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论著 ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０１２３４

循环ｍｉＲ３３８５ｐ、ｍｉＲ１５ｂ５ｐ和ｍｉＲ２１５ｐ作为肝细胞癌的潜在肿瘤标记物

陈　义，黄　平，陈　进，刘一钊，李始亮，王孜尧，宋　丹　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆
外科）

　　［摘要］　目的　筛查血浆中能作为肝细胞癌肿瘤标记物的ｍｉＲＮＡ。方法　分为４个阶段：①ｍｉＲＮＡ
芯片筛查肝细胞癌组织中异常表达的ｍｉＲＮＡ，并根据文献和ｍｉＲＮＡ芯片结果确定候选ｍｉＲＮＡ。②１３对
术前和术后７～１０ｄ肝细胞癌患者血浆用定量逆转录聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）检测候选ｍｉＲＮＡ的表达水平，术后表达水平下降的 ｍｉＲＮＡ定为目
的ｍｉＲＮＡ。③３９例肝细胞癌患者、３２例肝硬化患者、２５例健康人员血浆进行 ｑＲＴＰＣＲ，验证目的
ｍｉＲＮＡ在３组人群中的表达差异。④分析目的 ｍｉＲＮＡ作为肝细胞癌肿瘤标记物的诊断价值，绘制受
试者工作曲线并分析其与临床参数的相关性。结果　癌组织中４０种 ｍｉＲＮＡ表达量增加（＞２倍），
５２种ｍｉＲＮＡ表达量明显下降（＜０．５倍）。结合文献，选取 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ作为候
选ｍｉＲＮＡ。术后３种 ｍｉＲＮＡ表达水平下降，定为目的 ｍｉＲＮＡ。３组人群测量结果显示 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、
ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ在肝细胞癌患者血浆中表达水平明显高于肝硬化患者和健康对照人群。其中
ｍｉＲ３３８５ｐ在肝细胞癌与肝硬化、健康人群鉴别时，曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）分别为
０７６２４（灵敏度：６４．１０％，特异度：８７．５０％）和０．９０６４（灵敏度：８９．７４％，特异度：８４．００％）。ｍｉＲ２１
５ｐ和ｍｉＲ３３８５ｐ进行联合诊断，特异度可达９２．９８％。即使在甲胎蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）判定为阴
性的肝细胞癌患者，３种ｍｉＲＮＡ判定为肝细胞癌的灵敏度都比较高。相关性分析结果显示，血浆 ｍｉＲ
３３８５ｐ水平与ＡＦＰ水平呈负相关（ｒ＝－０．３４４，Ｐ＝０．０３２）。结论　循环 ｍｉＲ３３８５ｐ、ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ
２１５ｐ具有作为肝细胞癌的肿瘤标记物的潜力。
　　［关键词］　 肝细胞癌；ｍｉＲ３３８５ｐ；ｍｉＲ１５ｂ５ｐ；ｍｉＲ２１５ｐ；循环ｍｉＲＮＡ
　　［中图法分类号］　Ｒ４４６．１；Ｒ７３０．４３；Ｒ７３５．７ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市教委科学技术研究项目（ｘ１４００）

［通信作者］　黄　平，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｐｃｈｉｎａ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５０６１７．０８４８．００８．ｈｔｍｌ（２０１５０６１７）

ＰｌａｓｍａｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ３３８５ｐ，ｍｉＲ２１５ｐａｎｄｍｉＲ１５ｂ５ｐａｒｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
ｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＣｈｅｎＹｉ，ＨｕａｎｇＰｉｎｇ，ＣｈｅｎＪｉｎ，ＬｉｕＹｉｚｈａｏ，ＬｉＳｈｉｌｉａｎｇ，ＷａｎｇＺｉｙａｏ，ＳｏｎｇＤａｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｌａｓｍａｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲＮＡｓａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｐｈａｓｅｓ．Ｆｉｒｓｔｌｙ，ａ
ｍｉＲＮＡａｒｒａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｃｒｅｅｎｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｆｏｒｓｅｌｅｃｔｉｎｇｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｍｉＲＮＡｓ．Ｓｅｃｏｎｄｌｙ，ｔｈｅｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅａｎｄｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ（７－１０ｄａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ）ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆ１３ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈＨＣＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴＰＣＲ），ａｎｄｔｈｅ
ｃａｎｄｉｄａｔｅｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔａｒｇｅｔｍｉＲＮＡｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｙ．Ｔｈｉｒｄｌｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｍｉＲＮＡｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｏｆ３９ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ，３２ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ

０２７１
第３７卷第１７期
２０１５年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１５



ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ２５ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｂｎｏｒｍａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｎ
ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇＨＣＣｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ，ａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅｖａｌｉｄａｔｅｄ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ４０ｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ５２ｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．ｍｉＲ１５ｂ５ｐａｎｄｍｉＲ３３８５ｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｐｏｒｔｓ，ｍｉＲ１５ｂ５ｐ，ｍｉＲ３３８５ｐａｎｄｍｉＲ２１５ｐｗｅｒｅ
ｃｈｏｓｅｎａｓｃａｎｄｉｄａｔｅｍｉＲＮＡｓｆｉｎａｌｌｙ．Ｎｅｘｔ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ３ｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｔｈａｎｏｆｔｈｅｃｉｒｒｈｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ．
Ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ（ＲＯＣｃｕｒｖｅ）ａｎａｌｙｓｅｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅｐｌａｓｍａｍｉＲＮＡｓｃｏｕｌｄｂｅ
ｕｓｅｆｕｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＣＣｆｒｏｍｃｉｒｒｈｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ，
ｍｉＲ３３８５ｐｙｉｅｌｄｅｄｔｈｅｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ（ＡＵＣ）ｏｆ０．７６２４（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
６４１０％ ａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ８７．５０％）ｉｎｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＣＣｆｒｏｍｃｉｒｒｈｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ０．９０４６
（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ８９．７４％ ａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ８４．００％）ｉｎｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２１５ｐａｎｄｍｉＲ３３８５ｐｙｉｅｌｄｅｄｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆ９２．９８％ ｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇＨＣＣｆｒｏｍａｌｌ
ｃａｓｅｓ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｍｉＲＮＡｓｈａｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｆｏｒＨＣＣｄｉａｇｎｏｓｉｓｅｖｅｎｔｏαｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＦＰ）ｎｅｇａｔｉｖｅ
ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ．ＦｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ３３８５ｐｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅＡＦＰｌｅｖｅｌ（ｒ＝－０．３４４，Ｐ＝０．０３２）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ３３８５ｐ，ｍｉＲ２１５ｐａｎｄｍｉＲ１５ｂ５ｐ
ｍａｙｓｅｒｖｅａｓｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇＨＣＣ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｍｉＲ３３８５ｐ；ｍｉＲ１５ｂ５ｐ；ｍｉＲ２１５ｐ；ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲＮＡ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（ｘ１４００）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＰｉｎｇ，

Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｐｃｈｉｎａ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　肝癌是全球癌症相关死亡排名第二的肿瘤［１］，主

要包括肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）和胆
管细胞癌。其中主要为 ＨＣＣ，在全球常见恶性肿瘤中
位居第五［２］。ＨＣＣ主要病因为 ＨＢＶ与 ＨＣＶ感染［３］，

在中国，由上述两种病毒感染所致的 ＨＣＣ占全部
ＨＣＣ的８６％［４］。肝切除术是目前治疗ＨＣＣ最主要的
方法，根据ＨＣＣ分期的不同，其５年生存率为３８％ ～
６１％［５］。但由于早期诊断的困难，只有３０％ ～４０％的
患者能获得根治性治疗［６］。传统的肿瘤标记物甲胎

蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）的检测，常规用于临床 ＨＣＣ
的筛查。现有研究证明，ＡＦＰ在诊断 ＨＣＣ时，灵敏度
为３９％～６５％，特异度为７６％ ～９３％，大约１／３早期
ＨＣＣ患者不能得到诊断［２］。因此寻找特异性的早期

