
网络出版时间：２０２４－０３－２１２１：５１：３３　网络出版地址：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０３．０２１

基于生物信息学筛选与胶质母细胞瘤预后及
免疫相关的铁死亡基因
孙　皓１，２，赵志娟１，２，孟　莲１，２，刘春霞１，２，３

２０２４－０２－２３接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１９６０４８５、８２０６０４８７）

作者单位：１石河子大学医学院病理学系，石河子　８３２００２
２石河子大学医学院第一附属医院病理科，石河子　

８３２００２
３广州医科大学附属第二医院病理科，广州　５１０２６０

作者简介：孙　皓，男，硕士研究生；

刘春霞，女，教授，主任医师，博士生导师，责任作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｌｉｕｌｉｕ２２３９＠１２６．ｃｏｍ

摘要　目的　探讨胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）中铁死亡的分子机
制，为确定新的治疗靶点提供思路。方法　从基因表达综合
数据库（ＧＥＯ）中选取数据集 ＧＳＥ１０８４７４并通过 ＧＥＯ２Ｒ获
取ＧＢＭ差异表达基因，与铁死亡数据库（ＦｅｒｒＤｂ）中基因集
对比，获得铁死亡相关差异基因；利用 ＤＡＶＩＤ数据库进行
ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析；利用Ｓｔｒｉｎｇ网站创建蛋白互作（ＰＰＩ）
网络；利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件确认网络中连接度高的枢纽基因；
利用ＴＩＭＥＲ网站进行预后和免疫浸润分析；利用 ＧＥＰＩＡ网
站进行ＲＮＡ表达量和基因相关性分析；利用 ＨＰＡ数据库分
析枢纽基因蛋白表达差异；利用 ＴＩＳＩＤＢ数据库进行肿瘤免
疫特征相关性分析；运用实时荧光定量 ＰＣＲ在 ＧＢＭ细胞
Ａ１７２和Ｕ２５１ＭＧ与正常星形胶质细胞 ＨＡ１８００间比较枢纽
基因的ｍＲＮＡ差异。结果　５３３１个差异表达基因中有１１４
个铁死亡相关基因；ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析显示１１４个基因
可能在正调控基因表达等方面发挥作用，并通过铁死亡和自

噬－动物等途径影响肿瘤进展；１１４个基因构成的 ＰＰＩ网络
中确定了１０个枢纽基因，其中细胞黏附分子４４（ＣＤ４４）、鼠
双微体基因 ２（ＭＤＭ２）和信号转导子和转录激活子 ３
（ＳＴＡＴ３）高表达的 ＧＢＭ患者生存率较低；ＧＢＭ细胞中
ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ表达高于正常星形胶质细
胞；高级别胶质瘤组织中ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的蛋白表达
高于正常脑组织；ＧＢＭ中３个基因的表达均与铁死亡呈负
相关；免疫浸润分析显示，ＧＢＭ中 ＣＤ４４、ＳＴＡＴ３与噬中性粒
细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞和树突状细胞的浸润相关，ＭＤＭ２与树突
状细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润相关，并且３个基因与多种趋
化因子以及趋化因子受体的表达相关。结论　ＣＤ４４、ＭＤＭ２
和ＳＴＡＴ３可能在ＧＢＭ铁死亡及肿瘤免疫调节过程中发挥作
用，有望成为ＧＢＭ的潜在治疗靶点。
关键词　胶质母细胞瘤；铁死亡；生物信息学；预后分析；免
疫浸润；趋化因子
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　　２０２１年ＷＨＯ根据临床特点及分子病理学特征
把胶质瘤分为成人型弥漫性胶质瘤和儿童型弥漫性

胶质瘤，其中成人型弥漫性胶质瘤又分为：① 星形
细胞瘤，ＩＤＨ突变型；② 少突胶质细胞瘤，ＩＤＨ突变
和１ｐ／１９ｑ共缺失型；③ 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏ
ｍａ，ＧＢＭ），ＩＤＨ野生型［１］。ＧＢＭ是成人中最多见
并且侵袭能力最强的恶性胶质瘤，治疗效果较差，患

