕ ｔｒｏｐｈ ｉ ｌｓ 与 ＩＬ６ 之

间 的正相关性较为 明 显 。 而高评分组样本 中 免疫细胞 Ｔｃｅ ｌ ｌ ｓｒｅｇｕ ｌａｔｏｒｙ（Ｔｒｅｇｓ
）与

ＭＹＨ １ １ ， ＣＹＣ Ｓ之间的负相关性 ； 免疫细胞Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓ Ｍ０与ＰＬＯＤ２
； Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

Ｍ ｌ与ＮＭＥ １ ， ＰＡＩＣＳ ， ＰＬＯＤ２
；Ｔｃｅ ｌ ｌ ｓＣＤ４ｍｅｍｏ ｉｙ

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ与ＮＭＥ １ ， ＰＡ ＩＣＳ ，

ＰＬＯＤ２ 之间 的正相关性较为明显 。

６２
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Ｉ ｆ ＾ Ｉ ！ ｒ ｉ Ｉ ｆ ＾ ｜ ｆ

Ｉ ｉ ｆ ｉ ｌ ｆ ｉ Ｉ ｆ Ｉ ｛ ｆ

〇 ＊
－ ｓ〇

－ ｉ

＼ ｜

图 １ ６ ．ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡｇ Ｓ ｃｏｒｅ ｓ 高低评分分组的免疫浸润分析

Ａ ．ＴＣＧＡ － ＬＵＡ Ｄ 数据集 Ｍ ｉＡ
ｇＳ ｃｏ ｒｅ ｓ 高低评分分组之间 的 Ｃ Ｉ ＢＥＲＳＯＲＴ 免疫浸润分

析结果分组 比较图展示 。 Ｂ －Ｃ ． ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集 Ｍ ｉＡ
ｇ Ｓ ｃ ｏ ｒｅ ｓ 低评分分组 （ Ｂ ） ，

高评分分组 （ Ｃ ） 中 的免疫细胞浸润丰度的相关性分析结果展示 。 Ｄ －Ｅ ． ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ

数据集 Ｍ ｉＡｇＳ ｃｏｒｅ ｓ 低评分分组 （ Ｄ ）
， 高评分分组 （ Ｅ ） 中 的免疫细胞浸润丰度的

与 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的相关性热 图 。 符号 ？表示表达量无法进行统计分析 。 （
＊

， Ｐ ＜ ０ ． ０ ５
；

＊ ＊
，Ｐ ＜ ０ ． ０ １

；
＊ ＊ ＊

，Ｐ ＜ ０ ． ００ １ ）

十二 ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集多因素 Ｃ ｏｘ 预后模型的构建
６ ３
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为进
一

步验证我们建立的 Ｍ ｉＡ
ｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 对 ＬＵＡＤ 患者预后的作用 ， 在 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集 内 ， 我们通过应用单变量和多变量 Ｃｏｘ 回归模型 ， 研究了Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ

的风险评分和五种临床参数 （ Ｔ 阶段 ， Ｎ 阶段 ， Ｍ 阶段 ， 年龄及性别 ） 对肺腺癌

（ ＬＵＡＤ ） 病患预后的影响 。 初步利用单变量分析探讨 了Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 及临床参数 ，

随后将这些变量纳入到多变量分析中 ， 以建立
一

个综合的多变量 Ｃｏｘ 回归模型 。 研

究发现 ， Ｍ ｉＡｇＳｃｏｒｅｓ 与患者的临床预后存在显著的相关性 （Ｐ 值小于 ０ ．０ １ ， 见表

６ ） 。 此外 ， 我们将多变量 Ｃｏｘ 回归的结果以森林图形式呈现 （见图 １ ７Ａ ） 。

Ｒ ｉｓｋＳｃｏｒｅ＝ＳｔａｇｅＴ２
＊０ ． ５０３＋ＳｔａｇｅＴ３

＊１ ．２ ５５＋Ｓ ｔａｇｅＴ４
＊０ ．４３ １＋ＳｔａｇｅＮ １

＊０ ．７４０＋ＳｔａｇｅＮ２
＊０ ．９２ ０＋ＳｔａｇｅＭ １

＊０ ．７４５＋Ｍ ｉＡｇ 

Ｓ ｃｏｒｅｓ＊１ ．５ ２ １

随后 ， 我们进行了列线图分析以评估我们的模型预测患者生存率的能力 ， 并展

示了相关图表 （ 图 １ ７Ｂ ） 。 分析结果表明 ， Ｔ 分期和 Ｍ ｉＡｇ
Ｓｃｏｒｅｓ 在多变量 Ｃｏｘ 回归

模型中的影响力显著高于其他变量 （ 如 图 １ ７Ｂ 所示 ） 。 此外 ， 我们还对该模型进行

了
一

年 （ 图 １ ７Ｃ ） 、 三年 （ 图 １ ７Ｄ ） 及五年 （ 图 １ ７Ｅ ） 的预后校正 （ Ｃａ ｌ ｉｂｒａｔｉｏｎ ） 分

析 ， 并绘制 了相应的校准 曲线图 （ 图 １ ７Ｃ－Ｅ ） 。 校准 曲线图展示 了模型预测的生存概

率与实际生存概率之间 的匹配程度 ， 通过不同颜色的线段和点标 出不同时间点的预

测情况 。 这些线段越接近灰色理想线 ， 表明模型在相应时间点的预测准确性越高 。

我们接着应用决策 曲线分析来评估我们建立的多因素 Ｃｏｘ 回归模型在 １ 年 （ 图

１ ７Ｆ ） 、 ３ 年 （ 图 １ ７Ｇ ） 及 ５ 年 （ 图 １ ７Ｈ ） 的临床应用有效性 ， 并展示 了这些结果 （ 图

１ ７Ｆ－Ｈ ） 。 在 ＤＣＡ 图 中 ， ｘ 轴表示概率阈值 （ Ｔｈｒｅｓｈｏ ｌｄＰｒｏｂａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ ） ， 而 ｙ 轴显示的

是净收益 。 通过比较模型预测线与全阳性 （ Ａｌ ｌ ｐｏｓ ｉ ｔｉｖｅ ） 和全阴性 （ Ａ ｌ ｌ ｎｅｇａｔｉｖｅ ） 的

线 ， 可 以判定模型的预测性能 。 线条的 ｘ 值覆盖范围越广 ， 表明模型的预测效果越

佳 。 分析结果表明 ， 我们的 多因素 ＤＥＧ 回归模型在预测临床结果方面表现为 ５ 年

优于 ３ 年和 １ 年 。

６４
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表 ６ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ＣＯＸ 回归分析


单因素分析 多因素分析

特征病例数


Ｈａｚａｒｄｒａｔｉｏ
（
９５％Ｃｌ

）Ｐ值Ｈａｚａｒｄｒａｔｉｏ
（
９５％Ｃｌ

）Ｐ值

Ｔ分期５２ １＜
０ ．００ １

Ｔ １ １ ７５Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｔ２２８ １ １ ． ５２３
（

１ ．０７０ － ２ ． １ ６９
）０ ．０２０ １ ．６５４

（
１ ．０５０ － ２ ．６０５

）０ ．０３０

Ｔ３４７２ ．９７ １（
１ ．７６６ － ４ ．９９８

）＜０ ．００ １３ ．５０９
（
１ ． ８６０ － ６ ．６ １ ９

）＜ ０ ．００ １

Ｔ４ １ ８３ ．０８２
（
１ ． ５ ８７

－

５ ．９８６
）＜ ０ ．００１ １ ． ５ ３９

（
０ ．７ １ １

－

３ ． ３３ １
）０ ．２７４

Ｎ分期５０９＜ ０ ．００１

ＮＯ ３４３Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｎ １９５２ ． ３２５
（
１ ．６５５ － ３ ．２６７

）＜
０ ．００ １２ ．０９６

（
１ ．４２２

－

３ ．０９０
）＜ ０ ．００ １

Ｎ２ ７ １２ ．９ １ １
（

１ ．９９４ － ４ ．２４８
）＜

０ ．００１２ ． ５０９
（

１ ．６ １ ９
－

３ ． ８９０
）＜ ０ ．００１

Ｍ分期３ ７５ ０ ．０ １０

ＭＯ ３ ５ １Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍ ｌ２４２ ． １ ７９
（

１ ．２７３
－

３ ．７２９
）０ ．００４２ ． １ ０６

（
１ ． １ ５０

－

３ ． ８５７
）０ ．０ １６

性别５２４ ０ ．６２０

女２８２Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

男２４２ １ ．０７６
（
０ ． ８０７ －

１ ．４３４
）０ ．６２０

年龄５２４ ０ ． ８９４

＜＝６０ １ ６７Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

＞６０ ３ ５７ １ ．０２ １
（
０ ． ７５０ －

１ ．３ ９ １
）０ ． ８９４

Ｍ ｉＡｇ
５２６４ ．８ １ ８

（
１ ．９７８ －

１ １ ．７３６
）＜ ０．００１４ ． ５７６

（
１ ．４５３

－

１４ ．４ １ ２
）０ ．００９

Ｓｃｏｒｅｓ

６５
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图 １ ７ ． 高低评分组 Ｍ ｉＡｇ
Ｓ ｃｏ ｒｅ ｓ 的临床预后模型构建

Ａ －Ｂ ．ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集 中 Ｍ ｉＡｇＳ ｃｏｒｅ ｓ 和临床变量的单因素及多 因素 Ｃｏｘ 回 归

分析结果展示为森林图 （ Ａ ） 和列线 图 （ Ｂ ） 。 Ｃ －Ｅ ． 根据 多 因素 Ｃｏｘ 回 归模型 ， 进行

的 ｎｏｍｏｇｒａｍ 分析展示 了１ 年 （ Ｃ ） 、 ３ 年 （ Ｄ ） 和 ５ 年 （ Ｅ ） 的校准 曲线 图 。 Ｆ －Ｈ ． 这

些模型在 １ 年 （ Ｆ ） 、 ３ 年 （ Ｇ ） 、 ５ 年 （ Ｈ ） 的决策 曲线分析 （ ＤＣＡ ） 图表 中 ， 用 以显

示预测的有效性和准确性 。 Ｐ ＜０ ． ０５
；

＊ ＊
， Ｐ ＜

０ ． ０ １
；

＊ ＊ ＊
， Ｐ ＜

０ ． ００ １ ）

十三 ， 本中心 ＬＵＡＤ 患者中构建预后模型的 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 表达相关情况

接下来 ， 我们选取 了 就诊于 中 国医学科学院肿瘤医院胸外科并接受手术治疗的

患者 ２２ 例 ， 利用 Ｒｅａ ｌ

－Ｔ ｉｍ ｅ
ｑＰＣＲ 技术 ， 对 ＬＵＡＤ 组织及其癌旁组织中 ５ 个 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ（ Ｐ ＬＯＤ ２ 、 Ｄ ＳＧ ２ 、 ＤＳＰ 、 ＣＡＶ １ 及 ＭＹＨ １ １ ） 的表达水平进行 了 定量分析 。 通

６ ６
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过提取 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织的总 ＲＮＡ ， 采用 ｃＤＮＡ 合成和 Ｒ ｅａ ｌ
－Ｔ ｉｍｅ

ｑＰＣＲ 扩

增 ， 我们成功测定 了５ 个 目 标基因在 ＬＵＡＤ 组织及癌旁组织中 的相对表达量 。 结果

显示 ， ＣＡＶ １（ 图 １ ８Ａ ） 以及 ＭＹＨ １ １（ 图 １ ８Ｂ ） 在癌旁组织 中 的表达量较 ＬＵＡＤ 组

织中高 ， 但两组未见 明显统计学差异 。 相较于癌旁组织 ， ＬＵＡＤ 组织中 Ｄ ＳＧ２（ 图

１ ８Ｃ ） 的表达水平显著上调 （ Ｐ＜０ ． ００ １ ）
；Ｄ ＳＰ（ 图 １ ８Ｄ ） 在 ＬＵＡＤ 组织中 的表达较

癌旁组织低 ， 但两组无统计学差异 ；
Ｐ Ｌ０Ｄ ２（ 图 １ ８Ｅ ） 在 ＬＵＡＤ 组织中 的表达较癌

旁组织高 ， 但两组无统计学差异 。

Ｔ
—
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图 １ ８ ． 本 中心 ＬＵＡＤ 患者 中 ５ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 的表达情况

