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胶质瘤细胞外基质刚度与缺氧关系的
生物信息学分析

李 涛 孙文博 徐海波

武汉大学中南医院放射科  湖北  武汉  430071

摘要  目的：探索细胞外基质（ECM）刚度与胶质瘤缺氧微环境之间的关系。通过深入分析两者的相关性，希

望为胶质瘤的微环境复杂性提供新的理解，并探索新的治疗策略。方法：采用生物信息学方法分析 GEO 和

ArrayExpress 数据库中的胶质瘤 RNA‐Seq 数据集，关注不同 ECM 刚度和缺氧梯度条件下的基因表达差异。通过

差异表达基因（DEGs）分析，识别与 ECM 刚度相关的关键基因，并进行功能和通路富集分析。利用 String 数据库构

建刚度上调基因的蛋白互作网络，并通过 GSE4290 数据计算刚度代表基因在肿瘤与正常组织中缺氧 ssGSEA 富集

评分。最后，将 U251 细胞在不同刚度的聚丙烯酰胺水凝胶上培养，用 Western Blot 检测缺氧代表基因 HIF1α 的表

达。结果：在 GSE158097 数据集中，筛选出 215 个与 ECM 刚度相关的 DEGs（87 个上调，128 个下调）。FN1、
NDRG1、CHI3L1 等基因在软硬基质培养的神经胶质瘤模型中表达差异显著。蛋白互作网络显示 FN1 为核心基

因。通过 GSE4290 数据计算，两种缺氧评分及 FN1 基因在肿瘤组织中的表达高于正常组织，且缺氧评分与 HIF1α
表达水平相关。Western Blot 验证了刚度与 HIF1α 的表达具有相关性。结论：研究结果表明，在肿瘤的缺氧环境

中，ECM 刚度相关基因的表达呈现出特定的空间分布模式，并且我们揭示了 ECM 刚度与缺氧之间具有相关性，这

可能是肿瘤进展机制中的一个关键要素。我们的发现为胶质瘤微环境的理解提供了新的视角，并为开发针对胶质

瘤微环境的新治疗策略提供了有价值的线索。
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Abstract

Objective:: To explore the relationship between extracellular matrix (ECM) stiffness and the hy‐
poxic microenvironment in glioma, and by conducting an in‐depth analysis of their correlation, to pro‐
vide new insights into the complexity of the glioblastoma microenvironment and explore novel 
therapeutic strategies.  Methods:: We adopted bioinformatics approaches to analyze glioma RNA ‐Seq 
datasets in the GEO and ArrayExpress databases, focusing on gene expression differences under vari‐
ous ECM stiffness and hypoxia gradient conditions.  Through differential expression gene (DEG) anal‐
ysis, we identified key genes associated with ECM stiffness and performed functional and pathway en‐
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richment analysis.  Using the String database, we constructed a protein interaction network for stiff‐
ness up‐regulated genes and calculated the hypoxia ssGSEA enrichment score of stiffness representa‐
tive genes in tumor versus normal tissues using the GSE4290 dataset.  Finally, U251 cells were cul‐
tured on polyacrylamide hydrogels with different stiffness, and the expression of the hypoxia represen‐
tative gene HIF1α was detected by Western Blot.  Results:: In the GSE158097 dataset, we identified 
215 DEGs related to ECM stiffness (87 upregulated, 128 downregulated).  Genes such as FN1, 
NDRG1, and CHI3L1 showed significant expression differences in glioma models cultured on sub‐
strates of varying stiffness.  The protein interaction network identified FN1 as a core gene.  Through 
analysis of the GSE4290 dataset, both hypoxia scores and FN1 gene expression were found to be high‐
er in tumor tissues compared to normal tissues, and the hypoxia scores were correlated with HIF1α ex‐
pression levels.  Western Blot confirmed the correlation between stiffness and HIF1α expression.  
Conclusion:: The research results indicate that in the hypoxic environment of tumors, the expression 
of ECM stiffness ‐ related genes exhibits a specific spatial distribution pattern, and we have revealed 
the correlation between ECM stiffness and hypoxia, which may be a key factor in the mechanism of tu‐
mor progression.  Our findings provide a new perspective on understanding the glioblastoma microen‐
vironment and offer valuable clues for developing new therapeutic strategies targeting the glioblastoma 
microenvironment.

