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【摘要】 目的  基于多灶性胶质母细胞瘤（M-GBM）基因组分析脑胶质瘤复发相关生物标志物，为

了解潜在的发病机制和制订针对性的治疗策略提供依据。方法  选择中国脑胶质瘤基因组图谱（CGGA）

中 1 例胶质母细胞瘤患者的原发性和非同步性肿瘤样本的基因组进行高通量测序，并通过单核苷酸变

异（SNV）和基因组重排进行验证。对差异基因进行筛选，并将所测序数据的差异基因纳入 CGGA_325

和 CGGA_693 两个数据库中进行 Kaplan-Meier 生存曲线分析。结果  在原发性和非同步性肿瘤中分别

检测到 14 322、16 464 个 SNV，其中 4 744 个（33.1%）SNV 是共有的。1 组基因重排存在于原发性和非同

步性肿瘤中，3 组基因重排存在于原发性肿瘤中但不存在于非同步性肿瘤中，1 组重排存在于非同步性

肿瘤中但不存在于原发性肿瘤中。生存曲线分析结果显示，总生存期和无进展生存期的差异有统计学

意义（P ＜ 0.01），低风险组患者的生存优于高风险组。结论  祖先克隆的子代细胞可能较早发生分化，

然后平行进化产生 M-GBM，尽管在重排全景图上存在总体差异，但两个病变有共同的祖先。一组生物

标志物可能与 M-GBM 的复发和级别进展相关。临床可根据靶向治疗策略独立分析 M-GBM 患者不同位

置的病变，指导精准治疗。
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【Abstract】 Objective  Biomarkers related to glioma recurrence were analyzed based on the genome of 
multifocal glioblastoma （M-GBM） to provide a basis for understanding the potential pathogenesis and formulating 
targeted treatment strategies. Methods  The genome of a primary and asynchronous tumor sample from a 
glioblastoma patient in the Chinese Glioma Genome Map （CGGA） was selected for high-throughput sequencing， 
and verified by single nucleotide variation （SNV） and genome rearrangement. The differential genes are 
screened， and the differential genes of the sequenced data are included in CGGA_ 325 and CGGA_ 693 Kaplan 
Meier survival curve analysis was conducted in two databases. Results  14 322 and 16 464 SNVs were detected 
in primary and asynchronous tumors， respectively， of which 4 744 （33.1%） were common. One group of gene 
rearrangements exists in primary and asynchronous tumors， three groups of gene rearrangements exist in primary 
tumors but not in asynchronous tumors， and one group of gene rearrangements exists in asynchronous tumors 
but not in primary tumors. The results of survival curve analysis showed that the difference between total survival 
and progression free survival was statistically significant （P ＜ 0.01）. The survival of low-risk group was better 
than that of high-risk group. Conclusions  The progeny cells cloned by ancestors may differentiate earlier and 
then evolve in parallel to produce M-GBM， that is， although there are overall differences in the rearrangement 
panorama， the two lesions have a common ancestor. A set of biomarkers that may be related to the recurrence 
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胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是常见和致

