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［摘要］ 目的·建立一个基于线粒体基因和临床信息的肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，HCC） 总生存率 （overall 

survival，OS）的预后模型。方法·从癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）下载 369例HCC患者和 50例肝

脏正常对照的基因表达谱和临床数据。核编码的线粒体基因（nuclear encoded mitochondrial gene，NEMG）从MitoCarta3.0

数据库获得。使用“DEseq2”R包和单变量Cox分析选择与HCC患者OS相关并参与氧化磷酸化、三羧酸循环和细胞凋亡

通路的NEMG ［（泛素细胞色素C还原酶铰链蛋白（ubiquinol cytochrome C reductase hinge protein，UQCRH）、腺苷三磷酸

柠檬酸裂解酶（ATP citrate lyase，ACLY）、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 2（phosphoenolpyruvate carboxykinase 2，PCK2）、Bcl-

2同源拮抗剂 1 （Bcl-2 homologous antagonist/killer 1，BAK1）、Bcl-2相关 X蛋白（Bcl-2-associated X protein，BAX）和 Bcl-

2/腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3 样（Bcl-2/adenovirus E1B interacting protein 3-like，BNIP3L）］。应用多变量 Cox 回归来确定

HCC OS的独立危险因素。建立一个基于独立危险因素（6个 NEMG 风险特征和 TNM 分期）的综合预后模型和预后列线

图，计算中位预后评分。以中位预后评分作为分界点，将HCC患者分为高风险组和低风险组。进行Kaplan-Meier生存曲线

分析，并进行对数秩检验来评估低风险组和高风险组患者 OS 的差异。使用“timeROC”软件包计算受试者操作特征

（receiver operating characteristic，ROC） 曲线下面积 （area under the curve，AUC）。用基因表达数据库 （Gene Expression 

Omnibus，GEO）下载HCC队列（GSE14520）验证综合预后模型对 1、3、5年OS的预测性能。通过实时荧光定量聚合酶

链反应（real-time quantitative polymerase chain reaction，qPCR）在来自上海交通大学医学院附属新华医院的 34例HCC临床

样本中验证 6-NEMG的相对表达水平。结果·ROC分析结果显示，与仅 6-NEMG风险特征（1、3、5年AUC分别为 0.77、

0.66、0.65）或仅TNM分期（1、3、5年AUC分别为 0.66、0.67、0.63）相比，该综合预后模型对 1年（AUC，0.78）、3年

（AUC，0.73）和5年（AUC，0.69） HCC OS显示出更好的预测性能。Kaplan-Meier生存曲线分析结果显示高风险组患者的

OS 明显比低风险组差（P=0.001）。此外，在 GEO 外部队列中发现该预后模型的预测性能较好（1、3、5 年 AUC 分别为

0.67、0.66、0.74），高、低风险组患者的预后差异有统计学意义（P=0.001），与TCGA数据的结果一致。在临床HCC队列

中，与癌旁肝脏组织相比，除 BNIP3L 外，其他 5 个 NEMG 在肿瘤组织的表达水平上调或者下调。相关性分析显示，在

GSE14520与临床HCC队列中预后评分与HCC肿瘤的大小和数量呈正相关。结论·构建并验证了一个将 6-NEMG风险特征

与TNM分期相结合的HCC预后预测模型。该模型可能有助于HCC患者的预后预测。
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[Abstract]  Objective·To establish a prognostic model for the overall survival (OS) of hepatocellular carcinoma (HCC) based on 

mitochondrial genes and clinical information. Methods·The gene expression and the clinical data of 369 HCC patients and 50 

controls with normal liver were downloaded from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. The nuclear-encoded mitochondrial 

genes (NEMGs) were obtained from the MitoCarta3.0 database. The "DESeq2" R package and univariate Cox analysis were used to 

select NEMGs [ubiquinol cytochrome C reductase hinge protein (UQCRH), ATP citrate lyase (ACLY), phosphoenolpyruvate 

carboxykinase 2 (PCK2), Bcl-2 homologous antagonist/killer1 (BAK1), Bcl-2-associated X protein (BAX) and Bcl-2/adenovirus E1B 

interacting protein 3-like (BNIP3L)] in HCC that were associated with OS of HCC and participated in dysregulation of oxidative 

phosphorylation, tricarboxylic acid cycle and cell apoptosis. Multivariate Cox analysis was applied to select independent risk factors for 

OS of HCC. A comprehensive prognostic model and a prognostic nomogram with 6-NEMG risk characteristics and TNM staging were 

established. By using the median of prognostic scores as a cut-off, HCC patients were classified into low-risk and high-risk group. 

