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多发性骨髓瘤患者基于铜死亡相关基因预后模型的构建与验证
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［摘要］ 目的 探讨多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）患者中潜在的铜死亡相关基因（cuproptosis-

related genes，CRGs），并建立一个改善 MM 患者预后和揭示 MM 免疫微环境特征的预后模型。方法 
① 利用基因表达综合（gene expression omnibus，GEO）数据库中 GSE4581数据集和癌症基因组图谱-多

发性骨髓瘤研究基金会（the cancer genome atlas-multiple myeloma research foundation，TCGA-MMRF）数

据库的转录组测序数据及临床资料，TCGA-MMRF患者（n=859）为训练集，GEO数据库中GSE4581数据

集MM患者（n=414）为验证集。采用LASSO-Cox和多变量Cox回归分析构建预后模型并计算风险评分，

根据风险评分中位数，将所有患者分为高风险和低风险队列。采用时间依赖性受试者工作特征

（receiver operating characteristic， ROC）曲线和校准曲线评估模型的预测能力及准确性，通过 Kaplan-

Meier生存曲线、免疫微环境相关性分析探究高低风险队列的差异。②利用RT-qPCR和Western blot实
验验证预后模型基因在MM细胞和正常骨髓单个核细胞中的表达，采用CCK-8、流式细胞术及Western 
blot实验验证UBE2D1在MM细胞中的生物学功能。结果 ① LASSO-Cox和多变量Cox回归分析发现

该模型由 CDKN2A［HR=1. 60（95%CI：1. 24~2. 05），P=2. 5e-4］、PDE3B［HR=1. 33（95%CI：1. 09~1. 62），

P=4. 2e-3］、UBE2D1［HR=1. 65（95%CI：1. 20~2. 26），P=2. 1e-3］和 COA6［HR=1. 35（95%CI：1. 07~
1. 71），P=0. 01］4个基因构成。在训练集中，时间依赖性 ROC曲线预测 1、3、5年生存率的曲线下面积

（area under curve，AUC）分别为 0. 63、0. 71、0. 78，在验证集中，时间依赖性ROC曲线预测 1、3、5年生存

率的AUC分别为 0. 656、0. 657、0. 797，通过校准曲线显示在预测 1、3、5年预后具有极好的一致性。在

训练集中，Kaplan-Meier曲线显示高风险队列患者的总生存期（overall survival，OS）明显短于低风险队列

［HR=2. 18（95%CI：1. 58~3. 02），P<0. 001］，在验证集中，Kaplan-Meier曲线仍显示高风险队列患者比低

风险队列的OS更短［HR=2. 45（95%CI：1. 49~4. 05），P<0. 001］。免疫相关性分析发现免疫细胞如浆细

胞、CD4+ T细胞在高风险队列中显著下调（P<0. 05），风险评分与免疫检查点CTLA-4、肿瘤靶向治疗免

疫抑制因子TNFSF4、ENTPD1及微环境趋化因子CXCL16、CCL8、CCL16呈显著正相关（P<0. 05）。②与

正常骨髓单个核细胞相比，4个预后模型基因在MM细胞中均有表达差异（P<0. 05），且敲低UBE2D1可

显著抑制 MM 细胞增殖（P<0. 05）。结论 基于 CDKN2A、PDE3B、UBE2D1和 COA6基因成功构成的预

后模型可预测MM患者预后，其风险评分与肿瘤微环境免疫浸润显著相关，为个体化治疗提供新分子

标志物。
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Construction and validation of a prognostic model based on cuproptosis-related 
genes in patients with multiple myeloma
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of Hematology， Guizhou Provincial Institute of Hematology， Guizhou Center Laboratory for Hematopoietic Stem Cell 
Transplantation； 3Department of Obstetrics and Gynecology， Guizhou Institute of Precision Medicine， Affiliated 
Hospital of Guizhou Medical University， Guiyang， Guizhou； 2College of Clinical Medicine； 4Faculty of Clinical 
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［Abstract］ Objective　To explore the potential cuproptosis-related genes (CRGs) in patients with 
multiple myeloma (MM) and develop a prognostic model for improving prognosis and revealing features of the 
MM immune microenvironment.  Methods　① Transcriptome sequencing data and clinical information were 
retrieved from the GSE4581 dataset in the Gene Expression Omnibus (GEO) database and the Cancer Genome 
Atlas-Multiple Myeloma Research Foundation (TCGA-MMRF) database.  The 859 patients from the TCGA-

