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肺腺癌转移相关的免疫特征开发及潜在中药预测
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摘　 要　 本研究旨在确定具有免疫相关基因的可靠预后特征,
 

该特征可以预测预后并对肺腺癌( lung
 

adenocarcinoma,LUAD)

患者的个体化管理提供帮助。 从癌症基因组图谱
 

(The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas,TCGA)数据库下载 LUAD 患者的 mRNA 表达谱

和相应的临床数据;
 

使用单因素 COX 和 LASSO 模型来构建预后模型;
 

使用基于风险评分的方法开发预后特征;
 

通过 Kaplan-

Meier 分析比较高风险患者和低风险患者之间的总生存期( overall
 

survival,OS),
 

OS 的独立预测因子通过单变量和多变量

COX 分析确定;
 

单样本基因集富集分析
 

(single
 

sample
 

gene
 

set
 

enrichment
 

analysis,ssGSEA)用于评估免疫细胞浸润程度;
 

通

过 LASSO 和 COX 回归分析构建生存预后特征。 根据预后特征,
 

在 OS 方面将患者显著分层为高风险组和低风险组,
 

与低风

险组相比,
 

高风险组的 LUAD 患者 OS 显著降低。 通过 ROC 曲线分析证实了预后基因标记的预测能力。 多因素 COX 分析显

示,
 

风险评分是 OS 的独立预测因子。 通过免疫分析,
 

发现了肺腺癌转移组与未转移组的不同的免疫特征。 与 Coremine
 

Medical 数据库相互映射筛选出牛黄(Bovis
 

Calculus)、
 

罗汉果(Siraitiae
 

Fructus)等 15 种中药。 本研究提出了一种新的肺腺癌

预后特征,
 

用于估计 LUAD 的 OS。
 

此外,
 

本研究发现了肺腺癌转移组和未转移组之间的免疫特征差异,
 

这可能有助于对

LUAD 患者进行更准确的生存风险分层和个体化临床管理。
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Abstract　 The
 

study
 

aimed
 

to
 

identify
 

reliable
 

prognostic
 

features
 

with
 

immune-related
 

genes
 

that
 

could
 

predict
 

prognosis
 

and
 

aid
 

in
 

the
 

individualized
 

management
 

of
 

patients
 

with
 

LUAD.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

profiles
 

of
 

LUAD
 

patients
 

and
 

corresponding
 

clinical
 

data
 

were
 

downloaded
 

from
 

The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

( TCGA)
 

database.
 

One-way
 

COX
  

and
 

LASSO
 

regression
 

models
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

prognostic
 

genes.
 

Prognostic
 

features
 

were
 

developed
 

using
 

a
 

risk
 

score-based
 

approach.
 

Overall
 

survival
 

( OS)
 

was
 

compared
 

between
 

high-
 

and
 

low-risk
 

patients
 

by
 

Kaplan-Meier
 

analysis.
 

Independent
 

predictors
 

of
 

OS
 

were
 

determined
 

by
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

COX
 

analyses.
 

Single
 

sample
 

gene
 

set
 

enrichment
 

analysis
 

( ssGSEA )
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

degree
 

of
 

immune
 

cell
 

infiltration.
 

Prognostic
 

characteristics
 

were
 

constructed
 

by
 

LASSO
 

and
 

COX
 

regression
 

analysis.
 

Prognostic
 

characteristics
 

significantly
 

stratified
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patients
 

into
 

high-
 

and
 

low-risk
 

groups
 

in
 

terms
 

of
 

OS,
 

with
 

significantly
 

lower
 

OS
 

in
 

LUAD
 

patients
 

in
 

the
 

high-risk
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

low-risk
 

group.
 

The
 

predictive
 

power
 

of
 

prognostic
 

genetic
 

markers
 

was
 

confirmed
 

by
 

ROC
 

curve
 

analysis.
 

Multifactorial
 

COX
 

analysis
 

showed
 

that
 

risk
 

score
 

was
 

an
 

independent
 

predictor
 

of
 

OS.
 

Immunological
 

analysis
 

revealed
 

different
 

immune
 

profiles
 

in
 

the
 

metastatic
 

and
 

non-metastatic
 

groups
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma.
 

Inter-mapping
 

with
 

the
 

Coremine
 

Medical
 

database
 

screened
 

15
 

herbal
 

medicines
 

such
 

as
  

Niuhuang
 

(Bovis
 

Calculus)
  

and
  

Luohanguo
 

( Siraitia
 

Fructus ) .
 

Our
 

study
 

proposed
 

a
 

new
 

prognostic
 

profile
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

for
 

estimating
 

overall
 

survival
 

in
 

LUAD.
 

In
 

addition,
 

identified
 

differences
 

in
 

immune
 

profiles
 

between
 

the
 

metastatic
 

and
 

non-metastatic
 

groups
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma.
 