者中位总生存期小于１５个月［２］。因此，探究 ＧＢＭ
的分子机制，寻找分子靶标具有重要意义。铁死亡

是新近报道的一种程序性细胞死亡模式，与其他死

亡模式不同，其主要由于细胞内脂质活性氧生成量

和细胞对其降解能力失衡所致，诱导肿瘤细胞铁死

亡有望成为一种新的肿瘤治疗方法［３］。

目前ＧＢＭ中铁死亡的机制研究尚处于初期阶
段，本研究利用生物信息学结合实验验证，将 ＧＢＭ
差异表达基因与铁死亡基因进行比对，构建ＧＢＭ中
铁死亡相关差异表达基因的蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络，并从表达差异、预后影响
以及免疫浸润等角度对网络中的枢纽基因进行分

析，为研究ＧＢＭ中铁死亡的分子机制提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器　正常星形胶质细胞 ＨＡ１８００及
胶质细胞培养基（上海美湾生物科技有限公司，货

号：Ｍ１０１３），胶质母细胞瘤细胞系 Ａ１７２（武汉普诺
赛生命科技有限公司，货号：ＣＬ００１２），胶质母细胞
瘤细胞系 Ｕ２５１ＭＧ（上海中科院细胞库，目录号：
ＴＣＨｕ５８），ＤＭＥＭ 培养基 （美国 ＧＩＢＣＯ，货号：
Ｃ３１１３０５００），胎牛血清（上海逍鹏生物科技有限公
司ＶｉｖａＣｅｌｌ，货号：Ｃ０４００１５００），青－链霉素混合物、
１×ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳｏｌｕｔｉｏｎ缓冲液、胰蛋白酶（北
京索莱宝科技有限公司，货号：Ｐ１４００、Ｐ１０２０、Ｔ１３２０），
ＴＲＩｚｏｌ试剂、反转录试剂盒（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，
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货号：１５５９６０２６、Ｋ１６２２），实时荧光定量 ＰＣＲ的预混
体系（江苏康为世纪生物科技股份有限公司，货号：

ＣＷ２６０１Ｈ），二氧化碳培养箱、实时荧光定量ＰＣＲ仪
（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，型号：３１４０、４３５１１０６），倒置
显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ，型号：ＤＰ７４），ＰＣＲ扩增仪
（美国 ＢｉｏＲａｄ公司，型号：Ｃ１０００）。
１．２　方法
１．２．１　筛选ＧＢＭ铁死亡相关差异表达基因　选取
ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｄｓ／）中 ＧＳＥ１０８４７４数据集
（包含２２１例ＧＢＭ样本和２８例正常脑组织样本），
使用 ＧＥＯ２Ｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／
ｇｅｏ２ｒ／）数据集进行差异基因筛选，并以 Ｐ＜００５且
｜ｌｏｇＦＣ｜＞１为筛选标准，获得ＧＢＭ差异表达基因。
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件绘制火山图。从铁死亡
数据库 ＦｅｒｒＤｂ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｈｏｕｎａｎ．ｏｒｇ／ｆｅｒｒｄｂ）中
下载铁死亡相关基因（网站中铁死亡相关调控基因

数据来自ＰｕｂＭｅｄ数据库中的７８４篇铁死亡相关文
献）。通过韦恩图网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．
ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／Ｖｅｎｎ／）将ＧＢＭ差异表达基因与
铁死亡基因进行比对，获取ＧＢＭ中铁死亡相关差异
表达基因。

１．２．２　差异基因的 ＧＯ和 ＫＥＧＧ分析　利用在线
工具网站ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）对上述
获得的基因进行 ＧＯ功能和 ＫＥＧＧ通路富集分析，
其中 ＧＯ分析包括细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）、生物过程
（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）三个部分。
１．２．３　构建差异表达基因 ＰＰＩ网络和筛选网络中
枢纽基因　使用在线分析网站 Ｓｔｒｉｎｇ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．
ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）预测并创建 ＧＢＭ中铁死亡相关差异
表达基因的ＰＰＩ网络，并利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３８２软件
进行可视化分析，使用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件，按照“Ｄｅ
ｇｒｅｅ”值选出ＰＰＩ网络中的前１０名的枢纽基因。
１．２．４　使用ＴＩＭＥＲ网站进行生存和免疫浸润分析
　使用在线分析网站ＴＩＭＥＲ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｓｈｉｎ
ｙａｐｐｓ．ｉｏ／ｔｉｍｅｒ／）对ＰＰＩ网络中的枢纽基因进行生存
预后分析，绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线。并利用 ＴＩＭＥＲ
网站分析影响ＧＢＭ患者预后的枢纽基因与多种免
疫细胞（如肿瘤中 Ｂ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细
胞、树突状细胞、巨噬细胞和嗜中性粒细胞）浸润水

