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DKK1在头颈部鳞状细胞癌中的临床价值及其调控因子分析

张守凯 a，何健 a，卫旭东 a，梁丹茹 b（甘肃省人民医院 a. 耳鼻咽喉-头颈外科；b. 干部保健门诊，甘肃 兰州

730030）

[摘 要] 目的：探讨Dickkopf-1（DKK1）在头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous cell carcinoma，HNSCC）组织中的表达

及其调控机制。方法：基于TCGA数据库分析DKK1在HNSCC组织中的表达水平及其甲基化位点与预后的关系。用GO和

KEGG基因富集法分析 DKK1 富集基因的信号通路。用 STRING 分析 DKK1 蛋白与其他蛋白质之间的相互作用。利用

TargetScan分析调控DKK1表达的miRNA，并通过TRRUST网站分析DKK1的转录因子。结果：DKK1基因在HNSCC组织中高

表达（P<0.01），其表达水平与患者HPV状态、年龄、病理分级、临床分期显著相关（均P<0.05）；DKK1高表达HNSCC患者的预后

较低表达者差（P<0.01）。DKK1存在19个甲基化位点，其中12个在癌组织与正常组织间表达差异有统计学意义（P<0.05），11个

与HNSCC的预后显著关联（P<0.05）。此外，miRNA、circRNA、lincRNA、转录因子等也参与DKK1的调控，共获取5个DKK1相

关的PPI网络可能参与HNSCC的发生、发展、侵袭和转移。结论：DKK1在HNSCC组织中高表达，并且是HNSCC患者预后差的

危险因素，DKK1在HNSCC发病过程中起重要作用，有望成为HNSCC治疗的潜在靶标。
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DKK1 expression in head and neck squamous cell carcinoma: analysis of its
clinical value and regulatory factors
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[Abstract] Objective: To explore the expression and regulation mechanism of Dickkopf-1 (DKK1) in head and neck squamous cell

carcinoma (HNSCC) tissues. Methods: Based on the TCGA database, the relationship of DKK1 expression in HNSCC tissues and its

methylation site with patients’prognosis was analyzed. GO and KEGG gene enrichment method were used to analyze the signaling

pathways of DKK1 enrichment. STRING was used to analyze the interaction between DKK1 protein and other proteins. TargetScan

was used to analyze the miRNAs that regulate the expression of DKK1, and the transcription factors of DKK1 were analyzed with the

TRRUST website. Results: DKK1 gene was highly expressed in HNSCC tissues (P<0.01), and its expression level was significantly

correlated with the HPV status, age, pathological grade, and clinical stage of patients (all P<0.05); the prognosis of HNSCC patients

with high DKK1 expression was poorer than those with low DKK1 expression (P<0.01). There were 19 methylation sites in DKK1, 12

of which were significantly different between cancer tissues and normal tissues (P<0.05), and 11 sites were significantly related

to the prognosis of HNSCC (P<0.05). In addition, miRNA, circRNA, lincRNA and transcription factors, etc. also participated in

the regulation of DKK1. A total of 5 DKK1-related PPI networks that may involve in the occurrence, development, invasion and

metastasis of HNSCC were obtained. Conclusion: DKK1 is highly expressed in HNSCC tissues and is a risk factor for poor prognosis

of HNSCC patients. DKK1 plays an important role in the pathogenesis of HNSCC and is expected to become a potential target for

HNSCC treatment.
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Dickkopf-1（DKK1）是一种分泌蛋白，属于细胞

外Wnt信号转导通路抑制剂[1]。Wnt是一条在进化过

程中表现非常保守的信号通路，在胚胎发育和细胞

增殖、分化、迁移等过程中起重要的调控作用，与多

种肿瘤的发生、发展、转移和预后相关。DKK1 是

DKK蛋白家族的成员，其调控异常与多种肿瘤的发

病机制密切相关。DKK蛋白家族具有类似的保守半

胱氨酸结构域，通过引起蛋白酶体β-catenin降解、诱

导凋亡和抑制细胞增殖而抑制Wnt/β-catenin途径[2]。

研究[3]表明，DKK1 在胃癌等多种恶性肿瘤中表达

上调，其表达水平与肿瘤的进展及预后显著相关。

然而，DKK1 在头颈部鳞状细胞癌（head and neck

squamous cell carcinoma，HNSCC）中的作用尚未见报

道，因此本研究通过TCGA数据库数据研究DKK1基

因在HNSCC组织中的表达、调控、相互作用及其对

预后的影响，为进一步探讨DKKl基因在HNSCC中

的分子作用机制提供实验依据，也为 HNSCC 的诊

断、治疗和预后判断提供参考资料。

1 资料与方法

1.1 DKK1表达数据来源及其基因分析

HNSCC中DKK1表达数据来源于TCGA（https:

