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HOXD10 甲基化水平与表达水平的关联及其对肺腺癌预后的影响
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[摘　要]	 目的：分析HOXD10基因启动子区甲基化水平与基因表达水平的关联并探索HOXD10与肺腺癌临床病

理特征和预后的关系。方法：采用R语言拓展包TCGAbiolinks进行基因差异表达分析和差异甲基化分

析，利用肿瘤基因组计划(The Cancer Genome Atlas，TCGA)项目肺腺癌(lung adenocarcinoma，LUAD)

数据集中521例癌症组织和58例癌旁组织的RNA-seq数据分析HOXD10基因差异表达，利用同一数据集

中461例癌症组织和32例癌旁组织的甲基化芯片数据分析HOXD10启动子区差异甲基化，并计算启动

子区差异甲基化与基因表达水平的相关性，最后分析HOXD10表达与LUAD临床病理特征和预后的关

系。结果：在TCGA项目LUAD数据集中，521例癌症组织HOXD10基因的平均表达量为30.4(normalized 

read counts)，低于58例癌旁组织的平均表达量170.8，差异具有统计学意义(P<0.05)；在癌症和癌旁组

织配对(即来源于同一患者的癌症和癌旁组织组成配对，n=56)时HOXD10基因表达水平的平均差异值

为−141.2，差异具有统计学意义(P<0.05)。通过比较461例癌症组织和32例癌旁组织的甲基化芯片数

据，鉴定出一个位于HOXD10基因启动子区内的差异甲基化区域，甲基化水平癌症组织高于癌旁组

织(Δβ=0.3656，fwer=0)。该区域位于以hg19作为参考基因组的2号染色体176980837~176982342坐标位

置，共包含12个甲基化探针，其中cg03918304，cg10364040，cg13217260，cg20649017，cg21591742

和cg25371634等6个探针的β值与HOXD10基因的表达情况呈负相关(r<−0. 1，P<0.05)。250例肺腺癌

患者的完整临床信息显示：HOXD10表达水平与每天抽烟根数和肿瘤大小两个临床病理指标有关

(P<0.05)，HOXD10低表达组的5年中位生存时间为37.2个月，低于高表达组的59.9个月(P<0.05)。 

结论：HOXD10基因在TCGA肺腺癌癌症组织中的表达水平明显高于癌旁组织，而甲基化水平明显低

于癌旁组织；HOXD10的表达与肺腺癌的临床病理特征有关，是肺腺癌预后的可能影响因素。
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Abstract Objective: To analyze the association of DNA methylation and gene expression of HOXD10 and explore the 



