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摘  要 

目的：通过生物信息学方法对胶质母细胞瘤公共数据库进行信息挖掘以筛选胶质母细胞瘤的关键差异表

达基因，预测胶质母细胞瘤的可能潜在治疗靶点基因。方法：从基因表达数据库(GEO)中下载脑胶质母

细胞瘤数据，通过在线分析软件GEO2R筛选正常组织与胶质母细胞瘤组织差异表达基因。通过Venn图
取三个差异基因集交集。共筛选出632个共有差异基因。再通过STRING网站里的在线分析软件绘制PPI 
(protein-protein interaction network，蛋白互作网络)，并导入Cytoscape软件利用MCODE插件筛选关

键基因。通过R软件的Goplot包对差异表达基因进行GO和KEGG功能富集分析。再通过UCSC网站的癌症

基因浏览器获得各关键基因在脑胶质母细胞瘤中的表达。通过GEPIA2网站绘制各关键基因的生存曲线。

通过Oncomine网站获得关键预后基因KDELR2、CDKN3及RELN基因在不同级别胶质瘤中的表达。结果：

从GEO数据库中下载GSE104291、GSE15824、GSE66354的数据集，通过GEO2R分析出差异表达基因，

再通过Venn图共筛选出632个共有差异表达基因。通过STRING网站构建蛋白互作网络，并导入

Cytoscape软件筛选出关键基因。获得差异表达基因的GO及KEGG功能富集分析图。通过GEPIA2网站获

得关键基因的总生存率及无病生存率，结果发现KDELR2、CDKN3及RELN基因的表达差异与总生存率

(OS)和无病生存率(RFS)相关性具有统计学意义(KDELR2、CDKN3和RELN这三个基因的总生存率生存曲

线Logrank P值分别为<0.001，<0.001以及1.7e−10；KDELR2、CDKN3和RELN这三个基因的无病生存率

生存曲线Logrank P值分别为<0.001，<0.001以及0.00032)。KDELR2及CDKN3在正常组织中低表达，

在胶质瘤组织表达与级别成正相关；RELN在在正常组织中高表达，在胶质瘤组织表达与级别成负相关。

结论：通过本研究发现胶质瘤OS和RFS与KDELR2及CDKN3基因呈负相关，与RELN基因呈正相关。结合

这些基因的表达差异，由此推测KDELR2基因及CDKN3基因可能是脑胶质母细胞瘤的发生及进展的癌基

因，而RELN基因可能是一个抑癌基因。 
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Abstract 
Objective: To mine the information of glioblastoma public database by bioinformatics method to 
screen the key differentially expressed genes of glioblastoma and to predict the potential thera-
peutic target genes of glioblastoma. Methods: The glioblastoma data were downloaded from the 
Gene Expression Omnibus database (GEO), and the differentially expressed genes between normal 
and glioblastoma tissues were screened by online analysis software GEO2R. The intersection of 
three differential gene sets was obtained by Venn map. A total of 632 common differential genes 
were screened. Then draw PPI (protein-protein interaction network) through the online analysis 
software in STRING website, and then import the Cytoscape software to screen key genes using 
MCODE plug-ins. The functional enrichment of differentially expressed genes was analyzed by GO 
and KEGG by Goplot package of R software. Then the expression of key genes in glioblastoma was 
obtained by cancer gene browser on UCSC website. The survival curve of key genes was drawn by 
GEPIA2 website. The expressions of key prognostic genes KDELR2, CDKN3 and RELN in different 
grades of gliomas were obtained by Oncomine website. Results: The data sets of GSE104291, 
GSE15824 and GSE66354 were downloaded from GEO database, and the differentially expressed 
genes were analyzed by GEO2R. A total of 632 common differentially expressed genes were 
screened by Venn map. The PPI network was constructed by STRING website, and the key genes 
were screened by Cytoscape software. GO and KEGG functional enrichment analysis maps of diffe-
rentially expressed genes were obtained. The overall survival rate and disease-free survival rate 
of key genes were obtained by GEPIA2 website. The results showed that the expression differences 
of KDELR2, CDKN3 and RELN genes were significantly correlated with overall survival rate (OS) 
and disease-free survival rate (RFS) (the Logrank P values of the overall survival curves of 
KDELR2, CDKN3 and RELN were <0.001, <0.001 and 1.7e−10, respectively; the Logrank P values of 
the disease-free survival curves of KDELR2, CDKN3 and RELN were <0.001, <0.001 and 0.00031, 
respectively). The expression of KDELR2 and CDKN3 was low in normal tissues, but positively cor-
related with grade in glioma tissues, while RELN was highly expressed in normal tissues and nega-
tively correlated with grade in glioma tissues. Conclusion: It is found that OS and RFS in gliomas 
are negatively correlated with KDELR2 and CDKN3 genes, and positively correlated with RELN 
genes. Combined with the differences in the expression of these genes, it is speculated that 
KDELR2 gene and CDKN3 gene may be oncogenes in the occurrence and progression of glioblasto-
ma, while RELN gene may be a tumor suppressor gene. 
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1. 引言 

