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  摘 要:目的 探讨膜联蛋白A2(ANXA2)在胶质瘤中的表达和预后,并对相关基因进行京都基因与基因

组百科全书(KEGG)分析,为探索胶质瘤的肿瘤标志物提供依据。方法 通过UALCAN、GEPIA和ONCOM-
INE在线软件分析ANXA2在胶质瘤与癌旁组织的表达;使用UALCAN软件分析与ANXA2差异表达有相关

性的基 因;使 用 DAVID
 

6.8软 件 对 ANXA2相 关 基 因 开 展 KEGG 分 析;使 用 Human
 

protein
 

atlas分 析

ANXA2相关基因的生存期;使用STRING软件进行ANXA2基因蛋白互作(PPI)分析。结果 ANXA2在胶

质瘤中表达上调。生存期分析结果显示,ANXA2在胶质瘤中高表达后生存期缩短。KEGG分析结合生存期分

析结果显示,胶质瘤中高表达的15个基因的无病生存期缩短,12个基因的总生存期缩短。PPI结合这些基因

的预后分析结果显示,TNFRSF1A、TGFB1、ITGB5是参与ANXA2调控表型的关键基因。结论 ANXA2是

胶质瘤中潜在的癌基因,并通过肿瘤相关信号通路调控TNFRSF1A、TGFB1、ITGB5参与胶质瘤的发生、发展

及预后。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

prognosis
 

of
 

annexin
 

A2
 

(ANXA2)
 

in
 

gliomas,and
 

to
 

analyze
 

the
 

related
 

genes
 

by
 

the
 

Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes
 

(KEGG),so
 

as
 

to
 

provide
 

the
 

ba-
sis

 

for
 

exploring
 

tumor
 

markers
 

of
 

glioma.Methods The
 

expression
 

of
 

ANXA2
 

in
 

gliomas
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

were
 

analyzed
 

using
 

UALCAN,GEPIA
 

and
 

ONCOMINE
 

online
 

software;the
 

genes
 

related
 

to
 

the
 

dif-
ferential

 

expression
 

of
 

ANXA2
 

were
 

analyzed
 

by
 

using
 

the
 

software
 

of
 

UALCAN;the
 

KEGG
 

analysis
 

of
 

ANXA2
 

related
 

genes
 

was
 

performed
 

with
 

DAVID
 

6.8
 

software;the
 

survival
 

time
 

of
 

ANXA2
 

related
 

genes
 

was
 

analyzed
 

with
 

Human
 

protein
 

atlas;and
 

the
 

protein
 

interaction
 

(PPI)
 

of
 

ANXA2
 

was
 

analyzed
 

with
 

STRING
 

software.Results The
 

expression
 

of
 

ANXA2
 

was
 

up-regulated
 

in
 

gliomas.The
 

results
 

of
 

survival
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

the
 

survival
 

time
 

was
 

shortened
 

after
 

overexpression
 

of
 

ANXA2
 

in
 

gliomas.KEGG
 

analy-
sis

 

combined
 

with
 

suruive
 

time
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

disease-free
 

survival
 

time
 

of
 

15
 

genes
 

with
 

high
 

ex-
pression

 

was
 

shortened,and
 

the
 

overall
 

survival
 

time
 

of
 

12
 

genes
 

was
 

shortened.The
 

prognostic
 

analysis
 

of
 

PPI
 

combined
 

with
 

these
 

genes
 

showed
 

that
 

TNFRSF1A,TGFB1
 

and
 

ITGB5
 

were
 

the
 

key
 

genes
 

involved
 

in
 

ANXA2
 

regulation
 

phenotype.Conclusion ANXA2
 

is
 

a
 

potential
 

oncogene
 

in
 

gliomas,and
 

TNFRSF1A,TG-
FB1

 

and
 

ITGB5
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence,development
 

and
 

prognosis
 

of
 

gliomas.
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words:annexin
 

A2; glioma; Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
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survival; dis-
ease-free

 

surviva
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  膜联蛋白 A2(ANXA2)是一种钙依赖性磷脂结