Kaplan-Meier survival curve analysis was conducted and log-rank test was performed to evaluate the survival rates between the low-

risk and high-risk group. The area under the curve (AUC) values of receiver operating characteristic (ROC) curve were calculated via 

using the "timeROC" package. The prognostic model for HCC was validated by using the GEO HCC cohort (GSE14520) for 1, 3 and 5 

years. Finally, the relative expression level of 6-NEMG was validated in 34 clinical samples of HCC from Xinhua Hospital, Shanghai 

Jiao Tong University School of Medicine by using real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) method. 

Results·Compared to 6-NEMG risk signature only (AUCs for 1, 3 and 5 years were 0.77, 0.66 and 0.65, respectively) or TNM stage 

only (AUCs for 1, 3 and 5 years were 0.66, 0.67 and 0.63, respectively), ROC curve analysis showed that this integrated prognostic 

model displayed better predictive performance for 1-year (AUC, 0.78), 3-year (AUC, 0.73) and 5-year (AUC, 0.69) OS of HCC. The 

Kaplan-Meier survival curve analysis showed that the OS of HCC patients in the high-risk group was significantly worse than that in 

the low-risk group (P=0.001). In addition, predictive performance of the prognostic model (AUC for 1, 3 and 5 years is 0.67, 0.66 and 

0.74, respectively) and prognostic differences between the high-risk and low-risk group (P=0.001) were further validated in GEO 

(GSE14520) external cohort, and these results were consistent with the TCGA data. In addition to BNIP3L, dysregulation of five other 

NEMGs in the clinical HCC cohort was validated. The correlation analysis in GSE14520 and HCC clinical cohort showed a positive 

correlation between prognosis score and the size and number of tumors. Conclusion·A new prognostic model that combines 6-NEMG 

risk characteristics with TNM staging for predicting OS in HCC patients was constructed and validated. This model may help improve 

the prognosis prediction of HCC patients.

[Key words] nuclear encoded mitochondrial gene; hepatocellular carcinoma; TCGA; GEO; overall survival