//cancergenome. nih. gov/）数 据 库 ，分 析 DKK1 在

HNSCC患者中的表达水平及其与患者性别、年龄、临

床分期、病理分级、人乳头瘤病毒（human papilloma

virus，HPV）感染等病理参数之间的关系，以及DKK1

表达水平与无病生存期（disease fress survival，DFS）

和总生存期（overall survival，OS）的关系。

筛选 与 DKK1 显 著 相 关（ r>0.3 或 r<-0.3，

FDR<0.05）的基因，并对其进行GO和KEGG富集分

析。GO 分析基于 DAVID 在线工具（https://david.

ncifcrf.gov/）进行，而KEGG分析则采用KOBAS在线

工具（http://kobas.cbi.pku.edu.cn/index.php）。最后，

使用 STRING（https://string-db. org）在线工具分析

DKK1蛋白与其他蛋白之间的相互作用。

1.2 DKK1甲基化水平分析

基于TCGA数据分析DKK1的甲基化位点，并分

析不同甲基化位点在HNSCC组织和正常组织之间

的差异。结合TCGA预后数据，分析不同DKK1甲基

化水平与OS的关系。

1.3 DKK1的表达调控

基于 TargetScan（http://www.targetscan.org）分析

可以调节DKK1表达的miRNA，并且通过PUBMED

数据库检索在文献中得到证实的 miRNA 。基

于 TRRUST 网 站（ http://www. grnpedia. org/trrust/

Network_search_form.php）分析 DKK1 的转录因子。

基于 iRefIndex、BioGrid、mentha、IMEx、MatrixDB、

EBI-GOA-nonIntAct、IntAct、Reactome-FIs、ChEMBL、

bhf-ucl、InnateDB、MINT数据库，构建DKK1相互作

用的基因或蛋白质分子，并且构建蛋白质互作

（protein-protein interaction, PPI）网络。

2 结 果

2.1 DKK1在HNSCC组织中高表达

通过 检 索 TCGA 数 据 库 ，共 发 现 520 例

HNSCC 样本和 41 例正常组织标本。 DKK1 在

HNSCC 中 的 表 达 水 平 高 于 正 常 头 颈 部 组织

（P<0.01，图 1A），DKK1在男、女性HNSCC患者中

的表达差异无统计学意义（P>0.05，图 1B）。DKK1

在 21~80 岁 HNSCC 患者中高表达（P<0.05，图1C），

而在80岁以上 HNSCC 患者中表达水平差异无统

计学意义。HPV 阴性 HNSCC 患者中 DKK1 表达

水平显著高于 HPV 阳性患者（P<0.01，图 1D）。

DKK1 在病理学 3 级 HNSCC 患者中的表达水平

显著高于 1~2 级患者（P<0.01，图 1E）。DKK1 在

临床Ⅱ~Ⅳ期 HNSCC 患者中的表达水平显著高

于Ⅰ期 HNSCC 患者（P<0.01，图1F）。

2.2 DKK1表达与HNSCC患者预后的关系

DKK1高表达 HNSCC 患者的 OS 显著低于低

表达患者（HR=2.1，P<0.01；图 2A）。DKK1 高表

达HNSCC 患者的 DFS 也显著低于低表达患者

（HR=1.4，P<0.05；图2B）。

2.3 DKK1的相关基因及功能预测结果

基于TCGA 数据分析，共获 8 138 个基因，其

中有 98 个显 著 相 关 的 基 因 。 98 个 显 著 相 关

基因中 ，22 个基因与DKK1显著负相关（r<-0.3，

FDR<0.05），76 个基因与 DKK1 显著正相关（r>0.3，

FDR<0.05）。

进一步对 98个显著相关基因进行GO和KEGG

富集分析，结果显示相关基因生物学过程主要集中

在信号转导、细胞黏附、细胞迁移与增殖的正调控等

过程。相关基因主要分布在细胞膜、细胞外基质

（exgtracellular matrix，ECM）等处。相关基因分子功

能主要在生长因子激活、整合素结合、信号传感

器激活、蛋白激酶结合。相关基因信号通路主要集

中在黏着斑、肿瘤中的蛋白多糖、Rap1 信号通路、

PI3K-Akt信号通路（图3）。

此外，使用 STRING 在线数据库共获得 5 个

DKK1相关的PPI网络，最大的网络包含27个蛋白质，其

中DKK1、PTHLH、SERPINE1、THBS1、LAMB3、PXN、

BCAR1、CAV1 为主要节点，提示这些蛋白可能在

HNSCC中发挥重要作用。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Normal tissues; ▽▽P<0.01 vs HPV+; △△P<0.01 vs Grade 1 or 2; ▲▲P<0.01 vs Stage Ⅰ group

A: Expression of DKK1 in cancer and normal tissues; B: Expression of DKK1 in patients with different genders; C: Expression of

DKK1 in patients with different ages; D: Expression of DKK1 in patients with different HPV infection status; E: Expression of DKK1

in patients with different pathological grades; F: Expression of DKK1 in patients with different clinical stages

图1 DKK1表达与HNSCC临床参数的关系

Fig.1 The relationship between DKK1 expression and various HNSCC clinical parameters

A: OS curves; B: PFS curves

图2 DKK1表达与HNSCC患者预后的关系

Fig.2 The relationship between DKK1 expression and the prognosis of HNSCC patients

图3 DKK1相关基因的GO和KEGG富集结果

Fig.3 GO and KEGG enrichment results of DKK1-related genes
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2.4 DKK1的DNA甲基化及其与预后的关系

