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ＤＣＸ 过表达胶质瘤细胞中差异基因的生物信息学分析
周玲欣１，Ｉｑｒａ Ｎａｄｅｅｍ２，秦玉侠１，熊　 晔１

（徐州医科大学１ 生命科学学院、２ 基础医学院，徐州　 ２２１００４）

摘要　 目的　 探究双皮质素（ＤＣＸ）在胶质瘤中的作用机制，筛选 ＤＣＸ 过表达相关差异基因，为胶质瘤靶向治疗提供新靶点。
方法　 以大鼠胶质瘤细胞 Ｃ６ 为靶细胞，构建 ＬＶ⁃ＤＣＸ⁃ＥＧＦＰ、ＬＶ⁃Ｃａｓ９⁃Ｐｕｒｏ 和 ＬＶ⁃Ｃｔｒｌ⁃ＥＧＦＰ 慢病毒，经 Ｃａｓ９ 双载体系统转

染、筛选建立 ＤＣＸ 过表达及对照 Ｃ６ 细胞系。 利用转录组测序获取差异基因表达谱，通过 ｉＤＥＰ、ＤＥＳｅｑ２ 筛选差异基因

（ ｜ Ｌｏｇ２（ＦＣ） ｜ ＞ ２，Ｐ ＜ ０. ０５）；运用 ＳＴＲＩＮＧ、Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建蛋白互作网络并筛选关键基因；借助 ＤＡＶＩＤ 进行基因本体（ＧＯ）功
能富集分析；利用 ＢＵＳＣＡ 及 ＵｎｉＰｒｏｔ 分析关键基因亚细胞定位；绘制 ＲＯＣ 曲线验证关键基因诊断价值；通过 Ｅｎｒｉｃｈｒ 预测转录

因子及 ｍｉＲＮＡ 调控网络；采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证关键基因表达。 结果　 筛选得到 ４５ 个上调、４７ 个下调差异基因，明确 ＰＯＵ２Ｆ３
等 ６ 个上调及 ＵＢＢ 等 ５ 个下调关键基因。 ＧＯ 功能富集显示，上调基因参与脂质生物合成的正调节等过程，下调基因涉及碱

性磷酸酶活性调节等功能。 关键基因主要分布在细胞核和胞质中。 除 ＲＰＳ１７ 外 ＡＵＣ 值均 ＞ ０. ７，具有良好的诊断价值。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 验证部分上调基因 ＰＯＵ２Ｆ３、ＬＰＡＲ６、ＳＲＥＢＦ１ ｍＲＮＡ 表达显著升高（Ｐ ＜ ０. ００１），部分下调基因 ＵＢＢ、ＡＣＴＢ、ＵＢＥ２Ｉ ｍＲＮＡ
表达也显著升高（Ｐ ＜ ０. ００１），这种差异可能与转录及转录后调控相关。 结论　 成功筛选胶质瘤中 ＤＣＸ 过表达相关差异基

因及其调控网络，为揭示 ＤＣＸ 在胶质瘤发展中的作用机制提供理论依据，为潜在治疗策略开发奠定基础。
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　 　 胶质瘤是最具侵袭性的原发性脑肿瘤之一，具
有侵袭性强、易复发、预后差的特点，中位生存期仅

１４ ～ １５ 个月［１］。 然而，即便在如此短暂的生存期

内，病情进展仍具有高度不可预测性。 因此，研究与

胶质瘤发生、发展相关的基因十分重要。 肿瘤细胞

增殖是驱动肿瘤恶性进展的核心过程，靶向调控有

丝分裂纺锤体形成的基因，可能是寻找新的治疗方

法有效途径。
　 　 双皮质素（ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ， ＤＣＸ）参与多种肿瘤的