在全球范围内，原发性肝癌是最具侵袭性和难以

治疗的恶性肿瘤之一［1］。肝细胞癌 （hepatocellular 

carcinoma， HCC） 约 占 所 有 原 发 性 肝 癌 病 例 的

90%［2］。尽管早期和晚期 HCC 的治疗方法都有所改

善［3-4］，但近几十年来，许多国家的发病率和死亡率

仍然很高［5］。由于预后不良，HCC 目前是全球第四

大常见的癌症相关死亡原因， 5 年生存率低于

21%［6］。因此，建立一个能够准确预测 HCC 预后的

模型对于改善 HCC 预后至关重要。虽然许多分类系

统 ， 如 美 国 癌 症 联 合 委 员 会 （American Joint 

Committee on Cancer，AJCC）的 TNM 分期（American 

Joint Committee on Cancer-Tumor Node Metastasis 

Staging）系统、巴塞罗那临床肝癌（Barcelona Clinic 

Liver Cancer， BCLC） 分 期 和 意 大 利 肝 癌 评 分

（Cancer of the Liver Italian Program，CLIP）系统，已

广泛应用于临床评价 HCC 患者的预后，但这些分类

系统主要是基于临床病理特征，没有考虑分子标志物

的重要预后作用［7］。

线粒体是一种双层膜细胞器，在真核细胞中作为

动力源，在细胞存活、凋亡、代谢和信号转导中起着

至关重要的作用［8-9］。近 99%的线粒体蛋白质是由位

于细胞核上的核编码线粒体基因 （nuclear encoded 

mitochondrial gene， NEMG） 编 码 的［10］ 。 这 些

NEMG 参与多种线粒体途径，包括氧化磷酸化

（oxidative phosphorylation，OXPHOS）、细胞凋亡、

三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环、β氧化、酮

体生成等［11-13］，对线粒体稳态至关重要。越来越多

的证据表明，线粒体的功能障碍和失调参与癌症的发

生和进展。线粒体 DNA 的存在对癌细胞的生长和致

瘤性有着重要作用［14］。在化学治疗耐药的癌症干细

2



克德尔亚·艾山江，等 肝细胞癌相关的核编码线粒体基因及临床信息的综合预后模型

http://xuebao.shsmu.edu.cn 上海交通大学学报（医学版）， 2024， 44（1）

胞中观察到增强的 OXPHOS［15-16］。在许多癌症类型

中，抑制 OXPHOS 可使癌细胞对化学治疗和靶向治

疗重新敏感［17-18］。此外，TCA 循环中一些酶的显性

突变，如异柠檬酸脱氢酶 2 （isocitrate dehydrogenase 

2， IDH2）［19］ 、 琥 珀 酸 脱 氢 酶 （succinate 

dehydrogenase， SDH）［20］ 和 延 胡 索 酸 水 合 酶

（fumarate hydratase，FH）［21］与肿瘤的起始和进展有

关。此外，既往研究［22-23］表明，NEMG参与HCC的

发病和进展。尽管 NEMG 在 HCC的发生发展中很重

要，但基于NEMG的预后模型研究有限且不够成熟。

因此，建立一个基于 NEMG 的预后模型可能对 HCC

的预后有很高的预测价值。

本研究基于生物信息学数据库和HCC临床样本，

构建并验证了一个基于 NEMG 风险基因和临床特征

的HCC预后模型，以期改善HCC患者的风险分级和

生存预测。

1　资料与方法

1.1　数据收集

分别从癌症基因组图谱 （The Cancer Genome 

Atlas， TCGA） 数据库及基因表达数据库 （Gene 

Expression Omnibus，GEO） 中下载 419 例 （369 例

HCC 和 50 例 非 HCC 样 本） TCGA-LIHC （liver 

hepatocellular carcinoma） 和 247 例 HCC 患者的基因

表达和相应的临床信息。在移除没有随访记录和完

整临床信息的样本后，把 TCGA 数据库中 339 例

HCC样本和 50例正常肝脏样本作为训练队列，GEO

数 据 集 （GSE14520） 中 219 例 HCC 患 者 作 为 验

证 队 列 。 从 MitoCarta 3.0 数 据 库 （https：//www.

broadinstitute.org/mitocarta） 下载哺乳动物线粒体蛋

白和通路清单，共包含 1 123个线粒体基因。

1.2　HCC中差异表达的核编码线粒体基因的分析

根 据 “DEseq2” R 包 筛 选 差 异 表 达 基 因

（differentially expressed gene， DEG）， 筛 选 标 准 ：

∣log2fold change （FC） ∣>0.5，Q （P adjusted） <0.05。

对 TCGA 数据库中 369 例 HCC 组织与 50 例正常肝脏

组 织 的 差 异 表 达 NEMG （differentially expressed 

nuclear encoded mitochondrial gene，deNEMG） 进行

分析，并将 TCGA 数据库中的 deNEMG 与验证队列

GSE14520 数据集中包含的基因取交集，共获得

264个deNEMG以供进一步分析。

1.3　基于参与OXPHOS、TCA和凋亡通路的deNEMG

风险模型构建

采用单变量比例风险回归 （Cox） 方法识别与

HCC 总 生 存 率 （overall survival， OS） 相 关 的

deNEMG，筛选出参与 3 种重要途径 （OXPHOS、

TCA循环和细胞凋亡）并与OS相关的 deNEMG，来

构建基于 NEMG 的风险特征模型。该 6-NEMG 特征

模型的风险评分采用线性公式计算：风险评分=∑
coefficienti×genei （genei，个体 HCC 患者中 deNEMG

的相对表达水平；coefficienti，NEMG 的多变量 Cox

回归系数）。

1.4　HCC的预后模型及列线图的建立及验证

对包括年龄、性别、甲胎蛋白 （α-fetoprotein，

AFP） 和 TNM 分期等重要的临床病理特征以及

deNEMG 的风险特征通过“forestplot”和“survival”

