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论　著 ·临床研究·

[摘要]　目的　探讨B7-H4表达对胃癌患者预后的影响及其可能机制。方法　利用UALCAN、Kaplan-Meier Plotter

数据库及GEPIA在线分析工具分析胃癌组织中B7-H4的表达及其与患者预后的关系。采用免疫组化染色检测胃癌组织

中B7-H4的表达，分析其与临床病理特征、细胞周期调控蛋白、微血管密度(MVD)、干性相关蛋白及PI3K/Akt/NF-κB

信号通路蛋白的关系。采用免疫荧光和Western blotting检测胃癌细胞中B7-H4及干性相关蛋白的表达。采用Oncomine

数据库分析胃癌组织中B7-H4与PI3K、Akt mRNA表达的相关性。结果　B7-H4在胃癌组织中的表达水平高于正常组织

(P<0.001)，其表达与肿瘤分化程度、pT分期、淋巴结转移、远处转移和临床分期明显相关(P<0.05)，并预示胃癌患者

预后不良。胃癌组织中B7-H4与细胞周期调控蛋白p16及干性相关蛋白LSD1、SOX9、CD133的表达呈正相关(r=0.250，
P<0.001；r=0.331，P<0.001；r=0.176，P=0.018；r=0.434，P<0.001)。B7-H4阳性组织标本的MVD明显高于B7-H4阴

性组织标本(P=0.019)。在胃癌细胞系中B7-H4与干性相关蛋白LSD1、SOX9、CD133共表达。B7-H4在胃癌组织中与

p-PI3K-p85、p-Akt-Thr308、p-Akt-Ser473和NF-κB p65的表达呈正相关(r=0.269，P<0.001；r=0.282，P<0.01；r=0.214，
P=0.005；r=0.157，P=0.034)。胃癌组织中B7-H4与PI3K、Akt mRNA的表达呈正相关(r=0.403，P<0.001；r=0.351，
P<0.001)。结论　B7-H4能够促进胃癌进展且与患者的预后不良密切相关，其机制可能与B7-H4通过PI3K/Akt/NF-κB通

路调节胃癌干性特征相关。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of B7-H4 expression on the prognosis of patients with 

gastric cancer. Methods　The databases of Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA), UALCAN and Kaplan-Meier 

Plotter were used to analyze the expression of B7-H4 in gastric cancer tissues and its relationship with the prognosis of gastric cancer 

patients. Immunohistochemistry staining was performed to observe the expression of B7-H4 protein in gastric cancer tissues and 

analyze its correlation with clinicopathological characteristics, cell cycle regulatory proteins, microvessel density (MVD), stemness-

related proteins, and PI3K/Akt/NF-κB signaling pathway proteins. Immunofluorescence and Western blotting were used to detect 

the expressions of B7-H4 and stemness-related proteins in gastric cancer cells. Oncomine database was employed to analyze the 

correlation between B7-H4 and the expressions of PI3K and Akt mRNA in gastric cancer tissues. Results　The expression level of 

B7-H4 was higher in gastric cancer tissues than in normal tissues, and its expression was significantly related to tumor differentiation, 

pT staging, lymph node metastasis, distant metastasis and clinical staging (P<0.05), and indicated a poor prognosis in gastric cancer. 

The expression of B7-H4 was positively correlated with the expressions of cell cycle regulatory protein p16 (r=0.250, P<0.001) and 

stemness-related proteins LSD1 (r=0.331, P<0.001), SOX9 (r=0.176, P=0.018) and CD133 (r=0.434, P<0.001). The MVD was 

significantly higher in B7-H4 positive tissue than in B7-H4 negative tissue (P=0.019). Furthermore, B7-H4 was co-expressed with 

stemness-related proteins LSD1, SOX9, and CD133 in gastric cancer cell lines, and the expression of B7-H4 was positively correlated 

with the expressions of p-PI3K-p85 (r=0.269, P<0.001), p-Akt-Ser473 (r=0.282, P<0.01), p-Akt-Thr308 (r=0.214, P=0.005) and  

NF-κB p65 (r=0.157, P=0.034). The expression of B7-H4 in gastric cancer tissue was positively correlated with the expressions of 

B7-H4表达对胃癌患者预后的影响及机制
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PI3K mRNA (r=0.403, P<0.001) and Akt mRNA (r=0.351, P<0.001). Conclusion　B7-H4 can promote gastric cancer progression 

and is closely related to poor prognosis, and the mechanism may be related to the regulation of gastric cancer stemness via PI3K/

Akt/NF-κB.

