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DIRAS3可能是一种新的胶质瘤生物标志物且与免疫浸润相关
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摘 要：目的　探索 DIRAS3 对胶质瘤患者预后的影响及其潜在机制。方法　通过 TCGA 和 CGGA 数据库提取 DIRAS3 表达谱和

临床数据，分析 DIRAS3 在不同临床病理特征胶质瘤患者中 mRNA 的表达水平，及其对总生存期和临床病理特征的影响。收集 32
例包括正常脑及胶质瘤组织标本，并采用 Western blotting、免疫组织化学等方法比较 DIRAS3蛋白在不同等级胶质瘤和正常组织中

的表达差异。通过基因本体论（GO）、京都基因与基因组百科全书（KEGG）、基因集富集分析（GSEA）和基因集变异分析（GSVA）等方

法，对 DIRAS3 及其共表达基因可能的生物学功能和信号传导通路进行分析。并分析 DIRAS3 与免疫细胞浸润程度以及免疫相关

分子表达之间的关系。结果　DIRAS3 在胶质瘤中的过表达现象明显，且其表达水平随 WHO 分级升高而增加，并与患者的总生存

率呈负相关。生物信息学分析显示，DIRAS3 的高表达与患者年龄、肿瘤分级、IDH 状态以及 1p/19q 编码缺失有关。此外，DIRAS3
相关表达基因富集在多种免疫相关通路中，参与调节免疫反应的多个过程。结论　DIRAS3 不仅是胶质瘤的诊断和预后生物标志

物，更是胶质瘤免疫疗法的关键靶点。                                                               [国际神经病学神经外科学杂志, 2024, 51(3): 27-39]
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DIRAS3 may be a novel glioma biomarker related to immune infiltration
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Abstract：  Objective　To study the association of DIRAS3 with the prognosis of patients with glioma and the potential 
mechanisms. Methods　Using DIRAS3 expression profiles and clinical data extracted from The Cancer Genome Atlas and 
the Chinese Glioma Genome Atlas databases， we studied DIRAS3 mRNA expression levels in patients with glioma with 
different clinicopathological features as well as its relationship with overall survival and clinicopathological features. 
Subsequently， we collected 32 normal brain and glioma tissue specimens to compare DIRAS3 protein expression levels in 
different grades of gliomas and normal tissues by Western blot and immunohistochemistry. Through Gene Ontology analysis， 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes analysis， gene set enrichment analysis， and gene set variation analysis， we 
explored the possible biological functions and signaling pathways of the DIRAS3 gene and its co-expressed genes. We also 
explored the relationship between DIRAS3 and the degree of immune cell infiltration and the expression of immune-related 

·论著 ·

基金项目：国家自然科学基金（81960541）；甘肃省自然科学基金（22JR5RA959/22JR5RA966/ 2ZD6FA021-4）；兰州大学医学创新与发展项目

（lzuyxcx-2022-170）；兰州市科技局项目（2021-RC-97）；兰州大学第二医院 “萃英 ”大学生科学训练计划（CYXZ-01/CYXZ2020-
08）；兰州大学第二医院 “萃英 ”大学生科学训练计划（CYXZ-01/CYXZ2020-08）；兰州市科技局项目（2021-RC-97）；兰州大学第二

医院萃英本科生科学训练计划（CYXZ-01/CYXZ2020-08）；萃英研究生导师申请者培训计划（201803/ CYDSPY202-002）；甘肃省科

技计划（21JR7RA411）。

收稿日期：2023-12-08；修回日期：2024-06-10
作者简介：周景寰，系兰州大学外科学神经外科专业毕业，致力于胶质瘤的基础研究工作。

通信作者：潘亚文，教授，主任医师，博士研究生导师。Email： panyawen666@sohu.com。

电子、语音版

··27



http://www.jinn.org.cn2024，51（3） 周景寰，等：DIRAS3 可能是一种新的胶质瘤生物标志物且与免疫浸润相关

molecules. Results　DIRAS3 was significantly overexpressed in gliomas. The expression level of DIRAS3 increased with 
the increase in the World Health Organization classification of gliomas， and was negatively correlated with the overall 
survival rate of patients. The bioinformatics analysis showed that the high expression of DIRAS3 was associated with patient’
s age， tumor grade， isocitrate dehydrogenase mutation status， and 1p/19q deletion. In addition， DIRAS3-associated co-
expressed genes were enriched in various immune-related pathways to play a regulatory role in a variety of processes in 
immune response. Conclusions　 DIRAS3 is not only a diagnostic and prognostic biomarker for gliomas， but also a key 
target for glioma immunotherapy. ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2024, 51(3): 27-39］
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胶质瘤是颅内最常见的原发性肿瘤，占所有恶性脑

