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新标志物 BDH1用于肝细胞癌术后生存的预测价值分析 *
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摘要 目的：检测肝细胞癌组织中 3-羟基丁酸脱氢酶 1 (3-Hydroxybutyrate Dehydrogenase 1，BDH1)BDH1的表达情况，探讨其与

肝细胞癌患者临床病理特征和术后生存的关系。方法：选取 135例肝细胞癌根治性手术患者，整理临床病理及随访资料，调取相

应的存档石蜡组织标本切片，采用免疫组化 SP方法检测 BDH1的表达，对染色结果评分，结合临床病理及随访数据进行统计分

析。结果：肝癌细胞中 BDH1的阳性表达主要定位于胞浆，阳性表达率为 87.4% (118/135)，其中低表达占 48.1% (65/135)，高表达

占 51.9% (70/135)。BDH1的表达与肝癌细胞癌组织分化级别、肿瘤直径、肿瘤数目、微血管侵犯及 TNM分期均显著相关(P<0.05)。
多因素分析显示 BDH1表达、TNM分期、组织分化级别是影响肝癌术后患者预后的独立危险因素(P<0.01)，BDH1高表达者术后
总生存率较低表达者显著升高。结论：BDH1可能作为预测肝癌预后的重要参考指标。
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Analysis of the Prognostic Value of BDH1 for the Hepatocellular Carcinoma
Patients Underwent Radical Resection*

To detect the expression of 3-Hydroxybutyrate Dehydrogenase 1 (BDH1) in hepatocellular carcinoma

(HCC) and to reveal its relationship with clinicopathological factors and postoperative survival. 135 patients with hepatocellu-

lar carcinoma (HCC) underwent radical operation were selected. Clinical pathological material and follow-up data were collected. Corre-

sponding Paraffin tissue sections were prepared. The expression of BDH1 was detected by immunohistochemistry (SP method). The

staining results were scored and analyzed statistically by clinicopathological and follow-up data. The positive signal was local-

ized in the cytoplasm of tumor cells. BDH1 was expressed in 87.4% (118/135) of HCC patients. Low expression was accounted for

48.1% (65/135) and high expression was accounted for 51.9% (70/135). The expression of BDH1 was correlated significantly to tissue

differentiation grade, tumor diameter, number of tumors, microvescular invasion and TNM stage (P<0.05). Multivariate analysis demon-

strated that the expression of BDH1, TNM stage and tissue differentiation grade were independent risk factors which affecting postopera-

tive survival rate in HCC (P<0.01). Patients in group with high BDH1 expression displayed distinctly higher overall survival rate than
that of low BDH1 expression group. BDH1 could be a pivotal prognostic indicator for postoperative survival in HCC pa-

tients undergoing surgical resection.
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前言

肝癌在全球范围内恶性肿瘤发病率中居第六，肿瘤相关死

因中位居第四。病毒性肝炎和非酒精性脂肪性肝病是主要的发

病诱因[1]。肝细胞癌(Hepatocellular carcinoma，HCC)简称肝癌，

异质性强，恶性程度高，进展期患者总体预后差。在过去的十年

里，分子靶向药物索拉非尼虽然使进展期肝癌生存期得以延

长，但远期疗效仍不理想[2]。研究表明肿瘤细胞代谢异常可能在

肝癌的发生发展中起着重要作用。因此，检测肝癌组织中调节

细胞代谢的关键蛋白可能有助于肝癌的预后判断及精准靶向

治疗的选择[3]。

3- 羟基丁酸脱氢酶 1 (3-hydroxybutyrate dehydrogenase，

BDH1)是重要的细胞酮体代谢调节分子，是短链脱氢 /还原酶

家族成员之一，主要参与酮类物质的合成与降解以及丁酸的代
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谢过程[4]。最近有文献报道 BDH2在肝细胞癌中的表达下调，发

挥抑癌基因作用，与肝癌的不良预后相关[5]。截至目前，BDH1

与肝癌的关系尚未见报道。因此，本研究旨在检测肝癌组织中

BDH1的表达，并分析其与肝癌患者临床病理因素的关系及其

预后预测价值。

1 材料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 临床病理资料 收集新疆医科大学附属肿瘤医院肝胆