Key Words Extracellular Matrix (ECM) Stiffness； Glioma； Hypoxic Microenvironment； RNA‐
Seq； Differential Gene Expression (DEGs)

胶质瘤（Glioma）是大脑中最常见的原发性肿

瘤，占中枢神经系统（central nervous system, CNS）
恶性肿瘤的 81%。因其具有的独特浸润生长方式

以及高度异质性，难治疗、易复发、预后差、致死率

高成了脑胶质瘤的代名词［1］。研究［2］表明脑肿瘤微

环境（tumor microenvironment， TME）有可能是原

发性和转移性脑恶性肿瘤增殖侵袭进展的关键因

素，其为肿瘤细胞提供了多种多样的细胞外信号，

影响了肿瘤细胞的各种行为和功能。

细胞外基质（extracellular matrix， ECM）的机械

刚度在 TME 扮演着至关重要的角色［3］。研究［4‐5］表

明，ECM 的刚度不仅能刺激信号受体如 EGFR 的表

达上调，还能激活 PI3K/AKT 等下游信号通路，这

进 一 步 导 致 胶 质 瘤 对 化 疗 的 耐 药 性 增 强 。

ENGLER 等［6］的开创性研究揭示了基质刚度如何

指导干细胞的分化路径，凸显了机械信号对于细胞

命运决定所具有的深远影响。此外，在胶质瘤的复

杂微环境中，缺氧也是一个关键因素。由于胶质瘤

的快速生长常导致细胞增殖速度超过血管供应，形

成缺氧区域。在这种环境下，缺氧诱导因子（hypox‐
ia‐inducible factors，HIFs）被激活，从而调节多种基

因，促进血管生成和代谢重编程等重要过程［7］。

尽管 ECM 的刚度和缺氧都在胶质瘤的进展中

起着关键作用，但它们在胶质瘤微环境中的相互关

系尚未被过多研究。本研究应用生物信息学方法，

深入探索 ECM 刚度与缺氧这两个因素在肿瘤发展

中的潜在联系以及它们之间的空间分布关系。我

们的研究旨在为胶质瘤微环境的基础研究提供新

视角，并期望这种全面的理解能够为治疗恶性脑肿

瘤如胶质瘤带来新策略。

1 材料与方法

1. 1　 数 据 采 集 与 处 理   从 GEO 数据库（https：//
www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/） 中 获 取 了

GSE158097 和 GSE4290 数据集。GSE158097 数据

集获得了不同刚度胶质瘤模型下的 RNA‐Seq 表达

数据。GSE4290 数据集通过主成分分析（PCA）去

除了 7 份离群胶质母细胞瘤 (glioblastoma, GBM）肿

瘤样本，从而选择了 70 例 GBM 和 23 例非肿瘤样本

的基因表达数据，作为正常组织和肿瘤组织的对比

分 析 。 另 外 ，从 ArrayExpress 数 据 库（https：//
www. ebi. ac. uk/）获取了 E‐MTAB‐8743 数据集，

包含了 10 名 GBM 患者肿瘤样本的核心区域、过渡

区域及边缘区域的不同空间 RNA‐Seq 测序数据。

此外，通过基因表达谱动态分析（Gene Expression 
Profiling Interactive Analysis，GEPIA） 数 据 库

（http：//gepia. Cancer ‐ pku. cn/）、HPA 数 据 库
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（https：//www. Pro ‐ teinatlas. org/），对 HIF1α 基因

表达情况及免疫组化进行分析。所有数据均可于

在线获取，本研究不涉及伦理问题。通过 R 软件实

现背景校正、标准化和取对数的数据处理。

1. 2　刚度相关性基因的筛选   我们使用 R 包 DE‐
Seq2（v1. 24. 0）进 行 差 异 表 达 分 析 ，以 识 别

GSE158097 数据集中硬质和软质胶质瘤模型之间

的刚度相关基因。我们设定调整后的 P<0. 05，倍
数变化（|FC|）>1. 5 调整后的基因作为差异表达基

因（different expression genes，DEGs）。 R 语 言

Pheatmap 和 ggplot2 软件包分别用于绘制可视化热

图和火山图，以显示重要 DEGs的表达。

1. 3　富集分析   使用 R 语言软件中的 Cluster Pro‐
filer 包进行 DEGs 注释，并进行基因本体论（Gene 
Ontology，GO）和京都基因和基因组百科全书（Kyo‐
to Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）功