临床与病理杂志, 2020, 40(11) http://lcbl.amegroups.com2852

肿瘤基因组计划(The Cancer Genome Atlas，

TCG A)启动于2005年，旨在运用高通量测序和生

物信息技术促进人类对于癌症遗传机制的认知，

从而提高人类对于癌症的防治能力。TCGA目前由

美国国家癌症研究所和美国国家人类基因组研究

所(the National Human Genome Research Institute)
共同管理和运行，储存 3 3 种癌症相关逾 2 万例样

本，产生了约2 . 5  P B数据，涵盖了基因组、表观

组、转录组和蛋白质组等数据类型[1]，并持续向学

术界开放数据使用权限。TCG A数据分为4个层次

(level)：level 1为原始数据；level 2为经过初步处理

的数据； level 3为经过分割、解释的数据； level 4
为热点区域或概要。其中 level 1和 level 2数据的获

取需通过严格审批。

腺癌是肺癌最普遍的组织学类型，占手术切

除肺癌的50%~70%[2]。不同于鳞状细胞肺癌，肺腺

癌属于非小细胞癌，起源于支气管黏膜上皮，少

数起源于大支气管黏液腺，是腺样分化或黏液分

泌的恶性上皮肿瘤，表现为腺泡状、乳头状、细

支气管肺泡性或实性伴有黏液的生长方式，或者

上述表现混合存在。与肺鳞状细胞癌相比，肺腺

癌在分子水平的表征亦有差异，其中PD-L1基因的

表达水平明显较低[3]。

DNA甲基化与基因表达关系的相关研究由来

已久[4]。从19世纪末至20世纪初，二者的关联关系

逐渐被癌症研究领域的科研工作者所关注。虽然

DNA甲基化在正常哺乳动物发育过程中调节基因

的表达，但是启动子区的过甲基化会导致重要生

长发育相关基因，如肿瘤抑制基因的转录沉默，

进而成为引发癌症的主要原因之一[5]。
HOXD10(homeobox D10)基因，位于2号染色

体长臂3区1带1亚带(2q31.1)，是Abd-B homeobox
家 族 成 员 ， 含 有 2 个 外 显 子 ， 编 码 1 个 含 有

homeobox DNA结合域的蛋白质，在细胞分化和形

态发生过程中起关键作用。已有多个研究报道了
HOXD10在结肠癌[6-7]、肝癌[8]、前列腺癌[9]、胆管

细胞癌 [ 1 0 - 1 1 ]等多种癌症中抑制肿瘤生长。亦有研 
究 [12]采用PCR分析33名中国患者的胃部肿瘤组织-
正常组织(tumor-normal pair)，初步证实HOXD10

是一个潜在的抑癌基因，其启动子过甲基化导致

relations between HOXD10 and clinicopathological features and prognosis of lung adenocarcinoma (LUAD). 

Methods: R-language expansion package TCGAbiolinks was used to analyze retrospectively the expression of 

HOXD10 in LUAD datasets of The Cancer Genome Atlas (TCGA) project. The RNA-seq data of 521 tumor 

tissues and 58 adjacent tissues were collected for differentially expressed gene (DEG) analysis, and the methylation 

microarray data of 461 tumor tissues and 32 adjacent tissues were collected for differentially methylated region 

(DMR) analysis. The correlations between methylations of the promoter regions and gene expressions were 

calculated. The relations of HOXD10 and clinicopathological features and prognosis were analyzed. Results: The 

average expression value of HOXD10 in 521 tumor tissues was 30.4 (normalized read counts), lower than the 

value of 58 adjacent tissues (170.8), and the difference was statistically significant (P<0.05). The different value 

was −141.2 (P<0.05) when tumor tissue and adjacent tissue from the same patient were compared (n=56). A 

DMR (chr2: 176980837–176982342) containing 12 probes was identified via differentially methylated region 

analysis (461 tumor tissues vs 32 adjacent tissues, Δβ=0.3656, fwer=0). The β values of six probes (cg03918304, 

cg10364040, cg13217260, cg20649017, cg21591742 and cg25371634) were negatively correlated with the 

expressions of HOXD10 (r<−0. 1, P<0.05). From clinical information of 250 LUAD patients, the expression 

of HOXD10 was associated with number of cigarettes per day and tumor volume (P<0.05). The 5-year median 

survival time of HOXD10 low-expression group was 37.2 months, lower than 59.9 months of HOXD10 high-

expression group (P<0.05). Conclusion: The HOXD10 expressions of tumor tissues in TCGA LUAD datasets 

are significantly higher than adjacent tissues while the methylation β values are significantly lower than adjacent 

tissues. The expression of HOXD10 is related to clinicopathological features of LUAD and could be a potential 

prognostic factor.

Keywords lung adenocarcinoma; HOXD10; methylation; prognosis
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基因表达下调并与胃癌发生有关联。