[Key words]　B7-H4; gastric cancer; prognosis; stemness; PI3K/Akt/NF-κB

胃癌是全球范围内最为常见的恶性肿瘤之一，

也是我国癌症相关死亡的第二大疾病。据报道，2018
年全球胃癌新发病例超过10万，死亡约7.8万例[1]。 
尽管胃癌的治疗手段在不断更新[2-3]，但由于原发

性或获得性耐药，晚期胃癌患者5年生存率低于

20%[4]。因此，探索新的分子生物标志物以预测胃

癌进展并辅助靶向治疗成为主要的研究方向。肿瘤

干细胞(cancer stem cells，CSCs)是具有自我更新和

分化潜能的细胞亚群，参与肿瘤的起始、侵袭、转

移和化疗耐药，是肿瘤治疗的新靶点。作为B7家族

成员之一，B7-H4是T细胞免疫应答的负性调控因

子，但在多种癌症(如肺癌、胰腺癌、乳腺癌、卵

巢癌)中高表达，且与癌症进展及患者预后密切相

关[5-7]。目前，关于B7-H4表达与胃癌临床病理特征及

干性特征关系的研究报道较少。本研究旨在结合生

物信息学分析方法，利用胃癌标本和胃癌细胞，探

讨B7-H4在胃癌中的临床意义及其可能的作用机制。

1　材料与方法

1.1　临床组织标本　附有随访信息的183份胃癌组

织样本来源于上海芯超生物科技有限公司。胃癌病

例中男112例，女71例，术前未接受任何治疗，随

访期2~136个月。3份人胚胎组织样本来源于延边大

学医学院。本研究通过延边大学医学院伦理委员会

审批(BS-13-35)。
1.2　细胞及主要试剂、仪器　人胃癌细胞AGS、
SNU484、MKN74、MKN28购自美国ATCC(American 
Type Culture Collection)细胞库。B7-H4、CD105、
SOX9、LSD1、CD133和β-actin抗体购自英国Abcam
公司；p16、p-PI3K-p85、p-Akt(Ser473和Thr308)及
NF-κB p65抗体购自美国Millipore公司；免疫组化试

剂盒、BCA蛋白检测试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司。Western blotting电泳系统和凝胶成像仪

购自美国Bio-Rad公司；激光共聚焦显微镜购自日本

尼康株式会社；流式细胞仪购自美国BD公司。

1.3　免疫组化染色检测B7-H4、细胞周期调控蛋

白、干性相关蛋白及P I 3 K / A k t / N F-κB信号通路

蛋白的表达　石蜡切片经二甲苯脱蜡后，梯度

乙醇脱水，置于TE(1 mmol/L EDTA和10 mmol/L 
Tris，pH 9.2)缓冲液中煮沸15 min进行抗原修复；

TBST洗涤，3% H 2O 2封闭，清除内源性过氧化物

酶干扰；分别加入B7-H4 (1:100)、p16 (1:100)、

CD105 (1:50)、LSD1 (1:100)、SOX9 (1:100)、
CD133 (1:150)、p-PI3K-p85 (1:100)、p-Akt-Ser473 
(1:100)、p-Akt-Thr308 (1:100)和NF-κB p65 (1:100)
蛋白抗体， 4  ℃孵育过夜；T B S T洗涤 3次，加

入生物素标记的山羊抗小鼠/兔 I g G聚合物二抗

(1:1000)，室温孵育1 h。DAB或AEC显色剂孵育

10 min，自来水冲洗，苏木精复染，自来水返蓝

1 0  m i n，脱水，中性树脂封片，显微镜下观察

B7-H4、p16、CD105、LSD1、SOX9、CD133、
p-PI3K-p85、p-Akt-Ser473、p-Akt-Thr308和NF-κB 
p65蛋白的表达情况。所有切片的免疫组化染色均

由2名实验员在相同条件下完成，结果判定方法如

表1所示，A×B≥3计为阳性。

表1　免疫组化染色结果判定方法

Tab.1　Judgment method of immunohistochemical staining 

results
分数 着色细胞/计数细胞×100%(A) 着色强度(B)

0 ≤5% 未着色

1 5%~25% 淡黄色

2 25%~50% 棕色

3 50%~75%

4 >75%

1.4　Western blotting检测胃癌细胞中B7-H4及干性

相关蛋白的表达　收集并裂解胃癌细胞，用BCA
法检测总蛋白浓度，然后行1 0 %  SD S -PAG E凝胶

电泳，上样30 μg蛋白，转膜、封闭。加入B7-H4 
(1:500)、LSD1 (1:1000)、CD133 (1:1000)和SOX9 
(1:500)一抗，4 ℃孵育过夜，加入HRP标记的羊抗