This
 

study
 

may
 

be
 

useful
 

for
 

more
 

accurate
 

survival
 

risk
 

stratification
 

and
 

individualized
 

clinical
 

management
 

for
 

patients
 

with
 

LUAD.
Keywords　 Lung

 

adenocarcinoma;
 

Differential
 

expression;
 

Prognostic
 

features;
 

Immunological
 

features;
 

Traditional
 

Chinese
 

medicine

肺癌是严重危害人类健康的常见恶性肿瘤,
 

其

发病 率 和 死 亡 率 位 居 肿 瘤 前 列 ( Siegel
 

et
 

al.,
 

2023)。 非小细胞肺癌 ( non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

NSCLC)占近 90% 的肺癌病例,
 

其中肺腺癌(lung
 

ad-
enocarcinoma,LUAD) 是 NSCLC 最常见的组织学亚

型。 尽管早期 LUAD 患者预后较好,
 

但这些患者中

仍有近 10% ~ 44% 在手术干预后 5 年内死亡( Wu
 

et
 

al.,
 

2020;
 

Zhao
 

et
 

al.,
 

2020)。 近十年来,
 

随着高

通量测序的快速发展,
 

基因集在个体化治疗中显示

出巨大的潜力(Herbst
 

et
 

al.,
 

2018)。 与单一生物标

志物相比,
 

特定的基因集使人们更好地了解癌症的

生物学表型。 尽管研究取得了丰硕的成果,
 

并且目

前在研免疫治疗药物数量激增,
 

但手术仍然是 LU-
AD 患者的主要治疗方法( Shi

 

et
 

al.,
 

2023)。 有研

究报道了免疫相关基因特征,
 

其可以预测 LUAD 患

者的预后,
 

并为免疫治疗提供潜在的靶点( Zhang
 

et
 

al.,
 

2023)。 由于 LUAD 是一种具有复杂分子机

制的高度异质性恶性肿瘤,
 

许多靶向分子药物对某

些患者无效,
 

因此 LUAD 的治疗和预后预测仍然非

常具有挑战性。
 

与此同时,
 

很少有预后模型关注发

生转移的 LUAD 的免疫特征以及相关基因的变化

(Wu
 

et
 

al.,
 

2020)。
中医认为,

 

肺癌是由于机体正气不足,
 

邪毒侵

袭,
 

热毒内蕴,
 

痰瘀气滞,
 

瘰疬积于内而成,
 

属于

“肺积”“息贲” “劳嗽”的范畴(于弘
 

等,
 

2022),
 

其

主要证型有气阴两虚证、
 

痰瘀互阻证。 目前,
 

在

NSCLC 的各个发展阶段,
 

中医药联合西医、
 

西药———
中西医结合,

 

有协同治疗优势。 相关研究发现中医

药通过影响机体免疫机制,
 

参与肿瘤微环境等多方

面治疗 NSCLC(赵亚茜
 

等,
 

2023)。 肺癌转移的预防

及治疗以益气养阴及化痰活血祛瘀联合应用,
 

攻补

兼施,
 

不仅能调节肺癌患者的细胞免疫功能,
 

增强

机体的免疫防御机制,
 

控制肿瘤的复发与转移,
 

同

时能改善肺癌患者血液黏稠度,
 

减少促血管生成因

子的释放及血栓形成,
 

全面控制肺癌转移,
 

充分发

挥中医药治疗特色(张晶和舒琦瑾,
 

2010)。

1　 结果

1. 1　 肺腺癌患者特征基因与富集分析

　 　 从癌症基因组图谱( The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas,
TCGA)数据库(https: / / portal. gdc. cancer. gov / )中获

得 58 例正常组织以及 513 例 LUAD 组织的转录组分

析数据。 共鉴定出 2
 

077 个差异表达基因( differen-
tial

 

expressed
 

genes,DEGs) (图 1A)。 其中 571 个基

因表达量在肿瘤组织中下调,
 

1
 

506 个基因上调。
利用单因素 COX 回归分析得到与生存时间相关的

178 个基因,
 

其中有 24 个免疫基因。 LASSO 回归模

型显示 4 个是非零显著基因,
 

其中 2 个是免疫基因

(图 1B)。
为了研究预后基因在 LUAD 中的功能和作用途

径,
 

进一步探讨该疾病的发病机制,
 

利用在线数据

库 MetaScape 对获得的 178 个预后相关基因进行 GO
功能富集和 KEGG 通路分析(图 1C)。 KEGG 通路

分析共获得 25 条显著通路,
 

包括 PI3K-Akt 信号传

导通路、
 

癌症的途径、
 

趋化因子信号通路、
 

细胞因子-
细胞因子受体的相互作用等。 根据 GO 富集分析,这
些预后基因也显示出在生物过程中的重要作用,

 

包括

调节体液水平、
 

细胞-细胞黏附、
 

对内皮细胞增殖的正

向调节等可能涉及肺腺癌的疾病作用机制。
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图 1　 肺腺癌差异表达基因和生物富集分析

(A)
 

LUAD 与正常样本之间的 DEGs 的火山图;
 

(B)单因素 COX 回归分析结果与 LASSO 回归分析

结果和免疫基因比较的韦恩图;
 

(C)预后基因的 GO 富集分析和 KEGG 富集分析

Figure
 

1　 Analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

and
 

gene
 

enrichment
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
(A)

