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共刺激分子 B7-H4在宫颈癌中的表达及意义 *
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摘要 目的：肿瘤微环境中免疫共刺激分子 B7-H4与其配体结合后可提供免疫抑制信号，调控肿瘤组织中的免疫应答。本研究探

讨 B7-H4、Fas及 Caspase-3裂解片段在宫颈鳞状细胞癌中的表达及其与临床病理因素的关系，分析其参与肿瘤免疫逃逸的机制。

方法：应用免疫组织化学 SP法检测 23例正常宫颈上皮、38例宫颈上皮内瘤变(CIN)和 132例宫颈鳞状细胞癌组织中 B7-H4、Fas

及 Caspase-3裂解片段的表达水平，分析其与宫颈癌各临床病理因素的相关性。结果：B7-H4在正常宫颈上皮组织中不表达，在

CIN组织中微弱表达，在宫颈鳞状细胞癌组织中高表达。B7-H4表达与肿瘤的临床分期、淋巴结转移、原发肿瘤大小和肿瘤浸润深

度有关，B7-H4与 Fas蛋白表达呈现负相关，与 Caspase-3裂解片段存在共表达关系。结论：B7-H4在宫颈鳞状细胞癌中过表达可

引起 Fas蛋白表达下调和 Caspase-3裂解片段增多，抑制肿瘤细胞发生凋亡，参与肿瘤逃避宿主的免疫监视，从而促发宫颈癌的发

生和发展。阻断 B7-H4通路途径，有望成为宫颈鳞状细胞癌治疗的新靶点。
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Expression of Costimulatory Molecule B7-H4 and Its Significance in Cervical
Carcinoma*

Immune costimulatory molecules B7-H4 binds with its ligand in the tumor micro-environment, which pro-

vides immune inhibitory signals, and further controls the immune response in tumor tissues. In this paper, we examined the expressions of

B7-H4, Fas and Caspase-3 cleavage in cervical squamous cell carcinoma and tried to figure out their connections with it's clinical patho-

logical factors to obtain the mechanism of tumor cell immune escape. Immunohistochemical method (SP) was applied to detect

the expression levels of B7-H4, Fas and Caspase-3 cleavage in 23 normal cases of nomal cervical epithelium, 38 cases of cervical intraep-

ithelial neoplasia (CIN) and 132 cases of cervical squamous cancer cells, then analyzed its correlation with the clinicopathological factors

in cervical cancer. B7-H4 sshowed no expression in normal cervical epithelial tissues, showed weak expression in CIN tissues

and high expression in cervical squamous cell carcinoma; B7-H4 expression was directly related to the clinical stage, lymph node metas-

tasis, primary tumor size and depth of tumor invasion. B7-H4 showed negative correlation with the expression of Fas protein, and shared

a co-expression with Caspase-3 cleavage. B7-H4 showing excessive expressions in cervical squamous cell carcinoma will

lead to down-regulations of Fas protein expression and increasements of Caspase-3 cleavage. All these worked together induced tumor

evading of host immune surveillance, thus inhibiting the apoptosis of tumor cells, which promotes the occurrence and deterioration of

cervical cancer. Blocking the B7-H4 pathway is expected to become a new target in the treatment of cervical squamous cell carcinoma.
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前言

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，其发病是一个长期

而复杂的过程。研究表明，宫颈癌的发生发展是由各种致癌因

子(如 HPV病毒等)，并在其他高危因素影响下，经由不同的机

制激活原癌基因使其异常表达，抑制抑癌基因的正常表达，使

子宫颈细胞的生长增殖与凋亡失调所致[1]。因此，寻找新的宫颈

癌分子标志物，提高癌前筛查率及诊断率具有十分重要的意义。

B7家族新成员 B7-H4是 T淋巴细胞免疫应答的负性调

节因子，可抑制 T细胞的增殖活化，促使肿瘤细胞发生逃逸[2]。

Fas是介导细胞凋亡的重要信号受体，它与 FasL结合可以启动

凋亡信号通路引起细胞凋亡[3]。Caspase-3是 Caspase家族中的

重要成员，Caspase-3裂解片段是细胞凋亡的关键执行因子，在

细胞凋亡的终末阶段发挥作用，调节着肿瘤细胞再生[4]。本研究
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通过分析宫颈鳞状细胞癌中 B7-H4、Fas和 Caspase-3裂解片段

