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羧基末端截短型乙型肝炎病毒 X 蛋白在肝细胞癌与癌旁组织中的表达及其 
在术后预后中的作用
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[摘要] 目的  探讨肝细胞癌（HCC）患者肝癌组织和癌旁组织中羧基末端截短型乙型肝炎病毒 X 蛋白 
（Ct-HBx）的表达及其与患者术后预后的关系。方法　采用免疫组织化学染色法检测 462 例肝癌组织、配对的 263 例 
癌旁组织和配对的 25 例癌栓组织中 Ct-HBx 蛋白的表达，分析其与临床病理参数的关系，探讨 Ct-HBx 蛋白的表达

与 HCC 患者术后预后的关系。结果　Ct-HBx 蛋白表达在配对的 263 例肝癌组织和癌旁组织中阳性率分别为 43.73%
（115/263）和 11.79%（31/263）；多因素 Cox 风险回归模型分析结果显示年龄、门静脉癌栓（PVTT）、术前天冬

氨酸转氨酶（AST）、术前甲胎蛋白（AFP）、主瘤旁微小子灶、术前巴塞罗那临床肿瘤（BCLC）分期和术后抗

病毒治疗是 HCC 患者术后复发的独立危险因素（P 均＜0.05），门静脉癌栓、术前 AFP、肿瘤包膜、术前 BCLC 
分期和 Ct-HBx 蛋白表达是 HCC 患者术后生存的独立危险因素（P 均＜0.05）。在 263 对配对样本中，肝癌组织中  
Ct-HBx 蛋白的表达与性别、糖类抗原 19-9（CA19-9）、术后抗病毒治疗有关（P 均＜0.05）。肝癌组织和癌旁组织

中 Ct-HBx 蛋白均为阴性表达的患者术后 3 年无瘤生存率高于 Ct-HBx 蛋白在肝癌组织阴性表达且在癌旁组织阳性表

达的患者（P＝0.050 1）。结论　当 HCC 患者肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白表达呈阴性时，癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白的表

达情况可能与术后预后有关，可作为预测术后肿瘤生存和复发的标志物。
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Expression of carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein in hepatocellular carcinoma and 
adjacent tissues and its effect on postoperative prognosis
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[Abstract]　Objective　To determine the expression of carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein 
(Ct-HBx) in hepatocellular carcinoma (HCC) tissues and corresponding adjacent non-tumor tissues, and to explore its effect 
on postoperative prognosis of HCC patients. Methods　Immunohistochemistry was performed to measure the expression 
levels of Ct-HBx in 462 HCC tissues, 263 matched adjacent tissues and 25 matched tumor thrombus tissues. The relationships 
between Ct-HBx expression and clinicopathological data and postoperative prognosis of HCC patients was analyzed.  
Results　The positive rates of Ct-HBx in 263 HCC and paired adjacent tissues were 43.73% (115/263) and 11.79% (31/263), 
respectively. Multivariate Cox regression analysis showed that age, portal vein cancer thrombus (PVTT), preoperative 
aspartate aminotransferase (AST), preoperative  α-fetoprotein (AFP), small daughter nodule, preoperative Barcelona Clinic 
Liver Cancer (BCLC) stage and postoperative antiviral treatment were independent risk factors of postoperative recurrence 
of HCC patients (all P＜0.05), and the PVTT, preoperative AFP, tumor encapsulation, preoperative BCLC stage and Ct-HBx 
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原发性肝癌是消化系统中常见的恶性肿瘤

