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!!摘!要"目的!使用基因表达谱数据库#)*+$快速筛选出与胶质母细胞瘤的发生%发展过程密切相关的差
异基因及信号通路&方法!利用生物信息学分析方法在)*+数据库中选择)-*#!"0"数据集作为主要分析
对象!包括&个成人神经干细胞个体样本和/个胶质母细胞瘤干细胞个体样本&从这些样本中筛选潜在的差
异基因!使用京都基因和基因组百科全书#2*))$通路分析与基因本体论#)+$富集分析对筛选到的差异基因
进行对比&在-8'5E)在线数据库#ONNMH'**HN:<IQ3PS$J:Q*$中!对筛选出来的差异表达基因所编码的蛋白!构
建蛋白质3蛋白质相互作用#445$分析网络!从而进一步筛选确定评分水平最高的前!%位基因&通过癌症基因
图谱#86)($%免疫细胞浸润分析及受试者工作特征#'+6$曲线分析等方法!分析差异基因与胶质母细胞瘤预
后情况的相关性及其诊断价值&结果!通过筛选)-*#!"0"数据集得到差异基因共"0/"个#上调基因!!1"
个!下调基因!&!%个$&2*))通路分析和)+富集分析的结果发现!上述差异基因主要涉及细胞器裂变%核
分裂%胚胎器官发育%染色体分离%轴突生成%胶质细胞再生!主要参与细胞内吞作用%溶酶体%B(42信号通路%
细胞周期%人乳头瘤病毒感染%人类免疫缺陷病毒感染等过程&在445网络中筛选出的评分居前!%位的关键
差异基因分别为6F2!%66E7!%66E("%7A7!%25C!!%8+4"(%66E7"%6?*2!%''B"和(-4B!均与胶质
母细胞瘤预后有关#!'%$%%%!$&免疫细胞浸润分析表明!8O"细胞的浸润水平与!%个基因的表达呈正相
关!巨噬细胞与''B"的表达呈负相关!与其他/个基因的表达呈正相关&'+6曲线分析显示!!%个基因在胶
质母细胞瘤中均有较高的诊断价值&结论!筛选得到的!%个差异基因为6F2!%66E7!%66E("%7A7!%
25C!!%8+4"(%66E7"%6?*2!%''B"和(-4B!上述基因有望成为胶质母细胞瘤诊断及治疗的潜在分子
靶点&
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!!神经胶质瘤起源于神经胶质细胞(是目前最常见
的颅内恶性肿瘤之一(占原发性中枢神经系统肿瘤的
.&\左右)!*(年发病率在#"!%万'1"!%万)"*'有研
究认为(胶质瘤治疗极其困难(预后尤为不佳(大约
,,\的恶性胶质瘤患者在确诊后!年内死亡)#3.*'其
中(胶质母细胞瘤是最为常见的脑胶质瘤类型(是所
有肿瘤中预后最差的类型之一'因此(研究胶质母细
胞瘤的早期干预靶点具有重要意义'

随着基因芯片及二代高通量测序技术的不断发

展(越来越多的研究利用基因测序技术与生物信息学
分析方法(通过筛选与疾病发生发展相关的差异基
因(为疾病的机制研究寻找新的靶标和研究思路)&30*'
胶质母细胞瘤属于多基因疾病(其发生和恶性进展与
遗传因素密切相关),*'因此(本研究拟通过基因表达
谱数据库$)*+%筛选出胶质母细胞瘤相关的差异表
达基因(探讨这些潜在致病基因与胶质母细胞瘤患者
诊断-预后的相关性(为寻找新的标志物指明方向'
A!资料与方法
A$A!资料来源!本研究对)*+数据库进行检索(选
择+O9V=I,为物种类别(检索关键词设定为+)><J3
V=,(分析对象为)-*#!"0"基因表达谱数据集(该数
据集主要包括&个成人神经干细胞个体样本和/个
胶质母细胞瘤干细胞个体样本)1*'
A$B!差异表达基因筛选!采用'语言软件中的><V3
V=程序包(首先对所得到的全部数据进行标准化处
理&其次(对比两组胶质母细胞瘤干细胞样本和正常
成人神经干细胞样本得到的基因数据(并从这批数据
中寻找差异有统计学意义的差异表达基因'判定标
准为%>JQ"$C6%%&!及校正后!'%$%&'
A$C!差异表达基因的功能富集分析!使用基因本体
论$)+%富集分析和京都基因和基因组百科全书
$2*))%通路分析方法预测潜在功能及信号通路'
A$D!蛋白质3蛋白质相互作用$445%网络构建及差异
基因筛选!在-8'5E)在线数据库$ONNMH!""HN:<IQ3
PS$J:Q"%中(对筛选出的差异基因所编码的蛋白进行
445网络构建(筛选KJVS<ILPHKJ:L&%$.的相互作用