兔和羊抗鼠二抗(1:8000)杂交2 h，Gel Doc凝胶成像

仪成像后，以β-actin为内参，利用ImageJ软件进行

灰度值分析。

1.5　免疫荧光染色检测胃癌细胞中B7-H4及干性相

关蛋白的表达　将MKN28细胞以5×104个/孔的密

度接种于6孔板中，当生长密度达70%时，每孔加

入4%多聚甲醛固定10 min，加入0.2% Triton X-100
对细胞进行破膜，封闭后，加入B7-H4 (1:100)、
SOX9 (1:100)和LSD1 (1:100)一抗4 ℃下孵育过夜，

PBS洗涤3次，加入FITC标记的羊抗兔和PE标记的

羊抗鼠二抗(1:150)，避光孵育2 h，加入含DAPI的
抗荧光淬灭封片剂进行封片，荧光显微镜下观察

B7-H4、SOX9和LSD1蛋白的表达情况。
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1.6　生物信息分析　利用UALCAN数据库(http://
ualcan.path.uab.edu/)分析胃癌组织中B7-H4 mRNA的

表达，GEPIA在线分析工具(http://gepia.cancer-pku.
cn/)分析胃癌组织中B7-H4与p16的关系，Kaplan-
Meier Plotter数据库(http://kmplot.com/analysis/)分
析B 7 -H 4表达与胃癌患者无进展生存期的关系，

Oncomine数据库(https://www.oncomine.org)分析胃

癌组织中B7-H4与PI3K、Akt mRNA的表达情况。

1.7　统计学处理　应用SPSS 17.0软件(注册号1975-
01566-C)进行统计分析。阳性率比较采用McNemer 
χ2检验，相关性采用Spearman相关性分析。生存分

析采用Kaplan-Meier法，并使用Log-rank检验进行

比较。采用Cox比例风险模型分析患者预后的影响

因素。计量数据以x±s表示，组间比较采用t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。实验重复3次。

2　结　　果

2.1　胃癌组织中B7-H4的表达情况　UALCAN数

据库分析结果显示，与正常组织相比，胃癌组织

中B7-H4 mR NA的表达水平明显升高(P<0.001， 
图1A)。免疫组化染色结果显示，B7-H4在人胚胎胃

组织中几乎不表达(图1B)，在胃癌组织中的表达明

显多于癌旁非肿瘤性胃黏膜组织(图1C)。
2.2　B7-H4表达与胃癌临床病理特征的关系　如

图1　胃癌组织中B7-H4的表达

Fig.1　The expression of B7-H4 in gastric cancer tissues
　　A. 正常胃黏膜组织和胃癌组织中B7-H4 mRNA的表达；B. B7-H4蛋白在人胚胎胃组织中的表达；C. B7-H4蛋白在正常胃黏膜组

织、肠上皮化生及胃癌组织中的表达
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表2所示，B 7 -H 4的表达与肿瘤分化程度、pT分

期、淋巴结转移、远处转移和临床分期明显相关

(P<0.05)，与年龄、性别、肿瘤位置、肿瘤大小、

大体分型和组织学类型无关(P>0.05)。
2.3　B7-H4对胃癌患者预后的影响　Kaplan-Meier
生存分析结果显示，B7-H4阳性表达患者的总体生

存率、无进展生存率明显低于B7-H4阴性表达患者

(P<0.001，P=0.021，图2A、B)。单因素Cox回归

分析结果显示，肿瘤大小、淋巴结转移、远处转

移、B 7 -H 4表达是胃癌患者预后不良的重要因素

(P<0.05，图2C)。多因素Cox回归分析结果显示，

淋巴结转移、远处转移、B7-H4表达是影响胃癌患

者总体生存率的独立预后因素(P<0.05，图2D)。
2.4　胃癌组织中B7-H4表达与细胞周期调控蛋白

及微血管密度(microvessel density，MVD)的关系

　免疫组化染色结果显示，胃癌组织中B 7 -H 4与

细胞周期调控蛋白p16的表达呈正相关(r=0.250，
P<0 . 0 0 1，图3 A、B)。G E P I A分析结果显示，胃

癌组织中B 7 -H 4与p 1 6的表达呈正相关( r = 0 . 2 0，
P<0 . 0 1，图3 C)。免疫组化双重染色结果显示，

CD105在胃癌细胞周围新生毛细血管中呈高表达

(图3D，红色)。B7-H4阳性组织标本的MVD明显高

于B7-H4阴性组织标本[(121.00±29.00)个/视野 vs. 