MMRF database were assigned into a training set, and the other 414 ones from the GSE4581 dataset into a 
validation set.  LASSO-Cox and multivariate Cox regression analyses were used to construct prognostic models 
and calculate risk scores.  Based on the median risk score, they were categorized into high- and low-risk 
cohorts.  Time-dependent receiver operating characteristic (ROC) and calibration curves were plotted to assess 
the predictive performance and accuracy of the model.  The differences between the high- and low-risk cohorts 
were explored using Kaplan-Meier survival curve analysis and immune microenvironment correlation analysis.  
② RT-qPCR and Western blotting were used to verify the expression of prognostic model genes in MM cell 
lines and normal bone marrow single-nucleated cells, and CCK-8 assay, flow cytometry, and Western blotting 
were applied to verify the biological function of UBE2D1 in MM cells.  Results　① LASSO-Cox and 
multivariate Cox regression analyses revealed that the model consisted of 4 genes, CDKN2A [HR=1. 60 
(95%CI: 1. 24~2. 05), P=2. 5e-4], PDE3B [HR=1. 33 (95%CI: 1. 09~1. 62), P=4. 2e-3], UBE2D1 [HR=1. 65 
(95%CI: 1. 20~2. 26), P=2. 1e-3] and COA6 [HR=1. 35 (95%CI: 1. 07~1. 71), P=0. 01].  In the training set, 
the time-dependent ROC curves predicted that the area under curve (AUC) value of 1-, 3-, and 5-year survival 
rate was 0. 63, 0. 71, and 0. 78, respectively, and in the validation set, the AUC value was 0. 656, 0. 657, and 
0. 797, respectively.  Calibration curve analysis showed excellent agreement in predicting 1- , 3- , and 5-year 
prognosis.  In the training set, Kaplan-Meier curves showed that patients in the high-risk cohort had a 
significantly shorter overall survival (OS) than the low-risk cohort [HR=2. 18 (95%CI: 1. 58~3. 02), P<0. 001], 
and in the validation set, the high-risk cohort still had a shorter OS than the low-risk cohort [HR=2. 45 
(95%CI: 1. 49~4. 05), P<0. 001].  Immune correlation analysis revealed that the ratios of immune cells, such 
as plasma cells and CD4+ T cells were significantly lower in the high-risk cohort (P<0. 05), and the risk scores 
were positively correlated with the expression of immune checkpoint CTLA-4, tumor-targeted therapeutic sites 
TNFSF4 and ENTPD1, and microenvironmental chemokines CXCL16, CCL8, and CCL16 (P<0. 05).  
② Remarkable differences were observed in the expression of all 4 prognostic model genes between the MM 
cell lines and normal bone marrow single-nucleated cells (P<0. 05), and knockdown of UBE2D1 notably 
inhibited the proliferation of MM cells (P<0. 05).  Conclusion　Our prognostic models based on CDKN2A, 
PDE3B, UBE2D1, and COA6 genes can predict the prognosis of MM patients.  The risk scores of the genes are 
significantly correlated with immune infiltration in the tumor microenvironment, which providing new 
molecular markers for individualized therapy.  

［Key words］ multiple myeloma； cuproptosis； prognostic model； tumor immune microenvironment
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是一种血

液系统恶性肿瘤，其特征是骨髓中癌变浆细胞的异常

积累，单克隆免疫球蛋白的分泌，疾病后期骨溶解性

病变的发展和髓外器官的侵袭［1］。在 2020 年全球血

液系统恶性肿瘤的流行病学分布中，MM 是仅次于非

霍奇金淋巴瘤和白血病的第三大常见血液系统恶性

肿瘤，其发病率占比达 14%［2］。虽然在临床实践中蛋

白酶抑制剂和免疫靶向治疗等多种治疗方法的应用

取得一定的效果，但高复发率和获得性耐药仍是临床

主要挑战，且其分子机制尚未完全阐明。因此，识别

新的预后生物标志物以阐明 MM 患者发病机制，对改

善MM患者预后和治疗效果至关重要。

铜是各种生理过程的关键组成部分，参与包括线

粒体呼吸、铁摄取、抗氧化和解毒过程。既往研究表

明，在结直肠癌和乳腺癌中，患者肿瘤或血清中铜浓

度升高，且血清铜水平升高与患者的肿瘤分期和疾病

进展相关［3］。TSVETKOV 等［4］在 2019 年描述铜依赖

性死亡，同时探索伊利司莫（铜离子载体）的抗癌机

制。最近的研究发现铜死亡是一种新型的细胞死亡

形式，是依赖于铜诱导的细胞毒性，它的特征是在三

羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环中，铜离子过度积

累，进一步与脂酰化线粒体酶聚集，导致细胞死亡［5］。
越来越多的证据表明，靶向铜死亡作为一种癌症治疗

策略具有巨大潜力。有研究发现在 MM 中，弹性肌醇

结合的Cu（Ⅱ）与线粒体酶铁氧还蛋白 1（ferredoxin 1， 
FDX1）相互作用，被还原产生 Cu（Ⅰ），导致活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平的增加，且使用伊

利司莫的靶向治疗可减轻 MM 小鼠模型的肿瘤负

担［4-6］。在神经母细胞瘤中发现铜死亡相关预后模型

在预测生存风险和临床病理特征方面均显示出良好

的预后价值，并发现铜死亡相关基因PDHA1促进神经

母细胞瘤细胞增殖，促进肿瘤进展［7］。此外，最新研究

发现铜死亡相关基因 IAPP可通过NF-κB促进CD8+ T
细胞发挥抗乳腺癌的作用［8］。然而，铜死亡在 MM 中

的发生发展及免疫微环境中功能及机制仍未得到充

分理解和认识。

因此，本研究基于公共数据库的基因表达谱数

据，对 MM 样本中铜死亡相关基因（cuproptosis-related 
genes，CRGs）的表达特征及预后情况进行分析，通过

LASSO-Cox回归构建并验证铜死亡相关预后模型的临

床价值和风险基因的表达和功能。

1　资料与方法

1. 1　数据采集和处理

从癌症基因组图谱 -多发性骨髓瘤研究基金会

（the cancer genome atlas-multiple myeloma research 
foundation，TCGA-MMRF）数 据 库（https //portal. gdc.
cancer. gov/）中获得 859 例 MM 患者的数据，排除其中

57例患者缺少临床数据，共获取802例患者临床数据，

包括全基因组测序数据和患者生存数据，作为训练

集；其中，<60岁的患者有276例（34. 4%），女性有330例
（41. 1%），存活有611例（76. 2%），ISS分期（Ⅲ）有255例
（31. 8%），复发患者有81例（10. 1%）。从基因表达综合

（gene expression omnibus，GEO）数据库中（https //www.
ncbi. nlm. nih. gov/geo/）获得414例MM患者的转录和临

床生存数据，数据集为GSE4581，作为验证集。并使用

鲁棒多阵列平均（resilient multiple array averaging， 
RMA）算法进行处理，该算法借助affy包进行处理，批次

效应通过使用sva包处理。从GEO数据库GSE176131数
据集中获得 9 例 MM 患者的单细胞测序数据。此外，

在其他铜死亡文献中收集 44 个 CRGs 用于后续的

分析［9］。
1. 2　筛选 MM 中与总生存期（overall survival，OS）相

关的CRGs
在 TCGA-MMRF 数据库 787 例 MM 患者中筛选出

44个 CRGs 表达谱，采用单变量 Cox 回归分析选择 P<
0. 05且与OS相关的CRGs，使用R包“VennDiagram”绘

制韦恩图。利用 ClusterProfiler软件包（4. 6. 2）进行基

因本体论（gene ontology， GO）分析和京都基因和基因

组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes， 
KEGG）富集分析，揭示 OS相关的 CRGs在 MM中的作

