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  摘 要:目的 研究乙型肝炎相关性肝细胞癌(HBV-HCC)患者组织醌氧化还原酶-1(NQO1)表达水平对

预后的影响。方法 选取2019年3月至2020年1月于上海中医药大学附属第七人民医院行手术治疗的103
例HBV-HCC患者,术中取癌组织与癌旁组织备用;采用免疫组织化学染色法检测NQO1在组织中的表达情

况。收集患者临床病理资料,比较 NQO1高表达、低表达与患者病理特征的关系。对患者行3年随访,绘制

Kaplan-Meier生存曲线,对中位生存时间行Log-rank检验;采用COX模型分析影响患者预后的危险因素。
结果 NQO1在HBV-HCC组织中阳性率为84.47%(87/103),高表达率为59.22%(61/103);HBV-HCC组

织中NQO1阳性率、高表达率高于癌旁组织(P<0.05)。NQO1高表达与低表达患者肿瘤最大径、病灶数量、
美国癌症联合委员会(AJCC)分期、血管侵犯比较差异有统计学意义(P<0.05)。3年随访结果显示,患者中位

生存时间为37个月,无失访病例;103例患者中死亡34例,总生存率为66.99%(69/103),复发42例,无复发生

存率为59.23%(61/103)。Kaplan-Meier生存曲线分析结果显示,NQO1高表达组总生存率[52.46%(32/61)]
与无复发生存率[50.82%(31/61)]低于 NQO1低表达组[88.10%(37/42)、71.43%(30/42)](P<0.05)。

COX模型分析结果显示,NQO1高表达、肿瘤最大径≥5
 

cm、病灶多发、AJCC分期为Ⅲ~Ⅳ期、血管侵犯是影

响患者预后的独立危险因素(P<0.05)。结论 NQO1在 HBV-HCC组织中高表达,与患者临床病理特征有

关,可作为评估预后的独立生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

NAD(P)H:quinone
 

oxidoreductase
 

1
 

(NQO1)
 

expression
 

lev-
el

 

on
 

prognosis
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

virus-related
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HBV-HCC).Methods A
 

total
 

of
 

103
 

patients
 

with
 

HBV-HCC
 

underwent
 

surgical
 

treatment
 

in
 

Seventh
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Shanghai
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

from
 

March
 

2019
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

enrolled.The
 

cancer
 

tissue
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

were
 

extracted
 

during
 

surgery.Immunohistochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

NQO1
 

in
 

tissues.The
 

clinical
 

and
 

pathological
 

data
 

of
 

patients
 

were
 

collected,and
 

the
 

rela-
tionships

 

between
 

high
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

NQO1
 

and
 

pathological
 

characteristics
 

were
 

discussed.A
 

3-year
 

follow-up
 

was
 

conducted,and
 

the
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

was
 

drawn
 

and
 

Log-rank
 

test
 

was
 

conducted
 

on
 

median
 

survival
 

time.Then
 

COX
 

model
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

HBV-HCC
 

patients.Results The
 

positive
 

rate
 

of
 

NQO1
 

in
 

HBV-HCC
 

tissues
 

was
 

84.47%(87/103)
 

and
 

the
 

high
 

expression
 

rate
 

was
 

59.22%(61/103).The
 

positive
 

rate
 

and
 

the
 

high
 

expression
 

rate
 

of
 

NQO1
 

in
 

HBV-
HCC

 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

(P<0.05).There
 

were
 

statistically
 

significant
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differences
 

in
 

tumor
 

maximum
 

diameter,number
 

of
 

lesions,American
 

Joint
 

Committee
 

on
 

Cancer
 

(AJCC)
 

staging,and
 

vascular
 

invasion
 

between
 

patients
 

with
 

high
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

NQO1
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

follow-up
 

results
 

denoted
 

that
 

the
 

median
 

survival
 

time
 

of
 

patients
 

was
 

37
 

months,and
 

no
 

cases
 

were
 

lost
 

in
 

follow-up.Among
 

103
 

patients,there
 

were
 

34
 

dead
 

cases
 

with
 

an
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

66.99%(69/103)
 

and
 

42
 

recurrence
 

cases
 

with
 

a
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

of
 

59.23%(61/103).Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

re-
sults

 

showed
 

that
 

the
 

overall
 

survival
 

rate
 

and
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

were
 

52.46%(32/61)
 

and
 

50.82%
(31/61)

