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胶质母细胞瘤铜死亡相关免疫检查点基因特征及潜在候选药物分析 

施晓艳，黄珊，杨佳，李海涛* 

重庆两江新区第一人民医院 神经外科，重庆  401121 

摘  要：目的  综合运用生物信息学方法进行胶质母细胞瘤铜死亡相关免疫检查点基因（ICGs）特征分析及潜在候选药物

预测。方法  从癌症基因组图谱（TCGA）数据库下载胶质母细胞瘤患者 mRNA 表达和临床信息。采用 Cox 回归、Lasso 回

归及交叉验证筛选预后相关的 ICGs，构建风险模型并对胶质母细胞瘤患者进行风险评分。利用风险评分及临床特征构建列

线图预测模型，通过校准曲线及受试者特征曲线（ROC）曲线进行验证。利用 Kaplan-Meier 曲线对高、低风险组进行预后分

析。利用 DSigDB 数据库筛选 ICGs 相关的潜在候选药物，并对高、低风险组药物敏感性进行分析。结果  共得到 36 个铜死

亡相关的 ICGs。通过 Cox 回归、Lasso 回归筛选出 4 个预后相关 ICGs，分别是 CD276、TNFSF14、CD40、TNFSF9。多因

素 Cox 回归结果示，风险评分是胶质母细胞瘤患者的独立预后因子。ROC 曲线图预测 1、3 年生存率的 ROC 曲线下面积分

别为 0.726（95% CI：0.637～0.816）、0.731（95% CI：0.593～0.870）。GSEA 分析结果显示，DNA 复制、间隙连接、糖胺聚

糖生物合成等癌症通路主要富集在高风险组。高风险组患者中 CD4+ T 细胞、中性粒细胞、巨噬细胞、髓样树突状细胞免疫

浸润水平较低风险组升高，达沙替尼、二甲基乙二酰氨基乙酸的半数抑制浓度（IC50）较低风险组减小。从 DSigDB 数据库

得到 8 种可能对胶质母细胞瘤患者有益的小分子药物。结论  筛选出 4 个预后有关的铜死亡相关 ICGs，以此构建的风险模

型具有较好的预后价值，并确定了 8 种 ICGs 相关治疗胶质母细胞瘤患者的潜在候选药物。 
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Abstract: Objective  To comprehensively use bioinformatics methods to analyze the characteristics of copper death-related immune 

checkpoint genes (ICGs) and predict potential drug candidates in glioblastoma. Methods  The mRNA expression and clinical 

information of glioblastoma patients were obtained from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. The Cox regression, Lasso 

regression and cross-validation were used to screen out the ICGs related to prognosis, then construct a risk model and score the risk of 

glioblastoma patients. A nomogram prediction model was constructed using risk scores and clinical characteristics, and verified by 

calibration curve and ROC curve. Prognostic analysis of high and low risk groups was performed using Kaplan-Meier curves. The 

DSigDB database was used to screen potential drug candidates related to ICGs, and the drug sensitivity of high and low risk groups 

was analyzed. Results  A total of 36 copper death-related ICGs were obtained. Four prognosis-related ICGs were screened by Cox 

regression and Lasso regression, namely CD276, TNFSF14, CD40, and TNFSF9. Multivariate Cox regression results showed that risk 

score was an independent prognostic factor for glioblastoma patients. The results of the ROC curve showed that the area under the 

ROC curve of the nomogram to predict the 1-year and 3-year survival rates was 0.726 (95% CI: 0.637 — 0.816) and 0.731 (95% CI: 

0.593 — 0.870), respectively. The results of GSEA analysis showed that cancer pathways such as DNA replication, gap junctions, and 

glycosaminoglycan biosynthesis were mainly enriched in high-risk groups. The immune infiltration levels of CD4+ T cells, neutrophils, 

macrophages, and myeloid dendritic cells in the high-risk group were significantly increased, while the IC50s of dasatinib and 

dimethyloxalylglycine were significantly decreased. Eight small-molecule drugs that may benefit glioblastoma patients were obtained  
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from the DSigDB database. Conclusion  In this study, 4 prognostic copper death-related ICGs were screened, and the risk model 

constructed by these ICGs had good prognostic value, and 8 potential drug candidates related to ICGs were identified for the treatment 

of glioblastoma patients.  
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胶质母细胞瘤是恶性程度最高的胶质瘤类型，

