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AbStRACt
Objective this study investigated the MRI diagnosis of glioma and the expression characteristics of the 
circadian gene CRY 1 on glioma. Methods the diagnosis of glioma by MRI and other major imaging, sheet 
diffusion t1 hypointense and t2 hyperintense, and no obvious enhancement is the only disease that requires 
imaging standards in the diagnosis of central nervous system tumors. the CRY1 gene expression data in 
glioma were downloaded based on the GEO and tCGA databases. Survival analysis was performed using 
Kapian-Meier and Cox ratio-risk regression. the minimum absolute shrinkage and selection operator (LASSO) 
screens for immune cells associated with survival. the RNA-Seq analysis confirmed the results. Results 
High expression of the circadian gene CRY1 in glioma is associated with worse prognosis. there are seven 
pathways involved in the signaling pathway associated with glioma. Proteins bound to CRY1 were screened 
to investigate the frequency of CRY1 alteration and type of mutation in the tCGA database. Found that high 
levels of CRY1 expression were associated with higher rates of immune cell infiltration, with higher sensitivity 
to immunotherapy. Conclusion the high expression level of CRY 1 is closely associated with the poor 
prognosis of glioma, and CRY1 has a high immune infiltration rate and higher sensitivity to immunotherapy, 
so CRY1 may be a potential therapeutic target for the biomarker of glioma immunotherapy.
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　　众所周知，人体的身体遵循着一定的昼夜节律进行正常的生理机能活动，这一由24
小时的昼夜节律形成的内源性时钟系统被转化为新陈代谢和行为的节律。昼夜节律来源于
拉丁语词根“circa”(about)和“diem”(day)，并作为广泛的生理功能的重要调节器，
包括新陈代谢，睡眠，体温，血压，内分泌，免疫，心血管和肾功能，对人类更好的适应
生活，学习，工作，维持健康发挥着十分重要的作用[1-2]。昼夜节律使人体通过调节基因
表达达到分子水平的时间稳态，每24小时产生一次蛋白质表达的峰值，以控制特定生物
过程对太阳日最活跃的时间。核心时钟成分(CLOCK，NPAS2，ARNTL/BMAL1，ARNTL2/
BMAL2，PER1，PER2，PER3，CRY1和 CRY2)的转录和翻译在节奏产生中起关键作用，
昼夜节律与昼夜周期同步，昼夜节律的破坏有助于心血管疾病、癌症、代谢综合征和衰
老的病理学[3]。作为转录阻遏物的核心时钟基因: CRY1形成反馈环的负肢，并与 CLOCK | 
NPAS2-ARNTL/BMAL1 | ARNTL2/BMAL2异二聚体相互作用抑制其活性，从而负调节其自
身的表达。CRY1 作为分子守门人以维持 CLOCK-ARNTL/BMAL1处于平衡和抑制状态，直
到适当的转录激活时间然后抑制 CLOCK-ARNTL/BMAL1诱导的 BHLHE40/DEC1转录[4]。
　　CRY1是一个转录抑制因子，编码一个黄素腺嘌呤二核苷酸结合蛋白，是昼夜节律核
心振荡复合物的关键组成部分，调节昼夜节律时钟，它的失调有助于脑胶质瘤的发展。
且研究证明小鼠相关基因的缺失就导致完全黑暗的昼夜节律周期缩短。
　　脑胶质瘤是最常见的脑癌和中枢神经系统最多见的恶性肿瘤，根据世界卫生组织国家
癌症研究机构(IARC)发布的2022年全国癌症报告的统计数据，脑癌的发病率达到10.9%，死
亡率达到5.9%，中位总生存期仅为12-15个月[5]，其具有极高的发病率和病死率，总体生存
率和预后极差，手术切除，术后放疗和替莫唑胺同步化疗对胶质瘤的作用效果并不理想[6-

