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　　［摘要］　目的　探讨ＺＥＢ１在肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中的表达及意义。方法　采用免疫组织化学ＳＰ法和蛋白质印迹
分析法检测ＺＥＢ１在６２例 ＨＣＣ组织、４８例相应癌旁肝硬化组织和１０例正常肝组织中的表达，并分析其与 ＨＣＣ临床病理特

征的关系。结果　免疫组化结果显示ＺＥＢ１在 ＨＣＣ组织及癌旁肝硬化组织中呈阳性表达，阳性率分别为９３．５％（５８／６２）和
８３．３（４０／４８）。蛋白质印迹分析显示ＺＥＢ１蛋白在 ＨＣＣ组织中的表达高于相应癌旁肝硬化组织和正常肝组织 （Ｐ＜０．０５）。

ＺＥＢ１在 ＨＣＣ组织中的表达与临床分期、肿瘤分化程度、有无发生转移、有无门脉癌栓及有无术后复发等因素相关（Ｐ＜

０．０５），与肿瘤直径、肿瘤数目、血清ＡＦＰ水平等因素无关（Ｐ＞０．０５）。结论　ＺＥＢ１的高表达与肝癌的发生、发展密切相关，
并且有可能参与 ＨＣＣ细胞的上皮间质转化而促进肝癌的侵袭和转移。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界

范围内最常见的恶性肿瘤之一。高复发转移性是影

响预后及其致死的最主要原因［１４］。锌指Ｅ盒结合同

源异形盒１（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏｍｅｏｂｏｘ１，

ＺＥＢ１）是一个非受体转录因子，又称为 ＴＣＦ８、

ＡＲＥＢ６、ｚｆｈｅｐ、ｚｆｈｘ１ａ、ＢＺＰ、Ｎｉｌ２ａ、ｄｅｌｔａＥＦ１，位于人

类１０号染色体短臂上，编码序列全长３３２７ｂｐ，编码

１１０８个氨基酸，其结构包含有２个锌指结构簇及１个
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同源结构域。研究发现它在多种细胞系中可以抑制

多种基因的表达［５］，在肿瘤的发生发展及肿瘤细胞的

侵袭转移过程中扮演重要角色［６］。

　　本研究应用免疫组化技术和蛋白质印迹法检测

ＨＣＣ及癌旁组织中ＺＥＢ１蛋白的表达，并探讨其与

ＨＣＣ临床病理学特征的关系。

１　材料和方法

１．１　临床资料　６２例 ＨＣＣ和相应４８例癌旁肝硬

化组织取自我院２００６年１月至２０１２年１月间的手

术切除标本，术后石蜡包埋，经病理证实为 ＨＣＣ以

及肝硬化。６２例 ＨＣＣ患者年龄３２～６５岁，中位年

龄４８岁；１０例正常肝组织为肝血管瘤患者手术切除

样本，患者年龄４３～６６岁，中位年龄５２岁。

１．２　主要试剂　小鼠抗人ＺＥＢ１单克隆抗体购自

Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司，ＳＰ试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自

福建迈新生物科技有限公司。

１．３　免疫组织化学检测及结果判定　所有标本均

经过１０％甲醛溶液固定，石蜡包埋，４μｍ厚度连续

切片。将组织切片置于多聚赖氨酸包被的载玻片

上，６０℃烘烤３０ｍｉｎ，常规脱蜡水化，用３％Ｈ２Ｏ２处

理１０ｍｉｎ去除内源性过氧化物酶的作用后置于微

波炉中用中火进行抗原修复。山羊血清常温封闭３０

ｍｉｎ后滴加一抗工作液于４℃孵育过夜。滴加生物

素标记的二抗工作液、ＨＲＰ标记的链霉素抗生物素

蛋白过氧化物酶溶液于３７℃各孵育１５ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色，苏木素复染，盐酸酒精分化，常规脱水、透明，