发生发展，并与患者不良预后显著相关。 ＤＣＸ 通过

调控有丝分裂纺锤体形成、结合迁移细胞内的微管

促进细胞迁移，间接推动肿瘤发生。 其在神经母细

胞中高表达，对细胞增殖、迁移及分化等生物学行为

具有关键调控作用［２］，同样 ＤＣＸ 也在胶质瘤组织中

表达［３］，基于其在神经细胞迁移和分化中的功能特

性，可能作为胶质瘤治疗的潜在分子靶点。 然而，
ＤＣＸ 在胶质瘤中的具体作用机制尚未完全阐明。

该研究通过生物信息学分析，筛选胶质瘤细胞中与

ＤＣＸ 过表达密切关联的差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ），并进一步了解其功能及调

控网络。

１　 材料与方法

１． １　 主要实验材料　 大鼠胶质瘤细胞 Ｃ６（中国科

学院细胞库），采用含有 １０％ 胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）（货号：１１０１１⁃８６１１，杭州天杭生物科技

股份有限公司）和 １％ 青 － 链霉素的 Ｆ１２ 高糖培养

基（货号：ＫＧＬ１３０４⁃５００，江苏凯基生物技术有限公

司）培养，培养条件为 ３７ ℃，５％ ＣＯ２。 ＬＶ⁃ＤＣＸ⁃ＥＧ⁃
ＦＰ、ＬＶ⁃Ｃａｓ９⁃Ｐｕｒｏ 和 ＬＶ⁃Ｃｔｒｌ⁃ＥＧＦＰ 慢病毒（上海吉

凯基因医学科技股份有限公司），分别用于过表达

ＤＣＸ、ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑及阴性对照。 ＲＮＡ 提

取试剂盒、ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（ ＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐ⁃
ｅｒ） 和 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （货号：
Ｒ７１１⁃０１、Ｒ２２３⁃０１、Ｑ１１２⁃０２，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司）。
１． ２　 慢病毒构建 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＤＣＸ 基因的

ｍＲＮＡ 序列，设计大鼠源 ＤＣＸ 的 ｓｇＲＮＡ 序列，上游

引物 ５′⁃ＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴＣＧＴ⁃３′，下游引物

５′⁃ＴＴＴＧＴＴＡＧＡＣＧＡＡＧＣＴＴＧＧＧＣＴＧＣＡ⁃３′。 将 退 火
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的 ｓｇＲＮＡ 双链寡核苷酸与 ＢｓｍＢ１ 酶切的 Ｌｅｎｔｉ⁃
ｓｇＲＮＡ⁃ＥＧＦＰ 载体质粒连接，构建 Ｌｅｎｔｉ⁃ＤＣＸ⁃ＥＧＦＰ
重组质粒。 Ｌｅｎｔｉ⁃ＤＣＸ⁃ＥＧＦＰ 质粒、 Ｌｅｎｔｉ⁃Ｃｔｒｌ⁃ＥＧＦＰ
质粒、Ｌｅｎｔｉ⁃Ｃａｓ９⁃ｐｕｒｏ 质粒分别和辅助质粒（Ｈｅｌｐ⁃
ｅｒ１. ０ 和 Ｈｅｌｐｅｒ２. ０）共转染 ２９３Ｔ 细胞获得 ＬＶ⁃ＤＣＸ⁃
ＥＧＦＰ、ＬＶ⁃Ｃａｓ９⁃Ｐｕｒｏ 和 ＬＶ⁃Ｃｔｒｌ⁃ＥＧＦＰ 慢病毒。
１． ３ 　 过表达 ＤＣＸ 胶质瘤细胞系构建 　 取对数生

长期 Ｃ６ 细胞接种于 ６ 孔板中，待细胞密度为 ３０％
～５０％ ，用上述获得的 ＬＶ⁃Ｃａｓ９⁃Ｐｕｒｏ 慢病毒转染细

胞，１２ ｈ 后更换成含 １０％ ＦＢＳ 的 Ｆ１２ 高糖培养基，
７２ ｈ 后使用嘌呤霉素（１. ５ μｇ ／ ｍＬ）筛选 １ 周，获得

Ｃ６⁃Ｃａｓ９ 细胞。 将 Ｃ６⁃Ｃａｓ９ 细胞接种于 ６ 孔板中，待
细胞密度为 ３０％ ～ ４０％ 时，使用 ＬＶ⁃ＤＣＸ⁃ＥＧＦＰ、
ＬＶ⁃Ｃｔｒｌ⁃ＥＧＦＰ 慢病毒分别转染 Ｃ６⁃Ｃａｓ９ 细胞株，６ ｈ
后更换成含 １０％ ＦＢＳ 的 Ｆ１２ 高糖培养基，７２ ｈ 后在

