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原发性肝癌是全球性常见恶性肿瘤之一，其发病率在世

界范围内不断上升 ，其中新发的肝癌病例以及死亡病例有

一半以上发生在中国 [3]。肝癌在中国癌症发病率中居第四位，

癌症死亡中居第二位 [4]，严重威胁国民身体健康。原发性肝

癌目前以手术治疗为主，多种方式联合治疗。但肝癌患者术

后复发率极高，且很多患者就诊时就已失去手术机会。索拉

非尼（Sorafenib）是目前公认的有效治疗中晚期肝癌的分子

靶向药之一，主要通过抑制肿瘤细胞增殖和阻断新生血管形

成等方式来发挥作用 [5]。索拉非尼自 2007年问世以来，改

变了肝癌无药可用的状态。但是，目前仍然缺乏有效地预测

Sorafenib疗效的生物学标志物。

zuotin相关因子 1（ZRF1），也被称为 DnaJ热休克蛋

白家族（Hsp40）成员 C2，被认为是参与调控干细胞功能的

表观遗传调节因子 [6]。有研究报道 ZRF1可以通过参与调控
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摘 要

目的：研究ZRF1在原发性肝癌患者肿瘤组织中的表达情况，分析其与肝癌患者临床病理特征及预后的相关性。方法：收集
243例经术后病理明确诊断为原发性肝癌患者的肿瘤组织样本，通过免疫组织化学法检测原发性肝癌肿瘤组织及相应癌旁组织
中ZRF1的表达情况，采用 生存分析法分析ZRF1的表达水平与原发性肝癌患者预后的相关性。结果：ZRF1在肝癌
患者肿瘤组织中的阳性表达率显著低于对应的癌旁组织（P=0.015）；此外，ZRF1的表达与年龄、性别、门脉癌栓和肝硬化等
临床病例特征均无统计学差异（P＞0.05），但与肿瘤大小呈现负相关趋势（P=0.056）；最后，在接受索拉非尼治疗的肝癌
患者队列中，ZRF1低表达患者的预后显著优于ZRF1高表达的患者（P=0.020）。结论：ZRF1在原发性肝癌肿瘤组织中的表达
水平低于其癌旁组织，且ZRF1的表达水平与原发性肝癌患者接受索拉非尼治疗的预后相关，有可能成为原发性肝癌患者接受
索拉非尼治疗的疗效预测标志物。
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多种细胞学功能影响肿瘤的增殖与迁移功能 [7]。ZRF1位于