胶质母细胞瘤是人类脑恶性肿瘤当中最常见的肿瘤，恶性程度最高，5 年总生存率极低[1]。目前胶

质瘤的发病机制仍然未完全阐明，可能与多种基因的突变共同作用有关。胶质母细胞瘤作为胶质瘤级别

最高的肿瘤，其中位生存期是 14.6 个月，五年生存率仅 9.8% [2]。胶质母细胞瘤现在最主要的经典治疗

方案仍然是手术尽量全切，接着伴随着同步放化疗[3]。但是由于胶质母细胞瘤的高度侵袭浸润性，近乎

100%的复发率仍然是困扰我们的难题。目前靶向治疗对于恶性肿瘤来说是一个划时代的治疗方案，因其

高度精准、疗效显著而受到广大临床工作者及患者的青睐。胶质母细胞瘤的靶向治疗依然是现在研究的

热点。问题的关键在于靶点靶基因的选择，既往筛选工作耗时耗力，现如今通过生物信息学方法，可以

较迅速地获得胶质母细胞瘤的关键差异表达基因，并对这些可能成为靶点基因的基因进行下一步研究。

对于胶质母细胞瘤，寻找到敏感度和特异度都比较高的分子标记物可以帮助我们提高诊断的几率，进一

步提高我们的治疗率。本文通过生物信息学方法筛选差异基因，可能提高我们对于胶质瘤的诊断率，作

为我们治疗胶质母细胞瘤的靶点，进一步影响预后。对于肿瘤的发生机制也可以深化研究。 

2. 资料与方法 

2.1. 资料来源 

通过 NCBI 的 GEO 数据库中下载胶质母细胞瘤的基因表达谱的 GSE104291、GSE15824、GSE66354
的数据集。然后利用在线分析软件 GEO2R 筛选正常脑组织与胶质母细胞瘤组织差异表达基因。 

2.2. 方法 

2.2.1. 数据的处理及差异表达基因的筛选 
GEO 数据库是一个包含基因表达数据、芯片、微阵列的公共公开的数据库[4]。我们主要从基因表达

数据库(GEO)中下载脑胶质母细胞瘤基因表达数据，通过在线分析软件 GEO2R 筛选正常组织与胶质瘤组

织差异表达基因。同时要求筛选到的差异基因 log2FC 的绝对值大于 2。校正后的 P 值小于 0.01。再将符

合要求的基因导入 bioinformatics.psb.ugent.be 网站通过 Venn 图工具取三个差异基因集交集，以进一步聚

焦其中显著的差异表达基因。 

2.2.2. 构建 PPI 网络 
PPI 网络(protein-protein interaction network，蛋白互作网络 )的构建需要借用 STRING 数据库

(https://string-db.org)的搜索工具[5]。蛋白互作网络可以揭露各个基因或蛋白之间的关系，进一步筛选出

其中的关键差异表达基因。将筛选到的差异基因通过 STRING 网站里的在线分析软件绘制 PPI (蛋白互作

网络)。我们选择的是 Multiple proteins，要求的组织是 Homo sapiens。 

2.2.3. 获得关键基因并对差异表达基因进行 GO 和 KEGG 富集分析 
Cytoscape 软件是一个使分子干预网络可视化的开源的生物信息软件[6]。我们首先将获得的蛋白互作

网络图导入到 Cytoscape，通过 Cytoscape 软件中的 MCODE 插件，筛选其中的关键基因[7]。R 语言的

Goplot 包可以进行基因的功能富集分析。KEGG 是一个数据库资源，用于从高通量实验技术产生的大规
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模分子数据集中了解基因的高级功能和生物学系统[8]。GO 是一种重要的生物信息学工具，用于注释基

因和分析这些基因的生物学过程[9]。我们将差异表达基因通过 R 语言的 Goplot 包获得差异表达基因的

GO 和 KEGG 通路富集分析，富集条件为：物种为人类(human)；基因为官方名称。这样就可以获得这些

差异表达基因富集最多的功能，以进一步加深对这些差异表达基因的理解。 

2.2.4. 获得各关键基因在脑胶质瘤组织中的表达 
将关键基因导入到 UCSC (http://genome-cancer.ucsc.edu)的癌症基因浏览器获得关键基因在胶质母细

