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细胞周期依赖激酶抑制基因 2A/B 纯合缺失
在组织病理 2 或 3 级脑胶质瘤中的临床意义
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摘 要：目的　细胞周期蛋白依赖激酶抑制基因 2A/B（CDKN2A/B） 纯合缺失在较低级别胶质瘤（2 或 3 级）中罕见，新版 WHO 分

类将其定为恶性度最高 4 级。该研究旨在系统报道 CDKN2A/B 纯合缺失在较低级别胶质瘤中的临床特点、预后及相关功能通路。

方法 收集 473 例有 CDKN2A/B 纯合缺失、临床和预后信息的较低级别胶质瘤患者，对发生率、临床特点及预后统计分析；收集 27
例新鲜肿瘤标本（13 例 CDKN2A/B 纯合缺失），通过 Ki-67 和 CD31 免疫组织化学分析细胞增殖和血管增生；在 1 116 例胶质瘤 RNA
测序数据中对 CDKN2A/B 纯合缺失的相关功能和通路进行分析。结果 CDKN2A/B 纯合缺失在较低级别胶质瘤中发生率为 7.2%

（34/473），该缺失在年龄偏大、星形细胞瘤、3 级、近全切及 IDH 野生型患者中发生率更高（均 P<0.05）。在 IDH 突变型或野生型较

低级别胶质瘤中，CDKN2A/B纯合缺失均与患者更短的总生存期和无进展生存期相关。缺失型标本Ki-67(P=0.045)和CD31(P=0.058)
蛋白表达高于野生型。生物信息学显示CDKN2A/B纯合缺失激活DNA复制、修复和细胞周期等功能和通路。结论 CDKN2A/B 纯合缺

失与较低级别胶质瘤患者差的预后和恶性表型有关，该类患者临床应积极治疗。

[国际神经病学神经外科学杂志, 2023, 50(5): 1-7]
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Abstract：  Objective　 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B （CDKN2A/B） homozygous deletion is rare in 
histopathological grade 2 or 3 lower-grade gliomas， and it is a grade IV malignancy based on the new WHO classification of 
tumors. This study aims to investigate the clinical features， prognosis， and related functional pathways in lower-grade 
gliomas with CDKN2A/B homozygous deletion. Methods　Clinical data were collected from 473 patients with lower-grade 
gliomas with CDKN2A/B homozygous deletion information who had complete clinical and prognostic data， and a statistical 
analysis was performed for incidence rate， clinical features， and prognosis. A total of 27 fresh tumor specimens were 
collected， among which there were 13 specimens with CDKN2A/B homozygous deletion， and immunohistochemistry for Ki-
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67 and CD31 was used to analyze cell proliferation and angiogenesis. Functions and pathways associated with CDKN2A/B 
homozygous deletion were analyzed based on the RNA sequencing data of 1 116 glioma cases. Results　The incidence rate 
of CDKN2A/B homozygous deletion was 7.2% （34/473） in lower-grade gliomas， with a higher incidence rate in patients 
with older age， astrocytoma， grade 3 gliomas， near-total resection， or wild-type IDH （all P <0.05）. CDKN2A/B 
homozygous deletion was associated with shorter overall survival and progression-free survival in IDH mutant patients or 
IDH wild-type patients. The protein expression levels of Ki-67 and CD31 in patients with CDKN2A/B homozygous deletion 
were significantly higher than those in wild-type patients （P = 0.045 and 0.058）. The bioinformatics analysis showed that 
CDKN2A/B homozygous deletion was associated with the functions and pathways such as activated DNA replication， repair， 
and cell cycle. Conclusions　 CDKN2A/B homozygous deletion is associated with the poor prognosis and malignant 
phenotype of patients with lower-grade gliomas， and these patients should receive active treatment in clinical practice.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2023, 50(5): 1-7］
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脑胶质瘤是最常见的原发颅内恶性肿瘤，占 81%，有