用。为探讨OS相关的CRGs之间的关系，使用Pearson
相关性分析计算各基因在MM中的相关性。

1. 3　预后模型的建立

为防止被过度拟合，在训练集中使用 LASSO-Cox
回归分析确定与 OS相关的关键 CRGs，并计算风险评

分，以建立一个预后模型。对这些 CRGs 进行多变量

Cox 回 归 分 析 ，并 根 据 赤 池 信 息 量 准 则（Akaike 
information criterion， AIC）选择最终模型变量。以下

是基于优化的预后特征计算最终风险评分的公式：风

险评分 = ∑i
nCoefi × Ai。在该式中，Coef 表示回归系

数，i表示 CRGs，A 表示签名中每个 CRGs 的相对表达

值，n表示基因之和。根据中位风险评分，将患者分为

2 个队列：低风险队列和高风险队列。为比较 2 个队
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列，采用 Log-rank 检验和 Kaplan-Meier 分析高低风险

队列的预后差异。利用时间依赖性受试者工作特征

（receiver operating characteristic， ROC）曲线预测 1、3、
5年生存率的曲线下面积（area under curve，AUC）值确

定预后模型的预测精度。

1. 4　预后模型的验证

采用 RMS 6. 3. 0软件包拟合模型并绘制列线图，

并将训练集的MM风险评分纳入临床因素分析。根据

AIC 选择的最终模型变量绘制校准曲线，以检验列线

图的预测精度。

1. 5　鉴定差异表达基因（differentially expressed genes，
DEGs）及富集分析

limma软件包用于识别高风险和低风险队列中的

DEGs。使用EnhancedVolcano软件包绘制火山图可视

化 DEGs。利用功能富集分析包 ClusterProfiler 4. 6. 2
进行 GO 和 KEGG 富集分析，其中 GO 包含细胞成分

（cellular component，CC）、分子功能（molecular function，
MF）和生物过程（biological process，BP），了解CRGs在
MM 中的潜在生物学功能。使用聚类可视化包

ClustVis 1. 28. 0 对 DEGs 进行聚类分析。采用基因集

富集分析（Gene Set Enrichment Analysis， GSEA）进一

步确定低、高风险队列的主要富集途径。基于

GSE4581数据集根据UBE2D1表达的中位数将MM患

者分为高表达组和低表达组，进行 HALLMARK 基因

集富集分析。

1. 6　MM 的免疫微环境和免疫治疗靶点及单细胞

分析

采用CIBERSORT及 Spearman相关分析评估基于

OS 相 关 的 CRGs 风 险 评 分 与 肿 瘤 微 环 境（tumor 
microenvironment，TME）中免疫细胞浸润之间的相关

性，如NK细胞、浆细胞、B细胞和T细胞。并评估风险

评分与24个常见的免疫检查点、46个可能的肿瘤靶向

治疗免疫抑制因子及肿瘤微环境中常见趋化因子的

相关性。使用GSE176131数据集中MM患者的单细胞

测序数据进行单细胞分析，利用 Seurat包生成对象并

过滤掉低丰度基因和低质量细胞；过滤标准：①表达

细胞数<3个的基因（低丰度基因），②基因数<200个的

细胞（低质量细胞），③线粒体基因含量>5% 的细胞

（低质量细胞）。每个细胞的唯一分子标识符（unique 
molecular identifier，UMI）计数均使用比例因子=10 000
进行归一化处理，使用 Seurat中 ScaleData函数完成数

据标准化。基于方差稳定化筛选前 10个可变基因进

行主成分分析（principal component analysis， PCA），前

5 个主成分被保留用于统一流形逼近与投影（uniform 

manifold approximation and projection， UMAP）或 t-分布

随 机 邻 域 嵌 入（t-distributed stochastic neighbor 
embedding， t-SNE）可视化和细胞聚类，使用 Seurat 包
中FindClusters函数执行细胞聚类。

1. 7　药物敏感性分析

基于癌症药物敏感性基因组学（Genomics of Drug 
Sensitivity in Cancer，GDSC）数据库（www. cancerRxgene.
org），对OS相关的CRGs进行药物敏感性分析。

1. 8　临床样本

从 2021年 6-12月在贵州医科大学附属医院血液

科住院的患者中，通过骨髓穿刺活检获得 6例临床样

本，其中 3 例 MM 患者和 3 例健康供者（healthy donor，
HD）（4 例男性，2 例女性，年龄为 20~67 岁，中位数为

41 岁）。纳入标准：①年龄为 18~80 岁；②MM 患者均

符合 NCCN 2022 年推荐的 MM 诊断标准［10］；③HD 年

龄、性别与 MM 患者相匹配。排除标准为入院前未经

过辅助化疗、造血干细胞移植和免疫治疗。使用淋巴

细胞分离试剂 FICOLL（北京索莱宝科技有限公司）提

取单个核细胞，进一步提取蛋白质和 RNA，并将 RNA
转化为 cDNA。本研究经贵州医科大学伦理审查委员

会审批［2024 伦审第（248）号］，且所有患者在研究前

均签署知情同意书。

1. 9　细胞系和细胞培养

人MM三株细胞系MM. 1S、U266、RPMI 8226均购

自中国医学科学院基础医学研究所细胞中心，其中正

常人骨髓细胞来源于 1. 8中收集的 HD骨髓中的单个

核细胞作为正常对照细胞（Normal）。人MM细胞系使

用含 10% 胎牛血清和 RPMI 1640 培养基（美国 Gibco
公司）的完全培养基在 37 ℃、5%CO₂条件下进行培养。

所有细胞系通过短串联重复分析验证，支原体检测结

果均为阴性。

1. 10　细胞转染

在上海拜奥森生物科技有限公司构建 UBE2D1 
SiRNA和Si-NC的靶标序列（5′→3′）：①Si-UBE2D1-1：
ACAAATCTATAAATCAGACAA， 563 bp； ② Si-
UBE2D1-2：TTGTCTCGATATTCTGAGGTC， 448 bp；
③ Si-UBE2D1-3： ACAACAGACATGCAAGAGAAT，