胞瘤组织中的基因表达量[10]。 

2.2.5. 关键基因的生存曲线的获得 
GEPIA2 是北京大学张泽民老师实验室开发的一个网站，能够对 TCGA 和 GTEx 项目共 9736 个肿瘤

样本、8587 个正常样本的 RNA-seq 表达数据进行分析[11]。通过 GEPIA2 网站(http://gepia2.cancer-pku.cn/)
绘制各关键基因在胶质瘤中的生存曲线，主要包括总生存率(OS, Overall Survival)和无病生存率(RFS, 
Disease Free Survival) [12] [13]，以筛选出其中与预后相关的关键差异表达基因。 

2.2.6. KDELR2、CDKN3、RELN 基因在正常组织和胶质瘤组织中的表达 
Oncomine 网站(http://www.oncomine.com)集合了大量的各种肿瘤的基因表达及临床数据。通过

Oncomine 网站来分析 KDELR2、CDKN3、RELN 基因在正常组织和不同级别的胶质瘤组织中的表达[14] 
[15] [16]。 

3. 结果 

3.1. 数据的处理及差异表达基因的筛选 

我们从 GEO 数据库中的 GSE104291 数据集中筛选出 2028 个差异表达基因，从 GSE15824 中筛选出

3237 个差异表达基因，从 GSE66354 数据集中筛选出 2164 个差异表达基因，再将这三个数据集中筛选出

的差异基因导入 Venn 图软件，共获得三个数据集共有差异表达基因 632 个。见图 1。 
 

 
Figure 1. Venn diagram of three 
gene sets 
图 1. 三个基因集的韦恩图 

3.2. 构建 PPI 网络 

我们将获得的这 632 个差异基因导入到 STRING 数据库获得蛋白互作网络(PPI)见图 2。从图中可以

发现各基因表达产物蛋白质之间的关系。 

3.3. 获得关键基因并对差异表达基因进行 GO 和 KEGG 富集分析 

将获得的 PPI 网络导入 Cytoscape 软件。通过 Cytoscape 软件中的 MCODE 插件筛选到关键基因 11
个，他们分别为 CDKN3、GRM5、OPALIN、CAMK2B、SHANK2、RELN、CDK2、KDELR2、NTNG2、
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FUT9、HS3ST4。利用 R 语言的 Goplot 包获得的差异表达基因 GO 和 KEGG 富集分析见图 3。GO 主要

包括三个方面进行基因注释，即：生物过程(BP)、细胞组分(CC)、分子功能(MF)。由于篇幅有限，我们

分别将生物过程、细胞组分、分子功能取富集最多的前 10 个项目可视化在图 3(a)。取 KEGG 通路最显著

的前 20 个项目可视化在图 3(b)。从图中我们可以发现在 BP 中这些差异表达基因富集最多的在突触传递

的化学调节，在 CC 中主要集中在突触膜中，在 MF 中则主要在离子通道中集中。而最集中的 KEGG 通

路是在神经活动配体–受体相互作用通路和 γ-氨基丁酸能突触通路。 
 

 
Figure 2. PPI network of 632 differentially expressed genes 
图 2. 632 个差异表达基因蛋白互作网络(PPI) 

3.4. 获得各关键基因在脑胶质瘤组织中的表达  

将这 11 个关键基因输入 UCSC 网站癌症基因浏览器，以获得各关键基因在胶质母细胞瘤组织中的表

达量。见图 4。 
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(a) 

 
(b) 

Figure 3. Functional enrichment analysis of GO and KEGG of key differentially expressed genes 
图 3. 关键差异表达基因的 GO 和 KEGG 功能富集分析 
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Figure 4. Expression of key differentially expressed genes in glioblastoma 
图 4. 关键差异表达基因在胶质母细胞瘤的表达量 

3.5. 关键基因的生存曲线的获得 

将这 11 个关键基因通过 GEPIA2 网站绘制各关键基因的在胶质瘤中的生存曲线，最终发现 KDELR2、 
CDKN3 和 RELN 这 3 个基因有统计学意义(Logrank P-Value < 0.05)，与胶质瘤的预后相关。胶质瘤 OS
和 RFS 与 KDELR2 及 CDKN3 基因呈负相关，与 RELN 基因呈正相关。见图 5。从图中我们可以发现 
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Figure 5. Survival analysis of key differentially expressed genes 
图 5. 关键差异表达基因的生存分析 