Ａ ，ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＣＡＶ １ 在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织中 的表达 ；
Ｂ ， ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＭＹＨ １ １

在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织中 的表达 ；
Ｃ ， ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＤＳＧ２ 在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁

组织中 的表达 ；
Ｄ ， ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织中 的表达 ；

Ｅ ， ＲＴ－

ＰＣＲ 检测 ＰＬＯＤ２ 在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织 中 的表达 。 （

＊ ＊ ＊

， ｐ
＜ ０ ． ００ １ ）

十四 ， Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 在 ＬＵＡＤ 各类细胞中 的表达和分布情况

为 了更好地验证 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 在 ＬＵＡＤ 各类细胞 中 的表达和分布情况 ， 我们

一

共从公共数据库中选取 了三个 ＬＵＡＤ ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ 数据集 （ ＥＭＴＡＢ ６ １ ４９
，
ＧＳＥ １ ２ ７４６ ５

，

Ｇ ＳＥ １ ４３ ４２ ３ ） 进行分析 。 在分析中 ， 我们
一

共将 ＬＵＡＤ 的细胞类型分为 了 四大类 ，

分别为 ： 恶性肿瘤细胞 〔 Ｍ ａ ｌ ｉｇｎａｎ ｔ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 免疫细胞 （ Ｉｍｍｕｎｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 基质细胞 （ Ｓ ｔｒｏｍａ ｌ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 以及其他 （ Ｏ ｔｈｅｒｓ ） 。

６ ７
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ｉＥｉ

在数据集 ＥＭＴＡＢ６ １ ４９ 中 ， 主要表达在恶性肿瘤细胞上的 Ｍ ｉＡｇ 

ＤＥＧｓ 为 ＤＳＧ２ 、

ＤＳＰ 以及 ＰＬＯＤ２ ，ＣＡＶ １ 主要表达在基质细胞和其他类型细胞中 ， 在恶性肿瘤中表

达量较低 。 而 ＭＹＨ １ １ 在四种类型的细胞中均未见明显的表达和分布 （ 图 １ ９Ａ ） 。 我

们根据细胞类型构建 ＵＭＡＰ 图 ， 将来 自 同
一

数据库样本中的 ＬＵＡＤ 组织单细胞数

据进行细胞注释得到结果 ， 并在图 中用不同的颜色表示各种细胞分类 （ 图 １ ９Ｂ ） 。 接

下来我们将 ＭｉＡｇ 

ＤＥＧｓ 中 的 ５ 个基因在各个细胞上的表达情况用颜色在 ＵＭＡＰ 图

中标示 出来 ， 通过对照可 以很直观地感受到 ＤＳＧ２（ 图 １ ９Ｃ ） 、 ＤＳＰ（ 图 １ ９Ｄ ） 以及

ＰＬＯＤ２（ 图 １ ９Ｅ ） 主要分布在恶性肿瘤细胞中 ， ＣＡＶ １（ 图 １ ９Ｆ ） 主要分布在基质细

胞和其他类型的细胞中 ， 而 ＭＹＨ １ １（ 图 １ ９Ｇ ） 只在少量基质细胞中分布 。

在数据集 ＧＳＥ １ ２７４６５ 中 ， ＬＵＡＤ 细胞类型主要分为三大类型 ： 恶性肿瘤细胞 、

免疫细胞和基质细胞 。 其中主要表达在恶性肿瘤细胞上的 ＭｉＡｇＤＥＧｓ 为 ＤＳＧ２ 和

ＤＳＰ ， ＣＡＶ １ 主要表达在基质细胞中 ， 在恶性肿瘤细胞和免疫细胞中表达量较低 。 而

ＰＬＯＤ２ 和 ＭＹＨ １ １ 仅在基质细胞中有少量的分布和表达 ， 在其他类型的细胞中均未

见明显的表达和分布 （ 图 ２０Ａ ） 。 我们根据细胞类型构建 ＵＭＡＰ 图 ， 将来 自 同
一

数

据库样本中 的 ＬＵＡＤ 组织单细胞数据进行细胞注释得到结果 ， 并在图中用不同的颜

色表示各种细胞分类 （ 图 ２０Ｂ ） 。 接下来我们将 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 中的 ５ 个基因在各个细

胞上的表达情况用颜色在 ＵＭＡＰ 图 中标示 出来 ， 通过对照可 以很直观地感受到

ＤＳＧ２（ 图 ２０Ｃ ） 、 ＤＳＰ（ 图 ２０Ｄ ） 主要分布在恶性肿瘤细胞中 ， ＣＡＶ １（ 图 ２０Ｆ ） 主

要分布在基质细胞中 ， 而 ＰＬ０Ｄ２（ 图 ２０Ｅ ） 和 ＭＹＨ １ １（ 图 ２０Ｇ ） 只在少量基质细

胞中分布 。

在数据集 ＧＳＥ １ ４３４２３ 中 ， 主要表达在恶性肿瘤细胞上的 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 为 ＤＳＧ２

和 ＤＳＰ 。 ＣＡＶ １ 主要表达在基质细胞和其他类型的细胞中 ， 在恶性肿瘤细胞表达量

较低 。 而 ＰＬ０Ｄ２ 仅在基质细胞和其他类型细胞中有少量的分布和表达 ， 在恶性肿

瘤细胞和淋巴细胞中均未见明显的表达和分布 。 ＭＹＨ １ １ 在四种类型的细胞中均未

见明显的表达和分布 （ 图 ２ １Ａ ） 。 我们根据细胞类型构建 ＵＭＡＰ 图 ， 将来 自 同
一

数

据库样本中 的 ＬＵＡＤ 组织单细胞数据进行细胞注释得到结果 ， 并在图 中用不同的颜

色表示各种细胞分类 （ 图 ２ １Ｂ ） 。 接下来我们将 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧｓ 中 的 ５ 个基因在各个细

胞上的表达情况用颜色在 ＵＭＡＰ 图 中标示出来 ， 通过对照可 以很直观地感受到

ＤＳＧ２（ 图 ２ １ Ｃ ） 、 ＤＳＰ（ 图 ２ １Ｄ ） 主要分布在恶性肿瘤细胞中 ， ＰＬ０Ｄ２（ 图 ２ １Ｅ ）

和 ＣＡＶ １（ 图 ２ １Ｆ ） 在恶性肿瘤细胞中有少量的分布 ， 而 ＭＹＨ １ １（ 图 ２ １Ｇ ） 在所有

类型的细胞中未见明显的表达和分布 。

结合以上的结果可以看出 ， 在 ＬＵＡＤ 中 ， ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要分布和表达于恶性

肿瘤细胞中 。 ＰＬ０Ｄ２ 和 ＣＡＶ １ 虽然少量表达于恶性肿瘤细胞中 ， 但主要分布于基质

６８
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

１ １ ：文

细胞和其他类型 的细胞中 。 而 ＭＹＨ １ １ 则在 ＬＵＡＤ 主要的细胞类型 中 未见规律的表

达和分布 。
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图 １ ９ ．ＥＭＴＡＢ ６ １ ４９ 数据集中 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 表达和分布的情况

Ａ ，Ｍ ｉ Ａｇ ＤＥＧ ｓ 在 ＬＵＡＤ 四种主要类型细胞上的表达情况 ；
Ｂ ，ＬＵＡＤ 中 各种细胞

类型的 ＵＭＡ Ｐ 图 ； Ｃ ，ＤＳＧ ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；
Ｄ ， Ｄ Ｓ Ｐ 在

ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；
Ｅ ，ＰＬ０Ｄ ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情

况 ；
Ｆ ， ＣＡＶ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；

Ｇ ，ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细

胞类型上的分布情况 。

６９
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图 ２ ０ ．ＧＳ Ｅ １ ２ ７４６ ５ 数据集 中 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 表达和分布的情况

Ａ ， Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 在 ＬＵＡＤ 三种主要类型细胞上的表达情况 ；

Ｂ ，ＬＵＡＤ 中各种细胞

类型的 ＵＭＡ Ｐ 图 ；
Ｃ ，Ｄ ＳＧ ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；

Ｄ ， Ｄ ＳＰ 在

ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；
Ｅ ，ＰＬＯＤ ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情

况 ；
Ｆ ，ＣＡＶ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；

Ｇ ， ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细

胞类型上的分布情况 。

７ ０
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图 ２ １ ．Ｇ ＳＥ １ ４３４２ ３ 数据集中 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 表达和分布的情况

Ａ ， Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 在 ＬＵＡＤ 四种主要类型细胞上的表达情况 ；
Ｂ ， ＬＵＡＤ 中各种细胞

类型的 ＵＭＡＰ 图 ；
Ｃ ，Ｄ ＳＧ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；

Ｄ ，Ｄ ＳＰ 在

ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；
Ｅ ， ＰＬＯＤ ２ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情

况 ；
Ｆ ， ＣＡＶ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细胞类型上的分布情况 ；

Ｇ ，ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 各种细

胞类型上的分布情况 。

十五 ， Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 相关蛋 白在 ＬＵＡＤ 中的定位表达情况及临床相关性

我们从 ２０ １ ８ 年 １ 月 －

１ ２ 月 就诊于中 国医学科学院肿瘤医院胸外科并接受手术治

疗的患者中选取 ９６ 例 ＬＵＡＤ 患者的手术石蜡标本 ， 并制成石蜡切片 。 应用 多重荧

光免疫组织化学染色 ， 将荧光染料分别标记 ＰＬＯＤ２（橙色 ） 、 Ｄ ＳＧ２ （绿色 ） 、 Ｄ ＳＰ

（ 红色 ） 、 ＣＡＶ １（青色 ） 及 ＭＹＨ １ １（黄色 ） ， 应用 ＤＡＰ Ｉ 标记细胞核 （ 图 ２２ ） 。 结果

显示 ， 在 ＬＵＡＤ 细胞中存在 Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧ ｓ 相关蛋 白 的表达 （ 图 ２２Ａ ） 。 其中 Ｄ ＳＧ２（ 图

２２Ｂ ） 和 Ｄ ＳＰ（ 图 ２２Ｃ ） 主要在 ＬＵＡＤ 细胞 中 的定位和表达 。 ＰＬＯＤ２（ 图 ２２Ｃ ） 在

７ １
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

正文

ＬＵＡＤ 细胞中少量定位和表达 。 而 ＣＡＶ １（ 图 ２２Ｄ ） 和 ＭＹＨ １ １（ 图 ２２Ｅ ） 在 ＬＵＡＤ

细胞中几乎不表达 。

随后我们应用 Ｉｍａｇｅ
－ＰｒｏＰ ｌｕｓ６ ．０ 软件对 ９６ 例患者的多重荧光免疫组织化学染

色图像进行分析 ， 同时结合患者的临床特征 （年龄 、 性别 、 肿瘤病理分期 、 肿瘤分

化程度 、 生存状态 ） ， 进
一

步分析 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 对 ＬＵＡＤ 患者的影响 ， 结果显示 ， 在

年龄＜ ６０ 岁和年龄彡 ６０ 岁 ＬＵＡＤ 患者中 ，
５ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ 在两组患者中均未显示

统计学差异 （ 图 ２３Ａ ） 。 同样 ， 在不同的性别的 ＬＵＡＤ 患者中 ， ５ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 在

两组患者中也未显示统计学差异 （ 图 ２３Ｂ ） 。 在 ＬＵＡＤ 不 同的肿瘤分期中 ， ＤＳＧ２ 在

ＬＵＡＤＩ 期和 ＩＩＩ 期中表达具有显著差异 （ 图 ２４Ａ ）
；ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ Ｉ 期中表达明显升

高 ， 在 Ｉ 期和 ＩＩ 期 以及 Ｉ 期和 ＩＩ Ｉ 期 中 的表达具有统计学差异 （ 图 ２４Ｂ ）
；ＰＬＯＤ２ 、

ＣＡＶ １ 和 ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 不同 的肿瘤分期中的表达无明显统计学差异 （ 图 ２４Ｃ －

