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本文引用：杨成轩，贾良，孙艳霞，等．共刺激因子Ｂ７同源体４在肺腺癌组织中的表达及临床意义［Ｊ］．新乡医学
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共刺激因子 Ｂ７同源体４在肺腺癌组织中的表达及临床意义

杨成轩１，贾　良１，孙艳霞１，秦　琛１，原　翔２

（１．新乡市第一人民医院乳腺科，河南　新乡　４５３０００；２．河南科技大学第一附属医院分子生物实验室 河南省肿瘤表
观遗传重点实验室，河南　洛阳　４７１０００）

摘要：　目的　分析共刺激因子Ｂ７同源体４（Ｂ７Ｈ４）在肺腺癌组织中的表达及临床意义。方法　选择２０１２年１
月至２０１２年１２月河南科技大学第一附属医院手术切除的１００例肺腺癌患者癌组织及配对的癌旁组织（距肿瘤组织
边缘＞５ｃｍ）石蜡包埋标本为观察对象，采用免疫组织化学法检测肺腺癌组织及癌旁组织中 Ｂ７Ｈ４蛋白表达，分析
Ｂ７Ｈ４蛋白表达与肺腺癌患者临床病理特征的关系；采用 ＣＯＸ回归分析各因素对肺腺癌患者预后的影响，采用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线及Ｌｏｇｒａｎｋ检验分析Ｂ７Ｈ４蛋白表达与患者生存时间的关系。结果　肺腺癌组织及癌旁组织
中均可见细胞膜及细胞质出现棕黄色颗粒，Ｂ７Ｈ４蛋白呈阳性表达。肺腺癌组织中Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学总评
分及高、中、低分化癌组织Ｂ７Ｈ４表达免疫组织化学评分均显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）；随着癌组织分化程度的降
低，Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学评分逐渐升高（Ｐ＜０．０５）。Ｂ７Ｈ４蛋白表达与肺腺癌患者分化程度、淋巴结转移、
ＴＮＭ分期和５ａ生存情况有关（Ｐ＜０．０５），与患者的性别、年龄、吸烟及饮酒无关（Ｐ＞０．０５）。淋巴结转移、ＴＮＭ分期
及Ｂ７Ｈ４蛋白表达是影响肺腺癌患者预后的独立危险因素（Ｐ＜０．０５）。Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性和Ｂ７Ｈ４蛋白表达阴性患
者５ａ生存率分别为２．１７％和２７．７８％，Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性患者５ａ生存率低于 Ｂ７Ｈ４蛋白表达阴性患者（χ２＝
３１０２０，Ｐ＜０．０５）。结论　Ｂ７Ｈ４蛋白高表达可能促进了肺腺癌的发生、发展，抑制Ｂ７Ｈ４蛋白表达可能是肺腺癌靶向
治疗的潜在靶点之一。
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　　肺癌是一种严重威胁人体健康和生命的恶性肿

