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摘要：目的：通过分析胃腺癌的 RNA-seq 和临床数据以及铁死亡相关基因数据来筛选胃腺癌潜在的治疗靶点或

预后基因。方法：从癌症基因组图谱（Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库下载 RNA 测序（RNA-seq）数据和临

床数据，从 FerrDb V2 网站下载铁死亡相关基因数据。使用 R 软件对下载的数据进行生物信息学和统计分析，以

P<0.05 为差异有统计学意义。结果：我们一共筛选出 1384 个差异表达基因，其中包括 24 个与铁死亡相关的差

异表达基因。在这 24 个基因中，我们进一步筛选了与生存预后相关的四个关键基因：NOX2、PRKAA2、FABP4 和 P

DK4。通过单基因生存分析和 Cox 回归分析，我们发现 NOX2、PRKAA2、FABP4 和 PDK4 低表达的 STAD 患者的生存

时间明显更长，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：我们筛选出了 4 个与胃腺癌预后有关的铁死亡相关差异表

达基因，这 4 个基因有可能成为胃腺癌治疗的靶点。
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引言

胃腺癌（Stomach adenocarcinoma，STAD）是一种

起源于胃黏膜上皮细胞的恶性肿瘤，其病理类型存在异

质性。1965 年，P. Lauren 根据肿瘤是否伴有肠上皮化

生，将 STAD 分为肠型和弥漫型(1)。根据世界卫生组织

（the World Health Organization，WHO）2019 年发布

的第 5版分类系统，STAD 最常见的病理学类型包括管状

腺癌、乳头状腺癌、低黏附型癌、黏液腺癌及混合型腺

癌(2)。据国际癌症研究机构（International Agency

for Research on Cancer，IARC）2024 年发布的数据，

虽然 STAD的发病率远低于肺癌（11.7%），但其依然是

全球癌症相关死亡的第五位致死癌种(3,4)。STAD 的发

病与幽门螺杆菌感染、遗传因素、环境因素、膳食因素

等多重因素相关，尽管在过去五十年全球 STAD 的发病

率持续下降，但其全球 5年生存率仍保留在25-30%的低

水平，其预后不良构成了严重的公共卫生负担(5)。因

此，STAD的诊断、治疗及预后在全球仍面临着严峻的挑

战。

铁死亡（Ferroptosis）是一种铁依赖性、非凋亡

性的程序性细胞死亡形式，由哥伦比亚大学 Brent R.

Stockwell教授团队于 2012 年首次提出(6)。铁死亡是

一种铁依赖性、受调控的、独特的细胞死亡模式，该过

程由脂质过氧化介导，引起细胞内活性氧（reactive o

xygen species，ROS）大量蓄积，最终通过级联放大效

应导致细胞死亡(7)。大量研究表明，铁死亡与肿瘤的

抑制或进展存在着显著相关。例如，Ma等学者发现，C

D36 表达上调的 CD8+T 细胞通过摄取过量多不饱和脂肪

酸（polyunsaturated fatty acids，PUFAs）促进铁死

亡发生，导致其丧失肿瘤免疫监视功能，从而导致肿瘤

进展加速(8)。Wang 等学者提出，活化的 CD8+T 细胞通

过分泌干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）下调胱氨

酸/谷氨酸逆向转运体系统（System Xc⁻ ）的关键亚基

SLC3A2与 SLC7A11的表达，进而增强肿瘤细胞的脂质过

氧化水平，最终诱导铁死亡并抑制肿瘤生长进程(9)。

这些研究都证实铁死亡在肿瘤发生、发展及治疗抵抗中

均发挥关键调控作用。

STAD 细胞可通过上调谷胱甘肽过氧化物酶 4（Glut

athione peroxidase 4，GPX4）来逃逸铁死亡，进而促

进肿瘤进展；而通过基因敲除 GPX4 或药物抑制铁死亡

抵抗，可显著抑制肿瘤增殖并延缓转移进程(10)。HCP5

基因编码的微蛋白HCP5-132aa通过增强RNA结合蛋白Y

BX1 与 ELAVL1的互相作用，维持 SLC7A11的表达水平，
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进而抑制铁死亡并驱动 STAD 细胞的增殖与转移(11)。

上述研究表明，针对 STAD 中铁死亡相关基因的探索，

不仅能发掘新的潜在治疗靶点，还可作为 STAD 预后评

估的生物标志物，为优化临床诊疗策略及改善患者预后

提供重要价值。

1 材料与方法

1.1 数据获取和处理

本研究于 2024 年 8月 31日从 TCGA 官网（https:/

/portal.gdc.cancer.gov）获取 379 例 STAD样本及 34

例正常组织的 RNA 测序图谱与临床数据，并基于 GTF 注

释文件将 Ensemble基因 ID转换为标准基因符号。通过

FerrDb V2 数据库（http://www.zhounan.org/ferrdb/

current/）筛选出 717个铁死亡相关基因，含 369 个驱

动基因与 348 个抑制基因。数据分析采用 R软件（4.4.

