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【摘要】 　 目的　 探讨胶质母细胞瘤(GBM)肿瘤微环境中髓系细胞的铁代谢异常及其对疾病进展的影响。 方法　 收集两

例患者的原发性胶质瘤样本,1 例为 WHO IV 级胶质母细胞瘤(HG),1 例为 WHO II 级少突胶质细胞瘤(LG)。 利用单细胞测

序对样本进行转录组分析,另外选择公共数据库 GSE242044 芯片对结果进行验证。 利用 Kaplan-Meier 生存曲线对患者的生存

期进行比较,并通过 Log-rank 评估生存差异。 结果　 铁蛋白重链(FTH1)和轻链(FTL)在髓系细胞,尤其是中性粒细胞中高表

达。 通过公共数据库进一步验证发现 FTH1 和 FTL 表达特征在 GBM 中普遍存在。 FTH1 和 FTL 与髓系细胞标志物(CSF3R、
FCGR3A、TREM1)之间的相关性分析显示,其表达与髓系细胞的浸润水平呈显著正相关(P<0. 01)。 生存分析结果表明,FTH1
和 FTL 高表达及中性粒细胞浸润是 GBM 患者生存期下降的主要风险因素。 结论　 初步揭示了髓系细胞铁代谢异常在 GBM
进展中的潜在机制,为该疾病的早期诊断和治疗策略提供了新的理论依据。
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【Abstract】　 Objective　 To explore the abnormal iron metabolism of myeloid cells in the tumor microenvironment of glioblastoma

(GBM) and its impact on disease progression. Methods 　 Primary glioma samples were collected from two patients: one with WHO
grade IV glioblastoma (HG) and another with WHO grade II oligodendroglioma (LG). Single-cell sequencing was performed for tran-
scriptomic analysis, and results were further validated using the public database GSE242044 microarray. Kaplan-Meier survival curves
were used to compare the patients’ survival times, and Log-rank tests were conducted to assess the survival differences. Results　 Fer-
ritin heavy chain 1 (FTH1) and light chain (FTL) were highly expressed in myeloid cells, particularly in neutrophils. Further valida-
tion using public database GSE242044 confirmed the widespread expression of FTH1 and FTL in GBM. Analysis of the correlation be-
tween FTH1 and FTL and myeloid cell markers (CSF3R, FCGR3A, TREM1) revealed a significant positive correlation with myeloid
cell infiltration levels (P<0. 01). Additionally, survival analysis indicated that high expression of FTH1 and FTL and neutrophil infil-
tration were major risk factors for decreased survival in the GBM patients. Conclusions　 This study preliminarily reveals the potential
mechanism of abnormal myeloid cells iron metabolism in the progression of GBM. It provides new theoretical insights for early diagnosis
and treatment strategies for this disease.
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　 　 脑胶质瘤是最常见的颅内肿瘤,约占颅内原发

肿瘤的一半[1, 2]。 在 2007 年世界卫生组织(WHO)
肿瘤分类中,胶质瘤可分为Ⅰ级(包括毛细胞星形

细胞瘤、多形性黄体星形细胞瘤等)、Ⅱ级(包括少

突胶质细胞瘤、星形细胞瘤等)、Ⅲ级(包括间变性

少突胶质细胞瘤、间变性星形细胞瘤等)和Ⅳ级(胶
质母细胞瘤)。 其中 I 级和 II 级被视为低级别胶质

瘤(low-grade glioma,LG),而 III 级和 IV 级被视为高

级别胶质瘤(high-grade glioma,HG)。 目前除少数

几种类型外,多数种类的胶质瘤缺乏有效的治疗方

案[3 ~ 5]。 其中胶质母细胞瘤(glioblastoma,GBM)作

为最高级别的胶质瘤,具有侵袭程度高、生长速度

快等特点,因而治疗难度大,预后很差[6, 7] 。 因此,
探究 GBM 发生、发展机制,改善现有的治疗模式是

神经外科研究领域亟需解决的疑难。
GBM 肿 瘤 微 环 境 ( tumor microenvironment,

TME)的特点是免疫抑制细胞群浸润增加,从而减

弱了抗肿瘤免疫反应[8]。 髓系细胞是血液循环中
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含量丰富的免疫细胞,经常大量汇集于肿瘤组