ＨＣＣ诊断标志物特别重要。
　　ｍｉＲＮＡ是长１９～２２个核苷酸内源性表达的单链
非编码 ＲＮＡ。其广泛存在于真核生物中，主要与
ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ端结合而调节靶基因的表达，从而调
节细胞的增殖、分化、凋亡、浸润和迁移［７］。现在观点

认为ｍｉＲＮＡ能在循环中稳定地表达，能抵制核糖核酸
酶Ａ的降解，甚至在ｐＨ值为１和１３的溶液中保持稳
定［８］。基于此类研究的发现，国内外学者开始对 ＨＣＣ
患者循环中的ｍｉＲＮＡ的诊断价值进行论证，并取得了

一定的成绩，为 ＨＣＣ诊断开辟了新的研究方向。Ｑｉ
等［９］指出，ｍｉＲ１２２在 ＨＣＣ患者血清中表达水平明显
高于健康对照者，能作为ＨＣＣ肿瘤标记物区分两组人
群。Ｔｏｍｉｍａｒｕ等［１０］发现循环 ｍｉＲ２１能够作为 ＨＣＣ
肿瘤标记物，从而把 ＨＣＣ与健康人群、慢性肝炎患者
区别。这些研究为寻找 ＨＣＣ新的肿瘤标记物提供了
线索。本实验旨在探索具有诊断潜力的 ＨＣＣ相关
ｍｉＲＮＡ肿瘤标记物，并验证其与临床参数的相关性。

１　资料与方法

１．１　实验设计和一般资料
　　分为４个阶段。第一阶段：组织样本候选 ｍｉＲＮＡ
筛查。取肝癌切除术患者癌组织和癌旁非肿瘤组织进

行ｍｉＲＮＡ芯片检测，筛查异常表达的 ｍｉＲＮＡ，选择高
表达的ｍｉＲＮＡ作为候选ｍｉＲＮＡ进行下一步实验。第
二阶段：目的ｍｉＲＮＡ的确定。取术前及术后７～１０ｄ
ＨＣＣ患者血浆进行定量 ＲＴＰＣＲ，术后表达量下降的
候选ｍｉＲＮＡ定为目的ｍｉＲＮＡ进行下一步研究。第三
阶段：目的ｍｉＲＮＡ的验证。所有ＨＣＣ患者术前血浆、
肝硬化（ｈｅｐａｔｏｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＣＩＲ）及健康对照者血浆进行
定量 逆 转 录聚 合 酶 链 反 应 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ），检验
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目的ｍｉＲＮＡ在３组人群血浆中的表达差异。第四阶
段：诊断价值验证及相关性分析。绘制受试者工作曲

线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ），对目
的ｍｉＲＮＡ的诊断价值进行评价，并分析目的 ｍｉＲＮＡ
与临床参数之间的相关性。

　　所有组织和血液样本来自本院。组织样本于
２０１０年６月收集并送公司检测，血液样本于２０１４年
１－６月收集，包括肝细胞癌患者３９例，ＣＩＲ患者３２例，
健康对照者２５例。所有肝细胞肝癌经病理证实，组织
和血液样本的使用取得患者同意。