平的相关性。

１．２．５　使用ＧＥＰＩＡ网站进行基因的表达量分析和
相关性分析　基因分析网站 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．

ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ）中收集整理了来自 ＴＣＧＡ和 ＧＴＥｘ
这两大数据库中大量的肿瘤样本 ＲＮＡｓｅｑ数据，本
研究首先利用 ＧＥＰＩＡ网站来分析影响预后枢纽基
因在正常脑组织和ＧＢＭ中的表达水平，再使用网站
中基因相关性分析工具验证 ＧＢＭ中影响预后枢纽
基因与铁死亡调节因子是否具有相关性。

１．２．６　使用ＨＰＡ数据库进行蛋白表达分析　利用
ＨＰＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ．ｏｒｇ）数据库中收集
整理的蛋白组学、转录组学以及生物信息学数据，比

较影响ＧＢＭ患者预后的枢纽基因在正常脑组织和
高级别胶质瘤组织中的蛋白表达水平。

１．２．７　使用ＴＩＳＩＤＢ数据库进行肿瘤免疫特征相关
性分析　利用肿瘤免疫分析数据库ＴＩＳＩＤＢ（ｈｔｔｐ：／／
ｃｉｓ．ｈｋｕ．ｈｋ／ＴＩＳＩＤＢ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）分析 ＰＰＩ网络中影
响ＧＢＭ患者预后的枢纽基因与趋化因子、趋化因子
受体、免疫抑制剂和免疫刺激剂等分子的相关性。

１．２．８　细胞培养　将 ＨＡ１８００细胞接种至胶质细
胞培养基中，待生长至８０％～９０％时，按照１∶２的
比例进行细胞传代处理，待细胞状态稳定后用于实

验。将胶质母细胞瘤细胞系 Ａ１７２和 Ｕ２５１ＭＧ细胞
接种至ＤＭＥＭ培养基中（包含１０％血清和１％青 －
链霉素混合液），待生长至８０％～９０％时，按照１∶３
的比例进行细胞传代处理，待细胞状态稳定后（第３
代以后）用于实验。

１．２．９　实时荧光定量ＰＣＲ比较细胞中影响患者预
后枢纽基因的 ｍＲＮＡ表达水平　使用 ＴＲＩｚｏｌ法提
取细胞的总ＲＮＡ，并在定量后使用反转录试剂盒将
提取的ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ实验的２０μｌ反
应体系为正反向引物各０５μｌ，２μｌ样本 ｃＤＮＡ、１０
μｌ实时荧光定量 ＰＣＲ的预混体系以及 ７μｌ无酶
水。ＧＡＰＤＨ为内参，每组３个副孔，实验重复３次，
结果数据以２－ΔΔＣＴ法计算基因的相对表达量。引物
序列：ＧＡＰＤＨ正向 ５′ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ
３′，反向５′ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ３′；ＣＤ４４正
向 ５′ＡＴＡＡＴＡＡＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡ３′，反向
５′ＡＴＡＡＴＴＧＴＧＴＣＴＴＧＧＴＣＴＣＴＧＧＴＡＧＣ３′；ＭＤＭ２正
向５′ＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＣＴＧＴＧＡＡ３′，反向５′ＣＧＡＴ
ＧＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧＡＴＴＧＡ３′；ＳＴＡＴ３正向 ５′ＣＣＴＴＴＧ
ＧＡＡＣＧＡＡＧＧＧＴＡＣＡ３′，反向 ５′ＣＧＧＡＣＴＧＧＡＴＣＴ
ＧＧＧＴＣＴＴＡ３′。结果使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０进行
统计分析和作图。

１．３　统计学处理　差异基因筛选使用 ＧＥＯ２Ｒ进
行统计分析。实时荧光定量 ＰＣＲ结果两组间表达
量差异的比较使用 ｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计
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学意义。