荧光显微镜下观察荧光表达并进行流式细胞荧光分

选获得多克隆细胞群。
１． ４ 　 ＤＥＧｓ 分析 　 使用在线工具 ｉＤＥＰ（ ｖ９. ６）的

ＥｄｇｅＲ：Ｌｏｇ２（ＣＰＭ ＋ ｃ）函数对数据进行处理和转换。
通过 ＤＥＳｅｑ２ 进行差异分析。 比较过表达 ＤＣＸ 组

及对照组的表达谱，确定 ＤＥＧｓ。 设置 ｜ Ｌｏｇ２ （ＦＣ） ｜
＞ ２、Ｐ ＜ ０. ０５ 为筛选差异的阈值。
１． ５ 　 蛋白互作网络构建及关键基因筛选 　 使用

ＳＴＲＩＮＧ 数据库（ ｖ１１. ５），获取蛋白互作信息，采用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件进行拓扑网络可视化分析。 利用 Ｃｙ⁃
ｔｏｓｃａｐｅ 中的 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 插件，根据 Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｓｔｒｅｓｓ、
Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ、Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 四种拓扑分析方法筛选关键

基因。
１． ６　 ＤＥＧｓ 的功能富集分析　 通过 ＤＡＶＩＤ 在线网

站对 ＤＥＧｓ 进行基因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）富集

分析，以确定差异基因主要影响的生物过程（ｂｉｏｌｏｇ⁃

ｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、 细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）。
１． ７　 关键蛋白亚细胞定位及关键基因的验证　 利

用 ＢＵＳＣＡ 及 ＵｎｉＰｒｏｔ 在线工具分析关键基因的亚细

胞定位。 绘制受试者工作特征 （ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ， ＲＯＣ）曲线，分析关键基因的诊断价

值，计算 ＲＯＣ 曲线的曲线下面积 （ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｃｕｒｖｅ， ＡＵＣ ），ＡＵＣ ＞０. ７ 认为有较好的准确性。
１． ８ 　 预测与 ＤＥＧｓ 相互作用的调节分子 　 使用

Ｅｎｒｉｃｈｒ 在线工具预测 ＤＥＧｓ 的潜在转录因子及

ｍｉＲＮＡ 调控网络。
１． ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证 　 使用 ＲＮＡ⁃ｅａｓｙ 分离试剂从

细胞中提取总 ＲＮＡ，经 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
（ ＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）将总 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 使用

ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０ＩＩ 系统中进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
２ － ΔΔＣＴ法对 ｍＲＮＡ 的定量结果进行归一化处理。 进

行 ３ 次重复，对所得数据进行统计学分析。 引物序

列见表 １。
１． １０　 统计学处理　 所有实验至少重复 ３ 次，使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件进行数据处理及分析，数据

以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间均数比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＤＥＧｓ 的筛选 　 利用转录组测序分析过表达