胰外科 2013年 1月至 2018年 12月行根治性手术切除的 135

例肝癌患者存档的完整病历资料，并核实、调查随访数据，总生

存时间定义：自手术日开始计算，至患者因肿瘤导致死亡或随

访结束的日期。本研究的实施取得新疆医科大学附属肿瘤医院

伦理委员会审批同意。调取相应的存档石蜡组织标本，切片备

用。135例肝癌患者中，男性 118例，女性 17例，年龄 25-78岁，

中位年龄 56岁。采用第 8版国际抗癌联盟(UICC)和美国癌症

联合会(AJCC)肝癌分期系统进行 TNM（tumor-node-metastasis）

分期[6]。

1.1.2 纳入与排除标 准纳入标准：行根治性手术切除，术后

病理确诊为肝细胞性肝癌；术前均未接受任何抗肿瘤治疗，患

者签署标本使用知情同意书。排除标准：合并其他恶性肿瘤，非

肿瘤因素导致死亡，失访患者。

1.2 免疫组化染色

手术切除的肝癌组织标本，在 10%福尔马林溶液中充分固

定后，常规脱水并石蜡包埋，切成 4 滋m厚组织，并置于防脱载
玻片上，经 HE染色病理确诊后，进一步做免疫组化染色(SP

法)，详见课题组既往相关工作报道[7]。防脱组织切片于 60℃烘

箱烤片 60 min，组织玻片浸入预热的二甲苯溶液脱蜡完全后，

置于梯度乙醇(100 %，95 %，85 %，75 %)中分别浸泡水化；3 %

过氧化氢(H2O2)孵育 15 min，以阻断组织内源性过氧化物酶；切

片浸入柠檬酸盐缓冲液中(pH 6.0)，高压加热 5 min，行抗原修

复；滴加非免疫性山羊血清(中衫金桥)，室温封闭 30 min，封闭

非特异性抗原；滴加兔抗人特异性 BDH1多克隆抗体(Catalog

No.E-AB-14789, 1:100)，4℃过夜；PBS 浸洗，滴加 HR 二抗

(Gene tech,500710，按说明书步骤使用)，室温孵育 30 min；PBS

浸洗，DAB显色；苏木素复染细胞核，氨水返蓝后，梯度乙醇脱

水(75 %，85 %，95 %，100 %)，二甲苯透明后，中性树脂封片，干

燥。用已知染色强阳性的人甲状腺癌组织切片作为阳性对照，

阴性对照用山羊血清，空白对照选用 PBS。

染色切片由两位病理专科医师独立阅片并评分，评分过程

中均不知到患者的临床及随访资料。采用半定量染色评分法，

根据阳性细胞染色强度和所占细胞百分比分别评分[8]。细胞未

出现阳性显色为 0分，细胞中出现高于背景的淡黄、棕黄色、黄

褐色者为阳性染色细胞。淡黄着色为 1分；棕黄着色为 2分；黄

褐着色为 3分。每张切片随机选择 5个视野，每个视野计数

100个细胞，得出阳性细胞百分比并计分：无阳性细胞为 0分，

10-25 %为 1分，25-50 %为 2分，>50 %为 3分。每例最终染色

评分值为上述两个分值的乘积。按乘积分值分为两组，≤ 6分

为低表达组，>6分为高表达组。

1.3 统计学分析

运用 SPSS15.0软件进行实验数据统计分析。BDH1蛋白

表达与临床病理因素的关系采用卡方检验，以 P<0.05定义为
差异有统计学意义。单因素及多因素生存分析采用 Cox比例风

险回归模型，采用 Kaplan-Meier法中的 Log-Rank比较，并绘制

生存曲线，以 P<0.05定义为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肝癌组织中 BDH1蛋白的表达