7]。目前，临床诊断主要依靠磁共振成像(MRI)检查；MRI检查发现2个及以上脑叶受累，信号
特点为片状弥散性T1低信号、T2高信号，可无明显强化，这也是目前中枢神经系统肿瘤诊断
时唯一需要影像学标准的疾病。脑胶质瘤边界不清，表现为长T1、长T2信号影，信号可以不
均匀，周边水肿轻重不一。T1WI表现为等信号或低信号，T2WI和FLAIR表现为高信号，DWI
部分病灶可呈高信号。如果占位效应轻，增强扫描多无明显强化或轻度强化。MRI主要显示
脑胶质瘤出血、坏死、水肿组织等的不同信号强度差异及占位效应，并且可以显示病变的侵
袭范围。目前分子标志物对脑胶质瘤的个体化治疗及临床预后判断具有重要意义，随着生物
信息学对胶质瘤特异性表达基因筛查出的昼夜节律基因CRY1与胶质瘤的关系的不断发展，
肿瘤治疗和研究有了新的突破，基因靶向分子治疗成为近年来肿瘤治疗和研究的热点，不仅
如此，由于以往研究证明昼夜节律系统有节律地调节抗癌治疗的疗效，这导致了时间疗法的
创新想法[8-9]，基于此，研究胶质瘤的发病机制、探索胶质瘤发生和转移中的关键分子事件
为临床诊断和预后寻找新的指标，以及为靶向药物治疗寻找新的靶点至关重要[10]。

1  资料与方法
1.1 数据处理  下载来自癌症基因组图谱(TCGA)数据网站结合基因型-组织表达门户网站
(GTEx)的胶质瘤样本和非肿瘤样本中CRY1的表达的单细胞RNA-Seq数据，并使用R软件
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【摘要】目的 本项研究探讨脑胶质瘤的MRI诊断及
昼夜节律基因CRY1对脑胶质瘤表达特性的研究。方
法 通过MRI等主要影像学诊断脑胶质瘤，片状弥散
性T1低信号、T2高信号，可无明显强化为中枢神经
系统肿瘤诊断时唯一需要影像学标准的疾病。基于
GEO和TCGA数据库下载CRY1基因在胶质瘤中的表
达数据。生存分析采用Kapian-Meier和Cox比例-风
险回归。最小绝对收缩和选择算符(LASSO)筛选与
生存相关的免疫细胞。RNA-Seq分析证实了结果。
结果 昼夜节律基因CRY1在脑胶质瘤中的高表达与较
差的预后相关。GSEA软件筛选出的与胶质瘤相关的
信号通路中参与上调的通路有7条。筛选与CRY1结
合的蛋白，研究TCGA数据库中CRY1改变频率、突
变类型。发现CRY1表达高水平和较高的免疫细胞浸
润率相关，对免疫治疗的敏感性更高。结论 CRY1的
高表达水平与胶质瘤的不良预后密切相关，且CRY1
具有较高的免疫浸润率，对免疫治疗的敏感性更
高，则CRY1可能做为胶质瘤免疫治疗的生物标志物
的潜在治疗靶点。
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包“Seurat”进行处理,同时GEPIA2网站上的数据显示了CRY1在
胶质瘤瘤中表达的差异(TCGA肿瘤组织vs TCGA正常组织的)。
1.2 胶质瘤的预后生存分析
以CRY1表达的中位数为阈值，将患者分为高(50%)和低(50%)表
达组，并采用Kaplan-Meier分析生成生存曲线，log-rank检验确
定总生存(OS)和无病生存期(DFS)的相关性。
1 . 3  胶 质 瘤 的 遗 传 变 异 分 析   神经胶质瘤的遗传变异信息，
从TCGA数据库中下载，使用cBioPortal网站(https://www.
cbioportal.org/)，这是一个开放获取的癌症基因组学数据集的存
储库[11-12]，分析所有TCGA肿瘤的改变频率、突变类型的结果，
探索高或低风险组的改变峰值信息。突变位点信息通过“突变”
模块显示在蛋白质结构示意图或3D结构中,使用了“比较”模块
来获得TCGA癌症病例CRY1基因改变的总体,进展和疾病生存率差
异的数据,卡普兰-迈耶图与对数秩P值也产生，并且选择总生存
期OS(overall survival)，疾病特异性生存期DSS(disease-specific 
survival)，无病生存期DFS(disease-free survival)，无进展生存期
PFS(progression free survival)来分析CRY1基因变异的生存分析。
1.4 胶质瘤的免疫细胞浸润分析  为了分析CRY1表达与胶质瘤免
疫细胞浸润之间的关系，我们使用TIMER 2.0工具处理所有癌症
的TCGA数据，这是一个系统分析不同癌症类型的免疫浸润的综合
资源数据库，分析胶质瘤中四种免疫浸润(CD4+ T细胞、自然杀
伤细胞，中性粒细胞和DC细胞)的丰度，用散点图进行验证，数
据分析采用Spearman秩相关检验得到P值和偏相关值。
1.5 胶质瘤中与CRY1共表达蛋白的分析  使用STRING 2.0数
据库(http://string-db.org)对胶质瘤组织中与CRY1共表达的
蛋白进行分析，这是一个已知和预测的蛋白-蛋白相互作用的
PPI(protein-Protein interaction networks)数据库，用来分析
蛋白质之间的功能相互作用。然后利用在线工具GEPIA2筛选与
CRY1结合的蛋白，获得蛋白相互作用图，结合癌症调控因子探索
者网站(http://explorer.cancerregulome。org/)搜索、过滤和可
视化从TCGA数据中生成的分析数据，获得与CRY1表达相关的前
10个重要蛋白，用于进一步分析和散点作图。
1.6 GO和KEGG通路分析  为了进一步探究模块基因和关键基
因的生物学功能，使用“聚类分析器”中的R包进行GO(gene 
ontology)大规模功能富集研究分析和从基因，分子网络的角度
系统分析基因功能的KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes)通路富集分析，P<0.05。
1.7 基因集合富集分析(GSEA)  为了探讨CRY1在胶质瘤发生中
的潜在分子功能，采用GSEA软件R pakage进行富集分析，设置
P<0.05，根据CRY1表达的中位数将其分为高表达组和低表达组,
以预测CRY1相关的信号通路和生物学过程。根据富集分析结果，
筛选出的与胶质瘤相关的信号通路中，其中在NOM P<0.05、