肿瘤的 81%［1］。人类弥漫性胶质瘤分为星形细胞瘤，IDH
突变型；少突胶质细胞瘤，IDH 突变型和 1p/19q 共同缺失

型；胶质母细胞瘤（Glioblastoma， GBM），IDH 野生型［2］。

与其他非中枢神经系统肿瘤一样，胶质瘤的恶性程度

WHO 分级也将其分为 2～4 级［3］。在过去的几十年中，尽

管实施了多种治疗策略，包括肿瘤切除术、放射治疗和替

莫唑胺化疗，但胶质瘤患者的 5 年生存率仍然处于较低水

平［4-5］ 。 肿 瘤 相 关 巨 噬 细 胞 （tumor associated 
macrophages， TAM） 是 肿 瘤 微 环 境 （tumor 
microenvironment， TME）中分布最广的一组免疫细胞［6］。

在 GBM 中，TAM 占据了肿瘤细胞总数的一半，这些 TAM
主要来自浸润巨噬细胞和脑小胶质细胞［7］。TAM 在协调

肿瘤发展过程中扮演着重要的角色。它参与了血管生

成、细胞外基质重塑、癌细胞增殖、转移和免疫抑制等多

个方面，同时还能抵抗化疗药物和检查点阻断免疫疗法

的治疗效应。因此，TAM 是肿瘤学研究中的一个关键领

域 ，对 于 深 入 了 解 肿 瘤 的 发 生 、发 展 和 治 疗 具 有 重 要

意义［8］。

DIRAS 家 族 GTPase 3（DIRAS family GTPase 3， 
DIRAS3）最初是在卵巢癌中被发现的，也被称为增生性

Ras 同源物 I（aplasia Ras homology I， ARH I）或正常卵巢

上 皮 细 胞 Y2（normal ovarian epithelium Y2， NOEY2）［9］。

DIRAS3 基因存在于人类染色体 1p31.3 上，是一种编码 26 
kD 的 GTP 酶，它与 Ras 的不同之处在于其 N 末端有一个

由 34 个 氨 基 酸 组 成 的 特 异 性 N 末 端 延 伸（N-terminal 
extension， NTE）［10］。由于小鼠和大鼠的基因中不存在

DIRAS3 基因 ，因此对其作用的研究相对较为困难［11］。

DIRAS3 是一个母系印迹基因［12］，由于其母系等位基因上

的 3 个不同甲基化 CpG 区域（differentially methylated CpG 
regions， DMRs）被高度甲基化和沉默，其表达只能发生在

父系等位基因中［13-14］。在卵巢癌［15］、乳腺癌［9］、甲状腺

癌［16］、胰腺癌［17］、肺癌［18］、前列腺癌［19］和结肠癌［20］中 ，

DIRAS3 因 为 异 常 的 甲 基 化 导 致 其 表 达 量 减 少［19-21］。

DIRAS3 的重新表达，能够发挥多重功效，有效抑制肿瘤

细胞的增殖，阻止克隆的形成，削弱侵袭能力，诱导进入

休 眠 状 态 ，以 及 促 进 自 噬 。 这 些 功 能 的 发 挥 ，使 得

DIRAS3 成为一种极具吸引力的抗肿瘤策略，有望促进肿

瘤细胞的进展［22-25］。然而，关于 DIRAS3 在胶质瘤中的作

用仍存在不确定性。有研究表明，DIRAS3 可能作为原癌

基因通过表皮生长因子受体-蛋白激酶 B（EGFR-AKT）通

路促进胶质瘤的增殖和迁移［26］，但有报道指出 DIRAS3 具

有原癌基因的作用［27-28］。这些研究结果尚需进一步验证

和完善，以确保 DIRAS3 在胶质瘤中的作用得到确认。因

此，其具有重要的科学价值。

1　材料和方法

1. 1　数据采集

2021 年 5 月—2023 年 1 月，于兰州大学第二医院神经

外科收集因脑积水而行第三脑室造瘘术治疗的 8 名患者

正常脑组织样本，同时收集 24 名胶质瘤患者的肿瘤组织

样 本 ，包 括 低 级 别 胶 质 瘤（low-grade glioma， LGG）和

GBM。32 名患者在手术前均未接受任何其他治疗。兰州

大学第二医院医学伦理委员会批准了这项研究，研究按

照《赫尔辛基宣言》的原则进行。所有患者均提供了知情

同意书。

1. 2　 TCGA 和 CGGA 数 据 库 中 DIRAS3 的 表 达 资 料

采集

从癌症基因组图谱（TCGA）（https：//portal.gdc.cancer.
gov）、基因表达组织学（GTEx）（www.gtexportal.org）和中国