之一，其中 90% 以上为肝细胞癌（hepatocellular 
carcinoma，HCC）[1-2]。HCC 是全世界第 6 位常

见的恶性肿瘤和第 2 位致死癌症[3]。据 2018 年世

界卫生组织（World Health Organization，WHO）

全球癌症报告数据显示，2018 年肝癌新增病例约 
84 万人，死亡约 78 万人，发病人数与死亡人数比

例接近 1∶1[4]。在我国，肝癌是第 4 位常见恶性

肿瘤，其死亡率位居恶性肿瘤的第 2 位[5]。乙型肝

炎病毒（hepatitis B virus，HBV）感染是诱发肝癌

的主要病因[6-7]。目前肝癌的主要治疗方法仍然是

以外科根治性手术切除为主，但术后复发率和转

移率仍然较高，术后 5 年复发率高达 50%，5 年生

存率仅为 18%[8-9]。近年来，研究者们在 HBV 相
关的肝癌研究中发现，HBV X 基因编码的 X 蛋白

（hepatitis B virus X protein，HBx）通过协调和激

活具有不同作用的功能性蛋白及其靶基因，在肝癌

的发生、发展中发挥重要的作用[10-11]。HBx 的突变

体在诱发肝细胞癌变的过程中具有重要作用，在 
HBV 相关性 HCC 患者肝癌组织中频繁检测出羧

基末端截短型 HBx 蛋白（carboxylic acid-terminal 
truncated HBx，Ct-HBx）[12]。Ct-HBx 表现出抑制

细胞凋亡、调控细胞周期、促进细胞增殖的作用及

增强 HBx 反式激活的功能，更容易引起活动性肝

炎等肝脏疾病和 HCC 的发生[13]。本研究采用回顾

性队列研究方法分析 HBV 相关性 HCC 患者肝癌

组织和癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白的表达情况，探讨

其与 HCC 患者临床病理参数及术后预后的关系。

1　资料和方法

1.1　研究对象　纳入 2006 年 5 月至 2009 年 7 月
在海军军医大学（第二军医大学）东方肝胆外科

医院行根治性切除手术的 HBV 相关性 HCC 患
者及其手术样本。所有手术样本均经病理证实为 
HBV 相关性 HCC，其中肝癌组织样本 462 例，配

对的癌旁组织样本 263 例，配对的癌栓组织样本 

25 例。所有患者均具有完整的病例资料。本研究

经过海军军医大学（第二军医大学）东方肝胆外科

医院伦理委员会审批。

1 . 2　术后随访　采取门诊复诊和电话等方式

进行随访。患者术后每  3  个月进行甲胎蛋白 
（α-fetoprotein，AFP）、HBV DNA 和肝功能检

测，每 6 个月进行计算机断层扫描和（或）磁共振

成像扫描检查诊断肿瘤是否复发和（或）转移。患

者生存时间以患者死亡或终点随访日期为时间节

点。随访终点时间截至 2012 年 6 月 28 日。

1 . 3　C t - H B x  蛋白检测　采用两种抗体检测  
Ct-HBx 蛋白，HBx-ab1 小鼠抗人单克隆抗 HBx 抗
体（美国 Millipore 公司）用于识别 HBx 蛋白第 
50～88 位氨基酸，HBx-ab2 兔抗人多克隆抗 HBx 
抗体（武汉博士德生物工程有限公司）用于识别 
HBx 蛋白第 139～154 位氨基酸。委托上海芯超生

物科技有限公司设计并制作组织芯片。所有组织芯

片连续切片（厚度为 5 μm），采用链霉亲和素-生

物素复合物（strept avidin-biotin complex，SABC）

三步法进行免疫组织化学染色（试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司）。将切片脱蜡至水后，加

入柠檬酸缓冲液进行高温高压修复 15 min；用 3% 
过氧化氢进行内源性过氧化物酶阻断；加入正常非

免疫羊血清封闭 10 min；除去血清，滴加一抗， 
4 ℃ 孵育过夜；滴加生物素标记的二抗，室温孵育  
10 min；滴加 SABC 试剂，室温孵育 10 min；二氨

基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色，苏木

精复染，脱水、透明、中性树胶封固。在光学显微

镜下观察结果。

1.4　免疫组织化学染色结果判定　免疫组织化学

染色结果由 1 位病理学技师采用双盲法读片判定。

HBx-ab1 和 HBx-ab2 阳性表达呈棕黄色着色。参照 
Formwitz 评分方法[14]，分别进行阳性细胞计数评

分和阳性细胞染色强度评分。阳性细胞计数＜5% 
或无阳性细胞记 0 分，阳性细胞计数为 5%～25% 
记 1 分，阳性细胞计数为 26%～50% 记 2 分，

protein expression were independent risk factors for postoperative survival of HCC patients (all P＜0.05). Analysis results of 263 
paired HCC and adjacent tissues showed that the expression of Ct-HBx in the HCC tissues was related to gender, carbohydrate 
antigen 19-9 (CA19-9) and postoperative antiviral treatment (all P＜0.05). Compared with the patients with negative Ct-HBx in 
HCC tissues and positive Ct-HBx in adjacent tissues, the patients with negative Ct-HBx in both HCC and adjacent no-tumor tissues 
had significantly higher 3-year disease free survival rate (P＝0.050 1). Conclusion　For HCC patients with negative expression of 
Ct-HBx in HCC tissues, the expression level of Ct-HBx in corresponding adjacent no-tumor tissues is related to the postoperative 
prognosis of HCC patients, and it may be a potential molecular biomarker to predict postoperative survival and recurrence.