１．２　组织和血浆
　　肝细胞癌肿瘤组织和癌旁组织来源于肝癌切除术
患者，为分离血浆，２ｍＬ外周血经ＥＤＴＡ抗凝后立即行
４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液转入新ＥＰ管，４℃，
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，收集上清液，－８０℃贮存。
１．３　组织ｍｉＲＮＡ芯片
　　癌组织及癌旁正常组织送重庆威斯腾生物技术服
务中心进行ｍｉＲＮＡ芯片检测。
１．４　血浆ＲＮＡ提取
　　使用 ＴＲＩｚｏｌＬＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试剂提取血浆中总
ＲＮＡ，具体提取步骤根据试剂说明进行。ＲＮＡ纯度和
浓度用ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ２０００分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，ＭＡ，ＵＳＡ）检测。Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）为１．９～
２．１，总ＲＮＡ浓度为２５～１２０ｎｇ／μＬ。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ
　　血浆 ｍｉＲＮＡ的逆转录和定量检测采用 ＡＬＬｉｎ
ＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公
司，广州）。ｍｉＲＮＡ引物购自 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司（广
州）。２５μＬ逆转录体系包括总ＲＮＡ：１０μＬ，ＰｏｌｙＡ聚
合酶（２．５Ｕ／μＬ）：１μＬ，ＲＴａｓｅＭｉｘ：１μＬ，５×ＰＡＰ／ＲＴ
Ｂｕｆｆｅｒ：５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ：８μＬ。逆转录执行条件：３７℃
孵育６０ｍｉｎ，８５℃孵育５ｍｉｎ使酶灭活。定量ＰＣＲ采
用２０μＬ体系［逆转录产物即ｃＤＮＡ：２μＬ，２×ＡＬＬｉｎ
ＯｎｅｑＰＣＲＭｉｘ：１０μＬ，ＡＬＬｉｎＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ引物：
２μＬ，ＵｎｉｖｅｒｓａｌＡｄａｐｔｏｒＰＣＲ引物（稀释至２μｍｏｌ／μＬ）：
２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ：４μＬ］，定量 ＰＣＲ条件：９５℃ １０ｓ，
４０个循环：９５℃ １０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ １０ｓ。每个孔
重复３次，取平均Ｃｔ值。在循环ｍｉＲＮＡ的研究中，目
前没有公认的内参，根据文献［９－１０］选择 Ｕ６ＲＮＡ
和ｍｉＲ１６进行内参筛选。由于 Ｕ６ＲＮＡ在多数样本
中无法检测，ｍｉＲ１６在所有样本中稳定表达，最终选择
ｍｉＲ１６作为内参。ｍｉＲＮＡ的表达水平用２－△△Ｃｔ值表
示［１１］，△Ｃｔ＝ＣｔｍｉＲＮＡ－ＣｔｍｉＲ１６，△△Ｃｔ＝△ＣｔｍｉＲＮＡ（样本Ａ）－
△ＣｔｍｉＲＮＡ（样本Ｂ）。

１．６　统计学分析
　　组织样本 ｍｉＲＮＡ表达差异采用分层汇聚和相关
分析，统计数据由重庆威斯腾生物技术服务中心提供。

血浆ｍｉＲＮＡ表达水平差异、与临床参数的相关性及诊
断价值评估采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析。
术前和术后３种血浆 ｍｉＲＮＡ表达差异采用秩和检验
（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙｔｅｓｔ）。ｍｉＲＮＡ与临床病例参数之间的
相关性，先按临床参数进行分组，秩和检验分析组间表

达水平的差异，Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关性分析检验其相关
性。ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５绘制ＲＯＣ曲线和计算曲线下面
积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）评估目的 ｍｉＲＮＡ的诊
断价值，计算Ｙｏｕｄｅｎ指数（Ｙｏｕｄｅｎ’ｓｉｎｄｅｘ）选择最佳
的界值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ）。

２　结果

２．１　候选ｍｉＲＮＡ的筛选
　　组织 ｍｉＲＮＡ芯片结果显示：癌组织中 ４０种
ｍｉＲＮＡ表达量增加（＞２倍）；５２种 ｍｉＲＮＡ表达量明
显下降（＜０．５倍）。表１列举了部分肿瘤组织中异常
表达的 ｍｉＲＮＡｓ，选取癌组织中表达量最高的 ２种
ｍｉＲＮＡｓ即 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ进行研究。ｍｉＲ
２１５ｐ在ＨＣＣ中作用机制研究较多，且在肝癌切除术
后表达水平下降，增加 ｍｉＲ２１５ｐ作为候选 ｍｉＲＮＡ进
行下一步研究有利于实验的质量控制。