胶质瘤基因组图谱（CGGA）（http：//www.cgga.org.cn）数据

库中下载 GBM、LGG 和正常脑组织的 HTSeq-FPKM 数据

和临床数据。根据 DIRAS3 表达的中位数将样本分为低

表达组和高表达组。

1. 3　Western blotting 检测 DIRAS3 蛋白的表达

用 含 苯 甲 基 磺 酰 氟（PMSF）的 放 射 免 疫 沉 淀 法

（RIPA）缓冲液裂解正常组织和肿瘤组织，提取所有组织

蛋白。用 12%SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分

离蛋白溶液，转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。用封闭液

封闭 PVDF 膜 1.5 h，一抗在 4℃孵育过夜。二抗在室温下

孵育膜 2 h，检测 DIRAS3 表达。一抗为兔抗人 DIRAS3 单

克隆抗体（26 kD， 1.5∶1 000， PA5-20109， ORIGENE）和

鼠抗人 GAPDH 抗体（37 kD， 1∶50 000， ab8245， Abcam）。
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1. 4　免疫组织化学（免疫组化）染色

制片：胶质瘤组织及正常脑组织经福尔马林固定、石

蜡包埋后，制成 4 μm 厚切片。制备载玻片：脱蜡、水合

法。抗原修复在 95℃柠檬酸盐缓冲液中煮沸 15 min，加

入 3% 过氧化氢溶解内源性过氧化物酶，封闭液封闭。抗

体 孵 育 ：兔 抗 人 一 抗 DIRAS3 单 抗（NP 004666，

ORIGENE）在 4℃孵育过夜。用山羊抗兔免疫球蛋白抗体

［UltraSensitiveTM SP（小 鼠/兔）IHC 试 剂 盒 ，KIT-9710，

MXB］二次染色。3，3'-二氨基联胺（DAB）染色，Harris 苏

木素抑制。脱水并用中性树脂覆盖载玻片，徕卡显微镜

扫描拍照。

1. 5　基因集变异分析（GSVA）

数据准备：通过 TCGA 数据库，下载数据集，包括 5 个

正常脑和 170 例胶质母细胞瘤患者基因表达数据。基因

集（H： hallmark gene sets）从分子特征数据库（MSigDB，

https：//www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/）下载。对于每

个样本或条件，计算基因集中所有基因的平均表达水平，

得到基因集得分。对基因集得分进行统计检验，以识别

出与特定生物过程或疾病状态相关的基因集。根据统计

检验结果，解释基因集得分与生物过程或疾病状态之间

的关系。

1. 6　功能富集和免疫浸润分析

利用 STRING 创建 DIRAS3 结合蛋白的 PPI 网络。从

TCGA 下载胶质瘤表达谱，筛选出 DIRAS3 共表达基因。

使 用 clusterProfiler R 软 件 包（4.2.1 版）对 基 因 本 体 论

（GO）、京都基因与基因组百科全书（KEGG）进行富集分

析 ，确 定 DIRAS3 的 潜 在 生 物 功 能 和 信 号 通 路 。 使 用

GSVA 算 法 计 算 免 疫 细 胞 标 志 物 ，评 估 肿 瘤 免 疫 浸 润

程度。

1. 7　统计学方法

使用 SPSS 26.0 对数据进行分析。计量资料以均数±
标准差（-x ± s）表示，比较采用独立样本 t 检验或单因素方

差分析；等级资料采用 Mann-Whitney U 检验；计数资料

采用例（%）表示，比较采用 χ2 检验；相关性检验采用斯皮

尔曼（Spearman）法；采用受试者操作特征（ROC）曲线和

曲线下面积（AUC）评估诊断准确性。采用 Kaplan-Meier
曲线和比例风险模型分析评估其预后判断价值。使用

“rms”和“survival”R 软件包建立提名图，并利用校准曲线

进一步评估性能。采用 GraphPad Prism 9.2.0 绘制棒棒糖

图、散点图、方框图和热图。以 P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　研究结果

2. 1　DIRAS3 的高表达与胶质瘤患者的临床病理特征的

相关性

TCGA 和 CGGA 数据集中胶质瘤患者的总体临床病

理特征（表 1）。根据 TCGA 的 699 个胶质瘤组织和 GTEx
的 1 157 个 正 常 脑 组 织 的 基 因 表 达 数 据 分 析 显 示 ，