Ｅ ） 。 在肿瘤的不同分化水平中 ， ＤＳＧ２ 在 ＬＵＡＤ 低分化组中显著升高 ， 且在高分化

和低分化组以及中分化和低分化组中 的表达具有显著差异 （ 图 ２４Ｆ ）
；ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ

低分化组中表达降低 ， 在高分化组中表达升高 ， 且在高分化和低分化组中的表达具

有统计学差异 （ 图 ２４Ｇ ）
；ＰＬＯＤ２ 、 ＣＡＶ １ 和 ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 不同的分化分组中的

表达无明显统计学差异 （ 图 ２４Ｈ－

Ｊ ） 。 在 ＬＵＡＤ 患者的不同生存状态中 ， ＤＳＧ２ 在死

亡组中有较明显的升高 ， 而 ＤＳＰ 在生存患者中表达显著升高 （ 图 ２４Ｋ
；图 ２４Ｌ ）

；

ＰＬＯＤ２ 、 ＣＡＶ １ 和 ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 患者的不同生存状态 中的表达无明显统计学差

异 （ 图２４Ｍ－０ ） 。

７２
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■■■
图 ２ ２ ．Ｍ ｉＡ

ｇ
ＤＥＧ ｓ 相关蛋 白在 ＬＵＡＤ 中 的定位表达情况

Ａ ，ｍ ｅｒｇｅ 图像显示在 ＬＵＡＤ 细胞中存在 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 相关蛋 白 的表达 ；

Ｂ ， 细胞核

ＤＡＰ Ｉ 染色 以及 ＤＳＧ２ 在 ＬＵＡＤ 细胞上的表达和定位 ；
Ｃ ， 细胞核 ＤＡＰ Ｉ 染色 以及

Ｄ Ｓ Ｐ 在 ＬＵＡＤ 细胞上的表达和定位 ；
Ｄ ， 细胞核 ＤＡＰ Ｉ 染色 以及 ＰＬ０Ｄ２ 在 ＬＵＡＤ

细胞上的表达和定位 ；
Ｅ ， 细胞核 ＤＡ Ｐ Ｉ 染色 以及 ＣＡＶ １ 在 ＬＵＡＤ 细胞上的表达和

定位 ；
Ｆ ， 细胞核 ＤＡＰ Ｉ 染色 以及 ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 细胞上的表达和定位 。

７ ３
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图 ２ ３ ．ＬＵＡＤ 中不 同年龄和性别 因素中 Ｍ ｉＡｇ
ＤＥＧ ｓ 的表达变化

Ａ ， 年龄＜ ６０ 岁 和年龄彡 ６０ 岁 ＬＵＡＤ 患者 中 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 的表达差异 。 Ｂ ， 不 同性

别 ＬＵＡＤ 患者中 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 的表达差异 。
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１ Ｊ０ ３
－

１
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＊ 分 化 中 分 化 ｆｔ 分 化 ＊ 分 ｆｔ ； 中 分 化 ｔｔ 分 ＜ｔ＊ 分 化 中 分 化 ？ 分 化 ＊ 分 化 中 分 化 《 分 化裏 分 化 中 分 化 ｆｔ 分 化

Ｋ １ ＊
－

｜
＾ Ｌ １ ５

－

，
￣￣！ ￣

■Ｍ ４
－

．Ｎ １ ０
－

，０ 〇 ２ 〇
－

ｉ

ＭＭｕＭＭｍ
生 存死 １＾ 生 存死 亡 生 存死 亡 生 存死 亡 生 存死 亡

图 ２４ ．ＬＵＡＤ 中不 同临床特征中 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 表达变化

Ａ－Ｅ ， 不同病理分期的 ＬＵＡＤ 患者中 Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓ 表达变化 ；
Ｅ －

Ｊ ， 不同肿瘤分化水

平的 ＬＵＡＤ 患者中 Ｍ ｉＡ
ｇ
ＤＥＧ ｓ 表达变化 ；

Ｋ －Ｏ ，ＬＵＡ Ｄ 患者不 同生存状态下 Ｍ ｉＡ ｇ

ＤＥＧ ｓ表达变化 。 （

＊

，
Ｐ＜ ０ ． ０ ５

；

＊ ＊
，
Ｐ＜ ０ ． ０ １

：
）

十六 ， Ｄ ＳＰ 在 ＬＵＡＤ 细胞中表达下调

７ ４
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我们利用 Ｒｅａ ｌ

－Ｔ ｉｍ ｅ
ｑＰＣＲ 检测 了Ｄ ＳＰ 在正常人支气管上皮细胞系 ＢＥＡ Ｓ

－２Ｂ 、

人 ＬＵＡＤ 细胞系 （Ｈ １ ３ ９ ５ 、 Ａ５４９ 及 Ｈ １ ９７ ５ ） 和人非小细胞肺癌细胞系 （Ｈ １ ５７ ） 中

的表达情况 ， 结果显示 ， 在 ＬＵＡＤ 细胞系和非小细胞肺癌细胞系 中 ， Ｄ ＳＰ 的表达水

平明显低于正常人支气管上皮细胞系 ＢＥＡＳ －２Ｂ （ 图 ２ ５ ） 。 （
＊
丨＜ ０ ． ０５

；

＊ ＊ ＊
，
？＜ ０ ． ００ １

；
）

Ｓ）
８

１

４
－

％
２ －

「
‘ 普 ＇

－士
．＊＊＊

４＾

１ 。
丨＿■Ｌ

「
ｌ６ｐ＿

ＢＥＡＳ －２ＢＨ １ ５７Ａ ５４９Ｈ １ ３９ ５Ｈ １ ９７５

图 ２ ５ ．Ｄ ＳＰ 在 ＬＵＡＤ 细胞系 中表达降低

（
＊

，

Ｐ＜ ０ ． ０ ５
；

＊ ＊ ＊
，

Ｐ＜ ０ ． ００ １
；
）

十七 ， ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ 细胞中过表达和敲减效果验证

为 了进
一

步研究外源性 ＤＳ Ｐ 在 ＬＵＡＤ 中 的作 用 ， 我们选取了Ｄ ＳＰ 表达较低的

三个 ＬＵＡＤ 细胞系 （ Ｈ １ ９７ ５ 、 Ａ５４９ 和 Ｈ １ ３ ９ ５ ） ， 并对其进行了Ｄ ＳＰ 的稳定过表达 。

结果显示 ， 与对照组相 比 ， 过表达的细胞系 Ｈ １ ９７ ５（ 图 ２ ６Ａ －Ｃ ） 、 Ａ５４９（ 图 ２６Ｄ－Ｆ ）

及 Ｈ １ ３ ９ ５ （ 图 ２６Ｇ －

Ｉ ） 中 ， Ｄ ＳＰ 的表达显著升高 。 接下来 ， 为了评价 内源性 ＤＳＰ 对

ＬＵＡＤ 的作用 ， 我们在 Ｈ １ ９７５ 、 Ａ ５４９ 及 Ｈ １ ３ ９ ５ 这三种细胞系 中利用 ｓ ｉＲＮＡ 对 Ｄ ＳＰ

进行敲减 。 验证结果显示 ， 与对照组相 比 （ ＮＣ －

ｓ ｉ ＲＮＡ ） ， 敲减组 （ ｓ ｉ ＲＮＡ ）Ｄ Ｓ Ｐ 的

表达水平明 显降低 。

７ ５
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ｌ
？

「
—

］
？  １ ５

＜ ２
－

 ＤＳ Ｐ？
ａ＾  １ ０

－

？ ｓ

ｉ

１

＇

■ｒｉ Ｂ －

ａ ｃｔ ｉ ｎ觸＿＿■， 侧麵 １？■隱 尝 ０ ５

＿■ 门 —^

ｇ

」 ＿ Ｕ ＿ ｒｎ Ｊ 甲 琴 ＿Ｐ

图 ２６ ．Ｄ ＳＰ 在 ＬＵＡＤ 细胞中过表达和敲减验证

Ａ －Ｃ ， Ｈ １ ９７ ５ 细胞系 中 Ｄ ＳＰ 转染细胞模型构建并在 ＲＴ－ＰＣＲ（ Ａ ） 和 ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌｏ ｔ（ Ｂ

和 Ｃ ） 中验证 。 Ｄ －Ｆ ， Ａ５４９ 细胞系 中 Ｄ Ｓ Ｐ 转染细胞模型构建并在 ＲＴ－ ＰＣＲ （ Ｄ ） 和

ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ（ Ｅ 和 Ｆ ） 中验证 。 Ｇ －

Ｉ ，Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞系 中 Ｄ Ｓ Ｐ 转染细胞模型构建并在

Ｒｅａ ｌＴｉｍｅ
ｑＰＣＲ（ Ｇ ） 和ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ（ Ｈ和Ｉ ） 中验证 。

十八 ，
ＤＳＰ 抑制 ＬＵＡＤ 细胞的增殖

平板克隆实验结果显示 ， 在 Ｈ １ ９７５ 、 Ａ５４９ 及 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞系 中 ， Ｄ Ｓ Ｐ －

ｓ ｉＲＮＡ 组

的克隆形成能力 明显高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图 ２ ７Ａ 、 ２ ７Ｃ 和 ２ ７Ｅ ） 。 Ｄ ＳＰ 过表达组的细

胞克隆形成能力 明显低于对照组 （ 图 ２７Ａ 、 ２ ７Ｃ 和 ２７ Ｅ ） 。 ＣＣＫ －

８ 增殖实验结果显

示 ， ４８ｈ 和 ７２ｈ 时 ， 在 Ｈ １ ９ ７ ５ 、 Ａ５４９ 及 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞系 中 ， ＤＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞活

力 明显高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 。 Ｄ ＳＰ 过表达组的细胞活力 明显低于对照组 （ 图 ２７Ｂ 、 ２７Ｄ

和２ ７Ｆ ） 。

７ ６
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图 ２ ７ ．Ｄ ＳＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞增殖能力 的影响

Ａ－Ｂ ， 在 Ｈ １ ９７ ５ 细胞中 ， 平板克隆实验 （ Ａ ） 检测细胞克隆形成能力和 ＣＣＫ－

８ 细胞

增殖实验 （ Ｂ ） 检测不同时间点的细胞活力 ；
Ｃ －Ｄ ， 在 Ａ ５ ４９ 细胞中 ， 平板克隆实验

（ Ｃ ） 检测细胞克隆形成能力和 ＣＣＫ－

８ 细胞增殖实验 （ Ｄ ） 检测不同时间点的细胞

活力 ；
Ｅ －Ｆ ， 在 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞中 ， 平板克隆实验 （ Ｅ ） 检测细胞克隆形成能 力和 ＣＣＫ －

８ 细胞增殖实验 （ Ｆ ） 检测不 同时间点 的细胞活力 。 （
＊

，

Ｐ＜ ０ ． ０ ５
；

＊ ＊

，ｐ
＜ ０ ． ０ １

；

＊ ＊ ＊

，
Ｐ＜

０ ． ００ １ ）

十九 ， Ｄ ＳＰ 促进 ＬＵＡＤ 细胞的凋亡

流式细胞学检测结果显示 ， 在 Ｈ １ ９ ７５ 细胞 中 ， 过表达组的细胞凋亡率显著高于

对照组 ； Ｄ Ｓ Ｐ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率明显低于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图 ２ ８Ａ 和 图 ２ ８Ｂ ） 。

在 Ａ ５４９ 细胞中 ， 过表达组的细胞凋亡率显著高于对照组 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋

亡率明显低于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图 ２ ８Ｃ 和 图 ２ ８Ｄ ） 。 在 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞中 ， 过表达组的细

胞凋亡率显著高于对照组 ；
Ｄ Ｓ Ｐ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率明 显低于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图

２ ８Ｅ和 图２ ８Ｆ ） 。

７ ７
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图 ２ ８ ．Ｄ ＳＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞凋亡的影响

Ａ －Ｂ ， 在 Ｈ １ ９７５ 细胞系 中 ， ＤＳ Ｐ 对细胞凋亡的影响 ； Ｃ －Ｄ
， 在 Ａ ５ ４９ 细胞系 中 ，

Ｄ Ｓ Ｐ

对细胞凋亡的影响 ；
Ｅ －Ｆ ， 在 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞系 中 ， Ｄ ＳＰ 对细胞凋亡的影响 。