 

Volcano
 

plot
 

of
 

DEGs
 

between
 

LUAD
 

and
 

normal
 

samples;
 

(B)
 

Venn
 

diagram
 

comparing
 

the
 

results
 

of
 

one-way
 

COX
 

regression
 

analysis
 

with
 

LASSO
 

regression
 

analysis
 

results
 

and
 

immunogenes;
 

(C)GO
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

prognostic
 

genes

1. 2　 基于 TCGA 数据建立预测模型

　 　 采用单因素 COX 和 LASSO 模型分析以建立预

后模型。 鉴定出 4 个特征基因,
 

分别是 PRR5-
ARHGAP8、

 

PLXNB3、
 

CLPSL2 和 AGTR1(图 2A),其
风险系数分别是 0. 072 8、

 

0. 019
 

0、
 

- 0. 308
 

0 和

0. 314 8。 风险评分的值为各基因的风险系数与基因

表达水平的乘积之和。 根据风险评分的中位数临界

值,
 

将患者分为高风险组和低风险组。 用散点图观

察不同危险组患者的生存状态(图 2B,
 

图 2C)。 根

据 Kaplan-Meier 分析,
 

高风险组的生存率明显低于

低风险组的(图 3A)。 预后模型预测生存的能力采

用时间依赖性 ROC 曲线确定,
 

曲线下面积(area
 

un-
der

 

curve,AUC)在 1 年为 0. 570,
 

3 年为 0. 702,
 

5 年

为 0. 705(图 3B)。
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图 2　 利用 TCGA-LUAD 数据构建肺腺癌预后模型

(A)
 

通过单变量
 

COX
 

回归识别的预后相关基因的森林图;
 

(B)
 

风险

评分中位数和风险评分分布;
 

(C)
 

LUAD 患者总体生存状态的分布

Figure
 

2　 Construction
 

of
 

a
 

prognostic
 

model
 

for
 

lung
 

adenocarcinoma
 

using
 

TCGA-LUAD
 

data
(A)

 

Forest
 

plot
 

of
 

prognosis-related
 

genes
 

identified
 

by
 

univariate
 

COX
 

regression;
 

(B)
 

Median
 

risk
 

score
 

and
 

distribution
 

of
 

risk
 

scores;
 

(C)
 

Distribution
 

of
 

overall
 

survival
 

status
 

of
 

LUAD
 

patients

图 3　 LUAD 高、
 

低风险组患者预后分析

(A)
 

LUAD 高、
 

低风险组患者总生存期的 Kaplan-Meier 曲线;
 

(B)
 

LUAD 患者总生存率的时间依赖性 ROC 曲线和 AUC 值

Figure
 

3　 Analysis
 

of
 

LUAD
 

patient
 

survival
 

outcomes
 

in
 

the
 

high-
 

and
 

low-risk
 

groups
(A)

 

Kaplan-Meier
 

curves
 

of
 

overall
 

survival
 

of
 

LUAD
 

patients
 

in
 

high-
 

and
 

low-risk
 

groups;
 

(B)
 

Time-dependent
 

ROC
 

curves
 

and
 

AUC
 

values
 

of
 

overall
 

survival
 

of
 

LUAD
 

patients

1. 3　 风险评分的独立预后价值

　 　 采用多因素 COX 回归分析,
 

确定风险评分是否

为 LUAD 患者 OS 的预后因素。 结果显示,
 

风险评分

是 TCGA-LUAD 患者 OS 的独立预后因素(Hazard
 

ratio,
HR:

  

0. 497,
 

95% ;
 

Confidence
 

interval, CI:
  

0. 394 ~
0. 626;

 

P<0. 001)(图 4),
 

显示出了良好的预后价值。
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图 4　 通过多因素 COX 回归分析确定的 LUAD 患者的总体生存相关因素

Figure
 

4　 Overall
 

survival-related
 

factors
 

of
 

LUAD
 

patients
 

identified
 

by
 

multifactorial
 

COX
 

regression
 

analysis

1. 4　 肺腺癌转移相关基因、
 

促癌基因和抑癌基因的

筛选

　 　 根据 TNM 分期,
 

将 513 例患者分为转移组

(293 例)和未转移组(218 例)。 共筛选出两组间差

异表达基因 18 个,
 

其中上调 6 个,
 

下调 12 个(图

5A)。 选取与肺腺癌差异表达基因的交集,
 

共得到

15 个基因,
 

其中有 3 个免疫相关基因 ( S100A7、
  

CHGB、
  

PGC) ( 图 5B,
 

图 5C)。 使用 R 包 ( Moon-

lightR)筛选出 157 个促癌基因,
 

853 个抑癌基因,
 

分

别与 15 个关键基因取交集后,
 

发现有 2 个促癌基因

(NGB、
 

CTAG2) 和 6 个抑癌基因 (H1-5、
 

H2AC14、
 

H4C4、
 

INSM1、
 

H2BC10、
 

UPK1B)(图 5D,
 

图 5E)。
观察 15 个基因在两组间的表达情况,

 

有 6 个基

因的表达存在显著差异 (图 5F)。 其中 2 个基因

(S100A7、
 

CHGB) 属于免疫基因,
 

且在转移组高

表达。
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　 ∗∗∗表示 P<0. 001,∗∗表示 P<0. 01,∗表示 P<0. 05,ns 表示差异不显著。
　 ∗∗∗

 

means
 

P<0. 001,
 

∗∗
 

means
 

P<0. 01,
 

∗
 

means
 

P<0. 05,
 

ns
 

means
 

no
 

significant
 

difference.