DIRAS3 在肿瘤组织中的表达高于正常组织（图 1）。32 例

患者的 Western blotting 检测结果显示，正常脑组织与不

同等级的胶质瘤（即正常、G2、G3 及 G4 级）在蛋白表达水

表 1　胶质瘤患者与 DIRAS3 表达相关的临床病理特征

临床特征

n
性别 例(%)
 女

 男

年龄 例(%)
 ≤60岁

 > 60岁

WHO分级 例(%)
 G2
 G3
 G4
IDH状态 例(%)
 WT
 Mut
1p/19q编码缺失 例(%)
 无缺失

 缺失

OS事件 例(%)
 存活

 死亡

DIRAS3表达

TCGA
低

349

146 (20. 9)
203 (29. 0)

316 (45. 2)
33 (4. 7)

159 (25)
140 (22)
11 (1. 7)

18 (2. 6)
328 (47. 6)

189 (27. 3)
160 (23. 1)

277 (39. 6)
72 (10. 3)

高

350

152 (21. 7)
198 (28. 3)

240 (34. 3)
110 (15. 7)

65 (10. 2)
105 (16. 5)
157 (24. 6)

228 (33. 1)
115 (16. 7)

331 (47. 8)
12 (1. 7)

150 (21. 5)
200 (28. 6)

P值

0. 670

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

CGGA
低

346

153 (22. 1)
193 (27. 8)

326 (47. 1)
19 (2. 7)

121 (17. 5)
151 (21. 8)

73 (10. 5)

84 (13. 1)
225 (35. 0)

156 (25. 0)
125 (20. 1)

177 (26. 7)
149 (22. 5)

高

347

142 (20. 5)
205 (29. 6)

295 (42. 6)
52 (7. 5)

67 (9. 7)
104 (15. 0)
176 (25. 4)

202 (31. 5)
131 (20. 4)

322 (51. 7)
20 (3. 2)

89 (13. 4)
248 (37. 4)

P值

0. 380

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001
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平上存在差异（图 1）；免疫组化结果显示，DIRAS3 在胶质

瘤 中 的 高 表 达 特 性（图 1）。 数 据 库 资 料 分 析 显 示 ，

DIRAS3 的表达与胶质瘤患者的年龄、分级、IDH 状态、1p/
19q 编码缺失和预后（图 2）相关。在 CGGA 中也得到了类

似的结果（图 3）。DIRAS3 的表达随着肿瘤分级的增加而

增加（图 2、3）。此外，DIRAS3 的表达与 OS、无进展间期

（progression free interval， PFI）和 疾 病 特 异 性 生 存 期

（disease specific survival， DSS）密切相关（图 2）。DIRAS3
的表达还与种族、组织学类型和初治结果相关（图 2）。

A：TCGA 中 699例脑胶质瘤中 DIRAS3的 mRNA 表达高于 GETx中的 1 157例正常组织；B～D：Western blotting 检测 32例正常脑

组织和胶质瘤的 DIRAS3蛋白表达差异；E、F：免疫组化检测正常脑组织和GBM 中的 DIRAS3的表达；G：DIRAS3影响小胶质细

胞分布和胶质瘤增殖的示意模型。*表示与正常组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 1　DIRAS3在胶质瘤中的表达模式和机制

DIRAS3表达与种族(A)、年龄(B)、WHO分级(C)、组织学类型(D)、IDH状态(E)、1p/19q编码缺失(F)、主要治疗结果(G)、OS事件(H)、
DSS事件(I)、PFI事件(J)和性别(K)之间的相关性。*表示组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 2　TCGA数据库中胶质瘤患者的临床病理特征与DIRAS3表达的相关性
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2. 2　DIRAS3 的高表达和胶质瘤患者预后不良相关

