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[摘要] 目的 探讨基于细胞铁死亡相关的基因构建胰腺导管腺癌(pancreaticductaladenocarcinoma,

PDAC)患者预后风险评分模型及其应用价值。方法 从癌症基因组图谱(TCGA)数据库、基因表达综合数据库和

基因型组织表达数据库中获取PDAC及正常胰腺组织的转录组测序数据和PDAC患者总体生存期(OS)等临床资

料,从GeneCards数据库获取细胞铁死亡相关基因资料。通过R软件筛选PDAC组织与正常胰腺组织间差异表达

基因(DEGs)。利用单因素Cox回归分析和LASSO回归分析构建PDAC患者预后风险评分模型,通过该风险评分

模型将TCGA数据库中PDAC病例分为高、低风险两组,绘制Kaplan-Meier生存分析曲线,比较两组患者OS。通

过CCK-8实验和免疫印迹实验进一步验证该风险评分模型中细胞铁死亡关键基因与PDAC细胞铁死亡间的关

系。结果 成功构建了由SLC6A14、DKK1、KRT19、AURKA、EMP1、ANXA2、LGALS37个细胞铁死亡相关基

因构成的PDAC患者预后风险评分模型;Kaplan-Meier生存分析曲线显示,低风险组患者的OS显著长于高风险组

(P<0.05)。CCK-8实验结果显示,PDAC细胞系中 AsPC-1及BxPC-3细胞 AURKA敲降组第3~5天的细胞存

活率均显著低于阴性对照组(t=4.57~12.84,P<0.05);免疫印迹实验结果显示,AsPC-1及BxPC-3细胞的AUR-
KA敲降组细胞中AURKA、SLC7A11、GPX4蛋白相对表达量均显著低于阴性对照组(t=4.22~11.79,P<0.05)。
结论 AURKA 基因的下调可能通过促进PDAC细胞铁死亡的发生导致PDAC的发生发展,基于细胞铁死亡相关

基因的风险评分模型对PDAC患者的预后评估具有重要参考价值。
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basedoncellferroptosis-relatedgenesanditsapplicationvalue QINGGong,JINGXue,JIANGYueping
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[ABSTRACT] Objective Toestablishaprognosticriskscoringmodelforpatientswithpancreaticductaladenocarcinoma
(PDAC)basedoncellferroptosis-relatedgenes,andtoinvestigateitsapplicationvalue. Methods TheCancerGenomeAtlas
(TCGA)database,GeneExpressionOmnibusdatabase,andGenotype-TissueExpressiondatabasewereusedtoobtainthetran-

scriptomesequencingdataofPDACtissueandnormalpancreatictissuesandtheclinicaldataofPDACpatientsincludingoverall

survival(OS),andtheGeneCardsdatabasewasusedtoobtainthedataoncellferroptosis-relatedgenes.Rsoftwarewasusedto

identifythedifferentiallyexpressedgenes(DEGs)betweenPDACtissueandnormalpancreatictissue.TheunivariateCoxregres-

sionanalysisandLASSOregressionwereusedtoestablishaprognosticriskscoringmodelforPDACpatients,andbasedonthis

riskscoringmodel,thePDACcasesinTCGAdatabaseweredividedintolow-andhigh-riskgroups.TheKaplan-Meiersurvival

curveswereplottedtocompareOSbetweenthetwogroups.CCK-8assayandWesternblottingwereusedtofurthervalidatetheas-

sociationbetweenthekeygenesofcellferroptosisintheriskscoringmodelandcellferroptosisinPDAC. Results Aprognostic

riskscoringmodelforPDACpatientswassuccessfullyestablishedbasedonsevencellferroptosis-relatedgenes,i.e.,SLC6A14,

DKK1,KRT19,AURKA,EMP1,ANXA2,andLGALS3,andtheKaplan-Meiersurvivalcurveshowedthatthelow-riskgroup
hadasignificantlylongerOSthanthehigh-riskgroup(P<0.05).CCK-8showedthatcomparedwiththenegativecontrolgroup,

theAURKAknockdowngroupofAsPC-1andBxPC-3PDACcelllineshadasignificantlylowerviabilityondays3-5(t=4.57-

12.84,P<0.05),andWesternblottingshowedthatcomparedwiththenegativecontrolgroup,theAURKAknockdowngroupof