表１　癌组织（Ｃ）和癌旁正常组织（Ｎ）ｍｉＲＮＡ表达水平

ｍｉＲＮＡ Ｃ／Ｎ Ｃ Ｎ

癌组织中表达量增加

　ｍｉＲ１５ｂ５ｐ ２．５４１２ １．８６５７ ０．７３４２

　ｍｉＲ３３８５ｐ １３．７９２４ ２．２０２５ ０．１５９７

　ｍｉＲ４５２ ２．００２７ ０．３４７１ ０．１７３０

　ｍｉＲ２５ ２．０２４３ ０．６４２７ ０．３１７４

　ｍｉＲ２１ ２．１２１９ ０．３５９５ ０．１６９４

癌组织中表达量减少

　ｍｉＲ５１９ｅ ０．２１６０ １．８５９５ ８．６０９５

　ｍｉＲ１３０ａ ０．３４０４ ０．４６０７ １．３５３５

　ｍｉＲ１３８２ ０．４１８８ ０．０９３０ ０．２２２０

　ｍｉＲ１９ｂ ０．４７７４ ０．８９２６ １．８６９５

　ｍｉＲ１２０１ ０．３９３３ ０．１５７０ ０．３９９２

：暂未统一命名

２．２　候选ｍｉＲＮＡ验证
　　ＨＣＣ患者术前、术后血浆 ｑＲＴＰＣＲ结果显示：
ｍｉＲ１５５ｐ（Ｐ＝０．００６）、ｍｉＲ２１５ｐ（Ｐ＝０．０１１）、ｍｉＲ
３３８５ｐ（Ｐ＝０．００２）术后明显降低。上述３种 ｍｉＲＮＡ
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在肿瘤组织和血浆中均高表达，且术后表达水平明显

下降，提示３种候选 ｍｉＲＮＡ均为肿瘤来源，定为目的
ｍｉＲＮＡ进行下一步实验（表２）。

表２　术前、术后ｍｉＲＮＡ表达差异［Ｍ（Ｑ１，Ｑ３），ｎ＝１３］

时间 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ ｍｉＲ２１５ｐ ｍｉＲ３３８５ｐ

术前 ２．０５（１．２６，３．６０） ２．７９（１．８３，１３．９７） ３．２１（２．１０，８．７３）

术后 １．００（０．６２，１．００） １．００（１．００，１．４３） １．００（１．００，１．１９）

Ｐ值 ０．００６ ０．０１１ ０．００２

２．３　目的ｍｉＲＮＡ检测
　　使用 ｑＲＴＰＣＲ检测剩余２６例 ＨＣＣ患者、３２例
ＣＩＲ患者和２５例健康对照者血浆中目的 ｍｉＲＮＡ的表
达水平，并把术前１３例ＨＣＣ患者样本纳入统计，共３９例
ＨＣＣ样本（样本总量为９６个）。结果见表３，图１。

表３　目的ｍｉＲＮＡ在ＨＣＣ、肝硬化（ＣＩＲ）、健康对照组（ＨＣ）
表达水平对比［Ｍ（Ｑ１，Ｑ３）］

组别 例数 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ ｍｉＲ２１５ｐ ｍｉＲ３３８５ｐ

ＨＣＣ ３９ １．４５（１．００，２．８７） ２．５６（１．２７，７．６５） ２．９２（１．３６，８．２７）

ＣＩＲ ３２ １．００（０．８８，１．０９）ａ １．００（０．８９，１．４７）ａ １．００（０．８２，１．６３）ａ

ＨＣ ２５ ０．４１（０．２４，０．８８）ａｃ ０．５３（０．１９，１．１３）ａｂ ０．３４（０．０９，０．８８）ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＨＣＣ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＣＩＲ比较

　　由表３和图１可见，ＨＣＣ组 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１
５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ表达水平明显高于 ＣＩＲ组（Ｐ＜００１）
和ＨＣ组（Ｐ＜０．０１）。同时可以看出 ＣＩＲ组 ｍｉＲ１５ｂ
５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ表达水平也明显高于 ＨＣ
组（Ｐ＜０．０１），由图１我们还可以看出 ＨＣＣ组 ｍｉＲ
１５ｂ５ｐ、ＣＩＲ组 ｍｉＲ３３８５ｐ存在离群值，且表达量很
高，暂不做进一步研究。

