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【摘要】目的 探讨胶质母细胞瘤（GBM）氧化应激关键基因的表达变化。方法 从UCSC Xena数据库下载167例GBM基因表

达谱数据（TCGA-GBM），从GeneCards数据库下载氧化应激基因集（168个氧化应激相关基因）；通过富集分析确定差异表达基

因（DEGs），建立蛋白-蛋白相互作用（PPI）网络识别关键基因，利用Spearman相关系数对免疫因子和免疫检查点与关键基因进

行相关性分析。结果 鉴定出两种与氧化应激相关的GBM分子亚型（Cluster1和Cluster2），Cluster1型GBM生存期明显高于Clus⁃
ter2型（P<0.05）。共筛选出54个DEGs，在细胞因子/趋化因子相关功能中显著富集。PPI网络鉴定出10个关键基因，即CSF2、
CSF3、CCL7、LCN2、CXCL6、MMP8、CCR8、TNFSF11、IL22RA2和ORM1。大多数免疫因子和免疫检查点与关键基因呈正相关。

结论 本文基于氧化应激相关基因将GBM划分为两个亚型，并且筛选出10个氧化应激基因，可能在GBM的发生、发展过程中起

重要作用，也可能对GBM预后评估具有一定的价值。
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Expression analysis of oxidative stress-related genes in glioblastoma based on bioinformatics analysis
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【Abstract】 Objective To investigate the expression changes of key genes related to oxidative stress in glioblastomas (GBM).
Methods The transcriptome data of GBM (167 GBM patients) were downloaded from Cancer Genome Atlas (TCGA) database, and the
oxidative stress gene set (168 oxidative stress-related genes) was downloaded from GeneCards database. The function of differentially
expressed genes (DEGs) was determined by GO and KEGG enrichment analyses, and the protein-protein interaction (PPI) network was
established to identify key genes. Spearman correlation coefficient was used to analyze the correlation between immune factors and
checkpoints and key genes. Results Two molecular subtypes related to oxidative stress of GBM were identified (Cluster1 and Cluster2),
and the survival time of Cluster1 was significantly longer than Cluster2 (P<0.05). Fifty- four DEGs related to oxidative stress were
identified and they were significantly enriched in cytokine/chemokine related functions. Ten hub genes were identified by PPI network,
namely CSF2, CSF3, CCL7, LCN2, CXCL6, MMP8, CCR8, TNFSF11, IL22RA2 and ORM1. Most immune factors and immune
checkpoints were positively correlated with the 10 hub genes. Conclusions Our results suggest GBM could be divided into two subtypes
based on oxidative stress- related genes. Ten oxidative stress genes were screened out, which may play an important role in the
tumorigenesis and development of GBM, and may also have a certain value for the prognosis assessment of GBM patients.
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胶质母细胞瘤氧化应激相关基因的表达分析

黄冠又 张 欣 甘鸿川 郝淑煜 吴 震

胶质母细胞瘤（glioblastoma multiforme，GBM）是

成人最常见的原发性恶性脑肿瘤，手术联合放化疗

是目前新诊断的GBM的标准治疗方案，但只能小幅

度提高病人的生存率[1]。由于存在血脑屏障以及独

特的肿瘤免疫微环境等生物学因素，针对GBM研制

新疗法仍面临许多挑战[2]。研究表明，胶质瘤细胞线

粒体DNA突变存在较高的氧化应激，与胶质瘤细胞

耐药相关[3]。本文采用生物信息学方法构建GBM氧

化应激风险模型，以预测GBM的预后；并进行免疫

细胞浸润和肿瘤微环境分析，以期为GBM的免疫治

疗提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 数据来源 从UCSC Xena数据库下载167例GBM
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病人基因表达谱数据（TCGA-GBM）。从GeneCards
数据库下载氧化应激基因集，共获得 168个氧化应

