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HHLA2及其受体TMIGD2在卵巢癌组织中的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的：探讨人类内源性逆转录病毒-H长末端重复序列结合蛋白2（HHLA2）和其受体穿膜和免疫球蛋白结构域2（TMIGD2）

在卵巢癌组织中的表达，分析其与卵巢癌患者临床病理特征及预后的关系。方法：通过免疫组织化学方法在包含154点/154例卵

巢癌组织的芯片中分别检测HHLA2和其受体TMIGD2的表达，分析其表达水平与患者临床病理特征的关联性及其对预后的影响。

结果：HHLA2的表达与卵巢癌病理分型有关（P<0.05）。Kaplan-Merier生存分析表明，在Ⅰ型卵巢癌中，HHLA2和TMIGD2高表达

患者OS较短（P<0.05，P<0.01）。单因素Cox比例风险模型显示，卵巢癌Ⅱ型、FIGO分期Ⅲ和Ⅳ期、存在淋巴转移及远处转移者预后

更差。多因素Cox风险模型分析显示，TMIGD2高表达、FIGO分期Ⅲ和Ⅳ期、存在淋巴转移、淋巴转移阳性可能是导致卵巢癌患者

预后较差的独立影响因素，且HHLA2与TMIGD2表达呈正相关（r=0.603，P<0.01）。结论：HHLA2及其受体TMIGD2在卵巢癌组织

中高表达且与患者的预后相关联，有望成为卵巢癌患者的预后预测指标。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of human endogenous retrovirus-H long terminal repeat-associating protein 2

(HHLA2) and its receptor TMIGD2 (transmembrane and immunoglobulin domain containing 2) in ovarian cancer tissues and analyze

the relationship between their expressions and the clinicopathological characteristics and prognosis of ovarian cancer patients.

Methods: The expressions of HHLA2 and its receptor TMIGD2 were detected respectively by immunohistochemistry in a tissue

microarray (TMA) containing 154 ovarian cancer tissues. The correlation between the expressions and the clinicopathological

characteristics of the patients and the impact on prognosis were analyzed. Results: The expression of HHLA2 was associated with the

pathological type of ovarian cancer (P<0.05). Kaplan-Merier survival analysis revealed that the high expression of HHLA2 and

TMIGD2 was significantly correlated with poor OS in type Ⅰovarian cancer (P<0.05, P<0.01). Univariate Cox proportional hazard

model indicated that type Ⅱ , FIGO stage Ⅲ and Ⅳ , lymphatic metastasis and distant metastasis were significantly associated with

worse prognosis. Multivariate Cox proportional hazard model showed that TMIGD2 high expression, FIGO stage Ⅲ and Ⅳ, lymphatic

metastasis, positive lymphatic metastasis may be independent influencing factors for poor prognosis of ovarian cancer patients and

HHLA2 had significant positive correlation with TMIGD2 expression (r=0.603, P<0.01). Conclusion: HHLA2 and its receptor

TMIGD2, which are highly expressed in ovarian cancer tissues and significantly correlated with the prognosis of patients, are expected

to be prognostic indicators for ovarian cancer patients.
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卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤中死亡率

最高的肿瘤。由于卵巢癌早期无明显症状、易发生

远处播散转移、术后复发率高及患者易产生化疗耐

药等多种原因，患者的 5年总生存率约为 46%，而晚

期卵巢癌患者的 5年生存率仅为 20%[1]。因此，卵巢

癌的早期发现、早期治疗尤为重要。目前，手术和化

疗是治疗卵巢癌的主要手段，但疗效欠佳，寻找新的

治疗方案降低卵巢癌复发率是临床亟待解决的难

题[2-3]。人类内源性逆转录病毒-H长末端重复序列结合

蛋白 2（human endogenous retrovirus-H long terminal

repeat-associating protein 2，HHLA2）属于 B7 家族成

员，在正常人体组织中的表达量较少。已有研究[4-5]