包进行单因素和多因素 Cox 回归分析，获得独立的

预后因素。使用“rms”和“nomogramEx”软件包

建立了一个基于独立预后因素的预后模型和预后列

线图。根据该预后模型中涉及的独立预后因素的系

数，制定公式来计算每个患者的预后评分。以预后

评分的中位数作为临界值，将 HCC 患者分为高风险

组和低风险组。采用“survival”和“survminer”包

进行 Kaplan-Meier 生存曲线分析，并采用 log-rank 检

验 评 估 低 风 险 组 和 高 风 险 组 之 间 的 OS。 使 用

“timeROC”软件包计算受试者操作特征 （receiver 

operating characteristic， ROC） 曲 线 下 面 积 （area 

under the curve，AUC）。

1.5　临床样本收集

于 2018年至 2020年期间在上海交通大学医学院

附属新华医院肝移植科收集 34 例行原发性肝切除术

或肝移植术后 HCC 患者的癌和癌旁组织。所有病例

均经病理确诊为 HCC，术前均未接受放射治疗或化

学治疗。

1.6　实时荧光定量 .聚合酶链反应

用 TRIzol 试剂 （Invitrogen，美国） 从 34 对肿瘤

和癌旁组织中提取总RNA。使用 PrimeScript RT试剂

盒 （Takara， 日 本） 进 行 反 转 录 。 采 用 SYBR 
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PrimeScript RT-PCR 试剂盒 （Takara，日本） 进行实