AsPC-1andBxPC-3cellshadsignificantlylowerrelativeproteinexpressionlevelsofAURKA,SLC7A11,andGPX4(t=4.22-

11.79,P<0.05). Conclusion DownregulationoftheAURKAgenemayleadtothedevelopmentandprogressionofPDACby

promotingferroptosisinPDACcells,andtheriskscoringmodelbasedoncellferroptosis-relatedgeneshasasignificantreference

valuefortheprognosticassessmentofPDACpatients.
[KEYWORDS] Carcinoma,pancreaticcuctal;Ferroptosis;Geneexpression;Regressionanalysis;Prognosis;Computatio-

nalbiology;Databases,genetic

  胰腺导管腺癌(pancreaticductaladenocarcino-

·383·



精准医学杂志2024年10月第39卷第5期 JPrecisMed,October2024,Vol.39,No.5

ma,PDAC)是一种侵袭性强且生存预后极差的恶性

肿瘤[1-2]。预估到2030年,其可能上升为人类癌症

相关死亡的第二病因[3]。PDAC的治疗方法主要包

括手术切除、放疗、化疗、介入治疗及靶向治疗等[4]。
目前根治性手术仍是实现PDAC治愈并延长患者

生存期的主要治疗方法,然而全世界只有不到20%
的患者在诊断时具有手术适应证[5]。细胞铁死亡是

一种不同于细胞凋亡、自噬以及坏死的细胞死亡方

式[6-7]。近年来细胞铁死亡在肿瘤治疗中的潜在应

用价值被广泛研究[8-9]。研究表明,癌细胞可能通过

调节细胞铁死亡通路来增强自身抗氧化能力,从而

更好地适应肿瘤微环境,增加对各类治疗的抵抗,最
终影响癌症患者的预后[10-11]。目前关于细胞铁死亡

相关基因对PDAC患者预后的评估价值尚缺乏深

入研究。本研究尝试构建一个基于细胞铁死亡相关

基因评估PDAC患者预后的风险评分模型,并通过

体外细胞实验初步探讨该风险评分模型筛选出的细

胞铁死亡关键基因与PDAC发生间的关系,以期能

为PDAC的早期诊断及预后评估提供新的理论依

据,为PDAC患者靶向治疗研究提供新方向。

1 资料与方法

1.1 一般资料的获取与处理

从癌症基因组图谱(TCGA)数据库(https://

portal.gdc.cancer.gov/)、基因表达综合(GEO)数据

库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中的两个

数据集(GSE183795、GSE62452)以及基因型组织表

达(GTEx)数据库(http://commonfund.nih.gov/

GTEx/)中获取PDAC及正常胰腺组织的转录组测

序数据和PDAC患者总体生存期(OS)等临床资料,
并从 GeneCards数据库(https://www.genecards.
org/)中获取787个细胞铁死亡相关基因。用R语