FDR<0.25和| NES |> 1处显著丰富，本研究涵盖了参与生长、免
疫和通路信号传导的明确定义的基因集，采用基因集合富集分析
(GSEA)确定其名义(NOM)P值、FDR和归一化富集评分。
1.8 统计分析  数据用Mean± SEM或者SD表示，每个实验重复
3~5次，结果用R语言进行统计分析，对于俩组间比较的数据，我
们使用配对t检验，对于多组间比较的数据则用单因素方差分析，
而对于组间多重比较的数据，我们采用LSD-t比较检验。统计学
意义分别为*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001。

2  结　果
2.1 CRY1在胶质瘤细胞中的高表达水平  为了研究CRY1在黑
色素瘤进展中的作用，分析癌症基因组图谱TCGA(The Cancer 
Genome Atlas)数据门户网站的163个胶质瘤瘤组织样本和207个
非肿瘤组织样本中CRY1的表达，TIMER2.0网站显示了CRY1在胶
质瘤中表达的差异(TCGA肿瘤vsTCGA正常的)，发现它在各种肿
瘤组织中广泛表达，但水平较低(图1A、1B)。基于Lemma包分
析，发现CRY1在神经胶质瘤中显著上调(图1C)。调查了风险评
分与不同临床病理因素(种族、年龄、性别、分期)之间的关系(图
1D)，同时CRY1的表达也可以通过分析CRY1基因在种族，性别，
年龄中的甲基化表达水平来证实(图1E)。以上结果表明，与正常
组织相比，胶质瘤组织中CRY1表达显著上调，且预测CRY1的高
表达与胶质瘤患者预后不良相关。
2.2 胶质瘤患者的模型预后分析  根据风险评分的中位数将GBM
患者分为低危组和高危组，Kaplan-Meier生存曲线显示，风险
评分和生存状态的分布，表明风险评分较高的患者总生存时间较
短，死亡人数较多，同时ROC曲线显示，在TCGA队列中，prl对
预测总生存OS和DFS有很强的预后价值(图2A-2B)。综上所述，
结合种族及肿瘤分级等验证发现CRY1基因的mRNA高表达水平与
胶质瘤不良预后明显相关(图2C)。
2.3 CRY1基因突变情况及生存预后分析  登录cBioPortal网站
(https://www.cbioportal.org/)，观察所有TCGA肿瘤的改变频
率、突变类型的结果(图3A)，CRY1的突变位点信息通过“突变”
模块显示在蛋白质结构示意图或3D结构中(图3B)，“比较”模
块获得TCGA癌症病例CRY1基因改变的总体，进展和疾病生存率
差异的数据，卡普兰-迈耶图与对数秩P值也产生，选择总体生存
曲线(overall survival)，疾病特异性生存曲线(disease-specific 
survival)，无疾病生存曲线(disease free survival)，无进展期生
存曲线(progression Free survival)，分析CRY1基因变异的生存
曲线图。