时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 （real-time quantitative 

polymerase chain reaction，qPCR）分析。引物序列见

表1。采用公式2-ΔΔCT 计算基因的相对表达水平。

1.7　统计学分析

所 有 数 据 均 使 用 R 软 件 包 （4.2.0 版） 或

GraphPad Prism软件（9.4.1版）进行统计分析。定量

资料以 x±s 表示。定性资料采用 n （%） 表示。采用

“corrplot”包进行预后评分与HCC临床信息之间的相

关性分析。采用Fisher检验比较分类变量（性别、年

龄）。采用对数秩检验的 Kaplan-Meier 曲线分析，评

价不同风险组 OS的差异。P<0.05表示差异具有统计

学意义。

2　结果

2.1　参与3种重要途径且与预后相关的NEMG筛选

为 了 鉴 定 与 HCC 进 展 相 关 的 NEMG， 使 用

“DEseq2” 软 件 包 在 TCGA-LIHC 队 列 中 鉴 定 了

369个 deNEMG （|log2FC|>0.5，P<0.05）（图 1A）。在

369个 deNEMG中，在 GEO验证队列 GSE14520中可

检测到 264 个 deNEMG （102 个上调，162 个下调）

（图 1B、C）。TCGA-LIHC 队列中 HCC 患者 OS 的单

变量Cox回归分析显示，95个 deNEMG与OS显著相

关（P<0.05）。考虑到 OXPHOS、TCA循环和细胞凋

亡途径对HCC进展很重要，取 95个 deNEMG和参与

3个通路的 NEMG的交集。选择 6个 deNEMG ［泛素

细胞色素 C还原酶铰链蛋白（ubiquinol cytochrome C 

reductase hinge protein，UQCRH）、腺苷三磷酸柠檬

酸裂解酶 （ATP citrate lyase，ACLY）、磷酸烯醇式

丙酮酸羧激酶 2 （phosphoenolpyruvate carboxykinase 

2，PCK2）、Bcl-2 同源拮抗剂 1 （Bcl-2 homologous 

antagonist/killer 1，BAK1）、Bcl-2 相关 X 蛋白 （Bcl-

2-associated X protein，BAX）和 Bcl-2/腺病毒 E1B相

互 作 用 蛋 白 3 样 （Bcl-2/adenovirus E1B interacting 

protein 3-like，BNIP3L）］ 来构建基于 NEMG 的风

险特征模型（图 1D）。通过多变量Cox回归分析得到

6 个基因的相关系数（图 1E）。经计算，6-NEMG 特

征的风险评分 =0.517 3×UQCRH 的基因表达水平

+0.307 4×ACLY 的基因表达水平+0.135 3×PCK2 的基

因表达水平+0.153 3×BAK1 的基因表达水平+0.020 1×

BAX 的基因表达水平 +0.193 7×BNIP3L 的基因表达

水平。

2.2　基于TCGA队列的HCC预后模型构建

通过对 HCC 预后相关 NEMG 进行单因素和多因

素 Cox 分析，发现 TNM 分期和 6-NEMG 特征的风险

评分是 HCC OS 的独立预后因素（图 2A、B）。基于

此本研究构建了一个整合了 TNM 分期和 6-NEMG 特

征的预后模型。采用如下公式计算该综合预后模型的

预后评分：预后评分=∑风险评分×系数 R+TNMi×系

数T （风险评分指的是 6-NEMG风险特征在个体HCC

患者的风险评分；TNMi为个体 HCC 患者的 TNM 分

期；系数R为风险评分的多变量Cox回归系数；系数

T为TNM分期的多变量Cox回归系数）。经计算，预

后评分=0.888×风险评分+0.418×TNM。

时间依赖的 ROC 曲线显示，该综合预后模型对

术后 1 年 （AUC=0.78）、 3 年 （AUC=0.73） 和 5 年

（AUC=0.69） 预后表现出良好的预测性能 （图 2C）。

利用预后评分的中位数作为临界值，将 TCGA-LIHC

表1　qPCR 引物序列

Tab 1　Primer sequences for qPCR

Primer

UQCRH

ACLY

PCK2

BAK1

BAX

BNIP3L

18S

Forward sequence (5′→3′)

GCTCTGTGATGAGCGTGTATCC

GCTCTGCCTATGACAGCACCAT

TAGTGCCTGTGGCAAGACCAAC

TTACCGCCATCAGCAGGAACAG

TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG

TGTGGAAATGCACACCAGCAGG

GGAGAGGGAGCCTGAGAAACG

Reverse sequence (5′→3′)

GTTGTTAAAGAGTTTGTGGGCCAC

GTCCGATGATGGTCACTCCCTT

GAAGCCGTTCTCAGGGTTGATG

GGAACTCTGAGTCATAGCGTCG

TGTGTCCACGGCGGCAATCATC

CTACTGGACCAGTCTGATACCC

TTACAGGGCCTCGAAAGAGTCC

Note: UQCRH—ubiquinol cytochrome C reductase hinge protein; ACLY—ATP citrate lyase; PCK2—phosphoenolpyruvate carboxykinase 2; BAK1—Bcl-2 

homologous antagonist/killer1; BAX—Bcl-2-associated X protein; BNIP3L—Bcl2/adenovirus E1B interacting protein 3-like; 18S—18S ribosomal RNA.
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Note： A. DEGs between HCC and adjacent paired normal tissues. Red dots represent significant upregulation and blue dots represent significant 

downregulation of DEGs in HCC tissues. B. Heatmap of 264 deNEMGs in TCGA cohort. N—adjacent paired normal tissues; T—HCC tumor tissues. C. Venn 

diagram showing differently expressed deNEMGs between tumor and adjacent tissues. D. Univariate Cox regression analysis of 6 significant prognostic 

NEMGs associated with OXPHOS, TCA cycle and cell apoptosis. E. Multivariate Cox analysis of 6-NEMG risk signature.

图 1　预后相关 NEMG 的识别和基于 6-NEMG 的风险特征模型的构建
Fig 1　Identification of prognosis-related NEMGs and construction of a 6-NEMG-based risk signature
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队列（表 2）中 339例临床信息完整的HCC患者分为

高风险组 （n=169） 和低风险组 （n=170）。Kaplan-

Meier曲线显示，高风险组患者的OS明显低于低风险

组患者（P=0.001，图2D）。
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Note： A/B. Univariate (A) and multivariate (B) Cox analysis of risk score and clinicopathological features for OS of HCC. C. ROC analysis for the prognostic 

model at 1-, 3- and 5-year survival in the TCGA-LIHC cohort. D. Kaplan-Meier survival analysis of OS in the high- and low-risk group in the TCGA-LIHC 

cohort.