合蛋白,在脊椎动物细胞中广泛表达。有研究表明,
ANXA2在人神经胶质瘤等多种肿瘤细胞中异常高表

达,且其表达与预后不良有关,是胶质瘤独立预后指

标[1-4]。据报道,沉默 ANXA2可抑制胶质瘤细胞株

U251和U87的增殖,相反,上调ANXA2的表达可以

促进U251细胞增殖[4]。沉默ANXA2可抑制信号传

导与转录激活因子3和细胞周期蛋白D1的表达,将
细胞周期阻滞在G1~S期[5]。研究表明,ANXA2参

与恶性胶质瘤的血管生成、侵袭和转移[6-7]。ANXA2
的泛素化和降解,S100钙结合蛋白A11(S100A11)与
ANXA2相互作用,参与调节核因子κB(NF-κB)信号

通路。此 外,NF-κB 在 转 录 水 平 上 正 向 调 节

S100A11,证明了S100A11在神经胶质瘤生长中的作

用。为进一步明确 ANXA2在神经胶质瘤中的表达

及参与胶质瘤恶性表型形成的机制,本研究拟借助于

生物信息学软件,分析ANXA2在神经胶质瘤中的表

达、预后及其相关信号通路的分子机制。
1 资料与方法

1.1 ANXA2基因在人胶质瘤及癌旁组织中的表达

分析 选择基于癌症基因组图谱数据库的生物信息

学分析软件开展 ANXA2在胶质瘤及癌旁组织的表

达分析,这些在线软件包括:UALCAN(http://ual-
can.path.uab.edu/analysis.html),ONCOMINE(ht-
tps://www.oncomine.org/resource/login.html)和
GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)。
1.2 ANXA2基因在人胶质瘤组织异常表达的生存

分析 利用在线分析网站 Human
 

protein
 

atlas(ht-
tps://www.proteinatlas.org/)对 ANXA2基因分别

在高表达和低表达胶质瘤患者中的临床样本进行无

病生存期和总生存期分析。
1.3 与ANXA2基因有相关性的基因信号通路富集

分析 使用UALCAN软件检索与ANXA2基因有相

关性的基因,其中表达上调的相关基因的相关系数

(r)在0.30~0.99,表达下调的相关基因的r 在

-0.61~-0.30,并分别将上调和下调的基因全部输

入DAVID
 

6.8软件(https://david.ncifcrf.gov/)进
行京都基因与基因组百科全书(KEGG)信号通路富

集分析。
1.4 与 ANXA2有相 关 性 的 肿 瘤 基 因 蛋 白 互 作

(PPI)网 络 分 析  选 择 在 线 STRING
 

(https://
string-db.org/)数据库,将34个与ANXA2有相关性

的肿瘤基因输入在线软件STRING进行PPI网络分

析。并观察节点,寻找节点最多的关键基因。
1.5 与肿瘤有相关性的通路基因的表达情况及生存

期分析 分析1.3中相关基因富集的信号通路,选择

与肿瘤有相关性的信号通路,以及关键基因,利用

GEPIA在线软件分析这些关键基因的表达对生存期

的影响。
1.6 统计学处理 富集分析结果的差异比较采用

Fisher检验;PPI网络分析采用 K-means聚类算法,
以n=3进行聚类分析;生存分析方法采用Log-rank
检验,检验水准α=0.05。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 ANXA2基因在人胶质瘤及癌旁组织中的表

达 检索3个生物信息学分析软件 UALCAN、GE-
PIA和 ONCOMINE的结果表明,与癌旁组织比较,
ANXA2基 因 在 人 胶 质 瘤 组 织 中 表 达 上 调(P <
0.05),见图1。

  注:A为UALCAN生物信息学分析软件基因相对表达水平;B为GEPIA生物信息学分析软件基因相对表达水平;C为 ONCOMINE生物信

息学分析软件作者SUN提供的mRNA相对表达水平;D为ONCOMINE生物信息学分析软件作者SHAI提供的mRNA相对表达水平。

图1  ANXA2基因在人胶质瘤及癌旁组织中的表达

2.2 ANXA2基因在人胶质瘤及癌旁组织中的生存

分析 采用Human
 

protein
 

atlas分析预后生存期显

示,与ANXA2基因低表达组比较,胶质瘤中ANXA2
基因高表达组生存期缩短,预后相对较差(P<0.05)。
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见图2。
2.3 与ANXA2基因有相关性的基因的信号通路富