[Key words]　liver neoplasms; hepatocellular carcinoma; hepatitis B virus; carboxylic acid-terminal truncated hepatitis 
B virus X protein; survival analysis; prognosis

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(2): 125-132]
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阳性细胞计数为 51%～75% 记 3 分，阳性细胞
计数＞75% 记 4 分；阳性细胞染色强度弱阳性记  
1 分，中等阳性记 2 分，强阳性记 3 分。将以上  
2 个指标的评分结果相乘得到最终评分，大于 1 分
者定义为阳性表达。当 HBx-ab1 抗体呈阳性表达
且 HBx-ab2 抗体呈阴性表达时表明肝癌细胞或肝
细胞中 Ct-HBx 蛋白阳性表达；其他表达结果则为 
Ct-HBx 蛋白阴性表达[15]。
1.5　统计学处理　应用 SPSS 17.0 软件进行统计学
分析。正态分布的计量资料以 x±s 表示；非正态
分布的计量资料以中位数（下四分位数，上四分位
数）表示，采用秩和检验进行比较。计数资料以例

表 1　纳入患者的基本临床病理资料

Tab 1　General clinicopathological data of included patients
N＝462, n (%)　

Variable Data Variable Data 
Gender Tumor number

Male 418 (90.48) Single 399 (86.36)
Female 44 (9.52) Multiple   63 (13.64)

Age (year) Tumor size d/cm
＜50 254 (54.98) ＜6 140 (30.30)
≥50 208 (45.02) ≥6 322 (69.70)

PVTT Tumor encapsulation
No 184 (39.83) Complete 281 (60.82)
Yes 278 (60.17) Incomplete 112 (24.24)

Preoperative HBV DNA (copy • mL－1)a Absence   69 (14.94)
＜104 118 (25.54) Small daughter nodule
≥104   93 (20.13) No 274 (59.31)

HBeAg Yes 188 (40.69)
Negative 373 (80.74) Microscopic vascular invasion
Positive   89 (19.26) No 127 (27.49)

Preoperative ALT zB/(U • L－1) Yes 335 (72.51)
≤40 193 (41.77) Tumor differentiation
＞40 269 (58.23) Ⅰ   1 (0.22)

Preoperative AST zB/(U • L－1) Ⅱ   62 (13.42)
≤40 178 (38.53) Ⅲ 375 (81.17)
＞40 284 (61.47) Ⅳ 24 (5.19)

Preoperative TBil cB/(μmol • L－1) Cirrhosis
≤17.1 334 (72.29) None   66 (14.29)
＞17.1 128 (27.71) Mild 318 (68.83)

Preoperative DBil cB/(μmol • L－1) Moderate   57 (12.34)
≤7 362 (78.35) Severe 21 (4.55)
＞7 100 (21.65) Preoperative BCLC stage

Preoperative AFP ρB/(μg • L－1) 0 10 (2.16)
≤200 174 (37.66) A   77 (16.67)
＞200 288 (62.34) B   97 (21.00)

CEA ρB/(μg • L－1) C 278 (60.17)
＜5.0 420 (90.91) Postoperative antiviral treatment
≥5.0 42 (9.09) No 368 (79.65)

CA19-9 zB/(kU • L－1) Yes   94 (20.35)
≤40 389 (84.20)
＞40   73 (15.80)
a: Totally 211 patients were tested for preoperative HBV DNA. PVTT: Portal vein tumor thrombi; HBV: Hepatitis B virus; HBeAg: 

Hepatitis B e antigen; ALT: Alanine transaminase; AST: Aspartate aminotransferase; TBil: Total bilirubin; DBil: Direct bilirubin; AFP: 
α-Fetoprotein; CEA: Carcinoembryonic antigen; CA19-9: Carbohydrate antigen 19-9; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer

数和百分数表示，采用 χ2 检验进行比较。采用 Cox 
风险回归模型分析 HCC 患者术后复发和死亡的独
立危险因素。采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲线
并计算生存率，采用 log-rank 检验进行生存分析。
检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　患者基本资料　共纳入 462 例患者，其中
男 418 例（90.48%），女 44 例（9.52%），男女
比例为 9.5∶1；年龄范围为 21～75 岁，平均年
龄为（48.65±9.74）岁。患者基本临床病理资料 
见表 1。
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2.3　HCC 患者术后预后的危险因素分析　以复发
率和生存率为因变量、临床病理参数为自变量进
行单因素 Cox 风险回归模型分析，结果显示，年
龄、门静脉癌栓、乙型肝炎 e 抗原（hepatitis B e 
antigen，HBeAg）、术前丙氨酸转氨酶（alanine 
t ransaminase，ALT）、术前天冬氨酸转氨酶
（aspartate aminotransferase，AST）、术前AFP、
肿瘤大小、主瘤旁微小子灶、癌巢内血管癌栓、
肿瘤分化程度、肝硬化程度、术前巴塞罗那临床
肿瘤（Barcelona Clinic Liver Cancer，BCLC）分
期、术后抗病毒治疗均是 HCC 患者术后肿瘤复发
的危险因素（P 均＜0.05）；性别、年龄、门静脉
癌栓、HBeAg、术前 ALT、术前 AST、术前总胆
红素、术前 AFP、肿瘤大小、肿瘤包膜、主瘤旁
微小子灶、癌巢内血管癌栓、肿瘤分化程度、肝
硬化程度、术前 BCLC 分期、术后抗病毒治疗和  
Ct-HBx 蛋白表达均是 HCC 患者术后生存的危险因
素（P 均＜0.05）。见表 2。

将单因素分析有统计学意义的自变量进行多
因素 Cox 风险回归模型分析，采用向前逐步剔除
法进行筛选，结果显示年龄、门静脉癌栓、术前 
AST、术前 AFP、主瘤旁微小子灶、术前 BCLC 
分期和术后抗病毒治疗是 HCC 患者术后复发的
独立危险因素（P 均＜0.05），门静脉癌栓、术
前 AFP、肿瘤包膜、术前 BCLC 分期和 Ct-HBx 
蛋白表达是 HCC 患者术后生存的独立危险因素 
（P 均＜0.05）。见表 3。
2.4　Ct-HBx 蛋白表达与 HCC 患者临床病理参

数的关系　在  462 例  HCC 患者肝癌组织中， 
Ct-HBx 蛋白表达阳性组和 Ct-HBx 蛋白表达阴性
组男女比例分别为 182∶28 和 236∶16，两组间差
异有统计学意义（P＝0.01）；BCLC 分期 0/A 期
和 B/C 期患者比例分别为 31∶179 和 56∶196，
两组间差异有统计学意义（P＝0.04）；术后未接
受抗病毒治疗和接受抗病毒治疗患者比例分别为 
177∶33 和 191∶61，两组间差异有统计学意义
（P＝0.02）。在 263 对配对的肝癌组织和癌旁组
织样本中，肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白表达阳性组和 
Ct-HBx 蛋白表达阴性组男女比例分别为 98∶17 和 
140∶8，两组间差异有统计学意义（P＝0.01）；
CA19-9 水平分别为 19.10（10.60，36.30）和 16.40
（8.50，29.73）kU/L，两组间差异有统计学意义 
（P＝0.04）；术后未接受抗病毒治疗和接受抗病
毒治疗患者比例分别为 82∶33 和 87∶61，两组
间差异有统计学意义（P＝0.04）。癌旁组织中 
Ct-HBx 蛋白的表达与临床病理参数均无明显关系 
（P＞0.05）。在 25 对配对的肝癌组织和癌栓组织
样本中，Ct-HBx 蛋白的表达与临床病理参数均无
明显关系（P＞0.05）。

根据 Ct-HBx 蛋白在肝癌组织和癌旁组织中
的表达情况，将所有患者分为 4  组：（1）癌组 
织（－）癌旁组织（－）；（2）癌组织（＋）
癌旁组织（－）；（3）癌组织（＋）癌旁组 
织（＋）；（4）癌组织（－）癌旁组织（＋）。
经组间临床病理参数对比分析，结果显示癌组 
织（－）癌旁组织（－）组和癌组织（＋）癌旁组 

图 1　Ct-HBx 蛋白在 HCC 患者肝癌组织和癌旁组织中的表达

Fig 1　Expression of Ct-HBx protein in HCC tissues and adjacent tissues
Immunohistochemistry for HBx-ab1 and HBx-ab2 were detected. Positive for HBx-ab1 and negative for HBx-ab2 indicated the 

presence of Ct-HBx. A: Positive expression of HBx-ab1 in HCC tissues; B: Negative expression of HBx-ab2 in HCC tissues; C: 