具有增殖快和侵袭性强的特点，约占原发性恶性脑

肿瘤的 48.6%[1]。目前，手术切除联合放化疗仍是胶

质瘤治疗的主要手段[2]。尽管大量研究都集中在改

进治疗策略上，但胶质母细胞瘤患者的预后仍然很

差，中位生存时间约为 14 个月[3]。因此，探索胶质

母细胞瘤潜在的治疗靶点具有重要的临床意义。免

疫检查点是免疫刺激和抑制途径的调节剂，对自身

免疫耐受及外周免疫反应的调节都非常重要[4]。研

究表明，肿瘤可能会通过激活免疫检查点通路从而

避免被免疫系统识别来抑制免疫反应[5]。因此，免

疫检查点阻断疗法已成为癌症免疫治疗的潜在策

略[6]。免疫检查点基因（ICGs），如细胞毒 T 淋巴细

胞相关抗原-4（CTLA-4）和抗程序性死亡蛋白 1

（PD-1）/程序性死亡受体-配体-1（PD-L1）能参与

免疫共刺激和抑制途径，可能作为免疫检查点阻断

治疗的潜在靶点[7]。Lim 等[8]研究发现，PD-1 抑制

剂可能改善胶质母细胞瘤患者总体生存率。

Tsvetkov 等[9]研究发现，铜可以与脂酰化的三羧酸

循环细胞周期蛋白结合并聚集，从而引发铁硫簇蛋

白的丢失以及蛋白质毒性应激，导致细胞死亡，这

是一种新的细胞死亡机制。目前，有关铜死亡相关

ICGs 与胶质母细胞瘤之间关系的研究报道较少。本

研究综合运用生物信息学方法，通过癌症基因组图

谱（TCGA）数据库获取胶质母细胞瘤患者 mRNA

表达和临床信息，筛选出预后相关的 ICGs 并构建

风险模型，分析风险模型的生存预后价值及 ICGs的

免疫浸润特征，筛选出 ICGs 潜在候选药物，旨在

为 ICGs治疗胶质母细胞瘤的策略提供了理论依据。 

1  资料与方法 

1.1  资料来源 

从 TCGA 数据库获取胶质母细胞瘤样本 RNA

数据矩阵和临床资料，剔除生存时间＜30 d 的样本，

最后获得胶质母细胞瘤样本 169 例，对照样本 5 例。

铜死亡相关基因来自 Tsvetkov 等[9]的报道，ICGs 来

自 Hu 等[10]的报道。 

1.2  铜死亡相关 ICGs 的筛选 

从胶质母细胞瘤样本的 mRNA 矩阵中分别提

取出铜死亡相关基因及 ICGs 的表达矩阵。利用

“limma”包进行相关性分析，得到铜死亡相关 ICGs，

其中代表相关系数（cor）＞0.3，P＜0.05 为正相关，

cor＜−0.3，P＜0.05 为负相关，并利用 Cytoscape 

3.8.2 软件进行可视化。 

1.3  风险模型的构建与评估 

利用 Cox 回归、Lasso 回归及交叉验证对 ICGs

中预后相关的 ICGs 进行筛选，然后利用公式：

风险评分 = ∑ 𝛽𝑖 × 𝐸𝑖
𝑛
𝑖=1 对筛选出的预后相关 ICGs

进行风险评分，将评分大于中位数的患者分为高风

险组，评分小于中位数的患者分为低风险组。最后，

再利用风险模型热图及Kaplan-Meier生存分析图对

风险模型进行评估。 

1.4  列线图的构建与评估 

利用“rms”包对预后相关的临床因素和 ICGs

进行列线图预测模型的构建，并且利用校准曲线和

ROC 曲线对预测模型的校准度和准确性进行评估。 

1.5  基因集富集分析（GSEA） 

利用“clusterProfiler”包进行 GSEA，再利用

“enrichplot”包进行特定通路做图。 

1.6  免疫浸润分析 

分别利用 TIMER 、 CIBERSORT 、 CIBER 

SORTABS 、 QUANTISEQ 、 MCPCOUNTER 、

XCELL、EPIC 等方法进行免疫细胞浸润分析。并

利用“pheatmap”包对分析结果进行可视化。 

1.7  潜在小分子药物的筛选 

利 用 DSigDB 数 据 库 （ https://maayanlab. 