蛋白'使用6TNJHK=ML软件分析445结果(采用FL3
Q:LL算法和6TNJO9SS=插件(得到评分最高的前!%
位差异基因'
A$E!差异基因的批量生存分析!利用癌症基因图谱
$86)(%数据库检索到000例胶质母细胞瘤患者的转
录组测序结果及其临床数据资料'根据基因表达水
平差异(将筛选出的差异基因分为高-低表达组'
A$F!免疫浸润分析!使用')-D(程序包中提供的
HH)-*(算法(通过识别".种免疫细胞标志物)/*(评
估胶质母细胞瘤组织的免疫细胞浸润情况'结果采
用+QQM>JN",进行可视化(所有分析和可视化均在
'.$"$!中进行'
A$G!统计学处理!采用):=MOM=P4:<HV1$.统计软
件进行数据分析'采用 '语言软件中的QQM>JN和

MOL=NV=M程序包绘制差异表达基因的火山图及热
图(采用6>9HNL:4:JR<>L:程序包进行基因富集的分析
及绘制图谱(两组比较采用)检验(多组间比较采用
方差分析'使用'语言软件中的M'+6程序包进行
受试者工作特征$'+6%曲线分析(分析各差异基因诊
断胶质母细胞瘤的曲线下面积$(A6%'分析结果用

QQM>JN"进行可视化'绘制2=M>=I3BL<L:生存分析曲
线(比较两组患者生存率的差异并计算风险比$#D%(
2=M>=I3BL<L:曲线的! 和#D$/&\/>%通过 @JQ3
:=IU检验和单变量6+]回归分析得出'以!'%$%&
为差异有统计学意义'
B!结!!果
B$A!差异基因的筛选结果!选取)-*#!"0"数据集
为分析对象(分析&个成人神经干细胞个体样本和/
个胶质母细胞瘤干细胞个体样本(从上述样本中的全
部基因中筛选出%>JQ"$C6%%&!的差异表达基因
"0/"个(其中表达上调!!1"个-表达下调!&!%个'
差异基因火山图及聚类热图结果见图!'
B$B!差异基因的)+富集分析和2*))通路分析结
果!筛选出的上调-下调差异表达基因的相关功能分
析结果见图"'2*))通路分析结果显示(筛选到的
差异表达基因主要参与细胞内吞作用-溶酶体-
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B(42信号通路-细胞周期-人乳头瘤病毒感染-人类
免疫缺陷病毒感染等&)+富集分析结果显示(差异表
达基因主要涉及细胞器裂变-核分裂-胚胎器官发育-

染色体分离-轴突生成-胶质细胞再生-蛋白质定位于
细胞外围等'

!!注!(为差异基因火山图&(代表上调基因((代表下调基因((为无差异基因&7为差异基因聚类热图&蓝色为下调基因(红色为上调基因()!
为胶质母细胞瘤干细胞样本()"为正常成人神经干细胞'

图!!!差异基因的筛选结果

!!注!(为2*))通路分析&7为)+富集分析'

图"!!差异基因的2*))通路分析和)+富集分析结果
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B$C!差异基因蛋白网络分析!采用-8'5E)在线数
据库构建445网络(对&"1个%>JQ"$C6%%大于"的上
调基因进行-8'5E)蛋白质关系分析(利用445网络