本研究旨在运用常规的生物信息学和统计学

分析手段，对TCG A 肺腺癌数据集中高通量R N A
测序(RNA-seq)数据和甲基化芯片数据进行关联分

析，并结合临床病理信息进一步探索HOXD10基因

启动子甲基化调控基因表达水平与肺腺癌预后的

关系。

1  资料与方法

1.1  数据下载

利用R语言拓展包TCGAbiolinks[13]下载存储于

美国国家癌症研究所癌症数据共享系统G e n o m i c 
Data Commons中的TCG A肺腺癌数据集，包括临

床病理数据、R N A - s e q数据和甲基化芯片数据。

其中临床病理数据包含522名患者的性别、年龄、

身高、体重、种族、B M I、生存状况、烟龄、每

天抽烟根数、肿瘤分期、肿瘤转移情况、肿瘤形

态学、放射治疗情况及化学药物治疗情况等临床

信息；RNA-seq数据为原始数据经过HTSeq[14]软件

处理得到的read counts数据(level 3)，包含癌症组

织样本521例和癌旁组织样本58例；甲基化芯片数

据为Illumina Human Methylation 450k芯片β值数据

( level  3)，包含癌症组织样本461例和癌旁组织样

本32例。

1.2  统计学处理

利用R语言拓展包TCG A b i o l i n k s [ 1 5 ]进行基因

差异表达分析和差异甲基化分析时采用的阈值分

别为|logFC|>1且错误发现率(false discover y rate，

FDR)<0.01，|Δβ|>0.3且 f wer<0.1。癌症和癌旁组

织基因差异表达情况和差异甲基化情况的验证采

用t检验，基因表达水平与启动子区甲基化水平相

关性分析采用Pearson相关系数，临床病理特征单

因素分析采用Fi s h er检验，生存分析采用K ap l an -
Meier法。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  HOXD10 在 TCGA 肺腺癌 ( 配对 ) 癌症组织

和癌旁组织中的表达情况

TCG A b i o l i n k s的分析结果显示：H OX D 1 0基

因在肺腺癌癌症组织的表达量低于癌旁组织，差

异有统计学意义(P<0.05)。TCGA肺腺癌数据集中

RNA-seq数据中HOXD10基因表达量的验证结果显

示：521例癌症组织样本和58例癌旁组织样本的平

均表达量分别为30.4(normalized read counts，下同)
和170.8，差异有统计学意义(P<0.05，图1)。

配对癌症组织和癌旁组织(即来源于同一患者

的癌症和癌旁组织组成配对，n=56)HOXD10基因

表达量的平均差异值为−141.2，差异具有统计学意

义(P<0.05)。

2.2  HOXD10 启动子区在 TCGA 肺腺癌 ( 配对 )
癌症和癌旁组织中的甲基化水平

运用TCGAbiolinks和R语言拓展包minfi对461
例癌症组织和3 2例癌旁组织的甲基化芯片数据进

行差异甲基化分析，鉴定出一个位于H OX D 1 0基

因启动子区内的差异甲基化区域，癌症组织中的

甲基化程度高于癌旁组织，差异具有统计学意义

(P<0.05)。该区域位于以hg19作为参考基因组的2
号染色体176980837~176982342位置，共包含12个

甲基化探针，ID分别是cg02249732，cg03918304，

c g 0 5 9 7 9 0 2 0 ， c g 1 0 1 2 5 3 1 7 ， c g 1 0 3 6 4 0 4 0 ，

c g 1 3 2 1 7 2 6 0 ， c g 1 7 4 8 9 9 3 9 ， c g 1 8 1 1 5 0 4 0 ，

c g 2 0 6 4 9 0 1 7 ， c g 2 1 5 9 1 7 4 2 ， c g 2 5 3 7 1 6 3 4 和

c g 2 5 9 5 3 2 3 9 。 非 配 对 ( 肿 瘤 组 织 = 4 6 1 ， 癌 旁 组 
织 = 3 2 ) 和 配 对 ( n = 2 9 ) 的 癌 症 组 织 中 1 2 个 探 针 甲

基 化 β 值 均 高 于 癌 旁 组 织 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

(P<0.05，图2)。

图1 TCGA肺腺癌HOXD10在癌症和癌旁组织中的表达情况

Figure 1 Expression of HOXD10 in tumor tissues and adjacent 

tissues of TCGA lung adenocarcinoma
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图2 TCGA肺腺癌HOXD10启动子区非配对(A)和配对(B)癌症和癌旁组织的甲基化情况

Figure 2 Methylation in HOXD10 promoter region of unmatched (A) and matched (B) tumor tissues and adjacent tissues of TCGA 

lung adenocarcinoma

2.3 HOXD10 的表达水平与启动子区甲基化水平的

关系

对 H OX D 1 0 的表达水平与启动子区甲基化水

平进行相关性分析，结果显示：12个探针中有6个

探针(表1 )的甲基化β值与基因表达水平呈负相关

(r<−0. 1，P<0.05，图3)。

2.4  HOXD10 的 表达水平与临床病理特征的 
关系

TCG A肺腺癌数据集中包含522名患者的临床

病理信息，以患者群体肿瘤组织中H OX D 1 0表达

情 况 的 下 四 分 位 数 ( 9 ) 和 上 四 分 位 数 ( 3 6 ) 作 为 阈

值，将患者群体划分为HOXD10低表达组(n=119)
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和HOX D10高表达组(n=131)。不同HOX D10表达