２．４　ＲＯＣ曲线分析
　　为了评估 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ作
为诊断 ＨＣＣ的肿瘤标记物的价值，我们分３种模式

（ＨＣＣ和 ＣＩＲ区别、ＨＣＣ和 ＨＣ区别、ＨＣＣ区别 ＣＩＲ
和ＨＣ的联合）绘制ＲＯＣ曲线，分别计算其ＡＵＣ，并根
据最大Ｙｏｕｄｅｎ指数选择作为 ＨＣＣ肿瘤标记物的界
值。我们发现３种 ｍｉＲＮＡ在区别 ＨＣＣ患者、ＣＩＲ患
者和健康人群时，都有较好的诊断价值。为了验证３
种ｍｉＲＮＡ在所有样本中鉴别 ＨＣＣ患者的能力，我们
把所有样本同时纳入绘制ＲＯＣ曲线（第３种模式），结
果显示，ｍｉＲ３３８５ｐ≥１．７４３时，把 ＨＣＣ患者从总的
９６个样本中区分出的灵敏度、特异度、ＡＵＣ较高，表现
出较高的诊断价值。同样的方法进一步对 ｍｉＲ２１５ｐ
进行分析，也表现出较好的价值，而 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ的
ＡＵＣ相对较小。总的来说，３种 ｍｉＲＮＡ在区别 ＨＣＣ
患者和健康对照人群所表现出的 ＡＵＣ大于区别 ＨＣＣ
和ＣＩＲ所表现出的ＡＵＣ。结果见表４，图２。

表４　ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ作为 ＨＣＣ肿
瘤标记物的诊断价值［界值，ＡＵＣ（灵敏度，特异
度）］

ｍｉＲＮＡ ＨＣＣ和ＣＩＲ区别 ＨＣＣ和ＨＣ区别
ＨＣＣ区别ＣＩＲ和

ＨＣ的联合

ｍｉＲ１５ｂ５ｐ
１．０２５，０．６８０

（６６．６７％，７５．００％）

０．８０７，０．８５６

（８７．１８％，７６．００％）

１．０２５，０．７５８

（６６．６７％，７８．９５％）

ｍｉＲ２１５ｐ
１．３５３，０．７５６

（７４．３６％，７５．００％）

０．７７２，０．８４３

（９４．８７％，６４．００％）

１．３９３，０．７９４

（７４．３６％，７８．９５％）

ｍｉＲ３３８５ｐ
２．２７０，０．７６２

（６４．１０％，８７．５０％）

０．９８１，０．９０５

（８９．７４％，８４．００％）

１．７４３，０．８２５

（６９．２３％，８５．９６％）

　　由于ｍｉＲ２１５ｐ和ｍｉＲ３３８５ｐ总的ＡＵＣ较大，我
们分两种模式对其灵敏度和特异度进行探讨。当

ｍｉＲ２１５ｐ≥１．３９３０，ｍｉＲ３３８５ｐ≥１．７４３０两者满足
其一即诊断为 ＨＣＣ时，灵敏度为７９．４９％，特异度为
７５．４４％，当两者都满足才能诊断为ＨＣＣ时，灵敏度为
６４．１０％，特异度为９２．９８％。
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Ａ～Ｃ：ｍｉＲ１５ｂ５ｐ作为标记物在把ＨＣＣ从ＣＩＲ、ＨＣ、ＣＩＲ＋ＨＣ区分出来的表现；Ｄ～Ｆ：ｍｉＲ２１５ｐ作为标记物在
把ＨＣＣ从ＣＩＲ、ＨＣ、ＣＩＲ＋ＨＣ区分出来的表现；Ｇ～Ｉ：ｍｉＲ３３８５ｐ作为标记物在把ＨＣＣ从 ＣＩＲ、ＨＣ、ＣＩＲ＋ＨＣ区
分出来的表现