２　结果

２．１　ＧＢＭ中铁死亡相关差异表达基因的筛选结
果　从ＧＳＥ１０８４７４数据集中获得５３３１个差异基因
（见图１Ａ）。从铁死亡数据库ＦｅｒｒＤｂ网站下载铁死
亡相关基因４８４个，按照基因在铁死亡过程中发挥
的不同作用分为促进铁死亡的“Ｄｒｉｖｅｒ”基因 ２６４
个，抑制铁死亡的“Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ”基因２３８个，以及标
记铁死亡发生的“Ｍａｒｋｅｒ”基因９个。将差异表达基
因与铁死亡相关基因取交集后，筛选出１１４个与铁
死亡相关的差异基因（见图１Ｂ），其中包含５９个促
进铁死亡的“Ｄｒｉｖｅｒ”基因，５７个抑制铁死亡的“Ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｏｒ”基因以及２个标记铁死亡发生的“Ｍａｒｋｅｒ”
基因（见图１Ｃ）。
２．２　差异基因 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析结果　在
ＤＡＶＩＤ数据库中对获得的 １１４个基因进行 ＧＯ和
ＫＥＧＧ分析（见图２）。ＧＯ功能注释分析结果表明，

ＢＰ功能富集包括负调控神经元死亡、正调控基因表
达、正调控ＲＮＡ聚合酶Ⅱ启动子转录等。ＣＣ功能
富集包括胞浆、细胞质、核等。ＭＦ功能富集包括蛋
白结合、可识别蛋白结合、ＤＮＡ结合等。ＫＥＧＧ分
析结果显示，筛选出的ＧＢＭ铁死亡相关差异表达基
因参与了铁死亡和自噬－动物等通路。
２．３　ＰＰＩ网络分析结果　通过 Ｓｔｒｉｎｇ网站构建了
１１４个铁死亡相关差异表达基因的ＰＰＩ网络，经 Ｃｙ
ｔｏｓｃａｐｅ软件可视化处理之后，得到由９０个基因构
成的互作网络（见图３Ａ）。使用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件以
Ｄｅｇｒｅｅ值为标准，筛选出连接度较高的前１０个枢纽
基因（见图３Ｂ），分别为雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＡＲ）、双微体２（ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，ＭＤＭ２）、
表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＧＦＲ）、环磷酸腺苷反应元件结合蛋白 １基因
（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｇｅｎｅ，
ＣＲＥＢ１）、糖原合成酶激酶 ３Ｂ（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ３Ｂ，ＧＳＫ３Ｂ）、信号转导因子和转录激活因子３

图１　ＧＢＭ差异表达基因及铁死亡相关基因

Ａ：ＧＢＭ差异表达基因火山图；Ｂ：ＧＢＭ差异表达基因与铁死亡相关基因韦恩图；Ｃ：ＧＢＭ中１１４个铁死亡相关差异表达基因作用分类图

图２　１１４个铁死亡相关差异表达基因的ＧＯ和ＫＥＧＧ分析结果
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（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）、磷脂酰肌醇激酶３催化亚基 α基因（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４，５ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ３ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｇｅｎｅ，ＰＩＫ３ＣＡ）、细胞黏附分子４４（ｃｌｕｓ
ｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ４４，ＣＤ４４）、ＳＲＣ酪氨酸激酶（ｓｒｃ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＳＲＣ）和 ＭＹＣＮ原癌基因（ＭＹＣＮ
ｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅ，ＭＹＣＮ）。
２．４　１０个枢纽基因与 ＧＢＭ患者预后相关性分析
　利用ＴＩＭＥＲ基因分析网站对１０个枢纽基因进行
了生存分析，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线显示，ＣＤ４４（Ｌｏｇｒａｎｋ
Ｐ＝０００３）、ＭＤＭ２（ＬｏｇｒａｎｋＰ＝００１２）和 ＳＴＡＴ３
（ＬｏｇｒａｎｋＰ＝０００３）的表达量与 ＧＢＭ患者的生存
预后相关（图４），基因高表达的ＧＢＭ患者的累积生
存率低。