2.4 CRY1的高表达与胶质瘤患者的免疫细胞浸润相关  为了可
视化与胶质瘤免疫细胞浸润之间的表达水平，TIMER2.0“Gene”
模块做出CRY1表达水平与胶质瘤免疫细胞浸润水平之间相关性热
图(图4A)，经过一系列分析，我们观察到CD4+ T细胞、中性粒细
胞、DC、NK、内皮细胞的免疫浸润与CRY1的表达呈正相关(图
4B)，但与DC、NK细胞呈统计学负相关(图4C)，用散点图进行验
证，以显示浸润估计值与基因表达之间的关系，斯皮尔曼相关性
来执行此关联。sCNA模块通过基因的sCNA状态比较TCGA癌症
类型的免疫浸润分布，GISTIC2.0 估计基因水平拷贝数分割谱的 

sCNA 信息，包括“深度缺失”、“手臂级缺失”、“二倍体/正
常”、“手臂级增益”和“高扩增”，分析表明，胶质瘤中几种
免疫细胞浸润水平似乎和CRY1基因拷贝数改变有关，其中包括
CD4+T细胞和DC细胞(补充图1)。为了进一步评估免疫浸润对胶质
瘤患者临床预后的影响，结果模块探索胶质瘤免疫亚群的临床相
关性，并灵活地在多变量Cox比例风险模型中校正，结果表明，中
性粒细胞水平高与不良预后有关(补充图2)。
2.5 CRY1基因突变与胶质瘤患者的免疫细胞浸润水平  为了探
索CRY1基因突变的胶质瘤和未发生CRY1突变的胶质瘤之间免疫

图1A-图1E 神经胶质瘤中CRY1的高表达水平；图1A 采用TIMER2.0数据库分析TCGA数据库中不同肿瘤类型中CRY1的表达水平(*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001)；图1B 
箱式图显示CRY1在不同肿瘤类型中的表达水平；图1C 使用Limma软件包分析神经胶质瘤中CRY1的表达水平；图1D CRY1表达水平与不同临床病理因素(种族、年龄、
性别、分期)之间的联系；图1E CRY1的表达水平通过分析在种族，性别，年龄中的甲基化表达水平。

1A 1B 1C 1D 1E
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细胞浸润水平,做出其对数倍变化热图(图5A)，并做出CRY1突变型
与野生型CRY1的肿瘤之间免疫细胞浸润水平差异的小提琴图(图
5B)，运用Wilcoxon检验分析，对鉴定体细胞CRY1突变在基因表
达模式中的功能影响对于精确的肿瘤学和药物发现至关重要。
2.6 CRY1的基因集富集分析(GSEA)  为了探讨CRY1在胶质瘤发
生中的潜在分子功能，GSEA软件进行富集分析，设置P<0.05，
根据CRY1表达的中位数将其分为高表达组和低表达组，筛选出
的与胶质瘤相关的生物学功能共表达的信号通路，其中在NOM 
P <0.05、FDR<0.25处显著丰富，参与肿瘤发生上调的通路有
“Chemokine通路( chemokine  signaling  pathway)” ， “ECM
通路(extracellular matrix)”, “EGF信号通路(EGF signaling  
pathway)”，“Hippo信号通路(Hippo signaling  pathway)”，
“P53信号通路(P53  signaling  pathway)”，“TGF通路(TGF  
signaling  pathway)”，“WNT信号通路(WNT  signaling  
pathway)”等，富集结果如图六。
2.7 与CRY1共表达的基因分析  CRY1基因通过多条信号通路影
响脑胶质瘤细胞的增殖分化等生物学功能，STRING数据库(http://
string-db.org)筛选了有实验验证的与CRY1结合的相关的蛋白，检索
已知蛋白间的互作关系，可视化分析得到蛋白相互作用图(图7A)，用
GEPIA2进行相关性分析，选择与CRY1相关的前10个显著基因进行进
一步分析(图7B-7C)，散点图进行绘制，基因相关性热图(图7D)。
2.8 通过RNA-Seq测序分析U251胶质瘤细胞中CRY1敲低的
表达谱  为了深入了解CRY1在胶质瘤细胞系中的功能，全基因组