图 5　 肺腺癌转移相关基因

(A)转移组 vs 未转移组差异基因火山图;
 

(B)肺腺癌转移相关基因;
 

(C)免疫基因;
 

(D)肺腺癌转移基因

与抑癌基因的比较;
 

(E)肺腺癌转移基因与促癌基因的比较;
 

(F)肺腺癌转移相关基因在两组中的表达量

Figure
 

5　 Genes
 

associated
 

with
 

lung
 

adenocarcinoma
 

metastasis
(A)

 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

genes
 

in
 

metastatic
 

group
 

vs
 

non-metastatic
 

group;
 

(B)
 

Lung
 

adenocar-
cinoma

 

metastasis-associated
 

genes;
 

(C)
 

Immunogenes;
 

(D)
  

Comparison
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

metas-
tasis

 

genes
 

with
 

antioncogenes;
 

(E)
 

Comparison
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

metastasis
 

genes
 

with
 

oncogenes;
(F)Expression

 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

metastasis-associated
 

genes
 

in
 

both
 

groups

1. 5　 肺腺癌转移组的免疫特征

　 　 采用单样本基因集富集分析(single
 

sample
 

gene
 

set
 

enrichment
 

analysis,
 

ssGSEA)比较 TCGA-LUAD 中转移

组和未转移组之间 28 种免疫细胞的评分(图 6A)。 结

果显示嗜酸型粒细胞在转移组中较高(P= 0. 009
 

1),
 

中

性粒细胞在转移组中较低(P=0. 011)(图 6B)。
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图 6　 TCGA-LUAD 的免疫谱

(A)两组中的免疫细胞评分箱形图;
 

(B)中性粒细胞和嗜酸性粒细胞在两组中的评分

Figure
 

6　 Immunological
 

profile
 

in
 

the
 

TCGA-LUAD
(A)

 

Box
 

plot
 

of
 

immune
 

cell
 

scores
 

in
 

two
 

groups;
 

(B)
 

Neutrophil
 

and
 

eosinophil
 

scores
 

in
 

two
 

groups

1. 6　 LUAD 转移相关基因的中药预测与文献验证

　 　 将筛选到的 15 个关键基因映射到 Coremine
 

Medical 数据库,
 

共筛选出可能治疗肺腺癌转移的中

药 31 种,
 

以 P<0. 05 为差异有统计学意义,
 

共筛选

出靶向中药 15 种。 根据《中华本草》(国家中医药管

理局《中华本草》编委会,
 

1998)对药物的四气五味

归经进行统计,
 

四气统计中凉性频数最高,
 

寒性次

之;
 

五味统计中甘居多;
 

归经统计以归肝经、
 

肾经、
 

肺经为主,
 

见图 7。 其中魔芋 ( 0. 001 )、
 

水牛角

(Bubali
 

Cornu) ( 0. 039) 由基因 CHGB 映射;
 

鳖甲

(Trionycis
 

Carapax)(0. 009)、
 

鳖甲胶(Colla
 

Carapa-
cis

 

Trionycis)(0. 006)由基因 NGB 映射,
 

具体见表 1。
以中药名称和肺癌为关键词,

 

进行文献检索,
 

验证

药物对肺癌是否有治疗效果(李甜甜
 

等,
 

2014;
 

刘

灿
 

等,
 

2015;
 

许飞
 

等,
 

2021;
 

张钰欣
 

等,
 

2022;
 

柳

金可
 

等,
 

2023)。

图 7　 预测中药性味归经的统计雷达图

(A)预测药物的四气统计;
 

(B)预测药物的五味统计;
 

(C)预测药物的归经统计

Figure
 

7　 Statistical
 

radar
 

chart
 

for
 

predicting
 

the
 

sexual
 

flavor
 

meridian
of

 

Chinese
 

medicine
(A)

 

The
 

four
 

properties
 

statistics
 

of
 

predicting
 

drug;
 

(B)
 

The
 

five
 

flavours
 

statistics
 

of
 

predicting
 

drug;
 

(C)
 

The
 

meridian
 

affinity
 

statistics
 

of
 

predicting
 

drug
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表 1　 肺腺癌转移相关基因与中药预测

Table
 

1　 Genes
 

related
 

to
 

metastasis
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

and
 

prediction
 

of
 

Chinese
 

medicine

基因

Gene
中药

Herbal
功效

Efficacy
性味归经

Sexual
 

flavor
 

meridian
P 值

P
 

value

基因

类别

Gene
 

class

肺癌

相关

Lung
 

cancer
 

related

参考文献

Reference

CHGB 魔芋

Moyu
化痰消积,

 