Positive expression of HBx-ab1 in adjacent tissues; D: Negative expression of HBx-ab2 in adjacent tissues. Ct-HBx: Carboxylic acid-

terminal truncated hepatitis B virus X protein; HCC: Hepatocellular carcinoma. Original magnification: ×200

2.2　Ct-HBx 蛋白在肝癌组织和癌旁组织中的表达

结果　HBx 蛋白阳性表达定位于细胞质，仅小部

分定位于细胞核。HBx-ab1 大部分呈阳性表达，仅

小部分呈阴性表达；HBx-ab2 大部分呈阴性表达，

仅小部分呈阳性表达。见图 1。肝癌组织中 Ct-
HBx 蛋白表达阳性率为 45.45%（210/462）。配对

的肝癌组织和癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白表达阳性率

分别为 43.73%（115/263）和 11.79%（31/263），

两组间 Ct-HBx 蛋白表达差异有统计学意义（χ2＝

66.90，P＜0.05）。配对的肝癌组织和癌栓组织中 
Ct-HBx 蛋白表达阳性率分别为 40.00%（10/25）
和 64.00%（16/25），两组间 Ct-HBx 蛋白表达差

异无统计学意义（χ2＝2.89，P＞0.05）。
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表 2　影响 HCC 患者术后肿瘤复发和生存的单因素 Cox 风险回归模型分析

Tab 2　Univariate Cox regression analysis of factors associated with postoperative HCC recurrence  

and survival of HCC patients

Variable
Recurrence HCC-related death

HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
Gender (female vs male) 0.84 (0.60, 1.18) 0.32 0.63 (0.43, 0.92) 0.02
Age (≥50 years vs ＜50 years) 0.78 (0.64, 0.95) 0.02 0.77 (0.61, 0.95) 0.02
PVTT (yes vs no) 3.63 (2.90, 4.54) ＜0.001 4.77 (3.59, 6.35) ＜0.001
HBeAg (positive vs negative) 0.64 (0.49, 0.83) 0.001 0.64 (0.47, 0.87) 0.01
Preoperative ALT (＞40 U • L－1 vs ≤40 U • L－1) 1.50 (1.23, 1.84) ＜0.001 1.56 (1.24, 1.95) ＜0.001
Preoperative AST (＞40 U • L－1 vs ≤40 U • L－1) 2.31 (1.87, 2.86) ＜0.001 2.26 (1.78, 2.88) ＜0.001
Preoperative TBil (＞17.1 μmol • L－1 vs ≤17.1 μmol • L－1) 1.04 (0.83, 1.30) 0.75 1.29 (1.02, 1.64) 0.04
Preoperative AFP (＞200 μg • L－1 vs ≤200 μg • L－1) 2.08 (1.68, 2.57) ＜0.001 2.11 (1.66, 2.69) ＜0.001
Tumor size (≥6 cm vs ＜6 cm) 1.61 (1.43, 1.81) ＜0.001 1.74 (1.51, 2.00) ＜0.001
Tumor encapsulation (incomplete/absence vs complete) 0.86 (0.71, 1.06) 0.15 0.74 (0.59, 0.93) 0.01
Small daughter nodule (yes vs no) 1.77 (1.45, 2.17) ＜0.001 1.57 (1.26, 1.95) ＜0.001
Microscopic vascular invasion (yes vs no) 3.51 (2.71, 4.54) ＜0.001 4.17 (2.96, 5.87) ＜0.001
Tumor differentiation (Ⅲ/Ⅳ vs Ⅰ/Ⅱ) 2.48 (1.80, 3.41) ＜0.001 3.72 (2.36, 5.86) ＜0.001
Cirrhosis (moderate/severe vs none/mild) 0.53 (0.40, 0.71) ＜0.001 0.49 (0.34, 0.70) ＜0.001
Preoperative BCLC stage (B/C vs 0/A) 3.72 (2.74, 5.06) ＜0.001   6.45 (3.95, 10.54) ＜0.001
Postoperative antiviral treatment (yes vs no) 0.35 (0.26, 0.46) ＜0.001 0.40 (0.28, 0.56) ＜0.001
Ct-HBx expression (C[－] P [－] vs others) 1.16 (0.99, 1.37) 0.07 1.24 (1.02, 1.50) 0.03

HCC: Hepatocellular carcinoma; PVTT: Portal vein tumor thrombi; HBeAg: Hepatitis B e antigen; ALT: Alanine transaminase; 
AST: Aspartate aminotransferase; TBil: Total bilirubin; AFP: α-Fetoprotein; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; Ct-HBx: 
Carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein; C (－) P (－): Carcinoma tissue negative and para-carcinoma tissue 
negative; HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval

表 3　影响 HCC 患者术后肿瘤复发和生存的多因素 Cox 风险回归模型分析

Tab 3　Multivariate Cox regression analysis of factors associated with postoperative HCC recurrence  

and survival of HCC patients
Variable B SE Wald HR (95% CI) P value

Risk of recurrence
Age (≥50 years vs ＜50 years) －0.01 0.01 6.37 0.99 (0.98, 1.00) 0.01
PVTT (yes vs no) 0.53 0.15 12.80 1.70 (1.27, 2.26) ＜0.001
Preoperative AST (＞40 U • L－1 vs ≤40 U • L－1) 0.44 0.12 12.85 1.55 (1.22, 1.96) ＜0.001
Preoperative AFP (＞200 μg • L－1 vs ≤200 μg • L－1) 0.36 0.12 9.35 1.43 (1.14, 1.80) ＜0.005
Small daughter nodule (yes vs no) 0.31 0.11 8.64 1.37 (1.11, 1.68) ＜0.005
Preoperative BCLC stage (B/C vs 0/A) 0.52 0.19 7.67 1.69 (1.17, 2.45) 0.01
Postoperative antiviral treatment (yes vs no) －0.73 0.17 19.54 0.48 (0.35, 0.67) ＜0.001

Risk of HCC-related death
PVTT (yes vs no) 0.92 0.20 21.46 2.50 (1.70, 3.69) ＜0.001
Preoperative AFP (＞200 μg • L－1 vs ≤200 μg • L－1) 0.80 0.20 17.00 2.23 (1.52, 3.27) ＜0.001
Tumor encapsulation (incomplete/absence vs complete) 0.42 0.18 5.10 1.52 (1.06, 2.18) 0.02
Preoperative BCLC stage (B/C vs 0/A) 0.98 0.29 11.70 2.67 (1.52, 4.68) 0.001
Ct-HBx expression (C [－] P [－] vs others) 0.22 0.10 5.07 1.25 (1.03, 1.52) 0.02
HCC: Hepatocelluar carcinoma; PVTT: Portal vein tumor thrombi; AST: Aspartate aminotransferase; AFP: α-Fetoprotein; BCLC: 

Barcelona Clinic Liver Cancer; Ct-HBx: Carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein; C (－) P (－): Carcinoma tissue 
negative and para-carcinoma tissue negative; B: Regression coefficient; SE: Standard error; HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval

织（－）组在性别上差异有统计学意义（P＝0.01）；

癌组织（－）癌旁组织（－）组和癌组织（＋）癌

旁组织（＋）组在 HBeAg 上差异有统计学意义 
（P＝0.04）；癌组织（＋）癌旁组织（＋）组和癌

组织（－）癌旁组织（＋）组在术前 HBV DNA 上
差异有统计学意义（P＝0.02）；癌组织（－）癌旁

组织（－）组和癌组织（＋）癌旁组织（＋）组、

癌组织（－）癌旁组织（－）组和癌组织（－）癌

旁组织（＋）组、癌组织（＋）癌旁组织（－）组

和癌组织（－）癌旁组织（＋）组在肿瘤分化程

度上差异有统计学意义（P＝0.04、0.04、0.04）。 
见表 4。
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2.5　Ct-HBx 蛋白表达与 HCC 患者术后预后的 
关系　HCC 患者术后随访时间为 12～60 个月，

中位随访时间为 36 个月。行 HCC 根治切除术

后，肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白阳性表达组和阴性

表达组 3 年总生存率分别为 27.80% 和 34.00%，

差异无统计学意义（P＝0.34）；3 年无瘤生存

率分别为 12.30% 和 11.00%，差异无统计学意义 

（P＝0.77）。癌组织（－）癌旁组织（－）组与

癌组织（－）癌旁组织（＋）组 3 年总生存率差异

无统计学意义（P＝0.06），3 年无瘤生存率差异

有临界统计学意义（P＝0.050 1）；癌组织（＋）

癌旁组织（＋）组与癌组织（＋）癌旁组织（－）

组 3 年总生存率和无瘤生存率差异均无统计学意义 
（P＝0.73、0.72）。见图 2。

表 4　肝癌组织和癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白表达与 HCC 患者临床病理参数的关系