２．５　ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３表达量在 ＧＢＭ与正

常脑组织间的比较　运用 ＧＥＰＩＡ数据库对 ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３这３个基因进行表达量分析验证，
将ＧＢＭ与正常脑组织进行对比，结果显示３个基因
在ＧＢＭ中的表达均高于正常脑组织（均 Ｐ＜００５）
（见图５）。
２．６　ＧＢＭ 和 ＨＡ１８００细胞中 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和
ＳＴＡＴ３的ｍＲＮＡ表达比较结果　使用实时荧光定
量ＰＣＲ分别检测 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３在正常星
形胶质细胞 （ＨＡ１８００）和 ＧＢＭ 细胞 （Ａ１７２和
Ｕ２５１ＭＧ）中的 ｍＲＮＡ表达情况。结果显示，ＣＤ４４、
ＭＤＭ２、ＳＴＡＴ３在 Ａ１７２和 Ｕ２５１ＭＧ细胞中的 ｍＲＮＡ
表达高于ＨＡ１８００（ｔ＝１７９７０、９４６２、８０８０、８７２１、
１５７９０、１２８８０，均Ｐ＜００５）。见图６。上述结果表
明，ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３在 ＧＢＭ细胞中的 ｍＲＮＡ
表达高于正常星形胶质细胞。

图３　１１４个铁死亡相关差异表达基因构成ＰＰＩ网络及１０个枢纽基因

Ａ：１１４个差异表达基因ＰＰＩ网络示意图；Ｂ：ＰＰＩ网络中１０个枢纽基因

图４　ＧＢＭ中１０个枢纽基因的预后分析结果
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图５　ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３在ＧＢＭ与正常脑组织中表达量的比较

与正常脑组织组比较：Ｐ＜００５

图６　ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３在ＨＡ１８００、Ａ１７２和

Ｕ２５１ＭＧ细胞中表达量的比较

与 ＨＡ１８００细胞比较： Ｐ＜００５， Ｐ＜００１， Ｐ＜

０００１，Ｐ＜００００１

２．７　高级别胶质瘤和正常脑组织中 ＣＤ４４、ＭＤＭ２
和ＳＴＡＴ３的蛋白表达比较结果　为了进一步研究
ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３在ＧＢＭ中的蛋白表达水平，
在ＨＰＡ数据库分别对３个基因进行检索（见图７）。
结果显示，ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３在高级别胶质瘤

中蛋白阳性表达程度高于正常脑组织。

２．８　ＧＢＭ中ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３与铁死亡的
相关性　为验证 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３在 ＧＢＭ中
是否影响铁死亡，利用 ＧＥＰＩＡ数据库分别在 ＧＢＭ
中分析这３个基因与铁死亡调节因子的相关性。结
果显示，ＣＤ４４的表达与铁死亡负调控因子铁蛋白重
链１（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ１，ＦＴＨ１）、血红素结合蛋白
１（ｈｅｍｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＨＥＢＰ１）和细胞凋亡诱导
因子线粒体相关 ２（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ２，ＡＩＦＭ２）呈正相关；ＳＴＡＴ３的表
达与铁死亡负调控因子溶质载体家族７成员１１（ｓｏｌ
ｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）、ＨＥＢＰ１和
ＡＩＦＭ２呈正相关；ＭＤＭ２的表达与铁死亡正调控因子
核受体共激活因子 ４（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４，
ＮＣＯＡ４）和酰基辅酶 Ａ合成酶长链家族成员 ４（ａｃｙｌ
ＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ４，ＡＣＳＬ４）呈
负相关。见图８。以上结果表明，在 ＧＢＭ中 ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３均与铁死亡呈负相关。
２．９　ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３基因表达水平与
ＧＢＭ中免疫细胞浸润水平的相关性　　利用ＴＩＭ
ＥＲ网站对３个基因进行免疫浸润分析，以此来预测
各基因与ＧＢＭ中免疫成分浸润的相关性。结果显
示，肿瘤中 ＣＤ４４基因表达升高时，ＣＤ４＋Ｔ细胞、嗜
中性粒细胞及树突状细胞也会增多，而肿瘤纯度、Ｂ
细胞及ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润水平将会降低（均 Ｐ＜
００５）；ＭＤＭ２基因高表达时，ＣＤ８＋Ｔ细胞和树突状
细胞的浸润水平升高，肿瘤纯度和巨噬细胞的浸润

将减少（均 Ｐ＜００５）；当 ＳＴＡＴ３高表达时，ＣＤ４＋Ｔ
细胞、嗜中性粒细胞及树突状细胞的浸润会增多，而
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图７　ＨＰＡ数据库中ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３在高级别胶质瘤和正常脑组织中蛋白表达的情况 ×２００