二十 ， ＤＳＰ 抑制 ＬＵＡＤ 细胞的迁移和侵袭

划痕实验结果显示 ， 在 Ｈ １ ９ ７ ５ 细胞系 中 ， Ｄ Ｓ Ｐ 过表达组的细胞迁移率明显低于

对照组 ；
Ｄ Ｓ Ｐ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率明 显高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图 ２９ ）
； 在 Ａ ５４９ 细

胞系 中 ， ＤＳＰ 过表达组的细胞迁移率明 显低于对照组 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率

明显高于 ＮＣ －

ｓ ｉ ＲＮＡ 组 （ 图 ３ ０ ）
； 在 Ｈ 丨 ３ ９５ 细胞系 中 ， Ｄ Ｓ Ｐ 过表达组的细胞迁移率

明显低于对照组 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率明显高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 （ 图 ３ １ ） 。

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 实验结果显示 ， 在 Ｈ １ ９７５ 细胞系 中 ， Ｄ ＳＰ 过表达组细胞迁移能力显

著下降 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞迁移能力显著高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 ； 在 Ａ ５４９ 细胞系 中 ，

Ｄ ＳＰ 过表达组的细胞迁移能力 明显低于对照组 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞迁移能力 明 显

高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 ； 在 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞系 中 ， ＤＳＰ 过表达组的细胞迁移能力 明显低于对

照组 ；
Ｄ ＳＰ －

ｓ ｉＲＮＡ 组的细胞迁移能力 明显高于 ＮＣ －

ｓ ｉＲＮＡ 组 。

７ ８
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

ａｇ照组Ｄ Ｓ Ｐ过表达组Ｎ Ｃ －

ｓ ｉ Ｒ ＮＡ组ＤＳ Ｐ －

ｓ ｉ ＲＮＡ组Ｄ

图 ２９ ． 划痕实验检测 Ｄ ＳＰ 对 Ｈ １ ９７ ５ 细胞迁移的影响

Ａ对照组 ＤＳ Ｐ过表达组Ｎ Ｃ －

ｓ ｉ ＲＮＡ组 Ｄ ＳＰ ｓ ｉ Ｒ ＮＡ组Ｂ

？

■■■■ ％】

图 ３ ０ ． 划痕实验检测 Ｄ ＳＰ 对 Ａ ５４９ 细胞迁移的影响

Ａ对照组 ＤＳ Ｐ过表达组ＮＣ －

ｓ ｉ ＲＮＡ组ＤＳ Ｐ －

ｓ ｉ ＲＮＡ组Ｂ

■ ■■■■
图 ３ １ ． 划痕实验检测 ＤＳＰ 对 Ｈ １ ３ ９ ５ 细胞迁移的影响

７ ９
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

对照组 Ｄ Ｓ Ｐ过表达组 ＮＣ －
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ｉ＾ｍｗ ：

麵 ：燃，＿麵
Ｄ

Ｈ １ ９７ ５

 ｇ
Ａ ５４９ ｐ

Ｈ １ ３ ９ ５

？ １ ０ ００
－

１

 ，

＂ ？

 ■
？ １ ０ ００

－

１

 ， ＿？ １ ０ ００
－

１

 丨

＂ ？

丨

ｒａ８ ００
－ｆ

－

ｌｒｏ ８ ００
－Ｈ

－

］ｗ８ ００
－

 ｜

—

Ｉ

ｃ ｃｃ

ｍ６ ００
－？６ ００

－？６ ０ ０
－

ｇ？ ？ 拿 ￥ ？ ？ ？ ｃ ？ ？ ？

？ ＊＊ ■

 Ｉ ）
—

 Ｉ ＼
？—

 ？ ，

＊

５４ ００
－


＂

〇４ ０ ０ 

－
＊

〇４ ０ ０ 

－

１

２ ００
－

＿ｎ自卜
－

＿ｎ薩 Ｉ

２ 〇０
＇

Ｉｎｆｌ２
°

今ｖ：，
ｚ
°

ｚ

°ｖｖ
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图 ３ ２ ．Ｄ ＳＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞侵袭能力的影响

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 实验检测 Ｄ ＳＰ 对 Ｈ １ ９７５ 细胞 （Ａ 和 Ｄ ） 、 Ａ５４９ 细胞 （ Ｂ 和 Ｅ ） 和 Ｈ １ ３９５

细胞 （ Ｃ 和 Ｆ ） 侵袭能力 的影响 。

８０
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

讨论

作为非小细胞肺癌最常见的类型之
一

， ＬＵＡＤ 对患者生命构成了 巨大威胁 。 研

宄显示 ， 晚期 ＬＵＡＤ 患者的 ５ 年生存率不超过 ２０％
［
Ｓ ｉｅｇｅ ｌｅｔａｌ

，２０ １ ２
］
。 尽管放疗、

化疗 、 靶向治疗等医疗技术不断进步 ， 但大多数患者的生存率改善有限 ［
Ｚｈｏｕｅ ｔａｌ

，

２０ １ ８
］
。 因此 ， 如果能够构建出预测 ＬＵＡＤ 患者的预后模型并找到影响 ＬＵＡＤ 预后

的重要分子 ， 将有助于 ＬＵＡＤ 患者治疗决策的选择 。

研究表明 ， 线粒体 自噬不仅参与维持细胞的稳态和存活 ， 还与包括癌症在 内 的

多种疾病的发生有关 。 衰老是
一

个不可避免的生物学过程 ， 以往的研究表明 ， 伴随

着细胞功能的逐渐衰退 ， 衰老与癌症发病率增加之间存在密切联系 。 然而 ， 迄今为

止 ， 线粒体 自 噬和衰老相关的共表达基因在 ＬＵＡＤ 的发生发展 、 治疗和预后中的作

用 尚未见报道 。 本研究发现 ， 线粒体 自 噬和衰老相关的 ５ 个基因 （ ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、

ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＰＬＯＤ２ ） 在 ＬＵＡＤ 中发挥着重要作用 。 这
一

发现拓展了我们对线粒

体 自 嗟 、 衰老过程和 ＬＵＡＤ 之间错综复杂 的相关性的理解 ， 从而为即将进行的治疗

和干预提供了
一

个潜在的方向 。

通过对 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 、 ＧＳＥ １ ００７２ 和 ＧＳＥ３０２ １ ９ 数据集的分析表明 ， ５ 个 ＭｉＡｇ

ＤＥＧｓ 的表达水平在 ＬＵＡＤ 和正常组织之间存在显著差异 。 结果显示 ， 与正常肺组

织相 比 ， ＣＡＶ １ 和 ＭＹＨ １ １ 在 ＬＵＡＤ 中的表达显著降低 ， 而其他三个基因 （ＤＳＧ２ 、

ＤＳＰ 、 ＰＬＯＤ２ ） 在 ＬＵＡＤ 中的表达升高 。

在 ５ 个 ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 中 ， ＣＡＶ １ 是许多信号分子的负调控因子 ， 它的失调 、 缺失

或突变与包括癌症在 内 的多种疾病的病理特征相关 。 研宄发现 ， 将 ＰＡＭ２ １ ２ 细胞中

的 ＣＡＶ １ 敲除会促进肿瘤的生长 ， 并增强肿瘤在体外和体 内 的侵袭能力 。 具体机制

可能与 ＥＲＫ １ ／２ 和 ＭＡＰＫ 通路过度激活有关
［
Ｔｒｉｍｍｅｒｅｔａｌ

，
２０ １ ３

］
。 既往研宄发现 ，

ＭＹＨ １ １ 基因编码的肌球蛋 白重链是
一

种属于肌球蛋 白重链家族的平滑肌肌球蛋白

［
Ｍａｔｓｕｏｋａ ｅｔ ａｌ

，
１ ９９３

］
。 ＭＹＨ １ １ 基因突变还与多种肿瘤相关 ， 包括结直肠癌 ［

Ｗａｎｇ ｅｔ

ａｌ
，２０ １ ４

］
、 膀胧癌 ［

Ｈｕｅｔａ ｌ
，
２０ １ ９

］
、 喉癌

［
Ｓｕｅｔａｌ

，
２０ １ ７

］
以及头颈部癌症 ［

Ｉｓ ｌａｍｅｔａｌ
，

２０ １ ８
］
。 这可能是因为 ＭＹＨ １ １ 在参与细胞迁移 、 与细胞粘附蛋 白相互作用 以及在抑

制肿瘤生长方面的潜在作用
［
Ｐｏ ｌｌａｒｄ ｅｔ ａｌ

，１ ９７４
］

。 此外 ， 研宄还证实了ＭＹＨ １ １ 在非

小细胞肺癌中 的关键作用 ［
Ｍａｅｔａｌ

，

２０ １ ９
］

。

Ｄｅｓｍｏｇｌｅ ｉｎ－２（ＤＳＧ２ ） 是钙粘蛋 白家族中
一

种重要的跨膜糖蛋 白 ， 通过在细胞

之间形成桥粒连接的复合物来介导细胞间粘附和信号传导 ［
Ｊｏｈｎｓｏｎｅｔａｌ

，２０ １４
］

。

ＤＳＧ２ 在非小细胞肺癌中表达较高 ， 敲除 ＤＳＧ２ 可抑制非小细胞肺癌的进展 ［
Ｃａｉｅｔ

ａｌ
，

２〇 １ ７
］

。 Ｋａｔｈａｒｉｎａ 等人 ［
Ｈｕｔｚ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ７

］
发现了

一

种新的胰腺癌细胞迁移途径 ， 其

中 ＤＳＧ２ 的缺失会通过失调的 ＭＡＰＫ 信号转导发挥作用 。 既往研究表明 ， ＤＳＧ２ 通

８１
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

过 ＥＧＦＲ 信号通路在 ＬＵＡＤ 的发展和进展中具有独特作用 ， 结果显示 ， ＤＳＧ２ 在细

胞膜上直接与 ＥＧＦＲ 相互作用 ， 并通过 ＥＧＦＲ－Ｓｒｃ
－Ｒａｃ ｌ

－ＰＡＫ ｌ 信号通路调节肿瘤进

展
［
Ｊ ｉｎｅｔａｌ

，

２０２０
］

。 这个研究结果也与我们研究所得到的结果相吻合 。

Ｄｅｓｍｏｐ ｌａｋｉｎ（ＤＳＰ ） 是桥粒的关键成分 ， 桥粒对细胞－细胞粘附很重要 ， 但该蛋

白也被证明会影响细胞增殖 、 分化 、 迁移和凋亡 ［
Ｓｅｒｒａｎｏ－Ｇｏｍｅｚ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ６

］
。 还有研

宄表明 ， 支气管细胞中 ＤＳＰ 的缺失导致上皮 －间充质转化和细胞外基质基因 的表达

增加 ， 从而使细胞迁移增加 ［
Ｐａｓｃｕａｌ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ７

］
。 除 了维持桥粒的完整性外 ， ＤＳＰ Ｓ

通过调节癌症细胞中的各种信号通路 ， 作为肿瘤抑制因子发挥重要作用 ［
Ｃｈｕｎｅｔａｌ

，

２０ １ ０
； 
Ｙａｎｇ

ｅｔ ａｌ
，
２０ １ ２

］
。 然而到 目 前为止 ， ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ 中 的作用 以及对 ＬＵＡＤ 细

胞的影响 目前尚不清楚 。 我们的研究结果显示 ， ＤＳＰ 可以抑制 ＬＵＡＤ 细胞的侵袭和

迁移 ， 并对细胞增殖有显著的抑制作用 ， 同时促进细胞的凋亡 ， 从而证明 ＤＳＰ 在

ＬＵＡＤ 中发挥负 向调控作用 ， 对 ＬＵＡＤ 细胞的生长和转移具有抑制作用 。 但在对

ＬＵＡＤ 患者的分析中我们发现 ， 在 ＬＵＡＤ 早期 以及高分化的 ＬＵＡＤ 细胞中 ， ＤＳＰ

的表达明显高于晚期 以及低分化的 ＬＵＡＤ ， 这也印证 了细胞水平验证上得到的证据 。

Ｐｒｏｃｏ ｌ ｌａｇｅｎ
－

ｌｙｓ ｉｎｅ
，
２ －ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ５ －ｄ ｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ２