中性树脂封片。光镜下观察并拍照。

　　以细胞质或细胞核中出现清晰的黄色、棕黄色

颗粒为ＺＥＢ１表达阳性。染色阳性细胞数评分：０
分，阳性细胞比例为０；１分，阳性细胞比例为１％～
２５％；２分，阳性细胞比例为２６％～５０％；３分，阳性

细胞比例为５１％～１００％。染色强度评分：０分，阴

性（细胞无着色）；１分，弱阳性（细胞中有黄色着色颗

粒）；２分，中阳性（细胞中有棕色着色颗粒）；３分，强

阳性（细胞中有深褐色着色颗粒）。根据染色阳性细

胞数和染色强度评分判定各标本的染色结果：≥３
分，强阳性（）；＜３分，弱阳性（－／＋）。

１．４　蛋白质印迹法检测 ＨＣＣ及相应癌旁肝硬化组

织和正常肝组织中ＺＥＢ１蛋白的表达　 在新鲜

ＨＣＣ组织及相应癌旁肝硬化组织和正常肝组织中

分别添加蛋白裂解液（１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．１％

ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ１００、５μｇ／ｍｌ抑肽酶、２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ；ｐＨ ７．４），冰上裂 解 ３０ ｍｉｎ 后，４℃

１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。

分装 后 储 存 于 －７０℃ 备 用。取 蛋 白 行 １０％

ＳＤＳＰＡＧＥ后电转至ＰＶＤＦ膜上，１０％脱脂奶粉室

温封闭１ｈ后加入小鼠抗人 ＺＥＢ１单克隆抗体

（１５００）４℃孵育过夜，以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。

ＴＢＳＴ洗涤后加入 ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠二抗

（１２０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次后 ＥＣＬ
显色。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计

学分析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检

验，计数资料用百分比表示，采用χ
２检验。检验水平

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　免疫组化检测结果　免疫组化结果显示，

ＺＥＢ１主要表达于细胞质和细胞核中（图１）。６２例

ＨＣＣ组织中ＺＥＢ１的阳性表达率为９３．５％（５８／

６２），４８例癌旁肝硬化组织中的阳性表达率为８３．３％
（４０／４８），正常肝组织中不表达或呈现低表达。

图１　ＺＥＢ１表达的免疫组化检测结果（ＳＰ法）

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＺＥＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＳＰｍｅｔｈｏｄ）

Ａ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｃｉｒｒｈｏｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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２．２　蛋白质印迹分析结果　蛋白质印迹分析结果

显示，ＨＣＣ组织中ＺＥＢ１的表达高于相应癌旁肝硬

化组织及正常肝组织 （Ｐ＜０．０５，图２）。

图２　蛋白质印迹分析检测ＺＥＢ１蛋白的表达

Ｆｉｇ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＺＥＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＰＣＴ：Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｃｉｒｒｈｏｔｉｃｔｉｓ

ｓｕｅｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＨＣＣｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ

２．３　ＨＣＣ组织中ＺＥＢ１表达与临床病理特征的关

系　ＺＥＢ１表达与临床病理特征之间的相关性分析

显示，ＺＥＢ１在 ＨＣＣ组织中的表达与临床分期、肿

瘤分化程度、有无发生转移、有无门脉癌栓和有无术

后复发有关（Ｐ＜０．０５），与肿瘤直径、肿瘤数目、血

清ＡＦＰ水平等因素无关（Ｐ＞０．０５，表１）。

３　讨　论

　　ＨＣＣ发病率居恶性肿瘤第５位，病死率高居第

３位，仅次于肺癌和结肠癌；手术切除是目前临床最

常用的治疗手段［７１０］。侵袭性和转移性是恶性肿瘤

最重要的生物学特征，也是肿瘤患者致死的最主要

原因。研究发现上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在肿瘤细胞侵袭转移过程

中具有重要作用［１１］。

　　最近的研究发现转录因子ＺＥＢ１是诱导ＥＭＴ
的因子之一［１２１３］。转录因子通常位于信号转导中蛋

白激酶的下游，ＺＥＢ１能够与上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ编码基因的启动子上的Ｅ２盒结合，抑制Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ的转录，诱导肿瘤细胞发生ＥＭＴ，增强细胞的