水平与患者临床病理特征的关系见表2，结果显示
HOXD10表达情况与每天抽烟根数和肿瘤大小有关

(P<0.05)。

2.5  HOXD10 的表达水平与肺腺癌预后的关系

5 年 生 存 分 析 显 示 ： H O X D 1 0 低 表 达 组 中 位

生存时间为 3 7 . 2 个月，低于高表达组的 5 9 . 9 个月

(P<0.05，图4)。

表1 与HOXD10表达水平呈负相关的甲基化探针信息

Table 1 Information of methylation probes whose value were negatively correlated with the expression of HOXD10

探针ID 物理位置 正负链 r P

cg03918304 176981654 + −0.252 6.343×10−8

cg10364040 176981064 + −0.123 0.009

cg13217260 176981469 − −0.185 8.089×10−5

cg20649017 176980837 − −0.118 0.012

cg21591742 176980998 − −0.103 0.028

cg25371634 176981422 + −0.162 0.0006

图3 HOXD10的表达量与启动子区甲基化水平的相关性

Figure 3 Correlation of HOXD10 expression and methylation in promoter region
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3  讨论

历 时 1 3 年 的 TC G A 项 目 于 2 0 1 8 年 4 月 公 布 了

收 官 之 作 ： 泛 癌 症 图 谱 ( Pa n - C a n c e r  A t l a s) 。 该

研究成果涉及基因组测序、转录组测序、甲基化

等 表 观 组 学 测 序 以 及 最 终 的 整 合 分 析 ， 同 时 研

究 者 也 将 它 们 与 临 床 和 影 像 数 据 相 关 联 。 泛 癌

症 图 谱 将 研 究 成 果 分 为 3 个 领 域 ： 肿 瘤 细 胞 起 源

(cel l - of - or ig in  patter ns) [16]、致癌过程(oncogenic  
p r o c e s s e s ) [ 1 7 ] 和 癌 症 信 号 通 路 ( s i g n a l i n g 
pat hway s) [ 1 8 ]。这些研究成果展示了过去的十多年

中，TCGA项目科学家如何从分子特征角度对癌症

进行研究。TCGA项目是人类疾病研究领域中大规

模采样并进行实验与分析项目的典范，项目产生

的数据和相关研究成果将持续为整个癌症领域提

供大量极具参考价值的信息。

本 研 究 通 过 TC G A 肺 腺 癌 数 据 集 中 R N A - s e q
数据和甲基化芯片数据进行关联分析，并辅以临

床病理信息，发现无论是在非配对还是配对情况

下，TCGA肺腺癌癌症组织中HOXD10的表达水平

均低于癌旁组织，同时癌症组织中H OX D 1 0基因

启动子区12个探针位置的甲基化β值均高于癌旁组

织。但HOXD10表达水平与启动子区甲基化水平相

关性分析中相关系数r值的结果未能反映出较强的

负相关关系，故HOXD10表达水平与启动子区甲基

化水平的负相关关系有待进一步探究。基因表达

水平与预后关系分析显示：H OX D 1 0表达是影响

肺腺癌预后的可能因素之一，但本研究仅使用了

TCGA肺腺癌数据集，无论是样本数量还是样本来

源都存在一定局限性，所以HOXD10要作为分子标

记应用于临床仍需要其他研究计划的大规模数据

分析结果给以支持，此外，生物信息学相关分析

结论，在应用于临床之前都需要经过严谨的多层

次实验验证。
HOXD10在多种癌症中扮演抑癌基因的角色，

但其在不同癌种中的抑癌机制却不尽相同 [6-12]，这

表明HOXD10参与了多个抑癌调控通路并在整个抑

癌调控网络中处于相对重要的位置。但是，该基

因所处多个调控通路中上、下游的调控机制仍然

有待完善。此外，关于该基因功能紊乱与癌症发

展发生的直接证据尚不充足，仍需相关基础性研

究，所以HOXD10相关临床应用如作为癌症治疗用

药靶点的时机还远未成熟。

综上，本研究通过对TCGA项目肺腺癌数据集

进行生物信息学和统计学分析，发现HOXD10基因

的表达水平和甲基化水平在癌症和癌旁组织中均

存在明显差异，基因表达在一定程度上受其基因

启动子区甲基化调控，并发现HOXD10的表达可能

是肺腺癌预后的影响因素，对今后肺腺癌预后相

关研究有一定的理论参考价值。
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