0 版）及在线分析平台完成。

1.2 筛选差异表达基因

本研究采用 R软件进行样本数据预处理，通过'Lim

ma'程序包筛选 DEGs。设定阈值标准为 P值<0.01 且错

误发现率（false discovery rate，FDR）<0.01，并以

|log2FC|>2及校正后 P<0.01 作为显著差异表达基因（d

ifferentially expressed genes，DEGs）的筛选条件。

利用火山图实现差异基因可视化表达，进一步取 DEGs

与铁死亡基因的交集筛选铁死亡相关 DEGs，并通过韦恩

图展示交集基因分布。

1.3 铁死亡相关 DEGs的功能富集分析

利用热图对铁死亡相关 DEGs 进行可视化，利用 R

软件进行京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclop

edia of Genes and Genomes，KEGG)通路分析，利用“微

生信”在线网站(https://www.bioinformatics.com.cn)对铁

死亡相关 DEGs 进行基因本体论（Gene Ontology，GO)

功能富集分析，包括生物过程（biological process，

BP),细胞成分（cellular component，CC)和分子功能

（molecular function，MF)。P < 0.05 为差异有统计

学意义。

1.4 蛋白-蛋白互作（Protein-protein

interaction，PPI）网络分析及关键基因筛选

采用蛋白质-蛋白质相互作用检索工具STRING（网

址：http://string-db.org，12.0版本）对 PPI 网络进

行预测，利用 Cytoscape软件（3.10.2 版本）筛选关键

基因。在此研究中，我们根据节点得分选取了排名前十

的基因作为关键基因。

1.5 单基因生存分析、Cox 回归分析并构建预后模

型

对筛选出来的关键基因进行单基因生存分析，P <

0.05为差异有统计学意义。随后，利用“微生信”在线

网站，选取具有统计学显著性的基因进行Cox回归分析，

并绘制森林图。

1.6 统计学分析

本研究所有统计分析均采用R软件及专业在线工具

完成，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 差异表达基因

对微阵列数据结果实施标准化处理后，采用 Limma

程序包筛选出 1384个 DEGs，其中包含 503 个上调基因

与 881 个下调基因（图 1）。随后将这 1384 个 DEGs 与

我们预先下载的 717 个铁死亡基因取交集，最终筛选出

25个铁死亡相关 DEGs。这 25个基因中包含5个上调驱

动基因、7个上调抑制基因、2个下调驱动基因及 11个

下调抑制基因（表 1）。值得注意的是，PRKAA2重叠存

在于下调驱动基因和下调抑制基因中。基于 FerrDb 网

站的评分系统及进一步的 KEGG 通路富集分析，我们认

为 PRKAA2 应当被归类为下调驱动基因。最终我们整理

出 24个铁死亡相关 DEGs，并通过热图直观展示其表达

谱特征（图2）。

图 1 STAD 的 DEGs

https://www.bioinformatics.com.cn
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表 1 铁死亡相关 DEGs

上调驱动

基因

上调抑制

基因

下调驱动基

因

下调抑制基

因

基因
名

NOX1,
NOX4,
MYB,
IDO1,
HOTAIR

HELLS,
RRM2,
GDF15,
KIF20A,
ETV4,
TERT,

LINC01833

PRKAA2,
CPEB1

AKR1C1,
AKR1C2,
FNDC5,
BEX1,
ASAH2,
FABP4,

SOX2, PDK4,
ADIPOQ,
GSTM1

图 2 铁死亡相关 DEGs

2.2 铁死亡相关 DEGs功能富集分析

通过 KEGG 通路分析发现，铁死亡相关 DEGs 主要富

集于化学致癌-活性氧通路（图 3），且涵盖上调和下调

基因。GO 分析结果显示：在 BP 中，铁死亡相关 DEGs

的变异显著富集于脂肪酸代谢过程、单羧酸生物合成过

程、细胞酮体代谢过程等；CC的变异显著富集于NADPH

氧化酶复合物、氧化还原酶复合物、细胞间桥等；MF

的变异显著富集于氧化还原酶活性（作用于 NAD(P)H）、

胆汁酸结合、单羧酸结合等（图 4）。

图 3 铁死亡相关 DEGs 的 KEGG 通路分析

图 4 铁死亡相关 DEGs 的 GO分析结果

2.3 PPI 网络分析及关键基因

基于 STRING 数据库构建了包含 24个铁死亡相关 D

EGs 的 PPI 网络，进而采用 Cytoscape软件依据节点评

分筛选出十大关键基因（图 5）。

图 5 铁死亡相关 DEGs 的 PPI 网络分析及关键基因

2.4 单基因生存分析、Cox 回归分析及预后模型

对上述 10 个关键基因进行单基因生存分析后，最

终筛选出四个具有统计学意义的关键基因：FABP4、NOX

4、PDK4 及 PRKAA2（P < 0.05）（图 6），进一步通过

Cox 回归分析发现，上述基因的风险比（hazard ratio，

HR）均低于临界值 1（图 7）。

图 6 FABP4、NOX4、PDK4 及 PRKAA2 的单基因生存分析
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图 7 FABP4、NOX4、PDK4 及 PRKAA2 的 Cox 回归分析