Tab 4　Relationship between Ct-HBx expression in HCC tissues and adjacent tissues and  

clinicopathological data of HCC patients

Group N Gender n HBeAg n lg (preoperative HBV DNA)
(copy • mL－1), x±s

Tumor differentiation n
Male Female Negative Positive Ⅰ/Ⅱ Ⅲ/Ⅳ

C (－) P (－) 132 125 7* 89 43△ 3.93±1.73 28 104△▲

C (＋) P (－) 100 85 15 76 24 3.76±1.67 22 78▲

C (＋) P (＋)   15 13 2 14   1  3.05±1.07▲   3 12
C (－) P (＋)   16 15 1 11   5 4.27±1.69   0 16

Ct-HBx: Carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein; HCC: Hepatocellular carcinoma; HBeAg: Hepatitis 
B e antigen; HBV: Hepatitis B virus; C (－) P (－): Carcinoma tissue negative and para-carcinoma tissue negative; C (＋) P (－): 
Carcinoma tissue positive and para-carcinoma tissue negative; C (＋) P (＋): Carcinoma tissue positive and para-carcinoma tissue 
positive; C (－) P (＋): Carcinoma tissue negative and para-carcinoma tissue positive. *P＜0.05 vs C (＋) P (－) group; △P＜0.05 vs 
C (＋) P (＋) group; ▲P＜0.05 vs C (－) P (＋) group

图 2　Kaplan-Meier 生存曲线分析 Ct-HBx 蛋白表达与 HCC 患者术后生存的关系

Fig 2　Kaplan-Meier analysis of relationship between Ct-HBx protein expression and postoperative survival of HCC patients
C (－) P (＋): Carcinoma tissue negative and para-carcinoma tissue positive; C (－) P (－): Carcinoma tissue negative and para-

carcinoma tissue negative; C (＋) P (－): Carcinoma tissue positive and para-carcinoma tissue negative; C (＋) P (＋): Carcinoma 

tissue positive and para-carcinoma tissue positive; Ct-HBx: Carboxylic acid-terminal truncated hepatitis B virus X protein; HCC: 

Hepatocellular carcinoma

3　讨　论

HBV 感染是 HCC 的主要危险因素，HBx 基
因突变在 HCC 发生、发展过程中逐渐累积，与 
HCC 的发生及预后密切相关[16]。HBx 基因可整合

入宿主细胞基因组，从而引起宿主基因组的不稳

定，并形成 HBx 基因的 3′末端缺失突变，导致  
Ct-HBx 蛋白在肝癌组织中过表达。Ct-HBx 能起到

促进细胞增殖及抑制细胞凋亡的作用，从而促进细

胞癌变[17]。Li 等[18]报道，Ct-HBx 蛋白在肝癌组织

中的表达较癌旁组织更为常见。本研究结果显示， 

Ct-HBx 蛋白在肝癌组织和癌旁组织中均有表达，

且肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白的表达阳性率高于癌旁

组织，实验结果与上述研究结果[18]相符。

本研究多因素 Cox 风险回归模型分析结果显

示，门静脉癌栓、术前 AST、术前 AFP、主瘤旁

微小子灶和术前 BCLC 分期是 HCC 患者术后复发

的独立危险因素，年龄和术后抗病毒治疗是术后复

发的保护因素；门静脉癌栓、术前 AFP、肿瘤包

膜、术前 BCLC 分期和 Ct-HBx 蛋白表达是 HCC 
患者术后生存的独立危险因素。其他临床病理参数

均不是患者术后预后的独立危险因素。已有研究发
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现肿瘤因素（如有无门静脉癌栓、肿瘤数目、肿瘤