激相关基因。

1.2 氧化应激相关分子亚型分析 从GBM转录组中

提取 168个氧化应激相关基因的表达基质，使用R
包 ConsensusClusterPlus对 GBM氧化应激相关分子

亚型进行一致性聚类分析，比较不同亚型病人之间

的生存差异。

1.3 免疫微环境分析 应用ESTIMATE算法分析免疫

细胞和基质细胞的特异性基因表达特征，计算免疫

评分和基质评分，并评估两组间的 immune/stromal/
ESTIMATE评分和肿瘤纯度差异。

1.4 差异表达基因（differential expression genes，
DEGs）的鉴定 使用R包DESeq2进行差异分析，使

用R包ggplot2和pheatmap绘制火山图和热图显示筛

选出的DEGs。
1.5 DEGs的功能富集分析 使用R包ClusterProfiler
对所有DEGs进行GO分析和KEGG通路富集分析。

1.6 PPI网络的构建 基于获得的氧化应激DEGs，通
过检索STRING在线数据库构建PPI网络，使用 cyto⁃
Hubba插件计算网络中各节点蛋白度值（Degree），以
基因在网络中的前 10位Degree值作为关键基因筛

选标准，分析关键基因与免疫检查点分子、免疫因子

的相关性。

1.7 关键基因与免疫相关性分析 从TISIDB数据库

下载免疫因子，分别计算其与关键基因的相关系数，

并绘制热图。从TCGA-GBM队列中提取 45个免疫

检查点，分析其与关键基因的表达相关性。

2 结 果

2.1 氧化应激相关分子亚型的鉴定结果 共鉴定出

两种与氧化应激相关的GBM分子亚型（图1A），其中

Cluster1含93个样本，Cluster2含74个样本。两个亚

型GBM生存期有统计学差异，Cluster1生存期明显

高于 Cluster2（P=0.041，图 1B）。与 Cluster1 相比，

Cluster2免疫评分（图 1C）、基质评分（图 1D）和估计

评分（图 1E）明显增高（P<0.05），而肿瘤纯度明显降

低（图1F；P<0.05）。
2.2 GO和KEGG富集分析 GO分析结果表明，DEGs
在细胞因子/趋化因子相关功能中显著富集，主要包

括细胞因子介导的信号通路、细胞对趋化因子的反

应和受体-配体活性等。KEGG分析结果表明，DEGs
显著富集在细胞因子/趋化因子相关通路，如细胞因

子受体互作反应、病毒蛋白与细胞因子受体互作反

应等。

2.3 PPI网络鉴定关键基因 按照Degree值从高到低

依次为：CSF2、CSF3、CCL7、LCN2、CXCL6、MMP8、
CCR8、TNFSF11、IL22RA2、ORM1。应用 Cytoscape
软件重建关键基因的相互作用。