 

in
 

NQO1
 

high
 

expression
 

group,which
 

were
 

lower
 

than
 

88.10%(37/42)
 

and
 

71.43%(30/42)
 

in
 

NQO1
 

low
 

expression
 

group
 

(P<0.05).COX
 

model
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

high
 

expression
 

of
 

NQO1,

tumor
 

maximum
 

diameter
 

≥5
 

cm,multiple
 

lesions,AJCC
 

stage
 

Ⅲ
 

to
 

Ⅳ
 

and
 

vascular
 

invasion
 

were
 

independ-
ent

 

risk
 

factors
 

for
 

prognosis
 

(P<0.05).Conclusion NQO1
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

HBV-HCC
 

tissue,and
 

is
 

related
 

to
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

patients,so
 

it
 

could
 

be
 

used
 

as
 

an
 

independent
 

biomarker
 

for
 

evaluating
 

prognosis.
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  肝细胞癌(HCC)为我国常见恶性肿瘤,发病率居

恶性肿瘤第5位,死亡率较高[1-2]。我国大部分原发

性肝癌病因为乙型肝炎病毒(HBV)感染,80%以上

HCC患者合并HBV感染,且具有隐匿性[3]。乙型肝

炎相关性HCC(HBV-HCC)的特征为反复炎症活动,
流行病学显示,反复炎症的部位极易发生肿瘤[4],炎
症也被列为肿瘤的一大特征[5]。针对该肿瘤的治疗

方式在 不 断 进 步,但 患 者 预 后 仍 不 佳。准 确 评 估

HBV-HCC的预后对临床治疗方案选择、尽早干预具

有重要意义。醌氧化还原酶-1(NQO1)为同源二聚体

黄素酶,底物为NADH或NADPH,能将醌直接还原

为对苯二酚[6-7]。NQO1具有异源解毒、清除超氧物

等功能,在保护正常细胞受到氧化损伤及癌变中发

挥重要作用[8]。研究显示,NQO1被破坏可增加恶

性肿瘤发生风险[9-10]。为此,本研究通过观察NQO1
在HBV-HCC组织中的表达情况,并分析其对预后

的影响,旨在为临床早期诊疗与预后评估提供参考

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年3月至2020年1月于

上海中医药大学附属第七人民医院行手术治疗的103
例HBV-HCC患者。纳入标准:符合《原发性肝癌诊

疗指南(2022年版)》标准[11],且经病理证实为 HCC;
血清HBV表面抗原(HBVsAg)呈阳性,合并 HBV
感染,但无丙型肝炎病毒感染;具有手术指征;知情同

意。排除标准:合并其他恶性肿瘤患者;既往肝癌手

术史患者;合并其他病毒感染患者;伴有自身免疫性

肝病患者;术前行放化疗治疗患者;临床资料不完整

患者。纳入研究的患者中,男58例,女45例;年龄为

25~72岁,平均(50.48±6.39)岁;美国癌症联合委员

会(AJCC)第8版分期[12]:Ⅰ期30例,Ⅱ期29例,Ⅲ

期26例,Ⅳ期18例。本研究取得上海中医药大学附

属第七人民医院伦理委员会批准。

1.2 方法 术中取患者癌组织及癌旁组织,采用免

疫组织化学染色法检测NQO1表达,方法如下。组织

脱蜡、梯度乙醇入水。于75~85
 

℃下用枸橼酸抗原

修复液处理20
 

min,室温冷却;3%过氧化氢处理,用
磷酸盐缓冲液PBS冲洗后加入一抗NQO1,在4

 