侵袭转移能力［１４１５］。ＺＥＢ１与ＳＩＰ１结构相似，能够

通过结合 ＴＧＦβ信号通路中的 ＲＳｍａｄｓ并且在

ＴＧＦβ信号刺激下，与ＲＳｍａｄｓＳｍａｄ４复合体直接

结合，从而调节ＳＭＡ、ｐ２１、ｐ１５等多个直接或间接

与ＥＭＴ过程相关的基因转录［１４］。

表１　ＨＣＣ组织中ＺＥＢ１的表达与

临床病理学特征的关系

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｆｅａｔｕｒｅｓｗｉｔｈＺＥＢ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ Ｎ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＥＢ１

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎ（％） χ２ Ｐ

ＴＮＭｓｔａｇｅ ６．４６２７ ＜０．０５

　　ⅠⅡ ３０ ２６（８６．７）

　　Ⅲ ３２ ３２（１００）

Ｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ３．１２８７ ＜０．０５

　　Ａｂｓｅｎｔ ２４ ２４（１００）

　　Ｐｒｅｓｅｎｔ ３８ ３４（８９．５）

Ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｔｕｍｏｒｔｈｒｏｍｂｕｓ ２．２３７６ ＜０．０５

　　Ａｂｓｅｎｔ ３４ ３４（１００）

　　Ｐｒｅｓｅｎｔ ２８ ２４（８５．７）

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ２．７３６８ ＜０．０５

　　Ｙｅｓ ４０ ４０（１００）

　　Ｎｏ ２２ １８（８１．８）

Ｔｕｍｏｒｎｕｍｂｅｒｎ ０．３３４ ＞０．０５

　　１ ５０ ４６（９２．０）

　　＞１ １２ １２（１００）

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅｄ／ｃｍ ０．１３８ ＞０．０５

　　≥５ ３６ ３４（９４．４）

　　＜５ ２６ ２４（９２．３）

ＳｅｒｕｍＡＦＰρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１） １．５１７ ＞０．０５

　　≥４００ ４６ ４６（１００）

　　＜４００ １６ １２（７５．０）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ４．１４３２ ＜０．０５

　　ⅠⅡ ３８ ３８（１００）

　　ⅢⅣ ２４ ２０（８３．３）

　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＡＦＰ：Ａｌｐｈａｆｅｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ

　　有研究表明多种肿瘤细胞系中上调ＺＥＢ１的

表达能够明显促进肿瘤细胞的侵袭转移，阻断其表

达则可以起到抑制肿瘤细胞侵袭转移的作用［１６１７］。

这种调控肿瘤细胞侵袭转移的分子机制是否具有普

遍性尚不清楚。本研究免疫组化染色发现ＺＥＢ１
在 ＨＣＣ组织及癌旁肝硬化组织中均呈阳性表达，阳

性表达率分别为９３．５％（５８／６２）和８３．３（４０／４８），在

正常肝组织中呈现低表达或阴性表达，并且表达位

置主要集中在细胞质或细胞核中。蛋白质印迹分析

结果显示，ＨＣＣ组织中ＺＥＢ１的表达高于相应癌旁

肝硬化组织及正常肝组织 （Ｐ＜０．０５）。通过比较

ＺＥＢ１表达与 ＨＣＣ临床病理学特征之间的关系，发

现ＺＥＢ１在 ＨＣＣ组织中的表达与 ＨＣＣ临床分期、

肿瘤分化程度、有无发生转移、有无门脉癌栓和有无

术后复发有关（Ｐ＜０．０５），而与肿瘤直径、肿瘤数
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目、血清ＡＦＰ水平等因素无关（Ｐ＞０．０５）。以上结

果都证明了ＺＥＢ１在 ＨＣＣ的发生发展中起到重要

作用，而且可能通过诱导肝癌细胞发生ＥＭＴ过程

从而促进肿瘤细胞侵袭转移，最终促进转移的

发生。　　　　

　　ＺＥＢ家族广泛参与调控肿瘤细胞的细胞周期、

细胞凋亡、侵袭转移以及新生血管生成等多个过程，

并且也是诱导ＥＭＴ过程的重要转录因子［１８１９］。随

着对ＺＥＢ家族研究的不断深入，以ＺＥＢ家族为靶点

的研究将对研究肝癌细胞侵袭转移的机制提供新的

方向，但是其中具体的分子机制还有待进一步的研

究证实。
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