异常表达与宫颈癌临床病理因素的相关性，探讨 B7-H4通过

Fas途径抑制肿瘤细胞凋亡，从而实现宫颈癌免疫逃逸的可能

性，为宫颈癌的进一步研究提供重要的理论基础和实验依据。

1 材料和方法

1.1 标本来源

收集哈尔滨医科大学附属肿瘤医院病理科 2010 年至

2013年的石蜡包埋标本，根据宫颈癌 FIGO分期（2009）I~IV宫

颈癌组织 132 例，患者年龄 22~73 岁；CIN38 例，患者年龄

33~64岁；正常宫颈组织 23例，年龄 36~65岁，所有标本临床

病理资料完整。

1.2 主要试剂

B7-H4单克隆抗体（稀释度 1:100）、Fas单克隆抗体、Cas-

pase-3裂解片段单克隆抗体（稀释度 1:100）及 S-P试剂盒和

DAB显色试剂盒均购自北京中杉生物有限公司。

1.3 免疫组化

免疫组织化学染色（SP）法，严格按照试剂盒说明说步骤操

作，将石蜡包埋蜡块行 4 滋m连续切片，切片常规脱蜡；切片置
于柠檬酸盐缓冲液中进行抗原微波热修复，DAB显色，用已知

阳性片(大肠腺癌组织)作阳性对照，磷酸盐缓冲液（PBS）代替

一抗作阴性对照。

1.4 结果判定

常规光学显微镜（Optical microscope, OM）下 B7-H4的表

达在肿瘤细胞膜和 /或细胞质为棕黄色颗粒。对实验染色结果

判断标准拟用半定量分级法[5]，具体标准如表 1及表 2所示。

表 1 光镜下细胞阳性表达数评分

Table 1 The grading of positive expression cell number under OM

Number of positive cells（%） Score

<10 0

10~25 1

26~50 2

51~75 3

>75 4

表 2 光镜下细胞染色强度评分

Table 2 The grading of cell staining intensity under OM

Cell staining intensity Score

Negative 0

Light yellow 1

Tan 2

Brown 3

根据表 1和表 2，计算出阳性细胞数与相应染色强度的乘

积，从而判定染色结果：0～1分判定为阴性; 2～7分判定为阳

性，其中 2～5分定为 +～+ +，＞6分为定 + + +。Fas阳性细胞

在胞细膜和 / 或细胞质为棕黄色，无染色为阴性细胞，Cas-

pase-3阳性细胞均表现为胞浆呈棕黄或棕褐色，而胞核、胞膜

无着色者为阴性细胞。染色结果判断标准同上述。

1.5 统计学处理

数据处理采用 SPSS 21.0软件进行，其中三组数据间的两

两比较标准为 x2检验，两组数据间相关性分析采用 Spearman

等级分析，在琢=0.05检验水准下以 P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 B7-H4在正常宫颈上皮、CIN和宫颈鳞状细胞癌组织中的

表达及其与临床病理因素的关系

B7-H4正常宫颈上皮组织切片中无明显表达，在 CIN中少

部分表达呈浅黄色，在宫颈鳞状细胞癌细胞中大量表达呈棕黄

色（图 A），各组间阳性表达率及表达例数见表 3。B7-H4在宫颈

癌中的表达明显高于正常宫颈组织及 CIN组，并随正常宫颈

上皮组织、CIN、子宫颈癌的发展而升高，差异具有显著性（P＜

0.05)。

B7-H4在宫颈癌不同临床病理分级组织标本中均有表达，

如表 4所示，不同临床分期的宫颈癌组织中 B7-H4的阳性表

达率存在显著统计学差异（P<0.05），且随临床期别的进展，

B7-H4的表达逐渐增高。在 36例有淋巴结转移的宫颈癌组织

中 B7-H4蛋白的阳性表达率为 75.0 % (27/36)，而 96例无淋巴

结转移的宫颈癌组织 B7-H4 蛋白的阳性表达率为 34.84%

（33/96），有淋巴结转移的宫颈癌组织中 B7-H4的阳性表达率

显著高于无淋巴结转移的宫颈癌组织，差异具有显著性（P<0.