大小、有无肿瘤包膜、肿瘤分化程度、肝纤维化程

度等）、宿主因素（如性别、年龄、肝功能等）

和治疗手段（抗病毒治疗等）为 HCC 患者术后预

后的独立危险因素[19]。本研究结果与上述研究结 
果[19]有一定差异，部分临床病理参数未被验证与患

者术后预后相关，这可能与样本的选择偏倚和较小

的样本数量有关，因此对预后影响因素需要进一步

研究探讨。本研究发现 Ct-HBx 蛋白表达与  HCC 
患者的术后预后有关，可独立预测患者的术后生存

期。吴忱思等[20]发现，HBx 基因中的 5 个突变位点

（1329、1341、1381、1461、1485）为  HCC 患者

术后预后相关的独立危险因素，这在一定程度上解

释了本研究结果的合理性。

Ct-HBx 蛋白有明显的抑制肝癌细胞凋亡、促

进细胞增殖和侵袭作用[21-22]，并能促进细胞恶性

转化[23]。因此 Ct-HBx 蛋白与肿瘤的恶性生物学行

为密切相关。本研究通过分析 Ct-HBx 蛋白表达与 
HCC 患者临床病理参数的关系，发现 Ct-HBx 蛋白

在肝癌组织中的表达与性别、术前 BCLC 分期和

术后抗病毒治疗有关。应用配对的肝癌组织和癌

旁组织样本分析发现，Ct-HBx 蛋白在肝癌组织中

的表达与性别、CA19-9 和术后抗病毒治疗有关。

Li 等[18]发现，肝癌组织中 Ct-HBx 的表达与年龄、

性别、AFP、肝硬化、肿瘤数目、肿瘤大小、肿瘤

包膜、肿瘤分化、癌巢内血管癌栓均无相关性。

本实验结果与之不符。据报道，雄激素通过增强 
HBV DNA 的复制和转录促进 HCC 的发生[24]，而

女性体内雄激素水平较低，本研究结果显示女性 
HCC 患者有较高的 Ct-HBx 蛋白阳性表达比例，

具体机制尚不清楚。推测可能的原因是 P53 突变

导致雌激素受体水平下降，从而致使雌激素的保

护作用减弱，使得 HBV 整合增多而引起 Ct-HBx 
蛋白表达增多[25-26]。多数 BCLC 分期为 B、C 期的

患者存在肿瘤数目较多、肿瘤直径较大的病理特 
征[27]，间接表明患者肝脏内存有较大面积及数量的

癌组织，而肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白过表达，因此

本研究肝癌组织中 Ct-HBx 阳性表达的 BCLC B、

C 期患者所占比例较高。肿瘤标志物 CA19-9 的存

在和量变通常提示肿瘤的发生和分化[28]，而肿瘤

的复发和转移导致 Ct-HBx 蛋白表达增多，因此本

研究肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白阳性表达的 CA19-9 
异常患者所占比例较高。抗病毒治疗具有增强病

毒清除和抑制病毒复制的作用，从而抑制 HCC 的
发生和发展[29]，进而降低 Ct-HBx 蛋白的表达，因

此本研究肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白阳性表达的未接

受抗病毒治疗的患者所占比例较高。本研究分组

分析发现，Ct-HBx 蛋白在癌和癌旁组织中的表达

情况分别与性别和肿瘤分化程度有关。由于样本

的选择偏倚和较小的样本数量，其他病理参数与  
Ct-HBx 表达的关系有待进一步研究。

本研究生存分析结果显示，肝癌组织中 Ct-HBx 
蛋白阳性表达组和阴性表达组 3 年总生存率和无瘤

生存率差异均无统计学意义；癌和癌旁组织均为

阴性表达组术后 3 年无瘤生存率高于癌组织阴性

表达且癌旁组织阳性表达组（P＝0.050 1），即当  
Ct-HBx 蛋白在肝癌组织阴性表达时，Ct-HBx 蛋白

在癌旁组织中的阳性表达可能降低无瘤生存率。由

于 Ct-HBx 蛋白可促进细胞增殖和恶性转化[21-23]，

推测当癌旁组织中 Ct-HBx 过表达时，可能促进肝

细胞过度增殖和恶性转化，促使肿瘤复发。因此，

可通过分析癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白的表达情况，

推测 HCC 患者术后体内剩余肝脏组织 Ct-HBx 蛋
白的表达情况，判断残留 HCC 的增殖情况及引发

患者术后肿瘤复发的可能性，从而预测患者术后的

生存情况。此外，本研究还发现 Ct-HBx 蛋白在癌

和癌旁组织均为阳性表达组与在癌组织阳性表达且

癌旁组织阴性表达组 3 年总生存率和无瘤生存率差

异均无统计学意义，但由于样本数量较小（癌和癌

旁组织均为阳性表达的患者病例仅 15 例），该结

论仍有待进一步验证。

综上所述，Ct-HBx 蛋白表达是患者术后生存

的独立危险因素。当肝癌组织中 Ct-HBx 蛋白阴性

表达时，癌旁组织中 Ct-HBx 蛋白的表达情况可能

与 HCC 患者术后预后有关，可作为预测术后肿瘤

生存和复发的分子标志物。本研究存在一定的局限

性，后续我们将收集更多的样本对本研究结果进行

补充验证。
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