7q22-31.1的关键区域，据报道该基因的异常突变参与多种癌

症的进展，如前列腺癌、生殖细胞癌、胶质母细胞瘤、头颈

部鳞状细胞癌和胃癌 ，但在原发性肝癌中该基因的功能却

鲜有报道。本研究探讨了 ZRF1在肝癌组织中的表达水平，

并进一步通过分析其与临床病理特征、患者预后及索拉非尼

疗效的相关性，探究其临床意义。

收集 2003年 4月至 2009年 9月于海军军医大学附属东

方肝胆外科医院治疗并经术后病理明确诊断为原发性肝癌的

88例患者的肿瘤组织及对应癌旁组织标本作为未接受索拉非

尼治疗队列。88例原发性肝癌患者的年龄在 10~79岁之间，

其中男性 71例，女性 16例；末次随访时间为 2012年 3月。

另收集 2008年 10月至 2015年 6月在海军军医大学附属东

方肝胆外科医院治疗并经术后病理明确诊断为原发性肝癌的

155例患者的肿瘤组织及对应癌旁组织标本作为接受索拉非

尼治疗队。155例肝癌患者的年龄在 16~74岁之间，其中男

性 139例，女性 16例；末次随访时间为 2017年 1月。统计

患者的生存状况，记录肝癌的大小、是否存在门脉癌栓等临

床特征。

织中 ZRF1 的表达

组织芯片制备后，石蜡切片 37℃烤箱过夜，60℃烤箱烤

60min，常规脱蜡至水后覆盖 2O2溶液，室温放置 20min

用于内源性过氧化物酶的灭活。双蒸水洗 5min×3次，用酸

性修复液沸水浴 15min进行抗原修复，自然冷却至室温，双

蒸水洗 5min×2次，37℃下用 1%BSA封闭 30min，吸弃封闭

液，加兔抗人 ZRF1一抗，置入湿盒中 4℃冰箱过夜。取出后

室温复温 15min，然后用 洗 5min×4次。滴加兔

二抗，置入湿盒中 30min，37℃。PBS缓冲液洗涤 4次，然

后 DAB显色 10~15min，镜下观察出现明显砖红色置于双蒸

水终止显色，双蒸水再洗 2次，苏木素复染 10min，1%盐酸

分化后自来水流水冲洗返蓝，沥干，双蒸水洗 5min，常规脱

水。滴加中性树脂，干净的盖玻片覆盖，彻底干燥后即可封

固，显微镜下观察阳性染色。免疫组织化学评分方法：采用

程序对每个芯片点进行“阳性 Pixe”计算，

每个组织芯片点的组化评分计算方法为Log10[255/平均强度 ]，

其中平均强度 =（弱阳象素总强度 +阳性象素总强度 +强阳

性象素总强度）/（弱阳性象素数量 +阳性象素数量 +强阳性

象素数量）。

应用 统计软件进行分析。计数资料以频数（百

分比）表示，采用χ2检验。卡方检验时，若样本总量 n≥40

且 0单元格的理论数 T少于 5，采用卡方检验，但其中一个

格子理论数 1≤T＜ 5时，采用连续性校正卡方检验；若有理

论数 T＜ 1，则用 Fisher确切概率法进行统计学分析。采用

Kaplan-Meier曲线分析 ZRF1的表达与原发性肝癌患者预后

的关系。定义 P＜ 0.05表示差异有统计学意义。

为研究 ZRF1在 HCC患者肿瘤组织芯片中的表达情况，

通过免疫组化分析患者肿瘤组织及癌旁组织中 ZRF1的染色

信号和定位情况。如图 1A所示，ZRF1在肿瘤组织中的阳性

表达率低于相应癌旁组织，且主要是胞浆着色。我们进一步

对免疫组化染色结果进行统计，发现 ZRF1在肿瘤组织中的

阳性表达率显著低于癌旁组织（图 1B）。

A：免疫组织化学检测原发性肝癌肿瘤组织及癌旁组织中

ZRF1的蛋白表达情况

B：ZRF1在原发性肝癌患者肿瘤组织及癌旁组织中的表达评

分统计（n=155）

为进一步探究 ZRF1的表达水平与肝癌临床病理特征的

相关性，我们统计了接受索拉非尼治疗队列中，ZRF1的表达

与年龄、性别、门脉癌栓以及肿瘤大小等临床病理特征的相

关性，发现 ZRF1的表达水平与上述几个病理特征均未无统

计学差异（表 1）。值得注意的是，ZRF1的表达水平与肿瘤

大小呈现负相关趋势（P=0.056），提示我们 ZRF1低表达肝

癌患者的肿瘤恶性程度或许更高。

为研究 ZRF1的表达水平与肝癌预后及索拉非尼疗效的

关系，我们分别收集了索拉非尼治疗肝癌患者队列和未接受

索拉非尼治疗队列的样本及其预后相关信息。我们将两个队

列的肝癌患者肿瘤组织的组织芯片进行 ZRF1的免疫组化染

色，利用 对组织芯片位点评分并计算平

均染色强度，通过计算约登指数，确定最佳 cutoff值，进一

步将患者分为 ZRF1高表达组和 ZRF1低表达组。

图 2表示未接受索拉非尼治疗队列（A，n=88）或者接

受索拉非尼治疗队列（B，n=155）的 Kaplan-meier生存分析

结果。88例未接受索拉非尼治疗肝癌患者队列中，ZRF1低
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表达患者与 ZRF1高表达患者的总体生存率无显著差异（图

2A）；值得注意的是，在 155例接受索拉非尼治疗肝癌患者

队列中，ZRF1低表达患者的总体生存率显著高于 ZRF1高表

达的患者（图 2B，P=0.020）。以上结果提示我们选择 ZRF1

低表达患者接受索拉非尼治疗或许可以取得更好的治疗效果。

恶性肿瘤的发生发展过程中多伴随原癌基因的活化或抑

癌基因的失活。已有研究表明 ZRF1在多种肿瘤中表达异常，

其所在的 7号染色体区域（即 7q22-31）常发生突变 [10]。最

近有研究报道，在急性髓系白血病（AML）和癌基因诱导衰

老（OIS）过程中，ZRF1既可以作为肿瘤抑制因子，也可以

诱导癌变 。调控机制上，ZRF1可能通过调控 Polycomb

复合物影响肿瘤进展 [12-16]，有研究发现 Polycomb复合物干预

肝癌组织新生血管生成，与肝癌病人的生存期密切相关 [17]。

但 ZRF1在肝癌中，尤其是索拉非尼辅助治疗原发性肝癌的

研究鲜有报道。

为了进一步探索 ZRF1在原发性肝癌中的功能，我们通

过免疫组织化学染色的方法检测肝癌组织及其对应的癌旁组

临床病理参数 例数
ZRF1表达 [n(%)]

P
低表达 高表达

性别

0.793男 139 91(65.5) 48(34.5)

女 16 11(68.8) 5(31.2)

年龄

0.199≤ 50 104 72(70.6) 32(30.8)

＞ 50 51 30(58.8) 21(41.2)

门脉癌栓

0.490无 101 65(64.4) 36(35.6)

有 50 35(70.0) 5(30.0)

肝硬化

0.489无 82 56(68.3) 26(31.7)

有 73 46(45.1) 27(50.9)

BCLC分期

0.3361级 99 62(62.6) 37(37.4)

2、3级 54 38(70.4) 16(29.6)

肿瘤大小

0.056≤ 5 68 39(57.4) 29(42.6)

＞ 5 86 62(72.1) 24(27.9)

AFP

0.727
＜ 20 41 25(61.0) 16(39.0)

20-400 36 25(69.4) 11(30.6)

＞ 400 77 51(66.2) 26(3.8)
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织中 ZRF1的表达情况。我们发现，与原发性肝癌肿瘤组织

相比，ZRF1在癌旁组织中的阳性表达率更高。通过分析 155

例肝癌患者的临床病理资料，我们发现 ZRF1的表达与年龄、

性别、BCLC分级等均无相关性，但与肿瘤大小呈负相关趋势。

进一步分析肝癌患者队列ZRF1的表达与总体生存率的关系，

发现在接受索拉非尼治疗肝癌患者队列中，ZRF1低表达组的

总体生存率显著高于 ZRF1高表达组（P=0.020），我们推测

ZRF1可能成为预测索拉菲尼疗效的生物学标志物。

综上，本研究初步探索了肝癌组织中 ZRF1的表达及其

临床意义，发现 ZRF1的异常表达可能参与了肝癌的发生发展，

有望成为接受索拉非尼靶向治疗的肝癌患者的疗效预测标志物。
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