05）。在不同肿瘤大小及侵润深度的宫颈癌组织中，B7-H4的表

达有显著差异（P<0.05）；在不同分化程度的宫颈癌组织中差异

无显著性（P<0.05）。因此，B7-H4在宫颈鳞状细胞癌中的表达

与临床分期、淋巴结转移、原发肿瘤大小和肿瘤浸润深度相关，

与分化程度没有明显相关性。

2.2 正常宫颈上皮、CIN和宫颈鳞状细胞癌组织中 Fas和 Cas-

pase-3裂解片段的表达

Fas阳性颗粒主要位于细胞膜及细胞质（图 B），Fas在正常

宫颈上皮组织、CIN和宫颈鳞状细胞癌中均有表达（如表 3），三

组间比较差异具有统计学意义（x2=7.22，P＜0.05)，宫颈癌与

CIN组之间比较差异无统计学意义(x2=1.016，P＞0.05)。在正常

宫颈上皮组织、CIN和宫颈鳞状细胞癌组织标本中 Caspase-3

裂解片段均有阳性表达，上皮细胞和间质中均有表达，主要以

上皮细胞胞质表达为主（图 C），23 例正常宫颈组织中，Cas-

pase-3表达阳性 7例，阳性率 30.4 %；38例 CIN组织中，Cas-

pase-3表达阳性 15例，阳性率 39.5 %；132例宫颈鳞癌组织中，

Caspase-3裂解片段表达阳性 103例，阳性率 78.0 %。宫颈癌组

Caspase-3的表达低于正常宫颈上皮组织、CIN组，三组间表达

差异有统计学意义(x2= 21.54，P＜0.01)。正常宫颈上皮组织中

Caspase-3裂解片段的表达与 CIN组和宫癌组相比较差异具有

统计学意义（x2=5.96；x2=6.33，P＜0.05)，如表 3所示。

2.3 宫颈鳞状细胞癌组织中 B7-H4与 Fas、Caspase-3裂解片段

表达的相关性

132例宫颈鳞状细胞癌组织中，B7-H4 阳性 62例，其中

B7-H4表达阳性、Fas表达阴性 48例，Fas表达阳性、B7-H4表

达阴性 49例，B7-H4与 Caspase-3裂解片段共同阳性 54例，共

同阴性 24例，共阳性率 40.9%，共阴性率 18.2%，结果显示，
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注：*Fas在 CIN和 SCC中的表达差异无显著性。

Note: *The expression of Fas in CIN and SCC had no significant difference.

B7-H4表达与 Fas表达呈负相关，B7-H4 与 Caspase-3 裂解片 段存在共表达（P<0.05，表 5）。

图 A1宫颈鳞状细胞癌中 B7-H4的表达（× 100）

Fig.A1Positive expression of B7-H4 in SCC（× 100）

图 A2宫颈鳞状细胞癌中 B7-H4的表达（× 400）

Fig.A2Positive expression of B7-H4 in SCC（× 400）

表 3正常宫颈上皮、CIN及宫颈鳞状细胞癌中 B7-H4、Fas及 Caspase-3裂解片段的表达

Table 3 The expressions of B7-H4, Fas and Caspase-3 cleavage（CC3）in Normal Cervical Epithelium(NCE), CIN and Squamous Carcinoma of Cervix

(SCC)

Groups NCE CIN SCC x2 P

B7-H4 0（0.0） 8（21.1） 62（47.0） 8.18 P<0.05

Fas 20（87.0） 17（44.7）* 53（40.2）* 7.22 P<0.05

CC3 7（30.4） 15（39.5） 103（78.0） 21.54 P<0.01

表 4 不同临床病理参数的宫颈鳞状细胞癌组织中 B7-H4表达情况

Table 4 Relationship between clinical pathologic characteristics and expression of B7-H4 in cervical Squamous cancer (n, %)