DKK1 基因存在 19 个甲基化位点，其中 12 个

（cg12621514、cg25158147、cg11988964、cg02493604、

cg02302582、cg02162906、cg25454948、cg07684796、

cg18956393、cg25751172、cg01160882和cg203644839）

在癌与正常组织中表达水平的差异具有统计学意义

（图 4）。11个甲基化位点（cg27591349、cg25158147、

cg11988964、cg08812555、cg09465786、cg09445939、

cg11931116、cg07684796、cg25751172、cg01160882 和

cg203644839）与HNSCC的OS显著相关，其中9个高表

达（cg25158147、cg11988964、cg09465786、cg09445939、

cg11931116、cg07684796、cg25751172、cg01160882 和

cg203644839）具有较高的OS（图5①~⑨），2个高表达

（cg27591349、cg08812555）具有较低的OS（图5⑩~ ）。

图4 DKK1的甲基化位点

Fig.4 The methylation sites of DKK1

2.5 miRNA、circRNA、lincRNA 和转录因子参与

DKK1表达的调控

基于TargetScan数据库共获取257个miRNA可能

调控DKK1（图6）。此外，4个circRNA（hsa_circ_001841、

hsa_circ_0006048、 hsa_circ_0018415、 hsa_circ_000

6427[4]）和 3 个 lincRNA（HOTTIP[5]、NBAT1[6]、

linc00467[7]）也可能 调 控 DKK1 表 达 的 变 化 。

ASCL1[8]、 GATA6[9]、 MSC[10]、 MSX1[11]、 MYC[12]、

NANOG[10]、POU5F1[13]、SOX2[14]、TP53[15]、TWIST1[16]、

TWIST2[16]作为转录因子，可能调控DKK1的转录。

2.6 获得35个与DKK1相关的基因或蛋白

基于iRefIndex、BioGrid、mentha、IMEx、MatrixDB、

EBI-GOA-nonIntAct、IntAct、Reactome-FIs、ChEMBL、

bhf-ucl、InnateDB、MINT 数据库，共获取 34 个与

DKK1相关的基因或蛋白（图7）。

3 讨 论

DKK1作为Wnt信号通路的新型分子，有促癌作

用。DKK1能够增加肿瘤生长和转移，其高表达与多

种肿瘤的不良预后相关[3]。在不同肿瘤类型中，

DKK1 表达水平及作用明显不同。然而，DKK1 在

HNSCC中的作用尚未见报道，因此有必要进行深入

研究。

本研究基于 TCGA 数据库发现，DKK1 基因在

HNSCC组织中高表达，其高表达与HPV状态、年龄、

病理分级、临床分期可能关联。DKK1 基因高表达

HNSCC患者预后显著差于低表达患者。DKK1甲基

化水平与DKK1基因表达水平负相关，DKK1高甲基

化水平的患者预后优于低甲基化患者。DKK1可能

通过黏着斑、肿瘤中蛋白多糖、Rap1 信号通路、

PI3K-Akt信号通路、肿瘤通路、细菌侵入上皮细胞、

ECM-受体相互作用、Ras 信号通路、胞吞作用等通

路，参与信号转导、细胞黏附、细胞迁移和增殖的调

控，以及表皮发育、ECM、内胚层细胞分化、血管生成

的调控等生物学过程。DKK1基因的表达水平除了

DNA 甲基化调 控 外 ，还 存 在 多 种 调 节方式，如

miRNA、circRNA、lincRNA、转 录 因 子 可 能 调 控

DKK1的表达。多个基因或者蛋白通过不同的作用