图２　ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ作为ＨＣＣ肿瘤标记物在３种模式中的ＲＯＣ曲线表现

２．５　ｍｉＲＮＡ血浆表达水平与临床参数相关性分析
　　进一步与临床参数结合分析结果显示，ＡＦＰ＜
２００ｎｇ／ｍＬ的 ＨＣＣ患者中，以 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ≥１．０２５、
ｍｉＲ２１５ｐ≥１．３９３、ｍｉＲ３３８５ｐ≥１．７４３作为诊断标
准，其灵敏度分别为 ７２．７３％、８６．３６％、８１．８２％。而
纳入实验的ＨＣＣ患者，若以 ＡＦＰ≥２００ｎｇ／ｍＬ作为诊
断标准，灵敏度仅为４３．５９％，与ＡＦＰ灵敏度为３９％～
６５％相符合。我们还可以看出 ｍｉＲ２１５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ
灵敏度较高，十分有利于 ＡＦＰ不能发现的早期 ＨＣＣ
患者的诊断。

　　进一步按临床参数分组对３种 ｍｉＲＮＡ表达水平
进行验证。表５显示：在 ＡＦＰ＜２００ｎｇ／ｍＬ的患者血
浆中，ｍｉＲ３３８５ｐ的表达水平较高（Ｐ＝０．０３６）。但
３种 ｍｉＲＮＡ的表达水平与肿瘤直径、胆红素、转氨酶
水平及ＨＢｓＡｇ是否阳性无关。进一步 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相
关性分析结果显示，ｍｉＲ３３８５ｐ表达量与 ＡＦＰ水平呈
负相关（ｒ＝－０．３４４，Ｐ＝０．０３２）。鉴于本实验ＨＣＣ样
本中性别、年龄及 ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级所表现出的人数差
异过大，不做相关性分析。

表５　临床参数与目的ｍｉＲＮＡ血浆表达水平相关性分析
人数（个） Ｐ值

参数
ＨＣＣＣＩＲＨＣｍｉＲ１５ｂ５ｐｍｉＲ２１５ｐ ｍｉＲ３３８５ｐ

性别
　男 ３６ ２０ １２
　女 ３ １２ １３
年龄（岁）
　≥６０ ６ ５ ０
　＜６０ ３３ ２７ ２５
ＡＦＰ（ｎｇ／ｍＬ） ０．４３６ ０．０６１ ０．０３６
　≥２００ １７
　＜２００ ２２
ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ０．８５５ ０．１４４ ０．６０５
　≥４０ ２７
　＜４０ １２
ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ０．８０３ ０．３７９ ０．９０７
　≥４０ ２５
　＜４０ １４
ＴＢｉＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ０．７２５ ０．８００ ０．６７３
　≥１７．１ １９
　＜１７．１ ２０
ＨＢｓＡｇ
　阳性 ２２
　阴性 ７
ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级
　Ａ ３６
　Ｂ ３
　Ｃ ０
肿瘤直径（ｃｍ） ０．３９８ ０．２４８ ０．３２４
　≥５ ２１
　＜５ １８
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３　讨论

　　循环ｍｉＲＮＡ能够作为诊断 ＨＣＣ的标记物，即使
在ＡＦＰ＜２００ｎｇ／ｍＬ的样本中，也能取得比较满意的
诊断价值。本研究参考了国际经典的 ｍｉＲＮＡ筛查途
径，并把实验分为４个阶段。随着研究的深入，我们发
现如下现象：①ｍｉＲ３３８５ｐ在 ＡＦＰ＜２００ｎｇ／ｍＬ的
ＨＣＣ患者血浆中表达水平较高，十分有利于ＡＦＰ阴性
的ＨＣＣ患者的早期诊断，因为肝癌细胞来源的 ＡＦＰ
早期水平较低，ｍｉＲ３３８５ｐ在此阶段的高水平恰好弥
补ＡＦＰ在此阶段诊断的不足。②ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１
５ｐ、ｍｉＲ３３８５ｐ在鉴别ＨＣＣ患者和健康对照者表现出
的ＡＵＣ明显大于鉴别 ＨＣＣ和肝硬化时的 ＡＵＣ，可能
提示这３种ｍｉＲＮＡ在正常肝脏向肝硬化转变，以及肝
硬化向ＨＣＣ转变的过程中发挥作用。
　　越来越多的研究表明，循环 ｍｉＲＮＡ有作为 ＨＣＣ
肿瘤标记物的潜力；Ｌｉ等［１２］指出，循环 ｍｉＲ１８ａ作为
ＨＢＶ相关 ＨＣＣ肿瘤标记物有潜在价值；为寻求更加
简便的诊断标记物，Ａｂｄａｌｌａ等［１３］对尿液中的 ｍｉＲＮＡ
进行筛查，发现了 ｍｉＲ６１８和 ｍｉＲ６５０，但总的诊断价
值不高。除了上述与 ＨＣＣ诊断相关的循环 ｍｉＲＮＡ
外，近期的研究还证实ｍｉＲ２２１、ｍｉＲ８８５５ｐ、ｍｉＲ１２２ａ
均有作为ＨＣＣ肿瘤标记物的潜质［１４－１６］。