℃下

过夜。次日加入免疫组织化学两步法检测试剂盒中

试剂,PBS冲洗后用DAB显色,苏木精复染,退水、透
明、封固后在显微镜下观察。为体现NQO1蛋白抗体

免疫组织化学的特异性,选择NQO1蛋白阳性切片作

为阳性对照,用PBS替代一抗作为阴性对照。

1.3 组织NQO1阳性标准 免疫组化染色后待细胞

质出现黄色、棕黄色颗粒为阳性,在显微镜下每张切

片选择5个200倍视野,计算阳性细胞占比。其中阳

性细胞占比:<5%为阴性(-),5%~25%为弱阳性

(+),>25%~50%为中等阳性(++),>50%~
100%为强阳性(+++)。以阳性细胞占比>25%为

高表达,以阳性细胞占比≤25%为低表达[13]。
 

1.4 随访 对患者行3年定期电话或门诊随访,随
访时间由手术后至死亡或最后一次随访,随访截止时

间为2023年1月。总生存率为术后至死亡或随访截

止时间内的生存情况,无复发生存期为术后至影像学

显示复发时间内无复发情况[14]。

1.5 统计学处理 采用SPSS20.0统计学软件进行

数据处理及统计分析。符合正态分布的计量资料

以x±s表示,组间比较采用独立样本t检验;计数资

料采用频数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验。
采用COX风险模型分析影响患者预后的危险因素,
绘制 Kaplan-Meier生 存 曲 线,对 中 位 生 存 时 间 行

Log-rank检验。P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 组织 NQO1表达情况 NQO1在 HBV-HCC
组织中呈细胞质染色模式,阳性率为84.47%(87/

103),高表达率为59.22%(61/103);HBV-HCC组织

中 NQO1阳 性 率、高 表 达 率 高 于 癌 旁 组 织(P<
0.05)。见表1。

表1  NQO1在不同组织中的表达[n(%)]

组织 n
NQO1表达

- + ++ +++
阳性 高表达

癌旁组织 103 72(69.90) 9(8.74) 9(8.74) 13(12.62) 31(30.10) 22(21.36)

HBV-HCC组织 103 16(15.53) 26(25.24) 39(37.86) 22(21.36) 87(84.47) 61(59.22)

χ2 62.213 30.691

P <0.001 <0.001

  注:左图为癌旁组织,右图为 HBV-HCC组织。

图1  NQO1在组织中的免疫组织化学图(×200)

2.2 组织NQO1表达与患者临床病理特征的关系 
NQO1高表达与低表达患者性别、年龄、肝硬化方面

比较差异无统计学意义(P>0.05),NQO1高表达与

低表达患者肿瘤最大径、病灶数量、AJCC分期、血管

侵犯比较差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  组织NQO1表达与患者临床病理特征的关系

临床病理特征
高表达

(n=61)

低表达

(n=42)
χ2 P

性别 0.020 0.888

 男 34(55.74) 24(57.14)

 女 27(44.26) 18(42.86)

年龄(岁) 0.034 0.854

 <50 46(75.41) 31(73.81)

 ≥50 15(24.59) 11(26.19)

肿瘤最大径(cm) 17.566 <0.001

 <5 18(29.51) 30(71.43)

 ≥5 43(70.49) 12(28.57)

病灶数量 7.942 0.005

 单发 22(36.07) 27(64.29)

 多发 39(63.93) 15(35.71)

AJCC分期 10.669 0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 18(29.51) 26(61.90)

 Ⅲ~Ⅳ期 43(70.49) 16(38.10)

血管侵犯 12.444 <0.001

 有 39(63.93) 12(28.57)

续表2  组织NQO1表达与患者临床病理特征的关系

临床病理特征
高表达

(n=61)

低表达

(n=42)
χ2 P

 无 22(36.07) 30(71.43)

肝硬化 0.003 0.959

 有 25(40.98) 17(40.48)

 无 36(59.04) 25(59.52)