Kaplan-Meier 曲 线 显 示 ，胶 质 瘤 患 者 的 总 生 存 期

（OS）随着 DIRAS3 表达量的增加而降低（P<0.001）。同

样，一项在 TCGA 中评估 DIRAS3 对不同胶质瘤临床病理

组预测性影响的亚组研究也显示，DIRAS3 表达越高，女

性、男性、种族（黑人或非裔美国人）、种族（白人）、年龄≤60 岁、

年龄> 60 岁、WHO G3、组织学类型（星形细胞瘤）、组织学

类型（寡细胞瘤）、IDH 状态（WT）、1p/19q 编码缺失（非模

型）和初治结果（PD）这些临床病理特征中显示不同 OS 事

件（图 4）。

在评估 DIRAS3 表达对区分胶质瘤和正常组织作用

的时间依赖性 ROC 曲线中，预测 1、2、3、4 和 5 年生存率的

AUC 值分别为 0.841、0.851、0.841、0.805 和 0.803（图 5A～
5E）。单变量和多变量 Cox 回归分析，发现年龄、WHO 分

级、初治结果以及 DIRAS3 都是不良 OS 的风险因素（图

5）。为了更直观地预测生存率，我们构建了一个提名图，

通过计算总积分来预测胶质瘤患者的 1、3 和 5 年生存率

（图 5I）。此外，校准曲线（图 5）进一步表明提名图能够准

确预测 1、3 和 5 年的生存率。这些结果提供了有力的证

据 ，支 持 DIRAS3 表 达 作 为 胶 质 瘤 诊 断 的 有 效 生 物 标

志物。

2. 3　DIRAS3 共表达基因的富集分析及 GSAV 分析

使用 STRING 工具，共鉴定出 50 个 DIRAS3 结合蛋

白，并构建它们的蛋白质相互作用（PPI）网络（图 6）。对

TCGA 数据库中胶质瘤表达谱数据进行整理，旨在识别与

DIRAS3 相关的差异表达基因（DEGs）。筛选条件设定为

绝对对数表达变化（|logFC|）大于 1.5，以及经过校正的 P
值小于 0.01。通过对比 DIRAS3 高表达组和低表达组，共

发现了 3386 个 DEGs。其中，3076 个基因在 DIRAS3 高表

达组中呈现上调趋势，而 310 个基因则呈下调趋势。如图

6C 所示，我们展示了 DIRAS3 高表达组和低表达组中前

10 个 差 异 表 达 基 因（DEGs）的 热 图 。 此 外 ，通 过 对

DIRAS3 结合蛋白和 DIRAS3 相关 DEGs 进行交叉分析，发

现 了 3 个 共 同 的 成 员 ：MET、PLEKHG4B 和 MAP3K19
（图 6D）。

根据 GO 和 KEGG 分析结果，DIRAS3 共表达基因似

乎主要参与体液免疫反应、补体激活、经典途径、吞噬、识

别、循环免疫球蛋白介导的体液免疫反应、B 细胞介导的

免疫、免疫球蛋白复合物、循环、质膜外侧、血液微粒、T 细

胞受体复合物、抗原结合、免疫球蛋白受体结合、受体配

体活性、信号受体激活剂活性和细胞因子活性。KEGG 分

析表明，DIRAS3 共表达基因富集于细胞因子与细胞因子

受体相互作用、系统性红斑狼疮、病毒蛋白与细胞因子和

细胞因子受体相互作用、金黄色葡萄球菌感染和造血细

胞系。为探讨标志基因集在胶质母细胞瘤患者和正常脑

组织中的差异，基于 TCGA 数据库，利用 R 包 GSVA，结果

提示在 E2F 靶点、MYC-V1 靶点、干扰素 α 反应、干扰素 γ
反应等 21 个标志基因集中显示 GBM 和正常脑组织之间

存在差异，并且结果以热图展示（图 7）。

2. 4　与 DIRAS3 相关的信号通路的 GSEA 鉴定

应用 GSEA 确定 DIRAS3 高表达组和低表达组中与

DIRAS3 相关的信号通路（图 8）。在高 DIRAS3 表达表型

DIRAS3表达与年龄(A)、分级(B)、IDH突变状态(C)、1p/19q编码缺失(D)、化疗状态(E)、生存状态(F)、性别(G)、MGMTp甲基化状态

(H)、放疗状态(I)以及原发和复发类型(J)之间的相关性。*表示组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 3　CGGA数据库中胶质瘤患者的临床病理特征与DIRAS3表达的相关性
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中发现有 14 条信号通路高度富集。其中，12 条途径与免