命的原发性脑肿瘤，大多数患者在确诊后 1 年内死

于该疾病［1-2］。尽管联合手术切除、放疗和化疗等

治疗措施，中位生存期仍仅为 14～16 个月［3-4］。大

部分 GBM 患者的死亡是由于肿瘤在大脑中的播散

以及对标准化疗或靶向治疗的不良反应导致。GBM

易复发［5-6］，大约 10% 的 GBM 患者复发时表现为大

脑多处病变，这种现象称为多灶性胶质母细胞瘤

（M-GBM）［7-9］。M-GBM可以以同步方式（在疾病初期，

多个病变同时出现）或非同步方式（病变在诊断后出

现）出现［10］。非同步性病变可能是由单亲克隆或独

立基因克隆产生的侵袭性子细胞导致，而非同步发

生的 M-GBM 的发病机制目前尚不清楚。为更好地

了解 M-GBM 潜在的发病机制并制定针对性的治疗

策略，本研究对 1 例 M-GBM 患者 2 个不同病变位置

的基因组进行了测序。

一、对象与方法

1. 研究对象：患者男，39 岁，以头痛和呕吐为主

要症状。MRI显示左侧顶叶增强病变延伸至胼胝体。

患者在签署知情同意书后接受病灶切除术（部分切

除，切除左枕病灶，病理学显示为 GBM），随后进行

替莫唑胺 + 放射治疗（Stupp 方案）。在该方案完成时

进行的 MRI 检查结果显示，患者右颞部出现一个新

的病变。尽管替莫唑胺持续治疗，但病变仍有进展。

由于神经功能恶化，需要第 2 次手术切除（近全切除

右颞病灶）。见图 1。

2. 组织样本和 DNA 提取：从中国脑胶质瘤基

因 组 图 谱（Chinese Glioma Genome Atlas，CGGA）中

提取该 GBM 患者的原发和复发样本。根据 2007 年

WHO 的中枢神经系统肿瘤分类，样本的肿瘤组织学

由 2 名神经病理学专家独立确认。手术后立即在液

氮中快速冷冻该患者的组织样本。在提取 DNA 之

前，用苏木精 - 伊红对所有肿瘤冰冻切片染色，以

评估肿瘤细胞所占的百分比。根据癌症基因组图

谱计划（the Cancer Genome Atlas，TCGA）标准，选择

样本中 80% 以上的肿瘤细胞进行基因组分析。使

用 DNA 分离试剂盒（Qiagen，德国）从冷冻肿瘤组织

中提取肿瘤 DNA。使用 NanoDrop ND-1000 分光光

度计（NanoDrop Technologies，美国）测量 DNA 浓度。

GBM 样本采集程序已获得首都医科大学附属北京

天坛医院伦理审查委员会批准（编号：KY2014-002-

02）。样本采集前已获得患者签署的知情同意书。

3. 全基因组测序：依照说明使用 Hiseq 2000 平

台进行全基因组测序。用 Covaris 聚焦超声仪将从

GBM 样本中提取的基因组 DNA 剪切至平均大小为

500 bp 的片段。末端修复后，用 MinElute PCR 纯化

试剂盒（Qiagen，德国）纯化钝端 DNA 片段。这些片

段在3'端用一个“a”碱基进行腺苷酸化。然后将腺

苷酸化片段连接到适配器序列。在琼脂糖凝胶上选

择产生的DNA片段大小，并通过PCR扩增10～12个 

周 期。 将 选 择 的 库 大 小 加 载 到 Hiseq 2000 平 台

上，并生成长度为 100 bp 的片段双端读取。为每

个样本（血液、原发性肿瘤和非同步性肿瘤）准备

4 个库。比对缺失标记（insertion-deletion）、拷贝数

变异（Copy Number Variation）、单核苷酸变异（single 

nucleotide variation，SNV）和 基 因 组 重 排 检 测。 使

用 BWA、SAMtools（http：//samtools.sourceforge.net）、

ANNOVAR、CREST 等工具进行注释和分析。双侧

检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

4. SNV 验证：对初次和第 2 次手术的组织标本

以及来自患者血液的基因组 DNA 进行 40～50 倍的

测序。编码序列中的非同义 SNV 通过使用预测突

变位点两侧区域的特异性引物进行 PCR 扩增验证。

使用 Primer 3.0 软件设计正向和反向引物，所有引物

序列见表 1。

5. 基因组重排验证：参考文献［ 11］进行更大规

模的基因组事件（如染色体重排）以证实结果。利用

PCR 扩增和 CREST 鉴定的假定断点侧翼区域特异

性引物验证结构变异。使用引物 5.0 设计正向和反

向引物。反应和产物处理方法与SNV相同。通过在

线软件 BLAT 分析 Sanger 测序的结果（http：//genome.

ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start），将人类基因

组（Hg19）作为参考并检查断点。

6. 差 异 基 因 筛 选、signature 的 组 建 及 预 后 分

析：得 到 所 测 序 数 据 的 差 异 基 因 后，将 其 纳 入

CGGA_325 以及 CGGA_693 这 2 个数据库进行验证。

and grade progression of glioma. The clinic can independently analyze the lesions at different positions of M-GBM 
patients according to the targeted treatment strategy to guide the precise treatment.