解毒散结,
 

行瘀止痛

Resolving
 

phlegm
 

to
 

resolve
 

accumulation,
 

removing
 

toxin
 

and
 

dissipating
 

bind,
 

resol-
ving

 

stasis
 

to
 

stop
 

pain

辛、
 

苦、
 

寒;
 

有毒

Pungent,
 

bitter,
  

cold;
 

tox-
ic

0. 001 ∗ √ 许飞
 

等,
  

2021

水牛角

Shuiniujiao
(Bubali

 

Cornu)

清热凉血,
  

解毒,
  

定惊

Clearing
 

heat
 

and
 

cooling
 

blood,
  

removing
 

toxin,
  

stabilize
 

fright

苦、
 

寒;
 

归心、
 

肝经

Bitte,
  

cold;
 

heart,
  

liver
0. 039 NA × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
  

1998

S100A7 哈士蟆

Hashima(Rana
 

chensinensis)
 

补肺滋肾,
  

利水消肿

Enriching
 

and
 

tonifying
 

the
 

lung
 

and
 

kidney,
 

disinhibiting
 

water
 

and
 

dispersing
 

edema

咸、
 

凉;
 

归肺、
 

肾经

Salty,
 

cool;
 

kidney,
 

lung
0. 001 ∗ × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
  

1998

鹿茸

Lurong(Cervi
 

Cornu
 

Pantotri-
chum)

壮肾阳,
  

益精血,
  

强筋骨,
  

调冲任,
  

托疮毒

Tonifying
 

kidney
 

yang,
  

replenishing
 

blood
 

and
 

essence,
 

strengthening
 

sinews
 

and
 

invi-
gorating

 

bones,
 

regulating
 

thoroughfare
 

vessel
 

and
 

conception
 

vessel,
 

expelling
 

sores

甘、
 

咸、
 

温;
 

归肾、
 

肝经

Sweet,
  

salty,
  

warm;
 

kid-
ney,

  

liver

0. 003 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
  

1998

鹿角

Lujiao(Cervi
 

Cor-
nu)

温肾补虚,
  

行血消肿,
  

强筋健骨

Warming
 

kidney
 

to
 

tonify
 

deficienccy,
  

activa-
ting

 

blood
 

and
 

dispersing
 

edema,
 

strengthe-
ning

 

sinews
 

and
 

invigorating
 

bones

咸、
 

温;
 

归肝、
 

肾经

Salty,
  

warm;
 

kidney,
  

liver
0. 004 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
  

1998

檀香

Tanxiang( Santali
 

Albi
 

Lignum)

行气温中,
  

开胃止痛

Activating
 

qi
 

and
 

warming
 

the
 

middle,
  

in-
crease

 

the
 

appetite
 

and
 

relieve
 

pain

辛、
 

温;
 

归脾、
 

胃、
 

心、
 

肺经

Pungent,
  

warm;
 

spleen,
  

stomach,
  

heart,
  

lung

0. 006 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998

稻芽

Daoya
消食和中,

  

健脾开胃

Promoting
 

digestion
 

to
 

harmonize
 

the
 

middle,
  

fortifying
 

the
 

spleen
 

to
 

increase
 

the
 

appetite

甘、
 

温;
 

归脾、
 

胃经

Sweet,
 

warm;
 

spleen,
 

stomach

0. 012 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998

DSG3 牛黄

Niuhuang(Bovis
 

Calculus)

清心,
 

豁痰,
 

开窍,
 

凉肝,
 

息风,
 

解毒

Clearing
 

heart,
 

resolving
 

phlegm,
 

inducing
 

resuscitation
 

orifices,
 

clearing
 

the
 

liver
 

to
 

ex-
tinguish

 

wind,removing
 

toxin

甘、
 

凉;
 

归心、
 

肝经

Sweet,
 

cool;
 

heart,
 

liver
0. 034 - × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998

INSM1 罗汉果

Luohanguo(Sir-
aitiae

 

Fructus)

清热润肺,
 

利咽开音,
 

滑肠通便

Clearing
 

heat
 

and
 

moistening
 

the
 

lung,
 

disin-
hibiting

 

the
 

pharynx
 

and
 

restoring
 

voice,
 

moistening
 

dryness
 

to
 

relax
 

bowels

甘、
 

凉;
 

归肺、
 

大肠经

Sweet,
 

cool;
 

lung,
 

large
 

intestine

0. 004 - √ 刘灿
 

等,
 

2015

NGB 鳖甲胶

Biejiajiao(Colla
 

Carapacis
 

Trionycis)

滋阴退热,
 

软坚散结

Nourishing
 

yin
 

and
 

clearing
 

heat,
 

softening
 

hardness
 

and
 

dissipating
 

bind

咸、
 

寒;
 

归肺、
 

肝、
 

肾经

Salty,
 

cold;
 

lung,
 

liver,
 

kidney

0. 006 - × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998

鳖头

Bietou
补气助阳

Benefiting
 

qi
 

and
 

assisting
 

yang
甘、

 

咸、
 

平;
 