疫激活有关（例如：抗原处理和表达、细胞因子-细胞因子

受体相互作用、JAK-STAT 信号通路、自然杀伤细胞介导

的细胞毒性、NOD 样受体信号通路、TOLL 样受体信号通

路 、利 什 曼 寄 生 虫 感 染 的 抗 炎 反 应 、碱 基 切 除 修 复 、

FCERI 介导的 NF-kB 激活、中性粒细胞脱颗粒、白细胞介

素信号传导和 IL18 信号通路）。而另外 2 种途径则在细

胞周期中富集（如细胞周期检查点和 M 期）。

2. 5　DIRAS3 表达水平与免疫细胞浸润丰度相关

单个样本的 GSEA 分析显示，免疫细胞浸润程度与

DIRAS3 表达量之间存在相关性。DIRAS3 的表达与免疫

激活相关的细胞（如巨噬细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细

胞、活化树突状细胞、T 细胞和未成熟树突状细胞）呈正相

关。然而，DIRAS3 的表达与 Th2 细胞、细胞毒性细胞、

NK CD56 dim 细胞、NK 细胞、T 中枢记忆细胞和类浆细胞

树突状细胞成反比。高 DIRAS3 表达组和低 DIRAS3 表达

组之间的免疫细胞浸润丰度比较，差异有统计学意义。

A，B：TCGA 和 CGGA 数据集中胶质瘤患者 OS 的 Kaplan-Meier 曲线。C～N：DIRAS3表达水平对 TCGA 数据库中具有不同临床

病理特征胶质瘤患者 OS 的影响，其中 C 为性别（女性）、D 为性别（男性）、E 为种族（黑人或非裔美国人）、F 为种族（白人）、G 为

年龄小于 60 岁、H 为年龄大于 60 岁、I 为 WHO 3 级、J 为组织学类型（星形细胞瘤）、K 为组织学类型（寡细胞瘤）、L 为 IDH 状态

（WT）、M为1p/19q编码缺失（非模型）、N为主要治疗结果(PD)。
图 4　生存曲线显示DIRAS3在胶质瘤患者中的预后价值
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选取一组 DIRAS3 表达量不同的胶质瘤组织，用免疫组化

的方法验证其 CD163 的表达情况，结果显示，DIRAS3 表

达高的胶质瘤中 CD163 表达也升高（图 9）。

DIRAS3 与单核细胞和巨噬细胞（包括 M1 巨噬细胞、

M2 巨噬细胞和 TAM）遗传标志物的表达水平相关（表 2）。

DIRAS3 的表达水平与免疫调节剂、趋化因子及其受体、

免疫检查点和 MHC 分子相关（图 10）。

A～E：TCGA 队列中 1、2、3、4和 5年 OS的时间依赖性 ROC；F：AUC曲线；G和 H：单变量、多变量 Cox回归分析的结果森林图；I：
预测胶质瘤患者1、3和5年OS概率的提名图；J：用于评估提名图预测效果的校准图。

图 5　TCGA数据库中OS的时间依赖性ROC和AUC曲线、森林图、提名图和校准图
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A：使用STRING工具构建50个结合蛋白的PPI网络图；B：比较DIRAS3高表达组和低表达组的DEGs火山图；C：热图显示DIRAS3高

表达组和低表达组中表达差异的前10个基因；D：结合蛋白和DEGs的维恩图，显示3个共同成员，即MET、PLEKHG4B和MAP3K19。
图 6　胶质瘤中的 DIRAS3 结合蛋白和 DEGs

A：胶质瘤患者中DIRAS3共表达基因的GO和KEGG通路富集分析；B：GSVA分析，21条基因集的热图。

图 7　GO、KEGG及GSVA分析
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A：抗原处理和表达；B：细胞因子-细胞因子受体相互作用；C：JAK-STAT 信号通路；D：自然杀伤细胞介导的细胞毒性；E：NOD
样受体信号通路；F：TOLL 样受体信号通路；G：利什曼寄生虫感染的抗炎反应；H：碱基切除修复；I：细胞周期检查点；J：FCERI
介导的NF-kB激活；K：M相；L：中性粒细胞脱颗粒；M：白细胞介素的信号传导；N：IL18信号传导途径。

图 8　GSEA分析的富集途径

表 2　DIRAS3 与单核细胞和巨噬细胞标志物的相关性分析

细胞类型

单核细胞

M1 巨噬细胞

基因标记

CD14
CD16(FCGR3A/FCGR3B)

CD86
CD115(CSF1R)

NOS2(INOS)
IRF5

COX2(PTGS2)

Cor (Spearman)
0. 489
0. 622
0. 514
0. 306
0. 258
0. 441
0. 371

P值

2. 32E-43
3. 68E-76
1. 59E-48
1. 25E-16
4. 29E-12
8. 41E-35
2. 44E-24

细胞类型

   M2 巨噬细胞

   TAM

基因标记

ARG1
CD163
VSIG4

MS4A4A
HLA-G
CD80
CCL2
CD68
IL10

Cor (Spearman)
0. 272
0. 504
0. 463
0. 445
0. 229
0. 541
0. 531
0. 076
0. 506

P值

2. 12E-13
2. 06E-46
1. 70E-38
1. 98E-35
8. 29E-10
1. 46E-54
2. 48E-52
4. 36E-02
8. 48E-47
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A：神经胶质瘤中 24 个免疫细胞的浸润程度与 DIRAS3 表达之间的相关性；B～G：散点图显示浸润的免疫细胞与 DIRAS3 表达