【Key words】  Multiple lesions；  Glioblastoma；  Pathogenesis；  Deep sequencing
Fund programs： National Natural Science Foundation of China （81972337）； Beijing Municipal Natural 

Science Foundation for Distinguished Young Scholar （JQ20030）
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先后通过单因素 Cox 分析以及 LASSO 回归对差异基

因进行降维筛选，得到每个基因的评分系数，筛选

所得的若干差异基因即视为 1 个 signature，每个差

异基因的表达量与对应的评分系数相乘之后求和，

即为该患者的风险评分。按照脑胶质瘤分子分型对

2 个数据库中的患者进行分类，每类患者按照风险

评分，取其中位数，分为高风险及低风险，并依此进

行 Kaplan-Meier 生存曲线分析。

二、结果

1. 原发性和非同步性肿瘤的 SNV 鉴定：在原发

性肿瘤中检测到 14 322 个独特的 SNV，在非同步性

肿瘤中检测到 16 464 个 SNV，原发性和非同步性肿

瘤之间只有 4 744 个（33.1%）SNV 是共有的，有 66.9%

的 SNV 仅存在于原发性肿瘤中，而不存在于非同步

性肿瘤中，见图 2。分析 118 个非同义突变后发现，

这些突变发生在原发性或非同步性肿瘤的编码区。

    注：A 为术前磁共振成像检查图像；B 为术后 3 d 的磁共振成像检查图像；C 为术后 2 个月替莫唑胺放疗结束后患者的磁共振成像检查图像；D 为术后 6 个月开

始阿瓦斯丁治疗前的磁共振成像检查图像；E 为术后 8 个月在神经系统恶化时患者的磁共振成像检查图像；F 为经苏木精 - 伊红染色后，两次手术切除后的肿瘤样

本的镜下病理切片；G 为患者病情进展过程示意图；TMZ 替莫唑胺；Avastin 阿瓦斯丁

图1 多灶性胶质母细胞瘤患者不同时期磁共振成像检查结果（代表性轴位图像）及临床病程进展

表1  多灶性胶质母细胞瘤患者原发性和非同步性肿瘤中的

单核苷酸变异序列（个）

引物序列 原发性肿瘤 非同步性肿瘤

G- ＞ A 13 18

G- ＞ C 8 6

G- ＞ T 11 12

T- ＞ A 5 7

T- ＞ C 7 10

T- ＞ G 9 12

总计 53 65
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所有 118 个高通量测序均通过 Sanger 测序确认了突

变。在 118 个突变中，只有 17 个（14.4%）在原发性肿

瘤和非同步性肿瘤之间都存在，占所有原发性非同

义突变的 37.8%。比较非同步性肿瘤中特异性突变

和 TMZ 诱导突变的差异，未发现非同步性肿瘤特异

性突变中含有 TMZ 诱导突变。

2. 原发性和非同步性肿瘤的基因组重排鉴定：

在原发性肿瘤中鉴定 31 个插入，43 个缺失，16 个染

色体间重排和 58 个染色体内重排，见图 3A。在非

同步性肿瘤中发现一个独特的全景图，有 25 个插

入，42 个缺失，163 个染色体间重组和 38 个染色体

内重排，见图 3B。

为了证实这些重排，进一步鉴定易位断点，该

断点在原发性和非同步性肿瘤之间共享，但在血液

基因组 DNA 中不存在。采用 PCR 证实重排的连接

以及 C6-orf145-NFS1 融合。直接测序发现原发性肿

    注：A 为在原发性和非同步性肿瘤中发现体细胞 SNV；B 为通过 Sanger 测序验证编码序列中的非同义 SNV；SNV 单核苷酸变异；Initial Tumor 原发性肿瘤；

Metachronous Tumor 非同步性肿瘤

图2  在多灶性胶质母细胞瘤患者的原发性和非同步性肿瘤中发现的 SNV

    注：A 为原发性肿瘤的基因组重排循环图；B 为非同步性病变的基因组重排循环图；C 显示原发性和非同步性肿瘤有一个共同的融合事件（C6orf145-NFS1），在

原发性和非同步性肿瘤分离的基因组 DNA 中，这种重排的连接是相同的；D 为 SWISS-MODEL 预测融合序列的功能域［12］

图3 在多灶性胶质母细胞瘤患者原发性和非同步性肿瘤中重排基因组鉴定
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瘤和非同步性肿瘤的基因组 DNA 中的断点连接是