cloud/Enrichr/）对筛选的 ICGs 相关的潜在小分子药

物进行分析，然后根据综合评分进行排序，选取排

名前 8 位的药物作为筛选药物。 

1.8  药物敏感性分析 

利用“pRRophetic”R 包分析高、低风险组中预

测药物的半数抑制浓度（IC50），并进行药物敏感性

分析。 

1.9  统计学分析 

数据采用 R 4.1.3 软件进行统计分析。两组间比

较采用两独立样本 Wilcoxon 秩和检验，P＜0.05 表

示差异有统计学意义。 

https://maayanlab/
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2  结果 

2.1  铜死亡相关的 ICGs 的筛选 

共筛选出 36 个铜死亡相关的 ICGs，其中正相

关 ICGs 10 个，负相关 ICGs 26 个，见图 1。 

 
菱形代表铜死亡相关基因，圆形代表 ICGs 

diamonds represent copper death-related genes, circles represent ICGs 

图 1  铜死亡相关 ICGs 网络图 

Fig. 1  Network diagram of ICGs related to copper death 

2.2  预后相关 ICGs 的筛选及风险模型构建与评估 

单因素Cox回归共筛选出8个预后相关的 ICGs

（图 2A），进一步通过 Lasso 回归分析（图 2B、C）

筛选出 4 个 ICGs。与低风险组比较，高风险组患者

CD276、TNFSF14、CD40、TNFSF9 升高，生存时

间减小（图 3A、B）。表明 CD276、TNFSF14、CD40、

TNFSF9 构建的风险模型具有较好的预后价值。 

2.3  风险评分独立预后价值及与临床特征的关系 

Cox 回归结果示，风险评分是胶质母细胞瘤患

者的独立预后因子（图 4A、B）。性别、年龄等临床

特征在高、低风险组间呈差异分布（图 4C）。在年

龄≥60 岁胶质母细胞瘤患者中，高风险组生存时间

与低风险组无显著差异（图 4D）。在年龄＜60 岁胶

质母细胞瘤患者中，高风险组生存时间较低风险组

减小（P＜0.05）（图 4E）。表明年龄是风险评分预

后评估中的混杂因素，分层后风险评分在年龄＜60

岁胶质母细胞瘤患者中具有更高的预后价值。 

 

 

 

A-单因素 Cox 回归  B-Lasso 回归算法变量筛选  C-交叉验证参数 λ 选择 

A-single factor Cox regression  B-screening of Lasso regression algorithm variables  C-selection of cross-validation parameter λ 

图 2  预后相关 ICGs 的筛选 

Fig. 2  Screening of prognostic-related ICGs 

P 值              HR 值 

CD276    0.005 3    1.020 8（1.006 1～1.035 7） 

CD40     ＜0.001    1.126 7（1.052 1～1.206 5） 

CD70     0.005 7    1.038 6（1.011 1～1.067 0） 

CD96     0.026 2    2.299 8（1.103 6～4.792 6） 

TNFRSF14 0.036 8    1.073 7（1.004 4～1.147 7） 

TNFRSF9  0.026 2    2.210 1（1.098 7～4.445 7） 

TNFSF14  ＜0.001   1.311 1（1.122 8～1.531 0） 

TNFSF9   ＜0.001   1.330 6（1.136 1～1.558 5） 
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A-热图  B-Kaplan-Meier 生存分析 