归脾、
 

大

肠经

Sweet,
 

salty,
 

calm;
 

spleen,
 

large
 

intestine

0. 006 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998
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续表

Continuing
 

table
 

基因

Gene
中药

Herbal
功效

Efficacy
性味归经

Sexual
 

flavor
 

meridian
P 值

P
 

value

基因

类别

Gene
 

class

肺癌

相关

Lung
 

cancer
 

related

参考文献

Reference

　 鳖甲

Biejia ( Trionycis
 

Carapax)

滋阴潜阳,
 

退热除蒸,
 

软坚散结

Nourishing
 

yin
 

and
 

subduing
 

yang,
 

clearing
 

heat
 

and
 

eliminating
 

steaming,
 

softening
 

hardness
 

and
 

dissipating
 

bind

咸、
 

微寒;
 

归肝、
 

肾经

Salty,
 

slightly
 

cold;
 

liver,
 

kidney

0. 009 　 √ 柳金可
 

等,
 

2023

葛花

Gehua
解酒醒脾,

 

止血

Antialcoholism
 

and
 

harmonize
 

the
 

middle,
 

stanch
 

bleeding

甘、
 

凉;
 

归胃经

Sweet,
 

cool;
 

stomach
0. 016 × 国家中医药管理

局《中华本草》编

委会,
 

1998

葛根

Gegen ( Puerariae
 

Lobatae
 

Radix)

解肌退热,
 

发表透疹,
 

生津止渴,
 

升阳止泻

Releasing
 

the
 

flesh
 

and
 

clearing
 

heat,
 

effu-
sing

 

the
 

external
 

and
 

and
 

outthrusting
 

rashes,
 

producing
 

fluid
 

to
 

quench
 

thirst,
 

rising
 

yang
 

to
 

stop
 

diarrhea

甘、
 

辛、
 

凉;
 

归脾、
 

胃、
 

肺经

Sweet,
 

pungent,
 

cool;
 

spleen,
 

stomach,
 

lung

0. 016 √ 张钰欣
 

等,
 

2022

海参

Haishen ( Sticho-
pus

 

japonicus)

补肾益精,
 

养血润燥,
 

止血

Tonifying
 

the
 

kidney
 

and
 

replenishing
 

es-
sence,

 

nourishing
 

blood
 

to
 

moisten
 

dryness,
 

stopping
 

bleeding

甘、
 

咸、
 

平;
 

归肾、
 

肺经

Sweet,
 

salty,
 

calm;
 

kidney,
 

lung

0. 029 √ 李甜甜
 

等,
 

2014

　 　 注:
  

∗
 

表示免疫基因、
 

+
 

表示促癌基因,
 

-表示抑癌基因,
 

NA 表示无类别。
 

√表示相关,
 

×表示不相关。
Note:

   

∗
 

means
 

immunogenes,
 

+
 

means
 

oncogenes,-
 

means
 

tumor
 

suppressor
 

genes,
 

NA
 

means
 

no
 

category.
   

√
 

means
 

related,
 

×
 

means
 

unrelated.

2　 讨论与结论

　 　 肺腺癌是肺癌中最常见的一种亚型,
 

由于早期

转移和不良预后,
 

导致其成为癌症死亡的主要原因

之一( Wang
 

et
 

al.,
 

2021)。 本研究从 TCGA-LUAD
数据库中鉴定出 2

 

077 个与肺腺癌相关的 DEGs,
 

单

因素 COX 分析显示其中 178 个基因与 OS 相关。 基

于 LASSO 回归方法鉴定了 4 个基因用于构建预后模

型,
 

并根据中位数风险评分把 LUAD 患者分为高风

险组和低风险组。 独立预后分析显示风险评分是

LUAD 患者 OS 的独立预后指标。
从在线数据库中检索的免疫相关基因 1

 

794 个

(Li
 

et
 

al.,
 

2022),其中预后相关基因 24 个。 在预后

模型 中,
 

2 个 基 因 是 免 疫 相 关 基 因 ( PLXNB3,
AGTR1)且单因素 COX 结果显示 PLXNB3 和 AGTR1
是 LUAD 患者死亡的危险因素。 通路富集结果显示

AGTR1 和 PLXNB3 与内皮细胞增殖、
 

免疫、
 

炎症等

机制相关。 Zhang 等(2020)通过使用 TCGA 泛癌症

数据,
 

在所有癌症肿瘤中鉴定出 6 种类型的免疫浸

润,
 

对应于肿瘤促进至肿瘤抑制,
 

分别是 C1(伤口

愈合)、
 

C2(INF-r 占优势)、
 

C3(炎症)、
 

C4(淋巴细

胞耗竭)、
 

C5(免疫静息)和 C6( TGFβ 占优势)。 在

6 种免疫浸润亚型中,
 

C3 和 C5 免疫亚型患者的存

活率明显高于其他免疫亚型,
 

C4 和 C6 亚型患者存

活率最低。 同时也发现 PLXNB3 在 C4 和 C5 中表达

增加,
 

表明 PLXNB3 可能发挥肿瘤抑制作用( Zhang
 

et
 

al.,
 

2020)。 Xiong 等(2021)通过研究发现 AGTR1
的高表达与抗肿瘤免疫微环境有关,

 