表明，HHLA2在胃癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中表

达。HHLA2蛋白定位在肿瘤细胞的细胞膜和细胞

质[6]，穿膜和免疫球蛋白结构域 2（transmembrane and

immunoglobulin domain containing 2，TMIGD2）已经

被证实为HHLA2的受体之一[7]。本研究采用免疫组

化染色法检测卵巢癌组织中HHLA2和TMIGD2的蛋

白表达水平，进一步分析其临床意义及预后价值，旨在

为卵巢癌诊疗提供新的生物标志物和潜在治疗靶点。

1 资料与方法

1.1 研究对象

卵巢癌组织芯片（产品批号：HOva154Su01-M-

002，HOva154Su01-M-003）购自上海芯超公司，含

154点/154例。该芯片收集了2009年2月至2013年2

月期间的154例卵巢癌手术切除组织标本，所有病例

随访5~9年，到2018年3月结束随访。搜集的临床资

料包括发病年龄、病理类型、分级、肿瘤大小、TNM分

期、FIGO分期、复发情况、OS及PFS等。除去失访和

芯点不完整的病例，最终纳入研究的组织共 118例，

均为上皮性卵巢癌原发病灶。所有组织点经两名病

理科医师再次确认。本研究方案获常州市中医医院

伦理委员会批准[批准号为 2021-LL-25（S）]，并与患

者或家属签署知情同意书。

1.2 免疫组织化学染色法检测卵巢癌组织中HHLA2

和TMIGD2的表达

采用EnVisionTM免疫组织化学染色法对组织芯片

进行染色：将石蜡组织芯片90 ℃烘片4 h后，依次进行

二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化和乙二胺四乙酸（EDTA）抗

原修复，室温下过氧化氢溶液浸泡30 min，3%牛血清蛋白

37 ℃处理30 min，磷酸盐缓冲液洗涤后滴加一抗（兔抗

HHLA2抗体，1∶600稀释，ab214327，Abcam公司；兔抗

TMIGD2抗体，1∶300稀释，ab121333，Abcam公司），于

4 ℃冰箱处理过夜。第2天取出芯片用磷酸盐缓冲液

洗涤3次（每次5 min），甩净表面液体后，加辣根过氧化

物酶标记鼠/兔通用型二抗（1∶500稀释，ZF0329，Vectorlab

公司）覆盖芯片，37 ℃温箱处理30 min，磷酸盐缓冲液

洗涤后加二氨基联苯胺显色剂显色，冲洗后用苏木精

复染，冷水缸返蓝10 min，梯度乙醇脱水干燥，风干后中

性树胶封片。

免疫组织化学染色阳性结果判断方法：采用

H-score评分法判断免疫组化染色的阳性结果。

H-score评分=（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），得出的H-score分值范围在 0~300之间，评

分由两位病理医生通过双头光学显微镜独立操作得

出。若两位病理医生的评分差异小于 5%，则取两者

的平均值；若两者的差异大于5%，则请第三位病理医

生加入判读，得出最终H-score分值。病理医生在读

片前对组织芯片的临床病理资料均未知。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0和GraphPad Prism 8.0软件进行

统计分析。HHLA2和TMIGD2表达值为非正态分布

的计数资料，HHLA2与TMIGD2表达水平的差异，用

Wilcoxon signed-rank test方法检验分析两者的差异，

卡方检验分析HHLA2及 TMIGD2的表达水平和卵

巢癌患者临床病理特点的相关性。通过 Cut-off

Finder(http://molpath. charite. de/cutoff/) 确 定 Cut-off

值。生存分析采用Kaplan-Meier方法以及Log-Rank

法检验，并拟合Cox回归分析模型，用风险比（HR）及

95%置信区间（CI）估计卵巢癌患者中 HHLA2和

其受体TMIGD2的表达与死亡风险的关联强度。以

P<0.05或P<0.01表明差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 卵巢癌组织中HHLA2及TMIGD2的表达及其

与临床病理特征的关系

在卵巢癌组织内，HHLA2 及 TMIGD2在大部分

肿瘤细胞和间质细胞表达。其中对于肿瘤细胞，

HHLA2和TMIGD2 定位均在细胞膜和细胞质（图1）。

对组织芯片的每一点采用 H-score 评分方法，

H-score分值最小值为0分，最大值为300分。本研究中

HHLA2和 TMIGD2的Cut-off值分别为130和150分。

将H-score>130 分定为 HHLA2 高表达 [47 例，均数

为（224.36±57.13）分，中位数为 200（140~300）分]；

H-score≤130 分定为 HHLA2 低表达 [71 例，均数为

（45.35±47.32）分，中位数为20（0~130）分]。将H-score>

150分定义为TMIGD2高表达[80例，均数为（235.50±

52.94）分，中位数为 210（160~300）分]；H-score≤150

分定为TMIGD2低表达[38例，均数为（84.87±49.09）

分，中位数为100（0~150）分]。
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通过对卵巢癌患者的病理资料进行分析，统计