肝癌组织中 BDH1蛋白表达主要定位于肝癌细胞的胞浆，

表现为细胞浆中存在不同染色强度的黄色颗粒，将染色强度分

4个级别，分别赋分值 0，1，2，3，各强度级别的代表性染色图片

见图 1。肝癌组织中 BDH1的阳性表达率为 87.4 %(118/135)，

其低表达为 48.1 %(65/135)，高表达为 51.9 %(70/135)。

图 1 肝细胞癌组织中 BDH1蛋白在的染色强度分级(× 200)

Fig.1 The staining intensity grading of BDH1 protein in hepatocellular carcinoma tissues

注：A，黄褐色(3分)；B，黄色(2分)；C，淡黄色(1分)；D，未着色(0分)(× 200)

Note: A, yellowish brown (3 points); B, yellow (2 points); C, light yellow (1 point); D, unstained (0 points).

2.2 BDH1蛋白表达与肝癌患者各临床病理因素的关系

在 135例肝癌组织中，BDH1的表达与患者的性别、年龄、

血清 HBV-DNA载量、血清 AFP水平、肝硬化程度无明显相关

性(P＞0.05)，而与组织分化程度、瘤体的直径、数目、是否合并

微血管癌栓侵犯、肿瘤 TNM分期有关(P<0.05)。随着肝癌组织
分化级别的降低，BDH1蛋白高表达率呈现明显下调趋势(Ⅰ级

61.4%，Ⅱ级 56.9 %，Ⅲ级 30.3%)；肿瘤直径 >5 cm，多发性病灶

者的 BDH1表达显著低于直径 < 5 cm和单发的肿瘤；有微血

管癌栓侵犯的 BDH1表达显著低于无微血管侵犯者；随着肿瘤

分期的进展，BDH1高表达率呈显著下降 (Ⅰ期 60.9 %，Ⅱ期

55.7 %，Ⅲ期 28.6 %)，见表 1。

2.3 肝癌术后总生存的单因素分析

将各临床病理因素分别进行术后生存的单因素分析，得出

影响生存率有意义因素，统计结果按如下格式表示[HR值(95
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%可信区间)P 值]，包括组织分化级别 [3.367(2.344-4.835)

P<0.001]，瘤体直径 [2.797 (1.699-4.607)P<0.001]，瘤体数目
[3.188 (1.740-5.842)P<0.001]，微血管侵犯 [2.359 (1.428-4.018)

P=0.001]，TNM 分期 [3.036 (2.125-4.339)P<0.001]，BDH1 表达
[3.213(1.940-5.320)P<0.001]。

Notes: 1, HBV-DNA serum HBV load (low limit 5 × 102 copies/ml); 2, AFP serum 琢-fetal protein; 3, MVI: microvascular invasion; 4,TNM

tumor-node-metastasis, According to 8th edition AJCC/ UICC TNM stage system; Bold value: P<0.05

表 1 BDH1在 135例行根治术的肝细胞癌中的表达水平与临床病理参数的关系

Table 1 Correlation of BDH1 expression with clinical and pathological variables in 135 HCC patients underwent radical resection

Variables n
BDH1 expression(%)

P
Low High

Total cases 135 65(48.1) 70(51.9)

Gender 0.257

Female 17 6(35.5) 11(64.5)

Male 118 59(50) 59(50)

Age(median) 0.188

≤ 56years 64 27(42.2) 37(57.8)

>56 years 71 38(53.5) 33(46.5)

HBV-DNA1 0.250

Negative 24 9(37.5) 15(62.5)

Positive 111 56(50.5) 55(49.5)

AFP(ng/ml)2 0.219

≤ 25 40 16(40.0) 24(60.0)

>25 95 49(51.6) 46(48.4)

Hepatic Cirrhosis 0.717

Non/mild 56 28(50.0) 28(50.0)

Moderate/severe 79 37(46.8) 42(53.2)

Tumor diameter(cm) 0.043

≤ 5 47 28(59.6) 19(40.4)

>5 88 37(42.0) 51(58.0)

Tumor number 0.022

Single 119 53(44.5) 66(55.5)

Multiple 16 12(75.0) 4(25.0)

Ednondson grade 0.016

Well(Ⅰ) 44 17(38.6) 27(61.4)

Moderate(Ⅱ) 58 25(43.1) 33(56.9)