ＤＣＸ 组与对照组细胞基因表达谱，ＤＥＧｓ 生成热图，
共包含 ４５ 个上调基因（红色），４７ 个下调基因（蓝
色），黑色为表达不显著的基因。 上调基因和下调

基因 分 别 生 成 蛋 白 质 － 蛋 白 质 互 作 网 络， 通

过 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 相互作用评分确定６个上调关键基因

表 １　 引物序列（５′⁃３′）
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃３′）

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＰＯＵ２Ｆ３ ＡＴＧＡＣＧＡＡＣＣＣＡＣＴＧＡＣＣＴ ＣＣＡＴＣＧＣＣＡＡＴＣＣＣＡＣＡＴＣ
ＳＭＡＤ５ ＣＴＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＣ ＡＣＣＴＣＣＣＣＡＣＣＡＡＣＧＴＡＧＴＡ
ＬＰＡＲ６ ＣＴＣＣＣＡＣＴＧＣＣＣＴＴＡＴＧＡＣＧ ＡＴＣＡＧＣＣＣＡＡＧＣＡＣＡＡＡＣＡＣ
ＳＲＥＢＦ１ ＣＧＴＴＴＣＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＧＧＧＡ ＡＣＡＧＴＴＣＡＡＴＧＣＴＣＧＣＴＣＣＡ
ＯＬＩＧ１ ＧＴＴＡＣＡＧＧＣＡＧＣＣＡＣＣＣＡＴＣ ＣＧＣＡＧＧＴＴＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＧ
ＵＢＢ ＡＧＧＧＡＧＣＴＴＡＡＣＧＧＡＣＧＣＴＴ ＴＧＣＡＴＴＴＴＧＡＣＣＴＣＴＴＴＴＣＴＧＣＣ
ＡＣＴＢ ＡＣＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧ ＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧ
ＲＰＳ１７ ＡＡＧＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＣＧＧ ＣＧＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＡＧＴ
ＵＢＥ２Ｉ ＣＡＡＣＡＡＡＧＡＡＣＣＣＴＧＡＴＧＧＣ ＴＴＴＴＧＧＴＧＧＴＧＡＧＧＡＣＧＧＡＴ
ＰＳＭＣ２ ＣＡＣＣＡＧＧＣＡＣＡＧＧＣＡＡＧＡＣ ＡＡＧＣＴＣＡＧＡＣＣＣＧＡＴＡＡＣＴＣＧ
ＧＡＰＤＨ ＴＴＣＣＡＧＴＡＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＣＡＣ ＴＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧ
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ＰＯＵ２Ｆ３、ＳＭＡＤ５、ＬＰＡＲ６、ＳＲＥＢＦ１、ＯＬＩＧ１ 和 ＡＭＰＤ３
和 ５ 个下调关键基因 ＵＢＢ、ＡＣＴＢ、ＲＰＳ１７、ＵＢＥ２Ｉ 和
ＰＳＭＣ２。 见图 １。
２． ２　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能富集分析　 使用 ＤＡＶＩＤ 进

行 ＤＥＧｓ 的功能富集分析。 结果显示上调基因主要

参与胰岛素分泌的负调控、脂质生物合成过程的正

调控、ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的转录调控。 下调的基

因主要参与碱性磷酸酶活性、细胞对电刺激的反应、
肌动蛋白丝组织、突触后密度、谷氨酸能突触、神经

元投射、蛋白结合、蛋白磷酸酶结合和 ＳＵＭＯ 转移

酶活性的正向调节。 见图 ２。
２． ３　 ＤＥＧｓ编码蛋白的亚细胞定位及关键基因的

图 １　 ＤＣＸ 过表达胶质瘤细胞中的差异表达基因与关键基因

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｈｕｂ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＤＣＸ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ａ ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｂ： ＰＣＡ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ＤＣＸ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ； Ｃ： Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ＤＣＸ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｄ：Ａ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｓｈｏｗｉｎｇ ＤＥＧｓ； Ｅ： Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ；Ｆ： Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ．
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验证　 ＢＵＳＣＡ 及 ＵｎｉＰｒｏｔ 在线工具分析 ＤＥＧｓ 编码