Case Positive Negative
Positive expression

rate(%)
x2 P

44 7 37 15.9

7.68 P<0.0563 27 36 42.9

25 19 6 76.0

36 27 9 75.0
7.17 P<0.05

96 33 63 34.4

42 18 24 42.9
1.52 P>0.05

90 43 47 47.8

68 26 42 38.2
10.08 P<0.05

64 37 27 57.8

57 36 21 63.2
13.23 P<0.05

75 28 47 37.3

Clinical stage

I

IIa

IIb~IV

Lymph node

metastasis

Yes

No

Differentiation

status

High

Moderate+Low

Tumorsize
< 4 cm

≥ 4 cm

Deep stromal

invasion

Yes

No

3 讨论

机体抗肿瘤效应中最主要的机制之一就细胞免疫，其中以

肿瘤微环境中 Th1细胞及其辅助增强的特异性 CD8+CTL因子

对肿瘤细胞的杀伤最为重要[6]。B7家族中的 B7-H4分子在细

胞膜中以跨膜蛋白的形式存在，作为一种免疫弱化因子抑制 T

细胞免疫应答，增强肿瘤细胞的免疫侵袭力，进而促进肿瘤的

发生发展[7]。Salceda等[8]研究表明，除抑制 CD4+T和 CD8+T细

胞增殖和产生免疫因子外，肿瘤上皮细胞内高表达的 B7-H4

蛋白还可促进上皮细胞恶性转化并形成肿瘤。现已发现 B7-H4

蛋白在多中肿瘤细胞中表达增多，如乳腺癌、结肠癌、前列腺癌

和卵巢癌等[9-12]，但在宫颈鳞状细胞癌中的研究甚少。本组研究

结果显示，B7-H4在正常宫颈上皮无明显表达，在 CIN中呈少

量的阳性表达，而在宫颈鳞状细胞癌组织中呈现明确阳性表

达，表明 B7-H4蛋白可能在宫颈鳞状细胞癌的发生和发展过

程发挥了重要的作用。在 132例宫颈鳞状细胞癌患者中根据

FIGO分期 B7-H4阳性表达率为：I期为 15.9 %(7/44)；IIa期为

42.9 %(27/63)；IIb~IV期为 76.0 %(19/25)；B7-H4蛋白的阳性表

达率呈现逐渐升高的趋势，各组中 B7-H4蛋白的阳性表达率

存在差异（P<0.05），且随着临床分期的级别增加表达阳性率也
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图 C1宫颈鳞状细胞癌中 CC3的表达（× 100）