较高的死亡率和致残率。胶质瘤中占比最高的胶质母细

胞瘤是恶性程度最高（4 级），预后最差的一类肿瘤，即使

积极治疗，其中位生存期仅 14~20 个月［1-2］。而较低级别

胶质瘤（2 或 3 级）尽管恶性程度相对较低，患者生存期相

对 较 长 ，但 生 存 时 间 差 异 巨 大 ，其 中 异 柠 檬 酸 脱 氢 酶

（isocitrate dehydrogena， IDH）突变的 2 级胶质瘤中位生存

期达到 18 年［3］，而 IDH 野生 2 级胶质瘤生存期几乎类似

于胶质母细胞瘤，仅 1.9 年［4］。因此，针对较低级别胶质

瘤的诸多亚型，临床亟须对其进行准确危险分层后个体

化治疗。目前最新版 WHO 中枢神经系统肿瘤分类将携

带 细 胞 周 期 依 赖 激 酶 抑 制 基 因 2A/B（cyclin-dependent 
kinase inhibitor 2A/B， CDKN2A/B）纯合缺失的组织学 2 或

3 级胶质瘤定义为 4 级［5］，该类肿瘤恶性程度更高、患者生

存期明显短于野生型患者［6］。

CDKN2A/B 纯合缺失在较低级别胶质瘤中发生率极

低，目前国内外缺乏对其系统的比较研究。本研究基于

对 中 国 脑 胶 质 瘤 基 因 组 图 谱 计 划（Chinese Glioma 
Genome Atlas， CGGA），通过大样本筛选 CDKN2A/B 纯合

缺失型较低级别胶质瘤患者，与野生型患者进行系统比

较，分析其临床特点、生存预后、恶性表型及相关功能通

路等，更为深入地理解 CDKN2A/B 纯合缺失型患者的特

点，为临床实践中选择更为积极的抗肿瘤治疗提供理论

依据。

1　材料和方法

1. 1　患者标本和数据

共计 473 例较低级别胶质瘤（260 例 2 级和 213 例 3
级）的临床数据（见表 1）和 1 116 例全级别脑胶质瘤（293
例 2 级，346 例 3 级，477 例 4 级）RNA 测序数据均来自中国

脑胶质瘤基因组学数据库（CGGA，www.cgga.org.cn）。27
例新诊断的较低级别胶质瘤患者标本（16 例 2 级和 11 例 3

级）采集于首都医科大学附属北京天坛医院病理科。所

有病例均检测 CDKN2A/B 纯合缺失状态（焦磷酸测序或

荧光原位杂交）。该研究得到首都医科大学附属北京天

坛医院医学伦理委员会审批（KY2014-002-02）。

1. 2　免疫组织化学检测 CD31 和 Ki-67
免疫组织化学主要步骤如下，4% 多聚甲醛固定，石

蜡包埋、固定、切片，切片经二甲苯及乙醇梯度脱蜡，滴加

3%H2O2封闭内源性过氧化物酶 5 min，枸橼酸盐抗原修复

液中 100 ℃修复 15 min 后自然冷却，CD31（Proteintech，#
11265-1-AP）和 Ki-67 一抗（中杉金桥，#ZM-0166），滴加

一抗（CD31：1∶2 000；Ki-67：1∶200），4 ℃孵育过夜，滴加

二抗（中杉金桥即用型，#PV-6000），37 ℃孵育 20 min，滴

加新鲜配制的 DAB 显色剂，光学显微镜下观察显色效果

3~5 min。苏木素复染 2 min，自来水漂洗后 1％盐酸－乙

醇分化，自来水漂洗中止分化，常规脱水、透明、封片。实

验步骤之间中使用磷酸盐缓冲液进行冲洗。OLYMPUS
光学显微镜下拍照统计结果。

1. 3　功能富集分析

采用非配对 t 检验筛选 CDKN2A/B 纯合缺失型患者

（244 例缺失和 872 例野生）中高表达基因（>1.2 倍，P<
0.000 1）。利用 DAVID 数据库（https：//david.abcc.ncifcrf.
gov）进 行 在 线 功 能 富 集 分 析［ 基 因 本 体 论（Gene 
Ontology， GO）模块］和通路分析［京都基因与基因组百科

全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes， KEGG）

模块］，利用 4.1.3 版本 R 软件的 ClusterProfiler 软件包的

Dotplot 函数进行数据的可视化绘图。

1. 4　统计学方法

统计使用 SPSS 的 22.0 版本，年龄采用均数（最小值~
最大值）表示，计量资料采用均数±标准差（-x ± s）表示，两

组间比较采用独立样本 t 检验；计数变量采用例（%）表

示，两组间采用 χ2 检验；生存分析使用 Kaplan-Meier，两
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组比较 Log-rank 分析，GraphPad Prism 8.0 绘图。以 P<
0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　临床特点