（
ＰＬＯＤ２

）
是ＰＬＯＤ 家族的成员 ，

是介导稳定的胶原交联形成的关键基因 。 ＰＬＯＤ２ 可能在癌症转移中发挥重要作用 。

先前的研宄表明 ， ＰＬＯＤ２ 在各种癌症类型中高表达 ， 包括肝细胞癌 、 口腔鳞状细胞

癌等
［
１＾＾ ６１ ＆１

，
２０２０

］
。 此外 ， ？［００２ 的表达与癌症患者的预后有关 ［

８ １１３（＾ ３ １
，
２０２２

］
。

在我们的研究中 ， ＰＬＯＤ２ 也表达在 ＬＵＡＤ 细胞中 ， 但在临床相关因素的分析中并

未发现其显著的统计学改变 。 因此 ， ＰＬＯＤ２ 在 ＬＵＡＤ 中 的作用还有待于进
一

步研

宄 。

此外 ， 我们还对 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 进行 了ＧＯ 和 ＧＳＥＡ 分析 ， 结果显示 ， 在 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集中 ， Ｍ ｉＡｇｓｃｏｒｅｓ 的高和低的在激活的 ＭＡＰＫ 通路中显著富集 ， 而且

还与 ＤＮＡ 损伤检查点 、 ＮＯＴＣＨ 通路、 ＮＦ －ＫＢ 等通路有关 。 研宄发现 ， ＭＡＰＫ 通

路在多种细胞功能 ， 尤其是细胞増殖 、分化和凋亡中具有调节作用 ［
Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ

，
２００３

］
，

而 ＭＡＰＫ 信号通路也是导致 ＬＵＡＤ 和其他肿瘤发生的原因之
一

［
Ｓ ｔｕｔｖｏｅ ｔ ｅｔ ａｌ

，
２０ １ ９

］
。

在 ＬＵＡＤ 中 ， ＭＡＰＫ 通路的活性参与 了ＥＧＦ 和 ＩＦＮ－

ｙ 诱导的 ＰＤ－Ｌ １ 的表达 ， 而没

有靶向基因 的改变 ， 这可能是提高免疫疗法疗效的
一

个靶点
［
Ｓ ｔｕｔｖｏｅｔ ｅｔａｌ

，
２０ １ ９

］
。

此外 ， 我们的研宄还发现了Ｍ ｉＡｇ
－ＲＧ ｓ 在 ＬＵＡＤ 免疫治疗中 的作用 。 近年来 ，

免疫疗法的最新进展彻底改变了癌症治疗的格局 ， 这也凸显了肿瘤免疫微环境的重

要性 。 我们的研究结果表明 ， ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 的高低 Ｍ ｉＡｇｓｃｏｒｅｓ 组在 ＩＰＳ

上表现出显著差异 （ Ｐ ＜ ０ ．００ １ ） ， 另
一

方面 ， 在 ＴＣＧＡ －ＬＵＡＤ 数据集中 ， 两组 Ｍ ｉＡｇ

ｓｃｏｒｅｓ 之间的 ＩＰＳ －ＣＴＬＡ４ 差异显著 （ ＰＣ ０ ．００ １ ） 。 既往研宄发现 ， Ｃａｖ－

１（
－

／
－

） 供体

Ｔ 细胞会产生更多的 Ｔｒｅｇｓ ［
Ｓｃｈｏｎｌｅｅｔａ ｌ

，
２０ １ ６

］
。 在我们的研宄中也观察到了类似的

８２
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相关性 。 此外 ， 我们的研宄结果表明 ， 在 Ｍ ｉＡ
ｇ ｓｃｏｒｅｓ 低分组中 ， ＣＡＶ－

１ 和 Ｔｒｅｇｓ 之

间呈负相关 。 我们的研宄揭示 了
一

项新发现 ， 即在 Ｍ ｉＡｇ ｓｃｏｒｅｓ 高分组中 ， Ｔｒｅ
ｇｓ 与

ＭＹＨ １ １ 、 ＣＹＣＳ 之间存在负相关 。 ＣＤ４ 记忆激活的 Ｔ 细胞与 ＮＭＥ １ ／６／７ 之间存在 明

显的正相关 。 综上 ， 我们的研宄表明 ， Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 可能有助于 ＬＵＡＤ 的免疫治疗 ，

并可能为 ＬＵＡＤ 的免疫治疗提供新的线索 。

在之前的研究中 ， 研宄人员检测 了２７ 个线粒体 自噬相关基因 ［
Ｄａｉ ｅｔ ａｌ

，
２０２２

］
和

２ １ 个衰老相关基因 ［
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ

，
２０２２

］
对 ＬＵＡＤ 的预后和免疫浸润影响 。 然而 ， 之前

的研宄并未分析与这两种重要表型相关的基因 。 在我们的研究中 ， 我们在 ＴＣＧＡ－

ＬＵＡＤ 数据集中探讨 了ＭｉＡｇＤＥＧｓ 的预后价值 。 通过 Ｌａｓｓｏ 回归 ， 我们最终分别

用ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＰＬＯＤ２这５个基因构建了Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧ ｓ的预后模

型 ， 结果显示 ， 在 ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ， ＭｉＡｇＤＥＧ 预后模型的 Ｒ ｉｓｋＳｃｏｒｅ 对

ＬＵＡＤ 患者的 ＯＳ 具有很高的预测准确性 （ Ｐ＜０ ．００ １ ） 。 同时 ， 我们还分析了Ｍ ｉＡｇ

ＤＥＧｓ 预后模型在 ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集中 的预测准确性 ， 结果显示 ， ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模

型的 ＲｉｓｋＳｃｏｒｅ 对 ＧＳＥ３ １ ４ １ 数据集中 ＬＵＡＤ 患者 ＯＳ 的预测具有
一

定的准确性

（ＡＵＣ １
＝

０ ．７０６ ，ＡＵＣ３
＝

０ ． ７５２ ，ＡＵＣ５
＝

０ ． ６９２ ） 。 上述结果表明 ， 我们基于Ｍ ｉＡｇＤＥＧ ｓ

的预后模型可以预测 ＬＵＡＤ 患者的预后 。 与之前的研宄相 比 ， 我们的研宄同时考虑

了线粒体 自噬和衰老两个表型 ， 涵盖的基因更少 ， 更有利于后续的推广和应用验证 。

为 了进
一

步验证我们的 ＭｉＡｇ ｓｃｏｒｅｓ ， 我们采用单变量和多变量 Ｃｏｘ 回归分析了

ＴＣＧＡ－ＬＵＡＤ 数据集中 ＭｉＡｇｓｃｏｒｅｓ 风险分数和五个临床变量 （ Ｔ 分期 、 Ｎ 分期 、

Ｍ 分期 、 年龄和性别 ） 与 ＬＵＡＤ 患者临床结局的关联 ， 结果显示 Ｔ 分期和 Ｍ ｉＡ
ｇ

ｓｃｏｒｅｓ 在多变量 Ｃｏｘ 回归模型中的效用 明显高于其他变量 。 同时 ， 我们还评估了多

变量 Ｃｏｘ 回归模型的诺模图 ， 发现我们构建的多变量回归模型的临床预测效果为 ５

年＞３ 年 ＞１ 年 。 在我们的研宄中 ， 我们证实了这 ５ 个 Ｍ ｉＡｇＤＥＧｓ 与 ＬＵＡＤ 患者

预后的相关性 。

但该研宄的结果还需进
一

步的研宄验证 ， 未来应在更大规模的独立队列中验证

这
一

模型 ， 并探索这些基因在 ＬＵＡＤ 中发挥作用背后的详细分子机制 。 了解这些机

制将为开发有效治疗策略开辟新的途径 。 因此我们对后续的机制研究进行了初步的

探索 。 首先我们在本中心的 ＬＵＡＤ 组织中 ， 利用 ＲｅａｌＴｉｍｅ
ｑＰＣＲ 成功测定 了５ 个

目标基因在 ＬＵＡＤ 组织及癌旁组织中 的相对表达量 。 结果显示 ， 相较于癌旁组织 ，

ＬＵＡＤ 组织中 ＤＳＧ２ 的表达水平显著上调 （ Ｐ＜０ ．０５ ） ， 而 ＣＡＶ １ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＰＬＯＤ２

以及 ＤＳＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和癌旁组织中 的表达未见明显的统计学差异 。 接着我们利

用公共数据库进行了单细胞测序分析 ， 三个数据集的分析结果显示 ， 在 ＬＵＡＤ 中 ，

ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要分布和表达于恶性肿瘤细胞中 。 ＰＬＯＤ２ 和 ＣＡＶ １ 虽然少量表达

于恶性肿瘤细胞中 ， 但主要分布于基质细胞和其他类型的细胞中 。 而 ＭＹＨ １ １ 则在

８３
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正文

ＬＵＡＤ 主要的细胞类型 中未见规律的表达和分布 。 然后我们也通过本中心 ＬＵＡＤ 患

者的石蜡切片进行多重荧光免疫组织化学染色 ， 结果提示 ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要分布

和表达在 ＬＵＡＤ 细胞中 ， 而且 ＤＳＧ２ 在 ５ 年后死亡 、 分期晚以及分化差的 ＬＵＡＤ

患者中表达升高 ， 这与之前的研究结果相似
［
Ｊ ｉｎｅｔ ａｌ

，
２０２０

］
。 由于 ＤＳＧ２ 基因对 ＬＵＡＤ

发生发展的影响 已经得到了较为全面的验证 ， 因此在我们的研究中 ， 我们主要关注

ＤＳＰ 基因对 ＬＵＡＤ 发生发展的影响 。 在我们的研宄中 ， ＤＳＰ 的分析结果显示 ， 其在

癌症分期早 以及分化好的 ＬＵＡＤ 患者中表达升高 ， 在癌症分期晚及分化差的 ＬＵＡＤ

患者中表达降低 ， 这些结果提示 ＤＳＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞的发生发展可能产生负 向 的调

控作用 。 初步的细胞功能实验结果显示 ， ＤＳＰ 可以抑制 ＬＵＡＤ 细胞的侵袭和迁移 ，

并对细胞增殖有显著的抑制作用 ， 同时促进细胞的凋亡 ， 这些结果与之前的推测相

一

致 。

本研究虽然取得了
一

些成果 ， 但也具有
一

定的局限性 。 首先 ， 我们的研宄是回

顾性研宄 ， 仅依赖于公开的数据库和单中心的数据 。 此外 ， 我们分析中使用的数据

集可能存在批间差异 。

８４



北京协和医学院 中 国 医学科学院博士学位论文


小结

１ ， 本研究筛选了ＬＵＡＤ 中与线粒体 自 噬和衰老相关的差异表达基因 ， 经过筛

选 ， ５个ＭｉＡｇ ＤＥＧｓ（ ＣＡＶ １ 、 ＤＳＧ２ 、 ＤＳＰ 、 ＭＹＨ １ １ 、 ＰＬＯＤ２ ） 与ＬＵＡＤ患者的

预后有显著相关性 。

２ ， 构建的 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 预后模型在 ＬＵＡＤ 患者的预后 中预测能力 良好 。

３ ， ５ 个 Ｍ ｉＡｇ ＤＥＧｓ 中 ＤＳＧ２ 和 ＤＳＰ 主要分布和表达在 ＬＵＡＤ 细胞上 ， 既往

研究已证实 ＤＳＧ２ 对 ＬＵＡＤ 细胞的增殖和转移具有促进作用 。

４ ，ＤＳＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞的增殖 、 侵袭和迁移具有显著的抑制作用 ， 这提示 ＤＳＧ２

和 ＤＳＰ 可能在 ＬＵＡＤ 的发生发展中发挥作用并可能成为潜在的治疗靶点 。

８ ５
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ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ． Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ ．１ ６