筛选出差异基因(评分居前!%位的差异基因主要包
括 6F2!-66E7!-66E("-7A7!-25C!!-8+4"(-
66E7"-6?*2!-''B"和(-4B'见图#'

!!注!(为差异表达基因编码蛋白的445网络&7为评分最高的前!%位差异基因'

图#!!差异基因编码蛋白的445网络及差异基因的筛选

B$D!生存分析!根据基因表达水平差异(将筛选出
的!%个差异基因分为高-低表达组(比较两组患者生
存率的差异(结果显示(上述差异基因均与疾病预后
相关$!'%$%%%!%(见表!'!%个差异基因表达水平
越高(#D 越大(胶质母细胞瘤患者预后越差&其中(

66E("基因预测胶质母细胞瘤患者预后的 #D 最

大(为&$&0#.$.$%,#,(,$&/1%%(差异有统计学意义
$!'%$%%%!%'

B$E!免疫浸润分析!本研究使用HH)-*( 算法探索
了胶质母细胞瘤组织的".种免疫细胞浸润水平和!%
个O9S基因的表达水平之间的关系'8O"细胞的浸
润水平与!%个基因的表达呈明显正相关(巨噬细胞
与''B"的表达呈负相关(与其他/个基因的表达呈
明显正相关'肥大细胞与(-4B-7A7!-6F2!-663
E("-66E7"-6?*2!-25C!!-8+4"(-''B"的表
达呈明显负相关$%D%&%$"%'树突状细胞与除

''B"外的其他/个基因呈明显负相关$%D%&%$"%'
见图.'

B$F!'+6曲线分析!'+6曲线分析结果显示(!%
个基因诊断胶质母细胞瘤的 (A6及/&\/>如下!

6F2!(%$/..$/&\/>!%$/!%'%$/,1%&66E7!(

%$/!1$/&\/>!%$1",'!$%%%%&66E("(%$/%.

$/&\/>!%$1.!'%$/01%&7A7!(%$/00$/&\/>!

%$/#0'%$//,%&25C!!(%$/&"$/&\/>!%$/".'
%$/1%%&8+4"((%$/,!$/&\/>!%$/&"'%$/1/%&663
E7("%$/!1$/&\/>!%$1",'!$%%%%&6?*2!(%$/#0
$/&\/>!%$1,.'%$//1%&''B"(%$1#.$/&\/>!

%$,#.'%$/#.%&(-4B(%$/%&$/&\/>!%$1&1'
%$/&"%'这提示!%个基因在胶质母细胞瘤中均有较
高的诊断价值'

表!!!差异基因表达水平与患者预后的关系

基因 ! #D$/&\/>%

6F2! '%$%%%! .$0.%.$#$.#&#(0$"01"%

66E7! '%$%%%! &$&.&!$.$%.%/(,$0%/!%

66E(" '%$%%%! &$&0#.$.$%,#,(,$&/1%%

7A7! '%$%%%! .$0#1,$#$.#.!(0$"0&,%

25C!! '%$%%%! "$,!%,$"$%0!"(#$&0&%%

8+4"( '%$%%%! .$."&,$#$"1"0(&$/0,%%

66E7" '%$%%%! &$&!,0$.$%#%/(,$&&"0%

6?*2! '%$%%%! .$&"11$#$#&#%(0$!!0/%

''B" '%$%%%! .$0,,&$#$.0,,(0$#%/&%

(-4B '%$%%%! .$.%&/$#$",1/(&$/"%"%
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!!注!('Z分别为(-4B-7A7!-66E7"-66E7!-66E("-6F2!-6?*2!-25C!!-''B"-8+4"(基因表达相关性分析&"!'%$%&&""!'

%$%!&"""!'%$%%!'