言limma软件包对TCGA数据库中PDAC组织与

GTEx数据库中正常胰腺组织的 mRNA转录组测

序数据进行细胞铁死亡相关基因的差异表达分析,
筛选标准为|log2FC|>3且p.adj<0.05。

1.2 基于细胞铁死亡相关基因的PDAC患者预后

风险评分模型的构建与评价

使用R语言survival软件包对PDAC与正常

胰腺组织间差异表达的细胞铁死亡相关基因进行单

因素Cox回归分析,以识别PDAC患者OS相关基

因。将 TCGA数据库中PDAC病例作为训练集,

GEO数据库中PDAC病例作为验证集,使用R语

言的glmnet软件包通过LASSO回归分析来构建

PDAC患者预后风险评分模型,通过该风险评分模

型计算出所有患者的风险评分,并以风险评分中位

数为阈值分别将训练集与验证集患者分为高风险组

和低风险组。采用 Kaplan-Meier(K-M)生存分析

比较两组患者 OS差异,使用R语言survivalROC
软件包绘制受试者工作特征(ROC)曲线以评估模

型预测效能,并选取模型中风险系数最高的基因进

行后续体外细胞实验。

1.3 PDAC组织与正常胰腺组织之间差异表达基

因(DEGs)的富集分析

使用R语言clusterProfiler软件包对PDAC组

织与正常胰腺组织间DEGs进行GO功能富集分析

和KEGG通路分析[12]。同时使用limma软件包联

合clusterProfiler软件包对训练集中高、低风险组

患者进行基因集富集分析(GSEA)。

1.4 小干扰RNA(siRNA)转染人胰腺腺癌细胞系

细胞

使用Lipofectamine3000将siRNA转染到人

胰腺腺癌细胞系AsPC-1细胞与BxPC-3细胞(购自

武汉普诺赛生命科技有限公司)中。随后将上述两

种细胞分别分为阴性对照组(siNC组)与 AURKA
敲降组(siAURKA组)。

1.5 CCK-8实验检测AsPC-1细胞和BxPC-3细胞

存活能力

将步骤1.4处理后的四组细胞分别置入96孔

培养板中,每组细胞设置3个复孔,每孔中含4000
个细胞,随后每孔中加入CCK-8溶液10μL,置于

37℃、含体积分数0.05的CO2培养箱中孵育3h,
以酶标仪测量各组溶液在波长450nm处的吸光度

(A)值并计算各组细胞存活率,四组细胞均连续测

量5d。细胞存活率=[(A实验孔-A空白孔)/(A对照孔-
A空白孔)]×100%。

1.6 免疫印迹实验检测AsPC-1细胞和BxPC-3细

胞中AURKA、SLC7A11、GPX4蛋白相对表达量

使用包含PMSF和cocktail的RIPA蛋白裂解

液从步骤1.4处理后的 AsPC-1、BxPC-3细胞中提

取总蛋白,以120V 恒压60min电泳分离蛋白,

290mA恒流90min将蛋白转移至PVDF膜上,并
以50g/L脱脂牛奶室温封闭1h。分别加入一抗

AURKA(1∶1000,美国CST公司)、GAPDH(1∶
5000,武汉三鹰生物技术有限公司)、SLC7A11(1∶
1000,美国ABclonal公司)、GPX4(1∶1000,杭州

华安生物技术有限公司),于4℃下孵育14~16h。
将HRP标记的山羊抗兔或小鼠二抗(1∶5000,上
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海碧云天生物技术有限公司)与PVDF膜在室温下