集分析 通过UALCAN和DAVID
 

6.8软件分析发

现,与ANXA2基因有相关性的上调基因共有1
 

396
个,富集在35个信号通路中,其中与肿瘤有相关性的

有10个,分别是 Wnt信号通路、结直肠癌、cAMP信

号通路、AMPK信号通路、细胞周期、ErbB信号通路、
子宫内膜癌、慢性粒细胞白血病、癌症中的胆碱代谢、
mTOR信号通路;与ANXA2基因有相关性的下调基

因共有1
 

152个,富集在59个信号通路中,其中与肿

瘤有相关性的有11个,分别是细胞因子受体相互作

用、肿瘤坏死因子信号通路、局灶性粘连、细胞外受体

相互作用、癌症中的蛋白多糖、NF-κB信号通路、NOD
样受 体 信 号 通 路、细 胞 黏 附 分 子、细 胞 凋 亡、Jak-
STAT信号通路和 MAPK信号通路,以上分析以富

集倍数大于2的信号通路为筛选标准。见表1、2。

图2  ANXA2基因在人胶质瘤及癌旁组织中的

生存分析

2.4 PPI网络分析结果 筛选出与肿瘤有相关性的

信号通路,再将34个基因富集在与肿瘤有相关性的

信号通路中,进行PPI分析,并将其聚类在3个模块

中。分 析 其 节 点,发 现 TNFRSF1A、ICAM1、TG-

FB1、ITGB5、ITGB1是节点最多的基因,由此提示,
这5个基因在 ANXA2基因调控胶质瘤的生物表型

中发挥重要作用。
2.5 与肿瘤有相关性的通路基因的表达情况及生存

期分析 相关基因表达分析显示,与ANXA2表达有

相关性的34个基因均为肿瘤组织中高表达的癌基因

(P<0.05)。总生存期分析显示,THBS1、RRAS、
OSMR、IL13RA1、COL6A1、PLAUR、SOCS3、IT-
GB5、TNFRSF1A、ITGA5、IQGAP1、HSPB1共12个

基因的表达与总生存期相关(P<0.05)。无病生存期

分析 显 示,TNFRSF12A、TGFB1、OSMR、LIF、IT-
GA5、ITGB5、TNC、THBS1、CACNA2D4、IL13RA1、
COL6A1、CD276、ITGA3、CCL2、SOCS3共15个基

因的表达与无病生存期相关(P<0.05)。其中,TH-
BS1、OSMR、ITGA5、ITGB5、SOCS3、COL6A1、
IL13RA1共7个基因的总生存期和无病生存期分析