473 例具有 CDKN2A/B 纯合缺失、临床和预后信息的

较低级别胶质瘤（见表 1）。其中，34 例携带 CDKN2A/B 纯

合 缺 失 ，发 生 率 7.2%。 通 过 与 野 生 型 患 者 相 比 ，携 带

CDKN2A/B 纯合缺失患者平均年龄偏大（P<0.05）；星形细

胞瘤或 3 级胶质瘤患者更容易发生 CDKN2A/B 纯合缺失

（均 P<0.05）；野 生 型 患 者 更 容 易 达 到 肿 瘤 近 全 切（P<
0.05）；野生型患者更倾向携带 IDH 突变（P<0.05）。而患

者性别、肿瘤位置、癫痫、KPS、放疗、化疗及 MGMT 启动子

甲基化和 1p/19q 联合缺失等因素在两组之间差异无统计

学意义（P>0.05）。

表 1　患者临床信息

因素

平均年龄/岁（范围）

性别 例（%）

 男

 女

位置 例（%）

 单侧

 双侧

 缺失

病理 例（%）

 含星形细胞成分

 纯少突

病理分级 例（%）

 2
 3
术前癫痫 例（%）

 有

 无

 缺失

术前KPS 例（%）

 <80分

 ≥80分

 缺失

切除程度 例（%）

 近全切除

 部分切除

化疗治疗 例（%）

 有

 无

 缺失

放疗治疗 例（%）

 有

 无

 缺失

MGMT启动子甲基化 例（%）

 甲基化

 未甲基化

 缺失

IDH突变 例（%）

 突变

 无突变

 缺失

1p/19q 共缺失 例（%）

 共缺失

 非共缺失

 缺失

CDKN2A/B野生型（439例）

40 (10~73)
251(57. 2)
188(42. 8)
412(93. 8)

25(5. 7)
2(0. 5)

286(65. 1)
153(34. 9)
247(56. 3)
192(43. 7)
232(52. 8)
201(45. 8)

6(1. 4)
92(19. 4)

341(70. 8)
6(1. 4)

373(85. 0)
66(14. 8)

233(53. 1)
159(36. 2)

47(10. 7)
337(76. 8)

83(18. 9)
19(4. 3)

201(45. 9)
160(36. 4)

78(17. 8)
333(75. 9)
105(23. 9)

1(0. 2)
150(34. 2)
267(60. 8)

22(5. 0)

CDKN2A/B纯合缺失型（34例）

45 (24-74)
22(64. 7)
12(35. 3)
33(97. 1)

1(2. 9)
0(0)

29(85. 3)
5(14. 7)

13(38. 3)
21(61. 7)
15(44. 1)
18(52. 9)

1(2,9)
9(26. 5)

24(70. 6)
1(2. 9)

24(70. 6)
10(29. 4)
21(61. 8)

6(17. 6)
7(20. 5)

29(85. 3)
3(8. 8)
2(5. 9)

11(32. 4)
14(41. 2)

9(26. 4)
17(50)
17(50)

0(0)
10(29. 4)
24(70. 6)

0(0)

t/χ2值
2. 257
0. 733

0. 467

5. 757

4. 144

0. 813

0. 656

4. 837

3. 559

2. 082

1. 288

11. 151

0. 318

P值

0. 025
0. 472

1. 000

0. 015

0. 049

0. 373

0. 389

0. 048

0. 068

0. 240

0. 301

0. 002

0. 663

注：KPS=卡诺夫斯凯评分；MGMT=O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶。
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A：Ki-67蛋白； B：CD31蛋白。

图 2　增殖和血管增生免疫组化分析

CDKN2A/B 纯合缺失 CDKN2A/B 野生

CDKN2A/B 野生CDKN2A/B 纯合缺失

Ki-
67

CD
31

2. 2　生存分析

IDH 突变是较低级别胶质瘤最重要的分子标志物，在

335 例 IDH 突变的较低级别胶质瘤中，CDKN2A/B 纯合缺

失 型 患 者 的 总 生 存 期（1 694 d vs. 未 达 到 ，HR=3.603， 
95%CI = 1.254—10.350， P=0.017）和无进展生存期（1 933 
d vs. 3 988 d，HR=2.739， 95%CI=1.076—6.974， P=0.035）
较野生型患者缩短（图 1A 和 1B）；而在 IDH 野生型较低级