能富集分析并进行可视化。将显著富集的阈值设

置为调整后的 P<0. 05。
1. 4　单样本基因集富集分析（single sample gene 
set enrichment analysis, ssGSEA）  ssGSEA 通过

将单个样本的基因表达数据与特定的基因集进行

比较，来估计该基因集在该样本中的相对富集程

度。从分子特征数据库 MSigDB（http：//software.
broadinstitute. org/sea/msigdb/index. jsp）中的 Hall‐
mark gene sets 和 KEGG gene sets 分别选出缺氧相

关基因集（HALLMARK HYPOXIA）和 HIF‐1α 信

号通路（hsa04066），并使用 ssGSEA 算法分别计算

GSE4290 和 E‐MTAB‐8743 数据集中每个样本和基

因的缺氧相关富集评分，每个 ssGSEA 富集评分代

表了样本中特定基因集的成员被上调或下调的程

度，用来比较分析正常和肿瘤组织间以及肿瘤内部

不同空间的缺氧差异。

1. 5　 蛋 白 互 作 网 络（PPI）  使 用 String 数 据 库

（https：//cn. string‐db. org/）的共表达模块，我们绘

制与刚度上调基因的共表达网络图，并用 Cytoscape
对网络图进行处理美化。

1. 6　 不 同 刚 度 的 聚 丙 烯 酰 胺 水 凝 胶 的 制 备   将

40% 丙烯酰胺（塞维尔，中国）、2% 亚甲基双丙烯酰

胺（塞维尔，中国）和蒸馏水按照不同比例混合。使

用 10% 过硫酸铵（APS；1/200 体积，塞维尔，中国）

和四甲基乙二胺（TEMED；1/2 000 体积，塞维尔，

中 国）促 进 PA 凝 胶 聚 合 固 化 。 将 足 够 体 积 的

0. 2 mg·mL-1磺基琥珀酰亚胺基 6‐（4′‐叠氮基 ‐2′‐硝
基苯基氨基，Thermo，中国官网）己酸酯溶液（交联

剂）加入凝胶表面后用紫外光照射。用磷酸盐缓冲

盐水（PBS）和 Hepes 缓冲液洗涤后，加入足够体积

的 0. 2 mg•mL-1 胶原Ⅰ（生有，中国）交联到水凝胶

表面。最终制备出不同刚度（软：2 kPa，正常：8 
kPa，硬：16 kPa）的聚苯乙烯板结合的水凝胶［8］。使

用自称重测定法测量水凝胶刚度。

1. 7　细胞培养   U251 细胞在补充有 10% 胎牛血

清（佰欧乐基，中国）和 1% 青霉素/链霉素（塞维尔，

中国）、DMEM 非必需氨基酸和丙酮酸钠的 DMEM
中培养（博士徳，中国）。将传代细胞接种到与具有

不同刚度聚丙烯酰胺水凝胶培养 48 h（37 ℃、5% 
CO2条件培养）。

1. 8　蛋白质印记   U251 细胞在具有不同刚度的基

质上（2、8、16 kPa）进行了 48 h 的培养（37 ℃和 5% 
CO2条件下）。培养结束后，弃掉原培养基并用 PBS
洗涤两次，用适量胰酶消化后加入两倍胰酶体积的