结果均显示,其基因的异常表达与预后关系密切。综

合相关基因表达预后分析和PPI分析,除ICAM1和

ITGB1外,TNFRSF1A、TGFB1和ITGB5均为与预

后有相关性的基因。见表3。
表1  与ANXA2基因有相关性的上调基因富集的

   肿瘤相关信号通路

信号通路 P
富集

倍数
错误发现率

Fisher
精确值

Wnt信号通路 5.00×10-4 2.6 6.50×10-1 1.70×10-4

结直肠癌 3.50×10-3 3.2 4.40×101 9.40×10-4

cAMP信号通路 4.80×10-3 2.0 6.00×101 2.20×10-3

AMPK信号通路 8.40×10-3 2.3 1.00×101 3.40×10-3

细胞周期 9.00×10-3 2.2 1.10×101 3.60×10-3

ErbB信号通路 1.10×10-2 2.5 1.40×101 4.00×10-3

子宫内膜癌 1.40×10-2 3.1 1.70×101 4.10×10-3

慢性粒细胞白血病 2.70×10-2 2.5 3.00×101 9.60×10-3

癌症中的胆碱代谢 2.90×10-2 2.2 3.20×101 1.20×10-2

mTOR信号通路 6.90×10-2 2.4 6.10×101 2.50×10-2

表2  与ANXA2基因有相关性的下调基因富集的肿瘤相关信号通路

信号通路 P 富集倍数 错误发现率 Fisher精确值

细胞因子受体相互作用 4.4×10-14 3.3 5.70×10-11 1.10×10-14

肿瘤坏死因子信号通路 2.8×10-12 4.3 3.70×10-9 5.00×10-13

局灶性粘连 1.6×10-9 2.9 2.10×10-6 4.90×10-10

细胞外受体相互作用 1.1×10-8 4.0 1.50×10-5 2.20×10-9

癌症中的蛋白多糖 3.0×10-7 2.6 3.90×10-4 1.00×10-7

NF-κB信号通路 1.0×10-5 3.2 1.30×10-2 2.60×10-6

NOD样受体信号通路 2.8×10-5 4.0 3.60×10-2 5.50×10-6

细胞黏附分子 7.9×10-4 2.2 1.00 3.30×10-4

细胞凋亡 8.9×10-4 3.0 1.20 2.50×10-4

Jak-STAT信号通路 1.5×10-3 2.1 1.90 6.20×10-4

MAPK信号通路 4.5×10-2 2.5 4.50×101 2.80×10-2

·72·国际检验医学杂志2021年1月第42卷第1期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2021,Vol.42,No.1



表3  与肿瘤有相关性的通路基因的表达情况及生存期分析

基因名称 r 肿瘤组织中位数 癌旁组织中位数 相差倍数(Log2) 总生存期分析(P) 无病生存期分析(P)