的蛋白的亚细胞定位结果表明，大多数关键蛋白定

位于细胞质和细胞核，见表 ２。 ＲＯＣ 曲线验证表明，
除了 ＲＰＳＩ７（ＡＵＣ ＝ ０. ６６７）外，关键基因对关键蛋白

（ＡＵＣ ＞ ０. ７） 均具有较高的敏感性和特异性，见
图 ３。
２． ４　 胶质瘤中 ＤＣＸ 过表达相关调节转录因子和

ｍｉＲＮＡ　 转录因子（ＨＮＦ４Ａ、ＥＰ３００、ＫＡＴ２Ａ、ＭＸＩ１
和 ＹＡＰ１），ｍｉＲＮＡ（ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４７４⁃３ｐ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２９６、
ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２６５、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４３２２ 和 ｍｍｕ⁃ｍｉＲ⁃３４５⁃５ｐ）与
上调的 ＤＥＧｓ 相关。 此外，转录因子（ＥＳＲ１、ＮＲＦ２、
ＮＲ３Ｃ１、ＭＹＣ 和 ＩＲＦ８）以及 ｍｉＲＮＡ（ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃９２ａ⁃１⁃
５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６７５５⁃３ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４９１⁃
５ｐ 和 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ）与下调的 ＤＥＧｓ 相关。 见表 ３。

表 ２　 关键蛋白的亚细胞定位

Ｔａｂ． ２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｔｅｒｍ ＩＤ Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
　 ＧＯ：０００５６３４ ＰＯＵ２Ｆ３ Ｎｕｃｌｅｕｓ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＳＭＡＤ５ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
　 ＧＯ：０００５８８６ ＬＰＡＲ６ Ｍｅｍｂｒａｎｅ
　 ＧＯ：００１２５０５ ＳＲＥＢＦ１ Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ
　 ＧＯ：０００５６３４ ＯＬＩＧ１ Ｎｕｃｌｅｕｓ
　 ＧＯ：０００５６３４ ＡＭＰＤ３ Ｎｕｃｌｅｕｓ
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＵＢＢ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＡＣＴＢ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＲＰＳ１７ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＵＢＥ２Ｉ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
　 ＧＯ：０００５７３７ ＰＳＭＣ２ Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

图 ２　 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ． ２　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
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图 ３　 关键基因的 ＲＯＣ 曲线分析

Ｆｉｇ． ３　 ＲＯＣ Ｃｕｒｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ

２． ５ 　 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 确认上调基因表达 　 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果显示，对照组数据以其自身均值为参照

进行归一化处理。 与对照组相比，过表达 ＤＣＸ 组细

胞中 ＰＯＵ２Ｆ３ （ ｔ ＝ １３. ７７０）、 ＬＰＡＲ６ （ ｔ ＝ １３. ６１０）、
ＳＲＥＢＦ１（ ｔ ＝ １３. ５５０）、ＵＢＢ（ ｔ ＝ １８. ６９０）、ＡＣＴＢ（ ｔ ＝
５. ５３９）、ＵＢＥ２Ｉ（ ｔ ＝ ９. ８０５）、ＰＳＭＣ２（ ｔ ＝ ７. ４６８）的相
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表 ３　 ＤＣＸ 相关的生物调控分子

Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＣＸ

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｐ ｖａｌｕｅ Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
　 　 ＨＮＦ４Ａ Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ４⁃ａｌｐｈａ ０． ０１ ＳＲＥＢＦ１； ＭＥＤ７
　 　 ＥＰ３００ Ｈｉｓｔｏｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｐ３００ ０． ０２ ＳＲＥＢＦ１； ＸＰＡ； ＳＥＰＰ１； ＳＭＡＤ５
　 　 ＫＡＴ２Ａ Ｈｉｓｔｏｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＫＡＴ２Ａ ０． ０２ ＳＲＥＢＦ１； ＳＭＡＤ５
　 　 ＭＸＩ１ Ｍａｘ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ０． ０３ ＳＭＡＤ５
　 　 ＹＡＰ１ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ ＹＡＰ１ ０． ０３ ＳＭＡＤ５； ＭＥＤ７
　 ｍｉＲＮＡ
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４７４⁃３ｐ ｍｉＲ⁃４４７４⁃３ｐ ０． ０１ ＳＲＥＢＦ１； ＭＥＤ７
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２９６ ｍｉＲ⁃４２９６ ０． ０１ ＡＭＰＤ３； ＳＭＡＤ５
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２６５ ｍｉＲ⁃４２６５ ０． ０１ ＡＭＰＤ３； ＳＭＡＤ５
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４３２２ ｍｉＲ⁃４３２２ ０． ０１ ＡＭＰＤ３； ＳＭＡＤ５
　 　 ｍｍｕ⁃ｍｉＲ⁃３４５⁃５ｐ ｍｉＲ⁃３４５⁃５ｐ ０． ０２ ＣＯＸ１０
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

