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血清 B7-H4水平对肝细胞癌的诊断及预后价值 *
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摘要 目的：探讨肝细胞癌(HCC)患者血清 B7-H4水平及其临床意义。方法：采用 ELISA方法检测和比较 116例 HCC患者和 60

例健康对照人群的血清 B7-H4水平，并分析血清 B7-H4水平和 HCC患者临床参数和生存情况的关系。结果：① HCC患者的血清

B7-H4水平显著高于健康对照组(P<0.001)；② 血清 B7-H4水平与 HCC患者血清 AFP水平(r=0.653, P=0.012)和 TNM分期(r=0.

713, P=0.003)相关；③ 高血清 B7-H4组 HCC患者 5年总体生存率较低血清 B7-H4组显著降低(P=0.028)；④ 血清 B7-H4水平是

HCC预后的独立预测因子(P=0.034)。结论：HCC患者的血清 B7-H4水平显著上调，对于 HCC的诊断及预后判断具有重要的参考

意义。
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Diagnostic and Prognostic Prediction Value of Serum B7-H4 Level for
Hepatocellular Carcinoma*

To investigate the serum B7-H4 level of hepatocellular carcinoma (HCC) patients and its clinical signifi-

cance. The serum B7-H4 level wase detected and compared in 116 cases of patients with HCC and 60 healthy controls by

ELISA, and the relationships between serum B7-H4 levels and clinical parameters and the survival of HCC patients were analyzed.

HCC patients had significantly higher serum B7-H4 level as compared with the healthy controls (P<0.001); the serum B7-H4 level was

correlated with the clinical parameters of HCC patients including the serum AFP level (r=0.653, P=0.012) and TNM stage(r=0.713, P=0.

003); HCC patients with higher B7-H4 level group had a poorer 5-year overall survival rate (P=0.028). Moreover, the serum B7-H4 level

was shown to be an independent prognostic factor for HCC (P=0.034). The serum B7-H4 level of HCC patients was signifi-

cantly increased, which had important value for the diagnosis and prognosis of HCC.
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前言

肝细胞癌(HCC)目前已经成为全球癌症相关死亡的第三

大原因[1]，肿瘤转移和治疗后的高复发率是其高死亡率的主要

原因。此外，许多 HCC患者已到疾病晚期才被发现，失去了手

术机会。HCC的预后较差，5年生存率较低(约 10％)[2]。因此，寻

找具有诊断价值的肿瘤标志物至关重要。虽然 AFP在临床上

是诊断 HCC最常用的一项肿瘤标志物，但其诊断价值仍存有

一定的局限性[3]。因此，寻找 HCC诊断的高敏感性和特异性的

组织或体液生物仍是肿瘤生物学家的重要研究目标。

B7-H4是 B7家族中的一个成员，于 2003年被发现，主要

通过抑制固有免疫及 T细胞介导免疫应答在调节肿瘤微环境

中扮演重要角色[4]。B7-H4表达于肺癌、乳腺癌、子宫及结肠直

肠癌等多种癌症[5-8]。研究表明 HCC组织和正常组织 B7-H4表

达没有显著差异[9]。本研究则主要探讨了 HCC患者和健康对照

人群血清 B7-H4水平，探讨了血清 B7-H4水平与 HCC患者临

床病理特征及预后的关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集福州解放军总医院肝胆外科收治的 116例 HCC患者

和 60例健康对照的血样。入组前所有 HCC患者均没有接受手

术，化疗或放疗。所有健康受试者通过体检确认健康状况，其包

括常规体格检查和标准实验室检测(血常规、肝功能、肾功能、
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血脂、电解质、血糖))。综合病理活检，血清甲胎蛋白(AFP)水平