（
１
）

： ３６２－

３７０ ．

ＺｈｕｏＺｅｔ ａｌ ．

（
２０２ １

）
．Ｍｉｔｏｐｈａｇｙ

－Ｒｅｌａｔｅｄ ＧｅｎｅＳ ｉ

ｇｎａｔｕｒｅｆｏｒ Ｐｒｅｄ ｉｃｔｉｏｎＰｒｏｇｎｏｓ ｉｓ
，
ＩｍｍｕｎｅＳｃｅｎｅｒｙ，

Ｍｕｔａｔ ｉｏｎ
，
ａｎｄＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ

Ｒｅｓｐｏｎｓｅ  ｉｎ Ｐａｎｃｒｅａｔ ｉｃ Ｃａｎｃｅｒ．Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌ ｌ Ｄｅｖ Ｂ ｉｏｌ ．９ ：８０２ ５２８ ．

８９
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肺腺癌预后模型的现状和研究进展
（文献综述 ）

［摘要 ］
肺腺癌作为

一

种常见的恶性肿瘤 ， 其预后模型 的研究对于指导临床治疗具有

重要意义 。 近年来 ， 随着生物信息学 、 高通量测序技术的发展 以及人工智能算法的

应用 ， 肺腺癌预后模型的构建越来越注重 多维度数据的整合 ， 包括基因表达 、 蛋 白

质组学 、 临床特征及影像学资料 。 这些研究展示 了通过深入分析肿瘤 的分子特征和

微环境因素 ， 可 以更准确地预测疾病 的进展和患者的生存率 。 此外 ， 个性化医疗 的

发展促进 了预后模型 向更精准 、 更具预测价值的方 向进化 。 未来的研宄需要在更大

的患者群体 中验证这些模型的临床适用性 ， 并进
一

步探索模型背后肿瘤生物学的复

杂性 ， 以实现肺腺癌患者的精准治疗和管理 。

Ｉ
关键词 丨

肺腺癌 ； 预后模型 ； 基因 ； 人工智 能

肺癌 ， 作为全球范围 内最常见的恶性肿瘤之
一

， 其发病率和死广率持续居高不

下
［
５ １？） １１ １ 丨此 ６ １ ３ １

，

２ ０ １ ９
；

丁 １＾４ １ ３ １
，

２ ０２ 丨

］
。 肺癌 中约 ８０％－

８ ５％足非小细胞肺癌 ， 而 １

／

丨 ：

非小细胞肺癌 中 ， 肺腺癌 占 了 很大的 比 ？：
［
Ｓ ｉ ｅｇｅ

ｌｃ ｔａ ｌ
，
２０２ １

；Ｓ ｉ ｅｇｅ ｌｅ ｔａ ｈ２ ０２ ０
］

。 根据

世界卫生组织的统计 ， 肺腺癌在 全球肺癌 屮 的 比例逐年 ｈ升 ， 己成为
－

个严重的公

共卫生 问题
［
Ｗａｄｏｗ ｓｋ ａ ｅ ｔ ａ ｌ

，
２０２ ０

］
。 尽管在过去 的儿十年 电 ， 随 ｆｆ民疗技术的进步 ，

包括手术
ｌ ：

Ｚｈ ａｎｇ ，
Ｙ

．ｅ ｔａ ｌ

，２０２ ２ ］
、 放疗

［
Ｓｕ ｃ ｃｏｎｙ

ｅｔａ ｌ

，
２０２ １

］
、 化疗

［
Ｆ ｒｏ ｓ ｔｅ ｔａ ｌ

，
２０２０

］
以

及靶向 治疗
［
Ｋ ｉｍｅ ｔａ ｌ

，
２ ０２ １

］
和 免疫治疗 ［

Ｓ ｏｎｇｅ ｔａ ｌ
，２０２２

］
／ ｌｉ 内 的治疗 孓段不断完善 ，

肺腺癌忠者的生 竹所提品 ， 但总体预后仍然＋容乐观 ， 特别是对于晚期肺腺癌

忠 Ｖｔ ｒｆｒｉ ２
［
Ｊ ｏｎｅ ｓｅ ｔａ ｌ

，
２ ０ １ ８

；
Ｓ ｃｈａｂａ ｔｈｅ ｔａ ｌ

，
２ ０ １ ９

；
Ｚａｐｐａｅ ｔａ ｌ

，
２０ １ ６

］
。

在这种背景 下 ， 肺腺癌的预后模型研究显得尤为重要 。 预后模型能够帮助医生

更准确地评估患者的生存预期 ， 为患者提供个性化的治疗方案 ， 从而提高疾病 的治

疗效果和 患者的生活质量 。 近年来 ， 随着生物信息学 、 人工智能等技术的发展 ， 肺

腺癌预后模型的研究取得 了 显著进展 。 这些高科技手段的应用 ， 使得预后模型能够

更全面地考虑肿瘤的分子生物学特征 、 患者的临床特征 以及治疗响应等多方面因素 ，

从而提高预后评估的准确性
［
Ａ ｌ ｉｅ ｔａ ｌ

，

２０２ ３
；Ｗｏｎｇ

ｅ ｔａ ｌ
，

２０２０
］

。

然而 ， 尽管取得 了
一

定的进展 ， 肺腺癌预后模型 的研究仍面临着多重挑战 。 例

如 ， 如何整合和分析来 自 不 同 來源的 大数据 ， 如何在模型 中准确反映肿瘤 的异质性 ，

以及如何将预耵模型 Ｔ
ｉ！好地应： ⑴ 十临床实践等 ， 都是 与前研 究 中 亟待解决 的 问题 。

相 随着研 究的深入和技术 的进少 ， 肺腺癌预后模型冇Ｍ变得更加精准和实用 。

这 ＋仅能够为忠者提供 为 个性化的治疗迮 议 ， 还饤助 Ｔ
？

推动肺腺癌治疗策略的优

９０
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化和发展 。 因此 ， 加强肺腺癌预后模型的研宄 ， 对于提高肺腺癌患者的生存率和生

活质量具有重要的意义 。

因此 ， 在本综述中 ， 我们总结 了 目 前医学研究中主流的构建肺腺癌预后模型的

方法 ， 主要从免疫相关因素 、 各种细胞死亡相关的热点表型 、 人工智能 以及其他因

素方面进行阐述 ， 并对每种方法 目 前的最新进展进行 了 归纳 ， 以便对 目 前肺腺癌预

后模型的构建有
一

个整体的理解 。

一

， 免疫相关因素在肺腺癌预后模型构建中的作用

在构建肺腺癌预后模型中 ， 免疫相关因素扮演着至关重要的角色 。 这些因素包

括但不限于免疫细胞浸润 、 免疫检查点表达以及细胞因子的水平 ， 它们在肿瘤微环

境中 的相互作用对于肺腺癌的发展、 转移 以及患者的生存预后具有重要影响 。 通过

综合分析这些免疫标志物 ， 研宄人员可 以更准确地预测疾病进展和治疗效果 ， 从而

为患者提供个性化的治疗方案 。 当前的研究表明 ， 将免疫相关因素纳入预后模型可

以显著提高模型的预测能力 ， 指导临床治疗决策 ， 优化患者管理策略 ， 从而提高肺

腺癌患者的生存率和生活质量 。 因此 ， 免疫相关因素在肺腺癌预后模型构建中的应

用不仅反映了肿瘤生物学的复杂性 ， 也展现 了精准医疗的应用前景 。

Ｔ 细胞存在于肿瘤微环境中 ， 在肿瘤发生发展的各个阶段均发挥着重要作用 。

研宄者们根据肺腺癌的 ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ 数据并结合 ＴＣＧＡ 数据库构建了 由 ９ 个 Ｔ 细胞

相关的预后基因组成的风险模型 ， 并证明该预后模型在肺腺癌患者中是独立的预后

危险因素 ［
Ｚｈａｎｇ，

Ｊ ．ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。

肿瘤免疫微环境与肿瘤的发生 、 发展和转移有关 。 Ｓｕｎ 等研宄 了肺腺癌免疫相

关特征并开发 了
一

个名为 ＩＰＳ 的四基因标记 （ＡＲＮＴＬ２ 、 ＥＣＴ２ 、 ＰＰＩＡ 和 ＴＵＢＡ４Ａ ） ，

并证明 ＩＰＳ 在两个独立的队列 中表现优于其他模型 ［
Ｓｕｎｅｔ ａｌ

，
２０２０

］
。 Ｓｈａｎ 等根据肿

瘤微环境相关基因确定 了两种亚型 。 最终选择了１４ 个基因用于构建肺腺癌的预后

模型 ， 并且建立的模型能够 比 以前己知的模型更准确地预测肺腺癌患者的预后 ， 为

肺腺癌患者预后 的预测提供 了进
一

步的见解 ， 并可能指导个体化治疗
ｔ
Ｓｈａｎｅｔａｌ

，

２０２２
］

〇

免疫治疗在肺腺癌的治疗中发挥着重要的作用 。 Ｚｈａｎｇ 等构建了六基因肺腺癌

预后模型 （ ＰＬＫ １ 、 ＨＭＭＲ 、 ＡＮＬＮ 、 ＳＬＣ２Ａ １ 、 ＳＦＴＰＢ和ＣＹＰ４Ｂ １ ） 。 结果表明肺腺

癌患者高风险组和低风险组在生存率 、 免疫细胞浸润 、 肿瘤突变负荷 、 免疫检查点

和免疫微环境方面存在显著差异 。 并且在 ＧＥＯ 数据集中验证 了预后模型的准确性

［
Ｚｈａｎｇ ，

Ｐ．ｅｔａｌ
，
２０２２

］ 

〇

二 ， 细胞死亡相关热点表型在肺腺癌预后模型构建中 的作用

在肺腺癌预后模型的构建中 ， 细胞死亡相关的热点表型 ， 如细胞凋亡、 坏死 、

自 噬以及程序性细胞死亡 （ 如铁死亡和焦亡 ） 等起着重要作用 。 这些细胞死亡方式

９ １
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的调节在肺腺癌的发展 、 治疗反应以及疾病预后 中扮演着关键角色。 细胞死亡机制

的变化不仅反映 了肿瘤的生物行为 ， 也是治疗抵抗发展的重要因素之
一

。 通过深入

分析肿瘤样本中 的细胞死亡相关标志物 ， 研究人员能够识别出与肺腺癌患者生存率

密切相关的靶点 ， 进而提高预后模型的预测准确性 。 这种方法有助于实现对肺腺癌

患者的个性化治疗策略 ， 通过精准预测疾病进展和治疗效果 ， 优化治疗方案 ， 从而

提升患者的生存机会和生活质量 。

铜中毒可触发细胞死亡机制 ， 包括凋亡和 自 噬 ， 影响细胞生存。 研宄者们通过

分析研究铜中毒相关基因 的预后价值并建立铜中毒相关预后模型 。 结果显示基于铜

中毒特征评分的高危组患者的总生存期均短于低风险组患者 。 并通过体外实验证明

敲低 ＢＡＲＸ １ 和 ＧＦＲＡ３ 可 以增加肺腺癌细胞对铜中毒的敏感性 ［
Ｃｈｅｎｅｔａｌ

，
２０２２

］
。

Ｗａｎｇ 等研宄了铜中毒相关 ＩｎｃＲＮＡ 在临床预后预测和免疫治疗中 的作用 ， 以及与

药物敏感性的关系 ， 结果显示 １ ６ 个铜 中毒相关 ＩｎｃＲＮＡ 建立的模型可以准确预测

肺腺癌患者的预后 ， 并可能为临床应用和免疫治疗提供新的见解 ［
Ｗａｎｇ 

ｅｔ ａｌ
，
２０２２

］
。

Ｚｈａｎｇ 等基于铜 中毒和免疫相关基因构建了肺腺癌患者生存预测模型 ， 结果显示 ，

一

共鉴定 了５ 个致癌驱动基因 ， 即 ＣＤ７９Ｂ 、 ＰＥＢＰ １ 、 ＰＴＫ２Ｂ 、 ＳＴＸＢＰ １ 和 ＺＮＦ６７ １ ，

并建立了 比例风险回归模型 。 在高危人群中 ， 训练集和验证集的存活率都显著降低 。

此外 ， 与低风险组相 比 ， 高风险组的免疫细胞浸润和免疫检查点表达水平较低 ［
Ｚｈａｎｇ ，

Ｗ．ｅｔ ａｌ
，
２０２３

］ 

〇

二硫化物变性是
一

种新的细胞死亡方式 ， 由积累的细胞 内二硫化物与肌动蛋 白

细胞骨架蛋 白结合引起。 研究者们探讨 了肺腺癌 中二硫化物变性相关基因的表达及

其预后价值 。 结果显示 ， ５ 个二硫化物变性相关基因 （ＡＣＴＢ 、 ＦＬＮＢ 、 ＮＣＫＡＰ １ 、

ＳＬＣ３Ａ２ 、 ＳＬＣ７Ａ １ １ ） 纳入最终的模型构建 ， 并且模型可以稳定可靠地预测肺腺癌的

预后 ［
Ｎ ｉｅｔａｌ

，
２０２３

］
。 Ｈｕａｎｇ 等的研究检测 了２ １ 个与二硫化物变性相关的基因 ， 并

发现了与肺腺癌预后较差相关的基因特征 。 同时构建预后模型并使用三个独立的数

据集进行验证 ， 在 １ 年 、 ３ 年和 ５ 年时 ＡＵＣ 值均大于 ０ ． ５
［
Ｈｕａｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。