　 　 ＥＳＲ１ Ｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＳＲ１ ６ｅ⁃１１
ＵＢＥ２Ｉ； ＭＶＰ； ＲＰＬ１２； ＡＣＴＢ； ＲＰＳ１７； ＴＲＩＭ２８； ＵＢＢ； ＣＦＬ１；

ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１； ＲＡＣ３； ＳＥＣ６１Ｂ； ＰＴＭＡ； ＡＴＰ９Ａ； ＡＲＳＢ；
ＰＰＡＲＧＣ１Ｂ； ＲＰＳ２３

　 　 ＮＲＦ２ Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ １ｅ⁃０５ ＰＳＭＢ５； ＴＲＩＭ２８； ＵＢＥ２Ｅ３； ＰＴＭＡ
　 　 ＮＲ３Ｃ１ Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ｅ⁃０４ ＣＯＰＳ６； ＵＢＥ２Ｉ； ＴＲＩＭ２８； ＵＢＢ； ＭＶＰ
　 　 ＭＹＣ Ｍｙｃ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ｅ⁃０３ ＰＳＭＢ５； ＵＢＥ２Ｉ； ＴＲＩＭ２８； ＵＢＢ； ＣＦＬ１； ＰＳＭＣ２； ＡＣＴＢ； ＡＲＳＢ
　 　 ＩＲＦ８ ＩＲＦ８ ３ｅ⁃０３ ＣＯＰＳ６； ＵＢＥ２Ｉ
　 ｍｉＲＮＡ
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃９２ａ⁃１⁃５ｐ ｍｉＲ⁃９２ａ⁃１⁃５ｐ ６． １６ｅ⁃０５ ＵＢＢ； ＬＺＩＣ； ＰＴＭＡ； ＴＪＡＰ１
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６７５５⁃３ｐ ｍｉＲ⁃６７５５⁃３ｐ ６． ３２ｅ⁃０５ ＳＬＣ２２Ａ４； ＲＰＳ１７； ＰＴＭＡ
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ ６． ４３ｅ⁃０４ ＵＢＥ２Ｉ； ＣＦＬ１； ＮＳＭＦ； ＳＥＣ６１Ｂ； ＡＣＴＢ
　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４９１⁃５ｐ ｍｉＲ⁃４９１⁃５ｐ ７． ０６ｅ⁃０４ ＴＲＩＭ２８； ＣＦＬ１； ＳＬＣ１０Ａ３； ＳＢＦ１

　 　 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ ７． ７２ｅ⁃０４
ＲＰＳ１７； ＰＳＭＢ５； ＲＰＬ１２； ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１； ＰＳＭＣ２； ＩＴＰＲ１；

ＳＢＦ１； ＫＣＮＮ４； ＡＧＲＮ； ＡＣＴＢ； ＶＴＩ１Ｂ

对表达水平显著升高（均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ４。

图 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析关键基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 胶质瘤作为中枢神经系统最具侵袭性的原发性

肿瘤，尽管当前采取手术切除联合放化疗的综合治

疗方案取得了一定进展，但患者术后仍面临高达

９０％的复发风险，中位生存期普遍不足 １６ 个月。 其

高复发率与肿瘤细胞异常增殖、转移及信号通路失

调密切相关。 深入探索胶质瘤发生发展的分子机制

为其靶向治疗提供理论和实验基础显得尤为重要。
　 　 在前期工作中通过 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ 数据库及临床样

本已证实 ＤＣＸ 在多种胶质瘤亚型中存在高表达现

象并通过 ＲａｎＧＴＰ 酶信号传导入核，但其具体作用

机制尚不清楚［４］，本研究通过筛选 ＤＣＸ 过表达相

关的差异基因，结合 ＧＯ 功能富集分析及亚细胞定

位等生物信息学手段，揭示 ＤＣＸ 在胶质瘤中潜在的

调控机制。
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　 　 本研究通过转录组测序分析，比较过表达 ＤＣＸ
组和对照细胞中的基因差异表达情况，共有 ４５ 个基