织[9]。 但是肿瘤中免疫细胞亚群的具有复杂性,大
量渗入肿瘤的髓系细胞如中性粒细胞和巨噬细胞

可能具有促癌和抗癌两种不同的表型[10]。 而最近

的研究也表明髓系细胞可能在刺激 GBM 疾病进展

中发挥重要作用,例如循环中性粒细胞水平升高的

患者肿瘤组织中中性粒细胞浸润也同时增加,且与

不良预后相关[11]。 因此,探讨造成肿瘤中髓系细胞

的免疫抑制表型的原因至关重要。 而近期发表的

一篇 Nature 结果显示,铁代谢异常进而诱导的髓系

细胞铁死亡可能是导致免疫抑制出现的主要原

因[12]。 本研究拟从 GBM 髓系细胞是否具有铁代谢

异常为出发点,探究 GBM 恶性进展的潜在机制。
传统的转录组测序通常反映组织或多个细胞

的平均基因表达,未能充分揭示样本中细胞间的基

因表达异质性[13]。 近年来,单细胞测序技术的兴起

为解析胶质瘤的异质性带来了新的机遇。 这种技

术能够识别在特征基因、生物学特性和预后等方面

存在差异的肿瘤细胞群体,揭示分布于肿瘤不同区

域及发病不同时期的免疫细胞亚群,并确定肿瘤细

胞的起源等[14, 15]。 总体而言,单细胞测序在阐明肿

瘤发生与发展的机制方面具有巨大潜力。 因此,本
研究将应用单细胞测序技术深入解析 GBM 髓系细

胞及其亚群的铁代谢情况,旨在为该疾病的诊断与

治疗提供新的理论依据和策略。
1　 资料与方法

1. 1　 一般资料　 2023 年 10 月至 2024 年 1 月在四

川省人民医院的神经外科诊所招募患者。 在参加

研究之前,所有个体都获得了完整准确的口头和书

面信息。 参与研究的受试者提供了书面知情同意

书。 筛选后,从两例未经治疗的患者那里获得了 4
个原发性胶质瘤样本,其中 HG 为 1 例女性,38 岁,
病变部位为右侧颞叶,早期症状为头晕,术后病理

诊断为 WHO IV 级胶质母细胞瘤, Ki67 表达量

0． 15,术后 KPS 评分 60 分;LG 为 1 例男性,37 岁,
早期症状为头痛,病变部位为左侧颞叶,病理诊断

为 WHO II 级少突胶质细胞星形细胞瘤,Ki67 表达

量为 0. 3,术后 KPS 评分 90。
1. 2　 方法　 胶质瘤样本的单细胞转录组学分析:手
术前采集新鲜样本,消化成单细胞悬浮液,然后通

过 10× Genomics Chromium 系统提供的 Cell Ranger
(3. 1. 0 版)进行基于液滴的单细胞转录组分析。 经

过 Cell Ranger 定量质量控制后,每个样本中高质量

细胞的数量为 2419 ~ 10733 个。 去除双倍细胞、多
倍细胞和凋亡细胞等低质量细胞后,最终收集到的

细胞数量为 1606 ~ 9744 个,每个细胞中的唯一分子

标识符(Unique molecular identifier,UMI)平均数量

为 7325 ~ 15424 个,每个细胞中的基因平均数量为

2424 ~ 3858 个,每个细胞的线粒体基因比率为

5． 69% ~ 11． 90% 。 使用 R 软件包 Seurat (3. 1. 1
版)处理过滤后的 UMI 计数矩阵[16]。 另外,获取来

自 GSE242044 的单细胞测序数据,得到了另一份

UMI 计数矩阵。 使用 Macosko 等提供的算法来识别

单细胞中的顶级可变基因[17]。 在 Seurat 中使用

RunPCA 函数(PC num= 15)进行主成分分析(prin-
cipal component Analysis,PCA)以降低维度[16]。 在

Seurat 中使用 FindClusters 函数根据基因表达谱使

用基于图的聚类分析细胞组,使用 RunTSNE 函数使

用二维 t 分布随机邻域嵌入( t-distributed stochastic