Poor(Ⅲ) 33 23(69.7) 10(30.3)

MVI3 0.031

Absent 108 61(56.5) 47(43.5)

Present 27 18(66.7) 9(33.3)

TNM stage4 0.019

StageⅠ 46 18(39.1) 28(60.9)

StageⅡ 61 27(44.3) 34(55.7)

StageⅢ 28 20(71.4) 8(28.6)

2.4 肝癌术后总生存的多因素分析

将影响预后的 6个单因素进行多因素 Cox回归分析，得出

影响肝癌生存预后的独立影响因素，统计结果按如下格式表示

[HR 值 (95%可信区间 )P 值]，包括：组织分化级别 [2.558

(1.737-3.766)P<0.001]，TNM分期[2.312(1.371-3.899)P=0.002]，
BDH1表达[2.726(1.824-3.912)P=0.001]。
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2.5 BDH1表达与肝癌患者根治术后总生存的关系

135例随访病历资料完整的肝癌患者，首先分析 BDH1的

不同表达水平对术后总生存率的影响，高表达患者的术后总生

存率明显高于低表达者(图 2A，P<0.001)。将不同的 TNM分期

患者进一步分层分析，BDH1高表达者总生存率明显高于低表

达者(图 2B，I期：P=0.027，图 2C，Ⅱ期 P=0.003，图 2D，Ⅲ期：

P=0.024)。

图 2 不同 BDH1表达水平与肝细胞癌患者根治术后总生存分析

Fig.2 Different levels of BDH1 expression and overall survival after radical resection of hepatocellular carcinoma

注：(A)；分层分析在肝细胞癌 I期(B)，II期(C)，III期(D)中，不同 BDH1表达水平与术后总生存率的关系。

Note: (A); stratified analysis in hepatocellular carcinoma stage I (B), stage II (C), stage III (D), different levels of BDH1 expression and overall survival

rate after operation.