(56.00±6.56)个/视野，P=0.019，图3E]。
2.5　B7-H4表达与胃癌干性相关蛋白的关系　如图4A 
所示，B7-H4和CD133主要表达于胃癌细胞的细胞

质，而SOX9和L SD1主要定位于胃癌细胞的细胞

核。B7-H4与LSD1、SOX9、CD133在胃癌组织中

共表达，且呈正相关(r=0.331，P<0.001；r=0.176，
P=0.018；r=0.434，P<0.001；图4B)。免疫荧光和

Western blotting检测结果显示，胃癌细胞中B7-H4与
CD133、LSD1、SOX9共表达(图4C、D)。
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表2　B7-H4表达与胃癌临床病理特征的关系[例(%)]

Tab.2　The relationship of B7-H4 expression to clinicopathologic 

characteristics of gastric cancer [n(%)]

变量 B7-H4阴性
(n=64)

B7-H4阳性
(n=119) χ2 P

年龄(岁) 0.026 0.724

<65 41(64.1) 79(66.4)

≥65 23(35.9) 40(33.6)

性别 0.124 0.094

男 34(53.1) 78(65.5)

女 30(46.9) 41(34.5)

肿瘤直径(cm) 0.111 0.125

<4.5 29(45.3) 40(33.6)

≥4.5 35(54.7) 79(66.4)

肿瘤位置 0.174 0.123

胃窦 30(46.9) 68(57.1)

贲门 0 3(2.5)

胃体 31(48.4) 39(32.8)

混合 3(4.7) 9(7.6)

肿瘤分化程度 0.254 0.005

高分化 11(17.2) 21(17.6)

中分化 15(23.4) 52(43.7)

低分化 18(28.1) 31(26.1)

印戒细胞样 20(31.3) 15(12.6)

pT分期 0.217 0.028

Ⅰ 15(23.4) 21(17.6)

Ⅱ 22(34.4) 23(19.3)

Ⅲ 27(42.2) 71(59.7)

Ⅳ 0 4(3.4)

淋巴结转移 0.172 0.017

无 60(93.4) 96(80.7)

有 4(6.3) 23(19.3)

远处转移 0.163 0.025

无 62(96.9) 103(86.6)

有 2(3.1) 16(13.4)

临床分期 0.218 0.028

Ⅰ 23(35.9) 25(21.0)

Ⅱ 15(23.4) 23(19.3)

Ⅲ 24(37.5) 55(46.2)

Ⅳ 2(3.1) 16(13.4)

大体分型 0.850 0.356

进展期 48(75.0) 96(80.7)

早期 16(25.0) 23(19.3)

组织学类型 0.156 0.128

肠型 28(43.8) 66(55.5)

弥漫型 35(54.7) 46(38.7)

混合型 1(1.6) 7(5.9)

2.6　B7-H4与PI3K/Akt/NF-κB信号通路蛋白表达的

关系　免疫组化多重染色结果显示，B7-H4在胃癌

组织中与p-PI3K-p85、p-Akt-Thr308、p-Akt-Ser473
和NF-κB p65蛋白共表达，且呈正相关(r=0.269，
P<0.001；r=0.282，P<0.01；r=0.214，P=0.005；
r=0.157，P=0.034；图5A、B)。Oncomine数据库分

析结果显示，胃癌组织中B7-H4与PI3K、Akt mRNA
的表达呈正相关( r = 0 . 4 0 3，P<0 . 0 0 1； r = 0 . 3 5 1，
P<0.001；图5C、D)。