方式与DKK1相互作用，参与HNSCC的发生、发展、

侵袭和转移。

GLINKA等[16]在进行头部发育诱导因子研究时，

于非洲蟾蜍胚胎细胞中首次发现DKK1能够抑制肢

体、体节、眼等Wnt相关的发育过程，并且在脊椎动物

发育过程中发挥重要作用。DKK1是一种分泌型糖

蛋白，通过与表面受体LRP 5/6和Kremen 1/2结合，

对Wnt通路产生负调控作用。DKK1的表达受 p53、

V-Myc、MYCN、β-catenin等调控。DKK1的异常表达

可以抑制细胞增殖，或通过凋亡增强因子诱导细胞
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凋亡。DKK1在许多肿瘤中表达，其在不同肿瘤的发

生、发展和转移中起着复杂而不同的作用[18]。本研究

发现，DKK1在HNSCC患者中高表达，且高表达的患

者预后较差。提示DKK1可能与HNSCC的复发转

移相关。分析 DKK1 的 DNA 甲基化水平，发现

DKK1的甲基化可以导致DKK1基因表达水平下调，

这意味着在HNSCC中DNA甲基化可以抑制HNSCC

的复发和转移。基于KEGG和GO基因富集分析，发

现相关基因生物学过程主要参与HNSCC的发生、发

展、侵袭和转移。多项研究[19-20]表明，DKK1参与肿瘤

细胞的增殖、凋亡、迁移、黏附、血管生成，影响肿瘤

细胞的增殖和转移。

图5 不同DKK1甲基化位点与HNSCC患者OS的关系

Fig.5 The relationship between different DKK1 methylation sites and OS in HNSCC patients

体内分子和蛋白质之间的调控最为复杂，研究

体内分子间的相互调控关系对于理解恶性肿瘤的发

生、发展、侵袭和转移及其对肿瘤的治疗均有重要

的意义。本研究分析 DKK1 在 miRNA、circRNA、

lincRNA、转录因子等方面的调控，并构建了HNSCC

中 DKK1 相 关蛋白之间的 PPI 网络 ，这对临床

HNSCC 治疗靶点的选择具有重要意义。除了

DKK1，还发现在 HNSCC 中 PTHLH、SERPINE1、

THBS1、LAMB3、PXN、BCAR1、CAV1 与 DKK1 相

关，也可能通过影响DKK1参与HNSCC的发生、发

展、侵袭和转移。同时，本研究分析了DKK1多个水

平的调节分子，如miRNA、circRNA、lincRNA、转录因

子。这些对于全面理解和把握 DKK1在HNSCC

中的作用有着重要意义。
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图6 调控DKK1的miRNA

Fig.6 miRNAs regulating DKK1

图7 DKK1相互作用的基因或蛋白

Fig.7 The genes or proteins that interacts with DKK1

本研究基于生物信息学方法全面分析了DKK1

在HNSCC中的作用，全面阐述调节DKK1的基因和

蛋白质，分析DKK1及其甲基化水平与HNSCC预后

的关系，为将来深入研究DKK1在HNSCC中的作用

提供了一定的参考。本研究尽管基于生物信息学和

知识挖掘，预测和筛选了DKK1的一些调节因子，如

miRNA、lincRNA、cirRNA、基因等，但是只有少部分

在研究中得到验证和证实，未来仍需要大量研究去

证实DKK1与这些因子之间的相互关系。

综上所述，DKK1在HNSCC组织中高表达，并且

是HNSCC患者预后差的危险因素。本研究的证据

显示DKK1存在多种调控方式，但需要通过实际标本

实验加以证实。DKK1在HNSCC发生过程中有着重

要作用，有望成为HNSCC治疗的潜在靶标。
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