3 讨论

肝癌的病因复杂，是多因素多步骤发展导致的结果，进展

期肝癌多选择多学科综合治疗模式，如仑伐替尼等靶向药物显

示出不俗的疗效。但由于肝癌的高度异质性，寻找新的特异性

分子靶点及预后标志物优化肝癌的临床诊疗十分必要[9-11]。葡

萄糖和脂代谢异常在肝癌中已有较多研究 [12-14]，Warburg效应

使肿瘤细胞能适应乏氧、养分不足的瘤内微环境，维持恶性增

殖和侵袭转移的恶性表型。多数肝癌中，脂肪酸摄取减少，茁氧
化率减低[15]。酮体代谢酶主要包括：琥珀酰辅酶 A:3-氧代辅酶

A 转移酶（OXCT1）、3- 羟基丁酸脱氢酶 1 和 2（BDH1 和

BDH2）、乙酰辅酶 A乙酰转移酶 1（ACAT1）。研究已发现它们

的生化作用，在两种新型丁醇脱氢酶合成气体丁醇的降解过程

中，BDH1和 BDH2对氧敏感，以 NADP（+）为辅助因子，丁醇

是最佳底物[16]。BDH2在香草醛解毒中有重要作用，与 BDH1相

比，BDH2的过表达能更有效地提高酵母对香兰素的耐受性[17]。

在葡萄酵母菌中过表达 BDH1和 BDH2可以降低葡萄酒中双

乙酰的产量 [18]。编码短链脱氢酶 /还原酶基因家族成员包括

BDH1、BDH2、SDR9C7等。BDH的生理功能是利用胞浆酮体，

进入线粒体并进行三羧酸循环。它们的主要生理功能是利用胞

浆酮体，进入线粒体并进行三羧酸循环[19]。铁介导的人类 BDH2

转录后调节，调控了人类细胞中线粒体铁的稳态，抑制 BDH2

的表达会耗尽哺乳动物的铁载体，导致细胞铁和线粒体铁的缺

乏[20]。各成员在不同类型肿瘤中功能不尽相同，在急性骨髓性

白血病中，BDH2影响细胞凋亡，是预后不良的独立因素[21]。在

胰腺癌中，BDH2受长非编码 RNA TP73-AS1调控影响细胞增

殖和凋亡[22]。而 SDR9C7通过调节激活MMP11促进食管鳞癌

发生淋巴结转移[23]。

BDH1基因组的染色体定位在 3q29，由 343个氨基酸组

成，编码蛋白形成一种需要线粒体膜酶的同种四聚体脂质。

BDH1具有氧化还原酶活性和 3-羟基丁酸脱氢酶活性，可以作

为心衰早期的检测标记物。心功能衰竭时，心肌特异性 BDH1

过表达可以增加酮体代谢，改善心肌细胞的氧化应激反应[24,25]。

恶性胶质瘤表达的解酮酶和糖酵解酶不同，解酮酶表达低或极

低的患者比酶表达阳性的患者对生酮饮食治疗的效果更好[26]。

BDH1在肿瘤发生发展中的作用还不清楚，有报道称胰腺癌组

织中酮体代谢的关键酶 BDH1和 OXCT1缺乏，对生酮代谢饮

食疗法敏感[27]。肝癌细胞在营养剥夺的条件下，刺激 OXCT1表

达活化，发挥解酮供能作用，促进细胞生长[28]。BDH1在肝癌中

的作用尚未报道，本研究结果显示 BDH1在多数肝癌组织的细

胞浆中均有表达，BDH1表达水平与肿瘤分化级别、肿瘤大小、

肿瘤数目、微血管侵犯、TNM分期相关，而与其他因素无显著

相关。重要的是 BDH1在大直径肿瘤，多发肿瘤，组织细胞分化

差及分期较晚的肝癌呈相对低的表达率，推测 BDH1的下调促

进了肝癌的恶性增殖、侵袭的生物学行为，同 BDH2类似，在肝

癌中具有潜在的抑制肿瘤的功能。另外，BDH1高表达的患者

术后总生存率较低表达者高。

甲胎蛋白（琢-fetal protein，AFP）是诊断肝癌的常用指标，但
是仍有大约 30%的 HCC患者 AFP阴性，研究表明循环细胞游

离 DNA与年龄和 AFP的结合，可以提高肝癌的诊断效能[29]。本

课题组今后拟进一步联合检测血清 BDH1、AFP，以验证 BDH1

对HCC的诊断价值。很多研究验证、比较了AFP的预后作用[30,31]，

发现它对术后生存有重要的预测价值，其与总生存率显著相

关，[危险比（HR）0.41，95%可信区间（CI）：0.35-0.47，P<0.001]。
本研究BDH1表达对 HCC术后总生存也起到了较好的预测作

用，[HR 2.726，95% CI：(1.824-3.912)，P=0.001]。不同的肝癌分
期预后有差异，临床上常发现相同分期的肝癌预后也不尽相

同，如何区分出这些患者，早期给予干预措施，对预防术后复发

意义重大。有趣的是 BDH1在不同的临床分期中亦有相似的预

后作用，高表达较低表达者预后好，提示对早期的 BDH1低表

达患者，应密切随访或尽早抗复发治疗，以提高总生存率。以上

研究初步提示 BDH1高表达是肝癌进展的抑制因素，具体的分

子调控通路尚不清楚，有研究发现在肝细胞癌中 BDH2通过下

调 Bcl2通路诱导细胞凋亡，上调组蛋白乙酰化水平，抑制肝癌

细胞的增殖和侵袭，且 BDH2高表达患者预后较好[5]。我们的结

果似乎与解酮酶(OXCT1，BDH1)升高促进癌细胞重塑代谢通

路，促进肿瘤进展的理论相反，也提示我们 BDH分子在肝癌的

发生发展中不仅仅是参与酮体代谢调控途径，还可能参与调节

组蛋白乙酰化、自噬、凋亡等复杂生物学过程，最终影响到肿瘤
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的生物学行为。

综上所述，肝癌术后患者 BDH1的表达是预测总生存的独

立预后因素，高表达者较表达低者的预后好。而血清 BDH1能

否作为肝癌早期诊断和预后的标志物还需要进一步的研究以

明确，且 BDH1在肝癌中的分子机制也需进一步研究。
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