图2A-图2C CRY1高表达水平与胶质瘤患者不良预后的生存分析；图2A 运用
Kaplan-Meier曲线和log-rank检验，热图和其对应的高相关性的生存曲线图显
示了CRY1的高表达与胶质瘤患者的总生存期的关系；图2B 运用Kaplan-Meier曲
线和log-rank检验,热图和其对应的高相关性的生存曲线图显示了CRY1的高表
达与胶质瘤患者的无病生存期的关系；图2C 结合种族及肿瘤分级等，同时验证
CRY1的mRNA高表达水平与胶质瘤不良预后的关系。

2A

2B

2C

图3A-图3D TCGA数据分析CRY1基因突变情况及其生存预后分析；图3A The 
CBIOPORTAL数据库数据显示，在不同的肿瘤类型中，跨CRY1蛋白结构域的突变
类型和CRY1突变频率；图3B CRY1蛋白的三维结构分析，图中数据表明CRY1突变
位点(R348C/H)在CRY1中变化频率最高；图3C-图3D Kaplan-Meier曲线和log-
rank检验，显示CRY1突变状态与总体生存，疾病特异性，无疾病和无进展生存
期的潜在关系。

3A

3B

3C

3D

图4A-图4C CRY1表达与胶质瘤患者免疫浸润的关系；图4A CRY1表达水平与胶质
瘤患者免疫细胞浸润水平之间相关性的热图；图4B 胶质瘤患者中CRY1表达与免
疫浸润细胞CD4+ T细胞、中性粒细胞、DC、NK、内皮细胞的正相关水平；图4C 
胶质瘤患者中CRY1表达与免疫浸润细胞DC、NK的负相关水平。

4A

4B

4C

5A

5B
图5A-图5B CRY1基因突变与胶质瘤患者的免疫细胞浸润；图5A CRY1基因突变的
胶质瘤和未发生CRY1突变的胶质瘤之间免疫细胞浸润水平的热图；图5B CRY1突
变型与野生型CRY1的肿瘤之间免疫细胞浸润水平差异的小提琴图。

图6 从GSEA分析中得到的富集图；综合GSEA分析显示，CRY1高表达表型中的
“Chemokine通路(Chemokine signaling pathway)”,“ECM通路(Extracellular 
matrix)”,“EGF信号通路(EGF signaling pathway)”，“Hippo信号
通路(Hippo signaling  pathway)”，“P53信号通路(P53  signaling 
pathway)”，“TGF通路(TGF signaling pathway)”，“WNT信号通路(WNT 
signaling pathway)”均有差异富集。缩写：GSEA，基因集合富集分析；ES，
富集评分；NES，归一化ES；NOM p-val，归一化P值。

6

RNA测序，设计U251细胞系在CRY1基因敲低条件和敲低对照条
件下的RNA-seq，探索整体转录组的变化(图8A)。在敲低CRY1的
胶质瘤细胞中，共有131个基因的表达受到显著影响,其中包括94
个上调，37个下调的高度差异表达基因，用火山图表示(图8B)。
为了研究敲低后最重要的生物学功能，对整个转录组和高度变化
的基因进行KEGG富集分析和GO分类分析，GO分析显示差异表达
基因在生物过程中富集(图8C-8D)。热图显示了与细胞凋亡、调节
细胞免疫、抗病毒、增强细胞毒作用、促白细胞趋化和抗细胞增
殖相关的差异表达基因DEGs(图8E)。
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图7A-图7D 与CRY1共表达的相关基因分析；图7A 首先使用STRING工具获得了可
用的实验验证可确定的CRY1结合蛋白，并做出蛋白互作网络图；图7B GEPIA2
数据库，获得了TCGA数据库中与CRY1相关的前10个基因，并分析了CRY1与所选
择的靶向基因之间的表达相关性，包括SEPT2 MATR3 FUBP3 RIC8B EPC2 SPIN1 
RAB5A ZNF664 VE2F1 HNRNPLL；图7C-图7D 显示了与CRY1共表达胶质瘤中相应
的热图和对应的散点图。