培养基终止消化，低温离心（1 200 r·min-1，3 min）后

在含有 RIPA 缓冲液（塞维尔，中国）、磷酸化蛋白酶

抑制剂（塞维尔，中国）和 100 mmol·L-1 PMSF（塞

维尔，中国）冰上裂解 30 min；随后进行高速离心

（12 000 r·min-1，12 min），收集上清液，并用 BCA 蛋

白试剂盒测定并校正蛋白浓度。提取所收集细胞

的总蛋白，用 12%SDS‐PAGE 加载约 20 μg 总蛋白

并分离，然后转移到聚偏二氟乙烯膜（雅酶，中国）

上。随后，将 PVDF 膜用 5% 脱脂牛奶封闭在 TBS/
Tween 中 ，并 与 以 下 一 抗 一 起 孵 育 ：Tublin
（1∶1 000，塞维尔，中国）、HIF1α（1∶1 000，塞维尔，

中国）。膜与 HRP 偶联的二抗（1∶3 000，塞维尔，中

国）进一步孵育。最后，使用电化学发光试剂盒

（Thermo）对靶蛋白条带进行可视化。

1. 9　 统 计 学 处 理   使用 R4. 3. 1 软件进行统计分

析及图形绘制。采用 Spearman 相关分析数据相关

性。两个连续数据比较采用 t 检验。所有统计分析

均以 P<0. 05 为差异有统计学意义。所有实验均重

复 3 次以上进行统计分析。

2 结果

2. 1　识别刚度相关 DEGs  为了筛选与 ECM 刚度

相关的基因，我们首先对 GSE158097 RNA‐seq 数据

集中软（2 kPa）和硬（20 kPa）条件下的神经胶质瘤

模型进行了差异表达分析。我们将在软质底物培

养条件下生长的胶质瘤作为参考，对比两种不同刚

度下生长的胶质瘤的基因表达情况。经过数据处
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理，我们筛选出了 215 个与刚度相关的 DEGs，其中

有 87 个上调基因和 128 个下调基因（图 1）。在这些

DEGs 中，表达变化最显著的基因包括上调基因

NDRG1、FN1、CHI3L1、AQP4、VEGF，以及下调基

因 PARP2、H2AC4、ATP8、H1 ‐5 和 H3C12。上述

结果表明，在软和硬性 ECM 环境下，这些基因的表

达分别被上调和下调。

2. 2　 GO 功 能 富 集 分 析 和 KEGG 通 路 富 集 分 析　

为了进一步了解刚度相关性基因的生物学功能，我

们分别对表达上调与表达下调的基因进行了 GO 和

KEGG 富集分析，以 P<0. 05 为筛选条件，得到显著

富集结果。GO 富集分析包含“生物过程（biological 
process，BP）”“分子功能（molecular function，MF）”