图 2　6-NEMG 风险特征与 TNM 分期相结合的预后模型的构建
Fig 2　Construction of a prognostic model integrating the 6-NEMG risk signature with TNM stage
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2.3　基于 TCGA队列的 HCC预后预测模型列线图

的建立

在基于TCGA队列进行基因筛选以及建立预后预

测模型之后，进一步验证该模型在预测 HCC 患者预

后的可行性。ROC 曲线分析结果表明，在预测 HCC

预后方面，预后评分优于仅风险评分或仅 TNM 分期

（图3A~C）。

为了验证该预后模型的预测效能，根据预后评分

构建了预后列线图（C指数为0.689），见图3D。校准

图显示，预测列线图预测的预后与实际 OS非常接近

（图 3E）。这也进一步表明基于NEMG和TNM分期建

立的HCC预后模型具有较高的可信度。

2.4　建立的 HCC 综合预后模型在 GEO 队列和

临床样本中的验证

为了验证预测模型的稳定性，在 GEO 数据集

GSE14520（表2）中对其进行进一步验证。根据预后

评分的中位数，GSE14520中的HCC患者被分为高风

险组 （n=109） 和低风险组 （n=110）。时间 ROC 曲

线分析证实了该预后模型对 GSE14520 中 HCC OS

良好的预测性能，在 1、3和 5年OS的AUC值分别为

0.67、0.66 和 0.74 （图 4A）。Kaplan-Meier 曲线还显

示，与低风险组患者相比，高风险组患者的预后明显

较差（图4B，P=0.001）。

相关性分析显示，预后评分与一些重要的临床病

理特征如主要肿瘤大小和 CLIP 分期呈正相关 （P=

0.000，P=0.000，图4C）。此外，在34对HCC癌和癌

旁组织的队列（表 3）中，患者临床信息与预后评分

之间的相关性分析也表明，预后评分与肿瘤大小和肿

瘤数量呈正相关 （图 4D），与 GEO 数据集中的分析

结果相一致。随后，在上述的 34对 HCC肿瘤样本中

验证了预后模型中 6 种 NEMGs （UQCRH、ACLY、

PCK2、BAK1、BAX 和 BNIP3L） 的相对表达水平。

与 癌 旁 组 织 相 比 ， HCC 组 织 中 的 UQCRH （P=

0.010）、ACLY （P=0.000）、BAX （P=0.001）和 BAK1

（P=0.000） 的表达水平显著上调 （图 4E），而 PCK2

的 表 达 水 平 显 著 下 调 （P=0.007， 图 4E）， 这 与

TCGA-LIHC 队列中的各基因的表达趋势相一致。但

BNIP3L 的表达水平在癌和癌旁组织之间差异没有统

计学意义（P=0.974，图4E）。

表2　不同风险组患者的基本特征

Tab 2　Baseline characteristics of the patients in different risk groups

Feature

Age/n(%)

≤50 years

>50 years

Gender/n(%)

Male

Female

Stage/n(%)

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

AFP/n(%)

≤20 ng·mL−1 (TCGA)

or ≤300 ng·mL−1 (GEO)

>20 ng·mL−1 (TCGA)

or >300 ng·mL−1 (GEO)

Event/n(%)

Survival

Death

TCGA (n=339)

High-risk group

36 (21.30)

133 (78.73)

107 (63.31)

62 (36.69)

89 (52.66)

80 (47.34)

118 (69.82)

51 (30.18)

92 (54.44)

77 (45.56)

Low-risk group

39 (22.94)

131 (77.06)

124 (72.94)

46 (27.06)

165 (97.06)

5 (2.94)

111 (65.29)

59 (34.71)

131 (77.06)

39 (22.94)

P value

0.681

0.254

0.000

0.031

GEO (n=219)

High-risk group

53 (11.93)

56 (88.07)

96 (88.07)

13 (11.93)

65 (59.63)

44 (40.37)

57 (52.29)

52 (47.71)

57 (52.29)

52 (47.71)

Low-risk group

58 (52.73)

52 (47.27)

93 (84.55)

17 (15.45)

105 (95.45)

5 (4.55)

61 (55.45)

49 (44.55)

78 (70.91)

32 (29.09)