相同的，见图 3C。此外，PCR 扩增片段测序结果显

示，这些片段包含原发性肿瘤和非同步性肿瘤特有

的重排。证实 3 种重排存在于原发性肿瘤中但不存

在于非同步性肿瘤中，以及 1 种重排存在于非同步

性肿瘤中但不存在于原发性肿瘤中，见表 2。

3. 差异基因筛选后的 signature 及预后分析结

果：差异基因的 signature 见图 4，以此为依据进行风

险评估预后分析，发现在 CGGA_325（325 例全级别

脑胶质瘤样本）以及 CGGA_693（693 例全级别脑胶

质瘤样本）2 个数据库中，总生存期（overall survival，

OS）与无进展生存期（progress free survival，PFS）均

差异有统计学意义（P ＜ 0.001），低风险组患者的生

存优于高风险组患者，表明通过差异基因所得到的

signature 可以有效预测患者预后，见图 5。按照脑胶

质瘤的分子分型将患者分类，并分别对其进行预后

分析，见图 6、7。

讨论  对 M-GBM 患者的 2 个不同位置的基因

组进行了测序，发现祖先克隆的子代细胞先早期分

化，然后平行进化，产生 M-GBM。并且基于 M-GBM

遗传学变异所发现的一组生物标志物，与脑胶质瘤

的复发和级别进展密切相关。因此，可根据靶向治

    注：A为在CGGA_325数据库中以OS为终点所得的一组差异基因；B为在CGGA_693数据库中以OS为终点所得的一组差异基因；C为在CGGA_325数据库中以

PFS为终点所得的一组差异基因；D为在CGGA_693数据库中以PFS为终点所得的一组差异基因；CGGA 中国脑胶质瘤基因组图谱；OS 总生存期；PFS 无进展生存期

图4  CGGA_325 和 CGGA_693 数据库中胶质母细胞瘤样本的差异基因筛选结果

表2 在多灶性胶质母细胞瘤患者原发性和非同步性肿瘤中

确定的重排基因组

确定的重排基因组

原发

性肿

瘤

非同

步性

肿瘤

C6orf145/chr6_3751510/NFS1/chr20_34261606 + +

MINPP1/chr10_89268290/NCRNA0027/chr6_135963331 + -

MRPL4/chr19_10365316/FDXIL/chr19_10421616 + -

SCAPER/chr15_76763553/RBM6/chr3_50085678 + -

LANCL2/chr7_55479782/DNAH11/chr7_21840755 - +

    注：＋为发生基因重排；- 为未发生基因重排
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疗策略独立分析不同位置的病变。