597 bp；④Si-NC：UUCUCCGAACGUGUCACGU。使用

对数生长期U266细胞均匀铺在 6孔板中，细胞密度为

每孔 1×10⁵个细胞，次日待细胞密度达 60%~70%时使

用 Lipo8000TM转染试剂（上海碧云天生物技术股份有

限公司）对U266细胞进行SiRNA转染。

1. 11　RT-qPCR实验

根据制造商的说明书，用 TRIzol 试剂（日本

1525



陆军军医大学学报，2025，47（13） http：//aammt. tmmu. edu. cn

TaKaRa公司）从骨髓单个核细胞和MM细胞中提取总

RNA。采用 TB Green Master Mix（日本 TaKaRa 公司）

进行 RT-qPCR 扩增总 RNA，检测 CDKN2A、PDE3B、

UBE2D1 和 COA6 的 mRNA 水平。引物对由上海生工

生物工程有限公司合成，所有样本归一化为 GAPDH，

采用2-△△Ct法评价相对表达水平（表１）。

1. 12　Western blot法
在 MM. 1S、U266和 RPMI8226细胞及正常对照细

胞中加入 100~150 μL 高效 RIPA 裂解液（北京索莱宝

科技有限公司），放置于冰上，每隔 15 s 在振荡器上

振荡 30 s 使其充分裂解，循环 10 次，在 4 ℃下以

12 000×g 离心 20 min，5×蛋白上样缓冲液（北京索莱

宝科技有限公司）加入上清液，在 100 ℃金属浴中加热

10 min。蛋白质在 12%SDS-PAGE上分离，在 0. 22 mm
聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（美国Millipore公司）上印迹，

置于 5% 中脱脂牛奶中，封闭约 2 h，并与特定的抗体

孵育。所使用的抗体如下：CDKN2A、CDK6、PCNA 和

Bcl2 抗体来自万科生物科技有限公司，PDE3B、

UBE2D1、COA6和Cyclin D1抗体购自武汉三鹰生物科

技有限公司，GAPDH购自Bioworld技术有限公司。滴

加 ECL化学发光液（美国 Millipore公司），所得结果使

用 Image J软件进行相对灰度值定量分析。

1. 13　CCK-8实验

使用CCK-8（美国MCE公司），按照生产商提供的

原液，以每孔 1×104个细胞的密度在 96孔板中接种分

别转染 Si-UBE2D1-2 和 Si-NC 的 U266 细胞，其中转染

Si-UBE2D1-2 组为敲低组，转染 Si-NC 组为对照组，每

24 h接种1次，接种3 d。使用酶标仪在450 nm波长下测

量各孔的光密度［D（450）］值来评估细胞的生长曲线。

1. 14　流式细胞术

细胞周期检测分别转染 Si-UBE2D1-2 和 Si-NC 的

U266细胞在 70%酒精、4 ℃下固定过夜。在检测时加

入 500 μL 事先准备好的 RNase A 和 PI 混合工作液染

色，室温避光 30~60 min。在流式细胞仪上检测细胞，

记录激发波长为 488 nm 的红色荧光。使用 ModFIT 
LT 2. 0软件分析每个细胞周期的百分比。

1. 15　统计学分析

使用 GraphPad Prism 9. 4 和 R 软件（https：//cloud.
r-project. org/，4. 2. 1）进行统计分析。使用 R 软件的

“survival”（3. 3-1 版）和“survminer”（0. 4. 9 版）软件包

进行单变量和多变量 Cox 回归分析，以筛选与 MM 患

者预后相关的基因。使用“pROC”（1. 18. 0版）软件包

绘制ROC曲线，评估模型的可预测性。生存分析中的

Kaplan-Meier曲线使用对数秩检验进行评估。为确定

正态分布变量组间的差异，对定量变量采用非配对的

t检验。临床数据分析采用 Wilcoxon检验。为保证实

验的准确性和统计要求，体外实验至少重复 3次。多

组比较采用单因素方差分析。P<0. 05表示差异具有

统计学意义。

2　结果

2. 1　MM中OS相关的CRGs筛选和模型构建

采用单变量Cox回归分析选择P<0. 05且与OS相

关的 CRGs，得到 16 个与 MM 患者 OS 相关的 CRGs 并
通过韦恩图可视化结果（图 1A、B）。GO分析显示，这

些CRGs主要富集在线粒体呼吸、细胞蛋白修饰过程、

铜离子结合等与铜离子相关的调控中（图1C）。KEGG
富集分析显示，这些CRGs还参与线粒体代谢途径、柠

檬酸循环（TCA循环）、癌症相关的通路（HIF-1信号通

路）等（图 1D）。为探寻OS相关CRGs之间的相互作用

关系，根据 16 个 CRGs 的表达水平，使用 Pearson 相关

性分析确定这些 CRGs相关性表达最为密切的 6个关

键 基 因 ，即 DLD、COA6、CDKN2A、SOD1、PDHA1、
UBE2D1（图 1E），表明这些 CRGs 的调控机制可能在

MM 的发病中起关键作用。为避免潜在的过度拟合，

使用 LASSO-Cox 回归分析选择关键 OS 相关的 CRGs
进行建模，计算风险评分系数（图 1G），并通过多变量

Cox 回 归 分 析 确 定 4 个 CRGs，分 别 为 CDKN2A、
PDE3B、UBE2D1及COA6（图 1F）。根据风险评分系数

计算风险评分：风险评分=CDKN2A 表达量×0. 452 9+ 
PDE3B 表达量×0. 319 1+UBE2D1 表达量×0. 528 0+ 
COA6表达量×0. 383 3（图1H）。