图.!!胶质母细胞瘤组织的".种免疫细胞浸润水平与!%个差异基因表达水平之间的关系

C!讨!!论
!!现有研究表明约#%\左右的脑肿瘤为神经胶质
瘤(占恶性中枢神经系统肿瘤的1%\)!%*'其中(胶质
母细胞瘤是最为常见的脑胶质瘤类型(是所有肿瘤中
预后最差的类型之一'胶质母细胞瘤的发病机制较
为复杂(多数研究针对多种胶质母细胞瘤相关基因进
行了研究)!!*'然而(胶质母细胞瘤发生的确切机制-
表观遗传特征及基因分子特征仍未阐明'随着生物
信息学技术的持续发展(通过多种富集分析方法筛选
疾病差异基因信息逐渐成为寻找疾病诊断和治疗靶

点的新思路)!"*'
本研究选取 )-*#!"0"基因表达谱数据集作为

分析对象(分析了&个成人神经干细胞个体样本和/

个胶质母细胞瘤干细胞个体样本(从中筛选出了"0/"
个差异表达基因'通过对这些差异基因进行 2*))
通路分析(本研究发现上述差异基因主要参与细胞内
吞作用-溶酶体-B(42信号通路-细胞周期-人乳头
瘤病毒感染-人类免疫缺陷病毒感染等')+富集分
析显示这些差异表达基因主要涉及细胞器裂变-核分
裂-胚胎器官发育-染色体分离-轴突生成-胶质细胞
再生-蛋白质定位于细胞外围等'其次(本研究采用
6TNJHK=ML软件分析所得到的各个差异基因之间的关
系(并筛选出了可能在胶质母细胞瘤发生发展中发挥
关键作用的!%个差异基因$6F2!-66E7!-66E("-
7A7!-25C!!-8+4"(-66E7"-6?*2!-''B"-(-3
4B%'进一步在86)(数据库中分析上述!%个差异
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基因的表达水平与胶质母细胞瘤患者预后的关系(结
果显示(上述!%个差异基因均与患者预后有关$!'
%$%%%!%'与低表达组患者比较(高表达组患者的风
险比明显升高(临床预后较差'其中(66E("基因预
示胶质母细胞瘤患者预后的风险比值最高(该结果提
示66E("基因可能与胶质母细胞瘤患者预后的关系
最为密切'

66E("基因定位于人染色体.号染色体([",
区(全长,.1/SM(在人体多种器官组织中表达)!#*'
)(+等)!.*研究发现(66E("基因在多种肿瘤中表
达上调(-(D5'(E8(等)!&*研究显示66E("基因
在癌症转化和进展中发挥关键作用'然而(目前鲜有
研究表明66E("基因与胶质母细胞瘤患者的不良预
后有直接关系'本研究通过生物信息学分析发现(
66E("基因是胶质母细胞瘤445信号通路中的差异
基因之一(并与胶质母细胞瘤患者的预后相关'目
前(有研究发现(66E("基因具有促进胶质母细胞瘤
细胞增殖-迁移和侵袭的作用)!0*'这提示66E("基
因在胶质母细胞瘤的发生发展中可能发挥重要作用(
为66E("与胶质母细胞瘤预后相关提供了理论依
据(其更深的潜在机制值得进一步探索'

此外(本研究进一步分析了胶质母细胞瘤组织的
".种免疫细胞浸润水平和!%个O9S基因的表达水平
之间的关系(为其在胶质母细胞瘤发生发展中的具体
作用和机制提供思路'本研究'+6曲线分析也进一
步证实了这!%个基因在胶质母细胞瘤中的诊断
价值'

综上所述(本研究利用)*+数据库筛选出!%个
与胶质母细胞瘤密切相关的基因(对其进行深入研究
可能有助于进一步阐释胶质母细胞瘤发生-发展的机
制(并且!%个差异基因有望成为评估胶质母细胞瘤
患者诊断和预后的新的标志物'然而(本研究也存在
一些局限性(如尚未深入的分子生物学研究验证上述
发现'因此(未来研究方向为进一步扩充胶质母细胞
瘤样本库(深入分析上述差异基因与疾病进展的
关系'
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