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[摘 要] 目的：探讨人内源性逆转录病毒-H长末端重复关联蛋白 2（human endogenous retrovirus subfamily H long terminal

repeat associating protein 2，HHLA2）在肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）组织中的表达及其与HCC患者临床病理特征和

预后的关系。方法：基于TCGA数据库分析人HCC组织中HHLA2 mRNA表达与B7家族基因的相关性，用组织芯片技术、免疫

组织化学染色法分别检测 90例HCC组织及其癌旁组织中HHLA2的表达。用Wilcoxon秩和检验比较HCC组织及癌旁组织中

HHLA2 表达水平的差异，用 χ2检验分析 HCC 组织中 HHLA2 表达水平与患者临床病理特征的关系，用 Kaplan-Meier 法分析

HHLA2表达水平与患者总生存期（OS）的关系，拟合Cox模型评价不同指标的预后价值。结果：HCC组织中HHLA2 mRNA表

达水平与B7家族CD274、C10orf54、PDCD1LG2、ICOSLG和CD276相关；HCC组织中HHLA2的表达水平与肿瘤大小显著相关

（χ2=4.531，P<0.05）；HHLA2低表达的HCC患者OS较HHLA2高表达患者显著延长（HR=1.878，95%CI：1.066~3.309，P<0.05）；多

因素风险比例模型显示，肿瘤大小（HR=2.493，95%CI: 1.310~4.742，P<0.01）可作为HCC患者预后评估的独立危险因素。结论：
HHLA2表达与HCC患者预后显著相关，是HCC免疫治疗的潜在新靶点。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of human endogenous retrovirus subfamily H long terminal repeat associating

protein 2 (HHLA2) in hepatocellular carcinoma (HCC) tissues and its correlation with the clinicopathological characteristics and

prognosis of patients with HCC. Methods: Based on TCGA database, the correlation between HHLA2 mRNA expression and B7

family genes in human HCC tissues was analyzed. HHLA2 expression in 90 pairs of HCC tissues and their adjacent tissues was

detected by tissue microarry and immunohistochemical staining. Wilcoxon rank sum test was used to compare the difference of HHLA2

expression between HCC tissues and its adjacent tissues. The chi-square test was used to analyze the relationship between HHLA2

expression in human HCC tissues and clinicopathological features of the patients. Kaplan-Meier survival analysis was performed to

analyze the correlation between HHLA2 expression and patients’overall survival (OS), and the Cox model was used to evaluate the

prognostic value of different indices. Results: The expression level of HHLA2 mRNA in HCC tissues was correlated with B7 family
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CD274, C10orf54, PDCD1LG2, ICOSLG and CD276. The expression level of HHLA2 in HCC tissues was significantly correlated

with tumor size (χ2=4.531, P<0.05). The OS of HCC patients with high HHLA2 expression was significantly shorter than that of the

patients with lower HHLA2 expression (HR=1.878, 95%CI: 1.066-3.309, P<0.05). The COX model showed that tumor size (HR=2.493,

95%CI: 1.310-4.742, P<0.01) could be used as an independent risk factor for the prognostic prediction of the patients. Conclusion:

HHLA2 is significantly correlated with the prognosis of HCC patients, and can be used as a potential target for HCC immunotherapy.

[Key words] human retrovirus H long terminal repeat associated protein 2 (HHLA2); hepatocellular carcinoma (HCC); prognosis;