别胶质瘤患者中，同样显示 CDKN2A/B 缺失型患者的总

生 存 期（827 d vs. 1 378 d，HR=1.874， 95%CI=0.910—

3.859， P=0.088）和 无 进 展 生 存 期（553 d vs. 929 d，HR=
2.133， 95%CI=1.011—4.498， P=0.047）较野生型患者缩

短（见图 1C 和 1D）。尽管 IDH 野生型患者总生存期未能

达到统计学差异，但趋势明显。

2. 3　细胞增殖和血管增生

在重新收集的 13 例 CDKN2A/B 纯合缺失型和 14 例

野生型较低级别胶质瘤标本中进行免疫组化，结果显示

CDKN2A/B 纯合缺失型标本 Ki-67 蛋白的表达高于野生

型患者（26% vs 12%； t=2.116； P=0.045）（图 2A）。CD31
蛋白的表达量在缺失型患者中表达明显升高，尽管未能

达到统计学差异（24% vs 12%；t=2.017；P=0.058），但趋势

明显；同样，CDKN2A/B 纯合缺失型标本中血管数量也显

著多于野生型（图 2B）。

A和B为 IDH突变型患者；C和D为 IDH野生型患者。

图 1　生存分析
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2. 4　功能通路富集分析

在 CGGA 数 据 库 中 共 有 1 116 例 患 者 标 本 进 行 了

CDKN2A/B 纯合缺失检测，其中 244 例纯合缺失型，872 例

野 生 型 。 热 图 显 示 缺 失 型 患 者 多 集 中 在 4 级 胶 质 瘤

（χ2=89.070，P=0.000），我 们 筛 选 到 3 801 个 基 因 在

CDKN2A/B 纯合缺失型样本中高表达（> 1.2 倍，P=0.000）

（图 3A），通过 GO（Gene Ontology）功能分析发现细胞周期

和 DNA 复制功能相关基因在纯合缺失型标本中高表达

（图 3B）；在通路（KEGG pathway）分析中同样发现与细胞

周期和 DNA 复制、修复通路相关的基因在纯合缺失型标

本中高表达（图 3C）。

3　讨论

相较于典型的胶质母细胞瘤，较低级别胶质瘤患者

生存期更长，影响预后因素更多，使得对其精准危险分层

更为重要［6］。通常临床危险分层比较主观，比如切除程

度、组织病理等因为检查方法和评判者不同会有很大差

异。分子病理的出现使得目前胶质瘤诊断更为客观，也

能更好地提示预后，甚至指导治疗［7］。目前除了 IDH 突

变和 1p/19q 联合缺失，CDKN2A/B 纯合缺失是较低级别

胶质瘤中的另一个重要分子标志物 ［8］。国内外指南规范

均认为携带 CDKN2A/B 纯合缺失的较低级别胶质瘤应被

定义为恶性度最高的 4 级［5，9］。但该分子改变在较低级别

胶质瘤中发生率极低，系统的比较分析罕有报道。笔者

通过 CGGA 数据库的大样本筛选 CDKN2A/B 纯合缺失和

野生型患者，通过比较临床信息、分子病理、预后和功能

通路，并通过新收集患者标本对细胞增殖和血管增生进

行分析，系统地描述了 CDKN2A/B 纯合缺失型患者的特

点，使临床医生进一步加深对该类肿瘤的理解。

CDKN2A/B基因位于染色体9p21，属于INK4（Inhibitors 
of cyclin-dependent kinase 4）基因家族，该家族在调控细

胞周期和抑制细胞增殖方面具有类似的生物学特性。目

前该基因被发现编码 2 个细胞周期依赖激酶抑制蛋白，分

别是 p16INK4a 和 p14ARF。p16INK4a 蛋白能够抑制细胞

周期依赖蛋白 CDK4/6 与 Cyclin D 结合，从而调控细胞中

CDK4-pRB-E2F1 信号通路，最终在细胞周期 G1 期起到