图８　ＧＢＭ中ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３与铁死亡调控因子的相关性分析

肿瘤纯度及 ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润将减少（均 Ｐ＜
００５）。见图９。
２．１０　ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３基因表达与免疫特
征的相关性　通过 ＴＩＳＩＤＢ数据库分析 ＧＢＭ中
ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达水平与免疫细胞趋化
因子或受体之间的相关性。结果显示如图１０所示，
多种趋化因子和趋化因子受体与 ＧＢＭ中 ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达相关。ＣＤ４４的表达与趋化
因子配体 ２（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ２，ＣＣＬ２）、
ＣＸＣ基序趋化因子配体（ＣＸＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇ
ａｎｄ，ＣＸＣＬ）３和 ＣＣＬ２０等趋化因子呈正相关（ｒ＝
０６４３、０６５９、０５６９，均 Ｐ＜００１），并与 ＣＣ基序趋
化因子受体１（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＣＲ）１、
ＣＣＲ５和 ＣＣＲ２等趋化因子受体呈正相关（ｒ＝
０５０２、０５１９、０４４５，均Ｐ＜００１）；ＭＤＭ２的表达与

趋化因子配体（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ，ＣＣＬ）７、
ＣＸＣＬ１０和ＣＣＬ２６等趋化因子呈正相关（ｒ＝０３０５、
０２４２、０２５７，均Ｐ＜００１），并与ＣＣＲ２、ＣＸＣ基序趋
化因子受体（ＣＸＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＣＸ
ＣＲ）３及 ＣＸＣＲ６等趋化因子受体呈正相关（ｒ＝
０２５０、０２０６、０２１２，均 Ｐ＜００１）；ＳＴＡＴ３的表达与
趋化因子配体 １４（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１４，
ＣＣＬ１４）和趋化因子配体 １９（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｌｉｇａｎｄ１９，ＣＣＬ１９）呈负相关（ｒ＝－０１５５、－０２０８，
均Ｐ＜００５），与ＣＣ基序趋化因子受体１０（ＣＣｍｏ
ｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１０，ＣＣＲ１０）、ＣＣ基序趋化因子
受体（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＣＲ１）１及
ＣＣＲ５等趋化因子受体呈正相关（ｒ＝０３２２、０３５９、
０３３３，均Ｐ＜００１）。
　　此外，ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３与ＧＢＭ中各种免
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图９　ＴＩＭＥＲ数据库分析基因表达与免疫浸润的相关性分析

图１０　ＴＩＳＩＤＢ数据库分析基因表达与免疫分子的相关性

Ａ：ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３与趋化因子及趋化因子受体的相关性分析；Ｂ：ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３与免疫抑制剂／刺激剂的相关性分析

疫抑制剂和免疫刺激剂的相关性分析结果显示，

ＣＤ４４与含Ｖ区域Ｔ细胞激活抑制因子１、腺苷Ａ２ａ
受体及 ＣＤ１６０分子（ＣＤ１６０ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＣＤ１６０）等免
疫抑制剂呈现负相关（ｒ＝－０３３８、－０２８１、－
０３２５，均Ｐ＜００１），与免疫刺激剂 ＴＮＦ超家族成
员 １４、ＣＸＣＲ４及白细胞介素６等呈正相关（ｒ＝

０５２６、０４４４、０５０９，均Ｐ＜００１）；ＭＤＭ２与免疫抑
制剂白介素１０受体亚基 β和半乳糖凝集素９等呈
正相关（ｒ＝０３３９、０２０５，均Ｐ＜００１），与 ＶＴＣＮ１（ｒ
＝－０１８８，Ｐ＜００５）呈负相关，与 ＣＤ２８分子和
ＴＮＦ超家族成员 １３等免疫刺激剂呈正相关（ｒ＝
０３４４、０２８４，均Ｐ＜００１）；ＳＴＡＴ３的表达与免疫抑
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制剂ＣＤ１６０、淋巴细胞活化基因３及ＶＴＣＮ１等呈负
相关（ｒ＝－０３９７、－０１９、－０２８２，均 Ｐ＜００５），
与ＣＤ２７６分子、白细胞介素 ６受体和 ＰＶＲ细胞粘
附分子等免疫刺激剂呈正相关（ｒ＝０４４８、０４３１、
０４３０，均 Ｐ＜００１）。以上这些结果说明 ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３在ＧＢＭ免疫微环境中发挥调节作
用。