根据风险评分结果发现，高、低风险队列患者的

死亡率随着风险评分的增加而增加（图 1I）。进一步

探寻这 4 个基因在高低风险队列的表达模式，其中

表1　基因引物序列

基因

CDKN2A

PDE3B

UBE2D1

COA6

GAPDH

引物序列（5′→3′）
上游：GCACCAGAGGCAGTAACCAT
下游：AAATGGTTTCCGATCATTTCTGAGG
上游：CCTTGTATTTCCAGAGAACAGATGA
下游：CCTATTTAGTCCTTGATAATGAGGC
上游：GGACCTGTGGGAGATGACTTG
下游：TGGTACTAAGGGGTCATCTGGA
上游：GCTTAGCTTCATCGCAGTAGG
下游：AGGCTCAAATTGTCCTGCTTC
上游：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
下游：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
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CDKN2A、PDE3B、UBE2D1及COA6基因均在高风险队

列高表达（P<0. 000 1，图 1J），表明这 4个CRGs作为癌

基因可能促进MM的进展。

2. 2　MM患者OS相关的CRGs预后评价及验证

在训练集中绘制 ROC 曲线显示预测 1、3 和 5 年

OS的 AUC 值分别为 0. 63、0. 71、0. 78（图 2A），表明该

模型具有很高的预测能力。利用Kaplan-Meier曲线分

析2组队列的生存预后差异，结果显示高风险队列患者的

OS 明显短于低风险队列（HR=2. 18，P<0. 001，图 2B）。

为进一步评价风险评分是否能作为MM患者独立的危

险因素，在纳入年龄、性别、ISS 分期和风险评分这些

临床因素后进行单变量 Cox回归分析，结果显示风险

评分能作为一个独立的危险因素并与MM患者预后相

关（图 2C）。多变量 Cox 回归分析显示风险评分仍然

能独立成为 MM 的预后指标，且 ISS 分期中Ⅱ期和Ⅲ
期也被认为是独立的预后预测因素（图 2D）。因此，使

a：P<0. 05，b：P<0. 01，c：P<0. 000 1，与低风险队列比较

A：CRGs（44 个）与 OS 相关基因取交集的韦恩图；B：采用单变量 Cox 回归分析 16 个与 OS 相关的 CRGs；C：与 OS 相关的

CRGs 的 GO 富集分析；D：与 OS 相关的 CRGs 的 KEGG 富集分析；E：16 个 OS 相关的 CRGs 的 Pearson 相关分析；F：多变量

Cox回归分析筛选 4个与 OS相关的 CRGs的森林图；G：LASSO-Cox回归变量选择的 1 000倍交叉验证；H：CRGs的 LASSO-

Cox 回归系数；I：患者风险评分的分布以及高、低风险队列患者生存时间的热图；J：高、低风险队列中 MM 患者中 4 个 OS
相关的CRGs的表达量

图1　MM中OS相关的CRGs筛选和模型构建
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用 ROC 曲线比较风险评分与其他临床因素对于 MM
患者预后的诊断效能，预测1年以上OS的AUC值风险

评分高于性别临床因素（图 2E），预测 3 年以上 OS 的

AUC值风险评分高于年龄和性别临床因素（图 2F），预

测 5年以上 OS的 AUC值风险评分均高于年龄、性别、

ISS分期等MM临床因素（图 2G）。这一发现表明建立

的预后模型与MM常用的临床因素具有相同的诊断效

能优势，甚至在对 5年OS长期预后生存的MM患者预

测优势更加突出。为了以高度准确的方式评估预后

模型，绘制一个结合风险评分、年龄、性别和 ISS 分期

的列线图（图 2H），通过校准曲线显示，它在预测 1、3
和 5年OS方面具有极好的一致性（图 2I），表明风险评

分结合临床因素，可以高度准确地预测 MM 患者的

OS。进一步在验证集中采用风险评分公式计算高、低

风险队列患者的风险评分，以验证该预后模型的可靠

性。结果发现与训练集一致，与低风险队列相比，高

风险队列患者的 OS 更短，预后更差（图 2J）。通过绘

制ROC曲线预测 1、3、5年OS的AUC值分别为 0. 656、
0. 657、0. 797（图 2K）。这表明该风险模型在验证集中

MM 患者同样具有良好的可靠性，且对远期预后生存

的患者预测效能上表现出更好的准确性。

2. 3　CRGs的GSEA富集分析

采用GSEA富集分析高低风险队列患者的生物学

功能和相关信号通路。结果显示，在高风险队列中，

显著富集细胞周期、细胞凋亡及免疫等途径。而低风

险队列中显著富集细胞饥饿反应、EIF2AK4 GCN2 对

氨基酸缺乏反应、真核生物的翻译延伸等途径（图 3）。

表明在CRGs高表达的队列中，主要通过细胞周期、细

胞凋亡与免疫途径的交互，进而介导MM疾病的进展。

2. 4　DEGs的鉴定和富集

在训练集中筛选 DEGs，以评估潜在的分子通路

对具有铜死亡特征的 MM 患者的调控作用。使用

A：在训练集中预测 1、3和 5年 OS的 ROC 曲线；B：训练集中低风险和高风险队列生存曲线；C：临床因素和风险评分的单

变量Cox回归分析；D：临床因素和风险评分的多变量Cox回归分析；E~G：预测1、3和5年风险评分和临床因素OS的ROC
曲线；H：预测 MM 患者在 1、3和 5年 OS的列线图；I：验证预测 1、3和 5年生存率准确性的校准曲线；J：验证集中低风险和

高风险队列的生存曲线；K：在验证集中预测1、3和5年OS的ROC曲线

图2　MM患者OS相关的CRGs预后评价及验证
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limma软件包在训练集中确定 188个DEGs，这些DEGs
在高、低风险队列中具有不同的基因表达模式，其中