3 讨论

在过去的数年间，铁死亡作为一种细胞死亡模式受

到广泛研究。在本研究中，我们对 STAD 组织中铁死亡

相关 DEGs进行了系统分析。NOX4 作为铁死亡驱动基因，

在 STAD 组织中高表达，本研究这一发现与既往研究结

果一致(12)。NOX4 作为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（N

icotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate，NADP

H）氧化酶家族成员，其主要功能是产生 ROS，这些 ROS

参与细胞内多种生理及病理过程，包括信号转导、血管

生成、免疫应答和细胞死亡等，从而调控细胞代谢、增

殖及凋亡进程(13)。在 STAD 中, NOX4 表达上调可能增

强肿瘤细胞对铁死亡的敏感性并促进其发生(14)。然而

本研究发现，NOX4 高表达并未延长患者生存期；相反，

与低表达组相比， NOX4 高表达组患者生存时间显著缩

短。笔者认为造成这种结果的原因主要是由于 NOX4 表

达上调，通过调控肿瘤细胞代谢、增殖及迁移过程，最

终促进胃腺癌 STAD 进展与恶化(15, 16)。

FABP4 和 PDK4 作为铁死亡抑制基因，在 STAD 组织

中呈现较低的表达水平，与高表达组患者相比，FABP4

和 PDK4 低表达组患者表现出更长的生存时间。FABP4

是一种主要表达于脂肪细胞和巨噬细胞的脂肪酸结合

蛋白，该蛋白通过调控脂肪酸代谢，参与多种脂质信号

通路的系统性代谢调节，与多种疾病的发生发展密切相

关 (17, 18)。肿瘤微环境中肿瘤内皮细胞及脂肪细胞

分泌的 FABP4 可诱导肿瘤细胞内脂滴蓄积，通过增强氧

化应激抵抗能力进而抑制铁死亡发生，最终促进肿瘤进

展(19)。因此，FABP4低表达的 STAD患者表现出更长的

生存期。PDK4 作为铁死亡抑制基因，通过阻断丙酮酸脱

氢酶介导的丙酮酸氧化进入三羧酸循环及后续脂肪酸

合成过程，从而抑制铁死亡的发生(20)。体外实验及高

脂饮食诱导的糖尿病小鼠模型研究均表明，抑制 PDK4

可增强 System Xc⁻ 抑制剂的抗肿瘤活性，进而显著抑

制肿瘤生长(20)。因此，与 PDK4 高表达患者相比，低

表达患者的生存时间更长。

本研究发现的另一个关键基因 PRKAA2 引起了笔者

的困惑：从 FerrDb V2 网站下载的数据显示，PRKAA2

同时具有铁死亡的驱动基因和抑制基因双重身份——

其驱动基因FerrDb 评分为 2，而抑制基因评分为1。通

过 DAVID网站对 PRKAA2进行的 KEGG通路分析表明，该

基因的肿瘤相关通路主要包括：PI3K-Akt 信号通路、m

TOR 信号通路、Apelin信号通路、FoxO 信号通路以及 A

MPK 信号通路。前三条通路主要通过多种复杂机制促进

肿瘤生长(21，22)，FoxO 信号通路则通过参与氧化应激

相关通路诱导细胞凋亡，从而抑制肿瘤细胞生长(23)。

然而，PRKAA2 在这四条通路中的直接作用尚不明确，其

主要通过 AMPK 信号通路发挥间接调控作用。AMPK 信号

通路的作用机制较为复杂，可通过抑制 mTOR 信号通路

来遏制肿瘤细胞生长(24)。DAVID通路分析表明，AMPK

信号通路还可通过磷酸化作用合成 eNOS，催化 L-精氨

酸生成一氧化氮，最终产生 ROS 并导致细胞死亡。另一

方面，AMPK 亦可发挥致癌基因作用，促进肿瘤细胞增殖

(25)。PRKAA2 基因编码的蛋白质是 AMPK 的α2催化亚

基(26),该亚基参与AMPK 信号通路中的多种调控机制，

包括促进铁死亡过程(27)。因此，本研究将 PRKAA2 归

类为铁死亡驱动基因。基于单基因 Cox 回归分析，PRKA

A2 基因在 STAD 组织中低表达的风险比小于 1，我们推

测AMPK信号通路在STAD中的促肿瘤作用大于其抑制作

用，因此，我们认为 PRKAA2 高表达促进肿瘤生长。

本研究存在以下局限性：（1）所有结论均基于生

物信息学分析；（2）缺乏体外和体内实验数据的支持。

后续将通过实验研究并结合其他生物标志物进一步验

证本研究结果。

4 结论

本研究通过对 TCGA 数据库获取的 RNA-seq 数据及

临床资料分析，筛选出 4个与 STAD 患者生存预后相关

的铁死亡相关 DEGs——NOX2、PRKAA2、FABP4 和 PDK4，

数据分析显示，这 4个基因低表达组患者生存时间显著

延长（P<0.05）。因此，这 4个基因有望成为 STAD 预
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后评估的新型生物标志物或治疗靶点，为 STAD 患者的

治疗策略开辟新的途径。
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