因上调， ４７ 个基因下调。 在上调关键基因中，
ＳＲＥＢＦ１ 编码的 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白，是甾醇调节元件结合

蛋白家族成员，在维持肿瘤细胞的胆固醇稳态中起

关键作用，控制脂肪合成、摄取、储存和释放的平

衡［５］。 胆固醇是维持细胞膜结构和功能的重要成
分，多项研究［６ － ７］ 已证实可通过阻断 ＳＲＥＢＰ１ 的表

达抑制胶质瘤的恶性进展。 ＤＣＸ 入核后可能通过

增强 ＳＲＥＢＦ１ 介导的脂质合成通路，满足胶质瘤细

胞异常代谢需求，调控肿瘤的恶性进程。
　 　 在下调关键基因中，有研究［８］ 证实，ＵＢＢ 在胶

质瘤组织中下调，这与本研究中测序结果一致。 与

其他报道［９ － １１］ 相反，测序结果显示过表达 ＤＣＸ 后

ＡＣＴＢ、ＵＢＥ２Ｉ 和 ＰＳＭＣ２ 的表达下调。 但在 ｍＲＮＡ
水平验证结果表明 ＵＢＢ、ＡＣＴＢ、ＵＢＥ２Ｉ 和 ＰＳＭＣ２ 均

表达上调，这可能与 ＤＣＸ 入核后发挥的作用有关，
使其在转录或转录后水平上受到调控。
　 　 为此后续继续探究 ＤＥＧｓ 与转录因子的相互作

用。 多 项 研 究 证 实 上 调 ＤＥＧｓ 相 关 转 录 因 子

（ＨＮＦ４Ａ、ＥＰ３００、ＭＸＩ１ 和 ＹＡＰ１） ［１２ － １４］，及与下调

ＤＥＧｓ 相关的转录因子 （ ＮＲＦ２、 ＮＲ３Ｃ１、 ＭＹＣ 和

ＩＲＦ８） ［１５ － １６］参与胶质瘤的发生，然而目前关于转录

因子 ＫＡＴ２Ａ 及 ＥＳＲ１ 的研究较少。 ＫＡＴ２Ａ 作为组

蛋白乙酰转移酶，参与染色质重塑和转录激活，是
ＳＴＡＧＡ 等复合物的核心组分。 ＥＰ３００ 是另一乙酰

转移酶，通常与 ＣＢＰ 形成 ＣＢＰ ／ ｐ３００ 复合物。 上调

关键基因 ＳＲＥＢＦ１ 和 ＳＭＡＤ５ 与这两种乙酰转移酶

存在潜在相关性，提示 ＫＡＴ２Ａ 在胶质瘤中可能与

ＥＰ３００ 协同发挥作用，共同参与乙酰化修饰和转录

共激活，
　 　 ｍｉＲＮＡ 是一类非编码微小 ＲＮＡ，参与转录后基

因表达调控。 它们是各种细胞活动的有效调节剂，
包括细胞生长、分化、发育和细胞凋亡，并与许多疾

病有关。 目前，ｍｉＲＮＡ 介导的临床试验已显示出治

疗癌症和病毒感染的良好结果。 但关于 ｍｉＲＮＡ
（ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４７４⁃３ｐ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２９６、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４２６５、ｈｓａ⁃
ｍｉＲ⁃４３２２、 ｈｓ⁃ｍｉＲ⁃９２ａ⁃１⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃６７５５⁃３ｐ、 ｈｓ⁃
ｍｉＲ⁃３２４⁃５ｐ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４９１⁃５ｐ 和 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ）参与

神经胶质瘤发病机制的研究很少。 研究它们的表达

谱、特定作用和机制将是阐明胶质瘤发病机制的新

方法，并可能在胶质瘤治疗中提出新的治疗靶点。
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