TICAM2 0.61 3.31 1.12 1.024 >0.05 >0.05

ITGA3 0.53 26.80 12.42 1.051 >0.05 0.031

TNFRSF1A 0.55 132.98 13.90 3.169 0.039 >0.05

BCL3 0.60 15.18 5.68 1.276 >0.05 >0.05

MYL12A 0.67 215.88 29.14 2.847 >0.05 >0.05

RELB 0.51 9.93 2.40 1.685 >0.05 >0.05

TGFB1 0.52 43.16 5.04 2.870 >0.05 0.048

CCL2 0.53 99.54 2.58 4.812 >0.05 0.002

RRAS 0.52 40.14 13.59 1.496 0.009 >0.05

HSPB1 0.52 472.57 157.70 1.577 0.013 >0.05

RAC2 -0.61 14.81 1.64 2.582 >0.05 >0.05

LIF 0.58 4.12 0.09 2.232 >0.05 0.012

THBS1 0.51 7.85 1.20 2.008 0.048 0.003

ICAM1 0.51 16.23 1.57 2.745 >0.05 >0.05

TNC 0.56 133.34 0.80 6.222 >0.05 0.036

IQGAP1 0.69 62.76 15.27 1.970 0.041 >0.05

OSMR 0.49 18.38 1.86 2.760 0.003 <0.001

MYL9 0.51 55.40 17.08 1.641 >0.05 >0.05

IFNGR2 0.51 87.53 28.07 1.607 >0.05 >0.05

ITGA5 0.56 34.32 3.09 3.110 0.021 0.015

ITGB5 0.50 49.47 11.93 1.965 0.012 0.020

SDC2 0.49 51.09 18.62 1.409 >0.05 >0.05

CD276 0.55 98.12 15.05 2.627 >0.05 0.010

TNFRSF12A 0.63 98.06 1.25 5.460 >0.05 0.029

SOCS3 0.48 34.09 3.15 3.080 0.032 0.010

CAV1 0.64 44.61 3.80 3.248 >0.05 >0.05

PLAUR 0.66 27.01 2.01 3.218 0.030 >0.05

FAS 0.57 11.88 3.11 1.648 >0.05 >0.05

COL6A1 0.57 124.38 50.16 1.293 0.006 0.027

IL13RA1 0.52 28.75 3.72 2.656 0.015 0.007

PLAU 0.66 21.02 0.58 3.801 >0.05 >0.05

CACNA2D4 0.52 4.81 0.52 1.934 >0.05 0.015

ITGB1 0.56 101.53 17.48 2.472 >0.05 >0.05

CD44 0.62 209.73 2.17 6.055 >0.05 >0.05

3 讨  论

  胶质瘤约占中枢神经系统原发恶性肿瘤的80%,
世界卫生组织将胶质瘤分为Ⅰ~Ⅳ级,Ⅰ级和Ⅱ级属

于低级别胶质瘤,Ⅲ级和Ⅳ级属于高级别胶质瘤,其
恶性程度越来越高。每个等级的临床治疗和预后不

同;但绝大部分胶质瘤是Ⅲ级的间变性胶质细胞瘤和

Ⅳ级的胶质母细胞瘤,基本无法治愈[8-9]。近年来对

神经胶质瘤的研究趋向于基因治疗学及分子生物学,
发现某些细胞因子的表达能通过下游相关信号通路

的变化,影响神经胶质瘤的恶性演变,加速或延缓病

情的进展。因此,针对不同通路的靶向治疗也成了研

究热点,随着研究的深入,从分子水平调控神经胶质

瘤的发生、发展成为可能。
本研究基于生物信息学分析软件 UALCAN、

GEPIA和ONCOMINE的结果均显示,ANXA2基因

在胶质瘤中是明显高表达的癌基因。与 ANXA2基

因有相关性的上调基因共有1
 

396个,富集在35个信

号通 路 中,其 中 与 肿 瘤 有 相 关 性 的 有 10 个;与
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ANXA2基因有相关性的下调基因共有1
 

152个,富
集在59个信号通路中,其中与肿瘤有相关性的有11
个。ANXA2基因参与了细胞周期调控,这与邓正海

等[5]的研究,在 U251和 U87胶质瘤细胞株中沉默

ANXA2基因的表达,可以抑制细胞周期蛋白D1的

表达,将 细 胞 周 期 阻 滞 在 G1~S期 的 结 果 一 致。
ANXA2基因参与 NF-κB信号通路,这与文献[6-7]
报道的ANXA2基因参与NF-κB信号通路介导的恶

性胶质瘤血管生成、侵袭和转移的结果一致。因此,
借助于生物信息学软件,明显有助于开展肿瘤标志物

的表型和机制研究,能避免机制研究的盲目性。
PPI分析发现TNFRSF1A、ICAM1、TGFB1、IT-

GB5、ITGB1 是 节 点 最 多 的 基 因,这 5 个 基 因 在

ANXA2基因调控胶质瘤的生物表型中发挥重要作

用,而且,综合相关基因表达预后分析和PPI分析,除
ICAM1和ITGB1外,TNFRSF1A、TGFB1、ITGB5
均为与预后有相关性的基因。这一结果为后期深入

探讨分子机制,提供了思路和研究切入点。
使用Human

 

protein
 

atlas分析预后生存期显示,
与ANXA2基因低表达组比较,ANXA2基因高表达

组生存期缩短,预后相对较差。与肿瘤有相关性的信

号通路的34个基因中,12个基因的表达与总生存期

相关;15个基因的表达与无病生存期相关。ANXA2
基因可能是胶质瘤中潜在的癌基因,与肿瘤有相关性

并富集在20个信号通路中的基因的异常表达与胶质

瘤预后明显相关。因此,ANXA2基因表达上调在胶

质瘤中的发生、发展及预后过程中发挥重要作用,并
有望成为判断胶质瘤患者预后的重要的肿瘤标志物。

近年来,采用生物信息学的方法,开展驱动基因、
肿瘤标志物和信号通路的筛选,以及分子机制的研

究,受到 越 来 越 多 的 关 注,也 越 来 越 被 学 术 界 认

可[10-15],本研究主要从 ANXA2基因表达水平改变、
预后分析、参与的信号通路分析,以及高度相关基因

的预后生存分析入手,对其基因的功能表型及调控胶

质瘤进展的分子机制进行了生物信息学的研究和分

析,结果对深入开展该基因调控胶质瘤表型的机制研

究提供了依据,ANXA2基因有望成为胶质瘤诊断和

治疗的生物学标志物。
综上所述,本研究借助于生物信息学软件和数据

库分析后发现,ANXA2是胶质瘤中潜在的癌基因,筛
选相关基因后进行信号通路富集分析,将获得的肿瘤

相关信号通路基因进行生存期分析和PPI分析,最终

发现TNFRSF1A、TGFB1、ITGB5是ANXA2参与胶

质瘤发生、发展及预后的关键基因。
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