2.4 关键基因的免疫相关性分析 大多数免疫因子

和免疫检查点与关键基因呈正相关（图5A~E），其中

免疫抑制因子 IL10、免疫刺激因子 IL2RA、趋化因子

CCL2和免疫检查点LAIR1与关键基因CCL7呈正相

关，免疫受体CCR4与关键基因CCR8呈正相关。免

疫抑制因子VTCN1、免疫检查点LAG3、免疫刺激因

子 TNFRSF13C和 LTA、趋化因子CXCL17、CCL25与

大部分关键基因呈负相关。

3 讨 论

研究表明，氧化应激与胶质瘤的关系密切且复

杂，高水平的活性氧（reactive oxygen species，ROS）影
响胶质瘤细胞的功能[4]。ROS作为正常细胞代谢的

产物，可以调节细胞的存活、增殖、凋亡及细胞内环

境稳定。当内环境稳态受损，氧化应激状态与胶质

瘤的发生和耐药性有关[5]。研究表明，氧化应激影响

肿瘤内和细胞间分子异质性，产生免疫调节逃逸和

或对传统疗法的抵抗[6，7]。本文通过聚类分析鉴定出

GBM两种预后的分子亚型，即 Cluster1和 Cluster2，
Cluster2组病人预后要差于Cluster1组（P<0.05），而

且免疫评分、基质评分、ESTIMATE评分较高，而肿

瘤纯度较低。这提示氧化应激相关分子亚型有助于

对GBM进行预后的分层分析。

本文通过筛选氧化应激相关分子亚型之间的

DEGs，并对候选关键基因进行富集分析发现，细胞

因子介导的信号通路、细胞对趋化因子的反应、信号

受体激活剂活性、细胞因子活性和趋化因子受体结

合等在GBM发病过程中具有重要作用。这些DEGs
主要在信号受体激活剂活性、分泌颗粒内腔和细胞

因子介导的信号通路相关的功能或通路中发挥作

用。本文KEGG分析显示DEGs在细胞因子-细胞因

子受体相互作用、病毒蛋白与细胞因子和细胞因子

受体相互作用、趋化因子信号通路和 JAK-STAT信

号通路的富集最显著。研究显示细胞因子和趋化因

子在多种人类恶性肿瘤中表达上调，既有抗肿瘤作

用，也有促进肿瘤作用 [8]。这些可溶性介质（如

CCL2、CCL5、CXCL12、IL-6、TGF-β、CSF-1 等）在

GBM的肿瘤微环境中具有重要的免疫调节作用 [9~

13]。这提示可溶性趋化因子和细胞因子在肿瘤微环
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境的免疫调节作用促进GBM的发展。

本文 PPI网络分析筛选出前 10个对GBM影响

最大的关键基因（CSF2、CSF3、CCL7、LCN2、CXCL6、
MMP8、CCR8、TNFSF11、IL22RA2、ORM1）。Sielska
等 [14]通过 TCGA 数据集和 GBM 细胞学研究发现

CSF2表达上调，并证实CSF2可诱导小胶质细胞募

集和巨噬细胞极化，联合免疫检查点抑制剂和靶向

CSF2信号可能是治疗GBM的一个靶点。Gao等[15]通

过常氧和缺氧条件下对GBM细胞系进行转录组分

析，发现CSF3可作为GBM潜在的血浆标志物之一，

这为GBM的诊断和治疗提供新的思路和方向。趋

化因子CCL7通过与受体结合来介导免疫细胞的募

集，是调节肿瘤免疫微环境的形成并参与肿瘤形

成。研究发现，在 Tim-3 高表达的 GBM 样本中，

CCL7、CXCL13、CCL18等表达显著上调，这些上调

的趋化因子可能促进GBM进展，并与GBM的不良预

后相关[16]。LCN2作为一种免疫调节剂，参与各种生

物反应和病理生理过程，包括氧化应激。LCN2在

GBM 中作用机制尚不清楚。Hsieh 等 [17]研究发现

GBM中LCN2表达水平低于正常组织，并且LCN2表

达水平较低与GBM较差的生存预后相关。

本文结果表明，多数免疫因子和免疫检查点与

氧化应激关键基因呈正相关，其中免疫调节因子

IL10和 IL2RA、趋化因子 CCL2、免疫检查点 LAIR1
与关键基因CCL7正相关程度最高，免疫受体CCR4
与关键基因CCR8正相关程度最高。IL-10除了具

有免疫抑制和免疫刺激激活的免疫调节功能外，还

通过增加肿瘤细胞增殖来促进肿瘤进展。在GBM
肿瘤微环境中，IL-10主要来源于肿瘤相关巨噬细

胞，发挥免疫抑制作用，促进肿瘤进展和免疫逃逸。

研究发现 IL-10在GBM中的作用对于改善GBM的

免疫疗法具有重要作用[18]。细胞因子信号通路上的

IL2RA基因遗传变异可能会增加GBM的发病风险，

并且在 GBM肿瘤微环境中具有免疫抑制作用 [19]。

CCR2/CCL2信号通路可以促进血管生成、炎性反应

以及免疫抑制作用，从而促进肿瘤生长[20]。

总之，本文基于氧化应激相关基因将GBM划分

为两个亚型，不同亚型生存情况存在明显差异；并且

筛选出10个氧化应激关键基因，这些关键基因可能

对GBM的发生和预后起重要作用，可以为GBM的个

图1 GBM氧化应激相关亚型鉴定和肿瘤微环境评分

A. 一致性聚类分析，选择k=2作为最适k值，将全部样本分为2组，其中Cluster1含93个样本，Cluster2含74个样本；B. 根据两个不同聚类

绘制Kaplan-Meier生存曲线（P=0.041）；C~F. 不同亚型GBM肿瘤微环境评分；C. 基质评分；D. 免疫评分；E. ESTIMATE评分；F. 肿瘤纯度
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体化治疗提供参考和新的方向。
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