和影像检查来明确 HCC诊断。TNM临床分期根据美国癌症委

员会的第 6版 TNM进行分类[10]。HCC患者的临床信息，包括

年龄、性别、肿瘤大小、TNM分期、肝硬化、血管侵犯、肿瘤淋巴

结转移、血清 AFP表达、乙型肝炎病毒感染和丙型肝炎病毒感

染情况。

1.2 双抗体夹心 ELISA法

使用双抗体夹心 ELISA法检测 B7-H4的血清水平。高结

合聚苯乙烯板内有单克隆抗体 H74 包被 (eBioscience，San

Diego，United States)。将采集来 HCC患者和健康志愿者的血样

(30 滋L)加入板中。用稀释的生物素二抗(eBioscience)检测固定

的抗原。再使用链霉抗生物素蛋白链接的辣根过氧化物酶

(DingGuo，北京，中国)检测抗原抗体反应结合信号。

1.3 统计血分析

使用 SPSS 21.0(Chicago，USA)和 GraphPad Prism 5(Graph-

Pad Software Inc，CA，USA) 软件进行 统计分析。使用

Mann-Whitney U检验来比较 HCC患者和健康对照之间的血

清 B7-H4的表达水平。通过卡方检验评价血清 B7-H4表达水

平与临床病理学参数之间的关系。使用 Kaplan-Meier方法和分

析产生总存活曲线。使用单变量和多变量 Cox比例风险模型来

确定存活时间的预后因素。以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HCC患者和健康对照人群血清 B7-H4水平的比较

与健康对照组(40.75± 14.91 ng/mL)相比，HCC 患者的血

清 B7-H4水平(71.53± 21.67 ng/mL)显著升高(P<0.001，图 1)。

2.2 血清 B7-H4水平与 HCC患者临床病理参数的关系

以 HCC患者血清 B7-H4的平均水平(70.55 ng/mL)作为亚

组分类的截断值(高表达组或低表达组)，结果显示血清 B7-H4

水平与 AFP表达 (r=0.653，P=0.012) 及 TNM期(r=0.713，P=0.

003)显著相关，而与性别(r=0.326，P=0.655)、年龄(r=0.248，P=0.

736)、肿瘤大小 (r=0.411，P=0.104)、肝硬化状态 (r=0.456，P=0.

067)、静脉侵犯 (r=0.337，P=0.263)、淋巴结转移 (r=0.384，P=0.

166)、HBV感染(r=0.292，P=0.537)、HCV感染(r=0.287，P=0.581)

无关(表1)。

图 1 HCC患者和健康对照人群血清 B7-H4的水平比较

Fig.1 Comparison of the serum level of B7-H4 between HCC patients and

healthy controls

表 1 血清 B7-H4水平与 HCC患者临床病理参数的关系

Table 1 Correlation of the serum B7-H4 level with the clinicopathological parameters of HCC patients

变量

(Variables)
N(％)

血清 B7-H4表达

(Serum B7-H4 expression) P值

(P value)低(%)

Low (%)

高(%)

High (%)

性别(Gender)

男性(Male) 98(84.48) 43(37.06) 55(47.41)
0.631

女性(Female) 18(15.52) 9(7.76) 9(7.76)

年龄(Age)

<60 47(40.52) 22(18.97) 25(21.55)
0.723

≥ 60 69(59.48) 30(25.86) 39(33.62)

肿瘤大小(cm)

(Tumor size)cm

<5 55(47.41) 29(25.00) 26(22.41)
0.104

≥ 5 61(52.59) 23(19.83) 38(32.76)

TNM分期(TNM)

I-II 56(48.28) 33(28.45) 23(19.83)
0.003

III-IV 60(51.72) 19(16.38) 41(35.34)

肝硬化(Cirrhosis)

否(No) 65(56.03) 34(29.31) 31(26.72)
0.067

是(Yes) 51(43.97) 18(15.52) 33(28.45)

静脉侵犯

(Venous infiltration)
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否(No) 58(50.00) 29(25.00) 29(25.00)
0.263

是(Yes) 58(50.00) 23(19.83) 35(30.17)

肿瘤结节

(Tumor nodes)

单个(Single) 52(44.83) 27(23.28) 25(21.55)
0.166

多个(Multiple) 64(55.17) 25(21.55) 39(33.62)

血清 AFP(滋g/L)
Serum AFP(滋g/L)

<400 51(43.97) 31(26.72) 20(17.24)
0.012

≥ 400 65(56.03) 21(18.10) 44(37.93)

HBV感染

(HBV infection)

否(No) 30(25.86) 12(10.34) 18(15.52)
0.537

是(Yes) 86(74.14) 40(34.48) 46(39.66)

HCV感染

(HCV infection)

否(No) 98(84.48) 45(38.79) 53(45.69)
0.581

是(Yes) 18(15.52) 7(6.03) 11(9.48)