结果发现，HHLA2在卵巢癌组织中的表达与其病理

分型关联（P<0.05）；与患者的发病年龄、是否复发、是

否转移以及临床分期等无关联（表 1）。TMIGD2在

卵巢癌的表达水平高低与卵巢癌的病理分型仅有关

联趋势，但差异无统计学意义（P>0.05），而和其他因

素无显著相关性（表1）。

图1 卵巢癌组织中HHLA2和TMIGD2的免疫组化染色图

表1 HHLA2和TMIGD2的表达与临床病理特征的关系（（N=118，n））

临床特征

年龄/岁

<50

≥50

病理分型

Ⅰ

Ⅱ

FIGO分期

Ⅰ、Ⅱ期

Ⅲ、Ⅳ期

淋巴转移

是

否

远处转移

是

否

是否复发

是

否

是否存活

否

是

患者数

52

66

64

54

31

87

29

89

20

98

98

20

57

61

HHLA2

低表达 高表达

32

39

44

27

17

54

15

56

13

58

60

11

37

34

20

27

20

27

14

33

14

33

7

40

38

9

20

27

χ2

0.073

4.296

0.499

1.144

0.235

0.269

1.035

P值

0.787

0.038

0.480

0.285

0.628

0.604

0.309

TMIGD2

低表达 高表达

15

23

25

13

9

29

8

30

7

31

33

5

22

16

37

43

39

41

22

58

21

59

13

67

65

15

35

45

χ2

0.480

3.014

0.194

0.375

0.087

0.572

2.064

P值

0.488

0.083

0.660

0.540

0.769

0.449

0.151
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2.2 卵巢癌组织中HHLA2和TMIGD2的表达对患

者预后的影响

结合免疫组化结果，根据组织芯片随访数据进

行 Kaplan-Meier 生存分析、Log-Rank 检验结果显

示，HHLA2高表达的卵巢癌患者 OS 较短，但差异

无统计学意义（χ2=1.008，P>0.05；图 2A），TMIGD2表

达水平较高者 OS 较短 ，但差异无统计学意义

（χ2=1.751，P>0.05；图 2B）；但是在Ⅰ型卵巢癌中，

HHLA2 高表达患者 OS 较短，差异有统计学意义

（χ2=8.815，P<0.05）；TMIGD2高表达患者OS较短，差

异有统计学意义（χ2=11.400，P<0.05），两组高表达之

间及两组低表达之间没有显著差异（图2C）。

*P<0.05, **P<0.01

图2 卵巢癌中HHLA2(A)和TMIGD2(B)的表达以及ⅠⅠ型卵巢癌(C)中HHLA2及TMIGD2表达对患者OS的影响

在单因素 Cox 风险比例模型中，卵巢癌病理

分型Ⅱ型（HR=2.403，95%CI：1.434~4.026）、FIGO分

期Ⅲ和Ⅳ期（HR=15.650，95%CI：3.819~64.130）、淋

巴转移（HR=5.537，95%CI：3.288~9.326）、远处转移

（HR=6.232，95%CI：3.514~11.050）与卵巢癌患者更

差预后有关。在多因素 Cox 风险比例模型中，

FIGO 分期（HR=10.563，95%CI：2.496~44.694）、淋

巴转移（HR=2.179 ，95%CI ：1.061~4.472）、远处转

移（HR=2.371，95%CI：1.116~5.039）都可能是影响卵

巢癌患者预后的独立危险因素（表2）。

表2 HHLA2表达对卵巢癌OS影响因素的Cox回归分析

临床特点

年龄

(≥50岁vs <50岁)

病理分型

(Ⅱ型vs Ⅰ型)

FIGO分期

(Ⅲ、Ⅳ期vs Ⅰ、Ⅱ期)

淋巴转移

(是vs否)

远处转移

(是vs否)

HHLA2表达

(高水平vs低水平)

单因素分析

HR（95% CI）

1.205

（0.723~2.007）

2.403

（1.434~4.026）

15.65

（3.819~64.13）

5.537

（3.288~9.326）

6.232

（3.514~11.050）

1.298

（0.782~2.155）

P值

0.475

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.313

多因素分析

HR（95% CI）

0.935

（0.549~1.593）

1.085

（0.605~1.945）

10.563

（2.496~44.694）

2.179

（1.061~4.472）

2.371

（1.116~5.039）

1.345

（0.768~2.356）

P值

0.804

0.785

0.001

0.034

0.025

0.300

此外，在多因素 Cox 风险比例模型中，FIGO

分期（HR=10.619，95%CI：2.518~44.776）、淋巴转

移（HR=2.100，95%CI：1.032~4.273）、远 处 转 移

（HR=2.708，95%CI：1.265~5.800）和 TMIGD2 高表达

（HR=1.855，95%CI：1.008~3.415）可能是导致卵巢癌

患者预后较差的独立危险因素（表3）。

两组构建的多因素Cox风险比例模型中，纳入的

变量的不同，导致了参数HR，95%CI，P值的差异，但

是得到的结果一致：FIGO分期、淋巴转移、远处转移

和TMIGD2高表达可能是导致卵巢癌患者预后较差

的独立危险因素。

2.3 HHLA2及受体TMIGD2在卵巢癌组织中表达

的相关性

使用SPSS线性回归分析卵巢癌组织中HHLA2

和其受体TMIGD2表达的相关性，结果显示两者的

表达呈正相关（r=0.603，P<0.01；图3）。
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表3 TMIGD2表达对卵巢癌OS影响因素的Cox回归分析