目前由于肿瘤标本难以收集，较少有文献报道异

位复发性脑胶质瘤。目前，系统性癌症进展有两种

一般模式。一种模式为将肿瘤细胞置于原发病灶内，

并具有转移性生长所需的完整基因改变库（也称为

“线性”或“渐进式”进展）。另一种模式为早期播

散性肿瘤细胞引起的平行、独立的转移进展（也称为

间断进展）［5，13-14］。本研究结果显示，在遗传方面，

在原发性和非同步性肿瘤中发现了相似的突变谱以

及一个共同的融合基因，表明肿瘤从原发性转变为

非同步性。而原发性肿瘤中只有 37.8% 的突变在复

发突变中被发现。此外，Klein［5］的临床研究未显示

随着肿瘤大小变化和转移，负荷血液中循环肿瘤细

胞（circulating tumor cell，CTC）的播散增加，并且表

明当渐进进化发生时，转移肿瘤比原发肿瘤的畸变

更少。鉴于脑脊液中存在 CTC 的可能性较小，本研

究结果显示，患者复发肿瘤的大小比原发肿瘤大，

复发进展预测的差异比原发病变大，强调基因和转

录组改变位点的特异性选择。

相关研究在替莫唑胺 + 放射治疗和阿瓦斯丁治

疗后对患者的非同步性病变进行了分析，结果显示

病变最初的基因是相同的，不同的突变谱是由治疗

剂的诱变效应引起的［15］。然而，66.9%的原发性肿

瘤中，没有发现SNV在非同步性肿瘤存在。本研究将

患者基线检查6个月后的MRI结果与基线期进行比较，

显示替莫唑胺+放射治疗后肿瘤持续生长的临床病

史。通过TCGA对替莫唑胺+放射治疗的GBM标本进

行直接测序以及模式生物中的突变谱分析表明，放射

治疗/替莫唑胺的主要致突变作用涉及G-＞A转换

的积累［16-20］。在非同步性病变中，没有发现该事件

的增加，这表明肿瘤对替莫唑胺+放射治疗的作用有

抵抗力。虽然与阿瓦斯丁有关的缺氧也可能导致突

变，但这种效应比放射治疗和替莫唑胺的效应低几

个数量级［21-24］。因此，缺氧对原发性和非同步性肿

瘤突变谱之间的差异无统计学意义。

一项使用基因定义的小鼠模型的研究表明，在

某些 GBM 的发病过程中，侵袭过程先于肿瘤肿块的

形成［25］。Abou-El-Ardat 等［26］分析了 6 例新诊断为

GBM 多发性同步病变患者的 12 个病灶，在所有患者

中均发现 PTEN 和 TERT 启动子点突变的单拷贝缺

失这 2 个早期事件，表明 M-GBM 是通过平行遗传进

化发展而来的。然而，3 条主要途径的晚期出现表

    注：A 为在 CGGA_325 数据库中的 OS 生存曲线；B 为在 CGGA_325 数据库中 PFS 的生存曲线；C 为在 CGGA_693 数据库中 OS 的生存曲线；D 为在 CGGA_693 数

据库中 PFS 的生存曲线；CGGA 中国脑胶质瘤基因组图谱；OS 总生存期；PFS 无进展生存期

图5 在 CGGA_325 和 CGGA_693 数据库中分别以 OS 和 PFS 为标准所得的胶质母细胞瘤样本的 Kaplan-Meier 生存曲线
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明它们是亚克隆驱动因素。本研究对同一患者的多

位点标本进行了测序，显示只有约30%的SNV在原发

性肿瘤和非同步性肿瘤之间共享。进一步对118 个

发生在原发性肿瘤或非同步性肿瘤编码区的非同义

突变进行了测序，显示在 118 个突变中，只有 14.4%

的突变是肿瘤间的共同突变。Lee等［27］和Koren等［28］

研究了 5 例 M-GBM 患者 13 个样本的突变谱，发现

PIK3CA 的非同义突变丰富，可诱导乳腺肿瘤的多

能性，表明其在肿瘤多样性中的关联作用。Liu等［29］

发现 M-GBM 没有 IDH1、ATRX 或 PDGFRA 突变，并

且与间充质亚型存在相关性，而且 CYB5R2 基因在

M-GBMs22 中的低甲基化和高表达。相关融合基因

    注：A为IDH突变型1p19q联合缺失的患者在2个数据库中的OS和PFS生存曲线；B为IDH突变型1p19q非联合缺失WHO 2～3级的患者在2个数据库中的OS和

PFS生存曲线；C为IDH突变型1p19q非联合缺失WHO 4级的患者在2个数据库中的OS和PFS生存曲线；D为IDH野生型WHO 2～3级的患者在2个数据库中的OS和PFS

生存曲线；E 为 IDH 野生型 WHO 4 级的患者在 2 个数据库中的 OS 和 PFS 生存曲线；在 CGGA_325 数据库中 IDH 突变型 1P19q 非联合缺失 WHO 2～3 级患者的 OS

生存曲线比较，P=0.91；其他生存曲线比较，均P＜0.001；CGGA中国脑胶质瘤基因组图谱；IDH异柠檬酸脱氢酶；OS总生存期；PFS无进展生存期；WHO世界卫生组织

图6  在 CGGA_325 和 CGGA_693 数据库中不同 WHO 分级的 IDH 突变型和野生型胶质母细胞瘤样本的 Kaplan-Meier 生存曲线
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还需进一步的基因组学和机制分析。

其他研究也揭示了 M-GBMs 的一些基本特征。

据报道，p53 突变与多灶性 GBM 之间存在关联，p53

突变模式与肿瘤转移和生长增强相关［30］。在另

一项研究中，GBM 中高表达的生长因子受体 c-Met

与 MRI 初始成像的侵袭性和多灶性特征有关［31］。

Shakur 等［32］报道了 1 例 M-GBM，并在 3 个 GBM 样本

中均发现强阳性的 GFAP 蛋白免疫染色。

本研究结果表明，M-GBM 是由一个祖先克隆的

子代起始细胞产生的，该克隆在大脑内经历了地理

位置的分离，随后发生了平行进化［33］。由于只分析

了一对非同步性肿瘤，不能排除其他 M-GBM 是由单

亲克隆产生的侵袭性子细胞引起的可能性。然而，

本研究结果显示，基于 M-GBM 的生物标志物谱可预

测肿瘤复发风险，这些生物标志物可作为 M-GBM 或

复发 GBM 的治疗靶点。从进化的角度来看，非同步

性肿瘤的不同突变模式是对不同的局部微环境和选

择压力的反应［13］。本研究阐明了不同位置、时序进

展的 M-GBM 样本的遗传特征，从而指导 M-GBM 靶

向治疗的重要性。
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