并通过富集分

析和体外验证,
 

发现 AGTR1 很可能通过 PI3K / Akt3
途径在 LUAD 中发挥作用。 AGTR1 是泛癌中潜在的

肿瘤抑制基因,
 

AGTR1 的表达与 B 细胞、
 

髓样树突

状细胞(DC)、
 

单核细胞的浸润呈正相关,
 

这些细胞

的高浸润与 LUAD 的较好预后有关。 此外,
 

还观察

到 AGTR1 表达与骨髓源性抑制细胞(myeloid-derived
 

suppressor
 

cell,
 

MDSC) 的免疫浸润呈负相关,
 

而

MDSC 的高浸润与 LUAD 的不良预后有关 ( Xiong
 

et
 

al.,
 

2021)。 结合已有研究和本研究的结果,
 

提示

AGTR1 和 PLXNB3 可能是 LUAD 潜在的预后标志物

和新的免疫治疗靶点,
 

为后续的肺腺癌机制研究和

靶点药物研发提供新的思路。
本研究还发现了肺腺癌转移相关基因,

 

前期研

究发现这些基因与肿瘤转移、
 

抑制细胞周期和抗凋
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亡相关(Brittain
 

et
 

al.,
 

2010;
 

Weisbrod
 

et
 

al.,
 

2013;
Zhang

 

et
 

al.,
 

2014; Rosenbaum
 

et
 

al.,
 

2015)。 Yao
等(2020)发现 CHGB 与 LUAD 的转移密切相关,

 

且

与 LUAD 患者预后相关( Yao
 

et
 

al.,
 

2020)。 INSM1
是一种参与发育途径末端步骤的转录因子,

 

人类

INSM1 蛋白通过结合细胞周期蛋白 D1,
 

可以直接阻

止细胞周期的进展( Rosenbaum
 

et
 

al.,
 

2015)。 NGB
可通过重置线粒体细胞色素 c 释放的触发水平来

发挥其抗凋亡活性( Brittain
 

et
 

al.,
 

2010) 。 这为后

续的抑制肺腺癌转移的靶点药物研发提供了方向。
中医在肺癌的治疗中发挥重要作用,

 

Cang 等

(2021)研究表明,
 

中药联合西医治疗在延长患者

生存期,
 

减轻放化疗毒副反应,
 

提高生活质量等方

面有良好疗效。 中医药在防治肺癌转移中疗效显

著。 与现代医学相比,
 

中医在调节人体免疫方面

具有独特优势,
 

因为中医强调整体观和阴阳平衡,
 

中医以扶正为原则,
 

拟定治疗方案,
 

增强人体正气

和机体抗邪能力,
 

治法实质是改善人体的免疫功

能,
 

激发机体自身的抗病能力,
 

也使患者对传统放

化疗 的 耐 受 性 提 高 ( Wang
 

et
 

al.,
 

2020;
 

Zhang
 

et
 

al.,
 

2021)。
基于关键基因预测得到的中药可能具有防治肺

腺癌转移的潜在功效。 本研究结果显示预测中药的

药物类型中补益药使用频次最高。 现代研究表明补

益类中药可以增强人体的免疫功能,
 

促进淋巴细胞、
 

巨噬细胞发挥其生理功能和调节肿瘤免疫微环境。
脾肾与免疫细胞的发育成熟及免疫功能的正常发挥

等密切相关,
 

脾虚可致患者细胞免疫功能降低,
 

肾

气不足可致正气亏虚,
 

故治疗时应佐以健脾补肾之

法(陈燕妮
 

等,
 

2020)。 本研究发现的转移组免疫特

征基因 S100A7 预测中药功效以补肾健脾为主,
 

佐以

行气活血。 《中华本草》 (国家中医药管理局《中华

本草》编委会,
 

1998)中记载的魔芋现代药理机制中

具有抑制肺癌的功效,
 

且魔芋精粉对 MNNG 诱导的

肺癌小鼠有不同程度的预防作用(许飞
 

等,
 

2021)。
水牛角煎煮液免疫活性研究发现,

 

水牛角对人体红

细胞变形能力产生了较明显的增强作用(王昌亚,
 

2020)。 罗汉果醇及部分罗汉果皂苷经大鼠代谢而

获得的苷元衍生物对鼻咽癌、
 

肺癌、
 

宫颈癌、
 

肝癌

等肿瘤细胞生长有一定的抑制作用 ( 李炳辰,
 

2017)。 研究发现罗汉果醇对非小细胞肺癌 A549 细

胞株表现出显著的抑制活性,
 

能够诱导 A549 细胞

凋亡与 G0 / G1 期阻滞(李娜,
 

2020)。 鳖甲水提取物

可以抑制血管生成,
 

与 VEGF 通路和 Notch-D114 通

路之间复杂的反馈调节有关(高建中,
 

2016)。 葛根

中的葛根素可以影响癌细胞凋亡,
 

多项研究表明,
 

葛根素在肺癌细胞 A549 及结肠癌细胞 SW480、
 

HT-
29 中均表现出抗肿瘤活性,

 