P value

0.969

0.156

0.000

0.045
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图 3　基于 TCGA 队列的 HCC 预后预测模型列线图的建立
Fig 3　Establishment of the prognostic score-derived nomogram based on TCGA cohort
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Note： A. ROC analysis of the prognostic model for OS of HCC in GSE14520. B. Kaplan-Meier analysis of OS in HCC patients of GSE14520 which were 

stratified into high- and low-risk groups by this prognostic model. C. Correlation analysis between clinicopathological features and prognostic score in HCC 

patients of GSE14520. The correlation coefficient in red indicates P<0.05. D. Correlation analysis between clinicopathological features and prognostic score in 

34-pair HCC and matched normal tissues. The correlation coefficient in red indicates P<0.05. E. Gene expression levels of the 6 NEMGs involved in this 

prognostic model in 34-pair HCC tumor tissues (T) and matched normal tissues (N).

图 4　GEO 和临床 HCC 队列中预后模型的验证
Fig 4　Validation of the prognostic model in GEO and clinical HCC cohort
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3　讨论

由于 HCC 患者的异质性结果以及管理和治疗策

略选择的困难性，迫切需要一个有效的 HCC 患者预

后预测指标。临床前研究的证据支持线粒体功能障碍

是代谢性肝病和癌症发病机制的关键因素，这进一步

表明开发线粒体基因靶向治疗是抑制 HCC 进展的一

种有吸引力的策略［24］。研究［25］证明，异常的线粒

体能量状态有助于癌症的发生和发展。线粒体 TCA

循环酶缺陷可产生肿瘤代谢产物，促进肿瘤发生。线

粒体功能障碍是由 mtDNA 突变、TCA 循环酶缺陷、

电子呼吸链泄漏和随后的氧化应激引起的；致癌和抑

癌信号可以改变细胞代谢途径，破坏氧化还原的平

衡，从而导致人类癌症的发生［26］。NEMG 的突变或

异常表达可能导致与肿瘤发生相关的异常能量产生。

因此建立基于NEMG的HCC患者预后模型对HCC患

者的进展及预后至关重要。

本研究着重研究 OXPHOS、TCA 循环和细胞凋

亡这 3 个通路中的预后相关基因，对 95 个与 HCC 预

后相关的 deNEMG和参与 3种有丝分裂通路的NEMG

取交集，发现仅 6 个参与 3 种有丝分裂通路的

deNEMG （UQCRH、ACLY、PCK2、BAK1、BAX 和

BNIP3L）与 HCC的预后密切相关。因此本研究利用

这 6个基因来构建基于NEMG的风险模型。在这 6个

NEMG中，UQCRH编码一个定位于线粒体和细胞核

的铰链蛋白。UQCRH作为泛素-细胞色素C还原酶复

合物 （也称为 OXPHOS 通路的复合物Ⅲ） 的主要亚

基之一，负责复合物Ⅲ的细胞色素 C 和 C1之间的电

子转移。事实上，在肺腺癌［27］和 HCC［28］中已经有

关于 UQCRH 表达上调的报道。此外，UQCRH 的表

达与肿瘤大小、分化程度和有无血管侵袭相关，并与

HCC患者的不良预后密切相关［28］。ACLY和PCK2参

与 TCA 循环，其中 ACLY 形成一种细胞质同源四聚

体酶，催化 TCA 循环中的中间体柠檬酸盐转化为草

酰乙酸和乙酰辅酶 A［29］。由于乙酰辅酶 A 是新脂肪

生成和胆固醇生物合成的重要底物之一，因此ACLY

是一种重要的脂肪生成酶，在结直肠癌、非小细胞肺

癌、乳腺癌、膀胱癌和 HCC 等癌症类型中高表

达［30-32］。同时，在 HCC 患者中，ACLY 的高表达与

不良预后、肿瘤干性和转移相关［33］。PCK2编码一种