　　关于 ｍｉＲ３３８５ｐ和 ＨＣＣ关系的研究尚少见报
道，对 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ的文献报道也有限。Ｄａｉ等［１７］报

道，ｍｉＲ１５ｂ通过肝细胞核因子１α调节乙肝病毒的复
制。Ｗｕ等［１８］指出，乙肝病毒 Ｘ蛋白抑制 ｍｉＲ１５ｂ的
表达，从而增强肝细胞癌的增殖能力。也有研究指出

ｍｉＲ１５ｂ在肝癌组织中高表达，并在细胞有丝分裂周
期中发挥调节作用［１９］。关于 ｍｉＲ２１的报道很多，Ｘｕ
等［２０］发现ｍｉＲ２１的靶点为丝裂原活化蛋白激酶激酶
３（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＭＡＰ２Ｋ３），
ｍｉＲ２１通过抑制其表达，促进肝癌细胞增殖。
Ｔｏｍｉｍａｒｕ等［１０］和Ｘｕ等［２１］认为循环ｍｉＲ２１可以作为
肝癌或者慢性肝炎的标记物。ｍｉＲ１５ｂ５ｐ和 ｍｉＲ２１
５ｐ在ＨＣＣ癌组织中高表达已经被证实，提示其为肿
瘤组织来源。前者可以调节细胞周期的进程，后者影

响肿瘤的迁移和浸润能力，均在肿瘤的发生、发展过程

中发挥作用。虽然ｍｉＲ３３８５ｐ在 ＨＣＣ形成过程中的
作用不清，但是我们发现ｍｉＲ３３８５ｐ为肿瘤组织来源
的证据。这３种 ｍｉＲＮＡ在 ＨＣＣ发展过程中，由癌组
织进入血液循环，并稳定地表达，为我们检测循环

ｍｉＲＮＡ筛查ＨＣＣ提供了可能。
　　现有研究也证实循环 ｍｉＲＮＡ有作为甲状腺
癌［２２］、乳腺癌［２３］、胰腺癌［２４］、肺癌［２５］、胃癌［２６］等肿瘤

标记物的可能。

　　本研究结果证实 ｍｉＲ１５ｂ５ｐ、ｍｉＲ２１５ｐ具有作
为肿瘤标记物潜力的同时，发现 ｍｉＲ３３８５ｐ也具有作
为ＨＣＣ肿瘤标记物的潜力，并且 ｍｉＲ２１５ｐ和 ｍｉＲ
３３８５ｐ联合作为 ＨＣＣ肿瘤标记物，具有很高的特异
性。即使在ＡＦＰ判定为阴性的情况下，３种ｍｉＲＮＡ都
具有较高的灵敏度。我们纳入研究的 ＨＣＣ患者血浆
样本为３９例，诊断价值评价结果及相关数据虽然显示
出了一定的诊断价值趋势，但有待更大样本的实验证

实。本研究丰富了寻找无创的能弥补 ＡＦＰ不足的
ＨＣＣ肿瘤标记物的实例，为进一步更大范围和规模的
研究提供了参考。
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