        A-heat map  B-Kaplan-Meier survival analysis 

图 3  风险模型评估 

Fig. 3  Evaluation of risk model 

2.4  基于风险评分和临床特征列线图的构建与评估 

基于风险评分和临床特征构建的列线图如图

5A 所示。校准曲线结果显示列线图具有较好的校

准度（图 5B），ROC 曲线结果显示列线图预测 1 年

生存率和 3 年生存率的 ROC 曲线下面积分别为

0.726（95% CI：0.637～0.816）、0.731（95% CI：

0.593～0.870）（图 5C）。表明列线图预测的 1 年生

存率和 3 年生存率具有较高的准确度。 

2.5  GSEA 分析 

GSEA 分析结果示，DNA 复制、间隙连接、糖

胺聚糖生物合成–硫酸软骨素/硫酸皮肤素、利什曼

病、脂肪细胞中脂解的调节主要富集在高风险组

（图 6A），内分泌和其他因子对钙重吸收的调节、卟

啉代谢、肾素–血管紧张素系统、RNA 降解主要富

集在低风险组（图 6B）。 

2.6  免疫浸润水平分析 

分别利用 TIMER 、 CIBERSORT 、 CIBER 

SORTABS 、 QUANTISEQ 、 MCPCOUNTER 、

XCELL、EPIC 等方法进行免疫细胞浸润分析，得

到风险评分和免疫浸润之间的关系热图（图 7）。其

中，TIMER 分析结果显示，与低风险组比较，高风

险组患者中 CD4+ T 细胞、中性粒细胞、巨噬细胞、

髓样树突状细胞水平升高。表明高风险评分与免疫

浸润程度密切相关。 

2.7  基于铜死亡相关 ICGs 的小分子药物鉴定 

本研究从 DSigDB 数据库中筛选出 ICGs 相关

的前 8 位候选小分子药物依次是倍他米松戊酸酯、

氟化物、替米利芬、胞壁酰二肽、U-73122、卡巴胆

碱、聚肌胞苷酸、恩替司他，见表 1。表明高风险

组患者可能受益于上述小分子药物。 

2.8  药物敏感性分析 

与低风险组比较，高风险组患者中达沙替尼、

二甲基乙二酰氨基乙酸 IC50 减小，差异有统计学意

义（P＜0.05）（图 8）。表明高风险组患者对达沙替

尼、二甲基乙二酰氨基乙酸更为敏感。 

3  讨论 

本研究通过TCGA 数据库获得 169例胶质母细

胞瘤样本的 mRNA 及临床信息，并从 mRNA 矩阵

中分别提取出铜死亡相关基因及 ICGs的表达矩阵，

通过相关性分析得到 36 个铜死亡相关的 ICGs。然

后通过 Cox 回归及 Lasso 回归筛选出 CD276、

TNFSF14、CD40、TNFSF9 等 4 个预后相关 ICGs，

并以此建立风险模型。生存曲线及 ROC 曲线表明

模型具有较好的预测价值，且多因素 Cox 回归表明

风险评分是胶质母细胞瘤患者的独立预后指标。 

近年来，肿瘤免疫治疗已成为手术、放化疗等

常规治疗手段之外最有前景的治疗手段之一，尤其

是免疫检查点抑制剂的研究进展迅速[11]。目前，美

国食品药品监督管理局（FDA）已批准 PD-1/PD-L1

和 CTLA-4 等免疫检查点抑制剂用于黑色素瘤、非

小细胞肺癌、乳腺癌等实体瘤，并表现出较好的治

疗效果[12]。但免疫检查点抑制剂对于胶质母细胞瘤 
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A-单因素 Cox 回归  B-多因素 Cox 回归  C-热图  D-≥60 岁组 Kaplan–Meier 生存曲线  E-＜60 岁组 Kaplan–Meier 生存曲线 

A-univariate Cox regression  B-multivariate Cox regression  C-heat map  D-Kaplan–Meier survival curve for the ≥ 60-year-old group  E-Kaplan-

Meier survival curve for the < 60-year-old group 

图 4  风险评分的独立预后价值及与临床特征的关系 

Fig. 4  Independent prognostic value of risk score and its relationship with clinical features 

的治疗仍处于临床研究阶段，这可能与胶质母细胞

瘤的异质性高、肿瘤微环境的免疫抑制以及低肿瘤

突变负荷等特征有关[13]。因此，开发研究新的免疫

检查点分子，可能提供不同机制的抑制途径，具有

重要的临床意义。 

CD276 是 B7 免疫共刺激和共抑制家族成员，

在胶质瘤的 T细胞抑制中起关键作用[14]。Takashima

等[15]发现由 CD276、GATA3、LGALS3 组成的基因

特征能够预测胶质母细胞瘤的预后。Wang 等[16]研

究表明，异柠檬酸脱氢酶（IDH）突变高级别胶质

瘤中 CD276 下调，可能与 2-HG 积累诱导的自噬有

关。CD40 是肿瘤坏死因子受体超家族的成员编码

蛋白。CD40、CD276 等免疫检查点分子与 PD-1 显

著相关，PD-1 高表达与弥漫性胶质瘤患者的不良预

后有关[17]。Yang 等[18]发现，白细胞介素（IL）-6 抑

制与 CD40 刺激相结合可逆转巨噬细胞介导的肿瘤

免疫抑制，使胶质母细胞瘤对免疫检查点抑制剂敏

感。Lee-Chang 等[19]研究表明，通过 CD40 激动剂

和 γ 干扰素（IFNγ）刺激激活 4-1BBL+ B 细胞能诱

导胶质母细胞瘤有效的免疫反应。肿瘤坏死因子

（TNF）是迄今为止发现的抗肿瘤作用最强的细胞因

子，可在诱导肿瘤细胞凋亡的同时，刺激 T 细胞的 
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A-基于风险评分和临床特征列线图  B-校准曲线  C-ROC 曲线 