临床特点

年龄

(≥50岁vs<50岁)

病理分型

(Ⅱ型vsⅠ型)

FIGO分期

(Ⅲ、Ⅳ期vsⅠ、Ⅱ期)

淋巴转移

(是vs否)

远处转移

(是vs否)

TMIGD2表达

(高水平vs低水平)

单因素分析

HR（95% CI）

1.205

（0.723~2.007）

2.403

（1.434 ~4.026）

15.650

（3.819~64.130）

5.537

（3.288~9.326）

6.232

（3.514~11.050）

1.855

（0.829~2.589）

P值

0.475

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.188

多因素分析

HR（95% CI）

1.106

（0.639~1.915）

1.050

（0.607~1.815）

10.619

（2.518~44.776）

2.100

（1.032~4.273）

2.708

（1.265 ~5.800）

1.855

（1.008~3.415）

P值

0.719

0.862

0.001

0.041

0.010

0.047

图3 卵巢癌组织中HHLA2和TMIGD2表达的相关性

3 讨 论

近年来，传统的治疗手段对卵巢癌治疗疗效欠

佳，尤其对于晚期患者缺乏强力有效的治疗手段[8]。

目前免疫治疗已成为肿瘤治疗的新热点，其中免疫

检查点抑制剂是治疗的重要手段[9-11]。B7/CD28家族

在协调T细胞激活及其耐受中起到了至关重要的作

用，可能是潜在的肿瘤治疗靶点[12]。用特异性抗体阻

断免疫检查点分子，以阻断B7/CD28家族介导的负

性信号通路，可提高机体的抗肿瘤免疫。HHLA2是

B7 免疫球蛋白超级家族的成员，相关研究[13-15]发现

HHLA2 有抑制或刺激 T 细胞的作用。已证实

TMIGD2是其中一个受体[7]，它表达在所有幼稚T细

胞、大部分NK细胞和部分记忆T细胞中，但在Treg

细胞和B细胞中不表达；活化后T细胞中TMIGD2表

达缺失。HHLA2/TMIGD2相互作用通过AKT依赖

的信号通道选择性地刺激人T细胞的生长和细胞因

子的产生[16]。此外，TMIGD2在细胞间相互作用、细

胞迁移和血管生成等方面也起着重要作用[17]。

本研究发现，卵巢癌组织中无论是肿瘤细胞还

是间质细胞，都有表达HHLA2和TMIGD2。在细胞

定位上，两者定位一致，均表达在细胞质和细胞膜

上。分子的定位体现了这两种分子在细胞表达上的

多样性。两者在卵巢癌表达水平高与低均与卵巢癌

的病理分型有关。生存分析中显示在Ⅰ型卵巢癌

中，HHLA2表达水平较高的卵巢癌患者生存期较短，

且TMIGD2表达水平较高的患者生存期也更短，这

两种生存差异都有统计学意义。经单因素Cox风险

比例模型分析，FIGO分期Ⅲ和Ⅳ期、淋巴转移、远处

转移和卵巢癌Ⅱ型等，都与卵巢癌患者更差预后有

关。多因素Cox风险比例模型表明，TMIGD2表达水

平、患者所处的 FIGO分期、是否存在淋巴转移以及

是否存在远处转移都可能是影响卵巢癌患者的预后

的独立影响因素。ZHU等[18]对结肠癌的研究结果中

也显示，HHLA2高表达与OS较短有关。LIN等[19]研

究发现膀胱癌中HHLA2高表达，且与较短生存期相

关。在另一项对骨肉瘤的研究[20]中生存分析也表明，

HHLA2高表达与OS较短有关。这些结果与本研究

HHLA2在卵巢癌中的结果趋势一致。本研究表明，

HHLA2及其受体TMIGD2的高表达水平与卵巢癌患

者预后不良有关。

综上，HHLA2及其受体TMIGD2在卵巢癌组织

中有广泛表达并且两者具有显著相关性，有望成为

卵巢癌患者的预后预测指标，为HHLA2与TMIGD2

作为肿瘤免疫治疗潜在新靶点治疗卵巢癌及预后判

断提供了新思路。
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