neighbor embedding, t-SNE)方法显示聚类,并使用

FindAllMarkers 函 数 查 找 每 个 聚 类 中 的 标 记 基

因[16]。 然后用 R 软件包 SingleR (一种用于无偏

scRNA-seq 细胞类型检测的自动注释方法),以

Mabbott 等的人类原代细胞图谱(human primary cell
atlas) [18] 为 参 考 转 录 组 数 据 集, 推 断 细 胞 类

型[19 ~ 21]。 Seurat 中的 FindMarkers 功能用于识别差

异表达基因( differentially expressed genes,DEGs)。
差异表达的标准是 P=0. 05 和 | log2

fold change | > 0. 58。
使用超几何分布对 DEGs 进行基因本体(gene ontol-
ogy,GO)富集和京都基因和基因组百科全书通路富

集(Kyoto encyclopedia of genes and genomes,KEGG)
分析。
1. 3　 统计学方法　 应用 R 语言对数据进行分析处

理。 利用 Kaplan-Meier 生存曲线对各组患者的生存

期进行比较,并通过 Log-rank 检验评估生存差异的

统计学显著性。 根据生存曲线和 Log-rank 检验对应

的 P 值,筛选 P<0. 05 水平对患者生存预后有显著

影响的分子标志物,作为 GBM 的疾病风险标志物。
2　 结果

2. 1　 铁蛋白亚基 FTH1 和 FTL 在 GBM 髓系细胞

中高表达　 分析的组织样本分别被临床和病理鉴

定为 HG 和 LG 组的 WHO IV 级胶质母细胞瘤和

WHO II 级少突星形细胞瘤。 对 KEGG 通路数据库

中的 1667 个代谢基因进行预处理、质量控制和降维

后,生成了 17 个簇(图 1a)。 根据已知每种细胞标

志物的表达特异性,将这 17 个簇分为 7 种细胞类

型,分别是恶性肿瘤细胞(Maligent)、少突细胞(Oli-
godendrocyte)、 髓 系 细 胞 ( Myeolid )、 内 皮 细 胞

(Endo)、杀伤细胞(NKT)、穆勒细胞(Mural)、中性

粒细胞(Neutrophil) (图 1b)。 进一步研究发现,铁
蛋白重链 ( ferritin heavy chain 1, FTH1 ) 和轻链

(ferritin light chain,FTL)在髓系细胞尤其是中性粒
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细胞具有高表达特征(即原亚群 cluster17,中性粒细

胞标志基因:CSF3R、FCGR3A、TREM1 和 TREM2)
(图 1c 和 1d)。
2. 2 　 基于 GBM 芯片 GSE242044 验证 FTH1 和

FTL 的表达 　 为进一步探讨 FTH1 和 FTL 的高表

达是否为 GBM 髓系细胞的典型特征,选用了另一套

公共数据库中的 GBM 单细胞样本(GSE242044,5
例对照和 5 例 GBM 病理组织)进行分析。 首先通

过降维将单细胞分为了 22 个簇(图 2a)。 随后,根

据已知每种细胞标志物的表达特异性,将这 22 个簇

分为 8 种细胞类型,分别是穆勒细胞(Mural)、内皮

细胞(Endo)、肿瘤细胞(Tumor)、脑膜纤维母细胞

(Meningeal fibroblast)、少突角质细胞(Oligodendro-
cytes )、 血 管 周 纤 维 母 细 胞 ( Peri-vascular-
Fibroblast)、髓系细胞 ( Myeolids)、星形胶质细胞