“细胞组成（cell component，CC）”三个方面。在生

物学过程中，表达上调的基因主要参与缺氧应答和

病毒防御机制（图 2A）。而表达下调的基因则集中

在染色质重塑和蛋白质‐DNA 复合物亚单位组成的

过程中（图 2C）。就分子功能而言，上调的差异基因

主要涉及酶抑制剂活性和碳水化合物结合等功能

（图 2A），而下调基因则与染色质结构组成和蛋白质

异源二聚化活性相关（图 2C）。在细胞组成层面，上

调基因主要富集于细胞质基质等位置，下调基因则

与蛋白质 ‐DNA 复合物组装、转录调控相关的染色

质结构以及核小体组装有关（图 2A）。

通过 KEGG 通路富集分析，我们发现上调基因

显著关联的包括补体和凝血级联信号通路，以及

HIF‐1 信号通路（图 2B）。在下调基因中，与系统性

红斑狼疮、酒精中毒、中性粒细胞胞外陷阱形成等

病理过程相关性较高（图 2D）。我们按照 P 值进行

了排序，并识别出了前 10 个关键信号通路。为了更

直观地展示这些结果，我们使用条形图和气泡图对

它们进行了可视化表达（如图 2 所示）。

2. 3　刚度代表基因及缺氧评分的表达差异   我们

利用 String 在线平台深入研究并成功构建了刚度相

关上调基因的蛋白互作网络（图 3A）。我们发现

图 3A 中 FN1（纤维连接蛋白 1）居于网络的核心位

置，这表明 FN1 在现有研究中与刚度相关基因具有

广泛的互作关系，显示出其可能在细胞外基质刚度

调节中扮演着关键角色。因此，我们将 FN1 作为胶

质瘤研究中反映刚度相关表达的一个代表基因。

我们对公开数据集 GSE4290 中的数据，计算每个样

本的两种缺氧 ssGSEA 富集评分，结果显示两种不

同的缺氧评分及 FN1 基因的表达值在肿瘤组织中

明 显 大 于 正 常 组 织 ，两 者 之 间 存 在 显 著 差 异

（P<0. 01，图 3B、3C）。进一步在图 3D 所示的 E ‐
MTAB‐8743 数据集分析中，我们发现缺氧评分与

FN1 的表达水平具有一定的相关性，并且随着从肿

瘤边缘过渡到内部核心区域，两者的值均逐步升

高。由于 FN1 与刚度相关基因具有广泛的相互作

用，这可能显示出以 FN1 为代表的刚度基因在肿瘤

不同空间内与肿瘤内部的缺氧程度有关。

图 1　和刚度相关性基因的火山图、热图

A. DEGs 的火山图，蓝点表示未显著表达的基因，黄点表示显著表达的基因；10 个最重要的 DEGs 用基因名称突出显示； B. DEGs
的热图；上调基因用浅蓝‐深蓝表示，下调基因用黄色‐红色表示
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图 2　刚度相关上、下调基因的富集分析

A. GO 富集上调基因； B. KEGG 富集上调基因相关通路； C. GO 富集下调基因； D. KEGG 富集下调基因相关通路

图 3　FN1 的表达与相关性分析

A. 刚度上调基因相关蛋白互作网络； B. FN1 在正常与肿瘤组织中的表达； C. 两个缺氧评分在正常与肿瘤组织中的差异； D. 两个

缺氧评分及 FN1 表达值在肿瘤各区域的分布关系。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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2. 4　缺氧代表基因在不同级别胶质瘤中的表达情