2.3 血清 B7-H4水平与 HCC患者的生存情况分析

如图 2所示，高血清 B7-H4水平组的 HCC患者 5年生存

率较低水平 B7-H4水平组的 HCC患者显著降低(P=0.028)。

2.4 HCC预后预测因素的单变量分析和多变量分析

单变量分析显示血清 AFP水平 (P=0.021)、TNM期 (P =

0.005)和血清 B7-H4 水平(P=0.008)与 HCC 的预后显著相关

(P<0.05)。多变量分析模型提示:TNM分期 (P=0.013) 和血清

B7-H4水平 (P=0.034) 是 HCC患者的独立预后预测因素(P=0.

148)(表 2)。

3 讨论

近年来，HCC的早期诊断手段和手术方法已有较大的进

展，还出现了一些新的治疗策略如分子靶向治疗、基因治疗(el

Tazi等，2011；Duan等，2013)[11,12]以及免疫疗法。然而，这些治

疗方法对于许多晚期的 HCC患者而言效果仍然欠佳。探讨

HCC的早期诊断及其预后预测的生物标志物不仅可以有助于

在较早期的临床阶段诊断 HCC，还可以在临床上监测其治疗

反应。目前，在临床诊断和筛查 HCC中，唯一一项运用最广泛

的血清肿瘤标志物就是 AFP，约 60%至 70%的 HCC患者存在

血清 AFP水平异常，但是 30%至 40%的患者血清 AFP水平表

现正常，其原因主要与 AFP在转录过程中被多种因素所调控

有关。近年来，几个新的具有 HCC辅助诊断价值的生物标志物

被发现。Dickkopfl(DKK1)是抑制WNT信号通路中的分子之

一，WNT信号通路在多种肿瘤的产生起重要角色。Dickkopfl

为一种分泌型糖蛋白，相对分子质量为 35000，不仅表达于胎

儿期的胎盘，还表达于胚胎组织中，但其很少表达于在成人组

织中。有报道 Dickkopfl与多种肿瘤(如肝癌、肺癌及乳腺癌)的

发生发展有关。Shen[13]报道了 HCC患者的血清 Dickkofl蛋白

水平明显升高，特异度为 90.6%，敏感度为 69.1%。AFP联合

Dickkofl诊断精确度具有显著提高。Yang[14]等通过对 184例早

期 HCC患者，174例肝硬化患者，进行血清 Dickkofl和 AFP检

测证实 Dickkofl 敏感性优于 AFP，且 Dickkkofl在 AFP阴性

HCC阳性率高达 73.1%。近年，香港大学等研究报道 Dickkofl

诊断HCC的特异度高达 100%。Forner和 Bruixl[15]阐述 Dickkofl

未来能否取代 AFP成为新的肝癌标志物时，表示还需要更多

时间的研究进行验证。磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3(glypican-3)是一

种膜蛋白，由蛋白质、糖、脂质组成三维结构，与 WNT 结合形

成复合体，可激活经典的下游信号通路。glypican-3基因位于人

染色体 X26.2，长 500kb，参与了细胞对生长因子的反应、生长

发育以及癌变过程，可在 HCC、透明卵巢细胞癌及黑色瘤中高

度表达。1996年，Hsu等[16]首次发现 glypican-3高达 74.8%表达

图 2 血清 B7-H4水平与 HCC患者的生存情况分析

Fig.2 Analysis of the serum level of B7-H4 and overall survival of HCC

patients

1962· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.10 MAY.2018

于 HCC组织中，仅有 3.2％表达于非肝癌组织中。随后，日本的

Capurro等[17]研究发现 glypican-3约 72％表达于 HCC组织中，

而没有表达于正常组织中；在 200例 HCC患者血清中，约 53%

患者 glypican-3表达水平明显升高，而在肝炎、肝硬化组中只

有 5%患者 glypican-3水平升高，在 HCC患者中 glypican-3的

表达水平远远高于非肝癌患者 (肝炎、肝硬化患者及正常人)，