(Astrocytes)(图 2b)。 最后,确定了 FTH1 和 FTL 在

髓系细胞中的表达显著高于其他细胞(髓系细胞标

志物 AIF1、CD68、CSF1R、CD86、MSR1)(图 2c)。

图 1　 铁蛋白亚基 FTH1 和 FTL 在 GBM 髓系细胞中高表达　 a:降维分析获得 17 个集群;b:在 T-SNE 图谱中

用经典标记鉴定的细胞类型分布;c:FTH1 在各细胞群中的表达情况;d:FTL 在各细胞群中的表达情况

2. 3　 FTH1 和 FTL 与髓系细胞标志物的相关性分

析　 利用公共数据集 CGGA 对 GBM 图谱数据进行分

析,结果发现 FTH1 和 FTL 均与髓系标志物 CSF3R、
FCGR3A、TREM1 呈显著的正相关(P<0. 05)。 见图

3a ~3f。 进一步利用 TCGA 数据库进行验证,显示出

与 CGGA 分析相似的结果,即 FTH1 和 FTL 的表达同

样与髓系标志物具有显著的正相关性(P<0. 05),见
图 4a ~4f。
2. 4　 GBM 患者的生存期与 FTL 和 FTH1 的关联

分析　 为进一步明确 FTL 和 FTH1 是否与 GBM 患

者的生存期具有相关性。 首先在排除年龄、性别、

种族、肿瘤级别后构建了回归生存分析模型,用于

评估 FTH1 和 FTL 是否可作为 GBM 患者的预后因

子,根据低基因表达和低中性粒细胞浸润、低基因

表达和高中性粒细胞浸润、高基因表达和低中性粒

细胞浸润、高基因表达和高中性粒细胞浸润分为了

四组。 结果表明,高 FTH1 表达和高中性粒细胞浸

润组的生存期显著低于其他分组(P<0. 05,图 5a)。
同时,高 FTL 表达和高中性粒细胞浸润组的生存期

也显著低于其他分组(P<0. 05,图 5b)。 上述结果

表明,FTH1 和 FTL 均为 GBM 患者的高风险基因。
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图 2　 基于 GBM 芯片 GSE242044 进行 FTH1 和 FTL 表达的验证　 a:降维分析获得 22 个集群;b:在 T-SNE 图谱中用经典标记鉴定的细胞

类型分布;c:FTH1 和 FTL 在各细胞群中的表达情况

图 3　 基于 CGGA 数据库验证 FTH1 和 FTL 与髓系标志物的表达　 a ~ c:FTL 与 CSF3R、FCGR3A、TREM1 之间的相关

性分析;d ~ f:FTH1 与 CSF3R、FCGR3A、TREM1 之间的相关性分析

图 4　 基于 TCGA 数据库验证 FTH1 和 FTL 与髓系标志物的表达　 a ~ c:FTL 与 CSF3R、FCGR3A、TREM1 之间的相关性

分析;d ~ f:FTH1 与 CSF3R、FCGR3A、TREM1 之间的相关性分析
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图 5　 GBM 患者的生存分析　 a:低 FTH1 和高 FTH1 与 GBM 患者的生存分析;b:低 FTL 和高 FTL 与 GBM 患者的生存分析