细胞焦亡是通过炎症小体的激活进行调节 ， 并参与肿瘤的发生 。 然而 ， 细胞焦

亡相关 ＩｎｃＲＮＡ 对肺腺癌预后的影响 尚未完全阐 明 。 Ｓｏｎｇ 等发现了８４ 个具有差异

表达的细胞焦亡相关 ＩｎｃＲＮＡ ， 并基于其中五种 ＩｎｃＲＮＡ（ ＧＳＥＣ 、 ＦＡＭ８３Ａ－Ｓ １ 、

ＡＬ６０６４８９ ． １ 、 ＡＬ０３４３９７ ． ３ 和 ＡＣ０ １ ０９８０ ．２ ） 构建了
一个新的肺腺癌预后预测模型 ，

该模型在预测预后方面表现出 良好的性能 ， 并且与免疫细胞浸润有关 。 同时准确地

预测 了患者的总体生存率 ， 具有 良好的临床应用价值 ［
Ｓｏｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２ １

］
。

失巢凋亡是程序性细胞死亡的另
一

种形式 ， 在癌症侵袭和转移中发挥着关键作

用 ， 其作用是防止分离的癌症细胞重新附着到其他基质上进行异常增殖 。 Ｄ ｉａｏ 等对

失巢相关基因在肺腺癌中 的预后影响进行全面分析 。 结果显示 ， 模型在预测肺腺癌

９２
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患者的总生存期方面显示出令人满意的预测性能 ［
Ｄ ｉａｏｅｔａ ｌ

，
２０２３

］
。

细胞死亡相关基因指示癌症患者的预后 。 泛凋亡是
一

种新观察到的细胞死亡形

式 ， 研究人员将其与癌症细胞死亡和抗肿瘤免疫联系起来 。 即便如此 ， 其在肺腺癌

中 的意义仍有待阐 明 。 Ｚｈａｎｇ 等研宄发现 ， 基于六个泛凋亡相关基因 （ＮＬＲＣ４ 、 ＦＡＤＤ 、

ＴＲＡＤＤ 、 ＲＩＰＫ １ 、 ＰＳＴＰＩＰ２ 和 ＭＬＫＬ ） 构建的预后模型可以准确估计肺腺癌患者的

预后 ［
Ｚｈａｎｇ ，

Ｃ ．ｅｔａ ｌ
，
２０２３

］
。

胞葬作用就是指吞噬细胞清除程序性死亡细胞的过程 。 越来越多的证据强调 了

胞葬作用在肿瘤进展中的潜在意义 。 Ｌ ｉｕ 等基于胞葬作用相关基因构建肺腺癌的预

后风险模型 。 结果显示 ， 研宄建立了 以 ７ 个胞葬作用相关基因为中心的风险预后模

型 ， 该模型在预测肺腺癌患者的生存率和免疫状况方面具有较高的准确性 ［
Ｌ ｉｕ ｅｔ ａｌ

，

２０２３
］
。

三 ， 人工智能在肺腺癌预后模型构建中的作用

人工智能 （Ａｒｔ ｉｆｉｃ ｉａｌ Ｉｎｔｅ ｌ ｌ ｉｇｅｎｃｅ ，
Ａ Ｉ ） 在肺腺癌预后模型构建中 的作用 日 益凸显 ，

为精准医疗提供 了新的视角和方法。 利用 ＡＩ 技术 ， 如机器学习和深度学习 ， 研究

人员 能够从大量肺腺癌患者的临床数据 、 基因表达数据 、 影像数据中提取有价值的

信息 。 ＡＩ 模型通过分析这些数据 ， 能够识别 出影响肺腺癌患者预后的关键生物标志

物和模式 ， 甚至发现之前未被注意到的潜在生物学机制 。 这种方法不仅提高 了预后

模型的准确性和预测能力 ， 还能帮助医生制定更加个性化的治疗方案 。 此外 ， ＡＩ 技

术在处理复杂数据时的高效率和准确性 ， 使其在早期诊断 、 疾病分型 以及治疗效果

评估中展现出 巨大潜力 ， 为肺腺癌患者的治疗和管理提供了新的策略和工具 。

Ｈｅ 等利用机器学习筛选出 ＡＤＭ２ 、 ＣＤＨ １ ７ 、 ＤＫＫ １ 、 ＰＴＸ３ 和 ＡＣ １ ４５３４３ ． １ 五

个基因作为肺腺癌的潜在免疫相关基因 。 其中 ＡＤＭ２ 和 ＡＣ １ ４５ ３４３ ． １ 在肺腺癌患者

中预后 良好 。 最终提出 了
一

个免疫预后模型来预测肺腺癌患者的总生存率 ， 该模型

为肺腺癌患者的免疫治疗提供 了新的标志物和思路 ［
Ｈｅ ｅｔ ａ ｌ

，
２０２３

］
。 Ｚｈａｎｇ 等通过分

析单细胞 ＲＮＡ 测序数据和大量 ＲＮＡ 测序数据 ， 基于总共 ２６ 种机器学习算法开发

了肿瘤浸润免疫细胞相关特征 ， 并基于该特征评分可 以预测五个独立数据集中肺腺

癌患者的生存结果 ［
Ｚｈａｎｇ ，

Ｎ ．ｅｔ ａｌ
，
２０２３

］
。 Ｈｅ 等设计了

一

个个性化的生存预测系统 ，

该系统可以使用三种不同 的人工智能算法提供个体生存 曲线 。 该人工智能预测系统

可 以通过 比较不 同治疗下 的个体死亡率风险 曲线 ， 直接传达治疗效果 ［
Ｈｅ

，
Ｔ ．ｅｔａｌ

，

２０２２
］

。

Ｚｈａｎｇ 等利用影像组学特征预测表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂治疗后肺

腺癌患者无进展生存期 。 结果显示 ， 构建的影像组学模型显示了肺腺癌疾病进展的

最佳预后表现 。 这种动态成像生物标志物有望监测治疗反应并实现个性化管理

［
Ｚｈａｎｇ， 

Ｘ ．ｅｔ ａｌ
，
２０２３

］
。 Ｆｅｎｇ 等基于 Ｈ＆Ｅ 染色图像构建的拓扑细胞图 ， 通过计算空

９３
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间相邻肿瘤淋巴细胞数量与肿瘤细胞数量的 比值 ， 提出 了
一

种人工智能量化的肿瘤

－淋巴细胞空间相互作用评分 ， 通过将该评分与临床病理风险因素相结合建立的模型

改进了三个独立队列中无病生存期的预测 ［
Ｆｅｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。 Ｚｈａｎｇ 等分析 了肺腺癌

的程序性细胞死亡相关基因的多组变异 。 使用 １ ０ 种机器学习算法 （ １ ０ １ 种组合 ） 的

交叉验证来综合开发和验证基于程序性细胞死亡相关基因的表达谱的最佳预后细

胞死亡评分模型 。 结果显示 ， 该模型可 以准确预测患者的预后及其对治疗的反应

［
Ｚｈａｎｇ ， 

Ｙ．ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。

四 ， 其他病理生理因素在肺腺癌预后模型构建中的作用

昼夜节律紊乱是肿瘤增殖的主要因素 。 但到 目 前为止 ， 昼夜节律紊乱在肺腺癌

的临床预测中的作用 尚未明确 。 Ｈｅ 等研究表明 ， 昼夜节律紊乱在 Ｔ 细胞耗竭中起

着关键作用 ， 这可能是肺腺癌预后不佳的原因 ［
Ｈｅ

，
Ｌ ．ｅｔａｌ

，
２０２２

］
。

广泛的研宄 己经确定 了癌症相关成纤维细胞与癌症发展的各个阶段之间 的显

著相关性 ， 包括起始、 血管生成 、 进展和对治疗的抵抗 。 在 Ｒｅｎ 等的研宄中 ， 有 ３

个癌症相关成纤维细胞簇与肺腺癌的预后显著相关 ， 结合风险特征和临床病理特征

的预后模型显示 出 良好的临床适用性 ， 同时通过体外实验证实 了相关基因 ＥＸＰ １ 在

促进肺腺癌中肿瘤细胞的侵袭和生长中的作用 ［
Ｒｅｎｅｔａ ｌ

，
２０２３

］
。

ＲＮＡ 修饰在癌症的发展和进展中具有病理和预后意义 ， 其中 ｍ６Ａ 和 ｍ５Ｃ 是具

有代表性的调节因子 。 这些 ＲＮＡ 修饰可 以通过调节基因表达对其他 ＲＮＡ 的功能产

生影响 。 Ｔｉａｎ等构建了
一

个由ＭＥＴＴＬ３ 、 ＮＰＬＯＣ４ 、 ＲＢＭ １ ５ 、 ＹＴＨＤＦ １ 、 ＩＧＦ２ＢＰ １ 、

ＮＳＵＮ３ 和 ＮＳＵＮ７ 组成的七基因 ｍ６Ａ／ｍ５Ｃ 风险模型 ， 以对早期肺腺癌的预后进行

分层 （ ｐ
＝

０ ．００４９ ，ＡＵＣ＝０ ． ７９ １ ） 。 证实七基因风险模型可能是早期肺腺癌预后评估的

关键工具 ［
Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ

，

２０２３
］

。

肿瘤细胞是否通过基底膜侵袭是决定肺腺癌预后的关键因素 。 Ｚｈａｎｇ 等研究共

确定 了３ １ 个肺腺癌的预后基底膜相关基因 ， 并成功建立了
一

个名为 ＢＭｓｏｃｒｅ 的新

的 １ ７ｍＲＮＡ 预后模型来预测肺腺癌患者的总生存率 。 结果显示高 ＢＭｓｃｏｒｅ 组肺腺

癌患者预后较差 ［
Ｚｈａｎｇ ，

Ｚ ．ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。

越来越多 的证据表明 ， ＩｎｃＲＮＡ 可以作为癌症的潜在预后因素 。 Ｇｏｎｇ 等利用血

管生成相关的 ｌｎｃＲＮＡ 作为潜在的预后因素 ， 建立肺腺癌的预后模型 。 结果显示 ，

研究 中鉴定 的 四种血管生成相关 ＩｎｃＲＮＡ 可作为肺腺癌患者的预后生物标志物

［
Ｇｏｎｇ

ｅｔａｌ
，
２０２３

］
。

配体和受体在细胞通讯中起着重要作用 。 Ｌ ｉ 等证实了配体－受体对在肺腺癌发

展中的重要性 。 结果表明配体－受体对在肺腺癌的发展中起着关键作用 。 该预后模型

可以预测肺腺癌患者的预后并指导个性化治疗 ［
Ｌ ｉｅｔａ ｌ

，
２０２２

］
。

五 ， 展望

９４
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对肺腺癌预后模型的研宄在不断进步 ， 展现出前所未有的深度与广度 。 当前的