Fig.C1 Positive expression of CC3 in SCC（× 100）

图 C2 宫颈鳞状细胞癌中 CC3的表达（× 400）

Fig.C2 Positive expression of CC3 in SCC（× 400）

不断增加，表明 B7-H4蛋白的阳性表达可能参与宫颈鳞状细

胞癌的进展。Kim等[13]的研究表明，B7-H4表达下调伴随着细

胞内 B7-H4分子核异位，导致线粒体功能失调，进而增强了肿

瘤细胞凋亡，本实验验证了这一结果。在有淋巴结转移的宫颈

鳞状细胞癌组织中 B7-H4蛋白的阳性表达率 74.6 %显著高于

无淋巴结转移的宫颈鳞状细胞癌组织 34.8 %，表明 B7-H4蛋

白高表达可能参与促进宫颈鳞状细胞癌发生淋巴结转移。此

外，原发肿瘤较大和深肌层侵润组 B7-H4蛋白表达显著高于

原发肿瘤较小和浅肌层侵润组，但不同分化程度的宫颈癌组织

中 B7-H4的表达无显著差异。宫颈鳞状细胞癌患者的预后通

常与临床分期、淋巴结转移情况、肿瘤体积大小及肌层侵润深

度等因素密切相关，以上结果提示 B7-H4蛋白可能有助于宫

颈鳞状细胞癌的临床防治和预后监测。

Fas(CD95)是一种跨膜受体蛋白，普遍表达于多种细胞表

面，Fas与其配体（FasL）间的互动在 T细胞受体（TCR）介导的

肿瘤细胞凋亡中起着至关重要的作用[14]。研究发现，良性肿瘤

组织中 Fas蛋白的表达类似于其正常的来源组织，而恶性肿瘤

中 Fas蛋白的表达呈现出下调或缺失的现象[15]，原因可能在于

免疫反应过程中 T细胞对 Fas介导肿瘤细胞凋亡的敏感性受

机体免疫系统严密调控，这种调控是以抗原特异性 T细胞凋亡

为基础的[16]。本组研究显示，正常宫颈组织的 Fas蛋白阳性表达

率为 87.0％，而在宫颈鳞状细胞癌和 CIN组织中 Fas的表达

率明显下降，分别为 40.2％和 44.7％，提示宫颈癌细胞由于某

种原因 Fas表达出现下调，减少了 Fas与其相应的 T细胞表面

配体的互动，最终抑制了 TCR介导的肿瘤细胞凋亡。

Caspase-3是外源性细胞凋亡途径中的关键效应酶，是凋

亡执行过程中最重要的蛋白水解酶，外源性途径中 Caspase-3

裂解激活是细胞凋亡发生关键的步骤[17]。Sunyoung Ham等的

研究表明 Fas/FasL可交叉激活 Caspase家族级联反应，激活

Caspase-3，Caspase-3的激活可增强 Caspase-8的活性，反之亦

然，进而形成瀑布式强化反应[18]。本实验发现 Caspase-3裂解片

段在宫颈鳞状细胞癌的各临床分期组织中均有一定表达，在正

图 B1 宫颈鳞状细胞癌中 Fas的表达（× 100）

Fig.B1 Positive expression of Fas in SCC（× 100）

图 B2 宫颈鳞状细胞癌中 Fas的表达（× 400）

Fig.B2 Positive expression of Fas in SCC（× 400）

B7-H4
Fas

R P
CC3

R P
+ - + -

10.34 P<0.05 6.95 P<0.05
14 48 54 8

49 21 46 24

表 5 宫颈鳞状细胞癌组织中 B7-H4与 Fas蛋白、B7-H4与 Caspase-3裂解片段表达的关系

Table 5 Relationship between the expression of B7-H4 with Fas protein and CC3 in SCC
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常宫颈上皮、CIN、宫颈鳞状细胞癌组织中的阳性表达率呈逐

渐增高趋势(P<0.05)。这表明在宫颈癌的进展过程中，Caspase-3

裂解失活减缓了外源性凋亡途径中 Caspase蛋白间级联反应

的进程，使肿瘤细胞凋亡受到抑制，从而促进了子宫颈癌的发

生发展。邸丽双等也证实了晚期子宫颈癌中存在 Caspase-3表

达失调，其在宫颈癌的进展中发挥重要作用[19]。

外源性细胞凋亡途径与死亡受体的激活密切相关，这个过

程中 Fas与肿瘤坏死因子受体的功能类似，Fas与其配体结合

后即可启动外源性细胞凋亡途径。Fas蛋白上的死亡结构域以

寡聚体的形式存在，Fas相关死亡结构域（FADD）募集并与

Caspase-8 前体结合形成可死亡诱导信号复合物（DISC）[20]。

Caspase-8前体被裂解和活化后从 DISC中释放至细胞质中进

而激活凋亡效应因子 Caspase-3，启动外源性细胞凋亡途径引

发细胞凋亡[21]。本实验发现 B7-H4和 Fas蛋白在子宫颈癌中的

表达呈负相关，所以我们推测 B7-H4可能通过某种途径抑制

肿瘤细胞表面 Fas蛋白的表达而抑制细胞内 Caspase蛋白级联

反应，最终抑制了宫颈癌细胞的凋亡。B7-H4还可直接与 Cas-

pase-3结合并抑制其活化，阻断它们在细胞凋亡过程中的信号

转导作用，从而抑制细胞凋亡的进程；B7-H4通过抑制 Cas-

pase-9酶原的活化可抑制 Caspase-3，7酶原活化，并进一步阻

止 Caspase-3反馈激活 Caspase-9[22]。Krystyna等[23]研究表明，被

转染 B7-H4的宫颈癌 Hela细胞 FasL基因表达上调，同时伴有

Caspase-3活性下降，提示 FasL可能是 B7-H4与 Caspase-3联

系的纽带。本研究证实 B7-H4和 Caspase-3裂解片段在子宫颈

癌中的表达呈正相关，因此我们认为，在宫颈鳞状细胞癌的发

生过程中，B7-H4基因高表达可能导致肿瘤细胞中 Fas表达缺

失，进而使 Caspase-3裂解增多下降，Caspase-3失活增多使正

常的细胞凋亡机制受阻，从而导致宫颈癌的发生发展。在宫颈

癌细胞增殖和侵袭过程中，Fas干扰了免疫细胞诱导肿瘤细胞

凋亡，使肿瘤细胞逃避免疫系统监视。此外，宫颈癌细胞中

Caspase-3裂解片段水平升高也说明宫颈癌存在 Fas相关性凋

亡抵抗。因此，B7-H4基因在宫颈癌中表达上调可能是宫颈癌

发生的重要事件，B7-H4、Fas和 Caspase-3裂解片段联合检测

对子宫颈癌的早期诊断、临床疗效及预后判断具有重要意义。

综上所述，B7-H4基因异常表达可能通过外源性途径阻止

了细胞凋亡正常进行，从而实现了免疫逃逸。Fas/FasL系统和

Caspase-3在抑制子宫颈癌的发生发展方面可能起协同作用。

负性免疫共刺激分子 B7-H4和 Fas/FasL凋亡蛋白在宫颈癌的

发生、进展中起到了重要作用，其共同作用可能为宫颈癌细胞

逃逸机体免疫的机制之一。检测或联合检测 B7-H4、Fas 和

Caspase-3裂解片段可能成为预测宫颈癌生物学行为、评价宫

颈癌预后的有效参考指标。干预 B7-H4、Fas或 Caspase-3裂解

片段的表达将可能成为宫颈癌免疫治疗的新靶点。
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