3　 讨论

GBM 和其他高级别星形细胞瘤是最常见和最

致命的脑肿瘤之一,尽管已经进行了数十年的基因

组分析,但 5 年生存率仍徘徊在 5% 以下[22]。 因其

特有的侵袭性,以及血脑屏障的存在阻止药物消灭

肿瘤细胞,导致 GBM 的隐匿性较高且传统治疗效果

不佳[23, 24]。 尽管目前临床应用替莫唑胺和放射疗

法提高了 GBM 患者的生存率,但患者中位生存期仍

只有 9 ~ 16 个月[25, 26]。 因此,开发有效的治疗靶点

和干预药物,仍是提高 GBM 预后亟待解决的重要

环节。
GBM 的 TME 中超过 50%的细胞都是肿瘤相关

髓系细胞,其中包括巨噬细胞、树突状细胞、中性粒

细胞等[27]。 而目前广泛认为髓系细胞出现的免疫

抑制表型是造成 GBM 患者生存期较短、预后不良的

主要原因[28]。 例如,GBM 的 TME 存在一类具有促

肿瘤特性的代谢重组肿瘤相关巨噬细胞亚群,它们

在表观遗传上被重新连接,表现出免疫抑制特征,
并在侵袭性间充质胶质母细胞瘤亚型中富集[29];
GBM 患者的细胞因子环境有利于髓系细胞的募集,
维持与预后不良相关的抗炎特征[30]。 但近期研究

表明,造成免疫抑制中性粒细胞的浸润增加原因可

能是由于铁代谢异常导致的[12],因此本研究拟利用

单细胞测序数据分析 GBM 髓系细胞是否也存在铁

代谢相关的基因异常表达。
首先,通过单细胞测序数据分析确定了 FTH1

和 FTL 在髓系细胞,尤其是中性粒细胞中高表达。
铁蛋白的重链和轻链(FTH1 和 FTL)是构成铁蛋白

的两个亚基,而铁蛋白是唯一能够储存大量铁的蛋

白质,因此在调节细胞铁代谢中起着关键作用[31]。
最近的证据表明 FTH1 / FTL 表达上调参与了细胞的

铁死亡和细胞凋亡[32, 33]。 这表明促炎型中性粒细

胞表型的消退可能是由铁代谢异常诱发的铁死亡

和细胞凋亡造成的。

为验证 FTH1 和 FTL 在髓系细胞中的表达上调

在 GBM 中是否具有普遍性,分析了另一套 GBM 单

细胞芯片 GSE242044,其中包括 5 例对照样本和 5
例 GBM 病理组织样本,结果发现在髓系细胞中同样

伴随着 FTH1 和 FTL 表达的上调,提示铁代谢在髓

系细胞群中的代谢异常可能具有普遍性。 进一步

利用 CGGA 和 TCGA 数据库对 FTH1 和 FTL 与髓系

细胞标志物 CSF3R、FCGR3A 和 TREM1 之间进行了

相关性分析,结果表明 FTH1 和 FTL 与髓系细胞标

志物 CSF3R、FCGR3A 和 TREM1 之间均呈显著的正

相关性。 这表明,随着髓系细胞数量的增加,铁蛋

白的表达也随之上调。 这一结果支持了铁代谢在

髓系细胞促进 GBM 进展中的潜在作用。
为探究 FTH1 和 FTL 的表达与 GBM 患者的生

存期之间是否具有相关性,通过比较 FTH1 和 FTL
不同表达以及不同中性粒细胞浸润情况构建了的

回归生存分析模型。 结果发现,FTH1 和 FTL 的高

表达、中性粒细胞的高浸润均为造成 GBM 患者生存

期下降的主要风险因素。 此外,这一结果表明 FTH1
和 FTL 可能作为 GBM 的预后因子,并为其作为临

床治疗的靶点提供数据支持。
综上,本研究通过单细胞数据分析、生存期分

析,初步探讨了铁蛋白在 GBM 髓系细胞中的表达情

况、铁蛋白与中性粒细胞标志物的表达相关性及其

在 GBM 中作为预后标志物的潜力。 研究结果表明,
FTH1 和 FTL 在 GBM 髓系细胞尤其是中性粒细胞

中的表达明显高于其他细胞。 同时 FTH1 和 FTL 与

髓系细胞标志物(如 CSF3R、FCGR3A 和 TREM1)之
间存在显著的正相关性。 此外,生存期分析结果显

示高 FTH1 和 FTL 表达及中性粒细胞浸润的组别,
其生存期显著低于其他组。 总的来说,本研究为理

解髓系细胞在 GBM 进展中的作用提供了新的视角,
特别是在铁代谢与髓系细胞的关联方面,为进一步

的研究和临床应用奠定了基础。
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