孵育1h。加入ECL化学发光液显影并拍照,使用

ImageJ软件分别分析 AURKA、SLC7A11、GPX4
及GAPDH蛋白条带灰度值。以 GAPDH 作为内

参照,计算 AURKA、SLC7A11、GPX4三种蛋白的

相对表达量,结果取3次重复实验的均值。

1.7 统计学方法

采用R4.2.1及GraphpadPrism软件对数据进

行统计学分析。服从正态分布的连续变量以x±s
表示,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比

较采用t检验;分类变量以例(率)表示,组间比较采

用 Wilcoxon检验;采用K-M 生存分析曲线进行患

者生存预后分析。以P<0.05为差异具有统计学

意义。

2 结  果

2.1 PDAC组织与正常胰腺组织间细胞铁死亡相

关基因的差异表达分析

从TCGA和GTEx数据库共筛选出1761个

PDAC组织与正常胰腺组织的DEGs,从GeneCards
数据库共获取787个细胞铁死亡相关基因。将上述

两个基因集取交集,获得72个细胞铁死亡相关基

因。将这72个基因使用survivalROC软件包进行

Cox回归分析,最终筛选出13个影响PDAC患者

预后的相关基因(P<0.05),见表1。

2.2 PDAC患者预后风险评分模型的构建与评价

将上述13个PDAC患者预后相关基因进行

LASSO回归分析,最终筛选出SLC6A14、DKK1、

KRT19、AURKA、EMP1、ANXA2、LGALS3 等总

计7个基因共同构建风险评分模型。风险评分分

值=0.031×SLC6A14 表达量+0.034×DKK1 表达

量+0.100×KRT19 表达量+0.208×AURKA 表

达量+0.125×EMP1 表达量+0.045×ANXA2 表

达量+0.071×LGALS3 表达量,以评分的中位数为

阈值将PDAC患者分为高风险组(训练集89例,验
证集100例)和低风险组(训练集89例,验证集99
例)。K-M生存分析曲线显示,训练集及验证集的

高、低风险组患者OS均存在显著差异(P<0.05),
其中低风险组患者OS更长(图1A、B)。ROC曲线

结果则表明,训练集中PDAC预后风险评分模型预

测PDAC患者1、2、3年 OS的曲线下面积(AUC)
分别为0.739、0.704、0.736(图1C),验证集中上述指

标分别为0.542、0.629、0.700(图1D)。

表1 影响PDAC患者生存预后相关基因的Cox回归分析

基因 HR(95%CI) P

SLC6A14 1.785(1.178~2.705) 0.006
STYK1 1.587(1.046~2.409) 0.030
DKK1 1.858(1.221~2.827) 0.004
KRT19 1.890(1.246~2.868) 0.003
HTR1D 1.617(1.068~2.447) 0.023
HCAR1 1.557(1.030~2.355) 0.036
PRRX2 1.511(1.003~2.278) 0.049
AURKA 1.951(1.283~2.966) 0.002
EMP1 1.786(1.181~2.701) 0.006
ANXA2 1.965(1.293~2.987) 0.002
LGALS3 1.671(1.103~2.531) 0.015
TPM4 1.857(1.218~2.830) 0.004
KPNA2 1.575(1.041~2.382) 0.031

A:训练集高、低风险组患者K-M曲线,B:验证集高、低风险组患者K-M曲线,C:风险评分模型预测训练集患者1、2、3年 OS的ROC曲

线,D:风险评分模型预测验证集患者1、2、3年OS的ROC曲线

图1 训练集、验证集患者的K-M 生存曲线及风险评分模型预测OS的ROC曲线

2.3 PDAC组织与正常胰腺组织间DEGs的基因

富集分析

GO功能富集分析结果显示,PDAC组织与正

常胰腺组织间72个DEGs主要存在于含胶原的细

胞外基质、细胞骨架结构等处,主要参与磷脂酶抑制

剂的激活、NADPH 氧化酶的激活等生物学过程。

KEGG通路分析结果显示,上述基因主要在细胞铁

死亡信号通路中富集。GSEA结果显示,DEGs主

要参与了P53信号通路、ECM 受体相互作用信号

通路等。
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2.4 AURKA 敲降对AsPC-1和BxPC-3细胞存活

率的影响

CCK-8实验结果显示,时间、组别、时间与组别

交互作用对AsPC-1及BxPC-3细胞存活率有显著

影响(F时间 =51.01、164.30,F组别=48.83、124.10,

F时间*组别=9.11、45.30,P<0.05);其中 AsPC-1及

BxPC-3细胞siAURKA组第3~5天细胞存活率低

于siNC组(t=4.57~12.84,P<0.05)。见表2。

表2 AURKA 敲降对AsPC-1和BxPC-3细胞存活率的影响(χ/%,n=3,x±s)

组别 第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

AsPC-1细胞

 siNC组 88.95±2.27 70.14±0.82 86.92±1.23 69.43±1.09 76.77±1.93
 siAURKA组 92.91±0.62 66.57±1.69 67.88±1.52 42.19±1.41 45.86±1.88
BxPC-3细胞

 siNC组 98.33±4.93 75.41±1.74 84.72±3.30 79.86±3.97 75.80±3.33
 siAURKA组 93.44±1.86 68.03±1.32 65.46±2.19 55.06±3.32 44.13±1.49

2.5 siNC组 与siAURKA 组 细 胞 中 SLC7A11、

AURKA、GPX4蛋白表达水平比较

免疫印迹实验结果显示,AsPC-1细胞siNC组

细胞中AURKA、SLC7A11、GPX4蛋白相对表达量

分别为1.21±0.12、0.91±0.03、0.99±0.05,siAUR-
KA组细胞中三种蛋白相对表达量分别为0.51±
0.01、0.37±0.02、0.64±0.06,AsPC-1细胞siNC组

三种蛋白相对表达量均显著高于siAURKA组(t=
4.40~11.79,P<0.05)。BxPC-3细胞siNC组细胞

中AURKA、SLC7A11、GPX4三种蛋白相对表达量

分别为1.07±0.11、0.95±0.01、0.95±0.02,siAUR-
KA组细胞中三种蛋白相对表达量分别为0.37±
0.02、0.62±0.04、0.71±0.05,BxPC-3细胞siNC组