况   HIF1α 作为缺氧生物标志物的关键调控因子，

在正常脑组织和不同恶性等级的胶质瘤（包括低级

别与高级别胶质瘤）中的表达差异备受瞩目。通过

对在线分析平台 GEPIA 的应用，我们注意到 HIF1α
在正常脑组织、低级别胶质瘤及高级别胶质瘤患者

样本中的表达水平呈现出一个逐步上升的趋势。

为了进一步核实此一趋势，我们参考了 HPA 数据库

提供的免疫组化数据（图 4），这些数据的分析结果

印证了我们之前的观测：HIF1α 的表达量确实随胶

质瘤的恶性程度的提升而增加。

2. 5　不同刚度下 HIF1α 蛋白的差异表达   为探究

细胞外基质的刚度与 HIF1α 表达的相关性，我们将

U251 人胶质瘤细胞于不同刚度的聚丙烯酰胺水凝

胶上培养 48 h，并通过 Western Blot 对 HIF1α 的表

达进行了检测。实验结果表明，随着培养基质刚度

的 增 加 ，细 胞 中 HIF1α 的 表 达 水 平 亦 随 之 升 高

（图 5）。这一结果意味着细胞外基质的物理性质可

能在缺氧应答机制中有着一定相关性。

3 讨论

胶质瘤是一种发生在中枢神经系统的恶性肿

瘤，其生长和进展受多种微环境因素的影响。研

究［9］表明，细胞外基质（ECM）的刚度在胶质瘤的增

殖和侵袭过程中起着关键作用。基质刚度的增加

促进了胶质瘤细胞的迁移和侵袭能力，同时也影响

了肿瘤细胞的生物学特性［10］。此外，胶质瘤微环境

中的低氧条件同样是关注焦点。近年的研究开始

深入探究这些微环境因素与胶质瘤发展的关系。

尽管 ECM 刚度和缺氧都被独立地研究过，但是

ECM 刚度与缺氧这两者之间的相关性，目前尚未得

到 过 多 的 阐 述 和 理 解 。 在 本 研 究 中 ，通 过 对

GSE158097 RNA‐seq 数据集进行差异表达分析，我

们成功筛选出了 215 个与 ECM 刚度相关的 DEGs。
这些基因在软和硬基质培养的神经胶质瘤模型中

显示出显著的表达差异，其中包括 87 个上调基因和

128 个下调基因，FN1、NDRG1、CHI3L1 等基因表

现出最为显著的表达差异。例如，FN1 作为 DEGs
显著的上调基因之一，其编码的纤维连接蛋白是

ECM 的主要组成部分之一［11］。在肿瘤中，FN1 表

达的变化通常与 ECM 的重塑、细胞黏附、迁移以及

侵袭性有关［12］。这些结果不仅揭示了 ECM 刚度对

胶质瘤细胞基因表达调控的影响，也为进一步探讨

ECM 刚度与胶质瘤生物学行为之间的联系提供了

重要线索。

基于筛选出的刚度相关 DEGs，我们对其进行

GO 功能和 KEGG 通路富集分析，发现上调基因主

要与缺氧应答和病毒防御机制相关，而下调基因则

集中在染色质重塑及蛋白质‐DNA 复合物亚单位组

成等过程。这些发现提示我们，ECM 刚度的改变可

能通过调节特定基因的表达进而影响细胞内多种

生物学过程，尤其是与肿瘤微环境中缺氧状态密切

相关的过程。例如，刚度代表基因 FN1，当从肿瘤

的外围向内部核心区域过渡时，我们注意到 FN1 的

表达和缺氧评分都逐渐增高，这种趋势不仅突出了

图 4　HIF1α 在正常脑组织及不同级别胶质瘤中的表达

A. 正常脑组织 HIF1α 免疫组化； B. 低级别胶质瘤 HIF1α 免疫组化； C. 高级别胶质瘤 HIF1α 免疫组化； D. HIF1α 在正常脑组织及

不同级别胶质瘤中的表达情况。GBM：胶质母细胞瘤；LGG：低级别胶质瘤。T 表示肿瘤组；N 表示正常组

图 5　Western Blot 实验结果及定量分析

A. HIF1α 在分别在 2、8、16 kPa 下的表达情况； B. HIF1α 表

达定量图。ns：无差异，*P<0.05， **P<0.01
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刚度相关基因与缺氧空间分布之间的密切关系，而

且暗示着刚度相关基因可能在胶质瘤缺氧微环境

中发挥着重要的适应性调节功能。

HIF1α 作为缺氧生物标志物的关键调控因子，

在正常氧水平下不稳定，但在缺氧条件下稳定化并

激活，HIF1α 能够调节包括血管生成、能量代谢和细

胞生存在内的多个基因的表达［13］。作为肿瘤微环

境适应性反应的核心组成部分，HIF1α 的功能异常

与肿瘤进展、侵袭性增加和疗法抵抗性相关［14］。我

们进一步在 GEPIA 和 HPA 数据库中进行了相应的

验证。在 GEPIA 数据库分析中，我们发现在不同级

别的胶质瘤样本中，HIF1α 的表达水平呈现出上升

趋势。同时，在 HPA 数据库中，恶性胶质瘤样本的

免疫组化染色显示出比正常脑组织更高的强度。

这些结果共同表明 HIF1α 可能在肿瘤恶化过程中

扮演着关键角色。此外，Western Blot 分析结果表

明，随着培养基质刚度的提高，HIF1α 的表达水平也

相应增加，这意味着 ECM 刚度可能直接或间接地

影响缺氧信号通路的激活。这为我们提供了一个

新的视角，即 ECM 刚度不仅影响肿瘤细胞的物理

性质，也可能通过与细胞内缺氧应答相关从而参与

调控胶质瘤的生物学特性。然而，本研究存在一定

局限性。首先，研究主要基于生物信息学分析和体

外实验，未涉及动物模型或临床样本的验证。因

此，未来研究需进一步验证这些分子机制在活体中

的作用及其临床相关性。此外，我们的研究未能完

全解释 ECM 刚度与缺氧之间的具体相互作用机

制，这需要更深入的分子水平研究来阐明。

总的来说，我们的研究揭示胶质瘤微环境中

ECM 刚度与缺氧有着一定相关性，这可能是导致肿

瘤进一步发生进展的重要因素，为理解胶质瘤的微

环境复杂性提供了新的视角。这些发现可能有助

于开发针对胶质瘤微环境的新治疗策略，从而提高

胶质瘤治疗的有效性。
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