glypican-3对诊断 HCC具有非常重要价值。越来越多的研究支

持 glypican-3在 HCC高度表达，可作为诊断 HCC的新的一种

肿瘤标志物。周伟等 [18] 报道在 77例 AFP阴性的 HCC 中，

glypican-3表达阳性率为 44%，表明 glypican-3联合 AFP在对

HCC的诊断上有很大的互补作用，明显提高了 AFP阴性 HCC

患者的诊断，对 AFP阴性 HCC患者具有重要意义。

在本研究中，以血清 B7-H4的平均值(70.55 ng/mL)作为肝

癌亚组分类的截断值，诊断准确率较高，且血清 B7-H4水平高

低与 HCC患者的性别、年龄、肿瘤大小、肝硬化状态、静脉侵

犯、淋巴结转移、HBV感染、HBV感染无关。而 HCC患者血清

B7-H4水平明显高于健康对照人群，且 HCC患者血清 B7-H4

水平与血清 AFP水平、TNM临床分期明显相关。此外，血清

B7-H4水平较高的 HCC患者 5年总生存率较低。此外，血清

B7-H4水平可能是 HCC预后的独立预测因素。

B7-H4是进化高度保守的跨膜蛋白，其细胞外部分与其他

B7家族成员具有约 25％的氨基酸同源性。此外，既往的研究表

明人类和小鼠 B7-H4共享 87％的氨基酸成分[19]。B7-H4 mRNA

广泛分布在人体外周组织中，但其蛋白质在正常外周组织中少

有表达，提示 B7-H4 的表达在翻译水平上被严格管控 [20]。

B7-H4为 T细胞介导免疫应答的负性调整因子，也是固有免疫

应答的抑制剂，参与肿瘤的发生、发展，在调节肿瘤微环境中起

重要作用[4]。Leung等人[21]报道 B7-H4不仅能抑制抗肿瘤 T细

胞的免疫应答，还能阻碍骨髓中抑制细胞的抗肿瘤功能。Wang

等人[22]提出 B7-H4过表达可出现肿瘤内 CD8(+)T淋巴细胞减

少，IFN-酌产量下降。这表明在肿瘤微环境中 B7-H4通过负性

调控抑制 CD8(+)T细胞的增殖发挥抗肿瘤作用。在各种癌症

如乳腺癌、卵巢癌和胃癌中，研究者已经报道了血清 B7-H4的

过度表达[5-8]，Meng Z等人的Meta分析[23]显示血清 B7-H4水平

对于预测卵巢癌预后有巨大潜在价值。Huang C等[24]报道了血

清 B7-H4水平可能是预测宫颈癌预后的肿瘤生物标志物。同

时，Liang L等[25]报道血清 B7-H4可能是预测卵巢癌预后和化

疗效果的生物标志物。这些研究结构与本研究结果一致。

Shi等人发现胃癌患者血清 B7-H4水平明显高于健康对

照组，并与肿瘤大小、肿瘤侵犯范围、淋巴结转移、TNM分期及

存活率等临床病理参数密切相关，进一步支持了 B7-H4在肿

瘤早期诊断和预后预测中的潜在价值[26]。然而，B7-H4在肝癌

发展中的具体作用仍有争议。Qian等[9]报道了 HCC组织与正

常人肝组织中 B7-H4表达的差异并无统计学意义。这与我们

发现的 HCC患者血清 B7-H4水平升高有所不同。HCC癌细胞

可能将可溶性 B7-H4分泌到体液中，血清蛋白和组织蛋白的

表达模式之间没有明确的相关性。此外，免疫组化可能不足以

检测肝癌组织和正常组织之间 B7-H4表达水平的微小差异。

最后，研究中的样本量相对较小，需要更进一步扩大实验的规

模来确定 HCC患者组织中 B7-H4的表达是否增高。目前，血

清 AFP水平对 HCC患者生存和预后意义还存在一定争议。一

部分 HCC患者 AFP水平很低，而有一些肝硬化没有 HCC的

患者，AFP水平相对较高。Giannini[27]报道了一个 205例患者的

队列研究，这些患者为代偿性肝硬化和小肝癌。结果显示 AFP

不能预测患者生存情况。本研究中，B7-H4在预测 HCC患者生

存方面具有一定的预测价值，但仍有待于在临床中进一步验证

其应用价值。

综上所述，本研究结果表明 HCC患者的血清 B7-H4水平

显著上调，对于 HCC的诊断及预后判断具有重要的参考意义。
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