 
KDELR2、CDKN3和RELN这三个基因的总生存率生存曲线Logrank P值分别为<0.001，<0.001以及 1.7e−10；

KDELR2、CDKN3 和 RELN 这三个基因的无病生存率生存曲线 Logrank P 值分别为<0.001，<0.001 以及

0.00031。 

3.6. KDELR2、CDKN3、RELN 基因在正常组织和胶质瘤组织中的表达 

我们将预后相关基因 KDELR2、CDKN3、RELN 基因导入 Oncomine 网站进一步探索他们在胶质瘤及

正常脑组织中的表达，最终发现 KDELR2 及 CDKN3 在正常组织中低表达，在胶质瘤组织表达与级别成

正相关；RELN 在在正常组织中高表达，在胶质瘤组织表达与级别成负相关。所用到的数据库为 Sun Brain
数据库。见图 6。 

 

 
Figure 6. Expression of KDELR2, CDKN3 and RELN genes in normal and glioma tissues 
图 6. KDELR2、CDKN3、RELN 基因在正常组织和胶质瘤组织中的表达  

4. 讨论 

胶质瘤仍然是困扰人类的一种极度恶性肿瘤之一。由于胶质母细胞瘤的高度侵袭性，胶质母细胞瘤

的复发率近乎 100% [17]。对于 IV 级胶质瘤(胶质母细胞瘤)患者，平均生存期小于 15 个月[18]。一些患

者对化疗和放疗并不敏感，很多会很快复发[19]。目前对于胶质母细胞瘤仍然没有一种理想的特效化疗药，

绝大多数胶质母细胞瘤瘤对化疗药不敏感。作为胶质母细胞瘤最经典的化疗药，替莫唑胺的耐药使得胶
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质母细胞瘤的治疗大打折扣[20]。胶质母细胞瘤不像肝癌，有敏感度和特异度都比较高的分子标志物——

AFP(甲胎蛋白) [21]。所以相对于肝癌，胶质母细胞瘤瘤的发现仍然主要依靠影像学，但头部影像学筛查

并不是很普及。所以研究出一种灵敏度和特异度都比较高的分子标记物显得至关重要。 
通过本研究可以发现 KDELR2 及 CDKN3 在正常脑组织中低表达，在胶质瘤级别越高组织中越高表

达。我们获得的 11 个关键基因仅 KDELR2、CDKN3 和 RELN 与患者的预后有关。下一步我们可以进行

一些关于这些基因的实验研究，比如：集落形成实验、划痕实验、流式细胞仪分析、实时荧光定量 PCR、
免疫共沉淀试验、染色质免疫沉淀试验等，以观察这些基因在胶质母细胞瘤细胞生长、上皮–间充质转

化、胶质瘤干细胞的迁移、侵袭和生成等方面的作用。 
CDKN3 是 CDK 家族的重要组成，CDKN3 编码的蛋白属于蛋白磷酸酶家族抑制因子。它的功能是在

Thr160 处使 CDK2 激酶去磷酸化，从而阻止 CDK2 的激活[22] [23]。一些研究发现，CDKN3 在多种肿瘤

当中扮演着重要作用，比如食管癌、宫颈癌、鼻咽癌等[24] [25] [26]。在胶质母细胞瘤细胞中，CDKN3
可通过磷酸酶依赖性抑制 CDC2 抑制细胞增殖和迁移[27]。本研究发现在胶质瘤中 CDKN3 扮演着重要角

色，级别越高的胶质瘤，其表达量越高。KDELRs 的主要功能是作为载体来取回多个伴随蛋白如 GRP78
从高尔基体到内质网。KDELRs 和 GRP78 在内质网应激时均是上调的。GRP78 是肿瘤发生的一个关键调

控因子。KDELR2 过度表达降低了 GRP78 在细胞表面的表达，但对 GRP78 的总体表达影响不大[28]。对

胶质瘤多基因表达谱的一个分析显示：KDELR2 在胶质母细胞瘤和低级别胶质瘤中均是核心基因，

KDELR2 的表达可以将病人分为不同生存风险，KDELR2 的高表达往往预示病人的生存期比较短，而

KDELR2 的低表达则预示着病人的生存期比较长[29]。KDELR2 基因的研究相对来说较少，为我们研究胶

质母细胞瘤提供了一个新方向。RELN 属于富含半胱氨酸的分泌蛋白家族。关于他的研究很少，但一些研

究已经发现它与一些肿瘤有关，如：结肠癌[30]。 
总之，本研究发现 KDELR2 及 CDKN3 在胶质母细胞瘤的发生发展中扮演着重要的作用，其靶基因

涉及胶质母细胞瘤的众多通路，为胶质母细胞瘤的诊断及靶向治疗等提供了方向。而 RELN 基因可能是

一个抑癌基因。 

5. 结论 

本研究利用生物信息学方法，通过各种工具、网站，筛选出了关键预后相关基因：KDELR2，CDKN3，
RELN。KDELR2 基因及 CDKN3 基因可能是脑胶质母细胞瘤的发生及进展的癌基因，而 RELN 基因可能

是一个抑癌基因。 
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