有 110个基因下调，78个基因下调（图 4A、B）。GO 分

析表明，CRGs参与多种免疫相关的生物学功能，如细

胞增殖经典途径以及适应性免疫反应、B细胞介导免

疫等与免疫相关的途径（图 4C）。KEGG 分析表明，

CRGs 主要参与细胞周期、癌症相关信号通路、P53 等

肿瘤相关信号通路（图 4D）。这些结果表明高、低风险

队列的DEGs主要通过免疫调节与肿瘤相关通路的方

式介导疾病进展。

图3　低风险（A）和高风险（B）队列中铜死亡相关基因集的富集分析

A：热图；B：火山图；C：GO富集分析：D：KEGG通路分析

图4　DEGs的鉴定和富集
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2. 5　OS 相关的 CRGs 与 MM 免疫微环境的相关性

分析

基于训练集构建的预后模型，评估其风险评分与

TME中免疫细胞浸润之间的相关性，结果显示，在高风

险队列中，免疫细胞如浆细胞、CD4+ T细胞显著下调，

记忆B细胞、CD4+记忆T细胞、活化NK细胞、树突状细

胞显著上调（图 5A、B），表明风险评分与MM微环境中

存在的多种肿瘤浸润性免疫细胞（tumorinfiltrating 
immune cells，TILs）显著相关。使用 Spearman 相关分

析探讨风险评分与 24个免疫检查点之间的相关性，发

现风险评分与 CTLA-4 呈显著正相关，而与 LGALS9、
LAG3呈显著负相关（P<0. 05，图 5C）。对 46种可能的

肿瘤靶向治疗免疫抑制因子进行相关性分析，结果发

现，风险评分与 TNFSF4、ENTPD1 呈显著正相关（P<
0. 05，图 5D）。对 40种肿瘤微环境中常见的趋化因子

也进行相关性分析，结果表明风险评分与 CXCL16、

CCL8、CCL16呈显著正相关，而与CXCL17呈明显负相

关（P<0. 05，图 5E）。这些免疫分析结果表明，具有铜

死亡风险特征的 MM 患者更有可能受益于 CTLA4、
TNSF4、ENTPD1、CXCL16、CCL8、CCL16这些相应的免

疫检查点、免疫抑制因子及趋化因子的治疗，而对于

MM患者以LGALS9、LAG3、CXCL17为靶点的靶向治疗效

果不佳。进一步从单细胞水平分析4个与OS相关的CRGs
在MM中的表达模式，对MM单细胞数据集GSE176131
进行降维和聚类，所有细胞共被注释为 5个细胞簇（图

5F），分析显示CDKN2A、COA6在浆细胞中表达量较高

（图 5G），而UBE2D1在巨噬细胞中表达较高。这些结

果说明在MM微环境中，CRGs可能在介导浆细胞与巨

噬细胞的细胞间交互方面发挥重要作用。

2. 6　OS相关的CRGs的药物敏感性分析

为探寻基于 OS 相关的关键 CRGs 潜在的靶向治

疗药物，使用GDSC数据库对预后模型关键的CRGs进

a：P<0. 05，b：P<0. 01，c：P<0. 001，d：P<0. 0001，与低风险队列比较

A：免疫浸润细胞的相关性分析热图；B：高、低风险队列中MM患者的免疫浸润细胞表达差异柱状图；C：风险评分与 24个

免疫检查点之间的相关性分析；D：风险评分与 46种肿瘤靶向检查点之间的相关性分析；E：风险评分与 40种 MM 微环境

中趋化因子之间的相关性分析；F：GSE176131单细胞数据集中注释的细胞簇；G：OS 相关的 4个 CRGs 在 5个不同细胞簇

的差异表达

图5　风险评分在MM患者肿瘤微环境中免疫相关性分析及单细胞测序数据分析
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行药物敏感性分析，发现CDKN2A与Nutlin-3a（-）、PD-

0332991呈显著正相关，PDE3B与Bleomycin（50 μmol/L）
呈显著正相关，UBE2D1与PI-103呈显著正相关（图6）。
表明这些药物对于以靶向铜死亡为基础的MM患者治

疗模式，从而改善 MM 患者复发和治疗效果具有很强

的前景。

2. 7　OS相关的CRGs在MM细胞的差异表达验证

为进一步验证OS相关的CRGs在MM细胞层面的

表达水平，选择 MM. 1S、U266、RPMI8226 3 种 MM 细

胞，分别使用 RT-qPCR 和 Western blot 检测 mRNA 和

蛋白的表达水平。结果显示与正常对照细胞相比，

CDKN2A、COA6、UBE2D1在MM细胞中的蛋白水平呈

现高表达，而PDE3B则呈低表达（P<0. 05，图 7A）。此

外，RT-qPCR检测3个基因的mRNA水平发现UBE2D1、
COA6、PDE3B 表达与检测的蛋白表达水平一致，而

CDKN2A的mRNA表达水平则与蛋白表达水平呈现相

反的趋势（P<0. 05，图 7B）。因此，推测 CDKN2A 可能

在MM进展中受到某些转录后和翻译水平的表观遗传

机制的调控。4 个 CRGs 在 MM 细胞系蛋白水平的差

异表达表明其确实参与MM患者的发病。

2. 8　UBE2D1促进MM细胞增殖

为评估 UBE2D1 对 MM 恶性进展的影响，利用

RT-qPCR 检测 UBE2D1 在 MM 患者和 HD 中的 mRNA
表达水平。结果发现，与 HD 相比，UBE2D1 在 MM 患

者中的表达水平明显升高（P<0. 001，图 8A）。此外，

用 UBE2D1 的 siRNA（3 条序列）瞬时转染 U266 细胞，

Western blot 实验发现 Si-UBE2D1-2 敲低效率最显著

（P<0. 01，图 8B），故选择 Si-UBE2D1-2 进行后续的功

能实验。CCK-8 检测结果显示，敲低 UBE2D1 能抑制

U266 细胞的增殖（P<0. 05，图 8C）。流式细胞术结果

表明，敲低 UBE2D1 阻滞细胞周期的 G0/G1 期（P<
0. 05，图 8D）。Western blot检测细胞周期和凋亡相关

因子的表达，结果显示敲低 UBE2D1显著降低 PCNA、
CDK6、Cyclin D1 和 Bcl-2 的表达（P<0. 05，图 8E）。为

探讨 UBE2D1影响 MM进展的机制，进行 HALLMARK
基因集富集分析显示，磷脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶B
（phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B， PKB/
AKT）信号通路在 UBE2D1 高表达组显著富集（P=
0. 0191，图 8F）。以上结果表明 UBE2D1 可能通过