抑制作用。p14ARF 主要通过抑制 MDM2 泛素化降低 P53
蛋白来对细胞周期进行调控，MDM2 是一种泛素化连接

酶 ，主 要 参 与 抑 癌 蛋 白 P53 的 降 解［8，10］。 由 此 可 见 ，

CDKN2A 主要是通过对细胞周期的运转进行刹车式调

控，从而抑制细胞增殖。但该基因一旦发生突变或缺失，

丧失了对细胞周期的抑制作用，将导致肿瘤的发生及恶

性程度的增加。CDKN2B 基因的位置毗邻 CDKN2A，它同

样编码一细胞周期依赖激酶抑制蛋白，该蛋白能够与

CDK4/6 直接结合形成复合物，使 CDK4/6 失去活性，从而

对细胞周期 G1 期起到负向调控作用，抑制细胞增殖［11］。

3 801个基因在CDKN 2A/B纯合缺失型样本中高表达（A）；这些高表达基因富集的功能（B）和通路分析（C）。

图 3　功能和通路分析
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该蛋白能够迅速被肿瘤生长因子 TGF-β 诱导表达，因此

它能够抑制 TGF-β 导致的肿瘤细胞增殖［12］。与 CDKN2A
一样，该基因的突变和缺失也丧失了抑制肿瘤作用。在

胶质瘤中，CDKN2A/B 纯合缺失预示着患者更短的生存

期 ，该 缺 失 在 较 低 级 别 星 形 细 胞 瘤 中 发 生 率 9%~
48%［13-15］，国 内 报 道 约 在 18%［16］。 然 而 笔 者 通 过 筛 选

CGGA 数 据 库 的 较 低 级 别 胶 质 瘤 473 例 ，其 中 发 生

CDKN2A/B 纯合缺失仅 34 例，占 7.2%。组织学病理证实

的较低级别胶质瘤中 2 级患者中位生存期 13.3 年［17］，3 级

少突胶质细胞瘤为 14 年［18］，预后最差的 3 级星形细胞瘤

也在 5.6 年左右［19］。然而携带 CDKN2A/B 缺失的较低级

别胶质瘤患者的中位生存期仅 3~4 年［13-16］。本研究的 34
例 CDKN2A/B 纯合缺失型患者的中位生存为 3.1 年，而中

位无进展生存期仅 2.7 年，明显短于野生型患者，而且该

趋势在 IDH 突变或野生型患者中结论一致。生存分析说

明携带 CDKN2A/B 纯合缺失的肿瘤恶性更高，对治疗更

加不敏感。另外，笔者的数据显示 CDKN2A/B 纯合缺失

型患者年龄偏大，多是 3 级星形细胞瘤，且缺失更容易发

生在 IDH 野生型患者，这些特点也预示缺失型患者的预

后较差，结合缺失型标本中细胞增殖标志物 Ki-67 和血管

标志物 CD31 的高表达也提示这类肿瘤恶性程度更高。

然而，尽管 CDKN2A/B 纯合缺失已成为患者预后更

差、肿瘤恶性程度更高的一个重要分子标志物，但目前在

胶 质 瘤 领 域 针 对 该 分 子 尚 无 有 效 的 靶 向 药 物 报 道 。

CDKN2A/B 是调控细胞周期的重要抑制基因［20］，能够调

控细胞周期中许多重要基因。我们的功能和通路分析也

显示该缺失明显影响一些参与细胞周期、DNA 复制及损

伤修复等相关基因的表达。说明针对 CDKN2A/B 纯合缺

失或其相关通路的靶向治疗有可能成为治疗靶点。目前

针对其相关通路，如 CDK 通路已经发现了有效的药物，如

核糖环肽（Ribociclib）在复发胶质母细胞瘤和弥漫内生型

脑桥胶质瘤［21-22］，帕博西立布（Palbociclib）在胶质母细胞

瘤和颅内转移瘤等相继被报道有一定疗效［23-24］。但这些

药物尚无可靠的临床试验数据支持其应用，希望不久的

将来能够针对 CDKN2A/B 纯合缺失这类恶性程度较高的

难治性肿瘤开发出有效的治疗方法和药物。
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