研究重点在于整合多源数据 ， 包括基因组 、 转录组、 蛋 白质组以及临床参数 ， 以构

建更加精准和全面的预后评估模型 。 特别是 ， 随着高通量测序技术的发展和人工智

能算法的应用 ， 研究人员能够在更细致的层面上理解肿瘤的生物学特性 ， 识别 出新

的生物标志物 ， 为肺腺癌的分型和预后提供了新的视角 。

此外 ， 影像组学的兴起为肺腺癌的预后模型增添 了新的维度 。 通过分析来 自 ＣＴ 、

ＭＲＩ 等影像的数据 ， 研宄者可以提取出肿瘤的形态学特征 ， 这些特征与肿瘤的基因

表达及患者的生存结果密切相关 ， 从而提高预后模型的预测精度 。

未来的研宄有望通过进
一

步的跨学科合作 ， 如生物信息学 、 计算机科学与临床

医学的深度融合 ， 推动个性化医疗的实现。 特别是 ， 在处理和解析大规模生物医学

数据方面 ， 人工智能技术的优化和创新将是关键 。 同时 ， 随着精准医疗理念的深入

人心 ， 预后模型的研究也将更加注重多样性和包容性 ， 以适应不同人群的特定需求 。

综上所述 ， 肺腺癌预后模型的研究正处于
一

个快速发展的阶段 ， 未来有望通过

更高效的数据整合 、 更先进的分析方法和更深入的生物学理解 ， 为肺腺癌患者提供

更为精确的预后信息和更优化的治疗策略。
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ＩｓＩｎｆｅｒｉｏｒ ｔｏ Ｐｅｍｅｔｒｅｘｅｄ－ＦｒｅｅＲｅｇｉｍｅｎｓ ｉｎ

Ｔｈｙｒｏ ｉｄＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃ ｔｏｒ１
（
ＴＴＦ－

ｌ
）

－Ｎｅｇａｔｉｖｅ ，
ＥＧＦＲ／ＡＬＫ－ＮｅｇａｔｉｖｅＬｕｎｇ

Ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ： Ａ Ｐｒｏｐｅｎｓｉ ｔｙ
Ｓｃｏｒｅ Ｍａｔｃｈｅｄ Ｐａ ｉｒｓ Ａｎａｌｙｓｉ ｓ ．Ｃ ｌ ｉｎＬｕｎｇ 

Ｃａｎｃｅｒ．２ １
（
６

）
： ｅ６０７－

ｅ６２ １ ．

ＧｏｎｇＱ 
ｅ ｔａ ｌ ．

（
２０２３

）
．Ｃｏｎｓ ｔｒｕｃ ｔｉｏｎ ａｎｄｖａ ｌ ｉｄａｔ ｉｏｎｏｆ ａｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

－

ｒｅ ｌａｔｅｄ ＩｎｃＲＮＡ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ

ｍｏｄｅ ｌ  ｉｎｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ． Ｆｒｏｎｔ Ｇｅｎｅｔ ．１ ４ ： １ ０８３５９３ ．

ＨｅＬ ｅｔａｌ ．

（
２０２２

）
．Ｓ ｉｎｇｌｅ－

ｃｅ ｌ ｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃａｎａｌｙｓ ｉｓ ｒｅｖｅａ ｌｓ ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍ ｄ ｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄ

ｗ ｉｔｈ
ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｎｄ ｄｒｕｇ

－

ｒｅｓｉ ｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ 
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ．Ｊ Ｐ ｉｎｅａｌ Ｒｅｓ ．７３

（
ｌ
）

： ｅ ｌ２８０３ ．

Ｈｅ Ｔｅｔ ａｌ ．

（
２０２２

）
． Ａｒｔｉｆｉｃ ｉａ ｌ ｉｎｔｅ ｌ ｌ ｉｇｅｎｃｅ ｐｒｅｄ ｉｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ ｏｆ 

ｉｎｄ ｉｖｉｄｕａ ｌｓｕｒｖ ｉｖａｌ ｒａｔｅ ｆｏｒ  ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．ＣｏｍｐｕｔＳ ｔｒｕｃｔ Ｂ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌ Ｊ ． ２０ ：２３５２ －２３ ５９ ．

Ｈｅ Ｘ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２３

）
．Ｍａｃｈ ｉｎｅ ｌｅａｒｎ ｉｎｇ

－ｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ａｎｄｃｅＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋ

ｃｏｎｓ ｔｒｕｃｔｉｏｎｆｏｒ  ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｃ ｌ ｉｎＯｎｃｏ ｌ ．１ ４９

（
１ ０

）
： ７３ ７９－７３ ９２ ．

Ｈｕａｎｇ 
Ｊｅｔ ａｌ ．

（
２０２３

）
．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｓｕ ｌｆｉｄｐｔｏｓｉｓ

－ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅ

ｎｅｓｓ ｉｇｎａｔｕｒｅ ｆｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓ ｔｉｃ
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ｉｍｐ ｌ ｉｃａｔ ｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ． Ｃｏｍｐｕｔ Ｂ ｉｏ ｌ Ｍｅｄ ．１ ６５ ： １ ０７４０２ ．

ＪｏｎｅｓＧ Ｓｅｔ ａ ｌ ．

（
２０ １ ８

）
．Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ  ｌｕｎｇ

ｃａｎｃｅｒ．Ｃ ｌ ｉｎ Ｍｅｄ
（
Ｌｏｎｄ

）
．

１ ８
（
Ｓｕｐｐ ｌ２

）
： ｓ４ １

－

ｓ４６ ．

Ｋ ｉｍＳ Ｙ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２ １

）
．Ｍｏｄｅ ｌ ｉｎｇ 

Ｃ ｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ Ｔａｒｇｅｔｅｄ Ｔｈｅｒａｐ ｉｅｓ ｂｙ 

Ｐａｔｉｅｎｔ
－Ｄｅｒｉｖｅｄ

Ｏｒｇａｎｏ ｉｄｓｏｆＡｄｖａｎｃｅｄ Ｌｕｎｇ 

Ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｃ ｌ ｉｎＣａｎｃｅｒ Ｒｅｓ ．２ ７
（
１ ５

）
：４３９７ －４４０９ ．

Ｌ ｉＤｅｔ ａｌ ．

（
２０２２

）
．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｕｂ ｔｙｐ ｉｎｇ 

ｆｏｒ  ｌｕｎｇ 
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａａｎｄ ａ ｎｏｖｅｌ

ｐｒｏｇｎｏｓｔ ｉｃｍｏｄｅ ｌ ｂａｓｅｄ

ｏｎ ｌ ｉｇａｎｄ
－

ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐａｉｒｓ ． ＡｄｖＭｅｄＳｃ ｉ ．６７

（
２
）

：３ １ ６－

３２７ ．

Ｌｉｕ Ｊ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２３

）
．Ｃｏｎｓ ｔｒｕｃｔ ｉｏｎａｎｄ ｖａｌ ｉｄａｔ ｉｏｎｏｆ ａｎｅｆｆｅｒｏｃ＾ｏｓ ｉｓ

－

ｒｅ ｌａｔｅｄ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓ ｉｇｎａｔｕｒｅ ｉｎ ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｊ Ｃａｎｃｅｒ ＲｅｓＣ ｌ ｉｎＯｎｃｏｌ ．１４９
（
１ ６

）
： １ ４５７７－

１ ４５９６ ．

Ｎ ｉＬ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２３

）
． Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｉｓｕｌｆｉｄｐｔｏｓ ｉ ｓ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ． Ａｇ ｉｎｇ （
Ａ ｌｂａｎｙ

ＮＹ
）

．１ ５
（ 

１ ５
）

： ７７４ １ 

－

７７５９ ．

Ｒｅｎ
Ｑ 

ｅｔ ａ ｌ ．

（
２０２３

）
． Ａ ｎｏｖｅｌｓ ｉｇｎａｔｕｒｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｓ
ｐｒｏｇｎｏｓ ｉ ｓａｎｄ  ｉｍｍｕｎｏ ｔｈｅｒａｐｙ

ｉｎ ｌｕｎｇ 
ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃａｎｃｅｒ－ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂ ｌａｓｔｓ ．Ｆｒｏｎ ｔ Ｉｍｍｕｎｏ ｌ ．１ ４ ： １ ２０ １ ５７３ ．

ＳｃｈａｂａｔｈＭ Ｂｅｔ ａｌ ．

（
２０ １ ９

）
．Ｃａｎｃｅｒ ＰｒｏｇｒｅｓｓａｎｄＰｒｉｏｒｉｔｉｅｓ ：Ｌｕｎｇ 

Ｃａｎｃｅｒ． Ｃａｎｃｅｒ Ｅｐ ｉｄｅｍ ｉｏ ｌ

Ｂ ｉｏｍａｒｋｅｒｓ Ｐｒｅｖ．２８
（

１ ０
）

： １ ５６３ －

１ ５ ７９ ．

Ｓｈａｎ
Ｑ 

ｅｔ ａ ｌ ．

（
２０２２

）
． Ｃ ｌｕｓｔｅｒｉｎｇ

ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓ ａｎｄ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓ ｉｇｎａｔｕｒｅｏｆ  ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｔｈｅｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎ ｔ ．Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ ．１ ２
（
１
）

： １ ２０５９ ．

Ｓ ｉｅｇｅｌ Ｒ Ｌ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２０

）
． Ｃｍｉｃｅｒ ｓｔａｔ ｉ ｓｔｉｃｓ

， 
２０２０ ．ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ ＪＣ ｌ ｉｎ ．７０

（
１
）

： ７ －

３０ ，

Ｓ ｉｅｇｅ
ｌ Ｒ Ｌ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２ １

）
． Ｃ ａｎｃｅｒ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

， 
２０２ １ ．ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ Ｊ Ｃ ｌ ｉｎ ．７ １

（
ｌ
）

：７－３３ ，

Ｓｋｏｕｌｉｄｉ ｓＦｅｔ ａｌ ．

（
２０ １ ９

）
． Ｃｏ－ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｇｅｎｏｍ

ｉｃａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｓ ｉｎｎｏｎ－

ｓｍａ ｌ ｌ
－

ｃｅ ｌ ｌ  ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ

ａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｙ． Ｎａｔ ＲｅｖＣａｎｃｅｒ． １ ９
（
９

）
：４９５ －５０９ ．

Ｓｏｎｇ

Ｊｅｔ ａｌ ．

（
２０２ １

）
． Ａ ｎｏｖｅｌ

ｐｙｒｏｐｔｏｓ ｉｓ
－

ｒｅｌａｔｅｄ ＩｎｃＲＮＡ ｓ ｉｇｎａｔｕｒｅｆｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｔ ｉｃ

ｐｒｅｄ ｉｃｔ ｉｏｎ ｉｎ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

ｗ ｉ ｔｈ ｌｕｎｇ 
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ．Ｂ ｉｏｅｎｇ ｉｎｅｅｒｅｄ ． １ ２

（
ｌ
） ：５９３２

－５９４９ ．

Ｓｏｎｇ 
Ｐ ｅｔ ａｌ ．

（
２０２２

）
．Ｉｄｅｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ ａｎｄ Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆ ａ Ｎｏｖｅ ｌＳ ｉｇｎａｔｕｒｅＢａｓｅｄ ｏｎ ＮＫ Ｃｅ ｌ ｌ Ｍａｒｋｅｒ

Ｇｅｎｅｓ ｔｏ Ｐｒｅｄ ｉｃｔ Ｐｒｏｇｎｏｓ ｉ ｓａｎｄＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ
Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎＬｕｎｇ 

Ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａｂｙ

Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ａｎａ ｌｙｓ ｉｓ ｏｆ Ｓ ｉｎｇ ｌｅ
－Ｃｅ ｌｌ ａｎｄ Ｂｕ ｌｋ ＲＮＡ －

Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ ．Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏ ｌ ．１ ３ ： ８５０７４５ ．

Ｓｕｃｃｏｎｙ 

Ｌ ｅｔ ａ ｌ ．

（
２０２ １

）
． Ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ｓｐｅｃ ｔｒｕｍ ｌ ｅｓ ｉｏｎ ｓｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ：Ｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎ

，ｐａｔｈｏ ｌｏｇｙ 
ａｎｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎ ｔｓ ｔｒａｔｅｇ ｉｅｓ ．Ｃａｎｃｅｒ Ｔｒｅａｔ Ｒｅｖ ．９９ ： １ ０２２３ ７ ．

ＳｕｎＳｅｔ ａ ｌ ．

（
２０２０

）
．Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ ａｎｄ ｖａｌ ｉｄａｔ ｉｏｎｏｆ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ－

ｒｅ ｌａｔｅｄ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｉｎｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｄ ．９
（
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