immunohistochemistry
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是世

界范围内最常见的恶性肿瘤之一[1]。HCC主要治疗

手段包括外科手术切除、放化疗及靶向治疗，但对于

已发生肝外转移HCC患者的治疗效果有限，其病死

率仍然很高[2]。虽然早期检测技术等手段不断进步，

但HCC起病隐匿、早期症状不明显，大多数患者初诊

时已属晚期，治疗效果较差[3]。因此，寻求HCC有效

诊断和治疗的生物标志物和靶点尤为重要。人类内

源性逆转录病毒-H 长末端重复相关蛋白 2（human

endogenous retrovirus subfamily H long terminal

repeat associating protein 2，HHLA2）也称为 B7-H7，

是近年来发现的B7家族新成员。HHLA2作为Ⅰ型

穿膜分子，具有 3个 Ig细胞外结构域，组成性表达于

外周血单核细胞。HHLA2与不同免疫细胞的受体结

合提供 T 细胞活化的共抑制信号[4]，抑制 CD4+和

CD8+ T细胞的增殖和细胞因子的产生[5]。最近的研

究[6-8]表明，HHLA2在多种恶性肿瘤组织中高表达，并

且与肺癌、胆管癌、胰腺癌和骨肉瘤等恶性肿瘤的不

良预后密切相关。然而，HCC组织中HHLA2表达及

其与患者临床病例特征的相关性研究报道鲜有报

道。因此，本研究通过免疫组织化学染色法检测

HCC患者癌组织中HHLA2的表达水平，探讨其表达

水平与临床病例特征及预后的关系，旨在为HCC的

免疫治疗提供新的靶点。

1 资料与方法

1.1 HCC 组织中 HHLA2 mRNA 表达与 B7 家族基

因相关数据的来源

从https://xenabrowser.net/hub/中下载TCGA数据

库中 HCC 组织中 HHLA2 mRNA 表达矩阵，提取出

B7家族基因的表达量数据，分析HHLA2 mRNA表达

与B7家族基因表达的关系。

1.2 研究对象的一般资料

HCC组织芯片购自上海芯超生物科技有限公司

（产品目录号: HLivH180Su07-M-040），该芯片共含有

90例HCC及其相对应的癌旁组织，所有患者术前均

未接受放、化疗或其他抗肿瘤辅助治疗，经病理诊断

为 HCC，收集患者的性别、年龄、肿瘤大小、病理分

级、T分期、远处转移和AJCC第 7版TNM分期等临

床病理资料。患者年龄 27~84岁，手术时间为 2006

年 2月至 2007年 5月，随访时间截止至 2012年 2月，

去除失访和组织芯点不完整的病例，共有 88例患者

纳入研究。

1.3 免疫组织化学染色法检测HCC组织中HHLA2

的表达水平

采用EnVisionTM免疫组织化学染色法检测HCC

组织中HHLA2的表达及分布。石蜡组织芯片 90 ℃

烘片 4 h后，依次进行二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化后

于磷酸盐缓冲液（PBS）中浸洗3次，每次5 min。用乙

二胺四乙酸（EDTA）抗原修复液进行抗原修复，室温

下过氧化氢溶液封闭 30 min，3%牛血清蛋白（BSA）

37 ℃封闭 30 min，PBS洗涤后，加入 1︰600稀释的一

抗HHLA2兔抗人多克隆抗体（abcam公司），4 ℃冰

箱过夜。次日，PBS冲洗后甩净表面液体，加入辣根

过氧化物酶标记的鼠/兔通用型二抗（丹麦DAKO公

司），37 ℃孵育 30 min，PBS冲洗后用DAB显色剂显

色，冲洗后苏木精复染，冷水缸返蓝10 min，梯度乙醇

脱水、干燥后中性树脂封片。

染色结果判断：组织芯片染色结果由苏州大学

附属第三医院资深病理医师在双盲条件下采用组

织化学评分法（H-score）评分法，选择组织结构清

晰、染色均匀的 HCC 组织芯点进行染色评估。以

细胞质和细胞膜上出现棕黄色颗粒状物为HHLA2

阳性染色。H-score=（弱着色的肿瘤细胞百分比×1）+（中

度着色的肿瘤细胞百分比×2）+（强着色的肿瘤细胞百

分比×3）[9]。

1.4 统计学处理

实验数据用 SAS9.4 及 R 语言 3.6.1 软件进行统

计学分析。利用R语言 3.6.1软件进行相关性分析，

pheatmap包可视化相关性分析结果。用Wilcoxon秩

和检验比较配对资料间差异，Pearson方差检验比较

样本率差异。生存分析采用Kaplan-Meier法，并拟合

Cox 回归分析模型，用风险比（hazard ratio，HR）及

95% 置信区间（95%CI）估计 HHLA2 表达水平与

HCC患者死亡风险的关联强度。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 TCGA数据库中人HCC组织中HHLA2 mRNA 表