瘤，其中非小细胞肺癌是肺癌中常见的类型，患者

５ａ生存率不超过１５％［１］。肺腺癌是非小细胞肺癌

的一种重要组织学亚型，早期无特异性临床表现，仅

有一般呼吸系统疾病所共有的症状，诊断困难，一旦

出现胸部疼痛、气促、胸腔积液等，病变已到晚期，预

后极差。多年来，研究者一直努力寻找与肿瘤发生、

发展、转移及预后相关的因子［２７］。共刺激因子 Ｂ７

同源体４（Ｂ７ｈｏｍｏｌｏｇ４，Ｂ７Ｈ４）是新近发现的共刺

激因子家族成员［８］，在多种肿瘤细胞及组织中高表

达，与肿瘤免疫逃逸关系密切［９１３］。本研究旨在探

讨Ｂ７Ｈ４在肺腺癌及癌旁组织中的表达及其与肺腺

癌患者临床病理特征的关系，为肺腺癌的免疫治疗

提供新的靶点和思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年１月到２０１２年１２月

河南科技大学第一附属医院手术切除的肺腺癌患者

癌组织及配对的癌旁组织（距肿瘤组织边缘 ＞

５ｃｍ）石蜡包埋标本为观察对象，纳入标准：（１）术

后病理诊断明确为肺腺癌；（２）患者术前均未接受

放射治疗、化学治疗和免疫治疗；（３）治疗性肺腺癌

切除术后；（４）病例资料完整；（５）同时具备癌组织

及配对癌旁组织。共纳入肺腺癌患者组织标本１００

例，男５３例，女４７例；年龄 ３８～７６（６１．３±１０１）

岁；有吸烟史３６例，饮酒史１２例；高分化２８例，中

分化５４例，低分化１８例；淋巴结转移者３７例；ＴＮＭ

分期：Ⅰ＋Ⅱ期６３例，Ⅲ＋Ⅳ期３７例。本研究经新

乡市第一人民医院、河南科技大学第一附属医院肿

瘤研究所及医院伦理委员会审核批准，且患者签署

书面知情同意书。

１．２　主要试剂与仪器　链霉菌抗生物素蛋白过氧

化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司，Ｂ７Ｈ４兔抗人单克隆

抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，柠檬酸抗原修复液

（ｐＨ６０）、苏
!

精、中性树胶、磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、二氨基联苯胺

（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）购自北京索莱宝科技有限

公司；光学显微镜购自日本尼康公司。

１．３　免疫组织化学法检测肺腺癌及癌旁组织中

Ｂ７Ｈ４蛋白表达　取常规石蜡包埋的肺腺癌及癌旁

组织标本连续切片，片厚３μｍ；于６０℃溶蜡１．５ｈ，

二甲苯脱蜡 ３次，每次 １０ｍｉｎ，体积分数 １００％、

９５％、９５％、８５％乙醇梯度水化；９５℃下柠檬酸抗原

修复１５ｍｉｎ，充分暴露抗原；ＰＢＳ冲洗 ３次，每次

３ｍｉｎ；过氧化物酶阻断剂封闭１０ｍｉｎ，以消除内源

性过氧化物酶活性；ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；滴加

正常山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ；每张切片加入一抗

（Ｂ７Ｈ４兔抗人单克隆抗体，ＰＢＳ稀释比 １２００）

１００μＬ，４℃孵育过夜；ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；

滴加山羊抗鼠／兔聚合物室温下孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲

洗３次，每次３ｍｉｎ；滴加 ＳＰ室温封闭１０ｍｉｎ；ＰＢＳ

冲洗３次，每次３ｍｉｎ；ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ；蒸馏水冲

洗 １０ｍｉｎ；苏木精复染１０ｍｉｎ，常规乙醇脱水、二甲

苯透明、中性树胶封片；使用光学显微镜随机挑选５

个高倍镜视野（×４００）观察肺腺癌及癌旁组织中

Ｂ７Ｈ４蛋白的表达。采用已知阳性切片作为阳性对

照，采用 ＰＢＳ缓冲液代替一抗为阴性对照。Ｂ７Ｈ４

蛋白阳性表达判定标准：以肿瘤细胞膜及细胞质出

现浅黄色、棕黄色或棕褐色颗粒为阳性表达。染色

强度计分：无色至浅黄色为０分，棕黄色为１分，棕

褐色为２分，深褐色为３分；阳性细胞百分比计分：

＜５％为 ０分，５％ ～２５％为 １分，２５％ ～５０％为 ２

分，５０％～７５％为３分，≥７５％为４分；根据染色强

度和阳性细胞百分比计分的乘积对每个视野进行综

合评分，０分定义为阴性，１～１２分定义为阳性，取５

个视野评分均值为最终免疫组织化学评分。
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１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进

行分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采

用ｔ检验；计数资料以百分率表示，采用 χ２检验；

ＣＯＸ回归分析各因素对预后的影响；应用 Ｋａｐｌａｎ

Ｍｅｉｅｒ生存曲线及 Ｌｏｇｒａｎｋ检验分析 Ｂ７Ｈ４蛋白表

达与患者生存时间的关系；Ｐ＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　肺腺癌及癌旁组织中 Ｂ７Ｈ４蛋白表达比较　