呈正相关；H～M：散点图显示浸润的免疫细胞与 DIRAS3 表达呈负相关；N：方框图显示 19 种免疫细胞在 DIRAS3 高表达组和

低表达组之间的浸润丰度存在统计学差异（***）；O、P：免疫组化标记低、高表达DIRAS3的胶质瘤的CD163表达情况。

图 9　DIRAS3调控免疫细胞在胶质瘤肿瘤微环境中的浸润程度
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3　讨论

神经胶质瘤是神经系统最常见的恶性肿瘤，其预后

较差，常规手术和术后放疗可提高 5 年生存率，但仍不能

达到满意的效果［5］。因此，寻找新的分子靶点对于胶质

瘤的治疗和预后预测尤为重要。并且免疫治疗目前展现

出 了 巨 大 的 发 展 前 景 ，能 够 有 效 改 善 患 者 的 预 后［29］。

DIRAS3 是一个肿瘤抑制基因，编码一个 26 kD 的 GTP 酶，

DIRAS3 的下调发生在卵巢癌、乳腺癌、肺癌、前列腺癌、

结肠癌、脑癌和甲状腺癌中［13-20］，DIRAS3 再表达可抑制

或阻断 PI3K/AKT、JAK/STAT 和 RAS/MAPK 抑制剂的信

号转导，进而抑制癌细胞的生长和活力，降低恶性程度，

抑制血管的生成。并且再表达的 DIRAS3 可诱导裸鼠/裸
鼠卵巢癌异种移植模型休眠，抑制癌细胞生长和血管生

成，但促进由 DIRAS3 介导的自噬使休眠癌细胞在缺乏营

养的环境中的存活能力提高［30］。因此，DIRAS3 的再表达

可作为一种生物标志物和新疗法的靶点，以消除常规疗

法后的残余肿瘤［30］。

在胶质瘤中，DIRAS3 的作用尚不明确。DIRAS3 高

表达与年龄、分级、IDH 状态和 1p/19q 缺失相关，但与性

别无关。DIRAS3 表达与肿瘤分级紧密相关，随分级增加

而增加。DIRAS3 表达与 OS、PFI 和 DSS 密切相关，也与种

族、组织学类型和主要治疗结果相关。单变量和多变量

Cox 回归分析表明，年龄、分级、主要治疗结果和 DIRAS3
是低 OS 的危险因素。此外，在 TCGA 数据库筛选出的与

DIRAS3 相关的差异表达基因中，与 DIRAS3 正相关性最

高的 SAA1（serum amyloid A1）是一种敏感的急性期高密

度脂蛋白，主要由肝脏产生，是人体对急性炎症和组织损

伤的反应，评估急性期人体炎症反应过程，SAA1 可能参

与机体免疫系统，促进受损组织的修复，也可作为多种疾

病的诊断或预后标志物［31］，这与我们的研究结果一致。

通过 STRING 和上述交集交叉分析寻找 DIRAS3 结合蛋

白 ，发 现 了 3 个 共 同 的 成 员 ：MET、PLEKHG4B 和

MAP3K19。MET 受体与其配体 HGF 结合，诱导 MET 二聚

化、酪氨酸残基自磷酸化、底物对接并激活下游信号通

路，而异常的 MET/HGF 轴通路参与肿瘤细胞的增殖、生

存、侵袭和转移［32］。PLEKHG4B 是一种 Rho-鸟嘌呤核苷

酸交换因子（Rho-GEF），定位于细胞连接处，通过降低细

胞-细胞连接形成后期的肌球蛋白活性参与细胞-细胞连

接的成熟［33］。但目前对 MAP3K19 的作用研究较少，有报

道称其作用与癌症进展相关［34］。因此，DIRAS3 可能参与

了 SAA1、MET、PLEKHG4B 和 MAP3K19 的调控，从而改

变肿瘤免疫微环境，进而促进胶质瘤的进展。

为了进一步探讨 DIRAS3 在胶质瘤中的作用，我们根

据 GO 富集分析，发现 DIRAS3 共表达基因在多种免疫过

程中发挥重要作用，为多种免疫细胞完成免疫活动提供

协助。根据 KEGG 分析，DIRAS3 共表达基因参与了细胞

因子-细胞因子受体相互作用等分子互作过程，并可能对

肿瘤免疫微环境产生影响。根据先前的报道，我们了解

到肿瘤细胞可以通过分泌一系列的细胞因子、趋化因子