3　讨　　论

B7-H4又称B7x或B7S1，在活化的抗原提呈细

胞上表达，能够抑制T细胞介导的免疫应答。有

研究发现，B7-H4在多种癌症患者血清或肿瘤组织

中高表达，其表达高低与肿瘤进展密切相关，如

B 7 -H 4在肾癌患者血清中的表达水平明显高于健

康者[5]。胆管癌组织中B7-H4的表达水平高于正常

组织，可作为肿瘤转移的生物标志物 [8]。然而，

B7-H4在胃癌组织中的表达及其与胃癌患者临床病

理特征的关系研究较少。

B7-H4高表达与多种预后因素相关，如肿瘤分

级、分期、转移、复发等[6,8]。有研究发现，B7-H4
在胃癌组织中呈高表达，且与肿瘤大小、临床分期

等病理特征密切相关[10-12]。本研究通过生存分析和

Cox回归分析发现，胃癌组织中B7-H4高表达与患

者预后不良明显相关，可作为胃癌预后的独立预测

因素。由此，B7-H4可能是预测胃癌患者预后及肿

瘤进展的有价值的生物标志物。

B7-H4在食管鳞状细胞癌组织中呈高表达，且

可通过激活IL-6/STAT3信号转导通路促进肿瘤细胞

增殖[13]。Zhang等[14]发现，B7-H4可通过核移位促进

肾癌细胞增殖和细胞周期进展。血管生成能够促进

肿瘤的生长、侵袭和转移，与多种实体肿瘤的进展

密切相关[15]。本研究发现，B7-H4与细胞周期调控

蛋白p16的表达及MVD密切相关，提示B7-H4可能

通过调控细胞周期和血管生成促进胃癌进展。

CSCs可通过操纵遗传因子和非遗传因子转移及

抵抗治疗而维持肿瘤细胞生存、促进肿瘤进展[16]。 
由于CSCs持续存在，针对癌症的化疗常随着肿瘤

复发而失败。靶向调控肿瘤细胞干性能够有效抑制

胃癌的进展[17]。有研究发现，作为食管鳞状细胞癌

和前列腺癌细胞干性的调节因子，B7-H4在肿瘤组

织与细胞系中与SOX2、CD44及LSD1等CSCs标志

物的表达密切相关[18-19]。本研究发现，胃癌组织中

B7-H4与CD133、LSD1和SOX9的表达呈正相关，

且B7-H4在胃癌细胞中与CSCs标志物共表达，表

明B7-H4参与了胃癌细胞干性特征的调控，胃癌中

B7-H4高表达可促进癌细胞获得干性特征，从而促

进癌症进展。

多项遗传和癌症生物学研究发现，PI3K/Akt/
NF-κB信号通路的异常激活可促进肿瘤进展，并对

化疗产生耐药性[20]。靶向抑制PI3K/Akt/NF-κB信号

通路能够降低CD44+前列腺癌干细胞的生存和转移
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图2　B7-H4对胃癌患者预后的影响

Fig.2　Effect of B7-H4 expression on the prognosis of patients with gastric cancer
　　A. B7-H4阳性和阴性表达胃癌患者的总体生存曲线；B. B7-H4阳性和阴性表达胃癌患者的无进展生存曲线；C. 胃癌患者总体生存

预后的单因素Cox回归分析；D. 胃癌患者总体生存预后的多因素Cox回归分析

图3　胃癌组织B7-H4表达与细胞周期调控蛋白及MVD的关系

Fig.3　The relationships of B7-H4 expression to the cell cycle regulatory proteins and MVD
　　TPM. RNA测序标准化方法；MVD. 微血管密度；A. 胃癌组织中B7-H4、p16蛋白的表达；B. 胃癌组织中B7-H4与p16蛋白表达的相

关性；C. 胃癌组织中B7-H4 mRNA与p16 mRNA表达的关系；D. B7-H4阴性和阳性表达胃癌组织中CD105蛋白的表达；E. B7-H4阴性和

阳性表达胃癌组织的MVD分析
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图4　胃癌中B7-H4表达与肿瘤干性相关蛋白的关系

Fig.4　Relationship of the B7-H4 expressions to the stemness-related proteins in gastric cancer 
　　A. B7-H4阳性表达胃癌组织中干性相关蛋白的表达；B. 胃癌组织中B7-H4与干性相关蛋白表达的相关性；C. 免疫荧光检测胃癌细

胞中B7-H4和干性相关蛋白的表达；D. Western blotting检测胃癌细胞中B7-H4和干性相关蛋白的表达
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图5　B7-H4与PI3K/Akt/NF-κB信号通路蛋白表达的关系

Fig.5　Relationship between B7-H4 and the expressions of PI3K/Akt/NF-κB signal pathway protein
　　A、B. B7-H4阳性胃癌组织中p-PI3K-p85、p-Akt-Thr308、p-Akt-Ser473和NF-κB p65的表达；C、D. 胃癌组织中B7-H4与PI3K/Akt 

mRNA表达的相关性
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能力[22]。因此，PI3K/Akt/NF-κB信号通路是调控肿

瘤干性的重要机制之一。本研究发现，胃癌组织中

B7-H4与p-PI3K-p85、p-Akt-Ser473、p-Akt-Thr308和
NF-κB p65的表达存在明显的正相关关系，此外，

Oncomine数据库分析结果表明，胃癌组织中B7-H4
与PI3K、Akt mRNA的表达呈正相关，提示B7-H4可
能参与调控PI3K/Akt/NF-κB信号通路。

综上所述，本研究结果显示，B7-H4在胃癌组

织中呈高表达，可促进胃癌进展且与患者预后不良

相关，这一作用可能与其通过PI3K/Akt/NF-κB信号

通路调节胃癌的干性特征有关。
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