肺腺癌组织及癌旁组织中均可见细胞膜及细胞质出

现棕黄色颗粒，Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性（图１）。癌组织

及癌旁组织中Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学评分分

别为７．７８±０５９、２．３５±０３４，高、中、低分化癌组织

中Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学评分分别为５．５０±

０４３、７．１７±０．４８、１０６７±０．６１。癌组织中 Ｂ７Ｈ４

蛋白表达免疫组织化学评分及高、中、低分化癌组织

中Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学评分均显著高于癌

旁组织，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；随着癌组织

分化程度的降低，Ｂ７Ｈ４蛋白表达免疫组织化学评

分逐渐升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：高分化癌组织；Ｂ：中分化癌组织；Ｃ：低分化癌组织；Ｄ：癌旁组织。

图１　肺腺癌组织及癌旁组织中 Ｂ７Ｈ４蛋白表达（ＤＡＢ染

色，×４００）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢ７Ｈ４ｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄ

ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．２　Ｂ７Ｈ４蛋白表达与肺腺癌患者临床病理特征

的关系　结果见表１。Ｂ７Ｈ４蛋白表达与肺腺癌患

者分化程度、淋巴结转移、ＴＮＭ分期和５ａ生存情况

有关（Ｐ＜００５），与患者的性别、年龄及吸烟、饮酒

情况无关（Ｐ＞０．０５）。

表１　Ｂ７Ｈ４蛋白表达与肺腺癌患者临床病理特征的关系

Ｔａｂ．１　 ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢ７Ｈ４

ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｔｉｅｎｔｓ

临床病理特征 ｎ
Ｂ７Ｈ４阳性／

例（％）

Ｂ７Ｈ４阴性／

例（％）
χ２ Ｐ

性别

　　男 ５３ ２４（４５．３） ２９（５４．７）
０．０２３ ０．８７９　　女 ４７ ２２（４６．８） ２５（５３．２）

年龄

　　≤６０岁 ４０ ２２（５５．０） １８（４５．０）
２．１７４ ０．１４０　　＞６０岁 ６０ ２４（４０．０） ３６（６０．０）

吸烟

　　有 ３６ １２（３３．３） ２４（６６．７）
３．６３３ ０．０５７　　无 ６４ ３４（５３．１） ３０（４６．９）

饮酒

　　有 １２ ６（５０．０） ６（５０．０）
０．０８８ ０．７６７　　无 ８８ ４０（４５．５） ４８（５４．５）

分化程度

　　低分化 １８ １４（７７．８） ４（２２．２）
　　中分化 ５４ ２４（４４．４） ３０（５５．６） １０．７９０ ０．００５
　　高分化 ２８ ８（２８．６） ２０（７１．４）
淋巴结转移

　　阳性 ３７ ３４（９１．９） ３（８．１）
４９．８００ ０．００１　　阴性 ６３ １２（１９．０） ５１（８１．０）

ＴＮＭ分期
　　Ⅰ＋Ⅱ期 ６３ １２（１９．０） ５１（８１．０）

４９．８００ ０．００１　　Ⅲ＋Ⅳ期 ３７ ３４（９１．９） ３（８．１）
５ａ生存情况
　　生存 １６ １（６．３） １５（９３．８）

１２．１６０ ０．００１　　死亡 ８４ ４５（５３．６） ３９（４６．４）

２．３　临床病理特征与肺腺癌患者预后的关系　结

果见图２、表２。ＣＯＸ回归分析显示，淋巴结转移、

ＴＮＭ分期及 Ｂ７Ｈ４蛋白表达为影响肺腺癌患者预

后的独立危险因素（Ｐ＜０．０５）。１００例肺腺癌患者

的术后 ５ａ总生存率为 １６．００％（１６／１００），其中

Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性患者５ａ生存率为２．１７％（１／

４６），Ｂ７Ｈ４蛋白表达阴性患者 ５ａ生存率为

２７７８％（１５／５４），Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性患者５ａ生存

率明显低于 Ｂ７Ｈ４蛋白表达阴性患者，差异有统计

学意义（χ２＝３１．０２０，Ｐ＜０．０５）。

Ａ：总生存曲线；Ｂ：Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性及阴性患者生存曲线。

图２　肺腺癌患者ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线

Ｆｉｇ．２　ＳｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
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表２　肺腺癌患者预后影响因素的Ｃｏｘ回归分析