和其他因子来巧妙地塑造其微环境，从而对周围细胞进

行重编程，这些重编程的细胞在肿瘤的存活和发展中起

到了至关重要的作用。免疫细胞作为肿瘤基质的重要组

成部分，也参与了这个过程［35］。经过 GSVA 分析，我们发

现了包括 E2F 靶点、MYC-V1 靶点、干扰素 α 反应以及干

扰素 γ 反应等在内的 21 个标志基因集，这些基因集在

GBM 与正常脑组织之间存在显著差异。这一发现为我们

进一步理解 GBM 的发病机制提供了新的视角。此外，图

8 揭示了 DIRAS3 高表达表型中高度富集的 14 条信号通

路。这些数据进一步表明，DIRAS3 可能会通过调节肿瘤

免疫微环境来促进胶质瘤的进展。这种调节作用可能涉

A：与免疫刺激因子的相关性；B：与免疫抑制因子的相关性；C：与趋化因子的相关性；D：与受体的相关性；E：与刺激性免疫检

查点的相关性；F：与抑制性免疫检查点的相关性；G：与MHC分子的相关性。

图 10　DIRAS3与不同免疫因子之间的相关性
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及多种复杂的生物学过程，进一步揭示了 DIRAS3 在胶质

瘤进展中的重要作用。有趣的是，通过对单个样本进行

GSEA 分析，我们还发现免疫细胞浸润程度与 DIRAS3 表

达之间存在很强的相关性。DIRAS3 表达与免疫活化相

关细胞呈正相关。越来越多的证据显示，当肿瘤微环境

存在时，先天性免疫细胞以及适应性免疫细胞都参与了

肿瘤的发展［6］。这表明，DIRAS3 可能会促进免疫细胞的

浸润丰度，从而促进胶质瘤的进展。

研究结果显示，DIRAS3 与单核细胞和巨噬细胞（包

括 M1 巨噬细胞、M2 巨噬细胞和 TAM）之间存在的密切联

系，它们在遗传标志物的表达水平上存在相关性。在健

康的组织环境中，巨噬细胞通常呈现出 M1/M2 混合表型，

展示出其在活化状态连续体上的两端。因此，M1 和 M2
极化被视为活化状态连续体的 2 个极端终点，其精确程度

取决于特定微环境中局部信号的精确混合。这种机制使

得巨噬细胞能够在各种不同的生理和病理环境中发挥其

重要的作用［36］。本研究结果提示 DIRAS3 可能会对胶质

瘤中的小胶质细胞产生向 M2 方向极化的倾向。DIRAS3
可以通过不同途径对 TAMs 产生影响，从而促进肿瘤的生

长和进展。

时间依赖性的 ROC 曲线结果显示，DIRAS3 在预测

1、2、3、4 和 5 年生存率的 AUC 值证明 DIRAS3 表达在预测

患者生存率方面所展现出的卓越性能。这些数据不仅凸

显了 DIRAS3 作为胶质瘤诊断生物标志物的巨大潜力，而

且彰显了其高度的预测准确性。通过一系列精心设计的

Cox 回归分析，进一步识别出年龄、WHO 分级、主要治疗

结果以及 DIRAS3 表达水平均为影响患者不良 OS 的风险

因素。特别是 DIRAS3，其能够精准预测 1、3 和 5 年的生

存率，为我们提供了极具价值的预后信息，对于临床治疗

和患者管理具有重要的指导意义。本研究结果明确显

示，DIRAS3 的高表达是胶质瘤患者预后不良的重要风险

因素。基于这一发现，笔者有充分理由推测 DIRAS3 可以

作为诊断胶质瘤预后的重要生物标志物。

综上所述，DIRAS3 在胶质瘤中的表达上调，可能通

过调节 SAA1、MET、PLEKHG4B 和 MAP3K19 等蛋白的水

平，诱导免疫细胞浸润，改变胶质瘤的肿瘤免疫微环境，

从而促进胶质瘤的发展。此外，DIRAS3 的表达水平与胶

质瘤患者的不良预后之间存在正相关，并且可以准确地

预测患者的预后情况，因此可以作为诊断标志物。这一

发现为胶质瘤的免疫治疗提供了新的思路和靶点，为未

来的治疗提供了更为准确和有效的途径。
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