葛根素还可以通过

PI3K-Akt 和 MAPK-ERK1 / 2 通路诱导非小细胞肺癌

细胞自噬( Gan
 

and
 

Yin,
 

2015;
 

Chen
 

et
 

al.,
 

2016;
 

Zhou
 

et
 

al.,
 

2020)。 本研究最终筛选的药物与抑制

肺腺癌转移紧密切合,
 

具有应用意义,
 

为中药抗肿

瘤药物的研发提供了宝贵方向。
综上所述,

 

本研究通过生物信息学方法对 TC-
GA 数据库中肺腺癌相关的芯片数据集进行分析,

 

筛选出肺腺癌与正常样本之间以及转移与未转移

肺腺癌组织之间的 DEGs,
 

通过差异基因分析、
 

COX 回归分析和 LASSO 分析构建了能够稳健预测

LUAD 患者预后的模型。 并通过免疫分析发现了

转移组与未转移组之间的差异免疫特征。 这些发

现可能提供新的治疗靶点,
 

并用于个体化管理,
 

有

望提高 LUAD 患者的生存率。 然而研究存在以下

不足:
 

研究结果完全基于生物信息学分析对公共

数据库的挖掘,
 

仍需通过更深入的实验来进一步

研究证实。

3　 材料与方法

3. 1　 数据采集和数据预处理

　 　 使用 R 语言的 TCGAbiolinks 包从 TCGA 数据库

下载肺腺癌(TCGA-LUAD)的转录组分析数据、
 

临床

数据。 主要排除标准:
 

临床资料和预后数据缺失的

患者。 对获取到的基因表达数据进行预处理。 去除

表达量在 80% 的 样 本 中 均 小 于 1 的 基 因。 从

ImmPort 网站 ( https: / / www. immport. org / ) 获得了

2
 

483 个 免 疫 相 关 基 因 ( immune-related
 

genes,
 

IRGs),
 

去重后得到 1
 

794 个 IRGs。

3. 2　 筛选差异基因与预后分析

　 　 从临床样本中选取 TNM 分期、
 

美国癌症联合委

员会(American
 

Joint
 

Committee
 

on
 

Cancer,
 

AJCC)分

期作为肺腺癌临床特征指标,
 

根据 TNM 分期将肺腺

癌患者分为转移组和未转移组。 利用 R
 

version
 

4. 0. 2 ( https: / / www. r-project. org / ) 及 其 附 带 的

“DESeq2”包、
 

筛选出肺腺癌组织与正常组织,
 

转移

和未转移肺癌的差异表达基因,
 

筛选标准为 log2FC>
 

1. 0 和 Padj < 0. 05。 并通过单变量 COX 分析进行生

存分析。 使用 R 语言中的“ glmnet”包的最小绝对收
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缩和选择算法( least
 

absolute
 

shrinkage
 

and
 

selection
 

operator,
 

LASSO),
 

选择完全收缩的变量,
 

使用非零

系数的显著基因建立预后模型。 根据预后基因的表

达水平及其相应的风险系数计算 LUAD 患者的风险

评分。 用 R 语言的“ggplot2”包对差异分析结果和生

存分析结果进行可视化。

3. 3　 GO 和 KEGG 通路的富集分析

　 　 为了研究预后基因在 LUAD 中的功能和作用途

径,
 

进一步探讨该疾病的发病机制,
 

利用在线数据

库 MetaScape(Zhou
 

et
 

al.,2019)对筛选获得的预后

基因进行 KEGG 通路和 GO 功能富集分析,
 

并使用

R 包 ggplot2 可视化。

3. 4　 免疫细胞浸润分析

　 　 从 ImmPort 网站( https: / / www.immport.org / )中

获得了 1
 

794 个免疫相关基因并用单样本基因集富

集分析(ssGSEA)评估免疫细胞浸润评分。

3. 5　 促癌基因和抑癌基因的识别

　 　 使用 R 语言的 “ MoonlightR ” 包 ( Nourbakhsh
 

et
 

al.,
 

2023)中的 PRA 函数对筛选出的差异基因进

行分析。 选定 GO-生物过程中的“凋亡”和“细胞增

殖”用来识别肿瘤抑制基因和促癌基因。 PRA 函数

完成的是根据预定义的生物学过程或者机器学习的

方式识别候选肿瘤抑制基因和促癌基因,
 

即一组被

归类为促癌基因的基因共享相似的生物过程作为凋

亡(下调)和增殖(上调),
 

而被归类为肿瘤抑制基因

的基因共享凋亡(上调)和增殖(下调)。

3. 6　 中药预测

　 　 Coremine
 

Medical 数据库是一个集中药、
 

基因

本体论、
 

蛋白质表达、
 

解剖等医学综合信息的开放

检索平台。 将筛选的关键基因分别映射到 Coremi-
ne

 

Medical( http: / / www.coremine.com / ) 中,
 

筛选出

与关键基因相关的中药,
 

P<0. 05 被视为差异具有

统计学意义。
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