PI3K/AKT信号通路促进MM的进展。

3　讨论

3. 1　CRGs预后模型分析

MM特征包括骨髓内恶性浆细胞的积累及相应靶

器官损害。近年来靶向和免疫疗法的出现一定程度

上改善 MM 患者的预后生存，但由于高复发率和耐药

率，部分患者的预后生存依然很差。铜死亡在肿瘤中

的具体调控机制主要包括上游摄取蛋白铜离子转运

蛋白 1蛋白（copper transporter 1，CTR1）与外排蛋白铜

离子转运 ATP 酶 α 肽/β 肽（ATPase， Cu++ transporting 
alpha/beta polypeptide，ATP7A/7B）的平衡决定细胞内

铜离子浓度，核心执行是铜离子与硫辛酰化蛋白（如

图6　OS相关的CRGs药物敏感性分析
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DLAT）结合导致毒性聚集体形成，进而促进铜死亡的

发生［5］。最近有文献报道在胃癌中非典型甲基转移酶

METTL16 的乳酰化可通过 FDX1 mRNA 上的 m6A 修

饰促进铜死亡［11］。在肿瘤中，铜死亡与其他死亡之间

也存在相互作用，有研究发现在肝癌中，铁死亡激活

剂索拉非尼和伊拉斯汀可以通过抑制 FDX1 降解，上

调蛋白脂酰化，并减少铜螯合剂 GSH 的合成，进而促

进肝癌细胞铜死亡［12］。铜死亡与凋亡存在一些共同

调节分子，如P53的双重调控，P53既可诱导促凋亡基

因（如BAX、PUMA）表达［13］，也可能通过增强线粒体代

谢、抑制糖酵解等机制促进铜死亡［14］。本研究通过

LASSO-Cox 和多变量 Cox 回归分析构建 4 个 CRGs 构
成的具有最佳预后特征的预后模型，并通过 ROC 曲

线、列线图结合 MM 临床因素发现该模型具有准确预

测 MM患者的预后潜力。目前有研究报道 CRGs参与

癌症的进展。如UBE2D1是E2泛素偶联酶的成员，属

于 UBE2D 家族。最近研究发现在肝肿瘤中 UBE2D1
可通过降低泛素化依赖通路中p53的表达，促进体外和

体内肝肿瘤的生长［15］。CDKN2A（P16）是位于9号染色

体短臂上的抑癌基因，在淋巴瘤中，CDKN2A缺失与外

周 T细胞淋巴瘤非特指型（peripheral T cell lymphoma， 
not otherwise specified，PTCL NOS）患者预后不良相

关［16］。PDE3B是一种磷酸二酯酶，它是一种能够降解

环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）的

酶。在白血病中，抑制 PDE3B 可增强 PDE4抑制剂诱

导的慢性淋巴细胞白血病患者凋亡［17］。COA6最初在

人类中被命名为C1ORF31，且被确定为一种细胞色素

c氧化酶组装因子［18］。最近有研究发现 COA6通过氧

化磷酸化途径促进乳腺癌的发生和进展［19］。通过功

能富集分析发现 CRGs 在与线粒体呼吸、细胞质蛋白

修饰过程、铜离子结合和其他铜离子相关的途径中显

著富集。这表明CRGs依赖于铜离子代谢过程来调节

铜死亡并促进MM的进展。

3. 2　预后模型的免疫相关性分析

TILs 与 TME 中的癌细胞之间的相互作用对肿瘤

的进展和耐药性具有重要意义，铜死亡作为一种铜依

赖的细胞死亡机制，目前有研究表明铜死亡与膀胱

癌、乳腺癌等多种癌症的肿瘤微环境免疫浸润细胞有

关［20-21］。此外，YANG等［22］将铜死亡预后模型应用于

肺腺癌中，发现高表达组活化的B细胞、CD4+ T细胞、
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A：Western blot 检测 4 个 OS 相关的 CRGs 在 MM. 1S、U266 及 RPMI8226 与正常对照细胞的蛋白表达水平；B：RT-qPCR 检

测4个OS相关的CRGs在MM. 1S、U266、RPMI8226与正常对照细胞的mRNA表达水平

图7　OS相关的CRGs在MM细胞差异表达验证
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CD8+ T 细胞、MDSC 和 NK 细胞显著降低，同时，高