2.3 组织NQO1表达与患者预后的关系 3年随访

结果显示,患者中位生存时间为37个月,无失访病

例;103例患者死亡34例,总生存率为66.99%(69/

103),复发42例,无复发生存率为59.23%(61/103)。

Kaplan-Meier生存曲线结果显示,NQO1高表达组总

生存率[52.46%(32/61)]与无复发生存率[50.82%
(31/61)]低于 NQO1低表达组[88.10%(37/42),

71.43%(30/42)](P<0.05)。见图2。

图2  NQO1高表达与低表达患者的生存曲线

2.4 影响患者预后的多因素分析 COX单因素结

果显示,肿瘤最大径、病灶数量、AJCC分期、血管侵

犯、NQO1与总生存率有关(P<0.05)。COX多因素

结果显示,NQO1高表达、肿瘤最大径≥5
 

cm、病灶多

发、AJCC分期为Ⅲ~Ⅳ期、血管侵犯是影响患者预后

的独立危险因素(P<0.05)。见表3。
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表3  影响患者预后的多因素分析

变量
单因素

OR(95%CI) P

多因素

OR(95%CI) P

性别 1.183(0.807~1.586) 0.335 - -

年龄 1.306(0.721~1.741) 0.238 - -

肿瘤最大径 1.778(1.248~2.625) 0.002 1.537(1.130~2.092) 0.006

病灶数量 2.138(1.470~4.095) 0.004 1.864(1.279~2.699) 0.001

AJCC分期 2.479(1.687~4.532) <0.001 2.101(1.474~3.230) <0.001

血管侵犯 2.556(1.701~4.719) <0.001 2.274(1.538~3.410) <0.001

肝硬化 1.490(0.671~1.820) 0.117 - -

NQO1 2.839(1.934~5.543) <0.001 2.427(1.764~3.887) <0.001

  注:-表示无数据。

3 讨  论

我国是乙肝大国,为世界上乙肝负担最重的国家

之一[15]。HCC为发病及死亡率较高的恶性肿瘤,病
情进展快且治疗困难,患者预后较差,成为威胁人们

生命的公共卫生问题[16]。HBV感染为该肿瘤发生发

展的主要因素,HBV感染后其DNA与宿主DNA整

合产生基因产物,导致宿主基因组稳定性丧失,染色

体变异最终发展为 HCC。目前该肿瘤治疗方式包括

手术、肝移植等,由于肿瘤早期发现率较低,总体治疗

效果不佳[17]。故早期准确筛查 HBV-HCC并及时评

估患者预后对治疗疗效具有重要意义。

NQO1为重要的同型二聚体黄素腺嘌呤二核苷

酸(FAD)酶,该酶对醌类与其代谢前体引发的致癌致

突变、细胞毒性等有一定保护作用[18-19]。研究显示,

NQO1在肿瘤中表达上调与其在细胞癌变中发挥细

胞防御功能有关[20]。本研究中,NQO1在HBV-HCC
组织中高表达率为59.22%(61/103),高于癌旁组织,
与傅潇等[21]研究结果类似。该结果说明了NQO1在

增殖细胞中表达较高,静止或终末分化细胞中表达较

低[22]。本研究结果显示,NQO1表达与肿瘤最大径、

AJCC分期、血管侵犯、病灶数量有关,说明NQO1表

达与患者病理特征相关,病情越严重其表达越高。

Kaplan-Meier生存曲线结果显示,NQO1高表达组总

生存率与无复发生存率均低于NQO1低表达组,提示

NQO1表达情况与患者预后密切相关。COX单因素

分析发现,肿瘤最大径、病灶数量、AJCC分期、血管侵

犯、NQO1与总生存率有关。COX多因素分析显示,

NQO1高表达、肿瘤最大径≥5
 

cm、病灶多发、AJCC
分期为Ⅲ~Ⅳ期、血管侵犯是影响患者预后的独立危

险因素。NQO1为机体中调节氧化应激的重要因子,
在肿瘤中的作用机制尚不明确。王维伟等[23]指出,

NQO1与TP53抑癌基因稳定性有关,能保护其不受

20S蛋白酶体降解,诱导致癌结肠上皮细胞凋亡,进而

抑制细胞进展为肿瘤细胞。NQO1的C609T基因多

态性能减少肝细胞中p53表达,抑制细胞凋亡,而增

加基因组不稳定性,提高HCC的易感性[24]。
综上所述,NQO1在 HBV-HCC组织中表达上

调,与患者临床病理特征有关,可作为评估 HBV-
HCC患者预后的生物标志物。
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