三种蛋白相对表达量亦显著高于siAURKA组(t=
4.22~8.27,P<0.05)。见图2。

图2 AsPC-1、BxPC-3细胞的siNC组与siAURKA组蛋白表达

水平比较

3 讨  论

PDAC是一种高度侵袭性肿瘤,PDAC患者的

5年生存率低于12%[13]。细胞铁死亡是一种独特

的细胞死亡形式,不同于细胞自噬、凋亡及坏死,细
胞铁死亡主要由铁离子引起细胞内脂质过氧化物沉

积所致[14]。SLC7A11/GPX4 信号轴在细胞铁死

亡调节中扮演重要角色[15-16]。当SLC7A11 出现功

能障碍时会导致GPX4 水平下调,而GPX4 是抑制

细胞脂质过氧化和细胞铁死亡发生的关键调控基

因[17-18]。大量研究表明细胞铁死亡在肿瘤的发展过

程中具有重要作用[19-21],但目前关于细胞铁死亡相

关基因在PDAC患者预后中作用的研究较少。
本研究对TCGA等数据库中PDAC组织与正

常胰腺组织间基因进行差异表达分析,结合Gene-
Cards数据库中的细胞铁死亡相关基因,筛选出72
个PDAC组织与正常胰腺组织间差异表达的细胞

铁死亡相关基因。采用了单因素Cox回归分析结

合LASSO回归分析,成功构建了包括SLC6A14、

DKK1、KRT19、AURKA、EMP1、ANXA2 以 及

LGALS3 等7个细胞铁死亡相关基因预测PDAC
患者预后的风险评分模型。目前已有研究显示上述

7个基因在肿瘤进展中起重要作用。如SLC6A14
在结直肠癌中表达上调,可激活Akt-mTOR信号通

路促进肿瘤进展[22]。DKK1 通过增加SLC7A11
的表达,以保护转移癌细胞免受脂质过氧化和细胞

铁死亡影响[23]。KRT19 则直接与β-catenin/RAC1
复合物相互作用,调节乳腺癌的肿瘤特性[24]。AU-
RKA/CXCL5 轴在非小细胞肺癌自噬当中发挥着

重要的作用,细胞毒性自噬的激活减弱了 AUR-
KA/CXCL5 介导的非小细胞肺癌细胞的恶性生物

学行为[25]。EMP1 的缺失可促进膀胱癌细胞迁移,
并赋予其抵抗细胞铁死亡和氧化应激的能力[26]。

ANXA2 通过激活MYC-HIF1A-VEGF 轴以促进

食管癌进展[27]。LGALS3 的过表达增强了肝癌细

胞向骨骼转移的能力[28]。本研究随后将PDAC患

者分为高、低风险组,绘制K-M生存分析曲线,发现

高风险组患者的 OS较低风险组更短,表明该风险

评分模型对PDAC患者的预后预测具有一定的参

考价值;ROC曲线结果则显示本风险评分模型在

PDAC患 者1、2、3年OS的预测中均具有较好效
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能。另外,PDAC与正常胰腺组织中差异表达的细

胞铁死亡相关基因功能富集分析结果显示,DEGs
主要参与了细胞铁死亡信号通路、P53信号通路、

ECM受体相互作用信号通路等信号通路,从一定程

度上揭示了上述基因导致PDAC的潜在生物学机

制,为未来深入研究提供了一定理论依据。
在体外细胞实验中,CCK-8实验结果显示人胰

腺腺癌细胞系 AsPC-1和BxPC-3细胞的siAUR-
KA组细胞第5天细胞存活率较siNC组显著下降;
进一步的免疫印迹实验发现当AURKA 敲降导致

AsPC-1细胞和BxPC-3细胞中 AURKA蛋白表达

水平下调时,GPX4和SLC7A11蛋白表达水平也随

之降低,即人胰腺腺癌细胞系中AURKA 基因表达

的下调可能诱导了细胞铁死亡发生。
另外,本研究也存在一些局限性。首先,从回顾

性数据中得出的预后预测模型需要通过前瞻性研究

进行验证,以提高其可靠性和可推广性;其次,虽然

我们通过体外实验初步探索了AURKA 基因在细

胞铁死亡中的作用,但对其具体机制及功能的理解

仍然有限,未来需更深入地研究以便全面解析AU-
RKA 在PDAC发生发展中的作用;最后,LASSO
回归分析虽然在变量选择中有效,但可能忽略了基

因间复杂的交互作用,未来研究可以考虑采用更先

进的机器学习方法来提高风险评分模型的精度。
总之,本研究对TCGA等数据库中PDAC相关

基因的综合分析以及提取,成功构建了PDAC患者

预后风险评分模型,该模型由SLC6A14、DKK1、

KRT19、AURKA、EMP1、ANXA2、LGALS3 等7
个细胞铁死亡相关基因组成,能够为PDAC患者预

后的评估提供一定参考。
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