３　讨论

　　由于 ＧＢＭ侵袭能力强且易复发，目前临床上
ＧＢＭ的治疗效果较差，随着对 ＧＢＭ研究的不断深
入，陆续发现了一些新的治疗方法，如纳米技术治

疗、脉冲消融疗法等［４］。近几年研究［５］发现某些基

因或物质可以通过激活铁死亡抑制ＧＢＭ的进展。
本研究在５３３１个 ＧＢＭ差异表达基因中确定

了１１４个铁死亡相关基因。ＫＥＧＧ分析显示，１１４个
基因除了在铁死亡通路上富集之外，还在自噬 －动
物通路上富集。目前铁死亡与自噬这两种死亡模式

之间的相关性研究越来越多，提出铁死亡是一种自

噬依赖性的细胞死亡过程［３］。本研究筛选出的铁

死亡相关差异表达基因可能是 ＧＢＭ中连接自噬与
铁死亡的关键基因。

本研究从１１４个基因构成的ＰＰＩ网络中筛选出
１０个枢纽基因，并发现其中 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３
的高表达的 ＧＢＭ患者生存率更低。研究［６］显示，

ＳＴＡＴ３的表达可以诱导 ＧＢＭ干细胞的分化并促进
成瘤；在ＧＢＭ中下调ＭＤＭ２的表达后，肿瘤进展受
到抑制［７］；研究显示［８］下调 ＣＤ４４的表达后，ＧＢＭ
细胞的增殖和迁移能力减弱。上述结果说明，

ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达促进了ＧＢＭ的进展。
另有研究［９］显示，下调 ＳＴＡＴ３的表达可以促进

胃癌细胞铁死亡，延缓胃癌进展；抑制 ＭＤＭ２的表
达可以增强结直肠癌细胞对铁死亡诱导剂的敏感

性，进而抑制肿瘤发展［１０］；抑制 ＣＤ４４的表达也可
以促进结直肠癌细胞的铁死亡［１１］。虽然目前在

ＧＢＭ中缺乏 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３与铁死亡的相
关报道，但本研究通过生物信息学方法，发现ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达抑制了ＧＢＭ细胞的铁死亡，
这为接下来的具体机制研究提供新思路。

肿瘤细胞的发展及转移与肿瘤微环境密切相

关，其中免疫细胞的浸润是肿瘤微环境变化的重要

影响因素。本研究发现 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３在
ＧＢＭ中与多种免疫细胞的浸润呈现出不同程度的
相关性，其中 ＣＤ４４、ＳＴＡＴ３的表达与 ＣＤ４＋Ｔ细胞、

噬中性粒细胞和树突状细胞的浸润水平呈正相关，

ＭＤＭ２的表达与ＣＤ８＋Ｔ细胞和树突状细胞的浸润
水平呈正相关。研究［１２］显示，ＧＢＭ中 ＣＤ４＋Ｔ细胞
和ＣＤ８＋Ｔ细胞浸润水平的升高改善了患者预后，而
中性粒细胞－淋巴细胞与 ＧＢＭ患者的不良预后相
关［１３］。上述结果提示，ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３可能
是连接铁死亡和肿瘤免疫疗法的关键分子。

趋化因子及趋化因子受体是介导免疫细胞浸润

至肿瘤组织内的关键分子，本研究发现 ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达与多种趋化因子及受体的表
达相关。这些趋化因子及受体的表达影响着微环境

的改变，例如ＣＣＬ２ＣＣＲ２信号通路在肝细胞癌中可
以招募单核巨噬细胞和髓源性抑制细胞进入肿瘤微

环境，并抑制肿瘤相关抗原特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞的活
化［１４］；ＣＸＣＬ３具有促进肿瘤中血管生成的作用，而
ＣＸＣＬ１０具有抑制血管生成的作用［１５］。此外，本研

究还发现ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３可以影响某些免疫
抑制剂和免疫刺激剂的表达。上述结果提示，

ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３可能在肿瘤免疫微环境中发
挥调节作用。

本研究将生物信息学与细胞实验结合，在 ＧＢＭ
中筛选出ＣＤ４４、ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３这３个与铁死亡相
关的、影响患者预后的异常高表达基因。ＣＤ４４、
ＭＤＭ２和ＳＴＡＴ３的表达也会影响肿瘤微环境中趋化
因子和趋化因子受体的表达，并影响免疫细胞的浸

润。综上所述，调节 ＣＤ４４、ＭＤＭ２和 ＳＴＡＴ３的表达
有望成为诱导肿瘤细胞铁死亡和免疫疗法的新方

法。
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