CRGs 评分与免疫抑制和基质途径激活显著相关［23］。
此外，在乳腺癌中，CRGs风险评分模型与细胞毒性免

疫细胞浸润呈负相关，与肿瘤进展和免疫抑制相关。

铜死亡相关基因 PDHA1表达上调与乳腺癌较差预后

相关，并且与乳腺癌中CD4+记忆 T细胞、巨噬细胞M0
和M1细胞以及肥大细胞的浸润水平密切相关［24］。然

而，铜死亡在 MM 免疫微环境的作用及具体调控机制

尚不清楚。本研究发现基于 OS 相关的 CRGs 的风险

评分与 TME 中免疫细胞浸润密切相关，如浆细胞、

CD4+ T 细胞在高风险队列中显著下调，记忆 B 细胞、

CD4+记忆 T细胞、活化NK细胞、树突状细胞在高风险

队列中显著上调。并且通过单细胞水平分析 4个MM
预后相关的CRGs的表达模式，CDKN2A、COA6在浆细

胞呈显著高表达，UBE2D1在巨噬细胞高表达，揭示铜

死亡相关基因可能依赖于MM微环境中浆细胞和巨噬

细胞的交互，从而造成MM的进展。这些结果表明，风

险评分与 MM微环境中存在的 TILs显著相关，持续高

水平的铜死亡可能造成MM患者强烈的免疫抑制微环

境。此外，免疫检查点抑制剂是一种新型的靶向免疫

治疗，最近已被用于 MM 的前期临床试验中。目前在

多种癌症预后模型中发现铜死亡与肿瘤免疫检查点

的关系，如在胰腺癌患者中，低风险队列的促炎细胞

（如CD8+ T细胞）的数量显著大于高风险队列，并且免

疫检查点基因（如PD-1和CTLA-4）的表达增加［25］。本

研究的免疫相关性分析结果显示铜死亡相关特征患

者更有可能受益于CTLA4、TNSF4、ENTPD1、CXCL16、
CCL8、CCL16 这些相应的免疫检查点、免疫抑制因子

及趋化因子的治疗，而对于以 LGALS9、LAG3、CXCL17
为靶向治疗的效果存在不佳，因此，铜死亡的持续激
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图8　UBE2D1促进MM细胞增殖

1533



陆军军医大学学报，2025，47（13） http：//aammt. tmmu. edu. cn

活或抑制可能为部分免疫检查点治疗效果不佳的MM
患者提供新的治疗机会。

3. 3　预后模型的药物敏感性分析

应对新药开发挑战和提高现有药物治疗能力的

潜在策略旨在改善药物靶点的选择和重新利用现有

已批准的药物。基于 GDSC 药物敏感性分析发现

CDNK2A 与 Nutlin-3a（-）、PD-0332991 呈显著正相关，

PDE3B 与 Bleomycin（50 μmol/L）呈 显 著 正 相 关 ，

UBE2D1与 PI-103呈显著正相关。Nutlin-3a可通过恢

复 p53 依赖的 NKG2D 和 DNAM-1 受体配体表达，增强

自然杀伤细胞介导的神经母细胞瘤杀伤。 PD-

0332991 是一种细胞周期蛋白依赖性激酶 4 和 6 抑制

剂，在转移性肿瘤中显示出疗效。Bleomycin是霍奇金

淋巴瘤、睾丸癌、生殖细胞癌等疾病金标准疗法的一

部分。ASH2L 可驱动霍奇金淋巴瘤和睾丸癌细胞对

Bleomycin 的增殖和敏感性。PI-103 是一种很有前景

的药物，它可以抑制 PI3K 和 mTOR，进而可能在多个

通路点上有效抑制突变不同的癌细胞，如胶质瘤、乳

腺癌。因此，基于 CRGs 的药物敏感性分析的这些结

果将有助于MM患者新的靶向治疗药物开发。

3. 4　预后模型实验验证分析

利用 Western blot 和 RT-qPCR 验证预后模型中

CRGs 在 MM 细胞株的蛋白和 mRNA 表达水平，其中

CDKN2A 的 mRNA 和蛋白的表达水平呈现相反的模

式。有研究表明 CDKN2A 在肿瘤及衰老过程中可能

受到表观遗传修饰的影响，其中包括其本身启动子的

甲基化以及组蛋白乙酰化的调控［26-27］。因此进一步

推测CDKN2A在MM中更易受到转录后表观遗传修饰

而造成其mRNA水平低表达，进而影响MM疾病进展。

进一步探究 UBE2D1 在 MM 增殖过程中的生物学功

能。UBE2D1 敲低组 U266 细胞的增殖能力明显弱于

对照组，这表明 UBE2D1 在 MM 的发生发展过程中起

着更重要的调控作用。与以往的研究相比［28］，本研究

新发现 4个与 MM 预后密切相关的 CRGs，并在 MM 细

胞水平上得到验证。在这 4 个基因中，UBE2D1 已被

发现可能是多种癌症的预后和免疫相关的生物标志

物［15，29］，被认为是抗癌治疗的关键靶点，但是其在MM
中的具体功能鲜有报道，因此本研究选择 UBE2D1进

行进一步的功能验证。通过 CCK-8、流式细胞术及

Western Blot 实验发现 UBE2D1 可通过细胞周期促进

MM 细胞增殖，并且利用富集分析发现 UBE2D1 与

PI3K/AKT 通路呈正相关关系，且 PI3K/AKT 通路已被

证明参与多种肿瘤的调控，主要参与肿瘤的恶性进

展，以上结果表明UBE2D1可能通过PI3K/AKT信号通

路调控MM细胞的增殖，进而促进MM进展。

3. 5　研究的局限

本研究基于对铜死亡和 MM 患者的分析，建立一

个特征性的风险预后模型。然而，本研究也有一定局

限性：①TCGA-MMRF数据库提供的临床信息有限，可

能缺乏其他临床参数；②虽然已经在细胞及临床样本

层面上对关键的 CRGs 进行初步验证，但还需要更深

入的实验研究，以探究 CRGs 在 MM 中的精确调控机

制，包括 CRGs 与 MM 临床常用药物之间的关系以及

CRGs 对免疫细胞亚群的调控机制，进一步证实它们

的临床意义。

综上所述，本研究表明 CRGs 在 MM 患者的预后

和免疫细胞浸润中起着至关重要的作用，该模型可以根

据风险评分提供个性化治疗。研究结果突出CRGs的重

要临床意义，且CDKN2A、PDE3B、COA6和UBE2D1这 4
个基因可能是MM患者耐药的生物学标志物和新的潜

在治疗靶点。同时，通过实验验证 UBE2D1可通过细

胞周期促进 MM 细胞增殖，为下一步探究 UBE2D1 调

节MM患者发病机制提供新的依据。
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