达与B7家族基因相关

分析https://xenabrowser.net/hub/中TCGA数据发

现，HCC组织中HHLA2 mRNA表达水平与B7家族

CD274、C10orf54、PDCD1LG2、ICOSLG 和 CD276 相

关（图 1）。结果提示，HHLA2 与 CD274、C10orf54、

PDCD1LG2、ICOSLG及CD276可能具有类似的生物

学作用。

2.2 HHLA2在HCC组织及癌旁组织中的表达

HHLA2免疫组化阳性染色主要位于肿瘤细胞的

细胞质和细胞膜上（图 2）。HCC 组织中 HHLA2 的

H-score 中位数为 128，范围为 15~300，四分位数

（45，178）；癌旁组织中 HHLA2 的 H-score 中位数为

150，范围为 10~295，四分位数（75，240）。Wilcoxon

符号秩和检验表明HCC组织和癌旁组织中H-score

值差异无统计学意义。

图1 基于TCGA数据库的HCC组织中HHLA2

与相关基因mRNA的相关性研究结果

Fig.1 Correlation study between HHLA2 and related gene

mRNA in HCC tissues based on TCGA database

图2 免疫组化检测HHLA2在HCC组织及癌旁组织中的表达

Fig.2 Expression of HHLA2 in HCC tissues and para-cancerous tissues was detected by immunohistochemistry

2.3 HHLA2 表达与患者临床病理参数之间的相

关性

以H-score=145为截点值，定义H-score>145为高

表达，H-score≤145为低表达。分析芯片中88例HCC

患者的病理资料结果发现，HHLA2的表达水平与肿

瘤大小呈正相关（χ2=4.531，P<0.05）；HHLA2表达水

平与患者其他临床病理特征无显著相关性（表1）。

2.4 HHLA2表达水平在HCC患者预后评估中的作用

结合免疫组化结果，Kaplan-Merier 生存分析结

果显示，HHLA2高表达的HCC患者总生存期（OS）低

于 HHLA2 低表达患者（HR=1.878, 95%CI: 1.066~

3.309, P<0.05；图 3）。单因素 Cox 模型分析显示，

HCC 患者的肿瘤 大 小（HR=2.687，95%CI: 1.456~

4.958，P<0.01）、T 分期（HR=1.893，95%CI: 1.071~
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3.345，P<0.05）和病理分期（HR=1.893，95%CI: 1.071~

3.345，P<0.05）均与OS率显著相关；多因素Cox模型

分析结果亦显示，患者肿瘤大小（HR=2.493，95%CI:

1.310~4.742，P<0.01）可作为预后评估的独立危险因

素（表2）。

表1 HHLA2表达与HCC患者临床病理特征的关系

Tab.1 The relationship between HHLA2 expression and

clinicopathological features of HCC patients

Clinical characteristic

Gender
Male
Female

Age (t/a)
≤55
>55

Pathology classification
Ⅰ～Ⅱ

Ⅱ-Ⅲ～Ⅲ

Tumor size (d/cm)
≤4
>4

T stage

T1
T2

TNM stage
Ⅰ

Ⅱ

N

57
31

57
31

57
31

57
31

57
31

57
31

Expression level

of HHLA2
Low

46
26

35
17

34
24

30
9

39
20

39
20

High

11
5

22
14

23
7

27
22

18
11

18
11

χ2

0.135

0.358

2.822

4.531

0.138

0.138

P

0.712

0.549

0.093

0.033

0.709

0.709

3 讨 论

肝癌具有高发病率和高病死率，是第五大常见

的恶性肿瘤，被认为是肿瘤相关死亡的第二大病

因[10-11]。病毒性肝炎感染、肝硬化、吸烟或过量饮酒

等促成了HCC的发病。尽管早期筛查和检测方法不

断改进，但肝癌仍表现出快速的临床病程和较高的

病死率。即使在根治性切除治疗之后，复发率仍高

达70%，肿瘤的侵袭转移仍是导致肝癌患者死亡的主

要原因，这表明在临床上迫切需要寻求肝癌的敏感

诊断和预后的标志物。B7家族在调节T细胞反应中

至关重要，针对 PD-1、PD-L1和CTLA-4的抗体已成

功应于临床[12]。研究[13-14]表明，HHLA2在肿瘤组织中

的表达水平更高，并且与患者不良预后显著相关。

HHLA2的表达与抑制性肿瘤微环境有关[6]，在存在T

细胞受体信号转导的情况下，HHLA2抑制CD4+ T和

CD8+ T细胞的增殖。此外，HHLA2还可显著降低T

细胞产生的细胞因子。与PD-L1比较，HHLA2在恶

性肿瘤中的表达更常见并且具有更重要的预后价

值，HHLA2在PD-L1阴性的乳腺癌和胆管癌中过表

达[6,13]，并且与浸润的 CTL 以及更高比例的 Treg 相

关，这表明HHLA2可能成为比PD-L1更理想的免疫

治疗靶标[6]。此外，PD-L1的表达与HCC患者的预后

显著相关[15]，因此猜想作为同一家族的HHLA2表达

可能与HCC有关。

图3 利用组织芯片随访数据分析HHLA2表达对HCC

患者OS率的影响

Fig.3 Influence of HHLA2 expression on OS rate of HCC

patients was analyzed by the follow-up data of tissue

microarray

表2 HCC患者OS影响因素Cox回归分析

Tab.2 Cox regression analysis of factors influencing OS of HCC patients

Clinical parameter

Expression of HHLA2: High vs Low

Gender: Male vs Female

Age (t/a): ≤55 vs >55

Pathological classification:Ⅰ-Ⅱ vs Ⅱ-Ⅲ

Tumor size (d/cm): ≤4 vs >4

T stage: T1 vs T2

TNM stage: Ⅰ vs Ⅱ

Univariate analysis

HR (95%CI)

1.878 (1.066-3.309)

0.581 (0.261-1.294)

0.993 (0.564-1.749)

0.954 (0.525-1.735)

2.687 (1.456-4.958)

1.893 (1.071-3.345)

1.893 (1.071-3.345)

P

0.029

0.184

0.981

0.878

0.001

0.028

0.028

Multifactor analysis

HR (95%CI)

1.422 (0.788-2.566)

0.531 (0.228-1.234)

0.905 (0.493-1.663)

0.938 (0.506-1.740)

2.493 (1.310-4.742)

1.703 (0.954-3.038)

1.703 (0.954-3.038)

P

0.241

0.141

0.749

0.840

0.005

0.071

0.071

本研究通过组织芯片技术和免疫组织化学染色

法检测人HCC组织及癌旁组织中HHLA2的表达，结

合临床数据分析发现，HHLA2表达与HCC患者预后

显著相关，可作为HCC免疫治疗的潜在新靶点。有
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研究[16-17]发现，HHLA2在HCC组中mRNA和蛋白的

表达水平高于 HCC 癌旁组织，并且 HHLA2 蛋白在

HCC组织中的表达水平与患者的临床分期、肿瘤分

化程度和肿瘤侵犯周边组织情况相关，与本研究具

有一定的一致性。但在本研究中 HCC 组织中

HHLA2表达水平与癌旁组织比较差异无统计学意

义，可能是由于组织芯片中的癌旁组织存在一些炎

症反应，干扰H-score的读取，后续仍需进一步的研究

排除干扰。此外，最近有研究[7-8,18]发现，HHLA2在结

肠癌、肺癌和胰腺癌中是一个阴性指标，胰腺癌中

HHLA2表达上调与更好的预后相关[19]。这些相反的

功能突显了HHLA2及其受体的表达和分布可能决

定肿瘤微环境中免疫反应，从而进一步影响预后。

这表明HHLA2表达在各种肿瘤中的预后价值和临

床意义可能很复杂，并受许多因素影响。因此，需要

更进一步地研究来阐明HHLA2在不同类型肿瘤中

的具体作用机制。
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