A-nomogram based on risk score and clinical characteristics  B-calibration curve  C-ROC curve 

图 5  列线图的构建与评估 

Fig. 5  Construction and evaluation of nomograms 

 

A-高风险组基因富集分析结果  B-低风险组基因富集分析结果 

A-gene enrichment analysis results of high-risk group  B-gene enrichment analysis results of low-risk group 

图 6  GSEA 基因富集分析 

Fig. 6  GSEA gene enrichment analysis 

生长、活化，并在 T 细胞应答与免疫调节中起重要

作用[20]。TNFSF14 是 TNF 配体超家族成员，在活

化的 T 细胞和未成熟树突状细胞中呈现高表达[21]。

He 等[22]发现，TNFSF14 与血管靶向肽的结合体可

将脑肿瘤血管转化为高内皮微静脉，从而减少血管

渗漏并增强免疫治疗效果。研究表明，TNFSF9 具

有诱导单核细胞活化、迁移及分化的能力，并参与

NK 细胞介导的抗肿瘤免疫[23]。Wu 等[24]发现，

TNFSF9可能通过 Src蛋白/黏着斑激酶/磷酸化蛋白

激酶 B/白介素-1β（Src/FAK/p-Akt/IL-1β）信号诱导

巨噬细胞 M2 极化，从而促进胰腺癌细胞的转移。 

本研究发现，铜死亡相关 ICGs 参与 DNA 复

制、间隙连接、糖胺聚糖生物合成–硫酸软骨素/硫

酸皮肤素、卟啉代谢、RNA 降解等癌症和代谢相关

通路，而这些通路与恶性肿瘤的表型密切相关[10]。

TIMER 分析显示，4 个预后相关的 ICGs 与免疫细

胞浸润有关，这表明铜死亡相关 ICGs 可能通过影

响免疫浸润水平来调节癌症进展。此外，高风险组 
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图 7  免疫细胞浸润分析 

Fig. 7  Analysis of immune cell infiltration 

表 1  DSigDB 数据库中 ICGs 相关的候选小分子药物 

Table 1  Candidate small molecule drugs related to ICGs in DSigDB database 

药物名称 OR 值 P 值 综合评分 

倍他米松戊酸酯CTD00005505 666.20 0.002 4 077.19 

氟化物 CTD00005982 376.28 ＜0.001 3 771.27 

替米利芬 CTD00001953 555.11 0.003 3 304.67 

胞壁酰二肽 CTD00005307 317.06 0.004 1 720.94 

U-73122 CTD00002498 302.64 0.005 1 629.20 

卡巴胆碱 CTD00005572 266.28 0.005 1 400.90 

聚肌胞苷酸 CTD00006579 201.65 0.007 1 006.89 

恩替司他 CTD00003662 195.71 0.007 971.56 
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图 8  药物敏感性分析 

Fig. 8  Drug sensitivity analysis 

胶质母细胞瘤患者可能受益于倍他米松戊酸酯、氟

化物、替米利芬、胞壁酰二肽、U-73122、卡巴胆碱、

聚肌胞苷酸、恩替司他等 ICGs 相关药物的治疗。 

综上所述，本研究共筛选出 CD276、TNFSF14、

CD40、TNFSF9 4 个铜死亡相关的 ICGs，以此构建

的风险模型具有较好的预后价值，且风险模型中的

高风险组与免疫细胞的浸润有关。因此，这些铜死

亡相关的 ICGs 可能作为胶质母细胞瘤免疫治疗的

潜在靶点。此外，本研究发现高风险组患者对达沙

替尼及二甲基乙二酰氨基乙酸等药物敏感性较高，

并确定了 8 种 ICGs 相关的潜在候选药物。 
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