线粒体磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶，该酶催化 TCA 循

环衍生的草酰乙酸转化为磷酸烯醇式丙酮酸，并伴随

GTP水解。PCK2在某些癌症类型，如肺癌、前列腺

癌、乳腺癌、宫颈癌和睾丸癌中经常上调和激

活［34-35］，可能以此对抗肿瘤微环境中的代谢饥饿状

态［36］。此外，既往研究［37］ 表明，PCK2 的下调与

HCC的预后和患癌时间有关，并且PCK2的异位过表

达可能通过诱导 HCC 细胞的葡萄糖缺乏而降低细胞

活力。BAX、BAK1和BNIP3L是凋亡相关基因，其中

BAX 和 BAK1 是线粒体外膜通透性的决定性关键因

素［38-40］。BNIP3L是线粒体吞噬的双重调节因子，而

线粒体吞噬是清除受损线粒体的过程［41］。据报道

BNIP3L 与 BAX 和 BAK 相互作用，导致线粒体外膜

通透性增强和凋亡加快［42］。同时，BNIP3L介导的线

表3　临床队列中 HCC 患者的临床病理特征

Tab 3　 Clinicopathological features of HCC patients in the 

clinical cohort

Feature

Age

≤50 year

>50 year

Gender

Male

Female

TNM stage

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

AFP

≤20 ng·mL−1

>20 ng·mL−1

Size

≤5 cm

>5 cm

Tumor number

=1

>1

HBsAg

−
+

GPT

≤40 U·L−1

>40 U·L−1

Cirrhosis

−
+

Total/n(%)

8 (23.53)

26 (76.47)

24 (70.59)

10 (29.41)

15 (44.12)

5 (14.71)

11 (32.35)

3 (8.82)

21 (61.76)

13 (38.24)

20 (58.82)

14 (41.18)

22 (64.71)

12 (35.29)

7 (20.59)

27 (79.41)

25 (73.53)

9 (26.47)

16 (40.06)

18 (59.94)

Note: HBsAg—hepatitis B surface antigen; GPT—glutamic pyruvic transaminase.
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粒体吞噬通过糖酵解代谢重编程，促进乙型肝炎病毒

X 蛋白 （hepatitis B virus X protein， HBx） 诱导的

HCC的肿瘤干性［42］。

TCGA-LIHC 队列的单因素和多因素 Cox 分析结

果表明，6-NEMG风险特征和TNM分期是HCC的独

立危险因素。因此，将 6-NEMG 风险特征与 TNM 分

期相结合，建立了一个新的 HCC 综合预后模型。该

模型在 TCGA-LIHC 和 GSE14520 队列中预测 HCC 预

后方面均表现出良好的性能。利用预后评分的中位数

作为临界值，将 TCGA-LIHC 和 GSE14520 队列患者

分为高风险和低风险组，进行了预后差异分析，结果

表明在 2 个队列中高风险组的 OS 均明显低于低风险

组患者。此外，在 34对 HCC临床样本（癌和癌旁组

织） 中验证这 6 个 NEMG 的表达情况。在 HCC 肿瘤

样本中 UQCRH、ACLY、BAK1、BAX 相对高表达，

而 PCK2 相对低表达，这符合在 TCGA-LIHC 数据库

中的分析结果；但 BNIP3L在癌组织和癌旁组织的表

达差异没有统计学意义，可能跟临床样本量有限有

关。这些验证进一步表明 6 个 NEMG 在 HCC 的预后

预测中起着重要的作用。

本研究用 TCGA 数据建模，用 GEO 数据验证的

原因在于：TCGA 数据库收录的基因表达数据多为

通过测序手段获得的，而 GEO 数据库收录的大部分

数据是用芯片技术获得的；前者测序技术挖掘到的

基因比后者多，并且临床信息比较全，用能测到更

多基因的数据库（TCGA）去训练，可避免模型的重

要基因被遗漏。此外，本研究存在以下局限性。首

先，TCGA 和 GEO 数据库中有些病例的临床特征不

完整，因此仅选择了与肿瘤预后相关并且在 2个数据

库中均包含的临床特征进行分析。其次，临床 HCC

队列的样本量不足，临床信息不完整，未能充分验

证该预后模型在临床HCC样本中的预测性能。因此，

在将该 HCC 预后模型扩展到临床应用之前，还需要

进行进一步的临床试验。此外，模型中包含的基因

的功能也需要通过细胞实验和动物实验模型来进一

步验证。
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