7A

7C

7B

7D

(收稿日期：2023-03-04) (校对编辑：谢诗婷)

胶质瘤，磁共振弥散加权成像(DWI)、磁共振弥散张量成像(DTI)、
磁共振灌注成像(PWI)、磁共振波谱成像(MRS)、功能磁共振成像
(fMRI)、正电子发射计算机断层显像(PET)等对脑胶质瘤的鉴别诊断
及治疗效果评价有重要意义。T1WI表现为等信号或低信号，T2WI和
FLAIR表现为高信号，DWI部分病灶可呈高信号。随着生物信息学
对胶质瘤特异性表达基因筛查出的昼夜节律基因CRY1与胶质瘤的
关系的不断发展，昼夜节律基因CRY1在其表达中表现出昼夜节律
性，并在参与分子靶点、细胞周期、凋亡等过程中产生振荡[20]，肿
瘤治疗和研究有了新的突破，基因靶向治疗成为近年来肿瘤治疗和
研究的热点，研究胶质瘤的发病机制、探索胶质瘤发生和转移中的
关键分子事件为临床诊断和预后寻找新的指标，免疫特异性疗法以
及为靶向药物治疗寻找新的靶点至关重要。
　　综上所述，生物钟基因CRY1在胶质瘤中表现为高表达水平，
且CRY1的高表达水平与胶质瘤较差的临床病理特征和不良预后密
切相关。筛查发现CRY1具有较高的免疫浸润率，则对免疫治疗的
敏感性更高，在RNA-Seq证明的许多分子病理过程中生物钟基因
CRY1起着重要作用，因此昼夜节律基因CRY1在胶质瘤发生发展
等生物学行为中发挥重要作用。至此，我们的研究提供了强有力
的证据，表明CRY1可能是一种新的生物标志物的潜在靶点，对胶
质瘤免疫治疗生物标志物具有潜在意义。
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3  讨　论
　　众所周知，昼夜节律的破坏对心血管疾病、癌症、代谢综
合征和衰老等等病理学产生极其重要的影响，且基因表型的时
辰特异性可能作为影响肿瘤生长，提高肿瘤的治疗效果 [13]。
CRY1(cryptochrome circadian regulator 1)是一个关键的昼夜节律
基因。在啮齿类动物中，大约有7%的昼夜节律基因调节细胞增殖
或凋亡[14]，24小时的昼夜节律形成的内源性时钟系统以一种组织
特异性的方式调节昼夜节律基因的转录[15]。昼夜节律基因CRY1作
为转录阻遏物的核心时钟基因，形成反馈环的负肢，并与CLOCK 
| NPAS2-ARNTL/BMAL1 | ARNTL2/BMAL2异二聚体相互作用抑制
其活性，从而负调节其自身的表达。同时，CRY1作为分子守门人
以维持 CLOCK-ARNTL/BMAL1处于平衡和抑制状态，直到适当的
转录激活时间然后抑制 CLOCK-ARNTL/BMAL1诱导的 BHLHE40/
DEC1转录。
　　神经胶质瘤作为中枢神经系统恶性肿瘤[16-17]，预后极差[18-19]，
目前，临床诊断主要依靠磁共振成像(MRI)检查等影像学诊断方法

8A

8C

8B

8D

8E

图8A-图8E 通过RNA-Seq测序分析U251胶质瘤细胞中CRY1敲低的表达谱；图8A，
CRY1 U251干扰的胶质瘤细胞和干扰对照的胶质瘤细胞中差异表达基因(DEGs)的
分层聚类；图8B CRY1 U251干扰的胶质瘤细胞和U251干扰对照的胶质瘤细胞之
间差异表达基因(DEGs)的火山图谱；图8C-D DEGs的KEGG富集分析和GO分类分
析,显示具有统计学意义差异的项的分布(Fisher精确检验，P值调整使用本杰
明-霍赫伯格程序，用颜色尺度表示)；图8E 热图显示了与细胞凋亡、调节细胞
免疫、抗病毒、增强细胞毒作用、促白细胞趋化和抗细胞增殖相关的DEGs。