Ｔａｂ．２　Ｃｏｘｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

影响因素 Ｂ Ｗａｌｄ ＨＲ
９５％可信区间
下限 上限

Ｐ

性别 ０．０３５ ０．０１３ １．０３５ ０．５７７ １．８５６ ０．９０８
年龄 ０．３０５ １．６１９ １．３５７ ０．８４８ ２．１７２ ０．２０３
吸烟 ０．５５８ ３．１２０ １．７４８ ０．９４１ ３．２４８ ０．０７７
饮酒 －０．６２７ ２．７５７ ０．５３４ ０．２５５ １．１２０ ０．０９７
分化程度 －０．０５６ ０．０２６ ０．９４６ ０．４８０ １．８６３ ０．８７１
淋巴结转移 ０．８９０ ４．３３３ ２．４３６ １．０５３ ５．６３１ ０．０３７
ＴＮＭ分期 ０．８９０ ４．３３３ ２．４３６ １．０５３ ５．６３１ ０．０３７
Ｂ７Ｈ４表达 １．０９１ ６．６１２ ２．９７８ １．２９６ ６．８４３ ０．０１０

３　讨论

肺腺癌是临床上较为常见的恶性肿瘤，其发病

率和病死率逐年升高。目前，肺腺癌的治疗手段有

手术治疗、化学治疗、放射治疗等，但效果仍不理想。

因此，寻找与肺腺癌发生、发展、转移相关的因子，以

预测肿瘤的发生、发展、转移及预后情况，为免疫治

疗提供可能的新靶点，具有极其重要的意义。

共刺激因子 Ｂ７Ｈ４是 Ｂ７Ｈ共刺激因子家族成

员，作为负性调节因子，在多种肿瘤及免疫逃逸机制

中的作用日益受到重视［８１３］。研究表明，Ｂ７Ｈ４在乳

腺癌、肾癌、结直肠癌、食管癌、肝癌等肿瘤中的表达

与患者的预后相关［９１３］。Ｂ７Ｈ４在结直肠癌组织中

异常高表达，并与结直肠癌的临床病理因素相关，其

表达水平则与结直肠癌患者的生存期呈负相关［１１］。

Ｂ７Ｈ４蛋白的表达促进了肝癌的发生、发展，癌旁肝

组织中Ｂ７Ｈ４蛋白表达的高低与肝癌患者的总体生

存率及肿瘤的复发密切相关，是肝癌患者独立的预

后因素，且癌旁组织 Ｂ７Ｈ４高表达组更易发生早期

复发或转移［１３］。Ｂ７Ｈ４在鳞状细胞食管癌组织中高

表达，其表达水平与患者远处转移、ＴＮＭ分期显著

相关，且与患者生存期呈负相关［１２］。

本研究结果显示，肺腺癌组织中 Ｂ７Ｈ４蛋白表

达免疫组织化学评分显著高于配对癌旁组织，提示

Ｂ７Ｈ４蛋白表达上调可能在肺腺癌发生、发展中扮

演着重要的角色。Ｂ７Ｈ４蛋白在 ＴＮＭ分期Ⅰ、Ⅱ期

肺腺癌患者的阳性表达率显著低于Ⅲ、Ⅳ期患者，在

发生淋巴结转移的肺腺癌患者的阳性表达率显著高

于无淋巴结转移患者；表明随着病情的恶化，Ｂ７Ｈ４

表达不断提高。另外，Ｂ７Ｈ４蛋白在低分化癌组织

中的阳性表达率高于中、高分化组织，提示 Ｂ７Ｈ４表

达与肿瘤进展程度有关。本研究结果还显示，Ｂ７Ｈ４

为肺腺癌患者预后的独立危险因素，其高表达与肺

腺癌患者的预后相关，提示 Ｂ７Ｈ４在肺腺癌瘤中可

以作为预后判断的一个标准。Ｂ７Ｈ４蛋白表达阳性

患者５ａ生存率明显低于Ｂ７Ｈ４蛋白表达阴性患者，

提示抑制Ｂ７Ｈ４的表达可能是肺腺癌免疫治疗的潜

在靶点。

综上所述，Ｂ７Ｈ４与肺腺癌分化程度、淋巴结转

移、ＴＮＭ分期有关，Ｂ７Ｈ４可能促进了肺腺癌的发

生、发展，可以作为肺腺癌早期诊断和预后评估的参

考依据，同时，抑制Ｂ７Ｈ４表达可能是肺腺癌免疫治

疗的潜在靶点之一。
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